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I. EINLEITUNG

GnRH-Analoga finden nicht nur in der Tiermedizin Anwendung, sondern auch bei
Menschen zur Behandlung des Prostata-Adenokarzinoms. Das Prostata-
Adenokarzinom ist der zweithdufigste vorkommende Tumor bei Ménnern, welcher
in vielen Fallen mit einer erhohten Mortalitétsrate einhergeht (Bukhari et al., 2020).
Fir die Behandlung stehen neben den Alternativen wie der chirurgischen
Entfernung der Prostata und der Chemotherapie eine Suppression der GnRH-
Aktivitdt mit Hilfe von GnRH-Agonisten und Antagonisten zur Verfiigung (Van
Poppel und Abrahamsson, 2020). Die Suppression der GnRH-Aktivitit spielt
jedoch nicht nur hier eine Rolle, sondern auch noch in anderen Bereichen. Auf der
ganzen Welt nimmt die Populationsdichte an Menschen extrem zu (Gerland et al.,

2014).

Da dies ein groB3es Problem in Hinblick auf die Ressourcen der Erde darstellt, ist es
notig, neue Kontrazeptionsmethoden zu finden (Speidel und Grossman, 2011).
Dazu gehort jedoch nicht nur die Kontrazeption der Frauen, sondern auch die der
Mainner. Zurzeit werden mogliche Verfahren eruiert (Griffin et al., 1996; Turner et
al., 2003; Thirumalai et al., 2018). Darunter féllt unter anderem die Suppression der
GnRH-Aktivitit, wodurch es zu einer reduzierten oder fehlenden Ausschiittung von
LH und FSH und somit auch zur fehlenden oder verminderten Testosteron-
Synthese in den Leydig-Zellen kommt (Yuen et al., 2020). Hierdurch wird die

Ausbildung von funktionsfidhigen Spermien gehemmt.

In der Tiermedizin wird die Suppression der GnRH-Aktivitdt bereits seit einiger
Zeit angewendet. Unter anderem an Zoo- und Wildtieren wie Elefanten, bei denen
es iiberwiegend zur Reduktion von Aggressionen sowie zur Kontrolle in der
fortpflanzungsfahigen Phase dient (De Nys et al., 2010; Somgird et al., 2016). Bei
Lowinnen (Bertschinger et al., 2002), wie auch bei minnlichen Geparden wird eine
Suppression der GnRH-Aktivitdt in erster Linie zur Reduktion der
Fortpflanzungsfahigkeit und somit als Mittel zur Verringerung der Nachkommen

verwendet (Bertschinger et al., 2006; Bertschinger, 2010).
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AuBlerdem wurde die GnRH-Vakzination beim Wild beschrieben, in welchen es
sowohl bei médnnlichen als auch den weiblichen Tieren zu einer Unterdriickung der
Sexualfunktion kam, welche je nach Impfschema bis zu zwei Jahre anhilt und
reversibel ist (Miller et al., 2000). Bei Pferden dient eine Suppression der
GnRH-Aktivitdt iiberwiegend dazu, Trachtigkeiten wild lebender Pferde zu
verhindern, aber auch um aggressives Verhalten oder zyklusbedingte Handling-
oder Rittigkeitsprobleme zu reduzieren (Stout et al., 2003; Botha et al., 2008; Gray
et al., 2010). Ebenso ist es moglich, bei Hengsten, welche das Equine-Arteritis-
Virus in sich tragen und nachweislich ausscheiden, das Ausscheiden des Virus
durch eine GnRH-Suppression zu unterdriicken. (Fortier et al., 2002; Burger et al.,

2006).

Aber nicht nur bei diesen werden GnRH-Analoga verwendet, auch bei Haustieren
wie z.B. bei Hunden werden GnRH-Agonisten verabreicht, welche in Form eines
Implantates unter die Haut appliziert werden und dort iiber stetige Ausschiittung fiir
einige Monate zu einer Kastration fiihren. Dies ist jedoch reversibel, was eine
besondere Bedeutung hat, insbesondere wenn mit dem Hund noch geziichtet

werden soll (Trigg et al., 2001; Driancourt und Briggs, 2020).

Auch in der Lebensmittelproduktion konnen GnRH-Analoga verwendet werden
(Bonneau und Enright, 1995; Needham et al., 2017; Gomez et al., 2019). Unter
anderem bei Schweinen (Dunshea et al., 2001; Einarsson et al., 2009; Zamaratskaia
und Rasmussen, 2015). Diese werden in der Regel kastriert, um den so genannten
Ebergeruch bei médnnlichen Tieren zu verhindern, welcher durch den Verbraucher
beim Verzehr von Fleisch als storend empfunden wird (Weiler et al., 2000; Dunshea
et al., 2001). Ebenso, um die Aggressivitdt wihrend der Aufzucht einzuddmmen
(Brewster und Nevel, 2013). Dies erfolgt zum grof3en Teil durch die chirurgische
Kastration, welche in Deutschland bei unter 8 Tage alten Ferkeln vorgenommen
wird. Da dies jedoch sehr schmerzhaft ist (Hay et al., 2003) und seit dem 01.01.2021
ohne Analgesie nicht mehr zuldssig ist, bedarf es Alternativen (B.M.E.L., 2020).
Eine Alternative ist die immunologische Kastration mit dem GnRH-Analogon

Improvac®.
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1. Fragestellungen dieser Arbeit

Die wichtigste Fragestellung dieser Arbeit ist, wie sich die chemische Kastration zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf das Hodenepithel von Ebern auswirkt. Aber auch
der Einfluss einer immunologischen Vakzination auf die Hormone und deren
Rezeptoren soll untersucht werden. Hierbei stehen die lichtmikroskopische und
immunhistochemische Untersuchung der Morphologie des Keimepithels,
insbesondere der Keimzellen und der Sertoli-Zellen sowie die Morphologie der
Leydig-Zellen im Interstitium der Tubuli seminiferi contorti im Vordergrund. Um
die Auswirkung der Vakzination mit Improvac® auf die Hormone und deren
Rezeptoren zu untersuchen, wurden unter anderem immunhistochemische
Untersuchungen mit den Antikorpern gegen den AR, Testosteron, FSH-R, sowie

ER o und ER B vorgenommen.

Beantwortet werden sollte auch, wie sich eine Vakzination auf die Tight- und Gap-
junction-Komponenten der Blut-Hoden-Schranke auswirkt. Dies diente vor allem
dazu, weitere Erkenntnisse im Hinblick auf eine physiologisch ablaufende
Spermatogenese zu gewinnen. Zudem wurden die oben genannten Untersuchungen
dazu verwendet, die Auswirkung einer Vakzination auf die Regeneration des
Keimepithels zu untersuchen. Hierbei stand vor allem im Vordergrund, die
Strukturen des Hodenparenchyms mit den oben genannten Methoden zu

beschreiben.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Makroskopische und mikroskopische Anatomie des
Hodens

1.1. Anatomie Hoden

Der paarig angelegte Hoden des Ebers befindet sich im kaudalen
Zwischenschenkelspalt und besitzt eine ovale Form (Nickel, 2004). Umgeben wird
der Hoden von dem Hodensack (Skrotum), welcher sich aus der dueren Haut, der
Cutis scroti und der Unterhaut (Tunica dartos) zusammensetzt. Weiterfithrend ist
der Hoden von den Hodenhiillen umgeben, welche sich nach dem Descensus testis
von der Rumpfwand ableiten lassen (Salomon et al., 2008). Dem Hodenparenchym
liegt eine dicke Bindegewebskapsel, die so genannte Tunica albuginea an, wodurch
das Parenchym unter Druck gehalten wird (Liebich, 2010). Bindegewebssepten
(Septula testis) ziehen von der kollagenhaltigen Tunica albuginea in das
Hodenparenchym. Dadurch wird das Hodenparenchym in kleine Lappchen (Lobuli
testis) unterteilt. Im Hodeninneren vereinigen sich die Septula testis zu einem
Bindegewebskdrper, dem Mediastinum testis (Salomon et al., 2008; Liebich, 2010).
Das in Léippchen aufgeteilte Hodenparenchym setzt sich zusammen aus den
Hodenkanélchen (Tubuli seminiferi contorti) und dem intertubuldren Interstitium
(Reddy Dyhana et al., 2016). In den Tubuli seminiferi contorti findet die
Keimzellbildung statt. Die Tubuli seminiferi contorti werden wéhrend ihres
Verlaufs zu geraden, gestreckten Kanédlchen und bevor sie in das Hodennetz
(Rete testis) eintreten als Tubuli seminiferi recti bezeichnet. Vom Rete testis
ausgehend, ziehen - in der Anzahl verschieden — Ductuli efferentes testis durch die
Tunica albuginea in den Nebenhodenkopf (Caput epididymidis). Dort bilden sie
den dicht geschwungenen Nebenhodenkanal (Ductus epididymidis). Im Ductus
epididymidis findet die Reifung der Spermien statt. Dieser zieht durch den
Nebenhodenkorper sowie den Nebenhodenschwanz bevor er in den Samenstrang
(Ductus deferens) miindet (Salomon et al., 2008; Liebich, 2010). Im Ductus
deferens und dem Ductus ejaculatorius findet der Transport der ausgereiften

Spermien bis zur Ejakulation statt.
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1.1.1. Tubuli seminiferi contorti

In den Tubuli seminiferi contorti findet die Keimzellbildung- und reifung statt. Die
Reifung der Keimzellen wird Spermatogenese genannt. Sie wird in vier Phasen
aufgeteilt: Proliferation und Differenzierung der Spermatogonien, Meiose der
Spermatozyten, Spermiogenese und Freisetzen der Spermatozoen in das Lumen der
Tubuli (Bergmann, 2006). In den Tubuli seminiferi contorti befinden sich
zusitzlich zu den Keimzellen, welche sich zu Spermatozoa differenzieren, so
genannte Néhr-/Stiitzzellen des Keimepithels, die Sertoli-Zellen (Griswold, 1995;
Liebich, 2010).

1.1.1.1. Keimzellen

1.1.1.1.1. Proliferation und Differenzierung der Keimzellen

Auf der Basalmembran liegen die Spermatogonien. Diese konnen bei den meisten
Saugern eingeteilt werden in A-Spermatogonien ,,dustlike und B-Spermatogonien
»crustlike® (Clermont, 1972). A-Spermatogonien konnen weiterhin unterteilt
werden in blasse Spermatogonien (Apae) und in dunkle Spermatogonien (Adark)
(Allen, 1918; Swierstra, 1968). Dies ist nicht nur fir Schweine und Méuse
beschrieben, sondern auch fiir Menschen und Primaten (Swierstra, 1968; Clermont,
1972). Frankenhuis et al. (1982) unterscheidet fiir die Spermatogonien beim
Schwein zusitzlich folgende Gruppen: Undifferenzierte Spermatogonien
(As, Apr, Aal) sowie differenzierte Spermatogonien (A1, Az, Az, As), intermediére

Spermatogonien (In) und B-Spermatogonien (B).

Dies ist auch fiir die Maus beschrieben. Asingle (As)-Spermatogonien werden als die
Stammzellen des Keimepithels angesehen und induzieren die Keimzellbildung (De
Rooij und Russel, 2000). Die Asingle (As)-Spermatogonie teilt sich mitotisch,
wodurch zwei Tochterzellen entstehen. Bei einer symmetrischen Teilung entstehen
zwel identische Asingle (As)-Tochter-Stammzellen. Bei der asymmetrischen Teilung
entsteht eine Tochterzelle, die als Stammzelle dient, die andere Tochterzelle geht
weitere mitotische Teilungen ein. Durch die Mitoseteilung entsteht aus einer
Asingle (As)-Spermatogonie ein neues Paar Apaired-Spermatogonien (Apr). Durch
weitere mitotische Teilungen entstehen somit Ketten von Spermatogonien, die ab
diesem Zeitpunkt iiber Zellbriicken miteinander verbunden sind. Diese

Spermatogonien werden Aaligned (Aal) genannt.
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Sie differenzieren sich und werden nach weiteren mitotischen Teilungen in
differenzierte Spermatogonien A1, Az, A3, A4 unterteilt (De Rooij und Grootegoed,
1998; De Rooij und Russel, 2000; Costa et al., 2013). Diese konnen jedoch nicht
anhand des Aussehens unterschieden werden. Weiterhin teilen sich die
A-Spermatogonien in intermedidre Spermatogonien und weiterhin zu
B-Spermatogonien (Frankenhuis et al., 1982). Sowohl fiir Mause, Ratten, Bullen
und das Schwein ist das Modell beschrieben, dass sich die A-Spermatogonien in
intermedidre Spermatogonien und im Anschluss in B-Spermatogonien
differenzieren (Clermont, 1972; Frankenhuis et al., 1982; Izadyar et al., 2002).
Beim nichtmenschlichen Primaten hingegen, geht man davon aus, dass es keine
intermedidren Spermatogonien gibt, sondern dass sich die Aj+2-Spermatogonien

direkt in B.s-Spermatogonien differenzieren (Clermont, 1969).

A-Spermatogonien besitzen einen ovalen Zellkern mit einem Dblassen
Nukleoplasma und ein oder zwei Nukleoli. Das Chromatin ist flockenartig und
homogen im Zellkern verteilt. Intermediire Spermatogonien besitzen einen
abgeflachten Zellkern, der parallel zur Basalmembran ausgerichtet ist und kleiner
ist als der von A-Spermatogonien. Der Zellkern wird stirker mit Heterochromatin
angereichert, welches sich flockenartig innerhalb des Zellkerns oder krustenartig an
der Zellkernmembran befindet. Ein bis zwei Nukleoli befinden sich innerhalb des
Zellkerns. B-Spermatogonien besitzen Heterochromatin, das krustenartig auf der
Zellkernmembran angelagert ist. Der Zellkern besitzt eine groflere Form als bei den
Vorgingerzellen und eine runde Form. Im Zellkern ist granuldres Heterochromatin
zu finden sowie feine Stringe von Chromatin (Clermont, 1972; Suswillo und
Watson, 1990; Kangawa et al., 2016). Die groeren B-Spermatogonien sind von
der Basalmembran abgehoben und nur schwer von den frithen Stadien der priméiren
Spermatozyten zu unterscheiden (Clermont, 1972; Suswillo und Watson, 1990).
Durch mitotische Teilung gehen aus den B-Spermatogonien Spermatozyten

I. Ordnung hervor.

1.1.1.1.2. Meiose der Spermatozyten

Die Meiose I beginnt mit der Prophase. In dieser sind leptotine Spermatozyten mit
feinen Chromatinfaden zu sehen. Im Anschluss daran folgen die Kondensation der
Chromosomenfiaden und die Paarung der homologen Chromosomenpaare in den
zygotidnen Spermatozyten. Im Pachytdn kommt es zum Crossing-over der stark

verkirzten und kondensierten Chromosomen mit Austausch von Genmaterial.
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Die Spermatozyten im Diplotén sind die grofiten Spermatozyten. Dort findet die so
genannte Chiasmata-Bildung mit Verbindung der Chromosomenpaare nach dem
Crossing-over statt. Nach Eintritt in die Diakenese und dem Auflésen der
Zellkernmembran folgen die restlichen Phasen der Meiose 1 (Metaphase I,
Anaphase I, Telophase I) (Clermont, 1972; Suswillo und Watson, 1990; Bergmann,
2006). Die Spermatozyten I. Ordnung entwickeln sich durch die erste Reifeteilung
(Meiose I) zu Spermatozyten II. Ordnung. Diese sind halb so grol wie ihre
Vorlduferzellen (Wrobel et al., 1995). In einer zweiten Reifeteilung (Meiose II)
gehen aus zwei Spermatozyten I1. Ordnung vier Spermatiden mit einem haploiden
Chromosomensatz aus der Spermatogonie mit anfinglich diploidem

Chromosomensatz hervor (Nishimura und L' Hernault, 2017).

1.1.1.1.3. Spermiogenese

Die runden Spermatiden, welche aus den Spermatozyten II. Ordnung hervorgehen
befinden sich an der luminalen Seite der Tubuli seminiferi contorti. Die
Differenzierung und Reifung der Spermatiden in Spermatozoa kann in vier Phasen

unterteilt werden (Clermont und Leblond, 1955; Bergmann, 2006):
Golgi Phase:

In der Néhe des anfangs runden oder sphérischen Zellkerns der Spermatiden liegt
die so genannte Golgi Zone des Golgi-Apparates. Dort verschmelzen mehrere
kleine Vesikel zu einem groferen pro-akrosomalen Granulum. (Clermont, 1972;

Bergmann, 2006).
Kappenphase:

Im weiteren Verlauf entwickelt sich das pro-akrosomale Granulum zu einem
Vesikel mit einem verdichteten Granulum. Dieses legt sich kappenartig iiber die
Zellkernmembran der  Spermatide  (Schmidbauer, 2001). Unter der
Akrosomenkappe, welche eine dulere und eine innere Membran besitzt, verdichtet
sich das Chromatin des Zellkerns. Zwischen Akrosomenkappe und Zellkern
befindet sich der subakrosomale Raum. Das Zytoplasma und die Zellorganellen der
Spermatide werden an das andere Ende des Zellkernpols verlagert, der eine
langsovale Form annimmt und distal, bedingt durch die Lage des proximalen

Zentriols, eine Implantationsgrube bildet (Schmidbauer, 2001; Liebich, 2010).
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Akrosomenphase:

In der Akrosomenphase nimmt der kondensierte Zellkern der Spermatide eine

langsovale Form an und wird bis zu 2/3 von dem abgeflachten Akrosom umgeben
(Schmidbauer, 2001; Liebich, 2010). Von der Akrosomenmembran zieht eine
Manschette bestehend aus Mikrotubuli vom distalen Zellkernpol ab (Schmidbauer,

2001; Bergmann, 2006).
Reifungsphase:

Die Kondensation des Zellkerns
nimmt weiter zu
und es folgt eine weitere
Reduktion des Zytoplasmas
(Liebich, 2010). Von der
distalen Zentriole ausgehend
bildet sich der Geillelschwanz
(Flagellum/ Axonema). Dieser
wird im proximalen Anteil
helikal von  Mitochondrien
umgeben, gemeinsam bilden
sie das Mittelstiick (Bergmann,
2006). Die mitochondrienlose
Verldngerung des Flagellums
stellt das Hauptstiick des
Spermiums dar. Es besteht aus
AuBenfibrillen  mit  einem
zentralen Achsenfaden und
miindet schlielich im Endstiick
(Liebich, 2010). Die
Spermatozoen besitzen nach
Beendigung der Reifungsphase
folgenden Aufbau, wie in
Abbildung 1 gezeigt wird
(Busch und Holzmann, 2001;
Schmidbauer, 2001):
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Abbildung 1: Aufbau
(Fawcett, 1975).
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Das paddelformige Kopfstiick enthdlt den stark kondensierten Zellkern (Bustos-
Obregon und Fléchon, 1975). Beim Schwein ist dieser zu etwa % von der
Akrosomenkappe bedeckt (Nicander und Bane, 1962). In der Akrosomenkappe
befinden sich hydrolytische Enzyme, die fiir die erfolgreiche Befruchtung der
Eizelle notig sind (Busch und Holzmann, 2001).

An das Akrosom, welches sich in ein vorderes Segment und das Aquatorialsegment,
den distalen Anteil des Akrosoms, aufteilen ldsst, schlieBt die post-akrosomale
Region an (Bustos-Obregon und Fléchon, 1975; Busch und Holzmann, 2001).
Diese besteht aus dem Zellkern und der Zellkernmembran. Dem Spermienkopf
schliet sich das Halsstiick an. Dieses setzt sich zusammen aus einem gelenkig
segmentierten Streifenkorper, in welchem sich die Zellmembran in Falten legt
(Nicander und Bane, 1962). Sie besteht aus Glykoproteinen (Busch und Holzmann,

2001). Im Halsstiick ist auch das proximale Zentriol zu finden.

Ein zweites Zentriol, auch distale Zentriole genannt, entldsst das Axonema. Dieses
besteht aus einem paar zentraler Mikrotubuli mit neun auBen anliegenden
Doppeltubuli (Fawcett, 1975; Hermo et al., 2010). Diese sind umgeben von
Mantelfasern (Busch und Holzmann, 2001). Dem Halsstiick schlieft sich das
Mittelstiick an. In diesem befinden sich aullen helikal angeordnete Mitochondrien,
welche das zentral liegende Axonema umgeben. Das Mittelstiick endet mit dem so
genannten Schlussring (Annulus) (Bustos-Obregon und Fléchon, 1975; Fawcett,
1975). Das Hauptstiick, welches einen groBBen Anteil des Spermienschwanzes
ausmacht, enthilt zentral das Axonema und Mantelfasern, welche von Fibrillen
umgeben sind (Fawcett, 1975; Busch und Holzmann, 2001). Das Endstiick enthélt
einen zentralen Achsfaden, dessen Axonema sich am Ende des Schwanzes in

20 Mikrotubuli aufteilt (Busch und Holzmann, 2001).

Die restlichen Organellen und das Zytoplasma der differenzierten Spermatiden
schniiren sich zu einem so genannten Zytoplasmatropfen ab. Nicander und Bane
(1962) beschreiben diesen am posterioren Ende des Mittelstiicks. Nach dem
Freisetzen der Spermatozoen aus der Sertoli-Zelle (Spermiation) verbleibt der

Zytoplasmatropfen als Residualkdrper in den Sertoli-Zellen (Schmidbauer, 2001).



II. Literaturiibersicht 10

1.1.1.1.4. Keimepithelzyklus

Die Spermatogenese beschreibt die Bildung sowie Reifung von einer
A-Spermatogonie bis hin zum Freisetzen der Spermatozoen. Zuséitzlich wird ein
Keimepithelzyklus  unterschieden.  Clermont (1972)  beschreibt, dass
Keimzellgruppen in den Tubuli seminiferi contorti nach ihrer Bildung nicht
unwillkiirlich angeordnet sind, sondern ein synchrones Wachstum in festen
Assoziationen in der Spermatogenese einnehmen. Die Keimzellen unterscheiden
sich in ihrem Entwicklungsstadium und sind bis auf die Stammzellen untereinander
durch Zellbriicken miteinander verbunden (Dym und Fawcett, 1971; Mruk und
Cheng, 2004). Dies fiihrt dazu, dass man nur an bestimmten Stellen von jedem
Querschnitt der Tubuli seminiferi contorti festgelegte Formationen an Zellen findet.
Innerhalb der Tubuli seminiferi contorti wiederholen sich die Serien
unterschiedlicher Zellformationen zyklisch und in einem bestimmten Zeitabstand
(Clermont, 1972). Die festgelegten Zellassoziationen werden als Stadien
bezeichnet. Insgesamt wurden beim Eber acht Keimepithelstadien unterschieden
(Swierstra, 1968; Clermont, 1972; Suswillo und Watson, 1990; Franca und
Cardoso, 1998; Costa et al., 2013). Vier Zyklen dieser acht Keimepithelstadien sind
notwendig, bis aus einer A-Spermatogonie ausgereifte Spermatozoen im
Epithelverband gebildet werden (Oakberg, 1956). Garcia-Gil et al. (2002) unterteilt
die acht Stadien in prd-meiotische, meiotische und post-meiotische Stadien. Die

einzelnen Stadien konnen mit Hilfe zweier Methoden eingeteilt werden:

1) ,,Tubular morphology system*:
Dort werden die Lokalisation und die Gestalt der Spermatidennuklei sowie
die Meiosestadien und die Spermatiden im Keimepithelverband betrachtet
(Swierstra, 1968).

2) Anhand der Verdnderungen des Akrosoms mit Hilfe der PAS-Farbung
(Clermont, 1972).

Der gesamte Spermatogenesezyklus von der A-Spermatogonie bis hin zur
Spermiation dauert beim Eber im Durchschnitt 34 Tage (Busch und Holzmann,

2001), bei wilden Ebern sogar 41 Tage (Almeida et al., 2006).
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1.1.1.2. Sertoli-Zelle

Neben den Keimzellen finden sich in den Tubuli seminiferi contorti die Sertoli-
Zellen, welche somatischen Ursprungs sind (Griswold, 1998). Die Sertoli-Zellen
sind zwischen den Keimzellen eingebettet und liegen der Basalmembran auf. Man
unterscheidet zwei Arten von Sertoli-Zellen: Die immaturen Sertoli-Zellen, welche
von der Geburt bis kurz vor der Pubertit vorhanden sind und die maturen Sertoli-
Zellen, welche sich zu Beginn der Pubertit differenzieren (Franga et al., 2000). Die
Zellkerne der immaturen Sertoli-Zellen besitzen eine langliche Gestalt mit ein bis
zwei Nukleoli (Van Vorstenbosch et al., 1984). Die Zellkerne der maturen Sertoli-
Zellen haben eine birnenférmige, aber auch ovale bis elliptische Gestalt mit einem
prominenten, dreigelappten Nukleolus (Hess und Franga, 2005). Die Nuklei konnen
parallel oder senkrecht zur Basalmembran anliegen (Clermont, 1972). Das
Zytoplasma der Sertoli-Zellen reicht von basal bis zum Lumen der Tubuli

seminiferi contorti und nimmt eine pyramidendhnliche Form an (Liebich, 2010).

Der Sertoli-Zelle werden mehrere duflerst wichtige Aufgaben zuteil (Mruk und

Cheng, 2004; Liebich, 2010):

1. Stiitzfunktion des Keimepithels

Nahrfunktion des Keimepithels

Bildung der Blut-Hoden-Schranke

Transport der differenzierten Keimzellen in Richtung Lumen
Phagozytose von degenerierten Keimzellen

Sekretion der Tubulusfliissigkeit

Freisetzen der elongierten Spermatiden in das Tubuluslumen

® Nk wDD

FSH- und  Testosteronregulation  (Siehe  Endokrinologie  der

Spermatogenese)

1865 beschrieb Enrico Sertoli zum ersten Mal, dass es zwischen den Keimzellen
eine weitere Zellart mit einzigartigen Zytoplasma-Ausldufern gibt, welche die
Keimzellentwicklung unterstiitzen und direkten Einfluss auf diese haben (Sertoli,
1865). Das Zytoplasma der Sertoli-Zellen umgibt oberhalb der basal liegenden
Spermatogonien alle Keimzellen bis zum Lumen (Dym und Fawcett, 1970). Sertoli-
Zellen sind sowohl untereinander als auch mit den Keimzellen des Keimepithels
durch Spezialisierungen verbunden (Mruk und Cheng, 2004). Welche dies genau

sind, wird weiter unten aufgefiihrt.
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Dies und ein stark ausgebildetes Zytoskelett fiihren zu einer hohen Stabilitét
innerhalb des Keimepithels (Aumdiller et al., 1992). Das Zytoskelett der Sertoli-
Zellen besteht aus den Aktinfilamenten, den Intermedidrfilamenten und den
Mikrotubuli (Boekelheide et al., 1989; Vogl et al., 2009). Sertoli-Zellen haben die
Aufgabe, Spermatogonien zu translozieren, zu positionieren und zu verankern und
Zellen miteinander zu verbinden (Vogl et al., 2009). Die Aktinfilamente befinden
sich an der Innenseite der Plasmamembran von Sertoli-Zellen und sind als kleine
hexagonal angeordnete Filamentbiindel (Abbildung 2) sandwichartig zwischen der
Plasmamembran und den Zisternen des endoplasmatischen Retikulums angeordnet

(Dym und Fawcett, 1970; Parreira et al., 2002).

Ektoplasmatische Spezialisierungen sowie tubulobulbire Komplexe sind
Sonderformen der Aktinfilamente. Die ektoplasmatischen Spezialisierungen
konnen in basale und apikale ektoplasmatische Spezialisierungen eingeteilt werden.
Hierbei verbinden die basalen ektoplasmatischen Spezialisierungen Sertoli-Zellen
untereinander, wéihrend die apikalen Spezialisierungen Sertoli-Zellen und

Spermatiden miteinander verbinden (Toyama, 1976; Vogl et al., 2009).

Abbildung 2: Anordnung der Aktinfilamente in Sertoli-Zellen (Parreira et
al., 2002).
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Die Aktinfilamente der basalen ekto-
plasmatischen Spezialisierungen,
welche  beiderseits von  zwei
angrenzenden  Sertoli-Zellen zu
finden sind, werden durch sog.

Tight-junctions miteinander

verbunden (Abbildung 3) (Parreira et |
al., 2002; Toyama et al., 2003).

Fiir die tubulobulbidren Komplexe
wird auch zwischen basalen und
apikalen tubulobulbdren Komplexen

unterschieden.

Die basalen tubulobulbéren

by 7
Komplexe verbinden angrenzende

Sertoli-Zellen miteinander. Im Abbildung 3: Anordnung  der

Gegensatz  zu  den  apikalen Aktinfilamente an zwel

angrenzenden  Sertoli-Zellen

(Parreira et al., 2002).

tubulobulbdren Komplexen besitzt
bei den basalen tubulobulbédren
Komplexen die Plasmamembran der
einen Sertoli-Zelle Fortsdtze mit bulbosen Auftreibungen, wihrend die
Plasmamembran der anderen Sertoli-Zelle invaginiert (Russell und Clermont,

1976).

Fiir die Umbauvorgénge wihrend des Spermatogenese-Zyklus beschreiben Vogl et
al. (2009) verschiedene Theorien, wie Spermatogonien wihrend der Teilung und

Differenzierung zu Spermatozyten von basal nach apikal gelangen kdnnen.

Hierbei wird beschrieben, dass die Junction-Proteine, welche an spéterer Stelle
beschrieben werden, entweder durch Endozytose von der Plasmamembran in das
Innere des Sertoli-Zell-Zytosols aufgenommen werden, in den tubulobulbéren
Komplex gelangen und dann in das Zytosol aufgenommen werden - oder entlang
der Plasmamembran von apikal nach basal ,,wandern und hier an Zellen wie z.B.
Spermatozyten wihrend der Meiose verbleiben, um dann die Funktion basal der

Zelle wieder aufzunehmen (Vogl et al., 2009).
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Bei den apikalen tubulobulbiren Komplexen stiilpen sich Fortsdtze der
Plasmamembran von elongierten Spermatiden mit einer ,,bulbdsen Auftreibung*
am Ende der Forstétze in die invaginierte Plasmamembran von Sertoli-Zellen vor.
Diese werden von Aktinfilamentbiindeln und Zisternen des endoplasmatischen
Retikulums auf der Zellseite des Sertoli-Zellzytoplasmas umgeben (Russell und
Clermont, 1976; Russell, 1979). Dies dient zum einen der Verankerung der
Spermatiden  im  Keimepithel, aber auch der Reduktion des
Spermatidenzytoplasmas bei der Spermienreifung. Bei der Spermiation werden die
Spermien in das Lumen entlassen und die tubulobulbiren Komplexe sowie
Residualkorper von der Sertoli-Zelle phagozytiert (Russell und Clermont, 1976;
Busch und Holzmann, 2001).

In Sertoli-Zellen gibt es drei verschiedene Intermedidrfilamente: Desmin, Vimentin
und Keratin (Aumdiller et al., 1992). In der adulten Sertoli-Zelle ist Vimentin das
dominante Intermediérfilament (Aumiiller et al., 1992; Vogl et al., 2009). Es ist in
der Nihe des Zellkerns zu finden und verbindet Zellen untereinander iiber
Desmosomen und Hemidesmosomen mit der Basallamina. Zusédtzlich haben die
Intermedidrfilamente Kontakt zu elongierten Spermatiden (Amlani und Vogl, 1988;
Boekelheide et al., 1989; Vogl et al., 2009). Mikrotubuli sind apikal des Nukleus
lokalisiert und parallel zur Zellachse ausgerichtet, wodurch sie Stabilitét verleihen,
und apikal der Verankerung und Positionierung von Spermatiden in den Krypten
des Keimepithels dienen, sie sezernieren Tubulusfliissigkeit und dienen dem
Transport von Zellorganellen und Molekiilen (Amlani und Vogl, 1988;
Boekelheide et al., 1989; Richburg et al., 1994; Vogl et al., 2009).

Zusatzlich seien noch die Desmosomen erwidhnt. Diese werden den

Adhesive-junctions zugeteilt und stehen mit Intermedidrfilamenten in Verbindung.
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1.1.1.2.1. Blut-Hoden-Schranke

Mit Beginn der Pubertit kommt es zur Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke
(Morales et al., 2007). Diese ist eine der wichtigsten Formationen fiir die intakte
Spermatogenese (Dym und Fawcett, 1970). Fiir die Funktion der Blut-Hoden-
Schranke ist die Anordnung spezifischer Strukturen essentiell. Dazu gehoren die
Zellverbindungen zwischen Sertoli-Zellen, Keimzellen sowie diesen Zellen
untereinander, welche die Blut-Hoden-Schranke bilden (Abbildung 4). Man
unterscheidet derzeit vier verschiedene Varianten dieser spezialisierten
Verbindungen. Dazu gehoren 1) die Tight-junctions oder auch Occluding-junctions
genannt, 2) die Gap-junctions und 3) Anchoring- oder auch Adhering-junctions
genannt sowie 4) Desmosomen. Zusétzlich seien noch die bereits oben erwihnten
ektoplasmatischen Spezialisierungen und die tubulobulbdren Komplexe genannt.
Diese konnen den Adhering-junctions zugeordnet werden (Mruk und Cheng, 2004,
2015). Die Tight- und Adhering-junctions sind an Aktinfilamente gebunden,
desmosomendhnliche Strukturen an die Intermediérfilamente (Pokutta und Weis,
2002). Nebenbei sei erwihnt, dass in der Studie von Domke et al. (2014) keinerlei
Nachweise von Desmosomen oder Desmosomendhnlichen Strukturen in den Tubuli
seminiferi contorti von Sdugern gefunden werden konnten, sondern Adhering-

junctions basierend auf N-cadherin.

Durch die Ausbildung und Formation der spezialisierten Verbindungen wird das
Keimepithel in ein basales (Spermatogonien, prileptotine- und leptotine
Spermatozyten) und ein adluminales Kompartiment unterteilt (alle anderen
meiotischen und postmeiotischen Keimzellen (Dym und Fawcett, 1970). Aufgrund
der Blut-Hoden-Schranke sind die differenzierteren Keimzellen sowohl von Blut
als auch von Lymphe abgetrennt. Makromolekiile kénnen somit nicht in das
adluminale Kompartiment gelangen (Griswold, 1995). Dies gilt auch fiir die
Antikorper aus dem Blut, welche die Oberflichenantigene der adluminalen
Keimzellen als korperfremd anerkennen und eine Autoimmunreaktion ausldsen
wiirden. Die immunologische Barriere der Blut-Hoden-Schranke stellt auf diese
Weise ein adluminales Mikromilieu her, welches wichtig fiir die

Keimzellentwicklung ist (Mruk und Cheng, 2004; Mital et al., 2011).
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Studien zeigen jedoch, dass nicht nur die Blut-Hoden-Schranke als
immunologischer Schutz fiir differenzierte Keimzellen dient. Im Zytoplasma von
Spermatogonien konnen Defensine gefunden werden, diese sind kationische
Peptid-Molekiile, welche eine suppressive Wirkung auf Mikroorganismen haben
(Jin et al., 2010). Ebenso reguliert die Blut-Hoden-Schranke die Passage von
Wasser, lonen, Molekiilen, Nahrstoffen, Hormonen, Elektrolyten und Toxinen

(Cheng und Mruk, 2012).

Russell (1977) beschreibt, dass Sertoli-Zellen eine aktive Beteiligung an der
Keimzellwanderung Richtung Lumen haben. Der genaue Mechanismus der
Spermatozytenmigration von einem Kompartiment in das andere ist bisher
ungeklirt. Jedoch geht man davon aus, dass leptotdne Spermatozyten von basalen
und apikalen Tight-junctions umgeben werden, bevor sie als zygoténe
Spermatozyten durch Ab- , Um-, und Neubildung der Tight-junctions in das
adluminale Kompartiment entlassen werden (Smith und Braun, 2012). Elongierte
Spermatiden sind durch ihre Zytoplasmaausstiilpungen am Spermatidenkopf fest
mit der Sertoli-Zelle verbunden (tubulobulbiarer Komplex). Wahrend des Ablaufs
der Spermatogenese ist die Apoptose von degenerierten Keimzellen ein
physiologisches Phanomen (Kerr, 1992). Sertoli-Zellen haben hierbei die Aufgabe,
degenerierte Keimzellen und Residualkorper nach der Spermiation mit Hilfe von
Lysosomen zu phagozytieren. Héufig ist dies mit einer Anlagerung von

Lipidtropfen im Zytoplasma der Sertoli- Zellen verbunden (Wang, H. et al., 2006).
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Sertoli- und Keimzellen (Cheng und Mruk (2012).
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1.1.1.3. Intertubulires Gewebe und Zellarten

1.1.1.3.1. Interstitielles Bindegewebe

Die Tubuli seminiferi contorti werden von lockerem Bindegewebe umgeben. In
diesem sind Blut und Lymphgefaf3e, Nerven, Makrophagen sowie Fibrozyten zu
finden (Liebich, 2010; Reddy Dyhana et al., 2016). Zu den wichtigsten Zellen
gehoren die sich im Interstitium befindlichen testosteronbildenden Leydig-Zellen

(Zirkin und Papadopoulos, 2018).

1.1.1.3.2. Leydig-Zellen

1850 beschreibt der Anatom und Zoologe Franz von Leydig, Zellen im
interstitiellen Bindegewebe zwischen den Tubuli seminiferi contorti (Von Leydig,
1850). Diese wurden nach ithm benannt und heilen Leydig-Zellen. Sie besitzen
runde oder polygonale Gestalt, sind meist in groBen Gruppen angeordnet und
nehmen beim Eber zwischen 20-30 % des ganzen Hodenvolumens ein (Awoniyi et
al., 1988b; Liebich, 2010). Ihr Nukleus besitzt eine runde oder auch ldngliche Form
mit ein bis zwei prominenten Nukleoli. Der Nukleus befindet sich meist einseitig
in der Peripherie des stark ausgeprigten Zytoplasmas (Lunstra et al., 1986). In den
Leydig-Zellen findet die Biosynthese der Steroide statt (Ewing et al., 1981). Dazu
gehort unter anderem das Hormon Testosteron. Dieses ist essentiell fiir die
Ausbildung und Funktion ménnlicher Geschlechtsorgane des Ebers (Busch und

Holzmann, 2001).
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2. Ubergeordnete Regulation der Spermatogenese

2.1. GnRH-Aktivitit

Die Regulation der Spermatogenese in den Tubuli seminiferi contorti des Hodens
erfolgt durch die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (Knol, 1991).
Hierbei wird das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) pulsatil freigesetzt.
Dieses ist ein Dekapeptid, bestehend aus zehn Aminosduren, welches in den
neuronalen Zellen des rostralen und mediobasalen Hypothalamus produziert wird

(Baba et al., 1971; Matsuo et al., 1971; Ojeda et al., 2008; Engelhardt, 2015).

(pyro) Glu — His — Trp — Ser — Tyr — Gly — Leu — Arg — Pro - Gly-NH2

STRESSUR @

1
——* High’er brain centres +———

-
Behaviourg-|====2-"
v : : ;

Hypothalamus Figure 1. Schematic representation of the neuro-
VRt - . endocrine stress response, including interaction

; 3@ ventriclo G pathways of the HPA and HPT systems.

: A = Cytoplasmic testosterone receptor
GnRH{4G 5.1 B = Cytoplasmic corticosteroid receptor
= @,

C = ACTH membrane receptor

. D = Endogenous opioid peptides (EOP) secreting
neuron

Pituitary gland E = Paracrinic EOP activity

anlerior lobe ===fia. . F = Paracrinic E(O)P activity

intermediate lobe |...  3S=wd ) i i .
posterior 1008 e | = u s \ ME = Median Eminence

S
ME

Corticosteroids
Progesterone
Testosterone
C 1™
Oestradiol T .\ Adrenocortical cell
it [marascicmata
o ; zona relicularis
Leydig cells {3
F
Sertoli cell
with
spermatocyte

f \ iy
‘W‘ Corlicosteroids
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(Knol, 1991).
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Uber die Axone im Hypothalamus gelangt das GnRH an der Eminentia media in
das Pfortadersystem der Hypophyse und bewirkt in den gonadotropen Zellen der
Adenohypophyse die Bildung und Sekretion der Gonadotropine (Schally et al.,
1971; Engelhardt, 2015). Dazu gehoren das Follikel-Stimulierende Hormon (FSH)
und das Luteinisierende Hormon (LH) (Abbildung 5).

Beim Schwein wird ein weiteres Gen fiir GnRH (GnRH2) beschrieben. Dieses ist
bei den meisten Sdugern nicht funktional, bei Schweinen jedoch schon (Stewart et
al., 2009). Da GnRH2 und sein Rezeptor, jedoch immunhistochemisch an Leydig-
Zellen und in den Tubuli seminiferi contorti im Hoden nachweisbar sind, geht man
von der Funktion einer lokalen Testosteronsynthese fiir dieses aus (Desaulniers et
al., 2015). Die genaue Aufgabe ist bisher unbekannt. Aus diesem Grund wird auch
nur auf die Funktion und die endokrine Physiologie des GnRH1 eingegangen.

2.1.1. Gonadotropin LH und FSH sowie deren Wirkungsmechanismus

Die Glykoproteine LH und FSH bestehen aus einer gleichen a- und einer
spezifischen B-Untereinheit (Pierce und Parsons, 1981). Sowohl LH als auch FSH
werden durch positive und negative Feedbackmechanismen der Steroide und
Peptide aus dem Hoden reguliert (Brown und McNeilly, 1999). Die beiden
Gonadotropine werden iiber das Blut zu den Hoden geleitet, wo sie ihre Wirkung

entfalten.

2.1.2. FSH

FSH besitzt spezifische Rezeptoren an den Sertoli-Zellen und hat dort einen
essentiellen Anteil an der Spermatogenese. Es ist jedoch bis heute ungeklért, welche
spezifische Aufgabe dies im Detail ist. Da Tiere auch ohne FSH-Aktivitdt
Spermatogenese zeigen, geht man davon aus, dass es weitaus weniger wichtig fiir
die Spermatogenese ist, sondern vor allem als Regulator der Sertoli-Zellzahlen und

als Uberlebensfaktor fiir primeiotische Zellen dient (Huhtaniemi, 2015).

Im Gegensatz zu den anderen Sdugetieren wird beim Eber die Moglichkeit einer
zum Teil GnRH-unabhédngigen Aktivierung und Sekretion von FSH vermutet, da
eine aktive Immunisierung von Ebern gegen GnRH keinen Effekt auf die
FSH-Konzentrationen im Blut hatte (Awoniyi et al., 1988a; Wagner und Claus,
2004). Dabei wird vermutet, dass sowohl Aktivin, Inhibin aber auch Follistatin

regulatorische Eigenschaften auf das FSH ausiiben konnen.
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So soll Aktivin aktivierende, Follistatin und Inhibin hemmende Wirkung auf das
FSH ausiiben (Padmanabhan und McNeilly, 2001). Ebenso wird hierbei ein
alternatives releasing Hormon fiir FSH oder auch eine separate Steuerung des FSH
vermutet (Padmanabhan und McNeilly, 2001). In bovinen Gonadotropinen wurden
unter anderem die neuen Rezeptoren GPR30, GPR153 und AMRH2 gefunden. Von
den Autoren wird angenommen, dass diese moglicherweise regulierende Einfliisse

auf FSH und LH ausiiben konnten (Kadokawa, 2020).

Zu den Kontrollmechanismen von FSH gehoren unter anderem die Regulation von
Inhibin und Aktivin. Diese gehdren zur Superfamilie des Transforning growth
factor (Barakat et al., 2012). Aktivin bewirkt {iber einen positiven
Feedback-Mechanismus die FSH-Bildung und -Ausschiittung in der Hypophyse
(Weiss et al., 1995). Inhibin wirkt antagonistisch zu Aktivin und bewirkt {iber einen
negativen Feedbackmechanismus die Hemmung der FSH-Sekretion (Engelhardt,
2015). Zusitzlich kann die Aktivitit des Aktivin durch Bindung des Proteins
Follistatin gechemmt werden und bewirkt somit eine Hemmung der FSH-Sekretion

und Freisetzung (Patel, 1998).

Beim Schwein kann die Aktivin- und Inhibin-B-Untereinheit, aber auch Follistatin
in der Hypophyse exprimiert werden (Li et al., 1997). Da jedoch im Gegensatz zu
der Ratte und dem Menschen die a-Untereinheit des Inhibins im Schwein nicht
gefunden wird, geht man davon aus, dass Inhibin in der Hypophyse des Schweins
keine grof3e Rolle in Bezug auf die FSH-Regulation besitzt (Li et al., 1997). Sowohl
Aktivin, Inhibin als auch Follistatin konnen in den Sertoli-Zellen von Ratten
gebildet werden, Aktivin und Follistatin jedoch auch in den Keimzellen. So konnte
gezeigt werden, dass die Sertoli-Zellen durch diese Einfluss auf die
Keimzellreifung und -entwicklung haben aber auch wichtig fiir die

Sertoli-Zellentwicklung sind (Meehan et al., 2000).

Bei Schweinen kann Inhibin, vor allem die a-Untereinheit bis hin zur Pubertét
iiberwiegend in den Sertoli-Zellen, aber auch schwach in Leydig-Zellen
nachgewiesen werden. Zu einem spdteren Zeitpunkt auch in elongierten
Spermatiden (Ohnuma et al., 2007). Neben dem Einfluss auf FSH sollen Inhibin,
Aktivin und Follistatin jeweils auch eine Wirkung auf die Testosteron-Synthese in
den Leydig-Zellen, die Proliferation von Keimzellen und die Entwicklung vom

Rattenhoden haben (De Kretser et al., 2001).
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Nach der Geburt und noch einmal im Alter von ca. 4 Monaten und somit kurz vor
der Pubertit, bewirkt die Ausschiittung von FSH beim Schwein eine Proliferation
von immaturen Sertoli-Zellen (Franca et al.,, 2000). Da jede Sertoli-Zelle eine
bestimmte Anzahl von Keimzellen unterstiitzt, bestimmt dies den
Spermatidenoutput beim erwachsenen Schwein (Orth et al., 1988; Franga et al.,
2000). Mit Beginn der Pubertit stoppt die Sertoli-Zell-Proliferation und es erfolgt
deren Reifung (Sharpe et al., 2003). Die Reifung soll unter anderem unter dem
Einfluss von Schilddriisenhormonen stehen (De Franca et al., 1995). Vor allem
jedoch soll die T3-abhéngige Ausbildung der Androgen-Rezeptoren und T3 sowie
die FSH-abhidngige Suppression des AMH (Anti-Miiller-Hormon) der
vorherrschende Faktor fiir die Sertoli-Zellreifung sein (Arambepola, N. et al., 1998;
Arambepola, N.K. et al., 1998).

FSH wirkt jedoch nicht nur an Sertoli-Zellen, sondern auch an runden Keimzellen
(Baccetti et al., 1998). Dort konnte es an der Plasmamembran und in
endozytotischen Vesikeln nachgewiesen werden. FSH bindet an den FSH-Rezeptor
und entfaltet dort seine Wirkung. Die m-RNS des FSH-Rezeptors konnte in der
gleichen Studie von Baccetti et al. (1998) im Zytoplasma der oben genannten Zellen
gefunden werden, so dass eine Aufnahme von FSH durch Endozytose in das
Zytoplasma vermutet wird. Die Expression des FSH-Rezeptors ist abhéngig von
FSH (Maguire et al., 1997). Eine FSH-Zugabe fiihrt zu einer reduzierten Expression
der m-RNS des FSH-Rezeptors, wihrend hypophysektomierte Tiere und damit
FSH-negative oder FSH-arme Tiere eine erhohte Expression der m-RNS des FSH-
Rezeptors zeigen. Die Zugabe von Testosteron hat keine Auswirkung auf die

Expression des FSH-Rezeptors (Maguire et al., 1997).

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation
hypogonadaler Mause mit FSH zu einer gesteigerten Proliferation und Reifung von
Sertoli- und Keimzellen bis hin zu runden Spermatiden fiihrt. Jedoch kommt es zu
einem Arrest der Spermatogenese auf Hohe der elongierten Spermatiden (Haywood
et al., 2003). O’ Donnell et al. (1996) beschreiben ebenfalls, dass in Abwesenheit
von Testosteron runde Spermatiden anwesend, jedoch keine elongierten
Spermatiden aufzufinden sind. Hierbei vermuten sie ein Ldsen der runden

Spermatiden aus dem Tubulusepithel.
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Eine gegensitzliche Behandlung von hypogonadalen Mausen mit Testosteron fiihrt
zu einer gesteigerten Meiose mit erhdhten Zahlen an Spermatozyten sowie dem
Ausbilden von elongierten Spermatiden. In der gleichen Studie kann eine
Anwendung von FSH und Testosteron in Kombination eine synergistische
Auswirkung auf die Keimzellreifung mit erhohten Spermatidenzahlen verdeutlicht

werden.

Ahnliche Ergebnisse liefert auch die Studie von Singh und Handelsman (1996). In
deren Studie wurde hypogonadalen Maiusen entweder FSH alleine oder in
Kombination mit Testosteron appliziert. FSH-Administration alleine hatte vor
allem Auswirkungen auf die Proliferation von Spermatogonien und Spermatozyten.
Erst mit der Zugabe von Testosteron war eine Proliferation der Sertoli-Zellen und
eine vollstindige Spermatogenese moglich. Da jedoch die alleinige Gabe von
Testosteron zu dhnlichen Ergebnissen fiihrte, schlagen die Autoren eine Bedeutung
fiir FSH und Testosteron bei der Initiation der Spermatogenese, fiir Testosteron

jedoch weiterhin die Aufgabe der Beendigung der Spermatogenese vor.

Es ist nennenswert, dass andere Autoren beschreiben, dass weder FSH, LH noch
Testosteron alleine oder in Kombination eine funktionelle Spermatogenese bei
hypophysektomierten Ratten aufrecht erhalten konnen und somit weitere Hormone
und Faktoren fiir eine physiologische Spermatogenese nétig sind (Clermont und

Harvey, 1967; Steinberger, 1971).

Gegensitzliches beweisen Oduwole et al. (2018), wo in Abwesenheit von
Testosteron eine intakte Spermatogenese moglich ist, wenn die Aktivitdt des
FSH-Rezeptors gesteigert wird. Es ist auch mdglich, dass Méuse mit einem
FSH-Rezeptor-Knockout Fertilitit entwickeln, jedoch mit einem verspétetem
Eintritt in die Pubertit und geringeren Keimzellzahlen, hauptséchlich die runden
und elongierten Spermatiden betreffend (Krishnamurthy et al., 2001). Dies wird vor
allem auf die reduzierten Testosteronwerte zuriickgefiihrt. Im Vergleich dazu
zeigen Méuse mit einem FSH-Knockout kleinere Hoden, jedoch keine verdnderten
Testosteronwerte, sowie eine reduzierte Motilitit der Spermien und Fertilitét. Dies
weist darauf hin, dass FSH auch wichtig fiir die Kommunikation zwischen

Sertoli-und Leydig-Zellen ist (Kumar et al., 1997).
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Dies zeigen auch die Ergebnisse der Studie von Abel et al. (2009). Hier wurden die
Transkriptproteine nach FSH-Applikation in hypogonadalen Mausen gemessen.
Unter anderem wurde eine erhohte Aktivitit der Transkripte in Sertoli-Zellen
gemessen, wobei sich das Transkript fiir den FSH-Rezeptor wie bereits oben
erwahnt reduzierte. Aber auch Leydig-Zellen zeigen eine erhohte Transkriptrate fiir

die Komponenten der Steroidbiosynthese.

Zusétzlich soll FSH die Formation der Tight-junctions, Adherens-junctions und
ektoplasmatischen Spezialisierungen regulieren (Sluka et al., 2006; Abel et al.,

2009).

2.1.3. Steroidbiosynthese

Zwischen 5 und 8 Monaten nach der Geburt setzt beim Eber die Geschlechtsreife
ein. In dieser Zeit befindet sich die Synthese der Steroidhormone in den Leydig-
Zellen auf dem Hohepunkt (Robic et al., 2014). Die Ausschiittung von LH erfolgt
ebenso wie bei GnRH pulsatil. Seine Wirkung entfaltet LH an den Leydig-Zellen
im intertubuldren Bereich des Hodens, indem es an LH-Rezeptoren bindet. Dort
bewirkt es die Synthese von Androgenen, 16-Androstenonen und auch Ostrogenen
(Robic et al., 2014). Zu einem gewissen Anteil konnen die Steroidhormone auch in

der Nebennierenrinde synthetisiert werden (Bun-Ichi, 1973; Huhtaniemi, 1977).

Die Steroidhormone bauen auf dem Grundgeriist des Cholesterols auf. Die
Vorstufen von Testosteron (Cholesteryl-Ester) werden in den Leydig-Zellen in
Form von kleinen Lipidtropfchen gelagert und nach deren Autophagie kann
Testosteron aus freiem Cholesterol synthetisiert werden (Neaves, 1978; Ma et al.,

2018).

Das Cholesterol wird in den Mitochondrien mit Hilfe der Cytochrom-P450 Enzyme
zu Pregnonolon umgewandelt und im endoplasmatischen Retikulum der
Leydig-Zellen iiber Zwischenstufen zu Steroidhormonen metabolisiert (Van Der

Molen et al., 1979; Miller und Auchus, 2011).
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Die Metabolisierung des Cholesterols zu Steroidhormonen kann auf zwei Wegen

geschehen:

1. Pregnenolon (C21-Progestagen) kann iiber 17a-Hydroxypregnenolon
(C21-Progestagen) zu  Dehydroepiandrosteron  (C19-Androgen),
Androstenediol (C19-Androgen) und schlieflich zu Testosteron (C19-
Androgen) metabolisert werden.

2. Pregnenolon  wird iiber Progesteron (C21-Progestagen) zu
17-a-Hydroxyprogesteron (C21-Progestagen) zu Androstenedion (C19-

Androgen) in Testosteron metabolisiert.

Aus Testosteron konnen im Anschluss durch eine Reduktionsreaktion
5-a-Dihydrotestosteron (C19, Androgen) oder durch Aromatasereaktion
17-B-Estradiol (C18, Estrogene) gebildet werden. Gleichzeitig besteht die
Moglichkeit, aus  Androstenedion  durch  Aromatasereaktion  Estron
(C18, Estrogene) zu metaboliseren, welches ebenfalls zu 17-B-Estradiol
umgewandelt werden kann (Eik-Nes, 1969; Miller und Auchus, 2011; Engelhardt,
2015). Die meisten der Steroide des Ebers sind inaktiv in ihrer konjugierten Form
mit Sulfat- oder Glucuronidgruppenbindung zu finden (Raeside et al., 1992). Durch
deren negative Polaritidt ist keine hormonelle Aktivitit mehr mdglich, die
Metabolite werden wasserloslich und konnen iiber die Nieren ausgeschieden

werden (Karlson et al., 1994).

Die Androgene sind verantwortlich fiir die ménnlichen Geschlechtsmerkmale.
Dazu gehoren unter anderem die Ausbildung und Funktion des ménnlichen
Geschlechtsapparates, das maskuline Verhalten, die Libido und der Korperbau
(Engelhardt, 2015). Zu den wichtigsten Androgenen gehoren Testosteron und
Dihydrotestosteron (Kashiwagi et al., 2005).

2.14. LH-AKktivitit

Nachdem das LH an den LH-Rezeptor gebunden hat, bewirkt es in den
Leydig-Zellen die Testosteron-Synthese. Dies kann an Méusen gezeigt werden,
welchen der LH-Rezeptor fehlt und die nur eine geringe Menge an Testosteron
aufweisen (Mendis-Handagama, 1997; Zhang et al., 2001). Durch Diffusion
verldsst Testosteron die Leydig-Zellen und gelangt von dort aus in das Blut, wo es
bei Ratten am ABP gebunden oder bei den anderen Sdugern am SHBG, einem

Carrier-Protein, gebunden ist (Hammes et al., 2005).
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Die beiden Proteine kommen jedoch laut einigen Autoren nicht im Hoden vom

Schwein vor (Cook et al., 1977; Jegou und Le Gac-Jegou, 1978).

Interessant ist auch, dass in Keimzellen von Ratten Testosteron synthetisiert werden
kann, auch wenn Leydig-Zellen und Sertoli-Zellen abwesend sind, so dass davon
ausgegangen werden muss, dass primére Spermatozyten zu einem gewissen Grad

dazu in der Lage sind, Testosteron zu synthetisieren (Salhanick und Terner, 1979).

In den Tubuli seminiferi contorti entfaltet Testosteron seine Wirkung am
Androgen-Rezeptor, wo es Steroid-responsive Gene aktiviert (Hammes et al.,
2005). Der Androgen-Rezeptor ist wie auch der Estrogen-Rezeptor ein nukledrer
Rezeptor (Hammes und Levin, 2007). Diese sind Liganden-abhingig und erhalten
durch das Binden eines Liganden eine Konformationsénderung. Anders als andere
nukledre Rezeptoren befindet sich der Androgen-Rezeptor als inaktive Form im
Zytoplasma an ,,heat shock“-Proteine gebunden. Erst wenn Androgene binden, 16st
er sich von dem ,,heat shock*“-Proteinkomplex und erfahrt eine Translokation in den
Nukleus (Gelmann, 2002; Germain et al., 2006; Dagar et al., 2019). Androgen
Rezeptoren werden in Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen und peritubuldren Myoidzellen

nachgewiesen (Kimura et al., 1993; Bremner et al., 1994; Vornberger et al., 1994).

Obwohl viele Autoren beschreiben, dass Keimzellen keinen Androgen-Rezeptor
exprimieren, gibt es Autoren, die diesen in Keimzellen nachgewiesen haben (Zhou
et al., 1996; Ramesh et al., 2007). In Schweinehoden konnte der
Androgen-Rezeptor in Leydig-Zellen, peritubuldren Myoidzellen, Sertoli-Zellen,
aber auch in den Keimzellen von prépubertiren Tieren nachgewiesen werden

(Ramesh et al., 2007).

Miéuse mit einer fehlenden LH-Aktivitdit zeigen Infertilitdt, reduzierte
Testosteronwerte, geringe Hodengewichte, kleine Tubuli seminiferi contorti sowie
eine gestorte Spermatogenese, die auf Hohe von runden Spermatiden arretiert
(Kumar, 2007). Ein LHR-Knockout in Miusen fiihrt zu einem normalen Phénotyp,
aber auf Grund der verminderten Testosteronsynthese auch dazu, dass die Meiose
auf Hohe von runden Spermatiden arretiert und sich keine elongierten Spermatiden
ausbilden. Somit sind diese Tiere infertil. Zusétzlich zeigen die Tiere ein

Vorhandensein von fetalen Leydig-Zellen.
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Da durch eine Substitution von Testosteron nicht die Leydig-Zell-Zahlen von
Wildtypen erreicht werden konnen, und die Tiere nur zum Teil Fertilitit
wiedererlangen, geht man auch davon aus, dass die LH-Aktivitit eine wichtige
Komponente bei der Differenzierung von fetalen zu adulten Leydig-Zellen ist (Lei
et al., 2004; Pakarainen et al., 2005). Ahnliches beschreiben auch Zhang et al.
(2004), die der LH-Signalwirkung an Leydig-Zellen eine entscheidende Rolle bei

der endokrinen Regulierung von adulten Leydig-Zellen zuschreiben.

Bei Schweinen konnte gezeigt werden, dass eine Androgen-Rezeptor-Inaktivierung
durch Flutamid zu einer gesteigerten Sertoli-Zellproliferation in neonatalen Tieren
fiihrt. Somit kann hier die hemmende Funktion des Androgens auf die Sertoli-Zell-

Proliferation gezeigt werden (Legacki et al., 2015).

Untersuchungen eines AR-Knockouts in verschiedenen Zellen brachte folgende
Ergebnisse: Ein allgemeiner AR-Knockout fiihrt zur Verdnderung des Phénotyps,
mit einer Verlagerung der Hoden in das Abdomen und einer gestorten
Keimzellreifung sowie reduzierten Sertoli-Zellzahlen (De Gendt et al., 2004).
Jedoch wird auch beschrieben, dass ein allgemeiner Androgen-Rezeptor-Knockout
in Méusen zu einer kaum gestorten Spermatogenese mit Fertilitdt fiihrt (Tsai et al.,
2006). Im Gegensatz dazu zeigen Tiere mit spezifischem Sertoli-Zell-AR-
Knockout zwar einen Hodenabstieg und normale Sertoli-Zellzahlen, jedoch eine
gestorte Keimzellzahl auf Grund von erhéhter Apoptose und fehlender Entwicklung
von Spermatozyten, sowie runden und elongierten Spermatiden (De Gendt et al.,
2004). Die Autoren gehen davon aus, dass die autokrinen Mechanismen von
Androgenen in den Sertoli-Zellen essentiell fiir die Entwicklung reifer
Keimzellstadien sind. Holdcraft und Braun (2004) beschreiben eine Stérung der
Spermatidenreifung bei der Entwicklung von runden zu elongierten Spermatiden

sowie der Spermatidendifferenzierung kurz vor der Spermiation.

Aus diesem Grund gehen sie davon aus, dass sowohl die Adhésion der Spermatiden
am Keimepithel, als auch die Freisetzung der Spermatiden in das Lumen auf Grund

des Androgen-Rezeptor-Knockouts gestort sind (Holdcraft und Braun, 2004).

Zusétzlich beschreiben Willems et al. (2010) das Vorhandensein von immaturen
Sertoli-Zellen und einer gestorten Integritidt der Blut-Hoden-Schranke bei einem
Androgen-Rezeptor-Knockout an Sertoli-Zellen, vermutlich auf Grund fehlender

Integritat der Tight-junction-Proteine an den ZO-Proteinen.
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Im Vergleich dazu fiihrt ein Knockout des Leydig-Zell-AR zu einem Arrest der
Spermatogenese auf Hohe der runden Spermatiden (Tsai et al., 2006).Ein Knockout
des Keimzell-AR fiihrt zu fertilen Méausen, die kaum Unterschiede in den
Testosteronwerten im Vergleich zu Kontrollgruppen haben und auch Mausewilirfe

hervorbringen (Tsai et al., 2006).

In der Studie von Welsh et al. (2009) bewirkt ein Androgen-Rezeptor-Knockout an
peritubuldren Myoidzellen eine gestorte Spermatogenese mit normaler Ausreifung
von Sertoli-Zellen, jedoch reduzierte Keimzellzahlen und Infertilitdt. Dies wird
darauf zuriickgefiihrt, dass auf Grund der fehlenden Androgen-Aktivitit die
Synthese der Gene von Sertoli-Zellen gestort ist. Ebenso wie die von diesen Zellen
produzierte Fliissigkeit fiir die Tubuli seminiferi contorti. Hierbei wird eine defekte
Basalmembran auf Grund von losen Sertoli-Zellen und Keimzellen im Lumen
vermutet. In der Studie von O' Hara et al. (2015) wird beschrieben, dass die AR-
Aktivitdt fiir die Reifung und Regulation der Steroidsynthese in adulten Leydig-
Zellen notwendig ist. Sie scheint jedoch nicht essentiell fiir die Leydig-Zellzahlen

zu sein, da diese sich nicht von Kontrolltieren unterscheiden.

Zusétzlich soll die AR-Aktivitét in Leydig-Zellen die Degeneration der Keimzellen
sowie der Leydig-Zellen verhindern. So scheint die AR-Aktivitdt wichtig fiir den
Erhalt dieser Zellen sein. Tiere mit einem Leydig-Zell-AR-Knockout zeigen in ihrer
Studie hypertrophierte Leydig-Zellen mit groBem Zytoplasma und fokale Herde mit
Degeneration im Keimepithel. Die Spermatogenese ist jedoch bis zur
Spermienreifung intakt. Interessanter Weise fiihrt der Leydig-Zell-AR-Knockout
zwar zur Apoptose von adulten Leydig-Zellen, jedoch sind die LH- und
Testosteronwerte nicht verdndert. Der Estrogen-Receptor a hingegen ist erhdht.
Vermutet wird hierbei eine fehlende Signalwirkung auf die Estrogene in Folge des

Leydig-Zell-AR-Knockouts (O' Hara et al., 2015).
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2.1.5. Estrogene

Im Hoden des Ebers werden hohe Mengen an Estrogenen produziert, die
anschlielend sowohl im Seminal- als auch im Blutplasma zu finden sind (Claus und
Hoffmann, 1980; Zdunczyk et al., 2011). Die Estrogene liegen liberwiegend in der
Form der 178B- Estradiole und der Estrone vor, von denen vor allem das konjugierte
Estronsulfat (inaktive Form) und das unkonjugierte Estron in hoher Konzentration
nachweisbar sind (Claus et al., 1985; Hoffmann et al., 2010; Zdunczyk et al., 2011).
Die hochste Konzentration an Estrogenen kann in den testikuldren Venen gefunden
werden, wihrend die Konzentrationen im Seminalplasma und in der Peripherie

keine Unterschiede zeigen (Zdunczyk et al., 2011).

Obwohl man davon ausgeht, dass liberwiegend die Leydig-Zellen Syntheseort fiir
Estrogene sind, gibt es inzwischen neuere Erkenntnisse, dass auch Keimzellen und
Sertoli-Zellen dazu in der Lage sind (Carreau et al., 2007). Estrogene, vor allem
Estradiol, binden im Hoden an den Estrogen-Rezeptoren. Hierbei werden der
Estrogen-Rezeptor a und der Estrogen-Rezeptor B unterschieden (Sierens et al.,
2005). Mutembei et al. (2005) postulieren fiir die Estrogene eine wichtige Funktion
fiir den Beginn und Erhalt der Spermatogenese. Sie fanden beim Eber Estrogen-
Rezeptoren (ER o und ER B) nicht nur in den Sertoli- und Leydig-Zellen, sondern
auch in den Keimzellen. Nur in elongierten Spermatiden konnten diese nicht

nachgewiesen werden

Im Gegensatz dazu konnten Wagner et al. (2006) den Estrogen-Rezeptor o nur in
Spermatogonien und vereinzelten weiter differenzierten Keimzellen nachweisen.
Lekhkota et al. (2006) wiesen den ER o ebenso in Spermatogonien und
Spermatozyten nach. Rago et al. (2004) fand den ER o nur bei maturen Schweinen
in den Leydig-Zellen, Spermatogonien und Spermatozyten, jedoch nicht in Zellen

immaturer Schweine.

In der Studie von Rago et al. (2004) konnte der ER B bei immaturen Schweinen in
Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen, Spermatogonien und peritubuldren Myoidzellen
nachgeweisen werden, bei maturen Ebern nur in Spermatogonien, Spermatozyten
und peritubuldren Myoidzellen. In einer anderen Studie wurde der ER B auch in

Leydig-Zellen und Sertoli-Zellen gefunden (Srisuwatanasagul et al., 2018).
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Die groB3en Unterschiede, vor allem im Nachweis des ER B, lassen auf eine wichtige
Funktion bei der Spermatogenese schlieen. Jedoch ist bisher die genaue Funktion
der Estrogene bei der Spermatogenese unklar. Unter anderem wird vermutet, dass
ER B eine wichtige Funktion bei der Apoptose wihrend der Spermatogenese hat,
da apoptotische Spermatozyten eine libersteigerte Expression des ER B zeigen
(Selva et al., 2004). Jedoch sollte auch erwéhnt werden, dass die Verwendung von
unterschiedlichen ER [B-Antikdrpern unterschiedliche Ergebnisse in den
Nachweisen liefern konnen (Selva et al., 2004). Obwohl Estrogen-Rezeptoren in
Keimzellen zu finden sind, konnte eine Aromataseaktivitit beim Eber nur in den
Leydig-Zellen festgestellt werden (Carreau et al., 2001; Fraczek et al., 2001). Dies
lasst darauf schliefen, dass Estrogene beim Schwein tiberwiegend in den Leydig-

Zellen gebildet werden konnen (Weng et al., 2005).

Im Menschen und in Nichtprimaten ist der Estrogen-Rezeptor a nicht nachweisbar,
der Estrogen-Rezeptor P ist in Leydig-Zellen, peritubuldren Myoidzellen, Sertoli-
Zellen und Keimzellen zu finden (Saunders et al., 2001). Andere Ergebnisse
wurden von Pentikdinen et al. (2000) gefunden. Hier wurden der Estrogen-Rezeptor
a und B in Keimzellen wie den pachytidnen Spermatozyten und auch in elongierten
Spermatiden gefunden. Weiterhin konnten sie zeigen, dass vor allem 17-8-Estradiol
und Dihydrotestosteron eine wichtige Rolle bei der Verhinderung von Apoptose

spielen und somit einen wichtigen Uberlebensfaktor fiir Keimzellen darstellen.

Ein ER-Knockout in Maiusen fiihrt an den einzelnen Rezeptoren zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Widhrend ein ER-o-Knockout zu geringen
Hodengewichten, gestorter Spermaproduktion und Infertilitdt fiihrt, zeigen ER-f3-
Knockout-Tiere Fertilitit. Ein gleichzeitiger Knockout beider Rezeptoren hat

dhnliche Wirkungen wie der ER-a-Knockout (Walker und Korach, 2004).

Lee et al. (2009) beschreiben eine verfrithte Lumenbildung in den Tubuli seminiferi
contorti, mit geringer Keimepithelhohe an Mausen mit einem ER-a-Knockout. In
der Studie von Mahato et al. (2000), wurden ER-a-Knockout-Méusen Keimzellen
entnommen und in Wildtyp-Miuse ohne Keimzellen eingesetzt. Da diese Méuse
Nachkommen zeugen, zeigen Mahato et al. (2000) damit, dass der Estrogen-
Rezeptor a in Keimzellen nicht notwendig fiir Fertilitét ist. Sie vermuten, dass die
Infertilitdt auf Grund einer gestorten Estrogenwirkung auf die somatischen Zellen

besteht.
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Weitere Studien beschreiben eine Dilatation der Ductuli efferentes, auf Grund eines
ER-a-Knockouts, und eine damit fehlende Reabsorption der Ductulus-Fliissigkeit.
Dadurch ist die Fahigkeit, Spermien zu konzentrieren, vermindert, was als
hauptsichliche Ursache fiir Infertilitidt gesehen wird (Oliveira et al., 2001; Cho et
al., 2003). Prépubertire Eber, welche mit einem Estrogen-Rezeptor-Antagonisten
behandelt werden, zeigen eine erhohte Anzahl von Sertoli-Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Das lédsst darauf schlieen, dass die Estrogen-Rezeptor-Aktivitét
eine wichtige Komponente bei der Regulation der Sertoli-Zellproliferation hat
(Berger et al., 2013). Dies konnte auch in der Studie von At-Taras et al. (2006)
bewiesen werden, jedoch wurde hier vermutet, dass Estrogene auch eine Rolle bei
der Reifung von Sertoli-Zellen spielen. Denn Schweine, welche mit dem
Aromatasehemmer Letrozol behandelt wurden zeigen eine verspitete Pubertit mit
gesteigerter Proliferation der Sertoli-Zellen und der Ausreifung von Leydig-Zellen.
Anfangs noch limitiert, resultiert dies spéter in gréBeren Hoden und erhohten
Spermatidenzahlen. Wiahrend die Behandlung mit dem Aromatasehemmer keine
Unterschiede in der Expression des Estrogen-Rezeptors B im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigt, weist der Estrogen-Rezeptor a eine verstirkte Expression auf

(At-Taras et al., 2006).

Weitere Funktionen der Estrogene sind unter anderem der Einfluss auf die Libido
des Ebers und auf die Sekretionsfdhigkeit der akzessorischen Geschlechtsdriisen
(Joshi und Raeside, 1973). Sie sind ebenfalls im Ejakulat des Ebers zu finden. Claus
et al. (1985) vermuten, dass Spermien eine Transportfunktion fiir Estrogene
darstellen, da rund mehr als die Hélfte der Estrogene an Spermien gebunden sind.
Nach der Ejakulation im Uterus werden durch Estrogene Prostaglandine im
Endometrium des Uterus freigesetzt, wodurch die Uterusaktivitit steigt und der
Spermientransport zur Eizelle erleichtert wird (Claus, 1990; Langendijk et al.,
2005).
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3. Tight- und Gap-junction-Proteine sowie deren Regulation

3.1. Tight-junction-Proteine

Tight-junctions bilden in Epithelien und Endothelien eine dichte Barriere (Furuse
et al.,, 1998). Im Hoden liegen sie ,giirtelartig“ nahe den ektoplasmatischen
Spezialisierungen zwischen den Sertoli-Zellen der Tubuli seminiferi contorti.
Durch engen Kontakt der &uBleren Zellmembranen verschlieBen sie den
interzelluldren Spalt zwischen angrenzenden Sertoli-Zellen. Dies ist jedoch kein
starrer Zustand, sondern ein dynamisches Geschehen durch Um-, Ab- und
Neuordnung der Tight-junctions (Chalmers und Whitley, 2012). Zu den wichtigsten
Tight-junctions gehdren die zwei integralen Transmembran-Proteine Occludin und
Claudin (Dym und Fawcett, 1970; Mitic et al., 2000; Tsukita et al., 2001; Cheng
und Mruk, 2012) sowie die nebenbei erwihnten
Junctional-Adhesion-Molekiile (JAM), der Coxsackievirus-Rezeptor und der
Adenovirus-Rezeptor (Martin-Padura et al., 1998; Heiskala et al., 2001; Sollerbrant
et al., 2003).

Die Claudine und Occludine besitzen eine sehr #dhnliche Struktur, mit zwei
extrazelluliren Schleifen, vier transmembranen Doméinen, sowie einer
intrazytoplasmatischen Schleife mit N- und C-Endigungen (Furuse et al., 1993;
Suzuki et al., 2014). Diese zeigen jedoch keine Sequenzdhnlichkeit auf (Furuse et

al., 1998).

Die JAMs sind ebenfalls transmembrane Proteine und gehoren zu der Familie der
Immunglobulin-Superfamilie (Martin-Padura et al., 1998). Sie seien hier nur am

Rande erwihnt.

Unterhalb der Zelloberflache, stehen die Tight-junctions direkt in Kontakt mit den
Zonula-occludens, ZO-1, ZO-2 und ZO-3 (Abbildung 6), welche zur Familie der
MAGUK-Proteine gehdren (Itoh et al., 1999a; Itoh et al., 1999b). In direktem
Kontakt stehen die Tight-junction-Proteine mit dem ZO-1. ZO-2 und ZO-3 sind an
Z0-1 gebunden. Man geht davon aus, dass diese zwei separate Komplexe bilden,
da ZO-2 und ZO-3 keine Verbindung zeigen (Stevenson et al., 1986; Gumbiner et
al., 1991; Haskins et al., 1998; Wittchen et al., 1999).



II. Literaturiibersicht 33

O

Abbildung 6: Aufbau der Zonula occludens (Wittchen et al., 1999).

Unter der Plasmamembran bilden die Tight-junctions mit den ZO den so genannten
Protein-Plaque, zusammen mit anderen Protein-Komponenten wie 7H6 und
Cingulin (Zhong et al., 1993; Bazzoni et al., 2000; Heiskala et al., 2001). Durch die
70 werden die Tight-junctions indirekt mit den intrazelluldren Aktin-Filamenten
des Zytoskeletts verbunden (Fanning et al., 1998; Mitic und Anderson, 1998;
Wittchen et al., 1999; Bazzoni et al., 2000). Hierbei soll vor allem ZO-1 iiber die
N-Endigung mit dem Tight-junction-Protein Occludin und ZO-2 in Kontakt stehen
und die C-Endigung mit dem Aktin-Zytoskelett in Verbindung stehen (Fanning et
al., 1998). Diese Verankerung dient vor allem der Stabilitit der Tight-junctions und
einer Permeabilitit der Blut-Hoden-Schranke (Fanning et al., 2002). Nebenbei soll
das Occludin jedoch auch dazu in der Lage sein, eine direkte Verbindung zu den

Aktinfilamenten aufzunehmen (Wittchen et al., 1999).

Zwischen den Tight-junction-Proteinen sind nicht nur homologe Verbindungen
moglich, sondern auch heterologe Verbindungen zwischen Occludinen, Claudinen
und JAM-Proteinen (Nusrat et al., 2005). Diese Verbindungen der Blut-Hoden-
Schranke stellen bei weitem kein starres Gebilde dar, sondern sind ein dynamisches
Konstrukt, welches sich durch Ab-, Um- und Neubau bei gleichzeitigem
Beibehalten der Permeabilitét stindig erneuert (Chalmers und Whitley, 2012).
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Eine entscheidende Rolle spielt hierbei die Endozytose der Tight-junction-Proteine,
welche von der Plasmamembran aus in das Zytoplasma endozytiert werden. Dort
werden sie dann entweder wiederverwertet und in der Plasmamembran verankert
oder durch Lysosomen phagozytiert (Matsuda et al., 2004; Chalmers und Whitley,
2012).

Fiir die integrale Funktion der Blut-Hoden-Schranke sind derzeit Claudin-3 , -5 und

-11 sowie Occludin die wichtigsten und bekanntesten (Morrow et al., 2010).

3.1.1.  Claudine

Hinsichtlich der Claudine, welche zu den Tight-junction-Proteinen gezahlt werden,
konnen 24 verschiedene Proteinformen unterschieden werden (Mruk und Cheng,
2015). Laut einer neueren Studie kdnnen sogar 27 verschiedene Claudine im

Menschen gefunden werden (Mineta et al., 2011).

Die verschiedenen Claudine konnen aufler im Hoden, auch in den Epithelien, unter
anderem in der Haut, Lunge, Niere, Gehirn, Darm und weiteren Organen sowie zum

Teil in Tumoren gefunden werden (Heiskala et al., 2001; Markov et al., 2015).

Die wichtigste Bedeutung in Bezug auf die Blut-Hoden-Schranke besitzen laut
Komljenovic et al. (2009) derzeit Claudin-3 und Claudin-11. Claudin-11 zeigt in
jungen Méusen eine zur Basalmembran parallel ausgerichtete Orientierung, wobei
es die basalen Spermatogonien bedeckt. Wihrend der Proliferation von
Spermatogonien sowie des Losens von prileptotinen Spermatozyten von der
Basalmembran sind die Claudin-11-Formationen senkrecht zur Basalmembran
ausgerichtet (Komljenovic et al., 2009). Nach Formation neuer basaler Tight-
junctions konnen die reorganisierten und differenzierten Zellen in eine hohere und
tiefere Schicht unterteilt werden. Die Autoren konnten ebenso zeigen, dass sich die
zweite Claudin-11-Formation, welche sich luminal befindet und parallel zur
Basalmembran orientiert ist, bei der Transformation von leptotdnen und zygotédnen
Spermatozyten 6ffnet und somit eine Tor-Funktion einnimmt. Damit bestétigen sie

das von Russel postulierte Intermedidrkompartiment (Russell, 1977).

Da in dieser Dissertation der Schwerpunkt auf der Untersuchung von Claudin-3 lag,

wird auch nur auf dieses im Speziellen eingegangen.
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3.1.1.1. Claudin-3

Eine funktionierende Blut-Hoden-Schranke bildet sich wihrend der Pubertit, bei
Einsetzen der Meiose bzw. wenn Spermatozyten vorhanden sind (Morales et al.,
2007; Li et al., 2018). Das Claudin-3-Protein ist ein Bestandteil der Blut-Hoden-

Schranke und wird zu den Tight-junction-Proteinen gezéhlt.

Bisher konnte Claudin-3 im Hoden von Méusen und Hamstern, jedoch nicht im
Hoden von Ratten und Menschen nachgewiesen werden (Tu’uhevaha et al., 2007,
Tarulli et al., 2008; Stammler et al., 2016; Hollenbach et al., 2018). Nach derzeitiger
Erkenntnis gibt es noch keine Daten in Bezug auf die Claudin-3-Expression im

Hoden von Schweinen.

In den Tubuli seminiferi contorti befindet sich Claudin-3 ,.giirtelartig* zwischen
angrenzenden Sertoli-Zellen, auf Hohe der Tight-junction-Formationen nahe der
Basalmembran (Meng et al., 2005). Im Gegensatz zu den Tight-junction-Proteinen
Occludin und Clauidn-11, welche auch in spiten Stadien der Spermatogenese
vorhanden sind, lasst sich Claudin-3 nur in den frithen Stadien nachweisen. Es soll
die essentielle Aufgabe haben, eine neue Formation der Blut-Hoden-Schranke
zwischen angrenzenden Sertoli-Zellen zu bilden (Meng et al., 2005). Dies steht
auch in Zusammenhang mit der Synthese von Testosteron, welches an den
Androgen-Rezeptor der Sertoli-Zellen bindet und die Expression von Claudin-3

reguliert (Meng et al., 2005).

Claudin-3 ist jedoch nicht nur an Sertoli-Zellen zu finden, sondern auch an
préleptotinen und leptotinen Spermatozyten (Li et al., 2018). Zusitzlich hat
Claudin-3 eine essentielle Rolle bei der Migration der Keimzellen. Komljenovic et
al. (2009) zeigen in ihrer Studie, dass Claudin-3 an zwei verschiedenen Stellen im
Keimepithel vorkommen kann, ndmlich basal und luminal. Es iiberbriickt die auf
der Basalmembran liegenden préleptotenen Spermatozyten ,,giirtelartig®. Nach der
Translokation der prileptotenen Spermatozyten in das intermedidre Kompartiment
werden diese durch adluminale und neu geformten Tight-junctions ,,versiegelt®
(Komljenovic et al., 2009). Zu einem spidteren Zeitpunkt ist nur noch die basale
Tight-junction-Barriere von Claudin-3 nachzuweisen, welche in weiterer Folge nur
schwach oder gar nicht mehr nachweisbar ist. Neben der frithen Formation der Blut-
Hoden-Schranke soll es den Transport von Molekiilen vom basalen ins adluminale
Kompartiment des Hodens unterstiitzen. Ein Fehlen von Claudin-3 fiihrt zu einer

erhohten Permeabilitit der Blut-Hoden-Schranke (Meng et al., 2005).
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In der Studie von Willems et al. (2010) fiihrt ein spezifischer
Androgen-Rezeptor-Knockout an Sertoli-Zellen zu einer reduzierten Expression
von Claudin-3 sowie den ZO. Dies gibt Hinweise darauf, dass diese nicht nur

androgenabhéngig im Hoden exprimiert, sondern auch lokalisiert werden.

Da Claudin-3 nicht nur zwischen benachbarten Sertoli-Zellen, sondern auch an
Keimzellen zu finden ist, geht man davon aus, dass die Keimzellen dazu in der Lage

sind, die Testosteronproduktion in den Leydig-Zellen anzuregen (Li et al., 2018).

Eine androgenabhingige Claudin-3-Aktivitdt wird auch in Hoden hypogonadaler
Maiuse beschrieben. Dort fehlt das Claudin-3-Protein, welches auch unter FSH-
Aktivitét nicht nachgewiesen werden kann. Erst mit der Zugabe von Androgen kann

Claudin-3 als Tight-junction-Barriere nachgewiesen werden (McCabe et al., 2012).

In der Studie von Tarulli et al. (2008) konnte im Gegensatz dazu gezeigt werden,
dass eine natiirliche ,,Short Day‘-GnRH-Suppression und eine damit einhergehende
Testosteronreduktion bei Hamstern eine apikale Anlagerung von Claudin-3 in
Sertoli-Zellen bedingt. Eine FSH-Substitution bei diesen Tieren, fiihrt anfangs zu
einer Verlagerung des Claudin-3-Proteins an den basalen Aspekt von Sertoli-
Zellen, die Keimzellen und die Basalmembran umgebend, aber auch mit einer
Anreicherung, apikal an neu formatiertem Lumen. Claudin-3 ist nach einigen Tagen
in den Tubuli seminiferi contorti mit ausdifferenzierten Keimzellen abwesend. Dies
stimmt mit den Aussagen von Meng et al. (2005) und Komljenovic et al. (2009)
iiberein, die fiir Claudin-3 eine Funktion bei der Neubildung der Blut-Hoden-
Schranke sowie dem basalen Verschluss nach Translokation der prileptotdnen

Spermatozyten von der Basalmembran Richtung adluminal beschreiben.

3.1.2. Occludin

Occludin, ein Tight-junction-Protein, konnte das erste Mal in der Leber von
Hiithnern als Bestandteil des integralen transmembranen Proteinkomplex von
Epithelien und Endothelien gefunden werden (Furuse et al., 1993). Neben dem
Hoden und der Leber ist es unter anderem in der Haut, Lunge, im Darm, in der
Harnblase und in Endothelien zu finden (Hirase et al., 1997; Pummi et al., 2001,
Acharya et al., 2004; Zhang und Guo, 2009; You et al., 2012).

Es ist im Hoden von Méusen, Ratten, Truthdhnen und Hunden jedoch nicht in den
Hoden von Menschen und Meerschweinen vorzuweisen (Moroi et al., 1998; Gye,

2004; Stammler et al., 2016; Pardyak et al., 2020).
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Ebenso kann Occludin im Hoden von Schweinen gefunden werden, jedoch gibt es
hier widerspriichliche Aussagen beziiglich der Aussagekraft des Ergebnisses. In
einer Studie wurde Occludin im Hoden von Ebern zwar nachgewiesen, jedoch
waren die Ergebnisse nicht eindeutig, weshalb es dazu keine Veroffentlichungen
gibt (Hejmej et al., 2012). Im Gegensatz dazu konnte Occludin in der Studie von
Zhang et al. (2018) ,strangartig® auf Hohe der Tight-junctions zwischen

benachbarten Sertoli-Zellen gefunden werden.

Die Autoren der Studie zeigen auch, dass Occludin nach Hitzebehandlung am
Schweinehoden bei 42°C nur schwach in Sertoli-Zellen nachgewiesen werden kann
und die Tight-junction-Formation und -Funktion von Occludin durch

Temperaturerh6hung moglicherweise gestort wird (Zhang et al., 2018).

Wiéhrend Occludin vor der Pubertit in den Nagerhoden lateral, zwischen
angrenzenden Sertoli-Zellen zu finden ist, so wird es wihrend der Pubertit und mit
zunehmendem Alter sowie mit der Ausbildung der But-Hoden-Schranke im basalen
Bereich angereichert (Moroi et al., 1998; Cyr et al., 1999). In Hunden ist Occludin
auch basal zwischen benachbarten Sertoli-Zellen angelagert. Zusétzlich ist es
jedoch auch im Zytoplasma von Sertoli-Zellen zu finden, wodurch eine
dynamisches  Expressionsmuster in Abhédngigkeit von regulatorischen

Mechanismen angenommen wird (Gye, 2004).

Im Truthahn wird das so genannte ,,Yellow Semen Syndrom* beschrieben. Tiere
mit diesem Syndrom zeigen eine perpendikuldre Anordnung von Occludin zur
Basalmembran sowie eine reduzierte Expression. Physiologische ,,White Normal
Semen‘-Truthdhne hingegen, zeigen eine parallele Anordnung von Occludin
(Pardyak et al., 2020) zur Basalmembran. Sie vermuten, dass die ,,.Down
Regulation® von Occludin und eine verdnderte Anordnung des Occludins

zusammen mit Connexin-43 und ZO-1 zu einer gestorten Spermatogenese fiihrt.

Wong et al. (2004) beschreiben in ihrer Studie ebenfalls eine ,glirtelartige*
Anordnung von Occludin im basalen Bereich der Sertoli-Zellen auf Hohe der Blut-
Hoden-Schranke. Jedoch ist dieses 24h nach einer Behandlung mit
Cadmium-Chlorid nicht mehr nachweisbar. In diesem Zusammenhang zeigen die

Aktin- und Vimentinfilamente ebenfalls eine Reduktion in der Expression.
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Die Cadmium-Chlorid-Gabe fiihrt ebenso zu einem Verlust der Keimzellen, so dass
man davon ausgeht, dass die Zelladhdsion zwischen Keimzellen und Sertoli-Zellen
gestort wird (Wong et al., 2004). Chung und Cheng (2001) zeigen, dass eine
Injektion mit Cadmium-Chlorid in vitro, zu einer Permeabilitdtsstérung von
Occludin-Verbindungen zwischen Sertoli-Zellen fiihrt, welche durch FSH- und
Testosteronzugabe jedoch reversibel ist. Somit wird eine androgenabhingige
Komponente zwischen Occludin-Verbindungen und einer intakten Blut-Hoden-
Schranke angenommen. Wobei dies weniger auf einer gesteigerten Expression der
Occludin-mRNA, als auf eine testosteronabhidngige Lokalisation des Occludins an

den Zellkontakten beruht (Tu’uhevaha et al., 2007).

Dies wird in Untersuchungen von Yan et al. (2008) bestérkt, wo eine Behandlung
von Sertoli-Zellen mit Testosteron zu einer Verlagerung von Occludin an die Zell-

Oberflache angrenzender Sertoli-Zellen fiihrt.

Im Gegensatz dazu fiihrt eine Behandlung mit dem TGF-B2 zur Endozytose von
Occludin und auch der Adherens-junctions von préleptotdnen Spermatozyten mit
einer Verlagerung der Junction-Proteine in das Zytosol. Dies soll insbesondere bei
der Migration von préleptotenen Spermatozyten vom basalen in das adluminale

Kompartiment eine Rolle spielen.

Occludin  ist nicht nur testosteronabhingig. Eine FSH-abhéngige
Occludin-Expression und Lokalisation konnte in folgenden Studien gezeigt
werden: Eine Testosteron- und auch FSH-Substitution nach GnRH-Suppression
fiihrt zu einem teilweisen Anstieg des Occludins und zur Proliferation von
Keimzellen, auch wenn die Blut-Hoden-Schranke noch eine pathologische
Permeabilitit aufweist (McCabe et al., 2010). In der Studie von Tu’uhevaha et al.
(2007) fiihrt weder Testosteron, Estrogen oder FSH zu einer gesteigerten mRNA-
Expression von Occludin. Eine Zugabe von FSH wihrend der ,,short day*-Zeit bei
Hamstern fiihrt hingegen zu einer Verlagerung von Occludin. Und zwar von einer
starken, ungeordneten Anordnung des Occludins im Sertoli-Zellzytoplasma zu
einer Anordnung im basalen und zum Teil auch im apikalen Bereich der Sertoli-

Zellen (Tarulli et al., 2008).

Im Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass trotz eines Occludin-Knockouts bei
jungen Tieren eine Spermatogenese stattfindet, wobei diese Tiere jedoch keine

Wiirfe hervorbringen. Adulte Tiere hingegen zeigen eine Atrophie des
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Hodengewebes mit einem Arrest der Spermatogenese und Sertoli-cell-only Tubuli.
Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden, dass die Tight-junction-Stringe
nicht beeintriachtigt waren. Die Autoren vermuten, dass Occludin eher eine Rolle
fiir die Funktion einer intakten Blut-Hoden-Schranke besitzt. Wie dies jedoch genau
funktioniert, ist bisher unklar (Saitou et al., 2000). Da Occludin jedoch nicht im
menschlichen- oder Meerschwein-Hoden vorkommt, muss es hierfiir noch andere
regulatorische Mechanismen geben. Denn die Blut-Hoden-Schranke ist hier auch
ohne Occludin intakt. Diskutiert wird diesbeziiglich entweder ein alternatives
integrales Transmembran-Protein oder ein unbekanntes Occludin (Moroi et al.,

1998).

3.2 Gap-junction-Proteine

3.2.1. Connexin-43

Connexine, welche zu den Gap-junction-Proteinen gezdhlt werden, enthalten
dhnlich wie die Claudine und Occludine vier transmembrane Doméinen mit zwei
extrazytoplasmatischen Schleifen sowie intrazytoplasmatische C- und N-
Endigungen (Yeager und Gilula, 1992). Derzeit nimmt man an, dass es 20
verschiedene Gap-junction-Proteine im Menschen und 17 in der Ratte gibt
(Willecke et al., 2002). Dazu gehoren unter anderem
Connexin-26, -31, -32, -33, -37 und -43 (Risley et al., 1992; Tan et al., 1996; Mok
et al., 1999). Die verschiedenen Connexine konnen unter anderem in der Haut, in
der Brust, in den Nieren, der Leber, im Darm, im Herzen, im Gehirn in Neuronen,

in Endothelien und anderen Geweben gefunden werden (Oyamada et al., 2005).

Connexine sind Proteine, welche eine tunnelartige Verbindung basal zwischen den
Sertoli-Zellen, aber auch apikal zwischen Sertoli-Zellen (Abbildung 7) und
Spermatiden herstellen (Cheng und Mruk, 2012). Dies dient iiberwiegend dem
Austausch von Molekiilen durch Diffusion und der Kommunikation zwischen den
Zellen. Sechs Connexin-Proteine legen sich in Hexamer-Anordnung zusammen
und bilden das Connexon, indem sie einen ,,Hemi-Tunnel* von jeder Zellseite
ausbilden. Diese konnen entweder aus den gleichen Connexinen bestehen, dann
werden diese als homomer bezeichnet. Bestehen diese aus unterschiedlichen
Connexinen, werden sie als heteromer bezeichnet. Zusitzlich kann noch
unterschieden werden, ob die beiden ,,Hemi-Tunnel gleich aufgebaut sind und als

homotypisch bezeichnet werden oder ob sie aus unterschiedlichen Connexinen
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aufgebaut und heterotypisch sind (Hoh et al., 1993; Pointis und Segretain, 2005;
Cheng und Mruk, 2012). Mehrere dieser Gap-junction-Tunnel aggregieren in der
Plasmamembran und bilden Gap-junction-Plaques (Kumar und Gilula, 1996;
Segretain und Falk, 2004). Interessanterweise konnen zwei Connexon-Halbtunnel,
welche zwei Zellen miteinander verbinden, sich nicht mehr separieren, so dass sich
der Komplex bestehend aus zwei ,,Hemi-Tunneln® nach der Funktion, im
Zytoplasma Ringartig zusammen legt und im Anschluss durch Lysosomen und

Proteasomen abgebaut wird (Jordan et al., 2001; Segretain und Falk, 2004).

plasma membrane
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6 = plasma membrane insertion
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. endoplasmic
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Abbildung 7: Bildung, Wirkungsort und Abbau der Connexine (Segretain
und Falk, 2004).

Die Connexin-Proteine werden im endoplasmatischen Retikulum
synthetisiert, um dann vom Golgi-Apparat entlang der Mikrotubuli zur
Plasmamembran zu gelangen. Dort werden sie peripher an bereits
existierenden Gap-junctions als Hemi-Tunnel integriert und verbinden
zwei Zellen miteinander, so dass Molekiile passieren konnen und
Zellkommunikation stattfinden kann. Mehrere Gap-junctions bilden an der
Plasmamembran den Gap-junction-Plaque, welcher von Mikrotubuli
gestiitzt wird. Vom Zentrum des Gap-junction-Plaques aus, werden die
Gap-junctions intrazytoplasmatisch durch Lysosomen und Proteasomen

abgebaut (Gaietta et al., 2002; Lauf et al., 2002; Segretain und Falk, 2004).
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Von den zahlreichen Connexinen gehort Connexin-43 hierbei zu den
vorherrschenden Proteinen. Es ist fiir die Einleitung und das Aufrechterhalten der
Spermatogenese bedeutend (Batias et al., 2000). Lediglich in den Leydig-Zellen ist
bisher nur Connexin-43 zu finden (Risley et al., 1992; Varanda und De Carvalho,
1994; Tan et al., 1996). Neben den Leydig-Zellen ist es zwischen Sertoli-Zellen,
aber auch zwischen Sertoli- und Keimzellen nachweisbar (Risley et al., 1992; Tan

et al., 1996; Batias et al., 2000).

Fiir Connexin-43 ist ein alters- aber auch ein stadienspezifischer Nachweis
beschrieben. So wird Connexin-43 im basalen Bereich des Nagerhodens zwischen
angrenzenden Sertoli-Zellen auf Hohe der Tight-junctions beschrieben, aber auch
im adluminalen Bereich. Erst mit zunehmendem Alter verlagert sich Connexin-43
lediglich in den basalen Bereich zwischen angrenzenden Sertoli-Zellen. Zusétzlich
kann es im Zytoplasma von Spermatogonien und Spermatozyten sowie in Leydig-
Zellen gefunden werden (Risley et al., 1992). Dies wird auch in anderen Studien
beschrieben (Batias et al., 2000; Decrouy et al., 2004). Pelletier (1995) beschreibt
sogar einen Nachweis von Connexin-43 in Abhéngigkeit der Spermatozyten-
Translokation von basal nach adluminal, wo es je nach Stadium entweder basal,
luminal oder beidseits der Spermatozyten auf Hohe der Tight-junctions zu finden
ist. In der Studie von Decrouy et al. (2004) wird gezeigt, dass Inter-Sertoli-
Verbindungen durch homologe Gap-junctions in Verbindung stehen, wihrend

Sertoli- und Keimzellen durch heterologe Gap-junctions kommunizieren.

Sie gehen auch davon aus, dass identische Molekiile gleichzeitig durch die Gap-
junctions in unterschiedliche Zellen diffundieren kénnen. Laut Pelletier (1995) ist
Connexin-43 in den Leydig-Zellen zu finden, bevor es in den Tubuli seminiferi
contorti nachzuweisen ist. In den Leydig-Zellen wird Connexin-43 in der
Plasmamembran angrenzender Leydig-Zellen gefunden und steigt mit

zunehmendem Alter an (Tan et al., 1996; You et al., 2000).

Fir das Schwein ist ein Nachweis von Connexin-43 ebenfalls in angrenzenden
Leydig-Zellen beschrieben. Hier insbesondere im Bereich der Plasmamembran
(Hejmej et al., 2009). Da dies auch bei neonatalen Ferkeln beschrieben ist, geht man
davon aus, dass Connexin-43 eine essentielle Rolle bei der Keimzellreifung
einnimmt. (Durlej et al., 2011). Im Menschen kann Connexin-43 luminal von

Spermatogonien und basal der angrenzenden Spermatozyten gefunden werden.
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Tubuli seminiferi contorti mit einem Arrest der Spermatogenese auf Hohe der
Spermatogonien oder mit Sertoli-cell-only-Syndrom sind hingegen immunonegativ
fiir Connexin-43 (Steger, Klaus et al., 1999). Die Autoren gehen davon aus, dass
die Connexin-43-Expression hier abhéngig von der Sertoli-Zell-Differenzierung ist.
In anderen Studien wird zusédtzlich beschrieben, dass das Vorhandensein von
Keimzellen und Connexin-43 in engem Zusammenhang steht (Batias et al., 2000;
Roscoe et al., 2001). In der Studie von Rohrs (2013) kann Connexin-43 basal in den
Sertoli-Zellen sowie den Leydig-Zellen von juvenilen Hunden nachgewiesen
werden. Hunde, welche mit dem GnRH-Implantat Gonazon® behandelt wurden,
zeigen hingegen einen Nachweis von Connexin-43 im adluminalen Bereich der
Tubuli seminiferi contorti. Dies weist darauf hin, dass eine Suppression der GnRH-
Aktivitdt eine Funktionsstorung der Blut-Hoden-Schranke mit sich bringt. Jedoch
konnte auch gezeigt werden, dass sich die Blut-Hoden-Schranke mit GnRH-
Aktivitdt wieder zuriickbildet und zwischen einem basalen und adluminalen

Kompartiment unterschieden werden kann.

Da Connexin-43 bis auf wenige Ausnahmen in fast allen Geweben vorkommt
(Pointis und Segretain, 2005), fiihrt ein genereller Connexin-43-Knockout an
Tieren kurz nach der Geburt zur Letalitét. In einer Studie, bei der die Hoden von
Connexin-43-Knockout-Mausen unter die Nierenkapsel transplantiert wurde,
fehlen die Keimzellen mit dem Bild eines Sertoli-cell-only-Syndroms. Ebenso kann
eine Stimulation der Hoden mit LH keine Verdnderung der Androgen-Aktivitat
hervorbringen, was den Hinweis gibt, dass Connexin keinen Einfluss auf die
Androgen-Synthese, jedoch auf die Keimzellreifung und die Spermatogenese an

sich hat. (Roscoe et al., 2001).

Ein Connexin-43-Knockout an Sertoli-Zellen, flihrt zu einem Anstieg der
Occludin-Expression (Carette et al., 2010). Dies wird in der Studie von Li et al.
(2009) widerlegt, wo ein Connexin-43-Knockout nur an Sertoli-Zellen keine
Verdnderungen mit sich bringt, wihrend ein Knockout von Connexin-43 und dem
Desmosomenprotein Plakophilin-2 (PKP2), eine Lokationsdnderung von Occludin

und den ZO-1 verursacht.

Histologisch bietet sich bei einem Connexin-43-Knockout an Sertoli-Zellen das
Bild, 4&hnlich eines Sertoli-cell-only-Syndroms, jedoch mit reduzierten

Spermatogonien, aber gesteigerten Sertoli-Zellzahlen (Brehm et al., 2007).
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Auch hier wird wieder deutlich, dass Connexin-43 essentiell fiir die Initiation und
den Ablauf einer normalen Spermatogenese ist. Und dies insbesondere in Hinblick
auf die Versorgung der Keimzellen fiir die Mitose durch die Sertoli-Zellen sowie
in Hinblick auf die Proliferation und Reifung der Sertoli-Zellen selbst (Brehm et
al., 2007).

Dass das Connexin-43 im Hoden essentiell fiir die Fertilitdt von Tieren ist, kann in
einer weiteren Studie gezeigt werden. Tieren, bei welchen - durch ein Connexin-
43-Knockin - das Connexin-43 entweder durch Connexin-32 oder Connexin-40
ersetzt wurde, zeigen ein Sertoli-cell-only-Syndrom mit Sterilitdt. Leydig-Zellen
weisen jedoch keine abweichende Morphologie auf (Plum et al., 2000). Dies zeigt

die wichtige Aufgabe des Connexins 43 bei der Spermatogenese.

Im Gegensatz dazu, scheint ein Connexin-43-Knockout an Keimzellen keinen
Einfluss auf die Fertilitdt zu haben (Giinther et al., 2013). Begriindet wird dies
damit, dass andere Connexin-Proteine eine Kommunikation zwischen Keimzellen

und Sertoli-Zellen ausgleichen.

Da eine Suppression des Androgen-Rezeptors mit Flutamid in neonatalen
Schweinen zu keiner Veridnderung der Connexin-43-Expression im Hoden fiihrt,
wird angenommen, dass eine Regulation des Connexin-43 durch Androgen- bzw.
seine Rezeptoraktivitit erst mit zunehmendem Alter geschieht (Durlej et al., 2011).
Andererseits scheint Connexin-43 keinen Einfluss auf die Androgen-Synthese zu
haben, da ein Connexin-43-Knockout an Leydig-Zellen die Androgen-Synthese
nicht einschréinkt. Jedoch wird auch diskutiert, dass womdglich die Kommunikation
zwischen den Leydig-Zellen untereinander nicht beeintrachtigt wird, wenn neben

Connexin-43 noch andere Gap-junction-Proteine vorkommen (Kahiri et al., 2006).

Neben der Studie von Iwase et al. (2006) konnte in vitro gezeigt werden, dass
Estrogene die Zellkommunikation der Gap-junctions zwischen angrenzenden
Leydig-Zellen iiber den Estrogen-Rezeptor hemmen. Der Zusammenhang zwischen
Estrogenen und Connexin-43 in Leydig-Zellen wird von Hejmej et al. (2009)
beflirwortet, die einen Abfall der Estrogene mit einem erhdhten Signal von

Connexin-43 in den Leydig-Zellen in Verbindung bringen.
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4. Immunologische Kastration mit dem GnRH-Analogon

Improvac®

Eine Alternative zur chirurgischen Kastration ist die Vakzination mit dem

GnRH-Analogon Improvac®.

Hierbei wird dem intakten Eber ab einem Alter von 8 Wochen eine Erstvakzination
(V1) von 2ml subkutan in die Nackengegend, kaudal am Ohrgrund, verabreicht. Es
werden sowohl Antikorper gegen das injizierte, synthetische GnRH-Analogon
gebildet, welches an ein Tragerprotein mit einem wéssrigen Adjuvant gebunden ist,
als auch gegen das korpereigene GnRH. Die Hodenfunktion ist nach der ersten
Vakzination noch voll funktionsfdhig. Die zweite Vakzination (V2), welche
mindestens 4 Wochen nach der Erstvakzination stattfindet, stellt eine so genannte
»Booster-Vakzination dar. Sie dient zur Unterdriickung der Hypothalamus-
Hypophysen-Gonaden-Achse und somit der Unterdriickung der Hodenfunktion
sowie einer Reduktion der Steroidbiosynthese. Da es bis zu 3 Wochen dauern kann,
bis die Skatol- und Androstenon-Werte nicht mehr im Fett nachweisbar sind, sollte
die Schlachtung 4 bis 6 Wochen nach der zweiten Vakzination erfolgen. Tiere, bei
denen die zweite Vakzination ldnger als 8 Wochen zuriickliegt, sollten eine dritte
Vakzination erhalten und im Anschluss 4 bis 6 Wochen spéter geschlachtet werden
(Zamaratskaia und Rasmussen, 2015; Zoetis Deutschland GmbH, 2021; Zoetis New
Zealand Limited, 2021).

Seit 2009 ist die Nutzung des Arzneimittels Improvac® als Alternative zur
chirurgischen Kastration in Léndern der Europdischen Union zugelassen
(Zamaratskaia und Rasmussen, 2015). Derzeit ist Belgien eines der fiihrenden
Léander, welches die erfolgreiche Vakzination mit dem Impfstoff Improvac® zur
Kastration von Schweinen anwendet (Bee et al., 2015). Es gibt inzwischen
zahlreiche Studien zur Vakzination mit Improvac®. Diese beschiftigen sich vor
allem mit der Wirksamkeit der immunologischen Kastration, der Fleischqualitit an
sich, dem Ebergeruch und der Wirtschaftlichkeit (Dunshea et al., 2001;
Zamaratskaia et al., 2008; Pauly et al., 2009; Brunius et al., 2011; Kubale et al.,
2013). Da in dieser Studie die Auswirkungen der immunologischen Kastration in
Bezug auf die Morphologie des Hodengewebes und die hormonellen
Verénderungen untersucht wurden, werden hier Ergebnisse von anderen Autoren

beziiglich der Histologie des Hodengewebes vorgestellt.
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In vorherigen Studien konnten folgende Ergebnisse nach einer Vakzination mit
Improvac® geliefert werden: Die LH-, Testosteron- und Ostradiolwerte sinken
nach der Vakzination deutlich ab, wiahrend FSH mehr oder weniger unverdndert
bleibt (Wagner und Claus, 2004; Wagner et al., 2006). Awoniyi et al. (1988b) war
einer der ersten Autoren, welcher Untersuchungen an dem Hodengewebe der Eber
nach einer Vakzination mit einem GnRH-Konjugat vornahm. Verglichen mit
neueren Studien, zeigt das Hodengewebe vakzinierter Tiere meist dhnliche
Merkmale. Dazu gehdren die Reduktion der Hodengrof3e sowie der Durchmesser
der Tubuli seminiferi contorti in den Hoden. Innerhalb der Tubuli seminiferi
contorti war meist eine gestdrte Spermatogenese zu finden, mit unterschiedlich
ausgepriagtem Vorhandensein der Keimzellen im Epithelverband. Leydig-Zellen
zeigen meist eine Reduktion in der Zahl sowie in der Gréf3e, weniger Zytoplasma
sowie polygonale oder pyknotische Zellkerne (Wagner, 2005; Einarsson et al.,
2009; Einarsson et al., 2011; Kubale et al., 2013; Wicks et al., 2013). Hierbei ist zu
berticksichtigen, dass in den Studien verschiedene Impfschemata durchgefiihrt
wurden. Einarsson et al. (2011) untersuchten den Effekt einer frithen Vakzination
in der 10. und 14. Lebenswoche im Vergleich zur Vakzination in der 16. und 20.
Lebenswoche. Geschlachtet wurden die Tiere in der 25. Lebenswoche. Im
Vergleich zu den standardvakzinierten Tieren, zeigen friih kastrierte Tiere eine
deutlich starkere Reduktion der GroBe der Tubuli seminiferi contorti. Wéahrend die
standardvakzinierten Tiere nur einen leichten Keimzellverlust erkennen lassen, ist
bei den Friih-Kastraten ein deutlicher Keimzellverlust mit vielen Tubuli, welche
nur Spermatozyten und Sertoli-Zellen enthalten, zu sehen. Die Leydig-Zellen
besitzen wenig Zytoplasma mit pyknotischen Zellkernen und sind kaum von den
Zellkernen des Interstitiums zu unterscheiden. Da die immunologische Kastration
reversibel ist, untersuchten Kubale et al. (2013) Tiere, welche 2, 5 und 8 Wochen
nach der zweiten Vakzination geschlachtet wurden, im Hinblick auf das
Hodengewebe. Mit zunehmendem Zeitintervall zwischen V3 und der Schlachtung
gibt es vermehrt starke Verdanderungen im Hodengewebe. Angefangen von milden
Zeichen der Atrophie, einem leichten Verlust von Keimzellen, bis hin zu Tubuli
seminiferi contorti mit deutlichem Keimzellverlust oder Tubuli mit Sertoli-cell-
only-Phédnomen. Ebenso ist eine deutliche Abnahme und verringerte Grof3e der
Leydig-Zellen beschrieben. Kein Tier zeigt eine Wiederaufhahme der

Hodenfunktion.
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Wicks et al. (2013) beschreiben, dass bei einer Vakzination mit Improvac® 8
Wochen nach der zweiten Vakzination die Testosteronwerte ansteigen und
10 Wochen nach V> die Regeneration des Hodenepithels wieder aufgenommen
wird. Rottner und Claus (2009) beweisen einen Anstieg der Testosteronwerte im
Blut 10 Wochen nach der zweiten Vakzination und legen dies als Kriterium fiir die
Wiederaufnahme der Hodenfunktion fest. 26 Wochen nach der zweiten
Vakzination haben alle Tiere die Hodenfunktion wiederaufgenommen und zeigen

Tubuli mit allen Keimzellstadien.

Wenn man dies als Merkmal setzt, so beschreiben Zamaratskaia et al. (2008) im
Gegenzug keine Wiederaufnahme der Hodenfunktion, auch 22 Wochen nach der

zweiten Impfung.

In ihrer Studie wiesen Wagner et al. (2006) den Estrogen-Rezeptor a nach einer
Immunvakzination in Schweinen vor allem in A- und B-Spermatogonien nach.
Dieser ist nur vereinzelt in differenzierteren Keimzellen zu finden. Nicht jedoch in
Sertoli- oder interstitiellen Zellen. Der Estrogen-Rezeptor B kann in Leydig-Zellen,
Keimzellen und Sertoli-Zellen nachgewiesen werden. Im Vergleich zu intakten
Ebern zeigen vakzinierte Tiere eine stirkere Reaktion des Estrogen-Rezeptors f3
(Srisuwatanasagul et al., 2018). Androgen-Rezeptoren werden bei
immunvakzinierten Tieren vor allem in den somatischen Zellen nachgewiesen
(Srisuwatanasagul et al., 2018). Ebenso ist der immunhistochemische Nachweis bei
Kastraten stirker als bei intakten Ebern. Hier wird vermutet, dass dies an der Down-

Regulation der GnRH-Aktivitit liegt.

AbschlieBend soll erwdhnt werden, dass das Arzneimittel Improvac® eine
immunologische Kastration hervorruft, es jedoch einzelne Tiere gibt, die keine
Reaktion auf eine Vakzination mit Improvac® zeigen (Hilbe et al., 2006; Skrlep et
al., 2012; Kubale et al., 2013). Warum dies so ist, konnte bisher nicht geklart

werden.
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchsaufbau der Studie

Mainnlichen Schweinen wird das GnRH-Analogon Improvac® ab einem Alter von
8 Wochen zweimal im Abstand von 4 Wochen injiziert. Die Zweitvakzination sollte
jedoch mindestens 4 bis 6 Wochen vor der Schlachtung erfolgen (Zoetis
Deutschland GmbH, 2021). Da die Vakzinationszeitpunkte nicht fest
vorgeschrieben sind und variieren konnen, wurden in dieser Arbeit unterschiedliche

Vakzinations- und Schlachtzeitpunkte verwendet.

Ausgangsmaterial fiir die histomorphologische Untersuchung dieser Arbeit waren
Gewebeproben von 29 Schweinen, welche in Kollaboration mit der Klinik fiir
Schweine der LMU Miinchen im Lehr- und Versuchszentrum Schwarzenau

gehalten wurden.

Die Schweine wurden in fiinf Gruppen unterteilt. Intakte Eber (Gruppe 1) und Eber,
welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten die GnRH-Vakzination mit Improvac®

(Zoetis Deutschland GmbH, 2021) appliziert bekamen (Gruppe 2 bis 5, Tabelle 1).

Die Tiere der Gruppe 2 wurden mit 8 und 12 Wochen vakziniert. Auf Grund der
Schlachtkapazitit des Schlachthofs Schwarzenau, wurden die Tiere der
Gruppe 2; 12 und 14 Wochen nach der Zweitvakzination (V2) geschlachtet. Tiere
der Gruppe 3 wurden mit 12 und 16 Wochen immunologisch kastriert. Die Zeit
zwischen V2 und der Schlachtung betrug 10 Wochen. Sowohl Gruppe 4 als auch
Gruppe 5 wurden mit 12 und 18 Wochen vakziniert. Wéhrend die Gruppe 4 jedoch
8 Wochen nach V2 geschlachtet wurde, blieben die Tiere der Gruppe 5 fiir
21 Wochen nach V;am Leben (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Gruppeneinteilung und Vakzinationszeitpunkte

Abstand in
Wochen zwischen
Vakzination 1 (V1) | Vakzination 2 (V2)
V2 und
Schlachtung
Gruppe 1 23,5 (n=4)
Intakte Eber
(n = 6) 25,5 (n=2)
Gruppe 2 12 (n=3)
8. Lebenswoche 12. Lebenswoche
(n=15) 14 (n=2)
Gruppe 3
12. Lebenswoche 16. Lebenswoche 10
(n=73)
Gruppe 4
12. Lebenswoche 18. Lebenswoche 8
(n=16)
Gruppe 5
12. Lebenswoche 18. Lebenswoche 21
(n=7)
1.1. Probenentnahme

Im Schlachthof des Lehr- und Versuchszentrum Schwarzenau wurden die
Gewebeproben im Anschluss der Schlachtung von den Hoden der Eber entnommen.
Dies wurde von den Mitarbeitern der Klinik fiir Schweine der LMU Miinchen

durchgefiihrt.

In dieser Arbeit wurden die Proben aus den mit roten Kreuzen markierten Bereichen

des Hodenparenchyms untersucht (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Entnahmestelle der Gewebeproben fiir diese Studie (eigene
Darstellung)

1.2. Aufbereitung der Proben

Fir die lichtmikroskopische Untersuchung, wurden die am Schlachthof

entnommenen Gewebeproben zur Fixierung sowohl in eine Bouin-Ldsung als auch

in eine 3,7 % Formalin-Lésung gegeben (Mulisch und Welsch, 2015). Dort wurden

sie fiir 24h belassen, im Anschluss zugeschnitten und in kleine Plastikférmchen

gegeben. Zur Dehydrierung wurden die Proben fiir 72 Stunden in ein 70%-

Ethanolbad iiberfiihrt, welches mehrmals gewechselt wurde. Die Formalin-Proben

wurden zuvor 60 Min. lang unter flieBendem Leitungswasser gespiilt.
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In einem automatisierten Gewebe-Einbettautomaten (Fa. Fisher Scientific, Typ
microm stp 120, Schwerte, Deutschland) erfolgte weiterhin die Entwésserung der
Hodenproben in einer aufsteigenden Alkoholreihe (80% Ethanol 2x, 96% Ethanol
2x, Isopropanol 2x, Xylol 3x), sowie die Einbettung in Paraplast (Fa. Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland).

Die mit Paraplast versehenen Proben wurden im Anschluss ausgeblockt. Mit Hilfe
einer Paraffin-AusgieBstation (Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland) wurden die Proben
mit Paraffin (Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in EingieBrahmen

ausgegossen und auf Histokasseten (Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixiert.

Im Anschluss kiihlten diese auf der Kiihlplatte aus. Mit einem Rotationsmikrotom
(Type RM2245, Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland) wurden 3-5um dicke Schnitte
angefertigt, welche im Wasserbad auf unbeschichtete Objekttriger (Superfrost,
Roth GmBH & Co, Karlsruhe, Deutschland), sowie beschichtete Objekttriager
(Superfrost Ultra Plus, Menzel GmBH & Co, Braunschweig, Deutschland) gegeben
wurden. Dies diente zur weiteren Bearbeitung fiir histologische Farbungen sowie
fiir immunhistochemische Untersuchungen. Die immunhistochemischen Techniken
wurden nach dem Standardprotokoll des Lehrstuhls fiir Anatomie, Histologie und
Embryologie anhand der modifizierten Methoden nach Mulisch und Welsch (2015)
durchgefiihrt.

1.3. Histologische Fiarbemethoden
Fir die histologischen Féarbemethoden wurden Schnitte von allen Tieren der

jeweiligen Gruppe angefertigt.

Die angefertigten Schnitte wurden wie bei vorherigen Studien (Kenngott, 2006) des
Lehrstuhls fiir Anatomie, Histologie und Embryologie der LMU Miinchen auf
folgende Weise bearbeitet:

1. Entparaffinieren in Xylol (2x10 Min.)
2. Rehydrieren in einer absteigenden Alkoholreihe durch kurzes Schwenken

in der Losung (2x Isopropanol, 96% Ethanol, 70 % Ethanol, Aqua dest.)

Durch folgende Fiarbungen wurden die Schnitte nach dem Entparaffinieren und

weiterbearbeitet:
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Die Protokolle werden standardméfig am Lehrstuhl fiir Anatomie, Histologie und

Embryologie verwendet und sind modifiziert nach Mulisch und Welsch (2015).

Héamatoxylin-Eosin-Farbung

Nach dem Rehydrieren in der absteigenden Alkoholreihe wurden die
Zellkerne der Schnitte fiir 1 bis 2,5 Min. in gefiltertem Hadmalaun (Fa.
Merck, Darmstadt, Deutschland) gefarbt. Im Anschluss erfolgte das
Schwenken in Aqua dest. und das Spiilen in Leitungswasser fiir 10 Min.
Danach wurden die Schnitte fiir 3 Min. in Eosin (Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland) gefarbt und in Aqua dest. geschwenkt.

Die H.E.-Féarbung dient dazu, die Zellkerne blau-violett und das Zytoplasma
sowie restliches Gewebe rosarot anzufarben (Mulisch und Welsch, 2015).
Masson-Goldner-Trichrom-Féarbung

Im Anschluss wurden die Schnitte in einer Eisenhdmatoxylin-Farbung fiir
8 Min. gefirbt. Folgend wurden die Objekttriger in einer Azophloxin
Losung fiir 5 Min., Phosphormolybdénséaure-Orange fiir 3 bis 4 Min. gefarbt
und mit Lichtgriin fiir 5 Min gegengefarbt. Zwischen den einzelnen
Férbeschritten wurden die Schnitte in 1%-Essigsdure geschwenkt und
gespiilt.

Durch die Farbung nehmen die Zellkerne einen braunen bis schwarzen
Farbton an, wihrend das Zytoplasma rot gefdrbt wird. Erythrozyten farben
sich orange an, Bindegewebe und Schleim sollen eine griine Farbung

aufweisen (Mulisch und Welsch, 2015).

Nach der Farbung erfolgten folgende Schritte:

3.

Dehydrieren der gefarbten Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70 %-Ethanol, 96%-Ethanol, 2x Isopropanol)
Baden in Xylol (2x10 Min.)

. Eindecken mit Eukitt® (Riedel-de-Haen AG, Seelze, Deutschland)
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14. Immunhistochemischer Nachweis
Auch fiir die immunhostochemische Durchfithrung wurden Standardprotokolle des
Lehrstuhls fiir Anatomie Histologie und Embryolgie verwendet, welche nach

Mulisch und Welsch (2015) modifiziert wurden.

Fiir die immunhistochemischen Nachweise wurden die interessantesten Tiere jeder
Gruppe verwendet. Die Mindestanzahl lag bei drei Tieren pro Gruppe. In dieser
Studie wurden 13 verschiedene Antikorper untersucht, diese sind der Tabelle 2 zu

entnehmen.

Vor den immunhistochemischen Nachweisen (Tabelle 3) und Untersuchungen
wurden die Paraffinschnitte fiir mindestens 12 Stunden in einem Warmeschrank bei

40°C gelagert.

In Abhéngigkeit des verwendeten Antikorpers wurde fiir die Schnitte zur
Vorbehandlung entweder ein TRS-Puffer pH 6 (Fa. Agilent, Waldbronn,
Deutschland), ein TRIS-Puffer pH 7,5, ein ERS-Puffer pH 8 (Fa. Leica, NuB3loch,
Deutschland) oder ein Zitrat-Puffer pH 6 (siche Anhang) verwendet.

Gespiilt wurden die Schnitte in einem PBS-Puffer pH 7.4 (sieche Anhang).
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Tabelle 2: Untersuchte Antikorper dieser Studie

Primér- Primér-
Antikoérper Antikérper Sekundir-Antikorper*
gegen Verdiinnung Tierart Hersteller Tierart
Vimentin*? 1:400 Maus Dako Kaninchen-Anti-Maus
Sox-9*? 1:300 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen
DDX-4+*2 1:500 Kaninchen Abcam Schwein-Anti-Kaninchen
Testosteron*> 1:50 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen
Ki-67 1:100 Maus Dako Pferd-Anti-Maus
Antikoerper-
Occludin 1:300 Kaninchen ) Pferd-Anti-Kaninchen
online
Claudin-3 1:250 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen
Connexin-43 1:2500 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen
Thermo

Estrogen- ) L ] )

1:100 Kaninchen Scientific® Pferd-Anti-Kaninchen
Rezeptor a

RB-1521-P0

Estrogen-

1:300 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen
Rezeptor
FSH-Rezptor 1:100 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen
Androgen- ) ] )

1:150 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen
Rezeptor
8-OHG*? 1:3000 Maus Acris Pferd-Anti-Maus

*Fiir jeden untersuchten Antikérper wurde eine Negativ- sowie Positivkontrolle durchgefiihrt. Fiir die

Negativkontrolle wurde der Primér-Antikorper durch PBS-Puffer ersetzt. Fiir die Positivkontrolle

wurden Gewebe verwendet, in denen der Antikorper nachweislich zu finden ist.

*2Fiir die Antikorper, auBer Vimentin, Sox-9, DDX-4 und Testosteron wurde als Sekundir-Antikorper

das Impress Kit der Fa. Vector aus Burlingame, Kalifornien, USA verwendet.

*38-OHG (8-Hydroxy-Guanosin)
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Die immunhistochemische Aufbereitung wird nachfolgend in Tabelle 3

beschrieben.

Tabelle 3: Immunhistochemische Aufbereitung

1. | Entparaffinieren der Schnitte in Xylol 2x30 Min.

2. | Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe
2x Isopropanol, 1x 96% Ethanol, 1x 70% Ethanol,

jeweils Schnitte kurz schwenken bis Aqua dest.

3. Waschen in PBS-Puffer 3x5 Min.

4. | Vorbehandlung der einzelnen Antikorper

Vimentin:
Protease 0,1% (Fa. Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
jeweils 100 ul pro Objekttrager,

bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 10 Min.
Sox-9:

TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x15 Min.
bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.
DDX-4:

Zitrat-Puffer in der Mikrowelle, 2x15 Min
bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.
Ki67:

TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.
Occludin:

ERS-Puffer pH8 in der Mikrowelle, 2x15 Min.
bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min. 20 Min.
Claudin-3:

ERS-Puffer pH9 in der Mikrowelle, 2x15 Min.

bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.
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Connexin-43:
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.
FSH-Rezeptor:
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.
Androgen-Rezeptor:
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.
Testosteron: Siche Anhang
Estrogen-Rezeptor a:
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.
Estrogen-Rezeptor B:
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.
8-OHG:
Proteinase K (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland),
bei Raumtemperatur inkubieren 3 Min.
5. | Spiilen in PBS-Puffer 3x5 Min.
6. | Endogene Peroxidase hemmen mit Hydrogenperoxid (10%)
und inkubieren in Feuchtkammer bei Raumtemperatur (RT) 10 Min.
7. | FlieBendes Leitungswasser 10 Min.
8. | Spiilen in PBS-Puffer 3x5Min.
9. | Blockieren unspezifischer Bindungen mit Impress Reagent
Vector Blocking Serum (Fa. Vector, Burlingame, Kalifornien,
USA)
und inkubieren in Feuchtkammer bei Raumtemperatur 20 Min.
Fiir Vimentin und DDX-4:
Dako Protein-Block-Serum-Free (Fa. Agilent, Waldbronn,
Deutschland), inkubieren bei Raumtemperatur, 10 Min.,
danach abgieflen
10. | Primér-Antikorper auftragen:

Jeweils 100ul pro Objekttrager (AK), siehe Tabelle 2




II1. Material und Methoden 56
Fiir Negativkontrolle:
Dako antibody diluent (Fa. Agilent, Waldbronn, Deutschland)
100ul pro Objekttrager anstatt Antikdrper
11. | Inkubation iiber Nacht bei 4°C
12. | Vor der Weiterbehandlung, bei Raumtemperatur inkubieren lh
13. | Spiilen in PBS-Puffer 3x5 Min.
14. | Sekundir-Antikorper auftragen:
Jeweils 100ul pro Objekttriager
inkubieren bei Raumtemperatur (RT), 30 Min.
15. | Spiilen in PBS-Puffer 3x5Min.
Vimentin und DDX-4 Behandlung mit 2 weiteren
Zwischenschritten:
1). Markieren des Sekundér-Antikorpers mit Streptavidin-
Biotin-HRP-Komplex (Streptavidin-HRP Novocastra, Fa.
Leica, NuBloch, Deutschland)
Inkubieren bei Raumtemperatur 30 Min.
2) Spiilen in PBS-Puffer 3x5Min.
16. | Reaktionsreaktion auslosen in DAB-Ldsung
(Fa. Agilent, Waldbronn, Deutschland) 3.Min
17. | Schwenken in Leitungswasser
18. | Kerngegenfarbung mit Himatoxylin Gill's Formula
(Fa. Vector, Burlingame, Kalifornien, USA)
19. | FlieBendes Leitungswasser 10 Min.
20. | Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe
70% Ethanol, 96% Ethanol, 2x Isopropanol
21. | Xylolbdder 2x 1x10 Min.
1x20 Min
22. | Eindecken der Schnitte mit Eukitt
23. | Trocknen im Wérmeschrank bei 40 C° 12h
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1.5. Weitere untersuchte und getestete Antikorper
Zusitzlich wurden noch weitere Antikorper getestet. Zu diesen gehoren K 18, K 8
und AMH. Diese haben an den Proben des Schweinehodens nicht funktioniert. Aus

diesem Grund sind diese auch nicht in der Dissertation aufgefiihrt.

1.6. Auswertung der Schnitte

Die gewonnenen Schnitte wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Typ 307-
148.001, Fa, Leitz, Wetzlar, Deutschland) evaluiert. Zusdtzlich wurden die Schnitte
mit Hilfe des Precipoint Mikroskops (Typ MS, Fa. Precipoint, Freising,
Deutschland) mit Hilfe eines 40 X 0,95 und 60 X 0,95 Objektivs eingescannt und

auf dem PC ausgewertet.

1.7. Morphometrie und Auszihlung fiir die statistische Auswertung

1.7.1. Anzahl der Sertoli-Zellen und Flichenbestimmung der Tubuli

Fiir die Sertoli-Zellzdhlung und die Bestimmung der Fliche der Tubuli seminiferi
contorti wurden Objekttriger von mindestens drei Tieren pro Gruppe verwendet.
Dazu wurden Bilder, die mit einem 40 x 0,95 Olympus Objektiv des Precipoint
Mikroskops (Typ MBS, Fa. Precipoint, Freising, Deutschland) aufgenommen
wurden, flir die Messungen verwendet. Mit Hilfe der Software Image J64 und dem
Creative Pen Display Tablet (Typ DTK-1301, Fa. Wacom, Krefeld, Deutschland)
wurden zehn runde Querschnitte der Hodentubuli von jedem Eber verwendet.
Sertoli-Zellkerne wurden mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen fiir den
Antikorper gegen Sox-9 identifiziert. Die Sertoli-Zell-Nuklei wurden mit dem
Kreativstift markiert und die Software Image J64 berechnete die Anzahl der Sertoli-
Zellen. Querschnitte der Tubuli seminiferi contorti wurden an der Basalmembran
mit dem Kreativstift umrissen und iiber Image J64 wurde die Fliche jedes Tubulus

berechnet.



II1. Material und Methoden 58

1.7.2. Anzahl der Mitosen pro Tubulusanschnitt und Tubuli pro
Gesichtsfeld
Fiir den Nachweis der Mitosen wurden Objekttriger verwendet, die mit dem
Antikorper gegen Ki67 behandelt worden sind. Wie in Abschnitt 1.7.1 beschrieben,
wurden die Objekttrager mit dem Precipoint-Mikroskop (Typ M8, Fa. Precipoint,
Freising, Deutschland) gescannt. Mit Hilfe der Precipoint Slide Viewer Software
Viewpoint (Fa. Precipoint, Freising, Deutschland) wurden Gesichtsfelder mit einer
Vergroflerung von 200pm untersucht. Hierbei wurden so viele Gesichtsfelder
untersucht, bis 100 Tubuli seminiferi contorti und die darin vorkommenden
Mitosen ausgezéhlt waren. Nebenbei wurde die Anzahl der Tubuli pro Gesichtsfeld

manuell ermittelt. Diese wurden manuell markiert und anschlieBend ausgezahlt.

1.7.3. Anzahl der Leydig-Zellen pro Gesichtsfeld

Das gleiche Verfahren wie in Abschnitt 1.7.2. wurde fiir das Zdhlen von
100 Leydig-Zellen verwendet. Fiir den Leydig-Zell-Nachweis wurden Objekttriger
verwendet, welche mit dem Antikorper gegen Testosteron behandelt wurden. Die
Gesichtsfelder flir die Auszdhlung der Leydig-Zellen wurden bei einer
Vergroflerung von 50pum untersucht, bis auch hier 100 Leydig-Zellen gezéhlt

waren.

Die Leydig-Zellen wurden nach den Kriterien, wie sie in Tabelle 4 aufgefiihrt sind,

eingeteilt:

Tabelle 4: Klassifikation der Leydig-Zellen

Ausprigung des Zytoplasmas von Leydig-Zellen

Kein Zytoplasma* 0
Wenig Zytoplasma 1
MaiBig Zytoplasma 2
Viel Zytoplasma 3

Ausprigung des Zellkerns von Leydig-Zellen

Anzeichen der Degeneration 0

Physiologisches Erscheinungsbild 1

*Lichtmikroskopisch erkennbar
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Das Keimepithel sowie die Spermatogonien wurden unter Verwendung von
Objekttragern mit dem Antikorper gegen DDX-4 ausgewertet. Mit einer
VergroBerung von 200um pro Gesichtsfeld wurden das Hodenepithel und die
Spermatogonien von 100 Hodentubuli nach den in Tabelle 5 und Tabelle 6

beschriebenen Kriterien klassifiziert:

Tabelle 5: Klassifikation des Keimepithels

Keimepithel pro Tubulus Querschnitt

Spermatogonien pro
Tubulus Querschnitt

Keimepithel ohne Keimzellen

Keimepithel mit Spermatogonien und wenigen
Spermatozyten.

Keimepithel mit allen Keimzelltypen, jedoch in
geringer Anzahl. Ungeordnet, in Reihen oder ohne
Reihen-Anordnung.

Keimepithel mit allen Keimzelltypen in wenigen
Reihen angeordnet.

Keimepithel mit allen Keimzelltypen in vielen
geordneten Reihen.

Keimepithel mit allen Keimzelltypen in sehr vielen
geordneten Reihen.

Keine Spermatogonien

Wenige
Spermatogonien (< 5)

MaBige Anzahl
an Spermatogonien
(5-14)

Viele Spermatogonien
> 15)

Tabelle 6: Klassifikation fiir kleine/mittelgrofle/grofie Spermatogonien

Anzahl der Spermatogonien

Keine, 0 Spermatgonien
Wenig, <5 Spermatogonien
MaiBig, 5-14 Spermatogonien
Viele, >15 Spermatogonien

W N = O
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1.8. Statistische Auswertung

1.8.1. Testosteronwerte

Die Tiere, welche in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, waren bereits Teil
der Dissertation von Herrn Dr. Reiter (Reiter, 2018). Fiir die Studie von Herrn
Dr. Reiter wurde den Schweinen zum Zeitpunkt der Schlachtung Blutproben
entnommen und die Testosteronwerte ermittelt. Mit Genehmigung von Frau
Dr. Zols aus der Schweineklinik diirfen diese in der vorliegenden Arbeit verwendet
und mit den histologischen Schnitten verglichen werden. Die Testosteronwerte sind
der Tabelle 13, Tabelle 22, und der Graphik 11 des Ergebnisteils und des Anhangs

zu entnehmen.

1.8.2. Datenerhebung und durchgefiihrte Tests
Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit der Software SPSS

26.0 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen) durchgefiihrt.

Die Daten wurden in einem ersten Arbeitsschritt deskriptiv-statistisch aufbereitet.
Fiir kategoriale Daten wurden absolute und relative Haufigkeiten berechnet. Die
grafische Darstellung relativer Haufigkeiten erfolgte in Form von gestapelten
Balkendiagrammen. Metrische Daten wurden initial mit dem Kolmogorow-
Smirnow-Test auf signifikante Abweichungen von einer Normalverteilung getestet.
Dies war bei fast allen vorliegenden Datenreihen der Fall. Als Kenndaten der
Verteilung wurden der Median und die Inter-Quartils-Range (IQR) oder bei
normalverteilten Daten das arithmetische Mittel und die Standardabweichung
berechnet. Zur grafischen Darstellung der metrischen Daten wurden Box- und

Whisker-Plots sowie Dot-Plots genutzt.

Nachfolgend erfolgte die statistische Auswertung der Daten in Form von
Gruppenvergleichen. Fiir den Vergleich der Gruppen von kategorialen Daten wurde
der Chi-Quadrat-Test eingesetzt. Um die Ranginformation bei ordinalen Daten in
der Analyse zu beriicksichtigen wurde in diesen Féllen die Variante Somers-d
gewdhlt. Lagen Wiederholungsmessungen vor, kam das Generalisierte Lineare
Model in der Variante fliir Messwiederholungen (verallgemeinerte
Schitzgleichungen = generalized estimating equations) mit dem Modelltyp fiir
Haufigkeiten (Poisson loglinear) oder ordinale Daten (ordinal logistisches Model)
zum Finsatz. Fiir multiple paarweise Vergleiche wurde die Adjustierung nach

Bonferroni verwendet.
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Zum Gruppenvergleich metrischer Daten wurde der Mann-Whitney U Test
verwendet. Der Kruskal-Wallis Test wurde zum Vergleich von mehr als zwei
Gruppen untereinander in Verbindung mit einem post-hoc-Test nach Bonferroni
eingesetzt. Zur Beriicksichtigung von Wiederholungsmessungen kam wiederum
das generalisierte lineare Modell in der Variante fiir Messwiederholungen zum
Einsatz. Bei metrischen Daten wurden die Modelltypen ,linear* oder ,,ordinal
logistisch* gewahlt. Fiir multiple paarweise Vergleiche erfolgte auch in diesem Fall
die Adjustierung des Signifikanzniveaus nach Bonferroni. Das Signifikanzniveau

wurde fiir alle Analysen auf p<0,05 festgelegt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Histomorphologische Befunde am Hoden von intakten

Ebern und immunologisch vakzinierten Tieren

1.1. Himatoxylin-Eosin und Trichrom-Fiarbung nach Masson und

Goldner

Abbildung 9: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti von
intakten Ebern der Gruppe 1. Trichrom-Firbung nach Masson und
Goldner.

Die intakten Eber weisen Tubuli seminiferi contorti mit zahlreichen
Keimzellen auf. Dazwischen sind grofle Gruppen an Leydig-Zellen zu
erkennen, welche ein stark ausgeprigtes Zytoplasma besitzen.

T: Tubuli, schwarzer Pfeil: Leydig-Zellen.
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Abbildung 10: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti von

intakten Ebern der Gruppe 1. Trichrom-Firbung nach Masson und
Goldner.

Die intakten Eber haben Tubuli seminiferi contorti mit zahlreichen
Keimzellen. Dazwischen sind grofie Gruppen an Leydig-Zellen zu
erkennen, welche ein stark ausgeprigtes Zytoplasma besitzen.

T: Tubuli, schwarzer Pfeil: Leydig Zellen.

1.1.1.  Intakte Eber der Gruppe 1

Im Hoden der intakten Eber sind groB3e Quer- und Langsanschnitte der Tubuli
seminiferi contorti zu finden (Abbildung 9, Abbildung 10, Graphik 1, Graphik 2,
Graphik 12, Graphik 13). Das Vorkommen sowie die Gestalt der Keim- und Sertoli-
Zellen sind physiologisch fiir das Alter. Von basal in Richtung Lumen ausgehend
findet man folgende Keimzellen (Abbildung 11, Abbildung 12, Abbildung 13):

1. Kleine, runde bis ovale Spermatogonien auf der Basalmembran aufliegend.
2. Junge und reifere Stadien an Spermatozyten.

3. Runde, elongierende und elongierte Spermatiden.
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Der Basalmembran anliegend finden sich kleine, runde bis ovale Spermatogonien
(Graphik 5, Graphik 16). Dazwischen sind die Sertoli-Zellkerne mit ovaler oder
birnenformiger Gestalt und einem dreigelappten prominenten Nukleolus zu finden
(Graphik 4, Graphik 14). Spermatozyten und die Spermatiden sind in mehreren
Reihen in den Tubuli seminiferi contorti angeordnet (Graphik 3, Graphik 8, Graphik
15). Im Interstitium lagern sich Gruppen von Leydig-Zellen mit einer polygonalen
Form und einem prominenten eosinophilen Zytoplasma in Gruppen zusammen
(Abbildung 12, Graphik 9, Graphik 10, Graphik 18, Graphik 19). Fiir die Anzahl
der Sertoli-Zellen, die Flache der Tubuli seminiferi contorti und die Mitosen siche

Tabelle 7.

Abbildung 11: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti und

Leydig-Zellen im Hoden eines intakten Ebers. Trichrom-Firbung nach
Masson und Goldner.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien, SPZ:
Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte Spermatiden.
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Abbildung 12: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti und

Leydig Zellen im Hoden eines intakten Ebers. H.E.-Fiarbung.

Die Tubuli seminiferi contorti der intakten Eber sind grofl und besitzen
viele Reihen an Keimzellen (schwarzer Pfeil). Zwischen den Tubuli sind
grofie Gruppen an Leydig-Zellen mit viel eosinophilem Zytoplasma.

T: Tubuli, L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: Keimepithel mit

Sertoli-Zellen (von basal nach luminal).
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Abbildung 13: Ubersichtsaufnahme vom Keimepithel eines intakten Ebers.
H.E. Farbung.

Im Queranschnitt sind viele Reihen an Keimzellen bis hin zu elongierten

Spermatiden zu sehen.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP:  Spermatogonien,
SPZ.: Spermatozyten, RS: runde Spermatiden,
ES: Elongierte Spermatiden.
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Tabelle 7: Gruppe 1: Medianwerte fiir Sertoli-Zellen, Fliche, Mitosen und
Tubuli pro Gesichtsfeld

Sertoli-Zellen  Flache pro Mitosen pro  Tubuli pro

Gruppe 1 pro Tubulus Tubulus pm?> Tubulus Gesichtsfeld
25% 14,00 23795,82 14,00 9,00
50% 19,00 26981,76 27,00 12,00
75% 21,25 34721,77 47,00 13,00

Medianwert = 50%. 25% und 75% beschreiben die IQR (Interquartilsrange), also

die berechneten Werte im Bereich zwischen 25% und 75%.

1.1.2. Vakzinierte Tiere der Gruppe 2 und 3

Die vakzinierten Tiere der Gruppe 2 und 3 zeigen eine deutliche Verdnderung im
Hodenepithel (Abbildung 14, Abbildung 15, Abbildung 16). Die Hoden der Tiere
von Gruppe 2 (p = 0,002) und Gruppe 3 (p<0,001) besitzen kleinere
Tubuli seminiferi contorti als die intakten Eber (Tabelle 7,Tabelle 8, Tabelle 9,
Graphik 1, Graphik 2, Graphik 12, Graphik 13 ). In den Tubuli seminiferi contorti
kommt hiufig nur eine prominente Reihe an Zellen vor, welche ,,perlschnurartig*
der Basalmembran aufliegen (Abbildung 16). Diese Zellreihe besteht aus
verdnderten Sertoli-Zellkernen, die nicht die typische birnenformige Gestalt
annehmen, sondern eine veridnderte runde, ovale Form mit bis zu vier oder auch
mehr Nukleoli. Ebenso besitzen Tiere der Gruppe 2 (p = 0,001) und 3 (p<0,001)
mehr Sertoli-Zellen als die intakten Eber (Tabelle 7, Tabelle 8, Tabelle 9, Graphik
4, Graphik 14). Im Vergleich zu den intakten Ebern besitzen die Tiere der Gruppe 2
(p<0,001) und 3 (p<0,001) haufig groBe Spermatogonien mit einer verdnderten
Morphologie (Abbildung 16, Graphik 7, Graphik 17, Tabelle 21). Kleine
Spermatogonien, wie sie bei intakten Ebern zu finden sind, kommen nur sehr selten
oder gar nicht vor Gruppe 2 (p = 0,001), Gruppe 3 (p<0,001) (Graphik 5, Graphik
16, Tabelle 19). Im Lumen befinden sich einzelne Zellen wie Spermatozyten und
runde Spermatiden. Zu einem groflen Anteil fehlen diese jedoch. Zusitzlich sind im
Lumen, nahe an der prominenten Reihe an Sertoli-Zellen und Spermatogonien,
morphologisch verdnderte groBBe Spermatozyten, welche den Spermatogonien auf
der Basalmembran dhneln, erkennbar (Abbildung 16). Einzelne Tiere besitzen in
der Ansicht Tubuli seminiferi contorti mit einem Keimepithel, welches dem der

intakten Eber von Gruppe 1 dhnelt (Abbildung 18).
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Hier scheinen jedoch die Keimzellzahlen im Vergleich reduziert und es entsteht der
Eindruck, als wiren diese ungeordneter im Vergleich zum Keimepithel der intakten

Eber von Gruppe 1 (Graphik 3, Graphik 8, Graphik 15).

Abbildung 14: Ubersichtsaufnahme vakzinierter Tiere aus Gruppe 2. H.E.-

Farbung.
Es sind viele kleine Tubuli erkennbar, dazwischen befinden sich starke
Bindegewebsstringe.

T: Tubuli, schwarzer Pfeil: Bindegewebe.

Im intertubuldren Bereich besitzen die Leydig-Zellen der vakzinierten Eber von
Gruppe 2 (p<0,001) und Gruppe 3 (p<0,001) im Vergleich zu den intakten Ebern
haufig pyknotische Zellkerne mit kleiner Gestalt oder Anzeichen von Degeneration
(Abbildung 17, Graphik 10, Graphik 19, Tabelle 17). Das Zytoplasma ist bei Tieren
der Gruppe 2 (p<0,001) und Gruppe 3 (p<0,001) lichtmikroskopisch nicht zu
erkennen oder kaum vorhanden (Graphik 9, Graphik 18, Tabelle 16). Vereinzelt
kommen Leydig-Zellen mit polygonaler Gestalt und viel Zytoplasma vor. Fiir die
Anzahl der Sertoli-Zellen, die Flache und die Anzahl der Mitosen der Tubuli

seminiferi contorti siche Tabelle 8 und Tabelle 9.
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Abbildung 15: Ubersichtsaufnahme von vakzinierten Tieren der Gruppe 2.

Trichrom-Firbung nach Masson und Goldner.

Zau erkennen sind kleinere Tubuli seminiferi contorti im Vergleich zu den
intakten Ebern. Zwischen den Tubuli befinden sich Leydig-Zellen sowie
Bindegewebsstringe.

T: Tubuli, schwarzer Pfeil: Bindegewebe (BGW), weiller Pfeil: Leydig-
Zellen.
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Abbildung 16: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

Tieres aus Gruppe 2. H.E.-Fiarbung.

Auf der Basalmembran sind verinderte runde/ovale Sertoli-Zellkerne und
verinderte grofie Spermatogonien und Spermatozyten im Lumen. Im
intertubuliren Bereich sind pyknotischen Leydig-Zellen mit wenig
Zytoplasma zu sehen.

Schwarzer Pfeil: verinderte Sertoli-Zellkerne, weiller Pfeil: verinderte

Spermatogonien und Spermatozyten.
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Abbildung 17: Ubersichtsaufnahme eines Tieres der Gruppe 3.
H.E.- Farbung.

Zu sehen sind wenige Keimzellstadien in den Tubuli seminiferi contorti.
SPZ: Spermatozyten, RS: runde Spermatiden, weiller Pfeil: pyknotische
Leydig-Zellen.
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Abbildung 18: Ubersichtsaufnahme eines Tieres der Gruppe 3.
H.E.-Farbung.

Zu sehen sind Tubuli seminiferi contorti mit vielen Keimzellstadien.
L: Leydig-Zellen, SPZ: Spermatozyten, RS: runde Spermatiden, schwarzer
Pfeil: Elongierte Spermatiden.
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Ein Tier der Gruppe 2 besitzt die gleiche histomorphologische Erscheinung wie die
intakten Eber der Gruppe 1 (Abbildung 19).

Abbildung 19: Vergrofierungsaufnahme eines Tieres aus Gruppe 2 mit

eberihnlichem Aussehen. Trichrom-Fiarbung nach Masson und Goldner.
Im Interstitium sind Leydig-Zellen mit viel Zytoplasma zu erkennen. Die
Tubuli seminiferi contorti haben viele differenzierte Keimzellen bis hin zu
elongierenden Spermatiden.

Schwarzer Pfeil: Leydig-Zellen, blauer Pfeil: Tubuli mit vielen Keimzellen.
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Tabelle 8: Gruppe 2: Medianwerte fiir Sertoli-Zellen, Fliche, Mitosen und
Tubuli pro Gesichtsfeld

Sertoli-Zellen  Flache pro ~ Mitosen pro  Tubuli pro

Gruppe 2 pro Tubulus  Tubulus pm? Tubulus Gesichtsfeld
25% 22,00 7907,77 2,00 15,00
50% 29,00 12497,10 8,00 20,50
75% 35,00 19775,72 24,00 30,75

Medianwert = 50%, 25% und 75% beschreiben die IQR (Interquartilsrange), also

die berechneten Werte im Bereich zwischen 25% und 75%.

Tabelle 9: Gruppe 3: Medianwerte fiir Sertoli-Zellen, Fléiche, Mitosen und
Tubuli pro Gesichtsfeld

Sertoli-Zellen  Flache pro ~ Mitosen pro ~ Tubuli pro

Gruppe 3 pro Tubulus  Tubulus um? Tubulus Gesichtsfeld
25% 26,00 6869,93 0,00 21,50
50% 30,00 8588,04 2,50 28,00
75% 33,00 12865,18 6,00 33,00

Medianwert = 50%. 25% und 75% beschreiben die IQR (Interquartilsrange), also

die berechneten Werte im Bereich zwischen 25% und 75%.

1.1.3. Vakzinierte Tiere der Gruppe 4

Vier Tiere der Gruppe 4 besitzen eine dhnliche Erscheinung in Bezug auf die
Morphologie der Tubuli seminiferi contorti (Graphik 1, Graphik 2, Graphik 12,
Graphik 13) und der Leydig-Zellen wie die der Gruppe 2 und 3 (Abbildung 21). Im
Gegensatz dazu besitzt die Gruppe 4 jedoch auch Tiere mit Tubuli seminiferi
contorti, welche eine hohe Menge an Keimzellen (Abbildung 20, Graphik 3) - aber
ungeordneter als die der intakten Eber - sowie hdufiger vorkommende kleine
Spermatogonien aufweisen. MittelgroBe (Graphik 6) und grofle Spermatogonien
(Graphik 7, Graphik 17) sind auch vorhanden. Besonders in dieser Gruppe (aber
auch in den anderen vakzinierten Gruppen) ist visuell zu erkennen, dass die Tubuli
seminiferi contorti, welche viele differenzierte Keimzellen enthalten, nicht nur
morphologisch verdnderte Sertoli-Zellkerne (Graphik 4, Graphik 14),
Spermatogonien und Spermatozyten enthalten, sondern auch physiologisch
erscheinende birnenférmige Sertoli-Zellkerne sowie kleine Spermatogonien wie es

bei den intakten Ebern der Fall ist.
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Im Vergleich zu den intakten Ebern besitzen die Tiere der Gruppe 4 (p<0,001)
interstitielle Leydig-Zellen, welche pyknotische Erscheinung oder Zeichen von
Degeneration besitzen (Abbildung 22, Graphik 10, Graphik 19, Tabelle 17). Ein
Zytoplasma ist bei den Tieren der Gruppe 4 (p<0,001) meist wenig oder
lichtmikroskopisch erkennbar gar nicht ausgeprégt (Tabelle 16, Graphik 9, Graphik
18). Fiir die Anzahl der Sertoli-Zellen, die Fliache und die Anzahl der Mitosen der

Tubuli seminiferi contorti siche Tabelle 10.

Abbildung 20: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

Tieres aus Gruppe 4. H.E.-Fiarbung.

Es sind viele differenzierte Keimzellen in den Tubuli seminiferi contorti zu
erkennen. Im interstitiellen Bereich sind viele pyknotische Leydig-Zellen
mit wenig oder gar keinem Zytoplasma zu sehen.

Schwarzer Pfeil: Tubuli, weiller Pfeil: Leydig-Zellen.
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Abbildung 21: Ubersichtsaufnahme des gleichen Tieres der Gruppe 4
(Abbildung 20). H.E.-Firbung.

Zu erkennen ist ein deutlich verindertes Keimepithel. Einige Tubuli sehen
aus wie die der intakten Eber aus Gruppe 1 (weiller Pfeil). Tubuli seminiferi
contorti besitzen hiufig wenige differenzierte Keimzellen (blauer Pfeil),
aber auch Tubuli seminiferi contorti mit nur einer prominenten Reihe an
Sertoli-Zellkernen und verinderten Spermatogonien und Spermatozyten
(gelber Pfeil).

Weiller Pfeil: Tubuli  seminiferi contorti mit viel Keimepithel.
Blauer Pfeil: Tubuli mit  wenigen  differenzierten  Keimzellen.
Gelber Pfeil: Tubuli mit iiberwiegend Spermatogonien und

Spermatozyten.
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Abbildung 22: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

anderen Tieres aus Gruppe 4. H.E.-Firbung.
Das Keimepithel besitzt viele differenzierte Keimzellen. Leydig-Zellen
haben pyknotische Zellkerne, ein Zytoplasma ist gar nicht oder nur wenig

enthalten (weiller Pfeil).

Tabelle 10: Gruppe 4, Medianwerte fiir Sertoli-Zellen, Fliche, Mitosen
und Tubuli pro Gesichtsfeld

Sertoli-Zellen  Fliche pro ~ Mitosen pro ~ Tubuli pro

Gruppe 4 pro Tubulus  Tubulus pm? Tubulus Gesichtsfeld
Perzentile 25% 29,00 9554,91 2,00 15,50
50% 32,00 15270,08 6,00 18,00
75% 38,75 25017,85 15,00 24,50

Medianwert = 50%. 25% und 75% beschreiben die IQR (Interquartilsrange), also

die berechneten Werte im Bereich zwischen 25% und 75%.
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1.14.

Vakzinierte Tiere der Gruppe 5

Die vakzinierten Tiere der Gruppe 5 konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden:

1.

Fiint Tiere der Gruppe 5 (5b) besitzen Tubuli seminiferi contorti und
Leydig-Zellen, welche denen der intakten Eber dhneln. Jedoch ist hier ein
ausgeprigteres Keimepithel mit groBeren Tubuli seminiferi contorti
vorhanden (Abbildung 23, Abbildung 24, Graphik 1, Graphik 2,
Graphik 3, Graphik 8, Graphik 12, Graphik 13, Graphik 15, Tabelle 12,
Tabelle 18).

Zwei Tiere der Gruppe 5 (5a) besitzen eine dhnliche Hodenmorphologie wie
die vakzinierten Tiere der Gruppen 2 bis 4 (Abbildung 25, Tabelle 11,
Tabelle 18).

Die Tiere der Gruppe 5b mit eberdhnlichem Aussehen besitzen im Vergleich zu den

vakzinierten Tieren der Gruppe 2 bis 5a groBere Tubuli seminiferi contorti

(p =0,165), weniger Sertoli-Zellen (p = 0,247), mehr kleine (p = 0,027) und

weniger grofle Spermatogonien (p = 0,027) sowie hohere Mitoseraten (p = 0,105)

und mehr Reihen an Keimepithel (p = 0,025). Im Vergleich zu den vakzinierten

Tieren der Gruppe 2 bis 5a dhnelt das Leydig-Zellzytoplasma (p = 0,230) und der
Nukleus eher denen der intakten Eber (p = 0,129).

Zusammengefasst ist erkennbar, dass das Keimepithel der vakzinierten Tiere der

Gruppen 2 bis 5a, verglichen mit den intakten Ebern, folgende Merkmale aufweist:

3.

Kleine Tubuli seminiferi contorti (p = 0,047) (Graphik 1, Graphik 2,
Graphik 12, Graphik 13).

Eine basale Reihe mit verdnderten runden/ovalen Sertoli-Zellkernen, die in

threr Anzahl (p = 0,032) erhoht sind (Graphik 4, Graphik 14).

Wenige kleine Spermatogonien (p = 0,004) (Graphik 5, Graphik 16), dafiir
jedoch verdnderte, grole Spermatogonien (p = 0,004) (Graphik 7, Graphik
17) und verdnderte Spermatozyten. Die verdnderten Spermatozyten sehen
meist aus wie die groflen Spermatogonien auf der Basalmembran, ohne die

sonst typischen Chromatinverdichtungen.
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6. Verringerte Mitose-Aktivitit (p = 0,021), sowie weniger Keimzellreihen
(p =0,014) in den Tubuli seminiferi contorti (Graphik 3, Graphik 8, Graphik
15).

7. Je nach Ausprigung gibt es Tubuli, die zusitzlich wenige bis viele
physiologisch erscheinende Spermatozyten sowie runde Spermatiden

enthalten.

8. Die Leydig-Zellen besitzen meist pyknotische oder degenerative Zellkerne

mit wenig Zytoplasma (Graphik 9, Graphik 10, Graphik 18, Graphik 19).

Zusétzlich konnen je nach Menge der differenzierten Keimzellzahlen und -reihen
neben grofen Spermatogonien (Graphik 7, Graphik 17) auch mittelgroBe (Graphik
6, Tabelle 20) und kleine Spermatogonien (Graphik 5, Graphik 16) sowie
physiologisch erscheinende birnenférmige Sertoli-Zellkerne beobachtet werden.
Fiir die Anzahl der Sertoli-Zellen, die Flache und die Anzahl der Mitosen der Tubuli

seminiferi contorti siche Tabelle 11 und Tabelle 12
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Abbildung 23: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

Tieres aus Gruppe 5. H.E.-Fiarbung.

Zau sehen sind Tubuli seminiferi contorti mit einem stark ausgeprigten
Keimepithel (schwarzer Pfeil). Im Interstitium befinden sich Leydig-Zellen
mit viel Zytoplasma und polygonalen Zellkernen (weiller Pfeil).

Schwarzer Pfeil: Tubuli, weifler Pfeil: Leydig-Zellen.
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Abbildung 24: Ubersichtsaufnahmen der Tubuli seminiferi contorti eines

Tieres aus Gruppe 5. H.E.-Fiarbung.

Dieses Tier hat viele geordnete Reihen an Keimzellen. Grofle Gruppen an
Leydig-Zellen befinden sich im Interstitium.
L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP:  Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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Abbildung 25: Ubersichtsaufnahme eines Tieres aus Gruppe 5. Trichrom-

Firbung nach Masson und Goldner.

Basal befinden sich ,,perlschnurartig aufgereiht verindert aussehende
Sertoli-Zellkerne. Dazwischen liegen verinderte grofle Spermatogonien
sowie verinderte und physiologisch aussehende Spermatozyten im Lumen.
Schwarzer Pfeil: verdnderte, grofle Spermatogonien, weiller

Pfeil: verinderte Sertoli-Zellkerne, SPZ: Spermatozyten.

Tabelle 11: Gruppe Sa, Medianwerte fiir Sertoli-Zellen, Fliche, Mitosen
und Tubuli pro Gesichtsfeld

Sertoli-Zellen  Flache pro  Mitosen pro  Tubuli pro

Gruppe Sa pro Tubulus  Tubulus pm? Tubulus  Gesichtsfeld
25% 23,50 12288,22 9,00 11,00
50% 33,00 16913,61 15,00 15,00
75% 38,75 25745,19 26,75 20,00

Medianwert = 50%. 25% und 75% beschreiben die IQR (Interquartilsrange), also

die berechneten Werte im Bereich zwischen 25% und 75%.



IV. Ergebnisse 83

Tabelle 12: Gruppe 5b, Medianwerte fiir Sertoli-Zellen, Fliche, Mitosen
und Tubuli pro Gesichtsfeld

Sertoli-Zellen  Flache pro ~ Mitosen pro  Tubuli pro

Gruppe Sb pro Tubulus  Tubulus pm? Tubulus Gesichtsfeld
25% 17,00 34312,05 0,00 10,00
50% 20,50 36581,58 13,50 11,00
75% 22,00 41365,19 87,00 12,25

Medianwert = 50%. 25% und 75% beschreiben die IQR (Interquartilsrange), also

die berechneten Werte im Bereich zwischen 25% und 75%.
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Graphik 1: Anzahl der Tubuli seminiferi contorti pro Gesichtsfeld.
Sowohl bei den intakten Ebern als auch bei den vakzinierten Tieren der
Gruppe 5b sind weniger Tubuli seminiferi contorti pro Gesichtsfeld
vorhanden. Im Gegensatz dazu besitzen die Tiere der Gruppen 2 bis 5a
deutlich mehr Tubuli seminiferi contorti pro Gesichtsfeld.
*Gruppe 2 (p = 0,008), Gruppe 3 (p<0,001) und Gruppe 4 (p< 0,001) zeigen

hoch-signifikante Unterschiede im Vergleich zur Gruppe 1.
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Graphik 2: Fliache der Tubuli seminiferi contorti.

*Tiere der Gruppe 2 (p = 0,002), Gruppe 3 (p < 0,001) und
Gruppe 4 (p = 0,020) besitzen signifikant kleinere Tubulusfléiichen, Gruppe
5b (p = 0,049) signifikant hohere Tubulusflichen im Vergleich zu den

intakten Ebern.
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Graphik 3: Keimepithel der Tubuli seminiferi contorti.

Zu sehen ist hier der Gehalt an Keimzellen im Keimepithel. Wihrend die
vakzinierten Tiere der Gruppe 2 (61,3%), 3 (58,3%) und 4 (41,5%) sowie
anteilig die Gruppe 5a (99,5%) ein Keimepithel mit iiberwiegend
Spermatogonien und Spermatozyten besitzen, so haben die intakten Eber
ein Keimepithel mit vielen Keimzellen in geordneten Reihen.
Vergleichsweise besitzen Tiere der Gruppe 5b sehr viele geordnete
Keimepithelreihen (45,2%). Die intakten Eber besitzen im Gegensatz nur
zu 9,7% viele geordnete Keimzellreihen.
Bis auf Gruppe 2 besitzen alle Tiere signifikante bis hoch-signifikante
Unterschiede beziiglich des Keimepithels im Vergleich zu den intakten
Ebern der Gruppe 1. Gruppe 2 (p = 0,054), Gruppe 3 (p < 0,001),
Gruppe 4 (p = 0,001), Gruppe 5a (p<0,001), Gruppe 5b (p = 0,010). Fiir die
Klassifikation siehe Tabelle 5 im Material und Methodenteil sowie

Tabelle 18 im Anhang.
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1.2. Immunhistochemischer Nachweis von Sox-9 im Hoden intakter und
vakzinierter Eber

Der Antikorper gegen Sox-9 zeigt bei allen Tieren im Nukleus, an der

Zellkernmembran und im  Zytoplasma der  Sertoli-Zellen  positive

Immunreaktionen. Zusétzlich zeigen die Spermatidenkdpfe von elongierenden

Spermatiden eine positive Sox-9 Reaktion (Tabelle 14, Tabelle 15).

1.2.1. Immunhistochemischer Nachweis von Sox-9 im Hoden intakter Eber
der Gruppe 1
Bei den intakten Ebern ist der Nachweis fiir Sox-9 im Zellkern der Sertoli-Zellen
starker als im Zytoplasma (Abbildung 26). Das Sertoli-Zellzytoplasma, welches die
Keimzellen umgibt, besitzt einen schwachen Nachweis fiir Sox-9. Bei Stellen, an
denen das Sertoli-Zellzytoplasma kleinere Spermatogonien auf der Basalmembran
umgibt, hat es eine deutlich stirkere Immunreaktion, als das Keimzellen
umgebende Sertoli-Zellzytoplasma in anderen Bereichen. In den Sertoli-Zellen sind
Sox-9 positive Reaktionen zu erkennen, welche vom Sertoli-Zellkern perpendikulér
in Richtung Lumen ziehen (Abbildung 27, Abbildung 28). Elongierende

Spermatiden haften diesen an.
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Abbildung 26: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

intakten Ebers; Sox-9.

Zu erkennen sind die stark-positiven Reaktionen fiir den Antikorper gegen
Sox-9 in den Sertoli-Zellkernen  sowie im  Zytoplasma.
Schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SPZ: Spermatozyten,
RS: Runde Spermatiden, L: Leydig-Zellen.
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Abbildung 27: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

intakten Ebers; Sox-9.

Zu erkennen ist hier die deutlich- bis stark-positive Sox-9-Reaktion an den
Zellkernen sowie im Zytoplasma von Sertoli-Zellen. Elongierte
Spermatiden haften am  Zytoplasma von Sertoli-Zellen an.
S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien, SPZ: Spermatozyten,
RS: Runde Spermatiden, ES: elongierte Spermatiden.
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Abbildung 28: Ubersichtsaufnahme des Keimepithels eines intakten Ebers;
Sox-9.

Sox-9 kann an den Sertoli-Zellkernen und im Zytoplasma mit den
perpendikuliren  Zytoplasmareaktionen, an  welchen elongierte
Spermatiden haften, nachgewiesen werden.

S: Sertoli-Zellkerne, ES: elongierte Spermatiden.

1.2.2. Immunhistochemischer Nachweis von Sox-9 im Hoden
immunologisch vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)
Im Gegensatz zu den intakten Ebern der Gruppe 1 ist der Zellkern von Sertoli-
Zellen bei den vakzinierten Tieren stérker Sox-9-positiv. Besonders in den Gruppen
2 (Abbildung 29) und 3 (Abbildung 30), die im Vergleich zu den intakten Ebern
nur wenige oder morphologisch verdnderte Keimzellen haben, ist eine starke Sox-
9-Immunreaktion im Sertoli-Zellzytoplasma zu finden. Haufig sind positive Sox-9-
Nachweise homogen im ganzen Sertoli-Zellzytoplasma zu finden. Ein Lumen ist
hier in den Tubuli hdufig nicht zu sehen. Zusitzlich sind viele Vakuolen im Sertoli-

Zytoplasma zu finden.
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Irreguldr verlaufende, Sox-9-positive Immunreaktionen sind in Sertoli-Zellen zu
erkennen, welche vom Nukleus in alle Richtungen reichen.

Im Allgemeinen ist bei den Tieren der Gruppe 4 (Abbildung 31) eine dhnliche
Reaktion wie bei Tieren der Gruppe 2 und 3 in Bezug auf die Tubuli seminiferi
contorti zu sehen.

Jedoch haben die Tiere von Gruppe 4 eine subjektive Zunahme der differenzierten
Keimzellen und geordnete Keimzellreihen. Im Vergleich zu den Tieren der Gruppe
2 und 3 zeigen Tiere der Gruppe 4 weniger Sertoli-Zellzytoplasma und ein
erkennbares Lumen.

Vakzinierte Tiere der Gruppen 2 bis 5a besitzen keine Sox-9-positiven
perpendikulére Sertoli-Zellreaktionen, wie es bei den intakten Ebern der Gruppe 1
zu schen ist. Hier zeigen die genannten positiven Nachweise eine irregulire
Anordnung. Lediglich ein Tier der Gruppe 2 zeigt ein eberdhnliches Aussehen mit
dhnlicher Immunreaktion fiir Sox-9.

Die Tiere der Gruppe 5 konnen in zwei Gruppen aufgeteilt werden. Die Gruppe Sb
zeigt ein Hodenepithel, welches dem der intakten Eber dhnelt (Abbildung 34,
Abbildung 33). Wie auch bei den intakten Ebern und dem Tier aus Gruppe 2 sind
hier perpendikuldre Reaktionen vom Sertoli-Zellkern in Richtung Lumen zu
erkennen. Spermatidenkopfe sind positiv. Das Sertoli-Zellzytoplasma, welches die
Keimzellen umgibt, hat eine schwach-positive Reaktion fiir Sox-9, wihrend das
Sertoli-Zellzytoplasma, welches die Spermatogonien umgibt, stirker positiv ist.
Die Gruppe 5a zeigt ein Hodenepithel mit stark-positivem Sertoli-Zell-Nukleus und
Zytoplasma sowie ungeordneteren Zytoplasmareaktionen, welche den ganzen
Tubulus durchziehen. Zudem treten Vakuolen im Zytoplasma auf (Abbildung 32).
Dies gleicht den Tieren der Gruppe 2 bis 4.
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Abbildung 29: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contori eines

Tieres aus Gruppe 2; Sox-9.
Die Sertoli-Zellkerne und das Zytoplasma reagieren stark-positiv.
S: Sertoli-Zellkerne, schwarzer Pfeil: verinderte Spermatogonien und

Spermatozyten.
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Abbildung 30: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contori eines
Tieres aus Gruppe 3; Sox-9.
Auch das Tier der Gruppe 3 zeigt fiir den Antikorper gegen Sox-9 stark-
positive Sertoli-Zellkerne. Zusitzlich sind grole Spermatogonien sowie
Spermatozyten zu erkennen.
S: Sertoli-Zellkerne. L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: verinderte

Spermatogonien und Spermatozyten.
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Abbildung 31: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
Tieres aus Gruppe 4; Sox-9.

In dieser Aufnahme sind viele Keimzellen zu erkennen. Das Zytoplasma von
Sertoli-Zellen kleidet nicht die kompletten Tubuli aus, sondern ist mit
zahlreichen Vakuolen versehen.

S: Sertoli-Zellkerne, L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: verinderte

Spermatogonien und Spermatozyten.
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Abbildung 32: Ubersichtsaufnahmen der Tubuli seminiferi contorti eines
Tieres aus Gruppe Sa; Sox-9.

Die Sertoli-Zellkerne zeigen eine stark-positive Sox-9 Reaktion, ebenso wie
das Zytoplasma, welches den Tubulus auskleidet. Auf der Basalmembran
sind verinderte Spermatogonien (schwarzer Pfeil) sowie im Lumen

Spermatozyten und runde Spermatiden zu erkennen.
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Abbildung 33: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

Tieres aus Gruppe 5b; Sox-9.
Zu erkennen sind die zahlreichen grofien Tubuli seminiferi contorti mit
starken Sox-9-Reaktionen im Zellkern und im Zytoplasma von

Sertoli-Zellen. Es sind viele geordnete Reihen an Keimzellen vorhanden.
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Abbildung 34: Ubersichtsaufnahme eines Tieres aus Gruppe 5b; Sox-9.
Dieses Tier aus Gruppe S ist den intakten Ebern sehr dhnlich. Zu erkennen
sind stark-positive Sertoli-Zellkerne (schwarzer Pfeil). Perpendikulire
Sertoli-Zytoplasmareaktionen ziehen Richtung Lumen. Hier binden
elongierte Spermatiden. Im Interstitium sind Leydig-Zellen mit
polygonalem Zellkern und viel Zytoplasma erkennbar.

Schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, L: Leydig-Zellen.



IV. Ergebnisse 97

60 |

40

b :

Gruppe

Sertoli Zellen pro Tubulus

Graphik 4: Sertoli-Zellen pro Tubulus-Queranschnitt.

Die durchschnittliche Anzahl an Sertoli-Zellen betrigt bei den intakten
Ebern 19 Sertoli-Zellen (IQR: 14-21,5) pro Tubulus-Queranschnitt. Das
Tier der Gruppe Sb besitzt ebenfalls niedrigere Sertoli-Zellzahlen, dhnlich
denen der intakten Eber.

*Bis auf Gruppe 5b besitzen alle Tiere signifikant hohere Sertoli-Zellen als
die intakten Eber der Gruppe 1, Gruppe 2 (p = 0,001), Gruppe 3 (p<0,001),
Gruppe 4 (p<0,001), Gruppe 5a (p = 0,001).
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1.3. Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin im Hoden intakter
und vakzinierter Eber

Vimentin kann in Sertoli-Zellen, peritubuliren Myoepithelzellen und

Endothelzellen nachgewiesen werden. Zusétzlich sind Vimentin-positive

Reaktionen in einzelnen Fibrozyten und Leydig-Zellen zu finden. In den

Keimzellen des Hodenepithels kann Vimentin nicht nachgewiesen werden (Tabelle

14, Tabelle 15).

1.3.1. Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin im Hoden intakter
Eber der Gruppe 1

Die intakten Eber zeigen eine schwache Reaktion fiir den Antikdrper gegen Vimentin
in den Sertoli-Zellen (Abbildung 35). Dort umgibt es die Zellkernmembran. Ebenso
zeigen sich Vimentin-positive perpendikuldre Zytoplasmareaktionen in Sertoli-
Zellen, welche vom Nukleus Richtung Lumen ziehen. Dort haften elongierende
Spermatiden an (Abbildung 36). Meist liberragen die Zytoplasmareaktionen eine,
aber auch bis zu drei Keimzellreihen. Einige Sertoli-Zellkerne befinden sich nicht
auf der Basalmembran aufliegend, sondern sind in Richtung Lumen in das
Keimepithel eingebettet. Wenn dies der Fall ist, ziehen die perpendikuldren
Reaktionen vom Zellkern ausgehend in Richtung der Basalmembran. Peritubuldre
Myoepithelzellen besitzen vereinzelt eine positive Reaktion fiir den Antikorper
gegen Vimentin. Im Interstitium zeigen die Leydig-Zellen einen positiven Vimentin-
Nachweis. Dies ist besonders an der Zellkernmembran aber auch im Zytoplasma der

Leydig-Zellen zu sehen.
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Abbildung 35: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
intakten Ebers; Vimentin.

An den Sertoli-Zellen sind positive Immunreaktionen fiir den Antikorper
gegen Vimentin zu erkennen.

L: Leydig-Zellen, SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden,

ES: elongierte Spermatiden, schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne.
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Abbildung 36: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

intakten Ebers aus Gruppe 1; Vimentin.

Zu sehen sind die Vimentin-positiven Immunreaktionen an den Sertoli-
Zellen. Besonders ist dies an den Zellkernen und den perpendikuliren
Zytoplasmareaktionen Richtung Lumen nachzuweisen.

Schwarzer Pfeil: positive Vimentinreaktionen an Sertoli-Zellen.



IV. Ergebnisse 101

1.3.2. Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin im Hoden
immunologisch vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)

Die kastrierten Eber der Gruppe 2 bis 5a, welche nur wenige differenziertere
Keimzellstadien besitzen, zeigen im Vergleich zu den intakten Ebern der Gruppe 1
eine starke Vimentin-Reaktion. Auch hier wird Vimentin entlang der
Zellkernmembran von Sertoli-Zellen exprimiert. Jedoch zeigen die Vimentin-
positiven Sertoli-Zytoplasmareaktionen, die vom Zellkern ausgehen, bei den
vakzinierten Tieren eine ungeordnete Orientierung in alle Richtungen und nicht
eine perpendikuldre Ausrichtung, wie es bei den intakten Ebern der Fall ist
(Abbildung 37, Abbildung 38, Abbildung 39, Abbildung 40).

Ebenso sind die positiven Zytoplasmareaktionen kiirzer im Vergleich zu jenen der
intakten Eber. Hier durchziehen die Ausldufer meist nur ein oder zwei Reihen an
Keimzellen.

In den Tubuli seminiferi contorti von Tieren, bei denen viele verschiedene
differenzierte Keimzellstadien geordnet im Keimepithel bis hin zu elongierenden
Spermatiden  vorhanden  sind, sind auch positive perpendikulére
Zytoplasmareaktionen vom Sertoli-Zellkern in Richtung Lumen zu finden, wie es
bei den intakten Ebern der Gruppe 1 der Fall ist. Besonders kann dies in einem Tier
der Gruppe 3 gesehen werden, welches die gleiche Erscheinung wie die intakten
Eber der Gruppe 1 besitzt. Einige Tiere der Gruppe 4 mit vielen differenzierten
Keimzellen sowie ein Teil der Tiere von Gruppe 5b, welche ein Keimepithel wie
die intakten Eber besitzen, zeigen positive perpendikuldre Reaktionen vom Sertoli-
Zellkern in Richtung Lumen, an welchen elongierende Spermatiden anhaften.
(Abbildung 41, Abbildung 42). Im Vergleich zu den intakten Ebern der Gruppe 1

ist hier die Vimentin Reaktion jedoch stérker.
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Abbildung 37: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
vakzinierten Ebers aus Gruppe 2; Vimentin.

In den Tubuli seminiferi contorti sind starke Vimentin-Nachweise an den
Sertoli-Zellen zu erkennen.

T: Tubuli, L: Leydig-Zellen.
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Abbildung 38: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

vakzinierten Ebers der Gruppe 2; Vimentin.

Zu sehen ist eine starke immunhistochemische Reaktion mit dem
Antikorper gegen Vimentin an den Sertoli-Zellkernen. Positive
Zytoplasmareaktionen ziehen vom Sertoli-Zellkern ungeordnet Richtung
Lumen (schwarzer Pfeil). Spermatogonien besitzen keine Reaktion und sind
blau gefirbt.

Schwarzer Pfeil: Vimentin-positive Sertoli-Zellreaktionen,

SP: Spermatogonien, SPZ: Spermatozyten.
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Abbildung 39: Ubersichtsaufnahme des Tubulus-Querschnitts eines Tieres

aus Gruppe 3; Vimentin.

Auffallend sind hier die stark-positiven und irregulir verlaufenden
Vimentin-Reaktionen an den Sertoli-Zellkernen (schwarzer Pfeil).
Zwischen den Sertoli-Zellkernen befinden sich blau gefirbte verinderte
Spermatogonien. Im Lumen sind einige blau gefirbte Spermatozyten und
runde Spermatiden zu sehen.

Schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,

SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden.
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Abbildung 40: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

Tieres der Gruppe 4; Vimentin.

Zu sehen sind zahlreiche differenzierte Keimzellen im Lumen. Im Vergleich
zu den anderen Tieren mit wenig Keimzellen sind hier die Vimentin-
Reaktionen an den Sertoli-Zellen schwiicher. Ebenso sind keine oder nur
wenige Zytoplasmareaktionen zu sehen. Hier ist vor allem eine positive
Reaktion an der Zellkernmembran und am Nukleus von Sertoli-Zellen zu
sehen (schwarzer Pfeil).

Schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne. SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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Abbildung 41: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
Tieres aus Gruppe 5b; Vimentin.

Die Sertoli-Zellen haben Vimentin-positive Reaktionen an der
Zellkernmembran sowie positive Zytoplasmareaktionen, die vom Nukleus
zu elongierten Spermatiden reichen.

L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne mit positiven Vimentin
Reaktionen, SP: Spermatogonien, SPZ: Spermatozyten,
RS: Runde Spermatiden, ES: elongierte Spermatiden.
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Abbildung 42: Vergrofierungsaufnahme eines Tubulus-Querschnitts eines
Tieres aus Gruppe 5b; Vimentin.

Die Tubuli seminiferi contorti besitzen viele ausdifferenzierte Keimzellen.
Hier ist sehr deutlich die Verbindung der Vimentinfilamente und das
Anhaften der elongierten Spermatiden zu erkennen.

L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden,
ES: Elongierte Spermatiden.
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1.4. Immunhistochemischer Nachweis von DDX-4 im Hoden intakter und
vakzinierter Eber

Positive Immunreaktionen fiir den Antikorper gegen DDX-4 konnen in allen

Keimzellen, auf3er in elongierten Spermatiden, nachgewiesen werden (Tabelle 14,

Tabelle 15).

1.4.1. Immunhistochemischer Nachweis von DDX-4 im Hoden intakter
Eber der Gruppe 1

Im Zytoplasma, und teilweise auch im Nukleus oder der Zellkernmembran von
runden bis ovalen Spermatogonien sowie jungen Spermatozyten ist ein schwacher
Nachweis fiir DDX-4 zu erkennen. Im Gegensatz dazu besitzen reifere
Spermatozyten-Stadien und runde Spermatiden einen stark-positiven
DDX-4-Nachweis (Abbildung 44). Das Keimepithel wirkt insgesamt geordnet
(Abbildung 43).

Abbildung 43: Ubersichtsaufnahme des Hodenepithels eines intakten
Ebers der Gruppe 1; DDX-4.

In den Tubuli seminiferi contorti sind positive Immunreaktionen in allen

Keimzelltypen bis auf elongierte Spermatiden zu erkennen.
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Abbildung 44: Vergroflerungsaufnahme eines Tubulus-Anschnitts eines

intakten Ebers aus Gruppe 1; DDX-4

Zwischen den Sertoli-Zellen sind kleine runde Spermatogonien angeordnet.
Weiter luminal befinden sich differenzierte Spermatozyten und runde
Spermatiden.

Schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,

SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden.

1.4.2. Immunhistochemischer Nachweis von DDX-4 im Hoden
immunologisch vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)
Im Gegensatz zu den kleinen, physiologisch aussehenden Spermatogonien der
intakten Eber von Gruppe 1 zeigen die verdnderten groflen Spermatogonien der
vakzinierten Tiere von Gruppe 2 bis 5a eine starke DDX-4-positive Reaktion im
Nukleus und im Zytoplasma (Abbildung 45, Abbildung 46, Abbildung 47,
Abbildung 49). Wenn Spermatozyten und runde Spermatiden vorhanden sind, so
zeigen diese wie auch bei den intakten Ebern der Gruppe 1 eine starke

immunhistochemische Reaktion fiir den Antikdrper gegen DDX-4.
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Vakzinierte Tiere mit vielen differenzierten Keimzellen, bei welchen auch kleinere
physiologisch aussehende Spermatogonien im Keimepithel vorkommen, zeigen
wie auch die Spermatogonien der intakten Eber von Gruppe 1 eine schwichere
immunhistochemische Reaktion fiir DDX-4 im Vergleich zu den Spermatozyten
und elongierten Spermatiden (Abbildung 48). Dies ist besonders gut bei den Tieren
der Gruppe 5b zu erkennen, welche den intakten Ebern &hneln (Abbildung 50).

Abbildung 45: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

vakzinierten Ebers aus Gruppe 3; DDX-4.
Zu erkennen sind zahlreiche kleine Tubuli seminiferi contorti mit deutlich-

bis stark-positiven grofien Spermatogonien und Spermatozyten.
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Abbildung 46: Vergrofierung des Hodenepithels eines Tieres aus Gruppe 3;
DDX-4.

Man beachte die stark DDX-4-positiven und verinderten Spermatogonien
und Spermatozyten (schwarzer Pfeil). Auf der Basalmembran und auch im
Lumen befinden sich verinderte, runde bis ovale blau gefiarbte Sertoli-
Zellkerne mit mehreren Nukleoli. Im Interstitium befinden sich Leydig-
Zellen.

Schwarzer Pfeil: verinderte Spermatogonien und Spermatozyten,

L: Leydig-Zellen.
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Besonders bei den Tieren der Gruppe 4 ist zu erkennen, dass sich Spermatogonien

in drei Gruppen einteilen lassen:

1) Gruppe 1: Verdnderte, gro3e Spermatogonien. Diese sind hdufig zu
finden, wenn wenige oder keine Keimzellen vorhanden sind sowie
bei Vorhandensein von verdnderten, kleinen runden/ovalen Sertoli-
Zellkernen mit mehreren Nukleoli.

2) Gruppe 2: MittelgroBe Spermatogonien, welche jedoch die gleiche
Gestalt wie die kleinen physiologischen runden/ovalen
Spermatogonien von intakten Ebern besitzen.

3) Gruppe 3: Kleine physiologisch Aussehende runde oder ovale
Spermatogonien. Diese kommen meist vor, wenn ein ausgeprégtes
Keimepithel mit vielen differenzierten Keimzellstadien vorhanden
ist und physiologisch aussehende birnenférmige Sertoli-Zellkerne in

den Tubuli seminiferi contorti vorhanden sind.
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Abbildung 47: Ubersichtsaufnahme eines Tubulus-Querschnitts eines

Tieres aus Gruppe 4; DDX-4.

Vergleichsweise mittelgrofle bis grofie Spermatogonien liegen auf der
Basalmembran. Dazwischen befinden sich birnenformige Sertoli-Zellkerne.

Schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien.
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Abbildung 48: Ubersichtsaufnahme des Keimepithels eines Tieres aus

Gruppe 4; DDX-4.

Hier sind vor allem kleine und zum Teil mittelgrofe Spermatogonien zu
sehen. Dazwischen befinden sich birnenformige Sertoli-Zellkerne:
Schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,

RS: Runde Spermatiden, ES: elongierte Spermatiden.
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Abbildung 49: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

Tieres aus Gruppe Sa; DDX-4.

Zu erkennen sind vor allem die stark DDX-4-positiven grofien
Spermatogonien auf der Basalmembran und den Spermatozyten in
Richtung Lumen.

L: Leydig-Zellen, SP: Spermatogonien, SPZ: Spermatozyten.
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Abbildung 50: Ubersichtsaufnahme des Keimepithels eines Tieres aus
Gruppe 5b; DDX-4.

Viele geordnete Keimzellreihen sowie kleine runde und ovale
Spermatogonien, dhnlich wie bei den intakten Ebern, sind bei diesem Tier
aus Gruppe S zu erkennen.

Schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ.: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden,
ES: Elongierte Spermatiden.
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Graphik 5: Relative Hiufigkeiten der kleinen Spermatogonien.

Vor allem die intakten Eber der Gruppe 1 enthalten viele Kkleine
Spermatogonien (63,7%) im Tubulus-Querschnitt. Bei Tieren der Gruppe
2, 3 und 4 sind vor allem keine bis hin zu miBig vielen kleinen
Spermatogonien im Tubulusepithel vorhanden. Die Gruppe 5a besitzt ein
dhnliches Erscheinungsbild wie Gruppe 2 und 3. Gruppe 5b besitzt
Ahnlichkeiten zu den intakten Ebern mit einer Hohe von 61,8% an vielen
kleinen Spermatogonien (Tabelle 19 im Anhang). Im Vergleich zu den
intakten Ebern zeigen bis auf die Gruppe Sb alle vakzinierten Tiere
signifikante Unterschiede in Bezug auf das Vorkommen von kleinen
Spermatogonien. Gruppe2 (p = 0,001), Gruppe 3 (p<0,001), Gruppe
4 (p<0,001), Gruppe 5a (p<0,001), Gruppe 5b (p = 0,991). Siehe Tabelle 19

im Anhang.
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Graphik 6: Relative Hiaufigkeiten der mittelgroen Spermatogonien.
Vor allem in den Gruppen 2, 3, 4, aber auch 5a kommen hiufiger viele
mittelgrofle Spermatogonien vor, als bei den intakten Ebern der Gruppe 1
und Tieren der Gruppe 5b (Tabelle 20 im Anhang). Gruppe 4 (p<0,001),
Gruppe 5a (p<0,001), und Gruppe 5b (p<0,001) zeigen signifikante
Unterschiede im Vorkommen von mittelgroien Spermatogonien im

Vergleich zu den intakten Ebern. Siehe Tabelle 20 im Anhang.
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Graphik 7: Relative Hiufigkeiten der grofien Spermatogonien.

Die intakten Eber besitzen keine (97,7%) oder wenige (2%) grofle
Spermatogonien. Im Gegensatz dazu kommen bei den vakzinierten Tieren
der Gruppe 2, 3 und 4 ofter, wenige bis méBig viele grole Spermatogonien
in den Tubuli vor (Tabelle 21 im Anhang). Die Tiere der Gruppe 5a besitzen
zu 4% viele grofle Spermatogonien, was bei den Tieren der anderen
Gruppen nicht der Fall ist. Im Vergleich zur Gruppe 1 besitzen die Tiere
der Gruppe 2 bis Sa (p<0,001) signifikant mehr grofle Spermatogonien.
Siehe Tabelle 21 im Anhang.
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1.5. Immunhistochemischer Nachweis von Ki67 im Hoden intakter und

vakzinierter Eber

1.5.1. Immunhistochemischer Nachweis von Ki67 im Hoden intakter Eber
der Gruppe 1
Das Ki67-Protein kann im Chromatin aller Keimzellen, auller in den elongierten
Spermatiden, gefunden werden (Abbildung 51, Abbildung 52, Abbildung 53,
Tabelle 14). Sertoli-Zellen besitzen in der Regel keine positive Immunreaktion fiir
Ki67. Peritubuldre Myoidzellen reagieren vereinzelt positiv mit dem Antikorper
gegen Ki67. Die Leydig-Zellen im Interstitium haben einen schwach-positiven
Nachweis fiir Ki67 im Zytoplasma. Auch einzelne Zellkerne der Leydig-Zellen

zeigen eine positive Immunreaktion.

soo’l;'u:n ;" : / |

Abbildung 51: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
intakten Ebers; Ki67.

Zu sehen ist eine Ubersichtsaufnahme der Immunreaktionen fiir den
Antikorper gegen Ki67. Die Ki67-positiven Reaktionen lassen sich in allen
Keimzellen bis auf elongierte Spermatiden nachweisen.

T: Tubuli, schwarzer Pfeil: Ki67-positive Keimzellen.
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Abbildung 52: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
intakten Ebers; Ki67.

In diesem Ausschnitt haben die Spermatogonien auf der Basalmembran
deutlich-positive Immunreaktionen fiir den Antikorper gegen Ki67.
Schwarzer Pfeil: Spermatogonien, S: Sertoli-Zellkerne,

SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, L: Leydig-Zellen.
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Abbildung 53: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
intakten Ebers; Ki67.

Dieser Ausschnitt zeigt besonders die Mitose-Aktivitit in den
Spermatozyten.

SPZ: Spermatozyten.

1.5.2. Immunhistochemischer = Nachweis von Ki67 im Hoden
immunologisch vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)
Im Gegensatz zu den intakten Ebern zeigen die Tiere der Gruppen 2 bis 5a deutlich
weniger Mitosen. Verdnderte Spermatogonien und Spermatozyten, welche vor
allem in Tubuli mit wenig Keimepithel vorkommen, besitzen einen schwach-
positiven Ki67-Nachweis (Abbildung 54, Abbildung 55, Tabelle 15). In den Tubuli
von Tieren der Gruppe 2 bis 5 mit mehreren Keimzellen und auch Keimzellreihen
zeigen alle Keimzelltypen (bis auf elongierende Spermatiden) einen Nachweis von

Ki67 und sind somit mitotisch aktiv.
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Da es teilweise sehr schwierig war, zwischen den verdnderten Sertoli-Zellen, aber
auch den Spermatogonien zu unterscheiden, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass auch einzelne Sertoli-Zellen Ki67-positive Nachweise aufweisen. Dies war

unter anderem vereinzelt bei Tieren der Gruppe 4 zu sehen.

Die Tiere der Gruppe 5a konnen in zwei Gruppen aufgeteilt werden und besitzen
entweder ein dhnliches Aussehen wie die vakzinierten Tiere der Gruppen 2 bis 4

(Abbildung 56) oder wie die Gruppe der intakten Eber (Abbildung 57).

50 pm

Abbildung 54: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
vakzinierten Tieres aus Gruppe 2; Ki67.
Grofle abnormale Spermatogonien und Spermatozyten im Lumen zeigen

Mitose-Aktivitit (schwarzer Pfeil).
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Abbildung 55: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
vakzinierten Tieres aus Gruppe 3; Ki67.
Auch dieses Tier zeigt positive Reaktionen in den verinderten grof3en

Spermatogonien (schwarzer Pfeil).
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Abbildung 56: Vergroflierungsaufnahme von einem Tubulus Anschnitt
eines Tieres aus Gruppe 5; Ki67.

Insbesondere bei den Spermatogonien sind Mitosen zu erkennen
(schwarzer Pfeil). Spermatozyten und runde Spermatiden zeigen hier keine
Mitose-Aktivitat.

Schwarzer Pfeil: Spermatogonien, SPZ: Spermatozyten,

RS: Runde Spermatiden.
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Abbildung 57: Vergroflerungsaufnahme von einem Tubulus Anschnitt
eines anderen Tieres aus Gruppe 5; Ki67.

Vor allem die Spermatozyten zeigen positive Ki67-Reaktionen, aber auch
einzlene Spermatogonien auf der Basalmembran und runde Spermatiden
im Lumen.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, ES: Elongierte Spermatiden.
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Graphik 8: Mitosen pro Tubulus-Querschnitt.

Intakte Eber besitzen deutlich mehr Mitose-aktive Zellen, als vakzinierte
Tiere der Gruppe 2 (p = 0,177), 3 (p<0,001), 4 (p = 0,002), sowie
5a (p<0,001).
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1.6. Immunhistochemischer Nachweis von 8-OHG im Hoden intakter

und vakzinierter Eber

1.6.1. Immunhistochemischer Nachweis von 8-OHG im Hoden intakter
Eber der Gruppe 1

8-OHG-positive Reaktionen konnen in den Zellkernen und zum Teil auch im
Zytoplasma von Spermatogonien, Spermatozyten, runden Spermatiden sowie
Sertoli- und Leydig-Zellkernen nachgewiesen werden (Tabelle 14). Auch die
Nukleoli der genannten Zellen zeigen positive 8-OHG-Nachweise. Besonders
auffallend ist jedoch, dass vor allem die Spermatozyten eine positive
immunhistochemische Reaktion fiir 8-OHG zeigen (Abbildung 58). Elongierte
Spermatiden sind negativ fiir den Antikorper gegen 8-OHG.
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Abbildung 58: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

intakten Ebers; 8-OHG.
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In diesem Anschnitt der Tubuli seminiferi contorti haben vor allem die
Spermatozyten positive Reaktionen fiir 8-OHG (schwarzer Pfeil).
L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ.: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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1.6.2. Immunhistochemischer Nachweis von 8-OHG im Hoden
vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)
Vor allem pyknotische oder degenerative Leydig-Zellkerne im Interstitium sind
haufig deutlich- bis stark-positiv fiir 8-OHG. Aber auch einzelne veridnderte grof3e
Spermatogonien sowie Spermatozyten zeigen schwache bis deutliche 8-OHG-
positive Reaktionen (Abbildung 59, Tabelle 15). Wenn vorhanden, so zeigen auch
runde und elongierte Spermatiden positive Immunreaktionen gegen 8-OHG.
Ebenso sind Sertoli-Zellen 8-OHG-positiv. Besonders auffillig ist jedoch die
starkere immunhistochemische Reaktion der jungen physiologisch erscheinenden
Spermatozyten im Vergleich zu den restlichen Zelltypen (Abbildung 60). Auf
Grund der starken Keimzellverluste bei den vakzinierten Tieren ist es schwierig zu
sehen, ob der 8-OHG bei den vakzinierten Tieren vermehrt vorkommt, ohne diese
zu zdhlen. Die 8-OHG-Reaktionen bei den vakzinierten Tieren aus Gruppe 2 bis 5a

sind nur subjektiv hoher.
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Abbildung 59: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

vakzinierten Tieres aus Gruppe 2; 8-OHG.

In diesem Anschnitt sind vor allem die Spermatozyten im Lumen stark-
positiv fiir den Antikorper gegen 8-OHG (schwarzer Pfeil).

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten.
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Abbildung 60: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

vakzinierten Tieres aus Gruppe 5; 8-OHG.

Auch hier lisst sich 8-OHG an den Spermatozyten nachweisen (schwarzer
Pfeil).

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP:  Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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1.7. Immunhistochemischer Nachweis von Occludin im Hoden intakter
und vakzinierter Eber

Bei den intakten Ebern der Gruppe 1 ist eine positive Reaktion fiir den Antikorper
gegen Occludin hiufiger in den Zellkernen von Spermatogonien auf der
Basalmembran zu finden (Abbildung 61 und Abbildung 62). Runde Spermatiden
weisen oft im akrosomalen Vesikel oder im Kopf der elongierenden Spermatiden
eine positive Occludin-Reaktion auf. Spermatozyten sind nur vereinzelt Occludin-
positiv. Haufig sind die Zellkerne der Keimzellen nur sehr schwach oder gar nicht
positiv, wihrend das Zytoplasma eine positive Immunreaktion zeigt. Vereinzelt
konnen Reaktionen fiir den Antikorper gegen Occludin auch in den Nuklei von
Sertoli-Zellen und Leydig-Zellen gefunden werden. Rund um die Zellkerne von
Sertoli-Zellen ist ab und zu ein verstérkter , linienartiger Nachweis fiir Occludin
an der Zellkernmembran zu erkennen. Das Sertoli-Zellzytoplasma ist bei allen
Tieren positiv fiir den Antikorper gegen Occludin, feine ,,Occludin-Linien* sind an
angrenzenden Sertoli-Zellen zu finden. Das Zytoplasma von Leydig-Zellen sowie
Fibrozyten und Endothelzellen besitzen ebenfalls eine positive Reaktion fiir den
Occludin-Antikorper. Insgesamt gibt es keine auffdlligen Unterschiede zwischen
den Nachweisen der intakten Eber von Gruppe 1 sowie den vakzinierten Tieren der
Gruppe 2 bis 5. Jedoch zeigen die intakten Eber der Gruppe 1 ein eher
gleichméBiges Reaktionsmuster (Abbildung 61, Tabelle 14, Tabelle 15).



IV. Ergebnisse 133

Abbildung 61: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

intakten Ebers; Occludin.

Die Nachweise fiir den Antikorper gegen Occludin zeigen sowohl in den
Tubuli als auch an den Leydig-Zellen eine homogene Reaktion.

T: Tubuli, L: Leydig-Zellen.
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Abbildung 62: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
intakten Ebers; Occludin.

Stark-positiv reagierenden Spermatogonien sind auf der Basalmembran zu
finden. Das Zytoplasma von Sertoli-Zellen hat eine homogene Reaktion fiir
den Antikorper gegen Occludin.

L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.

Bei den vakzinierten Tieren der Gruppe 2 bis 5a weisen vor allem verdnderte

Spermatogonien und Spermatozyten eine stidrkere Occludin-Reaktion auf

(Abbildung 63). Dort vor allem im Zytoplasma, aber im Vergleich zu den intakten

Ebern und deren physiologischen Spermatogonien und Spermatozyten haben

verdnderte grole Spermatogonien und Spermatozyten der Kastraten oft eine

positive Reaktion fiir den Antikdrper gegen Occludin im Nukleus. Bei Tieren, der

Gruppe 4 mit sehr vielen Keimzellreihen bis hin zu runden Spermatiden sind vor

allem das Zytoplasma und auch der Nukleus von Spermatogonien positiv fiir den

Antikorper gegen Occludin.
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Irreguldr verlaufende Occludin-positive Sertoli-Zytoplasmareaktionen sind
ebenfalls zu finden. Auch bei den Tieren der Gruppe 5b mit Ahnlichkeiten zu den
intakten Ebern zeigen eine deutlichere Reaktion der physiologisch erscheinenden

Spermatogonien und zum Teil auch der Spermatozyten.

Zusétzlich ist bei Tieren der Gruppe 5b in einigen Tubuli ein positiver Nachweis
fiir Occludin piinktchenartig im Zytoplasma zwischen angrenzenden Sertoli-Zellen
zu finden. Dort ist es entlang des Zellkerns von Sertoli-Zellen, bis hin zu
elongierenden Spermatiden, welche im Sertoli-Zytoplasma haften, zu erkennen.
Rund um die anhaftenden Spermatidenkopfe ist der Nachweis fiir den Antikorper

gegen Occludin zum Teil starker (Abbildung 64).

Abbildung 63: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
vakzinierten Tieres aus Gruppe 2; Occludin.

Occludin besitzt starke Nachweise in den Spermatozyten im Lumen
(schwarzer Pfeil).

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne.
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Abbildung 64: Ubersichtsaufnahme des Keimepithels eines Tieres aus

Gruppe 5b; Occludin.

Auf der Basalmembran sind stark-positive Spermatogonien zu erkennen.
Zwischen diesen ist eine Sertoli-Zelle erkennbar, deren Zellkern eine
positive Occludin-Umrandung besitzt. Vom Sertoli-Zellkern ausgehend,
sind positive Occludin-Granula (schwarzer Pfeil) zu erkennen, welche vom
Nukleus zu den elongierten Spermatiden ziehen. Im akrosomalen Vesikel
von runden Spermatiden ist ebenfalls ein positiver Nachweis fiir Occludin
zu erkennen.

S:  Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien, SPZ: Spermatozyten,
RS: Runde Spermatiden, ES: elongierte Spermatiden.
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1.8. Immunhistochemischer Nachweis von Claudin-3 im Hoden intakter

und vakzinierter Eber

1.8.1. Immunhistochemischer Nachweis von Claudin-3 im Hoden intakter
Eber der Gruppe 1
Bei den intakten Ebern der Gruppe 1 kann eine positive Reaktion fiir Claudin-3 im
Nukleus von einzelnen Leydig-Zellen gefunden werden. Sertoli-Zellen zeigen
meist einen schwachen bis deutlich-positiven Nachweis von Claudin-3 in den
Nuklei und auch im Zytoplasma. Zusétzlich sind in den Sertoli- und auch den
Leydig-Zellen kleine Claudin-3-positiv. = gefarbte Granula zu finden.
Spermatogonien  zeigen meist eine schwach bis  deutlich-positive
Claudin-3-Immunreaktion im Zytoplasma und auch in den Nuklei. Junge
Spermatozyten zeigen hdufiger eine negative Claudin-3-Reaktion, wihrend reifere
Spermatozyten, die Richtung basal angeordnet sind, eine schwach-positive
Reaktion im Nukleus und/oder im Zytoplasma aufweisen. Im Gegensatz dazu
zeigen reifere Spermatozyten nahe den luminalen runden Spermatiden haufig eine
schwache bis stark-positive Immunreaktion fiir den Antikdrper gegen Claudin-3
(Abbildung 66). Runde und elongierte Spermatiden weisen meist einen deutlichen

bis starken immunhistochemischen Nachweis fiir Claudin-3 auf.

Zusitzlich zu den bereits beschriebenen Reaktionen (Tabelle 14), konnen,
horizontale Claudin-3-Immunreaktionen gefunden werden. Spermatogonien und
jiingere Spermatozyten werden von den positiven Nachweisen in einem

horizontalen ,,Band* von luminal und lateral umgeben (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Ubersichtsaufnahme eines Tubulus-Querschnitts von einem

intakten Eber; Claudin-3.

Zu erkennen ist der horizontale Claudin-3-Nachweis, welcher
Spermatogonien und junge Spermatozyten von lateral und luminal umgibt
(schwarzer Pfeil). Junge Spermatozyten sind im Vergleich zu den

Spermatiden negativ oder nur schwach gefirbt (weiler Pfeil).
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Abbildung 66: Ubersichtsaufnahme eines Tubulus-Querschnitts eines

intakten Ebers; Claudin-3.

Bemerkenswert ist die starke apikale Claudin-3-Anreicherung in den
runden Spermatiden verglichen mit den Spermatozyten. Vereinzelt ist
Claudin-3 auf Hohe der Spermatogonien zu finden (schwarzer Pfeil).

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP:  Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.

1.8.2. Immunhistochemischer Nachweis von Claudin-3 im Hoden
vakzinierter Eber (Gruppen 2 bis 5)

Die vakzinierten Tiere der Gruppen 2 und 3 zeigen insgesamt ein dhnliches

Reaktionsbild fiir den Antikorper gegen Claudin-3 wie die intakten Eber der Gruppe

1 (Tabelle 14, Tabelle 15). Sertoli-Zellen besitzen eine schwache bis deutliche

Claudin-3-Reaktion im Nukleus aber auch im Zytoplasma. Wegen der reduzierten

Anzahl an Keimzellen wirkt das Zytoplasma der Sertoli-Zellen stellenweise

unterbrochen oder auch ,,16chrig®.
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Im Gegensatz zu den intakten Ebern der Gruppe 1 besitzen sie jedoch
Zytoplasmareaktionen ~ der  Sertoli-Zellen, = welche Sertoli-Zellkerne,

Spermatogonien und auch Spermatozyten von basal, lateral und luminal umgeben.

Diese reichen sogar von den Sertoli-Zellkernen bis hin zu im Lumen liegenden
Keimzellen, wo diese von den positiven Zytoplasmareaktionen umgeben werden
(Abbildung 67). Jedoch gibt es auch Tubuli ohne diese positiven

Zytoplasmareaktionen.

Weiterhin haben die Keimzellnuklei der vakzinierten Tiere eine stirkere
Immunreaktion von Claudin-3 im Vergleich zu den intakten Ebern. Junge, aber
auch einzelne reifere Spermatozyten zeigen haufig eine fehlende
Claudin-3-Reaktion. Die Tiere der Gruppe 4 zeigen je nach Anzahl der
vorhandenen Keimzellen ein dhnliches Erscheinungsbild wie die intakten Eber der
Gruppe 1 (viele Keimzellen) oder - wenn wenige Keimzellen im Keimepithel
vorhanden sind - ein dhnliches Erscheinungsbild wie die vakzinierten Tiere der
anderen Gruppen. Im Gegensatz zu den vakzinierten Tieren der Gruppe 2 und 3
haben die Tiere der Gruppe 4 keine oder weniger Zytoplasmareaktionen der Sertoli-
Zellen. Diese umgeben die Keimzellen von basal nach luminal. Zusitzlich wirkt
das Zytoplasma der Sertoli-Zellen von Tieren der Gruppe 4 unterbrochener und hat
in den meisten Tubuli eine schwichere Farbung im Vergleich zu den anderen

vakzinierten Tieren.

Zwei der vakzinierten Tiere von Gruppe 5b besitzen ein dhnliches Erscheinungsbild
wie die intakten Eber der Gruppe 1. Das andere untersuchte Tier der Gruppe 5a
sieht dhnlich aus wie die Hoden der Tiere aus Gruppe 4 mit schwacher
Zytoplasmareaktion der Sertoli-Zellen. Aber auch wenige oder auch gar keine
irreguldren Zytoplasmareaktionen, wie es bei den intakten Ebern der Fall ist

kommen vor.
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Abbildung 67: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

vakzinierten Tieres aus Gruppe 2; Claudin-3.

Die Claudin-3-Zytoplasmareaktionen haben eine ungeordnete Ausrichtung
(schwarzer Pfeil). Positive Claudin-3 Reaktionen, welche die
Spermatogonien von luminal umgeben, sind nicht zu sehen.

Schwarzer Pfeil: ungeordnete positive Sertoli-Zellzytoplasmareaktionen,

S: Sertoli-Zellkerne, SPZ: Spermatozyten.
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1.9. Immunhistochemischer Nachweis von Connexin-43 im Hoden

intakter und vakzinierter Eber

1.9.1. Immunhistochemischer Nachweis von Connexin-43 im Hoden
intakter Eber der Gruppe 1

Im Zytoplasma von Leydig-Zellen intakter Eber ist eine positive Reaktion fiir den

Antikorper gegen Connexin-43 erkennbar. Zusétzlich sind auch feine positive

Granula im Zytoplasma anzutreffen. Auch in der Zellmembran von Leydig-Zellen

lasst sich Connexin-43 vereinzelt nachweisen (Abbildung 68).

In den Tubuli seminiferi contorti weisen die Sertoli-Zellen im Zytoplasma
Connexin-43-positive Reaktionen auf, welche vom Nukleus perpendikulér bis in
Richtung der elongierenden Spermatiden im Lumen reichen. Zusétzlich sind feine
Connexin-43-positive Linien mit feinen Granula zu erkennen, welche
Spermatogonien und junge Spermatozyten von horizontal, aber auch basal und

lateral umgeben (Abbildung 68, Abbildung 69).
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Abbildung 68: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

intakten Ebers aus Gruppe 1; Connexin-43.

Im Interstitium sind Gruppen von Leydig-Zellen, mit positiven
Immunreaktionen. Spermatogonien und junge Spermatozyten werden
luminal von positiven Connexin-43-Reaktionen umgeben (schwarzer Pfeil).

L: Leydig-Zellen.



IV. Ergebnisse 144

il ia

L o

/l 4

' y
&0 k] -~

Sy f’

7 X e S

) o
- TP

50 pum -

-

Abbildung 69: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
intakten Ebers aus Gruppe 1; Connexin-43.

An den Leydig-Zellen sind positive Nachweise fiir Connexin-43 im
Zytoplasma, aber auch an der Zellmembran zu finden (schwarzer Pfeil). In
den Tubuli ist Connexin-43 in einem ,horizontalen Band“ luminal von
Spermatogonien und jungen Spermatozyten zu erkennen (schwarzer Pfeil).
Ebenso sind positive Connexin-43-Nachweise zwischen angrenzenden
Sertoli-Zellen zu finden, die vom Sertoli-Zellkern Richtung Lumen zu
elongierten Spermatiden reichen.

T: Tubuli, L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: elongierte

Spermatiden.
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1.9.2. Immunhistochemischer Nachweis von Connexin-43 im Hoden
vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)

Die vakzinierten Tiere der Gruppen 2 bis 5a zeigen ein dhnliches Reaktionsmuster

wie die intakten Eber der Gruppe 1 (Tabelle 14, Tabelle 15). Im Gegensatz zu den

intakten Ebern besitzen die meisten vakzinierten Tiere nur sehr selten eine

durchgehend positive Reaktion fiir den Antikdrper gegen Connexin-43 an der

Leydig-Zellmembran (bis auf Gruppe 5b) (Abbildung 70). Wenn diese positiv

reagiert, wirkt sie oft unterbrochen.

In den Tubuli seminiferi contorti zeigen die Sertoli-Zellen Connexin-43-positive
Zytoplasmareaktionen mit einer schwach- bis deutlich-positiven Reaktion. Im
Gegensatz zu den intakten Ebern sind diese bei vakzinierten Tieren irregulédr rund
um den Sertoli-Zellnukleus angeordnet (Abbildung 71). Wie auch bei den intakten
Ebern sind feine positive Granula im Zytoplasma zu finden. Diese sind meist in der
Néhe des Nukleus zu erkennen. Besonders die Tiere der Gruppe 3 haben viele
Zytoplasmareaktionen, welche von jedem Sertoli-Zellkern irreguldr zum Lumen
ziechen. Zusdtzlich sind bei den Tieren der Gruppe 3 deutliche,
Connexin-43-positive Granula in der Region zweier angrenzender Sertoli-Zellen zu

erkennen. Diese reichen in einer Linie von basal nach luminal.
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Abbildung 70: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
vakzinierten Tieres aus Gruppe 2; Connexin-43.

Im Interstitium sind Leydig-Zellen mit zum Teil pyknotischen oder
degenerativen Zellkernen zu erkennen. Auch hier sind positive
Connexin-43-Nachweise an Zytoplasma und Zellmembran zu finden
(schwarzer Pfeil). In den Tubuli seminiferi contorti befinden sich, der
Basalmembran aufliegend zahlreiche Sertoli-Zellkerne. Lateral der Sertoli-
Zellnuklei (schwarzer Pfeil) sind zum Zeil positive Connexin-43-Nachweise
(schwarzer Pfeil) zu finden, die zum Teil Richtung Lumen ziehen.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten.
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Abbildung 71: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
vakzinierten Tieres aus Gruppe 3; Connexin-43.

Die Connexin-43-positiven Zytoplasmareaktionen (schwarzer Pfeil), welche
ungeordnet Richtung Lumen reichen sind hier zahlreicher als bei dem Tier
aus Gruppe 2 (Abbildung 70).

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden.

Die Tiere der Gruppe 4 besitzen nur einzelne bis wenige Leydig-Zellen mit einem

positiven Connexin-43-Nachweis und positiven Granula im Zytoplasma.

In den Tubuli seminiferi contorti mit vielen Keimzellen besitzen die
Zytoplasmareaktionen der Sertoli-Zellen ein dhnliches Reaktionsmuster wie bei
den intakten Ebern, wahrend bei den Tubuli mit wenigen Keimzellen im Lumen die
Zytoplasmareaktionen einen irreguldren Verlauf wie bei den Tieren der Gruppe 2

und 3 besitzen.
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Die Tiere der Gruppe 5 konnen auch hier in zwei Gruppen aufgeteilt werden: Die
Gruppe Sa zeigt eine dhnliche Morphologie wie vakzinierte Tiere der Gruppen 2
bis 4, die Gruppe 5b hat ein Erscheinungsbild, welches dem der intakten Eber
dhnelt. Die Tiere der Gruppe 5b weisen positive Reaktionen im Sertoli-
Zellzytoplasma auf, welche perpendikulir vom Nukleus zu elongierten
Spermatiden reichen. Ebenso sind horizontale Linien welche Spermatogonien und
junge Spermatozyten umgeben, vorhanden (Abbildung 72, Abbildung 73). Auch

hier sind wieder viele Connexin-43-positive Granula im Zytoplasma zu erkennen.

P
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Abbildung 72: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
vakzinierten Tieres aus Gruppe 5b; Connexin-43.

Hier ist die Ahnlichkeit zu den intakten Ebern (Abbildung 65) zu erkennen.
L: Leydig-Zellen, T:  Tubuli, schwarzer Pfeil: positiver
Connexin-43-Nachweis in einem horizontalen ,Band®“, welches

Spermatogonien und junge Spermatozyten von luminal umgibt.
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Abbildung 73: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

vakzinierten Tieres aus Gruppe 5b; Connexin-43.

Auch hier sind Connexin-43-positive Reaktionen (schwarzer Pfeil) zu
erkennen. Diese umgeben die Spermatogonien. Ebenso sind positive
Zytoplasmareaktionen in Sertoli-Zellen zu finden, die von den
Sertoli-Zellkernen in Richtung elongierte Spermatiden reichen (schwarzer
Pfeil).

S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien, SPZ: Spermatozyten,
RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte Spermatiden.
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1.10. Immunhistochemischer Nachweis des Estrogen-Rezeptors o im
Hoden intakter und vakzinierter Eber

Der Estrogen-Rezeptor o kann immer im Zytoplasma von Leydig-Zellen

nachgewiesen werden. Bei allen Tieren der unterschiedlichen Gruppen variiert der

Nachweis des Estrogen-Rezeptors o im Sertoli-Zellnukleus und -Zytoplasma

zwischen einer negativen bis deutlich positiven Immunreaktion (Tabelle 14,

Tabelle 15).

1.10.1. Immunhistochemischer Nachweis des Estrogen-Rezeptors o im
Hoden intakter Eber der Gruppe 1
Die Keimzellen, aber auch die Sertoli-Zellen der intakten Eber zeigen meist eine
negative oder nur schwache Reaktion des Estrogen-Rezeptors o. Einzelne
Spermatogonien und Spermatozyten zeigen einen deutlich-positiven Nachweis flir
den Estrogen-Rezeptor a vor allem im Zytoplasma, zum Teil aber auch im Nukleus.
Im Gegensatz dazu ist auffillig, dass sowohl die Leydig-Zellen, vor allem im
Zytoplasma und teilweise im Nukleus, aber auch die Spermatidenkdpfe einen
deutlichen bis starken Nachweis des Estrogen-Rezeptors a im Vergleich zu den
restlichen Zellen besitzen (Abbildung 74 und Abbildung 75). Runde Spermatiden
haben vor allem im akrosomalen Vesikel, aber auch am Spermatidenkopf eine

positive Immunreaktion gegen den Estrogen-Rezeptor o (Abbildung 74).



IV. Ergebnisse 151

Abbildung 74: Ubersichtaufnahme von einem Queranschnitt der Tubuli

seminiferi contorti eines intakten Ebers; Estrogen-Rezeptor a.

Die Leydig-Zellen besitzen eine stark-positive Immunreaktion fiir den
Antikorper gegen Estrogen a. Die Spermatiden haben einen positiven
Nachweis in den akrosomalen Vesikeln (schwarzer Pfeil)

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP:  Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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Abbildung 75: Vergrofierungsaufnahme von einem Tubulus-Querschnitt

eines intakten Ebers; Estrogen-Rezeptor a.

Leydig-Zellen haben eine stark-positive Immunreaktion fiir den
Antikorper gegen Estrogen-Rezeptor a. Auch die runden und elongierten
Spermatiden zeigen eine positive Immunreaktion.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP:  Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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1.10.2. Immunhistochemischer Nachweis des Estrogen-Rezeptors o im
Hoden vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)
Die vakzinierten Tiere der Gruppen 2 bis 5a zeigen eine stéirkere positive Reaktion
der Leydig-Zellen im Zytoplasma, aber zum Teil auch im Nukleus. Im Vergleich
zu den intakten Ebern reagieren vor allem das Sertoli-Zellzytoplasma, die
Spermatogonien und Spermatozyten im Zytoplasma und auch im Nukleus der
meisten vakzinierten Tiere aus Gruppe 2 bis 5a stirker positiv. Vergleichsweise
zeigen einige Tiere der Gruppe 3 und 4 eine deutlich positivere
immunhistochemische Reaktion fiir den Antikorper gegen Estrogen-Rezeptor a in

allen Zellen, als die Gruppe 2 (Abbildung 76, Abbildung 77).

Abbildung 76: Queranschnitt der Tubuli seminiferi contorti eines Tieres

der Gruppe 3; Estrogen-Rezeptor a.

Zu erkennen sind stark-positive Immunreaktionen. Vor allem im
Zytoplasma, aber zum Teil auch in den Nuklei der Leydig-Zellen. Ebenso
im Zytoplama sowie teilweise in den Nuklei von Spermatozyten im Lumen.
L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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Abbildung 77: Tubulus-Anschnitt eines Tieres der Gruppe 2;

Estrogen-Rezeptor a.

Das Sertoli-Zellzytoplasma, die Zellkerne der Sertoli-Zellen, und die
vorhandenen Nuklei der Keimzellen haben einen stark-positiven Nachweis
fiir den Estrogen-Rezeptor a. Auf der Basalmembran sind iiberwiegend
verinderte Sertoli-Zellkerne mit kleiner ovaler/runder Gestalt. In dieser
Abbildung hat ein Sertoli-Zellkern physiologisches Aussehen wie es bei den
intakten Ebern zu sehen ist.

L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden

Zwei Tiere der Gruppe 5 (5b) besitzen eine dhnliche Immunreaktion - bezogen auf

die starke Reaktion der Leydig-Zellen und der Spermatiden - wie die intakten Eber.

Insgesamt sind diese jedoch deutlicher geférbt. Die Tiere der Gruppe 5a besitzen

ein Erscheinungsbild, welches denen der vakzinierten Tiere von Gruppe 2 bis 4

dhnelt.
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1.11. Immunhistochemischer Nachweis des Estrogen-Rezeptors f im
Hoden intakter und vakzinierter Eber
Der Antikorper gegen den Estrogen-Rezeptor  kann bei den intakten Ebern in den
Spermatogonien, Spermatozyten, runden Spermatiden und teilweise auch in
elongierten Spermatiden nachgewiesen werden (Abbildung 78, Tabelle 14). Eine
schwache bis stark-positive Reaktion ist vor allem in den Keimzellkernen, teilweise
auch im Zytoplasma der Keimzellen zu erkennen. Die Zellkerne der Sertoli-Zellen
haben unterschiedliche Reaktionsmuster, von negativ bis deutlich-positiv. Das
Sertoli-Zellzytoplasma ist hdufig schwach-positiv fiir den Estrogen-Rezeptor . Die
Reaktionen im Leydig-Zellkern variieren von negativ bis stark-positiv, das

Zytoplasma zeigt meistens stark-positive Reaktionen.
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Abbildung 78: Ubersichtsaufnahme von einem Tubulus-Querschnitts eines

intakten Ebers; Estrogen-Rezeptor f.

Die Spermatogonien und teilweise auch Spermatozyten sind stark-positiv
im Vergleich zu den restlichen Keimzellen.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellen, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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1.11.1. Immunhistochemischer Nachweis des Estrogen-Rezeptors p im
Hoden vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)
Die vakzinierten Tiere der Gruppe 2 bis 5a weisen im Gegensatz zu den intakten
Ebern oft eine schwache oder negative Reaktion fiir den Estrogen-Rezeptor B in
allen Keimzelltypen und auch den Leydig-Zellen auf (Tabelle 15). Dort vor allem
in den Nuklei. Im Leydig-Zellzytoplasma sind schwach bis deutlich positive
Reaktionen zu erkennen. Das Sertoli-Zellzytoplasma reagiert hdufig schwach- bis
deutlich-positiv fiir den Antikorper gegen den Estrogen-Rezeptor B, der Sertoli-
Zellkern zeigt Variationen von schwach- bis deutlich-positiv. Verdnderte
Spermatogonien und Spermatozyten sind meist schwach- bis deutlich-Estrogen-
Rezeptor-B-positiv, sowohl im Zytoplasma, aber zum Teil auch im Nukleus

(Abbildung 79).

Wenn physiologische Spermatozyten und runde Spermatiden vorhanden sind, so
besitzen diese meistens einen negativen Nukleus mit variierenden Reaktionen im
Zytoplasma bis hin zu deutlich-positiv reagierendem Zytoplasma. Die Tiere der
Gruppe 4 zeigen, wenn in den Tubuli seminiferi contorti viele physiologische
Keimzellen bis hin zu elongierten Spermatiden vorhanden sind, oft eine negative
Reaktion in den Nuklei von Keimzellen. Das Zytoplasma ist schwach- bis
deutlich-positiv. Wenn in den Tubuli seminiferi contorti iiberwiegend Sertoli-
Zellen sowie verdnderte grofle Spermatogonien und Spermatozyten vorkommen, so
haben die Spermatogonien und Spermatozyten oft eine starke Reaktion im

Zytoplasma, zum Teil jedoch auch im Nukleus.

Eine Ausnahme in Bezug auf die Keimzellen stellt jeweils ein Tier aus Gruppe 5a
und ein Tier aus Gruppe 6 dar, welche {iberwiegend Spermatogonien und
Spermatozyten haben. Sie weisen eine stark-positive Reaktion in allen Keimzellen,
dort vor allem im Nukleus und Zytoplasma sowie in Sertoli-Zellen (Zytoplasma

und Nukleus) und in Leydig-Zellen (Nukleus und Zytoplasma) auf.
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Abbildung 79: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines

Tieres aus Gruppe 2; Estrogen-Rezeptor .

Auf der Basalmembran sind grofle veridnderte Spermatogonien und im
Lumen Spermatozyten zu erkennen. Das Zytoplasma von Sertoli-Zellen hat
eine stark-positive Immunreaktion.

Schwarzer Pfeil: Spermatogonien und Spermatozyten mit zum Teil
positiven Immunreaktionen, vor allem im Zytoplasma.

S: Sertoli-Zellkern, L: Leydig-Zellen.

Die Tiere der Gruppe 5 konnen in zwei Gruppen aufgeteilt werden: Die Gruppe 5b,
welche den intakten Ebern dhnelt, und die Gruppe 5a, welche ein dhnliches
Erscheinungsbild wie die vakzinierten Tiere der Gruppe 2 bis 4 aufweist. Beide
Gruppen haben eine deutlich- bis stark-positive Reaktion im Zytoplasma und zum
Teil auch im Nukleus der Leydig-Zellen. Tiere der Gruppe 5b kdnnen in allen
Keimzellen - vor allem in Spermatozyten bis zu Spermatiden - negativ bis schwach-
positive Estrogen-Rezeptor-B-Reaktionen in den Nuklei, aber auch im Zytoplasma

haben. Dies ist bei den intakten Ebern nicht der Fall.
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Insgesamt zeigen jedoch alle Tiere der Gruppe 5a und 5b eine deutlichere
Immunreaktion fiir den Antikorper gegen den Estrogen-Rezeptor B im Vergleich zu
den intakten Ebern. (Abbildung 80). Das Sertoli-Zellzytoplasma ist meist schwach-
bis deutlich-positiv. Die Zellkerne der Sertoli-Zellen variieren zwischen negativ bis

deutlich-positiv.

Abbildung 80: Ubersichtsaufnahme eines Tubulus-Querschnitts von einem

Tier aus Gruppe 5b; Estrogen-Rezeptor .

Das Tier der Gruppe Sb besitzt ein dhnliches Erscheinungsbild, jedoch eine
stirkere Immunreaktion als die intakten Eber.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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1.12. Immunhistochemischer Nachweis des FSH-Rezeptors im Hoden
intakter und vakzinierter Eber
Der FSH-Rezeptor kann in allen Zellen, auler den elongierten Spermatiden

nachgewiesen werden (Tabelle 14, Tabelle 15).

1.12.1. Immunhistochemischer Nachweis des FSH-Rezeptors im Hoden
intakter Eber der Gruppe 1
Bei intakten Ebern kann der FSH-Rezeptor im Zytoplasma von Leydig-Zellen
nachgewiesen werden, im Zytoplasma und Nukleus von Sertoli-Zellen,
Spermatogonien, Spermatozyten und runden Spermatiden (Abbildung 81). Eine
Ausnahme stellen vor allem die Nuklei von jiingeren Spermatozyten dar, welche
des Ofteren negative oder schwach-positive Immunreaktionen fiir den
FSH-Rezeptor zeigen. Bis auf die elongierten Spermatiden besitzen alle Zelltypen
feine positive Granula im Nukleus. Daher erscheint der Nukleus meist deutlicher

positiv im Vergleich zum Zytoplasma.

Sertoli-Zellkerne zeigen héufig eine negative bis schwach-positive Immunreaktion
des FSH-Rezeptors im Nukleus, das Zytoplasma variiert bis zu deutlich positiv. Es

finden sich deutlich positive Granula im Sertoli-Zellnukleus, nahe den Nukleoli.
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Abbildung 81: Ubersichtsaufnahme eines Tubulus von einem Tier aus

Gruppe 1; FSH-Rezeptor.

Im Interstitium sind sowohl Leydig-Zellkerne als auch das Zytoplasma
positiv fiir den FSH-Rezeptor. In den Tubuli zeigen bis auf die elongierten
Spermatiden alle Keimzellen eine positive Reaktion des FSH-Rezeptors.
Insbesondere im Zellkern der Sertoli- und Keimzellen sind positive
FSH-Rezeptor-Nachweise zu erkennen.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.

1.12.2. Immunhistochemischer Nachweis des FSH-Rezeptors im Hoden
vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)

Im Gegensatz zu den intakten Ebern weisen die vakzinierten Tiere der

Gruppen 2 bis 5a hdufig einen deutlich-FSH-Rezeptor-positiven Sertoli-Zellkern

sowie ein deutlich-positives Zytoplasma auf. Die Tiere der Gruppe 2 und 3 scheinen

weniger positive Granula im Sertoli-Zellnukleus zu besitzen, wihrend die Tiere der

Gruppe 4 wieder mehr positive Sertoli-Zellgranula aufweisen.
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Auch die Keimzellen (Spermatogonien, Spermatozyten - und wenn vorhanden -
runde Spermatiden der vakzinierten Tiere von Gruppe 2 bis S5a zeigen eine

schwache bis deutliche Reaktion im Nukleus (Abbildung 83 und Abbildung 84).

Besonders verdnderte grofle Spermatogonien und Spermatozyten besitzen deutlich-
positive FSH-Rezeptor-Reaktionen im Zytoplasma und im Nukleus (Abbildung
82). Leydig-Zellen haben Variationen von negativen, bis meistens deutlich-

positiven Reaktionen im Nukleus. Wenn Zytoplasma vorkommt, so ist es positiv.

Abbildung 82: Ubersichtsaufnahme eines Tieres aus Gruppe 2; FSH-

Rezeptor.

Zu erkennen ist der stark-positive Nachweis in den verinderten
Spermatogonien auf der Basalmembran (schwarzer Pfeil) wund
Spermatozyten im Lumen (schwarzer Pfeil). Sertoli-Zellen sind ebenfalls
positiv fiir den Antikorper gegen den FSH-Rezeptor.
S: Sertoli-Zellkerne, L: Leydig-Zellen.
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Abbildung 83: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
Tieres aus Gruppe 4; FSH-Rezeptor.

Das Tier der Gruppe 4 hat wie auch die intakten Eber der Gruppe 1 viele
Keimzellreihen bis hin zu elongierten Spermatiden. Auf der Basalmembran
sind physiologisch aussehende Sertoli-Zellen und Spermatogonien zu
finden.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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Abbildung 84: Ubersichtsaufnahme eines Tubulus seminiferus contortus

eines Tieres aus Gruppe 4; FSH-Rezeptor.

Spermatogonien, Spermatozyten und runde Spermatiden sowie die Sertoli-
Zellen haben eine positive Immunreaktion fiir den Antikorper gegen den
FSH-Rezeptor. Elongierte Spermatiden sind negativ fiir den FSH-Rezeptor.
L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP:  Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: FElongierte

Spermatiden.

Die Gruppe 5 kann aufgeteilt werden in zwei Gruppen: Die Gruppe 5b dhnelt den
intakten Ebern. Die Gruppe 5a dhnelt den vakzinierten Tieren der Gruppe 2 bis 4,
welche im vorherigen Abschnitt beschrieben wurden. Die Tiere der Gruppe Sb
zeigen wie auch die intakten Eber eine positive Reaktion im Zytoplasma der
Leydig-Zellen, Nuklei variieren zwischen negativ und positiv. Die Keimzellen von
Spermatogonien bis hin zu den runden Spermatiden zeigen sowohl im Nukleus als
auch im Zytoplasma positive Reaktionen. Nur die elongierten Spermatiden sind
negativ. Sertoli-Zellkerne und Zytoplasma sind schwach- bis deutlich-positiv fiir
den Antikorper gegen den FSH-Rezeptor. Insgesamt wirkt die Immunreaktion in

der Gruppe 5b in allen positiven Zellen stirker im Vergleich zu den intakten Ebern.
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1.13. Immunhistochemischer Nachweis von Testosteron im Hoden
intakter und vakzinierter Eber

Die Reaktionen fiir den Antikdrper gegen Testosteron sind im Zytoplasma von

Leydig-Zellen positiv. Ebenso sind positive Nachweise im Zytoplasma von Sertoli-

Zellen zu finden (Tabelle 14, Tabelle 15).

1.13.1. Immunhistochemischer Nachweis von Testosteron im Hoden
intakter Eber der Gruppe 1
Neben den bereits oben geschilderten Nachweisen in den Leydig-Zellen
(Abbildung 85 und Abbildung 86) sowie den Sertoli-Zellen, kann eine positive
Reaktion fiir den Antikdrper gegen Testosteron auch im Zytoplasma von
Spermatogonien sowie einzelnen jlingeren Spermatozyten gefunden werden. Die
Reaktionen zeigen sich hiufig in Form von kleinen Granula in den bisher genannten
Zellen. Einige Sertoli-Zellen der intakten Eber weisen Testosteron-positive Granula
auf, welche sich linienartig vom Nukleus bis zu den elongierenden Spermatiden

anordnen (Abbildung 86).
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Abbildung 85: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
intakten Ebers; Testosteron.

Im Hodenparenchym ist eine homogene Reaktion des Antikorpers gegen
Testosteron zu sehen.

T: Tubuli, L: Leydig-Zellen.
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Abbildung 86: Ubersichtsaufnahme vom Interstitium eines intakten Ebers;
Testosteron.

Zu erkennen sind deutliche Testosteron-Granula (schwarzer Pfeil) in den
Leydig-Zellen, aber auch in den Tubuli seminiferi contorti im
Sertoli-Zellzytoplasma.

S: Sertoli-Zellkerne, L: Leydig-Zellen.

1.13.2. Immunhistochemischer Nachweis von Testosteron im Hoden
vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)
Auch bei den vakzinierten Tieren der Gruppe 2 bis 4 ist ein &dhnliches
immunhistochemisches Reaktionsmuster fiir den Antikorper gegen Testosteron wie
bei den intakten Ebern zu finden. Hervorzuheben ist der deutlich-positive Nachweis
von Testosteron im Zytoplasma von Leydig-Zellen (Abbildung 88). Hin und wieder
sind auch hier schwach bis deutlich positive Testosteron-Granula zu finden. Im
Gegensatz zu den intakten Ebern besitzen die vakzinierten Tiere der Gruppe 2 bis
4 keine kleinen Granula in den Sertoli-Zellen, sondern immer wieder Testosteron-
Nachweise in Form von groBBen ,blasendhnlichen® Strukturen im Sertoli-

Zellzytoplasma (Abbildung 87).
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Testosteron-positive Reaktionen koénnen auch im Zytoplasma von verdnderten
grolen Spermatogonien und Spermatozyten gefunden werden. Im Gegensatz zu
den Tieren der Gruppe 2 und 3 besitzen die Tiere der Gruppe 4 subjektiv weniger

Sertoli-Zellzytoplasma und teilweise auch weniger positive Nachweise fiir

Testosteron.
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Abbildung 87: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
vakzinierten Ebers der Gruppe 2; Testosteron.

Im Zytoplasma der Sertoli-Zellen ist Testosteron in Form von
sblasendhnlichen“ Strukturen (schwarzer Pfeil) zu finden. Auch im
Zytoplasma der Leydig-Zellen ist ein schwach-positiver Nachweis fiir

Testosteron zu erkennen.
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Abbildung 88: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
vakzinierten Tieres aus Gruppe 4; Testosteron.

Im Zytoplasma der Leydig-Zellen sind positive Nachweise fiir Testosteron
zu finden sowie kleine Granula (schwarzer Pfeil). Auch im Zytoplasma von
Sertoli-Zellen ist eine positive Immunreaktion (schwarzer Pfeil) fiir den
Antikorper gegen Testosteron zu erkennen.

L: Leydig-Zellen.

Zwei Tiere der Gruppe 5a haben das gleiche Erscheinungsbild wie die vakzinierten
Tiere der Gruppe 2 bis 4. Jedoch sind die Schnitte negativ fiir den Antikérper gegen
Testosteron (Abbildung 90).

Ein weiteres Tier besitzt ein dhnliches Erscheinungsbild wie die intakten Eber.
Jedoch ist hier Testosteron lediglich schwach-positiv im Leydig-Zellzytoplasma zu
finden oder sogar negativ. In den Tubuli ist Testosteron bei diesem Tier nur spérlich

im Sertoli-Zellzytoplasma oder gar nicht nachzuweisen.

Das weitere Tier der Gruppe 5b mit eberdhnlichem Aussehen besitzt die gleiche
Immunreaktion wie die intakten Eber. Jedoch ist der Nachweis fiir Testosteron in

den Leydig-Zellen und den Sertoli-Zellen stéarker als bei den intakten Ebern.
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In den Leydig-Zellen sind subjektiv weniger Testosteron-positive Granula als bei
intakten Ebern zu finden. Sertoli-Zellen besitzen viele Granula, welche die
Keimzellen von basal bis luminal umgeben. Zusitzlich sind auch hier linienartig
Testosteron-positive Granula vom Sertoli-Zellkern bis hin zu den elongierenden

Spermatiden angeordnet (Abbildung 89).

v B AR T W T
y ) > {
s N é".‘?t %
-'-"-“ - . :' #S
?"'-. - - S ?
- : -~ Eg’ ' ‘$w
= \ SPZ?
o - 5 8% L

X

=

()

X%

=

W

.r
9]

EY

' 3

o’ "-'. .- > \ . v B %
W S

B
»
‘ q
00}
~—
i

= @“:‘
N > . 42 \ LH:’ ,_'.
‘d'- 3 S "Y l, . L 'S l.
H :ﬁ:“ . ; » { J @ ~ ¥ ‘ Y.
TS oy e AP e

P e el N

Abbildung 89: Ubersichtsaufnahme von einem Tubulus-Querschnitt eines
vakzinierten Ebers der Gruppe 5; Testosteron.

Die fiir Testosteron-positiven Granula ziehen linienartig vom Sertoli-
Zellkern im Zytoplasma zu den elongierten Spermatiden (schwarzer Pfeil).
Auch im Zytoplasma der Leydig-Zellen ist ein positiver Nachweis
(schwarzer Pfeil) fiir Testosteron zu erkennen.

L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.



IV. Ergebnisse 170

Abbildung 90: Ubersichtsaufnahme eines Tieres aus der Gruppe 5a;

Testosteron.

Dieses Tier besitzt in Bezug auf die Morphologie des Hodenparenchyms
Ahnlichkeiten mit den vakzinierten Tieren aus Gruppe 2 bis 4.
Insbesondere in Bezug auf die Morphologie der Sertoli-Zellen, der
Keimzellen und der Leydig-Zellen. Jedoch ist hier kein positiver Nachweis
fiir Testosteron erkennbar.

L: Leydig-Zellen, T: Tubuli.
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Graphik 9: Gestapeltes Balkendiagramm Leydig-Zellzytoplasma.

Zu erkennen ist hier, dass vor allem bei den vakzinierten Tieren der Gruppe
2, 3 und 4 viele Leydig-Zellen ohne oder mit nur wenig lichtmikroskopisch
erkennbarem Zytoplasma vorkommen. Dies wird vor allem in der Gruppe
4 und 5a deutlich. Tiere der Gruppe 5b hingegen besitzen hiufiger (35,2%)
als die intakten Eber (9%) Leydig-Zellen mit lichtmikroskopisch nicht
erkennbarem Zytoplasma. Jedoch zeigen die Tiere der Gruppe 5b (7,1%)
auch Stellen mit viel Leydig-Zellzytoplasma im Vergleich zu den intakten
Ebern (18,7%) (Tabelle 16 im Anhang). Die Tiere der Gruppen 2 bis Sa
besitzen hoch-signifikant weniger Leydig-Zellzytoplasma als die intakten

Eber der Gruppe 1 (p< 0,001).
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Graphik 10: Gestapeltes Balkendiagramm Leydig-Zellnukleus.

Der Leydig-Zellnukleus erscheint bei den intakten Ebern zu 92,7% in einer
physiologischen, polygonalen Form. Tiere der Gruppe 2 (49,3%), 3 (59,6%)
und 4 (83,8%) besitzen oft pyknotische Zellkerne oder Anzeichen der
Degeneration. Tiere der Gruppe 5b besitzen im Vergleich zu den intakten
Ebern nur zu (77,6%) physiologisch erscheinende Leydig-Zellnuklei. Im
Vergleich zu den intakten Ebern besitzen die Gruppe 2 (p<0,001), Gruppe
3 (p<0,001), Gruppe 4 (p<0,001), sowie Gruppe 5a (p< 0,001) und 5b (p =
0,012) signifikante hohere Anzeichen der Degeneration des Leydig-
Zellkerns (Tabelle 17 im Anhang).
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Um die morphologisch- sowie immunhistochemisch-untersuchten Kriterien mit
den Testosteronwerten aus dem Blutplasma der Eber vergleichen zu kdnnen, sind
im Folgenden die Testosteronwerte der Eber iibersichtlich dargestellt (Tabelle 13,
Graphik 11)
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Graphik 11: Testosteronwerte in den unterschiedlichen Gruppen.

Die intakten Eber enthalten Testosteronwerte* unter 10 ng/ml. Die
vakzinierten Tiere der Gruppe 2 bis 4 besitzen bis auf zwei Tiere in Gruppe

2 und ein Tier in Gruppe 4 alle 0 ng/ml Testosteron im Blutplasma. Tiere
der Gruppe Sb haben hohere Testosteronwerte. Die Tiere der Gruppe 2
(p<0,001), Gruppe 3 (p<0,001), Gruppe 4 (p<0,001) und Gruppe 5a
(p = 0,001) besitzen signifikant niedrigere Testosteronwerte als die intakten
Eber. Die Tiere der Gruppe 5b (p<0,001) besitzen signifikant hohere
Testosteronwerte als Tiere der Gruppe 1. Zum Vergleich siche Tabelle 13
und Tabelle 22.

* Die Testosteronwerte wurden fiir eine Dissertation aus der Klinik fiir Schweine (Reiter, 2018)
gewonnen. Da es nicht méglich war, von allen intakten Ebern Blutplasmaproben zu erhalten, sind in

dieser Tabelle nur die Daten von Tieren verarbeitet, von denen Proben fiir die vorliegende Arbeit

gewonnen werden konnten.
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Tabelle 13: Testosteronwerte der verschiedenen Gruppen

Standard-
Gruppe N | Mittelwert | Abweichung | Median | Minimum | Maximum
1 4 7,16 2,19 7,74 4,03 9,15
2 5 0,86 1,85 0,00 0,00 4,19
3 5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 6 0,08 0,19 0,00 0,00 0,48
S5a 3 1,41 0,85 1,91 0,43 1,91
5b 4 15,83 6,24 18,05 6,96 20,26
Insgesamt 27 3,74 6,16 0,14 0,00 20,26

*Die Testosteronwerte wurden fiir eine Dissertation aus der Klinik fiir
Schweine (Reiter, 2018) gewonnen. Da es nicht moglich war, von allen intakten
Ebern Blutplasmaproben zu erhalten, sind in dieser Tabelle nur die Daten von
Tieren verarbeitet, von denen Proben fiir die vorliegende Arbeit gewonnen

werden konnten.

Folgend sind Streudiagramme zu sehen, welche die Abhingigkeit zwischen den
Testosteronwerten sowie definierten morphologischen Komponenten des
Hodenparenchyms beschreiben. Als Grenzwert wurde ein Testosteronwert von 3

ng/ml festgelegt.
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Graphik 12: Anzahl der Tubuli pro Gesichtsfeld in Abhiangigkeit der
Testosteron-Konzentrationen.

Tiere mit hohen Testosteronwerten besitzen eine geringere Anzahl an
Tubuli seminiferi pro Gesichtsfeld (p = 0,001). Als Grenzwert wurden

3 ng/ml Testosteron im Blutplasma festgelegt.
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Graphik 13: Grofle der Tubulus-Querschnittsfliche in Abhiingigkeit der
Testosteron-Konzentrationen.

Tiere mit hohen Testosteronwerten besitzen signifikant grof3ere Tubulus-
Querschnittsflichen als Tiere mit niedrigen Tubulusquerschnitten

(p = 0,010). Als Grenzwert wurden 3 ng/ml festgelegt.
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Graphik 14: Anzahl der Sertoli-Zellen in  Abhiingigkeit der
Testosteron-Konzentrationen.

Tiere mit hohen Testosteronwerten besitzen niedrigere Sertoli-Zellzahlen
(p = 0,003) pro Tubulus-Querschnitt. Wenn ein Grenzwert von 3 ng/ml
verwendet wird, so haben Tiere mit Werten iiber 3 ng/ml durchschnittlich
19 Sertoli-Zellen pro Tubulus. Bei vakzinierten Tieren, mit

Testosteronwerten unter 3 ng/ml im Durchschnitt 31 Sertoli-Zellen pro

Tubulus. Das sind 63% mehr Sertoli-Zellen pro Tubulus-Querschnitt.
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Graphik 15: Anzahl der Mitosen in Abhingigkeit der
Testosteron-Konzentrationen.

Tiere mit hohen Testosteronwerten besitzen eine hohere Anzahl an Mitosen
(p<0,001). Als Grenzwert wurden 3 ng/ml Testosteron im Blutplasma

festgelegt.
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Graphik 16: Vorkommen kleiner Spermatogonien in Abhingigkeit der
Testosteron-Konzentration.

Tiere mit hohen Testosteronwerten besitzen haufiger Kkleine
Spermatogonien (p<0,001). Als Grenzwert wurden 3 ng/ml Testosteron im

Blutplasma festgelegt.
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Graphik 17: Vorkommen grofier Spermatogonien in Abhingigkeit der

Testosteron-Konzentrationen.

Tiere mit

niedrigen Testosteronwerten besitzen hiufiger grofle

Spermatogonien (p<0,001). Als Grenzwert wurden 3 ng/ml Testosteron im

Blutplasma festgelegt.
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Graphik 18: Vorkommen des Leydig-Zellzytoplasmas in Abhiingigkeit der
Testosteron-Konzentrationen.
Tiere mit hohen Testosteronwerten besitzen mehr Leydig-Zellzytoplasma

als Tiere mit niedrigen Testosteronwerten (p = 0,001).
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Graphik 19: Klassifikation des Leydig-Zellnukleus in Abhéngigkeit der
Testosteron-Konzentration.

Tiere mit hohen Testosteronwerten besitzen hiufiger physiologische,
polygonale Leydig-Zellnuklei (p<0,001). Als Grenzwert wurden 3 ng/ml

Testosteron im Blutplasma festgelegt.
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1.14. Immunhistochemischer Nachweis des Androgen-Rezeptors im

Hoden intakter und vakzinierter Eber

1.14.1. Immunhistochemischer Nachweis des Androgen-Rezeptors im
Hoden intakter Eber der Gruppe 1

Bei den intakten Ebern der Gruppe 1 kann der Androgen-Rezeptor schwach-positiv
im Zytoplasma von Leydig-Zellen nachgewiesen werden. Keimzellen zeigen eine
negative bis schwach-positive Inmunreaktion des Androgen-Rezeptors sowohl im
Nukleus als auch im Zytoplasma. Vereinzelte Spermatogonien und junge
Spermatozyten weisen eine schwache bis deutliche Fiarbung im Zellkern und
Zytoplasma auf. Sertoli-Zellen sind entweder negativ oder schwach-positiv im
Nukleus und Zytoplasma (Abbildung 92). Fiir die Gesamtiibersicht siehe
Abbildung 91.

200 m

Abbildung 91: Ubersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti eines
intakten Ebers; Androgen-Rezeptor.

Sowohl in den Tubuli, als auch in den Leydig-Zellen im Interstitium findet
sich eine homogene Reaktion fiir den Antikorper gegen den
Androgen-Rezeptor.

T: Tubuli, L: Leydig-Zellen.
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Abbildung 92: Ubersichtsaufnahme von einem Tubulus-Querschnitt eines
intakten Ebers; Androgen-Rezeptor.

Beachtenswert sind die starken Nachweise in den Spermatogonien im
Vergleich zu den Spermatozyten und den runden Spermatiden.
L: Leydig-Zellen, S: Sertoli-Zellkerne, SP:  Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, ES: Elongierte Spermatiden.
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1.14.2. Immunhistochemischer Nachweis des Androgen-Rezeptors im
Hoden vakzinierter Eber (Gruppe 2 bis 5)
Die vakzinierten Tiere der Gruppen 2 bis 5a besitzen eine stirkere
immunhistochemische Reaktion fiir den Androgen-Rezeptor im Vergleich zu den
intakten Ebern. Dies betrifft insbesondere die Keimzellen wie Spermatogonien,
Spermatozyten sowie runde Spermatiden. Bei diesen Zellen variiert die
Immunreaktion im Zellkern zwischen negativ bis deutlich-positiv, wiahrend das
Zytoplasma der Keimzellen hiufig deutlich-positiv ist. Sertoli-Zellen haben sowohl
im Zytoplasma aber auch im Nukleus positive Reaktionen fiir den Antikérper gegen
den Androgen-Rezeptor. (Abbildung 93). Im Vergleich zu den intakten Ebern
zeigen die vakzinierten Tiere der Gruppen 2 bis 5a eine stirkere Reaktion der

Keimzellnuklei.

Dies kann an den physiologisch aussehenden Keimzellen, aber auch an den
verdnderten groBen Spermatogonien und Spermatozyten gesehen werden. Wenn
Leydig-Zellzytoplasma vorhanden ist, so zeigt dies meistens eine schwache bis
deutlich-positive =~ Immunreaktion, die Zellkerne sind oft negativ.
Die Tiere der Gruppe 5 konnen in zwei Gruppen unterteilt werden und zeigen
entweder ein dhnliches Aussehen wie das der intakten Eber (Gruppe 5b) oder das
der vakzinierten Tiere von Gruppe 2 bis 4 (Gruppe 5a). Im Gegensatz zu den
intakten Ebern besitzt das Tier aus Gruppe 5a jedoch eine deutlichere
Immunreaktion des Androgen-Rezeptors in  Sertoli-Zellen und im
Keimzellzytoplasma. Keimzellnuklei weisen meist eine negative Reaktion fiir den
Androgen-Rezeptor auf. Vereinzelt sind auch hier Spermatogonien und
Spermatozyten schwach bis deutlich-positiv (Zytoplasma und Nukleus) (Abbildung
94).
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Abbildung 93: Ubersichtsaufnahme der Tubuli eines Tieres aus Gruppe 3;
Androgen-Rezeptor.

Sertoli-Zellen, sowie die Spermatogonien und Spermatozyten besitzen eine
deutlich stirkere positive Immunreaktion im Nukleus aber auch im
Zytoplasma der genannten Zellen im Vergleich zu den intakten Ebern. Die
Leydig-Zellen im Interstitium haben hiufig einen negativen bis deutlich-
positiven Nukleus.

L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten.
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Abbildung 94: Ubersichtsaufnahme eines Tubulus seminiferus contortus

eines Tieres aus Gruppe Sb; Androgen-Rezeptor.

Der Tubulus-Queranschnitt zeigt die hohe Menge an geordneten
Keimzellreihen mit Spermatogonien, Spermatozyten sowie runden und
elongierten Spermatiden. Die Keimzellen besitzen eine schwache bis
deutliche Immunreaktion im Nukleus aber auch im Zytoplasma. Ebenso
das Zytoplasma und der Nukleus von Sertoli-Zellen. Das Zytoplasma der
Leydig-Zellen ist deutlich positiv.

L: Leydig-Zellen, schwarzer Pfeil: Sertoli-Zellkerne, SP: Spermatogonien,
SPZ: Spermatozyten, RS: Runde Spermatiden, ES: Elongierte

Spermatiden.
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Tabelle 14: Immunhistochemische Nachweise verwendeter Antikorper bei

intakten Ebern

Sertoli- | Spermato- | Spermato- Runde Elongierte Leydig-

Zellen gonien zyten Spermatiden* | Spermatiden* Zellen
Vimentin + - - - - +
Sox-9 + - - - + _
DDX-4 - + + + _ _
Testosteron + + + - - +
Ki67 - + + + - +
Occludin + + -/+ bis + -/+ bis + + +
Claudin-3 + + + + + +
Connexin- + - - - - +
43
Estrogen- -/+ bis + -/+ bis + -/+ bis + + + +
Rezeptor a
Estrogen- -/+ bis + + + + -+ +
Rezeptor p
FSH- + + + + - +
Rezeptor
Androgen -/+ bis + -/+ bis + -/+ bis + -+ - -/+ bis +
Rezeptor
8-OHG + + + + - T

+ = Ja, - = Nein, -/+ Sporadisch
* Wenn vorhanden.

Die Tabelle stellt einen groben Uberblick iiber die Auswertungsergebnisse der

verschiedenen immunhistochemischen Reaktionen dar.
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Tabelle 15: Immunhistochemische Nachweise verwendeter Antikorper bei

vakzinierten Ebern

Sertoli- | Spermato- | Spermato- Runde Elongierte Leydig-

Zellen gonien zyten Spermatiden* | Spermatiden* Zellen
Vimentin + - - - - +
Sox-9 + - - - +
DDX-4 - + + + _ _
Testosteron + + + - - +
Ki67 -/+ + + + - I+
Occludin + + + -/+ bis + + +
Claudin-3 + + + + -/+ +
Connexin- + - - - - +
43
Estrogen- + -/+ bis + + + + +
Rezeptor a
Estrogen- -/+ -/+ bis + -/+ bis + -/+ bis + -/+ bis + -/+ bis +
Rezeptor p
FSH- + + + + - +
Rezeptor
Androgen + + + -/+ bis + - -+
Rezeptor
8-OHG + + + + - T

+ = Ja, - = Nein, -/+ Sporadisch
* Wenn vorhanden.

Die Tabelle stellt einen groben Uberblick iiber die Auswertungsergebnisse der

verschiedenen immunhistochemischen Reaktionen dar.
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V. DISKUSSION

Die chirurgische Kastration ménnlicher Ferkel ohne Analgesie ist fiir diese ein
stressiger und auch schmerzhafter Eingriff. Aus diesem Grund darf ab dem
01.01.2021 die Kastration von unter 7 Tage alten Ferkeln nicht mehr ohne
Analgesie stattfinden (B.M.E.L., 2020). Daher besteht die Notwendigkeit,

alternative Kastrationsmethoden zu finden.

In dieser Studie wurden ménnliche Schweine in fiinf Gruppen unterteilt. Vier dieser
Gruppen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit dem GnRH-Analogon
Improvac® vakziniert. Eine Kontrollgruppe (intakte Eber) diente zum Vergleich.
Die Tiere der Gruppe 2 wurden in der 8. und 12. Lebenswoche vakziniert, Tiere der
Gruppe 3 mit 12 und 16 Wochen, Tiere der Gruppe 4 sowie Gruppe 5 mit
12 und 18 Wochen.

Die wichtigste Fragestellung dieser Arbeit war, welche Auswirkungen eine GnRH-
Suppression zu verschiedenen Vakzinationszeitpunkten auf das Hodenparenchym
hat. Insbesondere lag hier der Fokus auf der Morphologie des Keimepithels — vor
allem auf den Sertoli-Zellen, aber auch auf den Keimzellen. Ebenso wurden die
Leydig-Zellen des Interstitiums untersucht. Das Hodenepithel wurde anhand von
13 relevanten Antikorpern untersucht. Hier wurde evaluiert, wie sich die
Vakzination mit Improvac® auf die Hormonrezeptoren, wie z.B. den FSH-
Rezeptor, Androgen-Rezeptor und die Estrogen-Rezeptoren a und f3, aber auch auf
das Hormon Testosteron auswirkt. Eine weitere Fragestellung in dieser Arbeit war,
welche Auswirkungen die GnRH-Suppression auf die Gap- und Tight-junction-
Komponenten der Blut-Hoden-Schranke hat. Hierflir wurden in der vorliegenden

Studie die Antikdrper gegen Occludin, Claudin-3 und Connexin-43 untersucht.

Das Schwein als GrofBitiermodell kann wichtige Informationen fiir den
humanmedizinischen Bereich liefern (Schook et al., 2005; Forster et al., 2010;
Kuzmuk und Schook, 2011). So zum Beispiel fiir die Behandlung des humanen
Prostata-Karzinoms mit einem GnRH-Agonisten oder Antagonisten. Die Folgen
einer medikamentdsen Therapie des Prostata-Karzinoms sind unter anderem

Inkontinenz, Impotenz und Infertilitit (Boyd et al., 2006).
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Hier konnte die Untersuchung vakzinierter Eber als vergleichendes Modell in
Bezug auf die Regenerationsfihigkeit des Keimepithels dienen. Denn in dem
wissenschaftlichen Artikel von Boyd et al. (2006), wird beschrieben, dass sich
gerade jlingere Ménner mit Prostata-Karzinomen Sorgen in Bezug auf die Fertilitét

machen, wenn diese durch GnRH-Suppression behandelt werden.

Des Weiteren, konnte das Schwein auch als Modell fiir Erkrankungen des Hodens
wie z.B. das testikuldre Dysgenesie-Syndrom beim Mann dienen. Das testikuldre
Dysgenesie-Syndrom beschreibt eine Fehlentwicklung der Hoden auf Grund einer
fetal fehlenden oder verminderten Androgen-Aktivitit. Dies hat zahlreiche
Erkrankungen wie eine verminderte Samenqualitét, eine gestdrte Spermatogenese,
Kryptorchidie, Hypospadie, aber auch die Ausbildung von testikuldren
Keimzelltumoren zur Folge (Skakkebazk et al., 2001; Sharpe und Skakkebaek,
2008; Wohlfahrt-Veje et al., 2009). Neben einer genetischen Komponente werden
fiir das testikuldre Dysgenesie-Syndrom auch umweltbedingte Einfliisse wie z.B.
die maternale Exposition gegeniiber Chemikalien angenommen (Olesen et al.,
2007; Wohlfahrt-Veje et al., 2009). Dies konnte bereits im Rattenmodell gepriift
werden (Fisher et al., 2003).

Beim Schwein beginnen sich die Gonozyten — auch Vorlduferzellen der
Spermatogonien genannt — ab einem Alter von 4 Wochen in undifferenzierte
Spermatogonien zu transformieren. Dieser Prozess soll mit ca. 8 Wochen
abgeschlossen sein (Almunia et al., 2018). Im Gegensatz dazu wird in der Studie
von Avelar et al. (2010) beschrieben, dass in einem Alter von 8 Wochen noch zu
30% Gonozyten in den Tubuli seminiferi contorti der Eber vorhanden sind. Ebenso
sind laut den Autoren in diesem Alter zwei verschiedene Formen an Sertoli-Zellen
vorhanden. Immature Sertoli-Zellen mit ovalem/elongiertem Nukleus und
zerstreutem Heterochromatin sowie mature runde/ovale Sertoli-Zellkerne mit nur
einem Nukleolus (Avelar et al., 2010). Im neonatalen Alter bis hin zur
4. Lebenswoche und noch einmal in einem Alter von ca. 3 bis 5 Monaten, also kurz
vor der Pubertit, soll es beim Schwein eine FSH-abhidngige Proliferation der

Sertoli-Zellen geben (Swanlund et al., 1995; Franga et al., 2000).

Avelar et al. (2010) beschreiben eine Proliferationsphase der Sertoli-Zellen bis zu
einem Alter von 75 Tagen. Laut Franca et al. (2000) proliferieren die Keimzellen
des Schweins bis zum 4. Lebensmonat kontinuierlich, um mit 4 bis 5 Monaten einen

starken Proliferationsanstieg zu erfahren. Dieser stabilisiert sich in einem Alter von
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ca. 8 Monaten (Franca et al., 2000). Ebenso wird von Avelar et al. (2010) ein
Vorkommen von elongierten Spermatiden im Alter zwischen 3 und 4 Monaten

beschrieben.

Die Reifungsphasen der Leydig-Zellen besitzen beim Schwein zwei Peaks. Einmal
perinatal sowie in einem Alter von ca. 3 Monaten (Van Straaten und Wensing,
1978; Franga et al.,, 2000). Dies soll auch in Korrelation mit den FSH- und

Testosteronwerten stehen (Franca et al., 2000).

Verwendet man diese Kriterien, so kann vermutet werden, dass die Eber dieser
Arbeit, welche mit 8 und 12 Wochen vakziniert wurden, bei Erstvakzination zum
Teil noch Gonozyten und unter Umstdnden auch undifferenzierte Sertoli-Zellen in
den Tubuli seminiferi contorti hatten. Bei den Tieren, die mit 12 und 16 sowie mit
12 und 18 Wochen vakziniert wurden, kann davon ausgegangen werden, dass diese
zum Zeitpunkt der ersten Vakzination zumindest schon mature Sertoli-Zellen mit
einem Keimepithel bis hin zu elongierten Spermatiden ausgebildet hatten. Welche
Auswirkungen dies moglicherweise auf das Keimepithel hat, wird auf den

folgenden Seiten diskutiert.

Betrachtet man das Keimepithel der vakzinierten Gruppen, so weisen vor allem die
Tiere der Gruppen 2 bis 5a im Vergleich zu den intakten Ebern eine beeintrachtigte
Spermatogenese auf. Insbesondere die Tubuli seminiferi contorti und das darin
vorkommende Keimepithel sind in der Morphologie teilweise stark verédndert. Dazu
zihlen im Uberblick: Kleine Tubuli seminiferi contorti mit einem milden bis
starken Keimzellverlust, verringerte Mitoseraten sowie morphologische
Veridnderungen der Sertoli-Zellen und Spermatogonien. Weiterhin zeigen Leydig-

Zellen im Interstitium Anzeichen der Degeneration.

Die Ergebnisse dieser Studie stimmen zum grof3en Teil mit anderen Studien einer
GnRH-Suppression iiberein, welche an Ebern (Awoniyi et al., 1988b; Hilbe et al.,
2006; Einarsson et al., 2009; Einarsson et al., 2011; Kubale et al., 2013; Wicks et
al., 2013; Sladek et al., 2018), aber auch an Bocken (Han et al., 2015) und
kryptorchiden Tieren wie Ratten, Méusen, Kaninchen und Ebern (Antich et al.,
1995; De Rooij et al., 1999; Zhang et al., 2002; Bernal-Manas et al., 2005)

vorgenommen wurden.
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Wenn man den Einfluss, den die Vakzination auf die Tubuli seminiferi ausiibt, in
zwei Hauptkriterien unterteilt, so ist in den Tubuli seminiferi und im Interstitium

bei den hier untersuchten Tieren folgendes zu sehen:

Die Tubuli seminiferi contorti enthalten meist eine, auf der Basalmembran
aufliegende, prominente  Zellreithe. Die  perlschnurartig  aufgereihten
Sertoli-Zellkerne, mit einem verdanderten ovalen bis runden Nukleus und mehreren
Nukleoli unterscheiden sich deutlich von den sonst birnenformigen Sertoli-
Zellkernen der intakten Eber. Zwischen den Sertoli-Zellen befinden sich verdanderte

grof3e Spermatogonien, sowie vereinzelte Spermatozyten im Lumen.

Das andere Hauptkriterium sind Tubuli seminiferi contorti mit nur wenigen
Verianderungen im Keimepithel. Hierbei ist ein milder bis deutlicher Verlust von
Keimzellen insbesondere den Spermatozyten sowie den runden und elongierten
Spermatiden zu erkennen. Die Zellkerne der Spermatogonien konnen entweder das
gleiche Aussehen wie intakte Eber besitzen, ndmlich klein und rund/oval oder
morphologisch verdndert mit mittelgroer und groBer Gestalt. Sertoli-Zellkerne
sind entweder birnenférmig mit einem prominenten Nukleus oder haben eine
rund/ovale Gestalt mit mehreren Nukleoli. In dieser Studie scheinen die kleinen und
runden Spermatogonien sowie birnenformige Sertoli-Zellkerne vor allem mit

Auftreten von vielen Keimzellen vorzukommen.

Die Hauptfunktion der Sertoli-Zelle als Stiitz- oder Ammenzelle ist die
Keimzellregulation und somit das Aufrechterhalten einer intakten Spermatogenese

(Wrobel und Schimmel, 1989; De Kretser et al., 1998; Johnson et al., 2008).

Die Aufgabe von Sertoli-Zellen ist unter anderem die ndhrende Funktion der
Keimzellen, die Verankerung von Keimzellen im Keimepithel, wenn diese von
basal nach luminal transformieren, die Phagozytose apoptotischer Keimzellen und
Residualkorper sowie das Entlassen elongierter Spermatiden in das Lumen, das
Bilden der But-Hoden-Schranke und die Regulation von FSH und Testosteron
durch die entsprechenden Rezeptoren (Russell, 1977; Sharpe et al., 2003; Mruk und
Cheng, 2004; Bernal-Mafas et al., 2005; Johnson et al., 2008).

Auch wenn adulte Sertoli-Zellen in Sdugern nicht mehr proliferieren (Sharpe et al.,
2003; Meachem et al., 2005; Johnson et al., 2008) sind die Sertoli-Zellzahlen in
dieser Studie bei vakzinierten Tieren erhdht. In der Studie von Sladek et al. (2018)

werden nach einer GnRH-Vakzination mit Improvac® auch viele Sertoli-Zellen mit
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einem runden/ovalen Zellkern gefunden, die an immature Sertoli-Zellen erinnern
(Sladek et al., 2018). Auch Hilbe et al. (2006) beschreiben in ihrer Studie grof3e
Spermatogonien, die zwischen Sertoli-Zellen liegen. Ebenso wird in den
Untersuchungen von (Kauffold et al., 2010) beschrieben, dass Eber nach der
Kastration mit einem Deslorelin-Implantat Tubuli seminiferi contorti mit vielen

Sertoli-Zellen, einzelne Spermatogonien sowie Spermatozyten aufweisen.

Wihrend die intakten Eber dieser Studie durchschnittlich 19 Sertoli-Zellkerne pro
Tubulus-Querschnitt besitzen, so haben die Tiere der Gruppe 2 durchschnittlich
29 Sertoli-Zellkerne (p = 0,001), Tiere der Gruppe 3 durchschnittlich 30 Sertoli-
Zellkerne (p<0,001), Tiere der Gruppe 4 durchschnittlich 32 Sertoli-
Zellkerne (p<0,001), Tiere der Gruppe Sa durchschnittlich
33 Sertoli-Zellkerne (p = 0,001) und Tiere der Gruppe 5b durchschnittlich
20,5 Sertoli-Zellkerne pro Tubulus-Querschnitt. Damit liegen die Sertoli-Zellen bei
den vakzinierten Tieren deutlich hoher als bei den intakten Ebern und den Tieren
aus Gruppe 5b. Franca et al. (2000) beschreibt fiir Schweine im Alter von einem
Tag bis 30 Tagen nach der Geburt einen durchschnittlichen Wert von 24 Sertoli-
Zellkernen pro  Tubulus-Querschnitt. 120 Tage alte Schweine besitzen
durchschnittlich 30 Sertoli-Zellkerne pro Tubulus-Queranschnitt. 150 Tage alte
Schweine besitzen meist 22 Sertoli-Zellkerne und dltere Tiere mit 240 Tagen 13

Sertoli-Zellkerne pro Queranschnitt.

Vergleicht man die Sertoli-Zellzahlen intakter Eber dieser Untersuchung mit den
Zellzahlen 150 Tage alter Tiere aus der Studie von Franga et al. (2000), so fillt auf,
dass die Tiere bei gleichem Alter dhnliche Sertoli-Zellzahlen besitzen. Wenn man
den Zeitpunkt der Zweitvakzination von Gruppe 2 sowie die Erst- und auch
Zweitvakzinationen der Gruppen 3 und 4 als Referenzpunkt verwendet, so befinden
sich diese Tiere bei der Vakzination in einem dhnlichen Alter wie die 120 Tage

alten Schweine aus der Studie von Franga et al. (2000).

Geht man davon aus, dass sich das Keimepithel nach der Zweitvakzination und
unter Umstdnden auch nach der Erstvakzination nicht weiter differenziert hat, so
konnte die Anzahl der Sertoli-Zellzahlen der vakzinierten Tiere in der vorliegenden
Studie bereits zum Zeitpunkt der ersten und auch zweiten Vakzination
durchschnittliche Werte von ca. 30 Sertoli-Zellen pro Tubulus-Querschnitt haben.
Geht man davon aus, dass die Erst- und vor allem die Zweitvakzination einen

Proliferations-Stop des Keimepithels bewirkt, so konnten die vakzinierten Tiere
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zum Zeitpunkt der Schlachtung die gleiche Anzahl an Sertoli-Zellen haben wie
bereits bei der Erst- oder auch Zweitvakzination. Eine weitere Mdglichkeit wire,
die De-Differenzierung mit Proliferation der Sertoli-Zellzahlen. Dies wird in einem
spateren Abschnitt genauer erldutert. Vergleicht man die intakten Eber mit den
vakzinierten Ebern der Gruppe 5b, die in der vorliegenden Studie untersucht

wurden, so besitzen diese auch wieder dhnliche Sertoli-Zellzahlen pro Tubulus.

Das Phédnomen erhohter Sertoli-Zellzahlen in den Tubuli seminiferi contorti kann
auch bei Tieren beobachtet werden, die sich jahreszeitlich fortpflanzen (Johnson et
al., 1994; Meachem et al., 2005). Oder bei Tieren mit einer erhohten
Zellproliferation auf Grund von Hypophysektomie, GnRH-Suppression und
Androgen-Rezeptor-Inaktivierung (Ghosh et al., 1992; Johnson et al., 1996; Tarulli
etal., 2013; Legacki et al., 2015). Viele Autoren beschreiben einen Zusammenhang
der Sertoli-Zellzahlen mit der Anzahl der Spermatogonien, was in Folge auch
Auswirkungen auf die Keimzellzahlen und somit auf die Spermatogenese hat
(Johnson et al., 1984; Johnson et al., 1994; Chaudhary et al., 2005; Oatley et al.,
2011).

Dies liegt daran, dass die Sertoli-Zelle nur eine bestimmte Anzahl an Keimzellen
unterstiitzen kann, was wiederum den Spermatidenoutput beeinflusst (Orth et al.,
1988; Johnson et al., 1994; Griswold, 1995). Johnson et al. (1994) beschreiben, dass
in Pferden, die einen saisonal poly0strischen Zyklus besitzen, wéhrend der

Zuchtsaison eine Erhohung der Sertoli-Zellzahlen und der Spermatogonien erfolgt.

Im Gegensatz dazu beschreiben Ghosh et al. (1992) ansteigende Sertoli-Zellzahlen
und morphologische Veranderungen dieser, einhergehend mit
Keimzelldegenerationen, wenn Mause hypophysektomiert werden. Russell und
Clermont (1977) zeigen, dass hypophysektomierte Ratten eine Degeneration der
Keimzellen, mit anschlieBender Nekrose aufweisen, welche im Anschluss von den
Sertoli-Zellen phagozytiert werden. Dieses betrifft iiberwiegend mid-pachytine
Spermatozyten sowie Spermatiden (Russell und Clermont, 1977). Weiterhin kann
in der Studie von De Rooij et al. (1999) beschrieben werden, dass kryptorchide
Miuse nur undifferenzierte Spermatogonien aufweisen, die sich nicht
differenzieren konnen. Die Studie von Bernal-Maiias et al. (2005) zeigt, dass bei
kryptorchiden Ebern ein Verlust des Keimepithels durch einen Proliferations-Stopp

der Spermatogonien auftritt.
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Damit sich Keimzellen zu ausgewachsenen Spermatozoen differenzieren konnen,
die in das Lumen abgegeben werden, ist eine funktionierende Interaktion zwischen
den Keimzellen und Sertoli-Zellen notwendig (Russell, 1977; D'Agostino et al.,
1984; Cheng und Mruk, 2002; Sharpe et al., 2003; Mruk und Cheng, 2004).

Auch in der vorliegenden Studie kann eine erhdhte Anzahl der Sertoli-Zellzahlen
bei vakzinierten Ebern im Vergleich zu den intakten Ebern bestdtigt werden.
Welche Mechanismen zu diesen unterschiedlichen Phdnomenen fiihren, ist bisher
unklar. Eine mégliche Erklarung fiir die erhdhte Anzahl der Sertoli-Zellen in dieser
Studie wire ein von GnRH-unabhingiger Einfluss des FSHs auf die Sertoli-Zellen
und einer damit einhergehenden Proliferation der Stiitzzellen (Awoniyi et al.,
1988a; Franca et al., 2000; Wagner und Claus, 2004). Eine GnRH-unabhingige
FSH-Sekretion wird auch von Awoniyi et al. (1988a) und im Review von

Padmanabhan und McNeilly (2001) vermutet.

Ein weiterer Grund fiir die erhohten Sertoli-Zellzahlen konnte der starke
Keimzellverlust im Epithel sein, so dass vermehrt Sertoli-Zellen im Tubulus-

Queranschnitt sichtbar sind.

Ebenso ist es moglich, dass die ausgezdhlten Sertoli-Zellzahlen in den Tubuli
seminiferi contorti bereits zum Zeitpunkt der Vakzination vorlagen und sich mit der
Vakzination auf Grund des fehlenden GnRH-Einflusses nicht mehr weiter

differenziert haben. Gleiches gilt fiir die Spermatogonien.

Des Weiteren sind in der Humanmedizin verschiedene Sertoli-Zell-Verdnderungen
auf Grund von unterschiedlichen Pathologien bekannt (Mora, 1998). Von Mora
(1998) werden fiinf verschiedene Sertoli-Zelltypen unterschieden. 1) Runde dunkle
Zellkerne mit einem Nukleolus. Mora (1998) beschreibt diese Sertoli-Zellen als
infantil. 2) Morphologisch physiologische Sertoli-Zellen mit einem blassen
dreigelappten Zellkern und einem Nukleolus. 3) Sertoli-Zellkerne mit
Einstlilpungen, dichtem Chromatin und einem Nukleolus, wie es bei alternden
Minnern zu sehen ist. 4) Runde Sertoli-Zellkerne, reich an Euchromatin mit einem
Nukleolus und Vakuolen im Zytoplasma. Dies ist vor allem bei de-differenzierten
Sertoli-Zellen zu finden. 5) Runde bis ovale Sertoli-Zellkerne mit vermehrtem
Vorkommen an Heterochromatin und erhohten Sertoli-Zellzahlen durch

Fehldifferenzierung, wie es bei Orchidopexie der Fall ist (Mora, 1998).
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Werden die runden bis ovalen Sertoli-Zellkerne und die erh6hte Anzahl an Sertoli-
Zellen in der vorliegenden Dissertation mit den Ergebnissen von Mora (1998)
verglichen, so weisen diese am meisten Ahnlichkeiten zu den fehldifferenzierten
Sertoli-Zellen auf, wie es von Mora (1998) beschrieben wird. Da sich das
Keimepithel bei den Tieren in der vorliegenden Studie zum Zeitpunkt der Erst- und
Zweitvakzination noch in der Differenzierungsphase befindet, wire eine

Fehldifferenzierung durchaus moglich (Franga et al., 2000; Avelar et al., 2010).

Bei den Tieren, welche in einem Alter von 8 und 12 Wochen vakziniert wurden,
aber auch bei den anderen vakzinierten Gruppen in dieser Dissertation, wire eine
Fehldifferenzierung sehr wahrscheinlich. Eine De-Differenzierung sollte jedoch

auch diskutiert werden (Steger, K et al., 1999; Brehm et al., 2007).

Ob es sich bei den Sertoli-Zellen der vakzinierten Tiere in der vorliegenden
Untersuchung um immature oder morphologisch verdnderte Sertoli-Zellen handelt,
ist nicht ganz einfach festzustellen. Das Vorhandensein von Anti-Miiller Hormon
(AMH) und Keratin 18 (K 18), sowie die Abwesenheit des AR ist ein Hinweis fiir
immature Sertoli-Zellen (Maymon et al., 2002; Sharpe et al., 2003).

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Antikorper gegen AMH und K18

haben an den Proben des Schweinehodens nicht funktioniert.

In der Studie von Klobucar et al. (2003) konnte AMH noch in einem Alter von 12
Wochen bei Schweinen im Hoden nachgewiesen werden. In einer anderen Studie
mit Ebern, welche mit 9 und 19, sowie mit 15 und 19 Wochen mit Improvac®
vakziniert wurden, konnen starke AMH-Nachweise in Sertoli-, Keim-, und auch
Leydig-Zellen nachgewiesen werden. Dies wird von den Autoren als Zeichen von
Immaturitit gesehen (Srisuwatanasagul et al., 2020). In der Studie von
Srisuwatanasagul et al. (2018) konnte der Androgen-Rezeptor ebenfalls, bei mit
Improvac® vakzinierten Ebern nachgewiesen werden. Da bei bis zu 21 Tage alten
Schweinen neben K18 bereits der Androgen-Rezeptor im Hoden eine positive
Immunreaktion aufweist (Caires et al., 2008), kann der Androgen-Rezeptor beim

Schwein unter Umstidnden nicht als Marker fiir Maturitit verwendet werden.

Generell sind in allen vakzinierten Gruppen sowohl Tubuli seminiferi contorti mit
hohen Sertoli-Zellzahlen und dazwischen vorkommenden gro3en Spermatogonien
und Spermatozyten im Lumen zu finden. Aber auch kleine Tubuli mit milden bis

starken Keimzellverlusten, verringerten Mitoseraten sowie kleine Spermatogonien,
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mittelgroBe und grofe Spermatogonien sowie birnenformige und runde/ovale

Sertoli-Zellkerne kommen vor.

Da die morphologischen Veranderungen nach der Impfung mit Improvac® in dieser
Dissertation bisher anhand der Vakzinationszeitpunkte diskutiert wurden, sollte in
diesem Zusammenhang auch das Zeitintervall zwischen der Zweitvakzination (V2)

und der Schlachtung betrachtet werden.

Insbesondere mit den damit verbundenen Gruppen-Unterschieden in der

Morphologie der Tubuli seminiferi contorti.

Aus diesem Grund wird an dieser Stelle noch einmal vergleichend auf die
Morphologie der Hoden vakzinierter Tiere eingegangen. Tiere der Gruppe 2
wurden in einem Abstand von 12 und 14 Wochen, Tiere der Gruppe 3 10 Wochen

und Tiere aus Gruppe 4 8Wochen nach der zweiten Vakzination geschlachtet.

Besonders die Tiere der Gruppe 2 und 3 zeigen Tubuli seminiferi contorti mit hohen
Sertoli-Zellzahlen und dazwischen vorkommenden groflen Spermatogonien und
Spermatozyten im Lumen. Aber auch hier gibt es Tubuli mit nur milden bis starken
Keimzellverlusten. Gruppe 4 enthilt zum Teil Tiere, welche sich morphologisch
kaum von den intakten Ebern unterscheiden. Die Leydig-Zellen im Interstitium der
Tiere aus Gruppe 4 besitzen oft einen pyknotischen Zellkern, welcher eine
Verdichtung des Chromatins besitzt. Zusétzlich sind Anzeichen der Degeneration
mit einer Hypertrophie des Zellkerns zu erkennen. Das Zytoplasma der Leydig-
Zellen ist meist kaum vorhanden. Aber auch polygonale Zellkerne mit Zytoplasma
sind vorhanden. Vergleicht man die Nuklei der Leydig-Zellen vakzinierter Tiere
mit denen der intakten Eber, so besitzen die Tiere der Gruppe 2 bis 5a (p< 0,001)
signifikant hohere Anzahlen an Degenerationen im Vergleich zu den intakten

Ebern.

In der Studie von Wicks et al. (2013), in welcher Eber in einem Alter von 2 und 5
Monaten vakziniert wurden und die Schlachtung 10 Wochen nach V; erfolgte,

kommen Tubuli vor, welche sich nicht von denen intakter Ebern unterscheiden.

Jedoch sind dort auch Tiere gelistet, welche kleinere Tubuli seminiferi contorti
besitzen und kleinere Sertoli- und Leydig-Zellen sowie eine beeintrichtigte

Spermatogenese zeigen (Wicks et al., 2013).
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Einarsson et al. (2011) untersuchten Eber, welche mit 10 und 14 Wochen, sowie
mit 16 und 20 Wochen vakziniert sowie in der 25. Lebenswoche geschlachtet
wurden. Friihzeitig vakzinierte Tiere zeigen auch dort 38% kleinere Tubuli
seminiferi contorti mit einem starken Verlust an Keimzellen. Haufig sind Tubuli
seminiferi contorti zu sehen, welche nur Sertoli-Zellen und Keimzellen bis hin zu
wenigen Spermatozyten im Lumen enthalten. Es sind jedoch auch Tubuli seminiferi

contorti vorhanden, welche ein Sertoli-cell-only-Phédnomen zeigen.

Die Tiere, welche zu einem spéteren Zeitpunkt vakziniert wurden, besitzen 18%
kleinere Tubuli seminiferi contorti mit einem milden bis starken Keimzellverlust.
Diese unterschiedlichen Auswirkungen, welche von den Autoren benannt wurden,

decken sich mit den Ergebnissen der evaluierten Tiere dieser Untersuchung.

In einer weiteren Studie wurden Eber mit 8 und 14 Wochen vakziniert und 8 sowie
15 Wochen nach der Zweitinjektion geschlachtet (Sladek et al., 2018). Die Autoren
beschreiben, dass Tiere, die 8 Wochen nach V> untersucht wurden, kleinere Tubuli
seminiferi contorti mit einer abwesenden Spermatogenese und atrophierte Leydig-
Zellen mit pyknotischen Zellkernen zeigen. Im Gegensatz zu den nach 8 Wochen
geschlachteten Tieren zeigen die Tiere, welche 15 Wochen nach V; geschlachtet
wurden, groBere Tubuli seminiferi contorti, mehrere Lagen an Keimepithel und
mehr Leydig-Zellen (Sladek et al., 2018). Die Autoren wollten damit zeigen, dass
der Effekt einer frithen Kastration durch eine spéte Schlachtung nach V> vermindert
wird. Da auch nur ein Tier anhand morphologischer Kriterien eine Regeration der
Spermatogenese zeigt, befiirworten sie einen Vakzinationseffekt bis zu 15 Wochen

nach der Zweitvakzination (Sladek et al., 2018).

Der Hersteller von Improvac® gibt an, dass Tiere bis zu 10 Wochen nach der
zweiten Vakzination geschlachtet werden konnen. Sollte das Intervall zwischen
Schlachtung und V; dariiber hinausgehen, wiirde der Anteil an Tieren, welche zur
Normalfunktion zuriickkehren, steigen, so dass eine dritte Impfung nétig ist (Zoetis
Deutschland GmbH, 2021; Zoetis New Zealand Limited). Der neuseeldndische
Hersteller empfiehlt sogar eine erneute Vakzination 8 Wochen nach V2 (Zoetis New

Zealand Limited, 2021).
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Betrachtet man die Zeitintervalle zwischen V; und der Schlachtung, welche in
dieser Untersuchung verwendet wurden, so libersteigt die frithvakzinierte Gruppe 2
mit einer Schlachtung 12 und 14 Wochen nach V; den Zeitraum der empfohlenen
Herstellerangaben. Da sich die Tiere der Gruppe 2 trotz des unterschiedlichen
Intervalls zwischen V> und Schlachtung im Vergleich zu den anderen Tieren kaum
unterscheiden, wurde nicht zwischen den beiden Schlachtzeitpunkten differenziert

und die Gruppe 2 als eine Gruppe gewertet.

Ein Tier der Gruppe 2 besitzt das gleiche Aussehen in Bezug auf das
Hodenparenchym wie die intakten Eber. Auch betrdgt der Testosteronwert dieses
Ebers 4,19 ng/ml im Blutplasma. Dieser Wert liegt etwas unterhalb des
durchschnittlichen Testosteronwerts, der in dieser Studie verwendeten intakten
Eber. Es besteht die Moglichkeit, dass es sich bei diesem Tier der Gruppe 2 um
einen Impfausreiler handelt, was auch in anderen Studien von mit Improvac®
kastrierten Ebern beschrieben wird (Hilbe et al., 2006; Kubale et al., 2013). Die
Impfausreifler werden von Hilbe et al. (2006) anhand der Hodengewichte und der
Auspriagung der Spermatogenese sowie von Kubale et al. (2013) anhand der
Hodengewichte und der Testosteronwerte beschrieben. Weiterhin konnte sich das
Keimepithel des Tieres aus Gruppe 2 regeneriert haben. Da dieses Tier 12 Wochen
nach der zweiten Vakzination geschlachtet wurde, liegt das Zeitintervall fiir die
Vakzination somit iiber den reguliren Angaben des Herstellers. Eine
Wiederaufnahme der Hodenfunktion ist in einigen Studien bereits beschrieben

worden (Rottner, 2012; Wicks et al., 2013).

Da die restlichen vakzinierten Tiere der Gruppe 2 sowie Tiere der Gruppe 3 und 4
jedoch kleinere Tubuli seminiferi contorti, morphologische Verdnderungen sowie
erhohte Sertoli-Zellzahlen, morphologisch veridnderte Spermatogonien und eine
verringerte Mitoserate im Vergleich zu den intakten Ebern haben, ist es moglich,
dass durch eine frithe Vakzination in der 8. Lebenswoche ein Zeitintervall von mehr

als 10 Wochen zwischen V;und der Schlachtung iiberschritten werden kann.

Denn die zu unterschiedlichen Zeitpunkten vakzinierten und geschlachteten Tiere
zeigen untereinander insgesamt sehr dhnliche Ergebnisse in Bezug auf die
morphologischen Anderungen in den Tubuli seminiferi contorti, im Interstitium
sowie anhand der Testosteronwerte, wenn diese mit den intakten Ebern verglichen

werden.
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Die Tiere der Gruppe 5a weisen ebenfalls kleinere Tubuli seminiferi contorti,
morphologische Verdnderungen der Sertoli-Zellen sowie erhdhte Zellzahlen der
Sertoli-Zellen, morphologisch veridnderte Spermatogonien sowie eine verringerte
Mitoserate im Vergleich zu den intakten Ebern auf. Die Tiere der Gruppe 5b
besitzen ein Erscheinungsbild dhnlich zu jenem der intakten Eber. Dazu gehdren
groB3e Tubuli seminiferi contorti, hohe Mitoseraten, viele Reihen an differenzierten
Keimzellen (Spermatogonien, Spermatozyten, runde und elongierte Spermatiden),
birnenformige Sertoli-Zellen und Leydig-Zellen mit einem polygonalen Zellkern
sowie das Vorhandensein von viel Zytoplasma. Anhand dieser Ergebnisse ist davon
auszugehen, dass die Tiere der Gruppe 5 eine beginnende oder eine bereits wieder

aufgenommene Spermatogenese-Aktivitit besitzen.

Eine wieder beginnende Testosteronaktivitit, und damit eine beginnende
Regeneration des Keimepithels, ist beim Eber bereits 10 Wochen nach der zweiten
Vakzination moglich (Rottner und Claus, 2009; Wicks et al., 2013). Rottner und
Claus (2009) legen einen Testosteronwert von 0,5 ng/ml im Blutplasma als Wert

fiir eine beginnende Testosteronaktivitdt im Hoden fest.

Die Schweine der Studie von Wicks et al. (2013) besitzen bereits 8 Wochen nach
V: ansteigende Testosteronwerte im Blutplasma. Ebenso hat in deren Studie das
Keimepithel bis auf wenige Tiere die Erscheinung wie bei intakten Ebern (Wicks
etal., 2013). Nur zwei von den geimpften Tieren der Gruppe 5 aus der vorliegenden
Untersuchung zeigen ein dhnliches Erscheinungsbild wie die Tiere aus den anderen
vakzinierten Gruppen. Dazu gehort eine erhdhte Anzahl an Sertoli-Zellen und eine

deutliche Abnahme der Keimzellen.

In ihrer Dissertation beschreibt Rottner (2012) neben Ebern mit einem
»Rebound-Phidnomen* auch, dass es Schweine gibt, die auch mehrere Wochen nach

V2, nicht wieder die urspriinglichen Testosteronwerte erreichen konnten.

Auch in der hier vorliegenden Studie gibt es zwei vakzinierte Eber, welche
21 Wochen nach V: niedrige Testosteronwerte mit weniger als 2 ng/ml im
Blutplasma besitzen. Das Keimepithel dieser Eber dhnelt dem der vakzinierten
Tiere von Gruppe 2 bis 4. Weshalb die beiden Tiere niedrigere Testosteronwerte im
Vergleich zu den intakten Ebern besitzen, ist schwierig zu sagen. Es scheint jedoch
tierabhéngige Unterschiede fiir die Wiederaufnhame der Hodenfunktion zu geben.

So wird von verschiedenen Autoren gezeigt, dass eine Vakzination mit Improvac®
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bis zu 22 Wochen nach V; anhilt (Zamaratskaia et al., 2008; Einarsson et al., 2009).
Ebenso beschreibt Rottner (2012) erst 24 Wochen nach Zweitvakzination eine
Wiederaufnahme der Hodenfunktion mit Testosteronwerten von mehr als 0,5
ng/ml. Wenn man nach diesen Kriterien vorgeht, so liegt nur ein Tier der Gruppe 5
mit 0,43 ng/ml nur knapp unter dem Referenzwert fiir eine Wiederaufnahme der
Testosteronaktivitdt. Die anderen vakzinierten Tiere aus Gruppe 5 haben somit die

Hodenfunktion wieder aufgenommen.

In der hier untersuchten Studie wurde ein Referenzwert von 3 ng/ml Testosteron im
Blutplasma verwendet, um signifikante Unterschiede zwischen der Tubulusfléche,
der Anzahl der Tubuli pro Gesichtsfeld, der Mitoseraten, der Ausprigung des
Keimepithels sowie die morphologischen Veridnderungen von Sertoli-Zellen und
deren Zellzahlen sowie morphologische Verdnderungen der Spermatogonien und
Leydig-Zellen zu beschreiben. Darauf wird im Abschnitt {ber die
immunhistochemische Untersuchung des Antikorpers gegen Testosteron weiter

eingegangen.

DDX-4 wird zur Familie der dead-box-RNA-Helikase-Proteine gezdhlt und dient
dem Nachweis von Keimzellen (Cordin et al., 2006; Kim et al., 2015; Park und
Tilly, 2015). Wihrend der prinatalen Keimzellentwicklung, zeigt der AntikSrper
gegen DDX-4 durchgehend positive Reaktionen im Zytoplasma von Primordial-
Keimzellen des bovinen Ovars mit einer zunehmenden Reaktionsintensitit im
Zytoplasma von sich entwickelnden Keimzellen bis hin zu Sekundérfollikeln
(Kenngott et al., 2014). Ebenso wird das Vorkommen des DDX-4-Proteins in sich
entwickelnden fetalen Keimzellen der Keimzelleiste, aber auch in den adulten
Keimzellen beschrieben. Hier weist es vor allem positive Immunreaktionen in den
Spermatozyten ménnlicher Tiere und in den Oozyten weiblicher Tiere auf

(Castrillon et al., 2000; Stoop et al., 2005).

Der Antikorper gegen DDX-4 wurde in der vorliegenden Studie verwendet, um
Keimzellen von Sertoli-Zellen im Keimepithel zu unterscheiden (Albert et al.,
2010; Goel et al., 2010; Langenstroth et al., 2014; Lee et al., 2017). In der Studie
von Lee et al. (2017) weisen Spermatogonien im pubertdren und postpubertdren
Schwein keine Immunreaktivitdit fiir den Antikorper gegen DDX-4 auf,
Spermatozyten und runde Spermatiden jedoch schon. Im Gegensatz dazu besitzen
die Spermatogonien der prapubertiren Schweine eine positive Immunreaktivitét fiir

den Antikorper gegen DDX-4 (Lee et al., 2017). Sie beschreiben DDX-4 als einen
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spezifischen Marker fiir undifferenzierte Spermatogonien im prépubertiren Eber
und fiir differenzierte Spermatozyten im postpubertdren Eber (Lee et al., 2017).
Ebenso wird das DDX-4-Protein von Kenngott et al. (2014) und Hickford et al.
(2011) als wichtige Komponente bei der Keimzellproliferation und Differenzierung

gesehen.

Bei Spezies wie Affen und Biiffeln konnte DDX-4 sowohl in undifferenzierten
Keimzellen prapubertirer und in differenzierten Keimzellen von adulten Tieren mit
Hilfe der Immunfluoreszenz und immunhistochemischen Methoden nachgewiesen

werden (Albert et al., 2010; Goel et al., 2010; Langenstroth et al., 2014).

Die intakten Eber dieser Arbeit weisen in den Tubuli seminiferi contorti nur eine
geringe Immunreaktivitét fiir den Antikorper gegen DDX-4 zum Teil im Zellkern,

aber vor allem im Zytoplasma von kleinen runden/ovalen Spermatogonien auf.

Spermatozyten und runde Spermatiden hingegen besitzen eine starke
Immunreaktivitit fiir den Antikorper gegen DDX-4 im Zytoplasma, zum Teil
jedoch auch im Zellkern. Geimpfte Tiere dieser Dissertation mit einer
beeintrachtigten Spermatogenese haben dagegen eine eher starke DDX-4-Reaktion
in mittelgroen und grofen Spermatogonien. Dort sowohl im Nukleus als auch im

Zytoplasma.

Betrachtet man die GroBBenunterschiede der Spermatogonien, so ist zu erkennen,
dass bei den vakzinierten Tieren haufig verdnderte grofe Spermatogonien
vorkommen und diese nicht die kleine runde/ovale Gestalt haben wie es bei den
intakten Ebern zu 63,7% der Fall ist. Lediglich die Gruppe 5b zeigt zu 61,8% viele

kleine Spermatogonien im Vergleich zu den intakten Ebern.

Im  Gegensatz zu den intakten Ebern haben die Tiere der
Gruppen 2 bis 5a (p<0,001) signifikant mehr grofle Spermatogonien. Verwendet
man die Einteilung nach Lee et al. (2017), konnte man bei den Spermatogonien von
den intakten Ebern (Gruppe 1) dieser Doktorarbeit vermuten, dass es sich um
differenzierende Spermatogonien handelt, wie sie beim post-pubertiren Eber zu
sehen sind (Lee et al., 2017). Im Gegensatz dazu konnten die grofB3en
Spermatogonien von geimpften Tieren der Gruppen 2 bis 5a undifferenziert sein,

wie es beim prapubertiren Eber zu sehen ist (Lee et al., 2017).
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Vimentin, ein Intermedidrfilament, ist Teil des Zytoskeletts der Sertoli-Zellen
(Show et al., 2003; Vogl et al., 2009; Willems et al., 2010; Wu et al., 2021). In der
vorliegenden Untersuchung kann das Vimentin-Protein rund um die
Zellkernmembran von Sertoli-Zellen, in peritubuldren Zellen, in der Wand von
Blutgefdflen, in einigen Fibrozyten und auch im Zytoplasma von Leydig-Zellen
nachgewiesen werden. Diese Auswertungen decken sich mit dhnlichen Befunden
in den Hoden des kleinen Mausehirsches (Sasaki et al., 2010), in Mausehoden
(Kurohmaru und Kanai, 1992), in Rinderhoden (Devkota et al., 2006), in Widder-
und Stierhoden (Steger et al., 1994), in Barenhoden (Komatsu, Yamamoto et al.

1998) und in den Hoden von Schafen (Steger und Wrobel, 1994).

Die vakzinierten Eber dieser Untersuchung zeigen eine Zunahme der Vimentin-
Expression um die Kernmembran und auch im Zytoplasma. AuBBerdem reichen
verzweigte Zytoplasmareaktionen ungeordnet von der Zellkernmembran zu allen
Seiten, vor allem aber zum Lumen hin. Meist erreichen die Zytoplasmareaktionen

nur die Hohe von einer oder mehreren Zellreihen.

Lediglich bei Tieren mit einer Zunahme von differenzierten Spermatogonien und
einem  funktionierenden = Keimepithel sind die  Vimentin-positiven

Zytoplasmareaktionen senkrecht zum Lumen gerichtet.

Dies korreliert mit Studien von Devkota et al. (2006), in denen Sertoli-Zellen in der
Zeit des Ubergangs vom pripubertiren zum adulten Tier eine Zunahme der
Vimentin-Expression um den Zellkern zeigen und nur adulte Tiere eine
»flammenartige* Umrandung zum Lumen hin aufweisen (Kurohmaru und Kanai,

1992; Steger et al., 1994; Komatsu et al., 1998; Devkota et al., 2006).

Komatsu et al. (1998) fanden heraus, dass in der reproduktiven Nebensaison
japanischer Schwarzbédren der Antikdrper gegen Vimentin in der perinukledren
Region von Sertoli-Zellen nachgewiesen werden kann, auch wenn sich das
Hodenepithel im Zustand der Regression befindet. Im Keimepithel dlterer Ménner,
welches Regression zeigte, wird ein erhohter Nachweis fiir Vimentin durch
Immunogold-Partikel in der Ndhe der Nuklei von Sertoli-Zellen beschrieben (De
Miguel et al., 1997). Der Grund fiir die erhohten Vimentin-Nachweise ist nicht
bekannt. Die Autoren vermuten jedoch eher weniger einen erhéhten Vimentin-
Nachweis auf Grund einer morphologischen Anderung der Sertoli-Zellen, als auf

Grund von Keimzellverlusten oder einer erhohten FSH-Stimulation mit
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verminderter Testosteronaktivitit (de Miguel, Bethencourt et al. 1997).

Weiterhin zeigen Aumiiller, Steinbriick et al. (1988), dass im Hoden von Ménnern
mit einem Meiose-Stillstand subjektiv mehr Sertoli-Zellen mit einer positiven
Immunreaktivitit fiir Vimentin zu finden sind. Die Form der Sertoli-Zellkerne
untereinander nimmt hierbei unterschiedliche Gestalt an. Hingegen beschreiben die
gleichen Autoren Sertoli-cell-only-Tubuli mit einer ,,perlschnurartigen* Kette von

Sertoli-Zellen mit dhnlichen Gestalten des Zellkerns.

Sie gehen davon aus, dass die Verdnderung der Sertoli-Zellform mit einer
regulatorischen Anderung dieser einhergeht, die insbesondere fiir die Spermiation

wichtig ist (Aumdiiller et al., 1988).

Die Ergebnisse der oben genannten Studie in Kombination mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit lassen die Vermutung zu, dass die Vakzination mit Improvac®
zu einer Konformationsénderung der Vimentinfilamente fiihrt. Ob dies auf Grund
der morphologischen Verdnderung von Sertoli-Zellen, auf Grund der fehlenden
Keimzellen oder einer Kombination aus beidem beruht, 14sst sich anhand dieser

Auswertungen nicht feststellen.

Zusétzlich wurde in der vorliegenden Untersuchung ein immunhistochemischer
Nachweis fiir Sertoli-Zellen durch den Antikdrper gegen Sox-9, einem
Transkriptionsfaktor, der die Ausbildung des Hodens von Sidugetieren steuert,
vorgenommen (Koopman, 1999; Chaboissier et al., 2004). Die Funktion des Sox-9
Proteins soll iiberwiegend die Sertoli-Zelldifferenzierung und die Expression des

AMH sein (Kent et al., 1996; De Santa Barbara et al., 1998).

Im Sertoli-Zellkern kann eine starke Reaktion fiir den Antikoérper gegen Sox-9
nachgewiesen werden. Das Zytoplasma der Sertoli-Zellen, welches die Keimzellen
von intakten Ebern (Gruppe 1) und geimpften Tieren mit vielen Schichten von
Keimzellen umgibt, zeigt eine schwache Sox-9-Immunreaktivitit. Vom Sertoli-
Zellkern ziehen zytoplasmatische, straBenartige Sox-9-Reaktionen senkrecht zum
Lumen. Im Gegensatz dazu zeigen Tiere mit einem deutlichen Verlust an
Keimzellen (Gruppe 2, 3, 4 und 5a) ein starkes Sox-9-Expressionsmuster im
Zytoplasma. Verzweigte Sox-9-positive Zytoplasmareaktionen fiillen meist
ungeordnet den gesamten Tubulus aus. AuBerdem erscheint das Zytoplasma der

Sertoli-Zellen 16chrig.
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Fréjdman et al. (2000) beschreiben, dass Hoden von Ratten eine stark-positive
Reaktion fiir den Antikorper gegen Sox-9 im Zellkern und auch im Zytoplasma
aufweisen. Sie vermuten, dass Sox-9 eine wichtige Rolle bei der
Keimzelldifferenzierung spielt, da es eine starke Immunreaktivitdt in Phasen der
embryonalen Hodenausbildung, aber auch wéhrend der Pubertdt und damit in

mitotisch und meiotisch aktiven Phasen zeigte (Frojdman et al., 2000).

In der vorliegenden Studie kann vermutet werden, dass mit dem Auftreten von
perpendikuldren Zytoplasmareaktionen, die senkrecht zum Lumen reichen, auch

das Auftreten von differenzierten Keimzellen einhergeht.

Hierauf lassen auch die Ergebnisse der Untersuchungen mit den Antikérpern gegen
Sox-9 und Vimentin schlieBen. Da Sox-9-mRNA-Nachweise bei prianatalen Ebern
starker sind als bei dlteren Tieren, vermuten Chen et al. (2019) eine kritische Rolle
fiir Sox-9 bei der Hodenentwicklung. Es scheint jedoch ein Zusammenhang
zwischen der Verdnderung der Funktion, Morphologie und Struktur der Sertoli-
Zellen und der Keimzelldifferenzierung zu bestehen (Ghosh, Bartke et al. 1992,
Cheng und Mruk 2002, Sharpe, McKinnell et al. 2003, Lardenois, Chalmel et al.
2010). Martinova et al. (1989) beschreiben, dass in den Hoden élterer Méanner die
Sertoli-Zellen anders als normal aussehen, jedoch denjenigen Hoden im Zustand
von nach der Geburt bis hin zur Pubertit dhneln. Der Zellkern dieser Sertoli-Zellen
besitzt eine ovale nicht-lobulierte Gestalt mit homogen angeordnetem Chromatin

im ganzen Zellkern (Martinova et al., 1989).

Dabei ist anzunehmen, dass Tubuli, die nur Sertoli-Zellen und Spermatogonien
aufweisen, immature Sertoli-Zellen und Spermatogonien enthalten, wihrend
Tubuli mit vorhandenen Spermatozyten mature Sertoli-Zellen enthalten. Bei
Vorkommen von Spermatozyten, zeigen die Sertoli-Zellen einen lobulierten
Nukleus mit einem dreiteiligen Nukleolus (Martinova et al., 1989).

Die Hypothese der oben genannten Autoren konnte sich zum Teil auch mit den
Ergebnissen decken, die in dieser Dissertation evaluiert wurden. Tubuli, welche
runde/ovale und ,,perlschnurartig” auf der Basalmembran aufliegende Sertoli-
Zellkerne aufweisen, besitzen meist nur grofle Spermatogonien und wenige
Spermatozyten im Lumen. Jedoch gibt es auch Tubuli, welche wenige
physiologische Spermatozyten und einige runde Spermatiden im Lumen aufweisen.
Auch dort kommen jedoch die verdnderten Sertoli-Zellen sowie groBe und

mittelgrole Spermatogonien vor. In der vorliegenden Studie scheint erst mit dem
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Vorhandensein von mehreren differenzierten Keimzellstadien wie Spermatozyten
und runden Spermatiden auch das Vorkommen von birnenférmigen Sertoli-

Zellkernen sowie kleinen runden und ovalen Spermatogonien einherzugehen.

Ob die morphologischen Verdnderungen der Sertoli- und Keimzellen vorliegen,
weil Tiere mit einem bei der Vakzination bereits vollkommen ausgebildeten
Keimepithel einen Keimzellverlust erleiden und des Weiteren bei sehr starkem
Keimzellverlust eine Konformations- und auch Funktionsédnderung der Sertoli-
Zellen und Spermatogonien stattfindet oder ob die Tiere durch den Mangel an
Maturitdt zum Zeitpunkt der Vakzination eine Fehldifferenzierung erleiden, muss

noch geklirt werden.

Steger, K et al. (1999) berichten, dass auf Grund genetischer Dysfunktionen bei
Menschen, eine Reifung der Sertoli-Zellen von immaturen zu maturen Sertoli-
Zellen beeintriachtigt sein kann. Ebenso beschreiben sie, dass die funktionelle
Sertoli-Zelle essentiell fiir die Spermatogenese ist. Diese wiederum spielt eine

wichtige Rolle fiir die Differenzierung der Sertoli-Zellen (Steger, K et al., 1999).

Sie beschreiben auch, dass nicht nur eine fehlende Differenzierung, sondern auch
eine De-Differenzierung der postpubertiren Sertoli-Zellen moglich ist. Beim
Menschen sind die Differenzierungsmarker CK18 und AMH nicht in adulten
Sertoli-Zellen nachweisbar. Bei de-differenzierten Sertoli-Zellen wiirden diese zum
Teil wieder eine positive Reaktion zeigen (Steger, K et al., 1999). Dies kann mit
der Expression von Markern fiir unreife Sertoli-Zellen wie dem AMH und Keratin
18 nachgewiesen werden (Steger, K et al., 1999). Die in dieser Studie verwendeten
Antikorper gegen AMH und K18 haben nicht funktioniert. Aus diesem Grund
konnen beziiglich des Differenzierungsstatus der Hoden nur Vermutungen

angestellt werden.

Auf Grund der morphologisch groen Spermatogonien und runden/ovalen Sertoli-
Zellen kann jedoch vermutet werden, dass die Vakzination zu einer Fehl- oder auch
De-Differenzierung des Hodenepithels fiihrt. De Franca et al. (1995) beschreiben
eine verzogerte Reifung von Sertoli-Zellen auf Grund eines Hypothyreodismus,
einhergehend mit dem Bild von immaturen Sertoli-Zellen, was die fehlende
Differenzierung und Proliferation der Keimzellen im Hodenepithel zur Folge hat.

Sie schlieBen deshalb auf eine Kontrollfunktion der Sertoli-Zelle im Hoden.
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Da in der vorliegenden Untersuchung die Sertoli-Zellkerne der vakzinierten Eber
eine physiologische birnenformige Gestalt besitzen, wenn ein ausgeprégtes
Keimepithel vorhanden ist, kann auch hier vermutet werden, dass die Morphologie
und die Funktion der Sertoli-Zelle essentiell fiir eine intakte Spermatogenese ist.
Ob in dieser Dissertation eine Vakzination der Eber zu einer morphologischen und
funktionellen Verdanderung der Spermatogonien oder der Sertoli-Zellen und damit
zu einer fehlenden Proliferation der Keimzellen fiihrt oder ob ein starker
Keimzellverlust eine Verdnderung an den Sertoli-Zellen und Spermatogonien

verursacht, muss durch weitere Untersuchungen geklart werden.

Ki67 ist ein Protein, das sowohl in der G1-Phase, S-Phase, G2-Phase als auch in
der Mitosephase des Zellzyklus aktiv ist (Gerdes et al., 1984; Bruno und
Darzynkiewicz, 1992; Sobecki et al., 2017).

In dieser Studie wurde Ki67 verwendet, um die Mitoserate vor allem der
Keimzellen bei intakten und vakzinierten Ebern zu untersuchen. Bei intakten Ebern
der Gruppe 1 ist das Ki67-Protein in allen Zelltypen mit Ausnahme der elongierten
Spermatiden zu finden. Bei vakzinierten Tieren sind vergleichsweise weniger
proliferierende Keimzellen in den Tubuli seminiferi contorti zu finden. Hierbei
wurde nicht zwischen den einzelnen Keimzellstadien unterschieden.

So zeigen intakte Eber durchschnittlich 27 Mitosen pro Tubulus. Im Vergleich zu
den intakten Ebern zeigt Gruppe 2 durchschnittlich 8 Mitosen (p = 0,177), Gruppe
3 durchschnittlich 2,5 Mitosen (p<0,001), Gruppe 4 (p = 0,002) durchschnittlich 6
Mitosen und Gruppe 5a durchschnittlich 15 Mitosen (p<0,001) und Gruppe 5b
durchschnittlich 13,5 Mitosen pro Tubulus-Anschnitt.

Viele Keimzellen sind bei den vakzinierten Tieren im Vergleich zu den intakten
Ebern vermindert. So zeigen die Tiere der Gruppe 2 zu 61,3%, Tiere der Gruppe 3
zu 58,3%, Tiere der Gruppe 4 zu 41,5% sowie Tiere der Gruppe 5a zu 99,5% ein
Keimepithel mit iiberwiegend Spermatogonien und Spermatozyten. Die Gruppe S5b
besitzt mit 45,2% viele geordnete Keimzellreihen. Bis auf die Gruppe 2 zeigen alle
Gruppen signifikante Unterschiede beziiglich des Keimepithels im Vergleich zu
den intakten Ebern. Die Tiere der Gruppe 3 (p<0,001), 4 (p =0,001), und 5a
(p<0,001), weil sie weniger Keimepithel haben, die Gruppe 5b (p = 0,010), weil sie

mehr Keimepithel als die intakten Eber besitzt.
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Spermatogonien, Spermatozyten und runde Spermatiden sind nur vereinzelt positiv
fiir den Antikorper gegen Ki67. Diese Ergebnisse dhneln denen fritherer Studien
(Srisuwatanasagul et al., 2018; Monledn et al., 2020). So zeigen in der Studie von
Srisuwatanasagul et al. (2018) intakte Eber durchschnittlich 16,5 positive Zellen
und die vakzinierten Eber, die mit 9 und 19 sowie 14 und 18 Wochen vakziniert
wurden, durchschnittlich 5,8 Ki67-positive Zellen. Auch in deren Studie kann

erkannt werden, dass die Mitoserate nach Vakzination deutlich abnimmt.

Jedoch haben Srisuwatanasagul et al. (2018) im Gegensatz zu der vorliegenden
Studie alle Zellen pro histologischem Schnitt durch alle Ki67-positiven Zellen
geteilt, um auf das Ergebnis zu kommen. In dieser Dissertation wurden nur die

Ki67-positiven Keimzellen pro Tubulusanschnitt fiir 100 Tubuli gez&hlt.

Wagner et al. (2006) haben in ihrer Studie ebenso anhand von 100 Tubuli die
Mitoserate der Keimzellen ausgezdhlt. Diese liegt bei den intakten Ebern
durchschnittlich bei 17,2 Ki67 positiven Zellen, bei den vakzinierten Ebern
durchschnittlich bei 5,7 Ki67-positiven Zellen (Wagner et al., 2006). Anhand dieser
Studien ist deutlich zu erkennen, dass die Mitoserate in den Tubuli seminiferi
contorti nach Vakzination mit Improvac® sinkt, auch wenn sich die Daten
unterscheiden. In der vorliegenden Dissertation kann ebenso erkannt werden, dass
die untersuchte Mitoserate bei den Tieren in Gruppe 5a und 5b wieder zunimmt.
Dies weist auf die Regeneration des Keimepithels hin.

Die Hohe der Mitoserate spiegelt sich auch in der Flache der Tubuli seminiferi
contorti wider. So besitzen die Tiere der Gruppe 2 (p = 0,002), Gruppe 3 (p<0,001),
Gruppe 4 (p = 0,020) mit niedrigen Mitoseraten der Keimzellen signifikant kleinere
Tubulus-Querschnittsflichen, wéahrend die Tiere der Gruppe 5b (p = 0,049) im

Vergleich zu intakten Ebern signifikant h6here Tubulus-Querschnittsflachen haben.

In der vorliegenden Studie zeigen auch die groBen Spermatogonien und
Spermatozyten der vakzinierten Tiere positive Ki67-Reaktionen. Dies liefert
Hinweise, dass es sich bei diesen Zellen nicht um degenerative, sondern um
proliferierende Zellen handelt. Dariiber hinaus scheinen auch vereinzelte Sertoli-
Zellen bei einigen vakzinierten Tieren positiv fiir den Antikdrper gegen Ki67 zu

sein. Dies weist auf eine Proliferation der Sertoli-Zellen hin.

Da der Antikorper gegen Ki67 jedoch nur bei einzelnen Sertoli-Zellen gefunden

wird, weisen diese Ergebnisse mit den erhdhten Sertoli-Zellzahlen, in Kombination
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mit den Ki67-positiven groBlen Spermatogonien, eher auf eine mogliche
Fehldifferenzierung nach der Vakzination mit Improvac® hin. Ebenso wére eine
De-Differenzierung der Hoden méoglich. In der Studie von Tarulli et al. (2013) wird
beim Menschen nach GnRH-Suppression, mit Hilfe von Immunfluoreszenz und
immunhistochemischen Nachweisen, eine erhohte Aktivitdit Ki67-positiver
Sertoli-Zellen in Kombination mit einer Downregulation des Androgen-Rezeptors
beschriecben. Die Autoren erldutern, dass im adulten Menschen nach
GnRH-Suppression eine fokale De-Differenzierung von adulten in immature

Sertoli-Zellen moglich ist.

Da jedoch nur ein Teil der Sertoli-Zellen Proliferation und somit eine Down-
Regulation zeigen, nehmen Tarulli et al. (2013) an, dass sich nicht alle Sertoli-
Zellen de-differenzieren. Sie vermuten einen gemischten Phinotyp mit adulten und
de-differenzierten Sertoli-Zellen in den Hoden der GnRH-supprimierten Menschen
(Tarulli et al., 2013).

Diese Ergebnisse decken sich auch mit den Untersuchungen in der vorliegenden
Dissertation. Neben den morphologisch stark verinderten Tubuli mit erhohten
runden/ovalen Sertoli-Zellkernzahlen und groflen Spermatogonien kommen auch
Tubuli vor, die alle Keimzellstadien sowie birnenférmige Sertoli-Zellkerne und
kleine runde Spermatogonien von maturer Gestalt besitzen. Dieses Bild kdnnte an
den gemischten Phinotyp erinnern. Jedoch sind in der vorliegenden Studie im
Gegensatz zu der Studie von Tarulli et al. (2013) erhohte Sertoli-Zellzahlen nach
GnRH-Suppression vorhanden. Dies konnte moglicherweise an dem
Speziesunterschied, aber auch an dem Alter bei GnRH-Suppression liegen. Rottner
und Claus (2009) konnten keine Proliferation in Sertoli-Zellen von mit Improvac®
geimpften Schweinen feststellen. Das konnte jedoch darauf zurlickzufiihren sein,

dass sie das Keimepithel erst nach erneuter Testosteronbildung untersuchten.

Dies kann auch in den Untersuchungen der vorliegenden Studie gesehen werden.
Tiere der Gruppe 5b wurden 21 Wochen nach der zweiten Vakzination (V3)
geschlachtet. Fiinf von sieben Tieren hatten zu diesem Zeitpunkt sehr hohe
Testosteronwerte von teilweise mehr als 15 ng/ml, ein intaktes Hodenepithel mit
hohen Mitoseraten und Sertoli-Zellen ohne positive Nachweise fiir Mitose-

Aktivitit.
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Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass bei den Tieren der Gruppe 5b voll
differenzierte und mature Sertoli- sowie Keimzellen in den Tubuli seminiferi
contorti vorkommen und wieder eine intakte Spermatogenese vorhanden ist. Diese

kann zum Teil die der Eber tiberschreiten.

Zusitzlich wurde ein Marker verwendet, der die oxidative Schidigung der DNS
nachweisen sollte. Wihrend oxidativer Stoffwechselvorgdnge im Zellorganismus,
zum Beispiel in den Mitochondrien, bei Phagozytose von Makrophagen, bei der
Oxidation von Aminosduren aber auch von Fettsduren sowie durch exogene
Faktoren wie die UV-Strahlung, werden Sauerstoffradikale freigesetzt (Wagner und

Jahreis, 2000; Dizdaroglu und Jaruga, 2012).

Dazu gehoren unter anderem Superoxidanionen, Hydroxylradikale und Sauerstoff
(Wagner und Jahreis, 2000; Dizdaroglu und Jaruga, 2012). 8-Hydroxyguanin
(8-OHGQG) ist ein Reaktionsprodukt der DNS, welches entsteht, wenn freie Radikale
eine Schiddigung der DNS durch Hydroxylierung auf Grund des niedrigen
Reduktionspotentials an der Guanin-Base des C8 bewirken (Floyd et al., 1986;
Cheng et al., 1992; Dizdaroglu und Jaruga, 2012). Die Folge der Basenschidigung
kann die induzierte Apoptose (Cheng et al., 1992), bei fehlender Reparatur jedoch

auch Kanzerogenitét sein.

In Hoden von Ratten konnte gezeigt werden, dass bei der Hodenpathologie der
Varikozele oxidativer Stress die Ursache einer gestorten Spermatogenese und damit
auch von Infertilitét ist (Ishikawa et al., 2007). Im Vergleich zu Kontrollgruppen
kann in Rattenhoden mit Varikozele 8-OHG biochemisch in hdheren

Konzentrationen nachgewiesen werden. (Tugcu et al., 2010).

Bei den Untersuchungen dieser Dissertation weisen alle Keimzellen — bis auf
elongierte Spermatiden — einzelne Sertoli-, aber auch Leydig-Zellen positive
Reaktionen fiir den Antikorper gegen 8-OHG auf. Visuell scheinen jedoch die
Spermatogonien und vor allem die Spermatozyten eine héhere Anzahl 8-OHG-
stark-positiver-Reaktionen im Zellkern aber auch im Zytoplasma zu besitzen.
Dies deckt sich mit anderen Studien, in welchen auch fiir Spermatogonien, vor
allem jedoch fiir Spermatozyten positive oxidative Stressreaktionen mit Hilfe von
immunhistochemischen Reaktionen beschrieben wurden. Dies soll in

Zusammenhang mit Apoptose stehen (Ishikawa et al., 2007; Yoon, 2013).
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In der vorliegenden Studie zeigen auch die verdnderten gro3en Spermatogonien und
Spermatozyten immer wieder Anzeichen von oxidativem Stress. Subjektiv gesehen
scheint auch hier die Anzahl an 8-OHG-positiven Spermatozyten — wenn diese

vorkommen — hoher im Vergleich zu den restlichen Zellen zu sein.

Bei den vakzinierten Tieren dieser Untersuchung scheint es mehr oxidative
Stressreaktionen als bei den intakten Ebern zu geben. Da bei einem Grofteil der
vakzinierten Tiere jedoch auch starke Keimzellverluste vorkommen und es auch
Tubuli mit nur sehr wenigen Keimzellen im Vergleich zu den intakten Ebern gibt,

ist die Haufigkeit der oxidativen Stressreaktionen nur subjektiv zu beurteilen.

Neben der Vermutung, dass die Vakzination mit Improvac® auf Grund der
runden/ovalen Struktur des Sertoli-Zellkerns und der gro3en Spermatogonien eine
Fehldifferenzierung oder eine De-Differenzierung im Hodenepithel verursachen
konnte, scheint auch oxidativer Stress mit einer moglichen Apoptose eine
Auswirkung der Vakzination auf das Hodenepithel zu sein. Apoptotische Zellen
duBern sich durch eine Schrumpfung des Zellkerns sowie durch eine Kondensation
des Chromatins und des Zytoplasmas (Kerr et al., 1972; Majno und Joris, 1995).
Da die spontane Apoptose auch bei einer physiologisch ablaufenden
Spermatogenese sowohl Spermatogonien, Spermatozyten als auch Spermatiden
betrifft, wére der Zelltod nach GnRH-Vakzination wahrscheinlich (Blanco-
Rodriguez und Martinez-Garcia, 1996; Print und Loveland, 2000). In dieser Studie
liefert die immunhistochemische Untersuchung mit 8-OHG Hinweise dafiir, dass
die GnRH-Vakzination zumindest Stress auf Zellebene des Hodenparenchyms

verursacht.

In Studien mit Ratten und Mausen konnte bereits gezeigt werden, dass eine
GnRH-Suppression oder eine Unterdriickung von LH sowie FSH eine erhohte
Apoptose im Hoden zur Folge hat (Marathe et al., 1995; Shetty et al., 1996; Hikim
et al., 1998; Pareek et al., 2007). Ebenso konnten Wagner et al. (2006) erhohte
Reaktionen mit dem Antikorper gegen TUNEL, welcher zum Nachweis von
Apoptose verwendet wird, im Hoden von mit Improvac ® vakzinierten Schweinen
nachweisen. Fiir eine genaue Bestimmung der Apoptoserate im Hodenepithel nach
Vakzination mit Improvac® sollten in weiteren Studien immunhistochemische

Untersuchungen mit dem Antikorper gegen TUNEL erfolgen.
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Eine weitere Fragestellung dieser Untersuchung war, welche Auswirkungen die
Vakzination mit Improvac® auf die Tight- und Gap-junction-Komponenten der
Blut-Hoden-Schranke sowie die Hormonrezeptoren haben. Dies wird im Folgenden

anhand der immunhistochemischen Untersuchungen diskutiert.

Claudin-3, ein Tight-junction-Protein zwischen benachbarten Sertoli-Zellen, spielt
eine Rolle bei der Regulierung von jungen Spermatozyten, welche die Blut-Hoden-

Schranke passieren (Chihara et al., 2013).

Die aktuelle Studie liefert Hinweise darauf, dass das Claudin-3-Protein auch beim
Eber eine essentielle Funktion bei der Entwicklung einer Blut-Hoden-Schranke

besitzt.

Wihrend Chihara et al. (2013) einen stadienspezifischen positiven Nachweis fiir
Claudin-3 auf der Ebene der Blut-Hoden-Schranke, in prileptotinen-, leptotinen
Spermatozyten sowie in Sertoli-Zellen bei Mdusen hatten, weisen die intakten Eber
in dieser Studie einen positiven Nachweis filir Claudin-3 in Leydig-Zellen, allen
Keimzelltypen und Sertoli-Zellen auf. Eine stadienspezifische Korrelation
zwischen dem Reaktionsmuster von Claudin-3 bei intakten Ebern ldsst sich ebenso
vermuten. So kann Claudin-3 dorsal von Spermatogonien und jungen
Spermatozyten in einer horizontalen ,,band“- oder auch ,,giirtelartigen* Formation

nachgewiesen werden.

Das steht zum Teil im Widerspruch zu Studien an Miusen (Meng et al., 2005;
Komljenovic et al., 2009). In den Studien der Autoren wird das Claudin-3-Protein
nur in frithen Stadien des Zellzyklus luminal von Spermatogonien und jungen
Spermatozyten nachgewiesen. Spiter lasst es sich nur apikal oder gar nicht mehr

anreichern (Meng et al., 2005; Komljenovic et al., 2009).

Dies ist insofern libereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Dissertation, als dass
sich Claudin-3 hdufig sehr stark in reiferen Spermatozyten und Spermatiden
anreichert, jedoch nicht immer in einer horizontalen Linie, die Spermatogonien und
jungen Spermatozyten umgebend. Oft sind auch die jungen Spermatozyten
Claudin-3-negativ, wihrend &ltere Spermatozyten-Stadien und runde Spermatiden

vor allem im adluminalen Kompartiment positiv sind.
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Das lasst vermuten, dass das Claudin-3-Protein auch beim Schwein ein wichtiger
Faktor fiir die Keimzellwanderung vom basalen zum adluminalen Kompartiment
ist und es unter Umstdnden auch beim Schwein ein intermedidres Kompartiment

gibt, wie es von Komljenovic et al. (2009) beschrieben wird.

Ein weiteres Merkmal hierfiir ist, dass vakzinierte Eber oft nur irregulér verzweigte
Claudin-3-positive Reaktionen zeigen, die vom Sertoli-Zellkern in Richtung
Lumen reichen. Claudin-3-positive ,,band*- oder ,,glirtelartige” Reaktionen dorsal
von Spermatogonien lassen sich bei den vakzinierten Tieren nur geringfiigig an
lokalen Stellen oder meist gar nicht nachweisen. Dies liefert Hinweise auf eine

dysfunktionale Blut-Hoden-Schranke nach Vakzination mit Improvac®.

Ursache hierfiir konnte vor allem ein Fehlen von notwendigen Androgenen fiir die
Claudin-3-Aktivitit sein (McCabe et al., 2012). Auf der anderen Seite ist Claudin-
3 bei vakzinierten Tieren im Bereich lateral der Sertoli-Zellkerne sowie hin und
wieder fokal als ,,bandartige Struktur dorsal von Spermatogonien nachweisbar —
selbst wenn keine Testosteronaktivitit vorhanden ist. Da sich die Blut-Hoden-
Schranke erst mit Einsetzen der Meiose oder bei Vorhandensein der Spermatozyten
bildet (Morales et al., 2007; Li et al., 2018), konnte eine fehlende Meiose oder
niedrige Spermatozyten-Zahlen ein zusétzlicher Grund fiir eine nicht
funktionsfahige Blut-Hoden-Schranke sein. Da es bisher keine bekannten Studien
gibt, die belegen, dass das Claudin-3-Protein bei mit Improvac® vakzinierten
Tieren nachzuweisen ist, gibt es noch keine Daten zum Vergleich dieser Ergebnisse.

Diese miissen erst in weiteren Untersuchungen erbracht werden.

Ein weiteres Protein, das in dieser Studie untersucht wurde, ist das Occludin. Es ist
im Hoden Bestandteil der Tight-junction-Komplexe und bildet in Epithelien und
Endothelien eine dichte Barriere (Furuse et al., 1994; Furuse et al., 1998). Auch
wenn die Funktion des Occludins noch nicht vollkommen geklért ist, so soll dieses
im Hoden eine Rolle fiir die Funktion einer intakten Blut-Hoden-Schranke
insbesondere mit Hinblick auf die Permeabilitidt und Integritét spielen (McCarthy
et al., 1996; Saitou et al., 2000; Chung und Cheng, 2001).

Das Occludin-Protein kann in dieser Studie bei intakten Ebern der Gruppe 1 im
Zytoplasma von Sertoli-Zellen, vor allem in Spermatogonien (Nukleus und
Zytoplasma) sowie vereinzelt in Spermatozyten und im akrosomalen Vesikel von

Spermatiden sowie im Spermatidenkopf gefunden werden. Da es auch eine positive
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Reaktion im Sertoli-Zellzytoplasma sowie einen stark-positiven Nachweis in den
Spermatogonien und Spermatozyten vakzinierter Tiere besitzt, liefert dies

Hinweise dafiir, dass das Occludin-Protein trotz GnRH-Suppression vorhanden ist.

Ob die Funktion des Occludins als Tight-junction-Protein der Blut-Hoden-
Schranke jedoch eingeschrankt oder gar gestort ist, kann nicht nachgewiesen
werden. Bei den vakzinierten Tieren ist im Vergleich zu den intakten Ebern ein
starkerer Nachweis fiir Occludin in den grofen Spermatozyten (Nukleus und

Zytoplasma) und den groflen Spermatogonien auffallig.

Da die Vakzination einen milden bis starken Keimzellverlust verursacht, sind die
Spermatozyten héaufig die differenziertesten Zellen. Unter Umstdnden konnte dies
an der fehlenden Testosteroneinwirkung auf die Sertoli- und Keimzellen liegen,

welche notwendig ist, um ein Keimepithel mit elongierten Spermatiden zu erhalten.

Das Occludin-Protein soll eine androgenabhingige Komponente besitzen, welche
fiir eine intakte Blut-Hoden-Schranke notwendig ist (Chung und Cheng, 2001;
Tu’uhevaha et al., 2007). So konnte mit Hilfe der RT-PCR nachgewiesen werden,
dass Occludin, neben Claudin-11, bei einem Fehlen des Androgen-Rezeptors down
reguliert wird (Wang, R.-S. et al., 2006). Zusétzlich ist fiir das Occludin-Protein
eine testosteronabhdngige Anlagerung an die Zelloberfliche von Sertoli-Zellen
beschrieben sowie bei Abwesenheit eine Verlagerung des Occludin-Proteins in das

Zytosol (Yan et al., 2008).

In anderen Studien kann Occludin immunhistochemisch und mit Hilfe der RT-PCR
nur in Sertoli-Zellen nachgewiesen werden (Wong et al., 2004; Zhang et al., 2018).
Eine ,.giirtelartige Anlagerung des Occludins auf Hohe der Blut-Hoden-Schranke,
wie sie von Wong et al. (2004) beschrieben wurde, konnte in dieser Dissertation

weder im Keimepithel intakter noch vakzinierten Eber erkannt werden.

Eine strangartige Anlagerung des Occludin-Proteins zwischen Sertoli-Zellen wird

von Zhang et al. (2018) bei Schweinen beschrieben.

Dies kann auch bei einem Tier aus Gruppe 5b nachvollzogen werden. Hier sind
zwischen angrenzenden Sertoli-Zellen starke Occludin-Reaktionen vorhanden,
welche ,straenartig vom Sertoli-Zellnukleus zu elongierenden Spermatiden

reichen.
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Es sollte jedoch auch erwdhnt werden, dass in den immunhistochemischen
Untersuchungen von Hejmej et al. (2012) keine aussagekriftigen Ergebnisse
beziiglich der Untersuchungen des Occludin-Proteins im Schweinehoden erzielt

werden konnten.

Auf Grund der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung ist anzunehmen, dass
Occludin im Schweinehoden sowohl bei den vakzinierten als auch bei den intakten
Ebern vorhanden ist. Auch hier konnte Occludin auf Grund des Expressionsmusters
in den Keimzellen eine androgenabhéngige Komponente in Bezug auf die Funktion

der Blut-Hoden-Schranke einnehmen. Aber auch fiir die intakte Spermatogenese.

Da Occludin deutlich- bis stark-positiv im Zytoplasma und im Nukleus von
Spermatogonien und auch in Spermatiden zu finden ist, konnte fiir das Occludin
des Schweines eine testosteronabhingige Funktion bei der Proliferation und

Reifung der Keimzellen angenommen werden.

Ob das Occludin-Protein beim Schwein wichtig fiir den Erhalt einer intakten
Spermatogenese oder das Aufrechterhalten der Blut-Hoden-Schranke ist, kann an
dieser Stelle nicht gesagt werden. Denn das Occludin-Protein kann beim Menschen
und beim Meerschwein nicht im Hoden nachgewiesen werden, ein Occludin-
Knockout im Mausmodell bewirkt jedoch einen Arrest der Spermatogenese (Moroi

et al., 1998; Saitou et al., 2000).

Connexin-43, ein Gap-junction-Protein, wird bei Hunden in Leydig-Zellen,
Sertoli-Zellen, Spermatogonien und Spermatozyten exprimiert und gilt als
Differenzierungsfaktor fiir Sertoli-Zellen, da es mit dem Beginn der
Spermatogenese und mit dem Auftreten einer funktionellen Blut-Hoden-Schranke
erscheint (Riittinger, 2008). Es ist ein wichtiges Protein fiir die Regulation einer
funktionierenden Spermatogenese (Batias et al., 1999; Brehm et al., 2007; Kidder
und Cyr, 2016).

In dieser Studie kann das Gap-junction-Protein Connexin-43 bei intakten Ebern in
angrenzenden Leydig-Zellen, dort an der Kernmembran und im Zytoplasma,
nachgewiesen werden. Ebenso zeigt der Antikorper gegen Connexin-43 eine
positive Reaktion im Sertoli-Zellzytoplasma. Dorsal, teilweise auch lateral der
Spermatogonien und jungen Spermatozyten, wird das Connexin-43-Protein

horizontal ,,band*- oder auch ,,giirtelartig* nachgewiesen.
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Ahnliche Befunde wurden in anderen Studien erhoben, die im Folgenden aufgefiihrt
werden (Pelletier, 1995; Steger, Klaus et al., 1999; Kopera et al., 2010). In den
Hoden von adulten Minnern kann das Connexin-43-Protein durch
Immunhistochemie- und Western-Blot-Analysen in angrenzenden Sertoli-Zellen
sowie apikal von Spermatogonien und basal von primdren Spermatozyten
nachgewiesen werden. Ebenso ist es fokal oder auch linear an der Zellmembran
benachbarter Leydig-Zellen zu finden (Steger, Klaus et al., 1999). Beim Nerz ldsst
sich das Connexin-43 immunhistochemisch ebenfalls an angrenzenden Leydig-

Zellen finden.

Stadienabhingig kann dort Claudin-3 sowohl basal als auch luminal von
Spermatogonien und jungen Spermatozyten in einer bandartigen Struktur
nachgewiesen werden (Pelletier, 1995). Risley et al. (1992) beschreibt zusitzlich
eine Immunreaktion des Connexin-43-Proteins im Zytoplasma von

Spermatogonien und Spermatozyten.

Kopera et al. (2010) untersuchten das Keimepithel von prapubertiren Ebern. Dort
konnte das Connexin-43 Protein an der Zellmembran angrenzender Leydig-Zellen,
allerdings nur fokal zwischen angrenzenden Sertoli- und auch Keimzellen,
nachgewiesen werden. Eine Reaktion auf Hohe der Blut-Hoden-Schranke dorsal
von Spermatogonien konnte nicht nachgewiesen werden (Kopera et al., 2010). Die
unterschiedlichen Ergebnisse in Bezug auf den Nachweis des Connexin-43-
Proteins auf Hohe der Blut-Hoden-Schranke in der Studie von Kopera et al. (2010)
und luminal von Spermatogonien sowie jungen Spermatozyten in dieser
Dissertation konnten auf das unterschiedliche Alter der Schweine zuriickzufiihren
sein. In den vorliegenden Untersuchungen wurden die intakten Eber in einem Alter
geschlachtet, in dem bereits die Pubertit eingetreten und damit das Ausbilden einer
Blut-Hoden-Schranke stattgefunden haben sollte (Franca et al., 2000; McCabe et
al., 2012).

Dagegen untersuchten Kopera et al. (2010) die Hoden prapubertirer Tiere. Eine
Blut-Hoden-Schranke bildet sich jedoch erst mit Eintritt in die Pubertit und dem
Vorhandensein von Spermatozyten (McCabe et al., 2012; Li et al., 2018).

Ebenso soll das Connexin-43-Protein erst mit Beginn der Spermatogenese eine
Funktion ausiiben, hier vor allem bei der Migration der Spermatozyten vom basalen

in das adluminale Kompartiment, so dass eine positive Connexin-43-Reaktion
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dorsal der Spermatogonien unwahrscheinlich sein konnte (Pelletier, 1995).

Auch in den Hoden prépubertdrer Hunde zeigt Connexin-43 eine positive Reaktion
in angrenzenden Leydig-Zellen, jedoch gar nicht oder nur wenig in den Tubuli

seminiferi contorti (Riittinger, 2008).

Die vakzinierten Tiere aus der vorliegenden Untersuchung besitzen im Gegensatz
zu den intakten Ebern stark verzweigte positive Zytoplasmareaktionen. Sie reichen

vom baso-lateralen Aspekt des Sertoli-Zellkerns unregelméfig in Richtung Lumen.

Diese morphologische Verdnderung kann auch bei Ebern gesehen werden, welche
mit Flutamid, einem anti-androgenen Mittel, behandelt wurden (Kopera et al.,
2010). Die Autoren beschreiben, dass Tiere, denen Flutamid verabreicht wurde,
eine deutliche lineare Connexin-43-Reaktion zwischen angrenzenden Sertoli-
Zellen, aber auch zwischen Sertoli- und Keimzellen aufweisen (Kopera et al.,

2010).

Wenn man die histologischen Abbildungen von Kopera et al. (2010) und den
vakzinierten Tieren der vorliegenden Dissertation vergleicht, so sehen die
immunhistochemischen Reaktionen mit dem Antikdrper gegen Connexin-43,
bezogen auf die Tubuli und die interstitielle Bereich, sehr &hnlich aus. In den
eigenen Untersuchungen haben die intakten Eber der Gruppe 1 auBerdem eine
Connexin-43-positive Immunreaktion zwischen benachbarten Leydig-Zellen. Bei
vakzinierten Ebern sind diese vermindert. Dort besitzt die Zellmembran keine
linearen Nachweise an der Leydig-Zellmembran, sondern hiufig schwichere

Nachweise oder nur fokale Reaktionen.

Eine Applikation eines GnRH-Implantats (Gonazon®) fiihrt bei Hunden in der
Studie von Rohrs (2013) zu einer Anreicherung von Connexin-43 im adluminalen
Tubulus-Kompartiment. Die Autoren vermuten hierbei eine GnRH-abhéngige

Funktionsstorung der Blut-Hoden-Schranke (Rohrs, 2013).

Nach der Evaluation der histologischen Schnitte, mit dem Ergebnis verdnderter
Nachweise des Connexin-43 Proteins an den Leydig-Zellen vakzinierter Eber, der
Gruppen 2 bis 5a sowie unregelméBige Zytoplasmareaktionen, welche von den
Sertoli-Zellen irreguldr in Richtung Lumen weisen, kann vermutet werden, dass
eine Vakzination mit Improvac® eine Funktionsstérung an der Blut-Hoden-

Schranke verursacht. Ebenso konnten die Befunde auf eine Stérung zwischen den
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Connexin-43-Gap-junctions und damit auf die Zellkommunikation zwischen

Leydig-Zellen, aber auch zwischen den Sertoli- und Keimzellen hinweisen.

In der Studie von Cavicchia et al. (1996) konnte mit Hilfe der Transmissions-
Elektronenmikroskopie gezeigt werden, dass bei Vorhandensein von Keimzellen
bis hin zu Spermatozyten Inter-Sertoli-Zellverbindungen und eine Blut-Hoden-
Schranke bestehen, auch wenn die Keimzellen Anzeichen von Degeneration

besitzen.

Die Autoren zeigen jedoch auch, dass das Reifestadium der Sertoli-Zellen einen
wichtigen Einfluss auf die Blut-Hoden-Schranke hat, da die Permeabilitéit der Blut-
Hoden-Schranke bei mangelnder Differenzierung der Sertoli-Zellen gestort ist.
Dies ist auch an der Anordnung der Tight-junction-Proteine zu erkennen, welche
anstatt einer zur Basalmembran parallelen Ausrichtung eine perpendikulare
Ausrichtung zeigen (Cavicchia et al., 1996). Wichtig ist hierbei jedoch, dass auch
bei den Keimzellen ein Arrest der Meiose-Aktivitit erkennbar ist und unklar ist, ob
die eingeschrinkte Funktion der Blut-Hoden-Schranke auf die reduzierte Keimzell-
oder Sertoli-Zell-Differenzierung zuriickzufiihren ist (Cavicchia et al., 1996). Diese

Beobachtung passt zu den Ergebnissen der aktuellen Untersuchungen.

Bei den vakzinierten Tieren der Gruppen 2 bis 5a kann sowohl das Claudin-3- als
auch das Connexin-43-Protein trotz eines Verlusts von Keimzellen nachgewiesen
werden. Jedoch zeigen diese oft eine irregulire Anordnung rund um Sertoli-
Zellkerne in Richtung Lumen. Auch die Sertoli-Zellen weisen, wie bereits oben
erwdhnt, morphologische und somit vermutlich auch funktionelle Verdnderungen

auf.

In der Studie von Brehm et al. (2007) konnte ein spezifischer Knockout des
Connexin-43-Proteins an Sertoli-Zellen von Maéusen einen Arrest der
Spermatogenese auf Hohe der Spermatogonien hervorrufen. Zusitzlich wird eine
Proliferation von immaturen Sertoli-Zellen beschrieben. Sie stellen die Vermutung
an, dass Connexin-43 in Sertoli-Zellen essentiell fiir die Initiation der
Spermatogenese ist, ebenso soll es essentiell fiir die Mitose-Aktivitit der
Keimzellen und fiir die Proliferation und Reifung von Sertoli-Zellen sein (Brehm

et al., 2007).
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Um weitere Aufschliisse beziiglich der hormonellen Regulation bei intakten Ebern
und den vakzinierten Tieren zu erhalten, wurden mit Hilfe spezifischer Antikorper
die Rezeptoren fiir FSH, Estrogen o und P, Androgen sowie das Hormon

Testosteron immunhistochemisch in den Hoden der Eber untersucht.

Testosteron wird in den Leydig-Zellen des Hodens synthetisiert und bindet an den
Androgen-Rezeptor, der in Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen und peritubulidren Zellen
zu finden ist (Vornberger et al., 1994). Einige Autoren diskutieren, dass der
Androgen-Rezeptor auch in ménnlichen Keimzellen, insbesondere in Gonozyten

und Spermatogonien der Tubuli zu finden ist (Zhou et al., 1996; Merlet et al., 2007).

Andere Autoren beschreiben, dass der Androgen-Rezeptor auch in den weiter
differenzierten Keimzellstadien wie den elongierten Spermatiden zu finden ist

(Wright und Frankel, 1980; Vornberger et al., 1994).

In dieser Untersuchung kann Testosteron bei den intakten Ebern im Zytoplasma der
Leydig-Zellen und fokal im Zytoplasma der Sertoli-Zellen mit einem homogenen
Reaktionsnachweis, aber auch in Form von positiven kleinen Granula
nachgewiesen werden. Spermatogonien und einzelne Spermatozyten zeigen
vereinzelt ein Testosteron-positives Reaktionsmuster im Zytoplasma. Vakzinierte
Tiere zeigen dhnliche Nachweise fiir den Antikorper gegen Testosteron wie intakte

Eber.

Im Vergleich dazu kann der Androgen-Rezeptor, an den Testosteron bindet, bei den
vakzinierten Tieren dieser Untersuchung ebenfalls in Sertoli- und Leydig-Zellen als
auch in einzelnen Spermatogonien und Spermatozyten gefunden werden. Die
runden Spermatiden sind meist negativ bis schwach-positiv fiir den Androgen-

Rezeptor.

Im Gegensatz zu intakten Ebern besitzen vakzinierte Tiere ein stdrkeres
Reaktionsmuster fiir den Antikorper gegen den Androgen-Rezeptor in Sertoli- und

Keimzellen.

Der Androgen-Rezeptor und Testosteron zeigen zum grof3ten Teil in den gleichen
Zelllinien positive Reaktionen. Diese Befunde lassen die Vermutung zu, dass der
Androgen-Rezeptor und somit die Wirkung von Testosteron auch in den

Keimzellen von Ebern eine wichtige Rolle spielen konnte.
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In der Studie von Zhu et al. (2000) zeigen Ratten, die mit einem LHRH,
Luteinisierendes Hormon Releasing Horomon-Antagonisten behandelt wurden,
einen Riickgang der Testosteron- und LH-Synthese, zudem nimmt die Androgen-
Rezeptor-Expression in Sertoli-, Leydig- und Myoidzellen ab. Mit der Applikation
von Androgen steigt die Androgen-Rezeptor-Expression in Sertoli-Zellen wieder

an.

Bei Tieren der Gruppe 5b dieser Arbeit war der Nachweis fiir den Antikorper gegen
den Androgen-Rezeptor im Vergleich zu intakten Ebern stiarker und deckt sich mit
den Ergebnissen der Studie von Zhu et al. (2000). Geimpfte Tiere der vorliegenden
Untersuchung zeigen stérkere Nachweise des Androgen-Rezeptors in Sertoli- und

Keimzellen als die intakten Eber.

Eine erhohte Androgen-Expression bei mit Improvac® vakzinierten Ebern wird
auch von Srisuwatanasagul et al. (2018) beschrieben, hier jedoch vor allem in den
Sertoli-Zellen. In einer weiteren Studie von Wicks et al. (2013) konnte der
Androgen-Rezeptor bei Schweinen, die mit Improvac® behandelt wurden, nur in
Sertoli-Zellen und Leydig-Zellen, jedoch nicht in Keimzellen nachgewiesen
werden. Sie vermuten, dass der Androgen-Rezeptor auch bei sehr niedrigen
Testosteronwerten anwesend ist und somit bei einem Anstieg der Testosteronwerte

eine schnelle Regeneration des Keimepithels moglich ist (Wicks et al., 2013).

Auch in hypogonadalen Hoden von Hunden konnte der AR nur in den Sertoli- nicht

jedoch in den Keimzellen gefunden werden (Prapaiwan et al., 2017).

Eine mogliche Erklarung fiir die gesteigerte Expression des Androgen-Rezeptors
bei den vakzinierten Tieren der vorliegenden Arbeit konnte die fehlende oder

verminderte Einwirkung des Testosterons auf den Androgen Rezeptor sein.

Der positive Nachweis von Testosteron in den Sertoli-Zellen vakzinierter Tiere ist
in Form von kleinen bis groB3en ,,blasenidhnlichen* Strukturen zu erkennen. Dies ist
bei den intakten Ebern nicht der Fall. Eine Ursache dafiir konnte sein, dass
Testosteron nicht an den elongierenden Spermatiden wirken kann. Diese fehlen bei

den Kastraten meistens.

Moglicherweise  akkumulieren  die  Testosteron-Granula  somit  im
Sertoli-Zellzytoplasma als Lipidtropfchen oder werden durch Lysosomen

phagozytiert (Chemes, 1986; Wang, H. et al, 2006), was in Form der
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Testosteron-positiven ,,blasendhnlichen* Strukturen zu sehen ist. Dies geschieht
moglicherweise auf Grund der fehlenden GnRH-Aktivitdt, so dass Testosteron in
zu geringen Mengen vorhanden ist oder weil es durch die Vakzination auch zu
einem Verlust der Keimzellen, wie den runden und elongierten Spermatiden kommt

(O’ Donnell et al., 1996).

Vergleicht man die intakten Eber mit den vakzinierten Ebern dieser Dissertation,
kann ein direkter und auch zum grofBiten Teil ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Hohe der Testosteronwerte und der morphologischen Kriterien des
Hodens dargestellt werden. Bis auf zwei Tiere der Gruppe 2 (4,19 ng/ml und
0,14 ng/ml) sowie ein Tier aus Gruppe 4 (0,48 ng/ml) haben alle vakzinierten Tiere
der Gruppe 2 bis 4, 0 ng/ml Testosteron im Blutplasma. Rottner (2012) beschreibt
in ihrer Dissertation einen Grenzwert von > 0,5 ng/ml Testosteron im Blutplasma

fiir die Wiederauthahme der Hodenfunktion.

Der intakte Eber der vorliegenden Untersuchung, mit den niedrigsten
Testosteronwerten besitzt 4,03 ng/ml Testosteron im Blutplasma. Mit 4,19 ng/ml
Testosteron im Blutplasma iibersteigt das eine Tier aus Gruppe 2 damit sogar den
Wert des vorher genannten intakten Ebers. Verwendet man den Grenzwert von
Rottner (2012), so wurde bei den vakzinierten Tieren der Gruppe 2 bis 4 mit Werten
iiber 0 ng/ml, jedoch unter 0,5 ng/ml noch keine Testosteronaktivitéit aufgenommen.
Bei dem Tier mit 4,19 ng/ml Testosteron im Blutplasma ist davon auszugehen, dass

es eine Spermatogenese dhnlich der intakten Eber besitzt.

Dies bestitigt sich auch anhand der histologischen Ergebnisse. In dieser Arbeit
wurde ein Grenzwert von 3 ng/ml Testosteron im Blutplasma festgelegt.
Vakzinierte Tiere der Gruppen 2 bis Sa, die diesen Wert unterschreiten, zeigen im
Vergleich zu den intakten Ebern in der Regel signifikant kleinere Tubuli seminiferi
contorti (p = 0,047), niedrigere Mitoseraten in den Tubuli seminiferi contorti (p =
0,021), eine erhohte Sertoli-Zellzahl (p = 0,032) sowie grofle Spermatogonien (p =
0,004) und Leydig-Zellen mit pyknotischen Zellkernen.

Tiere, welche Testosteronwerte iiber 3 ng/ml besitzen, zeigen meist gro3e Tubuli
seminiferi  contorti, erhohte Mitoseraten, mehr Keimepithel, kleine
Spermatogonien, niedrigere Sertoli-Zellzahlen und polygonale Leydig-Zellkerne.
Anhand der Ergebnisse kann vermutet werden, dass Testosteronwerte von 3 ng/ml

ausreichend sind, um eine intakte Spermatogenese mit Keimzellproliferation bis hin
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zu elongierten Spermatiden und morphologisch physiologisch erscheinenden

Sertoli-Zellen sowie Spermatogonien zu erhalten.

Dies wurde auch von anderen Autoren bestdtigt, in deren Studien 25% der
urspriinglichen Testosteronwerte bei Ratten sowie 50% bei Affen nach einer
Hypophysektomie ausreichten, um eine Spermatogenese zu initiieren oder auch

aufrecht zu halten (Marshall et al., 1986; Huang et al., 2012).

Die vakzinierten Tiere der Gruppe 5a besitzen wie auch die vakzinierten Eber der
Gruppe 2 bis 4 kleine Tubuli seminiferi contorti mit einem milden bis starken
Keimzellverlust, verringerte Mitoseraten und kleine runde/ovale Sertoli-Zellkerne
mit dazwischenliegenden grof8en runden Spermatogonien. Auch die Leydig-Zellen
konnen pyknotische Zellkerne mit keinem erkennbaren oder wenig Zytoplasma
besitzen. Die vakzinierten Tiere der Gruppe 5b besitzen grof3e Tubuli seminiferi
contorti mit hohen Mitoseraten sowie einem stark ausgepragtem Keimepithel und
viele Gruppen an Leydig-Zellen mit polygonalem Zellkern und viel Zytoplasma.
Interessant ist, dass zwei vakzinierte Tiere der Gruppe 5 zum Teil gar keinen
Nachweis des Antikorpers gegen Testosteron in den Tubuli oder nur zu einem sehr
geringen Teil in den Leydig-Zellen besitzen. Da bei diesen Tieren der Zeitraum
zwischen Schlachtung und V2 21 Wochen betrug, ist es moglich, dass die
Testosteronreserven im Keimepithel und den Leydig-Zellen aufgebraucht wurden

und Testosteron deshalb nicht im Hoden nachweisbar ist.

Dies widerspricht zum Teil den Blutplasmauntersuchungen. In den Blutplasma-
Testosteronwerten besitzt das Tier aus Gruppe 5a mit dhnlicher Hodenmorphologie
wie die vakzinierten Tiere aus Gruppe 2 bis 4, 1,91 ng/ml Testosteron. Das andere
Tier der Gruppe 5b zeigt Testosteronwerte von 18,19 ng/ml. Ein weiteres Tier aus
Gruppe 5, welches jedoch nicht mit dem Antikorper gegen Testosteron untersucht
wurde, besitzt sogar 20,26 ng/ml Testosteron im Blutplasma. Damit haben die
letztgenannten vakzinierten Tiere zum Teil deutlich hohere Testosteronwerte im
Vergleich zu den intakten Ebern. Die intakten Eber dieser Untersuchung weisen
einen Medianwert von 7,92 ng/ml Testosteron im Blutplasma mit maximalen

Werten von 9,15 ng/ml auf.

Bonneau et al. (1987) beschreiben sinkende Testosteronkonzentrationen fiir Eber
im Alter von 100 Tagen mit durchschnittlich 8,8 ng/ml auf durchschnittliche
4,5 ng/ml in einem Alter von 150 Tagen. Claus et al. (1983) liefern in ihrer Studie
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Testosteronwerte von durchschnittlich 2,15 ng/ml bis maximal 11,50 ng/ml im
Blutplasma von ca. 18 Monate alten mannlichen Schweinen. Sie postulieren jedoch,
dass die Hohe der Testosteronwerte nicht nur vom Alter, sondern auch von dulleren

Faktoren abhéngig ist.

Verwendet man den Testosteron-Grenzwert von 0,5 ng/ml aus der Studie von
Rottner (2012), ist davon auszugehen, dass das Tier dieser Studie mit 1,91 ng/ml
Testosteron im Blutplasma eine beginnende Testosteronaktivitit mit einer
Wiederaufnahme der Spermatogenese besitzt, auch wenn dies noch nicht im
Keimepithel erkennbar ist. In der Studie von Rottner (2012) nehmen mit
Improvac® vakzinierte Tiere die Testosteronsynthese zwischen 10 und 25 Wochen
nach der Zweitvakzination (V2) auf. Die Eber {iberschritten zum Teil die zu Beginn
der Zweitvakzination gemessenen Testosteronwerte mit 15 ng/ml 181 Tage nach
V2 (Rottner, 2012). In Kombination der teilweise sehr hohen Testosteronwerte mit
den Hodengewichten postulierten Rottner und Claus (2009) den so genannten

Rebound-Effekt.

Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Tiere der Gruppe 5b in der vorliegenden
Studie. Sie weisen Hoden mit groBBeren Tubuli seminiferi contorti (p = 0,049), mehr
geordnete Keimzellreihen (p = 0,010) und hohere Testosteronkonzentrationen als

intakte Eber auf.

Die durchschnittliche Anzahl der Sertoli-Zellen entspricht in etwa denen der
intakten Eber. Im Vergleich zu den intakten Ebern sind bei Tieren der Gruppe 5b
zu 61,8 % wieder vermehrt kleine runde/ovale Spermatogonien sowie zu 77,6%

Leydig-Zellen mit polygonalem Zellkern und zu 7,1% viel Zytoplasma erkennbar.

Ein Zusammenhang zwischen der Wirkung von Testosteron und FSH, wie er von
O’ Donnell et al. (1996) sowie Singh und Handelsman (1996) beschrieben wird,
kann anhand der Ergebnisse dieser Studie ebenfalls vermutet werden. Laut den
oben genannten Autoren fiihrt ein Fehlen von Testosteron zu einem Arrest der
Spermatogenese auf Hohe der runden Spermatiden (Kumar, 2007). Auch eine
alleinige Gabe von FSH bewirkt eine Sertoli- und Keimzell-Proliferation sowie
Reifung bis hin zu runden Spermatiden (Haywood et al., 2003). Erst die Zugabe
von Testosteron fiihrt zu einer Ausbildung von elongierten Spermatiden (Singh und

Handelsman, 1996).
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In dieser Studie kann dieses Phdnomen sehr gut anhand der untersuchten Antikorper
gesehen werden. Eine positive Immunreaktion fiir den Antikorper gegen den FSH-
Rezeptor ist in Sertoli-Zellen und allen Keimzellen auBler den elongierten
Spermatiden zu finden. Testosteron kann in den Leydig-Zellen, in den Sertoli-
Zellen und vor allem in Spermatogonien und Spermatozyten gefunden werden.
Jedoch sind hier vor allem die Testosteron-positiven Granula auffillig. Diese
reichen bei den intakten Ebern vom Sertoli-Zellkern bis hin zu den elongierten
Spermatiden und sind in das Sertoli-Zellzytoplasma eingebettet. Das ldsst
vermuten, dass Testosteron eine wichtige Rolle fiir elongierende Spermatiden

besitzt.

Baccetti et al. (1998) wiesen die mRNA des FSH-Rezeptors mit Hilfe von in-situ-
Hybridisierung im Zytoplasma von Sertoli-, aber auch Keimzellen nach. Dies

deutet auf eine wichtige Rolle von FSH auch in den Keimzellen hin.

Auch bei Tieren in dieser Arbeit ist der FSH-Rezeptor mit Hilfe von
immunhistochemischen Untersuchungen in allen Keimzellen mit Ausnahme von
elongierten Spermatiden zu finden. Besonders deutlich jedoch in Spermatogonien
und Spermatozyten. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass FSH nicht nur eine
Wirkung auf die Sertoli-Zellen in Bezug auf die Proliferation und Reifung hat,

sondern auch auf die Keimzellen.

Im Speziellen mit einer Wirkung auf die Proliferation und Reifung der
Spermatogonien und Spermatozyten, aber auch auf die restlichen Keimzellen bis
hin zu runden Spermatiden. Ebenso weist der fehlende Nachweis des FSH-
Rezeptors in elongierten Spermatiden darauf hin, dass FSH nicht an elongierten

Spermatiden wirkt.

Da der Antikorper gegen Testosteron hingegen auch im Zytoplasma von
Sertoli-Zellen lokalisiert ist, an welchem elongierende Spermatiden haften, kann
vermutet werden, dass vor allem das Testosteron eine Wirkung auf elongierende
Spermatiden hat, wihrend die Wirkung des FSHs auf elongierende Spermatiden
eher untergeordnet zu sein scheint (O’ Donnell et al., 1996; Singh und Handelsman,
1996). Dies wird durch die Studie von O’ Donnell et al. (1996) unterstiitzt, die bei
fehlender Testosteronwirkung ein Losen der runden Spermatiden aus dem

Zytoplasma von Sertoli-Zellen beschreiben.
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Da die ektoplasmatischen Spezialisierungen keine Beeintrachtigung bei Fehlen von
Testosteron zeigen, vermuten sie hierbei eine testosteronabhidngige Stdrung
zwischen der Verbindung von Sertoli-Zellen und Spermatiden durch
Adhisionsmolekiile (O’ Donnell et al., 2000). So soll die Wirkung des FSH auf die
Keimzellen vor allem in einer Proliferation und Reifung der Spermatogonien und
der Keimzellen bis hin zu runden Spermatiden sein (McLachlan et al., 1995;
Meachem et al., 1996). Da jedoch die alleinige Gabe von Testosteron verminderte
Keimzellzahlen hervorruft (Huang et al., 1987), ist ein synergistischer Effekt von

FSH und Testosteron essentiell (O' Shaughnessy, 2014).

Die vakzinierten Tiere zeigen ein stirkeres FSH-R-Immunreaktionsmuster als die
intakten Eber sowie vereinzelt einen erhohten Nachweis des FSH-Rezeptors in den
Nuklei von Sertoli-Zellen. Hierflir konnte die vermutete GnRH-unabhédngige
FSH-Regulation und dem damit aktiven FSH-Rezeptor verantwortlich sein
(Awoniyi et al., 1988a; Blok et al., 1989; Padmanabhan und McNeilly, 2001;
Wagner und Claus, 2004). Eine weitere Vermutung wire, dass die Impfung mit
Improvac® auf Grund der GnRH-Inaktivitdt zu einer regulatorischen Erhdhung des

FSH-Rezeptors fiihrt.

Dies konnte in der Studie von Maguire et al. (1997) gezeigt werden, in welcher die
m-RNA-Expression des FSH-Rezeptors in Folge einer Hypophysektomie an Ratten
zunahm. Die GnRH-unabhingige FSH-Sekretion konnte unter Umstdnden eine
Erklarung fiir die erhohten und auch morphologisch verdnderten Sertoli-Zellzahlen
sein. FSH besitzt prapubertir bekannterweise proliferierende Eigenschaften auf die
Sertoli-Zellen (Orth et al., 1984; Meachem et al., 1996; Sharpe et al., 2003; Walker,
2003).

Unter anderem soll Testosteron wiederum die Proliferation und Reifung der Sertoli-

Zellen bewirken (Buzzard et al., 2003).

Weitere wichtige Faktoren fiir den Ablauf der Spermatogenese sind die Estrogene.
Diese haben eine Funktion bei der Sertoli-Zellreifung (At-Taras et al., 2006; Berger
et al.,, 2013), fiir die Fertilitit (Walker und Korach, 2004), aber auch bei der
Resorption von Tubulus-Fliissigkeit in den Ductuli efferentes (Oliveira et al., 2001;
Cho et al., 2003), fiir die Sekretionsfahigkeit der akzessorischen Geschlechtsdriisen

(Joshi und Raeside, 1973), sowie den Spermientransport zur Eizelle (Claus, 1990).
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Hierfir wurden in dieser Studie die Estrogen-Rezeptoren o und J
immunhistochemisch untersucht. Der Estrogen-Rezeptor a kann bei intakten Ebern
im  Zytoplasma von Leydig-Zellen nachgewiesen werden. Einzelne
Spermatogonien und Spermatozyten zeigen eine Estrogen-Rezeptor-a-positive-
Immunreaktion im Zytoplasma, teilweise auch im Nukleus. Spermatiden besitzen
meist eine auffallend positive Estrogen-Rezeptor-a-Immunreaktion entweder nur
im akrosomalen Vesikel oder im Spermatidenkopf von elongierten Spermatiden.
Die Sertoli-Zellen sind meist negativ oder nur schwach-positiv fiir den Antikorper

gegen Estrogen-Rezeptor a.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten, dass das Vorhandensein des
Estrogen-Rezeptors a beim Schwein insbesondere der Kommunikation zwischen
Leydig-Zellen und der Keimzellbildung bis zur Ausbildung von elongierten
Spermatiden dient. Ein synergistischer Effekt mit Testosteron kann zudem vermutet
werden. Der synergistischer Effekt von Testosteron und Estrogenen bei Schweinen
wurde bereits von Joshi und Raeside (1973) in Bezug auf die Sekretionsfahigkeit

der akzessorischen Geschlechtsdriisen sowie die Libido beschrieben.

Die Ergebnisse zahlreicher Studien postulieren jedoch, dass Estrogen a vor allem
eine Funktion bei der Regulation der Proliferation sowie der Sertoli-Zell-Reifung

haben konnte (At-Taras et al., 2006; Berger et al., 2013).

Geimpfte Tiere zeigen Schwankungen von negativen bis deutlich-positiven
Reaktionen in Keim- und Sertoli-Zellkernen. Das Zytoplasma von Sertoli-Zellen
vakzinierter Tiere ist immer positiv. Im Vergleich zu intakten Ebern sind vor allem
die Spermatogonien und Spermatozyten der geimpften Tiere hdufig positiv flir den

Antikorper gegen den Estrogen-Rezeptor a.

Auch die Leydig-Zellen zeigen meistens einen positiven Nachweis fiir den

Estrogen-Rezeptor a.

In Studien von Mutembei (2006) weisen immature und mature intakte Eber ein
dhnliches Reaktionsmuster mit einer stark-positiven Reaktion fiir den Antikorper
gegen Estrogen-Rezeptor o in Spermatogonien und Spermatozyten auf, wihrend
Sertoli-Zellen und andere Keimzellen wie runde Spermatiden schwécher positiv
sind. Leydig-Zellen sind ebenfalls positiv fiir den Antikorper gegen Estrogen-

Rezeptor o.
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Im Gegensatz dazu konnte Lekhkota (2007) den Estrogen-Rezeptor o nur in
Spermatogonien und Spermatozyten, nicht aber in Spermatiden und Leydig-Zellen
von intakten und auch geimpften Tieren finden. Wagner (2005) konnte den
Estrogen-Rezeptor a bei immunologisch vakzinierten Ebern ihrer Untersuchung
nur in Spermatogonien nachweisen. Dies widerspricht den Ergebnissen der
vorliegenden Studie, in welcher der Estrogen-Rezeptor a in allen Keimzellen

nachgewiesen werden kann.

Es gibt inzwischen einige Studien, die dem Estrogen a eine essentielle Funktion fiir
eine intakte Spermatogenese zusprechen (Robertson et al., 2001; Walker und
Korach, 2004). So zeigen Méuse mit einem Aromatase-Knockout — und somit einer
fehlenden Estrogenproduktion — im maturen Alter einen Arrest der Spermatogenese

auf Hohe der runden Spermatiden (Robertson et al., 2001).

Auch die Tiere mit einem Estrogen-Rezeptor-o-Knockout zeigen eine gestorte
Spermatogenese mit Infertilitit (Walker und Korach, 2004). Dies steht auch im

Zusammenhang mit den Untersuchungen von Clarke und Pearl (2014).

Sie vermuten, dass auf Grund eines Abfalls der Estrogen-Aktivitit bei dlteren
minnlichen Ratten die Spermaproduktion mit zunehmendem Alter sinkt. Die
Autoren konnten durch immunhistochemische Untersuchungen im Rattenmodel
zeigen, dass im Alter bei niedriger Estrogen-Aktivitdt die Anzahl der Estrogen-
Rezeptoren im Hoden abnimmt und damit auch die Spermienzahlen weniger
werden, wahrend bei Estrogen-Zugabe die Estrogen-a-Rezeptoren zunehmen und
die Spermaqualitdt verbessert werden kann. Die Testosteronwerte waren nicht
beeintrachtigt (Clarke und Pearl, 2014). Somit nehmen sie an, dass Estrogene eine

essentielle Rolle fiir das Aufrechterhalten der Spermatogenese haben.

Der Estrogen-Rezeptor o von Keimzellen scheint jedoch keine wichtigen Gene zu
regulieren, welche notwendig fiir eine intakte Spermatogenese sind (Mahato et al.,
2000). Denn Wildtyp-Méuse ohne Keimzellen, denen die Keimzellen von
Estrogen-Rezeptor-a-Knockout-Mausen implantiert wurden, zeigen Fertilitdt. Die
Autoren der Studie vermuten hierbei, dass Estrogen a eher einen Einfluss auf die
somatischen Zellen hat (Mahato et al., 2000, 2001). Insbesondere soll das
Vorhandensein des Estrogen-Rezeptors o an somatischen Zellen des Hodens
essentiell fiir die Entwicklung der Spermatiden und damit fiir die Fertilitdt sein

(Mahato et al., 2001).
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In weiteren Studien wird beschrieben, dass der Estrogen-Rezeptor a vor allem bei
der Reabsorption der Samenfliissigkeit in den Ductuli efferentes eine Rolle spielt;
Ein Fehlen des Estrogen-Rezeptors a soll die Konzentrierung der Samenfliissigkeit

storen und dies in Folge zu Infertilitét fiihren (Oliveira et al., 2001; Cho et al., 2003).

Die Ergebnisse dieser Studie lassen wie bereits oben erwdhnt ein Zusammenspiel
zwischen den Estrogenen und Testosteron bei der Synthese von elongierten
Spermatiden vermuten. Ebenso ist der Estrogen-Rezeptor a bei vakzinierten Tieren
in Sertoli-Zellen sowie in Spermatogonien und Spermatozyten und in Leydig-
Zellen nachzuweisen. Runde Spermatiden und elongierte Spermatiden sind jedoch
meistens nicht vorhanden. Da vakzinierte Tiere der Gruppen 2 bis 4 mit wenigen
Ausnahmen Testosteronwerte von 0 ng/ml besitzen, kann auch hier vermutet
werden, dass das Vorhandensein von Testosteron notwendig ist, um elongierte
Spermatiden  hervorzubringen. Erst bei Vorhandensein von hoheren
Testosteronwerten kdnnen elongierende Spermatiden in hoherer Menge erkannt

werden.

Der Estrogen-Rezeptor B kann in dieser Untersuchung immer in Leydig-Zellen,
Spermatogonien, Spermatozyten und runden Spermatiden nachgewiesen werden.
Zum Teil sogar in elongierten Spermatiden. Die Leydig-Zellen besitzen meist eine
starke Estrogen-Rezeptor-f-positive-Reaktion im Zytoplasma. Die Reaktionen im
Zellkern variieren von negativ bis stark-positiv. Im Vergleich zu vakzinierten
Tieren weisen intakte Eber ein stirkeres Reaktionsmuster im Zellkern von
Keimzellen auf. Die Zellkerne der Sertoli-Zellen haben unterschiedliche

Reaktionsmuster, die von negativ bis deutlich-positiv reichen.

Das Sertoli-Zellzytoplasma ist haufig schwach-positiv fiir den Estrogen-Rezeptor
B. Diese Befunde sind dhnlich wie die von Mutembei (2006). Sie konnten den
Estrogen-Rezeptor  in allen Keimzellen mit Ausnahme der elongierten
Spermatiden  sowie in  Sertoli-und Leydig-Zellen von  Schweinen

immunhistochemisch darstellen.

Lekhkota (2007) hingegen konnte das Vorkommen des Estrogen-Rezeptors  mit
Hilfe von in-situ-Hybridisierung nur im Zytoplasma der Sertoli-Zellen von intakten
und geimpften Ebern nachweisen. Leydig-Zellen und Keimzellen waren negativ fiir

den Estrogen-Rezeptor B (Lekhkota, 2007).
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Die vakzinierten Tiere dieser Studie besitzen héufig keine oder nur schwache
Reaktionen in den Keimzellkernen, aber auch in Leydig-Zellen. Die verdnderten
grolen Spermatogonien und Spermatozyten besitzen meist eine schwach- bis
deutlich-positive Reaktion fiir den Antikorper gegen Estrogen-Rezeptor B. Das
Zytoplasma der Sertoli-Zellen von vakzinierten Tieren reagiert meistens
Estrogen-Rezeptor-B-positiv, die Sertoli-Zellkerne zeigen Reaktionen von negativ
bis deutlich-positiv. Ein Grund fiir die nicht iibereinstimmenden Ergebnisse der
zahlreichen Studien konnte die Verwendung unterschiedlicher Antikdrper sein

(Selva et al., 2004).

Es wird beschrieben, dass ein Estrogen-Rezeptor-B-Knockout fertile Maiuse
hervorbringt, weshalb bei Vorhandensein des Estrogen-Rezeptors § eher eine
Wirkung auf die Apoptose von Keimzellen angenommen wird (Selva et al., 2004;
Walker und Korach, 2004). Dies wird in der Studie von Delbes et al. (2004)
unterstiitzt, in welcher ein Estrogen-Rezeptor-f-Knockout bei neonatalen Méusen
eine erhohte Anzahl an Gonozyten mit verminderten Apoptoseraten bei gleichen
Sertoli- und Leydig-Zellzahlen im Vergleich zu Kontrolltieren zeigte. Da dies bei
einer Inaktivierung des Estrogen-Rezeptors a nicht der Fall ist, gehen sie davon aus,
dass der Estrogen-Rezeptor B einen regulierenden Einfluss auf die Keimzellen

durch Apoptose besitzt (Delbes et al., 2004).

Der Estrogen-Rezeptor a soll hingegen einen hemmenden Einfluss auf die
Steroidogenese in fetalen und neonatalen Leydig-Zellen haben, wie anhand eines

Estrogen-Rezeptor-a-Knockouts gezeigt werden konnte (Delbes et al., 2006).

Auf Grund der Ergebnisse dieser Studie kann nachgewiesen werden, dass der
Estrogen-Rezeptor  auch bei vakzinierten Ebern vorhanden ist. Im Vergleich zu
den intakten Ebern, sind bei Tieren der Gruppe 5b die starken
Estrogen-Rezeptor-B-Reaktionen nicht nur in den Sertoli-Zellen, sondern auch in

Keim- und Leydig-Zellen zu finden.

Da die immunhistochemischen Reaktionen der Keimzellnuklei und Leydig-Zellen
bei den vakzinierten Tieren zum Teil schwécher als bei den intakten Ebern und den
Tieren der Gruppe 5b ist, weist dies auf eine direkte Funktion des
Estrogen-Rezeptors B auf die Keimzellen und Leydig-Zellen hin. Unter Umstdnden
konnte das Estrogen 3 in Kombination mit Testosteron essentiell fiir eine Wirkung

auf die Leydig-Zellen und Keimzellen und damit auf die Spermatogenese sein.
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Dass der Estrogen-Rezeptor 3 auch eine regulierende Funktion auf die Apoptose im
Hoden der Eber hat (Delbes et al., 2004), kann hier nicht bestitigt werden. Da
jedoch die Keimzellzahlen vermindert sind und erhohte Stressreaktionen an den
Keimzellen und dort vor allem an den Spermatozyten erkennbar ist, kann eine
regulierende Funktion des Estrogen-Rezeptors B auf die Keimzellen in Form von
Apoptose nicht ausgeschlossen werden. Da Speziesunterschiede zwischen den
einzelnen Studien bestehen, ist es unter Umstidnden auch nicht so einfach,
Riickschliisse auf die Funktion des Estrogen-Rezeptors B zwischen dem

Mausmodell und den Ebern zu ziehen.

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass eine Vakzination mit Improvac® eine
testosteronabhéngige und zum Teil starke Auswirkung auf das Keimepithel mit

einer temporér begrenzten Kastration hat.

So konnen bei vakzinierten Tieren der Gruppen 2 bis 5a mit Testosteronwerten
unter 3 ng/ml zum Teil signifikant kleinere Tubuli seminiferi contorti mit
reduzierten Mitoseraten, einem milden bis starken Verlust von Keimzellen sowie
runde/ovale Sertoli-Zellkerne, die in ihrer Anzahl erhoht sind, grofle
Spermatogonien sowie Leydig-Zellen mit pyknotischen Zellkernen und wenig
Zytoplasma gefunden werden. Ob dies wiederholbare Ergebnisse sind, miisste in

weiteren Studien erortert werden.

Die Tight-und Gap-junction-Komponenten im Keimepithel sowie die Rezeptoren,
die fiir die Spermatogenese wichtig sind, zeigen ebenfalls eine Beeintrdchtigung

nach einer Vakzination mit Improvac®.

Die Tight-junction-Proteinene Claudin-3 und Connexin-43 zeigen bei den
vakzinierten Tieren eine irregulire  Anordnung positiver  Sertoli-
Zytoplasmareaktionen vom Nukleus in Richtung Lumen. Ebenso fehlen héufig die
positiven Claudin-3 und Connexin-43-Reaktionen luminal von Spermatogonien
und jungen Spermatozyten, wodurch eine testosteronabhédngige Stérung der Blut-

Hoden-Schranke vermutet wird.
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Ebenso kann gezeigt werden, dass bei den vakzinierten Tieren der Gruppen 2 bis 5a
der FSH-Rezeptor, der Androgen-Rezeptor, Testosteron und die
Estrogen-Rezeptoren o und P auch bei vakzinierten Tieren nachweisbar sind und

sich zum Teil von den Reaktionen der intakten Eber unterscheiden.

Der FSH- und auch der Androgen-Rezeptor ist bei den vakzinierten Tieren teilweise
starker nachweisbar. Da sich der FSH-Rezeptor neben den Sertoli-Zellen in allen
Keimzellen, besonders jedoch in Spermatogonien und Spermatozyten anreichert,
aber nicht in elongierten Spermatiden, kann eine Wirkung auf die Proliferation und

die Reifung der Sertoli- und Keimzellen vermutet werden.

Auch kann eine testosteronabhédngige Ausbildung der elongierten Spermatiden
vermutet werden. Denn bei den intakten Ebern kann Testosteron im Zytoplasma
von Sertoli-Zellen, vom Nukleus bis zum Lumen, wo elongierte Spermatiden an

den Sertoli-Zellen anhaften, nachgewiesen werden.

Aber auch in Spermatogonien, Spermatozyten und Leydig-Zellen ist Testosteron
nachweisbar. Nach der Vakzination mit Improvac® kann Testosteron im
Zytoplasma von Sertoli-Zellen nur in Form von ,blasendhnlichen* Strukturen
nachgewiesen werden. Aber auch in den Leydig-Zellen ist Testosteron verringert

nachweisbar, ebenso wie in Spermatogonien und Spermatozyten.

Der Androgen-Rezeptor ldsst sich zum grofSten Teil in den gleichen Zellen wie

Testosteron nachweisen. Hier auch in den Keimzellen.

Auf Grund der positiven Reaktionen fiir den Estrogen-Rezeptor-B in den
Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen, zum Teil in den Spermatogonien, Spermatozyten,
aber auch in den akrosomalen Vesikeln von runden sowie im Kopf von elongierten
Spermatiden, kann fiir den Estrogen-Rezeptor a eine unterstiitzende Funktion fiir
die Ausbildung von elongierten Spermatiden zusammen mit Testosteron vermutet

werden.

Der Estrogen-Rezeptor B3 1dsst sich bei den intakten Ebern und dem eberdhnlichen
Tier aus Gruppe 5b neben den Sertoli-Zellen in Keimzellen und vermehrt in den

Leydig-Zellen nachweisen.

Im Gegensatz dazu zeigen die vakzinierten Tiere meist schwichere Reaktionen in
den Leydig- und Keimzellen. Sertoli-Zellen sind auch positiv fiir den Antikorper

gegen den Estrogen-Rezeptor . Deshalb kann fiir den Estrogen-Rezeptor B eine
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testosteronabhingige Funktion auf die Keimzellen und Leydig-Zellen und somit

auch auf die Spermatogenese vermutet werden.

Abschlieend wird noch einmal auf mogliche Schwachpunkte dieser Dissertation

sowie auf mogliche Forschungsschwerpunkte flir die Zukunft eingegangen.

Da die Gruppen dieser Studie sich alle in den Intervallen zwischen Vi und V> sowie
bei den Intervallen zwischen V> und der Schlachtung unterscheiden, ist es
schwierig, die Gruppen miteinander zu vergleichen. Besonders um die
immunhistochemischen Untersuchungen zu unterstiitzen oder auch vergleichen zu

konnen, wire es sinnvoll andere Intervalle zu verwenden.

Eine mdogliche Aufteilung wire, fiir die einzelnen Gruppen zumindest das gleiche
Intervall zwischen Vi und V3 jedoch mit unterschiedlichen Intervallen zwischen V>
und der Schlachtung zu verwenden. Die andere Alternative wére eine
Gruppenaufteilung mit unterschiedlichen Intervallen zwischen Vi und V3, jedoch

mit gleichem Intervall zwischen V2 und der Schlachtung.

Wenn man die gleichen Antikdrper wie in dieser Dissertation untersuchen wiirde,
so ergdbe sich ein noch detaillierteres Bild iiber die Auswirkungen einer
Vakzination mit Improvac® auf das Hodenepithel. Insbesondere in Bezug auf die
Morphologie der Sertoli- und Leydig-Zellen. Aber auch in Bezug auf die

Komponenten der Blut-Hoden-Schranke sowie die Hormonrezeptoren.

Ebenso wire eine Untersuchung von pra- oder gar neonatalen Ferkeln interessant,
um die Hoden dieser und die Hoden vakzinierter Tiere zu vergleichen. Dies wire
insofern von Interesse, als es Hinweise darauf gibt, dass Tiere, welche mit
Improvac® vakziniert werden, anders als die intakten Eber morphologisch
verdnderte Sertoli-Zellen und Spermatogonien besitzen, die denen von immaturen

Tieren dhnlich sind.

In diesem Zusammenhang wire eine Untersuchung mit weiteren
Differenzierungsmarkern fiir Spermatogonien und Sertoli-Zellen interessant. Dies
wire insofern von Interesse, um herauszufinden, ob eine Vakzination mit
Improvac® zu einer Fehl-, oder De-Differenzierung des Hodenepithels mit

immaturen Sertoli-Zellen sowie Spermatogonien fiihrt.
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Mogliche Untersuchungen fiir die Sertoli-Zellen wiren immunhistochemische
Untersuchungen mit dem AMH oder dem M2A-Antigen, welche sich nur in
immaturen Sertoli-Zellen anreichern (Baumal et al., 1989; Steger, Klaus et al.,
1999). Fiir den Nachweis undifferenzierter Spermatogonien wiirden sich auflerdem
der Antikorper gegen CDH1, RARG und Stra 8 anbieten (Tokuda et al., 2007; Gely-
Pernot et al., 2012; Niedenberger et al., 2015).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer immunologischen Kastration auf
die Hoden von Ebern, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit dem
GnRH-Analogon Improvac® vakziniert wurden, untersucht. Eine Impfung mit
Improvac® verursachte eine zum Teil starke Verdnderung des Keimepithels mit
einer tempordr begrenzten Kastration. Dies zeigte sich an einer
testosteronabhingigen Verdnderung der Tubulusgréfe, der Anzahl der Mitosen
sowie anhand morphologischer Verdnderungen von Spermatogonien, Sertoli-
Zellen und auch der Leydig-Zellen. So zeigten die vakzinierten Tiere der
Gruppen 2 bis 5a mit Werten unter 3 ng/ml Testostosteron im Blutplasma kleinere
Tubuli seminiferi contorti mit reduzierten Mitoseraten, einem milden bis starken
Verlust von Keimzellen sowie runde/ovale Sertoli-Zellkerne, welche in der Anzahl
erhoht waren, grole Spermatogonien sowie Leydig-Zellen mit pyknotischen
Zellkernen und wenig Zytoplasma. Tiere mit Testosteronwerten iiber 3 ng/ml im
Blutplasma wiesen hingegen gréBere Tubuli seminiferi contorti, hohe Mitose-
Aktivitdit der Keimzellen, viele Reihen an Keimzellen, birnenformige Sertoli-
Zellkerne, kleine Spermatogonien sowie Leydig-Zellen mit polygonalem Zellkern

und lichtmikroskopisch erkennbares Zytoplasma auf.

Zusétzlich hatte eine Impfung mit Improvac® unterschiedliche Auswirkungen auf
die Tight-und Gap-junction-Komponenten im Hodenepithel sowie auf Rezeptoren,
die fiir die Spermatogenese wichtig sind. Vor allem bei den
Tight-junction-Proteinen Claudin-3 und Connexin-43 bewirkte eine Vakzination
mit Improvac® eine irregulidre Anordnung positiver Sertoli-Zytoplasmareaktionen
vom Nukleus in Richtung Lumen. Dies — sowie ein Fehlen der positiven Claudin-3
und Connexin-43-Reaktionen luminal von Spermatogonien und jungen
Spermatozyten —war hinweisend fiir eine Storung in der Funktion der Blut-

Hoden-Schranke.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass bei den vakzinierten Tieren der Gruppen
2 bis 5a der FSH-Rezeptor, der Androgen-Rezeptor, Testosteron und die

Estrogen-Rezeptoren auch bei vakzinierten Tieren nachweisbar waren.

Auf Grund der milden bis starken Keimzellverluste und der verringerten

Mitoseraten, welche mit dem Antikorper gegen das Ki67-Protein nachgewiesen
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werden konnten, ergab sich bei den vakzinierten Tieren jedoch ein anderes
immunhistochemisches Bild — bezogen auf die Hormonrezeptoren — als bei den

intakten Ebern.

Der FSH- und auch der Androgen-Rezeptor war bei den vakzinierten Tieren zum
Teil stiarker nachweisbar. Ebenso konnte bei den intakten Ebern gezeigt werden,
dass der Antikdrper gegen den FSH-Rezeptor positiv in Leydig-Zellen,
Sertoli-Zellen und in allen Keimzellen bis auf elongierte Spermatiden reagiert. Aus
diesem Grund wurde fiir den FSH-Rezeptor eine Wirkung auf die Proliferation und

die Reifung der Sertoli- und Keimzellen vermutet.

Dies sollte in Kombination mit den positiven Reaktionen von Testosteron betrachtet
werden. Testosteron reagierte in den Leydig-Zellen, in Spermatogonien und
Spermatozyten sowie im Zytoplasma von Sertoli-Zellen positiv. Hierbei war vor
allem interessant, dass sich Testosteron im Sertoli-Zellzytoplasma vom Nukleus der
Sertoli-Zellen bis hin zu elongierten Spermatiden nachweisen lie. Auch in dieser
Studie konnte somit eine testosteronabhingige Ausbildung der elongierten

Spermatiden vermutet werden.

Bei den vakzinierten Tieren war der Antikorper gegen Testosteron in
Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen und auch den Spermatogonien und Spermatiden
nachweisbar. Jedoch waren vor allem die Nachweise in den Leydig-Zellen geringer
und auch im Zytoplasma der Sertoli-Zellen konnte Testosteron verringert sowie in
Form von ,,blasenidhnlichen* Strukturen gefunden werden. Der Androgen-Rezeptor

lieB3 sich zum groBten Teil in den gleichen Zellen wie Testosteron nachweisen.

Auf Grund der Anreicherung des Antikorpers gegen den Estrogen-Rezeptor o in
den Leydig-Zellen, den Spermatogonien, Spermatozyten, aber auch in runden und
elongierten Spermatiden intakter Eber, konnte eine unterstiitzende Funktion des
Estrogen-Rezeptors o fiir die Spermatogenese, insbesondere fiir die Ausbildung von

elongierten Spermatiden zusammen mit Testosteron vermutet werden.

Da der Estrogen Rezeptor B sich bei den intakten Ebern und dem eberdhnlichen Tier
aus Gruppe 5b neben den Sertoli-Zellen vor allem in Keimzellen und vermehrt in
den Leydig-Zellen anreicherte konnte fiir den Estrogen-Rezeptor 3, in Kombination
mit der Wirkung von Testosteron, eine Funktion auf die Keimzellen und Leydig-

Zellen und somit auch auf die Spermatogenese vermutet werden.
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Weil die Vakzination mit Improvac® geringe oder keine nachweisbaren
Testosteronwerte im Blutplasma als Folge hatte, ist davon auszugehen, dass ein
Fehlen von Testosteron eine Storung des Ablaufs der Spermatogenese sowie

morphologische Verdanderungen in den Tubuli seminiferi contorti verursacht.



VII. Summary 238

VII. SUMMARY

In this study the effects of an immunological castration on the testes of boars
vaccinated at different times with the GnRH-analogue Improvac® were
investigated. Vaccination with Improvac® caused a temporary limited castration
with a partly strong change in the seminiferous epithelium. This was shown by a
testosterone-dependent change in tubule size, the number of mitoses, as well as by
morphological changes of spermatogonia, Sertoli-cells and also Leydig-cells. Thus,
vaccinated animals of groups 2 to 5a with levels below 3 ng/ml testostosterone in
blood plasma showed smaller tubules with reduced mitotic rates, mild- to severe
loss of germ cells as well as round/oval Sertoli-cell nuclei which were increased in
number, large spermatogonia as well as Leydig-cells with pyknotic nuclei and little
cytoplasm. In contrast animals with testosterone levels above 3 ng/ml in
blood-plasma had larger tubules, high mitotic activity of germ cells, many rows of
germ cells, pear-shaped Sertoli-cell nuclei, small spermatogonia as well as

Leydig-cells with polygonal nuclei and cytoplasm detectable by light microscopy.

In addition, vaccination with Improvac® had different effects on tight- and
gap-junction components in the testicular epithelium as well as on the receptors
important for spermatogenesis. Especially for the tight-junction proteins claudin-3
and connexin-43, vaccination with Improvac® caused an irregular arrangement of
positive Sertoli-cytoplasmic reactions reaching from the nucleus towards the
lumen. This as well as an absence of positive claudin 3 and connexin 43 reactions
luminal to spermatogonia and young spermatocytes was indicative of a disturbance

in blood-testis barrier function.

It was shown that FSH-receptor, androgen-receptor, testosterone and

estrogen-receptors were also detectable in vaccinated animals of groups 2 to Sa.

However, due to the mild to severe germ cell losses and the reduced mitotic rates,
which could be detected with the antibody against the Ki67 protein, the
immunohistochemical picture in the vaccinated animals - related to the hormone

receptors - was different from that in the intact boars.

The FSH- and also the androgen-receptor were partly more detectable in vaccinated

animals.
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In intact boars it could be shown that the antibody against the FSH-receptor reacted
positively in Leydig-cells, Sertoli-cells and in all germ cells except elongated
spermatids. For this reason, the FSH-receptor was thought to have an effect on

proliferation and maturation of Sertoli- and germ cells.

This should be considered in combination with the positive responses of
testosterone. Testosterone reacted positively in Leydig-cells, in spermatogonia and
spermatocytes, and in the cytoplasm of Sertoli-cells. Of particular interest here was
that testosterone could be detected in Sertoli-cell cytoplasm reaching from the
nucleus of Sertoli-cells to elongated spermatids. Thus, testosterone-dependent
formation of elongated spermatids could also be suspected in this study. In
vaccinated boars, the antibody against testosterone was detectable in Leydig-cells,
Sertoli-cells and also in spermatogonia and spermatids. However, especially the
detections in the Leydig-cells were lower and also in the cytoplasm of the Sertoli-
cells testosterone was found to be reduced, as well as in the form of "bubble-like"
structures. The androgen-receptor could be detected for the most part in the same

cells as testosterone.

Based on the detection of the antibody against the estrogen-receptor o in
Leydig-cells, spermatogonia, spermatocytes, but also in round and elongated
spermatids of intact boars, a supportive function of the estrogen-receptor a for
spermatogenesis, especially for the formation of elongated spermatids together with
testosterone, could be assumed. Since the estrogen receptor B was detectable in
intact boars and the boar-like animal from group 5b, besides in Sertoli-cells, mainly
in germ cells and increasingly in Leydig-cells - a function on the germ cells and
Leydig-cells - could be suspected for the estrogen-receptor . Thus, it was assumed
that the estrogen receptor B, in combination with testosterone activity, has a

function on spermatogenesis.

Because the vaccination with Improvac® resulted in low or no detectable
testosterone levels in the blood plasma, it can be assumed that an absence of
testosterone causes a disturbance of the spermatogenesis as well as morphological

changes in the seminiferous tubules contorti.
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IX. ANHANG

1.1. Losungen fiir die Fixantien

1.1.1. Bouin-Losung:

Gesiittigte Pikrinsdure 375 ml

Formalin 35 % 125 ml

Eisessig 25 ml
1.1.2. Formalin-Losung:

Formalin 35 %, verdiinnt im Verhéltnis 1:10 mit PBS-Puffer

1.2. Losungen fiir die lichtmikroskopischen Farbungen

1.2.1. Himatoxylin-Eosin-Firbung:

Eosin:

Stammlosung: Eosin 2 g Losen in Aqua dest. 198 ml
Einige Tropfen Formol zur Haltbarkeit

Verdiinnung: Eosin Stammldsung 60 ml in 600 ml Aqua dest. l16sen
8 Tropfen Eisessig hinzugeben

Héimalaun:

Himatoxylin 2g

Natriumjodat 100 g

Kalialaun 100 g

Chlorallhydrat 100 g

Kristalline 2g

Zitronensiure

(Fa. Merck Darmstadt, Deutschland)
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1.2.2. Trichrom-Farbung nach Masson und Goldner

Eisenhimatoxylin nach Weigert:

Stammlosung A:

Hématoxylin 1 g in 100 ml Ethanol 96 % l6sen fiir | Woche

Stammldsung B:

EisenllIchlorid (FeClz x 6 H20) 2,48g in 100 ml

Aqua dest. 16sen,

Zugabe von Salzsdure (HCL) 37 %

Zusammensetzung:

Stammldsung A+B im Verhiltnis 1:1 mischen

Eisessig 1%:

Eisessig 10 ml in Aqua dest. 1 L 16sen

Azophloxin-Losung:

Azophloxin 0,5 g in Aqua dest. 100 ml 16sen,

Zugabe von Eisessig 0,2 ml

Phosphormolybdinsiure-Orange:

Phosphorwolframséure 3-5 g in Aqua dest. 100 ml 16sen

Zugabe von Orange G2 g

Lichtgriin:

Lichtgriin 0,2 g Ldsen in Aqua dest. 100 ml
Zugabe von Eisessig 0,2 ml

Filtrieren
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1.3. Losungen fiir die immunhistochemischen Untersuchungen

1.3.1. PBS (Phosphate Buffered Saline)-Puffer, pH 7,4:

NaCl (Natrium-chlorid) 42,50 g
Na2HPO4-2H20 (Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat) 6,35¢g
NaH2PO4 H20 (Natriumhydrogenphosphat-monohydrat) 1,95¢g
Aqua dest. 5,00 L

1.3.2. Zitrat-Puffer pH, 6,0:

Stammlosung A: Zitronensdure (C6H807x H20 (Typ 244, Fa. Merck,
Darmstadt, Deutschland)) 21,01 g

Losen in Aqua dest. 1 L

Stammldsung B: Natriumcitrat (Na3C6H507x 2H20 (Typ 6448, Fa. Merck,
Darmstadt, Deutschland)) 29,41 g in Aqua dest. 1 L 16sen

Zusammensetzung: | Stammlosung A 9 ml und Stammldsung B 450 ml ad Aqua

dest. 500ml auffiillen

1.3.3. TRIS-Puffer pH 7,4:

NaCl 439¢
(Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
TRIZMA-Hydrochlorid 3425 ¢g

(Fa. Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

TRIZMA-Base 458
(Fa. Sigma, Taufkirchen, Deutschland))

Aqua dest. 5L
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14. Testosteron-Immunhistochemie
Die immunhistochemische Reaktion fiir den Antikorper gegen Testosteron wurde
mit der ABC Methode durchgefiihrt. Hierflir wurde das Vectastain ABC-HRP-Kit

Elite Universal der Fa. Vector aus Burlingame, Kalifornien, USA verwendet.

1.  Lagern der Objekttriger mit Paraplastschnitten im Wérmeschrank fiir 12h
bei 40°C.

2. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol (2x30 Min.)

3. Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe (2x Isopropanol, 1x 96% Ethanol,
1x 70% Ethanol, jeweils Schnitte kurz schwenken bis Aqua dest.)

4. Waschen in TRIS-Puffer 3x5 Min.

5. Vorbehandlung:
Mit Pro Taqs IV Antigen Enhancer pH9 (Fa. Quartett, Berlin, Deutschland)
in der Mikrowelle 2x15 Min., bei Raumtemperatur abkiihlen lassen 20 Min.

6.  Spiilen in TRIS-Puffer pH 7,5 2x5 Min.

7. Endogene Peroxidase hemmen mit Hydrogenperoxid (7,5%) und inkubieren
in Feuchtkammer bei Raumtemperatur (RT) 10 Min.

8.  FlieBendes Leitungswasser 10 Min.

9.  Spiilen in TRIS-Puffer pH 7,5 2x5 Min.

10. Blockieren unspezifischer Bindungen fiir Antikorper mit ABC-kit Blocking
Serum

11.  AbgieBen des Uberstands

12. Auftragen des Primir-Antikorper (AK)

13. Inkubieren in Feuchtkammer 60 Min bei Raumtemperatur.

14. Spiilen in TRIS-Puffer pH 7,5 2x5 Min.

15. Sekundér-Antikorper aus ABC-kit auftragen und inkubieren bei
Raumtemperatur 30 Min.

16. Spiilen in TRIS Puffer pH 7,5 2x5 Min.

17. Reaktionsreaktion auslésen in DAB-Ldsung 3.Min (Fa. Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland)

18. Schwenken in Leitungswasser

19. Kerngegenfarbung mit Himatoxylin Gill’s Formula (Fa. Vector,
Burlingame, Kalifornien, USA)

20. FlieBendes Leitungswasser 10 Min.

21. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe (70% Ethanol, 96% Ethanol, 2x
Isopropanol),

22. Entfernen des Alkohols in Xylolbddern (1x10 Min., 1x20 Min.)

23. Eindecken der Schnitte mit Aquatex (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

24.  Trocknen im Wérmeschrank bei 40 C° fiir 12 Stunden



307

Leydig-Zellzytoplasma, Prozentzahlen

Verzeichnisse fiir Statisti

addniny uoa
qreyoutr 9%

[yezuy
addniny uoa
qIeyIouur 94

[HEZUy
oddniny uoa
qIeyIouur 94

[HEZUy
addniny uoa
qreyautr 9,

[qezuy
oddniny uoa
qreyiouut 9%

[yezuy
addniny uoa
qreyIouur 9,

[qezuy
addniny uoa
qreyiouut 9%

[qezuy

IX. Anhang
1.5.
Tabelle 16

Gesamt

Gruppe

ewse|d01Az[[o7-31pAa]



308

IX. Anhang

Zellnukleus, Prozentzahlen

1g-

Leyd

Tabelle 17

n ﬁ . addniny uoa -
%0001 %L 9 %¢ €S qeyour ) m
]
6681 988 e101 [qeZuy ©
n ﬂ . addniny uoa
%0001 %9 LL %o CC qreyouu o/, as
961 43! 144 [qezuy
h a . oddniny uoa
%0001 %901 %1 68 qUeyIouur 9, eg
144! [T €6 [yezuy
“ n . addniny uoa
00S 18 61 Iqezuy £
A n . oddniny uoa =
%0°001 %t 0F %9°6S AT 0 ; ©
66¢ 191 8¢T [qezuy
n a . addniny uoa
%0001 %L 0S %¢ 6V qUeyIouur 9, -
00t €0¢ L6l [qezuy
" ﬂ . addniny uoa
%0001 %L C6 %t L q[eyIouur o, I
00¢ 8LC (44 [yezuy
Jwesan) | YOSISO[OISAYJ | ANBIdUAZI( SnANU[[9Z-3IPAd]



309

IX. Anhang

thel, Prozentzahlen

Keimepi

Tabelle 18

. . . . . . . addniny uoa -
%0001 %69 %¢cC €T %cCSI1 %601 %9 ¢b %¢cC0 a g
qeyrouut o S
[P]
0081 STl LY €LT L61 v8L 14 [yezuy O
oddnin uoa
%0001 %Sy %€°0S %St 2%0°0 2%0°0 %0°0 o
qrey.ouut o, qs
661 06 001 6 0 0 0 [qezuy
. . . . . . . oddnin uoa
%0001 %00 %S0 %00 %00 %¢S 66 %00 a
qrey.ouut o, G
10¢C 0 I 0 0 00¢ 0 [qezuy
. . . . . . . addniny uoa
%0001 %00 %S 01 %¢ 8T %8 81 %S 1V %80 qreyIouur o, "
00t 0 w pIT SL 991 ¢ [yezuy &
. . . . . . . oddnin uoa =
%0001 %00 %¢€ € %8 V1 %G €T %¢€ 8¢S %¢€0 A O
qreyIauut o, ¢
00V 0 el 6¢S 76 £ee I [qezuy
. . . . . . . addniny uoa
%0001 %0°C %L 9C %L Y %¢€'S %€ 19 %00 a
qrey.ouut %, z
00¢ 9 08 14! 91 781 0 [qezuy
. . . . . . . oddniny uoa
%0001 %L 6 %¢€ 09 %L ST %0t %¢€0 %00 A
qeyIauut o, I
00¢ 6¢C I81 LL Cl I 0 [qezuy
Juresan S b € C I 0 MENHGEIE)

* Die Klassifikation des Keimepithels ist der Tabelle 5 im Material und

Methodenteil zu entnehmen.



310

IX. Anhang

Prozentzahlen

ien,

Spermatogoni

1me

Kle

Tabelle 19

addniny uoa

%0001 %€°0T %S 81 %S°LT %L €€ qeyouur o, m
3
66L1 co¢ (433 S6v L09 [qezuy O
. . . . . oddnin uoa
%0001 %819 %C ¢ %0°¢ %00 qreyIouur o, o
661 ecl 0L 9 0 | Llezacang
. . . . . addniny uoa
%0001 %00 %Sl % 1Y %C LS qreyIouur o, o
10¢ 0 3 €8 SIT [qezuy
. . . . . addniny uoa
%0001 %0°¢ %8 LI %¢CS %0 LT qreyIouur o, "
00 a 1L 60T 801 Iyezuy £
. . . . . oddnin uoa 2
%0001 %E‘T %S91 %8°9C %S 7S P : ©
00t 6 99 LOT 81¢C TYeZuy
. . . . . addniny uoa
%0001 %001 %0°CI %L'CC %CSS qreyIouur o, -
66¢C 0¢ 9¢ 89 S| TYeZuy
. . . . . oddnin uoa
%0001 %L €9 %L 8C %€ L %¢0 qreyIouur o, :
00¢€ 161 98 (44 ! [qezuy
jweson | udruodojeuddg | udruogojewradg | udnodojewdds | udruo3ojeuddg udruo3ojewddg uIdy
SI< ‘[ora 1-G ‘Sigew ¢ > ‘Sruom dutay



311

IX. Anhang

Prozentzahlen

ien,

Mittelgrofle Spermatogoni

Tabelle 20

addniny uoa

%0001 %19 %E VT %t L %CTT T U g
(D]
0081 OrT LEY 2% 66¢ [qezuy O
. . . . . addniny uoa
%0001 %01 %l L1 %8 €9 %181 qreyseuur o, o
661 [4 143 LTI 9¢ [HEZIy
. . . . . addniny uoa
%0001 %0°C %&£ 0¢ %C 65 %S'8 qreysouur o, -
10¢ 14 19 611 L1 [qezuy
. . . . . addniny uoa
%0001 %¢'8 %0°LE %C 08 %SV qreysouur o, N
00Y €€ 871 10T 81 1yezuy &
. . . . . oddniny uoa g
%0001 %E 1T %S ¥C %8 0% %S €T — ; ©
00 Sv 86 €91 v6 [JeZiy
. . . . . addniny uoa
%0001 %08 %€ LT %L 6C %0°S¢ qreysouur o, -
00¢ 14 8 68 SOl [JeZiy
. . . . . oddniny uoa
%0001 %L 0 Y%LV %L'1S %0 t¥ qreysouur o, '
00¢ [4 14! SSl 6Cl [yezuy
jwesan) | udodojeudds | udruogojewradg | uomwodojeuddg | udmuogojewrddg  udruoFojewads 9gOIS[ONIN
SI< ‘[o1a 1-G ‘Sigew ¢ > ‘Sruom duray



312

IX. Anhang

Prozentzahlen

ien,

Grofle Spermatogon

Tabelle 21

addniny uoa

%00°001 %9°0 %8°6 %S €Y %191 qreysouuI o m
(D]
0081 01 LLT €8L 0€8 [yezuy ©
n . . . . addnin uoa
%00°001 %00 %00 %S¢ %S 96 qeyIouul o, e
661 0 0 L 61 [yezuy
. . . . . addniny uoa
%00°001 %0V %¢ 81 %8 St %0°C qeyIouuI 9, e
10¢ 8 L6 6 14 [qezuy
. . . . . addniny uoa
%00°001 %¢0 %08 %0 8S %8 ¢¢ qreyzeuut o .
00¥ I 43 (43¢ S€l [yezuy 2.
a
n . . . . oddnin uoa 2
%00°001 %0°0 %E‘8 %S°L9 %EVT P ; O
00t 0 €¢ 0LT L6 [yezuy
. . . . . addniny uoa
%00°001 %¢0 YLV %L 8S %¢9¢ qeyouur o ’
00¢ ! 14! 9L1 601 [yezuy
A . . . . addnin uoa
%00°001 %00 %¢0 %0°C %L L6 qeyouur o [
00¢ 0 ! 9 €6¢C [yezuy
jwesan) | wvoruodojewnddg | udwogojewrdadg | uoruo3ojeudds | uoruo3ojewadg udruo3ojeuddg 9goin)
SI< ‘[o1a ¥1-G ‘Sigew ¢ > ‘Sruom duray



IX. Anhang

313

Tabelle 22: Testosteronwerte der untersuchten Tiere

Testosteron-
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5

Werte

Tier 1 9,15ng/ml 0 ng/ml 0 ng/ml 0ng/ml 20,16 ng/ml
Tier 2 7.92 ng/ml  0,14ng/ml  Ong/ml 048 ng/ml 0,43 ng/ml
Tier 3 4,03 ng/ml 4,19 ng/ml 0 ng/m Ong/ml 20,26 ng/ml
Tier 4 7,56 ng/ml 0 ng/ml 0 ng/ml 0 ng/ml 06,96 ng/ml
Tier 5 N/A* 0 ng/ml 0 ng/ml 0 ng/ml 15,95 ng/ml
Tier 6 N/A Ong/ml 01,91 ng/ml
Tier 7 18,19 ng/ml

*N/A = Not available/ nicht Vorhanden
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