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1. Einleitung

1.1. Spermatogenese beim Menschen

1.1.1. Keimzellentwicklung

Die Keimzellentwicklung beim Menschen kann in eine prinatale, eine postnatal-
pripuberale und eine adulte Phase unterteilt werden (Holstein and Wartenberg,
1970).

In der prinatalen Phase sind die primordialen Keimzellen beim menschlichen
Embryo ab der driten Woche im Endoderm der kaudalen Region des Dottersacks
nahe der Allantois sichtbar. Sie konnen anhand ihres hohen Glykogengehalts und
threr Phosphataseaktivitit identifiziert werden (McKay et al. 1953). Gegen Ende der
vierten Woche wandern sie in die Gonadenanlage ein. Die primordialen Keimzellen
sind von den undifferenzierten somatischen Stiitzzellen, den Vorlduferzellen der
Sertolizellen, umgeben (siche Kap. 1.1.2.). Beide Zelltypen teilen sich mitotisch und
bilden die Keimstringe im fetalen Hoden. In der achten Woche der
Embryonalentwicklung kann man im Hoden eine starke Proliferation der Keimzellen
nachweisen. Diese  proliferierenden  Zellen werden als M  (multiplying)-
Prospermatogonien bezeichnet. Nach dieser Proliferationsphase gehen die M-
Prospermatogonien in eine Ruhephase liber und werden nun als T1 (transitorische)-
Prospermatogonien bezeichnet (Holstein and Wartenberg, 1970).

Unmittelbar vor der Pubertit teilen sich die ruhenden T1-Prospermatogonien zu T2-
Prospermatogonien. Diese differenzieren sich weiter zu A-Spermatogonien, den
Stammzellen der Spermatogenese im adulten Hoden.

Zum Zeitpunkt der Pubertit bildet sich im Zentrum des Keimstranges ein Lumen, das
einerseits durch Migration der Keimzellen zur Peripherie des Keimepithels und
andererseits durch selektive Degeneration der Keimzellen in der Mitte des
Keimstranges entsteht. Die Lumenbildung wird durch die intratubuldre Fliissigkeit
der Sertolizellen initiiert. Dadurch wandelt sich der Keimstrang in ein
Hodenkanilchen um.

Nach der Pubertit differenzieren sich die A- zu B-Spermatogonien. Als néchstes

differenzieren sich die B-Spermatogonien zu primdren Spermatozyten. Nach einer
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laingeren meiotischen Prophase erfolgt die erste Reifeteilung des priméren
Spermatozyten. Die daraus entstandenen beiden sekunddren Spermatozyten treten
unmittelbar danach ohne erneute S-Phase in die zweite Reifeteilung ein. Es entstehen
je zwei Spermatiden mit einem haploiden Chromosomensatz. In der anschlieenden
Spermiogenese  differenzieren sich die frilhen runden Spermatiden zu reifen
elongierten Spermatiden. Dieser Vorgang umfafit die Ausbildung einer Akrosomen-
kappe, die Verkleinerung des Zellkerns durch Kondensation des Chromatins, sowie
die Ausbildung des Spermienflagellums (Vilar et al. 1970). Die reifen Spermatiden
werden zunichst in das Tubuluslumen entlassen und gelangen iiber das Rete testis
und die Ductuli efferentes in den Nebenhoden, wo sie zu beweglichen Spermien

reifen und bis zur Ejakulation gespeichert werden.

1.1.2.  Sertolizell-Funktion im Keimepithel

Zum Zeitpunkt der Pubertdt entwickeln sich die Stiitzzellen zu reifen Sertolizellen,
die von nun an teilungsunfihig sind. Die ausdifferenzierten Sertolizellen besitzen
einen hellen, euchromatinreichen Kern mit grolem Nukleolus, grole Mengen von
glattem endoplasmatischen Retikulum (ER) und reichlich lysosomale Einschliisse.
Das Zytoplasma der Sertolizelle erstreckt sich mit lamellenartigen Zellfortsétzen
durch das gesamte Keimepithel. Die Zellfortsitze bilden zahlreiche Zellkontakte
sowohl untereinander als auch zu den Keimzellen (tight und gap junctions) (Russel
and Peterson, 1985). Die Zellverbindungen zwischen den Sertolizellen (tight
junctions) bilden das morphologische Agquivalent der Blut-Hodenschranke. Sie
trennen den basalen Bereich mit Spermatogonien und prileptotinen (priméren)
Spermatozyten von dem adluminalen Kompartiment mit den restlichen Keimzellen
(Dym and Fawcett, 1970, Bergmann et al. 1989).

Neben der Stiitzfunktion sind die Sertolizellen fir die Eliminierung der
degenerierenden Keimzellen und der Zellreste durch Phagozytose verantwortlich.

Die Sertolizellen spielen bei der Initiierung und der Steuerung der Spermatogenese
durch Beteiligung an der Hormonregulation des Keimepithels und durch Synthese
von Proteinen, die die Keimzellentwicklung steuern, eine wichtige Rolle (Spiteri-
Grech and Nieschlag, 1993, Kierszenbaum, 1994).

Die Sertolizelle ist an der hormonellen Steuerung der Spermatogenese durch die

Synthese des androgenbindenden Proteins (ABP) und des Inhibins maligeblich
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beteiligt. Das ABP ist fiir den Transport des Testosterons in das Lumen der Tubuli
verantwortlich. Das  Inhibin ist der negative Riickkopplungsfaktor  des
Hypothalamus-Hypophysen-Hoden-Systems. Dartiber hinaus besitzen die Sertoli-
zellen FSH-Rezeptoren, liber die die Aktivitdt der Sertolizellen durch FSH gesteuert
wird. Auf diese Weise werden FSH-abhdngige Funktionen der Keimzellen durch
Sertolizellen vermittelt (siche Kap. 1.1.3.).

In den Sertolizellen werden Wachstumsfaktoren, wie z.B. Somatomedin,
synthetisiert, die eine mitogene Wirkung auf die Keimzellen haben (Hall et al. 1983,
Holmes et al. 1986). Weiterhin sind die Sertolizellen an der Migration der
Keimzellen durch die Blut-Hoden-Schranke und an der Spermiation durch Synthese
von Serinproteasen verantwortlich. Die Serinproteasen bewirken die Aktivierung von
Metalloproteasen, die ihrerseits die Zellmigration bewirken (Lacroix et al. 1977,
Russel, 1977).

1.1.3. Hormonelle Steuerung der Spermatogenese

Die Funktion des Hodens unterliegt der parakrinen Kontrolle durch das Testosteron
und der endokrinen Kontrolle durch die Gonadotropine, das luteinisierende Hormon
(LH) und das follikelstimulierende Hormon (FSH). Das Testosteron wird in Leydig-
Zellen, die im Interstitum zwischen den Hodenkandlchen liegen, gebildet. Die
Freisetzung von LH und FSH aus der Hypophyse wird durch das ,,Gonadotropin
Releasing Hormon* (GnRH) aus dem Hypothalamus gesteuert (Sharpe, 1994).

LH wirkt im Hoden iiber die Leydig-Zellen auf das Keimepithel. Es 16st tiber die
membranstindgen Rezeptoren cAMP-abhingige Signaltransduktionskaskaden aus,
die zu einer erhdhten Sekretion von Testosteron fiihren. Gebunden an das ABP in der
Sertolizelle gelangt das Testosteron in das Tubuluslumen. Hier beeinflufit es direkt
oder liber den aktiven Metabolit Dihydrotestosteron, der in den Sertolizellen entsteht,
die Spermatogenese. Das Testosteron ist fiir die Initilerung der Spermatogenese in
der Pubertit und fiir ihr lebenslanges Bestehen verantwortlich (Sharpe, 1994).

Das FSH reguliert die Keimzellentwicklung {iber spezifische Rezeptoren an den
Sertolizellen, in denen die Synthese weiterer Proteine ausgelost wird, die die
Spermatogenese regulieren.

Der Hoden kann seinerseits die Hypophysenaktivitit durch Abgabe von
Riickkopplungsfaktoren negativ beeinflussen. So wird in Sertolizellen das Inhibin
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synthetisiert, welches die Ausschiittung von GnRH hemmt und dadurch die Abgabe
der Hypophysenhormone verhindert. Weiterhin kann die Freisetzung von LH und
FSH durch das Testosteron oder durch seine aktiven Metabolite Ostradiol und
Dihydrotestosteron blockiert werden (Sharpe, 1994).

1.1.4. Effizienz der Spermatogenese

Die Effektivitdt der menschlichen Spermatogenese findet ihren Ausdruck in der von
Johnson et al. (1984) definierten ,Daily Sperm Production”, der Téglichen
Spermien-Produktion (TSP), welche bei einem adulten Mann 0,02-027 x 10°
Spermien betridgt. Zwei limitierende Faktoren bestimmen den Hochstwert der TSP:
1. die Zahl der Sertolizellen; 2. das Ausmal} der Keimzelldegeneration wahrend der
Spermatogenese.

Die Sertolizellen kdnnen nur eine begrenzte Anzahl von Keimzellen versorgen. Beim
Menschen versorgt eine Sertolizelle etwa zwei bis vier elongierte Spermatiden
(Skakkebaek et al. 1973, Paniagua et al. 1987). Die Zahl der Sertolizellen wird durch
die Proliferation der unreifen Sertolizellen im fetalen und neonatalen Hoden unter
der Kontrolle von FSH determiniert und variiert im adulten menschlichen Hoden
zwischen 25-900 x 10° (Johnson et al. 1984 a, b, Cortes et al. 1987). Bei der Ratte
fihrt die Abnahme der Sertolizellzahl, bedingt durch eine Inhibierung der
Proliferation durch Blockierung von FSH, im neonatalen Hoden zu einer verringerten
Spermienproduktion (Huhtaniemi et al. 1986, Orth et al. 1990). Die Erhohung der
Sertolizellzahl durch eine Verlingerung ihrer Proliferationsphase, z.B. bei der
Hypothyreose, fiihrt zu einer 80%-igen Steigerung der TSP im Vergleich zur
Kontrolle (Cooke et al. 1991).

Das Ausmall der Degeneration von Keimzellen stellt einen weiteren limitierenden
Faktor fiir die Effizienz der Spermatogenese dar. Wihrend der Mitose geht ein
erheblicher Teil der Spermatogonien durch spontane Degeneration verloren. Dies
fiilhrt beispielsweise bei der Ratte zum Verlust von etwa 75% der theoretisch
moglichen reifen Spermatiden (Russel et al. 1977). Auch ein Teil der Spermatozyten
degeneriert wihrend der Metaphase gegen Ende der Meiose. Dies fiihrt zu einem
Verlust von ca. 39% der potentiell moglichen Spermatiden (Johnson et al. 1987). In
der Spermiogenese degeneriert ein Teil der Spermatiden wihrend der nukledren

Kondensation (Roosen-Runge, 1973). Dies hat eine wichtige Bedeutung hinsichtlich
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der Selektion der ‘"gesunden" Keimzellen mit intaktem Genom und der
Aufrechterhaltung eines optimalen Zahlenverhiltnisses zwischen Keimzellen und
Sertolizellen (Russel, 1977, Hilscher and Engelmann, 1991).

Ferner wird die Effizienz der Spermatogenese durch das Alter beeinflufit. So betragt
die Zahl reifer elongierter Spermatiden bei &lteren Minnern (Mittel: 71 Jahre) ca.
71% der von jiingeren Miannern (Mittel: 34 Jahre) (Johnson et al. 1984 b). Die
verminderte Produktion der reifen Spermatiden hingt primidr mit der Abnahme der
Sertolizellpopulation bei dlteren Minnern zusammen (Johnson et al. 1984 a). Eine
erhdhte Degeneration der primdren Spermatozyten mit zunehmendem Alter trigt
ebenfalls zur Senkung der TSP bei (Johnson et al. 1987).

Die Untersuchungen der molekularen Mechanismen der Keimzelldegeneration
zeigen, dal der Keimzelltod hinsichtlich der Morphologie und der
Erscheinungsformen kein einheitliches Bild liefert. In einigen Studien konnte
nachgewiesen werden, dal die zwei Zelltodformen, Apoptose und Nekrose, in
Abhingigkeit von der Ursache nebeneinander bzw. vereinzelt im Keimtubulus
vorkommen konnen (Allan et al1987, Russel et al. 1990, Hikim et al. 1995,
Hasegawa et al. 1997) (siche Kap. 1.2. und 1.3.).

1.2. Apoptose
1.2.1. Charakterisierung der Apoptose

Die Apoptose ist eine Form des Zelltodes, die sich durch ihren genetisch gesteuerten
und geordneten Ablauf von der Nekrose, dem unkontrollierten Zelltod, unterscheidet.
Bei der Nekrose geht die Membranintegritit verloren, was zur Freisetzung des
Zytoplasmainhaltes fiihrt. Dies ruft Entziindungsreaktionen im umgebenden Gewebe
hervor (Allison and Sarraf, 1994). Bei der Apoptose hingegen, ist die Zellmembran
intakt und die Zelle =zerfillt in membranumschlossene Apoptosevesikel —mit
Zytosolinhalt, die von den Nachbarzellen oder von Makrophagen phagozytiert
werden (Savill et al. 1990).

Typische morphologische Merkmale einer apoptotischen Zelle sind Chromatin-
kondensation, Zellschrumpfung und Bildung von charakteristischen Ausstiilpungen
an der Zellmembran. Auf DNA-Ebene zeichnet sich dieser Proze durch eine
Fragmentierung der DNA in ca. 200 bp groe Bruchstiicke aus, welche durch

Restriktion der DNA zwischen den einzelnen Nukleosomen entstehen.
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1.2.2. Apoptose in physiologischen Prozessen

Die normalen physiologischen Prozesse kann man, bezogen auf die Bedeutung der
Apoptose, in drei Gruppen unterteilen:

1. Bei den Differenzierungsprozessen wihrend der Embryonal- und Fetalentwicklung
ist die Apoptose bei der Ausbildung der GliedmaBlen, des Knorpelgewebes, des
Knochens und bei der Entwicklung der Eingeweide mafgeblich durch eine selektive
Eliminierung der Zellen beteiligt (Furtwangler et al. 1985, Antalikova et al. 1989,
Williams et al. 1991, Lewinson et al. 1992).

2. Bei der Aufrechterhaltung der numerischen Zellhomdostase spielt die Apoptose
neben der Zellproliferation eine wichtige Rolle. So wird z.B. eine ausbalancierte
Lymphozytenzahl im gesunden Organismus durch die Apoptose geregelt (Golstein et
al. 1991, Rothenberg, 1992).

3. Bei der Immunabwehr gegen bestimmte virale Infekte induzieren die T-Zellen in
den infizierten Zellen die Apoptose wie z.B. in mononukledren Blutzellen nach einer
Infektion mit dem Herpesvirus I (Clouston and Kerr 1985, Cohen et al. 1992, Hanon
et al. 1996). Die Apoptose ist maligeblich an der Eliminierung der aberranten und
geschidigten Zellen beteiligt. Zytotoxische Umwelteinfliisse, wie UV- oder Gamma-
Bestrahlung, Hitze-Stress und Chemotoxika, sind hdufige Ursachen flir die
Entstehung solcher Zellen mit Schiden in der chromosomalen DNA (Smith et al.
1996, Hasegawa et al. 1997).

Eine Fehlregulation der Apoptose ist mit der Pathogenese vieler Erkrankungen
assoziiert. So kann eine verminderte oder fehlende Apoptose zu Autoimmun- bzw.
Tumorerkrankungen fiihren (Rathmel et al. 1995, Borgerson et al. 1999, Tang et al.
1998). So z.B. weisen Kolontumorzellen und Prostatakarzinome eine im Vergleich
zu Normalgewebe verminderte Expression der potentiellen Apoptoseinduktoren wie
der Fas-Ligand oder Inakivierung des p53-Proteins auf (Tang et al. 1998). Eine
unerwiinschte Aktivierung der Apoptose ist andererseits mit neurodegenerativen

Erscheinungen bei der Alzheimererkrankung assoziiert (Smale et al. 1995).
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1.3. Apoptose in der Spermatogenese bei Sdugern

1.3.1. Apoptose in der Ontogenese des Hodens

Die Haufigkeit und das Verteilungsmuster von apoptotischen Zellen weisen wihrend
der verschiedenen Differenzierungsphasen der Keimzellen eine Abhéngigkeit vom
ontogenetischen Entwicklungsstadium der jeweiligen Spezie auf.

In der Siugetierentwicklung ist die Apoptoserate im prapuberalen Hoden am
hochsten. So ist das Ausmall der Apoptose im Keimepithel vom 8.-22. Tag postnatal
bei der Maus (Mori et al. 1997) und vom 16.-28. Tag postnatal bei der Ratte (Billig
et al. 1995) doppelt so hoch wie im adulten Tier. Im prapuberalen Hoden gehort die
Apoptose bei den Spermatogonien zur normalen Entwicklung des Keimepithels und
ist im Zusammenspiel mit der Proliferation an der Ausbildung der Population von
Stammspermatogonien beteiligt (Heiskanen et al. 1996).

Beim adulten Tier ist die Zahl der apoptotischen Spermatogonien deutlich geringer.
Den iiberwiegenden Teil der apoptotischen Zellen machen nun die Spermatozyten
und Spermatiden aus (Billig et al. 1995, Ohta et al. 1996, Mori et al. 1997). Die
Bedeutung der Apoptose besteht hier anscheinend in der Eliminierung der
geschidigten Keimzellen und in der Regulierung der Keimzellzahl, die durch

Sertolizellen optimal versorgt werden konnen (Blanco-Rodriguez et al. 1996).

1.3.2. Hormonelle Regulation der Apoptose im Keimepithel

Studien an Maus und Ratte zeigen, dal die Apoptose im Keimepithel durch den
Serumspiegel der Gonadotropine LH und FSH, sowie Testosteron beeinfluflbar sind.
Der Entzug von FSH (Billig et al. 1995, Shetty et al. 1996), LH (Billig et al. 1995)
und Testosteron (Troiano et al. 1994, Henriksen et al. 1995) beeinfluBlt die
Apoptoserate  im Keimeptihel in Abhingigkeit vom Keimepithelzyklus und vom
Alter der Spezie. So 16st der Testosteronentzug in den Stadien II-XI im Rattenhoden
Apoptose aus, wiahrend sie im Stadium XII gehemmt wird (Henriksen et al. 1995).
Die Blockierung von FSH bei der Ratte verursacht nur bei 16-32 Tage alten Tieren
eine Erhohung der Apoptoserate im Keimepithel, wihrend jiingere und altere Tiere
weitgehend unempfindlich erscheinen (Billig et al. 1995). Der FEinsatz von einem
LH-Antagonisten, TX54, bewirkt bei Ratten eine Senkung der Anzahl an elongierten
Spermatiden sowie einen Anstieg der Apoptoserate (Wang et al. 1997).
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1.3.3. Umwelteinfliisse auf die Apoptose im Keimepithel

Auf zytotoxische Umwelteinfliisse, radioaktive  Strahlung, Chemotoxika und
Hitzestre3 reagieren die Keimzellen mit einer erhShten Apoptoserate. Dabei zeigt
sich, daB die einzelnen apoptoseauslosenden Faktoren auf die Keimzellen
stadienspezifisch wirken. Im Rattenhoden zeigen die B-Spermatogonien und
Spermatozyten nach einer X-Bestrahlung eine erhohte Apoptoserate (Henriksen et al.
1996). Die Einwirkung von “2-Methoxy-Acetic Acid” (MAA), ein aktiver Metabolit
des organischen Losungsmittels Ethylenglykol, spricht selektiv die Spermatozyten an
(Li et al. 1996). Bei einem experimentell induzierten unilateralen Kryptorchismus
verursacht der HitzestreB im adulten Maushoden bei den primdren Spermatozyten

und runden Spermatiden eine erhdhte Apoptoserate (Yin et al. 1997).

1.3.4. Apoptose in der Spermatogenese des Menschen

Bisherige Untersuchungen am adulten menschlichen Hoden befafiten sich mit der
Beteiligung der Apoptose an der Genese von Spermatogenesedefekten. So zeigten
Brinkworth et al. (1997), da die Apoptose im Hoden ilterer Méanner (Mittel: 71
Jahre) bei der Keimzelldegeneration mit verschiedenen Formen von Spermatogene-
sestorungen  beteiligt ist. Dabei wurde kein Zusammenhang zwischen der
Apoptoserate und dem Hodengewicht bzw. dem Alter der einzelnen Patienten
festgestellt.

Im Hoden infertiler Minner konnte 1m Vergleich zu Hoden mit normaler
Spermatogenese  eine  erhohte  Apoptoserate  mit  Spermatogenesearresten
nachgewiesen werden (Lin et al. 1997 a, b). Jedoch bleibt noch offen, ob es ein
charakteristisches Profil gibt, das einer Normalverteilung der Apoptose bei den
einzelnen Entwicklungsstufen der Spermatogenese entspricht. Es ist weiterhin nicht
geklart, ob und in wieweit sich diese Verteilung bei pathologischen Verdnderungen
im Keimepithel verschiebt, was moglicherweise fiir die frithe Diagnostik eine
Bedeutung haben konnte, da die einzelnen Entwicklungsstadien in der
Spermatogenese  erhebliche  Unterschiede  hinsichtlich  ihrer  zellphysiologischen
Eigenschaften und ihrer Ansprechbarkeit auf apoptoseauslosende Parakrine bzw.
Umweltsignale aufweisen.

Weitere Studien erscheinen in diesem Zusammenhang notwendig, um die
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molekularen Mechanismen der Apoptoseregulation wihrend der Spermatogenese

aufzukliren.

14. Apoptose in der Hodentumorgenese

1.4.1. Apoptose in der Entwicklung maligner Tumore

Die Genese vieler maligner Neoplasien ist mit einer verminderten Apoptose in den
Tumorzellen assoziiert. So korreliert die Senkung der Apoptoserate bei den
Kopf/Hals-Tumoren mit dem Differenzierungsgrad und dem Grad der Malignitit der
Tumore (Mundle et al. 1996). In den transgenen Méusen, die das T-Antigen des
SV40-Virus exprimieren (C3(1)/SV40 TAG), ist die Inhibierung der Apoptose beim
Ubergang von atypischen Hyperplasien zu einem soliden Adenokarzinom ein
Schliisselereignis (Shibata et al. 1996).

Die Ursache fiir die verminderte Fahigkeit der Tumorzellen zur Apoptose liegt oft an
der Inaktivierung potentieller ~Apoptoseinduktoren (z.B. p53) oder an der
Uberexpression von Apoptoseinhibitoren (zB. bcl-2) (Chresta et al. 1996). Das
Tumorsuppressorprotein p53 liegt bei mehr als der Hilfte aller malignen Tumore in
einer mutierten Form vor (Greenblatt et al. 1994). Eine Uberexpression des
Apoptoseinhibitors bcl-2 wurde bei vielen menschlichen Tumoren nachgewiesen,
wie Adenokarzinomen, Neuroblastomen, Lungentumoren und Melanomen, und
korreliert oft mit einer schlechten Prognose und einer schwierigen Therapierbarkeit
(Reed, 1994).

Andererseits spielt die Apoptose in der Regression und Heilung der Tumore eine
wichtige Rolle. Die Heilbarkeit durch Chemo- oder Strahlentherapie steht in direkter
Abhingigkeit von der Fahigkeit der Tumorzellen Apoptose zu induzieren (O’Connor
et al. 1991, Dive et al. 1991, Lowe et al. 1993).

1.4.2. Genese der Keimzelltumore

Die Hodentumore machen etwa 1% aller Neoplasien bei Ménnern aus. In der
Altersgruppe von 18 bis 35 Jahren sind sie die hiufigste maligne Tumorerkrankung
(Pugh et al. 1981). Die Keimzelltumore werden in Seminome und Nicht-Seminome
unterteilt. Die Nicht-Seminome werden in differenzierte, undifferenzierte und méiBig

differenzierte Teratome unterteilt.
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Die Genese der Keimzelltumore nimmt ihren Ursprung in den intratubuldren
Keimzellneoplasien, die als ,Carzinoma In Situ“ (CIS) bezeichnet werden
(Skakkebaek et al. 1972, von der Maase et al. 1986). Die CIS-Zellen treten als
prainvasive Vorstufe solider Keimzelltumore vermehrt in deren Peripherie auf. So
weisen bis zu 88% aller Patienten mit einem soliden Seminom im kontralateralen
Hoden oder in den tumorfernen Arealen CIS-Zellen im Keimepithel auf (Koide et al.
1987). Histologisch sind die CIS-Zellen entlang der Tubuluswand nachweisbar.
Einen bewéhrten Marker fiir die Identifizierung der préiinvasiven CIS-Zellen stellt
die Plazentale Alkalische Phosphatase (PLAP) dar, die normalerweise an der
Zellmembran primitiver embryonaler Keimzellen zu finden ist (Koide et al. 1987,

Hustin et al. 1990).

1.5. Regulation der Apoptose

Die Apoptose kann in einer Zelle, in Abhidngigkeit von ihren Eigenschaften wie
Zelltyp, Entwicklungsstadium oder Alter, als Antwort auf Aufensignale stattfinden.
Der Entzug oder die Applikation von Wachstumsfaktoren und Hormonen,
Verdnderung der Interaktionen zwischen den Zellen oder die DNA-Schidigung, z.B.
durch Bestrahlung, bewirken in den Zellen die Apoptoseinduktion.

Auf molekularer Ebene sind eine Reithe von onkogenen Proteinen, die normalerweise
als Signaltransduktoren, Transkriptionsfaktoren oder als virale Onkoproteine bekannt
sind, in die Induktion und Regulation der Apoptose involviert. Diese Proteine
beeinflussen unter speziellen Bedingungen in Zellkulturen die Apoptose zelltyp-
spezifisch. Hinsichtlich ihrer Bedeutung bei der Apoptose nehmen die Fas/Fas-
Ligand-Oberflachenproteine, die Proteine der bcl-2-Familie und das p53-Tumor-
suppressorprotein eine zentrale Rolle ein. Der Ausfall oder die Uberexpression dieser
Regulatoren fiihrt bei den meisten Zellen zu einer massiven Storung in der
Wachstumskinetik. Die daraus resultierende Anhdufung der Zellen oder der
verstarkte Zellschwund bildet eine Grundlage fiir pathogene Veridnderungen wie z.B.
Tumorentstehung oder Autoimmunerkrankung im Organismus (s.a. Kap. 1.5.).

In der Tabelle 1 sind weitere Onkoproteine zusammengefalit, die sich ebenfalls als
Apoptose-modulierend erwiesen haben (Hale et al. 1996). So 16st z.B. das c-myc
Onkoprotein, das normalerweise bei Uberexpression eine verstirkte Zellproliferation

induziert, bei einer kontinuierlichen Expression durch den Entzug von Wachstums-
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faktoren in myeloiden Zellen die Apoptose aus (Askew et al. 1991).

Tabelle 1:  Apoptose-assoziierte Onkoproteine (modifiziert nach Hale et al.

1996).
Funktion Protein | Apoptose- Apoptose-
induzierend hemmend
RAS +
Signaltrans duktoren RAF +
ABL +
MYC +
REL + +
Transkriptionsfaktoren | MYB + +
AP-1 +
E2F +
NUR77 +
E1A +
E1B +
Virale Onkoproteine LMP-1 +
TAX + +
E7 +
E6 +

1.5.1. Fas-Rezeptor/Ligand-Interaktion in der Apoptoseinduktion

Im Jahre 1989 haben deutsche und japanische Wissenschaftler unabhingig
voneinander einen Antikorper entdeckt, der bei Tumorzellen Apoptose ausloste und
dadurch das Tumorwachstum hemmte (Traut et al. 1989, Yonehara et al. 1989). Das
Antigen, gegen das der Antikorper gerichtet war, wurde von der deutschen Gruppe
APO1 und von der japanischen Gruppe Fas genannt. Die internationale Bezeichnung

des Antigens ist CD95.

1.5.1.1. Fas-Rezeptor

Das Fas-Rezeptor-Gen ist 25 kb grofl und ist auf dem Chromosom 10 lokalisiert. Das
Protein ist ein 45 kD grofles Zelloberflichenprotein, das aus drei Teilen besteht,

einem intrazelluldren, emem transmembranen und einem extrazelluliren Teil

Aufgrund der Figenschaften des extrazelluliren Teils wird Fas der Tumor Necrosis
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Factor/Nerve Growth Factor-Rezeptor-Familie (TNF/NGF-Rezeptor-Familie) zu-
geordnet (Nagata and Golstein 1995). Die Aminosduresequenz des extrazelluldren
Abschnitts ist bei den Mitgliedern der TNF/NGF-Rezeptor-Familie hoch konserviert
(20-30% Homologie) und besteht tliberwiegend aus Zystein-Resten (Smith et al.
1994).

Fir die Initiierung der Apoptose ist ein Abschnitt von etwa 80 Aminosduren, die
”Todesdoméne”, die sich im intrazelluliren Bereich von Fas befindet, verantwortlich

(Itoh et al. 1993, Tartaglia et al. 1993).

1.5.1.2. Fas-Ligand

Der Fas-Ligand 16st durch die Bindung an den Fas-Rezeptor die Apoptose der

Zellen aus. Das menschliche Fas-Ligand-Gen ist 8 kb grof8 und ist auf dem Chro-
mosom 1qg23 lokalisiert. Das Protein hat ein Molekulargewicht von 37 kD und ist ein
Mitglied der TNF-Familie (Nagata, 1997). Es besteht aus einem intrazelluldren N-
Terminus, einem transmembranen Abschnitt und einem extrazelluldren C-Terminus.

Der Fas-Ligand (FasL) gehort zu den Typll-Membranproteinen (Tanaka et al. 1995).

1.5.1.3. Apoptoseinduktion durch das Fas-System

Bei der Apoptoseinduktion binden sich drei Fasl-Molekiile in Form eines Trimers
gleichzeitig an drei Rezeptormolekiile. Die anschlieBende Signaltransduktion besteht
aus zwei Phasen.

Die erste Phase bestetht in der Wechselwirkung der zytoplasmatischen
“Todesdoméne” von Fas mit dem entsprechenden zelluldren Effektor-Protein. Ein
Protein, das sich mit der “Todesdomine” interagieren und binden kann, ist ,JFas-
Associating Death Domain“ (FADD) (Boldin et al.1995, Chinnaiyan et al. 1995).
Dieses 23 kD groe Protein besitzt an seinem G Terminus einen zur “Todesdoméne”
von Fas homologen Abschnitt und an seinem N-Terminus den sogenannten
Todeseftektor ,,Death-Effector Domain“ (DED). Es konnte nachgewiesen werden,
daf3 sich unmittelbar nach der Bindung von FasL an Fas ein FADD/Fas-Komplex
bildet (Kischkel et al. 1995) (Abb. 1).

In der zweiten Phase findet als FErgebnis der FADD/Fas-Wechselwirkung die
Aktivierung von Enzym-Kaskaden statt. Als Bindeglied zwischen der Signal-

12
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transduktionskette und der proteolytischen Aktivitit fungiert ein Enzym, das
sogenannte FLIC (FADD-like ICE), das den Zysteinproteasen der ,Interleukin-
1beta-Converting Enzyme*-Familie (ICE-Familie) zugeordnet wird, (Boldin et al.
1996, Muzio et al. 1996).

Das FLIC ist ein 55kD grofles Protein, das am N-Terminus zwei Doménen besitzt,
die fir die Bindung an den “Todeseffektor” von FADD verantwortlich sind. Durch
die Bindung an das FADD kommt es zur Oligomerisierung des FLIC. Dies fiihrt
weitethin zu einer Autokatalyse des Enzyms. Das aktivierte FLIC ist in der Lage

andere Caspasen katalytisch zu aktivieren und setzt damit proteolytische Kaskaden in

Gang (Nagata, 1996) (Abb.1).
—_‘—'——'——-—

Fa=z-Ligand
. Fas-Rezeptor
Todesdomine

Todeseffektor

Kazkaden wvon
Caspasen

KN Proteclyse der

Apoptoze-assoziierter

/ Substrate

Abbildung 1: Signaltransduktionsweg bei der Fas-vermittelten Apoptose
(modifiziert nach Nagata, 1996).

1.5.1.4. Fas/Fas-Ligand im Hodengewebe

Die Tatsache, da3 sowohl Fas als auch Fas-Ligand im Hoden nachgewiesen werden
konnte, deutet auf eine zentrale Rolle des Fas-Systems in der Apoptoseregulation bei
Keimzellen. Der derzeitige Wissensstand hinsichtlich der Rolle des Fas-Systems in
der Spermatogenese weist einige offene Fragen auf. So zeigen viele Untersuchungen
kein einheitliches Bild tliber die Lokalisation der Fas- und Fas-Ligand-Antigene im
Keimtubulus. Im Maushoden exprimieren die Sertolizellen den Fas-Liganden und die
Keimzellen des Fas-Rezeptors (Lee et al. 1997). Im Unterschied dazu zeigen im
Rattenhoden die pachytinen Spermatozyten, Spermatiden und die Sertolizellen
gleichermallen den Fas-Rezeptor und den Fas-Liganden (Woolveridge et al. 1999).

13
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Uber die Expression der Fas-/Fas-Ligand-Proteine im menschlichen Hoden gibt es
derzeit zwei Studien, die zum Teil unterschiedliche Erkenntnisse {iber die
Lokalisation des Fas-Proteins liefern. So berichteten Sugihara et al. (1997) iiber die
Lokalisation von Fas und Fas-Liganden in allen Keimzelltypen, sowohl bei den
Sertoli- als auch bei den Leydig-Zellen, wihrend Pentikainen et al. (1999) iiber Fas-
Proteinexpression nur in den Spermatozyten und Spermatiden berichtet. Der
derzeitige Kenntnisstand hinsichtlich des Expressionprofils von Fas/Fas-Ligand-
Proteinen und deren Stellenwert in der Regulation der Keimzellapoptose erlaubt

noch keine genaueren Aussagen.

1.5.2. p53-Protein in der Apoptoseregulation
1.5.2.1. Biochemische Eigenschaften von p53

Das humane p53-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 lokalisiert. Das
Protein hat ein Molekulargewicht von 53kD und besteht aus 393 Aminosduren
(Caron et al. 1992). Das p53-Protein besteht aus einem Prolin-reichen N-Terminus,
einem hydrophilen C-Terminus und einer hydrophoben zentralen Region.

Im N-Terminus befindet sich die Transaktivierungsdoméne des p53-Proteins. Der C-
Terminus beinhaltet die Oligomerisierungsdoménen, die vorwiegend die Bildung von
Tetrameren ermdglichen. Die zentrale Region ist flir die sequenzspezifische DNA-
Bindung verantwortlich (Hollstein et al. 1996).

1.5.2.2. Funktion von p53

Die Hauptaufgabe des pS53-Proteins besteht wihrend der Zellproliferation und der
Zelldifferenzierung in der Sicherung der Genomintegritit in geschidigten Zellen

durch Einleiten des G1-Arrestes oder der Apoptose.

1.5.2.2.1. DNA-Reparatur

Der Verlust der normalen Funktion des p53-Proteins, der durch Mutationen oder
durch Komplexbildung mit viralen oder zelluliren Proteinen hervorgerufen werden
kann, fiihrt hiufig zu einer unkontrollierten Proliferation der Zelle. Die Funktion des
p53-Proteins beruht auf der Féhigkeit des Proteins sich sequenzspezifisch an doppel-
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stringige DNA zu binden. Dadurch ist es in der Lage, die DNA-Replikation und die
DNA-Transkription von Genen zu regulieren (Donehower et al. 1993).

Nach einer DNA-Schidigung kommt es zum Anstieg des intrazelluldren p53-
Spiegels. Beim Ubergang von der Ruhe (G1)- in die Synthese (S)-Phase greift das
p53-Protein in den Zellzyklus ein. Am Ende der Gl-Phase wird der Zellzyklus
gestoppt, so dall eine DNA-Reparatur vor einer DNA-Replikation moglich ist. Dies
geschieht unter anderem durch Blockierung von PCNA-Expression (Proliferating
Cell Nuclear Antigen), von Polymerase-00 und von Histon H3 (Mercer et al. 1991).
Bei irreparablen Schiden 16st das p53-Protein in Zellen die Apoptose aus.

1.5.2.2.2. Rolle von p53 in der Apoptose

Eine entscheidende Rolle von p53 bei der Apoptoseinduzierung konnte in Versuchen
demonstriert werden, in denen sich der Verlust, die Zugabe ader die Aktivierung von
p53 unmittelbar auf das Apoptoseverhalten der Zellen auswirkte. So 10st eine
radioaktive Bestrahlung von Thymozyten der Maus die Apoptose aus. Die Deletion
des p53-Gens verursacht jedoch bei diesen Zellen den Verlust der Féhigkeit zur
Apoptose (Lowe et al. 1993). Die Aktivierung des p53-Gens in Kolonkarzinomen bei
Nacktmdusen, die durch Injektion der Kolontumorzellen entstanden ist, fiihrte zur
vollstindigen Regression der Tumore. Die gezielte Aktivierung des p53-Gens
erfolgte durch Ausstattung des Gens in Tumorzellen mit einem Metallothionin-
Promotor, der durch Zugabe von Zinkchlorid aktiviert wird (Shaw et al. 1992). Die
Transfektion des mutierten und des normalen p53-Gens in die myeloiden
Leukdmiezellen, die kein p53-Gen haben, verursachte verstirkt die Apoptose nur bei
Zellen mit normalem Wildtyp p53-Gen (Yonish-Rouch et al. 1991).

Der Funktionsverlust von p53 beglinstigt somit das Tumorwachstum. In etwa der
Hilfte aller malignen Neoplasien liegt das p53-Gen inaktiviert vor. Der Mutations-
status des Gens ist oft mit einer schlechten Prognose bei der Tumorerkrankung
assoziiert (Greenblatt et al. 1994).

Die vorwiegend aus den Untersuchungen an Maus und Ratten stammenden
Erkenntnisse iiber die p53-Expression im Hoden, weisen kein einheitliches Bild auf.
Rotter et al. (1993) fanden hohe Mengen von p53-mRNA in Spermatiden und
Spermatozyten. Im Gegensatz dazu, wurde auf der Proteinebene p53 ausschlieBlich

in Spermatogonien nachgewiesen, was auf eine Spermatogonien-spezifische Rolle
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von p53 im Keimepithel deutet (Beumer et al. 1998).

Beim menschlichen Hoden unterscheiden sich die Erkenntnisse {iber die p53
Expression je mnach Untersuchungsansatz. Die Westernblot-Untersuchungen von
Woolveridge et al. (1998) in Hodenhomogenaten zeigen eine konstante Expression
des p53-Proteins, die jedoch nicht mit der Apoptose assoziiert ist. Im Gegensatz dazu
wiesen die immunhistochemischen Untersuchungen von Lin et al. (1999) keine p53
Markierung in den Keimtubuli auf. Kuczyk et al. (1994) wiederum konnten in
Tumor-fernen Arealen eine Einzelzellexpression von p53, ohne den Zelltyp zu
spezifizieren, zeigen. Es bleibt jedoch unklar, in wieweit diese widerspriichlichen
Aussagen methodisch bedingt sind. Die Aussage von Woolveridge et al. (1998)
beruht ausschlieflich auf der Westernblotanalyse, mit der auch geringe Mengen des
Antigens nachweisbar sind. Erginzend wire jedoch eine immunhistochemische
Spezifizierung der p53 exprimierenden Zellen sinnvoll. Die Ermittlung des p53-
Expressionsprofils im menschlichen Hoden ist fiir das Verstindnis der molekularen
Zusammenhdnge zwischen der Apoptoseregulation und der Spermatogenese sowie

der Genese der Keimzellkarzinome von Bedeutung.

1.5.3. B-Cell-Leukemia/Lymphom-2 (bcl-2) in der Apoptose
1.5.3.1. Biochemische Eigenschaften

Das 230 kb groe humane bcl-2-Gen ist auf dem g-Arm des Chromosoms 18
lokalisiert. Das bcl-2-Protein umfait 239 Aminosduren und hat ein Molekular-
gewicht von 26kD. In der Nédhe des C-terminalen Endes befindet sich ein Abschnitt
von 19 hydrophoben Aminosduren, der flir die Verankerung des Proteins an der
Membran verantwortlich ist (Hockenbery et al. 1990). Funktionell wichtig sind die
Protein-Doméinen BH1 und BH2, die durch Bildung von Heterodimeren mit anderen
Mitgliedern der bel-2 Familie interagieren.

Das bcl-2-Protein ist ein Onkoprotein, das fiir die Zellproliferation verantwortlich ist.
Im adulten Organismus ist die bcl-2-Expression auf Areale langlebiger und
proliferierender Zellen beschriankt (Hockenbery et al. 1991, Lu et al. 1993). Das sind
in erster Lmnie duktale Zellen aller exokrinen Driisen (Pankreas, Speichel- und
Schweilldriisen), Stammzellen (basale Keratinozyten) und hormon-sensible Zellen

(glatte Muskulatur, Driisen des Uterus, duktales Brustdriisenepithel) (Lu et al. 1993).
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1.5.3.2. bcl-2 und Apoptose

In der Signaltransduktionsphase der Apoptose spielen die Proteine der bcl-2 Familie
eine zentrale Rolle. Ein Teil der Mitglieder der bcl-2 Familie, wie bcl-2, bcl-xL und
mcl-1, kénnen die Apoptose inhibieren. Die anderen Mitglieder dagegen begiinstigen
die Apoptose (bax, bcl-xS, bak). Fiir die Apoptose-blockierende oder -fordernde
Wirkung sind auch die Interaktionen (Hetero- und Homodimerisierung) zwischen
den Mitgliedern der bcl-2 Familie entscheidend. Die Wirkung von bcl-2 als Inhibitor
der Apoptose ist von dem Verhdltnis zwischen den bcl-2/bcl-2-Homodimeren und
den bcl-2/bax-Heterodimeren abhiangig (McDonnell et al. 1996).

Die Apoptose-inhibierende Funktion des bcl-2-Proteins konnte an Zellkulturen
nachgewiesen werden, die normalerweise beim Entzug von Zytokinen, z.B. Inter-
leukinen 3 und 4 (IL-3, IL-4 ), oder durch Uberexpression oder Aktivierung von
Apoptoseinduktoren (Fas, p53) durch Apoptose absterben. Diese ,,normale” Reaktion
der Zellen bleibt haufig aus, wenn das bcl-2-Protein iiberexprimiert wird.

Auf den Entzug von IL-3 und IL-4 reagieren die interleukinabhéngigen
hidmatopoetischen Zelllinien mit einer erhdhten Apoptoserate. Jedoch bleibt dieser
Effekt aus, wenn die Zellen das bcl-2-Protein iiberexprimieren, was durch
Transfektion des bcl-2-Gens erzielt werden kann (Nunez et al. 1990, Bary et al.
1993).

Die Fas/FasL-induzierte Apoptose bei malignen Gliomzelllinien (LN-18, LN-229,
T98G) konnte durch die Uberexpression von bcl-2 blockiert werden (Schlapbach et
al. 1997). Die Erythroleukdmiezellen (DP16-1), die kein p53 Gen haben, reagierten
auf eine radioaktive Bestrahlung bei einer Transfektion des p53-Gens mit Apoptose.
Gleichzeitige Transfektion des bcl-2 Gens blockiert die Apoptose-induzierende
Wirkung von p53 (Fukunaga-Johnson et al. 1995).

Die Untersuchungen der Expression des bcl-2-Proteins in der Spermatogenese an
Tiermodellen und an Menschen liefem zum Teil ein widerspriichliches Bild.
Untersuchungen an transgenen Méiusen, die kein bcl-2 exprimieren, weisen einen
Spermatogonienarrest auf, was auf die Bedeutung von bcl-2 in der normalen
Spermatogenese hinweist (Furuchi et al. 1996). Im Gegensatz dazu konnte Rodriguez
et al. (1997) kein bcl-2-Protein im Maushoden nachweisen. Im Rattenhoden
reagieren die Keimzellen auf den Testosteronentzug mit einer erhdhten bcl-2

Expression (Woolveridge et al. 1999).
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Im menschlichen Hoden konnte Lin et al. (1999) immunhistochemisch kein bcl2 im
Keimepithel nachweisen. Mit Hilfe der Proteinblotanalyse konnten Woolveridge et
al. (1998) in menschlichen Hodenhomogenaten nach einer Langzeit- Antiandrogen-
behandlung eine Uberexpression des bck2 Proteins feststellen. Jedoch fehlen in den
Untersuchungen von Woolveridge et al. (1998) immunhistochemische Daten zur bcl-
2-Expression, sowie bei Lin et al. (1999) eine ergdnzende Proteinblotanalyse. In
diesem Zusammenhang wire flir die Klarung der Rolle des bcl-2-Proteins in der
normalen  Spermatogenese im  menschlichen Hoden die Kombination von
Westernblotanalyse mit einer immunhistochemischen Lokalisation des Antigens
sinnvoll.

Weiterhin  konnte in den Keimzellkarzinomzelllinien eine  erhdhte  bel-2-
Proteinexpression nachgewiesen werden, was auf die Rolle des bcl-2 in der
Entwicklung der Keimzelltumore hindeutet (Chresta et al. 1996, Burger et al. 1997).
Um die Rolle des bcl-2-Proteins in der Hodentumorgenese festzustellen, wire eine
Erstellung des Expressionsprofils des bcl-2 Proteins in den einzelnen Phasen der
Hodentumorgenese, von normalem Gewebe iiber Tumorvorlduferlesionen zu soliden

Tumoren, notwendig.

1.6. Zielsetzung der Arbeit

Die Erkenntnisse tliber die Apoptose im méannlichen Keimepithel, die hauptsachlich
durch Untersuchungen an Tiermodellen erzielt wurden, zeigen deutlich die
bedeutende Rolle der Apoptose in der Spermatogenese sowie in der Genese
krankhafter Verdnderungen der Keimzellen. Gleichzeitig erweist sich die Apoptose
als ein komplexes Zusammenspiel vieler Faktoren (z.B. die Spezies-spezifischen
Unterschiede, die verschiedenen Auslosemechanismen der Apoptose und die
vielfaltige physiologische Funktionen der Apoptose in den einzelnen Stadien der
Spermatogenese), welche bei allen Untersuchungen zu beriicksichtigen sind. Die
bisherigen Daten aus der Literatur {iber die Apoptose und deren Regulatoren Fas/Fas-
Ligand, p53 und bcl-2 im menschlichen Hoden geben kein umfassendes Bild iiber
diese Problematik. Die zum Teil uneinheitlichen und widerspriichlichen Erkenntnisse
erfordern weitere Aufkldrungen zur Rolle der Apoptose und deren Regulation in der

menschlichen Spermatogenese und Genese der Keimzelltumore.
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Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden folgende Schwerpunkte abgehandelt:

|

Ia

Ib

II

IIa

II'b

Um eine Korrelation zwischen der Lokalisation der Apoptoseregulatoren wie
Fas/Fas-Ligand, p53 bzw. bcl2 und der rdaumlichen Verteilung der
apoptotischen Zellen im menschlichen Keimepithel herauszufinden, wurde:

das menschliche Keimepithel mit normaler Spermatogenese hinsichtlich der
Apoptoseverteilung und der Apoptoserate charakterisiert;

ein genaues Expressionsprofil der einzelnen Regulatoren ( Fas, Fas-Ligand,

p53 und bel-2) auf der Protein- und/oder mRNA-Ebene ermittelt.

Um festzustellen inwieweit eine Dysregulation der Apoptose mit der
Tumorprogression im Hoden assoziiert ist, wurden:

die priinvasiven Keimzelllesionen ,,Carcinoma In Situ“ (CIS) und die invasiv
wachsenden Seminome hinsichtlich der Apoptosehdufigkeit charakterisiert;

die Expression der Apoptose-Regulatoren p53 und bcl-2 in den priinvasiven
CIS sowie in soliden Seminomen und deren Rolle in der Apoptose-

Regulation in der Hodentumorgenese untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Biopsiematerial

Es wurden 25 Biopsien von 14 Patienten, die wegen eines Prostatakarzinoms
orchiektomiert wurden (Alter: 52-74 Jahre, Mittel: 64 Jahre), untersucht. Die
lichtmikroskopische Beurteilung (Prof. M. Bergmann) zeigte eine normale Sperma-
togenese (Score=8) (Holstein und Schirren, 1983).

Fir die Untersuchung der Apoptose bei pridinvasiven CIS-Zellen im Vergleich zu
invasiv. wachsenden Tumorzellen wurden 9 Proben mit pridinvasivem CIS und 12
Seminome im fortgeschrittenen Stadium ausgewertet. Die Gewebeproben wurden
von der Klinik und Poliklinik fiir Urologie in Miinster zur Verfligung gestellt .

Fir die Westernblot-Untersuchungen mit Antikorpern gegen den Fas-Liganden und
den Fas-Rezeptor stand ein Proteinlysat aus Jurkatzellen (Zelllinie aus T-
Lymphozyten) von der Firma Dianova als Positivkontrolle zur Verfiigung. Als
Positivkontrolle fir die immunhistochemischen Untersuchungen dienten Bouin-
fixierte Gewebeschnitte von der Tonsille, die aus der Hals-Nasen-Ohren Klinik,
Halle, zur Verfiigung gestellt wurden.

2.2, Apoptosenachweis (TUNEL)
2.2.1. Fixierung und Einbettung der Gewebeproben

Unmittelbar nach der Entnahme wurde ein Teil der Gewebeproben im fliissigen
Stickstoff asserviert und anschlieBend bei —80°C gelagert.

Von jedem Gewebeblock wurde ein weiterer Teil in einer Bouin’schen Losung (5 ml
96%-ige Essigsdure, 75 ml gesittigte wélrige Pikrinsdure, 25 ml 37%-iges Formalin)
fixiert und in Paraffin eingebettet.

2.2.2. TUNEL-Reaktion

Die Paraffinschnitte (7 um) wurden zundchst in Xylol (2x15 min) entparaffiniert und
anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe (96%, 80%, 70%, 50% Aqua.
bidest.) je 5 min rehydriert. Die nachfolgenden Inkubationsschritte wurden in
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feuchten Kammern wie folgt durchgefiihrt:

1. Inkubation im 1%-igen H)O7 in Methanol bei Raumtemperatur (20 min).

2. Spiilen der Objekttrager im 0,2M Tris-Puffer, pH 7,4 (2x10 min).

3. Vorinkubation der Schnitte mit dem Reaktionspuffer (200 mM Kaliumkakodylat;
25mM  Tris-HCl; 1,25 mg/ml Rinderserumalbumin, pH 6,6; 0,75 mM Kobalt-
chloridlésung) bei 37° (30 min).

4. Terminale Transferase-Reaktion bei 37°C (1 Stunde).

Der Reaktionsansatz enthielt 0,03 U/ul terminale-Transferase (Boehringer
Mannheim), SuM Biotin-16-dUTP und 45uM dATP (Boehringer Mannheim).

5. Spiilen der Objekttrager im 0,2M Tris- Puffer, pH 7,4 (2x10 min).

6. Vorinkubation mit dem Blockpuffer (5% Milchpulver im 0,2M Tris-Puffer,
pH 7.4) bei Raumtemperatur (30 min).

7. Inkubation mit dem Standard ABC-Elite-Kit (Vector Burlingame) bei
Raumtemperatur (30 min).

8. Spiilen wie im Schritt 2.

9. Entwickeln im 0,5 mg/ml Diaminobenzidin (DAB, Sigma).

10. Spiilen wie im Schritt 2.

11. Gegenfarben im Hamalaun (1 min).

12. Blduen im Leitungswasser (20 sec).

13. Dehydrieren und Eindecken mit DePeX.

2.2.3. Kontrollen

Positivkontrolle: Es wurde ein Gewebeschnitt fiir 1 Stunde bei 37 °C mit DNase
(200 U/ul ) in DNase Puffer behandelt (3M NaOAc, pH 5,4; IM MgSO,).
Negativkontrolle: Das Protokoll (s. oben) wurde ohne das Enzym terminale-
Transferase durchgefiihrt.

2.3. RT-PCR Analyse (Fas/Fas-Ligand)
2.3.1. RNA-Priparation

Fiir die RNA-Praparation wurden 10 bis 50 mg Kryogewebe in 1 ml TRIZOL-
Losung (Life Technologies) homogenisiert und nach dem Protokoll des Herstellers

aufgearbeitet. AnschlieBend wurde die priparierte Gesamt-RNA 1 Stunde bei 37°C
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einer DNase Behandlung (1U/l1pug-RNA) unterzogen. Nach anschliefender Fallung
und dem Waschen im 75%-igen Ethanol wurde die RNA in DEPC-Wasser auf-
genommen. Durch Absorptionsmessungen bei 260 nm konnte die Konzentration der

RNA bestimmt werden. Die RNA wurde bei —70°C gelagert.

2.3.2. cDNA-Synthese

Die Synthese der cDNA wurde an einem Oligo-dT-Primer wie folgt durchgefiihrt:

3ug Gesamt-RNA wurden zunichst mit 0,5 pg Oligo-dT-Primer bei 68°C 10 min
lang denaturiert und anschlieBend auf Eis (4°C) gestellt. Danach wurde dem RNA-
Oligo-dT-Primer-Mix 1ul reverse Transkriptase (Superscript II, BRL), 4ul RT-
Puffer, 2ul ANTP Mix (enthielt je 10mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und 2ul 0,1%-
iges DTT hinzugefiigt und auf 20ul Endvolumen mit DEPC-Wasser aufgefiillt. Der
Reaktionsansatz wurde 10 min bei Raumtemperatur und danach 1 Stunde bei 42°C
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz bei 80°C 10 min lang denaturiert. Die
Lagerung der cDNA erfolgte bei —20°C.

2.3.3. RT-PCR

Fir die Amplifikation des gesuchten cDNA-Abschnittes wurden spezifische Primer
(GibcoBRL) eingesetzt (Schumann et al. 1997):

FAS sense: 5‘- ATG CTG GGC ATC TGG ACC -3¢

FAS antisense: 5°‘- CTG TTC TGC TGT GTC TTG G -3¢

Fas L sense: 5‘- GGA TTG GGC CTG GGG ATG TTT CA -3¢

Fas L antisense: 5°- TTG TGG CTC AGG GGC AGG TTG TTG -3¢

PCR-Ansatz (50 pl):

10xPCR-Puffer Sul
dNTP-Mix (10 mM) 1wl
Fas-Primer-Mix (0,25 mM) 1l
FasL-Primer-Mix (0,25 mM) 1l
Tag-DNA Polymerase (4U/ul) 0,5 ul
MgCl12 (50 mM) 1,5ul
c-DNA (s.2.3.2)) Sul

anschliefend auf 50 pl Endvolumen mit Aqua.bidest. auffiillen.
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PCR-Protokoll:

1 min 95°C

30 sec 94°C

30 sec Annealingtemperatur (s.u.)

30 sec 72 °C (Riicksprung auf Schritt 2, Zyklus- Wiederholung)
5 min 72 °C

Annealingtemperatur und Zykluszahl:

Fas 58°C, 39 Zyklen
FasL  64°C, 39 Zyklen

Zur ldentifikation wurde das RT-PCR-Produkt in einem 1,8%-igen Agarosegel mit
Ethidiumbromid in 1XTAE bei 90V 2 Stunden aufgetrennt.

2.3.4. Identifikation der RT-PCR-Produkte

Das RT-PCR-Produkt kann zusitzlich mit Hilfe von Restriktionsenzymen
sequenzspezifisch in definierte DNA-Fragmente gespalten und dadurch identifiziert
werden. Fiir den Nachweis der Fas- und FasL-PCR-Produkte wurde das Enzym
Ddol, das in beiden RT-PCR-Produkten mindestens 2 Schnittstellen hat, ausgewdhlt.
Das Enzym Ddol und die entstehenden DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des

Programms DNAsis, Version 6.0 (Pharmacia) ermittelt.

Restriktionsansatz (20 pl):

PCR-Produkt 10pg
10xReaktionspuffer 1/10 Vol. %
Restriktionsenzym (Ddol) 5 U/ug DNA

anschlieend auf 20 pl Endvolumen mit Aqua.bidest. auffiillen.

Der Verdau erfolgte 1 Stunde bei 37°C. Zur Auswertung wurde das Restriktions-
produkt in einem 1,8%-igen Agarose-Gel mit Ethidiumbromid elektrophoretisch
aufgetrennt und anschlieSend fotodokumentiert.

24. Protein-Analyse
2.4.1. Westernblot

2.4.1.1. Proteinisolierung

50 bis 100 mg des bei -70°C gelagerten Gewebestiickes wurden in tief gefrorenem
Zustand pulverisiert, in ca. 5 Vol. des Extraktionspuffers (1% SDS, 1 mM Natrium-
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vanadat und 10 mM Tris, pH 7,4) homogenisiert und 10 min lang gekocht.
AnschlieBend wurden die Proben bei 7500 Upm 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde aliquotiert und bei —20°C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde mittels
BCA-Systems (BCA Protein Assay Kit, PIERCE) bei 570nm photometrisch
bestimmt.

2.4.1.2. SDS-Polyacryalamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Entsprechend dem Gewichtsbereich der untersuchten Proteine (10-100 kD) wurde
ein 12%-iges PAA-Gel verwendet (Tab. 2. ).

Tabelle 2: Zusammensetzung des 12%-igen PAA-Gels

Losung Trenngel (12%) 15 ml Sammelgel S ml
Acrylamid 40% 4,5 ml 0,62 ml
Aqua. bidest. 6,4 ml 3,6 ml
Tris-HCI-Puffer 1,5 M, pH 8,8 3,8 ml -
Tris-HCI-Puffer 1 M, pH 6,8 - 0,63 ml
Natriumdodecylsulfat (SDS) 10% 0,15 ml 0,05 ml
Ammoniumpersulfat (APS) 10% 0,15 ml 0,05 ml

Zusammensetzung von 10 x Laufpuffer:

Tris-HCI-Puffer 250 mM M, pH8,3
Glycin 192 mM

SDS 1%

Mit Aqua. bidest. auf 1 Liter auffiillen.

Zusammensetzung von 2 x Proben-Puffer:

Tris-HClPuffer 125 mM, pH 6,8
SDS 4% Gew %
Glycerol 20% Gew %
B-Mercaptoethanol 10% Vol %
Bromphenolblau 2% Gew %
Aqua. bidest. 17,5% Vol %

Die elektrophoretische Trennung erfolgte 2 Stunden bei 30 mA.
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2.4.1.3. Proteinblot

Die PVDF-Membran, das PAA-Gel mit Proteinproben, die Filterpapiere getrdnkt in
einem der 3 Blotpuffer (Tab. 3) wurden zwischen den Elektroden angeordnet.

Bei einer PAA-Gelfliche von ca. 54 cm® wurde der Proteintransfer mit einer Strom-
stirke von 240 mA (45 min, bei 16°C) durchgefiihrt. Das geblottete Protein auf der
PVDF-Membran konnte mit 0,1%-gem Ponceau Rot und 7%-ger Trichloressigsdure
reversibel gefarbt und dadurch sichtbar gemacht werden. AnschlieBend wurde die
Membran luftgetrocknet. In eine Frischhaltefolie geschweiit konnte die Membran
bei 4°C gelagert werden. Die Effizienz des Blots wurde durch das Féarben des Gels

mit Coomassieblau festgestellt.

Tabelle 3: Pufferzusammensetzung.

Puffer 1 |Puffer 2 | Puffer 3
Tris-HCl 0,3M 25 mM 25mM
Methanol 20% 20% 20%
Amino-Caprionsiure - - 4mM

Coomassieblau-Firbelosung (1 1):

Coomassieblau (Serva) 25¢g

Essigsiure 100 ml
Methanol 450 ml
Aqua. bidest. 450 ml

Coomassieblau-Entfirber (1 1):

Methanol 450 ml
Essigsdure 75 ml
Aqua. bidest. 475 ml

2.4.1.4. Immundetektion

Die folgenden Inkubations- und Waschschritte der Immundetektion wurden in einer
T-PBS-Losung (PBS mit 0,1% TWEEN) durchgefiihrt:

1. Inkubation mit der Blocklosung (5% BSA, 5% Milchpulver in T-PBS) (1 Stunde).

2. Inkubation mit dem 1. Antikrper (1 Stunde).

3. Waschen im Schiittelbad (4x5 min).
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4. Inkubation mit Nonimmunserum (5% in T-PBS) aus der Ziege (30 min).

5. Inkubation mit dem 2. Antikorper, Ziege- Anti-Maus, HRP-Konjugiert (30 min).

6. Waschen im Schiittelbad (4x5 min).

Die  Antikérperreaktion wurde durch eine  Chemilumineszenzreaktion (ECL,
Amersham) auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.

Die fiir die Immunreaktion benutzten Antikorper und die eingesetzten Mengen sind

in der Tabelle 4 aufgefiihrt.

2.5. Immunhistochemie (ABC-Methode)

Die entparaffinierten und rehydrierten Paraffinschnitte wurden in Citratpuftfer (pH 6)
einer Mikrowellenbehandung unterzogen (4x5min bei 600W). Die anschlieBenden
Inkubationen wurden bei Raumtemperatur in feuchten Kammern wie folgt durch-
geflihrt:

1. Inkubation in Methanol mit 1% H2O?2 (20 min).

2. Waschen in PBS-Puffer (4x5min).

3. Inkubation mit 5% BSA im PBS-Puffer (1 Stunde).

4. Waschen in PBS-Puffer (4x5min).

5. Inkubation mit dem jeweiligen Antikorper (Tab. 4) in 1% BSA im PBS-Puffer

(1 Stunde).

6. Waschen in PBS-Puffer (4x5min).

7. Inkubation mit Nonimmunserum (5% in PBS) von der Ziege (30 min).

8. Inkubation mit dem 2. Antikérper (30 min).

9. Waschen in PBS-Puffer (4x5min).

10. Inkubation mit dem Standard ABC-Elite-Kit (Vector Lab) (30 min).

11. Waschen in PBS- Puffer (4x5min).

12. Entwickeln mit Diaminobenzidin (Sigma) (7 min).

13. Gegenfarben mit Himalaun (1 min).

14. Dehydrieren und Eindecken mit DePeX.
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Tabelle 4: Charakterisierung der verwendeten Antikorper

Antikorper Quelle Bezeichnung Verdiinnung
ICH WB

p53 medac diag. | Klon Do-7 1/500 1/500
bel-2 DAKO Klon 124 1/200 1/500
Fas DIANOVA |Klon 13 1/200 1/500
FasL DIANOVA |Klon 33 1/400 1/500
PLAP DAKO PL8-F6 1/100 -
2.AK Biotin-Konij. SBAI IgG (H+L) 1/300 -
2.AK HRP-Konj. SBAI IgG (H+L) - 1/500
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3. Ergebnisse

3.1. Apoptose im Hoden mit normaler Spermatogenese

3.1.1. Apoptosehiufigkeit und das Verteilungsmuster im Keimepithel

Es wurden insgesamt 6946 Keimtubuli mit der normalen Spermatogenese in den
Hoden mit Score 810 ausgewertet. Die Ergebnisse der Apoptoseuntersuchung in den
adulten menschlichen Hoden mit normaler Spermatogenese sind in der Tabelle 5
dargestellt. In 25 Hodenbiopsien wurde in 8,8%+3,7% aller Keimtubuli mindestens
eine apoptotische Keimzelle nachgewiesen (Tab. 5; Abb. 2). Der Mittelwert der
apoptotischen Zellen, bezogen auf die Zahl der Keimtubuli, lag bei 0,127+0,057
(n=25) (Tab. 5; Abb. 3).

%
14 q
7 -
0
n=25

Abbildung 2: Der Mittelwert der Keimtubuli mit apoptotischen Keimzellen.

0,2 7
0,1 1
0
n=25

Abbildung 3: Der Mittelwert der apoptotischen Zellen bezogen auf die Zahl der
Keimtubuli.
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Apoptotische Zellen fanden sich in allen Stadien der Spermatogenese. Dabei betréigt
der Anteil der Spermatozyten 63%*9%, der Spermatiden 30%%8% und der
Spermatogonien 7%+6% in den untersuchten Hodenbiopsien (Tab. 5; Abb. 4; Abb. 5

a-c).
80% - 63%
[
40% 30%
° T
7%
0%
Spermatogonien Spermatozyten Spermatiden

n=25 n=25 n=25

Abbildung 4: Verteilung der apoptotischen Zellen in den einzelnen

Differenzierungsstadien der Spermatogenese.
Bei der Positivkontrolle haben mindestens 70% aller Zellen auf dem Gewebeschnitt

eine positive TUNEL-Reaktion gezeigt (Abb. 6a). Bei der Negativkontrolle war
keine Markierung sichtbar (Abb. 6b).
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Tabelle 5:  Verteilung und Héufigkeit der apoptotischen Zellen im normalen
menschlichen Keimepithel.

PNr N MW TB/N (%) | SG (%) SZ (%) SD (%)
1 53 0,0566 6 0 67 33
2 294 0,1088 9 0 75 25
3 260 0,1577 12 2 54 44
4 370 0,1189 9 7 55 38
5 202 0,1683 13 6 59 35
6 377 0,1034 6 5 69 26
7 362 0,0773 7 14 61 25
8 412 0,1262 7 21 65 14
9 141 0,1348 9 0 74 26

10 182 0,0824 4 7 67 26
11 279 0,0896 7 12 60 28
12 310 0,0581 4 11 72 17
13 107 0,0748 5 12 63 25
14 156 0,1346 11 14 43 43
15 151 0,2185 15 3 82 15
16 242 0,2190 14 2 70 28
17 299 0,0970 7 10 66 24
18 196 0,0714 7 14 50 36
19 221 0,2036 12 2 69 29
20 206 0,2282 14 4 51 45
21 208 0,2548 17 4 64 32
22 93 0,0538 4 0 60 40
23 796 0,1080 6 11 59 30
24 648 0,0926 6 12 53 35
25 381 0,1391 10 7 70 23

Abkiirzungen: PNr (Patientennummer), N (Gesamtzahl der Tubuli), TB (% Anteil

von Keimtubuli mit apoptotischen Keimzellen), MW (Mittelwert der apoptotischen

Keimzellen pro Tubulusquerschnitt), SG (% Anteil der Spermatogonien), SZ (%
Anteil der apoptotischen Spermatozyten), SD (% Anteil der Spermatiden).

30




Ergebnisse

b)

Abbildung 5: Apoptosenachweis im Keimepithel mit normaler Spermatogenese:
a) Spermatogonien (Vergroferung x250);
b) primére Spermatozyten (VergroBerung x300);
c)runde Spermatiden (Vergroferung x200).
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b)

Abbildung 6: Kontrollen fiir den TUNEL-Test:
a) Positivkontrolle: Dnase behandeltes Gewebeschnitt
(VergroBerung x75);
b) Negativkontrolle: TUNEL-Reaktion ohne terminale Transferase
(VergroBerung x100).
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3.1.2. Apoptoseregulatoren im Keimepithel
3.1.2.1.  Fas-Rezeptor/Ligand-Expression im Hoden
3.1.2.1.1. Fas-Rezeptor

Mit spezifischen Primern wurde im Hodengewebe mit normaler Spermatogenese ein
819 bp groBles RT-PCR-Produkt fiir den Fas-Rezeptor nachgewiesen (Abb. 7). Das
cDNA-Produkt wurde mittels einer Restriktionsanalyse auf seine Identitdt iiberpriift.
Das Restriktionsenzym Ddol schneidet die Fas-Rezeptor-cDNA an drei Stellen,
wobei vier DNA-Fragmente von 388 bp, 199 bp, 139 bp und 95 bp entstehen (Abb.
7).

Der Antikorper gegen den  Fas-Rezeptor zeigte in den untersuchten
Hodenhomogenaten bei  Westernblotanalyse  keine  Immunreaktion. In  den
Proteinproben aus den Jurkat-Zellen (Positivkontrolle) war eine 45kD grole
immunreaktive Bande nachweisbar (Abb. 8a). In der Immunhistochemie wies der
monoklonale Antikdrper gegen den Fas-Rezeptor keine positive Markierung auf
(Abb. 8c). In Gewebeschnitten aus der Tonsille (Positivkontrolle) waren hingegen
einzelne Makrophagen und Plasmazellen positiv markiert (Abb. 8b).

3.1.2.1.2. Fas-Ligand

Dem Fas-Liganden entsprach ein cDNA-Produkt von 344 bp (Abb. 9), das im Hoden
nachgewiesen wurde. Das cDNA-Produkt wurde mittels einer Restriktionsanalyse
auf seine Identitit tiberpriift. Das Restriktionsenzym Ddol erkennt in der Fas-Ligand-
cDNA zwei Schnittstellen bei 142 bp und 334 bp, wodurch beim Verdau 3
Fragmente von der Grof3e 192 bp, 144 bp und 10 bp entstehen (Abb. 9).

Die Westernblotanalyse mit dem monoklonalen Antikorper gegen den Fas-Liganden
ergab in den Hodenhomogenaten und in den Jurkat-Zellen (Positivkontrolle) eine
immunreaktive Bande bei 37 kD (Abb. 10a). In der Immunhistochemie wurde der
Fas-Ligand in den Sertolizellen nachgewiesen (Abb. 10b). In der Tonsille
(Positivkontrolle), waren einzelne Plasmazellen und Makrophagen ebenfalls positiv

markiert (Abb. 10c).
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bp
<«— Fas

} Ddol

Abbildung 7: Nachweis des 819 bp groflen Fas-mRNA-Produktes in Hoden mit
normaler Spermatogenese. Das Ergebnis der Restriktionsanalyse
des Fas-cDNA-Produktes mit dem Enzym Ddol, wobei 388, 199,
139 und 95 bp grofle DNA-Fragmente entstehen.

819

388

199
139

95

42 kD '~ <4— Fas

Abbildung 8: Nachweis des Fas-Proteins:
a) Westernblot in Homogenaten von Hoden (H) und Jurkatt-Zellen
(JK). Nachweis einer 42 kD grolen Immunobande in Jurkatt-
Zellen. Keine nachweisbaren Banden im Hodenhomogenat (H);
b) Immunhistochemie: Markierung einzelner Makrophagen in der
Tonsille (Vergroferung x200);
¢) Im Hodengewebe ist keine Markeirung nachweisbar
(VergroBerung x100).
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bp

344
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Abbildung 9:

37 kD

¥  FasLigand

Ddol

Nachweis eines 344 bp groBen Fas-Ligand-cDNA-Produktes im
Hoden mit normaler Spermatogenese. Nachweis von 192 bp,

144 bp und 10 bp groen DNA-Fragmenten bei der Restriktions-
analyse des Fas-Ligand-cDNA-Produktes mit dem Enzym Ddol.

JK H H

<4— Fas-Ligand

Abbildung 10:

Nachweis des Fas-Ligand-Proteins:

a) Westernblot in Homogenaten von Hoden (H) und Jurkatt-Zellen
(JK). Nachweis einer 37 kD groflen immunreaktiven Bande bei
Jurkatt-Zellen und im Hodenhomogenat;

b) Immunhistochemischer Nachweis: Markierung einer Sertolizelle
im Keimepithel (VergroBerung x300);

¢) Immunhistochemie: Markierung einzelner Makrophagen in der
Tonsille (VergroBerung x200).
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3.1.2.2. p53

Bei der Westernblotanalyse konnte im normalen Hodenhomogenat eine
immunreaktive Bande bei 53 kD nachgewiesen werden (Abb.11a). Mit den gleichen
Antikorpern  wurde auf dem Gewebeschnitt immunhistochemisch das p53-Protein

nachgewiesen. Eine positive Markierung wiesen nur einzelne Spermatogonien auf
(Abb. 11b).
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Abbildung 11:  Nachweis des p53-Proteins im Hoden:
a) Westernblotanalyse: Nachweis einer 53 kD grof3en
immunreaktiven Bande im Proteinhomogenat von Hoden;
b) Immunhistochemischer Nachweis: Positive Markierung
einzelner Spermatogonien im Keimepithel (VergroBerung x250).
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3.1.2.3. bcl-2

Das Hodengewebe wurde auf bcl-2-Protein-Expression mittels Westernblotanalyse
und Immunhistochemie untersucht. Fine immunreaktive Bande bei 26 kD konnte in
den Gewebehomogenaten nachgewiesen werden (Abb. 12a).

Die immunhistochemische Farbung der Gewebeschnitte ergab, da bcl2 nur
lymphozytire Infiltrate eine Immunreaktion zeigten (Abb. 12b). Das Keimepithel

wies keine Markierung auf.

a)

Abbildung 12:  Nachweis des bcl-2-Proteins im Hoden:
a) Westernblotanalyse: Nachweis einer 26 kD gro3en Bande
im Hodenhomogenat;
b) Immunhistochemischer Nachweis: bcl-2-Markierung
ausschliefllich in lymphozytéren Infiltraten (Vergrof3erung x200).
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3.2.  Apoptosehiufigkeit und deren Regulation in Hodentumoren

3.2.1. Apoptose

Die CIS-Zellen wurden mit Hilfe der plazentalen alkalischen Phosphatase (PLAP)
identifiziert (Abb. 14a).

In Hodenbiopsien, die CIS-Zellen enthielten, wurde von insgesamt 1166 Tubuli in
ca. 12% eine positive TUNEL-Markierung nachgewiesen (Tab. 6; Abb. 14b). In
diesen Gewebeproben waren etwa 3,3%%3,4% (n=12) aller CIS-Zellen apoptotisch
(Tab. 6; Abb. 13; Abb. 14b).

In den untersuchten 10 Seminomen wiesen etwa 1,2%+0.5% (n=10) der Tumorzellen

eine positive Apoptosemarkierung auf (Tab. 7; Abb. 13; Abb. 15).

% CIS S
7 —
3,5 1
T
0
n=12 n=10

Abbildung 13:  Apoptose in priinvasiven CIS und in den Tumorzellen in soliden

Seminomen. CIS- Carcinoma in situ, S-Seminom.
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Tabelle 6: Apoptosevorkommen in priinvasiven CIS-Zellen.

Probe Z.. Tubuli Apop. Z.CIS Apop. CIS | Apop. CIS

Tubuli (%)
1 92 6 346 9 2,60
2 59 8 146 4 2,74
3 40 0 74 0 0,00
4 24 0 58 0 0,00
5 213 26 345 15 4,34
6 126 30 157 14 8,92
7 21 1 54 1 1,85
8 6 0 81 0 0,00
9 256 16 1257 9 0,72
10 152 36 78 7 8,97
11 79 18 265 16 6,04
12 98 0 39 0 0,00

Abkiirzungen: Z. Tubuli (Gesamtzahl der Keimtubuli mit CIS-Zellen), Apop.

Tubuli (Zahl der Apoptose-positiven Tubuli auf dem Schnitt), Z. CIS (Gesamtzahl
der CIS-Zellen auf dem Schnitt), Apop. CIS (Zahl der Apoptose-positiven CIS-
Zellen), Apop. CIS (%) (Anteil der positiven CIS-Zellen).

Tabelle 7: Apoptosevorkommen in Tumorzellen in soliden Seminomen.

Probe Apop. TZ TZ Apop. TZ (%)
1 6 476 1,26
2 3 326 0,92
3 4 261 1,53
4 3 615 0,49
5 6 504 1,19
6 5 624 0,80
7 6 295 2,03
8 4 354 1,13
9 8 367 2,18
10 3 457 0,66

Abkiirzungen: TZ (Gesamtzahl der Tumorzellen auf dem Schnitt), Apop. TZ (Zahl

der Apoptose-positiven Tumorzellen), Apop. TZ

Tumorzellen).
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b)

Abbildung 14:  Carcinoma in situ (CIS):
a) Nachweis der CIS-Zellen durch Markierung mit der plazentalen
alkalischen Phosphatase (Vergroferung x250);
b) Apoptosenachweis in priinvasiven CIS-Zellen.
(VergroBerung x250).

Abbildung 15:  Apoptosenachweis im soliden Seminom (VergroBerung x250).
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3.3. Apoptoseregulatoren in Hodentumoren

33.1. pS3

Die Tumorzellen in soliden Seminomen und die CIS-Zellen zeigten eine
Uberexpression des p53-Proteins (Abb. 17a-c). Der Durchschnitt der p53-positiven
CIS-Zellen lag bei 15,5%*11,1% (n=12) und der Tumorzellen bei 7,5%%3,9%
(n=10). Die Ergebnisse sind in den Tabellen 8§ und 9 sowie in der Abbildung 16
dargestellt.

o CIS S
30

15 1

Abbildung 6: p53-Expression in prdinvasiven CIS-Zellen und invasiven Tumor-

zellen in soliden Seminomen. CIS- Carcinoma in situ, S-Seminom.
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Tabelle 8: p53-Expression in priinvasiven CIS-Zellen.

Probe Z.CIS pS3 pos. | p53 pos. (%)
1 177 46 25,99
2 73 3 4,11
3 1619 320 19,77
4 750 125 16,67
5 242 12 4,96
6 31 4 12,90
7 321 87 27,10
8 469 71 15,14
9 539 33 6,12
10 238 44 18,49
11 361 153 42,38
12 119 10 8,40

Abkiirzungen: Z. CIS (Gesamtzahl der CIS-Zellen auf dem Schnitt), pS3 pos. (Zahl
der p53-positiven CIS-Zellen), p53 pos. (%) (Anteil der p53-positiven Zellen).

Tabelle 9: p53-Expression in Tumorzellen in soliden Seminomen.

Probe TZ p53 pos. | p53 pos. (%)
1 344 12 3,49
2 582 50 8,59
3 607 29 4,78
4 469 71 15,14
5 882 106 12,02
6 857 49 5,72
7 238 21 8,82
8 512 25 4,88
9 298 13 4,36
10 387 16 4,10

Abkiirzungen: TZ (Gesamtzahl der Tumorzellen auf dem Schnitt), pS3 pos. (Zahl
der p53-positiven Tumorzellen), p52 pos. (%) (Anteil der p53-positiven Zellen).
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53 KD -

b)

Abbildung 17:  Nachweis des p53-Proteins in priinvasiven CIS und invasiven
Tumorzellen:

a) Westernblotanalyse: Nachweis einer p53 immunreaktiven Bande
im Proteinhomogenat eines soliden Seminoms;

b) Immunhistochemie: p53-Markierung in préinvasiven CIS-Zellen
(VergroBerung x200);

¢) p53-Markierung in Tumorzellen (Vergroferung x200).
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3.3.2. bcl-2

Die Proteinhomogenate von Hodentumoren wiesen eine Immunobande bei 26 kD auf
(Abb. 18a). Die nachfolgende immunhistochemische Untersuchung zeigte eine

positive  bcl-2-Markierung  ausschlieBlich in  lymphozytiren Infiltraten in den
Gewebeschnitten (Abb. 18b). Die Tumorzellen und die CIS-Zellen wiesen keine

Immunreaktion auf bcl-2- Antikorper auf.

a) b)

26 kD

Abbildung 18:  Nachweis des bcl-2-Proteins im soliden Seminom:
a) Westernblotanalyse: Nachweis einer 26 kD grof3en
immunreaktiven Bande im Proteinhomogenat;
b) Immunhistochemie: positive bcl-2-Markierung in lymphozytiren
Infiltraten (VergroBerung x100).
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4. Diskussion

4.1. Apoptose in der Spermatogenese beim Mann

4.1.1. Apoptoserate und Verteilung im normalen Keimepithel

In der vorliegenden Arbeit wurden im menschlichen Hoden mit intakter Spermato-
genese (Score: 8-10) in ca. 8,8% der Keimtubuli apoptotische Zellen nachgewiesen.
Mit einem Anteil von ca. 63% hatten die Spermatozyten die hdufigste Apoptoserate.
Ca. 30% der apoptotischen Zellen machten die Spermatiden und ca. 7% die
Spermatogonien aus. Aus der Literatur kann man derzeit keine vergleichbaren
Zahlen entnehmen, die die Hiufigkeit und das Verteilungsmuster der Apoptose in
der Spermatogenese im adulten menschlichen Hoden beschreiben. Jedoch deuten die
Untersuchungen an Tiermodellen darauf hin, da das Verhiltnis der apoptotischen
Zellen in verschiedenen Stadien der Spermatogenese ein charakteristisches Merkmal
fir das ontogenetische Entwicklungsstadium der jeweiligen Spezie sowie einen
empfindlichen Indikator fiir die Verdnderungen der parakrinen und endokrinen
Faktoren und fiir die toxischen Umwelteinflisse darstellt. So zB. nimmt die
Apoptosehdufigkeit bei den Spermatogonien vom prapuberalen zum adulten Hoden
drastisch ab und spielt in letzterem zahlenmifig im Vergleich zu den Spermatiden
und Spermatozyten eine untergeordnete Rolle (Ohta et al. 1996, Mori et al. 1997).
Der Mangel an fiir die Spermatogenese wichtigen parakrinen und endokrinen
Faktoren wirkt auf die Apoptosehdufigkeit und auf das Verteilungsmuster im
Keimepithel in einer stadienspezifischen Art und Weise. Der Entzug von
Gonadotropinen LH und FSH, wie die Untersuchungen an Maus- und Rattenhoden
zeigen, verursacht selektiv vorwiegend bei Spermatozyten und Spermatiden einen
Anstieg der Apoptoserate (Marathe et al. 1996, Billig et al. 1995). Die Hemmung des
Testosterons durch den Einsatz eines Leydigzell-Toxins Ethan-Dimethan-Sulfonat
(EDS) verursacht bei Spermatozyten und Spermatiden ebenfalls eine Erhéhung der
Apoptoserate (Henriksen et al. 1995 b).

Das Verteilungsmuster der Apoptose im Keimepithel weist weiterhin eine
Abhingigkeit der Apoptose von den Eigenschaften der auslosenden AuBenfaktoren

auf. FEine radioaktive Strahlung spricht vorwiegend B-Spermatogonien und
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Spermatozyten an, wogegen ein Hitzestrel zum groBiten Teil bei Spermatiden und
teilweise bei Spermatozyten die Apoptose auslost (Henriksen et al. 1995 a, Yin et al.
1997).

Die Untersuchungen an Tiermodellen deuten darauf hin, dal die Apoptosehiufigkeit
und das Verteilungsmuster ein empfindliches Gleichgewicht der Spermatogenese-
beeinflussenden Faktoren widerspiegelt. Weitere differenziertere  Untersuchungen
beziiglich der genauen Zusammenhinge zwischen der Keimzellapoptose und den
oben genannten Faktoren sind fiir das Verstindnis der molekularen Regulations-

mechanismen der Apoptose in der Spermatogenese notwendig.

4.1.2. Bedeutung der Apoptose in der Spermatogenese
4.1.2.1. Schutz vor defekten Keimzellen

Eine wesentliche Bedeutung der Apoptose in der Spermatogenese besteht darin, daf3
sie ein wichtiger Bestandteil im Selektionsapparat der gesunden Keimzellen durch
die Eliminierung von fehlerhaften Mitose- bzw. Meiose- Produkten darstellt. In den
einzelnen Entwicklungsstadien durchlaufen die Keimzellen aufeinander folgende
Prozesse der Differenzierung und der Proliferation und weisen dabei morphologisch
und funktionell stadienspezifische Unterschiede auf. Uber Ausldsemechanismen, die
in den einzelnen Spermatogenesestadien eine apoptotische Reaktion hervorrufen, ist
wenig bekannt. Es stellt sich dabei die Frage nach potentiellen apoptoseauslosenden
"Sensoren", die flir die einzelnen Differenzierungsstadien der Keimzellen spezifisch
sein miissen. Die bisherigen Untersuchungsergebnisse an Tiermodellen gewahren
jedoch diesbeziiglich nur einen hypothetischen Einblick.

In der vorliegenden Studie wurden die meisten apoptotischen Zellen (ca. 63%) bei
den Spermatozyten gefunden. In dieser Phase der Spermatogenese kommen die in
der Meiose aufiretenden "Paarungs-Sensoren" (meiotic pairing sites) als mdgliche
apoptoseauslosende "Sensoren" in Frage. Diese auf den Chromosomen aufiretenden
Sensoren sind fiir die Kontrolle der korrekten Paarung der homologen Chromosome
zustandig. Das Ausbleiben der homologen Paarung an diesen "Paarungssensoren
fihrt mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einem Keimzelltod, welcher zu einem
kompletten Spermatozytenarrest in der Metaphase fiihren kann. Schon 1974 von
Miklos beschrieben, konnte spéter diese Tatsache experimentell in einer Studie an

der Maus von Burgoyne et al. (1992) bestitigt werden. Durch die Zufiigung der
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homologen Paarungspartner an die "Paarungssensoren", die auf dem X-Chromosom
lokalisiert sind, konnte der Spermatozytenarrest bei den XSxrO-Mdiusen iiberbriickt
werden. In einer weiteren Studie von Everett et al. (1996) wurde eine signifikante
Korrelation der Haufigkeit der fehlerhaften Paarung wihrend des Pachytéins sowie
der Nondisjunction in der Anaphase mit spontanem Zelltod nachgewiesen.
Hinsichtlich der molekularen Signaltransduktionswege, die von
Chromosomenpaarungsstellen zur Keimzellapoptose fiihren, liegen jedoch keine
genaueren Erkenntnisse vor.

Mit ca. 30% der apoptotischen Zellen stellen die Spermatiden in dieser Arbeit die
zweitgrofite  Gruppe dar. Die Spermiogenese unterliegt wie die Meiose einem
genauen Kontrollmechanismus, in dem die Apoptoseinduzierung einen wichtigen
Stellenwert einnimmt.

Die Spermiogenese ist ein komplexer Differenzierungsproze, in dem die
Kondensierung der DNA ein zentrales Ereignis darstellt. Der Ausfall von Gen-
produkten, die in der Spermiogenese involviert sind, flihrt hdufig zu einer verstirkten
Apoptose im Keimepithel und zu einem Arrest der Spermatogenese, wie an CREM-
mutanten (Cyclic AMP-Responsive Element Modulator) Méusen demonstriert wurde
(Nantel et al. 1996). Dieses Protein tritt im adulten Hoden in friilhen runden
Spermatiden auf und ist unter anderem flir die Aktivierung der Protamine und der
Transitionsproteine  verantwortlich. Ein Defizit an CREM-Protein ist mit einer
zehnfachen Erhohung der Apoptoserate im Keimepithel assoziiert (Nantel et al.
1996). Weiterhin hat sich in der Spermiogenese eine genaue Abfolge der einzelnen
Differenzierungsschritte als entscheidend erwiesen, wie der zeitlich genau geregelte
Proze3 des Austausches der Histone durch Protamine im Chromatin zeigt (Lee et al.
1995). Eine vorzeitige Translation der Protamine filhrt zu einer vorzeitigen
Kondensation der Spermatiden und zum Arrest der Spermatogenese in dieser Phase.

Die oben aufgefiihrten Studien belegen eine enge Assoziation zwischen den
,»Checkpoints®“ wihrend der einzelnen Spermatogenesestadien und der Apoptose.
Uber die molekularen Signaltransduktionswege, die diese Prozesse verbinden, ist
wenig bekannt. Deshalb stellen sie einen wichtigen Untersuchungsschwerpunkt dar,
dessen Ergebnis zum besseren Verstindnis der Apoptoseregulation wihrend der

Spermatogenese beitragen wiirde.
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4.1.2.2. Apoptose in der Aufrechterhaltung der Zellzahlhomoostase

Ein weiterer Aspekt, der in Verbindung mit der Apoptose betrachtet werden mubB, ist
thre Bedeutung hinsichtlich der Aufrechterhaltung der Zellzahlhomdostase im
ménnlichen Keimepithel. In dieser Studie wurden die meisten apoptotischen Zellen
im adulten menschlichen Hoden bei den Spermatozyten (ca. 63% der apoptotischen
Keimzellen) und den Spermatiden (ca. 30%) nachgewiesen. Dies ist ein Hinweis
dafiir, daB die Apoptose einen wesentlichen Beitrag zur Zellzahlhomdostase durch
Eliminierung von Spermatozyten und Spermatiden leistet. In diesem Zusammenhang
konnte den Sertolizellen eine wichtige Rolle in der Regulation der Apoptose bei den
Spermatozyten und Spermatiden zustehen. Aus fritheren Untersuchungen ist bekannt,
daB3 die Kapazitit des méannlichen Keimepithels durch die Sertolizellzahl begrenzt ist.
Die Sertolizellen konnen nur eine bestimmte Hochstzahl von Keimzellen versorgen.
So besteht eine direkte Abhingigkeit der Menge der leptotinen Spermatozyten, die
vom basalen zum adluminalen Kompartiment des Keimepithels passieren, von der
Sertolizellzahl (Russel, 1977).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit am menschlichen Hoden und die
Untersuchungen an Maus und Ratte weisen darauf hin, daB3 die Sertolizellen nicht nur
passiv in der Regulation der Keimzellzahl als limitierender Faktor, sondern auch
aktiv durch Apoptoseinduktion beteiligt sind. Hierzu wird im Kapitel 4.2.1. ndher
diskutiert.

Es bleibt jedoch nach wie vor fraglich, welchen Stellenwert die Apoptose bei
Degenerationserscheinungen einnimmt. Neben der Apoptose werden im Keimepithel
auch andere Mechanismen, wie z.B. Nekrose oder Formen des Keimzelltodes, die
keine typischen morphologischen Merkmale der Apoptose aufweisen, beschrieben
(Hikim et al. 1997, Hasegawa et al. 1997, Harrison et al. 1998). Die Tatsache, daf3
die Apoptoserate mit den degenerativen Erscheinungen im Keimepithel signifikant
korreliert (Lin et al. 1997 a, b), deutet jedoch auf eine indikative Rolle der Apoptose
fiir pathogene Veridnderungen im Hoden hin.

4.1.3. Assoziation der Apoptose mit Spermatogenesedefekten

Der Mittelwert der apoptotischen Zellen bezogen auf die Zahl der Keimtubuli lag in
der vorliegenden Studie bei ca. 0,127. Die Angaben in der Literatur weisen darauf

48



Diskussion

hin, da sich die Hohe der Apoptoserate zunehmend als Indikator fiir die Effizienz
der Spermatogenese erweist. Héufig werden in den Hodenbiopsien mit
Spermatogenesearresten oder Hypospermatogenese eine im Vergleich zu gesunden
Hoden erhéhte Anzahl von apoptotischen Keimzellen nachgewiesen. In einer Studie
von Lin et al. (1997 b) wurde in den Hodenbiopsien mit Spermatogenesearresten und
Hypospermatogenese im Vergleich zu verschluBazoospermen Hoden mit normaler
Spermatogenese eine erhdhte Apoptoserate festgestellt. Die noch nicht publizierten
Daten einer in der Arbeitsgruppe durchgefiihrten Studie belegen, dafl die
Apoptoserate im Hoden mit Hypospermatogenese (Mittelwert: ca. 0,316) mindestens
um das Doppelte hoher als bei denen mit normaler Spermatogenese (Mittelwert: ca.
0,127) ist. Ein Vergleich der Zahlen einer Studie von Brinkworth et al. (1997), in der
der GroBteil der Hodenbiopsien (19 von 20) Spermatogenesearreste oder eine "bunte
Atrophie" aufweisen, mit den Daten aus der vorliegenden Studie deutet ebenfalls auf
eine Assoziation der ErhShung der Apoptoserate mit Spermatogenesedefekten. Die
Apoptoserate  bei den Keimzellen war in solchen Hodenbiopsien mit
Spermatogenesearresten oder mit einer "bunten Atrophie" (Mittelwert von jeweils ca.
0,565 und ca. 1,03) um das vier bis siebenfache hoher als in den Hodenbiopsien mit
intakter Spermatogenese (Mittelwert: ca. 0,127), die in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurden.

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse weisen auf eine enge Korrelation zwischen den
pathogenen Verdnderungen, die der ménnlichen Infertilitit zu Grunde liegen, und der
Erhohung der Apoptoserate hin. Der Frage nach potentiellen apoptoseregulierenden
Faktoren und ihrer Rolle bei derartigen Verinderungen in Keimzellen in

menschlichen Hoden muf3 noch im Detail nachgegangen werden.

4.1.4. Apoptose-Regulatoren im menschlichen Keimepithel
4.1.4.1. Fas/Fas-Ligand
4.14.1.1. Fas-Ligand

Der Fas-Ligand wurde innerhalb des Keimepithels im adulten menschlichen Hoden
in den Sertolizellen nachgewiesen. Dieser Befund ist iibereinstimmend mit den
Untersuchungsergebnissen ~an  Maus- und  Rattenhoden, in denen eine
gewebespezifische Expression der Fas-Ligand mRNA im Hoden beschrieben wird
(Bellgrau et al. 1995, Suda et al. 1995). Der hohe Expressionslevel des Fas-Liganden
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in den Hoden wird dabei fiir die Immuntoleranz des Hodens gegeniiber Allo- und
Xeno-Transplantaten verantwortlich gemacht (Bellgrau et al. 1995). Das Abschalten
der Immunantwort geschieht dabei offenbar durch Eliminierung der reaktiven T-
Lymphozyten mittels Apoptoseinduzierung durch den Fas-Liganden (Griffith et al.
1995). Neuere Untersuchungen der menschlichen Keimzellkulturen belegen, dafl die
Blockierung der Fas-Signaltransduktionskaskade zu einer deutlichen Senkung der
Apoptose bei den Keimzellen fiihrt (Pentikainen et al. 1999).

Die Erkenntnisse beziiglich der Expression des Fas-Liganden im Keimepithel
erginzen und bestdtigen friihere Arbeiten iber die Rolle der Sertolizellen in der
Apoptoseinduktion in Keimzellen. Bereits 1996 haben Mizuno und Mitarbeiter an
emem Zell-Zell-System von Sertolizellen und Spermatogonien demonstriert, daB3 die
Differenzierung und die Apoptose der Spermatogonien erst in der Anwesenheit von
Sertolizellen stattfindet. Die Abnahme der Keimzellzahl in den Kulturen konnte
gestoppt werden, indem ein direkter Kontakt der Keimzellen mit Sertolizellen
vermieden wurde. Auf gleiche Schlulfolgerung kamen Richburg et al. (1996) bei
thren in vitro Untersuchungen am Rattenhoden, bei denen Sertolizellen mit dem
Toxin MEHP (Mono-2-Ethylhexyl Phtalat) selektiv eliminiert wurden. Der
Zusammenbruch des Sertolizell-Keimzell-Kontaktes flihrte dabei zu einer Abnahme
der Apoptose im Keimepithel. Weiterhin deuten die Studien von Richburg et al.
(2000) auf eine Schliisselfunktion des Fas-Liganden in der Sertolizell-vermittelten
Apoptose  hin.  Transgene Maiduse mit einer defekten  Fas/Fas-Ligand-
Signaltransduktion wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Zunahme des
Hodengewichtes und eine signifikant erhohte Menge an reifen Spermatiden auf.

Die Lokalisation des Fas-Liganden in den Sertolizellen weist darauf hin, da3 Fas-
Ligand bei der sertolizellvermittelten ~Apoptoseinduktion im Keimepithel eine
wichtige Rolle spielen kann, und fligt sich somit plausibel in die morphologischen

und funktionellen Eigenschaften der Sertolizellen ein.

4.1.4.1.2. Fas-Rezeptor

Die mRNA-Expression wurde im Hodengewebe mit Hilfe von RT-PCR
nachgewiesen. In der vorliegenden Studie konnte jedoch kein Fas-Protein im
Hodengewebe nachgewiesen werden. Inwieweit dieses Ergebnis methodische

Ursachen hat, 148t sich derzeit nicht abschitzen, da bislang nur wenige und zum Teil
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widerspriichliche Angaben hinsichtlich der Antikorperspezifitit und Lokalisation des
Fas-Antigens im adulten menschlichen Hoden vorliegen. So wurde zB. in einer
Studie von Sugihara et al. (1997) das Fas-Antigen in allen Keimzelltypen sowie in
den Sertoli- und Leydig-Zellen gleichermallen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu
konnten Pentikainen et al. (1999) das Fas-Antigen nur in den Spermatozyten und
Spermatiden lokalisieren. Braendstrup et al. (1999) berichten nur von gelegentlicher
Expression von Fas in menschlichen Keimtubuli. Aus den Untersuchungen an
Tiermodellen liegen ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse zur Lokalisation des Fas-
Antigens vor. Wiéhrend in Untersuchungen von Richburg et al. (1999) an
Rattenhoden Fas ausschlieflich in Keimzellen detektiert wurde, konnte Woolveridge
et al. (1999) Fas-Expression sowohl in Sertolizellen als auch in Spermatiden und
Spermatozyten im Rattenhoden nachweisen.

Eine weitere mogliche Ursache dafiir, da kein Fas im menschlichen Hoden
nachgewiesen werden konnte, kdnnten die geringe Menge des Fas-Antigens und der
rasche Verlauf der Fas-induzierten Apoptose darstellen. Die Tatsache, dal das Fas-
Rezeptor-Transkript nur in geringen Mengen im Hodengewebe vorliegt, wurde auch
in frilheren Untersuchungen bei der Maus festgestellt (Suda et al. 1995). Dabei
konnte eine Fas-Rezeptor-Northernblot Bande ubiquitir in beinahe jedem Gewebe
nachgewiesen werden, mit Ausnahme des Hodens, wo die geringste Menge von der
Fas-mRNA gefunden wurde (Suda et al. 1995). Ein weiterer Aspekt, der in diesem
Zusammenhang Dberticksichtigt werden mul}, ist der rasche Ablauf der Fas-
induzierten Apoptose. Der kurze Signaltransduktionsweg von der Ligand-Bindung
bis zur Aktivierung der Caspasen gilt zur Zeit als plausible Erkldrung fiir das rapide
Fortschreiten der Fas-Ligand-induzierten Apoptose (Nagata, 1996). Unmittelbar nach
der FasL-Bindung an Fas kommt es zu einer intrazelluliren FADD/Fas-
Komplexbildung (Kischkel et al. 1995). Das FADD interagiert im Zytoplasma mit
einer Caspase (FLIC), die dadurch oligomerisiert wird. Dies fiihrt zu einer
Autokatalyse des Enzyms, die eine Aktivierungskaskade von anderen Proteasen
auslost (Boldin et al. 1996). Die Effektivitit der Apoptoseinduzierung durch den Fas-
Liganden wird auch dadurch gewihrleistet, dal der Vorgang ohne
Proteinsyntheseleistungen der Zelle ablauft (Nagata, 1996).

Einige Untersuchungen sprechen wiederum daflir, da das Fas-System nicht
unentbehrlich fiir die Induktion der Apoptose bei Keimzellen ist. In transgenen

Maiusen, die keinen funktionsfihigen Fas bzw. Fas-Liganden haben, war eine
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kiinstliche Induktion von Kryptorchismus mit einer erhohten Apoptoserate im
Keimepithel assoziiert (Ohta et al. 1996). Weiterhin deuten die Untersuchungs-
ergebnisse von Richburg et al. (2000) an transgenen Mausen darauf hin, daf} die
Involvierung des Fas-Systems in der Apoptoseregulation bei den Keimzellen von der
Art der auslosenden Mechanismen abhingig ist. So war Fas nur in der
Apoptoseinduzierung beteiligt, die nicht durch MEHP sondern durch radioaktive

Bestrahlung ausgelost war.

4.1.4.2. p53-Protein

In Hodenbiopsien mit normaler Spermatogenese wurde die Expression des p53-
Proteins untersucht. In allen Hodenhomogenaten war eine immunreaktive Bande bei
53 kD nachweisbar. Auf dem histologischen Gewebeschnitt zeigten nur einzelne
Spermatogonien eine pS3-Immunreaktion.

Die aus den Untersuchungen an Hodentumoren stammenden Hinweise {iiber die
Expression des p53-Proteins im normalen menschlichen Hoden geben keinen
endgiiltigen AufschluB zur Rolle von p53 in der Spermatogenese. Kuczyk et al.
(1994) berichteten in tumorfernen Arealen von einer p53-Einzelzellmarkierung in
den gesunden Keimtubuli, ohne auf die Differenzierungsstadien der markierten
Keimzellen einzugehen. Dagegen haben Bartkova et al. (1991) in Keimtubuli, die
das Tumorgewebe angrenzen, keine positive p53-Markierung nachweisen konnen.
Bisherige Studien an Ratte und Maus zeigen ebenfalls kein einheitliches Bild
beziiglich der Expression des p53-Proteins im Hoden. So berichten Sjoblom et al.
(1996) tiber eine massive pS53-Expression in den Spermatozyten im Rattenhoden und
gleichzeitig iiber alternative Spliceprodukte in der Westernblot-Analyse. Im
Gegensatz dazu wurde in Untersuchungen an normalen und p53-Knockout Miusen
die Expression von p53 selektiv in Spermatogonien nachgewiesen (Beumer et al.
1998). In wieweit es sich bei diesen auseinandergehenden Erkenntnissen um
speziespezifische Unterschiede handelt, konnte bis jetzt nicht eindeutig belegt
werden.

Die p53-Expressionsanalyse der vorliegenden Studie deutet darauf hin, dal die
Ursache fiir die oben erwidhnten Widerspriiche anscheinend nicht zuletzt an der
geringen Haufigkeit der nachweisbaren Expression in Verbindung mit kurzer

Halbwertszeit (ca. 20 min) des p53-Proteins liegt. Dennoch ist trotz der geringen
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Expressionsrate flir p53 in den Spermatogonien eine funktionelle Aktivitdt denkbar.
Die DNA-schiitzende Aktivitit von p53 setzt keine Proteinakkumulierung bzw. keine
erhohte Expression voraus (Janus et al. 1999 a, b). Die Aussage, da3 das nicht
aktivierte p53 gleichzeitig funktionelle Aktivitit besitzen kann, stiitzt sich vor allem
auf Erkenntnisse iiber die 3‘- 5°-Exonukleaseaktivitit auf dem C-terminalen Ende
des Proteins. Auf dem C-terminalen Ende ist auch die DNA-Bindungsdomine
lokalisiert, so da3 nach dem Modell von Janus et al. (1999 b) das p53-Protein zwei
funktionelle Aktivititen aufweist: 1. DNA-Bindungsaktivitit nach exogenen DNA-
Schiden; 2. 3°-5°- Exonukleaseaktivitit im Normalzustand bzw. nach endogenen
DNA-Schéden.

Die geringe Hiufigkeit und die Lokalisation des p53-Proteins in Spermatogonien
korreliert in der vorliegenden Studie nicht mit der Verteilung und Hiufigkeit des
Apoptosevorkommens im Keimepithel. Das p53-Expressionsmuster in menschlichen
Keimtubuli und Hinweise aus den Untersuchungen an Maushoden von Beumer et al.
(1998) deuten auf eine Involvierung von p53 in die DNA-Reparaturprozesse bei den

Spermatogonien.

4.1.4.3. bcl-2-Protein

Durch  Westernblot-Untersuchungen wurde in den Hodenhomogenaten eine
immunreaktive Bande bei 26 kD nachgewiesen. Auf dem Gewebeschnitt konnte das
Antigen jedoch ausschlieflich in den lymphozytiren Infiltraten lokalisiert werden.
Der Keimtubulus wies in der immunhistochemischen Untersuchung keine
Markierung auf. Dieses Ergebnis steht teilweise im Widerspruch zu den meist aus
tierexperimentellen ~ Untersuchungen  stammenden  Erkenntnissen, welche  kein
einheitliches und eindeutiges Bild iiber die Expression und die Rolle des bcl-2-
Proteins in der Spermatogenese liefern.

Die Studien an transgenen Maiusen belegen eine Beteiligung von bcl2 in der
Apoptose  von  Spermatogonien, wobei eine  bcl-2-Uberexpression in  den
Spermatogonien zu einer  Apoptoseblockierung und einer Spermatogonien-
akkumulierung flihrt (Furuchi et al. 1996). Eine hohe bcl-2-mRNA-Expression in der
Spermatogoniogenese konnte im fetalen und postnatalen Hoden von Hahn erzielt
werden, die jedoch mit dem Ubergang zum adulten Hoden schwand (Vilagrasa et al.

1997). Untersuchungen an Rattenhoden weisen ebenfalls auf eine intratubuldre bcl-2-
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Expression hin (Taylor et al. 1998).

Im menschlichen Hoden wurde iiber eine Erhéhung des bcl-2-Proteins und Senkung
des Apoptoselevels, die durch eine anti-Androgen-Langzeitbehandlung verursacht
wurden, berichtet (Woolveridge et al. 1998). Jedoch beruhen diese Aussagen
ausschlieflich auf Immunoblotanalysen, ohne auf den bcl-2-exprimierenden Zelltyp
histologisch ~ einzugehen. In den immunhistochemischen Untersuchungen dieser
Studien konnte das bcl-2-Protein  ausschlieBlich i lymphozytiren Infiltraten
nachgewiesen werden.

Die unterschiedlichen Befunde in Tiermodellen (Furuchi et al. 1996,Vilagrasa et al.
1997) und in der vorliegenden Studie rufen neue Fragen iiber die Expression von bcl-
2, deren Spezienspezifitit sowie iiber die Abhdngigkeit der bcl-2-Expression vom
ontogenetischen Entwicklungsstadium hervor. In diesem Zusammenhang wére eine
bcl-2-Expressionsanalyse im menschlichen pripuberalen Hoden zur Aufklirung der

Rolle des bcl-2-Proteins wichtig.

4.2. Apoptose in Hodentumoren

4.2.1. Apoptose in der Genese der Hodentumore

Ein weiters Ziel der vorliegenden Studie bestand in der Feststellung, ob die Apoptose
in die Genese der Hodentumore involviert ist. Dafiir wurde normales Hodengewebe,
sowie Gewebe mit pridinvasiven CIS (Carzinoma In-Situ)-Zellen und Tumorzellen
aus invasiven Seminomen beziiglich ihrer Apoptoserate verglichen.

Ca. 12% der Hodentubuli mit CIS zeigten mindestens eine apoptotische Zelle. Im
Vergleich dazu zeigten ca. 8,8% der Keimtubuli in normalen Gewebeproben eine
positive TUNEL-Reaktion. Der Anteil der apoptotischen Zellen betrug bei den
prainvasiven CIS-Zellen ca. 3,3% und bei den invasiven Seminomzellen ca. 1,2%. In
den Tubuli mit intakter Spermatogenese waren weniger als 1% der Keimzellen
apoptotisch.

Die hdohere Apoptoserate bei den CIS-Zellen im Vergleich zu Keimzellen ist
moglicherweise auf eine erhohte  Fehlerrate bei der DNA-Replikation
zuriickzufilhren. Ein weiterer Aspekt, der in diesem Zusammenhang berticksichtigt
werden muB, ist die Tatsache, daB die CIS-Zellen bzw. Tumorzellen generell eine
hohere Proliferationsaktivitit als die normalen Keimzellen aufweisen und die

Apoptose eine homoostatische Antwort darstellt. Dabei hat es sich gezeigt, dall beim
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Ubergang von priinvasiven CIS-Zellen zu invasiven Tumorzellen keine wesentliche
Anderung der Proliferationsaktivitit nachweisbar ist (Deschler et al. 1997). Im
Unterschied dazu wurde eine Abnahme der Apoptoserate von priinvasiven CIS zu
mvasiven Seminomen (von ca. 3,3% bei CIS auf ca. 1,2% bei Seminomzellen)
beobachtet.

Wie bei in vitro und in vivo Untersuchungen an verschiedenen Tumoren gezeigt
wurde, trigt die positive Korrelation zwischen dem Anstieg der Proliferations-
aktivitdit und der Erhohung der Apoptoserate einen gewebespezifischen Charakter.
So wurde beim Cholangiokarzinomgewebe im  Vergleich zum normalen
Gallenblasengewebe eine Erhohung der Proliferationsaktivitit um mehr als 20-fache
und der Apoptoserate um nahezu das Vierfache nachgewiesen (Terada et al. 1996).
Hingegen wurde in der gleichen Studie bei hepatozelluliren Karzinomen, die einen
viel geringeren Proliferationsanstieg zeigten (um das Vierfache gegeniiber den
normalen Hepatozyten), eine Abnahme der Apoptoserate festgestellt.

Ein weiterer Faktor, der zur Steigerung der Apoptoserate bei transformierten Zellen
beitrigt, ist eine hohere Fehlerrate bei der DNA-Replikation, so dafl die Zellen mit
letalen DNA-Schiden durch Apoptose eliminiert werden.

Die Apoptoserate ist bei den transformierten CIS- und Tumorzellen im Vergleich zu
intakten Keimzellen erhoht. Jedoch deutet eine Abnahme der Apoptoserate von den
prainvasiven CIS-Zellen zu den invasiv wachsenden Tumorzellen darauf hin, daB3 die
Apoptose ein wichtiger Faktor in der Wachstumskinetik der Hodentumore ist. Um
die Bedeutung dieses Ergebnisses hinsichtlich der Pravention und Therapie der
Keimzelltumore herauszustellen, sind weitere Studien notwendig, die sich mit der

Apoptoseinduktion in Tumorzellen befassen.

4.2.2. p53-Protein in Hodentumoren

Im Vergleich zu normalem Hodengewebe ist bei Hodentumoren eine deutliche
Erhhung der pS53-Expression nachweisbar. Wihrend weniger als 1% der
Spermatogonien eine positive Markierung fiir p53-Protein aufweisen, zeigten ca.
15,5% der CIS-Zellen und ca. 7,5% der Tumorzellen eine positive Markierung fiir
das p53-Protein. Die erhohte pS3-Expression kann zweierlei interpretiert werden:

1. Abbauverzogerung eines defekten Proteins; 2. Uberexpression des Proteins als

Antwort auf exogene bzw. endogene DNA-Schadigungen.

55



Diskussion

Der Funktionsverlust des p53-Proteins ist oft mit einer Akkumulation des Proteins
assoziiert (Lane, 1992). Die Inaktivierung des p53-Proteins kann durch Mutationen
im Gen, durch virale oder zelleigene Onkoproteine oder posttranslationelle
Modifizierungen (z.B. Phosphorylierung) verursacht werden. Dies hat gleichzeitig
eine Verldngerung der Halbwertszeit und eine Akkumulation des p53-Proteins zur
Folge. Eine derartige Akkumulation von mutiertem p53 ist bekannt aus
Untersuchungen an Mammakarzinom, Lungen- und Kolontumoren (Iggo et al. 1990,
Rodrigues et al. 1990, Bartek et al. 1991).

Die Untersuchungen von Peng et al. (1993) und von Fleischhacker et al. (1994)
zeigen jedoch, daB3 fiir einen erhohten p53-Proteinlevel in Hodentumoren keine
Mutationen im kodierenden Abschnitt des Gen verantwortlich sind.

Der Mechanismus, der den erhohten p53-Proteinlevel in Hodentumoren verursacht,
hingt  moglicherweise  mit  gehduften  endogenen = DNA-Aberrationen  in
neoplastischen Zellen zusammen. Als Antwort auf endogene DNA-Schidigungen
reagieren Zellen hiufig mit einer Uberexpression von p53, die entweder Apoptose
oder G1-Arrest von Zellen zur Folge hat (Janus et al. 1999 a, b). Dafiir spricht die
Tatsache, dal in der vorliegenden Studie zur gleichen Zeit CIS- und Tumor-Zellen
im Vergleich zu Keimzellen eine vielfach erh6hte Apoptoserate aufwiesen.

Ein weiterer Aspekt, der im Zusammenhang mit der p53-Uberexpression
beriicksichtigt werden mul, ist die Funktionalitit des p53-Proteins. Eine p53-
Uberexpression weist unterschiedliche Aktivititen auf, die entweder GI-Arrest
(DNA-Reparatur) oder Apoptose auslosen. Welche von beiden Funktionen inaktiv
bzw. aktiv ist, hdngt in erster Linie von den einzelnen Tumorzelllinien und von der
Natur der DNA-Schiadigung ab. So 16st zB. eine durch radioaktive Bestrahlung
induzierte p53-Uberexpression bei normalen menschlichen Fibroblasten den Gl-
Arrest und bei Thymozyten Apoptose aus (Lowe et al. 1993, Clarke et al. 1993, Di
Leonardo et al. 1994). Die Hodentumorzelllinien GH, GCT27 und 833K reagieren
auf eine chemotherapeutische Etoposid-Behandlung mit einer p53-Uberexpression,
die eine Erhohung der Apoptoserate und keinen G1-Arrest zur Folge hat (Chresta et
al. 1996). Im Gegensatz dazu weist die Keimzelltumorzelllinie SuSa bei gleichem
Versuchsansatz héiufiger einen GIl-Arrest und eine niedrigere Apoptoserate auf
(Koberle et al. 1997). Die Tatsache, daBl eine intakte DNA-Reparaturfihigkeit von
p53 bei den Tumorzellen mit einer geringeren und eine defekte mit einer hoheren

Apoptoserate assoziiert ist, hat eine wichtige Bedeutung fiir die Ansprechbarkeit der
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Tumorzellen auf Chemotherapeutika. Die Hodentumore zeichnen sich durch eine
hohe Kurabilitdt bei Einsatz von Chemotherapeutika aus. Die Tatsache, dal in der
vorliegenden Studie eine p53-Uberexpression mit dem Anstieg der Apoptoserate
assoziiert war, deutet darauf hin, daB in den Hodentumoren Apoptose durch p53
reguliert wird. Ein weiterer Aspekt, der bei den Hodentumoren beriicksichtigt
werden mul3, ist die Existenz eines alternativen Apoptoseauslésemechanismus zur
p53-induzierten Apoptose. So =zeigten einige Hodentumorzelllinien, die kein p53-
Protein exprimieren konnen (Zelllinie S2) oder ein mutiertes p53-Gen (NCCIT)
besitzen, bei einer Cisplatinbehandlung eine vierfach hohere Apoptoserate als
Zelllinien mit intaktem p53-Gen (NT2, 2102EP) (Burger et al. 1997). Weiterhin
ungeklart ist die Rolle der zelleigenen und viralen Onkoproteine bei der p53-
Akkumulierung. Hierbei bedarf es weiterer Studien.

4.2.3. bcl-2-Protein in Hodentumoren

Im Rahmen dieser Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen der Apoptose in den
Tumorzellen und der Expression des bcl-2-Proteins festgestellt werden. Das bcl-2-
Protein war nur in lymphozytiren Infiltraten nachweisbar. Die Tumorzellen waren
fiir den bcl-2- Antikdrper negativ.

Viele Tumorarten profitieren von der immortalisierenden Wirkung einer
Uberexpression des bcl-2-Proteins, wie erstmals im zentroblastisch-zentrozytischen
Lymphom nachgewiesen werden konnte (Tsujimoto et al. 1985). Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie sprechen jedoch fiir einen gewebespezifischen Charakter bei
Beteiligung von bcl2 in den Tumorgeneseprozessen und stimmen mit den
Untersuchungen an  Hodentumorzelllinien iiberein, in denen ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen einer Tumorprogression und der bcl-2-Expression
nachgewiesen wurde (Burger et al. 1997). Die Bedeutung dieser Befunde wird
deutlicher, wenn man die Wirkungsweise des bcl-2-Proteins auf das Zellwachstum
und die Proliferation ndher betrachtet. Einerseits kann das bcl-2-Protein die
Tumorzellen immortalisieren und dadurch den natiirlichen Zelltod verhindern,
andererseits kann bcl-2 einer bereits induzierten Apoptose in der Zelle entgegen-
wirken. Normalerweise fiihit eine Behandlung der menschlichen Lymphomzelllinien
(CEM-C7-H2) und T-Zell-Hybridoma-Zellen (2B4.11) mit Ceramiden (second

Messenger-Proteinen) Zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen
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Transmembranpotentials, der ein friihes Ereignis der Apoptose darstellt. Eine durch
Transfektion verursachte Uberexpression des bcl-2-Proteins wirkte gegen diesen
Effekt von Ceramiden und verhinderte das Fortschreiten der Apoptose (Decaudin et
al. 1997).

Die Féhigkeit des bcl-2-Proteins, der Apoptose entgegenzuwirken, ist fiir die
Resistenz vieler Tumore gegen Chemo- und Strahlentherapie verantwortlich (Volm
and Mattern, 1995). Die Tatsache, da3 in Hodentumoren kein bcl-2 exprimiert wird,
stellt moglicherweise eine begiinstigende Voraussetzung fiir die hohe Kurabilitit der
Hodentumore gegeniiber Chemotherapeutika dar (Gerl, 1996).
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5. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Verteilungsmuster apoptotischer
Keimzellen sowie die Expression der apoptoseassoziierten Proteine Fas/Fas-Ligand,
p53 und bcl-2, in der Spermatogenese und in der Genese der Hodentumore beim
Menschen ndher zu untersuchen, um die Rolle der Apoptose in diesen Prozessen
aufzuzeigen.

In der vorliegenden Studie wurde in etwa 8,8% der untersuchten Keimtubuli
apoptotische Keimzellen nachgewiesen. Die Keimzellen im menschlichen Hoden
wiesen  hinsichtlich  des  Apoptosevorkommens  eine  Abhdngigkeit  vom
Entwicklungsstadium auf. Den grofiten Anteil der apoptotischen Zellen machten die
Spermatozyten mit ca. 63% und die Spermatiden mit ca. 30% aus. Hingegen waren
nur ca. 7% der apoptotischen Keimzellen Spermatogonien.

Von den untersuchten Apoptoseregulatoren wurde der Fas-Ligand in Sertolizellen
nachgewiesen. Diese Tatsache unterstiitzt die  Untersuchungsergebnisse am
Maushoden, wo der Fas-Ligand in den Sertolizellen exprimiert wird und ein
wichtiges Bindeglied in der parakrinen Kontrolle der Keimzellapoptose darstellt.

Die Haiufigkeit und das Expressionsmuster vom p53-Protein waren nicht mit der
Apoptose assoziiert. Die Tatsache, dal p53 ausschlieBlich in den Spermatogonien
nachgewiesen wurde, ldBt eine Bedeutung flir die DNA-Reparatur wihrend der
Mitose vermuten.

Das bcl-2-Protein  konnte nur in lymphozytiren Infiltraten von Keimzellen im
menschlichen Hoden nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, daB3 bcl-2 an der
Regulation der Apoptose in Keimzellen nicht beteiligt ist.

Die Untersuchung der Hodentumore ergab, dal die Apoptosehiufigkeit bei
priinvasiven CIS-Zellen hoher als bei normalen Keimzellen ist. Die hohe
Apoptoserate  konnte einen indirekten Hinweis auf eine Haufung von Zellen mit
irreparablen DNA-Schidden darstellen. Die Apoptoserate in invasiven Seminomen
war im Vergleich zu priinvasiven CIS signifikant niedriger. Dies deutet darauf hin,
dal eine Verschiecbung des homoostatischen Gleichgewichts auf Kosten der
Apoptose einen wichtigen Aspekt im Wachstums solider Seminome darstellt.

Die préinvasiven CIS-Zellen und Tumorzellen in soliden Seminomen wiesen eine

Uberexpression des p53-Proteins im Vergleich zu den Spermatogonien in normalen
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Hodengewebe auf. Die Abnahme der Apoptoserate in soliden Seminomen im
Vergleich zu den CIS-Zellen war mit einer Senkung der p53-Expression assoziiert.
Im Unterschied zu normalen Keimzellen war die p53-Expression in neoplastischen
Zellen mit der Apoptosehdufigkeit assoziiert. Dies konnte ein Hinweis auf dessen
Rolle als Apoptoseinduktor in Keimzelltumoren sein.

Das bcl-2-Protein  konnte ausschliefllich in lymphozytiren Infiltraten nachgewiesen
werden. Es war keine Assoziation zwischen der bcl-2-Expression und Apoptose in

Keimzelltumoren nachweisbar.
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