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I. EINLEITUNG  

GnRH-Analoga finden nicht nur in der Tiermedizin Anwendung, sondern auch bei 

Menschen zur Behandlung des Prostata-Adenokarzinoms. Das Prostata-

Adenokarzinom ist der zweithäufigste vorkommende Tumor bei Männern, welcher 

in vielen Fällen mit einer erhöhten Mortalitätsrate einhergeht (Bukhari et al., 2020). 

Für die Behandlung stehen neben den Alternativen wie der chirurgischen 

Entfernung der Prostata und der Chemotherapie eine Suppression der GnRH-

Aktivität mit Hilfe von GnRH-Agonisten und Antagonisten zur Verfügung (Van 

Poppel und Abrahamsson, 2020). Die Suppression der GnRH-Aktivität spielt 

jedoch nicht nur hier eine Rolle, sondern auch noch in anderen Bereichen. Auf der 

ganzen Welt nimmt die Populationsdichte an Menschen extrem zu (Gerland et al., 

2014). 

Da dies ein großes Problem in Hinblick auf die Ressourcen der Erde darstellt, ist es 

nötig, neue Kontrazeptionsmethoden zu finden (Speidel und Grossman, 2011). 

Dazu gehört jedoch nicht nur die Kontrazeption der Frauen, sondern auch die der 

Männer. Zurzeit werden mögliche Verfahren eruiert (Griffin et al., 1996; Turner et 

al., 2003; Thirumalai et al., 2018). Darunter fällt unter anderem die Suppression der 

GnRH-Aktivität, wodurch es zu einer reduzierten oder fehlenden Ausschüttung von 

LH und FSH und somit auch zur fehlenden oder verminderten Testosteron-

Synthese in den Leydig-Zellen kommt (Yuen et al., 2020). Hierdurch wird die 

Ausbildung von funktionsfähigen Spermien gehemmt. 

In der Tiermedizin wird die Suppression der GnRH-Aktivität bereits seit einiger 

Zeit angewendet. Unter anderem an Zoo- und Wildtieren wie Elefanten, bei denen 

es überwiegend zur Reduktion von Aggressionen sowie zur Kontrolle in der 

fortpflanzungsfähigen Phase dient (De Nys et al., 2010; Somgird et al., 2016). Bei 

Löwinnen (Bertschinger et al., 2002), wie auch bei männlichen Geparden wird eine 

Suppression der GnRH-Aktivität in erster Linie zur Reduktion der 

Fortpflanzungsfähigkeit und somit als Mittel zur Verringerung der Nachkommen 

verwendet (Bertschinger et al., 2006; Bertschinger, 2010). 
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Außerdem wurde die GnRH-Vakzination beim Wild beschrieben, in welchen es 

sowohl bei männlichen als auch den weiblichen Tieren zu einer Unterdrückung der 

Sexualfunktion kam, welche je nach Impfschema bis zu zwei Jahre anhält und 

reversibel ist (Miller et al., 2000). Bei Pferden dient eine Suppression der 

GnRH-Aktivität überwiegend dazu, Trächtigkeiten wild lebender Pferde zu 

verhindern, aber auch um aggressives Verhalten oder zyklusbedingte Handling- 

oder Rittigkeitsprobleme zu reduzieren (Stout et al., 2003; Botha et al., 2008; Gray 

et al., 2010). Ebenso ist es möglich, bei Hengsten, welche das Equine-Arteritis-

Virus in sich tragen und nachweislich ausscheiden, das Ausscheiden des Virus 

durch eine GnRH-Suppression zu unterdrücken. (Fortier et al., 2002; Burger et al., 

2006). 

Aber nicht nur bei diesen werden GnRH-Analoga verwendet, auch bei Haustieren 

wie z.B. bei Hunden werden GnRH-Agonisten verabreicht, welche in Form eines 

Implantates unter die Haut appliziert werden und dort über stetige Ausschüttung für 

einige Monate zu einer Kastration führen. Dies ist jedoch reversibel, was eine 

besondere Bedeutung hat, insbesondere wenn mit dem Hund noch gezüchtet 

werden soll (Trigg et al., 2001; Driancourt und Briggs, 2020). 

Auch in der Lebensmittelproduktion können GnRH-Analoga verwendet werden 

(Bonneau und Enright, 1995; Needham et al., 2017; Gómez et al., 2019). Unter 

anderem bei Schweinen (Dunshea et al., 2001; Einarsson et al., 2009; Zamaratskaia 

und Rasmussen, 2015). Diese werden in der Regel kastriert, um den so genannten 

Ebergeruch bei männlichen Tieren zu verhindern, welcher durch den Verbraucher 

beim Verzehr von Fleisch als störend empfunden wird (Weiler et al., 2000; Dunshea 

et al., 2001). Ebenso, um die Aggressivität während der Aufzucht einzudämmen 

(Brewster und Nevel, 2013). Dies erfolgt zum großen Teil durch die chirurgische 

Kastration, welche in Deutschland bei unter 8 Tage alten Ferkeln vorgenommen 

wird. Da dies jedoch sehr schmerzhaft ist (Hay et al., 2003) und seit dem 01.01.2021 

ohne Analgesie nicht mehr zulässig ist, bedarf es Alternativen (B.M.E.L., 2020). 

Eine Alternative ist die immunologische Kastration mit dem GnRH-Analogon 

Improvac®. 
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1. Fragestellungen dieser Arbeit 

Die wichtigste Fragestellung dieser Arbeit ist, wie sich die chemische Kastration zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten auf das Hodenepithel von Ebern auswirkt. Aber auch 

der Einfluss einer immunologischen Vakzination auf die Hormone und deren 

Rezeptoren soll untersucht werden. Hierbei stehen die lichtmikroskopische und 

immunhistochemische Untersuchung der Morphologie des Keimepithels, 

insbesondere der Keimzellen und der Sertoli-Zellen sowie die Morphologie der 

Leydig-Zellen im Interstitium der Tubuli seminiferi contorti im Vordergrund. Um 

die Auswirkung der Vakzination mit Improvac® auf die Hormone und deren 

Rezeptoren zu untersuchen, wurden unter anderem immunhistochemische 

Untersuchungen mit den Antikörpern gegen den AR, Testosteron, FSH-R, sowie 

ER Ŭ und ER ɓ vorgenommen. 

Beantwortet werden sollte auch, wie sich eine Vakzination auf die Tight- und Gap-

junction-Komponenten der Blut-Hoden-Schranke auswirkt. Dies diente vor allem 

dazu, weitere Erkenntnisse im Hinblick auf eine physiologisch ablaufende 

Spermatogenese zu gewinnen. Zudem wurden die oben genannten Untersuchungen 

dazu verwendet, die Auswirkung einer Vakzination auf die Regeneration des 

Keimepithels zu untersuchen. Hierbei stand vor allem im Vordergrund, die 

Strukturen des Hodenparenchyms mit den oben genannten Methoden zu 

beschreiben. 
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II.  L ITERATURÜBERSICHT  

1. Makroskopische und mikroskopische Anatomie des 

Hodens 

1.1. Anatomie Hoden 

Der paarig angelegte Hoden des Ebers befindet sich im kaudalen 

Zwischenschenkelspalt und besitzt eine ovale Form (Nickel, 2004). Umgeben wird 

der Hoden von dem Hodensack (Skrotum), welcher sich aus der äußeren Haut, der 

Cutis scroti und der Unterhaut (Tunica dartos) zusammensetzt. Weiterführend ist 

der Hoden von den Hodenhüllen umgeben, welche sich nach dem Descensus testis 

von der Rumpfwand ableiten lassen (Salomon et al., 2008). Dem Hodenparenchym 

liegt eine dicke Bindegewebskapsel, die so genannte Tunica albuginea an, wodurch 

das Parenchym unter Druck gehalten wird (Liebich, 2010). Bindegewebssepten 

(Septula testis) ziehen von der kollagenhaltigen Tunica albuginea in das 

Hodenparenchym. Dadurch wird das Hodenparenchym in kleine Läppchen (Lobuli 

testis) unterteilt. Im Hodeninneren vereinigen sich die Septula testis zu einem 

Bindegewebskörper, dem Mediastinum testis (Salomon et al., 2008; Liebich, 2010). 

Das in Läppchen aufgeteilte Hodenparenchym setzt sich zusammen aus den 

Hodenkanälchen (Tubuli seminiferi contorti) und dem intertubulären Interstitium 

(Reddy Dyhana et al., 2016). In den Tubuli seminiferi contorti findet die 

Keimzellbildung statt. Die Tubuli seminiferi contorti werden während ihres 

Verlaufs zu geraden, gestreckten Kanälchen und bevor sie in das Hodennetz 

(Rete testis) eintreten als Tubuli seminiferi recti bezeichnet. Vom Rete testis 

ausgehend, ziehen - in der Anzahl verschieden ï Ductuli efferentes testis durch die 

Tunica albuginea in den Nebenhodenkopf (Caput epididymidis). Dort bilden sie 

den dicht geschwungenen Nebenhodenkanal (Ductus epididymidis). Im Ductus 

epididymidis findet die Reifung der Spermien statt. Dieser zieht durch den 

Nebenhodenkörper sowie den Nebenhodenschwanz bevor er in den Samenstrang 

(Ductus deferens) mündet (Salomon et al., 2008; Liebich, 2010). Im Ductus 

deferens und dem Ductus ejaculatorius findet der Transport der ausgereiften 

Spermien bis zur Ejakulation statt. 
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1.1.1. Tubuli seminiferi  contorti  

In den Tubuli seminiferi contorti findet die Keimzellbildung- und reifung statt. Die 

Reifung der Keimzellen wird Spermatogenese genannt. Sie wird in vier Phasen 

aufgeteilt: Proliferation und Differenzierung der Spermatogonien, Meiose der 

Spermatozyten, Spermiogenese und Freisetzen der Spermatozoen in das Lumen der 

Tubuli (Bergmann, 2006). In den Tubuli seminiferi contorti befinden sich 

zusätzlich zu den Keimzellen, welche sich zu Spermatozoa differenzieren, so 

genannte Nähr-/Stützzellen des Keimepithels, die Sertoli-Zellen (Griswold, 1995; 

Liebich, 2010). 

1.1.1.1. Keimzellen 

1.1.1.1.1. Proliferation und Differenzierung der Keimzellen 

Auf der Basalmembran liegen die Spermatogonien. Diese können bei den meisten 

Säugern eingeteilt werden in A-Spermatogonien Ădustlikeñ und B-Spermatogonien 

Ăcrustlikeñ (Clermont, 1972). A-Spermatogonien können weiterhin unterteilt 

werden in blasse Spermatogonien (Apale) und in dunkle Spermatogonien (Adark) 

(Allen, 1918; Swierstra, 1968). Dies ist nicht nur für Schweine und Mäuse 

beschrieben, sondern auch für Menschen und Primaten (Swierstra, 1968; Clermont, 

1972). Frankenhuis et al. (1982) unterscheidet für die Spermatogonien beim 

Schwein zusätzlich folgende Gruppen: Undifferenzierte Spermatogonien 

(As, Apr, Aal) sowie differenzierte Spermatogonien (A1, A2, A3, A4), intermediäre 

Spermatogonien (In) und B-Spermatogonien (B). 

Dies ist auch für die Maus beschrieben. Asingle (As)-Spermatogonien werden als die 

Stammzellen des Keimepithels angesehen und induzieren die Keimzellbildung (De 

Rooij und Russel, 2000). Die Asingle (As)-Spermatogonie teilt sich mitotisch, 

wodurch zwei Tochterzellen entstehen. Bei einer symmetrischen Teilung entstehen 

zwei identische Asingle (As)-Tochter-Stammzellen. Bei der asymmetrischen Teilung 

entsteht eine Tochterzelle, die als Stammzelle dient, die andere Tochterzelle geht 

weitere mitotische Teilungen ein. Durch die Mitoseteilung entsteht aus einer 

Asingle (As)-Spermatogonie ein neues Paar Apaired-Spermatogonien (Apr). Durch 

weitere mitotische Teilungen entstehen somit Ketten von Spermatogonien, die ab 

diesem Zeitpunkt über Zellbrücken miteinander verbunden sind. Diese 

Spermatogonien werden Aaligned (Aal) genannt. 
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Sie differenzieren sich und werden nach weiteren mitotischen Teilungen in 

differenzierte Spermatogonien A1, A2, A3, A4 unterteilt (De Rooij und Grootegoed, 

1998; De Rooij und Russel, 2000; Costa et al., 2013). Diese können jedoch nicht 

anhand des Aussehens unterschieden werden. Weiterhin teilen sich die 

A-Spermatogonien in intermediäre Spermatogonien und weiterhin zu 

B-Spermatogonien (Frankenhuis et al., 1982). Sowohl für Mäuse, Ratten, Bullen 

und das Schwein ist das Modell beschrieben, dass sich die A-Spermatogonien in 

intermediäre Spermatogonien und im Anschluss in B-Spermatogonien 

differenzieren (Clermont, 1972; Frankenhuis et al., 1982; Izadyar et al., 2002). 

Beim nichtmenschlichen Primaten hingegen, geht man davon aus, dass es keine 

intermediären Spermatogonien gibt, sondern dass sich die A1+2-Spermatogonien 

direkt in B1-4-Spermatogonien differenzieren (Clermont, 1969). 

A-Spermatogonien besitzen einen ovalen Zellkern mit einem blassen 

Nukleoplasma und ein oder zwei Nukleoli. Das Chromatin ist flockenartig und 

homogen im Zellkern verteilt. Intermediäre Spermatogonien besitzen einen 

abgeflachten Zellkern, der parallel zur Basalmembran ausgerichtet ist und kleiner 

ist als der von A-Spermatogonien. Der Zellkern wird stärker mit Heterochromatin 

angereichert, welches sich flockenartig innerhalb des Zellkerns oder krustenartig an 

der Zellkernmembran befindet. Ein bis zwei Nukleoli befinden sich innerhalb des 

Zellkerns. B-Spermatogonien besitzen Heterochromatin, das krustenartig auf der 

Zellkernmembran angelagert ist. Der Zellkern besitzt eine größere Form als bei den 

Vorgängerzellen und eine runde Form. Im Zellkern ist granuläres Heterochromatin 

zu finden sowie feine Stränge von Chromatin (Clermont, 1972; Suswillo und 

Watson, 1990; Kangawa et al., 2016). Die größeren B-Spermatogonien sind von 

der Basalmembran abgehoben und nur schwer von den frühen Stadien der primären 

Spermatozyten zu unterscheiden (Clermont, 1972; Suswillo und Watson, 1990). 

Durch mitotische Teilung gehen aus den B-Spermatogonien Spermatozyten 

I. Ordnung hervor. 

1.1.1.1.2. Meiose der Spermatozyten 

Die Meiose I beginnt mit der Prophase. In dieser sind leptotäne Spermatozyten mit 

feinen Chromatinfäden zu sehen. Im Anschluss daran folgen die Kondensation der 

Chromosomenfäden und die Paarung der homologen Chromosomenpaare in den 

zygotänen Spermatozyten. Im Pachytän kommt es zum Crossing-over der stark 

verkürzten und kondensierten Chromosomen mit Austausch von Genmaterial. 



II. Literaturübersicht 7 

Die Spermatozyten im Diplotän sind die größten Spermatozyten. Dort findet die so 

genannte Chiasmata-Bildung mit Verbindung der Chromosomenpaare nach dem 

Crossing-over statt. Nach Eintritt in die Diakenese und dem Auflösen der 

Zellkernmembran folgen die restlichen Phasen der Meiose I (Metaphase I, 

Anaphase I, Telophase I) (Clermont, 1972; Suswillo und Watson, 1990; Bergmann, 

2006). Die Spermatozyten I. Ordnung entwickeln sich durch die erste Reifeteilung 

(Meiose I) zu Spermatozyten II. Ordnung. Diese sind halb so groß wie ihre 

Vorläuferzellen (Wrobel et al., 1995). In einer zweiten Reifeteilung (Meiose II) 

gehen aus zwei Spermatozyten II. Ordnung vier Spermatiden mit einem haploiden 

Chromosomensatz aus der Spermatogonie mit anfänglich diploidem 

Chromosomensatz hervor (Nishimura und L' Hernault, 2017). 

1.1.1.1.3. Spermiogenese 

Die runden Spermatiden, welche aus den Spermatozyten II. Ordnung hervorgehen 

befinden sich an der luminalen Seite der Tubuli seminiferi contorti. Die 

Differenzierung und Reifung der Spermatiden in Spermatozoa kann in vier Phasen 

unterteilt werden (Clermont und Leblond, 1955; Bergmann, 2006): 

Golgi Phase: 

In der Nähe des anfangs runden oder sphärischen Zellkerns der Spermatiden liegt 

die so genannte Golgi Zone des Golgi-Apparates. Dort verschmelzen mehrere 

kleine Vesikel zu einem größeren pro-akrosomalen Granulum. (Clermont, 1972; 

Bergmann, 2006). 

Kappenphase: 

Im weiteren Verlauf entwickelt sich das pro-akrosomale Granulum zu einem 

Vesikel mit einem verdichteten Granulum. Dieses legt sich kappenartig über die 

Zellkernmembran der Spermatide (Schmidbauer, 2001). Unter der 

Akrosomenkappe, welche eine äußere und eine innere Membran besitzt, verdichtet 

sich das Chromatin des Zellkerns. Zwischen Akrosomenkappe und Zellkern 

befindet sich der subakrosomale Raum. Das Zytoplasma und die Zellorganellen der 

Spermatide werden an das andere Ende des Zellkernpols verlagert, der eine 

längsovale Form annimmt und distal, bedingt durch die Lage des proximalen 

Zentriols, eine Implantationsgrube bildet (Schmidbauer, 2001; Liebich, 2010). 
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Akrosomenphase: 

In der Akrosomenphase nimmt der kondensierte Zellkern der Spermatide eine 

längsovale Form an und wird bis zu 2/3 von dem abgeflachten Akrosom umgeben 

(Schmidbauer, 2001; Liebich, 2010). Von der Akrosomenmembran zieht eine 

Manschette bestehend aus Mikrotubuli vom distalen Zellkernpol ab (Schmidbauer, 

2001; Bergmann, 2006). 

Reifungsphase: 

Die Kondensation des Zellkerns 

nimmt weiter zu  

und es folgt eine weitere 

Reduktion des Zytoplasmas  

(Liebich, 2010). Von der 

distalen Zentriole ausgehend 

bildet sich der Geißelschwanz 

(Flagellum/ Axonema). Dieser 

wird im proximalen Anteil 

helikal von Mitochondrien 

umgeben, gemeinsam bilden  

sie das Mittelstück (Bergmann, 

2006). Die mitochondrienlose 

Verlängerung des Flagellums 

stellt das Hauptstück des 

Spermiums dar. Es besteht aus 

Außenfibrillen mit einem 

zentralen Achsenfaden und 

mündet schließlich im Endstück 

(Liebich, 2010). Die 

Spermatozoen besitzen nach 

Beendigung der Reifungsphase 

folgenden Aufbau, wie in 

Abbildung 1 gezeigt wird 

(Busch und Holzmann, 2001; 

Schmidbauer, 2001): 

  

 

Abbildung 1: Aufbau einer Spermatozoe 

(Fawcett, 1975). 
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Das paddelförmige Kopfstück enthält den stark kondensierten Zellkern (Bustos-

Obregon und Fléchon, 1975). Beim Schwein ist dieser zu etwa ¾ von der 

Akrosomenkappe bedeckt (Nicander und Bane, 1962). In der Akrosomenkappe 

befinden sich hydrolytische Enzyme, die für die erfolgreiche Befruchtung der 

Eizelle nötig sind (Busch und Holzmann, 2001).  

An das Akrosom, welches sich in ein vorderes Segment und das Äquatorialsegment, 

den distalen Anteil des Akrosoms, aufteilen lässt, schließt die post-akrosomale 

Region an (Bustos-Obregon und Fléchon, 1975; Busch und Holzmann, 2001). 

Diese besteht aus dem Zellkern und der Zellkernmembran. Dem Spermienkopf 

schließt sich das Halsstück an. Dieses setzt sich zusammen aus einem gelenkig 

segmentierten Streifenkörper, in welchem sich die Zellmembran in Falten legt 

(Nicander und Bane, 1962). Sie besteht aus Glykoproteinen (Busch und Holzmann, 

2001). Im Halsstück ist auch das proximale Zentriol zu finden.  

Ein zweites Zentriol, auch distale Zentriole genannt, entlässt das Axonema. Dieses 

besteht aus einem paar zentraler Mikrotubuli mit neun außen anliegenden 

Doppeltubuli (Fawcett, 1975; Hermo et al., 2010). Diese sind umgeben von 

Mantelfasern (Busch und Holzmann, 2001). Dem Halsstück schließt sich das 

Mittelstück an. In diesem befinden sich außen helikal angeordnete Mitochondrien, 

welche das zentral liegende Axonema umgeben. Das Mittelstück endet mit dem so 

genannten Schlussring (Annulus) (Bustos-Obregon und Fléchon, 1975; Fawcett, 

1975). Das Hauptstück, welches einen großen Anteil des Spermienschwanzes 

ausmacht, enthält zentral das Axonema und Mantelfasern, welche von Fibrillen 

umgeben sind (Fawcett, 1975; Busch und Holzmann, 2001). Das Endstück enthält 

einen zentralen Achsfaden, dessen Axonema sich am Ende des Schwanzes in 

20 Mikrotubuli aufteilt (Busch und Holzmann, 2001). 

Die restlichen Organellen und das Zytoplasma der differenzierten Spermatiden 

schnüren sich zu einem so genannten Zytoplasmatropfen ab. Nicander und Bane 

(1962) beschreiben diesen am posterioren Ende des Mittelstücks. Nach dem 

Freisetzen der Spermatozoen aus der Sertoli-Zelle (Spermiation) verbleibt der 

Zytoplasmatropfen als Residualkörper in den Sertoli-Zellen (Schmidbauer, 2001). 
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1.1.1.1.4. Keimepithelzyklus 

Die Spermatogenese beschreibt die Bildung sowie Reifung von einer 

A-Spermatogonie bis hin zum Freisetzen der Spermatozoen. Zusätzlich wird ein 

Keimepithelzyklus unterschieden. Clermont (1972) beschreibt, dass 

Keimzellgruppen in den Tubuli seminiferi contorti nach ihrer Bildung nicht 

unwillkürlich angeordnet sind, sondern ein synchrones Wachstum in festen 

Assoziationen in der Spermatogenese einnehmen. Die Keimzellen unterscheiden 

sich in ihrem Entwicklungsstadium und sind bis auf die Stammzellen untereinander 

durch Zellbrücken miteinander verbunden (Dym und Fawcett, 1971; Mruk und 

Cheng, 2004). Dies führt dazu, dass man nur an bestimmten Stellen von jedem 

Querschnitt der Tubuli seminiferi contorti festgelegte Formationen an Zellen findet. 

Innerhalb der Tubuli seminiferi contorti wiederholen sich die Serien 

unterschiedlicher Zellformationen zyklisch und in einem bestimmten Zeitabstand 

(Clermont, 1972). Die festgelegten Zellassoziationen werden als Stadien 

bezeichnet. Insgesamt wurden beim Eber acht Keimepithelstadien unterschieden 

(Swierstra, 1968; Clermont, 1972; Suswillo und Watson, 1990; França und 

Cardoso, 1998; Costa et al., 2013). Vier Zyklen dieser acht Keimepithelstadien sind 

notwendig, bis aus einer A-Spermatogonie ausgereifte Spermatozoen im 

Epithelverband gebildet werden (Oakberg, 1956). Garcia-Gil et al. (2002) unterteilt 

die acht Stadien in prä-meiotische, meiotische und post-meiotische Stadien. Die 

einzelnen Stadien können mit Hilfe zweier Methoden eingeteilt werden: 

1) ĂTubular morphology systemñ:  

Dort werden die Lokalisation und die Gestalt der Spermatidennuklei sowie 

die Meiosestadien und die Spermatiden im Keimepithelverband betrachtet 

(Swierstra, 1968). 

2) Anhand der Veränderungen des Akrosoms mit Hilfe der PAS-Färbung 

(Clermont, 1972). 

Der gesamte Spermatogenesezyklus von der A-Spermatogonie bis hin zur 

Spermiation dauert beim Eber im Durchschnitt 34 Tage (Busch und Holzmann, 

2001), bei wilden Ebern sogar 41 Tage (Almeida et al., 2006). 
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1.1.1.2. Sertoli-Zelle 

Neben den Keimzellen finden sich in den Tubuli seminiferi contorti die Sertoli-

Zellen, welche somatischen Ursprungs sind (Griswold, 1998). Die Sertoli-Zellen 

sind zwischen den Keimzellen eingebettet und liegen der Basalmembran auf. Man 

unterscheidet zwei Arten von Sertoli-Zellen: Die immaturen Sertoli-Zellen, welche 

von der Geburt bis kurz vor der Pubertät vorhanden sind und die maturen Sertoli-

Zellen, welche sich zu Beginn der Pubertät differenzieren (França et al., 2000). Die 

Zellkerne der immaturen Sertoli-Zellen besitzen eine längliche Gestalt mit ein bis 

zwei Nukleoli (Van Vorstenbosch et al., 1984). Die Zellkerne der maturen Sertoli-

Zellen haben eine birnenförmige, aber auch ovale bis elliptische Gestalt mit einem 

prominenten, dreigelappten Nukleolus (Hess und França, 2005). Die Nuklei können 

parallel oder senkrecht zur Basalmembran anliegen (Clermont, 1972). Das 

Zytoplasma der Sertoli-Zellen reicht von basal bis zum Lumen der Tubuli 

seminiferi contorti und nimmt eine pyramidenähnliche Form an (Liebich, 2010). 

Der Sertoli-Zelle werden mehrere äußerst wichtige Aufgaben zuteil (Mruk und 

Cheng, 2004; Liebich, 2010): 

1. Stützfunktion des Keimepithels 

2. Nährfunktion des Keimepithels 

3. Bildung der Blut-Hoden-Schranke 

4. Transport der differenzierten Keimzellen in Richtung Lumen 

5. Phagozytose von degenerierten Keimzellen 

6. Sekretion der Tubulusflüssigkeit 

7. Freisetzen der elongierten Spermatiden in das Tubuluslumen 

8. FSH- und Testosteronregulation (Siehe Endokrinologie der 

Spermatogenese) 

1865 beschrieb Enrico Sertoli zum ersten Mal, dass es zwischen den Keimzellen 

eine weitere Zellart mit einzigartigen Zytoplasma-Ausläufern gibt, welche die 

Keimzellentwicklung unterstützen und direkten Einfluss auf diese haben (Sertoli, 

1865). Das Zytoplasma der Sertoli-Zellen umgibt oberhalb der basal liegenden 

Spermatogonien alle Keimzellen bis zum Lumen (Dym und Fawcett, 1970). Sertoli-

Zellen sind sowohl untereinander als auch mit den Keimzellen des Keimepithels 

durch Spezialisierungen verbunden (Mruk und Cheng, 2004). Welche dies genau 

sind, wird weiter unten aufgeführt. 
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Dies und ein stark ausgebildetes Zytoskelett führen zu einer hohen Stabilität 

innerhalb des Keimepithels (Aumüller et al., 1992). Das Zytoskelett der Sertoli-

Zellen besteht aus den Aktinfilamenten, den Intermediärfilamenten und den 

Mikrotubuli (Boekelheide et al., 1989; Vogl et al., 2009). Sertoli-Zellen haben die 

Aufgabe, Spermatogonien zu translozieren, zu positionieren und zu verankern und 

Zellen miteinander zu verbinden (Vogl et al., 2009). Die Aktinfilamente befinden 

sich an der Innenseite der Plasmamembran von Sertoli-Zellen und sind als kleine 

hexagonal angeordnete Filamentbündel (Abbildung 2) sandwichartig zwischen der 

Plasmamembran und den Zisternen des endoplasmatischen Retikulums angeordnet 

(Dym und Fawcett, 1970; Parreira et al., 2002). 

Ektoplasmatische Spezialisierungen sowie tubulobulbäre Komplexe sind 

Sonderformen der Aktinfilamente. Die ektoplasmatischen Spezialisierungen 

können in basale und apikale ektoplasmatische Spezialisierungen eingeteilt werden. 

Hierbei verbinden die basalen ektoplasmatischen Spezialisierungen Sertoli-Zellen 

untereinander, während die apikalen Spezialisierungen Sertoli-Zellen und 

Spermatiden miteinander verbinden (Toyama, 1976; Vogl et al., 2009).  

 

 

Abbildung 2: Anordnung der Aktinfilamente in Sertoli -Zellen (Parreira et 

al., 2002). 
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Die Aktinfilamente der basalen ekto-

plasmatischen Spezialisierungen, 

welche beiderseits von zwei 

angrenzenden Sertoli-Zellen zu 

finden sind, werden durch sog.  

Tight-junctions miteinander 

verbunden (Abbildung 3) (Parreira et 

al., 2002; Toyama et al., 2003).  

Für die tubulobulbären Komplexe 

wird auch zwischen basalen und 

apikalen tubulobulbären Komplexen 

unterschieden. 

Die basalen tubulobulbären 

Komplexe verbinden angrenzende 

Sertoli-Zellen miteinander. Im 

Gegensatz zu den apikalen 

tubulobulbären Komplexen besitzt 

bei den basalen tubulobulbären 

Komplexen die Plasmamembran der 

 

 

Abbildung 3: Anordnung der 

Aktinfilamente an zwei 

angrenzenden Sertoli-Zellen 

(Parreira et al., 2002). 

einen Sertoli-Zelle Fortsätze mit bulbösen Auftreibungen, während die 

Plasmamembran der anderen Sertoli-Zelle invaginiert (Russell und Clermont, 

1976). 

Für die Umbauvorgänge während des Spermatogenese-Zyklus beschreiben Vogl et 

al. (2009) verschiedene Theorien, wie Spermatogonien während der Teilung und 

Differenzierung zu Spermatozyten von basal nach apikal gelangen können. 

Hierbei wird beschrieben, dass die Junction-Proteine, welche an späterer Stelle 

beschrieben werden, entweder durch Endozytose von der Plasmamembran in das 

Innere des Sertoli-Zell-Zytosols aufgenommen werden, in den tubulobulbären 

Komplex gelangen und dann in das Zytosol aufgenommen werden - oder entlang 

der Plasmamembran von apikal nach basal Ăwandernñ und hier an Zellen wie z.B. 

Spermatozyten während der Meiose verbleiben, um dann die Funktion basal der 

Zelle wieder aufzunehmen (Vogl et al., 2009). 
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Bei den apikalen tubulobulbären Komplexen stülpen sich Fortsätze der 

Plasmamembran von elongierten Spermatiden mit einer Ăbulbºsen Auftreibungñ 

am Ende der Forstätze in die invaginierte Plasmamembran von Sertoli-Zellen vor. 

Diese werden von Aktinfilamentbündeln und Zisternen des endoplasmatischen 

Retikulums auf der Zellseite des Sertoli-Zellzytoplasmas umgeben (Russell und 

Clermont, 1976; Russell, 1979). Dies dient zum einen der Verankerung der 

Spermatiden im Keimepithel, aber auch der Reduktion des 

Spermatidenzytoplasmas bei der Spermienreifung. Bei der Spermiation werden die 

Spermien in das Lumen entlassen und die tubulobulbären Komplexe sowie 

Residualkörper von der Sertoli-Zelle phagozytiert (Russell und Clermont, 1976; 

Busch und Holzmann, 2001). 

In Sertoli-Zellen gibt es drei verschiedene Intermediärfilamente: Desmin, Vimentin 

und Keratin (Aumüller et al., 1992). In der adulten Sertoli-Zelle ist Vimentin das 

dominante Intermediärfilament (Aumüller et al., 1992; Vogl et al., 2009). Es ist in 

der Nähe des Zellkerns zu finden und verbindet Zellen untereinander über 

Desmosomen und Hemidesmosomen mit der Basallamina. Zusätzlich haben die 

Intermediärfilamente Kontakt zu elongierten Spermatiden (Amlani und Vogl, 1988; 

Boekelheide et al., 1989; Vogl et al., 2009). Mikrotubuli sind apikal des Nukleus 

lokalisiert und parallel zur Zellachse ausgerichtet, wodurch sie Stabilität verleihen, 

und apikal der Verankerung und Positionierung von Spermatiden in den Krypten 

des Keimepithels dienen, sie sezernieren Tubulusflüssigkeit und dienen dem 

Transport von Zellorganellen und Molekülen (Amlani und Vogl, 1988; 

Boekelheide et al., 1989; Richburg et al., 1994; Vogl et al., 2009). 

Zusätzlich seien noch die Desmosomen erwähnt. Diese werden den 

Adhesive-junctions zugeteilt und stehen mit Intermediärfilamenten in Verbindung. 
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1.1.1.2.1. Blut -Hoden-Schranke 

Mit Beginn der Pubertät kommt es zur Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke 

(Morales et al., 2007). Diese ist eine der wichtigsten Formationen für die intakte 

Spermatogenese (Dym und Fawcett, 1970). Für die Funktion der Blut-Hoden-

Schranke ist die Anordnung spezifischer Strukturen essentiell. Dazu gehören die 

Zellverbindungen zwischen Sertoli-Zellen, Keimzellen sowie diesen Zellen 

untereinander, welche die Blut-Hoden-Schranke bilden (Abbildung 4). Man 

unterscheidet derzeit vier verschiedene Varianten dieser spezialisierten 

Verbindungen. Dazu gehören 1) die Tight-junctions oder auch Occluding-junctions 

genannt, 2) die Gap-junctions und 3) Anchoring- oder auch Adhering-junctions 

genannt sowie 4) Desmosomen. Zusätzlich seien noch die bereits oben erwähnten 

ektoplasmatischen Spezialisierungen und die tubulobulbären Komplexe genannt. 

Diese können den Adhering-junctions zugeordnet werden (Mruk und Cheng, 2004, 

2015). Die Tight- und Adhering-junctions sind an Aktinfilamente gebunden, 

desmosomenähnliche Strukturen an die Intermediärfilamente (Pokutta und Weis, 

2002). Nebenbei sei erwähnt, dass in der Studie von Domke et al. (2014) keinerlei 

Nachweise von Desmosomen oder Desmosomenähnlichen Strukturen in den Tubuli 

seminiferi contorti von Säugern gefunden werden konnten, sondern Adhering-

junctions basierend auf N-cadherin. 

Durch die Ausbildung und Formation der spezialisierten Verbindungen wird das 

Keimepithel in ein basales (Spermatogonien, präleptotäne- und leptotäne 

Spermatozyten) und ein adluminales Kompartiment unterteilt (alle anderen 

meiotischen und postmeiotischen Keimzellen (Dym und Fawcett, 1970). Aufgrund 

der Blut-Hoden-Schranke sind die differenzierteren Keimzellen sowohl von Blut 

als auch von Lymphe abgetrennt. Makromoleküle können somit nicht in das 

adluminale Kompartiment gelangen (Griswold, 1995). Dies gilt auch für die 

Antikörper aus dem Blut, welche die Oberflächenantigene der adluminalen 

Keimzellen als körperfremd anerkennen und eine Autoimmunreaktion auslösen 

würden. Die immunologische Barriere der Blut-Hoden-Schranke stellt auf diese 

Weise ein adluminales Mikromilieu her, welches wichtig für die 

Keimzellentwicklung ist (Mruk und Cheng, 2004; Mital et al., 2011). 
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Studien zeigen jedoch, dass nicht nur die Blut-Hoden-Schranke als 

immunologischer Schutz für differenzierte Keimzellen dient. Im Zytoplasma von 

Spermatogonien können Defensine gefunden werden, diese sind kationische 

Peptid-Moleküle, welche eine suppressive Wirkung auf Mikroorganismen haben 

(Jin et al., 2010). Ebenso reguliert die Blut-Hoden-Schranke die Passage von 

Wasser, Ionen, Molekülen, Nährstoffen, Hormonen, Elektrolyten und Toxinen 

(Cheng und Mruk, 2012). 

Russell (1977) beschreibt, dass Sertoli-Zellen eine aktive Beteiligung an der 

Keimzellwanderung Richtung Lumen haben. Der genaue Mechanismus der 

Spermatozytenmigration von einem Kompartiment in das andere ist bisher 

ungeklärt. Jedoch geht man davon aus, dass leptotäne Spermatozyten von basalen 

und apikalen Tight-junctions umgeben werden, bevor sie als zygotäne 

Spermatozyten durch Ab- , Um-, und Neubildung der Tight-junctions in das 

adluminale Kompartiment entlassen werden (Smith und Braun, 2012). Elongierte 

Spermatiden sind durch ihre Zytoplasmaausstülpungen am Spermatidenkopf fest 

mit der Sertoli-Zelle verbunden (tubulobulbärer Komplex). Während des Ablaufs 

der Spermatogenese ist die Apoptose von degenerierten Keimzellen ein 

physiologisches Phänomen (Kerr, 1992). Sertoli-Zellen haben hierbei die Aufgabe, 

degenerierte Keimzellen und Residualkörper nach der Spermiation mit Hilfe von 

Lysosomen zu phagozytieren. Häufig ist dies mit einer Anlagerung von 

Lipidtropfen im Zytoplasma der Sertoli- Zellen verbunden (Wang, H. et al., 2006). 
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Abbildung 4:  Zellverbindungen zwischen Sertoli-Zellen sowie zwischen 

Sertoli- und Keimzellen (Cheng und Mruk (2012). 
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1.1.1.3. Intertubuläres Gewebe und Zellarten 

1.1.1.3.1. Interstitielles Bindegewebe 

Die Tubuli seminiferi contorti werden von lockerem Bindegewebe umgeben. In 

diesem sind Blut und Lymphgefäße, Nerven, Makrophagen sowie Fibrozyten zu 

finden (Liebich, 2010; Reddy Dyhana et al., 2016). Zu den wichtigsten Zellen 

gehören die sich im Interstitium befindlichen testosteronbildenden Leydig-Zellen 

(Zirkin und Papadopoulos, 2018). 

1.1.1.3.2. Leydig-Zellen 

1850 beschreibt der Anatom und Zoologe Franz von Leydig, Zellen im 

interstitiellen Bindegewebe zwischen den Tubuli seminiferi contorti (Von Leydig, 

1850). Diese wurden nach ihm benannt und heißen Leydig-Zellen. Sie besitzen 

runde oder polygonale Gestalt, sind meist in großen Gruppen angeordnet und 

nehmen beim Eber zwischen 20-30 % des ganzen Hodenvolumens ein (Awoniyi et 

al., 1988b; Liebich, 2010). Ihr Nukleus besitzt eine runde oder auch längliche Form 

mit ein bis zwei prominenten Nukleoli. Der Nukleus befindet sich meist einseitig 

in der Peripherie des stark ausgeprägten Zytoplasmas (Lunstra et al., 1986). In den 

Leydig-Zellen findet die Biosynthese der Steroide statt (Ewing et al., 1981). Dazu 

gehört unter anderem das Hormon Testosteron. Dieses ist essentiell für die 

Ausbildung und Funktion männlicher Geschlechtsorgane des Ebers (Busch und 

Holzmann, 2001). 
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2. Übergeordnete Regulation der Spermatogenese 

2.1. GnRH-Aktivität  

Die Regulation der Spermatogenese in den Tubuli seminiferi contorti des Hodens 

erfolgt durch die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (Knol, 1991). 

Hierbei wird das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) pulsatil freigesetzt. 

Dieses ist ein Dekapeptid, bestehend aus zehn Aminosäuren, welches in den 

neuronalen Zellen des rostralen und mediobasalen Hypothalamus produziert wird 

(Baba et al., 1971; Matsuo et al., 1971; Ojeda et al., 2008; Engelhardt, 2015). 

 

(pyro) Glu ï His ï Trp ï Ser ï Tyr ï Gly ï Leu ï Arg ï Pro - Gly-NH2 

 

Abbildung 5: Übersicht über die GnRH-Aktivität und dessen Zielzellen 

(Knol, 1991). 
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Über die Axone im Hypothalamus gelangt das GnRH an der Eminentia media in 

das Pfortadersystem der Hypophyse und bewirkt in den gonadotropen Zellen der 

Adenohypophyse die Bildung und Sekretion der Gonadotropine (Schally et al., 

1971; Engelhardt, 2015). Dazu gehören das Follikel-Stimulierende Hormon (FSH) 

und das Luteinisierende Hormon (LH) (Abbildung 5). 

Beim Schwein wird ein weiteres Gen für GnRH (GnRH2) beschrieben. Dieses ist 

bei den meisten Säugern nicht funktional, bei Schweinen jedoch schon (Stewart et 

al., 2009). Da GnRH2 und sein Rezeptor, jedoch immunhistochemisch an Leydig-

Zellen und in den Tubuli seminiferi contorti im Hoden nachweisbar sind, geht man 

von der Funktion einer lokalen Testosteronsynthese für dieses aus (Desaulniers et 

al., 2015). Die genaue Aufgabe ist bisher unbekannt. Aus diesem Grund wird auch 

nur auf die Funktion und die endokrine Physiologie des GnRH1 eingegangen. 

2.1.1. Gonadotropin LH und FSH sowie deren Wirkungsmechanismus 

Die Glykoproteine LH und FSH bestehen aus einer gleichen Ŭ- und einer 

spezifischen ɓ-Untereinheit (Pierce und Parsons, 1981). Sowohl LH als auch FSH 

werden durch positive und negative Feedbackmechanismen der Steroide und 

Peptide aus dem Hoden reguliert (Brown und McNeilly, 1999). Die beiden 

Gonadotropine werden über das Blut zu den Hoden geleitet, wo sie ihre Wirkung 

entfalten. 

2.1.2. FSH 

FSH besitzt spezifische Rezeptoren an den Sertoli-Zellen und hat dort einen 

essentiellen Anteil an der Spermatogenese. Es ist jedoch bis heute ungeklärt, welche 

spezifische Aufgabe dies im Detail ist. Da Tiere auch ohne FSH-Aktivität 

Spermatogenese zeigen, geht man davon aus, dass es weitaus weniger wichtig für 

die Spermatogenese ist, sondern vor allem als Regulator der Sertoli-Zellzahlen und 

als Überlebensfaktor für prämeiotische Zellen dient (Huhtaniemi, 2015). 

Im Gegensatz zu den anderen Säugetieren wird beim Eber die Möglichkeit einer 

zum Teil GnRH-unabhängigen Aktivierung und Sekretion von FSH vermutet, da 

eine aktive Immunisierung von Ebern gegen GnRH keinen Effekt auf die 

FSH-Konzentrationen im Blut hatte (Awoniyi et al., 1988a; Wagner und Claus, 

2004). Dabei wird vermutet, dass sowohl Aktivin, Inhibin aber auch Follistatin 

regulatorische Eigenschaften auf das FSH ausüben können. 
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So soll Aktivin aktivierende, Follistatin und Inhibin hemmende Wirkung auf das 

FSH ausüben (Padmanabhan und McNeilly, 2001). Ebenso wird hierbei ein 

alternatives releasing Hormon für FSH oder auch eine separate Steuerung des FSH 

vermutet (Padmanabhan und McNeilly, 2001). In bovinen Gonadotropinen wurden 

unter anderem die neuen Rezeptoren GPR30, GPR153 und AMRH2 gefunden. Von 

den Autoren wird angenommen, dass diese möglicherweise regulierende Einflüsse 

auf FSH und LH ausüben könnten (Kadokawa, 2020). 

Zu den Kontrollmechanismen von FSH gehören unter anderem die Regulation von 

Inhibin und Aktivin. Diese gehören zur Superfamilie des Transforning growth 

factor (Barakat et al., 2012). Aktivin bewirkt über einen positiven 

Feedback-Mechanismus die FSH-Bildung und -Ausschüttung in der Hypophyse 

(Weiss et al., 1995). Inhibin wirkt antagonistisch zu Aktivin und bewirkt über einen 

negativen Feedbackmechanismus die Hemmung der FSH-Sekretion (Engelhardt, 

2015). Zusätzlich kann die Aktivität des Aktivin durch Bindung des Proteins 

Follistatin gehemmt werden und bewirkt somit eine Hemmung der FSH-Sekretion 

und Freisetzung (Patel, 1998). 

Beim Schwein kann die Aktivin- und Inhibin-ɓ-Untereinheit, aber auch Follistatin 

in der Hypophyse exprimiert werden (Li et al., 1997). Da jedoch im Gegensatz zu 

der Ratte und dem Menschen die Ŭ-Untereinheit des Inhibins im Schwein nicht 

gefunden wird, geht man davon aus, dass Inhibin in der Hypophyse des Schweins 

keine große Rolle in Bezug auf die FSH-Regulation besitzt (Li et al., 1997). Sowohl 

Aktivin, Inhibin als auch Follistatin können in den Sertoli-Zellen von Ratten 

gebildet werden, Aktivin und Follistatin jedoch auch in den Keimzellen. So konnte 

gezeigt werden, dass die Sertoli-Zellen durch diese Einfluss auf die 

Keimzellreifung und -entwicklung haben aber auch wichtig für die 

Sertoli-Zellentwicklung sind (Meehan et al., 2000). 

Bei Schweinen kann Inhibin, vor allem die Ŭ-Untereinheit bis hin zur Pubertät 

überwiegend in den Sertoli-Zellen, aber auch schwach in Leydig-Zellen 

nachgewiesen werden. Zu einem späteren Zeitpunkt auch in elongierten 

Spermatiden (Ohnuma et al., 2007). Neben dem Einfluss auf FSH sollen Inhibin, 

Aktivin und Follistatin jeweils auch eine Wirkung auf die Testosteron-Synthese in 

den Leydig-Zellen, die Proliferation von Keimzellen und die Entwicklung vom 

Rattenhoden haben (De Kretser et al., 2001). 
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Nach der Geburt und noch einmal im Alter von ca. 4 Monaten und somit kurz vor 

der Pubertät, bewirkt die Ausschüttung von FSH beim Schwein eine Proliferation 

von immaturen Sertoli-Zellen (França et al., 2000). Da jede Sertoli-Zelle eine 

bestimmte Anzahl von Keimzellen unterstützt, bestimmt dies den 

Spermatidenoutput beim erwachsenen Schwein (Orth et al., 1988; França et al., 

2000). Mit Beginn der Pubertät stoppt die Sertoli-Zell-Proliferation und es erfolgt 

deren Reifung (Sharpe et al., 2003). Die Reifung soll unter anderem unter dem 

Einfluss von Schilddrüsenhormonen stehen (De Franca et al., 1995). Vor allem 

jedoch soll die T3-abhängige Ausbildung der Androgen-Rezeptoren und T3 sowie 

die FSH-abhängige Suppression des AMH (Anti-Müller-Hormon) der 

vorherrschende Faktor für die Sertoli-Zellreifung sein (Arambepola, N. et al., 1998; 

Arambepola, N.K. et al., 1998). 

FSH wirkt jedoch nicht nur an Sertoli-Zellen, sondern auch an runden Keimzellen 

(Baccetti et al., 1998). Dort konnte es an der Plasmamembran und in 

endozytotischen Vesikeln nachgewiesen werden. FSH bindet an den FSH-Rezeptor 

und entfaltet dort seine Wirkung. Die m-RNS des FSH-Rezeptors konnte in der 

gleichen Studie von Baccetti et al. (1998) im Zytoplasma der oben genannten Zellen 

gefunden werden, so dass eine Aufnahme von FSH durch Endozytose in das 

Zytoplasma vermutet wird. Die Expression des FSH-Rezeptors ist abhängig von 

FSH (Maguire et al., 1997). Eine FSH-Zugabe führt zu einer reduzierten Expression 

der m-RNS des FSH-Rezeptors, während hypophysektomierte Tiere und damit 

FSH-negative oder FSH-arme Tiere eine erhöhte Expression der m-RNS des FSH-

Rezeptors zeigen. Die Zugabe von Testosteron hat keine Auswirkung auf die 

Expression des FSH-Rezeptors (Maguire et al., 1997). 

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation 

hypogonadaler Mäuse mit FSH zu einer gesteigerten Proliferation und Reifung von 

Sertoli- und Keimzellen bis hin zu runden Spermatiden führt. Jedoch kommt es zu 

einem Arrest der Spermatogenese auf Höhe der elongierten Spermatiden (Haywood 

et al., 2003). Oô Donnell et al. (1996) beschreiben ebenfalls, dass in Abwesenheit 

von Testosteron runde Spermatiden anwesend, jedoch keine elongierten 

Spermatiden aufzufinden sind. Hierbei vermuten sie ein Lösen der runden 

Spermatiden aus dem Tubulusepithel.  
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Eine gegensätzliche Behandlung von hypogonadalen Mäusen mit Testosteron führt 

zu einer gesteigerten Meiose mit erhöhten Zahlen an Spermatozyten sowie dem 

Ausbilden von elongierten Spermatiden. In der gleichen Studie kann eine 

Anwendung von FSH und Testosteron in Kombination eine synergistische 

Auswirkung auf die Keimzellreifung mit erhöhten Spermatidenzahlen verdeutlicht 

werden. 

Ähnliche Ergebnisse liefert auch die Studie von Singh und Handelsman (1996). In 

deren Studie wurde hypogonadalen Mäusen entweder FSH alleine oder in 

Kombination mit Testosteron appliziert. FSH-Administration alleine hatte vor 

allem Auswirkungen auf die Proliferation von Spermatogonien und Spermatozyten. 

Erst mit der Zugabe von Testosteron war eine Proliferation der Sertoli-Zellen und 

eine vollständige Spermatogenese möglich. Da jedoch die alleinige Gabe von 

Testosteron zu ähnlichen Ergebnissen führte, schlagen die Autoren eine Bedeutung 

für FSH und Testosteron bei der Initiation der Spermatogenese, für Testosteron 

jedoch weiterhin die Aufgabe der Beendigung der Spermatogenese vor. 

Es ist nennenswert, dass andere Autoren beschreiben, dass weder FSH, LH noch 

Testosteron alleine oder in Kombination eine funktionelle Spermatogenese bei 

hypophysektomierten Ratten aufrecht erhalten können und somit weitere Hormone 

und Faktoren für eine physiologische Spermatogenese nötig sind (Clermont und 

Harvey, 1967; Steinberger, 1971). 

Gegensätzliches beweisen Oduwole et al. (2018), wo in Abwesenheit von 

Testosteron eine intakte Spermatogenese möglich ist, wenn die Aktivität des 

FSH-Rezeptors gesteigert wird. Es ist auch möglich, dass Mäuse mit einem 

FSH-Rezeptor-Knockout Fertilität entwickeln, jedoch mit einem verspätetem 

Eintritt in die Pubertät und geringeren Keimzellzahlen, hauptsächlich die runden 

und elongierten Spermatiden betreffend (Krishnamurthy et al., 2001). Dies wird vor 

allem auf die reduzierten Testosteronwerte zurückgeführt. Im Vergleich dazu 

zeigen Mäuse mit einem FSH-Knockout kleinere Hoden, jedoch keine veränderten 

Testosteronwerte, sowie eine reduzierte Motilität der Spermien und Fertilität. Dies 

weist darauf hin, dass FSH auch wichtig für die Kommunikation zwischen 

Sertoli-und Leydig-Zellen ist (Kumar et al., 1997). 
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Dies zeigen auch die Ergebnisse der Studie von Abel et al. (2009). Hier wurden die 

Transkriptproteine nach FSH-Applikation in hypogonadalen Mäusen gemessen. 

Unter anderem wurde eine erhöhte Aktivität der Transkripte in Sertoli-Zellen 

gemessen, wobei sich das Transkript für den FSH-Rezeptor wie bereits oben 

erwähnt reduzierte. Aber auch Leydig-Zellen zeigen eine erhöhte Transkriptrate für 

die Komponenten der Steroidbiosynthese. 

Zusätzlich soll FSH die Formation der Tight-junctions, Adherens-junctions und 

ektoplasmatischen Spezialisierungen regulieren (Sluka et al., 2006; Abel et al., 

2009). 

2.1.3. Steroidbiosynthese 

Zwischen 5 und 8 Monaten nach der Geburt setzt beim Eber die Geschlechtsreife 

ein. In dieser Zeit befindet sich die Synthese der Steroidhormone in den Leydig-

Zellen auf dem Höhepunkt (Robic et al., 2014). Die Ausschüttung von LH erfolgt 

ebenso wie bei GnRH pulsatil. Seine Wirkung entfaltet LH an den Leydig-Zellen 

im intertubulären Bereich des Hodens, indem es an LH-Rezeptoren bindet. Dort 

bewirkt es die Synthese von Androgenen, 16-Androstenonen und auch Östrogenen 

(Robic et al., 2014). Zu einem gewissen Anteil können die Steroidhormone auch in 

der Nebennierenrinde synthetisiert werden (Bun-Ichi, 1973; Huhtaniemi, 1977). 

Die Steroidhormone bauen auf dem Grundgerüst des Cholesterols auf. Die 

Vorstufen von Testosteron (Cholesteryl-Ester) werden in den Leydig-Zellen in 

Form von kleinen Lipidtröpfchen gelagert und nach deren Autophagie kann 

Testosteron aus freiem Cholesterol synthetisiert werden (Neaves, 1978; Ma et al., 

2018). 

Das Cholesterol wird in den Mitochondrien mit Hilfe der Cytochrom-P450 Enzyme 

zu Pregnonolon umgewandelt und im endoplasmatischen Retikulum der 

Leydig-Zellen über Zwischenstufen zu Steroidhormonen metabolisiert (Van Der 

Molen et al., 1979; Miller und Auchus, 2011). 
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Die Metabolisierung des Cholesterols zu Steroidhormonen kann auf zwei Wegen 

geschehen: 

1. Pregnenolon (C21-Progestagen) kann ¿ber 17Ŭ-Hydroxypregnenolon 

(C21-Progestagen) zu Dehydroepiandrosteron (C19-Androgen), 

Androstenediol (C19-Androgen) und schließlich zu Testosteron (C19-

Androgen) metabolisert werden. 

2. Pregnenolon wird über Progesteron (C21-Progestagen) zu 

17-Ŭ-Hydroxyprogesteron (C21-Progestagen) zu Androstenedion (C19-

Androgen) in Testosteron metabolisiert. 

Aus Testosteron können im Anschluss durch eine Reduktionsreaktion 

5-Ŭ-Dihydrotestosteron (C19, Androgen) oder durch Aromatasereaktion 

17-ɓ-Estradiol (C18, Estrogene) gebildet werden. Gleichzeitig besteht die 

Möglichkeit, aus Androstenedion durch Aromatasereaktion Estron 

(C18, Estrogene) zu metaboliseren, welches ebenfalls zu 17-ß-Estradiol 

umgewandelt werden kann (Eik-Nes, 1969; Miller und Auchus, 2011; Engelhardt, 

2015). Die meisten der Steroide des Ebers sind inaktiv in ihrer konjugierten Form 

mit Sulfat- oder Glucuronidgruppenbindung zu finden (Raeside et al., 1992). Durch 

deren negative Polarität ist keine hormonelle Aktivität mehr möglich, die 

Metabolite werden wasserlöslich und können über die Nieren ausgeschieden 

werden (Karlson et al., 1994). 

Die Androgene sind verantwortlich für die männlichen Geschlechtsmerkmale. 

Dazu gehören unter anderem die Ausbildung und Funktion des männlichen 

Geschlechtsapparates, das maskuline Verhalten, die Libido und der Körperbau 

(Engelhardt, 2015). Zu den wichtigsten Androgenen gehören Testosteron und 

Dihydrotestosteron (Kashiwagi et al., 2005). 

2.1.4. LH -Aktivität  

Nachdem das LH an den LH-Rezeptor gebunden hat, bewirkt es in den 

Leydig-Zellen die Testosteron-Synthese. Dies kann an Mäusen gezeigt werden, 

welchen der LH-Rezeptor fehlt und die nur eine geringe Menge an Testosteron 

aufweisen (Mendis-Handagama, 1997; Zhang et al., 2001). Durch Diffusion 

verlässt Testosteron die Leydig-Zellen und gelangt von dort aus in das Blut, wo es 

bei Ratten am ABP gebunden oder bei den anderen Säugern am SHBG, einem 

Carrier-Protein, gebunden ist (Hammes et al., 2005). 
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Die beiden Proteine kommen jedoch laut einigen Autoren nicht im Hoden vom 

Schwein vor (Cook et al., 1977; Jegou und Le Gac-Jegou, 1978). 

Interessant ist auch, dass in Keimzellen von Ratten Testosteron synthetisiert werden 

kann, auch wenn Leydig-Zellen und Sertoli-Zellen abwesend sind, so dass davon 

ausgegangen werden muss, dass primäre Spermatozyten zu einem gewissen Grad 

dazu in der Lage sind, Testosteron zu synthetisieren (Salhanick und Terner, 1979). 

In den Tubuli seminiferi contorti entfaltet Testosteron seine Wirkung am 

Androgen-Rezeptor, wo es Steroid-responsive Gene aktiviert (Hammes et al., 

2005). Der Androgen-Rezeptor ist wie auch der Estrogen-Rezeptor ein nukleärer 

Rezeptor (Hammes und Levin, 2007). Diese sind Liganden-abhängig und erhalten 

durch das Binden eines Liganden eine Konformationsänderung. Anders als andere 

nukleäre Rezeptoren befindet sich der Androgen-Rezeptor als inaktive Form im 

Zytoplasma an Ăheat shockñ-Proteine gebunden. Erst wenn Androgene binden, löst 

er sich von dem Ăheat shockñ-Proteinkomplex und erfährt eine Translokation in den 

Nukleus (Gelmann, 2002; Germain et al., 2006; Dagar et al., 2019). Androgen 

Rezeptoren werden in Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen und peritubulären Myoidzellen 

nachgewiesen (Kimura et al., 1993; Bremner et al., 1994; Vornberger et al., 1994). 

Obwohl viele Autoren beschreiben, dass Keimzellen keinen Androgen-Rezeptor 

exprimieren, gibt es Autoren, die diesen in Keimzellen nachgewiesen haben (Zhou 

et al., 1996; Ramesh et al., 2007). In Schweinehoden konnte der 

Androgen-Rezeptor in Leydig-Zellen, peritubulären Myoidzellen, Sertoli-Zellen, 

aber auch in den Keimzellen von präpubertären Tieren nachgewiesen werden 

(Ramesh et al., 2007). 

Mäuse mit einer fehlenden LH-Aktivität zeigen Infertilität, reduzierte 

Testosteronwerte, geringe Hodengewichte, kleine Tubuli seminiferi contorti sowie 

eine gestörte Spermatogenese, die auf Höhe von runden Spermatiden arretiert 

(Kumar, 2007). Ein LHR-Knockout in Mäusen führt zu einem normalen Phänotyp, 

aber auf Grund der verminderten Testosteronsynthese auch dazu, dass die Meiose 

auf Höhe von runden Spermatiden arretiert und sich keine elongierten Spermatiden 

ausbilden. Somit sind diese Tiere infertil. Zusätzlich zeigen die Tiere ein 

Vorhandensein von fetalen Leydig-Zellen.  
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Da durch eine Substitution von Testosteron nicht die Leydig-Zell-Zahlen von 

Wildtypen erreicht werden können, und die Tiere nur zum Teil Fertilität 

wiedererlangen, geht man auch davon aus, dass die LH-Aktivität eine wichtige 

Komponente bei der Differenzierung von fetalen zu adulten Leydig-Zellen ist (Lei 

et al., 2004; Pakarainen et al., 2005). Ähnliches beschreiben auch Zhang et al. 

(2004), die der LH-Signalwirkung an Leydig-Zellen eine entscheidende Rolle bei 

der endokrinen Regulierung von adulten Leydig-Zellen zuschreiben. 

Bei Schweinen konnte gezeigt werden, dass eine Androgen-Rezeptor-Inaktivierung 

durch Flutamid zu einer gesteigerten Sertoli-Zellproliferation in neonatalen Tieren 

führt. Somit kann hier die hemmende Funktion des Androgens auf die Sertoli-Zell-

Proliferation gezeigt werden (Legacki et al., 2015). 

Untersuchungen eines AR-Knockouts in verschiedenen Zellen brachte folgende 

Ergebnisse: Ein allgemeiner AR-Knockout führt zur Veränderung des Phänotyps, 

mit einer Verlagerung der Hoden in das Abdomen und einer gestörten 

Keimzellreifung sowie reduzierten Sertoli-Zellzahlen (De Gendt et al., 2004). 

Jedoch wird auch beschrieben, dass ein allgemeiner Androgen-Rezeptor-Knockout 

in Mäusen zu einer kaum gestörten Spermatogenese mit Fertilität führt (Tsai et al., 

2006). Im Gegensatz dazu zeigen Tiere mit spezifischem Sertoli-Zell-AR-

Knockout zwar einen Hodenabstieg und normale Sertoli-Zellzahlen, jedoch eine 

gestörte Keimzellzahl auf Grund von erhöhter Apoptose und fehlender Entwicklung 

von Spermatozyten, sowie runden und elongierten Spermatiden (De Gendt et al., 

2004). Die Autoren gehen davon aus, dass die autokrinen Mechanismen von 

Androgenen in den Sertoli-Zellen essentiell für die Entwicklung reifer 

Keimzellstadien sind. Holdcraft und Braun (2004) beschreiben eine Störung der 

Spermatidenreifung bei der Entwicklung von runden zu elongierten Spermatiden 

sowie der Spermatidendifferenzierung kurz vor der Spermiation. 

Aus diesem Grund gehen sie davon aus, dass sowohl die Adhäsion der Spermatiden 

am Keimepithel, als auch die Freisetzung der Spermatiden in das Lumen auf Grund 

des Androgen-Rezeptor-Knockouts gestört sind (Holdcraft und Braun, 2004). 

Zusätzlich beschreiben Willems et al. (2010) das Vorhandensein von immaturen 

Sertoli-Zellen und einer gestörten Integrität der Blut-Hoden-Schranke bei einem 

Androgen-Rezeptor-Knockout an Sertoli-Zellen, vermutlich auf Grund fehlender 

Integrität der Tight-junction-Proteine an den ZO-Proteinen.  
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Im Vergleich dazu führt ein Knockout des Leydig-Zell-AR zu einem Arrest der 

Spermatogenese auf Höhe der runden Spermatiden (Tsai et al., 2006).Ein Knockout 

des Keimzell-AR führt zu fertilen Mäusen, die kaum Unterschiede in den 

Testosteronwerten im Vergleich zu Kontrollgruppen haben und auch Mausewürfe 

hervorbringen (Tsai et al., 2006). 

In der Studie von Welsh et al. (2009) bewirkt ein Androgen-Rezeptor-Knockout an 

peritubulären Myoidzellen eine gestörte Spermatogenese mit normaler Ausreifung 

von Sertoli-Zellen, jedoch reduzierte Keimzellzahlen und Infertilität. Dies wird 

darauf zurückgeführt, dass auf Grund der fehlenden Androgen-Aktivität die 

Synthese der Gene von Sertoli-Zellen gestört ist. Ebenso wie die von diesen Zellen 

produzierte Flüssigkeit für die Tubuli seminiferi contorti. Hierbei wird eine defekte 

Basalmembran auf Grund von losen Sertoli-Zellen und Keimzellen im Lumen 

vermutet. In der Studie von O' Hara et al. (2015) wird beschrieben, dass die AR-

Aktivität für die Reifung und Regulation der Steroidsynthese in adulten Leydig-

Zellen notwendig ist. Sie scheint jedoch nicht essentiell für die Leydig-Zellzahlen 

zu sein, da diese sich nicht von Kontrolltieren unterscheiden. 

Zusätzlich soll die AR-Aktivität in Leydig-Zellen die Degeneration der Keimzellen 

sowie der Leydig-Zellen verhindern. So scheint die AR-Aktivität wichtig für den 

Erhalt dieser Zellen sein. Tiere mit einem Leydig-Zell-AR-Knockout zeigen in ihrer 

Studie hypertrophierte Leydig-Zellen mit großem Zytoplasma und fokale Herde mit 

Degeneration im Keimepithel. Die Spermatogenese ist jedoch bis zur 

Spermienreifung intakt. Interessanter Weise führt der Leydig-Zell-AR-Knockout 

zwar zur Apoptose von adulten Leydig-Zellen, jedoch sind die LH- und 

Testosteronwerte nicht verändert. Der Estrogen-Receptor Ŭ hingegen ist erhöht. 

Vermutet wird hierbei eine fehlende Signalwirkung auf die Estrogene in Folge des 

Leydig-Zell-AR-Knockouts (O' Hara et al., 2015).  
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2.1.5. Estrogene 

Im Hoden des Ebers werden hohe Mengen an Estrogenen produziert, die 

anschließend sowohl im Seminal- als auch im Blutplasma zu finden sind (Claus und 

Hoffmann, 1980; ZduŒczyk et al., 2011). Die Estrogene liegen überwiegend in der 

Form der 17ß- Estradiole und der Estrone vor, von denen vor allem das konjugierte 

Estronsulfat (inaktive Form) und das unkonjugierte Estron in hoher Konzentration 

nachweisbar sind (Claus et al., 1985; Hoffmann et al., 2010; ZduŒczyk et al., 2011). 

Die höchste Konzentration an Estrogenen kann in den testikulären Venen gefunden 

werden, während die Konzentrationen im Seminalplasma und in der Peripherie 

keine Unterschiede zeigen (ZduŒczyk et al., 2011). 

Obwohl man davon ausgeht, dass überwiegend die Leydig-Zellen Syntheseort für 

Estrogene sind, gibt es inzwischen neuere Erkenntnisse, dass auch Keimzellen und 

Sertoli-Zellen dazu in der Lage sind (Carreau et al., 2007). Estrogene, vor allem 

Estradiol, binden im Hoden an den Estrogen-Rezeptoren. Hierbei werden der 

Estrogen-Rezeptor Ŭ und der Estrogen-Rezeptor ɓ unterschieden (Sierens et al., 

2005). Mutembei et al. (2005) postulieren für die Estrogene eine wichtige Funktion 

für den Beginn und Erhalt der Spermatogenese. Sie fanden beim Eber Estrogen-

Rezeptoren (ER Ŭ und ER ɓ) nicht nur in den Sertoli- und Leydig-Zellen, sondern 

auch in den Keimzellen. Nur in elongierten Spermatiden konnten diese nicht 

nachgewiesen werden 

Im Gegensatz dazu konnten Wagner et al. (2006) den Estrogen-Rezeptor Ŭ nur in 

Spermatogonien und vereinzelten weiter differenzierten Keimzellen nachweisen. 

Lekhkota et al. (2006) wiesen den ER Ŭ ebenso in Spermatogonien und 

Spermatozyten nach. Rago et al. (2004) fand den ER Ŭ nur bei maturen Schweinen 

in den Leydig-Zellen, Spermatogonien und Spermatozyten, jedoch nicht in Zellen 

immaturer Schweine. 

In der Studie von Rago et al. (2004) konnte der ER ɓ bei immaturen Schweinen in 

Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen, Spermatogonien und peritubulären Myoidzellen 

nachgeweisen werden, bei maturen Ebern nur in Spermatogonien, Spermatozyten 

und peritubulªren Myoidzellen. In einer anderen Studie wurde der ER ɓ auch in 

Leydig-Zellen und Sertoli-Zellen gefunden (Srisuwatanasagul et al., 2018).  
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Die groÇen Unterschiede, vor allem im Nachweis des ER ɓ, lassen auf eine wichtige 

Funktion bei der Spermatogenese schließen. Jedoch ist bisher die genaue Funktion 

der Estrogene bei der Spermatogenese unklar. Unter anderem wird vermutet, dass 

ER ɓ eine wichtige Funktion bei der Apoptose während der Spermatogenese hat, 

da apoptotische Spermatozyten eine ¿bersteigerte Expression des ER ɓ zeigen 

(Selva et al., 2004). Jedoch sollte auch erwähnt werden, dass die Verwendung von 

unterschiedlichen ER ɓ-Antikörpern unterschiedliche Ergebnisse in den 

Nachweisen liefern können (Selva et al., 2004). Obwohl Estrogen-Rezeptoren in 

Keimzellen zu finden sind, konnte eine Aromataseaktivität beim Eber nur in den 

Leydig-Zellen festgestellt werden (Carreau et al., 2001; Fraczek et al., 2001). Dies 

lässt darauf schließen, dass Estrogene beim Schwein überwiegend in den Leydig-

Zellen gebildet werden können (Weng et al., 2005). 

Im Menschen und in Nichtprimaten ist der Estrogen-Rezeptor Ŭ nicht nachweisbar, 

der Estrogen-Rezeptor ɓ ist in Leydig-Zellen, peritubulären Myoidzellen, Sertoli-

Zellen und Keimzellen zu finden (Saunders et al., 2001). Andere Ergebnisse 

wurden von Pentikäinen et al. (2000) gefunden. Hier wurden der Estrogen-Rezeptor 

Ŭ und ɓ in Keimzellen wie den pachytªnen Spermatozyten und auch in elongierten 

Spermatiden gefunden. Weiterhin konnten sie zeigen, dass vor allem 17-ß-Estradiol 

und Dihydrotestosteron eine wichtige Rolle bei der Verhinderung von Apoptose 

spielen und somit einen wichtigen Überlebensfaktor für Keimzellen darstellen. 

Ein ER-Knockout in Mäusen führt an den einzelnen Rezeptoren zu 

unterschiedlichen Ergebnissen. Während ein ER-Ŭ-Knockout zu geringen 

Hodengewichten, gestörter Spermaproduktion und Infertilität führt, zeigen ER-ɓ-

Knockout-Tiere Fertilität. Ein gleichzeitiger Knockout beider Rezeptoren hat 

ähnliche Wirkungen wie der ER-Ŭ-Knockout (Walker und Korach, 2004). 

Lee et al. (2009) beschreiben eine verfrühte Lumenbildung in den Tubuli seminiferi 

contorti, mit geringer Keimepithelhöhe an Mäusen mit einem ER-Ŭ-Knockout. In 

der Studie von Mahato et al. (2000), wurden ER-Ŭ-Knockout-Mäusen Keimzellen 

entnommen und in Wildtyp-Mäuse ohne Keimzellen eingesetzt. Da diese Mäuse 

Nachkommen zeugen, zeigen Mahato et al. (2000) damit, dass der Estrogen-

Rezeptor Ŭ in Keimzellen nicht notwendig f¿r Fertilitªt ist. Sie vermuten, dass die 

Infertilität auf Grund einer gestörten Estrogenwirkung auf die somatischen Zellen 

besteht. 
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Weitere Studien beschreiben eine Dilatation der Ductuli efferentes, auf Grund eines 

ER-Ŭ-Knockouts, und eine damit fehlende Reabsorption der Ductulus-Flüssigkeit. 

Dadurch ist die Fähigkeit, Spermien zu konzentrieren, vermindert, was als 

hauptsächliche Ursache für Infertilität gesehen wird (Oliveira et al., 2001; Cho et 

al., 2003). Präpubertäre Eber, welche mit einem Estrogen-Rezeptor-Antagonisten 

behandelt werden, zeigen eine erhöhte Anzahl von Sertoli-Zellen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Das lässt darauf schließen, dass die Estrogen-Rezeptor-Aktivität 

eine wichtige Komponente bei der Regulation der Sertoli-Zellproliferation hat 

(Berger et al., 2013). Dies konnte auch in der Studie von At Taras et al. (2006) 

bewiesen werden, jedoch wurde hier vermutet, dass Estrogene auch eine Rolle bei 

der Reifung von Sertoli-Zellen spielen. Denn Schweine, welche mit dem 

Aromatasehemmer Letrozol behandelt wurden zeigen eine verspätete Pubertät mit 

gesteigerter Proliferation der Sertoli-Zellen und der Ausreifung von Leydig-Zellen. 

Anfangs noch limitiert, resultiert dies später in größeren Hoden und erhöhten 

Spermatidenzahlen. Während die Behandlung mit dem Aromatasehemmer keine 

Unterschiede in der Expression des Estrogen-Rezeptors ɓ im Vergleich zur 

Kontrollgruppe zeigt, weist der Estrogen-Rezeptor Ŭ eine verstªrkte Expression auf 

(At Taras et al., 2006). 

Weitere Funktionen der Estrogene sind unter anderem der Einfluss auf die Libido 

des Ebers und auf die Sekretionsfähigkeit der akzessorischen Geschlechtsdrüsen 

(Joshi und Raeside, 1973). Sie sind ebenfalls im Ejakulat des Ebers zu finden. Claus 

et al. (1985) vermuten, dass Spermien eine Transportfunktion für Estrogene 

darstellen, da rund mehr als die Hälfte der Estrogene an Spermien gebunden sind. 

Nach der Ejakulation im Uterus werden durch Estrogene Prostaglandine im 

Endometrium des Uterus freigesetzt, wodurch die Uterusaktivität steigt und der 

Spermientransport zur Eizelle erleichtert wird (Claus, 1990; Langendijk et al., 

2005). 
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3. Tight - und Gap-junction-Proteine sowie deren Regulation 

3.1. Tight -junction-Proteine 

Tight-junctions bilden in Epithelien und Endothelien eine dichte Barriere (Furuse 

et al., 1998). Im Hoden liegen sie Ăg¿rtelartigñ nahe den ektoplasmatischen 

Spezialisierungen zwischen den Sertoli-Zellen der Tubuli seminiferi contorti. 

Durch engen Kontakt der äußeren Zellmembranen verschließen sie den 

interzellulären Spalt zwischen angrenzenden Sertoli-Zellen. Dies ist jedoch kein 

starrer Zustand, sondern ein dynamisches Geschehen durch Um-, Ab- und 

Neuordnung der Tight-junctions (Chalmers und Whitley, 2012). Zu den wichtigsten 

Tight-junctions gehören die zwei integralen Transmembran-Proteine Occludin und 

Claudin (Dym und Fawcett, 1970; Mitic et al., 2000; Tsukita et al., 2001; Cheng 

und Mruk, 2012) sowie die nebenbei erwähnten 

Junctional-Adhesion-Moleküle (JAM), der Coxsackievirus-Rezeptor und der 

Adenovirus-Rezeptor (Martìn-Padura et al., 1998; Heiskala et al., 2001; Sollerbrant 

et al., 2003). 

Die Claudine und Occludine besitzen eine sehr ähnliche Struktur, mit zwei 

extrazellulären Schleifen, vier transmembranen Domänen, sowie einer 

intrazytoplasmatischen Schleife mit N- und C-Endigungen (Furuse et al., 1993; 

Suzuki et al., 2014). Diese zeigen jedoch keine Sequenzähnlichkeit auf (Furuse et 

al., 1998). 

Die JAMs sind ebenfalls transmembrane Proteine und gehören zu der Familie der 

Immunglobulin-Superfamilie (Martìn-Padura et al., 1998). Sie seien hier nur am 

Rande erwähnt. 

Unterhalb der Zelloberfläche, stehen die Tight-junctions direkt in Kontakt mit den 

Zonula-occludens, ZO-1, ZO-2 und ZO-3 (Abbildung 6), welche zur Familie der 

MAGUK-Proteine gehören (Itoh et al., 1999a; Itoh et al., 1999b). In direktem 

Kontakt stehen die Tight-junction-Proteine mit dem ZO-1. ZO-2 und ZO-3 sind an 

ZO-1 gebunden. Man geht davon aus, dass diese zwei separate Komplexe bilden, 

da ZO-2 und ZO-3 keine Verbindung zeigen (Stevenson et al., 1986; Gumbiner et 

al., 1991; Haskins et al., 1998; Wittchen et al., 1999). 
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Abbildung 6: Aufbau der Zonula occludens (Wittchen et al., 1999). 

 

Unter der Plasmamembran bilden die Tight-junctions mit den ZO den so genannten 

Protein-Plaque, zusammen mit anderen Protein-Komponenten wie 7H6 und 

Cingulin (Zhong et al., 1993; Bazzoni et al., 2000; Heiskala et al., 2001). Durch die 

ZO werden die Tight-junctions indirekt mit den intrazellulären Aktin-Filamenten 

des Zytoskeletts verbunden (Fanning et al., 1998; Mitic und Anderson, 1998; 

Wittchen et al., 1999; Bazzoni et al., 2000). Hierbei soll vor allem ZO-1 über die 

N-Endigung mit dem Tight-junction-Protein Occludin und ZO-2 in Kontakt stehen 

und die C-Endigung mit dem Aktin-Zytoskelett in Verbindung stehen (Fanning et 

al., 1998). Diese Verankerung dient vor allem der Stabilität der Tight-junctions und 

einer Permeabilität der Blut-Hoden-Schranke (Fanning et al., 2002). Nebenbei soll 

das Occludin jedoch auch dazu in der Lage sein, eine direkte Verbindung zu den 

Aktinfilamenten aufzunehmen (Wittchen et al., 1999). 

Zwischen den Tight-junction-Proteinen sind nicht nur homologe Verbindungen 

möglich, sondern auch heterologe Verbindungen zwischen Occludinen, Claudinen 

und JAM-Proteinen (Nusrat et al., 2005). Diese Verbindungen der Blut-Hoden-

Schranke stellen bei weitem kein starres Gebilde dar, sondern sind ein dynamisches 

Konstrukt, welches sich durch Ab-, Um- und Neubau bei gleichzeitigem 

Beibehalten der Permeabilität ständig erneuert (Chalmers und Whitley, 2012). 
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Eine entscheidende Rolle spielt hierbei die Endozytose der Tight-junction-Proteine, 

welche von der Plasmamembran aus in das Zytoplasma endozytiert werden. Dort 

werden sie dann entweder wiederverwertet und in der Plasmamembran verankert 

oder durch Lysosomen phagozytiert (Matsuda et al., 2004; Chalmers und Whitley, 

2012). 

Für die integrale Funktion der Blut-Hoden-Schranke sind derzeit Claudin-3 , -5 und 

-11 sowie Occludin die wichtigsten und bekanntesten (Morrow et al., 2010). 

3.1.1. Claudine 

Hinsichtlich der Claudine, welche zu den Tight-junction-Proteinen gezählt werden, 

können 24 verschiedene Proteinformen unterschieden werden (Mruk und Cheng, 

2015). Laut einer neueren Studie können sogar 27 verschiedene Claudine im 

Menschen gefunden werden (Mineta et al., 2011). 

Die verschiedenen Claudine können außer im Hoden, auch in den Epithelien, unter 

anderem in der Haut, Lunge, Niere, Gehirn, Darm und weiteren Organen sowie zum 

Teil in Tumoren gefunden werden (Heiskala et al., 2001; Markov et al., 2015). 

Die wichtigste Bedeutung in Bezug auf die Blut-Hoden-Schranke besitzen laut 

Komljenovic et al. (2009) derzeit Claudin-3 und Claudin-11. Claudin-11 zeigt in 

jungen Mäusen eine zur Basalmembran parallel ausgerichtete Orientierung, wobei 

es die basalen Spermatogonien bedeckt. Während der Proliferation von 

Spermatogonien sowie des Lösens von präleptotänen Spermatozyten von der 

Basalmembran sind die Claudin-11-Formationen senkrecht zur Basalmembran 

ausgerichtet (Komljenovic et al., 2009). Nach Formation neuer basaler Tight-

junctions können die reorganisierten und differenzierten Zellen in eine höhere und 

tiefere Schicht unterteilt werden. Die Autoren konnten ebenso zeigen, dass sich die 

zweite Claudin-11-Formation, welche sich luminal befindet und parallel zur 

Basalmembran orientiert ist, bei der Transformation von leptotänen und zygotänen 

Spermatozyten öffnet und somit eine Tor-Funktion einnimmt. Damit bestätigen sie 

das von Russel postulierte Intermediärkompartiment (Russell, 1977). 

Da in dieser Dissertation der Schwerpunkt auf der Untersuchung von Claudin-3 lag, 

wird auch nur auf dieses im Speziellen eingegangen. 
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3.1.1.1. Claudin-3 

Eine funktionierende Blut-Hoden-Schranke bildet sich während der Pubertät, bei 

Einsetzen der Meiose bzw. wenn Spermatozyten vorhanden sind (Morales et al., 

2007; Li et al., 2018). Das Claudin-3-Protein ist ein Bestandteil der Blut-Hoden-

Schranke und wird zu den Tight-junction-Proteinen gezählt. 

Bisher konnte Claudin-3 im Hoden von Mäusen und Hamstern, jedoch nicht im 

Hoden von Ratten und Menschen nachgewiesen werden (Tuôuhevaha et al., 2007; 

Tarulli et al., 2008; Stammler et al., 2016; Hollenbach et al., 2018). Nach derzeitiger 

Erkenntnis gibt es noch keine Daten in Bezug auf die Claudin-3-Expression im 

Hoden von Schweinen. 

In den Tubuli seminiferi contorti befindet sich Claudin-3 Ăg¿rtelartigñ zwischen 

angrenzenden Sertoli-Zellen, auf Höhe der Tight-junction-Formationen nahe der 

Basalmembran (Meng et al., 2005). Im Gegensatz zu den Tight-junction-Proteinen 

Occludin und Clauidn-11, welche auch in späten Stadien der Spermatogenese 

vorhanden sind, lässt sich Claudin-3 nur in den frühen Stadien nachweisen. Es soll 

die essentielle Aufgabe haben, eine neue Formation der Blut-Hoden-Schranke 

zwischen angrenzenden Sertoli-Zellen zu bilden (Meng et al., 2005). Dies steht 

auch in Zusammenhang mit der Synthese von Testosteron, welches an den 

Androgen-Rezeptor der Sertoli-Zellen bindet und die Expression von Claudin-3 

reguliert (Meng et al., 2005). 

Claudin-3 ist jedoch nicht nur an Sertoli-Zellen zu finden, sondern auch an 

präleptotänen und leptotänen Spermatozyten (Li et al., 2018). Zusätzlich hat 

Claudin-3 eine essentielle Rolle bei der Migration der Keimzellen. Komljenovic et 

al. (2009) zeigen in ihrer Studie, dass Claudin-3 an zwei verschiedenen Stellen im 

Keimepithel vorkommen kann, nämlich basal und luminal. Es überbrückt die auf 

der Basalmembran liegenden prªleptotenen Spermatozyten Ăg¿rtelartigñ. Nach der 

Translokation der präleptotenen Spermatozyten in das intermediäre Kompartiment 

werden diese durch adluminale und neu geformten Tight-junctions Ăversiegeltñ 

(Komljenovic et al., 2009). Zu einem späteren Zeitpunkt ist nur noch die basale 

Tight-junction-Barriere von Claudin-3 nachzuweisen, welche in weiterer Folge nur 

schwach oder gar nicht mehr nachweisbar ist. Neben der frühen Formation der Blut-

Hoden-Schranke soll es den Transport von Molekülen vom basalen ins adluminale 

Kompartiment des Hodens unterstützen. Ein Fehlen von Claudin-3 führt zu einer 

erhöhten Permeabilität der Blut-Hoden-Schranke (Meng et al., 2005). 
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In der Studie von Willems et al. (2010) führt ein spezifischer 

Androgen-Rezeptor-Knockout an Sertoli-Zellen zu einer reduzierten Expression 

von Claudin-3 sowie den ZO. Dies gibt Hinweise darauf, dass diese nicht nur 

androgenabhängig im Hoden exprimiert, sondern auch lokalisiert werden. 

Da Claudin-3 nicht nur zwischen benachbarten Sertoli-Zellen, sondern auch an 

Keimzellen zu finden ist, geht man davon aus, dass die Keimzellen dazu in der Lage 

sind, die Testosteronproduktion in den Leydig-Zellen anzuregen (Li et al., 2018). 

Eine androgenabhängige Claudin-3-Aktivität wird auch in Hoden hypogonadaler 

Mäuse beschrieben. Dort fehlt das Claudin-3-Protein, welches auch unter FSH-

Aktivität nicht nachgewiesen werden kann. Erst mit der Zugabe von Androgen kann 

Claudin-3 als Tight-junction-Barriere nachgewiesen werden (McCabe et al., 2012). 

In der Studie von Tarulli et al. (2008) konnte im Gegensatz dazu gezeigt werden, 

dass eine nat¿rliche ĂShort Dayñ-GnRH-Suppression und eine damit einhergehende 

Testosteronreduktion bei Hamstern eine apikale Anlagerung von Claudin-3 in 

Sertoli-Zellen bedingt. Eine FSH-Substitution bei diesen Tieren, führt anfangs zu 

einer Verlagerung des Claudin-3-Proteins an den basalen Aspekt von Sertoli-

Zellen, die Keimzellen und die Basalmembran umgebend, aber auch mit einer 

Anreicherung, apikal an neu formatiertem Lumen. Claudin-3 ist nach einigen Tagen 

in den Tubuli seminiferi contorti mit ausdifferenzierten Keimzellen abwesend. Dies 

stimmt mit den Aussagen von Meng et al. (2005) und Komljenovic et al. (2009) 

überein, die für Claudin-3 eine Funktion bei der Neubildung der Blut-Hoden-

Schranke sowie dem basalen Verschluss nach Translokation der präleptotänen 

Spermatozyten von der Basalmembran Richtung adluminal beschreiben. 

3.1.2. Occludin 

Occludin, ein Tight-junction-Protein, konnte das erste Mal in der Leber von 

Hühnern als Bestandteil des integralen transmembranen Proteinkomplex von 

Epithelien und Endothelien gefunden werden (Furuse et al., 1993). Neben dem 

Hoden und der Leber ist es unter anderem in der Haut, Lunge, im Darm, in der 

Harnblase und in Endothelien zu finden (Hirase et al., 1997; Pummi et al., 2001; 

Acharya et al., 2004; Zhang und Guo, 2009; You et al., 2012). 

Es ist im Hoden von Mäusen, Ratten, Truthähnen und Hunden jedoch nicht in den 

Hoden von Menschen und Meerschweinen vorzuweisen (Moroi et al., 1998; Gye, 

2004; Stammler et al., 2016; Pardyak et al., 2020). 
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Ebenso kann Occludin im Hoden von Schweinen gefunden werden, jedoch gibt es 

hier widersprüchliche Aussagen bezüglich der Aussagekraft des Ergebnisses. In 

einer Studie wurde Occludin im Hoden von Ebern zwar nachgewiesen, jedoch 

waren die Ergebnisse nicht eindeutig, weshalb es dazu keine Veröffentlichungen 

gibt (Hejmej et al., 2012). Im Gegensatz dazu konnte Occludin in der Studie von 

Zhang et al. (2018) Ăstrangartigñ auf Hºhe der Tight-junctions zwischen 

benachbarten Sertoli-Zellen gefunden werden. 

Die Autoren der Studie zeigen auch, dass Occludin nach Hitzebehandlung am 

Schweinehoden bei 42°C nur schwach in Sertoli-Zellen nachgewiesen werden kann 

und die Tight-junction-Formation und -Funktion von Occludin durch 

Temperaturerhöhung möglicherweise gestört wird (Zhang et al., 2018). 

Während Occludin vor der Pubertät in den Nagerhoden lateral, zwischen 

angrenzenden Sertoli-Zellen zu finden ist, so wird es während der Pubertät und mit 

zunehmendem Alter sowie mit der Ausbildung der But-Hoden-Schranke im basalen 

Bereich angereichert (Moroi et al., 1998; Cyr et al., 1999). In Hunden ist Occludin 

auch basal zwischen benachbarten Sertoli-Zellen angelagert. Zusätzlich ist es 

jedoch auch im Zytoplasma von Sertoli-Zellen zu finden, wodurch eine 

dynamisches Expressionsmuster in Abhängigkeit von regulatorischen 

Mechanismen angenommen wird (Gye, 2004). 

Im Truthahn wird das so genannte ĂYellow Semen Syndromñ beschrieben. Tiere 

mit diesem Syndrom zeigen eine perpendikuläre Anordnung von Occludin zur 

Basalmembran sowie eine reduzierte Expression. Physiologische ĂWhite Normal 

Semenñ-Truthähne hingegen, zeigen eine parallele Anordnung von Occludin 

(Pardyak et al., 2020) zur Basalmembran. Sie vermuten, dass die ĂDown 

Regulationñ von Occludin und eine verªnderte Anordnung des Occludins 

zusammen mit Connexin-43 und ZO-1 zu einer gestörten Spermatogenese führt. 

Wong et al. (2004) beschreiben in ihrer Studie ebenfalls eine Ăg¿rtelartigeñ 

Anordnung von Occludin im basalen Bereich der Sertoli-Zellen auf Höhe der Blut-

Hoden-Schranke. Jedoch ist dieses 24h nach einer Behandlung mit 

Cadmium-Chlorid nicht mehr nachweisbar. In diesem Zusammenhang zeigen die 

Aktin- und Vimentinfilamente ebenfalls eine Reduktion in der Expression. 
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Die Cadmium-Chlorid-Gabe führt ebenso zu einem Verlust der Keimzellen, so dass 

man davon ausgeht, dass die Zelladhäsion zwischen Keimzellen und Sertoli-Zellen 

gestört wird (Wong et al., 2004). Chung und Cheng (2001) zeigen, dass eine 

Injektion mit Cadmium-Chlorid in vitro, zu einer Permeabilitätsstörung von 

Occludin-Verbindungen zwischen Sertoli-Zellen führt, welche durch FSH- und 

Testosteronzugabe jedoch reversibel ist. Somit wird eine androgenabhängige 

Komponente zwischen Occludin-Verbindungen und einer intakten Blut-Hoden-

Schranke angenommen. Wobei dies weniger auf einer gesteigerten Expression der 

Occludin-mRNA, als auf eine testosteronabhängige Lokalisation des Occludins an 

den Zellkontakten beruht (Tuôuhevaha et al., 2007). 

Dies wird in Untersuchungen von Yan et al. (2008) bestärkt, wo eine Behandlung 

von Sertoli-Zellen mit Testosteron zu einer Verlagerung von Occludin an die Zell-

Oberfläche angrenzender Sertoli-Zellen führt. 

Im Gegensatz dazu führt eine Behandlung mit dem TGF-ɓ2 zur Endozytose von 

Occludin und auch der Adherens-junctions von präleptotänen Spermatozyten mit 

einer Verlagerung der Junction-Proteine in das Zytosol. Dies soll insbesondere bei 

der Migration von präleptotenen Spermatozyten vom basalen in das adluminale 

Kompartiment eine Rolle spielen. 

Occludin ist nicht nur testosteronabhängig. Eine FSH-abhängige 

Occludin-Expression und Lokalisation konnte in folgenden Studien gezeigt 

werden: Eine Testosteron- und auch FSH-Substitution nach GnRH-Suppression 

führt zu einem teilweisen Anstieg des Occludins und zur Proliferation von 

Keimzellen, auch wenn die Blut-Hoden-Schranke noch eine pathologische 

Permeabilität aufweist (McCabe et al., 2010). In der Studie von Tuôuhevaha et al. 

(2007) führt weder Testosteron, Estrogen oder FSH zu einer gesteigerten mRNA-

Expression von Occludin. Eine Zugabe von FSH wªhrend der Ăshort dayñ-Zeit bei 

Hamstern führt hingegen zu einer Verlagerung von Occludin. Und zwar von einer 

starken, ungeordneten Anordnung des Occludins im Sertoli-Zellzytoplasma zu 

einer Anordnung im basalen und zum Teil auch im apikalen Bereich der Sertoli-

Zellen (Tarulli et al., 2008). 

Im Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass trotz eines Occludin-Knockouts bei 

jungen Tieren eine Spermatogenese stattfindet, wobei diese Tiere jedoch keine 

Würfe hervorbringen. Adulte Tiere hingegen zeigen eine Atrophie des 
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Hodengewebes mit einem Arrest der Spermatogenese und Sertoli-cell-only Tubuli. 

Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden, dass die Tight-junction-Stränge 

nicht beeinträchtigt waren. Die Autoren vermuten, dass Occludin eher eine Rolle 

für die Funktion einer intakten Blut-Hoden-Schranke besitzt. Wie dies jedoch genau 

funktioniert, ist bisher unklar (Saitou et al., 2000). Da Occludin jedoch nicht im 

menschlichen- oder Meerschwein-Hoden vorkommt, muss es hierfür noch andere 

regulatorische Mechanismen geben. Denn die Blut-Hoden-Schranke ist hier auch 

ohne Occludin intakt. Diskutiert wird diesbezüglich entweder ein alternatives 

integrales Transmembran-Protein oder ein unbekanntes Occludin (Moroi et al., 

1998). 

3.2. Gap-junction-Proteine 

3.2.1. Connexin-43 

Connexine, welche zu den Gap-junction-Proteinen gezählt werden, enthalten 

ähnlich wie die Claudine und Occludine vier transmembrane Domänen mit zwei 

extrazytoplasmatischen Schleifen sowie intrazytoplasmatische C- und N-

Endigungen (Yeager und Gilula, 1992). Derzeit nimmt man an, dass es 20 

verschiedene Gap-junction-Proteine im Menschen und 17 in der Ratte gibt 

(Willecke et al., 2002). Dazu gehören unter anderem 

Connexin-26, -31, -32, -33, -37 und -43 (Risley et al., 1992; Tan et al., 1996; Mok 

et al., 1999). Die verschiedenen Connexine können unter anderem in der Haut, in 

der Brust, in den Nieren, der Leber, im Darm, im Herzen, im Gehirn in Neuronen, 

in Endothelien und anderen Geweben gefunden werden (Oyamada et al., 2005). 

Connexine sind Proteine, welche eine tunnelartige Verbindung basal zwischen den 

Sertoli-Zellen, aber auch apikal zwischen Sertoli-Zellen (Abbildung 7) und 

Spermatiden herstellen (Cheng und Mruk, 2012). Dies dient überwiegend dem 

Austausch von Molekülen durch Diffusion und der Kommunikation zwischen den 

Zellen. Sechs Connexin-Proteine legen sich in Hexamer-Anordnung zusammen 

und bilden das Connexon, indem sie einen ĂHemi-Tunnelñ von jeder Zellseite 

ausbilden. Diese können entweder aus den gleichen Connexinen bestehen, dann 

werden diese als homomer bezeichnet. Bestehen diese aus unterschiedlichen 

Connexinen, werden sie als heteromer bezeichnet. Zusätzlich kann noch 

unterschieden werden, ob die beiden ĂHemi-Tunnelñ gleich aufgebaut sind und als 

homotypisch bezeichnet werden oder ob sie aus unterschiedlichen Connexinen 
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aufgebaut und heterotypisch sind (Hoh et al., 1993; Pointis und Segretain, 2005; 

Cheng und Mruk, 2012). Mehrere dieser Gap-junction-Tunnel aggregieren in der 

Plasmamembran und bilden Gap-junction-Plaques (Kumar und Gilula, 1996; 

Segretain und Falk, 2004). Interessanterweise können zwei Connexon-Halbtunnel, 

welche zwei Zellen miteinander verbinden, sich nicht mehr separieren, so dass sich 

der Komplex bestehend aus zwei ĂHemi-Tunnelnñ nach der Funktion, im 

Zytoplasma Ringartig zusammen legt und im Anschluss durch Lysosomen und 

Proteasomen abgebaut wird (Jordan et al., 2001; Segretain und Falk, 2004). 

 

 

Abbildung 7: Bildung, Wirkungsort und Abbau der Connexine (Segretain 

und Falk, 2004).  

Die Connexin-Proteine werden im endoplasmatischen Retikulum 

synthetisiert, um dann vom Golgi-Apparat entlang der Mikrotubuli zur 

Plasmamembran zu gelangen. Dort werden sie peripher an bereits 

existierenden Gap-junctions als Hemi-Tunnel integriert und verbinden 

zwei Zellen miteinander, so dass Moleküle passieren können und 

Zellkommunikation stattfinden kann. Mehrere Gap-junctions bilden an der 

Plasmamembran den Gap-junction-Plaque, welcher von Mikrotubuli 

gestützt wird. Vom Zentrum des Gap-junction-Plaques aus, werden die 

Gap-junctions intrazytoplasmatisch durch Lysosomen und Proteasomen 

abgebaut (Gaietta et al., 2002; Lauf et al., 2002; Segretain und Falk, 2004). 
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Von den zahlreichen Connexinen gehört Connexin-43 hierbei zu den 

vorherrschenden Proteinen. Es ist für die Einleitung und das Aufrechterhalten der 

Spermatogenese bedeutend (Batias et al., 2000). Lediglich in den Leydig-Zellen ist 

bisher nur Connexin-43 zu finden (Risley et al., 1992; Varanda und De Carvalho, 

1994; Tan et al., 1996). Neben den Leydig-Zellen ist es zwischen Sertoli-Zellen, 

aber auch zwischen Sertoli- und Keimzellen nachweisbar (Risley et al., 1992; Tan 

et al., 1996; Batias et al., 2000). 

Für Connexin-43 ist ein alters- aber auch ein stadienspezifischer Nachweis 

beschrieben. So wird Connexin-43 im basalen Bereich des Nagerhodens zwischen 

angrenzenden Sertoli-Zellen auf Höhe der Tight-junctions beschrieben, aber auch 

im adluminalen Bereich. Erst mit zunehmendem Alter verlagert sich Connexin-43 

lediglich in den basalen Bereich zwischen angrenzenden Sertoli-Zellen. Zusätzlich 

kann es im Zytoplasma von Spermatogonien und Spermatozyten sowie in Leydig-

Zellen gefunden werden (Risley et al., 1992). Dies wird auch in anderen Studien 

beschrieben (Batias et al., 2000; Decrouy et al., 2004). Pelletier (1995) beschreibt 

sogar einen Nachweis von Connexin-43 in Abhängigkeit der Spermatozyten-

Translokation von basal nach adluminal, wo es je nach Stadium entweder basal, 

luminal oder beidseits der Spermatozyten auf Höhe der Tight-junctions zu finden 

ist. In der Studie von Decrouy et al. (2004) wird gezeigt, dass Inter-Sertoli-

Verbindungen durch homologe Gap-junctions in Verbindung stehen, während 

Sertoli- und Keimzellen durch heterologe Gap-junctions kommunizieren. 

Sie gehen auch davon aus, dass identische Moleküle gleichzeitig durch die Gap-

junctions in unterschiedliche Zellen diffundieren können. Laut Pelletier (1995) ist 

Connexin-43 in den Leydig-Zellen zu finden, bevor es in den Tubuli seminiferi 

contorti nachzuweisen ist. In den Leydig-Zellen wird Connexin-43 in der 

Plasmamembran angrenzender Leydig-Zellen gefunden und steigt mit 

zunehmendem Alter an (Tan et al., 1996; You et al., 2000). 

Für das Schwein ist ein Nachweis von Connexin-43 ebenfalls in angrenzenden 

Leydig-Zellen beschrieben. Hier insbesondere im Bereich der Plasmamembran 

(Hejmej et al., 2009). Da dies auch bei neonatalen Ferkeln beschrieben ist, geht man 

davon aus, dass Connexin-43 eine essentielle Rolle bei der Keimzellreifung 

einnimmt. (Durlej et al., 2011). Im Menschen kann Connexin-43 luminal von 

Spermatogonien und basal der angrenzenden Spermatozyten gefunden werden. 
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Tubuli seminiferi contorti mit einem Arrest der Spermatogenese auf Höhe der 

Spermatogonien oder mit Sertoli-cell-only-Syndrom sind hingegen immunonegativ 

für Connexin-43 (Steger, Klaus et al., 1999). Die Autoren gehen davon aus, dass 

die Connexin-43-Expression hier abhängig von der Sertoli-Zell-Differenzierung ist. 

In anderen Studien wird zusätzlich beschrieben, dass das Vorhandensein von 

Keimzellen und Connexin-43 in engem Zusammenhang steht (Batias et al., 2000; 

Roscoe et al., 2001). In der Studie von Röhrs (2013) kann Connexin-43 basal in den 

Sertoli-Zellen sowie den Leydig-Zellen von juvenilen Hunden nachgewiesen 

werden. Hunde, welche mit dem GnRH-Implantat Gonazon® behandelt wurden, 

zeigen hingegen einen Nachweis von Connexin-43 im adluminalen Bereich der 

Tubuli seminiferi contorti. Dies weist darauf hin, dass eine Suppression der GnRH-

Aktivität eine Funktionsstörung der Blut-Hoden-Schranke mit sich bringt. Jedoch 

konnte auch gezeigt werden, dass sich die Blut-Hoden-Schranke mit GnRH-

Aktivität wieder zurückbildet und zwischen einem basalen und adluminalen 

Kompartiment unterschieden werden kann. 

Da Connexin-43 bis auf wenige Ausnahmen in fast allen Geweben vorkommt 

(Pointis und Segretain, 2005), führt ein genereller Connexin-43-Knockout an 

Tieren kurz nach der Geburt zur Letalität. In einer Studie, bei der die Hoden von 

Connexin-43-Knockout-Mäusen unter die Nierenkapsel transplantiert wurde, 

fehlen die Keimzellen mit dem Bild eines Sertoli-cell-only-Syndroms. Ebenso kann 

eine Stimulation der Hoden mit LH keine Veränderung der Androgen-Aktiv ität 

hervorbringen, was den Hinweis gibt, dass Connexin keinen Einfluss auf die 

Androgen-Synthese, jedoch auf die Keimzellreifung und die Spermatogenese an 

sich hat. (Roscoe et al., 2001). 

Ein Connexin-43-Knockout an Sertoli-Zellen, führt zu einem Anstieg der 

Occludin-Expression (Carette et al., 2010). Dies wird in der Studie von Li et al. 

(2009) widerlegt, wo ein Connexin-43-Knockout nur an Sertoli-Zellen keine 

Veränderungen mit sich bringt, während ein Knockout von Connexin-43 und dem 

Desmosomenprotein Plakophilin-2 (PKP2), eine Lokationsänderung von Occludin 

und den ZO-1 verursacht. 

Histologisch bietet sich bei einem Connexin-43-Knockout an Sertoli-Zellen das 

Bild, ähnlich eines Sertoli-cell-only-Syndroms, jedoch mit reduzierten 

Spermatogonien, aber gesteigerten Sertoli-Zellzahlen (Brehm et al., 2007). 
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Auch hier wird wieder deutlich, dass Connexin-43 essentiell für die Initiation und 

den Ablauf einer normalen Spermatogenese ist. Und dies insbesondere in Hinblick 

auf die Versorgung der Keimzellen für die Mitose durch die Sertoli-Zellen sowie 

in Hinblick auf die Proliferation und Reifung der Sertoli-Zellen selbst (Brehm et 

al., 2007). 

Dass das Connexin-43 im Hoden essentiell für die Fertilität von Tieren ist, kann in 

einer weiteren Studie gezeigt werden. Tieren, bei welchen - durch ein Connexin-

43-Knockin - das Connexin-43 entweder durch Connexin-32 oder Connexin-40 

ersetzt wurde, zeigen ein Sertoli-cell-only-Syndrom mit Sterilität. Leydig-Zellen 

weisen jedoch keine abweichende Morphologie auf (Plum et al., 2000). Dies zeigt 

die wichtige Aufgabe des Connexins 43 bei der Spermatogenese. 

Im Gegensatz dazu, scheint ein Connexin-43-Knockout an Keimzellen keinen 

Einfluss auf die Fertilität zu haben (Günther et al., 2013). Begründet wird dies 

damit, dass andere Connexin-Proteine eine Kommunikation zwischen Keimzellen 

und Sertoli-Zellen ausgleichen. 

Da eine Suppression des Androgen-Rezeptors mit Flutamid in neonatalen 

Schweinen zu keiner Veränderung der Connexin-43-Expression im Hoden führt, 

wird angenommen, dass eine Regulation des Connexin-43 durch Androgen- bzw. 

seine Rezeptoraktivität erst mit zunehmendem Alter geschieht (Durlej et al., 2011). 

Andererseits scheint Connexin-43 keinen Einfluss auf die Androgen-Synthese zu 

haben, da ein Connexin-43-Knockout an Leydig-Zellen die Androgen-Synthese 

nicht einschränkt. Jedoch wird auch diskutiert, dass womöglich die Kommunikation 

zwischen den Leydig-Zellen untereinander nicht beeinträchtigt wird, wenn neben 

Connexin-43 noch andere Gap-junction-Proteine vorkommen (Kahiri et al., 2006). 

Neben der Studie von Iwase et al. (2006) konnte in vitro gezeigt werden, dass 

Estrogene die Zellkommunikation der Gap-junctions zwischen angrenzenden 

Leydig-Zellen über den Estrogen-Rezeptor hemmen. Der Zusammenhang zwischen 

Estrogenen und Connexin-43 in Leydig-Zellen wird von Hejmej et al. (2009) 

befürwortet, die einen Abfall der Estrogene mit einem erhöhten Signal von 

Connexin-43 in den Leydig-Zellen in Verbindung bringen. 
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4. Immunologische Kastration mit dem GnRH-Analogon 

Improvac® 

Eine Alternative zur chirurgischen Kastration ist die Vakzination mit dem 

GnRH-Analogon Improvac®. 

Hierbei wird dem intakten Eber ab einem Alter von 8 Wochen eine Erstvakzination 

(V1) von 2ml subkutan in die Nackengegend, kaudal am Ohrgrund, verabreicht. Es 

werden sowohl Antikörper gegen das injizierte, synthetische GnRH-Analogon 

gebildet, welches an ein Trägerprotein mit einem wässrigen Adjuvant gebunden ist, 

als auch gegen das körpereigene GnRH. Die Hodenfunktion ist nach der ersten 

Vakzination noch voll funktionsfähig. Die zweite Vakzination (V2), welche 

mindestens 4 Wochen nach der Erstvakzination stattfindet, stellt eine so genannte 

ĂBooster-Vakzinationñ dar. Sie dient zur Unterdr¿ckung der Hypothalamus-

Hypophysen-Gonaden-Achse und somit der Unterdrückung der Hodenfunktion 

sowie einer Reduktion der Steroidbiosynthese. Da es bis zu 3 Wochen dauern kann, 

bis die Skatol- und Androstenon-Werte nicht mehr im Fett nachweisbar sind, sollte 

die Schlachtung 4 bis 6 Wochen nach der zweiten Vakzination erfolgen. Tiere, bei 

denen die zweite Vakzination länger als 8 Wochen zurückliegt, sollten eine dritte 

Vakzination erhalten und im Anschluss 4 bis 6 Wochen später geschlachtet werden 

(Zamaratskaia und Rasmussen, 2015; Zoetis Deutschland GmbH, 2021; Zoetis New 

Zealand Limited, 2021). 

Seit 2009 ist die Nutzung des Arzneimittels Improvac® als Alternative zur 

chirurgischen Kastration in Ländern der Europäischen Union zugelassen 

(Zamaratskaia und Rasmussen, 2015). Derzeit ist Belgien eines der führenden 

Länder, welches die erfolgreiche Vakzination mit dem Impfstoff Improvac® zur 

Kastration von Schweinen anwendet (Bee et al., 2015). Es gibt inzwischen 

zahlreiche Studien zur Vakzination mit Improvac®. Diese beschäftigen sich vor 

allem mit der Wirksamkeit der immunologischen Kastration, der Fleischqualität an 

sich, dem Ebergeruch und der Wirtschaftlichkeit (Dunshea et al., 2001; 

Zamaratskaia et al., 2008; Pauly et al., 2009; Brunius et al., 2011; Kubale et al., 

2013). Da in dieser Studie die Auswirkungen der immunologischen Kastration in 

Bezug auf die Morphologie des Hodengewebes und die hormonellen 

Veränderungen untersucht wurden, werden hier Ergebnisse von anderen Autoren 

bezüglich der Histologie des Hodengewebes vorgestellt. 
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In vorherigen Studien konnten folgende Ergebnisse nach einer Vakzination mit 

Improvac® geliefert werden: Die LH-, Testosteron- und Östradiolwerte sinken 

nach der Vakzination deutlich ab, während FSH mehr oder weniger unverändert 

bleibt (Wagner und Claus, 2004; Wagner et al., 2006). Awoniyi et al. (1988b) war 

einer der ersten Autoren, welcher Untersuchungen an dem Hodengewebe der Eber 

nach einer Vakzination mit einem GnRH-Konjugat vornahm. Verglichen mit 

neueren Studien, zeigt das Hodengewebe vakzinierter Tiere meist ähnliche 

Merkmale. Dazu gehören die Reduktion der Hodengröße sowie der Durchmesser 

der Tubuli seminiferi contorti in den Hoden. Innerhalb der Tubuli seminiferi 

contorti war meist eine gestörte Spermatogenese zu finden, mit unterschiedlich 

ausgeprägtem Vorhandensein der Keimzellen im Epithelverband. Leydig-Zellen 

zeigen meist eine Reduktion in der Zahl sowie in der Größe, weniger Zytoplasma 

sowie polygonale oder pyknotische Zellkerne (Wagner, 2005; Einarsson et al., 

2009; Einarsson et al., 2011; Kubale et al., 2013; Wicks et al., 2013). Hierbei ist zu 

berücksichtigen, dass in den Studien verschiedene Impfschemata durchgeführt 

wurden. Einarsson et al. (2011) untersuchten den Effekt einer frühen Vakzination 

in der 10. und 14. Lebenswoche im Vergleich zur Vakzination in der 16. und 20. 

Lebenswoche. Geschlachtet wurden die Tiere in der 25. Lebenswoche. Im 

Vergleich zu den standardvakzinierten Tieren, zeigen früh kastrierte Tiere eine 

deutlich stärkere Reduktion der Größe der Tubuli seminiferi contorti. Während die 

standardvakzinierten Tiere nur einen leichten Keimzellverlust erkennen lassen, ist 

bei den Früh-Kastraten ein deutlicher Keimzellverlust mit vielen Tubuli, welche 

nur Spermatozyten und Sertoli-Zellen enthalten, zu sehen. Die Leydig-Zellen 

besitzen wenig Zytoplasma mit pyknotischen Zellkernen und sind kaum von den 

Zellkernen des Interstitiums zu unterscheiden. Da die immunologische Kastration 

reversibel ist, untersuchten Kubale et al. (2013) Tiere, welche 2, 5 und 8 Wochen 

nach der zweiten Vakzination geschlachtet wurden, im Hinblick auf das 

Hodengewebe. Mit zunehmendem Zeitintervall zwischen V2 und der Schlachtung 

gibt es vermehrt starke Veränderungen im Hodengewebe. Angefangen von milden 

Zeichen der Atrophie, einem leichten Verlust von Keimzellen, bis hin zu Tubuli 

seminiferi contorti mit deutlichem Keimzellverlust oder Tubuli mit Sertoli-cell-

only-Phänomen. Ebenso ist eine deutliche Abnahme und verringerte Größe der 

Leydig-Zellen beschrieben. Kein Tier zeigt eine Wiederaufnahme der 

Hodenfunktion. 
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Wicks et al. (2013) beschreiben, dass bei einer Vakzination mit Improvac® 8 

Wochen nach der zweiten Vakzination die Testosteronwerte ansteigen und 

10 Wochen nach V2 die Regeneration des Hodenepithels wieder aufgenommen 

wird. Rottner und Claus (2009) beweisen einen Anstieg der Testosteronwerte im 

Blut 10 Wochen nach der zweiten Vakzination und legen dies als Kriterium für die 

Wiederaufnahme der Hodenfunktion fest. 26 Wochen nach der zweiten 

Vakzination haben alle Tiere die Hodenfunktion wiederaufgenommen und zeigen 

Tubuli mit allen Keimzellstadien. 

Wenn man dies als Merkmal setzt, so beschreiben Zamaratskaia et al. (2008) im 

Gegenzug keine Wiederaufnahme der Hodenfunktion, auch 22 Wochen nach der 

zweiten Impfung. 

In ihrer Studie wiesen Wagner et al. (2006) den Estrogen-Rezeptor Ŭ nach einer 

Immunvakzination in Schweinen vor allem in A- und B-Spermatogonien nach. 

Dieser ist nur vereinzelt in differenzierteren Keimzellen zu finden. Nicht jedoch in 

Sertoli- oder interstitiellen Zellen. Der Estrogen-Rezeptor ɓ kann in Leydig-Zellen, 

Keimzellen und Sertoli-Zellen nachgewiesen werden. Im Vergleich zu intakten 

Ebern zeigen vakzinierte Tiere eine stärkere Reaktion des Estrogen-Rezeptors ɓ 

(Srisuwatanasagul et al., 2018). Androgen-Rezeptoren werden bei 

immunvakzinierten Tieren vor allem in den somatischen Zellen nachgewiesen 

(Srisuwatanasagul et al., 2018). Ebenso ist der immunhistochemische Nachweis bei 

Kastraten stärker als bei intakten Ebern. Hier wird vermutet, dass dies an der Down-

Regulation der GnRH-Aktivität liegt. 

Abschließend soll erwähnt werden, dass das Arzneimittel Improvac® eine 

immunologische Kastration hervorruft, es jedoch einzelne Tiere gibt, die keine 

Reaktion auf eine Vakzination mit Improvac® zeigen (Hilbe et al., 2006; Ġkrlep et 

al., 2012; Kubale et al., 2013). Warum dies so ist, konnte bisher nicht geklärt 

werden. 
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III.  MATERIAL UND METHODEN 

1. Versuchsaufbau der Studie 

Männlichen Schweinen wird das GnRH-Analogon Improvac® ab einem Alter von 

8 Wochen zweimal im Abstand von 4 Wochen injiziert. Die Zweitvakzination sollte 

jedoch mindestens 4 bis 6 Wochen vor der Schlachtung erfolgen (Zoetis 

Deutschland GmbH, 2021). Da die Vakzinationszeitpunkte nicht fest 

vorgeschrieben sind und variieren können, wurden in dieser Arbeit unterschiedliche 

Vakzinations- und Schlachtzeitpunkte verwendet. 

Ausgangsmaterial für die histomorphologische Untersuchung dieser Arbeit waren 

Gewebeproben von 29 Schweinen, welche in Kollaboration mit der Klinik für 

Schweine der LMU München im Lehr- und Versuchszentrum Schwarzenau 

gehalten wurden. 

Die Schweine wurden in fünf Gruppen unterteilt. Intakte Eber (Gruppe 1) und Eber, 

welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten die GnRH-Vakzination mit Improvac® 

(Zoetis Deutschland GmbH, 2021) appliziert bekamen (Gruppe 2 bis 5, Tabelle 1). 

Die Tiere der Gruppe 2 wurden mit 8 und 12 Wochen vakziniert. Auf Grund der 

Schlachtkapazität des Schlachthofs Schwarzenau, wurden die Tiere der 

Gruppe 2; 12 und 14 Wochen nach der Zweitvakzination (V2) geschlachtet. Tiere 

der Gruppe 3 wurden mit 12 und 16 Wochen immunologisch kastriert. Die Zeit 

zwischen V2 und der Schlachtung betrug 10 Wochen. Sowohl Gruppe 4 als auch 

Gruppe 5 wurden mit 12 und 18 Wochen vakziniert. Während die Gruppe 4 jedoch 

8 Wochen nach V2 geschlachtet wurde, blieben die Tiere der Gruppe 5 für 

21 Wochen nach V2 am Leben (Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Gruppeneinteilung und Vakzinationszeitpunkte 

 Vakzination 1 (V1) Vakzination 2 (V2) 

Abstand in 

Wochen zwischen 

V2 und 

Schlachtung 

Gruppe 1 

(n = 6) 
Intakte Eber  

23,5 (n=4) 

25,5 (n=2) 

Gruppe 2 

(n = 5) 
8. Lebenswoche 12. Lebenswoche 

12 (n=3) 

14 (n=2) 

Gruppe 3 

(n = 5) 
12. Lebenswoche 16. Lebenswoche 10 

Gruppe 4 

(n = 6) 
12. Lebenswoche 18. Lebenswoche 8 

Gruppe 5 

(n =7) 
12. Lebenswoche 18. Lebenswoche 21 

 

1.1. Probenentnahme 

Im Schlachthof des Lehr- und Versuchszentrum Schwarzenau wurden die 

Gewebeproben im Anschluss der Schlachtung von den Hoden der Eber entnommen. 

Dies wurde von den Mitarbeitern der Klinik für Schweine der LMU München 

durchgeführt. 

In dieser Arbeit wurden die Proben aus den mit roten Kreuzen markierten Bereichen 

des Hodenparenchyms untersucht (Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Entnahmestelle der Gewebeproben für diese Studie (eigene 

Darstellung) 

 

1.2. Aufbereitung der Proben 

Für die lichtmikroskopische Untersuchung, wurden die am Schlachthof 

entnommenen Gewebeproben zur Fixierung sowohl in eine Bouin-Lösung als auch 

in eine 3,7 % Formalin-Lösung gegeben (Mulisch und Welsch, 2015). Dort wurden 

sie für 24h belassen, im Anschluss zugeschnitten und in kleine Plastikförmchen 

gegeben. Zur Dehydrierung wurden die Proben für 72 Stunden in ein 70%-

Ethanolbad überführt, welches mehrmals gewechselt wurde. Die Formalin-Proben 

wurden zuvor 60 Min. lang unter fließendem Leitungswasser gespült.  
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In einem automatisierten Gewebe-Einbettautomaten (Fa. Fisher Scientific, Typ 

microm stp 120, Schwerte, Deutschland) erfolgte weiterhin die Entwässerung der 

Hodenproben in einer aufsteigenden Alkoholreihe (80% Ethanol 2x, 96% Ethanol 

2x, Isopropanol 2x, Xylol  3x), sowie die Einbettung in Paraplast (Fa. Carl Roth, 

Karlsruhe, Deutschland). 

Die mit Paraplast versehenen Proben wurden im Anschluss ausgeblockt. Mit Hilfe 

einer Paraffin-Ausgießstation (Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland) wurden die Proben 

mit Paraffin (Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in Eingießrahmen 

ausgegossen und auf Histokasseten (Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. 

Im Anschluss kühlten diese auf der Kühlplatte aus. Mit einem Rotationsmikrotom 

(Type RM2245, Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland) wurden 3-5µm dicke Schnitte 

angefertigt, welche im Wasserbad auf unbeschichtete Objektträger (Superfrost, 

Roth GmBH & Co, Karlsruhe, Deutschland), sowie beschichtete Objektträger 

(Superfrost Ultra Plus, Menzel GmBH & Co, Braunschweig, Deutschland) gegeben 

wurden. Dies diente zur weiteren Bearbeitung für histologische Färbungen sowie 

für immunhistochemische Untersuchungen. Die immunhistochemischen Techniken 

wurden nach dem Standardprotokoll des Lehrstuhls für Anatomie, Histologie und 

Embryologie anhand der modifizierten Methoden nach Mulisch und Welsch (2015) 

durchgeführt. 

1.3. Histologische Färbemethoden 

Für die histologischen Färbemethoden wurden Schnitte von allen Tieren der 

jeweiligen Gruppe angefertigt. 

Die angefertigten Schnitte wurden wie bei vorherigen Studien (Kenngott, 2006) des 

Lehrstuhls für Anatomie, Histologie und Embryologie der LMU München auf 

folgende Weise bearbeitet: 

1. Entparaffinieren in Xylol (2x10 Min.) 

2. Rehydrieren in einer absteigenden Alkoholreihe durch kurzes Schwenken 

in der Lösung (2x Isopropanol, 96% Ethanol, 70 % Ethanol, Aqua dest.) 

Durch folgende Färbungen wurden die Schnitte nach dem Entparaffinieren und 

weiterbearbeitet: 
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Die Protokolle werden standardmäßig am Lehrstuhl für Anatomie, Histologie und 

Embryologie verwendet und sind modifiziert nach Mulisch und Welsch (2015). 

¶ Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Nach dem Rehydrieren in der absteigenden Alkoholreihe wurden die 

Zellkerne der Schnitte für 1 bis 2,5 Min. in gefiltertem Hämalaun (Fa. 

Merck, Darmstadt, Deutschland) gefärbt. Im Anschluss erfolgte das 

Schwenken in Aqua dest. und das Spülen in Leitungswasser für 10 Min. 

Danach wurden die Schnitte für 3 Min. in Eosin (Fa. Merck, Darmstadt, 

Deutschland) gefärbt und in Aqua dest. geschwenkt. 

Die H.E.-Färbung dient dazu, die Zellkerne blau-violett und das Zytoplasma 

sowie restliches Gewebe rosarot anzufärben (Mulisch und Welsch, 2015). 

¶ Masson-Goldner-Trichrom-Färbung 

Im Anschluss wurden die Schnitte in einer Eisenhämatoxylin-Färbung für 

8 Min. gefärbt. Folgend wurden die Objektträger in einer Azophloxin 

Lösung für 5 Min., Phosphormolybdänsäure-Orange für 3 bis 4 Min. gefärbt 

und mit Lichtgrün für 5 Min gegengefärbt. Zwischen den einzelnen 

Färbeschritten wurden die Schnitte in 1%-Essigsäure geschwenkt und 

gespült. 

Durch die Färbung nehmen die Zellkerne einen braunen bis schwarzen 

Farbton an, während das Zytoplasma rot gefärbt wird. Erythrozyten färben 

sich orange an, Bindegewebe und Schleim sollen eine grüne Färbung 

aufweisen (Mulisch und Welsch, 2015). 

Nach der Färbung erfolgten folgende Schritte: 

3. Dehydrieren der gefärbten Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe 

(70 %-Ethanol, 96%-Ethanol, 2x Isopropanol) 

4. Baden in Xylol (2x10 Min.) 

5. Eindecken mit Eukitt® (Riedel-de-Haen AG, Seelze, Deutschland) 
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1.4. Immunhistochemischer Nachweis 

Auch für die immunhostochemische Durchführung wurden Standardprotokolle des 

Lehrstuhls für Anatomie Histologie und Embryolgie verwendet, welche nach 

Mulisch und Welsch (2015) modifiziert wurden. 

Für die immunhistochemischen Nachweise wurden die interessantesten Tiere jeder 

Gruppe verwendet. Die Mindestanzahl lag bei drei Tieren pro Gruppe. In dieser 

Studie wurden 13 verschiedene Antikörper untersucht, diese sind der Tabelle 2 zu 

entnehmen. 

Vor den immunhistochemischen Nachweisen (Tabelle 3) und Untersuchungen 

wurden die Paraffinschnitte für mindestens 12 Stunden in einem Wärmeschrank bei 

40°C gelagert. 

In Abhängigkeit des verwendeten Antikörpers wurde für die Schnitte zur 

Vorbehandlung entweder ein TRS-Puffer pH 6 (Fa. Agilent, Waldbronn, 

Deutschland), ein TRIS-Puffer pH 7,5, ein ERS-Puffer pH 8 (Fa. Leica, Nußloch, 

Deutschland) oder ein Zitrat-Puffer pH 6 (siehe Anhang) verwendet. 

 

Gespült wurden die Schnitte in einem PBS-Puffer pH 7,4 (siehe Anhang). 
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Tabelle 2: Untersuchte Antikörper dieser Studie 

Primär -

Antikörper  

gegen Verdünnung 

Primär -

Antikörper  

Tierart  Hersteller 

Sekundär-Antikörper *  

Tierart  

Vimentin* 2 1:400 Maus Dako Kaninchen-Anti-Maus 

Sox-9* 2 1:300 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen 

DDX-4* 2 1:500 Kaninchen Abcam Schwein-Anti-Kaninchen 

Testosteron* 2 1:50 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen 

Ki -67 1:100 Maus Dako Pferd-Anti-Maus 

Occludin 1:300 Kaninchen 
Antikoerper-

online 
Pferd-Anti-Kaninchen 

Claudin-3 1:250 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen 

Connexin-43 1:2500 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen 

Estrogen-

Rezeptor Ŭ 
1:100 Kaninchen 

Thermo 

Scientific® 

RB-1521-P0 

Pferd-Anti-Kaninchen 

Estrogen-

Rezeptor ɓ 
1:300 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen 

FSH-Rezptor 1:100 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen 

Androgen-

Rezeptor 
1:150 Kaninchen Abcam Pferd-Anti-Kaninchen 

8-OHG* 3 1:3000 Maus Acris Pferd-Anti-Maus 

*Für jeden untersuchten Antikörper wurde eine Negativ- sowie Positivkontrolle durchgeführt. Für die 

Negativkontrolle wurde der Primär -Antikörper durch PBS-Puffer ersetzt. Für die Positivkontrolle 

wurden Gewebe verwendet, in denen der Antikörper nachweislich zu finden ist. 

* 2Für die Antikörper, außer Vimentin, Sox-9, DDX-4 und Testosteron wurde als Sekundär-Antikörper 

das Impress Kit der Fa. Vector aus Burlingame, Kalifornien, USA verwendet. 

* 3 8-OHG (8-Hydroxy-Guanosin) 
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Die immunhistochemische Aufbereitung wird nachfolgend in Tabelle 3 

beschrieben. 

 

Tabelle 3: Immunhistochemische Aufbereitung 

1. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol  2x30 Min. 

2. Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe 

2x Isopropanol, 1x 96% Ethanol, 1x 70% Ethanol, 

jeweils Schnitte kurz schwenken bis Aqua dest. 

 

3. Waschen in PBS-Puffer  3x5 Min. 

4. Vorbehandlung der einzelnen Antikörper   

 Vimentin:  

Protease 0,1% (Fa. Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 

jeweils 100 µl pro Objektträger, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 

 

 

 

10 Min. 

 Sox-9: 

TRS-Puffer in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 

 

2x15 Min. 

20 Min. 

 DDX-4: 

Zitrat-Puffer in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 

 

2x15 Min 

20 Min. 

 Ki67:  

TRS-Puffer in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen  

 

2x10 Min 

20 Min. 

 Occludin: 

ERS-Puffer pH8 in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 20 Min. 

 

2x15 Min. 

20 Min. 

 Claudin-3: 

ERS-Puffer pH9 in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 

 

2x15 Min. 

20 Min. 
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 Connexin-43: 

TRS-Puffer in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 

 

2x10 Min 

20 Min. 

 FSH-Rezeptor: 

TRS-Puffer in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 

 

2x10 Min 

20 Min. 

 Androgen-Rezeptor: 

TRS-Puffer in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 

 

2x10 Min 

20 Min. 

 Testosteron: Siehe Anhang  

 Estrogen-Rezeptor Ŭ: 

TRS-Puffer in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 

 

2x10 Min 

20 Min. 

 Estrogen-Rezeptor ɓ: 

TRS-Puffer in der Mikrowelle, 

bei Raumtemperatur abkühlen lassen 

 

2x10 Min 

20 Min. 

 8-OHG: 

Proteinase K (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland), 

bei Raumtemperatur inkubieren 

 

 

3 Min. 

5. Spülen in PBS-Puffer 3x5 Min. 

6. Endogene Peroxidase hemmen mit Hydrogenperoxid (10%) 

und inkubieren in Feuchtkammer bei Raumtemperatur (RT)  

 

10 Min. 

7. Fließendes Leitungswasser  10 Min. 

8. Spülen in PBS-Puffer  3x5Min. 

9. Blockieren unspezifischer Bindungen mit Impress Reagent 

Vector Blocking Serum (Fa. Vector, Burlingame, Kalifornien, 

USA)  

und inkubieren in Feuchtkammer bei Raumtemperatur 

Für Vimentin und DDX -4: 

Dako Protein-Block-Serum-Free (Fa. Agilent, Waldbronn, 

Deutschland), inkubieren bei Raumtemperatur, 

danach abgießen 

 

 

 

20 Min. 

 

 

10 Min., 

10. Primär-Antikörper auftragen: 

Jeweils 100µl pro Objektträger (AK), siehe Tabelle 2 
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Für Negativkontrolle: 

Dako antibody diluent (Fa. Agilent, Waldbronn, Deutschland) 

100µl pro Objektträger anstatt Antikörper 

11. Inkubation über Nacht bei 4°C  

12. Vor der Weiterbehandlung, bei Raumtemperatur inkubieren 1h 

13. Spülen in PBS-Puffer 3x5 Min. 

14. Sekundär-Antikörper auftragen: 

Jeweils 100µl pro Objektträger 

inkubieren bei Raumtemperatur (RT), 

 

 

30 Min. 

15. Spülen in PBS-Puffer  3x5Min. 

 Vimentin und DDX-4 Behandlung mit 2 weiteren 

Zwischenschritten: 

1). Markieren des Sekundär-Antikörpers mit Streptavidin-

Biotin-HRP-Komplex (Streptavidin-HRP Novocastra, Fa. 

Leica, Nußloch, Deutschland) 

Inkubieren bei Raumtemperatur 

2) Spülen in PBS-Puffer 

 

 

 

 

 

30 Min. 

3x5Min. 

16. Reaktionsreaktion auslösen in DAB-Lösung 

(Fa. Agilent, Waldbronn, Deutschland) 

 

3.Min 

17. Schwenken in Leitungswasser  

18. Kerngegenfärbung mit Hämatoxylin Gill´s Formula 

(Fa. Vector, Burlingame, Kalifornien, USA) 

 

19. Fließendes Leitungswasser  10 Min. 

20. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe 

70% Ethanol, 96% Ethanol, 2x Isopropanol 

 

21. Xylolbäder 2x 1x10 Min. 

1x20 Min 

22. Eindecken der Schnitte mit Eukitt  

23. Trocknen im Wärmeschrank bei 40 C° 12h 
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1.5. Weitere untersuchte und getestete Antikörper 

Zusätzlich wurden noch weitere Antikörper getestet. Zu diesen gehören K 18, K 8 

und AMH. Diese haben an den Proben des Schweinehodens nicht funktioniert. Aus 

diesem Grund sind diese auch nicht in der Dissertation aufgeführt. 

1.6. Auswertung der Schnitte 

Die gewonnenen Schnitte wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Typ 307-

148.001, Fa, Leitz, Wetzlar, Deutschland) evaluiert. Zusätzlich wurden die Schnitte 

mit Hilfe des Precipoint Mikroskops (Typ M8, Fa. Precipoint, Freising, 

Deutschland) mit Hilfe eines 40 X 0,95 und 60 X 0,95 Objektivs eingescannt und 

auf dem PC ausgewertet. 

1.7. Morphometrie und Auszählung für die statistische Auswertung 

1.7.1. Anzahl der Sertoli-Zellen und Flächenbestimmung der Tubuli 

Für die Sertoli-Zellzählung und die Bestimmung der Fläche der Tubuli seminiferi 

contorti wurden Objektträger von mindestens drei Tieren pro Gruppe verwendet. 

Dazu wurden Bilder, die mit einem 40 x 0,95 Olympus Objektiv des Precipoint 

Mikroskops (Typ M8, Fa. Precipoint, Freising, Deutschland) aufgenommen 

wurden, für die Messungen verwendet. Mit Hilfe der Software Image J64 und dem 

Creative Pen Display Tablet (Typ DTK-1301, Fa. Wacom, Krefeld, Deutschland) 

wurden zehn runde Querschnitte der Hodentubuli von jedem Eber verwendet. 

Sertoli-Zellkerne wurden mit Hilfe von immunhistochemischen Färbungen für den 

Antikörper gegen Sox-9 identifiziert. Die Sertoli-Zell-Nuklei wurden mit dem 

Kreativstift markiert und die Software Image J64 berechnete die Anzahl der Sertoli-

Zellen. Querschnitte der Tubuli seminiferi contorti wurden an der Basalmembran 

mit dem Kreativstift umrissen und über Image J64 wurde die Fläche jedes Tubulus 

berechnet. 
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1.7.2. Anzahl der Mitosen pro Tubulusanschnitt und Tubuli pro 

Gesichtsfeld 

Für den Nachweis der Mitosen wurden Objektträger verwendet, die mit dem 

Antikörper gegen Ki67 behandelt worden sind. Wie in Abschnitt 1.7.1 beschrieben, 

wurden die Objektträger mit dem Precipoint-Mikroskop (Typ M8, Fa. Precipoint, 

Freising, Deutschland) gescannt. Mit Hilfe der Precipoint Slide Viewer Software 

Viewpoint (Fa. Precipoint, Freising, Deutschland) wurden Gesichtsfelder mit einer 

Vergrößerung von 200µm untersucht. Hierbei wurden so viele Gesichtsfelder 

untersucht, bis 100 Tubuli seminiferi contorti und die darin vorkommenden 

Mitosen ausgezählt waren. Nebenbei wurde die Anzahl der Tubuli pro Gesichtsfeld 

manuell ermittelt. Diese wurden manuell markiert und anschließend ausgezählt. 

1.7.3. Anzahl der Leydig-Zellen pro Gesichtsfeld 

Das gleiche Verfahren wie in Abschnitt 1.7.2. wurde für das Zählen von 

100 Leydig-Zellen verwendet. Für den Leydig-Zell-Nachweis wurden Objektträger 

verwendet, welche mit dem Antikörper gegen Testosteron behandelt wurden. Die 

Gesichtsfelder für die Auszählung der Leydig-Zellen wurden bei einer 

Vergrößerung von 50µm untersucht, bis auch hier 100 Leydig-Zellen gezählt 

waren. 

Die Leydig-Zellen wurden nach den Kriterien, wie sie in Tabelle 4 aufgeführt sind, 

eingeteilt: 

 

Tabelle 4: Klassifikation der Leydig-Zellen 

Ausprägung des Zytoplasmas von Leydig-Zellen  

Kein Zytoplasma*  0 

Wenig Zytoplasma 1 

Mäßig Zytoplasma 2 

Viel Zytoplasma 3 

Ausprägung des Zellkerns von Leydig-Zellen  

Anzeichen der Degeneration 0 

Physiologisches Erscheinungsbild 1 

*Lichtmikroskopisch erkennbar  
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Das Keimepithel sowie die Spermatogonien wurden unter Verwendung von 

Objektträgern mit dem Antikörper gegen DDX-4 ausgewertet. Mit einer 

Vergrößerung von 200µm pro Gesichtsfeld wurden das Hodenepithel und die 

Spermatogonien von 100 Hodentubuli nach den in Tabelle 5 und Tabelle 6 

beschriebenen Kriterien klassifiziert: 

 

Tabelle 5: Klassifikation des Keimepithels 

Keimepithel pro Tubulus Querschnitt  Spermatogonien pro 

Tubulus Querschnitt 
 

Keimepithel ohne Keimzellen 

 

0 Keine Spermatogonien 0 

Keimepithel mit Spermatogonien und wenigen 

Spermatozyten. 
1 Wenige 

Spermatogonien (< 5) 
1 

Keimepithel mit allen Keimzelltypen, jedoch in 

geringer Anzahl. Ungeordnet, in Reihen oder ohne 

Reihen-Anordnung.  

2 Mäßige Anzahl 

an Spermatogonien 

(5-14) 

2 

Keimepithel mit allen Keimzelltypen in wenigen 

Reihen angeordnet.  
3 Viele Spermatogonien 

(> 15) 
3 

Keimepithel mit allen Keimzelltypen in vielen 

geordneten Reihen.  
4   

Keimepithel mit allen Keimzelltypen in sehr vielen 

geordneten Reihen.  
5   

 

 

Tabelle 6: Klassifikation für kleine/mittelgroße/große Spermatogonien 

 

 

  

Anzahl der Spermatogonien   

Keine, 0 Spermatgonien 0 

Wenig, <5 Spermatogonien 1 

Mäßig, 5-14 Spermatogonien 2 

Viele, >15 Spermatogonien 3 
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1.8. Statistische Auswertung 

1.8.1. Testosteronwerte 

Die Tiere, welche in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, waren bereits Teil 

der Dissertation von Herrn Dr. Reiter (Reiter, 2018). Für die Studie von Herrn 

Dr. Reiter wurde den Schweinen zum Zeitpunkt der Schlachtung Blutproben 

entnommen und die Testosteronwerte ermittelt. Mit Genehmigung von Frau 

Dr. Zöls aus der Schweineklinik dürfen diese in der vorliegenden Arbeit verwendet 

und mit den histologischen Schnitten verglichen werden. Die Testosteronwerte sind 

der Tabelle 13, Tabelle 22, und der Graphik 11 des Ergebnisteils und des Anhangs 

zu entnehmen. 

1.8.2. Datenerhebung und durchgeführte Tests 

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit der Software SPSS 

26.0 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen) durchgeführt. 

Die Daten wurden in einem ersten Arbeitsschritt deskriptiv-statistisch aufbereitet. 

Für kategoriale Daten wurden absolute und relative Häufigkeiten berechnet. Die 

grafische Darstellung relativer Häufigkeiten erfolgte in Form von gestapelten 

Balkendiagrammen. Metrische Daten wurden initial mit dem Kolmogorow-

Smirnow-Test auf signifikante Abweichungen von einer Normalverteilung getestet. 

Dies war bei fast allen vorliegenden Datenreihen der Fall. Als Kenndaten der 

Verteilung wurden der Median und die Inter-Quartils-Range (IQR) oder bei 

normalverteilten Daten das arithmetische Mittel und die Standardabweichung 

berechnet. Zur grafischen Darstellung der metrischen Daten wurden Box- und 

Whisker-Plots sowie Dot-Plots genutzt. 

Nachfolgend erfolgte die statistische Auswertung der Daten in Form von 

Gruppenvergleichen. Für den Vergleich der Gruppen von kategorialen Daten wurde 

der Chi-Quadrat-Test eingesetzt. Um die Ranginformation bei ordinalen Daten in 

der Analyse zu berücksichtigen wurde in diesen Fällen die Variante Somers-d 

gewählt. Lagen Wiederholungsmessungen vor, kam das Generalisierte Lineare 

Model in der Variante für Messwiederholungen (verallgemeinerte 

Schätzgleichungen = generalized estimating equations) mit dem Modelltyp für 

Häufigkeiten (Poisson loglinear) oder ordinale Daten (ordinal logistisches Model) 

zum Einsatz. Für multiple paarweise Vergleiche wurde die Adjustierung nach 

Bonferroni verwendet.  
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Zum Gruppenvergleich metrischer Daten wurde der Mann-Whitney U Test 

verwendet. Der Kruskal-Wallis Test wurde zum Vergleich von mehr als zwei 

Gruppen untereinander in Verbindung mit einem post-hoc-Test nach Bonferroni 

eingesetzt. Zur Berücksichtigung von Wiederholungsmessungen kam wiederum 

das generalisierte lineare Modell in der Variante für Messwiederholungen zum 

Einsatz. Bei metrischen Daten wurden die Modelltypen Ălinearñ oder Ăordinal 

logistischñ gewªhlt. F¿r multiple paarweise Vergleiche erfolgte auch in diesem Fall 

die Adjustierung des Signifikanzniveaus nach Bonferroni. Das Signifikanzniveau 

wurde für alle Analysen auf p<0,05 festgelegt. 
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IV.  ERGEBNISSE 

1. Histomorphologische Befunde am Hoden von intakten 

Ebern und immunologisch vakzinierten Tieren 

1.1. Hämatoxylin-Eosin und Trichrom-Färbung nach Masson und 

Goldner 

 

 

Abbildung 9: Übersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti von 

intakten Ebern der Gruppe 1. Trichrom-Färbung nach Masson und 

Goldner.  

Die intakten Eber weisen Tubuli seminiferi contorti mit zahlreichen 

Keimzellen auf. Dazwischen sind große Gruppen an Leydig-Zellen zu 

erkennen, welche ein stark ausgeprägtes Zytoplasma besitzen.  

T: Tubuli, schwarzer Pfeil: Leydig-Zellen. 
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Abbildung 10: Übersichtsaufnahme der Tubuli seminiferi contorti von 

intakten Ebern der Gruppe 1. Trichrom-Färbung nach Masson und 

Goldner.  

Die intakten Eber haben Tubuli seminiferi contorti mit zahlreichen 

Keimzellen. Dazwischen sind große Gruppen an Leydig-Zellen zu 

erkennen, welche ein stark ausgeprägtes Zytoplasma besitzen.  

T: Tubuli, schwarzer Pfeil: Leydig Zellen. 

 

1.1.1. Intakte Eber der Gruppe 1 

Im Hoden der intakten Eber sind große Quer- und Längsanschnitte der Tubuli 

seminiferi contorti zu finden (Abbildung 9, Abbildung 10, Graphik 1, Graphik 2, 

Graphik 12, Graphik 13). Das Vorkommen sowie die Gestalt der Keim- und Sertoli-

Zellen sind physiologisch für das Alter. Von basal in Richtung Lumen ausgehend 

findet man folgende Keimzellen (Abbildung 11, Abbildung 12, Abbildung 13): 

1. Kleine, runde bis ovale Spermatogonien auf der Basalmembran aufliegend. 

2. Junge und reifere Stadien an Spermatozyten. 

3. Runde, elongierende und elongierte Spermatiden. 
























































































































































































































































































































































































































































































































