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1. Einleitung 

1.1 Aufbau des humanen Hodens 

1.1.1 Anatomie des Hodens 

Der Hoden (Testis) ist ein paarig angelegtes Organ, das neben seiner reproduktiven 

Funktion in Form der Spermatogenese, auch endokrine Aufgaben, wie z.B. die 

Testosteronbiosynthese erfüllt (Midzak et al. 2009). Die menschlichen Hoden werden 

(von außen nach innen) von der Skrotalhaut, der Tunica dartos, die Myofibroblasten und 

glatte Muskulatur enthält, der Fascia spermatica externa, dem Musculus cremaster, der 

Fascia spermatica interna und der Tunica vaginalis testis umhüllt. Letztere wiederum 

besteht aus zwei Blättern, dem Periorchium, das der Lamina parietalis entspricht und 

dem Epiorchium, das dem Hodengewebe unmittelbar aufliegt und der Lamina visceralis 

des Peritoneums entspricht. Peri- und Epiorchium sind durch einen Flüssigkeitsspalt 

(Cavitas serosa scroti) voneinander getrennt. Die arterielle Versorgung des linken und 

rechten Hodens erfolgt durch die Arteriae testiculares, die beide der Aorta abdominalis 

kaudal des Abgangs der Nierenarterien entspringen. Der venöse Abfluss beider Hoden 

erfolgt durch den Plexus pampiniformis der Venae testiculares, wobei die linke Vena 

testicularis nahezu rechtwinklig in die Arteria renalis sinistra, die rechte Vena testicularis 

direkt in die Vena cava inferior mündet. Innerviert werden die Hoden über den Plexus 

testicularis, der aus autonomen Nervenfasern des Plexus abdominalis entspringt. Die 

Vasa lymphatica der Hoden münden in die Nodi lymphoidei lumbales dextri et sinistri 

(Schünke et al. 2017, Abschnitt 5) 

Das Hodenparenchym besteht aus Lobuli testis, die von bindegewebigen Zügen der 

Tunica albuginea abgegrenzt werden. Die Tunica albuginea liegt unterhalb des 

Epiorchiums und setzt sich bis zum Mediastinum testis fort. Die kleinste Einheit der 

Lobuli testis bilden die Tubuli seminiferi contorti, die aus einer basalen Lamina propria 

mit kontraktilen peritubulären Zellen und dem Keimepithel bestehen, das die Sertoli-

Zellen, Spermatogonien, Spermatozyten und Spermatiden enthält. Sie stellen circa 60-

80% des Hodenvolumens dar (Fietz 2017). Zwischen den einzelnen Tubuli seminiferi 

contorti befindet sich das Interstitium, das die androgenproduzierenden Leydig-Zellen, 

residente Immunzellen, Blut- und Lymphgefäße enthält (siehe Abbildung 1). Die Tubuli 

seminiferi contorti setzen sich in die Tubuli seminiferi recti fort, die dann durch das Rete 

testis in die Ductuli efferentes münden, die die Samenkanälchen mit dem Epididymis 

verbinden (Schünke et al. 2017, Abschnitt 5). Die Übergangszone der Tubuli seminiferi 

recti zum Rete testis ist mit spezialisierten Sertoli-Zellen ausgestattet, die funktionell 

einem Ventil ähneln (Fijak und Meinhardt 2006). 
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Abbildung 1: Keimepithel und Interstitium. 1 Leydig-Zelle; 2 Interstitium; 3 Lamina propria 

mit peritubulärer Myoidzelle; 4 Sertoli-Zellkern; 5 Spermatogonie (Typ A pale); 6 

Spermatogonie (Typ A dark); 7 Spermatogonie (Typ B); 8 Spermatozyte 1. Ordnung; 9 

runde Spermatide; 10 elongierte Spermatiden. HE-Färbung, 100-fache Vergrößerung. 

 

Die Sertoli-Zellen übernehmen eine Nähr- und Stützfunktion für die sich in den Tubuli 

seminiferi befindenden Keimzellen. Durch Sekretion des Anti-Müller-Hormons 

verhindern sie die Entwicklung der Müller-Gänge zu einem weiblichen Phänotyp und 

spielen somit schon in der Embryonalphase des Organismus eine wichtige Rolle 

(Blanchard und Josso 1974). Im adulten Hoden bilden sie mithilfe von „tight-junctions“ 

die immunologisch wichtige Blut-Hoden-Schranke, die das Keimepithel in ein basales 

und ein apikales Kompartiment unterteilt und entscheidend für den physiologischen 

Ablauf der Spermatogenese ist, da autoimmune Prozesse, die sich gegen die Keimzellen 

richten, verhindert werden. Die Sertoli-Zellen erstrecken sich durch ihr Zytoskelett von 

der Basallamina bis zum Lumen der Tubuli seminiferi. Die Funktion der Sertoli-Zellen 

wird durch FSH aus der Adenohypophyse moduliert. Die eigene Activin-Produktion wirkt 

positiv-rückkoppelnd, die Inhibin-Produktion negativ-rückkoppelnd auf die FSH-

Sekretion. Mit der Sekretion von Androgen-bindendem-Protein sorgen die Sertoli-Zellen 

für eine effektive Testosteron-Distribution in den Tubuli seminiferi (Welsch et al. 2014, 

Kapitel 13). 

Im adulten Hoden sind innerhalb der Tubuli seminiferi Keimzellen unterschiedlicher 

Reifestadien der Spermato- und Spermiogenese vorhanden. Die Spermatogonien 
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lassen sich in Typ A und B unterteilen, wobei innerhalb der Typ A-Spermatogonien 

zwischen pale und dark, abhängig von der nukleären Chromatininformation und ihrer 

Lage im Keimepithel, unterschieden wird (Wistuba et al. 2021). Typ-B-Spermatogonien 

entstehen durch mitotische Teilungen aus den Typ-A-Spermatogonien. Im 

Spermatogonien-Stadium besitzen die Keimzellen einen diploiden Chromosomensatz 

(2n2C). Aus den Typ-B-Spermatogonien gehen die Spermatozyten 1. Ordnung hervor, 

die einen verdoppelten Chromosomensatz (2n4C) besitzen. Die nachfolgenden 

meiotischen Teilungen dienen der Reduktion dieses verdoppelten Chromosomensatzes. 

Durch die Meiose I gehen aus den Spermatozyten 1. Ordnung die haploiden 

Spermatozyten 2. Ordnung hervor (1n2C). Durch die zweite meiotische Teilung 

entstehen aus den Spermatozyten 2. Ordnung haploide Spermatiden (1n1C) (Fietz 

2017). 

In der darauffolgenden Spermiogenese finden keine Zellteilungen mehr statt. Durch 

Kondensation des Zellkerns und Modifikation des Golgi-Apparats, der zum Akrosom 

wird, entstehen aus den runden Spermatiden elongierte Spermatiden, die schließlich als 

Spermatozoen ins Lumen der Tubuli seminiferi entlassen werden (Spermiation). 

Die Leydig-Zellen des Interstitiums erfüllen bereits während der Embryonalperiode ihre 

primäre Aufgabe der Steroidogenese, insbesondere der Testosteronproduktion, was von 

entscheidender Bedeutung für die Entwicklung der männlichen Genitalorgane ist. Im 

ausgewachsenen Organismus produzieren die Leydig-Zellen einen Großteil der 

Testosteron-Produktion, ein kleiner Anteil wird von den Nebennieren hergestellt. Die 

endokrine Funktion der Leydig-Zellen wird durch die Gonadotropin-Releasing-Hormon-

Sekretion (GnRH) aus dem Hypothalamus und der dadurch beeinflussten LH- und 

Prolaktin-Sekretion aus der Adenohypophyse moduliert (Welsch et al. 2014, Kapitel 13; 

Fietz 2017). 

1.1.2 Blut-Hoden-Schranke 

Die sogenannte Blut-Hoden-Schranke ist ein wichtiger Teilmechanismus des 

testikulären Immunprivilegs. Ihre Existenz wurde erstmalig angenommen, als 

histologische Färbungen das Keimepithel aussparten (Dym und Fawcett 1970; 

Bergmann und Dierichs 1983; Yule et al. 1988; Saari et al. 1996). Die Zonulae 

occludentes zwischen den Sertoli-Zellen sind für große hydrophile Moleküle schlecht 

passierbar und bilden die Grundlage für das Nährmilieu des Keimepithels (Evans und 

Setchell 1978). An der Blut-Hoden-Schranke sind Junctional Adhesion Molecules 

(JAMs), verschiedene Claudine und Occludin beteiligt (Mruk und Cheng 2004; Turksen 

und Troy 2004). Sie teilt das Keimepithel ab Pubertätsbeginn in ein basales 
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Kompartiment, das die Sertoli-Zellen, Spermatogonien und präleptotänen 

Spermatozyten 1. Ordnung enthält sowie ein adluminales Kompartiment, das die sich in 

der Prophase der Meiose I befindenden Spermatozyten 1. Ordnung, Spermatozyten 2. 

Ordnung, Spermatiden und Spermatozoen beinhaltet. Somit isoliert die Blut-Hoden-

Schranke die meiotisch aktiven Zellen von residenten und zirkulierenden Immunzellen 

aus den interstitiellen Blutgefäßen (Schuppe und Meinhardt 2005; Fijak und Meinhardt 

2006; Fietz et al. 2022). Die Ausprägung dieser isolierenden Barriere wird jedoch im 

Verlauf des Rete testis und der Ductuli efferentes geringer und ist daher leichter für 

Immunzellen passierbar (Schuppe und Meinhardt 2005). Eine Schädigung der Blut-

Hoden-Schranke (z.B. durch Infektion, Inflammation oder Trauma) verursacht einen 

Verlust von Keimzellen und damit eine verminderte Fertilität (Johnson 1970; Lewis-

Jones et al. 1987; Slavis et al. 1990; Comhaire und Mahmoud 1999). Mittlerweile wird 

vermutet, dass Sertoli-Zellen Antigene der sich differenzierenden Keimzellen 

phagozytieren. Durch intrazellulären Transport können sie diese basal ausschleusen, 

was unter der Regie von Treg-Zellen eine Immuntoleranz etabliert (Tung et al. 2017; 

O'Donnell et al. 2021). Die Blut-Hoden-Schranke ist daher leichter für Antigene 

passierbar als früher angenommen und kann das testikuläre Immunprivileg nicht alleine 

aufrechterhalten. 

1.1.3 Immunprivileg im gesunden Hoden 

Xeno- und Allograft-Transplantationsversuche im Tiermodell zeigten, dass der Hoden 

ein immunprivilegiertes Organ ist (Evans und Setchell 1978; Bobzien und Yasunami 

1983; Head und Billingham 1985). Das ab Pubertätsbeginn meiotisch aktive Keimepithel 

kann nur mithilfe immunsuppressiver Mechanismen existieren, da autoantigene 

Oberflächenproteine der Keimzellen exprimiert werden, die eine Immunreaktion 

auslösen können (Schuppe und Meinhardt 2005). Nach derzeitigem Forschungsstand 

sind neben der Blut-Hoden-Schranke weitere Prozesse in die lokale Immunsuppression 

des Hodens involviert, die eine physiologische Differenzierung des Keimepithels 

ermöglichen. Nahezu alle ortsansässigen Zellen des gesunden Hodens (Sertoli-, Leydig-

Zellen, peritubuläre Zellen, Immunzellen wie Makrophagen, Mastzelllen, dendritische 

Zellen und Treg-Zellen), sind in der Aufrechterhaltung des immunsuppressiven Milieus im 

Hoden involviert (Hedger und Meinhardt 2003; Fijak et al. 2018). Nichtsdestotrotz ist es 

möglich, dass im Hoden eine gezielte Immunantwort bei einer lokalen oder systemischen 

Infektion generiert wird. Die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen einem 

antiinflammatorischen Milieu, das eine physiologische Spermatogenese zulässt, und 
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einer kontrollierten Immunantwort, ist komplex und abhängig von zahlreichen 

interzellulären Wechselwirkungen, die noch nicht vollständig entschlüsselt sind. 

1.1.3.1 Einfluss von residenten somatischen Zellen 

Alle physiologisch ortsansässigen somatischen Zellen des Hodens sind an der 

Aufrechterhaltung des Immunprivilegs beteiligt (Fijak et al. 2018). Sertoli-Zellen sind 

fähig, immunregulatorische Proteine zu sezernieren. Beispielsweise wird Activin A bei 

überschießenden Entzündungsprozessen zur immunsuppressiven Gegenregulation 

ausgeschüttet (Hedger und Winnall 2012). Außerdem sezernieren Sertoli-Zellen Fas-

Ligand (FasL), der über den Fas-Rezeptor apoptotisch wirkt und somit auch auf 

einwandernde Immunzellen Auswirkung haben kann (Schuppe und Meinhardt 2005). 

Das proinflammatorische IL-1α kann von Sertoli-Zellen bei Stimulation durch 

Lipopolysaccharide ausgeschüttet werden (Hedger und Meinhardt 2003). Peritubuläre 

Zellen sind ebenfalls zur Ausschüttung von Activin A fähig und scheinen eine Rolle in 

der Aufrechterhaltung des antiinflammatorischen Milieus zu spielen (de Winter et al. 

1993; Schuppe und Meinhardt 2005). Außerdem sind peritubuläre Zellen durch ihre 

Zytokinsekretion (z.B. Beispiel von TGFβ und MCP-1) ebenso wie Leydig-Zellen an der 

Zusammensetzung der Leukozytenpopulation im Hoden beteiligt. Leydig-Zellen 

scheinen zudem für die Besiedlung des Hodens mit Makrophagen verantwortlich zu sein 

(Fijak und Meinhardt 2006). Peritubuläre Zellen sezernieren leukemia inhibiting factor 

(LIF), der über den LIF- Rezeptor auf primordialen Keimzellen antiapoptotisch wirkt und 

im adulten Hoden in Leydig-Zellen die Steroidsynthese hemmt (Hedger und Meinhardt 

2003). Weitere Zelltypen sind der Tabelle 1 zu entnehmen. 
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Tabelle 1: Häufigkeit von Immunzellen im Hoden des erwachsenen Mannes unter 

physiologischen Bedingungen (Hedger 2015; Fijak et al. 2018; Schuppe et al. 2023) ++: 

Häufiges Vorkommen; +: Weniger häufiges, aber regelmäßiges Vorkommen; (+): 

Seltenes Vorkommen; x: Intravaskuläres Vorkommen. 

Immunzellen Marker Häufigkeit 
innerhalb des 

Hodengewebes 

Makrophagen 
 M1 (klassische Aktivierung) 
 M2 (alternative Aktivierung) 

CD68, CD11c, CD14 
CD80, CD86, MHC II 
CD163, CD206 

+++ 

Dendritische Zellen CD1c, CD11c, CD209 (DC-
SIGN), CD123, CD141, CD303 
CD80, CD86, MHC II 

(+) 

T-Lymphozyten 
 regulatorische T-Zellen  

CD3, CD4, CD8 
CD25, FOXP3 

+ 

B-Lymphozyten CD19, CD20, CD79a (+) 

NK-Zellen CD56, CD94 (+) 

Granulozyten CD66 x 

Mastzellen Tryptase 
Fc epsilon RI alpha, CD117 (c-
kit), CD23, CD203c 

+ 

 

1.1.3.2 Einfluss von Leukozyten 

Makrophagen sind physiologisch ansässige Immunzellen des Hodens. Sie befinden sich 

im gesunden testikulären Gewebe nur im Interstitium, seltener auch an den äußeren 

Rändern der Tubuli seminiferi contorti, allerdings nicht im Keimepithel (Pollanen und 

Niemi 1987; Frungieri et al. 2002). Makrophagen sind die am häufigsten vertretenen 

Immunzellen des Interstitiums und interagieren mit Leydig-Zellen, beeinflussen deren 

Entwicklung und übernehmen eine wichtige Rolle in der Regulation der 

Androgensynthese (Bhushan und Meinhardt 2017). Im Mausmodell hat eine 

experimentell hervorgerufene Reduktion von Makrophagen zu einer verringerten 

Testosteronverfügbarkeit und dadurch zu einer eingeschränkten Spermatogenese 

geführt (Cohen et al. 1999). Außerdem wurden im Rattenmodell unterschiedliche 

testikuläre Makrophagenpopulationen nachgewiesen, die zum Teil antiinflammatorische, 

zum Teil proinflammatorische Funktionen aufweisen (Meinhardt et al. 2022). Die 
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unterschiedlichen Populationen können sowohl zur Aufrechterhaltung als auch zur 

Auflösung des Immunprivilegs durch einen proinflammatorischen Zytokin-Shift 

beitragen. Es ist möglich, dass ein ähnliches Funktionsprinzip im menschlichen Hoden 

existiert. Im gesunden Hoden überwiegt der antiinflammatorische M2-Phänotyp der 

Makrophagen, der nur eingeschränkt fähig ist, proinflammatorische Botenstoffe wie IL-

1β und TNF-α zu produzieren. Der M2-Typ zeichnet sich durch die Sekretion des 

antiinflammatorischen Interleukins IL-10 aus (Wang et al. 2017). Unter pathologischen 

Bedingungen sind Makrophagen auch intratubulär zu beobachten und werden dann als 

Spermatophagen bezeichnet (Fijak und Meinhardt 2006). 

Dendritische Zellen sind im gesunden menschlichen Hoden nur in geringer Anzahl 

anzutreffen. Aufgrund der Expression von spezifischen Oberflächenmarkern und ihres 

Chemokinprofils scheinen sie ebenfalls einen Beitrag zum testikulären Immunprivileg zu 

leisten. Sie sind über Antigen-Präsentation imstande T- und B-Zellen zu aktivieren, aber 

auch eine Immuntoleranz dieser gegenüber den präsentierten Antigenen auszulösen 

(Fijak und Meinhardt 2006). 

Auch T- und natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen) sind in geringer Anzahl im gesunden 

Hoden präsent. Die CD3-positiven T-Zellen differenzieren sich dabei beeinflusst durch 

das lokale Mikromilieu in Effektor- oder regulatorische Linien (Schuppe et al. 2023). Sie 

entwickeln sich größtenteils in CD4-positive T-Helfer- (TH-), T-Gedächtniszellen, CD8-

positive zytotoxische T-Zellen (Tc) und CD4-, CD25-, FOXP3-positive Treg-Zellen 

(Golubovskaya und Wu 2016; Mousset et al. 2019; Schuppe et al. 2023). Treg-Zellen 

generieren durch ihre Aktivität eine antigen-spezifische Immunantwort oder eine 

Toleranz gegenüber dem Antigen und schütten dabei antiinflammatorische Zytokine wie 

IL10 und TGF-β aus (Fijak et al. 2018; Bourque und Hawiger 2022; Schuppe et al. 2023). 

TH-Zellen steuern durch ihre Zytokine die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen 

(Lanzavecchia 1985; Schuppe et al. 2023). 

Die Datenlage zur Häufigkeit von Lymphozyten im menschlichen Hodengewebe unter 

physiologischen Bedingungen ist begrenzt (el-Demiry et al. 1987; Jahnukainen et al. 

1995; Hedger 1997; Hvarness et al. 2013; Klein et al. 2016; Ponte et al. 2018; Schuppe 

et al. 2023). CD4- und CD8-positive T-Lymphozyten konnten im Bereich des Rete Testes 

immunhistochemisch nachgewiesen werden. Treg-Zellen wurden im Interstitium 

detektiert (Duan et al. 2011; Hvarness et al. 2013). B-Zellen sind unter physiologischen 

Bedingungen in sehr geringer Anzahl im Interstitium anzutreffen (Schuppe und 

Meinhardt 2005; Fijak et al. 2018). 
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Mastzellen sind (ähnlich wie Makrophagen) im testikulären Interstitium anzutreffen, 

jedoch in geringerer Anzahl. Außerdem sind sie zusätzlich in der Lamina propria der 

Tubuli seminiferi und in der Tunica albuginea ansässig (Schuppe und Meinhardt 2005). 

Ihre Anzahl weist eine altersspezifische Varianz im menschlichen Organismus auf. Sie 

sind in der Lage Prostaglandine, Leukotriene, Zytokine und Histamine freizusetzen 

(Murphy und Weaver 2018, Abschnitt 14.2.2). Mastzellen sind an der Modulation der 

Testosteron-Synthese in den Leydig-Zellen beteiligt. Sie können über Tryptase-

Ausschüttung die Fibroblasten-Proliferation anregen und peritubuläre Zellen zur 

Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine, wie Macrophage Chemoattractant 

Protein-1 (MCP1) und TGF-β2, stimulieren (Fijak und Meinhardt 2006). 

1.1.3.3 Einfluss von Androgenen 

Testosteron erhöht die Ausschüttung antiinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-10) aus 

Monozyten und Makrophagen. Gleichzeitig verringert es die Freisetzung 

proinflammtorischer Zytokine wie TNF-α und IL-6 (Fijak und Meinhardt 2006). Außerdem 

wurden Allograft-Abstoßungen durch Unterdrückung der Leydig-Zell-Funktion und einer 

damit einhergehenden Testosteron-Depletion im Tiermodell beobachtet (Head und 

Billingham 1985; Piquet-Pellorce und Dorval-Coiffec 2000; Muller und Meinhardt 2005). 

Sertoli- und peritubuläre Zellen exprimieren den Androgen-Rezeptor und werden 

funktionell von Testosteron moduliert (Fijak und Meinhardt 2006). 

1.1.3.4 Pro- und antiinflammatorische Zytokine des Hodens 

Zytokine als inter- und intrazelluläre Botenstoffe sind an der physiologischen Funktion 

des Hodens beteiligt. Sie sind ein wichtiger Faktor zur Aufrechterhaltung und Aufhebung 

des testikulären Immunprivilegs und werden auch unter nicht-entzündlichen 

Bedingungen im gesunden Hoden synthetisiert (Hedger und Meinhardt 2003). Zytokine 

können parakrin, autokrin und endokrin aktiv sein. Anhand zellulärer Herkunft und 

Funktion werden sie in die Hämatopoetinsuperfamilie, die Interferone, die IL-1- und die 

TNF-α-Familie unterteilt (Murphy und Weaver 2018, Abschnitt 17.3). Die Funktion vieler 

Zytokine im Hoden wurde bis jetzt nur in vitro oder im Tiermodell nachgewiesen. Ihre 

Rolle im menschlichen Hoden wurde nicht exakt entschlüsselt. 

Im gesunden Hoden werden in den residenten Zellen sowohl pro- als auch 

antiinflammatorische Zytokine produziert, deren Gleichgewicht durch wechselseitige 

Mechanismen aufrechterhalten wird. Neben Auswirkungen auf ansässige 

Immunzellpopulationen (Makrophagen, Mastzellen) und infiltrierende Lymphozyten 
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beeinflusst das testikuläre Zytokinmilieu auch die Spermatogenese (Loveland et al. 

2017). 

IL-1α und -β sind proinflammatorisch und können in großen Mengen von aktivierten 

Makrophagen und Monozyten ausgeschüttet werden. Trotz der generell 

proinflammatorischen Funktion stimuliert IL-1α auch die Glukokortikoidsynthese in der 

Nebenniere. Diese ist entscheidend an einer späteren Inflammationseindämmung 

beteiligt. Il-1β regt zudem in Hepatozyten die Freisetzung von Akute-Phase-Proteinen 

an (Murphy und Weaver 2018, Abschnitt 17.3). IL-1α wird im Hoden von Sertoli-Zellen 

synthetisiert und scheint neben der Differenzierung des Keimepithels auch die 

Sertolizellen selbst zu beeinflussen (Hedger und Meinhardt 2003). Im Rattenmodell 

zeigte sich in vitro, dass durch die Inkubation mit humanem, rekombinanten IL-1α, die 

DNA-Synthese in Spermatogonien und Prä-Leptotän-Spermatozyten angeregt wurde 

(Parvinen et al. 1991). Die Steroidsynthese in den Leydig-Zellen scheint auf einem 

basalen Niveau durch IL-1 gefördert, die Androgensynthese (stimuliert durch LH) jedoch 

gehemmt zu werden (Svechnikov et al. 2001). 

IL-6 ist wie IL-1β ein proinflammatorisches Zytokin mit zahlreichen systemischen 

Wirkungen innerhalb des Organismus. So regt es z.B. die Ausschüttung von Akute-

Phase-Proteinen in der Leber an, ist beteiligt an der Hochregulierung der 

Körpertemperatur über den Hypothalamus und an der Aktivierung von Lymphozyten 

(Murphy und Weaver 2018, Abschnitt 17.3). Im Hoden wird IL-6 ebenfalls in den Sertoli-

Zellen synthetisiert, was durch FSH, Neuropeptide, Testosteron und IL-1α moduliert wird 

(Okuda et al. 1994). Im Gegensatz zu IL-1α scheint IL-6 jedoch einer Differenzierung 

des Keimepithels entgegenzuwirken, da in vitro im Rattenmodell eine Hemmung der 

DNA-Synthese in Prä-Leptotän-Spermatozyten beobachtet wurde (Hakovirta et al. 

1995). 

Der leukaemia inhibiting factor (LIF) wird im Knochenmarkstroma von Fibroblasten 

synthetisiert und wirkt während der Embryonalperiode stammzellerhaltend. Im Hoden 

wird er von peritubulären Zellen produziert und vermittelt antiapoptotische Effekte auf 

die Urkeimzellen (Piquet-Pellorce und Dorval-Coiffec 2000; Murphy und Weaver 2018, 

Abschnitt 17.3). LIF scheint außerdem die Steroidsynthese der Leydig-Zellen zu 

inhibieren (Mauduit et al. 1999).  

Der macrophage migration inhibitory-factor (MIF) wird von T-Zellen und hypophysären 

Zellen synthetisert. Er partizipiert an der Makrophagen-Aktivierung und hemmt deren 

Gewebsmigration. Außerdem wirkt er einer Glukokortikoid-induzierten 

Immunsuppression entgegen (Murphy und Weaver 2018, Abschnitt 17.3). Er wird in 



- 10 -  

vielen unterschiedlichen Gewebstypen exprimiert und im Hoden von Leydig-Zellen 

synthetisiert (Meinhardt 1996; Bacher et al. 1997). Experimentell wurde gezeigt, dass 

die testikuläre MIF-Konzentration hormonunabhängig ist (Meinhardt 1996; Meinhardt et 

al. 1998). Auch scheint MIF die Inhibin-Sekretion von Sertoli-Zellen negativ zu 

beeinflussen und Effekte auf den Calcium-Haushalt von peritubulären Zellen zu haben 

(Meinhardt 1996; Wennemuth et al. 2000). 

TNF-α ist ein proinflammatorisches Zytokin und wirkt im Hoden inhibierend auf die 

Steroidsynthese der Leydig-Zellen. Es wird von postmeiotischen Keimzellen exprimiert. 

Ein Einfluss auf die Spermiogenese ist daher nicht auszuschließen (Xiong und Hales 

1993). 

Fas-L als membrangebundenes Zytokin der TNF-α-Familie löst über Bindung an den 

Fas-Rezeptor die Apoptose-Kaskade aus (Murphy und Weaver 2018, Abschnitt 9). Im 

Hoden wird er von Sertoli-Zellen exprimiert, was als Schutzmechanismus vor 

infiltrierenden T-Lymphozyten zur Erhaltung des Immunprivilegs dienen könnte (Bellgrau 

et al. 1995). 

Typ I- und Typ II-Interferone sind wichtige Werkzeuge des Organismus für die 

Bekämpfung von viralen Infektionen und werden testikulär von Sertoli- und Leydig-Zellen 

exprimiert (Dejucq et al. 1998). 

TGF-β ist ein antiinflammatorisches Zytokin und existiert in drei Isoformen. Es wird von 

Monozyten, Chondrozyten und T-Zellen, im Hoden zusätzlich von Sertoli-, Leydig- und 

peritubulären Zellen produziert (Hedger und Meinhardt 2003; Murphy und Weaver 2018, 

Abschnitt 17.3). TGF-β1 ist ein wichtiger Regulator der Immunantwort, da es Treg- und 

TH17-Zellen anregt (Murphy und Weaver 2018, Abschnitt 17.3). Experimentelle Studien 

zeigten eine mit der Pubertät einsetzende Produktionsverminderung von TGF-β1 und 2 

sowie ein mit Beginn der Spermatogenese korrelierendes Maximum der TGF-β3-

Produktion (Mullaney und Skinner 1993). Ein Mitwirken von TGF-β in der Interaktion 

zwischen peritubulären Zellen und Sertoli-Zellen und damit eine Rolle in der Entwicklung 

des Keimepithels wird angenommen (Konrad et al. 2000). 

Activin ähnelt molekular der TGF-β-Familie und hat eine immunsuppressive Funktion auf 

Lymphozyten. Im Hoden wird es von Sertoli-, Leydig- und peritubulären Zellen produziert 

(Hedger und Meinhardt 2003). Es scheint die Aktivität von IL-1 und IL-6 zu modulieren 

und die Differenzierung des Keimepithels durch Stimulation von Spermatogonien und 

Spermatozyten zu regulieren (Mather et al. 1990; de Kretser et al. 1999; Meinhardt et al. 

2000). Außerdem wurden Auswirkungen von Activin A auf das Immunmilieu des Hodens 
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durch einen Einfluss auf die Aktivierung und den Phänotyp testikulärer Makrophagen 

beschrieben (Indumathy et al. 2020). 

 

1.2 Pathoimmunologie und Inflammation des Hodens  

Trotz des physiologisch antiinflammatorischen Milieus, können im Hoden angeborene 

und adaptive Immunantworten generiert werden (Fijak et al. 2018). Dabei können 

unterschiedliche Faktoren zur Ausschüttung von proinflammatorischen 

Entzündungsmediatoren (Zytokine, Prostaglandine, Adhäsionsmoleküle), die an der 

Rekrutierung von Immunzellen beteiligt sind, führen. Dazu gehören infektiöse Ursachen, 

Exposition gegenüber Chemikalien, physikalische Traumata, vorausgegangene 

testikuläre Erkrankungen und neoplastische Prozesse (Jahnukainen et al. 1995; Bols et 

al. 2000; Schuppe und Meinhardt 2005; Schuppe et al. 2008; Schuppe und Bergmann 

2013). Auch eine Einschränkung der Spermatogenese, z.B. im Rahmen von Infertilität, 

kann von einwandernden Immunzellen begleitet sein (Schuppe et al. 2008). Die mit einer 

bakteriellen oder viralen Orchitis einhergehende Immunzellinvasion betrifft sowohl das 

testikuläre Interstitium, als auch die Tubuli seminiferi. Diese kann von einem 

interstitiellen Ödem, einem geschädigten Keimepithel und einer Hyalinisierung der 

Tubuli (tubuläre Schatten) begleitet sein (Schuppe und Bergmann 2013; Fijak et al. 

2018). 

 

1.2.1 Maligne Hodentumoren 

Hodentumorentitäten unterscheiden sich in ihrer Ätiologie, Histopathologie und 

Therapie. Die WHO-Klassifikation unterteilt Hodentumoren in solche, die sich von den 

Keimzellen (testicular germ cell tumors, TGCT) ableiten und in Tumoren, die den 

somatischen Zellen des Hodens (Leydig- und Sertoli-Zellen) entspringen. Das 

klassische Seminom gehört zu den Keimzelltumoren, die aus der sogenannten germ cell 

neoplasia in situ (GCNIS) entstehen (Rajpert-De Meyts et al. 2018; Moch et al. 2022). 

Für die genaue Unterteilung siehe Abbildung 2. 
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1.2.2 Epidemiologie  

Hodentumoren gehören zu den am häufigsten diagnostizierten Tumorerkrankungen 

junger Männer zwischen 14 und 44 Jahren (Ferlay et al. 2015). Die Inzidenz variiert 

global und ist in den skandinavischen Ländern am höchsten (Inzidenz Norwegen, Stand 

2008: 9,9/100.000 Einwohner), in Afrika und Asien am geringsten (Inzidenz Thailand, 

Stand 2008: 0,5/100.000 Einwohner) (Znaor et al. 2014; Rajpert-De Meyts et al. 2016). 

Die TGCT, zu denen auch das klassische Seminom gehört, stellen circa 90-95% aller 

diagnostizierten Hodentumoren dar (Albers et al. 2016). In 1-2% der Fälle liegt ein 

beidseitiger Tumor bei Erstdiagnose vor (La Vecchia et al. 2010). 50% der TGCT sind 

klassische Seminome, 40% Nicht-Seminome und 10% heterogene Mischtumoren 

(Horwich et al. 2006; Turnbull et al. 2010). Die höchste Inzidenz für Nicht-Seminome 
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Abbildung 2: Testikuläre Tumoren (WHO-Klassifikation), vereinfacht. Adaptiert und 

modifiziert nach Moch et al. (Moch et al. 2022). 
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liegt im dritten Lebensjahrzehnt, die höchste Inzidenz für Seminome im vierten 

Lebensjahrzehnt (Albers et al. 2016). 

Die exakten Ursachen, die zu einer Erhöhung der Inzidenz in den vergangenen 

Jahrzehnten geführt haben, sind bis heute nicht bekannt. Neben assoziierten 

urologischen Vorerkrankungen (z. B. Kryptorchismus, Hypospadie, eingeschränkte 

Spermatogenese, vorbeschriebener Hodenkrebs, positive Familienanamnese) erhöhen 

Umweltfaktoren die Wahrscheinlichkeit, an einem Hodentumor zu erkranken (Swerdlow 

et al. 1997; Møller und Skakkebaek 1999; Hemminki und Li 2004; Fosså et al. 2005; 

Cook et al. 2009; Trabert et al. 2013). Genetische Prädispositionen sind ebenfalls 

entscheidend an der Pathogenese beteiligt (siehe Abbildung 3) (Rajpert-De Meyts et al. 

2018). 

 

1.2.3 Ätiologie der TGCT 

Testikuläre Keimzelltumoren werden seit der WHO-Klassifikation 2016 in zwei 

Subkategorien unterteilt: Tumoren, die aus GCNIS-Zellen hervorgehen (z.B. das 

klassische Seminom, Histologie siehe Abbildung 4) und Tumoren, die nicht aus GCNIS-

Zellen hervorgehen (z.B. das präpubertale Teratom) (Moch et al. 2016; Moch et al. 

2022). GCNIS-Zellen entstehen aus Gonozyten des Embryos, die nicht zu 

Spermatogonien differenzieren können. In diesen häufen sich bis zur Pubertät und 

darüber hinaus Mutationen, bis invasive Tumorzellen entstehen. Diese überschreiten die 

Grenzen der Tubuli seminiferi (Rajpert-De Meyts 2006; Rajpert-De Meyts et al. 2016; 

Rajpert-De Meyts et al. 2018). GCNIS-Zellen ähneln aufgrund ihres pluripotenten 

Expressionsmusters von Proteinen (z.B. NANOG, Oct-3/4, PLAP und AP-2ɣ) den 

primordialen Keimzellen (PGC) und Gonozyten (Rajpert-De Meyts 2006; Moch et al. 

2016; Fietz et al. 2022). Der Anteil der Keimzelltumoren, die nicht aus GCNIS 

hervorgehen, entsteht durch Differenzierungsfehler der PGC in der embryonalen 

Entwicklung und kann sich klinisch als präpubertales Teratom oder präpubertaler 

Dottersacktumor präsentieren (Rajpert-De Meyts 2006; Moch et al. 2016; Fietz et al. 

2022; Moch et al. 2022).  

Eine Hypothese zu der Entstehung von GCNIS-Zellen und tesikulären Keimzelltumoren 

ist das „Testicular Dysgenesis Sydrome“ (TDS) (siehe Abbildung 3). Die Kombination 

aus Exposition gegenüber Umweltfaktoren und genetischer Prädisposition führt zu einer 

verminderten Aktivität der Leydig- und zu einer gestörten Funktion der Sertoli-Zellen. Es 

resultiert eine Androgeninsuffizenz und eine damit verbundene eingeschränkte 

Entwicklung der Keimzellen. Je nach Schweregrad der Funktionsbeeinträchtigung von 



- 14 -  

Leydig- und Sertoli-Zellen sind unterschiedliche Krankheitsbilder möglich, die von 

leichten Störungen wie verringerter Spermatogenese/Infertilität bis zu manifesten 

Tumoren reichen (Skakkebaek et al. 2001; Skakkebaek et al. 2016; Rajpert-De Meyts et 

al. 2018). 

 

 

 

 

 

Prädisponierenden Faktoren, die zur Entstehung testikulärer Keimzelltumoren beitragen 

können, sind Frühgeburtlichkeit, geringes Geburtsgewicht, fetale Androgeninsuffizienz, 

Entwicklungsanomalien der Gonaden und Exposition gegenüber chemischen Noxen. 

Auch wurden genetische Aberrationen wie die Polyploidisierung und Amplifizierung des 

Chromosoms 12 beschrieben (Oosterhuis et al. 1989; Skakkebaek et al. 2001; Rajpert-

De Meyts 2006; Cook et al. 2009; Pleskacova et al. 2010). Mutationen innerhalb der 

Gen-Familien von KIT und Ras sind mehrfach im Zusammenhang mit Keimzelltumoren 

benannt worden (Goddard et al. 2007; Martin et al. 2022). Unterschiedliche 

Verteilungsmuster von KITLG-Varianten scheinen die zum Teil starke ethnische 

Variabilität der weltweiten TGCT-Inzidenzen zu erklären (Kanetsky et al. 2009; Rapley 

et al. 2009). Polymorphismen des Transkriptionsfaktors DMRT1 (involviert in 

Regulationsprozessen der Meiose) scheinen an der Tumorentstehung beteiligt zu sein, 

ebenso wie das HPGDS-Gen, das für die Prostaglandin-D-Synthase codiert, welche in 

der Gonadenentwicklung involviert ist (Turnbull et al. 2010; Kanetsky et al. 2011; Matson 

et al. 2011; Chung et al. 2013; Jørgensen et al. 2013; Ruark et al. 2013; Rajpert-De 

Meyts et al. 2016). 

 

Abbildung 3: Testikuläre Dysgenesie; adaptiert nach Rajpert-De Meyts et al. (Rajpert-

De Meyts et al. 2018). 
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1.2.4 Diagnostik 

Die körperliche Untersuchung ist der erste diagnostische Schritt. Dabei sollte das 

Skrotum palpiert werden, um die Konsistenz und ungefähre Größe des vorliegenden 

Tumors zu bestimmen. Außerdem sollten Abdomen und die supraklavikulären 

Lymphknoten abgetastet werden, um eine Metastasierung festzustellen (Albers et al. 

2016; Kliesch et al. 2021; Patrikidou et al. 2023). Die Patienten präsentieren sich in der 

Regel mit einer einseitigen, meist schmerzlosen Hodenvergrößerung. Bei circa 20% der 

Patienten ist Hodenschmerz das Erstsymptom, 11% leiden an Flanken- und 

Rückenschmerzen aufgrund von Fernmetastasen (Germà-Lluch 2002; Moul 2007). 

Gelegentlich ist bei den Betroffenen eine Gynäkomastie zu beobachten, meist im Falle 

eines Nicht-Seminoms (Albers et al. 2016; Patrikidou et al. 2023). Nach der körperlichen 

Untersuchung sollte eine Sonographie erfolgen, mit deren Hilfe ein Hodentumorverdacht 

bestätigt oder ausgeschlossen werden kann (Richie et al. 1982). Diese sollte auch bei 

erhöhten Tumormarkern, trotz negativem palpatorischen Befund oder bei ungeklärter 

Infertilität durchgeführt werden (Mancini et al. 2007; Angulo et al. 2009). 

Im Falle eines vorliegenden Hodentumors müssen präoperativ neben einer CT-

Untersuchung des Beckens, des Abdomens und des Thorax (Metastasensuche) die 

Tumormarker AFP, β-hCG und LDH bestimmt werden. Die Tumormarker ermöglichen 

eine Risikoeinschätzung des Patienten nach der International Germ Cell Cancer 

Collaborative Group (IGCCCG). Außerdem hat ihr postoperativer Konzentrationsverlauf 

prognostische Relevanz (Klein 1993; Flechon et al. 2002; Germà-Lluch 2002; Albers et 

al. 2016; Patrikidou et al. 2023). Sind die Tumormarker nach erfolgter Orchiektomie 

weiterhin erhöht, sollte ein weiteres Metastasierungs-Screening erfolgen. Abnehmende 

Konzentrationen der Tumormarker nach Orchiektomie schließen eine stattgefundene 

Metastasierung allerdings nicht aus (Albers et al. 2016; Patrikidou et al. 2023). Die 

Tumormarker-Konzentrationen können während der Chemotherapie Informationen zum 

Erfolg der Behandlung und zur Frage erforderlicher Dosisanpassungen liefern (Haugnes 

et al. 2012; Fizazi et al. 2014). 

Das Staging des Tumors erfolgt nach den Kriterien der „TNM-classification for testicular 

cancer“ und bewertet die Lokalisation und Ausdehnung des Primarius (T), die klinisch-

feststellbare Infiltration der pelvinen Lymphknoten (N), die pathologisch-evaluierte 

Lymphknoteninfiltration (Pn), das Auftreten von Fernmetastasen (M) und die 

Konzentration der Tumormarker (S) (Albers et al. 2016; Patrikidou et al. 2023). 
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1.2.5 Therapie 

Die chirurgische Resektion der betroffenen Hoden ist Hauptbestandteil der Therapie. Bei 

jedem Patienten mit einer suspekten testikulären Raumforderung ist eine 

offenchirurgische Untersuchung über die Leiste mit anschließender Darstellung des 

Hodens indiziert. Sollte sich ein maligner Tumor bestätigen, erfolgt die Orchiektomie mit 

Durchtrennung des Funiculus spermaticus am inneren Leistenring. Es sollte eine Biopsie 

erfolgen und im pathologischen Schnellschnitt beurteilt werden. Eine präoperativ 

durchzuführende Chemotherapie kann in fortgeschrittenen, metastasierten 

Krankheitsstadien indiziert sein. Eine organerhaltende Operation sollte nur in 

Ausnahmefällen (z.B. bei einem beidseitigen Hodentumor oder einem Tumor bei 

bestehender Monorchie) durchgeführt werden, da in 20-30% der Patienten multifokale 

oder tumorangrenzende GCNIS-Herde existieren, die bei unvollständiger Resektion zu 

metachronen Tumoren progressieren können (Loy et al. 1990; Dieckmann und 

Skakkebaek 1999; Albers et al. 2016; Patrikidou et al. 2023). Eine kontralaterale 

Routine-Biopsie zum Ausschluss von präinvasiven GCNIS-Zellen ist Gegenstand von 

Diskussionen und sollte insbesondere Patienten mit vorbekannten Risikofaktoren wie 

Kryptorchismus, Hypospermatogenese und geringem Hodenvolumen angeboten 

werden (Dieckmann und Loy 1996; Albers et al. 1999; Tabernero et al. 2004; Patrikidou 

et al. 2023). 

Der postoperative Chemo- und Radiotherapie-Zyklus richtet sich nach Tumorentität und 

TNM-Klassifikation. Generell ist das Seminom sensibel für Chemo- und 

Strahlentherapie, was sich in Heilungschancen von bis zu 95% bei rechtzeitiger 

Diagnose äußert (Raghavan 2003). Da bei Seminomen im Stadium I in 15-20% der Fälle 

bereits klinisch nicht-identifizierbare Metastasen vorliegen, ist die alleinige Orchiektomie 

therapeutisch nicht ausreichend (Albers et al. 2016; Patrikidou et al. 2023). Eine 

regelmäßige Überwachung, eine Bestrahlungstherapie mit 20 bis 24 Gy oder eine 

Carboplatin-basierte Chemotherapie sollte postoperativ risikostratifiziert durchgeführt 

werden (Albers et al. 2016; Patrikidou et al. 2023). Im Falle von regelmäßiger 

Überwachung haben sich Rezidivraten von 12-20% gezeigt. Bei Bestrahlungs- oder 

Chemotherapie liegen die Rezidivraten unter 5% (Fosså et al. 1999; Melchior et al. 2001; 

Aparicio et al. 2003; Groll et al. 2007). 

Bei fortgeschrittenen Krankheitsfällen wird die Chemo- sowie Bestrahlungstherapie der 

TNM-Klassifikation angepasst. 
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1.3 Pathoimmunologie des Seminoms 

Neoplastische Prozesse, wie z.B. die klinisch-manifesten Keimzelltumoren 

vorausgehende GCNIS und das klassische Seminom, gehen mit einer erhöhten 

Immunzellanzahl, größtenteils T-Zellen und Makrophagen, einher. Dabei wurde eine 

Progredienz der Immunzellinfiltration von Hypospermatogenese und GCNIS zum 

Seminom festgestellt (Klein et al. 2016). Neben den vorherig genannten Zelltypen 

werden neoplastische Prozesse des Hodens auch von dendritischen Zellen und B-Zellen 

begleitet, letztere sind zum Teil in follikelähnlichen Clustern („follicular like structures“, 

FLS) organisiert (Klein et al. 2016; Fietz et al. 2022). Die FLS in TGCT ähneln dabei den 

Keimzentren von tertiären lymphatischen Strukturen und unterscheiden sich in ihrer 

zellulären Zusammensetzung von testikulären Entzündungsinfiltraten, die häufig bei 

infertilen Männern zu finden sind (Nakanoma et al. 1992; Willis et al. 2009; Klein et al. 

2016; Fietz et al. 2022). Ob die einwandernden Immunzellen als aktiver 

Abwehrmechanismus gegen die Tumorzellen oder als unkontrollierte Immunantwort zu 

werten sind, die in einer Gewebsschädigung, insbesondere der noch intakten Tubuli 

seminiferi, resultiert oder die Tumorprogression sogar fördert, ist nicht geklärt. 

Genexpressionsanalysen von Perforin und FasL in GCNIS- und Seminom-Proben 

zeigten eine geringe Aktivität von CD8-positiven, zytotoxischen T-Zellen. Da die 

Tumorzellen jedoch keine MHC I- und ICAM-1-Moleküle exprimieren, die für die 

Interaktion mit den zytotoxischen T-Zellen notwendig sind, ist die Funktion der 

zytotoxischen T-Zellen in TGCT, insbesondere dem Seminom nicht eindeutig (Bols et al. 

2000; Hadrup et al. 2006). Ob eine tumorspezifische Zytotoxizität auf einem anderen 

Weg generiert werden kann oder ob die zytotoxischen T-Zellen immunoregulatorische 

Funktionen im Mikromilieu des Tumors übernehmen, bleibt daher ein aktuelles 

Forschungsthema (Hvarness et al. 2013). Untersuchungen von Keimzelltumoren 

deuteten hinsichtlich ihrer B-Zell-Infiltration, der Expression des assoziierten Antigen-

Rezeptors und der Charakteristika der produzierten Immunglobuline eher darauf hin, 

dass eine humorale statt zelluläre Immunantwort generiert wird (Willis et al. 2009). 

Prognostisch wurden Hinweise gesammelt, dass eine niedrige Anzahl Tumor-

infiltrierender Lymphozyten (TIL) mit erhöhten Rezidivraten einhergeht (Bols et al. 2000). 

Die exakte Rolle und Interaktion der einzelnen Zelltypen bleibt allerdings ungeklärt. Es 

bedarf daher weiterer Experimente, um die teils widersprüchlichen Ergebnisse zu 

erklären und die exakte Funktion der Tumor-infiltrierenden Leukozyten im Seminom zu 

entschlüsseln. 

Spezifischen T-Zellen, wie den regulatorischen T-Zellen (Treg) und den follikulären T-

Helfer-Zellen (Tfh), wird in einigen Krebserkrankungen prognostische Relevanz 
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zugewiesen (Wilke et al. 2010; Gu-Trantien et al. 2013). Im humanen Seminom wurde 

die potenzielle Rolle der Treg- und Tfh-Zellen in Bezug auf Tumorbiologie und -progress 

jedoch noch nicht evaluiert (Islam et al. in Vorbereitung). 

1.4 Fragestellung 

Die Seminom- und GCNIS-begleitende Immunzellinfiltration wurde in der Vergangenheit, 

beginnend 1964, in vielen Publikationen thematisiert, jedoch ist die Einordnung dieses 

Phänomens in Bezug auf das testikuläre Immunprivileg, den Tumorprogress und den 

Einfluss auf klinische Parameter bis heute nicht abschließend bewertet (Marshall und 

Dayan 1964; Bols et al. 2000; Hvarness et al. 2013; Klein et al. 2016; Siska et al. 2017; 

Fietz et al. 2022). In der vorliegenden Arbeit soll die experimentelle Analyse einer 

Tumorkohorte nähere Informationen liefern, die zum Verständnis der Immunologie des 

Seminoms beitragen. Ein breites Antikörperspektrum zur immunhistochemischen 

Detektion von T-, B-, dendritischen Zellen und Makrophagen dient der Quantifizierung 

der Immunzellinfiltration und wird mit klinischen Parametern der Patienten korreliert. 

Dabei werden Zusammenhänge zwischen präoperativen Tumormarker-Konzentrationen 

(AFP, LDH, β-hCG), dem Hormonstatus (LH, FSH, Testosteron), Vorerkrankungen, 

Immunzellinfiltration im Tumor-tragenden Hoden sowie ein potenzieller Einfluss der TIL 

auf das TNM-Staging untersucht. Außerdem wird in diesem Kontext eruiert, inwieweit 

immunpathologische Muster in unterschiedlichen Biopsie-Lokalisationen (Tumor-fern, 

Tumor-nah, Tumor) zu unterscheiden sind. Eine Genexpressionsanalyse einer Auswahl 

der von den infiltrierenden Immunzellen exprimierten Zellmarker und Zytokine oder diese 

Immunzellen anlockenden Chemokine per RT-qPCR beleuchtet das Mikromilieu des 

Seminoms. Die Ergebnisse könnten in Zukunft zur Entwicklung neuer prognostischer 

Biomarker und Optionen für eine individualisierte Immuntherapie von TGCT anstelle der 

konventionellen Radio- und Chemotherapie-Protokolle beitragen. 
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2. Materialien 

2.1 Patientenkollektiv 

Von März 2017 bis November 2020 wurden 59 Patienten mit klinisch begründetem 

Hodentumor-Verdacht in eine prospektive Tumorkohorte eingeschlossen. Dabei wurden 

zusätzlich zu Hoden- und Nebenhodenbiopsien zur Anlage einer Gewebeprobenbank 

zahlreiche anamnestische und laborchemische Parameter erhoben, die in einer 

verschlüsselten Excel-Tabelle gesichert wurden. Bei den Hodenbiopsien handelt es sich 

um Gewebealiquots, die nicht für die primäre pathologische Evaluation vonnöten waren. 

Die erhobenen Parameter sind in Tabelle 2 dargestellt. 

 

Tabelle 2: Klinisch erhobene Parameter der Hodentumorkohorte. 1 berechnet nach 

Vermeulen (Vermeulen et al. 1999); 2 berechnet nach Bergmann und Kliesch (Bergmann 

und Kliesch 1998; Fietz und Kliesch 2022) ; 3 TNM-classification of malignant tumours, 

8th edition (Brierley 2017); 4 nach WHO Laborhandbuch zur Untersuchung und 

Aufarbeitung des menschlichen Ejakulates (World Health Organization 2010); 5 PEB: 

Kombination Cisplatin, Etoposid, Bleomycin; 6 PEI: Kombination Cisplatin, Etoposid, 

Ifosfamid. 

Parameter  Einheit/Kategorien 

Alter Jahre 

Positive Familienanamnese für 
Hodentumoren 

Ja/Nein 

Hodenhochstand in der Vorgeschichte Ja/Nein 

Operation des Hodenhochstands Ja/Nein 

Jahr der Operation des Hodenhochstands Jahr 

Weitere Vorerkrankungen  Ja/Nein 

Regelmäßige Medikation Ja/Nein 

Hodenvolumen Tumorseite ml 

Hodenvolumen kontralaterale Seite ml 

Operation des Hodentumors Ja/Nein 

Operationsdatum Datum 

Operationsseite Links/Rechts 

AFP ng/l 

hCG IU/l 

LDH U/l 

LH IU/l 
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Parameter Einheit/Kategorien 

FSH IU/l 

Testosteron gesamt ng/dl 

Testosteron frei (berechnet)1 ng/dl 

Testosteron frei in Prozent Prozent 

SHBG nmol/l 

Histologie des Primärtumors  Seminom, mischteiliges Seminom ≥ 
80%, mischteiliges Seminom < 80%, 
Nichtseminom, gutartiger Tumor, kein 
Tumor, Keimzelltumor ohne GCNIS-
Bezug 

Spermatogenese-Score Tumorseite/ 
kontralaterale Seite2 

0-10 

UICC-Stadium3 IA-IIIC 

pT3 X, 0, Tis, 1, 2, 3, 4 

cN3 X, 0, 1, 2, 3 

cM3 X, 0, 1a, 1b 

Metastasen Lunge Ja/Nein 

Metastasen Leber Ja/Nein 

Metastasen Knochen Ja/Nein 

Metastasen Gehirn Ja/Nein 

Lymphgefäß-Invasion3 Ja/Nein 

Venen-Invasion3 0, 1, 2 

Stattgefundene Chemotherapie? Ja/Nein 

Chemotherapie Keine, Carboplatin, 1x PEB5, 3x PEB5, 4x 
PEB5, 3x PEI6, 4x PEI6, Carboplatin-
Mono, Sonstiges 

Post-Chemotherapie-Rezidiv Ja/Nein 

Spermienkryokonservierung Ja/Nein 

Ejakulat abgegeben Ja/Nein 

Ejakulatvolumen ml 

Spermienkonzentration Spermienanzahl/ml 

Progressive Motilität der Spermien (PR)4 % 

Nicht-progressive Motilität der Spermien 
(NP)4 

% 

Immotile Spermien (IM)4 % 

Morphologische Normalformen der 
Spermien4 

% 

Seit wann? Jahr 
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Parameter Einheit/Kategorien 

Spermien-Kryokonservierung Ja/Nein 

 

Abbildung 4 dient als Übersicht der tumorhistologischen Aufteilung der Gießener 

Patientenkohorte. 

 

Biopsien, die den Kontrollgruppen der Immunhistochemie- und qPCR-Experimente 

dienten, stammten aus dem Hodenbiopsie-Register des Hessischen Zentrums für 

Reproduktionsmedizin (HZRM) der Justus-Liebig-Universität Gießen. Einsender sind 

hier das Zentrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie, Abteilung für klinische und 

operative Andrologie des Universitätsklinikums Münster und die Klinik und Poliklinik für 

Urologie, Kinderurologie und Andrologie des Universitätsklinikums Gießen und Marburg, 

Standort Gießen (genehmigt von der Ethik-Kommission des Fachbereichs 11 der Justus-

Liebig-Universität Gießen; Referenznummer 26/11: Erreger- und Entzündungsnachweis 

sowie vaskuläre Faktoren als möglicher Prognosefaktor für TESE/ICSI-Behandlungen 

bei nicht-obstruktiver Azoospermie). Paraffinierte Tonsillenbiopsien, die als 

Positivkontrolle für immunhistochemische Experimente verwendet wurden, stammen 

aus dem Archiv des Instituts für Pathologie des Universitätsklinikums Gießen und 

Abbildung 4: Vertretene Tumorentitäten der Gießener Patienten-Kohorte. Klassifikation 

modifiziert nach Moch et al. (Moch et al. 2022). TGCT: Testicular Germ Cell Tumour. 

Patienten gesamt

n=59
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n=52

Keimzelltumoren 
hervorgehend aus GCNIS

n=49

Seminom

n=33

Embryonalzellkarzinom
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n=1
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n=12

Keimzelltumoren ohne 
GCNIS-Bezug

n=3

Spermatozystisches
Seminom

n=1

Teratom, präpubertal

n=2

Kein TGCT

n=7

Leydig-Zell-Tumor

n=3

Sonstiges

n=4
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Marburg, Standort Gießen. Alle Patienten der Tumorkohorte wurden in der Klinik und 

Poliklinik für Urologie, Kinderurologie und Andrologie des Universitätsklinikums Gießen 

und Marburg, Standort Gießen behandelt. Von allen Patienten liegt eine schriftliche 

Einverständniserklärung zur Archivierung der Hodenbiopsien und Verwendung ihrer 

klinischen Daten zu Forschungszwecken vor (genehmigt von der Ethik-Kommission des 

Fachbereichs 11 der Justus-Liebig-Universität Gießen; Referenznummer 152/16: 

Charakterisierung der Hoden- und Nebenhodenarchitektur und -Funktion in Hinblick auf 

physiologische Organfunktion und pathologische Krankheitsbilder (Tumor, Infektion, 

Infertilität)). In diesem Rahmen wurden Biopsien aus unterschiedlichen Lokalisationen 

des Hodens entnommen. Nach Studienprotokoll wurde auf der Tumorseite eine Biopsie 

jeweils aus dem Tumorgewebe, dem tumornahen und -fernen Gewebe entnommen. 

Dem kontralateralen Hoden wurden Biopsien vom oberen und unteren Pol entnommen. 

 

2.2 Ein- und Ausschlusskriterien 

Patienten im Alter von ≥18 Jahren mit klinisch-begründetem Verdacht auf einen 

Hodentumor wurden mit schriftlichem Einverständnis bei Vorstellung in der Klinik und 

Poliklinik für Urologie, Kinderurologie und Andrologie des Universitätsklinikums Gießen 

und Marburg, Standort Gießen, in die Kohorte eingeschlossen. 

  

Abbildung 5: Biopsie-Entnahme-Schema. Hoden gelb; Nebenhoden grau; arterielle 

Gefäße rot; venöse Gefäße blau; Ductus deferens schwarz; Biopsielokalisationen blau. 
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2.3 Datendokumentation und Datenschutz 

Die erhobenen Patientendaten wurden auf einem geschützten Computer ohne 

Internetzugang zunächst in Microsoft Excel® (2010) gespeichert. Für Analysezwecke 

wurden die Daten anonymisiert in IBM SPSS 27® überführt und ausgewertet. Zugriff auf 

personenbezogene, der Schweigepflicht unterliegenden Daten hatten an der Studie 

beteiligte Mitarbeiter/-innen der Klinik für Urologie, Kinderurologie und Andrologie des 

Universitätsklinikum Gießen sowie des Instituts für Veterinär-Anatomie, -Histologie und 

-Embryologie (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Fietz, Hodenbiopsie-Register des HZRM). 

 

3. Methoden 

3.1 Analyse der Immunzellinfiltration im Seminom 

3.1.1 Histologische Beurteilung der Hodenbiopsien 

Unmittelbar nach der operativen Entnahme wurden die Hodenbiopsien in Bouin-Lösung 

über Nacht fixiert und anschließend paraffiniert. Für die histologische 

Routineuntersuchung und Beurteilung der Proben im Institut für Veterinär-Anatomie, -

Histologie und-Embryologie wurden aus den Paraffin-eingebetteten Biopsien mithilfe 

eines Mikrotoms 5 µm-dicke Schnitte angefertigt und mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt 

(HE). Zur Beurteilung des Schädigungsgrades der Spermatogenese wurde für jede 

Biopsie ein Spermatogenese-Score erhoben (Bergmann und Kliesch 1998; Fietz und 

Kliesch 2022). Außerdem wurden die HE-gefärbten Proben hinsichtlich ihrer 

histopathologischen Zusammensetzung insgesamt beurteilt (siehe Tabelle 3). 

 

𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑎𝑛 𝑇𝑢𝑏𝑢𝑙𝑖 𝑚𝑖𝑡 𝑒𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒𝑛 𝑆𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑡𝑖𝑑𝑒𝑛

𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑎𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑇𝑢𝑏𝑢𝑙𝑖
× 10 

  

Abbildung 6: Formel zur Berechnung des Scores zur Evaluation der Spermatogenese 

nach Bergmann-Kliesch. Die erhaltenen Werte variieren zwischen 0 (keine elongierten 

Spermatiden in den betrachteten Tubuli) und 10 (elongierte Spermatiden in allen 

betrachteten Tubuli) (Bergmann und Kliesch 1998; Fietz und Kliesch 2022). 
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3.1.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbungen 

Aus den paraffinierten Biopsien wurden zur Kategorisierung und Evaluation des 

Immunzellinfiltrats sowie der vorliegenden Pathologien zusätzlich zu vorhandenen 

Belegschnitten vor Beginn der immunhistochemischen Untersuchungen neue 

Hämatoxylin-Eosin (HE) -Färbungen hergestellt. 

Die Paraffinschnitte wurden auf beschichtete Objektträger adhäriert und mindestens für 

24 Stunden bei 37⁰C getrocknet. Zur Entparaffinierung wurden zwei aufeinander 

folgende Xylolbäder (jeweils 10 min) verwendet. Die anschließende Rehydrierung 

erfolgte mithilfe einer deszendierenden Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 70% Ethanol) 

und destilliertem Wasser (jeweils 5 min). Die Proben wurden für 30 Sekunden in 

Hämatoxylin gefärbt und 5 Minuten mit Leitungswasser gebläut, danach für 2 Minuten 

mit Eosin gefärbt und mit Leitungswasser abgespült. Zur Dehydrierung wurde eine 

aszendierende Alkoholreihe (70%, 80%, 96%, 100% Ethanol, jeweils 2 min) und zwei 

aufeinander folgende Xylolbäder (jeweils 10 min) verwendet. Danach wurden die Proben 

mit Eukitt® eingedeckelt. 

Die HE-gefärbten Biopsieschnitte der Tumorkohorte wurden entsprechend der 

folgenden Tabelle 3 kategorisiert. 

 

Tabelle 3: Histopathologische Kombinationsmöglichkeiten. SE: Seminom; Non-SE: 

Nicht-Seminom; GCNIS: Germ Cell Neoplasia in Situ; HYP/SCO: 

Hypospermatogenese/Sertoli- Cell-Only-Phänotyp. 

Homogene 
Histopathologie 

                            Heterogene Histopathologie 

SE SE+Non-
SE 

SE+GCNIS SE+HYP/SCO SE+GCNIS+HYP/SCO 

Non-SE  SE+Non-
SE+GCNIS 

SE+Non-
SE+HYP/SCO 

SE+Non-
SE+GCNIS+HYP/SCO 

 Non-
SE+GCNIS 

Non-
SE+HYP/SCO 

Non-
SE+GCNIS+HYP/SCO 

GCNIS    GCNIS+HYP/SCO 

HYP/SCO     
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3.1.3 Immunhistochemische Analyse der Immunzellinfiltration im Seminom 

Die Immunhistochemie ist ein 1941 von Coons et al. etabliertes molekularbiologisches 

Verfahren, um Antikörper-gestützt spezifische zelluläre Proteine nachzuweisen (Sharda 

et al. 2021). Die Interaktion von Antigen und Antikörper kann dabei visualisiert werden. 

Ein Primärantikörper (meist IgG, seltener IgM) bindet an das zu untersuchende Antigen. 

Sowohl polyklonale, als auch monoklonale Primärantikörper, die sich in Bindungsaffinität 

und -spezifität unterscheiden, können für die Immunhistochemie verwendet weren. In 

einem zweiten Schritt wird ein Substrat auf die Gewebeprobe gegeben, das von einem 

an den Primär-, Sekundär- oder Tertiärantikörper gebundenen Enzym oder einem 

anderen Reportermolekül umgesetzt wird und die Bindung des Antikörper-Komplexes 

an das zu untersuchende Antigen durch eine chemische Reaktion anzeigt (Ramos-Vara 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die 5 µm-dicken Paraffinschnitte wurden auf beschichtete Objektträger adhäriert und 

mindestens für 24 Stunden bei 37⁰C getrocknet. Die Entparaffinierung und Rehydrierung 

erfolgte analog zur HE-Färbung in Abschnitt 3.1.2. Zum Antigen-Retrieval, um die durch 

Fixierung geschädigte Protein-Tertiärstruktur zu regenerieren (Ramos-Vara 2005), 

wurden die Proben in tris-EDTA-Puffer-Lösung (pH 9) für 5 min bei 900 W und danach 

Abbildung 7: Funktionsweise der Immunhistochemie am Beispiel des eigenen 

Experimentaufbaus. Ag: Antigen; Ak: Antikörper; PO: am 2. Antikörper-gekoppelte 

Peroxidase; FS: Farbsignal. 
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für 15 min bei 522 W in einer Mikrowelle gekocht. Anschließend wurden sie für 20 min 

bei Raumtemperatur abgekühlt. Zur Inhibierung der endogenen Peroxidase und 

Vermeidung von Kreuzreaktionen mit dem später zuzugebenden Peroxidasesubstrat 

wurden die Proben für 15 min in einer Wasserstoffperoxidlösung (3%) inkubiert. Zum 

Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurde eine BSA-Lösung (1,5%) verwendet.  

Anschließend wurden die Proben mit dem jeweiligen Primärantikörper betropft und über 

Nacht bei 4⁰C in einem Kühlschrank inkubiert. Statt des Primärantikörpers wurde für die 

Negativkontrollen tris-Waschpuffer verwendet. Alle verwendeten Antikörper wurden auf 

humanen Tonsillen- oder Lymphknotenschnitten etabliert. 

Als Sekundärantikörper wurden aliquotierte Peroxidase-konjugierte Antikörper 

verwendet, für B-Zellen, dendritische Zellen und Makrophagen Peroxidase-konjugierte 

Ziege anti-Maus IgG und für T-Zellen Peroxidase-konjugierte Ziege anti-Kaninchen IgG, 

die für eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schnitt inkubiert wurden. 

 

Tabelle 4: Verwendete Primärantikörper und Dilutionen 

Primärantikörper Detektierter 
Zelltyp 

Listennummer Hersteller Verdünnung 
in tris-
Waschpuffer 

Polyclonal rabbit 
anti-human CD3 
antibody 

T-Zellen A0452 Dako, 
Glostrup, 
Dänemark 

1:100 

Monoclonal 
mouse anti-
human CD20cy 
antibody 

B-Zellen M0755 
 

Dako, 
Glostrup, 
Dänemark 

1:50 

Monoclonal 
mouse anti-
human CD11c 
antibody 

Dendritische 
Zellen/Makro-
phagen 

NCL-L-CD11c-
563  

Novocastra, 
Nussloch, 
Deutschland 

1:100 

Monoclonal 
mouse anti-
human CD68 
antibody 

Makrophagen M0876 

 

Dako, 
Glostrup, 
Dänemark 

1:100 
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Tabelle 5: Verwendete Sekundärantikörper und Dilutionen 

Sekundäranti- 

körper 

Primärantikörper Listennummer Hersteller Verdünnung 
in tris-
Waschpuffer 

Peroxidase-
conjugated 
AffinePure 
Goat Anti-
Mouse IgG 
(H+L) 

CD20cy 115-035-003 Jackson 
ImmunoResearch 
Westgrove, USA 

1:600 

 

Peroxidase-
conjugated 
AffinePure 
Goat Anti-
Mouse IgG 
(H+L) 

 

 

CD68 

 

 

115-035-003 

Jackson 
ImmunoResearch 
Westgrove, USA 

 

 

1:800 

Peroxidase-
conjugated 
AffinePure 
Goat Anti-
Mouse IgG 
(H+L) 

CD11c 115-035-003 Jackson 
ImmunoResearch 
Westgrove, USA 

1:400 

AffinePure 
Goat Anti-
Rabbit IgG 
(H+L) 

CD3 111-035-003 Jackson 
ImmunoResearch 
Westgrove, USA 

1:400 

 

Nach jedem separaten Behandlungsschritt wurden die Schnittpräparate in tris-

Waschpufferlösung gewaschen. Als Peroxidasesubstrat wurde zur visuellen Detektion 

von T- und B-Zellen das kommerziell erhältliche AEC Peroxidase Substrate Kit® 

verwendet (Inkubationszeit maximal 20 min). Zur Detektion von dendritischen Zellen und 

Makrophagen wurde das kommerziell erhältliche Vector NovaRed Peroxidase Substrate 

Kit® mit einer Inkubationszeit von maximal 15 min verwendet. 

Im Falle einer Visualisierung mit dem NovaRed®-Peroxidasesubstrat wurden die Proben 

anschließend in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 96%, 100% C2H5OH) und 

zwei Xylolbädern dehydriert. Alle Proben wurden nach der Inkubation mit dem jeweiligen 

Peroxidasesubstrat mit Hämatoxylin für einige Sekunden gegengefärbt. 

Die Biopsieschnitte wurden bei Behandlung mit NovaRed®-Peroxidasesubstrat in 

Eukitt®, mit AEC®-Peroxidasesubstrat in Roti-Mount Aqua® eingedeckelt.  
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Die mikroskopische Begutachtung der Proben wurde mit einem Lichtmikroskop der 

Firma Leica® bei 100-facher Vergrößerung durchgeführt und Bilder mit einer integrierten 

Kamera akquiriert. 

Die Analyse des Dichtegrads der Immunzellinfiltration sowie der Distribution innerhalb 

des Hodengewebes erfolgte mit einem nach Klein et al. modifizierten semiquantitaven 

Scoring von vier verblindeten, unabhängigen Untersuchern (Klein et al. 2016). Dabei 

wurden Ziffern von 0 bis 4 für den Dichtegrad des Infiltrats (0= keine positiv gefärbten 

Immunzellen/absent; 1= einzelne Immunzellen/single cells; 2= verstreute 

Zellen/scattered cells; 3= mäßige Immunzellinfiltration/intermediate; 4= dichte 

Immunzellinfiltrate/dense) verteilt. Die Distributionskategorien der Immunzellinfiltration 

ergaben sich wie folgt: 1= fokal; 2= mulifokal; 3= disseminiert. Sollten die Untersucher 

bei gleicher Distributionskategorie einen unterschiedlichen Infiltrations-Dichtegrad 

beschrieben haben, wurde der Mittelwert aus den Infiltrations-Dichtegraden gebildet. In 

ausgewählten Fällen erfolgte eine Re-Analyse der Proben, für die diskrepante Befunde 

vorlagen. 

 

Abbildung 8: Darstellung des semiquantitativen Scoring-Systems zur Beschreibung 

einer testikulären Immunzellinfiltration. Es wurden sowohl die Dichte als auch das 

Verteilungsmuster der Immunzellinfiltration bewertet. Die x-Achse zeigt die 

Infiltrationsdichte von 0-4, die y-Achse die Distributionskategorien.  
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Abbildung 9: Infiltrationsgrade im semiquantitativen Scoring (Beispiele). A: Seminom, 

CD68+, Score 4 (dense). B: GCNIS, CD68+, Score 3 (intermediate). C: 

Hypospermatogenese, CD3+, Score 2 (scattered). D: GCNIS, CD3+, Score 1 (single 

cells). 10- und 63-fache Vergrößerung. Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 
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Abbildung 10 Distributionskategorien der Immunzellinfiltration im semiquantitativen 

Scoring (Beispiele). A: Seminom, CD3+, disseminiert. B: Seminom, CD20+, multifokal. 

C: Seminom, CD20+, fokal. 10 und 63-fache Vergrößerung. Gegenfärbung mit 

Hämatoxylin. 
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3.2. Quantitative RT-PCR zur Analyse spezifischer T- und B-Zellmarker im 

Seminom 

Schockgefrorene Hodengewebsproben wurden in der Kryobank der Sektion Andrologie 

der Urologie des Universitätsklinikums Gießen bis zur experimentellen Nutzung in 

flüssigem Stickstoff gelagert. Es wurden Seminom-Patienten ausgewählt, von denen 

histologisches Material aus drei Biopsie-Lokalisationen (Tumor, Tumor-nah, Tumor-fern) 

vorlag. 

 

3.2.1 Homogenisierung des Kryomaterials und RNA-Extraktion 

Die Kryoproben wurden bei Bedarf zugeschnitten, sodass maximal 120 mg Gewebe zur 

Isolation von RNA und Protein vorlag. Die zugeschnittenen Proben wurden anschließend 

in ein 2 ml Eppendorf®-Tube mit 1 ml Trizol-Reagent überführt und mit einem 

Homogenisator (Ultra-Turrax®) behandelt, bis keine makroskopisch sichtbaren 

Gewebsanteile mehr im Eppendorf®-Tube vorlagen. Zwischen jeder Probe wurde der 

Homogenisator in sterilem 2N NaOH, 70% Ethanol und DEPC-Wasser gereinigt. Nach 

der Homogenisierung wurden die Proben für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 

und anschließend jeweils mit 200 µl Trichlormethan versetzt. Nach 5-minütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben für 15 Minuten bei 4°C und 12000 

U/min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation enthielt die obere Phase die RNA, die 

mittlere Phase Protein und die untere Phase DNA. Die Proteinphase wurde 

perspektivisch für weiterführende Experimente bei -20°C gelagert. 

Zur Fällung wurde die obere Phase in ein 1,7 ml-Schraubdeckelgefäß pipettiert und mit 

500 µl Isopropanol (-20°C) versetzt. Danach erfolgte eine 30-minütige Ruhephase bei -

20°C und eine anschließende Zentrifugation (10 min, 4°C, 12000 U/min).  

Nachdem der Überstand abpipettiert wurde, wurde das verbleibende Pellet zum 

Waschen mit 500 µl Ethanol (70%) in DEPC-Wasser versetzt, 10 min in einem Eisbad 

gekühlt und anschließend zentrifugiert (10 min, 4°C, 12000 U/min). Dieser 

Waschvorgang wurde zwei Mal hintereinander durchgeführt. 

Der Überstand wurde verworfen, die Pellets bei 37°C getrocknet und in je 50 µl sterilem, 

bidestilliertem Wasser gelöst. Die RNA-Proben wurden schließlich bei -80°C für weitere 

Experimente gelagert. 

Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch. Das Photometer wurde zur 

Bestimmung der probenspezifischen optischen Dichte bei 260 und 280 nm Wellenlänge 

verwendet. Die Absorption wurde durch das Gerät nach dem Lambert-Beer-Gesetz in 
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eine Konzentration umgerechnet. Der Quotient aus der optischen Dichte bei 260 und 

280 nm sollte dabei zwischen 1,8 und 2,0 liegen (Wilfinger et al. 1997). 

3.2.2 DNAse-Behandlung und reverse Transkription 

Vor Transkription der RNA in cDNA wurde die isolierte RNA mit dem Enzym DNAse I 

(Roche®) vorbehandelt, um potenzielle DNA-Verunreinigungen zu beseitigen (siehe 

Tabelle 6). 

Die RNA wurde auf 200 µg/ml mit sterilem, bidestilliertem Wasser verdünnt. Von der 

verdünnten RNA wurden jeweils 6,65 µl in ein Eppendorf®-Tube überführt. 

Das verwendete Thermoprotokoll ist im Anhang in Tabelle 24 aufgeführt. 

Tabelle 6: Verwendeter DNAse-Mix 

Komponente Volumen pro 
Eppendorf-
Tube (in µl) 

Stammlösung Gebrauchslösung 

DNAse I-Puffer 2 10x 10x 

DNAse I, RNAse-
frei 

1 10 U/µl 1 U/µl 

RNAse-Inhibitor 0,25 40 U/µl 1 U/µl 

RNA 6,65   

 

Um die aufgereinigte RNA in cDNA umzuschreiben, wurde das kommerzielle Gene Amp 

Gold RNA PCR Core Kit® der Firma PE Biosystems® verwendet. 9 µl der aufgereinigten 

RNA wurden pro Tube in 51 µl +RT-Ansatz pipettiert (siehe Tabelle 7). 

Als Negativkontrolle wurden je 0,9 µl aufgereinigte RNA in 5,1 µl -RT-Mix, der keine 

reverse Transkiptase enthielt, hinzupipettiert. Die reverse Transkription erfolgte nach 

dem im Anhang in Tabelle 24 aufgeführten Thermoprotokoll. 

Je 1 µl der synthetisierten cDNA und des -RT-Ansatzes wurden für eine Kontroll-PCR 

verwendet, um DNA-Verunreinigungen zu erkennen und somit die Qualität der 

Transkription zu validieren. Die restliche cDNA wurde für weitere Experimente bei -20°C 

gelagert. 
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Tabelle 7: Zusammensetzung der RT-Ansätze 

Komponenten Stammlösung +RT-Mix (in µl) -RT-Mix (in µl) 

MgCl2 25 mM 12 1,2 

PCR Puffer 10x 6 0,6 

Nucleotid-Mix 10 mM 6 0,6 

Random Hexamers 50 mM 3 0,3 

RNAse-Inhibitor 20 U/µl 3 0,3 

Steriles, 
bidestilliertes H2O 

 18 2,1 

RT-Multiskript  3 - 

 

3.2.3 RT-PCR zur Qualitätskontrolle und Gelelektrophorese 

Für die Kontroll-RT-PCR wurde erneut das kommerziell erhältlich GeneAmp Gold RNA 

PCR Core Kit® der Firma Biosystems® verwendet. Je 1 µl der cDNA/ des -RT-Ansatzes 

wurden zu dem unten aufgeführten Mastermix pipettiert (siehe Tabelle 8). Es wurde die 

Amplifikation von GAPDH, einem Enzym der Glykolyse, das in nahezu allen 

menschlichen Zellen existiert, überprüft (Barber et al. 2005). Als Negativkontrolle wurde 

statt des -RT-Ansatzes 1 µl steriles, bidestilliertes Wasser dem PCR-Mastermix 

hinzugefügt. Als Positivkontrolle fungierte die validierte cDNA eines Kontrollpatienten mit 

normaler Spermatogenese, ohne Zeichen einer testikulären Entzündung, bzw. 

Immunzellinfiltration. 

Tabelle 8: Mastermix der Kontroll-RT-PCR 

Komponente Stammlösung Volumen pro Eppendorf-

Tube 

MgCl2 25 mM 1 

PCR Puffer Gold 10x 2 

RNAse freies H2O  19,37 

dNTP Mix 10 mmol 0,5 

Primer Revers 10 pmol/µl 0,5 

Primer Forward 10 pmol/µl 0,5 

Gold Amplitaq 5 U/ml 0,13 
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Die GAPDH-Primer-Sequenz Forward/Revers lautete wie folgt: 

for (5' => 3') CCA GGT GGT CTC CTC TGA CTT C 

rev (5' => 3') GTG GTC GTT GAG GGC AAT G. 

Der Primer wurde im Institut für Veterinär-Anatomie, -Histologie und -Embryologie der 

Justus-Liebig-Universität Gießen mithilfe des Programms Oligo Explorer 1.1.0 entworfen 

und von der biomers.net GmbH hergestellt und ausgeliefert. 

Das resultierende PCR-Produkt hatte eine Länge von 81 bp. 

Die RT-PCR erfolgte nach dem im Anhang in Tabelle 28 aufgeführten Thermoprotokoll. 

Nach der RT-PCR wurden die PCR-Produkte mittels Gel-Elektrophorese aufgetrennt, 

um die spezifische Expression von GAPDH zu überprüfen. 

Zur Herstellung des Agarose-Gels wurden 1,8 g Agarose (1,5%) in 120 ml TAE-Puffer 

durch Aufkochen (Mikrowelle, 600 W) in einem Erlenmeyer-Kolben gelöst. Danach 

wurde das Gefäß auf einem Schüttler für circa 10 min abgekühlt. Pro 120 ml Agarose-

Gel wurden 12 µl GelGreen® zur interkalierenden Färbung der DNA hinzugegeben. Das 

flüssige Gel wurde danach auf eine Elektrophorese-Platte mit einem passenden Kamm 

gegeben und für einige Minuten gefestigt. Die Elektrophoreseplatte wurde mit 1x TAE-

Puffer befüllt. In jedes Well wurden 5 µl Loading Buffer pipettiert. Als Referenzbanden 

wurden am Anfang und Ende jeder Reihe 5 µl 50bp-Marker hinzugegeben. In die obere 

Well-Reihe wurden je 18 µl des amplifizierten cDNA-Materials gegeben, in die untere 

Reihe je 18 µl des -RT-Ansatzes. Eine Spannung von 140 V wurde für 60 min angelegt. 

Nach abgeschlossener Laufzeit wurde die Gelplatte in einer UV-Kammer abgelichtet und 

das Ergebnis dokumentiert. 

 

3.2.7 qRT-PCR mit Berechnung der relativen Genexpression 

Die quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR) ist ein Verfahren, um 

die absolute oder relative Genexpression quantitativ in der Ausgangs-cDNA zu 

bestimmen. In diesem Experiment wurde die Bestimmung der relativen Genexpression 

gewählt. Die Amplifizierung der cDNA, die prinzipiell wie eine herkömmliche RT-PCR 

abläuft, wird kontinuierlich über die Detektion eines Fluoreszenz-Signals gemessen. Der 

Mastermix enthält Oligonukleotide, Puffer und eine DNA-Polymerase. Zusätzlich werden 

gen-spezifische Primer-Sonden-Gemische (Taqman®-Assays) verwendet, die mit einem 

fluoreszierenden Farbstoff konjugiert sind. Nach dem Annealing beginnt die Taq-

Polymerase mit der Synthese des komplementären Strangs, wobei sie an der 

genspezifischen Sequenz auf die Sonde stößt, die sie mit ihrer 5'-3'-Exonuklease-
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Aktivität hydrolytisch spaltet, wodurch der Fluoreszenz-Farbstoff von seinem Quencher 

(„Löscher“) getrennt wird und ein Lichtsignal emittiert. Die Intensität der Fluoreszenz ist 

dabei proportional zu der Menge des Amplifikats. Der sogenannte Ct- oder Cq-Wert 

(threshold cycle/quantification cycle) gibt die minimale Zyklusanzahl an, nach der eine 

Fluoreszenz detektiert werden kann, die sich vom Hintergrundsignal unterscheidet. Ein 

niedriger Ct-Wert spricht daher für eine hohe Ausgangskonzentration des Gens, da 

wenig Amplifikationszyklen benötigt werden, um ein messbares Fluoreszenz-Signal zu 

erzeugen. Damit eine Berechnung der relativen Genexpression möglich ist, wird ein 

Taqman®-Assay für ein Housekeeping- oder Referenzgen verwendet, das später als 

Referenzsignal für die Zielgene fungiert (Jahnson 2008). In diesem Versuchsaufbau 

wurden die Referenzgene RPL19 und RPS27 verwendet, die für ribosomale Proteine 

codieren (siehe Tabelle 9). 

Jeweils drei cDNA-Proben pro Patient (Tumor, Tumor-nah, Tumor-fern) wurden 

zusammen mit dem Taqman®-Mastermix, dem jeweiligen Taqman®-Assay und 

bidestilliertem, sterilem Wasser auf eine mit Eis gekühlte, dünnwandige 96-Well-Platte 

pipettiert, anschließend mit einer Folie bedeckt und in einem Thermocycler behandelt 

(Thermoprotokoll siehe Anhang, Tabelle 31). Die Liste der verwendeten Assays sowie 

des Mastermix sind unten aufgeführt. 

Tabelle 9: Verwendete TaqMan® Single Tube Gene Expression Assays 

Assay Zugangsnummer 

RPL19 hs02338565_gh 

RPS27 hs04185005_g1 

CD4 hs01058407_m1 

ICOS hs00359999_m1 

CD8a hs00233520_m1 

FOXP3 hs01085834_m1 

ISG20 hs00158122_m1 

TGF-β1 hs00998133_m1 

IL-10 hs00961622_m1 

IL-6 hs00985639_m1 

CXCL13 hs00757930_m1 
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Tabelle 10: Verwendeter Mastermix für die qRT-PCR 

Komponente Volumen pro well (in µl) 

2x TaqMan Gene Expression Mastermix 10 

20x TaqMan Gene Expression Assay 1 

Steriles, bidestilliertes H2O 7 

cDNA 2 

 

Die Referenzgene (RPS27, RPL19) wurden gewählt, da eine kontinuierliche Expression 

in allen vorliegenden cDNA-Proben zu erwarten war, unabhängig von der Herkunft, bzw. 

Lokalisation der zugrundeliegenden Gewebeprobe. Mithilfe der Ct-Werte der 

Referenzgene und den Zielgenen in den jeweiligen cDNA-Proben der Patienten, ist eine 

Berechnung der relativen Genexpression möglich (Livak und Schmittgen 2001). Zuerst 

wurden die jeweiligen ΔCt-Werte der zu untersuchenden Gene in den Biopsien mithilfe 

der Referenzgene bestimmt: 

𝛥𝐶𝑡 = 𝐶𝑡(𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛) − 𝐶𝑡(𝑅𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧𝑔𝑒𝑛) 

Im nächsten Schritt wurden dann die ΔΔCt-Werte mithilfe des ΔCt-Mittelwerts einer 

Kontrollgruppe von Patienten mit normaler Spermatogenese, ohne Zeichen einer 

testikulären Entzündung, bzw. Immunzellinfiltration berechnet: 

𝛥𝛥𝐶𝑡 = 𝛥𝐶𝑡(𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛) − 𝛥𝐶𝑡(𝑁𝑆𝑃 − 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒) 

Die relative Genexpression wurde dann wie folgt berechnet: 

𝐺𝑒𝑛𝑒𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 (𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣) = 2^(−𝛥𝛥𝐶𝑡) 

Die Ergebnisse wurden im Anschluss dokumentiert und graphisch visualisiert (näheres 

siehe nächster Abschnitt). 
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3.2.11 Datenauswertung und statistische Methoden 

Für die klinisch-deskriptive Analyse und Korrelationsanalyse der Tumorkohorte wurde 

die Statistik-Software SPSS 27® von IBM® für Microsoft Windows verwendet. Verglichen 

wurden Patienten mit reinem Seminom (rSE) und Patienten mit anderen testikulären 

Keimzelltumoren und Mischtumoren, die aus GCNIS entstehen (aKZT+MT).  

Die deskriptiven Daten wurden mit absoluter und relativer Häufigkeit, Mittelwert ± 

Standardabweichung und/oder Median mit Interquartilsabstand dargestellt. Zum 

Mittelwertvergleich der Gruppen wurde im Falle einer Normalverteilung, metrischen 

Skalierung und Varianzhomogenität des jeweiligen Parameters in den Gruppen ein 

ungepaarter t-Test bei unabhängigen Stichproben durchgeführt. Bei 

Varianzinhomogenität, geprüfter Normalverteilung und metrischen Skalierung wurde die 

Welch-Abwandlung des ungepaarten t-Tests durchgeführt. Sollte ein Parameter nicht 

normalverteilt oder statt metrisch ordinalskaliert gewesen sein, wurde ein Mann-

Whitney-U-Test bei unabhängigen Stichproben zum Vergleich der mittleren Ränge 

durchgeführt. War ein Parameter nominalskaliert, wurde zur 

Zusammenhangsüberprüfung bei einer 2*2-Tabelle die Kontinuitätskorrektur nach Yates 

verwendet. Es wurde ein Signifikanzniveau von p≤0,05 festgelegt und signifikante 

Gruppenunterschiede tabellarisch vermerkt.  

Die Häufigkeit der einzelnen Parameter wurde zunächst in Balkendiagrammen 

visualisiert. Metrische Daten, wie z.B. zu Tumormarkern und Hormonen, wurden mit 

Median, 25.- und 75.-Perzentile in Boxplots zusammengetragen. 

Zur bivariaten Korrelationsanalyse der klinischen Parameter untereinander wurden die 

einzelnen Parameter zunächst sowohl mit dem Kolmogorov-Smirnoff-, als auch mit dem 

Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet. Außerdem wurde der Zusammenhang 

der Variablen in einem Streudiagramm dargestellt. Sofern die Variablen metrisch 

skaliert, normalverteilt und in einem linearen Zusammenhang miteinander standen, 

wurde zur Korrelationsanalyse der Pearson-Test verwendet. Sollte mindestens eine 

Variable ordinal skaliert, nicht normalverteilt oder in einem nicht-linearen Verhältnis zur 

anderen Variable gestanden haben, wurden ein Kendall-tau-b- und ein Spearman-rho-

Test durchgeführt. Für die Ergebnisse wurde ein Signifikanzniveau von p≤0,05 

festgelegt. 

Zur bivariaten Korrelationsanalyse der klinischen Parameter mit dem 

immunhistochemischen Scoring wurden ein Kendall-tau-b- und ein Spearman-rho-Test 

durchgeführt und der Zusammenhang in einem gestapelten Streudiagramm dargestellt. 

Für die Ergebnisse wurde ein Signifikanzniveau von p≤0,05 festgelegt. 
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Für die immunhistochemischen Ergebnisse und die qPCR-Auswertung wurde GraphPad 

Prism 9® von GraphPad, Inc. für Microsoft Windows® verwendet. Ob signifikante 

Unterschiede in den Gruppen der immunhistochemischen Ergebnisse vorlagen, wurde 

mithilfe eines nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-H-Test sowie mit einem Dunn's-

multiple-comparisons-Test überprüft. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Deskriptive Statistik 

4.1.1 Altersverteilung 

Das mediane Alter der Gruppe „rSE“ betrug 37 Jahre bei einer Spannbreite von 23 bis 

69 Jahren. Die Gruppe „aKZT+MT“ wies einen Median von 33,5 Jahren bei einer 

Spannbreite von 21-48 Jahren auf. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 

bestand nicht. 

 
Abbildung 11: Altersverteilung der Patientengruppen „rSE“ (A), n=33 und „AKZT+MT“ 
(B), n=16. 

4.1.2 Tumor-Staging 

Das Tumor-Staging wurde nach der UICC-Klassifikation durchgeführt (Brierley 2017). In 

der Patientengruppe „rSE“ (n=33) wiesen 72,2 % ein Tumorstadium von IA, 12,1 % von 

IB, 3% von IS, 6,1% von IIA, 6,1% von IIB auf. Tumorstadien höher als IIB lagen nicht 

vor. In der Patientengruppe „aKZT+MT“ (n=16) wiesen 43,8% ein Stadium von IA, 6,3 % 

von IB, 6,3 % von IS, 6,3 % von IIA, 12,5 % von IIB, 6,3 % von IIC und 18,8 % von IIIA 

auf. Es lagen signifikante Unterschiede der beiden Gruppen hinsichtlich Lymphknoten- 

und Fernmetastasierungsstatus vor, wobei die Patienten der Gruppe „aKZT+MT“ einen 

fortgeschritteneren Status aufwiesen. 

Details zum pT-, pN-, cM-, Venen- und Lymphgefäßstatus sind in Tabelle 11 dargestellt. 

  

A B 
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Tabelle 11: Tumor-Staging der Patientengruppen „rSE“ (n=33) und „aKZT+MT“ (n=16). 

*: p≤0,05. a t-Test bei unabhängigen Stichproben; b Welch-Test bei unabhängigen 

Stichproben; c Mann-Whitney-U-Test bei unabhängigen Stichproben; d 

Kontinuitätskorrektur nach Yates. 

 

 Alle 
Patienten 
N=49 
 

Reines 
Seminom 
(rSE) 
N=33 

Andere testikuläre 
Keimzelltumoren 
und Mischtumoren 
mit GCNIS-Bezug 
(aKZT+MT) 
N=16 

Signifikanz 
(zweiseitig) 

Alter bei Diagnose 
(Mittelwert, SD) 

37,69 ± 
10,03 

39,36 
±10,11 

34,25 ± 9,23 0,095a 

pT, % (n)    0,290c 

1 71,4 (35) 75,8 (25) 62,5 (10)  

2 26,5 (13) 24,2 (8) 31,3 (5)  

3 2 (1) 0 (0) 6,3 (1)  

4 0 (0) 0 (0) 0 (0)  

Veneninvasion, % (n)    0,768c 

0 77,6 (38) 78,8 (26) 75 (12)  

1 22,4 (11) 21,2 (7) 25 (4)  

Lymphgefäßinvasion, 
% (n) 

   0,724d 

0 85,7 (42) 84,8 (28) 93,8 (15)  

1 12,2 (6) 15,2 (5) 6,3 (1)  

cN, % (n)    0,029*c 

0 79,6 (39) 87,9 (29) 62,5 (10)  

1 6,1 (3) 6,1 (2) 6,3 (1)  

2 12,2 (6) 6,1 (2) 25 (4)  

3 2 (1) 0 (0) 6,3 (1)  

cM, % (n)     

0 93,9 (46) 100 (33) 81,3 (13) 0,011*c 

1 6,1 (3) 0 (0) 18,8 (3)  

UICC-Stadium, % (n)    0,013*c 

IA 63,3 (31) 72,2 (24) 43,8 (7)  

IB 10,2 (5) 12,1 (4) 6,3 (1)  

IC 0 (0) 0 (0) 0 (0)  

IS 4,1 (2) 3,0 (1) 6,3 (1)  

IIA 6,1 (3) 6,1 (2) 6,3 (1)  

IIB 8,2 (4) 6,1 (2) 12,5 (2)  

IIC 2,0 (1) 0 (0) 6,3 (1)  

IIIA 6,1 (3) 0 (0) 18,8 (3)  
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Abbildung 12: Häufigkeit der UICC-Tumorstadien der Patientengruppen „rSE“ (A) und 

„aKZT+MT“ (B). 

 

4.1.3 Risikofaktoren 

Als Risikofaktoren wurden in der Tumorkohorte eine positive Familienanamnese für 

Hodentumoren sowie ein vorbekannter Maldescensus testis in der Eigenanamnese 

erfasst. 

In der Patientengruppe „rSE“ (n=33) wiesen 3,03 % eine positive Familienanamnese und 

18,18 % einen Maldescensus testis in der Vorgeschichte auf. In der Patientengruppe 

„aKZT+MT“ (n=16) wiesen 6,25 % eine positive Familienanamnese auf. Eine positive 

Eigenanamnese für einen Hodenhochstand fand sich in dieser Gruppe nicht. Signifikante 

Gruppenunterschiede lagen nicht vor. 

 

Tabelle 12: Risikofaktoren der Patientengruppen „rSE“ (n=33) und „aKZT+MT“ (n=16).  

d Kontinuitätskorrektur nach Yates. Angaben in Prozent und Anzahl betroffener 

Patienten. 

 Alle 
Patienten 
N=49 

Reines 
Seminom 
(rSE) 
N=33 

Andere testikuläre 
Keimzelltumoren und 
Mischtumoren mit 
GCNIS-Bezug 
(aKZT+MT) 
N=16 

Signifikanz 
(zweiseitig) 

Positive 
Familienanamnese 
für Hodentumoren  

4,08 (2) 3,03 (1) 6,25 (1) 1,000d 

Maldescensus testis 
in der 
Eigenanamnese 

12,24 (6) 18,18 (6) 0 (0) 0,175d 

 

A B 
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4.1.4 Hodenvolumetrie und Spermiogramm 

Bei Verdacht auf einen Hodentumor wurden die Hodenvolumina der Tumorseite und 

kontralateralen Seite der Patienten nach einer initialen körperlichen Untersuchung 

sonographisch erfasst. Die Ejakulatdiagnostik wurde nach den 2010 veröffentlichten 

Richtlinien der WHO durchgeführt und ausgewertet (World Health Organization 2010) . 

Zu den erfassten Parametern gehören Ejakulatvolumen, Spermienkonzentration, -

motilität und -morphologie. Außerdem wurden Spermatogenese-Scores in den 

Tumorgewebsproben und Biopsien der kontralateralen Seite erhoben. 

Hinsichtlich des Hodenvolumens und des Ejakulatvolumens lagen keine signifikanten 

Gruppenunterschiede vor. Auch die Spermatogenese-Scores für die die 

unterschiedlichen Biopsielokalisationen zeigten keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Patientengruppen „rSE“ und „aKZT+MT“. 

Die Gruppe „rSE“ wies mit 29,52*106 Spermien/ml eine signifikant höhere 

Spermienkonzentration als die Patientengruppe „aKZT+MT“ auf. 

Circa 50 % beider Patientengruppen entschieden sich vor der chirurgischen Therapie für 

eine Spermien-Kryokonservierung. 

Weitere Parameter sind in Tabellen 13 und 14 gegenübergestellt. 

  



- 42 -  

Tabelle 13: Hodenvolumetrie und andrologische Parameter der Patientengruppen „rSE“ 

(n=33) und „aKZT+MT“ (n=16). *: p≤0,05.  a t-Test bei unabhängigen Stichproben; b 

Welch-Test bei unabhängigen Stichproben; c Mann-Whitney-U-Test bei unabhängigen 

Stichproben; d Kontinuitätskorrektur nach Yates. 1 Angabe in Prozent; 2 Angabe in 

Prozent und Anzahl betroffener Patienten. Weitere Medianangaben siehe Tabelle 14. 

 Alle 
Patienten 
N=49 
 

Reines 
Seminom 
(rSE) 
N=33 
 

Andere 
testikuläre 
Keimzelltumoren 
und 
Mischtumoren mit 
GCNIS-Bezug 
(aKZT+MT) 
N=16 
 

Signifikanz 
(zweiseitig) 

Ultraschall     

Volumen Tumorseite 
(Mittelwert, SD) 

30,11 ± 
44,88 

23,32 ± 
22,12 

55,31 ± 88,12 0,199 c 

Volumen kontralaterale 
Seite (Mittelwert, SD) 

15,13 ± 
5,90 

15,33 
±6,04 

14,40 ± 5,76 0,719 a 

Ejakulat     

Ejakulatvolumen 
(Mittelwert, SD) 

2,66 ± 
1,50 

2,79 ± 
1,49 

2,36 ± 1,58 0,588 c 

Spermienkonzentration 
(Mittelwert, SD) 

22,46 ± 
31,26 

29,52 ± 
35,72 

7,45 ± 7,47 0,013 *c 

Progressive Spermien 
(Mittelwert, SD)1 

43,44 ± 
21,63 

46,41 ± 
17,58 

37,13 ± 28,82 0,549 c 

Nicht-progressive 
Spermien (Mittelwert, SD)1 

10,52 ± 
6,71 

11,94 ± 
6,78 

7,5 ± 5,83 0,125 a 

Immotile Spermien 
(Mittelwert, SD)1 

38,04 ± 
18,59 

41,65 ± 
15,04 

30,38 ± 24,12 0,164 a 

Morphologische 
Normalformen  
(Mittelwert, SD)1 

8,64 ± 
5,52 

9,59 ± 
5,22 

6,63 ± 5,95 0,218 a 

Unerfüllter Kinderwunsch 2 10,2 (5) 12,12 (4) 6,25 (1) 0,894 d 

Spermien-
Kryokonservierung 2 

51 (25) 51,5 (17) 50 (8) 1,000 d 

Spermatogenese-Score 
Tumor (Median, IQR) 

0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,434 c 

Spermatogenese-Score 

Tumor nah (Median, IQR) 

0 (3) 0 (2,4) 1,05 (6,8) 0,204 c 

Spermatogenese- Score 

Tumor fern (Median, IQR) 

1 (8,5) 2 (7,3) 1 (9) 0,982 c 

Spermatogenese-Score 
kontralateraler Hoden 

(Median, IQR) 

9 (3,8) 9 (1,5) 9 (8,3) 0,483 c 
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Tabelle 14: Hodenvolumetrie und andrologische Parameter der Patientengruppen „rSE“ 

(n=33) und „aKZT+MT“ (n=16). Angaben als Median mit Interquartilsabstand. 

 Alle 
Patienten 
N=49 
 

Reines 
Seminom (rSE) 
N=33 

Andere testikuläre 
Keimzelltumoren 
und Mischtumoren 
mit GCNIS-Bezug 
(aKZT+MT) 
N=16 

Ultraschall    

Volumen Tumorseite 17,8 (23,45) 16,3 (20,09) 22 (25,9) 

Volumen kontralaterale 
Seite 

13,6 (6,8) 14,2 (8,15) 13,6 (5,5) 

Ejakulat    

Ejakulatvolumen 2,1 (2,1) 2,3 (3,1) 2,05 (1,68) 

Spermienkonzentration 14,7 (26) 19,4 (32,55) 5,95 (13,34) 

Progressive Spermien (%) 52 (30) 48 (32) 54 (57) 

Nicht-progessive Spermien 
(%) 

10 (11) 11 (12) 7,5 (11) 

Immotile Spermien (%) 34 (19) 37 (19) 31 (32) 

Morphologische 
Normalformen (%) 

9 (10) 11 (8) 6 (11) 

 

4.1.5 Chemotherapie und Rezidive 

Die Patienten erhielten als Chemotherapie entweder Carboplatin als Monotherapie oder 

kombinierte Chemotherapien aus Cisplatin, Etoposid, Bleomycin (PEB-Schema) und 

Cisplatin, Etoposid, Ifosfamid (PEI-Schema) in unterschiedlicher Zyklusanzahl. 

Bestrahlungen wurden nicht durchgeführt. 

30,3 % der Patienten der Gruppe „rSE“ und 75 % der Gruppe „aKZT+MT“ erhielten eine 

Chemotherapie. Es bestand eine signifikante Abhängigkeit zwischen einer 

durchgeführten Chemotherapie und der Patientengruppe.  

18,2 % der Patienten der Gruppe „rSE“ erhielten eine Monotherapie mit Carboplatin, 

12,1 % eine dreifache Therapie nach dem PEB-Schema. 37,5 % der Patienten der 

Gruppe „aKZT+MT“ erhielten eine einfache, 6,3 % eine dreifache und 25 % eine 

vierfache Chemotherapie nach dem PEB-Schema. 6,3 % erhielten eine vierfache 

Therapie nach dem PEI-Schema. 

Ein Tumorrezidiv nach Abschluss der Chemotherapie erlitten 6,1 % der Patienten der 

Gruppe „rSE“ und 18,8 % in der Gruppe „aKZT+MT“. Es lag keine signifikante 

Abhängigkeit zwischen Rezidivstatus und Patientengruppe vor. 
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Tabelle 15: Chemotherapie-Kontingente und Tumorrezidive nach abgeschlossener 

Chemotherapie bei den Patientengruppen „rSE“ (n=33) und „aKZT+MT“ (n=16). **: 

p≤0,01. d Kontinuitätskorrektur nach Yates. Angaben in Prozent. 

 Alle 
Patienten 
N=49 
 

Reines 
Seminom 
(rSE) 
N=33 

Andere testikuläre 
Keimzelltumoren 
und Mischtumoren 
mit GCNIS-Bezug 
(aKZT+MT) 
N=16 

Signifikanz 
(zweiseitig) 

Chemotherapie 
erhalten 

44,9 30,3 75 0,008**d 

Carboplatin mono 12,2 18,2 0  

PEB 1x 12,2 0 37,5  

PEB 3x 10,2 12,1 6,3  

PEB 4x 8,2 0 25  

PEI 3x 0 0 0  

PEI 4x 2 0 6,3  

Post-
Chemotherapie-
Rezidiv 

10,2 6,1 18,8 0,383d 
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4.1.6 Tumormarker und Hormonstatus 

In der Laborroutine wurden Marker für maligne Hodentumoren (AFP, hCG) und LDH als 

Zellzerfalls-Marker bestimmt. Der abgenommene Hormonstatus der Patienten umfasste 

die Hypophysenhormone LH, FSH und das Sexualhormon Testosteron mit seinem 

Transportprotein SHBG. 

AFP und hCG waren in der Gruppe „aKZT+MT“ signifikant höher. LH und FSH waren in 

der Gruppe „rSE“ signifikant höher. Für LDH, Testosteron und SHBG ergaben sich keine 

signifikanten Unterschiede. 

Tabelle 16: Hormonstatus und Tumormarker der Patientengruppen „rSE“ (n=33) und 

„aKZT+MT“ (n=16). *: p≤0,05. a t-Test bei unabhängigen Stichproben; b Welch-Test bei 

unabhängigen Stichproben; c Mann-Whitney-U-Test bei unabhängigen Stichproben. 

Angaben als Mittelwert mit Standardabweichung. 

 Alle 
Patienten 
N=49 
 

Reines 
Seminom 
(rSE) 
N=33 

Andere testikuläre 
Keimzelltumore 
und Mischtumore 
mit GCNIS-Bezug 
(aKZT+MT) 
N=16 

Signifikanz 
(zweiseitig) 

AFP (ng/l) 86,47 ± 
180,88 

4,29 ± 
9,58 

255,96 ± 242,89 0,000*c 

hCG (IU/l) 358,38 ± 
1316,31 

2,63± 
2,10 

1069,89 ± 2149,20 0,004*c 

LDH (U/l) 326,58 ± 
234,58 

293,84 ± 
207,04 

392,06 ± 277,45 0,137c 

LH (IU/l) 3,38 ± 3,13 4,46 ± 
3,17 

1,1 ± 1,33 0,001*c 

FSH (IU/l) 7,09 ± 6,13 9,14 ± 
5,94 

2,79 ± 4,07 0,002*c 

Testosteron 
(gesamt) (ng/dl) 

421,48 ± 
210,81 

380,46 ± 
148,70 

503,52 ± 290,98 0,396c 

Testosteron frei 
(berechnet) (ng/dl) 

8,52 ± 5,23 7,12 ± 
2,65 

11,02 ± 7,62 0,171b 

Testosteron frei (%) 2,05 ± 0,50 1,92 ± 
0,46 

2,25 ± 0,53 0,117a 

SHBG (nmol/l) 35,20 ± 
16,05 

38,59 ± 
17,00 

28,44 ± 12,19 0,148a 
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Tabelle 17 : Hormonstatus und Tumormarker der Patientengruppen „rSE“ (n=33) und 
„aKZT+MT“ (n=16). Angaben als Median mit Interquartilsabstand. 

 Alle Patienten 
N=49 
 

Reines Seminom 
(rSE) 
N=33 

Andere testikuläre 
Keimzelltumore 
und Mischtumore 
mit GCNIS-Bezug 
(aKZT+MT) 
N=16 

AFP (ng/l) 3,2 (31,9) 2,1 (2,4) 199,5 (505) 

hCG (IU/l) 1,9 (3,28) 1,9 (0,1) 5,8 (1316,45) 

LDH (IU/l) 237 (157,5) 233,5 (104) 256 (295,75) 

LH (IU/l) 2,5 (5,2) 4,4 (4,75) 0,5 (2,32) 

FSH (IU/l) 6,3 (9,4) 9,5 (8,3) 0,55 (5,8) 

Testosteron 
(gesamt) (ng/dl) 

385,6 (230,95) 385,3 (240,17) 422,2 (381,8) 

Testosteron frei 
(berechnet) (ng/dl) 

7,82 (4,37) 7,7 (3,47) 9,51 (9,91) 

Testosteron frei (%) 2,03 (0,68) 1,8 (0,77) 2,27 (0,81) 

SHBG (nmol/l) 33,65 (19,88) 37,15 (22,2) 30,35 (20,92) 
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Abbildung 13: Boxplots der Tumormarker AFP, hCG, LDH der Patientengruppen „rSE“ 

(blau; n=33) und „aKZT+MT“ (rot; n=16). 
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Abbildung 14: Boxplots der Hormonparameter (LH, FSH, Testosteron (gesamt)) der 

Patientengruppen „rSE“ (blau; n=33) und „aKZT+MT“ (rot; n=16). 
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4.2 Analyse der Immunzellinfiltration im Seminom 

4.2.1 Histopathologische Kategorisierung des Patientenkollektivs 

Neben den zu erwartenden Kategorien wie Seminom, GCNIS und 

Hypospermatogenese/Sertoli-Cell-Only-Phänotyp fanden sich auch heterogene 

Kombinationen aus den solchen. Auffällig waren einige Biopsien mit überwiegend 

fibrosiert-nekrotischen und atrophischen Veränderungen, die kein oder nur wenig 

Tumorgewebe enthielten. Abgesehen von diesen Ausnahmen präsentierte sich ein 

homogenes Muster, das im Tumorgewebe größtenteils ein reines Seminom, 

gegebenenfalls mit GCNIS-durchsetzten Arealen zeigte. Im tumornahen Gewebe 

präsentierte sich größtenteils eine Kombination aus GCNIS- und Hypospermatogenese-

enthaltenden Arealen sowie eine Hypospermatogenese. Im tumorfernen Gewebe 

bildeten GCNIS mit Hypospermatogenese oder eine Hypospermatogenese, bzw. ein 

Sertoli-Cell-Only-Phänotyp die am häufigsten auftretenden histopathologischen 

Kategorien. Die von den n=30 abweichenden Biopsie-Anzahlen ergaben sich durch den 

variablen intraoperativen Befund und der daraus resultierenden Primärtumormasse, die 

für die klinisch-pathologische Diagnostik vonnöten war und nicht für die Forschung zur 

Verfügung stand. Die exakten Daten finden sich in Tabelle 18. 

 

Tabelle 18: Kombinationen histopathologischer Befunde innerhalb des Seminom-

Patientenkollektivs (n=30), das für die immunhistochemische Analyse verwendet wurde. 

SE: Seminom; GCNIS: Germ Cell Neoplasia in Situ; HYP/SCO: 

Hypospermatogenese/Sertoli-Cell-Only-Phänotyp; Fib/TS: Fibrose/Tubulus Schatten. 

Histopathologie Tu (n=23) Tu-nah (n=25) Tu-fern (n=20) 

SE 9 0 0 

SE+GCNIS 7 2 1 

SE+HYP/SCO 0 0 0 

SE+GCNIS+HYP/SCO 0 2 0 

GCNIS+HYP/SCO 0 8 7 

GCNIS 0 4 3 

HYP/SCO 0 5 7 

Fib/TS 7 4 2 
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Abbildung 15: Häufigste Kombinationen histopathologischer Befunde innerhalb des 

Seminom-Patientenkollektivs (n=30), das für die immunhistochemische Analyse 

verwendet wurde. A: SE+GCNIS; B: GCNIS+HYP/SCO; C: HYP/SCO; D: Fib/TS. HE-

Färbung, 10-fache Vergrößerung. 

4.2.2 CD3-positive Immunzellinfiltration (T-Zellen) 

Die Auswertung der immunhistochemisch gefärbten Biopsien zeigte einen 

abnehmenden Trend CD3-positiver Zellen vom Tumorgewebe zum tumorfernen 

Gewebe. Dabei lagen signifikante Unterschiede zwischen dem Vorkommen 

disseminiert-vorliegender positiver Zellen im Tumorgewebe (mediane Infiltrationsdichte 

3,75), im tumorfernen Gewebe (mediane Infiltrationsdichte 1,5) und in Biopsien der 

Kontrollgruppe mit normaler Spermatogenese (mediane Infiltrationsdichte 1,5) vor. 

Neben der hauptsächlich disseminierten Infiltration waren häufig multifokale und 

vereinzelt fokale Infiltrate zu beobachten. 

A B 

C D 
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Abbildung 16: CD3-positive Immunzellinfiltration in Tumor-(Tu), tumornahem (Tu-adj) 

und tumorfernem (Tu-dist) Gewebe von Seminom-Patienten. NSP: Kontrollgruppe mit 

normaler Spermatogenese (siehe Material und Methoden). Rot: Disseminierte 

Distribution, grün: Multifokale Distribution, Blau: Fokale Distribution. Zur statistischen 

Analyse wurde ein nicht-parametrischer Kruskal-Wallis- und zum Gruppenvergleich ein 

Dunn's-multiple-comparisons-Test verwendet. Signifikante Unterschiede wurden mit 

Asterisken markiert. P (≤0,0001): ****; P (≤0,001): *** 
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Abbildung 17: Immunhistochemische Färbung unterschiedlicher Seminom-

Biopsielokalisationen mit einem CD3-Antikörper. Zu erkennen ist das charakteristische, 

dichte, disseminierte Verteilungsmuster CD3-positiver Zellen im Tumorgewebe (A). 

Spärliche, disseminierte Infiltration im tumornahen Gewebe (B) und vereinzelte, CD3-

positive Zellen im tumorfernen Gewebe (C). In Hodengewebe mit normaler 

Spermatogenese (D) sind in der Regel interstitiell keine CD3-positiven Zellen 

anzutreffen. 10- und 63-fache Vergrößerung. 

 

4.2.3 CD20cy-positive Immunzellinfiltration (B-Zellen) 

Die Auswertung der immunhistochemisch gefärbten Biopsien zeigte einen 

abnehmenden Trend CD20cy-positiver Zellen vom Tumorgewebe zum tumorfernen 

Gewebe. Dabei lagen signifikante Unterschiede zwischen dem Vorkommen 

disseminiert-positiver Zellen im Tumorgewebe (mediane Infiltrationsdichte 2), im 

tumorfernen Gewebe (mediane Infiltrationsdichte 0) und in Biopsien der Kontrollgruppe 

mit normaler Spermatogenese (mediane Infiltrationsdichte 0) vor. Neben der 

disseminierten Infiltration waren in Tumorproben nahezu gleichhäufig multifokale 

Infiltrationen zu beobachten. Auch in dieser Kategorie lagen signifikante Unterschiede 

zwischen dem Vorkommen positiver Zellen im Tumorgewebe (mediane 

Infiltrationsdichte 2,75), im tumorfernen Gewebe (mediane Infiltrationsdichte 0) und in 

Biopsien der Kontrollgruppe mit normaler Spermatogenese (mediane Infiltrationsdichte 

0) vor. Fokale Infiltrate waren nur vereinzelt zu beobachten. 

A B 

C D 
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Abbildung 18: CD20cy-positive Immunzellinfiltration in Tumor- (Tu), tumornahem (Tu-

adj) und tumorfernem (Tu-dist) Gewebe von Seminom-Patienten. NSP: Kontrollgruppe 

mit normaler Spermatogenese (siehe Material und Methoden). Rot: Disseminierte 

Distribution, grün: Multifokale Distribution, Blau: Fokale Distribution. Zur statistischen 

Analyse wurde ein nicht-parametrischer Kruskal-Wallis- und zum Gruppenvergleich ein 

Dunn's-multiple-comparisons-Test verwendet. Signifikante Unterschiede wurden mit 

Asterisken markiert. P (≤0,001): *** 
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Abbildung 19: Immunhistochemische Färbung unterschiedlicher Seminom-

Biopsielokalisationen mit einem CD20cy-Antikörper. Zu erkennen ist das 

charakteristische multifokale, dichte Verteilungsmuster CD20cy-positiver Zellen in 

follikelähnlichen Strukturen im Tumorgewebe (A). Im tumornahen (B) und -fernen 

Gewebe (C) sowie im Hodengewebe mit normaler Spermatogenese (D) sind keine 

CD20cy-positiven Immunzellinfiltrate zu beobachten. 10- und 63-fache Vergrößerung. 

 

4.2.4 CD68-positive Immunzellinfiltration (Makrophagen) 

Die Auswertung der immunhistochemisch gefärbten Biopsien zeigte einen 

abnehmenden Trend CD68-positiver Zellen vom Tumorgewebe zum tumorfernen 

Gewebe. Dabei lagen signifikante Unterschiede zwischen dem Vorkommen der 

disseminiert-vorliegenden positiven Zellen im Tumorgewebe (mediane Infiltrationsdichte 

3), im tumornahen Gewebe (mediane Infiltrationsdichte 2,5) und im tumorfernen Gewebe 

(mediane Infiltrationsdichte 2) vor. Neben der disseminierten Infiltration waren vereinzelt 

multifokale und fokale Infiltrationsmuster zu beobachten. Bemerkenswert ist die 

ausschließlich disseminiert vorliegende CD68-positive Infiltration in Biopsien der 

Kontrollgruppe mit normaler Spermatogenese (mediane Infiltrationsdichte 2,75), welche 

über der medianen Infiltrationsdichte des tumorfernen Gewebes liegt. 

A B 

D C 
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Abbildung 20: CD68-positive Immunzellinfiltration in Tumor- (Tu), tumornahem (Tu-adj) 

und tumorfernem (Tu-dist) Gewebe von Seminom-Patienten. NSP: Kontrollgruppe mit 

normaler Spermatogenese (siehe Material und Methoden). Rot: Disseminierte 

Distribution, grün: Multifokale Distribution, Blau: Fokale Distribution. Zur statistischen 

Analyse wurde ein nicht-parametrischer Kruskal-Wallis- und zum Gruppenvergleich ein 

Dunn's-multiple-comparisons-Test verwendet. Signifikante Unterschiede wurden mit 

Asterisken markiert. P (≤0,0001): ****; P (≤0,01): ** 
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Abbildung 21: Immunhistochemische Färbung unterschiedlicher Seminom-

Biopsielokalisationen mit einem CD68-Antikörper. Zu erkennen ist das charakteristische 

disseminierte Verteilungsmuster CD68-positiver Zellen mit abnehmender 

Infiltrationsdichte vom Tumor (A)-, tumornahen (B), bis ins tumorferne (C) Gewebe. Auch 

im Hodengewebe mit normaler Spermatogenese (D) sind physiologisch residente CD68-

positive Zellen anzutreffen. 10- und 63-fache Vergrößerung. 

4.2.5 CD11c-positive Immunzellinfiltration (dendritische Zellen) 

Die Auswertung der immunhistochemisch gefärbten Biopsien zeigte einen 

abnehmenden Trend CD11c-positiver Zellen vom Tumorgewebe zum tumorfernen 

Gewebe. Dabei lagen signifikante Unterschiede zwischen dem Vorkommen der 

disseminiert-vorliegenden positiven Zellen im Tumorgewebe (mediane Infiltrationsdichte 

3), im tumorfernen Gewebe (mediane Infiltrationsdichte 1) und in Biopsien der 

Kontrollgruppe mit normaler Spermatogenese (mediane Infiltrationsdichte 0) vor. Neben 

der disseminierten Infiltration waren häufig auch multifokale Infiltrationsmuster zu 

beobachten. Hierbei gab es signifikante Unterschiede zwischen dem Vorkommen der 

positiven Zellen im Tumorgewebe (mediane Infiltrationsdichte 3,5), im tumorfernen 

Gewebe (mediane infiltrationsdichte 2) und in Biopsien der Kontrollgruppe mit normaler 

Spermatogenese (mediane Infiltrationsdichte 0). Fokale Infiltrationen waren vereinzelt 

zu beobachten. 

A B 

C D 
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Abbildung 22: CD11c-positive Immunzellinfiltration in Tumor- (Tu), tumornahem (Tu-adj) 

und tumorfernem (Tu-dist) Gewebe von Seminom-Patienten. NSP: Kontrollgruppe mit 

normaler Spermatogenese (siehe Material und Methoden). Rot: Disseminierte 

Distribution, Grün: Multifokale Distribution, Blau: Fokale Distribution. Zur statistischen 

Analyse wurde ein nicht-parametrischer Kruskal-Wallis- und zum Gruppenvergleich ein 

Dunn's-multiple-comparisons-Test verwendet. Signifikante Unterschiede wurden mit 

Asterisken markiert. P (≤0,0001):****; P (≤0,001):***; P (≤0,01):** 
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Abbildung 23: Immunhistochemische Färbung unterschiedlicher Seminom-Biopsie-

lokalisationen mit einem CD11c-Antikörper. Zu erkennen ist die größtenteils dichte, 

disseminierte Infiltration des Tumorgewebes (A), die häufig multifokale, spärliche 

Infiltration des tumornahen Gewebes (B), die vereinzelten,  CD11c-positiven Zellen im 

tumorfernen Gewebe (C) und die nicht vorhandene Infiltration im Hodengewebe mit 

normaler Spermatogenese (D). 10- und 63-fache Vergrößerung. 

4.2.6 Immunhistochemische Analyse der Immunzellinfiltration im Seminom -

Zusammenfassung 

Die zusammenfassende Heatmap der CD3-, CD20cy-, CD68- und CD11c-positiven 

Zellen zeigte kohärent zu der graphischen Einzelauswertung ein homogenes 

Verteilungsmuster innerhalb der Seminom-Kohorte mit einem abnehmenden 

Infiltrationstrend vom Tumor- ins tumorferne Gewebe. Auffällig im Vergleich zu den 

übrigen hier verwendeten immunhistochemischen Markern war die geringe 

Infiltrationsdichte CD20cy-positiver Zellen im tumornahen und -fernen Gewebe. Dichte 

Infiltration war ausschließlich im Tumorgewebe zu erkennen. 

 

C D 

A B 
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Abbildung 24: Heatmap CD3-, CD20cy-, CD68- und CD11c-positiver Zellen bezogen auf 

Infiltrationsdichte (A) und -distribution (B) in Seminom-Patienten (n=30). Die x-Achse 

zeigt farbcodiert in A) die Infiltrationsdichte und in B) die Infiltrationsdistribution in den 

Biopsielokalisationen Tumor, Tumor-nah und Tumor-fern. Die semiquantitativ-

bestimmte Infiltrationsdichte von 0 bis 4 ist dabei von blau bis rot codiert. Die 

Distributionskategorien in B) wie folgt: Keine (dunkelblau), fokale (hellblau), multifokale 

(hellrot) und disseminierte (dunkelrot) Infiltration. Nicht vorhandene 

Biopsielokalisationen sind grau markiert. Entlang der y-Achse sind die einzelnen 

Patienten aufgelistet. 
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4.2.7 Korrelationsanalyse der Tumormarker, Hormone und weiteren klinischen 

Parametern von Seminom-Patienten 

Die Analyse zeigte Korrelationen mit einem zweiseitigen Signifikanzniveau von p≤0,01 

bei der Konzentration von LH/FSH, der Konzentration von Testosteron/freiem 

Testosteron und der Konzentration von AFP/hCG. Details und Korrelationen mit einem 

zweiseitigen Signifikanzniveau von p≤0,05 siehe Tabelle 19 und Abbildung 25. 

 

Tabelle 19: Signifikante Korrelationen der erhobenen Daten zu Hormonen, 

Tumormarkern und weiteren klinischen Parametern der Patientengruppe „reines 

Seminom“. Kategorien, die nicht metrisch skaliert, normalverteilt oder in einem linearen 

Zusammenhang miteinander standen, wurden sowohl mit dem Kendall-Tau-b-, als auch 

mit dem Spearman-Rho-Test analysiert. **: Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 

(2-seitig) signifikant. *: Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 

Korrelationspaar Test Korrelationskoeffizient Signifikanzlevel 
(2-seitig) 

Anzahl 
(N) 

LH + FSH Pearson 0,784** 0,000 21 

Testosteron 
(gesamt) + 
Testosteron 
(frei) 

Kendall-
Tau-b 

0,550** 0,003 16 

 Spearman-
Rho 

0,679** 0,004 16 

AFP + hCG Kendall-
Tau-b 

0,427** 0,003 32 

 Spearman-
Rho 

0,512** 0,003 32 

Hodenvolumen 
(kontralaterale 
Seite) + 
Testosteron 
(gesamt) 

Kendall-
Tau-b 

0,407* 0,019 18 

 Spearman-
Rho 

0,504* 0,033 18 

Hodenvolumen 
(Tumorseite) + 
SHBG 

Spearman-
Rho 

0,555* 0,049 13 

Testosteron 
(frei) + 
Ejakulatvolumen 

Kendall-
Tau-b 

0,551* 0,004 9 

Testosteron 
(gesamt) + 
SHBG 

Spearman-
Rho 

0,517* 0,040 16 

FSH +SHBG Spearman-
Rho 

0,518* 0,048 15 
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Abbildung 25: Streudiagramme der signifikanten Korrelationspaare von klinischen 

Parametern, Hormonen und Tumormarkern der Patientengruppe „reines Seminom“. 
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4.2.8 Korrelationsanalyse der Immunzellinfiltrationsdichte mit Tumormarker- und 

Hormonstatus von Seminom-Patienten 

Die Analyse zeigte Korrelationen mit einem zweiseitigen Signifikanzniveau von p≤0,01 

bei der Infiltrationsdichte von CD3/CD20cy, CD3/CD11c und CD68/CD11c. 

Korrelationen mit einem zweiseitigen Signifikanzniveau von p≤0,05 lagen für die 

Infiltrationsdichte bei den Variablenpaaren CD3/hCG, CD3/Spermienkonzentration, 

CD3/Hodenvolumen (gesunde Seite) und CD20cy/hCG vor. Details siehe Tabelle 18 und 

Abbildungen 25 und 26. 

 

Tabelle 20: Signifikante Korrelationen der erhobenen Daten zu Immunzellinfiltration, 

Hormonen, Tumormarkern und weiteren klinischen Parametern der Patientengruppe 

„reines Seminom“. Kategorien, die nicht metrisch skaliert, normalverteilt oder in einem 

linearen Zusammenhang miteinander standen, wurden sowohl mit dem Kendall-Tau-b-, 

als auch mit dem Spearman-Rho-Test analysiert. **: Die Korrelation ist auf dem Niveau 

von 0,01 (2-seitig) signifikant. *: Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) 

signifikant. 

Korrelationspaar Test Korrelationskoeffizient Signifikanzlevel 
(2-seitig) 

Anzahl 
(N) 

CD3+CD20cy Kendall-
Tau-b 

0,604** 0,000 21 

 Spearman-
Rho 

0,694** 0,000 21 

CD3 + CD11c Kendall-
Tau-b 

0,493** 0,005 23 

 Spearman-
Rho 

0,603** 0,002 23 

CD68 + CD11c Kendall-
Tau-b 

0,612** 0,000 23 

 Spearman-
Rho 

0,683** 0,000 23 

CD3 + hCG Kendall-
Tau-b 

-0,469* 0,011 21 

 Spearman-
Rho 

-0,543** 0,007 21 

CD3 + Spermien- 
konzentration 

Kendall-
Tau-b 

0,460* 0,043 13 

CD3 + 
Hodenvolumen 
(gesunde Seite) 

Kendall-
Tau-b 

0,397* 0,021 21 

 Spearman-
Rho 

0,512* 0,018 21 

CD20cy + hCG Kendall-
Tau-b 

-0,366* 0,039 23 

 Spearman-
Rho 

-0,443* 0,034 23 
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Abbildung 26: Gestapelte Streudiagramme für signifikante Korrelationspaare der 

Immunzellinfiltrationsdichte in Tumorbiopsien (CD3+, CD20cy+, CD68+, CD11c+) der 

Patientengruppe „reines Seminom“. Die x- und y-Achse zeigt die jeweilige 

Infiltrationsdichte (0=absent; 1=single; 2=scattered; 3=intermediate; 4=dense). 
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Abbildung 27: Gestapelte Streudiagramme für signifikante Korrelationspaare der 

Immunzellinfiltrationsdichte in Tumorbiopsien der Patientengruppe „reines Seminom“ 

(CD3+, CD20cy+, CD68+, CD11c+) mit klinischen Parametern, Tumormarkern und 

Hormonstatus der Patienten. Die x- Achse zeigt die jeweilige Infiltrationsdichte 

(0=absent; 1=single; 2=scattered; 3=intermediate; 4=dense). 
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4.3 Quantitative RT-PCR zur Analyse spezifischer T- und B-Zellmarker im 

Seminom 

4.3.1 Regulatorische T-Zellen (Treg) 

Die relative Genexpression von ISG20 (auch bekannt als CD25, ein Membranprotein 

regulatorischer T-Zellen) und FOXP3 (ein spezifischer Transkriptionsfaktor 

regulatorischer T-Zellen) in Hodenbiopsien von Seminompatienten (n=3) zeigte eine 

hohe Variabilität zwischen den einzelnen Patienten, tendenziell mit einer Abnahme von 

Tumor (Tu) nach Tumor-fern (Tu-dist). Die niedrigste relative Genexpression war in 

Kontrollproben vorzufinden. 

Das Transkript-Level des von Treg-Zellen sezernierten Zytokins IL-10 zeigte ebenfalls 

eine vom Tumor- ins tumorferne Gewebe abnehmende Tendenz. TGF-β1 wurde im 

Vergleich zu den übrigen Markern für Treg-Zellen am höchsten im tumornahen Gewebe 

exprimiert. Auch hier war die niedrigste Expression in Kontrollproben vorzufinden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28: Expressionsprofil von Zellmarkern und Zytokinen regulatorischer T-Zellen 

(ISG20, FOXP3, IL-10, TGF-β1) im Seminom (n=3). Die Gen-Expression wurde durch 

die ΔΔCq-Methode mithilfe der Referenzgene RPL19 und RPS27 berechnet und auf eine 

Kontrollgruppe mit normaler Spermatogenese (n=3) normalisiert. Tu: Tumor; Tu-adj: 

Tumornah; Tu-dist: Tumorfern; NSP: Normale Spermatogenese; PBMC: Peripheral 

Blood Mononuclear Cells. 

ISG20

Tu

Tu-a
dj

Tu-d
is

t

N
SP

P
B
M

C

0

5

10

15

R
e

la
ti

v
e

 g
e

n
e

 e
x

p
re

s
s

io
n

(


C
q

) 
n

o
rm

a
li
z
e
d

 t
o

 N
S

P
 (

s
e
t 

to
 1

)

IL-10

Tu

Tu-a
dj

Tu-d
is

t

N
SP

P
B
M

C

0

2

4

6

R
e

la
ti

v
e

 g
e

n
e

 e
x

p
re

s
s

io
n

(


C
q

) 
n

o
rm

a
li
z
e
d

 t
o

 N
S

P
 (

s
e
t 

to
 1

)

FOXP3

Tu

Tu-a
dj

Tu-d
is

t

N
SP

P
B
M

C

0

2

4

6

8

10

TGF-β1

Tu

Tu-a
dj

Tu-d
is

t

N
SP

P
B
M

C

0

5

10

15



- 66 -  

4.3.2 T-Helfer-Zellen und zytotoxische T-Zellen 

Die qRT-PCR-Analyse zeigte in Hodenbiopsien von Seminom-Patienten (n=3) die 

höchste relative Genexpression von CD4 im tumornahen Gewebe, mit einer hohen 

Variabilität zwischen den einzelnen Patienten. Die niedrigste relative Genexpression von 

CD4 war in der Kontrollgruppe vorzufinden. ICOS zeigte eine abnehmende Tendenz des 

Transkript-Levels vom Tumor- ins tumorferne Gewebe mit einer hohen 

Patientenvariabilität. Auch hier war die niedrigste Expression in der Kontrollgruppe 

vorzufinden. CD8a zeigte eine abnehmende Tendenz des Transkript-Levels vom Tumor- 

ins tumorferne Gewebe mit einer hohen Patientenvariabilität. Die niedrigste Expression 

war in der Kontrollgruppe vorzufinden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 29: Expressionsprofil von Zellmarkern für T-Helfer-Zellen (CD4, ICOS) und 

zytotoxische T-Zellen (CD8a) im Seminom (n=3). Die Gen-Expression wurde durch die 

ΔΔCq-Methode mithilfe der Referenzgene RPL19 und RPS27 berechnet und auf eine 

Kontrollgruppe mit normaler Spermatogenese (n=3) normalisiert. Tu: Tumor; Tu-adj: 

Tumornah; Tu-dist: Tumorfern; NSP: Normale Spermatogenese; PBMC: Peripheral 

Blood Mononuclear Cells. 
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4.3.3 B-Zellen  

Die relative Expression des für IL-6-codierenden Gens zeigte eine vom Tumor- ins 

tumorferne Gewebe abnehmende Tendenz mit einer hohen Patientenvariabilität. Die 

niedrigste Expression war in Kontrollproben vorzufinden. Die relative Expression des 

CXCL-13-Gens, das für ein B-Zellen rekrutierendes Chemokin codiert, war in 

tumornahen Proben am höchsten, mit einer hohen Patientenvariabilität. In den 

Kontrollproben war die Expression am geringsten. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 30: Expressionsprofil von Zytokinen (IL-6) und Chemokinen (CXCL-13) für B-

Zellen im Seminom (n=3). Die Gen-Expression wurde durch die ΔΔCq-Methode mithilfe 

der Referenzgene RPL19 und RPS27 berechnet und auf eine Kontrollgruppe mit 

normaler Spermatogenese (n=3) normalisiert. Tu: Tumor; Tu-adj: Tumornah; Tu-dist: 

Tumorfern; NSP: Normale Spermatogenese; PBMC: Peripheral Blood Mononuclear 

Cells. 
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5. Diskussion 

5.1 Deskriptive Statistik 

5.1.1 Altersverteilung 

Die Daten aus der Tumorkohorte decken sich mit den bisherigen epidemiologischen 

Erkenntnissen, die beim Seminom einen Altersgipfel in der 4. Lebensdekade und bei 

Nichtseminomen, von denen die Patientengruppe „aKZT+MT“ eine Teilmenge ist, einen 

niedrigeren Altersgipfel in der 3. Lebensdekade zeigt (Albers et al. 2016). 

 

5.1.2 Tumorstaging 

Die Ergebnisse aus der Analyse der Tumorkohorte decken sich mit den bisherigen 

Erkenntnissen über das Metastasierungsverhalten von Seminomen und Nicht-

Seminomen, die einen langsameren Tumorprogress von Seminomen annehmen 

(Oldenburg et al. 2022). Die Gruppe „aKZT+MT“ wies häufiger Fernmetastasen und 

somit auch fortgeschrittenere Tumorstadien auf. 

 

5.1.3 Risikofaktoren 

In der Patientenkohorte wurden als Risikofaktoren für testikuläre Keimzelltumoren eine 

positive Familienanamnese und ein früherer Maldescensus testis erfasst. Eine positive 

Familienanamnese für Hodentumoren erhöht die Wahrscheinlichkeit, selbst an einem 

testikulären Keimzelltumor zu erkranken, um das 8-fache, sofern bereits ein Bruder in 

der Vergangenheit erkrankt ist (Richiardi et al. 2007). Ein Maldescensus testis erhöht die 

Erkrankungswahrscheinlichkeit ebenfalls. Entscheidend hierbei ist eine 

leitliniengerechte, frühzeitige operative Korrektur. Falls diese nicht durchgeführt wird, 

steigt das Risiko im Lebensverlauf, an einem testikulären Keimzelltumor zu erkranken, 

um das 32-fache (Mathers et al. 2009). 

Die Analyse der Tumorkohorte zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Gruppen sowohl hinsichtlich der Häufigkeit eines Maldescensus testis in der 

Eigenanamnese, als auch einer positiven Familienanamnese für Hodentumoren. Eine 

Keyword-Recherche der Begriffe „Maldescensus testis“, „Seminoma“ und „Non-

Seminoma“ auf der Internetseite pubmed.ncbi.nlm.nih.gov zeigte keine bisherigen 

komparativen Studien, die die Erkrankungswahrscheinlichkeit von Seminomen und 

Nicht-Seminomen nach einem Maldescensus testis miteinander verglichen. 

Neben den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Risikofaktoren existieren weitere, die 

perspektivisch für die Datenerhebung in Betracht gezogen werden sollten. Näheres dazu 
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siehe Abschnitt 1.2.3 „Ätiologie der TGCT“. Beispielsweise hätten die Faktoren 

„Frühgeburtlichkeit“ und „geringes Geburtsgewicht“ erfasst werden können.  

Molekularbiologische Prädispositionen wurden bis dato in der vorliegenden 

Tumorkohorte nicht erfasst. Dies könnte perspektivisch aufgrund des vorliegenden 

kryokonservierten Gewebematerials erfolgen. Da bei der Entstehung von testikulären 

Keimzelltumoren multiple Genloci z.B. aus den Pathways der 

Geschlechtsdeterminierung, der Keimzellproliferation und der DNA-Reparatur (CHEK2) 

involviert sind, bestünden in unserer Kohorte diesbezüglich zahlreiche 

Untersuchungsoptionen (Almstrup et al. 2020; Oldenburg et al. 2022). 

Für die Untersuchung der Polyploidisierung und Amplifizierung des Chromosoms 12, die 

in der Literatur vielfach in testikulären Keimzelltumoren beschrieben wurde, hätten 

zusätzliche Methoden, wie zum Beispiel die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, etabliert 

werden müssen (Winter und Albers 2011). 

 

5.1.4 Hodenvolumetrie und Spermiogramm 

Die sonographische Hodenvolumetrie wurde von erfahrenen Ärzten und Ärztinnen in der 

Ambulanz der urologischen Abteilung des Universitätsklinikums Gießen durchgeführt. 

Die Sonographie ist als Messinstrument untersucherabhängig und hängt vom 

Erfahrungslevel der untersuchenden Ärzte und Ärztinnen ab. In vergangenen Studien 

wurde auf eine signifikante Varianz der gemessenen Hodenvolumina sowohl zwischen 

unterschiedlichen urologischen Abteilungen als auch zwischen den angehörigen 

Ärztinnen und Ärzten derselben urologischen Abteilung hingewiesen (Sorokin et al. 

2015). Andererseits konnten Standards und Referenzwerte für die urologisch-

andrologische Diagnostik etabliert werden (Pilatz et al. 2013; Lotti und Maggi 2015). Auf 

eine gleichmäßige Verteilung der Patienten auf die Untersucher/-innen wurde verzichtet, 

da es sich bei der Hodenvolumetrie um eine vergleichsweise unaufwändige und einfache 

sonographische Messung handelt. 

Hinsichtlich der Hodenvolumina auf der Tumorseite zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede zwischen beiden Gruppen, wobei die Patienten der Gruppe „aKZT+MT“ im 

Trend ein größeres Volumen aufwiesen. Dies könnte mit einem fortgeschritteneren 

Tumorstadium und einem schnelleren Tumorprogress bei klinischer Erstpräsentation 

von Nicht-Seminomen im Vergleich zu Seminomen zusammenhängen (Oldenburg et al. 

2022). 

Die Spermiogramme wurden nach den im Zeitraum der vorliegenden Studie gültigen 

WHO-Richtlinien im andrologischen Labor der urologischen Klinik des 
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Universitätsklinikums Gießen durchgeführt (World Health Organization 2010). Es zeigte 

sich eine signifikant höhere Spermienkonzentration in der Patientengruppe „rSE“ im 

Vergleich zur Gruppe „aKZT+MT“. Die höhere Spermienkonzentration von Seminom-

Patienten im Vergleich zu Nicht-Seminom-Patienten wurde bereits in Studien beobachtet 

(Botchan et al. 1997; Xavier et al. 2021). Die Tumorentität scheint daher eine Rolle im 

Ausmaß der Spermatogenese-Einschränkung zu spielen. Eine Hypothese, die dieses 

Phänomen zu erklären versucht, ist, dass die Tumorzellen des Seminoms den 

physiologischen Keimzellen ähnlicher sind als die Zellen anderer nicht-seminomatöser 

Keimzelltumore (z.B. Embryonalzellkarzinom, prä-/postpubertaler Dottersacktumor, 

Chorionkarzinom und prä/postpubertalesTeratom) und die Spermatogenese deshalb 

weniger stark einschränken (Botchan et al. 1997). Da die Vergleichsgruppe „aKZT+MT“ 

allerdings nur Keimzelltumore beinhaltet, die ebenfalls aus GCNIS hervorgehen, ist 

diese Hypothese in unserer Studienpopulation anzuzweifeln. Die Entschlüsselung 

weiterer Pathomechanismen ist vonnöten. 

 

5.1.5 Chemotherapie und Rezidive 

Analog zum Abschnitt „Tumorstaging“ lagen signifikante Unterschiede zwischen den 

beiden Vergleichsgruppen vor, wobei die Patientengruppe „aKZT+MT“ signifkant 

häufiger Chemotherapien aufgrund des durchschnittlich fortgeschritteneren 

Tumorstadiums erhielt. 

Außerdem zeigte sich in der Gruppe „aKZT+MT“ eine höhere Rezidivrate, wenn auch 

nicht signifikant. 

Beide Aspekte decken sich mit bisherigen Studienergebnissen, die von einem 

schnelleren Tumorprogress und höheren Rezidivraten der Nicht-Seminome ausgehen 

(Albers et al. 2016; Oldenburg et al. 2022). Dabei zu beachten ist, dass die höhere 

Rezidivrate von Nicht-Seminomen in anderen prädiktiven Faktoren als die der 

Seminome begründet zu sein scheint. Seminome des UICC-Stadiums 1 neigen häufiger 

zu Rezidiven bei einer Tumor-Infiltration des Rete testis und einer Tumorgröße von > 4 

cm (Aparicio et al. 2014; Boormans et al. 2018). Nicht-Seminome des UICC-Stadiums 1 

neigen hingegen bei einer Tumorinfiltration von Lymph- und Blutgefäßen häufiger zu 

Rezidiven, was insbesondere bei Embryonalzellkarzinomen beobachtet wird (Yilmaz et 

al. 2013; Oldenburg et al. 2022). 
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5.1.6 Tumormarker und Hormonstatus 

In der Patientenkohorte wurden die Tumormarker LDH, AFP und hCG erhoben. Die 

aktuelle europäische Leitlinie empfiehlt eine Bestimmung der Tumormarker vor und 

frühestens fünf bis sieben Tage nach Orchiektomie aufgrund der Serum-Halbwertszeiten 

von AFP und hCG (Albers et al. 2016; Patrikidou et al. 2023). 

LDH ist ein Enzym, das in nahezu allen menschlichen Zellen exprimiert wird. Es ist 

unspezifisch und wird als laborchemisches Korrelat der Tumormasse und als 

prognostisch-relevanter Marker im Verlauf der Tumortherapie bestimmt (Jurisic et al. 

2015). 

AFP ist ein Protein, das als Verlaufsparameter für hepatozelluläre Karzinome, 

Dottersacktumore, Embryonalzell- und Chorionkarzinome bestimmt wird. In reinen 

Seminomen ist es nicht erhöht. Außerdem findet es Verwendung in der 

Pränataldiagnostik, in der es z.B. bei klinischer Fragestellung von Neuralrohrdefekten 

und Trisomie-21 analysiert wird (Canick et al. 2003; Passek et al. 2018; Chen et al. 

2020). 

hCG ist ein Hormon, das insbesondere während der Schwangerschaft von 

Synzytiotrophoblasten gebildet wird (Panwar et al. 2019). Es kann von ebenfalls von 

Seminomen, Embryonalzell- und Chorionkarzinomen ausgeschüttet werden und dient 

als Verlaufsparameter (Albers et al. 2016; Patrikidou et al. 2023). Im Seminom 

korrelieren hohe LDH- und hCG-Werte mit einer schlechten Prognose (Seidel et al. 

2020). 

AFP war signifikant in der Gruppe „aKZT+MT“ erhöht. Dies war zu erwarten, da AFP von 

Seminomen nicht exprimiert wird. Die Gruppe „aKZT+MT“ enthält reine 

Embryonalzellkarzinome und Mischtumore mit Embryonalzellkarzinom-Komponente, die 

für die erhöhten AFP-Werte verantwortlich sind. Chorionkarzinome und 

Dottersacktumoren, die ebenfalls AFP sezernieren können, sind in der Tumorkohorte als 

Mischtumor-Komponente präsent. 

HCG war ebenfalls signifikant in der Gruppe „aKZT+MT“ erhöht, was in den reinen 

Embryonalzellkarzinomen und Mischtumoren mit Embryonalzellkarzinom-Komponente 

und/oder Seminom-Komponente zu begründen ist. Bei Einsicht der einzelnen 

Laborwerte der Patienten war zu vermerken, dass die höchsten hCG-Werte der Gruppe 

„aKZT+MT“ stets mit einer Embryonalzellkarzinom-Komponente einhergingen. Studien 

zeigten, dass eine hCG-Erhöhung in reinen Seminomen nicht obligat ist und mit einer 

größeren Tumormasse des Primarius und/oder der Metastasen einhergeht (Weissbach 

et al. 1999). In einer Studienpopulation von Javadpour et al. zeigten nur 7,6 % der 130 
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Patienten mit reinem Seminom ein erhöhtes hCG im Serum (Javadpour et al. 1978). 72,2 

% der in die Gießener Hodentumor-Kohorte aufgenommenen Patienten mit reinem 

Seminom erhielten die Diagnose im UICC-Stadium IA, das mit einer exzellenten 

Prognose einhergeht, da weder Lymphknoten betroffen, noch Fernmetastasen 

vorhanden sind. Es ist daher nicht verwunderlich, dass nur 9,09 % der Patienten mit 

reinem Seminom (n=33) erhöhte hCG-Werte aufwiesen. 

LH und FSH sind hypophysäre Hormone, deren Ausschüttung über das GnRH des 

Hypothalamus pulsatil gesteuert wird (Ramaswamy und Weinbauer 2014). LH und FSH 

bestehen unter anderem aus der α-Untereinheit des hCG (Nwabuobi et al. 2017). HCG-

produzierende Tumore können daher über einen negativen Feedback-Mechanismus 

eine Verminderung der hypophysären LH- und FSH-Freisetzung bewirken. In der 

Gruppe „aKZT+MT“ waren sowohl LH, als auch FSH im Vergleich zur Gruppe „reines 

Seminom“ signifikant niedriger. Dies lässt sich durch die hCG-produzierenden 

Tumorkomponenten der Gruppe „aKZT+MT“ erklären. Die signifikant höhere FSH-

Konzentration in der „rSE“-Gruppe könnte anteilig die ebenfalls signifikant höhere 

Spermienkonzentration erklären, da FSH im Tiermodell eine Wirkung auf die Quantität 

der Spermatogenese zeigte (Ramaswamy und Weinbauer 2014). 

In der Tumorkohorte wurden leitliniengerecht die etablierten Tumormarker für testikuläre 

Keimzelltumoren bestimmt. Mittlerweile sind weitere Tumormarker ermittelt worden. So 

z.B. die miRNA-371a-3p, der im Kontrast zu AFP, hCG und LDH neben einer 

Überwachungsfunktion des Therapieerfolgs auch eine diagnostische Relevanz und 

prognostische Bedeutung in testikulären Keimzelltumoren zugeschrieben wird (Almstrup 

et al. 2020; Dieckmann et al. 2023). Mithilfe kryokonservierter Blutproben (Serum) 

könnte dies in der Gießener Kohorte auch in Zukunft noch durchgeführt werden. 

 

5.2 Analyse der Immunzellinfiltration im Seminom 

Die Immunhistochemie ist ein seit 1941 etabliertes Verfahren, das seither große 

Verwendung in der Forschung und klinisch-pathologischen Diagnostik findet (Ramos-

Vara 2005; Taylor und Levenson 2006). Als rein visuelle Methode ist sie 

untersucherabhängig. Daher stellt sich zunächst die Frage einer geeigneten 

Quantifizierung, um die Untersuchungssubjektivität zu minimieren. Eine gängige 

Methode zur immunhistochemischen Quantifizierung ist die Verwendung einer Software 

wie z.B. ImageJ®. Problematisch an diesem Vorgehen ist, dass der Intensitäts-Threshold 

und die Frequenz der positiven Zellen manuell eingestellt werden muss, bevor das 
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Programm Berechnungen durchführen kann (Varghese et al. 2014). Diese Einstellungen 

unterliegen ebenfalls der visuellen Subjektivität. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein semiquantitatives Scoring gewählt, das bereits 

früher in der Arbeitsgruppe etabliert wurde (Klein et al. 2016). Eine computerassistierte 

Quantifizierung der immunhistochemisch gefärbten Biopsien stellte sich aufgrund von 

Größenvariabilität und unterschiedlichen Farbintensitäten der humanen Proben trotz 

identischem Laborprotokoll als nicht geeignet dar. Dies war teilweise von der variablen 

Tumorhistologie mit teils großflächig fibrotisch-nekrotischen Arealen und der 

operationstechnisch-bedingten Variabilität der erhaltenen Gewebsproben abhängig. 

Auch lagen unspezifische Interaktionen, z.B. des CD3-Antikörpers mit Strukturen des 

Keimepithels vor, welche nicht ohne Weiteres durch ein Computerprogramm wie 

ImageJ® hätten gefiltert werden können. Um die Validität der Ergebnisse zu erhöhen, 

wurde das immunhistochemische Scoring von 4 Untersuchern unabhängig durchgeführt 

und Mittelwerte gebildet. 

Ein Vorteil des hier gewählten Scoring-Systems lag in der gleichzeitigen Betrachtung der 

Infiltrationsdichte und des Infiltrationsmusters im Sinne einer „Pattern“-Analyse. 

Darüber hinaus erlaubt dieser Ansatz Untersuchungen zur immunologischen Bedeutung 

von „follicular like structures“ (FLS) in testikulären Keimzelltumoren, die durch andere 

Methoden wie Western-Blot oder qPCR nicht möglich wären. 

Die beobachtete Abnahme der Immunzellinfiltration vom Tumor- bis in das tumorferne 

Gewebe war zu erwarten, insbesondere weil in der Peripherie der Seminome oftmals 

GCNIS-Tubuli oder erhaltene Spermatogenese zu beobachten waren. Beides stellen 

Zustände dar, die im Hoden mit einer geringeren Immunzellinfiltration assoziiert sind als 

im Tumor selbst (Klein et al. 2016). Die Antikörper-markierten Immunzellen zeigten ein 

homogenes Infiltrations- und Distributionsmuster unter den Patienten (siehe Heatmap-

Analyse im Abschnitt 4.2.6). Für CD68- und CD11c-positive Zellen ergaben sich 

vorwiegend disseminierte Infiltrationsmuster, wohingegen CD3- und CD20cy-positive 

Zellen auch multifokale Cluster bildeten. Multifokale Cluster der CD20cy-positiven Zellen 

waren vereinzelt als FLS organisiert. 

FLS im Seminom bestehen größtenteils aus CD20-positiven B-Zellen (Willis et al. 2009; 

Sakai et al. 2014). Auch in Mammakarzinomen wurden FLS beobachtet und es wurde 

eine Assoziation mit einem höheren Tumor-Grading festgestellt (Figenschau et al. 2015).  

Willis et al. wiesen in einer Studie nach, dass die CD20-positiven B-Zellen der FLS im 

Seminom antigenvermittelt reifen (Willis et al. 2009). Auch eine Studie von Nakanoma 

et al. stellte eine immunphänotypische Reife der FLS in Seminomen fest, vergleichbar 
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mit Lymphfollikeln der sekundären lymphatischen Organe (Nakanoma et al. 1992). Ob 

die immunphänotypische Reife für eine Antikörper-vermittelte Immunantwort gegen den 

Tumor ausreicht oder seinen Progress sogar fördert bleibt unklar (Willis et al. 2009). 

Unter den in der Gießener Tumorkohorte vereinzelt auftretenden Seminom-Patienten 

mit FLS bestand keine Assoziation zu fortgeschritteneren Tumorstadien. 

5.3 Korrelationsanalyse der Immunzellinfiltrationsdichte mit Tumormarker- und 

Hormonstatus von Seminom-Patienten 

Zweiseitige Korrelationen auf einem Signifikanzniveau von p≤0,01 lagen für die 

Infiltrationsdichten der Paare CD3/CD20cy, CD3/CD11c und CD68/CD11c vor. 

Die Korrelation zwischen der Infiltrationsdichte CD3- und CD20cy-positiver Zellen ist 

plausibel, da T-Zell- und B-Zell-Antwort einen engen wechselseitigen Prozess darstellen. 

Den „follicular like structures“ im Seminom sind analog zu den Keimzentren in 

Lymphfollikeln, CD3-positive T-Zellen angelagert (Murphy und Weaver 2018, Abschnitt 

10.1.6; Fietz et al. 2022). 

Die Korrelation zwischen der Infiltrationsdichte CD3- und CD11c-positiver Zellen war 

ebenfalls zu erwarten, da sowohl dendritische Zellen, als auch Makrophagen eine 

wichtige Rolle in der adaptiven Immunantwort übernehmen, durch Phagozytose 

Antigenfragmente an ihre Oberfläche schleusen und diese T-Zellen gegenüber 

präsentieren (Murphy und Weaver 2018, Abschnitt 3.1.1; Fietz et al. 2022). 

Da CD11c nicht ausschließlich von dendritischen Zellen exprimiert wird, sondern auch 

von Makrophagen, war eine positive Korrelation zwischen den Infiltrationsdichten 

CD11c- und CD68-positiver Zellen zu erwarten. Sowohl Makrophagen, die bereits im 

physiologischen Hodengewebe den am häufigsten vorliegenden Immunzelltyp 

darstellen, als auch dendritische Zellen, nehmen in ihrer Infiltrationsdichte von tumorfern 

bis ins Tumorgewebe zu. Eine höhere Infiltrationsdichte beider Zelltypen im Seminom 

wurde bereits mehrfach beschrieben (Hvarness et al. 2013; Klein et al. 2016). 

Eine negative Korrelation auf einem zweiseitigen Signifikanzniveau von p≤0,05 wurde 

zwischen der CD3-/CD20cy-Infiltrationsdichte und der hCG-Konzentration der 

Seminom-Patienten festgestellt. Da unterschiedliche Methoden zur Quantifizierung 

beider Parameter verwendet wurden, sollte das Ergebnis mit Vorsicht betrachtet werden. 

Zur Bestätigung dieses Ergebnisses sollte die Stichprobe vergrößert werden und eine 

immunhistochemische Detektion von hCG in den Biopsien erfolgen. Eine Keyword-

Recherche der Begriffe „CD3-positive cells“, „CD20cy-positive cells“, „hCG-

concentration“ und „seminoma“ auf pubmed.ncbi.nlm.nih.gov zeigte keine bisherigen 
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Studien, die den Zusammenhang zwischen der Infiltration CD3-positiver T-Zellen oder 

CD20cy-positiver B-Zellen und der hCG-Konzentration bei Patienten mit TGCT 

analysierten. 

5.4 Quantitative RT-PCR zur Analyse spezifischer T- und B-Zellmarker im 

Seminom 

Die quantitative RT-PCR wurde im Sinne einer Pilotstudie an Gewebsproben von 

Patienten der Gießener Hodentumor-Kohorte angewandt, um ergänzend zum 

immunhistochemischen Antikörper-Panel Informationen zu Immunzell-Subgruppen und 

ihrer möglichen Funktion im Seminom zu erhalten. So wurden Transkript-Level von 

Genen untersucht, die mit der Infiltration von Treg-Zellen (ISG20, FOXP3, IL-10, TGF-

β1), T-Helfer-Zellen (CD4, ICOS), zytotoxischen T-Zellen (CD8a) und B-Zellen (IL-6, 

CXCL-13) korrelieren. Da die Rolle der Seminom- und andere TGCT-begleitenden 

Immunzellinfiltration auf den Tumorprogress bis heute nicht eindeutig bewertet ist, war 

insbesondere die Analyse von Treg-Zellen, die durch ihre Aktivität beeinflussen können, 

ob es zu einer Antigen-spezifischen Immunantwort oder Toleranz gegenüber einem 

Antigen kommt, interessant (Fietz et al. 2022; Schuppe et al. 2023). Zudem weisen Treg-

Zellen eine variable positive oder negative prognostische Relevanz in Tumoren, z.B. 

Kolon- und Mammakarzinomen sowie Melanomen auf (Wilke et al. 2010; Xu et al. 2013; 

Jacobs et al. 2012).  Auch die Frage, ob CD8-positive zytotoxische T-Zellen im Seminom 

eine gegen den Tumor gerichtete, effektive Immunantwort durch Expression von FasL 

und Perforin auslösen können, bleibt kontrovers (Bols et al. 2000; Hadrup et al. 2006). 

Klein et al. untersuchten ein breites Zytokin- und Chemokinspektrum in Hodenbiopsien 

mit Hypospermatogenese, GCNIS und Seminom-Anteilen (Klein et al. 2016). Mithilfe der 

hier vorgestellten Untersuchungen wurde über die vergleichende Betrachtung 

unterschiedlicher pathologischer Zustände im Hoden hinaus ein Blick in den lokalen 

Progress und das Mikromilieu des Tumors von Seminom-Patienten ermöglicht. 

Nestler et al. untersuchten 2021 die tumorassoziierte Expression von 760 Genen in der 

Tumorrandzone und dem Tumorzentrum von metastasierten im Vergleich zu nicht-

metastasierten Seminom-Patienten. Dabei stach insbesondere eine Hochregulation des 

IL6-Signalwegs in metastasierten Seminompatienten hervor (Nestler et al. 2022). Zu 

beteiligten Immunzellsubtypen, insbesondere zu Treg-Zellen lieferte die Arbeit jedoch 

keine Ergebnisse. 

Im Vergleich zu unseren immunhistochemischen Ergebnissen unterlag die qRT-PCR 

nicht der subjektiven Einschätzung des Untersuchers. Gleichzeitig war eine Analyse des 

Distributionsmusters der Immunzellen mit ihrer Hilfe nicht möglich. Außerdem zu 
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beachten ist, dass mit einer erhöhten relativen Genexpression nicht zwangsläufig eine 

größere Anzahl der Zellen einhergeht, die das untersuchte Gen exprimieren oder vom 

Genprodukt chemotaktisch rekrutiert werden. Auch zu erwähnen ist, dass durch die 

Homogenisierung der Biopsien die darauffolgende RNA- und cDNA-Gewinnung nicht 

ausschließlich aus testikulären Immunzellen, sondern zwangsläufig aus allen 

ortsansässigen Zellen des Hodens, inklusive der Zellen des Keimepithels und 

gegebenenfalls Tumorzellen erfolgte (Klein et al. 2016; Fietz et al. 2022). Dies kann 

ebenso zu einer Verfälschung der Ergebnisse geführt haben. 

Eine Limitation in der Interpretation unserer qRT-PCR-Ergebnisse liegt in der kleinen 

Stichprobengröße (n=3) pro Biopsielokalisation (Tumor, tumornah, tumorfern) sowie der 

subjektiven Patientenauswahl für die Bereitstellung geeigneter Biopsien. Hierbei wurden 

insbesondere Patienten mit hoher Immunzellinfiltrationsdichte im Tumor, inklusive 

„follicular like structures“ ausgewählt. Trotz der gezielten Patienten-Auswahl bestand 

eine hohe Variabilität der Transkript-Level der untersuchten Gene. Die Ergebnisse 

sollten daher als vorläufig betrachtet werden und die Stichprobengröße erweitert 

werden. Eine weitaus spezifischere Methode, die für unsere Fragestellung nach der 

pathoimmunologischen Rolle von T-Zell-Subgruppen in testikulären Keimzelltumoren 

geeigneter ist und in unserem Labor bereits etabliert wurde, ist die Durchflusszytometrie. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten eine höhere relative Expression der 

untersuchten Gene für Treg-Zellen (ISG20, FOXP3, IL-10, TGF-β1) , T-Helfer-Zellen 

(CD4, ICOS), zytotoxische T-Zellen (CD8a) und B-Zellen (IL-6, CXCL-13) im Tumor- 

oder tumornahen Gewebe im Vergleich zu Kontrollproben mit normaler Spermatogenese 

(Details siehe Abschnitt 4.3). Dies deckt sich mit den immunhistochemischen 

Ergebnissen. 

5.5 Fazit und Forschungsausblick 

Seit 2017 wurden zahlreiche klinische Parameter zur Vorgeschichte, dem Verlauf und 

Therapieerfolg von Patienten mit testikulären Keimzelltumoren im Universitätsklinikum 

Gießen gesammelt. Zwischen den Patientengruppen „rSE“ und „aKZT+MT“ zeigten sich 

signifikante Unterschiede hinsichtlich Tumorstadium, Ejakulatkonzentration, 

Tumormarker (AFP, β-hCG) und hypophysärer Hormone (LH, FSH). 

Experimentell wurde die Immunzellinfiltration am Beispiel des Seminoms untersucht und 

überprüft, ob ein Zusammenhang zwischen T- und B-Zell-Populationen sowie 

Makrophagen und dendritischen Zellen mit klinischen Parametern der Patienten besteht. 

Die Immunzelldichte und -distribution im Seminom zeigte ein weitgehend homogenes 

Infiltrationsmuster zwischen den Patienten. Auffällig waren CD20cy-positive Zellen, die 
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im Gegensatz zu den anderen untersuchten Zelltypen seltener im tumornahen und-

fernen Gewebe auftraten und häufiger Immunzellcluster (follikelähnliche Strukturen) 

bildeten. Die Korrelationsanalyse zeigte einen positiven Zusammenhang zwischen der 

Infiltrationsdichte von CD3-/CD20cy-positiven, CD3-/CD11c-positiven sowie CD68-

/CD11c-positiven Zellen. Es zeigte sich ein negativer Zusammenhang zwischen der 

CD3-/CD20cy-positiven Infiltrationsdichte im Tumorgewebe und der β-hCG-

Konzentration im Blut.  

Die vorliegende Arbeit stellt eine Ausgangsbasis für weiterführende immunpathologische 

und molekularbiologische Untersuchungen sowie klinisch-statistische Erhebungen dar, 

insbesondere durch die Anlage einer prospektiven, weiterhin wachsenden 

Patientenkohorte. Auch in Zukunft wird diese Kohorte für klinisch-statistische und 

molekularbiologische Untersuchungsmethoden zur Verfügung stehen. Von Besonderem 

Interesse dabei sind die Untersuchung weiterer Keimzelltumoren im Hinblick auf 

Immunzellinfiltration, wie z.B. das Embryonalzellkarzinom und die Untersuchung 

spezifischer Immunzellsubtypen, wie die Treg- und Tfh-Zellen mithilfe der 

Durchflusszytometrie (FACS). Zusammen mit der Einsicht in RNA-

Sequenzierungsdatensätze könnte die Weiterführung und Analyse der Kohorte wichtige 

Einblicke in die Rolle der Immunzellantwort bei der Entwicklung und dem Progress von 

testikulären Keimzelltumoren liefern und in Zukunft als Grundlage für die Entwicklung 

prognostischer Biomarker oder individualisierter Immuntherapien statt der gängigen 

Radio- und Chemotherapie-Protokolle von TGCT dienen. 
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6. Zusammenfassung 

Trotz komplexer immunsuppressiver Mechanismen, die zum Immunprivileg des Hodens 

beitragen, wird bei Infektionen des Hodens und bei testikulären Keimzelltumoren (TGCT) 

die Infiltration proinflammatorischer Immunzellen beobachtet. Obwohl das Seminom 

(SE) und die präinvasive Keimzellneoplasie in situ (GCNIS) mit Immunzellinfiltraten 

assoziiert sind, ist die pathophysiologische Bedeutung der Infiltrate, insbesondere wie 

sie die TGCT-Progression und Prognose beeinflussen, nicht ausreichend erforscht. 

Als Bestandteil einer laufenden prospektiven Studie wurden seit 2017 umfassende 

Daten zu klinischen Parametern, Blutproben und testikuläres Gewebe von 59 Patienten, 

die sich einer Orchiektomie aufgrund eines testikulären Keimzelltumors unterzogen, 

gesammelt (Alter 18-69 Jahre; Mittelwert 25,7 Jahre; Seminom n=33; Nicht-Seminom 

TGCT n=7; Mischtumoren n=12; Leydig-Zell-Tumoren n=3; andere Pathologien n=4). 

Eine Vergleichsanalyse von SE-Patienten (n=30) umfasste Bouin-fixiertes und 

kryokonserviertes Gewebe vom zentralen Tumor, dem tumornahen und -fernen 

Gewebe. Immunhistochemisch wurden CD68-, CD11c-, CD3- und CD20cy-positive 

Zellen identifiziert. Eine quantitative RT-PCR ausgewählter Zellmarker, Zytokine und 

Chemokine, die mit der Infiltration von Treg- (ISG20, FOXP3, IL-10, TGF-β1), TH- (CD4, 

ICOS), Tc- (CD8a) und B-Zellen (IL-6, CXCL-13) korrelieren, wurde in SE-Patienten 

(n=3) durchgeführt. 

Die Histopathologie zeigte eine große Heterogenität im tumor-zentralen, -nahen und -

fernen Gewebe und beinhaltete SE (n=9), GCNIS (n=7), Hypospermatogenese/Sertoli-

Cell-Only-Phänotyp (HYP/SCO) (n=12) oder Kombinationen dieser Kategorien 

(SE+GCNIS n=10, SE+GCNIS+HYP/SCO n=2, SE+HYP/SCO n=0, GCNIS+HYP/SCO 

n=15). Immunhistochemisch wurden CD68-, CD11c-, CD3- und CD20cy- positive Zellen 

hauptsächlich in GCNIS- und SE-Biopsien detektiert. Ein semiquantitatives 

Bewertungssystem zeigte die höchste Anzahl an Immunzellen, vor allem CD3-positiven 

Zellen, im Tumorzentrum. Eine Analyse der Infiltrationsdichte und der klinischen 

Parameter der Patienten zeigte negative Korrelationen zwischen CD3-positiven 

Zellen/hCG-Konzentration, CD20cy-positiven Zellen/hCG-Konzentration und eine 

positive Korrelation zwischen CD3-positiven Zellen/Spermienkonzentration. 

Die quantitative RT-PCR bestätigte das proinflammatorische Milieu testikulärer 

Keimzelltumoren. 
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7. Summary 

Despite the presence of complex immunosuppressive mechanisms contributing to 

immune privilege in the testis, recruitment of immune cells with pro-inflammatory 

properties is observed in testicular infections or testicular germ cell tumors (TGCT). 

Although seminoma (SE) and pre-invasive germ cell neoplasia in situ (GCNIS) are 

associated with immune cell infiltrates, the pathophysiological relevance of these 

infiltrates and how they affect TGCT progression and prognosis, are poorly understood. 

Since 2017 as part of an ongoing prospective study, a comprehensive clinical data base 

was established, blood samples were collected and testicular tissue was obtained from 

patients undergoing orchidectomy for TGCT (age 18–69 years, mean 25.7; seminoma 

n=33; non-seminoma TGCT n=7; mixed tumors n=12; Leydig cell tumors n=3; other 

pathologies n=4). A comparative analysis of SE patients (n=30) included Bouin-fixed and 

cryopreserved tissue from tumor-central, -adjacent and -distant sites. Using 

immunohistochemistry, cells positive for CD68, CD11c, CD3, and CD20cy were 

identified. Quantitative RT-PCR of selected cellular markers, cytokines and chemokines 

correlating with the infiltration of Treg- (ISG20, FOXP3, IL-10, TGF-β1), TH- (CD4, ICOS), 

Tc- (CD8a) und B-cells (IL-6, CXCL-13) in SE patients (n=3) was performed. 

Histopathology showed considerable heterogeneity in tumor-central, -adjacent and 

distant sites, displaying SE (n=9), GCNIS (n=7), hypospermatogenesis/Sertoli-cell-only-

syndrome (HYP/SCO) (n=12), or combinations thereof (SE+GCNIS n=10, 

SE+GCNIS+HYP/SCO n=2, SE+HYP/SCO n=0, GCNIS+HYP/SCO n=15). Using 

immunohistochemistry, cells positive for CD68, CD11c, CD3 and CD20cy were mainly 

identified in GCNIS and SE. Semiquantitative scoring revealed the highest numbers of 

immune cells, especially CD3+ T-cells, in tumor-central areas. Analysis of infiltration 

density and clinical parameters showed negative correlations between CD3+ cells/hCG-

concentration, CD20cy+ cells/hCG-concentration and a positive correlation between 

CD3+ cells/sperm concentration. 

Quantitative RT-PCR of selected proteins, cytokines and chemokines confirmed that 

TGCT is associated with a pro-inflammatory milieu. 
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Sorting 
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FSH  Follikel-stimulierendes Hormon 

GCNIS  Germ cell neoplasia in situ 

HCG  Humanes Choriongonadotropin 

HE  Hämatoxylin und Eosin 

HYP/SCO  

Hypospermatogenese/Sertoli-Cell-

Only-Phänotyp 

IGCCCG  International Germ Cell 

Cancer Collaborative Group 

IL-1  Interleukin 1 

IL-10  Interleukin 10 

IL-6  Interleukin 6 

JAM  Junctional Adhesion Molecule 

KITLG  KIT-Ligand 

LDH  Laktatdehydrogenase 

LH  Luteinisierendes Hormon 

LIF  Leukaemia inhibiting factor 

MCP1  Macrophage Chemoattractant 

Protein-1 

MCP-1  Monocyte chemotactic protein 1 

MIF  Macrophage migration inhibitory-

factor 

Oct-3/4  Octamer binding transcription 

factor 3/4 

PGC  Primordial germ cells 

PLAP  Placenta-like alkaline 

phosphatase 

rSE  reines Seminom 

SE  Seminom 

TDS  Testicular dysgenesis syndrome 

Tfh  Follikuläre T-Helferzellen 

TGCT  Testicular germ cell tumor 

TGF-β  Transforming growth factor 

TIL  tumor infiltrating lymphocytes 

TNF-α  Tumornekrosefaktor-alpha 

Treg-Zellen  Regulatorische T-Zellen 

WHO  World Health Organization, World 

Health Organization 

z.B.  Zum Beispiel 
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12. Anhang 

12.1 Materialliste 

12.1.1 HE-Färbung/Immunhistochemie: Chemikalien, Antikörper, Puffer und 

Lösungen 

Tabelle 21: Verwendete Chemikalien für die HE-Färbung und Immunhistochemie. 

Produkt  Hersteller 

Ethanol ROTIPURAN®, ≥99,8 % p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Germany 

Xylene ROTIPURAN®, ≥99,8 % p.a. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Germany 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

TrisBASE Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Natriumchlorid, ≥99,5 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Germany 

Wasserstoffperoxid, 30 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Germany 

BSA, Albumin fraction V, ≥98 % Merck, Darmstadt, Germany 

Haematoxylin nach Mayer Morphisto GmbH, Frankfurt a.M., 

Germany 

Eosin G-Lösung, 1% Morphisto GmbH, Frankfurt a.M., 

Germany 

Roti-Mount Aqua® Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Germany 

Eukitt® Fluka Analytical 

NovaRed Peroxidase Substrate Kit® Vector Laboratories (Maravai Life 

Sciences), Burlingame, CA, USA 

AEC Peroxidase Substrate Kit® Vector Laboratories (Maravai Life 

Sciences), Burlingame, CA, USA 
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10x Tris-Puffer-Lösung: 

60,5 g TrisBASE werden in circa 900 ml destilliertem Wasser gelöst und auf einen pH-

Wert von 7,6 justiert. Mit destilliertem Wasser wird anschließend auf 1 l aufgefüllt, 90 g 

NaCl hinzugefügt und der pH-Wert erneut kontrolliert. 

1x Tris-Puffer-Lösung: 

100 ml 10x Tris-Puffer-Lösung werden mit 900 ml destilliertem Wasser versetzt und 1000 

µl Triton mithilfe eines Magnetrührers hinzugefügt. 

Tris-EDTA: 

25 ml 20x Tris-Puffer-Lösung werden mit destilliertem Wasser auf 500 ml aufgefüllt und 

auf einem Magnetrührer mit 250 µl Triton versetzt. 

Wasserstoffperoxid-Lösung: 

6 ml 30% Wasserstoffperoxid werden mit 54 ml 1x Tris-Puffer versetzt. 

Bovines Serum-Albumin, 1,5%: 

1g bovines Serum-Albumin wird mit 70 ml 1x Tris-Puffer-Lösung in einem Magnetrührer 

vermischt. 
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12.1.2 RNA-Extraktion 

 

Tabelle 22: Verwendete Chemikalien zur RNA-Extraktion 

Produkt Hersteller 

TRIzol® Reagent Ambion, LifeTechnologies, Carlsbad, CA, 

USA 

Chloroform Merck, Darmstadt, Germany 

2-Propanolol, ≥99,5 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Germany 

Diethylpyrocarbonate (DEPC) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Guanidinhydrochlorid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Germany 

Ethanol 70 %  

SDS-Lösung 1 %  

 

12.1.3 DNAse-Behandlung und reverse Transkription: Chemikalien und 

Thermoprotokolle 

 

Tabelle 23: Chemikalien der DNAse-Behandlung 

Produkt Hersteller 

DNase I, recombinant 10 U Roche Diagnostics, Mannheim, Germany 

25mM MgCl2 Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

DNase buffer Roche Diagnostics, Mannheim, Germany 

RNase inhibitor, 40U Ambion, Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA 
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Tabelle 24: Thermoprotokoll der DNAse-Behandlung 

Temperatur (in °C) Dauer (in min) Funktion 

37 25:00 Arbeitstemperatur DNAse 

75 5:00 Deaktivierung und Abbau 

DNAse 

 

Tabelle 25: Chemikalien der reversen Transkription 

Produkt Hersteller 

10x PCR buffer GOLD Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

dNTP Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

25mM MgCl2 Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

50μM Random Hexamers Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

RNase inhibitor, 20U Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

MultiScribe® Reverse transcriptase, 50U Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

RNA-free water Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Germany 
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Tabelle 26: Thermoprotokoll der reversen Transkription 

Temperatur (in °C) Dauer (in min) 

21 8:00 

42 15:00 

99 5:00 

5 5:00 

4 Pause 
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12.1.4 RT-PCR zur Qualitätskontrolle und Gelelektrophorese: Chemikalien und 

Thermoprotokolle 

 

Tabelle 27: Chemikalien und Verbrauchsmaterial der RT-PCR 

Produkt Hersteller 

10x PCR buffer GOLD Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

dNTP Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

25mM MgCl2 Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

GAPDH Primer Forward/Reverse Siehe Abschnitt 3.2.3 

AmpliTaq GOLD DNA polymerase, 5U Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

Steriles, bidestilliertes Wasser  

 

Tabelle 28: Thermoprotokoll der Kontroll-RT-PCR 

Temperatur (in °C) Dauer (in min) 

95 09:00 

94 00:40 

60                   35x            00:40 

72 0:40 

72 7:00 

4 Pause 
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Tabelle 29: Chemikalien und Verbrauchsmaterial der Gelelektrophorese 

Produkt Hersteller 

peqGOLD Universal Agarose Peqlab Biotechnology GmbH, Erlangen, 

Germany 

TAE Puffer (1x)  

GelGreen Nucleid Acid Stain Biotium, Hayward, CA, USA 

Gel loading dye purple New England Biolabs, Ipswich, Boston, 

MA, USA 

Ladepuffer  

50bp-Marker  

 

12.1.5 qRT-PCR mit Berechnung der relativen Genexpression: Verbrauchsmaterial 

und Thermoprotokoll 

 

Tabelle 30: Verbrauchsmaterial der qRT-PCR 

Produkt Hersteller 

TaqMan® Gene Expression Master Mix LifeTechnologies, Carlsbad, CA, USA 

Steriles, bidestilliertes Wasser  

 

Tabelle 31: Thermoprotokoll der qRT-PCR 

Temperatur (in °C) Dauer (in min) 

95 10:00 

95 00:15 

60 01:00 

 

  

39x
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12.1.6 Geräte, Software und Verbrauchsmaterialien 

 

Tabelle 32: Geräte, Software und Verbrauchsmaterialien (Übersicht) 

Produkt Hersteller 

CFX96TM RealTime Cycler Bio-Rad, Munich, Germany 

CFX Manager Software Bio-Rad, Munich, Germany 

SPSS Statistics 27 IBM®, Armonk, USA 

Prism 9 GraphPad Software, Boston, USA 

Centrifuge MICRO 120 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany 

Centrifuge MIRCO 22R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany 

Hard-Shell PCR Plates 96-well, thin wall Bio-Rad, Munich, Germany 

Filter tips Nerbe plus, Winsen/Luhe, Germany 

IKA® T-10 basic Ultra Turrax 

Homogenizer 

IKA® Werke GmbH & CO. KG, Staufen 

Germany 

Microscope Leica® DM750 Leica, Solms, Germany 

Microwave oven, CB 1273 Bomann, Kempen, Germany 

PCR tubes Nerbe plus, Winsen/Luhe, Germany 

Sliding microtome, Leica SM2000 R Leica, Solms, Germany 

Histobond adhesive microscope slides Marienfeld, Lauda-Königshofen, 

Germany 

T Professional Trio Thermocycler Biometra GmbH, Göttingen, Germany 

Transilluminator UVsolo Biometra GmbH, Göttingen, Germany 

Transilluminator UVIdoc Biometra GmbH, Göttingen, Germany 
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