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Abkürzungen 

 

AIF                                                    apoptosis-inducing factor 

ALZ                                                  Adulttyp-Leydigzellen 

Bcl-2                                                 Apoptose-Marker: B-cell lymphome 2  

Caspase                                             Apoptose-Marker: cysteinylaspartate specific protease 

DFF                                                   DNA-Fragmentierungs-Faktor 

EDS                                                   ethane dimethanesulfonate 

FLZ                                                   Fetaltyp-Leydigzellen 

LZ                                                     Leydigzellen 

PBST-Puffer                                     phosphate buffered saline + Tween 20 

pnd                                                    Postnataltag 
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1. Einleitung 

 

Ziel dieser Arbeit ist es, einen morphologischen Beitrag zur Aufklärung der apoptotischen 

Vorgänge von Leydigzellen im Hoden der Wistarratten zu leisten. Dazu dienen die 

immunhistochemischen Nachweise von zwei apoptotischen Markern: Cleaved-Caspase-3 

und Bcl-2. 

 

Leydigzellen (LZ) wurden erstmalig von Franz von Leydig (1821-1908), ein Zoologe und 

Anatom aus Deutschland, beschrieben (Leydig, 1850). Die in dieser Arbeit verwendeten 

Rattenhoden sind vom 1. Postnataltag (pnd), 5.pnd, 10 pnd, 15 pnd, 20 pnd, 25 pnd, 30 pnd, 

50 pnd und 100 pnd. Im Hoden der Ratte unterscheidet man zwischen zwei morphologisch 

und funktionell verschiedene Population von LZ: 1. Fetaltyp-Leydigzellen (FLZ) und 2. 

Adulttyp-Leydigzellen (ALZ) (Lording und de Kretser, 1972; Haider et al., 1986; Hardy et 

al., 1989; Kuopio et al., 1989; Haider und Servos, 1998; Majdic et al., 1998; Ariyaratne et al., 

2000; Haider, 2004).  

 

Die Fetaltyp-Leyigzellen (FLZ) sind ausschließlich in kompakten, runden bis ovalen 

Clustern angeordnet, die sich in den interstitiellen Dreiecken zwischen den Tubuli seminiferi  

befinden. Die Zellen und deren Zellkerne sind gross und rund geformt. Nach einigen Autoren 

sind FLZ nach dem 30. Postnataltag (pnd) nicht mehr lichtmikroskopisch nachweisbar 

(Haider et al., 1983, 1986; Kuopio et al., 1989). Andere Literaturstellen verweisen auf die 

Existenz von FLZ in Ratten bis zum 90. pnd (Kerr und Knell, 1988; Ariyaratne et al., 2000). 
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Die Adulttyp-Leydigzellen (ALZ) können sich peritubulär, perivaskulär, sowie in den 

interstitiellen Dreiecken befinden. Sie kommen sowohl vereinzelt, als auch in Gruppen 

(=„Cluster“) vor. Die Zellen sind groß und rund oder flach geformt, mit runden oder flachen 

Kernen. Nach Ariyaratne et al. (2000) können ALZ ab dem 10.pnd und nach Haider et al. 

(1995) ab dem 13. pnd nachgewiesen werden. Laut Haider (2004) kann die Differenzierung 

von ALZ in vier Phasen unterteilt werden: 1. Transformation von peritubulären und 

perivaskulären Fibroblasten (pnd 10 - 13), 2. Vorläufer der ALZ (pnd 14 – 28), 3. unreife 

ALZ (pnd 35) und 4. reife ALZ (pnd > 56).  

 

Unter Apoptose (griechisch, „apo“= „weg“ und „ptosis“=„Fall“) versteht man einen 

programmierten Zelltod. Der Vorgang der Apoptose wurde erstmalig 1972 von Kerr 

beschrieben (Kerr et al., 1972). James Cormack (Professor für griechische Sprache an der 

Universität von Aberdeen) hat den Prozess der Apoptose wie das Fallen der Blätter im 

Herbst beschrieben. Im Gegensatz zur Nekrose wird die Apoptose von der betroffenen Zelle 

selbst eingeleitet und ist damit ein Teil des Stoffwechsels der Zelle. Die Apoptose ist 

essentiell für die Entwicklung und den Fortbestand des Organismus. Der Prozess der 

Apoptose wird von einer Reihe von Enzymen schrittweise eingeleitet. Die Cystein-Familie 

der „Caspasen“ und die Bcl-2-Familie stellen den zentralen Teil des Apoptose-Prozesses dar 

(Nicholson und Thornberry, 1997).  

 

Caspasen sind eine Familie von Cystein-Proteasen, die spezifisch Peptidbindungen C-

Terminal von Aspartat abspalten (=„ cleave“). Deswegen wurden sie als Caspasen bezeichnet 

(cysteinyl-aspartate specific protease). Die meisten Caspasen entstehen als inaktive Pro-

Enzyme, die im Vorgang der Apoptose durch Autoproteolyse oder durch Einwirkung von 
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anderen Proteasen zu aktiven (cleaved) Formen umgewandelt werden (Villa et al., 1997). 

Caspasen nehmen an einem kaskadenartigen Vorgang teil, welcher durch proapoptotische 

Signale ausgelöst wird und sich in eine Teilung einer Anzahl von Proteinen äußert. Das führt 

schlussendlich zur Auflösung der Zelle (Thornberry und Lazebnik, 1998). Man unterteilt 

Caspasen in zwei Gruppen: Initiator-Caspasen (Caspasen 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10 und 12), sowie 

Effektor-Caspasen (Caspasen 3, 6, 7). Initiator-Caspasen sind in der Lage, durch 

kaskadenartige Proteolyse die Effektor-Caspasen zu aktivieren (Nunez et al., 1998). Diese 

Aktivierung von Effektor-Caspasen führt schließlich zum Zelltod durch die Spaltung 

wichtiger Zellproteine, von denen bisher 280 bekannt sind. (Fischer et al., 2003). 

 

Von allen Caspasen tritt Caspase-3 als Schlüsselprotease in der Apoptose auf (Porter und 

Janicke, 1999). Aktivierte (=cleaved) Caspase-3 kann den DNA-Fragmentierungs-Faktor 

(DFF; engl.: DNA fragmentation factor) durch Proteolyse aktivieren, der weiter zur DNA-

Fragmentierung führt (Liu et al., 199). Die in Vitro-Untersuchungen zeigen, dass die 

Caspase-3- Inhibitoren eine hemmende Wirkung auf die Aktivität der Caspase-3 ausüben. 

Dadurch wird die Apoptose verhindert (Nicholson et al., 1995). Auch in der Apoptose der LZ 

spielt Caspase-3 eine wesentliche Rolle. Bereits einige Studien zeigten, dass EDS (ethane 

dimethanesulfonate) die Apoptose der LZ verursacht. Laut Jong-Min Kim et al. (2000) 

scheint diese Wirkung von EDS auf einer Aktivierung der Procaspase-3 zur cleaved- 

Caspase-3 (aktivierte Form) und auf einer Translokalisation der cleaved-Caspase-3 vom 

Zytoplasma in den Zellkern, zu basieren. Der Transport der Cleaved-Caspase-3 erfolgt aktiv 

durch nukleare Poren, deren Diffusionslimit durch passiven Transport der vorzeitig 

aktivierten Caspase-9 erweitert werden kann (Lavina Faleiro und Yuri Lazebnik, 2000).  
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Die Proteine der Bcl-2-Famile sind wichtige Regulatoren der Apoptose, die zum Teil 

proapoptotisch und zum Teil antiapoptotisch wirken (Adams und Cory 1998; Green und 

Reed 1998; Tsujimoto und Shimizu 2000a, Tsujimoto und Shimizu 2000b). Das Auftreten 

von maximal vier Domänen hoher Sequenzhomologie (Bcl-2 homology, BH) BH 1 – 4 ist 

typisch für alle Mitglieder dieser Genfamilie (Tsujimoto und Shimizu 2000a). Die Bcl-2-

Familie besteht aus drei Untergruppen (= Subfamilie): a) Die Bcl-2-Gruppe, die 

antiapoptische Proteine wie Bcl-2 und Bcl-xl enthält, b) Die Bax-Gruppe, welche 

proapoptische Proteine wie Bax und BAK enthält und c) Die BH3-Gruppe, die proapoptische 

Proteine wie Bid, Bik und Bim enthält und die Sequenzhomologie nur in BH 3 hat. Die 

antiapoptitischen Mitglieder der Familie, wie Bcl-2 und Bcl-xl, verhindern die Apoptose 

entweder durch Absonderung von Vorläufer der Caspasen, oder durch Vermeidung der 

Freisetzung apogenetischer Faktoren, wie Cytochrom-C und AIF (apoptosis-inducing factor) 

in das Zytoplasma. Im Gegenteil hierzu fördern die proapoptotischen Mitglieder, wie Bax 

und BAK die Apoptose durch Auslösung der Freisetzung von Caspasen, als auch durch 

Erhöhung der Membran-Permiabilität der Mitochondrien, die zur Freisetzung 

mitochondrialer apoptotischer Faktoren wie Cytochrom c und AIF in das Zytoplasma führen, 

die wiederum Caspasen aktivieren (Tsujimoto, 1998). 

 

Bcl-2 (Abkürzung für „B-cell lymphoma 2“) ist ein wichtiges Miglied und Namensgeber 

dieser Proteinfamilie. Das Protein wirkt antiapoptotisch unter oben genanntem Mechanimus. 

Bcl-2 wurde in späten Spermatozyten und Spermatiden beobachtet und der Spiegel von Bcl-2 

wurde durch eine Dosis von 4 Gy X-Strahlung hoch reguliert (Beumer et al., 2000). Im 

Gegensatz zur Caspse-3 ist Bcl-2 nicht in der EDS induzierten Apoptose der LZ beteiligt 

(Taylor et al., 1998). 
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Fragestellung: 

Bisher liegen nur spärliche Informationen über den Vorgang der Apoptose der LZ in der 

Literatur vor. Aus morphologischen Untersuchungen ist es bekannt, dass die LZ sowohl vor 

der Pubertät als auch in der adulten Phase zu Grunde gehen. Daher wurden in der 

vorliegenden Arbeit zwei bekannte Apoptosemarkern ausgewählt, um die Expression dieser 

Markern in den LZ zu untersuchen. 

 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit folgenden Fragestellungen bzw. Aspekten: 

1. Wie verhält sich das immunhistochemische Verteilungsmuster von Apoptose-Marker 

Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2 in LZ von der Geburt (1. pnd) bis zur adulten Phase (100. 

pnd)? 

 

2. Beschreibung der genauen Topographie der Immunreaktion in der Zelle (z.B. Kern, 

Zytoplasma oder Zellmembran)  

 

3. Semiquantitative Studie über die Anzahl der immunpositiven Zellen in Paraffinschnitten 

des Hodens 
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2. Material und Methode 

 

2.1. Versuchstiere 

 

Als Versuchstiere dienten männliche Wistarratten aus dem Zentralen Tierlabor der Heinrich-

Heine-Universität Düsseldorf. Die Aufzucht der Tiere erfolgte unter standardisierten 

Bedingungen. Wasser und Futter standen ad libitum zur Verfügung. 

 

Es wurden jeweils 5 Hoden von 9 unterschiedlichen Altersgruppen untersucht: 1. pnd, 5. pnd, 

10. pnd, 15. pnd, 20. pnd, 25. pnd, 30. pnd, 50. pnd, 100. pnd. Zur Darstellung der Fetaltyp-

Leydigzellen (FLZ) wurden die Altersgruppen vom 1., 5. und 10. pnd herangezogen. Bei den 

Altersgruppen vom 15., 20. und 25. pnd wurden sowohl die FLZ als auch die Adultyp-

Leydigzellen (ALZ) erfasst. Zur Darstellung der ALZ wurden die Altersgruppen vom 30., 

50. und 100. pnd ausgewählt.  

 

2.2. Präparation 

 

Die Ratten wurden gewogen und mit Diethylether betäubt. In tiefer Narkose erfolgte die 

Tötung durch zervikale Dekapitation. Unmittelbar danach erfolgte die Präparation der 

Hoden. 
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2.3. Fixierung, Entwässerung, Einbettung und Schnittherstellung 

 

Fixierung: 

Die linken Hoden wurden direkt nach der Entnahme in frisch zubereiteter Bouin-Lösung 

(Pikrinsäure, Formalin, Eisessig) für 18 Stdn. (Wechsel nach 6 Stdn.) fixiert.  

 

Entwässerung und Einbettung: 

erfolgte in 10 Schritten, in dem die Präparate in die nachfolgend aufgelisteten Lösungen 

eingelegt wurden: 

1. 70% Isopropylalkohol für 8 Stdn. (Wechsel nach 4 Stdn.) 

2. 80% Isopropylalkohol für 12 Stdn. 

3. 90% Isopropylalkohol für 8 Stdn. (Wechsel nach 4 Stdn.) 

4. 100% Isopropylalkohol für 12 Stdn. 

5. Methylbenzoat für 6 Stdn. 

6. Frisches Methylbenzoat für 24 Stdn. 

7. Toluol für 20 Min. (Wechsel nach 10 Min.) 

8. Paraffin (Schmelzpunkt 60°C) für 9 Stdn. (Wechsel nach jeweils 3 Stdn.) 

9. frisches Paraffin für 18 Stdn. 

10. Einbettung in frischem Paraffin 

 

Schnittherstellung: 

Anfertigung von ca. 4 µm dicken Paraffinschnitten auf einem Schnittenmikrotom. 

Sorgfältiges Trocknen der Schnitte bei 50°C für mindestens 12 Stdn. 
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2.4. Entparaffinierung 

 

Die Schnitte wurden für ca. 20 Minuten bei 60°C im Brutschrank erwärmt und danach ohne 

Abkühlen in Xylol für 10 Min. entparaffiniert. Anschließend wurden die Schnitte in eine 

absteigende Alkoholreihe (100%, 90%, 80%, 70% Isopropylalkohol) für je 2 Min. gebracht, 

dann 2 Min. in Aqua bidest. gewässert. Diese Entparaffinierungsreihe wurde nach Durchlauf 

von 50 Schnitten erneuert, um unspezifische Hintergrundanfärbungen bei der Durchführung 

der Immunreaktion zu vermeiden. 

 

2.5. Immunhistochemische Methoden 

 

Zum immunhistochemischen Nachweis von Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2 wurde jeweils ein 

monoklonaler Antikörper verwendet . 

1. Der Cleaved-Caspase-3-Antikörper stammte von der Firma Cell Signalling (USA, 

Produkt-Nr. 9664) und wurde aus Kaninchen hergestellt (Datenblatt des Herstellers im 

Anhang, S. 61). 

2. Der Bcl-2-Antikörper stammte von der Firma DAKO (Deutschland, Produkt-Nr. N1587). 

Dieser Antikörper wurde aus Mäusen hergestellt und war gebrauchsfertig verdünnt 

(Datenblatt des Herstellers im Anhang, S. 62). 

 

Die folgenden Schritte der Nachweismethode wurden durchgeführt: 

1. Demaskierungslösung („Retrieval-Lösung“): 0,01 M Zitronensäure-Na-Zitratpuffer, pH 

6,0  

für die Reaktion mit dem Cleaved-Caspase-3-Antikörper; high pH 9,0 Puffer von der Firma  
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Dako (Deutschland) 1:10 verdünnt für die Reaktion mit dem Bcl-2-Antikörper. Nach dem 

Erhitzen der jeweiligen Demaskierungslösungen auf eine Temperatur von 95°C in einem 

Dampfgarer, wurden die entparaffinierten Schnitte in die entsprechende 

Demaskierungslösung gestellt und nach Wiedererreichen von 95°C bei dieser Temperatur für 

20 Min. inkubiert.  

2. Abkühlen der Schnitte in der Demaskierungslösung auf Raumtemperatur.  

3. Aqua bidest. 3 mal je 5 Min. 

4. Umkreisen der Schnitte mit Dako Pen (sparsamer Umgang mit Reagenzien) 

5. Alle nachfolgenden Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer durchgeführt. 

6. Blockieren der endogenen Peroxidase mit 3% H2O2 für 10 Min. bei Raumtemperatur. 

7. Abspülen mit Aqua bidest. und Einstellen in frisches Aqua bidest. für 2 mal je 5 Min. 

8. Einstellen in 0.15 M (mol/L) PBST-Puffer (phosphate buffered saline + Tween 20), pH 7,4  

für 5 Min. 

9. Blockierung unspezifischer Bindungen durch 5% Ziegenserum (nur für die Reaktion mit 

dem Cleaved-Caspase-3-Antikörper) für 60 Min bei Raumtemperatur. 

10. Ziegenserum abschleudern, nicht abspülen. 

11. Primärantikörper aufbringen: Der Cleaved-Caspase-3-Antikörper wurde 1:75 mit 5% 

Ziegenserum verdünnt. Der Bcl-2-Antikörper wurde ohne Verdünnung verwendet. 

12. Die Inkubation für beide Antikörper erfolgte im Kühlschrank (ca. 7°C) für 16 Stdn. 

13. Abspülen der Antikörper mittels einer Spritzflasche mit PBST-Puffer, einstellen in 

PBST-Puffer für 3 mal je 5 Min. 

14. Inkubation mit EnVision für 30 Min. Für den Nachweis von Cleaved-Caspase-3 wurde 

„EnVision + System-HRP Anti-Rabbit“ verwendet, für den Nachweis von Bcl-2 wurde  

„EnVision + Dual Link System-HRP“ (beide Firma Dako, Deutschland) verwendet. 

15. Abspülen mit PBST-Puffer, einstellen in PBST-Puffer für 3 mal je 5 Min. 

16. Chromogen (=Farbgeber): Diaminobenzidin Lösung (DAB, Firma Dako, Deutschland) 
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Eine Tablette DAB wurde in 10 ml PBST-Puffer aufgelöst. Von dieser Lösung wurde 2 ml 

unmittelbar vor Gebrauch mit 15 µl 3% H2O2 aktiviert und die Schnitte wurden für 10 Min. 

bei Raumtemperatur inkubiert.  

17. Abspülen mit Aqua bidest. und einstellen in Aqua bidest. für 5 Min. bei Raumtemperatur. 

18. Kernfärbung mit saurem Hämalaun nach Mayer für 30 Sekunden.  

19. Fließendes Wasser für 5 Min.  

20. Entwässern über aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 100% Isopropylalkohol) 

und Xylol (2Mal) für je 2 Min. 

21. Eindecken mit DePeX® (Firma Serva, Deutschland) 

 

2.7. Lichtmikroskopische Auswertung 

 

Die Auswertung der Immunreaktionen in den LZ wurde mit einem Leitz Orthoplan 

Mikroskop bei 40er Objektiv und mit Hilfe eines Messrasters im Okular durchgeführt. Das 

Messraster (Abb. 1) bestand aus 25 kleinen Quadraten mit einer gesamten Quadratfläche von 

4 mm2 . Bei jedem Schnitt wurde das Messraster 8 mal angelegt und die LZ pro mm² 

ermittelt.  

 

Abb.1 
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3. Ergebnisse 

 

Da der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf der Immunreaktion in den FLZ und ALZ 

lag, wird im Folgenden hauptsächlich die Verteilung von Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2 in 

den FLZ und ALZ beschrieben. Die Immunreaktion in den Keimepithelzellen und 

Sertolizellen wird in dieser Arbeit nicht besprochen (Ausnahme: Reaktion in den 

Akrosomkappen).. 

 

Die FLZ kommen ausschließlich in Gruppen oder „Cluster“ von 5 bis 10 Zellen vor und sind 

daher in einem histologischen Schnitt leicht erkennbar. Die FLZ sind meistens rund mit 

einem großen runden Kern und einem Kernkörperchen. Die Cluster von FLZ sind von einem 

Saum von Fibrozyten umgeben.  

Die reifen ALZ im Interstitium wurden aufgrund der folgenden morphologischen 

Charakteristika als Leydigzellen identifiziert: große runde Zellen, ein runder Kern mit 1 oder 

2 Kernkörperchen und helles Zytoplasma. 

Die unreifen ALZ können sowohl rund als auch oval sein. 

 

3.1. Immunhistochemische Darstellung von Cleaved-Caspase-3 

 

Die spezifische immunhistochemische Darstellung mit einem apoptotischen Marker Cleaved- 

Caspase-3 konnte sowohl in den ALZ als auch in den FLZ nachgewiesen werden. 

 

Die Abb. 2-5 zeigen die Immunreaktion bei FLZ im Alter von 1. und 5. pnd. Während die 

Immunreaktion bei einigen FLZ nur im Zytoplasma stattfindet, kann man die Immunreaktion 
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bei anderen FLZ sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern beobachten. Bei einigen FLZ 

fehlt eine Immunreaktion. 

 

Im Alter von 15. und 25. pnd (Abb. 6-9) beobachtet man eine mäßige bis starke 

Immunreaktion sowohl in den FLZ als auch in den ALZ. Die Verteilung der Immunreaktion 

bei FLZ folgt dem gleichen Schema wie bereits in Abb. 2-5 nachgewiesen wurde. Die 

Immunreaktion befindet sich bei ALZ teilweise nur im Zytoplasma und teilweise sowohl im 

Zytoplasma und auch im Zellkern. ALZ mit ausbleibender Immunreaktion sind auch 

vorhanden.  

 

In der Abbildung 10 sieht man eine starke Immunreaktion bei ALZ am 50. pnd. Die 

Immunreaktion befindet sich wie in Abb. 6-9 bei ALZ teilweise nur im Zytoplasma, teilweise 

sowohl im Zytoplasma und auch im Zellkern, teilweise fehlt eine Reaktion.  

 

Bei der Negativkontrolle für die Immunreaktion Cleaved-Caspase-3 wurde der Schnitt ohne 

Primärantikörper von Cleaved-Caspase-3 inkubiert. Hierbei wurde keine Immunreakion in 

LZ nachgewiesen (Abb. 11). 

 

Die Graphik in Abb. 12 zeigt die topographische Verteilung der Immunreaktion für Cleaved-

Caspase-3 in den LZ. Eine Immunreaktion, die sich auf den Zellkern beschränkt, ist am 1. 

pnd und 5. pnd praktisch nicht nachweisbar. Hiernach steigt der Wert stetig bis auf 7% aller 

LZ am 100 pnd an. 

• LZ, in denen eine Reaktion sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern auftritt, 

stellen vom 1. pnd bis zum 15. pnd ca. die Hälfte aller LZ mit Reaktionen dar. Im 

weiteren Verlauf sinkt die Auftretenswahrscheinlichkeit stetig bis auf 8% am 100. 

pnd. 
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• LZ mit einer Immunreaktion, die sich auf den Bereich des Zytoplasmas beschränkt, 

stellen zwischen 1. und 20. pnd die Hälfte aller LZ dar. Die Proportion steigt bis auf 

83% am 100. pnd hiernach stetig an. 

• Die Immunreaktion verteilt sich in über 95% der LZ bis zum 20. pnd fast 

gleichmässig auf LZ, in denen diese Reaktion im Zytoplasma und Zellkern stattfindet, 

und auf LZ, wo die Immunreaktion auf das Zytoplasma beschränkt ist. Hiernach 

hingegen, tritt eine auf das Zytoplasma beschränkte Reaktion sukzessive deutlich in 

den Vordergrund und wird nach dem 50. pnd deutlich dominant. 

• Addiert man den Anteil der LZ mit positiver Immunreaktion im Zytoplasma und den 

Anteil der LZ mit positiver Immunreaktion sowohl im Zytoplasma als auch im  

Zellkern zusammen, stellt man fest, dass am 30. pnd der höchste Anteil der LZ eine 

positive Immunreaktion aufweist.  

 

Die Verteilung der Immunreaktion in FLZ in Abb. 13a folgt dem in Abb. 12 dargestellten 

Muster: eine beinahe gleiche Anzahl der Zellen weist eine Immunreaktion in Zellkern und 

Zytoplasma, oder nur im Zytoplasma bis 15. pnd auf. Danach wächst der Anteil der FLZ mit 

Reaktion nur im Zytoplasma stetig bis auf 70% am 25. pnd zu Lasten der mit einer Reaktion 

sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern an, bis auf eine Niveau von ca 20% am 25. pnd. 

 

Die Verteilung der Immunreaktion in ALZ in Abb. 13b zeigt vom 15. bis zum 20. pnd einen 

ca. 20% höherer Anteil von Zellen, in denen sich die Reaktion auf das Zytoplasma 

beschränkt, verglichen mit den Zellen mit einer Immunreaktion in Zellkern und Zytoplasma; 

dieser Anteil steigt auf ein Niveau von über 80% am 100. pnd. Der Anteil der ALZ, in denen 

die Immunreaktion in Zytoplasma und Zellkern auftritt, sinkt bis 100. pnd auf ca 9% ab. 
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Die zuvor beschriebenen Verläufe der Immunreaktionen für verschiedene Altersgruppen 

generieren sich aus den Histogrammen der Abb. 14-16. Die darin dargestellten 

Abweichungen beweisen die statistische Zuverlässigkeit der gemachten Aussagen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 19 

3.2. Immunhistochemische Darstellung von Bcl-2 

 

3.2.1. Immunhistochemische Darstellung von Bcl-2 in Leydigzellen 

 

Wie die Abb. 17-19 zeigen, fehlt eine Immunreaktion für Bcl-2 in den FLZ im Alter von 1. 

und 5. pnd. 

 

Bei dem in Abb. 20 gezeigten Ratten-Hodenquerschnitt des 25. pnd sind sowohl FLZ als 

auch ALZ zu sehen. Die ALZ weisen im Gegensatz zu FLZ eine mäßige Immunreaktion im 

Zytoplasma auf. In FLZ bleibt die Immunreaktion aus. 

 

In Abb. 21-24 sind nur ALZ zu sehen. Bei diesen kann eine mäßige bis starke 

Immunreaktion im Zytoplasma festgestellt werden. 

 

Die Durchführung der Negativkontrolle ohne Verwendung des Primärantikörpers bestätigt, 

dass sowohl in Tubuli als auch in LZ keine Immunreaktion stattfindet (Abb.25). 

 

Die Grafik in der Abb. 26 zeigt den Verlauf der Immunreaktion für Bcl-2 in den ALZ von 

Altersstufen 15., 20., 25., 30., 50., und 100. pnd. Die Anzahl der ALZ mit Reaktion im 

Zytoplasma ist über den gesamten Verlauf, insbesondere zwischen 25. und 50. pnd, größer 

als die Anzahl jener Zellen, in denen keine Reaktion auftritt. 

• Die Anzahl der ALZ ohne Immunreaktion ist weitestgehend konstant, beginnend mit 

3500 ALZ mit Negativreaktion zum 15. pnd, hiernach stagnierend auf einem Niveau 

von ca 2500 /mm2 bis zum 50. pnd und final langsam stetig sinkend bis auf ca. 1500 

ALZ mit einer ausbleibenden Reaktion zum 100. pnd.  
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• Die ALZ, bei denen die Immunreaktion sich auf das Zytoplasma beschränkt, haben 

zum 15. pnd eine ähnliche Größenordnung wie die ALZ ohne Immunreaktion: 4300 

/mm2. Die Anzahl dieser Zellen steigt rapide bis zum 30. pnd auf ca 9000 /mm2 an, 

und fällt hiernach bis auf 4800 /mm2 zum 100. pnd ab. 

 

Die zuvor beschriebenen Verläufe der Bcl-2-Immunreaktionen für verschiedene 

Altersgruppen generieren sich aus den Histogrammen der Abb. 27a-f. Die darin dargestellten 

Abweichungen beweisen die statistische Zuverlässigkeit der Befunderhebung. 

 

3.2.2. Immunhistochemische Darstellung von Bcl-2 in den Akrosomkappen 

und im Gefäß 

 

In Abb. 28 und 29 beobachtet man eine starke Immunreaktion von Bcl-2 in den 

Akrosomkappen der runden Spermatiden am 30. pnd. 

 

Wie die Abbildung 30 zeigt, fehlt eine Immunreaktion für Bcl-2 in der Gefäßwand, wobei 

die zu sehenden ALZ eine starke Immunreaktion im Zytoplasma aufweisen. 
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Abb. 2-5 Immunhistochemische Darstellung von Cleaved-Caspase-3 in FLZ 

 

Abb. 2 

Hoden der Wistarratte, 1. pnd. Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Cleaved-Caspase-3 in 

FLZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. 

Vergrösserung: x10. 

 

Übersicht von Hodengewebe mit mäßiger Immunreaktion in nur einem Cluster von FLZ 

(Pfeil). 

 

 

 

Abb. 3 

Hoden der Wistarratte, 1. pnd. Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Cleaved-Caspase-3 in 

FLZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. 

Vergrösserung: x100. 

 

Es findet sich eine mäßige Immunreaktion  im Zytoplasma von FLZ. Bei einigen FLZ fehlt 

eine Immunreaktion. 
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Abb. 2 

 

Abb. 3
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Abb. 4 

Hoden der Wistarratte, 5. pnd. Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Cleaved-Caspase-3 in 

FLZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. 

Vergrösserung: x40. 

 

Die Immunreaktion in den Clustern von FZL ist mäßig bis stark. 

 

 

 

 

 

Abb. 5 

Hoden der Wistarratte, 5. pnd. Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Cleaved-Caspase-3 in 

FLZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. 

Vergrösserung: x100. 

 

Während die Immunreaktion bei einigen FLZ nur im Zytoplasma (a) stattfindet, kann man 

die Immunreaktion bei anderen FLZ sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern (b) 

beobachten. Die Immunreaktion ist mäßig bis stark. 
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Abb. 4 

 

 

Abb. 5
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Abb. 6-9 Immunhistochemische Darstellung von Cleaved-Caspase-3 in ALZ und FLZ 

 

Abb. 6 

Hoden der Wistarratte, 15. pnd. Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Cleaved-Caspase-3 in 

LZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. 

Vergrösserung: x100. 

 

Eine ALZ (A) weist  im Zytoplasma eine mäßige bis starke Immunreaktion auf. 

Die Immunreaktion im Cluster von FLZ (F) ist mäßig und befindet sich sowohl im 

Zytoplasma als auch im Zellkern.  

 

 

Abb. 7 

Hoden der Wistarratte, 15. pnd. Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Cleaved-Caspase-3 in 

LZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. 

Vergrösserung: x100. 

 

Eine ALZ (A) weist eine starke Immunreaktion sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern 

auf.  
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Abb. 6 

 

Abb. 7 
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Abb. 8 

Hoden der Wistarratte, 25. pnd. Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Cleaved-Caspase-3 in 

LZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. 

Vergrösserung: x40. 

 

Die ALZ (A) und FLZ (F) weisen eine mäßige Immunreaktion auf. 

 

 

 

 

 

Abb. 9 

Hoden der Wistarratte, 25. pnd. Eine Ausschnittvergrößerung aus der Abb. 8. 

Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit immunhistochemischer Darstellung 

von einem apoptotischen Marker Cleaved-Caspase-3 in LZ. Braun: Immunreaktion, blau: 

Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: x100. 

 

Im Bild sind sowohl FLZ (F) als auch eine ALZ (A) zu sehen. Die FLZ weisen eine 

Immunreaktion sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern auf. Die Immunreaktion in den 

ALZ befindet sich im Zytoplasma. 
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Abb. 8

 

Abb. 9 
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Abb. 10  Immunhistochemische  Darstellung von Cleaved-Caspase-3 in ALZ 

 

Hoden der Wistarratte, 50. pnd. Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Cleaved-Caspase-3 in 

ALZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. 

Vergrösserung: x100. 

Im Bild ist eine mäßige bis starke Immunreaktion in ALZ zu sehen. Die Immunreaktion 

befindet sich teilweise nur im Zytoplasma (a) und teilweise sowohl im Zytoplasma und auch 

im Zellkern (b). Es gibt nur vereinzelt ALZ ohne eine Immunreaktion (c). 

 

 

 

Abb. 11  Negative Kontrolle für die Immunreaktion Cleaved-Caspase-3 

 

Hoden der Wistarratte, 20. pnd. Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes. Braun: 

Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: 

x40. 

Diese negative Kontrolle stammte aus einem Schnitt, der nur mit Pufferlösung ohne 

Primärantikörper von Cleaved Caspase-3  inkubiert wurde. Hier sind keine braunen 

Präzipitate  vorhanden. 
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Abb. 10 

 

Abb. 11
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Abb. 12 

Dargestellt ist eine Grafik für den Verlauf der Immunreaktion für Cleaved-Caspase-3 in 

verschiedenen Reaktionsorten (Zytoplasma, Zellkern, gleichzeitig in Zytoplasma und 

Zellkern) der Leydigzellen (LZ = FLZ + ALZ) der Ratte bei verschiedenen Altersstufen. 

Abszisse: Alter der Tiere in pnd. 

Ordinate: Mittelwert der Prozentzahl der LZ mit Immunreaktion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.12 
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Abb. 13  

Die Grafiken zeigen den Verlauf der Immunreaktion für Cleaved-Caspase-3 in FLZ und ALZ 

der Ratte bei verschiedenen Altersstufen. 

Abszisse: Alter der Tiere in pnd. 

Ordinate: Mittelwert der Prozentzahl der LZ mit Immunreaktion. 

 

a) Fetaltypleydigzellen. Dargestellt ist der Verlauf der Immunreaktion in verschiedenen 

Reaktionsorten (Zytoplasma, Zellkern, gleichzeitig in Zytoplasma und Zellkern) der FLZ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Adulttypleydigzellen. Dargestellt ist der Verlauf der Immunreaktion in verschiedenen 

Reaktionsorten (Zytoplasma, Zellkern, gleichzeitig in Zytoplasma und Zellkern) der ALZ.  
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Abb. 14 

Dargestellt sind Histogramme für den 1., 5. und 10. pnd.. Sie zeigen die Immunreaktion für 

Cleaved- Caspase-3 in FLZ der Ratte. 

Ordinate: Mittelwert der Prozentzahl der LZ mit und ohne Immunreaktion  sowie die 

Standartabweichung 

 

a) Das Histogramm ist dargestellt für den 1. pnd..  

 

 

 

 

 

b) Das Histogramm ist dargestellt für den 5. pnd..   

 

 

 

 

 

 

c) Das Histogramm ist dargestellt für den 10.pnd.  
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 Abb.14         
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Abb. 15 

Dargestellt sind Histogramme für den 15., 20. und 25. pnd. Sie präsentieren die 

Immunreaktion für Cleaved-Caspase-3 sowohl in FLZ als auch in ALZ der Ratte. 

Ordinate: Mittelwert der Prozentzahl der LZ mit und ohne Immunreaktion sowie die 

Standartabweichung 

 

a)-c) Die Histogramme sind dargestellt für den 15. pnd.   

a) Immunreaktion in Leydigzellen (LZ = FLZ + ALZ) 

b) Immunreaktion in FLZ. 

c) Immunreaktion in ALZ.  

 

 

 

d)-f) Die Histogramme sind dargestellt für den 20. pnd.   

d) Immunreaktion in LZ  

e) Immunreaktion in FLZ. 

f) Immunreaktion in ALZ  

 

 

 

g)-i) Die Histogramme sind dargestellt für den 25. pnd.  

g) Immunreaktion in LZ 

h) Immunreaktion in FLZ 

i) Immunreaktion in ALZ  
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Abb. 15  
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Abb. 16 

Dargestellt sind Histogramme für den 30., 50. und 100. pnd. Sie zeigen die Immunreaktion 

für Cleaved-Caspase-3 in ALZ der Ratte. 

Ordinate: Mittelwert der Prozentzahl der LZ mit und ohne Immunreaktion  sowie die 

Standartabweichung 

 

a) Das Histogramm ist dargestellt für den 30. pnd.  

 

 

 

 

 

b) Das Histogramm ist dargestellt für den 50. pnd.   

 

 

 

 

 

 

c) Das Histogramm ist dargestellt für den 100.pnd.  
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Abb. 
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Abb. 17-19 Immunhistochemische Darstellung von Bcl-2 in FLZ 

 

Abb. 17 

Hoden der Wistarratte, 1. pnd Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Bcl-2 in FLZ. Blau: 

Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: x10. 

Übersicht von Hodengewebe. Die braune Immunreaktion fehlt. 

 

 

Abb. 18 

Hoden der Wistarratte, 1. pnd Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Bcl-2 in FLZ. Blau: 

Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: x40. 

Es findet keine Immunreaktion  in den Clustern von FLZ statt.  

 

 

Abb. 19 

Hoden der Wistarratte, 5. pnd Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Bcl-2 in FLZ. Blau: 

Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: x40. 

Eine braune Immunreaktion  in den Clustern von FLZ fehlt. 
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Abb. 17 

 

Abb. 18 

 

Abb. 19
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Abb. 20 Immunhistochemische Darstellung von Bcl-2 in FLZ und ALZ

 

Abb. 20 

Hoden der Wistarratte, 25. pnd Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Bcl-2 in LZ. Braun: 

Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: 

x100. 

Im Bild sind sowohl FLZ als auch ALZ zu sehen. Die ALZ (A) weisen eine mäßige 

Immunreaktion im Zytoplasma auf, wohingegen die Immunreaktion in den FLZ (F) fehlt. 

 

 Abb. 20 
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Abb. 21-24  Immunhistochemische Darstellung von Bcl-2 in ALZ   

 

Abb. 21 

Hoden der Wistarratte, 30. pnd Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Bcl-2 in ALZ. Braun: 

Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: 

x40. 

Die ALZ zeigen eine mäßige bis starke Immunreaktion. Zusätzlich beobachtet man eine 

distinkte starke Reaktion in den Akrosomkappen der runden Spermatiden. 

 

 

 

Abb. 22 

Hoden der Wistarratte, 30. pnd Eine Ausschnittvergrößerung aus der Abb. 20. 

Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit immunhistochemischer Darstellung 

von einem apoptotischen Marker Bcl-2 in ALZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung 

durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: x100. 

 

Die Immunreaktion befindet sich nur im Zytoplasma der ALZ. 
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Abb. 21 

 

Abb. 22
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Abb. 23 

Hoden der Wistarratte, 50. pnd Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit 

immunhistochemischer Darstellung von einem apoptotischen Marker Bcl-2 in ALZ. Braun: 

Immunreaktion, blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: 

x40. 

Die ALZ weisen eine mäßige bis starke Immunreaktion im Zytoplasma auf. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 24 

Hoden der Wistarratte, 50. pnd Eine Ausschnittvergrößerung aus der Abb. 23. 

Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit immunhistochemischer Darstellung 

von einem apoptotischen Marker Bcl-2 in ALZ. Braun: Immunreaktion, blau: Kernfärbung 

durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: x100. 

Die Immunreaktion befindet sich nur im Zytoplasma der ALZ. 
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Abb. 23 

 

Abb. 24 
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Abb. 25 Negative Kontrolle für die Immunreaktion Bcl-2 

 

Hoden der Wistarratte, 30. pnd Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes. Blau: 

Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: x40. 

Diese negative Kontrolle stammte aus einem Schnitt, der ohne Primärantikörper von Bcl-2 

inkubiert wurde. 

 

 

 

Abb. 25 
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Abb. 26 

Die Grafik zeigt den Verlauf der Immunreaktion für Bcl-2 in Adulttyp-Leydigzellen (ALZ) 

der Ratte bei verschiedenen Altersstufen.  

Abszisse: Alter der Tiere in pnd 

Ordinate: Zahl der ALZ pro mm² 

 

Zytoplasma+ = ALZ, die im Zytoplasma eine Immunreakion zeigen. 

Negativ = ALZ ohne Immunreakion  

 

 

 

 

Abb. 27 a)-f) 

Dargestellt sind Histogramme für den 15., 20., 25., 30., 50. und 100. pnd. Sie zeigen die 

Immunreaktion für Bcl-2 in ALZ der Ratte. Die Immunreaktion befindet sich nur im 

Zytoplasma der ALZ. 

Abszisse: Alter der Tiere in pnd 

Ordinate: Zahl der AlZ pro mm² und die Standartabweichung 

 

Zytoplasma+ = ALZ, die im Zytoplasma eine Immunreakion zeigen. 

Negativ = ALZ ohne Immunreakion  
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Abb. 28 Immunhistochemische Darstellung von Bcl-2 in den Akrosomkappen

 

Hoden der Wistarratte, 30. pnd Eine Ausschnittvergrößerung aus der Abb. 21. 

Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes mit immunhistochemischer Darstellung 

von einem apoptotischen Marker Bcl-2 in Akrosomkappen. Braun: Immunreaktion, blau: 

Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: x100. 

Eine starke Immunreaktion befindet sich spezifisch supranukleär in den Akrosomkappen der 

runden Spermatiden. 
 

 

 

 

Abb. 28 
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Abb. 29 Immunhistochemie von Bcl-2 im Blutgefäß

 

Hoden der Wistarratte, 30. pnd Lichtmikroskopisches Bild eines Paraffinschnittes. Braun: 

Immunreaktion, Blau: Kernfärbung durch Hämalaun. Schnittdicke: 4 µm. Vergrösserung: 

x100. 

In der Gefäßwand fehlt eine Immunreaktion. Dagegen zeigen die ALZ (A) eine starke 

Immunreaktion im Zytoplasma. 

 

 

 Abb. 29 
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4. Diskussion 

 

Diese Arbeit beschreibt die ontogenetische Entwicklung von Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2 

in Rattenhoden zwischen 1. Postnataltag (pnd) und 100. pnd mit Hilfe 

immunhistochemischer Methoden. Dabei lag der Schwerpunkt auf der Verteilung der 

Immunreaktion in den Fetaltyp-Leydigzellen (FLZ) und Adulttyp-Leydigzellen (ALZ). 

 

Die Bedeutung von Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2 für die Vorgänge der Apoptose wurde 

bereits im Kapitel „Einleitung“ erläutert. Im Folgenden werden die Befunde besprochen und 

diskutiert, die bei den Untersuchungen für die vorliegende Arbeit erhoben worden sind. 

 

 

4.1. Besprechung der Befunde über Cleaved-Caspase-3 

 

Das Ergebnis der immunhistochemischen Darstellung von Cleaved-Caspase-3 zeigt eine 

Aktivität sowohl in den ALZ, als auch in den FLZ, d.h. die Cleaved-Caspase-3 ist am 

Zelluntergang der FLZ und der ALZ beteiligt. Von allen Altersgruppen (zwischen 1. pnd und 

100. pnd), die in dieser Arbeit untersucht wurden, scheint der 30. pnd der wichtigste Termin 

für den Abbau der Leydigzellen (LZ) zu sein, weil am 30. pnd der größte Anteil der LZ eine 

positive Immunreaktion zeigt (Anteil der LZ mit positver Immunreaktion im Zytoplasma 

plus Anteil der LZ mit positiver Immunreaktion sowohl im Zytoplasma als auch im 
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Zellkern). Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass der 30. pnd ein wichtiger Zeitpunkt für die 

Umwandlung der unreifen ALZ in die reifen ALZ ist (Haider, 2004). 

 

In der Literatur gibt es bereits einige Hinweise über die Rolle von Caspase-3 für die 

Apoptose der LZ. Laut Kim et al. (2000) basiert die apoptotische Wirkung von EDS (Ethan-

dimethylsulfat) in LZ auf einer Aktivierung der Procaspase-3 zur cleaved- Caspase-3 

(aktivierte Form) und auf einer Translokalisation der cleaved-Caspase-3 vom Zytoplasma in 

den Zellkern. Faleiro und Lazebnik (2000) haben gefunden, dass der Transport der Cleaved-

Caspase-3 aktiv durch nukleare Poren erfolgt, deren Diffusionslimit durch passiven 

Transport der vorzeitig aktivierten Caspase-9 erweitet werden. 

 

Es wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass die Immunreaktion von Cleaved-Caspase-3 in 

LZ (FLZ+ALZ) sowohl im Zytoplasma, als auch im Zellkern stattfindet. Anhand der 

topographischen Verteilung dieser Immunreaktion kann man vier Gruppen von LZ 

unterscheiden: Gruppe A: LZ, in denen die Immunreaktion sich auf das Zytoplasma 

beschränkt. Gruppe B: LZ, in denen die Immunreaktion sowohl im Zytoplasma als auch im 

Zellkern auftritt. Gruppe C: LZ, in denen sich die Immunreaktion auf den Zellkern 

beschränkt. Gruppe D: LZ mit ausbleibender Immunreaktion. Die Immunreaktion verteilt 

sich in über 95% der LZ zwischen 1. pnd und 20. pnd fast gleichmässig auf LZ mit 

Zytoplasma-Reaktion und LZ mit Zytoplasma- + Zellkern-Reaktion. Ab dem 20. pnd nimmt 

der Anteil der LZ mit Zytoplasma-Reaktion kontinuierlich zu und spiegelartig nimmt der 

Anteil der LZ mit Zytoplasma- + Zellkern-Reaktion mit fast gleicher Menge ab. Diese 

Erscheinung hängt wahrscheinlich damit zusammen, dass ab dem 20. pnd viel mehr Caspase-

3 im Zytoplasma gebildet wird. Hiervon wird der größere Teil nach der Aktivierung als 
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Cleaved-Caspase-3 im Zytoplasma (Ribosomen oder Mitochondrien) verbleiben; ein kleiner 

Teil wird vom Zytoplasma in den Zellkern transportiert. Die LZ mit nur Zellkern-Reaktion 

können wegen des sehr geringen Anteils bei allen Altersgruppen nahezu vernachlässigt 

werden. 

 

Wenn man die FLZ allein betrachtet, erkennt man, dass der 15. pnd ein wichtiger Zeitpunkt 

in der Apoptose der FLZ ist. Bis zu dem 15. pnd ist die Anzahl der FLZ mit Zytoplasma-

Reaktion und mit Zytoplasma- + Zellkern-Reaktion fast gleich. Danach wächst der Anteil mit 

Zytoplasma-Reaktion  stetig, während der Anteil mit Zytoplasma- + Zellkern-Reaktion mit 

fast gleicher Anzahl abnimmt. Der Grund dafür könnte sein, dass ab dem 15. pnd die Bildung 

von Cleaved-Caspase-3 im Zytoplasma aktiviert wird, um die Apoptose von FLZ zu fördern.  

 

Die Verteilung der Immunreaktion in den ALZ zeigt folgende Charakteristik: Die Anzahl 

von ALZ mit Zytoplasma-Reaktion nimmt ab dem 20. pnd in der Menge zu, wie die ALZ mit 

Zytoplasma- + Zellkern-Reaktion abnimmt. Es muss hier betont werden, dass auch das 

Verfahren der Einbettung (aufsteigende Alkoholreihe, Toluol, Paraffin) zu einer Diffusion 

der Antigene aus dem Zellkern in das Zytoplasma führen kann. Man kann daher nicht 

ausschliessen, dass diese Zunahme des Anteils der ALZ mit Zytoplasma-Reaktion ab dem 

20. pnd mindestens teilweise auf diese intrazelluläre Diffusion zurückzuführen ist.  
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4.2. Besprechung der Befunde über Bcl-2 

 

Das Ergebnis der immunhistochemischen Untersuchung von Bcl-2 in den LZ zeigt, dass die 

Immunreaktion in den ALZ sich nur auf das Zytoplama beschränkt und im Vergleich mit 

Cleaved-Caspase-3 eine Immunreaktion in den FLZ fehlt. Dieser Befund deutet darauf hin, 

dass der Vorgang der Apoptose für die FLZ einen Weg einnimmt, der die Expression von 

Bcl-2 nicht benötigt. Hingegen scheint Bcl-2 eine wichtige Rolle bei der Apoptose der ALZ 

zu spielen.  

Wenn man den Verlauf der Immunreaktion für Bcl-2 in den ALZ der Altersgruppen vom 15. 

pnd bis zum 100 pnd beobachtet, kann man feststellen, dass die Anzahl der ALZ mit 

positiver Immunreaktion das Maximum am 30. pnd erreicht. Gleich wie bei Cleaved-

Caspase-3, scheint der 30. pnd ein wichtiger Zeitpunkt in der Apoptose mit Beteiligung der 

Bcl-2 zu sein. Der Grund dafür könnte der gleiche wie bei Cleaved-Caspase-3 sein, nämlich, 

dass der 30. pnd ein kritischer Zeitpunkt für die Umwandlung der unreifen ALZ in die reifen 

ALZ ist (Haider, 2004). Der Zeitraum zwischen dem 30. pnd und dem 35. pnd ist ebenfalls 

ein Wendepunkt für die erstmalige Entstehung der elongierten Spermatiden in 

Hodenkanälchen der Ratten (Neumann et al., 1993). Die Immunreaktion von Cleaved-

Caspase-3 und Bcl-2 in den LZ am 30. pnd, wie hier berichtet wurde, ist wahrscheinlich ein 

Ausdruck auf die parakrine Bedürfnisse der Spermatogenese. Dadurch wird die 

Testosteronsynthese in den LZ zwischen dem 30. pnd und dem 40. pnd umgestellt, wie die 

Untersuchungen von Hardy et al. (1990) zeigen (siehe auch Haider, 2004). 
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Die Immunreaktion von Bcl-2 ist auch in den Akrosomkappen der runden Spermatiden zu 

erkennen. Dieser Befund steht in Einklang mit den Daten von Beumer et al. (2000), wo 

ebenfalls Bcl-2 in späten Spermatozyten und Spermatiden beobachtet wurden. Das deutet 

darauf hin, dass Bcl-2 bei der Entstehung von Akrosom aus dem Golgi-Apparat eine 

bestimmte Rolle spielt. Die genaue funktionelle Bedeutung dieses Befundes kann nicht 

endgültig erklärt werden. Ferner war die Immunreaktion von Bcl-2 in den Akrosomkappen 

nur bei Ratten am 30. und 50. pnd zu sehen. Eine Erklärung dafür könnte sein, dass die 

Immunreaktion von Bcl-2 in den Akrosomkappen wahrscheinlich mit einem in der 

Entwicklung befindlichen Vorgang der Spermatogenese zusammenhängt, der zwischen dem 

30. pnd und 50. pnd einen relativ unstabilen Zustand aufweisst. Laut Leblond und Clermont 

(1952) ist der Vorgang der Spermatogenese in Rattenhoden erst ab dem 60. pnd soweit 

stabilisiert, dass in allen Hodenkanälchen die Stadien der Spermatogenese eindeutig 

identifiziert werden können.  

 
 

4.3. Schlussfolgerungen und Ausblick 

 
 

Aus den erhobenen Befunden können folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:  

1. Die Cleaved-Caspase-3 ist am Zelluntergang der FLZ und der ALZ beteiligt. 

2. Der 30. pnd scheint der wichtigste Zeitpunkt für die Apoptose der ALZ mit Beteiligung 

der Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2 zu sein. Es hängt wahrscheinlich damit zusammen, dass 

der 30. pnd eine wichtige Etappe für die Umwandlung der unreifen ALZ in die reifen ALZ 

ist. 

3. Bcl-2 beteiligt sich höchstwahrscheinlich nicht an der Apoptose der FLZ.  
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4. Bcl-2 in den Akrosomkappen der runden Spermatiden zwischen 30. und 50. pnd deutet auf 

eine Rolle der Bcl-2 bei der Entstehung der Akrosomkappen während der puberalen Phase 

hin.  

Ausblick: Die vorliegende Arbeit liefert wichtige Daten über die apoptotischen Vorgänge 

von LZ durch die immunhistochemischen Darstellungen von zwei apoptotischen Markern: 

Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2. Die Immunreaktion von Cleaved-Caspase-3 ist sowohl in den 

FLZ als auch in den ALZ nachzuweisen, während die Immunreaktion von Bcl-2 nur in den 

ALZ stattfindet, hingegen in den FLZ fehlt. Topographisch ist die Immunreaktion von 

Cleaved-Caspase-3 sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern zu sehen. Im Gegensatz dazu 

beschränkt sich die Immunreaktion von Bcl-2 nur auf das Zytoplama. Um die genaue 

Lokalisierung von der Immunreaktion in den Zellorganen nachweisen zu können, wäre in 

Zukunft die elektromikroskopische Untersuchung einschliesslich Ultrazytochemie sehr 

hilfreich. Zur Quantifizierung der Intensität der Immunreaktion von verschiedenen 

Altersgruppen der Ratten können die biochemischen Untersuchungsmethoden (z.B. 

Spektralphotometrie) herangezogen werden. Es wäre auch interessant für die Zukunft, die 

anderen apoptotischen Marker zu untersuchen, wie z.B. BAK-Enzyme oder Tunnel-Methode 

für DNA-Fragmentierung. Aus diesen Daten können eventuell Unterschiede zwischen den 

Mechanismen der Apoptose der FLZ und der ALZ ausgearbeitet werden. 
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6. Zusammenfassung (Abstract) 

 
 
Name der Doktorandin: Yanan Shen 
Titel der Arbeit: Immunhistochemische Untersuchungen zur Ontogenese von Apoptose-
Marker Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2 in den Leydigzellen der Ratten 
 
 
Die vorliegende immunhistochemische Studie beschreibt die ontogenetische Entwicklung 
von Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2 in den Leydigzellen (LZ) der Ratten zwischen dem 1. 
Postnataltag (pnd) und dem 100. pnd. Hierbei lag der Schwerpunkt auf der Verteilung der 
Immunreaktion in den Fetaltyp-Leydigzellen (FLZ) und Adulttyp-Leydigzellen (ALZ). 
 
Als Untersuchungsmaterial dienten Hoden der männlichen Wistarratten von 9 
unterschiedlichen Altersgruppen: 1. pnd, 5. pnd, 10. pnd, 15. pnd, 20. pnd, 25. pnd, 30. pnd, 
50. pnd, 100. pnd. Daraus wurden ca. 4 µm dicke Paraffinschnitte hergestellt. Zum 
immunhistochemischen Nachweis von zwei apoptotischen Markern Cleaved-Caspase-3 und 
Bcl-2 in den LZ wurde jeweils ein monoklonaler Antikörper verwendet. Die Auswertung der 
Immunreaktionen in den LZ wurde mit einem Leitz-Orthoplan-Mikroskop und mit Hilfe 
eines Messrasters im Okular durchgeführt. 
 
Die immunhistochemische Darstellung von Cleaved-Caspase-3 zeigte eine Aktivität sowohl 
in den ALZ, als auch in den FLZ. Topographisch konnte man die Immunreaktion sowohl im 
Zytoplama als auch im Zellkern beobachten. Der 30. pnd scheint der wichtigste Termin für 
den Abbau der LZ zu sein, weil am 30. pnd der höchste Anteil der LZ eine positive 
Immunreaktion von Cleaved-Caspase-3 zeigte (Anteil der LZ mit positver Immunreaktion im 
Zytoplasma plus Anteil der LZ mit positiver Immunreaktion sowohl im Zytoplasma als auch 
im Zellkern).  
 
Im Vergleich mit Cleaved-Caspase-3 war die Immunreaktion von Bcl-2 nur im Zytoplasma 
der ALZ nachweisbar, nicht aber in den FLZ. Gleich wie bei Cleaved-Caspase-3 scheint der 
30. pnd ein kritischer Zeitpunkt in der Apoptose mit Beteiligung der Bcl-2 zu sein, da die 
Anzahl der ALZ mit positiver Immunreaktion das Maximum am 30. pnd erreicht. Die 
Immunreaktion von Bcl-2 war auch in den Akrosomkappen der runden Spermatiden am 30. 
und 50. pnd zu erkennen.  
 
Aus den erhobenen Befunden können folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:  
1. Die Cleaved-Caspase-3 ist am Zelluntergang der FLZ und der ALZ beteiligt. 
2. Der 30. pnd scheint der wichtigste Zeitpunkt für die Apoptose der ALZ mit Beteiligung 
der Cleaved-Caspase-3 und Bcl-2 zu sein. Es hängt wahrscheinlich damit zusammen, dass 
der 30. pnd eine wichtige Etappe für die Umwandlung der unreifen ALZ in die reifen ALZ 
ist. 
3. Bcl-2 beteiligt sich höchstwahrscheinlich nicht an der Apoptose der FLZ.  
4. Bcl-2 in den Akrosomkappen der runden Spermatiden zwischen 30. und 50. pnd deutet auf 
eine Rolle von Bcl-2 bei der Entstehung der Akrosomkappen während der puberalen Phase 
hin.  
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7. Datenblätter 
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