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1. Einleitung

1.1 Stand der Diskussion. Ziel der Arbeit

Der Ursprung und die Entwicklung der Keimzellen von Chordaten und
Invertebraten nehmen die Aufmerksamkeit von Embryologen seit mehr als
100 Jahren in Anspruch (Darstellungen des historischen Hintergrundes:
Bounoure 1939; Heath 1978; Hardisty 1978; Niewkoop und Sutasurya
1979, 1981; Eddy und Hahnel 1983; Wylie et al. 1986).

Grundsatzliche  Probleme der Identifikation, Charakterisierung,
Lineagerestriktion und Allokation, sowie der Differenzierung von PGC
(Primordialkeimzellen, Urgeschlechtszellen, Gonozyten) wurden an
Insekten (Drosophila), Amphibien (Anuren, Urodelen), Voégeln (Huhn) und,
was Saugetiere betrifft, vorzugsweise an Mauseembryonen zu lésen
versucht und wiederholt zusammengefasst (McLaren 1981, 1983, 1992).
Viele in mancher Hinsicht relevante Arten wie Reptilien und
Cephalochordaten sind dagegen weitgehend vernachlassigt worden.
Auch Uber Haussaugetiere existieren kaum detaillierte Untersuchungen.
Ublicherweise werden die an Mauseembryonen erhobenen Befunde
verallgemeinert und auch auf Spezies mit signifikant unterschiedlicher
Embryogenese Ubertragen. Ein explosiv wachsender Dottersack, sowie
ein rapides Wachstum des dorsalen Mesenteriums interferieren
beispielsweise beim Rinderembryo deutlich mit den Behauptungen einer
aktiven interstitiellen Migration der PGC von extraembryonalen bzw.
extragonadalen Lokalisationen zur Gonadenanlage.

Untersuchungen boviner PGC sind allerdings durch eine Reihe
technischer Schwierigkeiten belastet. Wie bei den meisten S&ugetieren,

so kénnen auch bovine potentielle PGC durch den Nachweis der

Seite 6



alkalischen Phosphatase (ALP) identifiziert werden (Ohno und Gropp
1965; Gropp und Ohno 1966; Jost und Prépin 1966). Da aber auch
vermehrt andere embryonale Strukturen und Zellen ALP-positiv reagieren,
ist die Verwendung der ALP als spezifischer Marker fir PGC nicht
unumstritten (Essenberg et al. 1955; Zamboni und Merchant 1973; Heath
1978). Vor allem ist fraglich, ob der Aufenthaltsort der PGC zum Zeitpunkt
der erstmaligen ALP-Positivitat den tatsachlichen Entstehungsort im
Sinne einer Segregation der determinierten Keimzellinie markiert (Snow
und Monk 1983). Nur ein Teil der ALP-positiven Zellen wird zudem auch
tatsachlich zu PGC (Labosky et al. 1994), und unklar bleibt der Anteil
bzw. die Persistenz ALP-negativer totipotenter Zellen am spateren
Keimzellpool (Snow und Monk 1983; Eddy und Hahnel 1983); diese Frage
hangt mit der Zeitdauer der Allokation zusammen.

Erschwert wird die Identifizierung der PGC bei Rinderembryonen dadurch,
daR mit 23 Tagen Areale des Keimdrisenfeldes (Palisadenblastem) und
ab dem 30. Tag post inseminationem (p.i.) fast das gesamte
Gonadenblastem ALP-positiv reagieren (Jost und Prépin 1966). Diese
Reaktion wird Uber die geschlechtliche Differenzierung hinaus, die beim
Rind bisher auf den 40. Tag datiert wurde, in einem
geschlechtsabhéangigen Muster beibehalten (Gropp und Ohno 1966).
Wegen dieser besonderen Situation ist die ALP-Histochemie beim Rind
nicht in der Lage, alle PGC der indifferenten Gonade zu dokumentieren.
Notwendigerweise sind daher in dem beschriebenen Zeitraum keine
genauen Daten bezlglich der Anzahl und rdumlichen Verteilung der PGC
verfugbar. Das Auftreten und Verhalten von PGC in Rinderembryonen,
die junger als 25 Tage alt sind, ist bis dato vollkommen unbekannt.

Einen besonderen Diskussionspunkt stellt beim Rind die Modalitat der
Translokation von PGC in die Gonadenanlage dar. Jost und Prépin
(1966) interpretieren die bei 25 bis 31 Tage alten Rinderembryonen in der

Coelombucht und im dorsalen Mesenterium gefundenen ALP-positiven
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Zellen als aktiv zum Gonadenprimordium migrierende PGC. Funde ALP-
positiver Zellen in Leber und Gefalien veranlassen sie nicht, diesen als
PGC angesprochenen Zellen eine groBere Bedeutung bei der
Gonadenbesiedelung via intravasaler Migrationsroute beizumessen. Mit
den intravasalen Funden ALP-positiver Zellen erklaren sie lediglich den
Austausch von PGC zwischen dizygoten Rinderzwillingen ungleichen
Geschlechts (ermdglicht durch obligates friihes Fusionieren von Gefal3en
der Chorioallantoismembran).

Wartenberg (1983) andererseits war auf3erstande, im langen dorsalen
Mesenterium eines ungefahr 30 Tage alten Rinderembryos PGC zu
identifizieren und folgerte aufgrund intravasaler Keimzellfunde eine
ausschlie3liche  Kolonisierung der Gonadenanlage Uber das
Blutgefallsystem mit Extravasation im Riesenglomerulum des
Mesonephros. Den Ort der Intravasation, wie sie als Kopfsichel beim
Huhn durch Swift (1914) und Dantschakoff (1941) beschrieben wird,
kénnen allerdings weder Jost und Prépin (1966) noch Wartenberg (1983)
angeben.’

Die vorliegende Arbeit war im wesentlichen durch die kontroversen
Befunde und Interpretationen in der Literatur bestimmt. Das vollkommene
Fehlen an Informationen tber frihe Stadien von Rinderembryonen, sowie
die zunehmende Bedeutung assistierter Reproduktion gerade bei dieser
Spezies waren weitere motivierende Faktoren fur die Anfertigung dieser
Untersuchung.

Die in etwa gleichlange Gestationsdauer und ein &hnlicher Zeitplan bei
der embryonalen Entwicklung von Rind und Mensch erlauben zudem
sinnvolle Vergleiche zwischen beiden Spezies.

Um die Unzulanglichkeiten der ALP-Reaktion bei der Identifizierung von

bovinen Keimzellen zu umgehen, bzw. auch um den Wert der ALP-

! Das Alter der von ihnen untersuchten Embryonen laBt auch keine Aussage dariiber
erwarten; eine Intravasation mufite vor dem 25. Tag p. i. stattfinden.
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Reaktion zu rehabilitieren, wurden fir die vorliegende Untersuchung eine
Reihe von Lektinen mit verschiedenen Bindungskapazitaten fir ihre
Eignung als spezifische Marker fiir bovine PGC getestet. Zudem wird tUber
die rdumliche Verteilung von PGC in der gesamten Periode, von der
ersten Beobachtung am 18. Tag bis Uuber die geschlechtliche
Differenzierung hinaus, berichtet.

Da Keimzellen auch Uber die Zeit der Gonadendifferenzierung hinaus als
PGC bezeichnet werden, erschien es angebracht, diesen bisher
vernachlassigten, aber entscheidenden Zeitraum (40. - 80. Tag), mitein-
zubeziehen. Dabei ergaben sich zwangslaufig BerUhrungspunkte mit
zentralen Fragen der Gonadogenese. Einige Aspekte davon wie z.B. die
prameiotische Steroidsynthese im Ovar, der Zusammenhang von
Gonadenblastem und Nebennierenrindenblastem oder die Bedeutung von

Nephrostomen werden thematisiert.

1.2 Charakterisierung der verwendeten Marker

1.2.1 Laminin

Laminin ist ein extrazellulares Glykoprotein und stellt als biologisch aktive
Komponente den strukturellen Hauptbestandteil vieler Basalmembranen.
Es spielt eine bedeutende Rolle in vielen Aspekten der Zellbiologie. Seine
drei Ketten sind durch Disulfidbriicken zusammengehalten und verbinden
sich an ihren Enden sowohl mit Kollagen 1V, Heparansulfat und
Proteoglykanen als auch mit Rezeptoren (Integrinen) von Zelloberflachen.

Laminin moduliert aufgrund seiner Adh&sionspotenz Zelldifferenzierung,
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Zellform und Zellbewegungen und wird in verschiedenen Variationen in
der Embryogenese, Organogenese und Cancerogenese beobachtet.
Eine Affinitdt der Keimzellen zu Strukturen der Basalmembran ist gerade

wahrend der Migration und Gonadenbesiedlung auffallig.

1.2.2 Heparansulfat

Heparansulfat - Proteoglycan (HSPG) ist ein wichtiger Bestandteil der
extrazellularen  Matrix (ECM), besonders der (glomerularen)
Basalmembranen und spielt eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung
der lonenverteilung, sowie beim Auf- und Abbau von Basalmembranen
wahrend der Ontogenese der Gonade. Die Funktion als Leitstruktur fur
Migrationsbewegungen, z. B. von Keimzellen, aber auch allgemein in der
epithelio-mesenchymalen Transformation (EMT), der Hodenstrang-
formation, sowie der Tunica- und Gefal3bildung rechtfertigt den

Routineeinsatz bei serieller Bearbeitung der Gonaden.

1.2.3 LNGFR

LNGFR (low-affinity nerve growth factor receptor) wird vor allem bei der
Differenzierung des Nervengewebes beobachtet (Chao 1992), aber auch
in anderen Geweben und Organen wéahrend der Ontogenese exprimiert
(Russo et al. 1994). Auch im Hodengewebe verschiedener Spezies
(Persson et al. 1990, Graham et al. 1992) wird der Rezeptor gefunden.
Russo et al. (1994) konnten eine NGFR-Expression in den
mesenchymalen intertubularen Zellen pranataler Hoden nachweisen, die
sich postnatal auf peritubulére Zellen beschréankt; in keinem anderen

mesenchymalen Gewebe des Fotus wurde der Rezeptor beobachtet.
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Diese Besonderheit des gonadalen Mesenchyms wurde mit einem
monoklonalen mouse-anti-human Antikorper gegen die low affinity form
des Rezeptors, von Wrobel et al. (1996a) bei einem 7 Monate alten
Rinderfotus bestatigt: Nach Differenzierung zu peritubularen Zellen resp.
Leydigzellen ist die Reaktion auf Hodenfibroblasten beschrénkt, die sich
dadurch zeitlebens als potentielle Stammzellen dieser hormonell
bedeutsamen Differenzierungsstadien erweisen.

Bei bovinen postnatalen Spermatogonienstadien wurde dieses
Rezeptorprotein ebenfalls fur eine begrenzte Zeitdauer, die mit
intratubularen Bewegungen der Spermatogonien korreliert, an der
Zellmembran gefunden (Wrobel et al. 1996a). Die selektiven Funde von
NGFR im dorsalen Mesenterium, Gonadenhilus und um Gonadengefalie
bei Rinderembryonen mit indifferenter Gonade werden in dieser

Dissertation zum ersten Mal beschrieben.

1.2.4 MIB-1

Der Antikdrper MIB-1 wird in der Immunhistochemie zunehmend zur
Detektion von Zellproliferationen in situ eingesetzt (Hall und Levison
1990, Duchrow et al. 1994). Das nachzuweisende antigene alkalische
Protein Ki-67 ist proteaseempfindlich und weist einen hohen Gehalt an
Prolin und Lysin auf (Duchrow et al. 1994). Nach Untersuchungen von
Schltter et al. (1993) ist Ki-67 fur den Ablauf des Zellzyklus erforderlich.
Es ist wéhrend der S-, vor allem jedoch in der G,- und M-phase, aber
auch wahrend der spaten G;-phase des Zellzyklus vorhanden (Gerdes et
al. 1984, Sasaki et al. 1987). Vermutlich wegen seiner kurzen
Halbwertszeit von 1 - 2 h ist die Menge von Ki-67 Protein unmittelbar
nach der Mitose am geringsten und daher nicht nachweisbar. Obwohl

dadurch nicht alle proliferierenden Zellen dargestellt werden kdnnen,
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erweist sich der monoklonale Antikorper MIB-1 (Becker 1992) als ein sehr
aussagekraftiger Marker, und wird auch von Wrobel et al. (1996b) bei
Untersuchungen der bovinen Spermiogenese erfolgreich eingesetzt. Bei
unseren Untersuchungen boviner Gewebe konnten die unterschiedlich
proliferativen Aktivitaten einzelner Zonen - intra- und extragonadal - zu
bestimmten Zeiten sicher durch MIB-1 erkannt werden, wodurch eine
Beurteilung bisher nur vermuteter morphogenetischer Bewegungsablaufe

- auch ganzer Gewebsverbénde - ermoglicht wird.

1.2.5 Lektine

Lektine sind Proteine oder Glykoproteine pflanzlicher (exogene Lektine)
oder tierischer (endogene Lektine) Herkunft mit mindestens zwei
Zuckerbindungsstellen. Sie bilden zusammen mit Antikbrpern und
Enzymen die Familie der kohlenhydratbindenden Molekile und kommen
in Viren, Bakterien und anderen Mikroorganismen, sowie in Pflanzen,
Invertebraten und Vertebraten vor. Sie besitzen selbst keine
enzymatische Aktivitat und sind nicht immunogen. Obwohl die Funktion
der Lektine sehr unterschiedlich sein kann, ist ihnen allen eine
spezifische Affinitat zu bestimmten Zuckerstrukturen gemeinsam. Sie
binden an terminale oder interne Glycokonjugate, die wiederum komplex
an membranstandigen Proteinen, Peptiden oder Lipiden N- oder O-
glykosidisch gebunden sind.

Lektine sind nach dem heutigen Stand der Forschung bedeutsam fir
Interaktionen zwischen Zellen und ihrer Umgebung, besonders wahrend
des Wachstums und der Differenzierung. Zellerkennung und Adhé&sions-
vorgange spielen gerade in Migrationsphasen eine grof3e Rolle, sind aber
auch bei der Signaltransduktion durch Membranen, bei Proliferations- und

Induktionsvorgangen, in der Immunabwehr und bei Apoptosen beteiligt.
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Der Einsatz von Oligosacchariden in der medizinischen Biologie erhéalt
dadurch zunehmend Bedeutung: Die Veranderung von
Adhasionseigenschaften maligner Zellen ist z. B. bei der Metastasierung
von Krebszellen ein entscheidender Faktor. Die Blockade der
zuckerbindenden Lektinstrukturen mit entsprechenden Sacchariden
verhindert die Anheftung zirkulierender Krebszellen und damit die
Metastasenbildung. Verénderte Lektine an Zelloberflachen neoplastischer
Gewebe erlauben Identifizierung, Lokalisierung und Quantifizierung
maligner Prozesse. Spezifische Angriffspunkte fir Diagnose und Therapie
sind dadurch maoglich. Beim Drug targeting mittels Lektinen werden
Glycokonjugat-Liganden als Marker mit hoher Bindungsspezifitat (homing
molecules) gegen tumorspezifische Glycokonjugate oder Lektinrezeptoren
eingesetzt. Sie dienen als Trager fur Cytotoxine, Oligonukleotide und
Chemotherapeutika. Durch den Bedarf an Werkzeugen zum Studium von
Embryonalentwicklung, Zelldifferenzierung und Morphogenese, Zell-Zell-
Wechselwirkungen, histochemischer Diagnostik und Strukturanderungen
auf Zelloberflachen steigt gleichermal3en auch die Bedeutung der Lektine.
Durch ihre relativ selektive Bindungspotenz sind Lektine in der Lage,
auch bestimmte Zellinien zu markieren. Die Spezifitat dieser affinen
Bindungen wird allerdings, abgesehen von der Zunahme lektintypischer
Lektinbindungsstellen somatischer  Zellinien unverwechselbarer
Provenienz (Eihaute, Urnierentubuli, Chorda), durch die gemeinsamen
Oberflachenantigene von Blutzellen, Hamangioblasten, Carcinomzellen
und PGC relativiert; eine selektive Identifizierung Uber ein
speziesspezifisches Lektinmuster ist dann notwendig. Funktionelle
Anpassungen, die bestimmte Oberflachenantigene erzwingen, sind z. B.
bei der Migration sowie Intra- und Extravasation verschiedener Zellarten
zu beobachten: Das von Mausekeimzellen phasenbegrenzt (Migration)
exprimierte Antigen SSEA;, ein Trisaccharid, erkennt Galactose (b;-4) N-

acetyl-glucosamine (al-3) fucose (Gooi et al. 1981) und ist auch bei der
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Interaktion bestimmter Blutzellen mit GefaRendothelien beteiligt. Ein
anderer  Antikbrper  (QHiy  erkennt  bei  Wachteln sowohl
hamangioblastische Zellinien als auch frihe Keimzellen. Schwieriger,
wenn Uberhaupt, sind PGC von anderen Stammzellen der Hamatopoese
und von Carcinomzellen Uber Oberflachenantigene und Lektinmuster zu
differenzieren: EMA-1 ist ein monoklonaler IgM-Antikdrper, der
ursprunglich gegen embryonale Carcinomzellen produziert und erst
spater als ,spezifischer* Marker fir PGC benutzt wurde. Die Pluripotenz
bestimmter Zellinien, die durch Persistenz des undifferenzierten Zustands
oder durch De- und Transdifferenzierung (unter bestimmten
Bedingungen) eine identische Genexpression zur Grundlage hat, verweist
auf eine gemeinsame Problematik und einen bislang ungelosten
Zusammenhang von undifferenzierten, nicht determinierten Keimzellen,
bestimmten Tumorzellen, Teratocarcinomzellen und Stammzellen der
Hamatopoese. Diese problematischen Beziehungen werden auch bei der
Anwendung der ALP-Reaktion offenkundig: Auch hier reagieren maligne
Seminome und Linien embryonaler Zellen (EG-cells) sowie carcinogene
Zellen (EC-cells) ALP-positiv.

1.2.6 Cholinesterasen (AChE/BuChE)

Die spezifische Rolle der Cholinesterasen in der Neurotransmission
cholinerger Synapsen adulter Organismen ist bekannt: Beendigung der
Erregung myo- und interneuronaler Verbindungen; dabei wird Acetylcholin
in seine Bestandteile zerlegt.

Ontogenetisch treten Cholinesterasen aber bereits viel friher und in
verschiedenen anderen ,unspezifischen* Funktionen auf (Drews 1993).
Mit dem Begriff ,embryonale cholinesterase* bezeichnet Drews (1993)

eine Aktivitat in embryonalen Geweben, die in einem ontogenetisch

Seite 14



frihen und begrenztem Zeitraum bei der Differenzierung von Organen
(Blastemphase) zu beobachten ist. Nach der Differenzierung zu definitven
Organstrukturen verschwindet diese Reaktion wieder.

Da diese Enzymexpressionen auch wahrend morphogenetischer
Bewegungen im mesenchymalen Gewebe auftreten und auch bei
Migrationen einzelner Zellen (PGC, Neuralleistenzellen) zu beobachten
ist, scheinen sie ontogenetisch allgemein zellulare Bewegungen zu
regulieren (Drews 1993). Proliferierende (BuChE) und differenzierende
(AChE) Zonen werden von Layer (1990) als zeitlich und raumlich
aufeinanderfolgende Phasen morphogenetischer Vorgange interpretiert.
Die Expression von AChE in PGC beim Huhnerembryo in bestimmten
Stadien sowie im direkten Vergleich mit der bekannten PAS-Reaktion wird
von Bachmann (1990) vorgestellt.

Wir konnten bei Rinderembryonen diese Beobachtungen im wesentlichen
bestatigen. AChE tritt zum ersten Mal in einem 23 Tage alten Embryo bei
der Tubulusbildung des intermediaren Mesoderms auf. Danach folgen in
charakteristischer Abfolge Expressionen von BuChE und nachfolgend
AChE in bestimmten Kernarealen des Neuralrohrs. Diese Reaktionen
dienten uns bei Rinderembryonen, die nicht durch kinstliche Befruchtung
gewonnen waren, zusatzlich zur sicheren Identifizierung und Einordnung
des Entwicklungszustandes.

Von da an werden zunehmend ChE-positive neuronale Strukturen und
ihre Wege (Neuralleistenzellen) verfolgbar. Besonders aufschluf3reich ist
die beobachtbare Entwicklung und Bedeutung des AChE/BuChE-
positiven Gonadenblastems fiir die Gonadenmorphogenese. Dadurch
kénnen Informationen uber die Blastementwicklung erhalten werden, die
zusammen mit ALP, WFA und LAP eine Differenzierung von Zellen im
Blastem ermdglichen.

Im Unterschied zur ALP-Blastemreaktion zeigt das Interrenalblastem

keine ChE-Expression; umso deutlicher sind die stark AChE-positiven
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Neuralleistenzellen bis weit Uber die Differenzierung hinaus bei der
Besiedelung des Nebennierenrindenblastems zu beobachten.

Die Esterasen markieren selektiv die subcoelotheliale
basalmembrandhnliche Matrix. Die Selektivitat der Esterasereaktion
bekommt durch die Tatsache, daf3 in Gbrigen embryonalen Geweben die
ECM-Strukturen keine Esterasen, wohl aber Heparansulfat und Laminin
exprimieren, besonderes Gewicht. Auch beim Rinderembryo zeigen PGC
ab einer bestimmten Differenzierungshohe eine AChE-Reaktion. In der
Kombination mit der NADPH-Tetrazoliumreduktase (NADPH-TRed) stellt
diese Enzymreaktion eine weitere Moglichkeit dar, PGC, allerdings erst
ab dem 30. Tag - nach der Besiedelung der Gonade -, deutlich zu
kennzeichnen. Es werden aber damit wesentlich weniger PGC als mit ALP
oder den Lektinen erfaBt. Auch Bachmann (1990) konnte bei
Huhnerembryonen mit AChE nur ein Drittel der mit PAS positiv
reagierenden Keimzellen ermitteln. Ab dem Stadium der geschlechtlichen
Differenzierung ist beim Rinderembryo diese Keimzellbestimmung bereits
wieder obsolet; die als Besonderheit beim Rind auftretende starke AChE-
Reaktion der aggregierenden Prasertolizellen verdeckt die schwacher
reagierenden Keimzellen im Gebiet der sich bildenden Hodenstrange.
Somit ist die Phase der adaquaten Keimzellerkennung beim ménnlichen
Rinderembryo auf einen kurzen (~ 10 Tage) Zeitraum beschrankt. Die
kraftige und deutliche AChE-Positivitdt der Préasertolizellen erlaubt
allerdings bereits am 38. Tag eine enzymhistochemische
Geschlechtsbestimmung und ist bis ins adulte Stadium ausgepragt und
typisch." Eine homologe AChE-Reaktion beim weiblichen Embryo ist
rudimentar peripher des Reteblastems in einzelnen Zellen der

Markstrdangen zu erkennen. Die Intensitdt der Reaktion in den

! Dhh (desert hedgehog) codiert fiir ein Signalmolekiil, das in Sertolivorlauferzellen
unmittelbar nach der Sry-Aktivation exprimiert wird und ebenfalls noch im adulten Hoden
persistiert (Bitgood et al. 1996); es ist fur verschiedene, insbesondere frihe Stadien der
Spermatogenese essentiell. Eine Beziehung zur AChE-Expression ist wahrscheinlich.
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Prasertolizellen und in den Zellen der Markstrange (intragonadales Rete)
entspricht der von Nerven und Nervenfasern sowie der spezifischen ECM
im subcoelothelialen Bereich der Gonadenanlage; die schwachere
Expression der PGC ist der im Gonadenblastem vergleichbar und ist,
auch in ihrer Deutlichkeit, den Identifizierungsméglichkeiten durch ALP

und den Lektinen unterlegen.

1.2.7 NADP-abhédngige Oxydoreductasen (NADPH-TRed und 3 p-
HSDH)

In einigen Fallen war zur Kontrastierung der AChE-Reaktion eine
Gegenfarbung mit Hamalaun angebracht. Sinnvoller erwies sich eine
Vorinkubation (vor der AChE-Reaktion) mit NADPH und einem
Tetrazoliumsalz (NADPH-TRed-Reaktion); damit werden membran-
gebundene Flavinenzyme nachgewiesen (NADPH-Tetrazolium-
reduktasen), die fur eine effektive Oxidation des reduzierten Coenzyms
(NADPH) sorgen. Der Wasserstoff wird dann auf das Tetrazoliumsalz
Ubertragen, wodurch blaues Formazan entsteht. AChE-positive
Keimzellen erscheinen danach mit einem blauen Rand umgeben und sind
daher, vor allem in der Nahe des ebenfalls AChE-positiven
Gonadenblastems, deutlicher erkennbar.

Nach der geschlechtlichen Differenzierung erwies sich die NADPH-TRed-
Inkubation als geeignet zur Detektion steroidproduzierender Zellen bei
beiden Geschlechtern. Weil Tetrazoliumreduktasen Lokalisation und
Intensitat von fixierungsempfindlichen Dehydrogenasen bestimmen (Lojda
et al. 1976) deckt sich die Lokalisation der 3p-Hydroxy-
steroiddehydrogenase (3p-HSDH) mit der NADPH-TRed. Da in

embryonalen Zwischenzellen beide Reaktionen erkennbar sind, kann eine
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positive NADPH-TRed hier als stellvertretend fur 3b-HSDH angesehen

werden.

1.2.8 Leucinaminopeptidase (LAP)

Diese enzymhistochemische Reaktion ist spezifisch fur die
intratestikularen samenableitenden Wege des adulten Rindes (Wrobel
und El Etreby 1971), ermdglicht aber bereits im Zeitraum kurz nach der
geschlechtlichen Differenzierung (ca. 42 Tage) die ldentifizierung des
Reteblastems. Bis in das adulte Stadium hinein ist diese Enzymreaktion
bei beiden Geschlechtern fiir das Rete charakteristisch. Dadurch ist es
maoglich, die friihzeitige Genese des Reteblastems aus dem parazentralen
Gonadenblastem zu verfolgen, was eine wesentlich frihere Datierung des
Beginns der Retedifferenzierung beim Rind erlaubt als von Anton (1987)
angegeben. Die Reaktion ist sehr spezifisch und wird nur noch in
bestimmten Tubuli von Mesonephros und Metanephros angetroffen, was
als Indiz fur die Herkunft des Reteapparates aus dem Mesonephros bzw.

aus den Zellen des intermediaren Mesoderms gelten kann.

1.2.9 Alkalische Phosphatase (ALP)

ALPs (orthophosphoric monoester phosphohydrolase) sind ubiquitére,
membrangebundene Enzyme, die in der Lage sind, eine grof3e Bandbreite
von Monophosphat-Estern bei einem alkalischen pH-Optimum zu
hydrolysieren. Eine grol3e Anzahl von Gewebsvarianten (TSAP, IAP,

GCAP, PAP, BAP)' erlaubt inzwischen bei einigen Spezies eine

! Tissue Specific-, Intestinale-, Germ Cell-, Placentare-, Bone- Alkalische Phosphatase
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immunhistologische Abklarung der Spezifitatsfrage, die auch in der
Tumordiagnostik relevant ist (Hustin et al. 1987). Zwei davon (PAP, BAP)
wurden von uns erfolglos an Rinderembryonen getestet.

McKay et al. (1953) waren die ersten, die bei Sédugetieren in PGC eine
ALP-AKktivitdt demonstrieren konnten. Diese Enzymreaktion wurde seither
durch Chiquoine (1954), Mintz (1957 b), Jeon und Kennedy (1973), Eddy
(1975) und zuletzt von Ullmann (1997) bei verschiedenen Spezies als
Keimzellmarkierung etabliert, trotz einiger kritischer Stimmen (Essenberg
1955, Zamboni 1973). ALPs kommen in der Natur in so verschiedenen
Spezies wie E. coli und Mensch vor, was eine fundamentale Rolle
vermuten |aRt. Die vorwiegende Lokalisation in der Zellmembran von
Keimzellen &Rt auf eine Beteiligung beim Transmembrantransport von
Metaboliten schlieBen. Die Abwesenheit bedeutender Energiereserven
(Dotter) in Saugetierkeimzellen erklart die Notwendigkeit dieses Transfers
(Zamboni und Merchant 1973). Die PGC einiger Spezies (Kaninchen,
Beuteltiere) zeigen allerdings keine ALP-Reaktion, und die Deletion der
dafur zustandigen Gensequenz bei Mausen (Mc Gregor 1995) verursacht
keine Anderung der Fahigkeit, die Gonaden besiedeln zu kénnen. Von
Hui et al. (1996) wird eine ALP-Reaktion immer mit Zelldifferenzierung
assoziiert gefunden wund ein EinfluB auf Zellproliferation und
morphologische Differenzierung konstatiert. Auch eine Rolle bei
Zellmigrationen, Zellzyklusvorgdngen und bei der Tumorgenese werden
von ihnen angegeben: Zellteilungen, morphologische Differenzierungen
und Migration werden durch intrazellulare Mikrotubuli erméglicht, und eine
Zunahme der Tubulintransskription lauft parallel einer zunehmenden ALP-
Aktivitat.

Die Fahigkeit der ALP-Reaktion zur Detektion von PGC beim Rind (bis 10
cm SSL) konnte durch die Anwendung der Lektinhistochemie bestétigt
werden. Im Vergleich zur Lektinhistochemie markiert die ALP

ontogenetisch  frihere Differenzierungsstadien (Stammzellen von
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Keimzell- und Blutzellinie) und ist in vielen Stadien und Geweben nur
zusammen mit den Lektinen ein wertvolles Instrument zur Klarung der
Keimzelltopographie und ihrer Differenzierungsstadien. Eine zusétzliche
Bedeutung der ALP-Reaktion beim Rind dirfte (zusammen mit AChE,
BuChE, WFA und LAP) in der Aufdeckung von Ursprung und Verlauf des

Gonadenblastems liegen.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebematerial

2.1.1 Materialentnahme

Fur die vorliegende Arbeit wurden 114 Embryonen (Tabelle 1) aus
Schlachtrindern der Rasse Deutsches Fleckvieh (34 davon mit
indifferenter Gonade) untersucht.

Das Alter wurde, falls es nicht durch gezielte kinstliche Besamung
gesichert war, durch Messung der SSL und durch den
Entwicklungszustand bestimmit.

Bei einem Teil der Embryonen mit indifferenter Gonade, wurde das
Geschlecht mittels PCR bestimmt. Dafiir wurden bei jingeren Embryonen
die Eihaute, von alteren Embryonen die Kopfregion verwendet. Kleinere
Embryonen (< 2 cm SSL) wurden nach Erdffnung der Bauchhd6hle in toto
fixiert. Bei grof3eren Foten wurden die Gonaden samt Adnexen, sowie
Teile der dorsalen Kérperwand, Nebenniere und Leberstiicke entnommen

und sofort immersionsfixiert:

! Alle Embryonen resp. Foten befanden sich im prameiotischen Zeitraum bzw. vor dem
Proliferationsstop, der zeitaquivalent in der Terminologie nach Hilscher (1984) den Uber-
gang zur T;-Prospermatogonie markiert (< 80 Tage). Da verschiedentlich in der Literatur
der Begriff PGC ab dem 60. Tag nicht mehr verwendet wird (stattdessen M-Pro-
spermatogonie bzw. Oogonie), wurde eine systematische Befunderhebung Uber diesen
Zeitpunkt hinaus nicht mehr durchgefiihrt. Die hohen Kennzahlen der Embryonen in
Tab.1l sowie gelegentliche Hinweise auf Befunde, die an &lteren Foten (> 80 Tage)
erhoben wurden, finden ihre Erklarung darin, dafd insgesamt 212 Embryonen bzw. Féten
zur Verfugung standen. Einige Ergebnisse stammen auch aus Untersuchungen
prépuberaler, puberaler sowie adulter Gonaden, die ebenfalls aus den umliegenden
Schlachthdfen gewonnen bzw. vom Institut fir Anatomie in Regensburg zur Verfiigung
gestellt wurden.
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2.1.2 Fixierung fur Histologie, Enzym-, Lektin- und

Immunhistochemie

1. 30 min in Ldsung 1: 4 % Paraformaldehyd
15 % Pikrinséaure
in 0.1 M Phosphatpuffer pH 7.3
0.1 % Glutaraldehyd
2. Dann 3 h in Lésung 2: Zusammensetzung siehe Lésung 1, jedoch ohne
Glutaraldehyd
3. Mindestens 3 x 10 min waschen mit 0.1 M Phosphatpuffer
4. AnschlieBend in 10 %, 20 %, 30 % Saccharose bis jeweils zur

Gewebssattigung (Sinken des Gewebes)

2.1.3 Préaparation der Materialblocke

Nach dem Fixieren wurden die Préparate fur das Schneiden am Kryostat
vorbereitet. Hierfir wurden sie in eine Haltevorrichtung aus Messing
eingelegt, mit Tissue-TEK (OCT-Compound: Miles, Elkhardt, Ind., USA)
eingebettet und in fliissigem Stickstoff gefroren. Nach Uberfiihrung in den
Kryostaten wurden sie mittels Tissue-TEK auf einen Objekthalter aus

Messing aufgefroren.
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2.1.4 Herstellung der Kryostatschnitte

Zur Herstellung der Gefrierschnitte wurde ein Kryostat (Microm HM 500
OM) verwendet.

Die jungeren Rinderembryonen wurden i. d. Regel seriell (horizontal bzw.
longitudinal) in Schnittdicken von 8 - 10 um zerlegt; die Schnitte wurden
auf mit Chromgelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen.
AnschlieBend wurden die Objekttrager entweder gestapelt und in
Alufolien verpackt bei - 30°C gelagert, oder sofort bearbeitet. Vor der
Farbereaktion wurden sie 2 min. luftgetrocknet.

Die Schnitte fur Immun- und Lektinhistochemie, ALP und NADPH-TRed
wurden mit PAP-PEN umrandet, um zu verhindern, dal das
Inkubationsmedium vom Objekttréager abflieRen kann. Die Schnitte zur
Esterasenbestimmung wurden nicht umrandet, sondern direkt in

Standkuvetten mit dem entsprechenden Medium Ubertragen.

2.2 Histologie

Fur histologische Praparate wurden die Objekttrager in Aqua bidest
hydriert (Kryostatschnitte). Einige wenige Rinderembryonen waren in
Paraffin eingebettet. Sie wurden in Xylol entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Fir Ubersichtspraparate und
besondere Fragestellungen (in der Literatur ~ angegebene
Keimzellfarbungen, Lipidnachweise, Geschlechtsbestimmung usw.)
wurden verschiedene Farbungen getestet bzw. regelméallig verwendet:

1. Masson-Goldner (Trichromfarbung zur Darstellung von

Bindegewebe)

2. Orange-Eosin-Toluidinblau
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10.

11.
12.
13.
14.

Hamatoxylin-Saurefuchsin-Orange-Anilinblau

Metachromatische Farbung mit Toluidinblau (von Zamboni 1973 bei
Schaf- und Mauseembryonen angewandt). Sie ist bei
Rinderembryonen zur Identifizierung von PGC ungeeignet; ebenso
Eosin-Azur; mit dieser Losung hatte Rubaschkin (1908, 1909, 1912)
mehrere Saugetierembryonen (Kaninchen, Meerschweinchen) auf
Keimzellen hin erfolgreich untersucht.
Aldehydfuchsin-Lichtgrin-Farbung

Resorcin-Fuchsin-van Gieson

Azanfarbung

Darstellung des Geschlechtschromatins nach Barr und Bertram
(1949). Nach unseren Erfahrungen ist diese Methode eine unsichere
Geschlechts-bestimmung bei Rinderembryonen. Vor allen Dingen
kernhaltige Erythrocytenvorstufen erschweren hier die Diagnostik.
Quinacrin-dihydrochlorsalz (diese Geschlechtsbestimmung mittels
Fluoreszenz erwies sich als ungenau)

Sudanschwarz B (fur gebundenes Fett)

Scharlachrot (neutrale Fette)

Otan-Methode nach Adams (Phospholipide und Triglyceride)
Kupfer-Phtalocyanin (Phospholipide und Ganglioside)

7, 8, 11 - 14 wurden vorwiegend bei der Untersuchung der Eihdute

angewendet.
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2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Prinzip der Methode

Das Prinzip der hier verwendeten Reaktionen beruht auf einer indirekten
Avidin-Biotin-Methode: Ein gegen ein nachzuweisendes Antigen
gerichteter, unkonjugierter Antikorper bindet an das Epitop des
entsprechenden Antigens. Ein mit Biotin konjugierter sekundéarer
Antikorper bindet in einem zweiten Reaktionsschritt an diesen Antikorper.
Um unspezifische Bindungen der Antikorper am Gewebe zu verhindern,
wurden die Schnitte vor der ersten Inkubation mit einem Blockingpuffer
behandelt, der neben fotalem Kalberserum auch Ziegenserum (der
sekundare Antikorper stammte jeweils von der Ziege) enthielt.

Zur Hemmung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte mit
Phenylhydrazin (Jasani et al. 1986) und H,O, vorbehandelt.

Nun wurde mit ABC (Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex) inkubiert. Avidin
ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht (MG) von 68000 und wird
aus Huhnereiweil3 gewonnen (Romeis 1989). Bei der Reaktion wird die
extrem hohe Affinitat (Diss.konst. 10™°) des Avidinmolekiils zum Vitamin
Biotin genutzt.

Vor allem bei starkerer Verdinnung der Primar-Antikdrper wurden
gegenuber der weniger spezifischen PAP-Methode (Sternberger 1979)

signifikante Steigerungen der Sensitivitat festgestellt (Hsu et al. 1981).
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2.3.2 Versuchsanordnung

Fur ein optimales Ergebnis der Immunreaktion erwies sich die Erstellung
von Verdinnungsreihen als notwendig; die Praparate wurden mit ver-
schiedenen Konzentrationen der Primar-Antikorper inkubiert (siehe 3 a-d).
Die Immunhistochemie wurde auf Objekttragern mit Kryostatschnitten, die
mit PAP-PEN umrahmt wurden, durchgefuhrt:

1. Vorinkubation und
2. Spiilen (siehe Lektinhistochemie)
3. Inkubation bei Raumtemperatur Uber Nacht mit dem jeweiligen
Primarantikorper in Blocking Puffer
a) 1 : 80 monoclonal mouse anti-human Ki-67/MIB-1 (Dianova,
Hamburg)

b) 1 : 1000 mouse anti-human heparan sulfate (Boehringer,

Mannheim)
c) 1 : 200 rabbit anti-human laminin (Sigma oder Transduction Lab,
Lexington, Kentucky, USA)
d) 1:1000; 1 : 2000 mouse anti-human LNGFR/clone 8211 nerve growth
factor receptor, low-affinity form (Boehringer, Mannheim)
e) 1 : 10/40/60 mouse anti-mouse EMA-1 (Developmental Studies
Hybridoma Bank, Baltimore, MD, USA)
4. Spulung wie in Schritt 2
5. Inkubation (60 min) mit einem Sekundarantikorper entweder
a) 1:100 Ziege anti-mouse IgG biotinyliert (Jackson, West Grove,
PA, USA) oder
b) 1 : 200 Ziege anti-rabbit IgG biotinyliert (Jackson)
6. Spulen wie in 2 oder 4
7. Absattigung der endogenen Peroxidase wie in Schritt 4 der

Lektinhistochemie
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8. Nochmaliges Sptilen (wie in 2, 4 oder 6) in TBS

9. Inkubation mit Avidin-Biotin-Peroxidase Complex, ABC (Vector) nach
Hsu et al. (1981) fur 60 min

10.Spilen wie in 2, 4, 6 oder 8

11.Entwickeln mit DAB wie in Schritt 8 der Lektinhistochemie

12.Nochmals spulen in TBS

13.Dehydrieren in Athanol und Xylol, eindeckeln mit DPX (siehe
Lektinhistochemie)

Kontrollen wurden wie folgt hergestellt:

1. Der Inkubationsschritt mit dem primaren Antikérper wurde weggelassen
und die Praparate stattdessen in Blockingpuffer belassen.

2. Prainkubation des Priméar-Antikorpers mit dem entsprechenden Antigen
(LNGFR, MIB, Laminin, Heparansulfat) fir 4 h bei Raumtemperatur.
Verwendet wurden Antigen im UberschuR und Antikorper in optimaler
Verdinnung.

3. Eine positive Kontrolle mit dem EMA-1-Antikérper (auch als SCC-1
bekannt) wurde an 7, 8, 10 und 12 Tage alten M&useembryonen
(erfolgreich) durchgefihrt.

2.4 Lektinhistochemie

2.4.1 Versuchsanordnung

Die Lektinhistochemie wurde mit 28 biotinylierten Lektinen (Sigma,
Minchen oder Vector, Burlingame, Calif., USA) durchgefuhrt. Es wurden
Testserien mit verschiedenen Konzentrationen ausprobiert. Optimale
Ergebnisse wurden mit hochverdinnten Lektinen erzielt (siehe Tabelle 2).

Alle Schritte der Lektinhistochemie wurden an Kryostatschnitten
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durchgefuhrt (8 - 10 um). Nach dem Schneiden und Umranden mit PAP-

PEN (Science Services, Minchen) wurden die Schnitte wie folgt

weiterbehandelt:

. Vorinkubation mit Blockingpuffer (45 min); (0.08 M TRIS, pH 7.4; 0.15

% Thimerosal; 0.8 % Triton X-100; 0.8 % NaCl; 10 % normales
Ziegenserum (DAKO, Hamburg) und fotales Kéalberserum (Seromed,

Munchen)

. Inkubation mit dem jeweiligen Lektin in optimaler Konzentration (siehe

Tabelle 2) in Blockingpuffer bei Raumtemperatur Gber Nacht

. 3 X 10 min spilen in Waschpuffer (0.05 M TRIS, pH 7.4; 0.8 % NaCl,

0.015 % Triton X-100)

. Inkubation mit Phenylhydrazin fir 10 min bei 37°C zur Abséattigung der

endogenen Peroxidase (Jasani et al. 1986; Wynford-Thomas et al.
1986)

5. 3 x 10 min spulen in Waschpuffer wie unter 3

9.

. Inkubation mit Streptavidin-Peroxidase (1 : 200) fur 60 min bei

Raumtemperatur

. 3 x 10 min spulen wie unter 3und 5

. Entwickeln mit DAB Kit (Immunotech, Hamburg) unter Hinzufligung von

0.002 % CoCl, ¢ 6H,0 und 0.04 % NiCl, e 6H,0 (Kujat et al. 1993)
Erneutes Spulen mit TBS (wie unter 3, 5 und 7)

10.Entwassern in aufsteigender Alkoholreine und Xylol, eindeckeln mit

DPX

Kontrollen wurden durchgefuhrt:

1.
2.

Ohne Lektin
Mit Lektinen zusammen mit den entsprechenden Hemmzuckern (in
TBS) in geeignet hohen Konzentrationen (z. B. WGA mit N-acetyl-D-

glucosamin)

Diese Kontrollschnitte bleiben ohne Reaktion.
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2.5 Enzymhistochemie

2.5.1 Esterasen (AChE und BuChE)

2.5.1.1 Prinzip der Reaktion

Die Reaktion beruht auf zwei aufeinanderfolgenden Schritten:

1. Durch  enzymatische Hydrolyse eines Acetylthiocholin-Salzes
freigesetzte Sulphhydrylgruppen reduzieren in der Substratldsung
Ferricyanid-lonen (Fe I1ll) zu Ferrocyanid-lonen (Fe II) und werden
dabei selbst oxidiert.

2. Die Ferrocyanid-lonen bilden mit Kupferionen Kupferferrocyanat, einen
braunen Niederschlag (Hatchett-Braun). Durch Zusatz von Iso-OMPA
werden unspezifische Esterasen selektiv gehemmt. Das pH-Optimum
der Enzyme liegt zwischen 7,5 und 8 (Pearse 1972).

2.5.1.2 Variation der Versuchsbedingungen

Zur Darstellung von PGC, Gonadenblastem, Préasertolizellen und
Nervenfasern beim Rinderembryo wurde das Originalrezept von
Karnovsky und Roots (1964) abgewandelt (Kujat et al. 1993), um die
Stabilitatt des Mediums zu erh6hen; aul3erdem werden dadurch
unspezifische Komplexbildungen reduziert. Deshalb konnte die
Substratlésung bei einem pH-Wert von 5,5 im Kiihlschrank (5°C) 24 h
lang aufbewahrt werden, ohne gewechselt werden zu missen. Spatere
Versuche erwiesen einen 1/2- bis 2-stindigen Aufenthalt im
Warmeschrank als aquivalent.

Nach Tsuji und Larabi (1983) wurde Kupfersulfat durch Kupferchlorid und

Acetylthiocholinjodid durch Acetylthiocholinchlorid sowie
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Butyrylthiocholinjodid durch Butyrylthiocholinchlorid ersetzt. Statt
Maleatpuffer wurde MES-Puffer verwendet, da es nur wenig Kupferionen
bindet.

Diese modifizierte Losung ist bei 5°C iiber 24 h (bis 72 h) stabil, zeigt
kaum Ausfallungen und ergibt keine unspezifischen Niederschlage im
Gewebe.

Bei jungeren Embryonen konnten dadurch schwache Reaktionen durch
langere Inkubation verstarkt werden. Eine allzu lange Inkubation Uberfarbt

Stellen einer naturgemal starken Aktivitat.

2.5.1.3 Versuchsanordnung

Fur die Cholinesterasereaktionen wurde, wie bei allen anderen
Reaktionen auch, immersionsfixiertes Rinderembryonenmaterial
verwendet. Das Enzym toleriert die Fixierung mit Formaldehyd und
Glutaraldehyd (Lojda 1976).

2. Die Praparate wurden nach Lufttrocknung flr 10 min in die Spullésung |
Ubertragen.

3. AnschlieBend wurden sie fiur ca. 24 h bei einem pH-Wert von 5,5 bei
5°C im Kiihlschrank inkubiert. (Wahlweise 30 min - 2 h im feuchten
Warmeschrank bei 37°C; laufende Kontrollen, altersstadienbedingt,
sind erforderlich).

4. Danach werden die Praparate in der Spulldsung Il fir 10 min gespult
und dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéassert und in Depex

eingedeckelt.

Die Zusammensetzung der Spullésungen | und |1l sowie der

Inkubationslésung erfolgte nach Kujat et al. (1993).
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2.5.2 Weitere enzymhistochemische Untersuchungen

2.5.2.1 NADPH-TRed

Diese Reaktion wurde in der Modifizierung nach Pearse (1972)

angewandt.

2.5.2.2 3-HSDH

Die 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase wurde nach Lojda (1976)
nachgewiesen. Als Substrat diente dabei Dehydroepiandrosteron. Die
Empfindlichkeit von Dehydrogenasen gegeniber formaldehydfixiertem
Material zeigte sich auch hier in einer reduzierten Farbgebung verglichen
mit der NADPH-TRedreaktion (vgl. Abb. 49 a mit Abb. 49 b).

2.5.2.3 Leucinaminopeptidase (LAP)

Diese Reaktion wurde nach Nachlas et al. (1957) durchgefiihrt. Die
Reaktion beruht auf einer Azokopplung. Das Reaktionsprodukt ist violett.

2.5.2.4 Alkalische Phosphatase (ALP)

Die ALP wurde in zwei Varianten, nach Gomori (1952) und nach Mc
Gadey (1970), durchgefihrt.
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2.6 Polymerase Chain Reaction (PCR)

2.6.1 Prinzip der Methode

Eine Geschlechtsbestimmung wurde durchgefuhrt, um etwaige
geschlechtsdifferente  Wachstumsgeschwindigkeiten vor der Gonaden-
differenzierung (Mittwoch 1986) morphologisch leichter erfassen zu
konnen. Die Darstellung des Geschlechtschromatins erwies sich
insbesondere bei jungeren Embryonen als ungeeignet. Auch mit
Quinacrin-dihydrochlorsalz konnten keine sicheren Aussagen gemacht
werden. Eine Geschlechtsbestimmung mit der ebenfalls héaufig
angewandten Metaphasenplatten-Methode  wurde  nicht  mehr
weiterverfolgt, nachdem die PCR-Methode als Methode der Wahl etabliert
werden konnte.

Die Amplifikation von DNA in vitro wurde von Mullis (1983) eingeflhrt. Das
Prinzip der PCR basiert auf der Denaturierung eines doppelstrangigen
DNA-Templates, an das sich am 5’- und 3’-Ende des zu amplifizierenden
Bereiches spezifische Oligonukleotidmolekile (Primer) anlagern
(Annealing). Diese Primer werden von einer DNA-abhangigen DNA-
Polymerase in Anwesenheit freier Desoxynukleosid-Triphosphate (ANTPSs)
verlangert.

Die DNA-Polymerase elongiert den entstehenden DNA-Doppelstrang (ds
DNA) solange, bis sie von der DNA ,abféllt* bzw. die Reaktion
unterbrochen wird. Dieser Abbruch wird z. B. durch Erh6hung der
Inkubationstemperatur auf 95°C (verbunden mit einer Denaturierung der
ds DNA) erreicht. Kihlt man den Ansatz in Anwesenheit dieser Primer
wieder auf 60°- 40°C, so binden diese in Abh&ngigkeit ihres mittleren
Schmelzwertes (Tm-Wertes) an die komplementdren Sequenzen des
Templates. Die Synthese eines weiteren Doppelstranges kann jetzt
wiederholt werden. Die PCR bietet in Kombination mit einer

thermostabilen DNA-Polymerase den Vorteil, dal3 alle Komponenten
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(Enzym, Template, Primer, dNTPs etc.) in einem Reaktionsgefald
zusammengefihrt werden  kénnen. Dadurch kann die DNA
vollautomatisch in einem Thermocycler amplifiziert werden. Die Effizienz
bzw. Sensitivitat dieses Systems zeigt sich schon bei der Durchfiihrung
von 25 PCR-Zyklen, da aus einem Zielmolekull bereits 3,2 x 10’ Kopien

synthetisiert werden.

2.6.2 Versuchsdurchfiihrung

Die PCR wurde nach der Methode von Ennis und Gallagher (1994)

durchgefuhrt. Es wurden verschiedene Primer angewandt:

1. Ein Primerpaar SJ19/SJ20 des Y-Chromosoms (Quelle der Primer:
Tanja Vogel, Med. Hochschule Hannover). Adulter Rinderhoden diente
als Positivkontrolle.

2. Ein Primerpaar, das ein 280 bp-Fragment des X-Chromosoms und ein
217 bp der Amelogeninsequenz des Y-Chromosoms amplifiziert (Quelle
dieses Primerpaares: Life Technologies Ltd. Paisley, Scotland).
Denaturierung, Annealing und Elongation wurden 30 x wiederholt. Die
PCR-Produkte wurden durch Gel-Elektrophorese analysiert (3 %
Agarosegel in 100 ml TBE-Puffer, 2 ul Ethidiumbromid) und durch UV-
Bestrahlung visualisiert.
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3. Befunde

3.1 Identifikation boviner PGC

Die Identifizierung von Keimzellen bei Rinderembryonen erfolgte durch
die Anwendung der ALP-Reaktion, der AChE-Reaktion, der Lektin-
histochemie, sowie anhand histologischer Merkmale.

Embryonale Keimzellen sind polygonale Zellen, von denen einige mit
dezenten cytoplasmatischen Fortsatzen ausgestattet sind. lhre Grél3e und
Morphologie &andert sich mit dem Alter der Embryonen und der
intraembryonalen Lokalisation. Der Kern ist meist rund, 1 - 2 Nukleoli sind
vorhanden.

Alle PGC geben eine positive ALP-Reaktion. Wo ALP-positive Keimzellen
durch eine positive ALP-Reaktion des umgebenden Gewebes maskiert
werden, ist die Lektinhistochemie und mit Einschrankungen die AChE-
Reaktion eine adaquate Moglichkeit der Identifizierung.

Eine grof3e Anzahl (28) von Lektinen (Tabelle 2) wurde auf ihre Fahigkeit,
an Keimzellen zu binden, geprift. Von diesen Lektinen waren 12 mehr
oder weniger geeignet, Keimzellen zu markieren: BPA, CAA (Abb. 33),
DBA (Abb. 26), ECA, SBA, GSA |, PTA, STA (Abb. 22, 23 a, 52 a, 53 a),
SJA, WGA (Abb. 8, 9, 20 a, 23 b, 28 c, 35, 37), VVA, WFA (Abb. 16, 19,
23 ¢, 28 a, 33, 39, 52 c, 53 c, 54, 55). GSA | reagiert nur mit einer
intracytoplasmatischen Struktur, die sich als Golgiapparat identifizieren
lant. Die anderen 11 Lektine zeigen zusatzlich eine starke Reaktion der
Zellmembran und eine etwas schwachere Reaktion im gesamten
Zytoplasma. Aul3er an embryonalen Keimzellen binden alle 12 Lektine
auch an andere embryonale Gewebe, was aber eigentlich nie eine exakte
Identifikation erschwert. Im allgemeinen kdnnen durch serielle

Bearbeitung bei konsekutiver Untersuchung mit ALP, WGA, WFA und

Seite 34



STA alle Identifizierungsprobleme hinsichtlich der PGC befriedigend
geldst werden.

Intraembryonale putative PGC in der caudalen Korperhélfte reagieren
positiv mit ALP und allen 12 Lektinen.

ALP-positive potentielle  PGC im Dottersack und in H6he des
Vorderdarms sind niemals lektin-positiv.

Potentielle PGC in der Leber zeigen ein eingeschranktes Lektin-
bindungsmuster. Embryonen mit Gonadenleisten und Gonadenfalten
besitzen bereits ein zunehmend gut ausgebildetes Leberprimordium, das
makroskopisch als Leberwulst prominiert. In diesem sind zwischen 27 und
40 Tagen und daruber hinaus rasch anwachsende Zahlen ALP-positiver
Zellen zu ermitteln. Von diesen Zellen sind nur eine limitierte Anzahl auch
lektinpositiv, und zwar reagieren sie nur mit WFA, VVA, CAA, DBA und
SBA in jeweils etwa gleichen Zahlen. Die potentiellen PCG in der Leber
Ubertreffen alle anderen im gesamten Embryo gezéhlten PGC bei weitem.
WGA und STA sowie alle Ubrigen Lektine reagieren mit diesen
potentiellen PGC in der Leber nicht. SBA reagiert zwar mit potentiellen
PGC in der Leber, nicht aber mit putativen bzw. prospektiven PGC der
indifferenten Gonade (Keimfeld, Gonadenleiste, Gonadenfalte). In der
Leberanlage (Abb. 26 a) reagiert das DBA-Lektin mit etwa derselben
Anzahl potentieller PGC wie die Lektine WFA, VVA, CAA und SBA. In der
indifferenten Gonade reagieren die PGC im allgemeinen mit DBA negativ,
mit der regelmafiigen Ausnahme von 1 - 2 Zellen/Schnitt (Abb. 26 b). Auf
gleicher Schnitthohe sind aber 10 - 50 und mehr PGC mit ALP (Abb. 7)
und den anderen zuverlassigen Lektinen (WGA, WFA, STA) vorhanden.
Ab dem 30. Tag kann uberdies eine moderate AChE-Reaktion der
Keimzellen nachgewiesen werden (Abb. 31). Da der mesonephrogene
Anteil des Gonadenblastems ab diesem Zeitpunkt ebenfalls moderat
AChE-positiv wird, sind PGC nur bei einer Doppelinkubation mit NADPH-

TRed visualisierbar. Die Aktivitdt der AChE in Keimzellen und im Blastem
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ist Uber die Zeit der geschlechtlichen Differenzierung hinaus zu finden.
Fir die Identifizierung von bovinen PGC ist diese enzymatische Reaktion
aufgrund der schwachen Esterasereaktion jedoch weniger geeignet.
Zudem Uberdeckt zum Zeitpunkt der geschlechtlichen Differenzierung
eine rinderspezifische und starke AChE-Aktivitat der Prasertolizellen die
schwach ausgeprdgte Reaktion der PGC an den Stellen der
Hodenstrangformation im mannlichen Embryo (Abb. 36, 45). Die
rudimentaren  homologen  Zellaggregationen  (medullary  cords,
Markstrange) beim weiblichen Embryo beeintréchtigen hier die Erkennung
von PGC weit weniger (Abb. 51). Die Bedeutung der AChE-Reaktion beim
Rind liegt insgesamt weniger in der Identifizierung von PGC, sondern in
der differenzierten Darstellung der Gonadenblastemontogenese (Abb. 41,
42, 45, 47).

3.2 Lokalisation boviner PGC

Markante Ereignisse der Embryo- bzw. Gonadogenese rechtfertigen eine

Einteilung des Untersuchungsmaterials in funf Gruppen.

3.2.1 Stadium der Keimscheibe
3.2.2 Stadium des Keimdriisenfeldes
3.2.3 Stadium der Gonadenleiste
3.2.4 Stadium der Gonadenfalte

3.2.5 Stadium nach der Gonadendifferenzierung

Den bei den einzelnen Stadien erhobenen Befunden werden mehr oder
weniger ausfuhrliche Beschreibungen des allgemeinen Entwicklungs-
zustandes aber auch Begriffsklarungen vorangestellt, wenn es zur

Erklarung des Sachverhaltes notwendig erscheint.
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3.2.1 Stadium der Keimscheibe

Die trilaminare Keimscheibe einer 18 Tage alten mannlichen elongierten
Blastozyste ( 25 cm) mif3t etwa 800 um in der Lange, ist 400 pm breit und
hat die Form einer gewellten Schuhsohle, die dem Dottersack noch
vollkommen aufliegt (Abb. 1). Die Amnionhghle ist bereits in ganzer
Lange geschlossen, die Gastrulation hat zur Entwicklung von
Primitivstreifen und Chordafortsatz geflihrt. Der groRe gefaltelte
Dottersack zeigt mikroskopisch zwei verschiedene Regionen (Abb. 3, 4).
Die proximale Region besitzt ein niedriges entodermales Epithel ahnlich
dem intraembryonalen Entoderm und ist bedeckt von einer &uf3eren
Schicht extraembryonalen Mesoderms, das an der sog. Grenzfurche
kontinuierlich in das intraembryonale Mesoderm lbergeht. Das Mesoderm
der proximalen Dottersackwand zeigt starke MIB-1-Immunoreaktivitat und
ist deutlich in Blutzelldifferenzierung und Gefal3formation involviert. Etwa
1 mm von der Keimscheibengrenze entfernt beginnt abrupt die distale
Region des Dottersackes.' Hier ist das entodermale Epithel stark erhéht
und wolbt sich dadurch in das Lumen des Dottersackes vor. Dieses
auffallend kraftig ausgebildete Epithel enthalt geringe Mengen Lipide. Das
extraembryonale Mesoderm dieser distalen Region zeigt keine Anzeichen
einer Hamatopoese, besitzt jedoch im Unterschied zur proximalen
Dottersackwand kollagene Fasern.

ALP-positive Zellen sind vorwiegend caudal in der proximalen
Dottersackwand lokalisiert (Abb. 2 - 4) und liegen nur ausnahmsweise
lateral von der Keimscheibe in der Dottersackwand. Keine potentiellen

PGC konnen in cranialen Positionen gefunden werden.? Die Gesamtzahl

Dieser Unterschied ist moglicherweise eine Folge der Einschaltung des
Chordafortsatzes in die dorsale Dottersackwand (Chordaplatte).
2 Ein zeitlich limitierter Aufenthalt von PGC im Areal der Herzplatte (erstes
Blutbildungszentrum) ist als Kopfsichel (germinal crescent anterior) von Swift (1914,
1915) und Dantschakoff (1941) bei Hihnervdgeln beschrieben.
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aller potentiellen PGC der Dottersackwand betragt mindestens 100; die
hochsten Konzentrationen (4 bis 12 pro Schnitt) werden unmittelbar nach
Verlassen des caudalen Keimscheibenrandes gezahlt, in einer Entfernung
von weniger als 100 um. Weiter entfernt nimmt die Zahl potentieller PGC
deutlich ab, und ab einer Distanz von 800 pm vom Keimscheibenrand
entfernt sind nur noch einzelne potentielle ALP-positive PGC zu finden. In
der Dottersackwand selbst liegen die potentiellen PGC im mesodermalen
Gewebe oft in engem Kontakt mit Blutinseln oder zu der delikaten
Basalmembran, die undeutlich zwischen Mesoderm und Entoderm
ausgebildet ist (Abb. 10). Zusatzlich zu den annahernd 100 potentiellen
PGC der proximalen Dottersackwand kann eine Akkumulation dicht
gelagerter ALP-positiver Zellen im kaudalen Keimscheibenende
beobachtet werden (Abb. 2). Diese positiven Zellen sind zum Teil kleiner
als die potentiellen PGC der Dottersackwand, teils von &hnlicher Grol3e

und Gestalt.

3.2.2 Stadium des Keimdriisenfeldes

Embryonen mit 23, 24 und 25 Tagen sind im friihen Somitenstadium und
ungefahr 3 mm lang (Abb. 5). Der Trophoblast ist weiter elongiert, mif3t
jetzt 40 cm und besetzt beide Uterushorner. Fir ein besseres Verstandnis
der Keimzellverteilung sollen einige besondere speziesspezifische
Merkmale boviner Embryonen dieser bisher vernachlassigten
ontogenetischen Phase herausgehoben werden: Die spaltférmige Offnung
zwischen prospektivem Mitteldarm und Dottersack (Darmrinne) ist von
betrachtlicher Lange und mif3t anndhernd 600 pm, 400 pm und 200 pm
am 23., 24. respektive 25. Tag. Die vordere Darmpforte fihrt in einen
kurzen Vorderdarm mit drei ausgebildeten Schlundtaschen, die hintere

Darmpforte  offnet  sich  zu einem betrachtlich langeren
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Hinterdarmabschnitt. Die Abfaltung des embryonalen Kérpers von der
extraembryonalen Region ist ventral des Vorderdarms bereits erfolgt;
nach caudal zu sind die Lateralfalten auf einer Lange von etwa 1000 um
noch nicht fusioniert. Als Konsequenz dieses protrahierten Arrangements
sind Dottersackstiel (Darmnabel) in der cranialen Halfte und Allantoisstiel
am Ende der caudalen Halfte des Embryos noch weit voneinander
entfernt (Abb. 5). Intraembryonal liegt der Darm noch in enger
Nachbarschaft zur - abhangig von der Kérperregion - paarigen bzw.
unpaaren Aorta, zur Chorda und zu den mesonephrogenen Strukturen,
die sich im caudalen Abschnitt noch im Zustand der mesenchymo-
epithelialen Transformation (MET) befinden.

Hervorzuheben ist, dal ein dorsales Mesenterium zu diesem
Zeitabschnitt noch nicht entwickelt ist (Abb. 6 - 9).

Im Zeitabschnitt vom 23. - 25. Tag ist die Mehrzahl der PGC
intraembryonal lokalisiert. Ihre Zahl wéachst von etwa 500 (23. Tag) auf
mehr als 1000 (25. Tag) an. Nur ein geringer Prozentsatz (ca. 100)
potentieller PGC ist extraembryonal in der caudalen Wand des stark
expandierten Dottersackes zu finden (Abb. 10), wo sie in einem Abstand
von 3 mm und mehr vom Embryo entfernt liegen (Abb. 29 b). Hier sind sie
auf eine definierte Strecke beschrankt und liegen in kettenférmiger
Anordnung. In der gut ausgebildeten sichelformigen Allantois (Abb.5) und
im Allantoisstiel sind in dieser Phase, wie auch spater, zwar reichlich
Vaskularisationen, nie jedoch PGC zu finden.!

Von den intraembryonalen PGC sind diejenigen im Gebiet von Hinterdarm
und Mitteldarm derart typisch angeordnet (Abb. 6 - 9), dal’3 sie einer
exakten Beschreibung bedurfen. Es handelt sich hier um die Zone des

Mesonephros und beinhaltet damit auch die Region der prospektiven

! Dieser Befund stellt keine Ausnahme dar. Auch Ullmann (1997) konnte bei Wallabies
keine PGC in der Allantois finden. Bei allen anderen bisher untersuchten Saugetieren
wird gerade der Allantoisstiel zu den ersten und haufigsten Lokalisationen, wenn nicht
Ursprungsorten, der PGC gezahilt.
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Gonadenanlage. Die putativen PGC dieses Abschnittes sind die einzigen
PGC dieser Entwicklungsphase, die mit allen 12 Lektinen reagieren, die
Uberhaupt eine Affinitat zu PGC haben. Verfolgt man die Ereignisse an
Querschnitten in caudo-cranialer Richtung, so ist erkennbar, dal3 die
ersten putativen PGC auf der Hohe des sich gerade schliel3enden
hinteren Neuroporus posterior auftreten (Abb. 6)." Sie liegen hier im
Darmepithel.”

Weiter nach kranial zu, werden zunehmend putative PGC im Mesenchym
des Darmrohres beobachtet. Sie liegen in der Wand des Hinterdarmes
(Abb. 7, 8) und des prospektiven Mitteldarmes (jetzt noch dorsale Dotter-
sackwand; Abb. 9 a, b) sowie im paraaortalen Mesenchym des ventralen
(besonders ventromedialen) Aspekts des Mesonephros (Abb. 9b).
Betrachtet man die putativen PGC der Darmwand in einer Serie von
Querschnitten, liegen sie caudal mehr im ventralen Sektor, nach cranial
zu vorwiegend dorsal. Parallel dieser ventrodorsalen Verschiebung findet
ein Abdriften nach lateral statt: Aus dem Darmepithel zuerst ins intestinale
Mesenchym (Abb. 7), dann in eine vorwiegend sub- und intracoelotheliale
Lage im Areal des prospektiven Mitteldarmes (Abb. 9). Es ist an dieser
Stelle eine deutliche Erhohung des Coelomepithels an der dorsolateralen
AulRenwand des Dottersackes zu sehen (Abb. 9, 29 a), und innen markiert
ein erhohtes Epithel den kinftigen Darmabschnitt (Einschnirungsstelle).
Dieses besondere zylindrische Coelothel mit dem darunterliegenden
Mesenchym - beide ALP-positiv - stellen aller Wahrscheinlichkeit nach
das erste morphologische Substrat des Keimdrisenfeldes von Felix

(1906) dar. Es flacht sich zu diesem Zeitpunkt zur Coelombucht hin noch

! Von hier nach caudal sind dorsales Darmdach mit Chorda (epitheliale Chordaplatte)
und Neuralrohr noch verbunden, nach cranial schaltet sich die Chorda aus dem
Darmdach aus.

% Es soll an dieser Stelle darauf hinverwiesen werden, daf3 eine epitheliale Lokalisation
nur in der Nahe der spateren Kloakenmembran sowie der Buccopharyngealmembran
eingenommen wird: Auch in entgegengesetzter Richtung findet man im Epithel der
Schlundtaschen potentielle PGC (Abb. 12); diese Lokalisationen sind beim Menschen
Préadilektionsstellen von Teratocarcinomen (Heath 1978, Moore 1990).
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deutlich ab; spater wird es sich um die Coelombucht herumschlagen und
die Gonadenleiste bilden (Abb. 14 a)." Im flachen Mesothel der
ventromedialen Urnierenvorwdélbung, dort wo spéter die Gonadenanlage
einmal lokalisiert sein wird, sind aber bereits jetzt PGC zu finden (Abb. 9
b, 11).

Cranial der vorderen Darmpforte sind weniger potentielle PGC zu finden.
Sie liegen verstreut im periaortalen Mesenchym (Abb. 11).

Auffallend ist eine Konzentration ALP-positiver potentieller PGC im
entodermalen Epithel und im periarteriellen Mesenchym der 2. und 3.
Schlundtasche (Abb. 12).

Gelegentlich werden auch intravasale potentielle PGC in verschiedensten
viszeralen GefaRen der Embryonen angetroffen. Auffallig werden sie
aufgrund der Kapillardichte besonders im Riesenglomerulum der Urniere.
Querschnitte zeigen hier auch manchmal mehrere PGC im flachen
Coelothel und darunterliegenden Mesenchym der ventrolateralen
Urnierenvorwdlbung (laterale Coelombucht), obwohl Keimzellen weder im
viszeralen Mesoderm des Darms und der medialen Coelombucht noch in
der ventromedialen Splanchnopleura der Urniere in derselben
Schnitthéhe zu finden sind. Ein eher seltener Fund ist die Prasenz ALP-

positiver Zellen in der Somatopleura der Lateralfalten.

! Der Vergleich dieser ALP-positiven Zone (Palisadenblastem) des dorsalen
Dottersackwandabschnittes (prospektiver Mitteldarm, Abb. 29 a) mit dem ALP-positiven
Gonadenblastem der Gonadenleiste (Abb. 20 b) zeigt eine gewisse Ahnlichkeit und
dokumentiert die demaskierende Bedeutung von Lektinen.

% Diese auffalligen Lokalisationen werden von Niewkoop und Sutasurya (1979) auch bei
Urodelen gefunden. lhr Zustandekommen wird durch eine zeitliche Interferenz von
Darmbildung und Coelomentstehung erklart: Die PGC sollen bereits vor der Trennung
von Splanchnopleura und Somatopleura im Mesoderm des prospektiven
Seitenplattenmesoderms durch einen epigenetischen Prozess alloziert werden. Wahrend
diese Autoren die Vogel zum sog. Anurentyp zd&hlen, werden Mammalier dem
Urodelentyp zugerechnet: Keimzellen entstehen hier ontogenetisch sehr spéat durch
Induktionsprozesse (Vannemann 1917). Als Konsequenz einer Position von Keimzellen
in der Somatopleura wird von den Autoren eine Migration der PGC von lateral nach
medial zur Gonadenanlage (nicht Uber das dorsale Mesenterium) angenommen.
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3.2.3 Stadium der Gonadenleiste

Bei 27 - 31 Tage alten Embryonen (Abb. 13) mit einer Lange von 7 bis 11
mm ist bereits eine deutliche Gonadenleiste entwickelt. Ihr Areal verdickt
sich am ventromedialen Aspekt der Urniere auf deren ganzer Lange und
hebt sich zunehmend ab. Eine deutlich erhéhte MIB-1-Aktivitat (Abb. 14 a)
&Rt auf kurze Zellzyklen und schnelle Proliferationsraten des zwei bis
mehrschichtigen  zylindrischen  Gonadenleistenepithels  schlief3en.
Zwischen diesem und dem darunterliegenden Mesenchym, dessen
periphere Zellschicht ebenfalls eine erhéhte Mitoseaktivitat (MIB-1) zeigt
(Abb. 24), ist eine relativ breite basalmembrandhnliche Matrix deponiert.
Ihre Anwesenheit bleibt auf die Gonadenleiste beschrénkt und fehlt unter
dem benachbarten flachen und einschichtigen Coelothel. Die
basalmembranéhnliche Matrix enthélt Heparansulfat (Abb. 15, 20 c) und
Laminin, reagiert positiv mit WFA (Abb. 16) sowie auch deutlich mit AChE
(Abb. 30) wund BuChkE. Das Gewebe zwischen dieser
basallaminaéhnlichen Matrix und dem Mesonephros besteht aus
sinusoidalen Asten der Subkardinalvene und einem dichten Gefiige
besonderer mesenchymalen Zellen, die eine moderate Reaktion mit WFA
(Abb. 16) und einem Antikorper gegen LNGFR (Abb. 34 a) zeigen. In
cranio-caudaler Richtung zeigen die Gonadenleisten eine etwas
gekrimmte Form. Ihre cranialen und caudalen Enden bedecken noch den
lateralen Aspekt des dorsalen Mesenteriums, sowie die Coelombucht
mitsamt Teilen der medialen Urnierenvorwdlbung. Der zentrale Teil der
Gonadenleiste ist bereits nach lateral positioniert und liegt, wie spater die
Gonadenfalte, exklusiv dem ventromedialen Teil des Mesonephros auf.
Diese zentrale Portion weist die hochste MIB-1-Aktivitat (Abb. 14 a) auf

sowie die umfangreichsten Ablagerungen einer nirgendwo sonst im
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embryonalen Gewebe beobachtbaren basalmembranahnlichen Matrix mit
AChE-Reaktion (Abb. 30).

Am cranialen Ende der Gonadenleiste (rete ridge nach Burns 1941)
liegen putative PGC vorzugsweise in der Tiefe, nahe der Bowman’schen
Kapsel des Riesenglomerulums (Abb. 17). An dieser Stelle der Kapsel
entspringt die ALP-positive gemeinsame Blastemwurzel von Gonade und
Interrenalorgan,’ die sich rasch aufteilt: Der mediocraniale Anteil stellt
sich als Primordium der Nebennierenrinde heraus (Abb. 17, 27), der
laterale Zweig ist zusatzlich AChE-positiv (Abb. 31, 41) und erstreckt sich
in die Gonadenleiste hinein. In diesem Gebiet und weiter caudal kénnen
ALP-positive putative PGC, die in diesen Blastemstrangen oder in
unmittelbarer Nahe liegen, nicht mehr zuverléassig identifiziert werden. In
diesen Fallen ist die Anwendung PGC-charakterisierender Lektine (WGA,
WFA, STA) unabdingbar.’

Weiter caudal sind die putativen PGC in der Gonadenleiste vorwiegend
im dichtgelagerten Mesenchym zwischen Mesonephros und Coelothel zu
finden. Ab der zentralen Region und in der caudalen Portion der
Gonadenleiste nehmen die putativen PGC vorzugsweise eine
subcoelotheliale Position ein und liegen dort in engem Kontakt mit
Komponenten der gut ausgebildeten basallaminadhnlichen Matrix (Abb.
14 b, 16).

Eine geringe Anzal weiterer potentieller PGC sind wiederum im Gebiet
der Kiemenbdgen, im Lumen verschiedener intraembryonaler Gefal3e

sowie in der Dottersackwand, weit vom Embryo entfernt, zu finden.

! Beide Blasteme sind beim Rind mit ALP zeitgleich um den 30. Tag p.i. darstellbar. Mit
histologischen Methoden wird das Interrenalblastem in der Regel zeitlich vor dem
Gonadenblastem identifiziert. Upadhyay und Zamboni (1982) datieren z.B. beim Schaf
die Entstehung der primaren Nebennierenrinde auf den 24. Tag p..,, des
Gonadenblastems auf den 28. Tag p.i.

% Der Vergleich von Abb. 9 a mit Abb. 29 a zeigt, daf3 Lektine in ALP-positiven Arealen
des Keimdrisenfeldes bereits schon friher (23. Tag), vor der Ausbildung einer
Gonadenleiste, potentielle PGC demaskieren kénnen.
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Bedeutend grof3ere Zahlen sind in der Leberanlage sowie im dorsalen
Mesenterium zu ermitteln und erfordern eine besondere Beachtung.

Eine grol3e Anzahl ALP-positiver potentieller PGC wird in der Leber sowie
im Nebenmesenterium, das die Bursa omentalis bilden hilft und die Leber
an das Septum transversum fixiert, gezahlt (Abb. 18). Ein betréchtlicher
Teil dieser am Sinusendothel oder zwischen den Leberzellen liegenden
ALP-positiven Zellen reagiert auch positiv mit WFA, VVA, CAA, DBA
(Abb. 26 a) und SBA, aber nicht mit WGA oder STA.

Das elongierte dorsale Mesenterium von Mitteldarm und Hinterdarm (Abb.
19) ist eine weitere regelméfRige Lokalisation ALP-positiver putativer
PGC, die allerdings hier mit allen 12 Lektinen positiv reagieren. Die
Verteilung von PGC innerhalb des beim Rind auffallend langen
Mesenteriums ist jedoch nicht gleichmaRig. Nur in einer kurzen Strecke im
Bereich des Mitteldarms sind die PGC auf ganzer Lange des
Mesenteriums zu finden. In den meisten Schnitten sind die putativen PGC
in der Mesenterialwurzel in der Nahe der medialen Coelombucht und
periaortal, (besonders ventrolateral) sowie unmitteloar um das Darmrohr
konzentriert; im langen Mesenteriumabschnitt dazwischen sind dann
keine PGC zu finden.

3.2.4 Stadium der Gonadenfalte

Die indifferente Gonade 32 - 40 Tage alter Embryonen wird als
Gonadenfalte bezeichnet, weil sie sich vom ventromedialen Aspekt der
Urniere am 32. Tag abfaltet und dadurch ein spindelférmiges Aussehen
mit anfangs breiten Verbindungszonen zum Mesonephros besitzt (Abb.
20). Diese Verbindung differenziert sich bei alteren Embryonen dieses

Zeitraums zu einer dinnen mittleren Portion, dem spateren eigentlichen
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Mesogonadium®, wahrend cranial und caudal hiervon breite Verbindungen
als Pedunculi erhalten bleiben. Der Strang aus ALP-positivem Gewebe,
der bereits in der Gonadenleiste jingerer Embryonen sichtbar war (Abb.
17), ist jetzt elongiert und verbreitert und nimmt, von der Kapsel des
Riesenglomerulums der Urniere ausgehend, die ganze Lange der
Gonadenfalte ein (Abb. 28 b). Der craniale Anfang dieses ALP-positiven
Areals liegt im cranialen Pedunculus (Hilus) und zeigt Verbindungen
sowohl zur Bowman’schen Kapsel einschlie3lich ihrer Septierungen als
auch zum ALP-positiven Blastem des Interrenalorgans (Abb. 27), welches
bereits von zellularen Abkémmlingen der Neuralleiste tangiert bzw.
durchsetzt wird. Dinne ALP-, Laminin- und WFA-positive Gewebsstrange
verbinden in diesem Bereich das Gonadenblastem auch mit der
Coelomhdhle und werden als Nephrostomalkanalchen interpretiert (Abb.
27, 32, 33, 41, 43, 55, 59). Ab der Zeit der Gonadenfalte bindet WFA
selektiv an bestimmte Zellen des Gonadenblastems (Abb. 28, 33, 54, 55).
Das Coelothel und mesenchymale Bereiche des Hilus aber auch der
cranialen Halfte der indifferenten Gonade bleiben ALP-negativ (Abb. 27);
das ubrige zentrale Gewebe ist ALP-positiv (Abb. 21 a). Das Aussehen
der caudalen Gonadenhélfte &ndert sich mit zunehmendem Alter: In
jungeren Embryonen ist das gesamte Organ homogen ALP-positiv (Abb.
20 b, 2l1a). Gegen Ende der indifferenten Periode kann man einen
kontinuierlichen Rickgang der ALP-Reaktion beobachten (Abb. 28 b).
Coelothel und subcoelotheliales Gewebe werden jetzt auch hier negativ.
Zeitgleich werden an der mesogonadalen Gonadenperipherie auf ganzer
Lange polymorphe tiefergelegene Areale ALP-negativ (Abb. 28 b). Diese
negativen Bezirke werden vorwiegend um sich formierende Blutgefalie

herum gefunden und fusionieren mit dem bereits vorhandenen

! Der Begriff Meso ist normalerweise der Verbindung von einem Organ und der
Kdrperwand vorbehalten. Das Mesogonadium verbindet zwar Gonade und Urniere bzw.
deren Relikte, also zwei Organe, ist aber als Ausdruck etabliert.
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subcoelothelialen ALP-negativen Gewebe. Dort wo das Gonadenblastem
ALP-positiv reagiert, ist eine Identifizierung der ebenfalls ALP-positiven
Keimzellen unmdglich. Ein vergleichbares Problem ergibt sich bei der
Durchfuhrung der AChE-Reaktion, bei der ebenfalls Blastemkern und
PGC dieses Enzym in gleicher Intensitat produzieren. Nur eine
Doppelinkubation mit NADPH-TRed kann hier die PGC vom Blastem
abgrenzen (Abb. 31). Die ohnehin nur moderate AChE-Reaktion der PGC
ist erst ab dem 30. Tag p.i. zu finden. Zehn Tage spéter ist sie im Hoden
bereits wieder durch eine rinderspezifische kraftige AChE- Positivitat der
Prasertolizellen Uberdeckt und fir die Identifizierung von PGC
ungeeignet. Aus diesem Grund ist die Lektinhistochemie beim Rind
(WFA, WGA, STA) die Methode der Wahl zur Identifizierung von PGC in
der indifferenten Gonade und darliber hinaus (Abb. 22, 23, 28 a, c). Mit
ihr kann gezeigt werden, dal3 die PGC der indifferenten Gonade generell
in der aulBeren Peripherie des Organs und nur in geringen Mengen in
zentralen Arealen lokalisiert sind. Eine geringe Zahl ist im Hilusbereich zu
finden, die meisten liegen caudal und abmesogonadal. Genau dort ist
eine starke Zellproliferation mit MIB-1-IR nachzuweisen (Abb. 24). Diese
proliferationsaktive Coelothelschicht wird durch eine MIB-1-negative
Schicht von einer zweiten Zone hoher MIB-1-Aktivitat getrennt, die exakt
das Areal kennzeichnet, wo  ALP-positive und -negative
Blastemkomponenten durchmischt sind. Der MIB-1-negative Raum ist
durch Zellarmut charakterisiert und enthélt eine grof3e Anzahl von
Matrixkomponenten, die mit WFA, Laminin und Heparansulfat reagieren.
Eine deutliche AChE (bzw. BuChE)-Aktivitat dieses definierten
subcoelothelialen Areals ist besonders hervorzuheben, da normale
Basalmembranen sonst nie diese Reaktionen zeigen. Die Mehrzahl der
PGC sind in engem Kontakt mit diesem Matrixmaterial zu finden (Abb.
23c), liegen aber auch dariber im Coelothel oder unterhalb im

Mesenchym, d. h. in beiden proliferationsaktiven Zonen. Bei der passiven
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Verlagerung einzelner Keimzellen ins Gonadeninnere dient dieses
Matrixmaterial offenbar als Leitschiene, die von Proliferationsstrangen
des Coelothels aufgebrochen und mitgenommen wird (Abb. 25).
Perigonadale und extragonadale PGC sind bei Embryonen mit
indifferenter Gonade regelmalfiig zu finden (Abb. 21 b). Diese Zellen sind
ALP-positiv, und viele von ihnen reagieren auch mit Lektinen, entweder
mit der kompletten Batterie aller 12 einschliel3lich WGA und STA (putative
PGC im dorsalen Mesenterium und in der Coelombucht; Abb. 22) oder mit
einer limitierten Anzahl von Lektinen.

Die Zahl der potentiellen PGC im Leberprimordium hat zugenommen und
stellt trotzdem nur einen sehr geringen Teil der dort vorhandenen ALP-
positiven Zellen dar. ALP-, WFA- und STA-positive Zellen sind auch
wieder in BlutgefaBen, im paraaortalem Gewebe wund in der
Nachbarschaft des Riickenmarks® im Differenzierungsbereich der Somiten
nachweisbar.

Eine Haufung ALP-positiver Zellen, die sicher nicht alle nur potentielle
PGC sind, ist bei sagittal gefuhrten Schnitten axial im dorsalen Korper-
wandmesenchym und besonders im Kopfmesenchym® (Mundboden-

bereich) auch in diesem Stadium auffallig.

! Experimentelle Untersuchungen an Kréten zeigen, daR die attraktive Potenz des
Somitenmesoderms auf Keimzellen durch Zellen der Neuralleiste verstarkt wird
Gipouloux et al. 1992).

Intravasale PGC von Huhnerembryonen siedeln sich nach Resektion der Gonaden-
region vorwiegend im Kopfmesenchym ab (Nakamura et al. 1991). Offensichtlich sind
zwei Pradilektionsstellen fir PGC vorhanden, die mdglicherweise mit dem cranialen und
caudalen Organisationszentrum von Drews (1993) korrelieren. Im Rinderembryo nehmen
PGC ebenfalls nur cranial und caudal in der Nahe der Membranen eine besondere,
namlich epitheliale Position im Entoderm ein. Teratocarcinome treten vorwiegend in
diesem Bereich auf (Heath 1978; Moore 1990). Nach Vannemann (1917) ist beim
Armadillo fur die Allokation der Keimzellen der induzierende Kontakt von ento- und
ektodermalem Gewebe, wie er in der Rachen- bzw. Kloakenmembran geschieht,
ursachlich. Die Ausbuchtungen im Areal dieser Membranen (Rathke'sche Tasche,
Seessel’sche Nebentasche, Allantois) sind nicht zufallig polar: Der Primitivstreifen als
verlangerter Blastoporus verspannt Urmund und Neumund und ist die morphologische
Basis der funktionellen Hypophysen- Gonaden- Achse. Die therapeutische Beein-
fluBbarkeit des oronasalen Raumes durch vaginale Akupunktur nach Buchheit (1987)
wird durch diesen ontogenetischen Kontext erklart. Auch die parasympathischen
Kernareale im ZNS zeigen bekanntlich eine craniosacrale Polaritat.
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Funde einzelner PGC in Nephrostomalkanalchen und ihren Offnungen

zum Coelom sind ebenfalls keine Seltenheit (Abb. 33).

3.2.5 Stadium nach der Gonadendifferenzierung

Uber den Zeitpunkt der geschlechtlichen Gonadendifferenzierung beim
Rind findet man in der Literatur unterschiedliche Angaben. Es ist dies
sowohl sachlich als auch technisch begriindet. Zum einen sind bereits bei
Blastozysten von 8 Tagen vollkommen verschiedene Entwicklungsstufen
zu beobachten (eigene Beobachtung). Auch Risse (1991) findet bei 14
Tage alten Embryonen Langen von 1 mm bis 6 cm. Ein variables
Wachstum boviner Embryonen in den ersten drei Wochen p.i. wird auch
von Wathes et al. (1997) gefunden und als eine Funktion von Ovar
(Verhaltnis von Progesteron und Ostrogen) und dem Insulin-like Growth
Factor (IGF)-System begriffen. Beide Parameter beeinflussen Uber die
metabolische und sekretorische Aktivitat von Eileiter und Endometrium
das embryonale Wachstum. Sie werden ihrerseits bestimmt von der
Energiebalance resp. der Erndhrung des Muttertieres’ (Wathes et al.
1997). Diese Befunde erklaren auch die Angaben von Shemesh (1980),
die eine geschlechtliche Differenzierung boviner embryonaler Gonaden-
primordien aufgrund morphologischer Kriterien erst um den 45. Tag (45 +
3 Tage = 3,3 - 4,1 cm SSL) fur mdglich halten. Nach Gier und Marion
(1970) findet sie bereits am 41. Tag statt. Risse (1991) héalt weibliche und

! Annahernd 30 % aller bovinen Embryonen werden wahrend der ersten drei Wochen
dadurch verloren, dal3 diese Bedingungen nicht optimiert sind: Ein unterentwickelter
Trophoblast sezerniert nur geringe Mengen an Trophoblast Interferony,, (TIF;), die nicht
ausreichen, um die Entwicklung des Oxitocinrezeptors, der sich am 16. Tag des Zyklus
im Endometrium bildet, zu verhindern. Deshalb kommt es Uber die an diese
Rezeptorenentwicklung gekoppelte Prostaglandin  F,,-synthese zur Luteolyse mit
nachfolgendem Abort (Wathes et al. 1997).
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méannliche PGC fiir Induktoren der geschlechtlichen Differenzierung®, die
zwischen 40. - 42. Tag (2 - 3,5 cm) geschieht. Schrag (1984) sieht bei 39
Tage alten Rinderembryonen (2 cm SSL) mit histologischen Methoden die
Bildung einer Tunica albuginea und eine Aggregation der Prasertolizellen.
Eine zusatzliche Unsicherheit bei der Altersbestimmung resultiert aber
auch daraus, dafl Altersschatzungen beinahe ohne Ausnahme auf SSL-
Messungen beruhen. Da die zunehmende Krimmung des Embryos in den
Fruchthillen wesentlich die Messungen beeinflusst, ist der wahre Ent-
wicklungszustand nach unserer Erfahrung nur Gber den Differenzierungs-
zustand geeigneter Strukturen (z. B. Rickenmark, Somiten usw.) in
Verbindung mit dem Besamungszeitpunkt genauer eingrenzbar.

Eine rinderspezifische, kraftige AChE-Reaktion der Prasertoli-
zellaggregate (Abb. 36, 45, 46) erlaubt uns bereits zwischen dem 38. und
42. Tag eine morphologische Differenzierung der bis dahin indifferenten
Gonade. Diese enzymatische AChE-Reaktion ist vom Zeitpunkt ihres
ersten Auftretens an fur die Présertolizellen (und fur die Sertolizellen des
adulten Bullen) charakteristisch (Abb. 47, 48). Die plattenartigen
Aggregationen (4 - 6 Zellagen) differenzieren sich in der Peripherie des
dezent AChE-positiven Gonadenblastems (Abb. 45, 47) unmittelbar unter
einer WFA-positiven Mesenchymschicht, die als prospektive Tunica
albuginea unter einem jetzt abgeflachten Coelothel liegt (Abb. 54, 55). Die
Platten konvergieren zentripetal, wo sie in dinne Strange (1 - 3 Zellagen)
Ubergehen, die mit dem Reteblastem in Verbindung stehen. Der

gleichzeitige Beginn einer Tunicabildung kann aufgrund der

! Bei Vogeln ist die Lokalisation der PGC in Cortex oder Medulla von entscheidender
Bedeutung fir die Gonadendifferenzierung zu Ovar bzw. Hoden. Die Bedeutung von
Keimzellen fur die Sexdetermination ist aber bei Mammaliern umstritten. Von Risse
(1991) wird sie anerkannt. Gillman (1948) sieht bei menschlichen Embryonen in
synchronen  geschlechtsspezifischen  Verédnderungen der Adrenalorgane den
entscheidenden Faktor fir die geschlechtliche Gonadendifferenzierung. Ein urséachlicher
Zusammenhang von Keimzellen und Zyklusvorgdngen im ,embryonalen Organ Ovar*
(Mossmann 1973) ist jedenfalls unumstritten.
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hodentypischen subcoelothelialen Vaskularisation® bereits unter der Lupe
am unpréparierten Hoden beobachtet werden (das gleichaltrige in dieser
Hinsicht gefal3lose Ovar ist zudem immer deutlich kleiner). Durch die
starke AChE-Positivitat der Préasertolizellen wird die schwache AChE-
Aktivitat der PGC in diesen Platten Uberdeckt. In groRer Anzahl sind PGC
jedoch anfangs noch (40 - 60 Tage p.i.) in der Mesenchymschicht der
prospektiven Tunica albuginea mit der kombinierten AChE-NADPH-TRed-
Reaktion zu sehen (Abb. 45).

Eine Identifizierung der PGC mit der ALP-Reaktion im Hoden von bis zu
etwa 45 Tagen alten Embryonen (ca. 3,2 cm SSL) ist ebenfalls nur in der
prospektiven Tunica albuginea moglich. Aber auch hier wird sie an
manchen Stellen durch eine nun erstmalig auftretende ALP-Reaktion der
GefaRendothelien erschwert. Erst nach dem Ruckzug der ALP-Reaktion
aus den Prasertolizellen wird eine Demaskierung der ALP-positiven PGC
im Gonadeninnern moglich (Abb. 52 b). Die typische ALP-Positivitat der
Keimzellen, die ab dem 18. Tag die Identifizierung der PGC in
Rinderembryonen ermdglicht, kann von da an bis zum 80. Tag (10 - 15
cm SSL) verfolgt werden.” Mit Lektinen (WGA, WFA, STA) wird deutlich,
dal3 sich im Zeitintervall kurz nach der Differenzierung (2 - 5 cm SSL)
viele PGC noch in der Region der spateren Tunica albuginea befinden,
eine Lokalisation, die der in der indifferenten Gonade entspricht und fir
die Lokalisation weiblicher PGC typisch bleibt (Risse 1991). Vorerst sind
nur wenige PGC im peripheren Anteil der Prasertolizellplatten zu finden

(Abb. 35). Zunehmend treten PGC (bzw. M-Prospermatogonien) vermehrt

! Die A. testicularis verlauft am epididymalen Hodenrand in der Tunica albuginea bis
zum caudalen Hodenpol und zieht nach Aufteilung in der Tunica albuginea wieder nach
cranial. Im Ovar erreicht die A. ovarica den caudalen Gonadenpol nicht. Sie betritt das
Mesovarium und erschdpft sich in der hilaren Aufastelung (siehe dazu auch Felix 1911).
% Nach Hilscher (1974) werden beim Menschen ab dem 60. Tag (Keimballenbildung und
Beginn der Urnierenrickbildung beim Rind) die PGC zu M-Prospermatogonien, ab dem
80. Tag zu T1-Prospermatogonien. Der 82. Tag wird auch von Risse (1981) fur das
Rind als Meiosebeginn weiblicher PGC angegeben und ein Zusammenhang mit dem
Ende der Urnierenrickbildung vermutet.

Seite 50



in den Hodenstrangen auch des Gonadeninnern auf. Gleichzeitig nehmen
sie in der tunicalen Mesenchymschicht rasch ab (Abb. 37).

Unmittelbar nach dem Sichtbarwerden der Présertolizellaggregationen mit
AChE bilden sich steroidproduzierende Areale im Interstitium® aus (Abb.
45, 47), die typisch angeordnet sind (Schrag 1986). Mit 3[3-HSDH,
NADPH-TRed * (Abb. 48) und ALP (Abb. 52 b) laBt sich zudem eine
deutliche Konzentration dieser Zellen zwischen den reteblastemnahen
Hodenstrdngen nachweisen. Da auch WFA bei Foten bis 15 cm SSL
(Abb. 55 a) an interstitielle, vor allem peritubulare Zellen bindet, ist die
Differenzierung der PGC in den genannten Zeitrdumen mit ALP und WFA
unidibersichtlich. Eine Identifizierung mit STA (Abb. 52 a) ist, wie in den
vorhergehenden Stadien, durch die gleichzeitige Bindung an
GefalRendothelien ebenfalls nicht immer ganz unproblematisch. WGA,
aber auch andere Lektine wie CAA, GSA usw. zeigen die PGC-Verteilung
im Hoden am deutlichsten (Abb.37).

Gegen Ende des Beobachtungszeitraumes (80 Tage) verlieren die
Keimzellen der Gonade ihre Lektinbindungsstellen fir 9 der 12 Lektine.
Nur DBA, WFA und VVA reagieren uber diesen Zeitpunkt hinaus. Die
Lektinbindungskapazitat der PGC geht dabei mit dem Eindringen in das

Gonadeninnere verloren.

! Diese Reihenfolge entspricht auch der von Bitgood et al. (1996) gefundenen Kaskade
von Genexpressionen: Entstehung und das Funktionieren von Leydigzellen sind auf die
Dhh-Expression von Présertolizellen angewiesen.

® Die NADPH-TRed- Reaktion embryonaler Strukturen ist im Untersuchungszeitraum auf
wenige  Zellinien  beschrankt. Gonadenblastem der indifferenten  Gonade,
Nebennierenrindenblastem, einige Neuronenareale des ZNS sowie periphere
Ganglienzellen (Darm), GefalRendothelien sowie bestimmte Tubulusabschnitte von
Urniere und Nachniere regieren mehr oder weniger deutlich. Eine besonders kraftige
Reaktion zeigen immer bestimmte interstitielle Zellen von Hoden und Ovar sowie Zellen
der Nebennierenrinde nach der geschlechtlichen Gonadendifferenzierung. Nur diese
Zellen erweisen sich bei der Uberprifung mit 3b-HSDH als steroidproduktiv. Eine
Ausnahmestellung kommt der Schilddrise zu. Neben einer kréaftigen ALP-Reaktion
einzelner  Zellen des Ductus hypoglossus  sowie des  wabenartigen
Schilddrisenprimordiums zeigen diese Zellen eine starke NADPH-TRed- Reaktion
bereits vor der Gonadendifferenzierung, die mit 3b-HSDH negativ ist. Eine Uberpriifung
der NADPH-TRed mit 3b-HSDH ist deshalb immer unbedingt erforderlich.
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Ein seltener Fund sind PGC in und um das Reteblastem. Diese Struktur
ist im Hilusbereich des Hodens ALP-, AChE- und WFA-positiv und kann
zudem ab dem 42. Tag (2,1 cm SSL) durch eine beim Rind spezifische
LAP-Positivitat bei beiden Geschlechtern (Abb. 40) als parazentraler Kern
des Gonadenblastems selektiv identifiziert werden. Diese besondere
enzymatische Reaktion ist beim Rind auf Organe des intermediaren
Mesoderms beschrankt (Strukturen von Meso- und Metanephros,
Reteapparat) und erlaubt bei systematischer Anwendung eine Darstellung
von Reteherkunft und Reteontogenese. Die histochemische Abgrenzung
von Rete testis bzw.Rete ovarii und deren Ausdehnung im Urogenitaltrakt
ist mit LAP noch im adulten Hoden (Wrobel und El Etreby 1971) bzw.
Ovar (unverdffentlicht) moglich.

Das Ovar soll nach Ohno et al. (1977) und Wachtel et al. (1975) bei
Fehlen des Y-Chromosoms konstitutiv, gleichsam als Verlangerung der
indifferenten Gonadensituation, entstehen. Diese Morphodynamik trifft nur
auf Spezies (Maus, Ratte, Hamster) mit einem Modus einer Meiose zu,
die unmittelbar auf die Gonadendifferenzierung erfolgt (immediate
meiosis). Bei Spezies mit verzbgerter Meiose (delayed meiosis: Rind,
Mensch, Kaninchen) werden unmittelbar nach der geschlechtlichen
Differenzierung ein Cortex und eine Medulla gebildet, und im Zeitraum bis
zum Beginn der Meiose werden betrachtliche Mengen Ostrogen
synthetisiert. Beim Rind wird eine nennenswerte Ostrogensynthese vor
der Meiose kontrovers beurteilt. Shemesh et al. (1978) bejahen, Risse
(1991) verneint sie.

Die charakteristische und ovartypische Gonadenmorphologie wird bereits
durch das Fehlen einer tunicalen Vaskularisierung um den 40. Tag bei
Lupenbetrachtung auffallig. Auf dem Querschnitt erhalt das Ovar, bedingt
durch den langlichen Hilus, ein zunehmend pilzférmiges Aussehen.
Zudem ist ein gleichaltes Ovar immer um ca. 25% kleiner als ein Hoden.

Mit den von uns angewandten histochemischen Markern lassen sich

Seite 52



charakteristische Merkmale erfassen, die das Ovar von Anfang an vom
Hoden unterscheiden. Gemeinsam bleibt beiden Gonaden die Reaktion
des Gonaden- bzw. Reteblastems mit ALP, AChE, WFA resp. LAP, auch
wenn die Kinetik der einzelnen Reaktionen unterschiedlich ist: Die ALP
zieht sich z. B. beim Ovar aus dem Interstitium zurick und persistiert in
den Pragranulosazellen; dadurch sind die ALP-positiven PGC maskiert
bzw. kaum davon zu differenzieren.

Die meisten PGC sind im Cortex lokalisiert, der durch eine subcorticale
vaskularisierte Bindegewebsschicht von der Medulla getrennt ist (Abb. 39,
50, 51). Eine subcoelotheliale Basalmembran sowie eine Tunica
albuginea sind zu dieser Zeit noch nicht ausgebildet. Ein hohes stellen-
weise mehrschichtiges Coelothel liegt dadurch direkt einer Keimzell-
schicht auf, die ab 3,2 cm SSL? bereits eine deutliche Eingliederung in
Keimballen (Abb. 56, 58) erkennen lait (Abb. 56, 58). Die darunter
liegende subcorticale Bindegewebsschicht ist stark vaskularisiert und wird
von ZellstraRen dezenter ALP-Reaktion tiberbriickt.® Mit Lektinen wird die

wirkliche Zahl der PGC in den Keimballen des Ovarkortex darstellbar

! Die von Gropp und Ohno (1966) aufgrund der Persistenz der ALP-Aktivitat von
Interstitialzellen des Hodens und der Pragranulosazellen des Ovars eingeforderte
Homologie zwischen beiden Zellarten mit dem Postulat einer gemeinsamen Herkunft ist
E)roblematisch.

Risse (1989) gibt eine erste Keimballenbildung beim Rind mit gleichzeitigem Auftreten
von Interzellularbriicken bei einer SSL von 5,5 cm = 64 Tagen an; diese rechtfertigen
den Begriff Oogonien ab diesem Zeitpunkt. Wartenberg (1982) und Motta (1997) sehen
beim Humanféten ebenfalls eine Keimballenbildung um den 60. Tag zeitparallel zu einer
plotzlichen mitotischen Aktivitat der PGC beider Geschlechter, die dadurch im Hoden als
M-Prospermatogonien bezeichnet werden. In diesen Keimballen findet jedoch nicht
sofort die Bildung von Interzellularbriicken statt; ein intermediarer Typ der PGC
(Préaoogonien) wird beschrieben. Erst kurz vor dem Eintritt in die Prophase der Meiose
findet eine Synchronisierung der Mitosen (erkennbar durch identische Chromosomen-
konfigurationen) statt, deren Anzahl spezieskonstant (beim Rind 4) ist und mit der
Bildung von Interzellularkanélen einhergeht. Erst ab diesem Zeitpunkt (ca. 70 Tage) wird
von diesen Autoren der Begriff Oogonie verwendet.
® Diese Kontaktzonen bleiben im langgezogenen Hilusbereich erhalten; dort ist die
subcorticale Zone sehr schmal, Keimballen und Markstrange (medullary cords bzw.
intragonadales Rete) sind hier - entgegen Risse (1983) - in Kontakt (Abb.58). Nach
Byskov und Hoyer (1988) ist dieser Kontakt fir die Meioseinduktion notwendig.
Pragranulosazellen sollen ebenfalls - wenigstens zum Teil - (Wartenberg 1989) aus
diesen Retezellen rekrutiert werden. Die Beschrankung des Kontakts beider Strukturen
auf die Hilusregion beim Rind ist erklarungsbedurftig.
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(>100/Schnitt). Transversalschnitte mit STA, WFA und WGA (Abb. 53, 54)
zeigen aber auch in der Medulla, und zwar im Ubergangsbereich von
Reteblastem und Markstrangen (intragonadales Rete, medullary cords)
immer eine relativ groBe Anzahl (>20/Schnitt) von PGC, die
halbkreisformig einem steroidproduktiven Bereich (Abb. 39, 49) aufliegen
(bereits bei 3,1 cm SSL = 45 Tagen).' Steroidproduzierende Zellen sind
im gesamten Zeitintervall (3,3 - 8 cm SSL) der ,aktiven Phase® nach
Shemesh (1980) enzymhistochemisch nachzuweisen. Zunehmend breiten
sie sich in dieser Phase als flachenartige steroidproduktive Areale im
Raum der Markstrange aus (Abb. 50). Die rudimentdre AChE-Reaktion
einzelner Zellen dieser Markstrange (Abb. 51) verweist auf die Homologie
mit den Prasertolizellen. Die ovartypische Zonierung des friihen Rinder-
ovars mit der Zweischichtung der Keimzellenanordnung, sowie deren
Beziehung zu den Blastemen ist beim Vergleich der Reaktionen mit
Laminin, AChE-NADPH-TRed, 3R-HSDH und ALP sowie den
verschiedenen Lektinen der Abb. 38, 39, 44, 49, 50, 51, 53, 58, von
denen einige aus konsekutiven Schnittserien stammen, besonders

deutlich zu sehen.

! Diese medullaren PGC werden auch beim Menschen (Wartenberg 1989; Motta 1997)
beschrieben; eine Atresie, Apoptose bzw. Follikelbildung wird diskutiert. Eine Exfoliation,
wie sie von Motta (1997) als zusatzlicher Mechanismus der bekannten fétalen Diminution
cortikaler Keimzellen im Ovar des Menschen gefunden wird, dirfte fir medullare
Keimzellen nicht zutreffen. In das Coelom kdnnten medullare Keimzellen jedoch
retrograd Uber rete-tubale Anastomosen (RTC) gelangen. Obwohl Beobachtungen
verschiedener Differenzierungsstufen der Keimzellen im Rete vorliegen (Mossmann
1973), ist eine Follikelreifung im Retesystem bisher nicht beschrieben worden. Der
riskante Follikelsprung, mehrheitlich in der Néhe der RTC bzw. Fimbrien, ist
demgegeniiber vom Ansatz her eigentlich eine abenteuerliche Variante und bedarf
sekundar zusétzlicher Sicherungen (Eiabnahmemechanismus). Die wirkliche Bedeutung
der Cortex - bzw. Medullapositionen der Keimzellen zusammen mit ihren
Wechselbeziehungen zu steroidproduzierenden Arealen bedarf einer weitergehenden
Untersuchung.
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4. Diskussion

4.1 Die Bedeutung von Lektinreaktionen fur die Identifizierung von
PGC

Zuckerverbindungen an Zelloberflachen spielen eine bedeutende Rolle
wéahrend Wachstum, Differenzierung, Zellmigration und embryonaler
Induktionsprozesse. Die Anwendung von Lektinen verschiedener
Spezifitstt an Gewebeschnitten ist eine probate Methode, die
ublicherweise angewandt wird, um die Verteilung von Glykokonjugaten in
einzelnen Zellen oder in Geweben zu untersuchen. Nach Goldstein und
Poretz (1986) werden die meisten Lektine pflanzlicher und tierischer

Herkunft in 5 Gruppen eingeteilt.

1. Mannose/Glucose-bindende Gruppe (Vertreter: ConA)

2. N-acetyl-glucosamin-bindende Gruppe (Vertreter: WGA, STA, GSA I)

3. N-acetyl-galactosamin/galactose-bindende Gruppe (Vertreter: WFA,
BPA, DBA, SBA)

4. L-fucose-bindende Gruppe (Vertreter: AAA, LTA, UEA I)

5. Sialinsaure-bindende Gruppe (Vertreter: LPA)

Reprasentanten aller 5 Gruppen wurden auf ihre Affinitat zu bovinen
embryonalen und fotalen Keimzellen udberprift. Obwohl viele der
getesteten 28 Lektine mit verschiedenen embryonalen Strukturen - teils
sehr spezifisch - reagierten, ergaben nur die folgenden 12 Lektine ein
positives Resultat mit Keimzellen: BPA, CAA, DBA, ECA, SBA, GSA |,
PTA, STA, SJA, WGA, VVA und WFA.

Diese Lektine gehoren ausschlief3lich zu den Gruppen 2 und 3 der oben

genannten Klassifikation, die eine Affinitat zu N-acetyl-glucosamin und N-
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acetyl-galactosamin/galactose besitzen. Eine exklusive Beschrankung
dieser Zuckerverbindungen auf Keimzellen ist allerdings nicht zu
beobachten." Nur DBA zeigt in frilhen ontogenetischen Stadien eine
hochspezifische Affinitat zu Keimzellen; alle anderen an Keimzellen
positiven Lektine binden zusétzlich und zunehmend auch an andere
embryonale  Strukturen. Insbesondere differenzieren sie lektin-
charakteristisch verschiedene Tubulusabschnitte des Mesonephros,
sowie Eihdute, Chorda (WFA) oder Gefaliendothel (GSA I, STA).

Die Lektinbindung von Zuckern &hnlicher Zusammensetzung kann von
der Konfiguration (a oder b), Lokalisation der spezifischen Sequenzen
(terminal oder innen) und der Gewebefixierung stark beeinfluf3t werden.
Dies erklart auch die unterschiedlichen Reaktionen von Lektinen einer
Gruppe. Weiterhin kénnen benachbarte Strukturen das
Bindungsverhalten von Lektinen beeinflussen und damit z.B. trotz
Anwesenheit des passenden Zuckerrestes negative Resultate hervor-
bringen. Deshalb ist es immer angebracht, eine gréf3ere Anzahl von
Lektinen auch fir die Untersuchung nur eines Zuckertyps anzuwenden
(Walker 1988). Fur die routinemalfige Identifizierung boviner embryonaler
(putativer und prospektiver) PGC bei seriellen Untersuchungen genugt
es - zusatzlich zur ALP-Reaktion - WGA, WFA und STA zu benutzen;
man erhalt damit die deutlichsten und verlaRlichsten Resultate. WFA,
WGA und STA-Lektine charakterisieren putative und prospektive PGC in
der hinteren Korperregion (Region von Mitteldarm und Hinterdarm). Mit
WFA-Lektin erhéalt man zusatzlich Lektin-positive potentielle PGC in der
Leber, die ihrerseits eine Auswahl der ALP-positiven Zellen im
Leberprimordium darstellen.

Das Lektinbindungsmuster boviner embryonaler Keimzellen unterscheidet

sich wesentlich von avidren PGC, wo Glc/Man-, Gal-gruppen, N-acetyl-

! Eine ALP-Aktivitat ist beim Rinderembryo ebenfalls nicht auf Keimzellen beschrénkt
und zunehmend auch in anderen Zellinien zu finden.
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lactosamine und N-N’diacetylchitobiosesequenzen die affinen Bindungs-
stellen sind (Didier et al. 1990).

Bovine embryonale Keimzellen zeigen allerdings ein Muster, das &hnlich,
aber nicht identisch mit dem von Farel et al. (1987) an Ratten-Keimzellen
gefundenen Muster ist. Da fucosylierte Mono- und Dipolylactosamin-
Carbohydratgruppen an bovinen embryonalen Keimzellen nicht auftreten,
konnte der von uns an Mause- und Rinderembryonen angewandte
monoklonale Antikérper SCC-1 (oder EMA-1), der diese Sequenzen
erkennt, beim Rinderembryo nicht positiv reagieren. EMA-1 wurde
ursprunglich gegen Karzinomzellen einer Mausmutante konzipiert und
spater erst als ein geeigneter, ,spezifischer Marker fir Mause- und
Huhnerkeimzellen erkannt und benutzt (Hahnel und Eddy 1986; Urven et
al. 1988). Ein weiterer Antikorper, 4C9, der mit poly-N-acetyllactosamin
reagiert und durch a-L-fucosidase und lacto-N-fucopentaose Il inhibiert
wird, ist ebenfalls spezifisch fir Maus-PGC (Yoshinaga et al. 1991). Alle
diese Befunde lassen darauf schlieRen, dal3 die Carbohydratmuster an
den Oberflachen von embryonalen Keimzellen speziescharakteristisch
und daher separat fur jede Spezies zu klaren sind. PGC von
Méauseembryonen binden z. B. auch PNA-Lektin (Maekawa und
Nishimune 1985)." Dieses hat eine Affinitit zu terminalen D-
galactosylresiduen, vorzugsweise Gal-b;-3 GalNac, (Lotan et al. 1975)
und ist bei Mausen an der Oberflache der Zellmembran unreifer
Thymozyten, praimplantierter Embryonen, embryonaler Carcinomzellen
sowie den meisten Differenzierungsstadien der Keimzellen zu finden
(Reisner et al. 1976, 1977). Diese PNA-Affinitat sowie die Abwesenheit

! Eine Zusammenstellung der bisher gefundenen Oberflachenantigene an Maus- PGC
geben Viebahn et al. (1998). Die Entwicklung von Antikdrpern gegen
intracytoplasmatische PGC-Strukturen (Nuage- &hnliche Substanzen), wie sie vom
selben Autor (Viebahn et al. 1998) fir das Kaninchen vorgestellt wird, ist eine
vielversprechende Neuerung. Dabei ist allerdings eine KZ- Spezifitat unterstellt, die nicht
unumstritten ist (Eddy 1975; Weakly 1976; Niewkoop und Sutasurya 1979, 1981; Eddy
und Hahnel 1983).
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entsprechender Lektinbindungsstellen an Leydig-, Sertoli- und
peritubuléaren Zellen wird zur Anreicherung von Keimzellen fir in vitro-
Versuche genutzt (Lotan et al. 1975). Mit PNA konnten wir bei PGC von
Rinderembryonen mit der in der Tabelle 2 angegebenen Konzentration
sowie der angewandten Fixierung keine Reaktion erhalten. Die PGC von
Haussaugetieren sind daher nicht generell durch PNA- identifizierbar, wie

es Riisse und Sinowatz (1991) angeben.*

4.2 Die Allokation der Keimzellinie

Der Unterschied im Verteilungsmuster von ALP und Lektinen bei bovinen
PGC deutet eine schrittweise Akquisition von typischen Merkmalen der
Keimzellinie an, die abhéngig ist von der Zeit (ontogenetische Reife),
Lokalisation und induzierter Genexpression (Tab. 3). Sehr wahrscheinlich
korrespondiert die Akkumulation ALP-positiver Zellen am caudalen Ende
der Keimscheibe eines 18 Tage alten Rinderkonzeptus mit einer
Ansammlung von Zellen, die Rubaschkin (1908) bei Kaninchen-
embryonen vergleichbarer ontogenetischer Reife mit Eosin-Azur anfarbte
und bereits als Keimzellen deutete. Aus einem Cluster von etwa 100 ALP-
positiver Zellen am caudalen Ende des Primitivstreifens ordnen Ginsburg
et al. (1990), Ginsburg (1994) bei der Maus 45 Zellen einer ,founder
population® zu. Das Schicksal der Ubrigen 55 ALP-positiven Zellen ist
unklar; ein definierter Uberlappungsbereich der ,fate maps* von

Blutstammzellen und PGC caudal des Primitivstreifens ist allerdings

! Das trifft auch fiir die Angaben der genannten Autoren beziiglich der ALP zu: Dieses
Enzym kann ebenfalls nicht in Keimzellen aller S&ugetiere nachgewiesen werden. ALP
wird in Keimzellen des Kaninchens (Chretien 1965), der Beuteltiere mit Ausnahme der
Wallabies (Ullmann 1997), des Schweins (geschlechtsabhéngig; Bielanska-Osuchowska
1965) sowie in bestimmten Mausemutanten (McGregor et al. 1995) nicht gefunden; in
Keimzellen des Huhns in Mengen, die fir eine Identifizierung nicht ausreichen
(McGregor et al. 1995).
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experimentell bewiesen (Ginsburg 1994)." In neueren Arbeiten wird die
gemeinsame Basis von Keimzelltumoren und hamatologischen
Neoplasien von mehreren Autoren thematisiert (Goldman 1985; Nichols et
al. 1985; Reynoso et al. 1986; Friedmann 1987; Logothetou-Rella 1996Db).
Die am Primitivstreifenende zu findenden aggregierten ALP-Zellen
reprasentieren offenbar die ersten hamatopoetischen Stammzellen, deren
direkte Abkdmmlinge in der Allantoiswand (zumindest beim Menschen),
im Dottersackmesoderm und im intraembryonalen Mesoderm alloziert
werden (Rich 1997). Was die ALP-positiven Zellen in der Dottersackwand
eines 18 Tage alten Rinderembryos betrifft, kann es als sicher gelten, dal3
diejenigen ab einer Distanz von mehr als 100 pm von der caudalen
Grenze der 3-blattrigen Keimscheibe entfernt, niemals definitive PGC
werden, sondern mit dem schnell wachsenden Dottersack weiter in die
Peripherie verlagert werden. Als Konsequenz davon kann man bei 23 bis
25 Tage alten Rinderembryonen ALP-positive Zellen von ahnlichem
Aussehen in einer Entfernung von 3 mm zum Embryo in einer Bucht des
Dottersackes sehen. Um auszudrucken, daf3 ALP-positive pluripotente
Zellen junger Rinderembryonen nicht nur zukinftige PGC sind, sondern
auch die Kapazitat besitzen, als hamatopoetische Stammzellen zu
fungieren, bezeichnen wir alle PGC als potentielle PGC (pot. PGC), wenn
sie nicht mit allen 3 ausgewéhlten Lektinen (WFA, STA, WGA) reagieren.
Wenn PGC sowohl mit ALP als auch mit diesen drei Lektinen reagieren,

werden sie als putative PGC bezeichnet (put. PGC). Diese sind auf

! Als phylogenetisch interessante Parallele dazu sind Befunde bei Insekten (Drosophila)
zu werten, wo ebenfalls nicht alle Polargranula enthaltenden Zellen ausschlief3lich
Keimzellen werden (Niewkoop und Sutasuraya 1981). In diesem Zusammenhang ist es
erwadhnenswert, dal3 bereits Riuckert (1899), Schwierigkeiten hatte, sog. Megasphéaren
(Blutstammzellen) von Keimzellen zu unterscheiden, und bei Beards (1900)
Untersuchungen an Rochen (Raja batis) nimmt dieser Diskussionspunkt einen
betrachtlichen Raum ein. Die wenigen Untersuchungen an niederen Vertebraten
(Cephalochordaten, Tunicaten) zeigen, dal3 sich die hier noch segmental angeordneten
Gonaden um sog. Hamoblasten entwickeln. Die Keimzellen entstehen aus diesen oder
aus Lymphoblasten (Niewkoop und Sutasurya 1981). Eine Folge dieser in situ-Allokation
ist das Fehlen einer Keimbahn. Eine Migration ist nicht notwendig.
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definierte Areale bzw. Kdrpersegmente beschrankt (Tab. 3). Bei 23 - 25
Tage alten Embryonen sind sie in der Ho6he von Mitteldarm und
Hinterdarm einschliel3lich Keimfeld und prospektiver Gonadenleiste zu
finden. In der Abb. 6 wird deutlich, dal} die Allokation der PGC-
Vorlauferzellen aus dem Epiblasten (Lawson und Hage 1994) dort
stattfindet, wo die Chorda sich aus dem Darm und dem Neuralrohr
ausschaltet (siehe auch Witschi 1948). Der induktive Einfluld des
Entoderms, der nach Vanneman (1917) sowie Lawson und Hage (1994)
als ursachlich fir die Allokation vermutet wird, ist durch diesen
anatomischen Zusammenhang gegeben; nach caudal zu sind Chorda
resp. Primitivstreifen im Schwanzblastem aufgelost. Es kann ange-
nommen werden, dal3 die Allokation von Keimzellen aus dem Chorda-
Mesodermkomplex erst mit der Bildung des letzten Somiten beendet ist
(Hamilton et al. 1972). Damit ist die Anh&ufung von PGC/Blut-
Stammzellen axial und ventrolateral der Aorta am Ende der 4. Woche
hinreichend erklart: Die extraembryonale Uberlappung der ,fate maps®
von PGC- und Blutvorlauferzellen axial und caudal des Primitivstreifens
liegt nach der Caudalabfaltung intraembryonal, axial und dispersiert nach
cranial. Diese von Lawson und Hage (1994) im Mausmodell gefundenen
Allokationsbewegungen koénnen unter Beriicksichtigung der zeitlichen
Differenzen auch beim Rind zur Erklarung der Anhaufung pluripotenter
Stammzellen in der Aorta-Gonaden-Mesonephros-Region (AGM-Region)
angenommen werden.

.Fate maps“ beschreiben nur die Allokation und nicht die Determination
von Zellinien, die nicht schon wahrend der Gastrulation stattfinden muf3,
sondern in speziellen Fallen sich erst am finalen Bestimmungsort ereignet
(Tam und Behringer 1997). Eine Regionalisierung von Zellschicksalen,
wie sie durch die ,fate maps" augenscheinlich wird, ist nur ein Indiz dafur,
dal3 (und wie) Zellen bei der Gastrulation in bestimmte Korperregionen

positioniert werden. Individuelle Zellen bleiben dabei flexibel, was ihre
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Potenz betrifft (Tam und Behringer 1997). Nur wenn eine derart potente,
spezifische Zelle zur richtigen Zeit an den richtigen Ort, die
Gonadenleiste, plaziert ist, wird sie zur PGC (Dixon 1994). Die Spezifitat
allgemein vorkommender, aber auch spezieller (Aktivin, Nodin, Chordin)
Wachstumsfaktoren liegt nach Drews (1993) in ihrer zeitlich und raumlich
determinierten Expression und wird als Phasenspezifitat bezeichnet. Die
besondere Bedeutung dieser Phasenspezifitdt bei der Keimzellenbildung
wird bei experimentellen Untersuchungen an Drosophilalarven deutlich
(Dixon 1994): nur das termingerechte Erreichen einer gentigenden
Menge® von kompetentem Polplasma am caudalen Pol der Gastrula
induziert potentielle PGC bzw. sogenannte Polzellen (die sich aber nicht
ausschlieBlich zu Keimzellen entwickeln); eine Verzdgerung der
Nukleusmigration in das Polplasma um nur 30 Minuten verhindert bereits
ihre Bildung. Auch Mintz und llimensee (1975) konnten zeigen, dald
Stammzellen aus Teratocarcinomen nur in einer geeigneten Umgebung
auf normale Wachstumsignale adaquat antworten bzw. ihre Totipotenz

realisieren kénnen? .

! Die Zzahl der Zellen (founding population) bzw. die Konzentration von
Wachstumsfaktoren ist dabei von nicht unerheblicher Bedeutung: Nach Gurdon (1988)
ermdglicht ein ,community effect” einer Zelle ihr Schicksal zu andern; d.h. Quantitat
kann dann in Qualitdt umschlagen.

Hier zeigt sich erneut, dall die Stammzellenproblematik nicht nur in der
Gonadogenese, sondern auch in der Tumorformation und frihembryonalen
Zellentwicklung von grundsétzlichem Interesse ist: Die Totipotenz von Carcinomzellen
ermoglicht (bei Injektion in Blastozysten der Maus) Chimaren mit funktionierenden
Spermien; damit kénnen Nachkommen gezeugt weden, deren Vater ein Teratocarcinom
ist (Martin 1987). Die Mdoglichkeit, Teratome zu bilden ist eine F&higkeit gewisser
embryonaler Zelltypen inklusive PGC. Der Ursprung und die Differenzierung von PGC
und von Teratocarcinomen sind, wie das Phanomen der Parthenogenese, eng
zusammenhéangende Probleme (Heath 1978). Teratocarcinome entstehen aus PGC
und/oder aus multipotenten embryonalen, auch parthenotischen Zellen, die dem Einfluf3
embryonaler Organisation entkommen (Martin1978). Als kardinale Organisationszentren
gelten Kopf- und Schwanzblastem, deren archencephale bzw. spinocaudale Induktoren
die Korperachse konstituieren (Drews 1993). Diese Zusammenhange erklaren die
Pradilektionsstellen von Teratocarcinomen im Areal der Rachen- (Heath1978) sowie
Kloakenmembran (Moore 1990).
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Zwischen 27 und 31 Tagen sind PGC in der Gonadenleiste, aber auch im
inzwischen entstandenen dorsalen Mesenterium zu beobachten.
Zwischen 32 und 40 Tagen sind sie in der Gonadenfalte in betrachtlicher
Anzahl zu finden, aber auch in geringeren Mengen im dorsalen
Mesenterium und in der Coelombucht. Die raumlich-zeitliche Verteilung
dieser putativen PGC l|aRt darauf schlie3en, dald nur ein bestimmter, in
unmittelbarer Nahe der indifferenten Gonade befindlicher Anteil putativer
Keimzellen den chemotaktischen (TGFgy1) Einflissen des
Bestimmungsortes unterliegt (Godin et al. 1990, 1991), d. h. auch wirklich
prospektive PGC sind. Nur aus diesen werden die definitiven PGC der
Gametogenese rekrutiert.

Neuere Untersuchungen bestéatigen, dafl} die definitiven ,longterm
reconstituting haematopoietic stem cells* ausschlie3lich in der AGM-
Region (Muller et al. 1994; Sanchez et al.; Medvinsky und Dzierzak 1996,
1997) entstehen, wohingegen héamatopoetische Vorlauferzellen im
Dottersack kurzlebig und von begrenzter Kapazitat sind (Dieterlen-Lievre
et al. 1993, 1997a, 1997b). Putative PGC wund paraaortale
hamatopoetische Stammzellclone sind zeitweise im selben Areal zu
finden, und beide kbnnen ,multilineage hamatopoesis*” initiieren (Kelemen
1997)." Eine ,lineage restriction von embryonalen Keimzellen findet
offenbar erst im spezifischen Mikromilieu der Gonade statt (Labosky et al.
1994); wahrscheinlich sogar erst nach einer bestimmten Zeit, in der
organspezifische Differenzierungsschritte induziert werden. Labosky et al.

(1994) konnten bei Mausen experimentell eine irreversible Determination

' Ein Indiz dieser Blutsverwandtschaft von Keimzellen sind Funde meiotischer
Chromosomenfigurationen in malignen Neoplasien von Blutstammzellen (Logothetou-
Rella 1996a). Auch das hamatopoetische Potential von Teratocarcinomen, das Auftreten
fotalen Hamoglobins in testikularen Keimzelltumoren sowie die Assoziation von hdmalen
und germinalen Elementen in Mausestammen mit defizientem W locus verweisen
zumindest auf gemeinsame Regulationsfaktoren hdmatopoetischer Stammzellen, PGC
sowie Melanozytenvorlauferzellen ( Friedmann 1987).
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erst zwischen 12 und 13 Tagen p. c. ausmachen: Bis dahin erlaubt die
prospektive Potenz der Keimzellen die Etablierung anderer Zellinien (EG-
cells) in vitro." Das entsprechende Zeitaquivalent beim Rind wére ca. 80
Tage (Beginn der Meiose). Zu diesem Zeitpunkt finden wir in der
mannlichen Gonade ein Verschwinden der ALP-Reaktion sowie der
meisten Lektinbindungsstellen (ausgenommen fur WFA, DBA und VVA)
an Keimzellen und konstatieren das Erscheinen eines neuen Antigens,
das mit PGP 9.5 nachweisbar ist.

Die Leberanlage von 23 - 40 Tage alten Rinderembryonen enthélt eine
zunehmende Anzahl ALP-positiver Zellen, die sicher nicht alle potentielle
PGC sind. Der Einsatz von bestimmten Lektinen (WFA, VVA, CAA, DBA
und SBA) greift davon die potentielle Fraktion heraus. Alle anderen
Lektine, also auch WGA und STA, reagieren nicht. Daher werden die
lektinpositiven Zellen der Leber definitionsgemal zu potentiellen PGC
gezahlt, obwohl sie - vorzugsweise - ein hamatopoetisches Schicksal
haben dirften. Denn auch die Leber enthalt zu dieser Zeit zahlreiche
Vorlaufer von Blutzellen einschlie3lich Stammzellen (Dawood et al. 1990;
Thomas 1997).

4.3 Die Relevanz der verschiedenen Translokationstheorien

Aufgrund von Untersuchungen an 25 - 31 Tage alten bovinen Embryonen
versuchten Jost und Prépin (1966) sowie Wartenberg (1983) bei einem
etwa 30 Tage alten Embryo die Frage zu beantworten, auf welche Weise

die embryonalen Keimzellen beim Rind die Gonadenanlage erreichen.

! Moglicherweise fallt die von Labosky et al. (1994) nachgewiesene prospektive Potenz
der PGC nur unter pathophysiologischen Bedingungen mit ihrer prospektiven Bedeutung
zusammen. Die Schnittmenge beider Begriffe kdnnte individuell verschieden grof3 sein:
Sie beinhaltet den umstrittenen Zeitpunkt der KZ-Lineagerestriktion.
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Das Fazit dieser Bemuhungen (siehe Einleitung) ist widersprichlich und
nicht einleuchtend. Grund dafir ist sicher einmal die Tatsache, daf3
wesentliche  Ereignisse fir die  Beurteilung intraembryonaler
Keimzellbewegungen vor dem 25. Tag stattfinden. Unsere
Beobachtungen an jungeren Embryonen (18 - 24 Tage) sprechen gegen
die Theorie einer aktiven, interstitiellen Migration via dorsalem
Mesenterium (Jost und Prépin 1966) aber auch gegen die Theorie einer
(ausschlief3lichen) aktiven, intravasalen Translokation zur
Gonadenanlage. Auch nach neueren Befunden (Mc Laren 1994;
Gomperts 1994) findet die in unzahligen in-vitro- Versuchen verifizierte
aktive interstitielle Migration in vivo nur sehr begrenzt statt: Sie soll nur
mehr fur die epithelio- mesenchymale Translokation aus dem Darmepithel
gelten. In Ubereinstimmung mit Witschi (1948) kann diese besondere
Lokalisation der PGC im Darmepithel als ein zufalliges Ereignis bei der
frihen Darmbildung betrachtet werden, die eher ein Hindernis fir PGC
auf der ,Migrationsroute” darstellt und keine conditio sine qua non ist. Die
Basalmembran zwischen entodermalem Dottersackepithel (prospektives
Hinterdarmepithel) und visceralem Mesoderm ist am 18. Tag derart
delikat, dal3 sie die Lage in beiden Keimblattern erlaubt. Es ist aber
gleichgultig, ob nach der caudalen Abfaltung diese Membran am 23. Tag
noch diskontinuierlich ist, lysiert werden muf}, oder/und von einem
eiabnahmeéhnlichen Mechanismus von Coelothelzellen aus dem
Darmepithel ,gepflickt” wird, wie es durch Wartenberg (1990) vertreten
wird: Durch die abrupte Mesoentwicklung werden bei Rinderembryonen
darmnahe PGC aus der AGM-Region schnell und weit nach ventral
verlagert, dal3 sie fir eine aktive interstitielle Migration sowieso nicht in
Frage kommen. Eine ahnliche rasante embryofugale
Wachstumsbewegung ist bei der mesodermalen Umwachsung des beim
Rind sehr gut ausgebildeten Dottersacks die Ursache fir das Abdriften

der PGC in distante extraembryonale Positionen, aus denen eine
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amo6boide Migration (Uber Dottersack- bzw. Haftstiel) , wie sie noch von
Hinrichsen (1990) beschrieben wird, unwahrscheinlich erscheint. Daf3 vor
allem passive Transportmechanismen eine Hauptrolle spielen (sog.
morphogenetische Bewegungen) kann insbesondere durch die
Verwendung von MIB, LNGFR und ALP verdeutlicht werden. Wartenberg
(1983) war bei einem etwa 30 Tage alten Rinderembryo nicht in der Lage,
im bereits extrem langen dorsalen Mesenterium PGC zu identifizieren. Er
benutzte allerdings weder ALP noch Lektine. In Ubereinstimmung mit Jost
und Prépin (1966) hatten wir nie Probleme, ALP-positive und
lektinpositive putative PGC im dorsalen Mesenterium von Embryonen
etwa gleichen Alters zu finden: Die Verteilung darin ist allerdings wegen
der erfolgten Verlangerung des Meso sehr ungleichmaflig und kann nur
anhand von Serienschnitten korrekt erfal3t werden. In den meisten
Schnitten sind tatséachlich putative PGC nicht in der ganzen Lange des
dorsalen Mesenteriums zu finden, sondern meist proximal in der Nahe der
Coelombucht und der Mesenterialwurzel konzentriert sowie distal nur in
unmittelbarer N&he des Darmrohres zu beobachten.

In Ubereinstimmung mit Wartenberg (1983) kann deshalb angenommen
werden, dafl} die PGC in der Nachbarschaft des Darms und im langen
Meso durch aktive interstitielle Migration wohl kaum die betrachtliche
Distanz zur Gonadenanlage erreichen kénnen:* Die rasche Verlangerung
des Mesenteriums, deren Grundlage mitotisch besonders aktive Areale
um das Darmrohr darstellen - die Mesenterialwurzel ist inaktiv (MIB,

LNGFR, ALP) - translokiert sie eher in die Gegenrichtung.”> Aber wir

! Vollkommen uniiberbriickbar erscheint die Distanz von Dottersack zur Gonade. Die
mesodermale Umwachsung des relativ groRen Dottersackes beim Rind nimmt frih
allozierte PGC sehr weit embryofugal mit. Nur spéat allozierte PGC kommen daher durch
die caudale Abfaltung intraembryonal-axial zu liegen.

% Eine Affinitat der Chordaplatte als spezifischer Teil des dorsalen Darmdaches zu den
Keimzellen mag dabei eine Rolle spielen (Snow 1983). Dadurch kdnnten Keimzellen bei
der Entstehung und abrupten Verlangerung des Mesenteriums aus der AGM-Region
mitgenommen werden. Eine Einschaltung der Chorda in das Entoderm wurde beim Rind
allerdings (wie die Existenz eines canalis neurentericus; siehe aber dazu Legende zu
Abb. 6) bisher nicht beschrieben (Michel 1972). Auch bei der Maus soll sie nicht
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stimmen nicht mit der Folgerung Uberein, die Wartenberg (1983) aufgrund
dieses Tatbestandes und aufgrund intravasaler Funde von Keimzellen
zieht: Namlich, dal3 bei bovinen PGC die intravasale Translokation die
exklusive Route zur Gonadenanlage darstellt, wie es fur Végel und einige
Reptilien nachgewiesen ist (Ginsburg 1994). Die Annahme eines
intravasalen Transports boviner PGC vom Dottersack zur Gonadenanlage
stutzt sich in der Hauptsache auch auf die Untersuchungen von Ohno und
Gropp (1965), die PGC des jeweils anderen Geschlechts in der Gonade
dizygoter Rinderzwillinge beschrieben. Bislang konnten jedoch bei
Zwillingen, die als Embryonen bzw. F&ten eine gemeinsame Blut-
zirkulation hatten, keine Uberzeugenden Befunde von Keimzell-
chimarismus erbracht werden (Snow und Monk 1983). Auch wir kénnen
eine Anzahl potentieller PGC mit positiver ALP- und WFA-Reaktion im
Lumen intraembryonaler Gefal3e bei Embryonen und Féten zwischen 25
und 40 Tagen, sogar auch weit Uber die geschlechtliche Differenzierung
hinaus (3,8 cm SSL), finden." In Anbetracht neuerer Funde, die zeigen,
dal PGC und ha&matopoetische Zellen eine gemeinsame Stammzelle
teilen (Friedmann 1987; Pardanaud et al. 1987; Dieterlen-Liévre et al.
1988; Kelemen 1997; Medvinsky und Dzierzak 1997; Rich 1995, 1997)
haben die Konsequenzen, die mit der Absiedelung dieser gelegentlichen

intravasalen potentiellen PGC verbunden waren und in der Vergangenheit

existieren (Sadler 1998). Nach Langman (1989) wird eine voribergehende Integration
der Chorda in die dorsale Dottersackwand nur beim Menschen und Meerschweinchen,
nach Drews (1993) auch beim Igel beobachtet. Der Zusammenhang von pluripotentem
Chordamaterial und Entoderm und ihre Bedeutung fir die Allokation von Keimzellen ist
jedoch offensichtlich: Wie Witschi (1948) beim menschlichen Embryo, so sehen auch wir
beim Rinderembryo die ersten pot. PGC im Darmepithel genau an der Stelle, wo sich die
Chorda aus dem dorsalen Darmdach (und aus der Neuralrinne, die sich hier schliel3t)
ausschaltet (Abb. 6).

! Intravasale Zellreaktionen mit STA und GSA | sind nicht eindeutig, da andere
Blutzellen sowie GefaRendothelien mitreagieren. WGA-Lektin zeigt keine intravasalen
Reaktionen.
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moglicherweise (iberbewertet wurden, bedeutend an Brisanz verloren.!
Aus zwei anderen Grinden erscheint im U0brigen eine intravasale
Migration vom Dottersack aus - zumindest zur Erkl&rung der bereits am
23. Tag im prospektiven Gebiet der Gonadenanlage vorhandenen PGC -
fraglich: Zum einen sind mit GSA I-Lektin zwar ein Grol3teil der Blutzellen
im Dottersack, jedoch nicht intraembryonal positiv; eine Fusion extra- und
intraembryonaler Gefal3e kann daher am 23. Tag (entgegen Risse 1991)
noch nicht erfolgt sein. Zum anderen sind alle jemals im Dottersack
gefundenen potentiellen PGC exklusiv ALP-positiv und binden zu keiner
Zeit Lektine. Die prospektiven PGC im Keimdrisenfeld (prospektive
Gonadenanlage) des 23 Tage alten Rinderembryos exprimieren aber
bereits alle Lektine, die sie als putative oder sogar prospektive PGC
ausweisen: Dieser Differenzierungsschritt ist also schon vollzogen.
Daraus folgt zwingend, dal3 die zu diesem Zeitpunkt an dieser Stelle zu
beobachtenden PGC weder uber aktive interstitielle Migration via
dorsalem Mesenterium (das noch nicht existiert), noch udber aktive
intravasale Migration aus dem Dottersack dorthin gelangt sein kdnnen.

Bereits mit 23 Tagen sind die Mehrzahl der bovinen putativen PGC
intraembryonal in der Wand von Mitteldarm und Hinterdarm, im
paraaortalen Mesenchym und im Coelothel der ventralen
Urnierenvorwdlbung positioniert. Sie befinden sich damit in Positionen,
die von Felix (1911) als Keimdrusenfeld zusammengefal3t wurden. Dieses
Areal konkretisiert sich spater zur Gonadenleiste.” Fiinf Tage friiher, bei

18 Tage alten Embryonen, werden potentielle PGC in der caudalen Wand

! Die Méglichkeit, daR potentielle, putative, resp. prospektive PGC zusétzlich, ab einem
zu klarenden Zeitpunkt, eine zeitlang Uber den GefaRweg die Gonade besiedeln kénnen,
ware durch experimentelle Rind/Huhn Chimé&renversuche verifizierbar, wie es Yoshinaga
et al. (1992) und Nakamura et al. (1991) am Wachtel/Huhn-Modell demonstrieren
konnten: ALP-, WFA-, WGA- und DBA- positive PGC waren von den PAS-positiven
PGC in der Kikengonade leicht zu unterscheiden.

% Interessant ist in diesem Zusammenhang, da beim Rinderembryo wie beim
Huhnerembryo die ersten hochprismatischen Coelothelzellen im Keimdrisenfeld des
Darmbereiches gegenuber dem erhdhten Darmepithel auftreten und sich erst spéter
jenseits der Coelombucht auf der ventromedialen Urnierenvorwélbung vorfinden.
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des Dottersackes nahe der Grenze zur dreiblattrigen Keimscheibe
gesichtet. Diese initiale Verschiebung von PGC von den Positionen im
18tagigen zu den Lokalisationen im 23-tdgigen Embryo wird durch die
morphogenetischen  Bewegungen der Darmbildung und die
ontogenetischen Vorgéange beim Ubergang der flachen Keimscheibe zum
zylindrischen Embryonalkdrper bewirkt: Der proximale caudale Teil der
extraembryonalen Dottersackwand wird dabei zu Teilen des
intraembryonalen Hinterdarms. PGC im Areal der dorsalen Dotter-
sackwand bleiben arretiert (Snow 1983) und sind ab dem Zeitpunkt der
Ausschaltung der Chorda aus dem dorsalen Darmdach (Chordaplatte)
beobachtbar. Eine derartige passive Translokation friher PGC von einer
extraembryonalen Position in die Hinterdarmregion scheint bei allen
Séaugetieren aufzutreten (Heath 1978; Niewkoop und Sutasurya 1979).
Die Dauer dieser Bewegungen sowie auch der Mesodermverschiebungen
hangen wesentlich von der Lebensdauer und Produktivitat des
Primitivstreifens als Grundlage fiir Mesoderm- und PGC-Allokation ab."

Die terminale Bewegung der PGC vom Darmmesenchym via dorsalem
Mesenterium zum Gonadenprimordium wird allgemein dann als aktiver
Prozess (Heath 1978) angesehen der abhangig vom Diffusionsgradienten
chemoattraktiver Stoffe (TGFq;) ist (Rogulska et al. 1971). Er wird
vermittelt durch Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM) wie
Fibronectin (Alvarez-Buylla und Merchant-Larios 1986), Tenascin
(Anstrom und Tucker 1996) und einer Reihe von Wachstumsfaktoren.
Eine von Wartenberg (1983) modifizierte ,contact guidance“ (nach Weis

1908) wird zusatzlich angenommen.?

! Nach Moore (1990) soll eine Primitivstreifenaktivitdt beim Menschen bis Ende der 4.
Woche nachweisbar sein.

> Inwieweit das Gewebe des Darmprimordiums selbst invasives und migrierendes
Verhalten der PGC stimuliert, wie es Jaglarz und Howard (1994) bei Drosophila
bewiesen haben wollen, ist fraglich.
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Fur Spezies mit kurzem dorsalen Mesenterium und frihem Erscheinen
einer Gonadenanlage, wie es auch z.B. bei der Maus der Fall ist, sind
diese Konzepte gut geeignet. Bei Rinderembryonen erscheint eine
Gonadenleiste mit einer moglichen Produktion chemoattraktiver Stoffe
erst um den 27. Tag, sieht man von den hochprismatischen Zellen des
Darmareals und der dorsalen Korperwand als  mdgliche
Produktionsstatten von TGFg; ab. Zu dieser Zeit ist das dorsale
Mesenterium bereits in einem Ausmal} verlangert, daf? die Annahme einer
interstitiellen aktiven Migration der PGC aus der Darmumgebung und aus
dem dorsalen Mesenterium zur Gonadenanlage unrealistisch wird. Eine
aktive Migration tber lange Distanzen ist auch nicht notwendig bei dieser
Spezies. Das Keimfeld als Vorlaufer der Gonadenleiste ist der Sitz
putativer PGC bereits am 23. Tag, und weitere putative PGC sind bereits
in engster Nachbarschaft positioniert. Von Anfang an enthalt also die
Gonadenleiste bereits eine stattliche Anzahl prospektiver PGC, und
zusatzlich mogen prospektive PGC durch aktive Migration aus der
unmittelbaren Nachbarschaft (perigonadale Keimzellen) hinzukommen:
Die Zahl der zu diesem Zeitpunkt schon vorhandenen PGC, ihr Uberleben
vorausgesetzt, ist bei normaler Mitoserate vollig ausreichend, um die
Mengen spater gezahlter PGC hinreichend zu erklaren.

Aus diesen genannten Grinden ist die Bedeutung einer Migration beim
Rinderembryo in dem Ausmal, wie sie bisher bei anderen Spezies
gefordert wurde, nur auf den Raum der Coelombucht (AGM-Region) zu
beschranken (prospektive PGC): Dort spielen in der terminalen
Migrationsphase die beschriebenen Faktoren wie Chemotaxis, ,Contact
guidance®, Adhasionsmolekile der ECM, Fibronectin und Tenascin eine

Rolle.' Diese terminale Migration wirde auch nach spekulativer

! Eine Migrationsbewegung uber kurze Strecken wird auch schon deshalb erforderlich,
weil eine gewisse Anzahl von PGC der Gonadenleiste bei der Abfaltung am 32. Tag zur
Gonadenfalte wieder perigonadal zu liegen kommt.
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Extravasation fur PGC mit intravasalen Vorstufen gelten. Sogar die von
Witschi (1941) an menschlichen Embryonen beschriebene, und von uns
an Rinderembryonen bestatigte ventro-dorsale sowie medio-laterale
Verschiebung der Keimzellpositionen in caudo-cranialer Richtung kann
nicht mit aktiver Wanderung der Keimzellen, erzwungen durch eine
oblique Bildung des Darmmesenteriums, erklart werden, wie Wylie et al.
(1986) spekulieren, weil ein Mesenterium zu diesem Zeitpunkt eben noch
nicht vorhanden ist. Der Verdacht, da3 anderen Mechanismen als einer
aktiven Migration eine grof3ere Bedeutung bei der Gonadenbesiedelung
zukommen kénnte, wurde nicht zuletzt auch von McLaren (1994) wahrend
des Symposiums Uber Germline Development geaul3ert. Auch Gomperts
(1996) bewies mit Totalpraparaten von Mauseembryonen eine
dreidimensionale Anordnung aggregierter Keimzellen als Mechanismus
der Translokation und halt selbst bei Mausen mit kurzem Meso eine
amoboide Migration individueller PGC fir unbedeutend. Die vielen seit
der Akzeptanz der extraembryonalen oder extragonadalen ,Entstehung”
von Keimzellen durchgefuhrten in vitro-Versuche, die eine améboide
Bewegung der PGC erkennen lassen (wie sie viele undifferenzierte Zellen
zeigen), sind offensichtlich in vivo von begrenzter Bedeutung. Auch
spater, in der indifferenten Gonade, ist die asymmetrische Verteilung der
PGC mit einer Konzentration am caudalen Ende und besonders auf der
abmesogonadalen Seite, sowie der darauffolgende Transfer in medullare
Regionen der Gonade nicht vorwiegend die Konsequenz einer aktiven
amoboiden Migration. Die starke Proliferationsaktivitat des Coelothels und
der Zellen in der Peripherie des Gonadenblastems, wie sie durch die
hohe MIB-1-Aktivitat ausgedriickt wird, ist zusammen mit Anderungen der

ECM vermutlich viel entscheidender fir intragonadale PGC-Ortswechsel.
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4.4 Die Bedeutung sog. ektopischer Keimzellen

Ein bemerkenswerter Fund bei 23 - 31 Tage alten bovinen Embryonen ist
die regelmalige Prasenz potentieller, ALP-positiver PGC im
entodermalen und mesodermalen Gewebe der Kiemenbégen. Diese
Lokalisation von PGC im spateren Thymus wird von Friedmann (1987)
geradezu eingefordert als Erklarung fir das beim Menschen geh&ufte
Auftreten von Seminomen im Thymus bei Persistieren dieser
pluripotenten Zellen. In der Zeit vor der vorliegenden Dissertation konnten
allerdings nie, weder beim Menschen noch beim Rind, PGC in diesem
Areal aufgezeigt werden.

Vor der Entdeckung einer gemeinsamen Stammzelle von PGC und
hamatopoetischen Zellen (Friedmann 1987; Rich 1997; Kelemen 1997),
wurden alle potentiellen PGC in perigonadalen und extragonadalen
Lokalisationen als von der gedachten, spekulativen Migrationsroute
abgeirrte, daher ektopische Keimzellen angesehen (Hardisty 1978). Diese
ektopischen PGC sollten im Regelfall degenerieren, werden aber auch
unter bestimmten pathologischen Bedingungen fur die relativ selten
vorkommenden Keimzelltumore, Embryome, Teratome und
Teratocarcinome verantwortlich gemacht (Schlumberger 1946; Stark
1959; Mintz 1960; Stevens 1964; Johnson et al. 1973; Cox 1975). Diese
Erklarungen kénnen wohl fur die relativ geringen Zahlen extragonadaler
PGC zutreffen, wie sie gelegentlich bei S&augetieren, auch beim
Menschen, vorkommen; die aullergewohnlich hohen Zahlen an
.ektopischen“ PGC, wie wir sie hier bei Rinderembryonen finden und wie
sie Yoshinaga et al. (1990) beim bush baby (Galago crassicaudatus
crassicaudatus) vorgelegt haben, verlangen eine andere Auslegung. Da
bei diesen Spezies die meisten dieser ektopischen Zellen in einem Areal

gezéhlt werden, das von Medvinsky und Dzierzak (1997) als AGM-Region
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definiert wird, mussen sie eher als Zellen mit hamatopoetischer
Perspektive und nicht als ektopische PGC betrachtet werden."

Noch bei Rinderféten mit 16 cm SSL sind in der Nebenniere und im
periadrenalen Bindegewebe oftmals betrachtliche Zahlen ALP- und lektin-
positiver Zellen zu finden (unvertffentlicht). Eine parallele Beobachtung
konnten wir mit AChE bei 7 Tage alten Kuken im axialen Raum zwischen
den Interrenalorganen machen (unverdéffentlicht). Auch diese ektopischen
Funde deuten eher auf vestigiale hamatopoetische Aktivitaten hin. Eine
ahnliche Interpretation durfte auch fur die Konzentration potentieller PGC
in den Kiemenbdgen boviner Embryonen zutreffen, die sicher nicht auf
der Route liegen, die von migrierenden PGC normalerweise ein-
geschlagen wird und daher keinesfalls als aberrante PGC zu werten sind.
Der Thymus fungiert nicht nur als Hauptorgan fir die T-Zellentwicklung,
sondern agiert, insbesondere embryonal, voriibergehend als eine Statte
multipotentieller Hamatopoese (Kendall 1980, 1995; Kendall et al. 1997).
Die potentiellen PGC in der Wand des Vorderdarms kénnen unter
pathologischen Bedingungen zu Keimzelltumoren entarten. Diese
Neoplasmen treten am haufigsten axial in der Region von Pharynx,
Nacken und Schilddrise (Horowitz und Hall 1991) auf. Zudem sind
mediastinale Keimzelltumore primare Neoplasien (Cox 1975, Hailemariam
et al. 1997) von denen bekannt ist, dal? sie ihren Ursprung im Thymus
und seinen ontogenetischen Relikten haben (Schlumberger 1946;
Friedmann 1951, 1987). Betrachtet man die dualen Entwicklungs-
kapazitaten der potentiellen PGC im Embryo, ist es wohl eher angebracht,

diese Tumore thymischen Ursprungs als Stammzelltumore zu bezeichnen.

! Die von Zamboni (1973) bei der Maus vorwiegend in der Nebenniere gefundenen
ektopischen Keimzellen werden von Logothetou-Rella (1996b) als Stammzellen des
Nebennierenrindenparenchyms interpretiert.
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4.5 Wechselbeziehungen von Keimzellen mit Strukturen des
gonadalen Areals. Die Bedeutung von Nephrostomen. Ursprung

des Interrenalblastems

Ein weiterer diskussionswurdiger Befund ist die Lokalisation einer grof3en
Anzahl WFA- und ALP-positiver putativer PGC in der prdsumptiven pro-
gonadalen Gonadenleistenregion an und in unmittelbarer Nahe der Bow-
man’schen Kapsel. Diese relativ schwach reagierenden putativen PGC
sind um den 30. Tag genau dort positioniert, wo zum gleichen Zeitpunkt
mit ALP der Beginn eines gemeinsamen mesonephrogenen Blastems von
Gonade und Interrenalorgan aus der Bowman'schen Kapsel der Urniere
dokumentiert werden kann (Abb. 17, 18, 27). Die Vermutung einer
gemeinsamen Herkunft beider Blasteme wurde bereits von Gropp und
Ohno (1966) geauliert. Die Genese des Gonadenblastems beim Rinder-
embryo wurde aber bisher um den 40. Tag datiert und eine in loco-Ent-
stehung aus dem ortsstandigem Mesenchym (Risse 1981) angenommen.
Die Konzentration putativer PGC im Ursprungsgebiet beider Blasteme zu
diesem Zeitpunkt laf3t eine Induktionsbeziehung vermuten.

Eine weitere Wechselbeziehung ist durch die gleichzeitige Prasenz
ektodermaler Zellen am medialen Aspekt des Interrenalblastems denkbar.
Sie ist enzymhistochemisch mit ALP, AChE und BuChE,
immunhistochemisch mit LNGFR und vor allem L;' (unverdffentlicht)
nachweisbar. Eine Infiltration des mesodermalen Interrenalprimordiums
durch neuronale Zellen, die aus der Neuralleiste stammen, ist bereits um

den 36. Tag zu beobachten®. Der morphologische Zusammenhang beider

' Anti-L; ist ein polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen das
Neuralzellenadhésionsmolekil L;,  Bezugsquelle: M. Schachner, ETH-HOnggerberg,
HPM; CH - 8093 Zirich.

> Das erstmalige Auftreten von Sympathoblasten im Areal des Interrenalblastems
zwischen Aorta und Urniere wurde bisher mit histologischen Methoden auf den 45. Tag
2,7 cm SSL) datiert (Katznelson 1966; Sinowatz 1991) und bedarf einer Uberpriifung ggf.
einer Korrektur.
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Blasteme ermoglicht interessante Spekulationen: Davidoff et al. (1992)
finden bei immunhistochemischen Untersuchungen adulter Leydigzellen
beim Menschen eine Reihe von Substanzen, die bisher als neural-
spezifisch bezeichnet wurden, und definieren interstitielle steroidbildende
Zellen als neue Glieder eines diffusen neuroendokrinen Systems.
Besonders auffallend ist der bevorzugte Aufenthalt von PGC in und um
eine basalmembrandhnliche Matrix, die zwischen proliferierendem
Coelothel und der mitotisch aktiven Peripherie des Gonadenblastems
liegt.

Das Gebiet der prospektiven Gonadenfalte wird dadurch frih sichtbar.
Diese mit Heparansulfat, WFA und AChE deutlich reagierende Zone zeigt
eine Abhangigkeit von der Korperregion und vom Alter der Embryonen.
Die PGC dieses Areals reagieren meist sehr deutlich mit ALP und den
Lektinen. Die bevorzugte Position von PGC entlang besonders
reagierender Strukturen der ECM ist in jeder Altersstufe auffallig. Sowohl
im Dottersack, aber auch in der weiteren Entwicklung sehen wir konstant
eine Tendenz zur subcoelothelialen Lokalisation an und um
Basalmembranen. Anhand dieser Leitstrukturen, die spater in das Innere
der Gonade einbrechen, findet auch eine verhaltene Besiedlung des
Gonadeninneren noch vor der geschlechtlichen Differenzierung statt.
Hierbei ist eine Asymmetrie zu beobachten, die dadurch zustande kommit,
daR beim Rind das Reteblastem parazentral verlauft und nicht, wie von
Wartenberg (1981) behauptet, beim Rind ein zentrales Blastem darstellt.
Die Mehrzahl der Keimzellen liegt in der Peripherie des
mesonephrosabgewandten Teils der Gonade. Hier wird auch die
Basalmembran diskontinuierlich (Abb. 25) und dient als Schiene beim
passiven Abgleiten der PGC, die von Proliferationsknospen aus basalen
Zellen des Coelomepithels ins Gonadeninnere mitgenommen werden, ein
Vorgang, der detailliert von Budras und Schmidt (1976) beim Huhn

beschrieben ist.
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Ein weiterer interessanter Befund ist die mehrmals gefundene
Lokalisation von PGC an und in sog. Nephrostomalkanalchen® und deren
Coelomoffnungen (Abb. 33). An seriell bearbeiteten Embryonen sind
diese rudimentaren Strukturen der medialen Coelombucht nur bei
.pbesonders sorgféaltiger Untersuchung® (Roosen-Runge 1961 bei der
Ratte) zu finden (Abb. 28a, 32, 33, 41, 43, 55b). Daher sind diese
phylogenetischen Rudimente beim Rind bisher nicht beschrieben bzw.
wurden in Unkenntnis der Zusammenhange fehlgedeutet: Bei Katznelson
(1966) dienen entsprechende Invaginationen der medialen Coelombucht
in der AGM-Region sowie die von dort ausgehenden Verbindungen zu
dem Areal zwischen Aorta und Mesonephros als Erklarung fir die
Herkunft der primaren Nebenniere aus proliferierendem Coelothel®

Witschi (1948) weist ausdricklich auf das Fehlen von Keimzellen in den
Coelomoffnungen der Nephrostome hin. Bei Ratten werden PGC von
Roosen-Runge (1961) jedoch ebenfalls in diesen Genitalkanalchen®
beschrieben. Ein friher Kontakt von PGC mit diesen Strukturen, deren
Aquivalente spater nach der Ovulation ebenfalls Transportfunktion
(Muller'sche Gange) erfillen (Drews 1993), ist auch bei Rinderembryonen

ublich. lhre Bedeutung fir einen embryonalen Transfer von PGC ins

! Die korrekte Bezeichnung ware nach Brambell (1930) und Goodrich (1945)
Nephromixia, weil diese Kanélchen sowohl der Ableitung von Exkreten als auch von
Gameten dienen. Nephrostome sind es nur dann, wenn sie ausschlieBlich der
Harnableitung aus dem Coelom dienen bzw. gedient haben.

% Eine ausschlieRliche oder wesentliche coelotheliale Beteiligung an der Bildung des
Interrenalorgans ist seitdem nicht nur beim Rind (Michel 1972; Sinowatz 1991), sondern
auch beim Menschen (Crowder 1957; Langman 1989) akzeptiert. Der Mesonephros
spielt angeblich keine bzw. nur eine untergeordnete Rolle in der Gefal3bildung. Die hier
vorgelegten Befunde belegen jedoch einen ausschlieBlichen mesonephrogenen
Ursprung des Nebennierenrindenprimordiums aus der Bowman'schen Kapsel des
Riesenglomerulums, wie er auch von Upadhyay und Zamboni (1982) beim Schaf
gefunden wird. Eine coelotheliale Beteiligung liegt auch beim Rind nicht vor. In diesem
Zusammenhang ist bemerkenswert, dafl bei Spezies, die noch keine Nachniere
entwickelt haben (Fische, Amphibien) die Interrenalzellen im Mesonephros integriert sind
gPoII 1906; Jones 1957).Vgl.dazu auch Fuf3note der Legende zu Abb.55 a,b.

Der Begriff Genitalkanal ist eigentlich fur die Verbindung von Coelom und
Korperoberflache reserviert. Ein Kontakt von Vornierenkanal und Ektoderm wird zwar
von Michel (1972) angegeben, bisher wurden aber entsprechende vestigiale Strukturen
bei Mammaliern nicht als Genitalkanéle anerkannt (Witschi 1948).
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Gonadeninnere via Blastem durfte gering sein. Der retrograde Weg als
Rekapitulation eines phylogenetisch bedeutsamen Keimzelltranfers ist
wahrscheinlicher (Roosen-Runge 1961). Fiur eine Beteiligung dieser
Nephrostome der Coelombucht an einer kontinuierlichen und langan-
haltenden Kontribution coelothelialer Elemente zum ,zentralen* Gonaden-
blastem, wie es in Wartenbergs Dualtheorie (1979) essentiell wird, liegen
keine Anhaltspunkte vor: Die ,Konfrontationszone“ von intermediarem
Mesoderm und Seitenplattenmesoderm in der oberen Coelombucht Iaft
vor der Ablosung keine auffallende MIB-1-Aktivitat erkennen, die auf ein
proliferationsaktives Reservoir schlieen lie3e. Ebenso gibt es keine
Hinweise darauf, dal’3 die Formation der Gonadenleiste beim Rind durch
diese Genitalkanalchen eingeleitet wird, wie es Wartenberg (1989) fur
das Kaninchen und Satoh (1985) fir die Ratte behaupten. Die
Genitalleiste entsteht beim Rind aus dem Teil des Keimdrisenfeldes, das
sich von der Mesenterialwurzel tGber die Coelombucht auf die Urniere
verschiebt. Dieser Vorgang wurde bisher nur bei Vogeln beobachtet
(Niewkoop und Sutasurya 1979). Nephrostomata werden von Roosen-
Runge (1961) detailliert beschrieben und von Goodrich (1930, 1945) in
ihren phylogenetischen Aspekten dargestellt. In Ubereinstimmung mit
Burns (1941) ist die Bedeutung dieser rudimentdren Kanéle der
Vornierenorganisation fur die Gonadenontogenese ausschlief3lich in der

Formierung des Reteapparates zu suchen'. Nach Semon (1890) und

! Eine Relevanz erhalten diese Kanale allenfalls noch in der frithen

Hodenstrangformation der mannl. Gonade mancher Spezies. Verbindungen von Coelom
und Hodenzentralkanal (die homologe Struktur des Retelangskanals ) via Tubuli
seminiferi sind in der Gonadenontogenese verschiedener Reptilien ein normaler Befund
(Raynaud und Pieau 1985). Die nephrostomiale Region liegt dort in der ,adrenal groove",
die Gonadenleiste und Nebennierenprimordium trennt. Horst (1987) beobachtet bei der
Hodenstrangformation des frihen Schafhodens ebenfalls noch Verbindungen dieser
Hodenstrdnge zum Coelom. Im frihen Rinderhoden konnten wir entsprechende
Strukturen caudal der ,rete-ridge” nicht ausmachen. Die letzten Coelomverbindungen
sind allerdings auch noch nach der Gonadendifferenzierung bei beiden Geschlechtern in
der progonadalen Region des Gonadenblastems deutlich sichtbar. (Abb. 28a, 32, 33, 41,
43, 55b)
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Busse (1985) stellen sie allerdings, nach ihrer Ablésung von der
Seitenplatte, Anteile des Nebennierenprimordiums.

Die vorderste  Coeloméffnung einer homologen  Serie  von
Reteinvaginationen persistiert als Ostium tubae bzw. Appendix des
Hodens und behélt zeitlebens beim weiblichen Rind durch rete-tubale
Verbindungen Kontakt zum Retesystem' (Felix 1906; Odend’hal 1986).
Diese Coelom6ffnung garantiert eine hormonell abhangige Expulsion von
Sekreten® , denen eine Funktion fiir das cyclische Geschehen beim weibl.
Rind zukommt (Archbald 1971). Die Behinderung dieser Sekretion fuhrt
zu Retecysten, die von Bedeutung fur das Fertilititsgeschehen sind
(Wenzel et al. 1987). Eine Funktion als hormonelle Druse wird ebenfalls
propagiert. Die eindeutigen Funde von Verbindungen zwischen
Reteblastem und Coelom (Abb. 55a) in der oberen, medialen
Coelombucht stellen mit Sicherheit das von Odend’hal (1986) und Wenzel
(1987) gesuchte embryologische Substrat dieser TRC (tubo-retiale
connection) dar. Topographisch-anatomisch sind sie die eigentliche
Grenze zwischen viszeralem (Splanchnopleura) und parietalem
(Somatopleura) Blatt des Seitenplattenmesoderms, das sich an dieser
Stelle noch in Verbindung mit dem Nephrotom (intermedidres Mesoderm)
befindet.

4.6 PGC nach der Gonadendifferenzierung

Eine Beschreibung der Lokalisation und Identifizierung von PGC fiuhrt

Uber den Zeitraum der Gonadendifferenzierung hinaus, da die Keimzellen

! Dieser von Odend’hal et al. 1986 als sensationelle Entdeckung gefeierte Befund ist 80
Jahre vor ihnen bereits von Felix und Buhler (1906) gebiihrend erkléart und zeichnerisch
gauf S. 301) dargestellt worden.

Die Mdglichkeit einer Expulsion von medullaren Keimzellen per Rete-Coelomverbin-
dungen ist dabei nicht auszuschlie3en.

Seite 77



noch eine geraume Zeit danach als PGC bezeichnet werden. Sie sind in
diesem bisher sehr unvollstandig untersuchten Zeitraum noch sexuell
undifferenziert (Zuckerman und Baker 1977; Motta und Makabe 1982;
Makabe et al. 1991), d.h. zumindest bipotent (Budras 1979): Von
genetisch weiblichen Kiken ist bekannt, dafl3 nach linksseitiger Kastration
die rechte Gonade bei medullarer Lage der PGC zu einer
Spermatogenese fahig wird (Dantschakoff 1941)."

Deutlicher zeigt sich eine Multipotenz von PGC bei den in vitro-Versuchen
Laboskys (1984): Embryonale Keimzellen, die aus PGC von 8 - 12,5 Tage
alten Mauseembryonen unter Zusatz von Wachstumsfaktoren (LIF, bFGF,
Steel-factor) kultiviert werden, behalten nicht nur ihre ALP-Positivitat und
Immortalitat, sondern sind - bei altersabh&ngig abnehmender Potenz -
pluripotent (Teratocarcinome) bzw. totipotent (bei Injektion in
Blastozysten).” Die Maus zahlt zu den Spezies mit ,immediate meiosis“:
Unmittelbar nach der Gonadendifferenzierung (12 Tage) treten die
weiblichen PGC in die Prophase der Meiose ein, die méannlichen PGC
werden mitotisch arretiert. Parallel dazu geht auch die ALP-Reaktion
zwischen dem 12. und 13. Tag dramatisch zuriick. In diesen kurzen
Zeitraum fallt offenbar die endgiltige Determination der Keimzellinie. Die
PGC werden zu Oogonien bzw. Ovozyten resp. Praspermatogonien. Die
Uberlappung von Gonadendifferenzierung und Keimzelldifferenzierung
fuhrt bei diesen Spezies zum Bild der verlangerten indifferenten
Gonadensituation beim Ovar. Cortex und Medulla werden nicht
ausgebildet, eine Ostrogensynthese wird in dem hier kurzen
prameiotischen Zeitraum nicht beobachtet. Bei Spezies mit verzdgerter

Meiose (delayed meiosis) wie Kaninchen, Mensch und Rind sind es zum

! Dabei ist allerdings das Vorhandensein der rechten Nebenniere unabdingbar (Budras
1972). Ein wesentlicher Beitrag des Nebennierenprimordiums zur geschlechtlichen
Differenzierung wird von Vines (1935) und Gillman (1948) auch beim Menschen
beschrieben.

Z Interessant ist dabei, daR die mannliche Keimzellinie diese Potenz langer beibehalt.
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Teil betrachtliche Zeitspannen (Rind und Mensch: 40 Tage) mit
schrittweisen Differenzierungen der Keimzellen von der
Gonadendifferenzierung (40. Tag Rind/Mensch) bis zum Eintritt in die
Meiose bzw. zur sog. mitotischen Arretierung der Keimzellen in der
mannlichen Keimzellinie. In diesem entscheidenden, relativ langen
Zeitraum findet die endgiiltige Determination statt." Wenn PGC auch
grundsatzlich definiert werden konnen als Zellen einer noch nicht
endgultig determinierten Zellinie, wurden bislang bei Spezies mit
verzogerter Meiose entsprechende Untersuchungen zum Determinations-
zeitpunkt nicht durchgefiihrt. Die angegebenen morphologischen Kriterien
zur Abgrenzung der PGC von Praspermatogonien bzw. Oogonien sind
vage, die Terminologie spezies-gebunden und oft uneinheitlich:
Lokalisation im Tubulus (Gondos und Hobel 1971), zunehmende
Interzellularbriickenbildung  (Fukuda  1975; Wartenberg  1989),
Veranderungen der Glykogenspeicherung beim Menschen (Falin 1969;
Holstein et al. 1971), sowie ein dramatischer Anstieg (M-
Prospermatogonie) und Abfall (T1-Prospermatogonie) der Mitoserate
(Hilscher 1974, 1976; Wartenberg 1974, 1976) sind speziesgebundene
Charakterisierungen anhand quantitativer Merkmale und daher von
zweifelhaftem allgemeinen Wert. Dabei werden zeitsynchrone
Proliferationsaktivitaten der weiblichen und mannlichen Keimzellinie (M-
Prospermatogonie - Keimballenbildung; T1-Prospermatogonie - Eintritt
der Oogonien in die Meiose) von Hilscher (1974,1976) und Wartenberg
(1974, 1976) aufgestellt, obwohl die Gonadogenese bei beiden

Geschlechtern vollkommen verschieden verlauft, und ein entscheidender

Y Ob und wieviele PGC persistieren, im sog. Keimepithel neu entstehen (Waldeyer 1870,
Essenberg 1955, Mossmann 1973) bzw. unter bestimmten Umsténden (growth factor)
aus Gonien dedifferenzieren, soll nicht weiter behandelt werden, ist aber nicht nur fur die
Tumorpathologie (Hustin et al. 1987) interessant (ALP-Reaktion in Seminomen). Diese
Fragen beruhren historische und zentrale Themen (primére bzw. sekundare Keimbahn).
Eine Neo-Oogenese wird z. B. von Horst (1987) beim weiblichen Schaf p. p. sowie von
Yoshinaga (1990) noch bei adulten Galagos beschrieben.
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Einflul} dieser geschlechtstypischen Vorgédnge auf die Differenzierungs-
vorgange der Keimzellen auch von den Autoren erkannt wird.
Wartenberg (1974, 1976) fuhrt dabei einen intermediaren Typ zwischen
PGC und Oogonie ein, der noch keine Interzellularbriicken aufweist. Bei
Fukuda et al. (1975) ist ein entsprechender intermediarer Zelltyp
zwischen Gonozyt und fotaler Spermatogonie durch abnehmende Kern-
Plasma-Relation, kernnahe Mitochondrienlage sowie Zunahme der
Interzellularbriicken charakterisiert.

Beim Rind liegt zu diesem Zeitintervall der Begriffsunsicherheit nur eine
Untersuchung vor (Schrag 1984). Schrag (1984) beobachtet Nexus
zwischen Keimzellen bei Rinderféten von 5,6 - 9,5 cm SSL, die danach
verschwinden. Ab 7 cm, besonders aber ab 10 cm, werden Inter-
zellularbricken gefunden. Weder Glykogeneinlagerungen noch die
Positionen von Keimzellen in den sich bildenden Tubuli (peripher/zentral)
oder Unterschiede von Proliferationsaktivitditen der Keimzellen (eine
mitotische Aktivitat beginnt nach Schrag gleich nach der Tubulusformation
und laRt erst nach der 15. Graviditatswoche wieder nach) rechtfertigen
ihren Befunden zufolge eine Einteilung nach den bei anderen Spezies
Ublichen Kriterien. Helle und grof3e, sowie kleine und dunkle Keimzellen
werden daher einfach als unterschiedliche Funktionszustande gewertet.
Die von Schrag (1984) gewéhlte, angeblich willktrliche Einteilung
embryonaler bzw. fotaler Keimzellen orientiert sich dennoch an der
weiblichen Keimzellinie (Keimballenbildung, Meiosebeginn).

Die von uns vorgelegten enzym- und lektinhistochemischen Ergebnisse
lassen zwar bereits bestimmte Stadien der Keimzelldifferenzierung
erkennen. Fir eine sinnvolle Terminologie sind jedoch weitergehende
Untersuchungen notwendig, die vor allem den Determinationszeitpunkt
der Keimzellinie eingrenzen. Dazu gehdren sicher immunhistochemische
Nachweise von TGF bzw. bFGF-Rezeptoren an PGC, die in der Gonade

herunterreguliert werden und dadurch die Keimzelldifferenzierung
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erlauben.” Vor allem aber diirfte die Etablierung von Zellinien aus PGC
unterschiedlichen embryonalen Alters und Geschlechts dieser préa-
meiotischen Periode helfen, um die schrittweise abnehmende Pluripotenz
der PGC zu klaren.

Der Verlust der ALP-Positivitat sowohl in der weiblichen als auch in der
méannlichen Keimzellinie um den 80. Tag ist sehr charakteristisch.

Mit dem Verschwinden der ALP-Reaktion verlieren die Keimzellen der
mannlichen Linie auch 9 der 12 Lektinbindungsstellen. Nur WFA, VVA
und DBA persistieren. Zusammen mit einem neuen Antigenprofil, das mit
PGP 9.5 nachweisbar ist, identifizieren sie determinierte
Praspermatogonien und stellen bis in das adulte Stadium hinein wertvolle
Instrumente zur Untersuchung der Spermatogenese dar (Ertl und Wrobel
1992, Wrobel et al. 1995a,b). Eine Wechselbeziehung von
Gonadogenese und Keimzelldifferenzierung kommt jedoch bereits mit
dem zeitlich vorangehenden Verschwinden der ALP-Positivitat aus den
Préasertolizellen zum Ausdruck. Dadurch werden die ALP-positiven PGC
in den Hodenstrangen sichtbar. Diese Phase entspricht in etwa dem
Erscheinen der M-Prospermatogonien nach der Terminologie von
Wartenberg (1974, 1976). Die kontinuierliche relative Abnahme von PGC
in der Tunica albuginea des Hodens kann dabei auf die Gré3enzunahme
des Organs bei gleichbleibender Mitoseaktivitat der PGC in dieser Region

erklart werden.

! Die Immortalitit von PGC aus EG-Zellinien, die sich u. a. in einer persistierenden
ALP-Reaktion dokumentiert, beruht offenbar auf einem Impuls durch bFGF (basic
Fibroblast Growth Factor), der im Primitivstreifen, nicht jedoch in der Gonade exprimiert
wird (Labosky 1994).

® Dieser Zeitpunkt entspricht dem Beginn der mitotisch arretierten T1-Prospermatogonie
der Terminologie von Hilscher (1981) und Wartenberg (1989). Zeitparallel treten die
Oogonien in die Prophase der Meiose ein. Die Oogonien verlieren hier auch beim
Menschen die ALP-Reaktion (Motta 1997). Die Zeitintervalle von Mensch und Rind sind
in etwa gleichzusetzen.
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4.7 ldentifizierung und Lokalisation der Keimzellen im frihen Ovar.

Die Bedeutung medullarer steroidproduzierender Areale

Synchron zu den oben dargestellten Vorgangen im frihen Hoden findet
nach Russe (1982) der Einschlul3 von PGC in die Keimballen des Ovars
statt bei gleichzeitiger Bildung von Interzellularbriicken. Wartenberg
(1989) und Motta (1997) geben die Keimballenbildung beim Menschen
zum selben Zeitraum an. Wahrend die PGC von Risse (1982) von nun an
bereits Oogonien genannt werden, ordnet Wartenberg (1989) diese
Keimzellen einem intermediaren Typ von PGC zu, die sich nach den
Mitosen noch vollstéandig trennen. Nur die Keimzellen, die unmittelbar vor
Beginn der Meiose eine identische Chromosomenkonfiguration zeigen,
werden von ihm als Oogonien bezeichnet.

Wir finden beim Rind eine Keimballenbildung bereits bei Embryonen mit
3,2 cm SSL. Die wesentlichen Lektine (WFA, WGA, STA) reagieren mit
den PGC auch im Ovar uber den Zeitraum der Keimballenbildung hinaus.
Lektinreaktionen lassen dabei die PGC-Verteilung im Cortex des Ovars
wesentlich deutlicher erkennen als es die ALP-Reaktion erlaubt. In
diesem Zeitraum verschwindet die ALP-Reaktion des Blastems aus dem
Interstitium (sexueller Dimorphismus des Blastems) und persistiert noch
eine zeitlang in den Pragranulosazellen. Nach dem Ruckzug der ALP-
Reaktion aus den Begleitzellen wird dieses Enzym erneut in
abgeschnirten Primordialfollikeln gebildet. Eine deutliche Aktivitat ist
aul3erdem in den Zellen vieler Markschlauche zu beobachten. Diese ALP-
Reaktionen verhindern eine Identifizierung der ALP-positiven PGC im
Mark des Ovars. In diesem Zeitraum sind mit dieser Enzymreaktion nur

PGC in den Keimballen der Ovarrinde zu erkennen. Mit Lektinen werden
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jedoch auch medullare Keimzellen demaskiert." Sie liegen dort in einer
typischen bandférmigen Anordnung im Areal der Markschlauche
(medullary cords, intragonadales Rete) in der Nahe steroidproduzierender
Zellansammlungen (Abb. 39, 49). Beinahe synchron zum Erscheinen
fotaler Leydigzellen im Hoden sind also steroidproduktive Areale auch im
Interstitium von 45 Tage alten Ovarien, die bereits Keimballen ausbilden,
zu beobachten. Aufgrund des doch betrachtlichen Umfangs sowie der
Lokalisation sind die steroidproduzierenden Zellen in 45 Tage alten
Ovarien beim Rind nicht als Hiluszwischenzellen, von denen eine
Androgenproduktion bekannt ist, anzusprechen. Auf3erdem Kkorrelieren
diese steroidbildenden Zellen zeitlich nicht mit den Funden
steroidpositiver, interstitieller Zellen von Gondos und Hobel (1973) oder
Wartenberg (1989) die in subcorticaler Position von der 12. bis 20.
Woche beim Menschen vereinzelt gefunden werden.?

Unsere Funde sind allerdings mit den biochemischen Untersuchungen
von Shemesh et al. (1978) und Shemesh (1980) zu vereinbaren. Diese
Autoren finden in Rinderovarien der sog. aktiven Phase (3,3 - 8 cm SSL)
eine Ostradiol-17-R-sekretion, ohne allerdings eine Lokalisation angeben
zu konnen. Auch Raeside (1985) findet im prameiotischen Rinderovar

signifikante Ostrogenmengen und Payen et al. (1996) weisen bei

Y Im Allgemeinen wird als typisch méannliche Lokalisation der PGC die Medulla, als
weibliche Keimzellverteilung der Cortex angegeben (Risse 1991). Diese Behauptungen
scheinen beim Rind nicht grundsatzlich zu stimmen: In der ersten Zeit nach der
gonadalen Differenzierung sind oft ebenso viele PGC im ,Cortex" (prospektive Tunica
albuginea) des Hodens wie in den darunter gelegenen Platten (Hodenstrange) zu finden.
Medullare Keimzellen werden beim weiblichen Vogel (Swift 1914, 1915; Willier 1937,
1939), beim Kaninchen (Viebahn et al. 1998), aber auch beim weiblichen menschlichen
Embryo (Wartenberg 1989) gefunden. Die Lokalisation der PGC ist z. B. bei
Huhnervogeln entscheidend fur die Gonadendifferenzierung. Nach Kastration des linken
Ovars von weiblichen Kiuken bildet sich meist rechts ein Hoden wegen der
normalerweise medullaren Position der Keimzellen im rechten Ovar. Liegen zuféllig
mehr PGC im Cortex, entsteht ein Ovar (Dantschakoff 1941).

% Entsprechende Funde einzelner steroidproduktiver Areale geringeren Umfangs im Rete
und in unmittelbarer Nahe einzelner Markstrange treten auch beim Rinderfétus zur Zeit
der Primordialfollikelbildung auf (unverdéffentlicht).
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weiblichen Schafféten zum Zeitpunkt der Gonadendifferenzierung (30.
Tag) mit RT-PCR bereits Aromatase nach. *

Von Spezies mit verzogertem Meiosebeginn ist, im Gegensatz zu Spezies
mit einer unmittelbar nach der Geschlechtsdifferenzierung stattfindenden
Meiose, die Bildung von Ostrogenen in dieser frilhen prameiotischen
Phase bekannt, wenn auch nicht Lehrbuchmeinung. Russe (1991) gesteht
zwar dem Schweineovar (Raeside 1985 findet hier nur Androstenedion),
nicht aber dem frihen Ovar des Rindes eine betréachtliche
Ostrogensynthese zu. Die von uns gefundenen steroidproduzierenden
Areale im Bereich der Markstrange konnen aber durchaus das
morphologische Substrat der biochemischen Messungen von Shemesh
(1980) sein. Die funktionelle Bedeutung einer derart frihen
Hormonsynthese diesen Umfangs fir die weibliche Entwicklung, fur die
Differenzierung der PGC in den Keimballen des Cortex sowie besonders
der Medulla, aber auch ihre Beziehung zu den Stromazellen des Ovars
und Nebenovars wird auch von Shemesh (1980) erkannt.” Folgt man der
Interpretation von Byskov (1986), nach der Steroidproduktion
grundsatzlich eine Barriere zwischen Keimzellen und steroid-
produzierenden Zellen (cord), bzw. den Untergang der Keimzellen
voraussetzt - nachdem vorher ein induktiver Kontakt stattfand - so sind
medullare Keimzellen im Ovar apoptotische Zellen und erklaren dadurch
das Auftreten dieser frihen Steroidproduktion.

Eine andere Bedeutung frither Ostrogensynthese wird von MacLaughlin
et al. (1983) angegeben. Sie weisen bei Végeln eine hemmende Wirkung
von Ostrogenen auf den Anti-Miller-Effekt von AMH nach, das auch in

Granulosazellen gebildet wird.

! Diese Ostrogensynthese verschwindet mit dem Einsetzen der Meiose (Byskov 1986).
Sie wird erst von den Granulosazellen der Theka interna wieder aufgenommen (Rulsse
1991)

2 m Mesenchym der weiblichen Urniere finden wir zu dieser Zeit Ostrogenrezeptoren,
die eine Beteiligung von Ostrogen an der Involution zum Epoophoron vermuten lassen
(unveroffentlicht).
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4.8 Keimbahn, Determination und Transdifferenzierung

Die vorgelegte Arbeit legt eine kritische Distanzierung von zentralen
Konzepten der Keimzellforschung nahe. Die Moglichkeit einer spéaten
Rekrutierung von PGC aus Stammzellen mit hamatopoetischer Potenz in
der AGM-Region, sowie einer persistierenden Multipotenz tber die Phase
der Gonadendifferenzierung hinaus erlaubt keine frihe und strikte
Trennung von somatischen Zellen und Keimzellen, wie sie der Begriff
Keimbahn suggeriert” .

Weismans (1885) Konzept von der Kontinuitat eines Keimplasmas mit
dem Ziel der Generationssicherung erscheint anachron. Seine
Auffassung, die von Nussbaum (1880) erstmalig gedufRert wurde und in
verschiedenen Variationen bis heute Uberdauert hat, beruht auf der
Identifizierung einer vermeintlichen Keimzellinie bereits im frihen
Furchungsstadium. Die keimzelldeterminierende Bedeutung dieses sog.
Germinalplasmas (Polargranula, Nuage) ist jedoch umstritten (Niewkoop
und Sutasurya 1981; Eddy 1984); seine wirkliche Funktion ist nach wie
vor unklar. Bei Vogeln existieren diese Substanzen Uberhaupt nicht, bei
Saugetieren ist eine luckenlose Kontinuitat bisher nicht nachgewiesen.
Dixon (1994) interpretiert diese Granula als Schutzmechanismus vor
Genexpressionen (escape der de-novo methylation) die bei der

endgultigen Ausbildung der Kérperform notwendig werden.

! Die Lange der Keimbahn, d. h. eine frilhe oder spate Segregation einer Keimzellinie hat
unmittelbar mit dem germ track (Keimzellenbahn) zu tun, dem Weg, den die Keimzellen
von ihrer Identifizierung ab bis zu ihrem Bestimmungsort zuriicklegen missen. Bei
Cephalochordaten entstehen die Keimzellen aus Hamo-/Lymphoblasten am Ort der -
segmental angelegten - Gonadenformation; eine Translokation (germ track) ist daher
Uberflissig (Niewkoop und Sutasurya 1979). Diese Aussagen sind wesentlich von der
sicheren Identifizierung sowie der Differenzierung von anderen Zellinien abh&ngig;
dieses Caveat gilt insbesondere fiir altere Arbeiten.
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Die Pluripotenz von Keimzellen kann durch diesen Schutz, wenn eine
Distanzenklave nicht mdglich ist, trotz induktiver Einflisse erhalten
bleiben. Weakly (1982) findet Nuage-Substanzen auch in anderen
Zellinien und beobachtet eine Abhangigkeit von mitochondrialen
Umbauprozessen.

Die Segregation potentieller PGC (die mit Recht auch potentielle
Blutstammzellen genannt werden konnten) aus dem undifferenzierten
Primitivstreifengewebe bedeutet daher noch keine Trennung von
somatischen Linien und Keimzellinien. Die Indifferenz wird erst unter den
Bedingungen der mannlichen resp. weiblichen Gonadensituation
aufgehoben. Dort verlieren die potentiellen PGC schrittweise ihre
Pluripotenz und spezialisieren sich zu determinierten Zellen. Ihre
Spezialisierung unterscheidet sich grundsatzlich von anderen Zellinien
nur dadurch, dalR die Fahigkeit zur Totipotenz unter den
Gonadenbedingungen konserviert und bei der Syngamie wiedererlangt
und realisiert werden kann. Die Zusammenhange von Immortalitat,
Totipotenz, Meiose/Mitose- Entscheidung, X- Inaktivierung und X-Re-
aktivierung in der Meiose, sowie DNA- Methylation sind nur unvoll-standig
geklart, gelten aber bisher als Begriffe, die der Keimzellinie unter
physiologischen Bedingungen eigentimlich sind.

Die Bildung der Keimzellinie reprasentiert daher nur einen anderen Typ
der zellularen Differenzierung, deren Besonderheit in der Konservierung
und potentiellen Aktivierung der gesamten Entwicklungspotenzen besteht
(Niewkoop und Sutasurya 1981). Diese Mdglichkeiten sind bei der
differenzierten Eizelle zusatzlich und wesentlich im Cytoplasma
konserviert. Differentielle Genaktivitaten sind grundséatzlich reversibel;
durch nukleo-cytoplasmatische Interaktionen wird zwar in der Regel eine
fortschreitende Stabilisierung des Differenzierungsstatus erreicht; die
Rigiditat dieses Prozesses ist aber relativ. Sogenannte determinierte

Zellen werden zunehmend als nur voriibergehend determiniert entlarvt:
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Die Transdifferenzierung (Budras 1972; Wartenberg 1985) bereits
z2determinierter” Zellen der Urniere zu Zellen der Gonade mit vollkommen
anderen Genexpressionen ist nur ein Beispiel fur die Notwendigkeit einer
Neuorientierung anachroner Begriffsinhalte. Auch die Entstehung
pathologischer Zellformen mit ALP-Aktivitat in  Seminomen und
Teratocarcinomen verweist moglicherweise nur auf diese Tatsache einer
Reaktivierung bereits ,determinierter Zellen unter bestimmten
Umstanden. In der Dispersion bzw. Metastasierung von Carcinomzellen
haben diese epithelio-mesenchymalen Transitionen als ,EMT-like
modifications® eine fundamentale Bedeutung (Boyer et al. 1996).
Unabhé&ngig von ihrer Keimblattherkunft ist die Transformation etablierter
Epithelien in mesenchymale Zellen und vice versa ein Ereignis, das sich
in der Ontogenese mehrfach wiederholt (Plazentation, Gastrulation,
Nephrogenese). Uber die Ein- und Ausschaltung von Mastergenen wird
eine Kaskade von Prozessen ausgel6st, die an ,checkpoints® reguliert
werden (Hay 1995; Davies 1996; Vicovac, Aplin 1996): Nur die Prasenz
spezifischer Signale (Wachstumsfaktoren wie EGF, FGF, TGF, HGF/SF;
Aktivine; Tyrosinkinaserezeptoren; Wnts) garantiert den weiteren Verlauf
des Prozesses. Die Expression neuer Genkombinationen, die fir
Transskriptionsfaktoren codieren (Hox genes, Pax genes, zinc finger
proteins) sowie morphoregulatorische Molekile wie CAMs, Cadherine und
extrazellulare  Matrixliganden  gewéhrleisten  eine  zeitgerechte
Transformation von Epithel in Mesenchym und umgekehrt (Viebahn
1995). Die EMT in der Gonadogenese stellt somit ein durchaus gangiges
und bereits mehrfach erprobtes Prinzip der Ontogenese dar. Ehemals
epitheliale Zellen (Coelothel, Urniere) konstituieren zusammen mit
ortsstdndigem Mesenchym sowie mit mesenchymalen Elementen der

Urniere (Podozyten', Mesangiumzellen) das sog. Gonadenblastem.

! Podozyten nehmen eine Sonderstellung ein. Nach Davies (1996) entstehen einige von
ihnen aus der prasumptiven Bowman’'schen Kapsel und differenzieren zu Zellen mit teils
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Die darauffolgende MET ist ein eher seltenes Ereignis, wird aber bereits
in der Somitenbildung und in der Tubulusformation des metanephrogenen
Blastems vollzogen. Im Hoden fihrt sie zur Hodenstrangformation. Ob
allerdings die Dedifferenzierung epithelialer Zellen unterschiedlicher
Herkunft (Seitenplattenmesoderm, intermediares Mesoderm) zu einem
einheitlichen Differenzierungsgrad mesenchymaler  Zellen im
Gonadenblastem fuhrt, wie es der Begriff Blastem suggeriert, ware zu
klaren. Nur wenn die Pragung der ersten Determination in den
pluripotenten Zellen des Gondadenblastems konserviert wird, ist die
Herkunft der Zellen, seit 100 Jahren kontrovers diskutiert, von
Bedeutung." Wir kénnen beim Rinderembryo mit den Blastemmarkern
ALP, AChE, WFA und LAP sowie mit LNGFR? verschiedene
Differenzierungsstadien dieser mesenchymalen Blastemzellen erkennen,
die eine Revision des Begriffes Blastem nahelegen bzw. die Verwendung
dieses Begriffes nur in einer friheren Phase der Gonadogenese
gestatten. Fur eine Klarung dieser fundamentalen Frage sind jedoch
weitere Untersuchungen mit diesen bovinspezifischen Markern

notwendig.

epithelialen (mit a¢ -Integrinen und desmosomalen Elementen, jedoch keine Cytokeratine
oder c-met), teils mesenchymalen (as; -Integrine, Vimentin) Eigenschaften. Sie bilden
eine Zellschicht, die zwar organisiert ist, aber kein typisches Epithel darstellt (partielle
EMT).

! Vor ein ahnliches Problem ist die Erforschung der Nierenentwicklung gestellt. Auch hier
ist bisher unklar, ob im metanephrogenen Blastem bereits von Anfang an pluripotente
Stromazellen zusammen mit Zellen prospektiver epithelialer Potenz maskiert sind, erst
durch die Ureterknospe induziert werden oder durch einen Prozess der lateralen
Inhibition entstehen, der zwei distinkte Phé&notypen aus einer anfangs homogenen
Population induzierter Stammzellen kreiert (Davies 1996).

% Die epitheliale Komponente ist ohne ihr induktiv wirksames Mesenchym nicht in der
Lage, eine Organstrukur aufzubauen oder sich biochemisch zu differenzieren. Obwohl
das Mesenchym in allen Organanlagen gleich aussieht, ist es organspezifisch. In der
Gonade von Rinderembryonen ist es durch LNGFR darstellbar (Abb. 34). Diese
Spezifitét kann nicht alleine durch den induktiven Einflu3 des Epithels in den
vorhergehenden Stadien erklart werden (Langman 1998), sondern wird offenbar durch
die Wechselwirkungen der epithelio-mesenchymalen-und mesenchymo-epithelialen-
Transformationen erreicht
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5. Legenden

5.1 Legenden zu den Abbildungen

Abb. 1- 4.

Mannlicher Embryo Nr. 200, 18 Tage, ALP, x 225.

Abb. 1. Querschnitt durch die Mitte einer dreibléttrigen Keimscheibe. Der apikae
Abschnitt des Ektoderms ist ALP-positiv. In Keimscheibenhthe sind PGC nur
ausnahmsweise in der lateralen Dottersackwand (nicht auf dieser Abb.) vorhanden.
Am: Amnionhohle; zwischen Ektoderm (Ec) und Entoderm (Pfeilspitze) ist
intraembryonales Mesoderm sichtbar. Der Chordafortsatz ist durch einen Stern
markiert. Da die Einfaltungen noch kaum erfolgt sind, liegt die Keimscheibe flach
auf dem Dottersack (Y's).

Abb. 2. Am caudalen Ende der Keimscheibe sient man eine Akkumulation ALP-
positiver Zellen. Einzelne ALP-positive Zellen (potentielle PGC) sind auch in der
proximalen Dottersackwand lokalisiert und durch Pfeile gekennzeichnet. Ys:
Dottersack

Abb. 3. Schnitt durch den Dottersack (Ys) unmittelbar caudal von Abb. 2. Viele
ALP-positive PGC (Pfeile) liegen einzeln oder in kleinen Gruppen in der
proximalen Dottersackregion. Pfellspitzen zeigen die Grenze zur distalen
Dottersackregion.

Abb. 4. Querschnitt durch die Dottersackwand, annghernd 150 pm caudal von
Abb. 2. Bezeichnungen wie in Abb. 3. Die Anzahl potentieller PGC hat im
Vergleich zu Abb. 3 abgenommen. Die PGC liegen weiter auseinander. Die der
Keimscheibe benachbarten Aredle der proximalen Dottersackwand enthaten die
meisten PGC. Es ist dieser caudale Abschnitt, der spdter durch die caudalen
Abfatungsprozesse intraembryona zu liegen kommt. Mdglicherweise werden die
spéater im Keimfeld der dorsalen Dottersackwand zu findenden PGC erst im
Zeitraum zwischen 18. und 23. Tag angelegt. Die am 18. Tag in der
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Dottersackwand auftretenden PGC konnten durch das Dottersackwachstum so
weit in die Peripherie verlagert werden, dal3 sie fir die Besiedelung der Gonade
keine Rolle spielen. Die wichtigen Faktoren fir Dottersackwachstum und
M esodermbewegungen aus dem Primitivstreifen, entscheidend fir PGC-Allokation,
sind beim Rind nicht bekannt, da Untersuchungen entsprechender embryonaler
Stadien (zwischen 18. und 23. Tag) fehlen. Beim Menschen wird das
Verschwinden des Primitivstreifens von Moore (1990) erst auf das Ende der 4.
Woche datiert.

Abb. 5.

Embryo Nr. 185, 23 Tage, x 7. Die Stiele von Allantois (Al) und Dottersack (Y's)
sind etwa 1200 um voneinander entfernt. Die Linien zeigen die Schnitthdhen der
ADbb. 6 - 12 (Abb. 11 und 12 sind Embryo Nr. 170 entnommen) an. Weitere Details

sind dem Text zu entnehmen.

Abb. 6.

Embryo Nr. 185, 23 Tage, ALP, x 140. Nur die am weitesten caudal (diese Abb.)
und cranial zu findenden PGC liegen im entodermalen Epithel des Darmrohres (G).
In dieser Schnitththe schliefdt sich der Neuroporus posterior. Die Chorda schaltet
sich hier aus dem Darmdach aus, ist aber dorsa noch mit dem Neurarohr
verbunden. Die Existenz eines Canalis neurentericus wird beim Rind bestritten
(Michel 1972). Dal’ aber eine entsprechende Struktur, welche die Amnionhohle
bzw. das Neuralrohr mit der Dottersackhohle verbindet, beim Rind existiert, ist
durch WFA-positives Chordamaterial, das vom dorsalen Darmdach zapfenartig in
das Darmlumen ragt, belegbar. Diese Uberbleibsel einer stattgefundenen
Chordaeinschaltung sind auf einer betréchtlichen Strecke (>0,1mm crania der
Stelle, die Abb. 6 zeigt, gut zu beobachten) Die Somiten (So) und das intermediare
Mesoderm sind noch undifferenziert; die epitheliale Transformation des hier bereits
verdichteten Mesenchyms findet unmittelbar cranial dieses Schnittes statt. Die

paarigen Aorten (A) liegen weit voneinander entfernt. Der Wolff’ sche Gang ist
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durch einen Pfeil markiert. Die Strecke zwischen den Pfeilspitzen weist erhohtes
Coelomepithel auf und ist mit dem Keimfeld von Felix (1911) identisch.

Abb. 7.

Embryo Nr. 185, 23 Tage, ALP, x. 140. Querschnitt ca. 400 pm cranial von Abb.
6. Die Zahl der ALP-positiven putativen PGC ist angewachsen. Die Zellen liegen
jetzt im Mesenchym des Darmrohres. Ein dorsales Mesenterium ist noch nicht
ausgebildet. Die Aorten (A) sind naher zur Medianen gertickt und separieren Darm
und Chorda. Die Differenzierung der Somiten (So) in Dermatomyotom und
Sklerotom ist fortgeschritten. Intraembryonae Blutzellen in den Gefél}en sind
ALP-negativ. Zwischen den Pfeilen das Keimdrusenfeld von Felix (1911).

Abb. 8.

Embryo Nr. 185, 23 Tage, WGA, x 140. Querschnitt durch die Hinterdarmregion
crania von Abb. 7. Die lektinpositiven PGC liegen im Areal des Keimdriisenfeldes.
Unter dem Wolff’'schen Gang ist ein Urnierentubulus (Mt) epithelialisert. Das
Amniongewebe (oben) reagiert stark WGA-positiv. Alle anderen Bezeichnungen
sind den Abb. 6 und 7 zu entnehmen.

Abb. 9.

Embryo Nr. 185, 23 Tage, WGA, 9a x 40, 9b: x 140. Querschnitt in Hohe des
Mitteldarms. Der Darm ist in offener Verbindung (Darmnabel) mit dem gut
ausgebildeten Dottersack (Y's), der noch einmal auf der linken Seite angeschnitten
ist (Abb. 9a). Das hohe Coelothel (zwischen den Pfeilspitzen in Abb. 9b), das dem
dorsaden Dottersack (prospekt. Darm) aufliegt, enthdt zwei WGA-positive
putative PGC und wird spater um die Coelombucht nach lateral umgeschlagen.
Eine dritte positive PGC (Pfeil) ist am medialen Aspekt des Mesonephros (M), in
eine WGA-positive Glykocalix eingesenkt, abgebildet. Das Coelothel ist zu dieser
Zeit hier noch flach. Auf dieser Schnitththe (Darmnabel) ist die Aorta (A) unpaar,

cranial und caudal davon noch paarig.
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Abb. 10.

Embryo Nr. 185, 23 Tage, ALP, x 350. Drel ALP-positive, |ektinnegative
potentielle PGC im Dottersack weit (3 mm) vom Embryo entfernt. Die potentiellen
PGC liegen vorzugsweise zwischen dem entodermalen Epithe und dem
extraembryonalen Mesenchym, das Blutgefd3e mit ALP-negativen Blutzellen
enthdlt. Andere PGC dieses Embryos liegen wie aufgefédelt in einer Ausbuchtung
des Dottersackes (s. Abb. 29b). Eine solche Anordnung ist jedoch selten. Ys:
Dottersack; V: Gefélde.

Abb. 11.

Mannlicher Embryo Nr. 170, 24 Tage, ALP, x 140. Schnitt in Hohe der vorderen
Darmpforte. Positive potentielle PGC sind in der weiteren Umgebung der hier
unpaaren Aorta (A) verstreut. Eine PGC (Pfell) ist auch am ventro-mediaen
Aspekt der Urniere (M) zu sehen.

Abb. 12.

Mannlicher Embryo Nr. 170, 24 Tage, ALP, x 350. ALP-positive, lektinnegative
potentielle PGC liegen im entodermalen Epithel des zweiten (II) und im
Mesenchym des dritten (111) Kiemenbogens. Die dritte Kiemenbogenarterie (bA),

die zweite Schlundtasche (Pp) und die Amnionhdhle (Amc) sind gekennzeichnet.

Abb. 13.
Embryo Nr. 165, 27 Tage, x 10. Dottersackstiel (Ys) und Allantois (Al) sind noch
weit voneinander entfernt. Die Urniere (M) ist gut ausgebildet.

Gliedmal3enknospen sind mit Sternen markiert.

Abb. 14.

Embryo Nr. 157, 31 Tage, x 140, 14a: MIB-1-IR, 14b: ALP. Querschnitt durch
die Mitte der Gonadenleiste. Die starke Proliferationsaktivitét des Coelothels
dieser umschriebenen Region ist durch MIB-1-IR nachweisbar (14d). Putative
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PGC in diesem Abschnitt der Gonadenleiste liegen im Coelothel bzw. darunter
(14b). Einige putative PGC sind auch in der Mesenterialwurzel (Me) zu sehen. Gc:

Riesenglomerulum des Mesonephros.

Abb. 15.

Embryo Nr. 157, 31 Tage, Heparansulfat, x 350. Schnitt durch die Mitte der
Gonadenleiste. Das proliferationsaktive Coelothel und der dicht gelagerte
Mesenchymkern (Mc) der Leiste sind durch eine diskontinuierliche Basallamina-
ahnliche Schicht getrennt, die mit einem Antikorper gegen Heparansulfat reagiert.
Diese Schicht enthélt auch Laminin und reagiert mit AChE (Abb. 30) und BChE
(nicht demonstriert). Die Basalmembranen des Riesenglomerulums (Gc) und der
Bowman'schen Kapsal sind ebenfalls Laminin- und Heparansulfat-positiv, zeigen

jedoch mit WFA und Esterasen negative Resultate.

Abb. 16.

Embryo Nr. 157, 31 Tage, WFA, x 350. Querschnitt durch das kraniale Drittel der
Gonadenleiste. Die Heparansulfat-positive Matrix (s. Abb. 15) ist auch WFA-
positiv. Eine etwas schwéachere WFA-Reaktion zeigt der Mesenchymkern (Mc) der
Gonadenleiste. Die stark positiven putativen PGC (Pfeile ) sind in Kontakt mit der
subcoelothelialen Matrix, liegen aber auch tiefer im Mesenchym in der Néhe der

Bowman’ schen Kapsel.

Abb. 17.

Embryo Nr. 157, 31 Tage, ALP, x 225. Schnitt durch das craniale Ende der
Gonadenleiste (progonadale Region bzw. ,rete ridge® nach Burns 1941). Zwel
ALP-positive Blasteme nehmen ihren Ursprung aus der Kapsel des
Riesenglomerulums (Gc): Das mediale stellt das Nebennierenrindenprimordium
(Ad) dar, das auf dieser Schnitthohe bereits in Differenzierung ist (Arrondierung
um Gefél¥e). Es entspringt weiter cranial und liegt der Kapsal auf langer Strecke
an. Das laterale Blastem (Pfeil) hat nur einen begrenzten Kontakt mit der Kapsel
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(Hilusstiel) und erstreckt sich in die Gonadenleiste. Putative ALP-positive PGC
dieser Region sind maskiert, wenn sie innerhalb der beiden Blasteme liegen. Fur

deren Identifizierung ist die Lektinhistochemie notwendig.

Abb. 18.

Embryo Nr. 157, 31 Tage, ALP, x 40. Querschnitt durch die Gegend der Leber
(L). Von den ALP-positiven Zellen der Leber reagiert nur ein Tell mit Lektinen.
Weitere embryonale Strukturen sind ebenfalls ALP-positiv:  Neurarohr,
Spinalganglien, Vorderdarmmesenchym und proximale Urnierentubuli. Die
Bowman'sche Kapsel des Riesenglomerulums (G) reagiert nur an bestimmten
Stellen (Blastemabgange, Harnpole). Der Wolff’'sche Gang (Pfeil) und die
Tubenproliferationszone, das Primordium des Muller’schen Ganges (Pfeilspitze)
snd ebenfalls ALP-positiv.

Abb. 19.

Embryo Nr. 157, 31 Tage, WFA, x 40. Querschnitt auf der Hohe des Mitteldarms.
Im Vergleich zu den Abb. 6 - 8 ist jetzt ein extrem langes dorsales Mesenterium
(Me) auffalig. Nur in diesem Korperabschnitt sind auf ganzer Lénge des Mesos
Lektin-positive putative PGC (Pfeile) zu finden. In der Regel sind die PGC auf
zwel Lokalisationen beschrankt: Sie liegen in néchster Néhe des Darmrohres und
vor alem in der Mesenterialwurzel nahe der mediaen Coelombucht. Nur die
letzteren haben eine redistische Chance, die Gonadenanlage durch aktive
Migration zu erreichen (prospektive PGC).

Abb. 20 &, b, c.

Weiblicher Embryo Nr. 159, 34 Tage, x 140. 20a: WGA, 20b: ALP, 20c:
Heparansulfat. Benachbarte Serienschnitte durch die caudale Héfte einer frihen
indifferenten Gonade (Gonadenfalte). Das mehrschichtige Coelomepithel ist vom
Mesenchymkern der Gonade durch eine Heparansulfat-positive Schicht getrennt
(Abb. 20 c). Coelothel und das darunterliegende Mesenchym sind hier beide ALP-
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positiv (Abb. 20 b). Die Heparansulfat-positive Schicht korrespondiert mit ALP-
negativen Arealen. ALP-positive PGC liegen in der Coelombucht, werden jedoch
in der eigentlichen Gonade maskiert. Intragonadale PGC konnen daher nur mit
Lektinen sichtbar gemacht werden (Abb. 20 a): Die Keimzellen liegen im
allgemeinen in Kontakt mit der Heparansulfat-positiven Schicht; selten liegen sie
im Mesenchymkern. Eine breite ALP-negative Zone wird zum Mesogonadium
(Mg) und verbindet auch spater Gonade mit Mesonephros (M) bzw. Epididymis

oder Epoophoron. Das dorsale Darmmeso ist am oberen Bildrand zu sehen.

Abb. 21 g, b.

Embryo Nr. 14a, 35 Tage, ALP, 21a: x 30, 21b: x 140. 21a Querschnitt durch die
caudale Hélfte indifferenter Gonaden. Intragonadale PGC werden durch eine
kréftige ALP-Resktion des Gonadenblastems verdeckt. Eine grofe Anzahl
potentieller PGC im ventrolateralen paraaortalen Gewebe (AGM-Region) ist auch
mit Lektinen (STA, WFA) darstellbar und ist bei stérkerer Vergrél3erung (Abb. 20
b) deutlich zu sehen. Die Orientierung der beiden Fotos zur Korperachse ist durch

d: dorsal und v: ventral angegeben.

Abb. 22.

Mannlicher Embryo Nr. 32, 37 Tage, STA, x 90. Querschnitt durch beide
indifferente Gonaden. STA-positive PGC liegen vorwiegend in subcoelothelialer
Position, aber auch innerhalb des mesenchymalen Kerns. Extragonadale PGC sind
um die Coelombucht (C) herum aufgefadelt. Dorsales Mesenterium des Darms
(Me) und Mesonephros (M) sind ebenfalls gekennzeichnet. Die Lektinbindung
(STA und GSA 1) der GeféalRendothelien (Aorta) beeintrachtigt nicht die sichere
Identifizierung der PGC sondern gibt spéter zusétzliche Informationen Uber die

geschlechtsunterschiedliche Vaskularisation der Gonaden.
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Abb. 238, b, c.

Embryo Nr. 162, 35 Tage, x 140. 23a: STA, 23b: WGA, 23c: WFA. Querschnitte
durch die rechte (a, b) und linke (c) Gonade in etwa derselben Hohe. In dieser
Phase der Gonadenentwicklung ist die ALP-Reaktion fir eine Identifizierung
intragonadaler PGC besonders ungeeignet. Hier ist die Lektinhistochemie die
Methode der Wahl. Zwel PGC (Pfeile) sind auch im dorsalen Mesenterium (Me) in
der Né&he der Coelombucht (Pfeilspitze) lokalisiert. In Abb. 23c ist der Kontakt von
PGC mit dem WFA-positiven basallaminaghnlichen Material auffélig.

Abb. 24,

Weiblicher Embryo Nr. 9, 34 Tage, MIB-1-IR, x 225. Starke Proliferationsaktivitét
im mehrschichtigen Coelomepithel der indifferenten  Gonade. Moderate
Proliferationsaktivitét in der Peripherie des mesenchymalen Kerns. Die MIB-1-
negative subcoelotheliale Zone ist das bevorzugte Areal fir die Lage von PGC.
(vgl. mit Abb. 23). M: Mesonephros.

Abb. 25,

Weiblicher Embryo Nr. 9, 34 Tage, Laminin-IR, x 225. Der gleiche Embryo wie in
Abb. 24, aber andere Seite und andere Schnitthdhe, deswegen unterschiedliche
Grofke. Die Proliferationsaktivitdten im Coelothel verlagern Telle der
basallaminaghnlichen Lamin-, Heparansulfat-, AChE- und WFA-positiven Matrix
ins Gonadeninnere. Die Trandokation urspringlich peripher situierter PGC in

medull&re Positionen findet entlang dieser Leitschienen entlang sttt (vgl. mit 23c).

Abb. 26 a, b.

26a: Weiblicher Embryo Nr. 9, 34 Tage, 26b: Embryo Nr. 185, 23 Tage, DBA, x
140.

Das Reaktionsmuster von DBA unterscheidet sich von dem anderer Lektine. In der
Leberanlage (Abb. 26 a) bindet DBA an etwa die gleiche Anzahl potentieller PGC
wie WFA, VVA, SBA und CAA. Im Keimfeld, in der Gonadenleiste bzw. -falte
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sind nur einzelne PGC DBA-positiv (Abb. 26 b). Vergleiche Abb. 26 b mit den
Abb. 7 und 8 (gleicher Embryo, dahnliche Schnitthohe).

Abb. 27.

Embryo Nr. 147, 39 Tage, ALP, x 350. Die fur die indifferente Gonade
charakteristische positive ALP-Reaktion (sehe Abb. 20b, 21a, 28b) endet cranial
in einem kompakten Blastem (Gb). Dieses Gonadenblastem steht in direkter
Verbindung mit dem ebenfalls ALP-positiven Nebennierenrindenblastem (Ad) und
durch einen Strang positiver Zellen (Pfeil) mit einer Invagination des Coeloms (Cc)
in der medialen Coelombucht. Die letztgenannte Struktur représentiert eines von
mehreren Nephrostomata und wird haufig als coelothelidle Komponente beider
Blasteme fehlinterpretiert (siehe auch Abb. 28 a, 32, 33, 41, 43, 55 b). Das
Coelothel sowie das darunterliegende Mesenchym (prosp. Tunica albuginea) sind
hier im Gonadenblastem (Pfeilspitze) immer ALP-negativ (Siehe hierzu Abb. 20b
und 21a); dadurch sind dort die wenigen PGC des Hilusbereichs auch mit der ALP-

Resktion zu sehen. Gc: Riesenglomerulum.

Abb. 28 a, b, c.

Embryo Nr. 147, 39 Tage, x 55. 28a WFA, 28b: ALP, 28c: WGA. Drei
Langsschnitte mit sagittaler (dorso-ventraler) Schnittfihrung durch die rechte
indifferente Gonade kurz vor der geschlechtlichen Differenzierung. Nur diese
Schnittfihrung - nicht die medio-laterale - erlaubt folgende Befunderhebungen: a)
Das mesonephrogene Riesenglomerulum (Gc) reicht tber das Niveau des adrenalen
Blastems (Ad) hinaus nach cranial und andererseits erstreckt es sich tiber die ganze
Lange des Mesonephros bis zum caudalen Ende der noch langgestreckten Gonade,
d. h. es nimmt die ganze Lange des Mesonephros ein. b) Die PGC nehmen
bevorzugt ene subcoelotheliale Lage en, und die Mehrzahl liegt
mesonephrosabgewandt (abmesogonadal, links). In der Hilusregion liegen nur
wenige PGC, die am sichersten mit Lektinreaktionen dargestellt werden kdnnen

(Pfeile). Kurz vor der Gonadendifferenzierung beginnt die ALP-Reaktion sich in
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einer geschlechtstypischen Weise zuriickzuziehen (Abb. 28b), wie es im Text

beschrieben wird.

Abb. 29 a, b.

Embryo Nr. 185, 23 Tage, ALP, 29a: x 40, 29b: x 25. 29a zeigt einen Querschnitt
in Hohe des Mitteldarms wie Abb. 9. Die mediale Coelombucht liegt oberhalb des
dorsalen Dottersackwandabschnittes. Die ALP-positiven Mesenchym- und
Coelothelregionen des prospektiven Darmabschnittes sind durch eine diinne Lage
ALP-negativer extrazellularer Matrix (bei dieser VergrofRerung kaum sichtbar)
getrennt (vgl. dhnliche Situation im Gonadenblastem der Abb. 20 b). Das ALP-
positive palisadendhnliche Coelothel des Keimfeldes maskiert bereits in diesem
frihen Zeitraum eventuell dort vorhandene PGC (vgl. Abb. 9).
Einschnirungssstelle des dorsalen Dottersackwandabschnittes (Pfeile), Dotter
(Pfeilspitze), Dottersack (Ys), Lateralfaten (L). Abb. 29b verdeutlicht die
Dimensionen von Embryo und Dottersack sowie die Distanz der PGC im
Dottersack zum Embryo im Bereich der hinteren Darmpforte. Schnittfiihrung und
Dottersacklage erlauben nicht die Darstellung der tatsichlich vorhandenen
Kontinuitdt von Embryo und Dottersack. Die 10 PGC im Dottersack (Pfeil in Abb.
29b) (von etwa 100 gezadhlten PGC) liegen bel diesem Embryo ausschliefdlich wie
aufgefédelt in einer separaten Bucht. PGC sind auch im Darmmesenchym und der
Coelombucht intraembryonal ALP-positiv.

Abb. 30.

Embryo Nr. 157, 31 Tage, AChE, x 140. Querschnitt durch die Gonadenleiste kurz
vor der Gonadenabfaltung. Wahrend Laminin-IR und Heparansulfat-IR auch die
Basalmembran anderer Strukturen markiert (Abb. 15), ist die AChE-Positivitét
exklusv diesem definierten subcoelothelialen Matrixbereich der Gonadenleiste
vorbehalten. Das aufliegende Coelothel sowie die periphere Zone des
anschlief3enden Mesenchymkernes sind hier besonders proliferationsaktiv (siehe
Abb. 14 ). In dieser besonderen Matrix lagern die meisten PGC. Nur im Abschnitt
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der prospektiven Gonadenfalte verlagert sich dieses markante Areal von der
medialen Coelombucht nach latera und kommt ventromedian der Urniere zu
liegen. Die meisten Blutzellen im Riesenglomerulum (Gc) und Mesenterium (Me)
sind ebenfalls AChE-positiv. v: ventral; d: dorsal.

Abb. 31.

Embryo Nr. 162, 35 Tage, AChE und NADPH-TRed- Doppelreaktion, x 140.
Querschnitt durch die Mitte der Gonadenfalte; das schwach AChE-positive
parazentrale Blastem 10st sich abmesogonadal auf. Die Doppelinkubation mit
NADPH-TRed erméglicht in diesem Zeitraum die Identifizierung einiger PGC
(Pfeile) in der Peripherie der Gonade. Riesenglomerulum (Gc); Urnierentubuli
(Mt); dorsales Meso (Me).

Abb. 32.

Weiblicher Embryo Nr. 81, ca. 47 Tage, Laminin, x 140. Ausschnitt vom
Hilusbereich der Abb. 59. Die organisierte Netzstruktur des Reteblastems verliert
sich in der Gonade und im Auflésungsbereich der Bowman'schen Kapsel des
Riesenglomerulums (vgl. mit Abb. 54 und 53b). Eine differenzierte Struktur, die als
Nephrostom zu identifizieren ist, verbindet Reteblastem mit der Coelomhthle

(Pfeil). Ge: Riesenglomerulum; Cc: Coelom.

Abb. 33.

Embryo Nr. 147, indifferente Gonade, 39 Tage, WFA, x 140. Ausschnitt vom
Hilusbereich der Abb. 28 a In der Coelombucht (Cb) liegen WFA-positive PGC an
der Coelomoffnung und im Gang eines Nephrostoms (Pfeil). Die Verbindung
dieser Struktur zum WFA-positiven Blastem (Pfeilspitzen) ist durch die
Schnittfihrung nicht erhaten (siehe aber dazu Abb. 54, 56 und 52 b). Zum
geschlechtsunterschiedlichen Verhalten des WFA-positiven Gonadenblastems siehe
Abb. 54 und 55 a, b.
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Abb. 34 a, b, c.

34a: Embryo Nr. 9, 34 Tage, LNGFR-IR, x 55; 34b: Mannlicher Embryo Nr. 156,
cad2 Tage, LNGFR-IR, x 90; 34c: Weiblicher Embryo Nr. 145, ca. 50 Tage,
LNGFR-IR, x 40. Querschnitte jeweils durch die Gonadenmitte. Die Rezeptoren
fur den NGF sind bei 34 a deutlich im Grenzstrang (Sy), um das Darmrohr (G),
sowie um einzelne mesonephrogene Gefél3e (Pfeil) ausgebildet. Die Topographie
der kraftigen Immunreaktion im distalen Teil des dorsalen Mesenteriums (Me)
entspricht der ALP-Reaktion an gleicher Stelle (Abb. 18); die MIB-1-IR dieses
dorsalen Mesoabschnittes ist ebenfalls deutlich erhéht und weist dadurch diesen
darmnahen Tell des Mesenteriums als proliferationsaktiv aus. Die Mesowurzel
(Mr) ist be alen drel Reaktionen negativ. Die Besonderheit des gonadalen
Mesenchyms kommt durch eine moderate LNGFR-IR zum Ausdruck
(Pfeilspitzen). ALP ist in der Gonade an dieser Stelle negativ, das LNGFR-
negative Gonadenareal in dieser Schnitthohe ALP- postiv. Die LNGFR-
Immunreaktion wird nach der gonadalen Differenzierung geschlechtstypisch
beibehalten (34 b und ¢). Gc: Riesenglomerulum; Mt: Urnierentubul us.

Im frihen Hoden (34b) sind besonders kréftige Reaktionen des Mesenchyms im
peripheren  Markbereich zu sehen. Von dort differenzieren sich die
Présertolizellplatten. Dort treten die ersten steroidpositiven Zellen auf (vgl. mit
Abb. 35 und Abb. 36). Mt: Urnierentubul us.

Im frihen Ovar (34c) reagiert das Mesenchym der Medulla im Bereich der
Markstrange (Mc) und im Cortex (Co). Die Subcorticalis (Sc) ist wie die Tunica
albuginea des Hodens in Abb. 34b negativ. Vgl. Abb. 34c mit den Abb. 49a, 49D,
51, 53a, 53c, 56, 58. Ad: Nebennierenanlage; V: Urnierengefalie.

Abb. 35.

Mannlicher Embryo Nr. 156, ca. 42 Tage, WGA, x 90. Querschnitt in Hohe der
Gonadenmitte (gleiche Schnitththe wie Abb. 34b). Das Interstitium reagiert
schwach mit WGA. Nur wenige PGC liegen in den peripheren
Présertolizellaggregaten. Die meisten PGC sind in der subcoelothelialen
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Mesenchymschicht zu finden. Das Reteblastem ist mit einem Stern gekennzeichnet.

M: Mesonephros; Gc: Riesenglomerulum.

Abb. 36.

Mannlicher Embryo, ca 43 Tage, AChE, x 90. Querschnitt durch die
Gonadenmitte. In der Kontaktzone mit der subcoelothelialen Mesenchymschicht
(Tunica abuginea) sind die stark AChE-positiven Zellplatten deutlich breiter. Der
Zustrom mesonephrogener Zellen aus dem Reteblastem (*) erfolgt zentrifugal, die
Differenzierung zentripetal. Die moderate AChE-Reaktion der PGC wird durch die
starke AChE-Expression der Prasertolizellen tGberdeckt. Ohne Doppelinkubation

sind hier auch in der prospektiven Tunica abuginea keine PGC zu identifizieren.

Abb. 37.

Mannlicher Embryo Nr. 126; ca. 47 Tage, WGA, x 140. Ausschnitt aus einem
Hoden. Gonadenmitte. Die PGC in den Hodenstrangen haben im Vergleich zu
Abb. 35 deutlich zugenommen und entsprechen den M-Prospermatogonien nach
Hilscher (1974). Einige liegen dennoch in der &ufReren Schicht der Tunica
albuginea (Pfeile). Eine moderate WGA-Reaktion des Interstitiums (Pfeilspitzen)
|a3t die Hodenstrange mit den PGC besser hervortreten.

Abb. 38.

Weiblicher Embryo Nr. 145, ca. 54 Tage, AChE/NADPH-TRed, x 55. Im
Langsschnitt werden die Lange des AChE-positiven Gonadenblastems zu diesem
Zeitpunkt sowie der Ursprung aus der Bowman'schen Kapsel (Gc) besonders
deutlich. Das Blastem [6st sich in der weiblichen Gonade auf. Die PGC in den
Keimballen des Cortex sind deutlich identifizierbar. Dieselbe Gonade und
Schnittfihrung wie Abb. 59 (Laminin) bzw. Abb. 54 (WFA). Pfeilspitzen

verdeutlichen die Lange des Gonadenblastems. K: Nachniere.
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Abb. 39.

Weiblicher Embryo Nr. 145, ca. 54 Tage, WFA/NADPH-TRed, x 90. Langsschnitt
durch das Ovar, Folgeschnitt von Abb. 38. In der Doppelinkubation mit NADPH-
TRed 18% sich mit WFA, im Gegensatz zu AChE, die topographische Lage
medull&rer PGC demonstrieren. Pfeilspitzen deuten auf ein bandférmiges NADPH-
TRed-positives wolkiges Areal im Bereich von Markstrangen und Hilus. Diese
Zone ist bei der Uberpriifung mit 3b-HSDH positiv (vgl. Abb. 4948). Medulldre
PGC im Ovar lassen sich mit der ALP-Reaktion aufgrund der ALP-Reaktion des
Blastems nicht identifizieren (vgl. Abb. 43, 44 und 53b).

Abb. 40.

Mannlicher Embryo Nr. 83, ca 40 Tage, LAP, x 90. Querschnitt durch die
Gonadenmitte. Bereits zu diesem Zeitpunkt wird der Kern des AChE- und ALP-
positiven mannlichen  Gonadenblastems LAP-positiv. Diese  Resktion
charakterisiert den Beginn der Retedifferenzierung und ist bei beiden Geschlechtern
charakteristisch fur das Rete und die Abkdmmlinge der Urniere. PGC-Funde im
LAP-positiven Bereich sind eher selten. M: Mesonephros; K: Nachniere

Abb. 41,

Mannlicher Embryo Nr. 33, ca. 42 Tage, AChE/Hamatoxylin, x 140. Querschnitt
im Hilusgebiet mit deutlicher Zonierung der Gonade. Der AChE-positive Kern
steht in Kontakt mit der Bowman’schen Kapsal. Das Coelothel ist mehrschichtig:
die dazwischen liegende mesenchymdichte Zone ist im Hilusgebiet besonders breit
und AChE-, ALP- und LAP-negativ (prospektive Tunica albuginea). Der Pfell
zeigt auf ein Nephrostom in der medialen Coelombucht (Cb). Me: Mesenterium,

Gc: Riesenglomerulum.

Abb. 42.
Mannlicher Embryo Nr. 101, ca 48 Tage, AChE, x 55. Querschnitt im oberen
Gonadendrittel. Das parazentrale, schwach AChE-positive Blastem bildet stark
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AChE-positive Présertolizellplatten. Dieser Differenzierungsprozess erfolgt von
caudal nach cranial, von medial nach lateral und von auf3en nach innen und ist hier
im craniden Abschnitt der Gonade angekommen (vgl. mit Langsschnitt von Abb.

47, einer etwa gleich alten Gonade). Ch: Coelombucht; Gc: Riesenglomerulum.

Abb. 43.

Weiblicher Embryo Nr. 131, ca. 45 Tage, ALP, x 140. Ein Querschnitt im
cranialen Gonadendrittel unterscheidet sich nicht bel beiden Geschlechtern. Die
Verbindung des Blastems mit der Bowman’ schen Kapsel liegt etwas crania dieser
Schnitthbhe. Eine Verbindung des ALP-positiven Blastems zur Coelomhohle
(Nephrostom) ist deutlich ALP-positiv (Pfeil). Im Coelothel und subcoelothelial
liegen einige wenige PGC. Die Dreischichtung der Gonade ist mit der ALP-
Resktion im Vergleich zu Abb. 41 undeutlich. Gc: Riesenglomerulum; Ch:
Coelomkontakt des Blastems in der medialen Coelombucht (Nephrostom).

Abb. 44,

Weiblicher Embryo Nr. 173, ca. 45 Tage, ALP, x 55. Querschnitt durch die
Gonadenmitte. Die PGC des Cortex sind gut zu sehen. Das AL P-positive Blastem
ist in dieser Schnitthohe noch kompakt und verdeckt medulldre PGC. Der Riickzug
der ALP-Resktion aus dem Blastem findet im Vergleich zu gleichatrigen
mannlichen Embryonen spéter - und zuerst aus den interstitiellen Zellen - statt. Das
Nebennierenrindenblastem (Ad) ist ALP-positiv, jedoch AChE-, WFA- und LAP-
negativ. Sp: Milz; G: Darm; Go: Gonade.

Abb. 45.

Mannlicher Embryo Nr. 144, ca. 43 Tage cm, AChE/NADPH-TRed, x 140.
Querschnitt durch die caudale Hélfte des Hodens unmittelbar nach der
Gonadendifferenzierung. In der breiten subcoel othelialen Mesenchymschicht sind -
durch die Doppelinkubation mit NADPH-Reductase - relativ viele PGC darstellbar
(Pfeile). Aus dem parazentralen, moderat AChE-positiven Gonadenblastem (*)

Seite 103



differenzieren sich die ersten Prasertolizellaggregate (Hatchett-Braun) (vgl. auch
Abb. 42 und 46). Um die breiten, peripheren Aggregate in der Kontaktzone mit der
prosp. Tunica albuginea seht man schwach blau gefarbte Arede. Bel diesen
NADPH-T-Red- positiven Zonen handelt es sich um Ansammlungen von
embryonalen Leydigzellen. Die Resktion ist auf die Zunahme mitochondrialer
Aktivitdt zurckzufthren. In der Embryonalzeit |&3% sich Cholinesterase
histochemisch in jeder Organanlage nachweisen, wenn sich die Organstruktur
formt. Embryonale Zellen benutzen wahrend der Morphogenese den
Neurotransmitter  ACh zur Kommunikation. Nur morphogenetisch aktive
Zellbezirke zeigen einen braunen Farbniederschlag (Hatchett-Braun). Mt:

Urnierentubuli.

Abb. 46.

Mannlicher Embryo Nr. 52, ca. 42 Tage, AChE/ NADPH-T-Red, x 55. Ein
Langsschnitt durch eine etwa gleichaltrige Gonade wie in Abb.45 zeigt den Abgang
des Blastems von der Bowman'schen Kapsel des Riesenglomerulums und die
einsetzende Differenzierung in der Peripherie der caudalen Gonadenhdfte. Die
Uberfarbung mit NADPH-T-Red, sichtbar an der starken Resktion der
Urnierentubuli (Mt), Uberdeckt die moderate AChE-Reaktion des Blastems im
Gonadeninneren. Eine Mischzone beider Enzymreaktionen ist im Hilusgebiet

ausgebildet. Gc:Riesenglomerulum.

Abb. 47.

Mannlicher Embryo Nr. 98, ca. 51 Tage, AChE + Diaphorase, x 55. Langsschnitt.
Der caudo-craniale Differenzierungsprozess hat den oberen Gonadenpol erreicht
(siehe auch Abb. 42). Der moderat AChE-positive Blastemstiel (*) hat Kontakt mit
der Kapsdl des Riesenglomerulums (Pfeil). Die PGC in den Hodenstrdngen sind
maskiert, aus der Tunica in der Regel verschwunden (vgl. mit Abb. 52 & b, c).
Das Verhdtnis von AChE/NADPH-TRed-positiven Abschnitten der Urnierentubuli

(Mt) andert sich mit dem Funktionszustand der Urniere. Es ist moglicherweise
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auch geschlechtsunterschiedlich. Auf die Méglichkeit einer biologisch wichtigen
Steroidproduktivitdt mesonephrogener Tubuluszellen weist  Abb. 49 hin.

Gc: Riesenglomerulum.

Abb. 48.

Mannlicher Embryo Nr. 123, ca. 48 Tage, AChE/NADPH-TRed, x 140. Ein
Querschnitt durch die Gonadenmitte zeigt die fortgeschrittene Organisation der
Hodenstrénge, sowie eine retenahe Konzentration fotaler Leydigzellareale. Die
Zahl der PGC in den Hodenstréngen hat zugenommen, wird aber durch die starke
AChE-Expression der Sertolizellen maskiert. Vergleiche aber entsprechende
Stadien mit Lektinhistochemie (Abb. 53, 54, 55 sowie Abb. 37). Das Reteblastem

ist durch einen Stern markiert.

Abb. 49 a, b.

Weiblicher Embryo Nr. 92, ca. 47 Tage, 49a. 33-HSDH, x 55; 49b: NADPH-
TRed, x 55. Querschnitt durch das craniale Drittel der weiblichen Gonade. Die
Topographie von NADPH-TRed- und 33-HSDH-positiven Zellen im Bereich der
Markstrange (halbkreisférmige Anordnung) korrelieren deutlich(Nachbarschnitte).
Die optisch deutlichere Farbgebung sowie die bessere Kombinierbarkeit mit der
AChE-Resktion rechtfertigt die Routineanwendung mit NADPH-TRed zur
Darstellung steroidproduzierender Areale beim mannlichen und weiblichen Embryo
dieses Alters. Zur Kontrolle wurde die 3(3-HSDH-Reaktion stichprobenartig
eingesetzt. Die Information zur Lage der PGC zu diesen Arealen geben die Abb.
39 sowie die Abb. 54 und 56.

Abb. 50.

Weiblicher Embryo Nr. 145, ca 53 Tage, AChE/NADPH-T-Red, x 90. Ein
Querschnitt demonstriert die rasch anwachsenden PGC-Zahlen im Cortex. Er zeigt
aulRerdem deutlich, dal3 die steroidproduzierenden Areale nicht in der gesamten

Region der Markstrénge, sondern in dieser Schnitththe nur unmittelbar um das
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Reteblastem  (*)  konzentriert sind. Vgl. dazu die Topographie
steroidproduzierender Areale des Hodens in Abb. 48. Sc: Subcorticalis.

Abb. 51.

Weiblicher Embryo Nr. 92, ca. 47 Tage, AChE, x 90. Dieselbe Gonade und
Schnitthohe wie Abb. 49. Auf die Homologie von Prasertolizellen und Zellen der
Markstrange verweist eine punktuelle AChE-Postivitdt von Zellen dieser
Markstrange. Reteblastem (*) und Subcorticalis (Sc), dazwischen die Markstrange
(medullary cords bzw. intragonadales Rete). Eine leichte AChE-Reaktion ist auch
im mesenchymalen Tell des Cortex auffdlig; das negative Coelothel des Ovars ist

deutlich erhoht. Ge:Riesenglomerulum.

Abb. 52 a, b, c.

Mannlicher Embryo Nr. 126, ca. 47 Tage, 52a: STA, 52b: ALP, 52c: WFA, x 55.
Drel Langsschnitte durch den Hoden mit verschiedenen Markern demonstrieren die
Schwierigkeiten bel der ldentifizierung der Keimzellen. Deutlich wird die
parazentrale Lage des spdteren Mediastinums (*)und die Zunahme der PGC in den
Hodenstrangen zu diesem Zeitpunkt. Die Identifizierung der PGC wird bel STA
durch die Lektinbindung der Gefél3endothelien besonders in der Tunica erschwert.
Beai ALP und WFA sind es die interstitiellen Zellen des retenahen Areds, die
positiv reagieren und dadurch die Ubersichtlichkeit beeintrachtigen. Die ALP-
Aktivitdt hat sich erst zu diesem Zeitpunkt aus den foetalen Sertolizellen
zurtickgezogen ermoglicht aber dann bis 10 cm SSL eine Identifizierung der PGC
mit dieser Reaktion. WGA (siehe dazu auch Abb. 35 und 37) bindet dagegen in der
Gonade spezifisch an PGC; somatische Hodenzellen reagieren nicht. Mg:

M esogonadium.

Abb. 53 & b, c.
Weiblicher Embryo Nr. 16, ca 47 Tage und Nr. 81, ca. 47 Tage, 53a: Nr. 16,
STA, x 55, 53b: Nr. 81, ALP, x 55, 53c: Nr. 16, WFA, x 25. Der Langsschnitt mit
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ALP (53b) verdeutlicht noch einma (sehe AChE-Reaktion Abb. Nr. 38, sowie
Lamininreaktion Abb. 32) die Lange des Blastems in der weiblichen Gonade. (Zum
selben Zeitpunkt hat sich im Hoden die ALP-Reaktion bereits aus den Sertolizellen
zurtickgezogen). ALP-positive Zellen sind nur im Cortex zu sehen. STA erschwert
auch im Ovar an manchen Stellen die Differenzierung der PGC vom
Geféliendothel. Das PGC-freie Aredl ist das Reteblastem (*). Die medulldren PGC
sind besonders deutlich mit WFA (und WGA) darstellbar (Abb. 53 c; vgl. auch
Abb. 39). Die WFA-Bindung einiger interstitieller Zellen mesonephrogener
Herkunft ist an Lé&ngsschnitten(wie in Abb. 54) noch deutlicher zu sehen,
behindert jedoch im Ovar nicht die Identifizierung der PGC mit WFA-Lektin. K:

Niere; M: Urniere; Mg: Mesogonadium.

Abb. 54, 55 a, b.

Abb. 54. Weiblicher Embryo Nr. 81, ca. 47 Tage, WFA, x 140.

Abb. 55 a, b. Méannlicher Embryo Nr. 98, ca. 50 Tage, 55a: WFA, x 55, 55b:
WEFA, x 140 (Ausschnitt von a). Langsschnitte durch eine ménnliche (Abb. 55 a, b)
sowie eine weibliche (Abb. 54) Gonade etwa gleichen Alters. Das WFA-positive
Blastem erstreckt sich Uber den kranialen Anfang des Riesenglomerulums (Gc)
hinaus und erhdlt eine breite Kontaktflache zum Coelomepithel (3 Pfeilspitzen) in
der Tubenproliferationszone. Weitere Coelomkontakte (Nephrostomata) sind als
Inskriptionsstellen des Reteblastems (55b) durch eine zusétzliche Einziehung der
Coelotheloberflache sowie einem Verblassen der moderaten WFA-Reaktion des
Coelothels dieser Stellen markant (2 Pfellspitzen). Einige WFA-positive potentielle
PGC liegen in den Kapillarschlingen des Riesenglomerulums (Pfeile). Eine sichere
Identifizierung WFA-positiver Zellen in den retenahen Strangen wird durch die
WFA-Reaktion interstitieller Zellen mit auffallend peritubulérer Lokalisation
erschwert. Der Zusammenhang dieser WFA-positiven Zellen mit den WFA-

positiven Zellen des Blastems kann durch Schnittserien belegt werden; ene
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mesonephrogene Herkunft bzw. Beeinflussung ist daher wahrscheinlich'. Ein
Zusammenhang von Blastem und interstitiellen Zellen wird auch mit ALP deutlich
(Abb. 52 b). ALP ist zu dieser Zeit im Gegensatz zu WFA in alen Zelen des
Blastems positiv und im Interstitium in denjenigen Zellen, die mit 33-HSDH bzw.
NADPH-T-Red als fétale Leydigzellen verifizierbar sind (Abb. 45). Eine Selektion
peritubuldrer Zellen ist mit ALP, anders as bei WFA, nicht festzustellen. Die
Identifizierung von PGC im Cortex der weiblichen Gonade (Abb. 54) ist hier
einfacher: Die WFA-Lektinbindungsféhigkeit von Zellen mesonephrogener
Herkunft ist auf medulldre hilusnahe Aredle beschrankt, die mit den
steroidproduzierenden Zellarealen der Abb. 49 a, b und 50 Ubereinstimmen dirften.
Die Darstellung der tatséchlich vorhandenen Blastemkontinuitét sowie die wahre
Lange des Blastems ist aufgrund der Ovarkrimmung bei gerader Schnittfihrung -

wiein Abb. 53b auch - selten mdglich. Gc:Riesenglomerulum; Mt:Urnierentubuli.

Abb. 56.

Embryo Nr. 16, ca. 47 Tage, Laminin, x 90. Schnitt durch Ovarmitte zeigt bereits
den typischen Aufbau des Rinderovars zu dieser Zeit kurz nach der
Gonadendifferenzierung. Eine Keimballenbildung im Cortex (Co) ist bereits erfolgt;
eine lamininpositive Matrix, die nicht Uberal kontinuierlich ist, grenzt die
Keimbalen mit den PGC von der Subcorticalis (Sc) ab. Coelothel und
Keimballenschicht werden durch keine Membran getrennt, der Ubergang ist
kontinuierlich. Die vaskularisierte (durch GSA | oder STA darstellbare)

! Vereinzelte Funde steroidaktiver Nebennierenrindenorgane (> 1cm) mit typisch adultem
Aufbau im Epoophoron adulter Rinder (unveréffentlicht) sind ein weiterer Hinweis auf die
mesonephrogene Herkunft steroidproduzierender Zellen. Bei Vdgeln (Emu) ist eine
Transformation epigenitaler Mesonephrostubuli (Ductuli abberrantes) zZu
Interrenalknétchen - bei Nichtanschlul3 an das Retesystem der Gonade - nachgewiesen
(Budras et al. 1980, 1987). Das bevorzugte Proliferieren dieser steroidproduzierenden
Strénge in die Nebennierenkapsel ist offenbar die Folge der persistierenden
tropographischen Anatomie der Huhnervégel: Der Deszensus der Gonaden fuhrt bei
Mammaliern zur frihen Trennung von Nebenniere und Gonade. Die gemeinsame
Steroidproduktion weist aber zeitlebens auf die gemeinsame Wurzel im intermediéren
Mesoderm hin (Abb. 27). Funde von akzessorischen Nebennierenrinden im Lig. latum
des Menschen werden seit Marchand (1883) als Marchand’'sche Nebennieren
bezeichnet.
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Subcorticalis (Sc) trennt Rinde und Mark unvollsténdig. Die verdichteten Strénge
in der Medulla (Pfeilspitzen) stellen die Markstrange dar. Der im Vergleich zum
Hoden (Abb. 57) vollkommen verschiedene Aufbau der ovariellen extrazelluldren
Matrix kommt bei der direkten Gegentiberstellung deutlich zum Ausdruck.

Zur Lage der PGC in dieser Schnitththe orientieren die Abb. 54, 53 a, ¢ und Abb.
39. Den Zusammenhang mit dem Gonadenblastem vermitteln die Abb. 54, 53 b
und Abb. 38. Uber die Beziehung der Lamininstrukturen zu den
steroidproduzierenden Arealen informieren Abb. 49a, b sowie Abb. 50.

Abb. 57.

Mannlicher Embryo Nr. 34, ca 44 Tage, Laminin, x 225. Querschnitt in der
caudalen Gonadenhdlfte. Deutlich vaskularisierte Tunica und Verbreiterung der
Hodenstrange in der Peripherie (Pfeile). Dort sind zu dieser Zeit auch die meisten
PGC (vgl. WGA in Abb. 35) sowie NGF-Rezeptoren (Abb. 34 b) zu finden.
Mediastinum mit Reteblastem (*).

Abb. 58.

Weiblicher Embryo Nr. 6, ca. 55 Tage, Laminin, x 55. Der Querschnitt zeigt die
fortgeschrittene Keimballenbildung. Am Hilus (Pfeilspitze) stehen sie in Kontakt
mit den Markstrangen: Die Subcorticalis ist hier deutlich Uberbriickt. Reteblastem
(*).  Zur  mutmadlichen Bedeutung von  Cortex-Medulla-Kontakten
(Meioseinduktion, Kontribution ~ mesonephrogener  Zellen zu  den

Prégranul osazellen) siehe Text. Ge: Riesenglomerulum.

Abb. 59.

Weiblicher Embryo Nr. 81, ca 47 Tage, Laminin, x 55. Langsschnitt. Das
Gonadenblastem ist im Hilus deutlich organisiert, an der Bowman'schen Kapsel
und im Gonadeninneren desorganisiert. Die vollkommen unterschiedlichen Bilder,
die sich aus verschiedenen Hohen von Querschnitten ergeben, sind bel Kenntnis

dieses Langsschnittes leichter nachvollziehbar. Die PGC sind an die Peripherie
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gedrangt (Abb. 54, (gleiche Gonade, gleiche Schnittfihrung). Der
lamininkonturierte Retestrumpf ist mit ALP-positiven (Abb. 53 b) bzw. AChE-
positiven (Abb. 38) Blastemzellen gefllt. Nicht ale Zellen des Blastems binden
aber WFA (Abb. 54). Ein Ausschnitt (Abb. 32) von Abb. 59 représentiert den
Coelomkontakt (Nephrostom) in der medialen Coelombucht (Pfeil) deutlicher. Cc:
Coelom; Ch: mediale Coelombucht; Ge: Riesenglomerulum; K: Niere.
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5.2 Legenden zu den Tabellen

5.2.1 Legende zu den Tabellen 1a, b

Tabelle 1.

Liste der untersuchten Rinderembryonen (foten) sowie Erklérung der Hochzahlen:

1: Kinstliche Besamung (KB) - gezielte Schlachtung

2: Serielle Schnitte durch den ganzen Embryo

3: Geschlechtsbestimmung durch PCR (m; w)

4. Serielle Bearbeitung der indifferenten Gonade und selektiv représentative
Schnitte vom Rest des Embryos

Embryonen ohne *

wurden in verschiedenen Schlachthtfen gesammelt. Von
Embryonen ohne * oder * wurden représentative Schnitte angefertigt. Nur das Alter
von Embryonen, die durch kontrollierte Insemination (p. i.) gewonnen wurden, ist
das wahre Alter; das Alter aler anderen Embryonen wurde aufgrund von SSL-
Messungen sowie ontogenetischer Reife kalkuliert bzw. aus den Langen-Alters-
Angaben vorhandener Tabellen in der Fachliteratur (Siehe Risse 1991)
entnommen. Die Bestimmung des Alters allein aufgrund der Léngenmessung ist
sehr unzuverlassig; Embryonen gleichen Alters unterscheiden sich betréachtlich in
der Lange. Dies liegt sicher zum Teil an den bemerkenswerten Unterschieden in
der friihen Ontogenese: 8 Tage alte Rinderembryonen kdnnen noch in der frihen
Morula sein oder sind bereits aus der Zona pellucida geschltipft (elongiertes
Blastozystenstadium).

Die Geschlechtsbestimmung mittels PCR wurde aufgrund von Untersuchungen
(Mittwoch 1989) durchgefiihrt, die eine geschlechtsunterschiedliche Wachstums-
rate vor der Gonadendifferenzierung bei Ratten beobachten. Bei Rinderembryonen
mit indifferenter Gonade sind keine Unterschiede, zumindest was Zahl und
Lokalisation der PGC betrifft, feststellen.
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5.2.2 Legende zu Tabelle 2

Liste der angewandten Lektine mit Angabe der geeigneten Arbeitskonzentrationen.
Abklrzungen der Glykokonjugate: Fuc: Fucose; Gal: Galactose; GalNac: N-

acetylgalactosamin; Man: Mannose; NeuNac: N-acetylneuraminsaure.

5.2.3 Legende zu Tabelle 3

Lokalisation der verschiedenen Entwicklungsstadien boviner PGC. Die Stationen
der Keimbahn sind besonders hervorgehoben (Fettdruck). In Normalschrift
festgehaltene L okalisationen unterstreichen die duale Moglichkeit der ,, PGC* in

Gametogenese und Hamatopoese.
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6. Tabellen und Abbildungen

6.1 Tabellen
Tabelle 1a
Nummer des Embryos Scheitel-SteiR-Lange Alter
(SSL) in mm (in Tagen)

200"%%m 18
202*° 20
203* 22
167" 22
1852 23
170"%*3m 24
166 -2 25
165 2 27
143 "2 29
115 4% %% 29
160"%°m 30
157 -2 31
1615%°m 32
11°m 11.0 33
159 134 34
9°f 13.0 34
162 ° 35
15814 35
14a 13.0 35
14 b 13.5 35
32°m 14.0 36
204534 ¢ 37
24°m 15.0 37
15344 38
175 * 38
27°%1 17.0 38
147 18.0 39
29°m 18.0 39
124 19.0 39
128 19.0 39
140 18.0 39
53 19.0 39
106 ° f 19.0 39
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Tabelle 1b

Nummer des Embryos Scheitel-SteiR-Lange (SSL) Alter
incm in Tagen
205 w 2.0 40
83 m 2.1
82m 2.2
113w 2.3
52 m 2.3
156 m 2.3
114 w 2.4
8m 24
33m 24
34 w 25
114 m 25
186 w 25
171 m (Zwilling) 2.7 45
131 w 2.8
129 w 2.8
187 w 3.0
174 w 3.0
92 w 3.1
8lw 3.3
112 m 3.3
74w 3.3
211 m 3.4
35m 35
123 m 3.5
126 m 3.5
84 m 3.6
138 m 3.7
201 m 3.7
199 w 3.8
98 m 3.9 50
101 m 3.9
176 w 3.9
97m 4.0
100 m 4.0
155 w 4.0
194 m 4.0
64 w 4.4
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Tabelle 1b (Fortsetzung)

Nummer des Embryos Scheitel-SteiR-Lange (SSL) Alter
incm in Tagen

198 m 4.5

172 m 4.5

145 w 4.5

173 w (Zwilling) 4.5

142 m 4.6

134 w 4.7

6w 4.8 55
197 m 5.0

36m 5.0

108 w 5.0

136 m 5.0

89 w 5.1

111w 5.2

196 m 5.2

110 w 5.3

B w 5.4

120m 5.9

85w 6.0

132 w 6.0

150 w 6.0

80 w 6.1

130m 6.2

88 w 6.5

122 w 6.5

104 m 6.6 60
3m 7

37w 7

107 w 7

109 m 7

121 m 7

190 m 7

209a w (Zwilling) 7

209b m (Zwilling) 7

51m 7.3

13w 8

96 m 8

98 w 8
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Tabelle 1b (Fortsetzung)

Nummer des Embryos Scheitel-SteiR-Lange (SSL) Alter
incm in Tagen
146 m 9
38w 10 75
65m 10
137w 10
164 w 10
191 m 10
207 m 10
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Tabelle2

Lektin Lektinbindungsstelle Arbeitskonzentration
Taxonomische Abkurzung (erkanntes Glykoconjugat) des Lektins
Bezeichnung
Agaricus bisporus ABA R-D-Gal(1® 3)-D-GalNac 0,008  pg/ml
Anguilla anguilla AAA a-L-Fuc 0,125 pg/ml
Arachis hypogaea PNA R-D-Gal(1® 3, 4)-D-GalNac 0,01 pg/ml
Bauhinia purpurea BPA a- and R-GalNac 0,031 pg/ml
Canavalia ensiformis ConA a-D-Man > a-D-Glc 0,031  pg/ml
Caragana aborescens CAA D-GalNac verdiinnt 1 : 1000
Datura stramonium DSA GlcNac (R1, 4GlcNac)i-3 0,016  pg/ml
Dolichos biflorus DBA a-D-GalNac 0,124  pg/ml
Erythrina cristagalli ECA R-D-Gal(1 ® 4)-D-GlcNac > a-GalNac 0,0024 pg/ml
Glycine max SBA a- and R-D-GalNac 0,124 pg/ml
Griffonia (Bandeiraea)
simplicifolia GSA | a-GalNac > a-Gal 0,125 ny/ml
Griffonia (Bandeiraea)
simplicifolia GSA Il a- and RB-GlcNac 2,0 ng/mi
Helix pomatia HPA GalNac-a 1,3 GalNac verdinnt 1 : 1000
Limulus polyphemus LPA NeuNac 0,03 ng/ml
Maackia amurensis MAA fetuin 0,008 ny/ml
Maclura pomifera MPA a-D-GalNac > D-Gal 0,001 pg/ml
Mycoplasma gallisepti-
cum MGA glycophorin 7,5 ng/mi
Naja mocambique NMA heparin 0,001  ng/mi
Psophocarpus tetra-
gonolobus PTA a-D-GalNac > D-Gal 0,032  pg/ml
Ricinus communis RCA R-D-Gal > a-D-Gal 0,062 ng/mi
Solanum tuberosum STA (B-D-GlcNac)i-4 2,0 ng/mi
Sophora japonica SJA GalNac 3 1,6 Gal 0,031  pg/ml
Tetragonolobus purpurea  TPA a-L-Fuc 0,5 ng/ml
Triticum vulgaris WGA (R-D-GlcNac), linked 1® 4; NeuNac 0,062 ny/ml
Ulex europaeus UEAI a-L-Fuc 0,004 ng/mi
Ulex europaeus UEA I (R-D-GlcNac)2 2,0 ng/ml
Vicia villosa VVA a-D-GalNac 0,16  pg/ml
Wisteria floribunda WFA GalNac 1, 6 Gal >a-GalNac 0,062 ng/ml
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Tabelle3

Potentielle PGC
ALP-positiv

Lektin-negativ

Potentielle PGC
ALP-positiv
Beschrankte Anzahl von

Lektinbindungsstellen,

Putative PGC
ALP-positiv
Alle 12 Lektine positiv
einschlieRlich STA,

nicht WGA und STA WFA, WGA
18 Tage in der hinteren Halfte
der axialen - -
Dottersackregion
Hinter- und
Mitteldarmwand
23-25 Tage Dottersack Leberanlage Kaudales paraaortales
Leberanlage intraembryonale GeféRe | Mesenchym; ventraler
intraembryonale Gefélle Aspekt der Urniere;
mediale Coelombucht
Kiemenbdgen Gonadenleiste
27-31 Tage paraaortales Mesen- mediale Coelombucht
chym des Vorderdarms Leber dorsales Mesenterium
paraaortales Mesenchym Gonadenleiste
32-39 Tage L eber

intraembryonlae Gefélle

mediale Coelombucht

dorsales Mesenterium
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6.2 Abbildungen
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7. Zusammenfassung

Identifizierung, Lokalisation und Kinetik
der Urgeschlechtszellen des Rindes sowie

morphodynamische Aspekte der Gonadogenese.

Es werden die Ergebnisse einer Untersuchung uber die raumliche
Verteilung sowie der Kinetik boviner Urgeschlechtszellen (PGC =
primordial germ cells) von 114 Embryonen bzw. F6ten mit einem Alter von
18 bis 80 Tagen vorgestellt. Darunter befinden sich 34 Embryonen mit
indifferenter Gonade. Besondere Beachtung finden morphodynamische
Aspekte der Gonadogenese, wenn sie in Zusammenhang mit der
Lokalisation und Differenzierung der Keimzellen stehen. Dabei wird tUber
z. T. bisher unbekannte enzym- und lektinhistochemische Méglichkeiten
der Blastemdarstellung berichtet, die zwar hochspezifisch fir das Rind
sind aber dennoch allgemeines Interesse beanspruchen, da sie zentrale
Fragen der Gonadenontogenese berihren. Fur eine verla3liche
Identifizierung der PGC ist die alkalische Phosphatase (ALP) nur in
Kombination mit der Lektinhistochemie (STA, WGA, WFA) die Methode
der Wahl. Der AChE-Reaktion kommt in dieser Hinsicht eine
untergeordnete Bedeutung zu. Die ersten potentiellen PGC konnten bei
einem 18 Tage alten Rinderembryo in der caudalen Wand des
Dottersackes gefunden werden. ALP- und Lektin-positive putative PGC
werden intraembryonal bereits vor Ausbildung einer Gonadenleiste bzw.
eines dorsalen Mesenteriums im  Areal des prospektiven
Gonadenprimordiums bei 23 - 25 Tage alten Embryonen beobachtet. Sie
zeigen im Dottersack und um das Darmrohr, das im Darmnabel zum
Dottersack noch weit gedtffnet ist (Darmrinne), eine typische Anordnung,

die detailliert beschrieben wird. Nach Konkretisierung der Gonadenleiste
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aus dem Keimfeld sind deshalb bereits eine betrachtliche Anzahl von
PGC dort anwesend. Diese Befunde sind mit einer aktiven Einwanderung
aus einer extraembryonalen oder extragonadalen Lokalisation nicht
vereinbar: Nur perigonadale PGC sind daher prospektive PGC. Im
cranialen Ende der Gonadenleiste finden wir PGC bevorzugt an der
Bowman’'schen Kapsel des mesonephrogenen Riesenglomerulums.
Weiter caudal, im Gebiet der prospektiven Gonadenfalte, liegen die PGC
subcoelothelial in Kontakt mit einer Heparansulfat-, AChE- und WFA-
positiven basallamina&hnlichen Matrix. In der Genitalfalte (32 - 39 Tage)
sind die PGC unsymmetrisch verteilt. Sie liegen vorwiegend
abmesogonadal und caudal; im Hilusgebiet sind sie seltener anzutreffen.
Nach der Gonadendifferenzierung liegen die weiblichen PGC vorwiegend
in lamininbegrenzten Keimballen im Cortex; auffallend hohe PGC-Zahlen
in typischer Anordnung werden aber auch im Bereich der Markschlauche
in der Néhe steroidproduzierender Areale, die bisher in diesem Zeitraum
nicht beschrieben sind, gefunden. Die mannlichen PGC liegen auch nach
der Gonadendifferenzierung anfangs noch in betréachtlicher Menge in der
peripheren Mesenchymschicht (prosp. Tunica albuginea); zunehmend
kénnen sie gleichméalig verteilt in den Prasertolizellaggregationen gezahit
werden. Extragonadale potentielle PGC werden bei bovinen Embryonen
mit indifferenter Gonade regelmaRig, bei Foten manchmal gefunden.
Diese Zellen liegen vorzugsweise im paraaortalen Gewebe, aber auch in
der Leber. In Blutgefal3en werden sie bis 3,9 cm SSL, periadrenal bis 16
cm SSL beobachtet. In Anbetracht neuerer Erkenntnisse, die einen
gemeinsamen Ursprung von Keimzellen und h&matopoetischen Zellen
nahelegen, koénnen aus den Befunden folgende Schlisse gezogen
werden:

a) Eine Restriktion der Keimzellinie (Determination) findet nicht vor der

Gonadenbesiedelung statt.
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b) Extraembryonale und extragonadale PGC sind multifunktionale Zellen
und nicht ausschlie3lich ektopische Keimzellen, die zur Apoptose
bestimmt oder Ursache pathologischer Entwicklungen sind.

Der Verlust der ALP-Positivitat und der Abbau der meisten
Lektinbindungsstellen sowie das Auftreten eines neuen Antigens (PGP
9.5) am 80. Tag p. i. in der mannlichen Keimzellinie charakterisieren
einen wichtigen Differenzierungsschritt der Praspermatogenese.
Zeitsynchrone Veranderungen in der Differenzierung der weiblichen
Keimzellinie sind durch Stichproben verifiziert; weitergehende
systematische Untersuchungen der Zeitspanne unmittelbar nach der

Gonadendifferenzierung sind erforderlich.
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8. Summary

Identification, localisation and kinetics of
bovine primordial germ cells

and morphodynamic aspects of early gonadogenesis.

The temporospatial distribution of bovine primordial germ cells (PGC) was
studied in 114 embryos 18- to 60-day-old. From these, 34 embryos were
from the period prior to gonadal differentiation. For a reliable identification
of PGC the alkaline phosphatase (AP)-reaction in combination with lectin
histochemistry (WGA, WFA, STA) is recommended as the method of
choice. The use of the acetylcholinesterase- (AChE) reaction is of limited
importance. The first potential PGC are identified in a 18-day-old
trilaminar embryo in the caudal wall of the proximal yolk sac at a distance
of less than 100 pm from the germ disc. AP- and lectin-positive putative
PGC are observed in intraembryonic location close to the mesonephros in
23- to 25-day-old embryos, that is several days before a gonadal ridge
and a typical dorsal mesentery are developed. When the gonadal ridge
appears (about day 27), it contains a certain number of PGC from the very
beginning. This finding is at variance with the tenet of an active
immigration from an extraembryonic or extragonadal localization: from our
observation follows, only perigonadal PGC are prospective PGC. At the
cranial end of the gonadal ridge, PGC prefer a localization close to the
capsule of the mesonephric giant corpuscle. Further caudally, in the
region of the prospective gonadal ridge, the PGC are found in a
subcoelothelial position in contact with a heparansulfate-, AChE-, and
WFA-positive basal lamina-like matrix. In the sexually indifferent gonadal
fold (32 to 39 days) the PGC are also unevenly distributed. They
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concentrate at the caudal end and at the abmesogonadal side and are
seldom seen in the hilus region. After the differentiation of the gonad, the
female PGC are mostly located in the gonadal cortex in laminin-
delineated areas (Keimballen). Immediately after gonadal differentiation,
significant numbers are also found around the medullary cords in the
neighbourhood of a steroid hormone producing zone described here for
the first time.

The male PGC after gonadal differentiation are generally located in the
peripheral mesenchyme (future tunica albuginea) as they were also seen
in the indifferent situation. Somewhat later in the young male gonad their
number has increased, and the cells lie equally scattered within
aggregations of pre-Sertoli cells.

Extragonadal potential PGC are regularly encountered in bovine embryos
with indifferent gonads, seldom afterwards. Such cells occur
predominantly in the paraaortal tissue (especially in the areas of somite
desintegration), but also in the liver, in blood vessels and in periadrenal
site.

In the light of recent evidence that germ cells and hematopoietic cells
share a common ancestor, the results enforce two conclusions:

a) Lineage restriction of PGC does not take place before these cells have
settled in the gonad and establish contact with pre-Sertoli cells.

b) Extragonadal embryonic PGC are multifunctional and more than only
ectopic candidates for degeneration or pathologic developments.

The sudden stop of both, AP-positivity and the typical lectin binding, about
day 80 p.i. coincide with the appearance of a new germ cell typical
antigen (protein gene product 9,5) in the testis and characterize a
decisive step of differentiation from PGC to prespermatogonia.

Similar changes as seen in the male line very likely are also occur in
female development; however, additional investigations of the time span

immediately following female gonadal differentiation are necessary.
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