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Zusammenfassung
Titel

Immunhistochemische Untersuchungen iiber den Hepatocyte Growth Factor (HGF) im
Rattenhoden unter besonderer Beriicksichtigung der Entwicklung der Leydig-Zellen

Ziel: Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mittels histologischen und immunhistochemischen
Untersuchungen das morphologische Korrelat des HGF im Testis der Wistarratte zu
beschreiben. Die Arbeit soll ebenfalls Schwankungen in der Expression von HGF im
Hodengewebe zwischen den fetalen, postnatalen, pubertdren und adulten Phasen der
Entwicklung sowie eine mdgliche zeitliche Korrelation zwischen den Entwicklungen der
fetalen bzw. der adulten Leydig-Zelle und der Expression von HGF untersuchen.

Material und Methoden: Ca. 35 mannliche und 6 weibliche (trachtige) Wistarratten aus den
folgenden ausgewahlten Altersstufen: 17. Fetaltag (fd), 18. fd, 1. Postnataltag (pnd), 5. pnd,
10. pnd, 15. pnd, 25. pnd, 35. pnd sowie adulte Tiere (100. pnd) wurden verwendet. Nach
der Hodenentnahme wurden ca. 5 ym dunne Paraffinschnitte angefertigt und nach einem
bestimmten Schema den Farbemethoden HE, PJS sowie der immunhistochemischen
Reaktion mittels Antikérper (HGFa145) unterzogen.

Befunde: Die Befunde zeigten einen sowohl quantitativen als auch qualitativen Peak der
HGF-Immunreaktion im Zytoplasma der fetalen Leydig-Zellen (18. fd) und wiesen einen
positiven immunhistochemischen Befund der Tubuli seminiferi auf. Dabei zeigte sich in den
Tubuli seminiferi eine distinkte kappenformige Immunreaktion im Zytoplasma der T1-
Prospermatogonien sowie mit zunehmendem Alter auch in Spermatogonien und
Spermatozyten. Die Spermatogenesestadien VIl und VIII der adulten Ratte wiesen dabei die
starkste Immunreaktion im Zytoplasma der pachytdnen Spermatozyten und runden
Spermatiden auf. Eine Immunreaktion in den fetalen Leydig-Zellen (FLZ) war nachweisbar
bis zum 25. pnd. Die adulten Leydig-Zellen (ALZ) - am 10. pnd stets ohne eine
Immunreaktion - zeigten beginnend vom 15. pnd bis hin zum 100. pnd eine konstante
distinkte Immunreaktion im Zytoplasma unter Aussparung des Nukleus, mit einem
quantitativen Peak am 35. pnd. Weiter zeigte sich eine stets positive Immunreaktion der
Tunica Media der arteriellen Gefalde ab dem 5. pnd unter klarer Aussparung der Ubrigen
Gefalischichten.

Schlussfolgerungen:

1. Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal die Expression von HGF in Leydig-Zel-
len, angefangen von der fetalen bis zur adulten Entwicklungsstufe. Hier zeigt sich
eine klare distinkte Immunreaktion im Zytoplasma unter Aussparung des Nukleus.

2. Die vorliegende Dissertation beschreibt zum ersten Mal eine distinkte Immunreaktion,
kappenformig, perinuklear in den T1-Prospermatogonien. Héchstwahrscheinlich fin-
det diese Immunreaktion in den Mitochondrien statt.

3. Eine Immunreaktion fir HGF ist ab dem 18. fd in fetalen Leydig-Zellen nachweisbar.
Die Anzahl der HGF-positiven FLZ nimmt nach der Geburt rapide ab und ist bis zum
25. pnd nachweisbar.

4. Die Expression von HGF in Leydig-Zellen begleitet die Differenzierung der ALZ wah-
rend der puberalen Phase. Die Immunreaktion flir HGF in den ALZ ist ab dem
15. pnd nachweisbar. Die Anzahl der immunpositiven ALZ nimmt danach zu. Mit
einem leichten Abfall am 25. pnd erreicht die HGF-Expression am 35. pnd einen
Peak, wenn die ersten runden Spermatiden gebildet werden. Danach erfolgt eine
Abnahme. Ca. 10% der ALZ zeigen keine Immunreaktion fur HGF.

5. Die starkste Immunreaktion von HGF wird in den pachytédnen Spermatozyten und in
den runden Spermatiden wahrend der Spermatogenese-Stadien VII und VIl beo-
bachtet.
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1. Einleitung
1.1 Leydig-Zellen im Rattenhoden

Die Leydig-Zellen wurden zum ersten Mal im Jahre 1850 von Franz Leydig im Hoden
der Saugetiere beschrieben (Leydig, 1850). Die Leydig-Zellen befinden sich im
Zwischenraum (Interstitium) zwischen den Hodenkanalchen (Tubuli seminiferi) und
bilden das mannliche Geschlechtshormon Testosteron, das u.a. den Vorgang der

Spermatogenese im Hoden steuert (Nieschlag, 1997).

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der immunhistochemischen Verteilung des
Hepatocyte Growth Factor (HGF) im Rattenhoden unter besonderer Bertcksichti-

gung des Vorkommens von HGF in den Leydig-Zellen.

Es gibt im Rattenhoden zwei morphologisch und funktionell unterschiedliche Popula-
tionen von Leydig-Zellen: die vom fetalen Typ und solche vom adulten Typ (Haider
und Servos, 1998, Haider et al., 1986, Siril Ariyaratne et al., 2000, Hardy et al., 1989,
Kuopio et al.,, 1989, Lording und De Kretser, 1972, Majdic et al., 1998). Fetale
Leydig-Zellen (FLZ) sind sowohl immunhistochemisch (3B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase positiv) als auch ultrastrukturell frihestens ab dem 16. Fetaltag (fd)
nachweisbar (Ziegler et al., 1983, Majdic et al., 1998, Huhtaniemi und Pelliniemi,
1992, Haider et al., 1997, Haider, 2004). Adulte Leydig-Zellen (ALZ) treten zum
ersten Mal am 10. Postnataltag (pnd) im Rattenhoden auf (Siril Ariyaratne et al.,
2000) bzw. am 13. pnd (Haider et al., 1995). Die postnatale Differenzierung der
adulten Leydig-Zelle der Ratte wird nach Hardy et al. (1989) in 3 Stadien eingeteilt:
Stadium |, das Progentitor-Stadium, in dem die Leydig-Zellen vom 14. bis zum 18.
pnd von Mesenchym-ahnlichen Fibroblasten heraus entstehen und vorherrschend
das androgene Endprodukt Androsteron produzieren. Im Stadium Il, auch unreifes
Stadium genannt, produzieren die Leydig-Zellen um den 35. pnd kleine Mengen von
Testosteron, welches Uberwiegend zum androgenen Endprodukt 5a-Androstan-3a,
17B- diol, einem Metaboliten von Testosteron, metabolisiert wird. Im dritten und
reifen Stadium produzieren die Leydig-Zellen als androgenes Endprodukt aktiv
Testosteron und sind in ihrem sexuellen Reifegrad um den 90. pnd voll funktionsfahig
(Hardy et al., 1990, Shan et al., 1995, Shan und Hardy, 1992, Shan et al., 1997).
Dies ist auch gleichzeitig die wichtigste Funktion der Leydig-Zellen und dient der

Initiierung, Aufrechterhaltung und Regulation der Spermatogenese nach Stimulation
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mit dem luteinisierenden Hormon (LH) aus der Hypophyse (Haider, 2004). Ferner
stimuliert LH die spaten Stadien der ALZ-Entwicklung, namlich die Entwicklung der
unreifen in reife ALZ (Haider, 2004). LH alleine bewirkt keine Testosteronproduktion,
aber LH zusammen mit Androgen induziert in den ALZ-Vorlaufern eine
Testosteronproduktion (Hardy et al., 1990). AulRerdem werden Androgene fur die
Differenzierung der ALZ-Vorlaufer bendtigt (O'Shaughnessy et al., 2002). Die
Vorlaufer der ALZ, die Fibroblasten, befinden sich in der aulleren peritubularen
Schicht der Tubuli seminiferi bzw. perivaskular (Haider und Servos, 1998). Der
Ubergang von Leydig-Zell-Vorlaufern zu ALZ ist verbunden mit GroRen- und
Formanderungen: Die Vorlauferzellen (,precursors®) sind diinn und spindelférmig, die
Reifen grof3 und rund. Aul3erdem sind sie um den 30. pnd sowohl homogen um die
Tubuli seminiferi als auch perivaskular in der Nahe von interstitiellen Blutkapillaren
lokalisiert (Haider, 2004).

Ricci et al. veroffentlichten im Jahre 2006 erste endokrinologische Hinweise Uber das
Vorkommen von HGF in der Leydig-Zelle der Ratte (Ricci et al., 2006). Diese Publi-
kation warf mehrere Fragen auf: Beispielsweise wo liegt der HGF topografisch im
Rattenhoden, welche anderen Zellen exprimieren den HGF im Hoden, was ist die
funktionelle Bedeutung von HGF im Hodengewebe, wird der HGF im Hodengewebe
konstant gebildet oder bestehen Schwankungen in der Expression in Abhangigkeit
der Phasen der fetalen, postnatalen, pubertaren und adulten Entwicklung. Im
Folgenden werden zunachst allgemein die Aspekte des Vorkommens und der

Bedeutung von HGF beschrieben.



1.2 Vorkommen und Bedeutung vom Hepatocyte Growth Factor
(HGF)

HGF bzw. Hepatotropin, ein pleiotrophes Zytokin, wurde erstmals von Nakamura et
al. (1984) am Rattenhepatozyten nachgewiesen. Dieser fand sich im Serum von
70%ig hepatektomierten Ratten und stimulierte die DNA-Synthese sowie Proliferation
von adulten Hepatozyten. Das auch als Scatter Factor bekannte Protein, welches
auch die Motilitdt von renalen Tubuluszellen (MDCK) der Niere verstarkt und
erstmals als solches beschrieben wurde, (Stoker et al., 1987) ist mit HGF vollig iden-
tisch und als Synonym zu verwenden (Konishi et al., 1991, Furlong et al., 1991).
HGF ist ein dimeres Molekul mit einer Molmasse von 84 kDa und mit einer a-
Untereinheit von 69 kDa sowie B-Untereinheit von 34 kDa, die jeweils Uber eine
Disulfidbriicke miteinander chemisch gebunden sind (Nakamura et al., 1987). Die a-
Kette besteht aus 440 Aminosauren, die B-Kette aus 233 und wird als pre-pro-
prekursor synthetisiert. Ferner ist die AS-Sequenz von menschlichem HGF zu 90
Prozent identisch mit der der Ratte (Tashiro et al., 1990). Die B-Kette hat eine
serinproteaseahnliche Struktur und die a-Untereinheit hat eine vier Kringel Doméane
(Tashiro et al., 1990), wobei die a-Kette der heterodimeren Serinprotease Plasmino-
gen eine funf Kringel Domane besitzt und somit eine starke strukturelle Homologie zu
Plasminogen aufweist (Nakamura et al., 2011). Es ist ein hitzelabiles Protein, das
bei einer 30-mindtigen Erhitzung auf 56° C seine Aktivitat zusehens verliert, bzw.
nach 90 sekundigem sieden komplett verliert (Nakamura und Mizuno, 2010).
AuBerdem wird HGF als pro HGF mit 728 Aminosauren synthetisiert, wonach die
reife Form durch proteolytische Spaltung gebildet wird (Nakamura und Mizuno,
2010). Bottaro et al. (1991) fanden heraus, dass C-Met (Tyrosin-Kinase Receptor fur
HGF) mit 145 kDa der Rezeptor fur HGF ist und als p190 C-Met protoonkogen zur

Familie der Rezeptor-Tyrosinkinase gehort. Daruber hinaus erbrachten Higuchi et al.,

(1992) den Beweis, dass C-Met mit HGF mit einer hohen Affinitat (Kd £ 30 pm)

gebunden wird. Nach HGF-Bindung erfolgt die C-Met-Autophosphorylierung an zwei
Tyrosinresten (Y1234 und Y1235) inklusive der Aktivierung der Tyrosinkinase-
domane, die die Tyrosinkinaseaktivitat reguliert: Die Phosphorylierung an zwei
Tyrosin-Enden (Y1349 und Y1356) nahe des Carboxyendes bildet eine funktionelle
Anbindungsstelle flr eine Vielzahl von Signalkaskaden (Peruzzi und Bottaro, 2006),
(Abb.1, modifiziertes Ubersichtsschema nach Nakamura und Mizuno, 2010).
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Beispiele hierfir sind Pi3-Kinase, Proteinkinase C, Calcium Phospholipid,
Januskinase/ Signaltransducer, Aktivator der Transkription, usw. (Lail-Trecker et al.,
1998, Liu, 1999, Zachow und Woolery, 2002, Makondo et al.,, 2004). Die HGF-
Bindung induziert eine Phosphorylierung an einer am C-Terminus angehangten
Tyrosinkinase mit dem Ergebnis einer biologischen Aktivitat von sehr grolRer Breite.
Diese umfasst mitogene, motogene und morphologische Aktivitaten (Tashiro et al.,
1990, Matsumoto und Nakamura, 1992, Birchmeier und Gherardi, 1998) sowie durch
seine spezifische Bindung, Zellproliferation und Differenzierung (Birchmeier und
Gherardi, 1998, Abb.1, modifiziertes Ubersichtsschema nach Nakamura und Mizuno,
2010). Die Signalubertragungswege sind gekoppelt an die Regulation der
Zellzyklusprogression, Morphogenese und das Zelluberleben und abhangig von der
Kontrolle des HGF-C-Met-Signalwegs (Peruzzi und Bottaro, 2006).
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HGF wurde schon in verschiedenen Organen und Geweben nachgewiesen
(Bhargava et al., 1991, Di Renzo et al., 1991, Naldini et al., 1991, Lail-Trecker et al.,
1998). HGF ist einer der Wachstumsfaktoren, der die Regulierung und funktionelle
Aktivitat wahrend der Hodenentwicklung in den Myoid- und Sertolizellen beeinflusst
und reguliert so indirekt die Spermatogenese der Saugetiere (Catizone et al., 2001).
Aulderdem wird er als inaktive pro HGF-Form sezerniert und in der Extrazelluarmatrix
von verschiedenen Enzymen, beispielsweise dem Urokinase-Typ und Gewebe-Typs-
Plasminogenaktivator (Naldini et al., 1995, Naldini et al., 1992, Mars et al., 1993)
sowie durch Koagulationsfaktor Xll in die biologisch aktive Form umgewandelt
(Shimomura et al., 1995). Das HGFA Protein, eine Serinprotease, ist ebenfalls ein
Aktivator der HGF-Vorstufe und wandelt diese in die biologisch aktive Form um
(Miyazawa et al., 1993). HGFA wurde allerdings bis jetzt nur im Rattenovar
nachgewiesen (Uzumcu et al., 2006). Der Gegenspieler des HGFA ist das
zugehorige Inhibitorprotein HAI (Kunitz Typ Serinprotease), welches die Aktivierung
des HGFA blockiert (Shimomura et al., 1997), dessen Funktion allerdings nicht im
Hoden nachgewiesen wurde (Zachow und Uzumcu, 2007). Dass HGF und C- Met im
Rattenhoden exprimiert werden, wurde von Catizone et al. (1999) beschrieben. Sie
berichten zum ersten Mal, dass HGF im Tubulus seminiferus exprimiert wird und es
ist weiterhin bekannt, dass HGF und C-Met im Genitaltrakt mannlicher Saugetiere

vorkommt (Catizone et al., 2002).



1.3 Fragestellung

Die Ubersicht der Literatur ergab, dass eine systematische Beschreibung der

Verteilung von HGF in verschiedenen testikularen Zellen fehlt.
Daher geht die vorliegende Dissertation folgenden Fragen nach:

1) Wo und in welcher Intensitat erscheinen die immunhistochemischen Reaktio-
nen in testikuldren Zellen?

2) Gibt es Schwankungen in der Expression von HGF im Hodengewebe zwi-
schen den fetalen, postnatalen, pubertdren und adulten Phasen der Entwick-
lung?

3) Gibt es eine zeitliche Korrelation zwischen den Entwicklungen der fetalen bzw.

der adulten Leydig-Zelle und der Expression von HGF im Hodengewebe?

Aus diesem Grunde wurden die Untersuchungstermine so ausgewahlt, dass sie
die wichtigsten Etappen der Leydig-Zellentwicklung (17. fd, 18. fd, 1. pnd, 5. pnd,
10. pnd, 15. pnd, 25. pnd, 35. pnd, 100. pnd) erfassen.



2. Material und Methodik

2.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich sowohl um mannliche als auch trachtige
weibliche Wistarratten bzw. deren Feten. Diese wurden jeweils aus der zentralen
Tierversuchsanstalt (TVA) der Heinrich Heine Universitat bezogen (TVA-Projekt-Nr.
0/21/1988, Prof. Haider, Anatomie II; Zweck: Organentnahme). Dort erfolgte ihre

Aufzucht jeweils unter Standardbedingungen in einer pathogen freien Zone jeweils

bei Raumtemperatur. Aullerdem unterlagen sie einem zirkadianem Hell-Dunkel-Zyk-
lus von je zwdlf Stunden. Ad libitum standen Rattenfutter der Fa. Sniff® sowie Was-

ser zur Verfugung.

Es wurden bei den mannlichen Ratten jeweils funf Tiere pro Altersstufe untersucht,

wobei sich hier folgende Staffelung der Altersstufen ergab:

1. Postnataltag, 5. Postnataltag, 10. Postnataltag, 15. Postnataltag, 25. Postnataltag,
35. Postnataltag, sowie 100. Postnataltag (adulte Ratte). Zur Untersuchung der feta-
len (18. fd, 17.fd) Altersstufen wurden je drei schwangere weibliche Wistarratten
ausgewahlt, die jeweils eine unbekannte Anzahl an Feten, jedoch mit Sicherheit

Nachkommen im Alter vom 18. und 17. Fetaltag in sich trugen.

2.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Toétung der Tiere und Organentnahme wurde durch eine fachkundige Person des
Instituts fir Anatomie Il der Heinrich Heine Universitat Disseldorf vorgenommen. Der

Doktorand erhielt jeweils das Hodengewebe zur weiteren Aufarbeitung.

2.2.1 Narkose/ Totung

Die Tiere wurden schmerzfrei in eine CO,-Asphyxie versetzt und getotet.

2.2.2 Organentnahme

Die Versuchstiere wurden an allen vier Extremitaten mittels Kanulen aufgespannt
und somit sicher in Rlickenlage auf dem Praparationstisch fixiert, sodass jetzt die

bestmogliche Position zur Hodenpraparation bestand. Nach erfolgreicher Fellrasur
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des gesamten Abdomens erfolgte die Erdffnung der Bauchhohle mittels medianer
Laparotomie: Inzision der Haut und des subkutanen Fettgewebes vom Xyphoid bis
zur Symphyse in der Mittellinie. Durchtrennung der Muskelschichten sowie des Peri-
toneums. Nach nochmaligem Fixieren der Bauchdeckenschichten am Praparations-
tisch und Verlagerung der Organe des Oberbauchs mittels atraumatischer anatomi-
scher Pinzette erfolgte das Auffinden und Herauslosen der Testes im kleinen Be-
cken. Mit feiner Praparierschere und Splitterpinzette erfolgte jetzt die eigentliche filig-
rane Praparation des rechten Testis. Hierbei wurde zunachst der Epididymis scharf
mittels Skalpell vom Testis getrennt, so dass dieser jetzt noch vom Uberschussigen

Fett- und Bindegeweberesten befreit werden konnte.

Die Praparation der fetalen Altersstufen war im Verlauf ahnlich, jedoch mit dem Un-
terschied, dass nach der Totung der Muttertiere die wie in Ketten aufgereihten Feten
jeweils einzeln unter dem Praparationsmikroskop begutachtet und nach scharfer Ab-
trennung der oberen Thoraxhalfte, der Hemikorpus in toto fixiert wurde. Dies war
insofern notwendig, da in jener Altersstufe der Deszensus Testis noch nicht oder nur

unvollstandig auf unbekannter Hohe stattgefunden hatte.
2.3 Histologische Aufarbeitung der Praparate

2.3.1 Fixierung

Unmittelbar nach erfolgreicher Praparation, die im Ubrigen stets am friinen Vormittag

stattfand, wurden die Testes in zuvor frisch angesetzter Bouinscher Losung fixiert:
150 ml Pikrinsaure, heil3 gesattigt und filtriert
50 ml 37%ige Formaldehydlosung filtriert
10 ml 100%iger Eisessig

Nach einigen Stunden wurde die Lésung nochmals frisch angesetzt und
ausgetauscht. Den Testes der adulten (100. pnd) Ratten wurden nach ca. drei
Stunden die Pole gekappt und nach weiteren drei Stunden noch einmal in der Mitte
quer durchtrennt, um eine noch bessere Fixierung zu erreichen. Samtliche Praparate
wurden dann uber Nacht (4.N.) in der Bouinschen Losung belassen und so optimal

fixiert (maximal 24 h).



2.3.2 Entwasserung

Zwei Tage nach der Praparation erfolgte die Entwasserung der Praparate mittels
aufsteigender Alkoholkonzentrationsreihe. Hierzu wurden die Praparate zunachst
vorsichtig aus der Bouinschen Losung abgeschuttet, mit 70%igem Isopropylalkohol
gespult und fur jeweils drei mal vier Stunden in diesem belassen, um U.N. in
80%igem Isopropylalkohol verweilen zu kdnnen. Am nachsten Morgen erfolgte die
gleiche Vorgehensweise mit dreimaligem Wechsel von 90%igem Isopropylalkohol,

um schlief3lich G.N. in 100%igem Isopropylalkohol zu verbleiben.

Zum Schluss erfolgte eine mehrstufige Uberfiihrung in das Intermedium Methylben-
zoat (Fa. MERCK), in welchem die Praparate fur wenigstens zwei Tage, langstens
jedoch zwei Wochen verblieben, um dann letztlich der Paraffinierung zugefuhrt zu

werden.

2.3.3 Paraffineinbettung

Ca. 24h vor der Paraffinierung wurden drei Chargen (I, II, 1ll) Paraffinpellets (Histosec
Pastillen der Fa. Merck Schmelzpunkt 58°C - 60°C,) im Brutschrank (Fa. Memmert)
auf 60°C erwarmt und verflissigt. Die in Methylbenzoat befindlichen Praparate
wurden abgegossen und fir zweimal 10min in Toluol Uberfihrt. Es folgte die
dreistufige (jeweils ca. drei Stunden) sowie eine u. N. Einlagerung im flissigen
Paraffin, um schlieBlich am nachsten Morgen die Einbettung in vorgesehene
Férmchen mittels frischem Paraffin vorzunehmen. Nach entsprechender Codierung
wurden diese dann noch einmal zur endgultigen Aushartung fur ca. eine Stunde im
kalten Wasserbad belassen und waren nach anschlieRendem Trimmen der Blocke

optimal fur die Aufbereitung am Mikrotom (Fa. Leica) vorbereitet.
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2.3.4 Anfertigung von Serienschnitten

Mittels Schlittenmikrotom wurden fur die unten aufgeflhrten Farbungen pro Tier 30-
mal 5um dinne Serienschnitte angefertigt, die wie im nachstehenden nummeriert

und mittels nachfolgenden Farbemethoden bearbeitet wurden:

1 HE 16 | Immunreaktion von HGF +
Hamalaun

2 HE 17

3 PJS 18

4 PJS + Hamalaun 19

5 Immunreaktion von HGF 20

6 Immunreaktion von HGF + |21

Hamalaun

7 Negativ Kontrolle + Hamalaun 22

8 23 | PJS

9 24 | PJS + Hamalaun

10 25 | Immunreaktion von HGF

11 26 | Immunreaktion von HGF +
Hamalaun

12 27

13 | PJS 28

14 | PJS + Hamalaun 29

15 | Immunreaktion von HGF 30

Tabelle 1: Ubersicht der Serienschnitt Farbereihen
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Um bei der spateren mikroskopischen Auswertung Fehler in Form von Mehrfach
Zahlungen zu vermeiden, wurde zwischen Schnitten mit jeweils der gleichen Farbung
ein Mindestabstand von 30 pm belassen. Somit ergaben sich pro Altersstufe insge-
samt zehn Mal HE, 30-mal PJS sowie insgesamt 35 immunhistochemische Farbun-
gen. Eine Modifizierung dieser Vorgehensweise war lediglich bei den fetalen Tieren
notig. Hier wurde der Paraffinblock so lange mit dem Mikrotom in Serie bis auf Hohe
der Gonadenanlage heruntergeschnitten, bis mittels Toluidin-Blaufarbung eine Ge-
schlechtsidentifizierung moglich war. Nur bei erfolgreicher mannlicher ldentifizierung
erfolgte das gleiche Prozedere wie oben beschrieben. Nach anschlieliender
zweitagiger Lagerung im Brutschrank bei 38°C waren die Serienschnitte nun ideal

vorbereitet fur die oben aufgefuhrte Farbeplanung.

2.3.5 Histochemische Methodik
2.3.51 Entparaffinierung

Die Entparaffinierung erfolgte standardmagig vor jeglicher histologischen Farbung
wie folgt: Nach 20-mindtiger Erwarmung im Brutschrank (Fa. Memmert) bei 60°C
erfolgte die zweimalige, 10-minutige Xylolbehandlung (Fa. Merck), um dann nach
absteigender Alkoholkonzentrationsreihe  (100%, 96%, 90%, 80%, 70%
Isopropylalkohol) mit jeweils 2-minutiger Verweildauer nochmals zweimal 2min im

aqua bidest zu verbleiben.

2.3.5.2 Hamalaun-Eosin-Farbung (HE)

Pro Tier wurden dieser zur Ubersicht dienenden Farbung jeweils zwei Schnitte

unterzogen.

Auf die Entparaffinierung folgte eine 5-minutige Kernfarbung mit saurem Hamalaun
(nach Mayer), mit anschlieRendem 5-minatigem ,Blauen® unter flieRendem Leitungs-
wasser. Darauf folgte eine 3-minutige Plasmafarbung mit 0,3%igem wassrigen Eosin.
Nach kurzem Spulen in Leitungswasser schloss sich jetzt erneut eine Alkoholspulung
an, diesmal in aufsteigender Konzentration (70%, 80%, 90%, 96% Isopropylalkohol),

in kurzen Intervallen, mit zweimal 2min 100 %igem Isopropylalkohol sowie zweimal
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2min Xylol. Jetzt konnten die Schnitte mittels DePeX (Fa. VWR international Ltd.)

und Deckglaschen (1x1 cm) eingedeckt werden.

Der Schritt des Eindeckens findet nach jeglichen hier aufgefiihrten Farbemethoden
Anwendung. Die aufsteigende Alkoholkonzentrationsreihe hatte stets ein Intervall

von 2min.

2.3.5.3 Perjodsaure- Schiff- Reaktion (PJS)

Pro Tier wurden, wie oben beschrieben, sechs Schnitte dieser Prozedur unterzogen,

wobei jeweils drei hiervon eine zusatzliche Kernfarbung mittels Hamalaun erhielten.
Jeweils unmittelbar vor Gebrauch wurde 100 ml frisches SO,-Wasser angesetzt:

6 ml 10%ige Kaliumsulfit-Losung

5 ml 1 mol/l HCI-Ldsung

ad 100 ml Leitungswasser

Nach Entparaffinierung und absteigender Isopropylalkohol-Konzentrationsreihe
wurden die Schnitte fur 7min in 0,5%ige Perjodsaure getaucht, um nach
anschlieBendem reichlichen Spulen mit aqua bidest 30min im Schiffs-Reagenz zu
verbleiben. Danach erfolgte ohne zu spilen die Uberfiihrung in das, wie das oben
beschriebene, frisch angesetzte SO,-Wasser. Auf die sich anschliefende, teilweise
stattfindende 30sec Kernfarbung mit Hamalaun, fand noch eine 15min Wasserung
mit Leitungswasser statt. Hierauf folgte dann schlieRlich eine Entwasserung in den
2min-Intervallen mit aufsteigender Isopropylalkohol-Konzentrationsreihe und
anschlieBender Eindeckung mit DePeX (Fa. VWR international Ltd.).

2.3.54 Immunhistochemischer Nachweis von HGF

Im Folgenden wird der Nachweis des polyklonalen Kaninchen Priméarantikorpers
HGFa (H-145): sc-7949 beschrieben. Bezogen wurde der AntikOrper von der

Fa. Santa Cruz Biotechnology, Inc., Hauptsitz in Kalifornien, U.S.A..
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Pro Tier wurden jeweils sechs immunhistochemische Reaktionen, die Halfte davon
mit Hamalaun-Kernfarbung, sowie eine Negativ-Kontrolle durchgefuhrt. Innerhalb der
Serienschnitte lag pro Tier zwischen zwei immunhistochemischen Reaktionen immer
ein Abstand von ca. 40 ym. In Vorversuchen konnte die bestmdgliche Verdinnung
des Primarantikorpers ermittelt werden. Diese lag bei einer Verdinnung im
Verhaltnis 1:50 (10 yl Anti-HGF: 490 pl Antibodydiluent, Dako Real, Fa. Dako) sowie
einstlindiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) im Optimum.

Vorgehensweise

FUr die Inkubation der verschiedenen Agenzien wurden mit Deckel verschlieBbare
Diakasten benutzt, in die jeweils acht Schnitte passten, so dass eine feuchte Kam-
mer entstand und die Schnitte somit vor Austrocknung geschutzt waren. So konnten
pro Versuchsreihe maximal 16 Schnitte behandelt werden. Zur Vermeidung von un-
spezifischen Hintergrundfarbungen wurden sowohl fur die Entparaffinierung mit ab-
steigender Alkoholkonzentrationsreihe, als auch fur die Entwasserung mit
aufsteigender Alkoholkonzentrationsreihe das Xylol und der Alkohol nach 100

behandelten Schnitten ausgetauscht.

Vor Versuchsbeginn wurde der Puffer TBS (tris buffered saline, 0,05 M, pH 7,4) je-
desmal frisch hergestellt und auf den eben genannten pH-Wert mittels pH-Meter
(Inlab Routine Pro, Fa. Mettler Toledo) eingestellt. Fur die Herstellung von 2000 ml

der Pufferldsung waren folgende Komponenten notwendig:
12,2 g TRIS [Tris (hydroxymethyl)-aminomethan]
18 g NaCl
74 ml 1mol/l HCI
ad 2000 ml aqua bidest

Dann wurde wie folgt vorgegangen:

e Entparaffinierung durch Xylol sowie absteigende Alkoholkonzentrationsreihe in
Isopropylalkohol (wie oben beschrieben). Der Erfolg der Verdlinnungsreihe
zeigte sich bei volligem Verlust der durch die Pikrinsdure gebildeten,

gelblichen Farbe.
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e Sorgfaltiges Spulen der Schnitte mittels aqua bidest mit anschlieendem Um-
kreisen der Praparate mittels Spezialstift, dem Dako Pen (Fa. Dako, Hamburg)

e Blockieren der endogenen Peroxidase mittels frisch angesetztem 3%igem
H,O, fur jeweils 10min.

¢ 5min Waschen in aqua bidest

¢ 5min Waschen in Pufferlésung (TBS)

e 60min Inkubation mit 5%igem Ziegenserum der Fa. Dako (Dako Goat serum
normal), (vorheriges Verdunnen von 500ul konzentriertem Ziegenserum auf
10 ml Aqua bidest)

e 60min Inkubation des Primarantikdrpers (HGFa), 1:50 verdinnt mit Antikérper
Diluent (Fa. Dako) bei RT. Hier ging keine Spulung mit dem Puffer TBS
voraus."

e Zwei mal 5min Waschen mittels Pufferlosung (TBS)

e 30min Inkubation mit Sekundarantikérper EnVision+ Dual Link HRP, einem
konjugierten Polymer der Fa. Dako bei RT

e Zwei mal 5min Waschen mittels Pufferlosung (TBS)

e 5min Inkubation bei RT mittels des Farbgebers DAB Chromogen-Losung
(Diaminobenzidin, 3,3',4,4'-Tetraaminobiphenyltetrahydrochlorid, Fa Dako)

e 5min Waschen mittels aqua bidest

e 30sec Kernfarbung mittels Hamalaun mit anschliefendem 5min Blauen der
Reaktion

e Entwassern mit aufsteigender Alkoholkonzentrationsreihe (Isopropylalkohol)
und Xylol im 2-min-Intervall (s.o.).

¢ Eindecken mittels DePeX-Eindeckmittel (Fa. VWR international Ltd.), s.o.

! gilt nicht fir Negativkontrolle
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2.3.5.5 Negativkontrolle

Zum Nachweis der Spezifitat der Immunreaktion wurde pro Inkubationscharge je eine
Negativkontrolle parallel gefahren. Hierzu erfolgte eine zur oben beschriebenen
identische Vorgehensweise mit dem Unterschied, dass pro Charge anstelle des
Primarantikorpers HGFa, ein weiteres Praparat fur 60min (explizit ohne Primaranti-

korper) mittels 5%igem Ziegenserum inkubiert wurde.

2.3.5.6 Positivkontrolle

In Vorversuchen wurde zum Nachweis einer tatsachlichen Immunreaktion des Pri-
marantikdrpers HGFa eine stark positive Reaktion in den Hepatozyten von Leber-
schnitten (ebenfalls von der Wistarratte) befundet. Die Farbemethoden der Immun-

reaktion entsprachen hierbei exakt den oben beschriebenen.

2.4 Qualitative und quantitative Auswertung

2.4.1 Auswertung der Leydig-Zellen

Die Auswertung der Immunreaktion (Immunreaktion Farbung von HGFa) erfolgte
lichtmikroskopisch (Fa. Leica), sowohl quantitativ als auch qualitativ, bei 40-facher
und 100-facher ObjektivvergroRerung. Fur die Zahlung der Zellen wurde ein Mess-
raster im Okular (Mess-Strichplatte Fa. Leitz, Kéln) mit einer Flache von 100 mm? mit
100 Kastchen a 1 mm? verwendet, so dass sich pro Raster eine Zahlflache von
40000 mm? ergab. Die Durchmusterung der Testes erfolgte fur die adulten Leydig-
Zellen (ALZ) einheitlich mittels dieses Messrasters (Gundersen, 1977, Gundersen
und Jensen, 1987) jeweils fur 20 Raster pro Praparat. Bei Durchmusterung der im-
maturen Tiere wurde flr die Zahlung der fetalen Leydig-Zellen (FLZ), die Uberwie-
gend in Clustern vorlagen, in ahnlicher Weise verfahren. Der einzige Unterschied
bestand darin, dass in den Altersstufen 10, 15 und 25 pnd auf Grund des teilweise
seltenen Vorkommens der FLZ, der gesamte Testis ausgewertet werden musste und
spater am Lichtmikroskop (Fa. Leica) eine Messung der gesamten Flache vorge-
nommen wurde. Mittels jener eben genannten Verfahren war es nun mdglich, das
Vorkommen der ALZ und FLZ pro mm? zu berechnen und somit statistisch auszu-

werten.
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2.4.2 Qualitative Auswertung

Bei der Analyse der immunhistochemischen Reaktionen wurden folgende Areale der
Testes qualitativ befundet: Die Tubuli seminiferi sowie deren Inhalt (Sertoli-Zellen,
Spermatogonien Typ A und B, Spermatozyten in ihren verschiedenen Stadien,
Spermatiden bzw. die jeweiligen Vorlauferzellen) und peritubulare (Myoidzellen). Da-
bei wurden bei jedem Tier mindestens 50 Tubuli begutachtet. Des Weiteren erfolgte
die Sichtung des Interstitiums inklusive Gefalten. Hierbei wurde eine Unterscheidung
zwischen dem Intimaendothel, der Tunica media und Adventitia der Arterien, Venen
und Blutkapillaren sowie Grenzstrukturen wie Tunica albuginea vorgenommen. Es
resultierte jeweils eine Unterscheidung in eine sehr stark positive, stark positive,
schwach positive sowie negative Reaktion. Bei den adulten Tieren (100 pnd) wurden
zusatzlich die Spermatogenesestadien I-XIV nach Leblond und Clermont (1952) so-
wie Hess (1990) herangezogen. Zur Vereinfachung wurden die Stadien auf insge-
samt neun Paare/ Einzelne Stadien (Stadium I+ll; Stadium IlI+IV; Stadium V; Sta-
dium VI-VII; Stadium VIII, Stadium [X; Stadium X-XI; Stadium XII-XIII; Stadium XIV)
zusammengefasst. Es wurden im Mittel ca. 100 Tubuli (ca. 25 Tubuli pro Tier) zu-
nachst in der PJS-Farbung identifiziert, um schlie8lich in der Immunreaktion Farbung
befundet zu werden. Die ldentifizierung der intratubuléren Zellen bei den Jungtieren
gelang mit Hilfe der Kriterien von Hilscher und Makoski (1968) sowie Hilscher et al.
(1972).

2.4.3 Quantitative Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte Uber Tabellenkalkulationen und Diagramme mit
Hilfe des Programms Microsoft Excel. Besonders fur die Auswertung der Leydig-
Zellen wurden mit Hilfe des Programms PAWS Statistics (SPSS) Boxplots
angefertigt, die die Anzahl der jeweiligen positiven oder negativen Reaktionen des
Zytoplasmas der Leydig-Zellen in Relation zu den verschiedenen Altersstufen
setzten. Aullerdem wurden die Gruppen ,positive ALZ“ und ,negative ALZ® auf
signifikante Differenzen getestet. Dabei wurden die ordinal skalierten Daten in die
Kategorien positive und negative Immunreaktion aufgeteilt und die entstehende
Kreuztabelle mit dem Chi-Test getestet. Mit der Immunreaktion ist in der
vorliegenden Arbeit im Ubrigen stets die Reaktion des Zytoplasmas jeglicher Zellen

gemeint, da sich die Nuklei stets negativ darstellten und somit nicht mehr im
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Zusammenhang der Immunreaktion erwahnt werden sollen. Da die FLZ-Kurven
keinerlei Vergleichbarkeit aufwiesen, erlbrigte sich hier ein statistischer Test

bezogen auf Signifikanz.

18



3. Ergebnisse

3.1 Immunreaktion des HGFa am 17. Fetaltag

In dieser Altersstufe wurden keine spezifischen Immunreaktionen festgestellt. Auf
Grund des unregelmaligen Farbeverhaltens wurde bei dieser Altersstufe auf eine

statistische Auswertung verzichtet.

3.2 Immunreaktion des HGFa am 18. Fetaltag

3.2.1 Tubuli seminiferi

In dieser Altersstufe waren der vorherrschende Zelltyp Sertolizellvorlaufer, die nie
eine Immunreaktion zeigten, wogegen die T1-Pro-Spermatogonien eine extrem
starke Reaktion hervorriefen. Diese Reaktion aulderte sich als kappenférmige, homo-
gen scharf begrenzte Anfarbung am Pol des Nukleus. Die Reaktion in diesen Mito-
chondrienkappen tritt in dieser Altersstufe gehauft auf und Ubertrifft von der Intensitat
noch die der FLZ. Die peritubularen Zellen (Myofibroblasten) zeigten keine Reaktion
(Abb. 2 und 3).

3.2.2 Interstitium

Die fetalen Leydig-Zellen wiesen eine kraftige, grob schollenartige bis homogen po-
sitive Immunreaktion im Zytoplasma auf. Die Zellkerne zeigten jeweils keine Immun-
reaktion (Abb.4).

Die Fibroblasten und Perizyten des Interstitiums wiesen keine Immunreaktion auf
(Abb. 2, 3 und 4). Eine Ausnahme bildete hier lediglich die den fetalen Testis umge-
bende, aulere Schicht. Hier war der mesenchymale Fibroblastenpool zwar auch
stets ohne eine Immunreaktion, jedoch wies das basale Zytoplasma des embryona-
len Zdlomepithels ein inhomogenes Verteilungsmuster bezuglich der Immunreaktion
auf. Dabei war dieses Uberwiegend sehr stark positiv angefarbt (nahezu der Reaktion
an den T1-Pro-Spermatogonien entsprechend), zeigte aber auch fokal normal starke,

schwache bzw. keine Immunreaktionen (Abb. 2).
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Pranatal zeigten sich in Gefalken insgesamt eine schwachere Immunreaktion als bei
alteren Altersstufen, wobei der Adventitia und der Tunica media der Arterien sowie
Venen und Lymphgefalien hier stets eine Immunreaktion fehlte. Dagegen zeigte sich
regelmaldig eine starke Immunreaktion im Zytoplasma der arteriellen Intimaendo-
thelzellen. Bei den Blutkapillaren gab es in unsteter Haufigkeit im Zytoplasma

ganzlich fehlende oder auch mittelstarke Immunreaktionen zu beobachten.

3.3 Immunreaktion des HGFa am 1. Postnataltag

3.3.1 Tubuli seminiferi

Zahlenmalig waren hier die Sertolizellvorlaufer den T1-Pro-Spermatogonien noch
weit Uberlegen und wiesen, bis auf wenige Ausnahmen, keine Immunreaktion auf, wo
hingegen die T1-Pro-Spermatogonien -wie auch schon am 18. fd- stets eine sehr
starke Immunreaktion verzeichneten. Hier stellte sich jedoch die Immunreaktion we-
niger kappenformig begrenzt auf einen Pol des Nukleus, sondern mehr distinkt
saumartig den gesamten Nukleus umgebend dar. Die Immunreaktion entsprach von
der Intensitat etwa der der FLZ. Dabei war aullerdem eine sehr starke
Immunreaktion in den zu Grunde gehenden T1-Pro-Spermatogonien zu beobachten,
die jeweils ein Konglomerat in der Tubulusmitte ausbildeten. Die peritubularen
Zellen, die jeweils eine innere Schicht fur die spateren Myofibroblasten und eine
aullere Schicht fur die spateren adulten Leydig-Zellen bilden, waren bis auf wenige

Ausnahmen ohne eine Immunreaktion (Abb. 5).

3.3.2 Interstitium

Die FLZ zeigten eine kraftige Immunreaktion im Zytoplasma, wieder ohne Beteiligung

der Nuklei, und die Fibroblasten wiesen keine Immunreaktion auf (Abb. 5 und 6).

Eine Immunreaktion fehlte sowohl in der Tunica media als auch in der Adventitia der
Arterien sowie in den Venen und den Lymphgefalen. Das zuvor bei den fetalen
Tieren komplett stark positive Zytoplasma des Intimaendothels wies hier schon
einige negative Anteile auf. Bei den Blutkapillaren, bei denen zuvor die

Immunreaktion noch teils positiv, teils negativ war, hat sich das Verhaltnis zugunsten
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der ausbleibenden Reaktion verschoben. Die Tunica albuginea war frei von einer

Immunreaktion.

3.4 Immunreaktion des HGFa am 5. Postnataltag

3.4.1 Tubuli seminiferi

Der hier noch vorherrschende Zelltyp von Prasertolizellen war uberwiegend ohne
eine Immunreaktion, wobei der Anteil der positiv reagierenden, im Vergleich zu den
jungeren Altersstufen, ein wenig zugenommen hatte. Nach wie vor hatten hier die
T1-Pro-Spermatogonienim zum Uberwiegenden Teil stark positiv reagiert, zeigten
jedoch auch teilweise keine Immunreaktion. Frihe A-Spermatogonien wiesen
ebenfalls eine sehr starke Immunreaktion auf, reagierten aber teilweise auch nicht.
Morphologisch entsprach das Bild der Immunreaktion der T1-Pro-Spermatogonien
am 1. pnd (saumartig im Zytoplasma). Ebenso waren auch hier wieder stark
reagierende Zelltriummerkonglomerate in der Tubulusmitte zu beobachten. Die Myo-
fibroblasten waren hier immer noch ohne eine Immunreaktion, zeigten aber schon
erheblich mehr positive Anteile als in jungeren Altersstufen. Vereinzelte Megalos-
permatozyten zeigten eine ringformige positive Immunreaktion randstandig im
Zytoplasma (Abb.7-10).

3.4.2 Interstitium

Die FLZ zeigten, wie schon in den jingeren Altersstufen, eine kraftige Immunreaktion
im Zytoplasma, wieder ohne Beteiligung der Nuklei, und die Fibroblasten wiesen er-

neut keine Immunreaktion auf (Abb. 7-10).

Bei Betrachtung der Gefale stellte sich jetzt jedoch eine entscheidende Veranderung
der Immunreaktion dar. So hatte etwa die Tunica media der Arterien jetzt leicht
positiv reagiert (vereinzelt jedoch ohne eine Immunreaktion), wohingegen das
Intimaendothel sich Uberwiegend frei von Immunreaktionen zeigte. Die Adventitia war
hier, wie in allen Altersstufen, stets ohne eine Immunreaktion. Bei den Blutkapillaren
zeigten sich ca. 50% positive Immunreaktionen. Verglichen mit den FLZ waren die

Reaktionen in den Gefallen jedoch insgesamt weniger intensiv zu bewerten. Auch in
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dieser Altersstufe zeigte sich erneut ein volliges Fehlen einer Immunreaktion in den

Venen, den Lymphgefalien sowie in der Tunica albuginea.

3.5 Immunreaktion des HGFa am 10. Postnataltag

3.5.1 Tubuli seminiferi

Die Prasertolizellen hatten jetzt im Verhaltnis zu den Spermatogonien zahlenmaRig
abgenommen und waren mehrheitlich ohne eine Immunreaktion. Eine positive Reak-

tion spielte sich hier teilweise fokal in einigen Zellen ab.

Am 10. pnd hat die Vielfalt der Zellen innerhalb der Tubuli seminiferi schon erheblich
zugenommen. Neben den frihen A-Spermatogonien, die hier grofRtenteils eine posi-
tive kappenférmige Immunreaktion zeigten, waren hier auch positive reagierende
Stammspermatonien A, sowie differenzierte A- und B-Spermatogonien zu beobach-
ten. Die Immunreaktion war bei diesen differenzierten Zellen eher schwach
ausgepragt und befand sich teilweise in einigen Zellen unspezifisch und
unregelmalig grob schollenartig im Zytoplasma. Sie fullten dabei maximal 20% des

Tubulus aus.

Die Myofibroblasten waren uUberwiegend ohne positive Immunreaktion. Etwa ein
Drittel reagierte positiv im Zytoplasma. Die hier aullerdem zum ersten Mal
vorkommenden praleptotanen und leptodnen Spermatozyten waren stets ohne eine
Immmunreaktion (Abb. 11 und 12).

3.5.2 Interstitium

Am 10. pnd war in den fetalen Leydig-Zell-Clustern, wie schon in den jungeren Al-
tersstufen, zytoplasmaseitig eine positive, grob schollenartige Immunreaktion ohne
Kernbeteiligung zu beobachten. Die hier erstmalig vorkommenden adulten Leydig-
Zellen (ALZ) wiesen ebenso wie die Fibroblasten keine Immunreaktion auf (Abb. 11
und 12).

Ab dem 10. pnd kippte das Verhaltnis der positiven Immunreaktion jetzt vollig zu

Gunsten der Tunica media von grof3en und kleinen Arterien. Diese hatte hier im
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vorherrschenden Teil stark positiv reagiert (und war nur vereinzelt schwach positiv
bis ohne eine Immunreaktion). Das Intimaendothel war jetzt zwar mehrheitlich frei
von einer Immunreaktion, jedoch in ca. einem Drittel der Falle noch als schwach
positiv anzusehen. Blutkapillaren verhielten sich, wie schon in zuvor erwahnten
Altersstufen, unspezifisch mit teilweise schwach positiven und fehlenden
Immunreaktionen. Adventitia, Venen, Lymphgefalde sowie Tunica albuginea waren,

wie in den anderen Altersstufen, frei von einer Immunreaktion (Abb.11 und 12).

3.6 Immunreaktion des HGFa am 15. Postnataltag

3.6.1 Tubuli seminiferi

Die Prasertolizellen reagierten, bis auf wenige Ausnahmen mit kappenformiger Far-

bekonfiguration, nicht.

Die fruhen A-Spermatogonien, die hier noch sparlich vorhanden waren, beeind-
ruckten nach wie vor mit einer kraftigen, distinkt kappenférmigen Immunreaktion im
Zytoplasma am Pol des Nukleus. Ebenso zeigten die Stammspermatogonien A eine
recht kraftige kappenférmige positive Immunreaktion. Spermatogonien vom Typ A/B
zeigten hier zunehmend auch positive grob schollenartige Immunreaktionen im Zy-
toplasma. Leptotane Spermatozyten waren in jeglicher Form frei von einer Immun-
reaktion, wogegen die zygotanen bzw. frihen pachytdanen Spermatozyten jetzt mit
deutlichen Immunreaktionen begannen. Das Muster der Immunreaktion stellte sich
entweder grob schollenartig oder distinkt bipolar in Nukleus Nahe des Zytoplasmas

dar.

Auch hier waren die Immunreaktionen im Zytoplasma der Myofibroblasten, wie schon
bei den 10. pnd Tieren, in der Halfte der Falle ohne eine Immunreaktion. Die andere
Halfte, die positiv reagierte, zeigte dann aber eine schone Reaktion im Zytoplasma

und nahm im Vergleich zu den zehn Tage alten Tieren zu (Abb.13-15).

3.6.2 Interstitium

Fetale Leydig-Zell-Cluster wiesen nach wie vor ein klares Muster einer positiven Im-

munreaktion im Zytoplasma ohne Beteiligung der Nuklei auf. Diese war auch im
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Vergleich zu allen anderen Zellen dieser Altersstufe die kraftigste (Abb. 15). In dieser
Altersstufe offenbarten nun auch die adulten Leydig-Zellen eine beginnende positive
Immunreaktion im Zytoplasma unter Aussparung des Nukleus (Abb. 14). Fibroblasten

zeigten keine Immunreaktionen (Abb. 13).

In dieser Altersstufe hatte jetzt die Tunica media der Arterien in allen Fallen klar und
deutlich positiv reagiert, wogegen das Intimaendothel stets frei von einer Immun-
reaktion war. Bei den Blutkapillaren verhielt sich die Immunreaktion wie gewohnt
ausgewogen mit positiven und fehlenden Reaktionen. Auflerdem waren Venen,
Lymphgefalle sowie die Tunica Adventitia der Arterien immer frei von einer Im-
munreaktion. Es war ebenfalls keine Immunreaktion in der Tunica albuginea zu er-
kennen (Abb. 13-15).

3.7 Immunreaktion des HGFa am 25. Postnataltag

3.7.1 Tubuli seminiferi

Die Sertolizellen zeigten keine Immunreaktion (Abb. 16).

Am 25. pnd zeigten die leptotanen Spermatozyten nie eine Immunreaktion, wobei die
zygotanen Spermatozyten im Vergleich zu den Tieren am 15. pnd ebenfalls komplett
ihre Immunreaktion verloren hatten. Dafur hatten jetzt die Immunreaktionen im Zy-
toplasma der pachytéanen bzw. spaten pachytanen Spermatozyten enorm zugenom-
men und lieRen sich dadurch eindeutig von den anderen Zelltypen abgrenzen. Das
morphologische Muster dieser starken Immunreaktion hatte dabei unterschiedliche
Konfigurationen. Diese war entweder ringformig einseitig, bipolar oder zirkular um
den Nukleus lokalisiert bzw. kdrnig bis grob schollenartig im gesamten Zytoplasma
bei Zellen, die sich in der Reduktionteilung (Meiose 1) befanden. Der Nukleus selbst
war, wie bei allen anderen Zellen, in jeglicher Form frei von einer Reaktion. Des
Weiteren waren in dieser Altersstufe jegliche Immunreaktionen in den Spermatogo-
nien verschwunden und somit allesamt frei von einer Immunreaktion (Abb. 16).
Einzelne Zelltrimmer und Megalospermatozyten waren vorhanden und keiner klaren

Immunreaktion zuzuordnen.

Uber die Halfte wies eine deutliche und teilweise auch kraftige Immunreaktion im

Zytoplasma der Myofibroblasten auf.
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3.7.2 Interstitium

Fetale Leydig-Zell-Cluster tauchten in dieser Altersstufe zum letzten Mal auf und
waren nach wie vor von einer starken Immunreaktion im Zytoplasma
gekennzeichnet. Die Nuklei waren frei von einer Immunreaktion (Abb. 18). Bei den
adulten Leydig-Zellen Uberwogen jetzt diejenigen mit einer positiven Immunreaktion
gegenuber denjenigen, die frei von einer Immunreaktion waren. Diese
Immunreaktion &auferte sich ebenfalls als kraftige homogene Anfarbung des
Zytoplasmas ohne Beteiligung der Nuklei (Abb. 18 und 19). Fibrozyten und Perizyten

zeigten keine Immunreaktionen.

Auch bei den Gefallen zeigte sich eine deutliche intensive Immunrektion in der Tu-
nica media der Arterien unter Aussparung des Intimaendothels und der Adventitia.
Bei den Blutkapillaren verhielt es sich ahnlich wie oben beschrieben. Auch hier war

die Tunica albuginea stets frei von einer Immunreaktion (Abb. 17-19).

3.8 Immunreaktion des HGFa am 35. Postnataltag

3.8.1 Tubuli seminiferi

Sertolizellen wiesen in dieser Altersstufe ebenfalls keine Immunreaktionen auf (Abb.
20-22).

In dieser Altersstufe tauchten zum ersten Mal runde Spermatiden auf. Diese impo-
nierten mit einer deutlichen Immunreaktion im Zytoplasma an der Innenseite der
Zellmembran bzw. an den Zellgrenzen und erzeugten somit ein gitterartiges Bild
(Abb. 23). In jenen Tubuli, wo die runden Spermatiden nicht der vorherrschende
Zelltyp waren, dominierten die mid- bis spatpachytanen Spermatozyten mit einer
kraftigen Immunreaktion, die sich grob schollenartig bis kdrnig im gesamten Zytop-
lasma darstellte (Abb. 22). Sehr frihe diplotdne Spermatozyten waren hier dennoch
ohne eine Immunreaktion. Megalospermatozyten waren hier zwar sparlich
vorhanden, zeigten aber dennoch eine interessante, grob schollenartige, positive

Immunreaktion im Zellverband von schwacherem Ausmal.

Die Myofibrozyten reagierten Uberwiegend positiv, obgleich jene Immunreaktion

uberwiegend schwach ausfiel.
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3.8.2 Interstitium

Die adulten Leydig-Zellen zeigten Uberwiegend sehr ausgepragte Immunreaktionen
und waren nur vereinzelt frei von solchen. Dabei war, wie schon in den anderen
Altersstufen, das Zytoplasma intensiv angefarbt und der Nukleus frei von einer
Immunreaktion (Abb. 20 und 21). Fibro- und Perizyten waren stets frei von jeglicher

Immunreaktion.

Im Vergleich zu den 25 Tage alten Tieren hatte sich die Immunreaktion in den Arte-
rien nicht entscheidend verandert. Lediglich die Blutkapillaren waren hier jetzt Gber-
wiegend positiv im Sinne der Immunreaktion angefarbt. Des Weiteren waren Venen,
Lymphgefalle sowie die Tunica albuginea ohne jede Immunreaktion (Abb. 20-22).
Wie die Abb. 26 zeigt, war die Immunreaktion von HGF spezifisch, da auf dem
Schnitt ohne Primarantikorper keine Reaktionsprodukte entsprechend einer

Negativkontrolle festzustellen waren.
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Abb. 2: Rattenhoden 18. fd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion von
HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré3erung 600 x,

1cm d. Abb. = 17um
Ubersicht der sehr stark reagierenden intratubuléren Zellen

sowie einige Leydig-Zell-Cluster. Der Pfeil markiert die
Tunica albuginea.

Abb. 3: Rattenhoden 18. fd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion von

HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré8erung 1500 x,
1cm d. Abb. = 7um

Querschnitt durch einen Tubulus seminiferus.

Deutliche kappenférmige Immunreaktion an T1-Pro-

Spermatogonie (lange Pfeile) und negativ reagierende
Sertolizell-Vorlaufer (kurze Pfeile). Randstandig positive

fetale Leydig-Zell-Cluster. 27



Abb. 4: Rattenhoden 18. fd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion von
HGF (braun), Kernfarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré8erung 1500 x,

1cm d. Abb. = 7um

Gruppe stark positiv reagierender fetaler Leydig-Zell-Cluster
im Interstitium (Pfeile). Die Kerne sowie andere interstitielle
Zellen sind frei von einer Immunreaktion.

Abb. 5: Rattenhoden 1.pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion von
HGF (braun), Kernfarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré3erung 600 X,

icm d. Abb. = 17um

Ubersicht, mehrerer Tubuli seminiferi im Querschnitt mit
zahlreichen fetalen Leydig-Zell-Clustern. Blutgefal3 im
Langsschnitt, rechts.

28



Abb. 6: Rattenhoden 1.pnd, Parafflnschnltt. Immunh/stochemlsche Reaktlon von
HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), EndvergréBerung 1500 x,

1cm d. Abb. = 7um

Zwei stark positiv reagierende fetale Leydig-Zell-Cluster im
Interstitium (Pfeile). Die Kerne sowie andere interstitielle
Zellen sind frei von einer Immunreaktion.

Abb. 7: Rattenhoden 5.pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion von
HGF (braun), Kernfarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré3erung 600 X,

iecm d. Abb. = 17um
Drei stark positiv reagierende fetale Leydig-Zell-Cluster im

Interstitium (Pfeile). Vereinzelte Immunreaktionen in den
Tubuli seminiferi.
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Abb. 8: Rattenhoden 5.pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion von

HGF (braun), Kernfdarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré8erung 1500 x,
iecm d. Abb. = 7um

Anschnitt eines fetalen Leydig-Zell-Clusters (Pfeil) im
Interstitium. Die Immunreaktion ist perinuklear lokalisiert.

Abb. 9: Rattenhoden 5. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion von

HGF (braun), Kernfarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré8erung 1500 x,
1cm d. Abb. = 7um

Querschnitt durch einen Tubulus seminiferus. Saumartige
Immunreaktion an T1-Pro-Spermatogonien (schmale kleine
Pfeile). Keine Immunreaktion in Sertolizell-Vorlaufern

(kl. dicker Pfeil). Negative peritubulare Zellen: Innere Schicht
(langer Pfeil), auRere Schicht (geschlangelter Pfeil).
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Abb. 10: Rattenhoden 5.pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), EndvergréRerung 1500 x,
1cm d. Abb. = 7um

Ubergang von T1-Pro-Spermatogonie zu friiher A-
Spermatogonie mit saumartiger Immunreaktion im
Zytoplasma (Pfeil).

Abb. 11: Rattenhoden 10.pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), EndvergréRerung 600 x,
1cm d. Abb. = 17um

Querschnitt durch mehrere Tubuli seminiferi. Vereinzelte
positiv reagierende fetale Leydig-Zellen im Interstitium.
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Abb. 12: Rattenhoden 10. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion

von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), EndvergréRerung 1500 x,
1cm d. Abb. = 7um

Stark positiver fetaler Leydig-Zell-Cluster (dicker Pfeil).
Ganzlich negative adulte Leydig-Zellen (dunne Pfeile).
Schwach reagierende Arteriole im Schragschnitt.

Abb. 13: Rattenhoden 15. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion

von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), EndvergréRerung 600 x,
icm d. Abb. = 17um

Arteriole im Querschnitt. Positive Immunreaktion in der

Tunica media (Pfeile). Intimaendothel und Adventitia ohne
Immunreaktion.
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Abb. 14: Rattenhoden15. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion

von HGF (braun), Kernfarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergréf3erung 1500 x,
1cm d. Abb. = 7um

Solitare adulte Leydig-Zelle (Pfeil) mit stark positivem
Zytoplasma und klar abgrenzbarem Nukleus ohne
Immunreaktion.

Abb 15: Rattenhoden 15. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergréf3erung 1500 x,

1cm d. Abb. = 7um

Zwei fetale Leydigzell-Cluster (Pfeile) mit stark positivem
Zytoplasma und klar abgrenzbaren Nuklei ohne
Immunreaktion.
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Abb. 16: Rattenhoden 25. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion

von HGF (braun), Kernférbung mit Hdmalaun (blau), Endvergréerung 600 x,
1cm d. Abb. = 17um

Drei Tubuli seminiferi im Querschnitt mit zytoplasmatisch
grob schollenartiger positiver Immunreaktion der pachytanen
Spermatozyten. Spermatogonien, leptotdne Spermatozyten
sowie die Sertolizellen sind ohne eine Immunreaktion.

I

Abb. 17: Rattenhoden 25. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion

von HGF (braun), Kernfarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergréf3erung 1500 x,
1cm d. Abb. = 7um

Arterie im Querschnitt. Komplett positive Immunreaktion der

Tunica media (Pfeile). Intimaendothel und Adventitia ohne
Immunreaktion.
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Abb. 18: Rattenhoden 25. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion

von HGF (braun), Kernférbung mit Hdmalaun (blau), Endvergréf3erung 1500 x,
1cm d. Abb. = 7um

Positive Immunreaktion der fetalen Leydig-Zellen (dicker
Pfeil) und adulte Leydig-Zellen (dinne Pfeile).

Abb. 19: Rattenhoden 25. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hémalaun (blau), Endvergré3erung 1500 x
(Inset 3000 x), 1cm d. Abb. = 7um

Interstitium mit stark positiver Immunreaktion einer adulten

Leydig-Zelle (Inset), neben einer Venole, der eine
Immunreaktion fehlt.
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Abb. 20: Rattenhoden 35. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), Endvergréerung 600 x,
1cm d. Abb. = 17um

Interstitium mit Gruppen stark positiver Immunreaktion der
adulten Leydig-Zellen. Vereinzelte Fibroblasten und
Makrophagen ohne eine Immunreaktion.

-
Abb. 21: Rattenhoden 35. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hémalaun (blau), Endvergré3erung 1500 x
(Inset 2550 x), 1cm d. Abb. = 7um

Ausschnitt aus Interstitium mit stark positiver Immunreaktion
einer adulten Leydig-Zelle, im Vergleich zu einer adulten
Leydig-Zelle, die keine Immunreaktion aufweist.

Vereinzelte Fibroblasten und Granulozyten, ebenfalls ohne
eine Immunreaktion.

36



Abb. 22: Rattenhoden 35. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré3erung 600 x
(Inset 1575 x), 1cm d. Abb. = 17um

Tubulus seminiferus im Querschnitt. Stark positive Immunreaktion
der spat-pachytanen Spermatozyten sowie runden Spermatiden
(Inset) grob schollenartig im Zytoplasma. Sertolizellen sowie
Spermatogonien ohne Immunreaktion. Vereinzelte positive adulte
Leydig-Zellen im Interstitium.

Abb. 23: Rattenhoden 35. pnd, Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hémalaun (blau), Endvergré3erung 1500 x,
1cm d. Abb. = 7um

Inhalt eines Tubulus seminiferus im Querschnitt. Stark
positive Immunreaktion saumartig und membranstandig im
Zytoplasma der runden Spermatiden mit typischer
Gitterstruktur (Pfeile).
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Abb. 24: Rattenhoden, adult (100.pnd), Paraffinschnitt. Inmunhistochemische

Reaktion von HGF (braun), Kernfédrbung mit Hémalaun (blau), EndvergréB8erung
600 x, 1cm d. Abb. = 17um

Kraftige positive Immunreaktion grob schollenartig im
Zytoplasma der adulten Leydig-Zellen.

Abb. 25: Rattenhoden, adult (100.pnd), Paraffinschnitt. Inmunhistochemische

Reaktion von HGF (braun), Kernfdrbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré3erung
1500 x, 1cm d. Abb. = 7um

Kraftige positive Immunreaktion grob schollenartig im
Zytoplasma der adulten Leydig-Zellen. Anschnitt Tubulus

seminiferus, grob schollenartige positive Zytoplasmareaktion
in pachytanen Spermatozyten.
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Abb. 26: Rattenhoden, 35.pnd, Paraffinschnitt, Endvergréerung 600 x, 1cm d.
Abb. = 17um. Negativkontrolle.

Immunreaktion ohne Primar-Antikdrper und Kernfarbung mit
Hamalaun (blau). Eine Immunreaktion fehilt.
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3.9 Semiquantitative Analyse der Immunreaktion in den

Leydig-Zellen

3.9.1 Fetale Leydig-Zellen
3.9.11 Immunhistochemische Verteilung von HGF-a in
fetalen Leydig-Zellen

Morphologisch und qualitativ stellten sich die Immunreaktionen in den einzelnen
Clustern als grob schollenartig bis homogen positivim Zytoplasma dar. Dabei war bei
den FLZ am 25. pnd die Immunreaktion im Vergleich zu den kraftigen Reaktionen der
ALZ und der Tunica media der Arterien insgesamt weniger ausgepragt, wogegen am
15. pnd die Immunreaktion der FLZ, im Vergleich zu Tubulinhalt und ALZ, als sehr
kraftig angesehen werden konnte. Genauso verhielt es sich am 10. pnd mit klar
dominierender Immunreaktion der FLZ-Cluster. Ab dem 5. pnd glich die Intensitat der
Immunreaktion der FLZ denen der Tubuliinhalte, vornehmlich der Pro-
spermatogonien. Das Verhaltnis der Intensitat blieb auch bei den Tieren am 1. pnd
gleich, jedoch etwas verstarkt, um dann mit der insgesamt kraftigsten Reaktion, so-
wohl der Prospermatogonien als auch FLZ am 18. fd, zu gipfeln (Abb. 2-12; 15 und

18). Am 17. fd zeigte sich keine spezifische Immunreaktion.

3.9.1.2 Zellzahlungen fetaler Leydig-Zellen

Die beiden Kurven von positiven und negativen FLZ zeigten auch interpoliert keiner-
lei Vergleichbarkeit, weshalb sich weitere statistische Tests hier ertibrigten. Quantita-
tiv zeigte sich bei den positiven FLZ mit ca. 400/mm? am 18. Fetaltag ein Maximum
der Immunreaktion. Das Diagramm mit Skalierung der t-Achse zeigt ab dem 18. fd
eine Abnahme entsprechend einer weniger ausgepragten Immunreaktion mit
zunehmendem Alter. Es reagierten samtliche Immunreaktionen in den FLZ positiv.
Das Vorkommen der FLZ war am 15. pnd mit im Median von ca. 6/mm? schon eher
mafig, um dann schlieBlich, nachdem am 25. pnd vereinzelte (ca. 0,5/mm? FLZ) aber
deutlich positive Cluster noch auftauchten, ganz zu verschwinden. Des Weiteren

besalen die jlingeren Tiere eine hohe Streubreite (Abb.27a/ b).
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Abb. 27a: Explorative Datenanalyse von positiv und nicht reagierenden fetalen
Leydig-Zellen vom 18. Fetaltag bis 25. Postnataltag (quantitativ), Boxplots.
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Abb. 27b: Explorative Datenanalyse von positiv und nicht reagierenden fetalen
Leydig-Zellen vom 18. Fetaltag bis 25. Postnataltag (quantitativ), logarithmisch,
interpoliert.
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3.9.2 Adulte Leydig-Zellen
3.9.21 Immunhistochemische Verteilung von HGFa in
adulten Leydig-Zellen

Wie auch schon bei den FLZ stellten sich morphologisch und qualitativ die Immun-
reaktionen in den ALZ als grob schollenartig bis homogen positiv im Zytoplasma dar.
Am 100. pnd zeigten sich histomorphologisch kraftigste Reaktionen (Abb. 27 und
28), die oft auch von unspezifischen Hintergrundfarbungen Uberlagert wurden. Von
der Intensitat her waren sie jedoch in etwa mit den Tubuliinhalten (v. a. den
pachytanen Spermatozyten) in Stadien der mittleren Spermatogenesestadien
vergleichbar, insb. Stadium VII-VIIl. Am 35. pnd dominierten die ALZ sowohl wie
oben beschrieben zahlenmalig als auch von der Intensitat der Immunreaktion (Abb.
20-22). Hier zeigte sich ein klares homogenes Bild von stark reagierendem
Zytoplasma der ALZ und wenig unspezifischer Hintergrundfarbung. Dabei fand zwar
in den Tubuli seminiferi ebenfalls eine kraftige Immunreaktion statt, diese wurde aber
von den adulten Leydig-Zellen eindeutig ubertroffen. Am 25. pnd verhielt es sich
ahnlich (Abb. 16, 18 und 19). Am 15. pnd jedoch, wo letztmalig positive ALZ
auftraten, tauchten zwar vereinzelt kraftig reagierende ALZ auf, wurden aber
dennoch von der Intensitat der FLZ Ubertroffen (Abb. 14 und 15). Ab dem 10. pnd
reagierten samtliche ALZ negativ (Abb. 12).

3.9.2.2 Zellzahlungen adulter Leydig-Zellen

Im vorliegenden Diagramm (Abb. 28 a/b) lasst sich eindeutig erkennen, dass am
10. pnd noch samtliche ALZ negativ reagieren und mit zunehmendem Alter, in
diesem Falle ab dem 15. pnd von der Anzahl zunehmen, aber v. a. positiv werden.
Uber die Stufe des 25. pnd erreichen die ALZ schlieRlich am 35. pnd einen
zahlenmafigen und auch immunreaktiven Peak mit ca. 120 Zellen pro mm?, um dann

mit zunehmender Reife bis zum 100. pnd zahlenmalig wieder abzunehmen.

Die Kurve der negativen ALZ zeigt einen analogen Anstieg mit starker Streubreite.
Trotz der hohen Streubreite liegen die Mediane nicht Uberlappend. Hier ist ein
zahlenmaRiger Peak beim 25. pnd zu erkennen mit im Median ca. 30 Zellen pro mm?,
der mit zunehmender Reife wieder abflacht. Im Alter von 100 Tagen finden sich

immer noch ca. 10 negative ALZ pro mm? Aufgrund der eben beschriebenen
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statistischen Tests, sind die Kurven der adulten Leydig-Zellen hoch signifikant
verschieden. Dabei sind beim Chi-Test laut 0-Hypothese die Kurven verschieden.
Das Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson weist eine asymptotische
zweiseitige Signifikanz bei P=0 auf. Damit sind die Gruppen ALZ positiv und negativ

hoch signifikant verschieden.
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Abb. 28a: Explorative Datenanalyse von positiven und nicht reagierenden adulten
Leydig-Zellen vom 10. - 100. Postnataltag (quantitativ), Ubersichtsdiagramm,
Boxplots.
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Abb. 28b: Explorative Datenanalyse von positiven und nicht reagierenden adulten
Leydig-Zellen vom 10. - 100. Postnataltag (quantitativ), Ubersichtsdiagramm,
logarithmisch, interpoliert.



3.10 Verteilung von HGFa bezogen auf die Spermatogenesestadien

der adulten Ratte

3.10.1 Erlauterung mittels Beispielen am 100. Postnataltag

Die Beurteilung der Spermatogenesestadien erfolgte auf der Grundlage von Hess
(1990), in der die folgenden Stadien I-XIV beschrieben wurden. Zur Vereinfachung

wurden die Stadien teilweise zusammengefasst.

Insgesamt kann man sagen, dass sich die Immunreaktion in einer aufsteigenden
Reihe bezogen auf die Intensitat, Farbeverhalten und Klarheit der Reaktion, mit ei-
nem Hochstmall an Immunreaktion und wieder beginnender absteigender Reihe dar-
stellte. Samtliche Immunreaktionen fanden dabei im Zytoplasma statt. Die Nuklei

wurden von der Immunreaktion stets ausgespart und reagierten allesamt negativ.

Hierbei waren im Stadium | und Il der Spermatogenese die Immunreaktionen samtli-
cher Tubuliinhalte stets ohne eine solche und wiesen lediglich eine unspezifische
Hintergrundfarbung auf. Im Stadium Il und IV waren erstmals Immunreaktionen zu
beobachten. Dabei zeigten die runden Spermatiden eine beginnende schwache Im-
munreaktion, randstandig im Zytoplasma bzw. genau an den Zellgrenzen. Vereinzelt
waren auch die pachytanen Spermatozyten grob schollenartig mit einer positiven
Immunreaktion versehen, im engeren Sinn jedoch frei von einer Reaktion. Ab hier
begann die Immunreaktion mit hdheren Stadien immer starker zuzunehmen. Stadium
V zeichnete sich dadurch aus, dass die runden Spermatiden in ca. der Halfte der
Falle schwach bis mittelstark an der Zytoplasma-Zellmembrangrenze reagierten, also
allesamt positiv reagierten, wogegen sich die pachytanen Spermatozyten zwar auch
uberwiegend schwach positiv zeigten (wieder grob schollenartig im Zytoplasma),
jedoch auch einige Zellen ohne eine Immunreaktion waren. Stadium VI-VII ergab,
bezogen auf die Immunreaktion, ein insgesamt bunteres Bild (Abb. 29a/b). Die
Immunreaktion zeigte ab hier ein distinktes Bild. Die negativ reagierenden
Sertolizellen sind ebenfalls gut zu erkennen (Abb. 29b). Die pachytanen Spermato-
zyten reagierten allesamt in gleichen Teilen normal bis mittelstark positivim gesam-
ten Zytoplasma, so dass sich morphologisch basal ein radiarer Wall von stark ge-
farbten pachytanen Spermatozyten zeigte, der zum Zentrum hin von einer gitterarti-

gen Darstellung (randstandige Zytoplasmareaktion) von uUberwiegend positiv
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reagierenden runden Spermatiden gesaumt wurde. Jedoch waren diese nicht immer
positiv (29a/b).

Ab Stadium VIII ergab sich ein schones homogenes Reaktionsmuster und gipfelte
sogleich mit der Intensitat der Immunreaktion (Abb. 30a/b). Pachytane Spermatozy-
ten wiesen hier die kraftigste Immunreaktion von koérnerartiger Struktur im Zytop-
lasma auf. Dabei lasst sich gut die nicht stattgefundene Immunreaktion der Nuklei
beobachten. Ebenso zeigten die runden Spermatiden ganzlich kraftigste
Immunreaktionen in der Peripherie des Zytoplasmas der Zellgrenzen und stellten hier
wieder, wie schon oben beschrieben, ein klares gitterartiges Bild dar (Abb. 30a/b). In
Stadium IX nahm die gerade beschriebene Immunreaktion bei den runden Spermati-
den etwas ab, sie war ansonsten aber der in Stadium VIl befindlichen sehr ahnlich.
Anders verhielt es sich in Stadium X. Da hier fast ausschlieBlich elongierte
Spermatiden vorzufinden waren, zeigte sich eine insgesamt schwache, diffuse,
kornerartige Immunreaktion im Zytoplasma, wogegen die pachytadnen Spermatozyten
nach wie vor sehr stark wie in beschriebener Weise von kdrnerartiger Struktur im
Zytoplasma reagierten. Die Tendenz der wieder nachlassenden Immunreaktionen mit
zunehmenden Spermatogenesestadien wurde dadurch bekraftigt, dass sich in den
Stadien Xl und Xl die pachytanen Spermatozyten uUberwiegend ohne eine
Immunreaktion darstellten, wogegen die diplotanen Spermatozyten jetzt schwach bis
mittelstark grob schollenartig im Zytoplasma reagierten. Die elongierten Spermatiden
zeigten ebenfalls noch eine sehr schwache Zytoplasmaimmunreaktion (Abb. 31). In
Stadium XIlIl schwachte sich diese Reaktion noch mehr ab, um sich dann schlief3lich

in Stadium XIV ganzlich zu verlieren (Abb. 32).
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Abb. 29a: Rattenhoden, adult, 100. pnd, Tubuli seminiferi und Interstitium
Spermatogenesestadien VI-VII Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré8erung 600 x,
1cm d. Abb. = 17um

Querschnitt durch einen Tubulus seminiferus mit positiver
Immunreaktion, sowie randstandige positive adulte Leydig-
Zellen im Interstitium.

P HA N w
Abb. 29b: Rattenhoden, adult, 100. pnd, Tubuli seminiferi und Interstitium
Spermatogenesestadien VI-VII Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfédrbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré8erung 1500 x,
1cm d. Abb. = 7um

Ausschnitt aus 29a, eine distinkte Immunreaktion im
Zytoplasma der pachytanen Spermatozyten (dicke Pfeile)
sowie in den runden Spermatiden (dinne Pfeile) mit
beginnender ,Gitterstruktur. Keine Immunreaktion der
Sertolizellen (Sternchen).

47



P \,f 2 1-.»'?7'-" 3 .\‘F“l'-;" # N . . Y - N

Abb. 30a: Rattenhoden, adult, 100. pnd, Tubuli seminiferi und Interstitium
Spermatogenesestadium VIl Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernférbung mit Hdmalaun (blau), EndvergréBerung 600 x,

1cmd. Abb. = 17um

Ubersicht der sehr intensiven Immunreaktionen in den Tubuli
seminiferi (dinne Pfeile) und den adulten Leydig-Zellen
(dicke Pfeile).
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Abb. 30b: Rattenhoden, adult, 100. pnd, Tubuli seminiferi und Interstitium
Spermatogenesestadium VIl Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion
von HGF (braun), Kernfarbung mit Hdmalaun (blau), Endvergré8erung 1500 x,
1ecm d. Abb. = 7um

Distinkt positive Immunreaktion im Zytoplasma der runden
Spermatiden mit ,Gitterstruktur® (Pfeile).
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Abb. 31: Rattenhoden, adult, 100. pnd, Tubuli seminiferi und Interstitium
Spermatogenesestadien XI-Xll Paraffinschnitt. Inmunhistochemische Reaktion

von HGF (braun), Kernférbung mit Hdmalaun (blau), Endvergréf3erung 600 x,
1cm d. Abb. = 17um

Abnehmende Immunreaktion in den Tubuli seminiferi mit
pachytanen Spermatozyten ohne Immunreaktion und
positiven diplotdnen Spermatozyten.

Abb. 32: Rattenhoden, adult, 100. pnd, Tubuli seminiferi und Interstitium
Spermatogenesestadien XllI-XIV Paraffinschnitt. Inmunhistochemische

Reaktion von HGF (braun), Kernférbung mit Hdmalaun (blau), EndvergréBerung
600 x, 1cm d. Abb. = 17um

Keine Immunreaktion in den Tubuli seminiferi (Sternchen) mit
Mitosen (Tubulus links im Bild).
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschreibt zum ersten Mal das immunhistochemische Vertei-
lungsmuster von HGFa und seine altersabhangigen Veranderungen in den verschie-

denen testikularen Zellen der Wistarratte.

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit bei den Leydigzellen lag, wurde hier bei der Aus-
wahl der Untersuchungstermine die Entstehung, Differenzierung und Entwicklung der
FLZ und ALZ berucksichtigt (17. fd, 18. fd, 1., 5., 10., 15., 25., 35., 100. pnd).

4.1 Besprechung der Befunde uber HGF
4.1.1 Leydig-Zellen

Verschiedene Autoren haben den HGF im Testis biochemisch schon nachgewiesen,
bislang fehlte jedoch eine systematische Studie bezogen auf Morphologie und Vor-
kommen von HGF. In einer immunhistochemischen Studie Uber den HGF im Hoden
(Wolf et al., 1991) wurde im Gegensatz zu dieser Studie lediglich eine moderate Im-
munreaktion in den Leydig-Zellen nachgewiesen. AulRerdem zeigte das Epithel des
menschlichen Tubulus seminiferus nur eine schwache, aber bei der Ratte keinerlei
Immunreaktion, was sich ebenfalls in dieser vorliegenden Studie vollkommen anders
darstellte. Vielleicht liegt dieses unterschiedliche Ergebnis aber auch daran, dass bei
Wolf et al. (1991) eine modifizierte Nachweismethode vorlag. So wurde bei dieser
Studie beispielsweise anstelle PBS der Puffer TBS benutzt. Ferner wichen sowohl
die Inkubationszeiten als auch die Verdunnungsparameter voneinander ab. Mit
ansteigenden Altersstufen kam es zahlenmaflig zu einem deutlichen Abfall der FLZ
mit einem asymptotischen logarithmischen Verlauf. Trotzdem die Zellen zahlenmalig
abnahmen, waren die FLZ am 15. pnd noch deutlich vorhanden und konnten
histomorphologisch bis zum 25. pnd nachgewiesen werden. Obwohl es Berichte Uber
das Vorkommen von FLZ bis zum 90. pnd gibt (Siril Ariyaratne et al., 2000, Kerr und
Knell, 1988), postulierten Haider et al. (1983, 1986) und Kuopio et al. (1989), dass
fetale Leydig-Zellen nur bis zum 30. pnd lichtmikroskopisch identifiziert werden
konnten. Das Ergebnis dieser Studie bekraftigt diese Aussage. Der Ubergang von
Leydig-Zell-Progenitoren zu ALZ ist mit GroRen- und Formanderungen verbunden.
Die Prekusorzellen sind diinn und spindelférmig, die reifen Zellen grof3 und rund. Um
den 30. pnd sind sie sowohl homogen um die Tubuli seminiferi verteilt als auch

perivaskular in der Nahe von interstitiellen Blutkapillaren lokalisiert (Haider, 2004).
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Diese Feststellung untermauert das Ergebnis dieser Studie sowohl mit einer Haufung
der positiv auf HGF reagierenden Zellen am 35. pnd als auch in dieser Altersstufe
ausgepragtester sonstiger Immunreaktionen. So wie eine LH-Stimulation im spaten
Stadium der ALZ Entwicklung, namlich von unreifen in reife ALZ, eine entscheidende
Rolle spielt (Haider, 2004), kénnte auch HGF schon friher eine Rolle in der
Testosteronproduktion spielen. Ricci und andere berichten, dass HGF im Interstitium
des Hodens exprimiert wird, aber nicht in den Leydig-Zellen (Ricci et al., 2006). Diese
Dissertation zeigt, dass HGF gerade in den Leydig-Zellen exprimiert wird, da sich
durch alle Altersstufen hindurch ein klares morphologisches Bild, bezogen auf die
positiv auf HGF reagierenden Leydig-Zellen ergibt und auch deutlich von den
anderen interstitiellen Zellen abhebt. Anhand von Northernblotanalysen und RT-
PCR-Analysen wurden signifikante Anstiege der Expression von HGF im Alter von
18, 5 dpc im Vergleich zu 15,5 dpc gefunden (Ricci et al., 2006). Sie kamen zu dem
Schluss, dass HGF die Testosteronproduktion in fetalen Leydig-Zellen reguliert und
das Vorkommen der Testosteronproduktion in /n-vitro Kulturen steigert. Diese
Tatsache deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit hinsichtlich einer
morphologisch starken Expression am 18. dpc. Allerdings zeigten Ricci et al. (2006)
in ihren Ergebnissen die Immunreaktion von HGF mit einem positiven Ergebnis in der
Tunica albuginea, im Interstitum und den flachen peritubularen Zellen. Danach
scheint HGF nicht in den Leydig-Zellen exprimiert zu werden und sie suggerieren
ebenfalls, dass HGF nicht von den Leydig-Zellen produziert wird, sondern von einem
anderen Zelltyp. Dieser scheint eine parakrine Rolle auf die Leydig-Zellen zu spielen.
Die vorliegende Studie zeigt allerdings, dass die Leydig-Zellen, abgesehen von ihrer
funktionellen Hauptaufgabe, der Testosteronproduktion, die schon wahrend der
Embryonalentwicklung am 12,5 dpc mit Beginn der Leydig-Zelldifferenzierung
beginnt (Taketo et al., 1991), selbst HGF produzieren und eben nicht parakrin durch
diesen beeinflusst werden. Die Untersuchungen dieser Studie, die rein
immunhistologischer Natur waren, zeigten am 18. fd wie schon oben beschrieben,
sehr deutliche Immunreaktionen in den Leydig-Zell-Clustern. Sowohl die in diesem
Alter stattgefundene kraftigste Immunreaktion als auch ein zahlenmafiger Peak am
18. Fetaltag, bestatigen die Auffassung von Ziegler et al. (1983), dass der Peak der
FLZ-Proliferation zwischen dem 18. und 19. Fetaltag liegt. Das Muster der positiven
Immunreaktionen ist dabei einheitlich, im Gegensatz zu den anderen interstitiellen

Zellen, die nur eine sporadische Immmunreaktion aufwiesen. Gestutzt wird diese
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Theorie dadurch, dass mit zunehmendem Alter samtliche Immunreaktionen sowohl
fur FLZ als auch ALZ distinkt positiv verliefen und lediglich in ihrer Intensitat variier-
ten. Eine weitere Bestatigung, dass HGF von den Leydig-Zellen selbst produziert
wird, ist die Tatsache, dass Leydig-Zellen durch HGF vor Apoptose geschutzt wer-
den- also einen antiapoptotischen Effekt haben- indem die Aktivierung vom Caspase-
3-Enzym unter HGF Einfluss signifikant reduziert war (Del Bravo et al., 2007).
Ebenso postulieren jene Autoren (Del Bravo et al., 2007), auch im Widerspruch zu
Ricci et al. (2006), dass nicht bekannt ist, welche Zellen des Interstitiums HGF produ-
zieren. In dieser Studie lasst sich anhand des klaren Musters und der deutlich positi-
ven Reaktion von HGF in den Leydig-Zellen erkennen, dass hier unabhangig von der
tubularen Sekretion, der Ursprung der interstitiellen HGF Produktion zu finden ist und
somit das HGF-C-Met-System eine Schlusselrolle sowohl in der Testosteronpro-

duktion, als auch in der gesamten Hodenentwicklung der Saugetierhoden spielt.

4.1.2 Spermatogenese-, peritubulare- und interstitielle Zellen

Diese Arbeit beschreibt erstmals die morphologische Darstellung des HGF am 18. fd
in den Tubuli seminiferi, der sich als kappen- bis halbomondférmige, homogen scharf
begrenzte Anfarbung am Pol des Nukleus darstellte. Am 17. fd zeigte sich keine Im-
munreaktion von HGF, dafur aber am 18. fd ein Maximum. Vielleicht unterstutzt die
Theorie auch die These von Kaya und Harrison (1976), dass Spermatogonien und
Spermatozyten abhangiger von Sertolizellen sind als sich entwickelnde Spermatiden
und so vielleicht Uber engen Kontakt zu diesen ihren Nahrstoffhaushalt und Metabo-
lismus regeln. Sie beschreiben eine Junktionszone (Macula adhaerens) zwischen
Sertolizellen und Spermatogonien bei adulten Ratten. Der HGF kdnnte also eine we-
sentliche Rolle spielen bei der Einleitung der Spermatogenese. Es ist dabei jedoch
widersprtichlich, dass sich die T1-Prospermatogonien zu diesem Zeitpunkt in der G1-
Phase befinden (Hilscher et al., 1974) und somit biologisch eigentlich nicht aktiv sein
durften. Vielmehr gehen die T1-Pro-Spermatogonien in dieser Altersstufe eher zu
Grunde und haben mit der Proliferation bis zum 17. fd abgeschlossen (Hilscher und
Makoski, 1968, Hilscher et al., 1972). Dass aber der HGF gerade in dieser fetalen
Altersstufe (fd. 18) in hochstem MalRe und sehr spezifisch exprimiert wird, zeigt
einerseits, dass hier eine Art Wendepunkt anzutreffen ist und wirft andererseits die
Frage auf, was HGF genau in diesen Zellen zu dieser Zeit am 18. fd bewirkt oder in-

duziert. Es entsteht der Eindruck, dass die Proliferation der M-Prospermatogonien in
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den Tagen zuvor die HGF-Expression hemmt. Ab dem 1. pnd kénnen die Keim-
strange fortan als Hodenkanalchen bezeichnet werden, wobei sich die Sertolizell-
vorlaufer als pallisadenartiger Wall an die Basalmembran zum Inneren des Tubulus
seminiferus gerichtet haben und die T1-Pro-Spermatogonien Uberwiegend zentral
und mit deutlich verringerter Zahl anzutreffen sind (Hilscher und Makoski, 1968). Die
bereits beschriebene Immunreaktion in den T1-Pro-Spermatogonien hat von der In-
tensitat etwas abgenommen. Die Tatsache, dass bis auf den stark positiven Befund
in den FLZ keinerlei andere Reaktion zu erkennen ist, wirft die Frage nach dem
Grund der frihen Tubulus-Expression auf. Ab dem 4. pnd liegen die Prospermatogo-
nien jetzt nicht mehr nur zentral, sondern teilweise in der Peripherie, um dann am
5. pnd erstmalig Im-Spermatogonien hervorzubringen, die aber nicht sicher von A-
Spermatogonien unterschieden werden konnen (Hilscher und Makoski, 1968). Wah-
rend in den ersten drei Lebenstagen keine grof3e Lageanderung von den Prosper-
matogonien zu erwarten ist, so ist zwischen dem 3.- 5. pnd die Wanderung von
zentral nach peripher weitgehend abgeschlossen (Hilscher et al., 1972). Nach der
Definition von Clermont, (1962) heil3en die Tochterzellen der T2-Prospermatogonien
A-Spermatogonien und werden als ,Paare“ bezeichnet. Neben der hier ebenfalls
noch deutlich vorkommenden randwallartigen Immunreakionen im Zytoplasma der
Prospermatogonien, beginnt hier jetzt die Expression des HGF in der Tunica media
der Arterien. Besteht also hier ein Zusammenhang zwischen Spermatogenese
Beginn und Gefalkexpression? Welchen protektiven oder proliferierenden Effekt
genau dem starken Gefallvorkommen im Hoden zuzuschreiben ist, musste in
weiteren Studien genauer untersucht werden. Im Gegensatz zu Wolf et al. (1991),
die keine Korrelation zwischen einer HGF Immunreaktion und Gefaldtyp bzw. Grole
gefunden haben und die im Endothel eine breite Streubreite hinsichtlich der
Immunreaktion von HGF zu verzeichnen hatten, stellt es sich in dieser Studie etwas
anders dar: In den frihen Altersstufen war zwar im Endothel noch eine sporadische
Immunreaktion zu beobachten, jedoch zeigte sich mit zunehmendem Alter ein
deutlicheres Muster. So begann beispielsweise ab dem 5. pnd die Tunica media der
Arterien/Arteriolen positiv zu reagieren, wobei das Intimaendothel stets ohne eine
Immunreaktion war. Die klare, regelmaRige und deutliche Immunreaktion in der
Tunica media der Gefalke vom arteriellen Typ unter klarer Aussparung des
Intimaendothels sowie der Adventitia, lassen sich mit zunehmendem Alter eindeutig

beobachten und werfen erneut die Frage auf, warum der HGF gerade in der Tunica
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media exprimiert wird und welcher Zusammenhang mit der Hodenentwicklung oder
der Fertilitat besteht. Die Expression aus den Gefallen konnte eine vorlaufige
parakrine Wirkung auf die Tubulogenese haben, da die Immunreaktion im
Tubuluslumen bis zu diesem Alter stark abgenommen hat. Sie kdnnte sogar auch
eine voribergehende Ammenfunktion flr die Tubulogenese haben, da diese in den
Altersstufen 10. und 15. pnd eine eher schwache Immunreaktion aufweisen. Am 10.
pnd entstehen die ersten leptotanen und zygotanen Spermatozyten, am 15. pnd
konnen die ersten pachytanen Spermatozyten beobachtet werden (Hilscher und
Makoski, 1968). So postulieren jene Autoren ebenfalls, dass bis zum 15. pnd die
erste Spermatozytenschicht entsteht, die den ersten Schub sich differenzierender
Keimzellen darstellt. Da dies ein wichtiger Entwicklungsschritt ist, scheint es
wahrscheinlich, dass falls der HGF mit der Spermatogenese assoziiert ist, parakrin
entweder aus den Arterien oder den Leydig-Zellen, diese voran treibt. Des Weiteren
konnte es sich dabei um eine Art Triggermechanismus handeln, da ab dem 25. pnd
wieder eine kraftige Immunreaktion in den pachytanen Spermatozyten zu
beobachten war, die auch mit steigendem Alter kraftiger wurde. AuRerdem sind ab
dem 35. pnd erstmals elongierte Spermatiden anzutreffen und die Sertoli Vorlau-
ferzellen sind jetzt in mature Sertolizellen umgewandelt (Hilscher und Makoski,
1968). Trotz der kraftigsten Reaktion am 35. pnd sowohl im Zytoplasma der
pachytanen Spermatozyten als auch randwallartig innenseitig der Zellmembran der
Spermatiden, die eine klassische Gitterstruktur aufweisen, findet sich weiterhin eine
starke Expression des HGF in den Arterien. Dass dieser Altersstufe ein besonderes
Augenmerk gelten sollte, wird auch daran deutlich, dass hier einerseits samtliche
Immunreaktionen am kraftigsten von allen ausfallen und bezogen auf die Leydig-
Zellen ein quantitativer Peak festgestellt wurde. Die postnatale Reifung der Ductuli
efferentes des Epididymis ist am 35. pnd ebenfalls fast komplett (Francavilla et al.,
1986) und HGF ist in die Induktion der Spermienmotilitat involviert (Naz et al., 1994).
Vielleicht besteht hier ein direkter Zusammenhang zwischen bevorstehendem Pu-

bertatseintritt der Ratte ca. um den 50. pnd und einer HGF Expression.

HGF wird lokal von beiden somatischen Zellen des Tubulus seminiferus sezerniert
und der Faktor sorgt flr eine steigende Expression von C-Met in den Sertolizellen
und ist damit einer der Wachstumsfaktoren, der die Entwicklung der Saugetierhoden
reguliert (Catizone et al., 2005). Wolf et al. (1991) und Catizone et al. (2001) unter-

suchten Rattenhoden vom 10., 20., 35. und 60. pnd und fanden heraus, dass HGF
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eine funktionelle Rolle bei der C-Met-Expression in Sertolizellen hat, sowie eine tu-
bulogenetische Rolle im Rattenhoden spielt. HGF ist ebenfalls fahig, die Tubulusfor-
mation wahrend der embryonalen Differenzierung zu induzieren (Ricci et al., 1999)
und konnte eine Schllusselrolle dieser Zellbewegungen spielen, in Form von Positio-
nierung der Sertolizellen (Catizone et al., 2001). Dies bekraftigt auch die Feststellung
dieser Studie, dass HGF in hohem MalRe im Tubuluslumen am 18. fd exprimiert wird.
Dazu passt auch, dass Ricci et al. (1999) in ihren Untersuchungen von
Mauseembryonen Hoden im Alter von 11,5, 13,5, und 15,5 dpc mittels Northern-Blot-
Analysen HGF-mRNA nachgewiesen haben, deren Level mit zunehmendem Alter
abnahmen. Immunhistochemisch wurde HGF im Alter von 13,5 und 15,5 dpc in der
Tunica albuginea, im Interstitum und in den flachen peritubularen Zellen
nachgewiesen. In der undifferenzierten mannlichen Urogenitalleiste von 11, 5 dpc
Embryonen war HGF im Coelomepithel positiv. Sie zeigten, dass HGF die
Zellproliferation von embryonalen Hodenzellen induziert, die letztendlich fiur das
GroRenwachstum der Mausehoden verantwortlich sind. Diese Studie zeigt ebenfalls
ein HGF positives Coelomepithel am 18. fd. Catizone et al (1999) zeigten zum ersten
Mal, dass im Hoden von prapupertalen Ratten (18.-20. pnd), HGF und C- Met mRNA
als biologisch aktive Form in den Myoidzellen vorkommt. Diese Ergebnisse wurden
mittels RNA-Isolation, Northern-Blot-Analysen und Zellkulturen gestutzt. Sie
schlussfolgerten, dass HGF und C-Met von der gleichen somatischen Zelle
exprimiert werden und die HGF Sekretion aus den Myoidzellen einen autokrinen
Effekt andeutet. Diese Studie bekraftigt dieses Ergebnis und zeigt in einer
Versuchsreihe, dass die Myoidzellen im fetalen Alter allesamt negativ auf HGF
reagierten und mit zunehmendem Alter positiver reagierten. Am 10. pnd waren ca.
ein Drittel aller Myoidzellen, am 15. pnd ca. die Halfte positiv. Am 25. pnd zeigte sich
eine kraftige, deutliche Reaktion und gipfelte schlielllich am 35. pnd, wo alle
Myoidzellen positiv reagierten, allerdings etwas schwacher als am 25. pnd. Die
Immunreaktion fand jeweils im Zytoplasma statt. Obwohl das Ergebnis dieser Studie
auch Uberwiegend negative Immunreaktionen fir Sertolizellen bezogen auf HGF
aufwies, waren im Interstitium deutliche Immunreaktionen von HGF zu verzeichnen.
Catizone et al. (2005) wiesen HGF in peritubularen Myoidzellen im Alter von 10. pnd
bis 35. pnd nach und wiesen mittels Northern-Blot HGF in den Sertolizellen ab dem
25. pnd und mittels Western-Blot am 35. pnd nach. Sie schlussfolgerten eine hohe

Expression und Synthese von HGF in allen untersuchten Altersstufen und ein
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Persistieren der HGF-Expression flir die gesamte postnatale Lebensperiode in den
Sertolizellen ab dem 25. pnd. Die morphologischen Untersuchungen dieser Studie
zeigten, bezogen auf das Vorkommen von HGF in Sertolizellen, eine Abweichung.
So reagierten am 18. fd ganzlich keine Prasertolizellen. Am 1. pnd zeigte sich jedoch
eine schwach und vereinzelte Immunreaktion von HGF an den Sertolizellen und mit
zunehmendem Alter ein deutliches Vorkommen teilweise fokal in einigen Zellen. Ab
dem 25. pnd zeigte sich histomorphologisch keinerlei Reaktion bezogen auf HGF
und die Sertolizellen. So konnte HGF bezogen auf die Sertolizellen eher eine Rolle
der frihen Lebensphase der Rattenhodenentwicklung spielen. Dagegen spricht
allerdings, dass laut Catizone et al. (2006) die Anzahl der proliferierenden Sertoli und
peritubularen Zellen durch HGF nicht modifiziert werden. Dafur scheint HGF
ausschlieRlich die Spermatogonien-Proliferation zu stimulieren. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen dieser Dissertation, dass v. a. in der Embryonalperiode bzw. im
frhen prapupertalen Stadium HGF stark positiv an Spermatogonien und Vorlaufern
reagierte. Aullerdem wiesen Catizone et al. (2006) nach, dass HGF die metaboli-
schen Aktivitaten der Keimzellen In-vitro moduliert, indem es sowohl die Keimzellpro-
liferation positiv reguliert als auch die Abnahme der Apoptosezellen. Die Untersu-
chungen dieser Studie ergaben eine kraftige Immunreaktion von HGF sowohl
zytoplasmatisch an den Kernpolen der Prospermatogonien als auch im Zytoplasma

der fetalen Leydig-Zellen.

Wahrend Clermont und Leblond (1953) und Clermont (1972) funf Mitose-Peaks in
den Stadien IX, XII, XIV-l, IV und VI beschrieben, zeigt sich in der vorliegende Arbeit
gerade in den Stadien XII-IV eine aufierst schwache Immunreaktion, besonders in
Stadium | und XIV. Daflr existiert ein Peak bei Stadium VI-VIII. Interessanterweise
beginnt eine positive Immunreaktion in den runden Spermatiden eindeutig in Stadium
V. In jenem Stadium haben die Sertolizellen eine Ammenfunktion und ernahren die
Spermatiden. Dabei ist auch zu beobachten, dass die Spermatiden sehr tief in das
Zytoplasma der Sertolizellen eintauchen. Es konnte also moglicherweise so sein,
dass HGF im Zusammenhang mit der Ernahrung und Interaktion von Spermatiden
und Sertolizellen eine wichtige Rolle spielt. Uber Stadium V kommt es schlieBlich im
Stadium VI-VIIl zu einem Peak der Immunreaktion sowohl in den runden
Spermatiden als auch in den pachytanen Spermatozyten. Dies ist insofern
interessant, da sowohl in Stadium V als auch im Stadium VIII die reifen Spermien zur

Ablésung kommen und in den Epididymis gelangen. So kann dem HGF einerseits
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eine ernahrende Funktion sowie eine proliferations- und motilitdtsférdernde Wirkung
bezogen auf die Spermatogenese zugeschrieben werden. Elektronenmikroskopisch
wurden bereits Interzellularbricken zwischen Spermatozyten und Spermatiden
(Fawcett et al., 1959, Fawcett und Ito, 1958, Nicander, 1967) sowie offene
Zytoplasmabriicken zwischen Spermatogonien nachgewiesen (Dym und Fawcett,
1971). Fawcett et al. (1959) zeigten bereits, dass diese Verbindungen die Diffusion
von intrazellularen Substanzen kontrollieren und somit die Transformation der
Keimzellentwicklung synchronisieren konnten. Hier konnte der HGF eine entschei-
dende Rolle spielen. Falls allerdings ein Zusammenhang besteht, so bleibt immer
noch die Frage, ob HGF diese zellularen Verbindungen nutzt oder etwa parakrin
interagiert. Dies kann lichtmikroskopisch jedoch nicht geklart werden. Sehr interes-
sant ist auch, dass man verglichen mit Dym und Fawcett (1971) davon ausgehen
kann, dass die in den Spermatiden stattgefundene Immunreaktion (randstandig an
der inneren Zellmembran) sich tUberwiegend in den Mitochondrien abspielt und somit
diese distinkte Immunreaktion hervorruft. Diese Reaktion auf3erte sich als kappen-
formige, homogen scharf begrenzte Anfarbung am Pol des Nukleus. In dieser Region
befindet sich eine starke Ansammlung von zytoplasmaseitigen Mitochondrien
(Franchi und Mandl, 1964). Die deutliche Immunreaktion in der Mitochondrien
Gegend wurde schon am 18. fd in Form von sich stark anfarbenden ,Kappen® in
Nukleus Nahe der T1-Prospermatogonien deutlich. Bei mannlichen Ratten beginnen
sich die Mitochondrien ab dem 15. fd an einem Zellpol zu aggregieren, wobei diese
Polarisation am besten zwischen dem 16,5. fd und 18,5. fd zu erkennen ist (Franchi
und Mandl, 1964). So postulieren jene Autoren elektronenmikroskopische
Aufnahmen, die eben diese Mitochondrienansammlungen widerspiegeln. Aullerdem
beschreiben sie beginnende ultrastrukturelle Veranderungen der Mitochondrien ab
dem 19,5. fd und stellen dem ein Anschwellen des endoplasmatischen Retikulums
gegenuber, was ein Zeichen der Degeneration der Prospermatogonien sein konnte.
Da HGF gerade in diesem Zellkompartiment (Mitochondrien) beginnend am 18. fd
starkstens exprimiert wird und sich diese Expression bis zum 5. pnd fortfihrt, kdnnte
dem HGF eine weitere Funktion in der tubularen Entwicklung zugeschrieben werden.
Dies wurde folglich bedeuten, dass HGF bei der Degeneration der Pro-
spermatogonien ein Schlusselzytokin sein konnte und evil. sogar diese
degenerativen Prozesse initiiert. Dass HGF in irgendeiner Form mit Mitochondrien

assoziiert ist, zeigen Hu et al. (2009) mit der Feststellung, dass HGF einen
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protektiven Effekt bezlglich der Inhibition des mitochondrialen Apoptoseweges und
der Unterdrickung der Caspase-3-Aktivitat hat. AuBerdem konnte ein Zusammen-
hang mit dem von Yerushalmi et al. (2002) beschriebenen Gen MIMP bestehen,
welches hauptsachlich in den Mitochondrien lokalisiert ist und durch das C-Met-HGF

Signal hochreguliert wird.

4.2 Befundvergleich mit der C-Met Studie von Quinkert
(in Vorbereitung)

Im Rahmen einer parallel zur vorliegenden Arbeit durchgefihrten Studie flr eine
medizinische Dissertation aus demselben Institut wurde das immunhistochemische
Verteilungsmuster fur C-Met (=Tyrosin-Kinase Rezeptor fur HGF) im Rattenhoden
untersucht (Quinkert, in Vorbereitung). Im Folgenden werden die vorliegenden Be-
funde mit den Resultaten von Quinkert (in Vorbereitung) Uber den C-Met-Rezeptor

verglichen und besprochen.

Im Direktvergleich der Immunreaktionen von HGF und C-Met in den Leydig-Zellen
waren in beiden Studien bestimmte Termine mit Wendepunktcharakter zu beobach-
ten. Der entscheidende Unterschied der Immunreaktionen war, dass bei HGF stets
nur das Zytoplasma positiv reagierte - ohne jegliche Beteiligung des Nukleus -
wogegen sich bei C-Met die Immunreaktion Uberwiegend im Nukleus abspielte.
Allerdings gab es bei der C-Met-Studie noch einen weiteren Reaktionstypus: Hier
reagierte das Zytoplasma und nicht der Zellkern. Diese Zellen werden fortan als
gemischt reagierende Leydig-Zellen bezeichnet. Bei beiden Antikdrpern war die
intensivste Immunreaktion in fetalen Leydig-Zellen am 18. fd zu beobachten. Bei
diesem Termin war auch gleichzeitig mit 400 FLZ/mm? die grofite Population von FLZ
anzutreffen. Allerdings waren bei der HGF-Studie samtliche FLZ positiv, wogegen es
bei der C-Met Studie zusatzlich ein Maximum von FLZ ohne eine Immunreaktion gab.
Ab einem Alter von 1. pnd tauchten bei der C-Met Studie zum ersten Mal vereinzelte
gemischt reagierende FLZ auf, die bei diesem Termin auch gleichzeitig ihren Peak
erreichten und danach nur noch vereinzelt auftraten. Ob HGF die Expression von C-
Met in fetalen Leydig-Zellen triggert, konnte nicht geklart werden, ist aber ein interes-
santer Ansatzpunkt. In wieweit hier ein Zusammenhang besteht, musste in genaue-

ren Studien allerdings weiter untersucht werden.
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Bei den adulten Leydigzellen sieht es so aus, als wirde C-Met vor HGF exprimiert
werden. So zeigten sich bei der C-Met Studie zum ersten Mal am 10. pnd positive
ALZ und wiesen mit zunehmender Tendenz einen Peak am 35. pnd auf. Dieser
quantitative und qualitative Peak zeigte sich auch beim HGF. Allerdings waren bei
der HGF-Studie samtliche ALZ am 10. pnd ohne eine Immunreaktion und fingen erst
am 15. pnd an positiv zu reagieren. Dies ist ein Hinweis daflur, dass bei den adulten
Leydig-Zellen -im Gegensatz zu den fetalen Leydig-Zellen- C-Met vor HGF exprimiert
werden zu scheint. Dies musste ebenfalls in anderen Studien genauer untersucht
werden. Am 25. pnd (in beiden Studien noch vereinzelte positive FLZ Cluster zu fin-
den) prasentierte sich in der HGF-Studie ein Peak von ALZ ohne eine Immunreak-
tion, wahrend sich bei der C-Met Studie ein Minimum solcher nicht reagierender ALZ
zeigte. Auffallig war bei der C-Met Studie genau hier ein maximales Vorkommen von
gemischt reagierenden ALZ zu beobachten. Diese Tatsache ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass es sich bei dem 35. pnd mdglicherweise um einen Wendepunkt sowohl
fur HGF als auch fur C-Met handelt und dass C-Met bei den adulten Leydig-Zellen

ein Trigger fur die HGF-Expression ist.

Bezogen auf die Tubulogenese prasentierten sich zwischen HGF und C-Met erhebli-
che Unterschiede. So zeigten beispielsweise auf HGF bezogen die T1-Pro-Sperma-
togonien ab dem 18. fd starkste Immunreaktionen fortan bis zum Ubergang in A-
Spermatogonien bis zum 15. pnd, wonach fortan bis zur adulten Phase (100. pnd)
eine solche ganzlich fehlte. Dagegen verhalt es sich bei C-Met eher so, dass diese
T1-Pro-Spermatogonien lediglich am 18. fd eine positive Immunreaktion aufwiesen,
aber postnatal ab 1 pnd stets ohne eine Immunreaktion waren und erst als A-Sper-
matogonien ab dem 15. pnd wieder positiv reagierten. Mit zunehmendem Alter rea-
gierten dann die A- und B-Spermatogonien bis zur adulten Phase (100. pnd) stets
stark positiv fir C-Met, wobei es sich fur HGF genau umgekehrt verhielt. Demnach
konnte am 15. pnd eine Art Wendepunkt bezogen auf die Spermatogenese liegen.
Dass der HGF-Rezeptor einmal kurz am 18. fd exprimiert wird, kdnnte ihm eine Art
Triggerfunktion zukommen lassen. Dazu passt auch, dass die Sertolizell-Vorlaufer
bzw. reifen Sertolizellen bei der HGF Studie -bis auf wenige Ausnahmen am 10. und
15. pnd- ganzlich ohne Immunreaktion waren. Dagegen waren bei der C-Met Studie
die Sertolizell-Vorlaufer kurzzeitig am 18. fd mit einer positiven Immunreaktion zu
beobachten, dann zunachst postnatal von 1.-10. pnd frei von einer Reaktion, aber ab

dem 15. pnd inklusive der basalen Zellen sehr stark positiv. Ganz besonders deutlich
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wurden jene positiven Immunreaktionen bezogen auf C-Met ab dem 25. pnd, v. a. in
den A- und B-Spermatogonien sowie Sertolizellen. So konnte bezogen auf die
Spermatogenese dem HGF-Rezeptor (C-Met) eher eine Rolle in den frGhen Stadien
zugewiesen werden, wahrend der HGF scheinbar eher mit den spaten Zellen der
Spermatogenese assoziiert ist. Dies gilt ab einem Alter um circa den 15. pnd. Bei
jungeren Tieren bzw. bei den fetalen verhalt sich dieser Sachverhalt reziprok. Diese
Theorie wird ebenfalls in der Reihe der Spermatozyten widergespiegelt. So sind in
beiden Studien die leptotanen Spermatozyten frei von einer Immunreaktion (begin-
nend ab dem 10. pnd), wobei sich ab dem 15. pnd zunachst bei der HGF Studie in
den frihpachytanen Spermatozyten eine positive Immunreaktion abzeichnet. Erst ab
dem 25. pnd reagierten auch bei der C-Met Studie die pachytdanen Spermatozyten
positiv. Bei den adulten Tieren (100. pnd) zeigten sowohl bei der HGF als auch bei
der C-Met Studie die pachytanen Spermatozyten und die runden Spermatiden posi-
tive Immunreaktionen. Der entscheidende Unterschied war hier erneut eine deutliche
Immunreaktion in den Sertolizellen und Spermatogonien bei der C-Met Studie, wohin

gegen diese Zellen bei der HGF Studie stets ohne eine Reaktion waren.
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4.3

Schlussfolgerung

. Die bisherige Literatur weist das Vorkommen von HGF in verschiedenen

Zellen nach, nicht jedoch in den Leydig-Zellen. Die vorliegende Arbeit zeigt
zum ersten Mal die Expression von HGF in Leydig-Zellen, angefangen von der
fetalen bis zur adulten Entwicklungsstufe. Hier zeigt sich eine klare distinkte
Immunreaktion im Zytoplasma unter Aussparung des Nukleus.

Die vorliegende Dissertation beschreibt zum ersten Mal eine distinkte
Immunreaktion, kappenférmig, perinuklear in den T1-Prospermatogonien.
Hochstwahrscheinlich  befindet sich diese Immunreaktion in den Mito-
chondrien.

Eine Immunreaktion fur HGF ist ab dem 18. fd in fetalen Leydig-Zellen nach-
weisbar. Die Anzahl der HGF positiven FLZ nimmt nach der Geburt rapide ab
und ist bis zum 25. pnd nachweisbar.

Die Expression von HGF in Leydig-Zellen begleitet die Differenzierung der
ALZ wahrend der puberalen Phase. Die Immunreaktion fir HGF in den ALZ ist
ab dem 15. pnd nachweisbar. Die Anzahl der immunpositiven ALZ nimmt da-
nach zu. Mit einem leichten Abfall am 25. pnd erreicht die HGF Expression am
35. pnd einen Peak, wenn die ersten runden Spermatiden gebildet werden.
Danach erfolgt eine Abnahme. Ca. 10% der ALZ zeigen keine Immunreaktion
fur HGF.

Die starkste Immunreaktion von HGF wurde in den pachytanen Spermatozy-
ten und in den runden Spermatiden wahrend der Spermatogenesestadien VIl
und VIl beobachtet.

4.4 Ausblick

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass es Schwankungen in der Expression

von HGF im Hodengewebe zwischen den fetalen, postnatalen, pubertaren und adul-

ten Phasen der Entwicklung sowie eine zeitliche Korrelation zwischen den Entwick-

lungen der fetalen bzw. der adulten Leydig-Zelle und der Expression von HGF im

Hodengewebe gibt. Moglicherweise triggert C-Met die HGF-Expression in adulten

Leydigzellen und dafur umgekehrt HGF die C-Met Expression in fetalen Leydig-Zel-

len. FUr einen genauen Zusammenhang dieser These sind allerdings weitere Studien

mit alternativen Methoden notwendig.
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