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l. EINLEITUNG

Die Reproduktionsmedizin beim Kleintier gewinnt in der tierarztlichen
Praxis zunehmend an Bedeutung. Der Nebenhoden spielt dabei als ein
Organ des mannlichen Reproduktionstraktes eine groBe Rolle fir die
Fruchtbarkeit des adulten Riden und steht auch vor allem bei
Fortpflanzungsstérungen im besonderen Fokus der andrologischen

Untersuchung.

Erst wahrend der Passage des Ductus epididymidis erlangen die im
Hoden noch unbeweglichen und befruchtungsunfahigen Spermien die
Fahigkeit, eine Eizelle zu befruchten. Wahrend der epididymalen
Spermienreifung erfahren die Spermien verschiedene biochemische,
physiologische und morphologische Veranderungen, durch die sie dann
ihre volle Bewegungs- und Befruchtungsfahigkeit erlangen
(KIRCHHOFF C. & IVELL R., 1995; BUSCH W. & HOLZMANN A., 2001;
HERMO L. & ROBAIRE B., 2002). Durch aktive Sekretions- und
Resorptionsprozesse wird in den einzelnen Gangabschnitten des
Nebenhodens ein spezifisches Milieu im Lumen des Ductus
epididymidis geschaffen, das flir die funktionelle Ausreifung und
Speicherung der mannlichen Samenzellen unerlasslich ist (HEES H. &
SINOWATZ F., 2000).

Welche Zellen und Mechanismen im Nebenhoden fir die Bildung und
Aufrechterhaltung dieses luminalen Milieus verantwortlich sind, steht
daher schon lange im Interesse der Untersuchungen. Somit wurden
schon frih verschiedene Untersuchungen am Nebenhoden zu seiner
Ultrastruktur (CHANDLER J.A. et al., 1981; SCHIMMING B.C. &
VICENTINI C.A., 2001), zur Histologie (ORSI A.M., 1983; SCHIMMING
B.C. et al., 1997), zur Spermienreifung (AMANN R. et al., 1993;
KIRCHHOFF C. & IVELL R., 1995) und zur Lokalisation von
Glykosidasen, Lektinbindungstellen und Cytokeratinen (SINOWATZ F.
et al., 1979; WAKUI S., 1994; SCHICK B. et al., 2009) durchgeflhrt.
Die genauen Mechanismen der epididymalen Spermienreifung sind

aber trotz allem in vielen Details noch nicht geklart.
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In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Morphologie des kaninen
Nebenhodens mit konventionellen lichtmikroskopischen, ultra-
strukturellen, immun- und glykohistochemischen Methoden untersucht,
wobei besonders die funktionelle Morphologie der Basalzellen
bericksichtigt wurde, fir die neue Arbeiten am Nebenhoden der Ratte
eine wichtige Aufgabe bei der Regulation des Milieus im Ductus

epididymidis angeben.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Nebenhoden (Epididymis)

1.1. Allgemeine Morphologie
Der Nebenhoden (Epididymis) ist ein paariges Organ und befindet sich
zusammen mit dem Hoden (Testis) in den Hodenhullen (BUSCH W. &

HOLZMANN A., 2001).

Der hantelférmige Nebenhoden lagert sich charakteristischerweise der
medialen Hodenlangskontur dicht an und ist an dessen Kontaktflache,
dem Margo epididymalis, durch das Gekrdse (Mesepididymis) eng mit
ihm verbunden bzw. verwachsen. AuBerdem ist die Extremitas caudata
des Hodens zusatzlich Uber ein derbsehniges Band, das Ligamentum
testis proprium, fest mit dem Nebenhoden-Schwanz verankert (NICKEL
R. et al., 1995).

Der Nebenhoden kann makroskopisch in den kranial liegenden
Nebenhodenkopf (Caput epididymidis), den schlanken Kdérper (Corpus
epididymidis) und den kugeligen Schwanz (Cauda epididymidis)
unterteilt werden (BUSCH W. & HOLZMANN A., 2001). Als unmittelbare
Fortsetzung des Nebenhodens folgt der Samenleiter (Ductus deferens)
(NICKEL R. et al., 1995), der in den Anfangsteil der Harnréhre miindet
(KONIG H.E. & LIEBICH H.-G., 2002).

Die mit dem Rete testis im Hoden beginnenden Samenwege finden ihre
Fortsetzung in den Nebenhoden durch in Schlingen liegende
Kanalchen, die Ductuli efferentes (KUHNEL W., 2002). Diese
durchbrechen am Kopfende des Hodens die derbe bindegewebige
Tunica albuginea und gehen in den Nebenhodenkopf Uber (NICKEL R.
et al., 1995). Die Ductuli efferentes vereinigen sich zum tierartlich
unterschiedlich langen Nebenhodenkanal, dem Ductus epididymidis,
welcher beim Riden nach Nickel et al. (1995) funf bis acht Meter lang

ist.
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Der Nebenhodenkopf beherbergt zu groBen Teilen die Ductuli
efferentes und den Anfangsabschnitt des stark gewundenen
Nebenhodenkanals, wahrend im Nebenhodenkdrper der mittlere
Abschnitt und im Nebenhodenschwanz der Endabschnitt des
Nebenhodenkanals zu liegen kommen (WROBEL K.-H., 1990).

Da die makroskopische Gliederung des Nebenhodens in Caput, Corpus
und Cauda epididymidis fir viele funktionelle Fragestellungen nicht
ausreicht, wird der Ductus epididymidis bei den verschiedenen
Tierarten nach histologischen, histochemischen und ultrastrukturellen
Gesichtspunkten in eine unterschiedliche Anzahl von Segmenten
unterteilt. Dieser Einteilung liegen histologische Kriterien, wie
Epithelhéhe, Morphologie der Epithelzellen, Weite des Ganglumens
sowie Hbhe der Stereozilien und sekretorische Aktivitat, zu Grunde
(CHANDLER J.A. et al., 1981; SINOWATZ F. & WROBEL K.-H., 1985;
SCHIMMING B.C. et al., 1997). Die Anzahl und Gliederung der
einzelnen Segmente ist tierartlich unterschiedlich, wie in folgenden

Beispielen dargestellt:

- Beim Kater wird der Nebenhodengang in 4 Regionen unterteilt
(SANCHEZ B. et al., 1998).

- Fdr Hengst, Bulle und Schafbock werden 6 Segmente festgelegt
(NICANDER L., 1958).

- In 8 Segmente wird der Ductus epididymidis beim Kaninchen
(NICANDER L., 1957) untergliedert.

Auf der Basis von histologischen und zytologischen Merkmalen
schlugen Glover und Nicander (GLOVER T.D. & NICANDER L., 1971) fur
verschiedene Saugetiere eine einheitliche Gliederung des Neben-
hodengangs in drei Segmente vor: ein Initial-, ein Mittel- und ein
Terminalsegment. Beim Hund bilden demnach die Ductuli efferentes
und das Initialsegment den proximalen Hauptteil des Caput
epididymidis. Das Mittelsegment kommt im distalen Caputanteil und
dem gesamten Corpus epididymidis zu liegen, und das Terminal-
segment umfasst die Cauda epididymidis. Diese vorgeschlagene
Einteilung in drei Segmente wird von Orsi (ORSI A.M., 1983) und
Chandler (CHANDLER J].A. et al., 1981) fir den Hunde-Nebenhoden
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unterstitzt. Busch (BUSCH W. & HOLZMANN A., 2001) gibt fur den
Hund eine Einteilung in sechs Segmente an. Bei Schimming
(SCHIMMING B.C. et al.,, 1997) hingegen wird beim Hund der
Nebenhoden in finf histologisch getrennte Zonen unterteilt: Im
proximalen Caput epididymidis sind Zone I und II lokalisiert, Zone III
stellt den distalen Caputanteil und den Corpus epididymidis dar, Zone

IV und V befinden sich in der Cauda epididymidis.

Der Spermientransport vom Hoden in den Nebenhoden vollzieht sich
zunachst auf der Grundlage des Flissigkeitsstroms in den
Samenkanalchen (Tubuli seminiferi contorti und recti) und im Rete
testis (BAMBERG E., 1975). In den Ductuli efferentes wird der
Weitertransport von Spermien und Samenfllissigkeit dann zusatzlich
durch den Kinozilienschlag der Epithelzellen unterstiitzt (KUHNEL W.,
2002).

Der Nebenhoden erflllt als hochdifferenziertes Organ vielfaltige
Funktionen. Schon lange bekannt sind der Weitertransport und die
Speicherung der Spermien. Da aber den Spermien, die den Hoden
verlassen haben, noch die Fahigkeit zur gerichteten Vorwartsbewegung
und zur Bindung an die Zona pellucida der Eizelle und damit die
Fahigkeit, eine normale Befruchtungskaskade anzustoBen, fehlt, ist der
Nebenhoden auch flr die Spermienreifung, die sogenannte
epididymale oder posttestikuldre Spermienreifung, verantwortlich
(KIRCHHOFF C. & IVELL R., 1995). Wahrend der Passage durch den
Nebenhoden erfahren die Spermien verschiedene biochemische,
physiologische und morphologische Veranderungen, durch die sie dann
ihre volle Bewegungs- und Befruchtungsfahigkeit erlangen (BUSCH W.
& HOLZMANN A., 2001). Durch aktive Sekretions- und Resorptions-
prozesse wird in den einzelnen Gangabschnitten ein spezifisches Milieu
geschaffen, das flr die funktionelle Ausreifung und Konzentrierung der
mannlichen Samenzellen unerlasslich ist (HEES H. & SINOWATZ F.,
2000).
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1.2. Nebenhodenkanalchen (Ductuli efferentes)

Lange Zeit gab es fir die Terminologie dieser Kanalchen keine
einheitliche Terminologie. Sie wurden zum Beispiel als Ductuli
efferentes, Ductuli efferentes testis, Ductuli efferenti, Vasa efferentia,
Vasa efferentes und Tubuli efferentes bezeichnet und entweder als Teil
des Hodens oder als Teil des Nebenhodens angesehen. Teilweise
wurden sie sogar als eigenstandiges Organ bezeichnet. Laut der
Nomina anatomica veterinaria (International Anatomical Nomenclature
Committee, 1980) galten sie dann schlieBlich offiziell als Teil des Caput
epididymidis und werden als Ductuli efferentes bezeichnet (ILIO K.Y. &
HESS R.A., 1994).

Aus embryologischen Untersuchungen ist bekannt, dass die Ductuli
efferentes umgebildete Urnierenkanadlchen sind, die aus dem Rete
testis entspringen, die Tunica albuginea durchbrechen und dann stark
geschlangelt im Nebenhodenkopf zu liegen kommen (NICKEL R. et al.,
1995). Beim Hund stellen laut Nickel, Busch und anderen Autoren 15 -
16 dieser Kanalchen von jeweils 10 bis 20 cm Lange die Verbindung
zum Initialsegment des Ductus epididymidis dar (ILIO K.Y. & HESS
R.A., 1994; NICKEL R. et al., 1995; BUSCH W. & HOLZMANN A.,
2001). Abbildung 1 stellt die unterschiedlichen tierartspezifischen
Anordnungen dar, in der die Ductuli efferentes in den Ductus
epididymidis Ubergehen koénnen. Bei Sdugetieren gibt es zwei
grundsatzliche Mdglichkeiten, in welcher Formation die Ductuli
efferentes in den Ductus epididymidis eintreten: Bei der ersten
Variante laufen die Ductuli efferentes zunachst zu einem Kanal
zusammen, welcher dann in den Ductus epididymidis Ubergeht, (siehe
(a) in Abb. 1). Bei der zweiten Variante bilden parallel zueinander
verlaufende Ductuli mehrere Eintrittspforten zum Ductus epididymidis,
(siehe (b-e) in Abb. 1), wobei diese Mindungsbereiche wiederum

tierartlich unterschiedlich gestaltet sind.
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Abbildung 1: Schema des speziesspezifischen Ubergangs des
ausfihrenden Kanalsystems in den Ductus epididymidis (E) modifiziert
nach Ilio und Hess (ILIO K.Y. & HESS R.A., 1994).

Ein oder zwei stark geknduelte Ductuli efferentes werden durch
Bindegewebe zu einem kegelférmigen Lappchen, einem Conus
vasculosus, zusammengefasst. Das Lumen dieser Ductuli ist rund oder
leicht gebuchtet, oft sogar sternférmig (WROBEL K.-H., 1990) und
enthalt typischerweise wenige oder gar keine Spermien (ILIO K.Y. &
HESS R.A., 1994). Im Durchschnitt betrdagt der Lumendurchmesser
78,7 um (£ 25,7 ym) (SCHICK B., 2006).

Das Epithel der Ductuli efferentes wird von den einzelnen Autoren
unterschiedlich beschrieben. Dieses ist nach verschiedenen Angaben
mehrreihig und unterschiedlich hoch (ILIO K.Y. & HESS R.A., 1994;
HEES H. & SINOWATZ F., 2000; BUSCH W. & HOLZMANN A., 2001), in
anderen Angaben wird es als einschichtig iso- bis hochprismatisch
beschrieben (WROBEL K.-H., 1990). Immer enthdlt es aber
zilientragende und zilienlose, sekretorische Zellen. Manchmal wird
auch das Vorkommen von Basalzellen erwahnt, bei denen es sich aber
nach Ansicht der meisten Autoren um eingewanderte Lymphozyten
handelt (HESS R.A., 2002). AuBerdem kommen gelegentlich
intraepithelial auch Lymphozyten und Makrophagen vor. Beim Hund
gibt es relativ wenige Angaben zur Morphologie der Ductuli efferentes.
Nach Schick (2006) ist es mehrreihig hochprismatisch und seine
durchschnittliche Epithelhéhe betragt 19 ym (£ 2,8 pm) (SCHICK B.,
2006).
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Die Zilienzellen tragen aktiv bewegliche Kinozilien, besitzen aber im
Vergleich zu den zilienlosen Hauptzellen weniger Zellorganellen im
Zytoplasma und ihr langsovaler Zellkern befindet sich laut Hess (2002)
charakteristischerweise im apikalen Zytoplasmabereich. Die zilienlosen
Hauptzellen hingegen weisen an ihren luminalen Apices entweder
einen dichten Blrstensaum oder nur einen sparlichen Mikrovillibesatz
auf. Zum Teil wdlben sich diese Apices auch mit groBen Protrusionen in
das Lumen vor. Abgeschniirte Protrusionen kdnnen teilweise auch im
Lumen gefunden werden. Der oft eingekerbte Zellkern der zilienlosen

Zellen befindet sich nahe der Basallamina.

AuBerdem enthadlt das Zytoplasma der zilienlosen Zellen zahlreiche
Zellorganellen sowie Vakuolen, Granula und Vesikel, was auf eine
groBe Resorptions-Aktivitat und auf regen intrazellularen Stoffabbau
dieser Zellen schlieBen lasst (WROBEL K.-H., 1990; HESS R.A., 2002).
Zudem dominiert bei diesen Zellen subapikal ein endozytotisches
System aus tubuldren Invaginationen des Plasmalemms, den sog.
»~coated vesicles". In den Vakuolen findet ein Abbau ihres Inhaltes
mittels lysosomaler Enzyme statt. Kondensierte Restprodukte dieses
intrazelluldren Verdauungsprozesses werden als dichte, licht-
mikroskopisch PAS-positive Granula in wechselnder Menge und GroéBe
erkennbar (WROBEL K.-H., 1990).

Aufgrund der groBen histologischen Vielfalt, mit der die zilienlosen
Hauptzellen mit Vakuolen und Granula ausgestattet sind, werden diese
Zellen von manchen Autoren weiter unterteilt. So werden zum Beispiel
bei Ilio und Hess beim Hund vier Grundtypen von zilienlosen
Hauptzellen unterschieden: 1. Zellen mit sehr wenigen Granula und
wenig apikalen Vakuolen, 2. Zellen mit basalen und/oder apikalen
Granula sowie wenig apikalen Vakuolen, 3. Zellen mit basalen Granula
und zahlreichen apikalen Vakuolen und 4. Zellen mit basalen Granula
und apikalen Blasen (ILIO K.Y. & HESS R.A., 1994). Bei Wakui werden
fir den Hund drei Typen dieser Zellart unterschieden: Typ A-Zellen,
die weder Granula noch Vakuolen im Zytoplasma enthalten, Typ B mit
wenigen apikalen Vakuolen und zahlreichen groBen Granula sowie
zilienlose Zellen vom Typ C mit einigen apikalen Vakuolen und kleinen
basalen Granula (WAKUI S., 1996).
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Allgemein kommen im Anfangsabschnitt der Ductuli efferentes mehr
zilienlose Hauptzellen vor und die Menge der zilientragenden Zellen
nimmt dann in Richtung Ductus epididymidis immer mehr zu.
Beschrieben wird aber generell ein Verhaltnis von 1:3 bis 1:8 von
Zilienzellen zu Hauptzellen (ILIO K.Y. & HESS R.A., 1994; HESS R.A.,
2002). An die Basallamina der Ductuli efferentes schlieBt sich eine
dinne Muskelschicht aus 3 bis 6 Zelllagen und eine lockere Binde-
gewebsschicht an (WROBEL K.-H., 1990; ILIO K.Y. & HESS R.A,,
1994).

Funktionell erflllen die Ductuli efferentes vielfdltige Aufgaben.
Einerseits spielen sie flir den Weitertransport der Spermien eine
wesentliche Rolle, zum anderen wird von ihnen zwischen 50 und 90%
der testikular gebildeten luminalen Flissigkeit resorbiert, was zu einer
auBerordentlichen Konzentration der Spermien flhrt. AuBerdem sind
sie fur die Abgabe einiger flr die Spermienernahrung wichtiger
Proteine und Glykokonjugate verantwortlich. Weiter stellt die
Phagozytose von Spermien, die Spermiophagie, eine wichtige Funktion
der Ductuli efferentes dar, vor allem bei Obstruktionen des
Nebenhodens oder auch bei Spermien-Abnormalitdten (HESS R.A.,
2002).

1.3. Nebenhodenkanal (Ductus epididymidis)

Der Ductus epididymidis ist ein einzelner, sehr stark aufgeknaulter
Kanal, der eingebettet und zusammengehalten von Bindegewebe, die
Ductuli efferentes mit dem Samenleiter, dem Ductus deferens,
verbindet. Die Lange dieses Kanals \variiert zwischen den
unterschiedlichen Tierarten und betragt beim Hund laut Nickel flnf bis
acht Meter (NICKEL R. et al., 1995). Die herausragende Bedeutung
dieses Ganges wird deutlich aus der Tatsache, dass Spermien, welche
den Hoden als unbewegliche Zellen verlassen, nicht im Stande sind,
Eizellen zu befruchten. Erst nach der Passage des Nebenhodenkanals
kénnen sie als ausgereifte bewegliche Spermien eine Eizelle
befruchten. Der Ductus epididymidis spielt somit fir die Spermien-

reifung eine wesentliche Rolle, ist aber auch fiur den Transport, die
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Konzentration, den Schutz und die Speicherung der Spermien
verantwortlich (HERMO L. & ROBAIRE B., 2002).

Histologisch wird der Nebenhodenkanal vieler Saugetiere in ein Initial-,
ein Mittel- und ein Terminalsegment unterteilt (GLOVER T.D. &
NICANDER L., 1971). Diese vorgeschlagene Einteilung in drei
Segmente wird von Orsi (ORSI A.M., 1983) und Chandler (CHANDLER
J.A. et al., 1981) auch flr den Hunde-Nebenhoden angegeben und
diente bei meiner Arbeit als Einteilungsgrundlage. Die Ductuli
efferentes und das Initialsegment stellen beim Hund somit den
proximalen Hauptteil des Caput epididymidis dar. Der distale
Caputanteil und das Corpus epididymidis bilden das Mittelsegment, und

das Terminalsegment entspricht der Cauda epididymidis.

Die Epithelhdhe nimmt am Ubergang der Ductuli efferentes zum
Ductus epididymidis stark zu (CHANDLER J.A. et al.,, 1981). Der
Nebenhodengang selbst wird durchgehend von einem zweireihig
hochprismatischen Epithel ausgekleidet (BUSCH W. & HOLZMANN A.,
2001; SCHICK B., 2006). Die einzelnen Segmente unterscheiden sich
allerdings deutlich anhand vieler histologischer und zytologischer
Kriterien, wie zum Beispiel der Epithelhéhe, der Stereozilien-Lange
sowie der Haufigkeit bestimmter Epithelzelltypen und der Lage ihres

Zellkernes.

Bei den verschiedenen Tierarten werden zahlreiche unterschiedliche
Typen von Epithelzellen im Nebenhodengang beschrieben. Hermo und
Robaire nennen generell Hauptzellen, Basalzellen, Apikalzellen,
~Narrow cells", ,Clear cells® und ,Halo cells" (HERMO L. & ROBAIRE B.,
2002). Aber nicht alle dieser Epithelzellarten kommen in jedem
Nebenhoden-Segment vor, und auch bei verschiedenen Tierarten, Uber
die bislang Nebenhoden-Studien vorliegen, gibt es erhebliche
Unterschiede. Selbst bei der gleichen Tierart gibt es unterschiedliche
Klassifikationen der Epithelzelltypen. So beschreibt zum Beispiel
Cornwall (2009) in der Ratten-Epididymis Hauptzellen, Basalzellen,
Apikalzellen, ,Clear cells® und ,Halo cells® (CORNWALL G.A., 2009).
Shum dagegen erwahnt fir die Ratte neben Haupt- und Basalzellen,
~Narrow cells" und ,,Clear cells" (SHUM W.W.C. et al., 2009).
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Beim Hund bilden laut Schimming (2001) Hauptzellen, Basalzellen,
Apikalzellen und ,Clear cells" das Epithel des Nebenhodenkanals und
mit Ausnahme der ,Clear cells" findet man jede dieser Zellarten in
allen drei Segmenten (SCHIMMING B.C. & VICENTINI C.A., 2001).
Neben vielen anderen Autoren erwdhnen Chandler et al. und
Kawakami et al. in alteren Arbeiten Uber den Hunde-Nebenhoden
lediglich Haupt- und Basalzellen (CHANDLER J.A. et al., 1981;
KAWAKAMI, 1991). AuBerdem kdénnen immer auch einige Makro-
phagen und Lymphozyten im Epithel und im Interstitium des
Nebenhodens gefunden werden (HERMO L. & ROBAIRE B., 2002).

In der folgenden Abbildung sind alle Epithelzell-Arten, wie sie bei
Hermo wund Robaire (2002) beschrieben werden, schematisch

dargestellt.

|
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Abbildung 2: Schema der verschiedenen Epithelzell-Typen der
Epididymis

N=Zellkern, Ba=Basalmembran, H=Hauptzelle, Bl=Basalzelle mit
Zytoplasma-Auslaufer zum Lumen, B2=Basalzelle ohne Kontakt zum
Lumen, A=Apikalzelle, C=Clear cell, Na=Narrow cell, Ha=Halo-Zelle,

L=Lysosomen, STZ=Stereozilien
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Die Hauptzellen sind die dominierende Zellart des Nebenhoden-
Epithels. Prozentual stellen sie 65-80% der gesamten Epithelzell-
Population dar (HERMO L. & ROBAIRE B., 2002). Diese
hochprismatischen, schlanken Zellen sitzen der Basalmembran auf und
erreichen immer das Ganglumen. AuBerdem tragen sie an ihrer
apikalen Zelloberflache zahlreiche Stereozilien, welche zum Teil zu
Blscheln verklebt sind (SCHIMMING B.C. & VICENTINI C.A., 2001;
SCHICK B., 2006). Ihr Zellkern ist je nach Segment rund oder
langsoval und befindet sich im basalen oder mittleren
Zytoplasmabereich. Die Hauptzellen unterscheiden sich histologisch
zum Teil deutlich durch Unterschiede im Auftreten und der
Ausdehnung verschiedener Zellbestandteile sowohl des sekretorischen
Apparates, namlich dem endoplasmatischen Retikulum, dem Golgi-
Apparat und sekretorischer Granula als auch des endozytotischen
Apparates (coated pits, Endosomen, multivesicular Bodies,
Lysosomen). Nahezu alle in das Lumen des Nebenhodenganges
sezernierten Glykoproteine werden von den Hauptzellen synthetisiert.
Ein kleinerer Teil gelangt durch Transsudation aus dem
BlutgefaBsystem in das Lumen des Ganges. Neben der sekretorischen
Funktion der Hauptzellen gehdéren auch die Endozytose und die
spezifische epididymale Milieu-Regulation durch verschiedene
Transport-Systeme zu den wichtigen Aufgaben dieser Zellen (HERMO
L. & ROBAIRE B., 2002). Als Beispiel fir die durch Hauptzellen
exprimierten Transport-Systeme soll hier Aquaporin 9 genannt werden,
und neben Phosphatester zdhlen auch einige Aminosdauren und
Oligosacharide zu den von den Hauptzellen endozytierten
Verbindungen (SINOWATZ F. & WROBEL K.-H., 1985; HERMO L. &
ROBAIRE B., 2002). Vor allem aber die Synthese und anschlieBende
Sekretion von Angiotensin I durch die Hauptzellen (SHUM W.W.C. et
al., 2009) soll hier besonders erwahnt werden, um die komplexen
Zusammenhange der pH-Wert-Regulation durch die Interaktion
verschiedener Epithelzell-Typen untereinander genauer Zu

beschreiben.
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Die Basalzellen werden schon in friihen Studien Uber das Nebenhoden-
Epithel bei allen Tierarten und in allen drei Segmenten beschrieben
(BAMBERG E., 1975; ORSI A.M., 1983; LIEBICH H.-G., 1999; BUSCH
W. & HOLZMANN A., 2001). Diese kleinen Zellen liegen der
Basalmembran direkt und breit ausgedehnt auf. Ihr runder oder zum
Teil langlicher Zellkern nimmt einen groBen Teil der Zelle ein und ihr
sparliches Zytoplasma enthalt nur wenige Zellorganellen. Neben einem
kleinen Golgi-Apparat sind einige Mitochondrien vom Cristae-Typ und
verstreut angeordnete Zisternen des endoplasmatischen Retikulum zu
sehen (SCHIMMING B.C. & VICENTINI C.A., 2001). Bislang wurde
angenommen, dass die Basalzellen das Lumen des Nebenhodenkanales
nicht erreichen, und auch die Aufgabe dieser Zellen war lange Zeit
unklar. Die relativ weit verbreitete Hypothese, dass die Basalzellen
Stammzell-Funktion besitzen, wurde aber mittlerweile widerlegt
(YEUNG C.H. et al., 1994).

Shum et al. konnten 2008 erstmals an der Ratte mittels konfokaler
3D-Laser-Scanning-Mikroskopie nachweisen, dass Basalzellen lange
schmale Zytoplasma-Auslaufer besitzen, welche das Lumen des
Nebenhodenkanals erreichen. Durch die Expression eines Angiotensin
II-Rezeptors an der Oberflache dieses Auslaufers sollen sie an der
luminalen pH-Wert-Regulation mitbeteiligt sein (SHUM W.W.C. et al.,
2008; SHUM W.W.C. et al., 2009). Laut Shum et al. beeinflussen die
Basalzellen das Iuminale pH-Milieu wie folgt: Die Hauptzellen
synthetisieren und sezernieren Angiotensin I (ANG I) in das Lumen des
Nebenhodenganges. Das von den Spermien exprimierte Angiotensin I-
Converting-Enzym (testikulare ACE) wird ebenfalls in das Lumen
abgegeben. Daraufhin wird durch das testikuldare ACE Angiotensin I zu
Angiotensin II umgesetzt. Das sich somit nun im Luminalplasma
befindliche Angiotensin II (ANG II) bindet an den Angiotensin II-
Rezeptor (AGTR-II) der Basalzellen, welcher sich an deren Zyto-
plasmaauslaufer befindet. Durch diese Rezeptor-Bindung kommt es zu
einer gesteigerten Produktion von Stickstoff-Monoxid (NO) in den
Basalzellen, welches anschlieBend weiter in die , Clear cells" diffundiert.
Die NO-Diffusion in die ,Clear cells® fihrt weiterhin dazu, dass die

I6sliche Guanylatzyklase (= soluble guanylate cyclase = sGC) der
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.Clear cells® vermehrt cGMP (cyclisches Guanosinmonophosphat)
umsetzt. Das nun in erhéhtem MaBe vorliegende cGMP induziert
letztendlich innerhalb der ,Clear cells" eine gesteigerte Aktivitat von V-
ATPase an der Stereozilien tragenden apikalen Plasmamembran der
»Clear cells®. Somit kommt es zu einer Protonen-Sekretion in das
Luminalplasma der Epididymis (SHUM W.W.C. et al., 2008; SHUM
W.W.C. et al., 2009).

In Abbildung 3 wird diese Interaktion zwischen Basalzellen und Clear
cells nochmals schematisch verdeutlicht. Fir den Hund wurde bisher
kein Kontakt von Zytoplasma-Auslaufern der Basalzellen mit dem
Lumen des Ductus epididymidis nachgewiesen. In dieser Arbeit wird

dies allerdings spezifisch weiter untersucht.
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Abbildung 3: Schema der Zell-Interaktion zwischen Basalzelle und
»,Clear cell® modifiziert nach Shum et al. (SHUM W.W.C. et al., 2008)

Die Apikalzellen haben ihren Namen aufgrund ihrer charakteristischen
Lage in den supranuklearen Epithelbereichen erhalten. Sie befinden
sich immer in unmittelbarer Ndhe zur lumennahen Epithelgrenze. Die

Apikalzellen tragen ebenfalls Stereozilien an ihrer apikalen Plasma-
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membran. Das besondere an diesen Zellen ist, dass sie wahrscheinlich
die Basalmembran nicht berthren und einen auffallig hohen Gehalt an
Mitochondrien aufweisen (PALACIOS J. et al., 1991; SCHIMMING B.C.
& VICENTINI C.A., 2001). Laut Schimming lassen sich diese Zellen in
allen drei Nebenhoden-Segmenten finden (SCHIMMING B.C. &
VICENTINI C.A., 2001). Uber die Funktion dieser Zellen ist bisher
wenig bekannt, es wird aber eine Endozytose-Fahigkeit vermutet und
es wurde nachgewiesen, dass sie einige proteolytische Enzyme
enthalten (HERMO L. & ROBAIRE B., 2002).

Die ,Clear cells®, oder auch ,helle Zellen® genannt, kommen laut Shum
und Schimming bis auf das Initialsegment in allen Nebenhoden-
Abschnitten vor. Auch im Anfangsteil des Ductus deferens sind sie zu
finden (SCHIMMING B.C. & VICENTINI C.A., 2001; SHUM W.W.C. et
al., 2009). Sie besitzen einen runden Zellkern und ihr Zytoplasma farbt
sich bei verschiedenen Ubersichtsfarbungen (H&matoxylin-Eosin,
Goldner) meist nur schwach an (DOMENICONI R.F. et al., 2007).
AuBerdem tragen ,Clear cells" deutlich weniger Stereozilien als die
Hauptzellen (HERMO L. & ROBAIRE B., 2002). Histologisch auffallig bei
diesen Zellen ist, dass sich im apikalen Zytoplasmabereich zahlreiche
coated pits, Vesikel, Endosomen, multivesicular Bodies und Lysosomen
verschiedener GroBe befinden sowie unterschiedliche Mengen von
Lipid-Tropfen zu erkennen sind. All dies wird als Anzeichen flr eine
intensive Endozytose-Aktivitat der ,Clear cells" gewertet. Vor allem die
Aufnahme des zytoplasmatischen Tropfens der Spermien wird von
Schimming, Hermo und Cornwall als Aufgabe dieser Zellen genannt
(SCHIMMING B.C. & VICENTINI C.A., 2001; HERMO L. & ROBAIRE B.,
2002; CORNWALL G.A., 2009). Daruber hinaus exprimieren diese
Zellen in hohem MaBe das Enzym V-ATPase (Vakuoldre ATPase) an
ihrer apikalen Zellmembran. Die V-ATPase stellt die dominante primare
Protonenpumpe vieler Plasmamembranen eukaryotischer Zellen dar,
sie transportiert H*-Ionen unter ATP-Spaltung. Somit spielen diese
»,Clear cells" eine wichtige Rolle fir die Ansduerung des luminalen
Milieus in den distalen Nebenhoden-Abschnitten, welche flir den
Ruhezustand der Spermien wahrend ihrer Ausreifung und weiteren

Speicherung essentiell ist. Die Anzahl der ,Clear cells® im Epithel
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nimmt von den proximalen zu den distalen Regionen des Nebenhodens
bei verschiedenen Spezies signifikant zu, und am haufigsten kommen
sie im Epithel des Terminalsegmentes vor. Hier dirften aber deutliche
Speziesunterschiede bestehen. So lassen sich in der Cauda
epididymidis des Rindes keine ,Clear cells" nachweisen. Bei Spezies
mit vielen ,Clear cells" steigt ihr Beitrag zur luminalen Ansduerung
nach distal deutlich an. Zur Zeit wird folgendes Konzept diskutiert:
Wahrend die Hauptzellen in den vorderen Abschnitten des Neben-
hodengangs durch Bicarbonat-Sekretion zundchst daflir sorgen, dass
die Reifungs-Aktivitat der Spermien geférdert wird, sind die weiter
distal im Kanalsystem des Ductus epididymidis gelegenen ,Clear cells"
dafir verantwortlich, den pH-Wert wieder zu senken, um den
Ruhezustand der Spermien fir die weitere Speicherung zu
gewahrleisten. Die pH-Wert-Regulierung durch die Aktivitat der V-
ATPase der ,Clear cells" wird zusatzlich durch die oben beschriebene
Interaktion mit den Basalzellen unterstitzt (SHUM W.W.C. et al,,
2009).

Die ,Narrow cells® oder auch ,Stiftchenzellen® sind nach ihrer
charakteristischen Form benannt. Diese allgemein schlanken Zellen
sitzen nur Uber einen sehr dinnen Zytoplasma-Auslaufer zur
Basalmembran dieser auf und werden erst lumenwarts etwas breiter.
Alle Zellorganellen sowie der Zellkern befinden sich ausschlieBlich im
apikalen Bereich; auffallig an diesen Zellen sind die zahlreichen
kelchférmigen Vesikel, die im Apikalbereich auftreten. Diese Vesikel
sind beteiligt an der Endozytose und Sekretion von H¥-Ionen ins
Lumen durch Recycling zur und weg von der apikalen Plasmamembran
(HERMO L. & ROBAIRE B., 2002). Auch die ,Narrow cells" exprimieren
wie die ,Clear cells" die Protonenpumpe V-ATPase. Somit nehmen auch
diese Zellen Einfluss auf den pH-Wert und auf das spezifische Milieu
der luminalen Nebenhoden-Flissigkeit (SHUM W.W.C. et al., 2009).
~Narrow cells® werden zwar nicht bei Arbeiten Uber den Hunde-
Epididymis erwahnt, daflir aber bei den Spezies Ratte, Maus, Hamster,
Rind, Ameisenigel und dem Menschen beschrieben (HERMO L. &
ROBAIRE B., 2002). Nach Shum treten sie bei der Ratte allgemein in

recht geringer Menge und auch ausschlieBlich im Initialsegment auf
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(SHUM W.W.C. et al., 2009).

Die Halo-Zellen (Halo cells) sind definiert als kleine runde Zellen mit
einem schmalen Zytoplasma-Saum. Oft wurden sie als Lymphozyten
oder Monozyten angesehen. Sie durften verschiedene Lymphozyten-
Populationen umfassen, wie T-Helfer-Zellen, zytotoxische T-
Lymphozyten und eventuell auch Makrophagen (HERMO L. & ROBAIRE
B., 2002). Cornwall beschreibt die Halo-Zellen als Vorlaufer-
Immunzelle des Nebenhodens (CORNWALL G.A., 2009), jedoch
werden diese Zellen bislang flur das Nebenhoden-Epithel des Hundes

nicht erwahnt.

Auf die Basallamina folgt nach auBen hin eine dinne Lage von
Bindegewebszellen und dann eine Schicht aus glatten Muskelzellen,
welche je nach Segment eine unterschiedliche Anzahl an Lagen
aufweist. Spontane peristaltische Kontraktionen dieser Muskelschicht
sorgen fur einen langsamen, aber gleichmaBigen Weitertransport der
Spermien. Angefangen beim Initialsegment nach distal in Richtung
Terminalsegment andern sich bestimmte histologische Kriterien des

Nebenhodenkanals wie folgt:
- Die Epithelhéhe nimmt kontinuierlich ab.
- Die Stereozilienlange verringert sich deutlich.

- Im Lumen befinden sich immer mehr und immer dichter

gepackte Spermien.
- Der Lumen-Durchmesser erweitert sich signifikant.

- Die sich an das Epithel auBen anschlieBende Muskelschicht

nimmt deutlich an Starke zu.

AuBen an die Muskelschicht folgt daraufhin noch lockeres
Bindegewebe, in welches neben BlutgefaBen auch Nervenfasern und
LymphgefaBe eingebettet sind (SCHICK B., 2006).
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2. Glykohistochemie

Kohlenhydrate stellen bei einer Vielzahl von biologischen
Erkennungsprozessen wichtige Signalmoleklile dar. Kovalent an
Proteine, Lipide und andere biologische Komponenten gebunden,
dienen sie in Form von Glykoproteinen, Glykolipiden, Proteoglykanen
oder Phosphoinositolen als Bestandteil zellularer Strukturelemente. So
entstehen zum Beispiel raumlich zugangliche Zuckerantennen, die von
einer Zelloberflache in den extrazelluldaren Raum ragen, welche als
Andockpunkte sowohl flr wirtseigene als auch flr pathogene
Bindungspartner genutzt werden kdénnen. Aufgrund einer sehr groBen
Vielfalt méglicher Zuckerkonjugate, bildet sich auf diese Weise das
individuelle Glykosylierungsmuster einer Zelle (FUKUDA M. &
VLIEGENTHART J., 1999; LOHR M., 2005). Die Rezeptormolekiile,
welche an diese Saccharidstrukturen binden kénnen, lassen sich in 3
Gruppen unterteilen: 1. Enzyme, welche den katalytischen Umsatz von
Zuckern und Glykokonjugaten vermitteln. 2. Antikérper, welche durch
das Immunsystem beeinfluBt an Kohlenhydratstrukturen binden und 3.
Kohlenhydrat bindende Proteine, die weder immunogenen Ursprungs
noch enzymatisch aktiv sind. Die Proteine der letztgenannten Gruppe
werden als Lektine bezeichnet (BARONDES S.H., 1988). Nach Gabius
missen auBerdem Sensor- bzw. Carrierproteine fir freie Mono- und
Oligosaccharide von den als Lektin definierten Proteinen unterschieden
werden (GABIUS H.-J., 2009). Die ersten entdeckten Lektine waren
pflanzlichen Ursprunges, doch im Laufe der Zeit lieBen sich Lektine
auch in Pilzen, Mikroorganismen und vielen Tierarten (Schwamme,
Nematoden, Knochenfische, Amphibien, Reptilien, u. a.) nachweisen.
Bei Pflanzen befinden sich die Lektine hauptsachlich in
Speicherorganen wie Samen, Wurzeln, Knollen, Zwiebeln, aber auch in
der Rinde und in Blattern (RUDIGER H. & GABIUS H.-]., 2001; LOHR
M., 2005; GABIUS H.-]., 2009).

Chemisch betrachtet sind die meisten Lektine Glykoproteine, die aus
zwei bis acht Untereinheiten bestehen koénnen. Alle Lektinmolekile
tragen charakteristischerweise mindestens zwei Bindungsstellen flr
Kohlenhydrateinheiten, wobei jede ihrer Untereinheiten in der Regel

nur eine dieser Zuckerbindungsstellen besitzt. Das Vorhandensein der



Literaturibersicht 19

zwei Zuckerbindungsstellen pro Lektinmolekll ist essentiell fur die
Fahigkeit zur Agglutination von Zellen. Fast alle Lektine gehdéren zu
den Metalloproteinen, welche Calcium- und Manganionen binden
kdnnen. Beim Fehlen dieser Ionen kommt es zum Verlust der
kohlenhydratbindenden Aktivitat (GOLDSTEIN I.]. & HAYES C.E., 1978;
PUHLER A. et al.,, 2000; SCHICK B., 2006). Aufgrund der
Bindungsspezifitat flir verschiedene Kohlenhydrate wurden die Lektine
1986 von Goldstein und Poretz in sieben Gruppen eingeteilt
(GOLDSTEIN I.J. & PORETZ R.D., 1986). Tabelle 1 zeigt diese
verschiedenen Gruppen allerdings modifiziert nach Gabius mit einigen
Beispielen. Nach neuesten Untersuchungen von Gabius et al. (2011)
stellt sich die Zuckerspezifitat der einzelnen Lektine aber deutlich
komplexer dar und steht noch im Fokus aktuellster Untersuchungen,
wodurch die hier angegebene Einteilung wahrscheinlich demndachst
abgeandert werden wird (GABIUS H. et al., 2011)

Tabelle 1: Zuckerspezifitat der Lektine nach Goldstein & Poretz (1986)
modifiziert nach Gabius

Zuckerspezifitat | Abklrzung Herkunft
I. D-Mannose/D- | Con A Canavalia ensiformis (Schwertbohne)
Glukose L .
LCA Lens culinaris (Speiselinse)
bindende Lektine
PSA Pisum sativum (Erbse)
II. D-Galaktose PNA Arachis hypogaea (ErdnuB3)
bindende Lektine . L D .
GSA I Griffonia simplicifolia (afrik.Schwarzbohne)

RCA I und II | Ricinus communis (Rizinusbohne)

ECA Erythrina cristagalli (Korallenstrauch)
III. N-Acetyl-D- LBA Phaseolus limensis (Limabohne)
Galaktosamin . )

SBA Glycine max (Sojabohne)
bindende Lektine

HPA Helix pomatia (Weinbergschnecke)

BPA Bauhinia purpurea (Orchideenbaum)
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MPA Maclura pomifera (Milchorangenbaum)
DBA Dolichos biflorus (afrik. Pferdebohne)
SJA Sophora japonica (chin. Schnurbaum)
IV. N-Acetyl-D- WGA Triticum vulgare (Weizen)
Glukosamin )
UEA II Ulex europaeus (Stechginster)
bindende Lektine
GSA 1l Griffonia simplicifolia (afrik.Schwarzbohne)
LAA Laburnum alpinum (Alpen-Goldregen)
STA Solanum tuberosum (Kartoffel)
V. L-Fukose UEA I Ulex europaeus (Stechginster)
bindende Lektine
LTA Lotus tetragonolobus (Rote Spargelerbse)
VI. Oligo- MAA 1 Maackia amurensis (Asiatisches Gelbholz)
saccharid- ]
SNA Sambucus nigra (Schwarzer Holunder)
bindende Lektine
VAA Viscum album (WeiBbeerige Mistel)
PHA-E/-L Phaseolus vulgaris (Gartenbohne)

Da Lektine die Fahigkeit besitzen, spezifisch an membranstandige und
geldéste Kohlenhydratstrukturen zu binden, sind sie somit in der Lage,
diese in Glykoproteinen und Glykolipiden vorkommenden Zuckerreste
zu lokalisieren und zu identifizieren (GOLDSTEIN I.J. & HAYES C.E.,
1978). Aufgrund dieser Eigenschaft werden Lektine als histochemische
Reagentien eingesetzt, um das Glykosylierungsmuster verschiedener
Zellen und Gewebe bestimmen zu kdénnen (RUDIGER H. & GABIUS H.-
J., 2001; GABIUS H.-]., 2009). Der Einsatz der Lektine spielt demnach

heutzutage eine groBe Rolle in der Histochemie.

Ausgenommen der Oligosaccharid-spezifischen Lektine aus Gruppe VI.
wurden 2009 von Schick schon 14 Lektine aller anderen Gruppen fur
Studien am  Hunde-Nebenhoden verwendet und ausfihrlich
beschrieben (SCHICK B. et al., 2009). In der hier vorliegenden Arbeit
wurden die Oligosaccharid-bindenden Lektine MAA I und SNA sowie
VAA eingesetzt. In Kapitel 2.1 wird noch naher auf diese drei Vertreter

der Pflanzen-Lektine eingegangen.
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Die groBe Gruppe der tierischen Lektine wurde durch Vergleiche der
Aminosaure-Sequenzen und der Topologie der Kohlenhydrat-bindenden
Domane (,Carbohydrate Recognition Domain® = CRD) in 5
Hauptgruppen unterteilt. Die Galektine stellen eine dieser finf Familien

dar.

In Tabelle 2 werden die Hauptfamilien der tierischen Lektine mit ihren

jeweiligen Zucker-Bindungspartnern dargestellt (GABIUS H.-J., 2001).

Tabelle 2: Hauptfamilien der tierischen Lektine nach Gabius (2001)

Familie Strukturmotiv Kohlenhydrat-Ligand
T Konservierte CRD mit | Variabel, u. a. Mannose, Galaktose,
-lyp
Ca’*-Ionen Fukose, Heparin-Tetrasaccharid
Variabel, u. a. MangGIcNAc,, HNK-1
LT Immunglobulin- Enit Hyal B 23/02.6
- pitop, Hyaluronsaure, a2,3/a2,6-
P ahnliche CRD
Sialyllaktose
GalB1,3(4)GIcNAc  Basisstrukturen
mit Spezies- und Galektintyp-
abhangigen Affinitdtsunterschieden
Galektine

) Konservierte CRD fur die Verlangerung zu den
(frGher S-Typ) )
Blutgruppenepitopen A, B oder H;
Affinitat auch Zu Poly-(N-

Acetyllaktosamin)-Ketten

Diskus ahnliche 4,6-Ringacetale von B-Galaktose,
Pentraxine Aggregation zu Galaktose, sulfatierte und
Pentameren phosphorylierte Monosaccharide

Mannose-6-Phosphat-enthaltende
P-Typ Konservierte CRD
Glykoproteine

CRD=Carbohydrate Recognition Domain

Neben dieser auf Strukturmotiven basierenden Einteilung kann man
die tierischen Lektine auch nach ihren bisher bekannten Funktionen
einteilen (LOHR M., 2005). Bei der hier vorliegenden Arbeit Uber den

Hunde-Nebenhoden wurden vier verschiedene Vertreter der Galektine
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verwendet. In Kapitel 2.2 wird noch speziell auf die Familie der

Galektine eingegangen.

2.1. Oligosaccharid-bindende Lektine

Eine Gruppe aus den Pflanzenlektinen sind die Oligosaccharid-
spezifischen Lektine. Einige Vertreter dieser Gruppe kdnnen als
potenten Bindungspartner auch die Sialinsaure haben. Unter dem
Begriff Sialinsauren werden die mittlerweile mehr als 40 bekannten N-
und O-Acetylderivate der Neuraminsaure zusammengefaBBt. Die
Neuraminsdaure (systematischer Name: 5-Amino-3,5-Dideoxy-D-
Glycero-D-Galakto-Nonulosonsdure) ist ein aus neun Kohlen-
stoffatomen bestehender saurer Aminozucker, der in der Natur
allerdings nur in substituierter Form vorliegt. Dabei stellt die N-
Acetylneuraminsdaure (Neu5Ac) die einfachste und am haufigsten
vorkommende Form der Sialinsauren dar. Die groBe strukturelle
Vielfalt entsteht durch die Substitution einer oder mehrerer
Hydroxylgruppen bzw. des Acetylrestes an der Aminogruppe. Zu einer
weiteren  Steigerung der  Strukturvielfalt kommt es durch
Kombinationen der einzelnen Modifikationen sowie durch unter-
schiedliche Verknlipfungen der Sialinsduren mit subterminalen Zuckern
(POMMERENCKE J., 2000; BELICZEY J., 2003).

Die Sialinsduren kommen als natlrlicher Baustein in Gangliosiden
(Glycosphingolipide) vor und bilden haufig die terminalen Enden an
den Kohlenhydrat-Seitenketten von Glykoproteinen und Glykolipiden
(LEHMANN F. et al., 2006; GABIUS H.-]., 2009). Aufgrund dieser
exponierten terminalen Anordnung auf Zelloberflachen spielen sie oft
eine zentrale Rolle als Liganden bei den verschiedensten
Zellerkennungs- und Adhasionsvorgangen. Neben den wirtseigenen
Zellen werden die terminalen Sialinsaurereste sowohl von pathogenen
als auch nicht- pathogenen Viren, Bakterien und Protozoen als Ligand
genutzt (BELICZEY J., 2003; LEHMANN F. et al., 2006). Mit dem
Einsatz von verschiedenen Lektinen, welche ganz spezifisch an
bestimmte Sialinsduren binden, ist man nun in der Lage, das

Verteilungsmuster der Neuraminsdurederivate unterschiedlicher Zellen
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und Gewebe zu identifizieren.

Unter den Pflanzenlektinen gehdéren SNA, MAA I und VAA zu den
Vertretern, bei denen die Sialinsaure-Komponente als madglicher
Bindungspartner untersucht wird. Das Sambucus nigra Agglutinin, mit
der Abkirzung SNA, aus dem schwarzen Holunder bindet an
Neu5Aca2,6Gal/GalNAc. Das Maackia amurensis I Leukoagglutinin,
unter der jetzigen Abklrzung MAA-I (die friher benutzte Abklrzung
war MAL-I), aus dem asiatischen Gelbholz bindet an
Neu5Aca2,3GalB1,4GIcNAc/Glc, und auch 3’-Sulfatierung wird
toleriert. Das Viscum album Agglutinin, VAA abgekilrzt, aus der
weiBbeerigen Mistel, welches an Galp2(3)Gal, Gala3(4)Gal,
GalB3(4)GIcNAc ohne oder mit a2,6-Sialylation und Fuca2Gal bindet
(GABIUS H.-]., 2009). Die definitive Einordnung von VAA in eine
Gruppe der oben dargestellten Tabelle 1 ist noch nicht geklart. Nach
aktuellster Meinung von Univ.-Prof. Dr. Gabius (Lehrstuhl fir
physiologische Chemie der LMU Miinchen) kann dieses Lektin auch in

die Gruppe II. der D-Galaktose bindenden Lektine eingeordnet werden.

Der histochemische Einsatz dieser drei Lektine an Nebenhoden-Proben,
ist bisher nur fir den Menschen sowie fur die Tierarten Ratte, Maus
und Eber beschrieben, wobei nur bei der Maus auch VAA verwendet
wurde. Die Ductuli efferentes reagierten dabei konstant negativ auf
VAA. Positive Apikalzellen wurden in geringer Anzahl nur in Segmenten
des Caput epididymidis gefunden. Bei den Hauptzellen des
Nebenhoden-Epithels variierte die VAA-Reaktivitat folgendermaBen:
Negativ im ersten Caput-Segment, jedoch positive Ergebnisse der
restlichen Caput-Segmente flir das apikale und basale Zytoplasma
sowie die Golgi-Zone. Die Hauptzellen des Corpus und der Cauda
zeigen hingegen deutlich VAA-positive Stereozilien und eine VAA-
negative Golgi-Zone. Die Spermien in Caput, Corpus und Cauda zeigen
ebenfalls deutlich positive Reaktionen auf VAA. Auch die Basalzellen,
mit Ausnahme derer im Cauda-Bereich, reagieren positiv (LOHR M. et
al., 2010).

Die Ergebnisse flir SNA am Nebenhoden unterscheiden sich deutlich
zwischen den bisher untersuchten Tierarten. Fir die Ductuli efferentes

gibt es positive Reaktionen beim Menschen, jedoch ganzlich negative
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Resultate bei der Maus; wohingegen bei Ratte und Eber die Ductuli
efferentes Uberhaupt nicht untersucht wurden. Die Apikalzellen zeigen
auch nur beim Menschen positive Reaktivitdat und werden sowohl bei
der Maus als auch beim Eber als negativ beschrieben. Die Hauptzellen
des Nebenhoden-Epithels reagieren hingegen bei allen dieser Spezies
positiv in Caput, Corpus und Cauda, allerdings mit unterschiedlicher
Intensitdt der einzelnen Zellareale. Intraluminal gelegene Spermien
zeigen wiederum bei der Maus intensive positive SNA-Reaktivitat,
jedoch bei Mensch und Eber sind negative Ergebnisse zu verzeichnen.
Bei den Basalzellen lieBen sich bei Maus, Ratte und Eber nur negative
Resultate feststellen, wobei beim Menschen die Basalzellen positiv auf
SNA reagierten (ARENAS M.I. et al., 1998; UEDA T. et al., 1998a;
CALVO A. et al., 2000; LOHR M. et al., 2010).

Die bisherigen Studien flir MAA I der oben genannten Tierarten flr die
Epididymis zeigen ebenso variierende Ergebnisse. Die Ductuli
efferentes sind wiederum flir Ratte und Eber nicht untersucht,
wohingegen bei der Maus positive und beim Menschen negative MAA I-
Reaktivitat beschrieben wird. Allerdings zeigen die Apikalzellen sowohl
bei der Maus als auch beim Menschen Positivitat in allen drei
Nebenhoden-Segmenten, nur beim Eber gab es negative Ergebnisse
fir diese Zellart auf MAA 1. Die Hauptzellen des Caput-Bereiches
werden bei allen vier Spezies mit positiver Reaktion beschrieben, aber
ab dem Corpus lieBen sich positive Hauptzellen nur noch bei Ratte,
Eber und Mensch finden, bei der Maus allerdings waren diese Zellen
nur noch negativ bis hin zur Cauda. Die Basalzellen von Ratte und Eber
zeigten positive Ergebnisse im Vergleich zu Maus und Mensch, bei
denen nur negative Basalzellen zu finden sind. Unterschiedliche MAA I-
Ergebnisse liegen auch fir die im Lumen gelegenen Spermien vor,
diese zeigen namlich bei der Maus in allen drei Segmenten keine
Reaktivitat, bei Eber und Mensch sind sie wiederum positiv auf MAA 1
beschrieben (ARENAS M.I. et al., 1998; UEDA T. et al., 1998a; CALVO
A. et al., 2000; LOHR M. et al., 2010).
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2.2. Galektine

Die Galektine sind eine Gruppe der groBen Familie von tierischen
Lektinen, welche wahrend der Evolution der Tiere hoch konserviert
geblieben sind. Diese Gruppe besteht aus Ca®*-unabhdngigen, PB-
Galaktosid-spezifischen Lektinen mit einem ,Sandwich“-Faltungs-
muster flr antiparallele B-Faltblatter. Nach ihrer Synthese, welche an
Polyribosomen des Zytoplasmas und nicht an am endoplasmatischen
Retikulum gebundenen Ribosomen stattfindet, werden sie Uber einen
noch unbekannten Sekretionsmechanismus aus der Zelle transportiert.
Die Galektine teilen eine bemerkenswerte Ahnlichkeit der Sequenz fir
die Kohlenhydrat-Bindungsregion, der sogenannten ,Carbohydrate
Recognition Domain® = CRD, miteinander. Sie sind im Tierreich weit
verbreitet, und bis jetzt wurden bei den Saugetieren verschiedener
Spezies sowie in einer groBen Vielzahl von Geweben 14 Galektine
identifiziert. Sie kédnnen auf Zelloberflachen, im Zytoplasma und sogar
im Zellkern vorkommen. Durch Vergleiche von Sequenzen und
Strukturmotiven der einzelnen Galektine untereinander wird deutlich,
dass sie sich noch weiter in Untergruppen einteilen lassen. Die Art, wie
die CRD s angeordnet sind, stellt einen Schlisselparameter flir die
Bildung von Untergruppen dieser Lektinfamilie dar. Es werden drei
Untergruppen unterschieden, welche in Tabelle 3 aufgeflihrt sind (LIU
F.-T. et al., 2002; LOHR M., 2005)
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Tabelle 3: Galektin-Untergruppen nach Lohr (2005) und Liu (2002)

Zugehorige
Gruppen-Typ Galektine Merkmale der Gruppe

Eine Domane enthalt die CRD;
Sie kdénnen in einer oxidativen
Galektine vom Galektine 1,2,5,7, Umgebung unter Verlust ihrer
Proto-Typ 10, 11, 13 und 14 Bindungsaktivitat
intramolekulare Disulfidbriicken
bilden

Dieser Typ kann mit seinem N-
terminalen Bereich kovalent
mit anderen Galektin 3-
Monomeren verknipft werden,
Galektine vom _ was als Vorraussetzung fur die
Chimaren-Typ Galektin 3 Agglutination und Bindung an
immobilisierte Glykoliganden
wie IgE oder Laminin gilt;
auffallend Prolin- und Glycin-

reiche Domane

Bei diesen wird anstelle einer

nicht-kovalenten Dimerbildung
Galektine vom Galektine 4,6,8,9 und ) _ )
ein Verbindungsprotein
Tandem-repeat Typ 12
eingefiihrt, das kovalent zwei

CRD s miteinander verbindet

CRD=Carbohydrate Recognition Domain

Es wird flr die Galektine eine Vielzahl an Funktionen beschrieben. Laut
Gabius zahlen zu diesen folgende (GABIUS H.-]., 2009):

- Brlckenbildung zwischen Molekilen

- Induktion oder Suppression von Effektoren-Freisetzung z.B

H,0,, Cytokine, usw.

- Kontrolle des Zellwachstums und Induktion von

Apoptose/Anoikis

- Zellwanderung und Routing
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- Zell-Zell-Interaktionen und Zell-Matrix-Interaktionen
- Zusammenbau des Matrixnetzwerkes

- Intrazelluldare Wegweisung von Glykoproteinen und Vesikeln
(Galektin 3 und 4)

Fir einige Galektine ist genauer bekannt, dass sie eine bedeutende
Rolle speziell bei Entziindungsprozessen und im Zusammenhang mit
Immunreaktionen spielen, wie z.B. bei den Galektinen 1, 3 und 9. Als
multivalente |6sliche Moleklile kénnen Galektine generell ihre Liganden
auf verschiedenen Zellen quervernetzen und so Immunantworten auf
parakrine oder autokrine Weise als funktionelle Mediatoren flr Zell-
Zell-Interaktionen modulieren, und sie kdnnen auf diese Weise ganze
Signaltransduktions-Kaskaden induzieren. Sie fungieren als Adhasions-
Molekile und sind durch die Netz-Bildung bestehend aus Galektinen
und Glykokonjugaten somit in der Lage, die Glykocalyx verschiedener
Zellen zu modifizieren. Durch diese Vernetzungs-Fahigkeit wird
moglichweise die laterale Mobilitat von Oberflachen-Rezeptoren
vermindert, wodurch wiederum die Reizschwelle einer Rezeptor-

vermittelten Signalweiterleitung erniedrigt wird.

AuBerdem gibt es Hinweise daflir, dass Galektine auch an gewissen
Schritten der Tumorentwicklung beteiligt sind, wie zum Beispiel bei der
Immunmodulation, der Metastasen-Bildung und der Tumor induzierten
Angiogenese. Da die Tumorentstehung oft von Entziindungsprozessen
begleitet ist, koénnte vor allem Galektin 3 mit seinen pro-

inflammatorischen Funktionen zu dieser maBgeblich beitragen.

Eine herausragende Funktion der Galektine im Zusammenhang mit
dem Immunsystem ist auBerdem das Erkennen mikrobieller oder
parasitarer Glykokonjugate, wodurch wiederum entweder eine positive
oder negative Immunantwort herbeigefihrt werden kann. Galektin 3
und 9 erkennen Dbeispielsweise Kohlenhydratkomponenten von
Leishmania major, und Galektin 1 und 3 stimulieren als zytotoxischen,
antipathogenen Mechanismus den oxidativen Burst in neutrophilen
Granulozyten (GABIUS H.-J., 2009).
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In der hier vorliegenden Arbeit am Epididymis des Hundes wurden die
Bindungsstellen der Galektine 1, 3, 8 und 9 naher untersucht. Bei der
komplexen Interaktion zwischen Galektinen und ihren Kohlenhydrat-
Liganden tragen mehrere Faktoren zu einer hohen Bindungs-Affinitat
bei. Dazu zahlen die natlrliche Multivalenz und der oligomere Zustand
der Galektine sowie die Multivalenz ihrer natirlichen Kohlenhydrat-
Liganden. Die einfachste B-Galaktosid-Struktur, welche von Galektinen
erkannt wird, ist das Disaccharid Galp1-4GIcNAc (RAPOPORT E. et al.,
2010). Bei diesen einfachen B-Galaktosiden ist jedoch die Bindungs-
Affinitat relativ gering. Im Gegensatz dazu liegt bei der Galektin-
Bindung an natlrliche komplexere Glykokonjugate auf Zelloberflachen
oder der extrazelluldren Matrix eine wesentlich hdhere Affinitat vor.
Jede Galektin-CRD erkennt verschiedene Typen von Kohlenhydrat-
Liganden und zeigt seine maximale Bindungs-Affinitdt an

verschiedenen dieser Kohlenhydrat-Strukturen.

Galektin 3 beispielsweise bindet fest an Sequenzen mit sich
wiederholenden [-3Galf1-4GIcNAcB1-], oder poly-N-Acetyllactosamin,
welche mindestens drei bis vier dieser Einheiten enthalten. Hierbei ist
jedoch das Vorhandensein einer terminalen B-Galaktose bedeutungs-
los. Galektin 1 hingegen bindet ebenfalls gut an lange poly-N-
Acetyllactosamin-Ketten, aber in diesem Fall ist ein terminaler B-
Galaktose-Rest dringend erforderlich. Desweiteren bindet Galektin 3
nur schwach an einzelne N-Acetyllactosamin-Einheiten. Die Bindungs-
affinitat an diese Einheiten wird aber massiv gesteigert, wenn der
vorletzte Galaktose-Rest mit GalB1-3, GalNAcal-3 oder Fucal-2
substituiert ist. Im Gegensatz dazu erniedrigen aber derartige
Substitutionen die Bindung von Galektin 1 dramatisch. Galektin 8
besitzt zwei CRD s innerhalb eines Polypeptides, wobei die amino-
terminale CRD an einen unterschiedlichen Kohlenhydrat-Liganden als
die carboxy-terminale CRD bindet (CUMMINGS R.D. L.F., 2009). Vor
allem die Hydroxyl-Gruppen an C4 und C6 der Galaktose und an C3
und C4 des N-Acetylglucosamins spielen generell eine wichtige Rolle
flr die Galektin-Bindung (RAPOPORT E. et al., 2010).
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Die wichtigsten Bindungspartner fir Galektine stellen Liganden auf
Zelloberflachen und der extrazellularen Matrix dar. Fur Galektin 1 und
3 gehéren Proteine der Basalmembran wie Laminin und Fibronektin,
membranstandige Rezeptoren wie die Integrine a7B1 und alp1, die T-
Zell-Glykoproteine CD43 und CD45 sowie Lysosomen-assoziierte
Membranproteine wie LAMP-1 und LAMP-2 und Vitronektin zu den
natlrlichen Liganden. Galektin 8 zeigt eine groBe Bindungs-Affinitat
innerhalb der extrazellularen Matrix zu den Integrinen a3p1 und 061
und zu einer CD44-Variante. Galektin 9 bindet an TIM-3, einem
membrangebundenen T-Zell Immunglobulin dhnlichen Protein mit O-
glykosidischer Bindung. Diese Interaktion tragt zur T-Helfer-Zell-
Immuniat und zur Toleranz-Entwicklung bei (CUMMINGS R.D. L.F.,
2009).

Uber Galektin-Bindungsstellen im Nebenhoden ist bislang wenig

bekannt.
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3. Immunzytochemie

3.1. Cytokeratine

Alle eukaryotischen Zellen werden von einem feinfadigen Netzwerk,
dem Zytoskelett durchzogen, welches sich als hochdynamisches
System den zelluldren Erfordernissen effizient anpassen kann. Das
Zytoskelett kann aufgrund chemischer und morphologischer Kriterien
in drei Komponenten unterteilt werden: Die Mikrotubuli, die
Mikrofilamente und die Intermediarfilamente. Diese drei Zytoskelett-
Komponenten spielen unter anderem bei der Aufrechterhaltung der
Zellform, bei Bewegungsvorgdangen der Zelle, bei Transportprozessen
im Zytoplasma und bei der Zellteilung eine groBe Rolle. Eine wichtige

Untergruppe der Intermediarfilamente stellen die Cytokeratine dar.

Die Intermediarfilamente bestehen aus faserigen Polypeptiden und
haben einen Durchmesser von etwa 8-10 nm. Ihr Durchmesser liegt
zwischen jenem der Mikrofilamente und dem der Mikrotubuli,
weswegen sie als Intermediarfilamente bezeichnet werden.
Intermediarfilamente sind die stabilste Komponente des Zytoskelettes
und werden aufgrund chemischer Strukturunterschiede in funf Klassen
weiter unterteilt (HEES H. & SINOWATZ F., 2000).

In Tabelle 4 werden diese funf Klassen aufgefihrt (HEES H. &
SINOWATZ F., 2000; PALLARI H.-M. & ERIKSSON J.E., 2006).
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Tabelle 4: Klassifikation der Intermediarfilamente

Klasse Protein Vorkommen
I Saure Keratine Epithelzellen, Derivate der
Epidermis
II Basische Keratine Epithelzellen
ITI Vimentin Mesenchymale Zellen
Desmin Muskelzellen
Glial Fibrillary Acidic Protein Astrozyten, andere Glia-
zellen
v Neurofilamentares Tripletprotein | Nervenzellen
(NF-L, NF-M, NF-H)
Nestin Neuroepitheliale Stamm-
zellen, Myoblasten
. Muskelzellen, ZNS-
Synemin
Entwicklung
Vv Nukledare Lamine Zellkern

Die Cytokeratine, welche haufig auch nur als Keratine bezeichnet
werden, sind von Moll (1982) aufgrund ihres Wanderungsverhaltens
bei der Isoelektrischen Fokussierung und des SDS-PAGE-Verfahrens in
(MOLL R. 1982). Die

Cytokeratine 1-8 werden zu der Gruppe der basischen bis neutralen

zwei Klassen unterteilt worden et al,

Typ II-Keratine gezahlt, wahrend die Cytokeratine 9-19 als saure Typ

I-Keratine bezeichnet werden. In den letzten Jahren wurden

zunehmend immer mehr Cytokeratine bzw. ihre Gene entdeckt,
welche nicht problemlos in das ,Moll-System™ eingegliedert werden
2004 kam
durch

Nomenclature Committees". Ab

es dann zur Uberarbeitung der
die

diesem Zeitpunkt wurden die 54

konnten. Im Jahr

Cytokeratin-Nomenklatur ~Human and Mouse Gene

menschlichen Cytokeratine, katalogisiert anhand ihrer Gene, in drei

Kategorien eingeteilt: 1. Epitheliale Keratine/Gene, 2. Haar-
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Keratine/Gene und 3. Keratin-Pseudogene. AuBerdem ist in diesem
System eine vierte Kategorie flr Keratine anderer Sdaugetiere
vorgesehen, welche bis dahin unbekannt waren oder als Pseudogene
im menschlichen Genom vorliegen. Nach wie vor werden aber in jeder
dieser vier Kategorien weiterhin die Typ I- und Typ II-Keratine
unterschieden. Tabelle 5 zeigt die Einteilung der Keratine nach der
neuen Nomenklatur (SCHWEIZER J. et al.,, 2006; GU L.-H. &
COULOMBE P.A., 2007).

Tabelle 5: Keratin-Kategorien nach neuer Nomenklatur

Kategorie Keratin-/Gen-Nummer
Human Typ I Epithel-Keratine 9-28
Human Typ I Haar-Keratine 31-40

Nonhuman Typ I Epithel- und Haar-Keratine 41-70

Human Typ II Epithel-Keratine 1-8 und 71-80

Human Typ II Haar-Keratine 81-86

Nonhuman Typ II Epithel- und Haar-Keratine | 87-120

Typ II Keratin-Pseudogene 121-220

Typ I Keratin-Pseudogene 221->

Alle Cytokeratin-Molekile teilen eine dreigliedrige Grund-Struktur,
bestehend aus einer hoch konservierten und zentralen a-Helix, einer
variablen N-terminalen Kopf-Domaine sowie einer variablen C-
terminalen Schwanz-Domaine. Die a-Helix besitzt konstante Lange, die
Kopf- und Schwanz-Abschnitte variieren jedoch in Lange und
Primarstruktur zwischen den einzelnen Cytokeratinen. Diese
Cytokeratin-Monomere werden allerdings ,in vivo™ nicht gefunden. Es
muss grundsatzlich zur Bildung eines Heterodimeres kommen,
bestehend aus jeweils einem Typ I-Keratin und einem Typ II-Keratin
(GU L.-H. & COULOMBE P.A., 2007; ORIOLO A.S. et al., 2007;
ERIKSSON J.E. et al., 2009).
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Funktionell stellen die Cytokeratine einen wichtigen Baustein des
Zytoskelettes dar und gewahrleisten so die Stabilitat und Form der
Zelle. Desweiteren wirken sie bei der Determination der ZellgréBe, der
Translation, der Proliferation, dem zellspezifischen Organellentransport
und der malignen Transformation der Zellen mit. AuBerdem kdnnen sie
zahlreiche Signalkaskaden und metabolische Prozesse beeinflussen.
Eine weitere bedeutende Funktion der Cytokeratine ist der Schutz
gegenuber zelluldarem Stress. Durch die gezielte Phosphorylierung
bilden die Cytokeratine einen zytoprotektiven Puffer gegenliber Stress-
induzierter Kinase-Aktivitat. Dies wird deutlich an Vergleichs-Studien
mit ,Knock-Out® Maus-Modellen (ERIKSSON J.E. et al., 2009), bei
denen nach gezielten Mutationen die Cytokeratin-Phosphorylierung
fehlt und es bei diesen Tieren daraufhin zu verschiedenen Gewebe-
schaden kommt. In der Histochemie spielen sie eine groBe Rolle als
Marker fir bestimmte Gewebe und kénnen flr die pathologische
Diagnostik von groBem Nutzen sein, um den Ursprungsort entarteter
Zellen zu ermitteln (PALLARI H.-M. & ERIKSSON J.E., 2006;
SCHWEIZER J. et al., 2006; GU L.-H. & COULOMBE P.A., 2007; MAGIN
T.M. et al., 2007; ERIKSSON J.E. et al., 2009; LEE C.-H. & COULOMBE
P.A., 2009).

Bisherige Untersuchungen zum Nachweis verschiedener Cytokeratine
im mannlichen Geschlechtsapparat liegen flir die menschliche Prostata,
den Nebenhoden des Menschen und fur den Nebenhoden des Hundes
vor (PALACIOS J. et al., 1993; WAKUI S., 1994; LEENDERS G.J.L.H.V.
et al., 2001). Fir den menschlichen Nebenhoden wurden die
Antikérper-Kombination AE1/AE2 fir die Cytokeratine (CKs) 1-8, 10,
13-15 und 19, Pancytokeratin-Antikdrper fiir die CKs 5,6 und 8, die
Antikérper-Kombination fir die CKs 10 und 11 sowie Antikérper flr
Cytokeratin (CK) 19 verwendet. Negativ fielen die Ergebnisse flr die
CKs 10 und 11 bei allen drei Nebenhoden-Abschnitten und fir alle
beschriebenen Epithelzelltypen, namlich die Hauptzellen, die Basal-
zellen und die Apikalzellen, aus. Die AE1/AE2- und die PanCK-
Antikérper markierten dagegen alle diese Epithelzellen im Caput,
Corpus und in der Cauda epididymidis als deutlich positiv. Positive

Reaktivitat auf CK 19 zeigte sich bei Hauptzellen der Cauda
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epididymidis sowie bei Apikalzellen und Basalzellen aller drei
Nebenhoden-Abschnitte (PALACIOS J. et al., 1993). Bei der Epididymis
des Hundes wurden Antikérperkombinationen fir ,low molecular
weight Cytokeratins™ (LCK) und ,high molecular weight Cytokeratins®
(HCK) verwendet. LCK beinhaltet in dieser Studie die CKs 8, 18 und 19
und unter HCK wurden die CKs 1,5, 10 und 11 zusammengefasst. Die
HCK-Antikérper-Kombination reagierte in nahezu allen Abschnitten und
far fast alle beschriebenen Epithelzelltypen negativ. Nur die Basalzellen
des Corpus epididymidis reagierten flir HCK schwach positiv. Ganz im
Gegensatz dazu zeigte sich auf die LCK-Antikérper eine deutlich
positive Reaktivitdat bei Apikalzellen und Hauptzellen in allen drei
Abschnitten des Ductus epididymidis. AuBerdem waren die Basalzellen
von Caput und Corpus epididymidis sowie die zilientragenden Zellen
der Ductuli efferentes positiv (WAKUI S., 1994). Beim Nachweis von
Cytokeratinen in der Prostata des Menschen wurden Prostataproben
von gesunden Patienten mit Proben von malignen Prostatatumoren
verglichen. In dieser Studie zeigten sich die Basalzellen des gesunden
Prostataepithels deutlich positiv auf CK 5 und 14 (LEENDERS G.J.L.H.V.
et al., 2001).

3.2. Claudine

Die Claudine sind eine wichtige Gruppe von Transmembran-Proteinen,
welche einen wesentlichen Bestandteil der ,Tight junctions" darstellen.
Die physiologische epididymale Spermienreifung wird wahrscheinlich
durch ein spezifisches luminales Mikromilieu ermdéglicht. Die Bildung
und Aufrechterhaltung des pH-Wertes dieses spezifischen Milieus im
Lumen des Nebenhodens setzt eine intakte Blut-Nebenhoden-Schranke
voraus, um den parazelluldren Transport vom Blut zum Lumen des
Ductus epididymidis zu regulieren. Diese Blut-Nebenhoden-Schranke
wird gebildet aus ,Tight junctions™ und ,Adhering junctions" zwischen
benachbarten Epithelzellen des Nebenhodens. Bis heute konnten 20
Claudine in verschiedenen Geweben identifiziert werden. Oft findet
man die Claudine in ,Tight junctions® mit Occludin, einem weiteren
Transmembran-Protein, kolokalisiert, aber auch ein alleiniges

Vorkommen von Claudin in ,Tight junctions® ist méglich (GREGORY M.
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et al., 2001; GREGORY M. & CYR D.G., 2006; CYR D.G. et al., 2007b;
DUFRESNE J. & CYR D.G., 2007; DUBE E. et al., 2010). Fur Claudin 1
wurde auBerdem das Vorkommen von Claudin auch auBerhalb von
»Tight junctions® nachgewiesen. Dieses Claudin ist als Adhasions-
Molekul bei anderen Zell-Zell-Verbindungen beteiligt, da es immun-
histochemisch an Zellgrenzen nachgewiesen werden kann, an denen
keine ,Tight junctions® vorkommen (GREGORY M. et al., 2001; CYR
D.G. et al., 2007a; DUFRESNE J. & CYR D.G., 2007).

Die immunhistochemischen Nachweise von Claudin 1 und anderen
Claudinen im Nebenhoden liegen flr die Spezies Mensch, Maus und
Ratte vor (GREGORY M. et al., 2001; CYR D.G. et al., 2007b). Im
Nebenhoden der Ratte reagieren die Ductuli efferentes negativ auf
Claudin 1. Positive Reaktivitat zeigt sich dagegen deutlich an den
lateralen Plasmamembranen benachbarter Hauptzellen, an welchen
sich die ,Tight junctions® befinden. AuBerdem reagieren die
Kontaktflachen zwischen Hauptzellen und Basalzellen intensiv positiv,
und auch die basalen Areale der Zellmembran der Epithelzellen zeigen
positive Reaktivitdt. Diese Ergebnisse lassen sich nicht mit dem
Vorkommen von ,Tight junctions® vereinbaren. Bindegewebe,
Muskelschichten und Lumeninhalt reagierten beim immun-
histochemischen Nachweis von Claudin 1 negativ (GREGORY M. et al.,
2001).

Am Nebenhoden des Menschen reagieren ebenfalls sowohl die
Zellmembranen benachbarter Hauptzellen und die Kontaktflachen
zwischen Haupt- und Basalzellen in allen drei Gangabschnitten positiv
mit Antikérpern gegen die Claudine 1, 3 und 4 (CYR D.G. et al.,
2007a). Obwohl die immunhistochemischen Ergebnisse zwischen den
drei Epididymisabschnitten nahezu keine Intensitatsunterschiede
zeigen, wird generell beschrieben, dass im Caput epididymidis die
»Tight junctions" einen komplexeren Aufbau besitzen als in den
folgenden zwei Abschnitten (CYR D.G. et al., 2007a).
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3.3. Occludin

Occludin ist ein weiteres Transmembran-Protein und war das erste
Protein dieser Gruppe, welches in ,Tight junctions" identifiziert wurde.
Auch dieses Protein ist als ein wichtiger Bestandteil von ,Tight
junctions® an der Bildung der Blut-Nebenhoden-Schranke und damit an
der Aufrechterhaltung des intraluminalen Flussigkeitsmilieus im
Nebenhodengang beteiligt. Occludin wurde auBer im Nebenhoden in
einer Vielzahl von weiteren Geweben nachgewiesen (CYR D.G. et al.,
2002; CYR D.G. et al., 2007b).

Uber den Occludinnachweis im Nebenhoden liegen Studien fiir die
Tierarten Maus, Hase und Hund vor. Bei der Maus tritt Occludin beim
immunhistochemischen Nachweis als punktférmige positive Reaktivitat
an den apikalen Plasmamembranen der Ductuli efferentes in
Erscheinung. AuBerdem reagieren im proximalen Initialsegment die
Bereiche der ,Narrow cells" deutlich positiv. In den weiteren distalen
Nebenhodensegmenten findet man positive Ergebnisse flir Occludin an
den apikalen Plasmamembranen der Hauptzellen und an den apikalen
Grenzflachen zwischen den Hauptzellen. Basalzellen, Bindegewebe und
intraluminale Spermien reagieren negativ (CYR D.G. et al., 1999).
Beim Hund wird ausschlieBlich eine schwache Immunoreaktivitat im
apikalen Bereich an den lateralen Zellmembranen der Hauptzellen und
im Zytoplasma der Hauptzellen flir das Corpus epididymidis
beschrieben (GYE M., 2004). Fir den Nebenhoden des Hasen (Lepus
sinensis coreanus) gibt es folgende Ergebnisse flr den immun-
histochemischen Nachweis von Occludin: Im Caput epididymidis
reagieren die lateralen und apikalen Kontaktflachen zwischen den
Hauptzellen positiv, ebenso zeigen im Corpus epididymidis das
Zytoplasma der Hauptzellen sowie deren basolaterale und apikale
Kontaktflachen positive Resultate. Die starkste Immunfarbung zeigt
sich im Bereich der Cauda epididymidis; hier ist das Zytoplasma der
Hauptzellen sehr intensiv angefarbt. Zudem findet man in allen
Abschnitten eine schwach positive Reaktion in der glatten Muskulatur
des Nebenhodenganges (YOON S. et al., 2009).
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3.4. Cyclooxygenase-1 (COX-1)

Die Cyclooxygenasen (COX) sind wesentliche Enzyme in der Kaskade
der Prostaglandinsynthese. Es gibt die zwei Isoenzyme, COX-1 und
COX-2, die sich durch ihren Genlocus, eine leicht unterschiedliche
Struktur und ihr Vorkommen in verschiedenen Zelltypen unter-
scheiden. Es konnte nachgewiesen werden, dass der Transport von
Elektrolyten und Wasser durch das Epithel des Nebenhodens durch
verschiedene Peptidhormone wie Angiotensin II, Lysylbradykinin,
Endothelin und Vasopressin beeinflusst wird. Dieser Einfluss wird durch
die Enzymaktivitat der Cyclooxygenase-1 mdglich, da diese von
Epithelzellen des Nebenhodens exprimiert wird. Bei der Ratte war COX-
1 in allen drei Nebenhodenabschnitten ausschlieBlich in den Basalzellen
lokalisiert. Da kurzlich gezeigt werden konnte, dass auch Basalzellen
bei der Ratte das Lumen des Ductus epididymidis erreichen kénnen,
wurde postuliert, dass Basalzellen eine wichtige Rolle bei der
Regulation des intraluminalen Milieus spielen kénnten (WONG P.Y.D. et
al., 1999; WONG P.Y.D. et al., 2002; LEUNG G.P.H. et al., 2004;
CHEUNG K.-H. et al., 2005). Verschiedene Peptidhormone binden an
Rezeptoren, die von Basalzellen exprimiert werden. Dadurch kommt es
zur Aktivierung der Phospholipase A, (PLA;), diese flhrt zur Frei-
setzung von Arachidonsaure (AA) aus Membranphospholipiden (MPL).
Diese Arachidonsdaure wird durch COX-1 erst zu Prostaglandin G,
(PGG;) umgesetzt und anschlieBend durch eine Peroxydase zu
Prostaglandin H, (PGH,) umgebaut. Durch eine spezifische Isomerase
wird dann aus PGH, das Prostaglandin E, (PGE,) gebildet. Das PGE,
diffundiert daraufhin aus der Basalzelle und bindet an die
Prostaglandin-Rezeptoren-2/4 (PGR-2/4) der basolateralen Membran
der Hauptzellen. Aufgrund dieser Bindung kommt es in den
Hauptzellen zu einer gesteigerten Produktion von cAMP (= cyclisches
Adenosinmonophosphat), welches wiederum apikale Anionen-Kanale,
sogenannte CFTR-Kandle (CFTR = Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), aktiviert. Somit kommt es durch die CFTR-
Kanale zu einer CI-Sekretion und sekundar zusatzlich zu einem
Wassertransport in das Lumen des Nebenhodenganges (WONG P.Y.D.
et al., 1999; WONG P.Y.D. et al., 2002; LEUNG G.P.H. et al., 2004;
CHEUNG K.-H. et al., 2005).
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In Abbildung 4 soll die Rolle von COX-1 flUr die Regulation der Anionen-
Sekretion schematisch dargestellt werden. Diese Erkenntnisse sind ein
weiterer Hinweis fiir die wichtige Funktion der Basalzellen in Bezug auf
die Beeinflussung des spezifischen epididymalen Flissigkeitsmilieus im

Lumen.
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Abbildung 4: Regulation der Anionen-Sekretion mit COX-1 Beteiligung
AA=Arachidonsaure, ATP=Adenosintriphosphat, B=Basalzelle, cAMP=
cyclisches Adenosinmonophosphat, CFTR=Cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator, ClI'=Chlorid, COX-1=Cyclooxy-
genase-1, H=Hauptzelle, MPL=Membranphospholipid, PG(E,,G,,H,)=
Prostaglandin (E;,G;,H,), PGR=Prostaglandin-Rezeptor, PLA,=Phospho-
lipase A,, R=Rezeptor fir verschiedene Peptidhormone
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3.5. Angiotensin I1-Rezeptor (AGTR-11)

Wie schon in den Kapiteln 1.3 und 3.4 erldutert, spielt das Hormon
Angiotensin II eine wichtige Rolle bei der Regulation von Epithelzellen
des Ductus epididymidis. Alle Komponenten des Renin-Angiotensin-
Systems (RAS) kommen im Lumen des Nebenhodens vor und nehmen
eine Schlisselrolle fur die mannliche Fertilitdt ein. Dies wird unter
anderem durch Studien an Spermien von ACE-,Knock out"“-Mausen
deutlich, welche aufgrund fehlender testikularer ACE nicht in der Lage
sind, Eizellen zu befruchten (SHUM W.W.C. et al., 2008; SHUM W.W.C.
et al., 2009).

Flr die Bindung des Angiotensin II existieren zwei Rezeptor-Subtypen,
AGTR-II Typ 1 und Typ 2, welche auch beide im Nebenhodenepithel
nachgewiesen werden kénnen. AGTR-II Subtyp 1 wurde bei der Ratte
immunhistochemisch im basalen Bereich des Epithels gefunden, hierbei
wurde jedoch die genaue Zellart, welche den Rezeptor exprimiert,
nicht erwahnt. Zudem zeigten die Corpus- und Cauda-Abschnitte
deutlich intensivere Ergebnisse als das nur schwach positive
Caputsegment. AuBerdem konnte in dieser Studie gezeigt werden,
dass die Bindung von Angiotensin II an seinen Rezeptor in der
basolateralen Zellmembran zu einer Aktivierung der Anionen-Sekretion
in den Hauptzellen kommt (LEUNG P.S. et al., 1997). Der AGTR-II
Subtyp 2 konnte von Leung et al. (1997) ebenfalls im basalen Bereich
des Nebenhoden-Epithels identifiziert werden, aber auch in dieser
Untersuchung wurde nicht erwahnt, in welcher Zellart der Rezeptor
exprimiert wird. Bei diesem Subtyp reagierte vor allem der
Caudabereich stark positiv (LEUNG P.S. et al., 1997).

Shum et al. konnten 2009 an der Ratte nachweisen, dass AGTR-II
Subtyp 2 ausschlieBlich von den Basalzellen des Epididymis exprimiert
wird. Dieser Rezeptortyp konnte auBerdem an einem Zytoplasma-
Auslaufer der Basalzelle identifiziert werden, welcher Kontakt zum
Nebenhodenlumen aufweist. Damit konnte neben einer basolateralen
Stimulation auch eine luminale Rezeptorbindung von Angiotensin II
nachgewiesen werden. Durch die von den Spermien exprimierte
testikulare ACE wird Angiotensin I, welches von den Hauptzellen

produziert wird, zu Angiotensin II umgesetzt. Das sich im
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Luminalplasma befindliche Angiotensin II bindet daraufhin an den
AGTR-II Subtyp 2 der Basalzell-Zytoplasmaauslaufer. Durch diese
Rezeptor-Bindung kommt es zu einer gesteigerten Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) in den Basalzellen, welches anschlieBend
weiter in die ,Clear cells" diffundiert. Die NO-Diffusion in die ,Clear
cells® flhrt dazu, dass die I8sliche Guanylatzyklase (= soluble
guanylate cyclase = sGC) der ,Clear cells" vermehrt cGMP (cyclisches
Guanosin-monophosphat) umsetzt. Das nun in erhéhtem MaBe
vorliegende cGMP induziert letztendlich innerhalb der ,Clear cell® eine
gesteigerte Aktivitat von V-ATPase an der Stereozilien-tragenden
apikalen Plasmamembran der ,Clear cells". Somit kommt es zu einer
Protonen-Sekretion in das Luminalplasma der Epididymis (SHUM
W.W.C. et al., 2008; SHUM W.W.C. et al., 2009). Somit leisten die
Basalzellen einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung des
luminalen pH-Milieus, welches flir die physiologische Spermienreifung

essentiell ist.
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I1l. MATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchungsmaterial

Zur Untersuchung dienten die Nebenhoden von 18 Hunden (Canis
familiaris), die in der kurativen Praxis kastriert wurden. Alle Tiere
waren klinisch gesund und sowohl die Hoden als auch die Nebenhoden
erschienen makroskopisch unverandert. Die zur Untersuchung
verwendeten Tiere wurden flir diese Arbeit in drei Altersgruppen
eingeteilt und pro Altersgruppe 6 Tiere untersucht. Innerhalb jeder
dieser drei Altersgruppen sind die 6 Tiere auBerdem in eine leichte und
eine schwere Gewichtsklasse eingeordnet worden. Alle Tiere unter 10
kg Koérpergewicht wurden in die leichte Gewichtsklasse eingeteilt und
ab 10 kg Korpergewicht waren sie der schweren Gewichtsklasse

zugeordnet.

Tabelle 6 liefert eine Ubersicht (iber die zur Probenentnahme

verwendeten Tiere.

Tabelle 6: Ubersicht iber die verwendeten Tiere
Altersgruppe 1: 0 bis junger 1,5 Jahre

Nummer Rasse Alter Gewicht
1 Jack Russel Mix 11 Monate 7,8 kg
2 Dackel - Mix 1 Jahr 9,7 kg
3 Jack Russel 1 Jahr 7,6 kg
4 Dobermann 8 Monate 24,5 kg
5 Labrador - Mix 11 Monate 17,0 kg
6 Golden Retriever 13 Monate 27 kg
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Altersgruppe 2: 1,5 Jahre bis jlinger 3 Jahre

Nummer Rasse Alter Gewicht
7 Pinscher - Mix 1,5 Jahre 7,7 kg
8 Chihuahua 2 Jahre 3,0 kg
9 Zwergpinscher 2 Jahre 7,2 kg
10 Mischling 2 Jahre 18,0 kg
11 Mischling 2 Jahre 20,0 kg
12 Schnauzer - Mix 1 Jahr 10 Monate 12,5 kg
Altersgruppe 3: 3 Jahre und alter
Nummer Rasse Alter Gewicht
13 Westhighland - 3,5 Jahre 7,0 kg
Terrier
14 Yorkshire - Terrier 4 Jahre 2,0 kg
15 Jagdterrier 3 Jahre 6,0 kg
16 Labrador - Mix 3 Jahre 15,0 kg
17 Border Collie 4 Jahre 21,8 kg
18 Mischling 3 Jahre 30,5 kg
2. Probenentnahme und Fixierung
2.1. Probenentnahme

Unmittelbar nach dem Absetzen der Hoden und Nebenhoden durch die
praktizierenden Tierarzte, erfolgte das vorsichtige Entfernen des

Processus vaginalis mit einer sterilen scharfen Rasierklinge.

AnschlieBend ist der Nebenhoden vollstandig vom Hoden abprapariert
worden. Daraufhin wurde jeder Nebenhoden in die einzelnen
Nebenhodenanteile Ductuli efferentes, Caput, Corpus und Cauda

unterteilt und prapariert.
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2.2. Fixierung fur lichtmikroskopische Untersuchungen
Als Fixans flr die Lichtmikroskopie (konventionelle routine-
histologische Farbungen, Immun- und Glykohistochemie) wurden zwei
verschiedene Ldsungen verwendet. Von jedem Tier ist jeweils ein
Teilstick aus jedem einzelnen Nebenhodenabschnitt sowohl in
Bouin “scher L6sung, als auch in 4% gepuffertem Formalin fixiert
worden (ROMEIS, 2010).

Fixierung in Bouin “scher Lésung:

Die Proben wurden bei Zimmertemperatur fir 24 Stunden in
Bouin “scher Losung (gesattigte Pikrinsdure:Formalin:Eisessig wie
15:5:1) fixiert und anschlieBend im Abstand von 24 Stunden dreimal in
70%igen Alkohol verbracht, um die Pikrinsdure wieder aus dem

Gewebe auszuwaschen.

Fixierung in Formalin:

Die Proben wurden bei Zimmertemperatur und auf dem Rittler flr
mindestens 2 Tage in Formalin fixiert, welches wenige Stunden nach
Probenentnahme und nach 24 Stunden gewechselt wurde. Vor der
Weiterbehandlung wurden die Formalinproben am 3. Tag zunachst in
demineralisiertem Wasser belassen, welches dreimal im zweistindigen
Abstand gewechselt worden ist. AnschlieBend erfolgte Uber Nacht ihre

Entwasserung in 70%igem Alkohol.

Danach wurden die Proben mittels eines Einbettungsautomaten
(Shandon Duplex Processor der Firma Shandon, Frankfurt) in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (ber 24 Stunden dehydriert und mit
flissigem Paraplast® (Monoject Scientific Inc. Kildare, Irland)
durchtrankt.

Die so praparierten Proben sind anschlieBend mit einem ,Histostat
Tissue Embedding Center® der Firma Reichert-Jung, Wien, in kleine
quadratische Paraplastschalen mit Rahmen gegossen worden. Diese
standen zum Auskihlen eine Stunde auf einer Kihlplatte. Von jedem
Block wurden mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms (Firma Leitz, Typ
1516) 5 ym dicke und zum Teil auch 16 ym dicke Schnitte angefertigt
und sowohl auf beschichtete (SupraFrostUltraPlus®adhasiv) als auch

auf unbeschichtete (SuperFrost®) Objekttrager gezogen (beide Firma
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Menzel-Glaser, Braunschweig), auf einem Warmestrecktisch getrocknet
und bis zur vollstandigen Trocknung, mindestens 24 Stunden, bei 30-
40°C im Warmeschrank aufbewahrt.

Die Schnitte sind fir die konventionellen, immunhistochemischen und

glykohistochemischen Farbungen verwendet worden.

2.3. Fixierung fur elektronenmikroskopische
Untersuchungen

Fir die Elektronenmikroskopie wurden die Nebenhoden von 4 Hunden
zwischen 13 Monaten und 4 Jahren prapariert. Daflr ist jeweils eine
ca. 1 mm dicke Scheibe aus den Ductuli efferentes, dem
Nebenhodenkopf, -kérper und -schwanz steril entnommen worden und
sofort in Karnovsky-Lésung (2 % Paraformaldehyd, 2,5 % Glutar-
aldehyd in 0,1 M Natriumcacodylatpuffer, pH 7,2) fixiert worden. Die
Proben wurden Uber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank belassen. Daraufhin
erfolgte das Abpipettieren der Karnovsky-Lésung und die Beflllung
der Eppendorf-GefaBe mit Cacodylat-Puffer (0,1 M, pH 7,4). Der
Cacodylat-Puffer wird mehrfach gewechselt. Weiter wurden die Proben
in 1,5 %igem Kaliumferrocyanid und 1 %igem Osmiumtetroxid fir 2
Stunden im Dunkeln bei 4°C kontrastiert, daraufhin folgte das
dreimalige Waschen in 0,1 M Cacodylat-Puffer und die Entwasserung in
einer aufsteigenden Alkoholreihe. AnschlieBend wurden die Proben
schrittweise in Polyembed eingebettet (zweimal 15 Minuten in
Propylenoxid (Merck, Darmstadt), 1 Stunde in Propylenoxid-
Polyembed-Gemisch (2:1), Uber Nacht in Propylenoxid-Polyembed-
Gemisch (1:1), 1 Stunde in Polyembed auf Rittler). Es folgte die
Kunstharzeinbettung der Proben in spezielle Flacheinbettungsformen
(Polysciences, Warrington, USA) und Polymerisation bei 60°C fir
mindestens 24 Stunden im Warmeschrank. AnschlieBend wurden an
einem Ultramikrotom (Ultracut E, Firma Reichert-Jung, Wien) 1 pm
dicke Semidinnschnitte zur Ubersicht angefertigt und mit Methylen-
blau nach Richardson gefarbt.

Nach lichtmikroskopischer Beurteilung wurden die passenden Areale
fir die Anfertigung von Ultradinnschnitten (Schnittdicke 40-60 nm)

ausgewahlt. Die Anfertigung der Ultradlnnschnitte erfolgte gleichfalls
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mit Ultracut E, der Firma Reichert-Jung, Wien. Sie wurden auf
Kupfergrids (Meshweite: 200um) aufgezogen und mit gesattigtem 2
%igem Uranylacetat und mit Bleicitratlésung (Reynolds, 1963) nach-

kontrastiert.

3. Konventionelle lichtmikroskopische Farbungen

Fur die verschiedenen Ubersichtsfarbungen wurden alle Schnitte
zunachst mit Xylol zweimal zehn Minuten entparaffiniert, Uber 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 (2010) durchgefiihrten

Farbungen, ist im Anhang aufgeflihrt.

3.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Bei dieser Farbung stellen sich die Kerne blauviolett und das Ubrige
Gewebe rosarot dar. Fir die Kernfarbung wurde der Schnitt 20 Minuten
in Hamalaun belassen, kurz in Aqua dest. geschwenkt und
anschlieBend zum Blauen 20 Minuten unter flieBendem Leitungswasser

gespult. Danach wurde der Schnitt fir 10 Minuten in Eosin verbracht.

3.2. Trichromfarbung nach Masson-Goldner

In dieser Ubersichtsfarbung erscheinen die Kerne durch das
Eisenhamatoxilin nach Weigert braunschwarz und das Zytoplasma
ziegelrot. Erythrozyten farben sich orangegelb an. Besonders
dargestellt werden die kollagenen Bindegewebsfasern (griin). Nach der
Alkoholreihe kommen die Schnitte fir 10 Minuten in Eisenhamatoxylin
nach Weigert, werden danach unter flieBendem Leitungswasser gut
gespllt und flr 45 Minuten in Azophloxin verbracht. Im Folgenden
wurden die Schnitte mit 1 %iger Essigsaure und destilliertem Wasser

gespllt und 3 Minuten in Phosphor-molybdansaure-Orange belassen,
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bevor nach einem weiteren Spllgang in 1 %iger Essigsaure eine

Gegenfarbung mit Lichtgrin erfolgte (4,5 Minuten).

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 Perjodsdure entstehen. Somit lassen sich
kohlenhydratreiche Makromolekile (Glykoproteine, Glykogen, Glyko-
lipide und Mucopolysaccharide) identifizieren. Die Aldehydgruppen
bilden mit der Schiff-Reagenz einen purpurroten Farbkomplex. PAS-
positive Substanzen farben sich somit rosa bis violettrot an.

Die Schnitte werden anschlieBend in Xylol und in die absteigende
Alkoholreihe verbracht. Daraufhin kommen sie fir 5 Minuten in eine
0,5 %ige Lbésung von Perjodsaure und nach Spllen in destilliertem
Wasser fir 15 Minuten in Schiff 'sche Reagenz. Nach Waschen in
Schwefeldioxid-Wasser und Aqua dest. erfolgt abschlieBend eine

Kernfarbung in Hamalaun.

Eine PAS-Reaktion mit Amylaseverdau wird durchgefiihrt, 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 10 Minuten im

Trockenschrank belassen.

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 3 Minuten in 3
%ige Essigsaure gegeben und 30 Minuten in Alcianblau (pH 2,5)
gefarbt, mit Aqua dest. gespilt und 5 Minuten in Kernechtrot gefarbt.
Nach erneutem Spllen folgt das Durchlaufen der aufsteigenden
Alkoholreihe.

Zur Darstellung sulfatierter Mukosubstanzen wird der Schnitt vor der
Farbung mit Kernechtrot 3 Minuten in 0,1 N HCI gegeben, anschlieBend
in Alcianblau (pH 1,0) gefarbt und erneut in HCI gesplt.

Auswertung:

Die lichtmikroskopische Auswertung und Photodokumentation der
konventionell gefarbten Schnitte erfolgte mit einem Mikroskop
(Aristoplan®) der Firma Leitz, Wetzlar. An dieses war eine Kamera
Lumenera USB Camera® Release 3.8 (Firma Lumenera Corporations,

Ontario, Kanada) angeschlossen.

4. Glykohistochemische Farbungen

Zum Nachweis von Glykokonjugaten im Nebenhoden des Hundes
wurden die drei Pflanzen-Lektine VAA, MAA I und SNA verwendet
sowie die humanen Galektine 1, 3, 8 und 9. Alle diese verwendeten
Lektine wurden mit Biotin konjugiert und stammen aus dem Lehrstuhl
fir Physiologische Chemie, Veterinarwissenschaftliches Department der
Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen.
Hierfir wurden sowohl Bouin- als auch Formalin-fixierte 5um dicke
Schnitte verwendet. Flr das Lektin SNA wurden zusatzlich 16pm dicke
Formalin-fixierte Schnitte verwendet, um weitere Ergebnisse mittels

konfokaler 3D-Laser-Scanning-Mikroskopie zu bekommen.

Der Glykokonjugat-Nachweis unter Verwendung von SNA, MAA I und
VAA erfolgte nach der indirekten Methode. Bei dieser ist der
Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszeinisothiozyanat (FITC) an Streptavidin
gekoppelt. Streptavidin dient hierbei als Ersatz flur das urspriinglich
verwendete Avidin, einem Glykoprotein aus HihnereiweiB und wird
nun als chemisch exakt definiertes Produkt auf biotechnologischem

Weg aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliert und entwickelt.



Material und Methoden 48

Streptavidin besitzt 4 Bindungsstellen und eine sehr hohe Bindungs-
Affinitat zu dem Vitamin Biotin. Das biotinylierte Lektin bindet somit an
eine spezifische Kohlenhydrat-Struktur und die Reaktion wird sichtbar
durch die Bindung des Streptavidin/FITC-Komplexes an das Biotin des
Lektines. Die Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes 4'-6-Diamidino-
2-phenylindol (DAPI) dient der Farbung des Zellkernes, da dieser
Farbstoff selektiv an DNA bindet. Das Aufbringen von Dako Protein
Block Serum Free sorgt flir eine Reduzierung der Hintergrundfarbe

durch Blockung unspezifischer Bindungsstellen.

Die Untersuchungen mit den Pflanzen-Lektinen wurden nach

folgendem Protokoll durchgefihrt:

e Entparaffinieren der Schnitte in Xylol und Rehydrieren in

absteigender Alkoholreihe bis Aqua dest.
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Schnitte in einer feuchten Kammer mit Dako Protein Block
Serum Free (Firma Dako, Hamburg) betropfen und 10 Minuten

bei Raumtemperatur inkubieren

e 100ul PBS-gepuffertes biotinyliertes Lektin (Konzentration
10pg/ml)  pro Schnitt auftragen und eine Stunde bei

Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubieren
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Schnitte mit Streptavidin/FITC in PBS-Puffer 1:500 verdlinnt
beschichten und 30 Minuten bei Raumtemperatur in der

feuchten Kammer inkubieren
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e AbschlieBend jeden Schnitt einzeln mit DAPI (Vectashield
Mounting Medium for Fluorescence with DAPI H-1200, Vector
Laboratories Inc, Burlingame) beschichten und sofort mit

durchsichtigem Nagellack eindeckeln

e Schnitte abgedunkelt im Kihlschrank aufbewahren
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Auswertung:

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung und Photodokumentation
der SNA-, MAA I- und VAA-Untersuchungen erfolgte mit einem
Mikroskop (Axiovert 200M®) der Firma Zeiss, Oberkochen. An dieses
war eine Kamera Axiocam ICc 1® (Firma Zeiss, Oberkochen)

angeschlossen.

Bei den Untersuchungen unter Verwendung der Galektine wurde die
»Avidin-Biotin-Complex-Methode" (,,ABC-Methode"™) angewandt (HSU
S. et al., 1981). Auch bei dieser macht man sich, wie oben bereits
erwahnt, die hohe Bindungs-Affinitat des Streptavidin zum Vitamin
Biotin zunutze. Das biotinylierte Galektin wird an einen Komplex aus
Streptavidin und Peroxidase gebunden und anschlieBend die
Peroxidase-Aktivitat durch das chromogene Substrat 3,3-Diamino-
benzidin (DAB; von der Firma Biotrend, Kdln) sichtbar gemacht. Die
Peroxidase spaltet H,O, in H,O und O,, anschlieBend oxidiert das O,
zunachst farbloses DAB. Die entstehenden braunen Farbprodukte
machen so die Galektin-Bindung sichtbar. Die Behandlung der Schnitte
mit Hydrogenperoxid bei Punkt 3 des nachfolgenden Protokolls dient
der Hemmung der endogenen Peroxidase, um das spatere

Bindungsergebnis nicht zu verfalschen.

Die Untersuchungen mit den Galektinen 1, 3, 8 und 9 wurden nach

folgendem Protokoll durchgefihrt:

e Entparaffinieren der Schnitte in Xylol und Rehydrieren in
absteigender Alkoholreihe bis Aqua dest.

e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Schnitte fir 10 Minuten in 50 ml Hydrogenperoxid verdinnt in

150 ml Aqua dest. bei Raumtemperatur belassen
e Schnitte 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser splilen
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Schnitte in einer feuchten Kammer mit Dako Protein Block
Serum Free (Firma Dako, Hamburg) betropfen und 10 Minuten

bei Raumtemperatur inkubieren
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e 50ul Dbiotinyliertes Galektin in Dako Antibody Diluent
(Konzentration 10pg/ml) pro Schnitt auftragen und lber Nacht

bei 6°C im Kuhlschrank in der feuchten Kammer inkubieren

e Vor Weiterbehandlung die Schnitte eine Stunde bei Raum-

temperatur ruhen lassen
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Streptavidin-Biotin-Horseradish-Peroxidase-Complex (Firma
Dako, Hamburg) auftropfen und 30 Minuten bei Raum-

temperatur inkubieren
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e 8 Minuten in DAB-Hydrogenperoxidlésung belassen und direkt
im Anschluss wenige Minuten unter flieBendem Leitungswasser

spllen
e Zellkerne 30 Sekunden mit Hdmalaun gegenfarben
e Schnitte 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser splilen
e In einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol entwassern

e Eindeckeln der Schnitte mit Eukitt®

Auswertung:

Die lichtmikroskopische Auswertung und Photodokumentation der
Galektin-Untersuchungen erfolgte mit einem Mikroskop (Aristoplan®)
der Firma Leitz, Wetzlar. An dieses war eine Kamera Lumenera USB
Camera® Release 3.8 (Firma Lumenera Corporations, Ontario,

Kanada) angeschlossen.

5. Immunhistochemische Farbungen

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen wurde ebenfalls die
oben bereits erwahnte ,Avidin-Biotin-Complex-Methode™ (,ABC-
Methode") angewandt (HSU S. et al., 1981). Bei diesen
Untersuchungen wird ein Primar-Antikdrper durch einen biotinylierten

Sekundar-Antikérper an den Komplex aus Streptavidin und Peroxidase
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gebunden. AnschlieBend wird die Peroxidase-Aktivitat auf dieselbe Art
wie bei den Galektin-Untersuchungen durch das chromogene Substrat
3,3-Diaminobenzidin (DAB; von der Firma Biotrend, Kd&ln) sichtbar
gemacht. Die Peroxidase spaltet H,O, in H,O und O,, anschlieBend
oxidiert das O, zunachst farbloses DAB. Die entstehenden braunen
Farbprodukte machen so die Primar-Antikérper-Bindung an das
gesuchte Substrat sichtbar. Die Behandlung der Schnitte mit
Hydrogenperoxid bei Punkt 3 des nachfolgenden Protokolls dient der
Hemmung der endogenen Peroxidase, um das spatere Bindungs-
ergebnis nicht zu verfalschen. Das hier beschriebene Verfahren wurde
fur alle Cytokeratin-Untersuchungen verwendet. Hierflir wurden sowohl
Bouin- als auch Formalin-fixierte 5um dicke Schnitte verwendet. Flr
die Cytokeratine 5 und 14 wurden zusatzlich noch 16 pm dicke
Schnitte verwendet, welche nach demselben Protokoll, wie fiir Claudin,
Occludin, AGTR-II und COX-1 nachfolgend beschrieben, behandelt

wurden.

Fir den immunhistologischen Nachweis von Claudin 1, Occludin, AGTR-
IT und COX-1 wurden neben den 5 pm dicken zusatzlich 16 um dicke
Formalin-fixierte Schnitte verwendet, um weitere Ergebnisse mittels
konfokaler 3D-Laser-Scanning-Mikroskopie zu bekommen. Aus diesem
Grund kam bei diesen Untersuchungen statt der , ABC-Methode"
wiederum Streptavidin/FITC zum Einsatz, um den biotinylierten
Sekundar-Antikdrper mit einem Fluoreszenzfarbstoff sichtbar zu
machen. Dieses Verfahren ist bei der Pflanzen-Lektin-Verwendung
oben bereits ndher ausgefiihrt worden. Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht

Uber die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper (AK).
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Tabelle 7: Ubersicht Giber die verwendeten Antikérper
Primar- | AK- Verdinnung | Firma Sekundar-AK | Verdiinnung
AK liefernde und des mit Hersteller | und
Tierart Inkubation Primar- Inkubation
AK
CK 5 Meer- 1:50 (a) Anti- 1:300
schwein- . Meerschwein )
Uber Nacht 30 Minuten,
chen biot. von der
6°C Raumtemp.
Ziege (b)
CK 8 Maus 1:500 (c) Anti-Maus 1:300
. biot. vom )
Uber Nacht 30 Minuten,
Kaninchen (d)
6°C Raumtemp.
CK 14 Meer- 1:100 (a) Anti- 1:300
schwein- . Meerschwein )
Uber Nacht 30 Minuten,
chen biot. von der
6°C Raumtemp.
Ziege (b)
CK 15 Maus 1:100 (e) Anti-Maus 1:300
. biot. vom )
Uber Nacht 30 Minuten,
Kaninchen (d)
6°C Raumtemp.
CK 18 Maus 1:20 (a) Anti-Maus 1:300
N biot. vom )
Uber Nacht 30 Minuten,
Kaninchen (d)
6°C Raumtemp.
CK 19 Meer- 1:200 (a) Anti- 1:300
schwein- . Meerschwein .
Uber Nacht 30 Minuten,
chen biot. von der
6°C Raumtemp.
Ziege (b)
PanCK Maus 1:100 (f Anti-Maus 1:300
(CKs . biot. vom )
Uber Nacht 30 Minuten,
8+18) Kaninchen (d)
6°C Raumtemp.
Claudinl | Kaninchen | 1:400 (9) Anti- 1:300
" Kaninchen )
Uber Nacht 30 Minuten,
biot. vom
6°C Raumtemp.

Schwein (d)




Material und Methoden 53
Occludin | Kaninchen | 1:800 (9) Anti- 1:300
" Kaninchen )
Uber Nacht 30 Minuten,
biot. vom
6°C Raumtemp.
Schwein (d)
AGTR-II | Kaninchen | 1:500 (9) Anti- 1:300
(Typ 2) . Kaninchen .
Uber Nacht 30 Minuten,
biot. vom
6°C Raumtemp.
Schwein (d)
COX-1 Kaninchen | 1:250 (9) Anti- 1:300
. Kaninchen )
Uber Nacht 30 Minuten,
biot. vom
6°C Raumtemp.
Schwein (d)

Hersteller der verwendeten Antikérper

(a) Firma Progen, Heidelberg

(b) Firma Vector, Burlingame, USA

(c) Firma Chemicon Vertrieb Uber Millipore, Schwalbach

(d) Firma Dako, Hamburg

(e) Firma Dianova, Hamburg

(f) Firma Biocarta, Hamburg

(g) Firma Abcam, Cambridge, UK

Die Cytokeratin-Untersuchungen der

folgendem Protokoll durchgefiihrt:

e Entparaffinieren der Schnitte

in Xylol

absteigender Alkoholreihe bis Aqua dest.

5um Schnitte wurden nach

und Rehydrieren in

e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Cytokeratin-spezifische Vorbehandlungen:

-CK 8: 0,1 % Protease (Firma Sigma-Aldrich, Steinheim) fur 10

Minuten bei Raumtemperatur
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-CK 15: Citratpuffer (pH-Wert 6,0) dreimal 10 Minuten in der

Mikrowelle und anschlieBend 20 Minuten abkihlen lassen

-PanCK : Trypsin (Firma Sigma-Aldrich, Steinheim) flr 20

Minuten bei Raumtemperatur

Nach diesen Vorbehandlungen dreimal 5 Minuten Waschen in
PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Schnitte flir 10 Minuten in 50 ml Hydrogenperoxid verdinnt in

150 ml Aqua dest. bei Raumtemperatur belassen
e Schnitte 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser splilen
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Schnitte in einer feuchten Kammer mit Dako Protein Block
Serum Free (Firma Dako, Hamburg) betropfen und 10 Minuten

bei Raumtemperatur inkubieren

e Primar-Antikérper verdinnt in Dako Antibody Diluent
(Konzentration siehe Tabelle) auftragen und Uber Nacht bei 6°C

im Kihlschrank in der feuchten Kammer inkubieren

e Vor Weiterbehandlung die Schnitte eine Stunde bei Raum-

temperatur ruhen lassen
e dreimal finf Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Sekundar-Antikérper verdinnt in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4;
Konzentration siehe Tabelle) aufbringen und 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubieren
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Streptavidin-Biotin-Horseradish-Peroxidase-Complex (Firma
Dako, Hamburg)  auftropfen und 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubieren
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e 8 Minuten in DAB-Hydrogenperoxidlésung belassen und direkt
im Anschluss wenige Minuten unter flieBendem Leitungswasser

splilen
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e Zellkerne 30 Sekunden mit Hdmalaun gegenfarben
e Schnitte 10 Minuten unter flieBendem Leitungswasser splilen
e In einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol entwassern

e Eindeckeln der Schnitte mit Eukitt®

Auswertung:

Die lichtmikroskopische Auswertung und Photodokumentation der
Cytokeratin-Untersuchungen an 5 pm Schnitten erfolgte mit einem
Mikroskop (Aristoplan®) der Firma Leitz, Wetzlar. An dieses war eine
Kamera Lumenera USB Camera® Release 3.8 (Firma Lumenera

Corporations, Ontario, Kanada) angeschlossen.

Die Cytokeratin-Untersuchungen der 16 um Schnitte sowie Claudin,
Occludin, AGTR-II und COX-1 mit 5 und 16 pym Schnitten wurden nach
folgendem Protokoll durchgefihrt:

e Entparaffinieren der Schnitte in Xylol und Rehydrieren in

absteigender Alkoholreihe bis Aqua dest.
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Citratpuffer (pH-Wert 6,0) dreimal 10 Minuten in der Mikrowelle

und anschlieBend 20 Minuten abklhlen lassen
e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

e Schnitte in einer feuchten Kammer mit Dako Protein Block
Serum Free (Firma Dako, Hamburg) betropfen und 10 Minuten

bei Raumtemperatur inkubieren

e Primar-Antikdérper verdinnt in Dako Antibody Diluent
(Konzentration siehe Tabelle) auftragen und Uber Nacht bei 6°C

im Kihlschrank in der feuchten Kammer inkubieren

e Vor Weiterbehandlung die Schnitte eine Stunde bei

Raumtemperatur ruhen lassen

e dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)
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Sekundar-Antikérper verdinnt in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4;
Konzentration siehe Tabelle) aufbringen und 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubieren
dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

Schnitte mit Streptavidin/FITC in PBS-Puffer 1:500 verdinnt
beschichten und 30 Minuten bei Raumtemperatur in der

feuchten Kammer inkubieren
dreimal 5 Minuten Waschen in PBS-Puffer (pH-Wert 7,4)

AbschlieBend jeden Schnitt einzeln mit DAPI (Vectashield
Mounting Medium for Fluorescence with DAPI H-1200, Vector
Laboratories Inc, Burlingame) beschichten und sofort mit

durchsichtigem Nagellack eindeckeln

Schnitte abgedunkelt im Kihlschrank aufbewahren

Auswertung:

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung und Photodokumentation

der Cytokeratin-Untersuchungen mit 16 pm Schnitten sowie Claudin 1,
Occludin, AGTR-II und COX-1 mit 5 und 16um Schnitten erfolgte mit
einem Mikroskop (Axiovert 200M®) der Firma Zeiss, Oberkochen. An

dieses war eine Kamera Axiocam ICc 1® (Firma Zeiss, Oberkochen)

angeschlossen.

6.

Transmissionselektronenmikroskopie

Auswertung:

Die Ultradlinnschnitte wurden an einem Transmissionselektronen-
mikroskop EM 902 (Fa. Zeiss, Oberkochen) fotografiert und

ausgewertet. Die Beschleunigungsspannung betrug 80 kV.
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V. ERGEBNISSE

1. Lichtmikroskopische Untersuchungen

Der Nebenhoden, welcher sowohl durch das Mesepididymis als auch
das Ligamentum testis proprium fest mit dem Hoden verbunden ist,
kann makroskopisch in drei Abschnitte unterteilt werden und zwar in
den Nebenhodenkopf, Caput epididymidis, den Nebenhodenkdrper,
Corpus epididymidis und den Nebenhodenschwanz, Cauda epi-

didymidis.

Mikroskopisch muB allerdings aufgrund der Beurteilung verschiedener
Parameter wie Epithelhdhe, Oberfladchenbesatz der Epithelzellen,
Epithelzell-Typen, Lumendurchmesser des Nebenhodenganges, u.v.m.,
eine Gliederung in vier Nebenhoden-Abschnitte vorgenommen werden:
Die Ductuli efferentes, das Initialsegment, das Mittelsegment und das
Terminalsegment des Ductus epididymidis. In der Literatur wird jedoch
auffallend haufig das Initialsegment nach wie vor mit dem Begriff
Caput epididymidis bezeichnet, das Mittelsegment mit dem Begriff
Corpus epididymidis und auch flir das Terminalsegment wird der
Ausdruck Cauda epididymidis benutzt. Da sich somit die
mikroskopischen Begriffe Initial-, Mittel- und Terminalsegment nicht in
der Fachliteratur durchsetzen konnten, werden auch in meiner Arbeit
Caput, Corpus und Cauda epididymidis flr die mikroskopischen
Ergebnis-Beschreibungen verwendet, wobei aber nochmals speziell
darauf hingewiesen werden soll, dass diese Begriffe nicht im

makroskopischen Sinne zu verstehen sind.

1.1. Ductuli efferentes

Die aus dem Rete testis entspringenden Ductuli efferentes
durchbrechen die Tunica albuginea des Hodens und kommen dann im
Nebenhodenkopf zu liegen. Diese 15 - 16 stark aufgeknduelten
Kanalchen stellen die Verbindung zum Ductus epididymidis dar. Ein
oder zwei der Ductuli efferentes bilden, eingebettet von Bindegewebe,

ein kegelférmiges Lappchen, einen Conus vasculosus.
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Das Epithel der Ductuli efferentes ist mehrreihig und hochprismatisch.
Mit durchschnittlich 19 um (* 2,8 um) ist es aber deutlich niedriger als
das Epithel der anschlieBenden Abschnitte des Ductus epididymidis. Im
Epithel der Ductuli efferentes lassen sich zwei Zellarten unterscheiden:
Die zilientragenden Zellen und die zilienlosen sekretorischen Zellen
(Bild 2). Den kleineren Anteil der Epithelzellen stellen die Zilienzellen
dar, welche aktiv bewegliche und nur selten verklebte Kinozilien
tragen. Ihr Zellkern ist meist von langlicher Form und befindet sich
typischerweise im basalen Zellbereich. Ein dominanter Nukleolus und
mehrere kleinere Nukleoli sind regelmaBig zu erkennen. Zum Teil
kommen an der Kinozilienbasis auch kleine Kdrnchen, sogenannte
Basalkérperchen vor. Die Uberwiegende zweite vorkommende Zellart
sind die zilienlosen sekretorischen Zellen, welche an ihrer apikalen
Oberflache einen regelmaBigen Mikrovilli-Besatz, den sogenannten
Blrstensaum tragen. Ihr Zellkern ist eher rund und meist in der Mitte
des Zytoplasmas gelegen. Auch bei dieser Zellart ist ein deutlicher
Nukleolus zu erkennen. Das Lumen der Ductuli efferentes hat oft ein
sternformiges Aussehen (Bild 1) und der mittlere Lumendurchmesser
betragt 78,7 um (£ 25,7 ym). Damit ist er deutlich geringer als in den
folgenden drei Segmenten des Ductus epididymidis. Im Lumen
befinden sich meist keine oder nur wenige Spermien oder Zell-
fragmente. Auf die kraftige Basallamina folgen nur zwei bis drei Lagen
glatter Muskelzellen und lockeres gefaBreiches Bindegewebe. In der
PAS-Farbung (mit und ohne Amylaseverdau) reagieren die Basallamina
und der apikale Epithelsaum deutlich positiv (Bild 3). AuBerdem lassen
sich im Zytoplasma der zilienlosen Zellen zum Teil PAS-positive
Granula erkennen. Bei der Alcianblau-Farbung pH 1 zeigen lediglich
einzeln vorkommende Mastzellen im Bindegewebe eine positive
Reaktion, wohingegen bei pH 2,5 auch die Kinozilien und der apikale
Epithelsaum deutlich positiv sind (Bild 4). Teilweise sind auch im
Zytoplasma der Zellen nur schwach Alcianblau-positive Granula zu

erkennen.
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Bild 1: Ductuli efferentes, HE-Farbung,
SB = 25 uym

Sternféormiges Lumen (Stern) der Ductuli
efferentes, BGW = Bindegewebe, MS =
Muskelzellschicht

Bild 2: Ductuli efferentes, Goldner-
Farbung, SB = 25 ym

Kinozilien-tragende Zellen mit basalem
langlichen Zellkern (Pfeil), zilienlose
Zellen mit Mikrovilli und rundem, eher
zentralem Zellkern (Pfeilspitze), SP =
Spermien

Bild 3: Ductuli efferentes, PAS-Farbung,
SB =40 um

Die Basalmembran (BM) und der apikale
Epithelsaum (Pfeilspitze) zeigen eine
positive Reaktion

Bild 4: Ductuli efferentes, Alcianblau-
Farbung pH 2,5, SB = 25 pym

Kinozilien und apikaler Epithelsaum
(Pfeilspitze), sowie die Mastzelle (MTZ) im
Bindegewebe reagieren deutlich positiv.
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Bild 5: Ductuli efferentes und Caput
bzw. Initialsegment, HE-Farbung, SB =
250 pym

Ubergang der Ductuli efferentes (De) in
das erste Segment des Nebenhoden-
ganges, das Caput epididymidis (Cap)
bzw. das Initialsegment. Deutlich zu
erkennen ist das wesentlich héhere
Epithel des Caput epididymidis.
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1.2. Ductus epididymidis

1.2.1. Caput epididymidis bzw. Initialsegment

Der Ubergang von den Ductuli efferentes zum Caput epididymidis
(bzw. Initialsegment) ist durch einen starken Anstieg der Epithelhdhe
gekennzeichnet (Bild 5). Diese betragt im Caput durchschnittlich 36,9
Mm (£ 13,9 pm), wodurch sich das Caput im histologischen Bild
deutlich von den Ductuli efferentes unterscheiden lasst. Der Ductus
epididymidis im Bereich des Caput wird von einem mehrreihigen
hochprismatischen Epithel ausgekleidet, welches aus drei ver-
schiedenen Epithelzell-Typen gebildet wird: den Haupt-, Basal- und
Apikalzellen (Bild 7). Die schlanken Hauptzellen tragen an ihrer
apikalen Oberflache lange, weit ins Lumen reichende (£ 110,6 pm)
und zum Teil zu Buscheln verklebte Stereozilien (Bild 6). Ihr Zellkern
ist in diesem Abschnitt meist rund mit deutlich erkennbarem Nukleolus
und befindet sich im basalen Zytoplasmabereich. Die Apikalzellen
zeichnen sich durch ihre charakteristische Lage in unmittelbarer Nahe
der lumennahen Epithelgrenze aus. Ihr Zellkern ist meist langgestreckt
und ebenfalls von lumennaher Lokalisation, ein bis zwei Nukleoli sind
zu erkennen. AuBerdem tragen diese Zellen ebenfalls Stereozilien an
ihrer Oberflache. Die Basalzellen liegen der Basallamina direkt an und
ihr Zellkern ist ovoid, wobei seine Langsachse parallel zur
Basalmembran verlduft, oder rundlich. Im Kern sind haufig ein groBer
Nukleolus und mehrere kleinere Nukleoli erkennbar. Der mittlere
Lumendurchmesser des Ductus epididymidis im Bereich des Caput
betragt 126,9 um (£ 23,2 um). Innerhalb des Lumens befinden sich
meist nur wenige Spermien. Angrenzend an die Basallamina sind zwei
bis drei Lagen glatter Muskelzellen und an diese anschlieBend
Bindegewebe zu erkennen. Bei der PAS-Farbung (mit und ohne
Amylaseverdau) zeigen die Stereozilien, der apikale Epithelsaum und
die Basallamina eine positive Reaktion. AuBerdem reagieren die
Muskelzellschichten und das BlutgefaB-Endothel deutlich positiv (Bild
8). Bei der Alcianblau-Farbung bei pH 1 zeigen wiederum lediglich
einzeln vorkommende Mastzellen im Bindegewebe eine stark positive
Reaktion, wohingegen bei pH 2,5 auch die Stereozilien des
Caputabschnittes deutlich positiv sind (Bild 9).
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Bild 6: Caput epididymidis, HE-Farbung,
SB =40 ym

Die Stereozilien (STZ) des Caput-
segmentes ragen weit ins Lumen, MS =
Muskelzellschicht

Bild 7: Caput epididymidis, HE-Farbung,
SB = 25 ym

Die Basalzellen (BZ) liegen direkt an der
Basallamina, die runden Zellkerne der
Hauptzellen (Pfeilspitzen) liegen im
basalen Epithelbereich und die Apikal-
zellen (AZ) liegen nahe der Epithel-
oberflache

Bild 8: Caput epididymidis, PAS-Farbung,
SB = 25 um

Die Basalmembran (BM), der apikale
Epithelsaum (AES), die Stereozilien (STZ)
und die Muskelschicht (MS) zeigen eine
positive Reaktion. AuBerdem reagiert das
GefaBendothel (Pfeilspitze) stark positiv

Bild 9: Caput epididymidis, Alcianblau-
Farbung pH 2,5, SB = 25 ym

Die Stereozilien (STZ) reagieren deutlich
positiv.
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1.2.2. Corpus epididymidis bzw. Mittelsegment

Das Epithel des Ductus epididymidis im Bereich des Corpus
epididymidis (bzw. des Mittelsegmentes) ist mit durchschnittlich 45,8
MM (£ 4,1 um) im gesamten Nebenhodengang das hdchste. Dieses
mehrreihige hochprismatische Epithel besteht beim Hund in diesem
Abschnitt laut Schimming (2001) aus vier verschiedenen Epithelzell-
Arten: Die bereits im Caput vorkommenden Haupt-, Basal- und
Apikalzellen sowie die sogenannten ,Clear cells". Die ,Clear cells"
lassen sich allerdings mit den hier verwendeten lichtmikroskopischen
Ubersichtsfarbungen nicht eindeutig identifizieren. Die Zellkerne der
Hauptzellen sind in diesem Gangsegment Ilanglich und deutlich
zentraler im Zytoplasma gelegen (Bild 11). AuBerdem sind meist zwei
groBere Nukleoli erkennbar. Die Stereozilien reichen auch in diesem
Segment weit ins Lumen, sind aber etwas klrzer (£ 102,4 um) als die
des Caputbereiches, und zum Teil kommen Verklebungen zwischen
den Stereozilien vor (Bild 10). Die Apikalzellen zeichnen sich wiederum
durch einen meist langgestreckten und lumennahen Zellkern mit ein
bis zwei deutlichen Nukleoli aus (Bild 12). Die Zellkerne der Basalzellen
sind im Corpus epididymidis von ovoider, runder oder sogar teilweise
dreieckiger Form wund enthalten einen groBen Nukleolus. Das
Nebenhoden-Lumen betragt in diesem Abschnitt im Mittel 119,8 um (&
19,8 ym) und darin befinden sich viele Spermien sowie teilweise
Zellfragmente. Auf die Basallamina folgen drei bis vier Muskelzell-
Lagen, an die sich gefaBreiches Bindegewebe anschlieBt. Eine
Besonderheit, die ab diesem Nebenhodenabschnitt beobachtet werden
kann, ist das Auftreten von dunkelblau bis dunkellila gefarbter Granula,
welche in regelmaBigen Ketten an der Basallamina oder vereinzelt im
Epithel bzw. im Lumen zu sehen sind. Diese Granula sind sowohl bei
der HE- als auch bei der PAS-Farbung zu erkennen (Bild 10 und 11).
Die anderen Strukturen des Corpus epididymidis zeigen bei der PAS-
Farbung und der Alcianblau-Farbung dasselbe Farbeverhalten wie im
Caputbereich (Bild 13).
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Bild 10: Corpus epididymidis, HE-
Farbung, SB = 40 ym

Die Stereozilien (STZ) im Bereich des
Corpus epididymidis sind teilweise ver-
klebt und kirzer. Es befinden sich viele
Spermien (SP) im Lumen und an der
Basallamina liegen dunkle Granula (Pfeil-
spitzen)

Bild 11: Corpus epididymidis, PAS-
Farbung, SB = 25 ym

Die Basalzellen (BZ) liegen direkt an der
Basallamina und die hier langlichen
Zellkerne der Hauptzellen (HZ) liegen
zentral im Epithel. An der Basallamina
befinden sich mehrere dunkle Granula
(Pfeilspitzen)

Bild 12: Corpus epididymidis, HE-
Farbung, SB = 25 pym

Auch im Corpussegment sind Apikalzellen
(AZ) zu erkennen. Diese zeichnen sich
durch ihre lumennahe Lage und ihren
meist langlichen Zellkern aus.

Bild 13: Corpus epididymidis, Alcianblau-
Farbung pH 2,5, SB = 40 pm

Die Stereozilien (STZ) und der apikale
Epithelsaum (Pfeilspitze) reagieren
deutlich positiv.
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1.2.3. Cauda epididymidis bzw. Terminalsegment

Das Epithel der Cauda epididymidis (bzw. des Terminalsegmentes)
verandert sich im Verlauf des Nebenhodenkanals. Wahrend es zu
Beginn gebuchtet und relativ hoch (Bild 14) ausgebildet ist, kommen in
den weiter distal gelegenen Abschnitten des Ductus epididymidis im
Bereich der Cauda keine Ausbuchtungen mehr vor und die Epithelhdhe
nimmt weiter ab (Bild 15). Im Vergleich zu den vorherigen Abschnitten
des Ductus epididymidis ist die Epithelhdhe der Cauda mit
durchschnittlich 30,9 pym (£ 5,2 um) generell am niedrigsten. Auch in
diesem Nebenhodensegment kommen beim Hund laut Schimming
(2001) folgende vier Epithelzell-Typen vor: Haupt-, Basal- und
Apikalzellen sowie ,Clear cells". Wie schon bei der Beschreibung des
Corpus epididymidis erwahnt, kénnen die ,Clear cells® mit den hier
verwendeten lichtmikroskopischen  Farbungen nicht eindeutig
identifiziert werden. Die Zellkerne der Hauptzellen sind in diesem
Abschnitt deutlich unregelmaBiger im Epithel angeordnet und liegen
meist nicht alle auf einer Héhe (Bild 17). Sie sind aber zum gréBten
Teil von runder Form und lassen mehrere Nukleoli erkennen. Die
Basalzellen haben wiederum einen ovalen bis runden Zellkern mit
einem gut ausgebildeten Nukleolus. Sie liegen der Basallamina direkt
an. Die Apikalzellen zeigen in diesem Nebenhodensegment einen
runden Zellkern und liegen wieder nahe dem Lumen des Ganges. Die
Stereozilien sind in der Cauda wesentlich kirzer (£ 67,1 pym) als im
Caput- und im Corpusbereich, aber meist nicht verklebt. Der
Caudaabschnitt besitzt mit durchschnittlich 321,0 pm (£ 95,9 ym) das
weiteste Lumen des gesamten Ductus epididymidis. Darin sind
massenhaft Spermien aber auch Zellen und Zelltrimmer zu finden.
AuBerdem ist eine deutliche Zunahme der Muskelschicht auf bis zu funf
Lagen glatter Muskelzellen gut erkennbar. Bei der PAS-Farbung (mit
und ohne Amylaseverdau) reagieren die Stereozilien, der apikale
Epithelsaum und das GefaBendothel deutlich positiv. AuBerdem
befinden sich im Epithel und an der Stereozilienbasis stark PAS-
positive kleine Granula (Bild 16). Wie schon im Corpus beschrieben,
sind auch in der Cauda zahlreiche dunkellilafarbene gréBere Granula an

der Basalmembran zu finden (Bild 16). Bei der Farbung mit Alcianblau
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pH 2,5 reagieren die Stereozilien und der apikale Zytoplasmabereich

positiv (Bild 17). Mastzellen sind nur selten und vereinzelt im Binde-

gewebe zu finden.

kj—.

Bild 14: Cauda epididymidis, HE-
Farbung, SB = 100 pm

Im Anfangsbereich der Cauda epididy-
midis ist das Epithel noch gebuchtet und
relativ hoch, es befinden sich zahlreiche
Spermien (SP) im Lumen. Weiter ist eine
deutliche Zunahme der glatten Muskel-
zellen zu erkennen (Pfeilspitze).

Bild 15: Cauda epididymidis, HE-
Farbung, SB = 40 ym

Weiter distal im Caudaabschnitt ist das
Epithel sehr flach und nicht mehr
gebuchtet. Die Muskelschicht (MS)
besteht aus finf und mehr Schichten. Die
Stereozilien (STZ) sind deutlich klrzer als
in den vorherigen Segmenten.

Bild 16: Cauda epididymidis, PAS-
Farbung, SB = 25 um

Auch in der Cauda sind dunkle Granula
(Pfeilspitzen) an der Basallamina zu
erkennen. Neben den Stereozilien (STZ)
reagieren kleine Granula im Epithel
(Pfeile) deutlich PAS-positiv.

Bild 17: Cauda epididymidis, Alcianblau-
Farbung pH 2,5, SB = 25 pm

Die Stereozilien (STZ) und das apikale
Zytoplasma reagieren deutlich positiv. Die
Zellkerne der Hauptzellen (Pfeilspitzen)
liegen unregelmaBig im Epithel. BZ =
Basalzelle, AZ = Apikalzelle
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2. Glykohistochemische Untersuchungen
2.1. Bindungsstellen fur Maackia amurensis Agglutinin
I (MAA D)

Bei den Ductuli efferentes zeigt lediglich der apikale Epithelsaum eine
deutlich positive Reaktion auf MAA I, das umliegende Bindegewebe
hingegen ist nur schwach positiv. Dagegen zeigt sich in den folgenden
drei Segmenten des Ductus epididymidis eine charakteristische starke
und spezifische positive Reaktion der Apikalzellen (Bild 18). Im Caput
reagieren neben den stark positiven Apikalzellen auBerdem einige
Basalzellen positiv, und auch die Basalmembran und die Stereozilien
reagieren schwach positiv. Im Corpus sind neben den meist deutlich
positiven Apikalzellen zudem einige Basalzellen stark positiv (Bild 20),
was durch die Doppelfarbung mit DAPI in Bild 21 deutlich wird. In der
Cauda epididymidis reagieren die Apikalzellen und die Stereozilien
sowie der apikale Epithelsaum stark positiv (Bild 19), wohingegen das
apikale Zytoplasma der Hauptzellen schwach positiv und die

Basalzellen nicht eindeutig positiv reagieren.

2.2. Bindungsstellen fur Sambucus nigra Agglutinin
(SNA)
Bei Inkubation mit dem markierten SNA zeigt sich nur das
Bindegewebe um die Ductuli efferentes positiv, ihr Epithel selbst ist
negativ. Im Caput und im Corpus ist ein interessantes Reaktions-
muster zu beobachten, bei dem die Stereozilien lediglich blschelweise
stark positiv reagieren (Bild 22 und 23). Zudem ist das apikale
Zytoplasma unter diesen Buscheln zum Teil deutlich positiv. Bis auf
schwach positives umliegendes Bindegewebe binden die Ubrigen Zell-
und Gewebestrukturen in Caput und Corpus kein SNA. Im
Caudaabschnitt lassen sich dann schwach positive Stereozilien
erkennen, bei denen sich die Reaktion nicht nur spezifisch auf einzelne
Blschel begrenzt. AuBerdem reagieren das apikale und basale Zyto-
plasma sowie die Golgi-Zone der Hauptzellen schwach positiv und auch

der Lumeninhalt ist punktual stark positiv.
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2.3. Bindungsstellen fur Viscum album Agglutinin
(VAA)
In den Ductuli efferentes ist zu erkennen, dass sich VAA stark an die
Spermien bindet, und zwar spezifisch im Bereich des zytoplasma-
tischen Trépfchens der Spermien direkt unterhalb des Spermienkopfes
(Bild 24). AuBerdem zeigt das Bindegewebe um die Ductuli efferentes
deutliche Bindung von VAA. Im Caput epididymidis sind ebenfalls stark
positive intraluminale Spermien zu erkennen, wahrend die Basalzellen
schwach bis fraglich positiv erscheinen. Im Corpusbereich sind lediglich
die Spermien im Nebenhoden-Lumen deutlich VAA-positiv (Bild 25).
AuBerdem bindet das umliegende Bindegewebe von Caput und Corpus
jeweils in geringem MaBe das VAA. In der Cauda epididymidis lasst
sich neben den Spermien auch eine positive VAA-Reaktion an den
Stereozilien sowie am apikalen Zytoplasma und der Golgi-Zone der
Hauptzellen erkennen. Zudem ist der apikale Epithelsaum, die

Muskelschicht und das Bindegewebe schwach positiv.

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse Uber die Untersuchungen mit den
Lektinen MAA I, SNA und VAA in der Ubersicht dargestellt.

Tabelle 8: Glykohistochemischer Nachweis der Lektine SNA, MAA I und
VAA

Abschnitt Zellart/Gewebeart SNA MAA I VAA
Ductuli Apikaler Epithelsaum - ++ -
efferentes

KZ-tragende Z - - -

Zilienlose Z mit MV - - _

Spermien - - ++
Bindegewebe ++ +/- +
Caput Stereozilien +4° +/- -
epididymidis . .
Apikaler Epithelsaum - +/- -
Apikales ZP der HZ Zum Teil - -
++

Golgi-Zone der HZ - - -

Basales ZP der HZ - - -
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Basalzellen

Apikalzellen

++

Basalmembran

+/-

Spermien

Bindegewebe

Muskelschicht

Corpus
epididymidis

Stereozilien

+/-

Apikaler Epithelsaum

+/-

Apikales ZP der HZ

Zum Teil
++

Golgi-Zone der HZ

Basales ZP der HZ

Basalzellen

++°

Apikalzellen

++

Basalmembran

Spermien

Bindegewebe

Muskelschicht

Cauda
epididymidis

Stereozilien

+/-

++

Apikaler Epithelsaum

++

Apikales ZP der HZ

+/-

Golgi-Zone der HZ

+/-

Basales ZP der HZ

+/-

Basalzellen

Apikalzellen

Basalmembran

Spermien

+

Bindegewebe

+/-

Muskelschicht

+/-

HZ=Hauptzellen,

KZ=Kinozilien,

MV=Mikrovilli,

Z=Zellen,

ZP=Zytoplasma

++ stark positiv, + positiv, +/- schwach bzw. undeutlich positiv, - negativ
a = nicht bei allen Zellen dieses Typs zu erkennen, b = blischelweise
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Bild 18: MAA I-Bindung im Corpus epi-
didymidis, SB = 50 um

Die Apikalzellen (Pfeile) reagieren
deutlich positiv mit MAA 1.

Bild 20: MAA I-Bindung im Corpus epi-
didymidis, SB = 50 um

Die Basalzellen (Pfeile) reagieren deutlich
stark positiv mit MAA 1.

Bild 19: MAA I-Bindung in der Cauda epi-
didymidis, SB = 50 um

Hier reagiert neben den Apikalzellen (AZ)
auch der apikale Epithelsaum (Pfeile)
stark positiv. SP = Spermien

==

HZ —> L

Bild 21: MAA I-Bindung im Corpus epi-
didymidis, SB = 50 um

In der Bildiberlagerung von FITC- und
DAPI-Fluoreszenz werden die Reaktions-
ergebnisse verdeutlicht. Um die Zellkerne
der Basalzellen (Pfeile) ist eine starke
positive Reaktion zu erkennen, nicht aber
um die Zellkerne der Hauptzellen (HZ).
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Bild 22: SNA-Bindung im Caput epi-
didymidis, SB = 100 pm

Mehrere Blischel von Stereozilien (Pfeil)
binden intensiv das SNA. Unterhalb dieser
Blschel zeigt sich auch das Zytoplasma
positiv.

Bild 24: VAA-Bindung in den Ductuli
efferentes, SB = 100 pm

Die zytoplasmatischen Trépfchen der
Spermien, direkt unterhalb des
Spermienkopfes (Pfeil) reagieren stark
positiv auf VAA. Auch das umliegende
Bindegewebe (BGW) zeigt sich positiv.

Bild 23: SNA-Bindung im Corpus epi-
didymidis, SB = 50 pm

Auch in diesem Segment reagieren
mehrere Stereozilien-Blischel (Pfeile)
stark positiv.

Bild 25: VAA-Bindung im Corpus epi-
didymidis, SB = 100 pm

Das Paket aus zahlreichen Spermien (SP)
im Nebenhoden-Lumen zeigt starke VAA-
Positivitat.
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2.4. Bindungsstellen fur Galektin-1 (Gal-1)

In den Ductuli efferentes reagiert der apikale Epithelsaum stark positiv
und auch das Zytoplasma sowohl der Kinozilien-tragenden als auch der
zilienlosen Zellen ist positiv (Bild 26). Im Caput epididymidis zeigen
sich die Stereozilien nur schwach bis undeutlich positiv, wohingegen
auch in diesem Abschnitt der apikale Epithelsaum stark positiv (++)
und das apikale Zytoplasma der Hauptzellen positiv (+) mit Gal-1
reagieren (Bild 27). Die restlichen Anteile der Hauptzellen und auch die
anderen Epithelzell-Typen sind Gal-1-negativ. Beim Corpus epi-
didymidis sind nun stark Gal-1-positive Sterozilien zu erkennen (Bild
28), aber das apikale Zytoplasma der Hauptzellen reagiert nur
schwach bis undeutlich positiv. In der Cauda epididymidis besitzt der
Ductus epididymidis eine deutlich Gal-1-positive Schicht glatter
Muskelzellen (Bild 29), die Stereozilien reagieren allerdings nur
schwach positiv. AuBerdem sind in der Cauda der apikale Epithelsaum,
alle Anteile der Hauptzellen, die Apikalzellen und auch die Basalzellen

positiv auf das Galektin 1.

2.5. Bindungsstellen fur Galektin-3 (Gal-3)

Mit Gal-3 reagiert zunachst lediglich das umliegende Bindegewebe der
Ductuli efferentes deutlich positiv, das Epithel ist dagegen ganzlich
negativ (Bild 30). Beim Ductus epididymidis im Bereich des Caput
epididymidis reagieren die Stereozilien und der apikale Epithelsaum
stark positiv (Bild 31), wohingegen die intraluminalen Spermien und
das Bindegewebe um den Nebenhodenkanal nur schwach positiv sind.
Die Epithelzellen des Ductus epididymidis im Bereich des Caput
epididymidis binden, genau wie die Muskelschicht, kein Gal-3. Im
Corpusabschnitt sind die Stereozilien nur noch schwach positiv, die
Spermien im Nebenhoden-Lumen und das umliegende Bindegewebe
wiederum deutlicher positiv (Bild 32). In der Cauda epididymidis
bleiben die Stereozilien schwach Gal-3-positiv, genau wie die
intraluminalen Spermien, das Bindegewebe und auch der apikale
Epithelsaum (Bild 33). Alle Gbrigen Strukturen farben sich nicht mit
Galektin 3 an.
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2.6. Bindungsstellen fur Galektin-8 (Gal-8)

Beim Nachweis von Bindungsstellen flir das Galektin 8 reagiert in den
Ductuli efferentes der apikale Epithelsaum stark positiv (Bild 34),
wahrend sich alle anderen Strukturen dieses Abschnitts negativ
verhalten. Im Caputbereich zeigen die Stereozilien und die Golgi-Zone
der Hauptzellen deutliche Galektin 8-Positivitat (Bild 35). Das apikale
Zytoplasma der Hauptzellen reagiert ebenfalls positiv und auch der
apikale Epithelsaum des Caputepithels ist schwach positiv. Im Corpus
epididymidis reagieren ebenfalls die Stereozilien stark positiv (Bild 36)
und in der Golgi-Zone der Hauptzellen lasst sich auch schwache
Positivitat erkennen. AuBerdem sind die Spermien im Nebenhoden-
Lumen schwach Gal-8-positiv. Die Caudaregion stellt sich in den
verschiedenen Abschnitten des Ductus epididymidis unterschiedlich
dar. Das proximale, gebuchtete und noch hohe Cauda-Epithel zeigt
positive Stereozilien und einen ebenfalls Gal-8-positiven Golgi-Bereich
in den Hauptzellen (Bild 37). Im weiter distalen flachen Caudaabschnitt
reagieren diese beiden Strukturen dann negativ. Aber in der gesamten
Caudaregion zeigen die intraluminalen Spermien und das umliegende

Bindegewebe eine schwach positive Reaktion auf das Galektin 8.

2.7. Bindungsstellen fur Galektin-9 (Gal-9)

In den Ductuli efferentes zeigt sich eine starke positive Reaktion am
apikalen Epithelsaum (Bild 38), wohingegen die restlichen Zellbereiche
negativ sind. Im Caput reagieren im Ductus epididymidis sowohl die
Stereozilien als auch die Golgi-Zone der Hauptzellen stark positiv mit
Gal-9 (Bild 39). Zudem sind der apikale Epithelsaum und das apikale
Zytoplasma der Hauptzellen positiv. Die Spermien im Lumen des Caput
epididymidis reagieren aber nur schwach Gal-9-positiv. Auch im
Corpus kommen stark positiv reagierende Stereozilien vor und der
apikale Epithelsaum ist ebenfalls deutlich Gal-9-positiv. AuBerdem
binden die Spermien im Corpussegment in hohem MaBe Gal-9 (Bild
40). Die Stereozilien und der apikale Epithelsaum der Cauda
epididymidis zeigen ebenfalls eine stark positive Reaktion (Bild 41).
Wahrend sich die Golgi-Zone der Hauptzellen in diesem Segment nur

schwach positiv zeigt, sind das apikale Zytoplasma der Hauptzellen
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und die intraluminalen Spermien deutlicher positiv fir Gal-9.

Tabelle 9 zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen mit den Galektinen
1, 3, 8 und 9 in der Ubersicht.

Tabelle 9: Glykohistochemischer Nachweis der Galektine 1, 3, 8 und 9

Abschnitt

Zellart/Gewebeart

Galektin
1

Galektin
3

Galektin
8

Galektin
9

Ductuli
efferentes

Apikaler
Epithelsaum

++

++

++

KZ-tragende Z

ZP +

Zilienlose Z mit MV

ZP +

Spermien

Bindegewebe

Caput
epididymidis

Stereozilien

++

++

Apikaler
Epithelsaum

++

+/-

Apikales ZP der HZ

Golgi-Zone der HZ

++

Basales ZP der HZ

Basalzellen

Apikalzellen

Basalmembran

Spermien

+/-

Bindegewebe

+/-

Muskelschicht

Corpus
epididymidis

Stereozilien

++

+/-

Apikaler
Epithelsaum

Apikales ZP der HZ

+/-

Golgi-Zone der HZ

Basales ZP der HZ

Basalzellen

Apikalzellen




Ergebnisse

75

Basalmembran

Spermien

++

Bindegewebe

Muskelschicht

Cauda
epididymidis

Stereozilien

+/-

+/-

++

Apikaler
Epithelsaum

++

Apikales ZP der HZ

+/-

Golgi-Zone der HZ

+/-

Basales ZP der HZ

Basalzellen

Apikalzellen

+ o+ 4]+ +

Basalmembran

Spermien

+/-

Bindegewebe

+/-

Muskelschicht

++

HZ=Hauptzellen, KZ=Kinozilien,
++ stark positiv, + positiv, +/- schwach bzw. fraglich positiv, - negativ
a = nur in der proximalen Cauda zu erkennen, wenn das Epithel noch hoch
und gebuchtet ist

MV=Mikrovilli,

Z=Zellen,

ZP=Zytoplasma
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Bild 26: Galektin 1-Bindung in den
Ductuli efferentes, SB = 25 ym

Der apikale Epithelsaum und das apikale
Zytoplasma (Pfeilspitze) reagieren
deutlich positiv. Aber auch das basale
Zytoplasma (Pfeil) ist positiv. BGW =
Bindegewebe

Bild 28: Galektin 1-Bindung im Corpus
epididymidis, SB = 25 pm

Die Stereozilien (STZ) des Corpus-
segmentes reagieren stark positiv auf
Galektin 1.

Bild 27: Galektin 1-Bindung im Caput
epididymidis, SB = 25 um

Wahrend die Stereozilien (STZ) nur
schwach positiv sind, reagieren das
apikale Zytoplasma (Pfeil) und der apikale
Epithelsaum deutlich positiv.

Bild 29: Galektin 1-Bindung in der Cauda
epididymidis, SB = 40 um

Die verschiedenen Schichten glatter
Muskelzellen (Pfeile) reagieren stark
positiv, wahrend sich das Epithel der
Cauda deutlich schwacher positiv zeigt
und das Bindegewebe (BGW) ganzlich
negativ bleibt.
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Bild 30: Galektin 3-Bindung in den
Ductuli efferentes, SB = 40 ym

Lediglich das Bindegewebe (Pfeilspitzen)
reagiert positiv; das Epithel der Ductuli
efferentes bleibt ganzlich negativ.

Bild 31: Galektin 3-Bindung im Caput
epididymidis, SB = 25 um

Die Stereozilien (STZ) des Caput-
abschnittes reagieren stark positiv und
auch der apikale Epithelsaum (Pfeil-
spitze) ist deutlich positiv.

Bild 32: Galektin 3-Bindung im Corpus
epididymidis, SB = 40 pm

Die Stereozilien (Pfeilspitze) des Corpus-
segmentes reagieren nur undeutlich bis
schwach positiv auf Galektin 3, wohin-
gegen das Bindegewebe (BGW) und die
Spermien (SP) im Lumen deutlich positiv
sind.

Bild 33: Galektin 3-Bindung in der Cauda
epididymidis, SB = 40 um

In der Cauda reagieren die Stereozilien
(Pfeilspitzen), das apikale Zytoplasma
(AZP), das Bindegewebe (BGW) und auch
die intraluminalen Spermien schwach
positiv mit Galektin 3.
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Bild 34: Galektin 8-Bindung in den
Ductuli efferentes, SB = 25 ym

In den Ductuli efferentes reagiert der
apikale Epithelsaum (Pfeilspitzen) stark
positiv.

Bild 35: Galektin 8-Bindung im Caput
epididymidis, SB = 25 um

Die Stereozilien (STZ) im Caput epi-
didymidis reagieren deutlich positiv und
auch die Golgi-Zone der Hauptzellen
(Pfeilspitzen) ist stark positiv.

Bild 36: Galektin 8-Bindung im Corpus
epididymidis, SB = 25 pm

Die Stereozilien (Pfeile) des Corpus-
segmentes reagieren stark positiv und
auch die Spermien (SP) im Lumen zeigen
eine schwache Galektin 8-Positivitat.

Bild 37: Galektin 8-Bindung in der Cauda
epididymidis, SB = 25 um

In der Cauda epididymidis reagieren die
Stereozilien (STZ) und wiederum die
Golgi-Zone der Hauptzellen (Pfeilspitzen)
stark positiv.
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Bild 38: Galektin 9-Bindung in den
Ductuli efferentes, SB = 25 ym

Der apikale Epithelsaum (Pfeilspitzen)
reagiert stark positiv, wahrend die rest-
lichen Strukturen géanzlich negativ
bleiben. BGW = Bindegewebe

Bild 39: Galektin 9-Bindung im Caput
epididymidis, SB = 25 um

Die Stereozilien (STZ) des Caput-
abschnittes reagieren deutlich positiv und
auch die Golgi-Zone der Hauptzellen
(Pfeilspitzen) ist stark positiv.

Bild 40: Galektin 9-Bindung im Corpus
epididymidis, SB = 25 pm

Die Stereozilien (STZ), die Spermien (SP)
im Lumen und auch der apikale Epithel-
saum (Pfeile) reagieren deutlich positiv
auf Galektin 9.

Bild 41: Galektin 9-Bindung in der Cauda
epididymidis, SB = 25 um

In der Cauda reagieren die Stereozilien
(STZ) und der apikale Epithelsaum (Pfeil-
spitze) stark positiv. Aber auch das
apikale Zytoplasma (AZP) der Hauptzellen
zeigt eine positive Reaktion.
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3. Immunhistochemische Untersuchungen

3.1. Nachweis von Pancytokeratin (PCK)

In den Ductuli efferentes zeigen die Kinozilien-tragenden Zellen eine
stark positive Reaktion im gesamten Zytoplasma (Bild 42). Die
restlichen Gewebestrukturen in diesem Abschnitt sind negativ. Im
Caput und Corpus epididymidis reagieren der apikale Epithelsaum und
die Basalzellen deutlich positiv auf den Antikérper gegen
Pancytokeratin (Bild 43 und 44). Auch im Caudabereich ist am apikalen
Epithelsaum und den Basalzellen eine stark positive Reaktion zu
erkennen (Bild 45). AuBerdem zeigt das apikale und basale
Zytoplasma der Hauptzellen in diesem Nebenhoden-Segment eine
schwache PCK-Reaktion. Bindegewebe und glatte Muskelzellen

verhalten sich beim Nachweis von PCK negativ.

3.2. Nachweis von Cytokeratin 5 (CK 5)

Beim Nachweis von Cytokeratin 5 reagieren nur die Kinozilien-
tragenden Zellen der Ductuli efferentes deutlich positiv (Bild 46). In
den folgenden drei Segmenten des Ductus epididymidis reagieren
spezifisch die Basalzellen stark positiv (Bild 47, 48 und 49). Nur dieser
Zelltyp farbt sich auBergewdhnlich deutlich mit dem CK 5-Antikdrper
an und Ilasst sogar die genauen Zellform-Unterschiede dieser
Epithelzellen in den verschiedenen Nebenhoden-Abschnitten erkennen.
Die Basalzellen des Caputsegmentes sind rund, hochkant oval oder
sogar dreieckig, wahrend die im Corpus meist rund oder hochkant oval
sind. In der Cauda liegen die Basalzellen sehr dicht nebeneinander und
sitzen der Basallamina breitflachig auf. AuBerdem lasst sich beim
immunhistochemischen Nachweis von CK 5 deutlich erkennen, dass die
Basalzellen Zytoplasma-Auslaufer in Richtung Lumen besitzen und
diese zudem das Lumen erreichen kénnen (Bild 50 und 51). Dies wird
durch die intensiv braunen Farbprodukte an der Epitheloberflache und
zwischen den Hauptzellen deutlich, welche den Basalzellen zugeordnet
werden koénnen. Diese Zytoplasma-Auslaufer der Basalzellen sind

sowohl im Caput als auch im Corpus des Nebenhodenkanals zu
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erkennen. Zudem fallt auf, dass die Anzahl der Basalzellen im
Caudabereich deutlich angestiegen ist im Vergleich zu den vorher-
gehenden Abschnitten. Die Basalzellen liegen in diesem Segment dicht

nebeneinander.

3.3. Nachweis von Cytokeratin 8 (CK 8)

Bei diesem Antikérper-Nachweis zeigen die Zellkerne beider
Epithelzell-Typen der Ductuli efferentes eine deutlich positive Reaktion
(Bild 52). AuBerdem reagieren die Zellkerne der glatten Muskelzellen
und der Bindegewebs-Fibrozyten positiv (Bild 52). Auch die drei
Abschnitte des Ductus epididymidis zeigen eine identische
Immunreaktion beim CK 8-Nachweis. Die Zellkerne aller Epithelzell-
typen und die Zellkerne der umliegenden Gewebezellen reagieren
deutlich CK 8-positiv (Bild 53, 54 und 55). Im Caputbereich zeigt sich
zudem noch eine starke positive Reaktion in der Golgi-Zone der
Hauptzellen (Bild 53). Die Zellkerne der intraluminalen Spermien

bleiben dagegen bei diesem immunhistochemischen Nachweis negativ.

3.4. Nachweis von Cytokeratin 14 (CK 14)

Auch beim Antikérpernachweis gegen CK 14 reagieren die Kinozilien-
tragenden Zellen der Ductuli efferentes stark positiv, wahrend die
Ubrigen Zellstrukturen im Epithel, aber auch in den anderen Geweben
(Bindegewebe, glatte Muskelzellen) negativ bleiben (Bild 56). Im
Epithel des Ductus epididymidis zeigen allein die Basalzellen eine
starke Reaktion (Bild 57, 58 und 59). Im Caput zeigt sich zudem das
Zytoplasma der Apikalzellen schwach CK 14-positiv. Die Hauptzellen
reagieren in Corpus und Cauda nur sehr schwach bis undeutlich
positiv. Auch bei dieser immunhistochemischen Farbung ist zu
erkennen, dass die Basalzellen zytoplasmatische Auslaufer in Richtung
Nebenhodenlumen besitzen. Teilweise ist sogar das Erreichen des
Lumens durch diese Auslaufer erkennbar. AuBerdem fallt, wie bei
Cytokeratin 5, die gesteigerte Anzahl der Basalzellen in der Cauda

epididymidis auf. Desweiteren reagieren in der Cauda epididymidis die
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angrenzenden Muskellagen positiv auf den Antikdérper gegen
Cytokeratin 14, die positive Reaktion ist aber deutlich schwacher als
die der Basalzellen (Bild 59).

3.5. Nachweis von Cytokeratin 15 (CK 15)

Dieser Nachweis ist in dieser Arbeit fur alle Strukturen in allen
Nebenhoden-Abschnitten  weitestgehend negativ. Lediglich die
Kinozilien-tragenden Zellen der Ductuli efferentes und die Caput-

Stereozilien reagieren fraglich oder schwach positiv.

3.6. Nachweis von Cytokeratin 18 (CK 18)

In den Ductuli efferentes reagieren wiederum die Kinozilien tragenden
Zellen positiv auf den Antikérper gegen CK 18 (Bild 60), die Ubrigen
Gewebeanteile verhalten sich negativ. Im Caput, Corpus und der
Cauda epididymidis zeigt allein der apikale Epithelsaum eine deutlich
positive Reaktion (Bild 61, 62 und 63).

3.7. Nachweis von Cytokeratin 19 (CK 19)

Auch beim Antikdérper gegen CK 19 sind intensiv positive Kinozilien-
tragende Zellen in den Ductuli efferentes zu erkennen (Bild 64). Im
Ductus epididymidis sind die Basalzellen als einzige Epithelzellart in
unterschiedlicher Starke positiv. Am schwachsten farben sich die
Basalzellen im Caputbereich an (Bild 65), wahrend die positive
Reaktion im Corpus deutlich intensiver ist (Bild 66). Am starksten
positiv reagieren die Basalzellen in der Cauda epididymidis (Bild 67).
AuBerdem ist in der Cauda auch ein schwach positiver apikaler
Epithelsaum zu erkennen. Andere Epithelstrukturen und umliegende

Gewebe zeigen keine Reaktion auf den Antikdrper gegen CK 19.

In den Tabellen 10 und 11 sind die Ergebnisse der Cytokeratin-

Untersuchungen in der Ubersicht dargestellt.
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Tabelle 10: Immunhistochemischer Nachweis der Cytokeratine 5, 8, 14
und Pancytokeratin

Abschnitt Zellart/Gewebeart PCK CK 5 CK 8 CK 14
Ductuli Apikaler - - - -
efferentes Epithelsaum
KZ-tragende Z ++ ++ Zellkerne ++
Zilienlose Z mit MV - - Zellkerne -
Spermien - - - -
Bindegewebe - - Zellkerne -
Caput Stereozilien - - - -
epididymidis Apikaler e - - -
Epithelsaum
Apikales ZP der HZ - - - -
Golgi-Zone der HZ - - ++ -
Zellkern der HZ - - ++ -
Basales ZP der HZ - - - -
Basalzellen ++ ++ Zellkerne ++
Apikalzellen - - Zellkerne | ZP +/-
Basalmembran - - - -
Spermien - - - -
Bindegewebe - - Zellkerne -
Muskelschicht - - Zellkerne -
Corpus Stereozilien - - - -
epididymidis Apikaler - - - -
Epithelsaum
Apikales ZP der HZ - - - +/-
Golgi-Zone der HZ - - ++ -
Zellkern der HZ - - ++ -
Basales ZP der HZ - - - +/-
Basalzellen ++ ++ Zellkerne ++
Apikalzellen - - Zellkerne | ZP +/-
Basalmembran - - - -
Spermien - - - -
Bindegewebe - - Zellkerne -

Muskelschicht

Zellkerne
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Cauda Stereozilien - - - -
epididymidis Apikaler - - - -

Epithelsaum
Apikales ZP der HZ +/- - - +/-
Golgi-Zone der HZ - - ++ -
Zellkern der HZ ++ -
Basales ZP der H +/- - - +/-
Basalzellen ++ ++ Zellkerne ++
Apikalzellen - - Zellkerne | ZP +/-
Basalmembran - - - -
Spermien - - - -
Bindegewebe - - Zellkerne -
Muskelschicht - - Zellkerne +
HZ=Hauptzellen, KZ=Kinozilien, MV=Mikrovilli, Z=Zellen, ZP=Zytoplasma

++ stark positiv, + positiv, +/- schwach bzw. undeutlich positiv, - negativ

Tabelle 11: Immunhistochemischer Nachweis der Cytokeratine 15, 18

und 19

Abschnitt Zellart/Gewebeart CK 15 CK 18 CK 19

Ductuli Apikaler Epithelsaum - - -

efferentes
KZ-tragende Z +/- + ++
Zilienlose Z mit MV - - -
Spermien - - -
Bindegewebe - - -

Caput Stereozilien +/- - -

epididy- . .

midis Apikaler Epithelsaum - ++ -
Apikales ZP der HZ - - -
Golgi-Zone der HZ - - -
Zellkern der HZ - - -
Basales ZP der HZ - - -
Basalzellen - - +
Apikalzellen - - -

Basalmembran

Spermien
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Bindegewebe

Muskelschicht

Corpus
epididy-
midis

Stereozilien

Apikaler Epithelsaum

Apikales ZP der HZ

Golgi-Zone der HZ

Zellkern der HZ

Basales ZP der HZ

Basalzellen

Apikalzellen

Basalmembran

Spermien

Bindegewebe

Muskelschicht

Cauda
epididy-
midis

Stereozilien

Apikaler Epithelsaum

Apikales ZP der HZ

Golgi-Zone der HZ

Zellkern der HZ

Basales ZP der H

Basalzellen

Apikalzellen

Basalmembran

Spermien

Bindegewebe

Muskelschicht

HZ=Hauptzellen, KZ=Kinozilien,

MV=Mikrovilli,
++ stark positiv, + positiv, +/- schwach bzw. undeutlich positiv, - negativ

Z=Zellen,

ZP=Zytoplasma
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Bild 42: Ductuli efferentes, immunhisto-
logischer Nachweis von PCK, SB = 25 pm

Die Kinozilien-tragenden Zellen (Pfeil-
spitzen) reagieren stark positiv, wahrend
die zilienlosen Zellen (Pfeile) negativ sind.

Bild 43: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von PCK,
SB =40 pm

Die Basalzellen (Pfeilspitzen) reagieren
stark positiv und auch der apikale Epithel-
saum (Pfeil) zeigt sich positiv.

Bild 44: Corpus epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von PCK,
SB = 25 uym

Die Basalzellen (Pfeile) sind stark positiv
und zudem reagiert der apikale
Epithelsaum (Pfeilspitzen) positiv.

Bild 45: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von PCK,
SB = 25 ym

Auch in der Cauda reagieren die
Basalzellen (Pfeile) stark positiv. Der
apikale Epithelsaum (Pfeilspitzen) zeigt
zudem eine positive Reaktion.
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Bild 46: Ductuli efferentes, immunhisto-
logischer Nachweis von CK 5, SB = 25 pm

Die Kinozilien-tragenden Zellen (Pfeil-
spitzen) reagieren stark positiv, wahrend
ihre Kinozilien selbst genau wie die
zilienlosen Zellen (Pfeile) negativ sind.

Bild 47: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 5,
SB =25 um

Die Basalzellen (Pfeile) reagieren stark
positiv und die Pfeilspitze zeigt eine
positive Farbreaktion des Zytoplasma-
Auslaufers einer Basalzelle.

Bild 48: Corpus epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 5,
SB =40 um

Die Basalzellen (Pfeilspitzen) sind stark
positiv, wohingegen die Hauptzellen (HZ)
und alle Ubrigen Strukturen ganzlich
negativ sind.

Bild 49: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 5,
SB = 25 um

Auch in der Cauda reagieren die
Basalzellen (Pfeile) stark positiv, aber die
Hauptzellen (HZ) und alle restlichen
Strukturen bleiben negativ.
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Bild 50: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 5,
SB =25 pum

Allein die Basalzellen reagieren stark
positiv und die Pfeilspitze zeigt eindeutig
einen stark positiven Zytoplasma-
Auslaufer einer Basalzelle, welcher sich in
Richtung Lumen erstreckt. Die Haupt-
zellen (Pfeile) sind CK 5-negativ.

Bild 51: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 5,
SB =10 um

Hier ist durch die Pfeilspitze deutlich zu
erkennen, dass die stark positive
Farbreaktion, welche spezifisch den
Basalzellen (BZ) zuzuordnen ist, das
Lumen erreicht. Somit erreichen die
Zytoplasma-Auslaufer (Pfeilspitze) der
Basalzellen das Lumen des Nebenhoden-
kanals. Die Hauptzellen (HZ) sind CK 5-
negativ.
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Bild 52: Ductuli efferentes, immunhisto-
logischer Nachweis von CK 8, SB = 25 pm

Die Zellkerne der Epithelzellen (Pfeil-
spitze), die Zellkerne der Muskelzellen
(MZ) und auch die Zellkerne der
Fibrozyten (F) reagieren positiv mit dem
Antikorper gegen CK 8.

Bild 53: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 8,
SB =25 um

Im Caput reagieren neben den Zellkernen
aller Epithelzelltypen die Golgi-Zone der
Hauptzellen (Pfeilspitzen) stark positiv.
Zudem zeigen auch die Muskelzellkerne
und die Fibrozytenkerne eine positive
Reaktion.

Bild 54: Corpus epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 8,
SB = 25 um

Jeweils die Zellkerne der Basalzellen
(Pfeilspitzen), der Hauptzellen (HZ) und
der Apikalzellen (AZ) reagieren positiv,
genau wie die Zellkerne der Muskelzellen
und der Fibrozyten.

Bild 55: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 8,
SB = 25 um

Auch in der Cauda reagieren die Zellkerne
aller Epithelzell-Typen und alle Zellkerne
der umliegenden Gewebezellen positiv
mit dem Antikdérper gegen CK 8.
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Bild 56: Ductuli efferentes, immunhisto-
logischer Nachweis von CK 14,
SB = 25 um

Die Kinozilien-tragenden Zellen (Pfeil-
spitzen) reagieren stark positiv, wahrend
die zilienlosen Zellen mit Mikrovilli-Besatz
(Pfeil) negativ bleiben.

Bild 57: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 14,
SB =25 um

Im Caput zeigen die Basalzellen (Pfeile)
eine stark positive Reaktion wahrend das
Zytoplasma der Apikalzellen (Pfeil-
spitzen) nur schwach positiv reagiert.
Auch hier ist zu erkennen, dass Auslaufer
der Basalzellen in Richtung Lumen ziehen.

Bild 58: Corpus epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 14,
SB = 25 um

Genau wie im Caput reagieren die Basal-
zellen (Pfeile) stark positiv und die
Pfeilspitze weist auf einen Zytoplasma-
Auslaufer einer Basalzelle hin. Das
Zytoplasma der Hauptzellen zeigt nur
eine sehr schwach positive Reaktion.

Bild 59: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 14,
SB =40 um

Auch in der Cauda reagieren die Basal-
zellen (Pfeilspitzen) stark positiv. Das
Zytoplasma der Hauptzellen zeigt sich nur
schwach positiv. Zudem reagiert die um-
liegende Muskelschicht (MS) positiv,
wahrend das Bindegewebe (Sterne)
negativ bleibt
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Bild 60: Ductuli efferentes, immunhisto-
logischer Nachweis von CK 18,
SB = 25 um

Die Kinozilien-tragenden Zellen (Pfeil-
spitze) reagieren positiv, wahrend die
zilienlosen Zellen mit Mikrovilli-Besatz
(Pfeil) negativ bleiben.

Bild 62: Corpus epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 18,
SB = 25 um

Der apikale Epithelsaum (Pfeilspitze) zeigt
eine positive CK 18-Reaktion.

Bild 61: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 18,
SB =25 um

Der apikale Epithelsaum (Pfeilspitze)
reagiert als einzige Struktur positiv auf
den Antikorper gegen Cytokeratin 18.

Bild 63: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 18,
SB = 25 um

Auch in der Cauda reagiert lediglich der
apikale Epithelsaum (Pfeilspitze) positiv
beim CK 18-Nachweis.
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Bild 64: Ductuli efferentes, immunhisto-
logischer Nachweis von CK 19,
SB =10 um

Die Kinozilien-tragenden Zellen (Pfeil-
spitze) reagieren stark positiv, wahrend
die zilienlosen Zellen mit Mikrovilli-Besatz
(Pfeil) negativ bleiben.

Bild 66: Corpus epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 19,
SB = 25 um

Im Corpus ist die Reaktion der Basalzellen
(Pfeilspitzen) noch deutlicher positiv, als
im Caputbereich. Die Haupt- und
Apikalzellen reagieren negativ.

Bild 65: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 19,
SB =25 um

Im Caput zeigen die Basalzellen (Pfeil-
spitzen) eine positive Reaktion. Die
restlichen Epithelzellarten zeigen keine
CK 19-Reaktion.

Bild 67: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von CK 19,
SB = 25 um

In der Cauda hingegen hat die positive
Reaktion der Basalzellen (Pfeile) die
starkste Intensitdt. Zudem ist ein
schwach positiver apikaler Epithelsaum zu
erkennen. Das Zytoplasma der Ubrigen
Epithelzelltypen zeigt sich negativ.
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3.8. Nachweis von Claudin 1

In den Ductuli efferentes reagieren die lateralen Zellmembranen beider
Epithelzell-Typen stark positiv auf den Antikérper gegen Claudin 1 (Bild
68). Die restlichen Zellstrukturen und andere Gewebearten sind in den
Ductuli efferentes negativ. In Caput, Corpus und Cauda epididymidis
reagieren die lateralen Zellmembranen der Hauptzellen und der
Apikalzellen stark positiv. In allen drei Nebenhodenanteilen erscheinen
die Zellmembranen der Basalzellen stark Claudin-positiv (Bild 69, 70
und 71). Dagegen bleiben Stereozilien, Spermien, Bindegewebe und
auch die Muskelzellschichten beim immunhistochemischen Nachweis

von Claudin 1 negativ.

3.9. Nachweis von Occludin

Bei den Ductuli efferentes zeigen das Zytoplasma der Kinozilien-
tragenden Zellen und auch die lateralen Zellmembranen beider
Epithelzell-Arten positive Occludin-Reaktivitat (Bild 72). AuBerdem
reagieren die wenigen intraluminalen Spermien der Ductuli efferentes
undeutlich bis schwach positiv. Das die Epithelkandlchen umgebende
Bindegewebe bleibt ganzlich negativ. In den darauffolgenden drei
Abschnitten des Ductus epididymidis ist deutlich zu erkennen, dass
sowohl die apikalen als auch die luminal gelegenen Anteile der
lateralen Zellmembranen der Haupt- und Apikalzellen Occludin-positiv
reagieren (Bild 73 und 75). Die Zellmembranen der Basalzellen sind
dagegen beim Occludinnachweis negativ. Die Spermien sind im
gesamten Ductus epididymidis undeutlich bis schwach positiv. Alle
Ubrigen Gewebestrukturen geben keine Bindung des Occludin-
Antikoérpers. In der Fluoreszenzfarbung mit DAPI ist deutlich zu
erkennen, dass die Zellkerne im Epithel des kaninen Ductus
epididymidis Kerneinschliisse aufweisen (Bild 74), welche sich nicht mit

dem DNA-selektiven Farbstoff anfarben.

In Tabelle 12 sind die immunhistochemischen Ergebnisse fur Claudin 1

und Occludin in der Ubersicht dargestellt.
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Tabelle 12: Immunhistochemischer Nachweis von Claudin 1 und
Occludin
Abschnitt Zellart/Gewebeart Claudin 1 Occludin
Ductuli Apikaler Epithelsaum - -
efferentes
KZ-tragende Z Laterale ZP + und laterale
Zellmembran ++ Zellmembran +
Zilienlose Z mit MV Laterale Laterale
Zellmembran ++ Zellmembran +
Spermien - +/-
Bindegewebe - -
Caput Stereozilien - -
epididymidis _ _
Apikaler Epithelsaum - +
Hauptzellen Laterale Apikale
Zellmembran ++ Zellmembran +
Basalzellen Zellmembran ++ -
Apikalzellen Laterale Apikale
Zellmembran ++ Zellmembran +
Basalmembran - -
Spermien - -
Bindegewebe - -
Muskelschicht - -
Corpus Stereozilien - -
epididymidis _ _
Apikaler Epithelsaum - +
Hauptzellen Laterale Apikale
Zellmembran ++ Zellmembran +
Basalzellen Zellmembran ++ -
Apikalzellen Laterale Apikale
Zellmembran ++ Zellmembran +
Basalmembran - -
Spermien - -
Bindegewebe - -
Muskelschicht - -
Cauda Stereozilien -
epididymidis . .
Apikaler Epithelsaum - +
Hauptzellen Laterale Apikale
Zellmembran ++ Zellmembran +
Basalzellen Zellmembran ++ -
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Apikalzellen

Laterale
Zellmembran ++

Apikale
Zellmembran +

Basalmembran

Spermien

Bindegewebe

Muskelschicht

HZ=Hauptzellen, KZ=Kinozilien,

MV=Mikrovilli,

Z=Zellen, ZP=Zytoplasma

++ stark positiv, + positiv, +/- schwach bzw. undeutlich positiv, - negativ

Bild 68: Ductuli efferentes, immun-
histologischer Nachweis von Claudin 1,
SB = 50 pm

Die lateralen Zellmembranen (Pfeil)
beider Epithelzell-Typen reagieren stark
positiv.

Bild 69: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von Claudin 1,
SB = 50 um

Im Caput reagieren die lateralen Zell-
membranen (Pfeil) der Haupt- und Apikal-
zellen stark positiv. AuBerdem ist zu
erkennen, dass auch die Zellmembran der
Basalzellen (Pfeilspitze) positiv reagiert.

Bild 70: Corpus epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von Claudin 1,
SB = 50 ym

Es reagieren die lateralen Zellmembranen
(Pfeil) der Haupt- und Apikalzellen stark
positiv und auch die Zellmembran der
Basalzellen (Pfeilspitzen) sind positiv.

Bild 71: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von Claudin 1,
SB = 50 um

Die lateralen Zellmembranen (Pfeil) der
Haupt- und Apikalzellen reagieren stark
positiv. Ebenso sind die Zellmembranen
der Basalzellen (Pfeilspitze) positiv.
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Bild 72: Ductuli efferentes, immun-
histologischer Nachweis von Occludin,
SB = 100 pm

Die Kinozilien-tragenden Zellen (Pfeile)
und auch die lateralen Zellmembranen
beider Zell-Typen reagieren positiv.

Bild 73: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von Occludin,
SB = 100 pm

Im Caput reagieren die apikalen Zell-
membranen (Pfeile), sowie die ganz
apikalen Bereiche der lateralen
Zellmembranen der Haupt- und Apikal-
zellen positiv.

Bild 74: Caput epididymidis, DAPI-
Fluoreszenz-Farbung zur Zellkern-
darstellung, SB = 32 ym

Es ist deutlich zu erkennen, dass die
Zellkerne der Epithelzellen (Pfeile) im
kaninen Ductus epididymidis Kern-
einschliisse besitzen, welche sich nicht
mit dem DNA-selektiven Farbstoff
anfarben.

Bild 75: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von Occludin,
SB = 100 pm

Die apikalen Zellmembranen (Pfeile) und
die ganz luminalen Anteile der lateralen
Zellmembranen von Haupt- und Apikal-
zellen sind Occludin-positiv.
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3.10. Nachweis von Cyclooxygenase 1 (COX-1)

In den Ductuli efferentes reagiert bei einigen Epithelzellen beider
Typen (Kinozilien-tragende und zilienlose Zellen) das apikale
Zytoplasma positiv mit dem Cyclooxygenase-1-Antikdrper (Bild 76).
Im Caput- und Corpusbereich des Nebenhodenkanals zeigen sich die
Basalzellen schwach COX-1-positiv (Bild 77 und 78), die ubrigen
Epithelbereiche und das umgebende Gewebe bleiben negativ. Im
Caudaabschnitt reagieren ebenfalls die Basalzellen schwach positiv,
und zudem ist in den weiter auBen gelegenen glatten Muskelzellen eine
deutlich positive perinukleare Reaktion zu erkennen (Bild 79). Diese
positive COX-1-Reaktion ist in den Muskelzellschichten, die sich an das

Epithel anschlieBen, nicht zu beobachten.

3.11. Nachweis des Angiotensin 11-Rezeptors (AGTR-11)
Beim Antikdérper-Nachweis gegen den AGTR-II Subtyp 2 zeigen sich in
den Ductuli efferentes einzelne Kinozilien-tragende Zellen, zilienlose
Zellen und auch die wenigen im Lumen gelegenen Spermien schwach
positiv (Bild 80). Im Caputbereich reagieren neben den Spermien der
apikale Epithelsaum und die Basalzellen schwach positiv (Bild 81). Im
Corpus epididymidis reagieren die Basalzellen im Vergleich zum Caput
etwas intensiver positiv (Bild 82). Die Spermien im Lumen des Ductus
epididymidis und der apikale Epithelsaum reagieren schwach positiv.
Im Caudabereich des Ductus epididymidis reagieren wiederum die
Basalzellen positiv und auch die umliegende Muskelschicht zeigt sich
schwach positiv (Bild 83). Allerdings gibt es in diesem Abschnitt keine
positive AGTR-II-Reaktion am apikalen Epithelsaum mehr.

In Tabelle 13 sind die Ergebnisse flr die immunhistochemischen
Untersuchungen fiir AGTR-II und COX-1 nochmals in der Ubersicht
dargestellt.
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Tabelle 13: Immunhistochemischer Nachweis von AGTR-II und COX-1

Abschnitt

Zellart/Gewebeart

AGTR-II (Typ 2)

COX-1

Ductuli
efferentes

Apikaler Epithelsaum

KZ-tragende Z

+/-

Teilweise apikales
ZP +

Zilienlose Z mit MV

+/-

Teilweise apikales
ZP +

Spermien

+/-

Bindegewebe

Caput
epididymidis

Stereozilien

Apikaler Epithelsaum

+/-

Hauptzellen

Basalzellen

+/-

Apikalzellen

Basalmembran

Spermien

+/-

Bindegewebe

Muskelschicht

Corpus
epididymidis

Stereozilien

Apikaler Epithelsaum

Hauptzellen

Basalzellen

Apikalzellen

Basalmembran

Spermien

Bindegewebe

Muskelschicht

Cauda
epididymidis

Stereozilien

Apikaler Epithelsaum

Hauptzellen

Basalzellen

Apikalzellen

Basalmembran

Spermien
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Bindegewebe - -

Muskelschicht +/- Kernmembran der
auBeren
Muskelschichten
++

HZ=Hauptzellen, KZ=Kinozilien, MV=Mikrovilli, Z=Zellen, ZP=Zytoplasma
++ stark positiv, + positiv, +/- schwach bzw. undeutlich positiv, - negativ
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Bild 76: Ductuli efferentes, immun-
histologischer Nachweis von COX 1,
SB = 100 um

Zum Teil reagiert das apikale Zytoplasma
der Epithelzellen (Pfeilspitzen) positiv.
Ansonsten ist im basalen Zellbereich
dieser Zellen unspezifische gelbliche
Fluoreszenz zu erkennen, die auf die dort
gelegenen Restkdrper des lysosomalen
Abbaues zurickgefiihrt werden kann.

Bild 78: Corpus epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von COX 1,
SB = 100 pm

Die Basalzellen (Pfeilspitzen) reagieren
schwach positiv. Der Pfeil zeigt eine
schwach positive Reaktion, die zur
Epitheloberflache zieht. Dies ist ein
Zytoplasma-Auslaufer einer Basalzelle.

Bild 77: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von COX 1,
SB = 100 um

Im Caput reagieren die Basalzellen
(Pfeile) schwach positiv.

Bild 79: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von COX 1,
SB = 100 pm

Die Basalzellen (Pfeile) sind schwach
positiv. AuBerdem reagieren die Zellkern-
membranen (Pfeilspitzen) der Zellen der
auBeren Muskelschichten deutlich positiv.
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Bild 80: Ductuli efferentes, immun-
histologischer Nachweis von AGTR-II,
SB = 100 um

Die Epithelzellen der Ductuli efferentes
reagieren nur undeutlich bis ganz
schwach positiv. Auch die intraluminalen
Spermien zeigen nur eine undeutliche bis
sehr schwache positive Reaktion.

Bild 82: Corpus epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von AGTR-II,
SB = 100 pm

Es ist deutlich zu erkennen, dass die
Basalzellen (Pfeilspitzen) positiv
reagieren. Auch der apikale Epithelsaum
(Pfeil) und die intraluminalen Spermien
(SP) zeigen sich schwach positiv.

Bild 81: Caput epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von AGTR-II,
SB = 100 um

Im Caput reagieren der apikale Epithel-
saum (Pfeile) sowie die Basalzellen
(Pfeilspitzen) schwach positiv auf den
Antikoérper gegen AGTR II.

Bild 83: Cauda epididymidis, immun-
histologischer Nachweis von AGTR-II,
SB = 100 pm

Die Basalzellen (Pfeilspitzen) sind AGTR-
II-positiv. AuBerdem reagiert die um-
liegende Muskelschicht schwach positiv.
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4. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

4.1. Ultrastruktur der Ductuli efferentes

Die Ductuli efferentes verbinden das Rete testis mit dem Ductus
epididymidis. Das mehrreihige Epithel der Ductuli efferentes ist mit
19,0 um (£ 2,8 pm) deutlich niedriger als das der nachfolgenden
Abschnitte des Ductus epididymidis. Dabei lassen sich im Epithel zwei
Zelltypen unterscheiden: Kinozilien-tragende Zellen und zilienlose
Zellen mit Mikrovilli-Besatz (Bild 84). Die Kinozilien-tragenden Zellen
weisen meist einen mehr basal gelegenen langlichen Zellkern auf (Bild
85) und lassen zahlreiche langliche Mitochondrien im apikalen
Zytoplasma erkennen (Bild 87). Selten kommen auch vereinzelte
Mitochondrien im basalen Zytoplasmabereich dieser Zellen vor. Die
Kinozilien lassen sich elektronenmikroskopisch durch ihre
charakteristische ,9x2+2 Struktur® der Mikrotubuli-Anordnung (Bild
88) von den Mikrovilli, welche keine Mikrotubuli beinhalten,
unterscheiden. Der Golgi-Apparat und das endoplasmatische Retikulum
sind bei diesem Zelltyp sparlich ausgebildet. Die zilienlosen Zellen
zeigen ultrastrukturell unterschiedliche Erscheinungsmuster und
kdnnen in vier Typen unterteilt werden: Typ 1-Zellen enthalten nur
sehr wenige Granula und sehr wenige Vakuolen im Zytoplasma. Die
zilienlosen Zellen des Typ 2 beinhalten zahlreiche elektronendichte
Granula. Die Typ 3-Zellen sind durch viele helle Vakuolen, welche
nahezu das gesamte Zytoplasma ausflllen, gekennzeichnet und die
Zellen des 4. Typs enthalten sowohl apikal gelegene Vakuolen als auch
basal gelegene dunkle Granula (Bild 84). Der oft gelappte Zellkern der
zilienlosen Zellen ist meist zentral im Zytoplasma gelegen und
rundlich. Im apikalen Zytoplasma dieser Zellen sind oft zahlreiche
kleine Blaschen zu erkennen, welche sich zum Teil ins Lumen 6ffnen
(Bild 88). Diese Blaschen, welche hauptsachlich bei Zellen des Typ 2
und 4 vorkommen, sind ein Hinweis auf aktive Sekretionsprozesse
dieser Zellart. In den zilienlosen Zellen mit Mikrovilli-Besatz ist der
Golgi-Apparat schwach entwickelt und es kommt wenig endo-

plasmatisches Retikulum vor.
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RegelmaBig kommt im Zytoplasma aller Zellarten der Ductuli
efferentes eingelagertes Glykogen vor, welches sich als stark
elektronendichte kleine Granula darstellt (Bild 86). An die gleichmaBig
verlaufende Basalmembran schlieBt sich nach auBen eine sehr schmale
Schicht lockeres Bindegewebe an. Darauf folgen ein bis zwei dinne
Lagen glatter Muskelzellen und anschlieBend lockeres Bindegewebe,

welches reich an GefaBen und Nerven ist.
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Bild 84: Ubersicht (iber das mehrreihige Epithel der Ductuli efferentes,
SB =3 pum

Neben den Kinozilien (KZ) tragenden Zellen kommen zilienlose Zellen mit
Mikrovilli (MV)-Besatz vor. Die zilienlosen Zellen enthalten Vakuolen (VA)

und/oder Granula (G) im Zytoplasma. N = Nucleus
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Bild 85: Basalbereich der Ductuli efferentes SB = 3 pm

Im Epithel kommen Kinozilien-tragende Zellen vor, deren Zellkern (NK) im
basalen Zytoplasmabereich liegt. Die Zellkerne der zilienlosen Zellen (NZ)
liegen mehr zentral im Zytoplasma und es befinden sich zum Teil zahlreiche

Granula (G) im Zytoplasma dieser Zellen. Pfeil = Nukleolus



Ergebnisse 106

Bild 86: Basalbereich der Ductuli efferentes, SB = 2 ym

Im Zytoplasma sind Glykogen-Ansammlungen (Pfeile) zu erkennen.
N = Nukleus, NL = Nukleolus, G = Granula, VA = Vakuolen
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Bild 87: Apikalbereich der Ductuli efferentes, SB = 3 pym

Im supranuklearen Zytoplasma der Kinozilien-tragenden Zelle befinden sich
zahlreiche Mitochondrien (MI), wdhrend sich im Zytoplasma der zilienlosen
Zellen zum Teil viele dicht gepackte Vakuolen (VA) befinden. Pfeil =

Nukleolus
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Bild 88: Apikalbereich der Ductuli efferentes, SB = 2 pym

Im apikalen Zytoplasmabereich der zilienlosen Zellen sind die zahlreichen
kleinen Blaschen (Pfeile) ein Hinweis auf aktive Mikropinozytose.
G = Granula, KZ = Kinozilien, MI = Mitochondrien, MV = Mikrovilli, VA =

Vakuolen
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4.2. Ultrastruktur des Caput epididymidis

Im Caput epididymidis besteht das Epithel aus Hauptzellen,
Apikalzellen und Basalzellen. Die hochprismatischen Hauptzellen sowie
die Apikalzellen tragen an ihrer Oberflache weit ins Lumen reichende
lange Stereozilien, und im Lumen des Nebenhodenganges befinden
sich nur wenige Spermien sowie vereinzelt Zellen des Keimepithels.
Benachbarte Epithelzellen werden apikal durch ,Tight junctions™ und
.Zonulae adhaerentes", die zusammen ,Junctional complexes" bilden,

fest miteinander verbunden (Bild 90).

Die Zellkerne der Hauptzellen befinden sich im Bereich des Caput
epididymidis typischerweise im basalen Zytoplasmabereich und sind
von runder Form (Bild 89 und 91). AuBerdem kdnnen des Ofteren
neben dem Nukleolus maBig elektronendichte EinschluBkérperchen
unterschiedlicher GréBe und Anzahl im Zellkern beobachtet werden
(Bild 91). Diese Kerneinschlisse sind von runder Form und enthalten
mehrere kleine elektronendichte Granula. Die Hauptzellen sind in der
supranukledaren Zone mit einem ausgepragten Golgi-Apparat
ausgestattet, und auch das endoplasmatische Retikulum stellt sich in
dieser Zellart prominent dar (Bild 89, 90 und 91). Im apikalen
Zytoplasmabereich befinden sich neben einigen Mitochondrien
zahlreiche maBig elektronendichte Vesikel unterschiedlicher GroBe
(Bild 89 und 90), die auf aktive Sekretions- und Resorptionsprozesse

in diesem Abschnitt des Ductus epididymidis schlieBen lassen.

Zum Teil sind Zellen zu erkennen, die im apikalen Zytoplasma neben
den Vesikeln eine auffallend groBe Anzahl von Mitochondrien enthalten
und als Apikalzellen klassifiziert werden kénnen. Die Basalzellen des
Caput epididymidis sind Gberwiegend von dreieckiger bis polymorpher
Form und besitzen einen eher langlichen Zellkern, der im zentralen
Zytoplasmabereich zu liegen kommt (Bild 92). Der Zellkern weist zum
groBen Teil Einkerbungen auf und ist im Verhaltnis zur Zytoplasma-
menge relativ groB. Im sparlichen Zytoplasma dieser Zellart sind
mehrere Mitochondrien zu erkennen, wohingegen die Ubrigen
Zellorganellen nur in geringer Anzahl zu finden sind. Die Basalzellen
liegen grundsatzlich mit ihrer basalen Zellmembran der Basallamina

direkt an.
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Im mittleren und basalen Epithelbereich stehen die benachbarten
Zellen durch Invaginationen in Kontakt. An die diinne Basalmembran,
welche meist wellenférmig verlauft und zum Teil regelrechte Falten
bildet, schlieBen sich nach auBen zunachst einige Fibroblasten und
daraufhin wenige glatte Muskelzellen und gefdBreiches lockeres

Bindegewebe an.
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Bild 89: Epithellibersicht im Bereich des Caput epididymidis, SB = 3 um

Im apikalen Zytoplasmabereich der Haupt- und Apikalzellen befinden sich
zahlreiche Vesikel (Pfeilspitzen) unterschiedlicher GréBe. Die runden
Zellkerne der Hauptzellen (HZ) liegen im basalen Zytoplasmabereich.
AuBerdem ist ein gut ausgebildeter Golgi-Apparat (GA) in den Hauptzellen zu

erkennen. STZ = Stereozilien, rER = raues endoplasmatisches Retikulum
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Bild 90: Apikalbereich des Caput epididymidis, SB = 3 pm

Die benachbarten Epithelzellen sind apikal durch ,Tight junctions™ (Pfeil) und
~Zonulae adhaerentes" (Pfeilspitze), die zusammen ,Junctional complexes"
bilden, fest miteinander verankert. Zahlreiche Vesikel (VE) von unter-
schiedlicher GroBe im apikalen Zytoplasmabereich weisen auf aktive
Resorptions- und Sekretionsprozesse hin. AuBerdem ist ein besonders gut
ausgebildeter Golgi-Apparat (GA) in den Hauptzellen zu erkennen.
STZ = Stereozilien
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Bild 91: Darstellung der Hauptzellen im Caput epididymidis, SB = 2 ym

Der runde Zellkern der Hauptzelle, welcher sich im basalen Zytoplasma-
bereich befindet, enthdlt neben dem Nukleolus (Pfeilspitze) einen groBen
Kerneinschluss (Pfeil). Das raue endoplasmatisches Retikulum (rER) und der

Golgi-Apparat (GA) sind in diesem Abschnitt stark ausgebildet.
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Bild 92: Basalbereich des Caput epididymidis, SB = 1 pm

Die Basalzellen (BZ) des Caput epididymidis grenzen direkt an die wellen-
formig verlaufende Basalmembran (Pfeilspitzen). Sie sind meist von
dreieckiger Form und ihr langlicher Zellkern befindet sich in ihrem zentralen
Zytoplasmabereich. An das Epithel schlieBen sich nach auBen ein Fibroblast
(FB) und glatte Muskelzellen an. BGE = Blutgefal3
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4.3. Ultrastruktur des Corpus epididymidis

Im Bereich des Corpus epididymidis befinden sich zahlreiche Spermien
im Lumen des Nebenhodenganges, vor allem auch zwischen den
Stereozilien (Bild 93). Das Epithel des Ductus epididymidis besteht in
diesem Abschnitt aus Hauptzellen, Apikalzellen, Basalzellen und ,Clear
cells®. Die letztgenannte Zellart konnte ich allerdings nur selten finden
und eindeutig identifizieren. Die Apikal- und Hauptzellen werden im
Corpus epididymidis apikal wiederum Uber ,Junctional complexes" fest
miteinander verbunden (Bild 94). Im apikalen Zytoplasma lassen sich
neben gréBeren Vakuolen zahlreiche kleine Vesikel erkennen, welche
darauf hindeuten, dass in diesen Zellen aktive Mikropinozytose
und/oder Sekretion stattfindet (Bild 94). Desweiteren sind auch in
diesem Abschnitt des Nebenhodenganges Zellen zu finden, welche im
apikalen Bereich reich an Mitochondrien sind und als Apikalzellen

klassifiziert werden kénnten.

Die Zellkerne der Hauptzellen sind im Corpus epididymidis von
langgestreckter Form und sind meist im zentralen Zytoplasmabereich
der Zelle gelegen (Bild 95). Auch im Corpusbereich sind Kern-
einschlisse in den Zellkernen der Hauptzellen zu finden, jedoch
weniger haufig als im Caput epididymidis. Auch die Ausbildung des
Golgi-Apparates im Zytoplasma dieser Zellen zeigt sich weniger
prominent im Vergleich zu dem des Caputbereiches. Im basalen
subnukledren Zytoplasmabereich sind neben einigen Zisternen des
endoplasmatischen Retikulums und Mitochondrien, mehrere
elektronendichte Lysosomen lokalisiert (Bild 95), welche auf intensive

lysosomale Abbauprozesse hinweisen.

Die der Basalmembran unmittelbar anliegenden Basalzellen zeigen sich
im Corpus epididymidis wiederum dreieckig bis polymorph. Ihr
Zytoplasma stellt sich vergleichend mit dem der Hauptzellen heller dar
(Bild 97) und lasst zum Teil einen Zytoplasma-Auslaufer erkennen, der
zwischen den Hauptzellen in Richtung Epitheloberflache zieht (Bild 96).
Der Zellkern, der sich meist zentral im Zytoplasma befindet, ist von
runder bis langlicher Form und weist Einkerbungen auf. In den
mittleren und basalen Epithelbereichen stehen die Zellen wiederum

Uber Invaginationen miteinander in Kontakt.
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Die basale Zellmembran der Epithelzellen ist iber Hemidesmosomen
an der Basalmembran verankert (Bild 97). Im Corpusbereich schlieBen
sich nach auBen an das Epithel Fibroblasten sowie mehrere Schichten
von glatten Muskelzellen an. Der Bereich zwischen den Anschnitten des
Ductus epididymidis wird von lockerem Bindegewebe mit zahlreichen

GefaBen und Nerven eingenommen.
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Bild 93: Lumeninhalt des Ductus epididymidis im Bereich des Corpus

epididymidis, SB = 3 ym

Im Lumen befinden sich zahlreiche Anschnitte von Spermienkdpfen (SK), von
Spermienmittelstiicken (SMS) und Spermienschwénzen (Pfeilspitzen). Die
Spermien liegen teilweise zwischen den Stereozilien (STZ) oder frei im

Lumen.
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Bild 94: Apikalbereich des Corpus epididymidis, SB = 3 uym

Die Haupt- und Apikalzellen stehen apikal durch ,Tight junctions™ (Pfeil) und
.Zonulae adhaerentes" (Pfeilspitze), die zusammen ,Junctional complexes"
bilden, fest in Verbindung. Im apikalen Zytoplasmabereich sind viele kleine
Vesikel (VE) ein Hinweis auf mikropinozytotische und sekretorische Aktivitat.
Auch grdBere Vakuolen (VA) kommen haufig vor. MI = Mitochondrien, STZ =

Stereozilien
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Bild 95: Darstellung der Hauptzellen im Corpus epididymidis, SB = 3 pm

Die langgestreckten Zellkerne der Hauptzellen (HZ) des Corpus epididymidis
befinden sich im zentralen Zytoplasmabereich und lassen mehrere Nukleoli
erkennen. Im basalen Zytoplasmabereich der Hauptzellen befinden sich zahl-
reiche elektronendichte Heterolysosomen (Pfeilspitzen). GA = Golgi-Apparat,
MI = Mitochondrien
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Bild 96: Basalbereich des Corpus epididymidis, SB = 3 um

Die Basalzellen (BZ) des Corpus epididymidis zeigen einen meist runden
zentral im Zytoplasma gelegenen Zellkern und liegen der Basalmembran
direkt auf. Zum Teil kann ein Zytoplasma-Auslaufer (Pfeilspitze) der
Basalzellen, welcher sich in Richtung Epitheloberflache zieht, zwischen den

Hauptzellen (HZ) gefunden werden. MZ = Muskelzelle
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Bild 97: Basalbereich des Corpus epididymidis, SB = 1 ym

Die basale Zellmembran der Basalzellen ist Uber zahlreiche Hemi-
desmosomen (Pfeilspitzen) mit der Basalmembran verbunden. BZ =
Basalzelle, HZ = Hauptzelle, Pfeil = Spaltbildung
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4.4. Ultrastruktur der Cauda epididymidis

In diesem Abschnitt des Ductus epididymidis befinden sich massenhaft
Spermien. Der Stereozilienbesatz des Epithels ist hier deutlich klirzer
als in den vorhergehenden Segmenten. Das Epithel der Cauda
epididymidis verfiligt Gber dieselbe Zellausstattung wie das des Corpus
epididymidis, wobei die ,Clear cells" ebenfalls nur selten zu finden
sind. Wiederum sind die ,Junctional complexes", durch die die apikal
gelegenen Epithelzellen fest miteinander verankert sind, deutlich zu
erkennen (Bild 98). Auch in der Cauda epididymidis kommen Zellen
vor, die im apikalen Zytoplasmabereich auffallig viele Mitochondrien
enthalten (Bild 98). Diese Zellen sind Apikalzellen, welche aber ohne
Zellkern-Anschnitt nicht eindeutig als solche identifiziert werden
kédnnen. Die Anzahl an kleinen Vesikeln im apikalen Zytoplasma,
welche auf aktive Mikropinozytose und Sekretionsprozesse hinweisen,

hat in diesem Nebenhoden-Abschnitt abgenommen.

Die Zellkerne der Hauptzellen sind im Caudabereich rund und auf
unterschiedlicher Hohe im Zytoplasma gelegen (Bild 99). EinschluB-
kdérperchen sind nicht zu erkennen. Das endoplasmatische Retikulum
ist auffallend gut ausgebildet und auch Mitochondrien sind haufig im
Zytoplasma der Hauptzellen zu erkennen (Bild 99 und 100). Der Golgi-
Apparat hingegen ist nur schwach ausgebildet und es sind nur

vereinzelt Lysosomen im basalen Zytoplasma zu beobachten.

Die Basalzellen der Cauda epididymidis zeigen eine runde oder
ldngsovale Zellform und liegen der Basalmembran breitflachig auf. Der
Zellkern ist ebenfalls langsoval, parallel zur Basalmembran und liegt im
basalen Zytoplasma (Bild 101). Das sparliche Zytoplasma stellt sich im
Vergleich zum Zytoplasma der Hauptzellen heller dar und enthalt nur
wenige Zellorganellen (Bild 100). Neben einigen Mitochondrien sind ab
diesem Abschnitt des Ductus epididymidis auch mehrere Glykogen-

Ansammlungen im Zytoplasma der Basalzellen zu erkennen (Bild 101).

Im mittleren und basalen Epithelbereich stehen die Zellen Uber
zahlreiche Invaginationen miteinander in Kontakt (Bild 99, 100 und
101). Die Basalmembran zeigt sich im Caudabereich wiederum gewellt,

aber im Vergleich zu den vorhergehenden Abschnitten des Ductus
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epididymidis weniger ausgepragt und es kommt kaum noch zur
Faltenbildung. Vereinzelt liegen intraepitheliale Lymphozyten nahe der
Basalmembran (Bild 100). An die Basalmembran schlieBt sich zunachst
eine dinne Bindegewebsschicht an und daraufhin mehrere kraftige
Schichten von glatten Muskelzellen. Das sich anschlieBende
Nebenhoden-Stroma besteht aus lockerem Bindegewebe und glatten
Muskelzellen. Die glatten Muskelzellen sind gekennzeichnet durch das
sogenannte Endoplasma, eine dreieckige Zone beidseits an den
Zellkern-Polen. In dieser Zone liegen die Zellorganellen besonders
dicht und sie ist frei von Myofilamenten. Die Fibrozyten hingegen
zeigen ein weitflachigeres Zytoplasma, in dem die Zellorganellen
groBraumig verteilt liegen (Bild 102). Neben den zahlreichen Kollagen-

Fasern sind im Stroma auch mehrere Gefa3e und Nerven zu erkennen.
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Bild 98: Apikalbereich der Cauda epididymidis, SB = 3 pm

Die Epithelzellen stehen apikal durch ,Junctional complexes® (Pfeil = Tight
junctions, Pfeilspitze = Zonulae adhaerentes) in festem Kontakt. Die Stereo-
zilien (STZ) der Cauda epididymidis sind kirzer im Vergleich zu den vorher-
gehenden Abschnitten des Ductus epididymidis. AuBerdem sind zum Teil
mehrere Mitochondrien (MI) im apikalen Zytoplasmabereich einzelner Zellen

zu erkennen. Diese Zellen sind vermutlich Apikalzellen.
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Bild 99: Darstellung der Hauptzellen in der Cauda epididymidis, SB = 3 pm

Die Hauptzellen der Cauda epididymidis besitzen meist runde Zellkerne, die
einen maBigen Gehalt an Heterochromatin aufweisen. Die benachbarten
Zellen stehen durch Invaginationen (Pfeilspitzen) in Kontakt. Pfeile =

Mitochondrien in rundem oder langlichem Anschnitt
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Bild 100: Basalbereich der Cauda epididymidis, SB = 1 pm

Die Basalzelle (BZ) liegt der Basalmembran (Pfeil) breitflachig auf. Ihr
sparliches Zytoplasma erscheint heller als das der umliegenden Hauptzellen
und enthalt nur wenig Zellorganellen. Die benachbarten Epithelzellen stehen
im basalen Epithelbereich Uber Invaginationen (Pfeilspitzen) in Kontakt.
AuBerdem sind zum Teil Lymphozyten (LY) zwischen den Epithelzellen zu

finden. rER = raues endoplasmatisches Retikulum
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Bild 101: Basalbereich der Cauda epididymidis, SB = 3 pm

Die Basalzelle (BZ) liegt der Basalmembran breitflachg auf und auch ihr
Zellkern ist langsoval. Die Zelle steht mit den benachbarten Hauptzellen
durch Invaginationen (Pfeilspitze) in Kontakt. Im sparlichen Zytoplasma
befinden sich neben den wenigen Zellorganellen deutliche Glykogen-
Ansammlungen (Pfeil). Die Anzahl der auBen angrenzenden Schichten von

glatten Muskelzellen (MZ) nehmen im Caudabereich zu.
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Bild 102: Stroma im Bereich der Cauda epididymidis, SB = 1 um

Das Stroma besteht aus glatten Muskelzellen und lockerem Bindegewebe. Die
Muskelzellen (MZ) sind gekennzeichnet durch eine dreieckige Zone an den
Polen des Nukleus, dem sogenannten Endoplasma (Stern). Bei den
Fibrozyten (F) hingegen ist ein weitflachigeres Zellorganellen-reiches Zyto-
plasma (Pfeilspitze) zu erkennen. AuBerdem sind zahlreiche Kollagenfasern

im Querschnitt (Pfeile) zu sehen.
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V. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem histologischen und
ultrastrukturellen Aufbau sowie den glyko- und immunhistochemischen
Untersuchungen an der Epididymis des Hundes. Besondere
Aufmerksamkeit wurde den Basalzellen des Nebenhodenepithels
gewidmet, da neue Untersuchungen am Nebenhoden der Ratte fir
diese Zellart eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung des
intraluminalen Milieus im Ductus epididymidis postulieren (SHUM
W.W.C. et al., 2008; SHUM W.W.C. et al., 2009).

Die in meiner Arbeit untersuchten Hunde wiesen unterschiedliches
Alter auf und wurden von mir in folgende Gruppen eingeordnet: Die
Tiere der Gruppe 1 wiesen ein Alter zwischen 8 Monaten und 1,5
Jahren auf. Die der zweiten Altersgruppe waren zwischen 1,5 Jahren
und jldnger als 3 Jahre und die Tiere der dritten Gruppe waren 3 Jahre
und alter. Bei samtlichen Untersuchungen zeigten sich jedoch keinerlei
Unterschiede zwischen den drei Altersgruppen. Somit sind die
mikroskopischen Strukturen des kaninen Nebenhodens bei den
untersuchten Rassen bereits ab einem Alter von 8 Monaten vollstandig

entwickelt.

Der hantelférmige Nebenhoden liegt der medialen Hodenlangskontur
eng an und wird durch das Mesepididymis und das Ligamentum testis
proprium fest mit dem Hoden verankert. Makroskopisch lasst sich der
Nebenhoden in die drei Abschnitte Caput, Corpus und Cauda
epididymidis unterteilen. Der Nebenhodenschwanz, die Cauda
epididymidis, entlasst abschlieBend den Samenleiter, der in den
Anfangsteil der Harnréhre mindet. Da mit der makroskopischen
Nebenhodeneinteilung in drei Abschnitte jedoch die strukturellen und
funktionellen Besonderheiten des Ductus epididymidis nicht
zufriedenstellend berlicksichtigt werden, wird hinsichtlich histo-
logischer, ultrastruktureller und histochemischer Gesichtspunkte eine
andere Segment-Einteilung vorgenommen. Dieser mikroskopischen
Einteilung liegen Parameter wie Epithelhdhe, Oberflachenbesatz der

Epithelzellen, Epithelzelltypen, Lumendurchmesser des Ductus epi-
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didymidis, und vieles mehr zugrunde. Den ersten Abschnitt der
mikroskopischen Einteilung bilden die Ductuli efferentes, welche
mittlerweile definitiv . dem Nebenhoden und nicht mehr dem Hoden
zugeordnet werden. Beim darauffolgenden Nebenhodengang, dem
Ductus epididymidis, werden in der Literatur fiir die verschiedenen
Tierarten unterschiedliche Segmenteinteilungen genannt. Selbst flr ein
und dieselbe Tierart werden meist unterschiedliche Einteilungen flr die
Anzahl der Segmente angegeben. Sanchez et al. (1998) schlagen flr
die Katze eine Einteilung in vier Regionen vor. Fur Hengst, Schafbock
und Bulle gibt Nicander (1958) eine Einteilung in sechs Segmente an.
Beim Kaninchen wird der Ductus epididymidis laut Nicander (1957)
sogar in acht Segmente untergliedert. Fir den Hund liegen folgende
neuere Vorschlage zur Segmenteinteilung des Ductus epididymidis vor:
Busch et al. (2001) schlagt eine Einteilung in sechs Segmente vor. Von
Schimming et al. (1997) wird eine Segmentierung in funf histologische
Zonen vorgeschlagen. Die Ergebnisse meiner Arbeit bestatigen
allerdings die von Glover und Nicander (1971) vorgeschlagene und von
Chandler et al. (1981) und Orsi (1983) sowie Schick et al. (2009)
unterstlitzte Einteilung des kaninen Ductus epididymidis in drei
Segmente: dem Initial-, dem Mittel- und dem Terminalsegment. Die
Ductuli efferentes und das Initialsegment sind im makroskopischen
Caput beherbergt, wahrend das Mittelsegment dem Corpus und das

Terminalsegment der Cauda epididymidis entspricht.

Es fallt allerdings auf, dass in der aktuellen Fachliteratur zu
mikroskopischen Untersuchungen am Nebenhoden vieler Tierarten
nahezu immer die makroskopische Begriffsbezeichnung flir die mikro-
skopischen Segmente verwendet wird. Dementsprechend wird das
Initialsegment mit dem Begriff Caput epididymidis, das Mittelsegment
mit dem Begriff Corpus epididymidis und auch das Terminalsegment
mit dem Begriff Cauda epididymidis bezeichnet. Somit wird deutlich,
dass sich die mikroskopischen Begriffsbezeichnungen Initial-, Mittel-
und Terminalsegment in der Fachliteratur nicht durchsetzen konnten.
Aus diesem Grund werden auch in meiner Arbeit die Begriffe Caput,
Corpus und Cauda epididymidis fir die mikroskopische Ergebnis-

beschreibung verwendet, wobei nochmals speziell darauf hingewiesen
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werden soll, dass diese Begriffe nicht im makroskopischen Sinne zu

verstehen sind.

Die Ductuli efferentes, welche aus dem Rete testis entspringen,
kommen nach Durchbrechen der Tunica albuginea im Nebenhodenkopf
zu liegen. Diese in sich stark aufgeknduelten Kanalchen stellen
speziesspezifisch die Verbindung zu dem ersten Abschnitt des Ductus
epididymidis her. Laut Nickel et al. (1995), Busch & Holzmann (2001)
sowie anderen Autoren kommen beim Hund 15 - 16 dieser Kanalchen
von jeweils 10 bis 20 cm Lange vor. Das Epithel der Ductuli efferentes
ist mehrreihig und setzt sich aus zwei Zelltypen zusammen: den
Kinozilien-tragenden Zellen und den zilienlosen Zellen mit Mikrovilli-
Besatz. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Hess (2002) und Wakui
(1996) Uberein. Chandler et al. (1981) fanden in den kaninen Ductuli
efferentes auBerdem Zellen, die sowohl Mikrovilli als auch Kinozilien an
ihrer Apikalmembran besitzen. Zellen mit diesen beiden Ober-
flachenstrukturen in Kombination konnte ich allerdings in meinen
Untersuchungen nicht finden. Die von Chandler et al. (1981) fir den
Hund beschriebenen Basalzellen als dritten Zelltyp der Ductuli
efferentes, konnte ich in meinen Untersuchungen ebenfalls nicht
nachweisen und auch Hess (2002) beschreibt keine Basalzellen im

Epithel der Ductuli efferentes.

Die zilienlosen Zellen mit Mikrovilli-Besatz lassen sich elektronen-
mikroskopisch in vier unterschiedliche Subtypen einteilen: Die Typ 1-
Zellen enthalten nur sehr wenige Granula und sehr wenige Vakuolen
im Zytoplasma. Die zilienlosen Zellen des Typ 2 beinhalten zahlreiche
elektronendichte zytoplasmatische Granula. Die Typ 3-Zellen sind
durch viele helle Vakuolen, welche nahezu das gesamte Zytoplasma
ausflllen, gekennzeichnet und die Zellen des 4. Typs enthalten sowohl
apikal gelegene Vakuolen als auch basal gelegene dunkle Granula.
Diese ultrastrukturellen Ergebnisse meiner Arbeit unterscheiden sich
von der Einteilung nach Wakui (1996), bei der diese Zellart lediglich in
drei Typen unterteilt wird: Typ A-Zellen, die im Zytoplasma weder
Granula noch Vakuolen enthalten, Typ B-Zellen mit wenigen apikalen
Vakuolen und zahlreichen groBen Granula, sowie Zellen vom Typ C mit

einigen apikalen Vakuolen und kleinen basalen Granula. Auch Ilio und
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Hess (1994) nennen eine abweichende Einteilung der zilienlosen
Zellen. In deren Arbeit werden folgende vier Grundtypen
unterschieden: 1. Zellen mit sehr wenigen Granula und wenig apikalen
Vakuolen, 2. Zellen mit basalen und/oder apikalen Granula sowie
wenig apikalen Vakuolen, 3. Zellen mit basalen Granula und zahl-
reichen apikalen Vakuolen und 4. Zellen mit basalen Granula und
apikalen Blasen. Madglicherweise handelt es sich aber nicht um
verschiedene Zelltypen, sondern um verschiedene Funktionszustande

des gleichen Zelltyps.

Die Kinozilien-tragenden Zellen und zilienlosen Hauptzellen der Ductuli
efferentes zeigen in den immunhistochemischen Farbungen ein
unterschiedliches Reaktionsmuster. So reagieren beispielsweise in den
Untersuchungen zum Nachweis von Pancytokeratin und den Cyto-
keratinen 5, 14, 18 und 19 die Kinozilien-tragenden Zellen positiv, die
zilienlosen Zellen bleiben hingegen negativ. Diese Ergebnisse stimmen
mit den Pancytokeratin-Untersuchungen von Schick (2006) Uuberein.
Dieses unterschiedliche Farbeverhalten unterstreicht, dass diese

beiden Zellarten unterschiedliche Funktionen erfiillen.

Die Kinozilien-tragenden Zellen transportieren mit ihren aktiv
beweglichen Kinozilien, die in diesem Bereich der abfihrenden Samen-
wege noch immotilen Spermien aus dem Hoden in den Ductus
epididymidis. Die zilienlosen Hauptzellen besitzen hingegen groBe
Resorptionsaktivitat und zeigen regen intrazellularen Stoffabbau, was
durch die kondensierten Restprodukte des intrazelluldaren Verdauungs-
prozesses als zum Teil lichtmikroskopisch erkennbare PAS-positive
Granula deutlich wird. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Wrobel
(1990), welcher ebenfalls PAS-positive Granula in den zilienlosen
Zellen nachweisen konnte. AuBerdem sind im Zytoplasma der zilien-
losen Hauptzellen, wie oben bereits erwahnt, zahlreiche elektronen-
mikroskopisch erkennbare Vakuolen, Vesikel und Granula zu sehen,
welche gleichfalls die auBerordentliche Resorptionstdtigkeit dieser
Zellen belegen. Diese Ergebnisse stimmen ebenfalls mit den
Ergebnissen von Hess (2002) und Wrobel (1990) Uberein. Auch die
fluoreszenzmikroskopisch erkennbaren gelben Restkdérper im basalen

Zytoplasmabereich der zilienlosen Zellen kdénnen auf den regen
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lysosomalen Stoffabbau in dieser Zellart zurlckgefihrt werden.
Abweichend von den Ergebnissen von Hess (2002) und Schick (2006)
ist in meiner Arbeit zu erkennen, dass der Zellkern der Kinozilien-

tragenden Zellen im basalen Zytoplasmabereich lokalisiert ist.

Der Ubergang von den Ductuli efferentes zum ersten Abschnitt des
Ductus epididymidis, dem Caput epididymidis, ist im mikroskopischen
Bild gut zu erkennen, da ein erheblicher Anstieg der Epithelhéhe und
eine deutliche Zunahme des Lumendurchmessers zu beobachten ist.
Das Caput epididymidis zeichnet sich durch seine langen, weit ins
Lumen ragenden Stereozilien und die basal gelegenen runden
Zellkerne der Hauptzellen aus. Im Gegensatz dazu ist das zweite
Segment des Ductus epididymidis, das Corpus epididymidis, durch
mehr zentral im Zytoplasma gelegene langgestreckte Zellkerne der
Hauptzellen und etwas klrzere Stereozilien charakterisiert. Typisches
mikroskopisches Bild des letzten Gangabschnittes, der Cauda
epididymidis, ist der weite Lumendurchmesser, welcher mit zahlreichen
Spermien geflllt ist. AuBerdem zeigt sich im letzten Abschnitt des
Ductus epididymidis ein wieder flacher gewordenes Epithel mit kurzen
Stereozilien, bei dem die Zellkerne der Hauptzellen unregelmaBiger im
Epithel angeordnet sind und meist nicht alle auf gleicher Héhe liegen.
Desweiteren ist eine deutliche Zunahme der umgebenden Lagen von

glatten Muskelzellen im Caudasegment zu beobachten.

Das Epithel des Ductus epididymidis ist in seiner gesamten Lange
mehrreihig und hochprismatisch. Die Epithelhéhe nimmt allerdings im
Verlauf des Ductus epididymidis von proximal nach distal deutlich ab.
Das Epithel besteht jedoch, je nach Segmentabschnitt, aus ver-
schiedenen Zelltypen. Beim Hund lassen sich laut Schimming (2001) in
allen drei Abschnitten des Nebenhodenganges Hauptzellen, Apikal-
zellen und Basalzellen finden. Dies deckt sich mit den Untersuchungen
meiner Arbeit. In Corpus und Cauda epididymidis werden bei
Schimming (2001) auBerdem ,Clear cells" im Nebenhodenepithel des
Hundes beschrieben, welche dort elektronenmikroskopisch nach-
gewiesen werden konnten. Diese vierte Zellart konnte in meiner Arbeit
lichtmikroskopisch nicht eindeutig identifiziert werden. Nach Shum et
al. (2008 und 2009) und Cornwall et al. (2009) kann diese Zellart



Diskussion 134

allerdings mit dem immunhistochemischen Nachweis der V-ATPase
nachgewiesen werden. Anhand der elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen meiner Arbeit kann aber das vereinzelte Vorkommen der
»,Clear cells® im Corpus und in der Cauda epididymidis des Hundes

ebenfalls bestatigt werden.

Die hochprismatischen Hauptzellen stellen die Uberwiegende Zellart
des Epithels der Epididymis dar. Sie unterscheiden sich allerdings
morphologisch im Verlauf der einzelnen Abschnitte des Ductus
epididymidis. Im Caput epididymidis tragen diese Zellen Ilange
Stereozilien und ihr runder Zellkern befindet sich im basalen
Zytoplasmabereich. Im Corpus epididymidis hingegen zeigt sich ein
langgestreckter Zellkern, der zentral im Zytoplasma der Zelle liegt,
und die Stereozilien sind etwas kirzer. In der Cauda epididymidis ist
nun eine deutliche Abnahme der Epithelhbhe zu beobachten.
AuBerdem liegen die Zellkerne der Hauptzellen nicht wie in den
vorhergehenden Abschnitten des Nebenhodenganges auf gleicher
Hoéhe, sondern sind unregelmaBig im Epithel angeordnet. Die Zellkerne
sind aber wiederum von rundem Aussehen, wahrend die

Stereozilienlange weiter deutlich abgenommen hat.

Elektronenmikroskopisch lasst sich auBerdem erkennen, dass das
Vorkommen und die Anzahl von Vesikeln im apikalen Zytoplama-
bereich der Hauptzellen im Verlauf des Ductus epididymidis nach distal
hin abnimmt, was flur die Verringerung der Sekretions- und
Resorptionsprozesse von proximal nach distal spricht. Dies deckt sich
mit den Ergebnissen am Nebenhoden des Rindes von Sinowatz (1981)
und unterstitzt die Hypothese, dass die Cauda epididymidis in ihrer
Hauptfunktion flir die Speicherung der Spermien verantwortlich ist und
Resorptionsvorgange hier nur noch in geringem MaBe ablaufen. In den
Hauptzellen zeigt sich bei den glykohistochemischen Untersuchungen
mit Einsatz der Galektine ein auffdlliges Reaktionsmuster. Die Golgi-
Zone dieser Zellen, welche sich unmittelbar oberhalb des Zellkernes
befindet, reagiert bei den Galektinen 8 und 9 deutlich positiv. Der
Golgi-Apparat setzt sich aus mehreren Dictyosomen zusammen, bei
dem jedes Dictyosom aus einem Stapel glattwandiger Zisternen und

damit assoziierten Vesikeln unterschiedlicher GroBe besteht. Die
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topographische Anordnung der Zisternen innerhalb eines Dictyosoms
ist genau festgelegt. Man kann dadurch am Dictyosom eine cis-Seite,
die immer den Membranen des rauen endoplasmatischen Retikulums
(rER) gegenulberliegt und eine trans-Seite, an der die sekretorischen
Vesikel abgegeben werden, unterscheiden. Die cis-Seite dient als
Aufnahmeseite, welche die Transportvesikel, die sich vom rER
abschniren, aufnimmt. Innerhalb der Zisternen des Dictyosoms
werden die Oligosaccharidseitenketten der im rER synthetisierten
sekretorischen Proteine oder Membranproteine, bei denen es sich
zumeist um Glykoproteine handelt, verandert. Sie werden durch
verschiedene Modifikationen, wie dem enzymatischen Abspalten und
Ankoppeln verschiedener Zuckerreste, in ihre endgiltige Form
gebracht. Die Zuckerreste werden durch sequentiell in den
Zisternenstapeln angeordnete Glykosyltransferasen an die Oligo-
saccharidseitenketten des Glykoproteins angeknlpft, wobei das
Glykoprotein allmahlich von der cis- zur trans-Seite transportiert wird.
Von der trans-Seite des Dictyosoms erfolgt dann die Abgabe der
Sekret- und Membranproteine in entsprechende Vesikel. So passieren
eine Vielzahl von Molekllen, wie Glykoproteine, Proteoglykane,
Glykolipide und lysosomale Enzyme zu einem bestimmten Zeitpunkt
ihrer Entwicklung die Zisternen des Golgi-Apparates und gelangen erst
nach den entsprechenden Modifikationen, in Golgi-Material verpackt,
zu ihren jeweiligen Zielorten (HEES H. & SINOWATZ F., 2000). Da die
verschiedenen Kohlenhydratreste, welche im Golgi-Apparat an das
jeweilige Glykokonjugat angeknlpft werden, an Galektin 8 und 9
binden kénnen, lasst sich das positive Reaktionsergebnis der Golgi-
Zone der Hauptzellen gut erklaren. Vor allem das Caput epididymidis,
welches eine stark positive Golgi-Zonen-Reaktion zeigt, lasst
ultrastrukturell einen besonders ausgepragten Golgi-Apparat erkennen.
Auch bei Schimming (2001) wird das Vorkommen einer umfangreichen

und gut ausgebildeten supranuklearen Golgi-Zone bestatigt.

Das raue endoplasmatische Retikulum stellt sich in den Hauptzellen
aller drei Abschnitte klar dar, aber vor allem im Caput und der Cauda
epididymidis ist es besonders gut ausgepragt, wie auch von Schick

(2006) schon beschrieben wurde. Diese groBe Anzahl an Zisternen
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deutet auf eine gesteigerte Proteinbiosynthese in diesen Segmenten
hin. Abweichend von Chandler et al. (1981) konnte ich allerdings in
meinen Untersuchungen glattes endoplasmatisches Retikulum nicht

eindeutig nachweisen.

Die Apikalzellen sind charakterisiert durch ihre Lage in unmittelbarer
Nédhe zur Iluminalen Epithelgrenze. Ihr Zellkern zeigt sich im
lichtmikroskopischen Bild deutlich oberhalb derer der Hauptzellen.
Somit decken sich meine Ergebnisse mit denen von Hermo und
Robaire (2002) sowie von Schimming (2001). Diese Zellart ist in allen
drei Abschnitten des kaninen Ductus epididymidis zu finden
(Schimming, 2001). Laut Palacios (1991) und Schimming (2001) sind
die Apikalzellen charakterisiert durch einen besonders hohen Gehalt an
Mitochondrien im apikalen Zytoplasma. Elektronenmikroskopisch sind
auch in meiner Arbeit Zellen mit auffallig vielen Mitochondrien im
apikalen Zytoplasma zu finden. Diese Zellen sind vermutlich
Apikalzellen, da aber die zugehérigen Zellkerne nur selten ange-
schnitten waren, konnte ich sie oft nicht eindeutig als diese Zellart
identifizieren. Genau wie bei Lohr et al. (2010) war eine deutlich
positive Reaktion beim Nachweis von MAA I in den Apikalzellen auch in
meinen Untersuchungen zu beobachten. Dies koénnte ein weiterer
Hinweis flr die Vermutungen von Hermo und Robaire (2002) sein,
dass diese Zellen eine Endozytose-Fahigkeit besitzen, da endozytierte
Glykokonjugate das MAA I binden.

Die Basalzellen werden im Epithel des Ductus epididymidis schon in
frihen Studien bei verschiedenen Tierarten in allen Gangabschnitten
beschrieben. Diese kleinen Zellen liegen der Basalmembran direkt auf
und besitzen meist nur wenig Zytoplasma. AuBerdem ist ihr Zellkern
im Verhaltnis zur GesamtzellgroBe auffallend groB. Die Basalzellen
zeigen in meiner Arbeit im Verlauf des kaninen Ductus epididymidis
von proximal nach distal eine variierende Morphologie. Abweichend
dazu wird bei Sinowatz (1981) und Arrighi et al. (1993) flur die
Nebenhoden von Rind und Pferd von einer nahezu gleichbleibenden
Form der Basalzellen berichtet (SINOWATZ F., 1981; ARRIGHI S. et
al., 1993). Wahrend die Basalzellen des Hundes im Caput und Corpus

epididymidis eine dreieckige bis polymorphe Zellform mit zentral im
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Zytoplasma gelegenem rundlich oder hochkant ovalem Zellkern zeigen,
sind die Basalzellen der Cauda epididymidis von langsovaler Form mit
einem ebenfalls langsovalen weit basal im Zytoplasma gelegenem
Zellkern. Die Zellen liegen der Basalmembran im Caudabereich
ausgesprochen breitflachig auf. Elektronenmikroskopisch lassen sich
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Schimming (2001) nur
wenige Zellorganellen im Zytoplasma der Basalzellen erkennen. Sie
enthalten in allen drei Abschnitten des Ductus epididymidis einen
kleinen Golgi-Apparat, wenige Mitochondrien und nur vereinzelt
Vakuolen. Haufig ist das Zytoplasma der Basalzellen weit weniger
elektronendicht als das der Hauptzellen, wodurch diese beiden
Zellarten deutlich voneinander abzugrenzen sind. In den Basalzellen
von Caput und Corpus epididymidis zeigt sich eine dreieckige Zellform
und das Zytoplasma zeigt zum Teil Auslaufer, die sich nach apikal
zwischen die Hauptzellen schieben. Diese elektronenmikroskopisch
erkennbaren Zytoplasmafortsatze zwischen den Hauptzellen werden
gleichwohl von Schick (2006) fir den kaninen Nebenhoden
beschrieben. Ebenfalls (bereinstimmend mit den Ergebnissen von
Schick (2006) sind die nur in den Basalzellen der Cauda epididymidis
vorkommenden Glykogenansammlungen im basalen Zytoplasma-
bereich. Dieses Glykogen dient in tierischen Zellen als energiereiche

Speicherform der Glukose.

Die Funktion der Basalzellen wird bis heute kontrovers diskutiert und
ist nach wie vor noch nicht eindeutig geklart. Lange Zeit wurde diesen
Zellen eine Stammzellfunktion, welche mittlerweile allerdings widerlegt
wurde (YEUNG C.H. et al., 1994), und eine Beteiligung an baso-
lateralen Signaltransduktions-Prozessen zugesprochen (SHUM W.W.C.
et al., 2008). Andere Hypothesen wie die Annahme, dass diese Zellen
Vorlauferzellen der Hauptzellen waren oder eine Stitzfunktion flr das
Epithel hatten, wurden als unzutreffend bezeichnet (SCHICK B., 2006).
In den meisten friheren Untersuchungen wurde angenommen, dass
die Basalzellen das Lumen des Nebenhodenganges grundsatzlich nicht
erreichen. Somit wurde flir diese Zellen auch keine Beteiligung an der
Bildung und der Aufrechterhaltung des flir die physiologische

epididymale Spermienreifung notwendigen Mikromilieus angenommen.
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Shum et al. (2008 und 2009) konnten nun erstmals am Nebenhoden
der Ratte mithilfe der 3D-Laser-Scanning-Mikroskopie schmale
Zytoplasma-Auslaufer der Basalzellen, welche das Lumen des
Nebenhodenganges erreichen, darstellen und auch eine Mitbeteiligung
dieser Zellen an der luminalen pH-Wert-Regulation nachweisen. Sie
benutzten hierflir fluoreszenzmarkierte Antikdrper gegen COX-1 und
Claudin 1 als Basalzellmarker. Mit dem konfokalen Mikroskop konnten
optische Serienschnitte von 16 um-Dicke angefertigt werden, durch die
man die Ausbildung von apikalen Fortsatzen an den Basalzellen, die bis
zum Lumen des Nebenhodenganges ziehen, erstmals nachweisen

konnte.

In meiner Arbeit zeigte sich Claudin 1 abweichend von den Ergebnissen
von Shum et al. nicht als spezifischer Basalzellmarker. Die Basalzellen
zeigten sich, wie von Shum et al. bei der Ratte beschrieben auch beim
Hund COX-1-positiv. Die Tatsache, dass die Basalzellen aber auch
beim kaninen Ductus epididymidis schmale Zytoplasma-Auslaufer
besitzen, welche das Lumen des Nebenhodenganges erreichen, konnte
ich in meiner Arbeit erstmals an 5 pm dicken Schnitten mit Hilfe des
immunhistochemischen Nachweises der Cytokeratine 5 und 14
nachweisen. Entsprechend den Untersuchungen von Shum et al.
konnte ich ebenfalls die Expression des Angiotensin II — Rezeptors Typ
2 (AGTR-II) bei den Basalzellen nachweisen. Die positive AGTR-II-
Reaktion am apikalen Epithelsaum lasst die Vermutung zu, dass es
sich hierbei um die Expression dieses Rezeptors an den Zytoplasma-
Auslaufern der Basalzellen, welche die Epitheloberflache erreichen,
handelt. Aufgrund der vielen Ubereinstimmenden Ergebnisse zwischen
den Untersuchungen von Shum et al. (2008 und 2009) bei der Ratte
und meiner Arbeit am kaninen Nebenhoden liegt die Vermutung nahe,
dass die Basalzellen im Nebenhodenepithel, wie in Abbildung 3
schematisch dargestellt, an der pH-Wert-Regulierung des Luminal-
plasmas beteiligt sind. AuBerdem zeigte sich in meinen Unter-
suchungen, abweichend von den Studien von Lohr et al. (2010), auch
eine intensive MAA I-Reaktion der Basalzellen. Diese Befunde lassen
den Schluss zu, dass auch beim Hund den Basalzellen eine wichtige

Rolle bei der Regulation des Milieus im Ductus epididymidis zukommen
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kénnte.

Die Ergebnisse meiner Arbeit zum Nachweis von Claudin 1 stimmen
mit den Studien von Cyr et al. (2007) und Gregory et al. (2001)
Uberein, bei denen sowohl die lateralen Zellmembranen als auch die
Kontaktfladchen zwischen Basalzellen und deren Nachbarzellen positiv
reagieren. Diese positive Reaktion von Claudin 1 an Kontaktflachen
zwischen Basalzellen und deren benachbarten Zellen bestatigt die
Annahme dieser Autoren, dass Claudin 1 auch an Zellverbindungen
beteiligt ist, an denen keine ,Tight junctions" vorkommen. Allerdings
zeigte sich Claudin 1 in meiner Arbeit im Gegensatz zu den
Beobachtungen von Shum et al. (2008 und 2009) beim Hund nicht als

spezifischer Basalzellmarker.

Bei den Zellkernen der Epithelzellen sind in der Fluoreszenzfarbung mit
dem DNA-spezifischen Farbstoff DAPI deutliche Kerneinschlisse zu
beobachten. Diese Einschliisse sind offensichtlich DNA-frei, da sie sich
nicht anfarben. Die Kerneinschlisse werden auch in den elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen regelmaBig sowohl im Caput als
auch im Corpus epididymidis beobachtet. In der Cauda epididymidis
konnte ich die Kerneinschliisse elektronenmikroskopisch allerdings
nicht nachweisen. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Schick
(2006), in denen die Kerneinschllisse ebenfalls im Caput- und
Corpusbereich des kaninen Ductus epididymidis beschrieben wurden.
Ihre Funktion und ihr Ursprung sind bislang aber unklar. Beim immun-
histochemischen Nachweis von Cytokeratin 8 reagieren die Zellkerne
aller Epithelzellen und auch die Zellkerne der umliegenden
Muskelzellen und Fibrozyten positiv. Direkt unter der zweiblattrigen
Kernhille, der sogenannten Karyotheca, liegt eine Schicht aus
Faserproteinen, die wahrscheinlich fur die Kernform von Bedeutung
sind. Sie besteht aus den netzartig verbundenen Proteinen Lamin A, B
und C (HEES H. & SINOWATZ F., 2000). Das Reaktionsergebnis beim
immunhistochemischen Cytokeratin 8-Nachweis ist ein Hinweis daflr,
dass sich auch dieses Cytokeratin als faseriges Polypeptid in dieser
Schicht befindet und als Komponente des Zytoskelettes mitbeteiligt ist,

den Zellkern in seiner Lage und Form zu stabilisieren.
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In das Lumen des gesamten Ductus epididymidis ragen Stereozilien
unterschiedlicher Lange. Sowohl die Hauptzellen als auch die Apikal-
zellen tragen an ihrer apikalen Zellmembran Stereozilien. Laut Hermo
und Robaire (2002) sowie Shum (2008 und 2009) tragen die ,Clear
cells" ebenfalls Stereozilien an ihrer Zelloberflache. Wahrend im Caput
epididymidis die Stereozilien am langsten sind und weit ins Lumen
ragen, nimmt die Stereozilienlange in den weiter distal gelegenen
Abschnitten des Nebenhodenganges kontinuierlich ab. Bei den
glykohistochemischen Untersuchungen mit dem Lektin SNA zeigte sich
in meiner Arbeit ein interessantes Reaktionsmuster an den Stereozilien
in Caput und Corpus epididymidis. Die Stereozilien reagieren lediglich
blischelweise stark positiv, was sich von den Ergebnissen am
Epididymis der Maus von Lohr et al. (2010) unterscheidet, da in dieser
Studie die Stereozilien zwar SNA-positiv beschrieben werden, jedoch
ein buschelweises Reaktionsmuster nicht erwdhnt wird. In den
Arbeiten von Arenas et al. (1998), Calvo et al. (2000) und Ueda et al.
(1998a) Uber die Nebenhoden von Mensch, Eber und Ratte werden
keine Ergebnisse fur die Lektinbindung an die Stereozilien angegeben.
Durch die Stereozilien wird die Epitheloberflache des Ductus
epididymidis stark vergroBert, wodurch sie an Resorptions- und
Sekretionsprozessen wesentlich beteiligt sind (HEES H. & SINOWATZ
F., 2000). Wie bereits von Bamberg im Jahr 1975 publiziert wurde,
findet die deutlichste Resorption und der maximale Austausch
zwischen Nebenhodenplasma und Nebenhodenepithel im Bereich von
Caput und Corpus epididymidis statt. Daraus erklart sich die
Langenabnahme der Stereozilien im Verlauf des Ductus epididymidis

nach distal.

Interessante Ergebnisse hinsichtlich der Stereozilien zeigen sich auch
bei den Galektin-Untersuchungen. Wahrend es sich bei den Galektinen
1 und 3 um eine segmentspezifische Bindung, speziell in Corpus bzw.
Caput epididymidis, zu handeln scheint, zeigt sich bei den Galektinen 8
und 9 eine nicht segmentspezifische Bindung. Bei diesen farben sich
namlich die Stereozilien aller drei Abschnitte des Ductus epididymidis
an. Dies koénnte ein Hinweis darauf sein, dass in Caput und Corpus

epididymidis bestimmte Glykokonjugate, die Galactose enthalten,
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resorbiert werden.

Bei den intraluminal gelegenen Spermien ist eine deutlich VAA-positive
Reaktion am zytoplasmatischen Trdopfchen, welches direkt unterhalb
des Spermienkopfes liegt, zu beobachten. Bei der Entwicklung der
Spermienzelle aus den Spermatiden wird der Rest des Zytoplasmas in
Form des Zytoplasmatrépfchens am Halsbereich der Spermienzelle
abgelagert. Wahrend der Nebenhodenpassage wandert dieses
Tropfchen das Mittelstliick des Spermiums entlang und wird zumeist
noch vor der Ejakulation abgelést. Das zytoplasmatische Tropfchen,
das wahrend der epididymalen Spermienreifung von den Spermien
abgelést wird, enthadlt verschiedene Hydrolasen wie saure
Phosphatase, B-Glucuronidase oder B-N-Acetylglucosaminidase
(BAMBERG E., 1975). Es erscheint mdglich, dass GalB2(3)Gal-,
Gala3(4)Gal-, oder GalB3(4)GIcNAc-Reste dieser Glykoproteine, die in
dem zytoplasmatischen Tropfchen enthalten sind, VAA als Bindungs-
partner dienen und so flr die histochemisch beobachtete Anfarbung
des Zytoplasmatrépfchens verantwortlich sind. Bei den Unter-
suchungen von Lohr et al. (2010) wird zwar von einer VAA-positiven
Reaktion in Lumen bzw. der Spermien bei der Maus berichtet, der

genaue Bindungsort wird aber nicht spezifiziert.

Die Anzahl der Schichten von glatten Muskelzellen, welche sich nach
auBen an das Epithel des Ductus epididymidis anschlieBen, nehmen
von proximal nach distal hin kontinuierlich zu. Wahrend um die Ductuli
efferentes und das Caput epididymidis nur zwei bis drei diinne Lagen
zu erkennen sind, wird die Cauda epididymidis von bis zu funf kraftigen
Muskelzelllagen umgeben. Zudem ist im letzten Abschnitt des
Nebenhodenganges zu beobachten, dass sich neben den drei bis flinf
Muskelzellschichten, welche die Wand des Ductus epididymidis bilden,
auch im interductalen Bindegewebe mehrere Lagen von glatten
Muskelzellen liegen, deren immunhistochemisches Verhalten von
denen der Wandmuskulatur abweicht. Beim immunhistochemischen
Nachweis von COX-1 zeigen sie ein interessantes Reaktionsmuster. Ihr
perinukledrer Bereich reagiert deutlich positiv auf COX-1. Eine solch
positive COX-1-Reaktion wird allerdings bei den Untersuchungen von
Shum et al. (2008 und 2009) flur die Epididymis der Ratte nicht
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beschrieben.

Die unterschiedliche Expression von COX-1 im proximalen und distalen
Bereich des Ductus epididymidis kénnte auch funktionelle Bedeutung
haben. Wahrend sich die Muskulatur von Caput und Corpus
epididymidis laut Wrobel (1990) weitgehend autonom auf
Dehnungsreize kontrahiert, kommt es in der Cauda epididymidis zur
reflektorischen  Kontraktion wahrend der Ejakulation. Dieses
unterschiedliche Kontraktionsverhalten kénnte mdglicherweise mit dem
unterschiedlichen Expressionsmuster von COX-1 in den proximalen
(Caput und Corpus epididymidis) bzw. distalen Abschnitten in

Verbindung stehen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden die Nebenhoden von 18 klinisch
gesunden Hunden unterschiedlicher Rassen, eingeteilt in drei Alters-
gruppen, mit licht- und elektronenmikroskopischen Methoden unter-
sucht. Bei den lichtmikroskopischen Untersuchungen wurde neben den
klassischen Ubersichtsfarbungen auch eine Palette von verschiedenen
immunhistochemischen und glykohistochemischen Untersuchungen zur
naheren Charakterisierung des kaninen Nebenhodenepithels durch-
gefihrt. Dabei zeigten sich keine Unterschiede zwischen den drei
Altersgruppen. Somit sind die mikroskopischen Strukturen des kaninen
Nebenhodens bei den untersuchten Rassen bereits ab einem Alter von

8 Monaten vollstandig entwickelt.

Der kanine Nebenhoden entspricht im makroskopischen Aufbau mit
Kopf-, Kérper- und Schwanzbereich grundsatzlich dem der anderen
Saugetiere. Unter Berlcksichtigung histologischer und zytologischer
Kriterien wird er in vier verschiedene Abschnitte unterteilt: Den Ductuli
efferentes sowie den drei Abschnitten des Ductus epididymidis,
bestehend aus dem Caput epididymidis (Initialsegment), dem Corpus
epididymidis (Mittelsegment) und der Cauda epididymidis (Terminal-

segment).

Das Epithel der Ductuli efferentes besteht aus Kinozilien-tragenden
Zellen und zilienlosen Zellen mit Mikrovilli-Besatz. Die zilienlosen
Zellen lassen sich elektronenmikroskopisch in vier Subtypen unter-
teilen. Typ 1-Zellen enthalten nur sehr wenige Granula und sehr
wenige Vakuolen im Zytoplasma. Typ 2-Zellen beinhalten zahlreiche
elektronendichte Granula. Typ 3-Zellen sind durch viele helle Vakuolen,
welche nahezu das gesamte Zytoplasma ausflillen, gekennzeichnet und
die Zellen des 4. Typs enthalten sowohl apikal gelegene Vakuolen als
auch basal gelegene dunkle Granula. Das Epithel des Ductus
epididymidis besteht beim Hund mit Ausnahme des Caput epididymidis
aus vier Zellarten: Haupt-, Apikal- und Basalzellen sowie ,Clear cells",

welche allerdings nur in Corpus und Cauda epididymidis zu finden sind.
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Die histochemische Untersuchung zur Verteilung von Kohlenhydrat-
gruppen im Nebenhoden wurde mit drei pflanzlichen Lektinen (MAA I,
SNA und VAA) und mit vier humanen Galektinen (Gal-1, -3, -8 und -9)
durchgefiihrt. Die Ductuli efferentes und die sich anschlieBenden drei
Abschnitte des Ductus epididymidis wiesen flr alle untersuchten

Lektine ein charakteristisches Bindungsmuster auf.

Die Cytokeratine 5, 8, 14, 15, 18, 19 sowie Claudin 1, Occludin, der
Rezeptor AGTR-II und das Enzym COX-1 wurden im Nebenhoden mit
immunhistochemischen Methoden lokalisiert. Alle dazu verwendeten
Antikdrper ergaben, mit Ausnahme des Antikdérpers gegen Cytokeratin
15, ein charakteristisches Verteilungsmuster. Besonders interessant
zeigten sich die positiven Immunreaktionen auf Cytokeratin 5 und 14
sowie AGTR II und COX-1. Durch diese konnte nachgewiesen werden,
dass die Basalzellen des kaninen Ductus epididymidis durch die
Ausbildung dinner Zytoplasmaauslaufer das Lumen des Nebenhoden-
ganges erreichen. Weiter konnte die Expression von AGTR II und COX-

1 den Basalzellen zugeordnet werden.
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VIl. SUMMARY

Functional morphology of the canine epididymis (canis

familiaris) with special focus on the basal cells

In my thesis the functional morphology of the canine epididymis has
been studied wusing histological, glycohistochemical, immuno-
histochemical and electron microscopical techniques. For this study the
epididymides of eighteen clinically healthy dogs of different breeds and

age were used.

Macroscopically, the canine epididymis is usually divided into caput,
corpus and cauda epididymidis. Using histologic and cytologic criteria,
it can be separated into four segments: the ductuli efferentes and the

initial-, middle- and terminal-segment of the ductus epididymidis.

The epithelium of the efferent ductules consists of ciliated cells and
nonciliated cells with microvilli. The nonciliated cells can be classified
by electronmicroscopic criteria into four subtypes: Type 1 cells contain
very few granules and vacuols in their cytoplasm. Type 2 cells show
numerous granules of high electron density. Type 3 cells are
characterized by a high number of moderately electron dense vacuols,
which occupy almost the entire cytoplasm. Type 4 cells contain apically
localized vacuols and dark granules in their basal areas. The epithelium
of the canine ductus epididymidis consists of four cell types: Principal
cells, apical cells, basal cells and clear cells, which can only be

discerned in the corpus epididymidis and the cauda epididymidis.

The examination of the distribution of sugar residues in the canine
epididymidis have been performed using three labeled plant-lectines
(Maackia amurensis agglutinin I, Sambucus nigra agglutinin and
Viscum album agglutinin) and the human galectines -1, -3, -8 and -9.
The efferent ductules and the subsequent three segments of the
ductus epididymidis showed a characteristic pattern of binding sites for

all examined lectines.
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Using immunohistochemistry, the localization of cytokeratines (CK)
(CK 5, CK 8, CK 14, CK 15, CK 18, CK 19), claudin 1, occludin, the
angiotensin II type 2 receptor (AGTR-II) and the enzym cyclo-
oxygenase 1 (COX 1) has been studied. An especial interesting pattern
of immunoreactivity was found with antibodies against CK 5, CK 14,
AGTR-II and COX-1. My results convincingly demonstrated for the first
time, that in the canine epididymis the so called “basal cells” can reach
the lumen of the duct by thin cytoplasmic processes. As in the rat,
basal cells may therefore significantly contribute to the regulation of
the intraluminal milieu of the duct, which is important for the

epididymal sperm maturation.
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XI1.

ANHANG

Methodik

1.

Lichtmikroskopie

Fixierung:

Bouin “sche Losung:

Formalin:

Puffer:
PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7,4:

Citratpuffer pH 6,0:

Ldsungen:

Hamalaun:

Eosin:

750 ml gesattigte wassrige Pikrinsaure
250 ml Formaldehyd 37%
50 ml Eisessig

Formaldehyd 37% 1:10 mit PBS Puffer
verdiinnen

42,50 g NaCl (Natriumchlorid)

6,35 g Na,HPO4x2H,O (Di-Na-Hydro-
genphosphat-Dihydrat)

1,95 g NaH,PO4xH,0 (Na-Dihydrogen-
phosphat-1-Hydrat)

Aqua dest. ad 5 Liter

Stammlésung A = 21,01 g Citrat
(CeHgO7xH,0) und Aqua dest. ad 1
Liter

Stammlésung B = 29,42 g Natrium-
citrat (NasCgHsO,x2H,0) und Aqua
dest. ad 1 Liter

Gebrauchslésung = 9 ml Lésung A +
41 ml Lésung B und Aqua dest. ad 500
ml

2,0 g Hamatoxylin

0,4 g Natriumjodat

100 g Kalialaun p.A.

100 g Chloralhydrat

2,0 g kristalline Zitronensaure
Aqua dest. ad 2000 ml

Stammlésung = 2,0 g Eosin und 198ml
Aqua dest (zur Haltbarkeitsteigerung
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einige Tropfen Formol zusetzen)

Gebrauchslésung = 60 ml Stamm-
[6sung plus 8 Tropfen Eisessig und
600 ml Aqua dest.

- Eisenhamatoxylin nach Weigert:

- Azophloxin:

Lésung A = 1,0 g Hamatoxylin in 100
ml 96% Alkohol 16sen

Lésung B = 2,48 g Eisen(III)chlorid in
100 ml Aqua dest. lésen und 1 ml
konzentrierte Salzsaure (HCI 37%) zu-
geben

Gebrauchslésung = Lésung A und
Lésung B im Verhaltnis 1:1 mischen

0,5 g Azophloxin
100 ml Aqua dest.

0,2 ml Eisessig

- Phosphormolybdansdaure-Orange:

- Lichtgrin:

- Essigsaure 1%/3%:

3-5 g Phosphormolybdansaure oder
besser Phosphorwolframsaure

100 ml Aqua dest.
2,0 g Orange G
0,1-0,2 g Lichtgrin
100 ml Aqua dest.
0,2 ml Eisessig
10/30 ml Eisessig
1000 ml Aqua dest.

- 0,5% wassrige Lésung von Perjodsaure:

0,5 g Perjodsaure

100 ml Aqua dest.

- S0O,(Schwefeldioxid)-Wasser:

- Alcianblau pH 1,0:

- Alcianblau pH 2,5:

200 ml Leitungswasser
10 ml Kalium-Pyrosulfit-Lésung

10 ml n-Salzsdaure (100 ml konz.
Salzsdure und 900 ml Aqua dest.)

1 g Alcianblau 8 GX in 100 ml 0,1 N-
Salzsaure 16sen. Auf pH 1,0 einstellen
und Thymolkristall zusetzen.

1 g Alcianblau 8 GX in 100 ml 3%
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2.

Essigsaure l6sen. Auf pH 2,5 einstellen
und Thymolkristall zusetzen.

DAB (3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid)-
Wasserstoffperoxid-Lésung:

~ABC"-LOsung:

Stammlésung = 5 ml PBS-Puffer und
15 pl 30% H,0,;

Gebrauchslésung = 6 DAB-Tabletten in
60 ml Aqua dest. auflésen und dann
400 pl Stammlésung dazugeben

5 ml PBS-Puffer
1 Tropfen StreptABComplex-Lsg. A
1 Tropfen StreptABComplex-Lsg. B

Elektronenmikroskopie

Puffer:

Natriumcacodylat:

Lésungen:
Fixierlésung nach Karnovsky:

Kontrastierungslésung:

Stammldésung = 8,56 g Natrium-
cacodylat (Na(CHs),As0,x3H,0) in 200
ml Aqua dest. l16sen

0,2M-L6sung = 50 ml Stammlésung
plus tropfenweise 0,2M HCI bis pH 7,2.
AnschlieBend Aqua dest. ad 100 ml

0,1M-Lésung = 50 ml 0,2M-L&sung
und 50 ml Aqua dest.

10% Paraformaldehyd-Lésung = 10 g
Paraformaldehyd in 100 ml Aqua dest.
l6sen, dann 1-2 Tropfen 1N NaOH dazu

Stammlésung = 20 ml Paraform-
aldehyd-Lésung (10%) plus 50 ml
0,2M-Natriumcacodylatpuffer plus 0,05
g Kalziumchlorid (CacCl,)

Gebrauchslésung = 10 ml Stamm-
[6sung und 1,37 ml 25% Glutaraldehyd

2% Osmiumtetroxid-Lésung = 2 ml
4% Osmiumtetroxid und 2 ml 0,1M-
Natriumcacodylatpuffer

3% Kaliumferrocyanid-Lésung = 0,3 g
Kaliumferrocyanid und 0,1M-Natrium-
cacodylatpuffer ad 10 ml
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Osmiumtetroxid (1%) - Kaliumferro-
cyanid (1,5%) in 0,1M-Natriumcaco-
dylatpuffer = 4 ml 2% Osmium-
tetroxid-Lésung und 4 ml 3% Kalium-
ferrocyanid-Lésung

- Bleicitrat-Lésung nach Reynolds (pH ~12):

- Uranylacetat:

0,266 g Bleinitrat ((Pb(NOs),)

0,352 g Natriumcitrat (Naz(CgHs07)
X2Hzo)

6 ml Aqua dest.
ca. 1,6 ml 1N NaOH fir pH

Uranylacetat in Aqua dest. bis zur
gesattigten Lésung

- Methylenblau nach Richardson:

- Polyembed-Einbettung:

3. Erganzung

Stammldésung = 1% Methylenblau mit
1% Borax (Natriumtetraboratdeca-
hydrat p.A.) im Verhaltnis 1:1 mischen

Gebrauchslésung = 1 % Azur II mit
Stammldésung im Verhaltnis 1:1
mischen

20 ml Poly/Bed 812
16 mlI DDSA

10 mI NMA

1,4 ml BDMA

Tabelle 14: Hersteller der Chemikalien im Methodikteil

Pikrinsaure

Firma Merck, Darmstadt

Formaldehyd 37%

Firma Merck, Darmstadt

Eisessig

Firma Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Firma Merck, Darmstadt

Di-Na-Hydrogenphosphat-Dihydrat

Firma Merck, Darmstadt

Na-Dihydrogenphosphat-1-Hydrat

Firma Merck, Darmstadt

Citrat

Firma Merck, Darmstadt
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Natriumcitrat

Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Alcianblau 8 GX

Firma Merck, Darmstadt

DAB

Firma Dako, Hamburg

StreptABComplex-Lésungen

Firma Dako, Hamburg

Natriumcacodylat

Firma Polysciences, Warrington, USA

HCI 1N/ O,1N

Firma Merck, Darmstadt / Firma Carl
Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd

Firma Merck, Darmstadt

Kalziumchlorid

Firma Merck, Darmstadt

Glutaraldehyd 25%

Firma Polysciences, Warrington, USA

Osmiumtetroxid 4%

Firma Polysciences, Warrington, USA

Kaliumferrocyanid

Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim
NaOH 1N Firma Carl Roth, Karlsruhe

Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Bleinitrat

Steinheim

Uranylacetat

Firma Scientific LTD, Stansted, UK

Methylenblau

Firma Merck, Darmstadt

Borax

Firma Serva, Heidelberg

Azur II

Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH &
CO, Minster

Poly/Bed 812

Firma Polysciences, Warrington, USA
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