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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Der Einfluss von Stickstoffmonoxid (NO) auf =zellulare Proliferations- und
Differenzierungsvorgange ist Gegenstand zahlreicher Arbeiten. Die beobachteten
Effekte werden zum einen Uber Aktivierung des zytosolischen NO-Rezeptors, die
I6sliche Guanylatcyclase (sGC), und transiente Produktion von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP), zum anderen Uber cGMP-unabhangige NO-Effekte
vermittelt.

Mit Hilfe verschiedener Modellsysteme (Keimzelltumoren, Zelllinien) sollte geklart
werden, ob eine Modulation der zellularen  Teilungsaktivitdt  und
Differenzierungstendenz mit einer Veranderung der Expression von Komponenten
des NO/cGMP-Signalweges einhergent und ob NO eine cGMP-unabhangige
Wirkung auf das Wachstum von Zellen ausubt, die zwar NO-Synthasen besitzen und
zur cGMP-Produktion Uber partikulare Guanylatcyclasen befahigt sind, aber keine

sGC als NO-Rezeptor exprimieren.

Im Einzelnen sollten Keimzelltumore mittels immunhistochemischer Analysen von
humanen Biopsaten auf die Expression von Komponenten des NO/cGMP-
Signalweges untersucht werden. Einen Schwerpunkt sollten hier die Teratome
bilden, da es bei diesem Keimzelltumor zu spezifischen Differenzierungsvorgangen
innerhalb der Zellpopulation kommt.

Im Weiteren sollten funktionelle Untersuchungen insbesondere an MA-10 Leydig-
Tumorzellen durchgeflhrt werden, die zwar Uber eine spezifische NO-Synthase
Stickstoffmonoxid produzieren, jedoch, im Unterschied zur ANP-vermittelten, nicht
zur NO-vermittelten cGMP-Produktion befahigt sind, was zu einer Dissoziation von

cGMP-vermittelten und cGMP-unabhangigen NO-Effekten fuhrt.
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2 Einleitung

2.1 Entwicklung und Aufbau des Hodens

Bei der Entwicklung der mannlichen Keimdriuse wachsen im funf Wochen alten
Embryo die Zolomepithelzellen strangformig in  das mesenchymale Stroma der
Keimdrusenanlage ein und bilden mit den eingewanderten Gonozyten, den
Urgeschlechtszellen, im weiteren Verlauf die Hodenkanalchen, die Tubuli seminiferi
(Abbildung 1, T). Sie beinhalten ab der Adoleszenz die Keimzellen in allen Stufen der
Spermatogenese (Abbildung 1, 1-4) sowie die Stutz- oder Ammenzellen, die Sertoli-
Zellen (Abbildung 1, S), welche trophische Funktionen erfullen und die
Spermatogenese beeinflussen. Aulerdem sind sie an der Bildung der Blut-Hoden
Schranke beteiligt, welche die Keimzellen vor immunologischen Prozessen schutzt.
Die Hodenkanalchen sind von Schichten von  Myofibroblasten und
Bindegewebszellen umgeben, welche die Lamina propria bilden (Abbildung 1, LP),

die die Hodenkanalchen vom testikularen Interstitium (Abbildung 1, I) trennt.

Am Ende der Fetalentwicklung treten die Hoden an der Ruckwand einer
Bauchfelltasche aus dem Leistenkanal in den Hodensack. Dieser Vorgang wird auch
Descensus testis genannt, und hat physiologisch eine Uberaus grof3e Bedeutung, da
eine ausreichende Spermatozoenproduktion und Reifung nur bei Temperaturen
<35°C stattfindet. Verbleibt der Hoden in der Bauchhdhle oder im Leistenkanal,
spricht man von einem Hodenhochstand, dem Maldescensus testis. Bei zu spater
Korrektur des Maldescensus testis atrophieren die Hoden narbig, und es entsteht das
Bild eines sog. Kryptorchismus.

Der Descensus testis ist, wie auch die Ausbildung mannlicher Geschlechtsorgane,

unmittelbar abhangig von einer ausreichenden fetalen Testosteronproduktion und
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Wirkung. Bei einem Hodenhochstand hat sich, neben der chirurgischen Intervention,
eine frihzeitige Therapie mit humanem Choriongonadotropin (hCG) etabliert
(Rubben et Goepel 1998), welche eine Testosteronproduktion in den fetalen Leydig-
Zellen Uber Stimulation des LH-Rezeptors induziert (Huhtaniemi et al. 1977). Bei der
testikularen Feminisierung liegt ein weiblicher Phanotyp mit mannlichen
Gonadenanlagen vor, welche in der Bauchhohle verbleiben. Ursache ist ein
Testosteron-Rezeptor-Defekt und die damit verbundene fehlende Wirkung von
Testosteron. Eine ausreichende Testosteronbildung und -wirkung ist also fur einen

regelhaften Descensus testis obligat.

T: Tubulus seminiferi LP: Lamina propria 2: Spermatozyt |
I: Interstitium LZ: Leydig-Zelle 3: unreifer Spermatid
S: Sertoli-Zelle 1: Spermatogonie 4: Spermatid

Abbildung 1 : Aufbau des adulten Hodens, Hamatoxilin-Eosin-Farbung.

Die Tubuli seminiferi (T) beinhalten neben den Sertoli-Zellen (S) die verschiedenen Stadien der
Spermienreifung (1-4). Die Tubuli sind von einer dinnen Schicht aus muskelahnlichen Zellen
umgeben, die die Lamina propria (LP) bilden. Im Interstitium (I) zwischen den Tubuli liegen von
Bindegewebe umgeben die Leydig-Zellen (LZ).
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Die mannliche Testosteronproduktion findet vornehmlich im Interstitium (Abbildung 1,
[) zwischen den Tubuli seminiferi statt. Die Zellen, welche das mannliche
Geschlechtshormon produzieren, heillen nach ihrem Entdecker Leydig-Zellen
(Abbildung 1, LZ) und synthetisieren und sezernieren unter dem Einfluss von
Luteinisierendem Hormon (LH) im Neugeborenenalter und in der Adoleszenz das
Testosteron. In den Jahren bis zur Pubertat ist ihre Zahl deutlich reduziert. Obwohl
adulte Leydig-Zellen postmitotische Zellen sind, welche sich nicht mehr teilen
kdénnen, ist der Saugerorganismus in der Lage, Leydig-Zellen aus Progenitorzellen
nachzubilden (s. Mendis-Handagama et Ariyaratne 2001). Bis dato ist auch der
Ursprung dieser Vorlauferzellen nicht eindeutig geklart. Neuere Untersuchungen an
Tiermodellen legen eine neuroektodermale Abstammung nahe, wobei die
Progenitorzellen aus Perizyten und glatten Muskelzellen interstitieller Gefalle
erwachsen (Davidoff et al. 2004). In der Adoleszenz reguliert Testosteron die
Spermato- und Spermiogenese (s. Lombardo et al 2005). In humanen Biopsaten
finden sich darlber hinaus bei fehlender oder gestorter Spermatogenese regelmafig
Leydig-Zell-Hyperplasien (Abbildung 2), was eine fein regulierte Interaktion zwischen

den verschiedenen testikularen Zellpopulationen impliziert.

Abbildung 2: Leydig-Zell-Hyperplasie bei gestorter Spermatogenese, Hamatoxilin-Eosin-Farbung.
Deutlich sieht man die Leydig- Zellen (LZ), die das Interstitium zwischen den Hodenkanalchen fast
vollstandig fillen.
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2.2 Spermatogenese und Spermientransport

Wahrend prapubertar keine reifen Keimzellen in den Tubuli seminiferi vorkommen,
beginnt mit Eintritt in die Pubertat die kontinuierliche Spermatozoen-Produktion. Sie
verlauft in drei Stadien, die sich im adulten Hoden immer gleichzeitig finden:

1. Vermehrungsperiode (mitotische Teilung)

2. Reifungsperiode (Meiose)

3. Differenzierungsperiode (Spermiogenese)
In der Vermehrungsperiode teilen sich die basal gelegenen Spermatogonien
(Abbildung 3, 1) und bilden die Spermatogonien A und B. Als Typ A werden die
Stamm- und Resevestammzellen bezeichnet, da Sie ihre Teilungsfahigkeit nicht
verlieren und so das Reservoir der Stammzellen bilden. Als Typ B-Spermatogonien
werden die Stammzellen bezeichnet, die sich abermals mitotisch teilen und so die
sog. Spermatozyten | (Abbildung 3, 2) bilden. In der Reifungsperiode treten die
gebildeten groRen Spermatozyten | nach Verdopplung ihrer DNA in die erste
Reifeteilung ein und bilden dadurch die deutlich kleineren diploiden Spermatozyten Il,
aus denen wahrend der zweiten Reifeteilung die haploiden Spermatiden (Abbildung

3, 3+4) entstehen.
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1: Spermatogonie 2: Spermatozyt| 3: unreife Speratide
4: Spermatide S: Sertoli-Zelle

Abbildung 3 : Stadien der Spermatogenese. Erlauterungen s. Text.

In der Differenzierungsphase reifen die Spermatiden zu beweglichen Spermatozoen
und werden uUber das Lumen der tubuli seminiferi und das Rete testis zum
Nebenhoden geleitet (Abbildung 4). Dieser ist sowohl Speicher- als auch Reifungsort
der Spermatozoen und garantiert durch seine fein regulierte Transportfunktion ein

vollstandiges Ausreifen der Spermatozoen.

Hoden und Hebenhoden
Meben- ™%
Sgﬁgn- - =—Mehenhoden
0\
/ 1Y Hillle aus
|+ Binde-
| | gevwebe
Hoden-
kanalchen
Samenleter
Hodennetz

Abbildung 4: Aufbau des Hodens und Spermientransport. Erlduterungen s. Text.
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2.3 Bosartige Hodentumore: Inzidenz und Klassifikation

Laut WHO erkrankten im Jahre 2001 3900 Manner in Deutschland an einem
bosartigen Hodentumor. Damit ist die deutsche absolute Neuerkrankungsrate die
weltweit dritthochste nach den USA und Russland.

Die Inzidenz der bosartigen Hodentumoren betragt z.Zt. etwa 8/100.000 Manner/
Jahr bei einer Mortalitat von 0,8/100.000 Manner/ Jahr. Der Altersgipfel liegt je nach
Typ bei 26 Jahren fur das Nicht-Seminom und bei 36 Jahren fuir das Seminom.
Obwohl die Inzidenz der Hodentumore in den letzten Jahren stetig stieg, konnten
epidemiologische Studien zeigen, dass es zu einer Stadiendrift bei Erstdiagnose in
Richtung friherer Stadien kommt. Dieses Phanomen wird als ,stage migration®
bezeichnet. Zurzeit werden ca. 90% der Patienten in einem Fruhstadium
diagnostiziert. Als Risikofaktoren zur Entwicklung eines Hodentumors gelten
Kryptorchismus oder ein Hodentumor in der Familien- oder Eigenanamnese, was
eine genetische Disposition nahe legt.

Die histopathologische Klassifikation der Hodentumoren richtet sich nach der
WHO-Klassifikation von 1998 (Mostofi et Sesterhenn 1998). Eine klinische Einteilung
erfolgt Uber die sonst Ubliche TNM Klassifikation hinaus nach der Indiana
Klassifikation (v.a. USA) bzw. der Lugano Klassifikation (s. Gerl et al. 2003).

Je nach Ursprung der Hodentumore unterscheidet man Keimzelltumore von den
Tumoren des Stromagewebes. Die Keimzelltumore entstammen der Keimzelllinie,
vermutlich entstehen sie aus transformierten, sich mitotisch teilenden
Spermatogonien. Sie sind mit ca. 90% Anteil die haufigsten malignen Hodentumore.
Sie untergliedern sich weiter in Seminome, Teratome, Embryonale Karzinome,
Dottersacktumore und Chorionkarzinome. Seminome sind mit ca. 50 % die
haufigsten Keimzelltumore, gefolgt von den Teratomen (ca. 30%) und den

Mischtumoren (ca. 15%). Das Teratom, der zweithaufigste Keimzelltumor, besitzt als
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einziger Hodentumor Anteile aus allen drei Keimblattern. Er ist durch seine
pluripotenten Eigenschaften in der Lage, hoch differenzierte Strukturen, wie Haut,
Haare, Knorpel und selbst komplett entwickelte Zahne auszubilden. Deshalb wird
zwischen einem reifem und einem unreifem Teratom und dessen Anteilen
unterschieden. Mit Ausdifferenzierung verlieren Teratomzellen ihre Teilungsfahigkeit
und Malignitat (s. Gonzales-Crussi 1982). Damit konnten sie ein bisher nicht
etabliertes Modell zu Untersuchung von Differenzierungsvorgangen darstellen.

Bei den insgesamt seltenen testikularen Stromatumoren (ca. 4% aller Hodentumore)
ist der Ledig-Zell-Tumor der haufigste. Dieser endokrin aktive Tumor produziert im
Kindesalter bevorzugt Testosteron und Ostradiol, was bei den erkrankten Kindern zu
einer Pubertas pracox und Hirsutismus fuhren kann (s. Papatsoris et al. 2004). Bei
Erkrankung im Erwachsenenalter tberwiegt zumeist die Ostradiolproduktion, die
haufig zu einer Gynakomastie bei den Patienten fuhrt. Durch seine zumeist geringe
Teilungsaktivitat hat er eine gute Prognose. Granulosa- und Sertoli-Zell-Tumore,
Gonadoblastom sowie Androblastom sind auf3erst seltene testikulare Stromatumore
und werden hier lediglich der Vollstandigkeit halber erwahnt.

Anm.: Bei ca. 6% der Hodentumore handelt es sich um maligne Lymphome, die

neben testikularer Metastasierung auch primar im Hoden entstehen konnen.
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Tabelle 1: Histopathologische Einteilung der Hodentumore nach WHO.
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2.4 Der NO/cGMP-Signalweg

Stickstoffmonoxid (NO') ist ein sehr reaktives Molekul mit einer Halbwertszeit von
wenigen Sekunden (s. Ignarro 1989). Da NO die Zellmembran ungehindert passieren
kann, ist es in der Lage, eine sowohl auto- als auch parakrine Wirkung zu entfalten.
Obwonhl die Diffusionsstrecke von freiem NO nur wenige uM betragt, kann es,
gebunden an Proteine auch weiter entfernt vom Entstehungsort wirken (s. Stamler et
al. 1992). Endogenes NO entsteht bei der Konversion von L-Arginin zu Citrullin.
Diese Reaktion wird durch spezifische zellulare NO-Synthasen (NOSs) katalysiert (s.
Knowles et Moncada 1994).

2.4.1 NO-Synthasen

Bis dato sind drei Isoformen sowie eine zusatzlich Splicevariante, die in humanen
Leydig-Zellen vorkommt (s. Wang et al. 2002), beschrieben. Die NO-Synthasen sind
in Mammalierzellen weit verbreitet (s. Ignarro 2000).

Die NOS | oder auch neuronale NO-Synthase (nNOS) findet sich regelmafig in
neuronalen Geweben (s. Boissel et al. 1998). Weiterhin konnte sie in Leydig-Zellen
nachgewiesen werden (Davidoff et al 1995). Darlber hinaus wurde eine zusatzliche
testikulare Splicevariante des Enzyms identifiziert (Wang et al. 1997), welche
ausschlieflich in Leydig-Zellen des menschlichen Hodens exprimiert wird (Wang et
al. 2002).

Die NOS Il ist die induzierbare Form der NO-Synthasen (iNOS). Sie wird in Zellen
des Immunsystems regelmallig exprimiert, kann aber durch Induktion via Cytokine
und Lipopolysaccharide vermutlich in einer Vielzahl an Zelltypen exprimiert werden
(s. Korhonen et al. 2005).

Die NOS Ill oder endotheliale NO-Synthase (eNOS) konnte in vaskularen
Endothelzellen, aber auch in einer Reihe epithelialer Zelltypen nachgeweiesen

werden (s. Shaul 2002). Ihr zugrunde liegt die bahnbrechende Arbeit von Furchgott
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und Zawadzki (1980), welche zeigten, dass der relaxierende Effekt von Acetylcholin
auf die aortale Gefassmuskulatur durch das Endothel vermittelt wird. Der ,Endothelial
Derived Relaxing Factor® (EDRF) wurde im Weiteren als Stickstoffmonoxid
identifiziert (Palmer et al. 1987, Ignarro et al.1987, Furchgott et Vanhoutte 1989).
2.4.2 Regulation der NO-Synthasen

Obwohl alle drei Isoformen dieselbe Reaktion katalysieren, unterscheiden sie sich
erheblich in ihrer Aktivitdt und Regulation. Die konstitutiv exprimierten Isoformen
NNOS und eNOS produzieren moderate Mengen Stickstoffmonoxid und sind in ihrer
Aktivitat abhangig von der intrazellularen Kalzium-Konzentration und Calmodulin
Bindung (s. Stuehr 1999). Verschiedene Proteinkinasen regulieren die Aktivitat der
konstitutiven NO-Synthasen (cNOS) durch Posphorylierung. Fur die endotheliale NO-
Synthase konnten Phosphorylierungsstellen identifiziert werden, die die Aktivitat des
Enzyms effektiv beeinflussen (Dimmler et al 1999, Michell et al. 2001, Hurt et al.
2002). So phosphoryliert die Serin/Threonin-Proteinkinase Akt (PKB) die eNOS an
Ser-1179 und kann so deren Aktivitat erheblich steigern (Fulton et al. 1999). Dieser
Mechanismus besitzt groRe physiologische Bedeutung, insbesondere flr unsere
Fortpflanzung, bei der die Phosphorylierung der eNOS in den penilen Blutgefalen fr
eine intakte Erektionsfahigkeit notwendig ist (s. Burnett 2004). Auch fur die neuronale
NOS wurden Phosphorylierungsstellen gefunden (Hayashi et al. 1999, Komeima et
Watanabe 2001, Song et al. 2005), deren physiologische Bedeutung jedoch noch
unklar ist. Durch die spezifischen Phosphorylierungen ist der NO/cGMP-Signalweg
mit Signalwegen, die Wachstum und Differenzierung regulieren, integrativ vernetzt
(Abbildung 5).

Die induzierbare Form der NO-Synthasen (iNOS) produziert im Gegensatz zu den
konstitutiven Isoformen grole Mengen an Stickstoffmonoxid (s. Stuehr 1999). lhre

Regulation erfolgt vornehmlich auf transkriptioneller Ebene (s. Korhonen et al 2005).
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Zytokine und andere Proteine, aber auch Lipopolysaccharide konnen via Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren wie NF-kappa B die Expression von iNOS induzieren.
Dieser Mechanismus spielt eine entscheidende Rolle bei der Immunabwehr und
Pathogenese chronisch entzindlicher Erkrankungen. Bei den Ilokal hohen
Konzentrationen an NO, die durch die Expression der iNOS produziert werden,
uberwiegen jedoch die cGMP-unabhangigen NO-Effekte, da der zellulare NO-
Rezeptor, die I0sliche Guanylatzyklase (sGC), zur Aktivierung nur geringe Mengen
Stickstoffmonoxid bendtigt (s. Friebe et Koesling 2003).

2.4.3 NO-Effekte durch cGMP-Produktion

Stickstoffmonoxid kann innerhalb der Zelle an seinen zytosolischen Rezeptor, die
I6sliche  Guanylatzyklase  (sGC)  binden, welche dadurch transient
Guanosintriphosphat (5°-GTP) in zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP)
umwandelt (Abbildung 5). Die aktive Form der sGC ist ein Heterodimer und besitzt
eine prosthetische Ham-Gruppe, an der NO bindet und so eine bis zu 200-fache
Steigerung der Enzymaktivitdt bewirkt (s. Friebe et Koesling 2003). Fiur cGMP
wurden zahlreiche Bindungsstellen gefunden. Neben lonen-Kanalen und einer
Vielzahl cGMP/cAMP-abbauender Phosphodiesterasen existieren zwei cGMP-
abhangige Proteinkinasen (PKGs) (s. Hofmann 2005). Die PKGs sind
Serin/Threonin-Proteinkinasen und phosphorylieren verschiedene Enzyme wie
lonenkanale, aber auch andere Proteinkinasen wie die MAP Kinasen. Es existieren
zwei Isoformen dieses Enzyms. PKG | ist die verbreitetste Isoform und findet sich
unter anderem im Zytosol glatter Muskelzellen, Thrombozyten, Tubulusepithelien der
Nieren und Chondrozyten. Durch spezifische Substratphosphorylierung kann cGMP
via PKG Einfluss auf Muskelzellrelaxation, @ Thrombozytenaggregation,
Neurotransmission und Natriumausscheidung der Nieren auslben sowie das

Wachstum und die Differenzierung von Zellen modulieren (Abbildung 5) (s. Pilz et



Einleitung 17

Broderick 2005, Hofmann et al. 2006). Die meisten der bisher beobachteten cGMP-
abhangigen Effekte auf das Wachstum und die Differenzierung von Zellen scheinen
G-Kinase-vermittelt und wurden unter anderem an glatten Muskelzellen, Neuronen,
vaskularen Endothelzellen, Chondrozyten, renalen Mesangiumzellen beschrieben.

PKG II wurde bis dato vornehmlich in Neuronen und Dunndarmepithelien
nachgewiesen. Sie ist im Gegensatz zur zytosolisch Iokalisierten PKG |
membrangebunden. Obwohl wenig Uber lhre physiologische Rolle bekannt ist, Ist ihr
Einfluss auf die intestinale Sekretion durch Kontrolle eines Chloridkanals in der
apikalen Membran der Enterozyten des Dunndarms hinreichend belegt. Weiterhin

scheint Sie Knochenwachstum und zirkadiane Rhythmik zu regulieren.

VEGF NGF IGF- Ca*
1 1 ]
v
(hos )— I8+ [ec |

PRI

< 1\

Raf-1

<

lonen-Kanéle

MKP-1

Wachstum  Differenzierung  Apoptose

Abbildung 5: Der NO/cGMP-Signalweg als integrativer Bestandteil von Wachstums- und
Differenzierungskaskaden. Wachstumsfaktor-vermittelte Phosphorylierungen der konstitutiven
NO-Synthasen fuhren zu einer transienten Steigerung der NO-Produktion. Weitere Erlauterungen
s. Text.
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2.4.4 Partikulare Guanylatzyklasen (pGCs)

Neben der cytosolischen sGC existieren weitere, sog. partikulare Guanylatzyklasen,
welche in der Zellmembran verankert sind und eine extrazellulare Domane mit
Rezeptorfunktion besitzen (Abbildung 6). An dieser kdnnen spezifische Agonisten
binden und eine transiente cGMP-Produktion induzieren (s. Kuhn 2003). Zu den
Agonisten zahlen die Natriuretischen Peptide (NP), Atriales Natriuretisches Peptid
(ANP), B(rain)-Natriuretisches Peptid (BNP), C-Natriuretische Peptid (CNP) sowie
das endogen produzierte Guanylin, dessen physiologische Bedeutung noch nicht
eindeutig geklart ist. Sie alle besitzen unterschiedliche Affinitdten zu den verschieden
Guanylatzyklasen (Abbildung 6). ANP und BNP binden vornehmlich an der GC-A,
CNP an der GC-B. Guanylin bindet, wie auch das Escherichia Coli Enterotoxin, an
der GC-C. Neuere Untersuchungen liefern dariber hinaus Hinweise auf einen
spezifischen BNP-Rezeptor, der auch eine Guanylatzyklase-Aktivitat besitzt (Goy et
al. 2001). Die Expression der unterschiedlichen partikularen Guanylatzyklasen und
Konzentration der Natriuretischen Peptide im Plasma variiert stark zwischen
verschiedenen Zelltypen und dem Entwicklungsstatus des Organismus, was einen
Einfluss auf Wachstums- und Differenzierungsmechanismen nahe legt (s. Waschek
2004). Neben den o.g. GCs existieren weitere Guanylatzyklasen, die zum Teil
hochspezifische Funktionen besitzen (s. Kuhn 2003).

Weiterhin existiert fur die NPs ein Rezeptor ohne Guanylatzyklase-Aktivitat, der sog.
Clearance-Rezeptor (Abbildung 6). Verstand man seine Aufgabe bislang in der
Unterdrickung der NP-vermittelten cGMP-Produktion durch Bindung, Inkorporation
und Abbau der NPs, zeigen neuere Studien aucheinen cGMP-unabhangigen Einfluss

auf das Wachstum bestimmter Zelllinien. (s. Anand-Srivastava 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Anand%2DSrivastava+MB%22%5BAuthor%5D
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Abbildung 6: Die Natriuretischen Peptide: NO-unabhangige cGMP-Produktion.
Viele Zellen sind durch Expression partikularer Guanylatzyklasen zur NO-unabhangigen cGMP-
Produktion befahigt. Erlauterungen s. Text.

2.4.5 cGMP-unabhangige NO-Effekte

Durch sein unpaares Elektron ist Stickstoffmonoxid ein auf3erst reaktionsfreudiges
Molekdl. Die chemischen Reaktionszustande und —partner von Stickstoffmonoxid
sind vielfaltig. Fur ein besseres Verstandnis muss deshalb zwischen direkten und
indirekten NO-Effekten unterschieden werden (Abbildung 7).

2.4.5.1 Direkte NO-Effekte

Bei niedrigen NO-Konzentrationen (<1uM) Uberwiegen die direkten NO-Effekte.
Direkte NO-Effekte beinhalten die Interaktion von NO mit eisen- und zinkhaltigen
Proteinen. Die Reaktion von Stickstoffmonoxid mit Ham-Proteinen wie dem
Cytochrom P450 (Wink et al. 1993), aber auch der sGC ist seit langem bekannt. In
diesem Zusammenhang deuten neuere Untersuchungen auch auf eine cGMP-
unabhangige Modulation der Steroidbiosynthese von murinen Leydig-Zellen durch

NO, vermittelt durch die Hemmung eines Ham-Proteins (Del Punta et al. 1996).
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2.4.5.2 Indirekte NO-Effekte

Mit zunehmender NO-Konzentration steigt auch der Einflud der indirekten NO-Effekte
(s. Wink et Mitchell 1998), welche durch die Reaktionsprodukte von NO mediiert
werden. Diese werden, in Analogie zu den Reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS),
unter dem Namen Reaktive Nitrogen Spezies (RNS) zusammengefasst.
Reaktionsprodukte von Stickstoffmonoxyd interagieren mit Zellproteinen oder Lipiden
der Zellmembran (Abbildung 7).

S-Nitrosylierung

Durch Autooxidation mit molekularem Sauerstoff entsteht in der Zelle Stickstoffdioxid
(NO2) bzw. Distickstofftrioxid (N2O3). Diese sind in der Lage, bestimmte Proteine an
Cystein-Resten zu S-nitrosylieren und dadurch deren Aktivitat zu beeinflussen. Solch
ein Mechanismus wurde unter anderem fur H-ras, lonenkanale oder Procaspase-3
beschrieben (s. Stamler et al. 2001, Hess et al. 2005). Obwohl es sich hierbei um
rein chemische Reaktionen handelt, scheint eine gewisse Spezifitat zu existieren,
denn nicht jedes Protein mit Cystein-Resten bzw. jeder Cystein-Rest in einem Protein

unterliegt einer S-Nitrosylierung. So wird z.B. beim p217&

nur ein Cystein- Rest der
vorhandenen funf nitrosyliert (Lander et al. 1995, 1997). Die so gebildeten
Nitrosothiole sind dusserst labil, auf Grund ihrer hohen Reaktivitat mit intrazellular
vorhandenen reduzierenden Substanzen (s. Hess et al. 2005). Als ein reduzierendes
Agens fur die Denitrosylierung wurde unlangst Vitamin C identifiziert (Jaffrey et al.
2001). Der zellulare Vitamin C-Gehalt unterliegt einer fein abgestimmten Regulation
(s. Wilson 2005). Obwohl es auch per diffusionem in die Zellen gelangt, wird der der
groldte Teil Uber aktive Mechanismen in die Zelle transportiert. Somit stellt Vitamin C

eine Verbindung dar, die entscheidenden Einflull auf den zellularen Redox-Status

ausubt.



Einleitung 21

Tyrosin-Nitrierung

Durch Reaktion von NO mit Superoxid (O;) entsteht Peroxynitrit (ONOQO), ein
aulerst reaktives Oxidans, welches in wassrigen Ldsungen spontan
Peroxynitrosaure (HOONO) bildet (Abbildung 7). Dieses kann Proteine irreversibel an
Tyrosin-Resten nitrieren. Lange Zeit wurde die Peroxynitrit-Bildung in
Zusammenhang mit apoptotischen Signalwegen, z.B. im Rahmen inflammatorischer
Prozesse gebracht (s. Beckman et Koppenol 1996). Neuere Untersuchungen
identifizieren  Peroxynitrit auch als Mediator von Rezeptor-vermittelten
Wachstumssignalen (Cappelletti et al. 2003, s. auch Monteiro 2002) (Abbildung 8).
Die Menge an gebildetem Peroxynitrit hangt dabei stark von der Konzentration der

Substrate NO und Oy ab (s. Davis et al. 2001).
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Abbildung 7: Direkte und indirekte NO-Effekte (aus Davis et al. 2001). Erlauterungen s. Text
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VEGF NGF IGF NF-B

Tyrosin Nitrierung S-Nitrosylierung

Abbildung 8: Modell der Wachstumsfaktor-vermittelten indirekten ~ NO-Wirkung.
Wachstumsfaktor-vermittelte Phosphorylierungen der konstitutiven NO-Synthasen fihren zu einer
transienten Steigerung der NO-Produktion. Abhangig vom zellularen Redox-Status bewirkt das
anfallende NO Proteinmodifikationen in Form von S-Nitrosylierungen bzw. Tyrosin-Nitrierungen.
Weitere Erlauterungen s. Text.

2.5 Schnittstellen der RNS/ROS-Signalwege

Der NO/RNS- und ROS-Stoffwechsel stehen Uber das Superoxid-lon in einem
engen Verhaltnis zueinander (Abbildung 9). Superoxid entsteht zellular im Rahmen
mitochondrialer Prozesse wie der oxidativen Phosphorylierung. Aber auch via
NADPH-Oxidase oder Xanthin-Oxidase konnen erhebliche Mengen Superoxids
entstehen. Bei Prozessen im Rahmen der zellularen Immunantwort sind
immunkompetente Zellen wie Makrophagen der O, Entstehungsort, welches dann
per diffusionem in die Zellen gelangt.

Stickstoffmonoxid konkurriert mit der Superoxid-Dismutase (SOD), welche Superoxid
in Wasserstoffperoxid umwandelt, um das O, lon. Die Bildung von Peroxinitrit und
die Wasserstoffperoxid-Produktion stehen Uber die SOD in einem Flie3gleichgewicht.
Mikromolare Konzentrationen an SOD reichen unter physiologischen Bedingungen
aus, um das entstechende O, nahezu vollstandig zu verwerten und die

Peroxynitritbildung zu verhindern (s. Davis et al. 2001). Steigt jedoch die NO- oder




Einleitung 23

die Oy-Produktion, verschiebt sich das Gleichgewicht, so dass gro3e Mengen
ONOO' entstehen kdonnen. Dieser Vorgang besitzt eine Uberaus grof3e Bedeutung im
Rahmen der zellularen Immunantwort. Aktivierte Makrophagen bilden erhebliche
Mengen an NO und Oz, was in den Zielzellen zu einer gesteigerten Peroxynitrit-
Bildung fuhrt und apoptotische Signalwege aktiviert (s. Beckman et Koppenol 1996).
Auch bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen wird die exzessive Peroxynitrit-
Bildung als zugrunde liegender Pathomechanismus diskutiert (s. Floyd 1999, Berg et
al. 2004).

Bei der autosomal dominant vererbten familiaren Amyotrophen Lateralskerose Typ 1
(FALS 1) konnte eine Mutation im SOD1 Gen nachgewiesen werden. Die dadurch
verminderte SOD Aktivitat fuhrt zu einer verstarkten Peroxynitrit-Bildung und
Apoptose der betroffenen Neuronen (s. Beckman et al 1993). Abbildung 9
verdeutlicht noch einmal diesen Zusammenhang. Auch wenn die Details der
pathochemischen Vorgange im Rahmen der FALS nicht vollstandig geklart sind,
scheint die Bildung von Nitrotyrosin ein entscheidener proapoptotischer Faktor zu
sein (s. Bruijn et al. 1997).

Aber auch beim Morbus Parkinson oder der Alzheimer-Erkrankung werden
Veranderungen in der Aktivitat der NO/Peroxynitrit- und SOD/Wasserstoffperoxid-

Signalwege als pathogenetischer Faktor diskutiert (s. Ishiropoulos et Beckman 2003).
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Abbildung 9: Pathomechanismus der familiaren Amyotrophen Lateralsklerose Typ 1
Durch einen Defekt im SOD-Gen wird anfallendes Superoxid vermehrt zu Peroxynitrit
weiterverwertet, was zu einer Aktivierung apoptotischer Signalwege fiihrt.

Interessanter Weise identifizierten neuere Studien, in Analogie zu Stickstoffmonoxid,
auch H,O, als einen Mediator wachstumsvermittelter Signalwege (Colavitti et al.
2002, DeYulia et al. 2005). Ein Crosstalk zwischen dem NO/RNS- und H,O, /ROS-
Signalweg scheint somit im Rahmen einer fein regulierten Kontrolle von

Zellwachstum und -differenzierung durchaus sinnvoll.
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2.6 Probleme bei der Charakterisierung cGMP-unabhangiger NO-
Effekte

Die o0.g. Beobachtungen implizieren einen erheblichen Einflud der cGMP-
unabhangigen NO-Effekte. Da in vielen Zellmodellen jedoch eine cGMP-Produktion
die cGMP-unabhangigen NO-Effekte Uberlagert, ist deren Untersuchung zumeist
diffizil (Abbildung 10). Somit wirde eine Zelllinie, die keine sGC exprimiert ein
interessantes Modell zur Untersuchung von cGMP-unabhangigen NO-Effekten

darstellen.

Ii

|

<
‘.......

Wachstum/Differenzierung

Abbildung 10: Schwierigkeiten bei der Untersuchung cGMP-unabhangiger NO Effekte. Die cGMP-
Produktion Gberlagert die cGMP-unabhangigen NO-Effekte.

2.7 Die Leydig-Zelllinie MA-10 als ein Modell zur Untersuchung
cGMP-unabhangiger NO-Efekte

Adulte Leydig-Zellen exprimieren neben der neuronalen NO-Synthase auch den NO-
Rezeptor, die l6sliche Guanylatzyklase sGC und sind somit zu einer NO-induzierten
cGMP-Produktion befahigt. Weiterhin exprimieren adulte Leydig-Zellen die
partikularen Guanylatzyklasen GC-A und GC-B, deren Expression stark vom
Entwicklungsstand der Leydig-Zellen abhangt. Reife Leydig-Zellen haben ihre
Teilungsfahigkeit wahrend ihrer Differenzierung verloren. Die Beobachtung, dass

proliferative Leydig-Tumorzellen nicht zur NO-induzierten cGMP-Produktion befahigt
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sind, da sie keine sGC mehr exprimieren (Middendorff et al. 1997), legt einen Einflu
von NO/cGMP auf das Wachstum und die Differenzierung von Leydig-Zellen nahe.
Bislang konnte in zahlreichen Studien ein Einflull des NO/cGMP-Signalweges auf die
Steroidogenese gezeigt werden. Ein Einflul von NO und cGMP auf das Wachstum
und die Differenzierung von Leydig-Zellen wurde bislang jedoch kaum untersucht.
Die MA-10 Leydig-Tumorzelllinie ist eine seit 1981 existierende Zelllinie (Ascoli 1981)
und wurde aus Mause-Leydig-Tumorzellen generiert. Sie besitzt zahlreiche
Charakteristika adulter Leydig-Zellen und ist ein etabliertes Modell zur Untersuchung
der Steroidogenese. Da sie, im Gegensatz zu adulten Leydig-Zellen das Enzym 17a
Hydroxylase nicht exprimieren, produzieren sie vornehmlich Progesteron (s. Payne
1990).

Als weitere Besonderheit sind MA-10 Leydig-Tumorzellen nicht zur NO-vermittelten
cGMP-Produktion befahigt (Davidoff et al. 1995, Del Punta et al. 1997). Sie stellen
somit ein ideales Modell zur Untersuchung cGMP-unabhangiger NO-Effekte dar.
Uber den ANP-Rezeptor GC-A kdnnen MA-10 Zellen trotzdem erhebliche Mengen an
cGMP produzieren. Deshalb kann in MA-10 Zellen die NO- und cGMP-Wirkung
unabhangig voneinander untersucht werden.

Die TM3 Leydig-Zellinie wurde aus prapubertaren Leydig-Zellen der Maus generiert
und ist nicht-tumordsen Ursprungs. Sie ist ein weiteres etabliertes Leydig-Zellmodell

und wurde zum Vergleich der Ergebnisse an MA-10 Zellen herangezogen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Alphabetische Liste der verwendeten Chemikalien
8-Br-cGMP, Biolog life science institute, Bremen, Deutschland
8-Br-cAMP, Biolog life science institute, Bremen, Deutschland
ABC-Komplex (Vectastain Elite), Fa. Vector, Burlingame, CA
Acrylamid/Bis (37,5:1), Serva GmbH&Co KG, Heidelberg, Deutschland
Albumin, bovines Serum-, Sigma, St Louis, MO

Ammoniumchlorid, Sigma, St Louis, MO

Ammoniumpersulfat, Bio-Rad, Minchen, Deutschland

ANP, Bachem Biochemica, Heidelberg, Deutschland

L-Ascorbinsaure, Sigma, St Louis, MO

BCA-Kit, Pierce, Rockford, IL

Blotmembran-Nitrocellulose (Protran®), Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland
Blotmembran-PVDF (Hybond-P), Amersham Pharmacia Buckinghamshire, UK
Bromphenolblau, Merck, Darmstadt, Deutschland

CaCl,, Merck, Darmstadt, Deutschland

cGMP-Elisa, IHF, Hamburg, Deutschland

DAB (Enhanced DAB Substrate Kit), Pierce ImmunoPure, Rockford, IL
DMEM/HAM's F12, Gibco, Eggenstein, Deutschland

DMSO, Merck, Darmstadt, Deutschland

Dithiothreitol (DTT), Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK
Dulbeccos-PBS, Gibco, Eggenstein, Deutschland

ECL, Amersham, Buckinghamshire, UK

ECL-Plus, Amersham, Buckinghamshire, UK
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EGTA, Sigma, St Louis, MO

Essigsaure, Riedel de Haen, Seelze, Deutschland
Ethanol absolut, Riedel de Haen, Seelze, Deutschland
FCS, Sigma , St Louis, MO

Formalin, Merck, Darmstadt, Deutschland

Glucose (D-+), Merck , Darmstadt, Deutschland
Glucose-Oxidase, Sigma, St Louis, MO

Glutamin, Sigma, St Louis, MO

Glycin, Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe, Deutschland
H20,, Merck , Darmstadt, Deutschland

R-hCG, Sigma, St Louis, MO

HCI , Merck, Darmstadt, Deutschland

HEPES, Serva GmbH&Co KG, Heidelberg, Deutschland
IBMX, Sigma, St Louis, MO

KCI, Merck, Darmstadt, Deutschland

KH2.PO,4, Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol, Merck, Darmstadt, Deutschland

MgCl,, Merck, Darmstadt, Deutschland

Mowiol, 4-88 Polyscience Inc., Warrington, PA
NayHPO4, Merck , Darmstadt, Deutschland

NaCl, Mallinckrodt Baker B.v., Deventer, Niederlande
NaF, Sigma, St Louis, MO

NaH2PO4, Merck, Darmstadt, Deutschland

NaHCOgs, Merck, Darmstadt, Deutschland

NaNs, Sigma, St Louis, MO

Nickelsulfat, Merck, Darmstadt, Deutschland
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Ponceau-Rot, Serva Feinchemikalien GmbH&Co KG, Heidelberg, Deutschland
PAP-Maus, Linaris, Bettingen

PAP-Kaninchen, Linaris, Bettingen

Paraformaldehyd, Merck, Darmstadt, Deutschland
Penicillin/Streptomycin, Gibco, Eggenstein, Deutschland
Pikrinsaure (gesattigt), Merck, Darmstadt, Deutschland

PMSF, Amersham Buckinghamshire, UK

Polyvinylpyrrolidon K25, Sigma, St Louis, MO
Progesteron-Elisa, IHF, Hamburg, Deutschland

Protein Standard, gefarbt, Gibco, Eggenstein, Deutschland
PTIO, Axxora, Grunberg, Deutschland

Rp-cAMPS, Biolog, Bremen, Deutschland

SDS (Natriumdodecylsulfat), Sigma, St Louis, MO

Serum Kaninchen, Sigma, St Louis, MO

Serum Schwein, Sigma, St Louis, MO

Serum Pferd, Sigma, St Louis, MO

SNP (Nitroprussid-Natrium), Fluka AG, Buchs, Schweiz
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethyldiamin), Sigma ,St Louis, MO
Tris, Merck, Darmstadt, Deutschland

Trypsin/EDTA, Gibco, Eggenstein, Deutschland

Trypan Blau, Sigma, St Louis, MO

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan Monolaureat), Sigma, St Louis, MO
Waymouth MB 752/1 Medium, Gibco, Eggenstein, Deutschland
Western Blocking Reagent, Roche, Penzberg, Deutschland
XTT-Kit Il, Roche, Penzberg, Deutschland

Xylolersatz XEM-200 Vogel GmbH&Co KG, Giel3en, Deutschland

29
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3.1.2 Antikorper

3.1.2.1 Primarantikodrper

eNOS Biomol
Verdunnung: 1:100 (IHC), 1:2500 (WB)

nNOS Transduction
Verdinnung: 1:100 (IHC), 1:500 (WB)

iNOS Biomol
Verdinnung: 1:500 (IHC), 1:2500 (WB)

sGC Calbiochem
Verdinnung: 1:500 (IHC), 1:1000 (WB)

PKG (C-Terminal) Stressgen
Verdunnung: 1: 1000 (IHC), 1:4000 (WB)

Cytochrom P450scc Chemicon
Verdinnung: 1:1000 (WB)

3.1.2.2 Sekundéarantikorper IHC

Bei polyklonalem Primarantikorper:
Schwein-anti-Kaninchen-lgG-Biotin, Dako
Verdunnung: 1:250

Bei monoklonalem Primarantikorper:
Kaninchen-anti-Maus-IgG-Biotin, Dako
Verdinnung: 1:250

3.1.2.3 Sekundéarantikérper WB

Bei polyklonalem Primarantikorper:

polykl.

polykl.

polykl.

polykl.

polykl.

polykl.

Esel anti-Kaninchen IgG-Peroxidase, Pierce, Rockford, IL

Verdinnung: 1:5000

Bei monoklonalem Primarantikorper:

Ziege anti-Maus IgG-Peroxidase, Pierce, Rockford, IL

Verdunnung: 1:2000

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

30
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3.2 Methoden

3.2.1 Immunhistochemie (konventionell)

3.2.1.1 Verwendete Reagenzien, Puffer und Lésungen

Bouin-Fixierungslésung (70 Vol.% ges. Pikrinsaure, 25 Vol.% Formalin 37%; 5%
Essigsaure)

Chromalaun-Gelatine zur Objekttragerbeschichtung

Alkoholreihe (Xylolersatz; 100% Ethanol; 96% Ethanol; 80% Ethanol; 70%
Ethanol; Aqua dest., PBS)

1,2% H205 in Methanol

PBS (0,136M NaCl; 0,05M Na;HPO4; mit HCI pH 7,4 eingestellt)

PB (0,018M KH3PQy4; 0,082M Na;HPO4)

PBS-BSA-NaN3; (200mg BSA; 100mg NaN3 in 100ml PBS)

Normalseren verschiedener Spezies (2% Schweineserum in PBS bei
polyklonalem (Kaninchen-)Erstantikorper, 2% Kaninchenserum in PBS bei
monoklonalem (Maus-)Erstantikdrper)

Primarantikorper (s. Kap. 3.1.2.1)

Sekundarantikorper (s. Kap. 3.1.2.2)

Peroxidase-anti-Peroxidase-Komplex (PAP)

Maus-PAP 1:100 bei Maus-Erstantikorper

Kaninchen-PAP 1:200 bei Kaninchen-Erstantikorper

ABC-Komplex

Entwicklungslésung (PB 0,1M, pH 7,4; DAB 0,47mg/ml; Ammoniumchlorid 3,75
mg/ml; Nickelsulfat 1TmM; Glucose 0,2%; Glucose-Oxidase 3,75mg/l)

Eukitt-Eindeckelungsmedium
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3.2.1.2 Durchfuhrung

Von dem in Bouin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebe wurden mit Hilfe
eines Mikrotoms (Leica) 5um dicke Schnitte angefertigt und auf Chromalaun-Gelatine
beschichtete Objekttrager oder Histo-Bond Objekttrager aufgelegt und bei 36°C
getrocknet.

Zunachst wurden die Praparate durch Alkohol entparaffiniert und in absteigender
Alkoholreihe (s.0.) rehydriert.

Im Folgenden ist der weitere Ablauf schematisch dargestellt:

Blockierung fur 30 Minuten mit 2% Normalserum (s.0.) in PBS

e Zugabe des in PBS-BSA-NaN; verdunnten Erstantikorpers, Inkubation bei 4°C
uber Nacht

e Spulen in PBS fir 3x 10 Minuten

¢ Inkubation mit dem biotinylierten Zweitantikorper (s.o.) fur 1h

e Spulen in PBS fir 2x 10 Minuten

¢ Inkubation mit dem entsprechenden PAP-Komplex (s.o0.) fur 30 Minuten
e Spulen in PBS flir 2x 10 Minuten

¢ Inkubation mit dem ABC-Komplex fur 30 Minuten

e Spulen in PBS fiur 10 Minuten

e Spulen in PB fur 10 Minuten

e Entwickeln der Peroxidase-Aktivitat unter Sichtkontrolle fur 10-30 Minuten
e Spulen in PBS fur 3x 5 Minuten

e Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe

e Eindeckeln in Eukitt
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3.2.2 Zellkultur

3.2.2.1 Verwendete Zellen:

MA-10 Zellen

Die MA-10 Zelllinie ist eine Leydig-Tumorzellinie, die uns freundlicherweise von
Herrn Mario Ascoli, University of lowa, lowa City, zur Verfigung gestellt wurde
(Ascoli 1981).

TM3 Zellen

Die TM3 Zelllinie ist eine prapubertale Maus-Leydig-Zelllinie und wurde Uber die
American Type Culture Collection (ATCC) in Rockville, Maryland, USA bezogen.
3.2.2.2 Kulturbedingungen

Die Zellen wurden bei 37°C Umgebungstemperatur und 4% CO2

kultiviert.

3.2.2.3 Kulturmedien:

MA-10

Waymouth’s Medium mit 100IU Penicillin, 100ug/ml Streptomycin, 10mM Hepes,
15% Pferdeserum.

T™M3

DMEM/HAM’s F12 Medium mit 100IU Penicillin, 100ug/ml Streptomycin, 4mM
Glutamin, 4,5¢g/l Glukose, 5% Pferdeserum, 2,5% fetales Kalberserum.

3.2.2.4 Kultivierung:

MA-10

Die Zellen wurden in 75 cm? Flaschen mit einer Dichte von 3x10° Zellen/Flasche und
15 ml Medium kultiviert.

Alle 4 Tage wurden die Zellen durch Trypsinierung mit 2 ml Trypsin/EDTA gelost
gezahlt und erneut auf mehrere Flaschen verteilt oder fur Versuche auf Multiwell-

Platten, bzw. Objekttrager ausgesat. Zur Verwendung kamen die Passagen 5 bis 25.
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M3

Die Zellen wurden in 75 cm? Flaschen in 15 ml Medium kultiviert. Bei Erreichen von
nahezu vollstandiger Konfluenz wurden die Zellen durch Trypsinierung mit 2 ml
Trypsin/EDTA gelost, gezahlt und erneut auf mehrere Flaschen verteilt oder fur
Versuche auf Multiwell-Platten bzw. Objekttrager ausgesat. Zur Verwendung kamen
die Passagen 5 bis 25.

3.2.2.5 Trypsinierung der Zellen:

Zum Loésen der Zellen wurde nach 4 Tagen Kultivierung das Kulturmedium
abgezogen, die Zellen in 5 ml PBS (37°C) gespult und anschlieend mit 2 ml
Trypsin/EDTA durch Schwenken und Beklopfen vom Boden der Kulturflasche geldst.
Zur Neutralisation der Protease wurden der so gewonnenen Zellsuspension 6ml
serumhaltiges Medium hinzu gegeben. Die Zellen wurden nun 5 min bei 240g
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 5 ml Kulturmedium
gelést. Die Ermittlung der Zellkonzentration erfolgte durch Auszahlung in einer

Neubauer-Zahlkammer. Die so gewonnene Zellsuspension diente zur weiteren

Kultivierung und zur Durchflihrung der Versuche.
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3.2.3 Proteinpraparation aus Geweben und Zellen

3.2.3.1 Verwendete Reagenzien, Puffer und Lésungen:

e Homogenisierungspuffer (25mM NaH;PO4/Na;HPO4-Puffer pH 7,2, 5SmM EGTA,
0,imM DTT, 1,0mM PMSF)

e PBS (0,136M NacCl, 0,05M NayHPO4, mit HCI auf pH 7,4 eingestellt)

e BCA-Kit

3.2.3.2 Proteinpraparation aus Geweben

Das in flissigem Stickstoff tiefgeklhlte Gewebe wurde zuerst grob mechanisch in
kleinere Sticke zerschlagen und anschlielend in einem Mikro-Dismembrator (Mikro-
Dismembrator U, B.Braun) bei 1200rpm 1 Minute lang pulverisiert. Das Pulver wurde
zusammen mit einer adaquaten Menge Homogenisierungspuffer in einen
Glashomogenisator (B. Braun) uberfihrt und dort homogenisiert. Wahrend des
gesamten Vorgangs wurde auf eine sorgfaltige Kilhlung geachtet.

Die so hergestellten Proben wurden fir 8 Minuten bei 3000g (4°C) zentrifugiert, um
Kerne und Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde als Probe verwendet.

Die Proteinkonzentration der Probe wurde mittels der Bichinonsaure-Methode (s.
Smith et al. 1985) mit einem kommerziellen Kit nach den Herstellerangaben unter
Verwendung eines Ultrospec 3000 Photometers (Pharmacia) bestimmt.

3.2.3.3 Proteinpraparation aus MA-10 Zellen:

Zur Gewinnung von Proteinhomogenaten wurde 24 Stunden nach Aussaat ein
Medienwechsel durchgefuhrt, wobei das verwendete Kulturmedium Serum-haltig
bzw. —frei war oder angegebene Substanzen (DMSO) enthielt. Nach weiteren 24
Stunden Kultivierung wurden die Zellen zweimal in 10 ml PBS (4°C) gespdult und in
10 ml kaltem PBS mittels Zellscraper vom Flaschenboden geldst. Nachdem die
Zellsuspension fur 10 Minuten bei 240g zentrifugiert und der Uberstand verworfen
wurde, konnte das Zellpellet in flissigem Stickstoff schockgefroren werden. Zur

Herstellung von Zellhomogenaten wurde das Zellpellet in einer adaquaten Menge
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Homogenisierungspuffer geldst und als Suspension in den Glashomogenisator
uberfuhrt und homogenisiert.

Die so hergestellten Proben wurden fur 8 Minuten bei 3000g (4°C) zentrifugiert, um
Kerne und Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde als Probe verwendet.

Die Proteinkonzentration der Probe wurde mittels der Bichinonsaure-Methode (s.
Smith et al 1985) mit einem kommerziellen Kit nach den Herstellerangaben unter

Verwendung eines Ultrospec 3000 Photometers (Pharmacia) bestimmit.
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3.2.4 Western-Blot

3.2.4.1 Verwendete Reagenzien, Puffer und Lésungen:

30% Acrylamid/Bis (37,5:1)

4x Trenngelpuffer (1,5M Tris-HCI pH 8,8; 0,1% SDS)

4x Sammelgelpuffer (0,5M Tris-HCI pH 8,8; 0,1% SDS)

10% Ammoniumpersulfat (APS)

TEMED (N,N,N,N-Tetramethyl-ethylendiamin)

Trenngel: 8% (5ml 4x Trenngelpuffer, 5,4ml 30% Acrylamid / Bis, 9,7ml Aqua
dest, 100ul APS, 20ul TEMED)

12% (5ml 4x Trenngelpuffer, 8ml 30% Acrylamid / Bis, 7ml Aqua dest,

100ul APS, 20ul TEMED)

Sammelgel (2,5 ml 4x Sammelgelpuffer; 1,4 ml 30% Acrylamid / Bis; 6,2 ml Aqua
dest.; 50ul APS; 12,5ul TEMED)

3x Stopp-Mix (0,375M Tris-HCI pH 6,8; 0,2M DTT; 15% SDS; 20% Glycerin;
0,6mg/dl Bromphenolblau)

Protein-Standard, gefarbt (Gibco)

PAGE-Puffer (25mM Tris-HCI pH 8,4; 193mM Glycin; 0,1% SDS)
Transferpuffer (100mM Tris; 193 mM Glycin)

0,2% Ponceau-Rot (Sigma)

TBST (20mM Tris; 137mM NaCl; 0,05% Tween 20)
Blotmembranen, Blottingpapier

Blockierungslosungen (5%  Magermilchpulver in  TBST, alternativ  fur
Nitrocellulose-Membranen Roche-Blockierungspuffer)

Antikorper-Inkubationspuffer (10% der verwendeten Blockierungslésung in TBST,
0,005% Thimerosal)

Primarantikorper (s. Kap. 3.1.2.1), Sekundarantikorper (s. Kap. 3.1.2.3)

ECL bzw. ECL-Plus (Bei Verwendung von PVDF-Membranen)
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3.2.4.2 Durchfuhrung

Von den verwendeten Proteinhomogenaten wurden jeweils 20ug mit 3x Stopp-Mix im
Verhaltnis 2:1 gemischt und fir 5 Minuten bei 95°C im Heizblock bzw. alternativ 2
Minuten im kochenden Wasserbad denaturiert. Verwendet wurde fur alle Western-
Blot-Untersuchungen das Elektrophoresesystem SE 600 der Firma Hoefer Scientific
Instruments (Spannungsquelle Hoefer, PS 500XT-230V). Nach Auftragen der Proben
erfolgte eine Elektrophorese in der mit PAGE-Puffer gefiuliten Kammer (TE 42,
Hoefer Scientific Instruments) bei 25mA, bis die Lauffront das ca. 4cm breite
Sammelgel durchwandert hatte. Die Auftrennung im Trenngel wurde bei einer
Stromstarke von 60mA durchgeflhrt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden
die Proteine bei einer Spannung von 14V Uber Nacht bei Raumtemperatur auf
Nitrocellulose- oder PVDF-Membranen (Cytochrom P450scc) transferiert. Im
Folgenden ist die Behandlung der Membranen nach erfolgtem Transfer schematisch
dargestellt:

e 10 Min. Farbung in Ponceau-Rot und Uberpriifung des Proteinmusters

Spulen in Aqua dest.

e 2h Blockieren in Blockierungslosung

e 5 Min spllen in TBST

¢ 1h Inkubation mit dem Primarantikdrper, verdunnt in Antikdrper-Inkubationspuffer
e 3x 5 Min Spulen in TBST

¢ 1h Stunde Inkubation mit dem Sekundarantikdrper

e 2x5 Min und anschlielend 20 Min spulen in TBST

e Spulen in Aqua det.

e 2 Min Inkubation mit ECL bzw. 5 Min mit ECL-plus, It. Herstellerangaben

e In der Dunkelkammer Auflegen eines Rontgenfilmes in einer Rontgenkassette,

Entwicklung des Filmes.
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3.2.5 Proliferationsassay XTT

3.2.5.1 Prinzip:

Das Tetrazolium-Salz XTT wird von metabolisch aktiven Zellen mitochondrial zu
einem Formazan-Farbstoff umgewandelt. Da es sich, ahnlich wie beim Alkoholabbau
in der Leber, um eine Reaktion mit relativ konstanter Enzymkinetik handelt, kann
anhand der spektrophotometrischen Absorption, welche in einem Photometer bei
450-500nm Wellenlange gemessen wird, die Zellzahl innerhalb der Probe indirekt
semiquantitativ bestimmt werden (s. Paull et al 1988, Scuderio et al. 1988).

3.2.5.2 Verwendete Reagenzien, Puffer und Losungen:

o XTT labeling Reagenz A

e Electron-coupling Reagenz B

3.2.5.3 Durchfuhrung :

Ermittlung der geeigneten Zellzahl und Inkubationsdauer

Die MA-10 bzw. TM3 Zellen wurden mit abnehmender Zellzahl auf 96-Well Platten
aufgetragen. Nach 72 Stunden, entsprechend der spateren Versuchsdauer, wurde
dem Medium 50ul/Well des XTT-Assays, bestehend aus 5 ml Reagent A und 100pl
Reagent B, zugegeben wund die spektrophotometrische Absorption zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (1h, 2h, 4h, 6h, 8h) gemessen. Die Steigung der
sigmoiden Kurve, welche aus den unterschiedlichen Zellzahlen resultierte, nahm mit
zunehmender Inkubationsdauer zu. Fur die Versuche wurde daraufhin eine Zellzahl
und Inkubationsdauer gewahlt, bei der die Sensitivitat des Assays am grofiten ist, i.e.
im mittleren, annahernd linearen Teil der Kurve bei mafiger Steigung.
Versuchsdurchfuhrung:

Die Versuche wurden auf 96-Well Platten durchgefiihrt mit 2x10* Zellen/Well (MA-10)
und einem Probenvolumen von 100ul/Well. Nachdem die Zellen 24h nach Aussaat

ruhten, wurde ein Wechsel des Kulturmediums durchgefuhrt, wobei das Medium
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entweder Serum enthielt oder serumfrei war, bzw. weitere Substanzen (NGF, cAMP,
cGMP, etc.) beinhaltete. Nach weiteren 48 Stunden wurde dem Kulturmedium 50
pI/Well des Assay-Reagenz zugegeben. Nach sechs Stunden Inkubation im
Brutschrank (37°C, 4% CO2) wurde die Extinktion, die sich annahernd proportional
zur Zellzahl verhalt, im Photometer Dynex Revelation bei 450 nm Wellenlange
gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der zugehorigen Software nach Subtraktion
der Leerwert-Extinktion. Angabe als OD %, i.e. Verhaltnis der Probenextinktion der
zu untersuchenden Probe zu einer fur 72 Stunden in serumhaltigen Medium
kultivierten Kontroll-Probe, bei der nach 24 Stunden ein Medienwechsel durchgefuhrt
wurde. Alle Versuche wurden in Vierfachansatzen durchgefuhrt. Die Abbildungen
sind reprasentativ fur mindestens drei unabhangige Versuche und zeigen den
Mittelwert +/- Standardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte durch das
Programm GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, Ca) mittels t-Test.
Das Quantil der maximal zulassigen geschatzten Irrtumswahrscheinlichkeit a betrug

0,05.
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3.2.6 cGMP-Elisa

3.2.6.1 Verwendete Reagenzien, Puffer und Lésungen:

PBS (0,136M NaCl; 0,05M Na;HPO4; mit HCI pH 7,4 eingestellt)

Lockes Salzlésung (LSS) (154mM NaCl, 5,6mM KCI, 2,2mM CaCl,, 1mM MgCly,
6 mM NaHCOs3;, 10mM Glucose, 2mM HEPES in Aqua dest.)

E-PBS-Puffer (0,1M NayPO,, 0,15M NaCl, 0,005M EDTA, 0,2% BSA, 0,01%
Thimerosal. pH 7,0)

Ethanol absolut

Immuno-Module, i.e. mit Goat-Anti-Rabbit IgG beschichtete Microwells (NUNC
469949), in dazu passendem Rahmen (NUNC 460348) mit Deckel (NUNC
263339)

cGMP-Antiserum (1:80000 in E-PBS-Puffer, 0,0005% Metanilgelb)

cGMP-Biotin (170 fmol/ml in E-PBS-Puffer, 0,0005% Bromphenolblau)

cGMP-Standards in LSS bzw. verwendete Probenmatrix)

HRP-Streptavidin-Losung (150ng/mi Streptavidin-gekoppelte
Meerrettichperoxidase in E-PBS-Puffer)

Substratpuffer(4,8 M Na-Acetat, 0,24M Citronensaure, 0,2%H>05)

HRP-Substratlosung (500ul Substratpuffer, 500ul 0,2% H20,, 500ul 0,5% TMB,
mit H2O auf 25 ml auffillen

2M HySOq4

Waschpuffer (0,5% NaCl; 0,02 % Tween20 in H,0)

3.2.6.2 Durchfiuhrung

Die Versuche wurden auf 48-Well Platten mit einer Zellzahl von 1x10° Zellen/Well

(MA-10) durchgeflihrt. Nachdem die Zellen 24h nach Aussaat ruhten, wurde ein

Medienwechsel durchgefiihrt, wobei das Medium entweder Serum enthielt oder

serumfrei war. Nach weiteren 24 Stunden wurde das Medium abgezogen und die

Zellen mit PBS gesplilt.

Zur Stimulation wurden die Zellen in 150 pyl LSS/Well in An- oder Abwesenheit

(Kontrolle) von ANP, bzw. SNP fir 60 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde
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durch Zugabe von 500l absolutem Ethanol (—20°C) gestoppt. Nach 30 min wurden
600ul des Uberstandes abgezogen, bei 2000g fir 10 min zentrifugiert und wiederum
500ul abgezogen. Die gewonnenen Proben wurden evaporiert, in 300ul LSS/H20
(3:2) rehydriert und im ELISA eingesetzt. Alle Versuche wurden in Doppelansatzen
durchgefuhrt. Die Abbildungen reprasentieren vier voneinander unabhangige
Versuche in Form von Mittelwert +/- Standardabweichung. Die statistische Analyse
erfolgte durch das Programm GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San
Diego, Ca) mittels t-Test. Das Quantil der maximal zulassigen geschatzten
Irrtumswahrscheinlichkeit a betrug 0,05.

Im Folgenden ist der weitere Ablauf schematisch dargestellt:

e Wells mit jeweils 375ul E-PBS flillen, 2Min stehen lassen, vollstandig entleeren.

e Pipettieren von 50ul Probe bzw. Standard, 50ul cGMP-Biotin und 100ul cGMP-
Antiserum

¢ Inkubation bei 4°C Uber Nacht (18-24h) im Dunkeln
e Wells durch Ausklopfen vollstandig entleeren

e Zugabe von 200ul HRP-Streptavidin-Losung

¢ Inkubation bei 4°C fur 30 Minuten im Dunkeln

o Wells viermal flr eine Minute mit je 375ul kaltem Waschpuffer spulen, vollstandig
entleeren, anschliefend 3-5 Minuten temperieren lassen.

e Zugabe von 250ul HRP-Substratlosung
¢ Inkubation bei Raumtemperatur fir 40 Minuten, Dunkelheit
e Abstoppen der Reaktion durch Zugaben von 50ul 2M H2S04

e Auslesen des ELISAs bei 450nm im Photometer Dynex Revelation, die
Auswertung der Daten erfolgte mit der dazugehorigen Software.
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3.2.7 Progesteron-Elisa

3.2.7.1 Verwendete Reagenzien, Puffer und Lésungen:

PBS (0,136M NaCl; 0,05M Na;HPO4; mit HCI pH 7,4 eingestellt)

Lockes Salzlésung (LSS) (154mM NaCl, 5,6mM KCI, 2,2mM CaCl,, 1mM MgCly,
6mM NaHCOs3;, 10mM Glucose, 2mM HEPES in Aqua dest.)

Ethanol absolut

Immuno-Module, i.e. mit Goat-Anti-Rabbit 1gG beschichtete Microwells (NUNC
469949), in dazu passendem Rahmen (NUNC 460348) mit Deckel (NUNC
263339)

E-PBS-Puffer (0,1M NayPO4, 0,15M NaCl, 0,006M EDTA, 0,2% BSA, 0,01%
Thimerosal. pH 7,0)

E-NAP-Puffer (0,2M Natriumacetat, 0,9% NaCl, 0,2% BSA, 0,01% Thimerosal. pH
4,0)

Progesteron-Antiserum (1:90000 in E-NAP-Puffer, 0,0005% Metanilgelb)
Progesteron-Biotin (20 fmol/ml in E-NAP-Puffer, 0,0005% Bromphenolblau)

Progesteron-Standards (34,02pmol/ml, 11,34pmol/ml, 3,78pmol/ml, 1,26pmol/ml,
0,42pmol/ml, 0,14pmol/ml in LSS bzw. verwendete Probenmatrix)

HRP-Streptavidin-Losung (150ng/mi Streptavidin-gekoppelte
Meerrettichperoxidase in E-PBS-Puffer)

Substratpuffer(4,8 M Na-Acetat, 0,24M Citronensaure, 0,2%H-05)

HRP-Substratldsung (500ul Substratpuffer, 500ul 0,2% H20,, 500ul 0,5% TMB,
mit H,O auf 25 ml auffillen

2M H2S0q4

Waschpuffer (0,5% NaCl; 0,02 % Tween20 in H,0)

3.2.7.2 Durchfuhrung

Die Versuche wurden auf 48-Well Platten durchgefiihrt mit 1x10° Zellen/Well MA-10).

Nachdem die Zellen 24h nach Aussaat ruhten, wurde ein Medienwechsel

durchgefuhrt, wobei das Medium entweder serumhaltig oder serumfrei war. Nach

weiteren 24 Stunden wurde das Medium abgezogen, die Zellen mit PBS gespdilt.
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Zur Stimulation wurden die Zellen in 150 pyl LSS/Well mit oder ohne (Kontrolle) 13-
hCG (10nM) flr 60 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 30 min durch
Zugabe von 500ul absolutem Ethanol (—20°C) gestoppt, 600ul des Uberstandes
abgezogen, bei 2000g fur 10 min zentrifugiert (4°C) und wiederum 500ul des
Uberstandes entnommen. Die gewonnenen Proben wurden evaporiert, mit LSS/H20
(3:2) in 300pl rehydriert und im ELISA eingesetzt. Alle Versuche wurden in
Doppelansatzen durchgefuhrt. Die Abbildungen reprasentieren vier voneinander
unabhangige Versuche in Form von Mittelwert +/- Standardabweichung. Die
statistische Analyse erfolgte durch das Programm GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc., San Diego, Ca) mittels t-Test. Das Quantil der maximal zulassigen
geschatzten Irrtumswahrscheinlichkeit a betrug 0,05.

Im Folgenden ist der weitere Ablauf schematisch dargestellt:

Wells mit jeweils 375ul E-NAP-Puffer fillen, 2Min stehen lassen, vollstandig
entleeren.

e Pipettieren von 50ul Probe bzw. Standard, 50ul Progesteron-Biotin und 100ul
Progesteron-Antiserum

¢ Inkubation bei 4°C Uber Nacht (18-24h) im Dunkeln
e Wells durch Ausklopfen vollstandig entleeren

e Zugabe von 200ul HRP-Streptavidin-Losung

¢ Inkubation bei 4°C fur 30 Minuten im Dunkeln

e Wells viermal fur eine Minute mit je 375ul kaltem Waschpuffer spulen, vollstandig
entleeren, anschlieRend 3-5 Minuten temperieren lassen.

e Zugabe von 250ul HRP-Substratlésung
¢ Inkubation bei Raumtemperatur fur 40 Minuten, Dunkelheit
e Abstoppen der Reaktion durch Zugaben von 50ul 2M H2S04

e Auslesen des ELISAs bei 450nm im Photometer Dynex Revelation, die
Auswertung der Daten erfolgte mit der dazugehdrigen Software.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunhistochemische Untersuchungen des NO/cGMP-
Signalweges in Keimzelltumoren des menschlichen Hodens

Keimzelltumore, also Gewebe mit veranderter Teilungs- und
Differenzierungsaktivitat, wurden auf die Expression von NO-Synthasen, der
|6slichen Guanylatzyklase sowie der cGMP-abhangigen Proteinkinase | untersucht.
4.1.1 Seminome:

Seminome besalden flir keine der untersuchten Proteine eine Immunreaktivitat (s.
Tabelle 2 und Abbildung 11). Lediglich in eingewanderten Makrophagen konnte eine

vereinzelte INOS Immunreaktivitdt nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Abbildung 11: Immunhistochemische Untersuchungen an einem Seminom. Weder eine GK I- (a)
noch eine eNOS-(b) Immunreaktivitat war nachweisbar.
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4.1.2 Nicht-Seminome

Zu dieser Gruppe zahlen das Embryonale Karzinom, der Dottersacktumor, das
Chorionkarzinom und neben Mischformen der nach dem Seminom zweithaufigste
Keimzelltumor, das Teratom.

Keines der untersuchten Karzinome oder Dottersacktumore =zeigte eine
Immunreaktivitat fur die von uns untersuchten Komponenten des NO/cGMP-

Signalweges (s. Tabelle 2 und Abbildung 12).

Abbildung 12: Immunhistochemische Untersuchung an einem Nicht-Seminom. Weder eine sGC-
(a) noch eine GK I- (b) Immunreaktivitat war nachweisbar.

4.1.3 Teratome

Diese Gruppe der Keimzelltumore zeigte regelmaRig eine starke Immunreaktivitat fur
Komponenten des NO/cGMP-Signalweges, jedoch ausschlieBlich in den
differenzierten, tumordsen Anteilen. So fand sich eine Immunreaktivitat fir eNOS,
nNNOS, sGC sowie die GK I.

Diese finden sich vornehmlich in Tumoranteilen, welche Knorpel bilden, sowie in
epithelialen Tumoranteilen, insbesondere verhornendes und nicht-verhornendes
mehrschichtiges Plattenepithel sowie in muskelahnlichen Zellverbanden (Abbildung

13-Abbildung 16).
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Abbildung 13: Immunhistochemische Untersuchungen an einem Teratom mit einem sGC-
spezifischen Antikorper (a+b), b zeigt einem Ausschnitt aus a (s. Kasten). Die Tumorzellen bilden

einen Zellverband aus mehrschichtig verhornendem Plattenepithel mit ausgepragter sGC-
Immunreaktivitat (Pfeile).

Abbildung 14: Immunhistochemische Untersuchungen an einem Teratom mit einem nNOS-
spezifischen Antikoérper (a), b zeigt die Kontrollinkubation ohne Antikérper. Die immunpositiven
Tumorzellen bilden ein mehrschichtiges, nicht-verhornendes Plattenepithel (Pfeile).

b 50 pm

Abbildung 15: Immunhistochemische Untersuchungen an einem Teratom mit einem GK I[-

spezifischen Antikérper (a), b zeigt die Kontrollinkubation ohne Antikérper. Die immunpositiven
Tumorzellen bilden Knorpelinseln (Pfeile).

b 200

Abbildung 16: Immunhistochemische Untersuchungen an einem Teratom mit einem eNOS-

spezifischen Antikérper (a), b zeigt die Kontrollinkubation ohne Antikdrper. Die immunpositiven
Tumorzellen bilden Knorpelinseln (Pfeile).
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Die undifferenzierten Anteile der Teratome zeigten ebenso wie die anderen Typen
der Nicht-Seminome und die Seminome keine Immunreaktivitat auf Komponenten
des NO/cGMP-Signalweges (Abbildung 13-Abbildung 16).

4.1.4 Stromatumoren

Zu den Stromatumoren zahlen neben den Leydig-Zell-Tumoren noch die aul3erst
seltenen Granulosazelltumore und Sertoli-Zell-Tumore. In dieser Arbeit wurden die
Leydig-Zell-Tumore  berucksichtigt, welche den grof3ten Anteil an den
Stromatumoren besitzen.

Die Zellen der untersuchten Leydig-Zell-Tumore besal3en keine Immunreaktivitat fur
die untersuchten Komponenten des NO/cGMP-Signalweges (Abbildung 17a+b).

Im Gegensatz zu den Leydig-Tumorzellen zeigten menschliche adulte Leydig-Zellen
regelmalig eine Immunreaktivitat fur den NO Rezeptor, die I0sliche Guanylatzyklase

(Abbildung 17c+d).

T: Tumorzelle BG: Blutgefal LZ: Leydig-Zelle

Abbildung 17: Immunhistochemische Untersuchungen an einem Leydig-Zell-Tumor fir die GK | (a)
und die sGC (b) zeigten keine Immunreaktivitat in den Tumorzellen. Die GK | war lediglich in den
Blutgefallen nachweisbar. Demgegentiber war die sGC in humanen adulten Leydig-Zellen sowohl
immumhistochemisch (c) als auch durch Western-Blot (d) nachweisbar.
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4.1.5 Zusammenfassung der

Nachfolgend sind die Ergebnisse tabellarisch aufgefuhrt.

immunhistochemichen
Biopsaten menschlicher Hodentumoren

Untersuchung

an

49

eNOS

nNOS

iINOS

sGC

GKIl

Seminom 5

Teratom unreif -

Teratom reif +

Nicht-Seminom* -

Leydig-Zell-Tumor -

+: Immunreaktivitat vorhanden

*auller Teratom

-: Keine Immunreaktivitat detektierbar

Tabelle 2: Zusammenfassung der immunhistochemischen Untersuchungen des NO/cGMP-

Signalweges an Biopsaten humaner Hodentumoren.
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4.2 Der NO/cGMP-Signalweg in MA-10 Zellen

Zur naheren Charakterisierung des NO/cGMP-Signalweges in Zusammenhang von
Zellteilung und —differenzierung wurden MA-10 Leydig-Tumorzellen untersucht. Initial
wurde die NO-abhangige cGMP-Produktion Uberprift. Hierfur wurden die Zellen 60
Minuten mit unterschiedlichen Endkonzentrationen SNP in LSS, welches 3-Isobutyl-
1-methylxanthin (IBMX), einen unspezifischen Phosphodiesterase-Hemmer, enthielt,
inkubiert und die cGMP Produktion anschlielend im ELISA gemessen (Abbildung
18). Als Kontrolle diente eine 60 minutige Inkubation in LSS+IBMX, bzw. 1uM
ANP+IBMX. Des Weiteren wurden MA-10 Zellen 48 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen von 8-Br-cGMP inkubiert und die Zellzahl mittels XTT-Assay
bestimmt (Abbildung 19).

4.2.1 Einfluss von cGMP auf das Wachstum von MA-10 Zellen

Aus Abbildung 18 wird ersichtlich, dass die MA-10 Zellen unter NO-Einfluss keine
wesentlichen Mengen an cGMP produzieren, was darauf hindeutet, dass sie den NO
Rezeptor, die I6sliche Guanylatzyklase nicht exprimieren. In Analogie zeigten MA-10
Zellen in Western-Blot-Untersuchungen keine Immunreaktivitat fiur den NO-Rezeptor,
die sGC (Abbildung 20b). Trotzdem sind die MA-10 Zellen zur ANP-induzierten

cGMP-Produktion befahigt (Abbildung 18).
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Abbildung 18:Einfluss von SNP und ANP auf die cGMP-Produktion von MA-10 Zellen.

Nach 24-stundiger Inkubation im Kulturmedium wurden die Zellen fur 60 Minuten in Locke’s Lésung
mit den angegebenen Substanzen und Endkonzentrationen inkubiert und anschliefend die cGMP-
Produktion im ELISA gemessen. A: P<0,001
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In niedrigen Konzentrationen (<100uM) besaly 8-Br-cGMP keinen Einflul} auf das
Wachstum der Zellen, jedoch beobachteten wir regelmafig bei hohen 8-Br-cGMP
Konzentrationen (21mM) eine Steigerung der Zellteilung (Abbildung 19a), welche von
Veranderungen der Zellmorphologie begleitet wurde (Abbildung 19b). Die so
behandelten Zellen waren spharisch, lagen traubenformig in Nestern zusammen und

zeigten eine deutlich geringere Neigung zur Konfluenz als die unbehandelten Zellen.
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8-Br-cGMP [uM]
a) b)

Abbildung 19: Einfluss von 8-Br-cGMP auf das Wachstum und Phanotyp von MA-10 Zellen.

a) MA-10 Zellen wurden 48 Stunden mit Medium inkubiert, welches unterschiedliche
Konzentrationen von 8-Br-cGMP enthielt. AnschlieRend wurde das Wachstum im XTT-Assay
bestimmt.

b) Morphologische Veranderungen bei MA-10 Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 1mM 8-Br-
cGMP.

Interessanterweise zeigen Western-Blot-Analysen, dass in MA-10 Zellen die cGMP-
abhangige Proteinkinase | (PKG I) nicht detektierbar ist (Abbildung 20), das Enzym,
welches die meisten bisher beschriebenen cGMP-abhangigen Effekte auf Wachstum

und Differenzierung vermittelt (s. Kap. 2.4.3).

a) b)
1: MA-10 Zellen
—RE " 2: Tubuli Seminiferi
1 2 3 1 2 3 3: Testis
PKG I sGC

Abbildung 20: Western-Blot-Analysen mit einem PKG I-spezifischen (a) und einem sGC-
spezifischen (b) Antikérper an Protein-Homogenaten. Beide Enzyme sind in MA-10 Zellen nicht
detektierbar.
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4.2.2 Der wachstumsfordernde Effekt von 8-Br-cGMP auf MA-10 Zellen
beruht am ehesten auf einem cGMP-/cAMP- Crosstalk

Hohe cGMP-Konzentrationen konnen ob der Strukturahnlichkeit der zyklischen
Nukleotide zu einer Queraktivierung von cAMP-Signalwegen fuhren (Schumacher et
al. 1992). Um zu zeigen, dass es sich bei dem beobachteten
proliferationssteigernden 8-Br-cGMP-Effekt um einen solchen Crosstalk beider
Signalwege handeln kann, wurden verschiedene Konzentrationen an 8-Br-cAMP in
unserem Proliferationsassay eingesetzt. Zusatzlich wurden die Versuche unter der
Zugabe von IBMX, bzw. Rp-cAMPS, einem spezifischen PKA-Inhibitor, durchgefuhrt
(Abbildung 21, Abbildung 22).

Schon bei Konzentrationen  von 100uM besall  8-Br-cAMP  eine
proliferationssteigernde Wirkung auf die MA-10 Zellen, bei Koinkubation mit IBMX,
einem unspezifischen Phosphodiesterasehemmer konnten bereits 10uM 8-Br-cAMP
eine  Wachstumssteigerung bewirken, welche regelmalig durch identische
morphologische Veranderungen begleitet wurde (nicht gezeigt), wie wir sie bei hohen

8-Br-cGMP beobachteten (s. Abbildung 19 b).
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Abbildung 21: Einfluss von 8-Br-cAMP auf das Wachstum von MA-10 Zellen.

Die Zellen wurden 48 Stunden mit unterschiedlichen 8-Br-cAMP-Konzentrationen in An- oder
Abwesenheit von IBMX inkubiert. AnschlieRend wurde das Wachstum im Proliferationsassay
bestimmt.
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Dieser Effekt war jedoch durch die Zugabe von 1mM Rp-cAMPS, einem PKA-
Inhibitor, nicht antagonisierbar (Abbildung 22), was auf einen PKA-unabhangigen

Signalweg schlielen Iasst.
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Abbildung 22: Einfluss von 8-Br-cAMP und Rp-cAMPS auf das Wachstum von MA-10 Zellen.
Die Zellen wurden flir 48 Stunden ohne (Kontrolle) bzw. mit 8-Br-cAMP in An- bzw. Abwesenheit
von 1mM Rp-cAMPS inkubiert. AnschlieRend wurde das Wachstum im Proliferationsassay
bestimmt. A: P<0.001, B: Kein signifikanter Unterschied.

4.2.3 Einfluss von NO auf das Wachstum von MA-10 Zellen

Zur Untersuchung von NO-Effektenauf das Wachstum von MA-10 Zellen, die ja bei
fehlender sGC (s.0.) als cGMP-unabhangig charakterisiert werden konnen, wurden
diese fur 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von SNP, einem NO-Donor,
inkubiert und das Wachstum im XTT-Assay bestimmt (Abbildung 23).

Eine 48-stindige SNP-Exposition der MA-10 Zellen in serumhaltigen Vollmedium
fuhrte konzentrationsabhangig zu einer deutlich verminderten Zellzahl bis hin zum
volligen Zellverlust. Wahrend im Trypan-Blau-Exklusions-Test bei SNP-
Konzentrationen <100uM keine vermehrten avitalen Zellen nachweisbar waren,
fanden sich bei lichtmikroskopischen Untersuchungen bei Konzentrationen >100uM
vermehrt avitale Zellen mit kondensierten Zellkernen. Bei einer Konzentration von
2400 yM SNP im Medium waren nach 48 Stunden praktisch keine vitalen Zellen
mehr nachweisbar. Dies lasst auf einen antiproliferativen Effekt bei niedrigen, auf

einen apoptotischen Effekt bei hohen SNP-Konzentrationen schliel3en.
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Dass SNP nicht grundsatzlich auf Leydig-Zellen toxisch wirkt, zeigen die
Untersuchungen an TM3-Zellen, einer weiteren Leydig-Zelllinie (Abbildung 23).

Diese zeigten sich nach 48 Stunden resistenter gegenuber SNP als MA-10 Zellen.
Bei SNP-Konzentrationen von 10 bis 100 uM beschleunigten die TM3 Zellen sogar
ihr Wachstum. Erst Hohe Konzentrationen (>100uM SNP) flhrten zu einem

Zelluntergang, der weitaus milder war als bei MA-10 Zellen.
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Abbildung 23: Einfluss von SNP auf das Wachstum von MA-10 und TM3 Zellen.
MA-10 und TM3 Zellen wurden fur 48 Stunden mit angegebenen Konzentrationen SNP inkubiert
und anschlieRend das Wachstum im XTT-Assay gemessen

Eine Koinkubation mit N-Acetylcystein (NAC), einem NO-Scavenger und potentem
Antioxidans, konnte den antiproliferativen Effekt von SNP in niedrigen
Konzentrationen <100uM effektiv antagonisieren (Abbildung 24), beeinflusste jedoch
nicht den zytotoxischen Effekt bei hohen SNP-Konzentrationen >100uM.

Somit besitzt SNP einen NO-spezifischen und NO-unabhangigen Effekt auf das
Wachstum von MA-10 Zellen, wobei letzterer am ehesten Uber den Eisenanteil von
SNP vermittelt ist, wie Experimente mit dem Chelatbildner Deferoxamin nahe legen

(nicht gezeigt).
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Abbildung 24: Einfluss von SNP und N-Acetylcystein auf das Wachstum von MA-10 Zellen.
MA-10 Zellen wurden 48 Stunden mit angegebenen Konzentrationen SNP in An- und Abwesenheit
von 1mM NAC inkubiert. AnschlieRend wurde das Wachstum im XTT-Assay bestimmt.

4.2.4 NO hemmt die Vitamin C-induzierte H,O,-Produktion in MA-10 Zellen

Um den Einfluss von Stickstoffmonoxid auf den Redox-Status der MA-10 Zellen
naher zu charakterisieren, wurde dem Medium 1mM Ascorbinsaure hinzu gegeben,
welches in der Lage ist, S-nitrosylierte Bindungen in vitro zu reduzieren (Jaffrey et al.
2001). Eine 48-stundige Vitamin C-Exposition fuhrte zu einem massiven
Zelluntergang der MA-10 Zellen (Abbildung 25). Dieser zytotoxische Effekt von
Vitamin C ist Wasserstoffperoxid-vermittelt, da eine Koinkubation mit Catalase, dem
physiologischen Inaktivator von Wasserstoffperoxid, den Effekt von Vitamin C auf
das Zellwachstum nahezu vollstandig aufheben konnte (Abbildung 25).
Interessanterweise ist die Zytotoxizitat von Vitamin C nicht durch eine vermehrte
Bildung von Hydroxyl-lonen bedingt, da eine Koinkubation mit Dimethylsulfoxid
(DMSO), einem potenten Hydroxyl-lonen Scavenger, die Wirkung von Vitamin C

nicht antagonisieren konnte (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Einfluss von Vitamin C auf das Wachstum von MA-10 Zellen.
MA-10 Zellen wurden flr 48 Stunden mit den entsprechenden Substanzen inkubiert. AnschlieRend
wurde das Wachstum im XTT-Assay bestimmt. A, B: P< 0,001

In Analogie fihrte auch eine Inkubation der MA-10 Zellen mit exogenem H,O, zu

einer konzentrationsabhangigen Reduktion der Zellzahl (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Einfluss von exogenem H,O, auf das Wachstum von MA-10 Zellen
MA-10 Zellen wurden 48 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen H,O, inkubiert.
Anschlie3end wurde das Wachstum im XTT-Assay bestimmt.
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Erstaunlicherweise war auch der NO Donor SNP, ahnlich wie Catalase, in der Lage,
die Wasserstoffperoxid vermittelte Zytotoxizitat von Vitamin C zu unterdriucken
(Abbildung 27). Eine Koinkubation mit PTIO, einem spezifischen NO-Scavenger,

verminderte den zytoprotektiven Effekt von SNP signifikant (Abbildung 27), so dass

es sich um einen NO-vermittelten Effekt handeln muss.
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Abbildung 27: Einfluss von NO auf die Zytotoxizitat von Ascorbinsaure in MA-10 Zellen.
MA-10 Zellen wurden 48 Stunden mit den entsprechenden Substanzen inkubiert und anschlieRend
das Wachstum im XTT-Assay gemessen. A, B, C: P<0,001
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4.3 MA-10 Zellen zeigen unter Serumentzug Zeichen stéarkerer
Differenzierung

Um den Einfluss von NO auf Wachstum und Differenzierung naher zu
charakterisieren, untersuchten wir das Verhalten der MA-10 Zellen unter serumfreien
Kulturbedingungen, einem etablierten Differenzierungsmodell (s. Howard et al. 1993,
Qi et al. 1997, Ma et al. 1998, Kameshwar-Rao et al.1999). Dabei wurden die MA-10
Zellen zunachst fur 24 Stunden ausschliel3lich in serumhaltigen Medium kultiviert und
anschliel3end ein  Mediumwechsel durchgefuhrt, wobei das Medium kein
Pferdeserum (-Serum) bzw. Pferdeserum (+Serum) enthielt.

Als Marker fur Differenzierung wurden

das Wachstum,
der Phanotyp,

die Expression zellspezifischer Proteine und

> Dnh -

die Syntheseleistung

der Zellen untersucht.

4.3.1 Wachstum

Der XTT-Assay zeigte, dass nach 48 Stunden Kultivierung in serumfreiem Medium
signifikant weniger Zellen vorhanden waren, als in der Kontrollgruppe, die weiterhin
mit serumhaltigem Medium kultiviert wurde (Abbildung 28). Im Trypan-Blau-
Exklusions-Test fanden sich in beiden Gruppen keine nennenswerte Anzahl avitaler

Zellen (nicht gezeigt).
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Abbildung 28: Wachstumsverhalten von MA-10 Zellen unter Serumentzug.
Die Zellen wurden fiir 48 Stunden im jeweiligen Kulturmedium kultiviert. Anschliefend wurde das

Wachstum im XTT-Assay bestimmt. A: P<0,001

4.3.2 Phanotyp

Die mit Serum kultivierten MA-10 Zellen besal3en eine eher abgerundete, plumpe
Form. Unter Serumentzug bildeten die Zellen zarte Fortsatze und zeigten einen

elongierten Phanotyp (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Morphologische Veranderungen der MA-10 Zellen unter Serumentzug
Die Zellen wurden jeweils 24 Stunden im angegebenen Medium kultiviert.




Ergebnisse 60

4.3.3 Expression spezifischer Proteine

Western-Blot-Analysen zeigten, dass in den MA-10 Zellen unter Serumentzug der
Gehalt an Cytochrom P450scc anstieg (Abbildung 30), das Schrittmacherenzym der
Steroidbiosynthese, welches regelmalig in reifen, adulten Leydig-Zellen vorkommt

(s. Abney and Zhai 1998).

b ' 1: + Serum

— ‘1‘ 2: +Serum+DMS01,5%
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Abbildung 30: Western-Blot-Analysen an Proteinhomogenaten von MA-10 Zellen mit einem
Cytochrom P450scc-spezifischen Antikorper. Die Zellen wurden jeweils 24 Stunden im
angegebenen Medium kultiviert. Sowohl die Inkubation mit DMSO als auch eine Kultivierung unter

serumfreien Bedingungen flihrten zu einer verstarkten Expression des Schrittmacherenzyms der
Steroidbiosynthese.

4.3.4 Syntheseleistung
Unter Serumentzug kultivierte Zellen besallen zwar niedrigere Progesteron-

Basalwerte, unter R-hCG-Stimulation produzierten sie aber gré3ere Mengen an

Progesteron (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Progesteron Synthese von MA-10 Zellen in Abhangigkeit vom Kulturmedium.
Die Zellen wurden 24 Stunden im angegebenen Medium kultiviert, anschlieRend fir 60 Minuten in
Locke’s Losung in An- bzw. Abwesenheit von B-hCG inkubiert und die Progesteron-Konzentration
mittels ELISA bestimmt. A: P<0,001, B: P<0,05




Ergebnisse 61

4.4 Verhalten des NO/cGMP-Signalweges unter Differenzierung

4.4.1 Unter Differenzierung steigt in MA-10 Zellen die ANP-induzierte cGMP-
Produktion

Um das Verhalten des cGMP-Signalweges in MA-10 Leydig-Tumorzellen unter
Differenzierung zu untersuchen, wurden diese 24 Stunden nach Mediumwechsel fur
60 Minuten mit 1uM ANP+IBMX inkubiert und anschlie3end die cGMP-Konzentration
im Uberstand gemessen. Unter Serumentzug stieg die ANP-induzierte cGMP-

Produktion signifikant an (Abbildung 32).

1007 =3 +Serum

I -Serum
80

A
604 I

40

204

x-fache cGMP-Produktion

1uM ANP

Abbildung 32: Einfluss von Serumentzug auf die ANP-induzierte cGMP- Produktion.

MA-10 Zellen wurden 24 Stunden im angegebenen Medium kultiviert, anschlieBend fir 60 Minuten
in Locke’s Losung +0,25mM IBMX in An- bzw. Abwesenheit von 1uM ANP inkubiert und die cGMP-
Produktion mittels ELISA bestimmt. A: P< 0,05

Eine NO-abhangige cGMP-Produktion konnten wir jedoch in unserem Modell zu
keinem Zeitpunkt nachweisen (s.Kap.4.2). Obwohl der wachstumsfordernde Effekt
von 8-Br-cGMP auf die serumfrei kultivierten MA-10 Zellen geringer ausgepragt war
(Abbildung 33), traten in beiden Gruppen identische Veranderungen der

Zellmorphologie auf (nicht gezeigt).
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Abbildung 33: Einfluss von 8-Br-cGMP auf das Wachstum von MA-10 Zellen
MA-10 Zellen wurden 48 Stunden im angegebenen Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen
von 8-Br-cGMP inkubiert. Anschliefend wurde das Wachstum im XTT-Assay bestimmt.

4.4.2 Unter Differenzierung hat NO einen fordernden Effekt auf das Wachstum
von MA-10 Zellen

Um den Einfluss von NO auf das Wachstum unter Differenzierung zu untersuchen,
wurden die MA-10 Zellen fur 48 Stunden in serumfreiem Medium, dem
unterschiedliche Konzentrationen SNP zugegeben wurden, kultiviert (Abbildung 34).

SNP hatte im Gegensatz zu den undifferenzierten, d.h. mit Serum kultivierten, Zellen
in niedrigen Konzentrationen (£100uM) einen fordernden Effekt auf das Wachstum
von MA-10 Zellen. In hoheren Konzentrationen fuhrte SNP zu massivem Zellverlust.
Da es sich hierbei nach unseren Untersuchungen (s. Kap. 4.2.3) um einen NO-
unabhangigen SNP-Effekt handeln muss, wurden im Weiteren lediglich SNP-

Konzentrationen <100uM verwendet.
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Abbildung 34: Einfluss von NO auf das \?V'\zi\zggtllﬂn von MA-10 Zellen in Abhangigkeit vom
verwendeten Kulturmedium. MA-10 Zellen wurden fur 48 Stunden mit den angegebenen
Konzentrationen an SNP im Medium inkubiert, wobei das Medium Serum enthielt, bzw. serumfrei
war. Anschliefend wurde das Wachstum im XTT-Assay gemessen. A, B: P<0.001

Der SNP-Effekt war in niedrigen Konzentrationen <100uM durch Zugabe von 1mM

N-Acetylcystein effektiv antagonisierbar (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Einfluss von N-Acetylcystein (NAC) und SNP auf das Wachstum von MA-10

Zellen
MA-10 Zellen wurden 48 Stunden im angegebenen Medium mit verschiedenen Konzentrationen

SNP inkubiert. Anschlieend wurde das Wachstum im XTT-Assay gemessen.

4.4.3 Unter Differenzierung steigt in MA-10 Zellen die zytoprotektive Potenz
von NO gegenuber der Vitamin C-induzierten H,O,-Produktion

Unter serumfreien Kulturbedingungen stieg die zytoprotektive Potenz von exogenem
NO gegenuber Vitamin C deutlich, d.h. um etwa eine Zehnerpotenz, an (Abbildung
36a). SNP-Konzentrationen von 1uM reichten aus, um die Zytotoxizitat von 1mM
Vitamin C effektiv zu antagonisieren. In Analogie zeigten Western-Blot-Analysen

unter serumfreien Kulturbedingungen eine vermehrte Expression der Leydig-Zell-
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spezifischen neuronalen NO-Synthase (Abbildung 36b), was mit der Schaffung eines
zytoprotektiven Milieus einhergehen durfte. Bei Zellen, die mittels DMSO differenziert

wurden, fehlte die Hochregulation der nNOS (Abbildung 36b).
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Abbildung 36: Verhalten des NO-Signalweges unter Differenzierung in MA-10 Zellen.

a) MA-10 Zellen wurden 48 Stunden im angegebenen Medium mit 1mM Ascorbinsdure inkubiert.
Anschlieend wurde das Wachstum im XTT-Assay gemessen. Unter serumfreien Bedingungen
steigt die zytoprotektiven Potenz von NO gegeniiber der Vitamin C-induzierten Wasserstoffperoxid-
Produktion.

b) Western-Blot-Analysen an Protein-Homogenaten von MA-10 Zellen mit einem nNOS-
spezifischen Antkorper. Die Zellen wurden fur 24 Stunden im angegebenen Medium kultiviert. Die
Kultivierung unter serumfreien Bedingungen fiihrte zu einer verstarkten Expression der Leydig-Zell-
spezifischen NO-Synthase.

Die Inkubation mit Catalase flihrte lediglich bei den serumfrei kultivierten MA-10
Zellen zu einer deutlichen Wachstumssteigerung (Abbildung 37), was flir eine

besondere Rolle von endogenem Wasserstoffperoxid fur das Wachstum von sich

differenzierenden Zellen spricht.
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Abbildung 37: Einfluss von endogenen Wasserstoffperoxid auf das Wachstum von MA-10 Zellen
MA-10 Zellen wurden 48 Stunden im angegebenen Medium mit bzw. ohne Catalase inkubiert.
Anschliefend wurde das Wachstum im XTT-Assay gemessen. A: Kein signifikanter Unterschied,
B: p<0,001
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5 Diskussion

5.1 Der NO/cGMP-Signalweg im adulten menschlichen Hoden

Der NO/cGMP-Signalweg kommt in den somatischen Zellen des menschlichen
adulten Hodens ubiquitar vor und ist in diesen testikularen Zellen hinreichend belegt
(s. Middendorff et al. 2000). Uber das Vorkommen des NO/cGMP-Signalweges in
menschlichen Keimzellen gibt es bislang jedoch nur wenige und teilweise auch
widerspruchliche Daten. Da NO via Diffusion in benachbarte Zellen eindringen kann,
entfaltet es sowohl autokrine als auch parakrine Wirkung. Die parakrine Wirkung von
NO auf den cGMP-Signalweg wurde erstmalig bei der Vasorelaxation beschrieben,
wo die vaskularen Endothelzellen via eNOS-Aktivierung und NO Produktion die PKG-
abhangige Relaxation der GefalBmuskelzellen induzieren (s. Ignarro 2002). Aus
Tabelle 3 wird ersichtlich, dass im Hoden neben den Gefallen auch Sertoli-Zellen,
Leydig-Zellen sowie Myoidzellen dber die Bildung von NO miteinander
kommunizieren kdénnen und so ein zellpopulationsubergreifendes Netzwerk zur
Modulation testikularer Funktionen bilden. Diesbezuglich besitzt NO einen cGMP-
abhangigen Einfluss auf die Kontraktilitat testikularer Gefalde, die Steroidproduktion
in Leydig-Zellen (Valenti et al. 1999), moduliert tight junctions der Sertoli-Zellen (Lee
et al. 2003) sowie die Kontraktilitat der Tunica albuginea (Middendorff et al. 2002)

und scheint so auch Einfluss auf die Spermiogenese zu nehmen.
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eNOS nNOS iNOS sGC GK I
Keimzellen - - - - -
Sertoli-Zellen (+) (+) +/- + (+)
Lamina propria + + - + +
Gefalle
Endothel + - = - -
Myozyten - = - +
Leydig-Zellen (+) + - + -

Tabelle 3: Vorkommen von Komponenten des NO/cGMP-Signalweges im humanen adulten
Hoden. Erlauterungen s. Text.

Interessanterweise lief3en sich in menschlichen Keimzellen wahrend keines Stadiums
der Spermatogenese Komponenten des NO/cGMP-Signalweges nachweisen, die
reifen Spermatozoen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht naher untersucht,
jedoch gibt es mittlerweile Hinweise auf die Expression von Komponenten des
NO/cGMP-Signalweges in reifen Spermatozoen, deren Motilitat und Akrosomen-
Reaktion via cGMP moduliert wird (s. Herrero et al 2003, Borchert 2005). In Hinblick
auf den Stellenwert der cGMP-Signalwege in Spermatozoen scheint es jedoch
gravierende Spezies-spezifische Unterschiede zu geben. Wahrend beim Rind ein
funktionell aktiver cGMP-lonenkanal nachgewiesen wurde (Wiesner et al. 1998) und
cGMP die Motilitat beeinflusst (Borchert 2005), scheint der Stellenwert von cGMP im
Vergleich zum cAMP-System beim Menschen nur aul3erst gering zu sein (Willipinski-
Stapelfeldt et al. 2004).

Zini et al. (1996) fanden keine eNOS Immunreaktivitadt in intakten menschlichen
Keimzellen. In degenerierenden oder apoptotischen Keimzellen konnten sie jedoch
eine vereinzelte eNOS-Immunreaktivitat nachweisen.

Lue et al. (2003) fanden bei ihren Untersuchungen an iNOS-Knockout-Mausen eine
relative und absolute Zunahme an Spermatozyten und unreifen Spermatiden in den

Tubuli seminiferi. Die Zellen dieses Stadiums der Spermatogenese zeigten in
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Biopsaten weniger spontane Apoptosen und waren resistenter gegenuber Stress-
induzierter Apoptose als die Spermatozyten und Spermatiden der Wildtyp-Maus.
Dies legt einen Einfluss der iINOS auf die Keimzellteilung und -selektion nahe. In den
Serum-Analysen der iINOS-Knockout-Mause fanden sich interessanterweise im
Vergleich zum Wildtyp keine Unterschiede der mittleren Testosteron- und LH-
Konzentrationen, was ein generelles Vorkommen der iNOS, zumindest in Leydig-
Zellen der Maus, unwahrscheinlich macht. Fujisawa et al. (2000) zeigten an einem in
vitro Rattenmodell, dass ein von Spermatiden gebildeter Faktor die NO-Produktion
und iINOS-Expression in Sertoli-Zellen induzieren kann. Durch diese interzellulare
Kommunikation konnten auch die Sertoli-Zellen eine Apoptose der Keimzellen
bewirken. Die groflen Mengen Stickstoffmonoxids, die von der iINOS produziert
werden, sprechen hierbei fur eine vorwiegend cGMP-unabhangige NO-Wirkung. Eine
Bedeutung der iNOS im humanen adulten Hoden ist jedoch fraglich. So fanden auch
Kasahara et al. (2002) keine iNOS Expression in Keimzellen oder Stromazellen von
menschlichen Biopsaten. Yuasa et al. (2000) entdeckten im adulten menschlichen
Hoden ein Ankerprotein fur die cGMP-abhangige Proteinkinase | (GK [), namentlich
GKAP-42, welches ausschliellich in Spermatozyten und unreifen Spermatiden
exprimiert wurde. Die aus den sich teilenden Spermatozyten Il entstehenden
Spermatiden haben die Fahigkeit zur Zellteilung verloren und reifen im Verlauf zu
motilen Spermatozoen. Durch die zeitliche Restriktion der Expression von GKAP-42
wurde ein Einfluss der GK | auf die Keimzellteilung und —differenzierung diskutiert.
Der Beweis einer Ko-Expression der G-Kinase wurde jedoch nicht gefuhrt und gelang
auch in eigenen Untersuchungen nicht.

Die Untersuchungen des NO/cGMP-Signalweges am menschlichen, adulten Hoden
lieferten die Grundlage fur die eigenen Untersuchungen an menschlichen Keimzell-

und Stromatumoren.
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5.2 Immunhistochemische Untersuchungen des NO/cGMP-
Signalweges an  menschlichen  Biopsaten  bOsartiger
Hodentumore

5.2.1 Keimzelltumore

Wahrend bislang lediglich die iINOS-Expression in menschlichen Keimzelltumoren
untersucht wurde (Kasahara et al., 2002), liefert die vorliegende Arbeit erstmalig
Hinweise auf das Fehlen des kompletten NO/cGMP-Signalweges in undifferenzierten
humanen Keimzelltumoren sowie auf eine Expression bzw. Hochregulation des
Signalweges unter Differenzierung und Reifung eines humanen Keimzelltumors in
vivo (s. Kap. 4.1.3). Dabei deckt sich die fehlende INOS-Immunreaktivitat der
untersuchten Keimzelltumore mit den Ergebnissen von Kasahara et al. . Die
Ergebnisse sprechen fir einen Einfluss NO/cGMP-Signalweges auf die
Differenzierung der Zellen bzw. zumindest auf eine Korrelation von
Differenzierungsvorgangen und Expression von Komponenten des NO/cGMP-
Signalweges.

Teratome finden mittlerweile auch in der embryonalen Stammzellforschung
Beachtung. Die pluripotenten Teratomzellen mit Anteilen aus allen drei Keimblattern
konnen in vitro eine Vielzahl von Geweben bilden. Mit zunehmender Differenzierung
verlieren Teratome ihre Malignitat. Teratome mit einem Anteil von mehr als 50% an
reifen Strukturen werden als benigne eingestuft (s. Gonzales-Crussi 1982).

Auch wenn ein Kklinischer Einsatz solcher Tumorzellen dem Autor hdochst
unwahrscheinlich erscheint, sind sie doch ein interessantes Modell zur weiteren
Grundlagenforschung, denn anders als embryonale Stammzellen (ES) und
embryonale Keimzellen (EG) kdnnen Teratomzellen mihelos kultiviert und vermehrt

werden.
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eNOS nNOS iINOS sGC GK I
Seminom - - - - -
Teratom unreif - - - - -
Teratom reif + + - + +

Nicht-Seminom* - = - - -

Leydig-Zell-Tumor - - - - -

*auller Teratom

Tabelle 4: Zusammenfassung der immunhistochemischen Untersuchungen des NO/cGMP-
Signalweges am humanen testikularen Keimzell- und Stromatumoren.

Teratokarzinom-Zelllinien wie F-9 (Maus) oder NT2 (Mensch) werden seit vielen
Jahren zur Untersuchung von Differenzierungsvorgangen herangezogen (s. Andrews
1984, Grabe et Casanova 1986). Jedoch existierten bislang weder deskriptive noch
funktionelle Daten zum Vorkommen des NO/cGMP-Signalweges in diesen Zelllinien.
Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Daten zeigen, dass Teratome ein
interessantes Modell zur Untersuchung des NO/cGMP-Signalweges darstellen. Oben
genannte Zelllinien konnten weitere wichtige funktionelle Daten zur Bedeutung des
NO/cGMP-Signalweges bei der Stammzelldifferenzierung liefern.

5.2.2 Stromatumore

Die vorliegende Arbeit bestatigt die Ergebnisse von Middendorff et al. (1995), die
bereits zeigten, dass in humanen adulten Leydig-Zellen mit maligner Entartung die
NNOS- sowie die sGC-Expression abnimmt (s. Kap. 4.1.4).

Zusammenfassend konnte der NO/cGMP-Signalweg im Hoden wund in
Keimzelltumoren ausschlieldlich in reifen, teilungsunfahigen Zellpopulationen
nachgewiesen werden. Die teilungsaktiven Keimzellen und Keimzelltumore besalen

keine Immunreaktivitat fir Komponenten des NO/cGMP-Signalweges.
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Somit korreliert, zumindest bei Keim- und Leydig-Zellen, die Expression dieses

Signalweges mit dem Differenzierungsgrad (s. Tabelle 5).

eNOS nNOS iINOS sGC GK |
Seminom - - - - -
Teratom unreif - - - - -
Teratom reif + + - + +
Ledig-Zelle reif + + - + =
Leydig-Zell-Tumor - - - - -

Tabelle 5: Korrelation der Expression des NO/cGMP-Signalweges mit dem Differenzierungsgrad

5.3 NO-Signalwege in MA-10 Zellen

Die Arbeit beschreibt erstmals ein neues Modell zur Untersuchung von cGMP-
unabhangigen NO Effekten. Diese Zelllinie eignet sich hierzu besonders gut, da sie
nicht zur NO-stimulierten cGMP-Produktion befahigt ist (Davidoff et al. 1995).
Tatsachlich zeigen die eigenen Untersuchungen mit dem NO-Donor
Sodiumnitroprussid (SNP), dass MA-10 Zellen unter dem Einfluss von
Stickstoffmonoxid keine wesentlichen Mengen cGMP generieren und die
beobachteten Effekte von SNP auf das Zellwachstum cGMP unabhangig waren
(s.Kap. 4.2). Passend dazu war die I6sliche Guanylatzyklase in den durchgeflihrten
Western-Blot-Analysen nicht detektierbar (s. Kap. 4.2.1). Im Gegensatz zu Khurana
et al. (1996), welche unter ANP Einfluss eine cGMP- und PKG-vermittelte Hemmung
der Bildung von Phosphoinositolen in MA-10 Zellen vermuteten und Kumar et al.
(1997), welche einen hemmenden PKG-vermittelten Einfluss von cGMP auf die
Aktivierung der Protein Kinase C beschrieben, zeigen die vorgestellten Western-Blot-
Analysen, dass in MA-10 Leydig-Zellen die cGMP-abhangige Proteinkinase |
ebenfalls nicht detektierbar war (s.Kap. 4.2.1). Ubereinstimmend fanden auch Shi et

al. (2005) keine PKG-Immunreaktivitat in adulten Leydig-Zellen der Ratte. Die PKG |
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ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase und gilt als wichtiges Effektorprotein der cGMP-
vermittelten Modulation von Wachstum und Differenzierung (s. Hofmann 2005). In
Analogie zu den Expressionsdaten hatten moderate Mengen des cGMP Analogs 8-
Br-cGMP keinen Einfluss auf das Wachstum von MA-10 Zellen (s.Kap. 4.2.1).
Lediglich hohe Konzentrationen fuhrten zu einer Proliferationssteigerung. Hierbei
durfte es sich um einen cGMP-Effekt, welcher Gber cAMP-Bindungsstellen vermittelt
wird, handeln. Diese Annahme wird durch die Beobachtung gestutzt, dass identische
Effekte durch weitaus niedrigere Konzentrationen des cAMP-Analogons 8-Br-cAMP
erzielt werden konnten und dass diese durch Reduzierung des cAMP-Abbaus, z.B.
durch Zugabe des Phosphodiesterase-Hemmers IBMX, verstarkt wurden (s.Kap.
4.2.2).

Mukhopadhyay et al. (1986) beobachteten in adulten Leydig-Zellen der Maus einen
synergistischen Crosstalk zwischen cGMP- und cAMP-abhangigen Signalwegen,
welcher die Steroidbiosynthese von adulten Leydig-Zellen der Maus stimulierte.
Hipkin et al. (1991) postulierten und Schumacher et al. (1992) belegten, dass der
steroidogene Effekt von cGMP auf der Aktivierung der cAMP-abhangigen
Proteinkinase (PKA) beruht, welche die meisten der beobachteten cAMP-Effekte
bedingt (s. Skalhegg et al. 2000). Im Unterschied zum steroidogenen Effekt in
primaren Leydig-Zellen der Maus ist jedoch die proliferationssteigernde Wirkung von
cGMP und cAMP in unserem Modell durch einen spezifischen PKA-Inhibitor nicht
unterdrickbar (s.Kap 4.2.2). Neuere Studien haben zusatzliche cAMP-
Bindungsstellen identifiziert, die einen PKA-unabhangigen Effekt von cAMP
beschreiben. Die vorliegende Arbeit liefert die Grundlage fur weitere
Untersuchungen, z.B. mittels cAMP-Crosslinking-Experimenten, um cAMP-
Bindungsstellen zu identifizieren und den Einfluss von cAMP auf das Zellwachstum

naher zu charakterisieren.
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Neben der direkten Bindung von cGMP an cAMP-Bindungsstellen nehmen die
zyklischen Nukleotide via Phosphodiesterasen Einfluss auf ihren eigenen Abbau (s.
Beavo et al. 1994). Die PDEs werden in ihrer Aktivitat und Expression auch durch
unterschiedlichste Hormone und posttranslationale Modifikation beeinflusst (s. Conti
et al. 1999). Sie bilden ein fein austariertes System und sind in einen komplexen
Regulationsmechanismus eingebettet. Eine strukturierte Studie, die das Vorkommen
bestimmter PDEs in Leydig- oder MA-10 Zellen untersucht, extistiert bis dato nicht.
Eigene, noch nicht publizierte Untersuchungen zeigen einen hemmenden Einfluss
von ANP auf die hCG-induzierte Steroidogenese von MA-10 Zellen, welche durch
EHNA, einem spezifischen PDE2-Inhibitor, antagonisierbar war. Das Vorkommen
dieser cGMP-stimulierten, cAMP-spezifischen PDE gerade in MA-10 Zellen kann die
Diskrepanz zu den Studien von Mukhopadhyay et al. (1986), Hipkin et al. (1991)
sowie Schumacher et al. (1992) erklaren, welche einen stimulatorischen Einfluss von
ANP und cGMP auf die Steroidbiosynthese und —exkretion bei primar kultivierten

adulten Leydig-Zellen der Maus beschrieben.

Die prooxidativen Eigenschaften von Stickstoffmonoxid durch Bildung zytotoxischer
Mengen Peroxynitrits sind seit langem bekannt (s. Radi 2004). Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass NO das zellulare Redox-Potential von MA-10 Zellen entscheidend
moduliert (s.Kap. 4.2.3) und die Vitamin C-induzierte H,O»-Produktion unterdruckt (s.
Kap. 4.2.4). Fruhere Studien dokumentieren den modulatorischen Einfluss von NO
auf die zellulare ROS-Produktion. Svegliati-Baroni et al. (2001) beschrieben an
einem in vitro Modell, dass NO den Einfluss von ROS auf das Wachstum von
hepatischen Sternzellen der Ratte effektiv antagonisieren konnte. Colavitti et al.
(2002) identifizierten H,O, als einen downstream-Mediator von VEGF-Signalen in

Endothelzellen. Eine Hemmung der zellularen NO-Synthasen fuhrte in dieser Studie
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interessanterweise zu einer erhohten zellularen ROS-Konzentration, was einen
modulatorischen Einfluly von NO auf den zellularen Redox-Status von Endothelzellen
nahe legt. Die genauen Mechanismen dieser beschriebenen Interaktionen sind
jedoch bis dato nicht detailliert untersucht. Der NO Donor SNP besald in hoher
Konzentration (>100 uM) neben den NO-spezifischen auch einen NO-unabhangigen,
zytotoxischen Effekt auf das Wachstum von MA-10 Zellen. Bei der Dekomposition
von SNP wird neben Stickstoffmonoxid Ferrocyanid in &aquimolaren Mengen
freigesetzt. Eigene Untersuchungen mit einem Eisen Chelator lassen auf einen
Einfluss der Eisenkomponente schlieBen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen

wurden in dieser Arbeit aber nicht weiter vertieft.

Vitamin C moduliert durch seine weithin bekannten reduzierenden Eigenschaften den
zellularen Redox-Status. Neuere Studien belegen, dass Ascorbinsaure in der Lage
ist, S-nitrosylierte Bindungen an Proteinen in vitro zu reduzieren (Jaffrey et al. 2001).
Vitamin C ist ein wichtiger Kofaktor der Kollagensynthese und Steroidbiosynthese
und besitzt entscheidenden Einfluss auf testikulare Funktionen (s. Luck et al. 1995).
Neuere Untersuchungen zeigen, dass Vitamin C vornehmlich durch ein spezifisches
Transportersystem aktiv in Zellen aufgenommen wird (s. Wilson 2004). Moger (1987)
konnte in seinen Untersuchungen an adulten Leydig-Zellen der Ratte eine aktive,
Natrium-abhangige Vitamin C-Aufnahme nachweisen, was das Vorkommen eines
Transportersystems, wie zum Beispiel des Natrium-abhangigen Vitamin C-
Transporters (SVCT), in Leydig-Zellen wahrscheinlich macht.

Neben den bekannten antioxidativen Eigenschaften von Ascorbinsaure zeigen die
hier prasentierten Daten, dass Vitamin C auf MA-10 Zellen zytotoxisch wirkt (s.Kap.
4.2.4). Die prooxidativen Eigenschaften von Vitamin C wurden bereits in frUheren

Studien beschrieben (s. Stadtman 1991). Jungst zeigten Chen et al. (2005), dass
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pharmakologische Ascorbinsdure-Konzentrationen zu einem selektiven Untergang
von Tumorzellen fuhrten. Auch diese Effekte waren Wasserstoffperoxid-vermittelt.
Dies korreliert mit den eigenen Daten, die ja ebenfalls an Tumorzellen erhoben
wurden. Die vorliegende Arbeit beschreibt dartber hinaus erstmals die zytoprotektive
Potenz von NO gegenuber dem prooxidativen Potenzial von Vitamin C (s.Kap. 4.2.4).
Obwohl die genauen Mechanismen dieser Interaktion nicht eindeutig geklart sind,
etablieren die hier prasentierten Daten Wasserstoffperoxid als Mediator der
zytotoxischen Wirkung von Ascorbinsaure (s.Kap. 4.2.4). Eine Beteiligung von H;0,
an der Zytotoxizitat von Vitamin C wurde bereits in verschiedenen Zelltypen, wie
Fibroblasten (Peterkofsky and Prather 1977) oder myeloischen Blutzellen (Park et al.
2005), beschrieben. Park et al. charakterisierten den Effekt von H,0O, als einen ERK-
vermittelten, apoptotischen Signalweg. Interessanterweise konnten wir eine
Beteiligung von Hydroxylionen an den zytotoxischen Effekten von H,0O, ausschlie3en
(s.Kap. 4.2.4), welches eine direkte Wirkung von Wasserstoffperoxid wahrscheinlich
macht. Neuere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass NO die
zytotoxische Wirkung von exogenem H2O, nicht antagonisiert. Somit scheint NO
nicht die Wirkung, sondern die Bildung von H2O, zu beeinflussen, z.B. durch

Verbrauch von Superoxidionen und Peroxynitrit-Bildung (s. Sarti et al. 2002).

Serumentzug, ein etabliertes Modell zur Untersuchung von
Differenzierungsvorgangen (s. Howard et al. 1993, Qi et al. 1997, Ma et al. 1998,
Kameshwar-Rao et al.1999) fuhrte auch in MA-10 Zellen zu einer beschleunigten
Differenzierung (s. Kap. 4.3). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass mit zunehmend
differenziertem Phanotyp auch die Expression von Komponenten des cGMP-
Systems in MA-10 Zellen zunimmt (s. Kap. 4.4). Diese Beobachtung deckt sich mit

den Ergebnissen der Untersuchungen an humanen Keimzelltumoren, in denen der
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NO/cGMP-Signalweg ausschlieBlich in differenzierten Anteilen der Teratome
detektierbar war (s. Kap. 4.1.3). Daruber hinaus dokumentierten Middendorff et al.
(1997) eine verminderte Expression von cGMP-produzierenden Enzymen in
humanen Leydig-Tumorzellen gegenuber reifen Leydig-Zellpopulationen. Somit
korreliert, zumindest in Leydig-Zellen und Keimzelltumoren, die Expression des

cGMP-Signalweges mit dem Differenzierungsgrad.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass in differenzierten MA-10 Zellen
auch der Gehalt an NO-produzierenden Enzymen steigt (s. Kap. 4.4.3), was mit einer
vermehrten Synthese von NO einhergehen durfte. In diesem Zusammenhang scheint
NO einen zytoprotektiven Effekt gegenluber wachstumshemmenden Faktoren zu
besitzen.  Gleichzeitig nimmt im Rahmen der Zelldifferenzierung der
wachstumshemmende Einfluss von reaktiven Sauerstoff-Spezies wie H>O, zu (s.
Kap 4.4.3). Es ist also wahrscheinlich, dass eine vermehrte NO-Produktion mit einer
verstarkten Modulation des zellularen Gehalts an ROS einhergeht. Passend hierzu
stieg die zytoprotektive Potenz von NO gegenuber der Vitamin C-induzierten Bildung
von Wasserstoffperoxid (1uM vs. 10 uyM SNP, s. Kap. 4.4.3). In diesem
Zusammenhang stimmen die hier prasentierten Daten mit den Untersuchungen von
Kameshwar-Rao et al. (1999) an Oligodendrogliomzellen Uberein, welche eine
vermehrte Zytotoxizitat von HO, in differenzierten Zellen beobachteten.
Verschiedene downstream-Mediatoren cGMP-unabhangiger NO-Effekte auf
Zellwachstum wund -differenzierung wurden bereits identifiziert, darunter die
Tumorsuppressorgene p53 und Rb oder der zyklin-abhangige Kinase-Inhibitor p21
(s. Gibbs 2003, Contestabile and Ciani 2004). Daruber hinaus wurde eine direkte
Interaktion von NO mit bestimmten Enzymen, wie H-ras oder Caspase 3, durch S-

Nitrosylierung an Cystein-Resten beschrieben (s. Jaffrey et al. 2001). Mannick et al.
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(1999) beschrieben in ihren Studien eine Fas-abhangige Denitrosylierung der
Caspase 3, was zu einer gesteigerten Aktivitat des Enzyms und Apoptose der Zellen
fuhrte. Dies macht das Vorkommen von Nitrosylierungen auch in vivo wahrscheinlich.
Jedoch sind Nitrosothiole labile Verbindungen, was auf ihrer hohen Reaktivitat mit
reduzierenden Substanzen wie Vitamin C oder Gluthation beruht (Kashiba-lwatsuki
et al. 1997). Caspase 3 reprasentiert somit ein mogliches Zielprotein, welches die
beobachteten Effekte von NO (Nitrosylierung), aber auch von Ascorbinsaure
(Denitrosylierung) hinreichend erklaren konnte. Jedoch mussen ebenfalls bisher
unbekannte Interaktionen zwischen Vitamin C, Wasserstoffperoxid und NO in
Betracht gezogen werden. Der modulatorische Einfluss von Stickstoffmonoxid auf
den zellularen Redox-Status wird durch die Verwendung eines weiteren Modells zur
Untersuchung von Differenzierungsvorgangen unterstrichen. Die Zugabe von 1,5%
Dimethylsulfoxid (DMSOQO), welches eine Differenzierung in verschieden
Zellpopulationen induziert (s. Seidman et al. 1996), fuhrte zu vergleichbaren
Veranderungen der Zellmorphologie und Proteinkomposition wie Serumentzug bei
kultivierten MA-10 Zellen (s.Kap. 4.3.3). Interessanterweise zeigten Western Blot
Analysen, dass die Applikation von DMSO, anders als bei Serumentzug, zu keiner
vermehrten Expression der neuronalen NOS fuhrte (s. Kap. 4.4.3). Die Diskrepanz
lasst sich durch die antioxidativen Eigenschaften von DMSO, einem bekannten
Hydroxylionen-Scavenger, erklaren. Somit ist moglich, dass eine erhohte zellulare
ROS-Konzentration das Signal fur eine kompensatorisch vermehrte NOS-Expression
darstellt. Die Bedeutung von NO als Modulator von Wachstum und Differenzierung ist
insbesondere bei neuronalen Zellpopulationen gut untersucht (s. Peunova et
Enikolopov 1995, Contestabile et Ciani 2004). Wie bei Leydig-Zellen mit ihren
neuronalen Charakteristika (Davidoff et al. 1993, 2004, Middendorff et al. 1993)

beschrieben Cheng et al (2003) eine verstarkte Expression der neuronalen NO-
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Synthase in differenzierten neuronalen Progenitorzellen. Daruber hinaus zeigten
Schonhoff et al. (2001), dass die vermehrte Expression der nNOS in mit NGF
differenzierten PC12 Zellen durch Aktivierung des Ras/ERK-Signalwegs vermittelt
wird. Diese vermehrte Expression der nNOS in PC12 Zellen geht mit einem
steigenden Gehalt an nitrierten Tyrosin-Residuen (Cappelletti et al. 2003) einher, was
die Beteiligung von Peroxynitrit impliziert. In diesem Zusammenhang fanden Cerioni
et al. (2003), dass Hemmung des Raf-MEK-Signalweges zu einer vermehrten
Generation von mitochondrialen ROS und Peroxynitrit fuhrt, welches in der Lage ist,
den ERK-Signalweg zu aktivieren, was zu einer gesteigerten Expression NO-
produzierender Enzyme fuhren sollte. In Analogie zeigten Mills et al. (1998) dass in
NGF-stimulierten PC12 Zellen die EGF-induzierte ROS-Akkumulation abnimmt und
dieser Effekt NO-vermittelt ist. Somit erfullt das NO-System alle erforderlichen
Bedingungen, um den zellularen Redox-Status adaquat zu modulieren (s. Abbildung
38). Die exakten Mechanismen der cGMP-unabhangigen Wirkung von NO sind im
Detail noch nicht endgultig geklart, jedoch reprasentieren die MA-10 Zellen ein

exzellentes Modell fir weitere Untersuchungen.
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Abbildung 38: Modell einer  transkriptionellen
Regulation der neuronalen NO-Synthase durch den zellularen Redox Status.
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6 Zusammenfassung

Der Einfluss von Stickstoffmonoxid (NO) auf zellulare Proliferations- und
Differenzierungsvorgange ist wiederholt beschrieben worden. Die vorliegende Arbeit
untersucht die Mechanismen derartiger NO-Effekte am Modell testikularer Tumoren
und Tumorzelllinien.

Die immunhistochemischen Untersuchungen an Biopsaten humaner Keimzell- und
Stromatumore zeigen eine Expression des NO/cGMP-Signalweges ausschlieflich in
den differenzierten Anteilen von Teratomen, pluripotenten Keimzelltumoren mit
ausgepragter Differenzierungstendenz. Die Expression des NO/cGMP-Signalweges
korreliert somit bei Hodentumoren mit dem zellularen Differenzierungsgrad. Zur
naheren Charakterisierung des Einflusses von NO auf Differenzierungsvorgange
wurden MA-10 Leydig-Tumorzellen als Modell benutzt. Der NO-Donor SNP besal
bereits in mikromolaren Konzentrationen einen positiven Einfluss auf das Wachstum
differenzierender Zellen. Da MA-10 Zellen nicht zur NO-vermittelten Produktion
nennenswerter Mengen von cGMP befahigt waren und der NO-Rezeptor, die I0sliche
Guanylatcyclase (sGC), nicht nachweisbar war, handelt es sich um einen cGMP-
unabhangigen NO-Effekt. In diesen Zellen Ubt Vitamin C, vermittelt Gber H,O,, einen
cytotoxischen Effekt aus. NO war in der Lage diesen Vitamin C-Effekt zu
antagonisieren. Daruber hinaus war in differenzierenden Zellen die Expression der
Leydig-Zell-spezifischen NO-Synthase, die nNOS, hochreguliert und die
zytoprotektive Potenz von NO gegenuber Vitamin C 10-mal starker als in den
undifferenzierten Kontrollen.

Die vorliegende Arbeit beschreibt somit erstmalig eine Interaktion von NO, H20, und
Vitamin C bei der Regulation des zellularen Redox-Potentials mit entscheidendem

Einfluss auf Wachstum und Differenzierung.
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