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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1  Anatomie und Physiologie des Hodens
1.1.1 Allgemeines

Zu den inneren Geschlechtsorganen mannlicher Wirbeltiere (Abb. 1) gehéren der Hoden
(Testis), der Nebenhoden (Epididymis), der Samenleiter (Ductus deferens) und die
akzessorischen Geschlechtsdrisen. In den Samenkanélchen (Hodentubuli, Tubuli
seminiferi) des Hodens entwickeln sich die Samenzellen, die Uber das Hodennetz (Rete
testis) durch herausfuhrende Kanalchen (Ductuli efferentes) in den Nebenhodengang
(Ductus epididymidis), den Hauptbestandteil des Nebenhodens, gelangen. Durch den
Nebenhodengang gelangen sie in den Samenleiter und von da aus in die Harnrohre
(Urethra), wo ihnen die Sekrete der akzessorischen Geschlechtsdrisen zugefihrt werden,
bevor sie als Ejakulat nach auBBen gelangen (Holstein in Benninghoff & Drenckhahn
2008).

Samenleiter A
Ductus deferens | ‘

Harnrohre \ c bl se
Urethra ’ amenbia
“}R;nblase Glandula vesicu7sa
@ urinaria

. Prostata j
N, "/ /
\\‘Q. 4

. ”"-——'/
—

Nebenhoden |
Epididymis

/

|
- \

Abb. 1: Der Weg der Samenzellen

Die Samenzellen werden im Hoden gebildet und gelangen lber seine Ausfiihrungsgange, tber
Nebenhodengang, Samenleiter und Harnréhre nach auf3en.
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1.1.2 Anatomischer Aufbau des Hodens

Der Hoden (Testis) (Abb. 2) st die paarig angelegte Keimdrise (Gonaden) der
mannlichen Wirbeltiere. Er ist jeweils von einer Bindegewebskapsel, der Tunica
albuginea, umgeben. Von der Tunica albuginea ziehen Bindegewebssepten (Septula
testis), die Blut- und Lymphgefal3e fuhren, radiar ins Innere des Hodengewebes auf das
Rete testis zu und unterteilen das Hodengewebe in Hodenldppchen (Lobuli testis), die das
eigentliche Hodenparenchym bilden. Die Hodenldppchen bestehen aus aufgeknauelten
Samenkanélchen (Hodentubuli, Tubuli seminiferi contorti), die in das sich in der Mitte des
Hodens (Mediastinum testis) befindende Hodennetz (Rete testis) miinden. Zwischen den
Spermien-produzierenden Hodentubuli liegt das Interstitium (Zwischengewebe), in dem
hormonbildende Leydigzellen, Blut- und LymphgefaRe, Nerven, Makrophagen und
Fibroblasten lokalisiert sind (Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008).

Ductuli D. epididymidis
efferentes testis

D. deferens

Lobuli testis

Septula testes

Rete testis

Querschnitt eines
Tubulus seminiferus

Tubuli seminiferi

Abb. 2: Anatomischer Aufbau von Hoden und Samenwegen (Schema)

Der Hoden wird von Bindegewebssepten (Septula testes) in Hodenldppchen (Lobuli testis)
unterteilt, die aus aufgeknauelten Samenkandlchen (Hodentubuli, Tubuli seminiferi contorti)
bestehen, in denen die Samenzellen gebildet werden. Diese gelangen durch das Hodenentz (Rete
testis) Uber die herausfihrenden Géange (Ductuli efferentes) in den Nebenhodengang (Ductus
epididymidis). Der Nebenhoden, der in Nebenhodenkopf (Caput epididymidis), -kdérper (Corpus
epididymidis) und —schwanz (Cauda epididymidis) gegliedert wird, geht Gber in den Samenleiter
(Ductus deferens).

(Abbildung modifiziert nach Holstein et al. 2003)
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Der Aufbau des Hodens ist bei allen Wirbeltieren &hnlich, wobei sie sich jedoch in Form
und Lage unterscheiden (Abb. 3). So sind die Hoden der Maus deutlich runder,
Nebenhodenkopf (Caput epididymidis), Nebehodenkdrper (Corpus epididymidis) und
Nebenhodenschwanz (Cauda epididymidis) sind deutlich voneinander abgegrenzt und
weisen insgesamt eine viel schlankere Form auf als beim Menschen. Der gesamte
Nebenhoden liegt bei der Maus deutlich vom Hoden entfernt im epididymalen
Fettgewebe, wodurch auch die Lage der murinen Ductuli efferentes sich
dementsprechend von den humanen unterscheiden. Auch der Ductus deferens liegt bei
der Maus dem Nebenhoden nicht an (Abb. 3 B, 4).

Ductus deferens

Abb. 3: Anatomischer Aufbau von Hoden und Nebenhoden von Mensch (A) und Maus (B) im
Vergleich (Schema)

Makroskopische Unterschiede zwischen Mensch (A) und Maus (B) ergeben sich in Form und Lage.
So ist bei der Maus — im Gegensatz zum Menschen - der Hoden runder, der Nebenhode deutlich
gegliedert und liegt dem Hoden nicht an, sondern etwas entfernt im epididymalen Fettgewebe.

(Abbildung A modifiziert nach Holstein et al. 2003, Abbildung B modifziert nach Green et al. 1966,
Jackson Laboratory 2007)
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A. testicularis

o A. ductus

%mm@ deferentis

Abb. 4: Hoden und Nebenhoden der Maus

Wie in der Schemazeichnung in Abb. 3 B dargestellt, liegt bei der Maus der Nebenhoden deutlich
vom Hoden entfernt. Deutlich zu sehen ist der Teil der Hodenarterie (A. testicularis), der den
Hoden versorgt, und die A. ductus deferentis, die den Samenleiter (Ductus deferens) begleitet. In
situ ist fast der gesamte Nebenhoden im epididymalen Fettgewebe eingebettet (siehe Abb. 7 B).
Die dunnen Ductuli efferentes, die den Hoden mit dem Nebenhodenkopf (Caput epididymidis)
verbinden (siehe Abb. 3 B) sind bei der Praparation leider im epididymalen Fettgewebe verblieben.
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1.1.3 Lage der Hoden im Kérper der Maus

Die Hoden gehdren zum urogenitalen System. Dieses stellt sich im Koérper der Maus
folgendermaf3en dar: unterhalb der Leber liegen die rechte und die linke Niere, die mit
dem jeweiligen Ureter (Harnleiter) mit der Harnblase verbunden sind. Hinter der
Harnblase sitzen die paarig angelegten Geschlechtsdriisen, die Samenblase und die
Koagulationsdriise, vor der Blase die Prostata. Die Hoden befinden sich rechts und links
unterhalb des inguinalen Fettgewebes (Abb. 5, 6, 7). Die dazugehdrigen Nebenhoden
sind fast vollstdndig mit Fettgewebe umgeben, sodass nur Caput und Cauda zu sehen
sind. Vom Nebenhodenschwanz zieht jeweils der Samenleiter an der Harnblase entlang
und mindet in die Harnrbhre. Weiter unten der Harnréhre befindet sich die
Praputialdrise.

Right ureter

Rectum

Seminal vesicle

Coagqulating gland

Prostate

Gubernaculum

Preputial gland

Abb. 5: Urogenitales System der méannlichen Maus (Schema)

Zum urogenitalen System gehéren einerseits die Nieren, die Harnleiter, Harnblase und Harnréhre,
andererseits Hoden mit Nebenhoden und Samenleiter, und die akzessorischen Geschlechtsdriisen
(Samenblase, Koagulationsdrise, Prostata und Praputialdriise).

(Abbildung modifiziert nach Cook 1965, Jackson Laboratory 2005)
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V. cava
caudalis
Left
Testis
Right
Testis

Abb. 6: Urogenitales System der mé&nnlichen Maus (in situ)

Fur das Foto wurde das Abdomen eréffnet und aufgeklappt, der Darm ist am Rectum abgetrennt
und die Diinndarmschlingen (Jejunum) zur Seite gelegt. Das inguinale Fettgewebe wurde ebenfalls
seitlich verlagert.

Wie in der Schemazeichnung in Abb. 5 beschrieben, sind die betreffenden Organe in situ
aufzufinden. Nebenhoden und Samenleiter (D. deferens) sind vom Fettgewebe umgeben und ohne
Préaparation nicht sichtbar. Die Praputialdriise ist von der Bauchdecke verdeckt. Nach Verlagern
der Darmschlingen ist die in der Kérpermedianen verlaufende hintere Hohlvene (V. cava caudalis)
gut sichtbar, die fur unsere Untersuchungen eine wichtige Rolle spielt (siehe Methoden).
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A Arteria
testicularis

[~~~
—_—

Caput epididymis

Ductuli efferentes Ductus deferens

Corpus epididymis

Testis
Cauda epididymis
Gubernaculum
B
Caput epididymis Fat
Fat
Corpus epididymis

A ’/"" 2 /
Testis : (

Abb. 7: Lage des rechten Hodens und Nebenhodens

Lage des rechten Hodens und Nebenhodens als Schema (A). In situ ist der Nebenhodenkorper
vom epididymalen Fettgewebe komplett umgeben (B).

(Abbildung A modifiziert nach Cook 1965, Jackson Laboratory 2005)
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1.1.4 Hodentubuli und Spermatogenese

Die Hodentubuli (Tubuli seminiferi contorti, Samenkanalchen) (Abb. 8) bestehen aus dem
Keimepithel und der sie aufRen umhillenden myofibrdsen Lamina propria. Das

Keimepithel wiederum besteht aus Keimzellen und Sttitzzellen (Sertolizellen).

Im Keimepithel vermehren sich die Keimzellen und differenzieren sich durch Reifeteilung
zu Samenzellen (Spermien). Dieser Prozess nennt sich Spermatogenese
(Samenzellbildung) und wird u.a. von FSH (follikelstimulierendes Hormon), LH
(luteinisierendes Hormon) und Testosteron hormonell reguliert (Holstein in Benninghoff &
Drenckhahn 2008).

Keimepithel

Rl ke
]A‘LZJ‘:—:‘A‘_““Q

~ §
dan b
Ry T

o o
g
2k S

e G E % R
' LY 2 o 58S . A AW

> :' » . . ' -- y " '4." ) 1 A

S P -~ ..',.\ am s e ) s et o\

L

Tubulus seminiferus Blutgefald Interstitium

Abb. 8: Histologie des Hodenparenchyms

Dieser Methylenblau-gefarbte histologische Semidunnschnitt stellt einen Ausschnitt des
Hodenparenchyms dar. Es sind deutlich die Querschnitte der aufgeknéuelten Hodentubuli und der
im Interstitium (Zwischengewebe) liegenden Blutgefae zu erkennen. An den Randern der Lumina
befinden sich teilweise fertige Spermatozoen. Die dunkelblau-gefarbten Punkte innerhalb des
Keimepithels sind die Zellkerne der verschiedenen Zelltypen. (Vergrol3erung: Ok.10, Obj.20)
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Die Spermatogenese ist ein kontinuierlicher Vorgang, bei dem verschiedene Stadien
durchlaufen werden und der mit den Spermatogonien beginnt (Holstein in Benninghoff &
Drenckhahn 2008). Diese Zellen bilden die basale Schicht des Keimepithels und werden
in die Stammzellen der Samenbildung (Spermatogonien Typ A) und in einen
weiterentwickelten Zelltyp (Spermatogonien Typ B) eingeteilt.

Die Spermatogonien Typ B (2n/2c) differenzieren sich durch DNA-Synthese zu
Spermatozyten | (2n/4c), bei denen der normale diploide Chromosomensatz vorliegt.

Durch die Teilung jeder Spermatozyte | entstehen jeweils zwei Spermatozyten Il. Dabei
kommt bei der ersten meiotischen Teilung von den jeweiligen Chromosomenpaaren

jeweils ein homologes Chromosom auf jede der zwei entstehenden Tochterzellen.

In diesem Stadium der Reifeteilung erfolgt keine DNA-Verdopplung, sodass bei der
zweiten meiotischen Teilung die entstehenden Tochterzellen jeweils eine Chromatide von

jedem Chromosom erhalten.

Die abgerundeten Spermatiden, die die kleinsten Zellen im Keimepithel darstellen und in
der Néhe des Lumens eines Hodentubulus liegen, differenzieren sich zu reifen
Spermatiden, die als eine Transportform der Keimzellen fungieren. Diese komplizierte
Differenzierung besteht aus drei Entwicklungsvorgdngen, die zeitgleich innerhalb der
Spermatide ablaufen: die Kernkondensation, die Akrosombildung und die Entwicklung der
GeilRel.

Nach Ausreifung aller Strukturen werden die Spermatiden aus dem Keimepithel ins
Lumen der Hodentubuli entlassen (Spermatio) und ab diesem Zeitpunkt als
Spermatozoen bezeichnet. Die Zytoplasmareste der Spermatiden werden als
Residualkérper von den Sertolizellen im Keimepithel abgebaut (Holstein in Benninghoff &
Drenckhahn 2008).
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1.1.4.1 Die verschiedenen Spermatogenesestadien und ihre Differenzierung

Bei der Samenzellproduktion vermehren sich die Keimzellen und differenzieren sich durch
Reifeteilung zu Spermatozoen. Damit die kontinuierliche Zufuhr von Spermien jedoch
gewadhrleistet werden kann, muss dieser Vorgang zu unterschiedlichen Zeiten parallel
ablaufen, sodass an jeder beliebigen Stelle im Keimepithel bestimmte Konstellationen von
Zellgruppen unterschiedlicher Entwicklungsstufen vorliegen. Diese Entwicklungsstufen
werden als ,Stadien“ bezeichnet und treten im Querschnitt eines Hodentubulus des
Menschen unterschiedlich weit vorangeschritten nebeneinander auf (Holstein in
Benninghoff & Drenckhahn 2008).

Beim Menschen werden sechs dieser Stadien unterschieden. Uberall im Keimepithel ist in
einem Zyklus von 16 Tagen nach Durchlaufen der sechs Stadien wieder die gleiche
Konstellation von Zellgruppen vorhanden, was als Spermatogenesezyklus bezeichnet
wird. Die Entwicklung von der Spermatogonie bis zum Spermatozoon betréagt 4,5 Zyklen
und dauert demnach 74 Tage (Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008).

Bei der Maus konnen zwolf Spermatogenesestadien unterschieden werden (Abb. 9),
wobei die Zykluslange jeweils 8,6 Tage betragt (Russell et al. 1993, Franca et al. 1998;
Hess & de Franga 2008).

Spermatogenese-
stadien der Maus

Spermiogenesis

Mitosis Meiosis

Abb. 9: Spermatogenesestadien der Maus

Bei der Maus werden zwo6lf Spermatogenesestadien unterschieden. Ein Spermatogenesezyklus
dauert jeweils 8,6 Tage.

(Abbildung modifiziert nach Hess & de Franca 2008)

10
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1.1.4.2 Sertolizellen

Die Sertolizellen sitzen auf der Basalmembran des Hodentubulus und reichen mit ihren
dicht verzweigten Fortsatzen bis zu seinem Lumen (Holstein in Benninghoff &
Drenckhahn 2008) (Abb. 10). Dadurch umgeben sie das Keimepithel, welches sie durch
Zellverbindungen untereinander in ein basales und ein luminales Kompartiment gliedern
und damit als Blut-Hoden-Schranke fungieren, die somit die im luminalen Kompartiment

heranreifenden Spermatiden vor schadigenden Substanzen schiitzt.

Weiterhin Ubernehmen Sertolizellen wichtige Funktionen in Bezug auf den Abbau
degenerierter Spermatozyten und den gerichteten Transport der Spermatiden zum
Tubuluslumen. Sie produzieren ein wichtiges Androgen-bindendes Protein (ABP) zur
Steuerung der Spermatogenese und kdnnen durch Ausschittung des Proteins Inhibin die
Bildung des Sertolizellen-stimulierenden Hormons FSH (Follikel-stimulierendes Hormon)
in der Hypophyse hemmen. Des Weiteren stehen die Sertolizellen in Kommunikation mit
Leydigzellen (Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008).

1.1.4.3 Leydig-Zwischenzellen

Die Leydig-Zwischenzellen (kurz: Leydigzellen) stellen die grof3ten Zellen im Interstium
des Hodens dar. Sie sind polygonal und haben einen runden Zellkern mit kleinem
Nukleolus (Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008) (Abb. 10, 11).

Die Hauptfunktion dieser Zellen ist die Produktion von mannlichen Sexualhormonen,
insbesondere des Testosteron. Dieses wird direkt nach seiner Herstellung von den
Leydigzellen in den intertubularen Raum abgegeben, von wo es entweder von den Blut-
und Lymphgefal3en aufgenommen und im Korper verteilt wird oder durch die Lamina
propria der Hodentubuli ins Keimepithel gelangt. Uber die Blutbahn wirkt es auf die
ableitenden Samenwege, die akzessorischen Geschlechtsdriisen, auf die sekundaren
Geschlechtsmerkmale, die Talgdriisenfunktion, auf anabole Stoffwechselprozesse, auf

Libido, Potenz und geschlechtsspezifische Verhaltensweisen.

Leydigzellen sind auf neuroendokriner Ebene fur die Regulation der Steroidsynthese und
fir die Durchblutung und die Permeabilitdt der Hodengefalle zustandig und haben
Einfluss auf die Kontraktilitat der peritubularen Myofibroblasten der Hodentubuli, den
Spermientransport aus dem Hoden und auf die Synthese der Keimzellen, indem sie mit

den Sertolizellen kommunizieren (Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008).
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Spermien

elongierte
Spermatiden Spermatiden

runde

Spermatiden
Spermatogonien

peritubulare
Zellen

peritubulére
Zellen

Kern von primére Leydig-
Sertoi-Zelle Spermatozyten Zellen

Abb. 10: Tubuluswand und Keimepithel
A: mit Sertolizellen, Spermatogonien, primaren Spermatozyten und frilhen (runden) Spermatiden

B: mit spaten (elongierten) Spermatiden und Spermien am luminalen Rand des Keimepithels
(Abbildung modifiziert nach www.mh-hannover.de/kurspraeparate.html)
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Abb. 11: Leydigzellen

Die Abbildung zeigt Leydigzellen (Pfeil) im Interstitium zwischen drei Hodentubuli (Tubuli
seminiferi).

(Abbildung modifiziert nach www.mh-hannover.de/kurspraeparate.html)
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1.1.5 Gefallversorgung des Hodens

Die Hodenarterie (A. testicularis) entspringt der abdominalen Aorta. Auf3erhalb des
Leistenkanals (Canalis inguinalis) spaltet sich die Hodenarterie in zwei bis drei Aste auf.
Wahrend die einen davon den Samenleiter (Ductus deferens) begleiten und den
Nebenhoden (Epididymis) versorgen, zieht der Hauptast zum Hoden (Holstein in
Benninghoff & Drenckhahn 2008) (Abb. 12).

A. testicularis

A. ductus
deferentis

Abb. 12: Verlauf der A. testicularis zum Hoden (Mensch)

Nach ihrer Aufspaltung auRerhalb des Leistenkanals zieht der Hauptast der Arteria testicularis zum
Hoden.

(Abbildung modifiziert nach Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008)
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Wahrend beim Menschen die lange und geknduelte Testikulararterie von einer Vielzahl
von Venen des Plexus pampiniformis umgeben ist (Abb. 13), sind diese Gefalie bei
Nagern, wie der Maus, umgeben vom M. cremaster (Dyce et al. 2010).

A. ductus
A. testicularis deferentis A. cremasterica

czj
’

( .

LA \“

{ '\q-. 4“
/f', B o‘f
‘-;\f \

C

W0

\

\

Abb. 13: Venenplexus am menschlichen Hoden

A: eigensténdiger Venenplexus; B: Venenplexus um die A. testicularis; C: Venenplexus um die A.
ductus deferentis; D: Venenplexus um die A. cremasterica.

(Abbildung modifiziert nach Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008)
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Die einzelnen Arterienaste, A. testicularis, A. ductus deferentis und A. cremasterica,
werden jeweils von Venenplexus des Plexus pampiniformis umgeben (Holstein in
Benninghoff & Drenckhahn 2008). Diese Venenplexus bestehen jeweils aus dicken und
dinnen Venen, die untereinander Verbindungen (Anastomosen) ausbilden. Diese
Anastomosen konnen auch zwischen den Venen und den sie begleitenden Arterien
bestehen (veno-arteriose Anostomosen) (Abb. 14). Dadurch kommt ihnen neben ihrer
Funktion zur Blutdruck- und Warmeregulation eine wichtige Bedeutung im
,Testosteronkreislauf‘ des Hodens zu: testosteronreiches Blut wird aus den Venen durch
die veno-arteriossen Anostomosen in die A. testicularis gefihrt und zum Hoden
zurlickgeleitet (Abb. 15, 16, 17), um dort fur die Regulierung der Hodenfunktion zu wirken
(Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008).

Anastomosen E Anastomosen
(zw. dicker + (zw. Vene +
diinner Vene) g Arterie)

Abb. 14: Venenplexus der einzelnen Arterien im menschlichen Hoden

Jede Arterie wird jeweils von dicken und diinnen Venen begleitet. Die Venen bilden Verbindungen
(Anastomosen) untereinander und mit der sie begleitenden Arterie.

(Abbildung modifiziert nach Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008)

Dabei ermoglicht der vaskulare Aufbau des Samenstranges einen Gegenstrom, durch den
ein Warmeausstausch stattfindet, der das ankommende arterielle Blut herunterkiihlt bevor
es in den Hoden gelangt (Waites & Moule 1967).
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A A. testicularis
A. epididymis sup.

A. spermatica

A. epididymis inf.

intratesticular
arteries

A. ductus

capsular deferentis

artery

B Plexus
pampiniformis

V. epididymis sup.

V. spermatica

V. epididymis inf.
intra-

testicular

V. ductus

testicular deferentis

surface vein

Abb. 15: Blutversorgung von Hoden, Nebenhoden und Samenstrang der Maus

A: Arterielle Versorgung
B: Vendser Abfluss

(Abbildung modifiziert nach Chubb & Desjardins 1982)
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Am Hilus des Hodens fihrt die A. testicularis in den Hoden hinein und weitet sich
innerhalb seiner Bindegewebskapsel (Tunica albuginea) aus, wobei weitere Aste
innerhalb der bindegewebigen Hodensepten (Septula testis) fast bis zum Rete testis
ziehen und ricklaufig als Aa. recurrents die Hodentubuli in den Hodenlappchen (Lobuli
testis) versorgen. Aus jeder A. recurrens entstammen Aa. segmentales. Diese versorgen
jeweils einen Abschnitt eines Hodenlappchens und gehen in das kapillare Gefa3system
Uber (Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008).

V.cava caudalis ————— T-

Ureter——
A. testicularis dextra ——

Aorta abdominalis—

- \\ A. mesenterica inf.

V. testicularis dextra —

A./V. testicularis (
dextra

& Medial femoral

Pudic-epigastric trunk circumflex

V. vesialis sup. —

V.iliacainterna —

A’./V. vesicalis inf.

Abb. 16: Blutversorgung des urogenitalen Systems der mannlichen Maus

Die von der abdominalen Aorta kommende A. testicularis teilt sich in eine rechte (A. testicularis
dextra) und eine linke (A. testicularis sinistra) Hodenarterie auf. AuRerhalb des Leistenkanals
spalten diese sich nochmals auf und versorgen Hoden, Nebenhoden und Samenleiter (hier nicht
abgebildet).

Hier gut zu erkennen, ist die hintere Hohlvene (V. cava caudalis), die fur unsere Untersuchungen
ebenfalls sehr wichtig ist (siehe Methoden). (Auf der Abbildung sind die Organe nach links verlegt,
um die Blutversorgung besser zeigen zu kénnen.)

(Abbildung modifiziert nach Cook 1965, Jackson Laboratory 2005)

18



EINLEITUNG

Ureter
Rectum

-V. cava cauvdalis

A./V. testicularis dextra / \
/

Seminal vesicle—

Bladder—— A./V. testicularis sinistra

Prostate —
V.iliacainterna—

A./V.femoralis

Ductus deferens

v ——+t-Caput epididymis

T Testis A./V. pudenda

A. dorsalis penis externa sup.

V. dorsalis penis—— :
Preputial gland

Epididymal branch

A. testicularis
l

Pampiniform plexus .
\ ‘ Caput epididymis

D. deferens
—— V., testicularis

Corpus epididymis A. testicularis

Testis

)
o |

Cauda epididymis

Abb. 17: Blutversorgung der Reproduktionsorgane der mannlichen Maus

Arteria und V. testicularis teilen sich jeweils in eine Arteria und V. testicularis dextra und sinistra auf
(A) und ziehen zu dem entsprechenden Hoden und Nebenhoden (B).

(A: linke Samenblase entfernt, rechte Samenblase abgetrennt)
(Abbildung modifiziert nach Cook 1965, Jackson Laboratory 2005)
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Die kapillare GefaRRstrecke ist unterteilt in Inter-Leydig-Zell-Kapillaren der arteriellen und
der ventsen Seite und den dazwischenliegenden Intramuralkapillaren (Abb. 18). Die
Intramuralkapillaren befinden sich in der Wand der Hodentubuli und sind fur den
Stoffaustausch mit dem Keimepithel fenestriert. Das Ausmald dieser endothelialen
Fenestrierungen ist abhangig vom GeféaRendothel-Wachstumsfaktor (vascular endothelial
growth factor, VEGF), der wiederum in den Sertoli- und Leydigzellen gebildet wird
(Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008).

A. recurrens "
Tubulus seminiferus

A. segmentalis | V. intralobularis

| |
: LEYDIG-Zellen | LEYDIG-Zellen |
| | '
|
I
|

I
I
a
I
|
|
)

.
R
H_} ¥ ~ . N v
Inter-LEYDIG-Zell- Intramural- Inter-LEYDIG-Zell-
Kapillare auf der Kapillare Kapillare auf der
arteriellen Seite vendsen Seite

Y

Kapillare GefaBstrecke

Abb. 18: Aufteilung der kapillaren Gefé3strecke (Hoden Mensch)

Die kapillare GefaRRstrecke lasst sich unterteilen in Inter-Leydig-Zell-Kapillaren der arteriellen und
der vendsen Seite und den dazwischenliegenden Intramuralkapillaren in der Tubuluswand.

(Abbildung modifiziert nach Holstein in Benninghoff & Drenckhahn 2008)
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Die Kapillaren im Maushoden sind zum interstitiellen Gewebe hin abgegrenzt. Sie formen
zwei Netzwerke — das eine lauft parallel zu den Hodentubuli, das andere um die
Hodentubuli herum in einem Strickleiter-&hnlichen Gefuige (Muller 1957, Suzuki 1982,
Murakami et al. 1989) (Abb. 19, 20, 21, 22, 23).

Tubuli seminiferi

Quer-
kapillare

Zwickel-
kapillare

auRere Tubulus-Wand

Abb. 19: Raumliche Anordnung des Kapillarnetzes und seiner Beziehung zur Tubuluswand

Die Kapillaren im Rattenhoden verlaufen in einem Strickleiter-ahnlichen Gefiige um die
Hodentubuli herum.

(Abbildung modifiziert nach Muller 1957)
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Zwickelkapillaren Tubuli seminiferi

Tubuli seminiferi Zwickelkapillaren

Abb. 20: Querschnitt durch das Hodengewebe

Die Abbildung zeigt einen Querschnitt durch das Hodengewebe (Ratte) und das Strickleiterprinzip
des Kapillarsystems. Zu sehen ist der Anschnitt von vier Hodentubuli und das dazwischenliegende
Interstitium, in dem die Querschnitte der Zwickelkapillaren lokalisiert sind. Zwischen den Wéanden
der aneinander angrenzenden Tubuli sind L&angsschnitte der Querkapillaren zu erkennen.
(VergrofRerung: Ok.8, Obj.40)

(Abbildung modifiziert nach Muller 1957)
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Zwickelkapillare

Zwickelkapillaren

Abb. 21: Querschnitt durch das Hodengewebe (Maus)

Die Abbildung zeigt den histologischen Schnitt von Hodentubuli mit dem Kapillarsystem inklusive
Zwickel- und Querkapillaren. (Vergrofierung: Ok.10, Obj.20)
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Querkapillaren 2Zwickelkapillaren
’ AN

]
/
: ) ”

Abb. 22: Kapillarnetz innerhalb des Hodengewebes (Ratte)

Die Abbildung zeigt die raumliche Strickleiter-ahnliche Anordnung des Kapillarnetzes innerhalb des
Hodenparenchyms bei Schnitt durch die Hodentubuli.

(Abbildung modifiziert nach Muller 1957)
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Abb. 23: Kapillarnetz an der Hodenoberflache (Ratte)

Die Abbildung zeigt die rdumliche Strickleiter-ahnliche Anordnung des Kapillarnetzes an der
Oberflache des Hodenparenchyms.

(Abbildung modifiziert nach Muller 1957)
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1.2 Altern und Hoden

Die Auswirkungen des Alterns auf den Hoden koénnen mit einem Abfall der
Androgenspiegel und Veranderungen der testikularen Morphologie einhergehen
(Sartorius & Nieschlag 2010). Diese testikularen Veranderungen sind assoziiert mit
strukturellern und funktionellen Storungen von Sertolizellen und den Testosteron-
produzierenden Leydigzellen (Weidner et al. 2002, Sartorius & Nieschlag 2010).
Beziglich der Morphologie der Hodentubuli wurden degenerative Verénderungen der
Keimzellen in Verbindung mit einer Reduzierung des Tubulusepithels bis hin zur Fibrose
beschrieben. Derart gestorte Tubuli sind jedoch nicht in den Hoden aller alter Manner
aufzufinden (Weidner et al. 2002, Sartorius & Nieschlag 2010). Unzureichende
Vaskularisierung wurde in diesem Zusammenhang bereits diskutiert (Kiihnert & Nieschlag
2004).

Uber das Auftreten von Arealen mit tubularer Sklerose und arteriosklerotischen Plaques in
interstitiellen HodengefalRen des Menschen ist berichtet worden (Holstein et al. 1989).
Arteriosklerotische Plaques kénnen durch Entzindung und Lipidansammlung entstehen
(Salama et al. 2013) und haben einen negativen Effekt auf die Blutzirkulation. In sehr
frihen Untersuchungen retinierter Hoden bei Mannern wurde reduzierte Blutperfusion

beschrieben, durch die es zur Hodenatrophie und -hypoplasie kam (Staemmler 1923).

Altern potenziert vorexistierende arteriosklerotische Verénderungen (Barac & Panza
2009), was in Zusammenhang mit oxidativem Stress gesehen wird (Pansarasa et al.
1999, Droge 2005), der mit ansteigendem Alter zunimmt und sich begtnstigend auf die
Entstehung vaskularer Erkrankungen auswirkt. Arteriosklerotische Veranderungen
wiederum wirken sich negativ auf das Serumtestosteron aus (Jones et al. 2005, Svartberg
et al. 2006).

Reduzierte Durchblutung wurde bereits in friheren Studien als mogliche Ursache fur
degenerative Veradnderungen von Keimzellen und Oligospermie beim Menschen in
Betracht gezogen (Nasah & Cox 1978) und es wurde von mikrovaskularen
Veranderungen in Verbindung mit altersabhéngigen Spermatogenesestérungen (Sasano
& Ichijo 1969, Suoranta 1971, Ergin et al. 1994) und im Zusammenhang mit der
Leydigzellfunktion (Ergun et al. 1994) berichtet. Studien mit mannlichen Mausen haben
gezeigt, dass Altern alleine zwar negative Auswirkungen auf Spermatogenese und
Spermienzahl haben kann (Gosden et al. 1982), auf die Wurfgré3e jedoch keinen Einfluss
hat (Finn 1964).
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In einer friheren Arbeit unserer Gruppe (Langheinrich et al. 2012) wurde fir alte Mause
eines  Arteriosklerose-Modelles  (ApoE”/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Maus)  bei
gleichzeitiger fett- und kohlenhydratreicher Diat Ver&nderungen der Spermatogenese

erwahnt.

Somit ist es von entscheidender Bedeutung, die Morphologie der testikularen Gefal3e und
MikrogefaRe mit Hinblick auf einen Zusammenhang von Durchblutungsstérungen und
Infertilitdt zu untersuchen und in Beziehung zu altersbedingten und hormonellen Faktoren

Zu setzen.

1.3 Arteriosklerose

Arteriosklerose ist eine systemische GefalRerkrankung, die eine der haufigsten
Todesursachen und die Hauptursache fur Herzinfarkte und Schlaganfélle in der
westlichen Welt darstellt und deren Auftreten weltweit ansteigend ist (Ross 1993, Bui et
al. 2009, Jaipersad et al. 2014).

Der komplexe Entstehungsprozess der Arteriosklerose ist bis zum heutigen Zeitpunkt
noch nicht vollstandig geklart, es handelt sich aber um ein multifaktorielles Geschehen,

dessen verschiedene Theorien nachfolgend beschrieben werden.

1.3.1 Entstehungsmechanismen

Der Arteriosklerose liegt ein inflammatorischer Prozess zugrunde, der durch die
Entwicklung lipidreicher Plaques innerhalb der Arterienwand charakterisiert ist (Jaipersad
et al. 2014). Diese Plaques entstehen durch die Ansammlung oxidierter Low-density-
Lipoproteine (LDL) in der Gefa3wand. Die Ansammlung dieser oxidierten LDLs wird durch
zahlreiche Risikofaktoren begunstigt. Diese Faktoren sind z.B. Hypercholesterinamie,
Hyperhomocysteindmie, arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus, sowie genetische
Pradisposition, Ubergewicht, Nikotinkonsum, Alter und ménnliches Geschlecht (Ross
1999, Bui et al. 2009, Runge et al. 2010).

In allen Industrieldndern tritt das Vorkommen von Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei
Méannern friher und ausgepragter auf als bei Frauen (Liu et al. 2003, Wu & von
Eckardstein 2003, Kaushik et al. 2010, Perusquia & Stallone 2010, Schwarcz & Frishman
2010).
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Einer der wichtigsten Faktoren, die an der Pathophysiologie von GefalR3krankheiten wie
Arteriosklerose mitwirken, ist ,Oxidativer Stress® und eine Anh&ufung von reaktiven
Oxygen-Spezies (ROS), wie z.B. O,. Ansteigende Konzentrationen von ROS minden
u.a. in einer Erhdhung der Oxidation von Low-density-Lipoproteinen (oxLDL) und
vaskularer Dysfunktion (Witztum 1994, Zhou et al. 1998). Zusatzlich agieren ROS als
intrazellulare Botenstoffe, deren Anh&aufung proinflammatorische Signalwege mit
ansteigender Neigung zur Entstehung arteriosklerotischer Plaques innerhalb der
GefaRwand bewirkt. Oxidativer Stress und oxidative Signalwirkung stellen eine

Verbindung zwischen vielen Risikofaktoren fir Arterioklerose dar (Runge et al. 2010).

Mit zunehmendem Alter steigt auch der oxidative Stress an (Pansarasa et al. 1999, Drdge
2005), was begunstigend auf die Entstehung vaskulérer Erkrankungen wie Arteriosklerose

wirkt.

Die Akkumulation und Oxidation von Low-density-Lipoproteinen (LDL) innerhalb der
Arterienwand 16st eine komplexe Serie von biochemischen und inflammatorischen /
immunomodulatorischen Reaktionen aus, bei denen multiple Zelltypen involviert sind, die
ultimativ maf3geblich fur die Entwicklung unstabiler arteriosklerotischer Plagues beteiligt
sind (Kaplan & Aviram 1999, Bui et al. 2009).

1.3.1.1 Monozyten / Makrophagen

Dabei induziert das oxidierte LDL (oxLDL) das Eindringen von Monozyten aus dem
Blutstrom in die Arterienwand durch die Endothelzellen hindurch. Die Monozyten werden
anschlieend zu Makrophagen und spater — nach Aufnahme von oxLDL - zu
sogenannten Schaumzellen (Abb. 24), die den ersten Schritt in der Entwicklung der

arteriosklerotischen Plaques darstellen (Kaplan & Aviram 1999).

Ebenfalls begilinstigend auf die Arteriosklerose wirkt sich chronisches vaskulares
Entzindungsgeschehen aus, das durch Cholesterol-Kristalle  mittels des
Proteinkomplexes (Inflammasom) mit IL-1 ausgel6st wird. Somit besteht eine Verbindung
zwischen Cholesterol-Stoffwechsel und Prozessen, die der Arteriosklerose vorausgehen
(Donath et al. 2013).
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Abb. 24: Einfluss des oxLDLs auf den Pathomechanismus der Arteriosklerose

OxLDL induziert das Eindringen von Monozyten aus dem Blut in die Arterienwand. Diese werden
zu Makrophagen und nach Aufnahme von oxLDL zu Schaumzellen differenziert, die die Vorstufe
von arteriosklerotischen Plaques darstellen.

(Abbildung modifiziert nach Ross 1999)
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1.3.1.2 Endotheliale Dysfunktion

Der Entstehung der Arteriosklerose gehen auch endotheliale Veranderungen voraus (Abb.
25 A), wie z.B. eine erhdhte endotheliale Permeabilitat flr Lipoproteine und andere
Plasmabestandteile, was durch Stickstoffmonoxid, Prostaglandine, Plattchen-
Wachstumsfaktor (platelet derived growth factor, PDGF), Angiotensin Il und Endotheline
vermittelt wird (Ross 1999). Es kommt zur vermehrten Expression von ELAM
(endothelium leukocyte adhesion molecules), einschlielich L-Selectin und PECAM-1
(platelet endothelial cell adhesion molecule 1), und von Endotheladh&sionsmolekilen,
einschlieB3lich E-Selektin, P-Selektin, ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) und
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1). Des Weiteren kommt es zur Einwanderung
von Leukozyten in die Arterienwand, was vermittelt wird durch oxLDL, MCP-1 (monocyte
chemotactic protein 1), Interleukin-8, Plattchen-Wachstumsfaktor, M-CSF (macrophage

colony-stimulating factor) und Osteoponin (Ross 1999).

1.3.1.3 Ausbildung von Fettstreifen

In der Weiterentwicklung der Arteriosklerose kommt es zur Ausbildung von Fettstreifen
(sogenannten ,fatty streaks®) (Ross 1999) (Abb. 25 B). Diese bestehen anfangs aus Lipid-
beladenen Monozyten und Makrophagen (Schaumzellen) sowie T-Lymphozyten, spater
fligen sich eine Vielzahl glatter Muskelzellen (smooth-muscle cells) aneinander. Die
Migration glatter Muskelzellen wird durch PDGF, Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (FGF2,
fibroblast grow factor 2) und den transformierenden Wachstumsfaktor 3 (TGFj,
transforming grow factor ) stimuliert. Die weiteren Schritte des Prozesses beinhalten T-
Zell-Aktivierung, Schaumzellbildung und die Anhaftung und Anh&ufung von Plattchen.
Dabei wird die T-Zell-Aktivierung durch Tumornekrosefaktor a, Interleukin-2 und
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor vermittelt, die
Schaumzellbildung durch  oxLDL, Makrophagen-Kolonie-stimulierenden  Faktor,
Tumornekrosefaktor a und Interleukin-1. Die Anhaftung und Anh&aufung von Plattchen wird
stimuliert durch Integrine, P-Selektin, Fibrin, Thromboxan A,, Gewebefaktor und die in
Abb. 1 beschriebenen Faktoren, die fur die Anhaftung und Migration von Leukozyten

verantwortlich sind (Ross 1999).
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1.3.1.4 Fortschreiten der Lasionen

Das Voranschreiten der Arteriosklerose ist charakterisiert durch die Erweiterung der
Lasionen (Ross 1999) (Abb. 25 C). Dazu bilden die im oberen Abschnitt beschriebenen
Fettstreifen eine fibrose Kappe, die die Lasion vom Lumen abgrenzt. Diese fibrose Kappe
beinhaltet ein Gemisch aus Leukozyten, Lipiden und Ablagerungen, die einen
nekrotischen Kern bilden. Durch weitere Anhaftung und Migration von Leukozyten weiten
sich diese Lasionen von ihrem Ansatz her aus. Die Leukozyten-Reaktion wird durch die
oben genannten Faktoren ausgelost, wobei die hauptsachlichen Faktoren mit
Makrophagen-Anhaufung einschlielich M-CSF, MCP-1 und oxLDL zusammenhéangen.
Der nekrotische Kern ist das Ergebnis aus Apoptose und Nekrose, erhohter
proteolytischer Aktivitat und Anreicherung von Lipiden. Die fibrose Kappe bildet sich als
Folge erhohter Aktivitat von PDGF, TGF@, Interleukin-1, Tumornekrosefaktor a, und

Osteopontin und erniedrigtem Abbau von Bindegewebe (Ross 1999).

1.3.1.5 Fibrose Plaques und Plaque-Ruptur

Ruptur der fibrodsen Kappe (Abb. 25 D) oder Geschwirbildung der fibrésen Plaque kann
schnell zu Thrombose fuihren und entsteht meistens an verdinnten Stellen der fibrosen
Kappe, die die fortgeschrittene Lasion abdeckt (Ross 1999). Zur Ausdiinnung der fibrésen
Kappe kommt es offenbar aufgrund des kontinuierlichen Zustroms und der Aktivierung
von Makropahgen, die Metalloproteasen und andere Enzyme freisetzen. Diese Enzyme
bewirken einen Abbau der Matrix, was zu Blutungen aus den Vasa vasorum oder aus
dem Lumen der Arterie fihren und in Thrombenbildung und Arterienverschluss resultieren
kann (Ross 1999).
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Mechanismen der Arteriosklerose

Endotheliale Leukozyten- Endotheliale  Leukozyten-
Permeabilitat Migration Adhdsion Adhdsion

Glatte Anhaftungu. Anhaftungu.
Mus.kelzgllen- Scha{lmzellen- T--Zelllen- Aggregationv. Eintritt von
Migration Bildung  Aktivierung o bozyten Leukozyten

Makrophagen- Bildung eines Bildung einer
Anhdufung nekrotischen Kerns  fibrésen Kappe

Plague- Ausdiinnung der Blutung aus Mikro-
Ruptur fibrésen Kappe gefdfider Plague

Abb. 25: Pathomechanismen der Arteriosklerose

Endotheliale Dysfunktion (A), Ausbildung von Fettstreifen (B), Fortschreiten der Lasionen (C),
Fibrose Plaques und Plaques-Ruptur (D).

(Abbildung Gbernommen und modifiziert von Ross 1999)
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1.3.2 Veranderungen in kapillaren Gefaflien bei Mikrozirkulationsstérungen

Es ist bekannt, dass bestimmte Stoffwechselerkrankungen Auswirkungen auf die Struktur
und Funktion der Mikrozirkulation haben, wie z.B. auf die der Netzhaut (Retina). Diese
mikrovaskularen Veranderungen sind verbunden mit Typ-1- und Typ-2-Diabetes und
Bluthochdruck (Hypertonie), den Komponenten des metabolischen Syndroms (z.B.
Adipositas, Fettstoffwechselstérung) und anderen Makro- und Mikro-Gefal3erkrankungen
(z.B. Schlaganfall, Herz-Kreislaufsterblichkeit). Des Weiteren gibt es Hinweise darauf,
dass endotheliale Dysfunktionen und Entzindungen als mogliche Mechanismen bei der
Entwicklung verschiedener retinaler mikrovaskularer Veréanderungen bei Patienten mit
oben genannten Erkrankungen und Stoffwechselstdérungen beteiligt sind (Nguyen & Wong
2006).

Bei diesen retinalen Mikrozirkulationsstorungen zeigen sich Venenverschliisse (Wong et
al. 2004), Arterienverschlisse (z.B. durch Embolien), Mikroaneurysmen und Blutungen
(Nguyen & Wong 2006). Es besteht hierbei ein Zusammenhang zwischen
Fettstoffwechselstérungen, wie erh6htem Triglycerid- (Wong et al. 2004) und Cholesterol-
Level (lkram et al. 2004), und venolarer Dilatation. AuRerdem kdnnen niedrige HDL-
Cholesterinlevel arteriovendsem ,Nicking“ zugeordnet werden. Arterioventses Nicking
stellt eine Verengung der Vene in einer Arterien-Venen-Kreuzung dar. Auch Adipositas
steht damit in Verbindung, auRerdem kann Adipositas Arteriolen-Verengung und Venolen-
Erweiterung zugeordnet werden (Wong et al. 2004). Bluthochdruck (Hypertonie) wird
neben arteriovendsem Nicking mit fokalen Verengungen der Arteriolen (Stenosen) in
Verbindung gebracht (Ikram et al. 2004, Wong et al. 2004).

Die retinalen Gefal3manifestationen bei Diabetes, Bluthochdruck und anderen
Stoffwechselerkrankungen konnten teilweise Prozesse reflektieren, die mit Entzindungen
und endothelialer Dysfunktion assoziiert sind. Entziindungen und endotheliale Dysfunktion
werden in diesem Zusammenhang als Schlisselmechanismen diskutiert, die zur
Entwicklung von Diabetes und den daraus resultierenden Gefallkomplikationen

beigetragen haben kdonnten (Ikram et al. 2004, Nguyen & Wong 2006).

Auch die Architektur der retinalen Mikrogefale ist von diesen Veranderungen betroffen.
So wird z.B. Bluthochdruck mit einer Erhdhung des Verhéltnisses der Gefalllange zum
GefalRdurchmesser der Arteriolen assoziiert (Hughes et al. 2006). Die Venolen weisen
eine erhdhte Gewundenheit ihrer Gestalt auf (Hughes et al. 2006, Nguyen et al. 2007) und
die Arteriolen reduzierte Verzweigungswinkel an arteriolen Gabelungen (Stanton et al.
1995, Nguyen et al. 2007). Des Weiteren wird von einer reduzierten mikrovaskularen
Dichte berichtet (Stanton et al. 1995, Kutschbach et al. 1998, Hughes et al. 2006).
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Diese die Mikrovaskulatur betreffenden Befunde sollten in der vorliegenden Arbeit im
Hoden naher betrachtet werden, um einen Zusammenhang zwischen Arteriosklerose bzw.
gestorter Perfusion und ungeklarter Infertilitat im Hinblick auf Spermatogenesestérungen

Zu untersuchen.

1.4  Arteriosklerose und Spermatogenese — das Mausmodell

Die ApoE”/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Maus stellt ein etabliertes Modell fiir die
Arterioskleroseforschung dar (Breslow 1996). Durch homologe Rekombination in
embryonalen Stammzellen werden die Gene fur das Apolipoprotein E (ApoE) und fir den
Low Density Lipoptorein Rezeptor (LDL-Rezeptor) ausgeschaltet (Plump et al. 1992). Das
ApoE hat die Funktion, den Stoffwechsel von Lipoprotein-Partikeln zu vermitteln, wozu es
an den LDL-Rezeptor bindet. Des Weiteren besitzt es zusatzlich auch
entziindungshemmende Eigenschaften, wodurch es — unabhéngig von seiner Rolle im
Lipidstoffwechsel — zum Schutz vor Arteriosklerose beitragen kann (Ali et al. 2005). Durch
diesen Gen-Doppelknockout bildet die ApoE-Maus bereits im Alter von wenigen Wochen
arteriosklerotische Veréanderungen in der Gefaldwand aus (Plump et al. 1992, Zhang et al.
1992, Ishibashi et al. 1994a, Jawien et al. 2004), die sich zu arteriosklerotischen Plaques
weiterentwickeln  und damit die typischen Charakteristka von humanen
arteriosklerotischen L&sionen aufweisen (Nakashima et al. 1994, Qiao et al. 1994,
Reddick et al. 1994, Seo et al. 1997). Dieser Effekt kann durch cholesterin- oder fettreiche
Erndhrung (z.B. Western-Diat) beschleunigt und in seiner Auspragung intensiviert werden
(Plump et al. 1992, Zhang et al. 1992, Breslow 1996).

Untersuchungen zu Storungen der Gefal3versorgung in Zusammenhang mit
Arteriosklerose bei ApoE- und ApoE/LDL-Rezeptor defizienten Mausen wurden zuvor in
Lunge (Langheinrich et al. 2004a,b), Herz (Ishibashi et al. 1994b, Langheinrich et al.
2004b), Aorta (Ishibashi et al. 1994b, Jawién et al. 2004, Langheinrich et al. 2006,
2007a,b, Gaudreault et al. 2013), Niere (Langheinrich et al. 2010) und Blase (Bschleipfer
et al. 2014) durchgefihrt.

Kdrzlich wurde in einem Mausmodell der Zusammenhang zwischen Gefal3versorgung und
Spermatogenese systemisch untersucht (Langheinrich et al. 2012). Fir diese Studie
wurden ApoE’/LDL-Rezeptor’-Doppelknockout-Mause als Tiermodell verwendet, die
altersbedingte vaskulare Lasionen (Langheinrich et al. 2006, 2010) und nachfolgende
Veranderungen der Hoden aufweisen. Diese systemischen vaskuldren Veranderungen,

die mit Hypercholesterinamie einhergehen (Magoori et al. 2003, Langheinrich et al. 2006)
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werden durch Dysfunktion zweier wichtiger Molekile verursacht (Ishibashi et al. 1994a).
Diese arteriosklerotischen Lasionen weisen strukturell deutliche Ahnlichkeiten mit denen
der humanen Arteriosklerose auf (Langheinrich et al. 2006, 2010).

Unter Verwendung dieses Tiermodells fanden wir in unserer vorherigen Studie heraus,
dass sehr alte ApoE’/LDL-Repeztor’-Doppelknockout-Mause ein reduziertes
Hodenvolumen, ein reduziertes Hodengefaldvolumen, gemischte testikulare Atrophie der
Tubuli seminiferi, reduzierte Spermienanzahl, sowie einen Anstieg von Hypoxie- und
Entziindungsmarkern aufweisen (Langheinrich et al. 2012). Die arteriosklerotischen
Lasionen in diesem Mausmodell nehmen Einfluss auf die Endstrombahnen arterieller
Perfusion (Langheinrich et al. 2006, 2007a,b, 2010). Dennoch ist die Mikrozirkulation im
Hoden bisher nie im Detail untersucht worden.

Testikulare Kapillaren spielen eine bedeutende und regulare Rolle fir die mannliche
Fertilitat. Sie sind essentiell fur die Blutversorgung der Hodentubuli und
interessanterweise scheint eine vaskular-assoziierte Nische fir eine intakte
Spermatogenese unerlasslich zu sein. So wurde in Mausen die Nahe undiffferenzierter
Spermatogonien A zu den umgebenen peritubuldren Kapillaren bestimmt (Yoshida et al.
2007).

Arteriosklerotische Veranderungen haben einen negativen Effekt auf Serumtestosteron
(Jones et al. 2005, Svartberg et al. 2006). Reduzierte Testosteron-Serumlevel sind
ebenfalls im ApoE/LDL-Rezeptor’”-Doppelknockout-Mausmodell beschrieben worden
(Langheinrich et al. 2012).
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIEL DER ARBEIT

Durch vorangegangene Forschungsergebnisse — Alter und mangelnde testikulare
Perfusion resultieren in sinkende Testosteronserumleveln — stellt sich die Frage, in
wieweit Arteriosklerose bzw. systemische Durchblutungsstdrungen als mdgliche Ursache
ungeklarter Infertilitat in Betracht gezogen werden kann.

Um mdglichen Hinweisen auf einen Zusammenhang zwischen arteriosklerotischen
Lasionen, eingeschrankter Hodenperfusion und Fertilitdtsstérungen nachzugehen, wurde
in der vorliegenden Studie die Mikroperfusion der Hoden im ApoE’/LDL-Rezeptor’-
Doppelknockout-Mausmodell zusammen mit differenzierten hormonellen Parametern

untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist das Erlangen weiterer Erkenntnisse Uber die Auswirkungen von
Arteriosklerose und testikularer Minderperfusion im Hinblick auf die daraus resultierenden

Fertilitatsstérungen.
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3 VERSUCHSAUFBAU

Vor Erlauterung der experimentellen Methoden (MikroCT, Stereologie, GC-MS) im Detail,
soll kurz der gesamte Versuchsaufbau der Studie dargestellt werden (Abb. 26). Der Fokus
dieser Arbeit liegt in der Untersuchung der Perfusion und Mikroperfusion des Hodens.
Dazu wurden die Hoden von ApoE”/LDL"-Doppelknockout-M&usen als Arteriosklerose-
Modell im Alter von 20, 40, 60 und 87 Wochen und Hoden von C57BL6/J-M&ausen als
Kontrolltiere im gleichen Alter verwendet. Von jeder Altersgruppe wurden die Hoden von
bis zu zehn ApoE”/LDL"-Doppelknockout-Méusen und zehn C57BL6/J-Mausen
entnommen und die GefalRe mikrocomputer-tomographisch und histologisch untersucht.
Fur die (histologische) Untersuchung der Mikrozirkulation standen Verdnderungen im
hoheren Alter im Fokus, so dass hier 40, 60 und 87 Wochen alte Méuse untersucht
wurden. AufRerdem wurden von jedem Tier bis zu 1000 pl Blut enthnommen und der
jeweilige Serumtestosteron-Level gemessen. Vor Entnahme der Hoden wurden die zuvor
euthanasierten Tiere systemisch perfundiert. Erganzend zu diesen Untersuchungen
wurden die WurfgréBen von Zuchttieren beider Mauslinien ausgewertet und miteinander

verglichen.

Abb.26: Versuchsaufbau — Kurzbeschreibung des gesamten Ablaufs von der Praparation
des Tierkdrpers, tUber die Probenentnahme bis zur Zuordnung des Probenmaterials zu den
einzelnen Untersuchungsmethoden.

Das VOR der ersten Perfusion entnommene Blut aus der V. cava caudalis wurde fur die
Steroidmessung mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) verwendet.

Nach systemischer NaCl- und Glutaraldehyd-Hepes-Fixierungsgemisch-Perfusion wurde der erste
Hoden entnommen fiir die Untersuchung der Histo-Morphometrie der GefaRe an histologischen
Semidinnschnitten.

Nach anschlieBender NaCl- und Kontrastmittel(Microfil®)-Perfusion wurde der zweite Hoden
entnommen fur die Untersuchung der Voxel-basierten GefaBmorphometrie im MikroCT.

(Abbildung siehe Seite 38)

37



VERSUCHSAUFBAU

V ER S UCMH S A UF B A U

Praparation=s Probenmaterial s Untersuchung

Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS)

Blutentnahme:
(Vena cava caudalis)

siehe
4.2.7

Blutprobe :
Steroidmessung

Punktierung des linken Ventrikels mit Kandle

Systemische Perfusionen

W Glutaraldehyd-Hepes-
ep. NaCl 7% Z
Fixierungsgemisch-
perfundierter
Hoden Histologische
_ Semidinnschnitte
Entnahme
ERSTER
Hoden oh
2. Perfusion: siehe
) Glutaraldehyd- L 425
* Hepes-Fixierungs-
gemisch
A = :
Histo-Morphometrie
der GefaRe
3. Perfusion:
Hep. NaCl Kontrastmittel-
perfundierter
Hoden MikroCT
Entnahme
ZWEITER
Hoden siehe
4. Perfusion: 4.2.3
Kontrastmittel
(Microfil®)

Voxel-basierte Morphometrie
der GefiRRe

(Abb. 26 -> Beschreibung siehe Seite 37)
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

4.1.1 Versuchstiere

ApoE"/LDL"Rezeptor-
Doppelknockout-Maus
(B6.129-Apoe™ " LdIr™ ")

C57BL6/J-Maus

4.1.2 Untersuchungsmaterial
Blut

Hoden

4.1.3 Chemikalien und Verbrauchsstoffe

4.1.3.1 Fur die Maus-Perfusion
Glutaraldehyd
Heparin-Natrium-5000-ratiopharm®
Hepes

Isotone Kochsalz-Losung 0,9%

Microfil®

Paraformaldehyd
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Zichtung von Prof. Langheinrich und
Dr. Kampschulte, Radiologie /
Experimentelle Radiologie,

Justus-Liebig-Universitat Giel3en

Charles River, Sulzbach, Deutschland

Versuchstiere (s.0.)

Versuchstiere (s.0.)

Merck, Darmstadt, DE
Ratiopharm GmbH, Ulm, DE
Merck, Darmstadt, DE
Braun, Melsungen, DE

FLOW TECH, INC., Carver,
Massachusetts, USA

Merck, Darmstadt, DE
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4.1.3.2 Fiur die Hoden-Einbettung
Chlorwasserstoff (HCL)

Epon (Agar 100 Resin Kit)

Ethanol

Hepes Sodium Salt
Natriumhydroxid (NaOH)
Osmiumsaure (0sOy)

Propylenoxid

Uranylacetatlésung

Merck, Darmstadt, DE

Agar Scientific, Stansted Essex, UK
Riedel-de Haén, Seelze, DE
Calbiochem, Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, DE

Merck, Darmstadt, DE

4.1.3.3 Fir die Herstellung der Semidinnschnitte

Methylenblau

Tri-Kalium-Phosphat

4.1.3.4 Fir die Steroidmessung

17,21-Dihydroxy-pregna-
1,4-diene-3,20-dione

Aceton
Acetonitril
Acetonitril
Chloroform
Cyclohexan
Deuterium-Gas

Dichloromethan
40

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
DE

Merck, Darmstadt, DE

Paesel & Lorei, Hanau, DE

Merck / Sigma-Aldrich, DE
Merck / Sigma-Aldrich, DE
Merck, Darmstadt, DE

Merck / Sigma-Aldrich, DE
Merck / Sigma-Aldrich, DE
Merck / Sigma-Aldrich, DE

Merck / Sigma-Aldrich, DE
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Ethanol Merck / Sigma-Aldrich, DE
Ethylacetat Merck / Sigma-Aldrich, DE

H,O (Fluka) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Helium Merck / Sigma-Aldrich, DE
Heptafluorobutyric Anhydrid (HFBA) (Fluka) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Kochsalzlésung Merck / Sigma-Aldrich, DE

Methanol Merck, Darmstadt, DE

Nitrogen Merck / Sigma-Aldrich, DE
Schwefelsaure (H,SO,) Merck / Sigma-Aldrich, DE

Silica-Gel (Kieselgel 60) (Fluka) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Tetramethylsilan Merck / Sigma-Aldrich, DE
Tris(triphenylphosphin)rhodium(l) Chlorid Merck / Sigma-Aldrich, DE

Vanillin Merck / Sigma-Aldrich, DE

4.1.4 Gerate

4.1.4.1 Fur die Praparation und Perfusion des Tierkorpers

OP-Besteck (Scheren, Pinzetten, Klemmen) Fuhrmann, Much, DE

Kanulen 0,60mm x 30mm (TERUMO® NEOLUS) Terumo, Eschborn, DE
Spritzen (1, 5, 10 und 20 ml) Braun, Melsungen, DE
Kaniilen 0,45mm x 13mm (BD Microlance™ 3) BD Becton Dickinson, NJ, USA
Verlangerungsleitungen 30 cm (9 1,2 x 2,2mm) Braun, Melsungen, DE

4.1.4.2 Fur die MikroCT-Untersuchung der kontrastierten Hoden

MikroCT SkyScan_1072_80kV SkyScan, Kontich, Belgien
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4.1.4.3 Fur die Hoden-Einbettung
Gelatinekapseln PLANO GmbH, Wetzlar, DE

Schitteltisch  Titramax 101 Heidolph, Schwabach, DE

4.1.4.4 Fur die Herstellung der Semidinnschnitte

SuperFrost® Plus Objekttrager R. Langenbrinck, Emmendingen, DE
Trimmmaschine TM 60 Leica, Wetzlar, DE

Ultramikrotom Ultracut S Leica, Wetzlar, DE

Warmeplatte MEDAX, Kiel, DE

4.1.4.5 Fur die Auszahlung der Kapillaren im Hoden

Mikroskop OLYMPUS DP72 (Model BX51TF) USA

4.1.4.6 Fur die Steroidmessung

Bruker AMX-500 500 MHz Spektrometer Bruker Analytik, Rheinstetten, DE
DC-Platten, Kieselgel 60 F-254 Merck, Darmstadt, DE

Extrelut® NT Saule Merck, Darmstadt, DE

Finnigan SSQ 7000 Massenspektrometer Finnigan, Bremen, DE

Gynkotek UV Detektor Gynkotek, Germering, DE

Hewlett Packard 5890 Series Il plus GC Agilent Technologies, Waldbronn, DE
Hewlett Packard 5972 Series Agilent Technologies, Waldbronn, DE

Mass Selective Detektor

Hewlett Packard 6890 Automatik-Sonden Agilent Technologies, Waldbronn, DE

fur Flissigproben
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IR Spektrometer Modell 883

OV-1 fusionierte Silica-Saule

PLC-18-Séaule

Sephadex LH-20 Minisdule

Sykam S1021 Pumpe

4.1.5 Computer-Software

Perkin-Elmer, Raudgau-Jugesheim,
DE

Permabond, Macherey-Nagel, Diren,
DE

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Amersham Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Schweden

Sykam, Gilching, DE

4.1.5.1 Fur die Auswertung der MikroCT-Aufnahmen

ANALYZE® 9.0

CTAN

Mayo Clinic, Rochester, MN, USA

SkyScan, Kontich, Belgien

4.1.5.2 Fur die Auswertung der Semidinnschnitte

newCAST, VIS
(Visiopharm Integrator System)

4.1.5.3 Fur die Auswertung der WurfgréBen
Tier.Base (Version 3.8.5, 08.10.02)

4D (4Dv12, Version 12.5 SAS, 1985-2012)

4.1.5.4 Fur die statistischen Analysen
R Version 3.0.2 (2013-09-25)

(inkl. Pakete car, lattice, multcomp)
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4.1.6 Sonstiges

4.1.6.1 Herstellung des Fixierungsgemisches mit Hepes-Puffer

Fur 1 Liter Fixierungsgemisch

500 ml Hepes 0,3 molar

60 ml 25% Glutaraldehyd

60 ml 25% Paraformaldehyd

Auf 900 ml mit Aqua dest. auffillen
pH 7,35 mit 1n HCL

mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen

25%-iges Paraformaldehyd

15 g Paraformaldehyd + 50 ml Aqua dest. unter Ruhren auf 65°C erwarmen

Einige Tropfen 1n NaOH dazugeben bis Losung klar ist

Auffillen auf 60 ml mit Aqua dest.
Abkiihlen lassen auf Raumtemperatur

4.1.6.2 Hepes-Puffer-Stammldsung

0,3 molar Hepespuffer
-> 78,08 g + 800 ml Aqua dest.
39,04 g + 400 ml Aqua dest.
pH-Wert 7,35 mit 1 n HCI
auffillen auf 1000 ml mit Aqua dest. oder
auffillen auf 500 ml mit Aqua dest.
ca. 750 mOSmol

Gebrauchspuffer 0,15 molar

4.1.6.3 Agar 100 — Ansatz (Agar 100 Resin Kit)

Epoxy resin 48 g
DDSA 32g
MNA 20 g
Ca. 20 min mischen bei Raumtemperatur

In Schnappdeckelglaschen zu 20 g abflllen
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(kann bei -20°C eingefroren werden)

Vor Verarbeitung auftauen bis Raumtemperatur und je Glaschen 0,3 g BDMA
(Beschleuniger) dazugeben (=1,5%)

Ca. 20 min rihren

(kann wieder eingefroren werden)
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4.2 Methoden

4.2.1 Das Tiermodell

Als Arteriosklerose-Modell wurden ApoE”/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Mause aus
der Versuchstierzucht der Experimentellen Radiologie des Fachbereichs Medizin der
Universitatsklinik Gief3en verwendet. Nach Erwerb dieses Stammes 2002 von Charles
River, Sulzbach, DE, ist diese Linie unter Wahrung der Homozygotie in der SPF-Anlage
(specific pathogen free) im Zentralen Tierlabor der Universitdt GieRen weitergeziichtet

worden.

Zur Kontrolle dienten C57BL6/J-Mause, die den echten Wildtyp der ApoE”/LDL-Rezeptor
"_Doppelknockout-Maus darstellen. Die Tiere sind im Alter von zehn Wochen von Charles
River, Sulzbach, DE erworben und bis zum gewinschten Alter in der Konventionellen

Haltung des Zentralen Tierlabors der Universitét GieRen gehalten worden.

In der SPF-Anlage wurde die Umgebungs- bzw. Kafigtemperatur konstant auf 22°C
gehalten und es herrschten 41% Luftfeuchtigkeit. Durch Kunstlicht wurde ein Tag-Nacht-
Rhythmus von 12 Stunden festgelegt. Jeder Kafig wurde einzeln beliftet, um eine
pathogenfreie Luftzufuhr zu gewahrleisten. Die Anlage wurde nur durch ausgebildetes
Fachpersonal und in Schutzkleidung betreten.

Alle Tiere sind mit Altromin Haltungsfutter in Form von Pellets geftittert worden und haben

Wasser ad libitum erhalten.

Es wurden jeweils bis zu zehn ApoE”/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Mause und zehn
C57BL6/J-Mause im Alter von 20, 40, 60 und 87 Wochen fur den Versuch verwendet.

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen handelt es sich nicht um einen Tierversuch,
sondern gemaR § 4 Abs. 3 des Tierschutzgesetzes um eine Tétung von Wirbeltieren zu
wissenschaftlichen Zwecken, die zur Organentnahme nétig war. Das Versuchsvorhaben
ist unter dem Aktenzeichen Gl 20/25 A 43/2011 dem Regierungsprasidium Giel3en

gemeldet worden.
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4.2.2 Praparation und Probenentnahme

Um Untersuchungen an den Maushoden durchfiihren zu kénnen, musste dem Tierkorper

entsprechendes Gewebe entnommen und entsprechend aufbereitet werden (Abb. 27).

Vor der Entnahme der Hoden wurde der Tierkorper Uber den linken Herzventrikel
systemisch perfundiert (Langheinrich et al. 2012). Noch vor der ersten Perfusion — also

direkt nach Euthanasie, wurde Blut enthommen.

Euthanasie und Vorbereitung: Dazu wurde die Maus tierschutzkonform mit CO,
euthanasiert und anschlieRend gewogen. Der Tierkdrper wurde in Rickenlage auf einer
Unterlage platziert und an den Extremitaten fixiert. Das Bauchfell wurde befeuchtet und

das Abdomen median eroffnet.

Blutentnahme: Die V. cava caudalis wurde durch Vorverlagern des Darmkonvolutes
exploriert und mit einer diinnen Kandile punktiert. Es wurde so viel Blut wie moglich aus

der hinteren Hohlvene entnommen.

Beide Hoden wurden exploriert und vorsichtig vorgelagert, um eine bessere optische
Kontrolle der spateren Perfusion zu erlangen. Der Thorax wurde median er6ffnet und mit
Klemmen zu beiden Seiten offengehalten. Mit einem kleinen Schnitt unter dem rechten
Herzohr wurde der rechte Vorhof erdffnet, um einen ventésen Abfluss zu schaffen. Der
linke Herzventrikel wurde mit einer Kanile punktiert, die mit Sekundenkleber um die

Einstichstelle an der auf3eren Ventrikelwand fixiert wurde.

Durch diese Kanile wurden Uber eine Verlangerung die einzelnen Perfusionen mittels

Spritze injiziert.

1. Perfusion - NaCl: Die erste Perfusion erfolgte mit ca. 10 ml heparinisierter NaCl-
Ldsung, bis der vendse Abfluss frei von Blut war. Diese Perfusion wurde durchgefihrt, um

das Kreislaufsystem blutleer zu spulen.

2. Perfusion — Glutaraldehyd-Hepes-Fixierungsgemisch: Als nachstes wurde tber diesen
Zugang die zweite Perfusion mit ca. 10 ml des zuvor hergestellten Glutaraldehyd-Hepes-
Fixierungsgemisches injiziert. Das leichte postmortale Zucken einzelner Muskelgruppen
oder das Aufstellen der Schwanzspitze liel3 eine Sichtkontrolle einer erfolgreichen

Perfusion der durchsichtigen Flussigkeit zu.

Erster Hoden: Nach dieser Perfusion wurde einer der Hoden entnommen und fir die

Darstellung der GefalRe in der spéteren histologischen Untersuchung und die Auszéhlung
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der Kapillaren im Hoden in ein kleines Falcon-R6hrchen mit Glutaraldehyd-Hepes-

Fixierungsgemisch verbracht.

3. Perfusion — NaCl: Es folgte eine Nachspilung des Kreislaufsystems mittels einer

weiteren Perfusion mit der heparinisierten NaCl-Lésung.

4. Perfusion — Kontrastmittel: Als letztes wurde das Kontrastmittel Microfil® (FLOW TECH,
INC., USA) nach dem gleichen Prinzip injiziert. Die Perfusion lie sich durch das

Gelbfarben der oberflachlichen GefalRe beobachten.

Zweiter Hoden: Wenn der Hoden mit Kontrastmittel perfundiert war, lied man das
Kontrastmittel in den GefaRen ca. 20 Minuten ausharten, bevor man den zweiten Hoden
entnahm und ihn ebenfalls in ein kleines Falcon-Réhrchen mit Glutaraldehyd-Hepes-
Fixierungsgemisch verbrachte. Der Kontrastmittelhoden wurde bendtigt, um die
Hodengefalle im MikroCT darstellen und untersuchen zu kénnen (Langheinrich et al.
2012).

Das entnommene Blut aus der V. cava caudalis wurde fir die spatere Steroidmessung in

ein Eppendorfgefal’ Gberfuhrt und die Blutmenge notiert.

4.2.2.1 Das Kontrastmittel

Zur Kontrastierung der GefalRe fur die MikroCT-Untersuchung wurde das Kontrastmittel
Microfil® (FLOW TECH, INC., USA) verwendet. Hierbei handelte es sich um ein
Stoffgemisch auf Kunststoffbasis, das aus drei Komponenten besteht: ein réntgendichtes
gelbes Polymer, ein Diluent und ein Bindemittel. Diese drei Komponenten wurden kurz vor
der Injektion im Verhéltnis 1:1:0,1 zusammengemischt. Danach wurde es per Kanule tber
den linken Herzventrikel in das Blutkreislaufsystems des toten Tierkdrpers injiziert, bevor
es etwa 20 min spater zu einer gummiartigen Substanz in den Geféal3en aushéartete. Nun
konnte das zu scannende Organ entnommen und fir die MikroCT-Untersuchung

aufbereitet werden (Mukundan et al. 2006).
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(Abb. 27 -> Beschreibung siehe Seite 50)
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Abb. 27: Préaparation und Probenentnahme: Durchfihrung

(1) Fixierung der euthanasierten Maus in Riickenlage

(2) Eroffnung des Abdomens

(3) Vorverlagern des Darmkonvolutes

(4) Blutentnahme aus der V. cava caudalis

(5) Entnommene Blutprobe fiir die Steroidmessung

(6) Vorverlagerung der Hoden

(7) Eroffnung des Thoraxes

(8) Punktierung des linken Herzventrikels mittels Kanlle nach vorheriger Eréffnung des
rechten Vorhofes unter dem rechten Herzohr

(9) Systemische Perfusion mit NaCl (bis Gefal3system blutleer ist)

(10)Systemische Perfusion mit Glutaraldehyd-Hepes-Fixierungsgemisch

(11)Gesamtes Gefal3system mit Glutaraldehyd-Hepes-Fixierungsgemisch perfundiert

(12)Glutaraldehyd-Hepes-Fixierungsgemisch-perfundierter Hoden nach Entnahme

(13)Systemische Perfusion mit Kontrastmittel (nach vorheriger weiterer NaCl- Perfusion)

(14)Gesamtes GefalRsystem mit Kontrastmittel perfundiert

(15)Entnahme des Kontrastmittel-perfundierten Hodens

(16)Kontrastmittel-perfundierter Hoden nach Enthahme

(Abbildung siehe Seite 49)
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4.2.3 Mikro-Computer-Tomographie-Untersuchung des Hodens

Der mit Kontrastmittel perfundierte Hoden wurde im Mikro-Computertomographen
(MikroCT_1072_80kV) der Firma SkyScan® (Kontich, Belgien) gescannt und es wurden
dreidimensionale Bild-Datensétze erstellt, an denen das gesamte Organ und die Qualitat
seiner Perfusion begutachtet und spéater quantifiziert werden konnten (Elliot & Dover
1982, Jorgensen et al. 1998, Wan et al. 2002, Ritman 2004, Langheinrich et al. 2012).

Fir den Scan wurde der Hoden in Parafilm®-Folie verbracht, um ein Austrocknen des

Organs zu verhindern.

Der Mikro-Computertomograph (MikroCT_1072) der Firma SkyScan® (Kontich, Belgien)
besteht aus einer Mikrofokusréontgenréhre mit Kegelstrahlgeometrie, einem beweglichen

Probenschlitten, einem Bilddetektor und einem Steuerungs-PC (Abb. 28).

Der Einsatz der Mikrofokusrontgenrohre ist beim SkySkan 1072 80 kV innerhalb eines
Spannungsbereiches von 20-80 kVp und einer Stromstarke von bis zu 100 pA mdaglich,
wobei die FokusgrolRe des Brennflecks 8 um betragt. Der Scan erfolgte bei einer
Rohrenspannung von 80 kVp wahrend der Probentrager in Winkelschritten von 0,45° um
insgesamt 180° um seine vertikale Achse rotierte. Die Belichtungszeit betrug dabei 2,4 s
pro Projektion. Zwecks Rauschreduktion wurde jede Position 4-fach belichtet mit

anschliel3ender Mittelung der Grauwerte.

Der Bilddetektor besteht aus einer Fluoreszenz-Kristallplatte, einer Mikroskoplinse und
einer hochauflésenden 12-bit-CCD(Charge-coupled Device)-Detektorenkamera (Matrix
1024 x 1024 Pixel, Field of view 25 x 25 mm). Der an den Detektor angeschlossene

Computer dient der Kontrolle des Scanvorganges und der Datenaufzeichnung.

Das zu scannende Objekt (hier Hoden) ist auf dem Probenschlitten zwischen
Strahlenquelle und Detektor bewegbar. Die daraus resultierende geometrische
VergroRerung ermoglicht in Zusammenhang mit Brennfleckgrof3e und dem Detektor eine

Auflésung von 8 pm bei 10 % Modulations Transfer Funktion (MTF).

Die digitalen Projektionsdatensatze wurden per Computer mittels modifizierten Feldkamp-
Algorithmus in Schnittbilddatenséatze mit isotroper Voxelgeometrie rekonstruiert (Elliot &
Dover 1982, Jorgensen et al. 1998, Wan et al. 2002, Ritman 2004, Langheinrich et al.
2012). Die Rekonstruktion der Datensétze erfolgte mittels eines modifizierten Feldkamp-
Algorithmus, sodass zur Auswertung dreidimensionale Volumendatenséatze mit einer 8-bit

Grauwertverteilung bei einer isotropen Voxelgré3e von 6,1 pum Kantenlange vorlagen.
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Abb. 28: Schematische Darstellung des Strahlengangs eines Mikro-Computertomographen

Aus der Mikrofokusrontgenrdhre gelangen die Rontgenstrahlen auf die auf einem beweglichen
Probenschlitten fixierte und rotierende Gewebeprobe und werden von einem Detektor
aufgefangen, der wiederum aus einer Fluoreszenz-Kristallplatte, einer Mikroskoplinse und einer
hochauflésenden Detektorenkamera besteht. Mit dem angeschlossenen Computer werden
einerseits die Projektionsdaten aufgezeichnet und andererseits der Scanvorgang kontrolliert.

(Abbildung adaptiert nach Ritman, Department of Physiology and Biomedical Engineering, Mayo
Clinic, Rochester, MN, USA)
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4.2.3.1 Quantitative Analyse des Hodens

Mittels des Computerprogrammes ANALYZE® 9.0 (Mayo Clinic, Rochester, MN, USA)
wurde von jedem Hoden jeweils das testikulare und das vaskulare Gesamtvolumen
ermittelt. Dazu wurde fir die Darstellung der HodengefélRe und deren Abgrenzung vom
umliegenden Gewebe fir jeden Hoden ein bestimmter (adaptiver) Schwellwert
(Threshold) einer Grauwert-Skala eingestellt. Durch diese Einstellung ergibt sich die
Binarisierung, auf deren Grundlage das Gesamtvolumen des Hodens einerseits und das
Gesamtvolumen der Gefal3e andererseits ermittelt wurden (Abb. 29, 30).

{\
X3

\

Lo

\\
(~

VRT - Threshold 76 VRT - Threshold 106

Abb. 29: 3D-Rekonstruktion eines MikroCT-Datensatzes von Schnittbildern des Hodens
(Volume-Rendering-Technic = VRT).

A: Schnittbild Grauwert; B: MIP (Maximum Intensity Projection) Grauwert; C: Schnittbild binar
Threshold 76; D: VRT Threshold 76; E: Schnittbild bin&dr Threshold 106; F: VRT Threshold 106.
Durch Einstellung des Schwellwertes (Threshold) auf einen niedrigeren Wert (C) werden zentral
vaskuléare gelegene Strukturen erfasst, Aufhartungsartefakte an den Randern jedoch ebenfalls, die
dann in der VRT als zu analysierende Strukturen mitberechnet werden (D). Durch Einstellung des
Schwellwertes auf einen héheren Wert (E) werden Aufhartungsartefakte im Randbereich eliminiert,
zentral gelegene Strukturen jedoch nicht miterfasst, die dann in der VRT fehlen und
dementsprechend nicht mitberechnet werden (F).
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Abb. 30: Mikrovaskularisation und Hodenparenchym

A: Grauwertbild (8 bit) mit intravasalem Kontrastmittel, B: nach lokal adaptierender
Schwellwertermittiung (adaptive Thresholding) werden mikrovaskulare Strukturen vollstandig
erfasst und kdnnen morphometrisch vollstandig analsiert werden.
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4.2.4 Herstellung histologischer Praparate
4.2.4.1 Epon-Einbettung des Hodens

Um die Kapillaren des Hodens morphologisch untersuchen zu kénnen, wurden aus dem
Hoden histologische Semidinnschnitte angefertigt. Um diese herstellen zu koénnen,
musste der Hoden stiickweise in den Epoxidharz Epon eingebettet (Tab. 1) und danach
am Ultramikrotom geschnitten werden. Dazu wurde das Volumen des mit Glutaraldehyd-
Hepes-Fixierungsgemisch perfundierten Hoden zunadchst nach dem Archimedes-Prinzip
(Scherle 1970, Noorafshan 2014) bestimmt. Danach wurde der Hoden mit einem Skalpell
in mindestens funf Stiicke zerteilt, und diese wurden in ein mit Glutaraldehyd-Hepes-
Fixierungsgemisch geflilltes 2ml-Eppendorfgefal3 verbracht. Danach wurden die Proben in
0,15 molarem Hepespuffer funf mal zehn Minuten gewaschen. Es folgten zwei Stunden
auf dem Schitteltisch (Titramax 101, Heidolph, Schwabach, DE) in H,O mit 1%iger
Osmiumsaure. Danach wurde die Probe wieder drei mal zehn Minuten in H,O gewaschen.
Durch halb gesattigte Uranylacetatlosung, die vorher mit einem 200 nm-Filter filtriert
wurde, wurde die Probe lichtgeschiitzt Giber Nacht kontrastiert. Es folgten zwei 15minitige
Waschschritte mit H,O, vor der Entwésserung mit der aufsteigenden Ethanol-Reihe (30%,
50%, 70%, 90%, 100%) von jeweils zehn Minuten. Danach wurde die Probe nochmals
zehn Minuten mit 100%igem Ethanol, dann 15 Minuten mit 100%igem Ethanol und
Propylenoxid im Verhaltnis 1:1 behandelt. Es folgten 60 Minuten in Propylenoxid mit Epon
(und Beschleuniger) im Verhaltnis 1:1, bevor reines Epon auf die Probe gebracht und
diese Uber Nacht im Kuihlschrank aufbewahrt wurde. Nach mindestens 12 Stunden
wurden die Proben fiir zwei bis drei Stunden im Exsikkator entgast und danach die
einzelnen Hodenstiicke in beschriftete Gelatinekapseln mit Epon eingebettet. Dabei war
es wichtig, dass jedes Gewebestlck in die Kapsel ,fallengelassen“ und exakt in dieser
Position eingebettet wurde, in der es sich nach dem Fall zuféllig in der Kapsel befand
(Stringer et al. 1982). Die mit Epon gefiiliten Gelatinekapseln mussten mindestens(!) 48
Stunden im Trockenschrank bei 60°C aushéarten. Erst danach erhielt man Eponbléckchen
(Abb. 31), die hart genug waren, um daraus Semidinnschnitte anfertigen zu kénnen. Da
der Hoden kein homogenes Gewebe ist, sondern aus Kanalchen und
dazwischenliegendem Bindegewebe besteht, ist bei der Einbettung besondere Vorsicht
geboten, damit das Gewebe nicht auseinanderdriftet und die entstehenden Schnitte fir
die Untersuchungen unbrauchbar werden, so dass sie von der Auswertung der

Stereologie ausgeschlossen werden mussen.

Nachtraglich zeigte sich, dass bei der Einbettung der Hoden der 20 Wochen alten Mause

Einbettungsartefakte vorhanden waren.
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Ubersicht

Hoden-Einbettung

Waschen in 0,15 m Hepespuffer 5 x 10 min auf dem Schiitteltisch

1%ige Osmiumsaure in H,0 2h auf dem Schutteltisch

Waschen in H,0 3 x 10 min auf dem Schiitteltisch

Kontrastieren in halb gesattigter uber Nacht Lichtgeschitzt!

Uranylacetatslosung (vorher durch

200 nm Filter driicken)

Waschen in H,0 2 x 15 min auf dem Schitteltisch

Entwasserung auf dem Schiitteltisch

{mit aufsteigender Ethanol-Reihe):

30% Ethanol 10 min

50% Ethanol 10 min

70% Ethanol 10 min

90% Ethanol 10 min

100% Ethanol 2 x 10 min

100%ges Ethanol + Propylenoxid 15 min im Verhaltnis 1:1

Propylenoxid + Epon 60 min im Verhaltnis 1:1

(mit Beschleuniger)

Epon (mit Beschleuniger) uber Nacht im Kiihlschrank!

Entgasen im Exsikkator 2-3h

Einzelne Hodenstiicke in 1 Stiick in der Position, in die

Gelatinekapseln pro Kapsel Hodenstick zufallig
Lhineinplumpst®

Frisches Epon 48 h im Trockenschrank

(mindestens!) (60°C)

Tab. 1: Ubersicht Hoden-Einbettung
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4.2.4.2 Herstellung der Gewebe-Semidinnschnitte

Nach der Epon-Einbettung wurden die Eponbléckchen (Abb. 31) in eine Trimmmaschine
(TM 60, Leica, Wetzlar, DE) eingespannt und getrimmt, sodass der Epon um das Gewebe

herum entfernt wurde und die Proben geschnitten werden konnten.

Abb. 31: Eponbléckchen aus Gelatinekapseln

Links: ungetrimmt — das Gewebestiick (dunkel) ist noch von Epon und der Kapselhille
umhdillt.

Rechts: getrimmt — die Kapselhtlle und der Epon um das Gewebestlick (dunkel) herum ist
abgefrast, der pyramidenférmig freiliegende Teil der Probe kann nun geschnitten
werden.

Dazu wurden die getrimmten Bldckchen in das Ultramikrotom (Ultracut S, Leica, Wetzlar,
DE) eingespannt und Gewebescheiben von 0,75 um Dicke von dem Gewebebléckchen
abgetrennt. Sicherheitshalber wurden pro Block drei Semidinnschnitte auf den

Objekttrager verbracht.

Danach wurde der Objekttrager zum Trocknen auf die Warmeplatte (Medax, Kiel, DE)
gelegt. Nachdem dieser getrocknet war, wurden ein Tropfen Methylenblau und ein
Tropfen Tri-Kalium-Phosphat auf die Probe gebracht und der Objekttrager nochmals zum
Farben 1 min auf die Warmeplatte gelegt. Nachdem der Objekttrager abgekuhlt war,

wurde dieser unter flieRendem Wasser abgespult und trocknen gelassen.

Pro Maus wurden somit aus bis zu finf Eponbléckchen Semidiinnschnitte hergestellt und

mikroskopisch untersucht.
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4.2,5 Bestimmung der Kapillarparameter

Um die Lange, das Volumen und die luminale Oberflache der Hodenkapillaren bestimmen

zu kénnen, wurden diese zunachst an den histologischen Semidinnschnitten ausgezahilt.

Dazu wurde jeder Objekttrager in das mit einer Digitalkamera ausgestattete Mikroskop
(Olympus DP72, BX51TF, USA) eingespannt und in der Stereologie-Software newCAST
bearbeitet, die auf dem Visiopharm Integrator System (VIS) Programm (Visiopharm,
Harsholm, Danemark) basiert und es ermdglicht, durch Einstellen bestimmter Z&hlgitter
(Abb. 32), spezielle Punkte einer Struktur zu zahlen. Dazu wurde jeder Schnitt bei 1,25-
facher VergréRerung des Obijektives virtuell mit einer Maske umrandet und bei 40-facher

VergroRerung des Objektives die jeweiligen Zahlgitter eingestellt.

Abb. 32: Zahlgitter

Mikroskopische Aufnahme eines Bildausschnittes eines histologischen Semidiinnschnittes
(Methylenblaufarbung) eines Maushodens mit allen drei Zahlgittern (Vergréf3erung: Ok.10, Obj.40).

Fur die Auszahlung der Kapillaren fur die spatere Bestimmung von Lange, Volumen und
Oberflache, wurde jeder Bildausschnitt jeweils mit einem Zahlramen (Counting Frame =>
Lange) (Abb. 35, 36), einem Punktgitter (Point Grid => Volumen) (Abb. 37, 38) und einem
Liniengitter (Line Grid => Oberflache) (Abb. 39, 40) belegt.
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Wichtig fur die Auszahlung der Kapillaren ist die Differenzierung dieser von anderen
Gefal3en (Arterien, Venolen, Arteriolen etc.) (Abb. 33).

Kapillare Arteriole

Abb. 33: Unterschied einer Kapillare zu einer Arteriole
Kapillaren unterscheiden sich morphologisch zu den Arteriolen u.a. in ihrem Wandaufbau.

Das Prinzip dieser Methode ist, durch ein Testsystem — je nach gesuchter Information
bestehend aus einer bestimmten Flache, Punkten oder Linien — von einem
zweidimensionalen zufalligen Schnitt eines Probenmaterials seine dreidimensionale
Struktur bestimmen zu kdénnen (Abb. 34) (Mattfeldt et al. 1990, Nyengaard & Gundersen
1992, Mayhew 2008). Durch das Auszahlen der positiven Ereignisse durch das
Testsystem mit der Struktur des zweidimensionalen Gewebeschnittes, erhalt man die
jeweilige Dichte (Langendichte, Volumendichte, Oberflachendichte), die spéter durch die
jeweilige Formel mit dem Gesamtvolumen verrechnet wird und dadurch die absoluten
Messwerte (Lange, Volumen, Oberflaiche) der jeweiligen Struktur bestimmten lassen
(Weibel et al. 1966).
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A

Beurteilung
der Langen-
dichte

-> Zdahlrahmen
(Counting frame)

Beurteilung
der Volumen-
dichte

-> Punktgitter
(Point grid)

C

Beurteilung der
Oberflachen-
dichte

-> Liniengitter
(Line grid)

Abb. 34: Prinzip des Testsystems

Beurteilung der Langen-(A), Volumen-(B) und Oberflachendichte(C) durch Flache(A), Punkte(B)
und Linien(C) am zweidimensionalen Schnitt eines dreidimensionalen ,Zufallsgewebeblock”,

(Abbildung modifiziert nach Weibel et al. 1966)
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4.2.5.1 Bestimmung der kapillaren Langendichte

Um mittels Formel die Gesamtlange der Kapillaren ermitteln zu kénnen, wurden die
Anzahl der Kapillaranschnitte in einem Zahlrahmen (Counting Frame) (Abb. 35, 36)
bestimmter GroRRe (47.407,22 um?2) gezahlt, ebenso die Anzahl der Ecken des Counting
Frames, die sich innerhalb des Referenzbereiches — also innerhalb der zuvor erstellten
Maske befinden. Berthrt eine Kapillare die rote Forbidden Line, so wird diese Kapillare
nicht mitgezahlt, auch wenn sie sich innerhalb des Zahlrahmens befindet. Beruhrt eine
Kapillare die griine Acceptance Line, so wird diese Kapillare mitgezahlt, auch wenn sie
sich nicht komplett innerhalb des Zahlrahmens befindet (Mattfeldt & Mall 1987, Mattfeldt
et al. 1990, Wiest et al. 1992, Villar & Mandarim-de-Lacerda 1995).

Abb. 35: Beispiel fur die Auszahlung der kapillaren Langendichte mittels Zahlrahmen
(Counting Frame)

(1) Kapillare, die sich innerhalb des Zahlrahmens befindet (-> wird mitgezahlt)

(2) Arteriole (-> wird NICHT mitgezahlt)

(3) Arteriole und auRRerhalb des Zahlrahmens (-> wird NICHT mitgezahlt)

(4) Kapillare, die sich auBerhalb des Zahlrahmens befindet (-> wird NICHT mitgezahilt)

(VergrofRerung: Ok.10, Obj.40)
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Abb. 36: Zahlereignisse im Counting Frame

(1) Kapillare innerhalb des Counting Frames (-> wird gezahlt)

(2) Kapillare auBerhalb des Counting Frames (-> wird NICHT gezahlt)
(3) Kapillare, die die Forbidden Line berihrt (-> wird NICHT gezéhlt)
(4) Kapillare, die die Acceptance Line beruhrt (-> wird gezahlt)

(5) Arteriole innerhalb des Counting Frames (-> wird NICHT gezahilt)
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4.2.5.2 Bestimmung der kapillaren Volumendichte

Um ebenfalls mittels einer bestimmten Formel das Gesamtvolumen der Kapillaren
bestimmen zu kénnen, wurde ein Punktgitter (Point Grid) (Abb. 37, 38) virtuell auf jeden
Ausschnitt des jeweiligen Schnittes gelegt und die Anzahl der Punkte gezahlt, die das
Lumen einer Kapillare treffen, im Verhdltnis zur Anzahl der Gesamtanzahl aller Punkte
innerhalb des Referenzbereiches (Villar & Mandarim-de-Lacerda 1995, Van Vré et al.
2007).

Abb. 37: Beispiel fur die Auszahlung der kapillaren Volumendichte mittels Punktgitter (Point
Grid)

(1) Punkt befindet sich NICHT im Lumen der Kapillare (-> wird gezahlt als im Referenzbereich
befindlicher Punkt)

(2) Arteriole (-> wird gezahlt als im Referenzbereich befindlicher Punkt)

(3) Arteriole, aulRerdem befindet sich Punkt nicht im Lumen (-> wird gezadhlt als im
Referenzbereich befindlicher Punkt)

(4) Punkt befindet sich NICHT im Lumen der Kapillare (-> wird gezahlt als im Referenzbereich
befindlicher Punkt)

(VergrofRerung: Ok.10, Obj.40)
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Abb. 38: Zahlereignisse im Point Grid
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(2)
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Punkt befindet sich auBerhalb des Kapillarlumens (-> wird gezéhlt als im Referenzbereich
befindlicher Punkt)

Punkt befindet sich innerhalb des Kapillarlumens (-> wird gezahlt)

Punkt befindet sich auf der Kapillarwand. Kapillare befindet sich im oberen rechten Viertel
des Punktkreuzes (-> wird gezahlt)

Punkt befindet sich auf der Kapillarwand. Kapillare befindet sich jedoch NICHT im oberen
rechten Viertel (Pfeil) des Punktkreuzes (-> wird gezahlt als im Referenzbereich
befindlicher Punkt)

Punkt befindet sich im Lumen einer Arteriole (-> wird gezéhlt als im Referenzbereich
befindlicher Punkt)
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4.2.5.3 Bestimmung der kapillaren Oberflachendichte

Fur die spatere Bestimmung der luminalen Kapillaroberflache wurde ein Liniengitter (Line
Grid) (Abb. 39, 40) mit Linien einer bestimmten Lange (44,36 um) verwendet und die
Anzahl der Schnittpunkte einer Linie mit dem luminalen Kapillarendothel gezahlt im
Verhaltnis zur Gesamtlange der Linie im Referenzbereich (Mattfeldt & Mall 1987, Mattfeldt
et al. 1990).

Abb. 39: Beispiel fur die Auszahlung der kapillaren Oberflachendichte mittels Liniengitter
(Line Grid)

(1) Grine Pfeile: Testinie schneidet das Endothel dieser Kapillare nicht (-> wird also zum
Referenzbereich gezahit)

(2) Arteriole

(3) Arteriole

(4) Kapillare

(VergrofRerung: Ok.10, Obj.40)
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Abb. 40: Zahlereignisse im Line Grid

(1)
()
®3)
(4)

()
(6)

(1)
(8)

Linie schneidet das Kapillarendothel nicht (-> wird zum Referenzbereich gezahlt)

Linie schneidet das Endothel einer Arteriole (-> wird zum Referenzbereich gezahlt)

Linie schneidet das Endothel einer Kapillare (-> wird gezahlt)

Linie schneidet das Endothel einer Kapillare 2 x (-> also zwei Schnittpunkte mit dem
Kapillarendothel -> wird 2 x gezahlt)

Linie liegt auf dem luminalen Endothel der Kapillare (-> wird gezahlt)

Linie liegt auf der Kapillarwand, schneidet das luminale Endothel aber nicht (-> wird zum
Referenzbereich gezahit)

Linie liegt auf dem luminalen Endothel der Kapillare (-> wird gezahlt)

Linie liegt auf der Kapillarwand, schneidet das luminale Endothel aber nicht (-> wird zum
Referenzbereich gezahit)

Von jeder Maus wurden Bildausschnitte von bis zu funf Semidinnschnitten ausgewertet

und am Ende alle Werte des jeweiligen Parameters summiert.

Um aus den Summen der jeweiligen Parameter die Lange, das Volumen und die

Oberflache der Kapillaren zu bestimmen, wurden diese in die folgenden Formeln

eingesetzt.
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4.2.6 Berechnung von Kapillarlange, -volumen und -oberflache

Um die Parameter Lange, Volumen und Oberflache der Hodenkapillaren zu bestimmen,
wurden die jeweiligen Summen der bereits ausgezahlten Punkte aus dem newCAST
(Visiopharm Integrator System (VIS), Visiopharm, Hgrsholm, Danemark) verwendet.
Diese wurden zur Berechnung der Langendichte, der Volumendichte bzw. der
Oberflachendichte zueinander ins Verhéltnis gesetzt und das jeweilige Ergebnis mit dem
zuvor bestimmten Hodengesamtvolumen verrechnet (Weibel et al. 1966, Stringer et al.
1982, Muhlfeld et al. 2010, Mihlfeld 2014, Noorafshan 2014).

4.2.6.1 Berechnung der Kapillarlange

2xQ _ 2xQ
A a(p)+P

LV:

L=Ly* V(Hoden)

(Q=Anzahl der Kapillaren; A=Flache des Z&hlrahmens; a(p)=Flache pro Punkt)

4.2.6.2 Berechnung des Kapillarvolumens

_ X von P(Cap)
VT Y. von P(total)

V=Vy* V(Hoden)

(P(Cap)=Punkte auf den Kapillaren; P(total)=Punkte insgesamt)

4.2.6.3 Berechnung der Kapillaroberflache

2x Y1
Y. Pxl/P

SV:

S=Syv* V(Hoden)

(I=Anzahl der Schnittpunkte auf den Kapillaren; I=Lange der Testlinie; P=Anzahl aller Punkte im
Referenzraum; l/P=Lange der Testlinie pro Punkt)
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4.2.7 Hormonmessung / Steroidbestimmung

Um Testosteron und weitere Steroide zu bestimmen, wurden die Blutproben zentrifugiert
und das abgetrennte Serum mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

untersucht.

Diese aufwendige Methode besteht aus mehreren Teilschritten: Inkubation der Proben
Uber Nacht, Extraktion der Steroide mittels Extrelut® Saulen (Merck, Darmstadt,
Deutschland), Aufreinigung Uber Sephadex LH-20 Saulen (Amersham Pharmacia Biotech
AB, Uppsala, Schweden) und anschlieBende Derivatisierung mit HFBA
(Heptafluorobutyric  Anhydrid, Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
(VandenHeuvel & Horning 1960, Wudy et al. 2002; Sdnchez-Guijo et al. in Wheeler 2013).

Die Steroidbestimmung mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie wurde von und in enger
Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Stefan A. Wudy und Frau Dr. Michaela F. Hartmann vom

Steroid- und Peptidhormonlabor des Uniklinikums Giel3en-Marburg in Giel3en durchgefihrt.

4.2.8 Auswertung der Wurfgré3en

Um die Untersuchungen zu komplementieren wurden die Wurfgrof3en und die
Haufigkeitsverteilung der WurfgréRen ausgewertet, wobei die WurfgréRe die Anzahl
geborener Jungtiere pro Wurf darstellt und die Haufigkeitsverteilung der Wurfgréfzen die
prozentuale Verteilung samtlicher WurfgréRen auf die Gesamtzahl der Wirfe pro

Mauslinie reprasentiert.

Dazu wurden die Daten aus unserer Zuchtdatenbank TierBase ausgewertet, wobei nur
die Anzahlen der geborenen Jungtiere pro Wurf erdrtert und andere Faktoren (z.B.
Jungtiersterblichkeit) nicht bericksichtigt wurden. Bei den ausgewerteten Wirfen handelte
es sich um 109 Wiirfe von ApoE™/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Mausen und 43 Wiirfe

von C57BL6/J-Mausen, die allesamt aus 1:1-Verpaarungen hervorgegangen sind.

Dabei ist jedoch zu bericksichtigen, dass es sich hierbei nicht um eine prospektive
Verpaarungsstudie handelte, sondern dass retrospektiv die Auswertung bereits
vorliegender Daten aus der Zuchtdatenbank separat fiir C57BL6/J-Mause und ApoE”
/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Mause erfolgte. Aus diesem Grunde wurden hier
méannliche ApoE™/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Mause ausschlieBlich mit weiblichen
ApoE"/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Mausen verpaart und nicht zusétzlich mit
weiblichen C57BL6/J-M&ausen und umgekehrt.

68



MATERIAL und METHODEN

4.2.9 Statistische Analyse

Die zuvor in Excel-Dateien gespeicherten Rohdaten wurden in R Version 3.0.2 (R

Development Core Team 2013) importiert und ausgewertet.

Um einen potentiellen Einfluss des Alters (in Altersgruppen; 20, 40, 60 und 87 Wochen)
und der Stammeszugehorigkeit (WT, KO) (inkl. eventueller Wechselwirkungen) auf die
einzelnen Parameter (Testosteron, AD, Corticosteron [20, 40, 60, 87]; Hodenvolumen,
Gefallvolumen [20, 40, 60]; absolute Kapillarlange, -volumen, -oberflache [40, 60, 87] und
relative Kapillarlange, -volumen, -oberflache [40, 60, 87]) zu ergriinden, wurde fur jeden
der Parameter eine (univariate) zweifaktorielle ANOVA (Varianzanalyse) durchgefihrt, mit
der die Haupteffekte von Altersgruppen und Stammeszugehorigkeit sowie der
Interaktionseffekt zwischen den beiden analysiert werden. Ob die ANOVA jeweils zulassig
war, wurde mit modelldiagnostischen Graphiken (Residualplots und Quantil-Quantil-Plots)
qualitativ Gberprift (Fox & Weisberg 2011). Es wurden jeweils keine markanten Indizien
gegen die Zulassigkeit der Annahmen gefunden.

Im Anschluss an eine jede zweifaktorielle ANOVA wurde mit Hilfe von multiplen
Mittelwertsvergleichen fir jede Altersgruppe ein Vergleich der beiden Stamme (WT, KO)
vorgenommen. Fir die Mittelwertsdifferenzen zwischen den beiden Stammen wurden

simultane Konfidenzintervalle berechnet (Hothorn et al. 2008, Bretz et al. 2010).

Fur die univariate explorative Datenanalyse wurden Boxplots mit Uberlagerten Rohdaten

und fiir die multivariate explorative Datenanalyse Parallelplots angefertigt (Sarkar 2008).

Fur die Analyse der gemeinsamen Verteilung kapillarer Parameter (absolute
Kapillarlange, -volumen und —oberflache sowie relative Kapillarlange, -volumen und —
oberflache) wurde eine multivariate inferenzstatistische Analyse mit Hilfe einer MANOVA

(multivariate Varianzanalyse) durchgefihrt.

Die Verteilungen der WurfgroRen der beiden Stammesgruppen (WT, KO) wurden mittels
Fishers exaktem Test und zusétzlich ihre arithmetischen Mittelwerte mit Welchs Zwei-
Stichproben-t-Test verglichen. (Aufgrund der groRen Fallzahl von 152 insgesamt wurde

der t-Test als zulassig erachtet.)
Bei allen Auswertungen wurde ein Wert von p<0,05 als signifikant angesehen.

Die statistischen Analysen wurden von und in enger Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Gerrit Eichner

vom Mathematischen Institut der Justus-Liebig-Universitat Gie3en durchgefihrt.
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5 ERGEBNISSE

51 Ergebnisse der Steroidmessung

Von  allen M&ausen  wurden  Serumproben  mittels = Gaschromoatograph-
Massenspektrometrie (GC-MS) untersucht und jeweils die Steroidhormone Testosteron,

AD (5a-Androstan-3a,17B-diol) und Corticosteron bestimmt.

5.1.1 Testosteron, AD und Corticosteron — alle Altersgruppen zusammen

Dabei war der Testosteronwert der Knockout-Mause (KO) im Vergleich zu den
Kontrollméausen (WT) signifikant reduziert (p=0,0315) (Abb. 41). Die Analyse des AD-
Wertes (5a-Androstan-3a,17B-diol), ein Abfallprodukt des Testosteronmetabolismus,
zeigte ebenfalls eine Reduzierung in KO-Mausen, die jedoch nicht signifikant ausfiel
(p=0,8977) (Abb. 42). Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Testosteron und AD zeigten
die Werte des Corticosterons in KO-Mausen einen hochsignifikanten Anstieg im Vergleich
zu den Kontrollméusen (p=0,0006) (Abb. 43).
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Abb. 41: Vergleich der Testosteronwerte

KO-Mause (rot) zeigten signifikant reduzierte Testosteronwerte im Vergleich zu WT-Mausen (blau).
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

(Abbildung siehe Seite 70)
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Abb. 42: Vergleich der AD-Werte

KO-Méause (rot) zeigten nicht signifikant reduzierte AD-Werte im Vergleich zu WT-Mausen (blau).
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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Abb. 43: Vergleich der Corticosteronwerte

KO-Mause (rot) zeigten signifikant erhdhte Corticosteronwerte im Vergleich zu WT-Mausen (blau).
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

5.1.2 Testosteron, AD und Corticosteron — Aufteilung in einzelne Altersgruppen

Um weitere Informationen lber diese Steroidhormone in einzelnen Altersgruppen zu
erlangen, wurden Serumproben von Mausen im Alter von 20, 40 und 60 Wochen

untersucht und jeweils die Werte von KO-Mausen mit denen gleichaltriger WT-M&ause
verglichen (Abb. 44).

Dabei wurden in 20 Wochen alten Tieren niedrigere Testosteronwerte in WT-M&ausen
festgestellt als in KO-Mausen, was jedoch nicht signifikant war (p=0,6757). In der
nachsten Altersgruppe von 40 Wochen sind bei den KO-Mausen die Werte abgefallen

wahrend sie bei den WT-Mausen im gleichen Mal3e angestiegen sind, sodass hier ein
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(nicht signifikanter) Unterschied (p=0,3503) zugunsten der WT-Mause zu verzeichnen
war. Anschlielend blieben die Werte der KO-M&ause weiterhin niedrig, wahrend die der
WT-Mause stark anstiegen und somit in der 60-Wochen-Gruppe in einem signifikanten
Unterschied (p=0,0172) resultierten.

Testosterone .
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KO vs. WT KO vs. WT KO vs. WT
20w 40w 60w
© o)
1 ¢ ge -
o DPO
OO [+X-] e
ol )

-1 4 .
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OKOrawdata OWTrawdata A KO medians AWT medians —KO means —WT means T KO max
TWT max LKOmin LWT min the middle 50% of the data of KO the middle 50% of the data of WT

Abb. 44: Vergleich der Testosteronwerte im Alter von 20, 40 und 60 Wochen

KO-Méause (rot) zeigten erniedrigte Testosteronwerte im Alter von 40 und signifikant erniedrigte
Werte im Alter von 60 Wochen im Vergleich zu WT-M&ausen (blau). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Die altersabhangige Auswertung der AD-Werte (Abb. 45) zeigte einen &hnlichen Verlauf
wie die der Testosteronwerte, jedoch um eine Altersstufe nach rechts verschoben. So
waren die AD-Werte der 20 Wochen alten KO-Méause signifikant héher als die der WT-
Méause (p=0,0129), was sich erst in der Altersgruppe der 40 Wochen alten Tiere &nderte
(p=0,9968). In der 60-Wochen-Gruppe wiesen die KO-Mause deutlich niedrigere AD-
Werte auf als die WT-Mause, der Unterschied blieb jedoch unter signifikantem Niveau
(p=0,3280).
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Abb. 45: Vergleich der AD-Werte im Alter von 20, 40 und 60 Wochen

KO-Méause (rot) zeigten erniedrigte AD-Werte im Alter von 60 Wochen auf und signifikant erhdhte
Werte im Alter von 20 Wochen im Vergleich zu WT-Mausen (blau). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Bei der Auswertung der Corticosteronwerte (Abb. 46) wurden bereits in der 20-Wochen-
Gruppe stark erhohte Werte bei KO-Mausen im Vergleich zu WT-M&ausen festgestellt, was
einen hochsignifikanten Unterschied (p=0,00911) darstellte, wahrend es im Alter von 40
Wochen zwischen den Werten von KO- und WT-M&usen zu einer leichten Ann&aherung
(p=0,54727) kam. Bei 60 Wochen alten KO-Mausen stiegen die Corticosteronlevel wieder
leicht an, wéhrend sie bei den gleichaltrigen WT-M&usen auf ein sehr niedriges Niveau

abfielen, was wiederum einen hochsignifikanten Unterschied (p=0,00778) zur Folge hatte.
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Abb. 46: Vergleich der Corticosteronwerte im Alter von 20, 40 und 60 Wochen

KO-Méause (rot) zeigten erhthte Corticosteronwerte in allen drei Altersgruppen und jeweils

hochsignifikant erhéhte Werte im Alter von 20 und 60 Wochen im Vergleich zu WT-Mausen (blau).
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Der Vergleich der Altersgruppen untereinander, wenn man die Zugehdrigkeit zur KO- oder
WT-Gruppe unberucksichtigt lie3e, ergab keinen signifikanten Unterschied in den Werten
von Testosteron (p=0,1071), AD (p=0,3481) und Corticosteron (p=0,3225).
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5.2 Ergebnisse der MikroCT-Untersuchungen

Von allen Mausen wurde jeweils ein Kontrastmittel-perfundierter Hoden im Mikro-

Computertomographen untersucht (Abb. 47) und Hodenvolumen (Testis volume) und

GefalRvolumen (Vessel volume) der groReren Gefalie (also nicht der Kapillaren) bestimmt.

WT, 20
Wochen

WT, 40
Wochen

WT, 60
Wochen

WT, 87
Wochen

Abb. 47: Exemplare von MikroCT-Aufnahmen der Hoden

KO, 20
Wochen

KO, 40

Wochen

KO, 60
Wochen

KO, 87

Wochen

Auf der linken Seite sind Beispielbilder von Hoden der Kontrollméause (WT) im Alter von 20, 40, 60
und 87 Wochen abgebildet, auf der rechten Seite Bilder von Hoden der Knockout-Mause (KO) im

gleichen Alter.
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5.2.1 Hodenvolumen (Testis volume)

Das mittels MikroCT ermittelte Volumen der kontrastierten Hoden zeigte eine signifikante

Reduzierung bei den Knockout-Mausen (KO) im Vergleich zu den Kontrollmausen (WT)

(**p<0,001) (Abb. 48).
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Abb. 48: Vergleich der Hodenvolumina

the middle 50% of the data of WT

KO-Méause (rot) zeigten ein signifikant reduziertes Hodenvolumen im Vergleich zu WT-M&ausen
(blau). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Das Hodenvolumen der KO-Mé&use zeigte in verschiedenen Altersgruppen (20, 40 und 60

Wochen) ein konstant niedriges Niveau im Vergleich zu den WT-Mausen, die ein

kontinuierlich hohes Niveau aufwiesen, was zu signifikanten Unterschieden in allen

Altersgruppen fuhrte (Abb. 49). Obwohl der Unterschied im Alter von 20 Wochen bereits

signifikant war (p=0,0246), verringerten sich die Werte der KO-Mause leicht wahrend die

der WT-Mause weiter anstiegen, sodass der Unterschied zwischen KO- und WT-Mausen

im Alter von 40 und 60 Wochen jeweils hochsignifikant (***p<0,001) ausfiel.
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Testis volume
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Abb. 49: Vergleich der Hodenvolumina im Alter von 20, 40 und 60 Wochen

the middle 50% of the data of KO

— WT median TKOmax TWT max

the middle 50% of the data of WT

KO-Mause (rot) zeigten signifikant reduzierte Hodenvolumina in allen drei Altersgruppen und
jeweils hochsignifikant reduzierte Werte im Alter von 40 und 60 Wochen im Vergleich zu WT-

Méausen (blau). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Der Vergleich der Altersgruppen untereinander, wenn man die Zugehdrigkeit zur KO- oder

WT-Gruppe unberticksichtigt lieRe, ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,5294) in

Bezug auf das Hodenvolumen.
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5.2.2 Gefalvolumen (Vessel volume)

Mit Hilfe von MikroCT-Untersuchungen wurde das Volumen der mit Kontrastmittel
perfundierten GefélRe der Hoden ermittelt. Dabei wurde eine signifikante Reduzierung bei
den Knockout-Mausen (KO) im Vergleich zu den Kontrollmausen (WT) (p=0,0041)
festgestellt (Abb. 50).
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Abb. 50: Vergleich der GefalBvolumina

KO-Méuse (rot) zeigten hochsignifikant reduzierte GefalRvolumina im Vergleich zu WT-Mausen
(blau). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Die Analyse der Werte der GefalRvolumina (Abb. 51) zeigte einen hohen Wert in WT- und
einen sehr niedrigen in KO-Méausen im Alter von 20 Wochen, sodass der Unterschied in
dieser Altersgruppe hochsignifikant ausfiel (p=0,0034). In der néachsten Altersgruppe

blieben die Werte der WT-Mause auf nahezu gleichem Niveau wie zuvor, wahrend die der

79



ERGEBNISSE

KO-Mause steil anstiegen, wodurch die Differenz zwischen ihnen im Alter von 40 Wochen
keine Signifikanz mehr aufwies (p=0,8395). Im Alter von 60 Wochen fielen die der
GefaRvolumina beider Mauslinien um fast den gleiche Wert ab, sodass der Unterschied
zwischen KO- und WT-Mausen in diesem Alter nicht wesentlich héher war (p=0,6661) als
in der Altersgruppe zuvor.

Vessel volume
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Abb. 51: Vergleich der GefaRvolumina im Alter von 20, 40 und 60 Wochen

KO-Méause (rot) zeigten reduzierte Gefalvolumina in allen drei Altersgruppen, jedoch nur in der
niedrigsten Altersgruppe auf hochsignifikantem Niveau im Vergleich zu WT-Mausen (blau).
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Auch hier ergab der Vergleich der Altersgruppen untereinander, wenn man die
Zugehdrigkeit zur KO- oder WT-Gruppe unbericksichtigt lielRe, keinen signifikanten
Unterschied (p=0,1451).
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5.3 Ergebnisse der stereologischen Untersuchungen

Von allen Mausen wurden Semidunnschnitte (Abb. 52) von jeweils einem Glutaraldehyd-
perfundierten Hoden untersucht und die Kapillarparameter (Kapillarlange, -volumen und —
oberflache) bestimmt.

Abb. 52: Bildausschnitte von Semidinnschnitten der Hoden

Links sind Bildausschnitte von Hoden der Kontrollm&use (WT) im Alter von 40, 60 und 87 Wochen
(40w, 60w, 87w) abgebildet, rechts Bildausschnitte von Hoden der Knockout-Mause (KO) im
gleichen Alter. Bei den KO-Mausen im Alter von 60 und 87 Wochen sind bereits Tubuli mit
gestortem Keimepithel zu beobachten (%). (VergréRerung: Ok.10, Obj.20)
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5.3.1 Absolute Kapillarparameter

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der MikroCT-Untersuchungen der groReren
GefalRe, wiesen die Knockout-Mause (KO) in allen absoluten Kapillarparametern

(absolute kapillare Lange, Volumen und Oberflache) signifikant reduzierte Werte auf.

5.3.1.1 Absolute Kapillarlange

Die Reduzierung der absoluten Kapillarlange in KO- im Vergleich zu Wildtyp-Mausen war
hochsignifikant (***p<0,001) (Abb. 53).
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Abb. 53: Vergleich der absoluten Kapillarlange

KO-Mause (rot) zeigten hochsignifikant reduzierte absolute Kapillarlangen im Vergleich zu WT-
Méausen (blau). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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Bei der Untersuchung der absoluten Kapillarlange in den verschiedenen Altersgruppen
(40-, 60- und 87 Wochen) (Abb. 54), zeigten die KO-Mause zu allen drei Zeitpunkten
signifikante Unterschiede im Vergleich zu den gleichaltrigen WT-M&usen. In der 40-
Wochen-Gruppe war bereits ein signifikanter Unterschied festzustellen (p=0,01223), der in
der 60-Wochen-Gruppe hochsignifikant wurde (***p<0,0001), da die Werte von KO- und
WT-Mausen weiter auseinandergingen. Bei den 60 Wochen alten WT-Mausen nahm die
absolute Kapillarlange leicht ab, wahrend die der KO-Mause auf sehr niedrigem Niveau
verharrte, wodurch der Unterschied hochsignifikant blieb (p=0,00344).
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Abb. 54: Vergleich der absoluten Kapillarlange im Alter von 40, 60 und 87 Wochen

KO-Méause (rot) zeigten signifikant reduzierte absolute Kapillarlangen in allen drei Altersgruppen
und jeweils hochsignifikant reduzierte Werte im Alter von 60 und 87 Wochen im Vergleich zu WT-
Méausen (blau). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Der Vergleich der Altersgruppen untereinander, wenn man die Zugehdérigkeit zur KO- oder

WT-Gruppe unberticksichtigt liel3e, ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,5901).
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5.3.1.2 Absolutes Kapillarvolumen

Im Vergleich zur absoluten Kapillarlange war der Unterschied zwischen KO- und WT-
Mausen beim absoluten Kapillarvolumen weniger extrem, aber dennoch signifikant
(p=0,0409) (Abb. 55).
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Abb. 55: Vergleich des absoluten Kapillarvolumens

KO-Méuse (rot) zeigten signifikant reduzierte absolute Kapillarvolumina im Vergleich zu WT-
Méusen (blau). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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In den verschiedenen Altersgruppen (40-, 60- und 87 Wochen) zeigte sich in keiner ein
signifikanter Unterschied zwischen den Werten der absoluten Kapillarvolumina von KO-
und WT-Mausen (Abb. 56). Dennoch waren die Kapillarvolumina der KO-Mause in allen
Altersgruppen reduziert im Vergleich zu den WT-Mausen. So war in der 40-Wochen-
Gruppe der Unterschied am geringsten (p=0,793), stieg zum Zeitpunkt von 60 Wochen
aber an (p=0,268), da die Messwerte der KO-Mause absanken wahrend die der WT-
Mause konstant blieben. Die Werte der KO-Mause sanken im Alter von 87 Wochen
nochmals leicht ab, jedoch blieb der Unterschied zwischen KO- und WT-Maus unter

einem signifikanten Niveau (p=0,548).
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Abb. 56: Vergleich des absoluten Kapillarvolumens im Alter von 40, 60 und 87 Wochen

KO-Méause (rot) zeigten reduzierte absolute Kapillarvolumina in allen drei Altersgruppen, jedoch
jeweils unter signifikantem Niveau, im Vergleich zu WT-Mausen (blau). (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001)

Der Vergleich der Altersgruppen untereinander, wenn man die Zugehorigkeit zur KO- oder
WT-Gruppe unbertcksichtigt lieRe, ergab hier ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
(p=0,8530).
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5.3.1.3 Absolute Kapillaroberflache

Wie bei der absoluten Kapillarlange zeigte sich auch beim Vergleich der absoluten
Kapillaroberflache ein hochsignifikanter Unterschied (p=0,0002) zwischen KO- und WT-

Mausen (Abb. 57).
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Abb. 57: Vergleich der absoluten Kapillaroberflache

KO-Méause (rot) zeigten hochsignifikant reduzierte absolute Kapillaroberflachen im Vergleich zu
WT-Méausen (blau). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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Ahnlich wie beim absoluten Kapillarvolumen zeigte sich auch bei der absoluten
Kapillaroberflache (Abb. 58) nur ein geringer Unterschied zwischen den Werten von KO-
und WT-Mausen im Alter von 40 Wochen (p=0,29400). Dieser wurde jedoch in der 60-
Wochen-Gruppe hochsignifikant (p=0,00717), da — wahrend die Messwerte der WT-
Mause auf dem vorherigen Level verblieben — die Werte der KO-Mause steil abfielen. In
der Altersgruppe der 87 Wochen alten Tiere zeigten sowohl KO- wie auch WT-Méause
einen leichten Anstieg der Werte, sodass der Unterschied zwar noch recht hoch ausfiel,

aber dennoch unter einem signifikanten Niveau verblieb (p=0,11234).
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Abb. 58: Vergleich der absoluten Kapillaroberflache im Alter von 40, 60 und 87 Wochen

KO-Mause (rot) zeigten reduzierte absolute Kapillaroberflachen in allen drei Altersgruppen im
Vergleich zu WT-Mausen (blau). Dabei ist der Unterschied in der mittleren Altersgruppe (60
Wochen) hochsignifikant, in den beiden anderen (40- und 87 Wochen) unter einem signifikanten
Niveau. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

Auch hier ergab der Vergleich der Altersgruppen untereinander, wenn man die
Zugehdrigkeit zur KO- oder WT-Gruppe unbericksichtigt lieRe, keinen signifikanten
Unterschied (p=0,2154).
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5.3.2 Die Kapillarparameter in ihrer Gesamtheit

5.3.2.1 Parallelplots

Um Veranderungen der Kapillaren als morphologische Einheit unter Einbeziehung aller
drei Parameter zusammen graphisch darstellen zu kénnen, wurden die einzelnen
Kapillarparameter (Kapillarlange, -volumen, -oberflache) mit Hilfe von Parallelplots (Sarkar
2008) zueinander ins Verhdltnis gesetzt (Abb. 59, 60). Dabei wurde fir jede Altersgruppe
ein Schaubild erstellt, bei auf der y-Achse die drei Kapillarparameter ohne Einheiten
ausgewiesen sind und die x-Achse mit ,Minimum*“ (Min) und ,Maximum® (Max) der
jeweiligen Parameter skaliert ist. Fur jeden Kapillarparameter ergibt sich somit jeweils ein
Punkt, wodurch also pro Maus drei Punkte entstehen, die durch ein Liniensegment
miteinander verbunden sind. Dabei sind fir KO-Mause die Liniensegmente rot, fur WT-

Méause blau markiert.

Durch die Parallelplots werden die multivariate Struktur und die Abhangigkeit der
Kombination der drei verschiedenen Komponenten untereinander dargestellt und
Unterschiede zwischen den Verteilungsmustern von KO und WT in der Gesamtheit ihrer

Kapillarparameter sichtbar gemacht.

Dabei zeigte sich in der Darstellung der absoluten Kapillarparameter in ihrer Gesamtheit
(Abb. 59), dass in allen drei Altersgruppen die KO-Mause eindeutig zu niedrigeren Werten
tendierten als die WT-Mause (MANOVA ***p<0,0001), die wiederum in allen drei
Altersgruppen eine recht gleichméRige Streuung in ihren Werten aufwiesen. Zeigte sich
im Alter von 40 Wochen noch eine relativ gute Durchmischung der Verteilungsmuster von
KO und WT in den mittleren Wertebereichen der jeweiligen Kapillarparameter, so war die
der KO-Mause im Alter von 60 Wochen bereits deutlich nach links in Richtung der
jeweiligen Minima verschoben. Im Alter von 87 Wochen sind auf3erhalb der niedrigsten

Wertebereiche keine Messwerte von KO-Mausen mehr zu finden.
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Abb. 59: Vergleich der Gesamtheit aller absoluten Kapillarparameter

Um innerhalb der einzelnen Altersgruppen (40, 60 und 87 Wochen) die Unterschiede zwischen den
Verteilungsmustern von KO (rot) und WT (blau) in der Gesamtheit ihrer absoluten
Kapillarparameter (absolute Kapillarlange, -volumen, -oberflache) darstellen zu kénnen, wurden
diese jeweils mit einem Liniensegment verbunden (also ein Liniensegment pro Maus) und die x-
Achse mit ,minimum*® (Min) und ,maximum“ (Max) der jeweiligen Kapillarparameter skaliert.

Dabei tendierten in allen drei Altersgruppen die KO-Mause eindeutig zu niedrigeren Werten als die
WT-Mause, wobei die Auspragung dieser Tendenz mit dem Alter zunahm.
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Um weitere Informationen beztglich der jeweiligen Kapillardichte zu erhalten, wurden die
Messwerte der Kapillarparameter ins Verhaltnis zum jeweiligen Hodenvolumen gesetzt.
Dabei wiesen die einzelnen Parameter keine signifikanten Unterschiede zwischen KO-
und WT-Mausen auf (relative Kapillarlange p=0,0824; relatives Kapillarvolumen p=0,2843,;
relative Kapillaroberflache p=0,8887).

Somit war im Gegensatz zu den Darstellungen der absoluten Kapillarparameter in ihrer
Gesamtheit, die Deutlichkeit der Unterschiede in den relativen Kapillarparametern visuell
nicht eindeutig erkennbar, da hier die Tendenz der KO-M&use im Verteilungsmuster ihrer
relativen Kapillarparameter zu niedrigen Werten zwar signifikant war, diese Signifikanz
jedoch weniger stark ausgepragt war als die der absoluten Kapillarparameter (MANOVA
p=0,0194).

So war bei dieser Darstellung bei den KO-Mausen eine Linksverschiebung der Werte in
Richtung der jeweiligen Minima zu verzeichnen, die im Alter von 60 und 87 Wochen noch
die mittleren Wertebereiche umfasste und lediglich in den héheren Wertebereichen nicht
mehr zu aufzufinden war (Abb. 60).
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Abb. 60: Vergleich der Gesamtheit aller relativen Kapillarparameter
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Um innerhalb der einzelnen Altersgruppen (40, 60 und 87 Wochen) die Unterschiede zwischen den
Verteilungsmustern von KO (rot) und WT (blau) in der Gesamtheit ihrer relativen Kapillarparameter
(absolute Kapillarlange, -volumen, -oberflache) darstellen zu kdnnen, wurden diese jeweils mit
einem Liniensegment verbunden (also ein Liniensegment pro Maus) und die x-Achse mit

-minimum® (Min) und ,maximum® (Max) der jeweiligen Kapillarparameter skaliert.

Dabei war die Tendenz der KO-Mause in der Verteilung ihrer relativen Kapillarparameter zu
niedrigeren Werten weniger stark ausgepragt als die der absoluten Kapillarparameter.
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5.3.2.2 Dreidimensionale Datenverteilung

Um die tatsachliche Signifikanz besonders bei den relativen Kapillarparametern besser
sichtbar machen zu kdénnen, wurde die Datenverteilung in einem dreidimensionalen Raum
visuell dargestellt (Abb. 61, 62, 63).

Dabei sind die einzelnen Rohdaten als Punkte in einem dreidimensionalen Raum mit den
drei Kapillarparametern (Kapillarlange, -volumen und -—oberflache) als Achsen
aufgezeichnet, die in ihrer Gesamtheit eine Punktwolke ergeben. Die einzelnen
Altersgruppen und Mauslinien sind farblich kodiert. So sind die Punkte fur die Daten der
KO-Mause magenta (40 Wochen), rot (60 Wochen) und gelb (87 Wochen) eingefarbt, die
Daten der WT-Méause cyan (40 Wochen), dunkelgrin (60 Wochen) und hellgrin (87
Wochen). Der dreidimensionale Raum ist in Form eine Wirfels abgebildet, wobei die x-
Achse die Kapillaroberflache, die y-Achse die Kapillarlange und die z-Achse das
Kapillarvolumen darstellen (Abb. 61).

Auch in dieser graphischen Darstellung lie3 sich bei den absoluten Kapillarparametern
schon deutlich erkennen, dass die Schwerpunkte der Punktwolken eine eindeutige
Tendenz aufwiesen. So lagen die blau-griin gehaltenen Punkte (WT) oben im hinteren
linken Bereich des Wirfels (héhere Werte), wahrend die in Rottonen gehaltenen Punkte
(KO) vorne unten rechts (niedrigere Werte) lokalisiert waren (Abb. 61 A).

Bei den relativen Kapillarparametern ergab sich ein ahnliches Verteilungsmuster der
Daten, jedoch waren die Schwerpunkte der Punktwolken dichter am mittleren Bereich des

dreidimensionalen Wirfels orientiert (Abb. 61 B).
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Abb. 61: Dreidimensionale Datenverteilung der Rohdaten

Die Darstellung der Datenverteilung der Rohdaten von KO- (magenta, rot, gelb) und WT-Mausen
(cyan, dunkelgrin, hellgriin) in verschiedenen Altersgruppen zeigte bei den absoluten
Kapillarparametern (A) eine Orientierung des Punktwolkenschwerpunktes der WT-M&ause nach
hinten oben links (héhere Werte) und der KO-Mause nach vorne unten rechts (niedrigere Werte),

wahrend bei den relativen Kapillarparametern (B) die gleiche Tendenz mit jeweiliger Orientierung
zur Mitte hin vorlag.
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Um die Schwerpunkte der Lage einzelner Punktwolken zu verdeutlichen, wurden jeweils
ihre arithmetischen Mittelwerte im dreidimensionalen Raum dargestellt (Abb. 62). Um
auch die einzelnen Altersgruppen besser visuell miteinander vergleichen zu kénnen,
wurden — bei gleicher Farbkodierung wie zuvor — die Formen fir jede Altersgruppe
verandert. So ist nun die Altersgruppe der 40 Wochen alten Mause als Dreieck (cyan /
magenta) und die Altersgruppe der 60 Wochen alten Mause als Raute (dunkelgrin / rot)
dargestellt, wahrend die 87-Wochen-Gruppe weiterhin als Kreis (hellgrin / gelb) bestehen
bleibt.

Dabei zeigte sich bei den absoluten Kapillarparametern wieder deutlich, dass der
Unterschied in der Gesamtheit aller absoluten Kapillarparameter in der 60- und 87-
Wochen-Altersgruppe grofRer ausfiel als in der 40-Wochen-Gruppe (die Dreiecke liegen
naher aneinander) (Abb. 62 A).

Bei den relativen Kapillarparametern  waren durch  Uberlagerung  der
Punktwolkenschwerpunkte in der dritten Dimension die Unterschiede zwischen KO und
WT auch in den einzelnen Altersgruppen visuell schwieriger zu erfassen (Abb. 62 B).

Wurde der Wirfel jedoch um seine vertikale Achse gedreht, sodass sich der gesamte
dreidimensionale Raum aus einem anderen Blickwinkel betrachten liel3, war erkennbar,
dass die Schwerpunkte der einzelnen Punktwolken in der dritten Dimension weit
auseinanderlagen und sich somit der signifikante Unterschied zwischen KO- und WT-

Mausen in der Gesamtheit aller relativen Kapillarparameter darstellen lief3 (Abb. 63).
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Abb. 62: Dreidimensionale Datenverteilung der arithmetischen Mittelwerte

Die Darstellung der Datenverteilung der arithmetischen Mittelwerte von KO- (magenta, rot, gelb)
und WT-Mausen (cyan, dunkelgrin, hellgriin) in verschiedenen Altersgruppen (40w Dreieck, 60w
Raute, 87w Kreis) zeigte bei den absoluten Kapillarparametern (A) eine Orientierung des
Punktwolkenschwerpunktes der WT-Mause nach hinten oben links (h6here Werte) und der KO-
Mause nach vorne unten rechts (niedrigere Werte), wahrend dabei die Punktwolkenschwerpunkte
der 60- und 87-Wochen-Gruppen eine héhere Entfernung voneinander aufwiesen als die der 40-
Wochen-Gruppen. Fur die Darstellung des signifikanten Unterschiedes in den relativen

Kapillarparametern (B) musste der Blickwinkel auf den dreidimensionalen Raum gedreht werden
(siehe Abb. 63).
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Abb. 63: Dreidimensionale Datenverteilung der arithmetischen Mittelwerte der relativen
Kapillarparameter - um die vertikale Achse gedreht

Die Darstellung der Datenverteilung der arithmetischen Mittelwerte von KO- (40w magenta, 60w
rot, 87w gelb) und WT-Mausen (40w cyan, 60w dunkelgriin, 87w hellgriin) in verschiedenen
Altersgruppen zeigte bei den relativen Kapillarparametern eine Orientierung des
Punktwolkenschwerpunktes der WT-Mause in Richtung héhere Werte und der KO-Mause in
Richtung niedrigere Werte. Fur die Darstellung dieses signifikanten Unterschiedes in den relativen
Kapillarparametern musste der der dreidimensionale Raum um die vertikale Achse gedreht
werden, um den Blickwinkel zu verandern.

(Standbild aus Video)
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5.4 Ergebnisse der WurfgréfRen

Erganzend zu den Untersuchungen der Steroide, der gréReren intratestikularen Gefalle
und der Mikrozirkulation (Kapillaren) wurden im Hinblick auf einen mdglichen
Zusammenhang zwischen Durchblutungsstérungen und Infertilitat die Daten zur
Wurfgrol3e (Litter size) der Tiere ausgewertet. Dabei wurde jeweils die Anzahl geborener
Jungtiere pro Wurf ermittelt. Die Daten wurden in absoluten (Tab. 2 A) sowie auch in
prozentualen (Tab. 2 B) Werten fur jeden Stamm (WT=blau, KO=rot) dargestellt.

A  absolut
litter.size
mouse.strain 1 2 3 = 5 6 7 8 9 10 11 Sum
WT 1 1 4 6 7 2 7 5 4 5 1 43
KO 6 12 17 17 17 15 13 9 2 1 0 109
B prozentual
litter.size
mouse.strain 1 2 3 4 5 6 7§ 8 9 10 11 Sum
WT 253 2.3 9.3 14.0 16.3 4.7 3 11.6 9.3 11.6 2.3 100.0
KO 5.5 11.0 15.6 15.6 15.6 13.8 11.9 8.3 1.8 0.9 0.0 100.0

Tab. 2: Darstellung der WurfgréRen nach Stamm

A: Tabellarische Darstellung der Wurfgréf3en in absoluten Werten

B. Tabellarische Darstellung der Wurfgréf3en in prozentualen Werten
(WT=blau, KO=rot)
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Hierbei wiesen die KO-Mause signifikant kleinere Wirfe auf, also signifikant weniger
Jungtiere pro Wurf, im Vergleich zu den WT-Mausen (***p<0,001). Dabei lag die
durchschnittliche Anzahl von Jungtieren pro Wurf bei den WT-Méausen bei einem Wert von
6,3256 und bei den KO-M&ausen bei 4,7248 (Abb. 64).
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Abb. 64: Vergleich der Wurfgré3en

KO-Méause (rot) zeigten hochsignifikant reduzierte WurfgrofRen im Vergleich zu WT-Mausen (blau).
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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Zusatzlich zeigte die Haufigkeitsverteilung der WurfgroRen bei den KO-Méausen eine
starkere Prasenz bei den kleineren Wurfgrof3en als bei den gréf3eren (Abb. 65). Bei den
WT-Mausen ist die Haufigkeit der Wurfgrof3en normal verteilt mit starkerer Prasenz bei
den groBeren Wurfgrof3en als bei den kleinen. Hierbei sind besonders die
unterschiedlichen Haufigkeiten von KO- im Vergleich zu WT-Mausen in den niedrigeren
WurfgroRen von 1-3 Jungtieren pro Wurf und den hoheren WurfgréRen von 8-11
Jungtieren pro Wurf hervorzuheben. Wahrend bei den WT-Mausen am haufigsten Wirfe
mit 5 oder 7 Jungtieren pro Wurf vorkamen, lag der Peak bei den KO-Mausen nach links

verschoben bei 3 bis 5 Jungtieren pro Wurf.

Frequency distribution
of litter size

Relative frequency [%]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Litter size [numbers of pups born per litter]

Abb. 65: Vergleich der Haufigkeitsverteilung der WurfgréR3en

KO-Méuse (rot) zeigten eine erhdhte Haufigkeitsverteilung bei niedrigen WurfgréRen und eine
erniedrigte Haufigkeitsverteilung bei hoheren WurfgroRen im Vergleich zu WT-Mausen (blau).
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6 DISKUSSION

Die vorliegende Studie zeigt auf, dass ApoE”/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Mause im
Vergleich zu C57BL6/J-Mausen, die den Wildtyp darstellen und als Kontrolltiere
fungierten, verminderte Serumtestosteronwerte, erhohte Corticosteronwerte, verminderte
Hodenvolumina und GefaRvolumina, reduzierte absolute kapillare Lange, Volumen und
Oberflache, reduzierte relative Kapillarparameter sowie eine verminderte Wurfgrofl3e

aufwiesen.

In der vorliegenden Studie wurden ApoE”/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Méuse als
Tiermodell verwendet. Generell sind Wildtyp-Méause nicht in dem Mafe anfallig fur
arteriosklerotische Veranderungen (Jawien et al. 2004) wie der Mensch in Bezug auf die
Morphologie und Funktion von Blutgefaen. ApoE’/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-
Mause jedoch weisen durch den Gen-Doppelknockout eine ApoE- und LDL-Rezeptor-
Defizienz auf, durch die es zur Hypercholesterindmie und nachfolgend zu
Gefal3veranderungen (Plump et al. 1992, Zhang et al. 1992, Ishibashi et al. 1994a,
Bonthu et al. 1997, Magoori et al. 2003, Jawien et al. 2004, Langheinrich et al. 2006)
kommt, die typische Charakteristika der humanen Arteriosklerose aufweisen (Nakashima
et al. 1994, Qiao et al. 1994, Reddick et al. 1994, Seo et al. 1997, Langheinrich et al.
2006, 2007a,b, 2010). Daher stellt diese Mauslinie ein gutes Modell zur Untersuchung

arteriosklerotischer Veranderungen dar (Breslow 1996).

Diese arteriosklerotischen Veranderungen koénnen durch cholesterin- oder fettreiche
Erndhrung beschleunigt (Kostogrys et al. 2012) und in ihrer Auspragung intensiviert
werden (Plump et al. 1992, Zhang et al. 1992, Breslow 1996). In einer vorangegangenen
Studie unserer Arbeitsgruppe (Langheinrich et al. 2012) wurden mit Western-Diat
gefiitterte  ApoE’/LDL-Rezeptor”-Doppelknockout-Mause mit normal erndhrten
Kontrolltieren verglichen, um einen groR3tmoglichen Effekt zu erzielen und untersuchen zu
kénnen. In der vorliegenden Studie jedoch erhielten alle Tiere Standarddiat, um die
Faktoren, die die Entwicklung arteriosklerotischer L&sionen begiinstigen auf Alter und
Deletion von ApE und LDL-Rezeptoren zu beschrdnken (Andesson et al. 2009). Da bei
Normaldiat ApoE’/LDL-Rezeptor’-Doppelknockout-M&use mehr atherogene Faktoren
aufweisen als ApoE-Singleknockout-Mause (Witting et al. 1999, Jawien et al. 2004), stellt
die Doppelknockout-Maus ein geeignetes Modell zur Untersuchung von Arteriosklerose

ohne atherogene Diat dar (Jawien et al. 2004).

Fur die jetzt durchgefuihrten Untersuchungen wurden die Mause in verschiedene
Altersgruppen unterteilt (20, 40, 60 und 87 Wochen), wobei die Gruppe der 87 Wochen

alten Mause nicht 20 Tiere wie bei den anderen Gruppen beinhaltete, da nur eine geringe
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Anzahl der KO-Mause das Alter von 87 Waochen erreichte. Diese hohe Sterberate ist fur
diese Mauslinie bereits beschrieben worden (Moghadasian et al. 2001, Langheinrich et al.
2006) — und ist ebenfalls bei M&nnern bekannt, die an Arteriosklerose leiden (Bui et al.
2009). Die Problematik, die sich durch die hohere Letalitat fur unsere Untersuchungen
ergibt, ist die Tatsache, dass vor allem Tiere, die wahrscheinlich am schwersten von
Arteriosklerose betroffen waren (im Vergleich zu den Uberlebenden) aufgrund ihres
friheren Todes nicht in die Studie aufgenommen werden konnten. Das ist aber kein
Problem unserer Studie allein, sondern es stellt vielmehr ein kaum beachtetes Phanomen

bei den meisten Untersuchungen altersabhangiger Effekte dar.

Wie die vorliegende Studie zeigt, kann Altern an sich ebenfalls Auswirkungen auf den
Hoden nehmen, die mit einem Abfall der Androgenwerte und Veranderungen der
Hodenmorphologie einhergehen (Sartorius & Nieschlag 2010), was wiederum mit
strukturellen und funktionellen Stérungen von Sertolizellen und Testosteron-
produzierenden Leydigzellen assoziiert ist (Weidner et al. 2002, Sartorius & Nieschlag
2010). Deutlich starkere altersabhangige Veranderungen als beim normalen Altern
zeigten sich aber bei den untersuchten ApoE™/LDL-Rezeptor’-Doppelknockout-M&ausen
der vorliegenden Studie im Vergleich zu ihren gleichaltrigen Wildtypen. Dies war sichtbar
in reduzierten Hodenvolumina, wobei der Unterschied zwischen KO- und WT-Maus im
hoéheren Alter deutlich zunahm, genau wie bei den im Serum gemessenen
Testosteronwerten, die im Alter absanken und in der hdchsten Altersstufe den gréf3ten

Unterschied zu den Testosteronwerten gleichaltriger Wildtypmause besalien.

In anderen Studien wurden in den Hodentubuli degenerative Veranderungen der
Keimzellen und eine Reduzierung des Tubulusepithels bis hin zu fibrotischen
Veranderungen beobachtet (Weidner et al. 2002, Sartorius & Nieschlag 2010), wobei eine
mangelhafte Vaskularisierung in diesem Zusammenhang bereits diskutiert worden ist
(Kuihnert & Nieschlag 2004). In Ubereinstimmung damit wiesen die ApoE”/LDL-Rezeptor
"_Doppelknockout-Mause in der vorliegenden Studie reduzierte GefaRvolumina auf, die
neben groReren GefalRen auf préa- und postkapillarer Ebene auch die Kapillaren betraf. In
einer anderen Untersuchung mit diesen Mausen sind auch Spermatogenesestérungen

erwahnt worden (Langheinrich et al. 2012).

Altern verschlimmert arteriosklerotische Veranderungen (Barac & Panza 2009), was unter
anderem auf den mit ansteigendem Alter zunehmenden oxidativen Stress (Pansarasa et
al. 1999, Droge 2005) zurickzufuhren ist, der sich begtinstigend auf die Entstehung

vaskularer Erkrankungen wie Arteriosklerose auswirkt.
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Arteriosklerose ist eine systemische Gefal3erkrankung, deren Auftreten weltweit ansteigt
und die eine der haufigsten Todesursachen und Hauptursache fur Schlaganfalle und
Herzinfarkte in der westlichen Welt darstellt (Ross 1993, Bui et al. 2009, Jaipersad et al.
2014). Dabei entstehen durch inflammatorische Prozesse ausgeldste Ansammlung
oxidierter Low-density-Lipoproteine (oxLDL) lipidreiche Plaques in der Arterienwand, was
u.a. durch Hypercholesterinamie, arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus begiinstigt
wird (Ross 1999, Bui et al. 2009, Runge et al. 2010), ebenso durch ,Oxidativen Stress®
ROS (reactive oxygen species), der mit dem Alter ansteigt (Pansarasa et al. 1999, Drdge
2005) und in einer gesteigerten Oxidation von Low-density-Lipoproteinen (oxLDL) und
vaskularer Dysfunktion (Witztum 1994, Zhou et al. 1998) resultiert. Zusatzlich agiert ROS
als intrazellularer Botenstoff, dessen Anstieg proinflammatorische Signalwege bewirkt, die
wiederum atherogene Effekte ausléosen (Runge et al. 2010). Oxidativer Stress und
oxidative Signalwirkung stellen somit eine enge Verbindung zwischen vielen
Risikofaktoren flr Arteriosklerose dar. In unserer vorangegangenen Studie (Langheinrich
et al. 2012) wurde ebenfalls eine Erhéhung von HIF1 alpha, einem Marker flr Hypoxie, in
alten ApoE’/LDL-Rezeptor’-Doppelknockout-Mausen festgestellt. Parallel dazu sind in
neuesten Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe in diesem Zusammenhang Daten

erhoben worden, die diese Ergebnisse auf Transkriptionsebene bestatigen.

Um Auswirkungen von Arteriosklerose bzw. systemischen Durchblutungsstérungen und
eingeschrankter Hodenperfusion zu erforschen, wurden die Marko- sowie vor allem die
Mikrovaskularisation der arteriosklerotischen Hoden der KO-Mause analysiert und die
Ergebnisse mit denen der gesunden Hoden der Kontrollgruppe (WT-Mause) verglichen.
Dabei wiesen die KO-Mause signifikant reduzierte Werte auf - und zwar in Bezug auf die
Makro- und die Mikrovaskularisation. So waren einerseits die GefalRvolumina der pra- und
postkapillaren GefalRe in KO-Mausen reduziert und andererseits nahezu alle
Kapillarparameter erniedrigt. Dabei wiesen die KO-Mause niedrigere Werte in absoluter
Kapillarlange, -volumen und —oberflache auf im Gegensatz zu gleichaltrigen WT-Mausen,
wobei sich diese Differenz im hoheren Alter noch verstarkte. Auch die relativen

Kapillarparameter waren in ihrer Gesamtheit in KO-Mausen signifikant erniedrigt.

Storungen der Mikrovaskularisation durch arteriosklerotische Verénderungen wurden in
anderen Studien mehrmals beschrieben — sowohl im Hinblick auf die Morphologie der
BlutgefalRe als auch auf inflammatorische Faktoren (Ali et al. 2005, Galkina & Ley 2009,
Hansson & Jonasson 2009, Libby 2012), sowie Fetteinlagerungen und —anhaufungen
(Salama et al. 2013). In unserer vorangegangenen Studie (Langheinrich et al. 2012) und
in neuen Untersuchungen, die neben der Dissertation erhoben wurden, waren

Entzindungsmarker und ER-Stress-Marker in KO-Mausen auf Protein- und
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Transkriptionsebene erhoht. Entziindungen und Endothelstérungen kénnen ebenfalls mit
mikrovaskuléren Prozessen assoziiert sein, die mit Diabetes, Bluthochdruck und anderen
Stoffwechselerkrankungen zusammenhéangen (lkram et al. 2004, Nguyen & Wong 2006).
In diesem Prozess sind Diabetes und metabolisches Syndrom ebenfalls mit Verschluss
von Venen (Wong et al. 2004) und Arterien (Nguyen & Wong 2006) der Netzhaut
assoziiert. Daruber hinaus besteht ein Zusammenhang zwischen
Fettstoffwechselstérungen, wie erhéhte Cholesterolwerte (lkram et al. 2004), und
Venendilatation. Auch die Architektur der retinalen Netzhautmikrogefaf3e ist durch diese
Anderungen betroffen (Stanton et al. 1995, Hughes et al. 2006, Nguyen et al. 2007),
deren Ursprung in Diabetes, Bluthochdruck und Ubergewicht zu finden ist. Das in der
vorliegenden Studie verwendete Tiermodell der ApoE"/LDL-Rezeptor’-Doppelknockout-
Maus weist durch den oben beschriebenen Gen-Doppelknockout eine ApoE- und LDL-
Rezeptor-Defizienz auf, durch die es zur Hypercholesterindmie kommt, was wiederum die
besagten Gefallveranderungen auslost (Plump et al. 1992, Zhang et al. 1992, Ishibashi et
al. 1994a, Bonthu et al. 1997, Magoori et al. 2003, Jawien et al. 2004, Langheinrich et al.
2006). Des Weiteren wurde in anderen Studien von Abnahme mikrovaskularer Dichte
(Stanton et al. 1995, Kutschbach et al. 1998, Vicaut 1999, Hughes et al. 2006) berichtet,
vergleichbar mit unseren Erkenntnissen tber den arteriosklerotischen Hoden in unserer
Studie.

Untersuchungen zu Stbérungen der Gefallversorgung in Zusammenhang mit
Arteriosklerose bei ApoE- und ApoE/LDL-Rezeptor defizienten Mausen wurden zuvor in
Lunge (Langheinrich et al. 2004a,b), Herz (Ishibashi et al. 1994b, Langheinrich et al.
2004b), Aorta (Ishibashi et al. 1994b, Jawien et al. 2004, Langheinrich et al. 2006,
2007a,b, Gaudreault et al. 2013, Wang et al. 2014), Niere (Langheinrich et al. 2010, Wang
et al. 2014) und Blase (Bschleipfer et al. 2014) durchgefihrt. Ebenfalls wurde der
Zusammenhang zwischen Gefal3versorgung im Hoden und Spermatogenese untersucht
und nachfolgende Veranderungen im Hoden aufgezeigt (Langheinrich et al. 2012). Die
Auswirkungen von Arteriosklerose auf die Mikrovaskularisation auf kapillarer Ebene und
ihre tatsachlichen Folgen auf die mannliche Fertilitat wurden bisher jedoch noch nicht
detailliert analysiert. Auch wurden morphologische GefaRRveranderungen innerhalb des
Hodens im Falle von allgemeinen Herzkreislauferkrankungen noch nie systematisch
untersucht. Dies ist von Interesse, da ein Zusammenhang zwischen koronarer
Herzkrankheit und niedrigen Androgenleveln angedeutet wurde (English et al. 2000).
Detaillierte Beschreibungen regulérer testikularer Mikrovaskularisation und ihrer Relation
zu den Tubuli seminiferi liegen jedoch fur verschiedene Spezies vor (Muller 1957,

Hundeiker 1971, Kormano & Suoranta 1971). Friheste Untersuchungen von retinierten
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Hoden bei Mannern zeigten reduzierte Blutperfusion, die in Atrophie und Hypoplasie des
Organs resultierten (Staemmler 1923). Dartber hinaus wurde ein Zusammenhang
zwischen reduzierter Durchblutung, vermittelt durch reduzierte mikrovaskulare Lumina im
Hoden, als mdgliche Ursache fiur degenerative Verdnderungen von Keimzellen und
Oligospermie beim Menschen erachtet (Nasah & Cox 1978). Zusatzlich wurden
mikrovaskulare Verédnderungen in Verbindung mit altersabhangigen
Spermatogenesestérungen (Sasano & Ichijo 1969, Suoranta 1971, Ergln et al. 1994) und

ebenfalls in Zusammenhang mit Leydigzellen (Ergin et al. 1994) beschrieben.

In der vorliegenden Studie wurden die Reduzierung des Hodenvolumens und des
testikularen Gefal3volumens der grof3eren Blutgefalie auf pra- und postkapillarer Ebene
bestétigt. Ebenfalls zeigen unsere stereologischen Daten eine Reduzierung absoluter
Kapillarlange. Es ist wahrscheinlich, dass diese Reduktion im interstitiellen Gewebe
gleichméaRig verteilt ist, was jedoch nicht in der vorliegenden Studie getestet worden ist.
Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine reduzierte Kapillarisation in peri-
oder intertubularen Bereichen nahe Leydigzellclustern vorherrschen. Seit peritubulare
Kapillaren mit ihrer nahen Lage zu undifferenzierten Spermatogonien als vaskulare
Nische fir Keimzellen beschrieben worden sind (Yoshida et al. 2007), ist auch eine
direkte Auswirkung verminderter Kapillardichte auf die Spermatogenese denkbar.
Andererseits konnte der Einfluss auf die Spermatogenese ebenfalls indirekt durch (1)
gestorte Leydigzell-Funktion (durch gestorte Blutversorgung), (2) gestorte vaskulare
Verteilung von Testosteron oder (3) reduzierte Anzahl von Leydigzellen (durch gestoérte
Versorgung oder reduzierte vaskulare Leydigvorlauferzellen) (Davidoff et al. 2004)
vermittelt sein. Fir die Testosteronversorgung des Hodens kénnte das Testosteron tber
intertubulare Kapillaren, arterio-venulare kapillare Kanéle, intertubulare Venolen und den
Plexus pampiniformis in die Hodenarterie umgeleitet werden (Murakami et al. 1989),
wodurch man darauf schlieRen kénnte, dass eine geringere Kapillardichte in einer
Minderversorgung von Testosteron resultieren konnte, was sich wiederum negativ auf die
Spermatogenese auswirken kénnte. In der vorliegenden Studie wurden neben reduzierten
Kapillarparametern auch erniedrigte Serumtestosteronwerte in KO-Mausen gemessen,

deren Unterschied zu WT-Mausen in héherem Alter deutlich zunahm.

In der vorliegenden Studie wiesen die KO-Mause signifikant reduzierte Kapillarparameter
auf. Einflisse gestorter testikularer BlutgefaRe oder verminderter Durchblutung auf die
Spermatogenese wurden bereits angedeutet (Holstein et al. 1989, Kihnert & Nieschlag
2004) und die Wichtigkeit von Gewebedurchblutung fir eine intakte Spermatogenese
zuvor beschrieben (Herwig et al. 2004). Verminderte testikuldare Durchblutung wurde

dargestellt, um hypoxische Bedingungen zu induzieren, die in Degeneration des
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Keimepithels mit gestorter Spermatogenese resultierten (Liao et al. 2010). Bezuglich der
Morphologie der Hodentubuli wurden degenerative Veranderungen der Keimzellen in
Verbindung mit einer Verringerung des Tubulusepithels bis hin zur Fibrose beschrieben,
was jedoch nicht in den Hoden aller alter Manner sichtbar ist (Weidner et al. 2002,
Sartorius & Nieschlag 2010). Mangelhafte Vaskularisierung ist als eine mogliche Ursache
in diesem Zusammenhang diskutiert worden (Kilhnert & Nieschlag 2004). Uber das
Auftreten fokaler tubulérer Sklerose zusammen mit arteriosklerotischen L&sionen der
interstitiellen Hodengefal3e ist bereits berichtet worden (Holstein et al. 1989). Dabei
spielen die Hodenkapillaren eine herausragende Rolle fir die normale mannliche
Fruchtbarkeit. Sie sind wichtig fur die Blutversorgung der Hodentubuli, und
interessanterweise scheint eine gefallassoziierte Nische fir eine intakte Spermatogenese
essentiell zu sein. Wie bereits erwahnt, wurde in Mausen die direkte Nachbarschaft
undifferenzierter Spermatogonien A zu den umliegenden peritubuldaren Kapillaren
festgestellt (Yoshida et al. 2007). Demnach kommt den Erkenntnissen uber die
Reduzierung der gemessenen Kapillarparameter der vorliegenden Studie eine grol3e

Bedeutung zu im Hinblick auf ungeklarte mannliche Infertilitat.

In der vorliegenden Studie konnte Altern als alleiniger Grund fur gefalRabhangige Defekte
auf die Spermatogenese (Langheinrich et al. 2012) in unserem Modell ausgeschlossen
werden, da altersabhangige Auswirkungen auf Hormonlevel und Mikrozirkulation in den
Wildtyptieren nicht nachgewiesen werden konnten. So zeigten die KO-Mause in der
vorliegenden Studie signifikant erniedrigte Serumtestosteronwerte im Vergleich zu den
WT-Mausen. Arteriosklerotische Veranderungen wirken sich negativ auf das
Serumtestosteron aus (Jones et al. 2005, Svartberg et al. 2006). Androgene wiederum
besitzen eine hemmende Wirkung auf Arteriosklerose (Alexandersen et al. 1996, 1999),
was darauf schlieBen lasst, dass niedrige Testosteronwerte arteriosklerotische
Veranderungen fordern konnten (Barud et al. 2002). Zusatzlich induziert ein Rickgang
von Testosteron Apoptose von Keimzellen bei der Spermatogenese, wie bei Ratten
festgestellt wurde (Troiano et al. 1994), was Keimzell-Defekte auch als direkte Folge

eines Testosteronmangels erklarbar machen kdnnte.

Ein direkter Zusammenhang zwischen reduzierten Serumtestosteronleveln und der LDL-
Rezeptor-Insuffizienz der ApoE’/LDL-Rezeptor’-Doppelknockout-Maus scheint nicht
wahrscheinlich, auch wenn niedrige Testosteronwerte bei einem Lipid-Milieu auftreten
konnen, das Arteriosklerose fordert (Wickramatilake et al. 2013). Jedoch weisen die KO-
Tiere der vorliegenden Studie nahezu physiologische Testosteronwerte in niedrigem Alter
auf bei einem ahnlichen Verlauf von AD (5a-Androstan-3a,17B-diol), einem Abfallprodukt

der Testosteronsynthese.
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Zusatzlich sind die Serumlevel von Corticosteron, was wie Testosteron ebenfalls ein
Steroidhormon ist und somit auch unter einem moglichen Einfluss eines gestorten Lipid-
Milieus stehen wirde, in KO-Mausen signifikant angestiegen.

Dieser Anstieg von Serumcorticosteronleveln konnte durch Stress ausgeldst sein, der
durch gestorte Blutzirkulation und mangelhafte Organdurchblutung bei den KO-Mausen
verursacht sein kénnte. Hohe Corticosteronwerte wiederum beschleunigen die Ausbildung
arteriosklerotischer Veranderungen in ApoE-defizienten Mausen (Kumari et al. 2003,
Andersson et al. 2009, Okutsu et al. 2014).

Unsere Befunde Uber reduzierte Keimzellen und reduzierte Spermienzahl aus der
vorliegenden Studie und der vorangegangenen Studie (Langheinrich et al. 2012) wurden
durch Auswertung der WurfgréRen bestarkt. Dabei zeigte sich, dass die Anzahl der
Jungtiere pro Wurf bei den KO-Mausen signifikant reduziert war. Dies gibt Hinweise auf
einen direkten Zusammenhang zwischen gestorter Blutversorgung und Infertilitat,
wahrend in anderen Studien gezeigt wurde, dass Altern alleine zwar negative
Auswirkungen auf Spermatogenese und Spermienzahl haben kann (Gosden et al. 1982),
jedoch keinen Einfluss auf die Wurfgrof3e nimmt (Finn 1964). Allerdings kann durch die
Auswertung unserer Zuchtdaten nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass die
reduzierten WurfgroRen (auch) durch arteriosklerotische Verdnderungen in weiblichen
KO-Mausen (Reddick et al. 1994, Andersson et al. 2009) mit Einfluss auf die weibliche

Fertilitat bedingt sein kdnnten.

All diese Befunde zeigen einen Zusammenhang zwischen arteriosklerotischen
GefaRRveranderungen und mannlicher Infertilitat auf. Im Hinblick auf diese vaskularen
Aspekte kann die Ursache sowohl in der Makro- als auch in der Mikrozirkulation liegen.
Die Erkenntnisse dieser Studie tragen zum besseren Verstandnis der Zusammenhange
von Durchblutungsstérungen und Beeintrachtigung der mannlichen Fruchtbarkeit bei und
konnten neue Ansatze fur die Therapie von Infertilitdt bei Adipositas, Diabetes und
metabolischen Syndrom liefern. In diesem Kontext sind weitere Studien tber die Wirkung
z.B. von die Gefallweite beeinflussende PDE-5-Inhibitoren auf Makro- und
Mikrovaskularisation des arteriosklerotischen Hodens sinnvoll. Auch sind detaillierte
Untersuchungen zur Rolle der Leydigzellfunktion bei den gefundenen Veradnderungen
hilfreich.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Arteriosklerose ist eine systemische Gefal3erkrankung, deren Auftreten weltweit und mit
zunehmendem Alter ansteigt. Bislang fehlen systematische Untersuchungen Uber einen
Zusammenhang zwischen arteriosklerotischen GeféalR3verdnderungen und mannlicher
Infertilitat. In einer initialen Studie unserer Arbeitsgruppe wurden
Spermatogenesestdrungen im  Arteriosklerosemodell der ApoE’/LDL-Rezeptor™-
Doppelknockout-Maus (KO) beschrieben. In der vorliegenden Studie sollten die
testikularen GeféaRe, die Hormonspiegel und die WurfgréRen der Tiere des KO-
Mausmodelles altersabhangig untersucht werden.
Dazu wurden die arteriosklerotischen Hoden von KO-Mausen im Alter von 20, 40, 60 und
87 Wochen untersucht und mit den gesunden Hoden gleichaltriger C57BL6/J-Mausen
(Wildtyp, WT), die als Kontrolltiere fungierten, verglichen. Hierbei wurden grol3ere
testikulare GefalBe auf pra- und postkapillarer Ebene im MikroCT und die Kapillaren
stereologisch analysiert. Parallel dazu wurden Hormonwerte im Serum bestimmt.
Zusatzlich wurden die WurfgroR3en der Tiere ausgewertet.
Bei der MikroCT-Untersuchung lieRen sich bei den KO-Mausen alterstibergreifend neben
reduzierten Hodenvolumina auch reduzierte testikulare GefalRvolumina feststellen. Auch
in den einzelnen Altersgruppen waren diese Parameter bei den KO-Mausen im Vergleich
zu den jeweils gleichaltrigen Kontrolltieren vermindert. Die stereologische Untersuchung
der Mikrozirkulation ergab ebenfalls signifikant reduzierte Werte bei den drei untersuchten
Kapillarparametern als Absolutwerte fir den ganzen Hoden (Absolutwerte von
Kapillarlange, -volumen und —oberflache), wobei auch hier in den einzelnen Altersgruppen
bei jedem der drei kapillaren Parameter die KO-Mause reduzierte Werte aufwiesen im
Vergleich zu den gleichaltrigen WT-Mausen. Die in Relation zum jeweiligen
Hodenvolumen analysierten Kapillarparameter in ihrer Gesamtheit (Relativwerte von
Kapillarlange, -volumen und -oberflache) waren bei den KO-Mausen signifikant
vermindert im Vergleich zu den WT-Mausen. Dies konnte mit einem komplexen
statistischen Verfahren (multivariate Varianzanalyse, MANOVA) dokumentiert werden.
Parallel dazu zeigten KO-Mause reduzierte Serumtestosteronspiegel bei erhohten
Serumcorticosteronspiegeln. Die reduzierte Fertilitat der KO-Mause konnte durch eine
zusatzliche Auswertung der WurfgréfRen bestéatigt werden, wobei die KO-Mause eine
verminderte Anzahl von Jungtieren pro Wurf im Vergleich zu den WT-Mausen aufwiesen.
Damit liegen eindeutige Ergebnisse vor, die bei diesem Mausmodell mit gestérter
Spermatogenese  testikuldre  GefélRverdnderungen auf allen Ebenen und
Hormonstorungen als fertilitdtsrelevante Veranderungen anzeigen. Die Erkenntnisse
dieser Studie koénnten neue die GefadRe beeinflussende Ansatze fur die Therapie von

Infertilitat bei Arteriosklerose liefern.
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8 SUMMARY

Atherosclerosis is a systemic vascular disease, increasing worldwide and with ageing. So
far, no systematic studies showing a correlation between atherosclerotic vascular changes
and male infertility were performed. In an initial study from our work group disturbed
spermatogenesis in the atherosclerosis-model of ApoE™/LDL rezeptor” double knockout
mice (KO) was described. In the present study, testicular vessels, hormone levels and
litter size of the animals of the KO mouse model should be investigated age-dependently.

For these studies the atherosclerotic testes of KO mice at the age of 20, 40, 60 and 87
weeks were investigated and compared to the healthy testes of C57BL6/J-mice (wild type,
WT) at the same age, the latter serving as control. Testicular vessels at the pre- and
postcapillary level were analyzed by MicroCT and the capillaries were analyzed
stereologically. In addition hormone levels in serum were determined and litter size of KO
mice were compared to wild types.

In the microCT investigation KO mice showed reduced testis volume and reduced
testicular vessel volume analyzing all age groups together. In each age group these
parameters were also reduced in KO mice compared to age-matched control animals. The
stereological study of microvascularization also showed significantly reduced values for
the three analyzed capillary parameters (absolute values of capillary length, -volume and
—surface area) per testis. In single age groups KO mice exhibited reduced values
compared to WT mice of the same age in each of the three capillary parameters.
Analyzing all capillary parameters together in relation to the respective testis volume
(relative capillary length, -volume and —surface area) significantly reduced values were
found in KO compared to WT mice. Moreover KO mice showed decreased serum

testosterone levels whereas serum corticosterone levels increased.

Reduced fertility of KO mice was confirmed by analysis of litter size, showing a decreased

number of pups per litter in KO mice compared to WT mice.

These results clearly show testicular vascular changes at all levels as well as hormonal
imbalances as fertility-related changes in this mouse model with disturbed
spermatogenesis. The findings of this study may provide new strategies by use of

vasculature-affecting drugs for the therapy of infertility in atherosclerotic patients.
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