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1 EINLEITUNG

Bei der histologischen Untersuchung des Hodens findet man im Interstitium,
aullerhalb der Tubuli seminiferi, Zellen, die im Jahre 1850 erstmals der Zoologe
und Anatom Franz von Leydig beschrieben hat. Die nach ihm benannten Leydig-
Zellen sind Ort der Produktion von Androgenen und anderen Hormonen, die
entscheidend fir die Entwicklung wund Funktion des mannlichen
Reproduktionssystems sind (Haider 2004; Griswold ez a/ 2009).

Bei der Ratte konnen aufgrund morphologischer sowie funktioneller Kriterien zwei
Populationen dieser Zellen unterschieden werden: Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLZ)
und Adulttyp-Leydig-Zellen (ALZ) (Haider et a/. 1986; Hardy ez al. 1989; Kuopio et
al. 1989; Majdic ez al. 1998; Ariyaratne et al. 2000). Wahrend die Herkunft und die
Entwicklung von ALZ sehr gut untersucht sind (Haider ez a/ 1997; Ge ez al. 2005),
liegen fiir die FLZ diesbeztglich sehr wenige empirische Daten vor (Ge e al. 2005;
Griswold ez al 2009). Die Leydigzellen von Ratten und anderen Nagern zeigen
einen typischen zweiphasigen Verlauf in ihrer Entwicklung (Abb. 1). Infantile-
Leydigzellen findet man beim Menschen und Primaten, thr Vorkommen ist
charakteristisch fur einen dreiphasischen Entwicklungsverlauf der Leydigzellen
(Prince 2001). FLZ koénnen bei der Ratte ab dem 16. Fetaltag (fd) anhand ihrer
Ultrastruktur (runder Zellkern; reichlich glattes endoplasmatisches Retikulum;
tubulovesikulire ~Mitochondrien; eine Vielzahl von Lipidtropfchen) und
immunhistochemischer Merkmale (positiv fur 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenase),
welche charakteristisch fir FLZ sind, identifiziert werden (Ziegler et al. 1983,
Huhtaniemi ez a/. 1992; Haider 2004). Die Herkunft der FLZ ist nach wie vor nicht
hinreichend geklart. Als Quelle einer Vorlaufer-FLZ kommen verschiedene Zellen
in Betracht: Zellen der Neuralleiste, des Mesonephros, des Coelomepithels, sowie
des adreno-gonadalen Primordiums (Byskov 1986; Merchant-Larios ez al 1998,
Haider 2004; Griswold e al  2009). Genetische Untersuchungen zeigen

Gemeinsamkeiten im Genexpressionsmuster mit adrenalen Vorliufer-Zellen. So
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exprimieren beide Zellrethen SF-1 (steroidogenic factor 1) und Dax1l (dosage-

sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia
critical region, on chromosome X, gene
1), dessen hemizygotes Vorkommen

sowohl zu testikularen

Leydig cell # and function

Entwicklungsstorungen mit verzogertem

v

Sex determination Birth

Exprimieren von FLZ-Markern als auch

Abb. 1 Leydigzellpopulationen (Reproduziert aus (Griswold et al. 2009) )

. . Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLC)
zu  Entwicklungsverzogerungen — der | infandleteydigZellen (1.0)

Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC)

Nebenniere fihrt (Zazopoulos ef al.

1997; Lalli et al. 1998; Nachtigal ez al. 1998; Yu et al. 1998; Jeyasuria ef al. 2004).

Die Anzahl der FLZ nimmt nach der Geburt stetig ab, einige wenige Zellen sind
bis zum 30. Postnataltag (pnd) lichtmikroskopisch nachweisbar, ihr weiteres
Schicksal wird kontrovers diskutiert (Haider ez a/. 1983; Haider ez a/. 1986; Kuopio ez
al. 1989; Prockop et al. 1995). So berichten einige Autoren iiber das Vorkommen
der FILZ auch noch zu spiteren Zeitpunkten, z.B. bis zum 90. pnd (Kerr ¢z a/. 1988;
Ariyaratne et al. 2000).

Yokio et al (1998) konnten zeigen, dass FLZ in der Postnatalphase einem
apoptotischen Zelluntergang unterliegen, wodurch sich ihre Zahl reduziert (Yokoi
et al. 1998), andere Autoren konnten dies nicht beobachten (Faria ez a/ 2003).
Die Beobachtung von Kollagenfasern in unmittelbarer Nahe zu FLZ, insbesondere
ihr in den ersten 15 Postnataltagen zunehmendes Auftreten (Haider ez a/ 2007), lie3
die Frage nach der Herkunft dieser Kollagenfasern aufkommen, und ob ihr
Auftreten in Zusammenhang mit dem Untergang der FLZ im postnatalen
Rattenhoden stehen konnte. Auffillig war ein massives Auftreten der
Kollagenfasern an der Aullenmembran der FLZ an einem Cluster. Eine starkere
VergroBerung  dieser EM-Aufnahmen  zeigte das Vorkommen  dieser
Kollagenfasern direkt an der AuBenmembran der FLZ (Abb. 2) (Tran e al. 2000;
Haider 2007).



10. pnd, Rattenhoden, EM (reproduziert aus Haider ef a/. 2007)
a. Auftreten von Kollagenfasern (cf, —) an der die Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLZ)
umgebenden Basalmembran

b. Eine Ausschnittsvergro3erung aus a. Basalmembran um die FLZ ( p).

Ziel der hier vorliegenden immunhistochemischen Arbeit war es, neue
Erkenntnisse tiber den postnatalen Untergang der FLZ zu gewinnen.

Hierbei interessierten insbesondere die Fragen:

1. Bilden FLZ in zeitlichem Zusammenhang mit ihrem Untergang

vom 1. bis zum 35. pnd Prokollagen Typ I 7

2. Spielt das Enzym Caspase-3 bei dem apoptotischen Zelltod der FLZ eine Rolle ?



2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Untersuchungsmaterial

2.1.1 Versuchstiere und Gewebeentnahme

Als Versuchstiere dienten je finf mannliche Wistar-Ratten der Altersgruppen 1., 5.,
10., 15., 20., 25., 35. und 90. Postnataltag (pnd), welche unter standardisierten
Bedingungen in einer pathogenfreien Zone, bei einer Temperatur von 22 = 2°C,
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55 £ 5 % und einem zwolfstundigen Licht-
Dunkel-Zyklus in der Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf aufgezogen wurden. Trinkwasser und Rattenfutter standen ad libitum
zur Verfigung. Die Gewebegewinnung fand jeweils vormittags, immer in der Zeit
von 10:00 bis 12:00 Uht, statt.

Die Tiere wurden einzeln in einer Kammer mit Diethylether betiubt und
anschlieSend in tiefster Narkose durch zervikale Dislokation getotet. Auf einer
Korkplatte in Riickenlage an den vier Extremititen fixiert, wurde mittels einer
medianen Laparotomie von der Symphyse bis zum Xiphoid das Abdomen er6ffnet,
die Hoden aufgesucht und diese nach Mobilisation und Durchtrennung der

Samenstrange einzeln entnommen.

2.1.2 Gewebeaufbereitung
Die so gewonnenen Priparate wurden dann fir eine Dauer von 24 Stunden in
Bouinscher Losung fixiert. Die Bouinsche Losung wurde jeweils unmittelbar vor

der Gewebeentnahme hergestellt.

Bouinsche Losung: - heil} gesattigte Pikrinsaure 150 ml
- Formaldehydlosung 37%ig 50 ml
- Eisessig 98%1g 10 ml



Als Vorbereitung auf die Paraffineinbettung wurden die Hoden nach folgendem
Schema in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und dann in Methylbenzoat
als Zwischenmedium tiberfihrt:

1. 70 % Isopropanol 6 Std. (3 x Austausch des Alkohols)

2. 80 % Isopropanol 12 Std. (3 x Austausch des Alkohols)

3. 90 % Isopropanol 12 Std. (3 x Austausch des Alkohols)
4. 100 % Isopropanol 12 Std. (3 x Austausch des Alkohols)
5. Methylbenzoat I 3 Std.
6. Methylbenzoat IT 20 Std.
7. Methylbenzoat 111 24 Std.

Die Priparate wurden anschlieBend einzeln in Paraffin eingebettet.
2.2 Beschreibung der angewandten Methoden

2.2.1 Schnittschema

Von jedem der Tiere wurden vom rechten Hoden je 30 Serienschnitte mit einer
Dicke von 4 um in Nihe der Aquatorebene mit einem Mikrotom des Typs ,,Leica
SM 2000R* angefertigt, zur Streckung in ein Wasserbad tiberfuhrt und auf je einen
Glasobjekttrager aufgezogen. In einem Warmeschrank wurden die Schnitte
24 Stunden bei 37°C getrocknet.

Die Paraffinschnitte wurden in Xylol entparaffiniert, in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert und dann in Aqua dest. gesptlt.

Der erste der insgesamt 30 Schnitte jeder Serie wurde zur lichtmikroskopischen
Darstellung der Histomorphologie mit der PAS-Reaktion (= Periodic-Acid-Schiff-
Reaktion) gefirbt.

Die Schnitte mit den Nummern 3, 13 und 23 wurden fur die immunhistochemische
Darstellung von Caspase-3 verwendet; die Schnitte 7, 17 und 25 fir die

immunhistochemische Darstellung von Prokollagen. So wurden an drei



unterschiedlichen Schnitten jeweils unterschiedliche Zellen erfasst (z.B. Abstand

zwischen Schnitt Nr.3 und Nr. 13 = 40 um).

2.2.2 Immunhistochemie

Fir die immunhistochemische Darstellung wurde die zndirekte Methode angewandst.
Hierbei wird nach Inkubation mit dem Primirantikorper ein Sekundarantikorper
verwendet, welcher gegen die Spezie von der der Primirantikbrper stammit,
gerichtet ist, und der mit Horseradish-Peroxidase konjugiert ist (Heyderman 1979).
Bei jeder Immunreaktion wurden Negativ-Kontrollen vorgenommen. Hierbei

wurde jeweils der PrimirantikOrper weggelassen.

2.2.2.1 Nachweis von Caspase-3

Der verwendete Primarantikorper der Firma Biocarta (Anti-Caspase-3, Human) ist
ein hochspezifischer polyklonaler Kaninchen-Antikorper, der sowohl mit der
inaktiven 32-kD Caspase-3 als auch mit der aktiven 17-kD Untereinheit reagiert.

1. Entparaffinierung und Rehydrierung

2. Antigen-Retrieval (Shi ez a/ 1997) bei 95 — 99°C in TBS-T-Puffer' fiir 20
Min., anschlieBend 20 Min. abkihlen lassen

3. Schnitte mit DakoPen® einkreisen und fir 5 Min. in TBS-Puffer? einlegen
4. Flussigkeit abschleudern

5. Aufbringen von 3 % H,O0, wund fir 5 Min. einwirtken lassen zur

Inaktivierung von Gewebeperoxidasen
6. Spilung mit Aqua dest.
7. fir 5 Min. in TBS-Puffer® einlegen

8. Flissigkeit abschleudern



9. BACKGROUNDSNIPER® der Firma Biocare aufbringen und 10 Min.

einwirken lassen
10. Mit TBS-Puffer? spilen

11. Primiar-AK  Anti-Caspase-3 ~ (Human) der Firma  BIOCARTA
(Cat. #12-01-163061), polyklonaler Kaninchen-AK, Verdinnung 1:1800, bei

4°C fur 16 Std. einwirken lassen
12. Schnitte mit TBS-Puffer? spiilen und 5 Min. darin einlegen
13. Flissigkeit abschleudern

14. DakoCytomation EnVision® + Labelled Polymer—HRP Anti-Rabbit, bei
20°C far 30 Min.

15. Schnitte mit TBS-Puffer? spilen und 5 Min. darin einlegen
16. Flissigkeit abschleudern

17. DAB 0,1 % von Dako bei 20°C fur 10 Min.

18. Spiilen mit Aqua dest.

19. Kernfirbung mit Himalaun fir 1 Min.

20. Unter flieBendem Wasser ,,Bliuen®

21. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe, dann Xylol, mit DePex

eindecken.
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2.2.2.2 Nachweis von Prokollagen Typ I

Der verwendete Antikorper der Firma Santa Cruz Biotechnology Inc. ist ein
polyklonaler Ziegen-Antikorper, der gegen die a2-Kette des Prokollagen Typ 1
der Maus gerichtet ist. Er ist kreuzreagibel mit Prokollagen Typ I der Ratte und

des Menschen.

1. Entparaffinierung und Rehydrierung

2. Antigen-Retrieval bei 95 — 99°C in TBS-T-Puffer' fir 20 Min., anschlieBend
20 Min. abkihlen lassen

3. Schnitte mit DakoPen® einkreisen und fir 5 Min. in TBS-Puffer? einlegen
4. Flissigkeit abschleudern

5. Autbringen von 3 % H,O, wund fir 5 Min. einwirken lassen zur

Inaktivierung von Gewebeperoxidasen
6. Spulung mit Aqua dest.
7. fir 5 Min. in TBS-Puffer? einlegen
8. Flussigkeit abschleudern

9. Primir-AK Anti-—Procollagen «2 Type I der Firma Santa Cruz
Biotechnology Inc. (sc-8787), polyklonaler Ziegen-AK, Verdinnung 1:100,

bei 4°C fur 16 Std. einwirken lassen
10. Schnitte mit TBS-Puffer® spiilen und 5 Min. darin einlegen
11. Flissigkeit abschleudern

12. Sekundir-AK Rabbit Anti-Goat/HRP der Firma Dako (Code-Nt. P 0449),
Verdunnung 1:50, bei 20°C, 60 Min. einwirken lassen

11



13. Schnitte mit TBS-Puffer® spiilen und 5 Min. darin einlegen
14. Flussigkeit abschleudern

15. DAB 0,1 % von Dako bei 20°C fur 10 Min.

16. Sptlen mit Aqua dest.

17. Kernfirbung mit Himalaun fir 1 Min.

18. Unter flieBendem Wasser ,,Blauen®

19. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholrethe, dann Xylol, mit DePex

eindecken.

"' TBS-T-Puffer (0,05M TBS, 0,05% Tween 20, pH 7,6)

- Trishydroxymethylaminomethan 0,1lg

- NaCl 90¢g

- Tween 20 0,5 ml

- Aqua dest. 1000 ml

- mit konz. HCl auf pH 7,6 einstellen

> TBS-Puffer (0,05M TBS, pH 7,4)

- Trishydroxymethylaminomethan 0,lg
- NaCl 90¢
- Aqua dest. 1000 ml

- mit konz. HCl auf pH 7,4 einstellen

12



2.2.3 Perjodsdure-Schiff-Reaktion

1. Entparaffinierung und Rehydrierung

2. Einlegen in 0,5 % Perjodsaure fiir 5 Min.

3. Spillung mit Aqua dest.

4. Einlegen in Schiffs-Reagenz fir 20 Min.

5. Einlegen in wissrige Disulfid-Losung® fur 2 Min.

0. Spilung mit flieBendem Leitungswasser fur 10 Min.
7. Kernfarbung mit Himalaun fir 5 Min.

8. Unter flieBendem Wasser ,,Blauen

9. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe, dann Xylol, mit DePex

eindecken.

> Disulfid—Lo6sung
6 ml 10 % Kaliumdisulfidlésung
+ 5ml 1M HCl

+ 1,0 ad 100 ml

13



2.2.4 Quantifizierung und statistische Methoden
2.2.4.1 Zellzihlung

Fir die quantitative Auswertung wurde ein Lichtmikroskop der Firma Leitz
verwendet. Von jedem Tier jeder Altersgruppe wurden je drei Schnitte pro AK-
Reaktion ausgewertet, wobei der Abstand dieser Serienschnitte mindestens

je 35 um betrug, um Mehrfachzihlungen einer Zelle auszuschlief3en.

Zuerst wurde mit einem Mess-Okular der jeweils grofite und kleinste
Durchmesser des ovalen Schnitts bestimmt, dann wurde mit der Flichenformel

fir elliptische Figuren die Fliche des Priaparates errechnet.

Nach histomorphologischer Identifizierung der FLZ wurden alle pro Schnitt
vorhandenen FLZ erfasst. Bei der Prokollagen-Reaktion wurde eine qualitative
Unterscheidung in Prokollagen-positive und Prokollagen-negative Zellen
vorgenommen. Bei der Caspase-3-Reaktion wurde nach der Lokalisation der
Immunreaktion unterschieden. Folgende vier Reaktionsmuster wurden
differenziert: Keine Reaktion, ausschlieBlich nukleire Reaktion, ausschlief3lich
zytoplasmatische Reaktion und nukledre kombiniert mit zytoplasmatischer
Reaktion. Die Ergebnisse dieser Zahlungen wurden in einer Excel-Tabelle

gespeichert.

14



2.2.4.2 Statistische Auswertung

Ausgewertet wurden die FErgebnisse der Zellzahlungen fur folgende
Altersgruppen: 1., 5., 10., 15. und 20. pad.

Fir die Prokollagen- und die Caspase-3-Reaktion wurden pro Altersgruppe je
15 Schnitte ausgewertet, insgesamt 75 Schnitte fir den jeweiligen Antikorper.
Die erhobenen Daten wurden mit der Software Microsofi®  Office
Exce/ 2003  SP2  ausgewertet. Hierbei wurden  Mittelwerte und
Standardabweichungen der gezihlten Zellen berechnet und in Diagrammen
dargestellt. Die Unterschiede der Zellzahlen zwischen den verschiedenen
Altersgruppen wurden mit Hilte des Zweistichproben t-Test fiir unverbundene
Stichproben aut Signifikanz uberpruft. Als Signifikanzniveau wurde ein Alpha-

Fehler von p < 0,05 angenommen.
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3 ERGEBNISSE

Unter lichtmikroskopischen Bedingungen erkennt man FLZ als grof3e, rund bis
oval geformte Zellen mit einem deutlich sichtbaren runden Kern, der sehr
hiufig einen Nukleolus aufweist. Sie befinden sich im interstitiellen Raum
zwischen den Tubuli seminiferi und sind in Clustern unterschiedlicher Grof3e
angeordnet. Haufig findet man sie in direkter Nachbarschaft zu interstitiellen
Blutgefilen. Alle intakten Cluster sind von Fibrozyten ummantelt. Die Anzahl
der Cluster nimmt ab dem 5. pnd stetig ab, so erkennt man am 10. pnd 5 - 7
Cluster pro Schnittfliche, am 15. pnd sind es noch 3 — 4, und am 25. pnd findet

man nur noch 1 - 2 Cluster.
3.1 Prokollagen Typ I
3.1.1 Immunhistochemische Reaktion des Prokollagens

Am 1. pnd sind die FLZ im intertubuliren Raum in Clustern angeordnet, die
von einer PAS-positiven Basallamina umgeben sind. Die Tubuli seminiferi
besitzen noch kein sichtbares Lumen und enthalten neben reichlich unreifen
Sertolizellen, welche einen ovalen Zellkern mit deutlichem Nukleolus
beinhalten, einige Gonozyten (Prospermatogonien Typ I) (Abb. 3).
Die meisten FLZ zeigen keine positive Immunreaktion fiir Prokollagen Typ I
(Abb. 8). Das typisch braune Reaktionsprodukt der Immunhistochemie weisen
lediglich einige sowohl peritubulir liegende als auch an die Cluster angrenzende
Fibrozyten im Zytoplasma auf (Abb. 8b). Am 10. pnd sind die Cluster deutlich
runder als am 1. pnd und sie befinden sich hiufig in unmittelbarer
Nachbarschaft zu kleinen Blutgefa3en. Sie sind weiterhin von einer Basallamina
sowie von Fibrozyten umgeben. Auch zu diesem Zeitpunkt besitzen die Tubuli
seminiferi kein erkennbares Lumen (Abb. 4). Einige FLLZ zeigen eine deutliche
zytoplasmatische Immunreaktion. Sie lassen sich gut von den ihnen direkt

angrenzenden FLZ  ohne Immunreaktion  abgrenzen  (Abb. 9).
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Bei den Tubuli seminiferi kann man am 20. pnd ein Lumen umgeben von einem
zellreichen, jedoch noch unreifen Keimepithel erkennen, dessen Zellbild durch
verschiedene Stadien der Spermatogenese dominiert ist, reife Spermatiden
tehlen (Abb. 5a). Die Anzahl der FLZ hat deutlich abgenommen, man erkennt
zunehmend Cluster mit inkonstanter bzw. fehlender Basallamina (Abb. 5b). Die
noch vorhandenen FLZ zeigen mehrheitlich eine positive zytoplasmatische
Immunreaktion (Abb. 10). Am 35. pnd befinden sich in den intertubuliren
Riumen viele unreife ALZ (Abb. 6) die keinerlei Immunreaktion aufweisen
(Abb. 12). FLZ sind zu diesem wie auch zu spiteren Zeitpunkten nicht
nachweisbar. Am 90. pnd sind im reifen Keimepithel alle Stadien der
Spermatogenese erkennbar, im tubuliren Lumen sind reichlich elongierte
Spermatiden vorhanden. Im intertubuliren Dreieck sind ALZ in unmittelbarer

Nihe von Blutgefilen abgrenzbar (Abb. 7).

Als auffilliger Nebenbefund sei hier erwihnt, dass die immunhistochemische
Reaktion von Prokollagen am 35. pnd in den Akrosomenbldschen, in der
Ubergangsphase zur Kappenbildung und in der fertigen Akrosomenkappe in
distinkter Form mit malig bis starker Intensitit vorhanden ist (Abb. 12). Bei
den elongierten Spermatiden kann hingegen keine positive Immunreaktion

beobachtet werden.

Die jeweiligen Negativkontrollen der Immunhistochemie zeigen keinerlei

Immunreaktion (Abb. 11, 13).

17



Abbildung 3

7 > i

1. pnd, Rattenhoden, PJS-Farbung
FLZ (-) sind in Clustern angeordnet und von einer
Basallamina(-=) umgeben. Die Tubuli seminiferi (ST)
lassen keine Lumina erkennen.

Bar=10 pm

Abbildung 4

10. pnd, Rattenhoden, PJS-Farbung

Mehrere Cluster von FLZ ( ) mit Basallamina, in direkter
Nachbarschaft einer kleinen Kapillare (bc). Tubuli seminiferi
(ST) ohne erkennbare Lumina.

Bar =25 um
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Abbildung 5

Abbildung 6

a b Voot S X L
20. pnd, Rattenhoden, PJS-Farbung

a. Mehrere Tubuli seminiferi (ST) mit kleinen Lumina und
einem noch unreifen Keimepithel.

Bar=40 uym

b. Ein sich in Auflésung befindlicher FLZ-Cluster #>) mit
inkonstanter Basallamina, in Nachbarschaft einer Kapillare
(bc).

Bar=10 pym

ot PIVRRSER - cnand

35. pnd, Rattenhoden, PJS-Farbung

a. Tubuli seminiferi (ST) mit hoch aufgebautem Keimepithel,
der interstitielle Raum erscheint deutlich zellreicher als am
20. pnd

Bar =40 ym

b. Mehrere ALZ ( ») zusammen mit einer Kapillare (bc) in
einem intertubularen Dreieck

Bar=10 ym
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Abbildung 7

90. pnd, Rattenhoden, PJS-Farbung

Alle Stufen der Spermatogenese-Zellen sind innerhalb der Tubuli seminiferi (ST)
vorhanden. Die Akrosomenkappe ist in den runden und elongierten Spermatiden
violett dargestellt. Man erkennt zahlreiche Mitosen (—). Einzelne ALZ ( » ) in
direkter Nachbarschaft einer Kapillare (bc).

Bar =25 um
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Abbildung 8

1. pnd, Rattenhoden, Prokollagen Typ-I
a. Mehrere in grofen Clustern angeordnete FLZ (™), sie zeigen keine positive
Immunreaktion. Tubuli seminiferi (ST)

Bar =25 uym

b. Vergrélierung von a. Einige Fibroblasten zeigen eine positive Immunreaktion.
Bar =10 ym
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Abbildung 9

10. pnd, Rattenhoden, Prokollagen Typ-I

a. Mehrere Cluster von FLZ , einige zeigen eine starke zytoplasmatische
Immunreaktion ( =), andere FLZ innerhalb der Cluster sind negativ (™).
Tubuli seminiferi (ST)

Bar =25 ym

b. Vergroflierung von a.

Bar =10 um
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Abbildung 10

20. pnd, Rattenhoden, Prokollagen Typ-I
Ein sich in Auflésung befindlicher Cluster von FLZ, die
Uberwiegende Anzahl der FLZ zeigen eine positive
Immunreaktion (—m), wenige zeigen keine Reaktion( p-).
Tubuli seminiferi (ST), Kapillare (bc)

Bar=10 ym

Abbildung 11

20. pnd, Rattenhoden, Prokollagen Typ-l Negativkontrolle
Keine Immunreaktion sichtbar
Bar=25pum
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Abbildung 12

Abbildung 13

35. pnd, Rattenhoden, Prokollagen Typ-I
ALZ ohne Immunreaktion (®), Tubuli seminiferi (ST)
Bar =25 um

35. pnd, Rattenhoden, Prokollagen Typ-l Negativkontrolle
Keine Immunreaktion sichtbar
Bar=25pum
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3.1.2 Quantitative Auswertung der Prokollagenreaktion

Das Diagramm (Abb. 14) zeigt den Mittelwert des prozentualen Anteils der
FLZ mit positiver Immunreaktion fiir Prokollagen Typ I an der Gesamtzahl der
FLZ pro mm? Schnittfliche. Die Abszisse zeigt das Alter der Tiere, auf der
Ordinate ist der prozentuale Anteil aufgetragen. Die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar. Am 1. pnd sind rund 17 % der gezihlten FLZ positiv
fir Prokollagen Typ I. Am 5. pnd hat sich dieser Anteil mehr als verdoppelt und
betriagt nun rund 40 %. Der 10. pnd zeigt einen weiteren Anstieg der Anzahl an
FLZ mit positiver Immunreaktion auf 54 %. Dieser Trend setzt sich weiter fort,
so dass am 15. pnd bereits 66 % der FLZ positiv sind. Am 20. pnd ist mit 80 %
positiver FLLZ das Maximum innerhalb der untersuchten Altersgruppen erreicht.
Die Unterschiede sind in allen Altersgruppen hoch signifikant mit einem o-

Fehler von p < 0,001.

Die Gesamtzahl der FLZ nimmt mit zunehmendem Alter des Tieres ab
(Abb. 15). Am 1. pnd kénnen durchschnittlich 235 FLLZ pro mm? Schnittfliche
gezahlt werden, am 5. pnd sind es 88 FLZ. Damit nimmt die Anzahl zwischen
1. pnd und 5. pnd um mehr als die Hilfte ab. Dieser Trend setzt sich fort, die
Anzahl der FLZ halbiert sich zwischen dem 1. pnd und dem 15. pnd alle
5 Tage, bis auf durchschnittlich 15 FLZ am 20. pnd. Am 35. und am 90. pnd

sind keine FI1.Z mehr nachweisbar.
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Abbildung 14

Prokollagen Typ |
%

100,00

N

90,00 .|-
80,00 -

N
70,00 T
60,00 -

.|- BProkollagen pos.
50,00
40,00 -
30,00 :
20,00 -
10,00 * p<0,001
0,00 - T T T T
10 15 20

1 5
Alter (pnd)

Prozentualer Anteil an Prokollagen-positiven FLZ an der Gesamtzahl von
FLZ pro mm?.

Abszisse: Alter der Tiere in pnd.

Ordinate: Durchschnitt + Standardabweichung.

Abbildung 15

FLZ /| mm?

1 5 10 15 20
Alter (pnd)

Quantifizierung der FLLZ im Rattenhoden.
Abszisse: Alter der Tiere in pnd.
Ordinate: Durchschnittliche Anzahl der FLZ pro mm?
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3.2 Caspase-3
3.2.1 Immunhistochemische Reaktion der Caspase-3

Das Reaktionsprodukt der immunhistochemischen Firbung mit dem
Antikorper gegen Caspase-3 ist braun. Bei der Auswertung der
Immunhistochemie wurden drei Reaktionsmuster unterschieden. Eine positive
Immunreaktion ist bei den FLZ entweder nur nukledr, nur zytoplasmatisch,
oder auch nukleir in Kombination mit einer zytoplasmatischen Reaktion zu
erkennen.

Am 1. pnd zeigt der tberwiegende Teil der in groBen Clustern angeordneten
FLZ eine rein nukleire Immunreaktion. Sie sind gut von den FLZ ohne
Reaktion zu unterscheiden, welche einen durch die Gegenfirbung mit
Himalaun blau angefirbten Nukleus besitzen (Abb. 16). Am 10. pnd kann man
alle drei Reaktionsmuster innerhalb eines Clusters erkennen. Die
zytoplasmatische Immunreaktion ist teilweise unterschiedlich stark vorhanden.
Zudem ist sie innerhalb des Zytoplasmas nicht immer homogen verteilt, so gibt
es FLZ, bet denen die Reaktion vor allem peripher, also nukleusfern, zu
erkennen ist (Abb. 18). Am 20. pnd sind nur noch wenige kleine FLLZ Cluster
vorhanden. Hier dominieren die FLZ mit deutlicher zytoplasmatischer
Reaktion, ebenso wie die mit einer kombinierten zytoplasmatischen und
nukledren Reaktion (Abb. 19). Am 35. pnd kann man keine FLZ mehr
identifizieren. Man erkennt ALZ, von denen einige eine positive
zytoplasmatische Immunreaktion aufweisen. Als Nebenbefund sieht man eine

Reihe von Spermatogonien, die eine deutlich positive nukledre Reaktion zeigen

(Abb. 21).

Alle Negativkontrollen (Abb. 17, 20), zeigen keinerlei Immunreaktion.
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Abbildung 16

1. pnd, Rattenhoden, Caspase-3

Cluster von FLZ, der Uberwiegende Teil zeigt eine positive
nukledre Immunreaktion (—®), einige Zellen sind negativ
=)

Bar =10 ym

Abbildung 17

1. pnd, Rattenhoden, Caspase-3-Negativkontrolle
Keine Immunreaktion sichtbar
Bar =25 um
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Abbildung 18

10. pnd, Rattenhoden, Caspase-3
nuklear positive (—» ), zytoplasmatisch positive (% ), sowie nuklear +
zytoplasmatisch positive (—») FLZ in einem Cluster. Tubuli seminiferi (ST)

Bar =10 um
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Abbildung 19

20. pnd, Rattenhoden, Caspase-3

FLZ mit zytoplasmatischer Immunreaktion ( ») neben einer
FLZ mit zytoplasmatischer + nukledrer Immunreaktion (—)
Tubuli seminiferi (ST)

Bar =10 um

Abbildung 20

. _‘_‘E:'-‘_-
20. pnd, Rattenhoden, Caspase-3-Negativkontrolle

Keine Immunreaktion sichtbar
Bar =25 um
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Abbildung 21

35. pnd, Rattenhoden, Caspase-3

ALZ mit deutlicher zytoplasmatischer Immunreaktion (—)
Spermatogonien mit starker nukledrer Immunreaktion ( »)
Tubuli seminiferi (ST)

Bar =10 um
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3.2.2 Quantitative Auswertung der Caspase-3-Reaktion

Das Diagramm (Abb. 22) zeigt die prozentualen Anteile der FLLZ mit positiver
Immunreaktion fir Caspase-3 pro mm? Schnittfliche an den pnd 1, 5, 10, 15
und 20. Hierbei werden die drei Reaktionsmuster nukledr positiv, 3ytoplasmatisch

positiv sowie nukledr + gytoplasmatisch positiv unterschieden.

Am 1. pnd zeigen rund 66 % der FLZ eine isolierte nukleire Immunreaktion fir
Capase-3, rein zytoplasmatische und kombinierte nukledr-zytoplasmatische
Reaktionen treten nur sporadisch auf. Am 5. pnd bietet sich bereits ein deutlich
anderes Verteilungsmuster als am 1. pnd. Der Anteil mit rein nuklearer Reaktion
ist auf knapp 40 % gesunken, dafiir lassen jetzt jeweils rund 20 % der FLZ eine
rein zytoplasmatische sowie eine kombinierte nukleire + zytoplasmatische
Immunreaktion erkennen. Der 10. pnd stellt, bezogen auf das
Verteilungsmuster, einen  Wendepunkt dar. Die  Reaktionsmuster
zytoplasmatisch positiv, sowie kombiniert nukleir + zytoplasmatisch positiv
kommen mit jeweils rund 30 % gleich hiufig vor. Fine rein nukleire Reaktion
ist jetzt mit einem Anteil von rund 20 %, deutlich seltener zu beobachten als am
1. und 5. pnd. Dieser Trend setzt sich fort. Fine rein nukleire Reaktion weisen
am 15. pnd nur noch 15 %, am 20. pnd nur noch knapp 10 % der FLLZ auf. Am
15. und am 20. pnd dominiert die kombinierte nukledre + zytoplasmatische
Reaktion mit 41 % am 15. pnd bzw. 49 % am 20. pnd. Die Unterschiede fiir die
jeweiligen Reaktionsmuster zwischen den verschiedenen Altersgruppen sind
signifikant mit einem a-Fehler von p<0,05. Lediglich zwischen dem 15. und
dem 20. pnd ist bei dem rein zytoplasmatischen Reaktionsmuster kein

signifikanter Unterschied feststellbar.

Das Liniendiagramm  (Abb. 23) beinhaltet die Ergebnisse der
Immunhistochemie fir Caspase-3 wie auch fiir Prokollagen Typ 1. Die Linie fur
die Prokollagen positiven FLLZ zeigt einen nahezu linear ansteigenden Verlauf.

Annihernd parallel hierzu verlauft die Linie fur die FLLZ mit einer nukledren +
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zytoplasmatischen Immunreaktion. Dieses gilt auch fiir den 1., 5. und 10. pnd
der rein zytoplasmatischen Immunreaktion fir Caspase-3; nach dem 10. pnd
nimmt die Linie dagegen einen eher waagerechten Verlauf. Die Linie fiir die rein
nukledre Immunreaktion fir Caspase-3 verlauft kontrir. Sie hat am 1. pnd ihr
Maximum, schneidet die Linie fir Prokollagen am 5. pnd und erreicht ihr

Minimum am 20. pnd.

33



Abbildung 22

Caspase-3
%
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10,00 - *
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Prozentualer Anteil von Caspase-3-positiven FLZ, differenziert nach verschiedenen
Reaktionsmustern, an der Gesamtzahl von FLZ / mm®

Abszisse: Alter der Tiere in pnd.

Ordinate: Durchschnitt = Standardabweichung
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Abbildung 23
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Prozentualer Anteil von Prokollagen-Typ-I-positiven und Caspase-3-
positiven FLZ (differenziert nach verschiedenen Reaktionsmustern)
an der Gesamtzahl von FI.Z / mm?®

Abszisse: Alter der Tiere in pnd.

Ordinate: Durchschnitt = Standardabweichung
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4 DISKUSSION

4.1 Herkunft und Entwicklung der FLZ

Es ist jetzt unbestritten, dass es sich bei FLZ und ALZ um unterschiedliche
Zellpopulationen handelt, die aus verschiedenen Vorlduferzellen entstehen
(Roosen-Runge ¢ al. 1959; Lotding ef al. 1972; Nef et al. 1999; O'Shaughnessy ¢z a.
2003). Die Herkunft sowie die Entwicklung von ALZ ist gut untersucht. Im
Gegensatz hierzu ist das Wissen tber die FLZ immer noch sehr lickenhaft, und
das, obwohl sie in der sexuellen Differenzierungsphase von Siugetieren die primire
Quelle fir Androgene und andere virilisierende Hormone darstellen und ihnen
damit eine Schlusselrolle zuteil wird. Einer der Hauptgriinde fiir die mangelnde
Evidenz konnte sein, dass der grofite Teil der FLZ-Entwicklung in utero
stattfindet, was ein kontinuierliches Beobachten dieser Population erschwert. Das
Rattenmodell ist gut geeignet, ontogenetische Studien durchzufiihren, da Ratten
eine kurze Generationsdauer haben und ihre sexuelle Entwicklung bis hin zur
Geschlechtsreife relativ schnell ablduft. Dies bedeutet allerdings auch, dass
Verinderungen sehr schnell eintreten, wodurch bestimmte Details eventuell nicht
wahrgenommen werden konnen.

Die Phase, in der FLLZ im Rattenhoden vorkommen, beginnt mit dem 14.5. fd und
endet um den 25. pnd (Haider ez a/. 2007). Manche Autoren berichten allerdings das
Vorkommen der FLZ auch noch zu spiteren Zeitpunkten, z.B. bis zum 90. pnd
(Kerr et al. 1988; Ariyaratne e al. 2000).

Der Ursprung ihrer Vorlduferzellen ist bisher nicht eindeutig geklart. Es wird
hiertiber viel spekuliert und es gibt verschiedene Theorien. Eine moégliche Quelle
stellen Zellen der Neuralleiste dar. Diese Hypothese basiert auf der Beobachtung,
dass FLZ eine Reihe neuraler Marker wie Nestin, NCAM, S-100 und neurofilament
protein 200 exprimieren (Mayerhofer ez al. 1996; Davidoff ez al. 2002; Lobo ez al.
2004). Andere Autoren berichten, dass Coelomepithelzellen geringe Mengen von

SF-1 (steroidogenic factor 1) produzieren, welcher typisch fir steroidproduzierende
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Zellen ist, was darauf hinweisen soll, | | . " B —_—
A
dass diese Zellen als Vorlaufer-Zellen - - =
. . . _'_: '_‘,: ®%* Adrenal
fur FLZ dienen konnten (Brennan er - 7y
al. 2003). Als eine weitere Moglichkeit % i =3
werden Mesenchym- bzw. j 2 3 s
. - o:s Gonad
Epithelzellen des Mesonephros in |
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. . SF-1 Caudal
Betracht gezogen. Hier findet bei der | Adrenak * High SF-1
gonadal +PGCs
. . primordium
mannlichen Maus am 12.5 fd eine
Abb. 24 Reproduziert ans (Griswold et al. 2009)
Migration von Zellen des SF-1-positive ~ Subpopulation im  adrenogonadalen
Primordium
angrenzenden  Mesonephros  statt,

welche nur durch eine minnliche Gonadenanlage induziert wird (Buehr ez a/ 1993;
Merchant-Larios ef al. 1993; Merchant-Larios ez al. 1998). Bleibt dieser Prozess aus,
tindet keine normale Hodenentwicklung statt. Unterstiitzt wird diese Theorie durch
den Nachweis einer gemeinsamen NCAM-Expression durch Epithelien des
Mesonephros sowie von interstitiellen Zellen an der Grenze zwischen
Mesonephros und Gonade. Das Auftreten dieses gemeinsamen Markers macht es
wahrscheinlicher, dass Epithelien des Mesonephros als Quelle fir FLLZ in Frage
kommen (Mayerhofer ez a/. 1996). Sowohl die Leydigzellen als auch die Zellen der
Nebennierenrinde gehoéren zu den sog. steroidproduzierenden Zellen. Diese
besitzen die Gemeinsamkeit, in frithen Stadien ihrer Entwicklung SF-1 zu
exprimieren, was fiir die spitere Expression von Enzymen der Steroidogenese
erforderlich ist (Jeyasuria ez a/. 2004). So kann man SF-1-positive Zellen noch vor
der Entwicklung der Gonaden, in einer Region zwischen Coelomepithel und
dorsaler Aorta nachweisen (Hatano ez a/ 1996; Morohashi 1997), welche spiter als
Urogenitalleiste identifiziert werden kann. Hier wandern primordiale Keimzellen
ein und verteilen sich zwischen den SF-1- positiven Zellen (Abb. 24 B). Die SF-1-
positiven Zellen expandieren und bilden eine zylindrische Formation entlang der
spateren Genitalleiste (Abb. 24 C), um sich dann in zwei Gruppen aufzuteilen:
Eine beinhaltet zusitzlich primordiale Keimzellen und exprimiert zunehmend

stairker SF-1; eine andere Gruppe befindet sich niher der dorsalen Aorta und
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enthilt keine primordialen Keimzellen (Abb. 24 D). Erstere entwickelt sich spater
zur Gonade, letztere zur Nebennierenrinde (Abb. 24 D). SF-1- knockout-Mause
entwickeln weder Nebennieren, noch Gonaden (Luo ez a/. 1994; Tkeda et al. 1995;
Luo et al. 1995). Interessant ist in diesem Zusammenhang die Entdeckung sog.
»adrenal-like cells“ im fetalen Hoden (Val ez a/. 2006; Hu ez al. 2007). Diese Zellen
exprimieren Gene, die fiir die zur Steroidbildung erforderlichen Enzyme P450c17
und P450scc kodieren, welche auch von Leydigzellen exprimiert werden. Im
Gegensatz zu Leydigzellen fehlt allerdings die Expression des Leydigzell-Peptid-
Hormons  Insl3. Die adrenal-like cells reagieren auf ACTH wund tragen

wahrscheinlich zur Produktion von Corticosteron bei.

Ab dem 16. fd sind die FLZ in Clustern angeordnet. Die Cluster sind von einer
Basallamina und spindelférmigen Fibroblasten umgeben. Die Basallamina enthalt
Laminin und Kollagen Typ 4 (Kuopio ez a/. 1989). Sie verliert postnatal zunehmend
an Kontinuitit und verschwindet wahrscheinlich zusammen mit den FLZ. Um den
18. bis 19. fd erreicht die Proliferationsrate der FLZ ihren Hohepunkt (Ziegler ez .
1983). Danach nimmt die Anzahl bis zum Verschwinden der FLZ stetig ab. Auch
im untersuchten Zeitraum der vorliegenden Arbeit kann dieser Trend bestatigt
werden. So sind am 1.pnd durchschnittlich 235 FLLZ pro mm? Schnittfliche
vorhanden, am 20. pnd sind es dagegen nur noch durchschnittlich 15 FLZ. Am 35.
pnd sowie am 90. pnd sind lichtmikroskopisch keine FLZ mehr erkennbar. Die
Mechanismen, die dem Verschwinden zugrunde liegen, sind noch nicht
abschlieBend aufgeklirt. Die Bildung von Caspase-3 durch die FLZ konnte ein

Hinweis auf einen apoptotischen Zelltod sein. Dieses wird im Folgenden erortert.

38



4.2 Apoptose und Caspase-3

Der Ausdruck Apoptose wurde zum ersten Mal in einer Arbeit von Kerr et al
(1972) benutzt, um eine morphologisch eigenstindige Form des Zelltodes zu
beschreiben, wobei einzelne Aspekte der Apoptose bereits viele Jahre zuvor
beschrieben wurden (Kerr e al 1972; Paweletz 2001). Apoptose ist ein
programmierter Zelltod, der normalerweise wihrend Entwicklungs- und
Alterungsprozessen auftritt und der Homdbostase von Zellen in verschiedenen
Geweben dient. Sie kann auch im Rahmen von Immunreaktionen als
Abwehrmechanismus fungieren, und kann durch verschiedene Noxen, die auf die
betroffene Zelle einwirken, induziert werden (Norbury ez a/. 2001). Solche Noxen
sind zum Beispiel ionisierende Strahlen, aber auch Medikamente wie Zytostatika,
die infolge von DNA-Schiden die Apoptose auslosen. Andererseits kann aber auch
das Fehlen von antiapoptotisch wirksamen Faktoren wie bestimmter Hormone
oder Wachstumsfaktoren den programmierten Zelltod initiieren.

Apoptose ist ein komplexer, energieverbrauchender Vorgang, bei dem eine
Kaskade molekularer Ereignisse ablauft. (Elmore 2007). Eine Schlusselrolle spielen
hierbei sog. Caspasen (englisch: cysteinyl-aspartate specific protease). Es sind
proteolytische Enzyme, die Peptidbindungen am C-terminalen Ende von Aspartat
spalten. Caspasen liegen in den meisten Zellen als inaktive Proenzyme vor, welche
durch anderen Caspasen, aber auch durch ,,Autoaktivierung® aktiviert werden
konnen. Bisher sind zehn Haupt-Caspasen bekannt, sie werden nach ihrer Funktion
in Initiator- (Caspase-2, -8, -9, -10), Effektor- (Caspase-3, -6, -7) und
inflammatorische Caspasen (Caspase-1, -4, -5) gruppiert (Cohen 1997; Rai ez al.
2005).

Apoptose  wird tber zwei Hauptwege initilert: den extrinsischen oder
Todesrezeptor- Weg und den intrinsischen oder mitochondrialen Weg. Zusatzlich
gibt es noch einen dritten Weg, bei dem zytotoxische T-Zellen die Aktivierung von
»granzyme A“ bzw. ,,granzyme B* auslosen. Gemeinsame Endstrecke dieser Wege,

mit Ausnahme des ,,granzyme A*“ — Weges, ist die Aktivierung von Caspase-3.
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Diese fithrt zur Fragmentation von DNA, Abbau von zytoskelettalen und
nukledren Proteinen, Quervernetzung von Proteinen, Ausbildung von
Apoptosekorperchen, Expression von Liganden fiir Rezeptoren von phagozytiren
Zellen und letztlich Phagozytose der apoptotischen Zelle (Elmore 2007). Die
Effektor-Caspasen -3, -6, und -7 spalten diverse Substrate wie Zytokeratine, PARP
(Poly [ADP-ribose] polymerase), das Plasmamembranprotein ,,alpha fodrin®, das
nukledre Protein ,,NuMA® und andere, was letztlich zu den morphologischen und
biochemischen Verinderungen fihrt, die man bei apoptotischen Zellen beobachten
kann (Slee ez /. 2001).

Caspase-3 gilt als die wichtigste Effektor-Caspase. Sie liegt innerhalb der Zelle als
inaktive Pro-Caspase-3 vor und wird von den Initiator-Caspasen-8, -9, oder -10

durch proteolytische Spaltung aktiviert (Faleito ez al 1997; Porter et al 1999).

Mehrere Autoren konnten zeigen, dass auch ALZ einem apoptotischen Zelltod
unterliegen konnen, der durch verschiedene Stimuli, wie zum Beispiel durch die
Substanz Ethan-Dimethan-Sulfonat (EDS) induziert werden kann (Tapanainen ez /.
1993; Henriksen e al. 1995; Morris et al. 1997). Bei diesem Prozess konnte die
Beteiligung von Caspase-3 nachgewiesen werden. Kim ez a/ (2000) untersuchten
adulte Ratten, die mit EDS behandelt wurden. Thre immunhistochemischen
Untersuchungen zeigten verschiedene Lokalisationen von Pro-Caspase-3 und
aktivierter Caspase-3 zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Apoptose. So stieg zuerst
die Konzentration von Pro-Caspase-3, die vor allem im Zytoplasma von ALZ
nachgewiesen werden konnte. Zu spiteren Zeitpunkten zeigte sich eine starke
nukledre Immunreaktion fir aktivierte Caspase-3 (Kim e a/  2000).
Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen eine Dynamik im
Reaktionsmuster von Caspase-3 im Zusammenhang mit dem Alter des untersuchten
Tieres. Wihrend am 1. pnd eine rein nukleire, wenn auch relativ schwache
Immunreaktion dominiert, zeigte sich ab dem 5. pnd bis hin zum 20. pnd ein
deutlicher Anstieg der rein zytoplasmatischen sowie der kombinierten

zytoplasmatischen und nukleiren Reaktion. Die Hiufigkeit des rein nukleiren
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Reaktionsmusters nahm in diesem Zeitraum hingegen stetig ab. Da der verwendete
Caspase-3-Antikorper nicht selektiv mit aktivierter Caspase-3 reagiert, sondern auch
mit inaktiver Pro-Caspase-3, lisst sich hier keine Aussage machen tiber eine mogliche
Aktivierung von Pro-Caspase-3 im Zusammenhang mit einem apoptotischen Zelltod
der FLZ. Zudem ist auch der nukleire Nachweis von aktivierter Caspase-3 alleine
kein sicherer Marker fiir Apoptose. So konnte bei Ratten aktivierte Caspase-3 im
Nukleus von Bergmann-Glia-Zellen, einer Subpopulation von Astrozyten,
nachgewiesen werden, ohne dass diese Zellen Apoptose aufwiesen. Die Autoren
vermuten, dass die Bindung von aktivierter Caspase-3 an bestimmte Kernstrukturen
den Zugang zu ihren Substratproteinen verhindern konnte. Als Funktion der
aktivierten Caspase-3 im Zellkern erwiagen sie eine mogliche Beteiligung an der
Prozessierung von Transkriptionsfaktoren (Noyan-Ashraf ez /. 2005). Ob dies auch
tir Leydigzellen zutrifft, ist unklar. Interessant sind in diesem Zusammenhang
jedoch die Ergebnisse von Davidoff ¢z al (2002). Sie untersuchten menschliche
Hoden von Erwachsenen und Embryonen auf die Expression von
gliazellspezifischen Antigenen wie GFAP, GalC, CNPase, A2B5 und O4. Sie
konnten diese u.a. im Zytoplasma von Leydigzellen beider Altergruppen nachweisen.
Hiermit konnten die Autoren Gemeinsamkeiten der Leydigzellen zu Astrozyten und
Oligodentrozyten zeigen (Davidoff es a/ 2002). Die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen unterschiedlichen Reaktionsmuster fiir Caspase-3 konnten also auch
auf eine andere Funktion der Caspase-3 in FLZ hindeuten als nur die eines
Apoptose-Enzymes.

Einige Autoren vermuten, dass Caspasen durch aktiven Transport in den Nukleus
transloziert werden und dass dieser Vorgang fir die Apoptose bendtigt wird
(Yasuhara e al. 1997, Kuwana ez al. 1998; Kohler ez a/ 1999). Andere Autoren
halten es fur moglich, dass Caspase-3 durch Kernporen in den Nukleus diffundiert
und sie durch aktiven Transport aus dem Zellkern hinaus transportiert wird
(Faleiro et al. 1997). Die vorliegenden Ergebnisse der Immunhistochemie fir
Caspase-3 sind mit denen anderer Autoren insofern vereinbar, als dass Caspase-3

zu verschiedenen Zeitpunkten sowohl im Zytoplasma einer Zelle als auch im

41



Nukleus nachgewiesen werden kann. Die beschriebenen Verinderungen im
Reaktionsmuster fiir Caspase-3 konnten durch Translokation des Enzyms zwischen
Nukleus und Zytoplasma hervorgerufen werden. Typische morphologische
Korrelate einer Apoptose wie zum Beispiel Apoptosekérperchen konnten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht gefunden werden. Diese Beobachtung ist
vereinbar mit den Ergebnissen von Faria e a/ (2003). Sie untersuchten Hoden von
Mausen in der Postnatalperiode auf den immunhistochemischen Nachweis von
fragmentierter DNA hin, welche als Marker fir Apoptose anerkannt ist. Sie
konnten diese in Keimzellen zu verschiedenen Zeitpunkten nachweisen, jedoch zu
keinem Zeitpunkt in Leydigzellen. Zudem fanden sie auch bei ultrastrukturellen
Untersuchungen keine morphologischen Hinweise auf einen apoptotischen Zelltod
bei Leydigzellen (Faria ez a/. 2003). Im Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse von
Yokio et al. (1998). Sie wiesen immunhistochemisch bei Ratten Einzelstrang-DNA
(ssDNA) bei einigen FLLZ an verschiedenen Pra- und Postnataltagen nach und
vermuteten, dass durch Apoptose und Proliferation die Anzahl der Leydigzellen in

der Perinatalphase konstant gehalten wird.

Bei der Interpretation der in der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde muss
berticksichtigt werden, dass die Lokalisation der Antigene innerhalb einer Zelle
dem FEinfluss von Gewebeentnahme, Fixierung und Bearbeitung unterliegen. Im
Paraffinschnitt findet man eine positive Immunreaktion von Caspase-3 sowohl im
Kern als auch im Zytoplasma der FLZ. Aktuelle, bislang unveroffentlichte Daten,
die im Rahmen einer anderen Dissertation erhoben wurden, zeigen ubrigens eine
positive Immunreaktion fir aktivierte Caspase-3 sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma und stehen daher im Einklang mit den hier vorliegenden Ergebnissen.

Um zu Kkliren, ob FLZ durch Apoptose untergehen, sind noch weitere
Untersuchungen erforderlich, insbesondere konnte durch Verwendung eines
spezifischen Antikérpers gegen aktivierte Caspase-3 in Kombination mit einem
Antikorper gegen ssDNA deren Rolle im Zusammenhang mit dem Verschwinden

der F1.Z naher beleuchtet werden.
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4.3 Prokollagen Typ I

Kollagene sind extrazellulire Matrixproteine, die eine wichtige Rolle bei
Entwicklungsprozessen spielen, und sind dartiber hinaus auch obligate
Strukturkomponenten von Geweben und Organen wie Lunge, Haut, Kochen und
BlutgefiBlen (Arden ez al 1993; Koch et al 2003; Boland e a/ 2004). Im
menschlichen Korper nehmen sie rund 30 % der gesamten Proteinmasse ein und
sind damit deren hiufigster Vertreter. Bei Vertebraten findet man mindestens 27
verschiedene Kollagentypen mit 42 unterschiedlichen Polypeptidketten. Kollagene
sind an wichtigen Vorgingen wihrend Entwicklung und Differenzierung wie
Zelladhision, Chemotaxis und Migration sowie Gewebe—Remodeling beteiligt, aber
spielen auch bei Wundheilung und im Rahmen vieler Pathologien eine wichtige
Rolle (Prockop ez al. 1995; Myllyharju et al. 2004).

Von besonderem Interesse fir die vorliegende Arbeit ist Kollagen Typ 1. Dieses
konnte bei ultrastrukturellen Untersuchungen von Rattenhoden in der
Postnatalperiode indirekt auf Grund der morphologischen Charakteristika im
peritubuliren Raum identifiziert werden (Tran ef a/ 20006).

Kollagen Typ I wird wie auch die anderen fibrillenbildenden Kollagene Typ 11, III,
V, XI, XXIV und XXVII als Prokollagen-Molekiile synthetisiert und durch
bestimmte enzymatische Vorginge zu Kollagenfasern vernetzt. Abbildung 25 zeigt
die wesentlichen Schritte der Kollagensynthese.

Prokollagen Typ I ist die Vorstufe von Kollagen Typ I. Es ist ein Trimer, welches
aus zwel al-Ketten und einer a2-Kette besteht. Die beiden Ketten werden von
unterschiedlichen Genen kodiert, Collal und Colla2. He ez o/ (2005) untersuchten
Mausehoden der Altersgruppen 6. pnd und 60. pnd. Sie konnten durch Microarray-
Analysen die Expression von Collal und CollaZ in den Tubuli seminiferi

nachweisen, wobei die Expression am 6. pnd deutlich héher war als am 60. pnd.
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Abb. 25 (reproduziert aus (Myllyharju et al. 2004))

Die Synthese der Polypeptidketten findet an membrangebundenen Ribosomen innerhalb des
Endoplasmatischen Retikulums statt. Hydroxylierung einiger Prolin- und Lysin-Reste zu 4-Hydroxyprolin, 3-
Hydroxyprolin und Hydroxylysin => Glykosylierung von einigen der Hydroxylysin-Reste zu
Galaktosylhydroxylysin und Glykosylgalaktosylhydroxylysin => Glykosylierung einiger Asparagin-Reste in den
C-Propeptiden, oder in beiden, den N- und C-Propetiden => Verbindung dreier C-Propeptide und Ausbildung
von intra- und intermolekularen Disulfid-Briicken => Bildung einer Triple-Helix => Transport in Vesikeln und
Ausschiittung nach extrazellulir => Abspaltung der N- und C- Propetide und Formierung von
Kollagenfibrillen und Bildung von Kollagenfasern (Prockop e a/. 1995) (Kadler 1995) (Myllyhatju e a/. 2001)

Bei Miusen am 6. pnd befinden sich in den Tubuli nur Typ A Spermatogonien und
Sertolizellen (Dettin ez a/. 2003). In der Immunfluoreszensmikroskopie zeigten am
6. pnd Typ A Spermatogonien, nicht aber Sertolizellen eine positive
Immuntreaktion. AuBlerhalb der Tubuli, im interstitiellen Raum, fanden sie auch
Prokollagen-Typ-I-positive Zellen, die jedoch von den Autoren nicht niher
spezifiziert wurden (He ez a/ 2005). Der in der vorliegenden Arbeit verwendete
Antikorper ist gegen die a2-Kette des Prokollagens Typ I gerichtet, er reagiert also
nicht mit vernetztem Kollagen. Hierdurch ist es moglich, die Zellen zu
identifizieren, die selbst Prokollagen synthetisieren. Die vorliegenden Ergebnisse
der Immunhistochemie zeigen erstmalig, dass FLZ Prokollagen Typ 1
synthetisieren und dass der Anteill der prokollagenbildenden FLZ an der

Gesamtzahl der FLZ in den ersten 20 Postnataltagen kontinuierlich zunimmt, bei
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gleichzeitiger Abnahme der Gesamtzahl. Die Funktion der Prokollagenbildung der
FLZ ist bislang ungeklart.

Es ist jedoch denkbar, dass ein dhnlicher Mechanismus wie die sog. Epitheliale-
Mesenchymale-Transformation (EMT) hierbei involviert ist. Bet der EMT handelt
es sich um eine wesentliche Komponente verschiedener morphogenetischer und
organogenetischer Vorginge. So laufen Gastrulation, die Emigration von
Neuralleistenzellen aus dem Neuralrohr, sowie die Bildung von Herzklappen durch
EMT-Vorginge ab (Duband er 2/ 1995; Hay 1995; Viebahn 1995). Zahlreiche
zellulire Verianderungen sind mit der EMT assoziiert. Fibroblasten, die mittels
EMT aus Epithelzellen entstanden sind, schalten Gene ab, die fir
Zelladhisionsmolekile kodieren und beginnen in einigen Fillen, extrazellulire
Matrixmolekile wie Fibronektin und verschiedene Typen von Kollagen zu
synthetisieren. Zudem ist die EMT immer mit dem Verlust von Zell-zu-Zell-
Kontakten verbunden, was zur Verstreuung von Zellen fihrt (Boyer ez a/ 2000).
Neben dem Beginn der Bildung von Prokollagen durch die FLZ ist mit dem
Verlust des Zellverbundes und der Auflésung der Cluster eine weitere Analogie zur
EMT offensichtlich. Tran e a/. (2006) beschrieben bei Ratten am 1. und 5. pnd die
Existenz von interzelluliren Zellbriicken aus Zytoplasma, sowie gap junctions
zwischen FLZ innerhalb eines Clusters. Diese Beobachtung war auf die frihe
Postnatalperiode beschrinkt. Zum 20. pnd hin beobachteten sie reichlich
Kollagenfasern im interstitiellen sowie im peritubuliren Raum. Bei den nur noch
sporadisch vorkommenden FLZ-Clustern konnten sie zu diesem Zeitpunkt keine

Z.ell-zu-Zell-Kontakte mehr nachweisen.

Die Befunde der vorliegenden Arbeit iiber das Prokollagen deuten darauf hin, dass
die zwei Vorginge wihrend des Abbaus der FLZ héchstwahrscheinlich gleichzeitig
in diesen Zellen stattfinden: apoptotischer Zelltod und die Vorbereitung der

Kollagen-Fibrillogenese.
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Es scheint, als stelle der 5. pnd einen wichtigen Zeitpunkt fir den Vorgang des
Zelltods der FLZ dar: Zunahme des Kollagens und Abnahme der nukleir
lokalisierten Caspase-3.

Die Signale des Zelltods werden offenbar vor dem 5. pnd festgelegt. Die
Fibrillogenese des Kollagens erfolgt zeitlich verzégert danach. Diese Auslegung
muss experimentell noch gepriift werden.

Ob die Bildung von Prokollagen durch die FLZ der Erhaltung der Gewebe- bzw.
Organintegritit dient, oder fur Migrationsvorgange im Rahmen der Entstehung
von ALZ-Progenitor-Zellen erforderlich ist, bedart ebenfalls der Klirung durch

weitere Studien.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Name des Doktoranden: Roland Diesel
Titel: Immunhistochemische Darstellung des Prokollagens Typ I und
der Caspase-3 zur Klirung des Zelltods der fetalen Leydig-Zellen im Rattenhoden

Im Hoden von Ratten kommen zwet verschiedene Populationen von Leydig-Zellen vor: die Fetaltyp-Leydig-
Zellen (FLZ), welche vom 14. Fetaltag bis zum 25. Postnataltag (pnd) nachweisbar sind und die Adulttyp-
Leydig-Zellen (ALZ), die ab dem 10. pnd entstehen und bis zum Senium aktiv sind. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es zu kliren, ob FLZ in zeitlichem Zusammenhang mit threm apoptotischen Zelltod (Marker:
Caspase-3) auch Prokollagen Typ I bilden. Fir die votliegende Arbeit wurden immunhistochemische
Untersuchungen mit Antikérpern gegen Prokollagen Typ I und Caspase-3 durchgefiihrt. Hierzu wurden 4
um dicke Paraffinschnitte aus den Hoden von Wistar-Ratten der Altersgruppen 1., 5., 10., 15., 20., 25., 35.
und 90. pnd angefertigt, welche dann immunhistochemisch bzw. mit der PAS-Reaktion gefirbt wurden. Die
FLZ wurden nach ihrer Identifizierung gezihlt und die Ergebnisse der immunhistochemischen Reaktionen
semiquantitativ bzw. nach Reaktdonsmustern ausgewertet.

Die Gesamtzahl der FLZ pro mm? Schnittfliche besitzt ihr Maximum mit durchschnittlich
235 FLZ pro mm? am 1. pnd, um dann bis zu threm Verschwinden kontinuierlich abzunehmen. Am 35. und
90. pnd sind lichtmikroskopisch keine FLZ nachweisbar. Die Ergebnisse der Immunhistochemie fir
Prokollagen Typ I zeigen fir den 1. pnd einen Anteil an Prokollagen-positiven FLZ mit einer rein
zytoplasmatischen Immunreaktion von durchschnittlich 17 % und damit das Minimum fiir die untersuchten
Altersgruppen. Nach annihernd linearer Zunahme wird am 20. pnd mit 80 % positiver FLZ das Maximum
erreicht. Bei der Immunreaktion fir Caspase-3 wurden die Reaktionsmuster nukledr positiv, gytoplasmatisch
positiv sowie kombiniert nukledr + gytoplasmatisch unterschieden. So zeigen durchschnittlich 66 % der FLZ am
1. pnd eine rein nukleire Reaktion, nach stetiger Abnahme bis zum 20. pnd sind es nur noch 9 %. Im
Gegensatz dazu steigt die Anzahl an FLZ mit rein zytoplasmatischer Immunreaktion fir Caspase-3 von
einem Minimum mit <5 % am 1. pnd bis zu einem Plateau mit rund 35% am 15. und 20. pnd an, wie auch
die Anzahl der FLZ mit kombinierter zytoplasmatischer + nukledrer Reaktion mit einem Maximum von
49 % am 20. pnd.

Die Befunde der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die zwei Vorginge wihrend des Abbaus der
FLZ hochstwahrscheinlich gleichzeitig in diesen Zellen stattfinden: apoptotischer Zelltod und die
Vorbereitung der Kollagen-Fibrillogenese. Die Bildung von Caspase-3, insbesondere die deutliche Abnahme
der rein nukledr vorhandenen Caspase-3 zugunsten der zytoplasmatisch lokalisierten, verbunden mit einer
starken Zunahme der Prokollagenbildung um den 5. pnd herum, deuten auf eine Apoptoseinitiierung der

FLZ in der frithen Postnatalphase hin.
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7 Anhang: Datenblitter der Antikérper

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.

Pro-COL1A2 (Y-18): sc-8787

SANTA CRU

-2

alclicrRoloet

The Anver 1o Question

[BACKGROUND | [APPLICATIONS |
The extensive family of COL gene praducts {collagens) is composed of several Pro-COL1AZ {Y-18] is recommended for detection of Collagen o2 Type |
chain types, including fibril-forming interstitial collagens {Types |, II, [l and precursor of mouse, rat and, to a lesser extent, human origin by Western

V) and basement membrane collagens (Type V), each type containing multi-
ple isoforms. Collagens are fibrous, extracellular matrix proteins with high
tensile strength and are the major components of connective tissue, such
as tendons and cartilage. All collagens contain a triple helix domain and
frequently show lateral self-association in erder 1o form complex connective
tissues. Several collagens also play a role in cell adhesion, important for
maintaining normal tissue architecture and function,
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1. Bellamy, G., et al. 1971. Evidence for procoifagen, a bicsynthetic precursars
of collagen. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 68: 1138-1142,

2. Chureh, R.L., et al. 1971. Collagen biesynthesis: synthesis and secreticn of
a high molecular weight callagen precursor (procollagen). Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 68: 2638-2642.

3. Bornstein, P, et al. 1972, Procollagen: conversion of the precursor to
collagen by a neutral protease. Science 175: 544-546.

5. McCarthy, J.B., et al. 1996. Cell adhesion to collagencus matrices
Biopolymers 40: 371-381.

6. Engel, J. 1997 Versatile collagens in invertebrates. Science 277:
1785-1786.

7. Cremer, MLA., et al. 1998. The cartilage collagens: a review of their
structure, organization, and rele in the pathogenesis of experimenzal

arthritis in animals and in human rheumatic disease. J. Mol. Med. 76:
275-288.

8. Boskey, A.L., et al. 1999. Collagen and bone strength. J. Bone Miner. Res.
14: 330-335.

9. Alberio, L., et al. 1999. Platelet-collagen interactions: membrane receptors
and intracellular signaling pathways. Eur. J. Clin. Invest, 29; 1066-1076.

[ CHROMOSOMAL LOCATION

Genetic locus: COL1A2 {human) mapping to 7g22.1; ColtaZ [mouse) mapping
106 Al

[SOURCE ]

Pro-COLTAZ [Y-18) is an affinity purified goat polycional antibody raised
against a peptide mapping at the N-terminus of Procoltagen 42 Type | of

mouse origin.

[PRODUCT
Each vial contains 200 pg IgG in 1.0 ml of PBS with < 0.1% sodium azide and
0.1% gelatin.

Blocking peptide available for competition studies, sc-8787 P, {100 g peptide
in 0.5 ml PBS containing < 0.1% sodium azide and 0.2% BSA).

Blotting (starting dilution 1:200, dilution range 1:100-1:3000), immunopre-
cipitation [1-2 pg per 100-500 pg of total protein {1 ml of cell lysatel],
immunofleorescence and immunohistachemistry {including paraffin-embed-
ded sections {starting dilution 1:50, dilution range 1:50-1:500) and solid
phase ELISA (starting dilution 1:30, difution range 1:30-1:3080); non cross-
reactive with mature form.

Suitable for use as cantrol antibody for COL1AZ siRNA (h}: sc-72156 and
COL1A2 siRNA {m): sc-43061.

Molecular Weight of Pro-COL1AZ: 140-210 kDa.

Positive Controls: 3611-AF whole cell lysate: s¢-2215, 3T3-L1 cell lysate:
sc-2243 or A-10 cell lysate: sc-3806.

IRECOMMENDED SECONDARY REAGENTS ]

To ensure optimal results, the following support {secondary) reagents are
recommended: 1} Western Blotting: use donkey anti-goat |gG-HRP: s¢-2020
[dilution range: 1:2000-1:100,000] or Cruz Marker™ compatible donkey
anti-goat IgG-HRP: sc-2033 (dilution range: 1:2000-1:5000), Cruz Marker™
Malecular Weight Standards: sc-2035, TBS Blotto A Blocking Reagent:
sc-2333 and Western Blotting Luminol Reagent: sc-2048. 2) Immunopreci-
pitation: use Protein A/G PLUS-Agarose: sc-2003 {0.5 ml agarese/2.0 ml).
3) lmmunofluorescence: use donkey anti-goat fgG-FITC: sc-2024 {dilution
range: 1:100-1:400) or dorkey anti-goat IgG-TR: sc-2783 (dilution range:
1:100-1:400) with UltraCruz™ Mounting Medium: sc-243941. 4) Immunohis-
tochemistry: use ImmunoCruz™; sc-2053 or ABC: sc-2023 goat IgG Staining
Systems.

[DATA ]
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e ® -PoLol1A
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Pro-COL1AZ {Y-18): sc-8787. Western blot analysis of
Pro-COL1AZ expression in A-10 {Al, 3611-RF (B} and
313-11 (G} whole cell fysates.

Pro-COL1AZ [Y-18): 5c-8787. Immunoperaxidase staining
of formalin fixed, paraffin-embedded human skin tissue
shewing exteacellular [ocalizarion,

[STORAGE |

Store at 4° C, **D0 NOT FREEZE™*. Stable for one year from the date of
shipment. Non-hazardous. No MSDS reguired.

[RESEARCH USE \
For research use only, not for use in diagnostic procedures.

Santa Cruz Biotechnology, Inc.  1.800.457.3801  831.457.3800

fax 831.457.3801

Europe  +00800 4573 8000 496221 45030  www.scht.com
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BIOCARTA US
6827 Nancy Ridge Dr
San Diego, CA 92121
Tel 858-200-2037
Fax 858-200-2038
info/@biocarta.com

BIGCARTA

BIOCARTA Europe GmbH
Borsteler Chaussee 53
D-22453 Hamburg, Germany
Tel +49-40-5257030

Fax +49-40-52570377
info.europe@biocarta.com

BIOCARTA Japan KK
Technical Support 0120 810 723
info@biocarta.co.jp

Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.

Tel 0120 052 099

www.blocarta.com

Anti-Caspase3 (Human)
Hodgkin's disease specific cysteine protease
Cat. #12-01-16361 (0.1 ml)

Fax 0120 052 806
www.wako-chem.co.jp

Background:
Programmed cell death, or apoptosis, plays a critical role in tissue
homeostasis and is of fundamental importance for embryogenesis and
development of the immune system. A family of cell death proteins
have been recently discovered to encode cysteine proteases with
homology to the interleukin—iﬁ—convening enzyme (FCE). To date, at
least 10 members of the ICE family of cysteine proteases have been
identified in humans, most of which induce apoptosis when
averexpressed in mammalian cells. Among the ICE family proteases
" identified in humans thus far, Caspase-3, is probably best correlated
with PCD. Activation of Caspase-3 has been described in a number
of settings in which apoptosis occurs, such as T cells stimulated
through Fas (APO [/CD 95). Furthermore, antiapoptotic viral
prateins, such as crm A from cowpox, have been found to bind to and
inhibit Caspase-3. Expression of Caspase-3 was detected in 92% of
Hodgkin's disease (HD} having a classical immunophenotype, which
increases the possibility that this protein may be involved in the
pathogenesis of HD or may influence the response to treatment. (1, 3,
4, 3).

Species Reactivity:
human, mouse, rat, dog, gerbil

Immunogen:

By using full-length recombinant human Caspase-3 protein, a highly
specific polyclonal rabbit (New Zeland White, s.c. 200ug 1:1 Freund,
boosted six times) antiserum was prepared and was shown by
immunoblotting to react with both the inactive 32-kD Caspase-3
zymogen and the 17-kD active subunit (2,3).

Supplied As:
Full Serum, Rabbit anti-serum with 15mM sodium azide.

Concentration:
Typical anti-Caspase-3 dilutions used are 1:1500 (v/v}

Storage and Stability:
Store vial at 4°C. When stored at 2-8°C, this antibody is stable for
24 months.

Applications and Suggested Dilutions:

e Western blotting; 1:1500 - 3000, ECL after SG quenching
according to: Krajewski S, Zapata IM, Reed JC: {1996)
Analytical Biochem 236:221-228

¢ Immunoprecipitation; 1;50

istry; Paraffin sections: 1:600 -
1500 Detection: 4plus™ HRPsy Universal Kit

i h
. I yYtonistoc

Controls: Incubations with normal rabbit [gG/serum 1:2000 + NSS
(normal species serum) 1:8000.

The optimal diluticn for a specific application under a given set of
experimental conditions should be determined by the investigator.

Positive Control: spieen and other lymphoid organs, Jurkat cells
Limitations:

This Ab is available for research use only and is not approved for use
in humans ot in clinical diagnosis.

Warranty:

There are no warranties, expressed or implied, which extend beyond
this description. Biocarta is not liable for property damage, personal
injury, or economic loss caused by this product.

Custom Service:

Please contact us if you require this product in a special format.

References:
1. Chanabhai, M, et al., (1997) Blood. 902451 -5,
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