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In-vitro-Spermatogenese
J. B. Stukenborg, S. Schlatt

In-vitro-Differenzierung und Manipulation testikulärer Keimzellen kann ein essenzieller Bestandteil werden, um das Verständnis der Physiologie prämeio-
tischer, meiotischer und postmeiotischer Prozesse der männlichen Keimbahn zu verbessern. Experimente mit unterschiedlichen Kulturansätzen und der
Einsatz potenziell spermatogenesefördernder Faktoren zeigten jedoch auch die Limitierung dieser Ansätze, da aufgrund fehlender optimaler Kulturbedin-
gungen keine vollständige Spermatogenese in vitro erzielt wurde. Neueste Studien zeigen, dass für einen erfolgreichen Ansatz essenzielle Wachstums-
faktoren und Hormone mit einer strukturgebenden Umgebung, die der der Stammzellnische des Hodens ähnlich ist, kombiniert werden müssen. Dieser
Übersichtsartikel fokussiert auf experimentellen Ansätzen zur Differenzierung testikulärer Säugerkeimzellen, die eine klinische Option zukünftiger Fertili-
tätsreserve für präpubertäre Patienten darstellen.

Schlüsselwörter: Testis, Keimzelldifferenzierung, Organkultur, Kryokonservierung, Fertilitätsreserve

In vitro Spermatogenesis. In vitro differentiation and manipulation of testicular germ cells could become an essential tool to understand the physiology
of pre-meiotic, meiotic and post-meiotic processes of the male germline. Experiments using various in vitro conditions were performed, but demonstrated
the limitations of all approaches to complete spermatogenesis in vitro, due to a lack of appropriate culture conditions. Current studies indicate that an
experimental setting to optimize the spermatogenic progress in vitro needs to combine supporting growth factors and hormones as well as structural
components which mimic the testicular stem cell niche. This review focuses on experiments to differentiate mammalian germ cells, which might become
a clinical option for fertility preservation in pre-pubertal patients. J Reproduktionsmed Endokrinol 2009; 6 (5): 195–8.
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Seit nahezu 100 Jahren sind Unter-
suchungen zur Physiologie testikulärer
Keimzellen ein fester Bestandteil der
reproduktionsbiologischen und repro-
duktionsmedizinischen Forschung. Ers-
te Versuche wurden 1915 von Richard
Goldschmidt an testikulären Gewebe-
kulturen des Nachtfalters Samia cecro-
pia durchgeführt. Diese Versuche be-
schrieben erstmalig die Differenzierung
früher Spermatozyten über einen Zeit-
raum von 3 Wochen. Außerdem wurde
gezeigt, dass im Gegensatz zu den ersten
Teilungen der Spermatogonien eine
Vollendung der Meiose mit anschließen-
der Reifung der Spermatiden innerhalb
weniger Tage abgeschlossen werden
kann [1]. 2008 beschreiben Kawamoto
et al. in einem ähnlichen Ansatz die
autonome Differenzierung früher Sper-
matogonien der Taufliege Drosophila
melanogaster in motile Spermatozoen
in vitro [2].

Ein vergleichbarer Erfolg bei der Diffe-
renzierung testikulärer Keimzellen aus
Säugern scheint jedoch weitaus schwie-
riger zu sein, da bis heute keine vollstän-
dige Differenzierung in vitro erreicht
werden konnte [3, 4]. Eine Übertragung
der Versuchsanordnungen auf Gewebe-
kulturen testikulären Gewebes von Säu-

getieren wurde bereits 1920 beschrieben
[5]. In diesen Studien wurden Gewebe-
stückchen adulter Kaninchenhoden bis
zu einer Woche in einer mit Blutplasma
angereicherten Kultur gehalten. Degene-
ration von Spermatozyten und Spermati-
den traten nach 2–9 Tagen auf. Eine Ver-
besserung im Bezug auf Überlebensrate
und Differenzierung wurde 16 Jahre spä-
ter von Michailow in der Kultur 10 Tage
alter Kaninchenhoden beschrieben [6].
In diesen Versuchen wurden Samen-
kanälchen (Tubuli seminiferi) 70 Tage
in Kultur gehalten (Abb. 1). Alle oben
genannten Studien zeigten, dass die
überlebende Population sich auf undif-
ferenzierte Keimzellen beschränkt. In-
vitro-Differenzierung in Organkulturen
und damit in einer intakten testikulären
Mikroumgebung wurden in den 1960er-
Jahren von Anna und Emil Steinberger
beschrieben. Ausgehend von undifferen-
zierten Spermatogonien der Ratte konnte
eine Differenzierung bis zu pachytänen
Spermatozyten beobachtet werden. Die-
se Reifung undifferenzierter Spermato-
gonien bis weit in die Meiose ist auf eine
Verbesserung der Kulturbedingungen
zurückzuführen. Ein optimaler pH-Wert
des Zellkulturmediums von 7,4, eine
CO

2
-Konzentration von 5 %, eine Kul-

turtemperatur von 35 °C, entsprechend

der Temperatur im Scrotalbereich und
ein chemisch definiertes Medium ersetz-
ten das bis dato verwendete Blutplasma,
was zu besser kontrollierten Kultur-
bedingungen führte [7, 8]. Die Organ-
kultur humaner testikulärer Keimzellen
wurde erstmalig 1967 unter Verwen-
dung dieser Kulturanordnung beschrie-
ben und resultierte in der Differen-
zierung präleptotäner zu pachytäner
Spermatozyten [9].

Sämtliche Organkulturansätze zeigten,
dass sich undifferenzierte Keimzellen
weit in die Prophase der Meiose diffe-
renzieren lassen. Allerdings wurde nie
eine vollständige Spermatogenese aus-
gehend von spermatogonialen Stamm-
zellen erzielt. In späteren Studien wurde
der Einfluss unterschiedlicher Hormone
und Wachstumsfaktoren nicht nur auf
prämeiotische Keimzellproliferation und
Differenzierung, sondern auch auf die
somatische Komponente testikulärer
Gewebe von Nagern untersucht [10, 11].
Die Zugabe von Aktivin und follikel-
stimulierendem Hormon (FSH) in eine
Kultur immaturer testikulärer Fragmente
unterstützte die Initiierung der Sertoli-
Zellproliferation und Keimzellexpan-
sion während einer Kulturdauer von 3
Tagen. Die Gruppe um Erkillä unter-
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suchte den Einfluss von Testosteron auf
humane Tubuli seminiferi in vitro und
konnte eine Suppression der Apoptose-
aktivität in testikulären Keimzellen zei-
gen [12].

Auch wenn in Organkulturansätzen eini-
ge Differenzierungs- und Wachstums-
prozesse im Hodengewebe stattfinden,
kommt es in den verwendeten Gewebe-
stückchen zu einer Ischämie und An-
oxie. Daraus resultiert eine Unterversor-
gung des Gewebes. Um diese Effekte zu
umgehen, verwendete die Arbeitsgruppe
um Dietrich eine Einzelzellsuspension
testikulärer Keimzellen anstatt eines Ge-
webestückchens [13] (Abb. 1). Die Kul-
tur isolierter Keimzellfraktionen wurde
danach eine von vielen Gruppen mit
unterschiedlichen Fragestellungen ver-
wendete Methodik [13–18]. Die An-
reicherung spezifischer Keimzellstadien
ist heute ein wichtiger Bestandteil zur
Untersuchung der Spermatogenese und
ermöglicht eine differenzielle Betrach-
tung definierter Phasen der Keimzell-
differenzierung.

Erfolgreiche Methoden zur Isolierung
und Anreicherung von Spermatogonien
wie fluoreszenzaktivierte Zellsortierung
(„fluorescence activated cell sorting“
[FACS]) [14, 15], Schwerkraftsedimen-

tation mit Percoll [16], die „STAPUT-
Technik“ [17], magnetisch aktivierte
Zellsortierung („magnetic activated cell
sorting“ [MACS]) [18–21] und magneti-
sche Sortierung mit Dynabeads [22]
wurden bereits in den vergangenen Jah-
ren beschrieben. Für die meisten Auf-
reinigungsmethoden sind spezifische
Zelloberflächenmarker unabdingbar.
Spermatogoniale Oberflächenmarker
wie Gfrα-1 („glial cell line-derived neu-
rotrophic factor [GDNF] family receptor
alpha“), Notch-1 („notch superfamily“),
c-kit (transmembrane Tyrosin Kinase),
CD-9 (Tetraspanin transmembranes Pro-
tein), α-6-integrin und CDH-1 (auch be-
kannt als E-cadherin) wurden im Nager-
modell charakterisiert und anschließend
auch bei der Isolation humaner Sperma-
togonien eingesetzt [21].

Die oben genannten Proteine werden
in unterschiedlichen Spermatogonien-
typen, nicht aber selektiv in spermato-
gonialen Stammzellen exprimiert. Zur-
zeit gibt es keinen spezifischen Ober-
flächenmarker für spermatogoniale
Stammzellen. Jedoch scheint das Protein
Gfrα-1 ein gut geeigneter Oberflächen-
marker zu sein, um Subpopulationen von
Spermatogonien zu selektieren, die
einen hohen Anteil an testikulären
Stammzellen enthalten [18–20].

Untersuchungen an Zellfraktionen sper-
matogonialer Stammzellen und differen-
zierter Keimzellen aus präpubertärem
und maturem Gewebe ergaben, dass
Keimzellen aus immaturem Gewebe in
vitro besser überleben als Zellen aus
adultem Gewebe und dass das Alter des
verwendeten Gewebes eine entscheiden-
de Rolle spielt [23, 24]. Demnach emp-
fiehlt es sich, zur Optimierung des ver-
wendeten Kulturansatzes sowohl zur
Etablierung einer spermatogonialen
Stammzelllinie als auch bei Untersu-
chungen zur In-vitro-Differenzierung
juveniles Gewebe zu verwenden.

In situ regulieren testikuläre somatische
Zellen (direkter Kontakt: Sertoli-Zellen;
indirekt durch endokrine/parakrine
Faktoren: Leydig-Zellen, Makrophagen,
peritubuläre Zellen) die Spermatoge-
nese. Um die Rolle somatischer Zellen
besser zu verstehen, wurden bei in vitro
Experimenten an isolierten Keimzellen
entweder Sertoli- und Leydig-Zellen als
unterstützende Zellen kokultiviert oder
das Kulturmedium mit Wachstumsfak-
toren (z. B. „leukaemia inhibiting fac-
tor“ [LIF], „glial cell line-derived neuro-
trophic factor“ [GDNF], „stem cell fac-
tor“ [SCF]) angereichert, die von soma-
tischen Zellen im Hoden produziert wer-
den. Es wurde ausgewertet, ob die Ko-
kultur oder die Präsenz von Wachstums-
faktoren zu einer verbesserten Über-
lebensrate und/oder zur Proliferation der
testikulären Keimzellen führte [17, 25].

Viele dieser In-vitro-Untersuchungen
zur Physiologie der Keimzellvermeh-
rung und Differenzierung spermatogo-
nialer Subtypen wurden in konventio-
nellen Kulturansätzen durchgeführt
(z. B. [26–29]). Jedoch zeigten Analy-
sen von Gewebekulturen und Keimzell-
transplantationsexperimenten neben den
unterstützenden Effekten somatischer
Zellen oder angereicherter Medien die
Bedeutung der Stammzellnische für die
Kolonisation spermatogonialer Stamm-
zellen. Die Stammzellnische im Säuger-
hoden wird von somatischen testikulä-
ren Zelltypen geformt. Die Lage der
testikulären Blutgefäße korreliert mit
der Lokalisation der spermatogonialen
Stammzellen im Tubulus und impliziert,
dass Stammzellnischen nicht zufäl-
lig verteilt sind [30]. Konventionelle
Zellkulturansätze verwenden gewöhn-
lich Kulturschalen oder Kulturflaschen,
die keine Ausbildung dreidimensionaler

Abbildung 1: Schematische Darstel-
lung verschiedener Kulturansätze zur
Differenzierung männlicher Keimzellen
in vitro. Gewebekulturansatz (a) be-
schreibt die Verwendung einzelner Sa-
menkanälchen, Gewebekulturansatz (b)
die Kultur kleiner testikulärer Gewe-
bestückchen. Sowohl Gewebekultur (a)
und (b) als auch der „konventionelle“
Einzellzellkulturansatz zeigten in ver-
schiedenen Studien eine Differenzie-
rung prämeiotischer Keimzellen zu
pachytänen Spermatozyten. Zusätzlich
konnte die Differenzierung meiotischer
Zellen in postmeiotische Zellen in Ein-
zelzellkulturen beobachtet werden.
Kürzlich veröffentlichte Studien mit
zwei- (c) oder einphasigen (d) „3D-
Kulturansätzen“ zeigten die Differenzie-
rung prämeiotischer zu postmeiotischer
Zellen in vitro.
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Zellaggregate oder stammzellnischen-
ähnlicher Strukturen ermöglichen. Hin-
gegen verbessert die Bereitstellung einer
dreidimensionalen Matrix durch die
Verwendung gelartiger Materialien die
Keimzellprogression [31] und unter-
stützt die Effizienz meiotischer Prozesse
in vitro [19, 32–35].

In unseren Studien zur Keimzelldif-
ferenzierung in vitro haben wir eine Me-
thode, die zuerst als klonaler Assay zur
Charakterisierung von Knochenmarks-
zellen und deren regulierender Faktoren
etabliert wurde [36], zur Analyse der
klonalen Expansion kultivierter Keim-
zellen modifiziert (Abb. 1) [19, 35]. Die
dreidimensionale Matrix unseres Ver-
suchsansatzes wird durch zwei Agar-
Schichten bereitgestellt, einer Gel-Phase
(0,35 % Agar) und einer darunterliegen-
den festen Phase (0,5 % Agar). Der
zweiphasige Ansatz des „Soft Agar Cul-
ture Systems (SACS)“ erlaubt die Zu-
gabe somatischer testikulärer Zellen
und/oder Wachstumsfaktoren ohne die
isolierte und angereicherte Keimzell-
fraktion zu „kontaminieren“.

Während ein direkter zellulärer Kontakt
zwischen Keimzellen und Sertoli-Zellen
in vivo besteht, scheint dieser für die
Proliferation von geringerer, jedoch für
die Differenzierung männlicher Keim-
zellen in vitro von größerer Bedeutung
zu sein [19].

In Kulturen testikulärer Keimzellen der
Ratte wurde gezeigt, dass der entschei-
dende Schritt der Differenzierung von
mittlerer zu später pachytäner Spermato-
zyte in vitro die Expression regulieren-
der Proteine ist [37]. Meiotische und
postmeiotische Prozesse werden durch
die Wirkung von Testosteron und FSH
in vitro reguliert. Testosteron und SCF
unterstützen zudem die Überlebensrate
von Sertoli- und Keimzellen während
der Kulturzeit durch eine Inhibierung
der Apoptose [38]. Prinzipiell zeigen
diese In-vitro-Versuche, dass die Initi-
ierung der Meiose von der Präsenz oder
dem Fehlen endokriner und parakriner
Faktoren und der Unterstützung durch
Sertoli-Zellen [39] abhängt. Diese Fak-
toren umfassen verschiedene aktivieren-
de intrazelluläre Signalmoleküle, inklu-
sive Vertreter der Bcl-2 Familie, Fas/
Fas-Liganden und „tumour necrosis fac-
tor alpha-related apoptosis-inducing
ligand“ (TRAIL), P53 und „cyclic AMP

responsive element modulator“ (CREM)
[40–42]. Übertragen auf unseren Ver-
suchansatz zeigte die Anreicherung des
Kulturmediums mit den obengenannten
Hormonen die bereits beschriebenen
Wirkungen zur Verbesserung der Über-
lebensrate und Differenzierung der kul-
tivierten testikulären Zellen. Die Zugabe
von LH resultierte in der Produktion von
Testosteron, welches für eine intakte
Leydig-Zellfraktion innerhalb der Zell-
population spricht. Unter diesen Kultur-
bedingungen, bei denen somatische Zel-
len und Keimzellen in der Agarschicht
kleine bis große Aggregate bilden kön-
nen, durchlaufen prämeiotische Keim-
zellen die meiotischen und postmeioti-
schen Entwicklungsstadien und diffe-
renzieren vollständig bis zum Stadium
elongierter Spermatiden. Die Dauer der
Zellkultur bis zum Auftreten elongierter
Spermatiden betrug ca. 5 Wochen in
vitro [35]. Demnach konnte erstmalig in
unseren Studien die Differenzierung
prämeiotischer Keimzellen in morpholo-

gisch intakte Spermien beschrieben wer-
den.

Auch wenn die verbesserten Kulturbe-
dingungen vielversprechend sind, muss
dennoch die Tatsache im Hinterkopf be-
halten werden, dass es sich bei diesen
Studien um experimentelle Ansätze han-
delt. Weitere Forschungen, gerade im
Bereich humaner Keimzelldifferenzie-
rung in vitro, sind dringend erforderlich.
Unsere Ergebnisse geben aber Anlass
zur Hoffnung, in Zukunft mit innovati-
ven Zellkulturtechniken Spermien aus
immaturen Keimzellen gewinnen zu
können. Deshalb erscheint es schon jetzt
insbesondere bei präpubertären Jungen,
die sich einer gonadotoxischen Krebs-
therapie unterziehen müssen, sinnvoll,
mit der Kryokonservierung testikulärer
Gewebestückchen von Patienten zu be-
ginnen, um mögliche Erfolge zukünfti-
ger Forschung zur In-vitro-Generierung
von Spermien auch für diese Patienten
offen zu halten.

Relevanz für die Praxis

In den vergangenen Jahren wurden neue experimentelle In-vitro-Verfahren zur
Erforschung molekularer und zellulärer Mechanismen der Spermatogenese einge-
setzt, die mit hoher Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung von Methoden mit klini-
scher Relevanz führen werden. Diese geben Anlass zur Hoffnung, in Zukunft Zell-
kulturansätze zur Gewinnung humaner Spermien aus immaturen Keimzellen etab-
lieren zu können.

Unter Berücksichtung der ethischen Richtlinien sollten diese experimentellen
Ansätze und die daraus gewonnenen Erkenntnisse in kontrollierten präklinischen
und klinischen Studien vom Nagermodell über den nicht-humanen Primaten auf
den Menschen übertragen werden.

Mit der Kryokonservierung humaner testikulärer Biopsien kann in Zentren, die
über entsprechende Kryokonservierungsprotokolle und die Möglichkeit zur Lage-
rung der Gewebeproben verfügen, bereits jetzt begonnen werden, um den Patien-
ten von heute die möglichen Erfolge zukünftiger Forschung zur Generierung von
Spermien offen zu halten.
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