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|. EINLEITUNG

GnRH-AnNaloga findemicht nur in der Tiermedizin Anwendung, sondern auch bei
Menschen zur Behandlung des Prostdi@nokarzinoms. Das Prostata
Adenokarzinom ist der zweithaufigste vorkommende Tumor bei Mannetoher

in vielen Fallen mit einer erh6hten Mortalitatsrate einherg&hithari et al., 2020)

Fir die Behandlung stehen neben den Alternativen wie der chirurgischen
Entfernung der Prostata und der Chemotherapie eine Suppression der GnRH
Aktivitat mit Hilfe von GnRHAgonisten und Antagonisten zur Verfiguf\gan
Poppel und Abrahamsson, 202@ie Suppressiorder GnRHAKktivitat spielt
jedoch nicht nur hier eine Rolle, sondern auch noch in anderen Bereichen. Auf der
ganzen Welt nimmt die Populationsdichte an Menschen extrd@erland et al.,
2014).

Da dies ein grof3es Problem in Hinblick auf die Ressourcen der Erde darstellt, ist es
notig, neue Kontrazeptionsmethoden zu find@peidel und Grossman, 2011)
Dazu gehort jedoch nicht nur die Kontrazeption der Frauen, sondern auch die der
Manner. Zurzeit werden mdogliche Verfahreniert(Griffin et al., 1996; Turner et

al., 2003; Thirumalai et al., 201&)arunter fallt unter anderem ds@ippression der
GnRHAKktivitat, wodurch es zu einer reduzierten oder fehlenden Ausschittung von
LH und FSHund somit auchzur fehlendenoder vermindertenTestosteron
Synthese in den Leydigellen kommt(Yuen et al., 2020)Hierdurch wird die

Ausbildung von funktionsféahigen Spermien gehemmt.

In der Tiermedizin wird die Suppression der GrRKkivitat bereits seit einiger
Zeit angewendetUnter anderem an Zeand Wildtierenwie Elefantenbei denen

es Uberwiegendur Reduktion von Aggressionen sowie zur Kontrolle in der
fortpflanzungsfahigen Phase di€¢be Nys et al., 2010; Somgird et &016) Bei
Léwinnen(Bertschinger et al., 2002)ie auchbei mannlichen Geparden wird eine
Suppression der GnRHAktivitat in  erster Linie zur Reduktion der
Fortpflanzungsfahigkeit und somit als Mittel zur Verringerung der Nachkommen
verwende{(Bertschinger et al., 2008ertschinger, 2010)
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AulRRerdem wurde die GnRMakzination beim Wild beschriebem welchenes
sowohl beménnlichen als auch den weiblichen Tieren zu einer Unterdriickung der
Sexualfunktion kam, welche je nach Impfschema bis zu zwei Jahgédt amia
reversibel ist(Miller et al.,, 2000) Bei Pferden dient eine Suppression der
GnRHAKktivitdt Uberwiegend dazuTrachtigkeiten wild lebender Pferde zu
verhindern aber auch um aggressives Verhalten agétusbedingte Handling
oder Rittigkeitsprobleme zu reduziergtout et al., 2003; Botha et al., 2008; Gray
et al., 2010) Ebensast es moglich, beHengsta, welche das EquinArteritis-
Virus in sich tragenund nachweislich ausselillen,das Ausscheiden des Virus
durch eine GnRFSuppression zu unterdriickéRrortier et al., 2002; Burger et al.,
2006)

Aber nicht nur bei diesen werden Gnf&faloga verwendet, auch bei Haustieren
wie z.B. bei Hunden werden GnRA&fonisten verabreicht, welche in Form eines
Implantates unter die Haut appliziert werden und dort Uber stetige Ausschuttung fur
einige Monate zu einer Kastration féhr Dies istjedoch reversibelwas eine
besondere Bedeutung hat, insbesondere wenn mit ldend noch gezlchtet

werden sol(Trigg et al., 2001; Driacourt und Briggs, 2020)

Auch in der Lebensmittelproduktion kénnen GriRHaloga verwendet wden
(Bonneau und Enright, 1995; Needham et al., 2017; GOémez et al.,. 208y
anderem bei Schwein€Bunshea et al., 2001; Einarsson et al., 2009; Zamaratskaia
und Rasmussen, 201%)iesewerden in der Regel kastriert, um den so genannten
Ebergeruch bei méannlichen Tieren zu verhindern, welcher dismeh/erbraucher
beim Verzehr von Fleisch als storend empfunden (Mféliler et al., 2000; Dunshea

et al, 2001) Ebenso, um die Aggressivitat wahrend der Aufzucht einzuddmmen
(Brewster und Nevel, 2013Dies erfolgt zum grofRen Teil durch die chirurgische
Kastration, welche in Deutschland bei undfage alen Ferkeln vorgenommen
wird. Da dies jedoch sehr schmerzhaf{litay et al., 2003)ndseitdem01.01.2021
ohne Analgesiaicht mehrzulassig istbedarf es Alternative(B.M.E.L., 2020)

Eine Alternative ist die immunologische Kastration mit dem G#fRtdlogon
Improvac®.
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1. Fragestellungen dieser Arbeit

Die wichtigste Fragestellung dieser Arbeit ist, wie sichctiemische Kastratiaru
unterschiedlichen Zeitpunktewf das Hodenepithebn Eberrauswirkt. Aber auch
der Einflusseiner immunologischen Vaknation auf die Hormone und deren
Rezeptorersoll untersucht werderHierbei stehen die lichtmikroskopisclhed
immunhistochemische Untersuchung der Morphologie des Keimepithels,
insbesondere der Keimzellen und der Se#elien sowie die Morphologie der
Leydig-Zellen im Interstitium der TubuBeminiferi contortiim Vordergrund. Um
die Auswirkung der Vakzination mit Improvac® auf diormone und deren
Rezeptoren zu untersuchen, wurdemunter anderem mmunhistochemische
Untersuchungen mit defintikdrpern gegen deAR, TestosteronfFSHR, sowie

ER UundER b vorgenommen

Beantwortet werden sollte auch, vgieh eine Vakzination auf diight- undGap
junctionKomponenten der BlutlodenSchrankeauswirkt Dies dieng vor allem

dazu, weitere Erkenntnisse im Hinblick auf eine physiologisch ablaufende
Spermatogenese zu gewinngndemwurden die oben genannten Untersuchungen
dazu verwendet, diduswirkung einerVakzination auf dieRegeneration des
Keimepithels zu untersuckn Hierbei stand vor allem im Vordergrundlie
Strukturen des Hodenparenchyms mit den oben genannten Methoden zu

beschrében
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Il. 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 Rodiickel, 2004) Umgeben wird

der Hoden von dem Hodensack (Skrotum), welsihar aus der aul3eren Haut, der
Cutis scroti und der Unterhaut (Tunidartos) zusammensetzt. Weiterfihrend ist
der Hoden von den Hodenhillen umgeben, welche sich nach dem Descensus testis
von der Rumpfwand ableiten lasg&alomon et al., 2008pem Hodenparenchym

liegt eine dicke Bindegewebskapsel, die so genannte Tunica albuginea an, wodurch
das Parechym unter Druck gehalten wir(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 Septslss teu einem
Bindegewebskdrper, dem Mediastinum te@islomon et al., 2008; Liebich, 2010)

Das in Lappchen aufgeteilte Hodenparenchym setzt sich zusammen aus den
Hodenkanalchen (Tubiuseminiferi contorti) und dem intertubuléaren Interstitium
(Reddy Dyhana et al., 2016)n den Tubuli saniniferi contorti findet die
Keimzellbildung statt. Die Tubuliseminiferi contorti werden wahrend ihres
Verlaufs zu geradengestreckten Kanalchen und bevor sie in das Hodennetz
(Retetestis) eintrete als Tubuli seminiferi recti bezeichnet. VonRete testis
ausgehendziehen- in der Anzahl verschiedénDuctuli efferentes testis durch die
Tunica albuginea in den Nebenhodenkopf (Caput epididymidis). Dort bilden sie
den dicht geschwungenddebenhodenkanal (Ductuepididymidis). Im Ductus
epididymidis findet die Reifung der Spermien statt. Dieser zieht durch den
Nebenhodenkorper sowie den Nebenhodenschwanz bevor er in den Samenstrang
(Ductus deferens) mundetSalomon et al., 2008; Liebich, 2010m Ductus
deferens und denbuctus ejaculatorius findet der Transport der ausgereiften

Spermien bis zur Ejakulation statt.
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1.1.1.  Tubuli seminiferi contorti

In den Tubuliseminiferi contortifindet die Keimzellbildungund 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 den&peoen in das Lumen der
Tubuli (Bergmann, 2006) In den Tubuli seminiferi contorti befinden sich
zusatzlich zu den Keimzellen, welche sich zu Spermatozoa differenzieren, so
genannte NahfStutzzellen des Keimepithels, die Seradllen (Griswold, 1995;
Liebich, 2010)

1.1.1.1. Keimzellen

1.1.1.1.1 Proliferation und Differenzierung der Keimzellen

Auf der Basalmembran liegen die Spermatogorisasekdénnenbei den meisten
Saugerreingeteilt werdenin A per mat ogoni e nSpArohatogdnien k e i un
Acr us {Cleimkng f972) A-Spermatogonien kdénnen weiterhin unterteilt

werden in blasse Spermatogoniendé und in dunkle Spermatogonien d#y)

(Allen, 1918; Swierstra, 1968)Dies ist nicht nur fur Schweenund Mause

beschrieben, sondern auch fir Menschen und Prinf@atearstra, 1968; Clermont,

1972) Frankenhuis et al. (1982)nterscheideffir die Spermatogonierbeim

Schwein zusatzlich folgende GruppenUndifferenzierte Spermatogonien

(As, Apr, Aa)) sowie differenzierte Spermatogoniem (A2, Az, As), intermediare

Spermatogonie(in) und B-Spermatogonien (B)

Dies ist auch flr die Maus beschriebBsnge (As)-Spermatogonien werden als die
Stammzellen des Keimepithels angesehen und induzieren die KeimzellliRiing
Rooij und Russel, 2000)Die Asinge (As)-Spermatogonie teilt sich mitotisch
wodurch zwei Tochterzellen entstehen. Bei einer symmetrischen Teilung entstehen
zwei identische Angie (As)-TochterStammzellen. Bei der asymmetrischen Teilung
ensteht eine Tochterzelle, die als Stammzelle dient, die andere Tochterzelle geht
weitere mitotische Teilungen ein. Durch die Mitoseteilung entshels einer

Asingle (As)-Spermatogonie ein neues Paaga.id+Spermatogonien (4. Durch
weitere mitotische Tikingen entstehen somit Ketten von Spermatogonien, die ab
diesem Zeitpunkt Uber Zellbriicken miteinander verbunden sind. Diese

Spermatogonien werdenugned (Aar) genannt.
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Sie differenzieren sich und werden nach weiteren mitotischen Teilungen in
differerzierte SpermatogoniemAAz, Az, Asunterteilt(De Rooij und Grootegoed,
1998; De Rooij und Russel, 2000; Costa et al., 20D&se kénnen jedoch nicht
anhand des Aussehens unterstéie werden. Weiterhin teilen sich die
A-Spermatogonien in intermedidre Spermatogonien undveiterhin  zu
B-SpermatogonieifFrankenhuis et al., 1982%owohl fir Mause, RattenBullen

und das Schwein ist das Modell beschrieben, dass sich-8igeAnatogonien in
intermedidre Spermatogonien und im Anschlugs B-Spermatogonien
differenzieren(Clermont, 1972; Frankenhuis et al., 1982; Izadyar et28i02)

Beim nichtmenschlichen Primaten hingegen, geht man davon aus, dass es keine
intermedidren Spermatogonien gibt, sonddssssich die A+>Spermatogonien
direkt in Bi.s-Spermatogonien differenzieré@lermont, 1969)

A-Spermatogonien besitzen einen ovalen Zellkern mit einem blassen
Nukleoplasma und ein oder zwei Nukleoli. Das Chromatin ist flockenartig und
homogen im Zellkern verteilt. Intermediare Spatogonien besitzen einen
abgeflachten Zellkern, der parallel zur Basalmembran ausgerichtet ist und kleiner
ist als der von ASpermatogonien. Der Zellkern wird starker méterochromatin
angereichert, welches sich flockenartig innerhalb des Zellkernkadgenartig an

der Zellkernmembran befindet. Ein bis zwei Nukleoli befindeh innerhalb des
Zellkerns. BSpermatogonien besitzéteterochromatin, das krustenartig auf der
Zellkernmembran angelagert ist. Der Zellkern besitzt eine gréRere Form agsbei d
Vorgéangerzellen und eimendeForm. Im Zellkern ist granuléaré$eterochromatin

zu finden sowie feine Strangeon Chromatin (Clermont, 1972; Suswillo und
Watson, 1990; Kangawa et al., 201Bje gréReren ESpermatogonien sind von

der Basalmembran abgehoben und nur schwer von den friihen Stadien der primaren
Spermatozyte zu unterscheide(Clermont, 1972; Suswillo und Watson, 1990)
Durch mitotische Teilung gehen aus den-8permatogonien Spermatozyten

I. Ordnung hervar

1.1.1.1.2 Meiose der Spermatozyten

Die Meiose | beginnt mit der Prophase. In diesedleptotam®e Spermatozyten mit
feinen Chromatinfaden zu sehen. Im Anschluss daraeridlig Kondensation der
Chromosomenfaden und die Paarung der homologen Chromosomenpaare in den
zygotaren Spermatozyten. Im Pachytdn kommt es zum Crossweg der Stek

verkirzten und kondensierten Chromosomen mit Austausch von Genmaterial.
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Die Spermatozyten im Diplotén sind die gréf3ten Spermatozyten. Dort findet die so
genannte Chiasmatildung mit Verbindung der Chromosomenpaare nach dem
Crossingover statt. Nach Eintritt in die Diakenese udém Auflésen der
Zellkernmembran folgen die restlichen Phasen der Meiose | (Metaphase |,
Anaphase |, Telophase(Flermont, 1972; Suswillo und Watson, D98ergmann,
2006) Die Spermatozyten Ordnung entwickeln sich durch die erste Reifeteilung
(Meio= 1) zu Spermatozyten .llOrdnung. Diese sind halb so grol3 wie ihre
Vorlauferzellen(Wrobel et al., 1995)In einer zweiten Reifeteilung (Meiose II)
gehen augwei Spermatozyte Il. Ordnung vier Spermatiden mit einem haploiden
Chromosomensatz aus der Spermatogonie mit anfanglich diploidem

Chromosomensatz herv{Mishimura und LHernault, 2017)

1.1.1.1.3.Spermiogenese

Die runden Spermatiden, welche aus den Spermatozyt@®ndihung hervorgehen
befinden sich an detuminalen Seite der Tubulisaniniferi contorti. Die
Differenzierung und Reifung der Spermatiden in Spermatozoa kann in vier Phasen
unterteilt werder{Clermont und Leblond, 1955; Bergmann, 2006)

Golgi Phase:

In der Nahe des anfangs runden oder spharischen Zellkerns der Spermatiden liegt
die so genante Golgi Zone des Goldipparates. Dort verschmelzen mehrere
kleine Vesikel zu einem groéRReren gkrosomalen GranulungClermont, 1972;
Bergmann, 2006)

Kappenphase:

Im weiteren Verlaufentwickelt sich das prakrosomale Granulum zu einem
Vesikel mit einem verdichteten Granulubieses legt sich kappenartidgper die
Zellkernmembran der Spermatide(Schmidbauer, 2001) Unter der
Akrosomenkappe, welche eine aul3ere und eine innemgbkéa besitzt, verdichtet

sich das Chromatin des Zellkerns. Zwischen Akrosomenkappe und Zellkern
befindet sich der subakrosomale Raum. Das Zytoplasmdie#ellorganellen der
Spermatide werden an das andere Ende des Zellkernpols verlagert, der eine
langovale Form annimmt und distal, bedingt durch die Lage des proximalen
Zentriols eine Implantationsgrube bildéschmidbauer, 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, 2010Yon der Akrosomenmembrarieht eine
Manschette bestehend aus Mikrotubuli vom distalen Zellkernp@atmidbauer,
2001; Bergmann, 2006)

Reifungsphase:

Die Kondensation des Zellkerr — —

nimmt weiter Zu L AcROSOMAL CaAP

. . HEAaD <
und es folgt eine weiter » —

Reduktion des Zytoplasme > POSTACROSOMAL REGION
(Liebich, 2010) Von der

distalen Zentriole ausgeher : - MicoLe Piece

= :F Neck

bildet sich der GeiRelschwar

IL

(Flagelum/ Axonema). Diese
wird im proximalen Anteil
helikal von  Mitochondrier
umgeben, gemeinsam bilde
sie das MittelsticKkBergmann,
2006) Die mitochondrienlose
| } PrINCIPAL PIECE
Verlangerung des Flagellun TAL \
stellt das Hauptstick de \
Spermiums darEs besteht au
AuBRenfibrillen  mit  einem
zentralen Achsenfaden ur
mindet schlieB3lich im Endstuc
(Liebich, 2010) Die /

Spermatozoen besitzen na

il

F ENO PIECE

Beendigung der Reifungspha

folgenden Aufbau, wie ir

Abbildung 1 gezeigt wird
(Busch und Holzmann, 200. Abbildung 1: Aufbau einer Spermatozoe
Schmidbauer, 2001) (Fawcett, 1975)
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Das paddelférmige Kopfstiick enthalt den stark kondensierten Zelli@ustos
Obregon und Fléchon, 1975Beim Schwein ist dieser zu etwa % von der
Akrosomenkappe bedeckiNicander und Bane, 1962 der Akrosomenkappe
befinden sth hydrolytische Enzymedlie fir die erfolgreiche Befruchtung der

Eizellenotig sind(Busch und Holzmann, 2001)

An das Akrosom, welches sich in ein vorderes Segment und das Aquatorialsegment,
den distalen Anteil des Akrosoms, aufteilen lasst, schlief3t dieagossomale
Region an(BustosObregon und Fléchon, 1975; Busch und Holzmann, 2001)
Diese besteht aus dem Zellkern unda dellkernmembran. Dem Spermienkopf
schlief3t sich das Halsstuck an. Dieses setzt sich zusammen aus einem gelenkig
segmentierten Streifenkorper, in welchem sich die Zellmembran in Falten legt
(Nicander und Bane, 1963ie bestehdus Glykoproteine(Busch und Holzmann,

2001) Im Halsstuckst auch das proximale Zentriol zu fienl

Ein zweites Zentriol, auch distale Zentriole genannt, entlasst das Axonema. Dieses
bestent aus einem paar zentraler Mikrotubuli mit neun aufRen anliegenden
Doppeltubuli (Fawcett, 1975; Hermo et al., 201(piese sind umgeben von
Mantelfasern(Busch und Holzmann, 20Q1pem Halsstuck schliel3t sich das
Mittelstlick an. In diesem befinden sich auf3en helikal angeordnete Mitochondrien,
welche das zentral liegende Axonema umgeben. Das Mittelstiick endet mit dem so
genannten Schlussrin@\nnulug (BustosObregon und Fléchon, 1975; Fawcett,
1975) Das Hauptstiick, welchesnen gro3en Anteil des Spermienschwanzes
ausmacht, enthalt zentral das Axonema und Mantelfagariche von Fibrillen
umgeben sindgFawcett, 1975; Busch und Holzmann, 20@as Endstlick enthalt
einen zentralen Achsfaden, dessen Axonema sich am Ende des Schwanzes in
20 Mikrotubuli aufteilt(Busch und Holzmann, 20Q1)

Die restlichen Organellen und das Zytoplasma der differenzierten Spemnatide
schniren sich zeinem so genannten ZytoplasmatropémNicander und Bane
(1962) beschreiben diesen am posterioren Ende des Mittelstiicks. Nach dem
Freisetzen der Spermatozoen aus der Settdle (Spermiation) verbleibder

Zytoplasmatropfen als Residualkérper in den Se#telien(Schmidbauer, 2001)
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1.1.1.1.4Keimepithelzyklus

Die Spermatogenesebeschreibt die Bildung sowie Reifung von einer
A-Spermatogonie bis hin zum Freisetzen der SpermatoZossdatzlich wird ein
Keimepithelzyklus  unterschieden. Clermont  (1972) beschreibt, dass
Keimzellgruppen in den Tubulsaminiferi 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 Stammzellereurdader

durch Zellbricken miteinander verbund@ym und Fawcett, 1971; Mruk und
Cheng, 2004)Dies fiuihrt dazu, dass man nur an bestimmten Stetarjeden
Querschnitt der Tubusieminiferi contorti festgelegte Formationen an Zellen findet.
Innerhalb der Tubuli saminiferi 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, 197X5uswillo und Watson, 1990; Franca und
Cardoso, 1998; Costa et al., 2013er Zyklen dieser acht Keimepithelstadien sind
notwendig bis aus einer ASpermatogonie ausgereifte Spermatozoen im
Epithelverband gebildet werdé@akberg, 1956)GarciaGil et al. (2002unterteilt

die acht Stadien in préeiotische, meiotische und peseiotische Stadien. Die

einzelnen Stadien konnen mit Hilfe zweier Methoden eingeteilt werden:

1) ATubul ar morphol ogy syst emf
Dort werdendie Lokalisation und die Gestalt der Spermatidennuklei sowie
die Meiosestadien und die Spermatiden im Keimepithelverband betrachtet
(Swierstra, 1968)

2) Anhand der Veranderungen des Akrosoms mit Hilfe der -FaA®ung
(Clermont, 1972)

Der gesamte Spermatogenesezyklus von deBpérmatogonie bis hin zur
Spermiation dauert beim Eber im Durchschnitt 34 T@igsch und Holzmann,
2001) bei wilden Ebern sogar 41 Ta@®&lmeida et al., 2006)
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1.1.1.2. Sertoli-Zelle

Nebenden Keimzellerfinden sich in den Tubukeaminiferi contorti die Sertoh
Zellen, welche somatischen Ursprungs di@diswold, 1998) Die SertoliZellen
sind zwischen den Keimzellen eingebettet und liegen der Basalmembran auf. Man
unterscheidet zwei Arten von Sertdkellen Die immaturen SertolZellen, welche
von der Geburt bis kurz vor der Putdgrvorhanden sind und die matur@ertolt
Zellen, welche sich zu Beginn der Pubertat differenzi¢feanca et al., 2000Die
Zellkerne der immaturen Serteiellen besitzen eine langhe Gestalt mit ein bis
zwei NuKeoli (Van Vorstenbosch et al., 1984)ie Zellkerne der maturen Sertoli
Zellen haben eine birnenférmigaber auch ovaleid elliptische Gestalt mit einem
prominenien, dreigelappten Nukleol@dess und Franca, 200%)ie Niklei kbnnen
parallel oder senkrecht zur Basalmembran anlie@@lermont, 1972) Das
Zytoplasma der SerteHellen reicht von basal bis zum men der Tubuli

saminiferi contorti und nimmt eine pyramidenéhnliche Form{(laebich, 2010)

Der SertoliZelle werden mehrere auf3erst wichtige Aufgabeteiz{Mruk und
Cheng, 2004; Liebich, 2010)

Stutzfunktion des Keimepithels

Nahrfunktion des Keimepithels

Bildung derBlut-HodenSchranke

Transport der differenzierten Keimzellen in Richtung Lumen
Phagozytose von degenerierten Keimzellen

Sekretion der Tubulusflissigkeit

Freisetzen der elongierten Spermatiden in das Tubuluslumen

© N o 0o B~ WD PE

FSH und Testosteronregulation Siehe  Endokrinologie der

Spermatogenese)

1865 beschrieb Enrico Sertoli zum ersten Mal, dass es zwischen den Keimzellen
eine weitere Zellart mit einzigartigedytoplasmaAuslaufen gibt, welche die
Keimzellentwicklung unterstiitzen und direkten Einfluss diasehaben(Sertoli,

1865) Das Zytoplasma der Sertaellen umgibt oberhalb der basal liegenden
Spermatogonien alle Keimzellen bis zum Lurym und Fawcett, 1970%ertoli

Zellen sind sowohl untereinander als auch mit den Keimzellen des Keimepithels
durch Spezialisierungen verbund@iruk und Cheng, 2004)Welche dies genau

sind, wird weiter unten aufgefuhrt.
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Dies und ein stark ausgebildetes Zytoskelett filhren zu einer hohen Stabilitat
innerhalb des Keimepithel@®umdiller et al., 1992)Das Zytoskelett der Sertoli
Zellen besteht aus den Aktinfilamenten, den Intermediarfilamenten und den
Mikrotubuli (Boekelheide et al., 1989; Vogl et al., 2009grtoliZellen haben die
Aufgabe Spermatogonien zu translozieren,positionieen und zu verankern und
Zellen miteinander zu verbind€Wogl et al., 2009)Die Aktinfilamente befinden

sich an der Innenseite der Plasmamembran von S2didin und sind als kleine
hexagonal angeordnete Filamentbur(@ddbildung2) sandwichartiggwischen der
Plasmamembran und den ZisterneneledoplasmatischeRetikulums angeordnet
(Dym und Fawcett, 1970; Parreira et al., 2002)

Ektoplasmatische Spezialisierungen sowie tubulobulbdre Komplexe sind
Sonderformen der Aktinfilamente. Diektoplasmatischen Spezialisierungen
kénnen in basale und apikadoplasmatische Spezialisierungengsteilt werden.
Hierbei verbinden die basalektoplasmatischen Spezialisierungen SeiZalilen
untereinander wahrend die apikalen Spezialisierungen Sei#elien und

Spermatiden miteinander verbind@royama, 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 ekt
plasmatischen Spezialisiegen,
welche beiderseits von zw
angrenzenden  Sertdliellen  zu
finden sind, werden durchsog.

Tight-junctions miteinande

verbunden Abbildung 3) (Parreira et l
al.,, 2002; Toyama et al.,, 200:

Fur die tubulobulbaren Komplex

wird auch zwischen basalen ul
apikalen tubulobulbaren Komplexe
untesschieden.

Die basalen tubulobulbéare

by 7
Komplexe verbinden angrenzen

Abbildung 3: Anordnung der

Aktinfilamente an zwei

SertoliZellen miteinander. In

Gegensatz zu den  apikal
angrenzenden  SertoliZellen

(Parreira et al., 2002).

tubulobulbaren Komplexen besit
bei den basalen tubulobulbar
Komplexen die Plasmamembrarr di
einen SertolZelle Fortsatze mit bulbésen Auftreibungen, wahrend
Plasmamembran der anderen Setfalile invaginiert (Russellund Clermont,
1976)

Fur die Umbauvorgéange wahrend des Spermatogefyddes beschreibelogl et
al. (2009)verschiedene Theorien, wie Spermatogonien wahdendreilung und
Differenzierung zu Spermatozyten von basal nach apikal gelangen kdnnen.

Hierbei wird bechrieben, dass die JunctiBnoteine, welche an spéaterer Stelle
beschrieben werden, entweder durch Endozytose von der Plasmamembran in das
Innere des SertekKell-Zytosols aufgenommen werden, in den tubulobulb&ren
Komplex gelangen und dann in das Zytosofgenommen werdenoder entlang

der Plasmamembran von apikelch bassRwander nfi und hier an
Spermatozyten wéahrend der Meiose verbleihen dann die Funktion basal der

Zelle wieder aufzunehmegivogl et al., 2009)
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Bei den apikalentubulobulbdren Komplexen stilpen sich Fortsatze der
Pl asmamembran von el ongierten Spermati de
am Ende der Forstatze in die invaginierte Plasmamembran von Zeitteh vor.

Diese werden von Aktinfilamentbindeln und Zisarndesendoplasmatischen
Retikulums aufder Zellseite des Sertolzellzytoplasma umgeber(Russell und
Clermont, 1976; Russell, 1979pies dient zum einen der Verankerung der
Spermatiden im  Keimepithel aber auch der Reduktion des
Spermatidenzytoplasmas bei der Spermienreifung. Bei der Spermiation wexden di
Spermien in das Lumen entlassen und die tubulobulbdren Komplexe sowie
Residualkérper von der Sertalelle phagozytier{Russell und Clermont, 1976;
Busch und Holzmann, 2001)

In SertoliZellen gibt es dei verschiedene Intermediarfilameniegnin, Vimentin

und Keratin(Aumdller et al., 1992)In der adulten SerteKelle ist Vimentin das
dominante Intermediarfilamer@umiller et al., 1992; Vogtt al., 2009)Es ist in

der Nahe des Zellkerns zu finden und verbindet Zellen untereinander Uber
Desmosomen und Hemidesmosomen mit der Basala Zusatzlich haben die
Intermediarfilamente Kontakt zu elongierten Spermat{@enlani und Vogl, 1988;
Boekelheide et al., 1989; Vogl et al., 200®)ikrotubuli sind apikal des Nukleus
lokalisiert und parallel zur Zellachse ausgerichtet, wodurch sie Stabilitat verleihen,
und apikal der Verankerung und Positionierung $mermatiden in den Krypten
des Keimepithels dienersie sezernieren Tubulusflissigkeit und dienen dem
Transport von Zellorganellen und Molekile(Amlani und Vogl, 1988;
Boekelheide et al., 1989; Richburg et al., 1994; \&gll., 2009)

Zusatzlich seien noch die Desmosomen erwahnt. Diese werden den

Adhesivejunctions zugeteilt und stehen mit Intermediarfilamenten in Verbindung
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1.1.1.2.1 Blut-Hoden-Schranke

Mit Beginn der Pubertdt kommt es zur Ausbildung der BladenSchranke
(Morales et al., 2007Diese ist eine der wichtigsten Formationen fur die intakte
SpermatogenesfDym und Fawcett, 1970)Fur die Funktion der Bldtoden
Schranke ist die Anordnung spezifischer Strukturen essentiell. Dazu gehéren die
Zellverbindungen zwischen Sertdellen, Keimzellen sowie diesen Zellen
untereinander, welche die BlhtodenSchranke bilden(Abbildung 4). Man
unterscheidet derzeit vier verschiedene Varianten dieser spezialisierten
Verbindungen. Dazu gehéren 1) dight-junctions oder aucloccludingjunctions
genannt, 2Xdie Gapjunctiors und 3) Anchoringoder auchAdheringjunctions
genannt sowie 4pesmosomen. Zusatzlich seien noch die bereits oben erwahnten
ektoplasmatischen Spezialisierungen und die tubulobulbaren Komplexe genannt.
Diese kdénnen deAdheringjunctionszugeordnet werdefMruk und Cheng, 2004,
2015) Die Tight- und Adheringjunctions sind an Aktinfilamente gebunden,
desmosomenéhnliche Strukturen an die Intermediarfilam(@otautta und Weis,
2002) Nebenbei sei erwahnt, dass in der Studie@omke et al. (2014)einerlei
Nachweise von Desmosomen oder Desmosomendahnlichen Strukturen in den Tubuli
saniniferi contorti von Saugern gefunden werden konnten, sondelmering

junctions basierend auf-adherin.

Durch die Ausbildung und Formation der spezialisierten Verbindungen wird das
Keimepithel in ein basales (Spermatogoniguraleptotéae- und leptotam
Spermatozyten) und ein ladhinales Kompartiment unterteilt (alle anderen
meidischen und postmeiotischen Keimzel({@&ym und Fawcett, 1970Aufgrund

der Blut-HodenSchranke isd die differenzierteren Keimzellen sowohl von Blut
als auch von Lymphe abgetrennt. Makromolekile kdnnen somit nicht in das
aduminale Kompartiment gelange(Griswold, 1995) Dies gilt auch fur die
Antikorper aus dem Blut, welche die Oberflachenantigene dérmaaklen
Keimzellen als kiperfremd anerkennen und eine Autoimmunreaktion auslésen
wurden.Die immunologische Barriere der BhitodenSchrankestellt auf diese
Weise ein aliminales Mikromilieu her, welches wichtig fuar die
Keimzellentwicklung is{Mruk und Cheng, 2004; Mital ai., 2011)
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Studien zeigen jedoch, dass nicht nur dBlut-HodenrSchranke als
immunologischer Schutz fur differenzierte Keimzellen dient. Im Zytoplasma von
Spermatogonien kénnebdefensine gefunden werdenliese sind kationische
PeptidMolekile, welche eine suppressive Wirkung auf Mikroorganismen haben
(Jin et al.,, 2010) Ebenso reguliert die BkiodenSchranke die Passage von
Wasser, lonen, Molekllen, N&ahrstoffen, Hormonen, Elektrolyten und Toxinen
(Cheng und Mruk, 2012)

Russell (1977)beschreibt, dasSertoliZellen eine aktive Beteiligung an der
Keimzellwanderung Richtund.umen haben. Der genaue Mechanismus der
Spermatozytenmigration von einem Kompadnt in das andere ist bisher
ungeklart. Jedoch geht man davon aus, gastidne Spermatozyteon basalen

und apikalen Tight-junctiors umgeben werden, bevor sie alygotane
Spermatozyterdurch Ab , Um-, und Neubildung deiTightjunctiors in das
aduminale Kompartiment entlassen werd@mith und Braun, 2012Elongierte
Spermatiden sinduifch ihre Zytoplasmaausstilpungen am Spermatidenkopf fest
mit der SertoliZelle verbunden (tubulobulbérer KompleXyahrend ds Ablaufs

der Spermatogenese ist die Apoptose von degenerierten Keimzellen ein
physiologisches PhanoméRerr, 1992) SertoliZellen haben hierbei die Agabe,
degenerierte Keimzellen und Residualkdrper nach der Spermiation mit Hilfe von
Lysosomen zu phagozytieren. Haufig ist dies mit einer Anlagerung von

Lipidtropfen im Zytoplasma der SertoKellen verbundefWang, H. et al., 2006)
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Abbildung 4: Zellverbindungen zwischen SertoliZellen sowie zwischen
Sertoli- und Keimzellen (Cheng und Mruk (2012).
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1.1.1.3. Intertubuldres Gewebe und Zellarten

1.1.1.3.1Interstitielles Bindegewebe

Die Tubuli seminiferi contorti werden von lockerem Blegewebe umgeben. In
diesem sind Blut und Lymphgefal3e, Nerven, Makrophagen sowie Fibrozyten zu
finden (Liebich, 2010; Reddy Dyhana et a2016) Zu den wichtigsten Zellen
gehdren die sich im Interstitium befindlicheestosteronbildenden Leydigellen
(Zirkin und Papadopoulos, 2018)

1.1.1.3.2Leydig-Zellen

1850 beschreibt der Anatom undoologe Franz von LeydjgZellen im
interstitiellen Bindegewebe zwischen den Tulsaniniferi contorti (Von Leydig,
1850) Diese wurden nach ihm benannt und heil3en Le¥dien. Sie besitzen
runde oder polygonale Gestalt, sind meist in gro3en Gruppen angeordnet und
nehmen beim Eber zwischen-20 % des ganzen Hodenvolumens(@iwoniyi et

al., 1988b; Liebich, 2010)hr Nukleus besitzt eine runde oder auch langliche Form
mit ein bis zweiprominentn Nukleoli. Der Nukleus befindet sich meist einseitig
in der Peripherie des starbsgepragten Zytoplasmésunstra et al., 1986)n den
Leydig-Zellen findet die Biosynthese der Steroide qtating et al., 1981)Dazu
gehort unter anderem das Hormon Testostefdieses ist essentiell fur die
Ausbildung und Funktion mannlicher Geschlechtsorgane des Edessh und
Holzmann, 2001)
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2. Ubergeordnete Regulation der Spermatogenese

2.1. GnRH-Aktivitat

Die Regulation der Spermatogenese in den Twmndiniferi contorti des Hodens
erfolgt durch die HypothalamudypophyserGonaderAchse (Knol, 1991)
Hierbei wird das GonadotropiReleasingHormon (GnRH) pulsatil freigesetzt.
Dieses ist ein Dekapeptid, bestehend aekn Aminosauren, welches in den
neuronalen Zellen des rostralen und mediobasalen Hypothalamus produziert wird
(Baba et al., 1971; Matsuo et al., 1971; Ojeda et al., ZB@@elhardt, 2015)

(pyro) Glui Hisi Trpi Seri Tyri Gly 1 Leui Argi Pro- Gly-NH2
STRESSUR @
— High’erlbrain centres ¢z

-
Behaviourg-|====3-"

Hypothalamus > Figure . Schematic representation of the neuro.
: - . endocrine stress response, including interaction
3@ ventriclo pathways of the HPA and HPT systems.
N A = Cytoplasmic testosterone receptor
GnFl;-t P )= 3 P

-t B = Cytoplasmic corticosteroid receptor
~
ME

C = ACTH membrane receptor
. D = Endogenous opioid peptides (EOP) secreting
neuron

)P
+

Pituitary gland E = Paracrinic EOP activity
laﬂntl::xdlzt‘):m; BELR F = Paracrinic E(O)P activity
Sasterioricta sl ME = Median Eminence
Corticosteroids
Progesterone
ACTH
Testosterone
Oestradiol

\ C ™
¥ .\ Adrenccortical cell
Lo [:mal'ascicmata
o : zona relicularis

Sertoli cell
1

Leydig cells &5

with
spermatocyte

Abbildung 5: Ubersicht tber die GnRH-Aktivitat und dessen Zielzellen
(Knol, 1991).
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Uber die Axone im Hypothalamus gelangt das GnRH an dendhtia median

das Pfortadersystem der Hypophyse und bewirkt in den gonadotropen Zellen der
Adenohypophyse die Bildung und Sekretion der Gonadotrof@obally et al.,

1971, Engelhardt, 2015pazu gehdren dd=llikel-Stimulierende Hormon (FSH)

und dad_uteinisierende Hormon (LHAbbildung5).

Beim Schwein wird ein weiteres Gen fir GnRH (GnRH2) beschrieben. Dieses ist
bei den meisten Saugenicht funktiona) bei Schweinen jedoctthon(Stewart et

al., 2009) Da GnRH2und sein Rezeptor, jedoch immunhistochemisch an Leydig
Zellen undin den Tubuli seminiferi contortim Hoden nachweisbaind, geht man

von der Funktion einer lokalen Testosteronsynthese fur dieséDas&ulniers et

al., 2015) Die genaue Aufgabe ist bisher unbekannt. Aus diesem Grund wird auch

nur auf die Funktion und die endokrine Physiologie des Gn&htjegangen.

2.1.1. Gonadotropin LH und FSH sowie derenWirkungsmechanismus

Die Glykoproteine LH und F S-Hundbetnart e h e n
s pezi f-UseemeiPiebce und Parsons, 1988owohl LH als auch FSH

werden durch positive und negative Feedbackmechanismen der Steroide und
Peptide aus dem Hoden reguli€Brown und Md\eilly, 1999) Die beiden
Gonadotropine werden Uber das Blut zu den Hoden geleibesje ihre Wirkung

entfalten.

2.1.2. FSH

FSH besitzt spezifische Rezeptoren an den Se&fedlén und hat dort einen
essentiellen Anteil an der Spermatogenese. Es ist jedoch bis heute ungeldhe
spezifische Aufgabe dies im Detail .isDa Tiere auch ohné&SHAKktivitat
Spermatogenese zeigen, geht man davon aus, dass es weitaus weniger wichtig fir
die Spermatogenese ist, sondern vor allem als Regulator der-Zettodihlen und

als Uberlebensfaktor fir prameiotische Zellen d{ehthtaniemi, 2015)

Im Gegensatz zu den anderen Saugetieren wird beim Eber die Moglichkeit einer
zum Teil GnRHunabhangigen Aktivierung und Sekretion von FSH vermutet, da
eine aktive Immunisierung von Ebern gegen GnRH keinen EféaK die
FSHKonzentrationen im Blut hatt@Awoniyi et al., 1988a; Wagner und Claus,
2004) Dabei wird vermutet, das sowohl Akvin, Inhibin aber auch Follistatin

regulatorische Eigenschaften auf das FSH ausuiben konnen.
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So soll Akivin aktivierende, Follistatin und Inhibin hemmende Wirkung auf das
FSH austibenPadmanabhan und d¥eilly, 2001) Ebenso wirdhierbei ein
alternatives releasing Hormdir FSHoder auch eine separate Steuerung des FSH
vermutet(Padmanabhan und Meilly, 2001) In bovinen Gonadotropinen wurden
unter anderem die neuen Rezeptoren GPR30, GPR153 und AMRH2 gefunden. Von
den Autorerwird angenommen, dass diese moéglicherweise regulieiEndlésse

auf FSH und LH ausuben kénnt@adokawa, 2020)

Zu den Kontrollmechanismen von FSH gehoéren unter anderem die Regulation von
Inhibin und Aktivin. Diese gehoéren zur Superfamilie des Transfay growth

factor (Barakat et al., 2012) Aktivin bewirkt dber einen positiven
FeedbackMechanismus die FSBildung und-Ausschittung in der Hypophyse
(Weiss et al., 1995)nhibinwirkt antagonistisch zu Kivin undbewirkt Gber einen
negativen Feedbackmechanismus die Hemmung derSe€&keion (Engelhardt,
2015) Zusatzlich kann die Aktivitat des k#ivin durch Bindung des Proteins
Follistatin gehemmt werden und bektisomit eine Hemmung der FS&tkretion

und FreisetzunfPatel, 1998)

Beim Schwein kann die Aktivinund Inhibinb-Untereinheit, aber auch Follistatin

in der Hypophyse exprimiert werdéhi et al., 1997) Da jedoch im Gegensatn

der Ratte wund dénmareiMeitrdssdrinibims imdScheveirUnicht
gefunden wird, geht man davon aus, dass Inhibin in der Hypophyse des Schweins
keine grol3e Rolle in Bezug auf die FRégulation besitAlLi et al., 1997) Sowohl
Aktivin, Inhibin als auch Follistatin kénnen in den Ser@dllen von Ratten
gebildet werdepAktivin und Follistatin jedoch auch in den Keimzell&wn konnte
gezeigt werden, dass die Serdéllen durch diese Einfluss auf die
Keimzellreifung und -entwicklung habe aber auch wichtig fur die
Sertol+Zellentwicklung sind(Meehan eal., 2000)

Bei Schweinen kann -UnmeleinHeit bis, hin zuo Pubeadt | em di
uberwiegend in den SertoliZellen, aber auch schwach in Leyd#gllen

nachgewiesen werden. Zu einem spateren Zeitpunkt auch in elongierten
Spermatider{Ohnuma et al., 2007Neben dem Einfluss auf FSH sollen Inhibin,

Aktivin und Follistatin jeweils auch eine Wirkung auf die TettosnSynthese in

den LeydigZellen, die Proliferation von Keimzellen und die Entwicklung vom
Rattenhoden habdbe Kretser et al., 2001)
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Nach der Gebunind noch einmaim Alter von ca4 Monatenund somitkurz vor

der Pubertatbewirkt die Ausschittung von FSH beim Schwein eine Proliferation
von immaturen SertolZellen (Franca et al., 2000)Da jedeSertol+Zelle eine
bestimmte Anzahl von Keimzellen unterstutzt, bestimmt dies den
Spermatidenoutput beim erwachsenen Ssh\WOrth et al., 1988; Franca et al.,
2000) Mit Beginn der Pubertat stoppt die Serdéll-Proliferation und es erfolgt
derenReifung (Sharpe etl., 2003) Die Reifung soll unter anderem unter dem
Einfluss von Schilddriisenhormonen stel{Pre Franca et al., 1995Yor allem
jedoch soll dieT 3-abhangigeAusbildung detAndrogenRezeptoenund T3 sowie

die FSHabhangige Suppression desAMH (Anti-Miller-Hormon) der
vorherrschende Faktor fur die Sertdkllreifung seifArambepola, N. et al., 1998;
Arambepola, N.K. et al., 1998)

FSH wirkt jedoch nicht nur a8ertoliZellen, sondern auch an runden Keimzellen
(Baccetti et al., 1998) Dort konnte es an der Plasmamembran und in
endozytotischelesikeln nachgewiesen werdé€tSH bindet an den FSRezeptor

und entfaltet dort seine Wirkung. Die-RNS des F$&l-Rezeptors konnte in der
gleichen Studie voBaccetti et al. (1998in Zytoplasma der oben genannten Zellen
gefunden werden, so dass eine Aufnahme von FSH durch Endozytose in das
Zytoplasma vermutet wird. Die Expression des H&#eptors ist abh&ngig von
FSH(Maguire et al., 1997Eine FSHZugabe flihrt zu einer reduzierten Expression
der m-RNS des FSHRezeptors, wdrend hypophysektomierte Tiere und damit
FSHnegative oder FStdrme Tiere eine erhdhte Expression ielRNSdes FSH
Rezeptors zeigen. Die Zugabe von Testosteron hat keine Auswirkung auf die

Expression des FSRezeptorgMaguire et al., 1997)

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation
hypogonadaler Mause mit FSH zu einer gesteigerten Proliferation und Reifung von
Sertolt und Keimzellen bis hin zu runden Spermatiden fihrt. Jedoch kommt es zu
einem Arrest der Spermatagese auf Hohe der elongierten Spermat{taywood

etal., 2003)06 Donnel | besdreilzeh ebenfalls,T&$ in Abwesenheit
von Testosteron runde Spermatiden anwesejedoch keine elongierten
Spermatiden aufzufinden sin Hierbei vermuten sie ein Ldsen der runden

Spermatiden aus dem Tubulusepithel.
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Eine gegensatzliche Behandlung von hypogonadalen Mausen mit Testosteron fihrt
zu einer gesteigerten Meiose mit erhohten Zahlen an Spermatozytendsowie
Ausbilden von elongrten Spermatiden. In der gleichen Studie kann eine
Anwendung von FSH und Testosteron in Kombination eine synergistische
Auswirkung auf die Keimzellreifung mit erh6hten Spermatidenzahlen verdeutlicht

werden.

Ahnliche Ergebnisse liefert auch die Studie ®ingh und Handelsman (1996)

deren Studie wurde hypogonadalen Mausen entweder FSH alleine oder in
Kombination mit Testosteron appliziert. FSiministration alleine hatte vor
allem Auswirkungen auf die Proliferation von Spermatogonien und Spermatozyten.
Erst mit der Zugabe vohestosteron war eine Proliferation der SetZwilen und

eine vollstandige Spermatogenese mdglich. Da jedoch die alleinige Gabe von
Testosteron zu &hnlichen Ergebnissen Bjisithlagen die Autoren eine Bedeutung

fur FSH und Testosteron bei der Initiatider Spermatogenese, fur Testosteron

jedoch weiterhirdie 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 Spermatogeeese b
hypophysektomierten Ratten aufrecht erhalten kénnen und somit weitere Hormone
und Faktorerfir eine physiologische Spermatogenesgig sind(Clermont und
Harvey, 1967; Steinberger, 1971)

Gegensatzliches beweisedduwole et al. (2018)wo in Abwesenheit von
Testosteron eine intakte Spermatogenese mdoglich ist, wenn die Aktivitat des
FSHRezeptors gesteigert wird. Es ist auch moglich, dass Mause mit einem
FSHRezeptortKnockout Fertilitaét entwickeln, ¢doch mit einem verspatetem
Eintritt in die Pubertat und geringeren Keimzellzahleawptsachlichdie runden

und elongierten Spermatiden betreffékdshnamurthy eél., 2001) Dies wird vor

allem auf die reduzierten Testosteronwerte zurtickgefuihrt. Im Vergleich dazu
zeigen Mause mit einem FSkhockoutkleinere Hoden, jedoch keine veranderten
Testosteronwertesowieeine reduzierte Motilitat der Spermien und Feéil Dies

weist darauf hin dass FSH auch wichtig fur die Kommunikation zwischen

Sertoltund LeydigZellen ist(Kumar et al., 1997)
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Dies zeigen auch die Ergebnisse der StudieAlmai et al. (2009)Hier wurden die
Transkriptproteine nach FSApplikation in hypogonadalen Mausen gemessen.
Unter anderem wurde eine erhOhte Aktivitdt der Traps&rin SertoliZellen
gemessen, wobei sich das Transkript fir den d4ReBeptor wie bereits oben
erwahnt reduzierte. Aber auch Leydigllen zeigen eine erhéhte Transkriptrate fur

die Komponenten der Steroidbiosynthese.

Zusatzlich soll FSH die Formation d&rght-junctiors, Adherensjunctionsund
ektoplasmatischen Spezialisierungen reguligi®inka et al., 2006; Abett al.,
2009)

2.1.3. Steroidbiosynthese

Zwischen5 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 HohepunkRobic et al., 2014)Die Ausschittung von LH erfolgt
ebenso wie bei GnRH pulsatil. SeMérkung entfaltet LH an deheydig-Zellen

im intertubuléren Bereich des Hodens, indem es arRebkeptoren bindet. Dort
bewirkt es die Synthese von AndrogenenAt@irostenonen und auch Ostrogenen
(Robic et al., 2014)7u einem gewissen Anteil kdnnen digi®idhormone auch in

der Nebennierenrinde synthetisiert werdBuan-Ichi, 1973; Huhtaniemi, 1977)

Die Steroidhormone bauen auf dem Grundgerist des Cholesterols auf. Die
Vorstufen von Testosteron (CholesteBdter) werden in den Leydigellen in

Form von kleinen Lipidtropfchen gelagert und naddéren Autophagie kann
Testosteron aus freiem Cholesterol synthetisiert wefdeaves, 1978; Ma et al.,
2018)

Das Cholesterol wird in den Mitochondrien mit Hilfe @tochromP450Enzyme

zu Regnonolon umgewandelt und im endoplasmatischen Retikulum der
Leydig-Zellen tGber Zwischenstufen zu Steroidhormonen metaboli@far 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 (C2Progestagen)kann ¢ b e r -Hytlir@xUpregnenolon
(C21-Progestagen) zu  Dehydroepiandrosteron  (Bt8rogen),
Androstenediol (C1Androgen) und schliel3lich zu Testosteron (€19
Androgen) metabolisert werden.

2. Pregnenolon wird Uber Progesteron (€2bgestagen) zu
17-UHydroxyprogesteron (C2Progestagen) zu Andstenedion (C19
Androgen) in Testosteron metabolisiert.

Aus Testosteron koénnen im Anschluss durch eine Reduktionsreaktion
5-U-Dihydrotestosteron (C19, Androgen) oder durch Aromatasereaktion
17-b-Estradiol (C18, Estrogene) gebildet werden. Gleichzeitig besthe
Moglichkeit, aus  Androstenedion  durch  Aromatasereaktion  Estron
(C18,Estrogene) zu metabolisererwelches ebenfalls zu AFEstradiol
umgewandelt werden karfgik-Nes, 1969; Miller und Auchus, 2011; Engelhardt,
2015) Die meisten der Steroide des Ebers sind inaktiv in ihrer konjugierten Form
mit Sulfat oder Gluarronidgruppenbindung zu findéRaeside et al., 1992purch
deren negative Polaritat ist keine hormonelle Aktivitat mehr mdoglicke
Metabolite werden wasserl6slichnd koénnen lber die Nieren ausgeschieden
werden(Karlson et al., 1994)

Die Androgenesind verantwortlich fir die mannlichen Geschlechtsmerkmale.
Dazu gehdren unter anderem die Ausbildung und Funktion des mannlichen
Geschlechtsapparates, das maskuline Verhalten, die Libido undédeerbau
(Engelhardt, 2015)Zu den wichtigsten Androgenen gehdren Testosteron und
DihydrotestosteroKashiwagi et al., 2005)

2.1.4.  LH-Aktivitat

Nachdemdas LH an den LHRezeptor gebunden habewirkt es in den
Leydig-Zellen die Testostere8ynthese. Dies kann an Mausen gezeigt werden,
welchen derLH-Rezeptorfehlt unddie nur eine geringe Menge an Testosteron
aufweisen (MendisHandagama, 1997; Zhang et al., 200Durch Diffusion
verlasst Testosteron die Leyefgllen und gelangt von dort aus in das B es

bei Ratten am ABRyebunden oder bei den anderen Sédugern am SlB@&m

CarrierProtein gebunden isfHammes et al., 2005)



Il. Literaturiibersiht 26

Die beiden Protein&kommen jedocHaut einigen Autoremicht im Hoden vom
Schwein vor(Cook et al., 1977; Jegou und Le Glegou, 1978)

Interessant ist auch, dass in Keimzellen von Ratten Testosteron synthetisiert werden
kann, auch wenn Leydigellen und SertolZellen abwesend sindp dass davon
ausgegangen werden muss, dass primare Spermatozyten zu einem gewissen Grad

dazu in der Lage sindestosteron zu synthetisier@alhanick und Terner, 1979)

In den Tubuli saminiferi contorti entfaltet Testosteron seine Wirkung am
AndrogenRezeptor wo es Steroidesponsive Gene aktivie(Hammes et al.,
2005) Der AndrogenRezeptorist wie auch delEstrogerRezeptorein ruklearer
Rezepto(Hammes und Levin, 2007Diese sind Ligandeabhangig und erhalten
durch das Binden eines Liganden eine Konformationsanderung. Andarslale
nukledre Rezeptoren befindet sich derdrogenRezeptorals inaktive Formim
Zytoplasma n A h e aRrotemd geliukd&irst wenn Androgene bindelést
er sich von -Bretemkoplexarerfahrheme Tkafslokation in den
Nukleus (Gelmann, 2002; Germain et al., 2006; Dagar et all9R0Androgen
Rezeptoen werden in Leydigellen, SertoliZellen und peritubularen Myoidzellen
nachgewiese(Kimura et al., 1993; Bremner et al., 1994; Vornberger et al., 1994)

Obwohl viele Autoren beschreiben, dass Keimzellen kehetrogenRezeptor
exprimieren, gibt es Autoredie diesen in Keimzellen nhgewiesen habgzhou

et al., 1996; Ramesh et al, 2007)n Schweinehoden konnte der
AndrogenRezeptorin Leydig-Zellen, peritubuldaren Myoidzellen, Serteliellen,

aber auch in den Keimzellen von prapubertaren Tieren nachgewiesen werden
(Ramesh et al., 2007)

Mause mit einer fehlende LH-Aktivitat zeigen Infertilitat, reduzierte
Testosteronwerte, geringe Hodengewichte, kidinleuli seminiferi contorti sowie

eine gestorte Spermatogenese, die auf Hohe von runden Spermatiden arretiert
(Kumar, 2007) Ein LHR-Knockout in M&usen fuhrt zu einem normalen Phénotyp
aber auf Grund der varinderten Testosteronsymbeauchdazu, dass die Meiose

auf Hohe von runden Spermatiden arretiert und sich keine elongierten Spermatiden
ausbilden. Somit sind diese Tiere infertil. Zusatzlich zeigen die Tiere ein

Vorhandensein von fetalen Leyd#gllen.
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Da durch eine Substitutiomon Testosteron nicht die Leydigll-Zahlen von
Wildtypen erreicht werden konnen, und die Tiere nur zum Teil Fertilitat
wiedererlangen, geht man auch davon aus, dass didktiktat eine wichtige
Komponente bei der Differenzierung von fetalen zu aduleydig-Zellen ist(Lei

et al., 2004; Pakarainen et al., 200Bhnliches beschreiben auahang et al.
(2004) die der LHSignalwirkung an Leydigellen eine entscheidende Rolle bei
der endokrinen Regulierung von adulten Leydalen zuschreiben.

Bei Schweinen konnte geigt werden, dass eine Androglerzeptotinaktivierung
durch Flutamid zu einer gesteigerten SeiZ@ilproliferation in neonatalen Tieren
fuhrt. Somit kann hier die hemmende Funktion des Androgens auf die Settoli

Proliferation gezeigt werdgihegacki et al., 2015)

Untersuchungen eine&R-Knockouts in verdoedenen Zellen brachte folgende
Ergebnisse: Ein allgemein&R-Knockout fuhrt zur Veranderung des Phanotyps,
mit einer Verlagerung der Hoden in das Abdomen und einer gestorten
Keimzellreifung sowie reduzierten Sertdlellzahlen (De Gendt et al., 2004)
Jedoch wird auch beschrieben, dass ein allgemeiner AndRemsptorkK nockout

in M&usen zu einer kaum gestérten Spermatogenese mit Fertilita(fgaret al.,
2006) Im Gegensatz dazu zeigen Tiere mjpezifischem Sertoell-AR-
Knockout zwar einen Hodenabstieg und normale Setailzahlen, jedoch eine
gestorte Keimzellzahl auf Grund von erhohter Apoptose und fehlender Entwicklung
von Spermatozyten, sowie runden und elongierten Spermdise®Gendt et al.,
2004) Die Autaen gehen davon aus, dass die autokrinen Mechanismen von
Androgenen in den SertoliZellen essentiell fur die Entwicklung reifer
Keimzellstadien sindHoldcraft und Braun (2004)eschreiben eine Stérung der
Spermatidenreifung bei der Entwicklung von runden zu elongierten Spermatide

sowie der Spermatidendifferenzierung kurz vor der Spéionia

Aus diesem Grund gehen sie davon aus, dass sowohl die Adh&sion der Spermatiden
am Keimepithelals auch die Freisetzung der Spermatiden in das Lumen auf Grund
des AndrogefRezeptorKnockouts gestort sindHoldcraft und Braun, 2004)

Zusatzlich beschreibewillems et al. (2010yas Vorhandensein von immaturen
SertoliZellen und einer gestérten Integritdt der BHdadenSchranke bei einem
AndrogenRezeptosiKnockout anSertoliZellen, vermutlich auf Grund fehlender

Integritat derTight-junctionProteine an deZO-Proteinen
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Im Vergleich dazu fuhrt eitKnockout des Leydigell-AR zu einem Arrest der
Spermatogenese auf Hohe der runden Spermdfidanet al., 2006fin Knockout

des KeimzeHAR fuhrt zu fertilen Mausen, die kaum Unterschiede in den
Testosteronwerten im Vergleich zu Kontrollgruppen haben und auch Mausewdrfe
hervorbringen(Tsai etal., 2006)

In der Studie vowWelsh et al. (200¥ewirkt ein AndrogerRezeptorKnockout an
peritubularen Myoidzellen eine gesto&permatogenese mit normaler Ausreifung
von SertoliZellen, jedoch reduzierte Keimzellzahlen und Infertilitéat. Dies wird
darauf zurickgefiuhrt, abs auf Grund der fehlenden Androgektivitat die
Synthese der Gene von Serdéllen gestort istEbenso wie digon diesen Zellen
produzierte Flussigkeitir die Tubuliseminiferi contorti.Hierbeiwird eine defekte
Basalmembran auf Grund von losen t8kiZellen und Keimzellen im Lumen
vermutet.In der Studie vorD' Hara et al. (2015)ird beschrieben, dass didR-
Aktivitat fur die Reifung und Regulation der Steroidsynthese in adulten Leydig
Zellennotwendig ist Sie scheint jedochicht essentll fur die LeydigZellzahlen

zu sein da diese sich nit von Kontrolltieren unterscheiden.

Zusatzlich soltie AR-Aktivitat in LeydigZellendie Degeneration der Keimzellen

sowie der LeydigZellen verhindernSo scheint die ARA\ktivitat wichtig fur den

Erhalt dieser Zellen sein. Tieretreinem LeydigZell-AR-Knockout zeigein ihrer
Studiehypertrophierte Leydigellen mit grof3em Zytoplasma und fok&lerdemit
Degeneration im Keimepithel Die Spermatogeneseist jedoch bis zur
Spermienreifungntakt Interessanter Weise fiihrt deeydig-Zell-AR-Knockout

zwar zur Apoptose von adulterLeydig-Zellen, jedoch sind die LH- und
Testosteronwertaicht verandertDer EstrogesReceptorU hi n g edhtn i st
Vermutet wird hierbei eine fehlende Signalwirkung auf die Estrogene in Folge des
Leydig-Zell-AR-Knodouts(O' Hara et al., 2015)
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2.1.5. Estrogene

Im Hoden des Ebers werden hohe Mengen an Estrogenen produziert, die
anschlieRend sowohl im Seminals auch im Blutplasma zu finden sif@@laus und

Hof f mann, 19 80 2011)biciESmgepeldiegentiibeeviegend in der

Form der 17REstradiole und der Estrone vor, von denen vor allem das konjugierte
Estronsulfat (inaktive Form) und das unkonjugierte Estron in hoher Konzentration
nachweisbarsinf C| aus et al ., 1985; Hoffmann et
Die hochste Konzentration an Estrogenen kann in den testikularen Venen gefunden
werden, wahrend die Konzentrationen im Seminalplasma und in der Peripherie
keineUnterschiede zeigghZd u EGc zy k .et al ., 2011)

Obwohl man davon ausgeht, dass tUberwiegend die L&align Syntheseort fur
Estrogene sind, gibt es inzwischen neuere Erkenntnisse, dass auch Keimzellen und
SertoliZellen dazu in der Lage sirn(@arreau et al., 2007Estrogene, vor allem
Estradiol, binden im Hoden an den Estrogrereptoren. Hierbei werden der

fal)

EstroenRe zept or U uRézdptolEsbr(Bigganeetalchi eden

2005) Mutembei et al. (2005)ostulieren fir die Estrogene eine wichtige Funktion
fur den Beginn und Erhalt der Spermatogenese. Sie fanden beim Eber Estrogen
Rezeptoren (ER) u n & ) E Rurinldeén Sertoliund LeydigZellen, sondern

auch in den Keimzellen. Nur in elongierten Spermatiden konnten diese nicht

nachgewiesen werden

Im Gegensatz dazu konnt¥viagner et al. (2006Jen EstrogeiRe z ept or U nu
Spermatogonien und vereinzeltereiter differenzierten Keimzellen nachweisen.
Lekhkota et al. (2006wi e s e n den ER U ebenso i n

S

Spermatozyten nacRago etal. (2006) and den ER U nur bei ma

in denLeydig-Zellen, Spermatogonien und Spermatozyten, jedoch nicht in Zellen

immaturer Schweine.

In der Studie vorRago et al. (200&KonntederER b bei i mmaturen Sc

Leydig-Zellen, SertoliZellen, Spermatogonien und peritubuldren Myoidzellen
nachgeweisen werden, bei maturen Ebern nur in Spermatogonien, Spermatozyten
und peritubul@aren Myoidzell en. dhimm einer

Leydig-Zellen und Sertolizellen gefunderfSrisuwatanasagul et al., 2018)
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Die groCen Unterschiede, vor allem im Nac
Funktion bei der Spermatogenese schliel3en. Jedoch ist bisher die genaue Funktion

der Estrogene bei der Spermatogenese unklar. Unter anderem wird vermutet, dass

ER b ehtiged-unktion bei der Apoptose wahrend der Spermatogenese hat,

da apoptotische Spermatozyten eine ¢ber s
(Selva et al., 2004yedoch sollte auch erwéahnt wend dass die Verwendung von

unt er schi e dJAntikdtpem unt&dRhiediche Ergebnisse in den
Nachweisen liefern konnefbelva et al., 2004 Obwohl EstrogerRezeptoren in

Keimzellen zu finde sind, konnte eine Aromataseaktivitat beim Eber nur in den
Leydig-Zellen festgestellt werdgiCarreau et al., 2001; Fraczek et al., 20@i¢s

lasst darauf schlieRen, dass Estrogene beim Schwein tberwiegend in dern Leydig

Zellen gebildet werden kbnnéweng et al., 2005)

Im Menschen und in Nicptimaten ist der EstrogegRe z e pt or U ni cht na«
der EstrogefRe z e pt or b -ZellentperitubularereMyaidzajen, Sertoli

Zellen und Keimellen zu finden(Saunders et al., 2001Andere Ergebnisse

wurden vorPentikdinen et al. (200@efunden. Hier wurden der EstrogRezeptor

U und b in Keimzellen wie den pachytanen
Spermatiden gefunden. Weiterhin konnten sie zeigen, dasfiemm 17R3-Estradiol

und Dihydrotestosteron eine wichtige Rolle bei der Verhinderung von Apoptose

spielen und somit einen wichtigen Uberlebensfaktor fiir Keimzellen darstellen.

Ein ERKnockout in Mausen fuhrt an den einzelnen Rezeptoren zu
unterschiedlicen Ergebnissen. Wahrend ein fEFKnockout zu geringen
Hodengewichten, gestorter Spermaproduktion und Infertilitat fahrt, zeigeir ER
KnockoutTiere Fertilitdt. Ein gleichzeitiger Knockout beider Rezeptoren hat
ghnliche Wirkungen wie der EBKnockout(Walker und Korach2004)

Lee et al. (200Meschreiben eine verfriihte Lumenbildung in den Tubuli seminiferi

contorti, mit geringer Keimepithelhéhe an Mausen mit einerddB&ockout. In

der Studie vorMahato et al. (2000wurden ERU-KnockoutMéusen Keimzellen

entnommen und in WildtyMauseohne Keimzellen eingesetzt. Da diese Mause
Nachkommen zeugen, zeigé&nahato et al. (2000famit, dass der Estrogen
Rezeptor U in Kei mzel | en Sieermtten, dase dieve ndi g
Infertilitat auf Grund einer gestdrten Estrogenwirkung auf die somatischen Zellen
besteht.
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Weitere Studie beschreiben eine Dilatation der Ducgfferentes, auf Grund eines
ER-U-Knockouts, und eine damit fehlende Reabsorption der Duekllissigkeit.

Dadurch ist die Fahigkeit, Spermien zu konzentrieren, vermindert, was als
hauptséachliche Ursache fur Infertilitat gesehen @tveira et al., 2001; Cho et

al., 2003) Prapubertare Eber, welche mit einem EstreigeneptorAntagonisten

behandelt werden, zeigen eine erhdhte Anzahl von S&ebén im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Das lasst darauf schlie3en, dass die EstigeeptorAktivitat

eine wichtige Koponente bei der Regulation der Ser##ilproliferation hat

(Berger et al., 2013)Dies konnte auch in der Studievént Tar as et al
bewiesen werden, jedoch wurde hier vermutet, dass Estrogene auch eine Rolle bei

der Reifung von Sertoellen spielen. Denn Schweine, welche mit dem
Aromatasehemmer Letrozol behandelt wurden zeigen\anspatete Pubertat mit
gesteigerter Proliferation der Sertdiellen und der Ausreifung von Leydigllen.

Anfangs noch limitiert, resultiert dies spater in groReren Hoden und erhdhten
Spermatidenzahlen. Wéahrend die Behandlung mit dem Aromatasehenineer ke
Unterschiede in der Expression des Estradgenz ept or s b im Vergl
Kontrollgruppe zeigt, weist der Estrogee z ept or U eine verstark
(At Taras. et al., 2006)

WeitereFunktionen der Estrogene sind unter anderem der Einfluss auf die Libido
des Ebers und auf die Sekretionsfahigkeit der akzessorischen Geschlechtsdriisen
(Joshi und Raeside, 1973)ie sind ebenfalls im Ejakulat des Ebers zu fin@dsws

et al. (1985)vermuten, dass Spermiegine Transportfunktion fir Estrogene
darstellen, da rund mehr als die Halfte der Estrogene an Spermien gebunden sind.
Nach der Ejakulation im Uterus werden durch Estrogene Prostaglandine im
Endometrium des Uterus freigesetzt, wodurch die Uterusaktité#gt und der
Spermientransport zur Eizelle erleichtert wi@laus, 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 Bar(ieneuse
etal,1998) I m Hoden | iegen sie Age¢rtelartioc
Spezialisierungen zwischen den SerHdilen der Tubuli seminiferi contorti.
Durch engen Kontakt der auf3eren Zellmembranen verschlieen sie den
interzellularen Spalt zwischen angrenzendenoBezellen. Dies ist jedoch kein
starrer Zustand, sondern ein dynamisches Geschehen dureh Abm und
Neuordnung der Tighunctions(Chalmers und Whitley, 2012¥u den wichtigsten
Tight-junctions gehoéren die zwei integralen TransmemiBharieine Occludin und
Claudin(Dym und Fawcett, 1970; Mitic et al., 2000; Tsukita et al., 2001; Cheng
und Mruk, 2012) sowie die nebenbei erwahnten
JunctionalAdhesionMolekile (JAM), der CoxsackieviruRezeptor und der
AdenovirusRezeptofMartin-Padura et al., 1998; Heiskala et al., 2001; Sollerbrant
et al., 2003)

Die Claudine und Occludine besitzen eine sehr ahnliche Struktur, mit zwei
extrazellularen Schleifen, vier transmembranen Doménen, sowie einer
intrazytoplasmatischen Schleife mit Nnd GEndigungen(Furuse et al., 1993;
Suzuki et al., 2014)Diese zeigen jedoch keine Sequenzahnlichkeiffaurfuse et

al., 1998)

Die JAMs sind ebenfalls transmembrane Proteine und gehéren zu der Familie der
ImmunglobulinSuperfamilie(Martin-Padura et al., 1998Fie seien hier nur am

Rande erwéahnt.

Unterhalb der Zelloberflache, stehen die Tightctionsdirekt in Kontakt mit den
Zonulaoccludens, Z@l, ZO-2 und ZG3 (Abbildung 6), welche zur Familie der
MAGUK -Proteine gehoreffitoh et al., 1999a; Itoh et al., 1999bh direktem
Kontakt stehen die Tigktinction-Protene mit dem ZG1. ZO-2 und ZQ3 sind an

Z0-1 gebunden. Man geht davon aus, dass diese zwei separate Komplexe bilden,
da Z0O2 und ZO3 keine Verbindung zeiggistevenson et al., 1986; Gumbiner et

al., 1991; Haskins et al., 1998; \té¢then et al., 1999)
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O

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

Unter der Plasmamembran bilden die Tighictions mit den ZO den so genannten
ProteinPlaque, zusammen mit anderen Protéomponenten wie 7H6 und
Cingulin(Zhong et al., 1993; Bazzoni et al., 2000; Heiskala et al., 200&¢h die
Z0O werden die Tighjunctions indirekt mit den intrazellularen Aktfilamenten
des Zytoskeletts verbundgfanning et al., 1998; Mitic und Anderson, 1998;
Wittchen et al., 1999; Bazzoni et al., 2008)erbei soll vor allem Z€1 Gber die
N-Endigung mit dem Tighpunction-Protein Occludin und Z@ in Kontakt stehen
und die GEndigung mit dem AktisZytoskelett invVerbindung stehefFanning et
al., 1998) Diese Verankerung dient vor allem der Stabilitat der Fgiht¢tions und
einer Permeabilitat der BhHodenSchrankgFanning et al., 2002Nebenbei soll
das Occludin jedoch auch dazu in der Lage s#ire direkte Verbindung zu den
Aktinfilamenten aufzunehme(Wittchen et al., 1999)

Zwischen den Tighjunction-Proteinen sind nicht nur homologe Verbindungen
maoglich, sondern auch heterologe Verbindungen zwischen Occludinen, Claudinen
und JAM-Proteinen(Nusrat et al., 2005)Diese Verbindungen der Bhitoden
Schranke stellen bei weitem kein starres Gebilde dar, sondern sind ein dynamisches
Konstrukt, welches sich durch AbUm- und Neubau bei gleichzeitigem
Beibehalten der Permeabilitat stdndig erne(@nalmers und Whitley, 2012)
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Eine entscheidendedRe spielt hierbei die Endozytose der Tigimction-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 phagozyti@vtatsuda et al., 2004; Chalmers und Whitley,
2012)

Fur die integrale Funktion der BittodenSchranke sind derzeit Claud, -5 und
-11 sowie Occludin die wichtigsten und bekannteétéorrow et al., 201Q)

3.1.1. Claudine

Hinsichtlich derClaudine, welche zu déright-junction-Proteinen gezahlt werden,
kénnen 24 verschiedene Profemen unterschieden werdé¢hiruk und Cheng,
2015) Laut einer neueren Studie kdnnen sogar 27 verschiedene Claudine im

Menschen gefunden werdéineta et al., 2011)

Die verschiedene@laudine kbnnerauf3er im Hoderauchin denEpithelien unter
anderem in der Hautunge, Niere, Gehirn, Daremd weiteren Organen sowie zum

Teil in Tumorengefunden werde(Heiskala et al., 2001; Markov et al., 2015)

Die wichtigste Bedeutung in Bezug auf die BHibdenSchranke besitzen laut
Komljenovic et al. (2009¥erzeitClaudin3 und Claudin11. Claudinll zeigt in
jungen Mausen eine zur Basalmembran parallel ausgerichtete Orientierung, wobei
es die basalen Spermatogonien bedeckt. Wéhrend der Proliferation von
Spermatogonien sowie des Ldsens vwaleptotanen Spermatozmtevon der
Basalmembran sind die Claudli-Formationen senkrecht zur Basalmembran
ausgerichtetKomljenovic et al., 2009)Nach Formation neuer basal€ight-
junctiors kénnen digeorganisierte unddifferenzierten Zellen in eink6here und
tiefere Schichtinterteilt werdenDie Autorenkonnten ebenso zeigen, dass sich die
zweite Claudinll-Formation, welche sicHuminal befindet und parallel zur
Basalmembran orientiert jdiei der Transformation vdeptotanen undygotanen
Spermatozyten 6ffnet und somit eine -Famktion einnimmt. Damit bestatigen sie

das von Russel postulierte Intermediarkompartinji@onssell, 1977)

Da in dieser Dissertation der Schwerpunkt auf der Untersuchun@laadin3lag,

wird auch nur auf dieses i8peziellen eingegangen.
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3.1.1.1. Claudin-3

Eine funktionierende BldaHodenSchranke bildet sich wahrend der Pubeitét

Einsetzen der Meiose bzw. wenn Spermatozyten vorhander{Mordles et al.,
2007; Li et al., 2018)Das Claudir3-Protein ist ein Bestandteil der Bittoden

Schranke und wird zu den Tighinction-Proteinen gezahlt.

Bisher konnte Claud#3 im Hoden von Mausen und Hamstern, jedoch nicht im

Hoden von Ratten und Menschen nachgewiesen wérdem 6 u hevaha et al
Tarulli et al., 208; Stammler et al., 2016; Hollenbach et al., 20Ml&¢hderzeitiger

Erkenntnis gibt es noch keine Daten in Bezug auf die Cla@«irpression im

Hoden von Schweinen.

In den Tubuli seminiferi contdrbefindet sich Claud8 Ag¢rtel arti g z
angrenzenden Sertediellen, auf Hohe der TighunctionFormationen nahe der
BasalmembrafMeng et al., 2005)m Gegensatz zu den Tigjunction-Proteinen

Occludin und Clauidiil, welche ach in spaten Stadien der Spermatogenese
vorhanden sind, lasst sich Claudimur in den frihen Stadien nachweisen. Es soll

die essentielle Aufgabe haben, eine neue Formation derHBhgrSchranke

zwischen angrenzenden Serdéllen zu bilden(Meng et al.,, 2005)Dies steht

auch in Zusammenhang mit der Synthese von Testosteron, welches an den
AndrogenRezeptor der SerteHellen bindet und die Expression von Clau@in

reguliert(Meng et al., 2005)

Claudin3 ist jedoch nich nur an SertoliZellen zu finden, sondern auch an
praleptotdnen und leptotanen Spermatozyienet al., 2018) Zusatzlich hat

Claudin3 eine essentielle Rolle beirddigration der KeimzellenKomljenovic et

al. (2009)zeigen in ihrer Studie, dass Claudran zwei verschiedenen Stellen im
Keimepithel vorkommen kann, namlich basal und lumiial Gberbrickt die auf

der Basal membran | iegenden pr2&l eptotenen
Translokation der préleptotenen Spermatozyten in das intermediare Kompartiment
werden diese durch adluminale und neu geformten Jightn ct i ons$ iAver si
(Komljenovic et al., 2009)Zu einem spateren Zeitpunkt ist nur noch die basale
Tight-junction-Barriere von Claudi8 nachzuweisen, welche in weiterer Folge nur

schwach oder gar nicht mehaghweisbar ist. Neben der friihen Formation der-Blut
HodenSchranke soll es den Transport von Molekilen vom basalen ins adluminale
Kompartiment des Hodens untersttitzen. Ein Fehlen von Cl&ufiihrt zu einer

erhohten Permeabilitéat der BlbtodenrSchrankgMeng et al., 2005)
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In der Studie von Willems et al. (2010) fuhrt ein spezifischer
AndrogenRezeptorKnockout an SertolZellen a1 einer reduzierten Expression
von Claudin3 sowie den ZO. Dies gibt Hinweise darauf, dass diese nicht nur

androgenabhangig im Hoden exprimiert, sondern auch lokalisiert werden.

Da Claudin3 nicht nur zwischen benachbarten SeiFailen, sondern auch an
Keimzellen zu finden ist, geht man davon aus, dass die Keimzellen dazu in der Lage

sind, die Testosteronproduktion in den Leydigllen anzurege(ii et al., 2018)

Eine androgenabhangige Claud®iktivitat wird auch in Hoden hypogonadaler
Mause beschrieben. Dorthié das Claudis8-Protein, welches auch unter FSH
Aktivitat nicht nachgewiesen werden kann. Erst mit der Zugabe von Androgen kann

Claudin3 als Tightjunction-Barriere nachgewiesen werd@icCabe et al., 2012)

In der Studie vorTarulli et al. (2008konnte im Gegensatz dazu gezeigt werden,
dass eine nat GnRHiSoppressicgh8rid eime damd einhdrgehende
Testosteronmuktion bei Hamstern eine apikale Anlagerung von Cla@din
SertoliZellen bedingt. Eine FSISubstitution bei diesen Tieren, fuhrt anfangs zu
einer Verlagerung des ClaudiProteins an den basalen Aspekt von Sertoli
Zellen, die Keimzellen und die Basambran umgebend, aber auctit einer
Anreicherungapikalanneu formatierten Lumen. Claudir3 ist nach einigen Tagen

in den Tubuli seminiferi contorti mit ausdifferenzierten Keimzellen abwesend. Dies
stimmt mit den Aussagen vadvieng et al. (2005und Komljenovic et al. (2009)
Uberein, die fur Claud#® eine Fuktion bei der Neubildung der BhHoden
Schranke sowie dem basalen Verschluss nach Translokation der préaleptotdnen

Spermatozyten von der Basalmembran Richtung adluminal beschreiben.

3.1.2. Occludin

Occludin, ein Tighjunction-Protein konnte das erste Mal in dereber von
Huhnern als Bestandteil des integralen transmembranen Proteinkomplex von
Epithelien und Endothelien gefunden werd&uruse et al., 1993Neben dem
Hoden und der Leber ist es unter anderem in dart,H.unge, im Darm, in der
Harnblase und in Endothelien zu findgtirase et al., 1997; Pummi et al., 2001;
Acharya et al., 2004; Zhang und Guop20You et al., 2012)

Es ist im Hoden von Mausen, Ratten, TruthAhnen und Hunden jedoch nicht in den
Hoden von Menschen und Meerschweinen vorzuwegiskmoi 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 widersprtichliche Aussagen bezuglich der Aussagekraft des Ergebnisses. In

einer Studie wurde Occludin im Hodeon Ebernzwar nachgewiesen, jedoch

waren die Ergebnisse nickindeutig, weshalb es dazu keine Vero6ffentlichungen

gibt (Hejmej et al., 2012)Im Gegensatz dazu konnte Occludin ar &tudie von

Zhang et al. (2018 Astr angarti gh ajuntctiondH 2whsehen d e r Ti

benachbarten Sertediellen gefunden werden.

Die Autoren der Studie zeigen auch, dass Occludich Hitzebehandlungm
Schweinehoden bei 42%ir schwach in SerteKellen nachgewiesen werden kann
und die TighfjunctionFormation und -Funktion von Occludin durch

Temperaturerh6hung maoglicherweise gestort \{dittang et al., 2018)

Waéhrend Occludin vor der Pubertat in den Nagerhoden lateral, zwischen
angrenzenden Sertdliellen zu finden ist, so wird es wahrend der Pubertat und mit
zunehmendem Alter sowie mit der Ausbildung der-BatlerrSchranke im baden
Bereich angereiche(Moroi et d., 1998; Cyr et al., 1999)n Hunden ist Occludin
auch basal zwischen benachbarten Sefelien angelagert. Zusatzlich ist es
jedoch auch im Zytoplasma von Serdbllen zu finden, wodurch eine
dynamisches Expressionsmuster in Abhangigkeit von regulatorischen

Mechanismen angenanen wird(Gye, 2004)

I m Truthahn wird das so genannte AYell ow
mit diesem Syndrom zeigen eine perpendikulare AnordnungQauoiudin zur

Basal membran sowie eine reduzierte EXpre
S e meTnuthdhne hingegen, zeigen eine parallele Anordnung von Occludin
(Pardyak et al., 2020pur Basalmembran. Si@ er mut en, dass di e
Regul ati onh von Occludin und ei ne ver 2

zusammen mit Connex#3 und ZQ1 zu einer gestorten Spermatogenese fuhrt.

Wong et al. (2004beschr ei ben in ihrer Studi e eb
Anordnung von Occludin im basalen Bereich der Se#elien auf Hohe der IBt-
HodenSchranke. Jedoch ist dieses 24h nach einer Behandlung mit
CadmiumChlorid nicht mehr nachweisbar. In diesem Zusammenhang zeigen die

Aktin- und Vimentinfilamente ebenfalls eine Reduktion in der Expression.
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Die CadmiumChlorid-Gabe fihrt ebensaizinem Verlust der Keimzellen, so dass

man davon ausgeht, dass die Zelladhasion zwischen Keimzellen und Zetéoli

gestort wird(Wong et al., 2004)Chung und Cheng (200Reigen, dass eine
Injektion mit CadmiumChlorid in vitro, zu einer Permeabilitatsstérung von
OccludinVerbindungen zwischen Sertdellen fihrt, welche durclSH und
Testosteronzugabe jedoch reversibel ist. Somit wird eine androgenabhangige
Komponente zwischen Occludwerbindungen und einer intakten Bldbden
Schranke angenommen. Wobei dies weniger auf einer gesteigerten Expression der
OccludinmRNA, als atfieine testosteronabhangige Lokalisation des Occludins an
den Zellkontakten beruit Tu 6 uhevaha et al ., 2007)

Dies wird in Untersuchungen vofan et al. (2008bestarkt, wo eine Behandlung
von SertoliZellen mit Testosteron zu einer Verlagerung von Occludin an die Zell

Oberflache angrenzender Serdéllen flihrt.

Im Gegensatz dazu fihrt eine Behandlung mit dem-bGEur Endozytose von
Occludin und auch der Adherepusctions von praleptotanen Spermatozyten mit
einer Verlagerung der Junctidiroteine in das Zytosol. Dies soll insbesondere bei
der Migration von préaleptotenen Spermatozyten vom basalen in dasiaalke

Kompartiment eine Rolle spielen.

Occludin ist nicht nur testosteronabhdngig. Eine fBHangige
OccludinExpression und Lokalisation konnte in folgenden Studien gezeigt
werden: Eine Testosteromnd auch FSFSubstitution nach GnRiSuppression

fuhrt zu einem teilweisen Anstieg des Occludins und zur Proliferation von
Keimzellen, auch wenn die BHtodenSchranke noch eine pathologische
Permeabilitdt aufweigiMcCabe et al., 2010)n der Studievom u 6 uhevaha et
(2007)fuhrt weder Testosteron, Estrogen oder FSH zu einer gesteigerten mRNA
Expression von Occludin. Ei nkkayéitbeabe von
Hamstern fuhrt hingegen zu einer Verlagerung von Occludin. Und zwar von einer
starken, ungeordneten Anordnung des Occludins im S&etiytoplasma zu

einer Anordnung im basalen und zum Teil auch im apikalen Bereich der Sertoli
Zellen(Tarulli et al., 2008)

Im MausModell konnte gezeigt werden, dass trotz eines Occliddiockouts bei
jungen Tieren eine Spermatogenese stattfindet, wobei diese Tiere jeglneh

Wirfe hervorbringen. Adulte Tiere hingegen zeigen eine Atrophie des
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Hodengewebes mit einem Arrest der Spermatogenese und-8Selttolly Tubuli.
Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden, dass digungtionStrange
nicht beeintrachtigtvaren. Die Autoren vermuten, dass Occludin eher eine Rolle
fur die Funktion einer intakten BRiHodenSchranke besitzt. Wie dies jedoch genau
funktioniert, ist bisher unklagSaitou et al., 2000)Da Occludin jedoch nicht im
menschlichenoder Meerschweitdoden vorkommt, muss es hierfir noch andere
regulatorische Mechanismen geben. Denn die-BhdenrSchranke ist hier auch
ohne Occludin intakt. Diskutiert ivd diesbezuglich entweder ein alternatives
integrales Transmembrdrotein oder ein unbekanntes OccludMoroi et al.,
1998)

3.2. Gap-junction-Proteine

3.2.1. Connexin-43

Connexine, welche zu den GamctionProteinen gezahlt werden, enthalten
ahnlich wie die Claudine und Occludine vier transmembrane Domé&nen mit zwei
extrazytoplasmatischen Schleifen sowie intrazywplatische € und N
Endigungen(Yeager und Gilula, 1992)Derzeit nimmt man an, dass es 20
verschiedene GmjunctionProteine im Menschen und 17 in der Ratte gibt
(Willecke et al., 2002) Dazu gehoren unter anderem
Connexin26,-31,-32,-33,-37 und-43 (Risley et al., 1992; Tan et al., 1996; Mok

et al., 1999)Die verschiedenen Connexine kdnnen unter anderem in der Haut, in
der Brust, in den Nieren, der Leber, im Darm,Herzen, im Gehirn in Neuronen,

in Endothelien und anderen Geweben gefunden wéf@gamada et al., 2005)

Connexine sind Proteine, welche eine tunnelartige Verbobasal zwischen den
SertoliZellen, aber auch apikal zwischen Serit@ilen (Abbildung 7) und

Spermatiden herstellefCheng und Mruk, 2012)Dies dient Uberwiegend dem

Austausch von Molekilen durch Diffusion und der Kommunikation zwischen den

Zellen. Sechs ConnexiAroteine legen sich in Hexam&nordnung zusammen

und bil den das Connex-duopnelnfiemorsi pecdeéeme
ausbilden. Diese kdonnen entweder aus den gleichen Connexinen bestehen, dann
werden diese als homomer bezeichnet. Bestehen diese aus unterschiedlichen
Connexinen, werdersie als heteromer bezeichnet. Zusétzlich kann noch
unterschieden werd®&nnnebidjglkeebehdanf deélle i

homotypisch bezeichnet werden oder ob sie aus unterschiedlichen Connexinen
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aufgebaut und heterotypisch siftfdoh et al., 1993; Pointis und Segretain, 2005;
Cheng ud Mruk, 2012) Mehrere dieser GajunctionTunnel aggregieren in der
Plasmamembran und bilden GapctionPlaques(Kumar und Gilula, 1996;
Segretain und Falk, 2004)nteressanterweise kdnnen zwei Connelatbtunnel,

welche zwei Zellen miteinander verbinden, sich nicht mehr separieren, so dass sich
der Kompl ex besteh®wnn ed inder RBuwkéoim, iMA He mi
Zytoplasma Ringdig zusammen legt und im Anschluss durch Lysosomen und
Proteasomen abgebaut w{dbrdan et al., 2001; Segretain und Falk, 2004)

plasma membrane
proteasome

S,=Cx26 Ss,=Cx32 £/=Cx43
@ = connexon
#=a@s = gap junction channel

nuclear

\ /envelope

1 = connexin synthesis

2 = oligomerization

3 = ER-Golgi passage

4 = intracellular storage

5 = trafficking along microtubules
6 = plasma membrane insertion

7 = lateral diffusion in plasma membrane
8 = gap junction plaque assembly

9 = stabilization of microtubules

10 = annular gap junction

11 = final degradation

Abbildung 7: Bildung, Wirkungsort und Abbau der Connexine (Segretain
und Falk, 2004).

Die ConnexinProteine werden im endoplasmatischen Retikulum
synthetisiert, um dann vom GolgtApparat entlang der Mikrotubuli zur
Plasmamembran zu gelangen. Dort werden sie peripher an bersit
existierenden Gapjunctions als HemiTunnel integriert und verbinden
zwei Zellen miteinander, so dass Molekile passieren kénnen und
Zellkommunikation stattfinden kann. Mehrere Gap-junctions bilden an der
Plasmamembran den Gapgunction-Plaque, welcher von Mikrotubuli
gestutzt wird. Vom Zentrum des Gapjunction-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 Connexin gehért Connexid3 hierbei zu den
vorherrschenden Proteinen. Es ist fur die Einleitung und das Aufrechterhalten der
Spermatogenese bedeutéBdtias et al., 2000)_ediglich in den LeydigZellen ist
bisher nur Connexi3 zu finden(Risley et al., 1992; Varanda und De Carvalho,
1994; Tan et al.,, 1996Neben den LeydiZellen ist es zwischen Sertdellen,

aber auch zwischen Sertalind Keimzellen nachweisb@Risley et al., 1992; Tan

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

Fur Connexind3 ist ein alters aber auch ein stadienspezifischer Nachweis
beschrieben. So wird Connex43 im basalen Bereich des Nagerhodens zwischen
angrenzenden Sertdiellen auf H6he der Tightinctions beschrieben, aber auch
im adluminalen Bereich. Ergtit zunehmendem Alter verlagert sich Conne&h
lediglich in den basalen Bereich zwischen angrenzenden Séettdn. Zusatzlich
kann es im Zytoplasma von Spermatogonien und Spermatozyten sowie in-Leydig
Zellen gefunden werdefRisley et al., 1992)Dies wird auch in anderen Studien
beschrieberiBatias et b, 2000; Decrouy et al., 2008 elletier (1995peschreibt
sogar einen Nachweis von Connedi® in Abhangigkeit der Spermatozyten
Translokation von basal nach adluminal, wo es je nach Stadium entweder basal,
luminal oder beidsts der Spermatozyten auf Hohe der Tighictions zu finden

ist. In der Studie vorDecrouy et al. (2004wird gezeigt, dass Intéertolr
Verbindungen durch homologe Gamctions in Verbindung stehen, wahrend

Sertolt und Keimzellen durch heterologe Ggmctions kommunizieren.

Sie geherauch davon aus, dass identische Molekile gleichzeitig durch die Gap
junctions in unterschiedliche Zellen diffundieren kénneaut Pelletier (1995)st
Connexind3 in den LeydigZellen zu finden, bevor es in den Tubuli seminiferi
contorti nachzuweisen ist. In den Leydigllen wird Connexim3 in der
Plasmamembran angrenzender Leydalen gefunden und steigt mit
zunehmendem Alter gfTan et al., 1996; You et al., 2000)

Fir das Schwein ist ein Nachweis von Connel3nebenfalls 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 Connexdf8 eine essentielle Rolle bei der Keimzellreifung
einnimmt. (Durlej et al., 2011)Im Menschen kann Connex#8 luminal von

Spermatogonien und basal der angrenzenden Spermatozyten gefunden werden.
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Tubuli semirferi contorti mit einem Arrest der Spermatogenese auf Hohe der
Spermatogonien oder mit Sertakll-only-Syndrom sind hingegen immunonegativ
fur Connexin43 (Steger, Klaus et al., 1999)ie Autoren gehen davon aus, dass
die Connexird3-Expression hier abhangig von der Ser#dil-Differenzierung ist.

In anderen Studien wird zusatzlich beschrieben, dass das Vorhandensein von
Keimzellen und Connexid3 in engem Zusammenhang stébatias et al., 2000;
Roscoe et al., 2001 der Studie voR6hrs (2013kann Conngin-43 basal in den
SertoliZellen sowie den Leydigellen von juvenilen Hunden nachgewiesen
werden. Hunde, welche mit dem GnRidplantat Gonazon® behandelt wurden,
zeigen hingegen einen Nachweis von Connddnm adluminalen Bereich der
Tubuli seminifericontorti. Dies weist darauf hin, dass eine Suppression der GnRH
Aktivitat eine Funktionsstorung der BittoderrSchranke mit sich bringt. Jedoch
konnte auch gezeigt werden, dass sich die -BhdenSchranke mit GnRH
Aktivitat wieder zurtickbildet und zwiselm einem basalen und adluminalen

Kompartiment unterschieden werden kann.

Da Connexird3 bis auf wenige Ausnahmen in fast allen Geweben vorkommt
(Pointis und Segretain, 200Q5)uhrt ein genereller Connex4B-Knockout an
Tieren kurz nach der Geburt zur Letalitat. In eiSéudie, bei der die Hoden von
Connexind3-KnockoutMausen unter die Nierenkapsel transplantiert wurde,
fehlen die Keimzellen mit dem Bild eines Serodill-only-Syndroms. Ebenso kann
eine Stimulation der Hoden mit LH keine Veréanderung der Andréddeivitat
hervorbringen, was den Hinweis gibt, dass Connexin keinen Einfluss auf die
AndrogenSynthese, jedoch auf die Keimzellreifung und die Spermatogenese an
sich hat(Roscoe et al., 2001)

Ein Connexind3-Knockout an SertolZellen, fihrt zu einem Anstieg der
OccludinExpression(Carette et al., 2010Dies wird in der Studie vohi et al.
(2009) widerlegt, wo ein Connexid3-Knockout nur an Sertollellen keine
Veranderungen mit sich bringt, wahrend ein Knockout von Cona&iund dem
Desmosomenprotein PlakophHh(PKP2) eine Lokationsdnderung von Occludin

und den ZG1 verursacht.

Histologisch bietet sich bei einem Conne#iBiKnockout an SertolZellen das
Bild, ahnlich eines Sertotell-only-Syndroms, jedoch mit reduzierten

Spermatogonien, aber gesteigerten Serdlzahlen(Brehm et al., 2007)
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Auch hier wird wieder deutlich, dass Connexid essentielftir die Initiation und

den Ablauf einer normalen Spermatogenese ist. Und dies insbesondere in Hinblick
auf die Versorgung der Keimzellen fur die Mitose durch die Settdlen sowie

in Hinblick auf die Proliferation und Reifung der Serdéllen selbs{Brehm et

al., 2007)

Dass das Connexi3 im Hoden essentiell fur die Fertilitat von BEarist, kann in
einer weiteren Studie gezeigt werden. Tieren, bei weleltemch ein Connexin
43-Knockin - das Connexiit3 entweder durch Connex82 oder Connexh40
ersetzt wurde, zeigen ein Sertoéll-only-Syndrom mit Sterilitat. Leydigellen
weisenjedoch keine abweichende Morphologie éellum et al., 2000)Dies zeigt

die wichtige Aufgabe des Connexins 43 bei der Spermatogenese.

Im Gegensatz dazu, scheint ein Connel@Knockout an Keimzellen keinen
Einfluss auf die Fertilitdt zu habg&unther et al., 2013)Begrindet wird dies
damit, dass andere Connenoteine eine Kommunikation zwischen Keimzellen

und SertoliZellen ausgleichen.

Da eine Suppression des Androgeezeptors mit Flutamid in neomdgn
Schweinen zu keiner Veranderung der Connd@xpression im Hoden fluhrt,
wird angenommen, dass eine Regulation des Comdexnturch Androgenbzw.

seine Rezeptoraktivitat erst mit zunehmendem Alter gesaqlideinie] et al., 2011)
Andererseits scheint Connexd3 keinen Einfluss auf die Androg&ynthese zu
haben, da ein Connex#8-Knockout an LeydigZellen die AdrogenSynthese
nicht einschrankt. Jedoch wird auch diskutiert, dass womdéglich die Kommunikation
zwischen den Leydigellen untereinander nicht beeintrachtigt wird, wenn neben
Connexind3 noch andere Ggpnction-Proteine vorkomme(Kabhiri et al., 2006)

Neben der Studie volwase et al. (2006konnte in vitro gezeigt werden, dass
Estrogene die Zellkommunikation der Gjapctions zwischen angrenzenden
Leydig-Zellen Gber den EstgenRezeptor hemmen. Der Zusammenhang zwischen
Estrogenen und Connex#8 in LeydigZellen wird vonHejmej et al. (2009)
beflrwortet, die einen Abfall der Estrogene mit einem erhéhten Signal von

Connexin43 in den LeydigZellen in Verbindung bringen.
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4. Immunologische Kastration mit dem GnRHAnalogon

Improvac®

Eine Alternative zur chiruigchen 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, verabEscht.
werden sowohl Antikdrper gegen das injizierte, synthetische GARAliogon
gebildet, welches an ein Tragerprotein mit einem wassrigen Adjuvant gebunden ist,
als auch gegen das korpereigene GnRH. Die Hodenfunktion ist nach der ersten
Vakzination noch vdl funktionsfahig. Die zweite Vakzination ¢y, welche
mindestens 4 Wochen nach der Erstvakzination stattfindet, stellt eine so genannte
ABoo¥alkzinati oni dar . Si e dient -zur
HypophyserGonaderAchse und somit der Unterdriickung der Hodenfunktion
sowie einer Reduktion der Steroidbiosynthese. Da es bis zu 3 Wochen dauern kann,
bis die Skatelund AndrostenoiWerte nicht mehr im Fett nachweisbar sind, sollte

die Schlachtung 4 bis 6 Wochen nach zlgeiten Vakzination erfolgen. Tiere, bei
denen die zweite Vakzination langer als 8 Wochen zurtckliegt, sollten eine dritte
Vakzination erhalten und im Anschluss 4 bis 6 Wochen spater geschlachtet werden
(Zamaratskaia und Rasmussen, 2015; Zoetis Deutschlandl @01 ; Zoes New
Zealand Limited, 2021)

Seit 2009 ist die Nutzung des Arznditmls Improvac® als Alternative zur
chirurgischen Kastration in Landern der Europdischen Union zugelassen
(Zamaratskea und Rasmussen, 2019)erzeit ist Belgien eines der fihrenden
Lander, welches die erfolgreiche Vakzination mit dem Impfstoff Improvac® zur
Kastration von Schweinen anwend@ee et al., 2015)Es gibt inzwischen
zahlreiche Studien zur Vakzination mit Improvac®. Diese beschaftigen sich vor
allem mit der Wirksamkeit der immunologischen Kastration, der Fleischqualitat an
sich, dem Ebergeruchund der Wirtschaftlichkeit(Dunshea et al., 2001,
Zamaratskaia et al., 2008; Pauly et al., 2009; Brunius et al., 2011; Kukalle e
2013) Da in dieser Studie die Auswirkungen der immunologischen Kastration in
Bezug auf die Morphologie des Hodengewebes und die hormonellen
Veranderunge untersucht wurden, werden hier Ergebnisse von anderen Autoren

bezuglich der Histologie des Hodengewebes vorgestellt.

Unt
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In vorherigen Studien konnten folgende Ergebnisse nach einer Vakzination mit
Improvac® geliefert werden: Die L4 Testosteronund Ostradiolwerte sinken
nach der Vakzination deutlich ab, wahrend FSH mehr oder weniger unveréandert
bleibt (Wagner und Claus, 2004; Wagner et al., 208@)oniyi et al. (1988bwar

einer der ersten Autoren, welcher Untersuchungen an dem Hodengewebe der Eber
nach einer Vikzination mit einem GnRHKonjugat vornahm. Verglichen mit
neueren Studien, zeigt das Hodengewebe vakzinierter Tiere meist &hnliche
Merkmale. Dazu gehdren die Reduktion der Hodengrof3e sowie der Durchmesser
der Tubuli seminiferi contorti in den Hoden. Innaith der Tubuli seminiferi
contorti war meist eine gestdrte Spermatogenese zu finden, mit unterschiedlich
ausgepragtem Vorhandensein der Keimzellen im Epithelverband. LEgten
zeigen meist eine Reduktion in der Zahl sowie in der Gro3e, weniger Zytaplas
sowie polygonale oder pyknotische Zellkerfwagner, 2005; Einarsson et al.,
2009; Einarsson et al., 2011; Kubale et al., 2013; Wicks et al., 288pei ist zu
bertcksichtigen, dass in deStudien verschiedene Impfschemata durchgefuhrt
wurden.Einarsson et al. (2011lntersuchten den Effekt einer frih€akzination

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 frih kastrierte Tiere eine
deutlich starke= Reduktion der Grof3e der Tubuli seminiferi contorti. Wéhrend die
standardvakzinierten Tiere nur einen leichten Keimzellverlust erkennen lassen, ist
bei den FrukKastraten ein deutlicher Keimzellverlust mit vielen Tubuli, welche
nur Spermatozyten und SelitZellen enthalten, zu sehen. Die Leydigllen
besitzen wenig Zytoplasma mit pyknotischen Zellkernen und sind kaum von den
Zellkernen des Interstitiums zu unterscheiden. Da die immunologische Kastration
reversibel ist, untersutdn Kubale et al. (2013Jiere, welche 2, 5 und 8 Wochen
nach der zweiten Vakzination geschlachtet wurden, im Hinblick auf das
Hodengewebe. Mit zunehmendem Zeitintervall zwischewnd der Schlachtung

gibt es vermehrt starke Veranderungen im Hodeetpe. Angefangen von milden
Zeichen der Atrophie, einem leichten Verlust von Keimzellen, bis hin zu Tubuli
seminiferi contorti mit deutlichem Keimzellverlust oder Tubuli mit Serteli-
only-Phanomen. Ebenso ist eine deutliche Abnahme und verringerte @edl3
Leydig-Zellen beschrieben.Kein Tier zeigt eine Wiederaufnahme der

Hodenfunktion.
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Wicks et al. (2013)eschreiben, dass bei eindakzination mit Improvac® 8
Wochen nach der zweiten Vakzination die Testosteronwerte ansteigen und
10Wochen nach ¥ die Regeneration des Hodenepithels wieder aufgenommen
wird. Rottner und Claus (200®eweisen einen Anstieg der Testosteronwerte im
Blut 10 Wochen nach der zweiten Vakzination und legen dies als Kriterium fir die
Wiederaufnahme der Hodenfunktion fest. 26 Wochen nach der zweiten
Vakzination haben alle TiereelHodenfunktion wiederaufgenommen und zeigen

Tubuli mit allen Keimzellstadien.

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

zweiten Impfung.

In ihrer Studie wieseiVagner et al. (2006)en EstrogelRe zept or U nach
Immunvakzination in Schweinewor allem in A und B-Spermatogonien nach.

Dieser ist nur vereinzelt in differenzierteren Keimzellen zu finden. Nicht jedoch in
Sertolt oder interstitiellen Zellen. Der Estrogéhe z e pt or b -Keldlemn i n Le
Keimzellen und SertolZellen nachgewiesewerden. Im Vergleich zu intakten

Ebern zeigen vakzinierte Tiere eine starkere Reaktion des Esfrogene pt or s b
(Srisuwatanasagul et al., 2018)AndrogenRezeptoren werden bei
immunvakzinierten Tieren vor allem in den somatischen Zellen nachgewiesen
(Srisuwatanasagul et al., 201Bpenso ist der immunhistochemische Nachweis bei
Kastraten starker als bei intakten Ebern. Hier wird vermutet, dass dies an der Dow
Regulation der GnR¥AKktivitat liegt.

Abschlie3end soll erwahnt werden, dass das Arzneimittel Improvac® eine
immunologische Kastration hervorruft, es jedoch einzelne Tiere gibt, die keine
Reaktion auf eine Vakzination mit Improvac® zeigetdi | be et al ., 200E€
al., 2012; Kubale et al., 2013yVarum dies so ist, konnte bisher nicht geklart

werden.
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1. M ATERIAL UND METHODEN

1. Versuchsaufbau der Studie

Méannlichen Schweinen wird das GnRkhalogon Improvac® ab einem Alter von
8 Wochen zweimal im Abstand v@niWochen injiziert Die Zweitvakzination sollte
jedoch mindestenst bis 6 Wochen vor der Schlachtungrfolgen (Zoetis
Deutschland GmiH, 2021). Da die Vakzinationszeitpunkte nicht fest
vorgeschrieben sind und variieren konngarden in dieser Arbeit unterschiedliche

Vakzinations und Schlachtzeitpunkte verwendet.

Ausgangsmaterial fur die histomorphologische Untersuchung dieser Arbeit waren
Gewebeproben von 29 Schweinen, welche in Kollaboration mit der Klinik far
Schweine der LMU Minchen im Lehmund Versuchszentrum Schwarzenau

gehalten wurden.

Die Schweine wurden ifiinf Gruppen unterteilintakte EberGruppe )} undEber,
welche zu unterschiedlichen Zeitpuektdie GnRHVakzinationmit Improva®
(Zoetis Deutschland Gnirh 2021)appliziert bekamenGruppe 2 bis 5Tabellel).

Die Tiere derGruppe 2wurden mit8 und 12 Wochen vakziniert. Auf Grund der
Schlachtkapazitat des Schlachthofs Schwarzenaurden die Tiere der
Gruppe2; 12und14 Wochen nach defweitvakzination (\4) geschlachtet. Tiere
der Gruppe 3wvurden mit 12 und 1&Vochen immunologisch kastriert. Die Zeit
zwischen \é und der Schlachtung betru@0 Wochen. SowohGruppe 4als auch
Gruppe 5wvurden mit 12und 18 Wochen vakziniert. Wahrend digruppe 4edoch

8 Wochen nach ¥ geschlachtet wurde, blieben die Tiere d&muppe 5 fur
21 Wochen nach Yam LebenTabellel).
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Tabelle 1. Gruppeneinteilung und Vakzinationszeitpunkte

Abstand in
o o Wochen zwischen
Vakzination 1 (V1) | Vakzination 2 (V2)
V2und
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=5) 14 (n=2)
Gruppe 3
12.Lebenswoche 16. Lebenswoche 10
(n=95)
Gruppe 4
12. Lebenswoche | 18. Lebenswoche 8
(n=6)
Gruppe 5
12. Lebenswoche | 18. Lebenswoche 21
(n=7)
1.1. Probenentnahme

Im Schlachthof des Lehrund Versuchszentrum Schwarzenau wurden die
Gewebeproben im Anschluss @&ahlachtungyonden Hoden deEber entnommen.
Dies wurde von den Mitarbeitern der Klinik fir Schweine der LMU Miinchen

durchgefuhrt.

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

des Hodenparenchyms untersu@tbildung8).
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GefiBanschnitte
Plexus_pampiniformis

A

Caput epididymidis

Mediastinum testis
mit Rete testis

Corpus epididymidis
ﬁ

Cauda epididymidis
—_— -

Abbildung 8: Entnahmestelle der Gewebeproben fiir diese Studigigene

Darstellung)

1.2. Aufbereitung der Proben

Fur die lichtmikroskopische Untersuchungwurden die am Schlachthof
entnommenen Gewebeproben zur Fixiersagohl in eine BouiLdsung als auch

in eine 3,7 % Formalih6sung gegebegMulisch und Welsch, 2015pPort wurden

sie fur 24h belassemm Anschluss zugeschnitten und in kleine Plastikférmchen
gegeben Zur Dehydrierung wurden die Proben fur 72 Stundereim 70%-
Ethanobad uUberfuhrtwelches mehrmals gewechselt wurde. Die ForrRtmben

wurden zuvor 6Min. langunter flieBendem Leitungswasser gespuilt.
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In einem automatisierteewebeEinbettautomatenHa. Fisher Scientific, Typ
microm stp 120Schwerte, Deutschlahérfolgte weiterhin die Entwésserung der
Hodenproben in einer aufsteigenden Alkoholre®@4 Ethanol2x, 96% Ethanol
2X, Isopropanol2x, Xylol 3x), sowie dieEinbettung in ParaplagFa. Carl Roth,

Karlsruhe, Deutschland).

Die mit Paraplast versehenen Proben wurden im Anschluss ausgeblddHilfe
einerParaffinrAusgiel3statiorfFa Leica Wetzlar,Deutschlanyiwurden die Proben
mit Paraffin (Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) EingieRrahmen

ausgegosseund auf Histokasseten (Fa. Carl Roth, Karlsyireutschlangfixiert.

Im Anschluss kuhlten diesauf der Kuhlplatte aus. M#&inemRotationsmikrotom
(Type RM2245 Fa. Leica, Wetzlay Deutschland wurden 35um dicke Schnitte
angefertigt, welche im Wasserbad auf unbeschichtete Objekttrager (Superfrost,
Roth GmBH & Co, KarlsruheDeutschlanj] sowie beschichtete Objekttrager
(Superfrost Ultra Plus, Menzel GmBH & Co, BraunschwBigutschlad) gegeben
wurden. Dies diente zur weiteren Bearbeitung fur histologische Farbungen sowie
fur immunhistochemische Untersuchungere immunhistochemischen Techniken
wurden nach dem Standardprotokoll des Lehrstuhls fir Anatomie, Histologie und
Embryologie ahand der modifizierten Methoden nadhlisch und Welsch (2015)
durchgefiuhrt

1.3. Histologische Fadbemethoden
Fur die histologischen Farbemethoden wurden Schnitte von allen Tieren der

jeweiligen Gruppe angefertigt.

Die angefertigten Schnitteurdenwie bei vorherigen StudigiKenngott, 2006)les
Lehrstuhls firAnatomie, Histologie und Embryologie der LMU Mincheauf

folgende Weise bearbeitet:

1. Entparaffinieren in Xylol (2%0 Min.)
2. Rehydrieren in einer absteigenden Alkoholreihe durch kurzes Schwenken

in der L6sung Zx Isopropanol, 96%thanol, 70 % Ethanol, Aqua dgst.

Durch folgende Farbungen wurden die Schnitte nach Betparaffinieren und

weiterbearbeitet
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Die Protokolle werden standardmalf3ig am Lehrstuhl fir Anatomie, Histologie und

Embryolayie verwendet und sind modifiziert naktulisch und Welsch (2015)

T

HamatoxylinEosinFarbung

Nach demRehydrieren in der absteigenden Alkoholreiherden die
Zellkerne der Schnitte fur 1 bis 2,5 Mim gefiltertem Hamalaun (Fa.
Merck, Darmstadt Deutschlang gefarbt. Im Anschluss erfolgtdas
Schwenken in Aqua destind das Spulen in Leitungswags fur 10 Min.
Danach wurderdie Schnitte fir 3 Min. in EosifFa. Merck, Darmstadt
Deutschlandyefarbt und in Aqua degteschwenkt

Die H.E -Farbung dient dazu, die Zellkerne bhaolett und das Zytoplasma
sowie restliche Gewebe rosarot anzufarb@ulisch und Welsch, 2015)
MassonGoldnerTrichrom-Farbung

Im Anschluss wrden die Schnitte in einer Eisenhdmatoxyfgrbung fur

8 Min. gefarbt. Folgend wurdendie Objekttrager in einer Azophloxin
Lésungftr 5 Min., Phosphormolybdansau@rangefur 3 bis4 Min. gefarbt
und mit Lichtgrin fir 5 Mingegengefarbt. Zwischen den einzelnen
Farbeschritten wden die Schnitte in 19%ssigsaure geschwenkt und
gespuilt.

Durch die Farbungnehmen die Zellkerne einen braunen bis schwarzen
Farbton anwéhrend das Zytoplasma rot gefarbt wird. Erythrozyten farben
sich orange an, Bindewebe und Schleim sollen eine grine Féarbung
aufweisenMulisch und Welsch, 2015)

Nach der Farbung erfdign folgende Schritte:

3.

Dehydrieren der gefarbten Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70 %-Ethanol, 96%Ethanol, 2xisopropanol)
Baden in Xylol (2x1QMin.)

5. Eindecken mit Eukift (Riedetde-Haen AG, Seelzé&)eutschland)
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1.4. Immunhistochemischer Nachweis

Auch fir die immunhostochemische Durchfiihrung wurden Standardprotokolle des
Lehrstuhls fir AnatomieHistologie und Embryolgie verwendet, welche nach
Mulisch und Welsch (2015hodifiziert wurden.

Fur die immunhistochemischen Nachweise wurdenrderessantesten Tiere jeder
Gruppe verwendet. Die Mindestanzahl lag tesi Tieren pro Gruppeln dieser
Studie wurden 13 verschiedene Antikorper untersucht, diesesiicbelle2 zu

entnehmen

Vor den immunhistochemischeachweisen Tabelle 3) und Untersuchungen
wurden die Paraffinschnitte fimindestend 2 Stunden in einem Warmeschrank bei

40°C gelagert.

In Abhangigkeit des verwendeten Antikorpers wurde fir die Schnitte zur
Vorbehandlung entweder ein THXuffer pH 6 (Fa. Agilent, Waldbronn,
Deutschland), ein TRKpuffer pH 7,5, ein ER®uffer pH 8 (Fa. Leica, Nuf3loch,
Deutschland) oder ein Zitrétuffer pH 6 (siehe Anhang) verwendet.

Gespllt wurden @i Schnitte in einem PBBuffer pH 7,4 (siehe Anhang).
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Tabelle 2: Untersuchte Antikdrper dieser Studie

Primér - Primar -
Antikorper Antikérper Sekundar-Antikorper *
gegen Verdinnung Tierart Hersteller Tierart
Vimentin*2 1:400 Maus Dako KanincherAnti-Maus
Sox-9*2 1:300 Kaninchen Abcam PferdAnti-Kaninchen
DDX-4*2 1:500 Kaninchen Abcam SchweinAnti-Kaninchen
Testosterort? 1:50 Kaninchen Abcam PferdAnti-Kaninchen
Ki-67 1:100 Maus Dako PferdAnti-Maus
) ) Antikoerper ) )
Occludin 1:300 Kaninchen ) Pferd-Anti-Kaninchen
online
Claudin-3 1:250 Kaninchen Abcam PferdAnti-Kaninchen
Connexin-43 1:2500 Kaninchen Abcam PferdAnti-Kaninchen
Thermo
Estrogen . D . .
1:100 Kaninchen Scientific® PferdAnti-Kaninchen
Rezeptc
RB-1521-P0O
Estrogen ) . .
1:300 Kaninchen Abcam PferdAnti-Kaninchen
Rezeptc
FSH-Rezptor 1:100 Kaninchen Abcam PferdAnti-Kaninchen
Androgen- ) ) )
1:150 Kaninchen Abcam PferdAnti-Kaninchen
Rezeptor
8-OHG*3 1:3000 Maus Acris PferdAnti-Maus

*Fur jeden untersuchten Antikérper wurde eine Negativ sowie Positivkontrolle durchgefiihrt. Fiir die
Negativkontrolle wurde der Primar-Antikdrper durch PBS-Puffer ersetzt. Fiir die Positivkontrolle
wurden Gewebe verwendetin denen der Antikorper nachweislich zu finden ist.

*2F(r die Antikérper, auRer Vimentin, Sox-9, DDX-4 und Testosteron wurde alsSekundar-Antikorper
das Impress Kit derFa. Vector aus Burlingame, Kalifornien, USAverwendet.

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

beschrieben.

Tabelle 3: ImmunhistochemischeAufbereitung

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.

Waschen in PB®uffer 3x5 Min.

4. | Vorbehandlung der einzelnen Antkorper

Vimentin:
Protease 0,1%(Fa. Sigma Taufkirchen, Deutschlang

jeweils100 pl pro Objekttrager

bei Raumtemperatur abkihlen lassen 10 Min.
Sox9:

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

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

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

ERSPuffer pH8 in deMikrowelle, 2x15 Min.
bei Raumtemperatur abkihlen lassen 20 Min. 20 Min.
Claudin-3:

ERSPuffer pH9 in der Mikrowelle, 2x15 Min.

bei Raumtemperatur abkihlen lassen 20 Min.
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Connexin-43:
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatwabkiihlen lassen 20 Min.
FSH-Rezeptor.
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkihlen lassen 20 Min.
Androgen-Rezeptor.
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkihlen lassen 20 Min.
Testosteron:Siehe Anhang
EstrogenRezeptorU :
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkihlen lassen 20 Min.
Estrogen-Rezeptorb :
TRS-Puffer in der Mikrowelle, 2x10 Min
bei Raumtemperatur abkihlen lassen 20 Min.
8-OHG:
Proteinase K (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
bei Raumtemperatur inkubieren 3 Min.
5. | Spulen in PBSPuffer 3x5 Min.
6. | Endogene Peroxidase hemmen mit Hydrogenperoxid (1
und inkubieren in Feuchtkammer bei Raumtemperatur (R7 10 Min.
FlieBendes Leitungswasser 10 Min.
8. | Spulen in PBSPuffer 3x5Min.
9. | Blockieren unspezifischer Bindungen mit Impress Rea
Vecta Blocking Serum (Fa. Vector, Burlingame, Kalifornig
USA)
und inkubieren in Feuchtkammer bei Raumtemperatur 20 Min.
Fur Vimentin und DDX -4:
Dako ProteinBlock-SerumFree (Fa. Agilent, Waldbron
Deutschland), inkubieren bei Raumtemperatur 10 Min.,
danachabgielRen
10. | PrimarAntikorper auftragen:

Jeweils 100ul pro Objekttrager (AK), siehe Tabelle 2
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Fur Negativkontrolle:
Dako antibody diluent (Fa. Agilent, Waldbronn, Deutschlg
100pl pro Objekttrager anstatt Antikorper
11. | Inkubation Gber Nacht bei 4°C
12. | Vor der Weiterbehandlung, bei Raumtemperatur inkubierg 1h
13. | Spulen in PBSPuffer 3x5 Min.
14. | Sekund&Antikdrper auftragen:
Jeweils 100pl pro Objekttrager
inkubieren bei Raumtemperatur (RT), 30 Min.
15. | Spulen in PBSPuffer 3x5Min.
Vimentin und DDX-4 Behandlung mit 2 weiteren
Zwischenschritten:
1). Markieren des Sekundamntikorpers mit Streptavidin
Biotin-HRP-Komplex (StreptavidirHRP Novocastra, Fa
Leica, Nuf3loch, Deutschland)
Inkubieren bei Raumtemperatur 30 Min.
2) Spilen in PBSuffer 3x5Min.
16. | Reaktionsreaktion auslésen in DABsung
(Fa. Agilent, Waldbronn, Deutschland) 3.Min
17. | Schwenken ireitungswasser
18. | Kerngegenfarbung mit Hamatoxylin Gill's Formula
(Fa. Vector, Burlingame, Kalifornien, USA)
19. | Flie3endes Leitungswasser 10 Min.
20. | Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe
70% Ethanol, 96% Ethanol, 2x Isopropanol
21. | Xylolbader 2x 1x10 Min.
1x20 Min
22. | Eindecken der Schnitte mit Eukitt
23. | Trocknen im Warmeschrank bei 40 C 12h
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1.5. Weitere untersuchte und getestete Antikorper
Zusatzlich wurden noch weitere Antikorper getestet. Zu diesen gekd8yK 8
und AMH. Diesenaben an den Proben des Schweinehodens nicht funktidniert.

diesem Grund sind diese auch nicht in Dissertation aufgefihrt.

1.6. Auswertung der Schnitte

Die gewonnenen Schnitte wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Typ 307
148.001Fa, Leitz,Wetzlar, Deutschland) evaluiert. Zusatzlich wurden die Schnitte
mit Hilfe des Precipoint Mikroskops (Typ MS8Fa. 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 Auszahlung fur die statistische Auswertung

1.7.1. Anzahl der Sertoli-Zellen und Flachenbestimmung der Tubuli

Fur dieSertoliZellzahlung und die Bestimmung der Flache der Tubuli seminiferi
contortiwurden Objekttrager von mindestens drei Tieren pro Gruppe verwendet.
Dazu wurden Bilder, die mit einem 40 x 0,95 Olympus Objektiv des Precipoint
Mikroskops (Typ M8, Fa. Precpoint, Freising, Deutschland) aufgenommen
wurden, flrdie Messungen verwendet. Mit Hilfe der Software Image J64 und dem
Creative Pen Display TabléTyp DTK-1301,Fa. Wacom, Krefeld, Deutschland)
wurden zehn runde Querschnitte der Hodentubuli von jedem rElerwendet
Sertol+Zellkerne wurden mit Hilfe von immunhistochemischen Farlearfigr den
Antikdrper gegen Se® identifiziert. Die SertoltZell-Nuklei wurden mit dem
Kreativstift markiert und die Software Image J64 berechnete die Anzabédel
Zellen. Querschnitte defubuli seminiferi contortwurden an der Basalmembran
mit dem Kreatigtift umrissen und tber Image J64 wurde die Flache jedes Tubulus

berechnet
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1.7.2. Anzahl der Mitosen pro Tubulusanschnitt und Tubuli pro
Gesichtsfeld
Fur den Nachweis deMitosen wurdenObjekttragerverwendet die mit dem
Antikdrper gegerKi67 behandeltvorden sindWie in Abschnitt 17.1 beschrieben
wurden die Objekttrager mit dem Precipeiitkroskop (Typ M8,Fa. Precipoint,
Freising, DeutschlandjescanntMit Hilfe der PrecipointSlide Viewer Software
Viewpoint (Fa.Precipoint, Freising, Deutschland) wurden Gesichtsfelder mit einer
VergréRerung vio 200pum untersucht. Hierbei wurden so viele Gesichtsfelder
untersucht bis 100 Tubuli seminiferi contortund die darin vorkommenden
Mitosen ausgezahlt wareNebenbei wurde die Anzahl der Tubuli pro Gesichtsfeld

manuell ermitteltDiese wurden manuell mdert und anschéi3end ausgezahilt.

1.7.3.  Anzahl der Leydig-Zellen pro Gesichtsfeld

Das gleiche Verfahrerwie in Abschnitt 1.72. wurde fir das Zahlenvon
100Leydig-Zellen verwendetFur den LeydigZell-Nachweis wurden Objekttrager
verwendet, welche mit dedntikbrper gegen Testosterdrehandelt wurden. Die
Gesichtsfelder fur die Auszéhlung ddreydig-Zellen wurden bei einer
VergréRerung von 50pnuntersucht bis auch hier 10Q.eydig-Zellen gezahlt

waren

Die Leydig-Zellen wurden nach den Kriteriewie sie inTabelle4 aufgefiihrt sind,

eingeteilt:

Tabelle 4: Klassifikation der Leydig-Zellen

Auspragung des Zytoplasmas voheydig-Zellen

Kein Zytoplasméa 0
Wenig Zytoplasma 1
MafRig Zytoplasma 2
Viel Zytoplasma 3
Auspragung des Zellkerns vori_eydig-Zellen

Anzeichen der Degeneration 0
Physiologisches Erscheinungsbild 1

*Lichtmikroskopisch erkennbar
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Das Keimepithé sowie die Spermatogonien wurden unter Verwendung von
Objekttragern mit dem Antikorper gegen DBIX ausgewertet. Mit einer
VergréRerung von 200um pro Gesichtsfeld wurden das Hodenepithel und die
Spermatogonien von 100 Hodentubuli nach denTabelle 5 und Tabelle 6

beschriebenen Kriterien klassifiziert

Tabelle 5. Klassifikation des Keimepithels

Keimepithel pro Tubulus Querschnitt Spermatogonien pro
Tubulus Querschnitt

Keimepithel ohne Keimzellen 0 Keine Spermatogonien 0
Keimepithel mit Spermatogonien und wenig 1  Wenige 1
Spermatozyten. Spermatogonie(k 5)
Keimepithel mit allen Keimzelltypen, jedoch i 2 MaRige Anzahl 2
geringer Anzahl. Ungeordnein Reihen oder ohni an Spermatogoniel
ReihenAnordnung. (5-19

Keimepithel mit allen Keimzelltypen in wenige 3  Viele Spermatogonier 3
Reihen angeordnet. (> 15

Keimepithel mit allen Keimzelltypen in viele 4
geordneten Reihen.

Keimepithel mit allen Keimzelltypen in sehr viele 5
geordneten Reihen.

Tabelle 6: Klassifikation fir kleine/mittelgroR3e /grol3e Spermatogonien

Anzahl der Spermatogonien

Keing 0 Spermatgonien
Wenig, <5 Spermatogonien
Mafig, 5-14 Spermatogonien
Viele, >15 Spermatogonien

WNEFO
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1.8. Statistische Auswertung

1.8.1. Testosteronwerte

Die Tiere, welche in der vorliegenden Arbeit untersucht wurdarenbereits Tell

der Dissertation von Herrn Dr. Reit@Reiter, 2018) Fir die Studie von Herrn

Dr. Reiter wude den Schweinen zum Zeitpunkt der Schlachtung Blutproben
entnommen und die Testosteronwerte ermittelt. Mit Genehmigung von Frau
Dr. Z6ls aus der Schweineklinik dirfen diese in der vorliegenden Arbeit verwendet
und mit den histologischen Schnitten vergiinlwerdenDie Testosteronwerte sind
derTabellel3, Tabelle22, und deiGraphik11 desErgebnistes und des Anhangs

zu entnehmen.

1.8.2. Datenerhebung und durchgefuihrte Tests
Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit der SoBVE8
26.0 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen) durchgefuhrt.

Die Daten wurden in einem ersten Arbeitsschritt deskrgtitistisch aufbereitet.

Fur kategoriale Daten wurden absolute und relative Haufigkeiten berechnet. Die
grafische Darstellungrelativer Hauigkeiten erfolgte in Form von gestapelten
Balkendiagrammen. Metrische Daten wurden initial mit dem Kolmogorow
SmirnowTest auf signifikante Abweichungen von einer Normalverteilung getestet
Dies war bei fast allen vorliegenden Datenreihen der Fall. Alsri<ten der
Verteilung wurden der Median undedinter-QuartiisRange (IQR) oder bei
normalverteilten Daten das arithmetische Mittel und die Standardabweichung
berechnet. Zur grafischeDarstellungder metrischen Daten wurden Bownd

WhiskerPlots sowie DtPlots genutzt.

Nachfolgend erfolgte die statistische Auswertung der Daten in Form von
Gruppenvergleichen. Fden Vergleich der Gruppemn kategorialen Daten wurde
der ChiQuadraiTest eingesetzt. Um die Ranginformation bei ordinalen Daten in
der Analyg zu berucksichtigen wurde in diesen Fallen die Variante Sedners
gewahlt. Lagen Wiederholungsmessungen, kam das Generalisierte Lineare
Model in der Variante fir Messwiederholungen (verallgemeinerte
Schéatzgleichungen = generalized estimating equationisdem Modelltyp fur
Haufigkeiten (Poisson loglinear) oder ordinale Daten (ordinal logistisches Model)
zum Einsatz. Fur multiple paarweise Vergleiche wurde die Adjustierung nach

Bonferroni verwendet.
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Zum Gruppenvergleich metrischer Daten wurde der Mafminey U Test

verwendet. Der Kruskalvallis Test wurde zum Vergleich von mehr als zwei

Gruppen untereinander in Verbindung mit einem {hostTest nach Bonferroni

eingesetzt. Zur Berilicksichtigung von Wiederholungsmessungen kam wiederum

das generalisierteneare Modell in der Variante fur Messwiederholungen zum
Einsat z. Bei metrischen Daten wurden di
| ogi stischin gew?2hlt. F¢gr multiple paar weil
die Adjustierung des Signifikanzniveamach Bonferroni. Das Signifikanzniveau

wurde fur alle Analysen auf p<0,05 festgelegt.
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V. ERGEBNISSE

1. Histomorphologische Befunde am Hoden von intakten

Ebern und immunologisch vakzinierten Tieren

1.1 Hamatoxylin-Eosin und Trichrom-Farbung nach Masson und

Goldner

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

Die intakten Eber weisen Tubuli seminiferi contorti mit zahlreichen
Keimzellen auf. Dazwischen sind groRe Gruppen an Leydigellen zu
erkennen, welche ein stark ausgeprdgs 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-Farbung nach Masson und
Goldner.

Die intakten Eber haben Tubuli seminiferi contorti mit zahlreichen
Keimzellen. Dazwischen sind groRe Gruppen an Leydigellen zu
erkennen, welche ein stark ausgepragtes Zytoplasma besitzen.

T: Tubuli, schwarzer Pfeil: Leydig Zellen.

1.1.1. Intakte Eber der Gruppe 1

Im Hoden der intakten Eber sind gro3e Quaemd L&ngarschnitte der Tubuli
saminiferi contorti zu finden(Abbildung 9, Abbildung 10, Graphik 1, Graphik 2,
Graphik12, Graphik13). Das Vorkommen sowie die Gestalt der Keimd Sertohi
Zellen sind physiolgisch fiir das Alter. Von basal in Richtung Lumen ausgehend
findet man folgende Keimzellepbildung11, Abbildung12, Abbildung13):

1. Kleine, runde bis ovale Spermatogonien auf der Basalmembran aufliegend
2. Junge und reifere Stadien 8permatozyten

3. Runde, elongierende und elongierte Spermatiden




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































