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1. Einleitung

1.1 Leydig-Zellen

Die Leydig-Zellen wurden erstmals im Jahre 1850 von Franz Leydig
lichtmikroskopisch im Hoden verschiedener Saugetiere entdeckt und beschrieben.
Sie werden in der Literatur auch als interstitielle Zellen oder Leydig’sche
Zwischenzellen bezeichnet und liegen im lockeren Bindegewebe zwischen den
Tubuli seminiferi contorti. Leydig-Zellen sind einzeln oder in Gruppen, den sog.
,Clustern” in enger Nachbarschaft zu Blutgefallen angeordnet (Abb. 1) (Russel,
1996).

Die Leydig-Zellen bilden u.a. das mannliche Geschlechtshormon Testosteron.
Charakteristisch fur steroidproduzierende Zellen besitzen Leydig-Zellen einen hohen
Volumenanteil an glattem endoplasmatischen Retikulum (GER), Mitochondrien
hauptsachlich vom tubulovesikularen Typ, Golgiapparat, Peroxisomen und viele
Lipidtropfchen, die Cholesterolester enthalten (Christensen, 1965; Christensen,
1970; Kerr et al. 1981; Ohata, 1979).
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Abb. 1: Anordnung der Leydig-Zellen im testikuléren Interstitium der Maus (entnommen aus Russel,
1996).

1.2 Funktion der Leydig-Zellen

Die Leydig-Zellen synthetisieren Androgene, die fur die Initiierung, Aufrechterhaltung
und Regulation der Spermatogenese erforderlich sind (Haider, 2004). Die

Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)-Freisetzung aus dem Hypothalamus



fordert in der Hypophyse die Sekretion von luteinisierendem Hormon (LH) und
Follikel-stimulierendem-Hormon (FSH) ins Blut. Das Testosteron zahlt zu den
wichtigsten testikularen Androgenen, dessen Synthese erst nach Stimulation der
Leydig-Zellen durch LH aus der Hypophyse beginnt. Getriggert durch Testosteron
und FSH startet anschlieRend in den Tubuli seminiferi contorti die Spermatogenese.
Die Freisetzung von Lutropin und Gonadoliberin wird u. a. durch Testosteron mittels
negativer Ruckkopplung gesteuert und regelt so die Samenproduktion mit.

1.3 Interaktion der Leydig-Zellen

Die Leydig-Zellen interagieren mit einer Vielzahl von benachbarten Zellen im Hoden
z.B. u.a. Endothelzellen, Makrophagen und Fibrozyten. Neben der Entwicklung und
Differenzierung der Leydig-Zellen wird auch deren Funktion sowohl durch diese
Zellen und verschiedene Hormone als auch von Leydig-Zellen selbst maf3geblich
beeinflusst. Andererseits scheinen die Leydig-Zellen wiederum einen Einfluss auf die
Nachbarzellen auszulben (Haider, 2004). So werden vermutlich benachbarte
Endothelzellen des intertubularen Gewebes durch parakrine Wirkung des von
Leydig-Zellen produzierten Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) in ihrem
Wachstum beeinflusst (Ergin et al. 1997 und 1999; Anand et al. 2003; Rudolfsson
et al. 2004). Hingegen ist mutmallich die Barrierefunktion der Endothelzellen fur die
Reduzierung der fur die Differenzierung der Leydig-Zellen wichtigen LH-
Konzentration um etwa eine Zehnerpotenz im Interstitium des Hodens im Vergleich
zur Plasmakonzentration verantwortlich (Setchell et al. 2002; Setchell, 2004).
Scheinbar reagieren Leydig-Zellen entweder sehr empfindlich auf LH oder die
Endothelzellen wirken so regulatorisch auf den LH-Einfluss auf die Leydig-Zellen. Die
Zunahme der Testosteron-Produktion der Leydig-Zellen in Gegenwart von
Endothelzellen stitzt die Aussage von Ghinea (et al. 1994; Setchell und Palombi,
2004).

Die Makrophagen reprasentieren etwa 25% der interstitiell lokalisierten Zellen im
Hoden der Ratte. Neben ihrer immunologischen Funktion scheinen sie die
Entwicklung und Proliferation der Leydig-Zellen zu modulieren. Abhangig der
zeitlichen Depletion der testikularen Makrophagen zeigen Leydig-Zellen in
Rattenhoden nach Behandlung mit Ethylendimethansulfonat (EDS), welche Adulttyp-

Leydig-Zellen (ALCs) abtotet, weder Zellregeneration noch Zelldifferenzierung



(Gaytan et al. 1994 a, b, c).

Obwohl die Leydig-Zellen in lhrer Entwicklung in Abwesenheit der Makrophagen
gestort werden, koénnen ihre Funktionen auch durch aktivierte Makrophagen
zytokinvermittelt - wie z.B. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) durch Hemmung der
Genexpression fur steroidproduzierende Enzyme - beeintrachtigt werden. Des
Weiteren geben Makrophagen immunologisch bedingt reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) frei und setzen Leydig-Zellen unter oxidativen Stress. ROS hemmen die
Genexpression des Steroidogenic acute regulatory proteins (StAR-Protein), so dass
der Cholesterol-Transport in das Mitochondrium der Leydig-Zelle gestort wird und
folglich das Substrat fur die Bildung von Steroiden fehlt (Hales, 2002).

Die Fibroblasten stehen ebenfalls unter dem Einfluss von Testosteron. Die
Proliferation der Fibroblasten kann durch die Expression von Fibroblast Growth
Factor 2 (FGF-2), stimuliert durch Testosteron aktivierte Sertoli-Zellen erfolgen
(Gonzalez-Herrera et al. 2006). AuRerdem konnte in kastrierten Ratten die FGF-2
Matrizen-Ribonukleinsaure (mRNA)-Konzentration in der Hypophyse nach Gabe von

Testosteron gesteigert werden (Yoshimura et al.1994).

1.4 Ziel der vorliegenden Arbeit

1. Eine Moglichkeit des Informationsaustausches zwischen Zellen erfolgt uber
Zellkontakte am Zellkdrper. Bisher gibt es keine Daten, die diese Kontakte der
Leydig-Zellen im Hoden der Maus morphologisch naher beschreiben. Daher
sollen in der vorliegenden Arbeit die Zellkontakte zwischen Leydig-Zellen und
anderen intertubularen Zellen in Mausen ab der Geburt bis zum 100.

Postnataltag elektronenmikroskopisch naher untersucht werden.

2. Eine systematische Betrachtung der Leydig-Zell-Kontakte in der Ratte wurde
bereits unternommen (Tran et al. 2006), dessen Ergebnisse mit den Befunden

der vorliegenden Arbeit aus dem Maushoden verglichen werden sollen.



2. Material und Methodik

2.1 Versuchstiere

In der Zentralen Tierversuchsanlage (TVA) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
erfolgte die Aufzucht der Versuchstiere unter standardisierten und sterilen
Bedingungen. Bei den Versuchstieren handelte es sich ausschlief3dlich um mannliche
BALB/c Mause.

Tiere vom 1./ 10./ 30./ 50. und 100. Postnataltag wurden ausgewahlt, wobei der Tag
der Geburt als Tag 0 definiert war. Jeweils funf Tiere der unterschiedlichen
Altersgruppen wurden untersucht.

Alle Vorschriften und Vorgaben des Tierschutzgesetztes und der Zentralen TVA der
Heinrich-Heine-Universitat wurden beachtet. Die Mause wurden mittels Diethylether
in Narkose versetzt. Erst nach Erlangung tiefer Bewusstlosigkeit erfolgte die Totung
der Mause durch Dekapitation. Nach Fixierung der Mause in Ruckenlage wurde an
ihnen eine mediane Laparotomie durchgeflhrt. Im Rahmen dieser Operation wurden
beide Hoden auf gewebeschonende Weise zlgig freiprapariert und anschlief3end in

eine frische Fixierlosung uberfuhrt.

2.2 Fixierung

Die Fixierung der Hoden erfolgte in einer modifizierten Karnovsky-Lésung bestehend
aus Paraformaldehyd und Glutaraldehyd sowie Calciumchlorid und Phosphatpuffer
nach Sorensen (pH 7,4).

Nach einer vierstliindigen Fixierung der Praparate unter Raumtemperatur wurden die
Hodenenden abgetrennt und der verbleibende mittlere Hodenanteil nach Wechsel
der Fixierldsung fur weitere 12h bei 4°C behandelt. Wahrend der gesamten Dauer
der Fixierung wurden die Proben mit Hilfe eines Rotators zur besseren
Gewebeperfundierung standig in Bewegung gehalten.

Nach Abschluss der Fixierung wurden die Proben in drei Durchgangen zu je 20
Minuten mit 0,05M Phosphatpuffer nach Sérensen (pH 7,4) gespult. Vor dem 2.
Spullgang wurden die Hoden in schmale Stucke zerteilt (Kantenlange ca. 3x3mm).

Im Anschluss an den letzten Spulvorgang wurden die Proben in eine 2%ige
Osmiumsaure in 0,1M Phosphatpuffer nach Sérensen (pH 7,4) fur drei Stunden auf

einem Rotator Uberfuhrt. Bei diesem Arbeitschritt nahmen die Proben eine schwarze



Farbe an.
Die endgultige Fixierung der Proben wurde durch die Dehydrierung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe abgeschlossen. Diese erfolgte im folgenden

mehrstufigen Prozess:

10 Minuten in 70%’igem Ethanol bei Raumtemperatur im Rotator

1 Stunde in 70%’igem Ethanol und 1%’iger Phosphorwolframsaure bei

Raumtemperatur im Rotator

- 1 Stunde in 80%’'igem Ethanol und 0,5%’'igem Uranylacetat bei

Raumtemperatur im Rotator

- 1 Stunde in 90%’igem Ethanol bei Raumtemperatur im Rotator

- 1 Stunde in 100%’igem Ethanol bei Raumtemperatur im Rotator

- 1 Stunde in 100%’igem Isopropanol bei Raumtemperatur im Rotator

- 12 Stunden in 100%’igem Isopropanol bei 4°C im Rotator

- 3 Spulgange je 20 Minuten in Toluol bei Raumtemperatur im Rotator

2.3 Einbettung

Zur Einbettung der Proben wurde Epon verwendet. Epon setzt sich neben 50 Teilen
Glycidether  und 30 Teilen Methylnadicanhydrid aus 20 Teilen
Dodecynilsuccinidanhydrid sowie 1,5 Teilen Tris-Dimethylaminomethylphenol
zusammen.

Nach einer Inkubationszeit von insgesamt 3 h in Epon bei 37,1°C wurden die Proben
anschlieend in kleine Epon geflllte Kunststoffkapseln eingebettet. Nach einer
Verweildauer von 12 h bei Raumtemperatur wurden die Kapseln zur Polymerisierung
des Epons 72 h einer Temperatur von 60°C im Brutschrank ausgesetzt. Die

zylinderformigen Probeblocke konnten nach einer 12-stliindigen Abkuhlphase zur



Herstellung von Semi- und Ultradlinnschnitten weiter verarbeitet werden.

2.4 Herstellung von Semi- und Ultradiinnschnitte

Bevor Semi- und Ultradunnschnitte angefertigt werden konnten mussten die
Probenzylinder mittels einer Lupenlampe und einer Rasierklinge getrimmt werden. In
diesem Arbeitsschritt wurde die Schnittflache in eine Trapezform reduziert, in dessen
Zentrum sich das Gewebe oberflachlich befand.

Die getrimmten Probenblocke wurden in ein Ultramikrotom (Fa. Reichert/Jung)
eingespannt. Mittels eines Glasmessers wurden Semidinnschnitte mit einer
Schichtdicke von ca. 1 ym angefertigt. Diese wurden auf Objekttrager tberfuhrt und
mit Methylenblau angefarbt.

Mithilfe der Semidunnschnitte erfolgte eine lichtmikroskopische Auswahl des
Gewebebereichs fur die Elektronenmikroskopie. Auswahlkriterien waren quer
getroffene Tubuli seminiferi contorti, triangular geformte Interstitien mit Leydig-Zellen
und insgesamt gut erhaltenes, zusammenhangendes Gewebe.

Der ausgewahlte Gewebebereich wurde von den Probenblocken unter Beibehaltung
der trapezformigen Querschnittsflache mit einer Kantenlange von ca. 1-1,5 mm
erneut getrimmt. Mit einem Diamantmesser wurden dann am Ultramikrotom die
Ultradlnnschnitte  mit einer  Schichtdicke von ca. 100nm flr die
Elektronenmikroskopie hergestellt. Diese wurden mit Hilfe eines Wimpernhaares auf
Kupfernetzchen aufgespannt und anschlieend luftgetrocknet.

Zur Strukturdarstellung am Elektronenmikroskop mussten die Ultradinnschnitte
kontrastiert werden. Dies erfolgte mit gesattigter Uranylacetat- und Bleicitratldsung.
Nach einer Trocknungszeit von mindestens 24 Stunden konnten die Schnitte mit dem
Elektronenmikroskop (Fa. HITACHI H-600) untersucht werden. Interessante Bereiche
wurden mit der integrierten Kamera (Fa. GATAN Bio Scan 792) dokumentiert und

ausgewertet.



3. Ergebnisse

3.1 Zellkontakte am 1. Postnataltag

Die Leydig-Zellen des 1. Postnataltages, die hauptsachlich in Clustern angeordnet
sind, enthalten viele Lipidtropfen. Die Cluster werden haufig von einem Kranz aus
Fibroblasten umgeben (Abb. 2). Eine kontinuierliche Basalmembran um einen
Cluster herum, lasst sich im Mausehoden am 1. Postnataltag nicht eindeutig
nachweisen. Die Leydig-Zellen innerhalb eines Clusters stehen oftmals in einem sehr
engen Kontakt zueinander ohne erkennbaren Interzellularraum.

Daneben finden sich filiforme Zellmembranduplikationen, die ineinander verzahnt
erscheinen und sporadisch Zellorganellen beinhalten (Abb. 3). AulRerdem lassen sich

zwischen Leydig-Zellen wenige Zellmembranverdichtungen beobachten (Abb. 4).

Dagegen ist zwischen direkt angrenzenden Leydig-Zellen unterschiedlicher Cluster
haufig ein Interzellularspalt zu erkennen, in denen kleine Vesikel als Folge von
abgeschnirten coated pits zu beobachten sind (Abb. 5). Coated pits werden aber
auch zwischen Leydig-Zellen innerhalb eines Clusters gesehen (Abb. 6).

Regelmalig sind die Cluster in der Nahe von Blutgefalle angeordnet (Abb. 5a).
Haufig zeigen sich Kollagenfasern, die aus der Basallamina der Gefale in Richtung
Leydig-Zellen verlaufen (Abb. 7).

Die Leydig-Zellen sind jedoch nicht ausschlieBlich in Clustern angeordnet.
Gelegentlich sind Leydig-Zellen vereinzelt im Interstitium aufzufinden. Diese pflegen
eine enge Nachbarschaft sowohl zu Fibroblasten als auch zu Endothelzellen und

Perizyten ohne einen spezifischen Zellkontakt aufzuweisen (Abb. 8).



Abb. 2: 1. Postnataltag — Cluster

Ubersichtaufnahme eines Clusters mit drei sehr eng benachbarten Leydig-Zellen (LC) ohne
Interzellularraum. Ein Kranz aus Fibroblasten (Fib) umgibt die Leydig-Zellen. Vergrofierung 5000:1



Abb. 3: 1. Postnataltag — Filiforme Zellmembrananordnung

Die Membranen zweier benachbarter Leydig-Zellen (LC) weisen Duplikaturen auf, die filiform
miteinander verzahnen (Pfeile). VergréRerung 15.000:1



Abb. 4: 1. Postnataltag — Zellmembranverdichtungen

Abbildung zweier Leydig-Zellen (LC), deren Membranen sich eng Uber eine lange Strecke berihren,
ein Interzellularspalt ist nicht zur erkennen. Die zwei Enden dieser Membrangrenze zeigen jeweils
eine deutliche Verdichtung (Pfeile). VergroRerung 17000:1
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Abb. 5: 1. Postnataltag — Vesikel im Interzellularspalt

a) Ubersicht des Interstitiums mit zwei benachbarten Clustern (C) in der Nahe eines BlutgefaRes
(bv); Tubuli seminiferi (Ts). Vergréerung 4000:1
b) Vergrolkerung aus Abb. 5a). Darstellung des Interzellularraumes zwischen zwei Leydig-Zellen

in benachbarten Clustern. Im Interzellularraum zeigen sich kleine Vesikel (Pfeile).
VergréRerung 17000:1
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Abb. 6: 1. Postnataltag — Coated pit

Coated pit (Pfeil) zwischen zwei Leydig-Zellen (LC) im selben Cluster. Fibroblast (Fib). Vergréflerung
20000:1
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Abb. 7: 1. Postnataltag — Kollagenfasern

Interzellularraum zwischen Leydig-Zellen (LC) und einem Blutgefa®. Kollagenfasern (Pfeil) verlaufen
von der Basallamina des Blutgefaes in Richtung der Leydig-Zellen. Fibroblast (Fib), Endothelzelle
(EC), Gefallumen (L) VergrofRerung 17000:1
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Abb. 8: 1. Postnataltag — Leydig-Zelle, Fibroblast, Blutgefal3

a) Ubersicht einer einzelnen Leydig-Zelle (LC) im Interstitum in Nachbarschaft zu einem
Blutgefal. Blutgefald (bv), Fibroblasten (Fib) und Perizyten (P). Vergréerung 6000:1

b) VergrolRerung aus Abb. 8a. Die Zellmembranen der Leydig-Zelle und des Perizyten (P)
berihren sich an zwei Stellen (Pfeile). VergréRerung 20000:1
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3.2 Zellkontakte am 10. Postnataltag

Die interstitiellen Zellen stehen auch am 10. Postnataltag eng beieinander. Die
Leydig-Zellen sind weiterhin hauptsachlich in Clustern organisiert und zeigen
innerhalb eines Clusters eine enge Nachbarschaft zueinander, ahnlich wie am ersten
postnatalen Tag haufig ohne erkennbaren Interzellularraum (Abb. 9).

Abweichend vom einen Tag alten Hoden zeigt sich in dieser Altersklasse eine intakte
Basallamina um ein Cluster herum. Diese ist regelmallig und reichlich von
Kollagenfasern umgeben (Abb. 10, Abb. 11), welche aul’erdem oftmals an der
Basallamina von Blutgefalen aufzufinden sind.

Regelhaft kommen am 10. Postnataltag coated pits an den Membranen der Leydig-
Zellen vor. Diese sind sowohl an Clustergrenzen (Abb. 11) als auch zwischen eng

benachbarten Leydig-Zellen zu finden.

In der Nahe von Blutgefalien finden sich ebenfalls haufig Leydig-Zellen. Diese treten
uber coated pits mit den Endothelzellen in Verbindung (Abb. 12). Kollagene Fasern
sind oft in unmittelbarer Umgebung der Blutgefale lokalisiert.

Ahnlich der Leydig-Zellen untereinander stehen die Myoidzellen mit den Leydig-
Zellen ebenfalls mit ineinander greifenden, filiformen Membranauslaufern in engem
Kontakt (Abb. 13).

Makrophagen, die am 1. Postnataltag nur sparlich beobachtet werden, lassen sich
am 10. Postnataltag regelmafRig nachweisen. Sie zeigen sich in einer sehr engen
Nachbarschaft zu Leydig-Zellen, sodass nur ein sehr schmaler Extrazellularraum
verbleibt (Abb. 14). Coated pits schniren sich von der Leydig-Zelle in Richtung
Makrophagen ab (Abb. 14b).

15



Abb. 9: 10. Postnataltag — Clusterorganistation der Leydig-Zellen

Ubersicht eines Interstitiums mit zwei Clustern (C). Die Cluster sind von einer Basallamina (Pfeile)
umgeben. Die Leydig-Zellen sind eng benachbart, sodass elektronenmikroskopisch kein
Interzellularraum erkennbar ist. Myoidzelle (My), Tubulus seminiferous (Ts). Vergréfierung 4000:1

16



Abb. 10: 10. Postnataltag — Kollagenreiche Basallamina als Clusterbegrenzung

a) Darstellung einer Clustergrenze, gebildet durch eine kollagenreiche Basallamina (Pfeile).
Leydig-Zelle (LC), Fibrozyt (Fib). VergréRerung 25000:1

b) Die Basallamina mit reichlich Kollagen (Pfeile) markiert die Grenze zwischen einem
Fibrozyten (Fib) sowie einem Cluster. Leydig-Zelle (LC), Zilium (Z). Vergrof3erung 17000:1
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Abb. 11: 10. Postnataltag — Coated pit an einer Clustergrenze

Clustergrenze mit Basallamina und Kollagenfasern (Pfeil). Ein coated pit (cp) schnirt sich in Richtung
der Leydig-Zelle (LC) ab. Zilium (Z), Fibrozyt (Fib). Vergrofierung 12000:1
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Abb. 12: 10 Postnataltag — Coated pits zu Endothelzellen

a) Ubersicht eines Interstitiums, welches ein Cluster in der Nahe eines BlutgefaRes (bv)

zeigt. Leydig-Zelle (LC), Tubuli seminiferi (Ts). Vergroflerung 5000:1
b) VergroRerung aus 12a. Coated pits (Pfeile) schniren sich von der Leydig-Zelle (LC) in

Richtung Endothelzelle (EC) ab. Vergrofierung 25000:1
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Abb. 13: 10. Postnataltag — Filiforme Membranstruktur Myoidzelle - Leydig-Zelle

Zwischen einer Leydig-Zelle (LC) und einer Myoidzelle (My) zeigen sich flach miteinander verzahnte
Membranstapel (Pfeile). VergroRerung 20000:1
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0,5 U

Abb. 14: 10. Postnataltag — Leydig-Zellen - Makrophage

a) Ubersicht eines Makrophagen (M) mit enger Beziehung zu einer Leydig-Zelle (LC). Tubulus
seminiferous (Ts), Blutgefald (bv). Vergréfierung 6000:1

b) Vergrélkerung aus Abb. 14a verdeutlicht die enge Nachbarschaft zwischen der Leydig-Zelle
(LC) und des Makrophagen (M). Ein coated pit (Pfeil) schniirt sich von der Leydig-Zelle in
Richtung Makrophagen ab. VergréRerung 20000:1
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3.3 Zellkontakte am 30. Postnataltag

Im Vergleich zu den vorherigen Proben zeigen die Interstitien des 30. Postnataltages
einen veranderten Aufbau. Die interstitiellen Zellen sind sehr locker organisiert mit
weiten Extrazellularraumen. Die Leydig-Zellen sind weiterhin in Gruppen angeordnet,
jedoch sind die Grenzen der Cluster vielmehr unscharf umrissen. Die kollagenreiche
Basallamina um die Cluster herum fehlt (Abb. 15).

Scharfe und glatte Membrangrenzen, wie sie am 1. und 10. Postnataltag dominieren,
werden in diesem Alter eher selten angetroffen. Die Leydig-Zellen zeigen vermehrt
zahlreiche kleine und dunne sowie zum Teil verzweigte Auslaufer, die in die
Interzellularraume hineinragen, sich untereinander berthren und sich in vielen Fallen
auch zu kleinen Vesikeln abschniren (Abb. 15, Abb. 16, Abb. 17). Gap junctions
sind sowohl zwischen Leydig-Zellen untereinander (Abb. 18, Abb. 19) als auch mit
Fibrozyten vermehrt ausgebildet (Abb. 20).

Zahlreiche coated pits, die sich zum Teil als interzellulare coated vesicle zeigen, sind
ebenfalls an den Zellgrenzen zweier benachbarter Zellen zu finden. Diese
prasentieren sich zwischen zwei angrenzenden Leydig-Zellen, Makrophagen und
Fibrozyten, sowie Leydig- und Endothelzellen.

Durch die lockere Anordnung der interstitiellen Zellen in diesem Altersstadium ist
eine VergroRerung des subendothelialen Raums zu erkennen (Abb. 15).
Strickleiterartige Verbindungen aus Membranbestandteilen zwischen Leydig-Zellen
und Fibrozyten treten in diesem Stadium gehauft auf (Abb. 21).
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Abb. 15: 30. Postnataltag — Aufbau des Interstitiums

Ubersicht eines Interstitiums zwischen drei Tubuli seminiferi (Ts). Das interstitielle Gewebe ist locker
organisiert. Die Leydig-Zellen (LC) besitzen zahlreiche Auslaufer. Das Blutgefa (bv) zeigt einen
subendothelialen Raum (Pfeil). Endothelzelle (EC), Perizyt (P). Vergrokerung 4000:1

23



Abb. 16: 30. Postnataltag — Ausléufer und Vesikel der Leydig-Zellen

Benachbarte Leydig-Zellen (LC) mit zahlreichen Auslaufern (Pfeil), die in den Interzellularraum ragen.
Zum Teil schniren sich Vesikel ab (Pfeilspitze) VergroRerung 15000:1
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Abb. 17: 30. Postnataltag — Vesikel
a) Darstellung locker benachbarter Leydig-Zellen (LC) im interstitiellen Gewebe. Die Leydig-
Zellen besitzen zahlreiche Auslaufer (Pfeile), die in die Interzellularrdume hineinragen.

Tubulus seminiferous (Ts). VergrdfRerung 10000:1
b) VergrolRerung aus Abb. 17a. Vesikel (Pfeile) schniren sich aus den Auslaufern der Leydig-

Zellen (LC) in die Interzellularrdume ab. Vergréf3erung 20000:1
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Abb. 18: 30. Postnataltag — Gap junctions der Zellauslédufer

Zwei benachbarte Leydig-Zellen (LC) weisen dinne Auslaufer auf, die sich an zwei Stellen in
junctions (Pfeile) berthren. Vergréf3erung 20000:1

gap
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Abb. 19: 30. Postnataltag — Gap juctions der Leydig-Zellen

Zwei benachbarte Leydig-Zellen (LC) stehen durch ein gap junction (Pfeil) in Verbindung. Kleine
Vesikel (V) befinden sich im Interzellularraum zwischen den Leydig-Zellen. Vergréerung 20000:1
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Abb. 20: 30. Postnataltag — Gap junction zwischen Leydig-Zelle und Fibrozyt

Darstellung zeigt gap junctions (Pfeile) zwischen der Leydig-Zelle (LC) und dem Auslaufer eines
peritubularen Fibrozyten (Fib). Tubulus seminiferous (Ts) VergréRerung 25000:1
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Abb. 21: 30. Postnataltag — Strickleiterartige Membranstrukturen zwischen Leydig-Zelle und
peritubulédren Fibrozyten

Leydig-Zelle (LC), peritubularer Fibrozyt (Fib), strickleierdhnliche Strukturen aus Membranschlduchen
(Pfeil). VergréRerung 20000:1

29



3.4 Zellkontakte am 50. Postnataltag

Am 50. Postnataltag zeigen sich die interstitiellen Zellen wieder eng beieinander mit
schmalen Extrazellularraumen. Die am 30. Postnataltag noch zahlreichen, dinnen
Auslaufer der Leydig-Zellen sind am 50. Postnataltag nur noch sparlich zu
beobachten.

In vielen Interstitien des 50. Postnataltages befinden sich in den Leydig-Zellen
Phagolysosomen. In der unmittelbaren Umgebung dieser Zellen befinden sich
regelmanig Makrophagen (Abb. 22).

Die Leydig-Zellen weisen untereinander vorzugsweise strickleiterférmige
Membranbestandteile auf. Die Raume zwischen den Membranen enthalten einen
helleren Inhalt als das Cytoplasma der angrenzenden Zellen (Abb. 22a, Abb. 23).
Gelegentlich sieht man solche Areale in ahnlicher Form zwischen Leydig-Zellen und
Makrophagen sowie Fibrozyten (Abb. 24). Manchmal folgt auf eine solche
Strickleiterformation ein Abschnitt mit mehreren parallel aufeinander gestapelten
Membranabschnitten.

In Einzelfallen stehen benachbarte Leydig-Zellen auch Uber ganz feine und dunne
Bricken miteinander in Verbindung (Abb. 25).

Auch  zwischen Leydig-Zellen und  Blutkapillaren = werden  zahlreiche
Membranverbindungen beobachtet (Abb. 26).
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Abb. 22: 50. Postnataltag — Beziehung zwischen Leydig-Zelle und Makrophage

a) Eine zugrunde gehende Leydig-Zelle (LC) mit zahlreichen Phagolysosomen (P) zeigt sich in
der unmittelbaren Nachbarschaft zu einem Makrophagen (M). Membranvernetzungen (Pfeil)
zwischen zwei Leydig-Zellen (LC). Vergréf3erung 3000:1

b) Vergrofterung aus Abb. 22a. Coated pits (Pfeile) schniiren sich in das Makrophageninnere (M)
ab. Vergrofierung 20000:1
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Abb. 23: 50. Postnataltag — Strickleiterférmige Membranbestandteile zwischen Leydig-Zellen

Membranschlauche zwischen Leydig-Zellen (LC) bilden eine strickleiterahnliche Form (Pfeil). Die
Zwischenraume sind mit hellerem Inhalt geflllt, als das Zytoplasma der angrenzenden Zellen.
VergréRerung 20000:1
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Abb. 24: 50. Postnataltag — Strickleiterférmige Membranbestandteile zwischen Leydig-Zelle und
Makrophage sowie Fibrozyt

Ubersicht eines Interstitiums, zwischen zwei Tubuli seminiferi (Ts). Zwischen der Leydig-Zelle (LC)
und dem peritubularen Fibrozyten (Fib), sowie dem Makrophagen (M) zeigen sich strickleiterahnlich
strukturierte Membranschlauche (Pfeile). Kollagenfasern (col). VergréRerung 10000:1
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Abb. 25: 50. Postnataltag — Feine interzellulére Briicken zwischen Leydig-Zellen

Benachbarte Leydig-Zellen (LC) bilden untereinander feine Bricken (Pfeile) aus. Vergréferung
20000:1
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Abb. 26: 50. Postnataltag — Leydig-Zelle und Blutgefal3
Dargestellt ist eine Leydig-Zelle (LC) in unmittelbarer Nachbarschaft zu einen Blutgefall (bv).

Zwischen der Leydig-Zelle und dem Blutgefal® zeigen sich Membranvernetzungen (Pfeile).
Endothelzelle (EC). VergréRerung 20000:1
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3.5 Zellkontakte am 100. Postnataltag

Der 100. Postnataltag zeichnet sich durch einen Makrophagenreichtum aus. Nahezu
in jedem Interstitium der untersuchten Proben zeigt sich mindestens ein Makrophag
in enger topographischer Beziehung zu Leydig-Zellen. Dabei ist zu beobachten, dass
von den Leydig-Zellen Einstllpungen sowie coated pits in Richtung der
Makrophagen ausgehen (Abb. 27). Aullerdem befinden sich zwischen Makrophagen
und Leydig-Zellen langstreckige Areale, die reichlich mit Vesikeln gefullt sind. Der
Inhalt der Vesikel gleicht dabei morphologisch dem des Makrophagencytoplasmas
(Abb. 28).

Vesikelreiche Bereiche zwischen den intertubularen Zellen sind in dieser
Altersklasse haufig anzutreffen. Solche finden sich nicht nur zwischen Makrophagen
und Leydig-Zellen, sondern ebenso zwischen Leydig-Zellen und Fibrozyten (Abb.
29), sowie zwischen Leydig-Zellen untereinander. Dabei ist regelmaRig zu
beobachten, dass der Vesikelinhalt in den umschriebenen Arealen haufig heller ist
als das Cytoplasma der angrenzenden Zellen.

Gelegentlich zeigt sich zwischen zwei benachbarten Leydig-Zellen eine gap junction
(Abb. 30).

Die enge Beziehung zu Blutgefallen kommt auch am 100. Postnataltag Uber die
unmittelbare Nachbarschaft der Leydig-Zellen zu diesen Gefal3en zur Darstellung. An
die nicht luminale Seite der Endothelzellen grenzen oftmals unmittelbar die Leydig-
Zellen, ohne das eine besondere Kontaktform hervorgeht. Jedoch findet sich in
einem Fall eine hufeisenférmige Struktur zwischen einer Leydig-Zelle und einer
Endothelzelle (Abb. 31).
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Abb. 27: 100. Postnataltag — Interaktion zwischen Leydig-Zelle und Makrophag

Die Leydig-Zelle (LC) weist Digitationen und coated pits (Pfeile) auf, die sich in den Makrophagen (M)
einstilpen. VergréRerung 17000:1
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Abb. 28: 100. Postnataltag — Austauschareal zwischen Leydig-Zelle und Makrophage

Langstreckiger Interzellularraum mit vielen Vesikeln (Pfeile) zwischen der Leydig-Zelle (LC) und dem
Makrophagen (M). Der Vesikelinhalt gleicht morphologisch dem Makrophagencytoplasma.
VergréRerung 20000:1
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Abb. 29: 100. Postnataltag — Interzellularraum zwischen Leydig-Zelle und Fibrozyt

Ein vesikelhaltiger Interzellularspalt (Pfeil) zwischen einem Fibrozytenauslaufer (Fib) und einer Leydig-
Zelle (LC). Tubulus seminiferous (Ts). VergroRerung 20000:1
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Abb. 30: 100. Postnataltag — Gap junction zwischen Leydig-Zellen

Leydig-Zellen (LC), gap junction (Pfeil). Vergréfierung 20000:1
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Abb. 31: 100. Postnataltag — Hufeisenférmige Struktur zwischen Endothel- und Leydig-Zelle

Leydig-Zellen (LC) in unmittelbarer Nachbarschaft zu Endothelzellen (EC). Eine hufeisenférmige

Struktur (Pfeil) ist zwischen der Leydig-Zelle und der Endothelzelle zu beobachten.
Endothelschlussleisten (Pfeilspitze). Vergroerung 17000:1
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4. Diskussion

4.1 Entstehung und Entwicklung der Leydig-Zellen in der Maus

Die Embryonalentwicklung der indifferenten Gonadenanlage in der Maus beginnt
etwa ab dem 10,5. Postkoitaltag (dpc- days post coitum) (Karl und Capel, 1998).
Ovarien und Hoden kdnnen zwischen dem 10,5. und 11,5 dpc morphologisch nicht
unterschieden werden. Erst nach der Expression des dominanten Sry-Gens (sex-
determining region of the Y chromosome) auf dem Y-Chromosom entwickeln sich die
Hoden aus den paarigen Gonadenanlagen (Gubbay et al. 1990; Hacker et al. 1995).
Die Deletion des Sry-Gens flhrt bei mannlichen Mausen zur Ausbildung von Ovarien
(Lovell-Badge und Robertson, 1990; Gubbay et al. 1992), wohingegen Sry transgene
XX-Embryos Hoden entwickeln. Die Sry-Genexpression findet zwischen dem 10,5
und 12,5. dpc statt. 36 Stunden nach der Genexpression kommt es zu einem rapiden
Zell- und Grolkenwachstum in XY Gonaden, sowie zu strangartigen Strukturen aus
Keimzellen und Vorlaufer der Sertoli-Zellen (Brennan et al. 1998).

Im embryonalen Hoden der Saugetiere lassen sich zwei Kompartimente,
Hodenstrange und dazwischen gelegenes Interstitium unterscheiden. Die unreifen
Hodenstrange weisen noch keine Lumina auf. Diese sind erst postnatal beim Eintritt
in die Geschlechtsreife enthalten und werden als Tubuli seminiferi bezeichnet. Das
Interstitium zwischen den Hodenstrangen bildet den Entstehungsort fur die Leydig-
Zellen (Langman, 1989).

Im Hoden kommen Keimzellen und somatische Zellen vor. Zu den somatischen
Zellen zahlen peritubulare Myoidzellen, endotheliale Zellen, Leydig-Zellen sowie
Sertoli-Zellen. Die Sertoli-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der
Geschlechtsbestimmung. Sie exprimieren Sry, also das mannliche Geschlecht
bestimmende Gen und beeinflussen somit die Geschlechtsentwicklung (Lovell-
Badge, 1993; Koopman, 1995; Swain et al. 1998). Aktuelle Erkenntnisse deuten
zunehmend aber darauf hin, dass neben den Sertoli-Zellen auch interstitielle Zellen
eine essentielle Rolle bei der Hodenentwicklung spielen. So liefern neuere
Untersuchungen Hinweise, dass vaskular-interstitielle Zell-Interaktionen indirekt die
Hodenstrangbildung beeinflussen (Cool et al. 2011).

Schon kurz nach testikularen Geschlechtsbestimmung differenzieren sich die Leydig-
Zellen aus ihren Vorlaufern und erlangen die Fahigkeit fur die Androgenbiosynthese
(Byskov, 1986; Kerr und Knell, 1988).
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Nach neusten Erkenntnissen entwickeln sich die Leydig-Zellen neben steroidogenic
factor 1 (SF1) positiven Vorlauferzellen sowohl aus Coelomepithel als auch aus
eingewanderten gonadalen Mesonephros-Zellen (Barsoum und Yao, 2010; DeFalco
et al. 2011).

Aus den SF1-positven Vorlauferzellen entwickeln sich unter dem Einfluss von
Sry/sry-box containing gene 9 (Sox9) und anderen Transkriptionsfaktoren Sertoli-
Zellen. Die ubrigen Vorlauferzellen werden mit Hilfe des Desert hedgehog (Dhh) und
dem platelet-derived growth factor A (Pdgfa) - 2 Signalmolektlen der Sertoli-Zelle -
zu Leydig-Zellen. Dabei wird die Reifung der Leydig-Zellen durch die Inhibierung des
Hedghog-Pathways durch Notch und Podocyte-expressed 1 (POD1) ausbalanciert
(Abb. 32).

Pragenitor cell Fetal Leydig cell Terminal fetal Nonsteroidogenic
Leydig cell cells

— e —

?

———————-———————b

Adult Leydig
Progenitor cell stem cell?

Abb. 32 Modell fiir die Aufrechterhaltung und Differenzierung von Leydig-Zellen in der Maus
(entnommen aus Barsoum und Yao, 2010)

4.2 Zellkontakte der Leydig-Zellen

Wie bereits im Kapitel ,Einleitung” ausgefuhrt, spielt die interzellulare Kommunikation
eine essentielle Rolle fur die Funktionen der Leydig-Zellen. Eine Mdglichkeit dieser
Kommunikation sind die Zellkontakte, die die Leydig-Zellen mit den benachbarten
Zellen bilden. Folgende Zellkontaktformen liellen sich in der vorliegenden Arbeit
beobachten:

- gap junctions
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coated pits

Membranverdichtungen

Mikroplatypodien

strickleiterartige Membranverbindungen

feine Bricken

Eine interzellulare Kommunikation Uber gap junctions spielt eine wichtige Rolle in der
Entwicklung sowie Funktion endokriner Organe (Levin, 2001; Serre-Beinier et al.
2002). Gap junctions erlauben eine direkte Kommunikation benachbarter Zellen Gber
Zellkanale. Sie bestehen in Saugetieren aus 12 Connexin-Protein Untereinheiten,
wobei jede benachbarte Zellmembran an der Kontaktstelle einen Halbkanal
(Connexon) bestehend aus sechs Connexin-Proteinen beisteuert (Abb. 33).
Metabolite und lonen, die kleiner als 1000 Dalton Molekularmasse aufweisen,
konnen die Zellkandle der gap junctions passieren (Sohl und Willecke, 2003).
Connexin 43 (Cx43) ist das haufigste gap junction Protein im Mausehoden, sowie
bislang das einzige, das in Leydig-Zellen nachgewiesen wurde (Perez-Armendariz et
al. 1994; Bravo-Moreno et al. 2001). In Abwesenheit von Cx43 verlieren mutierte
Mausehoden postnatal ihre Spermatogonien, sodass die Tubuli seminiferi lediglich
aus Sertoli-Zellen bestehen. Daher scheint eine interzellulare Kommunikation Gber
Cx43 Kanale fur die Expansion der Keimzellreihe erforderlich zu sein (Roscoe et al.
2001).

Dagegen wird die Steroidproduktion der Leydig-Zellen durch die Abwesenheit von
Cx43 in mutierten Mausehoden nicht beeintrachtigt. Dies lasst zwei Interpretationen
zu: Die Kommunikation Uber gap junctions ist nicht fur die Steroidbiosynthese
erforderlich, oder Leydig-Zellen exprimieren kompensatorisch einen oder mehrere
weitere Connexine neben Cx43. Da trotz fehlendem Connexin 43 der Nachweis einer
interzellularen Kopplung der Leydig-Zellen untereinander mit Hilfe von Luciferingelb-
Transfer-Experimenten gelang, scheinen die Leydig-Zellen zusatzlich zu Cx43
zumindest ein weiteres gap junction Protein zu exprimieren (Kahiri et al. 2006).
Jedoch wurden in dieser Studie die mutierten Mausehoden nicht
elektronenmikroskopisch auf gap junctions untersucht.

Gap junctions zeigten sich in der vorliegenden Arbeit ab dem 30. Postnataltag
zwischen Leydig-Zellen untereinander, sowie zwischen Leydig-Zellen und Fibrozyten

und zeigen, dass diese Zelltypen zumindest die Moglichkeit zu einer direkten Zell zu
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Zellkommunikation durch den Austausch von Molekllen <1000 Dalton besitzen.

gap junction

connexin

Abb. 33 schematische Darstellung von gap junctions (entnommen aus Echevarria und Nathanson,
2003)

Endo- und Exozytoseprozesse sind membranverlagernde Transportmechanismen.
Durch die Stllpung der Zellmembran um Stoffe, die transportiert werden sollen
entstehen Vesikel, die entweder in das Zellinnere (Endozytose) oder aus der Zelle
heraus (Exozytose) befordert werden. Eine besondere Form der Endozytose stellen
coated pits dar. Dabei ist die cytoplasmatische Seite der Zellmembran, die die
coated pits und im weiteren Abschnurungsprozess die coated vesicles auskleiden,
mit Clathrin-Molekilkomplexen versehen. Gesteuert wird die Aufnahme der Stoffe
Uber Rezeptoren, die sich auf der Zelloberflache befinden (Brodsky, 1988).

Coated pits scheinen flr die Leydig-Zellen eine wichtige Rolle als Transport-
mechanismus zu spielen. So beziehen Leydig-Zellen Cholesterol, die Hauptquelle
der Steroidbiosynthese, u.a. Uber coated pits (Freeman und Rommerts, 1996). Das
regelmaflige Vorkommen von coated pits an Leydig-Zellen in der vorliegenden Arbeit
stltz die These, dass es sich um einen Zellkontakt handelt, der mdglicherweise die

Steroidbiosynthese neben anderen Faktoren (StAR-Protein) beeinflusst.

Jede einzelne Zelle ist ein eigenstandiges biologisches System. Dabei wird sie von
einer Zellmembran von der Umgebung getrennt. Zugleich bestimmt eine
Zellmembran das Ausmald der Kommunikation zwischen Extra- und Intrazellularraum

und schafft somit eine Grundlage der strukturellen und funktionellen Kopplung der
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Zellen im Organverband. Beispielsweise ermdglichen gap junctions der Zellmembran
der Herzmuskelzellen eine zeitgleiche Kontraktion der Kardiomyozyten.

Die hier beschriebenen Membranverdichtungen zwischen zwei Leydig-Zellen am 1.
Postnataltag koénnten ein  mogliches morphologisches Korrelat flir eine
membranvermittelte Kommunikation darstellen. Desweiteren scheinen die Leydig-
Zellen Uber die am 1. Postnataltag beobachteten filiformen Membranduplikaturen, die
miteinander verzahnen, zu kommunizieren. Aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit flachen
FURen haben wir diese Strukturen hier als ,Mikroplatypodien® bezeichnet. Die
Mikroplatypodien vergrof3ern durch ihre Form die Zellmembran um ein vielfaches und
damit moglicherweise die Kommunikationsplattform der Zellen. Eine Oberflachen-
vergrof3erung bieten mutmallich auch die strickleiterartigen Membranverbindungen
zwischen Leydig-Zellen untereinander, sowie zwischen Leydig-Zellen und Fibrozyten
ab dem 30. Postnataltag. Aufgrund des rein morphologischen Charakters der
vorliegenden Arbeit, kann keine Aussage uber funktionelle Mechanismen dieser

Membranverbindungen gemacht werden.

Tran et al. beschrieb erstmals 2006 das Vorkommen von Interzellularbricken mit
kontinuierlichem Zytoplasma zwischen zwei benachbarten Fetaltyp-Leydig-Zellen am
1. und 5. Postnataltag, die mogliche Transportwege fur Nahrstoffe, Transmitter und
Zellorganellen darstellen kdnnten. Dieser interessante Befund lies sich aus dem
Bildmaterial der vorliegen Arbeit in der Maus nicht erheben. Jedoch zeigten sich
vereinzelt am 50. Postnataltag feine Briicken, Uber die vermutlich benachbarte
Leydig-Zellen eine Verbindung zueinander aufbauen. Dabei sind diese so zart, dass
anders als bei den Beobachtungen von Tran et al. (2006) kein Platz fur
Zellorganellen bleibt. Denkbar ist hier ein Austausch von Transmittern sowie im

Cytoplasma gelosten Substanzen.

4.3 Leydig-Zellen und Makrophagen

Makrophagen entwickeln sich aus der myeloiden Stammzellreihe und kommen
hauptsachlich im Bindegewebe zahlreicher Organe vor. Sie besitzen eine besonders
ausgepragte Fahigkeit zur Phagozytose. Zusammen mit den Lymphozyten sind sie in
der Lage, maligne oder viral infizierte Zellen zu zerstoren. Zusatzlich besitzen sie die

Fahigkeit mit Zellen aufderhalb des Immunsystems zu kommunizieren. So bilden
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Makrophagen und Leydig-Zellen wichtige strukturelle und funktionelle Interaktionen,
die vielfach untersucht und beschrieben wurden. Makrophagen machen einen
wesentlichen Anteil des interstitiellen Gewebes des Hodens in der Maus aus (Hume
et al. 1984). Fast ein Viertel des interstitiellen Hodengewebes der Ratte wird aus
Makrophagen gebildet (Niemi et al. 1986). Einige biochemische und morphologische
Untersuchungen weisen eindeutig daraufhin, dass fur die Differenzierung der Leydig-
Zellen die Anwesenheit der Makrophagen notwendig ist, da durch selektive
Entfernung der Makrophagen und Abtétung der adulten Leydig-Zellen mit EDS keine
Repopulation mit Leydig-Zellen im Hoden der Ratte stattfindet (Gaytan et al. 19944,
b).

Neben der immunreaktiven Wirkung der Makrophagen bilden sie 25-
hydroxycholesterol (25-HC). Dieses Molekul wird von benachbarten Leydig-Zellen als
Substrat zur Synthese von Testosteron verwendet und beeinflusst zumindest in vitro
die Differenzierung der Leydig-Zellen und unterstreicht die Feststellungen von
Gaytan et al. (1994a, b,) und Chen et al. (2002). Testosteron wiederum hemmt als
Ausdruck eines parakrinen Regelkreises die makrophagozytare 25-HC-Produktion
(Lukyanenko et al. 2002) und zeigt zumindest eine funktionelle Interaktion zwischen
diesen beiden Zelltypen.

In der Vergangenheit wurden in zahlreichen Arbeiten die strukturellen Beziehungen
zwischen Makrophagen und Leydig-Zellen untersucht. Hauptsachlich wurden coated
pits und Digitationen beschrieben (Miller et al. 1983; Hutson, 1992; Hutson, 2006). In
einer aktuelleren Arbeit wurde erstmals eine weitere Kontaktform beschrieben (Tran
et al. 2006). Aus Leydig-Zellen stulpen sich fingerartige Strukturen aus, die bis in die
Makrophagen rein reichen. Mdglicherweise ist dies ein weiterer Hinweis fur eine
parakrine Kommunikation, welche bereits in unterschiedlichen Arbeiten untersucht
wurde (Skinner, 1991; Saez, 1994; Gaytan et al. 1994 a, b, c).

In der vorliegenden Arbeit wurden die morphologischen Aspekte systematisch - im
Gegensatz zu den meisten anderen Arbeiten Uber Ratten - an Mausehoden
untersucht. Der bereits nachgewiesene funktionelle Zusammenhang dieser beiden
Zelltypen lasst sich in der vorliegenden Untersuchung durch die enge Nachbarschaft
zwischen Leydig-Zellen und Makrophagen durch alle Alterstufen hinweg
morphologisch nachvollziehen. Auch im Hoden der Maus sind viele coated pits und
coated vesicles sowie Digitationen ab dem 10. Postnataltag zwischen Leydig-Zellen

und Makrophagen zu beobachten. Eine fingerférmige Kontaktstruktur wie sie von
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Tran et. al (2006) beschrieben wurde, konnte in dem vorliegendem Bildmaterial nicht

nachgewiesen werden.

4.4 Leydig-Zellen und Blutgefale

Endothelzellen kleiden die luminale Seite von BlutgefaRen aus und sind durch
Haftkomplexe an einer Basallamina verankert. Sie wirken an der Blut-Organschranke
mit und erfullen somit eine ihrer wichtigsten Funktionen als Barriere.

Daneben spielen sie schon frih wahrend der Organgenese eine entscheidende
Rolle. So beeinflussen Endothelzellen die Hodenstrang-Morphogenese wahrend der
Embryonalentwicklung der Maus (Cool et al. 2008; Combes et al. 2009). Neuere
Arbeiten liefern Hinweise, dass der hodenstrangformende Einfluss der
eingewanderten Endothelzellen wiederum durch vaskular-interstitielle Interaktionen
vermittelt zu sein scheint (Cool et al. 2011).

Leydig-Zellen synthetisieren die flr die Spermatogenese und Auspragung der
mannlichen  Geschlechtsmerkmale  wichtigen  Steroidhormone. Die  3pB-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3p3-HSD) ist ein wichtiges Schllisselenzym in der
Steroidhormonbiosynthese. Histochemische Untersuchungen lieferten nicht nur den
Nachweis 3p-HSD in Leydig-Zellen, sondern auch in Endothelzellen von
interstitiellen Blutkapillaren, die sich in unmittelbaren Nachbarschaft von 33-HSD-
positiven Leydig-Zellen befanden (Haider und Servos, 1998). Die Autoren vermuten
eine parakrine Beziehung zwischen den beiden eng benachbarten 33-HSD-positiven
Zelltypen, die unter dem Einfluss von systemischem LH an der Regulation der
Steroidogenese beteiligt sein konnten.

Zudem scheinen die Endothelzellen die LH Wirkung auf die Leydig-Zellen auch tuber
ihre wichtige Barrierefunktion zu steuern. Die LH Konzentration, die die interstitielle
Fllssigkeit erreicht, betragt nur einen Zehntel der systemischen LH Konzentration.
Dies konnte einerseits auf sehr LH-sensible Leydig-Zellen hindeuten. Andererseits
konnte dieser Befund aber auch den modulierenden Einfluss der Endothelzellen auf
die Leydig-Zellen widerspiegeln (Setchell et al. 2002). Bereits einige Jahre zuvor
konnte in verschiedenen Arbeiten die Existenz von endothelialen LH/hCG
Rezeptoren und deren Mitwirken in der Transzytose von LH ins Interstitium
nachgewiesen werden (Ghinea et al. 1994; Misrahi et al. 1996).

Neben den oben beschriebenen endokrinen und parakrinen Wechselwirkungen im

Hoden, ist auch die VEGF-vermittelte testikulare Mikrozirkulation eine entscheidende
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Determinante fur die Regulation der Gametogenese in den Tubuli seminiferi sowie
der Steroidogenese in den Leydig-Zellen des Interstitiums. VEGF ist ein potenter
mitogener Wachstumsfaktor fur Endothelzellen und kann durch Leydig-Zellen
produziert werden (Setchell, 1994; Ergun et al. 1997 und 1999; Anand et al. 2003;
Rudolfsson et al. 2004).

Samtliche Formen der gegenseitigen Wechselwirkungen zwischen Leydig-Zellen und
Endothelzellen bedurfen einer morphologischen Beziehung zueinander. Eine
parakrine Interaktion setzt eine enge Nachbarschaft von Zellen voraus. Diese wurde
regelmalig in allen untersuchten Altersklassen zwischen Leydig-Zellen und
Endothelzellen beobachtet, ohne dass eine spezielle Zellkontaktform, z.B. gap
junction nachgewiesen werden konnte. Diese Beobachtung deckt sich mit dem von
Tran et al. (2006) beschriebenen Befunden zwischen Leydig-Zellen und Blutgefalien
in der Ratte. Gelegentlich zeigte sich ein coated pit zwischen den beiden Zelltypen,

maoglicherweise als Ausdruck einer parakrinen Interaktion.

4.5 Weitere Beobachtungen in den Interstitien

Am haufigsten basieren Leydig-Zellbeschreibungen in der Literatur auf
Untersuchungen an Ratten. Im Rattenhoden werden zwei Leydig-Zellpopulationen,
Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLC) und Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC) unterschieden. Diese
unterscheiden sich in Ultrastruktur, Lebenszeit, Androgensynthesekapazitat und
Regulationsmechanismen (Haider, 2004). Das endgultige Schicksaal der Fetaltyp-
Leydig-Zellen nach dem 25. Postnataltag wird in der Literatur kontrovers diskutiert,
da sie danach lichtmikroskopisch nicht mehr zu sehen sind. Unklar ist ob sie eine
Involution durchmachen, apoptisch werden oder gar weiter existieren. Eine
interessante Beobachtung ist, dass in FLC’s sowohl Caspase-3 und Prokollagen als
auch Kollagenfasern zu finden sind, welche eine Hyalinisation der Zellen infolge
einer Apoptose zeigen (Haider et al. 2007). Analog dazu konnte in der vorliegenden
Arbeit im Mausehoden eine kollagenhaltige Basallamina um die Leydig-Zell-Cluster
am 10. Postnataltag beobachtet werden. Diese Begrenzungsform ist in den alteren
Stadien nicht mehr zu finden. Hier stellt sich die Frage, ob die mutmalRlichen
Fetaltyp-Leydig-Zellen der Maus ein ahnliches Ende mittels einer Hyalinisation schon

bereits am 10. Postnataltag erfahren.
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Am 30. Postnataltag fallt eine deutliche Wende in den Interstitien im Maushoden auf.
Die intertitiellen Zellen sind viel lockerer angeordnet, die Extrazellularraume
vergroRern sich. Oftmals zeigen sich zahlreiche, kleine fingerartige
Membranausstulpungen an der Oberflache der Leydig-Zellen. Diese ragen in den
Interzellularraum hinein und berihren die Membranen von Nachbarzellen. In vielen
Fallen schnuren sich von diesen Ausstulpungen Vesikel ab. Manchmal bilden sie
auch untereinander eine gap junction aus. Solche fingerférmigen Ausstllpungen an
der Oberflache von Leydig-Zellen werden in der Literatur als Filapodien (Ohata,1979)
und als Mikrovilli (Schulze, 1984) beschrieben. Eine solche Ausbildung von
Filapodien/ Mikrovilli an der Zelloberflache der Leydig-Zelle vergroflert diese um ein
vielfaches. Daraus lasst sich eine hohe Aktivitatsphase der Leydig-Zellen am 30.
Postnataltag vermuten. Die zahlreichen Abschnirungen aus den Filapodien/ Mikrivilli
in den Interzellularraum stellen einen mdglichen Transportweg fur cytoplasmatische
Substanzen dar und konnten moglicherweise die parakrine Wirkung der Leydig-
Zellen widerspiegeln. Warum die Leydig-Zellen diese Form ausgerechnet am 30.
Postnataltag annehmen um dann in den alteren Stadien wieder zu verschwinden,
bleibt ungeklart. Mdglicherweise ist diese Erscheinungsform der Leydig-Zellen, die
eine hohe Aktivitat dieser Zellen vermuten lasst, das morphologische Korrelat fur den
Start der Geschlechtsreife der mannlichen Balb/c Mause.

4.6 AbschlieBende Bemerkungen und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschreibt die rein morphologischen Beobachtungen aus den
Interstitien von Mausehoden mit besonderem Augenmerk auf Zellkontaktformen der
Leydig-Zellen mit benachbarten Zellen. Uber funktionelle Eigenschaften und
Mechanismen kbénnen keine Aussagen getroffen werden. Hier konnten
molekularbiologische und immunhistochemische Methoden nultzliche Daten liefern.
Besonders interessant ware die systematische Untersuchung der Fetaltyp-Leydig-
Zellen und Adulttyp-Leydig-Zellen im Mausehoden. Denn es gibt bisher keine Daten,
die das zeitliche Auftreten und Verschwinden der beiden Leydig-Zellpopulationen im
Mausehoden beschreiben, wohingegen diesbezlglich zahlreiche Arbeiten Uber

Rattenhoden existieren.
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5. Zusammenfassung

Name der Doktorandin: Sevil Ozliigedik
Titel: Zur Ultrastruktur der Zellkontakte der Leydig-Zellen im Maushoden: Eine
systematische Untersuchung von der Geburt bis zum 100. Postnataltag

Eine rege interzellulare Kommunikation ist fur die Funktion der Leydig-Zellen im
Hoden von essentieller Bedeutung. Eine Form dieser Kommunikation sind die
Zellkontakte zwischen den Leydig-Zellen bzw. zwischen Leydig-Zellen und
benachbarten interstitiellen Zellen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die
Ultrastruktur der Zellkontakte der Leydig-Zellen im Maushoden mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie vom 1. bis zum 100. Postnataltag zu beschreiben.

Material und Methodik: Je zehn Mausehoden des 1., 10., 30., 50. und 100.
Postnataltags wurden flr die Elektronenmikroskopie prapariert. Die Befunde Uber die
Ultrastruktur der Zellkontakte der Leydig-Zellen wurden erhoben, fotodokumentiert
und ausgewertet.

Befunde: Die systematische Untersuchung der Zellkontakte im Mausehoden zeigt
ein sehr dicht strukturiertes Interstitium am 1. Postnataltag ohne erkennbaren
Interzellularraum. Dabei dominieren Membran an Membran verlaufende Zellgrenzen,
die zum Teil flache Ausstulpungen ausbilden und miteinander verzahnt sind
(Mikroplatypodien). Auferdem fallen Membranverdichtungen an der Grenze
zwischen zwei Leydig-Zellen auf. Am 10. Postnataltag beobachtet man um Cluster
regelmalig eine kollagenreiche Basallamina. Coated pits sind in allen der hier
untersuchten Altersstufen zu sehen. Am 30. Postnataltag erscheinen die Interstitien
aufgelockert. Breite Interzellularraume dominieren. An den Oberflachen der Leydig-
Zellen zeigen sich zahlreiche kleine, dinne zum Teil verzweigte Auslaufer, die sich
mit denen von Nachbarzellen berthren und in einigen Fallen Uber gap junctions in
Kontakt stehen. Gap junctions lassen sich auch zwischen Leydig-Zellen und
Fibrozyten beobachten. Am 50. Postnataltag zeigen sich gehauft Phagolysosomen in
den Leydig-Zellen. Zwischen Leydig-Zellen untereinander und Leydig-Zellen und
Makrophagen sowie Fibrozyten kommen oftmals strickleiterartig
Membranverbindungen zur Darstellung. Vereinzelt finden sich sehr feine Briicken
zwischen Leydig-Zellen. Der 100. Postnataltag zeichnet sich durch einen
Makrophagenreichtum aus, wobei coated pits als haufigste Zellkontaktform zwischen
Makrophagen und Leydig-Zellen in Erscheinung treten.

Im Unterschied zu Rattenhoden kdnnen im Mausehoden keine Interzellularbricken
mit kontinuierlichem Cytoplasma nachgewiesen werden. Desweiteren zeigen sich im
Gegensatz zum Rattenhoden im Mausehoden nur sparlich gap junctions. Sowohl
Mause- als auch Rattenhoden weisen zahlreiche coated pits und Vesikel im
Interzellularspalt auf.

Schlussfolgerung: Folgende Zellkontakte bzw. Strukturen fur eine interzellulare
Kommunikation der Leydig-Zellen im Maushoden konnten festgestellt werden: gap
junctions, coated pits, Membranverdichtungen, Mikroplatypodien, strickleiterartige
Membranverbindungen und feine Bricken.
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