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1. Einleitung

Im Jahre 1850 entdeckte Franz von Leydig die nach ihm benannten Zwischenzellen im
interstitiellen Hodengewebe. Im Rattenhoden sind zwei morphologisch und funktionell
unterschiedliche Populationen erkennbar: Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLCs) und Adulttyp-
Leydig-Zellen (ALCs) (Kuopio et al. 1989b, Haider et al. 1997, Handagama und Ariyaratne
2001, Ge et al. 2006). FLCs konnen ultrastrukturell und immunhistochemisch (3B-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase positiv) erstmalig am 16. Fetaltag identifiziert werden
(Ziegler et al. 1983, Huhtaniemi und Pelliniemi 1992, Haider et al. 1997, Majdic et al. 1998).
Lichtmikroskopisch sind sie eindeutig bis zum 25. Postnataltag nachweisbar (Haider 2004).
Ihr weiteres Schicksal wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Die postnatale
Differenzierung der ALCs in Rattenhoden erfolgt in drei Stadien (Tab. 1) nach Hardy et al.

(1989) und Haider (2004), die jeweils unterschiedliche Androgen-Endprodukte synthetisieren.

Postnataltag Stadium Androgen-Endprodukt

14. — 28. Vorldufer-Stadium (progenitor stage) | Androsteron

28. - 56. Unreifes Stadium (immature stage) Sa-Androstan-3a,17B-diol
(=Metabolit von Testosteron)

> 56. Reifes Stadium (mature stage) Testosteron

Tab. 1 Postnatale Differenzierung der adulten Leydig-Zellen nach Hardy et al. (1989) und Haider
(2004). Weitere Quellen: Hardy et al. 1990, Shan und Hardy 1992, Shan et al. 1997.

Die wichtigste Funktion der Leydig-Zellen liegt in der Synthese von Androgenen fiir die
Initiierung, Aufrechterhaltung und Regulation der Spermatogenese (Haider 2004): Das
wichtigste testikuldre Androgen, Testosteron, synthetisieren die Leydig-Zellen nach
Stimulation mit luteinisierendem Hormon (LH) aus der Hypophyse. Uber die Blutbahn
gelangt Testosteron zur Hypophyse und zum Hypothalamus, wo es eine negative
Riickkopplung der Produktion von LH bzw. von Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)
bewirkt. Unter dem Einfluss von Testosteron und dem Follikel-stimulierenden-Hormon (FSH)
der Hypophyse erfolgt die Spermatogenese in den Tubuli seminiferi. Die Differenzierung,

Entwicklung und Funktion der Leydig-Zellen wird beeinflusst von Endothelzellen,



Makrophagen, Fibroblasten/Fibrozyten und peritubuldren Zellen im Interstitium (Skinner
1991, Hales 1996, Ergiin et al. 1997, Handagama und Ariyaratne 2001, Anand et al. 2003,
Haider 2004). Abb. 1 zeigt ein vereinfachtes Schema der Interaktionen der Leydig-Zellen mit
anderen interstitiellen Zellen. Zwischen Leydig-Zellen und Endothelzellen liegt eine
gegenseitige Stimulation vor: In Anwesenheit von Endothelzellen produzieren Leydig-Zellen
mehr Testosteron als ohne (Setchell und Palombi 2004). Leydig-Zellen produzieren den
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), welcher die Proliferation von Endothelzellen im
Rattenhoden reguliert (Anand et al. 2003, Rudolfsson et al. 2004). Endothelzellen bilden eine
Barriere fiir Testosteron zwischen der interstitiellen Flissigkeit und der systemischen
Blutzirkulation, sowie fiir LH zwischen der interstitiellen Fliissigkeit und der Oberfldche der
Leydig-Zellen (Setchell et al. 2002, Setchell 2004). Auch Leydig-Zellen und Makrophagen
beeinflussen sich gegenseitig: Ortsstdndige Makrophagen produzieren Wachstumsfaktoren
und Zytokine, welche die Differenzierung von ALCs steuern (Gaytan et al. 1994a,b,c, 1996).
Aktivierte Makrophagen sezernieren pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukin-1(IL-1)
und Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa), welche die Testosteron-Produktion der Leydig-Zellen
hemmen (Hales 1996, 2002). Die Testosteron-Produktion der Leydig-Zellen und die 25-
Hydroxycholesterol-Sekretion der Makrophagen sind ebenfalls voneinander abhingig
(Lukyanenko et al. 2001, 2002; Chen et al. 2002). AuBerdem reguliert Testosteron die
Proliferation von Fibroblasten mit tiber Expression von Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2):
Der Spiegel an FGF-2 Matrizen-Ribonukleinsdure (mRNA) sinkt in Abwesenheit von
Testosteron und wird nach Testosterongabe wiederhergestellt (Yoshimura et al. 1994,
Gonzalez-Herrera et al. 2006). Testosteron bewirkt die Zunahme des von peritubulédren Zellen
produzierten P Mod-S, welches die Sertoli-Zellen stimuliert, mehr Androgen-bindendes-
Protein zu produzieren (Skinner und Fritz 1985, Risbridger und Skinner 1992). Dadurch wird
eine normale Progression von Keimzellen ermdglicht (Sharpe et al. 1990). Leukemia

inhibitory factor (LIF) aus der Familie von Interleukin-6 wird von peritubuldren Zellen



produziert (Huleihel und Lunenfeld 2004) und hemmt iiber parakrine Mechanismen die

Testosteron-Produktion der Leydig-Zellen (Mauduit et al. 2001).

Fibroblast/-cyte

b 25-0H-Chol
> Pro-infl. cytokines:
IL-1, TNFa

i GF,cytokines

Endothelial &=
Cell )

ST ©GF
S LIF

Abb. 1 Schema iiber die Interaktionen der Leydig-Zelle mit anderen interstitiellen Zellen.
FGF-2, Fibroblast-Growth-Factor-2. GF, Growth Factors. [L-I, Interleukin-1. LIF, Leukemia
Inhibiting Factor. 25-OH-Chol, 25-Hydroxy-Cholesterol. Pro-infl., Pro-inflammatorisch.

T, Testosteron. TNFa, Tumor-Nekrose-Faktor o. VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor.

+, Stimulation. -, Hemmung. Diff, Differenzierung.

Voraussetzung fiir die oben beschriebenen engen funktionellen Interaktionen zwischen
Leydig-Zellen mit den benachbarten interstitiellen Zellen, sowie zwischen den Leydig-Zellen
untereinander, ist eine prizise regulierte Kommunikation zwischen den beteiligten Zellen.
Eine mogliche Form der interzellularen Kommunikation stellen Zellkontakte dar. Bisher
liegen nur wenige Untersuchungen iiber Zellkontakte, z.B. gap junctions zwischen Leydig-
Zellen (Wrobel et al. 1981, Russel 1996), und Oberflichenmerkmale, z.B. coated pits (Ghinea
et al. 1992, 1994; Ghinea und Milgrom 1995), von Leydig-Zellen vor.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die moglichen morphologischen Korrelate fiir die

interzellulare Kommunikation in Rattenhoden systematisch von der Geburt bis zum Senium

ultrastrukturell zu untersuchen.



2. Material und Methodik

2.1 Versuchstiere

Die Versuchstiere, mdnnliche Wistarratten, wurden aus dem Zentralen Tierlabor der Heinrich-
Heine-Universitdt Diisseldorf bezogen. lhre Aufzucht erfolgte unter standardisierten
Bedingungen in einer spezifiziert pathogenfreien Zone bei Temperaturen von 22 + 2 °C,
55 £ 5 % relativer Luftfeuchte sowie Beleuchtung von 6.00 bis 18.00 Uhr. Trinkewasser
(ozonisiert, angesduert mit Salzsdure (HCI) pH 2,6 bis 3,0) und Futter (Rattenfutter der Firma
ssniff®) standen ad libitum zur Verfiigung.

Untersucht wurden Tiere von der Geburt bis zur adulten Phase zu ausgewéhlten Terminen:

1. Postnataltag, 5. Postnataltag, 10. Postnataltag, 15. Postnataltag, 20. Postnataltag,
30. Postnataltag, 50. Postnataltag, 100. Postnataltag, nach Abschluss des 2. Lebensjahres.

Zur Darstellung der Fetaltyp-Leydig-Zellen, deren gesamte Anzahl und Gesamtvolumen
besonders zwischen dem 3. und dem 11. Postnataltag zunimmt (Kuopio 1989b), wurden die
ersten drei Termine gewidhlt. Die Auswahl der weiteren Termine erfolgte unter der
Beriicksichtigung der Unterteilung der postnatalen Differenzierung der adulten Leydig-Zellen
nach Hardy et al. (1989) und Haider (2004) in 3 Stadien: 15. und 20. Postnataltag fiir das
Vorldufer-Stadium (progenitor stage: 14.-28. Postnataltag), 30. und 50. Postnataltag fiir das
unreife Stadium (immature stage: 28.-56. Postnataltag), 100. Postnataltag und 2 Jahre alt fiir

das reife Stadium (mature stage:> 56. Postnataltag).



2.2 Betiubung

Betidubungsmittel: Diethylether

Applikationsart: Etherkammer

In einer Etherkammer wurden die Ratten jeweils in eine tiefe Narkose versetzt. Sobald die
Atmung der Ratte sistierte und sie nicht mehr auf duflere Reize reagierte, wurde sie aus der

Etherkammer entnommen. Der Exitus letalis wurde durch Dekapitation herbeigefiihrt.

2.3 Priparation

Die Versuchstiere wurden in Riickenlage fixiert. Zunédchst wurde eine Inzision des Fells und
der Haut median von der Symphyse bis zum Xyphoid vorgenommen. Die Haut wurde von der
muskuldren Rumpfwand nach lateral gelost. AnschlieBend wurde die Bauchdecke erdffnet
und die linken Hoden herausprépariert. Die Prédparation fand stets zwischen 10.00 Uhr und

12.00 Uhr statt.

2.4 Fixierung
Unmittelbar nach der Entnahme der Hoden wurden sie in einer frisch angesetzten
modifizierten Karnovsky-Losung fixiert:

4% Paraformaldehyd

5 % Glutaraldehyd in 0,1M Phosphatpuffer nach Sérensen (pH 7,4)

4mM Calciumchlorid (CaCl,)/ 100 ml Losung wurden zugesetzt
Nach 4 Stunden wurde die Losung gewechselt. Die Proben verblieben fiir 12 Stunden bei 4°C
in der Fixierung. Danach wurden sie mit 0,05 M Phosphatpuffer nach Sérensen (pH 7,4) in 3
Durchgéngen zu je 20 Minuten gespiilt. Sie wurden zundchst in runde ca. 3 mm dicke
Scheiben geschnitten und dann in schmale Stiicke (im Winkel von ca. 35-45 °) zerteilt.
Anschliefend erfolgte die Uberfiihrung der Proben in eine 2%iger Osmiumséure (OsOy) in

0.1 M Phosphatpuffer nach Sérensen (pH 7,4) fiir 3 Stunden bei 4°C auf einem Rotator.



Nach der Fixierung wurden die Proben entwissert:

10 min in 70% Ethanol bei Raumtemperatur

1 h in 70 % Ethanol + 1% Phosphorwolframsiure bei Raumtemperatur

1 h in 80% Ethanol + 0,5% Uranylacetat bei Raumtemperatur

1 h in 90% Ethanol bei Raumtemperatur

1 h in 100% Ethanol bei Raumtemperatur

12 h in 100% Isopropanol bei 4°C
Die Zugabe der Phosphorwolframsdure und der Uranylacetats bei der Entwisserung erfolgte
zur Steigerung des Kontrastes des Gewebes und damit zur besseren Darstellung der
Zellkontakte.

Die Entwiésserung wurde durch 3 Spiilungen a 20 Minuten mit Toluol abgeschlossen.

2.5 Einbettung

Die Proben wurden in Epon 812 (3 x 1 Stunde bei 40°C) in Beem-Kapseln eingebettet, fiir 12
Stunden bei Raumtemperatur abgedeckt und fiir 72 Stunden bei 60°C polymerisiert. Nach der
Polymerisation wurden sie fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur ausgekiihlt. Nun konnten die
Beem-Kapseln entfernt und die Proben getrimmt werden.

Ultradiinnschnitte wurden von ausgewihlten Bereichen (Auswahl-Kriterien: vollstindiges und
gut erhaltenes Gewebe, reprédsentative Interstitien mit Leydig Zellen und deren Umgebung)
mittels eines Reichert-Jung Ultramikrotoms angefertigt. Die Kontrastierung erfolgte mit
gesittigter Uranylacetat- und Bleicitrat-Losung. Die Ultradiinnschnitte wurden mit dem
Elektronenmikroskop (HITACHI H-600) betrachtet und mit der integrierten Kamera

(GATAN Bio Scan 792) fotografiert.



3. Ergebnisse '

Die fetale und adulten Leydig-Zellen wurden anhand charakteristischer ultrastruktureller
Merkmale von steroidbildenden Zellen wie Lipidtropfen, glattes endoplasmatisches
Retikulum und Golgi-Apparat sowie tubulovesikuldre Mitochondrien identifiziert. Tab. 2

stellt nach Haider (2004) die elektronenmikroskopischen Merkmale von FLCs und ALCs

gegeniiber:
Merkmal In FLC In ALC In FLC und ALC
Zellkern Rund Elliptisch oder rund | Dichtes
Euchromatin,
zahlreiche Kernporen
Glattes Reichlich
endoplasmatisches
Retikulum
Mitochondrien Tubulovesikulér
Golgi-Apparat Klein bis miBig gro3 | Grof3 und gut
differenziert
Lipidtropfen Zahlreich; Wenige;
Durchmesser: 0,9um | Durchmesser: 0,5um
Anordnung In Clustern Nicht ausschlieBlich
in Clustern

Tab.2: Elektronenmikroskopische Merkmale von Fetaltyp- und Adulttyp-Leydig-Zellen
reproduziert aus Haider (2004). Fetaltyp-Leydig-Zelle (FLC). Adulttyp-Leydig-Zelle (ALC).

Die Definition der Unterstufen der ALCs wurde von Hardy et al. (1989) und Haider (2004)
ibernommen: Vorldufer von ALCs (14.-28. Postnataltag), unreife ALCs (28.-56.

Postnataltag) und reife ALCs (ab 56. Postnataltag).

! Die hier vorgelegten Befunde wurden in der folgenden Versffentlichung publiziert: Tran N, Servos G, Haider
SG (2006) Ultrastructure of cell contacts of fetal and adult Leydig cells in the rat: a systematic study from birth
to senium. Anat Embryol 211: 273-82.




3.1 Zellkontakte am 1. und 5. Postnataltag

Am 1. Postnataltag zeigten sich bei der Untersuchung der FLCs folgende Befunde:
Zellkontakte lagen in Form von gap junctions, Zellkontakte mit Fibroblasten, Nachbarschaft
zu Blutkapillaren sowie Interzellularbriicken vor.

Die FLCs am 1. und 5. postnatalen Tag waren nahezu ausschlieBlich in Clustern angeordnet.
Bisweilen konnten gap junctions zwischen zwei FLCs eines Clusters beobachtet werden
(Abb. 2a). Hiufig wurden die Cluster von Fibroblasten und deren Ausldufern umgeben.
Fibroblasten bildeten mit FLCs Zellkontakte aus, wobei die Zellmembran des Fibroblasten die
Zellmembran der Leydig-Zelle beriihrte (Abb. 2b).

Die FLC-Cluster befanden sich regelméfig in der Umgebung von BlutgefiBlen. Eine
kranzartige Anordnung der Leydig-Zellen um eine fenestrierte Blutkapillare konnte
beobachtet werden (Abb. 3a). Abstinde von ca. 60 nm wurden zwischen der Basalmembran
einer Endothelzelle und der einer FLC gemessen (Abb. 3b).

Am 1. Postnataltag wurden zwischen FLCs innerhalb eines Clusters gelegentlich
Interzellularbriicken beobachtet (Abb. 4a). Das Zytoplasma dieser Interzellularbriicken
zwischen zwei FLCs war kontinuierlich und wurde von einer Basalmembran umhiillt (Abb.
4b). In dem Interzellularraum befanden sich zahlreiche Kollagenfaserbiindel.

Auch am 5. Postnataltag konnten Interzellularbriicken gefunden werden: Zwischen zwei mehr
als 2um entfernten FLCs lag kontinuierliches Zytoplasma, das Zellorganellen wie glattes
endoplasmatisches Retikulum und tubulovesikuldre Mitochondrien enthielt, vor (Abb. 5a und

b). Auch hier fanden sich Kollagenfasern im Interzellularraum.



Abb. 2: Fetaltyp-Leydig-Zellen am 1. Postnataltag (d1).

VergroBerung siehe Mafstab.

a) Hohe Vergroferung von zwei Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLC), deren aneinandergrenzende
Zellmembranen eine gap junction (Pfeil) aufweisen.

b) Hohe VergréBerung von einem Fibroblasten (Fib) und einer Fetaltyp-Leydig-Zelle (FLC).
Die Zellmembranen der beiden Zellen beriihren sich (Pfeil).



: _.ir"_f ‘ L ! o
Abb. 3: Fetaltyp Leydig-Zellen am 1. Postnataltag (d1).
VergroBerung siehe Mafstab.
a) Ubersicht iiber einen Fetaltyp-Leydig-Zell-Cluster, der eine Blutkapillare umgibt. Fetaltyp-
Leydig-Zelle (FLC). Fibroblast (Fib). Endothelzelle (EC).
b) Ausschnitt aus a) zwischen der Leydig-Zelle und der fenestrierten Blutkapillaren. Der Abstand
zwischen der Basalmembran der Fetaltyp-Leydig-Zelle (FLC) und der Endothelzelle (EC) betrédgt
ca. 60 nm.
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Abb. 4: Fetaltyp-Leydig-Zellen am 1. Postnataltag (d1).

VergroBerung siehe Maf3stab.

a) Ubersicht iiber einen Fetaltyp-Leydig-Zell-Cluster. Oberhalb des Clusters sieht man ein kleines
Blutgefdl3. Innerhalb des Clusters befindet sich zwischen zwei Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLC) eine
Interzellularbriicke (Kasten). Perivaskulérer Fibrozyt (pF). Endothelzelle (EC).

b) Vergrolerung der in a) hervorgehobenen Interzellularbriicke. Das Zytoplasma zwischen den zwei
Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLC) ist kontinuierlich. Auf beiden Seiten der zytoplasmatischen Briicke
ist die Basalmembran (Pfeile) sichtbar. Der Interzellularraum zwischen den beiden Leydig-Zellen
ist mit Kollagenfasern (co/) gefiillt.
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Zusétzlich zu der Interzellularbriicke konnten in wenigen Féllen auch weitere Ausldufer
zwischen zwei FLCs beobachtet werden (Abb. 6a). In dem mit Kollagen gefiillten
Interzellularraum befanden sich auflerdem aufeinander zulaufende Zellauslaufer zweier FLCs
(Abb. 6b). Die beschriebenen Interzellularbriicken wurden lediglich in der frithen postnatalen
Periode beobachtet. Nicht alle FLCs in diesem Zeitraum wiesen Interzellularbriicken auf.
FLC-Cluster mit locker angeordneten FLCs und vergréBertem Interzellularraum zeigten diese
Interzellularbriicken, wihrend die tiberwiegend vorkommenden dichten kompakten FLC-
Cluster keine Interzellularbriicken aufwiesen. Die unterschiedlich geformten FLC-Cluster

konnten gemeinsam in demselben Interstitium beobachtet werden.

12



Abb. 5: Fetaltyp-Leydig-Zellen am 5. Postnataltag (d5).

VergroBerung siehe Maf3stab.

a) Interzellularbriicke zwischen zwei Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLC) eines Clusters. Fibroblasten
(Fib) umgeben den Cluster in dem oberen Teil des Bildes.

b) Vergroflerung der Interzellularbriicke zwischen den zwei Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLC) aus a).
Der Interzellularraum enthilt zahlreiche Kollagenfasern (col). Oben links abgebildet ist ein
vergroBerter Ausschnitt der Briicke, deren kontinuierliches Zytoplasma Zellorganellen wie glattes
endoplasmatisches Retikulum und tubulovesikuldre Mitochondrien aufweist.

13



Abb. 6: Fetaltyp Leydig-Zellen am 5. Postnataltag (d5).

VergroBerung siehe Mafistab.

a) Zwischen zwei Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLC) eines Clusters besteht eine Interzellularbriicke
(Pfeil).

b) Hohe VergroBerung der Interzellularbriicke aus dem mittleren Bildbereich von a). Das Zytoplasma
zwischen den beiden Fetaltyp-Leydig-Zellen ist kontinuierlich. Der Interzellularraum auf der
rechten Seite der Briicke ist mit Kollagenfasern (co/) gefiillt. Des Weiteren verfiigen beide Leydig-
Zellen iiber fingerartige Ausldufer.
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3.2 Zellkontakte am 10., 15. und 25. Postnataltag

In dem interstitiellen Gewebe am 10. und 15. Postnataltag dominierten Zelluntergang und
Zelltrimmer in den untersuchten Interstitien (Abb. 7). Die Zellmembranen waren aufgelost
und konnten nicht mehr eindeutig abgegrenzt werden. (Abb. 7a und b). Weite Kollagenfelder
dehnten sich nicht nur in dem interstitiellen sondern auch in dem peritubuliren Raum aus:
Neben einigen Fibrozyten bestimmten zahlreiche quer oder lédngs angeschnittene
Kollagenfelder das Bild (Abb. 7b). Reichlich Kollagen umgab die vereinzelt beobachteten
Vorldufer von ALCs (Abb. 7¢). Ab dem 15. Postnataltag konnte gelegentlich ein intaktes
Interstitium mit Vorldufern von ALCs, einer zentralen Blutkapillare und Fibrozyten
beobachtet werden (Abb. 7d). Bei den vereinzelt gefundenen FLC-Cluster und ALC-
Vorldufer am 10. und 15. Postnataltag konnten keine besonderen Oberflichenmerkmale oder
Zellkontakte beobachtet werden. Die untersuchten Interstitien in diesem Zeitraum zeigten
sporadisch Makrophagen, Fibroblasten und —zyten, lymphatische Zellen und Geféf3zellen.

Am 20. und 25. Postnataltag wurde das Bild der Interstitien wieder von mehr Zellen gestaltet.
Vorlduferzellen (,,progenitors* oder ,,precursors*) von ALCs konnten beobachtet werden. Sie
wiesen folgende Zellkontakte auf: gap junctions zwischen ALC-vorldufern und Kontakte von
ALC-Vorlédufers mit peritubuldren Zellen. Zwei benachbarte ALC-vorldufer kamen oft nur in
einer gap junction zusammen (Abb. 8a), d.h. ihre Zellmembranen liefen nahezu spitz
aufeinander zu und néherten sich dann in der gap junction. Mit peritubulidren Zellen bildeten
ALC-Vorlaufer ebenfalls Zellkontakte aus: An mehreren Stellen beriihrten sich die
Oberfliche eines ALC-Vorldufers und die Zellmembran einer angrenzenden peritubuldren
Zelle (Abb. 8b). Wie zu den vorigen Terminen wurden gelegentlich BlutgefiBle in der
Nachbarschaft der ALC-Vorldufer beobachtet, wobei aufgrund der Entfernung keine

Zellkontakte beobachtet werden konnten.
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Abb. 7: Interstitien am 10. (410) und 15. (d15) Postnataltag.

A
i .r" fﬁ‘?"

VergroBerung siehe Mafstab.

a)

b)

<)

d)

In der Mitte des Bildes sind zwei Zellen abgebildet. Die Zellmembran der linken Zelle ist
aufgelost. Die Zellorganellen liegen um den Zellkern (N) der untergehenden Zelle verstreut. Bei
der Zelle auf der rechten Seite handelt es sich um einen Fibrozyten (Fib) mit rauem
endoplasmatischen Retikulum (RER). Tubulus seminiferus (S7).

Ausschnitt aus einem groBen Interstitium mit groen Kollagenfeldern (co/). Tubulus seminiferus
(ST). Fibrozyt (Fib). Blutkapillare (bc).

Im Zentrum des Bildes befindet sich eine Vorlduferzelle einer Adulttyp-Leydig-Zelle (ALC)
zwischen zwei Tubuli seminiferi (S7). Unten links ist eine weitere Adulttyp-Leydig-Zelle (ALC)
ohne angeschnittenen Zellkern abgebildet. Die Leydig-Zellen sind von reichlich Kollagen (co/)
umgeben.

Dreieckiges von drei Tubuli seminiferi (S7) umrahmtes Interstitium mit einem kleinen zentralen
Blutgefidl3 (bc). Unterhalb des Blutgefifies sind zwei Vorldufer von Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC)
abgebildet. Fibrozyt (Fib).

16



Abb. 8: Vorliufer von Adulttyp-Leydig-Zellen am 20. Postnataltag (420).

Vergroflerung siehe Maf3stab.

a) Gap junction (Pfeil) zwischen zwei Vorldufern von Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC).

b) Der Vorldufer einer Adulttyp-Leydig-Zelle (ALC) liegt zwischen zwei Tubuli seminiferi (S7). Die
Unterseite der Leydig-Zelle beriihrt die peritubulédre Zelle (p7) an zwei Stellen (Pfeilspitzen).

17



3.3 Zellkontakte am 30. und 50. Postnataltag

Am 30. Postnataltag wiesen die unreifen (,,immature*) ALCs folgende Zellkontakte bzw.
Oberflichenmerkmale auf: gap junctions und coated pits. AuBBerdem fand man die unreifen
ALCs regelmiBig in der Umgebung von BlutgefiBen oder Blutkapillaren (Abb. 9a): Dabei
konnten die unreifen ALCs haufig in der Ndhe von perivaskulidren Fibrozyten beobachtet
werden. Ferner wiesen benachbarte unreife ALCs jetzt auch hiufig gap junctions
untereinander auf. Selten lagen aufeinander folgende gap junctions, zwischen denen sich eine
kurze Strecke mit reguldrem, nicht verdichtetem, Interzellularspalt befand, vor (Abb. 9b).
Typischer war jedoch die folgende Beobachtung: Die Zellmembranen der benachbarten
unreifen ALCs verliefen iiber eine lange Strecke beieinander. SchlieBlich bildeten sie eine gap
junction mit dem charakteristischen Wechsel zwischen reguldrem Interzellularspalt und den
Verdichtungen mit stark verengtem Interzellularspalt (Abb. 9¢). Oft befanden sich die
unreifen ALCs am 30. Postnataltag in unmittelbarer N&he voneinander, so dass die
Zellmembranen weniger als 20 nm voneinander entfernt waren und kaum ein
Extrazellularraum zwischen ihnen vorlag (Abb. 10a). Die Oberflichen der Zellmembranen
der unreifen ALCs wiesen regelmifBig coated pits auf. Gelegentlich lagen sich die konkaven
Offnungen der coated pits zweier benachbarter unreifer ALCs nahezu unmittelbar gegeniiber
(Abb. 10a). Rein morphologisch war die Identifikation der coated pits nicht immer eindeutig
moglich. Die untere unreife ALC in Abb. 10a verfiigte mit groBer Wahrscheinlichkeit {iber
mindestens zwei weitere coated pits, welche nicht hervorgehoben wurden. Die beschrifteten
elektronendichten Q (=omega)-formigen Figuren zeigten jedoch die typische Gestalt von
coated pits.

Coated pits wurden nicht nur an der Oberfliche der Zellmembranen von Leydig-Zellen

beobachtet sondern auch von Fibrozyten. Fibrozyten befanden sich wiederholt in der néchsten
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Abb. 9: Unreife Adulttyp-Leydig-Zellen am 30. Postnataltag (d30).

VergroBerung siehe Mafstab.

a) Ubersicht iiber zwei unreife Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC), die sich unterhalb eines BlutgefiBes
(bv) befinden. Zwischen den beiden Leydig-Zellen liegt ein Zellkontakt (Pfeilspitze) vor.
Perivaskulidrer Fibrozyt (pF).

b) Vergroferung des Zellkontaktes zwischen den beiden unreifen Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC) aus
a): Es handelt sich um zwei aufeinander folgende gap junctions (Pfeile), zwischen denen sich eine
kurze Strecke mit reguldrem, nicht verdichtetem, Interzellularspalt befindet.

¢) Typische gap junction (Pfeil) zwischen zwei unreifen Adulttyp-Leydig-Zellen (4LC). Man erkennt
deutlich den charakteristischen Wechsel zwischen regulirem Interzellularspalt und den
Verdichtungen, wo der Interzellularspalt stark eingeengt ist.
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Néhe von unreifen ALCs, die um sie herum angeordnet waren. Dabei waren die konkaven
Offnungen der coated pits an den Zellmembranen der Fibrozyten den benachbarten unreifen
ALCs zugewandt (Abb. 10b). In den Interzellularriumen zwischen Fibrozyten und unreifen
ALCs fanden sich zahlreiche unterschiedliche Vesikel. Das Zytoplasma der Vesikel war
entweder so hell wie das der Fibrozyten oder so dunkel wie das der unreifen ALCs.

Am 50. Postnataltag wurden folgende Zellkontakte bzw. Oberflichenmerkmale beobachtet:
gap junctions zwischen unreifen ALCs, coated pits, Abschniirung von Vesikeln, Kontakte zu
Fibrozyten und Makrophagen. Die an diesem Zeitpunkt hdufig anzutreffenden gap junctions
zwischen unreifen ALCs traten in verschiedenen Variationen auf (Abb. 11). Dabei kamen gap
junctions vor, die auf beiden Seiten von regulirem Interzellularraum umgeben waren
(Abb.11a). Andere gap junctions zwischen unreifen ALCs wiesen auf der einen Seite einen
reguldren Interzellularraum auf, grenzten jedoch auf der anderen Seite bereits an den
interstitiellen Extrazellularraum (Abb. 11b). Eine Variation der bereits gezeigten gap
junctions wurde ebenfalls am 50. Postnataltag beobachtet: Die gesamte Kontaktfliche zweier
Leydig-Zellen wurde von einer besonderen gap junction ausgebildet. Diese gap junction
bestand aus einem langen zentral gelegenen Spalt mit kleinen elektronendichten Strukturen an
beiden Enden (Abb. 11¢).

Neben gap junctions lagen an der Oberflache der unreifen ALCs wiederholt coated pits vor.
Coated pits befanden sich sowohl zwischen benachbarten Leydig-Zellen (Abb. 12a) als auch
zwischen Leydig-Zellen und ihrem Extrazellularraum (Abb. 11c). In dem Interzellularraum
zwischen zwei unreifen ALCs mit coated pits fanden sich hdufig kleine Vesikel, deren
Zytoplasma morphologisch genauso aussah wie das der Leydig-Zellen. In einigen Fillen
konnte die Abschniirung der Vesikel von den Leydig-Zellen festgehalten werden (Abb. 12b):
Die in der Umgebung einer Blutkapillare liegende Leydig-Zelle schleuste drei Vesikel aus.

Ein Vesikel war bereits abgeschniirt und der Zytoplasmafaden zwischen Leydig-Zelle und
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Abb. 10: Unreife Adulttyp-Leydig-Zellen am 30. Postnataltag (d30).

VergroBerung siche Mafstab.

a) Die beiden unreifen Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC) befinden sich so nah beieinander, dass der
Abstand ihrer angrenzenden Zellmembranen unter 20 nm liegt. Auflerdem weisen sie coated pits
(cp), deren Offnungen sich gegeniiberliegen, auf.

b) In der Nachbarschaft zweier unreifer Adulttyp-Leydig-Zellen (4LC) liegt ein Fibrozyt (Fib) mit
coated pits (¢p) an seiner Oberfliche vor. Des Weiteren befinden sich zahlreiche Vesikel mit
unterschiedlicher Morphologie in den Interzellularrdumen.
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Abb. 11: Unreife Adulttyp-Leydig-Zellen am 50. Postnataltag (d50).

VergroBerung siehe Mafistab.

a) Gap junction (Pfeil) zwischen zwei unreifen Adulttyp-Leydig-Zellen (4LC). Des Weiteren ist in
der oberen Bildhilfte ein Makrophag (M) abgebildet.

b) Die Zellmembranen zweier unreifer Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC) verlaufen iiber eine lange
Strecke von unten nach oben aneinander grenzend. Oben bilden sie eine gap junction (Pfeil) aus.

¢) Diese beiden unreifen Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC) sind nur durch eine variierte gap junction
mit einem langen zentralen Spalt und zwei runden elektronendichten Strukturen (Pfeile) beidseits
getrennt. Die Leydig-Zellen weisen an ihrer Zellmembran aulerdem coated pits (cp) auf, deren
Offnungen dem interstitiellen Extrazellularraum zugewandt sind.
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Vesikel unterbrochen. Ein weiteres Vesikel war noch mit der Leydig-Zelle iiber einen feinen
Zytoplasmafaden verbunden, der in der Mitte verschmaélert war.

Eine enge Beziehung zwischen unreifen ALCs und Makrophagen wurde ab dem 50.
Postnataltag regelmifig vorgefunden. Die Zellmembranen der ALCs und Makrophagen lagen
einander an, so dass auch ihre Oberflichen sich einander anpassten z.B. die konkave
Oberfliche des Makrophagen lag der konvex vorgewdlbten Zellmembran der Leydig-Zelle
an. Die unreifen ALCs am 50. Postnataltag verfiigten haufig tiber Zellauslaufer. Gelegentlich
ragte ein solcher fingerartiger Zellausldufer einer Leydig-Zelle in die tiefe Invagination der
Zellmembran eines benachbarten Makrophagen hinein (Abb. 13a und b). Neben
Makrophagen befanden sich auch Fibrozyten hiufig in der ndheren Umgebung von unreifen
ALCs. Die Fibrozyten befanden sich so nah bei den Leydig-Zellen, dass die Zellmembranen,
welche das Zytoplasma der beiden Zellen umhiillten, unmittelbar aneinander lagen (Abb.
13a). Dariiber hinaus kam es vor, dass Zellausldaufer von Fibrozyten sich einer Leydig-Zelle
anndherten und ihre Zellmembran berithrten (Abb. 13a). In beiden Fillen war der

Interzellularraum reduziert unter 20 nm.
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Abb. 12: Unreife Adulttyp-Leydig-Zellen am 50. Postnataltag (d50).

VergroBerung siehe Mafstab.

a) In dem Interzellularraum zwischen zwei unreifen Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC) befinden sich
kleine Vesikel (vs) und quer angeschnittene Kollagenfasern (co/). Die Oberfliche der
Zellmembran der Leydig-Zelle oben rechts weist ein coated pit (cp) auf.

b) Zwei unreife Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC) liegen in der Nidhe einer Blutkapillare (bc). Die
Leydig-Zelle in der Mitte des Bildes (Kdistchen) ist in dem Ausschnitt unten rechts vergroBert.
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Abb. 13: Unreife Adulttyp-Leydig-Zelle am 50. Postnataltag (d50).

VergroBlerung siehe Mafstab.

a) Die unreife Adulttyp-Leydig-Zelle (4LC) oben links verfiigt tiber einen Zellausldufer (Kasten), der
in den Makrophagen (M) reicht. Der Fibrozyt in der unteren Bildmitte grenzt auf der linken Seite
unmittelbar an eine Leydig-Zelle (Abstand < 20 nm). Nach oben rechts verfiigt der Fibrozyt iiber
einen Zellauslaufer (gestrichelter Pfeil), der die obere Leydig-Zelle beriihrt.

b) VergroBerung des fingerartigen Zellausldufers aus a) der unreifen Adulttyp-Leydig-Zelle (ALC) in
die tiefe Invagination des Makrophagen (M).
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3.4 Zellkontakte am 100. Postnataltag

Die reifen (,,mature) ALCs am 100. Postnataltag wiesen viele der bereits beschriebenen
Zellkontakte auf: enge Beziehung und Kontakte zu Makrophagen, gap junctions zwischen
benachbarten Leydig-Zellen, sowie Nihe zu peritubuldren und perivaskuldren Zellen.
Auffillig war das Zytoplasma der reifen ALCs (Abb. 14 und 15): Es war elektronendichter
und verfiigte {iber weniger glattes endoplasmatisches Retikulum als die vorher gezeigten
unreifen ALCs. In einem typischen Interstitium (Abb. 14a) waren die reifen ALCs oft um ein
Blutgefid3 angeordnet und lagen in nichster Ndhe zu perivaskuldren Fibrozyten. AuBerdem
befanden sich die reifen ALCs héufig in der Umgebung von Makrophagen (Abb. 14a-c).
Dabei wurde regelmdfig ein Interzellularraum zwischen der Leydig-Zelle und dem
Makrophagen von ca. 20 nm gemessen (Abb. 14b): Die Zellmembranen des Makrophagen
und der reifen ALC grenzten unmittelbar aneinander, wobei der Makrophag und einer seiner
Zellausldufer entlang der Oberfliche der Leydig-Zelle verliefen. Der Interzellularraum
zwischen Makrophag und Leydig-Zelle konnte allerdings auch stark reduziert (weit unter
20 nm) sein, wenn die beiden unterschiedlichen Zelltypen unmittelbar aneinander grenzten
(Abb. 14c). AuBerdem fiel zwischen den angrenzenden Zellen noch auf: Die kleinen
rundlichen Zellausliufer der Leydig-Zelle erstreckten sich bis in die konkaven Offnungen der
coated pits des Makrophagen und fiillten sie aus (Abb. 14c¢). Ein reduzierter Interzellularraum
konnte nicht nur zwischen Leydig-Zellen und Makrophagen beobachtet werden, sondern auch
zwischen benachbarten Leydig-Zellen: Zwischen zwei reifen ALCs wurden regelmifig gap
junctions ausgebildet (Abb. 15a). Eine weitere hidufige Beobachtung war die von reifen ALCs
in der Ndhe von den Tubuli seminiferi: Dabei war der Interzellularraum zwischen Leydig-
Zelle und peritubuldrem Zellauslaufer oft reduziert unter 20 nm (Abb. 15b). Die Zellauslaufer
der peritubuldren Zellen und der Myoidzellen wiesen wiederholt mehrere coated pits auf. Die

beobachten coated pits der peritubuldren Zellen waren den Myoidzellen zugewandt, wiahrend
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die Myoidzellen iiber coated pits verfiigten, deren Offnungen den peritubuliren Zellen und

dem Tubulus seminiferus zugewandt waren (Abb. 15b).
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Abb. 14: Reife Adulttyp-Leydig-Zellen am 100. Pos

tnataltag (4100).

VergroBerung siehe Mafstab.

a)

b)

Ubersicht eines Interstitiums: Reife Adulttyp-Leydig-Zellen (4LC) sind von Makrophagen (M)
umgeben. Die Leydig-Zelle unten rechts liegt dem perivaskuldren Fibrozyten (pF) des Blutgefa3es
(bv) an. Tubulus seminiferus (S7).

Ein Makrophag (M) und eine reife Adulttyp-Leydig-Zelle (ALC) liegen einander an. Der
Zellausldufer des Makrophagen verlduft entlang der Unterseite der Leydig-Zelle.

Der Interzellularraum zwischen dem Makrophagen (M) und der reifen Adulttyp-Leydig-Zelle
(ALC) ist stark reduziert (<20nm). Der kleine rundliche Zellausldufer der Leydig-Zelle erstreckt
sich in die konkave Offnung eines coated pits (cp) des Makrophagen und fiillt diese aus.
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Abb. 15: Reife Adulttyp-Leydig-Zellen am 100. Postnataltag (d100).

VergroBerung siehe Mafstab.

a) Gap junction (Pfeil) zwischen zwei reifen Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC). Kollagen (col).

b) Die reife Adulttyp-Leydig-Zelle (ALC), die die obere Bildhilfte ausfiillt, befindet sich in enger
Nachbarschaft zu dem Ausldufer einer peritubuldren Zelle (p7). Die Zellmembranen der darunter
liegenden peritubulédren Zelle sowie der Myoidzelle (My) weisen coated pits (cp) auf.

o
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3.5 Zellkontakte im Senium

Im Alter von zwei Jahren (Senium), zeigten die reifen ALCs viele der bereits aufgefiihrten
Beobachtungen auf: Anordnung in der Umgebung von Blutgefdlen, Nihe zu Fibrozyten,
Kontakte mit Makrophagen und gap junctions zwischen zwei Leydig-Zellen.

Auch im Senium fand man die reifen ALCs hiufig in der Umgebung von Blutgefifien (Abb.
16a). Dabei fiel auf, dass sich die Form der Leydig-Zelle an die Form des Blutgefdles
anpassen konnte: Die Oberfldche der reifen ALC verlief in einem Abstand von ca. 40 bis
80 nm entlang der Oberfliche der Endothelzelle (Abb. 16b), als wiirde die Leydig-Zelle die
Endothelzelle umgreifen. Die Endothelzelle verfiigte iiber Caveolen, deren Offnung der
Leydig-Zelle zugewandt war. Aufler in der Umgebung von Endothelzellen befanden sich
Leydig-Zellen im Senium auch in unmittelbarer Ndhe von Fibrozyten. Fibrozytenausldufer
schoben sich bisweilen in den Interzellularraum zwischen zwei reifen ALCs (Abb. 16b): Die
Zellmembran des Fibrozytenausldufers grenzte an die ihn auf beiden Seiten umgebenen ALCs
und zeigte ferner ein coated pit, dessen konkave Offnung einer Leydig-Zelle zugewandt war.
Wie am 100. Postnataltag konnte auch hier beobachtet werden, dass Leydig-Zellen an die

Zellauslaufer von peritubuldren Zellen angrenzten (Abb. 16b).
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Abb. 16: Reife Adulttyp-Leydig-Zellen im Alter von 2 Jahren (2yr).
VergroBerung siehe Mafsstab.
a) Ubersicht iiber ein Interstitium mit reifen Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC), die um eine

b)

Blutkapillare mit Endothelzelle (EC) und perivaskuldrem Fibrozyt (pF) angeordnet sind. In
den Ecken oben links und unten rechts ist jeweils ein Tubulus seminiferus (S7) abgebildet.
Peritubulire Zelle (pT). Myoidzelle (My).

VergroBerung des rechteren oberen Bildanteils von a): Zwei reife Adulttyp-Leydig-Zellen
(ALC) sind angeschnitten. Die Oberflidche der oberen Leydig-Zelle ist der Endothelzelle (EC)
mit ihren Cavolen (cav) zugewandt. Zwischen den beiden Leydig-Zellen befindet sich ein
Zellausldufer eines Fibrozyten (Fib) mit einem coated pit (c¢p). Nach unten hin liegt die untere
Leydig-Zelle einem Zellausldufer einer peritubulédren Zelle (p7) an.
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Die bereits beschriebene enge Beziehung zwischen Leydig-Zellen und Makrophagen konnte
ebenfalls im Senium beobachtet werden: Oft lag ein reduzierter Interzellularraum unter 20 nm
zwischen einer reifen ALC und einem Makrophag vor (Abb. 17a), so dass die Zellmembranen
der Leydig-Zelle und des Makrophagen sich beriihrten. Die konkaven Offnungen der coated
pits der Makrophagen waren wiederholt den anliegenden Leydig-Zellen zugewandt (Abb.
17a). Weiterhin konnten Makrophagen und Leydig-Zellen so nah beieinander liegen, dass
nahezu kein Interzellularraum ausgebildet wurde (Abb. 17b). Zellausldufer von Makrophagen
verliefen entlang der Oberfliche der Leydig-Zellen und schmiegten sich ihnen direkt an.
Gleichzeitig fiillten kleine rundliche Zellausliufer der reifen ALCs die konkaven Offnungen
der coated pits der Makrophagen aus (Abb. 17b).

Zu den Zellkontakten von reifen ALCs im Senium gehorten ferner noch gap junctions
zwischen benachbarten Leydig-Zellen: Zwei Leydig-Zellen lagen nah beieinander mit einem
Interzellularraum von ca. 20 nm und bildeten schlieBlich eine gap junction, die auf der
anderen Seite von Extrazellularraum umgeben war (Abb. 18a). Die ungewdhnliche gap
junction, die bereits am 50. Postnataltag beobachtet wurde, konnte auch im Senium
angetroffen werden (Abb. 18b): Die Zellmembranen der beiden reifen ALCs grenzten
aneinander. Der Interzellularraum war ca. 20 nm weit und verdichtete sich in der Mitte zu
einer gap junction mit einem langen zentralen Spalt, der an beiden Enden kleine

elektronendichte Strukturen aufwies.
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Abb. 17: Reife Adulttyp-Leydig-Zellen im Alter von 2 Jahren (2yr).
VergroBerung siehe Mafstab.

a) Die obere der beiden abgebildeten reifen Adulttyp-Leydig-Zellen (4LC) grenzt unmittelbar an den
Makrophagen (M) auf der rechten Seite an. Der Makrophag weist coated pits (cp) auf, deren
Offnungen der Leydig-Zelle zugewandt sind.

b) Ein Makrophag (M) umgreift mit seinem Zellausldufer die Oberseite der runden reifen Adulttyp-
Leydig-Zelle (ALC). Die Zellmembranen beider Zellen liegen so nah an einander, dass nahezu
kein Interzellularraum sichtbar ist. Die Offnung des coated pits (cp) des Makrophagen in der
Bildmitte wird von einem kleinen runden Zellausldufer der Leydig-Zelle ausgefiillt.
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Abb. 18: Reife Adulttyp-Leydig-Zellen im Alter von 2 Jahren (2yr).

VergroBerung siehe Mafistab.

a) Gap junction (Pfeil) zwischen zwei benachbarten reifen Adulttyp-Leydig-Zellen (ALC).

b) Der Makrophag (M) auf der rechten Bildhilfte befindet sich in der Ndhe von drei reifen Adulttyp-
Leydig-Zellen (ALC). An die Leydig-Zelle oben links und an die Leydig-Zelle unten links
schmiegt sich jeweils ein langlicher Zellauslaufer des Makrophagen. Die beiden Leydig-Zellen in
der unteren Bildhélfte zeigen als Zellkontakt eine Variation einer gap junction mit einem langen
zentralen Spalt und kleinen elektronendichten Strukturen (Pfeile) an beiden Enden.
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4. Diskussion

Die vergangenen 25 Jahre brachten zahlreiche Veroffentlichungen tiiber Interaktionen
zwischen Leydig-Zellen und Endothelzellen, Makrophagen, Fibroblasten/Fibrozyten sowie
peritubuldren Zellen im Interstitium hervor. Leydig-Zellen wirken {iber verschiedenste
Mechanismen auf die Zellen in den Interstitien des Hodens ein und werden umgekehrt auch
von ihnen beeinflusst. In Tab. 3 werden verschiedene Faktoren aufgezdhlt, von welchen
berichtet worden ist, dass sie im Hoden produziert werden und/oder in vitro Einfluss auf
Leydig Zellen haben (Quellen s. Lejeune et al. 1998). Die Differenzierung der ALCs
ausgehend von dem mesenchymalen Precursor (= Vorldufer) bis zur reifen ALC erfolgt unter
der Einwirkung von zahlreichen Faktoren (s. Schema von Mendis-Handagama und Ariyaratne

2001 in Abb. 19).

Macrophages
TGFa estrogen TGFa
PDGF-A androgens TH TH IGF-1 TGFP androgens,
TH AMH LH LH L‘H LH  estrogen
proliferation ©  proliferation proliferation proliferation proliferation

Mesenchymal Progenitor Newly Formed Immature
Precursor ALC ALC
@ ® <] @
TH LH LH LH
PDGF-A androgens androgens IGF-1
Macrophages TH

Abb. 19 Regulation der Differenzierung der Adulttyp-Leydig-Zellen im postnatalen Hoden.
ALC: Adult Leydig Cell TH: Thyroid Hormones. LH: Luteinizing Hormone. PDGF-A: Platelet-
Derived Growth Factor-A. [GF-I: Insuline-Like Growth Factor-1. Entnommen aus Mendis-
Handagama und Ariyaratne (2001).
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Factor Site of | Regulation Effect in Leydig Cells
Production
Steroidogenic | Sertoli Cell FSH 1 Steroidogenesis 1
stimulatory
factor
Steroidogenic | Sertoli Cell FSH 1 Differentiated functions |
inhibitory
factor(s)
Mitogenic Sertoli Cell FSH 1 in Sertoli Cell Leydig Cell Progenitor
factor(s) proliferation 1
IGF-1 Leydig Cell, | FSH 1 in Sertoli Cell Differentiated functions 1
Sertoli Cell hCG 1 in Leydig Cell
TGFBs Leydig Cell, FSH | in Sertoli Cell Differentiated functions |
Sertoli Cell,
Peritubular Cell
EGF/TGFa Leydig Cell, | ? Steroidogenesis 1
Sertoli Cell, Differentiated functions |
Germ Cell,
Peritubular Cell
FGF Leydig Cell, | FSH 1 in Sertoli Cell Differentiated functions |
Sertoli Cell,
Germ Cell,
Peritubular Cell
PDGF Leydig Cell hCG 1 in Leydig Cell Differentiated functions |
Interleukin-1 Leydig Cell, LPS 1 in Sertoli Cell Differentiated functions |
Sertoli Cell, hCG 1 & LPS 1 in Leydig
Macrophage Cell
Interferon (o, | Lymphocyte ? Differentiated functions |
Y)
TNF- o Germ Cell ? Stimulatory in rat
Inhibitory in pig, mouse
Growth Leydig Cell, hCG 1 in Leydig Cell Stimulatory or no effect
Hormone Sertoli Cell
Releasing
Factor
LH Releasing | Sertoli Cell ? Acute 1 Steroidogenesis
Hormone only in rat
NO Macrophage - LH-stimulated
steroidogenesis |

Tab. 3 Diese Tabelle wurde reproduziert aus Lejeune et al. (1998). Im Hoden produzierte Faktoren
und deren Einfluss auf Leydig-Zellen. FSH: follicle stimulating hormone. IGF-1: insulin-like growth
factor. hCG: human chorionic gonadotropin. TGFa/B: transforming growth factor a/B. EGFp:
epidermal growth factor. FGF: fibroblast growth factor. PDGF: platelet-derived growth factor. LPS:
lipopolysaccharide. TNF- a: tumor necrosis factor o. LH: luteinzing hormone. NO: nitric oxide.
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In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die Ultrastruktur der Zellkontakte von Leydig-
Zellen sowohl untereinander als auch mit den sie umgebenden interstitiellen Zellen im
Rattenhoden systematisch von der Geburt bis zum Senium untersucht. Dabei konnten
erstmalig folgende [Ergebnisse dargestellt werden: 1. das Vorkommen von
Interzellularbriicken mit kontinuierlichem Zytoplasma zwischen Leydig-Zellen und 2. drei
unterschiedlich strukturierte Muster von gap junctions zwischen benachbarten Leydig-Zellen.
Zudem konnen die Befunde der vorausgegangene Veroffentlichungen iiber coated pits an den
Zellmembranen von Leydig-Zellen, tiber zytoplasmatische Digitationen zwischen Leydig-
Zellen und Makrophagen sowie iiber eine enge Beziehung zwischen Leydig-Zellen und

BlutgefiBen bestitigt werden.

4.1 Interzellularbriicken

Es handelt sich um die erste Beschreibung von Interzellularbriicken zwischen FLCs am 1. und
5. Postnataltag. Das kontinuierliche Zytoplasma der Briicken kénnte als Transportweg fiir den
Austausch von Nihrstoffen, chemischen Signalen oder Zellorganellen interpretiert werden.
Interzellularbriicken zwischen Zellen der Spermatogenese im Hoden bei unterschiedlichen
Tierarten sind hinreichend bekannt und gut untersucht. Uber die Ultrastruktur dieser
Interzellularbriicken zwischen Spermatogonien, zwischen Spermatozyten und zwischen
Spermatiden liegen zahlreiche Arbeiten vor (Dym und Fawcett 1971; Weber und Russell
1987; Miething 1991; Rodriguez und Garcia 1999). Strukturen wie membrandse Systeme und
Mikrotubuli werden mit den Interzellularbriicken assoziiert. In diesen Briicken vorhandenes
Aktin konnte daran beteiligt sein, gewisse Interzellularbriicken aufrecht zu halten (Russell et
al. 1987). Aufgrund der faserigen Struktur der hier gezeigten Interzellularbriicken kann man
vermuten, dass Aktinfasern ebenfalls involviert waren. Interzellularbriicken im

Keimzellepithel des Hodens sichern die synchronisierte Entwicklung der Zellen der
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Spermatogenese, die zu einem Klon gehoren (Huckins 1978; Ren und Russell 1991). Hamer
et al. (2003) zeigte die Degeneration gesunder Spermatogonien durch regulatorische Signale,
die zur Apoptose von miteinander verbundenen Spermatogonienreihen fiihrte. Venteld et al.
(2003) zeigten eine direkte Demonstration des Verkehrs von Zellorganellen durch
Zytoplasmabriicken in Spermatogenesezellen der Ratte. Die Interzellularbriicken zwischen
FLCs wurden hauptséchlich in einer Gruppe, innerhalb eines Clusters oder einem bestimmten
perivaskuldren Feld beobachtet. Dies konnte auf eine funktionelle Synchronisation schlieBen
lassen.

Jedoch muss hervorgehoben werden, dass die Interzellularbriicken nur in der frithen
postnatalen Periode und nicht zwischen allen FLCs in dieser Phase beobachtet wurden. Es ist
bekannt, dass FLCs in groen Komplexen in der fetalen Periode angeordnet sind (Haider
2004). Nach der Geburt verteilen sich die FLCs auf relativ kleine Cluster. Wahrend dieser
neuen rdumlichen Umordnung der FLCs nimmt der Interzellularraum zwischen den FLCs zu.

Dies geschieht in dem Zeitfenster, in welchem die Interzellularbriicken beobachtet wurden.

4.2 Gap junctions

Bisher liegen nur wenige Untersuchungen {iber gap junctions zwischen zwei benachbarten
Leydig-Zellen vor (Wrobel et al. 1981; Larsen 1983; Russell 1996). Zwischen sowohl
benachbarten FLCs als auch benachbarten ALCs sind 25 nm- Zellabstdnde tiblich (Haider et
al. 1995; Haider 2004). Da zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) durch die Poren der
gap junction durchtreten kann, schloss Russell (1996) auf eine koordinierte Sekretion durch
iiber gap junctions elektrisch gekoppelte Leydig-Zellen. Die elektrische und chemische
Kopplung von benachbarten ALCs {iber gap junctions wiirde ihnen erlauben, als eine Gruppe
oder sogar eine gesamte Zellpopulation auf einen bestimmten Stimulus zu antworten. Ferner

wurde bereits nachgewiesen, dass cAMP innerhalb von Stunden die Ausbildung von gap
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junctions fordern kann (Pollard und Earnshaw 2002). Eine Synchronisation von elektrischen
Aktivitdten in Zell-Clustern iiber Kopplung durch gap junctions wurde von Sivan et al. (2005)
beschrieben.

In der vorliegen Untersuchung wurden gap junctions in den folgenden Alterststufen
beobachtet: 1., 5., 20., 25., 30., 50. und 100. Postnataltag, sowie im Senium (2 Jahre). Die
Beobachtungen konnten in drei unterschiedlich strukturierte Gruppen unterteilt werden: 1)
Gap junctions zwischen zwei FLCs eines Clusters am 1. und 5. Postnataltag sowie zwischen
unreifen ALCs am 30. Postnataltag nahmen nur einen Teilabschnitt der tiber eine lange
Strecke angrenzenden Zellmembranen ein. 2) Die Zellmembranen von Vorldufern von ALCs
und unreifen ALCs nidherten sich nahezu ausschlieBlich an der gap junction an. 3) Am 50.
Postnataltag und im Senium trafen benachbarte Leydig-Zellen in einer ungewdhnlichen gap
junction mit einem langen zentral gelegenen Spalt mit kleinen elektronendichten Strukturen
an beiden Enden aufeinander. Der unterschiedlichen Morphologie der gap junctions kénnten
unterschiedliche Funktionen zugrunde liegen. Wenn die gap junction nur einen Teilbereich
der angrenzenden Zellmembranen ausmacht, konnten weitere Néhrstoffe auch tiber Diffusion
ausgetauscht werden. Die gap junction, die jedoch die einzige Verbindung zwischen zwei
gegeniiberliegenden Zellen bildet, konnte lediglich einer funktionellen Kopplung dienen
(Larsen 1983). Die exakte Interpretation der besonderen gap junction am 50. Postnataltag
bleibt noch offen.

Zur Frequenz des Auftretens von gap junctions kann aufgrund der vorliegenden
morphologischen Untersuchungen keine signifikante Aussage gemacht werden. Allerdings
legen die hier erhobenen Befunde folgende Tendenz nahe: Zwischen ALCs wurden mehr gap
junctions ausgebildet als zwischen FLCs, zwischen reifen ALC mehr als zwischen unreifen

ALCs.
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4.3 Coated pits

Coated pits wurden erstmalig am 30. Postnataltag auf der Oberfldche der Zellmembranen von
unreifen ALCs beobachtet. Rezeptor-Liganden-Komplexe wie Low Density Lipoliprotein-
(LDL-) oder Transferrin-Rezeptoren sind in den coated pits konzentriert. (Pollard und
Earnshaw 2002). Cholesterol, die Hauptquelle der Androgenbiosynthese in der Leydig-Zelle,
wird iiber coated pits transportiert (Freeman und Rommerts 1996): Cholesterol von der
Plasmamembran gelangt als Endosom entweder von coated pits oder Caveolen ausgehend in
das Zellinnere. Coated pits auf der Oberfliche von Leydig-Zellen wurden bereits von Ghinea
et al. (1992, 1994), and Ghinea and Milgrom (1995) beschrieben: Sie hatten
Rezeptormolekiile des Humanen Choriongonadotropin (hCG) in Leydig-Zellen und in der
Transzytose durch Endothelzellen beobachtet. Das Hormon wurde iiber coated pits und
Vesikel auf der luminalen Seite des Endothels eingeschleust, bevor es in das endosomale
Kompartiment und tiber glatte Vesikel in den subendothelialen Raum tiberfithrt wurde. Das
gleiche Transportsystem wurde fiir die Uberfiilhrung von anti-LH(Luteinisierendes
Hormon)/hCG Rezeptor- Antikorper in den interstitiellen Raum untersucht. Der hCG/LH-
Rezeptor ist an der Regulation der Steroidogenese beteiligt. Funktionell besitzen reife Leydig-
Zellen eine hohere Anzahl an LH-Rezeptoren und hohere Spiegel an Enzymen, die
Testosteron synthetisieren, als unreife Leydig-Zellen (Shan et al. 1993). Dies passt zu den hier
gemachten Beobachtungen, dass unreife ALCs die ersten Leydig-Zellen waren, die coated pits

aufwiesen, und dass tendenziell die Anzahl von coated pits mit der Reife der ALCs zunahm.
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4.4 Leydig-Zellen und Makrophagen

Die funktionelle und strukturelle Kopplung der beiden Zelltypen, Leydig-Zellen und
Makrophagen, ist bereits vielfach untersucht und beschrieben worden u.a. von Gaytan et al.
(1994a; 1996), Hales (1996, 2002) und Hutson (2006). Ab dem 50. Postnataltag bis zum
Senium konnte beobachtet werden, wie die Zellfortsitze der unreifen und reifen ALCs sich in
die konkaven Offnungen der coated pits von Makrophagen erstreckten und diese ausfiillten.
Hutson (1992) beschrieb, dass zytoplasmatische Digitationen zwischen Leydig-Zellen und
Makrophagen zwischen dem 20. und 30. Postnataltag ausgebildet wurden. Die von Hutson
(1992), Kuopio und Pelliniemi (1989a) sowie Ichihara et al. (1993) beschriebenen
zytoplasmatischen Digitationen kann durch die vorliegende Untersuchung bestitigt werden.
Allerdings stellte die vorliegende Arbeit auch einen neuen Befund vor: fingerartige ALC-
Protrusionen in die tiefen Invaginationen von Makrophagen, die in ihrer Form lédnglich-oval
waren im Vergleich zu den runden konkaven Offnungen der coated pits. Diese besonderen
interzellularen Komplexe zwischen Makrophagen und Leydig-Zellen lassen auf eine
parakrine Interaktion zwischen diesen beiden verschiedenen Zelltypen schlieBen, welche
bereits von Skinner (1991), Saez (1994) und Gaytan et al. (1994 a-c) untersucht wurden. Die
selektive Depletion von Makrophagen verhinderte die Repopulation von Leydig-Zellen in mit
Ethylendimethansulfonat (EDS) behandelten Ratten, sowie die Antwort von Leydig-Zellen
auf eine Behandlung mit Gonadotropin (Gaytan et al. 1995b). Ortsstindige Makrophagen
unterbinden die Entziindungsreaktion, die durch EDS induzierten Zelltod der Leydig-Zellen
hervorgerufen wird (Gaytan et al. 1995a). Svechnikov et al. (2001) untersuchte die
altersabhingige Stimulation der Steroidogenese von Leydig-Zellen mit Interleukin 1 —
Isoformen: Interleukin 1 und andere von Makrophagen sezernierte Faktoren konnten die
Leydig-Zellen tiber Diffusion von kleinen Vesikeln, die von Makrophagen abgegeben

wurden, erreichen — wie auch hier berichtet wurde. Neuere Arbeiten haben den Effekt von 25-
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Hydroxycholesterol, das von testikuliren Makrophagen sezerniert wurde, auf Leydig-Zellen
sowie die Regulation der 25-Hydroxycholesterol Produktion durch Leydig-Zellen
nachgewiesen (Nes et al. 2000; Lukyanenko et al. 2001, 2002; Chen et al. 2002). Der friither
als Makrophage-derived Factor bekannte Faktor wurde 1996 von Hutson et al. aus
Kulturmedien von testikuliren Makrophagen isoliert und von Nes et al. (2000) als 25-
Hydroxycholesterol identifiziert. Benachbarte Leydig-Zellen verfiigen iiber die Fahigkeit 25-
Hydroxycholesterol in Testosteron zu konvertieren. Die negative Riickkopplung von
Testosteron auf testikuldre Makrophagen reguliert die Produktion von 25-Hydroxycholesterol,
was auf eine interaktive Beziehung zwischen den beiden unterschiedlichen Zelltypen

schlieBen lasst und das Konzept einer funktionellen Kopplung unterstiitzt (Lukyanenko et al.

2002).

4.5 Leydig-Zellen und Blutgefifie

Bei den Untersuchungen fiir die vorliegende Arbeit wurden haufig FLC-Cluster und unreife
ALCs in der Nachbarschaft von Blutkapillaren beobachtet: Die Leydig-Zellen umgaben die
Blutgefidle. Eine parakrine Beziehung zwischen Leydig-Zellen und Endothelzellen wurde von
Haider und Servos (1998) diskutiert, als sie die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase nicht nur
in Leydig-Zellen (FLCs und Vorldufer von ALCs) sondern auch in vaskuldren Endothelzellen
in der Umgebung nachwiesen. Sie vermuteten daher eine Beteiligung beider Zelltypen in der
akuten Regulation der Steroidogenese iiber im Blut transportiertes LH. Weitere
Untersuchungen von Leydig-Zellen und Endothelzellen ergaben: LH muss durch die oder
zwischen den Endothelzellen, die als Barriere des LH zur interstitiellen Fliissigkeit dienen,
passieren, um zur Oberfldche der Leydig-Zellen zu gelangen (Setchell et al. 2002, Setchell
2004). Die Untersuchungen von Setchell et al. (2002) und Setchell (2004) ergaben, dass nur

ein Zehntel der in der interstitiellen Fliissigkeit gemessenen LH-Konzentration in den
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Hodenvenen nachgewiesen werden konnte. Daraus wurde gefolgert, dass Leydig-Zellen
entweder sehr empfindlich auf LH-Stimulation reagieren oder dass Endothelzellen die
Wirkung von LH auf die Leydig-Zellen modifizieren. Letzteres ist von Setchell und Palombi
(2004) in einem Zellkultur-Experiment untersucht worden: Die Produktion von Testosteron
durch die Leydig-Zellen war in Abwesenheit der Endothelzellen viel geringer als in ihrer
Anwesenheit, was auf einen stimulierenden Effekt der Endothelzellen auf die Testosteron-
Produktion hinweisen konnte.

Fiir Testosteron bilden die Endothelzellen ebenfalls eine Barriere zwischen der interstitiellen
Flissigkeit und der systemischen Zirkulation im Blut (Setchell 2004). Des weiteren scheinen
Leydig-Zellen auch einen Einfluss auf Endothelzellen auszuiiben. Der vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor (VEGF) ist von Ergiin et al. (1997) sowie von Marti und Risau (1998) im
Hodengewebe nachgewiesen worden. Es handelt sich beim VEGF um einen potenten
mitogenischen Wachstumsfaktor fiir Endothelzellen (Gospodarowicz et al. 1989, Senger et al.
1993, Conn et al. 1990). Collin und Bergh (1996) bestitigten die Wechselwirkungen zwischen
Leydig-Zellen und Endothelzellen. Sie wiesen ferner den immunoreaktiven VEGF (irVEGF)
in Leydig-Zellen und in Makrophagen in Rattenhoden nach. Daraus folgerten sie, dass
Leydig-Zellen angiogenetische  Faktoren sezernieren und  Ausgangspunkt von
Entziindungsmediatoren sind, die im Hoden nach Behandlung mit hCG produziert werden.
Anand et al. (2003) gelang es, die VEGF Produktion von Leydig Zellkulturen in vitro zu
demonstrieren. Die jiingere Studie von Rudolfsson et al. (2004) zeigte einen Anstieg der
testikuldren Sekretion von VEGF durch hormonelle Stimulation von Leydig-Zellen, sowie die

Regulation der Proliferation von Endothelzellen im Rattenhoden durch VEGF.
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4.6 Zellkontakte im Senium

Im Senium der Ratte, nach dem Abschluss des zweiten Lebensjahres, fanden sich zahlreiche
Beobachtungen aus den vorangegangenen Altersgruppen wieder wie die Anordnung der
reifen ALCs in der Umgebung von Blutgefden, in der Ndhe von Fibrozyten, sowie gap
junctions zwischen zwei Leydig-Zellen. Zusétzlich bestand weiterhin die enge rdumliche
Beziehung zwischen Leydig-Zellen und Makrophagen. Damit bestétigt die vorliegende Arbeit
die ultrastrukturellen Daten von Giannessi et al. (2005) auf Leydig-Zellen in alternden
Maiusen: Testikuldre Makrophagen verblieben in enger Nachbarschaft von Leydig-Zellen,
wobei wie in den hier beschriebenen Befunden Digitationen zwischen testikuldren
Makrophagen und Leydig-Zellen nicht beobachtet wurden. Giannessi et al. (2005) fanden,
dass testikuldre Makrophagen lipidhaltige Vakuolen und Lipofuscingranula enthielten wie die
Leydig-Zellen. Alternde Leydig-Zellen unterlaufen eine Involution ihres Inhaltes an
Organellen, sowie eine Abnahme in ihrer endokrinen Aktivitdt (Miquel et al. 1978, Schulze

1984, Paniagua et al. 1986; Chen et al. 1996; Zirkin and Chen 2000).
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AbschlieBende Bemerkungen und Ausblick

Die oben beschriebenen Zellkontakte zeigen eine enge morphologische Beziehung von
Leydig-Zellen mit anderen Leydig-Zellen iiber Interzellularbriicken, gap junctions und coated
pits, sowie mit Makrophagen tiber Zellausldufer. Diese Strukturen konnten moglicherweise
das morphologische Korrelat fiir eine interzellulire Kommunikation der interstitiellen Zellen
im Rattenhoden darstellen.

Als Ausblick auf zukiinftige Untersuchungen seien hier folgende Anmerkungen erwéhnt:

1) Die Interzellularbriicken zwischen benachbarten Leydig-Zellen sind hier erstmalig
beschrieben worden. Thre moglichen Funktionen wie Transportweg fiir den Austausch
von Néhrstoffen, chemischen Signalen oder Zellorganellen (s. Arbeit von Venteld et
al. 2003) konnen mit Hilfe von immunhistochemischen und molekularbiologischen
Methoden erforscht werden.

2) Nachdem in der vorliegenden Arbeit gap junctions von unterschiedlicher Morphologie
von der Geburt bis zum Senium beobachtet wurden, wire es interessant, ergdnzend
und vertiefend mittels immunhistochemischer und molekularbiologischen Methoden
nachzuweisen, ob und welche Proteine, z.B. Connexine, der variablen Morphologie
zugrunde liegen. Connexine besitzen zell- wund differenzierungstypische
Sequenzunterschiede mit zum Teil erheblichen Molekulargewichtsunterschieden
(Drenckhahn 2003).

3) Untersuchungen von coated pits auf der Oberfliche von Leydigzellen wurden von
Ghinea et al. (1992, 1994) sowie Ghinea und Milgrom (1995) durchgefiihrt: Sie
beobachteten Rezeptormolekiile des Humanen Choriongonadotropin (hCG) in Leydig-
Zellen und in der Transzytose durch Endothelzellen. Dieses Transportsystem fanden
sie auch fiir anti-LH(Luteinisierendes Hormon)/hCG Rezeptor- Antikdrper in den

interstitiellen Raum. Da der hCG/LH Rezeptor an der Regulation der Steroidogenese
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4)

beteiligt ist und Cholesterol, die Hauptquelle der Androgenbiosynthese in der Leydig
Zelle, iiber coated pits transportiert wird (Freeman und Rommerts 1996), wire es
interessant die Steroidogenese unter besonderer Berlicksichtigung der coated pits zu
untersuchen.

Uber die Interaktionen zwischen Leydig-Zellen und Makrophagen liegen bereits
zahlreiche Arbeiten vor. Oft wurden jeweils Makrophagen- und Leydig-Zellkulturen
isoliert und die sezernierten Substanzen idenzifiziert: In vitro konnte dann der Einfluss
der von Makrophagen sezernierten Substanzen auf Leydig-Zellen und umgekehrt
gezeigt werden (s. Ubersichtsarbeit von Hutson 2006). In der vorliegenden Arbeit
wurden wiederholt Vesikel in dem Interzellularraum zwischen Makrophagen und
Leydig-Zellen beobachtet. Beide Zelltypen wiesen ferner coated pits auf. Die
Aufnahme und der Austausch von Substanzen iiber coated pits und Vesikel zwischen

Makrophagen und Leydig-Zellen bediirfen noch eingehender Untersuchungen.
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6. Zusammenfassung

Name der Doktorandin: Hien Nicole Tran

Titel: Ultrastruktur der Zellkontakte der Fetaltyp- und Adulttyp-Leydig-Zellen in der
Ratte: Eine systematische Untersuchung von der Geburt bis zum Senium

Die Differenzierung, die Entwicklung und Funktion von Leydig-Zellen im Hoden werden von
vielen Zellen beeinflusst, unter anderem Makrophagen, Gefidlendothelzellen und
peritubuldren Zellen im Hoden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die moglichen
morphologischen Korrelate fiir interzellulare Kommunikation in Rattenhoden systematisch
von der Geburt bis zum Senium ultrastrukturell zu untersuchen.

Material und Methodik: Dazu wurden Ultradiinnschnitte des Hodengewebes von
Wistarratten der folgenden ausgewihlten Alterstufen hergestellt und elektronenmikroskopisch
betrachtet:

1. Postnataltag (pnd), 5. pnd, 10. pnd, 15. pnd, 20. pnd, 30. pnd, 50. pnd, 100. pnd, nach
Abschluss des 2. Lebensjahres.

Zur Darstellung der Fetaltyp-Leydig-Zellen (FLCs) wurden die ersten drei Termine gewéhlt.
Die Auswahl der weiteren Termine erfolgte unter der Berticksichtigung der Unterteilung der
postnatalen Differenzierung der Adulttyp-Leydig-Zellen (ALCs) in 3 Stadien: 15. und 20. pnd
fiir das Vorldufer-Stadium (progenitor stage: 14.-28. pnd), 30. und 50. pnd fiir das unreife
Stadium (immature stage: 28.-56. pnd), 100. pnd und 2 Jahre alt fiir das reife Stadium (mature
stage:> 56. pnd).

Befunde: Die zum ersten Mal dargestellten Ergebnisse sind: 1. das Vorkommen von
Interzellularbriicken mit kontinuierlichem Zytoplasma zwischen Leydig-Zellen in der frithen
postnatalen Periode und 2. drei unterschiedlich strukturierte Muster von gap junctions
zwischen benachbarten Leydig-Zellen. Gap junctions wurden in den folgenden Alterststufen
beobachtet: 1., 5., 20., 25., 30., 50. und 100. pnd, sowie im Senium (2 Jahre). Diese drei
Muster sind: 1) Gap junctions zwischen zwei FLCs eines Clusters am 1. und 5. pnd sowie
zwischen unreifen ALCs am 30. pnd nahmen nur einen Teilbereich der iiber eine lange
Strecke angrenzenden Zellmembranen ein. 2) Die Zellmembranen von Vorldufern von ALCs
und unreifen ALCs néherten sich nahezu ausschlieBlich an der gap junction an. 3) Am 50. pnd
und im Senium trafen benachbarte Leydig-Zellen in einer besonderen gap junction mit einem
langen zentral gelegenen Spalt mit kleinen elektronendichten Strukturen an beiden Enden
aufeinander. Coated pits wurden erstmalig am 30. pnd auf der Oberfliche der Zellmembranen
von unreifen ALCs beobachtet. Ab dem 50. pnd, befanden sich Makrophagen und Leydig-
Zellen in enger rdumlicher Beziehung zu einander: Die Zellauslaufer von Leydig-Zellen
erstreckten sich bis in die Offnungen der coated pits bzw. der tiefen Invaginationen von
benachbarten Makrophagen. Bei den Untersuchungen fiir die vorliegende Arbeit wurden
hiufig FLC Cluster und unreife ALCs in enger Nachbarschaft von Blutkapillaren beobachtet,
wobei die Blutgefille teilweise von den Leydig-Zellen umschlossen wurden..

Schlussfolgerung: Die hier erstmalig vorgestellten Interzellularbriicken zwischen Fetaltyp-
Leydig-Zellen lassen eine mogliche funktionelle Synchronisation von miteinander in Kontakt
stechenden Leydig Zellen vermuten. Die Funktion der beobachteten Zellkontakte liegt
moglicherweise darin, die morphologischen Voraussetzungen fiir eine prézise
Kommunikation zwischen Leydig-Zellen untereinander sowie mit anderen interstitiellen
Zellen zu schaffen.

55



7. Danksagung
Herrn Prof. Dr. S. G. Haider danke ich herzlich fiir die freundliche Uberlassung des Themas
der vorliegenden Arbeit und die stets hervorragende Betreuung.

Frau G. Servos danke ich fiir die hingebungsvolle Unterstiitzung bei der
Elektronenmikroskopie und fiir die fruchtbare Zusammenarbeit.

Frau G. Berthold danke ich fiir die technische Unterstiitzung und die anregenden Gespriche.
Personlich mochte ich mich herzlich bei meiner Familie bedanken, meinen Eltern, Dung My

Tran-Lai und Dr. med. Huu Tho Tran, sowie meinen Schwestern, Gabriele und Stephanie
Tran, fiir ihre geduldige und liebevolle Unterstiitzung in allen Lebenslagen.

56



8. Lebenslauf

Hien Nicole Tran

Beruflicher Werdegang
2001 bis 2007

2003
2006 /2007
November 2007

seit 1.12.2007

Publikationen

Studium der Humanmedizin an der Heinrich-Heine-
Universitit Diisseldorf

Physikum
Praktisches Jahr
2. Arztliche Priifung nach neuer Approbationsordnung

Wissenschaftliche Mitarbeiterin im Institut fiir Anatomie
II, Unversititsklinikum Diisseldorf

Tran, N, Servos G, Haider SG: Ultrastructure of cell contacts of fetal and adult Leydig cells in the
rat: a systematic study from birth to senium. Anat Embryol (2006) 211, 273-282.

Tran N, Servos G, Haider SG: Existence of intercellular bridges between fetal Leydig cells
during early postnatal period in rat. 14™ European Testis Workshop (2006) Miniposter 89.

Haider, SG, Servos G, Tran, N: Histological and structural analysis of steroidogenic function of
Leydig cells. In: Leydig Cell in Health and Disease. (Hrsg.: Hardy MP, Payne AH), Humana
Press, Totowa, New Jersey, 2007: 35-47.

57



