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Die gonadendifferenzierende Funktion von H-Y
Antigen während der Vertebratenevolution

Ulrich Müller

Als H-Y Antigen (kurz: H-Y) bezeichnet
man eine oder mehrere antigene Determinanten,

die mit einem auf möglichst identischem

genetischen Hintergrund erzeugten
Antiserum, dem H-Y Antiserum, reagieren.
Das H-Y Antiserum wird in der Regel durch
Immunisierung weiblicher Tiere mit Hautoder

Milzzellen männlicher Tiere desselben
isögenen Nagerstammes (Maus, Ratte)
gewonnen. Da sich die beiden Geschlechter in
isögenen Inzuchlstämmen genetisch nur
durch das Y-Chromosom unterscheiden,
müssen die Antikörper gegen ein Antigen
oder Antigene auf den männlichen Zellen
gerichtet sein, die in irgend einer Weise vom
Y-Chromosom genetisch kontrolliert werden.

Darauf soll das «Y» bei der Bezeichnung

H-Y Antigen hinweisen: das «H»
bedeutet «Histokompatibilitäisantigen».
H-Y findet sich auf fast alten Zellen nicht
nur männlicher Nager, sondern aller
untersuchter männlicher, nicht jedoch weiblicher
Säuger. Darüber hinaus kann H-Y in niedereren

Vertebraten wie Vögeln (Wachtel u.

Mitarb.. 1975a), Reptilien (Zaborski u.
Mitarb., 1979). Amphibien (Wachtel u. Mitarb.,
1975a) und Fischen (Müller und Wolf. 1979.

Feehan u. Mitarb.. 1975) geschlechtsspezi-
fiseh nachgewiesen werden, wobei das H-Y
Antiserum entweder ausschliesslich oder
aber überwiegend mit Zellen des heteroga-
metisehen Geschlechtes reagiert. Offensichtlich

ist das durch das H-Y Antiserum
definierte H-Y Antigen während der Evolution
sehr stabil geblieben. Diese beiden Befunde,
die Stabilität von H-Y während der Evolution

einerseits und seine Geschlechtsspezifi-
tät andererseits sprechen für eine wichtige
Aufgabe des Moleküls, die mit der primären
Geschlechtsentwicklung, d.h. der Gonaden-
entwicklung. in Zusammenhang zu stehen
scheint (Wachtel u. Mitarb., 1975b, Ohne,
1976). Zahlreiche Befunde machen eine te-
stisdifferenzierende Funktion des H-Y Anti¬

gens bei Säugern überaus wahrscheinlich.
Hier will ich dies am Beispiel des Auftretens
von Rinderzwicken verdeutlichen. Im
Anschluss daran sollen Befunde zur Diskussion
gestellt werden, die eine Rolle von H-Y bei
der GonadendifTerenzierung auch niederer
Verlebraten wahrscheinlich machen.
Das Auftreten von Zwicken ist seit langem
als Beispiel abnormer Geschlechtsentwicklung

bei Säugern bekannt. Bereits im
18.Jahrhundert wird berichtet, dass weibliche

Kälber, die als Zwilling eines männlichen

geboren werden, steril sind (Hunter.
1779). Die betroffenen Tiere zeigen starke
Virilisierungserscheinungen der inneren
Genitalien. Die Gonaden imponieren als Ovo-
testes oder kleine Testes. Differenzierungsprodukte

der Müllerschen Gänge wie Uteri
und Tuben sind häufig rudimentär oder fehlen

ganz. Statt dessen finden sieh Epididymis
und Ductus deferens, die Derivate der Wolff-
schen Gänge (siehe Jost it. Mitarb.. 1973).

Wie lässt sich diese partielle Geschlechtsumkehr

erklären?
Die Kreisläufe von Rinderzwicken sind
durch Anastomosen miteinander verbunden.
Somit können Komponenten des männlichen

Tieres in das weibliche gelangen und
die beschriebenen Vermännlichungserschei-
nungen induzieren. Sowohl zelluläre als auch
hormoneile Induktoren werden diskutiert.
Die «zelluläre Hypothese» (Techheimer u.
Mitarb.. 1963) basiert auf dem Befund, dass

männliche Zellen im weiblichen Zwicken
nachgewiesen wurden, die Zwicken somit
XX/XY Chimären darstellen. Die männlichen

Zellen sollten demnach die testikuläre
Entwicklung der XX Gonade entweder
direkt durch Zellkontakt oder durch virilisie-
rende Stoffe veranlassen, die über kurze
Strecken wirken. Diese Hypothesen erscheinen

heute zweifelhaft. Das überzeugendste
Gegenargument erbrachten die Untersuchungen

von Vigier und Mitarbeitern (1976),
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die gezeigt haben, dass sich die Viriüsierung
selbst nach Etablierung des XX/XY Chimärismus

durch Unterbindung der Anastomosen
verhindern lässt. Es bleibt zur Erklärung

des Zwicken-Phänomens die «hormonelle
Hypothese» (Lilhe, 1916). Bis vor kurzem
waren jedoch keine Stoffe bekannt, die a)
vom männlichen Tier gebildet werden, b)
humoral übertragen werden, c) an den
Gonaden beider Geschlechter angreifen und m
df schliesslich testisdifferenzierend wirken
können. Die seit langem bekannten männlichen

Sexualsteroide sind zwar lur die sekundäre

Geschlechtsentwicklung, d.h. die
Reifung der Wölfischen Gänge, erforderlich,
haben jedoch bei Eutherien keinen Einfluss
auf die Gonadendifferenzierung (Jost u. Mrt-
arb., 1973, Burns. 1961). Ebenso lässt das die
Entwicklung der Müllerschen Gänge
unterdrückende Anti-Müllctsche Hormon (Josso
u. Mitarb., 1973) die Gonadenreifung offenbar

unbeeinllusst. Alle zur Unterstützung der
hormonellen Hypothese benötigten
Bedingungen werden aber von H-Y erfüllt.
Durch in vitro Versuche mit verschiedenen
Geweben männlicher Raiten konnte gezeigt
werden, dass nur Testiszellen nachweisbare
Mengen von H-Y in das Kulturmedium
abgeben. Die H-Y-Sekretion ist von
Proteinsynthese abhängig und durch den
Translations-Inhibitor Cvcloheximid hemmbar
(Müller u. Mitarb.. 1978b), Während H-Y in
die Zellmembran aller männlicher Zellen
mit Ausnahme diploider Keimzellen (Zenzes
u Mitarb.. 1978a) und Erythrozyten (Müller
u. Mitarb.. 1980b) integriert ist. scheinen nur
Sertolizellen H-Y aktiv zu sezernieren. Die
Fähigkeit zur H-Y Sekretion ist nicht auf das
E m b ryon als. t ad i u m od e r Neu ge borenenalter
beschränkt: selbst Testes adulter Tiere
sezernieren 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 männlicher Säuger
(Müller u. Mitarb.. 1980b. Wachtel u.
Mitarb.. 1980b). Dabei ist unbekannt, ob das
Molekül, vom Testis gebildet, in den Kreislauf

gelangt, oder ob es von der Oberfläche
nichtgonadaler Zellen in die Umgebung
diffundiert. Auch das Serum embryonaler
männlicher Rinder und von Zwjcken enthält
H-Y. nicht jedoch das Serum normaler
weiblicher Rinderembryonen (Wachtel u. Mit¬

arb.. 1980b). Damit werden die beiden ersten
oben genannten Anforderungen an eine te-
Stis-induzierende Substanz erfüllt: H-Y wird
vom Testis sezerniert. findet sich im Serum
männlicher Säuger und gelangt bei
Rinderzwicken über die Anastomosen vom männlichen

in das weibliche Tier.
Damit kommen wir zum dritten Postulat, der
Möglichkeit der Interaktion des Testisinduk-
tors mit den gonadalen Zielzellen. Da das
gonadale Geschlecht wie das Beispiel des
Rinderzwicken zeigt nicht unbedingt mit
dem chromosomalen übereinstimmen muss,
sollten die Gonaden beider genetischer
Geschlechter mit einer Bindungsstelle, d.h.
einem Rezeptor, lur die testisinduzierende
Substanz, ausgestattet sein. Tatsächlich
haben Bindungsstudien mit H-Y bei Ratten
ergeben, dass sowohl Testis als auch Ovar
exogen zugeführtes H-Y binden, somit mit
einem spezifischen Rezeptor ausgestattet
sind (Müller u Mitarb.. 1978a: Müller u.
Mitarb.. 1979a). Für nicht-gonadale Gewebe
besteht kein Hinweis auf eine solche
Bindungsstelle, Ovarien vom Rind binden ebenfalls

H-Y und im Zwicken findet sich H-Y in
den Gonaden (Oh.no u. Mitarb.. 1976). Das
Vorhandensein von H-Y in der Zwiekengo-
nade mag zum Teil auf eingewanderte
männliche Zellen zurückzuführen sein. Diese
Erklärung ist zumindest nicht vollständig, da
der H-Y Titer in der Freemartingonade dem
in normalen Rindertestes vergleichbar ist
(Wachtel u, Mitarb.. 1980b). eine XX/XY
Chimäre jedoch einen niedereren Titer erwarten

liesse. Theoretisch könnte H-Y jedoch
von den eingewanderten männlichen Zellen
abgegeben und von den weibliehen gebunden

werden (Ohno u. Mitarb.. 1976). Dies
erscheint unwahrscheinlich, da offenbar nur
Sertolizellen H-Y aktiv sezernieren (Zenzes
u. Mitarb.. 1978a). nicht jedoch andere gonadale

oder nicht-gonadale Zellen (Müller u.
Mitarb.. 1978b). Demnach bleibt als Erklärung

des hohen H-Y Titers in der Zwicken-
gonade die Annahme, dass das H-Y über die
Anastomosen vom männlichen zum weiblichen

Tier humoral gelangt. Dies wird um so
wahrscheinlicher, als Ovarien, die in vitro
mit männlichem fetalem Kälberserum 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
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Worten: Führt die Bildung des H-Y/Rezep-
tor-Komplexes zur Testisorganisation? Dieses

Problem wurde zuerst mit Hilfe von Zell-
Reorgunisationsexperimenten nach Moscona
bearbeitet (Moscona. 1957). Zerlegt man ein
Ovar durch Proteolyse in F.inzelz.ellen und
hel'ässt die Zellen für 16 bis 24 Stunden bet
37 T in Rotationskullur. 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 testikuläre Strukturen (Zenzes u.
Mitarb.. 1978b). Die zusätzliche Zugabe von
H-Y Antiserum hebt die Wirkung von H-Y
auf. Die H-Y induzierte Konversion scheint
nicht nur morphologisch, sondern auch
funktionell zu erfolgen. Im Mosconaexperiment
wird der HCG Rezeptor, der nur auf Testis-
zellen Neugeborener vorhanden ist. auf
konvertierten Ovarien ebenfalls nachweisbar
(Müller u. Mitarb.. 1978c).
Der entwicklungsphysiologisch direkteste
Beleg für eine testisinduzierende Wirkung
des H-Y wurde durch in vitro-Untersuchun-
gen an indifferenten XX Gonaden von
Rinderembryonen in Organkultur erbracht. Die
mehrtägige Kultur der XX Gonaden in
Anwesenheit von H-Y führt zur Ausbildung
testikulärer Strukturen. In Abwesenheit des

Differenzierungsfaktors entwickelt sich die
Gonade, ihrem genetischen Geschlecht
entsprechend. als Ovar (Nagai u Mitarb.. 1979).
Für Eutherien ist damit eine massgebliche
Rolle des H-Y Antigens bei der Têstisdiffe-
renzierung sehr wahrscheinlich. Über die
genaueren W'irkuugsmeehanismcn von H-Y
bestehen z.Zt. jedoch nur Spekulationen
(Ohl». 1976: Müller. 1980).
Im Gegensatz zu den plazentalen Säugern ist
die Gonaclendifferenzierung bei Marsupia-
liern und nicht-säugerartigen Vertebraten
durch Sexualsteroide beeinflussbar (siehe
Mittwoch. 1973). Das Vorhandensein von H-
Y Antigen ist jedoch - wie oben ausgeführt -

auch bei diesen Wirbeltierkiassen weitgehend

auf das helerogametische Geschlecht
beschränkt (Gewebe des homogametischen
Geschlechts absorbieren, wenn überhaupt,
weitaus weniger H-Y Antiserum). Somit
typisiert bei Vögeln mit dem ZZ/ZW Mechanismus

der Gesehlechtsbestimmung das

weibliche Geschlecht H-Y positiv, der männliche

Vogel ist negativ (Wachtel u. Mitarb..
1975a). Bei Amphibien kommen sowohl der

ZZ/ZW (z.B. bei Xenopus) als auch der
XX, YY Mechanismus (z.B. bei Rana) vor.
Entsprechend findet sich H-Y in erstetem
Fall im weiblichen, in letzterem im männlichen

Geschlecht (Wachtel u. Mitarb..
1975a). Selbst bei bestimmten Fischen wie
Zahnkarpfen (Cvprinodontinae) kreuzreagiert

das H-Y Antiserum mit dem heleroga-
metischen Geschlecht (Müller und Wolf.
1979. Pechan u. Mitarb.. 1979). Bei der Frage

nach einer gonadendifferenzierenden
Funktion von H-Y bei Nicht-Eutherien ergeben

sieh somit zwei zusätzliche Probleme.
1. Wirkt H-Y bei Vertebraten mit Heteroga-
metie im weiblichen Geschlecht als
Differenzierungsfaktor des Ovars? 2. Besteht eine
Beziehung zwischen Sexualsteroiden und H-
Y derart, dass H-Y durch diese Hormone
induzierbar ist? Zur Beantwortung dieser
Fragen haben wir Versuche mit
geschlechtskonvertierten «männlichen» (ZZ) Vögeln
durchgeführt (Müller u. Mitarb.. 1979b.

Müller u. Mitarb.. 1980a). Die Gabe von
Östrogenen am 3. oder 4. Embryonaltag
führt bei genetisch männlichen (ZZ) Hühnern

und Wachteln zu einer Feminisierung
der Gonaden: es wird ein Ovotestis angelegt.
Das A usinas? der gonadalen Geschlechtsumkehr

erreicht noch während der Fmbryonal-
entwicklung ein Maximum, Später entwik-
kelt sich die Gonade normalerweise dem

genetischen Geschlecht entsprechend - wieder

in männlicher Richtung. Während die
Gonaden normaler männlicher Vogelem-
bryonen definitionsgemäss H-Y-negativ sind,
wird in den Gonaden der mit Östrogen
behandelten ZZ-Embryonen H-Y nachweisbar.

N'icht-gonadale Gewebe bleiben
jedoch - im Gegensatz zu normalen weiblichen

Vögeln - H-Y negativ. Dem Fentinisie-
rungxgrad entsprechend, absorbieren die
Gonaden «geschlechtsumgekehrter» männlicher

Hühner am 13. Embryonaltag mehr
H-Y Antiserum als am 16. Offenbar ist die
einmalige Verabreichung von Östrogenen
nicht ausreichend, um H-Y permanent zu
induzieren. Vielmehr scheint die ständige
Anwesenheit weiblicher Sexualsteroide
sowohl für die andauernde Expression des -
offensichtlich nicht W-chromosomalen -

Strukturgens für H-Y als auch für die
normale ovarielle Reifung vonnöten zu sein. Die
Befunde legen die Vermutung nahe, dass bei

Vögeln H-Y. von Östrogenen reguliert, als
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Difterenzierungstäktor bei der Ovareritwick-
lung wirksam ist. Dies wird um so
wahrscheinlicher. als auch die Gonaden von
Vögeln mit einem spezifischen Rezeptor für
H-Y ausgestattet sind (Wachtel, persönliche
Mitteilung), über den die Ovardilïerenzie-
rung induziert werden kann, wie int «Mosco-
na-Experiment» mit dissoziierten Gonadenzellen

wahrscheinlich gemacht wurde (Zen-
zes u. Mitarb., in Vorbereitung). Das «pri-
mum movens» der Eierstockentwieklung
sind bei Vögeln jedoch die Östrogene.
Bei Amphibien lässt sich H-Y in der Gonade
des homogametischen Geschlechts ebenfalls
induzieren. Dies wurde durch Versuche mit
östrogenbehandelten Xenopus-Fröschen
gezeigt (Wachtel u. Mitarb., 1980a).
Die unterschiedlichen Wirkungen von H-Y.
Testisinduktor bei Säugern einerseits und
Dilferenzierungsläktor des Ovars bei Vögeln
und Xenopus, andererseits, lässt sich durch
verschiedene Prädetermination der Gona-
denzellcn von XX XY und ZZ/ZW Organismen

erklären. Das Phänomen der Prädetermination

soll anhand eines Experiments aus
dem Bereich der Endokrinologie verdeutlicht
werden: Das luteinisierende Hormon (LH)
stimuliert in den ovariellen Luteal-Zellen
über einen spezifischen LH-Rezeptor vor
allem die Progesteronsynthese. Der LH-Rezeptor

lässt sich von Ovarzellen isolieren und
in die Zellmembran von Nebennierenrinden-Zellen

(NNR-Zellen) einbauen. NN R-
Zellen synthetisieren normalerweise unter
dem Einfluss von ACTH Cortisol. Gibt man
nun zu einer Kultur von NNR-Zellen. auf
die der LH-Rezeptor übertragen wurde, das
luteinisierende Hormon, so stimuliert es
jetzt, dem Zelltyp gemäss, Cortisol (Dufau u.
Mitarb.. 1978). Entsprechend kann man
annehmen, 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 für eine derartige Prädetermination

verantwortlich sind, könnten
autosomal oder X/Z chromosomal, nicht jedoch
Y/W chromosomal sein.
Wie schon erwähnt, ist H-Y auch bei einigen
Teleosteern geschlechtsspezifisch nachweisbar.

Die Geschlechtszugehörigkeit des
Individuums ist in dieser Wirbeltierklasse oft
jedoch nicht lebenslang festgelegt. Übergänge

von einem in das andere Geschlecht sind

bekannt, ebenso wie Hermaphroditismus.
Uniweltfaktoren und Sexualstéroiden scheint
hier eine zentrale Rolle bei der Gonadenent-
wickiung zuzukommen. Eine Beteiligung des
H-Y Antigens an der Organisation der hete-
rogametischen Gonade in Abhängigkeit von
den genannten Faktoren ist zu prüfen: bisher

ist darüber noch nichts bekannt.

rab. t Regulation des H-Y Antigens in der Vertebra-
tenevolution

Vertebraten chromosomaler Regulation der H-Y
k lasse Mechanismus Genexpression

der
GexehlechBf
bestimmung

butherien XX./XY «konstitutiv» im
männlichen
Geschlecht

Vögel ZZ/ZW durch Östrogene in
duzierbar

Amphibien
ZZ/ZW
XX/XY

durch Östrogene ins
duzierbar
durch I csEostcron
induzierbar'?

Teleostèer ZZ/ZW abhängig von
verXX,/XY schiedenen exogenen

und endogenen
Faktoren'?

Zusammenfassend lässt sich der evolutionäre
Werdegang von H-Y wie folgt beschreiben
(Tab. 1). H-Y erscheint geschlechtsspezifisch
in einigen Spezies der Knochenfische. Eine
Funktion bei der Gonadendifferenzierung ist
bisher nicht bekannt. Bei höheren Vertebra-
ten wie Amphibien und Vögeln konnte für
das heterogametische Geschlecht eine Rolle
des H-Y Antigens bei der Ovardifferenzie-
rung wahrscheinlich gemacht werden. H-Y
wirkt hier als Östrogen-abhängiger
Differenzierungslaktor. Bei Eutherien wird H-Y von
Sexualsteroiden unabhängig. Es wird offenbar

konstitutiv im heterogametischen
Geschlecht exprimiert und hat eine entscheidende

Funktion bei der Organisation des
Testis,
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