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Einleitung und Aufgabenstellung

Einleitung und Aufgabenstellung

Neben der germinativen Funktion erfiillt der Hoden auch endokrine Aufgaben.
So werden von ihm die fiir den minnlichen Organismus notwendigen Sexualsteroide
produziert. Im Vordergrund steht dabei die Synthese von Testosteron in den
Leydigzellen (Colenbrander et al., 1978), wobei dieses Steroidhormon nicht nur rein
endokrin sondern auch parakrin auf die Sertolizellen wirkt und {iber diese indirekt in
die germinative Funktion der Spermienbildung eingreift (Vornberger et al., 1994;
Goyal et al., 1997; Kotula et al., 2000).

Neben der Synthese des Testosterons wurde schon in den Dreifliger Jahren
iiber eine mogliche testikulire Ostrogenproduktion diskutiert (Hauer, 1933; Kiist,
1934). Fiir den Eber beschreiben diese Claus und Hoffmann (1980) als die Produktion
von freiem und konjugiertem Estron.

In weiterfilhrenden, die testikuldre Sexualhormonproduktion beim Eber
charakterisierenden Untersuchungen, konnten Rostalski et al. (2000) erstmals zeigen,
dass auch Progesteron als Sekretionsprodukt in Erscheinung tritt. Damit ergab sich die
Frage, ob Progesteron lediglich als Zwischenprodukt der Testosteron- und
Estronsynthese fungiert, oder ob ihm — analog zu Testosteron — auch eine Bedeutung
bei der Regulation der Hodenfunktion zukommt. Eine entsprechende Frage stellte sich
auch hinsichtlich der testikuldren Estrogenproduktion, deren Bedeutung fiir die
Riickresorption der tubuldren Fliissigkeit im Nebenhodenkopf zwar klar gezeigt
werden konnte, fiir die Hodenfunktion selbst jedoch noch weitgehend unklar ist.
Insbesondere nachdem in zahlreichen Berichten eine negative Wirkung der
Ostrogenwirksamen ,,Endocrine Disruptions® auf die Spermatogenese postuliert wird,
erscheint die Situation beim Eber dahingehend interessant, ob eine hohe tigliche
Spermienproduktion mit einer hohen testikuliren Ostrogensekretion verbunden
werden kann.

Ziel vorliegender Arbeit war es daher, durch Nachweis der Expression des
Progesteronrezeptors und des Ostrogenrezeptors-o im Eberhoden diesen als ein
mogliches Zielorgan der testikuldren Progesteron- und Estronproduktion darzustellen,
wobei die Charakterisierung in Abhédngigkeit vom Alter durchgefiihrt wurde. Der
Nachweis sollte zunichst flir beide Rezeptoren auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR

erfolgen. Im Hinblick auf die Zuordnung der den Rezeptor exprimierenden Zellen
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fokussierte vorliegende Arbeit auf den Progesteronrezeptor, der Nachweis der

Rezeptorlokalisation erfolgte mittels Immunhistochemie.



Literaturiibersicht

2.1.

2.1.1

Literaturiibersicht
Anatomie und Histologie des Eberhodens

Lage und Aufbau des Hodens

Beim maénnlichen Séugetier dienen die paarig angelegten Hoden der
Samenzellbildung und der Steroidbiosynthese. Sie liegen beim Eber, umgeben von den
Hodenhiillen und dem Skrotum, an der Kaudalflache der Hinterschenkel.

Das Skrotum besteht aus der duBBeren Haut, der zur Haut gehdrenden muskulos-
elastischen Tunica dartos und der zweischichtigen Fascia spermatica externa, die der
oberfldchlichen und tiefen Rumpffaszie entstammt. Von der Tunica dartos wird das
Septum Scroti gebildet, das Skrotum und beide Hoden trennt; an der dulleren Haut
stellt sich das Septum Scroti als Raphe scroti dar.

Der Fascia spermatica externa liegt der Musculus cremaster als Abgang des
schiefen inneren Bauchmuskels und des queren Bauchmuskels an und zieht beim Eber
als flaches Band an die laterale Seite des Prozessus vaginalis, dabei wird der Musculus
cremaster von der Fascia cremasterica bedeckt. Die beiden inneren Schichten des
Skrotums bilden die Fascia spermatica interna und die Lamina parietalis des Processus
vaginalis. Diese iiberzieht als Lamina visceralis auch die Hoden.

Ein Hoden kann bei ausgewachsenen Ebern ein Gewicht bis zu 400g erreichen.
Der serdse Uberzug (Lamina visceralis) ist fest mit dessen Organkapsel, der Tunica
albuginea testis, verbunden. Die Tunica albuginea ist die starke fibrose,
kollagenfaserreiche Haut, die das Hodenparenchym umgibt und unter Druck hilt. In
sie sind meanderformig GefdBaste der Arteria testicularis und Anastomosen der Vena
testicularis eingelagert. Von der Tunica albuginea strahlen starke bindegewebige
Septula testis in das Hodenparenchym ein, wo sie zentral einen axial durch das Organ
verlaufenden Bindegewebskorper, das Mediastinum testis bilden, in dem die
Kanilchen des Rete testis, sowie groBe Blut- und LymphgefiBle liegen. Dieser
Bindegewebskdrper ist bei vielen Haussdugetieren, so zum Beispiel dem Eber, dem
Riiden und den minnlichen Wiederkduern vorhanden; Ausnahmen sind der Hengst,
der Kater und Nagetiere, bei denen er nur in der Extremitas capitata gebildet wird.

In den das Hodenparenchym in Lobuli testis aufteilenden Septula testis
verlaufen Blutgefile und Nerven; die Hodenldppchen bestehen aus in Gruppen
liegenden, stark gewundenen Samenkanédlchen, den Tubuli seminiferi contorti. Thre

gerade verlaufenden Endabschnitte werden als Tubuli recti bezeichnet, wobei
6
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zwischen den septalen und mediastinalen Tubuli recti unterschieden wird. Die septalen
Tubuli recti verlaufen konvergierend und verbinden dabei die Tubuli seminiferi
contorti mehrer Hodenldppchen miteinander, die mediastinalen Tubuli recti ziehen
radidr zum Mediastinum und miinden dort in das Rete testis. Das Hodennetz hat
wiederum Anschluf} iiber die Ductuli efferentes testis zum Kopf des Nebenhodens.

In den intertubuliren Rdumen der Lobuli testis befinden sich lockeres
Bindegewebe sowie Blut- und Lymphgefile, Fibrozyten, mononukledre Zellen und
interstitidre Leydigzellen.

Die Blutversorgung des Hodens geschieht iiber die Arteria testicularis, die aus
dem Rankenkonvolut des Samenstrangs kommend an der Extremitas capitata auf den
Hoden trifft und als Marginalarterie vom Nebenhoden bedeckt, bis zur Extremitas
caudata des Hodens verlduft. Dort teilt sich die Arterie in einen lateralen und medialen
Ast, von denen je eine Hodenhilfte versorgt wird. Diesen oberflachlichen Arterien
entspringen zentripetal verlaufende Arterien, die an den Septula testis in das
Hodeninnere ziehen, wo sie sich im Mediastinum testis aufkndulen und wieder als
Zentrifugalarterien zur Tunica albuginea zuriicklaufen. Diesen Gefdflen entspringen
Arteriolen und Kapillaren. Der grofite Teil des vendsen Blutes wird tiber radidre und
intertubulire Parenchymvenen zur Hodenkapsel geleitet, von wo es in die Aste der
Vena testicularis und den Plexus pampiniformis abfliet. Zusitzlich flieft noch ein
geringer Anteil des Blutes durch Venen ab, die mit den Ductuli efferentes den Hoden
an der Extremitas capitata verlassen.

Der Hoden ist iiber mehrere Bander im Hodensack fixiert. So ist der Hoden mit
dem Nebenhoden iiber das Ligamentum testis proprium von der Extremitas capitata
testis zum Schwanz des Nebenhodens verbunden. Das Ligamentum caudae
epididymidis wiederum befestigt den Nebenhodenschwanz am Fundus des Processus
vaginalis. Beide Bénder sind Bandanteile des Gubernaculum testis, das als Leitband
des Hodens wihrend des Descensus testis dient. Desweiteren wird der Hoden durch
eine doppellagige Serosalamelle gehalten; sie verbindet die Lamina parietalis der
Tunica vaginalis mit der den Hoden umbhiillenden Lamina visceralis. Von dieser als
Mesorchium bezeichneten Serosa, die insbesondere bei jungen Ebern sehr lang ist,
spaltet sich eine weitere Lamelle ab, die als Mesepididymidis an den Nebenhoden
zieht, sie teilt dabei das Mesorchium in einen proximalen und distalen Anteil.

Mesorchium und Mesepididymidis bilden gemeinsam auf der lateralen Hodenseite
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eine Tasche die Bursa testicularis (Ubersicht siehe bei Schummer und Vollmerhaus,

1987; Wrobel, 1998).

2.1.2 Kurze Ubersicht der Histologie des Hodens
2.1.2.1 Leydigzellen

Die auch als FEndocrinocytus interstitialis bezeichneten Zellen des
Hodeninterstitiums tragen den nach ihrem Entdecker Leydig (1821-1908) genannten
und allgemein gebrauchlicheren Namen ,Leydigzellen. Es sind azidophile,
polygonale interstitielle Zellen von zum Teil variierender GroBe mit einem oder
mehreren runden, euchromatischen und azentral liegenden Kernen und deutlichem
Nukleolus. Leydigzellen sind sowohl einzeln als auch in Gruppen im Gewebe
vorhanden, dabei haben sie meist Kontakt zu BlutgefdBlen, konnen aber auch an der
Wand der Tubuli seminiferi als elongierte spindelformige Zellen liegen. Desweiteren
sind diese Zellen endokrin aktiv (Schulze, 1984; Liebich, 1993).

Die fetale und friithe postnatale Entwicklung der Leydigzellen wurde 1959 von
Roosen-Runge et al. beispielhaft am Hoden der Ratte untersucht. So wird beschrieben,
dass sich am 15. Tag des fetalen Lebens dicht gepackte runde oder polygonale Zellen
zwischen den frithen Tubuli seminiferi bilden, wobei die Kerngestalt noch variiert. Bis
zum 17. Tag haben sich zwei Typen von interstitiellen Zellen gebildet, die runden oder
polygonalen Frithformen der Leydigzellen, die in unregelmiBigen Gruppen liegen und
den Interstitialraum ausfiillen, sowie die spindelférmigen Fibroblasten, die diese
umgeben und abtrennen. In der weiteren fetalen Ausdifferenzierung erhalten die
Leydigzellfriihformen eine einheitliche Form und GroBe. Im Gegensatz zu den
Fibroblasten steigt ihre Zahl bis zur Geburt schnell an.

Nach der Geburt treten starke Verdnderungen auf, so dass sich die
Morphologie der Leydigzellen dndert, und sie ihr einheitliches Aussehen verlieren.
Wihrend der ersten postnatalen Tage gruppieren sich Fibroblasten um die
Leydigzellgruppen und kapseln diese ab. In der zweiten postnatalen Woche beginnt
eine neue Entwicklungsphase in der die Fibroblastenkapsel weniger in Erscheinung
tritt und die Leydigzellen beginnen sich an den Gefa3en entlang zu verteilen (Roosen-
Runge und Anderson, 1959).

Wiéhrend Chamindrani Mendis-Handagana und Siril Ariyaratne (2000) die
postnatale Entwicklung der Leydigzellen aufgrund ihrer Untersuchungen bei Ratten in

fiinf Entwicklungsphasen einteilen, charakterisieren Dierichs et al. (1973) die
8
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postnatale Ontogenese der Leydigzellen beim Schwein mit einem wellenformigen
Verlauf von vier Entwicklungsphasen. So beschreibt er eine frith-postnatale
Proliferationsphase, in der sich die beim Schwein noch spindelférmigen Zellen in
polygonale Leydigzellen umwandeln; danach folgt die prapubertidre Hypertrophie, in
der die Leydigzellen ihren groBten Durchmesser erreichen. Die anschlieBende
prapubertire Regression wird durch Zelldegeneration und Gré3enabnahme der Zellen
bestimmt, danach nimmt der Durchmesser in der pubertdren Proliferation wieder zu.
Beim postnatalen Rinderhoden kann Sinowatz et al. (1983) einen &dhnlichen
vierphasigen Entwicklungsverlauf beschreiben.

Bereits ab dem vierten Tag post partum erkennen Dierichs und Wrobel (1973)
im Schweinehoden einen spindelférmigen nicht zur Basalmembran der Tubuli
seminiferi gehdrenden Zelltyp mit ovalem Kern, der sich von einem in Nestern
liegenden polygonalen Zelltyp unterscheidet. Die folgende morphologische
Verdnderung stellt die Differenzierung zur neu geformten adulten Leydigzelle da.
Dabei idndert sich die Form von der spindelférmigen Stammzelle zu einer
polymorphen Leydigzelle; dies vollzieht sich beim Schwein zwischen dem zehnten
und vierzehnten Lebenstag wahrend der oben beschriebenen ,,friih-postnatalen
Proliferationsphase® (Dierichs et al. 1973; Dierichs und Wrobel, 1973); hieran
anschlieBend erreichen am 25. Tag die porcinen Leydigzellen ihren grofiten
Durchmesser, beim Rind wurde dieser Vorgang in der 8. bis 20. Lebenswoche als
Proliferationsphase beschrieben (Sinowatz et al., 1983).

Die neugebildeten und noch unreifen ,,adulten Leydigzellen® sind kleiner als
die spiteren, reifen ,adulten Leydigzellen”, von denen sie sich aufgrund ihrer
geringeren Grofle, dem spérlichen Zytoplasmagehalt und einem groflen, prominenten
Nukleolus unterscheiden; weiterhin haben sie wenige oder gar keine Lipidtropfen
eingelagert. Gleichzeitig verlagern sich die neu geformten ,,adulten Leydigzellen® in
das Zentrum des Interstitiums. In der folgenden beim Schwein als ,,prdpubertire
Regression und beim Rind als ,Prépubertdtsphase” bezeichneten Entwicklung
(Dierichs et al., 1973; Sinowatz et al., 1983) édndert sich an der Zellmorphologie
wenig, die Zellgroe nimmt jedoch ab. Der letzte Schritt der Entwicklung findet in der
»~Pubertitsphase* statt und ist die Transformation der unreifen ,,adulten* zu den reifen
»adulten Leydigzellen®, was durch einen erneuten Anstieg der Zellgrofle und einem

Verschwinden der Lipidtropfen gekennzeichnet ist; gleichzeitig steigt auch die
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Féahigkeit zur Testosteronbildung aufgrund der in gréBerer Zahl vorhandenen
Zellorganellen und der erhohten Empfindlichkeit auf zirkulierendes LH deutlich an.

Eine etwas andere Einteilung der Leydigzellentwicklung beim Schwein wird
von Van Straaten und Wensing (1978) beschrieben; so teilten diese die fetale und
postnatale Entwicklung in insgesamt nur drei Phasen auf: Eine voriibergehende fetale
Entwicklungsphase, eine voriibergehende postnatale Entwicklungsphase und eine
entgiiltige Entwicklungsphase nach der Pubertét.

Untersuchungen beim Schwein von Dorst und Sajonski (1974) und Van
Straaten und Wensing (1977/1978) zeigten iibereinstimmend, dass wéhrend der
Leydigzellentwicklung die absolute Zahl und das Volumen der Leydigzellen
fortschreitend ansteigt, im Verhéltnis zu anderen Hodenkomponenten nach der vierten

Lebenswoche jedoch ein Abfall eintritt.

2.1.2.2 Sertolizellen

Die als Epitheliocytus sustentans bezeichneten Stiitzzellen des Keimepithels
wurden 1865 von Sertoli entdeckt und beschrieben. Als Trivialname tragen diese
Zellen den Namen ihres Entdeckers und werden ,,Sertolizellen* genannt.

Hierbei handelt es sich um groBle, hochprismatische, breitflichig auf der
Basalmembran der Tubuli seminiferi fussende Zellen, die pyramidenférmig in das
Tubuluslumen hineinragen. Sie liegen zwischen den sich differenzierenden Zellen des
Keimepithels; dabei bilden sie seitliche Zytoplasmafortsitze, die die Spermatozyten
und Spermatiden umschlieen. Durch die intensive Vernetzung des Zytoplasmas mit
den Keimzellen wird das Keimepithel gestiitzt und ernéhrt. Durch enge Zellkontakte
zwischen den Sertolizellen wird die eigentliche Blut-Hoden-Schranke gebildet, die das
Tubulusepithel in ein die Spermatogonien umfassendes basales Kompartiment und ein
luminales Kompartiment, bestehend aus Spermatozyten und Spermatiden, aufteilt.
Dabei schiitzt die Bluthodenschranke die Spermatozyten und Spermatiden vor
Autoimmunreaktionen und exogenen Schadstoffen; sie ist auch mitverantwortlich,
dass die von den Sertolizellen intratubuldr sezernierten Fliissigkeit, in der die
Spermatozyten und Spermatiden ein optimales Entwicklungsmilieu vorfinden, in den
Tubuli verbleibt. Luminal werden vom Zytoplasma Taschen gebildet in denen Biindel
reifer Spermatiden stecken. Auflerdem nimmt das Zytoplasma mit seinen Fortsdtzen
aktiv an dem Transport und der Abgabe der Spermatiden teil (Schulze, 1984; Liebich,

1993). Im Zytoplasma treten Mitochodrien und gut entwickelte Golgi-Apparate sowie
10
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rauhes und glattes endoplasmatisches Retikulum auf. Besonders beim Schwein und
Wiederkduern ist das rauhe endoplasmatische Retikulum stark ausgeprégt, das glatte
endoplasmatische Retikulum liegt bei den meisten Haustieren in Stapeln oder Wirbeln
vor (Hadziselimovic'und Seguchi, 1974; Liebich, 1993). Weitere Funktionen der
Sertolizellen sind die Phagozytose von degenerierten Keimzellen und von
Zytoplasmaresten, die Synthese des Anti-Miiller-Hormons wihrend der Fetalperiode
(Van Vorstenbosch et al., 1984) und die Synthese von androgenbindendem Protein,
Inhibin und dem transferrinlike-Protein (Liebich, 1993).

Der stark gelappte, ovale Zellkern besitzt prominente Nukleoli und liegt in der
Mitte des Zytoplasmas, dabei befindet er sich meist in der zweiten Lage des
Keimepithels liber den Spermatogonien (Schulze, 1984; Liebich, 1993).

Wiéhrend der Embryonalphase werden die soliden und lumenlosen
Geschlechtsgdnge  durch die  Gonozyten und die sie umgebenden
Sertolizellvorlauferzellen gebildet (Livera et al., 2000; Magre und Jost, 1980), die den
dominierenden Zelltyp darstellen. Die Differenzierung der Sertolizellvorlduferzellen
beginnt bei der Ratte um den 13. Tag post conceptionem (Livera et al., 2000;
Pelliniemi et al., 1993) und beim Schwein um den 35 Tag. Die Zellen sind in dieser
Phase von konischer Form und sitzen bereits der Basalmembran auf; der Zellkern ist
unregelméfBig geformt und besitzt ein bis zwei Nucleoli (Van Vorstenbosch et al.,
1984). Durch mitotische Teilung steigt die Zahl der Sertolizellvorlduferzellen bis zum
52. Tag post conceptionem beim Schwein stark an. Die Vermehrung schwécht sich
dann bis zur Geburt ab, wobei zu diesem Zeitpunkt sogar ein leichter Riickgang der
Zellzahl festzustellen war (Van Vorstenbosch et al., 1984).

Am Beginn der postnatalen Hodenentwicklung wird bei verschiedenen Spezies
(Mensch, Maus, Ratte, Hamster, Rind) die kubische oder sdulenformige
Sertolizellvorlduferzelle mit einem ldngsovalen Zellkern tibereinstimmend als der
Hauptzelltyp der Tubuli seminiferi beschrieben. Diese Zellen stehen senkrecht zur
Basalmembran, die Nucleoli liegen in den Randbereichen des Zellkerns (Nistal et al.,
1983; Flickinger, 1967; Solari und Fritz, 1978; Miething, 1989; Sinowatz und
Amselgruber, 1986).

Das Zytoplasma juveniler Sertolizellen besitzt Mitochondrien vom Crista-Typ,
Golgi-Apparate, Ribosomen, Lysosomen, Mikrotubuli sowie glattes und rauhes

endoplasmatisches Retikulum (Sinowatz und Amselgruber, 1986).
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Die postnatalen und noch unreifen Sertolivorldauferzellen vermehren sich durch
mitotische Teilungen. Tierartlich unterschiedlich beginnt diese Phase bei der Maus
und beim Goldhamster in der ersten Lebenswoche (Flickinger, 1967; Miething, 1989),
beim Schwein wird der erste Lebensmonat als Beginn der Sertolizellentwicklung mit
einer Versechsfachung der Sertolizellzahl beschrieben (Franca et al. 2000),
wohingegen Sinowatz und Amselgruber (1986) erst nach acht Wochen eine
diesbeziigliche Verdnderung beim Rind beschreibt. Wiahrend der fortschreitenden
Vermehrung reifen die Zellen aus und werden zu reifen ,,adulten Sertolizellen®. So
wurde bei der Maus beschrieben, dass ab der zweiten Woche die Sertolizellen
Zytoplasmafortsitze ausbilden, mit denen sie untereinander und auch mit denen sie
umgebenden spermatogenetischen Zellen Kontakt aufnehmen; die
Sertolizellentwicklung ist nach vier bis sechs Wochen beendet (Flickinger, 1967).
Beim Schwein wird die Entwicklung und Ausreifung der Sertolizellen in zwei
Perioden eingeteilt: Eine friihe Periode von der Geburt bis Ende des ersten Monats, in
dem sowohl die Zellzahl als auch die Zellgroe zunimmt, gefolgt von einer
Ruhephase, in der sich bis zum dritten Monat die Zellform verdndert und der
Zelldurchmesser ansteigt. Die zweite Entwicklungsperiode findet zwischen dem
dritten und vierten Monat statt, in der eine Steigerung der Sertolizellzahl um 80
Prozent beobachtet wurde; danach bleibt die Sertolizellzahl im Hoden konstant
(Franca, et al. 2000).

Wiéhrend der Sertolizellentwicklung des Menschen wurden von
Hadziselimovic und Seguchi (1974) drei Sertolizellformen beschrieben. Die Sa-Zelle
als eine juvenile Sertolizellvorlduferzelle, aus der sich die Sb-Zelle und wéhrend der
Pubertdt die Sc-Zelle entwickelt.

Andere Untersuchungen unterscheiden die Sertolizellen in Zellen mit einem

hellen und einem dunklen Zytoplasma (Miething, 1989).

2.1.2.3 Lamina propria
Die Basalmembran ist die innerste Schicht der Lamina propria, die als
Hiillschicht die Tubuli seminiferi umschliet. Diese ist durch kollagene und elastische
Fasern mit den Peritubuldren Zellen verbunden, die eine Schicht aus mehreren
Zellagen bilden. Tierartlich unterschiedlich entwickelt sich aus den Mesenchymzellen
der spéitere kontraktile Zelltyp. So entwickeln sich beim Eber glatte Muskelzellen und

in anderen Spezies Myoidzellen. Die Peritubularzellen beteiligen sich mit ihrer
12
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Kontraktilitdt an der Spermiation und dem Transport der Spermien durch den Tubulus,
weiterhin bilden sie auch einen Teil der Blut-Hoden-Schranke, indem sie die Passage
von Proteinen in die nichtzelluliren Anteile der Lamina propria begrenzen. Die
duBerste Schicht der Lamina propria besteht aus Fibrozyten und Kollagenfasern
(Wrobel, 1998). Untersuchungen beim Schwein (Dierichs und Wrobel, 1973) haben
gezeigt, dass die als einheitliche Schicht ausgebildete Basalmembran von mehreren
konzentrisch angeordneten Lagen spindelformiger Zellen umgeben wird. Die
peripheren Zellen dieser Schicht sind Vorldufer der Leydigzellen, sie besitzen einen
kugeligen bis ovalen Kern (s. Kap. 2.1.2.1).

Die Basalmembran ist bereits embryonal angelegt und mit zwei bis vier
Schichten peritubuldr anliegnder Zellen mit lidngsovalen Kernen versehen (van
Vorstenbosch, 1984). Wihrend der weiteren Entwicklung nimmt die Filamentdichte
der peritubuldren Zellen zu, wobei sich die Filamente parallel zur Zelloberfliche
anordnen. Um den hundertsten Tag post partum werden beim Schwein die
peritubuldren Zellen durch interzelluldre Substanz miteinander verbunden, weiterhin
hat sich eine zweite Basalmembranen an der interstitiellen Seite der peritubuldren
Zellen gebildet. Durch Grofenzunahme der Tubuli seminiferi und Dehnung der
duBeren Schichten flacht sich bis zum 140. Lebenstag die peritubuldre Zellhiille zu

einer einschichtigen Lage ab (Dierichs und Wrobel, 1973).

2.1.2.4 Entwicklung des Keimepithels bis zur Geschlechtsreife

Wihrend der Embryonalphase wandern die Primordialkeimzellen - die auch als
,wandernde Entodermzellen* (Holstein und Wartenberg, 1970) bezeichnet werden - in
die sich entwickelnden Gonaden ein. Dort vermehren sie sich durch mehrfache
mitotische Teilungen. Die Bezeichnung der Teilungsprodukte ist nicht ganz
einheitlich; so werden sie nach Beaumont und Mandl (1963) weiterhin als
Primordialkeimzellen, nach Holstein und Wartenberg (1970) als Gonozyten und nach
Hilscher et al. (1972) als I-Gonozyten bezeichnet. In einer danach folgenden
Ruhephase kommt es zu einem GréBenwachstum, wonach ihnen die Bezeichnung
Gonozyten, fetale Spermatogonien (Holstein und Wartenberg, 1970) oder II-
Gonozyten (Hilscher et al., 1972) gegeben wurde.

Diese Entwicklung findet nach Hilscher et al. (1974) in der sogenannten
,Prigonadalen Periode™ statt. In der sich anschlieBenden ,,Prdspermatogenese-Phase*

proliferieren die Gonozyten Zu M-Prospermatogonien (multiplying
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prospermatogonia), wobei diese fiir Hilscher et al. (1974) mit den I-Gonozyten
identisch sind. Hieraus entstehen durch erneute Teilung T;-Prospermatogonien
(primary transitional prospermatogonia), die auch als II-Gonozyten bezeichnet
werden. Nach Hilscher et al. (1974) teilen sich diese bei der Ratte um den 5. Tag post
partum zu T,-Prospermatogonien (secondary transitional prospermatogonia) die als
Vorlaufer der A-Spermatogonien betrachtet werden.

In den Tubuli seminiferi finden sich vor der Geschlechtsreife zwei Zelltypen,
die auf der Basalmembran liegenden Sertolivorlduferzellen und die zentral liegenden
Gonozyten (Sapsford, 1962; Steger und Wrobel, 1996), wobei die Gonozyten
gegeniiber den Sertolivorlduferzellen deutlich in der Minderzahl sind. Dieses Bild
zeigt sich einheitlich bei Maus, Ratte, Hamster, Katze, Mensch und Rind (Flickinger,
1967; Solari und Fritz, 1978; Miething, 1989; Sanchez et al., 1993; Hadziselimovic,
1976; Sinowatz et al., 1983). Van Vorstenbosch et al. (1984) beschreiben diesen
Tubulusaufbau schon ab dem 35. Tag post conceptionem beim Schwein.

Ebenfalls iibereinstimmend wird beschrieben, dass sich die Gonozyten oder
Praspermatogonien aufgrund ihrer Gestalt und ihres Aussehens deutlich von den
Sertolivorlduferzellen unterscheiden. Flickinger (1967) beschreibt sie bei
neugeborenen Miusen als runde bis polygonale Zellen von etwa 20um Durchmesser
mit einem runden Kern, der ein bis zwei deutliche Nukleoli enthdlt. Im Zuge der
Entwicklung der Gonozyten zu den Spermatogonien wandern die Praspermatogonien
vom noch lumenlosen Zentrum des Tubulus in die Peripherie, um sich dort an der
Basalmembran anzulagern. Diese Migration findet wédhrend der prapubertiren
Hodenentwicklung statt. Miething (1989) beobachtete diesen Vorgang beim Hamster
ab dem achten Lebenstag, Sanchez et al. (1993) beim Kater im fiinften bis sechsten
Lebensmonat. Fiir das Schwein und den Menschen beschreiben Van Vorstenbosch
(1984) wund Hadziselimovic (1976) bereits einen fetalen Beginn dieser
Priaspermatogonienwanderung. Der Mechanismus, durch den die Pridspermatogonien
an die Basalmembran gelangen, wird unterschiedlich beurteilt. Sinowatz et al. (1983)
gehen davon aus, dass die Praspermatogonien keine kontraktilen Elemente besitzen,
und es sich folglich um eine rein passive Positionsdnderung der Spermatogonien durch
die sich aktiv verformenden Sertolizellen handelt. Bei Hadziselimovic (1976) werden
pseudopodiendhnliche Fortsdtze beschrieben, die fiir eine aktive Bewegung

verantwortlich gemacht werden.
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2.2.

2.2.1

Nach Erreichen der Basalmembran, was bei der Maus und dem Hamster
(Flickinger, 1967; Miething, 1989) etwa zwischen dem 10.-14. Lebenstag, beim
Schafbock um die 13. Lebenswoche (Steger und Wrobel, 1996) geschehen ist, werden
die Prdspermatogonien iibereinstimmend als A-Spermatogonien bezeichnet
(Flickinger, 1967; Miething, 1989; Sinowatz et al., 1983; Hadziselimovic, 1976;
Steger und Wrobel, 1996). Nach de Rooij (2001) sind die A-Spermatogonien die
Stammzellen der Spermatogenese; diese beginnt mit Einsetzen der Geschlechtsreife (s.

Kap.2.2)

Spermatogenese

Die Spermatogenese ist ein kontinuierlich fortlaufender Proze3 der mit Eintritt
der Pubertdt einsetzt. Sie ist zu unterteilen in drei Entwicklungsphasen:
Spermatogoniogenese, Spermatozytogenese und Spermatohistogenese. Durch den
synchronisierten Ablauf dieser drei Phasen entwickelt sich im geschlechtsreifen
Hoden ein aus verschiedenen Zelltypen und mehreren Zellgenerationen bestehendes
mehrschichtiges Keimepithel. Bei den meisten Sdugetieren sind vier aufeinander
folgende Zellgenerationen vorhanden, die dabei zugrunde liegende Zeitspanne wird als
Keimepithelzyklus bezeichnet. Die Dauer der Keimepithelzyklen und folglich auch die
Dauer der Spermatogenese ist tierartlich unterschiedlich. Die Keimepithelzyklen des
Rindes dauern 13,5 Tage, die Spermatogenese 54 Tage, wogegen der
Keimepithelzyklus beim Eber nur 8,5 Tage andauert und die Spermatogenese 34 Tage
(Busch et al., 1991).

Spermatogoniogenese

Die der Basallamina anliegenden Stammspermatogonien sind — ausgenommen
bei Mensch und Rhesusaffen — kleiner als ihre Vorgénger, die Prdspermatogonien
(Hadziselimovic, 1976; Van Wagenen und Simpson, 1954); sie haben einen
heterochromatischen Kern mit einem zentralliegenden, prominenten Nukleolus
(Krefft, 1999).

Die Stammspermatogonien sind einzeln liegende A (A-single)
Spermatogonien (de Rooij, 2001). Diese konnen bei einer mitotischen Teilung erneut
zu zwei einzelnen Ag Spermatogonien werden, oder es entstehen aus ihnen zwei

Tochterzellen, die iiber Zytoplasmabriicken verbunden bleiben. Diese Form wird als
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paarige A-Spermatogonien A, (A-paired) bezeichnet. Bei weiteren Teilungen der
paarigen A-Spermatogonien bleiben diese liber Zytoplasmabriicken verbunden, so
dass Spermatogonienketten A, (A-aligned) entstehen (Frankenhuis et al., 1982; de
Rooij, 2001), die sich durch weitere Teilungen verlangern konnen. Frankenhuis et al.
(1982) bezeichnen die A, A, und A, als undifferenzierte A-Spermatogonien,
wiahrend die aus Teilung der A,-Spermatogonien hervorgegangenen A; A, A3 und
As-Spermatogonien als differenzierte Spermatogonien bezeichnet werden. Nach de
Rooij (2001) verdndert sich bei diesen die Teilungsdynamik; so verkiirzt sich bei den
differenzierten A-Spermatogonien die Dauer des Zellzyklus, die Teilungen der A;-
Spermatogonien bis zu den B-Spermatogonien verlaufen im Gegensatz zu denen der
undifferenzierten =~ A-Spermatogonien  synchronisiert ab. In den letzten
Teilungsschritten bilden sich aus den Ay4-Spermatogonien die Intermedidren
Spermatogonien, die sich wiederum zu den B-Spermatogonien teilen, wobei Liebich
(1993) die B-Spermatogonien noch mit einem Bj-und B,-Typ beschreibt.
Morphologisch werden die A-Spermatogonien als die groften Spermatogonien mit
ausgepriagtem, parallelverlaufendem Kontakt (Wrobel, 1998) zur Basalmembran
beschrieben. Sie sind von flach-ovaler Form und besitzen einen hellen Kern mit einem
oder meheren promineten Nukleoli (Pier, 1985; Liebich, 1993; Krefft, 1999). Die
Intermedidrspermatogonien gleichen den A-Spermatogonien, haben aber im Gegensatz
zu diesen einen kleineren, verdichteteren, ovalen Kern, der einen dunklen Nukleolus
enthdlt; weiterhin weisen sie unregelméBig verteilte Chromatinschollen auf. Die B-
Spermatogonien haben den Kontakt zur Basallamina verloren, ihre Gestalt ist nicht
mehr flach-oval sondern ,,birnenformig* (Liebich, 1993), der Zellkern erscheint noch
dunkler als bei den Intermedidrspermatogonien, das Chromatin liegt verdichtet im
Kern, und es ist meist nur ein Nukleolus vorhanden (Liebich, 1993).

Eine andere Zuordnung der einzelnen Spermatogonien-Teilungsstadien gibt
Swierstra (1968), indem er die Spermatogonien in ,,helle A-Spermatogonien®, ,,dunkle
A-Spermatogonien® und ,,B-Spermatogonien einteilt. Nach Frankenhuis et al (1982)
entsprechen die ,,hellen A-Spermatogonien den undifferenzierten und differenzierten
A-Spermatogonien, wéhrend die ,dunklen A-Spermatogonien‘ den

Intermedidrspermatogonien entsprechen.
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2.2.2 Spermatozytogenese

Aus den B-Spermatogonien werden durch erneute mitotische Teilung die
primdren Spermatozyten.

Diese Spermatozyten erster Ordnung beginnen die meiotischen Prophase zu
durchlaufen. Diese mehrere Stadien umfassende Phase der ersten Reifeteilung besteht
aus aus den Phasen: Préleptotdn, Leptotdn, Zygotidn, Pachytdn, Diplotin und der
Diakinese (Wrobel, 1998).

Im Préleptotén ist der Zellkern kleiner als der der B-Spermatogonien und das
Chromatin liegt gewunden im Kern. Der Kern der Spermatozyten erscheint im
folgenden Leptotdn dunkel und unregelméBig, die Chromosomen werden zu diinnen
Stringen und das Chromatin verdichtet und verkiirzt sich. Wihrend des
anschlieBenden Zygotins lagern sich die homologen Chromosomen aneinander und
paaren sich; dabei erscheint der Kern unregelmdfig gefdrbt und chromatinfreie
Bereiche entstehen. Nach dem Zygotdn durchlaufen die Spermatozyten das lang
andauernde Pachytdn, in dem das Chromatin eine netzartige Struktur des Kerns
verursacht; in dieser Phase findet das sogenannte ,.crossing-over® statt, wobei
Chromosomenabschnitte getauscht werden. Im Diplotin wandern die Chromosomen
auseinander, hdngen aber noch an den Cross-over-Stellen zusammen. In der Diakinese
verkiirzen und verbreitern sich die Chromosomen; vier einzelne Chromatiden je
Chromosom entstehen, und die Kernmembran verschwindet. Wéhrend der Prophase
nehmen die Zellkerne um etwa das dreifache an GroBe zu. In der dann folgenden
schnell ablaufenden Metaphase, Anaphase und Telophase reihen sich die gepaarten
Chromosomen in der Aquatorialebene auf und werden zu den gegeniiberliegenden
Polen auseinadergezogen, wobei sich die Chromosomen auf die Tochterzellen
aufteilen. Es entstehen aus einer primidren Spermatozyte zwei sekundére
Spermatozyten mit einem haploiden Chromosomensatz bei 2n (Wrobel, 1998; Foote et
al., 1972). Die in der Keimepithelschichtung iiber den primdren Spermatozyten
liegenden sekundéren Spermatozyten sind kleiner als die priméren. Sie treten nur sehr
kurz auf und teilen sich nach einem kurzen Interkinesestadium ohne DNA-
Verdoppelung in der zweiten meiotischen Teilung zu runden Spermatiden (haploider

Chromosomensatz, 1n).
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2.2.3 Spermiohistogenese

Die aus der zweiten meiotischen Teilung hervorgegangenen Spermatiden sind
von runder bis eckiger Gestalt und werden auch als sphirische Spermatiden bezeichnet
(Wrobel, 1998). Eine Besonderheit stellen die mehrkernigen ,,polyenergiden®
Spermatiden da, die aus nicht synchronen Teilungen herrithren sollen. Im weiteren
Verlauf der Spermiogenese sollen aus ithnen normale Spermien entstehen; dieses
Phidnomen wurde bei Sdugtieren und Vogeln beobachtet, wobei es besonders hdufig
beim Eber auftritt (Menger und Menger, 1981).

Aus den neugebildeten sphirischen Spermatiden wird wéhrend eines in vier
Phasen eingeteiltem Reifungsvorganges das Spermium. Die Spermatiden liegen zu
Beginn dieser Entwicklung nahe dem Tubuluslumen, wandern dann aber Richtung
Basalmembran um gegen Ende des Entwicklungsprozesses das Tubuluslumen wieder
zu erreichen. Die erste Phase, die die Spermatiden durchlaufen, ist die Golgi-Phase. In
ihr bilden sich Vesikeln die mit glykoproteinreichen Granula gefiillt sind. Diese
Vesikel verschmelzen und bilden das sogenannte akrosomale Bldschen, das an die
Kernmembran wandert und damit eine polare Richtung der Spermatide vorgibt. In der
anschlieBenden Kappenphase bildet sich aus dem akrosomalen Blédschen die
Akrosomenkappe; diese umgibt dabei mehr als die Halfte des Kerns. Gleichzeitig
verdichtet sich das Chromatin im Kern und das Zytoplasma verlagert sich distal des
Kerns gegeniiber dem Akrosom. Das Zentriol nimmt Kontakt mit der Kernmembran
auf und buchtet in ihm die Implantationsgrube aus. In der Akrosomalen Phase flacht
sich der Spermatidenkern in dorsoventraler Richtung ab, das Chromatin kondensiert
und die Akrosomenkappe wird zum Akrosom. Zeitgleich beginnt sich die
Spermatidenzelle um 180° zu drehen, so dass das Akrosom auf die Basalmembran
ausgerichtet wird. Die fibrilldre Hiille des Hauptstiicks der Zelle beginnt sich aus dem
Mikrotubuluskdrper zu bilden. Durch diese morphologischen Verdnderungen erhélt
die Spermatide ein lingliches Aussehen. Im Ubergang von der Akrosmalen Phase zur
Reifungsphase formieren sich um das aus dem distalen Zentriol entstandenen
Flagellum die ,,Outer Dense Fibers®. Gleichzeitig beginnt sich auch der SchluBring zu
bilden. Im weiteren Verlauf der Reifungsphase endet die Kondensation des Kerns, die
Bildung der Akrosomenkappe ist beendet, sie umschlieft jetzt zwei Drittel des Kerns.
Die Geillel ist ausgebildet und die Mitochondrien haben sich als Spermienmittelstiick
um das Flagellum gelegt. Das restliche Zytoplasma wird als Restkorper abgeschniirt

und von den Sertolizellen phagozytiert. Es hat sich jetzt ein ausdifferenziertes aber
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2.3.

231

noch nicht befruchtungsfihiges Spermium gebildet, das erst nach der Spermiation in
das Tubuluslumen wihrend der Nebenhodenpassage seine Befruchtungsfihigkeit

erhilt (Ubersicht siehe bei Liebich, 1993; Hoffmann, 2003).

Testikulire Steroidhormonsynthese

Syntheseort und Synthese

Ort der testikuldren Steroidhormonsynthese sind die Leydigzellen. (Bamberg,
1994a/b). Abb. 1 zeigt das Grundschema der steroidalen Biosynthese. Das
speziesiibergreifend fiir den Hoden charakteristische Endprodukt ist das androgen
wirksame Testosteron. Fiir die normale Entwicklung und Ausdifferenzierung des
ménnlichen Geschlechts ist die rechtzeitige Aufnahme der embryonalen und fetalen
Testosteronsekretion notwendig.

Beim Schwein weist dabei sowohl die prinatale als auch die postnatale
Testosteronsekretion ein charakteristisches Muster auf. Prinatal zeigte sich zunichst
ein Anstieg des Testosterons bis zum 60. Tag post conceptionem, gefolgt von einem
Abfall bis kurz vor die Geburt. Postnatal steigt der Testosterongehalt wieder an,
Maximalwerte ergeben sich in der dritten Lebenswoche. Danach erfolgte ein erneuter
Abfall bis zur 18. Woche, wonach ein weiterer aber deutlich hoherer
Testosteronanstieg verzeichnet werden konnte (Colenbrander et al., 1978; Franca et al.
2000). Allrich et al. (1983) bestétigten den Testosteronanstieg zwischen dem 130.-
160. Lebenstag beim Eber, gleichzeitig konnten sie in dieser Zeit erhohte Estradiol-
Werte messen.

Colenbrander et al. (1977) gehen davon aus, dass der erste postnatale Anstieg
des Testosterons auf die Zunahme des Leydigzellvolumens und die in dieser Zeit
erhohten LH-Spiegel sowie die erhdhte Zahl an LH-Rezeptoren (Peyrat et al., 1981) je
Zelle zuriickzufiihren ist. Franca et al. (2000) begriinden den zweiten starken
Testosteronanstieg mit der Pubertét. Hier ist die Synthesekapazitit aufgrund erhohter
LeydigzellgroBe und hoherem Gehalt an glattem endoplasmatischem Retikulum
gesteigert (Lunstra et al., 1986).

Speziesiibergreifend ist der Hoden auch zur Ostrogensynthese fihig, wobei in
Abhidngigkeit von der Spezies jedoch erhebliche qualitative und quantitative

Unterschiede vorliegen.
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Erste Hinweise auf eine mogliche testikuldre Ostrogensynthese geben Hauer
(1933) und Kiist (1934) fiir den Eber und Zondek (1934) fiir den Hengst aufgrund des
Vorhandenseins groBer Ostrogenmengen im Urin. In Bestitigung dieser Befunde
konnten Bedrak und Samuels (1969) das Enzym Cytochrom Pssp-Aromatase im
Hengsthoden nachweisen, das Androstendion zu Estron aromatisiert. Velle (1958)
weist beim Eber erstmals den testikuldren Ursprung dieser Ostrogene nach, Claus und
Hoffmann (1980) zeigen den unmittelbaren Zusammenhang der testikuliren Ostrogen-
, Testosteron- und Androstenonproduktion auf, wobei Estron als das eigentliche
testikulire Ostrogen bezeichnet wird. Hinsichtlich der Lokalisation der
Ostrogensynthese im Hoden ergibt sich kein einheitliches Bild. Dorrington und
Armstrong (1975) berichten, dass Sertolizellen im unreifen Hoden bei Vorhandensein
von FSH in der Lage seien sollen, Ostrogene aus Testosteron zu bilden. Dies wird
durch den Nachweis der Cytochrom P4so- Aromatase in den Sertolizellen von Ratte,
Maus, Roételmaus und Bar gestiitzt (Fraczek et al., 2000). Eine besondere Situation
besteht beim Hund bei dem durch sogenannte Sertolizelltumoren grofe Mengen an
Estradiol-17p gebildet werden (Kawakami et al., 2001; Mischke et al., 2002).

Raeside und Renaud (1983), sowie Hall (1988) weisen jedoch die Leydigzellen
als Syntheseort der testikulir gebildeten Androgene und Ostrogene bei adulten Tieren
nach. Entsprechend sind fiir Payne und Youngblood (1995) nur Leydigzellen,
unabhingig vom Alter der Tiere, zur Produktion von Steroidhormonen im Hoden
befdhigt. Dariiber hinausgehend berichten Nitta et al. (1993) auch von einer
Expression der Cytochrom P4so-Aromatase in den Spermatiden der Maus. Bei neueren
Untersuchungen am Hoden der Ratte und Rotelmaus gelang es, die Expression der
Cytochrom Pyso-Aromatase mRNA in Zellen des Keimepithels, insbesondere den
pachytinen Spermatozyten und Spermatiden nachzuweisen (Bilinska et al., 2000;
Lanzino et al., 2001; Carreau, 2001).

Wie Abb. 1 zeigt, ist Cholesterin das Ausgangssubstrat der Steroidbiosynthese.
Dabei ergibt sich die Besonderheit, dass der Hoden, im Gegensatz zu anderen
steroidbildenden Geweben, nur in sehr begrenztem Malle in der Lage ist, Cholesterin
aus dem Blut aufzunechmen. Daher wird der grofite Teil des zur testikuldren
Steroidsynthese nétigen Cholesterins in den Leydigzellen selbst gebildet (Bamberg,
1994b).

Tierartlich unterschiedlich ist auch, inwieweit der sogenannte A4- oder AS5-

Syntheseweg eingeschlagen wird. Dies ist im Wesentlichen abhédngig von der
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katalytischen Aktivitdt und vom Verhiltnis der Cytochrom P4so cl17a-Hydroxylase-
C17, 20 Lyase zur 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenase sowie der Substratspezifitit der
3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase. Daraus ergibt sich inwieweit das noch
gemeinsame Substrat Pregnenolon entweder via 17a-Hydroxy-Pregnenolon in
Dehydroepiandrostendion oder in Progesteron umgewandelt wird. So ist bei Pferd,
Schwein, Ratte und Maus der A 4-Syntheseweg ausgebildet, wohingegen bei Primaten
und Wiederkéduern die Synthese {iber den A 5-Syntheseweg verlduft (Conley und Bird,
1997).

Die Bedeutung des A 4-Syntheseweges fiir den Eber ergibt sich auch daraus,
dass Rostalski et al. (2000) erstmals Progesteron als Sekretionsprodukt des Hodens
nachweisen konnten.

Beide Synthesewege miinden schlielich in die Bildung von Androstendion,
das die unmittelbare Vorstufe von Testosteron darstellt, das aber auch direkt zu Estron
via Pssp.Aromatase katalysiert werden kann; nach Aromatisierung entsteht aus
Testosteron Estradiol-17f (Conley und Bird, 1997; Hall, 1988; Schuler, 2000).

Weitere im Hoden des Ebers gebildete Steroide gehdren zur Gruppe der
Pheromone (Claus, 1979/1994; Claus und Hoffmann, 1980).

Sie umfasst das fiir den typischen Ebergeruch verantwortliche Androstenon
sowie die Verbindungen 3-a und 3-f Androstenol. Diese drei testikuldren Pheromone
werden auch als A16 Steroide bezeichnet, da bei ihnen im D-Ring eine Doppelbindung
von Cj¢ nach Cy7 vorliegt. Wie bei den anderen testikuldren Steroiden ist auch fiir die
Pheromone das Cholesterol bzw. in dessen Folge das Pregnenolon und Progesteron die
Ausgangssubstanz. Es konnte nachgewiesen werden, dass die gleichzeitige Synthese
von Pheromonen und Hodensteroiden korreliert zueinander ablduft (Claus und Alsing,

1976; Claus und Hoffmann, 1980; Claus, 1994).
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2.4.

2.5.

2.5.1

Neuroendokrine Regulation der Hodenfunktion

Die endokrinen und germinativen Leistungen des Hodens unterliegen einem
zentralen, neuroendokrinen Regelmechanismus, wobei zusitzlich parakrine und
autokrine Regelmechanismen eine Rolle spielen (Docke, 1994; Bellve und Zheng
1989; Sordoillet et al., 1992).

Zentraler Regelfaktor ist das im Hypothalamus gebildete und zu den
Peptidhormonen gehdrende Gonadotrope Releasing Hormon (GnRH), das iiber das
hypothalamische Pfortadersystem in die Adenohypophyse gelangt und dort die
Synthese und Sekretion der gonadotropen Hormone stimuliert. (Clapper und Conn,
1985; Conn et al., 1987). Die beiden gonadotropen Hormone, das Follikel
stimulierende Hormon (FSH) und das Luteinisierende Hormon (LH) gehoren zu den
Glykoproteinen und werden in den basophilen Zellen der Adenohypophyse produziert.
Sie bestehen aus zwei Untereinheiten, wobei die a-Untereinheit bei den hypophyséiren
Glykoproteinen einheitlich und die f-Einheit hormonspezifisch ist (Docke, 1994).

Das LH entfaltet seine Wirkung durch Bindung an spezifische
Membranrezeptoren in den Leydigzellen (Payne und Youngblood, 1995) und das FSH
an Membranrezeptoren in den Sertolizellen (Bardin et al., 1988). Dadurch werden die
Leydigzellen zur Produktion testikuldrer Steroide und die Sertolizellen u.a. zur
Sekretion von Inhibin angeregt. Dabei schlieBen die testikuldren Steroide und das
Inhibin den neurohormonellen Regelkreis mit einem negativen Feedback. Die
Steroidhormone (Testosteron) hemmen die Sekretion von GnRH, FSH und LH
(Docke, 1994). Inhibin, ein Glykoprotein das aus zwei Peptidketten besteht, hemmt
selektiv die Bildung und Sekretion von FSH in der Hypophyse (Bardin et al., 1988)

Biologische Wirkungen testikulirer Steroidhormone

Endokrine Wirkungen

Die gonadalen Steroide iiben ihre endokrinen Wirkungen im Wesentlichen bei
der Entwicklung und Steuerung der Genitalorgane, der Ausbildung der sekundiren
Geschlechtsmerkmale, aber auch bei nicht mit der Sexualfunktion in Verbindung
stehenden Organen aus.

So stimulieren Androgene die morphologische Ausbildung und Erreichung der

Funktionsfahigkeit von Penis, Skrotum, akzessorische Geschlechtsdriisen und
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Nebenhoden. Nur unter EinfluB von Androgenen erhédlt der Penis seine
Erektionsfahigkeit und das Epithel des Nebenhodens, wie auch die akzessorische
Geschlechtsdriisen, werden zur Produktion spezifischer Sekrete angeregt.

Weiterhin iiben die Androgene Einflul auf die Ausgestaltung sekundérer,
méinnlicher Geschlechtsmerkmale des Korperbaus aus. So beeinflussen sie das
Skelettwachstum, die Bemuskelung, die subkutane Fettverteilung und das
Haarwachstum, so dass ein ,,maskulines* Erscheinungsbild entsteht. Ebenfalls durch
Androgene induziert und zentralnervos vermittelt ist das Sexual- und
Aggressionsverhalten méannlicher Tiere. Zusétzlich zu den geschlechtsspezifischen
Ausprigungen lben die Androgene einen EinfluB auf verschiedene
Stoffwechselabldufe aus; so wirken sie sich anabol auf Organe wie z.B. das Herz und
die Leber aus, stimulieren das Knochenwachstum und hemmen den Fettstoffwechsel
(Bamberg, 1994c).

Den testikuliren Ostrogenen konnte im ménnlichen Genitale eine Verstirkung
der Androgenwirkungen zugeordnet werden; Ganjam und Amann (1976) beschreiben,
dass die androgeninduzierten Effekte bei den akzessorischen Geschlechtsdriisen beim
Bullen durch Ostrogene verstirkt werden.

In Versuchen mit Ostrogenrezeptor-o-Knock-out Miusen konnte gezeigt
werden, dass ménnliche Mause, obwohl die Hoden und Nebenhoden wihrend der
Pubertdt eine normale Morphologie aufwiesen, infertii waren. Nach der
Geschlechtsreife zeigte sich in den Nebenhoden eine gestdrte Resorption der
luminalen  Fliissigkeit; dabei  wiesen die Nebenhoden eine  geringe
Spermienkonzentration auf, im weiteren Verlauf atrophierten die Hoden. Hess et al.
(1997/2000) postulieren, dass die Ursache der Atrophie in dem erhdhten luminalen
Druck infolge mangelnder Resorption zu suchen ist, weiterhin begriinden sie die
Infertilitdt mit der starken Verdiinnung der Spermien.

Ebenfalls am Modell von Ostrogenrezeptor-o.-Knock-out Miusen zeigten
Mahato et al. (2000/2001), dass Spermien dieser Tiere nur eine geringe Motilitat
aufwiesen und in in vitro Versuchen nicht fertil waren. Weiterhin konnte Mahato et al.
(2001) zeigen, dass im Gegensatz zu den Ostrogenrezeptor-a-Knock-out Miusen

Ostrogenrezeptor-B-Knock-out Miuse fertil sind.
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2.5.2 Parakrine / autokrine Wirkungen
Parakrine Wirkungen beschreiben im Gegensatz zu den endokrinen Wirkungen
die direkte Zellkommunikation unmittelbar benachbarter Zellen via Hormon und
Hormonrezeptor, i.d.R. in einem definierten Organ. Autokrine Wirkungen liegen vor,
wenn das sezernierte Hormon einen Einfluf3 auf die Zelle hat, in der es gebildet wurde.
Der Nachweis der Expression eines Rezeptors und der Synthese seines
Liganden im gleichen Organ, lassen auf eine parakrine Wirkung schliefen (Weinbauer

und Wessels, 1999).

2.5.2.1 Wirkungen von Progesteron im Hoden

Progesteron ist Zwischenprodukt des A4-Syntheseweges, als eigenstindiges
testikuldres Sekretionsprodukt konnte es bisher aber nur beim Eber nachgewiesen
werden (Rostalski et al., 2000). In verschiedenen Untersuchungen dagegen konnte die
Expression des Progesteronrezeptors im Hoden gezeigt werden. So beschreiben bereits
Galena et al. (1974) das Vorkommen von Progesteronbindungsstellen in primédren
Spermatozyten und Spermatiden der Ratte. Schmidt und Danzo (1980) konnten deren
Vorkommen auch in den Sertolizellen der Ratte nachweisen, Pino und Valladares
(1988) berichten iiber deren Vorkommen in den Leydigzellen und sprechen von einem
zytosolischen Rezeptor. Heikinheimo et al. (1995) konnten mittels RT-PCR die
Progesteronrezeptor mRNA im Hoden von Javaneraffen (Macaca fascicularis)
nachweisen. Konrad et al. (1998) konnten bei der Ratte eine Expression des
Progesteronrezeptors wihrend der Hodenentwicklung in den Kernen der germinativen
Zellen, den peritubuldren Zellen und den Leydigzellen mittels Immunhistochemie
feststellen. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Weber et al. (2002), die ebenfalls bei der
Ratte das Vorkommen des Progesteronrezeptors in den Zellkernen von
Spermatogonien, Sertolizellen und Leydigzellen nachwiesen, allerdings nicht in den
peritubuldren Zellen. Die Bedeutung von Progesteron bzw. die seiner Rezeptoren wird
nicht einheitlich beurteilt; so vermuten Konrad et al. (1998) sowie Weber et al. (2002)
einen EinfluBl des Progesterons auf die Spermatogenese. In dhnlicher Weise duflern
sich auch Heikinheimo et al. (1995), die einen EinfluB auf die Ausreifung der
Spermien fiir moglich halten. Als weitere mogliche Wirkung wird sein Einfluf3 auf die
Steroidbiosynthese diskutiert. So beobachtet El-Hefthawy et al. (1998) bei der Maus,
dass Progesteron an der Down-Regulierung des LH-Rezeptors in den Leydigzellen

beteiligt ist. Ebenfalls eine Wirkung auf die Steroidbiosynthese wird von Rossato et al.
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(1999) angedacht, da er Progesteronbindungsstellen an der Plasmamembran der
Leydigzellen fand, iiber die durch Progesteronbindung die Steroidbildung der

Leydigzellen gesteigert wurde.

2.5.2.2 Wirkung von Ostrogen im Hoden

Die Expression des Ostrogenrezeptors-o. als auch des Ostrogenrezeptors-p
konnte im Rete Testis bei Maus, Ratte und Ziegenbock nachgewiesen werden.
Ubereinstimmend wird von einer Beeinflussung der Resorption der Tubulusfliissigkeit
berichtet (Ergun et al., 1997; Goyal et al., 1997; Lee et al., 2000; Mahato et al., 2001,
Mansour et al., 2001).

Weiterhin konnte die Expression des Ostrogenrezeptor-o. (Zhai et al., 1996;
Hess et al., 1997) und des Ostrogenrezeptor-p (Rosenfeld et al., 1998) in den
Leydigzellen bei der Ratte wie auch in Spermatiden beim Mann gezeigt werden. Zhai
et al. (1996) vermuten, dass Ostrogene die Entwicklung der Leydigvorliuferzellen zu
reifen Leydigzellen beeinflussen. Anhand von Ostrogenrezeptor-a-Knock-out Miusen
war es Mahato et al. (2001) moglich zu zeigen, dass zur Bildung fertiler Spermien der
Ostrogenrezeptor-o bendtig wird.

Shughrue et al. (1998) gelang es in den Sertolizellen und Spermatozyten der

Ratte den Ostrogenrezeptor-p darzustellen, konnte ihm aber keine Funktion zuweisen.

2.5.2.3 Wirkung von Androgenen im Hoden

Androgenrezeptoren wurden bei der Ratte und der Maus in den Leydigzellen,
der glatten Muskulatur der Gefaf3e, den Sertolizellen, den peritubuldren Zellen sowie
den Spermatogonien und Spermatiden nachgewiesen, wobei die Verteilung des
Androgenrezeptors offensichtlich abhingig war vom Stadium der Spermatogenese
(Vornberger et al., 1994; Konrad et al. 1998; Weber et al., 2002).

Auch beim Mann wurde die Expression des Androgenrezeptors in den Leydig-,
Sertoli- und peritubuldren Zellen nachgewiesen, wobei sich ebenfalls eine
Abhingigkeit der Expression des Androgenrezeptors in den Sertolizellen von der
Spermatogenese ergab (Suarez-Quian et al., 1999). In Untersuchungen von Goyal et
al. (1997) bei Schafbocken, von Kotula et al. (2000) bei Ebern sowie von Suarez-
Quian et al. (1999) beim Mann konnte die Expression von Androgenrezeptoren in den

Spermatogonien und Spermatiden jedoch nicht bestitigt werden.
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Spezifische Hinweise iiber die Art der zu unterstellenden parakrinen Wirkung
testikuldarer Androgene liegen bisher nicht vor. Vermutet wird allerdings, dass die
Androgene in der postnatalen Entwicklung die Reifung der Myoid- und Sertolizellen
fordern (Weinbauer und Wessels, 1999). Ubereinstimmend wird weiterhin den
Androgenen eine fordernde oder kontrollierende Funktion der Spermatogenese iiber
thre Wirkung auf die Sertolizellen zugesprochen (Vornberger et al., 1994; Goyal et al.,
1997; Kotula et al., 2000). Weiterhin wird eine Androgen-kontrollierte Mitwirkung
der peritubuldren Zellen bei der Regulation der Spermatogenese wie auch die direkte
Wirkung der Androgene auf die germinativen Zellen diskutiert. Hinsichtlich der
Lokalisation der Androgenrezeptoren in den Leydigzellen wird davon ausgegangen,
dass es sich hierbei um einen sehr schnellen autokrinen Riickkopplungsmechanismus
handelt, der die Differenzierung und Funktion der Leydigzellen steuert (Vornberger et

al., 1994; Kotula et al., 2000).

Steroidhormonrezeptoren

Steroidhormone, wie auch Thyroxin und Vitamin Ds_ entfalten ihre Wirkung
durch Bindung an spezifische, intrazellulir exprimierte Rezeptoren der Zielzellen
(Evans, 1988).

Diese Rezeptoren bilden insgesamt eine Superfamilie, wobei die einzelnen
Rezeptoren von ihrer Struktur und ihrer Funktionsweise sehr einheitlich aufgebaut
sind. Die Rezeptormolekiile sind in verschiedene Molekiilabschnitte oder Domédnen
untergliedert, die die Bezeichnungen A-F tragen (s. Abb. 2). Diesen Doménen
kommen unterschiedliche Funktionen zu; so ist die DNA-bindende Doméine die
Domine C, die Bindung des Liganden erfolgt an der Hormon-Bindungsdoméne E. Der
C-(Carboxy)-Terminus des Rezeptors mit der Doméne F beihaltet eine Transkriptions-
Aktivierende Funktion-2 (TAF 2) und iibt damit eine modulierende Wirkung auf die
transskriptionellen Aktivitidten aus. Den N-(Amino)-Terminus des Rezeptors bilden
die Dominen A/B; hdufig befindet sich in diesem Bereich eine Ligand-unabhéngige
Transkriptions-Aktivierende Funktion-1 (TAF 1) (Kumar et al., 1987; Evans, 1988;
Beato, 1989; O’Malley, 1990; Landers und Spelsberg, 1992).

Hinsichtlich der DNA-Bindungsstelle (C-Domine) besteht eine hohe
Homologie zwischen den einzelnen Subtypen der Rezeptorfamilie. Werden fiir einen
Liganden, wie z.B. fiir Ostrogene, mehrere Rezeptoren exprimiert, besteht i.d.R. auch

eine hohe Homologie in der Ligandbindungsstelle (Doméne E).
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Abb. 2: Struktur des humanen Ostrogenrezeptors; Doménen und ihre Funktion
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Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften konnen die Steroide die Zellmembran
ungehindert passieren und so in die Zelle bzw. in den Zellkern einwandern.

Lange wurde unterstellt, dass die Steroidhormonrezeptoren im Zytosol der
Zellen lokalisiert sind und erst nach Bindung mit dem Liganden in den Kern wandern.
Mittels immunhistochemischer Techniken konnte jedoch fiir Steroidhormone die
nukledre Lokalisation der Rezeptoren nachgewiesen werden (Greene et al., 1984;
Perrot-Applanat et al., 1986; Renoir et al., 1990).

Wie Abb. 3 zeigt, kommt es nach Interaktion des Liganden mit dem Rezeptor
(Aporezeptor) innerhalb weniger Minuten zu dessen Aktivierung und
Konformationsdnderung. Unter Abgabe gebundener Heat-Shock-Proteine erfolgt eine
Rezeptor-Dimerisierung, es bildet sich ein stabiler Hormon-Rezeptor-Komplex
(Holorezeptor). Gleichzeitig interagiert ein Transkriptions-Coaktivator-Komplex mit
dem Rezeptor. Die Konformationsinderung Ttbertrdgt sich auf die DNA-
Bindungsdomine, in dem diese demaskiert wird. Die jetzt nicht mehr blockierten
Zinkfinger des Rezeptors kdnnen nun an spezifischen DNA-Erkennungssequenzen
binden und so die Transskription modulieren (Carson-Jurica et al., 1990; O"Malley,

1990; Landers und Spelsberg, 1992; Peterson, 2000).

2.5.3.1 Progesteronrezeptoren

Abweichend von der in Abb. 2 dargestellten Struktur des Ostrogenrezeptors
fehlt dem Progesteronrezeptor die F-Doméne.

Das Progesteronrezeptorgen ist mehr als 90 Kilobasenpaare grof3 und enthalt
acht Exons. Dabei kodiert das erste Exon den N-Terminus des Rezeptors, die DNA
Bindungsdoméne C wird durch zwei Exons kodiert. Die verbleibenden fiinf Exons
kodieren die Hormonbindungsdomine E. Die Ligand-unabhingige Transkriptions-
Aktivierende Funktion-1 ist im N-Terminus lokalisiert und die Ligand-abhéngige
Transskritions-Aktivierende Funktion-2 liegt in der C-Doméne (Gronemeyer, 1992;
Landers und Spelsberg, 1992, Misrahi et al., 1987/1993). Der C-Terminus des
Rezeptormolekiils soll nach Xu et al. (1996) eine Repressor-Funktion beinhalten, die
in Abhingigkeit des Liganden, z.B. Progesteron oder Antigestagen, die Transkription
fordert oder hemmt.

Die Aminoséduresequenzen des Progesteronrezeptors sind hochkonserviert. So
besteht bei der DNA-Bindungsdomine fiir Mensch, Maus und Kaninchen eine

komplette Homologie, auch mit dem Huhn besteht noch eine 99%-ige Identitidt. Auch
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die Steroidbindungsdomine weist mit einer Homologie von 96% eine hohe
Ubereinstimmung zwischen Maus, Mensch und Kaninchen auf; sie liegt bei 86% fiir
den Progesteronrezeptor des Huhnes. Auch der C-Terminus des Menschen und
Kaninchen unterscheiden sich in nur einer Aminosédure (Connely et al., 1986; Loosfelt
et al., 1986; Schott et al., 1991; Misrahi et al., 1993).

Der Progesteronrezeptor existiert in mehreren Isoformen. So beschreiben
Vegeto et al. (1993) fiir den humanen Progesteronrezeptor die zwei Isoformen A und
B. Die Isoform A des Progesteronrezeptors ist gegeniiber der Isoform B um 164
Aminosduren am N-Terminus verkiirzt; dabei wird der Progesteronrezeptor A mit 94
kDa und der Progesterorezeptor B mit 114 kDa (Giangrande et al, 1997) bzw. 120 kDa
(Mohamed et al., 1994) Molekulargewicht angegeben. Beim Schwein wiesen
Slomczynska et al. (2000) die Isoform B mit 120 kDa und die Isoform A mit 86 kDa
nach.

Nach Sartorius et al. (1994) soll der bei der Isoform A fehlende Abschnitt aus
164 Amionosduren die Ursache fiir funktionelle Unterschiede der beiden
Rezeptortypen sein; sie postulieren, dass auf diesem Segment eine dritte
Transkriptions-Aktivierende Funktion liegt. Nach Mohamed et al. (1994) liegen beim
Menschen beide Rezeptorformen in den Zielgeweben vor, so dass es durch
Dimerisierung zu Bildung von Homo- und Heterodimeren in Form von A/A, B/B und
A/B kommen kann, die dann unterschiedlich die Transkription regulieren.

Beide Progesteronrezeptorisoformen werden von demselben Gen kodiert, das
Auftreten der zwei verschiedenen Formen liegt daran, dass bei der Translation
derselben mRNA zwei verschiedenen Startkodonen benutzt werden (Vegeto et al.,
1993; Ogle et al., 1997; Peterson, 2000). Kastner et al. (1990) beschreiben fiir die
beiden Promotoren eine Ostrogenabhingigkeit.

Dem humanen Progesteronrezeptor A wird iiberwiegend eine Transkriptions-
Repressorfunktion der DNA-Bindung zugesprochen, die sich auf alle
Steroidhormonrezeptorarten erstreckt, wohingegen die Isoform B bei Progesteron
abhingigen Genen als Transkriptionsaktivator wirkt. Auch Funktionsunterschiede in
Abhidngigkeit von der Spezies wurden beschrieben; so aktiviert der
Progesteronrezeptor A beim Huhn die Transkription (Vegeto et al.,1993; Wen et al.
1994; Giangrande et al, 1997).

Eine dritte Progesteronrezeptorvariante wurde von Wei et al. (1996/1997)

beschrieben. Diese am N-Terminus weiter verkiirzte und mit C bezeichnete Isoform
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hat beim Menschen ein Molekulargewicht von ca. 60 kDa. Auch diese Isoform C kann
Heterodimere mit den A und B Varianten eingehen.

Fiir eine weitere Isoform des Progesteronrezeptors, die Isoform S, beschreiben
Hirata et al. (2000) eine neue cDNA und deren mRNA, die sie in ejakulierten
Spermien des Mannes aber auch im Endometrium der Frau nachweisen konnten. Das
Molekulargewicht der Isoform S wird von den Untersuchern auf 29 kDa geschétzt.

Weitere Angaben zur Funktion liegen nicht vor.

2.5.3.2 Ostrogenrezeptoren

Zur Zeit sind zwei Formen von Ostrogenrezeptoren bekannt. Der als
Ostrogenrezeptor-a. bezeichnete Rezeptor wurde 1962 von Jensen und Jacobsen
entdeckt. Sie fanden ein intrazelluldres, uterines Protein, das in der Lage war,
Estradiol-17f zu binden. In der Folge wurde dieser Rezeptor als Ostrogen-, Estradiol-
oder als klassischer Ostrogenrezeptor bezeichnet.

Nach der Entdeckung eines zweiten Ostrogenrezeptors durch Kuiper et al.
(1996) und Mosselmann et al. (1996) wurde der bisher bekannte Ostrogenrezeptor als
Ostrogenrezeptor-o. und der neu gefundene Rezeptor als Ostrogenrezeptor-B
bezeichnet. Mosselmann et al. (1996) entdeckten den Ostrogenrezeptor-f beim
Menschen, Kuiper et al. (1996) gelang es, diesen Rezeptor bei der Ratte zu klonieren.
Zwischenzeitlich wurde der Rezeptor bei verschiedenen Spezies nachgewiesen, unter
anderem auch beim Schwein und Rind (Slomczynska et al., 2001; Schuler et al., 2004
submitted).

Obwohl beide Ostrogenrezeptoren denselben Liganden binden und ihr Aufbau
eine hohe Homologie aufweist, werden sie von zwei unabhingigen Genen kodiert, die
beim Menschen auf zwei verschiedenen Chromosomen lokalisiert und kodiert sind
(Enmark et al., 1997). Das Gen des Ostrogenrezeptors-f ist mit 40 Kilobasenpaaren
deutlich kleiner als das den Ostrogenrezeptor-o kodierende Gen, das ein GroBe von
140 Kilobasenpaaren hat. Beide Rezeptoren sind entsprechend dem Grundmuster von
Steroidhormonrezeptoren aufgebaut (s. Abb. 2). Der humane Ostrogenrezeptors-o.
umfasst 596 Aminosduren, sein Molekulargewicht betrigt 67 kDa. Der
Ostrogenrezeptor-p umfasst 530 Aminosiuren und hat ein Molekulargewicht von 57
kDa. Beide Ostrogenrezeptoren weisen fiir die DNA-Bindungsdomine einen hohen

Homologiegrad von 96% auf, die Homologie der Ligand-Bindungsdomine betrigt
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58% (Mosselmann et al., 1996; Enmark et al., 1997; Ogawa et al., 1998). Bei
Vergleichen der Aminosduresequenzen innerhalb verschiedener Spezies sowohl des
Ostrogerezeptors-a. (Engel, 1991; Green und Chambon, 1991), wie auch des
Ostrogenrezeptors-f (Rosenfeld et al., 1999) zeigte sich, dass auch hier eine hohe
Homologie besteht.

Desweiteren konnten Hirata et al. (2002) die cDNA einer neuen Isoform des
Ostrogenrezeptors-o. im Hoden und Spermatiden des Mannes wie auch in weiteren
Organen klonieren. Dieser als ,,Ostrogenrezeptors-o Isoform S” bezeichnete Rezeptor
hat eine Grofle von 39 kDa, er besitzt eine unidentifizierte 5"Sequenz die von einem
neuen als S-Exon bezeichneten Abschnitt codiert wird.

Pace et al. (1997), Petterson et al. (1997) und Ogawa et al. (1998) zeigten, dass
die Ostrogenrezeptoren-o. und B in der Lage sind, auch Heterodimere zu bilden.
Kuiper et al. (1997) sehen darin einen dritten Weg der Signaltransduktion. Beide

Ostrogenrezeptoren haben eine dhnlich hohe Affinitit zu Estradiol-17p.

2.5.3.3 Regulation der Expression von PR und ER

Die Expression von Progesteron- und Ostrogenrezeptoren unterliegt einem
komplexen Regelmechanismus.

In zahlreichen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Ostrogene die Expression
der eigenen Ostrogenrezeptoren (Leavitt und Takeda, 1986; Bergman et al., 1992; Ing
und Tornesi, 1997; Xiao und Goff, 1999) wie auch die der Progesteronrezeptoren
aufregulieren (Katzenellenbogen und Norman, 1990; Aronica und Katzenellenbogen,
1991; Kraus und Katzenellenbogen, 1993; Ing und Tornesi, 1997; Xiao und Goff,
1999). Dabei liegt zugrunde, dass das Gen des Progesteronrezeptors Ostrogenrezeptor
vermittelt reguliert wird; so konnten Kraus et al. (1994) mehrere Ostrogen
»responsive” Regionen im Gen des Progesteronrezeptors lokalisieren. Allerdings
konnte auch nachgewiesen werden, dass Ostrogene in der Lage sind, die Expression
ihres eigenen Rezeptors zu reduzieren (Perrot-Applanat et al. 1994; Kraus und
Katzenellenbogen, 1993; Parandoosh et al., 1995). Generell gilt jedoch, dass die
Ostrogenrezeptoren nicht nur durch Ostrogene sondern durch das Progesteron negativ
beeinflusst werden; das heil3t, erhohte Progesteronkonzentrationen unterdriicken durch
Phosphorylierung die Expression von Ostrogenrezeptoren (Leavitt und Takeda, 1986;
Evans und Leavitt, 1980; Perrot-Applanat et al., 1994). Bei hoher

32



Literaturiibersicht

254

Progesteronkonzentration wird daher auch eine durch Ostrogene induzierte Expression
des Progesteronrezeptors gehemmt (Katzenellenbogen, 1980; Leavitt und Takeda,
1986; Kraus und Katzenellenbogen, 1993; Xiao und Goft, 1999).

Neben der Ostrogen-abhiingigen Expression des Progesteronrezeptors wird
diese aber offensichtlich auch durch Progesteron reguliert, da Progesteron im
Deziduagewebe bei Ratten die Expression des Progesteronrezeptors forderte (Ogle et
al., 1990/1998). Weitere Informationen {iber derartige ,,gewebsspezifische*

Regulationsmechanismen konnten nicht gefunden werden.

Nichtgenomische Wirkungen von Steroidhormonen

Neben den oben beschriebenen genomischen Wirkungen, bei denen es nach der
Hormon-Rezeptorbindung zu einer DNA-Transskription und mRNA-Translation
kommt, sind auch noch sogenannte nichtgenomische Wirkungen bekannt. Bei diesen
findet im Gegensatz zu genomischen Wirkungen keine Transskription statt, daher
lassen sich diese Wirkungen nicht durch Transskriptions- und Translationsinhibitoren
wie Cykloheximid und Aktinomycin D hemmen. Charakteristisch ist der deutlich
schnellere Wirkungseintritt als bei genomischen Wirkungen.

Bei nichtgenomischen Wirkungen wird unterschieden zwischen spezifischen,
rezeptorvermittelten und unspezifischen, nicht rezeptorvermittelten Wirkungen.
Spezifische, nichtgenomische Wirkungen sind abhéngig von der Art und Affinitit,
sowie der Bindungskapazitit des jeweiligen Rezeptors; nichtspezifische,
nichtgenomische Wirkungen hingegen bendtigen eine hohe Ligandenkonzentration
und ergeben sich aus Wechselwirkungen zwischen Ligand und der Lipophilie sowie
Polaritdt der Zellmembranen (Wehling, 1997). Eine der ersten, die auf solche
nichtgenomische 0strogenvermittelte Wirkung hinweisen, sind Jungblut et al. (1991).

Fiir Progesteron konnte ein fordernder Einflu3 auf die Akrosomenreaktion der
Spermien bei Mann (Meinzel und Turner, 1991; Sabeur et al., 1996), Hengst (Cheng et
al., 1998) und Riiden (Sirivaidyapong et al., 1999/2001) als nichtgenomische Wirkung
nachgewiesen werden. Hierzu bindet Progesteron an einen Rezeptor, der in der
Plasmamembran der Spermien lokalisiert ist. Die folgende Akrosomenreaktion wird
sehr rasch, beim Mann innerhalb einer Minute (Meinzel und Turner, 1991), durch eine
Beschleunigung des Kalzium- und Chloridionenaustauschs der Zelle vermittelt.

Eine Aktivititssteigerung der Leydigzellen bei der Steroidsynthese wiesen

Rossato et al. (1999) als spezifische, nichtgenomische Wirkung von Progesteron nach,
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bei der es infolge der Rezeptorbindung an der Plasmamembran durch schnellen
Natriumioneneinstrom zu einer Depolarisation der Zelle kommt.

Desweiteren werden fiir Ostrogene nichtgenomische Wirkungen beschrieben.
Morley et al. (1992) konnten beim Huhn nachweisen, dass Estradiol-17a, Estradiol-
178, Estron und Estriol einen steigernden Effekt der intrazelluldren
Kalziumfreisetzung aus Granulosazellen hat.

Auch bei der Steuerung des Blutdrucks spielen Ostrogen induzierte
nichtgenomische Wirkungen eine Rolle; so tritt nach Ostrogenbindung, durch
Blockade der Kalziumkandle und Hemmung der extrazelluldren Kalziummobilisation,
eine Vasodilatation ein (Farhat et al., 1996). Cho et al. (2003) beschreiben hingegen
einen Kalziumeinstrom in die Endothelzellen; der zu einem Anstieg der
Stickoxidproduktion mit anschlieBender Vasodilatation fiihrt.

Braun und Thomas (2003) beschreiben eine  dosisabhingige,
rezeptorvermittelte Reduzierung der Estradiol-Produktion der Ovarien beim Atlerfisch

durch Androgene.
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3.1.

3.2

3.3.

Material und Methoden

Versuchsaufbau

Zur Verfiigung standen die Hoden von je 5 Ebern im Alter von 50, 100, 150,
200 und mehr als 250 Tagen. Nach der Gewinnung wurde das Gewebe fiir die
Immunhistochemie und den mRNA-Nachweis konserviert mit dem Ziel, die
Expression des Progesteronrezeptors auf mRNA- und Proteinebene darzustellen. In
Ergédnzung dazu sollte auch der Versuch des Nachweises der Expression des

Ostrogenrezeptors-a auf mRNA-Ebene unternommen werden.

Tiermaterial und Kontrollgewebe

Genutzt wurde das Hodengewebe von 25 geschlechtsgesunden Ebern
unterschiedlicher Rassen. Die Tiere stammen sowohl aus dem Patientengut der Klinik
fiir Geburtshilfe, Gynikologie und Andrologie der GroB- und Kleintiere mit
tierdrztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universitit Giessen, als auch aus dem
Tierbestand der Lehr- und Forschungsstation Oberer Hardthof der Justus-Liebig-
Universitit Giessen.

Fiir Positivkontrollen wurde Uterus bzw. Endometrium von Schlachtschweinen

verwandt, die am Schlachthof Giessen geschlachtet worden waren.

Orchidektomie

Die Narkose der 50 Tage alten Eber erfolgte mittels intramuskuldrer Injektion
einer Kombination aus 20 mg/kg KGW Azaperon (Stresnil®), 0,5 mg/kg KGW
Levomethadon (Polamivet®) und 20 mg/kg KGW Ketamin.

Zur Narkose der élteren Eber wurde ein vendser Zugang in die Vena auricularis
gelegt, iiber den das Narkotikum Surital® als vierprozentige oder zehnprozentige
Losung in einer Dosierung von 17,4 mg /kg KGW injiziert wurde.

Priscrotal wurde ein Schnitt in der Medianen gefiihrt, in die Wunde wurde ein
Hoden von caudal aus dem Skrotum vorgelagert und fiir eine unbedeckte Kastration
freiprapariert. Nach Aufsetzen einer Klemme auf den Samenstrang (Funiculus
spermaticus) wurde dieser mit einer Durchstichligatur zweimal ligiert und der Hoden
mit einem Emaskulator abgesetzt. Der zweite Hoden wurde in gleicher Weise durch
den vorhanden Schnitt entfernt, anschlieBend wurde die Wunde mit liegenden U-
Heften verschlossen.
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34.

3.5.

3.5.1

Fixierung und Einbettung der Proben fiir die Inmunhistochemie

Die Hoden wurden mit PBS-Puffer (pH 7,5) gespiilt, und das Hodengewebe
mit einer Skalpellklinge in Wiirfel mit circa 10 mm Kantenlédnge geschnitten. Die
Gewebestlicke wurden zur Fixation fiir 20-24 Stunden in 4%-igem Formol nach Lillie
(1951) fixiert. Danach wurden sie bis zur Einbettung in Paraffin eine Woche mit
einem 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2) gewaschen. Die Einbettung in Paraffin
geschah mit einem Einbettungsautomaten am ,Institut fiir Veterindranatomie der
Justus-Liebig-Universitit GieBen” (Gerdt: Einbettungsautomat Microm Laborgerite
GmbH, Heidelberg mit dazugehorigem Histoembedder EG1160 Leica Instruments
GmbH, Nussloch). Der als positives Kontrollgewebe dienende Uterus wurde in

gleicher Weise behandelt.

Immunhistochemische Darstellung des Progesteronrezeptors
Der immunhistochemische Nachweis des Progesteronrezeptors erfolgte in
Anlehnung an die bei Hoffmann und Biittner (1998) und Schuler et al. (1999)

beschriebenen Methoden.

Vorbereitung

3um starke Gewebeschnitte wurden auf mit Aminopropyl-triethoxysilan
(APES) beschichteten Objekttragern aufgezogen und 24 Stunden bei 37°C im
Wirmeschrank getrocknet. Danach wurden die Priparate in einer absteigenden Xylol-
Ethanol-Reihe entparaffiniert und rehydriert. Die Entparaffinierung erfolgte 2 x 20
Minuten in reinem Xylol, daran anschlieBend folgte die Rehydrierung fiir 2 x 10
Minuten in reinem Ethanol und dann absteigend fiir jeweils 5 Minuten in 96%-igem,
80%-igem, 70%-igem und 50%-igem Ethanol. An die Alkoholreihe schlof sich eine
Spiilung von 5 Minuten in Aqua dest. an.

Nach Durchlaufen der Alkoholreihe wurden die Schnitte fiir die
immunhistologische Nachweisreaktion vorbereitet. Da das zur Fixierung des Gewebes
eingesetzte Formol die Epitope der Rezeptoren vernetzt, miissen diese zur Steigerung
threr Antigenitit demaskiert werden. Dazu wurden die Schnitte bei Raumtemperatur
fiir 5 Minuten in Citratpuffer (10mM, pH 6,0) inkubiert und anschlieBend fiir 3 x 5
Minuten in der Mikrowelle bei 560 Watt in vorgeheiztem Citratpuffer gekocht,

wihrend des Kochens verdunstete Fliissigkeit wurde mit Aqua dest. ersetzt, um eine
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3.5.2

Aufkonzentrierung der Citratpufferlosung und gleichzeitig ein Austrocknen der
Schnitte zu verhindern. Nach dem Kochen verblieben die Schnitte fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur in der erhitzten Citratpufferlosung, sie wurden im Anschluf3 daran 2
x 2 Minuten in Aqua dest. gespiilt.

Um die im Gewebe enthaltenen endogenen Peroxidasen zu deaktivieren,
wurden die Schnitte danach ber fiinf Minuten in einer 2%-igen
Wasserstoffperoxidldsung inkubiert. Hierauf folgte eine jeweils fiinfminiitige Spiilung
mit Aqua dest. und PBS-Puffer (pH 7,2). Danach wurden die Objekttriager in eine
feuchte Kammer gelegt und die noch anhaftende Restfliissigkeit abgesaugt.

Zur Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurden die Schnitte
danach fiir 45 Minuten mit 10%-igem, inaktivierten Pferdeserum in PBS-Puffer
iiberschichtet. Zur gleichzeitigen Inaktivierung des im Hodengewebe enthaltenen
endogenen Biotins wurden dem Pferdeserum je Milliliter Losung vier Tropfen der
Avidin-Losung eines Avidin-Biotin-Blocking Kit zugesetzt. Dazu wurde zuvor die

PBS-Puffer-Serumldsung um die Menge an zuzusetzender Avidin-Ldsung vermindert.

Rezeptornachweis

Die immunhistochemische Darstellung des Progesteronrezeptors erfolgte
mittels einer indirekten Immunperoxidase-Fiarbung. Zur Verstirkung des
Bindungssignals wurde die Avidin-Biotin Technik nach Sternberger (1967)
angewandt.

Nach Absaugen der Blockierungslosung (s.o.), wurden die Schnitte mit einem
progesteronrezeptorspezifischen monoklonalen Priméarantikdrper iiberschichtet und fiir
20-24 Stunden bei 4°C in einer feuchten Kammer im Kiihlschrank inkubiert. Der in
PBS-Puffer geloste Primdrantikdrper war das murine I1gG,, (Proteingehalt 70pg/ml)
mit der Klonbezeichnung 10A9. Der Antikorper ist gegen die Aminosduren 922 —933
des hochkonservierten Carboxyendes der Hormonbindungsdomidne E des humanen
Progesteronrezeptors gerichtet. Er ist daher in der Lage, alle Isotypen von
Progesteronrezeptoren zu binden. Zur zehnprozentigen Antikorperldsung wurden nach
Entnahme von 4 Tropfen PBS-Puffers je Milliliter vier Tropfen der Biotin-Ldsung des
Avidin-Biotin-Blocking Kit zugegeben.

Die Inkubation wurde mit dem Absaugen der Primdrantikérper-PBS-Losung

von den Schnitten beendet. Danach wurden die Préparate nach folgendem Schema mit
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einer 0,1 prozentige Tween 20-PBS-Ldsung unter Schiitteln gespiilt: 1x fiinf Minuten,
Ix zwanzig Minuten, 1x flinfzehn Minuten. Es folgte eine weitere Waschung in
reinem PBS-Puffer fiir nochmals fiinf Minuten.

Zur Detektion des an die spezifischen Epitope gebundenen Primérantikorpers,
wurden die Pridparate im ndchsten Schritt mit einem vom Pferd stammenden und
gegen Maus IgG gerichteten biotinylierten Sekundérantikorper (Verdiinnung 1:200)
tiberschichtet und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Antikorperlésung abgesaugt und die
Objekttrager in der oben beschriebenen Weise gespiilt. Danach wurden die Priaparate
30 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer mit einem Peroxidase-
konjugiertem Avidin-Biotin-Komplex (Verdiinnung: 1:55,5) inkubiert, wonach die
Losung abgesaugt und die Schnitte erneut nach obigem Schema gewaschen wurden.
Zur Sichtbarmachung des an den Sekundérantikorper gebundenen Avidin-Biotin-
Komplexes folgte eine ein bis zwei miniitige Inkubation in einer frisch angesetzten 3-
3'Diaminobenzdin-Losung (DAB). Hierzu wurden 100mg DAB in 200ml Imidazol-
Puffer gelost und durchfiltriert, kurz vor der Inkubation wurden noch 70ul einer 30%-
igen H,O,-Losung zugegeben. Im Anschluf3 daran wurden die Prdparate 2 x 10
Minuten in Aqua dest. gewaschen und eine Sekunde in 1:2 verdiinntem Haematoxylin
nach Harris gegengefarbt und 15 Minuten in flieBendem Leitungswasser ,,geblaut®.
Eingedeckt wurden die Priparate indem einige Tropfen KAISERS Glyceringelatine
auf die Schnitte getropft und ein Deckglas aufgelegt wurde; die iiberschiissige
Gelantine wurde entfernt. Zur Hartung des Eindeckmediums wurden die Objekttrager
in den Kiihlschrank gelegt.

Kontrollproben: Zur Uberpriifung auf unspezifische Firbungen wurde von
jeder Gewebeprobe eine negative Kontrolle durchgefiihrt. Dazu wurde anstatt des
spezifischen Primdrantikorpers ein irrelevantes (Nonsense) Maus- 1gGa, (Klon 7T4-
1F5) in der Verdiinnung 1ul:1419ul PBS-Puffer eingesetzt.

Die Positivkontrolle wurde wie Hodengewebe behandelt.
Qualitative und Quantitative Auswertung der Immunhistochemie

Die Immunhistologischen Schnitte wurden lichtmikroskopisch bei 400-facher

Vergroflerung stets durch die gleiche Person beurteilt und digitalphotographisch
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erfasst; die Auszdhlung und Differenzierung der einzelnen Zellen geschah zum Teil
mittels Olimmersion bei 1000-facher Vergroferung.

Progesteronrezeptor-positive Zellen waren eindeutig an dem braunen Préizipitat
im Bereich des Zellkerns zu erkennen.

Da die Auswertung vor allem das Keimepithel betraf, wurden zur Auszdhlung
Progesteronrezeptor-positiver Zellen nur Tubuli seminiferi herangezogen, die
anndhrend kreisrund angeschnitten waren, um eine mdglichst gleichméBige Verteilung
der Zellen bei der Auszéhlung zu gewahrleisten.

Im Hinblick auf das Alter der Eber und damit dem Entwicklungszustand der
Hoden und das sich daraus ergebende histologische Bild, konnte zwischen drei

Gruppen differenziert werden:

Gruppe A: Pripubertdre Tiere

Hierunter fielen die fiinf 50 Tage alten Eber sowie drei 100 Tage alte Tiere, bei
denen die Tubuli seminiferi noch kein Lumen aufwiesen und die Wanderung der
Priaspermatogonien an die Basalmembran noch nicht abgeschlossen war. Erfasst wurde
der Prozentsatz der den Progesteronrezeptor exprimierenden Pridspermatogonien,
indem mindestens 150 Praspermatogonien ausgezihlt wurden.

Bei den Gesichtsfeldern zur Auszdhlung der Prispermatogonien wurde auch
die Gesamtzahl der Sertolizellen erfasst und der Anteil der Progesteronrezeptor-

positiven Zellen bestimmt.

Gruppe B: Geschlechtsreife Tiere

In diese Gruppe fielen alle 200 und mehr als 250 Tage alten Tiere, bei denen
sich ein ungestorter Ablauf der Spermatogenese zeigte. Um mogliche Abhingigkeiten
der Expression des Progesteronrezeptors von der Spermatogenese zu erkennen,
erfolgte in Anlehnung an den Keimepithelzyklus eine Einteilung der Spermatogenese
in drei Phasen, denen die jeweiligen Befunde zugeordnet wurden. Die einzelnen

Phasen waren durch folgende Zuordnung charakterisiert (s. Abb. 4):

Phase I: A-Spermatogonien, pachytine Spermatozyten, runde Spermatiden und

Spermatiden in der Elongation mit viel Zytoplasma
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Phase II: A-Spermatogonien, B-Spermatogonien, pachytdne Spermatozyten, runde
Spermatiden und elongierte Spermatiden kurz vor der Abgabe in das
Tubuluslumen

Phase III: A-Spermatogonien, préleptotine, leptotdne, pachytine und diplotine

Spermatozyten, runde oder sich elongierende Spermatiden

Zur quantitativen Bewertung wurden jeweils 150 A-Spermatogonien, in Phase
II  zusdtzlich noch 150 B-Spermatogonien ausgezdhlt und der Anteil
Progesteronrezeptor-positiver Zellen berechnet.

Wie bei Gruppe A wurden pro Gesichtsfeld auch die Sertolizellen ausgezihlt
und der Anteil Progesteronrezeptor-positiver Zellen berechnet.

Um eine subjektive Beeinflussung bei der Auszdhlung der Préparate,
insbesondere durch die altersabhidngig verschiedene Morphologie zu vermeiden,
wurde die Reihenfolge der Auszdhlung der Pridparate nach dem Zufallsprinzip

vorgenommen.
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Phase I: A-Spermatogonien,
pachytine Spermatozyten, runde
Spermatiden und Spermatiden in
der Elongation mit viel

Zytoplasma

Phase II: A-Spermatogonien,
B-Spermatogonien, pachyténe
Spermatozyten, runde
Spermatiden und elongierte
Spermatiden kurz vor der

Abgabe in das Tubuluslumen

Phase III: A-Spermatogonien,
préleptoténe, leptoténe,
pachytdne und diplotine
Spermatozyten, runde oder sich

elongierende Spermatiden

! % " e, b. v ‘ 4 - - o
Abb. 4: Zuordnung des Ablaufs des Keimepithelzyklus zu den Phasen I, 11, III am Hoden

eines geschlechtsreifen 200 Tage alten Ebers; bei 400- facher VergroBerung nach
immunhistochemischer Darstellung des PR; (A-/B-Spermatogonien geféirbt und ungefarbt)
A- Spermatogonie —>, B-Spermatogonie > pachytine Spermatozyte —>,
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3.5.4

Gruppe C: Tiere in der Pubertdt

Diese umfasste zwei der 100 Tage alten Tiere sowie alle 150 Tage alten Tiere,
bei denen aufgrund des Entwicklungsstandes der Tubuli seminiferi contorti eine
eindeutige Zuordnung nach ,,préapubertir” nicht mehr und nach ,,geschlechtsreif noch

nicht moglich war. Die Auswertung dieser Gruppe erfolgte deskriptiv.

Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung der quantitativ ermittelten und in Prozent
angegebenen Zahlenwerte fiir gefiarbte Spermatogonien und Sertolizellen wurde in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe ,,Biomathematik und Datenverarbeitung des
Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitidt Gieen® durchgefiihrt.
Es wurde das Statistikprogramm BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon, 1993)
verwendet.

Zur Bewertung der Expression des Progesteronrezeptors in den zentralen und
basalen Prdspermatogonien in den Hoden der juvenilen 50 und 100 Tage alten Tiere
wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung im Faktor Position
durchgefiihrt. Aufgrund der rechtsschiefen Verteilung der in Prozent erfassten Werte
musste vor der Varianzanalyse jeder einzelne Wert zuerst Arcus-Sinus-transformiert
werden. Bei der Bewertung der Gesamtpraspermatogonienzahl der juvenilen Tiere im
T-Test fiir unabhingige Stichproben wurde keine Transformation durch gefiihrt.

Bei der Bewertung der Gesamtsertolizellzahl der juvenilen Eber mit einem T-
Test fiir unabhéngige Stichproben musste ebenfalls eine Arcus-Sinus-Transformation
durchgefiihrt werden.

Bei den adulten 200 Tage und 250 Tage alten Tieren wurde zur Bewertung der
Progesteronrezeptorexpression in den A-Spermatogonien in Abhédngigkeit zum
Spermatogenesestadium und dem Alter der Tiere eine zweifaktorielle Varianzanalyse
mit Messwiederholung im Faktor Phase durchgefiihrt. Zum Vergleich der Expression
des Progesteronrezeptors in den A- und B-Spermatogonien der Phase II wurde eine
zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholung im Faktor Typ angewandt.

Auch fiir die statistische Bearbeitung der Sertolizellverteilung mussten die

erhaltenen Daten zuvor Arcus-Sinus-transformiert werden.
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Auch hier wurde fiir die phasenabhingige Beurteilung eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholung 1im Faktor Phase wund fiir die
Gesamtsertolizellzahl der T-Test fiir unabhidngige Stichproben durchgefiihrt.

In den Fillen, in denen eine Arcus-Sinus-Transformation durchgefiihrt werden

musste wurde folgende Formel verwandt:

arc sin = \IProzentzahl /100

Zur  Darstellung der jetzt  dimensionslosen  Mittelwerte  und
Standardabweichungen wurden diese nach folgender Formel in eine Prozentzahl
riicktransformiert, die im Text angegebenen Mittelwerte [X+ SD] entsprechen
demzufolge nicht dem normalen arithmetischen Mittelwert, sondern sind entsprechend

als ,,rtX+ SD* zu verstehen.

Prozentzahl = [sin (X)]* x 100
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3.6.

Nachweis der Expression des Progesteronrezeptors und des Ostrogenrezeptors-o
mittels RT-PCR
Fir diesen qualitativen Nachweis erfolgten die Untersuchungen an jeweils

einem Hoden aus jeder Altersgruppe.

3.6.1 Extraktion der mRNA

3.6.1.1 Aufarbeitung des Gewebes

Die bei der Kastration gewonnenen Hoden wurden in einem eiskalten PBS-
Puffer (pH 7,5) gespiilt. Die Gewebestiicke wurden auf Eis aus dem Parenchym des
Hodens so prépariert, dass keine Tunica albuguinea, kein Rete testis und keine Anteile
des Nebenhodens anhafteten. Gewebestiicke mit einer Grofle von etwa 1 cm x 1 cm x
I cm wurden in dreilagige Aluminiumfolie gewickelt, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -85°C gelagert.

3.6.1.2 Gewinnung und Verdiinnung der mRNA

Die bei —85°C gelagerten Gewebeproben wurden im gefrorenen Zustand grob
zerkleinert und dabei immer wieder in fliissigen Stickstoff getaucht. Danach wurde die
mRNA Aufreinigung nach dem RNeasy-Mini-Kit Protokoll der Firma Qiagen®
(Qiagen, 2001) vorgenommen.

Von den Gewebestiickchen wurden 20mg in ein RNasefreies PCR-Ro6hrchen
eingewogen und dann mit 600pl RLT-Puffer® iiberschichtet, dem zuvor zur besseren
Losung der RNA aus dem Gewebe 10ul B-Mercaptoethanol je Milliliter zusetzt
worden waren. Weiterhin enthdlt der RLT-Puffer® Guanidinthiocyanat zur
Verminderung der im Gewebe enthaltenen RNasen.

Mit einem Ultra-Turrax® (T8—Homogenisator, S8 N-5G Einsatz) wurde das
Gewebe homogenisiert; das erhaltene Homogenat wurde drei Minuten lang bei 10285g
zentrifugiert und der Uberstand zusammen mit 600ul 70%-igem Ethanol in ein neues
PCR-Rohrchen verbracht (der Alkoholzusatz verbessert im ndchsten Schritt die
Bindung der RNA an die Silica-Gel Membran der Aufreinigungssédule). Danach wurde
die Losung zur weiteren Isolierung der RNA auf eine entsprechende

Aufreinigungssiule aufgetragen. Uber eine Zentrifugation von 15 Sekunden bei 8000g
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wurde die fliissige Phase abgeschieden, die RNA blieb an die Silica-Gel Membran der
Aufreinigungssdule gebunden. Die gebundene RNA wurde nun mit 350ul RW-1
Puffer® gewaschen (Zentrifugation bei 8000g iiber 15 Sekunden), wonach zur
Verminderung moglicher DNasen die noch an der Silica-Gel-Membran gebundene
RNA bei Raumtemperatur iiber 15 Minuten mit einem Gemisch aus 70ul RDD-
Puffer® und 10ul DNase 1® inkubiert wurde. Hierauf folgte zur Entfernung der DNase
Losung eine erneute Zentrifugation tiber 15 Sekunden bei 8000g mit 350ul RW-1
Puffer®. Nach Umsetzen der Aufreinigungssiule in ein neues PCR-Rohrchen, wurde
diese nochmals mit 500p] ethanolhaltigem RPE-Puffer® gespiilt (Zentrifugation bei
8000g iiber 15 Sekunden); es folgte eine anschlieBende Reinigung mit 500ul RPE-
Puffer® (Zentrifugation bei 8000g fiir zwei Minuten). Hierauf folgte die Trocknung
der Sdule mit einer einminiitigen Zentrifugation bei 10285g. Zur Eluierung der mRNA
wurde die Sédule in ein 1,5ml PCR-Rohrchen gesetzt und zweimal mit 30ul RNase-
freiem Wasser fiir eine Minute bei 8000g zentrifugiert.

Danach wurde die erhaltene mRNA mit einem Eppendorf-BioPhotometer 6131
mit den Wellenldngen 230nm, 260nm und 280nm gemessen und ihre Konzentration in
Mikrogramm pro Milliliter sowie ihre Reinheit bestimmt. Ein Teil der mRNA wurde
mit DEPC Wasser auf 200ug pro Milliliter verdiinnt. Die reine mRNA wurde bei -
85°C tiefgefroren und die verdiinnte mRNA in der RT-PCR weiterverarbeitet.

3.6.2 Durchfiihrung der RT-PCR

3.6.2.1 Primer

Zum Nachweis der Expression des Progesteronrezeptors in porcinem Gewebe
wurde auf das von Ying et al. (2000) beschriebene Primerpaar zuriickgegriffen. Dieses
war Dbereits erfolgreich zum Nachweis des Progesteronrezeptors bei
Schweineembryonen eingesetzt worden und wurde urspriinglich beim Huhn cloniert
(Connely et al., 1986; Jeltsch et al., 1986). Vorwirts- und Riickwértsprimer
entsprechen zu 100% der porcinen Progesteronrezeptorsequenz.
Der Progesteronrezeptor-Vorwirts-Primer hat eine Schmelztemperatur von Tm =
62,1°C, eine Molmasse von 6606 g/mol und die Basenfolge 5'-CCT AGC TCA CAG
CGT TTC TAC C-3’; der Progesteronrezeptor-Riickwarts-Primer hat die Basenfolge
5’-CAT CCC TGC CAA TAT CTT GG-3’, eine Schmelztemperatur von Tm = 57,3°C
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und eine Molmasse von 6028 g/mol. Die mit ihrer Hilfe amplifizierte Sequenz hat ein
GrofBe von 179 Basenpaaren.

Zum Nachweis der Expression des Ostrogenrezeptor-o. im Eberhoden wurde
ein Primerpaar eingesetzt, bei dem die Basenfolge des Vorwirts- und Riickwiérts-
Primers zu 100% der entsprechenden Sequenz des porcinen Ostrogenrezeptors-o.
entspricht.

Der Vorwirts- Primer hat eine Schmelztemperatur von Tm = 55,3°C und eine
Molmasse von 6163 g/mol; seine Basenabfolge ist 5'-GAG ATC CTG ATG ATT
GGT CT-3". Der Riickwarts-Primer hat eine Molmasse von 6062 g/mol, eine
Schmelztemperatur von Tm = 59,4°C; die Basenabfolge ist 5'- CAT CTC CAG CAG
CAG GTC AT-3'. Dieser Ostrogenrezeptor-o-Primer wurde auch beim Rind
eingesetzt (Malayer et al., 1998) und erzeugte dort ein 477 Basenpaare grofes

Fragment der Hormonbindungsdomane.

3.6.2.2 Probeninterne Kontrolle

Zur Kontrolle des Ablaufs der RT-PCR wurde die Expression von dem zur
Gruppe der ,,Housekeeping gene* gehorenden -Aktin herangezogen.

Mit einer Schmelztemperatur von Tm = 61,4°C und einer Molmasse von 6118
g/mol ist die Basenfolge des PB-Aktin Vorwérts-Primers 5'-GAG CTA TGA GCT
GCC TGA CG-3’; die Basenabfolge des B-Aktin Riickwirts-Primers ist bei der
Schmelztemperatur Tm = 61,4°C und der Molmasse von 6158 g/mol 5'-AGC ACT
TGC GGT CCA CGA TG-3". Die von Vorwirts- und Riickwirts-Primer amplifizierte
cDNA umfasst 410 Basenpaare.

Auch dieser Primer wurde bereits erfolgreich bei Schweineembryonen

verwandt (Ying et al., 2000; Wu et al., 1992).

3.6.2.3 One Step RT-PCR

Alle Untersuchungen wurden im Doppelansatz durchgefiihrt.

Die reverse Transskription der mRNA und die sich daran anschlieBende
Amplifikation der cDNA wurden mit Hilfe des One-Step-RT-PCR Kit gemill dem
Protokoll der Herstellerfirma (Qiagen, 1999) in einer einzigen Reaktion durchgefiihrt.

Jeder Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 1,501 mRNA,

(entspricht 300ng mRNA); 10ul RT-PCR-Puffer; 2ul dNTP-Fertigmischung; 1ul
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Primergemisch (entweder fiir den Progesteronrezeptor, den Ostrogenrezeptor-o. oder
B-Aktin) bestehend aus Vorwirts- und Riickwérts-Primer in einer Konzentration von
zusammen 10pmol/ul; 2ul RT-PCR Enzymmischung; 0,25ul RNase-Inhibitor. Jeder
Reaktionsansatz wurde auf ein Gesamtvolumen von 50pl mit RNase-freiem Wasser
aufgefiillt.

Dabei wurde so vorgegangen, dass alle Reagenzien — bis auf die mRNA der
einzelnen Gewebeproben — mit der Anzahl der Proben multipliziert und gemischt
wurden; das Gemisch wurde danach auf die Reaktionsgefdfle verteilt, als letztes folgte
dann die Zugabe der mRNA (1,5pul).

Anstelle der mRNA wurden bei jedem Ansatz einmal 1,5ul Wasser als
negative Kontrolle eingesetzt. Danach wurden die Reaktionsansétze in den Thermo
Cycler iiberfiihrt (Biometra Personal Cycler 20 mit Heizdeckel) und folgendem
Temperaturregime unterzogen.

a) Zur Reversen Transskription wurden die Proben iiber 30 Minuten auf 50°C
aufgeheizt; die danach folgende Inaktivierung der Reversen Transskriptase erfolgte
durch einen weiteren Temperaturanstieg auf 95°C iiber 15 Minuten.

b) Die cDNA wurde eine Minute bei 94°C denaturiert, das Primerannealing,
d.h. die Anlagerung der Primer an die cDNA-Einzelstringe, erfolgte dann bei 55°C
und einer Minute Reaktionsdauer, gefolgt von einer eine Minute dauernden Elongation
der Primer bei 72°C. Diesen Temperaturzyklus (55°C/72°C) durchliefen die Proben
insgesamt 35 Mal. Hieran folgte eine abschlieBende Polymerisation von 10 Minuten

bei 72°C und danach eine Kiihlung der erhaltenen Amplifikate auf 4°C.

3.6.3 Elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate
Die erhaltenen Amplifikate wurden in einem 2%-igen

Ethidiumbromidagarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

3.6.3.1 Anfertigung des Ethidiumbromidagarosegels
1,82g Agarose wurden mit 91 ml Tris-Borsdure-EDTA Puffer (TBE-Puffer)
gemischt und durch zweimaliges Aufkochen in der Mikrowelle bei 560 Watt gelost.
Unter leichtem Schwenken wurde die Losung zundchst abgekiihlt, wonach
1,9ul Ethidiumbromid zugesetzt wurden [das Ethidiumbromid interkaliert mit den

Basen der Nukleinsduren und leuchtet nach Anregung durch UV-Licht orange auf; die
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Position der Nukleinsduren im Gel kann somit erkannt werden (Gassen und Schimpf,
1999)]. Das dann noch fliissige Gel wurde in eine mit einem Kamm versehene

GieBBkammer gegossen.

3.6.3.2 Elektrophorese

Nach Erstarren des Gels wurde der Kamm entfernt, das Gel entnommen und in
eine horizontale submarine Elektrophoresekammer gelegt, wo es mit TBE-Puffer
tiberschichtet wurde. Die im Gel vorhanden Taschen wurden mit 15ul cDNA —
gemischt mit 1,5ul Ladepuffer — beschickt. Fiir den Marker (Gene Ruler ™) wurden
7ul DEPC-Wasser und 1,5pul Ladepuffer mit 1,5ul eines 100 Basenpaarmarkers der
Konzentration 100ng DNA/ul angesetzt. Der Marker und die Probenldsungen wurden
nacheinander in die Taschen des Gels pipettiert.

Die Auftrennung der DNA erfolgte iiber 35 Minuten im elektrischen Feld bei
125 V und 300 mA Gleichstrom (Gassen und Schimpf, 1999).

3.6.3.3 Gelauswertung

3.6.4

Zur Sichtbarmachung der ,,DNA-Banden wurde das Gel in einen Illuminator
der Firma Biostep® verbracht und dort mit UV-Licht (365 nm) bestrahlt. Das Gel mit
dem sichtbar gemachten Bandenmuster wurde mit einer Pieper FK 7512 IQ-IR
Kamera, die an einen AMD K6 III Computer mit dem Betriebssystem Windows NT
angeschlossen war, aufgenommen. Die fiir die Kamera notwendige Software war das

Programm Phoretix Grabber 3.01.

Sequenzierung der Amplifikate

Zur Uberpriifung, ob die nach Durchfiihrung der RT-PCR erhaltenen
Amplifkate der Sequenz des porcinen Progesteronrezeptor bzw. Ostrogenrezeptors-a
entsprachen, wurde die c¢DNA aufgereinigt und sequenziert. Fiir den
Progesteronrezeptor erfolgte dies anhand eines Amplifikates der 250-Tage Gruppe, fiir
den Ostrogenrezeptor-a anhand eines Amplifikates der 50-Tage Gruppe. Entsprechend
wurden Amplifikate aus dem als Kontrollgewebe verwendeten Endometrium
untersucht.

Die Aufreinigung und Sequenzierung geschah in einem kommerziellen Labor

der Firma Qiagen®, das hierzu 25ul der erhaltenen cDNA jeder Probe und 10p1 Primer
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in einer Konzentration von 10pmol/ul benétigte. Qiagen® arbeitet mit der von Sanger
et al. (1977) entwickelten Methode (Qiagen, 1998), bei der die zu sequenzierende
DNA als Matritze fiir die neuzubildende DNA dient. An ihr werden Deoxynukleotide
und markierte Dideoxynukleotide eingebaut, die anschlieBend sichtbar gemacht
werden. An den Stellen der eingebauten Dideoxynukleotide bricht die Verldngerung
ab. Durch Vergleich der Teilstiicke wird die Basenabfolge ermittelt. Diese Nukleotide
konnen mit Radioisotopen, Chemilumineszensfarbstoffen und Fluoreszensmarkern

markiert sein.
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3.7. Materialien und Gerite

3.7.1 Immunhistochemie

3.7.1.1 Verwendete Antikorper

PR 10A9 (Primirantikorper)
Maus IgGy, - Antikdrper gegen humanen PR
Firma: Coulter-Immunotech®

Krefeld-Deutschland

BA-2000 (Sekundérantikorper)
Pferd biotinyliertes Anti-Maus IgG
Firma: Vector Laboratories®

Burlingame-USA

Klon 7T4-1F5 (Nonsense-Antikorper)
Maus-IgG;,
Firma: Coulter-Immunotech®

Krefeld-Deutschland

3.7.1.2 Puffer und Losungen

Avidin-Biotin Blocking Kit SP-2001

Avidin-Solution: Je Milliliter Blockingserum 4 Tropfen bei gleichzeitiger
PBS-Puffer-Reduktion zugeben.

Biotin-Solution: Je Milliliter Primdrantikorperlosung 4 Tropfen bei
gleichzeitiger PBS-Puffer-Reduktion zugeben.

Firma: Vector Laboratories®

Burlingame-USA
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10 mM Citratpuffer (pH 6,0)

Losung A:
Citronensdure-Monohydrat (CcHgO7°H,0) 21,01
Aqua dest. ad 1000,00
Losung B:
Trinatriumcitrat-Dihydrat (CsHsO7Naz*2H,0) 29,41
Aqua dest. ad 1000,00

18 ml Lésung A und 82 ml Losung B mit 900 ml Aqua dest. mischen.

DAB (Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid)-Losung

0,1 N Imidazol-HCL (pH 7.08) 200,00
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 0,10
Die Losung darf erst kurz vor Gebrauch angesetzt werden

H,0, 30%-ig 70,00

Formol nach Lillie 4%-ig, gepuffert (pH 7,0):

40%-iges Formaldehyd 500,00
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (Na,H,PO4*H,0) 20,00
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) 32,50
Aqua dest. ad 5000,00

0,1 N Imidazol-HCL-Losung (pH 7.08):

Imidazol 8,51
IN HCL 60,00
Aqua dest. ad 2000,00
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0,1 M Natriumphospatpuffer (pH 7,2):

Losung A:

Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4*H,0) 13,80 g
Aqua dest. ad 1000,00 ml
Losung B:

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO4+2H,0) 17,80 g
Aqua dest. ad 1000,00 ml

Fiir 100 ml Natriumphosphatpuffer werden 28,3 ml Lésung A mit 71,7 ml Losung B

gemischt.

PBS-Puffer zur Gewebespiilung (pH 7,5):

Natriumchlorid 16,00 g
Dinatriumhydrogenphosphat.Dihydrat (Na,HPO4+2H,0) 2,88 g
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 0,40 ¢
Aqua dest. ad 2000,00 ml
Losung sterilisieren

PBS-Puffer Stammlosung fiir Immunhistologie:

Natriumchlorid 41,00 g
Dinatriumhydrogenphosphat.Dihydrat (Na,HPO4+2H,0) 11,00 g
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 2,775 g
Aqua dest. ad 1000,00 ml

Fiir die Gebrauchslosung (pH 7,2) muf3 die Stammlésung im Verhdltnis 1:4 verdiinnt

werden.

PBS-Tween 20-Losung
Tween 20 1,00 ml
PBS-Puffer Gebrauchslosung (pH 7,2) ad 1000.00 ml
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Vectastain ® ABC-Kit, Peroxidase Standard PK-4000

Losung A: 9,00 pul
Loésung B: 9,00 pl
PBS-Puffer-Gebrauchslosung (pH 7,2) ad 1000,00 pl

Firma: Vector Laboratories®

Burlingame-USA

Wasserstoffperoxidlosung 2%-ig
30%-iges H,O, 13,33 ml
Aqua dest. ad 200,00 ml

3.7.1.3 Auflistung besonderer Geriite

¢

* & o o

Bildbearbeitungsprogramm: IM 1000 V 1.20 (Leica Mikroskopie GmbH,
Wetzlar)

Einbettungsautomat (Microm Laborgeridte GmbH, Heidelberg) mit
Histoembedder EG 1160 (Leica Instruments GmbH, Nussloch)
Farbvideokamera TK-1070E, F Nr. 06052298 (JVC Professional Products
GmbH, Friedberg)

Feuchte Kammer: 20 x 20 cm grof3e Blechkeksdose mit Deckel
Haushaltsmikrowellenherd Compact Y50, F.Nr. 25027231 (Moulinex,
Solingen)

Leitz-Mikroskop DM-R mit Digitalkamera Leitz DC 300 (Leica Mikroskopie
GmbH, Wetzlar)

Leitz-Mikroskop DM-RB (Leica Mikroskopie GmbH, Wetzlar)
Magnetrithrer MR 2002 (Heidolph Instruments GmbH & Co KG Kehlheim)
Pumpe Typ N 035.1.2AN.18 (KnF Neuberger, Freiburg)
Vortex-Evaporator (Fa.Haake-Buchler MeBtechnik GmbH, Karlsruhe)

53



Material und Methoden

3.7.2 RT-PCR

3.7.2.1 Primer

Schweinespezifischer Progesterorezeptorprimer

Vorwirts-Primer: 5'-CCT AGC TCA CAG CGT TTC TAC C-3’

Molmasse: 6606 g/mol
GC-Anteil: 54,5%
Schmelztemperatur: 62,1°C

Rickwarts-Primer: 5'-CAT CCC TGC CAA TAT CTT GG-3°

Molmasse: 6028 g/mol
GC-Anteil: 50,0%
Schmelztemperatur: 57,3°C

Schweinespezifischer Ostrogenrezeptor-o-Primer

Vorwirts-Primer: 5'-GAG ATC CTG ATG ATT GGT CT-3"

Molmasse: 6163 g/mol
GC-Anteil: 45,0%
Schmelztemperatur: 55,3°C

Rickwirts-Primer: 5- CAT CTC CAG CAG CAG GTC AT-3"

Molmasse: 6062 g/mol
GC-Anteil: 55,0%
Schmelztemperatur: 59,4°C
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B-Aktin -Primer

Vorwirts-Primer:

Riickwirts-Primer: 5-GAG CTA TGA GCT GCC TGA CG-3’

5’-AGC ACT TGC GGT CCA CGA TG-3’

Molmasse: 6118 g/mol
GC-Anteil: 60,0%
Schmelztemperatur: 61,4°C

Molmasse: 6158 g/mol
GC-Anteil: 60,0%
Schmelztemperatur: 61,4°C

Primer-Oligonukleotide hergestellt bei:
MWG BIOTECH AG
Ebersberg-Deutschland

3.7.2.2 Losungen und Reagenzien

EDTA 0,5M
EDTA

Aqua dest.
NaOH

Einstellen auf pH 8,0 um das EDTA zu [jsen.

Aqua dest

Ethidiumbromid 1%
Firma: Carl Roth®
Karlsruhe-Deutschland

Gene Amp® RNA PCR Kit
RNase Inhibitor 20 U/ul

Firma: Applied Biosystems®

Foster City-USA
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Ladepuffer
Loading dye Solution (6x)
Firma: MBI-Fermentas®

St. Leon Rot-Deutschland

Homogenisationslosung
3-Mercaptoethanol
RLT-Puffer

100 Bp Marker

Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus
0,5 mg DNA/ml

Firma: MBI-Fermentas

St. Leon Rot-Deutschland

One Step RT-PCR Kit

One Step RT-PCR Enzyme-Mix
One Step RT-PCR —Puffer
Q-Solution

dNTP-Mix (mM)

RNase-freies Wasser

Firma: Qiagen®

Hilden-Deutschland

PBS-Puffer zur Gewebespiilung (pH 7.,5):
Natriumchlorid

Dinatriumhydrogenphosphat.Dihydrat (Na,HPO4+2H,0)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Aqua dest.

Losung sterilisieren
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RNeasy-Mini-Kit
RLT-Puffer”

RW 1-Puffer®
RPE-Puffer®
RNase-freies Wasser
Firma: Qiagen®

Hilden-Deutschland

RNA-Waschlosung
Ethanol (reinst) 20,00 ml
RPE-Puffer® Konzentrat 5,00 ml

RNase-freies DNase-Set
DNase-Stammlosung
RDD-Puffer”

Firma: Qiagen®

Hilden-Deutschland

TBE-Puffer, (10x)

Tris 108,00 ¢
Borsdure 55,00 ¢
EDTA (pH 8,0) 40,00 ml

DEPC-Wasser
DEPC 1,00 ml
Aqua dest. 1000,00 ml

In autoklavierter Flasche tiber 10 Stunden riihren.

3.7.2.3 Auflistung der Ger:iite
. 2301 Macrodrive 1 Powersupply (LKB Bromma, Golden, USA)
. Computer Windows NT, AMD K6 III mitBildbearbeitungssoftware Phoretix
Grabber 3.01
. Digitalkamera Pieper FK 7512 1Q-IR
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Flachgel-Elektrophoresekammer ,,Midi“ 100x150 mm (Keutz Labortechnik
GmbH, Reiskirchen)

GielBkammer fiir Flachgel-Elektrophoresekammer ,,Midi“ 100x150 mm (Keutz
Labortechnik GmbH, Reiskirchen)

GieBkammer fiir Hoefer” HE 33 Mini Horizontal Submarine Unit 7x10cm
(Pharmacia Biotech, Freiburg);

Hoefer® HE 33 Mini Horizontal Submarine Unit Elektrophoresekammer
7x10cm (Pharmacia Biotech, Freiburg);

Thermocycler Biometra Personal Cycler 20 (biomedizinische Analytik GmbH,
Gottingen)

Ultra-Turrax® T-8 mit Dispergierwerkzeug S8 N-5G, (IKA-Werke GmbH,
Staufen)

UV Belichter Biostep, (Biostep® GmbH, Jahnsdorf)

Zentrifuge Mikro 22 R (Hettich® Zentrifugen, Tuttlingen)
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4. Ergebnisse
4.1. Nachweis des Progesteronrezeptors im Eberhoden

4.1.1 Immunhistochemische Untersuchungen
4.1.1.1 Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen
Bei allen mit dem irrelevanten Isotypenantikorper inkubierten Proben zeigte
sich unabhéngig vom Alter und Gewebetyp keinerlei Prézipitatbildung im Gewebe,
wohingegen bei den Positivkontrollen am Schweineuterus eine deutliche

Rezeptormarkierung auftrat.

4.1.1.2 Expression im Hoden juveniler Tiere (Gruppe A)

Die Hoden der 50 und 100 Tage alten Eber zeigen den erwarteten typischen
Aufbau eines juvenilen, prapubertiren Hodenparenchyms.

Die Tubuli seminiferi sind klein und besitzen einen Durchmesser von etwa 70
—100 pm. Thnen liegt auf der Basallamina ein dichter hochprismatischer Saum von
Sertolizellen mit lingsovalen Zellkernen auf. Im noch lumenlosen Zentrum der Tubuli
seminiferi liegen groBe rundliche Préspermatogonien, die im Laufe der Entwicklung
zur Basallamina wandern. Ein Teil der Praspermatogonien hat die Wanderung bereits
beendet und steht — nachdem diese sich zwischen die Sertolizellen geschoben haben —
mit der Basallamina in Kontakt. Die Tubuli seminiferi sind von interstitidren
Leydigzellen umgeben (s. Abb. 5).

In beiden Altersgruppen ergab sich ein deutlich positives nukledres Signal in
den Priaspermatogonien. Dabei zeigt sich, wie aus Abb. 5 und 6 hervorgeht, dass die
Expression des Progesteronrezeptors hauptsédchlich in solchen Priaspermatogonien zu
beobachten ist, die bereits in Kontakt mit der Basallamina standen. So waren bei den
50 Tage alten Tieren von den zentral liegenden Praspermatogonien im Mittel 18,21 +
2,26% und bei den an der Basallamina liegenden Praspermatogonien 85,15 + 0,67%
Progesteronrezeptor-positiv. In der Altersgruppe der 100 Tage alten Tiere wurde der
Progesteronrezeptor dann im Mittel in 2,06 + 2,26% der zentralen und in 92,06 + 1,7%
der basalen Prdspermatogonien exprimiert (Tab 1). Dieser Unterschied im Anteil
Progesteronrezeptor-positiver  Prdspermatogonien und damit der Effekt der
Lokalisation war mit p< 0,0001 hochsignifikant.

Die Expression des Progesteronrezeptors in den Pridspermatogonien war

zwischen den beiden Altersgruppen nicht unterschiedlich. Hinsichtlich der
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Wechselwirkung zwischen den beiden Altersgruppen, zeigte sich ein signifikanter
Trend (p= 0,0029) zur verstirkten Expression des Progesteronrezeptors mit
fortschreitendem Alter nach Erreichen der Basalmembran.

In den Sertolizellen der juvenilen Tiere konnte nur in geringer Zahl eine
Expression des Progesteronrezeptors festgestellt werden. Dabei war die Farbeintesitét
deutlich schwiécher als bei den Prispermatogonien. So waren im Mittel bei den 50
Tage Tieren 0,09 = 0,09% und bei den 100 Tage alten Tieren 0,52 + 0,08% der
Sertolizellen markiert; es bestanden keine Unterschiede in Abhingigkeit vom Alter (s.
Tab 2).

In seltenen Einzelféillen waren auch Markierungen in den Peritubulédren Zellen
sowie in den Endothelzellen der Blutgefile zu sehen. Eine Expression des

Progesteronrezeptor in den Leydigzellen konnte nicht aufgezeigt werden.
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o - o™

Eberhoden in Alter von 100 Tagen

Abb.5: Expression des PR im Hoden priapubertdrer Eber. Tubuli seminiferi
Querschnitte bei 400-facher VergroBerung: Positiv markiert sind gefarbte Zellen
basale Spermatogonie __s,; zentrale Praspermatogonie __y, ;

Sertolizelle @, Perizyte—>
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100

E1 Praspermatogonien zentral

M Praspermatogonien basal

O Mittelwert der Altersgruppe

50 Tage 100 Tage

Abb. 6: Prozentuale Verteilung [X+SD] der den Progesteronrezeptor exprimierenden
Praspermatogonien beim priabubertiren Eber in Abhingigkeit von der

Lokalisation.

Tab. 1: Prozentuale Verteilung [X+SD] der den Progesteronrezeptor exprimierenden

Priaspermatogonien prabubertdrer Eber in Abhédngigkeit von der Lokalisation.

Position-Prispermatogonien | Alter (Tage) |Mittelwert beider Altersgruppen X
50 100
Prispermtogonien zentral x [ 1821 2,06 10,47
SD| 2,26 | 2,26 4,25
Prispermatogonien basal x | 85,15 92,06 87,96
SD| 0,67 1,7 1,19
Mittelwert Alter X |6534]72,96 68,2
SD| 6,6 | 11,59 8,88

Tab. 2: Prozentualen Hiufigkeit [X+SD] der Expression des Progesteronrezeptors in

den Sertolizellen prabubertérer Eber.

Sertolizellen Alter (Tage) [Mittelwert beider Altersgruppen X
50 100
X 0,09 0,52 0,2
SD 0,09 0,08 0,11
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4.1.1.3 Expression im Hoden geschlechtsreifer Eber (Gruppe B)

Bei den adulten Ebern im Alter von 200 und 250 Tagen war das
Hodenparenchym dadurch gekennzeichnet, dass die Tubuli seminiferi deutlich an
GroBle zugenommen hatten und sie ein voll ausgebildetes, aus mehreren Schichten
aufgebautes Keimepithel besal3en.

Bezogen auf die Gruppe der germinativen Zellen konnte eine Expression des
Progesteronrezeptors nur in den Kernen der A- und B-Spermatogonien nachgewiesen
werden, Spermatozyten und Spermatiden waren stets negativ. Dies zeigen die Abb. 7
und 8§, in denen bei der Auswertung auch zwischen den in Kap. 3.5.3. definierten drei
Phasen des Keimepithelzyklus unterschieden wird. Die quantitative Auswertung ergab
folgende Ergebnisse:

Von den A-Spermatogonien in der Gruppe der 200 Tage alten Tiere zeigten im
Mittel in Phase I 78,92 + 1,56%, in Phase II 78,88 + 2,07% und in Phase III 78,16 +
3,18% eine deutliche Expression des Progesteronrezeptors; bei den 250 Tage alten
Tieren ergaben sich folgende Werte in Phase I 77,82 + 4,14%, Phase II 75,82 + 4,22%
Phase III 77,42 + 3,96%. Die statistische Auswertung ergab hinsichtlich des Alters
keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Auch hinsichtlich der drei Phasen
(Zuordnung zum Keimepithelzyklus) ergaben sich keine Unterschiede innerhalb sowie
zwischen den Altersgruppen. Demnach konnten beide Gruppen mit dem Ergebnis
zusammengefasst werden, dass bei den adulten Tieren im Mittel 77,84 + 3,23% der A-
Spermatogonien den Progesteronrezeptor exprimierten.

Fiir die B-Spermatogonien der Phase II ergab sich, dass bei den 200 Tage alten
Tieren im Mittel 80,04 + 2,73% und bei den 250 Tage alten Tieren 78,24 + 3,45% den
Rezeptor exprimierten. Unterschiede zwischen den beiden Altersgruppen zeigten sich
nicht.

Damit ergibt sich, dass im Mittel 79,14 + 3,08% der B-Spermatogonien den
Progesteronrezeptor exprimierten.

Auch in den Sertolizellen konnten schwache Progesteronrezeptor-positive
nukledre Signale, festgestellt werden. Bezogen auf die Phasen I, II und III ergaben sich
folgende Ergebnisse. Bei den 200 Tage alten Tieren exprimierten im Mittel in der
Phase 1 9,85 + 1,28%, der Phase II 11,14 + 1,19% und der Phase III 11,08 + 2,62% der
Sertolizellen den Progesteronrezeptor. In der Altersgruppe von 250 Tagen lagen die

entsprechenden Werte bei von 7,49 + 3,66% (Phase I), 8,52 = 1,76% (Phase II) und
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6,52 + 3,71% (Phase III). Zwischen beiden Altersgruppen sowie zwischen den
einzelnen Phasen ergaben sich keine Unterschiede.

Wie schon bei den juvenilen Tieren war auch hier vereinzelt ein
Expressionssignal in den Endothelzellen der Blutgefd3e zu sehen, in seltenen Fillen

auch in den peritubulédren Zellen. Kein Signal wurde in den Leydigzellen gefunden.
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=

Eberhoden im Alter von 200 Tagen

Phase I: A-Spermatogonien,
pachytdne Spermatozyten, runde
Spermatiden und Spermatiden in
der Elongation mit viel

Zytoplasma

Phase II: A-Spermatogonien, B-
Spermatogonien, pachytine
Spermatozyten, runde
Spermatiden und  elongierte
Spermatiden kurz vor der

Abgabe in das Tubuluslumen

Phase III: A-Spermatogonien,
préleptoténe, leptotine,
pachyténe und diploténe
Spermatozyten, runde oder sich

elongierende Spermatiden

Abb. 7: Expression des Progesteronrezeptors im Hoden geschlechtsreifer Eber

400- fache VergroBerung:

A- Spermatogonie > , B-Spermatogonie > , Sertolizelle > , Perizyte

pachytidne Spermatozyte , runde Spermatide
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i, i 5

Eberhoden im Alter von 250 Tagen

Phase I:  A-Spermatogonien,
pachytidne Spermatozyten, runde
Spermatiden und Spermatiden in
der Elongation mit viel

Zytoplasma

Phase II: A-Spermatogonien, B-
Spermatogonien, pachytine
Spermatozyten, runde
Spermatiden und elongierte
Spermatiden kurz vor der

Abgabe in das Tubuluslumen

Phase III: A-Spermatogonien,
préleptoténe, leptoténe,
pachyténe und diploténe
Spermatozyten, runde oder sich

elongierende Spermatiden

Abb. 8: Expression des Progesteronrezeptors im Hoden geschlechtsreifer Eber

400- fache VergroBerung:

A- Spermatogonie > , B-Spermatogonie » Sertolizelle ™, Perizyte

pachyténe Spermatozyte , runde Spermatide
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84 -
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76
74
72
70
68 -
66

O A-Spermatogonien Phase |

%

A-Spermatogonien Phase Il

A-Spermatogonien Phase Il

B Mittelwert aller Phasen

200 Tage 250 Tage

Abb. 9: Prozentuale Verteilung [X+SD] der den Progesteronrezeptor exprimierenden

A-Spermatogonien beim adulten Eber wihrend des Keimepithelzyklus.

84 -

82 - [ ,
80 -

78 - \
%
76 -
0200 Tage
74 -
E250 Tage
72 -
m Mittelwert der
70 Spermatogonien

B-Spermatogonien Phase I

Abb.10: Prozentuale Verteilung [X+SD] der den Progesteronrezeptor exprimierenden

B-Spermatogonien beim adulten Eber in Phase II.
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Tab. 3: Prozentuale Verteilung [X+SD] der den Progesteronrezeptor exprimierenden

A-Spermatogonien beim adulten Eber wihrend des Keimepithelzyklus.

Phaseverteilung Alter (Tage) |Mittelwert beider Altersgruppen X
200 250

A-Spermatogonien Phase I X 78,92 | 77,82 78,37

SD| 1,56 | 4,14 3
A-Spermatogonien Phase Il X | 78,88 | 75,82 77,35

SD| 2,07 | 4,22 3,53
A-Spermatogonien Phase III X | 78,16 | 77,42 77,79

SD| 3,18 | 3,96 3,4
Mittelwert aller Phasen x | 78,65 | 77,02 77,84

SD| 2,22 3,9 3,23

Tab. 4: Prozentuale Verteilung [X+SD] der den Progesteronrezeptor exprimierenden

A- und B-Spermatogonien II beim adulten Eber in Phase II.

Alter (Tage) |Mittelwert beider Altersgruppen X
200 250
A-Spermatogonien Phase 11 X | 78,88 | 75,82 77,35
SD| 2,07 | 4,22 3,53
B-Spermatogonien Phase II X | 80,04 | 78,24 79,14
SD| 2,73 3,45 3,08
Mittelwert Altersgruppen X | 79.46 | 77,03 78,26
SD| 2,37 | 3,85 3,35
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14
12 -
10
8 _
%
6 I
4 1] O Sertolizellen. Phase |
[ Sertolizellen. Phase I
2 - B Sertolizellen. Phase |l
B Mittelwert aller Phasen
0

200 Tage 250 Tage

Abb.11: Prozentuale Verteilung [X+SD] der den Progesteronrezeptor exprimierenden

Sertolizellen beim adulten Eber.

Tab. 5: Prozentuale Verteilung [X+SD] der den Progesteronrezeptor exprimierenden

Sertolizellen beim adulten Eber.

Phasenverteilung Alter (Tage) [Mittelwert beider Altersgruppen X
200 250
Sertolizellen Phase I X 9,85 | 7,49 8,63
SD| 1,28 | 3,66 2,25
Sertolizellen Phase II X 11,14 | 8,52 9,79
SD| 1,19 | 1,76 1,36
Sertolizellen Phase III X 11,08 | 6,52 8,67
SD| 2,62 | 3,71 2,99
Mittelwert aller Phasen X | 9,72 | 7,02 8,33
SD| 0,87 | 1,82 1,26
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4.1.1.4 Eber in der Pubertiit; Expression in den Hoden der 100 und 150 Tage alten Tiere
(Gruppe C)

Die Hoden der dieser Gruppe zugeordneten Tiere wiesen einen inhomogenen
Entwicklungszustand auf. So zeigten sich im histologischen Schnitt eines Hodens
Areale in denen die Tubuli seminiferi contorti in ihrer Ausbildung noch der Situation
bei juvenilen Tieren entsprachen, andere Areale dagegen =zeigten den
Entwicklungsstand adulter Tiere. An anderen Stellen wiederum hatte sich bereits ein
Lumen gebildet, die Spermatogenese war {iber das Anfangsstadium der
Spermatozytogenese jedoch nicht hinausgekommen.

Eine systematische Auszdhlung und statistische Auswertung war daher nicht
sinnvoll, die Bewertung erfolgte rein deskriptiv.

Positive nukledre Reaktionen wiesen auch hier bei allen Tieren die
Spermatogonien auf, wobei bei den dem priapubertiren Entwicklungsstand

entsprechenden Tubuli seminiferi contorti insbesondere die der Basalmembran

aufsitzenden ,,Praspermatogonien‘ positive Signale zeigten.

Abb.12: Expression des PR im Eberhoden bei die Pubertit durchlaufenden 100 und
150 Tage alten Tieren mit noch nicht einheitlich ausgebildeten Keimepithel.
A. Tubuli seminiferi contorti mit Keimepithelzyklus

B. Tubuli seminiferi contorti mit beginnender Spermatozytogenese
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4.1.2 Nachweis der Expression der mRNA des Progesteronrezeptor im Eberhoden
4.1.2.1 Ergebnisse der RT-PCR

Untersucht wurde Hodengewebe der fiinf Altersgruppen (50, 100, 150, 200,

250 Tage) sowie als positive Kontrolle Endometrium vom Schwein.

Wie Abb. 13 zeigt, ergaben sich nach der elektrophoretischen Auftrennung der

Amplifikate und Illumination des Gels fiir die mRNA des Progesteronrezeptors fiir

Endometrium und Hoden identische Banden, die alle auf einer Hohe von knapp 200

Bp. verliefen und damit im erwarteten Bereich von 179 Bp. (Ying et al., 2000) lagen.

Doppelbanden und verlaufende Schlieren waren nicht zu erkennen. In den

Wasserleerproben waren keine Banden nachweisbar. Das Ergebnis kann demnach als

spezifisch fiir den Progesteronrezeptor angesehen werden.

Auch die Expression der B-Aktin - mRNA war bei allen sechs Geweben gut zu

erkennen; gemessen am Marker wiesen die Amplifikate etwas mehr als 400 Bp. auf

und entsprachen damit ebenfalls dem erwarteten Bereich von 410 Bp. (Ying et al.,

2000), was ebenfalls auf den korrekten Ablauf der RT-PCR schlieBen 146t.

Abb. 13: Expression der mRNA des Progesteronrezeptors (PR) im Eberhodens

Gelelektrophoretischer Nachweis der Amplifikate

A:200 Bp, B: 400 Bp; 1/a = Endometrium; 2/b = 50 Tage Eberhoden; 3/¢c =
100 Tage Eberhoden; 4/d = 150 Tage Eberhoden; 5/e = 200 Tage Eberhoden;

6/f = 250 Tage Eberhoden
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4.1.2.2 Ergebnisse der Sequenzierung der Progesteronrezeptor cDNA

Die ¢cDNA des Endometriums und stellvertretend fiir alle Hodenproben die
cDNA des 250 Tage alten Eberhodens wurde sowohl in 5°-3’-Richtung als auch in 3’-
5’-Richtung sequenziert. Das Ergebnis zeigt Abb. 14.

Bei den Sequenzierungen in 5°-3'-Richtung fehlte den Sequenzen aus
Endometrium und Hoden die Primersequenzen, zusétzlich fehlten in der Sequenz aus
der Hoden cDNA die ersten 16 Basen, in der cDNA des Endometriums fehlten die
ersten 7 Basen. Bei beiden Sequenzen (Hoden, Endometrium) war zwischen den
Basen Nr. 54 und Nr. 55 zusitzlich die Base Thymin eingebaut. Ansonsten ergab sich
fiir beide Sequenzen bis zum Ende des 178 Basen langen Teilstiicks des porcinen
Progesteronrezeptorgens inklusive der Sequenz des Antisense-Primers, eine absolute
Identitét; insgesamt lag die Homologie im Vergleich zur Referenzsequenz bei 99%.

Um zu {iberpriifen, ob bei den beiden Amplifikaten die in 5°-3’-Richtung
fehlenden Basen vorhanden sind, und ob es sich bei dem zusétzlichen Thymin um
einen Sequenzierungsfehler oder einen Fehler bei der Amplifikation handelt, wurde
die cDNA beider Proben in umgekehrter Richtung sequenziert.

Da aus 3’-5'-Richtung sequenziert wurde, mufl man, um die Basenabfolge
korrekt vergleichen zu konnen, nach dem Sequenzieren die Basen in ihre
komplimentiren Basen iibersetzen und dann in umgekehrter Richtung lesen. Hierbei
fehlten im 3’-5'-Richtung neben den Primersequenzen jeweils die ersten 21 Basen
nach dem Primer. In beiden ¢cDNA Proben konnten jedoch die in 5°-3"-Richtung
fehlenden Basen und ihre Primer in der richtigen Folge nachgewiesen werden,
weiterhin war das an Position 54/55 iiberzdhlige Thymin nicht vorhanden. Beiden
Sequenzen wurde eine Stelle vor dem Vorwirts-Primer noch ein Thymin vorgehéngt,
das nicht in der Referenzsequenz vorkommt.

Die Sequenz aus dem Eberhoden zeigt somit nach Abzug des irreguldr
eingebauten  Thymins eine 100%-ige Homologie mit dem porcinen
Progesteronrezeptor auf.

In die Sequenz des Endometriums war zwischen die Positionen sechs und
sieben ein Cytosinmolekiil eingebaut, das in der porcinen Referenzsequenz nicht
vorkommt. Abgesehen von diesem irregulidren Cytosin ergab sich eine 100%
Homologie.

Trotz einzelner kleiner Fehler in der Basenabfolge der cDNA bei beiden

Schreibrichtungen besteht sowohl fiir das Endometrium aber insbesondere auch fiir
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den Hoden eine ausreichend hohe Homologie mit dem porcinen Progesteronrezeptor,

so dass die gewonnene cDNA als porciner Progesterorezeptor anzusehen ist.

Abb. 14:

Porcine Referenzsequenz fiir den Progesteronrezeptor:

5°-CCT AGC TCA CAG CGT TTC TAC CAG CTT ACA AAA CTT CTT
GAT AACTTG CAT GAT CTT GTC AAA CAA CTT CAT CTG TAC TGC
TTG AAT ACA TTT ATC CAG TCC CGG GCA CTG AGT GTT GAA TTT
CCA GAA ATG ATG TCT GAG GTT ATT GCT GCA CAA TTA CCC AAG
ATA TTG GCA GGG ATG-3’

Sequenzierergebnis in 5°-3'-Richtung mit PR-Vorwirtsprimer:

Kontrollgewebe Endometrium Schwein: 99% Homologie

57 JA AAA CTT
CTT GAT AAC TTG CAT GAT** TC>TT GTC AAA CAA CTT CAT CTG
TAC TGC TTG AAT ACA TTT ATC CAG TCC CGG GCA CTG AGT GTT
GAA TTT CCA GAA ATG ATG TCT GAG GTT ATT GCT GCA CAA TTA
CCC AAG ATA TTG GCA GGG ATG-3’

Testgewebe Eberhoden im Alter von 250 Tagen: 99% Homologie

----- ]T GAT AAC TTG CAT GAT’ TC’>TT GTC AAA CAA CTT CAT CTG
TAC TGC TTG AAT ACA TTT ATC CAG TCC CGG GCA CTG AGT GTT
GAA TTT CCA GAA ATG ATG TCT GAG GTT ATT GCT GCA CAA TTA
CCC AAG ATA TTG GCA GGG ATG-3’
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4.2. Nachweis des Ostrogenrezeptors-o. im Eberhoden

4.2.1 Nachweis der Expression der mRNA des Ostrogenrezeptor-o. im Eberhoden
4.2.1.1 Ergebnisse der RT-PCR
Untersucht wurde auch hier Hodengewebe aller fiinf Altersgruppen sowie
Endometrium. Als Housekeeping Gene Kontrolle diente 3-Aktin. Das Ergebnis zeigt
Abb. 15.
Fiir alle Hodenproben, sowie das Endometrium ergab sich eine deutliche
Bande, die zwischen 400 und 500 Bp. auf gleicher Hohe lag. In der Wasserleerprobe
war keine cDNA nachweisbar. Dieses Ergebnis ldsst darauf schlielen, dass es sich
hierbei um den Nachweis der mRNA des Ostrogenrezeptors-o. handelt, fiir den ein
Amplikon mit 477 Bp. erwartet wurde (Malayer und Woods, 1998).
Fiir die Expression der B-Aktin mRNA ergab sich eine dhnlich homologes
Ergebnis; die Amplifikate lagen auf einer Reihe knapp iiber der 400 Basenpaarlinie
die erwartete GroBe liegt bei 410 Bp. (Ying et al., 2000). Dieses Ergebnis ldsst auf
einen korrekten Ablauf der PCR-schlie3en.

Abb. 15: Expression der mRNA des Ostrogenrezeptors-o. im Eberhoden,

Gelelektrophoretischer Nachweis der Amplifikate

A: 400 Bp; 1/a = Endometrium; 2/b = 50 Tage Eberhoden; 3/¢c = 100 Tage
Eberhoden; 4/d = 150 Tage Eberhoden; 5/e = 200 Tage Eberhoden; 6/f = 250
Tage Eberhoden
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4.2.1.2 Ergebnisse der Sequenzierung der Ostrogenrezeptor-o, cDNA

Sequenziert wurden je ein Amplifikat des Endometriums und stellvertretend
fiir alle Hoden die cDNA des 50 Tage alten Eberhodens. Das Ergebnis zeigt Abb. 16.

Die Sequenzierung in 5°-3"-Richtung der aus dem Endometrium gewonnenen
cDNA ergab ein Fragment von einer Lange von 459 Basenpaaren. Beim Vergleich der
erhaltenen Sequenz mit der Referenzsequenz des porcinen Ostrogenrezeptors-o. war
festzustellen, dass in der gewonnenen cDNA an Position 125 und 455 ein Guanin-
bzw. Adeninmolekiil zuviel eingebaut worden waren. Die cDNA wies damit eine
Homologie von 99% zum porcinen Ostrogenrezeptor-o. auf.

Die Sequenz der aus dem Hoden gewonnenen cDNA umfasste eine Lédnge von
463 Basenpaaren. Die Homologie mit dem porcinen Ostrogenrezeptor-a. lag bei 98%.
Die 2% Abweichung ergibt sich daraus, dass an den Positionen 3 und 119 jeweils ein
Guaninmolekiil, an den Positionen 20, 51 und 449 ein Adeninmolekiil und an den
Positionen 63, 70 und 80 je ein Thyminmolekiil zuviel eingebaut wurde. An den
Positionen 17, 19 und 32 wurde Basen vertauscht und Thyminmolekiile eingebaut.

Nach Vergleich der cDNA beider Proben ist trotz einzelner Sequenzierfehler,
insbesondere beim Amplifikat des Hodens, aufgrund der hohen Homologie aber
dennoch davon auszugehen, dass es sich sowohl im Endometrium als auch im Hoden

um den Nachweis der Expression der mRNA des Ostrogenrezeptors-a. handelt.

Abb. 16:

Porcine Refernzsequenz fiir den Ostrogenrezeptor-o.:

5’- TGG ATC CTG ATG ATT GGT CTT GTC TGG CGC TCC ATG GAG CAC
CCA GGG AAG CTC CTG TTT GCT CCT AAC TTG CTC CTG GAC AGG AAC
CAG GGC AAG TGT GTC GAG GGA ATG GTG GAG ATC TTT GAC ATG TTG
CTG GCT ACA TCA TCT CGC TTC CGT ATG ATG AAT CTC CAG GGA GAG
GAG TTT GTG TGC CTC AAA TCC ATC ATT TTG CTT AAT TCT GGA GTG
TAC ACG TTT CTG TCC AGC ACC CTG AAG TCT CTG GAA GAG AAG GAC
CAT ATC CAC CGT GTC CTG GAC AAG ATC ACA GAC ACC TTG ATC CAC
CTG ATG GCC AAA GCG GGC CTG ACT CTG CAG CAG CAG CAC CGG CGT
CTC GCG CAG CTC CTC CTC ATC CTG TCT CAC TTC AGG CAC ATG AGT
AAC AAA GGC ATG GAG CAT CTG TAC AAC ATGA AGT GCA AGA ACG
TGG TGC CCC TCT ATG ACC TGC TGC TGG AGA TG -3°
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Sequenzierergebnis in 5’-3 -Richtung mit ER o-Vorwirtsprimer:

Kontrollgewebe Endometrium Schwein: Homologie 99%

5°- TGT CTG GCG CTC CAT GGA GCA CCC AGG GAA GCT CCT GTT TGC
TCC TAA CTT GCT CCT GGA CAG GAA CCA GGG CAA GTG TGT CGA GGG
AAT GGT GGA GAT CTT TGA CAT GTT GCT GGC TAC ATC AG'* T CTC
GCT TCC GTA TGA TGA ATC TCC AGG GAG AGG AGT TTG TGT GCC TCA
AAT CCA TCA TTT TGC TTA ATT CTG GAG TGT ACA CGT TTC TGT CCA
GCA CCC TGA AGT CTC TGG AAG AGA AGG ACC ATA TCC ACC GTG TCC
TGG ACA AGA TCA CAG ACA CCT TGA TCC ACC TGA TGG CCA AAG CGG
GCC TGA CTC TGC AGC AGC AGC ACC GGC GTC TCG CGC AGC TCC TCC
TCA TCC TGT CTC ACT TCA GGC ACA TGA GTA ACA AAG GCA TGG AGC
ATC TGT ACA ACA TGA AGT GCA AGA ACG TGG TGC CCC TCT ATG ACC
TGC TGC TGG AA4*°G ATG-3'

Testgewebe Eberhoden im Alter von 50 Tagen: Homologie 98%

5"- TGG® TCT GGC GCT C (--) TG GT"'G T"AC CCA GGG AAA’°GCT CCT GTT
TGT*> CCT AAC TTG CTC CTG GAA’' CAG GAA CCA GGT* GCA AGT T"°GT
GTC GAG GTG AAT GGT GGA GAT CTT TGA CAT GTT GCT GGC TAC ATC
AG'"”T CTC GCT TCC GTA TGA TGA ATC TCC AGG GAG AGG AGT TTG
TGT GCC TCA AAT CCA TCA TTT TGC TTA ATT CTG GAG TGT ACA CGT
TTC TGT CCA GCA CCC TGA AGT CTC TGG AAG AGA AGG ACC ATA TCC
ACC GTG TCC TGG ACA AGA TCA CAG ACA CCT TGA TCC ACC TGA TGG
CCA AAG CGG GCC TGA CTC TGC AGC AGC AGC ACC GGC GTC TCG CGC
AGC TCC TCC TCA TCC TGT CTC ACT TCA GGC ACA TGA GTA ACA AAG
GCA TGG AGC ATC TGT ACA ACA TGA AGT GCA AGA ACG TGG TGC CCC
TCT ATG ACC TGC TGC TGG AA4™G ATG -3
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5.1.

5.2.

5.2.1

Diskussion
Diskussion des Versuchsaufbaus

Vorliegenden Untersuchungen lag die These zugrunde, dass neben einer
endokrinen Wirkung testikulir sezerniertes Progesteron und testikulire Ostrogene
auch parakrine Wirkungen haben. Die Stimmigkeit dieser These sollte daran tiberpriift
werde, ob und inwieweit im Eberhoden der Progesteronrezeptor und der
Ostrogenrezeptor-o. exprimiert werden, da von einer genomischen und einer nicht
genomischen Wirkung ausgegangen wurde. Weiterhin sollten eventuelle
Zusammenhdnge zum Alter der Tiere erkannt werden. Im Vordergrund stand dabei die
Darstellung der Expression des Progesteronrezeptors auf Protein- und mRNA- Ebene.
Komplementir zu diesen zundchst erhaltenen Befunden wurde auch die Expression

der mRNA des Ostrogenrezeptors-a untersucht.

Diskussion der Methodik

Immunhistochemischer Rezeptornachweis

Die Darstellung des Progesteronrezeptors wurde mit Hilfe der
Immunhistochemie durchgefiihrt. Bei dieser Methode ist von Vorteil, dass nur wenig
Probenmaterial bendtigt wird, um ein gesuchtes Protein nachweisen zu konnen und
seine genaue Lokalisation zu identifizieren (Thorpe, 1987; Helin et al., 1989;
Pertschuk et al., 1990). Im Gegensatz zu Rezeptorligandbindungstests ist jedoch keine
quantitative Auswertung hinsichtlich der Rezeptorkonzentration moglich.

Bei der Durchfiihrung des immunhistochemischen Nachweises wurden
Kontrollen mitgefithrt. So wurde von jeder Probe ein Schnitt nicht mit dem
antigenspezifischen Primérantikdrper sondern mit einem Nonsenseantikorper, d.h. mit
einem ,,irrelevanten Antikorper gleichen Isotyps, der gegen ein Antigen gerichtet ist,
das nicht bei der untersuchten Spezies, hier also beim Schwein vorkommt, inkubiert.
Bei einem negativen Ergebnis kann ausgeschlossen werden, dass die nach
Verwendung des Primirantikdrpers beobachteten Farbreaktionen durch dessen
Bindung an ein unspezifisches Protein hervorgerufen wird. Ein negatives Ergebnis
schlieft weiterhin aus, dass das zweite Detektionssystem, also sekundarer Antikorper
und ABC-System, ein unspezifisches Signal erzeugen. Die in den vorliegenden

Untersuchungen erhaltenen negativen Ergebnisse bestitigen die Spezifitit der
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5.2.2

Immunreaktion. In Vorversuchen hatte sich weiterhin gezeigt, dass zur Beseitigung
einer unspezifischen Hintergrundfarbung der Einsatz eines kommerziellen Avidin-
Biotin-Blocking  Kits bessere Ergebnisse brachte, als eine in vielen
immunhistochemischen Féarbeprotokollen benutzte Magermilch-Losung.

Desweiteren wurde in jeder Testserie eine ,,positive” Kontrolle, d.h. ein
Gewebeschnitt mitgefithrt, in denen das gesuchte Antigen erwartungsgemail
vorhanden ist. In vorliegender Untersuchung diente Schweineuterus als
Kontrollgewebe; die erwarteten positiven Reaktionen traten ein.

Die Spezifitidt des angewandten immunhistologischen Verfahrens ergibt sich
auch daraus, dass der zum Nachweis des Progesteronrezeptors eingesetzte Antikorper
gegen die letzten 12 Aminosduren des Carboxyendes des humanen
Progesteronrezeptors gerichtet ist und diese hochkonservierte Sequenz bei Mensch
(Misrahi et al., 1987), Maus (Schott et al., 1991), Huhn (Conneely et al., 1986),
Kaninchen (Loosfelt et al., 1986), Ratte (Park und Mayo, 1991) und Hund (Latinga-
van Leeuwen et al., 2000) identisch ist.

Bisher sind beim Schwein die ersten fiinf der erwarteten zwolf Aminoséuren
bekannt, diese aber sind mit den bei den anderen Tierarten sequenzierten Aminosauren
deckungsgleich, so dass auch fiir diese Spezies mit einer entsprechenden Homologie
zu rechnen ist (Iwai et al., 1991). Allerdings ist nicht davon auszugehen, dass der
verwendete Antikdrper zwischen den einzelnen Progesteronrezeptor-Isoformen
unterscheiden kann, da die Aminosdurensequenz am Carboxyterminus nicht betroffen

ist (s. Kap. 2.5.3.1).

Rezeptornachweis mittels RT-PCR und Sequenzierung

Zur Bestitigung der immunhistochemischen Befunde wurde mittels RT-PCR
die Expression des Progesteronrezeptors mit anschlieBender Sequenzierung
aufgezeigt.

Auch zum Nachweis des Ostrogenrezeptors-a. wurde die RT-PCR mit
anschlieBender Sequenzierung gewahlt.

Die angewandte RT-PCR gestattet bei hoher Sensitivitdt einen qualitativen
Nachweis der Expression der mRNA, der Nachweis ist organ- und nicht zellspezifisch.

Ausschlaggebend fiir die Qualitdt der RT-PCR sind die zur Amplifikation

verwendeten Primer.

78



Diskussion

5.3.

Die zum Nachweis des porcinen Progesteronrezeptors im Schweinehoden
benutzten Primer sind Sequenzen, die fiir den hochkonservierten Progesteronrezeptor
schon beim Huhn eingesetzt wurden (Connely et al., 1986; Jeltsch et al., 1986).
Desweiteren wurden sie mit Erfolg auch in porcinem Gewebe verwendet (Ying et al.,
2000). Die in der Literatur zu diesem Primer zu findenden Angaben beschreiben die
cDNA-Amplifikate mit einer Grofe von 179 Basenpaaren. Die Primer die zum
Nachweis des Ostrogenrezeptors-a. eingesetzt wurden sind Sequenzen, die ein
Fragment der ebenfalls hochkonservierten Ligandbindungsdoméine des bovinen
Ostrogenrezeptors-o. kodieren. Die Primer wurden von Malayer und Woods (1998)
sowie Schuler et al. (2002) erfolgreich beim Rind eingesetzt. Das amplifizierte cDNA
Fragment hat eine Grofe von 477 Basenpaaren. Der Ablauf der RT-PCR Reaktion
wurde durch Amplifikation des Housekeeping Gene [-Aktin kontrolliert. Das
verwendete Primerpaar wurde zuvor schon bei der Maus (Wu et al., 1992) und beim
Schwein (Ying et al., 2000) erfolgreich eingesetzt. Die GroBle der erhaltenen
Amplifikate wird mit 410 Basenpaaren angegeben.

Alle Amplifikate wiesen die erwartete Grofe an Basenpaaren auf, die
Sequenzierung der Amplifikate fiir den Progesteronrezeptor und den
Ostrogenrezeptor-o. wiesen eine nahezu 100%-ige Homologie mit der erwarteten
Sequenz auf, so dass auch die Spezifitit der durchgefiihrten RT-PCR als gesichert

anzusehen ist.

Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Progesteronrezeptor

5.3.1.1 Progesteronrezeptornachweis

Mittels RT-PCR konnte erstmalig flir den Eber bei allen Altersgruppen (50.- >
250. Lebenstag) eine Expression des Progesteronrezeptors im Hoden nachgewiesen
werden. Entsprechende Angaben liegen bisher nur fiir den Affen vor (Heikinheimo et
al., 1995).

Dariiber hinausgehend konnte mittels der Immunhistochemie die Art der
Verteilung und Lokalisation der rezeptorpositiven Zellen aufgezeigt werden.

Bei den pripubertiren Tieren (Gruppe A) im Alter von 50 und 100 Tagen

konnte die Expression des Progesteronrezeptors eindeutig in den Prdspermatogonien

nachgewiesen werden. Dabei zeigten nur die Zellkerne eine deutliche Markierung, so
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dass von einer rein nukledren Lokalisation auszugehen ist. Die Expression des
Progesteronrezeptors wies eine hochsignifikante (p< 0,0001) Abhéngigkeit von der
Lokalisation der Prdaspermatogonien auf. So zeigte sich, dass die Expression nur in
wenigen von den zentral in den noch lumenlosen Tubuli seminiferi contorti liegenden
Praspermatogonien auftritt, sondern iiberwiegend in den Pridspermatogonien, die
bereits in Kontakt mit der Basallamina standen. Mit fortschreitender Entwicklung vom
50. zum 100. Lebenstag verdeutlichte sich diese Entwicklung (p= 0,0029). Diese
Beobachtungen legen den Schluf nahe, dass es erst nach Kontaktaufnahme der
Praspermatogonien mit der Basalmembran bzw. dem peritubuldren Gewebe zur
Expression des Progesteronrezeptors kommt. Gegen diesen Schlul spricht jedoch,
dass circa 10% (10,47 + 4,25%) der noch luminal liegenden Préspermatogonien
ebenfalls Progesteronrezeptor-positiv sind. Allerdings kann trotz des Bemiihens nur
exakt quergeschnittene Tubuli seminiferi auszuzdhlen nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden, dass nicht auch diese Zellen bereits mit der Basalmembran in
Kontakt standen, da schon bei geringer Verzerrung der Querschnitte die
Priaspermatogonien unterhalb der sichtbaren Ebene Kontakt zur Basalmembran haben
koénnen, obwohl es bei Draufsicht aussieht, als stiinden sie noch nicht mit dieser in
Kontakt. Die vorliegenden Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit Untersuchungen
von Konrad et al. (1998) am sich entwickelnden postnatalen Rattenhoden, die
ebenfalls den Progesteronrezeptor in den ,germinativen Zellen“ nachwiesen,
allerdings keine weiteren Angaben zur Art der Zelle und deren Lokalisation machten.
In weiterfiilhrenden Untersuchungen an ebenfalls juvenilen Rattenhoden geben Weber
et al. (2002) an, dass sie den Progesteronrezeptor in den Spermatogonien nachweisen
konnten.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung bei den

geschlechtsreifen Ebern (Gruppe B) haben gezeigt, dass von den germinativen Zellen

ausschlieflich die A- und B-Spermatogonien Progesteronrezeptor-positiv sind (A-
Spermatogonien 77,84 + 3,23% und B-Spermatogonien 79,14 + 3,08%). Das Signal
verschwindet, sobald die Entwicklung zu den Spermatozyten einsetzt. Es ergeben sich
keine Altersabhdngigkeiten innerhalb der Gruppe der geschlechtsreifen Tiere, eine
Beziehung zum Keimepithelzyklus konnte nicht aufgezeigt werden. Damit zeigt sich
die Situation anders als bei der Ratte, wo Galena et al. (1974) den Progesteronrezeptor
auch in primiren Spermatozyten und Spermatiden fanden. In Ubereinstimmung mit

den eigenen Befunden konnten Sirivaidyapong et al. (2001) beim Hund den
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Progesteronrezeptor nicht in den Spermatiden wohl aber in den reifen Spermien
nachweisen.

Auch bei den in der Pubertit befindlichen Tieren (Gruppe C) war die

Expression des Progesteronrezeptors an die Spermatogonien gebunden, wobei sich bei
dem noch lumenlosen Tubuli seminiferi contorti ein Bild wie bei den juvenilen Tieren
ergab, bei ausgebildetem Lumen und beginnendem Keimepithelzyklus entsprach das
Bild dem der geschlechtsreifen Tiere.

Auch in den Sertolizellen ergab sich ein Prizipitat, das auf ein Vorhandensein
des Progesteronrezeptors schliefen lasst. Allerdings waren die Farbesignale deutlich
schwicher als bei den Praspermatogonien sowie A- und B-Spermatogonien, so dass
nicht ausgeschlossen werden kann, dass ein subjektiver Auswertefehler vorliegt. Ein
solcher konnte sich zum Beispiel ergeben, wenn gefdrbte Spermatogonien
Sertolizellen tiberlagern und so einen gefiarbten Sertolizellkern vortduschen. Im
Hinblick auf diese Moglichkeit und den niedrigen Prozentsatz Progesteronrezeptor-
positiver Sertolizellen (juvenile Tiere 0,2 + 0,11%, geschlechtsreife Tiere 8,33 +
1,26%), wobei sich bei den geschlechtsreifen Tieren keine Beziehungen zum
Keimepithelzyklus erkennen lieBen, bedarf dieser Befund einer weiteren
Verifizierung. Hinsichtlich der Expression des Progesteronrezeptors bei anderen
Tierarten liegen nur wenig Befunde vor; so beschreiben Schmidt und Danzo (1980)
sowie Weber et al. (2002) das Vorkommen des Progesteronrezeptors in den
Sertolizellen der Ratte, ein Befund der von Konrad et al. (1998) nicht bestatigt werden
konnte.

In Ubereinstimmung mit Befunden von Konrad et al. (1998) bei der Ratte
konnten in vorliegenden Untersuchungen, unabhéngig vom Alter der Tiere, auch in
einigen peritubuldren Zellen positive Firbesignale entdeckt werden. Die Tatsache,
dass die vorhandenen Expressionssignale sich klar und kréftig darstellten lédsst es als
wahrscheinlich erscheinen, dass es sich hierbei um eine zwar seltene aber tatsdchliche
Expression des Progesteronrezeptors handelt. Die Seltenheit dieses Ereignisses konnte
erklaren, warum Weber et al. (2002), die Ergebnisse von Konrad et al. (1998) nicht
bestitigen konnte.

Unabhédngig vom Alter, erwiesen sich auch die Leydigzellen stets als
Progesteronrezeptor-negativ. Maoglicherweise handelt es sich hier um eine
speziesspezifische Situation, nachdem Konrad et al. (1998) und Weber et al. (2002)

beim juvenilen Rattenhoden sowie Pino und Valladares (1988) und Rossato et al.
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(1999) an Ratten-Leydigzell-Zellkulturen eine Expression des Progesteronrezeptors
aufzeigten.

In vorliegenden Untersuchungen wurden weiterhin bei allen Altersgruppen
vereinzelt Progesteronrezeptor-positive Endothelzellen nachgewiesen. Dies entspricht
Erkenntnissen aus Untersuchungen von Bergqvist et al. (1993) sowie Perrot-Applanat
et al. (1995), in denen der Progesteronrezeptor in den peripheren Gefallen sowohl
beim Menschen nachgewiesen wurde, sowie von Falkenstein et al. (1996), die den
Progesteronrezeptor in glatten Muskelzellen von Blutgefdflen des Schweins gefunden
haben.

Der Nachweis des Progesteronrezeptors im Eberhoden ldsst es als
wahrscheinlich erscheinen, dass dem testikuldren Progesteron eine rezeptorvermittelte
lokale, parakrine Bedeutung zukommt.

Die durchgefiihrten Untersuchungen haben als die im Vordergrund stehenden
potentiellen Zielzellen eindeutig die Gruppe der Spermatogonien erkannt.

Dabei fillt auf, dass die Praspermatogonien erst nach Kontaktaufnahme mit
den peritubuldren Zellen bzw. der Basalmembran den Rezeptor exprimieren, ein
Vorgang, der bei Eintritt in die Spermatozytogenese wieder verloren geht. Dies lésst
auf eine hohe Spezifitit des beobachteten Vorgangs schlieBen und legt nahe, dass
Progesteron als parakriner Regelfaktor an der Spermatogoniogenese beteiligt ist.
Keine Aussagen konnen jedoch dariiber getroffen werden, ob die mitotische Aktivitat
selbst oder andere, den Zellstoffwechsel steuernde Vorginge beeinflusst werden.

In Ubereinstimmung mit Beobachtungen anderer Autoren bei der Ratte bzw.
Mensch und Schwein, geben die eigenen Untersuchungen Hinweise, dass der
Progesteronrezeptor — allerdings in deutlich geringerem Umfang — auch in andern
Zellen des Hodens (Perizyten, Sertolizellen, GefdBendothelzellen) exprimiert wird
(Schmidt und Danzo, 1980; Pino und Valladares, 1988; Bergqvist et al., 1993; Perrot-
Applant et al., 1995; Falkenstein et al., 1996; Konrad et al., 1998; Rossato et al., 1999;
Weber et al., 2002). Eine parakrine Wirkung von Progesteron auf diese Zellen kann
daher unterstellt werden, die geringe Haufigkeit der Expression des
Progesteronrezeptors bei diesen Zellen, lasst jedoch auf einen biologischen Vorgang
von eher untergeordneter Bedeutung schlieen.

In vorliegenden  Untersuchungen waren die Leydigzellen  stets

Progesteronrezeptor-negativ. Eine Down-Regulierung des LH-Rezeptors dieser Zellen
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durch Progesteron, wie es von El-Hefnawy und Huhtaniemi (1998) fiir die Maus

beschrieben wurde, kann demnach fiir den Eber ausgeschlossen werden.

5.3.1.2 Ostrogenrezeptor-o- Nachweis

Die Expression des Progesteronrezeptors und die vorausgegangene
Genaktivierung hingen von einer Aktivierung des Ostrogenrezeptors ab (Savouret et
al., 1991; Kraus et al., 1994) ab.

Der mittels RT-PCR und anschliessender Sequenzierung erstmals gelungene
Nachweis der mRNA Expression des Ostrogenrezeptors-a. im Eberhoden zeigt, dass
die Schaltstellen dieses Regelkreises beim Eber vorhanden sind. Dabei ist zu
unterstellen, dass die Expression des Ostrogenrezeptor-o. durch die hohe testikulire
Ostrogenproduktion sichergestellt ist.

Die eigenen Untersuchungen geben keine Hinweise auf die Lokalisation des
Ostrogenrezeptor-o. Untersuchungen anderer Autoren haben jedoch gezeigt, dass beim
,,Channel Catfish* der Ostrogenrezeptor-o. sowohl in den priméren und sekundiren
Spermatozyten als auch Spermatiden exprimiert wird (Wu et al., 2001). Bilinska et al.
(2000) wiesen den Ostrogenrezeptor-a in den Leydigzellen der Rételmaus nach.

Eindeutig nachgewiesen dagegen wurde die Expression des Ostrogenrezeptor-o
in den Epithelzellen des Ductus epidymidis, insbesondere im Nebenhodenkopf, sowie
im Rete testis (Lee et al., 2000; Hess et al., 2000). Die hier iiber den Rezeptor
vermittelte Wirkung ist eine extratestinale und ergibt sich aus der Resorption der
Tubulusfliissigkeit (Hess et al., 2000).

Insgesamt weisen die vorliegenden Untersuchungen auf eine parakrine
Wirkung der testikuliren Progesteron- und Ostrogenproduktion hin. Die Bedeutung
der testikuliren Ostrogene kann dabei moglicherweise vor allem in einer
Aufregulation der Progesteronrezeptorsynthese wihrend der Spermatogoniogenese
gesehen werden. Dariiber hinaus wurde postuliert, dass der Ostrogenrezeptor-a. in den
somatischen Zellen notwendig fiir eine geregelte Samenzellbildung und Erreichung
der Fruchtbarkeit ist (Mahato et al., 2001).

Voraussetzung fiir die Erkennung klarer, funktionaler Beziehungen sind jedoch
auch hier weiterfiihrende Untersuchungen, wobei insbesondere ergénzende Studien
hinsichtlich der Lokalisation des Ostrogenrezeptors-a. im Hoden des Ebers noch

ausstehen.
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Zusammenfassung

Neben Ostrogenen konnte in vorausgehenden Untersuchungen auch
Progesteron als ein Produkt der testikuldren Steroidproduktion erkannt werden. Fiir
beide Steroide stellt sich die Frage nach deren Relevanz fiir die endokrine und
germinative Hodenfunktion. Vorliegende Arbeit fokussiert auf Progesteron, ihr liegt
die These zugrunde, dass es sich dabei — wie auch bei Estron — um einen
parakrin/autokrin wirksamen Regelfaktor handelt. Als eine erste Stiitze dieser These
wird der Nachweis des Progesteronrezeptors und Ostrogenrezeptors-a. im Hoden
angesehen.

Die Untersuchungen zum Nachweis des PR erfolgten mittels
Immunhistochemie und RT-PCR, die zum Nachweis des ER-o. nur mit RT-PCR. Der
RT-PCR schlof sich eine Sequenzierung der Amplifikate an.

Zur Verfiigung standen jeweils Hoden von fiinf 50, 100, 150, 200 und mehr als
250 Tage alten Ebern. Fiir die Immunhistochemie wurden ca. 1 x 1 x 1 cm grof3e
Wiirfel aus dem Hodenparenchym geschnitten, in 4%-igem Formol nach Lillie fiir 20-
24 Stunden fixiert und in Paraffin eingebettet. Fiir die RT-PCR wurde das Gewebe in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —85°C gelagert. Als Kontrolle diente ein
entsprechend behandelter Schweineuterus.

Nach alkoholischer Entparaffinierung in einer absteigenden Xylol-Ethanol-
Reihe und Rehydrierung wurden 3um starke Schnitte zur Demaskierung der antigenen
Epitope in Citratpuffer in der Mikrowelle erhitzt. Danach folgte eine Inaktivierung der
endogenen Peroxidasen in einer 2%-igen H,O,-Losung. Fiir die Darstellung des PR
kam der monoklonale Antikérper (Klon 10A9; Immunotech®) zur Anwendung, der
gegen das hochkonservierte Carboxyende des humanen PR gerichtet ist. Die
Darstellung erfolgte via zweiten Antikorper und einem Avidin-Biotin
Detektionssystem. Positivkontrolle und Negativkontrolle (Verwendung eines
irrelevanten Isotypenantikorpers) bestitigten die Spezifitdit der Immunreaktion. Die
Auswertung und Auszdhlung der Schnitte erfolgten bei 400-facher und 1000-facher
Vergroferung, die statistische Auswertung mit dem  Statistikprogramm
BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon, 1993).

Die Aufbereitung der Gewebeproben zum Nachweis des PR und ER-o mittels
RT-PCR geschah in gleicher Weise unter Verwendung des RNeasy-Kit der Firma
Qiagen®. Die RT-PCR wurde in einer einstufigen Reaktion mit dem One-Step RT-
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PCR Kit (Qiagen®) durchgefithrt. Zur Amplifikation des Progesteron- und
Ostrogenrezeptors-o. wurden fiir das Schwein bzw. fiir das Rind spezifische
Primerpaare eingesetzt (Malayer und Woods, 1998; Ying et al., 2000). Als Kontrolle
diente die Erfassung der Expression des Housekeeping Genes [-Aktin fiir das
ebenfalls ein spezifischer Primer zur Verfiigung stand (Ying et al., 2000). Die
Sequenzierung der Amplifikate eines Hodens aus der 250 Tage — bzw. 50 Tage
Gruppe ergab eine nahezu 100%-ige Homologie mit der erwarteten Sequenz fiir den
Progesteron- bzw. Ostrogenrezeptor-o.. Ein entsprechendes Ergebnis ergab sich fiir das
Endometrium.

Mittels RT-PCR konnte die Expression des PR und ER-a bei allen fiinf
Altersgruppen nachgewiesen werden. Immunhistochemisch zeigte sich die Expression
des PR vor allem in den Spermatogonien, wobei bei den prapubertdren Tieren (50 und
100 Tage alt) die Expression offensichtlich an die Kontaktaufnahme der zur Peripherie
wandernden Prispermatogonie mit der Basalmembran gebunden ist; der Effekt war
mit p< 0,0001 hochsignifikant, 65,34 + 6,6% der 50 Tage Gruppe und 72,96 + 11,59%
der 100 Tage Gruppe waren PR positiv. Bei den adulten Tieren (Tag 200 und 250)
waren 77,8 = 3,2% der A- und 79,1 + 3,0% der B-Spermatogonien PR-positiv. Nach
Teilung der B-Spermatogonien in die primédren Spermatozyten verlor sich die
Expression. Es waren keine Expressionsunterschiede in Abhéngigkeit vom Alter (Tag
200 und 250) und zum Stand der Spermatogenese nachzuweisen. In keiner
Altersgruppe ergaben sich Hinweise auf eine Expression des PR in den Leydigzellen,
die Expressionen des PR in den Sertolizellen und den peritubulédren Zellen bedarf einer
weiteren Untersuchung.

Die Befunde lassen auf eine parakrine Bedeutung von Progesteron bei der

Spermatogoniogenese schlieBBen.
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Summary

In previous investigations apart from oestrogens also progesterone was
identified as a product of testicular secretory activity. Both steroids raise the question
in respect to their importance for testicular endocrine and germinal function. The
present thesis focuses on progesterone with the hypothesis that progesterone — like
oestrogens — acts as a paracrine/autocrine regulatory factor. Demonstration of
testicular expression of the progesterone- and oestrogenreceptor-o. are seen as a
support of this hypothesis.

Detection of the PR was by immunohistochemistry and RT-PCR, of the
oestrogenreceptor-o. by RT-PCR only.

Investigations were performed with testes from groups of 5 boars aged 50, 100,
200 and >250 days. For immunhistochemistry testicular tissue was cut into
approximatly 1 x1 cm cubes, which were fixated in 4% formol by Lillie for 20-24
hours prior to embedding in paraffin. For RT-PCR tissue was shock frozen and stored
at —85°C until further use. Pig uterine tissue served for control purposes. 3um slices
were cut, deparaffinized and rehydrated; antigenic epitops were demasced by heating
in citrate-buffer in a microwave oven. Endogenous peroxydases were then inactivated
by treatment with a 2% H»O;-solution. For detection of the progesterone receptor the
monoclonal antibody Klon 10A9 (Immunotech®) was used. This antibody is directed
against the highly conserved carboxyterminus of the human progesterone receptor.
Detection was via a 2™ antibody and the avidin-biotin-system. Specificity of the
immunereaction was proven by adequate positive (uterus) and negative controls, also
using a nonsense antibody. Slices were examined at a 400- and 1000- fold
magnification, where appropriate statistical evaluation was by the program
BMDP/Dynamic, Release 7.0 (Dixon, 1993).

For RT-PCR of the progesterone- and oestrogenereceptor-o. the mRNA was
obtained by using the RNeasy-Kit (Qiagen™). Following transcription (One-step,
Qiagen™) and amplification the amplicons were visulized after electrophoresis on an
ethidium-bromide gel. The primers used were specific for the porcine progesterone
(Ying et al., 2000) and bovine oestrogenreceptor-o. (Malayer und Woods, 1998 ),
sequencing of the amplicons from a 250 day (PR) and 50 day (ERa) old boar yielded

an almost 100% homology with the expected sequences. Similar results were obtained
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with the uterine control tissue, RT-PCR of the housekeeping gene B-Actin confirmed
correctness of the RT-PCR.

By RT-PCR expression of the PR and ERa could be demonstrated at all age
groups. Immunhistochemistrily located the PR particularely in spermatogonia. As was
shown in prepubertal boars (50, 100 days), centrally located pre-spermatogonia were
largely negative and only expressed the PR after having moved to and getting in
contact with the basal lamina (p< 0,0001); 65.3 £ 6.6% and 72.9 + 11.6% of the pre-
spermatogonia of the 50 and 100 day old boars, respectively, were PR-positive. In
adult boars (200 and >250 days) 77.8 + 3.2% of the A-spermatogonia und 79.1 £+ 3.9%
of the B-spermatogonia expressed the PR. There were no differences between age
groups or relations to the stage of spermatocytogenesis. Expression was lost after
entering the stage of spermatogenesis. Leydig cells were constantly negative, only few
sertoli cells and peritubular cells occasionally stained positive, an observation needing
further investigation.

It is concluded that progesterone acts as a paracrine factor involved in the

regulation of spermatogoniogenesis
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9. Anhang

9.1 Absolute und relative Zahlen — ohne Arcus-Sinus-Transformation — der

immunhistochemischen Ergebnisse

Tierkennung | Eber 6 | Eber 7 | Eber 8 | Eber 9 |Eber 10
Luminale Spermatogonien gefarbt 3 14 11 16 3
Luminale Spermatogonien ungefarbt 36 45 29 36 37
Luminale Spermatogonien Gesamt 39 59 40 52 40
Luminale Spermatogonien (%) 7,6 23,7 27,5 30,7 7,5
Basale Spermatogonien gefarbt 90 72 100 90 98
Basale Spermatogonien ungefarbt 24 20 12 9 15
Basale Spermatogonien Gesamt 114 92 112 99 113
Basale Spermatogonien (%) 78,9 78,2 89,2 90,9 86,7
Spermatogonien gefarbt 93 86 111 106 101
Spermatogonien ungefarbt 60 65 41 45 52
Spermatogonien Gesamt 153 151 152 151 153
Spermatogonien (%) 60,7 56,9 73 70,1 66
Sertolizellen Gesamt gefarbt 1 0 3 0 2
Sertolizellen Gesamt ungefarbt 562 627 630 461 648
Sertolizellen Gesamt 563 627 633 461 650
Sertolizellen Gesamt (%) 0,1 0 0,4 0 0,3

Tab. 6 : Alter: 50 Tage
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Tierkennung | Eber 6 | Eber 8 [Eber 10
Luminale Spermatogonien gefarbt 1 3 0
Luminale Spermatogonien ungefarbt 55 31 0
Luminale Spermatogonien Gesamt 56 34 0
Luminale Spermatogonien (%) 1,7 8,8 0
Basale Spermatogonien gefarbt 89 112 126
Basale Spermatogonien ungefarbt 5 4 27
Basale Spermatogonien Gesamt 94 116 153
Basale Spermatogonien (%) 94,6 96,5 82,3
Spermatogonien gefarbt 90 115 126
Spermatogonien ungefarbt 60 35 27
Spermatogonien Gesamt 150 150 153
Spermatogonien (%) 60 76,6 82,3
Sertolizellen Gesamt gefarbt 1 3 4
Sertolizellen Gesamt ungefarbt 489 550 364
Sertolizellen Gesamt 490 553 368
Sertolizellen Gesamt (%) 0,2 0,5 1

Tab. 7: Alter 100 Tage

120



Anhang

Tierkennung Eber 1 |Eber 3 |Eber 5 |Eber 6 |Eber 7
A-Spermatogonien gefarbt Phase | 122 122 127 119 121
A-Spermatogonien ungefarbt Phase | 32 28 36 35 32
A-Spermatogonien Gesamt Phase | 154 150 163 154 153
A-Spermatogonien gefarbt Phase | (%) 79,2 81,3 77,9 77,2 79
A-Spermatogonien gefarbt Phase Il 136 143 183 146 134
A-Spermatogonien ungefarbt Phase Il 31 42 48 45 33
A-Spermatogonien Gesamt Phase I 167 185 231 191 167
A-Spermatogonien gefarbt Phase Il (%) 81,4 77,2 79,2 76,4 80,2
B-Spermatogonien gefarbt Phase Il 129 115 121 123 120
B-Spermatogonien ungefarbt Phase Il 24 34 29 31 33
B-Spermatogonien Gesamt Phase Il 153 149 150 154 153
B-Spermatogonien gefarbt Phase Il (%) 84,3 771 80,6 79,8 78,4
A-Spermatogonien gefarbt Phase il 125 124 132 127 113
A-Spermatogonien ungefarbt Phase lll 27 35 33 38 40
A-Spermatogonien Gesamt Phase lli 152 159 165 165 153
A-Spermatogonien gefarbt Phase lll (%) 82,2 77,9 80 76,9 73,8
Sertolizellen gefarbt Phase | 4 16 14 27 35
Sertolizellen ungefarbt Phase | 202 172 114 131 194
Sertolizellen Gesamt Phase | 206 188 128 158 229
Sertolizellen gefarbt Phase | (%) 1,9 8,5 10,9 17 15,2
Sertolizellen gefarbt Phase I 8 17 42 39 54
Sertolizellen ungefarbt Phase Il 251 188 267 181 261
Sertolizellen Gesamt Phase Il 259 205 309 220 315
Sertolizellen gefarbt Phase Il (%) 3 8,2 13,5 17,7 17,1
Sertolizellen gefarbt Phase lll 9 19 35 53 7
Sertolizellen ungefarbt Phase llI 199 175 116 168 226
Sertolizellen Gesamt Phase Il 208 194 151 221 273
Sertolizellen gefarbt Phase Il (%) 4,3 9,7 231 23,9 2,5
Sertolizellen gefarbt Gesamt 21 52 91 119 96
Sertolizellen ungefarbt Gesamt 673 587 588 599 817
Sertolizellen Gesamt 694 639 679 718 913
Sertolizellen gefarbt Gesamt (%) 3 8,1 13,4 16,5 10,5

Tab. 8: Alter: 200 Tage
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Tierkennung Eber 1 | Eber 2 [Eber 4 | Eber 5| Eber 6
A-Spermatogonien gefarbt Phase | 116 116 136 117 112
A-Spermatogonien ungefarbt Phase | 36 37 24 34 38
A-Spermatogonien Gesamt Phase | 152 153 160 151 150
A-Spermatogonien gefarbt Phase | (%) 76,3 75,8 85 77,4 74,6
A-Spermatogonien gefarbt Phase Il 129 128 146 114 115
A-Spermatogonien ungefarbt Phase Il 41 42 32 36 49
A-Spermatogonien Gesamt Phase I 170 170 178 150 164
A-Spermatogonien gefarbt Phase Il (%) 75,8 75,2 82 76 70,1
B-Spermatogonien gefarbt Phase Il 119 111 120 127 118
B-Spermatogonien ungefarbt Phase Il 34 39 32 40 35
B-Spermatogonien Gesamt Phase Il 153 150 152 167 153
B-Spermatogonien gefarbt Phase Il (%) 77,7 74 78,9 83,5 771
A-Spermatogonien gefarbt Phase Il 115 113 124 125 132
A-Spermatogonien ungefarbt Phase llI 37 43 37 33 27
A-Spermatogonien Gesamt Phase lli 152 156 161 158 159
A-Spermatogonien gefarbt Phase lll (%) 75,6 72,4 77 79,1 83
Sertolizellen gefarbt Phase | 6 16 0 16 26
Sertolizellen ungefarbt Phase | 165 145 144 106 84
Sertolizellen Gesamt Phase | 171 161 144 122 110
Sertolizellen gefarbt Phase | (%) 3,5 9,9 0 13,1 23,6
Sertolizellen gefarbt Phase I 9 35 4 36 22
Sertolizellen ungefarbt Phase Il 253 190 218 164 202
Sertolizellen Gesamt Phase Il 262 225 222 200 224
Sertolizellen gefarbt Phase Il (%) 3,4 15,5 1,8 18 9,8
Sertolizellen gefarbt Phase lll 3 18 0 24 34
Sertolizellen ungefarbt Phase llI 179 192 166 136 131
Sertolizellen Gesamt Phase Il 182 210 166 160 165
Sertolizellen gefarbt Phase Il (%) 1,6 8,5 0 15 20,6
Sertolizellen gefarbt Gesamt 18 69 4 76 82
Sertolizellen ungefarbt Gesamt 615 596 532 482 499
Sertolizellen Gesamt 633 665 536 558 581
Sertolizellen gefarbt Gesamt (%) 2,8 10,3 0,7 13,6 14,1

Tab. 9: Alter: 250 Tage
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9.2 Immunhistochemische Ergebnisse nach Arcus-Sinus-Transformation

Abb.17: Verteilung [X+SD] nach Arcus-Sinus Transformation der den Progesteronrezeptor

exprimierenden Praspermatogonien préapubertdrer Eber.

Position-Prispermtogonien Alter (Tage) |Mittelwert beider Altersgruppen X
50 100
Prispermtogonien zentral X |0,44088|0,14398 0,32955
SD [ 0,15098] 0,15103 0,20774
Prispermatogonien basal X | 1,175271,28515 1,21647
SD [ 0,08207] 0,13075 0,10939

Abb.18: Prozentuale Hiufigkeit [X+SD] der Expression des Progesteronrezeptors in den

Priaspermatogonien prépubertirer Eber.

Prispermtogonien Alter (Tage) |Priispermtogonien beider Altersgruppen X
50 100
X 65,34 73 68,2
SD 6,6 11,59 8,88

Abb.19: Hiufigkeit [X+SD] nach Arcus-Sinus Transformation der Expression des

Progesteronrezeptors in den Sertolizellen prapubertirer Eber.

Sertolizellen Alter (Tage) Sertolizellen beider Altersgruppen X
50 100
X 0,0299 | 0,0719 0,04567
SD 0,0297 | 0,0277 0,03457
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Abb.20: Verteilung [X+SD] nach Arcus-Sinus Transformation der den Progesteronrezeptor

exprimierenden Sertolizellen geschlechtsreifer Eber.

Phasenverteilung Alter (Tage) |Mittelwert beider Altersgruppen X
200 250
Sertolizellen Phase I X 0,31921]0,27718 0,2982
SD |0,11333(0,19249 0,15056
Sertolizellen Phase IT X 0,34026 | 0,29625 0,31825
SD |0,109120,13304 0,11703
Sertolizellen Phase III X 0,33931| 0,2583 0,2988
SD |0,16262|0,19373 0,17395
Mittelert aller Phasen X 0,3171 | 0,2682 0,2927
SD 0,0935 | 0,1352 0,11257

Abb.21: Hiufigkeit [X+SD] nach Arcus-Sinus Transformation der Expression des

Progesteronrezeptors in den Sertolizellen geschlechtsreifer Eber.

Sertolizellen Alter (Tage) Sertolizellen beider Altersgruppen X
200 250
X 0,3171 | 0,2682 0,2927
SD 0,0935 | 0,1352 0,11257
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9.3  Wahrscheinlichkeitswerte der zweifaktoriellen Varianzanalyse und T-Tests

Zweifaktorielle Varianzanalyse P-Wert
Spermatogonien 200 und 250 Tage

Alter: 200 Tage gegen 250 Tage P=0,2672
Phasen gegeneinander P=0,7695
Alter gegen Phasen P= 0,679
Sertolizellen 200 und 250 Tage

Alter: 200 Tage gegen 250 Tage P=0,5467
Phasen gegeneinander P=0,8207
Alter gegen Phasen P=0,8327
A- und B-Spermatogonien Phase 11

Alter: 200 und 250 Tage P=0,1836
Spermatogonientypen A und B P=0,1638
Alter gegen Spermatogonientypen P=0,6042
Spermatogonien 50 und 100 Tage

Alter: 50 Tage gegen 100 Tage P=0,3075
Positionen: zentral gegen basal P<0,0001
Positionen gegen Alter P=0,0029
T-Test unabhiingiger Stichproben

Sertolizellen 200 und 250 Tage P=0,5246
Spermatogonien 50 und 100 Tage P=10,2699
Sertolizellen 50 und 100 Tage P=0,0954

P> 0,05 nicht signifikant

P <0,05 schwach signifikant
P <0,01 signifikant

P <0,001 hoch signifikant

Abb.22: Wahrscheinlichkeitswerte der zweifaktoriellen Varianzanalyse und des T-Tests der

den Progesteronrezeptor exprimierenden

Priaspermatogonien,

Spermatogonien

und

Sertolizellen priapubertirer und geschlechtsreifer Eber in Abhédngigkeit vom Alter der Tiere,

der Position der Zellen und der Phasenverteilung
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9.4

Nukleotidsequenzen des Progesteronrezeptors und des Ostrogenrezeptors-o

Abb.23: Progesteronrezeptor Schwein

Primer:
PR- Vorwirts: 5-CCT AGC TCA CAG CGTTTCTACC -3
PR- Riickwirts: 5'-CAT CCC TGC CAA TAT CTT GG -3

Porcine Referenzsequenz fiir den Progesteronrezeptor:

5'-CCT AGC TCA CAG CGT TTC TAC CAG CTT ACA AAA CTT CTT GAT
AAC TTG CAT GAT CTT GTC AAA CAA CTT CAT CTG TAC TGC TTG
AAT ACA TTT ATC CAG TCC CGG GCA CTG AGT GTT GAA TTT CCA
GAA ATG ATG TCT GAG GTT ATT GCT GCA CAA TTA CCC AAG ATA
TTG GCA GGG ATG-3’

Sequenzierergebnis in 5°-3’-Richtung mit PR-Vorwirtsprimer:

Kontrollgewebe Endometrium Schwein: 99% Homologie

5] JA AAA CTT
CTT GAT AAC TTG CAT GAT> TCTT GTC AAA CAA CTT CAT CTG
TAC TGC TTG AAT ACA TTT ATC CAG TCC CGG GCA CTG AGT GTT
GAA TTT CCA GAA ATG ATG TCT GAG GTT ATT GCT GCA CAA TTA
CCC AAG ATA TTG GCA GGG ATG-3’

Testgewebe Eberhoden im Alter von 250 Tagen: 99% Homologie

] — 1T
GAT AAC TTG CAT GAT’* TC>TT GTC AAA CAA CTT CAT CTG TAC
TGC TTG AAT ACA TTT ATC CAG TCC CGG GCA CTG AGT GTT GAA
TTT CCA GAA ATG ATG TCT GAG GTT ATT GCT GCA CAA TTA CCC
AAG ATA TTG GCA GGG ATG-3’

Fettgedruckt am Ende die Basenfolge des Riickwirts-Primers.
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Sequenzierergebnis mit PR-Rickwaértsprimer:

Kontrollgewebe Endometrium Schwein: 99% Homologie
CAG ACATCA TTT CTG GAA ATT CAA CAC TCA GTG CCC GGG ACT
GTC TG T AGT AAA GAC CTT TAA GIT GTG AGT CAC GGG CCC TGA

GGA TAA ATG TAT TCA AGC AGT ACA GAT GAA GTT GTT TGA CAA
CCT ATT TAC ATA AGT TCG TCA TGT CTA CTT CAA CAA ACT GIT

GAT CAT GCA AGT TAT CAA GAA GTT TTG TAA GCT GGT AGA AAC
CTA GTA CGT TCA ATA GTT CIT CAA AAC ATT CGA CCA TCT TTG

GCT GTG AG G CTA GG
CGA CACTC C GAT CC

Testgewebe Eberhoden im Alter von 250 Tagen: 100% Homologie

CAG ACATCA TTT CTG GAA ATT CAA CAC TCA GTG CCC GGG ACT
GTC TGT AGT AAA GAC CTT TAA GTT GTG AGT CAC GGG CCC TGA

GGA TAA ATG TAT TCA AGC AGT ACA GAT GAA GTT GTT TGA CAA
CCT ATT TAC ATA AGT TCG TCA TGT CTA CTT CAA CAA ACT GIT

GAT CAT GCA AGT TAT CAA GAA GTT TTG TAA GCT GGT AGA AAC
CTA GTA CGTTCA TAT CAA GAA GTT TTG TAA GCT CCATCT TTG

GCT GTG AGCTAG G
CGA CACTCG ATC C

Obere Zeile original Basensequenz; kursiv: analoge Ubersetzung der Basen.

Nicht sequenziert die Sequenz des Riickwirtsprimers
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Abb.24: Ostrogenrezegtor a Schwein:

Primer:
ER a- Vorwirts: 5-GAG ATC CTG ATG ATT GGT CT -3°
ER a- Riickwirts: 5'-CAT CTC CAG CAG CAG GTC AT -3°

Porcine Refernzsequenz fiir den Ostrogenrezeptor-o.:

5- TGG ATC CTG ATG ATT GGT CTT GTC TGG CGC TCC ATG GAG CAC
CCA GGG AAG CTC CTG TTT GCT CCT AAC TTG CTC CTG GAC AGG AAC
CAG GGC AAG TGT GTC GAG GGA ATG GTG GAG ATC TTT GAC ATG TTG
CTG GCT ACA TCA TCT CGC TTC CGT ATG ATG AAT CTC CAG GGA GAG
GAG TTT GTG TGC CTC AAA TCC ATC ATT TTG CTT AAT TCT GGA GTG
TAC ACG TTT CTG TCC AGC ACC CTG AAG TCT CTG GAA GAG AAG GAC
CAT ATC CAC CGT GTC CTG GAC AAG ATC ACA GAC ACC TTG ATC CAC
CTG ATG GCC AAA GCG GGC CTG ACT CTG CAG CAG CAG CAC CGG CGT
CTC GCG CAG CTC CTC CTC ATC CTG TCT CAC TTC AGG CAC ATG AGT
AAC AAA GGC ATG GAG CAT CTG TAC AAC ATGA AGT GCA AGA ACG
TGG TGC CCCTCTATG ACCTGCTGC TGG AGA TG -3’

Sequenzierergebnis in 5°-3 -Richtung mit ER a-Vorwértsprimer:

Kontrollgewebe Endometrium Schwein: Homologie 99%

5- TGT CTG GCG CTC CAT GGA GCA CCC AGG GAA GCT CCT GTT TGC
TCC TAA CTT GCT CCT GGA CAG GAA CCA GGG CAA GTG TGT CGA GGG
AAT GGT GGA GAT CTT TGA CAT GTT GCT GGC TAC ATC AG'® T CTC
GCT TCC GTA TGA TGA ATC TCC AGG GAG AGG AGT TTG TGT GCC TCA
AAT CCA TCA TTT TGC TTA ATT CTG GAG TGT ACA CGT TTC TGT CCA
GCA CCC TGA AGT CTC TGG AAG AGA AGG ACC ATA TCC ACC GTG TCC
TGG ACA AGA TCA CAG ACA CCT TGA TCC ACC TGA TGG CCA AAG CGG
GCC TGA CTC TGC AGC AGC AGC ACC GGC GTC TCG CGC AGC TCC TCC
TCA TCC TGT CTC ACT TCA GGC ACA TGA GTA ACA AAG GCA TGG AGC
ATC TGT ACA ACA TGA AGT GCA AGA ACG TGG TGC CCC TCT ATG ACC
TGC TGC TGG AA4A*G ATG-3°
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Testgewebe Eberhoden im Alter von 50 Tagen: Homologie 98%

5"- TGG® TCT GGC GCT C (--) TG GT"'G T AC CCA GGG AAA*°GCT CCT GTT
TGT? CCT AAC TTG CTC CTG GAA’' CAG GAA CCA GGT® GCA AGT T"°GT
GTC GAG GT¥G AAT GGT GGA GAT CTT TGA CAT GTT GCT GGC TAC ATC
AG'"”T CTC GCT TCC GTA TGA TGA ATC TCC AGG GAG AGG AGT TTG
TGT GCC TCA AAT CCA TCA TTT TGC TTA ATT CTG GAG TGT ACA CGT
TTC TGT CCA GCA CCC TGA AGT CTC TGG AAG AGA AGG ACC ATA TCC
ACC GTG TCC TGG ACA AGA TCA CAG ACA CCT TGA TCC ACC TGA TGG
CCA AAG CGG GCC TGA CTC TGC AGC AGC AGC ACC GGC GTC TCG CGC
AGC TCC TCC TCA TCC TGT CTC ACT TCA GGC ACA TGA GTA ACA AAG
GCA TGG AGC ATC TGT ACA ACA TGA AGT GCA AGA ACG TGG TGC CCC
TCT ATG ACC TGC TGC TGG A4*G ATG -3’
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