
 

1 

Aus dem Institut für Anatomie II  
der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

Direktorin: Univ.-Prof. Dr. C. von Gall 
 
 

 

 

 

Vergleichende immunhistochemische Untersuchungen zur Lokalisierung  

der 11 β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 

im Hodengewebe von Kleinsäugern 

 

 

 

 

Dissertation 

 

 

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin 

der Medizinischen Fakultät der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

 

 

vorgelegt von 

 

 

Christian Heuschkel 

2012 

 



 

2 

Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung  der Medizinischen Fakultät der 

Heinrich-Heine- Universität Düsseldorf 

 

gez.:   Univ.-Prof.Dr.med.Joachim Windolf 
Dekan    
Referent:  Prof.Dr.Haider 
Korreferent:  Prof.Dr.Schulz   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 
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I. Einleitung 

Die Enzymgruppe der Hydroxysteroid-Dehydrogenasen spielt eine essentielle Rolle in 

der Steroidbiosynthese sowie im Steroidmetabolismus der Leydig-Zellen (Haider, 

2004). Der erste direkte Beweis, dass testikuläres Androgen primär in den Leydig-Zel-

len hergestellt wird, wurde 1958 unter Verwendung einer histochemischen Technik 

erbracht, die das Enzym 3 β-Hydroxysteroid- Dehydrogenase (3βHSD) im Hoden von 

Kaninchen lokalisieren konnte (Wattenberg, 1958). Die 3βHSD ist ein notwendiges 

Schlüsselenzym in der Testosteronbiosynthese und wurde in vielen Studien in den Ley-

dig-Zellen von Ratten nachgewiesen (Dupont et al., 1993; Lording und de Kretser, 

1972; Haider et al., 1986). In den Hoden von Nagetieren lassen sich zwei verschiedene 

Populationen von Leydig-Zellen unterscheiden: 1. fetale und 2. adulte Leydig-Zellen. 

Diese unterscheiden sich u.a. durch ihre unterschiedliche Topographie, Struktur, Ultra-

struktur, Lebensdauer sowie die Fähigkeit zur Androgensynthese. Die fetalen Leydig- 

Zellen können auf lichtmikroskopischer Ebene ab dem 16. Fetaltag bis zum 25. post-

natalen Tag (PND) durch eine positive histochemische Reaktion für 3βHSD identifi-

ziert werden. Die Kinetik der Testosteronsynthese in den fetalen Leydig-Zellen stimmt 

mit dem ontogenetischen Auftreten der 3βHSD in den histochemischen Studien über-

ein. Die 17 β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (17βHSD) katalysiert den letzten Schritt 

in der Biosynthese zum Testosteron und baut Androstendion, ein schwaches Androgen, 

zum potenten Androgen Testosteron um. Bisher konnten 11 verschiedene Isoenzyme 

der 17βHSD identifiziert werden (Payne, 2007). Leydig-Zellen synthetisieren und hal-

ten ein hohes Level von 17βHSD Typ 4 aufrecht mit einem Peak in den adulten Ley-

dig-Zellen am 19. und 37. PND. Ab dem 31. PND ist eine positive histochemische Re-

aktion für die 11 β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (11βHSD) nachweisbar, zunächst 
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nur in einigen wenigen adulten Leydig-Zellen und ab dem 40. PND homogen in allen 

adulten Leydig-Zellen. Beim Vergleich der Reaktionsintensitäten der beiden Enzyme 

ab dem ersten Tag, an dem die 11βHSD eine positive Reaktion zeigt,  bis zum 90. PND 

fällt eine nahezu inverse  Beziehung auf mit einer Zunahme der Reaktionsintensität für 

11βHSD und Abnahme der 17βHSD Intensität (Schäfers et al., 2001). Das Enzym 

11βHSD besetzt eine einmalige Position unter allen Hydroxysteroid-Dehydrogenasen 

in den Leydig-Zellen. Es ist das einzige Enzym, das histochemisch nicht in den fetalen 

Leydig-Zellen nachgewiesen werden kann, wogegen die unreifen adulten Leydig-Zel-

len es ab dem 31. PND exprimieren. Sein erstes Auftreten trifft zeitlich mit der Ausbil-

dung elongierter Spermatiden im Rattenhoden ab dem 35. PND zusammen (Neumann 

et al., 1993). Zusätzlich korreliert das Auftreten des Enzyms mit dem postnatalen An-

stieg der Zellzahl der Leydig-Zellen, der Zunahme des Hodengewichts, der Gesamt-

oberfläche der intrazellulären Membranen sowie dem Gehalt und der Sekretion von 

Testosteron in den Leydig-Zellen (Phillips et al., 1989). Die 11βHSD wurde daher als 

Markerenzym für die funktionelle Reife der adulten Leydig-Zellen bei Ratten vorge-

schlagen (Haider, 2004). Es existieren zwei Isoformen der 11βHSD in den Leydig-

Zellen: 11βHSD Typ 1 ist eine NADP abhängige Oxidoreduktase, 11βHSD Typ 2 eine 

unidirektionale Oxidase. Beide Enzyme kontrollieren die intrazellulären Glucocorti-

coidspiegel und spielen eine wichtige parakrine Rolle im Sinne einer protektiven Funk-

tion zur Aufrechterhaltung der Testosteronsekretion (Ge et al., 2005). Nach in vitro und 

in vivo Exposition mit Corticosteron konnte nach 24 Stunden eine deutlich erhöhte 

Apoptoserate der adulten Leydig-Zellen von Sprague Dawley Ratten  neben einer star-

ken Abschwächung der immuncytochemischen Reaktionsintensität für 11βHSD beo-

bachtet werden (Gao et al., 2002). 11ßHSD oxidiert Corticosteron zum inaktiven Meta-
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boliten  11- Dehydrocorticosteron. Monder et al. (1994) schlußfolgerten, dass die Auf-

gabe der 11βHSD im Hoden darin besteht, das Organ vor der Glucocorticoid induzier-

ten Hemmung der Testosteronsynthese und -sekretion durch oxidative Inaktivierung zu 

schützen. In weiteren Studien konnte der Effekt von Stress  auf die Serumcorticosteron-

level und die Testosteronsynthese sowie die 11βHSD Aktivität in den Leydig-Zellen 

von Long-Evans Ratten nachgewiesen werden. In einem durchsichtigen Höhlensystem 

ausgesetzt, entwickelten die hochaggressiven Ratten innerhalb von wenigen Tagen eine 

ausgeprägte Hierarchie mit einem defensiven sozialen Rückzugsverhalten der unterle-

genen Tiere. Bei den dominanten Tieren konnte eine höhere immunhistochemische 

Aktivität der 11βHSD Typ 1 nachgewiesen werden bei gleichzeitig erhöhten Serumcor-

ticosteronspiegeln, während die unterlegenen Männchen die stressinduzierte Glucocor-

ticoidexposition der Leydig-Zellen nicht durch eine Steigerung der 11βHSD Aktivität 

ausgleichen konnten (Monder et al., 1994; Hardy et al., 2002). Brereton et al. (2001) 

untersuchten verschiedene Gewebe von adulten Sprague Dawley Ratten und konnten 

mittels Western blot Analyse das Vorhandensein des klassischen 11βHSD Typ 1 En-

zyms in größerer Menge in den Hoden nachweisen. 

Unser heutiges Verständnis der Leydig-Zellfunktionen und der endokrinologischen 

Rolle, die sie bei der männlichen Fortpflanzung spielen, basiert im Wesentlichen auf 

Forschungsergebnissen, die an Nagetieren, hier insbesondere Ratten, gewonnen wur-

den. Basierend auf dem adulten Nagetier Prototyp kann der Hoden in zwei Komparti-

mente unterteilt werden: Das eine bilden die in den Tubuli seminiferi gelegene Keim-

zellschicht sowie die Sertoli-Zellen, das andere die Leydig-Zellen zusammen mit zahl-

reichen Lymph- und Blutgefäßen in den intertubulären Interstitien. Diese Anatomie ist 

übereinstimmend mit der Sichtweise, dass die Leydig-Zellen die primären steroidsekre-
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torischen Elemente des Hodens sind. Dieses Konzept ist jedoch nicht universell über-

tragbar auf alle Vertebraten oder Säugetiere. Phylogenetisch sind die Leydig-Zellen 

relative `Newcomer` im Zellrepertoire der Hoden der Wirbeltiere. Sie entwickelten sich 

erst spät als Ursprung zirkulierender Steroide und ersetzten die Sertoli-Zellen als pri-

mär steroidbildende Zellen des Hodens. Bei allen Wirbeltierklassen erfordert die männ-

liche Keimzellentwicklung  ein androgenreiches Milieu, der Beitrag der Leydig-Zellen 

versus Sertoli-Zellen  hierbei variiert jedoch abhängig von der entwicklungsgeschicht-

lichen Position der betrachteten Art, dem Entwicklungsalter des Individuums, den Jah-

reszeiten sowie dem physiologischen Status. Alle höheren Wirbeltiere haben vollentwi-

ckelte Tubuli seminiferi und interstitielle Leydig-Zellen mit hochentwickelten steroid-

bildenden Zellorganellen, die dem Nagetierprototyp ähnlich sind (Callard, 1996). 

 

I.1  Fragestellung 

Die 11βHSD Typ 1 wurde bisher immunhistochemisch mit wenigen Ausnahmen vor-

nehmlich im Rattenhoden nachgewiesen. Bisher fehlen Studien, die die Lokalisation 

des Enzyms im Hoden verschiedener Säugetiere beschreiben. Das Ziel der vorliegen-

den Arbeit war, mittels einer immunhistochemischen Methode das Vorkommen der 

11βHSD Typ 1 im Hodengewebe der folgenden Kleinsäugetiere zu untersuchen und 

das Verteilungsmuster sowie die Ausprägung der Immunreaktion zu analysieren und so 

Daten über die phylogenetische Entwicklung des Enzyms in der Gruppe der Mammalia 

zu sammeln. Im Einzelnen wurden folgende Spezies (adulte Tiere) untersucht: Wistar-

ratten, vier verschiedene Mausstämme (NMRI, C57/Black6, FVB, BALB C), Gold-

hamster, Meerschweinchen, Zwergkaninchen und Hauskatze.  
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II.  Material und Methoden 

II.1  Versuchstiere 

Es wurde jeweils ein Hoden pro Tier (insgesamt 4 Tiere je Tiergruppe) von folgenden 

adulten Säugetieren untersucht. Wistarratten (6 Monate alte Tiere). Vier verschiedene 

Mausstämme : NMRI, C57 / Black 6 , FVB, BALB C (3- 4 Monate alte Tiere). Gold-

hamster (Mesocricetus auratus), (3 Monate alte Tiere). Die vorgenannten Tiere stam-

men alle aus der Tierversuchsanstalt der Universität Düsseldorf. Die Aufzucht der Tie-

re erfolgte unter standardisierten Bedingungen in einer pathogenfreien Zone mit einem 

Hell-Dunkel-Zyklus von je 12 Stunden im zentralen Tierlabor der Heinrich-Heine–

Universität Düsseldorf. Wasser und Futter standen ad libitum zur Verfügung. 

Die Hoden von Zwergkaninchen (Oryctolagus cuniculus), (3-9 Monate alte Tiere), 

Meerschweinchen (Cavia porcellus), (4 Monate alte Tiere), Hauskatze (Felis silvestris 

catus), (6 – 15 Monate alte Tiere), wurden im Rahmen von geplanten Kastrationen in 

einer Tierarztpraxis unter Ketaminanästhesie gewonnen und freundlicherweise von Dr. 

med. vet. Pantke, Neuss, in vorbereiteter Fixierlösung zur Verfügung gestellt. 

 

II.2  Gonadenentnahme 

Die Tötung der Tiere und die ordnungsgemäße Organentnahme wurde durch eine sach-

kundige Person des Instituts für Anatomie II der Heinrich-Heine-Universität vorge-

nommen. Der Doktorand erhielt die Hoden zur weiteren Bearbeitung. Die Ratten, Mäu-

se und Goldhamster wurden in eine tiefe Äthernarkose versetzt und anschließend durch 
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 Inhalation in einer Kammer getötet. Nach Fixierung der Tiere in Rückenlage auf 

einer Korkplatte wurde zunächst das Fell mit einem Medianschnitt von der Symphyse 

bis zum Processus xiphoideus inzisiert und von der muskulären Rumpfwand nach late-

ral gelöst, anschließend erfolgte die Eröffnung des Abdomens in gleicher Weise. Die 

Hoden wurden an ihren Leitstrukturen aus dem Skrotum und dem Abdomen gezogen, 

von diesen getrennt und anschließend auf einer zweiten Korkplatte freipräpariert. An-

schließend wurden die Hoden in Bouin´scher Lösung fixiert. Es wurden alle Vorgaben 

des Tierschutzgesetzes und der zentralen Tierversuchsanlage (TVA) der Heinrich-

Heine-Universität beachtet bzw. das Einverständnis der TVA eingeholt. 

Die Hoden der Zwergkaninchen, Meerschweinchen und Katzen wurden im Rahmen 

von geplanten Kastrationen gewonnen und ebenfalls in Bouin´scher Lösung fixiert. 

Diese Tiere wurden vor der Organentnahme durch eine Ketamin-Injektionsnarkose 

anästhesiert. 

 

II.3  Fixierung des Gewebes 

Von jedem Tier wurde jeweils ein Hoden in frisch hergestellter Bouin´scher Lösung 

(bestehend aus heiß gesättigter Pikrinsäure, 37%igem Formaldehyd sowie Eisessig) 

getrennt fixiert. Diese Methode hat sich bewährt, da hierdurch ein optimaler Struktur-

erhalt erreichbar ist und eine Schrumpfung des Gewebes vermieden wird, die nachfol-

gend zu Artefakten führen könnte (Bouin, 1897). 
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Diese Fixierung erfolgte über 24 Stunden bei Raumtemperatur. Anschließend erfolgte 

eine Dehydrierung über eine aufsteigende Alkoholreihe (Isopropylalkohol 70%-80%-

90%-100%) für jeweils mindestens drei Stunden. Es folgte eine weitere Fixierung mit 

Methylbenzoat, je 24 Stunden mit zweimaligem Wechsel des Mediums bei Raumtem-

peratur. Nach Abgießen des Methylbenzoats erfolgte eine zweimal zehnminütige Be-

handlung mit Toluol.  

Daraufhin wurden die Hoden in Paraffin mit einem Schmelzpunkt von 60° Celsius (mit 

dreimaliger, jeweils vierstündlicher Erneuerung des Paraffins und einer letzten Erneue-

rung und Einwirkung über mindestens 12 Stunden) eingebettet. 
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II.4  Schnittherstellung 

Nach Auskühlung der Paraffinblöcke im Wasserbad (1 Std.) wurden auf einem Schlit-

tenmikrotom (Leica SM2000R) ca. 5µm dicke Serienschnitte angefertigt. Es wurden je 

Versuchstier drei Schnittsätze hergestellt, numeriert und wie folgt weiter bearbeitet: 

1. HE Färbung 

2. 11βHSD Typ I 

3. 11βHSD Typ I + Hämalaun (Kernfärbung) 

4. Negativkontrolle (Primärantikörper ersetzt durch Puffer) 

5. - 

6. - 

7. - 

8. - 

9. - 

10. 11βHSD Typ I 

11. 11βHSD Typ I + Hämalaun (Kernfärbung) 

12. Negativkontrolle (Primärantikörper ersetzt durch Puffer) 

13. - 

14. - 

15. - 

16. - 

17. - 

18. 11βHSD Typ I 

19. 11βHSD Typ I + Hämalaun (Kernfärbung) 

20. Negativkontrolle (Primärantikörper ersetzt durch Puffer) 

 

Es wurde insbesondere auf einen Mindestabstand von 35µm zwischen zwei Schnittsät-

zen des gleichen Hodens geachtet, um bei der mikroskopischen Auswertung eine Mehr-

fachuntersuchung der gleichen Zellen auszuschließen. 
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Die folgenden Inkubationen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt mit Ausnahme 

der Inkubation mit dem Primärantikörper, die im Kühlschrank bei 4° Celsius stattfand. 

Alle Inkubationen fanden zur Vermeidung von Verdunstung in einer feuchten Kammer 

(Diabox) statt. 
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II.5  Schritte der immunhistochemischen Methode zum Nachweis der 

11βHSD Typ 1 

1. TBS- Pufferbad 5 Minuten 
2. 3% H2O2 zum Blockieren der endogenen Peroxidase 10 Minuten 
3. Abspülen mit Aqua dest. 
4. TBS-Pufferbad 5 Minuten 
5. Eselserum 1:10 mit TBS verdünnt 30 Minuten 
6. Primärantikörper: 11 β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ I Nr. PC544 (Fa. Binding 

Site GB). Der Antikörper wurde mit TBS verdünnt 16 Stunden 
 

Spezies Verdünnung Primärantikörper 
Wistarratte 1:1500 
NMRI –Maus 1:3000 
C57/ Black 6 Maus 1:4000 
FVB Maus 1:5000 
BALB C Maus 1:3000 
Goldhamster 1:4000 
Zwergkaninchen 1:3000 
Meerschweinchen 1:2000 
Hauskatze 1:2000 

 
7. Abspülen mit TBS, TBS Pufferbad 5Minuten 
8. Brückenantikörper (Rabbit anti goat 1:100 mit TBS verdünnt. Fa. Dako Hamburg Nr. 

Z0228) 30 Minuten 
9. Abspülen mit TBS, TBS Pufferbad 5 Minuten 

10. PAP- Komplex (Ziege 1:100 mit TBS verdünnt) 30 Minuten (Fa. Dako Hamburg Nr. 
B0157) 

11. Abspülen mit TBS, TBS Pufferbad 5 Minuten 
12. Als Chromogen diente DAB (3,3`Diaminobenzidintetrahydrochloriddihydrat)  

Fa. Dako Hamburg Nr. S3000 10 Minuten 
13. Spülen mit Aqua dest. 
14. Kernfärbung mit saurem Hämalaun nach Mayer 2 Minuten 
15. Bläuen unter fließendem Leitungswasser 5 Minuten 
16. Aufsteigende Alkoholreihe (70%,80%,90%,100%) Xylol je 2 Minuten 
17. Eindecken der Objekte mit DePeX , Fa. Serva Heidelberg 

 
Die Negativkontrolle wurde mit allen aufgeführten Reagenzien mit Ausnahme des  

Primärantikörpers durchgeführt. Dieser wurde im entsprechenden Schritt durch TBS 

ersetzt. 
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II.6  Immunhistochemie 

Der immunhistochemische Enzymnachweis wurde nach der Peroxidase-Anti-

Peroxidase (PAP) Methode durchgeführt. Hierbei handelt es sich um eine indirekte 

Methode. An einen unkonjugierten Primärantikörper (hier vom Schaf) bindet zunächst 

ein Brückenantikörper (aus dem Kaninchen), welcher gegen den Primärantikörper ge-

richtet ist. Nachfolgend bindet der so genannte PAP–Komplex (aus der Ziege gegen 

Kaninchen gerichtet) an den Brückenantikörper. Der PAP–Komplex besteht gleichzei-

tig aus dem Enzym Peroxidase und aus einem Antikörper gegen dieses Enzym (Enzym- 

anti- Enzym- Komplex). Dieser Komplex wird von dem freien Fab-Fragment des Brü-

ckenantikörpers gebunden und ist so mit dem Primärantikörper verbunden. Die Vorteile 

der indirekten Methode im Vergleich zur direkten Methode (der spezifische Antikörper 

ist direkt mit einem Farbstoff oder einem Markerenzym konjugiert) liegt darin, dass 

eine stärkere Verdünnung des Primärantikörpers möglich ist, außerdem kann eine star-

ke Hintergrundfärbung vermieden werden. Zur Sichtbarmachung der Enzymreaktion 

wird DAB (3,3` Diaminobenzidintetrahydrochloriddihydrat) verwendet, das mit der 

Peroxidase einen Enzym-Substrat-Komplex bildet und zu einem braun gefärbten Reak-

tionsprodukt oxidiert wird.  Diese Reaktion kann nicht unterscheiden, ob die Peroxi-

dase aus dem Gewebe stammt, wo sie z.B. in roten und weißen Blutkörperchen vor-

kommt oder ob sie nachträglich in Form des PAP-Komplexes zugegeben wurde. Daher 

ist eine Eliminierung der im Schnitt physiologisch vorhandenen endogenen Peroxidase 

vor der Immunfärbung erforderlich. Dieses erfolgt durch Inkubation des Gewebsschnit-

tes mit 3% H2O2  (Storjohann, 1998). 
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Zur weiteren Vermeidung von unspezifischen Anfärbungen werden die Schnitte mit 

einem Normal – oder Blockierungsserum inkubiert.  Hierbei handelt es sich um das 

Serum einer Tierspezies, die nicht mit den nachzuweisenden Antigenen immunisiert 

wurde (hier wurde Eselserum verwendet). Mit dem Normalserum sollen elektrostatisch 

geladene Proteine im untersuchten Gewebe abgesättigt werden, so dass der folgende 

Primärantikörper nur noch spezifische Bindungen eingehen kann. Eine Verdünnung 

dieses Serums ist wiederum erforderlich, damit es nicht zu einer unspezifischen Bin-

dung seiner Immunglobuline an das eingesetzte Detektionssystem kommt (Noll und 

Schaub-Kuhnen, 2000). 

Der Primär Antikörper zum Nachweis der 11βHSD Typ 1, Bezug durch die Firma Bin-

ding Site GB, Nr. PC544, ist ein polyklonaler Antikörper, der durch Immunisierung 

von Schafen mit einem Peptid aus 15 Aminosäuren gewonnen wurde. Kreuzreaktivität 

zu anderen Spezies wurde nach Angaben des Herstellers nicht getestet. Das Antiserum 

ist paraffingängig und soll nach Herstellerempfehlung auf humanem Gewebe in einer 

1:100 Verdünnung eingesetzt werden. 

 

Nach Trocknung und Entparaffinierung der Schnitte über Xylol und eine absteigende 

Alkoholreihe (100%-90%-80%-70%) und Aqua destillata wurden die Schnitte auf dem 

Objektträger mit einem Spezialstift (Fa. Dako, Hamburg) umkreist und weiterbehan-

delt.  

Bei der Entparaffinierung wurden das Xylol sowie die Alkohole nach spätestens 100 

behandelten Objektträgern ausgetauscht, um eine unspezifische Hintergrundfärbung zu 

minimieren. 
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Als Pufferlösung diente 0.05 M TRIS, ph 7,4 (Trishydroxymethyl-aminomethan) in 

0,9%NaCl gelöst. Dieser Puffer wird im Folgenden TBS (Tris buffered saline) genannt. 

Bei jedem Tier wurde zunächst in einem Vorversuch eine Verdünnungsreihe des Pri-

märantikörpers hergestellt, um eine optimale spezifische Antigenanfärbung zu errei-

chen. Optimale Verdünnungen müssen in jedem Labor unter den eigenen Gegebenhei-

ten ermittelt werden (Storjohann, 1998). Als Verdünnungsmedium wurde TBS verwen-

det. Ausgehend von den Herstellerangaben erfolgte die Ermittlung des optimalen Anti-

körpertiters über  eine Verdünnungsreihe in 6 Schritten von 1:500 bis 1:6000.  Die 

Verdünnung des Primärantikörpers mit dem optimalen Färbergebnis wurde anschlie-

ßend im Hauptversuch bei den Serienschnitten angewandt. 

 

II.7  Auswertungsmethode 

Die Befunderhebung fand mit Hilfe eines Lichmikroskopes Leitz- Orthoplan Wetzlar 

statt. Die Intensität der immunhistochemischen Reaktion in den Schnitten wurde semi-

quantitativ nach folgenden Kriterien bewertet, + = schwache Reaktion, ++ = mäßig 

starke Reaktion, +++ = starke Reaktion. Weiterhin wurde unterschieden zwischen foka-

ler und homogener Ausprägung der Immunreaktion. Die photografische Befunddoku-

mentation erfolgte mit einer Leitz Orthomat Kamera (Kodak Ektachrome 200 ASA 

Film). 
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III.  Ergebnisse 

III.1  Wistarratte 

Die lichtmikroskopische Untersuchung zeigt bei allen vier Versuchstieren ein intaktes 

Keimepithel in den quergeschnittenen Tubuli seminiferi. Die Leydig-Zellen befinden 

sich in Gruppen in den peritubulären sowie perivaskulären Feldern sowie in den in-

terstitiellen Dreiecken. Die Abbildungen 1-3 zeigen repräsentativ fotografierte Felder 

der Immunreaktion.  

Die Immunreaktion  findet im Zytoplasma der Leydig-Zellen statt, die Kerne der Ley-

dig-Zellen sind dabei ausgespart. Die Intensität der Immunreaktion war in der Regel  

homogen mäßig bis stark ausgeprägt. Die mitabgebildeten interstitiellen Blutgefäße mit 

den im Lumen befindlichen Erythrozyten sowie ringförmig darum gelegenen stark an-

gefärbten Leydig Zellen zeigen keine Immunreaktion (Abb.1). In den Negativkontroll-

schnitten zeigt sich keine Anfärbung (Abb.4). 

 

III.2  Zwergkaninchen (Oryctolagus cuniculus) 

In der lichtmikroskopischen Durchsicht aller Schnitte zeigt sich eine homogene mäßig 

starke bis starke Immunreaktion in den interstitiellen Feldern in allen vier untersuchten 

Hoden (Abb.5,6,7 und 9). Das Zytoplasma der Leydig-Zellen weist in allen untersuch-

ten Schnitten eine gleichmäßige Anfärbung auf. Auffällig ist, dass die Leydig-Zellen in 

den interstitiellen Feldern hier eine flächigere Anordnung aufweisen und das Volumen-

verhältnis Interstitium zu Hodenkanälchen größer ist als bei der Ratte. Am auffälligsten 
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ist dies bei dem jüngsten (3,5 Monate) der untersuchten Tiere. Die interstitiellen Felder 

werden hier fast vollständig von immunpositiven Leydig-Zellen eingenommen (Abb.5 

und 7). Die Negativkontrollen zeigen keine Enzymreaktion (Abb.8). 

 

III.3  Hauskatze (Felis silvestris catus) 

In den mit dem Primärantikörper inkubierten Schnitten der Katerhoden ist die Immun-

reaktion homogen mäßig stark bis stark im Zytoplama der entlang der Basalmembran 

gelegenen Sertoli- Zellen ausgeprägt (Abb.12 und 13). Die interstitiellen Felder mit den 

Leydig-Zellen zeigen keine Reaktion. Die Kerne der Leydig-Zellen sind blau gefärbt 

(Abb.11). In den Negativkontrollen ist eine Immunreaktion nicht feststellbar (Abb.14). 

 

III.4  Meerschweinchen (Cavia porcellus) 

Bei allen untersuchten Schnitten der Meerschweinchen findet sich ein intakter Verband 

des Keimepithels (Abb.15). In den interstitiellen Feldern zeigt sich bei allen Tieren eine 

mäßig starke zytoplasmatische Immunreaktion in den Leydig-Zellen (Abb.16 und 17). 

Diese läßt sich homogen in allen beurteilten repräsentativen Feldern nachweisen. Eine 

Anfärbung des Keimepithels findet nicht statt. In den Negativkontrollen ist keine 

Farbreaktion nachweisbar (Abb.18). 
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III.5  Goldhamster (Mesocricetus auratus) 

In allen mit dem Primärantikörper inkubierten Schnitten  des Goldhamsters zeigt sich 

eine spezifische, homogene mäßig starke bis starke, zytoplasmatische Immunreaktion 

in den Leydig-Zellen. Das Keimepithel weist einen intakten Zellverband auf. Die Ley-

dig-Zellen mit rundem Zellkern befinden sich überwiegend einlagig in den interstitiel-

len Dreiecken oder um ein zentrales Blutgefäß gruppiert (Abb.19-21). In den Negativ-

kontrollen ist keine Farbreaktion erkennbar (Abb.22). 

 

III.6  Mausstämme 

III.6.1  NMRI Maus 

In der lichtmikroskopischen Auswertung ist die Immunreaktion bei allen mit dem Pri-

märantikörper inkubierten Schnitten der NMRI Mäuse in den Leydig-Zellen homogen 

schwach bis mäßig stark ausgeprägt. In den Negativkontrollen wurde keine Anfärbung 

des Gewebes festgestellt . 

 

III.6.2  C57/Black 6 Maus 

Die immunhistochemische Reaktion für 11βHSD Typ I ist in allen beurteilten Schnitten 

der C57/Black6 Maus in den Leydig-Zellen homogen schwach bis mäßig stark ausge-

prägt (Abb.23 und 24).  In den Negativkontrollen (Abb.25)  ist keine Farbreaktion 

nachweisbar.  
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III.6.3  BALB/ C Maus 

Bei der BALB/C Maus zeigt sich in der lichtmikroskopischen Übersicht bei drei von 

vier Versuchstieren eine inhomogene, fokale und schwache Enzymreaktion in den Ley-

dig-Zellen. Nicht alle in den interstitiellen Dreiecken gelegenen Leydig-Zellen sind 

gleichmäßig angefärbt. Das Chromogen im Zytoplasma der stärker reagierenden Ley-

dig-Zellen ist feingranulär verteilt. Im Keimepithel tritt keine Reaktion auf, die Nega-

tivkontrollen sind ohne Farbprodukte der Immunreaktion. 

 

III.6.4   FVB Maus 

Die immunhistochemische Reaktion für 11βHSD Typ I ist bei den vier Versuchstieren 

in allen repräsentativen Feldern der Hodenschnitte im Zytoplasma der Leydig-Zellen 

homogen schwach aber deutlich ausgeprägt. Die Negativkontrollen weisen keine Im-

munreaktion auf. 
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III.7  Ergebnisse Übersicht 

Spezies Intensität Verteilungsmuster Besonderheiten 

Wistarratte +++ homogen 

Leydig-Zellen zwischen drei 

Tubuli seminiferi einlagig um 

zentrales Blutgefäß 

NMRI-Maus +/++ homogen 
 

 

C57/Black 6 Maus +/++ homogen 
 

 

FVB Maus +/++ homogen 
 

 

BALB C Maus + heterogen 
nur fokale schwache Reaktion 

einzelner Leydig-Zellen 

Goldhamster  ++/+++ homogen 
 

 

Meerschwein ++ homogen 
Leydig-Zellen mehrlagig in 

interstitiellen Dreiecken 

Zwergkaninchen ++ homogen 

Mehrlagige Anordnung der 

Leydig-Zellen in breiterem 

Interstitium im Verhältnis zu 

Hodenkanälchen 

Hauskatze - keine 

Homogene starke Anfärbung 

im Zytoplasma der Sertoli-

Zellen. Keine Reaktion in den 

Leydig-Zellen. 

 

Tabelle 1: Immunhistochemische Reaktion von 11β HSD Typ 1 in den Leydig-
Zellen des adulten Tiers (+ = schwache , ++ = mäßig starke,         
+++ = starke Immunreaktion)  
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III.8  Abbildungen 

 

 

 Abbildung 2: Wistarratte, 6 Monate alt, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD Typ I (braun), 
Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x160. Mittelstarke bis starke zytoplas-
matische Immunreaktion in den zwischen den quergeschnittenen Tubuli seminiferi gelege-
nen Leydig-Zellen. 

Abbildung 1: Wistarratte, 6 Monate alt, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD Typ I (braun), 
Kernfärbung mit Hämalaun (blau).Vergrößerung: x100. Homogene mittelstarke bis starke 
zytoplasmatische Enzymreaktion in den im peritubulären Interstitium gelegenen Leydig-
Zellen. 
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Abbildung 3: Wistarratte, 6 Monate alt, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD Typ I (braun), 
Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x250. Mittelstarke bis starke homogene 
zytoplasmatische Immunreaktion  in den  interstitiell gelegenen Leydig-Zellen. Keine An-
färbung des zentral gelegenen Blutgefäßes. 

Abbildung 4  Wistarratte, 6 Monate alt, Negativkontrolle, Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergröße-
rung: x160. Keine Anfärbung. 
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Abbildung 5: Zwergkaninchen, 3,5 Monate alt (Kastration) 1140g, immunhistochemische Reaktion mit 
11βHSD Typ I (braun), Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x160. Homoge-
ne mittelstarke zytoplasmatische Immunreaktion in den interstitiellen Leydig-Zellen. Auf-
fallend ist, dass das interstitielle Feld fast vollständig von immunpositiven Leydig-Zellen 
eingenommen wird.  

Abbildung 6:  Zwergkaninchen, 9 Monate alt (Kastration) 1620g, immunhistochemische Reaktion mit  
11βHSD Typ I (braun), Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x250. Homoge-
ne mittelstarke zytoplasmatische Immunreaktion in den interstitiellen Leydig-Zellen. 
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Abbildung 8: Zwergkaninchen, 3,5 Monate alt (Kastration) 1140g, Negativkontrolle, Kernfärbung mit 
Hämalaun (blau). Vergrößerung: x160. Keine Immunreaktion. 

Abbildung 7: Zwergkaninchen, 3,5 Monate alt (Kastration) 1140g, immunhistochemische Reaktion mit 
11βHSD Typ I (braun), Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x250. Mittel-
starke homogene zytoplasmatische Immunreaktion in den interstitiellen Leydig-Zellen. 
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Abbildung 9: Zwergkaninchen, 9 Monate alt (Kastration) 1620g, immunhistochemische Reaktion mit  
11βHSD Typ I (braun), Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x100. In der 
Übersicht homogene mittelstarke Enzymreaktion in den um die Tubuli seminiferi gelege-
nen interstitiellen Leydig-Zellen. 

Abbildung 10: Zwergkaninchen, 3,5 Monate (Kastration), Hämatoxylin-Eosin Färbung. Vergrößerung: 
x160. 
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Abbildung 11: Hauskatze, 6 Monate alt (Kastration) 3600g, Hämatoxylin-Eosin Färbung. Vergrößerung: 
x100. Die Kerne der testikulären Zellen sind blau gefärbt. 

Abbildung 12: Hauskatze, 6 Monate alt (Kastration) 3600g, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD 
Typ I (braun), Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x100. Homogene mäßig 
starke bis starke Immunreaktion im Zytoplasma der Sertoli-Zellen. Keine Anfärbung in 
den Leydig-Zellen im Bereich der interstitiellen Felder. 
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Abbildung 13: Hauskatze, 6 Monate alt (Kastration) 3600g, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD 
Typ I (braun), Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x160. Mäßig starke bis 
starke Immunreaktion im Zytoplasma der Sertoli-Zellen, keine Reaktion in den Leydig-
Zellen im interstitiellen Feld. 

Abbildung 14: Hauskatze, 6 Monate alt  (Kastration) 3600g, Negativkontrolle. Kernfärbung mit Häma-
laun. Vergrößerung: x160. Eine Immunreaktion ist nicht feststellbar. 
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Abbildung 15: Meerschweinchen, 4 Monate alt (Kastration) 690g, Hämatoxylin-Eosin Färbung. Vergrö-
ßerung: x 160. Spermatogonien, Spermatozyten (primär und sekundär), Spermatiden, 
Sertoli-Zellen, peritubuläre Zellen sowie Leydig-Zellen sind deutlich sichtbar. 

Abbildung 16: Meerschweinchen, 4 Monate alt (Kastration) 690g, immunhistochemische Reaktion mit 
11βHSD Typ I (braun), Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x100. Homo-
gene, mäßig starke Immunreaktion in allen interstitiellen Feldern. 
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Abbildung 17: Meerschweinchen, 4 Monate  Kastration) 690g, immunhistochemische Reaktion mit 
11βHSD Typ I (braun), Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x160. Homoge-
ne, mäßig starke zytoplasmatische Enzymreaktion in den Leydig Zellen. 

Abbildung 18: Meerschweinchen, 4 Monate alt (Kastration) 690g, Negativkontrolle, Kernfärbung mit 
Hämalaun (blau). Vergrößerung: x160. Keine Reaktion. 
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Abbildung 20: Goldhamster, 3 Monate alt, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD Typ I (braun), 
Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x250. Mäßig starke bis starke zytoplas-
matische Immunreaktion in den trigonal zwischen den quergeschittenen Tubuli seminiferi 
gelegenen Leydig-Zellen.  

Abbildung 19: Goldhamster, 3 Monate alt, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD Typ I (braun), 
Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x160. Mäßig starke Enzymreaktion in 
den zwischen den quergeschnittenen Tubuli seminiferi trigonal gelegenen Leydig-Zellen. 
Angeschnittene Blutgefäße ohne Reaktion. 
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Abbildung 22: Goldhamster, 3 Monate alt, Negativkontrolle. Kernfärbung mit Hämalaun (blau) Vergrö-
ßerung: x160. Keine  Anfärbung. 

Abbildung 21: Goldhamster, 3 Monate alt, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD Typ I (braun), 
Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x160. Mäßig starke bis starke Immunre-
aktion in den Leydig-Zellen.  
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Abbildung 24: C57/Black 6 Maus, 3 Monate, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD Typ I (braun), 
Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x250. Schwache bis mäßig starke zyto-
plasmatische Immunreaktion in den Leydig-Zellen. Relativ  starke unspezifische Hinter-
grundfärbung. 

Abbildung 23: C57/Black 6 Maus, 3 Monate, immunhistochemische Reaktion mit 11βHSD Typ I (braun), 
Kernfärbung mit Hämalaun (blau). Vergrößerung: x100. Schwache bis mäßig starke  ho-
mogene Enzymreaktion in den interstitiellen Feldern. In einzelnen Tubuli seminiferi  un-
spezifische Reaktion des inneren Keimepithels. 
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Abbildung 25: C57/Black 6 Maus, 3 Monate, Negativkontrolle. Kernfärbung mit Hämalaun. Vergrößerung: 
x160. Keine Farbreaktion. 
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IV.  Diskussion 

IV.1  11 β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase: Biochemie, Vorkommen,  

Funktion 

Die Bioverfügbarkeit von Glucocortikoiden wird hauptsächlich durch zwei mikrosoma-

le Enzyme beeinflußt, die in Steroiden eine Hydroxygruppe an 11- Position zu einer 

Ketogruppe dehydrieren (Stewart und Krozowski, 1999). Bisher bekannt sind zwei 

Isoformen der 11βHSD. 11βHSD Typ 1 ist eine Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-

Phosphat (NADP+) (oxidierte Form) / Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

reduzierte (NADPH) abhängige Oxidoreduktase, 11βHSD Typ 2 eine unidirektionale 

Oxidase. Bei Nagetieren katalysiert die 11βHSD Typ 1 den Umbau zwischen 11- 

Dehydrocorticosteron zu Corticosteron. Die 11βHSD Typ 1 ist ein Enzym mit niedriger 

Affinität und hoher Kapazität mit einer Michaelis-Menten- Konstante (Km) von 2µM 

(Lakshmi und Monder, 1988). Die Katalyserichtung ist unter anderem abhängig vom 

Zelltyp und dem intrazellulären Milieu (Monder, 1991; Ge und Hardy, 2000). Sie wird 

bestimmt  durch das Redoxpotential, das wiederum durch das Verhältnis von NADP+ 

zu NADPH Koenzym festgelegt ist. Dieses Verhältnis wird durch die Aktivität der 

Hexose-6-Phosphat-Dehydrogenase (H6PDH) reguliert. Sie bildet innerhalb des 

endoplasmatischen Retikulums NADPH aus oxidiertem NADP (NADP+) und steigert 

so das intrazelluläre Level des Kofaktors (Gomez-Sanchez et al., 2007). Dies 

begünstigt die in verschiedenen Geweben nachgewiesene Reduktaseaktivität der 

11βHSD Typ 1 (Atanasow et al., 2004). In Glucocortikoid Zielgeweben wie der Leber 

verhält sich die 11βHSD Typ 1 vornehmlich als Reduktase, die lokal aktive 

Glucocortikoide aus inaktiven 11-Dehydrosteroiden regeneriert (Holmes et al., 2001). 



 

33 

Bei Mäusen mit einer Null-Mutation für H6PDH fungiert die 11βHSD Typ 1 in der 

Leber als Oxidase (Lavery et al., 2008). 7 α-Hydroxytestosteron, ein Reaktionsprodukt, 

dass durch Cytochrom P450 2A1 Enzym aus Testosteron gebildet wird, beeinflußt in 

intakten adulten Leydig-Zellen von Ratten die Katalyserichtung der 11βHSD Typ 1 

durch direkte Inhibition der Oxidaseaktivität und indirekte Stimulation der Reduktase 

durch Steigerung des intrazellulären NADPH Level (Hu et al., 2010). Obwohl die von 

der 11ßHSD Typ 1 katalysierte Enzymreaktion in vitro bidirektional ist, läßt die 

aktuelle Studienlage den Schluß zu, dass das Enzym in vivo hauptsächlich als 

Reduktase funktioniert und die intrazellulären Glucocorticoidlevel im Sinne eines 

Feintunings konstant hält. (Maser et al., 2002). Das Enzym wurde zunächst im 

Lebergewebe nachgewiesen, später immunhistochemisch licht- und 

elektronenmikroskopisch auch in zahlreichen anderen Geweben wie Gehirn, Herz, 

Lunge, Magenfundus, Pankreas, Niere, Nebenniere und  Hoden. Westernblot Analysen 

bei den immunhistochemisch 11βHSD Typ 1 positiven Geweben zeigten ein 34 kDa 

Proteinband mit positiver Korrelation der Bandintensität zur Ausprägung der Intensität 

der Immunreaktion. Größere Mengen dieser 34 kDa Fraktion wurden auch im 

Rattenhoden nachgewiesen und bestätigten die Anwesenheit der 11βHSD Typ 1 

(Brereton et al., 2001) . 

 

Inzwischen wurde beobachtet, dass in den Leydig-Zellen von Ratten beide bekannten 

Isoformen der 11βHSD koexprimiert werden. Mittels Real Time PCR konnte 

nachgewiesen werden, dass die in den Leydig-Zellen von Ratten gefundenen Level von 

11βHSD Typ 1 und 11βHSD Typ 2 sechsfach gegenüber dem im Gesamthoden 

gefundenen Level erhöht waren.  Das Expressionsniveau der 11βHSD Typ 2 war 
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jedoch, verglichen mit dem der 11βHSD Typ 1, etwa 1000fach niedriger. Die selektive 

Hemmung beider Enzyme verminderte signifikant die Testosteronproduktion. Beide 

Enzyme scheinen in Kombination eine wichtige physiologische parakrine Rolle im 

Corticosteronmetabolismus im Bereich der physiologischen und stressgesteigerten 

Glucocortikoidkonzentrationen zu haben (Ge et al., 2005).  

Erhöhte Glucocortikoidspiegel sind bei allen bisher untersuchten Spezies mit einer 

verminderten Testosteronbiosynthese der Leydig-Zellen assoziiert. 

Glucocortikoidrezeptoren (GR) sind im Hoden primär in den Leydig-Zellen lokalisiert 

(Stalker et al., 1989). Dass die Hemmung der Steroidsynthese direkt durch die GR 

beeinflußt wird, konnte durch Einsatz eines Glucocortikoidrezeptorantagonisten, 

RU486, nachgewiesen werden. Dieser hob den oben erwähnten Effekt in isolierten 

Leydig-Zellen auf. Das Ausmaß, in dem Glucocortikoide die Leydig-Zellfunktion 

inhibieren, wird durch die Anzahl der GR innerhalb der Zelle, die intrazelluläre 

Glucocortidoidkonzentration sowie die Aktivität der 11βHSD Enzyme bestimmt. Die 

11-dehydro Metaboliten binden nicht an den GR (Hardy und Ganjam, 1997). 

 

Der negative Effekt von psychosozialem Stress auf die Serumcorticosteronspiegel und 

die Testosteronsynthese, sowie die 11βHSD Aktivität konnte in mehreren Studien 

nachgewiesen werden (Monder et al., 1994; Bernton et al., 1995; Blanchard et al., 

1995; Hardy et al., 2002). Die stressinduzierte Erhöhung der Glucokortikoidlevel führt 

zu einer raschen Verminderung der Testosteronproduktion durch die Leydig-Zellen in 

den Hoden. Hu et al. (2008) berichten über eine Kopplung  zwischen 11βHSD Typ 1 

und 17βHSD Typ 3 zur schnellen Anpassung der intrazellulären Glucocortikoidspiegel 
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zur Aufrechterhaltung der Testosteronbiosynthese. Physiologische Konzentrationen 

von Androstendion dienen der 17βHSD Typ 3 unter Verwendung von NADPH als 

Substrat zur Testosteronsynthese. Hierbei wird gleichzeitig NADP+ generiert, welches 

die 11βHSD Typ 1 in Richtung Oxidase steuert. Gleichzeitig erzeugt die 11βHSD Typ 

1 wieder NADPH, welches die 17βHSD Typ 3 zur Testosteronsynthese stimuliert.  

 

IV.2  11 β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 im Säugetierhoden 

Die 11βHSD Typ 1 wurde immunhistochemisch bisher mit wenigen Ausnahmen vor-

nehmlich im Rattenhoden nachgewiesen. Hier nimmt sie in den Leydig-Zellen eine 

Sonderstellung unter den verschiedenen Hydroxysteroid-Dehydrogenasen ein, da sie 

histochemisch ab dem 31. PND zunächst nur in einigen, später homogen in allen adul-

ten Leydig-Zellen nachweisbar ist und in den fetalen Leydig-Zellen überhaupt keine 

Reaktion zeigt (Schäfers et al., 2001). Ihr Auftreten korreliert mit dem postnatalen An-

stieg der Zahl der Leydig-Zellen, der Gesamtoberfläche der intrazellulären Membranen 

sowie dem Gehalt und der Sekretion von Testosteron in den Leydig-Zellen neben dem 

ersten Auftreten von elongierten Spermatiden in den Hodenkanälchen (Phillips et al., 

1989; Neumann et al., 1993). Die 11βHSD Typ 1 wird daher als Markerenzym für die 

funktionelle Reife der adulten Leydig-Zellen bei Ratten angesehen (Haider, 2004). 

Im Hoden von  Mäusen wurden bereits 1966 niedrige Aktivitätslevel des Enzyms 

nachgewiesen, wogegen bei der Ratte  die Leydig-Zellen  die höchsten 11βHSD Level 

aller untersuchten Gewebe aufwiesen (Koerner, 1966; Hardy und Ganjam, 1997). 

Zuletzt wurde nachgewiesen, dass 11βHSD Typ1 und 11βHSD Typ 2 mRNA und 

Protein im Eberhoden exprimiert werden. In Homogenaten von Hoden, Caput 
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epididymidis und bulbourethralen Drüsen konnte hier eine hohe 11β-Dehydrogenase 

Aktivität nachgewiesen werden. Weiterhin wurde 11βHSD Typ 1 und Typ 2 Protein in 

Paraffin- Schnitten dieser Strukturen  immunhistochemisch im interstitiellen Gewebe 

mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die Autoren fanden jedoch deutliche 

Unterschiede in der Kinetik der Cortisoloxidation im Schweinehoden, verglichen mit 

geklonten 11βHSD Enzymen bei Ratten und Menschen und schlußfolgerten, dass die 

11βHSD Enzyme beim Schwein entweder speziesspezifische kinetische Eigenschaften 

besitzen oder dass die Enzymaffinitäten im  Reproduktionstrakt der Eber lokal 

beeinflusst werden (Sharp et al., 2007). 

 

 

 

 

Abbildung 26: Organisation und Häufigkeit der Leydig-Zellen bei verschiedenen Tierarten im Verhältnis zu Blutgefä-
ßen, Lymphgefäßen und Hodenkanälchen. Entnommen aus Russell (1996). 
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Russell (1996) veröffentlichte eine umfassende Übersichtsarbeit über strukturelle und 

ultrastrukturelle Aspekte der Leydig-Zellen bei verschiedenen Säugetierarten. Die Stu-

dien brachten unterschiedliche Organisationsmuster der interstitiellen Strukturen sowie 

variierende Häufigkeiten der Leydig-Zellen bei den verschiedenen Arten hervor 

(Abb.26). 

 

Im rasterelektronenmikroskopischen Längsschnitt erscheinen die interstitiellen Leydig- 

Zellen bei der Ratte in Form von kontinuierlichen Strängen organisiert bzw. als Zell-

mantel, der alle Hodenkanälchen umschließt und primär dem Verlauf der Blutgefäße 

folgt. Hier ist das hauptsächlich aus Leydig-Zellen bestehende interstitielle Gewebe am 

dicksten, wo sich drei Hodenkanälchen treffen und verdünnt sich dort, wo nur zwei 

Kanälchen zusammenliegen (Clark, 1976). Die adulten Leydigzellen von Ratten, Mäu-

sen und Hamstern sind ähnlich organisiert, ein großer Teil der Fläche wird von peri-

tubulären lymphatischen Sinusoiden mit wenig Bindegewebsstroma und einem gerin-

gen Leydigzellvolumen ausgefüllt (Fawcett et al., 1973).  

In der vorliegenden Untersuchung findet sich eine starke  zytoplasmatische Immunre-

aktion für 11βHSD Typ 1 in den in o.g. Mustern, meist um ein zentral gelegenes  Blut-

gefäß angeordneten Leydig-Zellen von adulten Wistarratten. Beim adulten  Goldhams-

ter ist die 11βHSD Typ 1 Immunreaktion in den repräsentativen interstitiellen Feldern 

ebenfalls ausgeprägt. Hier sind die Leydig-Zellen einschichtig um ein zentrales Blutge-

fäß in den zwischen drei Hodenkanälchen liegenden trigonalen Feldern organisiert. 

Auch bei den vier verschiedenen adulten Mausstämmen findet sich ein ähnliches topo-
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graphisches Muster der Leydig-Zellen mit mäßig starker Immunreaktion für 11βHSD 

Typ 1 im Zytoplasma.  

Bei den adulten Meerschweinchen liegen die 11βHSD Typ 1 positiven Leydig-Zellen 

mehrschichtig, im Sinne von Zellclustern, zentral in den intertubulären Räumen  und 

sind  umgeben von lymphatischen Sinusoiden. Bei den adulten Zwergkaninchen liegen 

die Leydigzellen ebenfalls mehrlagig in den inter- und peritubulären Räumen. Hier 

erscheint das Größenverhältnis, Hodenkanälchen zu interstitiellem Raum, zu Gunsten 

des Interstitiums verschoben.  

 

IV.3  Phylogenetische Überlegungen 

Über das gesamte 19. Jahrhundert bis in die 50er Jahre des 20. Jahrhunderts blieb die 

Leydig-Zelle als Hauptquelle des männlichen Geschlechtshormons höchst umstritten 

und die Tubuli seminiferi mit ihren Sertoli-Zellen wurden als Hauptort der Produktion 

von testikulärem Hormon ausgemacht (Christensen, 2007). 1935 konnte erstmalig 

männliches Hormon aus Stierhodenextrakt isoliert werden und wurde folglich Testoste-

ron genannt (David et al.,1935). Ab 1960 waren auch neue Methoden zur quantitativen 

chemischen Analyse von Steroiden verfügbar, hierzu gehören die verschiedenen Chro-

matographie- Verfahren (Papier, Dünnschicht, Gas) sowie der Gebrauch von mit Ra-

dioisotopen markierten Steroiden. Mit Hilfe dieser Methodik war es nun möglich nach-

zuweisen, welche Steroidhormone im menschlichen Hoden, Plasma und Urin vorkamen 

(Christensen, 2007). Seit den späten 50er Jahren des vergangenen Jahrhunderts wurde 

auch die Ultrastruktur von Sertoli-, Leydig-, und Keimzellen unter Verwendung des 

neu entwickelten Elektronenmikroskopes zu einem großen Forschungsgebiet. Die Ley-
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dig-Zellen von zwei verschiedenen Knochenfischen (Lebistes,Oligocottus) sowie eines 

Frosches (Rana) waren die ersten, die auf ultrastruktureller Ebene analysiert wurden 

(Callard, 1996). 

Der erste direkte Beweis, dass männliches Sexualhormon primär in den Leydig-Zellen 

produziert wird, wurde von Wattenberg erst 1958 publiziert. Er verwendete eine histo-

chemische Methode an Gefrierschnitten von Kaninchenhoden und konnte damit das 

Enzym 3βHSD, ein Schlüsselenzym in der Testosteronbiosynthese, in den Leydig-

Zellen nachweisen (Wattenberg, 1958). Der erste biochemische Beweis, dass das in-

terstitielle Hodengewebe die primäre Androgenquelle ist, wurde von Christensen und 

Mason (1965) veröffentlicht. Sie trennten manuell die Tubuli seminiferi und das in-

terstitielle Gewebe aus einem Stück Rattenhoden mit Hilfe einer Juwelierpinzette und 

inkubierten die beiden Komponenten separat mit radioaktiv markiertem Progesteron. 

Das Ergebnis zeigte, dass die Hauptenzymaktivität für die Umwandlung von Progeste-

ron zu Testosteron im interstitiellen Gewebe zu finden war. Seither wurde in zahlrei-

chen Studien bei anderen Wirbeltieren, einschließlich Nichtversuchstieren nachgewie-

sen, dass die Leydig-Zellen die Hauptquelle von Androgen in den Hoden der meisten 

Vertebraten sind (Pudney, 1996). 

Die Erkenntnis, dass die Leydig-Zellen durchweg bei den Vertebraten die überwiegen-

de Quelle von testikulärem Androgen sind, schließt nicht die Möglichkeit aus, dass 

auch die Sertoli-Zellen Hormon bilden, entweder zusätzlich zu den Leydig-Zellen oder 

an ihrer Stelle. Phylogenetisch treten ausgereifte Leydig-Zellen mit zahlreichen stero-

idbildenden Zellorganellen erstmalig auf der Ebene der Knochenfische (Teleostei) auf. 

Auch bei Fröschen und Kröten finden sich ausdifferenzierte Leydig-Zellen in den tu-

bulären Interstitien (Callard, 1996). Beim Dornhai (Squalus acanthias) (Elasmobran-
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chii) sind die Leydig-Zellen nur schlecht entwickelt, wogegen die Sertoli-Zellen wäh-

rend der Spermatogenese häufig und prominent sind. Die Sertoli-Zellen zeigen eine 

positive Reaktion für 3βHSD und elektronenmikroskopisch findet sich im Zytoplasma 

ausgeprägtes glattes endoplasmatisches Retikulum (Simpson und Wardle, 1967; 

Pudney und Callard, 1984). Generalisierend kann aufgrund der zahlreichen verglei-

chenden Studien gesagt werden, dass die Leydig-Zellen im Verlauf der Evolution die 

Sertoli-Zellen als steroidbildendes Element des Hodens ersetzt haben. Der evolutionäre 

Ursprung der Leydig-Zellen und die Tendenz zu größerer struktureller und funktionel-

ler Komplexität geht parallel mit der Evolution der Tubuli seminiferi und der gleichzei-

tigen Bildung eines zweiten testikulären Raums, dem Interstitium. Die Hoden aller Ver-

tebraten besitzen, unabhängig vom Vorhandensein oder dem Differenzierungsgrad von 

Leydig-Zellen, steroidbildende und steroidsekretorische Eigenschaften. Bei der verglei-

chenden Untersuchung der Hoden der verschiedenen Wirbeltierklassen fällt eine Viel-

falt in der jeweiligen Wichtigkeit von verschiedenen Synthesewegen, Endprodukten 

und Metaboliten auf (Callard, 1996).  Die meisten Studien wurden in der Vergangen-

heit an ganzen Hoden durchgeführt und nur in wenigen konnte der Ursprung eines be-

stimmten Steroids den Leydig-Zellen oder den Sertoli-Zellen direkt zugeschrieben 

werden (Sharp et al., 2007). Sogar bei der Ratte, bei der die Sertoli-Zellen als für die 

Steroidbildung unwesentlich betrachtet werden, blieben gewisse funktionell relevante 

Transformationen erhalten. Auch bei der Untersuchung von anderen Nagetieren, wie 

zum Beispiel dem Eichhörnchen, konnte ein substantiell größerer Anteil steroidbilden-

der Aktivität den Tubuli seminiferi zugeordnet werden (Dorrington et al., 1975, 1978; 

Pudney et al., 1985).   
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Obwohl viele Steroidprodukte des Hodens vom Fisch bis zu den Säugetieren gleich 

sind, z.B. Testosteron, 5α-Dihydrotestosteron,  Östradiol, Progesteron, gibt es  eine 

erhebliche Vielfalt in der relativen Bedeutung der bevorzugten Pfade der Biosynthese 

sowie der sezernierten Endprodukte, Metaboliten und Verbindungen.  

11-Ketotestosteron und 11β-Hydroxytestosteron sind nach zahlreichen in vivo und in 

vitro Experimenten die wesentlichen Androgene bei den Knochenfischen. In den Ho-

den von Knochenfischen findet sich charakteristischerweise hohe 11β-Hydroxylase und 

11-Oxidoreduktase Aktivität. Die 11βHSD wurde bisher aus dem Hoden des Nil Tila-

pia (Oreochromis niloticus), einem Buntbarsch, sowie des japanischen Aals (Anguilla 

japonica) geklont. Bei der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) konnte eine star-

ke Expression des Enzyms in den Leydig-Zellen lokalisiert werden. Diese Tatsache 

stützt die Annahme, dass die Anwesenheit der 11βHSD ein durch die Entwicklungsge-

schichte der Wirbeltiere bis zu den Säugetieren erhaltenes Charakteristikum in der Tes-

tosteronbiosynthese darstellt (Engel und Callard, 2007).  

In der vorliegenden Untersuchung konnte die 11βHSD Typ 1 immunhistochemisch bei 

allen untersuchten Kleinsäugetieren mit Ausnahme der Hauskatze im Zytoplasma der 

Leydig-Zellen nachgewiesen werden. Die Intensität der Immunreaktion war bei der 

Wistarratte, dem Zwergkaninchen, Goldhamster und Meerschweinchen am stärksten 

ausgeprägt. Bei den vier verschiedenen Mausstämmen konnte nur eine schwache bis 

mäßige Immunreaktion nachgewiesen werden. Dies Ergebnis stimmt mit früheren Ar-

beiten überein, die niedrige Aktivitätslevel der 11βHSD in den Leydig-Zellen von 

Mäusen nachgewiesen haben, wogegen in den Leydig-Zellen von Ratten die höchste 

11βHSD Aktivität unter allen Geweben gefunden wurde (Koerner, 1966; Monder et al., 

1994). Ob die unterschiedliche Ausprägung der Reaktion zwischen den verschiedenen 
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Kleinsäugetierspezies Unterschiede in der Glucokortikoidsekretion der Nebennieren, 

Serumkonzentrationen von bindenden Proteinen oder Unterschiede in der Anzahl der 

GR in den  Leydig-Zellen wiederspiegelt, ist unbekannt. Hier ergeben sich weitere 

Fragestellungen, die  die Bioaktivität des Enzyms bei den verschiedenen Arten 

betreffen und die mit der hier angewandten Methode nicht eindeutig beantwortet 

werden können.  

Bei der homogenen starken Immunreaktion im Zytoplasma der Sertoli-Zellen bei allen 

vier untersuchten Katzenhoden handelt es sich am wahrscheinlichsten um eine 

Kreuzreaktion des verwandten polyklonalen Primärantikörpers. Nach Angaben des 

Herstellers (Fa. Binding Site) wurde eine Kreuzreaktivität zu anderen Spezies nicht 

getestet, wird aber für möglich gehalten.  Hauskatzen erreichen die Geschlechtsreife im 

Schnitt im sechsten bis achten Lebensmonat, ab dem fünften Lebensmonat sind 

histologisch adulte Leydig-Zellen mit den typischen Charakteristika nachweisbar 

(Sanchez et al, 1993). Zusätzlich bestehen saisonale Unterschiede bzgl. der Anzahl der 

Leydig-Zellen und der Sertoli-Zellen im Katerhoden in Abhängigkeit von der 

natürlichen Photoperiode (Stornelli et al., 2009). Die hier untersuchten Katzenhoden 

stammen von zwischen sechs und 15 Monaten alten Katern und wurden im Rahmen 

von geplanten Kastrationen bei gesunden Tieren entnommen. Leydig-Zellen  waren 

lichtmikroskopisch in den intertubulären Interstitien eindeutig nachweisbar. Es 

erscheint daher unwahrscheinlich, dass es sich bei der homogenen zytoplamatischen 

Farbreaktion in den Sertoli-Zellen um eine spezifische Immunreaktion auf die 11βHSD 

Typ 1 handelt. Hier ist ein methodischer Nachteil der Anwendung des verwendeten  

polyklonalen Antikörpers mit breiterem Reaktionsspektrum, welches zu 

Kreuzreaktionen führen kann, anzunehmen.  
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VI.  Zusammenfassung 

Name des Doktoranden: Christian Heuschkel 

Titel:  Vergleichende  immunhistochemische  Untersuchungen  zur Lokalisierung 
der  11 β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase  Typ 1  im  Hodengewebe  von  
Kleinsäugern 

Ziel der vorliegenden Arbeit war, unter Verwendung einer immunhistochemischen Me-
thode das Vorkommen der 11 β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (11βHSD) Typ 1 im 
Hodengewebe verschiedener Kleinsäugetiere zu untersuchen, das Verteilungsmuster 
sowie die Ausprägung der Immunreaktion zu analysieren und so Daten über die phylo-
genetische Entwicklung des Enzyms in der Gruppe der Säugetiere zu sammeln. 

Material und Methoden: Es wurde jeweils ein Hoden pro Tier (insgesamt vier Tiere je 
Tiergruppe) von folgenden adulten Säugetieren untersucht: Wistarratten, vier verschie-
dene Mausstämme (NMRI, C57/Black 6, FVB, BALB C), Goldhamster, Zwergkanin-
chen, Meerschweinchen und Hauskatze. Die Hoden wurden nach Entnahme in 
Bouin´scher Lösung fixiert, nach Einbettung  in Paraffin wurden 5µm dicke Serien-
schnitte angefertigt. Der immunhistochemische Enzymnachweis wurde nach der Per-
oxidase-Antiperoxidase-Methode mit einem polyklonalen Antikörper durchgeführt, die 
Befunderhebung fand mit Hilfe eines Lichtmikroskopes semiquantitativ nach Ausprä-
gung und Lokalisation der Immunreaktion statt. Die Befunddokumentation erfolgte 
photografisch. 

Befunderhebung: Die 11βHSD Typ 1 konnte immunhistochemisch bei allen unter-
suchten Kleinsäugetieren mit Ausnahme der Hauskatze im Zytoplasma der Leydig-
Zellen nachgewiesen werden. Die Intensität der Immunreaktion zeigte sich bei Wistar-
ratte, Goldhamster, Meerschweinchen und Zwergkaninchen am stärksten ausgeprägt. 
Bei den vier Mausstämmen konnte nur eine schwache bis mäßig starke Immunreaktion 
nachgewiesen werden. Die Immunreaktion war in den Leydig-Zellen aller untersuchten 
Spezien mit Ausnahme des Katerhodens homogen verteilt. Im Katerhoden war diese 
Reaktion ausschließlich im Zytoplasma der Sertoli-Zellen feststellbar. 

Schlußfolgerung: Der positive immunhistochemische Nachweis der 11βHSD Typ 1 im 
Zytoplasma der Leydig-Zellen aller untersuchten Kleinsäuger stützt die These, dass die 
11βHSD Typ 1 ein durch die Entwicklungsgeschichte der Wirbeltiere erhaltenes wich-
tiges Schlüsselenzym in der Testosteronbiosynthese des Säugetierhodens darstellt. Bei 
der homogenen starken Immunreaktion im Zytoplasma der Sertoli-Zellen bei allen un-
tersuchten Katerhoden handelt es sich am wahrscheinlichsten um eine unerwünschte 
Kreuzreaktion des polyklonalen Primärantikörpers. 
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