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Die gonadendifferenzierende Funktion von H-Y
Antigen wihrend der Vertebratenevolution

Ulrich Muller

Als H-Y Antigen (kurz: H-Y) bezeichnet
man eine oder mehrere antigene Determi-
nanten, die mit einem auf moglichst identi-
schem genetischen Hintergrund erzeuglen
Antiserum, dem H-Y Antiserum. reagieren.
Das H-Y Anuserum wird in der Regel durch
Immunisierung weiblicher Tiere mit Haut-
oder Milzzellen minnlicher Tiere desselben
isogenen Nagerstammes (Maus, Ratte) ge-
wonnen. Da sich die beiden Geschlechter in

isogenen Inzuchtstimmen genetisch  nur
durch das Y-Chromosom unterscheiden,

miussen die AnukOrper gegen ein Antigen
oder Antigene auf den ménnlichen Zellen
gerichtet sein. die in irgend einer Weise vom
Y-Chromosom genetisch  kontrolliert wer-
den. Darauf soll das «Y» bet der Bezeich-
nung H-Y Antigen hinweisen: das «H» be-
deutet «Histokompatibilititsantigen».

H-Y findet sich auf fast allen Zellen nicht
nur méinnlicher Nager, sondern aller unter-
suchter minnlicher, nicht jedoch weibhcher
Siuger. Dartiber hinaus kann H-Y in niede-
reren Vertebraten wie Vogeln (Wachtel u.
Mitarb., 1975a), Reptilien (Zaborski u. Mit-
arb., 1979). Amphibien (Wachtel u. Miutarb.,
1975a) und Fischen (Miiller und Wolf, 1979,
Pechan u. Mitarb.. 1975) geschlechtsspezi-
fisch nachgewiesen werden. wobei das H-Y
Antiserum entweder ausschliesslich oder
aber tiberwiegend mit Zellen des heteroga-
metischen Geschlechtes reagiert. Oftensicht-
lich ist das durch das H-Y Antiserum defi-
nierte H-Y Antigen wihrend der Evelution
sehr stabil geblieben. Diese beiden Befunde,
die Stabilitit von H-Y wihrend der Evolu-
tion einerseits und seine Geschlechtsspezifi-
tiat andererseits sprechen fur eine wichtige
Aufgabe des Molekiils, die mit der priméren
Geschlechtsentwicklung, d.h. der Gonaden-
entwicklung, in Zusammenhang zu stehen
scheint (Wachtel u. Mitarb., 1975b, Ohno.
1976). Zahlreiche Befunde machen eine te-
stisdifferenzierende Funktion des H-Y Anti-

gens bei Sdugern itberaus wahrscheinlich.
Hier will ich dies am Beispiel des Auftretens
von Rinderzwicken verdeutlichen. Im An-
schluss daran sollen Befunde zur Diskussion
gestellt werden, die eine Rolle von H-Y bei
der Gonadendifferenzierung auch niederer
Vertebraten wahrscheinlich machen.

Das Auftreten von Zwicken ist seit langem
als Beispiel abnormer Geschlechisentwick-
lung bei Sdugern bekannt. Bereits 1m
18 Jahrhundert wird berichtet, dass weibli-
che Kilber, dic als Zwilling eines minnli-
chen geboren werden, steril sind (Hunter,
1779). Die betroffenen Tiere zeigen starke
Virilisierungserscheinungen der inneren Ge-
nitalien. Die Gonaden imponieren als Ovo-
testes oder kleine Testes. Differenzierungs-
produkte der Millerschen Gange wie Uteri
und Tuben sind hiufig rudimentidr oder feh-
len ganz. Statt dessen finden sich Epididymis
und Ductus deferens. die Derivate der Wolfi-
schen Giinge (siehe Jost u. Mitarb., 1973).
Wie lisst sich diese partielle Geschlechtsum-
kehr erkldren?

Die Kreisliufe von Rinderzwicken sind
durch Anastomosen miteinander verbunden.
Somit koénnen Komponenten des ménnli-
chen Tieres in das weibliche gelangen und
die beschriebenen Verminnlichungserschei-
nungen induzieren. Sowohl zelluldre als auch
hormonelle Induktoren werden diskutiert.
Die «zellulire Hypothese» (Fechheimer u.
Mitarb.. 1963) basiert auf dem Befund. dass
minnliche Zellen im weiblichen Zwicken
nachgewiesen wurden, die Zwicken somit
XX/XY Chimiren darstellen. Die minnli-
chen Zellen sollten demnach die testikuldre
Entwicklung der XX Gonade entweder di-
rekt durch Zellkontakt oder durch virihisie-
rende Stoffe veranlassen, die uber kurze
Strecken wirken. Diese Hypothesen erschei-
nen heute zweifelhaft. Das {iberzeugendste
Gegenargument erbrachten die Untersu-
chungen von Vigier und Mitarbeitern (1976),
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die gezeigt haben. dass sich die Virilisierung
setbst nach Etablierung des XX/XY Chimii-
rismus durch Unterbindung der Anastomo-
sen verhindern lisst. Es bleibt zur Erkldrung
des Zwicken-Phianomens die «hormonelle
Hypothese» (Lillie, 1916). Bis vor kurzem
waren jedoch keine Stoffe bekannt, die a)
vom minnlichen Tier gebildet werden. b)
humoral tibertragen werden. ¢) an den Go-
naden beider Geschlechter angreifen und so
d) schliesslich testisdifferenzierend wirken
konnen. Die seit langem bekannten méinnli-
chen Sexualsteroide sind zwar fir die sekun-
didre Geschlechtsentwicklung, d.h. die Rei-
fung der Wolffschen Ginge. erforderlich.
haben jedoch bei Eutherien keinen Einfluss
auf die Gonadendifferenzierung (Jost u. Mit-
arb., 1973, Burns. 1961). Ebenso lisst das die
Entwicklung der Millerschen Giinge unter-
drickende Anti-Millersche Hormon (Josso
u. Mitarb., 1973) die Gonadenreifung offen-
bar unbeeinflusst. Alle zur Unterstittzung der
hormonellen Hypothese bendtigten Bedin-
gungen werden aber von H-Y erfullt.

Durch in vitro Versuche mit verschiedenen
Geweben minnlicher Ratten konnte gezeigt
werden., dass nur Testiszellen nachweisbare
Mengen von H-Y in das Kulturmedium ab-
geben. Die H-Y-Sekretion ist von Protein-
synthese abhingig und durch den Transla-
tions-Inhibitor  Cycloheximid  hemmbar
{Miiller u. Mitarb.. 1978b). Wihrend H-Y in
die Zellmembran aller minnlicher Zellen
mit Ausnahme diploider Keimzellen (Zenzes
u. Mitarb., 1978a) und Erythrozyten (Miiller
u. Mitarb.. 1980b) integriert ist. scheinen nur
Sertolizellen H-Y aktiv zu sezernieren. Die
Fihigkeit zur H-Y Sekretion ist nicht auf das
Embryonalstadium oder Neugeborenenalter
beschriinkt: selbst Testes adulter Tiere sezer-
nieren H-Y. Das vom Testis gebildete H-Y
wird in vivo offenbar in den Nebenhoden
abgegeben. wo es reichlich nachweisbar ist.
Ausserhalb der Geschlechtswege findet sich
freies H-Y im Serum minnlicher Sduger
{(Miller u. Mitarb.. 1980b, Wachtel u. Mit-
arb.. 1980b). Dabeil ist unbekannt, ob das
Molekiil, vom Testis gebildet. in den Kreis-
lauf gelangt, oder ob es von der Oberfliche
nichtgonadaler Zellen in die Umgebung dif-
fundiert. Auch das Serum embryonaler
ménnlicher Rinder und von Zwicken enthilt
H-Y. nicht jedoch das Serum normaler weib-
licher Rinderembryonen (Wachtel u. Mit-
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arb.. 1980b). Damit werden die beiden ersten
oben genannten Anforderungen an eine te-
stis-induzierende Substanz erfullt: H-Y wird
vom Tests sezerniert, findet sich im Serum
minnlicher Sdauger und gelangt bei Rinder-
zwicken iber die Anastomosen vom minnli-
chen in das weibliche Tier.

Damit kommen wir zum dritten Postulat, der
Moglichkeit der Interaktion des Testisinduk-
tors mit den gonadalen Zielzellen. Da das
gonadale Geschlecht - wie das Beispiel des
Rinderzwicken zeigt - nicht unbedingt mit
dem chromosomalen {bereinstimmen muss,
sollten die Gonaden beider genetischer Ge-
schiechter mit einer Bindungsstelle. d.h.
einem Rezeptor, fir die testisinduzierende
Substanz ausgestattet sein. Tatsichlich ha-
ben Bindungsstudien mit H-Y bei Ratten
ergeben. dass sowohl Testis als auch Ovar
exogen zugefuhrtes H-Y binden. somit mit
einem spezifischen Rezeptor ausgestattet
sind (Miller u. Mitarb., 1978a; Miller u.
Mitarb.. 1979a). Fur nicht-gonadale Gewebe
besteht kein Hinweis auf eine solche Bin-
dungsstelle. Ovarien vom Rind binden eben-
falls H-Y und im Zwicken findet sich H-Y in
den Gonaden (Ohno u. Mitarb., 1976). Das
Vorhandensein von H-Y in der Zwickengo-
nade mag zum Teil auf eingewanderte
minnliche Zellen zurickzutithren sein. Diese
Erkldrung st zumindest nicht vollstindig. da
der H-Y Titer in der Freemartingonade dem
mm normalen Rindertestes vergleichbar ist
(Wachtel u. Mitarb., 1980b). eine XX/XY
Chimdre jedoch einen niedereren Titer erwar-
ten hesse. Theoretisch konnte H-Y jedoch
von den eingewanderten minnlichen Zellen
abgegeben und von den weiblichen gebun-
den werden (Ohno u. Mitarb.. 1976). Dies
erscheint unwahrscheinlich, da offenbar nur
Sertolizellen H-Y aktiv sezernicren (Zenzes
u. Mitarb.. 1978a), nicht jedoch andere gona-
dale oder nicht-gonadale Zellen (Miller u.
Mitarb.. 1978b). Demnach bleibt als Erkli-
rung des hohen H-Y Titers in der Zwicken-
gonade die Annahme, dass das H-Y iiber die
Anastomosen vom minnlichen zum weibli-
chen Tier humoral gelangt. Dies wird um so
wahrscheinlicher, als Ovarien. die in vitro
mit minnlichem fetalem Kilberserum inku-
biert wurden. H-Y positiv werden (Wachtel
u. Mitarb.. 1980b).

Es bleibt noch die letzte Frage offen: Wirkt
H-Y auch testisdifferenzierend? Mit anderen




Worten: Fithrt die Bildung des H-Y /Rezep-
tor-Komplexes zur Testisorganisation? Die-
ses Problem wurde zuerst mit Hilfe von Zell-
Reorganisationsexperimenten nach Moscona
bearbeitet (Moscona. 1937). Zerlegt man ein
Ovar durch Proteolyse in Einzelzellen und
belisst die Zellen fiir 16 bis 24 Stunden bei
37 °C in Rotationskultur. so bilden sich histo-
tvpische Reaggregate. Werden die Ovarzel-
len neugeborener Ratten auf dieselbe Weise,
jedoch in Gegenwart von H-Y kultiviert. so
bilden sich testikulidre Strukturen (Zenzes u.
Mitarb.. 1978b). Die zusitzliche Zugabe von
H-Y Antiserum hebt die Wirkung von H-Y
auf. Die H-Y induzierte Konversion scheint
nicht nur morphologisch, sondern auch funk-
tionell zu erfolgen. Im Mosconaexperiment
wird der HCG Rezeptor. der nur auf Testis-
zellen Neugeborener vorhanden ist, auf kon-
vertierten Ovarien ebenfalls nachweisbar
(Miller u. Mitarb., 1978¢).

Der  entwicklungsphysiologisch  direkteste
Beleg fur eine testisinduzierende Wirkung
des H-Y wurde durch in vitro-Untersuchun-
oen an indifferenten XX Gonaden von Rin-
derembryonen in Organkultur erbracht. Die
mehrtigige Kultur der XX Gonaden in An-
wesenheit von H-Y fithrt zur Ausbildung
testikuliirer Strukturen. In Abwesenheit des
Differenzierungsfaktors entwickelt sich die
Gonade. ihrem genetischen Geschlecht ent-
sprechend. als Ovar (Nagai u. Mitarb., 1979).
Fir Eutherien ist damit eine massgebliche
Rolle des H-Y Antigens bet der Testisdiffe-
renzierung sehr wahrscheinlich. Uber die ge-
naueren Wirkungsmechanismen von H-Y
bestchen z.Zt. jedoch nur Spekulationen
(Ohno. 1976; Miiller. 1980).

Im Gegensatz zu den plazentalen Sdugern 1st
die Gonadendifferenzierung bei Marsupia-
liern und nicht-siugerartigen Vertebraten
durch Sexualsteroide beeinflussbar (siche
Mittwoch. 1973). Das Vorhandensein von H-
Y Antigen ist jedoch - wie oben ausgefithrt -
auch bei diesen Wirbeltierklassen weitge-
hend auf das heterogametische Geschlecht
beschrinkt (Gewebe des homogametischen
Geschlechts absorbieren, wenn lberhaupt.
weitaus weniger H-Y Antiserum). Somit ty-
pisiert bei Vogeln mit dem ZZ/ZW Mecha-
nismus der Geschlechtsbesimmung  das
weibliche Geschlecht H-Y positiv, der miann-
liche Vogel ist negativ (Wachtel u. Mitarb.,
1975a). Bei Amphibien kommen sowohl der

ZZ/ZW (z.B. bei Xenopus) als auch der
XX/XY Mechanismus (z.B. bet Rana) vor.
Entsprechend findet sich H-Y in ersterem
Fall im weiblichen. in letzterem im méinnl-
chen Geschlecht (Wachtel u.  Mitarb.,
1975a). Selbst bei bestimmten Fischen wie
Zahnkarpfen (Cyprinodontinae) kreuzrea-
giert das H-Y Antiserum mit dem heteroga-
metischen Geschlecht (Muller und Wolf,
1979, Pechan u. Mitarb., 1979). Ber der Fra-
ge nach emer gonadendifferenzierenden
Funktion von H-Y bei Nicht-Eutherien erge-
ben sich somit zwei zusitzliche Probleme.
I. Wirkt H-Y bei Vertebraten mit Heteroga-
metie im weiblichen Geschlecht als Differen-
zierungsfaktor des Ovars? 2. Besteht eine
Bezichung zwischen Sexualsteroiden und H-
Y derart. dass H-Y durch diese Hormone
induzierbar ist? Zur Beantwortung dieser
Fragen haben wir Versuche mit geschlechts-
konvertierten «miinnlichen» (ZZ) Vigeln
durchgefthrt (Miller u. Mitarb., 1979b.
Miiller u. Mitarb., 1980a). Die Gabe von
Ostrogenen am 3. oder 4.Embryonaltag
fithrt bei genetisch minnlichen (ZZ) Hiuh-
nern und Wachteln zu einer Feminisierung
der Gonaden: es wird ein Ovotestis angelegt.
Das Ausmass der gonadalen Geschlechtsum-
kehr erreicht noch wihrend der Embryonal-
entwicklung ein Maximum. Spiiter entwik-
kelt sich die Gonade normalerweise -~ dem
genetischen Geschlecht entsprechend - wie-
der in minnlicher Richtung. Wihrend die
Gonaden normaler ménnlicher Vogelem-
bryonen definitionsgemdss H-Y-negativ sind,
wird in den Gonaden der mit Ostrogen
behandelten ZZ-Embryonen H-Y nachweis-
bar. Nicht-gonadale Gewebe bleiben je-
doch - im Gegensatz zu normalen weibli-
chen Vogeln - H-Y negativ. Dem Feminisie-
rungsgrad entsprechend. absorbieren die
Gonaden «geschlechtsumgekehrter» mannli-
cher Hithner am 13.Embryonaltag mchr
H-Y Antiserum als am 16. Offenbar ist die
einmalige Verabreichung von Ostrogenen
nicht ausreichend. um H-Y permanent zu
induzieren. Vielmehr scheint die stindige
Anwesenheit weiblicher Sexualsteroide so-
wohl fir die andauernde Expression des -
offensichtlich nicht  W-chromosomalen -
Strukturgens fiir H-Y als auch fir die nor-
male ovarielle Reifung vonnoten zu sein. Die
Befunde legen die Vermutung nahe. dass bel
Vogeln H-Y, von Ostrogenen reguliert, als
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Differenzierungsfaktor bei der Ovarentwick-
lung wirksam ist. Dies wird um so wahr-
scheinlicher, als auch die Gonaden von Vo-
geln mut emnem spezifischen Rezeptlor fur
H-Y ausgestattet sind (Wachtel, personliche
Mitteilung), tber den die Ovardifferenzie-
rung induziert werden kann, wie 1im «Mosco-
na-Experiment» mit dissoziierten Gonaden-
zellen wahrscheinlich gemacht wurde (Zen-
zes u. Mutarb., in Vorbereitung). Das «pri-
mum  movens» der Eierstockentwicklung
sind bei Vogeln jedoch die Ostrogene.

Bei Amphibien ldsst sich H-Y in der Gonade
des homogametischen Geschlechts ebenfalls
induzieren. Dies wurde durch Versuche mit
Ostrogenbehandelten Xenopus-Froschen ge-
zeigt (Wachtel u. Mitarb.. 1980a).

Die unterschiedlichen Wirkungen von H-Y.
Testisinduktor ber Sdugern einerseits und
Differenzierungsfaktor des Ovars bel Viogeln
und Xenopus, andererseits, ldsst sich durch
verschiedene Priadetermination der Gona-
denzellen von XX/XY und ZZ/ZW Organis-
men erkliren. Das Phinomen der Priadeter-
mination soll anhand eines Experiments aus
dem Bereich der Endokrinologie verdeutlicht
werden: Das luteinisierende Hormon (LH)
stimuliert in den ovaricllen Luteal-Zellen
iiber einen spezifischen LH-Rezeptor vor al-
lem die Progesteronsynthese. Der LH-Re-
zeptor ldsst sich von Ovarzellen isolieren und
in die Zellmembran von Nebennierenrin-
den-Zellen (NNR-Zellen) einbauen. NNR-
Zellen synthetisieren normalerweise unter
dem Einfluss von ACTH Cortisol. Gibt man

nun zu einer Kultur von NNR-Zellen. auf

die der LH-Rezeptor iibertragen wurde. das
luteinisierende  Hormon. so stimuliert es
jetzt. dem Zelltyp gemiiss, Corusol (Dufau u,
Mitarb.. 1978). Entsprechend kann man an-
nehmen, dass H-Y nach Bindung an seinen
Rezeptor auf XX/XY Gonadenzellen die
Differenzierung des Testis in Gang bringt,
auf ZZ/ZW Gonadenzellen hingegen die des
Ovars. Gene, die fiir eine derartige Pradeter-
mination verantwortlich sind. kdnnten auto-
somal oder X/Z chromosomal, nicht jedoch
Y /W chromosomal sein.

Wie schon erwithnt, ist H-Y auch bei einigen
Teleosteern geschlechtsspezifisch nachweis-
bar. Die Geschlechtszugehorigkeit des Indi-
viduums ist in dieser Wirbeltierklasse oft
jedoch nicht lebenslang festgelegt. Ubergin-
ge von einem in das andere Geschlecht sind
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bekannt. ebenso wie Hermaphroditismus.
Umweltfaktoren und Sexualsteroiden scheint
hier eine zentrale Rolle beil der Gonadenent-
wicklung zuzukommen. Eine Beteiligung des
H-Y Antigens an der Organisation der hete-
rogametischen Gonade in Abhingigkeit von
den genannten Faktoren ist zu prifen: bis-
her ist daritber noch nichts bekannt.

Tab. 1. Regolation des H-Y Antigens in der Vertebra-

tenevolution
Vertebraten chromosomaler Regulation der H-Y
klasse Mechanismus  Genexpression
der
Geschiechts-
bestimmung
Eutherien XX/XY skanstitutive im
minniwchen Ge-
schlecht
Vigel 227w durch Ostrogene in-
duzierbar
Amphibien ZZ/IW durch Ostrogene in-
amp XX/XY duzierbar
durch Testosteron in-
duzierbar?
YAVAYY abhingig von ver-
Teleosteer AR flE hiingig von ve
XX/XY schiedenen exogenen

und endogenen Fak-
toren?

Zusammenfassend ldsst sich der evolutionire
Werdegang von H-Y wie folgt beschreiben
(Tab.1). H-Y erscheint geschlechtsspezifisch
in einigen Spezies der Knochenfische. Eine
Funkton bei der Gonadendifferenzierung ist
bisher nicht bekannt. Bei héheren Vertebra-
ten wie Amphibien und Vogeln konnte fir
das heterogameusche Geschlecht eine Rolle
des H-Y Antigens bei der Ovardifferenzie-
rung wahrscheinlich gemacht werden. H-Y
wirkt hier als Ostrogen-abhingiger Differen-
zterungsfaktor. Bei Eutherien wird H-Y von
Sexualsteroiden unabhingig. Es wird offen-
bar konstitutiv im heterogametischen Ge-
schlecht exprimiert und hat eine entschei-
dende Funktion bei der Organisation des
Testis.
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