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1 Einleitung

Die in den letzten Jahren stetig steigende Zahl von Untersuchungen am Nebenhoden
verschiedener Spezies ist auf die groRe Bedeutung des Nebenhodens fiir die posttestikulare
Spermienreifung zurtickzufiihren. Hodenspermien fehlt namlich noch die Fahigkeit zur
gerichteten Vorwartsbewegung und sie sind nicht befruchtungsfahig. Der Nebenhoden ist fiir
den Transport, die Reifung und die Speicherung der Spermien verantwortlich. Wahrend der
Passage erfahren die noch unreifen Spermien zahlreiche biochemische, physiologische und
morphologische Veranderungen, durch die sie ihre volle Befruchtungsfahigkeit erlangen
(Bamberg, 1975).

Speziell am Nebenhoden des Hundes wurden schon friih verschiedene Untersuchungen zur
Ultrastruktur (Chandler et al., 1981), zur Histologie (Orsi, 1983), zum Transport und der
Speicherung von Spermien (Sinowatz et al., 1977), zur Lokalisation von Glykosidasen
(Sinowatz et al., 1979), zur Koexpression verschiedener Cytokeratine (Wakui et al., 1994)
und zur Lokalisation von Lektinbindungsstellen (Wakui, 1996) durchgefiihrt. Der genaue
Mechanismus der epididymalen Spermienreifung ist jedoch trotz allem noch nicht zufrieden

stellend geklart.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Morphologie des Nebenhodens des Hundes mit
lichtmikroskopischen, ultrastrukturellen, immun- und glykohistochemischen Methoden
untersucht, um weitere Aufschlisse zur funktionellen Morphologie dieses Organes zu

erhalten.
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2 Literaturiibersicht
21 Nebenhoden (Epididymis)
2.1.1 Allgemeine Morphologie

Der hantelférmige Nebenhoden liegt in charakteristischer Weise dem Hoden in
Langsrichtung dicht an und ist an dessen Margo epididymalis mit ihm verwachsen

beziehungsweise durch ein Gekrose (Mesepididymis) eng verbunden (Nickel et al., 1999).

Der Nebenhoden kann makroskopisch in den kranial liegenden Nebenhodenkopf (Caput
epididymidis), den schlanken Nebenhodenkérper (Corpus epididymidis) und den kugeligen
Nebenhodenschwanz (Cauda epididymidis) unterteilt werden (Chandler et al., 1981; Wrobel,
1990; Nickel et al., 1999). Der Nebenhodenschwanz entlasst den Samenleiter (Ductus

deferens), der in das Beckenstlick der Harnréhre miindet (Liebig, 2004).

Der Nebenhoden ist als multifunktionelles Organ fiir den Transport und die Speicherung der
Spermien verantwortlich (Bamberg, 1975; Sinowatz et al., 1985). AuRerdem erfahren die
Samenzellen wahrend der Passage zahlreiche biochemische, physiologische und
morphologische Veranderungen, durch die sie erst ihre volle Befruchtungsfahigkeit erlangen
(Epididymale Spermienreifung) (Busch et al., 2001). Sekretion und Resorption des
Nebenhodenepithels sind androgenabhangig. Androgene erreichen ihre Wirkungsstatte tber
das Blut, die Lymphe und Rete testis-Fllssigkeit. Dabei sind sie an ein Androgen bindendes

Protein gebunden.

Die Uberleitung vom Hoden in den Nebenhoden erfolgt durch eine unterschiedliche Anzahl
von in Schlingen liegenden Kanalchen, den Ductuli efferentes testis, die aus dem Rete testis
hervorgehen (Nickel et al., 1999). Diese durchbrechen am Kopfende des Hodens die Tunica
albuginea und gehen in den Nebenhodenkopf liber. Sie vereinigen sich zum tierartlich
unterschiedlich langen Nebenhodenkanal, Ductus epididymidis (beim Riden funf bis acht
Meter lang), der dann in den Samenleiter Gbergeht. Der Spermientransport vom Hoden in
den Ductus epididymidis vollzieht sich auf der Grundlage des Flissigkeitsstroms. Die
freigesetzten, aber noch unbeweglichen Spermien werden Uber die Zilien der Ductuli

efferentes in den Nebenhodengang transportiert.

2.1.2 Hodenkanalchen (Ductuli efferentes testis)

Bei den Ductuli efferentes handelt es sich um umgebildete Urnierenkanalchen, die aus dem
Rete testis hervorgehen und am Kopfende des Hodens die Tunica albuginea durchbrechen
(Nickel et al., 1999). 15 - 16 enge Kanalchen verbinden so beim Hund das Rete testis mit
dem Anfangsabschnitt des Ductus epididymidis (Nickel et al., 1999; Liebich, 2004). Sie legen

sich im Nebenhodenkopf geschlangelt zu durch Bindegewebe zusammengehaltene,
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kegelférmige Lappchen (Lobuli epididymidis) zusammen. Finden Ductuli efferentes keinen
Anschluss an den Nebenhodengang, spricht man von blind endenden Ductuli aberrantes.
Der Durchmesser der Ductuli efferentes betragt etwa 100 - 200 um und sie sind ungefahr 12
- 20 cm lang (Busch et al., 2001), ihr Lumen ist rund oder leicht gebuchtet (Wrobel, 1990).
Die Kanalchen werden von einem unterschiedlich hohen, mehrreihigen Epithel ausgekleidet.
Es besteht aus resorptiv tatigen Hauptzellen mit einem apikalen dichten Mikrovillibesatz und
Gruppen von Flimmerzellen, auBerdem Lymphozyten und Makrophagen. Der Zilienschlag
der Hauptzellen unterstiitzt den Transport von Spermien und Samenflissigkeit zum
Nebenhodengang. Dieser Vorgang wird aulerdem von diinnen, zirkularen Schichten
modifizierter glatter Muskelzellen (Stratum fibromusculare) geférdert, die die Ductuli
efferentes umgeben und sich an die kraftige Basallamina des Epithels nach auf3en hin
anschliefen (Chandler et al., 1981).

Die Aufgaben der Ductuli efferentes sind vielfaltig. AuBer dem Transport der Spermien
gehort die Ruckresorption testikular gebildeter Flissigkeit und die Sezernierung
spermiennahrender Stoffe zu ihren Hauptfunktionen. Zudem werden vom Epithel durch
Phagozytose Spermien aus dem Lumen aufgenommen (Spermiophagie) (Chandler et al.,
1981; Rovan, 2001).

2.1.3 Nebenhodenkanal (Ductus epididymidis)

Die Ductuli efferentes 6ffnen sich in den stark gewundenen Nebenhodenkanal. Die engen,
durch Bindegewebe zusammen gehaltenen Schlingen des Ductus epididymidis bilden die
Grundlage des distalen Nebenhodenkopfes, Nebenhodenkdérpers und des
Nebenhodenschwanzes. Die Lange des Ductus epididymidis ist tierartlich unterschiedlich
und betragt nach Nickel et al. (1999) beim Hund flnf bis acht Meter.

Die Epithelhéhe nimmt am Ubergang der Ductuli efferentes zum Nebenhodenkopf nach
Chandler et al. (1981) stark zu. Der Nebenhodengang ist durchgehend mit einem
zweireihigen, hochprismatischen Epithel ausgekleidet. Es besteht aus kleinen, polygonalen
Basalzellen und hochprismatischen Hauptzellen. Die Hauptzellen tragen schlanke, I&ngliche
Mikrovilli (Stereozilien), die zu Buscheln verklebt sind (Nickel et al., 1999). Sie dienen vor
allem der Resorption von Samenflissigkeit und zum Teil auch der Sekretion von Enzymen
und Glykoproteinen. Das gut entwickelte raue endoplasmatische Retikulum und der Gber
dem Zellkern angeordnete Golgi-Apparat deuten auf die Sekretionsfunktion der Hauptzellen
hin. Die kleinen, rundlichen oder kegelformigen Basalzellen liegen an der Epithelbasis und
dienen dem Stoffaustausch. Neben diesen beiden Zellarten treten im Nebenhodenkanal vom
Hund noch Lymphozyten auf (Orsi, 1983). Die Epithelhéhe nimmt nach distal in Richtung

Nebenhodenschwanz kontinuierlich ab. Das Epithel des Ductus epididymidis wird von einer



Literaturiibersicht 7

dunnen, kapillarreichen, lockeren Bindegewebsschicht umgeben. Die spiralig angeordnete
Muskelschicht, die der Bindegewebsschicht nach aufien hin folgt, 1asst hingegen vom
Nebenhodenkopf zum Nebenhodenschwanz hin eine deutliche Starkenzunahme erkennen.
Sie spielt eine entscheidende Rolle fir den Transport der zunachst noch unbeweglichen
Spermien. Spontane peristaltische Kontraktionen sorgen fir einen langsamen, aber
gleichmaRigen Weitertransport. Auch der Gangdurchmesser nimmt nach distal kontinuierlich
zu (Chandler et al., 1981).

Der Nebenhodengang erflillt also mehrere Funktionen:
» Reifung und Vorratshaltung von Samenzellen.
» Weitergabe von Samenzellen in den Ductus deferens.
» Resorption testikularer Flussigkeit.

= Sekretion metabolisch aktiver Substanzen.

Die epididymale Spermienreifung vollzieht sich wahrscheinlich vor allem in den
Anfangsabschnitten, im Caput und im Corpus epididymidis. Die bis zu 2 mm dicken
Windungen des Ductus epididymis in der Cauda epididymidis dienen hingegen als

Spermienspeicher. Hier kdnnen die Spermien dicht gepackt wochenlang tberleben.

Makroskopisch wird der Nebenhodengang also in die drei Abschnitte Caput, Corpus und
Cauda epididymidis unterteilt. Da diese Unterteilung jedoch nur unzureichend die
strukturellen und funktionellen Besonderheiten des Nebenhodenganges berlcksichtigt, wird
er bei den verschiedenen Tierarten nach histologischen, histochemischen und
ultrastrukturellen Gesichtspunkten in eine unterschiedliche Anzahl von Segmenten unterteilt.
Dieser Einteilung liegen Kriterien wie die Epithelhdhe, die Hohe der Stereozilien und
sekretorische Aktivitat zu Grunde (Chandler et al., 1981; Schimming et al., 2001). Das
histologische Bild eines Segmentes wird wesentlich durch die Ausstattung mit folgenden
Zellen bestimmt: Basalzellen, hochprismatische Hauptzellen, Apikalzellen, Lymphozyten und
Makrophagen. Die Anzahl und Gliederung der einzelnen Segmente ist tierartlich

unterschiedlich und charakteristisch. Im Folgenden werden einige Beispiele genannt:

Bei Katzen wird der Nebenhodengang nach Sanchez et al. (1998) in vier getrennte
Regionen unterteilt. Diese Einteilung basiert auf der Morphologie und den Zellen des

Epithels, der Lumenform und —gréfe.

Nicander (1958) legt fur Pferd, Schaf und Rind eine Einteilung in sechs Segmente zu
Grunde. Grole, Position und Form des Zellkerns und die Epithelhéhe dienen als

Beurteilungsgrundlage.
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Beim Kaninchen wird der Ductus epididymidis in acht Segmente untergliedert
(Nicander, 1957). Morphologische, histologische und zytochemische Unterschiede

des Epithels und der Lumendurchmesser wurden dabei herangezogen.

Glover et al. (1971) schlugen auf der Basis histologischer und zytologischer Merkmale eine
Einteilung in drei Segmente vor: ein initiales Segment, ein mittleres und ein terminales
Segment. Beim Hund bilden die Ductuli efferentes und das Anfangssegment den Hauptteil
des Caput epididymidis. Das mittlere Segment umfasst den distalen Caputbereich und das
gesamte Corpus epididymidis und das Endsegment entspricht der Cauda epididymidis.
Chandler et al. (1981) und Orsi (1983) unterstiitzen diese vorgeschlagene Unterteilung in
drei Segmente. Rovan (2001) gibt fir den Hund eine Einteilung in sechs Segmente an.
Schimming et al. (1997) hingegen unterteilt den Nebenhoden des Hundes in flnf histologisch
getrennte Zonen: Zone | und Il sind im Caput epididymidis lokalisiert, Zone Il umfasst den
distalen Caputanteil und den Nebenhodenkdrper und Zone IV und V stellen den proximalen

und distalen Anteil des Nebenhodenschwanzes dar.

2.1.4 Epididymale Spermienreifung

Wahrend der Passage durch den Nebenhoden erfahren die Spermien verschiedene
biochemische, physiologische und morphologische Veranderungen. Im Zuge dieses, als
epididymale Spermienreifung bezeichneten Vorganges erlangen die Samenzellen ihre volle
Befruchtungsfahigkeit (Bedford, 1973; Sinowatz et al., 1985).

Folgende Vorgange werden mit dem Reifungsprozess der Spermien im Nebenhoden in

Verbindung gebracht:

» Kaudale Verlagerung und Ablésen des zytoplasmatischen Trépfchens vom
Mittelstlick der Spermien (Bedford, 1975) und Veranderung der

Kernchromatinstruktur.

» Veranderung von Grofie, Form und Inhalt des Akrosoms. Bei den Haussaugetieren
konnte nach Risse und Sinowatz (1998) jedoch keine wesentliche Veranderung am

Akrosom wahrend der Nebenhodenpassage beobachtet werden.

» Motilitdtsanderungen. Im Anfangsabschnitt des Nebenhodens sind die Samenzellen
noch weitgehend unbeweglich bzw. zeigen lediglich eine unkoordinierte Bewegung.
In der Cauda epididymis hingegen zeigen die Spermien bereits eine gerichtete

Vorwartsbewegung.

* Modifikationen an der Plasmamembran. Dies zeigt sich in der Lipidzusammensetzung
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und in der Zuckerzusammensetzung der Glykoproteine der Plasmamembran. Es
kommt zum Austausch von Proteinen mit der Nebenhodenflissigkeit und Antigene

andern ihre Position in der Zellmembran (Cooper, 1998).

» Umstellung im Spermienstoffwechsel (Bamberg, 1975; Riisse und Sinowatz, 1998;
Rovan, 2001).

Die Nebenhodenflussigkeit &ndert sich in den verschiedenen Abschnitten des Nebenhodens.
Die Flussigkeitsmenge und der Gehalt an organischen und anorganischen Bestandteilen
variieren in Abhangigkeit von der selektiven Rickresorption im Caput epididymis und der
Sekretion verschiedener Substanzen. Die Nebenhodenflissigkeit ist von entscheidender
Bedeutung fur die Reifung der Spermien, da diese selbst keine Fahigkeit zur Biosynthese
von Proteinen oder Lipiden besitzen. Das Epithel des Nebenhodens liefert die notwendigen

Biokatalysatoren und lonen (Amann et al., 1993).

Das Bewegungsmuster von Spermien verandert sich wahrend ihrer Passage durch den
Nebenhodengang. Anfanglich zeigen sie nur unkoordinierte Bewegungen, anschlielfend
schwimmen sie kreisférmig. Im Mittel- und Terminalsegment sind sie zu gerichteter
Forwartsbewegung fahig (Gaddum, 1968). Dies ist abhangig von einer Zunahme an
intrazellularem zyklischen AMP und dem Vorhandensein vom ,forward motility protein®
(FMP). Hierbei handelt es sich um ein hitzestabiles Glykoprotein, das wahrend der
Nebenhodenpassage an die Spermien bindet und in hohen Konzentrationen im

Seminalplasma vorkommt.

Diese funktionellen Veranderungen im Nebenhoden werden von strukturellen Anderungen
auf der Oberflache der Spermien begleitet. Oberflachenstrukturen gehen verloren oder
werden modifiziert. Neue Spermienoberflachenantigene kommen hinzu. Dies geschieht
durch Wechselwirkungen mit Bestandteilen der Seminalflissigkeit und Wechselwirkung mit
dem Nebenhodenepithel (Jones, 1989).

2.2 Morphologie der Spermien

Spermien entstehen im Rahmen der Spermatogenese in den Samenkanalchen des Hodens.
Die Hauptfunktionen sind die Lieferung eines haploiden Chromosomensatzes zur Oozyte

und die Aktivierung der Oozytenentwicklung (Sinowatz et al., 1989).

Die Morphologie des Hundespermiums entspricht im Wesentlichen der anderer
Haussaugetiere. Das Spermium lasst sich in einen Spermienkopf und einen
Spermienschwanz untergliedern. Der Schwanz (Flagellum) wiederum ist unterteilt in ein
kurzes Halsstick, ein Mittelstlick, ein Haupt- und ein Endsttck (Phillips, 1975; Wrobel, 1990;
Sinowatz et al., 1989; Risse und Sinowatz, 1998).
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Sinowatz et al. (1992) unterteilen die Spermien in einen Kopf, einen kurzen Halsabschnitt,
ein Mittel-, Haupt- und Endstlck, wohingegen Fawcett (1975) die Unterteilung in funf
Abschnitte zu Grunde legt: in ein akrosomales Segment, ein dquatoriales Segment, ein
postakrosomales Segment, ein Mittelstlick und ein Hauptstlick. Dabei ist der Spermienkopf

in drei Abschnitte unterteilt.

Alle Abschnitte des Spermiums werden von einer Plasmamembran umhillt, die in den
einzelnen Abschnitten unterschiedliche Glykoprotein- und Lipidzusammensetzungen

aufweist.

Der in der Aufsicht ovale bis birnenformige Spermienkopf besteht aus dem auffallend stark
kondensierten, haploiden Zellkern und wird zu zwei Dritteln kappenartig vom Akrosom
bedeckt (Risse und Sinowatz, 1998). Das Akrosom entsteht aus Vesikeln des Golgi-
Apparates und wird als modifiziertes Lysosom angesehen (Phillips, 1975). Es enthalt
verschiedene Enzyme, vor allem Akrosin und Hyaluronidase, welche bei Kontakt mit der
Eizelle aktiviert und freigesetzt werden und so die Penetration der Zona pellucida und Fusion

des Spermiums mit der Eizelle ermdglichen (Wrobel, 1990; Sinowatz et al., 1989).

Der Spermienhals wirkt als gelenkige Verbindung zwischen Spermienkopf und Mittelstlick. Er
ist relativ kurz und zwischen der Basis des Kopfes und den distalen Spermienanteilen leicht
eingeengt. Russe und Sinowatz (1998) beschreiben einen im Halsteil gelegenen,
glykoproteinreichen Streifenkorper als gelenkige Verbindung zum Mittelstlck. Dieser schlief3t
sich an den Spermienkopf an und enthalt das proximale Zentriol, welches bei der Teilung der
Zygoten nach erfolgter Befruchtung eine Rolle spielt (da die Eizelle kein eigenes Zentriol
enthalt), sowie den Rest des distalen Zentriols (Kolb, 1991). Dieses ist am reifen Spermium

nicht mehr erkennbar (Risse und Sinowatz, 1998).

Der Achsenfaden (Axonema) geht aus dem distalen Zentromer des Halsteiles hervor. Er
durchzieht den Spermienschwanz vollstandig und bildet den eigentlichen
,Bewegungsapparat‘ des Spermiums. Er besteht aus zwei einzelnen zentralen und neun
peripheren Paaren von Mikrotubuli, die durch verschiedene Proteine miteinander verbunden
sind. Um die Doppeltubuli sind aufen neun dichte Langsfasern (Mantelfasern) angeordnet,

die sich fast bis zum Ende des Spermienschwanzes ziehen (Risse und Sinowatz, 1998).

Das Mittelstlick des Spermiums beinhaltet zentral das Axonema mit seiner typischen 9x2+2
Struktur. Um die Mantelfasern sind spiralférmig die Mitochondrien der Zelle angeordnet.
Diese sind fur die Energiegewinnung erforderlich, die vor allem fur die Beweglichkeit des
Spermiums notwendig ist. Das Mittelstlick endet mit einer Plasmamembranverdickung, dem
Anulus. Dieser Schlussring verhindert eine Verlagerung der Mitochondrien nach distal.

Zudem markiert er den Ubergang zum Hauptstiick.

Das sich anschlieRende Hauptstlick stellt den langsten Abschnitt des Spermienschwanzes
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dar. Es ist von einer unter der Plasmamembran liegenden Ringfaserscheide (Vagina fibrosa)
umhullt. Die geordnete Struktur 16st sich zum Ende des Hauptsttcks nach und nach auf. Die
zum Endstick hin auslaufende Faserscheide stellt eine dem S&dugerspermium eigene

Komponente dar.

Das verhaltnismaRig kurze und diinne Endstiick ist lediglich von der Zellmembran umlagert,
es gibt keine Aul3enfibrillen und keine Faserscheide mehr. Am Schwanzende spaltet sich
das Axonema in einzelne Mikrotubuli auf, die frei unter dem Plasmalemm liegend enden
(Fawcett, 1975).

Spermienmembranen:

Alle Abschnitte des Spermiums werden auflen von einer Zellmembran (Plasmamembran)
Uberzogen (Wrobel, 1990; Risse und Sinowatz, 1998; Busch et al., 2001), die eine
essentielle Abtrennung zwischen dem intrazellularen Raum und der externen Umgebung
bewirkt (Holt, 1984). Die Membran stammt urspriinglich von den rundkernigen Spermatiden
des Hodens, sie wird jedoch wahrend der Spermiogenese, dem Transport durch den
Nebenhoden und schliefdlich wahrend der Kapazitation erheblich verandert (Jones, 1998).
Die Zellmembran ist charakterisiert durch eine regional unterschiedliche Glykoprotein- und
Lipidzusammensetzung einzelner, eng benachbarter Membranabschnitte (,surface
domains®). Dies fuhrt zu einer unterschiedlich funktionellen Wertigkeit der einzelnen
Membranareale. Die Spermienmembran Iasst sich also in mehrere, topographisch genau
abgrenzbare Domanen einteilen. Auch das unter der Membran liegende Zytoskelett der
Spermien ist am Zustandekommen der Domanenstruktur beteiligt. Der Anteil an
ungesattigten Fettsauren in den Phospholipiden der Spermienmembran ist au3ergewoéhnlich
hoch. Dadurch wird die Membran fur oxidative Angriffe besonders empfindlich (Rovan,
2001). Die Spermienplasmamembran besitzt eine hochdifferenzierte Struktur. Sie besteht
aus einer dreilagigen Schicht von Lipidmolektlen, in welche verschiedene Membranproteine
eingelagert sind (Fawcett, 1975; Guraya, 1987; Sinowatz et al., 1989). Hierbei kdnnen
Membranproteine von solchen Proteinen unterschieden werden, die von den Epithelien der
akzessorischen Driisen sezerniert und assoziiert werden. Hier spielen Spermadhasine eine
besondere Rolle (Tépfer-Petersen et al., 1995a). Sie sind moglicherweise als
Rezeptorproteine der Spermienmembran besonders wichtig flir die Zonabindung. Die
Plasmamembran garantiert ein intaktes inneres Zellmilieu, steuert Transportmechanismen
und vermittelt Signale, die das Verhalten der Zelle regeln. Sie spielt eine wichtige Rolle beim

Erkennen und Verschmelzen des Spermiums mit der Oozyte.

Das Akrosom ist zudem von einer eigenen Akrosomenmembran umgeben. Sie schlief3t die
mehr oder weniger homogene Akrosomenmatrix ein und kann in eine dul3ere und eine

innere akrosomale Membran unterteilt werden (Guraya, 1987). Die dul3ere
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Akrosomenmembran liegt direkt unter der Plasmamembran und geht am Rande der

Akrosomenkappe in die innere Akrosomenmembran Uber, die dem Zellkern anliegt.

Wahrend der Akrosomenreaktion verschmilzt der vordere Anteil der Plasmamembran mit der
auleren Akrosomenmembran, wobei hydrolytische Enzyme des Akrosoms freigesetzt

werden.

2.3 Lektinhistochemie
2.3.1 Definition

Urspriinglich wurde der Begriff Lektin von Boyd und Shapleigh (1954) eingeflihrt. Er wird
vom lateinischen ,legere” abgeleitet, was ,auswahlen“ bedeutet und sich auf die Fahigkeit
der Lektine, verschiedene Blutgruppenantigene zu unterscheiden (auszuwahlen), bezieht.
Mit der Entdeckung von kohlenhydratbindenden Proteinen in verschiedenen biologischen
Quellen (Bakterien, Pilzen) wurde der Begriff Lektin ausgedehnt, um zuckerbindende
Proteine unterschiedlichsten Ursprungs einzubeziehen. Nach der gebrauchlichsten Definition
sind Lektine zuckerbindende Proteine nicht immunogenen Ursprungs, die in pflanzlichen und
in tierischen Geweben vorkommen. Sie weisen keine enzymatische Aktivitat auf und
besitzen mindestens zwei Bindungsstellen fir Kohlenhydrateinheiten (Gabius et al., 1988;
Stryer, 1996). Lektine besitzen die Fahigkeit, spezifisch mit membranstéandigen und geldsten
Kohlenhydratstrukturen zu reagieren und sind dadurch in der Lage, Glykostrukturen, wie sie
zum Beispiel in Glykoproteinen und Glykolipiden der Zellmembran vorkommen, zu
lokalisieren und zu identifizieren (Goldstein et al., 1978). Aufgrund dieser auRergewdhnlichen
Eigenschaft werden Lektine als histochemische Reagenten eingesetzt, um die Verteilung
von Glykokonjugaten verschiedener Zellen und Gewebe zu bestimmen. Damit sind sie fur
die Histochemie von groflier Bedeutung (Arya and Vanha-Perttula, 1984, 1985, 1986; Ertl
und Wrobel, 1992).

2.3.2 Molekulare Struktur

Lektine sind Glykoproteine, die aus einer individuellen Sequenz von Aminosauren
zusammengesetzt sind. Sie bestehen aus zwei bis acht Untereinheiten und haben
Molmassen zwischen 8.500 und 300.000 (Puhler et al., 2000). Eine Untereinheit besitzt in
der Regel nur eine Zuckerbindungsstelle. Durch unterschiedliche Molekulargewichte,
Struktur und Anzahl der Untereinheiten und Anzahl der kohlenhydratbindenden Domanen
pro Molekul kdnnen mehrere Lektintypen unterschieden werden (Goldstein und Hayes,
1978). Die Bindung von Lektinen an die korrespondierenden Zucker ist verhaltnismafig

schwach. Sharon (1977) vergleicht die Reaktion eines Lektins und eines Polysaccharids
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oder Glykoproteins mit einer Antigen-Antikdrper-Reaktion. Alle Lektinmolekdle tragen
charakteristischerweise mindestens zwei Zuckerbindungsstellen. Diese Eigenschaft ist
essentiell fir eine Agglutination von Zellen. Anhand dieser Eigenschaft kann man auch
Lektine von anderen Typen zuckerbindender Proteine unterscheiden (,lectine-like-
molecules®). Die meisten dieser Molekiile tragen nur eine kohlenhydratbindende Seite und
besitzen keine Fahigkeit zur Agglutination (Goldstein et al., 1978). Fast alle Lektine gehéren
zu den Metalloproteinen, die Ca?* und Mn?* binden kénnen. Entfernt man die Calcium- oder

Manganionen, resultiert dies in einem Verlust der kohlenhydratbindenden Aktivitat.

2.3.3 Zuckerbindungseigenschaften

Die meisten pflanzlichen und tierischen Lektine kdbnnen aufgrund ihrer Zuckerspezifitat in

mehrere Gruppen eingeteilt werden.
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Tab.1 Einteilung der Lektine nach ihrer Zuckerbindungsspezifitat
(Goldstein und Poretz, 1986)
Zuckerspezifitat Ursprung Abkurzung
Canavalia ensiformis Con A
|. D-Mannose/D-Glukose-
Lens culinaris LCA
bindende Lektine
Pisum sativum PSA
Arachis hypogaea PNA
II. D-Galaktose-bindende Griffonia simplicifolia | GSA|
Lektine Ricinus communis RCA lund RCAI
Erythrina cristagalli ECA
Phaseolus limensis LBA
Glycine max SBA
Helix pomatia HPA
[ll. N-Azetyl-D-Galaktosamin-
. ) Bauhinia purpurea BPA
(GalNAc)-bindende Lektine )
Maclura pomifera MPA
Visea villosa VVA
Dolichos biflorus DBA
Triticum vulgare WGA
Ulex europaeus I UEA I
IV. N-Azetyl-D-Glukosamin- L
) . Griffonia simplicifolia Il GSA Il
(GlcNAc)-bindende Lektine )
Laburnum alpinum LAA
Solanum tuberosum STA
] ] Ulex europaeus | UEA I
V. L-Fukose-bindende Lektine
Lotus tetragonolobus LTA
VI. Sialinsaure-bindende Limulus polyphemus LPA
Lektine Limax flavus LFA

VII. Lektine mit komplexen

Kohlenhydratbindungsstellen

Phaseolus vulgaris

PHAE und PHAL
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Die Spezifitdt der Kohlenhydratbindung erklart sich durch die Ausbildung zahlreicher
Wasserstoffbricken mit Oligosacchariden an entscheidenden Stellen der Kohlenhydrat-
Erkennungsregion (Nelson et al., 2001). Auch die Beteiligung von Waals Kraften und
apolaren Wechselwirkungen wird diskutiert. Die Uberwiegende Zahl der Lektine bindet an die
D-Pyranose-Form der Zucker, einige erkennen die L-Form des Zuckers. Das
Zuckerbindungsverhalten der Lektine bei histochemischen Reaktionen wird von
verschiedenen Faktoren beeinflusst, die Montkowski (1992) in innere und auliere Faktoren
unterteilt. Die inneren Faktoren beinhalten die Abhangigkeit des Bindungsverhaltens sowohl
von der raumlichen Struktur des Zuckers (D- oder L-Form, a- oder 3-glykosidische Bindung)
als auch von der Lage der Nachbarzucker. Zudem scheint auch die Tertiarstruktur eines
Glykoproteins entscheidend fir das Bindungsverhalten der Lektine zu sein (Lis et al., 1986).
Die von Montkowski (1992) als aul3ere Faktoren bezeichnete Gruppe fasst Einflisse wie die

Fixation des Gewebes, die Art der Markierung und die Konzentration der Lektine zusammen.

Diese Klassifizierung der Lektine anhand ihrer Zuckerbindungseigenschaften beriicksichtigt
jedoch weder die Position des spezifischen Zuckers in der Zuckersequenz noch den
synergistischen Effekt einiger benachbarten Zucker auf die Bindung. Gallagher (1984) teilt
daher Lektine basierend auf ihrer Empfindlichkeit gegentber kompetitiv hemmenden

Zuckern in zwei Klassen ein:

Klasse- | Lektine:

Bei Klasse-| Lektinen findet die Bindung an einem speziellen Bestandteil des
Monosaccharids im Liganden statt. Eine geringe Konzentration des passenden freien
Zuckers reicht fur eine Hemmung dieser Lektine aus. Diese Lektine werden auch als

Exolektine bezeichnet, da sie an externe Zucker in den komplexen Polysacchariden binden.

Klasse- Il Lektine:

Diese Lektine reagieren ausschlieRlich mit komplexen Kohlenhydratsequenzen innerhalb des
Glykoproteins. Sie werden daher auch als Endolektine bezeichnet. Sie kbnnen wiederum in
homotypische Endolektine, welche starker an homologe Zuckersequenzen binden, und in
heterotypische Endolektine, welche hdchste Affinitat zu Sequenzen aus unterschiedlichen

Zuckern zeigen, unterteilt werden.
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2.3.4 Anwendung von Lektinen

Lis und Sharon (1986) beschreiben den frihesten und immer noch allgemein verbreiteten
Einsatz der Lektine fur die Blutgruppenbestimmung. Mittlerweile ist der Einsatz von Lektinen
in den verschiedensten Bereichen der Naturwissenschaften tblich. Zum Beispiel in der
Histologie werden Lektine zur Darstellung von spezifischen Zuckern und Kohlenhydraten in
tierischen und menschlichen Geweben als spezifische Sonden eingesetzt. Sie dienen zudem
der Feststellung mancher Glykogen-Speicherkrankheiten. Im Folgenden werden die

Hauptanwendungsgebiete der Lektine nach Liener et al. (1986) aufgezahilt:

1. Untersuchung komplexer Kohlenhydratstrukturen auf der Zelloberflache von

tierischen Zellen, Bakterien und Viren,

2. Untersuchung der Anordnung von Zuckerstrukturen auf Zelloberflachen und ihrer

Veranderung bei malignen Transformationen,
3. Studien Uber die Genetik, Biosynthese und Funktion von Zelloberflachen-Konjugaten,
4. Untersuchung spezifischer Kohlenhydrat-Bindungsstellen an Proteinen,

5. Blutgruppenbestimmung, Untersuchung der Blutgruppenbestandteile, Identifizierung

neuer Blutgruppen,
6. Isolierung und strukturelle Untersuchung kohlenhydratreicher Polymere,

7. lsolierung von Lymphozyten-Subpopulationen und von Stammzellen aus dem

Knochenmark.

2.3.5 Lektinbindungsstellen im Hoden und Nebenhoden

Arbeiten Uber Lektinbindungsstellen im Hoden und Nebenhoden liegen von verschiedenen
Spezies vor wie Ratte (Arya und Vanha-Perttula, 1986), Gerbil, Meerschweinchen, Maus,
Nutria (Arya und Vanha-Perttula, 1986), Katze (Prem, 1992), Hund (Castagnaro und
Valenza, 1990; Montkowski, 1992), Rind (Arya und Vanha-Perttula, 1985) und Mensch
(Arenas et al., 1996),

In ihren Untersuchungen am Hoden des Rindes fanden Arya und Vanha-Perttula (1985)
heraus, dass sich das Lektinbindungsmuster im Epithel der Tubuli seminiferi contorti
wahrend der Akrosomenphase andert (die Reaktionsintensitat mit Con A nimmt im Laufe der
Spermiogenese zu); zudem weisen die Sertoli-Zellen eine zyklisch unterschiedliche Affinitat
zu Lektinen auf. Diese Verhaltnisse treffen auch auf den Hoden der Ratte zu: nach der
Freigabe der reifen Keimzellen ins Lumen besitzen die Sertoli-Zellen eine hohere Affinitat far
Con A und WGA (Arya und Vanha-Perttula, 1984). Die germinativen Zellen reagieren mit

zunehmender Differenzierung verstarkt. Hund, Katze und Ratte zeigen eine positive
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Reaktion mit Con A und WGA mit allen Keimzellstadien. Beim Bullen zeigt sich dieses
Bindungsverhalten nur mit Con A. Castagnaro und Valenza (1990) sowie Montkowski (1992)
beschreiben erstmals die Topographie der Lektinbindungsstellen im Hoden des Hundes. Die
Lektine GS Il, UEA und DBA wurden in Untersuchungen von Montkowski (1992) nicht
gebunden. Ubereinstimmend mit Untersuchungen von Prem (1992) beim Kater und Arya und
Vanha-Perttula (1985) bei der Maus konnten zahlreiche Bindungsstellen fir WGA im
Interstitium des Hodens nachgewiesen werden. Die Lektine Con A, PNA, SBA, MPA, WGA,
BPA und RCA binden im Hoden des Hundes.

Im Nebenhoden weisen die einzelnen Segmente ebenfalls ein unterschiedliches Lektin-
Bindungsmuster auf. Dies deutet auf eine Spezialisierung der Zellen fir die Produktion
bestimmter Glykoproteine hin. Arya und Vanha-Perttula (1985) bestatigen in ihren
Untersuchungen am Nebenhoden des Rindes diese Aussage. In Region | reagierte die
Epitheloberflache stark, in den Regionen Il und Ill zeigte die Golgi-Zone eine deutlich
positive Reaktion ebenso wie in den Regionen IV und V. Sie deuten dieses Ergebnis als
Beweis fur die Unterschiede bei den sekretorischen und absorbierenden Prozesse in den
einzelnen Abschnitten. Ubereinstimmend mit Untersuchungen von Prem (1992) beim Kater
berichtet Kuhrau (1993) beim Hengst von einer starken Reaktion aller Lektine (aul’er UEA)
im apikalen Epithelbereich der Ductuli efferentes. Die Hauptzellen zeigen in den Stereozilien,
den basalen und apikalen Zytoplasmabereichen und in der Golgi-Zone bei den
verschiedenen Spezies charakteristische Bindungsverhalten mit Lektinen. Der Golgi-Apparat
ist an der Synthese sekretorischer Glykoproteine beteiligt, indem hier ein Teil der

Zuckerketten hinzugefugt wird.

Die Glykoproteinzusammensetzung auf der Oberflache von Spermien andert sich wahrend
der Nebenhodenpassage. Es gehen Glykoproteine verloren und es kommen neue, aus der
Nebenhodenflussigkeit stammende, hinzu. Kawakami et al. (2002) untersuchten die
Lektinbindungs-Charakteristika caniner Hoden- und Nebenhodenspermien. Hodenspermien
des Hundes zeigen demnach keinerlei Reaktion mit Con A und SBA. Anders als
Hodenspermien des Menschen und der des Ziegenbockes farben sie sich jedoch mit DBA.
Aulerdem zeigen sie eine starke Reaktion mit den Lektinen PNA, PSA und WGA.
Nebenhodenspermien reagieren mit SBA bereits im Nebenhodenkopf und mit Con A im
Nebenhodenkorper. Fir PNA, WGA und PSA werden in allen drei Anteilen des
Nebenhodens Bindungsstellen gefunden. Spermien des Nebenhodenschwanzes farben sich
nicht mit den Lektinen DBA und SBA.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Zur Untersuchung wurden die Nebenhoden von 10 Hunden (Canis familiaris) verschiedener
Altersstufen, die in der kurativen Praxis kastriert wurden, herangezogen. Alle Tiere waren
klinisch gesund und die Hoden und Nebenhoden erschienen makroskopisch unverandert.

Tabelle 2 liefert eine Ubersicht tiber die zur Probenentnahme verwendeten Tiere.
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Tab. 2 Ubersicht tiber die verwendeten Tiere

Nr. | Rasse Alter Block Region Fixativ | Licht- Elektronen-
Gewicht Nummer mikroskopie | mikroskopie
1 | Border Collie 3 Jahre |281/05 Corpus Bouin | X
281/052 | Caput Bouin | X
22,7kg |282/052 |Cauda Bouin |X
2 | Jack Russel 8 Monate | 303/05 Caput Bouin | X
305/05 Corpus Bouin | X
7,85kg | 306/05 Cauda Bouin | X
3 | Mischling 2 Jahre |356/05 Cauda Bouin | X X
361/05 Corpus Bouin | X X
20,0 kg |362/05 Caput Bouin |X X
4 | Mischling 1 Jahr 377/05 Caput Bouin | X
379/05 Cauda Bouin | X
7,1kg 380/05 Cauda Bouin | X
5 | Yorkshire Terrier 1 Jahr 393/05 Cauda Bouin | X
394/05 Caput Bouin | X
1,75 kg |395/05 Corpus |Bouin |X
6 | Pinscher Mischling |1 Jahr 420/05 Corpus Bouin | X
422/05 Caput Bouin | X
7,75kg | 423/05 Cauda Bouin | X
7 | Dobermann 8 Monate |437/051 |Caput Bouin |X
439/052 | Corpus Bouin | X
24,5kg |440/052 |Cauda Bouin | X
8 |Jack Russel 1 Jahr 449/05 2 | Caput Bouin | X
450/05 Corpus Bouin | X
7,8 kg 452/052 |Cauda Bouin |X
9 | Labrador Mischling |11 473/051 | Caput Bouin | X X
Monate |475/05 Corpus Bouin X X
17,0kg |476/05 Cauda Bouin |X X
10 | Labrador Mischling |3 Jahre |487/05 Caput Bouin | X X
489/05 Corpus Bouin | X X
15,0 kg [491/05 Cauda Bouin | X X
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3.2 Probenentnahme und Fixierung
3.2.1 Probenentnahme

Unmittelbar nach dem Absetzen der Hoden und Nebenhoden wurde der Processus vaginalis
vorsichtig mit einer scharfen Rasierklinge entfernt. AnschlieRend wurden die Hoden halbiert,
so dass der Nebenhoden vollstandig an einer Halfte des Hodens verblieb. Vom Nebenhoden
mit Hodenanteilen wurden Nebenhodenkopf, Nebenhodenkdrper und Nebenhodenschwanz

prapariert.

3.2.2 Fixierung flr lichtmikroskopische Untersuchungen

Als Fixans fir die Lichtmikroskopie (konventionelle routinehistologische Farbungen, Immun-
und Lektinhistochemie) wurden zwei verschiedene Lésungen verwendet. Von jedem Tier

wurde jeweils ein Hoden in Bouin’scher Losung und einer in Formalin fixiert (Romeis, 1989).

Fixierung in Bouin 'scher Losung:

Die Proben wurden bei Zimmertemperatur fiir 24 Stunden in Bouin'scher Losung (gesattigte
Pikrinsaure: Formalin: Eisessig wie 15:5:1) fixiert und anschliefend im Abstand von 24
Stunden drei Mal in 70 %igen Alkohol verbracht, um das Gewebe von Fixierungsmittel zu

reinigen.

Fixierung in Formalin:

Die Proben wurden bei Zimmertemperatur und auf dem Rdttler fir eine Woche in Formalin
fixiert, welches jeden zweiten Tag gewechselt wurde. Vor der Weiterbehandlung wurden die

Formalinproben erst in PBS und anschlief3end in 70 %igem Alkohol entwassert.

Danach wurden die Proben mittels eines Einbettungsautomaten (Shandon Duplex Processor
der Firma Shandon, Frankfurt) in einer aufsteigenden Alkoholreihe tber 24 Stunden
dehydriert und mit fliissigem Paraplast® (Monoject Scientific Inc. Kildare, Irland) durchtrankt.
Die so praparierten Proben wurden anschlieRend mit einem ,Histostat Tissue Embedding
Center” der Firma Reichert-Jung, Wien, in kleine quadratische Paraplastschalen mit Rahmen
gegossen. Diese standen zum Auskuhlen circa eine Stunde auf einer Kihlplatte. Von jedem
Block wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (Firma Leitz, Typ 1516) 4 um dicke
Schnitte gefertigt und auf beschichtete (SupraFrostUItraPlus®adhésiv) und unbeschichtete
(SuperFrost®) Objekttrager gezogen (beide Firma Menzel-Glaser, Braunschweig), auf einem
Warmestrecktisch getrocknet und bis zur vollstandigen Trocknung, mindestens 24 Stunden,

bei 40°C im Warmeschrank aufbewahrt.

Die Schnitte wurden fir die konventionellen, immunhistochemischen und

glykohistochemischen Farbungen verwendet.
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3.2.3 Fixierung fur elektronenmikroskopische Untersuchungen

Fur die Elektronenmikroskopie wurden die Nebenhoden von drei Hunden zwischen 11
Monaten und 3 Jahren prapariert (Tabelle 2). Dafur wurde jeweils eine ca. 1 mm dicke
Scheibe aus dem Nebenhodenkopf, -kérper und -schwanz entnommen und sofort in
Karnovsky-L6sung (2 % Paraformaldehyd, 2,5 % Glutaraldehyd in 0,1 M
Natriumcacodylatpuffer, pH 7,2) fixiert. Die Proben wurden Gber Nacht bei 4°C im
Kihischrank belassen. Daraufhin wurde die Karnovsky-Lésung abpipettiert und die
Eppendorf-Gefalle mit Cacodylat-Puffer (0,1 M, pH 7,4) aufgefiillt. Weiter wurden die Proben
in 1,5 %igem Kaliumferrocyanid und 1 %igem Osmiumtetroxid fur 2 Stunden im Dunkeln bei
4°C kontrastiert, es folgte dreimaliges Waschen in 0,1 M Cacodylat-Puffer und die
Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe. AnschlieRend wurden die Proben
schrittweise in Epon eingebettet (2 Mal 15 Minuten Propylenoxid (Merck, Darmstadt), 1
Stunde Propylen-Epon-Gemisch (2:1), Gber Nacht Propylenoxid:Epon im Verhaltnis 1:1, 30
Minuten Epon (Polysciences, Eppelheim). Es folgte die Einbettung der Proben in
Gelatinekapseln (Plannet, Wetzlar) und Polymerisierung bei 60°C im Warmeschrank tber 24
Stunden. Anschlieend wurden an einem Ultramikrotom (Ultracut E, Firma Reichert-Jung,
Wien) 1 um dicke Semidiinnschnitte zur Ubersicht angefertigt und mit Methylenblau gefarbt.
Es folgte eine lichtmikroskopische Beurteilung. Daraufhin wurden Ultradinnschnitte (60 nm)
angefertigt, die auf Kupfergrids aufgezogen und mit gesattigtem 2 %igen Uranylacetat und

mit Bleizitratldsung (Reynolds, 1963) nachkontrastiert wurden.

3.3 Konventionelle lichtmikroskopische Farbungen

Fir die verschiedenen Ubersichtsfarbungen wurden alle Schnitte zunachst mit Xylol zwei Mal
zehn Minuten entparaffiniert, iber eine absteigende Alkoholreihe bis hin zum Aqua dest.
rehydriert, gefarbt und mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Nach der Farbung

wurden die Schnitte mit einem Tropfen Eukitt® (Riedel de Haen AG, Seelze) eingedeckelt.

Die Methodik der einzelnen, nach Romeis (1989) durchgeflihrten Farbungen, ist im Anhang

aufgefihrt.

3.3.1  Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)
Bei dieser Farbung stellen sich die Kerne blau-violett und das lbrige Gewebe rosarot dar.

Fir die Kernfarbung wurde der Schnitt zwanzig Minuten in Hamalaun belassen, kurz in Aqua
dest. geschwenkt und anschlielend zum Blauen fiinfzehn Minuten unter fliekendem

Leitungswasser gesplilt. Danach wurde der Schnitt fir zehn Minuten in Eosin verbracht.
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3.3.2 Trichromfarbung nach Masson-Goldner

In dieser Ubersichtsfarbung erscheinen die Kerne durch das Eisenhdmatoxilin nach Weigert
braunschwarz und das Zytoplasma ziegelrot. Erythrozyten farben sich orange-gelb an.

Besonders dargestellt werden die kollagenen Bindegewebsfasern (grun).

Nach der Alkoholreihe kommen die Schnitte fur zehn Minuten in Eisenhamatoxylin nach
Weigert, werden danach unter flieRendem Leitungswasser gut gespult und fiir 45 Minuten in
Azophloxin verbracht. Im Folgenden wurden die Schnitte mit 1 %iger Essigsaure und
destilliertem Wasser gespult und drei Minuten in Phosphormolybdansaure-Orange gelassen,
bevor nach einem weiteren Spulen in 1 %iger Essigsaure eine Gegenfarbung mit Lichtgrin
erfolgte (4,5 Minuten).

3.3.3 Perjodsaure-Schiff-Reaktion nach Mc Manus (PAS-Reaktion) mit und ohne

Amylaseverdau

Diese Farbung dient dem Nachweis von Aldehydgruppen, die durch die Oxidation von
Glykolen mit Perjodsaure entstehen. Somit lassen sich kohlenhydratreiche Makromolekiile
(Glykoproteine, Glykogen) identifizieren. Die Aldehydgruppen bilden mit der Schiff-Reagenz
einen purpurroten Farbkomplex. PAS-positive Substanzen farben sich somit rosa bis

violettrot an.

Die Schnitte werden anschlief3end in Xylol und die absteigende Alkoholreihe verbracht.
Daraufhin kommen sie fir finf Minuten in eine 0,5 %ige Lésung von Perjodsaure und nach
Spdulen in destilliertem Wasser fir 15 Minuten in Schiff'sches Reagenz. Nach Waschen in

Schwefeldioxid-Wasser und Aqua dest. erfolgt abschlieBend eine Kernfarbung in Hdmalaun.

Eine PAS-Reaktion mit Amylaseverdau wird durchgefuhrt, um Glykogen zu identifizieren.
Glykogen wird von Amylase verdaut. Bei den nach dieser Behandlung noch positiv

reagierenden Substanzen handelt es sich deshalb nicht um Glykogen.

Bei der Farbung mit Amylaseverdau wurden in der feuchten Kammer jeweils 100 pl 0,5 %ige

Amylase pipettiert und fir zehn Minuten im Trockenschrank belassen.

3.3.4 Alcianblau-Farbung

In dieser Farbung stellen sich saure Mukosubstanzen leuchtend blau dar, die Kerne hellrot
und der Hintergrund farbt sich zartrosa. Um zwischen Karboxyl- und Sulfatgruppen
differenzieren zu kénnen, wird dieselbe Farbung bei einem pH-Wert von 2,5 und 1,0
durchgefihrt. Bei pH 1,0 farben sich nur sulfatierte Mukosubstanzen an, bei pH 2,5 stellen

sich zusatzlich noch karboxylierte Mukosubstanzen dar.
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Zur Darstellung saurer Mukosubstanzen wird der Schnitt drei Minuten in 3 %ige Essigsaure
gegeben und 30 Minuten in Alcianblau (pH 2,5) gefarbt, mit Aqua dest. gespult und funf
Minuten in Kernechtrot gefarbt. Nach erneutem Spulen folgt das Durchlaufen der

aufsteigenden Alkoholreihe.

Zur Darstellung sulfatierter Mukosubstanzen wird der Schnitt vor der Farbung mit
Kernechtrot drei Minuten in 0,1 N HCI gegeben, anschlieend in Alcianblau (pH 2,5) gefarbt

und erneut in HCI gespdilt.
Auswertung:

Die Auswertung der konventionell gefarbten Schnitte erfolgte mit einem Mikroskop
(Aristoplan ) der Firma Leitz, Wetzlar. An dieses war eine Canon-Powershot A95-

Digitalkamera gekoppelt.

3.4 Immunhistochemische Farbungen

Bei diesen Untersuchungen wurde die ,Avidin-Biotin-Complex-Methode* (,ABC-Methode*)
(Hsu et al., 1981) angewandt. Diese beruht auf der sehr hohen Bindungsaffinitat von Avidin,
einem Glykoprotein aus Hiihnereiweil}, zum Vitamin Biotin. Avidin kann vier Molekiile von
Biotin binden. Dabei kann Avidin durch Streptavidin ersetzt werden, einem chemisch exakt
definierten Produkt, das auf biotechnologischem Weg entwickelt wurde. Es wird aus dem
Bakterium Streptomyces avidinii isoliert. Der Primarantikdrper wird Gber einen biotinylierten
Sekundarantikdrper an einen Komplex aus Streptavidin und einer biotinylierten Peroxidase
gebunden. Durch ein besonderes Mischungsverhaltnis der beiden Reaktionspartner
Streptavidin und Peroxidase bleiben noch einige Biotin-Bindungsstellen am Molekdl frei, die
mit dem Biotin des Sekundarantikérpers reagieren kdnnen. Anschliel’end wird die
Peroxidaseaktivitat durch ein geeignetes Substrat, hier 3,3-Diaminobenzidin (DAB), sichtbar
gemacht. Die entstehenden braunen Farbprodukte machen den Antigen-Antikdrper-Komplex

und damit die lokalen Immunreaktionen sichtbar.
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Tab.3  Ubersicht Uber die verwendeten Antikorper
Primar- AK- Verdinnung/ Herkunft Sekundar- Verdiinnung/
Antikorper liefernde Inkubation Antikérper Inkubation
Tierart
Vimentin Maus 1:500 Dako Anti Maus 1:300
monoclonal (Heidelberg) | biot. vom 30 Minuten bei
mouse anti Kaninchen Raumtemperatur
vimentin (Sigma,
Deisenhofen
Laminin Kaninchen | 1:500 Serotec Anti 1:400
polyclonal Uber Nacht bei (Dusseldorf) | Kaninchen 30 Minuten bei
rabbit anti laminin 4°C biot. vom Raumtemperatur
sertoec Schwein
(Dako,
Heidelberg)
Ostrogen Kaninchen |1:200 Santa Cruz | Anti 1:400
Rezeptor Uber Nacht bei (Kalifornien, | Kaninchen 30 Minuten bei
era (h-184) rabbit 4°C USA) biot. vom Raumtemperatur
polyclonal Schwein
(Dako,
Heidelberg)
Progesteron Maus 1:400 Beckman Anti Maus 1:300
Rezeptor Uber Nacht bei Coulter biot. vom 30 Minuten bei
monoclonal 4°C (Krefeld) Kaninchen Raumtemperatur
antibody to (Sigma,
progesteron Deisenhofen)
receptor
a-sma Maus 1:40 Dako Anti Maus 1:300
mab anti human 60 Minuten bei (Heidelberg) | biot. vom 30 Minuten bei
alpha smooth Raumtemperatur Kaninchen Raumtemperatur
muscle actin (Sigma,
Deisenhofen)
Panzytokeratin | Maus 1:100 Biocarta Anti Maus 1:300
monoclonal (Hamburg) biot. vom 30 Minuten bei
mouse anti Kaninchen Raumtemperatur
pancytokeratin (Dako,
Heidelberg)
Chromogranin | Kaninchen | 1:400 Dako Anti 1:400
A Uber Nacht bei (Heidelberg) |Kaninchen 30 Minuten bei
polyclonal 4°C biot. vom Raumtemperatur
Schwein
(Dako,
Heidelberg)
Androgen Kaninchen | 1:50 Dako Anti 1:300
Rezeptor (Heidelberg) |Kaninchen 30 Minuten bei
biot. vom Raumtemperatur
Schwein
(Dako,

Heidelberg)
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Die immunhistologischen Untersuchungen wurden nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

1. 24 Stunden vor Durchfuhrung der Immunreaktion Verbringen der beschichteten
Objekttrager in den Warmeschrank (37°C).

2. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol (2 Mal 30 Minuten) und Rehydrieren in

absteigender Alkoholreihe.
3. Zwei Mal funf Minuten Waschen in 0,05 M PBS-Puffer (pH 7,4).

Androgen-, Progesteron- und Ostrogen-Rezeptor:

4. Schnitte in Citratpuffer (pH 6,0) in der Mikrowelle bis zum Kochen erhitzen (3 Mal 10

Minuten). Danach 20 Minuten Abkuhlzeit und zweimaliges Waschen in PBS-Puffer.

Vimentin, Laminin und Panzytokeratin:

5. Beim immunhistochemischen Nachweis von Vimentin Vorinkubation fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur mit 0,1 %iger Protease (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen)

6. Beim immunhistochemischen Nachweis von Laminin Vorinkubation fiir 30 Minuten bei

Raumtemperatur mit 0,1 %iger Protease

7. Beim immunhistochemischen Nachweis von Panzytokeratin Vorinkubation fiir 30
Minuten mit Trypsin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen). AnschlieRendes
Verbringen der Schnitte fir 2 Mal 5 Minuten in PBS-Puffer

8. Zur Hemmung der endogenen Peroxidase Inkubation der Schnitte in einer 1:3-
Lésung aus 30 %igem Hydrogenperoxid und Aqua dest. bei Raumtemperatur fir 10

Minuten
9. Unter fliellendem Leitungswasser 10 Minuten spulen
10.In 0,05 M PBS (pH 7,4) 2 Mal 5 Minuten waschen

11. Auftragen von Protein Block Serum Free (Dako, Hamburg) bei Raumtemperatur in

der feuchten Kammer zur Blockung unspezifischer Bindungsstellen (10 Minuten)

12. AbgieflRen des Normalserums und Inkubation der Schnitte mit dem Primarantikérper
Uber Nacht bei 4°C in feuchten Kammern (bei a-sma nur fiir eine Stunde bei

Raumtemperatur inkubieren).
13. Zweimaliges Waschen in 0,05 M PBS-Puffer
14. Inkubation fir eine Stunde bei Raumtemperatur in den feuchten Kammern

15. Inkubation der Schnitte mit dem Sekundarantikérper in der entsprechenden
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16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

Verdunnung fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
Zwei Mal fur jeweils funf Minuten Waschen in PBS-Puffer

Markierung des biotinylierten Sekundarantikérpers mit Streptavidin-Biotin-
Meerrettichperoxidase-Komplex (ABC-Komplex, Streptavidin-Biotin-Horseradish-

Complex, Dako, Hamburg), 30 Minuten bei Raumtemperatur
Zwei Mal fur jeweils funf Minuten Waschen in PBS-Puffer

Sichtbarmachung der Antigen-Antikérperreaktion mittels DAB-Hydrogenperoxid-
Lésung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) fir funf bis acht Minuten bei

Raumtemperatur

Kurzes Sptulen in flieRendem Leitungswasser

. Eventuell Gegenfarben der Kerne fir 30 Sekunden in Hamalaun und anschlielendes

Blauen in flieRendem Leitungswasser

Dehydrieren der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe, zwei Mal zehn Minuten

in Xylol und anschlieRend Eindeckeln der Schnitte mit Eukitt®

Bei allen immunhistochemischen Untersuchungen wurden Negativkontrollen durchgefiihrt,

wobei der Primarantikorper durch ein Aliquot an Antikérper-Diluent ersetzt wurde.

Auswertung:

Die Auswertung der Schnitte der Immunhistochemie erfolgte mit einem Mikroskop

(Aristoplan) der Firma Leitz, Wetzlar. An dieses war eine Canon-Powershot A95-

Digitalkamera gekoppelt.
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3.5 Glykohistochemische Farbungen

Zum Nachweis von Glykokonjugaten im Nebenhoden des Hundes wurden die in Tabelle 4
angegebenen Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) markierten Lektine (Fa. Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deisenhofen) verwendet. Dieser Nachweis erfolgte nach der direkten
Methode, bei der das direkt mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC konjugierte Lektin an den

spezifischen Zucker bindet. Dabei wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

1. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol (2 Mal 30 Minuten) und Rehydrieren in einer
absteigender Alkoholreihe bis Aqua dest.

2. Waschen in 0,05 M TRIS Puffer, pH 6,8, 3 Mal 5 Minuten

3. Beschichtung der Schnitte mit FITC- markiertem Lektin (Konzentration 12 pg/ml TRIS
Puffer). Inkubation in einer feuchten Kammer fiir eine Stunde unter Lichtausschluss

bei Raumtemperatur
4. Spilenin 0,05 M TRIS Puffer, pH 6,8, 3 Mal 5 Minuten

5. Eindeckeln der Schnitte mit einem Gemisch aus Polyvinylalkohol und Ethylenglycol

(Serva, Heidelberg)
6. Aufbewahrung der fertigen Schnitte bis zur Auswertung im Kiihlschrank bei 4°C

Negativkontrolle:

Um magliche Eigenfluoreszenz des Gewebes zu erkennen, wurden Negativkontrollen des
jeweilig zu untersuchenden Praparates angefertigt. Hierbei wurde anstelle der Lektinlésung

mit der entsprechenden Menge an TRIS Puffer inkubiert.

Kompetitive Hemmung:

Die Spezifitdt der einzelnen Lektine wurde durch kompetitive Hemmung mit den jeweils
korrespondierenden Zucker Uberprift. Dazu wurden die Lektine mit einer 0,2 M Lésung des
entsprechenden Hemmzuckers (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) fur eine Stunde

bei Raumtemperatur und Dunkelheit bei Punkt drei anstelle der Lektinldsung aufpipettiert.

Positivkontrolle:

Um das Funktionieren des jeweilig verwendeten Lektins zu Gberprifen, wurden zudem
Positivkontrollen angefertigt. Hierzu wurde Gewebe verwendet, bei dem bekannt ist, dass es

mit den entsprechenden Lektinen reagiert.

Auswertung:

Die Auswertung der Praparate der glykohistochemischen Untersuchungen erfolgte an einem

Auflichtfluoreszenzmikroskop Dialux 20 der Firma Leitz GmbH, Wetzlar.
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Tab.4  Ubersicht (iber die in der Studie verwendeten FITC-markierten Lektine
Lektingruppe Lektin Herkunft Abkdr- Zuckerspezifitat Hemmung
zung
I. D-Mannose/ D-Glukose | Canavalia Schwertbohne | ConA a-D-Man>a-D-Glc | D-Mannose
bindende Lektine ensiformes
Agglutinin
Lens Linse LCA a-D-Man D-Mannose
culinaris
Agglutinin
Pisum Erbse PSA a-D-Man D-Mannose
sativum
Agglutinin
Il. D-Galaktose bindende | Arachis Erdnuss PNA B-D-Gal-(1-3)-D- | D-Galaktose
Lektine hypogaea GalNAc
Agglutinin
Ricinus Rizinusstaude | RCA B-D-Galaktose D-Galaktose
communis
Agglutinin
[ll. N-Acetyl-D- Dolichos Pferdebohne | DBA a-D-GalNAc(1- N-Acetyl-D-
Galaktosamine bindende | biflorus 3)GalNAc Galakto-
Lektine Agglutinin samin
Glycine max | Sojabohne SBA a-D-GalNAc, a-D- | N-Acetyl-D-
Agglutinin Gal Galakto-
samin
Saphora Chinesischer | SJA a-D-GalNAc N-Acetyl-D-
japonica Schnurbaum Galakto-
Agglutinin samin
Griffonia GSL | a-D-GalNAc N-Acetyl-D-
simplicifolia Galakto-
Agglutinin samin
IV. N-Acetyl-D- Triticum Weizenkeim | WGA (D- GIcNAc
Glukosamine bindende | vulgare GIcNAc)*NeuNAc
Lektine Agglutinin
Triticum Weizenkeim | WGAs (D- GIcNAc
vulgare (succiny- | GIcNAc)*NeuNAc
Agglutinin s liert)
V. L-Fukose bindende Ulex Stechginster- | UEA a-L-Fukose a-L-Fukose
Lektine europaeus |samen
Agglutinin
VII. Lektine mit Phaseolus | Gartenbohne |PHAE
komplexen vulgaris
Kohlenhydratbindungs- | Agglutinin PHAL

stellen
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3.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Auswertung und fotografische Dokumentation der elektronenmikroskopischen Proben
erfolgte an einem Transmissionselektronenmikroskop EM 902 der Firma Zeiss (Carl Zeiss,
Oberkochen).

3.7  Auswertung morphometrischer Daten

Zur Ermittlung der Epithelhéhen und der Lumendurchmesser wurden von finf
Versuchstieren die einzelnen Gangabschnitte herangezogen und pro Gangabschnitt an je
zehn Stellen der maximale innere Lumendurchmesser und die Epithelhdhe an senkrecht
angeschnittenen Stellen gemessen. Dies erfolgte an digitalen Bildern, die mit einer Canon-
Powershot A95-Digitalkamera mit dem 40x Objektiv (Epithelhdhen) beziehungsweise mit
dem 10x Objektiv (Lumendurchmesser) aufgenommen wurden. Die Messungen wurden mit
Hilfe des Programmes WCIF Imaged (Rasband, W. S.) durchgeflihrt. Den statistischen
Berechnungen liegen die Programme Excel fur Windows und das Statistikprogramm SPSS
Version 14,0 zu Grunde. Die Signifikanz der Werte wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test

Uberprift.

Die Auszahlung der positiven Epithelzellen (Ostrogen- und Androgen-Rezeptoren) erfolgte in
jeweils funf Sichtfeldern pro Schnitt. Je Sichtfeld wurden 100 Zellen mit dem 40x Objektiv
ausgezahlt. Die Zellkerne wurden in die Reaktionsgruppen schwach positiv und stark positiv
eingeteilt. Im Anschluss wurde die Gesamtkernzahl der beiden Reaktionsgruppen ermittelt.
Die grafische Darstellung der ermittelten Daten erfolgte mit dem Programm Excel fir

Windows.
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4 Ergebnisse
4.1 Lichtmikroskopische Untersuchungen am Nebenhoden des Hundes

Der Nebenhoden liegt dem Hoden an seinem Margo epididymidis an und ist mit diesem an
seinem kaudalen Ende durch das Ligamentum testis proprium verbunden. Makroskopisch ist
eine Gliederung in einen Kopf (Caput epididymidis), einen Kdrper (Corpus epididymidis) und

einen Schwanz (Cauda epididymidis) leicht erkennbar.

Mikroskopisch ist durch die Beurteilung verschiedener Parameter (Lumendurchmesser des
Nebenhodenganges, Epithelhdhe, Oberflachenbesatz, Vorkommen von Zellarten) eine
Einteilung in vier Abschnitte moglich. Der Nebenhodenkopf beherbergt die Ductuli efferentes
und das Initialsegment des Ductus epididymidis. Das Mittelsegment bildet die Grundlage des

Nebenhodenkérpers und das Terminalsegment entspricht dem Nebenhodenschwanz.

4.1.1 Ductuli efferentes testis

Die Ductuli efferentes testis durchbrechen am Kopfende des Hodens die Tunica albuginea
und verbinden so das Rete testis mit dem Ductus epididymidis. Sie wickeln sich sehr stark

auf und jeder Kanal bildet zusammen mit Bindegewebe einen so genannten Samenkegel.

Das unterschiedlich hohe, mehrreihige Epithel der Ductuli efferentes ist mit nur 19 pm (+/-
2,8 ym) deutlich niedriger als in den folgenden Segmenten und beinhaltet zwei verschiedene
Zellarten. Die hochprismatischen, mit Kinozilien besetzten Flimmerzellen stellen den
gréBeren Anteil der Epithelzellen dar. Ihr Zellkern besitzt Iangliche Form und liegt in der
basalen Haélfte der Zelle. Zu erkennen sind ein dominanter Nukleolus und mehrere kleinere
Nukleoli im Hintergrund. Die Kinozilien sind kaum verklebt und an ihrer Basis sind kleine
Kdérnchen, so genannte Basalkorper, zu erkennen. Die zweite vorkommende Zellart besitzt
einen runden Zellkern, der basal oder auch zentral im Zytoplasma liegt, und tragt an der
lumenseitigen Oberflache einen regelmaligen Burstensaumbesatz (Mikrovilli). Auch bei
dieser Zellart ist ein dominanter Nukleolus erkennbar (Bild 2). Auf die kraftige Basallamina
folgen zwei bis drei lockere Muskelzelllagen und gefalreiches Bindegewebe. Das Lumen der
Ductuli efferentes hat oft sternférmiges Form (Bild 1) und der mittlere Lumendurchmesser
betragt 78,7 um (+/- 25,7 ym). Damit ist er deutlich geringer als in den folgenden drei
Segmenten. Im Lumen sind Spermien und Zelltrimmer zu finden. In der PAS-Farbung
zeigen der apikale Epithelsaum und die Basalmembran eine deutlich positive Reaktion (Bild
3). Bei der Alcianblau-Farbung bei pH 1 reagieren lediglich im Bindegewebe einzeln
vorkommende Mastzellen stark positiv, wohingegen bei pH 2,5 auch die Kinozilien eine
deutlich positive Reaktion zeigen (Bild 4). Im Zytoplasma der Zellen sind schwach positive

Granula erkennbar.
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Bild 1: Ductuli efferentes, Goldner-Farbung, Bild 2: Epithel der Ductuli efferentes, Goldner-
SB =25 um Farbung, SB = 10 ym

Sternférmiges Lumen (LU) der Ductuli efferentes. Flimmerzellen mit Kinozilien und Basalkérperchen (Pfeil),

BGW = Bindegewebe zilienlose Zellen mit rundem Zellkern und Mikrovilli

(Pfeilspitze).

Bild 3: Ductuli efferentes, PAS-Farbung, Bild 4: Ductuli efferentes, Alcianblau-Farbung bei
SB =25 um pH 2,5, SB = 25 ym

Basalmembran (BM) und apikaler Zellsaum (Pfeil) zeigen  Kinozilien (KZ) der Flimmerzellen reagieren deutlich
eine positive Reaktion. positiv. Im Epithel sind schwach positive Granula (Pfeil).
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Tab.5 Histomorphologische Befunde der Ductuli efferentes

Zellen mit Kinozilien Zellkernform langlich, z.T. quadratisch
Zellkernlage in der basalen Halfte des Zytoplasma
Nukleoli ein grofl3er, mehrere kleine
Kinozilien kaum verklebt, haben Basalkorperchen
Zellen mit Mikrovilli Zellkernform rund
Zellkernlage zentral im Zytoplasma
Nukleoli ein dominanter Nukleus
Mikrovilli gleichmalig
Basallamina kraftig, regelmaRig
Muskelschicht zwei bis drei dinne Schichten glatter Muskelzellen
Bindegewebe Blutgefalie viele, geringer Lumendurchmesser
Fibrozyten
Lumen Form Uberwiegend sternférmig, z.T. rund
Inhalt Spermien, Zelltrtimmer

/ | Bild 5: Ductuli efferentes und Initialsegment,
SB =100 pm

| Ubergang der Ductuli efferentes (DE) in das
hochprismatische Epithel des Initialsegment (IS).
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4.1.2 Ductus epididymidis
4.1.2.1 Initialsegment

Das Initialsegment des Nebenhodenganges ist von den Ductuli efferentes durch einen
deutlichen Anstieg der Epithelhdhe zu unterscheiden (Bild 5). Diese betragt hier
durchschnittlich 36,9 um (+/- 13,9 um). Das Initialsegment ist mit einem mehrreihigen,
hochprismatischen Epithel ausgekleidet, das zwei unterschiedliche Zellarten besitzt: Basal-
und Hauptzellen. Die runden, zum Teil auch quadratischen Basalzellen sind deutlich kleiner
als die Hauptzellen und liegen der Basallamina direkt an. Sie besitzen einen dominanten
Nukleolus, weitere kleinere sind sichtbar. Die Hauptzellen sind langgezogen und haben auf
ihrer Oberflache weit ins Lumen reichende, zum Teil verklebte Stereozilien. |hr Zellkern ist
ovoid, besitzt einen dominanten Nukleolus und ist im basalen Drittel der Zelle lokalisiert. Die
Zellkerne liegen etwa auf gleicher H6he im Epithel (Bild 6). Die Muskulatur besteht aus zwei,
manchmal auch drei Lagen glatter Muskelzellen. Der mittlere Lumendurchmesser des
Initialsegmentes betragt 126,9 ym (+/- 23,2 ym). Darin befinden sich nur vereinzelt
Spermien. Bei der PAS-Farbung mit und ohne Amylaseverdau zeigen der apikale
Epithelsaum, die Basallamina und die Stereozilien eine stark positive Reaktion (Bild 7). Auch
die Muskulatur reagiert deutlich positiv. Bei der Farbung mit Alcianblau reagieren bei einem
pH von 1,0 lediglich einzelne, im Bindegewebe vorkommende Mastzellen stark positiv. Das
Epithel zeigt keinerlei Reaktion. Bei pH 2,5 hingegen reagieren die Stereozilien der

Hauptzellen stark positiv und auch das Epithel reagiert mit kleinen Granula schwach positiv.
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Bild 6: Initialsegment, HE-Farbung, SB = 25 um Bild 7: Initialsegment, PAS-Farbung mit Amylase,

Kleine runde Basalzellen liegen direkt an der SB =25 um

Basalmembran (Pfeil). G = Gefal Stereozilien (SZ), apikaler Epithelsaum (Pfeilspitze),
Basallamina (Pfeil) und Muskelzelllage (MZL) reagieren
deutlich positiv.

Bild 8: Initialsegment, PAS-Farbung, SB =25 uym  Bild 9: Gefal im Initialsegment, PAS-Farbung,
SB =10 ym

Stark positive Reaktion des apikalen Epithelsaumes
(Pfeil). Stark positive Reaktion des Endothels (Pfeil) der Gefalle
bei der PAS-Farbung.
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Tab. 6 Histomorphologische Befunde des Initialsegmentes

Hauptzellen Zellkernform rund, deutlich gréRer als Basalzellen
Zellkernlage im basalen Drittel
Nukleoli ein dominanter, mehrere kleine
Stereozilien lang, kaum verklebt
Basalzellen Zellkernform rund, z.T. polygonal
Zellkernlage nahe der Basalmembran
Nukleoli ein groflter Nukleolus
Basallamina diinn, regelmaRig
Muskelschicht zwei bis drei Lagen
Bindegewebe Blutgefalie mehrere, z.T. mit groRerem Lumen
Lumen Inhalt wenige Spermien

4.1.2.2 Mittelsegment

Im Mittelsegment ist das Epithel mit 45,8 um (+/- 4,1 ym) am héchsten im gesamten
Nebenhodengang. Die Zellkerne der Hauptzellen liegen alle ungefahr auf gleicher Héhe
weiter lumenwarts im Zytoplasma und sind langgestreckt. Meist sind zwei grofl3e Nukleoli
vorhanden, die zentral im Zellkern liegen. Auch in diesem Segment reichen die Stereozilien
weit ins Lumen (110,6 um) und sind teilweise verklebt. Neben den Hauptzellen sind die
kleineren, niedrigen Basalzellen zu sehen (Bild 10). lhr Zellkern ist rund bis dreieckig und
enthalt einen dominanten Nukleolus. Das Lumen ist mit einem Durchmesser von
durchschnittlich 119,8 um (+/- 119,8 um) etwas kleiner als im Initial-und auch im
Terminalsegment. Darin sind Spermien und auch vereinzelt Zelltrimmer zu finden. Auf die
Basallamina folgt nach auf3en eine drei- bis vierlagige Muskelschicht. Das durch die
Trichromfarbung nach Masson-Goldner griin angefarbte Bindegewebe lasst Blut- und
Lymphgefalie erkennen. Die Blutgefalie besitzen ein deutlich gréleres Lumen als im
Initialsegment. Im Mittelsegment zeigt sich bei den Farbungen mit PAS (mit und ohne
Amylaseverdau) und Alcianblau dasselbe Verhalten wie im Initialsegment. Auffallend ist
jedoch, dass in diesem Segment bei den Farbungen mit Hamatoxylin, PAS mit und PAS
ohne Amylaseverdau regelmafig Ketten von lila gefarbten Granula an der Basallamina zu
sehen sind (Bild 12 und 13). Dieselben Granula sind auch im Lumen und unregelmafig im
Epithel, hier jedoch einzeln gelegen, zu finden. Auch fallen bei der Alcianblau-Farbung

weniger Mastzellen im Bindegewebe auf als im Initialsegment.
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Bild 10: Mittelsegment, Goldner-Farbung, Bild 11: Mittelsegment, Alcianblau-Farbung bei pH
SB =25 um 2,5,SB =25 pum

Kerne der Basalzellen (Pfeilspitzen) behalten ihre basale  Stereozilien (SZ) reagieren positiv. Im Epithel kommen
Lage bei, Kerne der Hauptzellen (Pfeile) sind jetzt langlich schwach positiv reagierende Granula (Pfeil) vor.
und zentral im Epithel lokalisiert.

Bild 12: Mittelsegment, HE-Farbung, SB = 25 ym Bild 13: Mittelsegment, HE-Farbung, SB = 10 ym

Im Lumen (LU) und basal kommen dunkel gefarbte Basal aneinander gereihte Granula (Pfeil). Im Lumen
Granula vor. vorhandene Granula (Pfeilspitze).
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Tab. 7 Histomorphologische Befunde des Mittelsegmentes

Hauptzellen Zellkernform langlich
Zellkernlage zentral im Epithel, alle auf einer Hohe
Nukleoli zwei grofde, die zentral oder im oberen Drittel des Zellkerns
liegen
Stereozilien reichen weit ins Lumen, z.T. verklebt
Basalzellen Zellkernform rund bis dreieckig
Zellkernlage direkt an der Basalmembran
Nukleoli ein grolder
Basallamina dinn, regelmaRig
Muskelschicht drei bis vier Lagen
Bindegewebe Blutgefalie wie im IS, aber groRlumiger
Lumen Inhalt Spermien, vereinzelt Zellen der Keimzellpopulation

4.1.2.3 Terminalsegment

Das Epithel ist mit einer durchschnittlichen Héhe von 30,9 ym (+/- 5,2 um) am niedrigsten im
Nebenhodengang. Im Unterschied zum Mittelsegment besitzen die Hauptzellen hier einen
runden Zellkern und sie liegen auch nicht auf gleicher Hohe im Zytoplasma, sondern sind
unregelmafiger angeordnet. Die Zellkerne besitzen mehrere Nukleoli. Die Stereozilien der
Hauptzellen sind deutlich kirzer (67,1 um) als im Initial- und Mittelsegment, gleichmafig und
nicht verklebt. Die Basalzellen ordnen sich wie in den vorigen Segmenten an der
Basallamina an und besitzen runde Gestalt. Auch kommen in diesem Segment Apikalzellen
vor. Das Terminalsegment besitzt mit durchschnittlich 321,0 um (+/- 95,9 um) das weiteste
Lumen im Nebenhoden. Darin sind massenhaft Spermien, Zellen und Zelltrimmer zu finden.
Deutlich erkennbar ist auch die Zunahme der Muskelschicht auf bis zu fiinf Lagen glatter
Muskelzellen. Bei der Farbung mit PAS (mit und ohne Amylaseverdau) zeigen die
Stereozilien, der apikale Epithelsaum, die Basalmembran und die Basallamina der Gefale
eine stark positive Reaktion. Im Epithel selbst, an den Kernen und lumenseitig an der
Stereozilienbasis kommen stark positive Granula vor. Auch der Lumeninhalt und die
Muskelzelllagen reagieren deutlich positiv. Zudem kommen wieder die bereits im
Mittelsegment aufgefallenen positiven Granula an der Basalmembran vor (Bild 14 und 15).
Bei der Farbung mit Alcianblau zeigt sich das gleiche Reaktionsmuster wie im Mittelsegment.
Die Stereozilien und Granula im Epithel reagieren positiv. Mastzellen kommen nur sehr

vereinzelt vor.
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Bild 14: Terminalsegment, PAS-Farbung, Bild 15: Terminalsegment, PAS-Farbung,
SB =25pum SB =25pm
Stark positive Granula im Epithel und im Lumen (Pfeil). Deutlich positive Granula (Pfeil) an der Basalmembran.

Die Muskelzelllage (MZL), Stereozilien (SZ) und apikaler  Positive Reaktion des GefalRendothels (G).
Epithelsaum reagieren stark positiv.
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Tab. 8 Histomorphologische Befunde des Terminalsegmentes

Hauptzellen Zellkernform rund
Zellkernlage basal bis zentral, unregelmafig im Epithel
Nukleoli zwei grofde, mehrere kleinere
Stereozilien kurz, nicht verklebt
Basalzellen Zellkernform rund
Zellkernlage direkt an der Basallamina
Nukleoli ein grofer, kleine im Hintergrund
Basallamina diinn, regelmaRig
Muskelschicht drei bis funf Schichten
Bindegewebe Blutgefalie viele kleinlumige, auch grofl3lumige
Lumen Inhalt viele Spermien, Zellen und Zelltrtimmer
Anmerkung Apikalzellen vorhanden
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4.1.3 Morphometrische Untersuchungen

Epithelhéhen:

Die Epithelhdhe andert sich in Abhangigkeit der verschiedenen Gangabschnitte: sie betragt
in den Ductuli efferentes im Mittel 14,5 ym (+/- 2,8 um), im Initialsegment durchschnittlich
36,9 uym (+/- 13,6 pm), im Mittelsegment 45,8 um (+/- 4,2 ym) und im Terminalsegment
ergibt sich ein Durchschnittswert von 30,9 pm (+/- 5,3 um). Auf Grundlage des Mann-
Whitney-Test berechnet zeigt sich ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,01) der Werte der
Lumendurchmesser zwischen den Ducutli efferentes und dem Initialsegment und zwischen
Mittel- und Terminalsegment. Zwischen Initial- und Mittelsegment besteht ein signifikanter
Unterschied (p<0,05).
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Bild 16: Grafische Darstellung der Epithelhéhen in ym in den einzelnen Gangabschnitten des
Nebenhodens.

Gangabschnitt 1 = Ductuli efferentes, Gangabschnitt 2 = Initialsegment, Gangabschnitt 3 = Mittelsegment,
Gangabschnitt 4 = Terminalsegment.

Im Box-Plot-Diagramm ist die Haufigkeitsverteilung der Variablen Epithelh6he (inklusive Ausreiler) mit
Interquartile (braune Box), Medianwert und der Spannweite der Verteilung angegeben.

* Signifikanz der Werte (p<0,05), ** hohe Signifikanz der Werte (p<0,01) berechnet mit dem Mann-Whitney-Test.
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Lumendurchmesser:

Gemessen wurde der maximale innere Lumendurchmesser. Die Ductuli efferentes haben
einen durchschnittlichen Lumendurchmesser von 78,7 um (+/- 25,8 uym), im Initialsegment
betragt er 126,9 ym (+/- 23,2 ym), im Mittelsegment 119,8 ym (+/- 30,7 um) und im
Terminalsegment betragt der Lumendurchmesser 321,0 ym (+/- 96,9 ym). Auf Grundlage
des Mann-Whitney-Test berechnet zeigt sich ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,01) der
Werte der Lumendurchmesser zwischen den Ducutli efferentes und dem Initialsegment und

zwischen Mittel- und Terminalsegment.
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Bild 17: Graphische Darstellung der Lumendurchmesser in um der einzelnen Gangabschnitten des

Nebenhodens

Gangabschnitt 1 = Ductuli efferentes, Gangabschnitt 2 = Initialsegment, Gangabschnitt 3 = Mittelsegment,
Gangabschnitt 4 = Terminalsegment

Im Box-Plot-Diagramm ist die Haufigkeitsverteilung der Variablen Lumendurchmesser (inklusive Ausrei3er) mit
Interquartile (braune Box), Medianwert und der Spannweite der Verteilung angegeben

* Signifikanz der Werte (p<0,05), ** hohe Signifikanz der Werte (p<0,01) berechnet mit dem Mann-Whitney-Test.
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4.2 Immunhistochemische Untersuchungen am Nebenhoden des Hundes
4.2.1 Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

Das Epithel der Ductuli efferentes zeigt keinerlei Reaktion mit dem Vimentinantikorper. lhre
Basallamina und die sie umgebenden Muskelzelllagen reagieren hingegen stark positiv (Bild
18). Die Hauptzellen des Epithels erscheinen iber die ganze Lange des Nebenhodenganges
immunnegativ. Das Zytoplasma der Basalzellen mancher Tiere reagiert im Initialsegment
und zum Teil auch noch im Mittelsegment des Ductus epididymidis positiv (Bild 19). Im
Terminalsegment ist keine Immunreaktion erkennbar. Die Basalmembran reagiert in allen
drei Segmenten positiv auf den Vimentin-Antikorper (Bild 20), deutlich bis stark postitiv im
Initialsegment. AulRerhalb des Epithels zeigen die Gefaliendothelien und peripheren Nerven
in allen drei Segmenten eine stark positive Immunreaktion mit dem Vimentinantikorper (Bild
21). Auch die glatte Ringmuskulatur und das Bindegewebe weisen in allen Segmenten eine
deutlich positive Reaktion auf. Zur besseren Darstellung der Kerne wurde eine

Gegenfarbung mit Hamatoxylin durchgefiihrt.
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Bild 18: Ductuli efferentes, immunhistochemischer Bild 19: Mittelsegment, immunhistochemischer

Nachweis von Vimentin, SB = 25 ym Nachweis von Vimentin, SB = 25 ym
Muskelzelllage und Basallamina der Ductuli efferentes Deutlich positive Reaktion des Zytoplasmas der
reagieren deutlich immunpositiv (Pfeil). Basalzellen (Pfeil).

Bild 20: Terminalsegment, immunhistochemischer Bild 21: Initialsegment, immunhistochemischer
Nachweis von Vimentin, SB = 25 ym Nachweis von Vimentin, SB = 25 ym
Die Basalmembran (Pfeil) reagiert deutlich positiv. Positiv reagierender peripherer Nerv (NV).

Immunpositives GefalRendothel (G).
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Tab. 9

Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin
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4.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von Laminin

Beim Nachweis von Laminin wurde eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin durchgefihrt. Die
Bindungsstellen flr den Laminin-Antikdrper befinden sich hauptsachlich in den
Basalmembranen. Die Basalmembranen der Ductuli efferentes zeigen eine stark positive
Immunreaktion (Bild 22). Zudem farbt sich deren Zytoplasma im subapikalen Bereich der
Zilienzellen unspezifisch an. Die Basalmembran des Epithels reagiert in allen
Nebenhodensegmenten deutlich bis stark positiv. In den Basalmembranen der im
Bindegewebe liegenden Gefalle und im Perineurium der Nerven sind ebenfalls durchgangig
stark positive Reaktionen erkennbar. Die glatten Muskelzellen zeigen in allen Abschnitten
eine stark positive Immunreaktion ihrer Basalmembran (Bild 24). Die einzelnen Lagen der

Ringmuskulatur heben sich deutlich hervor (Bild 25).
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Bild 22: Ductuli efferentes, immunhistochemischer Bild 23: Initialsegment, immunhistochemischer
Nachweis von Laminin, SB = 25 ym Nachweis von Laminin, SB = 25 ym
Stark positive Reaktion der Basallamina (Pfeil). Stark positive Immunreaktion in der Basallamina des

Epithels, in den glatten Muskelzellen (Pfeil) und in den
Gefalen (G).

o 3"
TG 3
Bild 24: Mittelsegment, immunhistochemischer Bild 25: Terminalsegment, immunhistochemischer
Nachweis von Laminin, SB = 25 ym Nachweis von Laminin, SB = 25 ym
Positive Reaktion der Muskelzelllagen (Pfeil) und der Positive Reaktion der Basalmembran der Muskelzelllagen

Gefale (Pfeilspitze) im Mittelsegment. (Pfeilspitze) und der Gefalde (Pfeil) im Terminalsegment.
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Tab. 10 Immunhistochemischer Nachweis von Laminin
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X = nicht erkennbar, 0 = negativ, 1 = schwach positiv, 2 = deutlich positiv, 3 = stark positiv
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4.2.3 Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogen-Rezeptors a (ERa)

Im Epithel des Ductus epididymidis kann der Ostrogen-Rezeptor a in keinem Segment
nachgewiesen werden. Die Kerne der Ductuli efferentes zeigen dagegen eine stark positive
Reaktion, wobei die zilientragenden und zilienlosen Zellen gleiche Expressionsstarke

aufweisen (Bild 26). Auch die im Interstitium liegenden Fibrozyten und die glatten

Muskelzellen reagieren schwach bis deutlich positiv (Bild 27).

Bild 26: Ductuli efferentgs, immunhistochemischer Bild 27: Terminalsegme__nt, immunhistochemischer
Nachweis des Ostrogen-Rezeptors, Nachweis des Ostrogen-Rezeptors,
SB =25 uym SB =25 uym

Stark positive Reaktion der Zellkerne (Pfeil). Positive Reaktion der Muskelzelllage im Terminalsegment

(Pfeil) und der Fibrozyten (Pfeilspitze).
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Tab. 11 Immunhistochemischer Nachweis von Ostrogen-Rezeptor a (ERa)
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ER-alpha Expression in den Ductuli efferentes
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Bild 28: Grafische Darstellung der Anteile ER-alpha schwach und stark positiver Zellen in den Ductuli
efferentes des Nebenhodens

4.2.4 Immunhistochemischer Nachweis des Progesteron-Rezeptors

Im Nebenhoden des Hundes lassen sich im Epithel von Initial-, Mittel- und Terminalsegment
und in den Ductuli efferentes keine Progesteron-Rezeptoren nachweisen. Einzelne im
Interstitium vorkommende Fibrozyten zeigen eine schwach postitive Reaktion. Auch

intraluminal kommen schwach positive Regionen vor.

4.2.5 Immunhistochemischer Nachweis von ,a-smooth-muscle-actin® (a-sma)

Die das Epithel umgebende Muskelzelllage zeigt im gesamten Verlauf des Nebenhodens
eine stark positive Reaktion mit dem Antikérper gegen a-sma. Dadurch lasst sich besonders
gut die nach distal deutlich zunehmende Dicke der Muskulatur darstellen (Bild 32). Das
Epithel ist immer immunnegativ und hebt sich klar von der Muskelschicht ab. Auch die
Tunica media der Gefalle zeigt in allen Gangabschnitten eine unverandert stark positive
Immunreaktion (Bild 30). Die Muskelschicht, die die Ductuli efferentes umgibt, zeigt ebenso

eine positive Reaktion auf a-sma (Bild 29).



Ergebnisse 51

o Q}'\:{

) el IR \
AL ART

Bild 29: Ductuli efferentes, immunhistochemischer Bild 30: Initialsegment, immunhistochemischer
Nachweis von a-sma, SB = 25 ym Nachweis von a-sma, SB = 25 ym

Stark positive Reaktion der Muskelschicht (Pfeilspitze). Stark positive Reaktion der Muskelzellschicht (Pfeil) und
Die Basallamina bleibt negativ (Pfeil). der Tunica media der Gefalle (G).

Bild 31: Mittelsegment, immunhistochemischer Bild 32: Terminalsegment, immunhistochemischer
Nachweis von a-sma, SB = 25 ym Nachweis von a-sma, SB = 10 um
Stark positive Reaktion der Muskelzelllagen im Deutliche Zunahme der Muskelzelllagen im

Mittelsegment. Terminalsegment.
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Tab. 12 Immunhistochemischer Nachweis von a-sma

Tier

Segment

DE

BZ

HZ

N
o

(7]
N

N
1
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Spermien

w
=
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zelllage
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4
<

T1

Initial

Mittel

Terminal

T2

Initial

Mittel

Terminal

T3

Initial

Mittel

Terminal

T4

Initial

Mittel

Terminal

T5

Initial

Mittel

Terminal

T6

Initial

Mittel

Terminal

T7

Initial

Mittel

Terminal

T8

Initial

Mittel

Terminal

T9

Initial

Mittel

Terminal

T10

Initial

Mittel

Terminal
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X = nicht vorhanden, 0 = negativ, 1 = schwach positiv, 2 = deutlich positiv, 3 = stark positiv
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4.2.6 Immunhistochemischer Nachweis von Pancytokeratin

Die zilientragenden Epithelzellen der Ductuli efferentes zeigen eine stark positive
Immunreaktion im gesamten Zytoplasma (Bild 33). Die Basalzellen des Epithels reagieren in
allen drei Gangabschnitten deutlich positiv auf den Antikdrper gegen Pancytokeratin (Bild
34). Auch die Hauptzellen des Gangepithels zeigen apikal eine positive Reaktion, jedoch fallt
diese schwacher aus als in den Basalzellen. Der apikale Epithelsaum reagiert schwach
positiv. AulRerhalb des Epithels liegende Strukturen weisen dagegen eine konstant negative

Reaktion auf.
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Bild 33: Ductuli efferentes, immunhistochemischer Bild 34: Initialsegment, immunhistochemischer
Nachweis von Pancytokeratin, SB = 10 ym Nachweis von Pancytokeratin, SB = 25 pm

Stark positive Reaktion der Zilienzellen (Pfeil). Zilienlose = Stark positive Reaktion der Basalzellen (Pfeil). Der apikale
Zellen reagieren negativ (Pfeilspitze). Epithelsaum reagiert schwach positiv (Pfeilspitze).

Bild 35: Mittelsegment, immunhistochemischer
Nachweis von Pancytokeratin, SB = 25 ym

Deutlich positive Reaktion der Basalzellen (Pfeil). Positive
Reaktion des apikalen Epithelsaums (Pfeilspitze).
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Tab. 13 Immunhistochemischer Nachweis von Pancytokeratin

Tier

Segment
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Mittel
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Mittel
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Mittel

Terminal
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Initial

Mittel

Terminal

T8

Initial

Mittel

Terminal

T9

Initial

Mittel

Terminal
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Initial

Mittel
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X = nicht vorhanden, 0 = negativ, 1 = schwach positiv, 2 = deutlich positiv, 3 = stark positiv
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4.2.7 Immunhistochemischer Nachweis von Chromogranin A

Die Basalkdrperchen, die an den zilientragenden Zellen der Ductuli efferentes direkt unter
der apikalen Zellmembran gelagert sind, zeigen eine stark positive Reaktion mit dem
Antikdrper gegen Chromogranin A (Bild 36). Im Initialsegment reagiert das Epithel deutlich
positiv auf den Nachweis mit Chromogranin A. Im Bindegewebe liegende freie Zellen und
Nervenzellen weisen ebenso eine starke Immunfarbung auf. Auch die Muskelzelllage und die
Muskelschicht der Gefalle zeigen eine schwach positive Farbung auf Chromogranin A. Im
Lumen liegende Zellen farben sich deutlich positiv. Im Mittelsegment reagiert das gesamte
Epithel konstant deutlich positiv. Die glatte Muskulatur der GefalRe zeigt eine schwach
positive Reaktion und auch in der Muskelzellschicht kommen einzelne, stark positiv
reagierende Zellen vor. Nervenzellen zeigen wie schon im Initialsegment eine stark positive
Reaktion (Bild 39). Im Terminalsegment kann Chromogranin A in der Golgi-Zone und den
Stereozilien nachgewiesen werden (Bild 38). Auch das Epithel zeigt eine schwach positive
Reaktion. Zudem reagieren im Lumen vorkommende Zellen und einzelne Zellen in der

Muskelzellschicht stark positiv.
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Bild 36: Ductuli efferentes, immunhistochemischer Bild 37: Mittelsegment, immunhistochemischer
Nachweis von Chromogranin A, SB = 10 ym Nachweis von Chromogranin A, SB = 25 pm
Stark positive Reaktion der Basalkdrperchen (Pfeil) Positive Immunreaktion des Epithels (Pfeil). Stark positive

Reaktion im Lumen (LU) liegender Zellen.
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Bild 38: Terminalsegment, immunhistochemischer Bild 39: Terminalsegment, immunhistochemischer
Nachweis von Chromogranin A, SB = 25 ym Nachweis von Chromogranin A, SB = 25 ym
Positive Reaktion in der Golgi-Zone (Pfeil), in den Stark positive Reaktion in Nerven (Pfeil).

Stereozilien (SZ) und im Lumen (LU).
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Tab. 14 Immunhistochemischer Nachweis von Chromogranin A
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4.2.8 Immunhistochemischer Nachweis des Androgen-Rezeptors

Der Antikdrper gegen den Androgen-Rezeptor bindet in allen Segmenten des
Nebenhodenganges stark positiv in den Kernen der Hauptzellen (Bild 40, 41 und 42). Auch
die Kerne der Basalzellen zeigen eine Immunfarbung an, jedoch ist diese deutlich schwacher
als in den Kernen der Hauptzellen. Im Interstitium vorkommende Fibrozyten zeigen in ihren
Zellkernen eine schwach bis deutlich positive Reaktion. In den GefalRen lasst sich
immunhistochemisch kein Androgen-Rezeptor nachweisen, die Kerne von Muskelzellen
reagieren hingegen schwach positiv. In den Zellkernen der Ductuli efferentes ist eine positive
Reaktion auf den Androgen-Rezeptor sowohl in den Zilienzellen als auch in den zilienlosen
Zellen erkennbar, diese Reaktion fallt jedoch schwacher aus als die Reaktion in den
Hauptzellen des Initialsegmentes. Auch hier wurde zur besseren Darstellung eine

Kernfarbung mit Hamatoxylin durchgefihrt.
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Bild 40: Ductuli efferentes, immunhistochemischer Bild 41: Initialsegment, immunhistochemischer
Nachweis des Androgen-Rezeptors, Nachweis des Androgen-Rezeptors,
SB =25 um SB =25 ym
Stark positive Reaktion der Zellkerne (Pfeilspitze). Positive Stark positive Reaktion der Zellkerne im Initialsegment
Reaktion der Zellkerne der Muskelzellen (Pfeil). (Pfeil). Positive Reaktion der Zellkerne der Muskelzellen

(Pfeilspitze), G = Gefal.

Bild 42: Mittelsegment, immunhistochemischer
Nachweis des Androgen-Rezeptors,
SB =25 um

Kerne von Basalzellen (Pfeil) und Hauptzellen (Pfeilspitze)
reagieren positiv.
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Tab. 15 Immunhistochemischer Nachweis des Androgen-Rezeptors

Tier
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X = nicht vorhanden, 0 = negativ, 1 = schwach positiv, 2 = deutlich positiv, 3 = stark positiv
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Bild 43: Grafische Darstellung der Expressionsstarke des Androgen-Rezeptors in den verschiedenen
Segmenten des Nebenhodens
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4.3  Glykohistochemische Untersuchungen am Nebenhoden des Hundes
4.3.1 Bindungsstellen fur Canavalia ensiformis Agglutinin (Con A)

Sowohl die Zilienzellen als auch die zilienlosen Zellen der Ductuli efferentes gehen eine
deutlich positive Con A-Bindung ein. Im basalen Zytoplasmabereich kommen zahlreiche
stark positive Granula vor. Auch die Kinozilien der Zellen reagieren stark positiv mit Con A.
Die Basalzellen und Hauptzellen des Nebenhodenepithels weisen in allen drei Segmenten
Bindungsstellen mit Con A auf, jedoch ist die Reaktion im Zytoplasma der Basalzellen
starker positiv (Bild 50). Im Lumen vorhandene Spermien reagieren deutlich bis stark positiv.

Bindegewebe, Muskelzelllage und Gefalle weisen keine Bindung mit Con A auf.

4.3.2 Bindungsstellen fur Pisum sativum Agglutinin (PSA)

Der apikale Epithelsaum der Ductuli efferentes zeigt eine schwach positive Reaktion. Das
Epithel reagiert weiter basal an manchen Stellen schwach positiv. Im Initialsegment ist eine
stark positive Reaktion an der apikalen Oberflache des Epithels zu erkennen. Auch die
Stereozilien weisen in diesem Segment eine deutlich positive Reaktion auf. Im Mittelsegment
zeigen die Stereozilien eine schwach positive Reaktion. Hier sind zudem im Basalbereich
kleine, stark positiv reagierende Strukturen zu sehen. Im Terminalsegment reagieren die
Stereozilien und im Lumen vorhandene Spermien deutlich positiv. Die supranukleare Golgi-

Zone hebt sich stark positiv hervor (Bild 51).

4.3.3 Bindungsstellen fur Ulex europaeus Agglutinin (UEA)

In den Ductuli efferentes ergibt sich ein charakteristisches Reaktionsmuster: das Epithel der
zilientragenden Zellen beinhaltet stark positive Granula, die im gesamten Zytoplasma
verstreut liegen und sich in die Kinozilien fortsetzen. Auch der Basalbereich dieser Zellen
reagiert stark positiv (Bild 46). Die Zellen mit Mikrovillibesatz weisen keine UEA-
Bindungsstellen auf. Im Initialsegment des Ductus epididymidis fallen apikal positive Granula
auf. Mittel- und Terminalsegment zeigen keine Bindungsstellen fir UEA in ihrem Epithel.

Lediglich die im Interstitium liegenden Gefalie reagieren schwach positiv.

4.3.4 Bindungsstellen fur Triticum vulgare Agglutinin (WGA)

WGA-Bindungsstellen treten in den Ductuli efferentes als stark positiver Epithelsaum in
Erscheinung. Auch das Zytoplasma reagiert, vor allem im basalen Bereich, schwach positiv.
Die Stereozilien reagieren in allen drei Segmenten stark positiv. Auch die Spermien zeigen

eine stark positive Reaktion. Im Initialsegment weisen die apikale Epitheloberflache und die
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Golgi-Zone der Hauptzellen eine stark positive Reaktion mit WGA auf. Zudem erscheinen die
Zellmembranen schwach positiv (Bild 44). Im Mittelsegment kommen schwach positive
Strukturen im basalen Zytoplasmabereich vor; im Terminalsegment fallen viele stark positive
Granula im Zytoplasma der Hauptzellen auf, die hauptsachlich um den Zellkern lokalisiert

sind. Zudem ist hier die supranukleare Golgi-Zone stark positiv.

4.3.5 Bindungsstellen fur Triticum vulgare Agglutinin (succinyliert) (WGAS)

Im Epithel der Ductuli efferentes zeigen sich die Bindungsstellen fir WGAs in einem stark
positiv reagierenden apikalen Saum und deutlich positiven Kinozilien. Zudem kommen
schwach positive basale Zytoplasmabereiche vor. Auch im Initialsegment zeigen die
Stereozilien eine stark positive Reaktion ebenso wie der apikale Epithelsaum. Stark positiv
reagiert in diesem Segment auch die Golgi-Zone der Hauptzellen. Zudem fallen viele stark
positiv reagierende Granula auf, die deutlich apikal lokalisiert sind (Bild 45). Weiter ist eine
schwach positive Reaktion an den Zellmembranen der Hautpzellen und im Basalbereich
erkennbar. Im Mittelsegment reagieren ausschliel3lich im Lumen anzutreffende Spermien
stark positiv. Im Terminalsegment findet sich eine deutlich positive Reaktion der Stereozilien

und der Basalmembranen.

4.3.6 Bindungsstellen fur Lens culinaris Agglutinin (LCA)

In den Ducutli efferentes reagiert der apikale Epithelsaum stark positiv. Das Zytoplasma der
Zilienzellen ist schwach positiv, das der zilienlosen Zellen mit Mikrovillibesatz negativ. Der
apikale Epithelsaum und die Stereozilien reagieren auch im Initial- und im Mittelsegment des
Nebenhodens. Im Initialsegment erscheinen die Muskelzelllagen schwach positiv. Zudem
fallen im Mittelsegment kleine, deutlich positiv reagierende punktférmige Strukturen auf, die
um den Zellkern lokalisiert sind. Deutlicher ist die Bindung von LCA im Terminalsegment.
Hier reagiert die Golgi-Zone stark positiv, ebenso die Stereozilien und basale
Zytoplasmaanteile. Es kommen viele stark positive Granula im gesamten Epithel vor (Bild
47).

4.3.7 Bindungsstellen fir Phaseolus vulgaris E Agglutinin (PHA E)

Die Ductuli efferentes weisen im apikalen Bereich des Epithels Bindungsstellen fiir PHA E
auf. Zudem kommen nahe der Basalmembran stark positive Granula vor. Das Zytoplasma ist
ansonsten nur schwach positiv. Im Initialsegment zeigen der apikale Epithelsaum und die
Stereozilien eine deutlich positive Reaktion. Das Zytoplasma der Hauptzellen reagiert im

apikalen Teil schwach positiv. In der apikalen Epithelzone fallen deutlich positive kleine
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Granula auf (Bild 48). Im Mittelsegment reagieren die Stereozilien und die basalen
Zytoplasmaanteile der Hauptzellen deutlich positiv. Die Golgi-Zone und das Zytoplasma der
Basalzellen heben sich schwach positiv hervor. Im Terminalsegment weisen im Lumen

vorhandene Spermien und basale Zytoplasmaanteile eine deutlich positive Reaktion auf.

4.3.8 Bindungsstellen fur Phaseolus vulgaris L Agglutinin (PHA L)

In den Ductuli efferentes fihrt PHA L zu einer deutlich positiven Reaktion mit dem apikalen
Epithelsaum, das Ubrige Epithel reagiert nur schwach. Im Initialsegment reagieren die
Stereozilien und der apikale Epithelsaum stark positiv. Zudem fallen im apikalen
Epithelbereich viele stark positiv reagierende Granula und eine deutlich positive Golgi-Zone
auf (Bild 49). Im Mittelsegment stellt sich das Zytoplasma schwach positiv dar. Im
Terminalsegment nimmt die Reaktion ab, es weisen nur noch die Spermien Bindungsstellen
fir PHA L auf. Das umgebende Bindegewebe ist im Mittel- und Terminalsegment schwach

positiv.

4.3.9 Bindungsstellen fiir Dolichos biflorus Agglutinin (DBA)

Der apikale Bereich des Ductusepithels reagiert schwach positiv. Im Initialsegment
erscheinen die Golgi-Zone und die Zellmembranen schwach positiv (Bild 54). Die Golgi-Zone
und vereinzelte basale Zellbereiche des Mittelsegments verhalten sich identisch. Das
Zytoplasma mancher Hauptzellen im Terminalsegment reagiert deutlich positiv. Bei diesen
Zellen zeigen dann auch der apikale Epithelsaum und die Stereozilien eine positive

Reaktion.

4.3.10 Bindungsstellen fur Griffonia simplicifolia | Agglutinin (GSL I)

In den Ductuli efferentes lassen sich Bindungsstellen flir GSL | im apikalen Epithelbereich
und in den Spermien nachweisen (Bild 55). Das Epithel von Initial- und Mittelsegment zeigt
dagegen keine Bindungsstellen fir GSL I. Im Initialsegment kommen lediglich einzelne,
schwach positiv reagierende Zellen in der Muskelschicht vor. Im Terminalsegment
erscheinen im apikalen Epithelteil und auch im Lumen in der epithelnahen Zone deutlich

positiv reagierende kleine Granula. Die Golgi-Zone reagiert deutlich positiv.

4.3.11 Bindungsstellen fiir Ricinus communis Agglutinin (RCA)

In den Ductuli efferentes reagieren der apikale Epithelsaum und im Lumen vorhandene

Spermien deutlich positiv, auch das umgebende Bindegewebe reagiert nur schwach positiv
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(Bild 53). Im Initial- und Mittelsegment zeigen sich lediglich die Spermien schwach positiv. Im

Terminalsegment kommt eine positive Reaktion der Golgi-Zone hinzu.

4.3.12 Bindungsstellen fur Glycine max Agglutinin (SBA)

Die Ductuli efferentes reagieren im apikalen Epithelbereich stark positiv. Im Ductus

epididymidis ist keine Bindung von SBA-FITC erkennbar.

4.3.13 Bindungsstellen fiir Saphora japonica Agglutinin (SJA)

Auch hier reagiert der apikale Epithelsaum des Ductusepithels deutlich positiv. Im
Initialsegment zeigen die Stereozilien und das Zytoplasma der Hauptzellen eine schwach
positive Reaktion mit SJA und es kommen kleine positive Granula im Epithel vor. Mittel- und

Terminalsegment weisen dagegen keine Bindungsstellen fir SJA auf.

4.3.14 Bindungsstellen fiir Arachis hypogaea Agglutinin (PNA)

In den Ductuli efferentes zeigen Strukturen im apikalen Bereich des Epithels und im Lumen
vorhandene Spermien eine deutlich positive Reaktion (Bild 52). Im Initialsegment reagieren
zudem die Stereozilien deutlich positiv und im apikalen Epithelanteil unterhalb des Saumes
kommen viele stark positive kleine Granula vor. Im Mittelsegment nimmt die Reaktion ab und
es weisen nur noch die im Lumen vorhandenen Spermien Bindungsstellen fir PNA auf. Im

Terminalsegment reagiert zudem die Golgi-Zone schwach positiv.
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Tab. 16 Verteilung der Bindungsstellen von FITC-markierten Lektinen in den Ductuli

efferentes des Nebenhoden des Hundes

Lektin | Epithel Kinozilien |Apikaler Lumen Basal- Muskel- | Binde-
Epithelbereich | Spermien | membran |schicht |gewebe
Con A +/++ | +H/++ + - - - - -
PSA -+ - - - - - -
UEA ++ - - ++ - - - -
WGA -/+ - ++ - - - -
WGAs -1+ + ++ - - - -
LCA -1+ -1+ ++ - - - -
PHA E -+ - ++ - - - -
PHA L -+ - + - - - -
DBA - - ++ - - - -
GSL | - - ++ + - - -
RCA - - + + - - -+
SBA - - ++ - - - -
SJA - - + - - - -
PNA - -/+ ++ - - - -

- negativ, -/+ schwach positiv, + deutlich positiv, ++ stark positiv
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Tab. 17 Ubersicht (iber die Bindungsstellen von Lektinen im Ductus epididymidis des Hundes

Lektin | Segment |Apikaler |BZ | HZ Lumen Basal- | Muskel- |BGW |G | Granula
Saum s7|7zp |Gz Spermien | mem- | zelllage
bran
Con A | Initial + |+ [+ |+ |+ - - -
Mittel -/+ ++ |+ |+ |+ + - - - -
Terminal |-/+ o[+ |+ |+ |+ - - - -

PSA Initial ++ - + |- |- - - - - -

Mittel - + |-+ - |+ |- - - - - |Basal
Terminal |- + |+ |- |[++ |+ - - - -

UEA | Initial ++ R - - - - | Apikal +
Mittel - - - - - -+ - - - - |-
Terminal |- - - - |- - - - - - |-

WGA | Initial ++ - -+ - - - | Apikal ++
Mittel - - ++ |+ |- ++ - - - - -
Terminal |+ - ++ |- |+ |4+ - - - - | ZP ++

WGA s | Initial ++ S LR E S e - - - - | Apikal ++
Mittel - - - - - ++ - - - - |-
Terminal |- -+ - |- ++ + - - - -

LCA Initial ++ - + |- |- - - -+ - -

Mittel ++ -+ |- - - - - - - |zp+
Terminal |+ S S I I - - - - | 7P ++

PHAE | Initial ++ - |- - - - - - | Apikal ++
Mittel -/+ + |+ |+ |+ - - - - -

Terminal |- - + |- |- + - - - -

PHAL | Initial ++ -+ - - - - - | Apikal ++
Mittel - R A - - - -+ ol
Terminal |- A+ |-+ - |- ++ - - -+ - -

DBA | Initial - S I 2 - - - - |-

Mittel - - - |- |+ |- - - - - -
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Terminal |+ + |+ |- - - - -
GSL 1 |Initial - - |- |- - -+ - -
Mittel - - |- - -+ -+ - -
Terminal |- -+ |+ - - - ZP/L ++
RCA | Initial - - |- - -+ - - -
Mittel - - |- - -+ - - -
Terminal |- - |- ||+ - -+ -
SBA Initial - - |- - - - - -
Mittel - - |- |- - - - -
Terminal |- - - |- - - - -
SJA Initial - [+ | -1+ | - - - - ZP +
Mittel - - |- |- - - - -
Terminal |- - - |- - - - -
PNA | Initial + + |- |- ++ - - 7P ++
Mittel - - |- |- ++ - - -
Terminal |- N - -

- negativ, -/+ schwach positiv, + deutlich positiv, ++ stark positiv
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Bild 44: WGA-Bindung in den Ductuli Bild 45: WGAs-Bindung in den Ductuli
efferentes und im Initialsegment. efferentes und im Initialsegment.
SB =50 um SB =50 ym
In den Ductuli efferentes (DE) weist der apikale Die Ductuli efferentes (DE) haben im Apikalbereich
Epithelsaum eine stark positive Reaktion mit WGA Bindungsstellen fiir WGAs. Im Initialsegment (IS)
auf. Im Initialsegment (IS) reagieren die Stereozilien bindet WGA im Bereich des Golgi-Apparates
(Pfeil) und die Golgi-Zone (Pfeilspitze) stark positiv. (Pfeilspitze), in den Stereozilien (SZ) und am

Epithelsaum (Pfeil).

Bild 46: UEA-Bindung in den Ductuli Bild 47: LCA-Bindung im Terminalsegment.
efferentes. SB = 50 ym SB =50 ym

Im apikalen Zytoplasmabereich (Pfeil) der Die Golgi-Zone (Pfeil), die Stereozilien (Pfeilspitze)

Zilienzellen zeigt sich eine stark positive Reaktion und im Lumen vorhandene Spermien (SP) weisen

mit UEA, die sich in die Kinozilien (Pfeilspitze) Bindungsstellen fiir LCA auf.

fortsetzt. LU = Lumen
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Bild 48: PHA E-Bindung im Initialsegment.
SB =50 ym

Der apikale Epithelbereich (Pfeilspitze), die
Stereozilien (SZ) und im Lumen vorhandene
Spermien (SP) reagieren stark positiv. Auch im
apikalen Zytoplasmabereich (Pfeil) fallen deutlich
positive Strukturen auf.

Bild 50: Con A-Bindung im Initialsegment.
SB =50 um

Das gesamte Epithel des Initialsegmentes (IS) und
der Ductuli efferentes (DE) weist Bindungsstellen
fir Con A auf. SZ = Stereozilien

Bild 49: PHA L-Bindung im Initialsegment.
SB =50 ym

Im Initialsegment reagieren die Golgi-Zone (Pfeil)
und die Stereozilien (SZ) stark positiv.

Bild 51: PSA-Bindung im Terminalsegment.
SB =50 ym

Die Golgi-Zone (Pfeil) des Terminalsegmentes
reagiert stark positiv. Auch der apikale Epithelsaum
(Pfeilspitze) und intraluminale Spermien (SP) sind
deutlich positiv.
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Bild 52: PNA-Bindung in den Ductuli Bild 53: RCA-Bindung in den Ductuli
efferentes. SB = 50 ym efferentes. SB = 50 ym

In den Ductuli efferentes zeigen der apikale Der apikale Epithelsaum (Pfeil) und Spermien (SP)

Epithelbereich (Pfeil) und im Lumen (LU) reagieren deutlich positiv. Auch das umgebende

vorhandene Spermien (SP) eine positive Reaktion. Interstitium weist Bindungsstellen fiir RCA auf.

Bild 54: DBA-Bindung in den Ductuli Bild 55: GSL I-Bindung in den Ductuli
efferentes. SB = 50 ym efferentes. SB = 50 ym

Der apikale Epithelbereich (Pfeil) der Ductuli In den Ductuli efferentes weist die apikale

efferentes (DE) reagiert stark positiv. Im Epithelzone (Pfeil) Bindungsstellen fur GSL | auf.

Initialsegment (IS) zeigt sich eine schwach positive LU = Lumen

Reaktion der Golgi-Zone. LU = Lumen
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4.4 Elektronenmikroskopische Untersuchungen am Nebenhoden des Hundes
4.4.1 Ultrastruktur der Ductuli efferentes testis

Die Ductuli efferentes testis stellen die Verbindung des Rete testis des Hodens mit dem
Ductus epididymidis des Nebenhodens her. Das unterschiedlich hohe, mehrreihige Epithel
der Ductuli efferentes ist mit nur 19,0 um (+/- 2,8 um) deutlich niedriger als das des
folgenden Initialsegmentes (36,9 um +/- 13,9 um). Es besteht aus zwei unterschiedlichen
Zellarten: Zilienzellen, deren Oberflache mit Kinozilien ausgestattet ist und zilienlose Zellen,
die einen Mikrovilli-Besatz tragen (Bild 41). Die zilienlosen Zellen zeigen unterschiedliche
Erscheinungsmuster und kénnen in drei Subtypen unterteilt werden (Bild 40). Typ I-Zellen
enthalten weder Granula noch Vakuolen in inrem Zytoplasma. Typ Il der zilienlosen Zellen
enthalt in seinem Zytoplasma zahlireiche, stark elektronendichte Granula im supranuklearen
Bereich. Der Zellkern dieser Zellart ist deutlich kleiner als der der Typ llI-Zellen, erscheint
weniger gelappt und ist im basalen Zelldrittel lokalisiert (Bild 43). Auch kommen weniger
Mitochondrien vor. An ihrer lumenseitigen Oberflache besitzen sie denselben Mikrovilli-
Besatz. Zahlreiche, zum Teil sich ins Lumen 6ffnende, kleine Blaschen im apikalen
Zytoplasmabereich weisen auf Mikropinozytose hin (Bild 42). Sporadisch kommen kurze
Zisternen von rauem endoplasmatischem Retikulum vor. Typ lll enthalt viele grole, helle
Vakuolen. Sie sind supranuklear lokalisiert und fillen nahezu das gesamte Zytoplasma aus.
Die lumenseitige Oberflache bestizt den charakteristischen Burstensaumbesatz. Im apikalen
Epithelbereich fallen viele kleine Blaschen auf, die auf aktive Mikropinozytosevorgange
hinweisen. Zudem kommen im apikalen Zytoplasmabereich langliche Mitochondrien vor. Der
Zellkern dieses Zelltyps ist mafig elektronendicht und weist deutliche Einkerbungen auf. Er
enthalt zahlreiche kleine Nukleoli. Der Golgi-Apparat ist wenig entwickelt und es kommt
wenig endoplasmatisches Retikulum vor. Regelmafig kommt im Zytoplasma aller Zelltypen

eingelagertes Glykogen vor, das sich als stark elektronendichte Granula darstellt (Bild 44).

Die Zilienzellen der Ductuli efferentes testis kbnnen von den zilienlosen Zellen durch den
Kinozilienbesatz auf ihrer Oberflache und ihren mehr apikal lokalisierten Zellkern
unterschieden werden. Der Zellkern ist zudem elektronendichter als der der zilienlosen
Zellen. Unter der apikalen Zellmembran liegen Basalkdrperchen. Die Zilienzellen haben im
apikalen Zytoplasmabereich zahlreiche langliche Mitochondrien, diese kommen in geringerer
Anzahl auch basal vor. Der kleine Golgi-Apparat liegt in Zellkernndhe, das endoplasmatische

Retikulum ist unauffallig.

Die Basalmembran verlauft dinn und gleichmafig. Darauf folgt eine Schicht lockeren

Bindegewebes und peripher das Interstitium mit glatten Muskelzellen, GefaRen und Nerven.
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Bild 56: Ubersicht tiber das mehrreihige Epithel der Ductuli efferentes. SB = 3 um

Neben den Zilienzellen mit Kinozilien (K) kommen zilienlose Zellen, die Granula (G) enthalten und zilienlose,
Vakuolen (VA)-enthaltende Zellen vor. BM = Basalmembran, | = Interstitium, MV = Mikrovilli, N = Nukleus
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Bild 57: Apikalbereich der Ductuli efferentes testis. SB = 3 ym

Im Epithel der Ductuli efferentes kommen zilienlose Zellen mit Granula (G) und solche, die Vakuolen (VA)
enthalten vor. Daneben liegt eine Zilienzelle mit Zellkern (N). K = Kinozilien, Ml = Mitochondrien, MV = Mikrovilli
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Bild 58: Apikale Zytoplasmazone der Ductuli efferentes. SB = 3 ym

Im apikalen Zytoplasmabereich weisen zahlreiche kleine Blaschen auf aktive Mikropinozytose hin (Pfeil).
MI = Mitochondrien, MV = Mikrovilli, VA = Vakuolen
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Bild 59: Ubersicht (iber den Basalbereich der Ductuli efferentes. SB = 3 um

Der Zellkern der Granula (G)- enthaltenden zilienlosen Zellen ist deutlich kleiner als der gefurchte der Vakuolen
(VA)- enthaltenden zilienlosen Zellen. BL = Basallamina, N = Nukleus
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Bild 60: Basalbereich der Ductuli efferentes. SB = 3 ym
Im Zytoplasma kommen Glykogen-Ansammlungen (Pfeil) vor. BM = Basalmembran, N = Nukleus, VA = Vakuolen
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4.4.2 Ultrastruktur des Initialsegmentes

Die hochprismatischen Hauptzellen stellen die Hauptzellart im Nebenhodenepithel dar. Ihre
Oberflache ist mit langen, weit ins Lumen reichenden Stereozilien ausgestattet
(durchschnittliche Lange: 102,4 um), die sich oft direkt nach ihrem Ursprung am apikalen
Zellbereich verzweigen. Im Lumen sind in geringer Zahl Spermien und vereinzelt Zellen des
Keimepithels zu erkennen. Benachbarte Hauptzellen werden apikal durch ,junctional
complexes” miteinander verbunden (Bild 61). In der apikalen Zytoplasmazone der
Hauptzellen sind zahlreiche kleine Blaschen und ,coated vesicles® zu sehen. Der Inhalt der
meisten Blaschen ist nur maRig elektronendicht, andere enthalten stark elektronendichte
Granula. Dazwischen liegen gréliere helle Vakuolen und kurze Zisternen des rauen
endoplasmatischen Retikulums. Ihre Anzahl nimmt nach basal hin zu (Bild 64). In der sich
basal anschlieRenden iuxtanukledren Zone ist ein grof3er, aus konzentrisch angeordneten
Zisternen bestehender Golgi-Apparat lokalisiert. Seine Dictyosomen sind miteinander
verbunden und um ein Zentrum mit zahlreichen, verschieden grof3en Vesikel gelagert. Der
Zellkern der Hauptzellen hat in diesem Segment langsovale Form, ist im basalen Drittel des
Zytoplasmas lokalisiert und weist einen maRigen Gehalt an Heterochromatin auf. Die
Zellkerne besitzen meist ein bis zwei grofl3e Nukleoli und eine gréliere Anzahl auffalliger,
malig elektronendichter Kerneinschlisse. Diese Kerneinschlisse sind rund und
hauptsachlich membranstandig. Zum Teil enthalten sie unterschiedlich viele elektronendichte
Granula (Bild 62 und 63). Das helle Zytoplasma enthalt einige Mitochondrien vom Cristae-
Typ, die Uberwiegend in der Langsachse der Zelle angeordnet sind und Zisternen rauen
endoplasmatischen Retikulums. AuRerdem finden sich in Kernnahe zahlreiche kleine Vesikel
unterschiedlicher Elektronendichte. Die einzelnen Zellen stehen hier durch Invaginationen

miteinander in Kontakt.

Die in der Nahe der Basalmembran lokalisierten Basalzellen erreichen im Gegensatz zu den
hochprismatischen Hauptzellen niemals das Lumen des Nebenhodenkanals. Sie sitzen rund
bis dreieckig der Basalmembran auf. Ihr Kern ist im Verhaltnis zum Zytoplasmaanteil relativ
grofd und weist teilweise Einkerbungen auf. Das helle Zytoplasma ist organellenarm. Es
enthalt ldngliche Mitochondrien, einen kleinen Golgi-Apparat und einige Strange von rauem
endoplasmatischem Retikulum. Das Karyoplasma ist mafig elektronendicht und beinhaltet

einen deutlichen Nukleolus.

Die Basalmembran, der das Epithel aufsitzt, ist gut ausgebildet. Sie verlauft als gewellte
Linie, unter der sich eine Zone lockeren Bindegewebes befindet. Darauf folgt in die

Peripherie ein Interstitium, welches glatte Muskelzellen, Gefalle und Nerven enthalt.
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Bild 61: Ubersicht {iber das mehrreihige, hochprismatische Epithel des Initialsegmentes. SB = 3 ym

In den Kernen (N) der Hauptzellen sind neben Nukleoli auch Kerneinschlisse (Pfeilspitze) vorhanden. Basal
kommt vermehrt endoplasmatisches Retikulum vom rauen Typ vor (ER). BM = Basalmembran,
MI = Mitochondrien
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Bild 62: Elektronenmikroskopische Darstellung des Lumens des Initialsegmentes. SB = 1 ym

Im Lumen (LU) befinden sich zahireiche Anschnitte von Spermienschwanzen (Pfeilspitze), Spermienkdpfen (SK)
und unreife Spermien. E = Epithel
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Bild 63: Apikalregion des Epithels des Initialsegmentes. SB = 3 ym
Die Hauptzellen stehen apikal durch ,junctional complexes® (Pfeilspitze) miteinander in Kontakt. SZ = Stereozilien
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Bild 64: Darstellung der Hauptzellen im Initialsegment. SB = 3 ym

Die Zellkerne der Hauptzellen enthalten Nukleoli (NK) und Kerneinschliisse (KE). Die Zellen stehen durch
zahlreiche Invaginationen (Pfeil) in Kontakt. RER = raues endoplasmatisches Retikulum
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Bild 65: Kerneinschliisse in den Zellkernen der Hauptzellen des Initialsegmentes. SB = 3 um

Die Zellkerne (N) der Hauptzellen enthalten maRig elektronendichte Kerneinschliisse (Pfeilspitze), die einige stark
heterochromatische Granula beinhalten. RER = raues endoplasmatisches Retikulum
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Bild 66: Basalregion des Initialsegmentes. SB = 3 ym

Das Zytoplasma der Basalzellen (BZ) ist deutlich heller als das der Hauptzellen und hebt sich hervor.
IN = Invagination, MZ = Muskelzelle, N = Zellkern einer Hauptzelle, NK = Nukleolus, RER = raues
endoplasmatisches Retikulum
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4.4.3 Ultrastruktur des Mittelsegmentes

Das Epithel des Mittelsegmentes verfiigt tGiber dieselbe Zellausstattung wie das
Initialsegment. Auch hier haben die vorherrschenden Hautpzellen einen weit ins Lumen
reichenden Stereozilienbesatz. Seine Lange betragt durchschnittlich 110,6 um (Bild 66). In
der apikalen Zytoplasmazone fallen viele gro3e Vakuolen auf, deren Vorkommen nach basal
hin deutlich abnimmt. Zudem deuten an dieser Stelle viele kleine Vesikel auf aktive
Mikropinozytose hin (Bild 66 und 68). Im Zytoplasma der Hauptzellen kommen, anders als im
Initialsegment, zahlreiche langliche und rundliche Mitochondrien vor, transversale Cristae
treten jedoch in den Hintergrund (Bild 71). Auch sind kurze Strange von rauem
endoplasmatischem Retikulum vorhanden, jedoch deutlich weniger als in den proximalen
Segmenten. Benachbarte Zellen sind durch sogenannte ,junctional complexes” verbunden
(Bild 67 und 69). Die iuxtanuklear gelegene Golgi-Zone nimmt einen breiten Raum uber dem
Zellkern ein, die Zisternen ordnen sich langgezogen um zentrale Vesikel an (Bild 70 und 71).
Die Zellkerne der Hauptzellen sind deutlich langgestreckt und zentral im Zytoplasma
lokalisiert (Bild 65). Das Karyoplasma ist nur mafig elektronendicht und beinhaltet mehrere
Nukleoli. Kerneinschlliisse kommen in diesem Segment ebenso wie im Initialsegment vor,
jedoch weit weniger oft als dort. An der apikalen Seite des Zellkerns ist regelmaRig raues
endoplasmatisches Retikulum zu finden (Bild 72). Das basale Zytoplasma der Hauptzellen
beinhaltet mehrere Lysosomen. Zudem sind hier vermehrt Mitochondrien anzutreffen.
Zwischen den hochprismatischen Zellen kommen wieder unmittelbar der Basalmembran
anliegende Basalzellen vor. lhr Kern ist deutlich kleiner als der der Hauptzellen und ovoid
geformt. Er beinhaltet einen deutlichen Nukleolus. Das Karyoplasma ist nur maRig
elektronendicht. Das Zytoplasma verjingt sich apikal und enthalt wenige Mitochondrien und
kleine Vakuolen (Bild 73). Im basalen Bereich der Zelle kommen zahlreiche Lysosomen und
.Residualbodies” vor. Auf die diinne, regelmaRige Basallamina folgen lockeres Bindegewebe
und mehrere Muskelzellschichten. Die glatten Muskelzellen sind langgezogen und ihr

Zellkern enthalt randstandig eine elektronendichte schmale Zone und wenige kleine Nukleoli.
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Bild 67: Ubersicht (iber das mehrreihige, hochprismatische Epithel des Mittelsegmentes. SB = 3 um

Die Zellkerne der Hauptzellen (N) sind langlich und liegen auf gleicher Hohe im Epithel. Der Golgi-Apparat (GA)
nimmt einen breiten Raum Uber den Zellkernen ein. Kerne und Zytoplasma der Basalzellen (BZ) sind deutlich
heller. Im Basalbereich kommen zahlireiche lysosomale Abbauprodukte (Pfeilspitze) vor. JC = ,junctional
complexes®, MI = Mitochondrien, SZ = Stereozilien



Ergebnisse 88

Bild 68: Apikalbereich des Mittelsegmentes. SB =1 ym

Der Stereozilienbesatz (SZ) reicht weit ins Lumen. Viele kleine, sich ins Lumen 6ffnende Vesikel, weisen auf
mikropinozytotische Aktivitat an der apikalen Zellmembran hin (Pfeilspitze).
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Bild 69: Lumen und Apikalbereich des Mittelsegmentes. SB = 3 ym

Die Hauptzellen stehen apikal durch ,tight junctions® (Pfeil) und Desmosomen (Pfeilspitze) in Verbindung. Es
kommen zahlreiche langliche und runde Mitochondrien (M) vor. SP = Anschnitt eines Spermiums,
SS = Spermienschwanz, SZ = Stereozilien



Ergebnisse 90

Bild 70: Mikropinozytose im Apikalbereich des Mittelsegmentes. SB = 3 ym

Im Apikalbereich deuten zahlreiche kleine Vesikel auf Mikropinozytose hin (Pfeilspitze). Auch gréRere helle
Vakuolen kommen vor (VA). Ml = Mitochondrien, Pfeil = ,junctional complexes®, SZ = Stereozilien
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Bild 71: Zellverbindungen im Apikalbereich des Mittelsegmentes. SB = 1 uym

Die Zellmembranen der Hauptzellen stehen apikal durch ,tight junctions® (TJ) in Verbindung. SZ = Stereozilien



Ergebnisse 92

Bild 72: Golgi-Zone des Mittelsegmentes. SB = 3 ym

Der Golgi-Apparat (GA) nimmt einen grof3en Raum Uber dem Zellkern ein. Langgezogene Zisternen ordnen sich
um zentrale Vesikel an. MI = Mitochondrien, N = Nukleus, RER = raues endoplasmatisches Retikulum
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Bild 73: Supranuklearer Epithelbereich des Mittelsegmentes. SB = 3 ym

In Zellkernndhe kommen zahlireiche langgezogene (Pfeilspitze) und auch runde (Pfeil) Mitochondrien vor.
GA = Golgi-Apparat, NK = Nukleolus
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3 um

Ubersicht {iber den supranukledren Epithelbereich des Mittelsegmentes. SB

Bild 74:

».gap junction

An der apikalen Nukleusseite ist raues endoplasmatisches Retikulum (RER) angeordnet. GJ =

Mi

= Vakuole

VA

Nukleus,

N =

Mitochondrien,
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Bild 75: Ubersicht {iber den Basalbereich des Mittelsegmentes. SB = 3 ym

Die Basalzellen (BZ) sind deutlich kleiner als die Hauptzellen (HZ) und liegen der Basallamina an. GA = Golgi-
Apparat, | = Interstitium, JC = ,junctional complexes®, MI = Mitochondrien, MZ = Muskelzelle, N = Nukleus,
SZ = Stereozilien, VA = Vakuole
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Bild 76: Basaler Epithelbereich des Mittelsegmentes. SB = 3 um

Die Basalzellen (BZ) sind deutlich heller als die sie umgebenden Hauptzellen (HZ). Im Basalbereich kommen
zahlreiche ,Residualbodies” (Pfeilspitze) und Mitochondrien (Pfeil) vor. BM = Basalmembran, MZ = Muskelzelle,
N = Nukleus, NK = Nukleolus, VA = Vakuole
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4.4.4 Ultrastruktur des Terminalsegmentes

Der Stereozilienbesatz der Hauptzellen ist in diesem Segment deutlich kiirzer (Bild 76). An
der apikalen Zellmembran deuten, wie im vorhergehenden Segment, zahlreiche kleine
Vesikel auf mikropinozytotische Vorgange hin. Zwischen den Stereozilien tauchen zum Teil
aneinandergereihte helle Vakuolen auf. Aulerdem enthalt das Lumen dichte
Spermienkonglomerate. Die apikalen Anteile der hochprismatischen Hauptzellen stehen
durch gut ausgebildete ,junctional complexes” miteinander in Kontakt (Bild 76). In der
zytoplasmatischen Apikalzone hat die Anzahl der Vesikel deutlich abgenommen. Es treten
jedoch zahlreiche ,Residualbodies” auf, die meist stark elektronendicht sind. Sie kommen
auller im Apikalbereich auch vermehrt im basalen Zytoplasma der Hauptzellen vor und
sammeln sich bevorzugt an der Basalmembran. Ihre Form und GroRe ist sehr variabel.
Zudem sind zahlreiche Lysosomen im Epithel gelagert, die sich meist rund und
elektronendicht darstellen (Bild 80). Die Epithelh6he hat, verglichen mit den
vorangegangenen Sementen, deutlich abgenommen (30,9 uym +/- 5,3 um). Die Zellkerne der
Hauptzellen nehmen ovale Form an und liegen nicht mehr mittig, sondern auf verschiedener
Hohe im Zytoplasma (Bild 75). Sie besitzen meist zwei grof3e Nukleoli, die oft peripher im
Karyoplasma platziert sind. Dieses ist mafig elektronendicht, beinhaltet aber einige schollig
verteilte Inseln von Heterochromatin. Im gesamten Zytoplasma sind Mitochondrien verteilt,
die eine grofRe Formenvielfalt zeigen. Apikal des Zellkerns liegt die Golgi-Zone, die in diesem
Segment nur wenig Vesikel umschlie3t. Im Terminalsegment kommt auffallend viel
endoplasmatisches Retikulum vom rauen Typ vor. Dieses liegt fast ausschlie3lich in
Kernnahe in parallelen Zisternen (Bild 78 und 79). Die Zellmembranen sind im Basalbereich
durch zahlreiche und deutlich ausgepréagte Invaginationen verbunden. Die Basalzellen im
Terminalsegment sind von ahnlicher Form und GréfRRe wie in den vorangegangenen
Segmenten, sie haben jedoch weniger Zytoplasma als in den ersten Segmenten. Dieses liegt
ringférmig um den Zellkern und zeigt keine apikalen Auslaufer. In diesem Abschnitt des
Nebenhodenganges kommt auch erstmals in der Basalregion eingelagertes Glykogen als
stark elektronendichte Granula vor (Bild 83). Vereinzelt liegen intraepitheliale Lymphozyten

an der Basalmembran (Bild 79).
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Bild 77: Ubersicht {iber das hochprismatische Epithel des Terminalsegmentes. SB = 3 ym

Die Zellkerne der Hauptzellen (N) liegen auf unterschiedlicher Hohe im Epithel. Die Stereozilien (SZ) sind deutlich
niedriger als in den vorigen Segmenten. BM = Basalmembran, | = Interstitium, L = Lumen, MZ = Muskelzelle,
SZ = Stereozilien
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Bild 78: Darstellung des Apikalbereiches des Terminalsegmentes. SB = 3 ym

Der Stereozilienbesatz (SZ) ist kurz und die Zellen stehen apikal durch ,junctional complexes” (JC) ihrer
Zellmembranen in Verbindung. LU = Lumen, Pfeilspitze = Mitochondrien
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Bild 79: Stereozilienbesatz des Terminalsegmentes. SB = 3 ym

Vereinzelt kommen apikal gréRere Vesikel (Pfeilspitze) vor. JC = ,junctional complexes®, Ml = Mitochondrien,
SZ = Stereozilien
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Bild 80: Darstellung der Zellverbindungen im Terminalsegment. SB = 3 ym

Die Zellen stehen durch zahlreiche Invaginationen (Pfeilspitze) in Kontakt. Es kommt gehauft endoplasmatisches
Retikulum vom rauen Typ vor (RER). MI = Mitochondrien, Pfeil = Lysosomen
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Bild 81: Ubersicht (iber den Basalbereich des Terminalsegmentes. SB = 3 um

Die Basalzellen (BZ) liegen breit der Basalmembran auf. Es kommen basal gehauft ,Residualbodies” (Pfeilspitze)
und vereinzelt Lymphozyten (LY) vor. IN = Invagination, N = Nukleus, NK = Nukleolus, RER = raues
endoplasmatisches Retikulum
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Bild 82: Darstellung der Basalmembran im Terminalsegment. SB = 3 ym

Die Basalmembran (Pfeil) ist diinn und verlauft geschlangelt. Darunter liegt eine Bindegewebsschicht.
IN = Invagination, MZ = Muskelzelle, RER = raues endoplasmatisches Retikulum
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Bild 83: Basalbereich des Terminalsegmentes mit lysosomalen Abbauprodukten. SB = 3 ym

Es kommen zahlireiche Lysosomen (Pfeilspitze) und ,Residualbodies® vor. BM = Basalmembran, ...........
| = Interstitium, IN = Invagination, RER = raues endoplasmatisches Retikulum
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Bild 84: Glykogenansammlung im Basalbereich des Terminalsegmentes. SB = 3 ym

Im Zytoplasma der Basalzellen kommen Glykogenansammlungen (GL) vor, die sich als stark elektronendichte
Granula darstellen. BZ = Basalzelle, HZ = Hauptzelle, IN = Invagination, M| = Mitochondrien, N = Nukleus
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Bild 85: Kerneinschluss im Zellkern einer Hauptzelle des Terminalsegmentes. SB = 3 ym

Im Zellkern einer Hauptzelle zeigt sich ein auffalliger Kerneinschluss (KE), der kleine elektronendichte Granula
beinhaltet und eine Verbindung zur Kernmembran hat. N = Nukleus, NK = Nukleolus
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem histologischen und ultrastrukturellen Aufbau

sowie der Glyko- und Immunhistochemie des Nebenhodens des Hundes.

Der Nebenhoden liegt dem Hoden hantelférmig in der Langsrichtung an und ist mit ihm
verwachsen beziehungsweise durch ein Gekrdse verbunden. Er kann makroskopisch in die
drei Abschnitte Caput, Corpus und Cauda epididymidis unterteilt werden. Der
Nebenhodenschwanz entlasst den Samenleiter, der geschlangelt in Richtung Leistenspalt
zieht. Da diese Einteilung jedoch nur unzureichend die strukturellen und funktionellen
Besonderheiten des Nebenhodenganges berucksichtigt, wird hinsichtlich histologischer,
histochemischer und ultrastruktureller Gesichtspunkte eine Einteilung in eine
unterschiedliche Anzahl von Segmenten vorgeschlagen (Nicander, 1958). Diese ist tierartlich
unterschiedlich und charakteristisch, zudem werden fir ein und dieselbe Tierart mitunter
verschiedene Segmentierungen genannt. Sanchez et al. (1998) schlagen bei Katzen eine
Einteilung in vier Regionen vor. Bei Pferd, Schaf und Rind wird von Nicander (1958) eine
Einteilung in sechs Segmente zu Grunde gelegt, beim Kaninchen wird der Nebenhoden
sogar in acht Abschnitte untergliedert (Nicander, 1957). Beim Eber findet man sechs (Wrobel
et al., 1974), bei der Ratte neun (Zunke et al., 1981) und beim Meerschweinchen sieben
(Greenberg, 1979) Segmente. Beim Hund werden in der Literatur unterschiedliche
Einteilungen genannt. Rovan (2001) gibt eine Unterteilung in sechs Segmente vor. Von
Schimming et al. (1997) wird eine Segmentierung in funf histologische Zonen vorgeschlagen.
Die Ergebnisse meiner Arbeit bestatigen die von Glover et al. (1971) vorgeschlagene und
von Chandler et al. (1981) und Orsi (1983) unterstutzte Unterteilung in ein Initial-, Mittel- und
Terminalsegment. Die Ductuli efferentes und das Initialsegment bilden beim Hund das Caput
epididymidis, das anschlieRende Corpus wird vom Mittelsegment gebildet und das

Terminalsegment entspricht der Cauda epididymidis.

Die Ductuli efferentes durchbrechen am Kopfende des Hodens die Tunica albuginea testis
und verbinden das Rete testis mit dem Anfangsabschnitt des Ductus epididymidis. Hemeida
et al. (1978) geben fir den Hund 13 - 15 Kanalchen an, bei der Katze stellen 14 - 17 Ductuli
eine Verbindung her und bei Bulle, Hengst und Eber kommen sogar bis zu 20 Ductuli
efferentes vor. Das Epithel der Ductuli efferentes ist mehrreihig und wechselt zwischen
hochprismatischen Zellen mit Kinozilienbesatz und niedrige zilienlose Epithelzellen, die
stattdessen Mikrovilli an ihrer Oberflache tragen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von
Chandler et al. (1981). In der Goldner-Farbung sind die an der Basis der Zilien sitzenden
Basalkdrper gut zu sehen. Wakui et al. (1996) unterteilen die zilienlosen Zellen der Ductuli
efferentes des Hundes in drei Typen, die auf dem unterschiedlichen Vorhandensein von

Granula und Vakuolen beruht. Sie vermuten, dass es sich bei den drei Typen um
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voneinander vollig unabhangige Zelltypen handeln konnte. Ich konnte in meinen
Untersuchungen ebenfalls eine Differenzierung der zilienlosen Zellen vornehmen. Eine
genaue Beschreibung derselben folgt in den Ausfiihrungen Uber die ultrastrukturellen
Untersuchungen. Die von Chandler et al. (1981) beim Hund beschriebene dritte Zellart der
Ductuli efferentes, die Basalzellen, konnten Wakui et al. (1996) nicht nachweisen. Kinozilien
tragende und zilienlose Zellen zeigen bei den konventionellen Farbungen ein
unterschiedliches Reaktionsmuster. In der Alcianblau-Farbung beispielsweise, die saure
Mukosubstanzen darstellt, reagieren bei pH 2,5 die Kinozilien der hochprismatischen Zellen
deutlich positiv und in ihrem Zytoplasma kommen schwach positive Granula vor. Die
zilienlosen Zellen zeigen hingegen keinerlei Reaktion. Das unterschiedliche Farbeverhalten
dieser beiden Zellarten macht deutlich, dass sie unterschiedliche Funktionen erfillen. Das
Epithel der Ductuli efferentes ist mit 19 ym (+/- 3 ym) wesentlich niedriger als das des

Initialsegmentes (37 um), daher ist dieser Ubergang deutlich erkennbar.

Der Nebenhodengang ist mit einem mehrreihigen und hochprismatischen Epithel
ausgekleidet, das aus Stereozilien tragenden Hauptzellen und kleinen Basalzellen besteht.
Von Schimming et al. (1997) wird zudem das regelmaflige Vorkommen so genannter
Apikalzellen beim Hund beschrieben. Diese konnte ich jedoch in keinem Gangabschnitt

nachweisen.

Im Initialsegment (durchschnittliche Epithelhdhe 37 um +/- 13 um) liegen die kleinen
Basalzellen direkt der Basallamina an. Die Hauptzellen sind hochprismatisch und besitzen
weit ins Lumen reichende Stereozilien. Durch die Stereozilien wird die Epitheloberflache
stark vergroRert. Ihre Rolle liegt in der Resorption von Flissigkeit. Im mittleren Segment
reichen die Stereozilien noch weit ins Lumen, wohingegen sie im Terminalsegment
wesentlich kirzer sind und sich burstensaumartig darstellen. Die Epithelhdhe ist in meinen
Untersuchungen im Mittelsegment am héchsten und betragt ca. 46 um (+/- 4 ym). In diesem
Abschnitt liegen die Ianglichen Kerne der Hauptzellen auf gleicher Hohe zentral im Epithel,
dagegen scheinen sie im Terminalsegment in unterschiedlicher Héhe zu liegen. Zudem ist
hier die Epithelhdhe mit durchschnittlich 31 ym (+/- 5 um) am geringsten. Der deutlich
kirzere Stereozilienbesatz und die runden Zellkerne der Hauptzellen erlauben eine klare
Abgrenzung zum Mittelsegment. Diese histologischen Merkmale werden auch von anderen
Autoren beschrieben (Chandler et al., 1981). Schimming et al. (1997), die beim Hund eine
Unterteilung in funf Nebenhodensegmente zu Grunde legen, geben eine kontinuierliche
Zunahme des Lumens von proximal nach distal an. Der Durchmesser nimmt von 126 pym (+/-
8 pym) im ersten bis ca. 600 pym (+/- 32 pym) im letzten Segment zu. Die Messung der
durchschnittlichen Luminaweite ergab in meinen Untersuchungen 127 ym (+/- 23 pm) im
Initialsegment, 120 ym (+/- 30 pm) im Mittelsegment und 321 pm (+/- 95 pm) im Endsegment

und weicht damit von diesen Angaben deutlich ab. Der Lumendurchmesser ist im



Diskussion 109

Terminalsegment mit ca. 321 um am weitesten. Auch sind hier immer massenhaft Spermien
zu finden, was fur die bereits haufig in der Literatur beschriebene Speicherfunktion des
Terminalsegmentes spricht und die Untersuchungen von Chandler et al. (1981) bestétigt. Die
Anzahl der das Epithel des Ductus epididymidis umgebenden Muskelzelllagen nimmt, in
Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Chandler et al. (1981,) in meinen Untersuchungen im
Verlauf des Nebenhodenganges von proximal nach distal zu. In den Ductuli efferentes und
im Initialsegment sind zwei bis drei Lagen dunner glatter Muskelzellen vorhanden, im
Terminalsegment sind bis zu finf Muskelzellschichten erkennbar. Nach Wrobel (1990)
kontrahiert sich die Muskulatur des Initial- und des Mittelsegmentes autonom auf
Dehnungsreize, wohingegen sich die des Terminalsegmentes reflektorisch wahrend der

Ejakulation kontrahiert

Durch die elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten die lichtmikroskopischen
Beobachtungen bestatigt und prazisiert werden. Das Epithel der Ductuli efferentes besteht
aus Zilienzellen mit Kinozilien und zilienlosen Zellen, deren Oberflache durch eine Vielzahl
von Mikrovilli vergréRert wird. In Ubereinstimmung mit Untersuchungen von Goyal (1980)
und Goyal und Hrudka (1981) beim Rind kdénnen in der vorliegenden Arbeit die zilienlosen
Zellen in drei Subtypen klassifiziert werden. Typ | Zellen enthalten weder Granula noch
Vakuolen, in Typ Il Zellen kommen zahlreiche zytoplasmatische Granula vor und Typ llI
Zellen sind reich an Vakuolen. llio et al. (1994) legen beim Hund eine Unterteilung in vier
Subtypen zugrunde, wobei sie die Lokalisation der Vakuolen und Granula basal oder apikal
mit einbeziehen. In meinen Untersuchungen ist der Zellkern der Typ Il Zellen kleiner und
weniger gelappt als der der Vakuolen enthaltenden zilienlosen Zellen. Ansonsten verfligen
die drei Zelltypen Uber die gleichen ultrastrukturellen Merkmale (Goyal, 1980; Alkafafy,
2005). Die luminale Oberflache ist mit zahlreichen Mikrovilli ausgestattet. Apikale
Protrusionen, wie sie von Alkafafy (2005) beim Rind beschrieben wurden, konnte ich beim
Hund nicht finden. Jedoch weisen zahlreiche kleine Blaschen im Apikalbereich auf aktive
Mikropinozytose hin. In Ubereinstimmung mit den Untersuchungen am Nebenhoden des
Rindes ist in den Ductuli efferentes des Hundes der Golgi-Apparat wenig entwickelt und es
liegt nur eine geringe Menge von endoplasmatischem Retikulum vor. Lopez et al. (1989)
beschreiben dagegen beim Pferd einen prominent entwickelten Golgi-Apparat mit
zahlreichen Vesikeln. Zilienzellen kénnen durch ihre Kinozilien und die apikale Lokalisation
ihres Zellkerns, der ovoid und heterochromatisch ist, charakterisiert werden. Zudem besitzen
sie unterhalb der Kinozilien Basalkdrperchen. Chandler et al. (1981) fanden in ihren
Untersuchungen am Nebenhoden des Hundes in den Ductuli efferentes Zellen, die sowonhl
Mikrovilli als auch Kinozilien besitzen. In der vorliegenden Arbeit konnte ich eine
Kombination dieser Oberflachenstrukturen in den Ductuli efferentes nicht ausmachen.

Ubereinstimmend mit Untersuchungen von Goyal und Hrudka (1981) beim Rind kommen in
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den Zilienzellen des Hundes zahlreiche Iangliche Mitochondrien im apikalen
Zytoplasmabereich vor. Der Golgi-Apparat ist nur wenig entwickelt. In der Literatur wird das
Vorkommen einer dritten Zellart im Epithel der Ductuli efferentes, den Basalzellen,
kontrovers diskutiert. Goyal und Hrudka (1981) fanden beim Rind organellenreiche
Basalzellen. Abweichend hiervon kommen in Untersuchungen von Alkafafy (2005) keine
Basalzellen vor. Lopez et al. (1989) fanden beim Pferd Basalzellen, die in ihrem Zytoplasma
Einschlisse beinhalten und mit den balsalen Anteilen der Hauptzellen Verbindungen
eingehen. Chandler et al. (1981) berichten in ihren Untersuchungen am Nebenhoden des
Hundes Uber das Vorkommen von Basalzellen im Epithel der Ductuli efferentes. Sie
beschreiben diese als weitgehend inaktive Zellen, die viel Glykogen enthalten. Ich konnte in
meinen Untersuchungen keine Basalzellen im Epithel der Ductuli efferentes finden.
Eingelagertes Glykogen kommt im Zytoplasma der Zilienzellen und in dem der zilienlosen

Zellen vor.

Das Epithel des Nebenhodens besteht aus regelmafig vorkommenden Haupt- und
Basalzellen und wird allgemein als zweireihiges, hochprismatisches Epithel klassifiziert. Die
hochprismatische Zellen machen den Hauptanteil aus. Zudem kommen vereinzelt
Apikalzellen, Lymphozyten und Makrophagen vor (Chandler et al., 1981; Sinowatz, 1981).
Bezuglich ihrer Ausstattung mit Organellen, ihrer GroRe und Lokalisation im Epithel bestehen
segmentale Unterschiede, die auf unterschiedliche zellulare Aufgaben und Funktionen in den

verschiedenen Abschnitten des Nebenhodens hinweisen.

Die kleineren Basalzellen sind im Verlauf des Ductus epididymidis weitgehend einheitlich
ausgebildet. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen ergaben in meiner Arbeit eine
nur maRige Ausstattung der Basalzellen mit Zellorganellen. Sie enthalten in allen
Abschnitten einen kleinen Golgi-Apparat, wenige langliche und runde Mitochondrien und
vereinzelt Vakuolen. Auch Schimming et al. (2001) berichten in ihrer Arbeit Gber den
Nebenhoden des Hundes von nur wenigen Organellen im Zytoplasma der Basalzellen. Der
Anteil an Zytoplasma, das den Zellkern umgibt, ist relativ gering und zeigt in den ersten
beiden Abschnitten Auslaufer in Richtung der Zellkerne der Hauptzellen. Das Zytoplasma der
Basalzellen ist weit weniger elektronendicht als das der Hauptzellen und kann daher deutlich
von diesem abgegrenzt werden. Der Zellkern ist ovoid geformt und zeigt im Initialsegment
teilweise Einkerbungen. Die Basalzellen sitzen der Basalmembran in allen Abschnitten direkt
auf. Zwischen die Basalzellen schiebte sich regelmaflig Zytoplasmafortsatze der
Hauptzellen. Die Basalzellen erreichen, wie schon bei Schimming et al. (2001) beschrieben,
das Lumen nicht. Auch beim Rind (Sinowatz, 1981) und beim Pferd (Arrighi et al., 1993) wird
von einer nahezu gleichbleibenden Form und Lage sowie sparlichen Organellenausstattung
der Basalzellen berichtet. Im Terminalsegment kommen in meinen Untersuchungen im

Zytoplasma der Basalzellen Glykogenansammlungen vor, die sich als stark elektronendichte
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Granula darstellen. Glykogen gilt als wichtigstes Speicherpolysaccharid in tierischen Zellen
und ist die energiereiche Speicherform der Glukose. Zur Funktion der Basalzellen gibt es in
der Literatur verschiedenste Angaben, gesichert ist bis heute keine. Hamilton (1972) und
Chandler et al. (1981) beobachteten Mikropinozytose an den basalen Membranen der
Basalzellen. Sie stellen die Vermutung auf, dass Basalzellen Transportfunktion haben
kénnten. An den Basalzellen des Hundes wies in der vorliegenden Arbeit nichts auf
Mikropinozytose im Basalbereich hin. Auch die Meinung, dass Basalzellen eine Art
Vorlauferzellen der Hauptzellen darstellen, hat wenig Zustimmung erhalten. Sinowatz (1981)
konnte keinerlei Ubergangsformen zwischen Basalzellen und Hauptzellen beim Rind
nachweisen. Weiterhin wurde postuliert, Basalzellen hatten Stitzfunktion fir das Epithel. Da
diese jedoch zum Teil nur geringen Kontakt zur Basalmembran haben und zudem deutlich
kleiner sind als die Hauptzellen, erscheint dies eher unzutreffend. Die hochprismatischen
Hauptzellen weisen im Verlauf des Nebenhodenganges deutliche Unterschiede in ihrer
Morphologie auf. Dies weist moglicherweise auf spezielle Zellleistungen der Hauptzellen in
den einzelnen Abschnitten hin (Sinowatz, 1981). Die Hauptzellen reichen von der
Basallamina bis zum Lumen und besitzen auf ihrer Oberflache Stereozilien, die
unterschiedliche Héhen in den einzelnen Segmenten des Nebenhodenganges haben. Die
Hohe der Stereozilien nimmt generell nach distal hin ab. Bei den Stereozilien handelt es sich
um sehr lange Mikrovilli, die biegsam sind und der OberflachenvergréRerung dienen.
Vermutlich liegt ihre Funktion im Bereich der Flissigkeitsresorption und Sekretion (Geneser,
1990). Im Initialsegment reichen sie weit ins Lumen. Dies spricht fur umfangreiche
Transportvorgange zwischen Lumen und Epithel und bestatigt die Hypothese, dass in den
proximalen Abschnitten der Grof3teil der Rete testis-FlUssigkeit aufgenommen wird
(Sinowatz, 1981). Unterstitzend konnte ich in meinen Untersuchungen am Nebenhoden des
Hundes in den ersten Segmenten mikropinozytotische Aktivitat an der apikalen
Epithelmembran nachweisen. Im apikalen Zytoplasmabereich sind viele Blaschen und
Vesikel vorhanden und direkt an der Epithel-Lumen-Grenze sind zahlreiche kleine, sich
mitunter ins Lumen 6ffnende Blaschen sichtbar. Im Terminalsegment weisen schon die
deutlich kirzeren Stereozilien auf ein geringeres Mal der Austauschprozesse zwischen
Lumen und Epithel als in den ersten Segmenten hin. Zudem sind in der zytoplasmatischen
Apikalzone weit weniger Vesikel zu sehen als im Initial- und Mittelsegment. Dies deckt sich
mit den Ergebnissen von Sinowatz (1981) bei Untersuchungen am Nebenhoden des Rindes
und unterstitzt die These, dass die Hauptfunktion des Nebenhodenschwanzes in der
Speicherung der Spermien besteht und Resorptionsvorgénge hier nur in geringerem Malde
ablaufen. Die Hauptzellen stehen apikal durch ,junctional complexes® miteinander in
Verbindung, welche in allen Segmenten zahlreich ausgebildet sind. Damit ist nach Geneser

(1990) der interzellulare Weg fur Transportstoffe verschlossen und aufgenommene Stoffe
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massen transzellular passieren.

Die Zellkerne der Hauptzellen wiesen in allen Abschnitten unterschiedliche Gestalt auf,
jedoch sind sie nie, wie zum Beispiel von Hamilton (1972) beim Kaninchen und Chinchilla
oder von Sinowatz (1981) beim Rind beschrieben, gelappt oder gefurcht. Im Initialsegment
liegt der langsovale Kern im basalen Drittel des Zytoplasmas. Er enthalt ein bis zwei grolRe
Nukleoli und zwei bis flinf weniger elektronendichte, auffallige Kerneinschlisse. Diese
kommen auch, wenn auch in geringerer Zahl, im Mittelsegment vor. Im Terminalsegment
konnte ich sie nicht mehr nachweisen. Sie wurden bereits 1964 von Nicander und 1981 von
Chandler et al. beschrieben. Nicander teilt die Kerneinschllisse in drei unterschiedliche
Gruppen ein: grolde, Granula-enthaltende Vesikel, kleinere periphere Vesikel und solche
ohne Granula. Chandler et al. (1981) fanden in ihren Untersuchungen beim Hund, dass
diese ,bizarren Kerneinschlisse® unterschiedliche Form annehmen und hauptsachlich
membrangebunden sind. Sie treten gehauft im Caput auf und sind nur gelegentlich in den
anderen Abschnitten zu finden. In meinen Untersuchungen sind sie Giberwiegend
membranbegrenzt, jedoch immer rund und oftmals enthalten sie noch kleine,
elektronendichte Granula. Bei meinen elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden
nur Nebenhoden von Hunden der Rasse Labrador und Labrador-Mischlinge verwendet. Da
Chandler et al. (1981) jedoch Hunde verschiedener Rassen untersucht haben und
Einschlusskérper zudem auch beim Pferd (Lopez et al., 1989) beschrieben wurden, ist nicht
davon auszugehen, dass es sich bei den Kerneinschllissen um rassespezifische

Veranderungen handelt.

In den Hauptzellen aller Segmente kommt endoplasmatisches Retikulum vom rauen Typ vor.
Es ist im Initial- und vor allem gehauft im Terminalsegment im basalen Zytoplasma in direkter
Verbindung zum Zellkern lokalisiert. Im Mittelsegment ist das Vorkommen reduziert, jedoch
treten hier vereinzelt kurze Zisternen im apikalen Zytoplasmabereich auf. Die grof3e Anzahl
von Zisternen, vor allem im Terminalsegment, deutet auf eine gesteigerte
Proteinsyntheseleistung in diesem Bereich hin. In meinen Untersuchungen konnte glattes
endoplasmatisches Retikulum nicht eindeutig lokalisiert werden, wohingegen Chandler et al.
(1981) in ihrer Arbeit glattes endoplasmatisches Retikulum in den Ductuli efferentes und im

Initialsegment fanden.

Vor allem im Mittelsegment nimmt der Golgi-Apparat einen grof3en supranukledren Bereich
ein, in dem sich lang gezogenen, dunkle Dictyosomen um eine grof3e Zahl heller, kleiner
Blaschen anordnen. Daneben kommen auch vereinzelt gréRere Vesikel vor. Im
Terminalsegment umschlie3t der Golgi-Apparat weniger Vesikel als in den vorherigen
Abschnitten. Auch Schimming et al. (2001) bestatigen das Vorkommen einer grof3en
supranuklearen Golgi-Zone beim Hund. Ebenso wird beim Rind von einem umfangreichen

und gut ausgebildeten Golgi-Apparat berichtet (Sinowatz, 1981).
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Die Mitochondrien der Hauptzellen zeigen hinsichtlich ihrer intrazellularen Verteilung und
ihrer Form in den einzelnen Segmenten und auch innerhalb des Zytoplasmas Unterschiede:
im Terminalsegment kommen im apikalen Zytoplasma und basal vermehrt runde
Mitochondrien vor, in Zellkernndhe sind diese langlich. Im Mittelsegment wandelt sich das
Bild: in der apikalen Zone sind zahlreiche langliche Mitochondrien lokalisiert, dazwischen
lagern sich vereinzelt rundliche. Im Terminalsegment finden sich nur einzelne langsovale
Mitochondrien, es Uberwiegt die runde Form. Die morphologische Heterogenitat ist nach
Sinowatz (1981) schwer zu erklaren. Abweichend von meinen Ergebnissen berichten
Schimming et al. (2001) beim Hund von Mitochondrien, die hauptsachlich entlang der
Zisternen des Golgi-Apparates und zwischen den Ansammlungen von rauem
endoplasmatischen Retikulum liegen. Auch beim Rind (Alkafafy, 2005) und bei der Katze
(Arrighi, 1986) wird von unterschiedlichen Erscheinungsformen und Lokalisationen im
Zytoplasma berichtet. Nach Geneser (1990) liegen Mitochondrien gleichmafig im
Zytoplasma verteilt vor. In Bereichen besonders hohen Energiebedarfs ist ihr Vorkommen

jedoch konzentriert.

Im Terminalsegment fallen zudem in meinen Untersuchungen vermehrt Lysosomen und eine

grolle Anzahl lysosomaler Abbauprodukte auf.

Neben den Basal- und Hauptzellen kommen im Epithel noch weitere Zellarten wie
Apikalzellen und Lymphozyten vor. Apikalzellen konnte ich, entgegen den Angaben von
Schimming et al. (2001), nicht als regelmafig anzutreffende Zellart finden. Lymphozyten
liegen in meinen Untersuchungen haufig in direkter Nahe zu Basalzellen. Schimming et al.
(2001) erwahnen zudem das Vorkommen sogenannter ,Clear-Zellen im Nebenhoden.
Ubereinstimmend mit Chandler et al. (1981) kann ich eine solche Zellart im Nebenhoden des

Hundes nicht identifizieren.

Das Nebenhodenepithel wird durch eine in allen Abschnitten regelmaRige Basallamina vom

darunter liegenden Gewebe getrennt. Sie verlauft mitunter leicht geschlangelt.

Bei den immunhistochemischen Nachweisen reagieren die verschiedene