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1 Zusammenfassung

Die Interaktion zwischen Keimzellen und Sertoli-Zellen ist von entscheidender Bedeutung fiir
die Spermatogenese. Neben endokrinen Faktoren spielen hierbei auch Angiogenesefaktoren
wie VEGF und Zelladhdsionsmolekiile eine wichtige Rolle. Jedoch ist die Bedeutung dieser
Faktoren nicht ausreichend geklért. Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Rolle
angiogenetischer Faktoren wie VEGF und des pro-angiogenetischen Zelladhidsionsmolekiils
CEACAMI bei der Spermatogenese zu untersuchen. Immunhistochemische Analysen
ergaben ein dem normalen Hodengewebe entsprechendes Expressionsmuster fiir VEGF und
seine Rezeptoren, VEGFR-1 und VEGFR-2, in Sertoli-Zellen kultivierter Samenkanélchen.
Die VEGF-Expression stieg deutlich am 7. und die von VEGFR-2 am 4. Kulturtag an. An
Paraffinschnitten des normalen Hodengewebes wurde CEACAM1 nur im adluminalen
Abschnitt der Sertoli-Zellen gefunden. Auch im Nebenhodengang war CEACAMI an der
luminalen Epitheloberfliche des Nebenhodenganges nachweisbar. Western Blot-Analysen an
Proteinextrakten aus dem Hodengewebe bestitigten diese Ergebnisse und ergaben zwei
Banden in der erwarteten Hohe von 160 und 120 kDa. Auch im Ejakulat fertiler Individuen
war CEACAMI1 nachweisbar. In kultivierten Samenkanélchen nahm die CEACAM1-Firbung
in Sertoli-Zellen ab dem 3. Kulturtag zu und war wie bei VEGF am 7. Kulturtag am stéirksten.
Bemerkenswerterweise erreichte die Firbung ab dem 4. Kulturtag auch die basalen
Abschnitte der Sertoli-Zellen. Unter Stimulation der Samenkanélchen mit VEGF nahm die
Intensitidt der CEACAM1-Fiérbung in Sertoli-Zellen bereits ab dem 2. Kulturtag zu, in
vergleichbarer Stirke wie in Sertoli-Zellen der Samenkanilchen mit Carcinoma-in-Situ (CIS).
Interessanterweise waren Samenkanilchen, die ausschlieBlich Sertoli-Zellen enthielten,
negativ fiir CEACAMI1. Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Befunde, daf}
angiogenetische Faktoren wie VEGF die Expression von Zelladhdsionsmolekiilen wie
CEACAMI in Sertoli-Zellen regulieren und damit die innere Struktur des Keimepithels sowie

den reguldren Ablauf der Spermatogenese beeinflussen.



2 Einleitung

Das Hodengewebe ist prinzipiell in zwei Kompartimente zu unterteilen, ein tubuléres
Kompartiment, welches das Keimepithel beinhaltet und in dem die Spermatogenese
stattfindet, sowie ein interstitielles Kompartiment mit hormonproduzierenden Leydigzellen
und Gefi3en. Das Keimepithel besteht aus Sertoli-Zellen und Keimzellen. Die Sertoli-Zellen
spielen eine entscheidende Rolle fiir die Aufrechterhaltung der tubuldren Struktur und den
geregelten Ablauf der Spermatogenese, indem sie durch spezielle Zell-Zellkontakte das
Keimepithel in ein basales und ein adluminales Kompartiment gliedern. Unter diesen Zell-
Zellkontakten bilden Tight-junctions zwischen den Sertoli-Zellen das morphologische
Korrelat der Blut-Hoden-Schranke (Dym and Fawcett, 1970, Schulze, 1984, Wong et al.,
2004, Yan HH and Cheng CY, 2005).

Das basale Kompartiment enthilt die Stammzellen der Spermatogenese (Spermatogonien)
und im adluminalen Kompartiment differenzieren sich die Keimzellen bis zu den reifen
Spermatiden. Wahrend der Proliferation, Differenzierung und Reifung bleiben diese solange
in einem interaktiven Kontakt mit Sertoli-Zellen, bis sie als reife Spermatiden in das Lumen
der Samenkanélchen abgegeben werden.

Die Spermatogenese des menschlichen Hodens ist ein komplexer Prozess, bei dem die
Spermatogenesestadien rdumlich versetzt vorkommen, so dass eine spiralformige Anordnung
innerhalb der Samenkanilchen entsteht (Schulze, 1984).

Die Steuerung der Spermatogenese und Hormonproduktion wird einerseits systemisch durch
die Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse, andererseits durch lokale regulative
Mechanismen, also iiber parakrine und autokrine Regulationsprozesse, ermoglicht. Beide
Achsen wirken auf beide Kompartimente des Hodens. Hierbei spielt die Mikrovaskulatur des
Hodens iiber Versorgungsaspekte hinaus fiir die hormonelle Steuerung und Regulation der

Spermatogenese eine wichtige Rolle (Damber et al., 1992, Ergiin et al., 1996).



2.1 Organisation der Mikrovaskulatur des menschlichen Hodens

Die beiden Kompartimente des Hodengewebes, also Tubuli Seminiferi und das Interstitium,
sind iiber die Mikrovaskulatur miteinander verbunden (Abb. 1). Das zufiihrende Blutgefil3 ist
die A. testikularis. Ihre Endiste treten in das Hilum des Hodens ein und verlaufen dann in
der inneren Schicht der Tunica albuginea.

Von hier aus gehen Zentripetale Gefifle aus, die innerhalb der Septula testis bis zum Rete
testis ziehen. Hier bilden sie GefdBschlaufen, deren riickldufige Schenkel als Aa. recurrentes
innerhalb der Lobuli testis ziehen in Richtung Tunika albuginea. Dabei verzweigen sie sich
innerhalb der Hodenldppchen im interstitiellen Gewebe und geben in regelmiBigen
Abstinden Aa. segmentales ab (Ergiin et al., 1994). Aus den Asten der Aa. segmentales
hervorgehende Kapillaren werden zunichst von Leydig-Zellgruppen ummantelt, erreichen
die Wand der Samenkanilchen (Lamina propria) und verlaufen dann als Intramurale
Kapillaren innerhalb der Lamina propria. Nach dem Verlassen der Lamina propria werden
diese Kapillaren erneut von Leydigzellen ummantelt, bevor sie schlieBlich in Venulen
einmiinden. Interessanterweise ist die kapilldre Strecke innerhalb der Lamina propria von
Samenkanilchen teilweise fenestriert, ein morphologischer Hinweis auf eine besondere
funktionelle Bedeutung dieser kapilldaren Strecke. Nahrstoffe, Hormone und andere regulative
Faktoren gelangen so iiber die Mikrovaskulatur (intramurale Kapillaren) zum Keimepithel

(Ergiin et al., 1997). Das Keimepithel selbst ist avaskulir.



A. recurrens Tubulus seminiferus V. intralobularis

A. segmentalis

Inter-Leydigzell- Intramuralkapillare Inter-Leydigzell-
Kapillare auf der Kapillare auf der
arteriellen Seite venosen Seite

Kapillare GeféBstrecke des menschlichen Hodens
aus Ergiin et al. 1996

Abb. 1: Kapillire GefiBstrecke des menschlichen Hodens

Die graphische Darstellung gibt die kapilldre GefdBstrecke in Zusammenhang mit Leydigzellen und
Tubuli seminiferi beim Menschen wieder.

Die Permeabilitit der testikuldren Mikrovaskulatur ist fiir den Transport und die gleichméBige
Verteilung der Hormone sowie der lokal gebildeten Faktoren zwischen den
Gewebskompartimenten des Hodens von groBBer Bedeutung (Damber et al., 1992, Ergiin et al.,
1996). Daher bilden Substanzen, die die Kapillarisierung des Hodens und die
GefiBdurchlissigkeit der Hodengefi3e steuern, eine wesentliche Grundlage fiir den Erhalt der
Spermatogenese und somit der ménnlichen Fertilitét.

Der potenteste Faktor darunter, welcher bei physiologischen und pathologischen Prozessen
die Gefilldurchlassigkeit reguliert und bei der Vaskularisation von Tumorgewebe eine
zentrale Rolle spielt, ist der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Dvorak et al.,
1995 Senger et al., 1993). Hierbei wird VEGF hauptsédchlich von Geweben oder Zellgruppen

gebildet, die den Blutgefid3en benachbart sind. Die Rezeptoren fiir VEGF, VEGFR-1 und



VEGFR-2 sind zunéchst hauptsidchlich auf Endothelzellen gefunden worden. VEGF fiihrt in
vitro zur Migration und Proliferation der Endothelzellen und induziert in vivo die
Angiogenese.

Unter dem Begriff Angiogenese versteht man die Neubildung von Blutgefdfien aus bereits
bestehenden Gefillen (Folkman, 1984, Risau, 1997, Carmeliet, 2000). Dieses ist ein hoch
komplexer Vorgang, der mit der gezielten und strikt lokalisierten Auflésung der Gefa3wand
beginnt und mit der Bildung mehr oder weniger ausgereifter neuer GefaB3strukturen endet
(Grant und Kleinman, 1997). In Gang gesetzt wird dieser ProzeB in aller Regel durch die
kontrollierte Freisetzung von sogenannten angiogenen Faktoren und die prizise regulierte
Expression der entsprechenden Rezeptoren fiir diese Faktoren auf den Gefid3endothelzellen
(Vailhé et al., 2001). Physiologisch betrachtet findet Angiogenese bei der embryologischen
Entwicklung sowie bei der Organentwicklung in der fetalen Periode statt (Risau und Flamme,
1995). Im adulten Organismus kommt Angiogenese im Rahmen zyklischer Prozesse im
Eierstock, in der Plazenta und bei den zyklischen Verdnderungen des Endometriums vor
(Modlich et al., 1996). Sie ist auch an der Entwicklung der Milchdriisengiinge im adulten
Organismus beteiligt (Asahara et al., 1997, Asahara et al., 1999, Lin et al., 2000, Luttun et al.,
2002, Ribatti et al., 2001, Shi et al., 1998). Bei der Wundheilung und in zahlreichen
pathologischen Prozessen, wie Wachstum und Metastasierung von Tumoren, sowie bei
ischdmischen und entziindlichen Vorgingen, findet Angiogenese ebenso statt (Findlay, 1986,

Banda et al., 1982, Folkman und Shing, 1992, Folkman, 1995, Folkman, 1971).
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2.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und seine Rezeptoren

VEGTF ist der wichtigste bisher beschriebene Angiogenesefaktor, welcher iiber hochaffine
Tyrosinkinaserezeptoren seine Wirkung hauptsédchlich an Endothelzellen entfaltet.

VEGF ist ein homodimeres Glykopeptid von 46 kDa mit einem mitogenen Effekt fiir
Endothelzellen (Yoshida et al., 1996). Es besteht eine strukturelle Homologie zu dem Placenta
Like Growth Factor (PIGF) und zu dem Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (Conn et al.,
1990, Keck et al., 1989). Die erste Isolation erfolgte aus den FSH-produzierenden Zellen der
Hypophyse (Ferrara und Henzel, 1989), sowie aus hypophysiren Zell-Linien (Gospodarowicz
et al., 1989).

Es gibt viele Isoformen (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D/ VEGF-related Protein
(VPR), orf virus-VEGF (VEGF-E)), die eine unterschiedliche Affinitdt zu Heparin aufweisen
(Olofsson et al., 1996, Joukovet et al., 1996, Lee et al., 1996, Senger et al., 1993, Orlandini et
al., 1996) und sich in der Anzahl ihrer Aminosiuren unterscheiden. Diese Isoformen entfalten
thre Wirkung iiber verschiedene Rezeptoren aus der Familie der Tyrosinkinasen. Die
funktionellen und strukturellen Eigenschaften der verschiedenen VEGF-Subtypen, sowie ihrer
Rezeptoren sind in mehreren Ubersichtsarbeiten beschrieben worden (Klagsbrun und

D’ Amore, 1996, Neufeld et al., 1999, Veikkola und Alitalo, 1999, Ferrara, 2000).

Zu VEGF-A: Funf Isoformen von VEGF-A mit 121, 145, 165, 189 und 206 Aminosiuren
konnten identifiziert werden, welche durch alternatives Spleifen von mRNA entstehen
(Tischer et al., 1991). Im Folgenden wird VEGF-A kurz als VEGF benannt, so, wie es auch in
der gingigen Literatur iiblich ist.

Die Wirkung von VEGF wird durch Tyrosin-Kinase-Rezeptoren der Klasse III mit hoher
Affinitit zu VEGF vermittelt. Bisher sind zwei Rezeptoren fiir VEGF identifiziert und
geklont worden: VEGFR-1 (auch Fms-like Tyrosin-kinase-1; Flt-1) mit der hochsten

Affinitit zu VEGF-A sowie VEGFR-2 (Fetal-liver-kinase der Maus; Flk-1), welcher beim
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Menschen als Kinase-insert Domain-containing Receptor (KDR) bezeichnet wird (Quinn et
al., 1993, DeVries et al., 1992, Terman et al., 1992, Quieren et al., 1993). VEGFR-3 (Fit-4),
ebenfalls ein Rezeptor der Tyrosin-Kinase-Familie von 180 kDa mit einer groBen Ahnlichkeit
zu VEGFR-1, dient hingegen als Ligand fiir VEGF-C und VEGF-D, aber nicht fiir VEGF-A
(Galland et al., 1993, Pajusola et al., 1994). VEGFR-1 hat ein Molekulargewicht von 180
kDa, VEGFR-2 ein Molekulargewicht von 200 kDa (DeVries et al., 1992, Quinn et al.,1993).
VEGFR-1 ist nicht nur ein hochaffiner Rezeptor fiir VEGF-A und seine Isoformen, sondern
bindet dariiberhinaus auch PIGF (Olofsson et al., 1998). VEGFR-2 ist der Rezeptor, der die
verschiedenen Isoformen von VEGF-A bindet und auch eine gewisse Affinitit zu VEGF-C
hat. Diese Rezeptoren besitzen eine extrazelluldre Doméne aus sieben Immunglobulinen und
eine intrazelluldire Domine mit Tyrosinkinase Aktivitdt (DeVries et al., 1992, Terman et al.,
1992). Uber die Interaktion von VEGFR-3 wird nicht nur Angiogenese, sondern auch
Lymphangiogenese aktiviert (Jeltsch et al., 1997). VEGFR-1 und VEGFR-2 werden
hauptsichlich in Endothelzellen exprimiert. Dementsprechend wirkt VEGF fast ausschlieBlich
dort mitogen (Yamaguchim et al., 1993, Jakeman et al., 1992). In proliferierenden
Endothelzellen sind die Expressionswerte der mRNA der beiden VEGF-Rezeptoren, VEGFR-
1 und VEGFR-2 am hochsten (Plate et al., 1992). Einige Veroffentlichungen beschreiben aber
auch die Expression des einen oder beider VEGF- Rezeptoren in nicht-endothelialen Zellen.
VEGFR-1 wird u.a. exprimiert in Trophoblastzellen (Charnockjones et al., 1994), Monozyten
(Barleon et al., 1996), Perizyten der Retina (Takagi et al., 1996), renalen Mesangiumzellen
(Takahishi et al., 1995) und im menschlichen Hoden von Leydig- und Sertoli-Zellen (Ergiin et
al., 1997). VEGFR-2 wird unter anderem auch in hamatopoietischen Stammzellen exprimiert
(Katho et al., 1995), in Megakaryozyten (Yang et al., 1996), in Leydig- und Sertoli-Zellen,
sowie in perivaskuldren Zellen im menschlichen Hoden (Ergiin et al., 1997). Fiir die
jeweiligen Rezeptoren sind spezifische Wirkungen beschrieben worden. Nachgewiesen ist

eine hohe Affinitdt von VEGFR-1 im Vergleich zu VEGF¢s in Endothelzellen, seine
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Funktion im adulten GefidB3system ist jedoch unzureichend geklart. Mause, welchen das
komplette VEGFR-1-Gen fehlt, sterben um den neunten Entwicklungstag. Sie weisen zwar
eine hohe Anzahl an endothelialen Vorlduferzellen und Endothelzellen auf, zeigen aber keine
Formierung endothelialer Gefairohre (Fong et al., 1995). Fehlt das VEGFR-2-Gen, sterben
die Miuse ebenfalls um den neunten Entwicklungstag. Die Differenzierung der Angioblasten
zu Endothelzellen unterbleibt und somit entstehen keine Blutgefi3e (Vaskulogenese)
(Shalaby et al., 1995). Interessanterweise sterben heterozygote Miuse, in denen nur ein Allel
des VEGF-Gens inaktiviert wurde, zwischen dem 11. und 12. Entwicklungstag. Sie
erscheinen im Wachstum retardiert und weisen eine Reihe von Abnormitéten in der
Entwicklung auf.

Die Aktivierung von VEGFR-2 durch VEGF in Endothelzellen, welche keine oder geringe
Mengen von VEGFR-1 exprimieren, fiihrt zu gesteigerter Mitoserate, wihrend die
Aktivierung von VEGFR-1 auf Endothelzellen, welche kein VEGFR-2 exprimieren, keine
Zellproliferation zur Folge hat (Seetharam et al., 1995, Waltenberger et al., 1994). Uber
VEGFR-1 wird die VEGFR-2-vermittelte Endothelzellproliferation antagonisiert und somit
die Bildung neuer Blutgefi3e vermindert (Zeng et al., 2001, Kearney et al., 2002).

Die Aktivierung von VEGFR-1 als auch VEGFR-2 durch VEGF induziert Zellmigration
(Barleon et al., 1996, Yoshida et al., 1996). Isolierte Aktivierung von VEGFR-2 durch
selektiv-bindende VEGF-Formen induziert in vivo im Gegensatz zu VEGFR-1 eine
Steigerung der GefidBBpermeabilitit (Gille et al., 2001). In jiingeren Studien konnte ein
Zusammenhang zwischen VEGFR-2-vermittelten Reaktionen und NO-Wirkung
(Stickstoffoxid) iiber Aktivierung der NO-Synthetase aufgezeigt werden (Shen et al., 1999).
NO ist wesentlich an VEGFR-2-vermittelter Proliferation und Migration von Endothelzellen,
erhohter GefdBpermeabilitit und Hypotension sowie in vivo induzierter Angiogenese beteiligt

(Fujii et al., 1997, Papapetropoulos et al., 1997, Hood et al., 1998, Ziche et al., 1997).
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2.2.1 Regulation der Expression von VEGF

VEGEF wird in verschiedenen Zelltypen fast aller Organe des menschlichen Korpers
exprimiert, z.B. in den Podozyten der Niere (Senger et al., 1993), den Epithelzellen der Lunge
und Leber (Breier et al., 1992, Monacchi et al., 1993, Berse et al., 1992) oder in den
Epithelzellen des Plexus Choroideus (Flamme und Riesen 1995). Dariiber hinaus wird VEGF
in fetalem Hodengewebe (Shifren et al., 1994) und in Keimzelltumoren (Viglietto et al., 1996)
produziert.

Die Expression von VEGF wird von vielen Hormonen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen
(I1-68, PDGF, EGF, TGF-) (Cohen et al., 1996, Finkenzeller et al., 1002, Godman et al.,
1993, Pertovaara et al., 1994) sowie von Prostaglandin E2 (Harada et al., 1995) und dem
Luteotropischen Hormon reguliert (Garrido et al., 1993). Unter anderem ist in Zellkulturen die
VEGF mRNA-Konzentration unter der Einwirkung von Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a)
und Interleukin-18 (IL-18) erhoht (Li et al., 1995). Stickstoffoxid steigert ebenso die
Expression von VEGF und unterstiitzt die Vasodilatation und Gefalpermeabilitétssteigerung
(Tuder et al., 1995, Chin et al., 1997, Murohara, 1998). Weiterhin fithren ATP-Mangel und
Hypoxie (nicht bei VEGF-B und VEGF-C) sowohl iiber eine Steigerung der Transkription
(Sheweiki et al., 1992, Plate et al., 1992, Levy et al., 1996) als auch iiber eine Stabilisierung
von VEGF-mRNA (Stein et al.,1995, Levy et al., 1996) zu einer gesteigerten Expression von
VEGF-Protein. Diese Hypoxie-induzierte Transkription wird iiber den Hypoxia-Inducible
Factor-1a (HIF-1a) vermittelt (Levy et al., 1996, Liu et al., 1995, Forsythe et al., 1996).
Andere Prozesse, welche hypoxieunabhiéngig zu erhohter Expression von VEGF fiihren,
kiirzen den normalen Hypoxie-regulierten Mechanismus der VEGF-Produktion ab. Zum
Beispiel kann das Onkogen v-src (Sarc kinase) hypoxieunabhéngig die Expression von HIF-
la induzieren und zu erhohter Expression von VEGEF fiihren (Jiang et al., 1997). Andere
Zytokine, wie Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-13 (IL-13), konnen dagegen die

Freisetzung von VEGEF inhibieren (Matsomoto et al., 1997).
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2.3 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und seine Rezeptoren im
menschlichen Hoden
Die Expression und die Lokalisation des vaskulidren endothelialen Wachstumsfaktors wurde
im menschlichen Hodengewebe bereits untersucht (Ergiin et al. 1997). VEGF war
interessanterweise in den Sertoli-Zellen und Leydigzellen zu lokalisieren, nicht jedoch in
Endothelzellen der Hodengefil3e. Die VEGF-Rezeptoren, VEGFR-1 und VEGFR-2, waren
hingegen sowohl in Sertoli- und Leydigzellen als auch in den Blutgefidflen zu finden (Abb. 2),
was vermuten 146t, dass der Angiogenesefaktor VEGF seine Wirkung im Hoden als ein
parakriner Faktor entfaltet. Anders als bei anderen physiologischen Prozessen, wo es zu
GefidBaussprossung kommt, ist eine Neubildung von Blutgefif3en im menschlichen
Hodengewebe nicht zu beobachten. Da jedoch VEGF neben der Regulation der Angiogenese
auch der bisher stirkste bekannte Permeabilitétsfaktor ist und die Gefia3durchléssigkeit
50.000-fach stirker steigert als Histamin, wurde eine Gefallpermeabilitit regulierende

Wirkung fiir Hodengewebe postuliert (Ergiin et al., 1997).

9 '
— A Fit-1 E : Endothelium
REN y -:;,'-;:_1:1"_"’ : KDR (Flk-1) SC: Sert_oli-ZeHen
LC: Leydigzellen P : Perizyten
Ergiin et al. 1997 PC : Peritubulére Zellen

Abb. 2: VEGF-A und seine Rezeptoren im menschlichen Hoden

Die graphische Darstellung gibt die Lokalisationsorte von VEGF-A und seinen Rezeptoren
VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (KDR) im normalem Hodengewebe wieder und zeigt die moglichen
Wirkungsorte dieses Faktors.
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Diese Hypothese wurde durch die Arbeit von Korpelainen et al. gestiitzt, wobei es bei den fiir
VEGEF transgenen Méausen zu einer erhohten Permeabilitit der Kapillaren in den untersuchten
Organen kam, ein Funktionsausfall hingegen nur fiir den Hoden festgestellt werden konnte
(Korpelainen et al., 1998). Die Uberexpression von VEGF fiihrte bei diesen transgenen
Mausen zu erheblichen Fertilititsstorungen. Wéhrend im basalen Kompartiment des
Keimepithels dieser Tiere keine morphologisch erfassbaren Verdnderungen sichtbar waren,
war die Spermatogenese im apikalen Abschnitt in der Elongationsphase der Spermatiden
gestort. Dieses 1463t vermuten, dass dem VEGF im Hodengewebe eine funktionelle Rolle fiir
die Regulation der Spermatogenese iiber nicht-endotheliale Zellen, wie Sertoli-Zellen,
zukommt.

Auch wenn VEGEF der potenteste der bisher bekannten Angiogenesefaktoren ist, so bedarf es
der Mitwirkung weiterer Wachstumsfaktoren und Zelladhidsionsmolekiilen, wie VE-Cadherin
und carcinoembryonal antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAM]1) bei der

Formierung neuer Blutgefile.

2.4 Carcinoembryonal antigen-related cell adhesion molecule-1 (CEACAM1)

Es konnte gezeigt werden, dass CEACAMI1 ein potenter angiogenetischer Faktor und ein
wichtiger morphogenetischer Effektor fiir VEGF ist (Ergiin et al., 2000; Wagener und Ergiin,
2000).

CEACAMI, frither auch bekannt als bilidres Glykoprotein (BGP) oder CD66a, ist ein
Mitglied der CEA-Familie, welches der Immunoglobulin Superfamilie angehort (Obrink,
1991). Es kann sowohl mit sich selbst eine homophile, als auch mit anderen Mitgliedern der
CEA-Familie eine heterophile Bindung eingehen (Rojas et al., 1990). Bis heute sind 11
Isoformen von CEACAMI1 bekannt (Obrink 1991, Kuroki et al., 1991, Barnett et al., 1993).
CEACAMI1 wird normalerweise an der luminalen Oberfldche zahlreicher Epithelien

exprimiert und ebenso hochangereichert in Leukozyten gefunden (Prall et al., 1996).
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Es wurde gezeigt, dass die Expression von CEACAM1-mRNA bei einigen Tumoren, wie bei
kolorektalen Tumoren oder Prostatakarzinomen, supprimiert ist (Neumaier et al., 1993,
Nollau et al., 1997, Lin und Pu, 1999). Basierend auf diesen Befunden wurde eine Tumor-
suppressive Rolle fiir CEACAMI1 postuliert. Ebenso wurde gezeigt, dass die Uberexpression
von CEACAMI in der Prostatatumor-Zelllinie Du-145 zu einem signifikant reduzierten
Tumorwachstum fiihrt (Lin and Pu, 1999, Volpert et al., 2002).

Neuere Untersuchungen belegen, dass die Uberexpression von CEACAMI1 in Epithelzellen,
z.B. in der Harnblasenkarzinomzelllinie RT4, die Angiogenese iiber Herunterregulation von
VEGFC und VEGFD unterdriickt (Oliveira-Ferrer et al., 2004). Hingegen fiihrt eine
Uberexpression von CEACAMI1 in Endothelzellen zu Aktivierung der Angiogenese iiber
Hochregulation der genannten Faktoren sowie von VEGF-A, Angiopoietin-1 und -2 und
Angiogenin (Kilic et al., 2005). Es wurde weiterhin berichtet, dass die Tumorwachstum
hemmende Wirkung von CEACAMI von seiner Cis-Determinante in seiner
cytoplasmatischen Domiine abhéngig ist (Izzi et al., 1999). Ebenso wurde kiirzlich festgestellt,
dass die Expression von CEACAM1 in den proliferierenden und nicht-proliferierenden
Epithelzellen unterschiedlich ist und eine hohere Expression die Proliferation steigert (Singer
et al., 2000). Andererseits wurde gezeigt, dass CEACAMI in Endothelzellen kleiner
Tumorgefille hochreguliert ist, wihrend Endothelzellen der normalen Blutgefi3e fiir
CEACAMI1 negativ waren (Ergiin et al., 2000, Wagener und Ergiin, 2000). CEACAMI ist an
der luminalen Oberfldche von Epithelzellen unterschiedlicher Organe wie Prostata, Colon,
proximaler Tubuli der Niere und der Milchginge exprimiert (Prall et al., 1996).

Die Beobachtung, dass CEACAMI1 an der adluminalen Membran von Epithelzellen
lokalisiert ist, 148t die Annahme zu, dass CEACAMI eine Rolle bei der Differenzierung und
Polarisierung der Epithelzellen spielt, und zwar fiir Zell-Zell Adhésion, aber moglicherweise
auch fiir die Stabilisierung der tubulédren oder glanduldren Struktur in zahlreichen Driisen und

Organen. Die Zelladhésion spielt ebenso eine entscheidende Rolle bei der Formation von
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Samenkanilchen und damit in der Organisation des Keimepithels. Die Tatsache, dass die sich
entwickelnden Keimzellen ihre Verbindung zu den Sertoli-Zellen beibehalten, bis sie als reife
Spermatiden frei gesetzt werden, 1463t vermuten, dass die Adhésionskontakte eine wichtige
Rolle beim Ablauf der Spermatogenese spielen. Hierbei sind insbesondere die Tight-junctions
zwischen den Sertoli-Zellen zu nennen, die der Konstruktion und der Aufrechterhaltung der
Blut-Hoden Schranke dienen (Setchell und Main, 1975).

Obwohl die Expression von VEGF und VEGF-Rezeptoren im menschlichen Hodengewebe
beschrieben wurde und tierexperimentelle Studien einige Hinweise hinsichtlich der Wirkung
von VEGF im Hoden zeigten, fehlen bisher diesbeziiglich mechanistische Analysen. Dieses
ist unter anderem bedingt durch die eingeschrinkte experimentelle Zugénglichkeit von
menschlichem Gewebe. Uber die Bedeutung des Zelladhzsionsmolekiils CEACAMI im
Hodengewebe lagen bis zur Durchfiihrung dieser Dissertation keine Erkenntnisse vor.

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, welche Bedeutung dem Angiogenesefaktor VEGF
und seinen Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 sowie dem Zelladhidsionsmolekiil
CEACAMI1 im menschlichen Hodengewebe zukommt. Um experimentelle Analysen am
menschlichen Gewebe durchfithren zu konnen, wurde ein zuvor etabliertes Kulturmodell
unter Verwendung isolierter Samenkanélchenfragmente eingesetzt (Lauke et al., 1999), in
dem Hodenkanélchen in ihrer origindren Mikroumgebung kultiviert und mit
Angiogenesefaktoren stimuliert wurden. Im Vergleich zur Zellkultur kommt dieses Ex-vivo
organotypische Modell den In-vivo-Bedingungen néher. Die immunhistochemischen Befunde
dieser Arbeit zeigen, dass die Ergebnisse von frisch fixiertem Hodengewebe mit den
Befunden in kultivierten, nichtstimulierten Samenkanilchen iibereinstimmen. Es kann
vermutet werden, dass VEGF und CEACAMI an den interzelluldren Adhisionsprozessen
zwischen den Sertoli-Zellen untereinander und ebenso zwischen den Sertoli-Zellen und

Keimzellen, beteiligt sind.
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3 Material und Methoden

3.1 Eingesetzte Hodengewebe zur Untersuchung der CEACAMI1 Expression

3.1.1 Normales Hodengewebe

Normales menschliches Hodengewebe und normales menschliches Nebenhodengewebe
wurden von Patienten gewonnen, die wegen eines Prostatakarzinoms in der Urologie des
AK-Barmbek/Hamburg orchidektomiert wurden. Das Gewebe wurde unmittelbar nach der
operativen Entnahme in einem geschlossenen Gummibeutel auf Eis gelegt und in das
Anatomische Institut transportiert (Feng und Holstein, 1990). Insgesamt wurde bei 10
Patienten das Hodengewebe und bei fiinf Patienten das Nebenhodengewebe auf die
Lokalisation und Expression von CEACAMI1 durch Western Blot und Immunhistochemie hin
untersucht. Um eine experimentelle Stérung der Spermatogenese in vitro zu induzieren und
im Zeitverlauf untersuchen zu kdonnen, wurden die Fragmente der Hodenkanélchen aus

nativem gesunden Hodengewebe isoliert und kultiviert.

3.1.2 Tumorgewebe

Neben dem normalen Hodengewebe wurde CEACAM1 Expression und Lokalisation in
Keimzelltumoren, speziell bei Seminomen studiert. Das Tumorgewebe stammte von
Patienten, die wegen eines soliden Keimzelltumors im Bundeswehrkrankenhaus
Wandsbek/Hamburg orchidektomiert worden waren. Verwendet wurde ebenso Hodengewebe
aus dem Randbereich solider Tumore, welches Hodenkanélchen enthielt, das makroskopisch
unauffillig erschien, mikroskopisch jedoch héufig einzelne Tumorzellen enthielt. Die
morphologischen Analysen zeigten in keinem der untersuchten fiinf Fille eine Invasion in das
Interstitium. Dieses Stadium wird als Carcinoma in Situ (CIS) bezeichnet. Dieses Stadium der

Tumorentwicklung ist hdufig mit Stérungen der Spermatogenese assoziiert.
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3.2 Morphologische Analyse des Hodengewebes

3.2.1 Morphologische Untersuchungen an Semidiinnschnitten

Kleine Gewebsblocke von Hodengewebe wurden 8h in Phosphat gepuffertem 5,5%
Glutaraldehyd fixiert und in 1% OSO,4 (Osmiumtetroxid) nachfixiert. Nach Entwisserung in
aufsteigender Alkoholreihe erfolgte die Einbettung in Epon 812 (Holstein und Wulfhekel,
1971). Von diesen in Epon eingebetteten Gewebsstiicken wurden dann Semidiinnschnitte von
Ium Dicke hergestellt, mit Toluidinblau/Pyronin geféarbt und auf Objekttriger aufgezogen.
Die histologischen Schnittpriparate wurden mit Hilfe des Photomikroskopes (Firma: Zeiss,

Jena, Deutschland) lichtmikroskopisch untersucht.

3.2.2 Morphologische Untersuchungen an Paraffinschnitten

Gewebsstiicke von menschlichem Hoden und Nebenhoden wurden fiir 24 Stunden bei
Raumtemperatur in Bouin“scher Losung fixiert (50ml gesittigte Pikrinsaure, S0ml
Formaldehydlosung und 10ml Eisessig).

Nach der Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe wurden die Gewebsstiicke in Paraffin
eingebettet, von denen anschlieBend 6pum dicke Schnitte hergestellt wurden. Diese wurden auf
unbeschichtete Objekttriger aufgezogen, mit HE (Himatoxilin/Eosin) gefédrbt und

anschliefend lichtmikroskopisch untersucht.
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3.3 Proben des menschlichen Ejakulats

Die Proben des menschlichen Ejakulats wurden in der Abteilung fiir Andrologie des
Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) nach den Kriterien der WHO
(Weltgesundheitsorganisation (2000)) charakterisiert. Nur die Proben mit normaler

Spermienzahl (> 20 x 10°/ml) und normaler Spermienmotilitit (> 50 % Spermatozoen mit

Vorwirtsbewegung oder = 25 % mit schneller, progressiver Motilitit) wurden fiir die Western

Blot-Analysen verwendet.

3.4 Organotypisches Kulturmodell aus menschlichen Hodenkanélchen

Um funktionelle Untersuchungen am menschlichen Material durchfiihren zu konnen, wurde
ein zuvor im Anatomischen Institut etabliertes organotypisches Kulturmodell aus
menschlichem Hodengewebe eingesetzt (Seidel und Holstein, 1990, Lauke et al., 1991).
Hierzu wurden aus nativem Hodengewebe Fragmente der Hodenkanélchen von 3 - 4 mm
Linge unter einer Stereolupe in Medium sorgfiltig isoliert und anschlieBend kultiviert. In
diesem organotypischen Kulturmodell wurden zum einen Hodenkanélchen aus normalem
Hodengewebe von Patienten, die wegen eines Prostatakarzinoms orchidektomiert worden
waren, verwendet, zum anderen auch Hodenkanilchen aus dem Randbereich solider
Keimzelltumore eingesetzt. Im letzteren Falle wurde ein Schnelltest mit Lugolscher Losung
durchgefiihrt um die Isolierung und Kultivierung von tumortragenden Gewebsproben
weitestgehend ausschlieBen zu konnen (Lauke 1997). Bei vorliegender Arbeit wurde das
basale Zellkulturmedium (Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium/Ham’s F-12) (Sigma)
mit 0,1 % Bovine Serum Albumin, 1% Penicillin/Streptomycin, 50 pg/ml Gentamycin

erginzt, ohne fetales Kalbserum zu supplementieren.
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In dem bereits beschriebenen Kulturmodell wurden Hodenkanilchen mit normalem
Keimepithel und kleine Gewebsstiicke bis zu 9 Tage im Nihrmedium ohne Zusatzstoffe
kultiviert. Dieses Vorgehen induzierte eine progressive Storung der Spermatogenese. Téaglich
wurden einige Fragmente der Tubuli seminiferi aus der Kultur herausgenommen und in
Paraffin eingebettet. Von diesen Blocken wurden dann Schnitte von 5-7um Dicke angefertigt
und in der Immunhistochemie eingesetzt. Aulerdem wurden an diesen Geweben
Proteinextraktionen durchgefiihrt und anschlieend in Western Blot- Analysen verwendet. In
einigen Féllen wurden die Samenkanilchenfragmente mit VEGF ;45 50 ng/ml (ROD-System)

stimuliert.

3.5 SDS-PAGE und Western Blot

Als Untersuchungsmaterial diente normales menschliches Hodengewebe sowie normales
menschliches Nebenhodengewebe von Patienten, welche wegen eines Prostatakarzinoms
orchidektomiert waren. Desweiteren wurde Tumorgewebe von Patienten, welche wegen eines
soliden Keimzelltumors orchidektomiert worden waren, bei den Untersuchungen verwendet.
Fiir die Western Blot-Analysen wurde das Gewebe zuerst zerkleinert, homogenisiert und zur
schnellen Denaturierung der Proteine fiir 5 min in SDS-Laemmli-Puffer (Laemmli 1970)
gekocht. Im Anschlufl wurde die Proteinkonzentration der Proben nach Lowry (Lowry et al.,
1951) gemessen. Von jeder Probe wurden 50pug Totalproteinmenge in SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl sulphate-polyacrylamide Elektrophorese-Gel) aufgetragen und bei Applikation von
100 mA getrennt. AnschlieBend wurden die Proteine mittels eines BioRad-Transfersystems
fiir 1.5 Stunden bei 1 mA/cm? auf eine Polyvinylidiene-Florid-Membran (PVDF-Membran)
(Immunobilon; Millipore, Bedford, MA, USA) transferiert. Danach wurde eine Ponceau-
Farbung der Membran durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob die Proteine vom SDS-Gel auf die

PVDF-Membran in einem vergleichbaren Ausmal {ibertragen worden waren.
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Die PVDF-Membran wurde dann iiber Nacht in einem 1%-igem Blockingpuffer von
Boehringer-Mannheim (Mannheim, Deutschland) bei pH 7.5 eingesetzt und versiegelt. Nach
dem Spiilen mit TBS/Tween fiir 3 x 15 Minuten wurde die PVDF-Membran mit dem
monoklonalen CEACAMI1-Antikorper (4D1/C2) in einer Verdiinnung von 2 pg/ml (Drzeniek
et al., 1991, Stoffel et al., 1993) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem Waschen fiir 3x15 min erfolgte die Inkubation mit einem sekundiren peroxidase-
gekoppelten Antikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.

Nach wiederholtem Waschen (2x15 min in TBS/Tween und 1x10 min in TBS) wurde der
Antigen-Antikorper-Komplex durch das Chemolumineszenz-Verfahren mit dem ECL-
Reagenz (Amersham, Braunschweig, Deutschland) entwickelt und autoradiographisch auf
einem Fuji-RX Film (Fuji Photo Film, Tokyo, Japan) sichtbar gemacht.

Anhand von Western Blot-Analysen wurde ebenfalls das Vorhandensein von CEACAMI in
menschlichem Ejakulat untersucht. Hierbei wurde der gleiche CEACAM1-Antikorper
verwendet. Eingefrorene Ejakulatproben von gesunden Individuen wurden aufgetaut und mit
SDS-Laemmlipuffer denaturiert. AnschlieBend fand, wie oben bereits beschrieben, das
Auftrennen der Proteine durch SDS-PAGE statt, wobei von jeder Probe 25 pg aufgetragen
wurde. Nach dem Transfer auf PVDF wurden CEACAM1-Banden wie bereits beschrieben
sichtbar gemacht. Um eine Kreuzreaktion auszuschlieBen, wurde der CEACAM1-Antikorper
4D1/C2 mit aufgereinigtem CEACAMI1 aus humanen Granulozyten iiber Nacht prainkubiert
und an Stelle des primdren CEACAMI1-Antikorpers 4D1/C2 benutzt. Als interne Kontrolle
fiir die eingesetzte Totalproteinmenge aus Geweben wurde Vimentin im gleichen Blot
nachgewiesen. Der Antikorper 4D1/C2 wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe des
Herrn Professor C. Wagener, Abteilung fiir Klinische Chemie, Universitidtsklinikum

Hamburg-Eppendorf, zur Verfiigung gestellt.
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3.6 Immunhistochemie

Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen wurde testikulédres und epididymales
Gewebe und Gewebe von Keimzelltumoren (Seminomen) sowie kultivierte menschliche
Tubuli seminiferi eingesetzt. Die Gewebsstiicke wurden in Bouin“scher Losung fiir 24
Stunden bei Raumtemperatur fixiert und nach der Dehydrierung in aufsteigender
Alkoholreihe in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden Schnitte von 6puum Dicke
angefertigt und auf mit Chromalaun-Gelatine beschichtete Objekttriager aufgebracht. Vor der
immunhistochemischen Behandlung wurden die Schnitte in absteigender Alkoholreihe
entparaffiniert und rehydriert. Die hier durchgefiihrte immunhistochemische Methode ist bei
Davidoff und Schulze (1990) (Ergiin et al., 1997, Kilic und Ergiin, 2001) detailliert
beschrieben. Hierbei wurde eine Kombination zweier Nachweismethoden, ndmlich der
Peroxidase-Anti-Peroxidase Technik (PAP) mit dem Avidin-Biotin-Komplex (ABC) benutzt.
Diese Technik verstirkt die Farbintensitit und macht damit auch geringe Mengen von
Antigen sichtbar. Die Nickel verstirkte Glukose-Oxidase-Technik (Itoh et al., 1979) wurde
spiter durch Zaborszky und Léranth (1985) modifiziert. Als sekundédre Antikdrper wurden
anti-mouse, anti-rabbit oder anti-goat Antikorper verwendet (DAKO, Dinemark).

Fiir die immunhistochemische Lokalisation von CEACAM1 wurde der monoklonale
Antikorper 4D1/C2 als Primérantikorper in einer Endverdiinnung von 1pg/200ml benutzt. Fiir
die Lokalisation von VEGF und seinen Rezeptoren wurde von folgenden Antikorpern
Gebrauch gemacht: Ein polyklonaler Antikérper, welcher gegen das Epitop am
aminoterminalen Ende von VEGF gerichtet ist (Endverdiinnung: 1ug/500ml) (Santa Cruz,
CA, USA, Cat # Sc-507), ein polyklonaler Antikdrper gegen den VEGF-Rezeptor-1 (VEGFR-
1 oder Flt-1) (Endverdiinnung: 1pug/100ml) (Santa Cruz, CA, USA, Cat # Sc-316-G) und ein
ebenfalls polyklonaler Antikérper gegen VEGF-Rezeptor-2 (VEGFR-2 oder KDR)

(Endverdiinnung: 11g/300) (Santa Cruz, CA, USA, Cat # Sc-504; Cat # Sc-315).
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Als immunhistochemische Kontrollen wurden folgende Verfahren durchgefiihrt:

1. Praabsorptionsversuch: Hierbei wurde der primére Antikorper 4D1/C2 vor der Benutzung
mit CEACAMI1 Protein fiir 4 Stunden inkubiert. Die primdren Antikorper gegen VEGF
wurden ebenso mit rekombinantem VEGF-Protein priinkubiert.

2. Primére und sekundire Antikorper wurden durch PBS ersetzt.

3. Anstelle der primédren monoklonalen Antikorper wurden einige Schnitte mit normalem
Mausserum (Konzentration 0.1 und 0.001%) und anstelle der priméren polyklonalen
Antikorper mit normalem Kaninchenserum (Konzentration 0.1% und 0.01%) inkubiert

(Sigma; Dako, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Morphologische Darstellung des untersuchten Gewebes
4.1.1 Normales menschliches Hodengewebe

Die Hoden befinden sich im Skrotum. Sie haben die Aufgabe, Samenzellen und
Geschlechtshormone zu bilden. Der Hoden ist von einer etwa 1mm dicken derben Kapsel
(Tunica albuginea) aus kollagenem Bindegewebe, mit vielen glatten Muskelzellen, umgeben.
Wenn man die Tunica albuginea 6ffnet, werden in der Lupen—Ubersicht Samenkanilchen
(Tubuli seminiferi), welche 30 - 70cm lang sind und einen Durchmesser von 180 - 280 pm
haben, sichtbar (Abb. 3 A). Sie sind stark gewunden, so dass sie in den Lobuli testis (Linge 2
- 3 cm) Platz finden. Aus solchen Gewebsarealen wurden lidngere Schleifen der
Samenkanilchen zunichst herauspripariert, dann als Fragmente isoliert und anschlieBend
kultiviert. In solch einem Samenkanilchen sieht man unter dem Mikroskop betrachtet eine
sehr differenzierte Zellpopulation (Abb. 3 B). Diese besteht aus Vor- und Endstufen der
Samenzellen. Dariiberhinaus kleiden die Sertoli-Zellen die Samenkanilchen aus, sie bilden
eine zusammenhingende Schicht, fassen aber die verschiedenen, langsam zum Lumen der
Samenkanilchen vorriickenden Klone der Keimzellen zwischen sich. Die Sertoli-Zellen
dienen der Erndhrung und dem Schutz der Samenzellen, sind bis zu 50 pm hoch und basal an
der Basalmembran der Samenkanélchen verankert. Apikal erreichen sie das Lumen der Tubuli
seminiferi. Zwischen den Tubuli seminiferi befindet sich sehr lockeres Bindegewebe mit
Fibroblasten, undifferenzierten Bindegewebszellen, Mastzellen und Makrophagen. Dieses
Bindegewebe enthilt weiterhin Nerven, Blut- und LymphgefiBle sowie spezielle interstitielle

Zellen (Leydigzellen), welche Testosteron bilden.



Abb. 3 A-B: Hodenparenchym

Abb. 3 A: Das native intakte testikuldre Gewebe beinhaltet ein Konvolut von Tubuli seminiferi (x 50).
Abb. 3 B: Dieser HE-gefirbte Paraffinschnitt zeigt nebeneinander zwei Anschnitte von Tubuli
seminiferi mit intaktem Keimepithel (KE, rechte Bildhilfte) und einen Tubulus, der Tumorzellen (TC)
trdgt (linke Bildhélfte). Im Interstitium sind Leydigzellen (LZ) und BlutgefiBie (BG) erkennbar.

SZ: Sertoli-Zellen, LP: Lamina propria (x 250).
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4.1.2 Lichtmikroskopische Darstellung isolierter Samenkanélchen

Die isolierten Tubulusfragmente wurden an beiden Ende verschlossen und in Kultur
genommen (Abb. 4 A). Die histologische Aufarbeitung der Tubulusfragmente zeigt im
Semidiinnschnitt (Abb. 4 B) und im Paraffinschnitt (Abb. 4 C) die verschiedenen Reifestadien
der Keimzellen.

S7
sSP/

Abb. 4 A-C: Fragmente isolierter Tubuli aus dem Hodengewebe

Abb. 4 A: Stereoskopische Aufnahme eines isolierten Tubulusfragmentes zeigt ein verschlossenes
Ende (x 150).

Abb. 4 B: Semidiinnschnitt eines isolierten Samenkanilchens zeigt den typischen Aufbau des
Keimepithels: Lamina propria (LP), Spermatogonien (SP), Sertoli-Zellen (SZ), Spermatozyten (SPZ)
und reife Spermatiden (S) (x 150).

Abb. 4 C: Paraffinschnitt eines isolierten Samenkanidlchens zeigt eine #hnliche zellulire
Zusammensetzung wie in Abb. 5 B (x 150).
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4.2 Menschliches Hodengewebe mit gestorter Spermatogenese

4.2.1 Samenkaniilchen ohne Keimzellen

Auch bei Ménnern mit normalem Aufbau des Hodengewebes kommen kleine Areale mit
Samenkanilchen vor, die nur aus Sertoli-Zellen bestehen und keine Keimzellen enthalten

(siehe Abb. 11 A, C).

4.2.2 Hodengewebe mit frithen Keimzelltumoren

Im makroskopisch unauffillig erscheinenden Randgewebe von soliden Keimzelltumoren sind
hiufig Samenkanilchen zu finden, die einzelne Tumorzellen beherbergen, wihrend das
Interstitium noch frei von Tumorzellen ist. Solche Samenkanilchen wurden in Anlehnung an
den Begriff Carcinoma-in-situ als CIS-Tubuli bezeichnet (siche Abb. 13 A, B).
Lichtmikroskopische Evaluation solcher Tubuli zeigt ein breites Spektrum von kaum
verdndertem Keimepithel bis zu massiver Spermatogenesestorung innerhalb solcher
Kanilchen, wobei es hauptsidchlich zu Beginn zu einem Verlust von differenzierten

Keimzellen kommt.

4.2.3 Induzierte Spermatogenesestorung durch Kultivierung
Aus fritheren Untersuchungen ist bekannt, dass es bei Kultivierungen der Fragmente von
Samenkanilchen zu einem massiven Verlust von differenzierten Keimzellen kommt (Seidl

und Holstein, 1990, Lauke et al., 1991) (siche Abb. 12 A - C).
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4.3 Expression von VEGF und seinem Rezeptor VEGFR-2 im normalen menschlichen
Hodengewebe und in normalen isolierten Hodenkanilchen

Die Expression von VEGF und seinen Rezeptoren wurde bereits im normalen Hodengewebe
gezeigt und beide, sowohl VEGF als auch VEGFR-2, wurden in Leydig- und Sertoli-Zellen
nachgewiesen (Ergiin., et al 1997). Diese Ergebnisse konnten bei den hier durchgefiihrten
Untersuchungen am Hodengewebe reproduziert werden (Abb. 5 A, B).

Vor der Kultivierung zeigten die isolierten Hodenkanélchenfragmente (Abb. 5 C, D)
erwartungsgemif ein identisches Expressionsmuster fiir VEGF und VEGFR-2, wie zuvor im

nativen Hodengewebe beschrieben (Abb. 5 A, B).

Abb. 5 A - D: Expression von VEGF und VEGFR-2 im menschlichen
Hodengewebe und im menschlichen Tubulsfragment

Abb. 5 A: VEGEF ist in Sertoli-Zellen (SZ) und Leydigzellen (LZ) zu lokalisieren.

Abb. 5 B: VEGFR-2 ist im Hoden ebenso wie bei VEGF, in den Sertoli-Zellen (SZ) und Leydigzellen
(LZ) zu finden, allerdings ist die Markierung schwicher.

Abb. 5 C: Wie im normalen Gewebe, sieche Abb.6 A, findet man in den isolierten Hodenkanilchen
eine VEGF Markierung in den Sertoli-Zellen.

Abb. § D: VEGFR-2 ist im Tubulusfragment ebenso schwach wie im Nativgewebe in den Sertoli-
Zellen zu finden.
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4.4 Expression von VEGF und seinen Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 in
kultivierten Samenkanélchen

Die kultivierten Hodenkanilchen wurden immunhistochemisch fiir VEGF und seine
Rezeptoren analysiert. Zu Beginn der Kultur konnten die bereits beschriebenen
Expressionsmuster von VEGF und seinen Rezeptoren im normalen Hodengewebe ebenso bei
kultivierten Hodenkanilchen vorgefunden werden. Mit dem weiteren Verlauf der
Kultivierung der Samenkanélchen ging jedoch eine progrediente Storung der Spermatogenese
einher. Im Laufe der gesamten Kultur konnte eine Reaktion fiir VEGF in den Sertoli-Zellen
beobachtet werden (Abb. 6), diese nahm bis zum vierten Kulturtag deutlich an Intensitit zu.
Um den siebten Kulturtag herum wurde die Reaktion schwicher. Ebenso wie im
Originalgewebe zeigten zu Kulturbeginn nur einige Sertoli-Zellen innerhalb der Tubuli eine
schwache Reaktion fiir VEGFR-2 (Abb. 7). Um den dritten Kulturtag jedoch stieg die
Intensitidt der Immunreaktion an. Zu diesem Zeitpunkt exprimierten nahezu alle Sertoli-Zellen

VEGFR-2. VEGFR-1 wurde gleichbleibend exprimiert von KT1-7 (Abb. 8).
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Abb. 6: Expression von VEGF in Tubuluskultur

Abb. 6: Zeigt die kultivierten Tubuli, die vor dem Kulturbeginn (KT 0) bis zum 7. Kulturtag (KT 7)
immunhistochemisch auf VEGF untersucht wurden. Die Expression von VEGF ist zu Beginn der
Kultur in den Sertoli-Zellen nachweisbar (Pfeil) (KT 0). Am Kulturtag 3, ist die Expression am
intensivsten und fast in allen Sertoli-Zellen zu finden (Pfeil) (KT 3). Bei zunehmender Kulturdauer
wird die Immunfirbung fiir VEGF schwicher (KT 7). Kontrollschnitt ohne spezifische Fiarbung (K).
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Abb. 7: Expression von VEGFR-2 in Tubuluskultur

Abb. 7: Zeigt die kultivierten Tubuli, die vor dem Kulturbeginn (KT 0) bis zum 7. Kulturtag (KT 7)
immunhistochemisch auf VEGFR-2 untersucht wurden. VEGFR-2 Expression bei Kulturtag Null ist
schwach (KT 0). Um den dritten Kulturtag kommt es zu einer starken Zunahme (Pfeil) von VEGFR-2
(KT 3). Die Expression wird jedoch in den Sertoli-Zellen ab 7. KT deutlich schwicher (KT 7).
Kontrollschnitt ohne spezifische Farbung (K).
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Abb. 8: Expression von VEGFR-1 in Tubuluskultur

Abb. 8: Zeigt die kultivierten Tubuli, die vom Kulturbeginn (KT 1) bis zum 9. Kulturtag (KT 9)
immunhistochemisch auf VEGFR-1 untersucht wurden. Expression von VEGFR-1 in kultivierten
Tubuli ist vom ersten Kulturtag an intensiv (Pfeil) und bleibt gleichbleibend bis zum neunten
Kulturtag in den Sertoli-Zellen erhalten (KT 1 - KT 9).
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4.5 Immunhistochemische Lokalisation von CEACAM1

4.5.1 Expression von CEACAMI in normalem Keimepithel

Desweiteren wurde die Expression von CEACAMI1 im normalen humanen testikuldren und
epididymalen Gewebe immunhistochemisch untersucht. Hierbei wurde derselbe CEACAM1-
Antikorper wie fiir die Immunoblots verwendet.

Immunhistochemische Analysen zeigten, dass in normalem testikuldren Gewebe CEACAM1
im adluminalen Kompartiment des Keimepithels in der Kontaktzone zwischen den Sertoli-
Zellen und Keimzellen lokalisiert war (Abb. 9). An keiner Stelle erreichte die Reaktion die
Basalmembran. Im Gegensatz dazu war keine spezifische Immunreaktion in den Keimzellen
erkennbar, weder in den Spermatogonien noch in den differenzierenden Keimzellen.
Innerhalb des Keimepithels war CEACAMI1 auBerordentlich heterogen exprimiert, und zwar
sowohl innerhalb des Keimepithels eines Tubulusquerschnittes wie auch im Vergleich der
Tubuli untereinander. Einige Samenkanélchen zeigten keine Reaktion fir CEACAMI.
Leydigzellen und Blutgefidfle im interstitiellen Kompartiment von normalem testikuldren
Gewebe waren ebenfalls negativ fir CEACAMI.

Diese Beobachtung konnte durch elektronenmikroskopische Untersuchungen bestitigt
werden (Lauke et al., 2004). Bei sehr hoher Auflésung zeigte sich, dass an den luminalen
Oberfldchen von Tubuli seminiferi, in der Umgebung der Spermatidenkopfe, die CEACAM1

Markierung besonders ausgeprigt war. Es gab keine Markierung bei Spermatogonien.
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Abb. 9: Expression von CEACAM1 in normalen menschlichen Hodenkaniilchen

Die Abbildung zeigt ein Samenkanélchen mit intaktem Keimepithel. Die CEACAMI1-Firbung ist im
adluminalen Abschnitt der Sertoli-Zellen zu finden (Pfeil) (x 450).
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4.5.2 Expression von CEACAMI1 im Ductus epididymidis

Eine apikale Lokalisation von CEACAM1 konnte ebenso in den Epithelien des Ductus
epididymidis gefunden werden, wiahrend die Basalzellen, die Lamina propria und die

BlutgefidBe des Interstitiums fiir CEACAMI1 negativ waren (Abb. 10).

Abb. 10: Expression von CEACAMI1 in normalem menschlichen Nebenhodengang

Immunhistochemisch lie sich CEACAMI1 an der luminalen Oberfliche (Pfeil) des Epithels des
Ductus epididymidis lokalisieren (x 450).
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4.5.3 Expression von CEACAMI in Samenkanilchen, die ausschlieBlich Sertoli-Zellen
enthalten

Um zu iiberpriifen, ob die Expression von CEACAMI in Sertoli-Zellen von der Anwesenheit
der Keimzellen abhingt, wurden immunhistochemische Untersuchungen an humanem
testikuldren Gewebe durchgefiihrt (Abb. 11 A). Einige Areale dieses Gewebes enthielten
Tubuli seminiferi, die ausschlieBlich Sertoli-Zellen beinhalteten. Hierbei zeigte sich, dass
diese Sertoli-Zellen kein CEACAMI1 exprimierten (Abb. 11 C), wihrend die Sertoli-Zellen in
den angrenzenden Tubuli seminiferi, die sowohl Sertoli-Zellen als auch Keimzellen besalen,

positiv fiir CEACAMI1 waren (Abb. 11 B).

Abb. 11 (A-D): Expressionsmuster von CEACAMI1 im normalen menschlichen
Hodengewebe

Abb. 11 A: Die Markierung von CEACAMI ist im Keimepithel sporadisch erkennbar, CEACAM1
konnte nicht in allen Tubuli seminiferi immunhistochemisch nachgewiesen werden (Pfeil). Einige
Tubuli waren positiv und andere, in direkter Nachbarschaft, negativ. Es ist keine Reaktion in den
Sertoli-Zellen von Tubuli seminiferi sichtbar, welche ausschlieBlich Sertoli-Zellen enthalten. Abb. 11
B: Eine stiarkere Vergroerung aus Abb. 13 A zeigt ein Samenkanidlchen mit intakter Spermatogenese
mit CEACAMI1 Markierung. Abb. 11 C: Es ist keine Reaktion in den Tubuli ohne Keimzellen
sichtbar. Abb. 11 D: Kontrollschnitt ohne spezifische Reaktion. Die hier gezeigten Schnitte wurden
mit Eosin gegengefirbt.
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4.5.4 Expression von CEACAMI bei gestorter Spermatogenese

In Sertoli-Zellen der Tubuli seminiferi mit gestorter Spermatogenese konnte eine Verlagerung
der CEACAMI1 Markierung in die basale Membran der Sertoli-Zellen beobachtet werden. Um
festzustellen, ob die Expression von CEACAMI1 in humanem Keimepithel mit der
Anwesenheit von Keimzellen in Beziehung steht, wurde ein Ex-Vivo-Modell benutzt, welches
eine progrediente Storung der Spermatogenese und deren Beobachtung im Zeitverlauf erlaubt
(Abb. 12 A-F). In morphologischen Untersuchungen wiesen die Tubuli seminiferi eine
signifikante progressive Storung des Keimepithels auf, welche speziell bei den
differenzierenden Keimzellen im adluminalen Kompartiment lokalisiert werden konnte

(Abb. 12 A-C). Diese Storung war erstmalig an den Kulturtagen 2 bis 3 sichtbar. Von dem
ersten bis zum dritten Tag gab es keine besondere Veridnderung von CEACAMI1 Expression
in den Sertoli-Zellen, verglichen zu dem normalen Keimepithel. Ab dem dritten bis zum
neunten Tag dnderte sich unter den Kulturbedingungen die CEACAMI1 Firbung. Wihrend
des Fortschreitens der Spermatogenesestorung intensivierte sich die CEACAMI1 Firbung und
die Markierung war nicht mehr auf die adluminalen Abschnitte der Sertoli-Zellen beschrinkt,
sondern reichte bis zur Basalmembran des Samenkanilchens (Abb. 12 D-F). Es waren keine

spezifischen Reaktionen bei den Kontrollschnitten zu erkennen.
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Abb. 12 A - F: Hodenkanilchen in Kultur / CEACAM1 Expression bei in vitro
induzierter Spermatogenesestorung

Abb. 12 A - C: Man kann lichtmikroskopisch eine Destruktion des Keimepithels wihrend der Kultur
beobachten (Hidmatoxylin-Eosin Firbung). Abb. 12 A: 1.Tag: Intakte Spermatogenese Abb. 12 B:
3.Tag: Untergang von differenzierenden Keimzellen im adluminalen Kompartiment des Keimepithels
und Entstehung groBSer Vakuolen (Pfeil) durch Zelluntergang (Spzyten I) und strukturelle Destruktion.
Abb. 12 C: 7.Tag: Kompletter Verlust von differenzierenden Keimzellen, wihrend Sertoli-Zellen und
Spermatogonien iiberleben, und die Anzahl der Vakuolen im Keimepithel ansteigt. Die Abbildungen
12 D - F stellen die korrespondierenden Schnitte zu den Schnitten von den Abbildungen 12 A — C mit
CEACAMI-Markierung dar. Abb. 12 D: 1.Tag: Bei intakter Spermatogenese kaum eine CEACAMI -
Markierung sichtbar. Abb. 12 E: 3.Tag: Parallel zur beginnenden Spermatogenesestérung und
Untergang von differenzierendenen Keimzellen, kommt es zu einer gesteigerten Expression von
CEACAMI in den Sertoli-Zellen (Pfeil). Abb. 12 F: 7.Tag: Die stirkste Farbung fiir CEACAM1
wurde nach 7. Kulturtag in den Sertoli-Zellen gefunden, die Reaktion reicht bis zur Basalmembran.
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4.5.5 Expression von CEACAMI in Keimzelltumoren

Im makroskopisch unauffilligen Hodengewebe aus dem Randbereich solider Keimzelltumore
findet man héufig nebeneinander Anschnitte von Samenkanilchen mit normaler
Spermatogenese, mit gestorter Spermatogenese und frithe Stadien von Keimzelltumoren
(Carcinoma-in-Situ (CIS)).

Im Vergleich zu der sehr feinen CEACAM1-Markierung in Sertoli-Zellen von Tubuli
seminiferi mit normaler Spermatogenese, lie3 sich eine Erhohung der Expression in den
Sertoli-Zellen beobachten, die sich in benachbarten Hodenkanélchen mit gestorter
Spermatogenese befanden. Allerdings war die stirkste Markierung in den Sertoli-Zellen von
Tubuli mit Tumorzellen vorzufinden (Abb. 13 A-C). In diesen Tubuli reichte die CEACAMI1-
Markierung bis zur Basalmembran, wihrend die Tumorzellen selbst fir CEACAMI1 negativ
waren. In diesem frithen Stadium des Keimzelltumors zeigten die Blutgefdae im Interstitium
ebenso keine Markierung fir CEACAMI1. Es waren keine spezifischen Markierungen bei den

Kontrollschnitten vorhanden.

Abb. 13 A - E: Expressionsmuster von CEACAMI1 in Keimzelltumoren

Abb. 13 A: Die Expression von CEACAM1 ist in den Sertoli-Zellen in Anwesenheit von Carcinoma
in Situ (CIS), verglichen zu normalen Tubuli seminiferi, erhoht. In diesem frithen Stadium des
Keimzelltumors gibt es keine CEACAM1-Markierung in den Blutgefien (x 150). Abb. 13 B: Die
starke Reaktion bei CIS in den Sertoli-Zellen reicht bis zur Basalmembran (Pfeil) (x 450). Im
Gegensatz zu intaktem Keimepithel ist bei CIS-Tubuli mit gestorter Spermatogenese eine Verlagerung
der CEACAMI-Firbung in die basalen Abschnitte der Sertoli-Zellen sichtbar. Abb. 13 C:
Ausschnittsvergroerung von 15 B (x 1000).
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Expression von CEACAM1 und VEGF und seinen Rezeptoren im
kultivierten Tubuli seminiferi

Kulturtage 0-2 3-5 6-7
VEGF ++ +++ +
VEGFR-1 ++ ++ ++
VEGFR-2 + +++ +
CEACAM!1 -/ + ++ ++++

Tab. 1.: Die hier gezeigten Ergebnisse beziiglich des Expressionsmusters von CEACAM1, VEGF und
seine Rezeptoren in kultivierten Tubuli, sind im Zeitverlauf der Kultur zusammengefasst.

Die Expression von VEGF und VEGFR-1 ist bereits zu Beginn der Kultur in den Sertoli-
Zellen, wie wir es auch bei nativem Hodengewebe beobachten konnen, vorhanden.
VEGFR-2 wird ebenso am Anfang der Kultur wie im Nativgewebe exprimiert, jedoch nicht
so intensiv wie VEGFR-1. Im Verlaufe der Kultur und der daraus resultierenden
Spermatogenesestorung konnten wir eine Verstiarkung der VEGFR-2-Expression in den
Sertoli-Zellen am dritten Tag beobachten. Die Expression von VEGF erreicht ebenso seine
hochste Intensitidt am 3. Kulturtag. CEACAMI1 dagegen ist zu Beginn der Kultur spérlich in
den Sertoli-Zellen sichtbar, aber im Laufe der Kultur nimmt es immer mehr an Intensitét zu,

ist bereits am 3. Kulturtag stark, jedoch am 7. Kulturtag am intensivsten ausgepragt.
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4.6 Expression von CEACAMI1 nach Stimulation mit VEGF

Um zu iiberpriifen, ob die Expression von CEACAMI in den Sertoli-Zellen von der
Anwesenheit von VEGF abhingt, wurden kleine Gewebsstiicke im Tubuluskulturmodell mit
VEGTF stimuliert und diese anschlieBend immunhistochemisch auf CEACAMI1 untersucht
(Abb. 14 A, B). Die Expression von CEACAM1 verstirkte sich vom ersten Kulturtag an,

nahm bis zum dritten Kulturtag stetig an Intensitit zu und extendierte in das basale

Kompartiment.
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Abb. 14: CEACAM1 Expression in Kultur von Gewebsfragmenten nach Stimulation mit
VEGF

Abb. 14 A - B: Zeigt die VEGF stimulierten Gewebsstiicke in der Kultur, welche mit 4D1/C2 gefirbt
wurden. CEACAMI1 Expression in den Sertoli-Zellen (SZ) wird verstirkt und extendiert zur
Basalmembran des Keimepithels nach Stimulation mit VEGF. Diese Reaktion wird bereits zu Beginn
des ersten Tages der Kultur sichtbar. Es ist ebenso eine CEACAMI1-Markierung an einem Blutgefif3
(BG) erkennbar, sowie in einigen peritubuldren Zellen in Angrenzung zur Lamina propria (LP).
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4.7 CEACAMI1-Nachweis im humanen testikuliren und epididymalen Gewebe sowie
testikuliiren Tumoren mittels Western Blot
Zusitzlich zum immunhistochemischen Nachweis von CEACAM1 im Hodengewebe wurden
auch an menschlichem testikuldren und epididymalen Gewebe Western Blot-Analysen
durchgefiihrt um CEACAMI nachzuweisen (Abb. 15 A). Hierfiir wurde der Antikorper
4D1/C2 benutzt, welcher spezifisch humanes CEACAMI1 erkennt. Das Immunoblotting von
normalem testikuldren und epididymalen Gewebe ergab zwei Banden, eine bei 160 kDa, was
der GroBle des CEACAMI entspricht und eine weitere bei 120 kDa. Immunoblots von
testikuldren Tumoren, wie Seminome und Teratome, zeigten die zwei Banden auf gleicher
Hohe, jedoch, im Vergleich zu normalem testikuldren und epididymalen Gewebe, in erheblich
grofBerer Menge. Um mogliche Kreuzreaktivitit auszuschlieBen, wurden fiir die Western Blot-
Analysen Priaabsorptionskontrollen durchgefiihrt (Abb. 15 C).
Nach der Praabsorption von CEACAMI1 Antikorper 4D1/C2 mit aufgereinigtem CEACAMI1
aus humanen Granulozyten zeigte sich weder bei 160 kDa noch bei 120 kDa eine spezifische
Bande. Die Detektion von Vimentin, als interne Kontrolle in identischen Blots, 146t die

Aussage zu, dass gleiche Mengen von Protein aufgebracht wurden.

4.8 CEACAMI1-Nachweis im menschlichen Ejakulat

Western Blot-Analysen wurden auflerdem an normalen menschlichen Ejakulaten
durchgefiihrt, um zu priifen, ob CEACAMI in der Samenfliissigkeit nachgewiesen werden
kann. Vergleichbar zu dem testikuldren Gewebe wurden bei dieser Analyse ebenfalls zwei

Banden bei 160 kDa und 120 kDa sichtbar gemacht (Abb. 15 B).
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Abb. 15 A - C: Detektion von CEACAMI1 durch Immunoblotting

Die Abbildungen A - B stellen die Immunoblots von CEACAMI1 durch den spezifischen Antikorper
4D1/C2, dar.

Abb. 15 A: CEACAMI1 ist in normalem testikuliren Gewebe (Tn), in epididymalem Gewebe (Epi)
und in testikuldren Tumoren, sowohl in den Seminomen (S), als auch in den Teratomen (Te), bei 120
und 160 kDa, nachweisbar. Die Menge des CEACAMI1 in den beiden Tumoren, ist mehr als in
normalem testikuldren Gewebe.

Abb. 15 B: In menschlichem Ejakulat von gesunden Individuen liefen sich, @hnlich wie im
testikulidren und epididymalen Gewebe, zwei Banden bei 120 kDa und 160 kDa nachweisen.

Abb. 15 C: In zwei parallel laufenden Immunoblots wurde der 4D1/C2 Antikorper verwendet.

Einmal gegen CEACAMI gerichtet und ein anderes Mal zusammen mit CEACAMI préabsorbiert.
Hierbei wurde das gleiche Gewebsstiick vom normalen testikuliren Gewebe und vom Tumorgewebe
benutzt. Bei dem Prédabsorptionsversuch wurden CEACAMI1 und 4D1/C2 inkubiert. Dies lieB die
spezifischen Banden bei 160 kDa und 120 kDa verschwinden, welche davor durch alleinige
Verwendung von 4D1/C2 sichtbar gemacht worden waren. Die Detektion von Vimentin lieferte eine
Kontrolle fiir die Proteinmenge, die zuvor in jede Tasche gegeben wurde. Dadurch konnte die groBere
CEACAMI1 Menge in testikuldren Tumoren, wie Seminomen, im Vergleich zu normalem Gewebe
demonstriert werden.
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5 Diskussion

Die hier vorgelegten Ergebnisse belegen erstmalig die Expression des Zell-Zell-
Adhisionsmolekiils CEACAMI1 in minnlichen Reproduktionsorganen und lassen vermuten,
dass CEACAMI1 im Zusammenspiel mit VEGF und seinen Rezeptoren in die Regulation der
menschlichen Spermatogenese involviert ist. Zusammenfassend zeigen die hier vorgelegten
Ergebnisse, dass CEACAMI1 in normalen menschlichen Samenkanélchen in Sertoli-Zellen,
nicht jedoch in Keimzellen zu finden ist. Im Rahmen der Spermatogenesestorung durch frithe
Tumorzellen (Carcinoma-in-Situ; CIS) oder bei experimentell induziertem Keimzellverlust
kommt es zu einer stirkeren Expression von CEACAMI in den Sertoli-Zellen. Dies steht
offensichtlich in einer Relation mit dem VEGF-System, da VEGF und der VEGFR-2
ebenfalls bei dem experimentell induzierten Keimzellverlust in Sertoli-Zellen stirker
nachweisbar sind. Dariiber hinaus zeigen die hier vorgelegten Befunde, dass lI6sliche Formen

von CEACAMI1 in der Samenfliissigkeit nachzuweisen sind.

5.1 Das Ex-vivo-Kulturmodell der Samenkanilchen ist geeignet fiir das Studium der
Expression angiogenetischer Faktoren im Keimepithel
Experimentelle Untersuchungen am menschlichen Material sind verstindlicherweise stark
eingeschrankt bis kaum méglich. Um die Bedeutung der angiogenetischen Faktoren fiir den
Ablauf der menschlichen Spermatogenese besser beurteilen zu konnen, wurde ein bereits
etabliertes Kulturmodel unter Benutzung isolierter Fragmente menschlicher Samenkanélchen
als Ex-vivo-Essay verwendet. Um festzustellen, inwieweit dieses Model fiir Untersuchungen
hinsichtlich der Expression angiogenetischer Faktoren geeignet ist, wurden zunéchst an
Gewebeschnitten der isolierten Samenkanzlchen immunhistochemische Analysen
durchgefiihrt. Diese Untersuchungen bestitigen die bereits publizierten Ergebnisse

hinsichtlich der Expression und der Lokalisation von VEGF und seinen Rezeptoren in den
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Sertoli-Zellen und Leydigzellen (Ergiin et al. 1997). Die hier vorgelegten Ergebnisse belegen
dariiber hinaus das Expressionsmuster von VEGF und seinen Rezeptoren im Laufe der
Gewebekultur, die mit einem experimentell induzierten Verlust der Keimzellen im
adluminalen Kompartiment der Samenkanélchen einhergeht. Auch die Expression des Zell-
Zell-Adhisionsmolekiils CEACAM1 wurde hierbei untersucht. Uber die Expression von
CEACAMI1 im normalen Hodengewebe lagen bis zur Durchfiihrung dieser Arbeit keine

Erkenntnisse vor.

5.2 Die Expression von CEACAMI steht in Relation zur Expression von VEGF und
VEGFR-2 in Sertoli-Zellen
Sowohl VEGF, als auch VEGFR-2 und CEACAM1 sind im normalen Hodengewebe in
Sertoli-Zellen zu finden. Interessanterweise kommt es zu einer deutlichen Steigerung der
Immunreaktion fiir alle drei Faktoren in Sertoli-Zellen isolierter und kultivierter
Samenkanilchen am dritten Kulturtag. Da auch die Stimulierung der
Samenkanilchenfragmente in vitro in einer erhohten Expression von CEACAMI in Sertoli-
Zellen resultiert, ist anzunehmen, dass auch in vivo unter bestimmten Bedingungen eine
solche Interaktion zwischen VEGF und CEACAMI existieren konnte. Ahnlich wie bereits bei
Endothelzellen beschrieben, konnte VEGF auch in Sertoli-Zellen zu einer erhdhten
Expression von CEACAM1 fiihren. Das Interessante an den hier prisentierten Ergebnissen
ist, dass VEGTF einen solchen Effekt an einer nicht-endothelialen Zellform, ndmlich der
Sertoli-Zelle herbeizufiihren scheint. Inwieweit diese Interaktion tatsdchlich fiir die
Spermatogenese im menschlichen Hoden von Bedeutung ist, bedarf weiterer Analysen. Es
kann aber angenommen werden, dass die erhohte Expression von CEACAM1 in Sertoli-
Zellen mit der Wahrung oder der Reorganisation der strukturellen Integritéit von

Samenkanilchen im Zusammenhang steht, da durch Verlust der adluminal liegenden
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differenzierenden Keimzellen die strukturelle Integritit der Samenkanélchen erheblich gestort

wird.

5.3 CEACAMlI ist involviert in die tubulire Organisation des Keimepithels

Der Nachweis von CEACAMI in den Sertoli-Zellen der Tubuli seminiferi mit Keimzellen,
jedoch nicht in den Sertoli-Zellen der Tubuli seminiferi ohne Keimzellen, 146t die Annahme
zu, dass CEACAMI1-Expression in Sertoli-Zellen von der Interaktion zwischen Sertoli-Zellen
und Keimzellen abhingt. Da CEACAMI nur in den adluminalen Abschnitten der Sertoli-
Zellen lokalisiert ist, spielt es moglicherweise bei der Polarisierung und Differenzierung
dieser Zellen eine Rolle.

Die Differenzierung der Sertoli-Zellen bildet eine wichtige Grundlage fiir den strukturellen
und funktionellen Aufbau der Blut-Hoden-Schranke, welche durch Tight-junctions (Schulze,
1984, Wong et al., 2004, Yan HH and Cheng CY, 2005) zwischen den benachbarten Sertoli-
Zellen gebildet und aufrechterhalten wird. Die Blut-Hoden-Schranke stellt eine essentielle
Voraussetzung fiir den Ablauf der Spermatogenese dar. Nur die Spermatozyten Typ I
passieren diese Barriere und migrieren von dem basalen zum adluminalen Kompartiment des
Keimepithels. Es wird angenommen, dass die Tight-junctions beim Passieren der
Spermatozyten Typ I kurzzeitig gedffnet und wieder geschlossen werden. Alle
differenzierenden Keimzellen weisen eine Adhdrenz zu der Zellmembran der adluminalen
Abschnitte von Sertoli-Zellen auf, bis sie sich als reife Spermatiden von der Sertoli-Zelle
loslosen, um dann im Rahmen der Spermiatio in das Lumen der Samenkanilchen abgegeben
zu werden. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass das Expressionsmuster von
CEACAMI1 in den normalen Hodenkanilchen ebenfalls auf die genannten adluminalen

Abschnitte der Sertoli-Zellen beschrinkt ist.
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Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass CEACAM1 moglicherweise an der Sertoli-Keimzell-
Interaktion wihrend der Differenzierung und Reifung der Keimzellen beteiligt ist. Als Zell-
Zell-Adhisionsmolekiil scheint CEACAMI fiir die dynamisch erfolgende Zell-Zell-Adhision
zwischen Spermatozyten und Sertoli-Zellen priadestiniert zu sein. Obwohl CEACAM1 sowohl
homophile als auch heterophile Bindungen eingehen kann, scheint die hier beschriebene
Adhésion nicht durch eine homotypische Bindung zu erfolgen, denn die Keimzellen selbst
weisen in keinem Stadium ihrer Differenzierung CEACAMI1 auf. Wihrend des Ablaufs der
Spermatogenese findet vermutlich nicht nur eine mechanische Zell-Zell-Adhision zwischen
den Sertoli-Zellen und den Spermatozyten statt, sondern sie kommunizieren moglicherweise
dadurch miteinander. Ob und wie diese Kommunikation erfolgt, ist allerdings im Detail noch
nicht bekannt, vor allem sind die beteiligten molekularen Mechanismen noch weitestgehend
unklar. Dennoch haben kiirzlich publizierte Daten aus den Untersuchungen an Mausehoden
verbliiffenderweise gezeigt, dass die N-Glycan-Kohlenhydratstruktur, welche sich auf den
differenzierenden Keimzellen befindet, eine zentrale Rolle bei der Interaktion zwischen den
Keimzellen und den Sertoli-Zellen spielt und fiir das Uberleben der Keimzellen notwendig ist.
Bei Knockout-Miusen, bei denen das Gen fiir die Glykosilierung in Form von N-Glycan-
Kohlenhydratstruktur ausgeschaltet worden war, verloren die Spermatozyten ihre Verbindung
zu den Sertoli-Zellen (Akama et al., 2002). Diese Daten deuten insoweit auf eine mogliche
Rolle von CEACAMI bei diesen Prozessen hin, als die Expression des ebenfalls stark
glykosilierten CEACAM1 sich im adluminalen Kompartiment der Sertoli-Zellen bis zur
luminalen Oberfliche ausdehnt und stellenweise ein fokussiertes Lokalisationsmuster
aufweist, was auf mogliche Adhédsionspunkte der Sertoli-Zellen hinweist. Basierend auf den
gezeigten Befunden kann postuliert werden, dass das an adhésiven Kontaktstellen der Sertoli-
Zellen lokalisierte CEACAMI mit seiner Kohlenhydrat-Determinante (Lewis Gal3
(1,4)[Fuca(1,3)]GIcNAc, Sialyl-Lewis NeuNAca2,3Galp1,4(Fuca(1,3) GIcNAc sowie andere

Glykane, z.B. high-mannose) dazu dienen konnte, den Kontakt zwischen den sich
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differenzierenden Keimzellen und den Sertoli-Zellen wihrend der Wanderung der Keimzellen
zum Lumen der Samenkanélchen hin kontinuierlich wiederherzustellen und somit deren
Differenzierung und Reifung zu beeinflussen. Ob diese Kohlenhydratepitope des CEACAMI1
tatsdchlich in die Zell-Zell-Adhésionsprozesse zwischen Keimzellen und Sertoli-Zellen
involviert sind, wie es von Akama und Kollegen fiir eine Gruppe von Kohlenhydratstrukturen
beschrieben wurde, bedarf weiterer Untersuchungen.

Weiterhin ist anzunehmen, dass die Priasenz von zwei unterschiedlichen Isoformen des
CEACAMI1 bei 160 kDa und bei 120 kDa im testikuldren und epididymalen Gewebe durch
unterschiedliche Glykosierung von CEACAMI verursacht wird, welche moglicherweise die
Zell-Zell-Adhision zwischen den Sertoli-Zellen regulieren konnte. Transfektionsstudien an
CHO und HEK?293-Zellen fir CEACAMI1 ergaben, dass diese Zellen CEACAM1-Form mit
120 kDa exprimieren. Massen-Spektrometrische-Sequenzierung dieser CEACAM1-Formen
ergab das gesamte CEACAM -Protein ohne den Sialyl-Lewis-X. Dies spricht fiir
unterschiedliche Glykosierung des CEACAMI1-Molekiils (Prof. C. Wagener, Abt. der
klinischen Chemie des Universititskrankenhauses Eppendorf, Hamburg, miindliche
Mitteilung). Weitere Studien werden benotigt, um die 120 kDa-Form von CEACAMI1 im
menschlichen Hodengewebe néher zu charakterisieren.

Samenkanilchen, die ausschlieBlich Sertoli-Zellen enthalten (SCO), sowie hypoplastische
Samenkanilchen, welche solide Stringe von Sertoli-Zellen tragen, sind ein zufilliger Fund
bei der mikroskopischen Evaluierung des Hodengewebes. Es wird angenommen, dass solche
Segmente von Samenkanilchen wihrend der testikuldren Entwicklung nicht von den
Keimzellen besiedelt werden (Huber et al., 1968; Knecht, 1976). Andere SCO-Tubuli
reprasentieren wahrscheinlich die Endphase der kompletten Keimzelldegeneration. Das
Fehlen von CEACAMI in SCO-Tubuli impliziert, dass CEACAMI1-Expression in Sertoli-
Zellen moglicherweise durch Zell-Zell-Interaktion oder durch unbekannte Faktoren, welche

von Keimzellen freigesetzt werden, induziert wird. Unbekannte Faktoren, die zur
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Differenzierung der Keimzellen fiihren, konnen moglicherweise mit der CEACAMI1 -
Expression in Sertoli-Zellen in Zusammenhang stehen. Da VEGF offenbar eine
Hochregulierung von CEACAMI1 bewirken kann und ebenso wie CEACAM1 am 3. Kulturtag
seine hochste Intensitit erreicht, scheint VEGF einer der Faktoren zu sein, welche an diesem
Prozef beteiligt sein konnten. Diese Art der Regulation konnte parakrin auf Sertoli-Zellen
wirken und somit die Expression von CEACAM!1 in diesen Zellen hochregulieren.

Ein frither Effekt von CIS ist ein massiver Verlust von Keimzellen, insbesondere gehen die
differenzierenden Keimzellen des adluminalen Kompartiments friihzeitig zugrunde. Die hier
gezeigten Ergebnisse demonstrieren eine signifikante Hochregulierung von CEACAMI in
Sertoli-Zellen der Tubuli seminiferi, welche eine gestorte Spermatogenese aufweisen.
CEACAMI1 ist auch in Sertoli-Zellen der Tubuli seminiferi hochreguliert, die CIS tragen. Die
hier gezeigte Ausdehnung der CEACAM 1-Markierung bis zu den basalen Abschnitten der
Sertoli-Zellen in CIS-Tubuli wird offensichtlich durch die Destruktion der Blut-Hoden-
Schranke verursacht. Es wird grundsitzlich angenommen, dass die Zellen in dem adluminalen
Kompartiment durch die Blut-Hoden-Schranke immunprotektiv geschiitzt sind und die
entscheidende Barriere durch die Tight-junctions zwischen den Sertoli-Zellen geliefert wird.
Ob und wie CEACAMI in die Konstruktion bzw. in das Aufrechterhalten der Blut-Hoden-
Schranke involviert ist, ist unbekannt und bedarf nidherer Untersuchung.

Um zu klaren, ob die Priasenz von Tumorzellen oder der Verlust von Keimzellen, verursacht
durch Tumorzellen, zu CEACAMI1-Expression in den Sertoli-Zellen fiihrt, wurde ein
organotypisches Kulturmodell benutzt, bei dem Fragmente von menschlichen
Hodenkanilchen isoliert und kultiviert wurden. Diese Methode war in unserer Arbeitsgruppe
bereits erfolgreich erprobt (Seidl und Holstein, 1990; Lauke et al., 1991). Die Kultur von
normalen Tubuli seminiferi in dieser Studie fiihrte zu einer spermatogenetischen Storung, die
der in vivo beobachteten Storung, wie bei CIS, sehr dhnlich erschien. Im Vergleich zum

Beginn der Kultur stieg die CEACAM 1-Expression in Sertoli-Zellen am 3. Kulturtag an.
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Diese Hochregulierung von CEACAMI in Sertoli-Zellen, induziert durch
Spermatogenesestorung in-vitro, untermauert die Hypothese, dass der Untergang der
differenzierten Keimzellen moglicherweise zu der Steigerung der Expression von CEACAM1
in Sertoli-Zellen fiihrt. Es ist zu beachten, dass die Intensitdt der CEACAMI1-Expression
zwischen dem 7. und 8. Kulturtag am stédrksten ausgepriagt war, wihrend ab dem 2. Kulturtag
die differenzierten Keimzellen progressiv untergingen und spiter nicht mehr nachweisbar
waren. Um den 7. Kulturtag herum iiberlebten ausschlieBlich die basal liegenden
Spermatogonien und Sertoli-Zellen. Daher konnte auch angenommen werden, dass auch die
Spermatogonien eventuell Faktoren sezernieren, welche auf Sertoli-Zellen wirken, und
schlieBlich zu einer Steigerung der CEACAM 1-Expression fiihren.

Die Sertoli-Zellen liefern die morphologische Grundlage fiir die korrekte interne Organisation
des Keimepithels. Der Verlust von Spermatozyten und reifen Spermatiden setzt
moglicherweise Mechanismen in Gang, welche die durch diesen Verlust bedingte
Strukturstorung des Keimepithels beheben sollen. Die tubulédre Struktur konnte dadurch
stabilisiert und somit eventuell auch die daraus resultierende Zerstorung der Blut-Hoden-
Schranke verhindert werden. Daher ist die gesteigerte Expression von CEACAMI sowie
VEGEF und seinen Rezeptoren eher als einen morphogenetischen Mechanismus fiir den Erhalt
und den Wiederaufbau der tubulidren Struktur des Keimepithels zu interpretieren, und weniger
als einen durch den direkten Einfluss von CIS bedingten Prozess (Abb. 16 A, B). Dies ist ein
Prozess, der offensichtlich unabhéngig von der Beteiligung von CEACAMI an der
Vaskularisierung der Keimzelltumoren zu betrachten ist.

Auch das Muster der CEACAM 1-Expression in Sertoli-Zellen nach einer Storung der
Spermatogenese weist auf eine Bedeutung von CEACAMI1 bei adhiésiven Prozessen im
Keimepithel hin. Hierbei ist CEACAMI in den Sertoli-Zellen nicht homogen, sondern fokal
lokalisiert. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass CEACAMI fiir den Erhalt und die

Reorganisation der tubulidren Struktur von Bedeutung sein kann. Weiterhin konnte
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CEACAMI1 auch im Zusammenspiel mit VEGF und seinen Rezeptoren, die ebenfalls in
Sertoli-Zellen exprimiert sind, Einfluss auf die tubulédre Struktur des Keimepithels nehmen.
Es ist bereits gezeigt worden, dass im normalen menschlichen Hodengewebe VEGF und seine
Rezeptoren in Leydigzellen und Sertoli-Zellen exprimiert werden (Ergiin et al., 1997). Fiir die
physiologische Relevanz des VEGF-Systems bei der Regulation der Spermatogenese
sprechen die Befunde, dass die Uberexpression von VEGF in Miusen zur Infertilitit fiithrte,
wihrend in den iibrigen Organen, auller einer miBig erhohten Gefillpermeabilitit, keine
weiteren spezifischen Storungen der Organfunktionen beobachtet werden konnten
(Korpelainen et al., 1998).

Die Tatsache, dass CEACAMI1 innerhalb des Hodenparenchyms und auch innerhalb der
selben Tubuli seminiferi mit normalem Keimepithel oft nicht homogen exprimiert ist, 146t
vermuten, dass die Expression von CEACAMI in Sertoli-Zellen moglicherweise mit den
Stadien der Spermatogenese im Zusammenhang steht.

Der Nachweis von CEACAMI1 im Ejakulat durch Western Blot-Analysen spricht fiir die
Existenz einer 16slichen Form von CEACAMI in der Samenfliissigkeit. Als Quelle hierfiir
kommen einmal Sertoli-Zellen, sowie auch Epithelzellen des Ductus Epididymidis in Frage.
Obwohl es bis heute keinen Hinweis fiir das Einwirken von CEACAMI1 auf freigesetzte
Spermien gibt, bleibt es offen, ob der Anteil von CEACAMI in der Samenfliissigkeit

eventuell in einem Zusammenhang zur Fertilitét steht.

5.4 CEACAM1I ist exprimiert in den kleinen Blutgefidfen von Seminomen

CEACAMI1 wird in den Blutgefaen solider Seminome (Keimzelltumore) exprimiert,
wihrend die Blutgefiafle des normalen menschlichen Hodengewebes negativ sind
(Lauke et al., 2004). Auch der Nachweis von CEACAMI1 in Western Blot zeigt eine deutlich

hohere CEACAMI1-Proteinmenge in den Seminomen im Vergleich zum normalen
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Hodengewebe und bestitigt somit die publizierten immunhistochemischen Ergebnisse. In
Ubereinstimmung mit fritheren Publikationen (Ergiin et al., 2000, Oliveira et al., 2004 und
Kilic et al., 2005) weisen diese Befunde darauf hin, dass CEACAMI1 offensichtlich auch bei
der angiogenetischen Vaskularisierung von Keimzelltumoren eine Rolle spielt. Inwieweit
CEACAMI1 bei der frithen Induktion der Angiogenese noch im CIS-Stadium eine Rolle spielt,
bedarf weiterer Untersuchungen. Dieser Aspekt ist jedoch von klinischer Bedeutung, da die
Induktion der Angiogenese den Prozess der Tumorentwicklung von einem nicht-invasiven
Stadium wie CIS zu einer invasiven und sich interstitiell ausbreitenden Form mit beeinflussen
bzw. beschleunigen kann. Am Beispiel der Urothelkarzinome der menschlichen Harnblase
konnte kiirzlich gezeigt werden, dass CEACAMI sehr friih bei der Aktivierung der
Angiogenese in Endothelzellen der kleinen Blutgefif3e, die dem oberfldachlichen und nicht-
invasiven Tumorareal eng benachbart sind, stark exprimiert wird und dadurch die
Angiogenese weiter verstirkt (Oliveira-Ferrer et al., 2004).

Zusammenfassend weisen die hier vorgelegten Befunde auf eine neuartige Funktion von
CEACAMI hin. Sie zeigen, dass die CEACAMI1-Expression in menschlichen Sertoli-Zellen
von der Priasenz der Keimzellen abhingig ist und bei der tubuldren Organisation des
Keimepithels eine wichtige Rolle spielt. Damit ist CEACAM]1 offensichtlich an der
morphogenetischen Regulation der Spermatogenese beteiligt. Weiterhin unterstiitzen die hier
vorgelegten Ergebnisse die Vorstellung, dass CEACAMI1 im Falle einer gestorten
Spermatogenese moglicherweise eine Rolle bei der internen Reorganisation der Tubuli
seminiferi spielt, und ebenso in die angiogenetische Vaskularisierung von Keimzelltumoren
involviert ist. Weitere Studien sind obligatorisch, um zu evaluieren, ob der Nachweis von
CEACAMI in testikulirem Gewebe und im Ejakulat als ein Parameter fiir die Fertilitits-

diagnostik benutzt werden kann.
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Abb. 16 A - B: Expression von CEACAM]1, VEGF und seinen Rezeptoren im normalen
und gestorten Keimepithel

Abb. 16 A: Expression von CEACAMI1, VEGF und seinen Rezeptoren im normalen Keimepithel.
Abb. 16 B: Expression von CEACAM1, VEGF und seinen Rezeptoren im gestorten Keimepithel.
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