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1. Einleitung

Leydig-Zellen (LC) befinden sich im interstitiellen Raum des Hodens und bilden das Hormon
Testosteron. Es sind zwei morphologisch und funktionell verschiedene Populationen von
Leydig-Zellen im Hoden der Ratte zu unterscheiden: Fetaltyp Leydig-Zellen (FLC) und
Adulttyp Leydig-Zellen (ALC) (Haider et al., 1986; Hardy et al., 1989; Kuopio et al., 1989;
Haider and Servos, 1998; Majdic et al., 1998; Ariyaratne et al., 2000b; Haider, 2004).

Die Fetaltyp Leydig-Zellen (FLC) sind in kompakten, rund bis oval geformten Zellkomplexen
angeordnet, die in den interstitiellen Dreiecken zwischen den Tubuli seminiferi liegen. Die
Zellen dieser ,,Cluster* sowie deren Zellkerne sind gro3 und rund geformt. Das Zytoplasma
ist reich an Lipidtropfen. Die FLC zeigen erstmals am 16. Fetaltag (fd) eine
immunhistochemisch positive Reaktion fiir 3B-HSD (Haider et al. 1997). Lichtmikroskopisch
sind die FLC eindeutig bis zum 25. pnd nachweisbar. Das weitere Schicksal der FLC wird in
der Literatur kontrovers diskutiert. Wahrend einige Autoren mit der Beobachtung
iibereinstimmen, dass die FLC im Rattenhoden nach dem 25. pnd nicht mehr
lichtmikroskopisch nachweisbar sind und moglicherweise eine vollstindige Regression
erfahren und abgebaut werden (Haider et al., 1983, 1986; Kuopio et al., 1989), berichten
andere Autoren Uiber die Existenz von aktiv steroidbildenden FLC im adulten Hoden, welche
keiner Dedifferenzierung unterliegen (Kerr and Knell 1988, Ariyaratne et al., 2000b).

Die ALC sind peritubulér, perivaskuldr sowie in den interstitiellen Dreiecken zwischen den
Tubuli seminiferi lokalisiert. Sie konnen sowohl einzeln als auch gruppiert vorliegen, bilden
jedoch keine Cluster aus. Die ALC sind grof3 und rund oder flach geformt, mit runden oder
entsprechend flachen Zellkernen. Das Zytoplasma enthilt wenige bzw. keine Lipidtropfen.
Die Grof3e der vorhandenden Lipidtropfen ist vorwiegend klein. Haider (2004 ) unterteilten die

postnatale Differenzierung von Ratten- ALC in 4 Phasen: /. Transformation peritubuldrer



und perivaskuldrer Fibroblasten (pnd 10 bis 13). 2. Vorldufer Phase (pnd 14 bis 28) (ALC
precursors): Sie produzieren als vorwiegendes Androgen- Endprodukt Androsteron. 3. unreife
Phase (immature Stage) : Gegen 35. pnd produzieren LC bereits kleine Mengen an
Testosteron, metabolisieren es jedoch zum groften Teil. Das vorwiegend
Androgenendprodukt ist Sa-Androstane-3a,17B-Diol. 4. reife Phase (mature stage) (ab 56.
pnd): Die reifen ALC produzieren Testosteron als Androgen- Endprodukt und sind
vollstédndig funktionsfdahig im geschlechtsreifen Tier am 90. pnd (Hardy et al., 1990; Shan and
Hardy, 1992; Shan et al., 1995, 1997). Die wichtigste Funktion der in den ALC produzierten
Androgene ist, den Prozess der Spermatogenese zu initiieren, aufrechtzuerhalten und zu
regulieren (Haider, 2004; Hardy, 1989).

Die Differenzierung der ALC in den Hoden wéhrend der Pubertit ist fiir die ménnliche
Geschlechtsentwicklung entscheidend. Uber den Herkunft der ALC wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Es wurde lange Zeit davon ausgegangen, dass die ALC von den
spindelférmigen Zellen in dem testikuléren Interstitium stammen (Mendis-Handagama et al.,
1987, 1988; Roosen-Runge et al., 1959; de Kretser, 1974; Lordig und de Kretser, 1972;
Christesen, 1975; Hardy et al., 1989). Eine genaue Charakterisierung dieser spindelférmigen
Zellen fehlt bisher. Im testikuldren Interstitium gibt es einige Typen von dieser Morphologie.
Sie sind Gefdflendothelzellen, perivaskulédre Fibroblasten (Perizyten), Myoidzellen,
peritubuldre Fibroblasten und einzelne im Interstitum verstreute Fibroblasten (in dieser Arbeit
,interstitielle Fibroblasten’ genannt). Einige Autoren berichteten, die peritubulidren
Fibroblasten sind die Vorldufer der ALC (Haider et al., 1986, 1995, 1997; Teerds et al., 1989;
Russel et al. 1995; Aryaratene et al., 2000). Dagegen zeigten Davidoff et al. (2004), dass die
testikuldren Blutgefdle, nimlich, vaskulédre glatte Muskelzellen und Perizyten, die Vorlaufer
der ALC sind. Haider und Servos (1998) beschreiben, dass die 3-HSD- positiven
fibroblastendhnlichen Vorlduferzellen sowohl peritubuldr als auch perivaskulér zu finden sind.

Einige Autoren vertreten die Hypothese, dass die ALC zuerst von den undifferenzierten



Stammzellen abstammen (Ge et al., 1996; Haider, 2004; Davidoff et al., 2004). Ge et al.
(2006) gelang in den letzten Jahren diese Hypothese nachzuweisen. Die vorliegende Arbeit
mittels immunhistochemischer Methoden geht der Frage nach, wo die fibroblasten-dhnlichen

Vorlaufer im interstiellen Raum lokalisiert sind.

Fragestellung:

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe der biochemischen Marker (LHR-
Antikorper, P450scc-Antikorper und AR-Antikorper) die Herkunft der ALC-Vorlaufer
wéhrend der postnatalen Phasen (10. — 20. pnd) zu untersuchen und je nach der Lokalisation
zu quantifizieren und zu beurteilen.

Folgende Fragen bilden dabei die Schwerpunkte:

1. Wann sind die Vorldufer von ALC zum ersten Mal lichtmikroskopisch sichtbar?

2. Welche Zellen kommen als Vorldufer der ALC in Frage: die peritubuldren
Fibroblasten, die perivaskuldren Fibroblasten, oder Zellen in den interstitiellen
Gefallen? Wie hoch ist der quantitative Anteil dieser drei Quellen bei der Bildung der
ALC?

3. Andert sich die Lokalisation der Vorldufer mit dem Alter (pnd) ?

Begriindung der Auswahl der Antikorper:
1. Der LH-Rezeptor wird in der Literatur {ibereinstimmend als Marker von
Leydig-Zellen bzw. deren Vorldufern, den ALC anerkannt (Ubersicht siche Haider,
2004). LH ist das wichtigste Hormon, das die Differenzierung und Proliferation der
ALC aufrechterhilt (Berton et al., 1995; Habert et al., 2001; Huhtaniemi et al., 1984).
Die LH-Gabe bei den Versuchstieren induzierte eine Mengen- und GroBezunahme der

LC (Ewing und Zirkin, 1983; Molenaar et al., 1986). Die Hemmung des LHs durch



GnRH-Antagonisten fiihrt zur Atrophie und Apoptose der LC (Prince et al., 1998).
Ohne LH kann keine ALC exsistieren. Die Wirkung von LH entfaltet sich durch seine
Bindung an LHR. Die ALC-Vorlaufer besitzen bereits LHR (Ge et al., 1996).

Das Enzym P450scc wird von mehreren Autoren {libereinstimmend als Marker einer
Steroid-produzierenden Zelle — hier fiir ALC — verwendet. Das Enzym P450scc ist an
der inneren Mitochondrienmembran lokalisert. Es wandelt Cholesterol in Pregnenolon
um, ist das Schliisselenzym der Steroidogenese (Haider, 2004). Die Zellen, die
P450scc-Aktivitét zeigen (dargestellt durch P450scc-AK) besitzen die Fahigkeit
Androgen zu synthetisieren. Dies ist die Hauptaufgabe der ALC und seiner Vorléaufer.
. ALC produzieren einerseits Androgen, andererseits sind sie Zielort der
Androgenwirkung. Das heifit, Androgen und ihre Rezeptoren tragen bei der autokrinen
Regulation der ALC bei. Die Androgenrezeptoren sind intranuklér in LC lokalisiert. In
den unreifen ALC werden AR-Konzentration durch die Androgen-Konzentration
reguliert (Shan et al., 1997). Wie im Fille vom LHR zeigten bereits die peritubuléren
und perivaskuldren Fibroblasten eine immunhistochemische Reaktion des AR. So
bietet sich eine Mdglichkeit an, die Steroidogeneseaktivitit dieser Zellen zu

beurteilen.



2. Material-Methode

2.1.Untersuchungsmaterial

2.1.1. Hodengewebe und Schnittherstellung

Als Untersuchungsmaterial dienten die Hoden von insgesamt 30 ménnlichen Wistarratten. Die
Aufzucht der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen bei einem 12 Stunden
Licht-Dunkel-Zyklus im zentralen Tierlabor der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf.
Wasser und Futter standen ad libitum zur Verfiigung. Die Gewinnung des
Untersuchungsmaterials erfolgte vom 23. 8. 2005 bis 26. 08. 2005. Das Alter der Tiere
erstreckte sich vom 10. bis zum 20. Postnataltag (pnd). Fiir jeden der folgenden Termine
wurden finf Tiere verwendet: 10. pnd, 12. pnd, 14. pnd, 16. pnd, 18. pnd, 20. pnd. Die Tiere
wurden am Untersuchungstag zwischen 10.00 und 11.00 Uhr mit Ather narkotisiert und durch
zervikale Dekapitation getotet. AnschlieBend wurden die Hoden herausprépariert. Die linken
Hoden wurden in Bouinscher Losung fixiert, die rechten in Formalin (als Ersatz, falls mit den
in Bouin fixierten Hoden keine guten inmmunhistochemischen Reaktionen zu erwarten
wiren). Aus folgendem Grund wurden die Untersuchungstermine zwischen 10. und 20. pnd
ausgewdhlt: Nach den Untersuchungen von vielen Autoren sind die Vorldaufer von ALC ab
dem 10. pnd zu sehen. Die Anzahl der ALC-Vorldufer steigt mit der Zeit an. Ab dem 20. pnd
wird in der Literatur liber eine stabile Proliferationsrate der ALC berichtet.

Zu jeder Versuchsreihe wurden je drei Schnitte aus verschiedenen Schichten der Hoden
entnommen. Der Abstand zwischen zwei ausgewéhlten Schnitten entsprach dabei mindestens

50 um. Somit standen fiir jede Versuchsreihe 30 Préiparatschnitte zur Verfiigung.



Zur Gewinnung der Paraffinschnitte wurde nach der Priparation von jedem Tier der linke
Hoden in Bouinscher Losung (bestehend aus 150 ml Pikrinsdure, 50 ml 37% Formalin und 10
ml Eisessig) und der rechte Hoden in Formalinldsung (bestehend aus 30 ml Aqua dest und
150 ml 37% Formalin) fiir 10 Std. fixiert, alle fiinf Stunden wurden die Losungen erneuert.
Dann wurden die Hoden {iber einen Tag einer aufsteigenden Isopropylalkoholreihe (70 bis
100%) zugefiihrt (zweimal zwei Std. in 70%, iiber Nacht in 80%, zweimal drei Std. in 90%
und in 100%). Danach wurden die Hoden in Methylbenzoat fiir 12 Std. gehalten, welches
einmal gewechselt wurde. Am dritten Tag wurden die Hoden zweimal fiir 10 Minuten in
Toluol gegeben, welches danach durch fliissiges Paraffin ersetzt wurde. Das Paraffin wurde
dreimal (etwa alle drei Std.) gewechselt und iiber Nacht im fliissigen Paraffin belassen. Am
nichsten Tag erfolgte dann die Einbettung. Die so in Paraffinbldcken eingebetteten Hoden

wurden auf einem Schlittenmikrotom in 5 pm dicke Schichten geschnitten.

2.2.Histologische und Histochemische Methoden

Insgesamt wurden folgende Farbung und immunhistochemische Reaktionen an
Paraffinschnitten durchgefiihrt:

1. Hamalaun- Eosin- Farbung

2. Perjodsdure Farbung

3. Luteinising hormone receptor

4. Cytochrome P 450 side-chain-cleavage-Enzyme

5. Androgen receptor

2.2.1. Histologische Farbung



2.2.1.1. Himalaun- Eosin- Firbung (HE)

5 um diinne Paraffinschnitte bei 60 °C in den Brutschrank stellen 20 Min.
Entparaffinieren in Xylol (2x), Je 10 Min.
absteigende Alkoholreihe (Isopropanol) (2x100%, 1x90%, 1x80%, Je
3x70%) 5 Min.
und Aqua dest 5 Min.
Kernfarbung mit Himalaun 8 Min.
Blduen unter flieBendem Leitungswasser 3 Min.
Féarbung mit 0,3% Eosin wéssrig 2 Min.
Kurz in Wasser tauchen
Entwissern in aufsteigender Alkoholreihe (Isopropanol) (1x70%, Je 20 Sek.
1%80%, 1x90%,
2x100% Je 2
Min.
und Xylol (2x%) . Je 5
Min.
Eindecken mit DePeX (Serva, Heidelberg)
2.2.1.2. Perjodsiure Schiff Reaktion (PJS)

5 um diinne Paraffinschnitte bei 60 °C in den Brutschrank stellen 20 Min.

Entparaffinieren in Xylol (2x), Je 10 Min.

absteigende Alkoholreihe (Isopropanol) (2x100%, 1x90%, 1x80%, Je 5 Mn.
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und Aqua dest 5 Min.

3. | Einstellen in 0,5% Perjodsdure 5 Min.

4. | Spiilen mit Aqua dest

5. | Einstellen in Schiffsreagenz 20 Min.
6. | Ohne Spiilen in SO, Wasser (Kurz vor dem Gebrauch aus 6 ml 10% 2 Min.
7. | Spiilen unter flieBendem Wasser 10 Min.
8. | Kernfarbung mit Himalaun 2 Min.
9. | Blauen unter flieBendem Leitungswasser 5 Min.
10. | Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe (Isopropanol) (1x70%, Je 2 Mn.

und Xylol (2x) Je 5 Mn.

11. | Eindecken mit DePeX (Serva, Heidelberg)

2.2.2. Immunhistochemische Methoden

Drei Antikérper zum Nachweis von 1. Luteinising hormone receptor (LHR), 2.

Cytochrome P 450 side-chain cleavage enzyme (P450scc) und 3. Androgen receptor (AR)

sind polyklonal. Sie wurden in Kaninchen hergestellt.

1. LHR- Antikorper (anti human origin) stammt von der Firma Acris (Katalognummer:

SP4594P)

2. P450scc- Antikorper (anti rat) stammt von der Firma Chemicon International
(Katalognummer: AB1244)

3. AR- Antikorper (anti human origin) stammt von der Firma Santa Cruz Biotechnology
(Katalognummer: sc- 816)

Einzelheiten siche Datenblitter.
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Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Nachweismethode aufgefiihrt:

1. | 5 um diinne Paraffinschnitte bei 60 °C in den Brutschrank stellen 20 Min.
2. | Entparaffinieren in Xylol (2%), Je 10 Min.
absteigende Alkoholreihe (Isopropanol) (2x100%, 1x90%, 1x80%, Je 5 Mn.
und Aqua dest 5 Min.
3. | Antigen Retrieval mit 0,01M Citratpuffer, pH = 6,0, im Dampfgarer bei 20 Min.
99°C
4. | Abkiihlen 10 Min.
5. | Spiilen und Einstellen mit TBS- Puffer (TRIS buffered saline, 0,05M, 5 Min.
6. | Blockieren der endogenen Peroxidase mit 3% H,0O, 20 Min.
7. | Spiilen und Einstellen mit TBS- Puffer 5 Min.
8. | Inkubation mit Primérantikorper bei ca. 4°C 18 Std.
Konzentration fiir LHR : 1:1500
Konzentration fiir P450scc : 1:1200
Konzentration fiir AR : 1: 200
Zusitzlich jeweils einige Negativkontrollen (statt Primérantikdrper
wurde TBS Pufffer benutzt), die bei jeder Reaktion mitgefiihrt wurden.
9. | Spiilen und Einstellen in TBS- Puffer 5 Min.
10. | Inkubation mit EnVision Anti- Rabbit *(Dako, Hamburg) 30 Min.
11. | Spiilen und Einstellen in TBS- Puffer 5 Min.
12. | Inkubation mit Chromogen DAB (aktiviert mit 3% H,0) 10 Min.
13. | Spiilen und Einstellen in Aqua dest 5 Min.
14. | Kernfarbung mit Hamalaun ** 2 Min.
15. | Blduen unter flieBendem Leitungswasser 5 Min.

12




16. | Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe (Isopropanol) (1x70%, Je 2 Mn.

und Xylol (2x) Je 5 Mn.

17. | Eindecken mit DePeX (Serva, Heidelberg)

* Dako Cytomation EnVision+ System- HRP Labelled Polymer Anti- Rabbit: Peroxidase
markiertes Polymer konjugiert an Ziegen Anti- Kaninchen Immunglobuline in Tris- HCI-

Puffer, das stabilisierendes Protein und eine antimikrobielle Substanz enthalt.

** Bei der Reaktion mit dem AR- Antikoérper wurde nur 1 Min. mit Himalaun gefarbt.

2.3.Lichtmikroskopische Auswertung

Fiir die Quantifizierung am Lichtmikroskop wurde ein Messraster im Okular (Mess-
Strichplatte der Firma Leitz, Koln) verwendet. Dieser Messraster bestand aus 25 gleich grofle
Quadraten in einem Feld von 100 mm?, so dass ein Quadrat in der Strichplatte ein Feld von
4mm? (=2 mmx2 mm) reprasentiert.

Fiir die Zellzdhlung wurden die immunhistochemisch markierten FLC, perivaskulédren
Fibroblasten, peritubuldren Fibroblasten, interstitiellen Fibroblasten und Gefifle im
Gesamthodenquerschnitt (auBer Randbereich s. Abb. 1) gezéhlt und in Mittelwert, +/—
Standardabweichung statistisch ausgewertet. Die absolute Anzahl der gezéhlten Zellen pro
Quadratmillimeter wurde durch die Hochrechnung der mittleren Anzahl der gezédhlten Zellen

in einem Messraster auf Zelle berechnet.

13




«—— Hodenquerschnitt

Abb. 1 Dieser Messraster bestand aus 25 gleich gro3e Quadraten in einem Feld von 100

mm?, so dass ein Quadrat in der Strichplatte ein Feld von 4mm? (=2 mmx*2 mm) représentiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Immunhistochemische Befunde von P450scc

3.1.1. Verteilung von P450scc

Wihrend des untersuchten Zeitraums (vom 10. pnd bis zum 20. pnd) wurde eine
deutliche immunhistochemische Reaktion (graue bis braune Farbung) im Zytoplasma
der ALC-Vorlaufer und FLC beobachtet. Die Zellkerne waren dabei vollkommen
ausgespart und imponierten als helle runde Areale (Abb. 2-7). Wihrend die positiv
reagierenden peritubuldren und interstitiellen ALC-Vorldufer in allen Altersgruppen
zu sehen waren, fehlte die Immunreaktion in den perivaskuldren ALC-Vorldufern am
10. und 12. pnd. Erst ab dem 14. pnd wiesen die letztgenannten Zellen vereinzelt eine
immunhistochemische Reaktion auf (Abb. 5). Eine schwach bis méBige Reaktion
wurde in den Endothelzellen sowie glatten Muskelzellen von einigen interstitiellen
GefaBen beobachtet (Abb. 6). Es muss jedoch betont werden, dass ihre Intensitét
wesentlich schwicher und ihre Anzahl viel geringer war als in der
immunhistochemischen Reaktion vom LH-Rezeptor (Abb. 11, 18, 20, 21). In einigen
Tubuli seminiferi zeigten vereinzelte Keimepithelzellen eine schwach bis méaBige
intranukledre Reaktion (Abb. 3, 4).

Die immunhistochemische Negativkontrolle am Beispiel vom 12. pnd (Abb. 15%), bei

der der Primér-Antikdrper durch Puffer ersetzt wurde, wies keine Farbung auf.

3.1.2. Quantitative Auswertung der P450scc- Reaktion
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Die Abbildung 9 zeigt den Verlauf der absoluten Anzahl der immunhistochemisch
markierten Zellen (Mittelwert +/—Standardabweichung) pro Quadratmilimeter
zwischen dem 10. pnd und dem 20. pnd. Man erkennt hier einen Anstieg der Anzahl
der ALC-Vorlédufer und einen Abfall der Anzahl der FLC.

Verglicht man nun die prozentuallen Anteile von den drei Vorldufern in sechs
Altesgruppen (Abb. 8), kann folgendes festgestellt werden: Am 10. und 12. pnd
stammten ALC-Vorldufer ausschlieBlich aus den peritubuldren und den interstitiellen
Fibroblasten. Ab dem 14. pnd beteiligten sich die perivaskuldren Fibroblasten auch an
der Bildung von ALC mit. Thr Anteil stieg stetig vom 14. pnd bis zum 18. pnd an. Am
20. pnd war wiederum ein leichter Abfall zu erkennen. Wahrend des gesamten
untersuchten Zeitraums erwiesen sich die peritubuldren Fibroblasten als die grof3te
Quelle der Vorldufer der ALC.

In der Abbildung 10 wurde die absolute Anzahl der von P450scc markierten
Blutkapillaren und Blutgefif3e pro Quadratmilimeter in Abhdngigkeit vom Alter
zusammengefalit. Die Anzahl war wihrend der gesamten Entwicklung auffillig gering.

Am 16. pnd erreichte sie ein Maximum mit 16 Blutgefd3e pro Quadratmillimeter.

3.2. Immunhistochemische Befunde iiber LH-Rezeptor

3.2.1. Verteilung des LH-Rezeptors

Die grau-braune Farbe des Reaktionsprodukts ist im Zytoplasma der ALC-Vorldufer
und FLC deutlich zu erkennnen, die Zellkerne sind dabei vollkommen ausgespart

(Abb. 11- 21). Anders als bei P450scc erkennt man in diesem Fall, dass die
16



ALC-Vorlédufer sich wihrend des gesamten untersuchten Zeitraums fast ausschliefSlich
peritubulér befinden. Eine méBig bis starke immunhistochemische Reaktion war
altersunabhéngig in fast allen Gefdflen zu beobachten. Die Reaktion wurde beobachtet
in den glatten Muskelzellen, oder in den Endothelzellen, oder in einigen Féllen sogar
in den beiden Zelltype(Abb. 11- 21). Wiederum anders als bei P450scc zeigten hier
die Sertoli-Zellen und die Keimepithelzellen keinerlei Reaktion.

In Schnitt den Negativkontrolle, bei der das Substrat im Inkubationsmedium durch die
Pufferlosung ersetzt wurde, fehlten die Produkte der Immunreaktion vollstédndig in

allen Zellen sowie in den Gefdflen (Abb. 15%).

3.2.2. Quantitative Auswertung des LH- Rezeptors

Die Abbildung 22 und 23 zeigen jeweils den prozentualen Anteil und die absolute
Anzahl der immunhistochemisch positiv reagierenden ALC-Vorldufer. Die absolute
Anzahl stieg zunéchst an, fiel aber am 20. pnd ab. Der prozentuale Anteil der
Vorliuferzellen zeigte keine wesentliche Anderung. Die peritubuliren Fibroblasten
stellten nach wie vor den grof3ten Anteil dar, ndmlich von 94% am 10. pnd bis zu 99%
am 16., 18. und 20. pnd. Die perivaskuldren Fibroblasten waren in diesem Fall kaum
zu finden. Thr Anteil betrug weitgehend knapp 1%. Stattdessen waren mehr von
LH-Rezeptor markierte Blutkapillaren und Blutgefia3e zu sehen (Abb. 24). Thre
Anzahl betrug am 10. pnd gut 200 Blutgefdl3e pro Quadratmillimeter, fiel wahrend der
Entwicklung allmihlich ab, erreichte am 20. pnd ein Minimum von knapp 100
GefaBen pro Quadratmillimeter. Im Vergleich mit dem gleichen Diagram von P450scc

ist die Anzahl an dieser Stelle 100 bis 200 mal hoher.
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3.3. Immunhistochemische Befunde iiber Androgenrezeptor

3.3.1. Verteilung des Androgenrezeptors

Wihrend des untersuchten Zeitraums wurde eine intensive spezifische intranukleére
Immunreaktion des Androgenrezeptors in den Myoidzellen und den Sertoli-Zellen
regelméBig beobachtet. Gelegentlich war diese Reaktion ebenfalls - jedoch
abgeschwicht- in den ALC-Vorldufern (peritubuldren, perivaskuldren, interstitiellen
Fibroblasten), den FLC, den vaskuldren glatten Muskelzellen, den Perizyten und den
Fibroblasten um die FLC-Cluster zu erkennen. Es fehlte eine immunhistochemische
Reaktion in den Keimepithelzellen (Abb. 27- 31). In den Priparaten, die ohne
Kerngegenfarbung (Hdmalaun) behandelt wurden, zeigten die Nuklei von
Spermatozyten eine sehr schwache Farbung, was sonst durch Hdmalaun iiberlappt
wurde. Das Verteilungsmuster des Androgenrezeptors blieb vom 10. bis zum 20. pnd
weitgehend unverandert.

Die immunhistochemische Negativkontrolle, bei der der primér-Antikdrper durch

Puffer ersetzt wurde, wies keine Reaktion auf (Abb. 15%).

* Abb. 15: Fiir die Negativkontrolle wurde nur eine Abbildung prisentiert, weil die
immunhistochemischen Methoden von allen drei Antikorpern identisch

waren (siehe auch die Methoden unter 2.2.2).

3.4.Vergleich der Ergebnisse von P450scc und LH-Rezeptor

Folgende Ahnlichkeiten sind bei einem Vergleich der Befunde festzuhalten:

1. Peritubuldre Fibroblasten stellten die grofite Quelle der ALC-Vorlédufer dar.
18



2. In den Blutgefdfen waren positiven Reaktionen zu erkennen. Die Reaktion
war lokalisiert entweder in den glatten Muskelzellen, oder in den

Endothlzellen oder in einigen Fillen in den beiden Zelltypen.

Folgende Unterschiede wurden bei einem derartigen Vergleich auffallig:

1. Bei P450scc sicht man ein Wachstum des prozentualen Anteils der
perivaskuldren Fibroblasten ab dem 14. pnd, was beim LH-Rezeptor nicht
der Fall war.

2. Beim LH-Rezeptor waren deutlich mehr immunhistochemisch markierte
Blutgefafe und deutlich weniger immunpositive perivaskulidre Fibroblasten zu

erkennen.
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3.5. Abbildungen

Abb. 2: Rattenhoden 10. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von Cytochrom P450 side chain cleavage (P450scc) (grau bis braun) mit
Kerngegenfarbung (blau durch Himalaun). Eine FLC (dicker Pfeil), ein peritubulérer
fibroblastdhnlicher ALC-Vorldufer (diinner Pfeil) zeigen deutlich positive Reaktionen
in Zytoplasma. 1:1000

Abb. 3: Rattenhoden 12. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von P450scce mit Kerngegenfarbung (Hdmalaun). In dieser Abbildung sind
zwei FLC- Cluster (dicke Pfeile), ein peritubuldrer und ein interstitieller Vorlaufer der
ALC (diinne Pfeile) stark positiv angefarbt. Die Kerne der FLC sind dabei ausgespart,
die Reaktion befindet sich im Zytoplasma. Die Zellkerne von einigen Spermatogonien
und Sertoli- Zellen (Pfeilkopfe) zeigen ebenfalls positive Reaktionen. 1:1000
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Abb. 4: Rattenhoden 14. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von P450scc mit Kerngegenfarbung (Hdmalaun). In dieser Abbildung sind
drei peritubuldre fibroblastenidhnliche Vorldufer der ALC (diinne Pfeile) und die
Zellkerne von einigen Spermatogonien bzw. Sertoli- Zellen (Pfeilkopfe) positiv
angefarbt. 1:1000

Abb. 5: Rattenhoden 16. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von P450scc mit Kerngegenfarbung (Hdmalaun). Ein peritubuldrer Vorlaufer
der ALC (diinner Pfeil) und ein perivaskulidrer ALC-Vorldufer (gestrichelter Pfeil)
weisen deutlich positive Reaktionen auf. 1:1000
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Abb. 6: Rattenhoden 18. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von P450scc mit Kerngegenfarbung (Hamalaun). In dieser Abbildung zeigen
zwei peritubulire ALC-Vorldufer (diinne Pfeile) eine immunhistochemische Reaktion.
Ein Gefal (leerer Pfeil) zeigt eine schwache Reaktion in den glatten Muskelzellen.
1:1000

Abb. 7: Rattenhoden 20. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von P450scc mit Kerngegenfirbung (Himalaun). Eine Ubersicht in
schwacher Vergroerung. Man erkennt zahlreiche positiv reagierende peritubulédren
Vorlédufer (diinne Pfeile) und einige perivaskuldre Vorldufer der ALC (gestrichelte
Pfeile). 1:400
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Abb. 8 : P450scc

Contribution to formation of precursors of adult Leydig cells (pALC in percentage)
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Abb. 8

pALC: Vorlédufer (precusors) der adulten Leydig- Zellen.

Quantifizierung der Immunreaktion von P450scc. Dargestellt sind Kreisdiagramme vom
10., 12, 14., 16., 18. und 20. Postnataltag. Sie demonstrieren den prozentualen Anteil
der peritubuldren, den perivaskuldren und den interstitiellen ALC- Vorldufern in der
gesamten Population von einzelner Altersgruppe. Sie présentieren auch einen Vergleich
zwischen verschiedenen Altersgruppen. Die perivaskuldren ALC- Vorldufer fehlen am
10. und 12. pnd, erst ab dem 14. pnd steigt ihr Anteil allméhlich an. Die Daten belegen,

dass die peritubuldren Fibroblasten die groBBte Quelle der Vorlaufer der ALC darstellen.
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Abb. 9:
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Quantifizierung der Immunreaktion von P450scc. Diese Grafik priasentiert die Absolute

Anzahl der markierten ALC- Vorldufer pro Quadratmillimeter (Mittelwert +/—

Standardabweichung). Mann erkennt hier eine Zunahme der Anzahl von den

peritubulédren, perivaskuldren und interstitiellen ALC- Vorldaufer mit dem Alter, wihrend

die Anzahl der FLC abnimmt.

Abszisse: Alter der Tiere (Postnataltag)

Ordinate: Anzahl der mit P450scc — markierten Zellen pro Quadratmillimeter
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Abb. 10 :

P450scc in vascular endothlial and smooth muscle
cells
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Quantifizierung der mit Immunreaktion von P450scc markierten Blutkapillaren und
Blutgefdlle im Interstitium. Die Immunreaktion befand sich in den vaskuldren
Endothelzellen, sowie in den glatten Muskelzellen. Mit steigendem Alter der Tiere

erkennt man zuerst eine Zunahme der Anzahl der Blutgefil3e, dann eine Abnahme.

Abszisse: Alter der Tiere (Postnataltag)

Ordinate: Anzahl der mit P450scc — markierten Blutkapillaren und Blutgefal3e
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Abb. 11: Rattenhoden 10. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von Luteinizing- Hormenrezeptor (LHR) (grau bis braun) mit
Kerngegenfarbung (blau durch Himalaun). Einige peritubuldre fibroblastenédhnliche
Vorlaufer der ALC (diinne Pfeile) , ein perivaskuldrer ALC-Vorlaufer (gestrichelter
Pfeil), ein Cluster (dicker Pfeil) mit zwei FLC und drei Kapillaren (leere Pfeile)
reagieren hier positiv. 1: 1000

Abb. 12: Rattenhoden 10. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von LHR mit Kerngegenfiarbung (Himalaun). Die FLC in einem Cluster
(dicker Pfeil) zeigen unterschiedlich starke Reaktionen. Eine Kapillare (leerer Pfeil)
und ein peritubuldrer ALC-Vorldufer (diinne Pfeile) weisen auch positive Reaktionen
auf. 1: 1000
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Abb. 13: Rattenhoden 12. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von LHR mit Kerngegenfiarbung (Hdmalaun). Die unterschiedlich starken
zytoplasmatischen Reaktionen sind in einigen peritubuldren Vorldufern der ALC
(diinne Pfeile) und in der FLC- Cluster (dicker Pfeil) zu beobachten. Zwei Gefa3en
(leere Pfeile) zeigen eine intensive Reaktion. 1: 1000

Abb. 14: Rattenhoden 12. Postnataltag, Paraffinschnitt. Inmunhistochemischer
Nachweis von LHR mit Kerngegenfarbung (Himalaun). Einige FLC (dicker Pfeil) in
einem Cluster, einige peritubulire Vorldufer der ALC (diinne Pfeile) und ein Blutgefal3
(leerer Pfeil) weisen hier positive Reaktion auf. 1: 1000
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Abb.15: Rattenhoden 12. Postnataltag, Paraffinschnitt. Negativkontrolle, hier wurde
der Primér- Antikorper im Inkubationsmedium durch die Pufferlésung ersetzt. Die

Produkte der Immunreaktion fehlen vollstédndig in allen Zellen sowie in den Gefél3en.

Dieses Bild der Negativkontrolle ist reprisentativ fiir alle drei Immunreaktionen
(P450sce, LHR, AR), da die angewandten Methoden — abgesehen von jeweilige
Primérantikorper vollig identisch waren. 1: 1000

Peritubuldre Vorlaufer der ALC (diinne Pfeile), FLC Cluster (dicker Pfeil), Gefal3
(leerer Pfeil)

Abb. 16: Rattenhoden 14. Postnataltag, Paraffinschnitt. Inmunhistochemischer
Nachweis von LHR mit Kerngegenfiarbung (Hdmalaun). Es sind zahlreiche positiv
reagierende peritubuldre Vorldufer der ALC (diinne Pfeile) zu beobachten. 1: 400
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Abb. 17: Rattenhoden 14. Postnataltag, Paraffinschnitt. Imnmunhistochemischer
Nachweis von LHR mit Kerngegenfiarbung (Himalaun). Die FLC (dicker Pfeil) im
Cluster weisen unterschiedlich starke Reaktionen auf. Einige peritubulire
ALC-Vorlédufer (diinne Pfeile) reagieren auch positiv. Die Farbungen (Stern) in den
Tubuli sind unspezifisch. 1: 1000

Abb. 18: Rattenhoden 14. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von LHR mit Kerngegenfiarbung (Himalaun). Eine intensive braune
Reaktion ist in einigen peritubuldren Vorldufer der ALC (diinne Pfeile) und in zwei
Gefillen (leere Pfeile) zu beobachten. 1: 1000
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Abb. 19: Rattenhoden 16. Postnataltag, Paraffinschnitt. Imnmunhistochemischer
Nachweis von LHR mit Kerngegenfiarbung (Himalaun). Vier peritubuldre Vorldufer

der ALC (diinne Pfeile) und eine Kapillare (leerer Pfeil) weisen positive Reaktionen auf.
1: 1000

Abb. 20: Rattenhoden 18. Postnataltag, Paraffinschnitt. Imnmunhistochemischer
Nachweis von LHR mit Kerngegenfiarbung (Himalaun). Einige peritubuldre Vorlaufer
der ALC (diinne Pfeile) und die FLC (dicker Pfeil) im Cluster zeigen unterschiedlich
starke Reaktionen. Eine Kapillare (leerer Pfeil) reagiert auch positiv. 1: 1000
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Abb. 21: Rattenhoden 20. Postnataltag, Paraffinschnitt. Imnmunhistochemischer
Nachweis von LHR mit Kerngegenfiarbung (Himalaun). Man erkennt hier ein langlich
geschnittenes Gefdl} (leere Pfeile) mit zwei ALC-Vorldufern (gestrichelte Pfeile), die
unterschiedlich starke Reaktionen zeigen. Einige peritubulére fibroblastenéhnliche
Vorlédufer der ALC (diinne Pfeile) reagieren ebenfalls positiv. 1: 1000
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Abb. 22: LH -- Rezeptor

Contribution to formation of precursors of adult Leydig cells (pALC in percentage)
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Abb. 22 :

pALC : Vorlaufer (precusors) der adulten Leydig — Zellen

Quantifizierung der Immunreaktion von LH - Rezeptor. Dargestellt sind

Kreisdiagramme vom 10., 12., 14., 16., 18. und 20. Postnataltag. Sie demonstrieren den

prozentualen Anteil der peritubuléren, den perivaskuldren und den interstitiellen ALC-

Vorlaufern in der gesamten Population von einzelner Altersgruppe. Sie priasentieren

auch einen Vergleich zwischen verschiedenen Altersgruppen. Unabhéngig vom Alter
besitzen die peritubuldren ALC- Vorldufer den gréften prozentualen Anteil (mehr als
94%). Der Anteil von den perivaskuldren ALC- Vorldufer fehlt in den Altersgruppen

von 12., 16., 18., 20. pnd. Auch im 10. und 14. pnd ist der Anteil jeweils nur 1 %.
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Abb. 23 :

LH receptor
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Quantifizierung der Immunreaktion von LH - Rezeptor. Diese Grafik prasentiert die
absolute Anzahl der markierten ALC- Vorldufer pro Quadratmillimeter (Mittelwert +/—
Standardabweichung). Man erkennt hier eine Zunahme der Anzahl von peritubulidren
ALC- Vorldufern zwischen dem 12. und dem 18. pnd. Am 20. pnd kommt zu einer
deutlichen Abnahme. Die Anzahl der anderen ALC- Vorldufern bleibt weitgehend

unverandert.

Abszisse: Alter der Tiere (Postnataltag)

Ordinate: Anzahl der mit LH - Rezeptor — markierten Zellen pro Quadratmillimeter
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Abb. 24 :

LH receptor in vascular endothlial and smooth muscle

cells
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Quantifizierung der mit Immunreaktion von LH- Rezeptor markierten Blutkapillaren
und Blutgefdlle im Interstitium. Die Immunreaktion befand sich in den vaskuldren
Endothelzellen, sowie in den glatten Muskelzellen. Man erkennt hier eine Abnahme der

Anzahl der Gefialle mit der Zunahme des Alters.

Abszisse: Alter der Tiere (Postnataltag)

Ordinate: Anzahl der mit LH — Rezeptor — markierten Blutkapillaren und Blutgefal3e
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Abb. 25: Rattenhoden 10. Postnataltag, Paraffinschnitt. Inmunhistochemischer
Nachweis von Androgen-Rezeptor (AR) (grau bis braun) mit Kerngegenfarbung (blau
durch Hédmalaun). Die Abbildung zeigt AR- Expression in den Nuklei von Sertolizellen
(Pfeilkopfe), peritubuldren Myoidzellen (kleinere Pfeile), teilweise auch in den Nuklei
von peritubuldren Fibroblasten (diinne Pfeile), perivaskuldren Fibroblasten (gestrichelte
Pfeile), FLC (dicke Pfeile), ALC. 1:400

Abb. 26: Rattenhoden 12. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von AR mit Kerngegenfirbung (Himalaun). Das immunhistochenische
Muster ist dhnlich wie am 10. Postnataltag (s. Abb. 12). 1:400
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Abb. 27: Rattenhoden 14. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von AR mit Kerngegenfirbung (Himalaun). Das immunhistochenische
Muster ist dhnlich wie am 10. Postnataltag (s. Abb. 12). 1:400

Abb. 28: Rattenhoden 16. Postnataltag, Paraffinschnitt. Immunhistochemischer
Nachweis von AR mit Kerngegenfiarbung (Himalaun). Die Immunreaktion befindet
sich im Kern der Sertolizellen (Pfeilkopfe), der Myoidzellen (kleine Pfeile) sowie in
einigen adulten Leydigzellen (grofe Pfeile). 1:400
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Abb. 29: Rattenhoden 18. Postnataltag, Paraffinschnitt. Imnmunhistochemischer
Nachweis von AR mit Kerngegenfiarbung (Himalaun). Eine deutliche Immunreaktion
findet sich im Kern der Sertolizellen (Pfeilkopfe), Myoidzellen (kleine Pfeile) sowie in
den peritubuldren Fibroblasten (diinne Pfeile). 1:400

Abb. 30: Rattenhoden 20. Postnataltag, Paraffinschnitt. Inmunhistochemischer
Nachweis von AR ohne Kerngegenfiarbung (Hdmalaun). Man erkennt AR- Expression
in den Nuklei von Sertolizellen (Pfeilkopf), Myoidzellen (kleinerer Pfeil), peritubulédren
Fibroblasten (diinner Pfeil), perivaskuldren Fibroblasten (gestrichelter Pfeil), ALC
(dicker Pfeil). 1:400

50



Abb. 29

Abb. 30

51



Abb. 31: Rattenhoden 20. Postnataltag, Paraffinschnitt. Inmunhistochemischer
Nachweis von AR mit Kerngegenfirbung (Himalaun). Man beobachtet hier eine
deutliche Immunreaktion im Kern der Sertolizellen (Pfeilkdpfe) der Myoidzellen
(kleinere Pfeile) in der Lamina propria, in den Glattenmuskelzellen (leere Pfeile) im
GefdB, in den Perizyten (gestrichelter Pfeil) in einer FLC (dicker Pfeil), sowie in den
Fibroblasten (diinner Pfeil) um eine FLC- Cluster. 1:1000
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4. Diskussion

Die Hauptaufgabe im Rahmen dieser Dissertation war es, anhand immunhistochemischer
Methoden Vorldufer von ALC zu identifizieren und zu quantifizieren. Dabei wurden drei
Antikdrper verwendet: LHR-Antikorper, P450sce-Antikorper, AR-Antikorper. Die
Begriindung fiir die Auswahl der Antikdrper wurde im Kapitel ,,Einleitung® erldutert.
Abbildung 32 - eine Reproduktion aus der Publikation von Haider, 2004 -  stellt in
vereinfachter Weise die wichtigen Schritte der Steroidogenese in den Leydig-Zellen dar. Die
Bindung des luteinisierenden Hormons (LH) an seinen Rezeptor (LHR) induziert die
Synthese von cAMP aus ATP. Das cAMP katalysiert die Aktivierung von Proteinkinase A
(PK-A), welche fiir den Transport von Cholesterol aus dem zytoplasmatischen Pool zu den
Mitochondrien bendtigt wird. Das Steroidogenic Acute Regulatory Protein (StAR) und der
Periphere Benzodiazepin Rezeptor (PBR) transportieren Cholesterol von der dufleren zur
inneren mitochondrialen Membran, wo das Enzym P450scc lokalisiert ist. Dabei ist das
N-terminale Ende von StAR verbunden mit den mitochondrialen Importmechanismen an der
dufleren mitochondrialen Membran. Der PBR Protein funktioniert wahrscheinlich als ein
Kanal fiir Cholesterol. P450scc wandelt Cholesterol in Pregnenolon um, welches zum glatten
Endoplasmatischen Retikulum transportiert wird, wo die Androgensynthese stattfindet.

Viele Studien tiber die LHR und steroidoge Enzyme in den postnatalen Rattenhoden wurden
schon verdffentlicht. Die Meinungen tliber den ersten Tag, wann die Vorlauferzellen der ALC
ihr steroidogenetischen Potential gewinnen, sind unterschiedlich: z. B. 13. pnd bei Haider et
al. (1995) und 10. pnd bei Ariyaratne et al. (2000a). Die vorliegenden Studie zeigte, dass

bereits am 10. pnd spindelférmige Zellen vorhanden sind, die P450scc und LHR

54



Abb.32

Steroidogenesis in Leydig Cells
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Abbildung 32. Vereinfachte Darstellung der wichtigen Stufen der Steroidogenese in
Leydig-Zellen.
Schema aus: Haider, 2004

LH = Luteinisierendes Hormon, LH-R = Rezeptor fiir das Luteinisierende Hormon,
ATP =Adenosin-triphosphat, cAMP = zyklisches Adenosinmonophosphat,

PK-A = Protein Kinase A,

StAR = Steroidogenic Acute Regulatory Protein,

PBR = Peripheral Benzodiazepin Rezeptor,

P450scc = P450 side chain cleavage,

DHEA = Dehydroepiandrosteron,

DHT = Dihydrotestosteron;

1 = 3B — Hydroxysteroid Dehydrogenase, 2 = Cytochrom P 450 17 a- Hydroxylase,
3 =1 B 7- Hydroxysteroid Dehydrogenase; 4 = Cytochrom P450 Aromatase,

5 =5 a - Reduktase
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besitzen (Abb. 2, 8, 9, 11, 22, 23). Da wir keine jiingeren Tiergruppen als 10. pnd benutzt
haben, konnen wir hier nicht zu dem Schluss kommen, dass der 10. pnd der erste Tag fiir die
Vorladuferzellen ist. Ariyaratne et al. (2000b) berichtete, dass die ALC-Vorlaufer zuerst
Immunoreaktionen auf 3B-HSD, P450scc und P459c¢,; priasentieren (am 11. pnd), erst einen
Tag danach (d. h. am 12. pnd) auch LHR-Aktivitit zeigen. Darauf basierend kommen sie zu
dem Schluss, dass das LH nicht fiir den Beginn der ALC-Differenzierung verantwortlich ist.
Das Ergebnisse der vorliegenden Arbeit widersprechen den Befunde von Ariyatatne et al.
(2000b). Es wurden am 10. pnd mehr LHR- positive peritubuldre Fibroblasten (140
Zellen/mm?) als P450scc- positive peritubulédre Fibroblasten (40 Zellen/mm?) beobachtet (Abb.
9,23).

Die vorliegenden Untersuchung mit dem P450scc- Antikorper zeigten, dass bereits am 10.
pnd peritubuldre spindelformige Zellen sichtbar sind. Thre Anzahl nimmt stdndig zu.
Besonderes zwischen dem 14. und dem 16. pnd ist ihr Wachstum am schnellsten. Der
pozentuale Anteil von peritubuldren Fibroblasten ist in jeder Altesgruppe am grofiten. Die
perivaskuldren Fibroblasten fehlen am 10. und 12. pnd. Sie sind erst ab dem 14. pnd zu sehen.
Ihr pozentuale Anteil nimmt zu, bis am 18. pnd das Maximum erreicht ist. Dies fiihrt zu
folgender Schlussfolgerung: Die peritubulidren Fibroblasten sind der Hauptbestandteil der
ALC-Vorléufer. Sie spielen besonders am Anfang der Entstehung der ALC eine Hauptrolle.
Die perivaskulédren Fibroblasten beteiligen sich auch an der Entstehung der ALC , sind aber
vom Anteil her weniger als die peritubuldren Fibroblasten, und ihre Rolle tritt erst verzorgert
auf. Diese Ergebnisse stimmen mit der Beobachtung von Haider und Servos (1998) tiberein.
Sie berichteten, dass die peritubuldren und perivaskuldren spindelformigen Zellen zuerst
typische Strukturen von einem Fibroblast zeigen. Jedoch, ab dem 13. pnd bekommen diese
Zellen mehr und mehr charakteristischen Strukturen fiir Steroidsynthese, und zwar glattes

Endoplasmatisches Retikulum, tubulovesiculdre Mitochondrien und Lipidtropfen.
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Anderes als in dieser Studie berichteten Ariyaratne et al.(2000a und 2000b), dass ALC
lediglich von den peritubulédren Fibroblasten abstammen. Sie verwendeten ebenfalls die
Antikorper fiir ihre immunhistochemichen Reaktionen. Davidoff et al. (2004) berichteten,
dass die vaskuldren glatten Muskelzellen und die Perizyten die Vorldufer der ALC sind.
Basiert auf dem neuroendokrinen Charakter der LC verwendeten sie Nestin, ein intermediéres
Filament, und P450scc als Marker. Die Untersuchungen wurden an mit EDS behandelten
adulten Ratten durchgefiihrt. Die P450scc Aktivitdt verschwindet vollstindig nach der
Behandlung, und kommt an dem 14. Tag wieder vor. Die Aktivitit von Nestin ist am siebten
Tag nach der Behandlung am stérksten, dann nimmt die Intensitét ab. Wahrend der
Behandlung waren es die glatten Muskelzellen und die Perizyten, die Nestin exprimieren und
enorme Zellteilungsaktivitit zeigen. Nach Davidoff et al. (2004) ragen die glatten
Muskelzellen und die Perizyten von der GefiaBwand hervor, bilden ,,L.C- Cluster, wandeln
sich schlieBlich in die ALC. Davidoff et al. (2004) iibertrugen diese Ergebnisse auf die
Postnatalentwicklung von ALC in Rattenhoden, und entdeckten die ,,LC- Cluster* an
BlutgefaBen wiahrend der Reifung (am pnd 27). Abdem 14. pnd sind auch in dieser Arbeit
P450-positive Zellen perivaskuldr zu sehen. Sie sind flachoval bis halbkugelformig.
Gelegentlich sind auch kleine Anhdufungen von ihnen zu sehen, die den ,,LC-Cluster* an der
GefidBwand entsprechen (Davidoff et al. 2004). Uber die Nestin- und P450scc-positiven
peritubuldren Fibroblasten waren Davidoff et al. (2004) der Ansicht, dass sie von der
peritubuldren GefaBwand abstammen. Diese Erklarung scheint nicht iiberzeugend zu sein: 1.
an den Stellen, an denen positive peritubuldre Zellen zu sehen sind, sind nicht immer auch
peritubuldre Gefae vorhanden. 2. Positive peritubuldre Zellen kommen 2 Postnataltage
frither vor als positive perivaskuldre Zellen. Davidoff et al. (2004) iibertrugen ein
experimentelles Modell auf die normale Entwicklung. Die Aussagekraft ist daher

eingeschrinkt.
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Die Funktion der Gefédlle bei der Entstehung und Differenzierung der LC ist nach wie vor ein
umstrittenes Thema. In der vorliegenden Studie kann man sehen, dass sowohl bei der
Untersuchung mit P450scc, als auch bei der Untersuchung mit LHR die Gefil3e
immunhistochemische Reaktion zeigen. Die Endothelzellen, die glatten Muskelzellen und die
Perizyten waren betroffen. Die Reaktionen waren oft so stark, dass die einzelnen Zelltypen
nicht immer deutlich zu unterscheiden waren. Eine Quantifizierung war nicht moglich. Daher
wurde die GefdBanzahl statt der Zellanzahl fiir die Bewertung verwendet (Abb. 10, 24). Die
positiven reagierenden Gefalle waren bei der Untersuchung mit P450scc viel seltener als bei
der Untersuchung mit LHR (Abb. 10, 24), bei der letzteren waren fast alle interstitiellen
Gefile positiv markert.

Es wurden zwei Hauptfunktionen der Gefd3e in der Literatur hdufig diskutiert: 1. als
Stammort der Vorldufer der ALC, 2. der parakrine Effekt zwischen den LC und den Gefil3en,
vor allem den vaskuldren Endothelzellen. Setchell et al. (2003) zeigten, dass die
LH-Konzentration in der interstitiellen Fliissigkeit in Hoden nur ca. ein Zehntel der
Korperzirkulation betragen. Diese Autoren vermuteten, dass die Endothelzellen den Zutritt
der Hormone ins Hodeninterstitium einschrianken. Es zeigte sich, dass entweder die LC
extrem sensibel auf die LH-Stimulation sind oder die testikulédren Endothelzellen die Wirkung
der LH auf LC modulieren. Ghinea et al. (1994) beschrieben Rezeptor-vermittelten
transendothelialen Transport von LH in die Rattentestis. Sie beobachteten die
LH/hCG-Receptor nicht nur in den LC, sondern auch in den Endothelzellen. Misrahi et al.
(1996) untersuchten den hCG-Transport in die testikuldren kleinen Gefaf3e, und berichteten,
dass die LH/hCG-Rezeptoren in den Endothelzellen vorhanden sind und den hormonellen
Transport durch die GefdBlendothelien beeinflussen. 33-HSD-Reaktion wurde in den
Membranen des SER von einigen vaskuldren Endothelzellen elekromikoskopisch am 15. pnd
im interstitiellen Rattenhodengewebe dargestellt (Haider und Servos, 1998). Diese

3B-HSD-positive Endothelzellen sind héufig in der Nachbarschaft von 33-HSD-positiven LC
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lokalisiert. Es ldsst sich vermuten, dass die LH-Ubergabe von der Endothelzelle bis zu
benachbarten Leydig-Zellen eine Rolle bei der akuten Regulation der Steroidogenese spielt.
Collin und Bergh (1996) berichteten das Vorhandensein des immunoreaktiven vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktor (irVEGF) in den LC und Makrophagen der Rattenhoden. Sie
vermuteten, dass LC die angiogenetischen Faktoren freisetzen und in den Hoden nach hCG
Behandlung inflammatorische Mediatoren produzieren. Dies bestitigten die Interaktionen
zwischen LC und vaskuldren Endothelzellen.

Ahnlich wie vaskulire Endothelzellen besitzen vaskulire glatte Muskelzellen viele Enzyme
und hormonelle Rezeptoren: LHR (Toth et al, 1994), P450scc, AR (Vornberger et al., 1994),
Trauine (Lobo et al., 2000), Glukokortikoid- Rezeptor (Schultz et al. 1993), Nitric Oxide
Synthase (Li et al. 2002), Nestin (Davidoff et al. 2004). Aber, anders als vaskuldre
Endothelzellen wurden die Funktion und die Wirkung von vaskulédren glatten Muskelzellen
und ihre Wechelwirkungen mit den LC sehr wenig untersucht.

Ge et al. (2006) bewiesen erstmal das Vorhandensein der Stammzellen von ALC, welche
noch eine Stufe vor den Vorldufern der LC sind. Sie gewannen Fibroblasten vom
interstitiellen Gewebe aus 7. pnd alten Rattenhoden. Die Zellen waren 33-HSD-negativ,
LHR-negativ, und platelet-derived growth factor receptor o (PDGFRa)-positiv, und besitzen
verschiedene Proteine, die fiir die LC-Entwicklung bekannt sind, einschlieBlich GATAA4, c-kit
Receptor, und Leukemia inhibitory Factor Receptor. Ge et al. (2006) haben drei
Eigenschaften von Stammzellen auch bei diesen Zellen nachgewiesen: 1. Proliferation in vitro,
2. Differenzierung, 3. Kolonisieren und Differenzieren im Interstitium nach der
Transplantation in die Hostrattenhoden. Die Stammzellen wurden schon fiir lange Zeit von
vielen Autoren hypothetisiert (Ge et al., 1996; Haider, 2004; Davidoff et al., 2004), aber nie
nachgewiesen. Diese Entdeckung von Ge et al. 2006 ist sicherlich beeindruckend und eroffnet

eine neue Epoche im Gebiet der Entwicklung der LC.
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Bei der Untersuchung mit Androgenrezeptor wurden in der vorliegenden Studie Reaktionen in
den Zellkernen von den ALC- Vorldufer sowie von den FLC und von den Fibroblasten um die
FLC-Cluster beobachtet (Abb. 31). Ahnliche Ergebnisse wurden noch nicht in der
vorhergehenden Literatur beschrieben. Es gibt einige Studien, die zeigten, dass Androgen fiir
die Differenzierung der ALC erforderlich ist (Hardy et al. 1990; O’Shaughnessy et al., 2002).
Die Wirkung der Androgene auf FLC sind bisher wenig untersucht. O’Shaughnessy et al.
(2002) waren der Ansicht, dass die Differenzierung der FLC androgenunabhéngig ist, die
Wirkung der Androgene auf die unreifen ALC durch Myoidzellen und Sertolizellen vermittelt
wird, nur die reiferen ALC Androgenrezeptoren besitzen. In der vorliegende Studie zeigten
sich einige AR-positive Fibroblasten um die FLC-Cluster. Es ist hochstwahrscheinlich, dass
sie die ALC-Vorlaufer sind. AuBBerdem zeigte sich eine schwache Reaktion in den Kernen der
FLC. Die Bedeutung dieses Befundes kann gegenwértig nicht ausreichend geklart werden.
Welche Rolle die Androgene bei der Leydig-Zellenentwicklung und —differenzierung spielen,

ist noch unklar.

Schlussfolgerung:

1. Inder vorliegenden Studie sind die Vorldufer von ALC bereits ab dem 10. pnd
lichtmikroskopisch sichtbar.

2. Sowohl peritubuldre Fibroblasten als auch perivasklédre Fibroblasten sind die
Vorlédufer der ALC. Die peritubuldren Fibroblasten sind der Hauptbestandteil der
ALC-Vorléufer. Sie spielen besonders am Anfang der Entstehung der ALC eine
Hauptrolle. Die perivaskuldren Fibroblasten beteiligen sich auch an der Entstehung der
ALC mit, sind aber vom Anteil her weniger als die peritubuldren Fibroblasten, und
ihre Rolle tritt erst verzogert auf.

3. Vaskuldre Endothelzellen, glatte Muskelzellen sowie Perizyten sind auch an der

Entstehung der ALC beteiligt. In der vorliegenden Studie zeigten die Gefdllen sowohl
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bei der Untersuchung mit P450scc, als auch bei der Untersuchung mit LHR mifBig bis
starke immunhistochemische Reaktion. Leider waren eine genauere Differenzierung
von einzelnen Zelltypen und deren Quantifizierung nicht moglich. Aus welchen
Anteilen die einzelnen Zelltypen in den ALC-Vorldufern bestehen, kann daher nicht
beantwortet werden.

Die Gefafe haben nur einen kleinen Anteil zum Beitrag der Vorlaufer der ALC. Bei
der Untersuchung mit P450scc war die Anzahl der positiv reagierenden Gefa3en im
Vergleich mit positiv reagierenden Fibroblasten sehr klein. Die starke Reaktion der
Gefile bei der Untersuchung mit LHR kann als ein starker parakriner Effekt zwischen

den LC interpretiert werden.

Abschlielende Bemerkungen

Die vorliegenden Daten verdeutlichen die mogliche Herkunft der ALC und die engen

funktionellen Zusammenhénge zwischen Gefaflen und den ALC. Als Ausblick auf zukiinftige

Untersuchungen seien hier folgende Anmerkungen erwihnt:

1.

Der 10. pnd ist bisher der fritheste Tag, an dem die steroidosynthesefdhigen
Vorlaufer-LC zu beobachten sind. Aber es ldsst sich nicht ausschlie3en, dass diese
Zellen ein oder zwei Tage frither schon vorkommen. Es wire sinnvoll, noch jiingere
Tiergruppen fiir Studien zu verwenden (z. B. vom 8. und 9. pnd).

Bei der P450scc-Reaktion sind stellenweise intratubuldre Zellen (spermatogenetische
Zellen und Sertoli-Zellen) mit unterschiedlicher Intensitit angefarbt (Abb. 3, 4, 5, 6).
Gleiche Erscheinungen wurden auch von Aryaratne et al. (2000b) beobachtet. Sie
berichteten allerdings nur, dass die Sertoli-Zellen P450scc-positiv sind. Okano et al.
(2003) untersuchten die Androgensynthese-Fahigkeit der testikuldren Zellen der
japanischen Schwarzbdren. Sie benutzten Antikorper gegen P450scc, 38-HSD,

P450c;7 und P450arom. Immunoreaktivitat wurden in LC, Sertoli-Zellen und
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Keimzellen gezeigt. Sie interpretierten, dass diese Zellen die
Androgensynthese-Fahigkeit haben. Das gleiche berichteten Hayakawa et al. (2004)
iber japanische Waschbér Jagdhunde (Es sind Tiere, die auf die Jagd nach
Waschbiren abgerichtet sind), Hokkaido Braunbéren und amerikanische
Schwarzbéren, aber interessanterweise nicht bei Hokkaido Sika Rehen. Qiang et al.
(2003) untersuchten die saisonalen Anderungen der Spermatogenese und
Steroidogenese an Waschbar Jagdhunden. Die mit den steroidosynthetischen Enzymen
reagierenden Zellen dnderten sich mit der Jahreszeit; z.B. wurden im Februar die
P450scc und P450c¢,7 in LC und Spermatiden identifiziert, jedoch waren diese Enzyme
im September nur in LC sichtbar. Dieses Emzymniveau korreliert mit der Grof3e und
dem Gewicht der minnlichen Geschlechtsorgane. Diese Studien liefern uns Hinweise,
dass die Immunreaktionen in den Keimzellen und Sertolli-Zellen keine unspezifische
Férbung sind, sondern ein Hinweis, dass diese Zellen auch zur
Steroidenzymsynthese-fahig sind. Je nach der Spezies und Jahreszeit konnen auch
Sertoli-Zellen und Keimzellen Androgen synthetisieren.

Ge et al. (2006) entdeckten die Stammzellen der ALC, die zur Bildung der
Vorlaufer-ALC fithren. Kénnen die Stammzellen fiir klinische therapeutische
Anwendung eingesetzt werden?

. Die vaskulédren glatten Muskelzellen verfligen iiber viele Enzyme und hormonelle
Rezeptoren. Leider wurde ihre Wirkung bei der ALC-Entwicklung wenig untersucht.
Es wire sinnvoll, diese nidher zu untersuchen. Es wire von Bedeutung zu ermitteln,
welchen quantitativen Anteil die Endothelzelle und die glatten Muskelzellen der
interstitiellen Geféf3e als Vorldufer der ALC darstellen. Hierzu wire auch eine

immunelektronenmikroskopische Untersuchung sehr empfehlenswert.
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6. Zusammenfassung

Name der Doktorandin: Jun Wang

Titel : Immunhistochemische Untersuchungen zur Identifizierung und Quantifizierung der
Vorldufer der adulten Leydig-Zellen bei der Wistarratte

Das Ziel der vorliegenden Arbeit waren die Identifizierung und Quantifizierung der Vorldufer
der Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC) wihrend der postnatalen Phase (10. — 20. pnd) mit Hilfe
immunhistochemischer Marker. Als Untersuchungsmaterial dienten die Hoden von
Wistarratten. Fiir jede der folgenden Altersstufen standen fiinf Wistarratten zur Verfiigung,
aus deren Hoden 5 pum dicke Paraffinschnitte hergestellt wurden: 10. pnd, 12. pnd, 14. pnd, 16.
pnd, 18. pnd, 20. pnd. Zur immunhistochemischen Darstellung wurden drei Antikdrper
verwendet: Luteinisierender Hormon- Rezeptor (LHR)- Antikdrper, Cytochrom P450 side
chain cleavage (P450scc)-Antikorper und Androgenrezeptor (AR)-Antikorper. Die positiv
reagierenden Zellen wurden fiir die quantitative Beurteilung in fiinf Zellgruppen am
Lichtmikroskop gezéhlt,: Fetaltyp-Leydigzellen (FLC), perivaskuldre Fibroblasten,
peritubulédre Fibroblasten, interstitielle Fibroblasten, Blutgefdf3e und statistisch ausgewertet.

Die Studie mit P450scc ergaben folgendes: Am 10. und 12. pnd stammten ALC-Vorldufer
ausschlieflich aus den peritubuldren (55%) und den interstitiellen Fibroblasten (45%). Ab
dem 14. pnd beteiligten sich die perivaskuldren Fibroblasten auch an der Bildung von ALC.
Ihr Anteil stieg stetig vom 14. pnd (1%) bis zum 18. pnd (14%) an. Am 20. pnd war
wiederum ein leichter Abfall zu erkennen (10%). Wéhrend des gesamten untersuchten
Zeitraums erwiesen sich die peritubuldren Fibroblasten als die groBte Quelle der Vorldufer der
ALC. Die Studie des LH-Rezeptors zeigte folgendes Bild: Die peritubulidren Fibroblasten
stellten den groften Anteil der ALC-Vorldufer dar (94% bis 99%). Die perivaskuldren
Fibroblasten waren in diesem Fall kaum zu finden. Threr Anteil betrug weitgehend knapp 1%.
Eine maBig bis starke immunhistochemischen Reaktion des LH-Rezeptors war
altersunabhéngig in fast allen Gefdflen zu beobachten. Die Reaktion wurde in den glatten
Muskelzellen, und/ oder in den Endothelzellen beobachtet. Eine intranukleidre Immunreaktion
des Androgenrezeptors wurde wihrend des untersuchten Zeitraums in den Myoidzellen und
den Sertoli-Zellen regelmaBig beobachtet. Gelegentlich war diese Reaktion ebenfalls - jedoch
abgeschwicht- in den ALC-Vorladufer, den FLC, den vaskulédren glatten Muskelzellen, den
Perizyten, den Fibroblasten um die FLC-Cluster zu erkennen.

Schlussfolgerung: 1. Die Vorldufer der ALC sind bereits ab dem 10. pnd lichtmikroskopisch
sichtbar. 2. Die peritubuldren Fibroblasten sind der Hauptbestandteil der ALC-Vorlédufer. Sie
spielen besonders am Anfang der Entstehung der ALC eine Hauptrolle. 3. Die perivaskuldren
und interstitiellen Fibroblasten beteiligen sich auch an der Entstehung der ALC mit, sind aber
vom Anteil her weniger als die peritubuldren Fibroblasten, und ihre Rolle tritt erst verzorgert
auf. 4. Die Bedeutung von den vaskuldren Endothelzellen, glatten Muskelzellen sowie
Perizyten bleibt unklar.
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