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1 Einleitung

Mit Zulassung des GnRH-Analogons Deslorelin [„Suprelorinr“ ad us. vet. (Virbac S.A.,

Frankreich)] im Jahr 2007 hat ein Präparat, welches der „Erzielung einer vorübergehen-

den Unfruchtbarkeit bei gesunden, nicht kastrierten, geschlechtsreifen Rüden“ (EMA, last

updated 05/06/2012) dient, als willkommene Alternative zur chirurgischen Kastration in

die veterinärmedizinische Praxis Einzug gehalten.

Die nicht-chirurgische Kastration beruht auf einer Downregulation der germinativen und

endokrinen Hodenfunktion, herbeigeführt durch eine Desensibilisierung der hypophysären

GnRH-Rezeptoren nach Verabreichung eines GnRH-Agonisten in Form eines Implantates

mit verzögerter Wirkstofffreisetzung. Die daraus resultierende Downregulation hat sich

– unabhängig von der Art des verwendeten Agonisten – in zahlreichen Studien als voll-

reversibel erwiesen, wobei diese Feststellung insbesondere durch Erfassung der peripheren

Testosteronkonzentrationen sowie der Ejakulatqualität verifiziert wurde (Vickery et al.,

1984; Cavitte et al., 1988; Inaba et al., 1996; Riesenbeck et al., 2002; Ludwig et al.,

2009).

Vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage, wie sich der Effekt der Downregulation auf

testikulärer Ebenen manifestiert und insbesondere wie sich der Vorgang der Rekrudes-

zenz, d. h. die Aufregulation der germinativen und endokrinen Hodenfunktion, darstellt.

Aus der hiesigen Arbeitsgruppe unter Mitautorenschaft der Verfasserin vorliegender Dis-

sertation sind dazu bisher drei Arbeiten erschienen, wobei neben Aspekten der Rekrudes-

zenz der Spermatogenese (Goericke-Pesch et al., 2009) insbesondere Fragen der Down-

und Upregulation des steroidogenen Apparates (Gentil et al., 2012; Goericke-Pesch

et al., 2013) im Vordergrund standen.
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1. Einleitung

Im Hinblick auf das Ziel vorliegender Arbeit erfolgten neben der Feststellung der tubulä-

ren Veränderungen und der Klassifizierung des Keimepithels auch die Quantifizierung der

testikulären Proliferation und Apoptose. Ein weiteres Bestreben galt der qualitativen und

quantitativen Erfassung des testikulären Androgenrezeptors als zentrale Schaltstelle zur

Vermittlung der androgenen Wirkung. Dieses wurde von der Bestimmung der peripheren

Testosteronkonzentration begleitet.

Die Erfassung der entsprechenden Parameter am juvenilen Hoden ergänzten zudem die

Untersuchungen.
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2 Literaturübersicht

2.1 Anatomie und Histologie des adulten Hodens

2.1.1 Lage und Morphologie des Hodens

Allgemeine als auch tierartspezifische Angaben zu Lage und Morphologie des Hodens

finden sich in zahlreichen Textbüchern (Cerveny et al., 1999; Gasse, 1999; Liebich,

1999b; Sinowatz, 2001; Weitze, 2001a):

Beim Hund sind die Hoden von annähernd kugeliger Gestalt. Ihre Lage in den an

der Bildung des Skrotums und dem Processus vaginalis beteiltigten Hodenhüllen ist

durch eine vertikale Schrägstellung ihrer Längsachse mit cranioventraler Ausrichtung

der Extremitas capitata testis gekennzeichnet. Der Hoden selbst wird von der Lamina

visceralis der Tunica vaginalis überzogen, welche fest mit der bindegewebigen Tunica

albuginea testis verwachsen ist. Die Tunica albuginea testis entlässt radiär bindegewe-

bige Septen, welche in der Längsachse des Testis zusammenlaufend das Mediastinum

testis bilden und dabei das Gonadenparachym in Lobuli testis segmentieren. Die in

den Lobuli testis gelegenen keimzellbildenden Tubuli seminiferi contorti nehmen ihren

Anfang in der Peripherie des Gonadenparenchyms und weisen eine starke Schlängelung

auf. Tiefer im Hodeninneren gehen sie in die gestreckten Tubuli seminiferi recti über,

welche in das im Mediastinum testis gelegene Rete testis münden. Aus dem Rete testis

treten im Bereich der Extremitas capitata testis beim Hund circa 15 bis 16 Ductuli

efferentes durch die Tunica albuginea und bilden das mit dem Testis fest verwachsene

Caput epididymidis. Die Ductuli efferentes verbinden sich zu dem eng geschlungenen

Ductus epididymidis, welcher beim Rüden eine Gesamtlänge von fünf bis acht Metern

aufweist.
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Wie für verschiedene Carnivoren beschrieben (Kenagy und Trombulak, 1986), ist auch

beim Hund die Masse der Hoden im Vergleich zur Körpermasse relativ gering (Woodall

und Johnstone, 1988). Jackson und Cappiello (1964) geben für Beagle-Rüden im

Alter von 8 bis 38 Monaten ein relatives Hodengewicht von 0,92 g/kg Körpergewicht

(KGW) bis 2,13 g/kg KGW an. Das absolute mittlere testikuläre Gewicht adulter, sexuell

maturer Beagle-Rüden benennen Ewing et al. (1979) mit 8,46± 1,19 g. Die pro Gramm

Hodengewicht ermittelte Gesamtlänge der caninen Tubuli seminiferi geben Bascom und

Osterud (1925) mit 22,9m bis 25,8m an und benennen deren Anteil am testikulären

Parenchym, exklusive der Tunica albuginea und dem Mediastinum testis, mit 92,2% bis

94,2%. Nach Woodall und Johnstone (1988) liegt beim Hund der prozentuale Anteil

von Keimepithel und intratubulärem Lumen bei 84,8± 0,58% (x̄± SEM).

2.1.2 Histologie des Hodens

2.1.2.1 Intertubuläre Zellen des Hodens

2.1.2.1.1 Leydigzellen Die Endocrinocyti interstitiales des Hodens werden entspre-

chend ihrem Entdecker, dem deutschen Zoologen und Histologen Franz von Leydig (1821-

1908), auch als Leydigzellen bezeichnet (Schneider, 2012).

Die Leydigzellen weisen sowohl in ihrem Vorkommen als auch ihrem morphologischen Er-

scheinungsbild deutliche speziesspezifische Unterschiede auf (Döcke, 1994c). So besitzt

der adulte Hund eine außerordentlich große Anzahl maturer Leydigscher Zwischenzellen

in wenig intertubulärem Bindegewebe (de Kretser und Kerr, 1988). Kothari et al.

(1972) und Kothari et al. (1978) benennen den testikulären Anteil der Leydigzellen beim

Rüden mit 15,7% bzw. 15,40%.

Die Größe der maturen caninen Leydigzelle variiert zwischen 14 µm und 18 µm (San-

tos et al., 2010). Eine umfangreiche, auf licht- und elektronenmikroskopischen Unter-

suchungen basierende Beschreibung ihrer Zellmorphologie findet sich bei Connell und

Christensen (1975), in welcher zwischen der hoch und der weniger entwickelten caninen

Leydigzelle unterschieden wird:
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2.1. Anatomie und Histologie des adulten Hodens

So ist die hoch entwickelte mature Leydigzelle von großer polygonaler Gestalt. Ihr

Nukleus wird im Bereich der Kernhülle von Heterochromatin gesäumt und weist ein

Kernkörperchen auf, wobei Santos et al. (2010) jedoch auch von bis zu zwei Nukleoli

berichten. Das Zytoplasma der in Gruppen vorliegenden caninen Leydigzellen besitzt

eine typische Anordnung des agranulären endoplasmatischen Retikulums (ER); letzte-

res steht mit dem im Bereich des Kerns und der Plasmamembran gelegenen granulären

ER in direktem Kontakt. Zudem findet sich eine Vielzahl von 5 nm-Mikrofilamenten,

welche diverse zytoplasmatische Organellen sowie die 0,5 µm bis 10,0 µm großen Lipid-

vakuolen umgeben. Nahe der Fettvakuolen sind die in der Regel tubulären, in Form

und Größe variierenden Mitochondrien lokalisiert. Der Golgiapparat ist juxtanukle-

är gelegen. Freie Ribosomen, Polysomen, den Lysosomen und Peroxisomen ähnelnde

membrangebundene Körperchen, multivesikuläre und glykogenhaltige Körperchen, Mi-

krotubuli sowie ein einzelnes Zilium stellen weitere zytoplasmatische Organellen der

hoch entwickelten Leydigzelle dar.

Die weniger entwickelte Leydigzelle entspricht grundsätzlich diesem Aufbau; Unter-

schiede liegen jedoch in der reduzierten Ausprägung ihrer Gestalt sowie in dem nur in

geringem Maße vorhandenen tubulären oder zisternösen agranulären ER.

Zirkin et al. (1980) berichten über eine hoch signifikant positive, lineare Korrelation zwi-

schen der mittleren Volumendichte des agranulären ER der caninen Leydigzelle und der

Sekretion des Testosterons.

Die caninen Leydigzellen stehen nach Connell und Christensen (1975) über Gap

Junctions, Septate-like Junctions und auch rudimentäre Desmosomen miteinander in Ver-

bindung. von Bomhard et al. (1978), welche dagegen eine Beteiligung von Desmosomen

oder ähnlichen Kontaktstrukturen nicht aufzeigen konnten, wiesen beim Hund lediglich

eine enge Verzahnung der Leydigschen Zwischenzellen durch Mikrovilli nach.

2.1.2.1.2 Leydig-like Cells Die zwischen Myoidzellen und lymphatischem Endothel be-

findlichen, sowohl als Einzelzellen als auch als Synzytium vorliegenden Leydig-like Cells

können neben dem hoch- auch ein minderentwickeltes Erscheinungsbild aufweisen und stel-
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len ein charakteristisches Merkmal des caninen testikulären Interstitiums dar (Connell

und Christensen, 1975).

Eine mögliche Beteiligung der caninen Leydig-like Cell an der Androgensynthese ist un-

geklärt (Connell und Christensen, 1975).

2.1.2.1.3 Myoidzellen Gemeinsam mit den Endothelzellen bilden die peritubulären,

zwischen zwei Lagen extrazellulärer Matrix gelegenen Myoidzellen die testikuläre Lamina

propria (Hadley und Dym, 1987). Diese weist beim Hund speziesspezifisch eine einzelne

Lage an Myofibroblasten auf (Christl, 1990).

Connell und Christensen (1975) beschreiben die canine Myoidzelle wie folgt:

Die spindelförmigen, in der Regel aneinander angrenzenden oder sich überlappenden

Zellen besitzen oftmals lange zytoplasmatische Ausläufer. Ihr Zytoplasma enthält wenig

agranuläres und granuläres ER, meist stabförmige Mitochondrien mit lamellenartigen

Cristae, einen juxtanukleären Golgiapparat, kleine Lipidvakuolen, glatte und behüllte

Vesikel sowie an Peroxisomen erinnernde membrangebundene Vesikel. Mikropinozytoti-

sche Vesikel finden sich sowohl im Bereich der interstitiellen als auch der lumenwärtigen

Oberfläche der Myoidzellen. Desweiteren sind 5-nm Filamente, Zentriolen und manch-

mal auch ein einzelnes Cilium im Zytoplasma gelegen.

Das Zytoskelett der kontraktilen peritubulären Myoidzelle setzt sich speziesspezifisch aus

Aktin, Myosin sowie Desmin und/oder Vimentin zusammen (Maekawa et al., 1996).

2.1.2.2 Intratubuläre Zellen des Hodens

Bei den intratubulären Zellen des Hodens handelt es sich zum einen um die somati-

schen Sertolizellen, zum anderen um die in verschiedenen Entwicklungsstadien befindli-

chen Keimzellen (Liebich, 1999b). Letztere weisen in ihrer Gesamtheit einen mit zuneh-

mendem Alter signifikant abnehmenden prozentualen Volumenanteil am caninen Hoden-

gewebe auf (Lowseth et al., 1990).
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2.1. Anatomie und Histologie des adulten Hodens

2.1.2.2.1 Sertolizellen Die im Jahre 1865 erstmals beschriebenen Sertolizellen sind

nach ihrem Entdecker, dem italienischen Physiologen Enrico Sertoli (1842-1910), benannt

(Wessel, 2011). Aufgrund ihrer funktionellen Bedeutung für die Keimzellen sowie das

gesamte Keimepithel werden sie allgemein auch als „Stütz-“, „Ammen-“ oder „Nährzellen“

bezeichnet (Liebich, 1999a).

Nach Russell et al. (1990c) nehmen beim Rüden die Sertolizellen, bezogen auf die Tubuli

seminiferi exklusive Lumen und intraepitheliale Bereiche, einen Volumenanteil von 23,9%

ein. Ihre mittlere absolute Anzahl geben die Autoren mit 43,4 · 106 Zellen pro cm3 Hoden

an. Die mature Sertolizelle zeichnet sich durch ihre Größe sowie ihr besonderes morpho-

logisches Erscheinungsbild aus (Russell, 1998). Russell et al. (1990c) benennen das

mittlere Volumen der caninen Stützzelle mit 5012,5 µm3. Ihr im Zytoplasma nahe bzw. an

der tubulären Basalmembran gelegener Zellkern ist von dreieckiger bis irregulärer Gestalt

und weist neben einem lediglich geringen Chromatingehalt ein markantes Kernkörperchen

auf (Foote et al., 1972). Zudem finden sich intrazytoplasmatisch Mitochondrien sowie

eine Fülle von glattem ER (Russell, 1998) und Golgi-Elementen (Bardin et al., 1988).

Die der Basalmembran breit aufsitzende Zelle zieht säulenförmig Richtung Lumen des

Tubulus seminiferus contortus, wobei ihre lateralen Seitenflächen eine den vorherrschen-

den Keimzellstadien entsprechende adaptive Gestalt aufweisen (Russell, 1998). Diese

außergewöhnliche Formvariabilität bei gleichzeitiger Stabilität der Zelle wird durch das

aus Mikrotubuli, Intermediärfilamenten und Aktin bestehende Zytoskelett gewährleistet

(Griswold und Russell, 1998). Aktin ist an der Ausbildung einer Vielzahl permanen-

ter oder zyklisch auftretender regionaler Spezialisierungen beteiligt, welche sowohl der

interzellulären Kommunikation als auch der räumlichen Organisation der Keimzellen im

Keimepithel dienen (Griswold und Russell, 1998). Eine Teilung des Keimepithels in

ein basales und ein luminales Kompartiment erfolgt durch die Blut-Hoden-Schranke (Dym

und Fawcett, 1970). Diese wird nach Cambrosio Mann et al. (2003) beim Hund aus-

schließlich durch die interzellulären Tight Junctions benachbarter Sertolizellen gebildet.

Während der basale Teil des Keimepithels ausschließlich Spermatogonien und die frühen

präleptotänen Spermatozyten beherbergt, befinden sich im adluminalen Teil alle weiteren

Zellstadien der Spermatogenese (Dym und Fawcett, 1970). Die Blut-Hoden-Schranke
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verhindert den Übertritt immunkompetenter Zellen sowie schädlicher Moleküle in den lu-

menwärtigen Teil des Keimepithels und gewährleistet zeitgleich eine für die Entwicklung

der Keimzellen förderliche adluminale Umgebung (Liebich, 1999a).

2.1.2.2.2 Gonozyten Die im fetalen und neonatalen Keimepithel befindlichen Gonozy-

ten stellen die Vorläuferzellen der Spermatogonien dar (Clermont und Perey, 1957).

Sie gehen aus der sich differenzierenden primordialen Keimzellen hervor (Richards et al.,

1999; Culty, 2009). Morphologisch sind die vorwiegend zentral in den primitiven Tubuli

seminiferi contorti gelegenen Gonozyten von großer, ovoid bis runderlich Gestalt und besit-

zen einen ebenfalls großen Nukleus mit ein bis zwei charakteristischen Nukleoli (Baillie,

1964).

2.1.2.2.3 Spermatogonien Bei den Spermatogonien handelt es sich um die aus den

Primordialkeimzellen über den Entwicklungsstand der Gonozyten hervorgehenden testi-

kulären Keimzellen, welche die Spermatogenese einleiten (De Rooij und Russell, 2000).

Die im basalen Kompartiment des Keimepithels lokalisierten Zellen werden aufgrund ih-

rer veränderlichen Morphologie und Lage im Allgemeinen in Typ A-, I (Intermediär)-

und B-Spermatogonien unterschieden, wobei die Typ A-Spermatogonien der Basalmem-

bran direkt aufgelegen und im Gegensatz zu den I- oder B-Spermatogonien während

des gesamten Keimepithelzyklus zu beobachten sind (Liebich, 1999a). Alle Tochterzel-

len der Typ A-Spermatogonie sind während der Spermatozytogenese sowie dem Großteil

der Spermiogenese durch interzelluläre zytoplasmatische Brücken miteinander verbunden

(Liebich, 1999a).

Auch für den Hund beschreiben Ibach et al. (1976) und Russell et al. (1990b) ei-

ne Unterteilung der Spermatogonien in die genannten Subtypen, während Foote et al.

(1972) lediglich zwischen den Typ A- und B-Spermatogonien unterscheiden. Eine Diffe-

renzierung der caninen Spermatogonien unterbleibt hingegen bei Malone (1918) und

Minouchi (1928) sowie bei Santos et al. (2010).

Das Erscheinungsbild der caninen Typ A-Spermatogonien ist relativ heterogen (Foote

8



2.1. Anatomie und Histologie des adulten Hodens

et al., 1972; Ibach et al., 1976). So beschreiben Ibach et al. (1976) für den Hund das Vor-

kommen von insgesamt 4 Generationen an Typ A-Spermatogonien. Generell ist die circa

18 µm bis 20 µm große Spermatogonie des Hundes von runder Gestalt und weist lediglich

spärliche Mengen an Zytoplasma auf (Santos et al., 2010). Ihr mit einem Durchmesser

von circa 14 µm (Santos et al., 2010) relativ großer, rund bis ovoid geformter Kern kann

sowohl fein- als auch grob-granuläres Chromatin tragen und zeichnet sich durch eine deut-

liche Kernmembran aus (Foote et al., 1972). Malone (1918) benennt für die ruhende

canine Spermatogonie eine Anzahl von ein bis vier nukleären Kernkörperchen, welche im

Falle einer Zellaktivierung zu einem einzigen großen verschmelzen können. Auch Minou-

chi (1928) und Foote et al. (1972) berichten von dem Vorhandensein eines einzelnen

großen Nucleolus, während Santos et al. (2010) vom Fehlen eines prominenten Kernkör-

perchens sprechen.

Anders als die Typ A-Spermatogonie bildet die Typ I-Spermatogonie des Hundes ledig-

lich eine Generation aus (Ibach et al., 1976). Diese aus mitotischer Teilung der Typ A-

Spermatogonie hervorgegangene Zelle sitzt der tubulären Basalmembran abgeflacht auf,

ist von geringerer Größe als die Typ A-Spermatogonie und trägt einen ovoiden Kern aus

fein-granulärem Heterochromatin mit häufig mehr als einem großen Nukleolus (Russell

et al., 1990b).

Ebenso aus nur einer Generation besteht die canine Typ B-Spermatogonie (Ibach et al.,

1976). Sie entsteht durch Mitose der Typ I-Spermatogonie und sitzt ebenfalls abgeflacht

der Basalmembran des Tubulus auf (Russell et al., 1990b). Kurz nach ihrer Entstehung

weist die Typ B-Spermatogonie ein schnelles Wachstum bis zu einer ungefähren Größe von

7,7 µm auf (Foote et al., 1972). Ihr von einem dünnen Chromatinrand umgebener Kern

ist kleiner als der der Typ I-Spermatogonie und trägt fein-granuläres Heterochromatin

sowie durchschnittlich zwei Kernkörperchen, welche keinen Kontakt zur Kernmembran

besitzen (Russell et al., 1990b).

2.1.2.2.4 Spermatozyten Die Spermatozyten treten in unterschiedlichen Entwicklungs-

stadien sowie mit einem veränderten DNA-Gehalt in Erscheinung, sodass eine Differen-

zierung in primäre und sekundäre Spermatozyten erfolgt (Liebich, 1999a).
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Bei der primären Spermatozyte des Hundes handelt es sich um eine runde, im Durch-

messer circa 22 µm bis 28 µm große Zelle (Santos et al., 2010), welche eine Lebensdauer

von 20,9 Tagen (Foote et al., 1972) besitzt. Sie geht aus der Typ B-Spermatogonie

durch mitotische Teilung hervor und befindet sich zum Zeitpunkt ihrer Entstehung in

einer präleptotänen Phase (Ibach et al., 1976; Russell et al., 1990b). Im Vergleich zur

Typ B-Spermatogonie weist das Erscheinungsbild der präleptotänen primären Spermato-

zyte des Hundes eine um 20% bis 30% reduzierte Größe auf (Russell et al., 1990b).

Ihr ebenso vergleichsweise kleiner Zellkern ist circa 6,4 µm groß (Foote et al., 1972) und

beinhaltet neben dem granulären Heterochromatin gewöhnlich mehrere Kernkörperchen

(Russell et al., 1990b). Der im Bereich der Kernhülle gelegene, ausgeprägte Chroma-

tinrand der präleptotänen primären Spermatozyte stellt das markanteste Merkmale zur

Abgrenzung gegenüber der Typ B-Spermatogonie dar (Russell et al., 1990b). Die prä-

leptotäne primäre Spermatozyte tritt nach Vollendung der DNA-Replikation mit einem

diploiden Chromosomensatz inklusive zwei Geschlechtschromosomen und einem doppel-

ten DNA-Gehalt von 4 n in die Prophase der ersten meiotischen Teilung ein (Sinowatz,

2001). Das Erscheinungsbild der nächsten Entwicklungsstufe, der leptotänen primären

Spermatozyte, ist durch das vielzählige Vorkommen sprenklig verteilter, fädiger chromoso-

maler Strukturen im Kern, einem prominenten Kernkörperchen sowie einer Abschwächung

des nuklären Chromatinrandes gekennzeichnet (Russell et al., 1990b). Im Stadium des

Zygotän kommt es zur Loslösung der primären Spermatozyte von der tubulären Basal-

membran sowie ihrer lumenwärtigen Verlagerung (Foote et al., 1972). Die geringgradig

vergrößerte zygotäne Spermatozyte weist sowohl durch starke Chromatinstränge gepräg-

te Bezirke als auch einen größeren, scheinbar Chromosomen-freien Bereich auf (Russell

et al., 1990b). In dem sich anschließenden Pachytän erfährt die primäre Spermatozyte ein

deutliches Zell- und Kernwachstum, sodass sie schließlich die größte Zelle des Keimepi-

thels darstellt (Kerr et al., 2006). Der Kern dieser pachytänen primären Spermatozyte

ist von runder Gestalt (Russell et al., 1990b) und besitzt eine Größe von 10 µm (Foote

et al., 1972). Das im Kernplasma enthaltene Chromatin ist dick-schnürig (Russell et al.,

1990b) und liegt in einer charakteristisch netzartigen Verteilung vor (Foote et al., 1972).

Eine sichere Differenzierung der pachytänen vom Folgestadium der diplotänen Sperma-

tozyten ist aufgrund fehlender histologischer Kriterien nicht möglich (Russell et al.,
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2.1. Anatomie und Histologie des adulten Hodens

1990b). Während der Diakinese erfolgt eine weitere Kondensation der Chromosomen, so-

dass beide Chromatiden eines Chromosoms sichtbar werden (Kerr et al., 2006).

Mit Abschluss der ersten meiotischen Reifeteilung liegt die sekundäre Spermatozyte vor,

welche einen haploiden Chromosomensatz mit einem DNA-Gehalt von 2 n aufweist (Sino-

watz, 2001). Die lumennah gelegene sekundäre Spermatozyte ist von kugeliger Gestalt

und besitzt einen runden Zellkern (Kerr et al., 2006), dessen Größe Foote et al.

(1972) für den Hund mit circa 7,3 µm angeben. Das nukleäre Plasma ist von einer deutli-

chen Kernmembran umgeben und beinhaltet gleichmäßig verteiltes granuläres Chromatin

(Foote et al., 1972) sowie zentral gelegene Kernkörperchen (Kerr et al., 2006). Im Zyto-

plasma sind die Mitochondrien, ein prominenter Golgi-Apparat sowie das in konzentrischer

Anordnung um den Kern befindliche ER vorhanden (Kerr et al., 2006). Aufgrund ihrer

sehr kurzen Interkinese ohne DNA-Synthese und der sich anschließenden zweiten meio-

tischen Teilung ist die sekundäre Spermatozyte jedoch kaum zu beobachten (Liebich,

1999a). Im Hinblick auf den Hund benennen Foote et al. (1972) ihre Lebensdauer mit

0,5 Tagen.

2.1.2.2.5 Spermatiden Aus der zweiten meiotischen Reifeteilung gehen die Spermati-

den mit haploidem Chromosomensatz und einem DNA-Gehalt von 1 n hervor (Sinowatz,

2001). Neben der im Rahmen komplexer Differenzierungsvorgänge (Spermiogenese) statt-

findenden Veränderung ihrer Gestalt, erfahren die Spermatiden eine stetige Lageverän-

derung im Keimepithel: so orientieren sich die anfänglich lumennah gelegenen Zellen erst

Richtung Basalmembran, um schließlich nach zentripetaler Annäherung an das Tubluslu-

men ihre Spermiation zu erfahren (Liebich, 1999a).

Beim Hund ist die junge Spermatide von rundlicher Gestalt und besitzt eine Größe von

14 µm bis 18 µm (Santos et al., 2010). Ihr runder Zellkern misst 8 µm bis 10 µm (San-

tos et al., 2010) und weist einen um 30% bis 40% geringeren Durchmesser als die se-

kundären Spermatozyte auf (Russell et al., 1990b). Mit Einsetzen der Golgi-Phase er-

folgt die Bildung einer Vielzahl proakrosomaler Vesikel mit Granulum, welche letztlich zu

einem großen akrosomalen Bläschen mit einem einzelnen Granulum verschmelzen (Lie-

bich, 1999a). Dieser auch als Kappenphase bezeichnete Zeitraum der Vesikeltransforma-
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tion beinhaltet zudem die Verdichtung des Chromatins, die Verlagerung des Zytoplasmas

sowie die Ausbildung einer am distalen Kernpol gelegenen Implantationsgrube und en-

det schließlich mit der Ausbildung der „Akrosomenkappe“ (Liebich, 1999a). In der sich

anschließenden Akrosomenphase vollendet die Akrosomenkappe ihre Wandlung in das

endgültige Akrosom (Liebich, 1999a). In Folge einer Orientierung der Spermatiden im

Keimepithel kommt der akrosomale Zellpol schließlich in Richtung tubulärer Basalmem-

bran zum Liegen (Russell et al., 1990b). Der Zellkern selbst ist sowohl in dorsoventraler

Abflachung als auch in Kondensationsprozessen begriffen, dem im Bereich des distalen

Kernpols gelegenen distalen Zentriol entwächst ein Geißelapparat (Liebich, 1999a). In

der sich anschließenden Reifungsphase kommt es zum Abschluss der Kernkondensation

sowie des Geißelwachstums, der Ausdifferenzierung des Flagellums und der Abschnürung

des zytoplasmatischen Restkörpers (Liebich, 1999a).

Nach Vollendung der Spermiogenese wird die morphologisch ausgereifte Spermatide for-

mal als Spermium beziehungsweise Spermatozoon angesprochen (Liebich, 1999a).

2.2 Erscheinungsbild des postnatalen (juvenilen)

Hodens

2.2.1 Descensus testis

Der beim Hund am 53. Tag post coitum (p. c.) noch nahe des kaudalen Nierenpols gelegene

fetale Hoden beginnt nachfolgend den Descensus testis (Baumans et al., 1981). Dabei

befindet sich der canine Hoden nach Beobachtungen von Baumans et al. (1981) zum

Zeitpunkt der Geburt bereits auf halbem Weg in Richtung tiefem Inguinalring, passiert

diesen bis zum Tag 5 post partum (p. p.) und beendet seinen Abstieg schließlich zwischen

dem 35. und 40. Tag p. p. mit der Positionierung im Skrotum.
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2.2.2 Histologisches Erscheinungsbild

Die Tubuli seminiferi des Hundes weisen von Tag 53 p. c. bis Tag 5 p. p. eine Zunahme,

anschließend bis zum Tag 45 p. p. eine Verringerung ihres tubulären Durchmessers auf

(Baumans et al., 1981). Ihr testikulärer Volumenanteil verdoppelt sich zwischen Tag 35

p. p. und dem 10. Lebensmonat (Baumans et al., 1981). Während Ford (1969) bei 3

Beagle-Rüden bereits im Alter von 28, 39 und 49 Tagen das Vorhandensein eines tubu-

lären Lumens beschreibt, finden Baumans et al. (1981) in einer Studie an verschiedenen

reinrassigen (u. a. 68 Beagle) aber auch gemischtrassigen Hunden bis zum Tag 40 p. p.

lediglich massive Tubuli seminiferi. Auch Minouchi (1928) berichtet, dass es beim Hund

erst mit Ende des 4. Monats post natum zu einer Bildung des tubulären Lumens durch

Degeneration zentral gelegener Zellmassen kommt, wobei diese Entwicklung an den mit

dem Rete testis in Verbindung stehenden Enden der Tubuli seminiferi beginnt.

Während der gesamten Dauer des caninen Descensus testis (Tag 53 p. c. bis Tag 40 p. p.)

finden sich in den caninen Tubuli seminiferi lediglich Vorläufer der Sertolizellen sowie in-

differente Keimzellen (Baumans et al., 1981). Letztere treten zwischen Tag 53 p. c. und

der Geburt in wachsender, postnatal bis zum 45. Tag jedoch in langsam abnehmender

Anzahl pro Tubulusquerschnitt auf (Baumans et al., 1981). Die Entwicklung der Keim-

zellen sowie der Grad der testikulären Reifung weisen beim Rüden rassespezifische Alters-

unterschiede auf (Ford, 1969). So beobachtet Ford (1969) die ersten testikulär gelege-

nen, ausgereiften Spermatozoen bei Collies im Alter von 11 bis 12 Monaten, wohingegen

Minouchi (1928) diese bei gemischtrassigen Hunden bereits ab dem 8. Lebensmonat auf-

findet.

Die caninen Leydigzellen unterliegen zwischen dem 53. Tag p. c. und dem 30. Tag p. p.

einer lediglich insignifikanten, zwischen dem Tag 35 p. p. und dem 10. Lebensmonat einer

50%-igen Reduktion ihres prozentualen Volumenanteils (Baumans et al., 1981).
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2.2.3 Steroidogenese

Im Zeitraum von Tag 53 p. c. bis zur Geburt (Tag 0) ist eine hohe enzymhistochemische

Aktivität der 3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase in den fetalen Leydigzellen nachweisbar,

welche postnatal bis Tag 40 abnimmt und erst wieder mit Eintritt in die Pubertät an-

steigt (Baumans et al., 1981). Die Beobachtung, dass eine Stimulation mit humanem

Choriongonadotropin (hCG) am Tag der Geburt den Serumtestosteronspiegel erhöht, be-

legt die Fähigkeit der präpartalen/peripartalen caninen Leydigzelle zur Steroidsynthese

(Baumans et al., 1985). Baumans et al. (1985) geben an, daß zwischen Tag 53 p. c. und

Tag 40 p. p. die Serumtestosteronkonzentration zwischen 0,24 nmol/l und 1,45 nmol/l (ent-

spricht 0,07 ng/ml bis 0,42 ng/ml) variiert. Entsprechend ermitteln Hart und Ladewig

(1979) bei männlichen Hundewelpen im Alter von 2 bis 20 Tagen eine mittlere Testoste-

ronkonzentration von 0,15 ng/ml. Gegenüber den im Serum gemessenen Werten liegen die

intratestikulären Testosteronkonzentrationen im fetalen und im neonatalen Hoden etwa

5000-fach höher, weisen jedoch an Tag 49 p. c., Tag 0 und Tag 40 p. p. keine signifikan-

ten Unterschiede auf (Baumans et al., 1985). 5α-Dihydrotestosteron (5α-DHT) konnte

im caninen Hoden während des Descensus testis nicht nachgewiesen werden (Baumans

et al., 1985).

2.3 Ablauf der Spermatogenese

2.3.1 Stadien der Spermatogenese

Der Begriff Spermatogenese umfasst alle der Vermehrung und Differenzierung männli-

cher Keimzellen zugrunde liegenden Abläufe (Liebich, 1999a). In seiner Übersicht teilt

Liebich (1999a) die Spermatogenese in die Stadien der Spermatozytogenese sowie der

nachfolgenden Spermiogenese ein. Andere Autoren, wie Hilscher und Hilscher (1969),

Hoffmann (2003) oder Holstein et al. (2003), hingegen sprechen zusätzlich von der

Spermatogoniogenese als initiales Stadium der Vermehrungsphase.
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2.3.1.1 Spermatogoniogenese

Unter der Spermatogoniogenese ist die Vermehrungphase der Spermatogonien durch mi-

totische Teilung zu verstehen, wobei die Zellen entweder der kontinuierlichen Erneuerung

ihres „Stammzellen-Reservoirs“ dienen oder eine Differenzierung erfahren (Hilscher und

Hilscher, 1969). Mit dem Erreichen des Entwicklungsstadiums der Typ B-Spermatogonie

endet die Spermatogoniogenese (Ibach et al., 1976). Eine detaillierte morphologische Be-

schreibung der im Rahmen dieser Phase vorliegenden Typ A-, I- und B-Spermatogonien

findet sich in Kapitel 2.1.2.2.3.

2.3.1.2 Spermatozytogenese

Die Spermatozytogenese stellt die zweite Phase der Keimzellvermehrung dar und umfasst

den Zeitraum zwischen dem Abschluss der Spermatogoniogenese und der Vollendung der

Meiose (Hilscher und Hilscher, 1969). Kapitel 2.1.2.2.4 gibt unter besonderer Berück-

sichtigung der meiotischen Reifungsteilung einen Überblick über die in diesem Stadium

vorkommenden primären und sekundären Spermatozyten.

2.3.1.3 Spermiogenese

Unter der Spermiogenese ist die in Golgi-, Kappen-, Akrosomen- und Reifungsphase ge-

gliederte Transformationsphase der Spermatiden zu verstehen, in deren Verlauf sich die

anfänglich runden Spermatiden zu den morphologisch ausgereiften Spermien entwickeln

(Leblond und Clermont, 1952). Eine Übersicht über die verschiedenen Entwicklungs-

stadien der Spermatiden gibt Kapitel 2.1.2.2.5.

2.3.2 Spermatogenesezyklus

Der Spermatogenesezyklus umfasst den Zeitraum vom Einsetzen der mitotischen Tei-

lungsaktivität der Spermatogonien bis zur Spermiation der ausgereiften Spermatiden

(Sinowatz, 2001). Allgemein werden für den Vorgang der Spermatogenese 4,5 Keim-

epithelzyklen benötigt (Russell et al., 1990a). Auch Günzel-Apel (1994) benennt für

die Bildung der caninen Samenzellen eine Anzahl von 4 bis 5 Tubulusepithelzyklen sowie

eine Zeitspanne von 8 bis 9 Wochen. Entsprechend geben Soares et al. (2009) die Dauer
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des caninen Spermatogenesezyklus (x̄± SEM) mit 61,9± 0,14 Tagen (Beagle, Labrador,

Pinscher, Pudel und Mischlinge) bzw. 56,5± 1,17Tagen (American Pitbull) an.

2.3.3 Keimepithelzyklus

Unter dem Keimepithelzyklus ist das einmalige Durchlaufen sämtlicher, in morphologi-

scher und chronologischer Abfolge auftretenden Keimzellbilder (Stages) in einem bestimm-

ten Segment des Keimepithels zu verstehen (Russell et al., 1990a). Während Ibach et al.

(1976) die Anzahl dieser Stages für den Hund mit 10 benennen, unterscheiden Foote et al.

(1972), Russell et al. (1990b) und Soares et al. (2009) lediglich 8 Keimzellbilder. Die

Dauer des caninen Keimepithelzyklus geben Foote et al. (1972) mit 13,6± 0,7 Tagen

(x̄± SE) an. Dies entspricht der für die Rassen Beagle, Labrador, Pinscher und Pudel

sowie die gemischtrassigen Hunde in einer späteren Studie ermittelten mittleren Länge

des Keimepithelzyklus von 13,73± 0,03 Tagen (x̄± SEM) (Soares et al., 2009). Entspre-

chend des bereits von Clermont (1972) innerhalb einer Spezies analysierten Vorliegens

rassespezifischen Unterschiede, stellen Soares et al. (2009) für den American Pitbull eine

signifikante Verkürzung des Keimepithelzyklus auf 12,55± 0,26 Tage (x̄± SEM) fest.

2.3.4 Staging der Spermatogenese des Hundes

Die Stages I bis VIII des caninen Keimepithelzyklus werden von Russell et al. (1990b)

anhand der nachfolgend beschriebenen, maßgeblich auf der morphologischen Entwicklung

der jungen Spermatide basierenden Kriterien determiniert:

Stage I: Das Stage I ist durch das Erscheinen der jüngsten Generation runder Sperma-

tiden, in welchen lichtmikroskopisch noch keine proakrosomalen Vesikel und Granula

nachweisbar sind, gekennzeichnet.

Stage II: Innerhalb des Stage II erfolgt die Ausbildung und Verschmelzung der proakro-

somalen Vesikel und Granula zu einem großen akrosomalen Vesikel mit einem einzelnem

Granulum. In der Folge tritt das Vesikel nun mit dem Kern der Spermatide in Kontakt

und bewirkt dabei dessen Einbuchtung.

Stage III: Im Stage III positioniert sich das bislang zufällig im Vesikel gelegene akro-
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somale Granulum an der Oberfläche des Spermatidenzellkerns.

Stage IV: Während des Stage IV erfährt das runde akrosomale Vesikel eine unvollstän-

dige Abflachung über dem Nukleus.

Stage V: Im Stage V weist der Spermatidenkern, infolge des vorhergehenden vollstän-

digen Kollapses des akrosomalen Vesikels, wieder ein rundes Erscheinungbild auf.

Stage VI: Im Verlauf des Stage VI gibt der Nukleus seine zentrale Lage auf und tritt

über das Akrosom in Kontakt mit der Zellmembran. Das Akrosom kommt schließlich

in Richtung Sertolizellkörper zum Liegen. Es setzt die bilaterale Abflachung des Sper-

matidenkerns ein.

Stage VII: Das Stage VII ist durch den Abschluss der bereits in Stage VI begonnenen

Elongation des Spermatidenkerns gekennzeichnet.

Stage VIII: Das Stage VIII schließlich ist durch das Vorliegen sekundärer Spermato-

zyten bzw. deren vorausgehender oder nachfolgender meiotischer Figuren charakteri-

siert.

Die Spermiation der elongierten Spermatiden erfolgt vornehmlich gegen Ende des Sta-

ge IV, spätestens jedoch mit dem beginnenden Stage V.

Einen Überblick der Stadien des caninen Keimepithelzyklus nach Russell et al. (1990b)

zeigt Abbildung 2.1 (Reprinted with permission of Cache River Science,

an imprint of Quick Publishing, LC, phone 314-432-3435, fax 314-993-4485,

Email Cacheriverpress@sbcglobal.net.).
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2.4. Neuroendokrine Regulation der Hodenfunktion

2.4 Neuroendokrine Regulation der Hodenfunktion

2.4.1 Gonadotropin Releasing Hormone

Das Dekapeptid Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH, Gonadoliberin) wird im ros-

tralen und mediobasalen Hypothalamus synthetisiert und im Neurohämalorgan Eminen-

tia mediana gespeichert (Döcke, 1994c). Seine pulsatile Sekretion in das hypophysäre

Portalgefäßsystem (Carmel et al., 1976) unterliegt der Steuerung des im mediobasalen

Hypothalamus („hypophysiotrophic area“, Halász und Pupp, 1965) gelegenen Pulsgene-

rators (Maeda et al., 1995), dessen episodische Aktivität ursächlich bislang nicht sicher

identifiziert ist (Maeda et al., 2010). Über die Bindung spezifischer, in der Plasmamem-

bran hypophysärer Zellen lokalisierter Rezeptoren (Zolman und Valenta, 1980) übt

GnRH einen regulierenden Einfluss auf die Bildung (Redding et al., 1972) und die Frei-

setzung (Schally et al., 1971; Redding et al., 1972) der Gonadotropine FSH und LH

aus. Sowohl für die Transkription gonadotroper Gene (Dalkin et al., 1989; Haisenleder

et al., 1991; Kaiser et al., 1997) als auch die Expression der GnRH-Rezeptoren (Katt

et al., 1985; Kaiser et al., 1997) ist dabei die Pulsatilität der GnRH-Sekretion von ent-

scheidender Bedeutung. Eine von der physiologisch schwankenden GnRH-Konzentration

abweichende, gleichbleibend hohe Konzentration an GnRH bedingt eine aus der quantita-

tiven Down-Regulation der GnRH-Rezeptoren resultierende hypophysäre Desensibilisie-

rung (Clayton, 1982).

Für den Rüden war nach einmaliger Applikation von exogenem GnRH eine deutliche Er-

höhung der Plasmakonzentrationen an LH und in der Folge an Testosteron, nicht aber an

Estradiol-17β feststellbar (Jones et al., 1976). Obwohl auch nach wiederholten GnRH-

Gaben eine Zunahme des LH im Plasma des Hundes erfolgt, ist doch eine abnehmende

Reaktitivität der gonadotropen Zellen zu beobachten (Jones et al., 1976). Eine nach kurz-

zeitiger, initialer Stimulation einsetzende Suppression der caninen Gonadotropin- und

Steroidhormonfreisetzung ist als Folge diverser chronisch applizierter GnRH-Agonisten

beschrieben (Fontaine und Fontbonne, 2011).

Im Rahmen der Hypothalamus-Hypophysen-Hoden-Achse unterliegt die Steuerung der

GnRH-Sekretion einem Regelkreis (Döcke, 1994b,c):
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Dabei übt nicht nur das GnRH selbst über ein „ultra kurzes“ Feedback eine hemmende

Wirkung auf seine Freisetzung aus, sondern auch sämtliche in seiner Folge sezernierten

Hormone. So wirken die Gonadotropine FSH und LH über ein „kurzes“ Feedback, die

Steroidhormone Testosteron und Östrogene über ein „langes“ Feedback negativ rück-

koppelnd auf die Sekretion des GnRH ein.

Für den Rüden erbringen Jones und Boyns (1976) den Nachweis einer Estradiol-in-

duzierten Reduktion der hypophysären Ansprechbarkeit auf GnRH sowie nachfolgender

Abnahme der basalen LH-Konzentration. Entsprechend konnten Peters et al. (2000)

eine negative Korrelation zwischen der Estradiol- und LH-Konzentration im peripheren

venösen Blut beim Rüden feststellen.

2.4.2 Gonadotropine

Bei den in der Adenohypophyse synthetisierten Gonadotropinen Luteinisierendes Hormon

(LH, Lutropin) und Follikelstimulierendes Hormon (FSH, Follitropin) handelt es sich um

komplexe Glykoproteine, deren Hormonspezifität sich aus der ß-Untereinheit ihres dimeren

Proteinanteils ableitet (Döcke, 1994c).

2.4.2.1 Luteinisierendes Hormon

Entsprechend der GnRH-Sekretion erfolgt die Freisetzung von LH pulsatil (Belchetz,

1983), wie auch für den Rüden gezeigt werden konnte (Günzel-Apel et al., 1994; Koch

et al., 2006). Intakte adulte Rüden weisen unter Lichteinfluss im Mittel alle 103,4 ± 14,2

Minuten (x̄± SEM) sowie in Dunkelheit alle 86,9± 8,2Minuten (x̄± SEM) ein LH-Maxi-

mum auf, wobei eine diurnale Rhythmik der LH-Freisetzung nicht erkennbar ist

(DePalatis et al., 1978). Die im peripheren Blutplasma intakter Mischlingsrüden ge-

messenen LH-Konzentrationen bewegen sich zwischen 0,2 und 12,0 ng/ml (DePalatis

et al., 1978). Günzel-Apel et al. (1994) geben Werte von 0,0 bis 27,2 ng/ml an. Für die

mittleren LH-Konzentrationen finden sich in der Literatur folgende Werte: 4,6± 0,5 µg/l

(entspricht 4,6± 0,5 ng/ml; x̄± SEM; Knol et al., 1993), 4,6± 1,3 ng/ml (x̄± SD; Koch

et al., 2006) bzw. 4,6± 2,7 ng/ml (x̄± SD; Urhausen et al., 2009) bei maturen Beagle-
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Rüden sowie 8,2± 4,7 ng/ml (x̄± SD) bei männlichen Fox Terriern (Urhausen et al.,

2009) und 5,0± 0,5 ng/ml (x̄± SE) bei Rüden unterschiedlicher Rassen (Peters et al.,

2000). Eine signifikante Korrelation zwischen dem Alter der Tiere und der peripheren

mittleren LH-Konzentration schließen Peters et al. (2000) aus.

Der stimulierende Einfluss von LH auf die testikuläre Testosteronsynthese wird durch die

den Leydigzellen eigenen LH-Rezeptoren vermittelt (Huhtaniemi und Toppari, 1995).

2.4.2.2 Follikelstimulierendes Hormon

Für den Rüden wird die mittlere Plasmakonzentration des Follikelstimulierenden Hor-

mons (FSH) mit 5,0± 0,5 ng/ml (x̄± S.E.) angegeben (Peters et al., 2000). Diese weist

eine signifikant positive Korrelation mit den im Plasma bestimmten Konzentrationen an

LH, Testosteron und Estradiol auf (Peters et al., 2000).

Den Nachweis eines testikulären spezifischen FSH-Rezeptors (FSH-R) erbringen Segre-

tain et al. (2010) sowohl bei der maturen als auch der immaturen Ratte in den Serto-

lizellen, den Spermatogonien sowie den frühen Spermatozyten. Die Expression der ent-

sprechenden FSH-R mRNA unterliegt bei der immaturen Ratte in vivo wie in vitro einer

FSH-induzierten Regulation (Maguire et al., 1997) und erfährt bei der maturen Ratte

eine stagespezifische Ausprägung (Kliesch et al., 1992; Rannikko et al., 1996).

Funktionell übt FSH auf die immature Ratte in Abhängigkeit des Alters einen die Prolife-

ration der Sertolizellen stimulierenden bzw. einen die Apoptose der Keimzellen minimie-

renden Einfluss aus (Meachem et al., 2005). Einen über die Regulation des intrinsischen

Apoptoseweges vermittelten positiven Effekt auf das Überleben der Spermatogonien bele-

gen Ruwanpura et al. (2008) auch bei der maturen Ratte. Desweiteren scheint FSH bei

der immaturen Ratte über eine Steigerung sowohl der Androgen-Rezeptor (AR) mRNA

als auch deren Protein die Ansprechbarkeit der Sertolizellen gegenüber Testosteron zu

regulieren (Blok et al., 1989). Auch ein Testosteron-unabhängiger Effekt des FSH auf

die in der Sertolizelle erfolgende Synthese und Sekretion des Androgen-binding Protein

(ABP) ist für die immaturen Ratte beschrieben (Louis und Fritz, 1979).
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2.5 Testikuläre Hormonsynthese bei spezieller

Berücksichtigung der Situation beim Rüden

2.5.1 Steroidhormone

2.5.1.1 Testosteron

Testosteron ist das Hauptprodukt der caninen testikulären Steroidhormonsekretion

(Wassermann und Eik-Nes, 1969). Im Hoden erfolgt seine Synthese in den Leydigzellen

(Stocco, 1998), deren Ultrastruktur beim Hund einen Einfluss auf die speziesspezifische

Sekretionsmenge dieses Hormones besitzt (Zirkin et al., 1980). So beschreiben Zirkin

et al. (1980) nach in vitro Stimulation mit ovinem LH am perfundierten Hoden eine hoch-

signifikant positive Korrelation zwischen der mittleren Volumendichte des glatten ER und

der Sekretion von Testosteron. Die in Folge dieser Stimulation synthetisierte Mengen an

Testosteron benennen Ewing et al. (1979) bzw. Zirkin et al. (1980) beim Hund mit

116,4± 14,8 bzw. 113,5± 20,5 µg Testosteron pro g Leydigzelle und Stunde (x̄± SEM

bzw. SE).

Bereits Eik-Nes und Kekre (1963) berichten, dass beim Hund die Bildung von Testoste-

ron aus Cholesterol offensichtlich bevorzugt über den ∆5-Metaboliten 17α-Hydroxypreg-

nenolon erfolgt. Auch Tremblay und Belanger (1985) erbringen nach Stimulation mit

einem LHRH-Analogon den Nachweis eines Anstieges der ∆5-Steroide und bestätigen so

die Bedeutung des ∆5-Syntheseweges für die canine testikuläre Steroidogenese.

Die Freisetzung des Testosterons erfolgt episodisch (Boulanger et al., 1982; Thun et al.,

1990), wobei bislang weder eine diurnale (DePalatis et al., 1978) noch eine circadiane

(Boulanger et al., 1982; Thun et al., 1990) Rhythmik nachgewiesen ist. Im Tagesverlauf

unterliegen die im peripheren Blutplasma bestimmten Messwerte großen Schwankungen

(Boulanger et al., 1982). Die Testosteronkonzentrationen bewegen sich zwischen 0,4 -

6,0 ng/ml (DePalatis et al., 1978), 0,7 - 23,0 nmol/l (entspricht 0,2 - 6,6 ng/ml) (Sundby

und Ulstein, 1981) und 3,7 - 21,8 nmol/l (entspricht 1,1 - 6,3 ng/ml) (Thun et al., 1990).

Die Variation der mittleren Testosteronkonzentration benennen Sundby und Ulstein,

1981 mit 26 - 62%.
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Tabelle 2.1 bietet eine Übersicht über die in der jüngeren Literatur publizierten Werte

der peripheren Testosteronkonzentrationen bei Rüden.

Tabelle 2.1: Testosteronkonzentration (ng/ml) im venösen peripheren Blutplasma
adulter Rüden [Mittelwert (x̄, x̄±SD 1, x̄±SE bzw. SEM 2 oder x̄geom. (SF));

Bereich (min. -max.)]

ng/ml

Mittelwert Bereich

Ludwig et al., 2009 1,2 (2,8) 0,7 - 2,1

Kawakami et al., 2007 2,34± 0,20 2

Koch et al., 2006 2,5± 0,9 1 1,5 - 3,8

Ortega-Pacheco et al., 2006 2,0± 1,6 c,1

Kawakami et al., 2004 2,05± 0,34 2

Mischke et al., 2002 0,05 - 3,70

Peters et al., 2000 3,7± 0,4 c,2

Riesenbeck et al., 1999 1,93 (2,95) / 2,80 (2,17)

Röcken et al., 1995 0,24 - 6,02

Knol et al., 1993 2,8± 0,5 c,2

Thun et al., 1990 1,1 - 6,3 c

Tremblay und Belanger, 1985 2,4± 0,35 2

Tremblay et al., 1984 2,617± 0,382 a

Sundby und Ulstein, 1981 0,2 - 6,6 c

DePalatis et al., 1978 0,4 - 6,2

Lloyd et al., 1975 0,472± 0,023 b,2

Comhaire et al., 1974 0,82 b 0,215 - 2,13

Tremblay et al., 1972 1,15± 0,46 b,1

Wassermann und Eik-Nes, 1969 0,2 b

zur besseren Vergleichbarkeit erfolgt die Darstellung aller Werte in ng/ml

[Umrechnung: a pg/ml in ng/ml; b ng/100ml in ng/ml; c nmol/l in ng/ml (Divisor 3,467)]

Von einer saisonalen Beeinflussung der Testosteronkonzentration gehen Falvo et al. (1980)

aus, die im Blutplasma von Hunden eine signifikante Erhöhung der über das Jahr relativ
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niedrigen Testosteronkonzentration gegen Ende August/Anfang September feststellten

und dies als mögliches Relikt einer evolutionär bedingten Paarungszeit der Carnivoren

interpretieren. Taha et al. (1981) sowie Thun et al. (1990) verneinen jedoch jeglichen

saisonalen Einfluss auf die Testosteronsekretion. Einen von Brendler et al. (1983) für

adulte Hunde beschriebenen negativen Einfluss des zunehmenden Alters auf die Testos-

teronkonzentration im peripheren Blutplasma können weder Taha und Noakes (1982)

noch Günzel-Apel et al. (1990), Lowseth et al. (1990) oder Peters et al. (2000)

bestätigen.

2.5.1.2 Östrogene

Die Bildung der Östrogene ist an das mikrosomale Enzym Aromatase Cytochrom P450

gebunden (Simpson et al., 2002). Im Hoden ist die Expression dieses Enzyms sowohl

in den präpubertären (Kurosumi et al., 1985; Bilińska et al., 2000; Hess und Roser,

2004; Mutembei et al., 2005) als auch den adulten (Kurosumi et al., 1985; Brodie und

Inkster, 1993; Nitta et al., 1993; Tsubota et al., 1993; Inkster et al., 1995; Leval-

let et al., 1998; Bilińska et al., 2000; Carpino et al., 2001; Hess und Roser, 2004;

Mutembei et al., 2005; Zhang et al., 2010) Leydigzellen nachgewiesen. Entsprechendes

gilt für die fetalen (Bonagura et al., 2011), immaturen (Carpino et al., 2001) und

maturen (Bilińska et al., 2000; Zhang et al., 2010) Sertolizellen. Aromotase-positive

Reaktionen zeigten sich ebenfalls in den Keimzellen, so den Spermatogonien (Zhang

et al., 2010), den Spermatozyten (Nitta et al., 1993; Bilińska et al., 2000; Carpino

et al., 2001), den runden (Nitta et al., 1993; Tsubota et al., 1993; Carpino et al.,

2001; Zhang et al., 2010), den elongierenden (Nitta et al., 1993; Tsubota et al., 1993)

und den elongierten (Nitta et al., 1993; Levallet et al., 1998; Carpino et al., 2001)

Spermatiden.

Das die höchste biologische Wirksamkeit entfaltende endogene Östrogen ist 17β-Estradiol

(Bamberg, 1994). Obwohl auch für den Rüden die testikuläre Synthese von 17β-Estradiol

nachgewiesen ist (Kelch et al., 1972), existieren keine Untersuchungen, welche sich mit

der sicheren Identifikation 17β-Estradiol-sekretierender Zellen im gesunden caninen Ho-

den befassen (Kawakami et al., 2004). Bei Hunden mit Sertolizelltumoren als auch bei
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einem Teil der Rüden mit Leydigzelltumoren war jedoch eine erhöhte periphere 17β-

Estradiolkonzentration nachweisbar (Riesenbeck et al., 1999). Einen signifikanten pe-

ripheren Anstieg dieses Hormons beschreiben Peters et al. (2000), Kawakami et al.

(2001) sowie Mischke et al. (2002) bei an Sertolizelltumoren erkrankten Rüden, Pe-

ters et al. (2000) beim Vorliegen caniner Leydigzelltumoren. Die an einem Seminom

leidenden Rüden wiesen zum Teil unveränderte (Peters et al., 2000), zum Teil erhöhte

(Comhaire et al., 1974) oder signifikant erniedrigte (Mischke et al., 2002) periphere

Estradiol-17β-Konzentrationen auf.

Einen Überblick über die im peripheren Blutplasma gesunder Rüden gemessenen 17β-

Estradiolkonzentrationen gibt Tabelle 2.2.

Tabelle 2.2: 17β-Estradiolkonzentration (pg/ml) im venösen peripheren Blutplas-
ma adulter Rüden [Mittelwert (x̄, x̄±SE bzw. SEM oder x̄geom. (SF)); Bereich

(min. -max.)]

pg/ml

Mittelwert Bereich

Ludwig et al., 2009 7,4 (1,7) 2 - 20,3

Mischke et al., 2002 8,6 - 31,5

Peters et al., 2000 3,45± 0,46 b

Riesenbeck et al., 1999 12,38 (1,77) / 11,48 (1,77)

Lloyd et al., 1975 31± 16 a

Comhaire et al., 1974 16 a 9,5 - 24 a

zur besseren Vergleichbarkeit erfolgt die Darstellung aller Werte in pg/ml

[Umrechnung: a ng/100ml in pg/ml; b pmol/l in pg/ml (Multiplikator 0,272)]

Mit 7,4 ng/100ml (entspricht 74 pg/ml) bzw. 298± 26 pmol/l (entspricht 81,1± 7,1 pg/ml)

messen Comhaire et al. (1974) sowie Peters et al. (2000) in der Vena testikularis eine

deutlich höhere 17β-Estradiolkonzentrationen als im peripheren Blut. Ein mit zunehmen-

dem Alter messbarer Abfall der 17β-Estradiolkonzentrationen war lediglich im testikulä-

ren (Peters et al., 2000), nicht aber im peripheren Blut (Brendler et al., 1983, Peters
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et al., 2000) feststellbar.

Innerhalb des Regelkreises der Hypothalamus-Hypophysen-Hoden-Achse wird den Östro-

genen ein allgemein hemmender Effekt auf die Freisetzung der Gonadotropine zugeschrie-

ben (Shupnik und Schreihofer, 1997). So beobachten Winter et al. (1982) nach Ap-

plikation von 17β-Estradiol eine signifikante Abnahme der FSH- und LH-Konzentrationen

im peripheren Blutplasma kastrierter Rüden.

2.5.2 Sonstige hormonelle Wirkstoffe testikulären Ursprungs

2.5.2.1 Inhibin und Aktivin

Hinsichtlich ihrer Bedeutung für die Reproduktion gehören Inhibin und Aktivin zu den

meist untersuchten Mitgliedern der Transforming Growth Factor β (TGF β)- Superfami-

lie (Barakat et al., 2012).

Die Bezeichnung „Inhibin“ fand erstmals Anwendung auf ein wasserlösliches testikuläres

Hormon, welches eine hemmende Eigenschaft auf die übermäßige hypophysäre Gonado-

tropin-Freisetzung post castrationem zeigte (McCullagh, 1932).

Bei Inhibin handelt es sich um ein dimeres Glykoprotein, welches aus einer über Disul-

fidbrücken verbundenen α- und β-Untereinheit besteht (Burger, 1988; de Kretser und

Robertson, 1989). Aufgrund des Vorkommens verschiedener Formen der β-Untereinheit

ist eine strukturelle Unterscheidung in Inhibin A (α-βA) und B (α-βB) möglich (de Kret-

ser et al., 2002; Barakat et al., 2012). Die testikuläre Synthese bzw. Sekretion des

Inhibins unterliegt der Stimulation durch FSH (Le Gac und de Kretser, 1982; Au

et al., 1986; McLachlan et al., 1988a; McLachlan et al., 1988b; Morris et al., 1988),

beim Mann zudem auch der durch LH (McLachlan et al., 1988a; McLachlan et al.,

1988b). Die Synthese des Inhibins ist vornehmlich in den Sertolizellen lokalisiert (Döcke,

1994c). Bei der adulten Ratte konnte die Inhibin-α-Untereinheit mittels immunhistoche-

mischer Detektion sowohl in den Sertoli- als auch den Leydigzellen nachgewiesen werden

(Majdic et al., 1997). Die Bildung von Inhibin durch die Leydigzelle adulter Ratten ist

in vitro zwar beschrieben (Maddocks und Sharpe, 1989; Risbridger et al., 1989), ein
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bedeutender Einfluss dieses Zelltyps auf die Inhibinkonzentration war im testikulären und

peripheren Blutplasma jedoch nicht nachweisbar (Maddocks und Sharpe, 1989).

Die Freisetzung des Inhibins ins Blutgefäßsystem erfolgt episodisch (Döcke, 1994c). Das

zirkulierende Inhibin des männlichen Organismus ist das Inhibin B (Anawalt et al., 1996;

Illingworth et al., 1996; Woodruff et al., 1996). Es besitzt eine negativ rückkop-

pelnde Wirkung auf die hypophysäre FSH-Synthese (Weiss et al., 1993) und -Sekretion

(Rivier et al., 1991; Hayes et al., 2001; Boepple et al., 2008). Unter zeitgleichem

Einwirken von Luteinisierendem Hormon (LH) übt Inhibin zudem einen lokal fördernden

Einfluss auf die gonadale Androgensynthese aus (Hsueh et al., 1987). Inhibin B ist als en-

dokriner Marker der Spermatogenese von diagnostischer Bedeutung (Pierik et al., 1998;

von Eckardstein et al., 1999; Hipler et al., 2001).

Funktioneller Antagonist des Inhibins ist das die Synthese und Freisetzung des hypophy-

sären FSH stimulierende Aktivin (Weiss et al., 1993). Bei Aktivin, welches aus zwei über

Disulfidbrücken verbundenen β-Untereinheiten besteht, wird zwischen Aktivin A (βA-βA),

Aktivin AB (βA-βB) und Aktivin B (βB-βB) unterschieden (de Kretser et al., 2002; Ba-

rakat et al., 2012). Intratestikulär ist ein proliferationsfördernder Effekt des Aktivin A

auf die Sertolizellen (Buzzard et al., 2003; Nicholls et al., 2012) sowie des Aktivin

A und B auf die Spermatogonien (Mather et al., 1990) immaturer Ratten beschrie-

ben. Das Vorkommen der Aktivin βA- und/oder Aktivin βB-mRNA-Untereinheiten ist in

einer Vielzahl an Geweben, inklusive dem Hoden und der Hypophyse, beschrieben (Meu-

nier et al., 1988; Schneider et al., 2000). Auch der Nachweis der das Aktivin bildenden

Peptid-Untereinheiten βA und/oder βB gelingt sowohl in der Hypophyse (Roberts et al.,

1989b; Uccella et al., 2000) als auch im Hoden (Roberts et al., 1989a; Majdic et al.,

1997). Das Vorliegen der die Aktivinrezeptoren Subtypen II (ActRII) und IIB (ActRIIB)

codierenden mRNA konnte bei der Ratte sowohl in der Hypophyse (Cameron et al.,

1994) als auch dem Hoden (Feng et al., 1993; Cameron et al., 1994) gezeigt werden.

Intratestikulär lokalisieren Cameron et al. (1994) bei adulten Ratten die ActRII-mRNA

in den pachytänen Spermatozyten und runden Spermatiden, die ActRIIB-mRNA hinge-

gen in den Leydigzellen. Ein auto- (Corrigan et al., 1991; Uccella et al., 2000) bzw.

parakriner (Hsueh et al., 1987; Uccella et al., 2000) Einfluss der Aktivine auf Ebene
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der Hypophyse (Corrigan et al., 1991; Uccella et al., 2000) als auch der männlichen

Gonaden (Hsueh et al., 1987) wird angenommen.

Während Garde et al. (1989) beim Hund das Inhibin in den Leydigzellen sowie den

Sertolizellen, Spermatogonien und primären Spermatozyten nachweisen konnten, detek-

tierten Taniyama et al. (2001) beim adulten Rüden die Inhibin- und Aktivin-bildenden

Untereinheiten α, βA und βB lediglich in den Leydigzellen. Auch Marino und Zang-

hi (2013) verneinen das Vorhandensein von Inhibin-Untereinheiten in den Sertolizellen

adulter Hunde. Banco et al. (2010) wiederum, welche Hunde unterschiedlichen Alters

untersuchten, beschreiben das Vorkommen von Inhibin-α nicht nur in den Leydigzellen

eines 6 Monate alten Welpens sowie adulter Rüden, sondern auch in den Sertolizellen

von Neonaten. Vergleichbare Ergebnisse liefern auch Grieco et al. (2011), welche beim

Rüden eine Änderung der zellulären Lokalisation der Inhibin-α-Expression im Verlauf der

testikulären Reifung vermuten. Die Leydigzelle stellt schließlich die primäre Quelle des

Inhibins dar (Taniyama et al., 2001; Grieco et al., 2011).

Die Inhibin-like Immunoreactivity im testikulären und peripheren venösen Blutplasma

adulter Rüden beträgt im Mittel 261± 32U/ml bzw. 17,5± 1,5U/ml (Peters et al.,

2000).

2.5.2.2 Relaxin

Relaxin ist ein Peptidhormon (Hoffmann, 1994), welches im männlichen Reprodukti-

onstrakt von Mensch (Essig et al., 1982) und Säugetier (Agoulnik, 2007) vornehmlich

in der Prostata synthetisiert wird. Während im menschlichen Hoden das Protein nicht

nachgewiesen wurde (Yki-Järvinen et al., 1983), gelang die intratestikuläre Lokalisati-

on eines Vorläuferproteins des Relaxins sowohl in den Leydigzellen des immaturen und

maturen Ebers (Kato et al., 2010), als auch in den Sertolizellen immaturer Ratten sowie

den Sertolizellen, den pachytänen Spermatozyten und den Spermatiden maturer Rat-

ten (Cardoso et al., 2010). Den Relaxin-like family peptide receptor 1 (Rxfp1), auch

Leucine-rich Repeat-containing G protein-coupled Receptor 7 (LGR7) genannt, lokalisie-

ren Kohsaka et al. (2009) und Kato et al. (2010) beim Eber in den Leydigzellen sowie
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den Zellen des Keimepithels, bei der Ratte wiesen ihn Filonzi et al. (2007) in den spä-

ten Keimzellstadien und „diffus“ im basalen Kompartiment der Tubuli seminiferi sowie

in kultivierten Sertolizellen nach. Aufgrund des testikulären Vorkommens des Relaxin-

Vorläuferproteins sowie des Relaxin-Rezeptors nehmen Cardoso et al. (2010) bei der

Ratte das Vorliegen intratestikulärer autokriner oder parakriner Regulationsmechanis-

men sowie einen direkten oder indirekten Einfluss des Peptids auf die Spermatogenese an.

Während das canine Seminalplasma eine Relaxinkonzentration von 228± 223 ng/ml

(x̄± SD) aufweist (Steinetz et al., 1996), scheiterte ein Nachweis dieses Peptidhormons

im Blut von Rüden (Steinetz et al., 1987; Steinetz et al., 1996).

2.5.2.3 Relaxin-like Faktor (RLF)/Insulin-like Peptide 3 (INSL3)

Nachdem Adham et al. (1993) in den Leydigzellen des Ebers ein der Insulin-IGF-Relaxin-

Familie zugehöriges „Leydig insulin-like“ (Ley-I-L) Peptid isoliert hatten, identifizieren

Büllesbach und Schwabe (1995) beim Menschen das Ley-I-L Peptid als Relaxin-like

factor (RLF). Der RLF, in jüngerer Literatur auch Insulin-like Peptide 3 (INSL3) genannt,

stellt ein Hauptprodukt der Leydigzelle dar (Anand-Ivell et al., 2009). Seine testikuläre

Expression auf Proteinebene wurde erstmals durch Ivell et al. (1997) bestätigt. Der RLF

vermittelt seine Funktion als spezifischer Ligand über den Leucine-rich Repeat-containing

G Protein-coupled Receptor 8 (LGR8) (Kumagai et al., 2002; Bogatcheva et al., 2003).

Beim Rüden wurde der/das RLF/INSL3 in den fetalen (Arrighi et al., 2009) und post-

pubertären (Klonisch et al., 2001; Arrighi et al., 2009) Leydigzellen nachgewiesen.

Das entsprechende LGR8-Protein fanden Arrighi et al. (2009) im fetalen Hodengewe-

bes des Hundes in selbigem Zelltyp. Für den fertilen Mann gelang der Nachweis dieses

Rezeptorproteins nicht nur in den Leydigzellen, sondern auch den runden Spermatiden

(Anand-Ivell et al., 2006).

Neben einer möglichen funktionellen Bedeutung als Mechanismus zur autokrinen Selbstre-

gulation der Leydigzelle (Anand-Ivell et al., 2006) übt INSL3 bei der immaturen Ratte

einen parakrin vermittelten anti-apoptotischen Effekt auf die Keimzellen aus (Kawamu-

ra et al., 2004). Wie Anand-Ivell et al. (2009) gezeigt haben, scheint im Interstitium
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produziertes INSL3 die Blut-Hoden-Schranke der Ratte passieren zu können. Als weitere

Funktion des INSL3 nennen Nef und Parada (1999) und Zimmermann et al. (1999)

dessen fördernden Einfluss auf die transabdominale Phase des Descensus testis.

2.5.2.4 Oxytocin

Bei dem zyklischen Peptid Oxytocin handelt es sich um ein Hormon, welches vorwiegend

im Hypothalamus, aber auch außerhalb des Gehirns gebildet wird (Döcke, 1994a), zum

Beispiel im Hoden der Ratte und des Mannes (Nicholson et al., 1984) sowie der Pro-

stata des Mannes (Whittington et al., 2004). Im caninen Hoden wurde Oxytocin in

den Leydigzellen nachgewiesen (Pickering et al., 1989), jedoch fehlt für den Hund eine

grundlegende Information über das testikuläre Vorkommen eines entsprechenden Rezep-

tors (Traas und Kustritz, 2004). Die intratestikuläre Detektion sowohl des Oxytocins

(Yeung et al., 1988) als auch des Oxytocinrezeptors (Bathgate und Sernia, 1994)

gelang in den Leydigzellen der Ratte. Entsprechendes gilt für den Weißbüschelaffen, bei

welchem zudem auch in einigen Sertolizellen Oxytocin auffindbar war (Einspanier und

Ivell, 1997). Eine Lokalisierung des Oxytocinrezeptors sowohl in den Leydig- als auch

den Sertolizellen ist für den Schafbock (Whittington et al., 2001) sowie den Maka-

ken und den Menschen (Frayne und Nicholson, 1998) beschrieben. Trotz fehlenden

Nachweises eines in den testikulären peritubulären Myoidzellen der Ratte gelegenen Oxy-

tocinrezeptors (Howl et al., 1995), beobachteten Frayne et al. (1996) einen die Sper-

miation begünstigenden Einfluss des Oxytocins bei der pubertären Ratte. Im Gegensatz

zum Kaninchen (Fjellström et al., 1968) zeigen jedoch spermatologische Untersuchun-

gen beim Rüden nach Applikation eines exogenen Oxytocins weder eine Steigerung des

mittleren Ejakulatvolumens noch eine Erhöhung der darin enthaltenen mittleren Anzahl

an Spermatozoen (Traas und Kustritz, 2004).

2.5.2.5 Prostaglandine

Die zur Gruppe der Eicosanoide gehörenden Prostaglandine (Löffler, 1998) sind Ab-

kömmlinge der Arachidonsäure (van Dorp et al., 1964; Löffler, 1998). Ihr erster Nach-

weis erfolgte beim Menschen im Sperma sowie den Geweben und Sekreten von Prostata

und Samenblase (von Euler, 1935). Auch im Hoden von Schwein (Michael, 1973),
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Ratte (Carpenter, 1974) und Mensch (Carpenter et al., 1978) sind Prostaglandine

auffindbar. Sowohl für die Ratte (Reddy et al., 1992) als auch den Menschen (Car-

penter et al., 1978) ist eine intratestikuläre, mikrosomale Synthese der Prostaglandine

beschrieben. Das qualitativ bedeutendste Produkt stellt bei der Ratte das Prostaglan-

dinF2a (PGF2a) dar (Reddy et al., 1992). Suzuki-Yamamoto et al. (2007) lokalisierten

bei Mäusen die für die Bildung des PGF2α essentiellen Enzyme Cyclooxygenase-1 (COX-

1) und PGF2α-Synthase sowie den Signal-vermittelnden ProstaglandinF-Rezeptor (FP)

in den Leydigzellen, sodass ein autokriner Einfluss des PGF2α auf die Regulation der

murinen Leydigzelle möglich erscheint (Suzuki-Yamamoto et al., 2007). Zellkulturstu-

dien belegen, dass PGF2α beim Syrischen Goldhamster eine dosisabhängige Reduktion

der hCG-stimulierten Testosteronsekretion durch verringerte Expression von Steroidoge-

nic Acute Regulatory Protein (StAR Protein) und 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase

(17β-HSD) hervorruft (Frungieri et al., 2006). Einen weiteren lokal vermittelten Effekt

des testikulären PGF2α sehen Tripiciano et al. (1998) bei der Ratte in der Beeinflussung

der Kontraktilität der peritubulären Myoidzellen, welche zum Transport der Spermien so-

wie der testikulären Flüssigkeit beitragen (Maekawa et al., 1996). Sowohl Farr und

Ellis (1980) als auch Tso und Lacy (1975) wiesen bei der Ratte einen modulierenden

Einfluss diverser Prostaglandine auf die Kontraktilität der Tubuli seminiferi nach. Wäh-

rend PGF2α die Frequenz der tubulären Kontraktionen erhöhte (Tso und Lacy, 1975;

Farr und Ellis, 1980), erniedrigte ProstaglandinE2 (PGE2) diese (Farr und Ellis,

1980). Die Synthese des PGE2 konnte bei der Ratte in den immaturen und maturen Ser-

tolizellen gezeigt werden (Cooper und Carpenter, 1987). Bei Mäusen ist ein negativer

Einfluss dieses Prostaglandins auf die Spermatogenese beschrieben (Abbatiello et al.,

1975; Abbatiello et al., 1976). So beobachteten Abbatiello et al. (1975) bei der adul-

ten Maus nach 15-tägiger Applikation von PGE2 eine Hemmung der Spermienbildung

mit vermehrter intratubulärer Freisetzung unreifer Keimzellen; ein Effekt, der auch beim

maturen Rüden nachweisbar war (Moskovitz et al., 1987).

2.5.2.6 GnRH-like Faktor

Das Vorkommen des als GnRH-like Factor bezeichneten extrahypothalamischen Peptids

ist sowohl im Hoden von Mensch (Sharpe und Fraser, 1980a) und Ratte (Bhasin
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und Swerdloff, 1984) als auch im Seminalplasma des Menschen (Chan und Tang,

1983) beschrieben worden. Seine intratestikuläre Lokalisation gelang beim Menschen in

der die Leydigzellen umgebenden Gewebeflüssigkeit (Sharpe und Fraser, 1980a) und

bei der Ratte im Zytoplasma der Leydigzellen sowie im Zellkern besonders basal gelege-

ner Spermatogonien (Paull et al., 1981). Während Paull et al. (1981) die Synthese des

GnRH-like factors in den Leydigzellen vermuten, identifizierten Sharpe et al. (1981) im

in vitro Versuch die Sertolizellen von Ratten als Sekretionsorgan des GnRH-like factors.

Aufgrund der bei Ratten ebenfalls im Interstitium (Bourne et al., 1980; Bahk et al.,

1995) bzw. in den Leydigzellen (Clayton et al., 1980; Sharpe und Fraser, 1980b)

nachgewiesenen GnRH-Rezeptoren, postulieren Bahk et al. (1995) einen im Hoden mög-

licherweise parakrinen Einfluss des GnRH-like factors. Eine funktionelle Bedeutung des

GnRH-like factors liegt in der bei Ratten im in vitro Versuch beobachteten dosisabhän-

gigen Hemmwirkung auf die testikuläre Testosteronsynthese (Bhasin und Swerdloff,

1984).

2.5.2.7 Ghrelin

Bei dem erstmals aus dem Magen der Ratte extrahierten Peptid Ghrelin handelt es sich

um einen Wachstumshormon-freisetzenden, endogenen Liganden des Growth Hormon Se-

cretagogue (GHS)-Rezeptors (Kojima et al., 1999). Während beim Hund das Vorlie-

gen eines Vorläufers des Ghrelins bislang lediglich im Fundus und Corpus des Magens

nachgewiesen ist (Tomasetto et al., 2001), beschreiben Gnanapavan et al. (2002) die

mRNA-Expression des Ghrelins in einer Vielzahl verschiedener humaner Gewebe, unter

anderem der Hypophyse und dem Hoden. Auch für die Ratte ist eine testikuläre Ex-

pression der Ghrelin-mRNA belegt (Tena-Sempere et al., 2002). Die intratestikuläre

Lokalisation des Proteins im adulten Individuum gelang bei der Ratte in den Leydigzel-

len (Tena-Sempere et al., 2002), beim Menschen sowohl in den Leydig- als auch den

Sertolizellen (Gaytan et al., 2004; Ishikawa et al., 2007). Der entsprechende funktionale

GHS-Rezeptor Typ 1a ist in den Leydig- und Sertolizellen der adulten Ratte (Barreiro

et al., 2003) sowie den Leydig-, Sertoli- und Keimzellen des adulten Menschen (Gay-

tan et al., 2004) nachweisbar. Die Möglichkeit eines direkten Einflusses des Ghrelins auf

die Hodenfunktion belegen erstmals Tena-Sempere et al. (2002), welche in vitro einen
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dosisabhängigen Hemmeffekt dieses Peptids auf die hCG- und cAMP-stimulierte Testos-

teronsekretion der Ratte aufzeigten. In Bezug auf den Menschen beobachten Ishikawa

et al. (2007) eine negative Korrelation zwischen der Anzahl Ghrelin-exprimierender Ley-

digzellen und der Testosteronkonzentration im Serum.

Über die testikuläre Wirkung hinausgehend beeinflusst Ghrelin die Funktionalität der

Hypothalamus-Hypophysen-Hoden-Achse (Dupont et al., 2010). So beobachteten

Lebrethon et al. (2007) bei sexuell maturen männlichen Ratten nach Verabreichung

von Ghrelin eine erniedrigte hypothalamische Freisetzungsfrequenz des GnRH. Desweite-

ren weisen adulte männliche Ratten nach kontinuierlicher Langzeitapplikation von Ghre-

lin eine signifikant reduzierte Sekretion der hypophysären Gonadotropine auf (Martini

et al., 2006). Übereinstimmende Ergebnisse existieren auch für den Mann, welcher nach

pulsatiler Ghrelin-Gabe eine signifikante Abnahme der Blutplasmakonzentration an LH

(Kluge et al., 2007) und FSH (Kluge et al., 2009) erfährt.

2.6 Wirkung des Steroidhormons Testosteron

2.6.1 Genomische Wirkung

2.6.1.1 Androgenrezeptor

Der Androgenrezeptor (AR) als „klassischer Steroidhormonrezeptor“ (Kang et al., 2003)

stellt einen Liganden-modulierten Transkriptionsfaktor der Kernrezeptor-Superfamilie

Typ I dar (Forman und Samuels, 1990; Mangelsdorf et al., 1995). Sein entspre-

chendes Gen ist beim Mensch X-chromosomal perizentromer (Migeon et al., 1981; Lu-

bahn et al., 1988) im Bereich q11→ q12 (Brown et al., 1989) lokalisiert und besteht aus

acht Exons (Kuiper et al., 1989). Gemäß Brinkmann et al. (1989a) weist das humane

AR-Gen einen Open Reading Frame von 2751 bp auf. Entsprechend ist für den Hund ein

offener Leserahmen mit insgesamt 2721 bp identifiziert, welcher die genetische Expressi-

on des aus 907 Aminosäuren bestehenden sowie theoretisch 98,7 kDa schweren caninen

AR-Proteins erlaubt (Lu et al., 2001). Auch beim Menschen beträgt die rechnerisch er-

mittelte Molekularmasse des AR 98,8 kDa (Brinkmann et al., 1989a), jedoch belegen

sowohl Brinkmann et al. (1989b) als auch van Laar et al. (1989), dass es sich bei
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diesem real um ein 110 kDa schweres Protein handelt. Zudem beschreiben Wilson und

McPhaul (1996) in einer Vielzahl verschiedener reproduktiver sowie nicht-reproduktiver

humaner Gewebe die Existenz einer weitaus selteneren Isoform des humanen AR-Proteins

mit lediglich 87 kDa.

Der AR läßt sich funktionell in drei wesentliche Abschnitte untergliedern: die eine hohe

Variabilität aufweisende N-terminal Domain (NTD), sowie die beiden über eine Hinge

Region verbundenen, hochkonservierten Bindungsdomänen DNA-binding Domain (DBD)

und Ligand-binding Domain (LBD) (Gao et al., 2005; Koochekpour, 2010).

2.6.1.2 Abruf der genomischen Wirkung

In ungebundenem Zustand weist der AR in der Zielzelle eine vorwiegend zytoplasmatische

Lokalisation auf (Tyagi et al., 2000; Loy et al., 2003). Seine heterokomplexe Struktur

wird durch die Assoziation mit den Chaperonen Heat Shock Protein (HSP) 90, HSP 70

und HSP 56 bedingt (Veldscholte et al., 1992). Das HSP 90 ist an den AR über dessen

LBD gebunden (Marivoet et al., 1992; Nemoto et al., 1994) und dient der Aufrecht-

erhaltung der gegenüber dem Liganden hochaffinen Konformation des AR (Fang et al.,

1996). Testosteron und 5α-DHT fungieren als physiologische Liganden (Roy und Chat-

terjee, 1995). Nach Bindung des Liganden an die LBD ist neben der Dissoziation der

HSP (Veldscholte et al., 1992) auch eine Konformationänderung des AR zu beobach-

ten, welche mit der räumlichen Annäherung der aminoterminalen NTD und der carboxy-

terminalen LBD (intramolekulare N/C-Interaktion) einhergeht (Schaufele et al., 2005).

Der Liganden-gebundene AR erfährt innerhalb von 15 bis 60 Minuten eine Translokation

in den Kern (Tyagi et al., 2000). Die intranukleären Abläufe beschreiben van Royen

et al. (2012) wie folgt:

Im Kern angekommen erfährt der überwiegende Teil der AR über die in der DBD ge-

legene Dimerization-Box (D-Box) eine intermolekulare N/C-Interaktion. Zwischen den

entstandenen AR-Homodimeren und den AR-Monomeren bildet sich eine stabile Po-

pulation aus. Während die Homodimere mit dem Zielgen sowohl über ein high-affinity

als auch ein low-affinity Androgen Response Element (ARE) in Kontakt treten, gelingt

dieses den Monomeren nur bei Bindung zweier einzelner AR-Moleküle an ein high-
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affinity ARE und nachfolgender Dimerisierung. Die sich anschließende Aufhebung der

N/C-Interaktionen erlaubt den DNA-gebundenen AR die Bindung von Coregulatoren

und initiiert somit die Transkription.

2.6.2 Nicht-genomische Wirkung

Die bereits innerhalb weniger Sekunden bis Minuten resultierenden nicht-genomischen

Hormonwirkungen der Androgene erfolgen Membran-vermittelt und ohne Beteiligung von

Transkriptions- und Translationsvorgängen, wobei eine nachfolgende Aktivierung der ge-

nomisch vermittelten Hormonwirkung nicht auszuschließen ist (Foradori et al., 2008).

In Bezug auf die Sertolizellen sind bislang zwei verschiedene „nicht-klassische“ Wirkme-

chanismen des Testosterons identifiziert (Walker, 2010). So bewirkt Testosteron zum

einen einen innerhalb weniger Sekunden erfolgenden intrazellulären Ca2+-Influx (Gorc-

zynska und Handelsman, 1995; von Ledebur et al., 2002), zum anderen aktiviert

es unter Einbeziehung der Tyrosinkinase Src (sarcom) und des Epidermal Growth Factor

(EGF)-Rezeptors die Mitogen-Activated Protein (MAP)-Kinase Kaskade und nachfolgend

das cAMP-Response Element-binding (CREB)-Protein (Cheng et al., 2007).

Eine funktionelle Bedeutung der „nicht-genomischen“ bzw. „nicht-klassischen“ Wirkungen

des Testosterons für die Sertolizelle scheint in der Verbesserung sowohl der interzellulä-

ren Kommunikation der Gap Junctions (Lyng et al., 2000) als auch der Adhäsion und

Freisetzung der Keimzellen (Walker, 2010) zu bestehen.

2.7 Proliferation und Apoptose des Hodens

2.7.1 Proliferation

Allgemein ist unter der Proliferation eine im Rahmen des Zellzyklus erfolgende quantita-

tive Zunahme der Zellzahl zu verstehen (Pardee, 1989).

Der Zellzyklus ist in die im Wechsel auftretende Mitose- und Interphase untergliedert

(Liebich, 1999b). Die stoffwechselaktive Interphase bezeichnet somit den zwischen den

mitotischen Zellteilungen gelegenen Zeitraum und wird in die von Howard und Pelc
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(1986) definierte Gap1 (G1)-, Synthese (S)- und Gap2 (G2)-Phase unterschieden (Patt

und Quastler, 1963). Patt und Quastler (1963) benennen zudem die Gap0 (G0)-

Phase mit einer als „resting reserve“ fungierenden Zellpopulation. Diese besteht aus vor-

übergehend oder dauerhaft teilungsinaktiven, vollständig ausdifferenzierten postmitoti-

schen Zellen (Liebich, 2000). Der Eintritt einer in der G0- bzw. frühen G1-Phase befindli-

chen Zelle in die Proliferation unterliegt der Anregung durch eine Vielzahl von Mitogenen,

unter anderem den Rezeptor-vermittelten Wachstumsfaktoren (Gillett und Barnes,

1998). Funktionell dient die mit der RNA- und Proteinsynthese einhergehende G1-Phase

sowohl dem zytoplasmatischen Zellwachstum als auch der Vorbereitung auf die S-Phase,

in welcher schließlich die Replikation der DNA sowie die Synthese der hierfür erforder-

lichen chromosomalen Proteine erfolgt (Liebich, 2000). Die prämitotische G2-Phase ist

durch die Bildung bzw. Freisetzung der eigens die Zellteilung betreffenden Proteine und

der beginnenden Kondensation der Chromosomen gekennzeichnet (Prescott, 1968). Mit

Vollendung der Interphase setzt die in Pro-, Prometa-, Meta-, Ana- und Telophase geglie-

derte Mitose ein (Liebich, 2000).

2.7.1.1 Ki-67

Das als Non-Histon-Protein (Gerdes et al., 1991) identifizierte Ki-67 wurde erstmals

durch Gerdes et al. (1983) als Antigen des murinen monoklonalen Antikörpers Ki-67 in

proliferierenden menschlichen Gewebezellen detektiert. Der Terminus „Ki-67“ leitet sich

sowohl von dem Herstellungsort des Antikörpers (Kiel) als auch der Nummer dessen ori-

ginären, in einer 96-Well-Plate befindlichen Zellklons ab (Scholzen und Gerdes, 2000).

Das im Nukleus proliferierender Zellen aufgefundene humane Protein Ki-67 (pKi-67)

(Gerdes et al., 1983) ist durch ein annähernd 30000 bp großes (Duchrow et al., 1996),

auf dem Chromosom 10 lokalisiertes (Schonk et al., 1989; Fonatsch et al., 1991) Gen

codiert. Seine Primärstruktur wurde von Schlüter et al. (1993) beschrieben. Während

beim Menschen zwei Isoformen des pKi-67 mit einer molekularen Masse von 345 kDa bzw.

395 kDa identifiziert wurden (Gerdes et al., 1991), fanden Scholzen et al. (1997) (Ab-

stract) in murinen Tumorzellen vier auf alternativem Splicing basierende Varianten des

Proteins. Neben der durch Gerdes et al. (1984) beobachteten ausschließlichen Lokalisa-
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tion des pKi-67 in der aktiven G1-, S-, G2 und Mitose-Phase des Zellzyklus, geben Bull-

winkel et al. (2006) erste Hinweise auf das Vorkommen des Antigens auch in ruhenden

Zellen. Die spezifische intranukleäre Lokalisation des pKi-67 ist dem Verlauf des Zellzy-

klus angepasst (Brown und Gatter, 2002). Hinsichtlich der funktionellen Bedeutung

von pKi-67 belegen Untersuchungen von Bullwinkel et al. (2006) und Rahmanzadeh

et al. (2007) dessen Teilnahme an der frühen rRNA-Synthese. Die Eignung des pKi-67 als

Marker der Proliferation beschreiben bereits Gerdes et al. (1983, 1984). Einen Überblick

über die frühe histopathologische Verwendung des monoklonalen Ki-67-Antikörpers geben

Brown und Gatter (1990).

2.7.2 Apoptose

Als „Apoptosis“ definieren erstmals Kerr et al. (1972) eine bis dahin als „shrinkage necro-

sis“ (Kerr, 1965; Kerr, 1971) bezeichnete Form des aktiven, programmierten Zelltods,

welche der physiologischen Regulation einer Zellpopulation dient (Kerr et al., 1972).

Histologisch manifestiert sich die Apoptose im Auftreten sogenannter „apoptotic bodies“,

Membran-gebundener zellulärer Überreste, welche aus der Kondensation von Zytoplasma

und nukleärem Chromatin, der Degradierung des Zellkerns und schließlich der Fragmen-

tierung der Zelle resultieren (Kerr et al., 1972).

2.7.2.1 Apoptose im Rahmen der Spermatogenese

Studien zur quantitativen Ausbeute der Spermatogenese belegen degenerationsbedingte

Verluste (Roosen-Runge, 1955, Oakberg, 1956). So beschreiben Krishnamurthy

et al. (1998) bei der Maus einen Verlust von ungefähr 2% aller Keimzellen zu jedem

Zeitpunkt der Spermatogenese, während Swierstra und Foote (1963) von einer letzt-

lich um insgesamt 24% reduzierten Ausbeute an Spermatiden beim Kaninchen berichten.

Untersuchungen der Spermatogoniogenese zeigen eine Keimzelldegeneration von 10,6%

(Clermont, 1962) bzw. circa 75% bei der Ratte (Huckins, 1978) und 66% bei dem

chinesischen Hamster (De Rooij und Lok, 1987). Im Verlauf der Spermatozytogenese

und Spermiogenese beobachteten Clermont (1962) bei der Ratte eine um 27,4% und

Oakberg (1956) eine um 13% verminderte Ausbeute an Spermatiden.
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Der beschriebene Keimzellverlust resultiert aus einem apoptotischen Zelluntergang

(Brinkworth et al., 1995; Blanco-Rodríguez und Martínez-García, 1996; Hikim

et al., 1998). Dieser konnte im Verlauf der physiologischen Spermatogenese bei der Ratte

(Brinkworth et al., 1995; Blanco-Rodríguez und Martínez-García, 1996), dem

Meerschwein (Hingst und Blottner, 1995), dem Kaninchen (Blanco-Rodríguez,

2002a), der Katze (Blanco-Rodríguez, 2002b), dem Reh (Hingst und Blottner,

1995), dem Rind (Hingst und Blottner, 1995), dem Pferd (Heninger et al., 2004)

und dem Menschen (Hikim et al., 1998) nachgewiesen werden. Obwohl die Apoptose in

nahezu allen Keimzelltypen und in fast jedem Stadium des Keimepithelzyklus beobachtet

werden konnte (Blanco-Rodríguez und Martínez-García, 1996), wiesen Blanco-

Rodríguez et al. (2003) bei Maus, Ratte, Kaninchen und Katze sowie Heninger et al.

(2004) beim Pferd nach, dass vornehmlich Spermatogonien und Spermatozyten Stage-

spezifisch in Abhängigkeit der mitotischen und meiotischen Teilungen betroffen sind.

Oakberg (1956) sieht in diesem Zelluntergang eine funktionelle Bedeutung im Hinblick

auf die Eliminierung chromosomal geschädigter Keimzellen. Nach Huckins (1978) und

Lee et al. (1997) scheint zudem eine apoptotische Degeneration überzähliger Keimzellen

als Folge der begrenzten funktionellen Kapazität der Sertolizellen möglich.

Neben der im Rahmen der Spermatogenese spontan auftretenden Apoptose (Blanco-

Rodríguez und Martínez-García, 1996) bedingen bei der Ratte desweiteren Minde-

rungen der Gonadotropin- (Tapanainen et al., 1993; Marathe et al., 1995; Meachem

et al., 1999; Ruwanpura et al., 2008) oder Testosteronsekretion (Troiano et al., 1994;

Bakalska et al., 2004), Hypo- (Blanco-Rodríguez und Martínez-García, 1997)

und Hyperthermie (Blanco-Rodríguez und Martínez-García, 1998), radioaktive

(Henriksén et al., 1996) und elektromagnetische (Saygin et al., 2011) Strahlung sowie

verschiedene proapoptotischen Agentien (Blanco-Rodríguez und Martínez-García,

1998) die apoptotische Keimzelldegeneration.

2.7.2.2 Apoptotische Signaltransduktion

Die den apoptotischen Untergang männlicher Keimzellen auslösende Signaltransduktion

erfolgt sowohl über einen intrinsischen, mitochondrial vermittelten als auch einen extrin-
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sischen, Tumor Necrosis Factor Receptor (TNFR)-vermittelten Signalweg (Shaha, 2007).

Der intrinsische Mechanismus wird durch eine Vielzahl extra- und intrazellulärer Signa-

le ausgelöst (Nuñez et al., 1998). Beispielsweise verursacht das zelluläre Vorkommen

schadhafter DNA eine mittels Aktivierung proapoptotischer Proteine bedingte Öffnung

mitochondrialer Poren, sodass es zur intrazytoplasmatischen Freisetzung des mitochon-

drialen Cytochrom C kommt (Fan et al., 2005). In der Folge geht das Cytochrom C

mit dem „Apoptosis-inducing factor-1“ (Apaf-1) eine Verbindung ein (Zou et al., 1997),

welche, in Gegenwart des Nukleotids Adenosintriphosphat (ATP) oder auch Desoxy-

Adenosintriphosphat (dATP) (Reubold et al., 2009), mit weiteren Apaf-1/Cytochrom C-

Komplexen zu einem radförmigen, regulär heptameren Apoptosom oligomerisiert

(Acehan et al., 2002). Via Apoptosom erfolgt die Aktivierung des Zymogens Procaspase-

9 (Shi, 2002). Die aktivierte Caspase-9 schließlich erfährt eine Loslösung vom Apoptosom

(Zou et al., 1999) und dient der proteolytischen Aktivierung der exekutiven Procaspasen-

3 und Procaspase-7 (Renatus et al., 2001; Fan et al., 2005).

Die extrinsische Initiation der apoptotischen Effektor-Caspasen erfolgt Rezeptor-vermittelt

(Chowdhury et al., 2008). Sie bedarf der Bindung eines Liganden aus der Tumor Necrosis

Factor (TNF)-Superfamilie an den entsprechenden Rezeptor (Guicciardi und Gores,

2009). Neben dem TNF-Receptor 1 (TNF-R1) sowie dem TNF-related Apoptosis-inducing

Ligand-Receptor 1 und 2 (TRAIL-R1 und -R2) ist Fas einer der am ausführlichsten er-

forschten Todesrezeptoren (Guicciardi und Gores, 2009). Auch im Hinblick auf die

Apoptose der testikulären Keimzellen legen Untersuchungen eine besondere Bedeutung

des Fas-Systems nahe (Lee et al., 1997; Pentikäinen et al., 1999; Nair und Shaha,

2003). Aufgrund der intratubulär vorliegenden Verteilung des Fas und seines Liganden

(FasL) vermuten Lee et al. (1997) und Francavilla et al. (2000) eine parakrin initiierte

Apoptose der Fas-exprimierenden testikulären Keimzellen. Die apoptotische Signaltrans-

duktion wird durch Interaktion des FasL mit dem über eine Pre-ligand Binding Assembly

Domain (PLAD) trimerisierten Fas-Komplex eingeleitet (Siegel et al., 2000). Dabei indu-

ziert der FasL eine Konformationsänderung des Rezeptorkomplexes, welcher in der Folge

via Death Domain (DD) das adaptive Fas-associated Protein with Death Domain (FADD)

homotypisch bindet (Guicciardi und Gores, 2009). Das FADD wiederum weist an sei-

nem N-terminalen Ende eine Death Effector Domain (DED) auf (Chinnaiyan et al.,
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1995), die mit einer DED sowohl der Procaspase-8 (Muzio et al., 1996; Medema et al.,

1997) als auch der Procaspase-10 (Wang et al., 2001) in Wechselwirkung zu treten scheint.

Es resultiert der aus Fas, FADD und dem Zymogen der Caspase-8 bzw. der Caspase-10

bestehende Death-inducing Signaling Complex (DISC), an welchem sich schließlich die Ak-

tivierung der entsprechenden gebundenen Procaspase-8 und 10 vollzieht (Launay et al.,

2005). Die Caspasen-8, -9 und -10 fungieren als Initiatoren einer Caspase-Kaskade, welche

in der Aktivierung der den apoptotischen Zelluntergang auslösenden Effektor-Caspasen-3,

-6 und -7 resultiert (Fan et al., 2005).

2.7.2.2.1 Caspase-3 Eine zentrale Bedeutung in der apoptotischen Zelldegeneration

besitzen die der Familie der Interleukin-1ß-converting Enzyme (ICE) angehörenden Aspar-

tat-spezifischen Cysteinproteasen (Fan et al., 2005), die sogenannten Caspasen

(Alnemri et al., 1996). Insgesamt sind bei Säugetieren bislang 14 Caspasen identifziert

(Fan et al., 2005), welche entsprechend ihrer strukturellen Homologie (Fan et al., 2005;

Chowdhury et al., 2008) sowie ihrer funktionellen Bedeutung (Chowdhury et al.,

2008) in apoptotische Aktivator-/Initiator- bzw. Exekutor/Effektor–Caspasen sowie Ent-

zündungsmediatoren unterschieden werden (vgl. Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3: Caspasen der Säugetiere

Caspase

Aktivator 2, 8, 9 und 10
Apoptose

Exekutor 3, 6 und 7

Inflammation Mediator 1, 4, 5, 11, 12, 13 und 14

Die exekutive Caspase-3, auch CPP32, Apopain oder Yama genannt (Chowdhury et al.,

2008), nimmt innerhalb der apoptotischen Caspase-Kaskade eine Schlüsselrolle ein (Fan

et al., 2005). Ihre Aktivierung erfolgt sowohl im Rahmen des intrinsischen als auch des ex-

trinsischen apoptotischen Signalweges (Nuñez et al., 1998; Grütter, 2000; Boatright

und Salvesen, 2003; Chowdhury et al., 2008). Der aktivierten Caspase-3 stehen als

Substrate nicht nur die Procasapsen-3, -6 und -9, sondern auch diverse Zellproteine zur

Verfügung (Fan et al., 2005). So erfolgt beispielsweise die enzymatische Zerstörung der
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das Zytoskelett bildenden Proteine Fodrin, Gelsolin, Lamin B und Vimentin (Slee et al.,

2001) sowie Actin (Mashima et al., 1997) direkt, während die des Lamin A indirekt mit-

tels Aktivierung der Caspase-6 gelingt (Slee et al., 2001). Auch die zelluläre Fragmen-

tation der DNA wird indirekt durch das von der Effektor-Caspase-3 aktivierte Substrat

Caspase-activated Deoxyribonuclease (CAD) verursacht (Enari et al., 1998; Sakahira

et al., 1998).
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Sämtliche Informationen zu den in diesen Untersuchungen angewandten besonderen Ma-

terialien sowie Software-Programmen finden sich in den Kapiteln 3.11 bis 3.15.

3.1 Versuchstiere

Der Versuchstierpool bestand ursprünglich aus 39 allgemein- und geschlechtsgesunden,

im Alter von 11 bis 83 Monaten befindlichen Rüden der Rasse Beagle, welche von den

Pharmazeutischen Unternehmen Sanofi-Aventis, Deutschland (33 Rüden) und Intervet,

Frankreich (6 Rüden) zur Verfügung gestellt worden waren.

Bei den letztgenannten sechs Tieren (Elias, Elliott, Joni alias Jonathan, Monty alias Juli-

en, Paul alias Jackson und Pawlow alias Jeremi) war bereits im Juli 2004 eine Downregu-

lation mit dem GnRH-Analogon „Gonazonr“ vorausgegangen, wobei nach Aufhebung die-

ses Effekts eine vollständige Rekrudeszenz der Spermatogenese beobachtet werden konnte

(Ludwig, 2008).

Weiterhin lagen aus dem Patientenpool der Klinik für Geburtshilfe und Gynäkologie der

Veterinärmedizinischen Fakultät, Uludag Universität Bursa, Türkei für die histologischen

und molekularbiologischen Untersuchungen die Hoden von fünf juvenilen, 2 bis 2,5 Mo-

nate alten Hunden unbekannter Rasse vor.

Eine Übersicht der Zuordnung aller Rüden sowie der juvenilen Hodengewebe zu Versuchs-

gruppen und Kastrationszeitpunkten findet sich in Tabelle 3.1 auf Seite 43 f.
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3.2. Versuchsziel und -aufbau

3.1.1 Tierversuchsantrag

Die Genehmigung des Tierversuchsantrages erfolgte durch das Regierungspräsidium Gies-

sen unter dem AZ V54-19c20/15c GI18/14.

3.1.2 Versuchstierhaltung

Alle Hunde wurden im Anschluss an die Aufnahmeuntersuchung und Implantation eines

GnRH-Analogons („Gonazonr“ oder „Profactr Depot“) bzw. nach Kastration an Privat-

personen übergeben. Eine artgerechte Haltung und konventionelle Fütterung der Tiere

wurde vorausgesetzt. Die Tierhalter verpflichteten sich, entsprechend des individuellen

Probenprotokolls in der Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und Andrologie der Groß-

und Kleintiere mit Tierärztlicher Ambulanz, JLU Giessen vorstellig zu werden. In Aus-

nahmefällen wurde einer terminlichen Verschiebung der Kontrolluntersuchung bzw. deren

Durchführung durch den Haustierarzt stattgegeben. Nach der chirurgischen Kastration,

welche die Beendigung der Studienteilnahme darstellte, gingen alle Tiere in den Besitz

ihrer Halter über.

Alle der Klinik für Geburtshilfe und Gynäkologie der Veterinärmedizinischen Fakultät,

Uludag Universiät Bursa, Türkei zur Kastration vorgestellten Tiere, deren Hoden in die

Versuchsgruppe „ juvenil“ eingingen, waren zu diesem Zeitpunkt in einem Tierheim unter-

gebracht.

3.2 Versuchsziel und -aufbau

Hauptziel der Untersuchungen war die Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Rekrudes-

zenz der Spermatogenese nach erfolgreicher hormoneller Downregulation und deren ge-

zielter Aufhebung durch Entfernung des das GnRH-Analogon Azagly-nafarelin (18,5mg)

enthaltenden Implantates „Gonazonr“. Die vergleichende Beurteilung, in wie weit eine

vollständige Wiederherstellung der Spermatogenese eingetreten war, erfolgte an Hand der

Versuchsgruppe „Kontrolle adult“ (siehe unten).

Ein weiteres Ziel war es, erste Informationen hinsichtlich des Grades der Downregulation
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bei Anwendung von „Gonazonr“ im Vergleich zu dem in früheren Untersuchungen her-

angezogenen und den GnRH-Agonisten Buserelinacetat (6,6mg) enthaltenden Implantat

„Profactr Depot“ zu erhalten.

Die Untersuchungen an den juvenilen Hoden dienten ebenfalls ausschließlich vergleichen-

den Zwecken.

• Versuchsgruppe „Gonazonr“:

Diese Gruppe stand im Fokus der Untersuchungen. Mit dem Ziel, jeweils drei bis

vier Rüden in 3-wöchigem Abstand über einen Gesamtzeitraum von 24 Wochen

zu kastrieren, wurden dieser Gruppe zunächst 31 Rüden zugeteilt und nach dem

Zufallsprinzip den vorgesehenen Kastrationszeitpunkten zugeordnet (siehe Tabelle

3.1). Aufgrund der histologischen Identifikation eines testikulären Tumors wurde ein

Hund (Paul) nachträglich von der Studie ausgeschlossen, sodass die Gruppe letztlich

aus 30 Hunde bestand.

Allen Rüden wurde unmittelbar nach der erfolgreichen Aufnahmeuntersuchung das

GnRH-Analogon Azagly-nafarelin (18,5mg) in Form des Implantates „Gonazonr“

verabreicht (siehe Kapitel 3.2.1.3). Der Wirkeintritt wurde in der vierten und achten,

sowie gegebenenfalls ein weiteres Mal in der zwölften Wochen post implantationem

durch Erfassung der Testosteronwerte kontrolliert. Nach einer Verweildauer von fünf

Monaten erfolgte bei allen Rüden die chirurgische Entfernung des noch vollständig

wirksamen Implantates (Woche 0). Gleichzeitig wurde von allen Tieren eine Blut-

probe gewonnen. Vier Hunde erfuhren im direkten Anschluss daran die chirurgische

Kastration. Die weiteren Orchidektomien erfolgten zu den in Tabelle 3.1 angege-

benen Zeitpunkten. Nach der Implantatentfernung wurden alle Hunde bis zu ihrer

chirurgischen Kastration einer wöchentlichen Kontrolluntersuchung unterzogen.

Die bei den jeweiligen Untersuchungen erhobenen Parameter unterteilten sich wie

folgt in:

– a) bis zum Zeitpunkt der Kastration erfasste Parameter:

∗ FSH-, LH- und Testosteronkonzentration im peripheren Blutplasma,

∗ Hoden- und Prostatagröße,
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– b) nach der Kastration erfasste Parameter:

∗ histologisch-morphologisch feststellbaren Veränderungen im Erscheinungs-

bild des Hodens,

∗ Expression des Androgenrezeptors sowie

∗ Proliferation und Apoptose.

• Versuchsgruppe „Kontrolle adult“:

Die dieser Gruppe zugeordneten fünf Rüden wurden nach Abschluss der Aufnahme-

untersuchung mit Feststellung ihrer Operations- und Narkosefähigkeit einer Orchi-

dektomie unterzogen.

• Versuchsgruppe „Profactr“:

Eine weiterführende Fragestellung beschäftigte sich mit der Vergleichbarkeit des Zu-

standes der hormonellen Downregulation durch das Präparat „Gonazonr“ und durch

das der selben pharmakotherapeutischen Gruppe zugehörige Präparat „Profactr

Depot“, einem Buserelinacetat (6,6mg) enthaltenden und zur Anwendung in der

Humanmedizin zugelassenen Implantat.

Die Versuchsgruppe bestand aus drei Rüden. Nach Verabreichung des „Profactr

Depot“-Implantates erfolgte die Kontrolle des eintretenden Effekts der Downregu-

lation mittels Blutprobenentnahme wie bei der Versuchsgruppe „Gonazonr“ be-

schrieben. Die Kastration wurde fünf Monate post implantationem im Zustand der

Downregulation durchgeführt.

• Versuchsgruppe „ juvenil“:

Ein zusätzliches Ziel war es, vergleichende Informationen über den Zustand des

downregulierten und des juvenilen Hodens zu erhalten.

Von den im Alter von 2 bis 2,5 Monaten befindlichen fünf Hunden wurden ledig-

lich die Hoden dreier Rüden in die Untersuchung einbezogen, da bei den anderen

beiden Tieren (Lucky, Joe) histo-pathologische Veränderungen der Testes (juvenile

Orchitis) vorlagen.

Eine schematisierte Darstellung des Versuchsaufbaus zeigt Abbildung 3.1 auf Seite 48.
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Aufnahmeuntersuchung (0. Woche)
-Feststellung der allgemeinen klinischen Gesundheit und speziellen andrologischen Geschlechtsge-
sundheit
-Zuordnung zu den Versuchsgruppen

↪→ Kastration (0. Woche) =⇒ Versuchsgruppe „Kontrolle adult“
(5 Hunde)

↓
Implantation des GnRH-Analogons („Gonazonr“ oder „Profactr Depot“) (0. Woche)

↓
Kontrolluntersuchung - (4., 8., ggf. 12. Woche post implantationem)
-Kontrolle des Wirkeintrittes des GnRH-Analogons

↓
Kontrolluntersuchung (5 Monate post implantationem)
-Explantation des GnRH-Analogons „Gonazonr“ (Woche 0 post explantationem)

↪→ Kastration (Woche 0) =⇒ Versuchsgruppe „Profactr“ (3 Hunde)

↪→ Kastration (Woche 0) =⇒ Versuchsgruppe „Gonazonr“ (4 Hunde)

↓
Wöchentliche Kontrolluntersuchung (Woche 1 bis 24 post explantationem)
-Kontrolle der Rekrudeszenz

↪→ Kastration (Woche 3) =⇒ Versuchsgruppe „Gonazonr“ (4 Hunde)

↪→ Kastration (Woche 6) =⇒ Versuchsgruppe „Gonazonr“ (4 Hunde)

↪→ Kastration (Woche 9) =⇒ Versuchsgruppe „Gonazonr“ (4 Hunde)

↪→ Kastration (Woche 12) =⇒ Versuchsgruppe „Gonazonr“ (3 Hunde)

↪→ Kastration (Woche 15) =⇒ Versuchsgruppe „Gonazonr“ (3 Hunde)

↪→ Kastration (Woche 18) =⇒ Versuchsgruppe „Gonazonr“ (3 Hunde)

↪→ Kastration (Woche 21) =⇒ Versuchsgruppe „Gonazonr“ (3 Hunde)

↪→ Kastration (Woche 24) =⇒ Versuchsgruppe „Gonazonr“ (3 Hunde)

Abbildung 3.1: Versuchsaufbau
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3.2. Versuchsziel und -aufbau

3.2.1 Untersuchungsprotokolle und Probennahme

Sämtliche die Untersuchungsprotokolle sowie die Probennahme betreffenden Angaben be-

ziehen sich ausschließlich auf die Versuchsgruppen „Gonazonr“ bzw. „Profactr“ sowie die

„Kontrolle adult“.

3.2.1.1 Aufnahmeuntersuchung

Die Aufnahmeuntersuchung fand in der Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und Andro-

logie der Groß- und Kleintier mit Tierärztlicher Ambulanz, JLU Giessen statt. Neben der

Erfassung tierindividueller Daten wie Name, Geschlecht, Rasse, Alter und Tätowierung

bzw. elektronische Kennzeichung erfolgte nach klinischem Standardverfahren eine allge-

meine klinische mit anschließender spezieller andrologischer Untersuchung.

Die spezielle andrologische Untersuchung beinhaltete die Adspektion und Palpation von

Präputium und Penis (inklusive der Schleimhäute), sowie Skrotum, Testis, Epididymis

und Funiculus spermaticus. Sie wurde zudem durch die Ultrasonographie von Hoden und

Prostata sowie die Gewinnung und Untersuchung einer Samenprobe ergänzt.

Die ultrasonographische Untersuchung fand im Regelfall am in rechter Seitenlage befind-

lichen Hund statt. Die Hoden wurden mithilfe eines linearen 7,5MHz-Schallkopfes sowohl

longitudinal als auch transversal auf Auffälligkeiten untersucht. Die Ultrasonographie der

Prostata erfolgte unter Zuhilfenahme eines konvexen 5MHz-Schallkopfes, welcher aus-

schließlich in longitudinaler Ausrichtung lateral des Präputiums positioniert wurde. Auch

diese Untersuchung diente der Sicherung der Geschlechtsgesundheit der Rüden.

Abschließend erfolgte die manuelle Samengewinnung mittels Masturbation bei gleichzei-

tiger Stimulation durch die Anwesenheit einer läufigen Hündin bzw. durch Applikation

des Lockstoffs p-Methyl-Benzoesäure. Während der Absamung wurde auf das vollständi-

ge Ablaufen der Reflexkette geachtet. Das Ejakulat wurde nach Möglichkeit fraktioniert

(Vorsekret, spermienreiche Fraktion, Nachsekret) aufgefangen. Der grobsinnlichen Bewer-

tung des Ejakulates hinsichtlich Volumen, Farbe, Konsistenz, Beimengungen und Geruch
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schloss sich die mikroskopische Untersuchung nach Standardverfahren (Hoffmann, 2003)

an. Es wurde erwartet, dass die Qualität der Ejakulate den in Tabelle 3.2 aufgeführten

Mindestanforderungen annähernd genügte.

Tabelle 3.2: Mindestanforderungen an das Ejakulat

Gesamtzahl Spermien ≥ 0,3·109

Vorwärtsbeweglichkeit ≥ 75%

Pathomorphologisch veränderte Spermien < 20%

Kopfkappen-Veränderungen ≤ 5%

HOS-Test (non-curled) ≤ 5%

pH-Wert 6,2 bis 7,2

Da das Vorliegen eines einmaligen dysspermen Ergebnisses diagnostisch keine sichere Aus-

sagekraft besitzt (Weitze, 2001b), wurden im Einzelfall Rüden erneut einer Samenge-

winnung unterzogen. Letztlich entsprachen die Ejakulate aller Rüden weitgehend den in

Tabelle 3.2 vorgegebenen Kriterien.

3.2.1.2 Blutprobennahme

Die Blutproben wurden nach klinischem Standardverfahren durch Punktion der Vena ce-

phalica antebrachii gewonnen. Das Blut wurde in einer mit Lithium-Heparin beschichteten

Probenröhre aufgefangen. Blutproben, welche nicht im direkten Anschluss an die Entnah-

me zentrifugiert werden konnten, wurden im Kühlschrank zwischengelagert. Die Zentri-

fugation (Heraeus Sepatech Labofuger 200) selbst erfolgte bei circa 1500 g (4000U/min)

über einen Zeitraum von 5min. Das überständige Blutplasma wurde in eine etikettierte

Reagenz- und Zentrifugenröhre überführt und bis zur Hormonanalyse bei -20 °C bis -23 °C

gelagert.
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3.2.1.3 Implantation eines GnRH-Analogons

Die Applikation des GnRH-Analogons erfolgte subkutan mithilfe eines in der Primärver-

packung des Arzneimittels befindlichen Einmal-Injektors. Während das Präparat „Go-

nazonr“ paraumbilikal am in seitlicher Rückenlage befindlichen Tier verabreicht wurde,

erfolgte die Injektion des Präparates „Profactr Depot“ am stehenden Tier im seitlichen

Halsbereich. Eine Lokalanästhesie war hierzu nicht nötig.

3.2.1.3.1 „Gonazonr“ 18,5mg-Implantat für Hunde Das Präparat „Gonazonr“ ent-

hält als Wirkstoff 18,5mg des GnRH-Agonisten Azagly-nafarelin.

Die im Rahmen dieser Studie benötigten „Gonazonr“ 18,5mg-Implantate wurden freund-

licherweise durch das Pharmazeutische Unternehmen Intervet Pharma R&D, Frankreich

zur Verfügung gestellt.

3.2.1.3.2 „Profactr Depot“ Bei dem Präparat „Profactr Depot“ handelt es sich um

ein humanmedizinisches Produkt, welches bereits zuvor zur hormonellen Downregulation

der Hodenfunktion beim Rüden angewendet worden war (Riesenbeck et al., 2002). Im

Rahmen der vorliegenden Studie kam das 2-Monatsimplantat zur Anwendung, welches als

Wirkstoff 6,6mg des GnRH-Agonisten Buserelinacetat enthält.

Die in dieser Studie angewandten „Profactr Depot“-Implantate wurden freundlicherwei-

se durch das Pharmazeutische Unternehmen Sanofi-Aventis, Deutschland zur Verfügung

gestellt.

3.2.1.4 Explantation des GnRH-Analogons „Gonazonr“

Die Explantation erfolgte 5 Monate (Woche 0) post implantationem bei noch bestehen-

der Wirksamkeit. Der paraumbilikale Bereich, in welchem das Implantat ertastet wurde,

wurde großzügig ausgeschoren, rasiert und desinfiziert. Nach Verabreichung eines 2%igen

Lokalanästhetikums (Lidocain) wurde das Implantat über einen Hautschnitt entfernt. Die

Wunde wurde mit Hautheften verschlossen und mit Silberspray vor möglicher Kontami-

nation geschützt.
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3.2.1.5 Kontrolluntersuchungen

Die Kontrolluntersuchungen bei den Rüden der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Pro-

factr“ deckten den Zeitraum von der Implantation des GnRH-Analogons bis zur chirur-

gischen Kastration ab.

Bei allen Rüden wurden in der 4. und 8. und ggf. 12. Woche post implantationem so-

wie unmittelbar vor der Implantatentfernung folgende Untersuchungen durchgeführt bzw.

Proben gewonnen:

• Allgemeine klinische Untersuchung

• Spezielle andrologische Untersuchung (exklusive Samenuntersuchung)

• Blutprobennahme.

Im Zeitraum von der Implantatentfernung bis zur chirurgischen Kastration erfolgten wö-

chentliche Untersuchungen der Tiere, wobei wie oben beschrieben vorgegangen wurde.

Lediglich die Untersuchungen von Hoden und Prostata fanden in 3-wöchigen Rhythmus

statt.

3.2.1.6 Orchidektomie

Nach Feststellung der Narkose- und Operationsfähigkeit erfolgte die chirurgische Kastra-

tion der Rüden. Die Tiere wurden mittels Inhalationsnarkose nach Standardverfahren

anästhesiert. Die Entnahme der Gonaden erfolgte dabei „bedeckt“ über einen präskrotal

angelegten Zugang. Intraoperativ wurde auf die Schonung des testikulären Gewebes ge-

achtet.

Die noch in den Hodenhüllen befindlichen Hoden wurden bis zu ihrer sich zeitnah an-

schließenden Aufarbeitung in 0,1M Phosphatpuffer aufbewahrt.

3.3 Aufarbeitung der Hoden

In einem ersten Schritt erfolgte die Entfernung der noch vorhandenen Hodenhüllen so-

wie des Nebenhodens und Samenstranges mittels Skalpellklinge. Anschließend wurde der
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Hoden in Längsrichtung gevierteilt und jedes Viertel entsprechend seiner Größe in durch-

schnittlich zwei bis vier circa 0,1 cm3 bis 1,0 cm3 große Gewebestücke quergeteilt.

3.3.1 Probenaufarbeitung für die histologischen und

immunhistochemischen Untersuchungen

3.3.1.1 Fixierung

Um der morphologischen und den unterschiedlichen immunhistochemischen Fragestellun-

gen dieser Arbeit gerecht zu werden, erfuhr jeweils die Hälfte der dafür vorgesehenen

Gewebeproben eine Behandlung mit dem Fixans Bouin´sche Lösung bzw. Formol nach

Lillie. Ungeachtet einer späteren Möglichkeit der Unterscheidung wurden jeder Fixierlö-

sung gleichermaßen Gewebeproben des rechten und linken Hodens zugeführt.

3.3.1.1.1 Bouin´sche Lösung Die Fixierung der Gewebeproben in Bouin´scher Lö-

sung erfolgte über einen Zeitraum von circa 24 h bei einer Temperatur von 4 °C. In den

folgenden drei Tagen wurden die Proben zweimal täglich mit 70%igem Alkohol gespült

und in diesem bei 4 °C gelagert. Bis zum Tag der Einbettung wurde der Spülvorgang im

zweitägigen Rhythmus fortgesetzt.

3.3.1.1.2 Formol nach Lillie Die Hodenproben wurden bei einer Temperatur von 4 °C

für circa 24 h in Formol nach Lillie fixiert. In den folgenden drei Tagen wurde das Gewebe

je zweimal in 0,1M Phosphatpuffer gespült und darin bei 4 °C aufbewahrt. In den sich

wiederum anschließenden drei Tagen erfuhren die Gewebeproben durch zweimaliges Spü-

len und Lagern in 30, 50 bzw. 70%igem Alkohol eine schrittweise Dehydrierung. Bis zum

Einbetten fanden in zweitägigem Rhythmus zweimalige Spülungen mit 70%igem Alkohol

statt.

3.3.1.2 Einbettung

Nach der Überführung sämtlicher Gewebeproben in Einbettkassetten, erfolgte am Insti-

tut für Veterinäranatomie, -Histologie und -Embryologie der Justus-Liebig-Universität,

Giessen die weitere Aufarbeitung der Gewebeproben mithilfe des Einbettautomaten so-
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wie deren abschließende manuelle Ausformung an einer Paraffinausgießstation.

Bis zu ihrem weiteren Gebrauch wurden die Probenblöcke bei 4 °C gelagert.

3.3.1.3 Schnittpräparation

In Vorbereitung auf die Schnittpräparation wurden die aufgeblockten Gewebeproben auf

Eis gelagert. Die Herstellung 2 µm bzw. 3 µm dicker Gewebeschnitte erfolgte anfänglich

auf einem Schlittenmikrotom des Institutes für Veterinär-Anatomie, -Histologie und -Em-

bryologie der Justus-Liebig-Universität Giessen. Später kam ein klinikeigenes Rotations-

mikrotom zur Anwendung; die Schnittdicke lag bei 3 µm.

Sämtliche Schnitte wurden nach ihrer Entfaltung im Paraffin-Streckbad auf Adhäsions-

Objektträgern verbracht und bei Raumtemperatur über Nacht oder, im Falle einer Wei-

terverarbeitung am gleichen Tag, eine Stunde bei 37 °C getrocknet.

3.3.2 Probenaufarbeitung für die molekularbiologischen

Untersuchungen

3.3.2.1 Probenkonservierung

Die Fixierung des für die weiteren Untersuchungen verwendeten testikulären Parenchyms

erfolgte in RNAlaterr Tissue Collection: RNA Stabilization Solution. Um die optimale

Durchdringung des Gewebes zu gewährleisten, wurde das Parenchym zu Reiskorn-großen

Stücken zerkleinert und dann für mindestens 24 h bei 4 °C in dem Fixans belassen. Nach

Verpackung von jeweils drei bis vier Parenchymproben pro Aluminiumbriefchen erfolgte

deren Lagerung bei -80 °C.

3.3.2.2 Extraktion von Gesamtprotein und RNA

Die Isolierung erfolgte jeweils aus den in RNAlaterr Tissue Collection: RNA Stabilization

Solution fixierten und bei -80 °C aufbewahrten Gewebeproben.
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3.3.2.2.1 Gesamtprotein Die Gewebeprobe wurde in eine im Eisbad befindliche sterile

Reibeschale gegeben und mithilfe eines sterilen, gefriergekühlten Pistills unter ständiger

Zugabe flüssigen Stickstoffs (-196 °C) zerkleinert. Anschließend wurden circa 100mg des

pulverisierten Gewebes in ein 2,0ml-Reaktionsgefäß abgewogen, mit 0,5ml eisgekühltem

Protease-Inhibitor-Cocktail versetzt und in diesem dreimal für je 30 s mit einem IKA-

ULTRA-TURRAXr T10 basic bei höchster Drehzahl dispergiert. Die Suspension wurde

nach Zugabe von 25mg Sodiumdodecylsulfat (SDS) kurz auf einem Reagenzglasschüttler

gemischt und für 10min in kochendem Wasser denaturiert. Es folgte eine Zentrifugation

über 10min bei 1260,0 g (3500U/min) und 4 °C. Schließlich wurde der das Protein enthal-

tende Überstand in ein neues steriles Reaktionsgefäß überführt und bei -20 °C gelagert.

3.3.2.2.2 RNA-Extraktion Die in einer Alu-Laborfolie befindlichen tiefgekühlten Pro-

benstücke wurden mithilfe eines Hammers zu Gewebesplittern zerkleinert und anschlie-

ßend in eine im Eisbad befindliche und auf -20 °C vorgekühlte, sterile Reibeschale über-

führt. Die Pulversierung des Gewebes erfolgte mittels eines gefriergekühlten sterilen Pi-

stills unter Zugabe von flüssigem Stickstoff (-196 °C). Circa 50mg bis 100mg des so ge-

wonnenen Gewebepulvers wurden pro RNase-freiem 2,0ml-Reaktionsgefäß abgewogen und

mit 1ml TRIZOLr Reagent versetzt. Die Dispergierung erfolgte unter Anwendung eines

IKA-ULTRA-TURRAXr T8. Im Anschluß an eine 10-minütige Inkubation im Eisbad

wurde die Suspension mit 200 µl auf -20 °C gekühltem Chloroform durchmischt und für

5min auf Eis gelagert. Die folgende Zentrifugation bei 20159,8 g (14000U/min) und 4 °C

dauerte 15min und bedingte die Trennung der Suspension in die folgenden Phasen:

• obere farblose wässrige Phase (RNA)

• mittlere weißliche Phase (DNA)

• untere rosa-farbene Phenol- und Chloroform-haltige Phase (DNA und Protein).

Nach Überführung der RNA-haltigen, wässrigen Phase in ein frisches, RNase-freies Plas-

tikgefäß erfolgte eine erneute Aufreinigung mit 200 µl des auf -20 °C gekühlten Chloro-

forms. Wiederum wurde die obere Phase in ein neues RNase-freies Reaktionsgefäß trans-

feriert, wobei gleichzeitig deren Volumen bestimmt wurde. Zur anschließenden Fällung
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der RNA wurde der Lösung ein gleicher Volumenanteil von auf -20 °C gekühltem Isopro-

pylalkohol (2-Propanol, Isopropanol) zugegeben und die Probe nach sorgfältigem Durch-

mischen für 30min bei -20 °C aufbewahrt. Es folgte eine kurze Resuspension des Nieder-

schlages, bevor die Probe bei 4 °C und 20159,8 g (14000U/min) für 10min abzentrifugiert

wurde. Nach Entfernung des Überstandes wurden dem gebildeten Gel-artigen Pellet 500 µl

eisgekühlten, 70%igen Ethanols zugegeben, die Probe für 10min auf Eis inkubiert und

anschließend bei 4 °C und 20159,8 g (14000U/min) über 10min abzentrifugiert. Nachdem

der resultierende RNA-haltige Niederschlag einem weiteren Waschvorgang mit dem eisge-

kühlten Ethanol unterzogen worden war, erfolgte das circa 15-minütige Antrocknen des

Pellet bei 37 °C im Wärmeschrank. Abschließend wurde das RNA-Pellet in 50 µl auto-

klaviertem Aqua bidest gelöst, wozu die Probe für 10min in ein 70 °C warmes Schüttel-

wasserbad verbracht wurde. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 1U RNase-Inhibitor pro µl

RNA-Suspension. Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurde die RNA bei einer Temperatur

von -80 °C gelagert.

3.3.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Alle im Rahmen dieser Untersuchung durchgeführten photometrischen Messungen er-

folgten mithilfe des Eppendorfr BioPhotometerr unter Verwendung der rechteckigen

UVetter Einwegküvetten.

3.3.2.3.1 Gesamtprotein Die Konzentrationsbestimmung (µg/ml) des Gesamtproteins

wurde bei einer Wellenlänge von 280 nm durchgeführt. Hierzu erfolgte eine Verdünnung

der zu analysierenden Proteinlösung im Verhältnis 1:10 mit einem Protease-Inhibitor-

Cocktail, welcher auch zur Erstellung des Leerwertes herangezogen wurde.

3.3.2.3.2 RNA Die Konzentration (µg/ml) der Gesamt-RNA wurde bei einer Wellen-

länge von 260 nm gemessen. Dazu wurde die Ausgangslösung mit autoklaviertem Aqua

bidest 1:100 verdünnt. Als Leerwert diente autoklaviertes Aqua bidest.
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3.3.2.4 Herstellung einer Arbeitsverdünnung

3.3.2.4.1 Gesamtprotein Basierend auf der photometrischen Konzentrationsbestim-

mung erfolgte unter Verwendung des Protease-Inhibitor-Cocktails die Herstellung einer

10 µg Gesamtprotein/µl-haltigen Arbeitsverdünnung.

3.3.2.4.2 RNA Den photometrischen Messwerten entsprechend wurde jede Probe mit

autoklaviertem Diethylpyrocarobonat (DEPC)-Wasser auf eine Konzentration von 0,2 µg

Gesamt-RNA/µl eingestellt.

Die Lagerung der Gesamtprotein- bzw. RNA-Arbeitsverdünnungen erfolgte bei -20 °C.

3.4 Histologische Untersuchung

3.4.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung erfolgte im Rahmen der histo-morphologischen Beurtei-

lung der Hoden. Pro Hund wurden mindestens drei Bouin-fixierte Schnitte angefärbt,

welche in der Regel von unterschiedlichen Probenblöcken stammten. Die zweimalige Ver-

wendung eines Paraffinblockes zur Schnittherstellung stellte eine Ausnahme dar, bei wel-

cher ein Mindestabstand von 30 µm zwischen den Schnitten eingehalten wurde.

In einem ersten Schritt wurden die Schnitte zweimal für je 10min in Xylol deparaffiniert.

Für die sich anschließende Rehydrierung wurden die Proben in einer absteigenden Alko-

holreihe je 5min in 95, 80, 70, 60 und 50%igem Ethanol und schließlich in Aqua bidest

gebadet. Die Proben wurden 10min in einer wässrigen Hämatoxylin-Lösung (1:1) gefärbt

und anschließend für weitere 10min unter fließendem Leitungswasser „gebläut“. Nun folgte

eine 5min andauernde Färbung mit Eosin-Lösung. Nach einem kurzen Spülen in Leitungs-

wasser wurden die Gewebeschnitte zum weiteren Entfärben für einen kurzen Moment in

80%igen und anschließend in 95%igen Alkohol überführt. Nach einem zweimaligen je

2,5min andauernden Bad in absolutem Alkohol wurden die Schnitte schließlich in zwei

aufeinander folgenden 10-minütigen Xylolbädern vollständig dehydriert. Abschließend er-
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folgte die dauerhafte Fixierung der Gewebeproben mit dem wasserfreien Eindeckmedium

Assistent-Histokitt unter einem Deckglas.

3.4.1.1 Auswertung

Sowohl die Bewertung als auch eine exemplarische Dokumentation der histologischen Er-

gebnisse erfolgten bei 400-facher Vergrößerung unter Verwendung des Durchlichtmikro-

skops Leitz DMRM mit integrierter Digitalkamera Leica DC300.

Pro Hund wurden zweimalig die Querschnitte von 200 intakten, annähernd runden Tu-

buli seminiferi contorti beurteilt. Eine Ausnahme hiervon bildeten die Tiere der Ver-

suchsgruppe „ juvenil“, bei welchen lediglich 100 Samenkanälchen evaluiert wurden. In die

Untersuchungen flossen alle im Keimepithel befindlichen Zellen ein, lose im Tubuluslumen

vorkommende Keimzellen blieben unberücksichtigt.

Die zur Erfassung der gewünschten 200 Tubuli seminiferi contorti pro Hund benötigte

Anzahl an Schnittpräparationen wies mit eins bis mehr als zehn eine hohe Variabilität

auf. Eine Überprüfung der Validität der Stichprobengröße schien daher unerlässlich und

es erfolgte eine nachträgliche Visualisierung von je drei Schnittpräparationen pro unter-

suchtem Rüden. Dabei zeigte sich eine weitgehende morphologische Übereinstimmung der

Schnitte eines jeden Tieres.

• Versuchsgruppe „Gonazonr“

Ziel der Auswertung war die Zuordnung der Rüden zu definierten Entwicklungsstadien

der Rekrudeszenz der Spermatogenese. Nach einem ersten Screening zeigte sich, dass eine

Orientierung anhand der Kastrationszeitpunkte nicht möglich war, sodass das jeweils am

weitesten entwickelten Keimzellstadium als Kriterium herangezogen wurde. Dabei ergab

sich die Bildung der Developmental Group (DG)A, DGB, DGC und DGD (siehe Tabelle

3.3).
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Tabelle 3.3: Klassifizierung nach Developmental Group (DG)A bis DGD

DG am weitesten entwickeltes Keimzellstadium

A Spermatozyten (Spz)

B Spermatiden rund (rSpt)

C Spermatiden elongierend (eldSpt)

D Spermatiden elongiert (eltSpt)

Zur weiteren Eingrenzung des Entwicklungsstandes erfolgte darüber hinausgehend bei je-

dem Tier der DGA bis DGC eine Klassifizierung der Tubuli seminiferi contorti. Dabei

bestimmte ebenfalls die am weitesten entwickelte Keimzelle eines Tubulus dessen Zuge-

hörigkeit zu einem bestimmten Tubulustyp (tt) gemäß Tabelle 3.4.

Tabelle 3.4: Klassifizierung nach Tubulustyp (tt) a bis tt d2

tt am weitesten entwickeltes Keimzellstadium

a Spermatogonien (Spg)

b Spermatozyten (Spz)

c1−3 Spermatiden rund (rSpt)

c1 - ohne akrosomalem Bläschen

c2 - mit akrosomalem Bläschen

c3 - mit akrosomaler Kappe

d1−2 Spermatiden elongierend (eldSpt)

d1 - ovaler Zellkern

d2 - gestreckter Zellkern

Bei Hunden mit vollständig abgeschlossener Spermatogenese (DGD) orientierte sich die

Zuordnung der Tubuli seminiferi contorti an dem von Russell et al. (1990b) beschrie-

benen, acht Stages (S I bis SVIII) umfassenden Schema des caninen Keimepithelzyklus
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(siehe Abbildung 2.1, Seite 18). Abweichend davon unterblieb im Rahmen der vorliegen-

den Untersuchung jedoch die Unterscheidung der Stages (S) II bis S IV.

Die Identifizierung des Stage erfolgte sowohl nach der Gesamtansicht des tubulären Keim-

zellbildes als auch einer eingehenden Beurteilung eines jeden vorhandenen Zelltyps, beson-

ders aber der Spermatiden. Ausschließlich die dem tubulären Keimepithel aufsitzenden,

in direkter Erwartung der Spermiation befindlichen Spermatiden wurden als „vollständig

elongiert“ angesprochen. Tubuli seminiferi contorti, deren Keimepithel sich im Übergang

zweier Stages befand, wurden entweder dem nach subjektiver Einschätzung quantitativ

stärker vertretenen oder, bei identischer Häufung, dem fortgeschritteneren Stage zugeord-

net. Vereinzelt fanden sich auch bei den Tieren mit vollständiger Spermatogenese Tubuli

seminiferi contorti, welche aufgrund ihrer verzögerten Entwicklung den Tubulustypen (tt)

der DGA bis DGC zugeordnet werden konnten.

• Versuchsgruppe „Kontrolle adult“

Die Auswertung erfolgte wie bereits für die Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGD beschrie-

ben. Vereinzelt vorkommende, in ihrer Entwicklung verzögerte Tubuli seminiferi contorti

wurden entsprechend der DGA bis DGC nach Tubulustypen (tt) kategorisiert.

• Versuchsgruppe „Profactr“

Die Bewertung des Keimepithels der Tubuli seminiferi contorti der Versuchsgruppe „Pro-

factr“ wurde gemäß den für die Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA bis DGC beschriebe-

nen Kriterien durchgeführt.

• Versuchsgruppe „ juvenil“

Unter Berücksichtigung des juvenilen Entwicklungsstandes der Keimzellen erfolgte ledig-

lich eine deskriptive Beschreibung des Keimepithels.

3.5 Western Blot

Der Western Blot ermöglichte die Überprüfung der Spezifität der in der Immunhistoche-

mie verwendeten Antikörper. Nach der Auftrennung der Probenproteine mittels Sodium-
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dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte die Übertragung der

nach Größe und Molekulargewicht getrennten Proteine auf eine Blotting-Membran, wo

sich nach Inkubation mit dem jeweiligen Antikörper dessen proteinspezifische Detektion

im Rahmen einer indirekten immunhistochemischen Farbreaktion anschloss.

3.5.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Bei der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) handelt es sich

um ein bereits von Laemmli (1970) angewandtes Verfahren der denaturierenden diskonti-

nuierlichen Elektrophorese. Die Besonderheit dieser Methode besteht in der Kombination

des sich in Porengröße und pH-Wert unterscheidenden SDS-Sammel- und PA-Trenngels.

Die Herstellung des aus Sammel- und Trenngel bestehenden 100,0 x 105,0 x 0,75mm3 star-

ken Elektrophoresegels erfolgte mithilfe der Gießvorrichtung Mighty Small SE245 DUAL

GEL CASTER. Vorbereitend mussten alle Einzelteile der Apparatur vollständig mit Al-

kohol entfettet und den Herstellerangaben folgend zusammengesetzt werden.

In einem ersten Schritt wurde das Trenngel wie in Tabelle 3.5 beschrieben vorbereitet.

Tabelle 3.5: Zusammensetzung des Trenngels (7,5%) zur SDS-PAGE

Komponente (Konzentration) Volumen (µl)/Gel

Acrylamid-Stammlösung (30%) 1875

Trenngelpuffer (1,5M) 2813

Aqua bidest 2672 =⇒ 3-minütige Entgasung

SDS-Stammlösung (10%) 75

APS 1)-Lösung (10%) 60

TEMED 2) (99%) 6

Acrylamid-Trenngel (7,5%) 7501

1) Ammoniumperoxodisulfat
2) N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Unter Vermeidung von Lufteinschlüssen erfolgte die zügige Befüllung der Gelkammer mit
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dem noch flüssigen, entgasten 7,5%igen Acrylamid-Trenngel, sowie dessen Überschichtung

mit 1ml Isopropanol. Gegen Ende der 45-minütigen Polymerisation des Trenngels wurde

das 5%ige Acrylamid-Sammelgel vorbereitet (siehe Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Zusammensetzung des Sammelgels (5%) zur SDS-PAGE

Komponente (Konzentration) Volumen (µl)/Gel

Acrylamid-Stammlösung (30%) 417

Sammelgelpuffer (0,5M) 313

Aqua bidest 1731

SDS-Stammlösung (10%) 25

APS-Lösung (10%) 13

TEMED (99%) 3

Acrylamid-Sammelgel (5%) 2502

Nach abgeschlossener Polymerisation des Trenngels wurde das Isopropanol abgegossen

und durch Nachspülen mit Aqua bidest vollständig entfernt. Um eine Verbindung zwi-

schen Trenngel und Sammelgel zu gewährleisten, mussten die auf dem Trenngel befindli-

che Flüssigkeitsreste mithilfe eines Filterpapieres beseitigt werden. Die Grenze zwischen

den beiden Gelen wurde auf der Gelkammer markiert. Nachdem die Gelkassette mit der

5%igen Acrylamid-Sammelgel-Lösung aufgefüllt worden war, wurde unter Vermeidung

eines Lufteintrages ein Probenkamm zur Ausbildung der Probentaschen in dem noch flüs-

sigen Sammelgel platziert.

Während der 30-minütigen Polymerisation des Sammelgels fand die Vorbereitung der

Proteinproben statt. Nachdem die Arbeitsverdünnungen (siehe Kapitel 3.3.2.4.1) auf Eis

aufgetaut worden waren, erfolgte die Herstellung der aus circa 120 µg (100-150 µg) Gesamt-

protein und 3xProbenauftragspuffer im Verhältnis von 3:1 Volumenanteilen bestehenden

Proben. Alle Proben wurden nun in 95 °C heißem Wasser für 3min hitzedenaturiert, an-

schließend in Eiswasser abgeschreckt und in diesem bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Nach Polymerisation des Sammelgels wurde der Platzhalterkamm vorsichtig entfernt und

die entstandenen Probetaschen mit dem 1xElektrodenpuffer gespült. Nach dem Einspan-

nen der Gel-Kassette in die vertikale Elektrophoresekammer Mighty Small II SE250/260,
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erfolgte die Befüllung der Probetaschen sowie der Elektrophoresekammer mit dem auf

4 °C gekühlten 1xElektrodenpuffer. Schließlich wurden entsprechend der in Tabelle 3.7

beschriebenen Reihenfolge sowohl die Proben als auch die beiden verwendeten unver-

dünnten Molekülmassestandards (Prestained Molecular Weight Standard Mixture SDS-

7B, 31,5-172,0 kDa; PageRulerTM Prestained Protein Ladder, 10,0-170,0 kDa) durch den

1xElektrodenpuffer hindurch auf den Boden der Probetaschen pipettiert.

Tabelle 3.7: Belegung der Probetaschen für die Gelelektrophorese

Probetasche 1 1xElektrodenpuffer

Probetasche 2 Prestained Molecular Weight Standard Mixture SDS-7B

Probetasche 3 Proteingemisch Testis Maus

Probetasche 4 Proteingemisch Testis Hund „Tom“

Probetasche 5 PageRulerTM Prestained Protein Ladder

Probetasche 6 Prestained Molecular Weight Standard Mixture SDS-7B

Probetasche 7 Proteingemisch Testis Maus

Probetasche 8 Proteingemisch Testis Hund „Tom“

Probetasche 9 PageRulerTM Prestained Protein Ladder

Probetasche 10 1xElektrodenpuffer

Nach dem Verschluss der Elektrophoresekammer wurde mit der Elektrophorese unter

Durchflusskühlung mittels Tauchzirkulator begonnen. Das anfänglich angelegte Strom-

feld besaß eine Stärke von 15mA sowie eine maximale Spannung von 300V und wurde

durch das Netzgerät Electrophoresis Power Supply - EPS 301 erzeugt. Mit dem durch die

Bromphenolblau-Bande des Probenauftragspuffers gekennzeichneten Eintritt des Protein-

gemischs in das Trenngel erfolgte die Erhöhung der Stromstärke auf 25mA. Die Gesamt-

laufzeit betrug circa 70min, wobei die eigentliche Auftrennung der im Trenngel vorhande-

nen Proteingemische circa 50min bedurfte. Nach Annäherung der Bromphenolblau-Bande

an den den Probentaschen gegenüberliegenden Seitenrand des Gels wurde die Elektropho-

rese beendet.
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3.5.2 Western Blot

Die Durchführung des eigentlichen Western Blots mit anschließender Ponceau-S-Färbung

erfolgte im direkten Anschluß an die Gelelektrophorese und diente einer dauerhaften

Fixierung der Proteine auf einer Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran.

Vorbereitend wurde die PVDF-Membran nach dem Zurechtschneiden kurz mit Methanol

benetzt und anschließend, gemeinsam mit den für das Blot-Sandwich benötigten Filterkar-

tons und Schwammtüchern, für 20min in Transferpuffer äquilibriert. Des Weiteren musste

auch das Elektrophoresegel der Gelkassette entnommen und für 10min in Transferpuf-

fer gespült werden. Nun erfolgte der luftblasenfreie Zusammenbau des Blot-Sandwiches

mit der innenliegenden, beidseits durch Filterkartons geschützten Gel-Transfermembran-

Kombination sowie den äußerlich befindlichen Schwammtüchern. Die Ausrichtung der

Gel-Transfermembran-Kombination entsprach der Fließrichtung der Proteine in einem

elektrischen Feld, d.h. das Gel war der Kathode, die Membran der Anode zugewandt.

Entsprechend wurde nun das Blot-Sandwich in die mit Kühleinheit ausgestattete Blot-

Apparatur Mini Trans-Blotr Cell überführt, welche mit Transferpuffer befüllt war. Ein

Magnetrührer sicherte die gleichmäßige Durchmischung und Kühlung des Transferpuf-

fers. Die Proteinübertragung erfolgte bei einer Spannung von 100V und einer maximalen

Stromstärke von 300mA innerhalb von 67min. Anschließend wurde die Transfermembran

dem Blot-Sandwich entnommen und bei Raumtemperatur mindestens 30min vollständig

getrocknet.

3.5.3 Ponceau-S-Färbung

Mithilfe der Ponceau-S-Färbung erfolgte eine unspezifische Anfärbung sämtlicher auf die

PVDF-Membran transferierter Proteine, sodass die Effizienz des Blotvorgangs beurteilt

werden konnte.

Für die Färbung wurde die getrocknete Transfermembran kurz mit Methanol benetzt,

für 3min in eine im Verhältnis 1:10 verdünnte Ponceau-S-Arbeitslösung überführt und

abschließend kurz mit Aqua bidest gespült. Nach einer fotografischen Ergebnisdokumen-

tation wurde die Transfermembran in 1xPBS-Puffer entfärbt. Es schloss sich die Immun-
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detektion an.

3.5.4 Immundetektion des Androgenrezeptors

Die Immundetektion des Androgenrezeptors (AR) erfolgte mithilfe eines vom Kaninchen

stammenden polyklonalen Antikörpers „AR (N-20): sc-816“ (Santa Cruz Biotechnology,

Inc.), welcher in einer Konzentration von 1,0 x 10−3 µg/µl Anwendung fand. Nach Herstel-

lerangaben detektiert der Antikörper spezifisch den Androgenrezeptor von Mensch und

Maus. Als Negativkontrolle diente der Magermilchpulver enthaltende Blocking-Puffer.

Im Anschluß an die Ponceau-S-Färbung wurde die entfärbte PVDF-Membran für 15 h in

einen auf 4 °C gekühlten Blockierungspuffer überführt, um mögliche unspezifische Bin-

dungsstellen für Antikörper abzusättigen. Nach einem kurzen Spülen in PBST-Puffer er-

folgte eine zusätzliche Reduzierung möglicher Hintergrundfärbung durch das Blocken un-

spezifischer Bindungsstellen einzelner Komponenten des Avidin-Biotin-Complex (ABC)-

Systems bei Raumtemperatur. Hierzu wurde in einem ersten Schritt die Transfermembran

für eine Stunde mit einer in PBS-Puffer verdünnten Avidin D-Lösung (6 Tropfen Avidin D-

Lösung pro 14ml PBS-Puffer) und, nach einem kurzen Spülen in PBST-Puffer, für 30min

in eine ebenfalls in PBS-Puffer verdünnten Biotin-Lösung (6 Tropfen Biotin-Lösung pro

14ml PBS-Puffer) inkubiert. Es folgte erneut ein kurzes Spülen der PVDF-Membran in

PBST-Puffer, bevor diese in zwei mit dem gleichen Proteinauftrag bestückte Hälften ge-

teilt wurde.

Die Behandlung der beiden Membranhälften erfolgte von nun an getrennt. Während der

eine Teil dem in Blockierungspuffer befindlichen Primärantikörper in einer zweistündi-

gen Inkubation bei Raumtemperatur zugeführt wurde, befand sich der andere in dem als

Kontrollserum verwendeten Blockierungspuffer. Dem dreimaligen, je 5min andauernden

Spülen in PBST-Puffer schloss sich die einstündige Inkubation der Membranen mit dem

in Blockierungspuffer gelösten biotinylierten Ziegen-anti-Kaninchen-Sekundärantikörper

(Vectastainr ABC-Kit, Elite PK-6101 RABBIT IgG; 1 µl Sekundärantikörper pro 1ml

Blockierungspuffer) bei Raumtemperatur an. Nachdem noch ungebundene, auf den PVDF-

Membranhälften befindliche Sekundärantikörper durch dreimaliges je 5-minütiges Spülen
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in PBST-Puffer entfernt worden waren, erfolgte bei Raumtemperatur die 30-minütige In-

kubation mit dem Signal-verstärkenden Peroxidase-konjugierten ABC-System. Dieses war

zuvor in PBS-Puffer entsprechend der Herstellerangabe gelöst worden. Durch dreimali-

ges je 5min andauerndes Spülen wurden überschüssige Komponenten des ABC-Systems

entfernt. Die Visualisierung der detektierten Proteinen erfolgte mithilfe des Chromo-

gens Vectorr NovaREDTM SUBSTRATE KIT FOR PEROXIDASE (Vector Laborato-

ries, Inc., Burlingame, USA) unter leichtem Schwenken der PVDF-Membranen. Die Farb-

reaktion wurde nach 5-minütiger Sichtkontrolle durch gründliches Spülen der Membranen

mit Aqua bidest gestoppt. Im Anschluss an die vollständige Lufttrocknung der PVDF-

Membranhälften erfolgte eine fotografische Ergebnisdokumentation mittels digitaler Kom-

paktkamera.

3.6 Immunhistochemische Untersuchungen

Die immunhistochemische Färbung der Gewebe erfolgte mit der indirekten (Zwei-Schritt-)

Methode, in welcher der an das Antigen spezifisch gebundene mono- oder polyklonale

Erstantikörper mithilfe eines markierten Sekundärantikörpers detektiert wird. Sowohl die

Wahl des Markers als auch die des zur Visualisierung angewandten Chromogens richtete

sich nach den experimentellen Erfordernissen der Einfach- oder Doppelfärbung.

Die Lagerung sämtlicher immunhistochemisch gefärbter Präparate erfolgte abgedunkelt

in Präparatekästen bei 4 °C.

Zur Gewährleistung einer möglichst einheitlichen Beurteilung sowohl der objektiv als auch

der subjektiv zu erfassenden Parameter oblag die Auswertung ausschließlich einer Person

(Verfasserin der Dissertation).

Eine fotografische Dokumentation der Auswertung der immunhistochemischen Färbungen

erfolgte vollständig für die Antigene AR, Ki-67 und Vimentin (Vim)/AR, sowie exempla-

risch für die aktivierte Caspase-3 unter Zuhilfenahme der dem Durchlichtmikroskop Leitz

DMRM angeschlossenen Digitalkamera Leica DC300.
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3.6.1 Einfachfärbung

Bei allen durchgeführten immunhistochemischen Einfachfärbungen kam die Avidin-Biotin-

Complex (ABC)-Methode zur Anwendung. Hierzu erfolgt in einem ersten Schritt die De-

tektion des an die spezifischen Epitope gebundenen Primärantikörpers mithilfe eines bio-

tinylierten Zweitantikörpers. Die sich anschließende ABC-Methode nutzt nun die hohe

Affinität des Biotins für Avidin, um eine Signal-verstärkende Verbindung zwischen dem

Zweitantikörper und einer Vielzahl an Avidin-Biotin-Meerrettichperoxidase-Komplexen

aufzubauen. Sowohl die Meerrettichperoxidase als auch in geringerem Maße der enzyma-

tische Cofaktor Biotin ermöglichen die Visualisierung der Antigen-Antikörper-Reaktion,

indem sie nach Zugabe des Substrates Wasserstoffperoxid (H2O2) und Bildung eines Per-

oxidanions (O2
2−) die Oxidation des Chromogens 3,3´-Diaminobenzidin (DAB) zu einem

bräunlichen und die des Chromogens 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) zu einem rötlichen

Farbstoff katalysieren.

Den angewandten Methoden lag eine weitgehend einheitliche Vorgehensweise zugrunde.

Sämtliche Abweichungen dienten der Optimierung des Reaktionsablaufes in Abhängigkeit

vom Primärantikörper.

3.6.1.1 Androgenrezeptor (AR)

3.6.1.1.1 Immunhistochemische Darstellung Wie bereits beim Western Blot handel-

te es sich bei dem zur Immundetektion des AR verwendeten Primärantikörper um den

vom Kaninchen stammenden polyklonalen Antikörper „AR (N-20): sc-816“ (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.). Dieser wurde in einer Konzentration 2,0 x 10−5 µg/µl eingesetzt.

Als Negativkontrolle diente das in gleicher Konzentration eingesetzte „Rabbit IgG“ der

Firma Vector Laboratories.

Die Detektion des AR erfolgte an Bouin-fixierten Gewebeproben. Pro Tier wurden in Ab-

hängigkeit der Hodengröße ein bis vier Schnitte mit dem AR-Antikörper inkubiert. Die

Durchführung der Negativkontrolle verlief exemplarisch anhand je einer willkürlich ge-

wählten Gewebeprobe pro Developmental Group der Versuchsgruppe „Gonazonr“ sowie
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den übrigen Versuchsgruppen „Kontrolle adult“, „Profactr“ und „ juvenil“.

In einem ersten Schritt wurden die Schnitte zweimal für je 10min in Xylol deparaffiniert.

Es folgte deren je 5-minütige Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe aus 100,

95 und 70%igem Ethanol mit abschließendem Wässern in Aqua bidest.

Zur Vorbereitung auf das Hitze-induzierte Antigen-Retrieval wurden die Proben 5min

in Citratpuffer gespült und anschließend in einen bereits bei 560W im Mikrowellengerät

erwärmten Citratpuffer überführt.

Es folgte das dreimalige, je 5-minütige Kochen der Proben in einem Mikrowellengerät bei

560W. Das während des wiederholten Erhitzens verdunstete Flüssigkeitsvolumen wurde

zwischen den einzelnen Kochschritten durch Citratpuffer ersetzt.

Anschließend kühlten die im warmen Puffer verbliebenen Gewebeschnitte für 20min bei

Raumtemperatur ab, bevor sie in den eigentlichen Tris-HCl-Puffer überführt und darin 5

min gewaschen wurden.

Zur Vermeidung möglicher unspezifischer Farbumsetzungen erfolgte das Blocken der en-

dogenen Peroxidaseaktivität in einem abgedunkelten, 30-minütigen 3%igen Wasserstoff-

peroxid-Methanol-Bad.

Danach wurden die Schnitte erneut in Tris-HCl-Puffer gegeben und dreimal für je 5min

gewaschen.

Nun wurden die Objektträger einzeln dem Waschpuffer entnommen und die anhaften-

de Flüssigkeit mithilfe von Präzisionswischtüchern entfernt, wobei ein Austrocknen der

Gewebeschnitte sicher vermieden wurde. Die Gewebeschnitte wurden mit dem Dako Pen

umfahren, sodass eine Auftragsfläche für die nachfolgenden Inkubationslösungen geschaf-

fen wurde, und mit dem Blockierungsserum überschichtet.

Die sich anschließende 30-minütige Inkubation der Proben mit einem Blockierungsserum

(Normalserum) erfolgte in einer feuchten Kammer und diente der Sättigung eventuell

vorhandener, gewebeeigener Bindungsstellen für den Zweitantikörper. Das Blockierungs-

serum bestand aus einer auf 1xPBS-Puffer basierenden 1,43%igen Bovines Serumalbu-

min (BSA)-Lösung (1,43% BSA-1xPBS-Puffer) mit 0,03% Triton X-100, in welche das

Ziegenserum (Vectastainr ABC-Kit, Elite PK-6101 RABBIT IgG) entsprechend den Her-

stellerangaben eingemischt worden war.
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Die Inkubation der mit dem Erstantikörper bzw. dem Kontrollserum überschichteten Ge-

webeschnitte erfolgte in einer feuchten Kammer bei 4 °C über einen Zeitraum von 20 h.

Sowohl der Primärantikörper als auch das Kontrollserum waren hierzu mit Tris-HCl-Puffer

auf eine Proteinkonzentration von 2 x 10−5 µg/µl eingestellt worden.

Ein Überschuß an Primärantikörper und Kontrollserum wurde nach Ablauf der Inkubation

durch dreimaliges, je 5-minütiges Waschen in Tris-HCl-Puffer von den Schnitten entfernt.

Als Zweitantikörper diente ein biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen IgG Antikörper (Vecta-

stainr ABC-Kit, Elite PK-6101 RABBIT IgG), welcher in Blockierungsserum nach Her-

stellerangaben verdünnt worden war. Die Schnitte wurden mit der Zweitantikörper-Lösung

überschichtet und für 50min in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert.

Das Entfernen noch ungebundener Zweitantikörper erfolgte wiederum durch zweimaliges,

je 5-minütiges und schließlich einmaliges 15-minütiges Waschen in Tris-HCl-Puffer.

Anschließend wurden die Schnitte in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur für

47min mit dem Signal-verstärkenden Peroxidase-konjugierten Avidin-Biotin-Komplex

(Vectastainr ABC-Kit, Elite PK-6101 RABBIT IgG) überschichtet. Dieser war in Tris-

HCl-Puffer den Herstellerangaben entsprechend vorbereitet worden.

Durch dreimaliges, je 5-minütiges Waschen in Tris-HCl-Puffer wurden die Proben erneut

von überschüssigen, freien Avidin-Biotin-Komplexen befreit.

Die sich anschließende 30-minütige Inkubation der Gewebe erfolgte bei Raumtemperatur

in einer feuchten Kammer mit dem nach Herstellerangaben in Tris-HCl-Puffer gelösten

Farbsubstrat 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol (AEC, AEC SUBSTRATE KIT FOR PEROXI-

DASE SK4200) und diente der Visualisierung der stattgefundenen Antigen-Antikörper-

Reaktion.

Das 5-minütige Spülen der Schnitte in fließendem Leitungswasser beendete die ablaufende

Substratreaktion.

Die nachfolgende Gegenfärbung der Gewebe in einer wässrigen Hämatoxylin-Lösung (1:1)

mit anschließendem 5-minütigem „Bläuen“ unter fließendem Leitungswasser diente der er-

leichterten Identifizierung morphologischer Strukturen.

Abschließend wurden die Proben mithilfe von Kaisers Glyceringelatine unter Deckglas

konserviert.
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3.6.1.1.2 Auswertung Zur mikroskopischen Auswertung stand das bereits beschriebe-

ne, mit der Digitalkamera Leica DC300 versehene Durchlichtmikroskop Leitz DMRM zur

Verfügung. Nach der Überprüfung der Negativkontrollen wurden pro Tier 20 Tubuli semi-

niferi contorti meanderförmig aufgesucht und in einer 400-fachen Vergrößerung beurteilt.

Die fotografische Dokumentation der Tubuli seminiferi contorti inklusive intratubulärer

Zellen erfolgte bei einer 200-fachen Vergrößerung.

In einem ersten Schritt wurde, wie in Kapitel 3.4.1.1 für die DGA bis DGC und die

DGD beschrieben, die morphologische Klassifizierung eines jeden Tubulus seminiferus

contortus vorgenommen. Anschließend erfolgte mithilfe des Programms Leica Image Ma-

nager IM1000 die Vermessung des kleinsten und größten rechtwinklig zueinander liegenden

Durchmessers (d1, d2) pro Tubulus seminiferus contortus (vgl. Abbildung 3.2).

Abbildung 3.2: Vermessung eines Tubulus seminiferus contortus zur Feststellung des tu-

bulären Flächeninhaltes
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Zur Berechnung des Flächeninhaltes eines tubulären Querschnittes fand die nachfolgende

Formel Anwendung:

A = π d1
2
d2
2

= π d1 d2
4

.

Anschließend wurde pro Tubulus seminiferus contortus die Anzahl AR-positiver und

-negativer Sertolizellen (SZ) sowie deren Lokalisation zur Basalmembran festgestellt. Au-

ßerdem erfolgte die subjektive Beurteilung und Zuordnung der Gesamtheit der in einem

Tubulus seminiferus contortus befindlichen AR-positiven SZ zu den in Abbildung 3.3 dar-

gestellten Färbeintensitäten FI 0 (fehlende), FI (1) (schwache), FI 1 (mittlere) und FI 2

(starke Anfärbung).

FI 0 FI (1) FI 1 FI 2

Abbildung 3.3: Färbeintensitäten (FI) der Sertolizellen (200 x; Ausschnitt);

[FI 0 (fehlende)/ FI (1) (schwache)/ FI 1 (mittlere)/ FI 2 (starke Anfärbbarkeit)]

Entsprechend erfolgte die quantitative Erfassung der Spermatogonien sowie deren Zuord-

nung zu den in Abbildung 3.4 gezeigten Färbeintensitäten FI 0 bis FI 2.
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FI 0 FI (1) FI 1 FI 2

Abbildung 3.4: Färbeintensitäten (FI) der Spermatogonien (200 x; Ausschnitt);

[FI 0 (fehlende)/ FI (1) (schwache)/ FI 1 (mittlere)/ FI 2 (starke Anfärbbarkeit)]

Die Auswertung und Dokumentation der intertubulären Leydigzellen (LZ) erfolgte eben-

falls bei einer 400-fachen Vergrößerung. Hierzu wurden meanderförmig Gesichtsfelder auf-

gesucht, die mindestens drei sicher zu identifizierende LZ aufwiesen.

Insgesamt wurden 100 LZ pro Tier einer einzelnen Bewertung ihrer Färbeintensität FI 0

bis FI 2 entsprechend der Abbildung 3.5 unterzogen.

FI 0 FI (1) FI 1 FI 2

Abbildung 3.5: Färbeintensitäten (FI) der Leydigzellen (Ausschnitt);

[FI 0 (fehlende)/ FI (1) (schwache)/ FI 1 (mittlere)/ FI 2 (starke Anfärbbarkeit)]

Anzumerken ist, dass für sämtliche Auswertungen ausschließlich sicher identifizierbare

Zellen herangezogen wurden.
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3.6.1.2 Proliferationsmarker Ki-67

3.6.1.2.1 Immunhistochemische Darstellung Der Nachweis des Proliferationsmarkers

Ki-67 wurde mithilfe des „Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen, Clone MIB-1“

(Dako Denmark A/S, Denmark) erbracht. Die Isotypenkontrolle erfolgte mit dem „Mouse

IgG1 Ab-1 (Clone NCG01)“ der Firma DIANOVA GmbH, Hamburg. Beide fanden in einer

Proteinkonzentration von 1,6 x 10−3 µg/µl Anwendung.

Für die immunhistochemische Darstellung des Ki-67 Antigens wurden pro Hund ein bis

vier Bouin-fixierte Schnittpräparationen verwendet. Die Negativkontrollen erfolgten ex-

emplarisch an je einem Schnitt eines willkürlich gewählten Tieres der DGA bis DGD der

Versuchsgruppe „Gonazonr“ sowie den Versuchsgruppen „Kontrolle adult“, „Profactr“ und

„ juvenil“. Als Positivkontrolle war vom Institut für Veterinär-Pathologie der Justus-Liebig-

Universität Giessen freundlicherweise das in Formol nach Lillie fixierte Darmgewebe eines

Hundes zur Verfügung gestellt worden.

Das Vorgehen bei der immunhistologischen Färbung des Ki-67 Antigens entsprach weit-

gehend dem zur Darstellung des Androgenrezeptors, sodass im Folgenden lediglich die

Abweichungen von dem in Kapitel 3.6.1.1.1 beschriebenen Protokoll dargelegt werden.

• Das Antigen-Retrieval erfolgte durch eine fünfmalige Behandlung im Mikrowellen-

ofen bei 800W.

• Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen wurde eine 10%ige Pferdeserum-

Tris-HCl-Puffer-Lösung verwendet.

• Die Inkubation mit dem in Tris-HCl-Puffer verdünnten Primärantikörper bzw. der

Isotypenkontrolle dauerte 22 h.

• Bei dem Sekundärantikörper handelte es sich um den biotinylierten Pferd Anti-

Maus Antikörper BA 2000 (Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA), welcher im

Verhältnis 1:200 in Tris-HCl-Puffer verdünnt worden war. Die Inkubation erfolgte

über 1 h. Ungebundener Zweitantikörper wurde durch dreimaliges, je 5-minütiges

Spülen entfernt.
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• Die Inkubation mit dem in Tris-HCl-Puffer gelösten Peroxidase-konjugierte ABC-

System (Vectastainr ABC-Kit, Elite PK-6101 RABBIT IgG) wurde über 1 h durch-

geführt.

• Für die Visualisierung fand das Chromogen 3,3´-Diaminobenzidin (DAB SUBSTRA-

TE KIT FOR PEROXIDASE, SK-4100; Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA)

nach Herstellerangaben Verwendung. Die Dauer der Farbreaktion lag bei 6min.

• Nach Abschluss der Gegenfärbung wurden die Gewebe zweimal für je 2min in

95%igem und 100%igem Ethanol und für je 3 min in Xylol dehydriert.

• Eine dauerhafte Konservierung der Proben gelang durch das Eindecken in dem syn-

thetischen Medium Assistent-Histokitt.

3.6.1.2.2 Auswertung Der erste Schritt der mikroskopischen Auswertung war die

Durchsicht der Negativkontrolle. Anschließend wurden bei 400-facher Vergrößerung pro

Hund 20 Tubuli seminiferi contorti meanderförmig aufgesucht und evaluiert.

Dabei erfolgte die Feststellung des Entwicklungszustandes eines jeden Tubulus seminiferus

contortus. Im weiteren wurden die in einem Tubulus seminiferus contortus vorkommen-

den Ki-67-positiven Zelltypen identifiziert. Anschließend wurden pro Tubulus seminiferus

contortus sowohl die Anzahl immunhistochemisch positiver als auch die Gesamtzahl si-

cher identifizierbarer Spermatogonien ermittelt. Die Ergebnisdokumentation erfolgte bei

200-facher Vergrößerung.

3.6.1.3 Apoptosemarker Caspase-3 aktiviert

3.6.1.3.1 Immunhistochemische Darstellung Die Detektion apoptotischer Zellen er-

folgte mithilfe des monoklonalen „Purified Rabbit Anti- Active Caspase-3 (Clone C92-

605)“-Antikörpers der Firma BD Pharmingen in einem Proteingehalt von 1,0 x 10−3 µg/µl.

Die Negativkontrollen wurden mit dem „RABBIT IgG“ (Vector Laboratories Inc., Bur-

lingame, USA) in gleicher Konzentration durchgeführt.

Der immunhistochemische Nachweis der Apoptose wurde an Formalin-fixierten Gewebe-

schnitten durchgeführt. Pro Hund wurden ein bis drei Proben mit dem Primärantikörper
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und jeweils eine als Negativkontrolle mit dem Kontrollserum inkubiert.

Der Schnitt eines in 10%igem Formalin fixierten caninen Lymphknotens, welcher vom In-

stitut für Veterinär-Pathologie, Justus-Liebig-Universität Giessen zur Verfügung gestellt

worden war, diente als positives Kontrollgewebe und ermöglichte zudem einen Vergleich

mit der apoptotischen Detektionsmethode TUNEL (siehe Kapitel 4.4.1.1).

Grundsätzlich verlief auch diese immunhistochemische Färbung entsprechend des in Ka-

pitel 3.6.1.1.1 für den Androgenrezeptor beschrieben Protokolls. Nachfolgend sollen daher

ausschließlich davon abweichende Punkte aufgeführt werden.

• Die Deparaffinierung erfolgte durch zweimaliges je 5-minütiges Eintauchen der Ge-

webeschnitte in Xylol und die sich anschließende Rehydrierung fand ihren Abschluss

durch Spülen in fließendem Leitungswasser.

• Im Anschluss an das Antigen-Retrieval wurden die Proben ebenfalls unter fließen-

dem Leitungswasser gespült.

• Nach dem Blocken der endogenen Peroxidaseaktivität erfolgten alle weiteren Wasch-

schritte und Verdünnungen mit einem Immuncytochemistry (ICC)-Puffer.

• Die Inkubation mit dem Primärantikörper bzw. dem Kontrollserum erfolgte über

23 h und wurde durch ein kurzes Spülen der Proben mit ICC-Puffer vor dem eigent-

lichen Waschschritt beendet.

• Die Inkubation des Sekundärantikörpers, welcher nach Herstellerangaben in Blo-

ckierungsserum gelöst worden war, dauerte 30min. Es folgte die Entfernung von

ungebundenen Zweitantikörper durch dreimaliges, je 5-minütiges Spülen.

• Anschließend wurden die Schnitte ebenfalls für 30min mit dem in ICC-Puffer ge-

lösten Peroxidase-konjugierten Avidin-Biotin-Complex (Vectastainr ABC-Kit, Elite

PK-6101 RABBIT IgG) inkubiert.

• Die Farbreaktion erfolgte innerhalb von 8min bei Raumtemperatur nach Zugabe des

Chromogens 3,3´-Diaminobenzidin (DAB SUBSTRATE KIT FOR PEROXIDASE,

SK-4100; Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA).
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• Im Anschluss an die Gegenfärbung wurden die Gewebe je zweimal für 5min in einer

aufsteigenden Alkoholreihe aus 70, 95 und 100%igem Ethanol und schließlich in

Xylol dehydriert.

• Mittels des synthetischen Eindeckmediums Assistent-Histokitt gelang die dauerhafte

Fixierung der Proben.

3.6.1.3.2 Auswertung Im Anschluß an die Sichtung der Negativkontrollen erfolgte die

mikroskopische Auswertung der immunhistochemischen Färbung. Bei 400-facher Vergrö-

ßerung wurden insgesamt 36 Gesichtsfelder pro Hund (1 bis 2 Schnittpräparationen) in

meanderförmiger Abfolge aufgesucht. Da neben spezifischen auch offensichtlich unspe-

zifische Farbniederschläge beobachtet werden konnten, wurden ausschließlich eindeutig

immunhistochemisch positiv gefärbte Zellen erfasst. Eine Unterscheidung hinsichtlich des

Zelltyps unterblieb, sodass die Summe positiver Signale sowohl inter- als auch intratubu-

läre vegetative und germinative Zellen einschließt.

Die exemplarische Dokumentation positiver immunhistochemischer Signale erfolgte in

100-, 200-, 400- und gegebenenfalls in 1000-facher Vergrößerung.

3.6.2 Doppelfärbung

Eine Besonderheit der immunhistochemischen Untersuchung stellt die Doppelfärbung dar.

Diese bedarf eines besonderen methodischen Vorgehens und ermöglicht die gleichzeitige

Visualisierung zweier unterschiedlicher Antigene an einer Schnittpräparation.

3.6.2.1 Androgenrezeptor / Vimentin

Die Doppelfärbung im Rahmen dieser Untersuchung diente der gleichzeitigen Darstellung

von Androgenrezeptor- sowie Vimentin-Antigenen.

Die Detektion des Androgenrezeptors erfolgte prinzipiell wie in Kapitel 3.6.1.1.1 beschrie-

ben. Jedoch wurden sowohl der polyklonalen Kaninchen-Antikörpers „AR (N-20): sc-816“

(Santa Cruz Biotechnology, Inc.) als auch das „Rabbit IgG“-Kontrollserum (Vector Labo-

ratories) in einer Konzentration von 2,0 x 10−4 µg/µl angewendet.
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Das Vimentin-Epitop wurde mittels „Monoclonal Mouse Anti-Vimentin, Clone V9“-Pri-

märantikörper (DakoCytomation Denmark A/S, Denmark) nachgewiesen. Die Anwen-

dungskonzentration von 2,3 x 10−4 µg/µl entsprach der als Negativkontrolle verwendeten

„Mouse IgG1 Ab-1 (Clone NCG01)“-Isotypenkontrolle (DIANOVA GmbH, Hamburg). Al-

kalische Phosphatase-konjugierte Sekundärantikörper detektierten die Antigen-Antikör-

per-Komplexe im Rahmen einer indirekten Methode. Die Visualisierung erfolgte unter

Verwendung der Chromogene 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP) und Nitroblau-

Tetrazoliumsalz (NBT), welche gemäß McGadey (1970) miteinander zu den sich nieder-

schlagenden blauen Verbindungen 5,5´-Bromo-4,4´-chloro-indigo und Di-Formazan rea-

gieren.

Im Hinblick auf die Fragestellung wurden lediglich Bouin-fixierte Schnittpräparationen

der Tiere aus den Versuchsgruppen „Gonazonr“ DGA, „Profactr“ und „juvenil“ einer

Doppelfärbung unterzogen. Die Negativkontrollen erfolgten beispielhaft an je einem ran-

domisiert ermittelten Hund pro Gruppe.

Die Entparaffinierung und Rehydrierung, das Antigen-Retrieval sowie das Blocken endo-

gener Peroxidasen der Gewebepräparationen erfolgte wie in Kapitel 3.6.1.1.1 beschrieben.

Anschließend wurden die Schnitte in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur für

35min mit Blockierungspuffer inkubiert. Dieser bestand aus einem 1,43%igen BSA-

1xPBS-Puffer mit 0,03% Triton X-100, welchem sowohl anteilig 10% eines Pferdeser-

ums als auch ein Ziegenserum (Vectastainr ABC-Kit, Elite PK-6101 RABBIT IgG) nach

Herstellerangaben zugefügt worden waren. Die sich anschließende Inkubation der Erst-

Antikörper bzw. Kontrollseren verlief in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurden die Ge-

webe für 60min mit dem in Tris-HCl-Puffer verdünnten Vimentin-Antikörper (DakoCy-

tomation) bzw. verdünnter Maus-IgG-Isotypenkontrolle überschichtet und in einer feuch-

ten Kammer bei 37 °C im Wärmeschrank aufbewahrt. Der zweite Schritt bestand in der

Inkubation der Proben mit dem ebenfalls in Tris-HCl-Puffer gelösten Androgenrezeptor-

Antikörper bzw. Kaninchen-IgG-Kontrollserum, welche in einer feuchten Kammer bei 4 °C

über 20 h durchgeführt wurde. Nach einer erneuten dreimaligen Spülung in Tris-HCl-

Puffer für je 5min erfolgte die gleichzeitige Behandlung mit beiden Zweit-Antikörpern.
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Es wurden der Alkalische-Phosphatase-gekoppelte Pferd Anti-Maus IgG-Antikörper AP-

2000 (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) im Verhältnis 1:1000 sowie ein Hor-

seradish Peroxidase (HRP)-konjugierter Ziegen-anti-Kaninchen-Antikörper (Vectastainr

ABC-Kit, Elite PK-6101 RABBIT IgG) entsprechend den Herstellerangaben in Blockie-

rungspuffer verdünnt und die Gewebeproben damit in einer feuchten Kammer für 50min

bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der dreimaligen je 5-minütigen Spülung in Tris-HCl-

Puffer erfolgte in einer feuchten Kammer die Sichtbarmachung des Vimentins mittels der

in Genius III-Puffer gelösten Chromogene BCIP und NBT. Nach 30min bei RT beendete

das 5-minütige Wässern der Proben in Aqua bidest schließlich die Farbreaktion.

Die die zweite Farbreaktion vermittelnde Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-

Complex sowie die Färbung mit dem Chromogen AEC, die Gegenfärbung und die Kon-

servierung der Gewebeproben verliefen entsprechend Kapitel 3.6.1.1.1.

3.6.2.1.1 Auswertung Nach Prüfung der Negativkontrollen erfolgte eine eingehende

mikroskopische Begutachtung der Doppelfärbungen bei unterschiedlicher Vergrößerung

(100-, 200-, 400- und 1000-fach). Diese bot zum einen eine gute Möglichkeit, sich in die

Differenzierung von Spermatogonie und Sertolizelle einzufinden, zum anderen diente sie

dem Nachweis immunhistochemisch AR-positiver Spermatogonien.

3.7 TUNEL

Die TdT-mediated dUTP-Biotin Nick End Labeling (TUNEL)-Methode zum Nachweis

apoptotischer Zellen wurde erstmals von Gavrieli et al. (1992) beschriebenen. Zugrunde

liegend ist das im Rahmen der Apoptose vermehrte Vorkommen fragmentierter zellulärer

ein- und doppelsträngiger Desoxyribonukleinsäuren (DNA). Diese exponieren an ihren

freien Bruchenden 3´-Hydroxylgruppen, welche unter Katalyse des Enzyms Terminale

Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) eine Bindung mit dem Marker-konjugierten Nukleo-

tid 2´-Deoxyuridine, 5´-Triphosphate (dUTP) eingehen.
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3.7.1 ApopTagr Peroxidase Kit

Während Gavrieli et al. (1992) Biotin-gekoppelte dUTPs verwendeten, findet bei dem

in dieser Arbeit eingesetzten ApopTagr Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit das

pflanzliche Steroid Digoxigenin als Marker Anwendung. Nach Bindung eines das Enzym

Peroxidase tragenden Anti-Digoxigenin-Antikörpers erfolgt schließlich die Visualisierung

des Nick End Labeling (NEL) durch Zugabe und enzymatische Umsetzung des chromo-

genen Substrates DAB.

Die Darstellung apoptotischer Zellen mittels ApopTagr Peroxidase Kit erfolgte anhand

eines der Positivkontrolle dienenden, in 10%igem Formalin fixierten caninen Lymphkno-

tens. Dieser war durch das Institut für Veterinär-Pathologie der JLU Giessen zur Verfü-

gung gestellt worden.

Die Versuchsdurchführung erfolgte grundlegend nach den für paraffiniertes Gewebe ange-

gebenen Herstellerangaben des ApopTagr Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit.

Das experimentelle Vorgehen inklusive vorgenommener Adaptationen ergab sich wie nach-

folgend beschrieben.

Zunächst erfolgte die Deparaffinierung der Schnittpräparationen in einem zweimaligen je

5-minütigen Xylolbad. Anschließend wurden die Schnitte zweimal für 5min in absolu-

tem Alkohol, danach je einmal für 3min in 95%igem und 70%igem Alkohol und letzlich

für 5min in 1xPBS-Puffer rehydriert. Zur Freilegung der genomischen DNA wurde ein

jeder der circa 1 cm2 großen Gewebeschnitte für 15min bei Raumtemperatur mit circa

12 µl Proteinase K-Lösung überschichtet. Ein zweimaliges Spülen für je 2min in autokla-

viertem DEPC-Wasser beendete die proteolytische Reaktion. Das 5-minütige Blockieren

der endogenen Peroxidase erfolgte durch großzüges Bedecken der Gewebeschnitte mit je-

weils circa 100 µl einer 3,0%igen, durch 1xPBS-Puffer verdünnten 30%igen H2O2-Lösung.

Nach zweimaligem 5-minütigem Spülen in 1xPBS-Puffer wurden die Proben zur Redu-

zierung einer möglichen Hintergrundfärbung für 30min mit je 15 µl Equilibrierungspuffer

behandelt. Im direkten Anschluß erfolgte das Nick End Labeling, die eigentliche Detektion
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der DNA-Strangbrüche. Hierzu wurde ein Gewebeschnitt mit circa 11 µl einer sowohl die

Digoxigenin-konjugierten Nukleotide als auch das Terminal Deoxynucleotidyl Transferase

(TdT)-Enzym enthaltenden „Working Strength TdT-Enzyme“-Lösung (siehe Tabelle 3.8)

überschichtet und bei 37 °C in einer feuchten Kammer über 1 h inkubiert. Entsprechend

erfolgte die Inkubation der Negativkontrolle mit circa 11 µl einer aus 70 µl Reaktionspuffer

und 30 µl Equilibrierungspuffer bestehenden Lösung.

Tabelle 3.8: Zusammensetzung der „Working Strength TdT-Enzyme“-Lösung

Komponente (Konzentration) Volumen (µl)/Ansatz

Reaction Buffer 77,00

TdT-Enzyme 10,00

DEPC-Wasser autoklaviert 23,00

Working Strength TdT-Enzyme-Lösung 110,00

Danach wurden die Proben für 10min bei Raumtemperatur in einer nach Herstelleranga-

ben hergestellten „Working Strength Stop/Wash Buffer“-Lösung gespült.

Nachdem die Gewebeschnitte dreimal für je 1min in 1xPBS-Puffer gespült worden wa-

ren, wurden sie bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer für 30min mit je circa

13 µl Anti-Digoxigenin Konjugat inkubiert. Durch viermaliges je 2-minütiges Spülen der

Schnitte in 1xPBS-Puffer wurde das überschüssige Konjugat entfernt. Die sich anschlie-

ßende farbliche Visualisierung der DNA-Strangbrüche erfolgte in einer feuchten Kammer

im Rahmen einer 6-minütigen Inkubation mit je circa 15 µl des nach Herstellerangaben

hergestellten „Working Strength Peroxidase Substrate“.

Die Farbumsetzung wurde durch eine dreimalige je 1-minütige sowie eine 5-minütige Spü-

lung der Proben in Aqua bidest beendet. Es folgte die Gegenfärbung der Proben in einer

wässrigen Hämatoxylin-Lösung (1:1) unter optischer Kontrolle. Das Entfernen der Fär-

belösung erfolgte durch je zehnmaliges Tauchen der Proben in zwei Aqua bidest-Bäder

sowie einem 30 s andauernden Bad in Aqua bidest. Entsprechend wurden die Proben in

100%igen 1-Butanol-Bädern dehydriert und anschließend dreimal über je 2 min in Xylol
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gespült. Mithilfe des wasserfreien Eindeckmediums Assisstent Histokitt gelang die dauer-

hafte Konservierung der Gewebeproben.

Die Lagerung der Präparate erfolgte in Präparatekästen bei einer Temperatur von 4 °C.

3.7.1.1 Auswertung

Die Sichtung und Dokumentation des Versuchsergebnisses erfolgte mithilfe des Durchlicht-

mikroskop Leitz DMRM sowie der daran angeschlossenen Digitalkamera Leica DC300 in

einer 100-fachen Vergrößerung.

Im Anschluss an die Durchsicht der Negativkontrolle erfolgte anhand des gewählten Kon-

trollpräparates eine hinsichtlich Signalverteilung und -intensität subjektiv vergleichende

Beurteilung der beiden unterschiedlichen apoptotischen Nachweismethoden.

3.8 Molekularbiologische Untersuchungen

3.8.1 Reverse Transkriptase - Polymerase-Kettenreaktion

(RT-PCR)

Bei der Reverse Transkriptase - Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR), welche dem Nach-

weis der Genexpression auf Stufe der Transkription dient, handelt es sich um ein kombi-

niertes molekularbiologisches Verfahren. Während in einem ersten Schritt die exprimier-

te RNA mittels reverser Transkription in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben

wird, erfolgt in einem weiteren Schritt die enzymatische Amplifkation spezifischer cDNA-

Sequenzen im Rahmen der Polymerase-Kettenreaktion.

Die Lagerung sämtlicher im Rahmen der RT-PCR benötigten Komponenten sowie alle

durchgeführten Arbeitsschritte erfolgten unter ständiger Kühlung auf Eis.

3.8.1.1 DNase-Behandlung

Die der RT-PCR vorausgehende DNase-Behandlung der gewonnenen RNA-Präparationen

(vgl. Kapitel 3.3.2.2.2) diente der Vermeidung falsch positiver PCR-Resultate aufgrund
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möglicher Kontaminationen mit genomischer DNA und deren Amplifikaten.

Die Herstellung eines für die DNase-Behandlung benötigten Ansatzes erfolgte in einem

0,5ml-Reaktionsgefäß gemäß der in Tabelle 3.9 beschriebenen Angaben.

Tabelle 3.9: Zusammensetzung des DNase-Mixes (Einfachansatz)

Komponente (Konzentration) Volumen (µl)/Ansatz

DNase I Inkubationspuffer (10 x) 2,00

DNase I, RNase frei (10U/µl) 1,00

RNase-Inhibitor (40U/µl) 0,25

DNase-Mix (Einfachansatz) 3,25

Anschließend wurde der Ansatz mit 6,65 µl der entsprechenden RNA-Lösung (0,2 µg/µl),

im Falle der Negativkontrolle mit DEPC-Wasser, auf ein Endvolumen von 9,90 µl ge-

bracht und kurz durchmischt. Es schloss sich die eigentliche DNase-Behandlung in einem

Biometrar T1 Thermocycler 48 nach dem in Tabelle 3.10 beschriebenen Protokoll an.

Tabelle 3.10: Temperaturprotokoll zur DNase-Behandlung

t (min) T (°C) Funktion

10 37,0 Zerstörung der genomischen DNA

5 75,0 Inaktivierung der DNase

forever 4,0 Zwischenlagerung (kurzfristig)

Aufgrund der geringen Stabilität der RNA erfolgte die Durchführung der reversen Tran-

skription im direkten Anschluss an die DNase-Behandlung.

3.8.1.2 Reverse Transkription

In der reversen Transkription erfolgt bei Vorliegen von Desoxyribonukleosidtriphosphaten

(dNTP) die Umschreibung von RNA in cDNA mithilfe von enzymatisch aktiven, RNA-
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abhängigen DNA-Polymerasen, den sogenannten Reversen Transkriptasen (RT).

Das Ausgangsmaterial für die cDNA-Synthese stellte die DNase-behandelte RNA dar. Die

Durchführung der reversen Transkription erfolgte in Anlehnung an das vom Hersteller des

verwendeten GeneAmpr Gold RNA PCR Core Kit empfohlene Protokoll. Als Startprimer

dienten unspezifisch bindende Primer (Random Hexamers). Der Einfachansatz des RT-

Mastermixes setzte sich wie in Tabelle 3.11 beschrieben zusammen.

Tabelle 3.11: Zusammensetzung des RT-Mastermixes (Einfachansatz)

Komponente (Konzentration) Volumen (µl)/Ansatz

MgCl2 (25mM) 2,00

PCR-Puffer ohne MgCl2 (10 x) 1,00

dNTP (10mM) 4,00

Random Hexamers (50 µM) 0,50

RNase-Inhibitor (20U/µl) 0,50

Reverse Transkriptase (50U/µl) 0,50

RT-Mastermix (Einfachansatz) 8,50

Dem in einem 0,5ml-Reaktionsgefäss befindlichen 8,50 µl RT-Mastermix wurden 1,5 µl der

entsprechenden DNase-behandelten RNA zugegeben, sodass die der reversen Transkripti-

on zugeführte Reaktionslösung circa 20 ng RNA pro µl enthielt. Für die Negativkontrol-

le wurde der RT-Mastermix unter Beibehaltung der Volumina mit DNase-behandeltem

DEPC-Wasser versetzt. Nach kurzem Mischen und Überführen der Proben in den Biome-

trar T1 Thermocycler 48 erfolgte die reverse Transkription entsprechend dem in Tabelle

3.12 beschriebenen Protokoll.
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Tabelle 3.12: Temperaturprotokoll zur reversen Transkription

t (min.) T (°C) Funktion

8 21,0 Optimierung der Primer-RNA-Hybridisierung

15 42,0 Reverse Transkription

5 99,0 Inaktivierung der Reversen Transkriptase (RT)

5 5,0

forever 4,0

Da die während der reversen Transkription synthetisierte cDNA eine gute Stabilität auf-

weist, war auch eine spätere Weiterverarbeitung nach Lagerung bei -20 °C möglich.

3.8.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um ein Verfahren, welches die

enzymatische Amplifikation spezifischer Desoxyribonukleotidsequenzen in vitro ermög-

licht (Mullis und Faloona, 1987).

Grundlegende Komponenten der PCR sind die als Template dienende cDNA, das genspe-

zifische Primerpaar sowie die DNA-abhängige DNA-Polymerase:

• Template:

Als Template diente die während der reversen Transkription gewonnene cDNA.

• Primer:

Die für den caninen Androgen-Rezeptor sowie die canine Caspase-3 genspezifischen

Vorwärts (for)- und Rückwärts (rev)-Primer waren unter Zuhilfenahme der Software

Oligo Analyzer 1.0.2/Oligo Explorer 1.1.0 ausgewählt und mittels Basic Local Ali-

gnment Search Tool (BLAST) des National Center for Biotechnology Information

(NCBI) auf ihre Spezifität überprüft worden. Die Herstellung der Androgenrezeptor-

Primer war durch das Unternehmen Eurogentec S.A., Belgien, die des Primerpaares
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für Caspase 3 durch die Firma biomers.net GmbH, Deutschland erfolgt.

Die gleichzeitige Erfassung der Expression des Housekeeping Gen Glycerinaldehyd-

3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) diente als Standard zur Überprüfung einer ef-

fizienten cDNA-Synthese und der Integrität der transkribierten cDNA. Die caninen

GAPDH-Primer wurden von dem Unternehmen biomers.net GmbH, Deutschland

bezogen.

Eine detaillierte Übersicht der für die genspezifische Amplifikation von caninem

GAPDH, AR und Caspase-3 angewandten Primersequenzen, inklusive Accession-

Nummern (GenBank bzw. NCBI) der zugrunde liegenden Nukleotidsequenz und

Länge der Amplifikate (bp), findet sich in Tabelle 3.13.

Tabelle 3.13: Nukleotidsequenzen der in der PCR verwendeten forward

(for)/reverse (rev) Primer (Canis lupus familiaris)

Accession-Nr. Primer 5´-Nukleotidsequenz-3´ Amplifikat

(GenBank bzw. NCBI) Basenpaare (bp)

AB038240 GAPDH for GCC AAG AGG GTC ATC ATC TC 228

GAPDH rev GGG GCC GTC CAC GGT CTT CT

NM_001003053 AR for CTT CCT GGC ACA CTC TCT TC 233

AR rev CAT CTC GCT TTT GAC ACA AC

NM_001003042 Casp3 for CAA TGG ACT CGG GAA TGT C 593

Casp3 rev CAG CAT CGC ACA AAG TGA C

• DNA-abhängige DNA-Polymerase:

Zur Steigerung der Reaktionsspezifität erfolgte die Anwendung einer chemisch mo-

difizierten DNA-abhängigen Thermus aquaticus (Taq)-DNA-Polymerase (AmpliTaq

Goldr DNA Polymerase). Diese bedurfte einer als Hot-Start beschriebenen thermi-

schen Aktivierung, sodass eine unspezifische Bindung und Elongation der Primer

bei niedrigeren Temperaturen vermieden wurde.

In einem ersten Schritt wurden die Puffersubstanzen wie in Tabelle 3.14 angegeben zu

einem Prä-Mix gemischt und anschließend in diesen die entsprechende Primerpaar-Vor-
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verdünnung hinzu pipettiert. Diese bestand aus je einem Anteil Vorwärts- und Rückwärts-

Primer (20 pmol/µl), sodass in der Vorverdünnung jeder Primer in einer Konzentration von

10 pmol/µl vorlag. Die Zugabe der DNA-abhängigen DNA-Polymerase vervollständigte

den PCR-Primer-Mix (Tabelle 3.15). Schließlich wurde die Lösung gründlich durchmischt.

Tabelle 3.14: Zusammensetzung des PCR-Prä-Mix (Einfachansatz)

Komponente (Konzentration) Volumen (µl)/Ansatz

MgCl2 (25mM) 2,00

PCR-Puffer ohne MgCl2 (10 x) 4,00

DEPC-Wasser 32,75

PCR-Prä-Mix (Einfachansatz) 38,75

Tabelle 3.15: Zusammensetzung des PCR-Primer-Mix (Einfachansatz)

Komponente (Konzentration) Volumen (µl)/Ansatz

PCR-Prä-Mix 38,75

Primerpaar-Vorverdünnung (10 pmol/µl je Primer) 1,00

AmpliTaq Goldr (5U/µl) 0,25

PCR-Primer-Mix (Einfachansatz) 40,00

Anschließend wurden 40 µl PCR-Primer-Mix sowie die 10 µl der in der reversen Tran-

skription gewonnenen cDNA in ein 0,5ml-Reaktionsgefäß überführt und gründlich durch-

mischt. Als Negativkontrolle diente die Probe, welche bereits in der DNase-Behandlung

DEPC-Wasser anstatt RNA enthalten hatte und anschließend auch der reversen Tran-

skription unterzogen worden war. Sinn dieser Negativkontrolle war es, mögliche Kon-

taminationen des Substrates und der Lösungen mit RNA oder DNA nachweisen bzw.

ausschließen zu können. Schließlich erfolgte in einem Biometrar T1 Thermocycler 48 die

Durchführung einer Hot-Start-PCR entsprechend der nachstehenden Tabelle 3.16. Die

Primer-DNA-Hybridisierung (Annealing) erfolgte für die Zielgene AR, Caspase-3 und

GAPDH bei einer Annealing-Temperatur (TA) von 60 °C.
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Tabelle 3.16: Temperaturprotokoll der PCR (Annealing-Temperatur (TA) AR,

Caspase-3 und GAPDH: 60 °C)

t (min) T (°C) Funktion

10,0 95,0 Aktivierung der AmpliTaq Goldr & Initiale Denaturierung

Elongationszyklus (35 Wiederholungen):

1,0 94,0 Denaturierung

2,0 TA Primer-DNA-Hybridisierung (Annealing)

1,5 72,0 Elongation

10,0 72,0 finale Elongation

forever 4,0

Nach Beendigung der PCR wurden die Proben entweder direkt oder nach Zwischenlage-

rung bei -20 °C einer Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese zugeführt.

3.8.2 Isolierung der PCR-Produkte

Die Isolierung der in der PCR gewonnenen Amplifikate erfolgte mittels Extraktion nach

gelelektrophoretischer Auftrennung und ermöglichte die Sequenzierung der cDNA zur

Überprüfung der Primer-Spezifität.

3.8.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte für jedes Primer-spezifische Amplikon exempla-

risch an je einem Tier pro Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA bis DGD, „Kontrolle adult“,

„Profactr“ und „ juvenil“.

Für die Herstellung eines 2%igen Agarose-Gels wurden in einem Mikrowellengerät 1,82 g

Agarose in 91ml eines 1xTBE-Puffers aufgekocht. Nachdem das flüssige Agarose-Gel auf

eine Temperatur von circa 60-80 °C abgekühlt war, erfolgte die Zugabe von 1,9 µl einer

1%igen Ethidiumbromidlösung. Die Lösung wurde gründlich durchmischt und ohne Ein-
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schluss von Luftblasen in die Gießvorrichtung der horizontalen Elektrophoresekammer

EasyPhor Medi gegossen. Unmittelbar danach wurde ein 20-zähniger Kamm eingefügt,

welcher als Platzhalter für die späteren Geltaschen diente. Das Gel polymerisierte bei

Raumtemperatur. Anschließend wurde es in die mit 1xTBE-Puffer befüllte Elektrophore-

sekammer überführt und diese gegebenenfalls mit der gleichen Pufferlösung so aufgefüllt,

dass der Flüssigkeitsspiegel circa 0,5 cm oberhalb des Agarose-Gels lag.

Entsprechend der in Tabelle 3.17 gezeigten Übersicht wurden die Geltaschen mit einem als

„Probe“ bezeichneten Gemisch aus 15 µl des zu analysierenden PCR-Produktes und 1,5 µl

Ladepuffer (6xLoading Dye Solution) bzw. mit der DNA-Molekulargewichtsmarkerlösung

befüllt. Letztere setzte sich aus 1,5 µl 6xLoading Dye Solution, 1,0 µl des Massestandards

GeneRulerTM 100 bp PLUS DNA Ladder und 7,0 µl autoklaviertem DEPC-Wasser zu-

sammen.

Die circa 40-minütige elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte mithilfe des Netz-

gerätes Power Supply 2301 Macrodrive 1 bei einer Spannung von 125V und einer maxi-

malen Stromstärke von 300mA. Die sich anschließende Visualisierung und Dokumentati-

on der aufgetrennten Amplifikate erfolgte unter Verwendung eines UV-Transilluminators

mit integrierter Kamera (Institut für Pharmakologie und Toxikologie der Justus-Liebig-

Universität Giessen) bei einer Wellenlänge von 312 nm.
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Tabelle 3.17: Belegung der Probetaschen für die Agarose-Gelelektrophorese

Probetasche 1

Probetasche 2 Ladder GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder

Probetasche 3 AR/Casp3 Probe „Gonazonr“ DGA (NickW)

Probetasche 4 AR/Casp3 Probe „Gonazonr“ DGB (LeoB)

Probetasche 5 AR/Casp3 Probe „Gonazonr“ DGC (StrolchS)

Probetasche 6 AR/Casp3 Probe „Gonazonr“ DGD (BrunoM)

Probetasche 7 AR/Casp3 Probe „Kontrolle adult“ (Ben)

Probetasche 8 AR/Casp3 Probe „ juvenil“ (JackD)

Probetasche 9 AR/Casp3 Probe „Profactr“ (FlohG)

Probetasche 10 AR/Casp3 Probe Negativkontrolle

Probetasche 11 Ladder GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder

Probetasche 12 GAPDH Probe „Gonazonr“ DGA (NickW)

Probetasche 13 GAPDH Probe „Gonazonr“ DGB (LeoB)

Probetasche 14 GAPDH Probe „Gonazonr“ DGC (StrolchS)

Probetasche 15 GAPDH Probe „Gonazonr“ DGD (BrunoM)

Probetasche 16 GAPDH Probe „Kontrolle adult“ (Ben)

Probetasche 17 GAPDH Probe „ juvenil“ (JackD)

Probetasche 18 GAPDH Probe „Profactr“ (FlohG)

Probetasche 19 GAPDH Probe Negativkontrolle

Probetasche 20

3.8.2.2 Gel-Extraktion

Die Gel-Extraktion beschränkte sich auf die „Kontrolle adult“ und erfolgte gemäß den

Herstellerangaben unter Verwendung des QIAEX II Gel Extraction Kits. Dabei wurde

wie folgt vorgegangen: Die mithilfe der Mineralightr Lamp im UV-Licht (312 nm) de-

tektierten cDNA-Banden wurden mit einer sterilen Skalpellklinge aus dem Gel ausge-

schnitten und einzeln in bereits abgewogenen DNase-freie 2,0ml-Reaktionsgefäße über-

führt. Nach erneutem Wiegen erfolgte die Ermittlung des Taragewichts der Gelstücke.

89



3. Material und Methode

Entsprechend ihres Gewichtes wurde nun jede Gelprobe mit dem dreifachen Volumen an

QX1-Puffer sowie 30 µl der resuspendierten QIAEX II-Lösung überschichtet und ausgiebig

gemischt. Anschließend wurden die Reaktionsgefäße für 10min in ein 50 °C temperiertes

Schüttelwasserbad überführt, welchem sie alle 2min kurz zum Durchmischen entnommen

wurden. Es folgte eine 30 s andauernde Zentrifugation der Reaktionsgefäße bei 20159,8 g

(14000U/min). Nachdem die Überstände in den einzelnen Reaktionsgefäßen mittels Pi-

pette entfernt worden waren, wurden die zurückgebliebenen Pellets in je 500 µl QX1-

Puffer durch Mischen gelöst und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Im Anschluss an

das erneute Verwerfen der Überstände wurde ein jeder Niederschlag in 500 µl PE-Puffer

resuspendiert und erneut abzentrifugiert (siehe oben). Nach vollständiger Wiederholung

des letztbeschriebenen Aufreinigungsprozesses mit PE-Puffer erfuhren die Pellets eine cir-

ca 30-minütige Lufttrocknung bei Raumtemperatur. Danach wurden die Niederschläge in

je 20 µl TE-Puffer aufgelöst, die Proben intensiv gemischt und für 5min bei Raumtem-

peratur inkubiert. Im Anschluss an eine 30 s andauernde Zentrifugation der Proben bei

20159,8 g (14000U/min) erfolgte die Überführung der DNA-haltigen Überstände in neue,

DNase-freie 0,5ml-Reaktionsgefäße.

Die sich anschließende Sequenzierung erfolgte durch die Firma SRD Scientific Research

and Development, Bad Homburg.

3.8.3 Reverse Transkriptase - quantitative real-time

Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR)

Bei der Reverse Transkriptase - quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (RT-

qPCR) handelt es sich um ein auf dem Prinzip der konventionellen PCR beruhenden

Verfahren, welches den zusätzlichen Nutzen einer Quantifizierung der Reaktionsprodukte

bietet.

Die Aufbereitung der RNA (DNase-Behandlung, reverse Transkription) war bereits im

Rahmen der RT-PCR durchgeführt worden (siehe Kapitel 3.8.1.1 und 3.8.1.2). Die resul-

tierende cDNA fand in der Bestimmung der Expression von AR und Caspase-3 mittels
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quantitativer real-time PCR (qPCR) Anwendung.

3.8.3.1 Quantitative real-time PCR (qPCR) mit TaqManr-Hydrolyse-Sonden

Das Prinzip der TaqManr-qPCR beruht auf dem von Holland et al. (1991) beschrie-

benen, die 5´3´-Exonukleaseaktivität der Taq-DNA-Polymerase nutzenden 5´-Nuclease

PCR Assay und ermöglicht, bei zeitgleichem Vorhandensein der für die Amplifikation be-

nötigten spezifischen Primer sowie einer fluoreszenzmarkierten, sequenzspezifischen Gen-

sonde, die direkte Quantifizierung der Amplifikate (Schild, n. d.).

Schild (n. d.) erläutert die Methodik der quantitativen real-time qPCR mit TaqManr-

Hydrolyse-Sonden unter Verwendung der die 5´3´-Exonukelaseaktivität aufweisenden

AmpliTaq DNA Polymerase wie folgt:

Die circa 20 bis 30 Nukleotide umfassende Gensonde besitzt in der Regel an ih-

rem 5´-Ende den als Reporter fungierenden, kovalent gebundenen Fluoreszenzfarb-

stoff 6-Carboxy-Fluorescein (6-FAM) sowie am 3´-Ende den über ein Linker-Arm-

modifiziertes-Nukleotid (LAN) gekoppelten Quencher-Farbstoff 6-Carboxy-Tetrame-

thyl-Rhodamin (TAMRA). Aufgrund der räumlichen Nähe von Reporter- und Quen-

cherfarbstoff, verhindert der Fluoreszenz-Energietransfer (FET) bei intakter Sonde die

unter Anregung auftretende Fluoreszenz. Die Gensonde hybridisiert ebenso wie die

Primer sequenzspezifisch an die DNA-Template. Im Rahmen der von den Primern aus-

gehenden Elongation einer komplementären Sequenz erfährt die Sonde durch die 5´-

Exonukleaseaktivität der fortschreitenden Taq-DNA-Polymerase eine Hydrolyse. Die

damit verbundene räumliche Trennung von Quencher und Reporter führt schließlich

bei Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes zur Emission eines Lichtsignals.

Pfaffl (2006) beschreibt, dass sich die Fluoreszenzzunahme über ein großes Intervall

an Zyklen hinweg direkt proportional zur Anzahl der neusynthetisierten PCR-Produkte

verhält und somit die Startmenge an cDNA ermittelt werden kann.
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Entsprechend der konventionellen PCR bedarf die qPCR folgender Grundbausteine:

• Template:

Als Template diente die aus der Gesamt-RNA durch reverse Transkription gewon-

nene cDNA (siehe Kapitel 3.8.1.1 und 3.8.1.2).

• Primer und Sonde:

Sowohl die für den caninen AR als auch die für die canine Caspase-3 spezifischen

Primerpaare und Sonden waren mithilfe der Primer Express Software (Version 2.0,

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) ausgewählt und von der Firma Euro-

gentec S.A. (Seraing, Belgien) hergestellt worden.

Die Herstellung des für das canine Referenzgen GAPDH genspezifischen Primer

(for/rev)-Sonden-Systems erfolgte durch das Unternehmen biomers.net GmbH, Ulm.

Eine Übersicht der in der qPCR angewandten Primerpaare und Sonden, inklusi-

ve Accession-Nummer (GenBank bzw. NCBI) der zugrunde liegenden Nukleotidse-

quenz, sowie die Größe der Amplifikate in Basenpaaren (bp) findet sich in Tabelle

3.18.

• DNA-abhängige DNA-Polymerase:

Neben der für die TaqManr-qPCR grundlegenden 5´3´-Exonuklease-Aktivität be-

sitzt die DNA-abhängige Thermus aquaticus (Taq)-DNA-Polymerase eine extrem

hohe Hitzebeständigkeit. Dies ermöglichte die Durchführung einer Hot-Start-qPCR,

sodass die Bildung unspezifischer Produkte verhindert werden konnte.

Bei der nachfolgend beschriebenen qPCR fand die iTaq DNA Polymerase, welche

Bestandteil des iQTMSupermixes ist, Anwendung.

Alle Arbeitsschritte sowie die zwischenzeitliche Lagerung sämtlicher Komponenten der

qPCR erfolgten unter Kühlung auf Eis.

In einem ersten Schritt wurde pro Zielgen ein Gesamtansatz des Mastermixes erstellt,

dessen Volumen sich aus der zu bestimmenden Probenanzahl ergab. Nach dem gründ-

lichen Durchmischen erfolgte eine der Anzahl der Proben entsprechende Aliquotierung der

Lösung. Dabei ergab sich pro Probe der in Tabelle 3.19 beschriebene Reaktionsansatz.
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Tabelle 3.19: Zusammensetzung des qPCR-Mastermixes

Komponente (Konzentration) Volumen (µl)/Ansatz

iQTMSupermix (2x) 25,00

Primer forward (20 µM) 0,75

Primer reverse (20 µM) 0,75

TaqManr-Sonde (20 µM) 0,50

DEPC-Wasser 13,00

Mastermix (Probenansatz) 40,00

Zu den jeweils aus 40 µl Mastermix bestehenden Ansätzen wurden 10 µl der entsprechen-

den cDNA-Probe bzw. das als Negativkontrolle dienende umgeschriebene DEPC-Wasser

hinzugegeben. Die nun in dem endgültigen Ansatz einer Probe vorliegende Konzentration

der Primer betrug jeweils 300 nM, die der Sonde 200 nM. Im Anschluß an eine gründliche

Durchmischung wurden pro Probenansatz zwei Vertiefungen der Thermo-Fast 96 Skir-

ted PCR Plate mit je 23 µl Reaktionslösung befüllt und die Reaktionsplatte schließlich

mithilfe einer selbstklebenden optischen Folie verschlossen. Die Durchführung der Hot-

Start-qPCR sowie die zyklische Detektion der Fluoreszenz erfolgten in einem CFX96TM

Real-Time PCR Detection System wie in Tabelle 3.20 beschrieben.

Tabelle 3.20: Temperaturprotokoll der qPCR

t (min) T (°C) Funktion

3,00 95,0 Aktivierung der iTaq DNA Polymerase & Initiale Denaturierung

Elongationszyklus (40 Wiederholungen):

0,25 95,0 Denaturierung

1,0 60,0 Annealing & Elongation ⇒ Detektion der Fluoreszenz

3.8.3.1.1 Auswertung Die Quantifizierung der qPCR-Produkte basiert auf dem jewei-

ligen im CFX96TM Real-Time PCR Detection System detektierten Fluoreszenzschwellen-
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wert, welcher aus dem Abbau der TaqManr-Sonde resultiert. Der Fluoreszenzschwellen-

wert beschreibt den Elongationszyklus, in welchem das Fluoreszenzsignal die zu Reak-

tionsbeginn vorhandene Basis- oder Hintergrundfluoreszenz signifikant überschreitet; er

wird als Threshold Cycle (CT ) oder Crossing Point (CP ) bezeichnet. Der CP definiert

somit den Zeitpunkt im mittleren Drittel der exponentiellen Amplifikationsphase, welcher

weder einer negativen Beeinflussung durch die anfängliche Hintergrundfluoreszenz noch

einer beginnenden Plateauphase unterliegt. Mathematisch betrachtet verhält sich der CP

umgekehrt proportional zum Logarithmus der ursprünglichen Konzentration an cDNA.

Dies bedeutet, dass die bis zum Erreichen des Fluoreszenzschwellenwertes benötigte An-

zahl an Elongationszyklen und damit der CP umso höher ist, je niedriger die initiale

Konzentration der Template ist.

Die Quantifizierung selbst kann sowohl absolut als auch relativ erfolgen. Während eine

absolute Quantifizierung der Feststellung einer tatsächlich vorhandenen Anzahl ampli-

zierter PCR-Produkte anhand eines definierten cDNA-Standards dient, wird im Rahmen

einer relativen Quantifizierung die Zunahme eines Zielgens bezogen auf ein Referenzgen

ermittelt. Diese semiquantitative Erfassung der PCR-Produkte kann mit und ohne vor-

hergehende Effizienzkorrektur erfolgen.

Während die nicht Effizienz-korrigierte 44CT -Methode bei der Amplifikation des Ziel-

gens und des konstitutiv exprimierten Referenzgens eine optimale wie auch vergleichbare

Effizienz voraussetzt (Pfaffl, 2006), erlauben Effizienz-korrigierte Methoden eine verläss-

lichere Quantifizierung bei geringgradig abweichenden Effizienzen (Pfaffl et al., 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit kam eine relative Quantifizierung der Zielgen-Expression be-

zogen auf die des Referenzgens GAPDH zur Anwendung. Die Ermittlung der Reakti-

onseffizienzen erfolgte mithilfe einer exponentiellen Verdünnungsreihe (100%, 10%, 1%

und 0,1%). Das Ausgangsmaterial der in Dreifachbestimmung verwendeten Verdünnun-

gen setzte sich aus aliquoten Teilen aller zu untersuchenden cDNA-Proben zusammen

(Pfaffl et al., 2002). Die resultierenden CP -Werte zeichneten eine lineare Regressions-

gerade, deren Steigung m die Berechnung der Reaktionseffizienz E nach der bei Pfaffl

(2001) beschriebenen Gleichung (3.1) ermöglicht:
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E = 10 (−1/m). (3.1)

Um vorhandene Unterschiede in der Effizienz des Ziel- und des Referenzgens zu berücksich-

tigen, erfolgte die von Pfaffl (2001) beschriebene Effizienzkorrektur der quantitativen

Qualifizierung [siehe Gleichung (3.6)].

Dazu mußte in einem ersten Schritt sowohl für das Ziel- als auch das Referenzgen der

mittlere CP -Wert einer jeden Probe P in Bezug auf einen Kalibrator K ermittelt wer-

den. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde der Mittelwert der in der Versuchsgruppe

„Kontrolle adult“ detektierten CP -Werte als Kalibrator herangezogen.

CPZielgen(K)− CPZielgen(P ) = 4CPZielgen(K − P ) (3.2)

CPReferenzgen(K)− CPReferenzgen(P ) = 4CPReferenzgen(K − P ) (3.3)

Nun erfolgt mithilfe der in Gleichung (3.1) errechneten Effizienzen die Korrektur der

4CP -Werte.

4 CP (korrigiert)Zielgen(K − P ) = (EZielgen)4CPZielgen(K−P ) (3.4)

4 CP (korrigiert)Referenzgen(K − P ) = (EReferenzgen)4CPReferenzgen(K−P ) (3.5)

Schließlich kann durch Division der Effizienz-korrigierten 4CP -Werte des Zielgens durch

die des Referenzgens die Ratio der Genexpression ermittelt werden. Die Ratio R beschreibt

die relative Expressionsänderung des Zielgens in Bezug auf das Referenzgen:

R =
(EZielgen)4CPZielgen(K−P )

(EReferenzgen)4CPReferenzgen(K−P )
. (3.6)
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3.9 Hormonanalyse

Die im Rahmen dieser Studie durchgeführten hormonanalytischen Untersuchungen er-

folgten durch das endokrinologische Labor der Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und

Androglogie der Groß- und Kleintiere mit Tierärztlicher Ambulanz, JLU Giessen.

3.9.1 Testosteron

Die Erfassung der Testosteronkonzentration erfolgte im kompetitiven Radioimmunassay

(RIA) nach den im vorausgehend genannten Labor etablierten „Standard Operation Proce-

dures“. Dabei fand das vom Kaninchen stammende und gegen 4-Androsten11α,17β-diol-

3-on-11-HS-BSA gerichtete Antiserum Gi-Testosteron-I Anwendung. Als Tracer diente
3H-Testosteron.

Die Kalibrierungskurve umfasste 8 Kurvenpunkte zwischen 0,06 ng/ml und 7,4 ng/ml, die

untere Nachweisgrenze lag bei 0,1 ng/ml, der Intra- und Interassayvariationskoeffizient

betrug 8,2% bzw. 7,8% bis 9,0% (Ludwig, 2008). Nach Röcken et al. (1995) zeigten

sich Kreuzreaktionen vor allem mit Dihydrotestosteron (47%), während sie ansonsten bei

<1% lagen (Androstendion, 0,84%; 17α-Hydroxyprogesteron, 0,49%; Estradiol-17β, Pro-

gesteron, Estron, Estriol, Cortisol, Pregnenolon sowie Dehydroepiandrosteron, ≤0,04%).

3.9.2 LH

Die LH-Konzentration des Blutplasmas wurde wie bei Jäger (2006) und Ludwig (2008)

beschrieben als „Solid-Phase Assay“ unter Verwendung eines auf dem Prinzip des Sequenz-

tests basierenden heterologen, kompetitiven Enzym-Immuno-Assays (EIA) bestimmt. Als

Standard diente canines LH. Biotinyliertes bovines LH fungierte als Tracer. Bei dem ver-

wendeten ersten Antikörper handelte es sich den monoklonalen 518 B7 Mouse anti bovine

LH (Dr. Janet Roser, University of California, Davis, CA), der als Solid-Phase dienende

zweite Antikörper war Goat anti Mouse IgG Fc specific (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen). Die Extinktionsmessung erfolgte bei 450 nm.
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Die Kalibrierungskurve umfasste einen Konzentrationsbereich von 0,2 ng/ml bis 6,4 ng/ml,

die untere Nachweisgrenze des Assays lag bei 0,2 ng/ml und die Interassayvariationskoef-

fizienten betrugen zwischen 12,7% und 17,3% (Ludwig, 2008). Der Intraassayvariations-

koeffizient lag nach Jäger (2006) bei 9,77% in hohen und 18,59% in niedrigen Messbe-

reichen.

3.9.3 FSH

Die Bestimmung der Plasmakonzentration an caninem FSH erfolgte nach Hersteller-

angaben unter Verwendung eines kommerziellen Enzyme-linked Immunosorbent Assay

(ELISA)-Kits (Canine FSH ELISA, EIA4536, DRG International Inc., New Jersey, USA).

Das Kit enthielt canines FSH als Standard, mit monoklonalem Maus-anti-Hund FSH-

Antikörper beschichtete Mikrotiterplatten sowie einen freien Peroxidase-konjungierten,

monoklonalen Maus-anti-Hund FSH-Antikörper. Die photometrische Bestimmung der Ex-

tinktion erfolgte bei 450 nm.

Die Standardkurve erstreckte sich von 0 ng/ml bis 50 ng/ml, die untere Nachweisgrenze

befand sich im Bereich von 0,1 ng/ml. Laut Herstellerangaben lag die Intra- und In-

terassayvariation zwischen 3,5% und 7,8% bzw. 3,95% und 10,06%, Kreuzreaktivität

existierte mit caninem FSH (100%), caninem TSH (8,7%) und caninem LH (6,2%).

3.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Analyse der Versuchsergebnisse erfolgte in Kooperation

mit der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Vete-

rinärmedizin, Justus-Liebig-Universität Giessen unter Verwendung der Programmpakete

BMDP/Dynamic, Release 8.1 (BMDP Statistical Software, Inc., Statistical Solutions Ltd.,

Cork, Ireland) und StatXact, Version 9.0.0 (CYTEL Inc., Cambridge, MA, USA).

Die Datenbeschreibung bediente sich im Fall einer angenäherten Normalverteilung quan-

titativer Merkmale der Angabe des Stichprobenumfanges, des Minimums (min.), des Ma-

ximums (max.) sowie des arithmetischen Mittelwertes (x̄) und der Standardabweichung
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(SD). Bei rechtsschiefen Verteilungen positiver quantitativer Merkmale wurde eine loga-

rithmische Transformation (log10) auf die Daten angewendet und die Ergebnisse als geo-

metrischer Mittelwert (x̄geom.) und Streufaktor (SF) in Verbindung mit Minimum (min.)

und Maximum (max.) dargestellt.

3.10.1 Hormonanalytische Daten

Eine statistische Bearbeitung erfolgte lediglich für die Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA

bis DGD (DGD=17 Hunde). Es wurden folgende Testverfahren durchgeführt:

• Vergleich der Testosteronkonzentrationen im Plasma zu verschiedenen Zeitpunkten

vor Explantation des GnRH-Analogons

– Einfaktorieller Vergleich der Zeitpunkte: Friedmann-Test

– Paarvergleich mit dem Ausgangswert bei vergleichsbezogenem Signifikanzni-

veau: Wilcoxon-Test

• Vergleich der Testosteronkonzentrationen im Plasma nach Explantation des GnRH-

Analogons

– Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Messwiederholung über den Fak-

tor Zeit: Wald-Test (wegen nicht vollständig vorhandener Beobachtungen)

– Paarvergleich mit Ausgangswerten bei vergleichsbezogenem Signifikanzniveau:

paarweiser t-Test.

3.10.2 Sonstige analytische Parameter

Alle weiteren statistischen Auswertungen betrafen zum einen die Versuchsgruppen „Gona-

zonr“ DGA bis DGD (DG D=5 Hunde) und „Kontrolle adult“ [Datenanalyse I (DatA I)],

zum anderen die Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ [Datenana-

lyse II (DatA II)].

3.10.2.1 Datenanalyse I (DatA I)

Bei der Datenanalyse I fand primär die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) Anwen-

dung. Ergab diese einen signifikanten Einfluss der Gruppe (p ≤ 0,05), schloss sich der
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paarweise Gruppenvergleich mittels Tukey-Test an. Lediglich bei schiefer Verteilung der

Meßwerte kam anstelle von ANOVA der Kruskal-Wallis-Test zur Anwendung. Sofern die-

ser einen p-Wert ≤ 0,05 aufwies, erfolgte zum paarweisen Gruppenvergleich der Dunn-Test

(Bonferroni-Holm-Korrektur).

Ein möglicher Zusammenhang zwischen der Expression des AR- oder des Ki-67-Antigens

und dem Entwicklungstyp eines Tubulus seminiferus contortus [Tubulustyp (tt) a - tt d2]

der Versuchsgruppen „Gonazonr“ DGA bis DGC, vereinzelt auch der Versuchsgruppen

„Gonazonr“ DGD und „Kontrolle adult“, wurde mithilfe nachfolgender statistischer Ver-

fahren untersucht:

• Untersuchung ordinaler Zusammenhänge: Rangkorrelation nach Spearman

• Gruppenvergleich: Kruskal-Wallis-Test

• Ggf. zweidimensionale Häufigkeitsauszählung: Pearson-Chi-Quadrat-Test.

Im Hinblick auf die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbung des aktivierte Caspase

3-Antigens erfolgte lediglich eine deskriptive Beurteilung.

3.10.2.2 Datenanalyse II (DatA II)

Bei der Datenanalyse II wurde entsprechend vorgegangen (ANOVA bzw. exakter Kruskal-

Wallis-Test). Bei Reduktion der Gruppenzahl auf zwei (Entfall der Versuchsgruppe „ ju-

venil“ aufgrund fehlender Spermatogonien) kam der t-Test bei ungleichen Varianzen der

Vergleichgruppen bzw. der exakte Wilcoxon-Mann-Whitney-Test zur Anwendung.

3.10.3 Signifikanzniveau

Bei der Beurteilung der statistischen Signifikanz wurde ein Signifikanzniveau von α=0,05

zugrunde gelegt. Ergebnisse mit p ≤ 0,05 wurden somit als statistisch signifikant und

Ergebnisse p>0,05 als statistisch nicht signifikant bewertet.
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3.11 Fixierungen, Puffer und Lösungen

(Bezug und analytische Qualität siehe Kapitel 3.12)

3.11.1 Allgemein

Alkohol-Reihe:

Alkohol 30% Ethanol ≥ 99,8% 30,00ml

Aqua bidest 70,00ml

Alkohol 50% Ethanol ≥ 99,8% 50,00ml

Aqua bidest 50,00ml

Alkohol 60% Ethanol ≥ 99,8% 60,00ml

Aqua bidest 40,00ml

Alkohol 70% Ethanol ≥ 99,8% 70,00ml

Aqua bidest 30,00ml

Alkohol 80% Ethanol ≥ 99,8% 80,00ml

Aqua bidest 20,00ml

Alkohol 95% Ethanol ≥ 99,8% 95,00ml

Aqua bidest 5,00ml

Hämatoxylin-Lösung (1:1):

Hämatoxylin-Lösung modifiziert nach Gill III 100,00 ml

Aqua bidest 100,00 ml
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3.11.2 Probengewinnung und -konservierung

Bouin´sche Lösung:

Picrinsäure (1,3%) 15,00ml

Formaldehydlösung (mind. 37%) 5,00ml

Essigsäure (100%) 1,00ml

Formol nach Lillie (≈4%ige Phosphat-gepufferte Formaldehyd-Lösung) (pH 7,0):

Formaldehydlösung (mind. 37%) 500,00ml

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 20,00 g

Dinatriumhydrogenphosphat 32,50 g

Aqua bidest 4500,00ml

Phosphatpuffer 0,1M (pH 7,2):

Lösung A Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 13,80 g

Aqua bidest ad 1000,00ml

Lagerung bei 4 °C

Lösung B Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 17,80 g

Aqua bidest ad 1000,00ml

Lagerung bei 4 °C

Gebrauchslösung stets frisch ansetzen

Lösung A 28,30ml

Lösung B 71,70ml

3.11.3 Histologie und Immunhistochemie

BSA-PBS-Puffer:

PBS-Puffer (1x) 100,00ml

BSA 1,43 g

Trition X-100 30,00 µl

102



3.11. Fixierungen, Puffer und Lösungen

BSA-Tris-HCl-Puffer:

Tris-HCl (2x) 100,00ml

BSA 1,43 g

Trition X-100 30,00 µl

Citratpuffer 0,01M (pH 6,0):

Lösung A Citronensäure-Monohydrat 21,01 g

Aqua bidest 1000,00ml

Lagerung bei 4 °C

Lösung B Trinatriumcitrat-Dihydrat 29,41 g

Aqua bidest 1000,00ml

Lagerung bei 4 °C

Gebrauchslösung stets frisch ansetzen

Lösung A 9,00ml

Lösung B 41,00ml

Aqua bidest 450,00ml

Eosin-Lösung 1%:

Eosin gelblich 2,00 g

Aqua bidest 200,00ml

Essigsäure 2Tropfen

Genius III-Puffer:

Tris-HCl 1,52 g

TRIS PUFFERANr 10,94 g

Natriumchlorid 5,84 g

Magnesiumchlorid 4,76 g

Aqua bidest ad 1000ml
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ICC-Puffer (pH 7,2 - 7,4):

Dinatriumhydrogenphosphat 1,20 g

Kaliumdihydrogenphosphat 0,20 g

Kaliumchlorid 0,20 g

Natriumchlorid 8,00 g

Aqua bidest ad 1000,00ml

Einstellung des pH 7,2 - 7,4

Triton X-100 3,00ml

PBS-Puffer (1x):

PBS-Puffer (5x) 200,00 ml

Aqua bidest 800,00 ml

PBS-Puffer (5x):

Natriumchlorid 41,00 g

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 13,80 g

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 11,00 g

Kaliumdihydrogenphosphat 2,75 g

Aqua bidest ad 1000,00 ml

Pferdeserum:

Inaktivierung im Schüttelwasserbad bei 55 °C

für 30min

Tris-HCl-Puffer 0,1M (2x):

Tris-HCl-Puffer 1M (20x) 100,00ml

Aqua bidest 900,00ml

Triton X-100 3,00ml

104



3.11. Fixierungen, Puffer und Lösungen

Tris-HCl-Puffer 1M (20x) (pH 7,6):

TRIS PUFFERANr 121,14 g

Aqua bidest 800,00ml

Einstellen des pH 7,6

Aqua bidest ad 1000,00 ml

Wasserstoffperoxid-Methanol-Lösung 3,0%:

Wasserstoffperoxid (30%ige Lösung) 6,00ml

Methanol 54,00ml

3.11.4 TUNEL

PBS-Puffer (1x):

PBS (10x) 100,00ml

Aqua bidest 900,00ml

PBS-Puffer (10x):

Natriumchlorid 58,50 g

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 7,76 g

Dinatriumhydrogenphosphat 27,50 g

Aqua bidest ad 500,00ml

Proteinase K-Lösung:

Proteinase K 20 µg

PBS (1x) 1,00ml
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3.11.5 Proteinextraktion und Western Blot

Alkohol 0,1%:

Ethanol ≥ 99,8% 0,10 ml

Aqua bidest ad 100,00 ml

APS 10%:

APS 0,10 g

Aqua bidest ad 1,00 ml

Blocking-Puffer:

Magermilchpulver 5,00 g

Thimerosal-Lösung 2% 1,00 ml

PBS (1x) ad 100,00 ml

Bromphenolblau-Lösung:

Alkohol 0,1% 2,00 ml

Bromphenolblau gesättigt

Elektrodenpuffer (1x):

Rotiphoreser 10x SDS-PAGE 40,00 ml

Aqua bidest ad 400,00 ml

PBS-Puffer (1x):

PBS (10x) 100,00 ml

Aqua bidest ad 1000,00 ml
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PBS-Puffer (10x):

Natriumchlorid 80,00 g

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 11,50 g

Kaliumchlorid 2,00 g

Kaliumdihydrogenphosphat 2,00 g

Aqua bidest ad 1000,00 ml

PBST-Puffer 0,2%:

Tweenr20 2,00 ml

PBS (1x) ad 1000,00 ml

Ponceau-S-Arbeitslösung:

Ponceau-S-Stammlösung 1,00 ml

Aqua bidest 9,00 ml

Ponceau-S-Stammlösung:

Ponceau-S 2,00 g

Trichloressigsäure 30,00 g

5-Sulfosalicylsäure-Dihydrat 30,00 g

Aqua bidest ad 100,00 ml

Probenauftragspuffer (3x):

Sammelgelpuffer 1,75 ml

Glycerin 1,50 ml

SDS-Stammlösung 10% 5,00 ml

2-Mercaptoethanol 0,50 ml

Bromphenolblau-Lösung 1,25 ml
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Protease-Inhibitor-Cocktail:

cOmplete Mini 1 Tablette

PBS (1x) 10,00 ml

Herstellung von 1 ml Aliquotierungen

Lagerung bei 4 °C

Sammelgelpuffer 0,5M (pH 6,8):

TRIS PUFFERANr 7,88 g

Aqua bidest 80,00 ml

Einstellung des pH 6,8

Aqua bidest ad 100,00 ml

SDS-Stammlösung 10%:

SDS 10,00 g

Aqua bidest ad 100,00 ml

Entgasung im Wasserstrahlvakuum

Thimerosal-Lösung 2%:

Thimerosal 2,00 g

Aqua bidest ad 100,00 ml

Aufbewahrung lichtgeschützt bei 4 °C

Transferpuffer (pH 8,2 - 8,4):

TRIS PUFFERANr 3,03 g

Glycin 14,40 g

Methanol 100,00 ml

Aqua bidest ad 1000,00 ml
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Trenngelpuffer 1,5 M (pH 8,8):

TRIS PUFFERANr 23,64 g

Aqua bidest 80,00 ml

Einstellung des pH 8,8

Aqua bidest ad 100,00 ml

3.11.6 RNA-Extraktion und PCR

DEPC-Wasser:

DEPC 1,00ml

Aqua bidest 1000,00ml

EDTA 0,5M (pH 8,0):

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat 37,22 g

Aqua bidest 160,00ml

Einstellung des pH 8,0

Aqua bidest ad 200,00ml

TBE-Puffer (1x):

TBE-Puffer (10x) 100,00ml

Aqua bidest 900,00ml

TBE-Puffer (10x):

TRIS PUFFERANr 108,00 g

Borsäure 55,00 g

EDTA 0,5M 40,00ml

Aqua bidest ad 1000,00ml

109



3. Material und Methode

TE-Puffer (pH 8,0):

TRIS PUFFERANr 1,21 g

EDTA 0,5M 2,00ml

Aqua bidest ad 1000,00ml

Einstellung des pH 8,0

anschließend autoklavieren
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3.12 Reagentien und Chemikalien

(Hersteller/Lieferant)

Acrylamide, for molecular biology, minimum 99%

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

AEC SUBSTRATE KIT FOR PEROXIDASE SK-4200

(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA)

Agarose, ultra pure, electrophoresis grade

(GibcoBRL, Life Technologie, Karlsruhe)

AmpliTaq Goldr 5 U/µl

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

ApopTagr Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit S7100

(CHEMICONr International, Inc., Temecula, CA, USA)

APS (Ammoniumperoxodisulfat) ≥ 98%, p.a., ACS

(Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe)

Assistent-Histokitt 1025/250

(Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.KG, Sondheim)

Avidin/Biotin Blocking Kit SP-2001

(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA)

BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate), 4-toluidine salt Solution

(Roche Diagnostics GmbH, Penzberg)

Borsäure ≥ 99,8%, p.a., ACS, ISO

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Bromphenolblau (3´,3´´,5´,5´´-Tetrabromphenolsulfonphthalein)

(SIGMA CHEMIE COMPANY, St Louis, MO, USA)

BSA (Bovines Serumalbumin), 98%, Elektrophorese

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

1-Butanol ≥ 99,5%, zur Synthese

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Chloroform (Trichlormethan) ROTISOLVr , HPLC

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)
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Citronensäure-Monohydrat, krist. reinst

(Merck KGaA, Darmstadt)

cOmplete, Mini, EDTA-free Protease-Inhibitor-Cocktail

(Roche Diagnostics GmbH, Penzberg)

DAB Peroxidase Substrate Kit SK-4100

(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA)

DEPC (Diethyl pyrocarbonate), approx. 97%, NMR

(SIGMA CHEMICAL COMPANY, St Louis, MO, USA)

Dinatriumhydrogenphosphat, (etwa 98%) reinst

(E. Merck, Darmstadt)

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, purum p.a., ≥ 98,0% (T)

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

DNase I recombinant, RNase-free 10U/µl

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)-Disodium Salt, for molecular biology, 0,5M

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

Eosin gelblich, Indikator und für die Mikroskopie

(E. Merck, Darmstadt)

Essigsäure, 100%, wasserfrei

(Merck KGaA, Darmstadt)

Ethanol, ≥ 99,8%, DAB, reinst

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Ethidium bromide solution for molecular biology, 10 mg/ml in H2O

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

Formaldehydlösung, mind. 37%, stabilisiert mit etwa 10% Methanol

(Merck, KGaA, Darmstadt)

GeneAmpr Gold RNA PCR Core Kit

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

GeneRulerTM 100 bp PLUS DNA Ladder (0,5 µg/µl)

(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)
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Glycerin ROTIPURANr ≥ 99,5%, wasserfrei

(Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe)

Glycin ≥ 99%, p.a.

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Hämatoxylin-Lösung modifiziert nach Gill III für die Mikroskopie

(Merck KGaA, Darmstadt)

iQTM Supermix for qPCR

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

Kaisers Glyceringelatine für die Mikroskopie (enthält Phenol)

(Merck KGaA, Darmstadt)

Kaliumchlorid, zur Analyse

(E. Merck, Darmstadt)

Kaliumdihydrogenphosphat, ≥ 99,0%, ACS

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

6xLoading Dye Solution

(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

Magermilchpulver, Instant, Sprühgetrocknet

(J. M. Gabler Saliter GmbH & Co.KG, Obergünzburg/Allgäu)

Magnesiumchlorid

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

2-Mercaptoethanol

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Methanol, reinst

(Merck KGaA, Darmstadt)

MultiScribeTM Reverse Transcriptase 50U/µl

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

Natriumchlorid, zur Analyse, ACS, ISO

(Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, zur Analyse

(Merck KGaA, Darmstadt)
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Natronlauge, 2N

(Merck KGaA, Darmstadt)

NBT (Nitroblue tetrazolium chloride) Solution

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

PageRulerTM Prestained Protein Ladder, 10,0 - 170,0 kDa

(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

Pferdeserum

(eigene Herstellung; siehe Kapitel 3.11.3)

Picric Acid-Saturated Solution, 1,3%

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

Ponceau-S

(Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe)

Potassium phosphate monobasic, ACS reagen, ≥ 99,0%

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

Prestained Molecular Weight Standard Mixture (for SDS Polyacrylamide Gel

Electrophoresis) SDS-7B, 31,5 - 172,0 kDa

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

2-Propanol ROTIPURANr ≥ 99,8%, p.a., ACS, ISO

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Proteinase K

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Deisenhofen)

QIAEX II Gel Extraction Kit

(QIAGEN GmbH, Hilden)

RiboLockTM RNase Inhibitor, 40U/µl

(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)

RNAlaterr Tissue Collection: RNA Stabilization Solution

(Applied Biosystems/Ambion, Austin, USA)

Rotiphoreser Gel 30

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Rotiphoreser 10x SDS-PAGE, 10fach konz. Laufpuffer für die Gelelektrophorese

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)
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3.12. Reagentien und Chemikalien (Hersteller/Lieferant)

Salzsäure rauchend 37%, purum p.a.

(Fluka Chemika, SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

SDS (Sodiumdodecylsulfat) ultra pure, ≥ 99%, f. d. Elektrophorese

(Carl Roth GmbH& Co, Karlsruhe)

5-Sulfosalicylsäure-Dihydrat, purum p.a., ≥ 98% (T)

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

TaqManr qPCR Mastermix

(Eurogentec, Seraing, Belgien)

TEMED, 99%, p.a., f. d. Elektrophorese

(Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe)

THIMEROSAL approx. 98% (HPLC)

(SIGMA-ALDRICHr Chemie GmbH, Deisenhofen)

Trichloressigsäure, purum p.a., ≥ 99% (T)

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Trinatriumcitrat-Dihydrat (Sodium citrate tribasic dihydrate), ACS reagent, ≥ 99,0%

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

TRIS (Trishydroxymethylaminomethan) PUFFERANr, Ultra Qualität, ≥ 99, 9%,

Buffer Grade

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

TRIS-HCl

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Tritonr X-100, rein

(Serva FEINBIOCHEMICA, Heidelberg/New York)

TRIzolr Reagent

(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA)

Tweenr20, Sigma Ultra

(SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim)

VECTASTAINr Elite ABC Kit (Rabbit IgG) PK-6101

(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA)

VECTORr NovaREDTM Peroxidase Substrate Kit SK-4800

(Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA)
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3. Material und Methode

Wasserstoffperoxid 30%, medizinisch reinst, stabilisiert

(Merck KGaA, Darmstadt)

Xylol zur Synthese

(Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn)

3.13 Verbrauchsmaterialien (Hersteller/Lieferant)

Adhäsions-Objektträger SUPERFROSTr PLUS

(Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig)

Alu-Laborfolie 0,030mm x 300mm x 100m

(MAGV, Rabendorf-Londorf)

Dako Pen

(Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark)

Deckgläser für die Mikroskopie

(Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co.KG, Braunschweig)

Filterkarton Mini Trans-Blotr Filter Paper

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

Filterpapier Paper Sheets (Qual.) Grade: 1/F 80 g/m3 200 x 250mm

(MUNKTELL & FILTRAK GmbH, Bärenstein)

Filterspitzen SafeSeal-Tips, gestopfte Pipettenspitzen, RNase-/DNase-/pyrogenfrei

(Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf)

Latexhandschuhe UNIGLOVESr Comfort, gepudert, unsteril

(UNIGLOVESr Arzt- und Klinikbedarf Handelsgesellschaft mbH, Troisdorf)

Microscopy Immersionsöl nach DIN 58884 für die Mikroskopie

(MERCK KGaA, Darmstadt)

Mikrotomklingen DB 80 L

(Leica Instruments GmbH, Nussloch)

Mikrotomklingen Leica 819

(Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch)

Nitrilhandschuhe NITRILE GLOVES N-DEXr, puderfrei

(Best Manufacturing Company, Menlo, GA, USA)
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3.13. Verbrauchsmaterialien (Hersteller/Lieferant)

Optische Folie PCR SealersTM Microsealr ’B’ Film

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

PARAFILM „M“ Laboratory Film

(American National Can Company, Menasha, WI, USA)

Pipettenspitzen ohne Filter 10 µl, farblos

(SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht)

Pipettenspitzen PP natur, mit Filter, 0,5 - 10 µl, 1 - 200 µl, 100 - 1000 µl, RNase-, DNA-

und Pyrogen-frei, steril

(nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe)

Pipettenspitzen ratiolabr gelb (1 - 200 µl), blau (200 - 1000 µl)

(ratiolab GmbH, Dreieich)

Präzisionswischtücher KIMTECH Science Precision Wipes

(Kimberly-Clark Europe Limited/Professional Sector, Reigate, Surrey, UK)

Probenröhre mit rundem Boden (4,5ml, 75,0 x 13,0mm, PP), Eindrückstopfen, Präpa-

rierung: Plasma Lithium-Heparin

(SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co., Nümbrecht)

PVDF-Membran Immobilonr-P Transfer Membrane

(Millipore Corporation, Bedford, MA, USA)

Reagenz- und Zentrifugenröhre mit rundem Boden (3,5ml, 55 x 12mm, PP), Eindrück-

stopfen

(SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co., Nümbrecht)

2,0ml-Reaktionsgefäß mit Druckverschluss, DNA-/DNase-/RNase- und pyrogenfrei

(Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf)

0,5ml-Reaktionsgefäß PCR-SOFTTUBES mit Flachdeckel, DNA-/DNase-/RNase-frei

(Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf)

RNase AWAYr

(Molecular BioProducts, Inc., San Diego, USA)

50ml-Röhrchen CELLSTARr PP-Testtubes, 50ml

(greiner bio-one, Frickenhausen)

15ml-Röhrchen NuncTM Disposal Conical Tubes

(Nalge Nunc International, Rochester, USA)
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3. Material und Methode

Schwammtücher OPTIWISCHr

(ALDI Einkauf GmbH & Co. oHG, Mülheim an der Ruhr)

Skalpellklinge Typ 22, steril

(Aesculap AG, Tuttlingen)

Thermo-Fast 96 Skirted PCR Plate AB-0800-L, ABgener PCR Plates

(Thermo Fisher Scientific GmbH, Langenselbold)

UVetter, Einwegküvette für Spektralphotometrische Analysen, 220 - 1600 nm

(Eppendorf AG, Hamburg)

3.14 Angewandte Gerätschaften (Hersteller/Lieferant)

Autoklav Tuttnauer systec 3850 ELC

(Systec GmbH Labor-Systemtechnik, Wettenberg)

Biometrar T1 Thermocycler 48

(Biomedizinische Analytik GmbH, Göttingen)

Blot-Apparatur Mini Trans-Blotr Cell

(Bio-Rad Laboratories GmbH, München)

CFX96TM Real-Time PCR Detection System

(BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

Digitale Kompaktkamera IXUS

(Canon Deutschland GmbH, Krefeld)

Digitalkamera Leica DC300

(Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg, CH)

Durchlichtmikroskop Leitz DMRM

(Leica Mikroskopie&Systeme GmbH, Wetzlar)

Einbettautomat Leica TISSUE PROCESSOR TP 1050

(Leica Microsystems, Wetzlar)

Elektrophoresekammer EasyPhor Medi inclusive Gelträger 15 x 10 cm, Kamm und

Gießdichtung

(Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf)
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3.14. Angewandte Gerätschaften (Hersteller/Lieferant)

Elektrophoresekammer Hoeferr Mighty Small II SE250/260

(Hoefer, Inc., San Francisco, CA, USA)

Eppendorfr BioPhotometerr

(Eppendorf AG, Hamburg)

Färbekasten mit Falzdeckel und Färberahmen, aus Glas, inkl. Drahtbügel

(Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & CoKG - Assistent, Sondheim/Rhön)

Feuchte Kammer, Frischhaltebox

(Curver, Niedercorn, Luxemburg)

Gefrierschrank

(Liebherr-Hausgeräte GmbH, Ochsenhausen)

Gießvorrichtung Hoeferr Mighty Small SE245 DUAL GEL CASTER mit Glasplatten

Hoeferr Rectangular Glass Plates 10 x 10 cm SE262P-5

(Hoefer, Inc., San Francisco, CA, USA)

Heizmagnetrührer IKA-COMBIMAG RET

(IKA-Werk, Staufen im Breisgau)

Heizplatte HB110

(Harry Gestigkeit GmbH, Düsseldorf)

Heizplatte Schott CK 112

(SCHOTT-Geräte GmbH, Hofheim a. TS)

IKA-ULTRA-TURRAXr T8 mit Dispergierwerkzeug S8N-5G

(IKAr-Werke GmbH&Co.KG, Staufen)

IKA-ULTRA-TURRAXr T10 basic mit Dispergierwerkzeug S10N-5G

(IKAr-Werke GmbH&Co.KG, Staufen)

Kombischüttler KL 2

(Edmund Bühler Laborgerätebau, Glastechnik, Umwelttechnik, Tübingen)

Kühlschrank

(Liebherr-Hausgeräte GmbH, Ochsenhausen)

Labor-Spülautomat G 7783 MIELABOR mit Aqua-Purificator G 7795 und

Leitwertmeß- modul C und DOS-Module C20 und C60

(Miele & Cie. KG, Gütersloh)
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Magnetstäbchen Rotilaor

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Mikrowellengerät Compact Y50

(Moulinex GmbH, Solingen)

Mineralightr Lamp UVGL-25

(UVP-Inc., San Gabriel, CA, USA)

Netzgerät Electrophoresis Power Supply - EPS 301

(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg)

Netzgerät Power Supply 2301 Macrodrive 1

(LKB Bromma, Golden, USA)

Paraffinausgießstation Leica EG 1160

(Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch)

Paraffin-Streckbad GFL 1052

(Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel)

pH-Meter inoLabr pH Level 1 mit pH-Elektrode Sen Tix 21 und Temperaturfühler

TFK 325

(WTW Wissenschaftlich Technische Werkstätten, Weilheim)

Pipette Eppendorf Referencer 0,5 - 10,0 µl, 2,0 - 20,0 µl, 10,0 - 100,0 µl, 100,0 - 1000,0 µl

(Eppendorf AG, Hamburg)

Plattformschüttler Heidolph Polymax 1040

(Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach)

Präparatekasten, antistatisch

(Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.KG - Assistent, Sondheim/Rhön)

Reagenzglasschüttler Heidolph REAX control

(Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach)

Reibeschale und Pistill aus glasiertem Porzellan, Reibflächen rauh (unglasiert)

(Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Rotationsmikrotom Leica RM2125 RT

(Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch)

Schlittenmikrotom

(Reichert Jung AG, Heidelberg)
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3.14. Angewandte Gerätschaften (Hersteller/Lieferant)

Schüttelwasserbad GFL 1083

(Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedelf)

Tauchzirkulator THERMOMIX 1419

(B. Braun Melsungen AG, Melsungen)

Tiefkühlschrank HFU 686 Basic

(Kendro Laboratory Products, Hanau)

Ultraschallgerät petScope30

(KRANZBÜHLER Medizinische Systeme, Solingen)

Ultraschallgerät SonoAce 9900 (SA9900)

(KRETZ TECHNIK AG, Zipf, Österreich)

UV-Transilluminator Image Master

(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK)

Vakuumpumpe, KNF Neuberger Pumpen-Typ No. 035.12AN18

(KNF Neuberger, Freiburg)

Waage Mettler AE160 und Mettler PJ300

(Mettler-Toledo, Giessen)

Wärmeschrank Memmert Typ B 26 und Memmert UL 80

(Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach)

Wasseraufbereitungsanlage Milli-Qr Biocel

(MILLIPORE GmbH, Eschborn)

Zentrifuge Heraeus SEPATECH Labofuger 200

(Kendro Laboratory Products International Sales, Hanau)

Zentrifuge Hettich Micro 22R

(Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen)
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3.15 Programme und Software

BLAST Basic Local Alignment Search Tool (Hilfsprogramm zur Sequenzanalyse)

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; freeware; Stand 02.01.2015)

BMDP/Dynamics Release 8.1 (Programmpaket zur statistischen Auswertung)

(Statistical Solutions Ltd., Cork, Irland)

CFX ManagerTM Software Version 1.0 (Programm zur Einstellung und Auswertung

von RT-qPCR-Experimenten)

(BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

Chromas LITE Version 2.01 (Software zur DNA-Sequenzierung)

(http://www.technelysium.com.au/; freeware; Stand 02.01.2015)

JabRef 2.4.2 (Literaturverwaltung)

(http://www.sourceforge.net/projects/jabref/files/jabref/2.4.2/;

freeware; Stand 02.01.2015)

Leica Image Manager IM1000, Version 1.20 (Programm zum Bild- und Datenmanag-

ment)

(Leica Microsystems, Wetzlar)

Oligo Analyzer 1.0.2/Oligo Explorer 1.1.0 (Software zum Design von Primern)

(Teemu Kuulasmaa, University of Kuopio, Kuopio, Finnland; freeware)

StatXact Version 9.0.0 (Programmpaket zur statistischen Auswertung)

(CYTEL Inc., Cambridge, MA, USA)

Texmaker 3.5.2 (LATEX Editor)

(http://www.xm1math.net/texmaker/; freeware; Stand 02.01.2015)

The MacTEX-2012 Distribution (LATEX Textsatzsystem)

(http://www.tug.org/mactex/2012/; freeware; Stand 02.01.2015)
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4 Ergebnisse

4.1 Tubuli seminiferi contorti

4.1.1 Zuordnung nach dem Stand der Spermatogenese

4.1.1.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“

Die Zuordnung der Hunde in die Gruppen Developmental Group (DG)A bis DGD (sie-

he Tabelle 4.1) erfolgte wie in Kapitel 3.4.1.1 beschrieben. Die sich daraus ergebenden

Gruppen wiesen eine Größe von 3 bis 17 Tieren auf.

Tabelle 4.1: Zuordnung der Hunde der Versuchsgruppe „Gonazonr“ in die Develop-

mental Group (DG)A -DGD

DG Anzahl Hunde

A 4 Elias, Percy, Luca, Nick

B 3 LeoB, Joni, TheoH

C 6 Speedy, Spikey, Snoopy, Strolch, LeoS, Mortimer

D 17

Bruno, JoschiF, Shy, Captain Kirk, Elliott, Kaspar,

Berry, Monty, Bobby, Lucky, Lex, Pawlow, Feivel,

Bogus, TheoJ, JoschiP, Sydney
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4. Ergebnisse

4.1.1.1.1 Gruppen DGA, DGB und DGC Alle den Gruppen DGA, DGB und DGC

zugeordneten Hunde befanden sich 0 bis 9 Wochen nach Entfernung des GnRH-Implantates

und wiesen eine unvollständige Spermatogenese auf. Im Gegensatz zu den weitgehend

„massiv“ erscheinenden Tubuli seminiferi contorti der in Woche 0 kastrierten Rüden (Per-

cy, Luca, Nick) der Gruppe DGA, lassen die Samenkanälchen der in ihrer Entwicklung

weiter fortgeschrittenen Gruppen DGB und DGC ein ausgebildetes Tubuluslumen erken-

nen. Die zelluläre Entwicklung innerhalb der in Rekrudeszenz befindlichen Tubuli semini-

feri contorti (siehe Tabelle 3.4, Seite 59) ist entsprechend dem Auftreten der Tubulustypen

(tt) a, tt b, tt c1−3 und tt d1−2 in Abbildung 4.1 sowie Tabelle 4.2 dargestellt.

Während die Tiere der Gruppe DGA vornehmlich den Tubulustyp tt a (70,38± 19,98%)

sowie tt b (29,63± 19,98%) aufwiesen, zeigten Rüden der Gruppe DGB neben dem über-

wiegend vertretenen Tubulustyp tt b (63,08± 13,00%) auch die Tubulustypen tt a und

tt c1−3 in annähernd gleichen Anteilen. Bei Hunden der Gruppe DGC lag der prozentuale

Anteil des Tubulustyp tt a bei nur noch 4,54± 8,57%. Der mittlere Anteil der Tubulus-

typen tt b, tt c1 bis tt c3, tt d1 und tt d2 lag zwischen 32,25% und 6,67%, wobei sich die

Variationskoeffizienten (VK) in einem Bereich von circa 57% bis 110% bewegten.
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4.1. Tubuli seminiferi contorti

Tabelle 4.2: Prozentuale Verteilung (%) der Tubuli seminiferi contorti nach Tubulus-
typ (tt) a - tt d2 der Versuchsgruppe „Gonazonr“ (DGA -DGC) [x̄±SD;

VK (Variationskoeffizient); tt a: ausschließlich Spermatogonien (Spg); tt b: Spg bis

Spermatozyten; tt c1 / tt c2 / tt c3: Spg bis unterschiedlich entwickelte runde Sperma-

tiden; tt d1 / tt d2: Spg bis unterschiedlich entwickelte elongierende Spermatiden]

tt (%)

DG Hund a b c1−3 (c1) (c2) (c3) d1−2 (d1) (d2)

A

Elias 98,75 1,25 - (-) (-) (-) - (-) (-)

Percy 70,00 30,00 - (-) (-) (-) - (-) (-)

Luca 56,50 43,50 - (-) (-) (-) - (-) (-)

Nick 56,25 43,75 - (-) (-) (-) - (-) (-)

x̄ 70,38 29,63 - (-) (-) (-) - (-) (-)

SD 19,98 19,98 - (-) (-) (-) - (-) (-)

VK 28,39 67,43 - (-) (-) (-) - (-) (-)

B

LeoB 35,50 50,25 14,25 (7,75) (4,50) (2,00) - (-) (-)

Joni 7,00 76,25 16,75 (7,00) (4,75) (5,00) - (-) (-)

TheoH 10,00 62,75 27,25 (22,25) (3,50) (1,50) - (-) (-)

x̄ 17,50 63,08 19,42 (12,33) (4,25) (2,83) - (-) (-)

SD 15,66 13,00 6,90 (8,60) (0,66) (1,89) - (-) (-)

VK 89,49 20,61 35,53 (69,70) (15,56) (66,81) - (-) (-)

C

Speedy 21,75 62,75 14,25 (6,75) (5,25) (2,25) 1,25 (1,25) (0,00)

Spikey 0,00 48,75 48,00 (32,50) (12,25) (3,25) 3,25 (2,00) (1,25)

Snoopy 4,00 50,25 39,00 (13,25) (8,75) (17,00) 6,75 (1,25) (5,50)

Strolch 0,25 19,00 42,50 (6,25) (13,75) (22,50) 38,25 (14,00) (24,25)

LeoS 1,25 9,25 39,75 (8,50) (4,75) (26,50) 49,75 (15,00) (34,75)

Mortimer 0,00 3,50 34,50 (2,50) (2,50) (29,50) 62,00 (6,50) (55,50)

x̄ 4,54 32,25 36,33 (11,63) (7,88) (16,83) 26,88 (6,67) (20,21)

SD 8,57 24,73 11,70 (10,81) (4,47) (11,69) 26,48 (6,38) (22,17)

VK 188,62 76,68 32,19 (92,97) (56,78) (69,44) 98,53 (95,74) (109,70)
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4.1. Tubuli seminiferi contorti

4.1.1.1.2 Gruppe DGD Bei den Rüden der Gruppe DGD lag die Explantation des

GnRH-Analogons mindestens 9 Wochen zurück. Alle Tiere wiesen eine vollständige Sper-

matogenese auf, sodass die Klassifikation der Tubuli seminiferi contorti entsprechend des

in Kapitel 3.4.1.1 beschriebenen modifizierten Staging nach Russell et al. (1990b) er-

folgte. Jedoch zeigten im Mittel 1,40± 1,48% der bei 15 der 17 Rüden beobachteten

Samenkanälchen ein den Tubulustypen (tt a, tt b, tt c1−3 sowie tt d1−2) entsprechendes

Erscheinungsbild. Eine Übersicht über die beobachteten Tubulustypen (tt) a−d2 und Sta-

ges (S) I, S II-IV, SV, SVI, SVII geben Tabelle 4.3 bzw. Abbildung 4.2.

Die bei den einzelnen Rüden der Gruppe DGD beobachtete prozentuale Verteilung der

verschiedenen Entwicklungsstadien S I bis SVIII der Tubuli seminiferi contorti zeigte ein

relativ einheitliches Erscheinungsbild; die VK lagen zwischen circa 18% (S I) und 49%

(SVIII). Das mittlere prozentuale Vorkommen eines jeden Stages S I, S II-IV, SV, SVI,

SVII und SVIII entsprach annähernd dem der Versuchsgruppe „Kontrolle adult“ (siehe

Tabelle 4.4).

Aufgrund dieses, ein sehr einheitliches Bild zeigenden Ergebnisses, erfolgte – mit Ausnah-

me der hormonanalytischen Auswertungen der peripheren Testosteronkonzentration (siehe

Kapitel 4.5.1) – für alle nachfolgenden Untersuchungen eine Reduzierung der Gruppen-

größe von DGD auf fünf Rüden. Bei den nach dem Zufallsprinzip ausgewählten Hunden

handelt sich um die Rüden Berry, Bruno, Feivel, Shy und Sidney.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.3: Prozentuale Verteilung (%) der Tubuli seminiferi contorti nach Tubu-
lustyp (tt) a− d2 und Stage (S) I - SVIII der Versuchsgruppe „Gonazonr“
(DGD) [x̄±SD; VK (Variationskoeffizient); tt a− d2

: Spermatogonien bis elongie-

rende Spermatiden; S I - SVIII: modifiziertes Staging nach Russell et al. (1990b)]

tt (%) S (%)

Hund a - d2 I II-IV V VI VII VIII

Bruno 3,50 21,50 17,00 18,00 9,75 21,75 8,50

JoschiF 3,50 29,75 22,50 18,25 12,75 9,75 3,50

Shy 0,25 25,75 20,50 22,75 12,50 13,50 4,75

Captain Kirk 0,25 26,50 19,00 12,75 13,00 24,50 4,00

Elliott 5,25 29,75 25,25 18,50 8,00 11,75 1,50

Kaspar 0,00 28,00 21,00 16,75 12,50 17,25 4,50

Berry 0,75 26,50 28,00 16,50 14,00 12,00 2,25

Monty 0,00 34,00 26,50 13,50 12,75 12,25 1,00

Bobby 0,20 18,75 33,75 21,50 10,00 12,25 3,50

Lucky 1,50 31,50 25,75 15,70 10,75 11,75 3,00

Lex 0,50 30,00 26,50 22,00 7,75 11,25 2,00

Pawlow 1,50 29,25 13,50 23,25 16,50 12,25 3,75

Feivel 1,75 40,50 20,25 9,75 10,25 13,00 4,50

Bogus 2,00 28,00 22,00 20,25 6,50 16,50 4,75

TheoJ 0,50 30,50 30,50 17,75 4,75 12,75 3,25

JoschiP 0,50 29,00 18,75 27,75 7,75 11,50 4,75

Sydney 1,75 38,25 31,75 11,75 7,75 7,25 1,50

x̄ 1,40 29,26 23,68 18,04 10,43 13,60 3,59

SD 1,48 5,24 5,49 4,63 3,08 4,24 1,77

VK 105,88 17,89 23,18 25,65 29,51 31,19 49,39
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4. Ergebnisse

4.1.1.2 Versuchsgruppe „Kontrolle adult“

Alle Rüden der Versuchsgruppe „Kontrolle adult“ wiesen eine vollständige Spermatogenese

auf, wobei sich bei 4 der 5 Tiere zudem vereinzelt Samenkanälchen der Tubulustypen tt a

bis tt d2 zeigten. Der Anteil an Tubuli seminiferi contorti des Tubulustyp tt (a− d2) betrug

im Mittel 2,95± 3,07%. Einen Überblick über die prozentuale Verteilung der pro Hund

erfassten 200 Tubuli seminiferi contorti geben Tabelle 4.4 und Abbildung 4.3.

Tabelle 4.4: Prozentuale Verteilung (%) der Tubuli seminiferi contorti nach Tubu-
lustyp (tt) a− d2 und Stage (S) I - SVIII der Versuchsgruppe „Kontrolle
adult“ [x̄±SD; VK (Variationskoeffizient); tt a− d2

: Spermatogonien bis elongieren-

de Spermatiden; S I - SVIII: modifiziertes Staging nach Russell et al. (1990b)]

tt (%) S (%)

Hund a - d2 I II-IV V VI VII VIII

Ben 0,00 29,50 22,50 18,00 12,25 14,75 3,00

Charlie 1,00 36,75 33,25 11,75 10,25 5,25 1,75

Horst 5,75 24,75 27,50 15,00 11,25 12,50 3,25

Soto 6,75 25,50 34,50 13,00 8,50 10,50 1,25

Tom 1,25 29,25 21,50 19,00 12,75 12,25 4,00

x̄ 2,95 29,15 27,85 15,35 11,00 11,05 2,65

SD 3,07 4,76 5,97 3,12 1,70 3,58 1,13

VK 104,03 16,32 21,43 20,33 15,41 32,37 42,51
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Abbildung 4.3: Prozentuale Verteilung (%) der Tubuli seminiferi contorti nach Tubu-

lustyp (tt) a− d2 und Stage (S) I - SVIII der Versuchsgruppe „Kontrol-

le adult“ [tt a− d2
: Spermatogonien bis elongierende Spermatiden; S I - SVIII:

modifiziertes Staging nach Russell et al. (1990b)]

4.1.1.3 Versuchsgruppe „Profactr“

Der tubuläre Entwicklungsstand der Hunde der Versuchsgruppe „Profactr“ entsprach wei-

testgehend dem der Versuchsgruppe „Gonazonr“ Gruppe DGA; ein tubuläres Lumen war

nicht mehr vorhanden (siehe Abbildung 4.4).

Wie aus Tabelle 4.5 ersichtlich, erfolgte lediglich bei einem Rüden dieser Versuchsgruppe

mit einem Anteil von 0,5% die Identifizierung eines einzelnen Samenkanälchen des Tu-

bulustyps tt c1. Der mittlere prozentuale Anteil der Tubulustypen tt a und tt b lag bei

64,33± 28,62% bzw. 35,50± 28,40% und entsprach somit weitgehend dem der Gruppe

DGA (siehe Tabelle 4.2).
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.4: Tubulus seminiferus contortus der Versuchsgruppe „Profactr“ (400 x)
[SZ (Sertolizelle), Spg (Spermatogonie), pSpz (primäre Spermatozyte)]

Tabelle 4.5: Prozentuale Verteilung (%) der Tubuli seminiferi contorti nach Tubu-
lustyp tt a - tt d2 der Versuchsgruppe „Profactr“ [x̄±SD; VK (Variations-

koeffizient); tt a: ausschließlich Spermatogonien (Spg); tt b: Spg bis Spermatozyten;

tt c1 / tt c2 / tt c3: Spg bis unterschiedlich entwickelte runde Spermatiden; tt d1 / tt d2:

Spg bis unterschiedlich entwickelte elongierende Spermatiden]

tt (%)

Hund a b c1−3 (c1) (c2) (c3) d1−2 (d1) (d2)

HansiT 95,75 4,25 0,00 (0,00) (-) (-) - (-) (-)

SidT 57,50 42,50 0,00 (0,00) (-) (-) - (-) (-)

FlohG 39,75 59,75 0,50 (0,50) (-) (-) - (-) (-)

x̄ 64,33 35,50 0,17 (0,17) (-) (-) - (-) (-)

SD 28,62 28,40 0,29 (0,29) (-) (-) - (-) (-)

VK 44,49 80,00 170,59 (170,59) (-) (-) - (-) (-)
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4.1. Tubuli seminiferi contorti

4.1.1.4 Versuchsgruppe „ juvenil“

Abbildung 4.5 zeigt die Tubuli seminiferi contorti der circa 2 bis 2,5 Monate alten Hunde.

Bei den juvenilen gewundenen Hodenkanälchen handelte es sich um kompakte Gebilde,

welche weder ein Lumen noch ein im Hinblick auf die Spermatogenese aktives Keimepithel

aufwiesen. Das intratubuläre Vorkommen von Zellen beschränkte sich auf die lediglich

unreifen, einen ovoiden Zellkern tragenden Sertolizellen (SZ) sowie die fetalen kleinen (gz)

und großen (GZ) Gonozyten. Während die Nähr- und Stützzellen ein- oder mehrreihig in

Nähe der Basalmembran lokalisiert waren, befanden sich die fetalen Keimzellen sowohl in

basaler als auch zentraler Position.

Abbildung 4.5: Tubulus seminiferus contortus der Versuchsgruppe „ juvenil“ (400 x)
[SZ (Sertolizelle), GZ (Gonozyt groß), gz (Gonozyt klein)]

Einen Überblick über die Lage und den Typ der Gonozyten gibt Tabelle 4.6. Mit 79,28±

5,63% fanden sich intratubulär meist große Gonozyten, welche zudem überwiegend zentral

gelegen waren.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.6: Prozentualer Anteil (%) großer (GZ) und kleiner (gz) Gonozyten und
deren Verteilung auf die intratubulären Positionen (zentral, basal) in
den Tubuli seminiferi contorti der Versuchsgruppe „ juvenil“ [x̄±SD; VK

(Variationskoeffizient)]

Gonozyten (%)

GZ gz

Hund gesamt zentral basal gesamt zentral basal

AverellD 85,31 60,94 24,38 14,69 8,13 6,56

JackD 78,38 61,62 16,76 21,62 10,27 11,35

WilliamD 74,15 57,20 16,95 25,85 22,46 3,39

x̄ 79,28 59,92 19,36 20,72 13,62 7,10

SD 5,63 2,83 4,34 5,63 7,73 4,01

VK 7,10 4,72 22,42 27,17 56,75 56,48
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4.1. Tubuli seminiferi contorti

4.1.2 Flächeninhalt des Tubulusquerschnittes

Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.7 zusammengefasst.

Tabelle 4.7: Mittlerer Flächeninhalt (µm2) eines Tubulus seminiferus contortus-Quer-

schnittes [x̄±SD; min. -max.]

Flächeninhalt (µm2) Tubulusquerschnitt

x̄ SD min. max.

„Gonazonr“

DGA 9881,78 a 4734,62 5812,86 16656,94

DGB 15883,19 a,b 1705,64 14338,25 17713,53

DGC 20990,48 b,c 2970,10 16705,68 25075,29

DGD 29925,95 d 5971,47 24430,64 36700,00

„Kontrolle adult“ 27616,55 c,d 3089,37 25064,52 31153,66

„Profactr“ 6660,62 2096,35 5320,62 9076,47

„ juvenil“ 3253,15 303,04 2970,76 3573,31

DatA I 1) ANOVA p<0,0001→Tukey-Test: p≤0,05 (DGC vs. DGD)

und p≤0,01 (übrige Signifikanzen)

DatA II 2) ANOVA n.s.

1) DatA I (Datenanalyse I): Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle adult“
2) DatA II (Datenanalyse II): Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA), „Profactr“, „ juvenil“

ANOVA (einfaktorielle Varianzanalyse)

Tukey-Test


signifikant (p-Wert) / nicht signifikant (n.s.);

Werte mit ungleichen Minuskeln (DatA I) bzw.

ungleichen Majuskeln (DatA II) unterscheiden

sich signifikant

4.1.2.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“

Unter Einbeziehung der „Kontrolle adult“ ergab sich für die Versuchsgruppe „Gonazonr“

mit p<0,0001 ein hochsignifikanter Einfluss der Gruppe. Wie aus Tabelle 4.7 und Abbil-

dung 4.6 ersichtlich, unterschieden sich beim paarweisen Gruppenvergleich mittels Tukey-

Test die Gruppe DGA von DGC, DGD und „Kontrolle adult“ (p≤ 0,01), die Gruppe

DGB von DGD und „Kontrolle adult“ (p≤ 0,01) sowie die Gruppe DGC von DGD
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4. Ergebnisse

(p≤ 0,05). Ein signifikanter Unterschied der Gruppen DGC bzw. DGD von der Gruppe

„Kontrolle adult“ lag nicht vor.
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Abbildung 4.6: Mittlerer Flächeninhalt (µm2) eines Tubulus seminiferus contortus-
Querschnittes der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle
adult“ [x̄±SD; Tukey-Test: p≤ 0,05 (DGC vs. DGD) und p≤ 0,01 (übrige Si-

gnifikanzen); Balken mit ungleichen Minuskeln unterscheiden sich signifikant]

Die Zunahme der tubulären Querschnittsfläche ergab sich aus der fortschreitenden Ent-

wicklung der Tubulustypen; der Zusammenhang war nach dem Rangkorrelationstest nach

Spearman hochsignifikant [Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman rs=0,58;

p<0,0001].

4.1.2.2 Versuchsgruppen DGA, „Profactr“ und „ juvenil“

In der Versuchsgruppe „Profactr“ lag der mittlere Flächeninhalt eines Tubulusquerschnit-

tes bei 6660,62± 2096,35 µm2, in der Versuchsgruppe „ juvenil“ bei 3253,15± 303,04 µm2

(siehe Tabelle 4.7 und Abbildung 4.7).
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4.1. Tubuli seminiferi contorti

Obwohl in der Versuchsgruppe „ juvenil“ ein tendenziell kleinerer mittlerer Flächeninhalt

der Tubulusquerschnitte sichtbar war, ergab der Vergleich der Gruppen DGA, „Profactr“

und „ juvenil“ mit p=0,0896 einen außerhalb des Signifikanzbereiches liegenden Wert.
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Abbildung 4.7: Mittlerer Flächeninhalt (µm2) eines Tubulus seminiferus contortus-

Querschnittes der Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA), „Profactr“

und „ juvenil“ (x̄±SD)
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4.2 Androgenrezeptor

4.2.1 Western Blot

Wie bereits in Kapitel 3.5 ausgeführt, sollte mittels Western Blot die Spezifität des in den

immunhistochemischen Untersuchungen verwendeten Antikörpers zur Darstellung des An-

drogenrezeptors (AR) überprüft werden. Abbildung 4.8 zeigt das Untersuchungsergebnis.

Abbildung 4.8: Western Blot zur Überprüfung der Spezifität des in der Immunhistoche-

mie zur Darstellung des Androgenrezeptors [AR (110 kDa)] verwendeten

Antikörpers AR(N-20):sc-816

Das molekulare Gewicht des humanen AR liegt bei 110 kDa (Brinkmann et al., 1989a;

van Laar et al., 1989). Wie aus Abbildung 4.8 ersichtlich, ergab sich in diesem Bereich

für die Gesamtprotein-Extrakte von Rüde und Maus eine in Stärke und Farbintensität do-

minierende Bande, welche in der Negativkontrolle fehlte. Eine weitere sowohl beim Hund

als auch insbesondere bei der Maus ausgeprägte Bande auf Höhe von circa 86 kDa fand

sich ebenfalls ausschließlich in der mit dem Antikörper inkubierten Probe. Beim Hund

138



4.2. Androgenrezeptor

zeigte sich zudem eine weitere Bande im Bereich von 62,5 kDa sowie circa 50,0 kDa, bei

der Maus im Bereich von circa 40 kDa.

Die sowohl beim Hund als auch bei der Maus erkennbaren Banden bei circa 70 kDa und

130 kDa können aufgrund ihres gleichzeitigen Vorhandenseins in der Negativkontrolle als

unspezifisch bezeichnet werden.

4.2.2 Immunhistochemische Untersuchung

4.2.2.1 Identifizierung Androgenrezeptor (AR)-positiver tubulärer Zellen

Um eine sichere Differenzierung zwischen Spermatogonien und Sertolizellen zu erreichen,

erfolgte die zeitgleiche Darstellung des die Sertolizelle charakterisierenden mesenchymalen

Zytoskelettproteins Vimentin und des AR mittels immunhistochemischer Doppelfärbung

(siehe Abbildung 4.9).

IK AR/Vim AR/Vim

Abbildung 4.9: Isotypenkontrolle (IK) und immunhistochemischen Doppelfärbung Andro-

genrezeptor/Vimentin (AR/Vim) im caninen Hodengewebe (100 x)
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4. Ergebnisse

Die Untersuchung wurde exemplarisch an Tieren der Versuchsgruppen „Gonazonr“ Grup-

pe DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ durchgeführt; die jeweiligen Isotypenkontrollen wiesen

keine unspezifische Färbung auf.

Wie aus der Abbildung 4.10 (Seite 140 f.) hervorgeht, ließen sich bei den Versuchsgrup-

pen „Gonazonr“ DGA und „Profactr“, nicht aber bei der Versuchsgruppe „ juvenil“, AR-

positive Sertolizellen nachweisen. Auch einige Spermatogonien der Versuchsgruppen „Go-

nazonr“ Gruppe DGA und „Profactr“ zeigte eine eindeutige nukleäre Färbung, wohin-

gegen die Gonozyten der Versuchsgruppe „ juvenil“ ungefärbt blieben.

„Gonazonr“ DGA

Abbildung 4.10: Immunhistochemische Doppelfärbung Androgenrezeptor(rotbraun)/
Vimentin(schwarz) (AR/Vim) der Versuchsgruppe „Gonazonr“
(DGA), „Profactr“ und „ juvenil“ (1000 x) [SZ (Sertolizelle), Spg (Sper-

matogonie), GZ (Gonozyt groß, (-)/(+) (negatives/positives immunhistochemi-

sches Färbeverhalten)]
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4.2. Androgenrezeptor

„Profactr“

„ juvenil“

Abbildung 4.10: Fortsetzung (Abbildungsbeschriftung siehe Abbildung 4.10, Seite 140)
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4. Ergebnisse

4.2.2.2 Quantitativer Nachweis der Expression des Androgenrezeptors (AR) im

Gesamthoden

4.2.2.2.1 Definition der erfassten AR-positiven Zellen Wie bereits in Kapitel 4.2.2.1

ausgeführt, gelang ein positiver Nachweis des AR in den Sertolizellen und Spermatogonien,

sowie den Leydigzellen und peritubulären Zellen (siehe Abbildung 4.11). Im Hinblick auf

die funktionelle Bedeutung wurden bei den weiteren Auswertungen jedoch lediglich die

Sertolizellen (SZ), Spermatogonien (Spg) und Leydigzellen (LZ) berücksichtigt.

Die zur Verifizierung der Beobachtungen durchgeführten Isotypenkontrollen verliefen stets

negativ (siehe Abbildung 4.9).

Abbildung 4.11: Immunhistochemische Färbung des Androgenrezeptors (AR) (400 x) [SZ

(Sertolizelle), Spg (Spermatogonie), LZ (Leydigzelle), PZ (peritubuläre Zelle)]

4.2.2.2.2 Expression des AR in den Sertolizellen (SZ) Die Ergebnisse der im Mittel

pro Tubulus seminiferus contortus beobachteten Anzahl sämtlicher, AR-positiver als auch

intratubulär basal lokalisierter AR-positiver Sertolizellen sind in Tabelle 4.8 dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.2.2.2.2.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“ Die mittlere Gesamtzahl der SZ pro Tubu-

lusquerschnitt lag zwischen 14,3± 2,6 und 16,2± 5,5; ein Effekt der Gruppe zeigte sich

unter Einbeziehung der Versuchsgruppe „Kontrolle adult“ nicht (siehe Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Gesamtzahl Sertolizellen (SZ) pro Tubulus seminiferus contortus-

Querschnitt der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle adult“

[x̄± SD]

Während bei der Gruppe DGA lediglich circa 60% der erfassten SZ AR-positiv waren,

wiesen bei den Gruppen DGB, DG C und DGD sowie der „Kontrolle adult“ annähernd

100% der SZ eine positive Färbung auf. Auch hier war unter Einbeziehung der „Kontrolle

adult“ ein Effekt der Gruppe nicht nachweisbar.

Circa 50% der AR-positiven SZ der Gruppe DGA befanden sich in basalständiger Po-

sition. Dieser Anteil nahm im Verlauf der Rekrudeszenz kontinuierlich zu und betrug in

der Gruppe DGD annähernd 95%. Unter Einbeziehung der „Kontrolle adult“ ergab sich

für die Anzahl AR-positiver basalständiger SZ mit p=0,0212 (Kruskal-Wallis-Test) ein

signifikanter Einfluss der Gruppe. Wie aus Tabelle 4.8 und Abbildung 4.13 ersichtlich,
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Abbildung 4.13: Anzahl Androgenrezeptor-positiver (AR-pos.) sowie basalständiger

AR-pos. (AR-pos. bas.) Sertolizellen (SZ) pro Tubulus seminiferus

contortus-Querschnitt der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kon-

trolle adult“ [x̄; min. -max.]
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4. Ergebnisse

verlief der sich anschließende paarweise Gruppenvergleich (Dunn-Test) jedoch negativ; le-

diglich beim Vergleich der Gruppe DGA mit der „Kontrolle adult“ ergab sich mit p=0,052

ein Wert knapp oberhalb des Signifikanzbereiches.

4.2.2.2.2.2 Versuchsgruppen DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ Für die Gesamtzahl

der SZ pro Tubulusquerschnitt ergab sich mit p=0,0493 ein signifikanter Effekt der Grup-

pe (ANOVA). Dabei war mit p ≤ 0,05 der Wert der Gruppe „Profactr“ (12,5± 6,7) niedri-

ger als der der Versuchsgruppe „ juvenil“ (25,1± 1,8). Die Gruppe „Profactr“ unterschied

sich nicht von der Gruppe DGA und die Gruppe DGA nicht von der Gruppe „ juvenil“

(siehe Tabelle 4.8 und Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: Gesamtzahl Sertolizellen (SZ) pro Tubulus seminiferus contortus-
Querschnitt der Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA), „Profactr“
und „ juvenil“ [x̄±SD; Tukey-Test(Σ): p ≤ 0,05; Balken mit ungleichen Ma-

juskeln unterscheiden sich signifikant]

Eine Expression des AR zeigte sich bei drei von vier Hunden der Gruppe DGA, jedoch

nur bei einem der drei Rüden der Gruppe „Profactr“. Dieser Rüde wies pro Tubulusquer-

schnitt durchschnittlich 17,6± 6,8 AR-positive Sertolizellen von überwiegend schwacher

Färbeintensität (FI (1)) auf. In der Versuchsgruppe „ juvenil“ (siehe Abbildung 4.15) war
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Abbildung 4.15: Anzahl Androgenrezeptor-positiver (AR-pos.) sowie AR-pos. basal-
ständiger (AR-pos. bas.) Sertolizellen (SZ) pro Tubulus seminiferus
contortus-Querschnitt der Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA),
„Profactr“ und „ juvenil“ [x̄; min. -max.]
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4. Ergebnisse

eine immunhistochemische Färbung des AR in den Sertolizellen nicht detektierbar. Ein

Unterschied in der Anzahl AR-positiver SZ sowie AR-positiver SZ in basaler Position

ergab sich im Vergleich der Versuchsgruppen DGA und „Profactr“ und „juvenil“ nicht

(siehe Abbildung 4.15).

4.2.2.2.3 Expression des AR in den Spermatogonien Die Ergebnisse der Expression

des AR in den Spermatogonien sind in Tabelle 4.9 zusammengefasst.

Tabelle 4.9: Gesamtzahl (Σ) und Anzahl Androgenrezeptor-positiver (AR-pos.) Sper-

matogonien (Spg) pro Tubulus seminiferus contortus-Querschnitt [x̄±SD;

min. -max.]

Spg /Tubulusquerschnitt

Σ AR-pos.

x̄ SD min. max. x̄ SD min. max.

„Gonazonr“

DGA 8,4 5,0 3,1 14,5 2,0 1,7 0,0 3,6

DGB 12,4 4,5 7,4 16,1 2,5 1,3 1,2 3,7

DGC 14,7 3,4 11,5 20,7 2,1 1,0 1,1 3,5

DGD 11,5 3,3 7,9 15,2 1,7 0,8 0,9 2,7

„Kontrolle adult“ 12,1 3,0 7,7 15,9 1,3 0,7 0,5 2,3

„Profactr“ 4,1 0,4 3,6 4,3 0,3 0,4 0,0 0,8

„ juvenil“ - - - - - - - -

DatA I 1)
ANOVA n. s. -

KWT - n.s.

DatA II 2)
t-Test n.s. -

extWMWT - n.s.

1) DatA I (Datenanalyse I): Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle adult“
2) DatA II (Datenanalyse II): Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA), „Profactr“, „ juvenil“

ANOVA (einfaktorielle Varianzanalyse)

KWT (Kruskal-Wallis-Test)

t-Test

extWMWT (exakter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test)



signifikant (p-Wert) / nicht signifikant (n.s.);

Werte mit ungleichen Minuskeln (DatA I)

bzw. ungleichen Majuskeln (DatA II) un-

terscheiden sich signifikant
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4.2. Androgenrezeptor

4.2.2.2.3.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“ Die Gesamtzahl an Spermatogonien pro Tu-

bulus-Querschnitt variierte zwischen 8,40± 5,0 und 14,7± 3,4.

Der Anteil AR-positiver Spermatogonien lag zwischen ca. 14,3% und 23,8% und zeigte

einen tendenziellen Abfall von Gruppe DGA nach DGD (siehe Tabelle 4.9 und Abbildung

4.16). Ein Einfluss der Gruppe war unter Einbeziehung der Versuchsgruppe „Kontrolle

adult“ allerdings weder im Hinblick auf die Gesamtzahl noch auf die Anzahl der den AR

exprimierenden Spermatogonien nachweisbar.

4.2.2.2.3.2 Versuchsgruppen DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ Im Vergleich zur Ver-

suchsgruppe „Gonazonr“ Gruppe DGA ergab sich für die Gruppe „Profactr“ eine deut-

lich geringere Anzahl an Spermatogonien pro Tubulus seminiferus contortus-Querschnitt

(8,4± 5,0 versus 4,1± 0,4); ein signifikanter Unterschied zeigte sich jedoch nicht (siehe

Tabelle 4.9 und Abbildung 4.17).

Die zelluläre Detektion des AR gelang bei zwei der drei Rüden der Gruppe „Profactr“. Im

Mittel lagen bei dieser Gruppe pro Tubulusquerschnitt 0,3 (0,0 - 0,8) AR-positive Sperma-

togonien von lediglich schwacher Färbeintensität FI (1) vor; ein signifikanter Unterschied

zu der Gruppe DGA (2,0; 0,0 - 3,6) zeigte sich jedoch nicht.

Bei der Versuchsgruppe „ juvenil“ waren als germinative Zellen in den Tubuli seminiferi

contorti ausschließlich AR-negative große und kleine Gonozyten nachweisbar.
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Abbildung 4.16: Gesamtzahl [x̄±SD] und Anzahl Androgenrezeptor-positiver (AR-

pos.) [x̄; min. -max.] Spermatogonien (Spg) pro Tubulus seminiferus

contortus-Querschnitt der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kon-

trolle adult“
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Abbildung 4.17: Gesamtzahl [x̄±SD] und Anzahl Androgenrezeptor-positiver (AR-

pos.) [x̄; min. -max.] Spermatogonien (Spg) pro Tubulus seminiferus

contortus-Querschnitt der Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA)

und „Profactr“

4.2.2.2.4 Expression des AR in den Leydigzellen Die Ergebnisse zur Expression des

AR in den Leydigzellen sind in Tabelle 4.10 zusammengefasst.

4.2.2.2.4.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“ Der mittlere Anteil AR-exprimierender

Leydigzellen lag zwischen 42,8% und 86,6% [siehe Tabelle 4.10 sowie Abbildung 4.18

(Seite 153 ff.)] und wies insbesondere in der Gruppe DGA eine hohe Variabilität auf . Ein

Einfluss der Gruppe zeigte sich unter Einbeziehung der Versuchsgruppe „Kontrolle adult“

nicht.
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4.2. Androgenrezeptor

Während mit circa 45% bis 67% ein Großteil der AR-positiven Leydigzellen eine schwache

immunhistochemische Färbung [FI (1)] aufwies, verteilte sich der verbleibende Anteil an-

nähernd gleichmäßig auf Zellen der Färbeintensität FI 1 und FI 2. Ein Einfluss der Gruppe

zeigte sich nur für FI (1), wobei die Anzahl der die FI (1) aufweisenden LZ in der Gruppe

DGA mit p ≤ 0,05 signifikant niedriger lag als in der Gruppe DGD (siehe Abbildung

4.18, Seite 153 ff.).
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Abbildung 4.18: Prozentualer Anteil (%) der Androgenrezeptor-positiven Leydigzel-

len (AR-pos. LZ) und der AR-pos. LZ in Färbeintensität FI (1)

[x̄±SD; Tukey-Test (FI (1)): p ≤ 0,05; Balken mit ungleichen Minuskeln unter-

scheiden sich signifikant] sowie der AR-pos. LZ in Färbeintensität FI 1

und FI 2 [x̄; min. -max.] der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kon-

trolle adult“
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Abbildung 4.18: Fortsetzung (Abbildungsbeschriftung siehe Abbildung 4.18, Seite 153)
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Abbildung 4.18: Fortsetzung (Abbildungsbeschriftung siehe Abbildung 4.18, Seite 153)

4.2.2.2.4.2 Versuchsgruppen DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ Der Anteil AR-po-

sitiver Leydigzellen lag bei der Versuchsgruppe „Profactr“ zwischen 4% und 63% und

betrug im Mittel 23,7± 34,1%. Er war damit niedriger als die für die Gruppe DGA

(42,8± 35,8%) und „juvenil“ (59,3± 8,5%) ermittelten Werte; signifikante Unterschiede

ergaben sich jedoch nicht.

Von den AR-positiven LZ wiesen circa 45% bis 62% die FI (1), 21% bis 32% die FI 1

und 6% bis 30% die FI 2 auf; Gruppeneffekte waren nicht erkennbar [siehe Tabelle 4.10

sowie Abbildung 4.19 (Seite 156 f.)].
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Abbildung 4.19: Prozentualer Anteil (%) der Androgenrezeptor-positiver Leydigzel-

len (AR-pos. LZ) sowie der AR-pos. LZ in den Färbeintensitäten

(FI) (1), FI 1 und FI 2 der Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA),

„Profactr“ und „ juvenil“ [x̄; min. -max.]
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Abbildung 4.19: Fortsetzung (Abbildungsbeschriftung siehe Abbildung 4.19, Seite 156)
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4.2.2.2.5 Expression des Androgenrezeptors (AR) in Abhängigkeit vom Tubulus-

typ In die Auswertungen gingen sämtliche Tubuli seminiferi contorti des Tubulustyps

(tt) a bis tt d2 der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle adult“ ein. Die Beur-

teilung der zellulären Färbeintensität erfolgte wie in Kapitel 3.6.1.1.2 beschrieben. Die

Ergebnisse im Hinblick auf die Sertolizellen und Spermatogonien sind in Tabelle 4.12 und

Tabelle 4.11 wiedergeben.

Im Hinblick auf die tubuläre Entwicklung ergab sich eine positive signifikante Rang-

korrelation nach Spearman für die Anzahl basal lokalisierter AR-positiver Sertolizellen

(rs=0,36; p<0,0001) sowie die zunehmende Färbeintensität der AR-positiven Sertolizel-

len (rs=0,26; p<0,0001) und Spermatogonien (rs=0,15; p=0,01).

Tabelle 4.11: Gesamtzahl (Σ) und Anzahl Androgenrezeptor-positiver (Σ AR-pos.)

Spermatogonien (Spg) pro Tubulus seminiferus contortus-Querschnitt

sowie mittlere Färbeintensität (FI) der AR-pos. Spg in Abhängigkeit

des Tubulustyps (tt) a - tt d2 [x̄± SD; min. -max.]

Spg /Tubulusquerschnitt

Σ
AR-pos.

Σ FI

x̄ SD min. max. x̄ SD min. max. x̄ SD min. max.

tt a 10,83 6,12 0,00 23,00 2,58 3,08 0,00 11,00 0,32 0,28 0,00 1,00

tt b 12,05 9,05 0,00 46,00 2,00 2,44 0,00 14,00 0,36 0,30 0,00 1,00

tt c1 9,64 4,27 1,00 17,00 2,72 2,28 0,00 8,00 0,42 0,19 0,00 0,50

tt c2 15,59 7,43 5,00 34,00 1,82 1,63 0,00 4,00 0,44 0,30 0,00 1,00

tt c3 21,47 13,90 2,00 50,00 2,00 1,94 0,00 7,00 0,47 0,33 0,00 1,00

tt d1 13,47 12,40 2,00 38,00 2,33 1,80 0,00 6,00 0,43 0,26 0,00 1,00

tt d2 10,56 4,21 3,00 18,00 1,56 1,41 0,00 4,00 0,00 0,50 0,00 2,00

- - rS=0,1539; p=0,0123

rS (Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman); p (Wahrscheinlichkeit)
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4. Ergebnisse

4.2.3 Expression des Androgenrezeptors (AR) auf mRNA-Ebene

4.2.3.1 RT-PCR

Abbildung 4.20 zeigt das Ergebnis der qualitativen RT-PCR.
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Abbildung 4.20: Konventionelle RT-PCR zum qualitativen Nachweis der Androgenrezep-

tor (AR)-mRNA unter Verwendung eines 100bp-DNA-Markers

Für alle Versuchsgruppen ergab sich eine spezifische Bande in der erwarteten Größe des

AR von 233 bp. Auch die Bande des Referenzgens GAPDH lag bei allen untersuchten

Gruppen gemäß den Erwartungen auf Höhe von 228 bp und bestätigte somit als Positiv-

kontrolle die korrekte Durchführung der qualitativen RT-PCR.

4.2.3.1.1 Sequenzierung Die unter Verwendung der AR-Primer (for, rev) sequen-

zierten RT-PCR-Amplifikate (233 bp) wiesen eine 99%ige Übereinstimmung mit den Ba-

sen 1301→ 1533 der Canis lupus familiaris AR mRNA, NCBI Referenzsequenz

NM_001003053.1, Accession-Nummer NM_001003053 auf. Die Sequenzierung mittels

GAPDH-Primer (for, rev) bestätigt eine zu 100% identische Basenabfolge der RT-PCR-

Produkte (228 bp) mit den Basen 340→ 567 der Canis lupus familiaris GAPDH mRNA,

GenBank AB038240.1, Accession-Nummer AB038240.

160



4.2. Androgenrezeptor

4.2.3.2 RT-qPCR

Die Ergebnisse der Ratio R aller Versuchsgruppen sind in Tabelle 4.13 wiedergegeben.

Tabelle 4.13: Ratio R der relativen Genexpression des testikulären Androgenrezep-

tors (AR) [x̄±SD; min. -max.]

RAR

x̄ SD min. max.

„Gonazonr“

DGA 0,92A 0,09 0,80 1,02

DGB 0,93 0,24 0,72 1,19

DGC 0,82 0,13 0,65 0,95

DGD 0,89 0,17 0,65 1,09

„Kontrolle adult“ 1,01 0,15 0,78 1,21

„Profactr“ 0,92A 0,06 0,85 0,96

„ juvenil“ 0,31B 0,16 0,15 0,46

DatA I 1) ANOVA n. s.

DatA II 2) ANOVA p=0,0003→Tukey-Test: p≤0,01

1) DatA I (Datenanalyse I): Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle adult“
2) DatA II (Datenanalyse II): Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA), „Profactr“, „ juvenil“

ANOVA (einfaktorielle Varianzanalyse)

Tukey-Test


signifikant (p-Wert) / nicht signifikant (n.s.);

Werte mit ungleichen Minuskeln (DatA I)

bzw. ungleichen Majuskeln (DatA II) un-

terscheiden sich signifikant

Die Berechnung basierte auf den auf einen Threshold von 200,00 angepassten CT -Werten.

Die zur Effizienzkorrektur nach Pfaffl (2001) herangezogenen Reaktionseffizienzen be-

trugen für das Zielgen E(AR) 1,80 und für das Referenzgen E(GAPDH) 1,73.
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4. Ergebnisse

4.2.3.2.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“ Zwischen den Gruppen DGA bis DGD sowie

der Versuchsgruppe „Kontrolle adult“ zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der re-

lativen Gen-Expression des AR-Rezeptors (siehe Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Ratio R der relativen Gen-Expression des testikulären Androgen-

rezeptors (AR) der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle

adult“ [x̄±SD]

4.2.3.2.2 Versuchsgruppen DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ Die Versuchsgruppe

„ juvenil“ wies mit 0,31± 0,16 eine gegenüber den Versuchsgruppe „Gonazonr“ Gruppe

DGA (0,92± 0,09) und „Profactr“ (0,92± 0,06) signifikant (p ≤ 0,01) niedrigere Ratio R

auf (siehe Tabelle 4.13 und Abbildung 4.22). Ein Unterschied zwischen den Versuchgrup-

pen „Gonazonr“ DGA und „Profactr“ ergab sich nicht.

162



4.2. Androgenrezeptor

0,0	
  

0,1	
  

0,2	
  

0,3	
  

0,4	
  

0,5	
  

0,6	
  

0,7	
  

0,8	
  

0,9	
  

1,0	
  

1,1	
  

1,2	
  

1,3	
  

DG	
  A	
   "Profact®"	
   "juvenil"	
  

R	
  
AR

	
  

A A

B

Abbildung 4.22: Ratio R der relativen Gen-Expression des testikulären Androgenre-
zeptors (AR) der Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA), „Profactr“
und „ juvenil“ [x̄±SD; Tukey-Test: p ≤ 0,01; Werte mit unterschiedlichen Ma-

juskeln unterscheiden sich signifikant]
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4. Ergebnisse

4.3 Ki-67

4.3.1 Immunhistochemische Untersuchung

4.3.1.1 Qualitativer Nachweis der Expression des Ki-67 in Kontrollgewebe

In einem Vorversuch mit caninem Intestinalgewebe gelang die Detektion des Proliferati-

onsmarkers Ki-67 ausschließlich in den hochgradig teilungsaktiven Kryptenzellen (siehe

Abbildung 4.23). Die Isotpyenkontrolle zeigte kein immunhistochemisches Signal.

IK Ki-67 Ki-67

Abbildung 4.23: Isotypenkontrolle (IK) und immunhistochemischen Färbung des Ki-67 im

caninen Intestinalgewebe (100x)

4.3.1.2 Definition der erfassten Ki-67-positiven Zellen

Während die Isotpyenkontrollen keinerlei Färbungen aufwiesen, ergab die immunhisto-

chemische Färbung des Ki-67 (siehe Abbildung 4.24) überwiegend positive Signale in den
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IK Ki-67

Ki-67

Abbildung 4.24: Isotypenkontrolle (IK) und immunhistochemische Färbung des Ki-67

im caninen Hodengewebe (200x) [Spg (Spermatogonien), pSpz/sSpz (pri-

märe/sekundäre Spermatozyten), rSpt (runde Spermatiden), LZ (Leydigzellen)]
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intratubulär gelegenen Spermatogonien (Spg), den primären und sekundären Sperma-

tozyten (pSpz, sSpz) und den runden Spermatiden (rSpt) sowie vereinzelt auch in den

intertubulär gelegenen interstitiellen Leydigzellen (LZ).

Bei der weiteren Auswertung wurden im Hinblick auf ihre Funktion als Ausgangszellen

der Spermatogenese beim geschlechtsreifen Tier jedoch ausschließlich die Spermatogonien

berücksichtigt.

4.3.1.3 Expression des Ki-67 in den Spermatogonien

Die Ergebnisse zur immunhistochemischen Expression des Ki-67 in den Spermatogonien

sind für alle Versuchsgruppen, einschließlich der Gruppe „Kontrolle adult“, in der Tabelle

4.14 dargestellt.

4.3.1.3.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“ Die mittlere Gesamtzahl an Spermatogoni-

en pro Tubulusquerschnitt lag für die Gruppen DGA bis DGD in einem Bereich von

6,61± 2,27 bis 14,76± 5,94. Unter Einbeziehung der Versuchsgruppe „Kontrolle adult“

wurde mit p=0,06 ein Effekt der Gruppe nur knapp verfehlt. Jedoch wies die DGA ge-

genüber den übrigen Gruppen eine tendenziell erniedrigte Anzahl an Spermatogonien auf

(siehe Tabelle 4.14 und Abbildung 4.25).

Für die Ki-67-exprimierenden Spermatogonien ergab sich mit p<0,0001 ein hochsignifi-

kanter Einfluss der Gruppe. Im paarweise Vergleich mittels Tukey-Test unterschieden sich

sowohl DGA von DGC, DGD und der „Kontrolle adult“ mit p≤ 0,01 als auch DGB von

DGD und der „Kontrolle adult“ mit p≤ 0,05 (siehe Abbildung 4.25).
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Tabelle 4.14: Gesamtzahl (Σ) [x̄±SD; min. -max.] und Anzahl Ki-67-positiver (Ki-67-

pos.) [x̄geom. (SF); min. -max.] Spermatogonien (Spg) pro Tubulus semini-

ferus contortus-Querschnitt

Spg /Tubulusquerschnitt

Σ Ki-67-pos.

x̄ SD min. max. x̄geom. (SF) min. max.

„Gonazonr“

DGA 6,61 2,27 4,55 9,35 0,04 a 2,00 0,03 0,10

DGB 11,30 4,29 7,25 15,80 0,34 a,b 6,01 0,05 1,75

DGC 14,76 5,94 9,25 23,25 1,32 b,c 4,99 0,15 11,25

DGD 12,47 2,39 9,00 15,55 5,61 c 1,66 2,50 8,39

„Kontrolle adult“ 12,97 2,68 10,05 15,60 6,64 c 1,38 4,30 10,30

„Profactr“ 4,17 0,68 3,55 4,90 0,00 1,00 0,00 0,00

„ juvenil“ - - - - - - - -

DatA I 1) ANOVA n. s. p<0,0001→Tukey-Test: p≤0,05

(DGB vs. DGD, „Kontrolle adult“)

und p≤0,01 (übrige Signifikanzen)

DatA II 2)
t-Test n.s. -

extWMWT - n.s.

1) DatA I (Datenanalyse I): Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle adult“
2) DatA II (Datenanalyse II): Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA), „Profactr“, „ juvenil“

ANOVA (einfaktorielle Varianzanalyse)

t-Test

extWMWT (exakter Wilcoxon-Mann-Whitney-Test)

Tukey-Test



signifikant (p-Wert) / nicht signifikant (n.s.);

Werte mit ungleichen Minuskeln (DatA I)

bzw. ungleichen Majuskeln (DatA II) un-

terscheiden sich signifikant
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Abbildung 4.25: Gesamtzahl [x̄±SD] und Anzahl Ki-67-positiver (Ki-67-pos.) [x̄geom.

(SF); Tukey-Test: p≤ 0,05 (DGB vs. DGD, „Kontrolle adult“) und p≤ 0,01 (üb-

rige Signifikanzen); Werte mit unterschiedlichen Minuskeln unterscheiden sich

signifikant] Spermatogonien (Spg) pro Tubulus seminiferus contortus-

Querschnitt der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle adult“
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4.3. Ki-67

4.3.1.3.2 Versuchsgruppen DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ Mit im Mittel

4,17± 0,68 Spermatogonien pro tubulärem Querschnitt unterschied sich die Versuchsgrup-

pe „Profactr“, wie aus Tabelle 4.14 und Abbildung 4.26 ersichtlich, nicht von der Gruppe

DGA (6,61± 2,27). Die Versuchsgruppe „ juvenil“ wies lediglich frühe Sertolizellen sowie

große und kleine, basal oder zentral gelegene Gonozyten, nicht aber Spermatogonien auf.

Eine Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 war bei den Spermatogonien der Ver-

suchsgruppe DGA kaum, bei denen der Gruppe „Profactr“ nicht erkennbar. Bei der Ver-

suchsgruppe „ juvenil“ war, mit Ausnahme eines in einem basalen Gonozyten lokalisierten

einzelnen positiven Signals, keine Expression des Ki-67-Antigens darstellbar.
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Abbildung 4.26: Gesamtzahl [x̄±SD] und Anzahl Ki-67-positiver (Ki-67-pos.)

[x̄geom.; min. -max.] Spermatogonien (Spg) pro Tubulus seminiferus

contortus-Querschnitt der Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA)

und „Profactr“
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4.3.1.4 Expression des Ki-67 in Abhängigkeit des Tubulustyps

Die Ergebnisse zur Expression des Ki-67 in Abhängigkeit des Tubulustyps zeigt Tabelle

4.15. Die der Auswertung zugrunde liegenden Tubulustypen tt a bis tt d2 waren ausnahms-

los in der Versuchsgruppe „Gonazonr“ Gruppe DGA bis DGC anzutreffen. Der Grad der

Färbeintensität erfuhr keine Berücksichtigung.

Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman rS zeigt einen signifikanten positiven Zu-

sammenhang zwischen den Tubulustypen tt a bis tt d2 und der Anzahl sämtlicher

(rS =0,281; p<0,0001) bzw. Ki-67-positiver Spermatogonien (rS = 0,302; p<0,0001).

Den Anteil an Tubuli seminiferi contorti mit Ki-67-exprimierenden Spermatogonien be-

zogen auf die verschiedenen Tubulustypen (tt) zeigt Abbildung 4.27. Der Pearson-Chi-

Quadrat-Test ließ einen signifikanten (p<0,0001) Zusammenhang erkennen. Es zeigte sich

ein monoton steigender Zusammenhang zwischen dem Tubulustyp (tt) und dem Anteil

von Tubulusquerschnitten mit Ki-67-pos. Spg bis zum tt c3.

Tabelle 4.15: Gesamtzahl (Σ) und Anzahl Ki-67-positiver (Ki-67-pos.) Spermatogo-

nien (Spg) pro Tubulus seminiferus contortus-Querschnitt in Abhän-

gigkeit des Tubulustyps (tt) a - tt d2 [x̄±SD; min. -max.]

Spg /Tubulusquerschnitt

Σ Ki-67-pos.

x̄ SD min. max. x̄ SD min. max.

tt a 8,28 4,32 2,00 23,00 0,35 1,14 0,00 6,00

tt b 11,24 10,24 0,00 61,00 1,35 4,17 0,00 29,00

tt c1 10,00 5,53 3,00 19,00 1,69 3,28 0,00 7,00

tt c2 16,05 4,55 9,00 26,00 3,95 5,24 0,00 16,00

tt c3 21,06 8,59 5,00 30,00 6,63 7,23 0,00 14,00

tt d1 20,00 16,34 1,00 40,00 0,38 1,06 0,00 3,00

tt d2 10,44 6,25 1,00 24,00 2,39 4,15 0,00 17,00

rS=0,2812; p<0,0001 rS=0,3015; p<0,0001

rS (Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman); p (Wahrscheinlichkeit)
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Abbildung 4.27: Prozentualer Anteil (%) an Tubuli seminiferi contorti-Querschnitten mit

Ki-67-positiven Spermatogonien (Ki-67-pos. Spg) bezogen auf die Tubu-

lustypen (tt) a bis tt d2
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4.4 Caspase-3

4.4.1 Expression der Caspase-3 auf Proteinebene

4.4.1.1 Histochemischer Methodenvergleich

Da in einer ersten Versuchsreihe bei Anwendung eines Antikörpers gegen aktivierte Cas-

pase-3 der Verdacht auf unspezifische Färbungen aufkam, erfolgte zur Überprüfung der

Spezifität die vergleichende Anwendung der immunhistochemischen Darstellung aktivier-

ter Caspase-3 und der TUNEL-Methode an einem caninen Lymphknoten. Während in

den Negativkontrollen (siehe Abbildung 4.28) keine Anfärbungen sichtbar waren, zeigten

sich in beiden Methoden sowohl schwache, offensichtlich unspezifische Farbniederschläge

als auch farbintensive, zelluläre apoptotische Signale (siehe Abbildung 4.29).

NK IHC aktivierte Caspase-3 NK TUNEL (ApopTagr)

Abbildung 4.28: Negativkontrollen (NK) des Methodenvergleiches von Immunhistochemie

(IHC) der aktivierten Caspase-3 und TUNEL (ApopTagr) in einem als

Kontrollgewebe verwendeten caninen Lymphknotens (100 x)

172



4.4. Caspase-3

IHC (aktivierte Caspase-3)

TUNEL (ApopTagr)

Abbildung 4.29: Methodenvergleich von Immunhistochemie (IHC) der aktivierten
Caspase-3 und TUNEL (ApopTagr) in einem als Kontrollgewebe ver-
wendeten caninen Lymphknoten (100 x) [⇐ (spezif.) /8 (unspezif. Signal)]
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Die annähernd identische Häufung und Lokalisation der intensiv gefärbten apoptotischen

Zellen ließ auf die Spezifität dieser immunhistochemischen Signale schließen.

Aufgrund des annähernd identischen Färbeverhaltens beider Methoden sowie im Hinblick

auf die Erfassung der Caspase-3 auf mRNA-Ebene (siehe Kapitel 4.4.3) erfolgte zur wei-

teren Charakterisierung der Apoptose die Darstellung der aktivierten Caspase-3 mittels

Immunhistochemie.

4.4.2 Immunhistochemie aktivierte Caspase-3

Das im caninen Lymphknoten beobachtete unspezifische Färbeverhalten zeigte sich im

Hodengewebe des Hundes in verstärktem Umfang. Bereits die mit einem unspezifischen

Kontrollserum behandelten Negativkontrollen (NK) wiesen vereinzelt amorphe, hell- bis

dunkelbraune, unspezifische Färbungen auf (siehe Abbildung 4.30).

Abbildung 4.30: Immunhistochemische Negativkontrolle (NK) der aktivierten Caspase-3

im caninen Hoden ohne und mit unspezifischen Farbreaktionen (400 x)
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Aus diesem Grund wurden bei den mit dem Primärantikörper gegen aktivierte Caspase-3

behandelten Gewebeschnitten lediglich, wie in Abbildung 4.31 dargestellt, intensiv braun

gefärbte Zellen als positiv identifiziert.

Abbildung 4.31: Immunhistochemische Färbung der aktivierten Caspase-3 im caninen Ho-

den mit als positiv bewerteter Farbreaktion (400 x)

4.4.2.1 Expression der aktivierten Caspase-3

Die Ergebnisses der immunhistochemischen Färbung des intra- und intertubulär gelegenen

aktivierte Caspase-3-Antigens sind in Tabelle 4.16 zusammengefasst.

175



4. Ergebnisse

Tabelle 4.16: Mittlere Anzahl aktivierte Caspase-3-positiver Zellen pro 36 Gesichts-

feldern (400 x) [x̄±SD; min. -max.]

aktiv. Caspase-3-pos. Zellen

x̄ SD min. max.

„Gonazonr“

DGA 4,75 2,63 1 7

DGB 3,33 2,08 1 5

DGC 5,33 2,66 0 7

DGD 3,00 3,16 0 8

„Kontrolle adult“ 1,00 0,71 0 2

„Profactr“ 5,33 4,04 1 9

„ juvenil“ 1,33 0,58 1 2

4.4.2.1.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“ Die mittlere Anzahl der pro 36 Gesichtsfelder

beobachteten immunhistochemischen Signale variierte im Mittel zwischen 3,00± 3,16 und

5,33± 2,66. Mit 1,00± 0,71 lag die Zahl apoptotischer Ereignisse in der „Kontrolle adult“

vergleichsweise niedrig (siehe Tabelle 4.16).

4.4.2.1.2 Versuchsgruppen DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ Wie aus Tabelle 4.16

hervorgeht, entsprach die bei der Versuchsgruppe „Profactr“ (5,33± 4,04) vorliegende

Anzahl apoptotischer Signale annähernd der in Gruppe DGA (4,75± 2,63) beobachteten

Ergebnisse. Im Gegensatz dazu waren in der Versuchsgruppe „ juvenil“ deutlich weniger,

pro Tier lediglich 1 bis 2, im Mittel 1,33± 0,58 apoptotische Zelldegenerationen detek-

tierbar.

4.4.3 Expression der Caspase-3 auf mRNA-Ebene

4.4.3.1 RT-PCR

Sowohl für die Versuchsgruppen „Gonazonr“, „Profactr“ und „ juvenil“ als auch die „Kon-

trolle adult“ waren ausschließlich Amplifikate in der erwarteten Größe von 593 bp nach-

weisbar (siehe Abbildung 4.32). Eine entsprechende Expression des Referenzgens GAPDH

auf Höhe von 228 bp ließ auf einen ungestörten Ablauf der RT-PCR schließen.
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Abbildung 4.32: Konventionelle RT-PCR zum qualitativen Nachweis der Caspase-3-

mRNA unter Verwendung eines DNA-100bp-Markers

4.4.3.1.1 Sequenzierung Die unter Verwendung der Caspase-3-Primer (for, rev) durch-

geführte Sequenzierung der 593 bp großen RT-PCR-Amplifikate gelang nur unvollständig.

Die sequenzierten Teilstücke umfassten mit einer Übereinstimmung von 92% (Caspase-3-

Primer for) bzw. 100% (Caspase-3-Primer rev) die Basen 400→ 530 und 629→ 896 der

NCBI Referenzsequenz NM_001003042.1., Accession-Nummer NM_001003042.

Das Sequenzierungsergebnis der RT-PCR-Produkte unter Verwendung der Primer GAPDH

(for, rev) ist in Kapitel 4.2.3.1.1 beschrieben.

4.4.3.2 RT-qPCR

Die Ergebnisse der RT-qPCR sind in Tabelle 4.17 wiedergegeben.

Die Berechnung der relativen Genexpression der Caspase-3 erfolgt gemäß der in Kapitel

3.8.3.1.1 beschriebenen Effizienz-korrigierten 44 CT -Methode unter Verwendung der an

einen Threshold von 200,00 adaptierten CT -Werte. Die Reaktionseffizienz E des Zielgens

E(Caspase−3) betrug 1,71, die des Referenzgens E(GAPDH) 1,73.
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Tabelle 4.17: Ratio R der relativen Genexpression der testikulären Caspase-3

(Casp.-3) [x̄±SD; min. -max.]

RCasp.−3

x̄ SD min. max.

„Gonazonr“

DGA 1,14A 0,42 0,58 1,61

DGB 1,18 0,25 0,90 1,36

DGC 1,03 0,11 0,89 1,16

DGD 0,88 0,13 0,73 1,08

„Kontrolle adult“ 1,02 0,19 0,77 1,25

„Profactr“ 1,94B 0,27 1,69 2,23

„ juvenil“ 1,61A,B 0,12 1,50 1,74

DatA I 1) ANOVA n. s.

DatA II 2) ANOVA p=0,0367→Tukey-Test: p≤0,05

1) DatA I (Datenanalyse I): Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle adult“
2) DatA II (Datenanalyse II): Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA), „Profactr“, „ juvenil“

ANOVA (einfaktorielle Varianzanalyse)

Tukey-Test


signifikant (p-Wert) / nicht signifikant (n.s.);

Werte mit ungleichen Minuskeln (DatA I)

bzw. ungleichenMajuskeln (DatA II) unter-

scheiden sich signifikant

4.4.3.2.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“ Wie aus Tabelle 4.17 und Abbildung 4.33 er-

sichtlich, variierte innerhalb der Versuchsgruppe „Gonazonr“ die mittlere Ratio der Grup-

pen DGA bis DGD zwischen 0,88± 0,13 und 1,18± 0,25 und wies unter Einbeziehung

der „Kontrolle adult“ keinen signifikanten Einfluss der Gruppen auf.
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Abbildung 4.33: Ratio R der relativen Gen-Expression der testikulären Caspase-3

(Casp.-3) der Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Kontrolle adult“

[x̄±SD]

4.4.3.2.2 Versuchsgruppe DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ Die Versuchsgruppe „Pro-

factr“ (1,94± 0,27) wies gegenüber der Gruppe DGA (1,14± 0,42) eine mit p≤ 0,05 signi-

fikant erhöhte Ratio R auf (siehe Tabelle 4.17 und Abbildung 4.34). Die R der Versuchs-

gruppe „ juvenil“ betrug 1,61± 0,12 und unterschied sich nicht von den Gruppen DGA

und „Profactr“.
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Abbildung 4.34: Ratio R der relativen Gen-Expression der testikulären Caspase-3
(Casp.-3) der Versuchsgruppen „Gonazonr“ (DGA), „Profactr“ und
„ juvenil“ [x̄±SD; Tukey-Test: p≤ 0,05; Werte mit unterschiedlichen Majus-

keln unterscheiden sich signifikant]
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4.5 Hormone

4.5.1 Testosteron

4.5.1.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“

Die Analyse der peripheren Testosteronkonzentrationen schloss den vollständigen Proban-

denpool der Versuchsgruppe „Gonazonr“ (DGD=17 Tiere) ein.

Die hormonelle Downregulation der Testosteronsekrektion nach Implantation des GnRH-

Analogons „Gonazonr“ unterlag einem signifikanten Einfluss des Zeitpunktes (Friedman-

Test: p<0,0001). Gegenüber den Ausgangswerten wiesen die mittleren Testosteronkon-

zentrationen in der 4. und 8. Woche post implantationem des GnRH-Anaologons sowie

zum Zeitpunkt der Entfernung des Implantates einen hoch signifikanten (Wilcoxon-Test:

p<0,0001) Abfall auf (siehe Tabelle 4.18 und Abbildung 4.35). Dabei sanken die individu-

ellen Testosteronwerte letztlich in Bereiche nahe (0,10 ng/ml - 0,30 ng/ml) oder unterhalb

(< 0,10 ng/ml) der Nachweisgrenze.

Tabelle 4.18: Mittlere periphere Testosteronkonzentration (ng/ml) der Versuchsgrup-
pe „Gonazonr“ [Developmental Group (DG)A -DGD; DGD=17 Tie-
re] vor Implantation von „Gonazonr“ (0. Woche) im Vergleich mit den
Zeitpunkten 4. und 8. Woche post implantationem (4. / 8. Woche) so-
wie Implantatentfernung (Woche 0) [x̄±SD; min. -max.; * Wilcoxon-Test:

p< 0,0001]

x̄ SD min. max.

0. Woche 3,24 1,77 0,59 7,87
*

*
*

4. Woche 0,16 0,17 0,09 0,81

8. Woche 0,11 0,08 0,09 0,50

Woche 0 0,10 0,04 0,09 0,28
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Abbildung 4.35: Mittlere periphere Testosteronkonzentration (ng/ml) der Ver-
suchsgruppe „Gonazonr“ [Developmental Group (DG)A -DGD;
DGD=17 Tiere] vor Implantation von „Gonazonr“ (0. Woche) im
Vergleich mit den Zeitpunkten 4. und 8. Woche post implantationem
(4. / 8. Woche) sowie Implantatentfernung (Woche 0) [x̄; min. -max.;

*: Wilcoxon-Test: p< 0,0001]

Tabelle 4.19 (Seite 183 f.) und Abbildung 4.36 zeigen den Verlauf der nach Entfernung

des „Gonazonr“-Implantates wöchentlich gemessenen Testosteronkonzentration gegenüber

den bei den entsprechenden Rüden festgestellten Ausgangswerten vor Einpflanzung des

„Gonazonr“-Implantat (0. Woche). Aufgrund des Versuchsdesigns mit der Herausnahme

von Rüden zum Zeitpunkt der Kastration sowie in Ausnahmefällen fehlenden Messpro-

ben ergaben sich zunehmend kleiner werdende Gruppengrößen von maximal 27 Tieren

und minimal 2 Tieren.

Mit p<0,0001 (Wald-Test) ergab sich ein signifikanter Einfluss der Woche nach Entnahme

des GnRH-Analogons auf die hormonelle Aufregulation. Während in Woche 1, 2, 3, 5 und 6

post explantationem die mittleren Testosteronkonzentrationen mit p<0,0001 bis p<0,05

signifikant niedriger als die entsprechenden Ausgangswerte lagen, waren zu allen späteren

Zeitpunkten keine Unterschiede mehr feststellbar (siehe Tabelle 4.19, Seite 183 f.).
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4. Ergebnisse

4.5.1.2 Versuchsgruppe „Profactr“

Alle Rüden der Versuchsgruppe „Profactr“ wiesen in der 8. Woche post implantationem

eine unterhalb der Nachweisgrenze befindliche Konzentration an peripherem Testosteron

auf. Entsprechende Werte lagen bei den 3 Tieren am Tag der chirurgischen Kastration

(Woche 0) vor. Eine den Verlauf der Downregulation beschreibende statistische Auswer-

tung dieser Ergebnisse liegt nicht vor.

4.5.2 LH und FSH

Die für die Versuchsgruppen „Gonazonr“ und „Profactr“ zu verschiedenen Entnahmezeit-

punkten ermittelten LH- und FSH-Konzentrationen wurden bereits bei Gentil (2012)

publiziert. Aus Gründen der Vollständigkeit erfolgt ihre Wiedergabe in den Tabellen 4.20

und 4.21.

4.5.2.1 Versuchsgruppe „Gonazonr“

In der Versuchsgruppe „Gonazonr“ ergab sich für LH, ausgehend von einer mittleren Kon-

zentration von 1,56 ng/ml vor Implantation des GnRH-Analogons, ein deutlicher Abfall

auf 0,32 ng/ml in der 8. Woche post implantationem bzw. auf 0,19 ng/ml zum Zeitpunkt

der Implantatentfernung. Entsprechend erniedrigte sich die mittlere FSH-Konzentration

von 4,73 ng/ml auf 0,66 ng/ml bzw. 0,46 ng/ml.

Bezogen auf den Entnahmezeitpunkt des Blutes fanden sich signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen Gruppen lediglich zum Zeitpunkt der Kastration.

4.5.2.2 Versuchsgruppe „Profactr“

Die Versuchsgruppe „Profactr“ wies zu keinem der beschriebenen Entnahmezeitpunkte

einen gegenüber der Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA signifikanten Unterschied in der

peripheren LH- und FSH-Konzentration auf.
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4.5. Hormone

Tabelle 4.20: LH-Konzentration im Blutplasma in ng/ml zu den verschiedenen Ent-

nahmezeitpunkten, Gruppenmittelwerte [x̄geom. (SF)] (entnommen Gen-

til, 2012)

LH-Konzentration in ng/ml [x̄geom. (SF)]

Gruppe vor Implantat nach 8 Wochen nach 5 Monaten bei Kastration

PG 1 3,22 (1,13) 0,17 (2,53) 0,46 (1,66) 2 0,46 (1,66) A

DG A 1,54 (2,15) 0,17 (2,20) 0,14 (1,54) 0,20 (2,89) a;A

DG B 1,56 (1,29) 0,35 (1,90) 0,26 (1,26) 1,11 (1,70) a,b

DG C 2,19 (1,79) 0,40 (1,32) 0,18 (2,28) 1,34 (2,65) ∗;b

DG D 0,94 (4,54) 0,37 (2,26) 0,16 (1,71) 1,00 (1,69) ∗∗;a,b

1 Versuchsgruppe „Profactr“ 2 identisch mit Zeitpunkt der Kastration
∗ n=5 ∗∗ n=4

Werte mit unterschiedlichen Majuskeln unterscheiden sich signifikant

Werte mit unterschiedlichen Minuskeln unterscheiden sich signifikant

Tabelle 4.21: FSH-Konzentration im Blutplasma in ng/ml zu den verschiedenen Ent-

nahmezeitpunkten, Gruppenmittelwerte [x̄geom. (SF)] (entnommen Gen-

til, 2012)

FSH-Konzentration in ng/ml [x̄geom. (SF)]

Gruppe vor Implantat nach 8 Wochen nach 5 Monaten bei Kastration

PG 1 6,38 (1,65) 1,29 (4,86) 0,99 (3,58) 2 0,99 (3,58) A

DG A 4,77 (1,55) 1,06 (5,02) 0,93 (3,33) 1,56 (1,92) a;A

DG B 5,16 (1,38) 0,64 (4,07) 0,45 (4,69) 6,37 (1,68) b

DG C 4,44 (1,59) 0,34 (2,23) 0,15 (2,34) 5,86 (1,37) ∗;b

DG D 4,56 (1,51) 0,59 (3,20) 0,31 (4,09) 3,96 (1,38) ∗∗;a,b

1 Versuchsgruppe „Profactr“ 2 identisch mit Zeitpunkt der Kastration
∗ n=5 ∗∗ n=4

Werte mit unterschiedlichen Majuskeln unterscheiden sich signifikant

Werte mit unterschiedlichen Minuskeln unterscheiden sich signifikant
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, weiterführende Informationen zum Status

eines downregulierten Hodens sowie zum Verlauf der Rekrudeszens der endokrinen und

germinativen Hodenfunktion beim Hund nach Aufgebung der Downregulation zu erhalten.

Im Fokus der Untersuchungen stand dabei die zeitliche Entwicklung der Expression des

Androgenrezeptors und dessen Lokalisierung, der Zustand und das Anlaufen der Sper-

matogenese sowie die Wiederaufnahme der Testosteronproduktion als Indikator für die

endokrine Hodenfunktion.

5.1 Versuchsaufbau

Die hormonelle Downregulation der endokrinen und germinativen Hodenfunktion bei Rü-

den hat, seit ein entsprechendes Tierarzneimittel im Jahr 2007 zugelassen wurde (Supre-

lorinr ad us. vet., Virbac S. A.), als Routineverfahren zur zeitlich befristeten Kastration

Einzug in die tierärztliche Praxis gehalten.

Die Reversibilität der caninen Hodenfunktion nach hormoneller Downregulation mittels

GnRH-Agonisten ist bereits vielfach beschrieben (Tremblay und Bélanger, 1984;

Vickery et al., 1984; Dubé et al., 1987; Cavitte et al., 1988; Lacoste et al., 1989;

Inaba et al., 1996; Trigg et al., 2001; Riesenbeck et al., 2002; Ludwig et al., 2009).

Im Hinblick auf das in der vorliegenden Studie angewandte GnRH-Analogon „Gonazonr“

zeigten Ludwig et al. (2009), dass beim Rüden die periphere Testosteronkonzentration

sieben Wochen und die Spermaqualität – mit Ausnahme eines oligospermen und eines

azoospermen Hundes – etwa 29 bis 30 Wochen nach Aufhebung der Downregulation den
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5.1. Versuchsaufbau

Ausgangswerten entspachen bzw. diese übertrafen.

Die Terminierung der Kastrationszeitpunkte nach Explantation des GnRH-Analogons

„Gonazonr“ basierten demnach sowohl auf den Ergebnissen von Ludwig et al. (2009) als

auch dem Wissen um die Dauer des caninen Spermatogenesezyklus (Günzel-Apel, 1994;

Soares et al., 2009) und der epididymalen Spermienreifung (Allen, 1994; Günzel-

Apel, 1994).

Die Untersuchung erfolgte an 36 allgemein- und geschlechtsgesunden adulten Beagle-

Rüden unterschiedlichen Alters. Fünf Tiere dienten der Kontrolle und wurden einer so-

fortigen Kastration unterzogen. Mit Ausnahme von 6 Rüden, welche bereits zuvor an der

Studie von Ludwig (2008) mitgewirkt und eine vollständige Reversibilität ihrer Sperma-

togenese aufgewiesen hatten, erfuhren alle übrigen Hunde eine erstmalige Implantation

des GnRH-Analogon „Gonazonr“. Die chirurgische Entfernung des Implantates erfolgte 5

Monate später im Zustand der Downregulation. Beginnend mit dem Tag der Explantation

des GnRH-Analogons schlossen sich über einen Zeitraum von 24 Wochen die chirurgischen

Kastrationen von jeweils 3 bis 4 Rüden in 3-wöchigem Rhythmus an. Die Zuordnung der

Tiere zu den Kastrationszeitpunkten erfolgte nach dem Zufallsprinzip. Bis zu dem Tag

ihrer Kastration wurden alle Rüden einer wöchentlichen Blutentnahme zur Beobachtung

der hormonellen Aufregulation von Testosteron, FSH und LH unterzogen.

Um einen Vergleich hinsichtlich der downregulierenden Wirkung verschiedener GnRH-

Analoga zu ermöglichen, wurden zusätzlich 3 allgemein- und geschlechtsgesunde adul-

te Beagle-Rüden mit dem den GnRH-Agonisten Buserelinacetat enthaltenden Implantat

“Profactr Depot“ behandelt und unter bestehender hormoneller Downregulation kastriert.

Zudem erlaubten die Hoden von 3 juvenilen Hunden unbekannter Rasse eine vergleichende

Betrachtung des downregulierten und des juvenilen Hodens.

Alle mit einem GnRH-Analogon behandelten Tiere befanden sich während des Versuchs-

zeitraumes in privater Betreuung (siehe Kapitel 3.1.2, Seite 45). Die Komplianz der Tier-
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5. Diskussion

halter erwies sich als grundsätzlich gut. Von einzelnen Ausnahmen abgesehen konnten zu

den vorgegebenen Zeitpunkten Blutproben aller Rüden erhalten werden. Nach erfolgrei-

cher Kastration gingen die Tiere in den Besitz ihrer Halter über.

5.2 Probengewinnung und -konservierung

Die Gewinnung und Konservierung der Blutplasma- und Gewebeproben für die jeweils

vorgesehenen Untersuchungen erfolgte nach im hiesigen Labor etablierten Standardver-

fahren.

5.2.1 Blutproben

Die Blutentnahme zur Bestimmung der peripheren Testosteron-, FSH- und LH-Konzen-

trationen erfolgte lege artis mittels Punktion der Vena cephalica antebrachii. Die Blut-

proben wurden in Heparin-beschichteten Blutprobenröhrchen aufgefangen und das durch

Zentrifugation gewonnene Plasma bei -20 °C bis -23 °C tiefgefroren.

Eine Beeinträchtigung der Plasmakonzentration von Testosteron (Wickings und Nie-

schlag, 1976) oder FSH und LH (Livesey et al., 1980) ist weder durch eine Konservie-

rung bei -20 °C bzw. -25 °C noch ein mehrmaliges Auftauen nachweisbar. Zudem konnte

für Testosteron gezeigt werden, dass eine 3-4-jährige Lagerung von Plasmaproben bei

-25 °C eine lediglich insignifikante, im Bereich der Genauigkeit der Meßmethode gelegene

Abnahme der Steroidhormonkonzentration hervorruft (Kley et al., 1985).

5.2.2 Gewebeproben

Voraussetzung für sämtliche in dieser Studie durchgeführten Untersuchungen war die

sorgfältige und schonende Gewinnung, Aufarbeitung und Konservierung des testikulären

Gewebes. Die Entnahme der caninen Hoden erfolgte im Rahmen einer präskrotalen Ka-

stration nach Standardverfahren. Es schlossen sich die sofortige Präparation und Fixation

der Hoden an, welche sich nach dem durchzuführenden Untersuchungsverfahren richteten.

Für die histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen wurden die testiku-
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5.3. Methodik

lären Gewebeproben sowohl in Bouin´scher Lösung als auch Formol nach Lillie fixiert

(siehe Kapitel 3.3.1.1). Da die Bouin´sche Lösung, wie auch eigene Voruntersuchungen

bestätigten, die testikuläre Gewebestruktur in besonderem Maße erhält und zudem die

Antigenität des Gewebes bewahrt (Harleman und Nolte, 1997), fanden grundsätzlich

entsprechend fixierte Gewebe Anwendung. Lediglich die Darstellung apoptotischer Zellen

mittels aktivierte Caspase-3-Antikörper und ApopTagr Peroxidase Kit erfolgte an for-

molfixiertem Gewebe.

Für den Western Blot und die molekularbiologischen Untersuchungen (RT-PCR und

RTqPCR) erfolgte die Konservierung von Reiskorn-großen Hodenparenchym-Proben in

RNAlaterr Tissue Collection:RNA Stabilization Solution. Diese unter anderem an testi-

kulärem Gewebe von Tieren erprobte Lösung dient dem Erhalt von Proteinen und schützt

die Integrität der RNA (Ambion, Inc., 2008). Der Konservierung schloss sich eine Lage-

rung bei -80 °C an.

5.3 Methodik

5.3.1 Hormonanalyse

Die Bestimmung der Testosteronkonzentration erfolgte mittels eines kompetitiven RIA

nach im hiesigen Labor etablierten „Standard Operating Procedures“ (siehe auch bei Rö-

cken et al., 1995 und Ludwig, 2008). Mit 7,8% bis 9,0% lagen die Intra- und Inter-

assayvariationskoeffizienten in einem zufriedenstellenden Bereich. Eine Bestätigung der

mit diesem Verfahren erhaltenen Werte mittels Gaschromatographie-Massenspektroskopie

konnte zwischenzeitlich im Zusammenhang mit anderen Untersuchungen gezeigt werden

(apl. Prof. Dr. Gerhard Schuler, Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und Andrologie der

Groß- und Kleintiere mit tierärztlicher Ambulanz, Giessen; persönliche Mitteilung).

Die Messung der LH-Konzentration wurde wie bei Jäger (2006) und Ludwig (2008)

beschrieben mittels EIA durchgeführt. Auch hier befanden sich die Variationskoeffizien-

ten mit 9,77% bis 18,59% in einem akzeptablen Bereich. Für die Erfassung der FSH-
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5. Diskussion

Konzentration kam ein für den Hund spezifischer, kommerzieller FSH-ELISA zur Anwen-

dung. Die Durchführung des Tests erfolgte entsprechend den Herstellerangaben.

5.3.2 Histologie

Die histologische Untersuchung des Hodengewebes diente der Charakterisierung des Ent-

wicklungszustandes der Spermatogenese. Zur Sicherstellung der Konformität oblag die der

Auswertung zugrunde liegende mikroskopische Bewertung ausschließlich einer einzelnen

Person (Verfasserin der Dissertation).

Die dazu herangezogenen Schnittpräparationen waren mit Hämatoxylin-Eosin, einer in

der Routinediagnostik angewandten und von der vorausgehenden Fixierung unabhängi-

gen Kombinationsfärbung (Wachtler et al., 2005), vorbehandelt. In einem ersten Schritt

wurden pro Rüde mindestens drei verschiedene Hodenschnitte durchmustert, um eine

Unterscheidung in Tiere mit unvollständiger und vollständiger Spermatogenese vorzu-

nehmen. Anschließend wurden pro adultem Rüden 200, pro juvenilem Rüden 100 Tubuli

seminiferi contorti bei 400-facher Vergrößerung beurteilt. Um die Vergleichbarkeit der Tu-

buli über alle Gruppen zu ermöglichen, wurden ausschließlich rund angeschnittene, intakte

Hodenkanälchen berücksichtigt. Die Klassifizierung der Keimepithelien erfolgte nach be-

schriebenen Schemata (siehe Kapitel 3.4.1.1), im Lumen befindliche freie Zellen blieben

unbeachtet. Während die Tubuli seminiferi contorti von Tieren mit unvollständiger Sper-

matogenese nach dem am weitesten entwickelten Keimzelltyp eingeteilt wurden, erfolgte

die Beurteilung der Tubuli von Hunden mit vollständiger Keimzellentwicklung entspre-

chend einer Modifikation des von Russell et al. (1990b) beschriebenen caninen Keimepi-

thelzyklus. Die Abwandlung beinhaltete die Zusammenlegung der durch das akrosomale

Vesikel gekennzeichneten Stages S II bis S IV, wodurch zwar an Trennschärfe eingebüßt,

jedoch an Validität in der Identifikation der Stages gewonnen wurde.

Die Bestimmung des Tubulusdurchmessers erfolgte im Rahmen der Auswertung von im-

munhistochemisch gegen den AR gefärbten Schnitten. Pro Tier wurden 20 Tubuli semi-

niferi contorti, welche den vorausgehend beschriebenen Kriterien entsprachen, ausgemes-

sen. Unter Verwendung des Programms Leica Image Manager IM1000 wurde dafür der
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rechtwinklig zueinander liegende kleinste und größte Durchmesser eines jeden Tubulus

bestimmt (siehe Kapitel 3.6.1.1.2). Der Berechnung des tubulären Flächeninhaltes lag die

für eine Ellipse geltende mathematische Formel zugrunde.

5.3.3 Western Blot

Der Western Blot stellt ein wichtiges Instrument zur Sicherung der Spezifität des in der

Immunhistochemie verwendeten Antikörpers dar (Kurien et al., 2011).

Bei dem zu überprüfenden Primärantikörper handelte es sich um den aus dem Kanin-

chen stammenden polyklonalen Antikörper „AR (N-20):sc-816“ (Santa Cruz Biotechno-

logy, Inc.), welcher laut Herstellerangaben (Santa Cruz Biotechnology Inc., n. d.)

spezifisch den Androgenrezeptor bei Mensch, Ratte und Maus detektiert. Als Proben

wurde testikuläres Gesamtprotein vom Hund und von der Referenzspezies Maus herange-

zogen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in der SDS-PAGE und deren Übertragung

auf eine PVDF-Membran im „wet transfer“ (Kurien und Scofield, 2006) Western Blot.

Wie Abbildung 4.8 auf Seite 138 zeigt, konnte beim Hund eine deutlich ausgeprägte und

für den AR spezifische Proteinbande von ca. 110 kDa nachgewiesen werden, welche in der

Negativkontrolle fehlte und die prädominante Form des AR darstellt. Deutlich schwächer

als bei der Maus zeigte sich auch eine Bande bei circa 87 kDa, für die seltene, nicht prädo-

minante Isoform des AR. Zudem fanden sich auch bei 62,5 kDa und 50,0 kDa zwei weitere,

jedoch nur schwach ausgeprägte Banden, die ebenfalls in der Negativkontrolle fehlten.

Insgesamt läßt dieses Ergebnis auf eine hohe Spezifität der immunhistochemischen Dar-

stellung des AR schließen. Unspezifische, schwache Farbreaktionen können jedoch nicht

mit Sicherheit ausgeschlossen werden, erscheinen allerdings aufgrund einer gegenüber dem

Western Blot (1,0 x 10−3 µg/µl) vielfach niedrigeren Konzentration des Antikörpers in

der Immunhistochemie (2,0 x 10−5 µg/µl) als unwahrscheinlich, sodass davon ausgegan-

gen werden kann, dass nur die prädominante Form des AR erfasst wurde.

Eine Überprüfung des „Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen, Clone MIB-1“-

Antikörpers (DAKO Denmark A/S) mittels Western Blot war im Rahmen der vorlie-
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5. Diskussion

genden Untersuchung nicht erfolgt, da es sich bei dem angewandten Antikörper gemäß

Herstellerangaben (Dako Denmark A/S, 2008) um einen „Referenz-Antikörper“ für

in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Proben handelt, welcher zudem eine

Funktionalität gegenüber Bouin-fixierten Geweben als auch gegenüber der Spezies Hund

aufweist.

Aufgrund der vorliegenden positiven Erfahrung in der Anwendung beim Hund (Sonnack,

2009) unterblieb eine weitere Sicherung der Spezifiät des vorliegenen monoklonalen Anti-

körpers „Purified Rabbit Anti-Active Caspse-3 (Clone C92-605)“ (BD Pharmingen) mit-

tels Western Blot. Eine vergleichende Untersuchung hinsichtlich der Methodik (TUNEL

versus Immunhistochemie) zur Detektion apoptotischer Zellen in caninem lymphatischem

Gewebe schien zudem die Spezifität der intensiven immunhistochemischen Signale und

somit des Antikörpers zu bestätigen (siehe Kapitel 4.4.1.1, Seite 172).

5.3.4 Immunhistochemie

5.3.4.1 Immunhistochemische Einfachfärbung

Die Darstellungen der Antigene AR, Ki-67 und aktivierter Caspase-3 erfolgten mittels

Einfachfärbung und beruhten auf einem grundsätzlich einheitlichen Vorgehen (Deparaffi-

nierung, Rehydrierung, Hitze-induziertes Antigenretrieval, Blocken der endogenen Peroxi-

dase, Absättigung unspezifischer Bindungen, Inkubation des Erstantikörpers und nach-

folgend des biotinylierten Zweitantikörpers, Bindung der signalverstärkenden Peroxidase-

konjugierten AB-Komplexe, enzymatische Farbreaktion, Gegenfärbung mit Hämatoxylin

und abschließende Konservierung).

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde der methodische und zeitliche Ablauf zur De-

tektion des AR (siehe Kapitel 3.6.1.1.1, Seite 67) als „immunhistochemisches Standardpro-

tokoll“ definiert. Abweichungen von diesem bei Darstellung des Ki-67- und des Caspase-

3-Antigens ergaben sich in Abhängigkeit des Primärantikörpers und dienten der Optimie-

rung des Reaktionsverlaufs.
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Die Validierung der Einfachfärbungen erfolgte mittels Positiv- und Negativkontrollen.

Während bei der testikulären Detektion des AR bereits die intratubulären Sertolizellen

eine interne Positivkontrolle darstellten, kamen bei der Darstellung von Ki-67 und akti-

vierter Caspase-3 das Darmgewebe bzw. der Lymphknoten eines Hundes als externe Posi-

tivkontrollen zur Anwendung. Zudem wurden, zum Ausschluss unspezifischer Bindungen

des Zweitantikörpers sowie des ABC-Systems, die immunhistochemischen Antigennach-

weise von Negativkontrollen begleitet. Die hierzu verwendeten Isotypenkontrollen fanden

in einer dem Erstantikörper entsprechenden Konzentration Anwendung. Aufgrund der in

einer Vielzahl an Vorversuchen stets ungefärbten Negativkontrollen, erfolgten diese im

Rahmen der Detektion von AR und Ki-67 lediglich exemplarisch an je einem Hund pro

DGA, DGB, DGC und DGD, „Profactr“ und „ juvenil“ sowie der „Kontrolle adult“. Le-

diglich der Nachweis des aktivierte Caspase-3-Antigens bedurfte einer Negativkontrolle

pro Tier, da sich unspezifische Farbniederschläge zeigten, welche sich durch methodische

Versuchsanpassungen nicht beheben ließen.

Die Auswertung der immunhistochemisch gefärbten Gewebeschnitte erfolgte wie in Ka-

pitel 3.6.1.1.2, Seite 70 (AR), Kapitel 3.6.1.2.2, Seite 74 (Ki-67) und Kapitel 3.6.1.3.2,

Seite 76 (aktivierte Caspase-3) beschrieben. Es wurden ausschließlich rund angeschittene,

intakte Hodenkanälchen bzw. Gesichtfelder mit mindestens 3 sicher zu identifizierenden

Leydigzellen berücksichtigt. Die Realisierung durch eine einzige Person sicherte die Kon-

formität der Auswertungen.

5.3.4.2 Immunhistochemische Doppelfärbung

Der simultane Nachweis von AR und Vimentin erfolgte in Anlehnung an das Standard-

protokoll sowie die von Lang (2006) beschriebenen Grundsätze zur Durchführung ei-

ner Doppelfärbung. Letztere beinhalteten ein für die darzustellenden Epitope gleicher-

maßen wirksames Antigen-Retrieval, die zeitlich getrennte Detektion der Antigene mit

spezifischen Primärantikörpern unterschiedlicher Herkunftsspezies sowie die Verwendung

von unterschiedlichen enzymatischen Detektionssysteme sowie Chromogenen mit einheit-

lichem Löslichkeitsverhalten ihrer farblichen Endprodukte.
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Da es sich bei Vimentin um ein Intermediärfilament sowohl der juvenilen als auch der

adulten caninen Sertolizelle handelt (Banco et al., 2010, Giudice et al., 2014), ergab

sich für jede Probe eine interne Positivkontrolle. Die Negativkontrollen erfolgten exempla-

risch an einem randomisiert ermittelten Rüden pro Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA,

„Profactr“ und „ juvenil“.

Die Doppelfärbung ließ sich erfolgreich umsetzen (siehe Abbildung 4.10, Seite 140 f.) und

diente vorwiegend dem Einfinden in die sichere Identifizierung von Sertolizellen (SZ) sowie

Spermatogonien (Spg) und wurde ausschließlich an Gewebeschnitten der Versuchsgrup-

pe „Gonazonr“ DGA, „Profactr“ und „juvenil“ durchgeführt. Grund hierfür war die in

frühen spermatogenetischen Entwicklungsphasen erschwerte Differenzierung dieser bei-

den Zelltypen. Zeitgleich bot sich die Möglichkeit, das in Voruntersuchungen beobachtete

Vorkommen immunhistochemisch AR-positiver Spermatogonien zu überprüfen.

5.3.5 TUNEL

Bei dem TUNEL handelt es sich um eine von Gavrieli et al. (1992) entwickelte Me-

thode zur Detektion von DNA-Strangbrüchen in apoptotischen Zellen. Im Rahmen dieser

Studie diente sie der Verifizierung des immunhistochemischen Nachweises von aktivierter

Caspase-3.

Zur Anwendung kam das ApopTagr Peroxidase Kit. Anders als bei Gavrieli et al.

(1992) beschrieben, diente hier das pflanzliche Steroid Digoxigenin als Nukleotidmarker.

Die Durchführung entsprach grundsätzlich den für paraffiniertes Gewebe vorliegenden

Herstellerangaben; Anpassungen betrafen lediglich das an der Größe des Gewebeschnit-

tes orientierte Pipettiervolumen sowie die Zusammensetzung der das NEL vermittelnden

„Working Strength TdT-Enzyme“-Lösung.

Die vergleichende Beurteilung der Signalverteilung und -intensistät erfolgte an einem als

Positivkontrolle fungierenden caninen Lymphknoten.
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5.3.6 RT-PCR und RT-qPCR

Zur Absicherung RNA-spezifischer Ergebnisse wurden in Vorbereitung auf die RT-PCR

bzw. die RT-qPCR alle verwendeten Proben einer DNase-Behandlung unterzogen. Nach

Auffassung von Sanyal et al. (1997) handelt es sich hierbei um die einfachste Art, die

in RNA-Präparationen enthaltene kontaminierende genomische DNA zu zerstören. Um

eine Schädigung der zukünftigen Transkripte durch die DNase zu vermeiden (Huang

et al., 1996), schloss sich eine Hitze-induzierte Inaktivierung der DNase an. Die Umschrei-

bung der mRNA in cDNA erfolgte in der reversen Transkription mithilfe unspezifischer

Startprimer (Random Hexamers). Da es sich hierbei um ein für die sensitive und präzise

Quantifizierung der mRNA ausschlaggebendes Verfahren handelt (Kubista et al., 2006),

erfolgte zum Ausschluss methodischer Unterschiede sowohl die Umschreibung als auch die

vorbereitende DNase-Behandlung für alle Proben zeitgleich.

Unter Verwendung von Taq-Polymerasen wurde sowohl die qualitative als auch die quan-

titative PCR mittels Hot-Start, einer Methode die die Bildung von Primer-Dimern mi-

nimiert und die Spezifität der Reaktion erhöht (Erlich et al., 1991), eingeleitet. Neben

den in der PCR verwendeten spezifischen Primern fand in der qPCR zudem eine fluo-

reszenzmarkierte, sequenzspezifische TaqMan-Hydrolysesonde Anwendung. Es wurde für

jede Probe zeitgleich die Expression des Zielgens AR bzw. Caspase-3 sowie eines zur

Normalisierung herangezogenen Referenzgens erfasst. Trotz wachsender Kritik (Bustin,

2000) diente GAPDH als Referenzgen, da es unabhängig von der Behandlung mit den

GnRH-Analoga „Gonazonr“ und „Profactr Depot“ sowie dem spermatogenetischen Ent-

wicklungszustand der einzelnen Rüden eine konstante Expression zeigte. Das während des

gesamten Verfahrens als Negativkontrolle mitgeführte DNase-behandelte DEPC-Wasser

diente dem Ausschluss von Kontaminationen.

Der qualitativen PCR schloss sich die Überprüfung der Primerspezifität mittels Sequen-

zierung durch ein externes Unternehmen an. Zur Auswertung der RT-qPCR-Daten fand

die Effizienz-korrigierte relative Quantifizierung nach Pfaffl (2001) Anwendung, da be-

reits geringe Effizienz-Unterschiede die Gefahr einer Fehleinschätzung der initialen RNA-
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Menge bergen (Pfaffl et al., 2002). Die Bestimmung der PCR-Effizienzen erfolgte in

einer Verdünnungsreihe anhand des von Pfaffl et al. (2002) empfohlenen und aus allen

verwendeten cDNAs bestehenden Probenpools. Zur Normalisierung, welche die Varianz

der Expressionsergebnisse reduziert (Pfaffl, 2004b), wurde das endogene Referenzgen

GAPDH herangezogen.

5.4 Ergebnisse

5.4.1 GnRH-Analogon „Gonazonr“

5.4.1.1 Erreichung einer hormonellen Downregulation

Voraussetzung für die Untersuchung der Aufregulation der endokrinen und germinativen

Hodenfunktion nach hormoneller Downregulation war das tatsächliche Vorliegen einer

„chemischen“ Kastration.

Den Eintritt beziehungsweise das Bestehen der endokrine Downregulation in der 4. und

8. Woche post implantationen (p. i.) sowie bei Entfernung des „Gonazonr“-Implantates

zeigte eine gegenüber den Ausgangswerten hochsignifkant abgefallene periphere Testos-

teronkonzentration (Wilcoxon-Test p<0,0001). Diese wies zum Zeitpunkt der chirurgi-

schen Implantatentnahme (Woche 0) bei einem Großteil der Rüden Werte unterhalb

(< 0,10 ng/ml), in Einzelfällen auch Werte nahe (0,12 ng/ml bis 0,28 ng/ml) der Nachweis-

grenze auf. Auch die der Downregulierung zugrunde liegende hypophysäre Desensibilisie-

rung (Fontaine und Fontbonne, 2011) zeigte sich in einer signifikanten Erniedrigung

der peripheren Gonadotropinkonzentration in der 8. Woche p. i. des GnRH-Analogons

„Gonazonr“ sowie in Woche 0 (Goericke-Pesch et al., 2009).

Die Verifizierung der Downregulation der Spermatogenese erfolgte im Rahmen der histo-

logischen Begutachtung von testikulären Gewebeschnitten dreier in Woche 0 kastrierter

Rüden. Aufgrund pathologischer Gewebeveränderungen war ein weiterer, ebenfalls zu die-

sem Zeitpunkt orchidektomierter Hund (Paul) aus dem Versuchstierpool ausgeschlossen

worden. Die Tubuli seminiferi contorti der 3 untersuchten Hunde wiesen gegenüber den
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Rüden der „Kontrolle adult“ einen bedeutend kleineren Flächeninhalt auf. Das intratubu-

läre Lumen war weitgehend verschwunden, was als Indiz für eine Schädigung der zellulären

Tight Junctions und somit der Blut-Hoden-Schranke (BHS) infolge eines Gonadotropin-

Entzuges gewertet werden kann (McCabe et al., 2010). Entgegen dem bei intakten, re-

produktionsfähigen Rüden vorliegenden Keimepithel (vergleiche Russell et al., 1990b),

fanden sich lediglich Keimzellen bis einschließlich des Entwicklungsstandes einer Sperma-

tozyte (Spz). Dies entspricht den von Dubé et al. (1987) beschriebenen Beobachtungen

an mit dem GnRH-Agonisten [D-Trp6]GnRH ethylamide behandelten adulten Hunden.

Das Fehlen fortgeschrittener Keimzellen widerspricht dem Ablaufen eines vollständigen

Spermatogenesezyklus und bestätigt somit das Erreichen einer testikulären Downregula-

tion.

5.4.1.2 Testikuläre Rekrudeszenz

Zur Erfassung der endokrinen Hodenfunktion wurden die ab dem Zeitpunkt der Entfer-

nung des GnRH-Analogons wöchentlich bestimmten, mittleren peripheren Testosteron-

konzentrationen mit den Ausgangswerten der entsprechenden Hunde vor Behandlungsbe-

ginn verglichen.

Die endokrine Aufregulation unterlag einem signifikanten Einfluss der Woche post ex-

plantationem (Wald-Test p<0,0001). Bereits ab der Woche 7 entsprachen die Testoste-

ronkonzentrationen den ursprünglichen Ausgangswerten, eine Beobachtung, welche auch

Ludwig (2008) und Ludwig et al. (2009) beschreiben. Eine nachfolgend über den Aus-

gangswert signifikant erhöhte Testosteronkonzentration, wie ebenfalls von den vorherge-

nannten Autoren festgestellt, konnte allerdings nicht nachgewiesen werden.

Gegenüber der endokrinen Hodenfunktion wurde eine vollständige Aufregulation der ger-

minativen Hodenfunktion deutlich später erreicht und war histologisch sicher erst ab der

Woche 12 nachweisbar. Während alle in Woche 0 kastrierten Rüden weitestgehend lu-

menfreie gewundene Hodenkanälchen mit einem aus Spermatogonien (Spg) bzw. Spg und

Spermatozyten (Spz) bestehenden Keimepithel aufwiesen, zeigten die in Woche 3, 6 und

9 kastrierten Tiere starke individuelle Unterschiede in der Keimzellentwicklung. So ent-
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sprach beispielsweise die Keimzellentwicklung eines in Woche 3 kastrierten Rüden (Elias)

der eines downregulierten Tieres, wohingegen zwei weitere Hunde (Bruno und JoschiF)

in Woche 9 bereits eine vollständige Spermatogenese aufwiesen. Die Aufrechterhaltung

der Zuordnung nach Kastrationszeitpunkt erschien somit für die Beurteilung der dem

Rekrudeszenzverlauf zugrunde liegenden Schritte nicht mehr sinnvoll und es erfolgte ei-

ne Einteilung der Rüden entsprechend ihres spermatogenetischen Entwicklungsstandes in

die Developmental Groups (DG)A bis DGC (unvollständige Spermatogenese) und DGD

(vollständige Spermatogenese) (siehe Tabelle 4.1, Seite 123).

Insgesamt wiesen lediglich 13 Rüden eine unvollständige Spermatogenese auf, wobei 4

Tiere der DGA, 3 der DGB und 6 der DGC zugeordnet werden konnten. Für eine detail-

liertere und individuelle Darstellung der morphologischen Rekrudeszenz wurde zudem auf

das Vorliegen verschiedener Tubulusttypen (tt) untersucht (siehe Tabelle 3.4, Seite 59).

Die Klassifizierung nach tt orientierte sich an den sicher identifizierbaren Keimzelltypen.

Innerhalb der DGA zeigte sich ein relativ einheitliches Verteilungsbild der tt a (56% -

70%) und tt b. Ausnahme hiervon bildete ein Hund (Elias), welcher mit 98,75% fast

ausschließlich tt a besaß. Während sich auch in der DGB die prozentuale Verteilung der

tt a bis tt c1−3 annähernd einheitlich gestaltete, ergaben sich insbesondere für die in Woche

6 kastrierten Tiere der Gruppe DG C (Spikey, Snoopy, Strolch, LeoS) starke interindivi-

duelle Unterschiede im Vorkommen der tt a bis tt d1−2. Somit scheint der Zeitraum um

die Woche 6 (± 2 Wochen) nach Entfernung des „Gonazonr“-Implantates eine besonders

dynamische Phase der testikulären Rekrudeszenz zu sein, welche eine intensivere weiter-

führende Untersuchung mit deutlich verkürzten Kastrationsintervallen sinnvoll erscheinen

läßt.

Das Vorliegen einer vollständigen Spermatogenese war bei 17 Hunden nachweisbar. Zwei

der Tiere befanden sich in Woche 9, alle übrigen in Woche 12 bis 24 post explantationem.

Da bei Rüden bereits 10 Wochen nach Entfernung des „Gonazonr“-Implantates tote Sper-

mien und 2 weitere Wochen später lebende Spermien im Ejakulat nachgewiesen werden

konnten (Ludwig, 2008), entsprach der in der vorliegenden Studie beobachtete Zeitraum

der morphologischen Aufregulation den Erwartungen.
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Bei den eine vollständige Spermatogenese aufweisenden Rüden (Versuchsgruppen „Gona-

zonr“ DGD und „Kontrolle adult“) zeigten annähernd alle Hodenkanälchen ein ausge-

reiftes Keimepithel. Die individuelle Klassifikation dieser Tubuli seminiferi contorti nach

Stages basierte auf einem geringfügig modifizierten Staging nach Russell et al. (1990b)

und ermöglichte eine quantitative Erfassung der verschiedenen Stadien des Keimepithel-

zyklus. Alle Rüden der DGD sowie der „Kontrolle adult“ wiesen eine annähernd gleiche

Verteilung der Stages (S) I bis SVIII auf; starke interindividuelle Unterschiede waren nicht

existent. Somit dürfte die Tatsache, dass das von Ludwig (2008) gewonnene canine Sper-

ma erst 24 bis 30 Wochen nach Explantation „Gonazonr“-Implantates seine ursprüngliche

Ausgangsqualität erreicht hatte, darauf zurückzuführen sein, dass eine Aufkonzentration

im Nebenhoden noch nicht erfolgt war.

Die in den eigenen Untersuchungen bei den Rüden der Gruppen DGD und „Kontrolle

adult“ beobachtete relative Häufigkeit der einzelnen Stages (siehe Tabelle 5.1) entsprach

jedoch lediglich im Hinblick auf SV, SVI und SVII annähernd den von Russell et al.

(1990b) beschriebenen Befunden. Die ebenfalls 8 Stages umfassende und grundlegend

auf ähnlichen tubulären Klassifikationskriterien basierende Auswertung von Foote et al.

(1972) erbrachte überwiegend mit Russell et al. (1990b) vergleichbare Ergebnisse (siehe

Tabelle 5.1). Die Diskrepanz zwischen den in dieser Untersuchung erhobenen und den von

Foote et al. (1972) sowie Russell et al. (1990b) beschriebenen Werten mag in metho-

dischen Unterschieden, beispielsweise der Tierzahl, der Wahl des Fixans, der Schnittdicke

des histologischen Präparates oder der Mikroskopiertechnik, begründet sein; eine subjek-

tive Beurteilung durch den Untersucher kann jedoch grundsätzlich nicht ausgeschlossen

werden.
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Tabelle 5.1: Vergleichende Übersicht über die prozentuale Verteilung der geringgradig mo-

difizierten Stages (S) I - SVIII nach Russell et al. (1990b) bei den Rüden der

Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGD und der „Kontrolle adult“ sowie den in der

Literatur (Russell et al., 1990b, Foote et al., 1972) vorliegenden Ergebnisse

„Gonazonr“ „Kontrolle

Stage

Russell et al. Foote et al.

StageDGD a adult“ b (1990b) (1972)

(17 Rüden) (5 Rüden) (1 Rüde) (9 Rüden)

29,26 29,15 I 8,48 8,3 V 1

23,68 27,85 II-IV 41,98 42,7 VI-VIII 2

18,04 15,35 V 13,51 21,9 I 3

10,43 11,00 VI 14,30 12,7 II 4

13,60 11,05 VII 10,73 2,8 III 5

3,59 2,65 VIII 10,99 11,5 VI 6

a,b 1,40% a bzw. 2,95% b der untersuchten Tubuli seminiferi contorti wiesen ein unvollständig entwi-

ckeltes Keimepithel auf, sodass kein Staging nach Russell et al. (1990b) erfolgte;
1−6 entspricht grundlegend dem von Russell et al. (1990b) definierten Stage (S): 1 S I, 2 S II-IV, 3 SV,
4 SVI, 5 SVII und 6 SVIII

In hochsignifikantem Zusammenhang mit der Entwicklung des testikulären Keimepithels

post explantationem des GnRH-Analogons „Gonazonr“ stand die Zunahme des tubulären

Flächeninhaltes. Gemäß Weissbach und Ibach (1976) stellen sowohl der Flächeninhalt

als auch die zugrunde liegenden Tubulusdurchmesser geeignete Messwerte zur quantitati-

ven histologischen Bewertung der Hodenkanälchen dar. In der vorliegenden Untersuchung

entsprach der nach vollständiger Rekrudeszenz in Gruppe DGD ermittelte Flächeninhalt

eines Tubulusquerschnittes dem Wert der „Kontrolle adult“. Mit im Mittel 29925,95 µm 2

(DGD) beziehungsweise 27616,55 µm 2 („Kontrolle adult“) liegen die Werte zwar niedriger

als jene, die sich theoretisch aus den von Foote et al. (1972) veröffentlichten Angaben

zum caninen Tubulusdurchmesser (206 µm - 228 µm) ableiten lassen (circa 33000 µm 2 -

41000 µm 2), bewegen sich jedoch in einem, aus den von Woodall und Johnstone

(1988) beschriebenen tubulären Durchmessern adulter Rüden (143 µm - 245 µm) errechne-
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ten, hypothetischen Bereich von circa 16000 µm 2 bis 47000 µm 2. Die in der vorliegenden

Untersuchung vergleichsweise niedrigen mittleren tubulären Flächeninhalte der DGD und

der „Kontrolle adult“ mögen sich aus dem methodischen Vorgehen ergeben, bei welchem

der geringste und der größte rechtwinklig zueinander liegende Durchmesser pro Tubulus

seminiferus contortus vermessen wurde.

Die pro tubulärem Querschnitt erfasste mittlere Gesamtzahl an Sertolizellen (SZ) lag

innerhalb der Versuchsgruppe „Gonazonr“ zwischen 14,3± 2,6 und 16,2± 5,5 und zeig-

te, trotz signifikanter Veränderungen der Tubulusfläche, im Vergleich mit der „Kontrolle

adult“ keine signifikanten Unterschiede. Diese Beobachtung einer scheinbar unveränder-

lichen Anzahl maturer SZ ist in Einklang mit der Auffassung von einer, mit Beginn der

Pubertät einsetzenden, terminalen Differenzierung („functional maturation“) der Sertoli-

zellpopulation (Sharpe et al., 2003).

Den somatischen SZ entsprechend, wiesen auch die in den DGs der Versuchsgruppe „Go-

nazonr“ sowie der „Kontrolle adult“ pro tubulärem Querschnitt identifizierten Sperma-

togonien (Spg) zahlenmäßig keinen signifikanten Unterschied auf. Allerdings verzeichnete

die Gesamtzahl an Spg pro Tubulusquerschnitt von DGA nach DGB einen tendenziellen

Anstieg, welcher als Hinweis auf das spermatogenetische Anlaufen im Rahmen der Rekru-

deszenz angesehen werden kann (siehe Tabelle 4.9, Seite 148 und Tabelle 4.14, Seite 167).

Essentiell für das Wiedereinsetzen als auch den Erhalt der Spermatogenese ist das Steroid-

hormon Testosteron (Zirkin, 1998), welches seinen regulatorischen Einfluss auf die Keim-

zellbildung und -reifung rezeptorvermittelt über die Sertolizelle ausübt (O´Shaughnessy,

2014). Ein Nachweis der Expression dieses Hormonrezeptors war im Rahmen der vorlie-

genden Untersuchungen daher unerläßlich.

Die Detektion des AR erfolgte immunhistochemisch unter Zuhilfenahme des Antikörpers

AR(N-20):sc-816 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Die Spezifität des für Maus, Ratte und

Mensch erprobten polyklonalen Primärantikörpers konnte im Western Blot (siehe Abbil-

dung 4.8, Seite 138) bestätigt werden. Die Positivkontrolle zeigte im testikulären Protein

von Maus und Hund eine dominierende Band von circa 110 kDa, welche der Molekülmas-
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se des AR entspricht (Brinkmann et al., 1989a, van Laar et al., 1989). Zudem waren

eine der seltenen Isoform des AR (87 kDa; Wilson und McPhaul, 1996) entsprechende

Bande von ungefähr 86 kDa sowie weitere, möglicherweise aus Proteindegradation (Gal-

lagher et al., 2004) resultierende, schwächere Banden zwischen 62,5 kDa und 40 kDa

sichtbar. Parallel in der Negativkontrolle erscheinende Banden im Bereich von 130 kDa

und 70 kDa demonstrierten unspezifische Bindungen, welche in den immunhistochemi-

schen Untersuchungen nicht auftraten.

Die Expression des AR in den SZ ist bereits in einer Vielzahl verschiedener Spezies [Maus

(Zhou et al., 1996), Ratte (Sar et al., 1990; Bremner et al., 1994; Vornberger et al.,

1994; Shan et al., 1997; Zhu et al., 2000), Ziege (Goyal et al., 1997), Schwein (Ramesh

et al., 2007), Pferd (Pearl et al., 2011), Mensch (Ruizeveld de Winter et al., 1991;

Niederberger et al., 1993)] mittels Immunhistochemie nachgewiesen. Die vorliegende

Studie bestätigte das Vorkommen AR-positiver SZ auch für den Hund. Während bei den

Rüden der DGA lediglich circa 60% der pro Tubulusquerschnitt identifizierten SZ den

AR aufwiesen, lag der Anteil in den übrigen DGs der Versuchsgruppe „Gonazonr“ sowie

in der Versuchsgruppe „Kontrolle adult“ bei annähernd 100%. Ein paarweise Vergleich

der benannten Gruppen zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied.

Diese Beobachtungen werfen Fragen nach der Regulation der Expression des AR auf.

Blok et al. (1992b) beschrieben eine unterschiedliche Regulation der testikulären AR-

Genexpression in den peritubulären Myoidzellen und den Sertolizellen der immaturen

Ratte. Im Hinblick auf die Sertolizellen zeigten in vitro-Untersuchungen einen die Gen-

transkription des AR beeinflussenden Effekt von FSH, nicht aber von Androgenen auf

(Blok et al., 1992b). Während ein kurzzeitiger Zusatz von FSH zum Zellkulturmedium

eine lediglich kurzfristige Reduktion der AR-mRNA-Expression in den SZ bedingte, zog

eine längerfristige Addition dieses Gonadotropins eine Zunahme sowohl der AR-mRNA

als auch des entsprechenden AR-Proteins nach sich (Blok et al., 1992a). Dabei beobach-

teten Blok et al. (1992a), dass sich mit zunehmendem Alter der immaturen Ratten die

Nettozunahme der AR-mRNA in den untersuchten Sertolizellen verringerte. Die posttran-

skriptionelle Expression des AR in den Sertolizellen immaturer Ratten unterlag zudem

dem Einfluss von Testosteron (Blok et al., 1989, 1992a). Auch für die adulte Ratte ist
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die Bedeutung von Androgenen belegt. So zeigten Zhu et al. (2000) in in vivo-Versuchen,

dass – nach mehrwöchigem Testosteron- und LH-Entzug mittels eines LHRH (GnRH)-

Antagonisten – die Zufuhr eines synthetischen Androgens eine Aufregulation der in den

Sertolizellen, Leydigzellen und peritubulären Myoidzellen abgesunkenen immunhistoche-

mischen AR-Signalintensität auf 93%, 56% und 69% des jeweiligen Ausgangswertes be-

wirkte. Wie von den Autoren auch diskutiert, muss bei dieser Studie beachtet werden,

dass FSH lediglich um circa 50% abgefallen war, sodass bei der vergleichsweise guten Auf-

regulation des AR in den Sertolizellen von einer synergistischen Wirkung von Androgen

und FSH ausgegangen werden kann. Auch in der hier vorliegenden Untersuchung zeigte

sich eine zum Zeitpunkt der Implantatentfernung zwar erniedrigte, aber immer noch gut

messbare FHS-Konzentration (siehe Tabelle 4.21, Seite 187), deren Einflussnahme auf die

Rekrudeszenz nicht abgeschätzt werden kann.

Neben der Anzahl wurde in der vorliegenden Studie auch die Färbeintensität der AR-

positiven SZ bestimmt. Es zeigte sich, dass die Intensität der immunhistochemischen

AR-Färbung in den caninen SZ von Tubulustyp tt a nach tt d2 zunahm. In Bezug auf die

Tubulusentwicklung ließ sich eine signifikant positive Rangkorrelation erkennen. Dies weist

auf eine Aufregulation der AR-Konzentration in einer Zelle hin und läßt darauf schließen,

dass damit auch die Ansprechbarkeit auf Androgene steigt. Auf eine stagespezifische Ex-

pression des AR in den SZ weisen bereits Bremner et al. (1994), Vornberger et al.

(1994) and Zhou et al. (2002) hin.

Der morphologische Reifegrad der AR-positiven SZ zeigte sich auch in der Lage des Zell-

kerns. Während in der DGA lediglich circa die Hälfte dieser SZ einen basalständigen

Kern besaßen, nahm deren Anteil mit zunehmender testikulärer Aufregulation stetig zu

und lag in DGD bei annähernd 100%. Diese Beobachtung entsprach dem Wissen um eine

mögliche lumenwärtige Verlagerung des SZ-Kerns in Abhängigkeit von der saisonalen und

sexuellen Aktivität (Liebich, 1999a).

Anders als bei Sar et al. (1990), Ruizeveld de Winter et al. (1991), Bremner et al.

(1994), Vornberger et al. (1994), Shan et al. (1997), Zhu et al. (2000), Zhou et al.
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(2002) und Pearl et al. (2011) beschrieben, konnte in der vorliegenden Studie, in Über-

einstimmung mit Kimura et al. (1993) und Zhou et al. (1996), eine Expression des

AR auch in den Spg festgestellt werden. Zur sicheren Abgrenzung einer AR-positiven

Spg von den SZ erfolgte eine immunhistochemische Doppelfärbung, in welcher sowohl der

nukleär gelegene AR als auch das die SZ charakterisierende, zytoplasmatische Vimentin

dargestellt wurde. Diese qualitative Untersuchung wurde lediglich an testikulären Gewe-

beproben durchgeführt, in denen das Keimepithel auf SZ sowie Spg und Spz reduziert

war (Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA). Die Doppelfärbung bestätigte eine AR-positive

Färbung in den caninen Spg. In weiterführenden Untersuchungen (Goericke-Pesch

et al., 2013) konnte jedoch mithilfe der In Situ Hybridisierung (ISH) dieses Ergebnis zur

Expression des AR in den Spg nicht bestätigt werden. Im Hinblick auf diese Diskrepanz

und eine immer noch nicht auszuschließende immunhistochemische Fehlreaktion wäre es

sicherlich wünschenswert, ein Zellpicking mit nachfolgender RT-qPCR zur Klärung dieses

Sachverhaltes anzuwenden.

Der immunhistochemisch detektierte Anteil AR-positiver Spg lag innerhalb der Versuchs-

gruppe „Gonazonr“ zwischen 14,3% und 23,8%. Obwohl unter Berücksichtigung der Ver-

suchsgruppe „Kontrolle adult“ kein signifikanter Einfluss der Gruppe vorlag, zeigte sich von

DGA nach DGD eine tendenzielle Abnahme der immunopositiven Spg. Hingegen war die

FI der detektierten AR-Expressionen signifikant positiv korreliert mit der Entwicklung des

Tublustyps tt a nach tt d2. Ob Testosteron dabei einen direkt die Meiose fördernden Effekt

oder einen anderweitigen Einfluss auf die Zelle ausübt, bleibt spekulativ. Einen essenti-

ellen Einfluss auf die Aufrechterhaltung der postmeiotischen Spermatogenese schließen

Tsai et al. (2006) jedoch mithilfe eines keimzellspezifisches AR-Knockout-Modells aus.

Auch in den caninen Leydigzellen (LZ) verlief die immunhistochemische Detektion des AR

erwartungsgemäß positiv. Dies überraschte nicht, da die funktionelle Bedeutung des AR

in den LZ sowohl für die Steroidogenese als auch die Spermatogenese mithilfe von Knock-

out-Modellen verifiziert worden war (Tsai et al., 2006; Xu et al., 2007). Der Anteil der

den AR exprimierenden LZ lag in den DGs der Versuchsgruppe „Gonazonr“ bei 42,8%

bis 86,6%, wobei insbesondere in der spermatogenetisch weitestgehend inaktiven DGA
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starke interindividuelle Unterschiede auftraten. Möglicherweise resultieren diese Unter-

schiede aus einem unterschiedlichen Grad der zellulären Downregulation, vielleicht sind

sie aber auch das erstes Anzeichen einer beginnenden hormonellen Aufregulation, da der

AR-positive LZ-Anteil des in Woche 3 befindlichen Hundes (Elias) den der übrigen Tiere

der DGA um mehr als 10% deutlich übertraf. Obwohl sich von DGA nach DGD eine

tendenzielle Zunahme des Anteils der AR-exprimierender LZ zeigte, war unter Einbezie-

hung der „Kontrolle adult“ ein signifikanter Einfluss der Gruppe nicht nachweisbar. Circa

45% bis 67% der AR-positiven LZ wiesen eine schwache immunhistochemische FI auf,

wobei deren Anteil in der DGD signifikant höher war als in der DGA. Die positiv de-

tektierten LZ von mittlerer und starker FI wiesen in allen DGs eine annähernd gleiche

Verteilung auf. Auch Vornberger et al. (1994) beschrieben, dass die Immundektion

des AR nur in einem Teil der LZ-Zellpopulation und in unterschiedlicher FI auftrat, und

schlossen auf eine unterschiedliche funktionelle Aktivität dieser Zellen. Diese Schlussfolge-

rung scheint sich im Rahmen der vorliegenden Studie, welche eine mit der zunehmenden

AR-Expression einhergehende spermatogenetische Entwicklung zeigt, zu bestätigen.

Die RT-PCR diente dem Nachweis der entsprechenden mRNA-Expression und zeigte,

entsprechend den Erwartungen, für jede DG der Versuchsgruppe „Gonazonr“ sowie die

„Kontrolle adult“ eine spezifische Bande des Zielgens AR (233 bp) bzw. des Referenz-

gens GAPDH (228 bp). In der Negativkontrolle war keine mRNA nachweisbar und so-

mit eine Kontamination der Proben mit Nukleinsäure ausgeschlossen. Die Sequenzierung

erbrachte eine 99%ige Übereinstimmung der AR-Amplifikate mit der NCBI Referenzse-

quenz NM_001003053.1, Accession-Nummer NM_001003053 des Canis lupus familiaris

(siehe Tabelle 3.13, Seite 85). Das Sequenzierungsergebnis der entsprechenden GAPDH-

Amplifikate entsprach den Angaben von GenBank AB038240.1, Accessions-Nummer

AB038240 (siehe Tabelle 3.13, Seite 85). Die Spezifität der Amplifikate sicherte qualitativ

die testikuläre Expression des AR sowohl bei maturen als auch hormonell downregulierten

und rekrudeszenten Rüden.

Die quantitative Expression des AR wurde in der RT-qPCR mithilfe des der Normalisie-

rung dienenden Referenzgens GAPDH ermittelt. Sämtlichen erfassten CP -Werten lag ein
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Threshold von 200,00 zugrunde. Die Reaktionseffizienzen befanden sich mit E(AR) 1,80

und E(GAPDH) 1,73 in dem von Pfaffl (2004b) unter optimierten Versuchsbedingungen

vermuteten Bereich. Da bereits geringgradige Untschiede zwischen dem Reaktionskoef-

fizient von Ziel- und Referenzgen die Berechnung der Expressionsratio verfälschen und

somit eine Fehleinschätzung der tatsächlich vorliegenden mRNA-Konzentration hervorru-

fen (Pfaffl, 2004a), erfolgte eine Effizienzkorrektur. Die testikuläre Expression des AR

wies keinen signifikanten Unterschied zwischen hormonell downregulierten, rekrudeszen-

ten oder maturen Rüden auf. Dieses Ergebnis entsprach denen der Immunhistochemie,

wo die Zahl der den AR-exprimierenden SZ, Spg und LZ keine Unterschiede zwischen den

DGs der Versuchsgruppe „Gonazonr“ und der „Kontrolle adult“ zeigte.

Die immunhistochemische Detektion des Ki-67 gelang vorwiegend intratubulär in den Spg,

den primären und sekundären Spermatozyten (pSpz/sSpz) sowie den runden Spermatiden

(rSpt), vereinzelt aber auch in den interstitiellen LZ.

Das Vorkommen von Ki-67 in den Spg entsprach den Erwartungen, da bereits Gerdes

et al. (1984) während des mitotischen Zellzyklus die Expression dieses Proteins in der

G1-, S-, G2- und M-Phase der kontinuierlich aktiven, nicht aber in der G0-Phase der

ruhenden Zelle nachgewiesen hatten. Traut et al. (2002) bestätigten ein grundsätzlich

vergleichbares Expressionsverhalten von Ki-67 während des meiotischen Zellzyklus. Vor

diesem Hintergrund überraschte das Auffinden dieses Proliferationsmarkers in den tei-

lungsinaktiven runden Spermatiden (rSpt). Wrobel et al. (1996) und Traut et al.

(2002), welche die gleichen Beobachtungen gemacht hatten, begrenzten die Zeit der post-

meiotischen Ki-67-Expression auf eine frühe Phase der Spermatiden. Ob diesem Zeitraum

die circa 60- bzw. 90-minütige Halbwertszeit des Ki-67 (Bruno und Darzynkiewicz,

1992; Heidebrecht et al., 1996), die auch in ruhenden Zellen erfolgende Transkription

von rRNA (Bullwinkel et al., 2006) oder eine weitere, unbekannte Ursache zugrunde

liegt, kann derzeit nicht gesagt werden.

Aufgrund ihrer funktionellen Bedeutung als Stammzellen der Spermatogenese unterlagen

lediglich die Spg einer genauen Untersuchung auf das Vorliegen von Ki-67. Die Expression

des Proliferationsmarkers in den Spg eines Tubulusquerschnittes erfolgte uneinheitlich,
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wie auch Beobachtungen von Wrobel et al. (1996) belegen. Ursächlich hierfür ist ei-

ne lediglich geringgradige Synchronisation dieser Zellen innerhalb eines Tubulussegments

(Wrobel et al., 1996). Trotzdem ließ sich eine positive signifikante Rangkorrelation zwi-

schen den die Entwicklung des Keimepithel kennzeichnenden Tubulustypen und den Ki-67

exprimierenden Spg erkennen. Zudem zeigte ein Vergleich der verschiedenen DGs der Ver-

suchsgruppe „Gonazonr“ und der „Kontrolle adult“ einen hochsignifikanten Einfluss der

Gruppe. Während in der DGA die Expression des Proliferationsmarkers kaum nachweis-

bar war, nahm sie im Verlauf der Rekrudeszenz von DGA nach DGD schrittweise zu. Es

unterschieden sich signifikant die DGA von der DGC, DGD und der „Kontrolle adult“

sowie die DGB von der DGD und der „Kontrolle adult“. Ein Zusammenhang zwischen

der Proliferation sowie der testikulären Aufregulation ist feststellbar.

Der Proliferation steht, als Regelmechanismus der zellulären Homöostase, die Apop-

tose gegenüber (Said et al., 2004). Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wur-

de der apoptotische Zelltod immunhistochemisch mittels aktivierte Caspase-3 (Casp-3)-

Antikörper nachgewiesen. Die Spezifität der detektierten Signale wurde in einem methodi-

schen Vergleich an einem als Positivkontrolle dienendem caninen Lymphknoten bestätigt.

Die Gegenüberstellung der Immunhistochemie und des TUNEL zeigte eine annähernd

identische Häufung und Lokalisation farbintensiver zellulärer Apoptosesignale, eine Beob-

achtung, welche auch Duan et al. (2003) beschreiben. Die in beiden Methoden auftreten-

den schwachen Farbniederschlägen wurden als unspezifisch gewertet und erfuhren keine

Beachtung. Die Negativkontrollen wiesen in keiner der beiden Methoden ein Farbsignal

auf.

Anders als im lymphatischen Gewebe erwies sich die immunhistochemische Detektion der

aktivierten Casp-3 in den testikulären Gewebeschnitten als problematisch. Trotz einer

Vielzahl methodischer Optimierungsversuche zeigten sich in den sowohl mit unspezifi-

schem Kontrollserum als auch mit aktivierte Casp-3-Antikörper behandelten Proben ver-

einzelt amorphe, hell- bis dunkelbraune Färbrungen. In die Bewertung gingen daher ledig-

lich intensive zelluläre Farbsignale ein. Aufgrund der hohen Unsicherheit beziehungsweise

Fraglichkeit der erhobenen Ergebnisse unterblieb eine statistische Auswertung. Deskrip-
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tiv war jedoch gegenüber der „Kontrolle adult“ eine erhöhte Anzahl apoptotischer Zellen

in den DGs der Versuchsgruppe „Gonazonr“ auffindbar. Aufgrund der jedoch geringen

absoluten Anzahl apoptotischer Signale wurde im Rahmen der Auswertung keine Unter-

scheidung der degenerierenden Zellen nach dem spermatogenetischen Typus durchgeführt.

In Ergänzung zur Immunhistochemie erfolgte die Untersuchung zur Casp-3-Expression

auf mRNA-Ebene. In der RT-PCR zeigten sich ausschließlich Banden in der erwarteten

Größe von Casp-3 (593 bp) und GAPDH (228 bp), wobei letztere als Positivkontrolle die

Integrität der mRNA bestätigte. Die Negativkontrolle schloss eine Kontamination der in

der RT-PCR verwendeten Lösungen mit Nukleinsäuren aus. Die Sequenzierung der in der

RT-PCR gewonnen Casp-3-Amplifikate gelang nur unvollständig. Die mithilfe des for-

ward (for)- und reverse (rev)-Primers sequenzierten Teilstücke wiesen eine 92%ige bzw.

100%ige Übereinstimmung mit den Nukleotiden 400→ 530 sowie 629→ 896 der NCBI Re-

ferenzsequenz NM_001003042.1, Accession-Nummer NM_001003042 auf. Während der

aus 130 Nukleotiden bestehende Sequenzabschnitt lediglich eine hohe Entsprechung mit

der vorliegenden Referenzsequenz aufwies, war das 270 Nukleotide große Sequenzierungs-

ergebnis identisch mit der Casp-3 mRNA des Canis lupus familiaris.

Die relative Quantifizierung der Casp-3 erfolgte nach Pfaffl (2001) und bediente sich

GAPDH als Referenz. Sämtlichen CT -Werten lag ein Threshold von 200,00 zugrunde.

Die Reaktionseffizienz E des Ziel- und Referengens befanden sich mit E(Casp−3) 1,71 und

E(GAPDH) 1,73 in dem von Pfaffl (2004b) unter optimierten Versuchsbedingungen ver-

muteten Bereich. Die Genexpressionen in den DGs der Versuchsgruppe „Gonazonr“ sowie

der „Kontrolle adult“ zeigten keinen signifikanten Einfluss der Gruppen. Dieses auf der

mRNA-Ebene erhaltene Ergebnis bestätigt demnach nicht die in der IHC (Proteinebene)

beobachtete tendenzielle Zunahme apoptotischer Zellsignale im Hoden. Eine Induktion der

Apoptose war jedoch vielfach von anderen Autoren sowohl unter experimenteller (Tapa-

nainen et al., 1993; Troiano et al., 1994; Marathe et al., 1995; Bakalska et al., 2004;

Ruwanpura et al., 2008) als auch physiologischer (Blottner et al., 1995; Morales

et al., 2002) Suppression der Gonadotropine und/oder des männlichen Sexualhormons

Testosteron beschrieben worden. Eine Erklärung hinsichtlich der vorliegenden Diskrepanz
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der gemachten Beobachtungen kann derzeit nicht gegeben werden.

5.4.2 GnRH-Analogon „Profactr Depot“

Der in der Humanmedizin eingesetzte GnRH-Agonist „Profactr Depot“ wurde mit dem

Ziel eingesetzt, einen Vergleich hinsichtlich des Grades der Downregulation zweier unter-

schiedlicher GnRH-Agonisten zu erhalten.

Wie bei dem GnRH-Agonisten „Gonazonr“ bewirkte „Profactr Depot“ innerhalb von 8

Wochen eine Downregulation der Sekretion von LH, FSH und Testosteron.

Das unter Downregulation in der Kastration gewonnene Hodengewebe zeigte grundsätz-

lich die bereits in der DGA der Versuchsgruppe „Gonazonr“ beobachteten histologischen

Veränderungen. Die Tubuli seminiferi contorti konnten generell den Tubulustypen tt a

und tt b zugeordnet werden, lediglich ein einzelner Tubulusquerschnitt wurde als Typ

tt c1 kategorisiert. Ein zentrales Lumen war in den Hodenkanälchen nicht mehr vorhan-

den. Der mittlere Flächeninhalt der Tubuli seminiferi contorti betrug 6660,62 µm2 und

lag damit tendenziell niedriger als in der DGA mit 9881,78 µm2 (siehe Tabelle 4.7, Seite

135). Eine Expression des AR in den SZ war lediglich bei einem der drei mit „Profactr“

behandelten Rüden nachweisbar. Dieser besaß mit annähernd 95% fast ausschließlich im-

munhistochemisch AR-positive SZ, sodass deren Anzahl mit 5,9 (versus DGA 10,0) pro

Tubulusquerschnitt bei der vorliegenden Versuchsgruppe tendenziell geringer war als bei

den mit „Gonazonr“ behandelten Tieren der DGA (siehe Tabelle 4.8, Seite 143). Der

Anteil der basalständigen AR-positiven SZ pro tubulärem Querschnitt betrug 20% und

war ebenso gegenüber der DGA tendenziell erniedrigt. Ähnlich verhielt es sich mit den

AR-exprimierenden Spg, welche lediglich bei zwei der drei Rüden feststellbar waren und

deren Zahl mit 0,3 (versus DGA 2,0) pro Tubulusquerschnitt annähernd gegen Null ging.

Der Anteil AR-positiver LZ lag bei 23,7% und teilte sich auf die Färbeintensität (FI) (1),

FI 1 und FI 2 mit 14,3%, 5,0% und 4,3% auf. Die Ergebnisse wiesen gegenüber der DGA

lediglich eine abnehmende Tendenz, nicht aber eine statistische Signifikanz auf.

In Ergänzung der Immunhistochemie wurde ein Nachweis der testikulären AR-Expression
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auf molekularer Ebene durchgeführt. Hierzu schloss sich der erfolgreichen qualitativen

RT-PCR eine quantitative RT-qPCR an. Die in letzterer ermittelte Ratio R betrug 0,92

und entsprach damit exakt dem Wert der DGA.

Der Proliferationsmarker Ki-67 war, anders als in der DGA, in den Spg der Versuchs-

gruppe „Profactr“ niemals detektierbar.

Der Nachweis der testikulären Apoptose erfolgte in einem ersten Schritt immunhisto-

chemisch mittels aktivierter Casp-3. Deskriptiv wurden in der Versuchsgruppe „Profactr“

5,33 (versus DGA 4,75) apoptotische Zellen pro untersuchter Fläche erfasst. In einem wei-

teren Schritt sicherte eine spezifische Bande auf Höhe von 593 bp qualitativ die Expression

der Casp-3 auf mRNA-Ebene. Die quantitative RT-qPCR zeigte in der Versuchsgruppe

„Profactr“ mit einer R von 1,94 eine gegenüber der DGA mit 1,14 signifikant erhöhte

Expression der Casp-3 (siehe Tabelle 4.17, Seite 178).

Die Mehrzahl der vorliegenden Untersuchungsergebnisse deutet auf eine – gegenüber der

Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA – tendenziell stärkere Ausprägung der testikulären

Downregulation nach Applikation des GnRH-Analogons „Profactr“ hin. Dies entspricht

dem generellen Eindruck der Untersucherin und ergänzt die bereits von Gentil (2012)

resumierten Erkenntnisse. Aufgrund der geringen Tierzahl sowie den deutlichen, in dieser

Versuchgruppe beobachteten, individuellen Schwankungen ist eine abschließende Beur-

teilung jedoch nicht möglich. Die Verifizierung potentieller Wirkungsunterschiede bedarf

somit eines repräsentativen Probenkollektivs.

5.4.3 Juveniler Hoden

Die Tubuli seminiferi contorti der 2 bis 2,5 Monate alten, juvenilen Hunde wiesen mit

im Mittel 3253,15 µm2 einen gegenüber den downregulierten Tieren der Versuchsgruppe

„Gonazonr“ DGA (9881,78 µm2) und „Profactr“ (6660,62 µm2) geringeren Flächeninhalt

auf. Der histologische Aufbau der „kompakt“ erscheinenden Hodenkanälchen ließ ein zen-

trales Tubuluslumen nicht erkennen. Im Keimepithel fanden sich lediglich unreife SZ sowie

die als große und kleine Gonozyten (GZ, gz) bezeichneten Vorläuferzellen der Spg.
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Mit im Mittel 25,1 lag die Anzahl an SZ pro Tubulusquerschnitt in der Versuchsgruppe

„ juvenil“ signifikant höher als in der Versuchsgruppe „Profactr“, eine entsprechende Ten-

denz zeigte sich für die Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA. Bei den spermatogenetischen

Vorläuferzellen, welche unabhängig von ihrer Größe sowohl inmitten des Keimepithels

(zentral) als auch auf der Basalmembran (basal) lokalisiert werden konnten, waren mit

annähernd 60% vornehmlich zentral gelegene, große Gonozyten (GZ) anzutreffen. Nach

Culty (2009) durchlaufen die Gonozyten verschiedene Entwicklungsstadien, wobei die

ursprünglich große und zentral im lumenfreien Tubulus seminiferus contortus gelegene

Gonozyte in Richtung Basalmembran migriert, um schließlich das Erscheinungsbild der

Spermatogonie anzunehmen.

Die immunhistochemische Detektion des AR gelang lediglich in den juvenilen LZ. Mit

im Mittel 59,3% lag der Anteil AR-positiver LZ in der Versuchsgruppe „ juvenil“ tenden-

ziell höher als in den mittels eines GnRH-Analogons downregulierten Versuchsgruppen

„Gonazonr“ DGA (42,8%) und „Profactr“ (23,7%). Der Großteil der AR-positiven LZ

wies eine schwächere immunhistochemische Färbeintensität (FI) auf, lediglich circa ein

Drittel zeigte eine mittlere und nur 5,6% eine starke Anfärbung. Ein signifikanter Unter-

schied in der FI der AR-positiven LZ war zwischen den juvenilen und den unter vollstän-

diger hormoneller Downregulation stehenden Tieren nicht nachweisbar.

Die Expression des AR auf mRNA-Ebene zeigte eine spezifische Bande in der erwarteten

Höhe von 233 bp sowie in Größe des Referenzgens GAPDH. In der RT-qPCR zeigte sich

mit einer mittleren R von 0,31 eine gegenüber den Versuchsgruppen „Gonazonr“ DGA

und „Profactr“ (jeweils 0,92) signifikant niedrigere Expression des AR.

In den juvenilen Tubuli seminiferi contorti waren, mit Ausnahme eines einzelnen basa-

len Gonozyten, keine weiteren immunhistochemischen Proliferationssignale feststellbar.

Der immunhistochemische Nachweis aktivierter Casp-3 zeigte mit im Mittel 1,33 Zellen

deutlich weniger Apoptosen in der Versuchsgruppe „ juvenil“ als in den downregulier-

ten Versuchsgruppen. Die qualitative RT-PCR bestätigte die Expression der Casp-3 auf

mRNA-Ebene. Mit einer R von 1,61 wies die in der RT-qPCR ermittelte Expression der

apoptotischen Casp-3 keinen signifikanten Unterschied zwischen den juvenilen und den
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downregulierten Tieren der Versuchsgruppen „Gonazonr“ DGA und „Profactr“ auf.

Zusammenfassend zeigt sich, dass der Zustand des juvenilen Hodens nicht mit dem eines

hormonell downregulierten Hodens vergleichbar ist.
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6 Zusammenfassung

Rekrudeszenz der Spermatogenese beim Hund nach gezielter Aufhebung der

Downregulation der germinativen und endokrinen Hodenfunktion:

Untersuchungen unter besonderer Berücksichtigung des Androgenrezeptors

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, weitere Einblicke in die testikuläre Rekrudeszenz

und deren zeitlichen Verlauf nach gezielter Aufhebung der Downregulation der germi-

nativen und endokrinen Hodenfunktion zu erhalten. Zudem sollten die Untersuchun-

gen vergleichende Informationen hinsichtlich des Grades der downregulierenden Wirkung

der slow release-Präparate „Gonazonr“ (enthält den GnRH-Agonisten Azagly-nafarelin,

18,5mg) und „Profactr Depot“ (enthält den GnRH-Agonisten Buserelinacetat, 6,6mg)

liefern. Ein weiterer Aspekt der Arbeit bestand in der Gegenüberstellung von downregu-

liertem und juvenilem Hoden.

Versuchsdesign

Die Untersuchungen erfolgten an 38 adulten, geschlechtsgesunden Beagle-Rüden. Im An-

schluss an eine erfolgreiche Aufnahmeuntersuchung wurden 5 Tiere chirurgisch kastriert

und dienten als Versuchsgruppe „Kontrolle adult“. 30 Hunde wurden zur Herbeiführung

der Downregulation mit „Gonazonr“ (Versuchsgruppe „Gonazonr“) und 3 weitere Hunde

mit „Profactr Depot“ (Versuchsgruppe „Profactr“) behandelt.

Der Eintritt der Downregulation wurde mittels der Bestimmung von Testosteron (T),

LH und FSH im peripheren Plasma kontrolliert. In Woche 0, d. h. 5 Monate nach Be-

handlungsbeginn, lag eine vollständige Downregulation vor, wie die zu diesem Zeitpunkt

nahe oder unterhalb der Nachweisgrenze befindlichen Testosteronkonzentrationen erga-

215



6. Zusammenfassung

ben. Auch die Messwerte von LH und FSH wiesen eine deutliche Erniedrigung auf.

In Woche 0 erfolgte die chirurgische Kastration aller Hunde der Versuchsgruppe „Profactr“.

Zu selbigem Zeitpunkt wurde sämtlichen Tieren der Versuchsgruppe „Gonazonr“ das

GnRH-Implantat entfernt und es erfolgte die chirurgische Kastration der ersten 3 Rü-

den dieser Gruppe. Von den verbleibenden Rüden wurden bis zur Woche 24 post explan-

tationem (p. expl.) jeweils 3 bis 4 Rüden in 3-wöchigem Intervall kastriert. Im direkten

Anschluss an die Kastration wurde das Hodengewebe präpariert und für die weiteren Un-

tersuchungen konserviert. Das Hodengewebe von 3 juvenilen Rüden unbekannter Rasse

(Versuchsgruppe „ juvenil“) erfuhr eine entsprechende Aufarbeitung.

Datenanalyse

In der statistischen Auswertung wurden zum einen die Versuchsgruppen „Gonazonr“ [De-

velopmental Group (DG)A bis DGD] und „Kontrolle adult“, zum anderen die Versuchs-

gruppen „Gonazonr“ DGA, „Profactr“ und „ juvenil“ berücksichtigt. P -Werte ≤ 0,05 wur-

den als signifikant erachtet.

Versuchsgruppe „Gonazonr“

Die hormonelle Aufregulation, gemessen an der peripheren Testosteronkonzentration, er-

folgte bei allen Rüden innerhalb von 7 Wochen. Die Rekrudeszenz des Keimepithels wies

starke individuelle Unterschiede auf. Daher erfolgte die Gruppierung der Hunde nicht nach

den Kastrationszeitpunkten, sondern nach dem am weitest entwickelten Keimzelltypus. Es

ergaben sich folgende Entwicklungsgruppen: DGA [Spermatogonien (Spg) bis Spermato-

zyten (Spz), 4 Hunde], DGB [Spg bis runde Spermatiden (rSpt), 3 Hunde], DGC [Spg bis

elongierende Spermatiden (eldSpt), 6 Hunde] und DGD [Spg bis elongierte Spermatiden

(eltSpt), 17 Hunde]. Die Gruppen DGA, DGB und DGC setzten sich ausschließlich aus

Rüden zusammen, deren chirurgische Kastration innerhalb von 9 Wochen p. expl. erfolgt

war und die eine unvollständige Spermatogenese aufwiesen. Alle Rüden der DGD waren

frühestens in Woche 9 p. expl. oder zu einem späteren Zeitpunkt kastriert worden und

zeigten eine physiologische Spermatogenese.
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Die detaillierte Charakterisierung des Keimepithels basierte beim Vorliegen einer unvoll-

ständigen Spermatogenese auf der Klassifizierung der tubulären Entwicklung [Tubulustyp

(tt) a bis tt d2], wohingegen im Falle einer vollständigen Spermatogenese ein geringgradig

modifiziertes Staging nach Russell et al. (1990b) angewendet wurde. Aufgrund des nahe-

zu einheitlichen Verteilungsmusters der Stages bei den Rüden der DGD, erfolgte in dieser

Gruppe im Hinblick auf die umfangreichen, nachfolgend beschriebenen Untersuchungen

eine Reduzierung der Tierzahl auf 5 Hunde, welche nach dem Zufallsprinzip ausgewählt

wurden.

Die Rekrudeszenz des Keimepithels war frühestens in der Woche 9 p. expl. abgeschlossen.

Die Querschnittsfläche der Tubuli seminiferi contorti war positiv mit der fortschreiten-

den Entwicklung der Tubulustypen korreliert. Sie entsprach erstmals in der DGC den

Ausgangsmaßen der „Kontrolle adult“, welche tendenziell noch von den Werten der DGD

übertroffen wurden. Während – mit Ausnahme des in Woche 3 kastrierten Rüden Elias –

bei den Hunden der DGA ein intratubuläres Lumen weitgehend fehlte, zeigte sich dieses

wieder in der DGB. Auch die in der DGA tendenziell erniedrigte Anzahl von Spg erreich-

te in der DGB wieder die Ausgangswerte der „Kontrolle adult“. Die Zahl an Sertolizellen

(SZ) schien keiner Veränderung durch die Downregulation unterlegen zu haben.

Die Expression des Androgenrezeptors (AR) im Verlauf der Rekrudeszenz wurde sowohl

auf Protein- [Western Blot, Immunhistochemie (IHC)] als auch auf mRNA-Ebene (RT-

PCR, RT-qPCR) erfasst. Der Nachweis des AR-Proteins gelang in den SZ, Spg, Leydigzel-

len (LZ) und den peritubulären Myoidzellen. Während die Anzahl AR exprimierender SZ

in der DGA nur tendenziell erniedrigt war, ergab sich für die Anzahl AR exprimierender

SZ in basaler Position ein signifikanter Effekt der Gruppe, mit dem niedrigsten Wert in

DGA. Zudem war die Anzahl der basal gelegenen, den AR-exprimierenden SZ signifikant

mit der fortschreitenden Entwicklung des Tubulustyps korreliert. Der relative Anteil der

den AR exprimierenden Spg und LZ schwankte innerhalb der DGs von 14,3% bis 23,8%

bzw. 42% bis 87%; ein signifikanter Effekt der Gruppe lag nicht vor. Sowohl in den SZ

als auch in den LZ zeigten sich unterschiedliche Färbeintensitäten (FI) in der immunhi-

stochemischen Darstellung des ARs. Die FI der AR-positiven SZ war signifikant positiv
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mit der fortschreitenden Entwicklung des Tubulustyps korreliert. Die AR-exprimierenden

LZ waren mehrheitlich von schwacher FI [FI (1)]. Die Zahl der die FI (1) aufweisenden LZ

war in DGA signifikant niedriger als in DGD. Die Expression des AR auf mRNA-Level

unterlag keiner Beeinflussung durch die Downregulation.

Die Erfassung der Proliferation erfolgte durch immunhistochemische Darstellung der Ex-

pression von Ki-67. Positive Signale zeigten sich in Spg, primären und sekundären Spz,

rSpt und vereinzelt auch in LZ. Aufgrund ihrer grundlegenden Bedeutung für die Sper-

matogenese wurden jedoch in sämtlichen Auswertungen lediglich die Spg berücksichtigt.

Die Downregulation mit „Gonazonr“ bewirkte eine annähernd vollständige Aufhebung

der proliferativen Aktivität in den Spg der DGA. Erst in der DGD waren wieder mit der

„Kontrolle adult“ vergleichbare Werte nachweisbar. Die Anzahl der proliferierenden Spg

war positiv signifikant mit der Entwicklung des Tubulustyps korreliert. Zudem wies die

Anzahl an Tubuli seminiferi contorti mit Ki-67-positiven Spg mit fortschreitender tubu-

lärer Entwicklung einen positiv linearen Trend auf.

Das Vorkommen apoptotischer Ereignisse wurde durch Nachweis der Expression der Cas-

pase-3 sowohl auf Protein- (Immunhistochemie) als auch auf mRNA-Ebene (RT-PCR,

RT-qPCR) erfasst. Die Spezifität der IHC wurde vor deren Anwendung durch Vergleich

mit der TUNEL Methode unter Verwendung von caninem lymphatischen Gewebe verifi-

ziert. Dennoch zeigten sich bei der Anwendung auf caninem Hodengewebe unspezifische

Färbungen, sodass ausschließlich eindeutig identifizierbare, kräftige Signale bei der de-

skriptiven Auswertung berücksichtigt wurden. Obwohl grundsätzlich nur wenige apopto-

tische Signale auftraten, zeigte sich in allen DGs der Versuchsgruppe „Gonazonr“ eine

gegenüber der “Kontrolle adult“ erhöhte Anzahl apoptotischer Ereignisse. Zudem erschi-

en die in der DGA beobachtete Anzahl apoptotischer Zellen höher als in der DGD. Die

RT-qPCR zeigte keinen Effekt der Downregulation.

Versuchsgruppe „Profactr“

Der testikuläre Entwicklungsstand der Rüden der Versuchsgruppe „Profactr“ wies hin-

sichtlich des morphologischen Erscheinungsbildes, der Expression des ARs sowie des Vor-
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kommens proliferativer und apoptotischer Ereignisse keine signifikanten Unterschiede ge-

genüber der Versuchsgruppe „Gonazonr“ DGA auf. Subjektiv jedoch schien die Downre-

gulation mit „Profactr Depot“ etwas stärkere Wirkungen hervorzurufen als die Downre-

gulation mit „Gonazonr“.

Versuchsgruppe „ juvenil“

Der funktionelle Zustand des Hodengewebes der 2 bis 2,5 Monate alten Hunde unter-

schied sich deutlich von dem der Versuchsgruppen „Gonazonr“ DGA und „Profactr“.

Die tubuläre Querschnittsfläche der juvenilen Tieren war tendenziell kleiner. Das Keim-

epithel wies ein obstruiertes Lumen auf und beherbergte große und kleine Gonozyten

sowie eine erhöhte Anzahl an SZ. Der AR war immunhistochemisch lediglich in den LZ

nachweisbar und wies auf mRNA-Ebene (RT-qPCR) eine gegenüber den Versuchsgruppen

„Gonazonr“ DGA und „Profactr“ signifikant niedrigere Expression auf. Die Anzahl der

apoptotischen Ereignisse lag deutlich niedriger als in den Versuchsgruppen „Gonazonr“

DGA und „Profactr“, wenngleich kein Unterschied auf mRNA-Ebene zu verzeichnen war.
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7 Summary

Recrudescence of spermatogenesis in dogs following timed abolishment of

downregulation of germinal and endocrine testicular function:

Studies with particular focus on the androgene receptor

Aim of the present study was to gain further insight into the testicular recrudescence and

its underlying time course after timed abolishment of germinative and endocrine downre-

gulation of testicular function. Furthermore, the study was designed to obtain comparative

information on the degree of downregulation by administration of „Gonazonr“ [slow relea-

se implant containing the GnRH-agonist azagly-nafarelin (18.5mg)] and „Profactr Depot“

[slow release implant containing the GnRH-agonist buserelin acetate (6.6mg)]. A further

aspect was to contrast the downregulated testis with the juvenile testis.

Experimental design

The study included 38 adult male beagle dogs meeting the criteria of breeding soundness.

Having successfully passed the entrance examination, 5 dogs were castrated surgically and

served as experimental group „control adult“ (CA). 30 dogs were treated with „Gonazonr“

(experimental group „Gonazonr“). In addition, 3 dogs were implanted with „Profactr De-

pot“ (experimental group „Profactr“).

Downregulation was monitored by determing testosterone (T), LH and FSH in peripheral

plasma. In week 0, i.e. 5 months after onset of treatment, full downregulation was obtai-

ned as indicated by T-concentration being near or below the level of detection. Also LH

and FSH concentration were notably decreased.
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At week 0 all dogs of the experimental group „Profactr“ were surgically castrated. At the

same time the GnRH implant was removed from all dogs of the „Gonazonr“ group and the

first 3 dogs were surgically castrated. Until week 24 post explantation (p. expl.), groups of

3 or 4 of the remaining dogs were surgically castrated in intervals of 3 weeks. Immediately

after castration the testicular tissue was prepared and conserved for further investigation.

Similarly conserved were the testes of 3 juvenile male dogs of unknown breed aged 2 to

2.5 months (experimental group „ juvenile“).

Data analysis

Statistical analysis was conducted on the data from the experimental groups „Gonazonr“

[developmental group (DG)A to DGD] and CA on the one hand, and „Gonazonr“ DGA,

„Profactr“ and „ juvenile“ on the other hand. P-values p≤ 0.05 were considered significant.

Experimental group „Gonazonr“

Hormonal upregulation, as indicated by T-concentration, was completed within 7 weeks

in all dogs. Recrudescence of germinal epithelium showed a high individual variability.

Hence, the dogs were grouped according to the most developed type of germ cell instead

of the time of castration. The following developmental groups arose: DGA [spermatogo-

nia (Spg) and spermatocytes (Spc), 4 dogs], DGB [Spg up to round spermatids (rSpt),

3 dogs], DGC [Spg up to elongating spermatids (eldSpt), 6 dogs] and DGD [Spg up to

elongated spermatids (eltSpt), 17 dogs]. The groups DGA, DGB and DGC consisted

of dogs that were surgically castrated within 9 weeks after implant removal and showed

incomplete spermatogenesis. All dogs of group DGD were castrated earliest at week 9

p. expl. or later and showed a physiological spermatogenesis.

In case of incomplete spermatogenesis the detailed characterization of the germinal epi-

thelium was based upon a classification of the tubular development [type of tubulus (tt) a

to tt d2], whereas in case of a complete spermatogenesis a slightly modified staging accor-

ding to Russell et al. (1990b) was applied. Due to the virtually identical distribution

pattern of stages observed in dogs of DGD, the number of animals used for evaluations

described below was reduced to 5 randomly choosen dogs in this group.
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Recrudescence of the germinal epithelium was completed earliest at week 9 p. expl. The

cross-sectional tubular area was positively correlated with the redevelopment of the type

of tubulus. In DGC it equated for the first time to the level of experimental group CA,

which by tendency was further exceeded by DGD. Except for the dog that was castrated

in week 3 (Elias), the dogs of DGA showed mostly obstructed Tubuli seminiferi contorti.

In DGB the tubular lumen had already opened again. Also, the apparently reduced num-

ber of spermatogonia in DGA returned to the initial values of CA in DGB. The number

of Sertoli cells (SCs) seemed to be unaffected by downregulation.

The expression of the androgen receptor (AR) during the recrudescence was assessed on

the protein level [western blot, immunohistochemistry (IHC)] and on the mRNA-level

(RT-PCR, RT-qPCR). The AR-protein was detected in SC, Spg, Leydig cell (LC) and

peritubular myoid cells. Whereas there was just a slight tendency of less AR-positive SC

in DGA, there was a significant effect of group for the number of AR positive SC in basal

position with the lowest value in DGA. Furthermore, the number of AR-positive SC in

basal position showed a significant positive rank correlation with the progressive develop-

ment of the type of tubulus. The percentage of Spg and LC staining AR-positive varied

within DGs from 14.3% to 23.8% and 42% to 87%, respectively, with no significant effect

of group. SC, as well as LC, had varying staining intensities (SI) of AR in IHC. The SI of

AR-positive SC showed significant positive correlation with the progressive development

of type of tubulus. By majority, the AR-positive LCs were of weak SI [SI (1)]. The number

of weakly stained LCs was significantly lower in DGA when compared to DGD. On the

mRNA-level, expression of AR was not affected by downregulation.

Assessment of proliferation was determined by immunohistochemical detection of Ki-67.

Positive signals were found in Spg, primary and secondary Spc, rSpt and occasionally also

in LC. However, due to their basic importance for spermatogenesis, further evaluation was

restricted to Spg. Downregulation with „Gonazonr“ virtually abolished the proliferative

activity in Spg of DGA. Comparable values as observed in CA were detected again in

DGD. There was a significant positive rank correlation between the number of Ki-67-

positive Spg and the progressive development of the type of tubulus. Furthermore, the
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number of Tubuli seminiferi contorti holding Ki-67-positive Spg showed a positive trend

in tubular development.

Apoptotic events were monitored by testing for the expression of caspase-3 on the protein-

(IHC) and mRNA-level (RT-PCR, RT-qPCR). Specifity of IHC was verified prior to its

application by comparison with the TUNEL method using canine lymphatic tissue. How-

ever, when applied to canine testicular tissue some unspecifc staining showed up and

consequently only clearly identifiable strong signals were taken into account for a descrip-

tive evaluation. Although there were only few apoptotic signals, all DGs of experimental

group „Gonazonr“ clearly showed higher numbers of apoptotic events when compared to

CA. Furthermore, the number of apoptotic events seemed to be higher in DGA compared

to DGD. The RT-qPCR showed no effect of downregulation.

Experimental group „Profactr“

The status of testicular development in dogs of experimental group „Profactr“ showed

no significant differences regarding morphological appearance, expression of AR as well

as occurence of proliferative and apoptotic incidences when compared to DGA. However,

subjectively the effects induced by downregulation with „Profactr Depot“ seemed to be

somewhat stronger than those induced by „Gonazonr“.

Experimental group „juvenile“

Functional status of the testicular tissue from the 2 to 2.5 month old dogs was distinctly

different from that of the experimental groups „Gonazonr“ DGA and „Profactr“. The

cross-sectional tubular area in the juvenile animals tended to be smaller. The germinal

epithelium showed an obstruction of the lumen and consisted of large and small gonocytes,

as well as an increased number of SCs. Immunhistochemically, the AR was only detectable

in LCs. Its expression on the mRNA-level (RT-qPCR) was significantly lower than in the

experimental groups „Gonazonr“ DGA and „Profactr“. The number of apoptotic events

was clearly less when compared to DGA and the „Profactr“ group, although there was

no difference on the mRNA-level.
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