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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Alle Kaninchen stammen vom Europdischen Wildkaninchen (Oryctolagus
cuniculus) ab. Seit seiner Domestikation im frihen Mittelalter hat das Kaninchen
grol3e Bedeutung erlangt (Benecke, 2001). Als Haustier gewann das Kaninchen in
den letzten Jahren immer mehr an Beliebtheit: es liegt auf Platz zwei der
beliebtesten Heimtiere (Aretz, 2008). Als Masttier ist das Kaninchen weltweit,
unter anderem in européischen Landern wie Italien und Frankreich, von groRer
Wichtigkeit (Winkelmann & Lammers, 1996). Als Wolllieferant ist das
Angorakaninchen besonders in China weit verbreitet (Winkelmann & Lammers,
1996). Als Versuchstier nimmt das Kaninchen hinter Ratten, Mdusen, Fischen und
Vogeln den funften Platz ein (Tierschutzbericht der Bundesregierung 2011). Trotz
der Bedeutung des Kaninchens fur die Landwirtschaft und die tierexperimentelle
Forschung existiert keine vollstandige Darstellung der maéannlichen
Geschlechtsdrusen des nicht-geschlechtsreifen und geschlechtsreifen Tieres. In
den bisherigen histologischen Arbeiten am Kaninchen wurden lediglich
Teilaspekte, wie Leydig-Zellen, Sertoli-Zellen oder myoide Zellen, beleuchtet.
In der vorliegenden Arbeit mochte ich mit Hilfe licht- und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen eine umfassende Beschreibung des
Hodens des nicht-geschlechtsreifen sowie des geschlechtsreifen Kaninchens
geben und somit die bereits vorliegenden Kenntnisse ber die Histologie der
Keimdrusen bei dieser Spezies erganzen. Dariiber hinaus soll mit Hilfe
glykohistochemischer Methoden die Charakterisierung und Verteilung von
Kohlenhydratstrukturen im  geschlechtsreifen und nicht-geschlechtsreifen
Kaninchenhoden naher  beleuchtet  werden.  Weiter  wird mit
immunhistochemischen Untersuchungen die Expression von Zytokeratinen,
Vimentin, ,,0-smooth muscle actin“ (a-SMA) und Progesteronrezeptor

beschrieben.
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1. LITERATURUBERSICHT

1. Makroskopische Anatomie des Kaninchenhodens

Die mannlichen Geschlechtsorgane bestehen aus den Hoden, den samenreifenden
Nebenhoden, den samenfuhrenden  Samenleiter, den  akzessorischen
Geschlechtsdrisen sowie dem Begattungsorgan (Grau & Walter, 1967). Die
Hoden sind paarig angelegt und haben sowohl exokrine wie auch endokrine
Aufgaben inne: neben der Vermehrung und Differenzierung von Samenzellen
produzieren die Keimdriisen auch Androgene und verschiedene andere Hormone
wie zum Beispiel Inhibin (Aughe & Frye, 2001; Sinowatz, 2001). Die Hoden der
Kaninchen befinden sich in der Leistengegend kranial des Penis. Diese Lage weist
eine Besonderheit auf, da bei den meisten Tierarten die Hoden kaudal des
Begattungsorgan gelegen sind (Hatt & Isenbugel, 2001).

Bild 1: Ein Vertreter der Kaninchenrasse ,,Grauer Wiener*

2. Pubertat und Geschlechtsreife es mannlichen Kaninchens

Der Begriff ,,Pubertit” wird in der Literatur unterschiedlich definiert. Aus diesem
Grunde divergieren auch die Angaben zum Einsetzen der Pubertdt beim
Kaninchen zwischen 40 Tagen und 17 Wochen: Autoren wie Mann und Parsons
(1947) oder Donovan und van der Werff ten Bosch (1965) verstehen unter
Pubertat den Zeitpunkt, an dem die endokrine Aktivitat der Hoden eines Tieres

erkennbar wird, wie zum Beispiel die Zunahme des Testosteronspiegel im Hoden
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und im Blut (Berger et al., 1982). Die Sekretion dieses Hormons setzt etwa ab
dem 40. Lebenstag mit dem Auftreten der ausdifferenzierten Leydig-Zellen ein
(Chubb et al., 1978; Berger et al., 1982). Andere Wissenschaftler hingegen
orientieren sich bei ihrer Definition an der Vermehrung und Differenzierung der
Keimzellen: Chemes (2001) sieht den Beginn der Pubertdt in einer starken
Vermehrung der Spermatogonien und dem Erscheinen der ersten priméren
Spermatozyten. Die mittelgroBe Kaninchenrasse ,,Weile Neuseeldnder* zeigen in
ihrem histologischen Bild ab der 7. Woche Typ A-Spermatogonien; die ersten
praleptotdnen Spermatozyten sind ab der 8. Lebenswoche nachzuweisen (Chubb
et al., 1978). Asdell (1946) sowie Ewuola und Egbunike (2010) legen den Beginn
der Pubertat mit dem Auftreten von Spermien im Ejakulat fest. Bei der kleinen
Kaninchenrasse der ,,Hollander ist dies mit 17 Wochen der Fall (Tsunenari &
Kast, 1992). Unter dem Begriff ,,Geschlechtsreife* verstehen May und Simpson
(1975) den Zeitpunkt, an dem ausreichend reife Spermien gebildet werden, um
eine Eizelle befruchten zu kdnnen. Fir grolie Kaninchenrassen wird als Zeitpunkt
der Geschlechtsreife 5-8 Monate angegeben, flr mittelgrol3e Kaninchenrassen 4-6
Monate und flr kleine Rassen 4-5 Monaten (Patton, 1994). Allerdings wird die
Geschlechtsreife von vielen Faktoren beeinflusst: Ernahrung, Licht und Jahreszeit
der Geburt (Lohle, 2003) sollen eine nicht unwichtige Rolle spielen: Tiere, die
unter Mangelerndhrung leiden, erreichen die Geschlechtsreife spater als Tiere, die
optimal mit Nahrstoffen versorgt werden; Tiere, die im Frihjahr geboren werden,
werden spater geschlechtsreif als diejenigen, die im Herbst geboren wurden
(Lohle, 2003; Garcia-Tomas et al., 2009a). Piles et al. (2004) fihren den
Entwicklungsunterschied darauf zuriick, dass im heiRen Sommer weniger
gefressen wird und deshalb die Wachstumsraten bzw. Gewichtszunahmen
verringert sind. Quesenberry und Carpenter (2004) geben deshalb an, dass fur die
Geschlechtsreife weniger das Alter als vielmehr das Gewicht des Tiers
ausschlaggebend ist. Laut Frame et al. (1994) existiert keine signifikante
Korrelation zwischen Korpergewicht und Reifegrad des Kaninchenhodens. Sie
heben jedoch eine starke Korrelation zwischen dem Gewicht des Hodens und dem
Entwicklungsstands des Hodens hervor. Dies deckt sich mit Ergebnissen bei
anderen Tierarten wie beim Schwein (Schinckel et al., 1983), beim Rind (Curtis &
Amann, 1981; Aponte et al., 2005) sowie beim Mensch (Chemes, 2001). Diese
Verbindung zwischen dem Gewicht der Keimdrise und des Entwicklungsstand

konnten aber Garcia-Tomas et al. (2009b) in ihrer Arbeit mit Kaninchen nicht
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bestatigen. Neben makroskopischen MessgroBen wie Korpergewicht und
Hodengewicht werden auch histologische Parameter zur Beurteilung des
Entwicklungsstand des Hodens herangezogen. Als Kenngrofien dienen dabei der
Zeitpunkt der Lumenbildung in den Tubuli seminiferi contorti, das Erscheinen
von elongierten Spermatiden sowie Spermien in den Tubuli, die Durchmesser der
Tubuli sowie die Anzahl bzw. GroRe der Zellen im Interstitium. Die Ergebnisse
dieser Arbeiten werden im Rahmen der Besprechung der einzelnen Strukturen des

Hodens vorgestellt.
3. Mikroskopische Anatomie des Hodens

3.1 Hodenkapsel

Hoden (sive Testis, Orchis, Didymis) und Nebenhoden der Sduger werden
vollstandig von einer Organkapsel umgeben. Diese sog. Hodenkapsel besteht aus
drei Schichten, ndmlich aus der Tunica visceralis, der Tunica albuginea sowie der
Tunica vasculosa (Arenas et al., 1997). Die Tunica visceralis (sive Epiorchium),
die den inneren Teil der Tunica vaginalis reprasentiert, stellt die &u3erste Schicht
dar. Sie besteht aus einer einfachen Schicht von mesothelialen Zellen (Leeson &
Cookson, 1974). Die mittlere Schicht wird als Tunica albuginea (sive Tunica
fibrosa) bezeichnet. Sie kann eine erhebliche Dicke erreichen (Smollich &
Michael, 1992) und stellt daher die prominenteste Lage der Organkapsel dar;
deshalb wird oftmals die gesamte Hodenkapsel als Tunica albuginea bezeichnet
(Davis et al., 1970). Als straffe, bindegewebige Kapsel besteht sie vornehmlich
aus kollagenen Fasern mit einigen elastischen Fasern (Wrobel, 1990). Bei sehr
vielen Tierarten, unter anderem beim Hund, bei der Katze, der Ratte (Gorgas &
Bock, 1974; Leeson & Cookson, 1974), beim Schwein, beim Pferd (Chacon-
Arellano & Wooley, 1980) sowie beim Mensch (Langford & Heller, 1973)
befinden sich in dieser Schicht kontraktile Zellen in Form von glatten
Muskelzellen (Langford & Heller, 1973) und/oder Myofibroblasten (Leeson &
Forman, 1981). Auch beim Kaninchen sind hier glatte Muskelzellen lokalisiert
(Holstein, 1967; Holstein & Weiss, 1967). Diese sind in zwei Schichten
angeordnet, wobei die beiden Lagen senkrecht zueinander verlaufen (Holstein,
1967; Dauvis et al., 1970). Die dritte Schicht heif3t Tunica vasculosa; diese besteht
aus lockerem Bindegewebe und fiihrt grolRere BlutgefaRe (Leeson & Cookson,
1974) sowie eine Vielzahl von LymphgefaBen (Middendorff et al., 2002) und
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Nerven (Banks et al., 2006). Sie ist je nach Tierart unterschiedlich ausgebildet:
beim Menschen (Arenas et al., 1997), beim Hund und beim Schaf (Banks, 1981)
ist sie parenchymseitig lokalisiert; beim Pferd und beim Schwein hingegen ist sie
zentral in der Mitte der Tunica albuginea gelegen (Chacon-Arellano & Wooley,
1980).

3.2. Septulae testis und Lobuli testis

Von der Hodenkapsel aus ziehen sog. Septulae testis (sive Trabeculae testis)
konvergierend zum Mediastinum (Wrobel, 1990). Sie bestehen vor allem aus
kollagenen Fasern (Dellmann & Worobel, 1987) und enthalten Blut- und
Lymphgefalie sowie Nerven (Montkowski, 1992). Die Septen variieren je nach
Tierart in ihrer Dicke und Vollstandigkeit: beim Hund und beim Schwein sind die
Septen dick und komplett, wéhrend sie beim Wiederkduer und bei der Katze als
unauffallig und nicht vollstandig beschrieben werden (Dellmann & Wrobel,
1987). Beim Kaninchen verlaufen lediglich dunne Septen in Richtung
Mediastinum (Davis et al., 1970). Laut Wrobel (1990) halten die Septulae testis
im Zusammenspiel mit der Hodenkapsel und dem Mediastinum das Parenchym
des Hodens unter Druck. Die Septen unterteilen auf diese Weise, je nach Tierart
mehr oder weniger deutlich, das Hodenparenchym in Lappchen. Diese sog. Lobuli
testis sind pyramidenférmig, wobei ihre Spitzen zum Mediastinum hinweisen und
ihre Basis an der Hodenkapsel zu finden sind (Wrobel, 1990). Der Mensch besitzt
rund 350 Lappchen je Hoden (Welsch, 2010). Die Lobuli testis enthalten ca. ein
bis finf Tubuli seminiferi sowie das intertubuldre Kompartiment (Wrobel, 1990).

3.3. Tubuli seminiferi contorti

Die  Tubuli seminiferi  contorti  (sive gewundene Samenkandlchen,
Hodenkanélchen) stellen den exokrinen Teil des Hodens dar: in ihren Wé&nden
erfolgt die Produktion von Spermien (Weyrauch & Smollich, 1998). Die
gewundenen  Samenkanalchen  weisen beim adulten  Haustier eine
durchschnittliche Lange von 30-80 cm auf. Fur den reifen Bullen wird fir beide
Hoden eine Tubulusgesamtldénge von 7000-8000 m angegeben (Smollich &
Michael, 1992). Es lassen sich am Tubulus seminifer contortus zwei Bestandteile,
ndmlich das Keimepithel und die Lamina propria, unterscheiden. Im Keimepithel
wiederum konnen Sertoli-Zellen und Keimzellen identifiziert werden (Jungeira &

Carneiro, 1984). Das gesamte Keimepithel ist avaskulér, so dass die dort
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benoétigten Wachstumsfaktoren, Nahrstoffe oder Hormone per diffusionem in die
Hodenkandlchen gelangen oder dort produziert werden mussen (Lejeune et al.,
1992). Im Gegensatz zum Lumen des Tubulus rectus weisen die Tubuli seminiferi
contorti zum Zeitpunkt der Geburt noch keine Lumina auf (Wrobel et al., 1986).
Beim Kaninchen der Rasse ,,Weille Neuseeldnder® beginnt die Lumenbildung ab
der 9. Lebenswoche mit Auftreten der ersten Woche mit Auftreten der ersten
Spermatozyten (Gondos et al., 1973).

3.3.1. Lamina propria

Die aulRere Umhillung der Hodenkandlchen wird in der Literatur als Lamina
propria (Bustos-Obregdn & Holstein, 1973; Wrobel et al., 1979; Dym, 1994;
Pinart et al., 2001b; Bergmann, 2005), Tunica propria (Fawcett et al., 1969),
Lamina limitans (Liebich, 1993) oder peritubuléares Gewebe (De Kretser et al.,
1975; Haider et al., 1999) bezeichnet. Der Aufbau der Lamina propria ist fir den
adulten Menschen (Bustos-Obregon & Holstein, 1973; De Kretser et al., 1975;
Hermo et al., 1977; Davidoff et al., 1990) sowie fur verschiedene Tierarten wie
Ratte (Clermont, 1958; Lacy & Rotblat, 1960; Leeson & Leeson, 1963),
Kaninchen (Leeson & Forman, 1981), Maus (Ross, 1967), Rind (Wrobel et al.,
1979), Schaf (Bustos-Obregén & Courot, 1974), Schwein (Pinart et al., 2001b)
sowie Hund (Egger & Witter, 2009) beschrieben worden. Das prinzipielle
Organisationsschema ist bei allen Saugern gleich, allerdings tritt je nach Tierart
eine Anzahl von Modifikationen auf (Wrobel et al., 1979). Die Lamina propria
besteht aus vier aufeinanderfolgenden zelluléren und azelluléren Schichten (Lacy
& Rotblat, 1960; Leeson & Leeson, 1963; Leeson & Forman, 1981). Die
Basallamina (sive Lamina basalis) reprasentiert die innerste Schicht. Beim Rind
besteht die Basallamina aus sechs bis acht Schichten (Wrobel et al., 1979). Ihr
schliel3t sich als weitere Schicht eine mehr (Ratte: Dym, 1994) oder weniger
(Mensch: Hermo et al., 1977) schmale Zone von kollagenen Fasern an. Bei der
Maus (Brissie et al., 1975), beim Rind (Wrobel et al., 1979), beim Menschen und
beim Rhesus-Affen (Hermo et al., 1977) wurden auch elastische Fasern
nachgewiesen. Die oben genannten Schichten werden nach Lacy und Rotblat
(1960) zur inneren azelluldren Schicht zusammengefasst. Darauf folgt das Stratum
myoideum. Nach Lacy und Rotblat (1960) handelt es sich hierbei um die innere
zelluldre Schicht. Diese besteht aus einer oder mehreren Lagen von peritubuléren

Zellen, die bei adulten Sdugern, bei VoOgeln und bei Reptilien kontraktile
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Eigenschaften besitzen (Wrobel et al., 1979). Beim Rind (Wrobel et al., 1979;
Wrobel et al., 1988) und beim Menschen (Bock et al., 1972; Holstein et al., 1996)
wurden Myofibroblasten identifiziert. Andere Autoren (Fawcett et al., 1969)
sprechen von ,,myoide Zellen“. Das Stratum myoideum kann je nach Tierart aus
einer unterschiedlichen Anzahl von kontraktilen peritubularen Zellen aufgebaut
sein (Maekawa et al., 1996). Dem Stratum myoideum schliet sich eine Lage von
kollagenen Fasern an, die nach Lacy und Rotblat (1960) die &ul3ere azellulére
Schicht bilden. Als letzte Schicht folgen ein bis zwei Lagen Fibroblasten, die an
das Stroma des intertubuldaren Kompartiments grenzen. Sie bilden die &ufRere
zellulére Schicht (Lacy & Rotblat, 1960). Bei der Ratte findet sich eine Lage von
Endothelzellen, die die Lymphsinusoide begrenzen (Dym, 1994). Die Lamina
propria umgibt nicht nur die gewundenen Hodenkandlchen, sondern auch die
Terminalsegmente sowie die Tubuli recti. Der Aufbau folgt hier demselben
Prinzip wie am Tubulus seminifer contortus (Wrobel et al., 1979). Die Lamina
propria in ihrer Gesamtheit bietet dem Keimepithel eine mechanische Stltze
(Leeson & Leeson, 1963). Die Funktionen der myoiden peritubuldren Zellen der
Lamina propria sind vielféltig. Sie spielen bei einigen Tierarten, unter anderem
bei der Ratte, eine wenn auch untergeordnete Rolle in der Blut-Hoden-Schranke:
so halt die Schicht von myoiden Zellen gréRere Molekile ab, in die Tubuli
seminiferi contorti zu gelangen (Dym & Fawcett, 1970; Yazama et al., 1997).
Ferner sollen myoide Zellen eine wichtige Aufgabe in dem Weitertransport von
Spermien Ubernehmen: bei Experimenten wurden peristaltische Wellen der Tubuli
seminiferi beobachtet (Roosen-Runge, 1951), die die noch immotilen Keimzellen
aus dem Tubulus seminifer contortus in Richtung Rete testis weiterbefordern
sollen (Clermont, 1958; Lacy & Rotblat, 1960; Leeson & Leeson, 1963; Ross,
1967; Maekawa et al., 1996). Egger und Witter (2009) allerdings sehen weniger
den Weitertransport von Spermien als vielmehr das Aufrechterhalten eines
bestimmten Hodendrucks als Aufgabe der peritubuldren Zellen an. Uberdies
sollen peritubuldre Zellen der Ratte in vitro in der Lage sein, Komponenten der
extrazelluldren Matrix, wie Fibronectin sowie Typ I- und IV-Kollagen (Skinner et
al., 1985) zu produzieren. Ferner deuten in vitro-Versuche mit Ratten darauf hin,
dass peritubulére Zellen im Stande sind, parakrin wirkende Faktoren wie den
»peritubular factor that modulates Sertoli cell function” (P-Mod-S) (Norton &
Skinner, 1989) und autokrin wirkende Faktoren wie den ,transforming growth

factor alpha“ (TGF-o) und den ,transforming growth factor beta” (TGF-R)
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herzustellen (Skinner & Moses, 1989; Skinner et al., 1989).

3.3.2 Keimepithel
Das Keimepithel (sive Epithelium spermatogenicum) setzt sich aus den

Keimzellen und den Sertoli-Zellen zusammen (Weyrauch & Smollich, 1998).

3.3.2.1. Sertoli-Zellen und primitive Stitzzellen

Die Sertoli-Zellen (sive Epitheliocyti sustentantes, Stiitzzellen, FuBzellen,
Néhrzellen, Ammenzellen) stellen bei allen Saugetieren den somatischen
Zellanteil des Keimepithels dar (Ekstedt et al., 1986). Beim Menschen besteht
eine betrachtliche Spannbreite bei der Gesamtanzahl der Sertoli-Zellen (Johnson
et al., 1984). Curtis und Amann (1981) geben fiir einen Stier der Rasse ,,Holstein
eine Gesamtzahl von bis zu 9x10° Sertoli-Zellen pro Hoden an. Als
hochprismatische Epithelzelle durchzieht die Ammenzelle beim adulten Tier das
gesamte Keimepithel von der Lamina basalis bis hin zum Tubuluslumen (Jégou,
1992; Welsch, 2010). Sie erreicht eine Hohe von 70-80 um (Liebich, 1993) und
ist damit die groRte Zelle des Keimepithels. Sie sitzt der Innenflache der Lamina
basalis der Lamina propria breitbasig auf und verjingt sich zum Lumen hin
(Liebich, 1993). Die Ammenzelle zeigt daher ein pyramidenformiges Aussehen
(Jungueira & Carneiro, 1984). Sie besitzt seitlich und apikal taschenférmige
Einbuchtungen, in denen die Keimzellen liegen. Ferner entsendet die Ammenzelle
filigrane Zytoplasmafortsatze (Welsch, 2010), die sich zwischen alle Keimzellen
schieben und diese meist vollstandig umhillen. Eine Ausnahme bilden
Spermatogonien, die der Basalmembran aufsitzen (Sinowatz, 2001). Diese
raumliche Anordnung ermdglicht es der Sertoli-Zelle, strukturell bzw. chemisch
mit umliegenden Keimzellen zu kommunizieren (Jégou, 1992). Die Nahrzelle
andert bestandig ihre Form, um sich den Veranderungen und der Wanderung der
Keimzellen anzupassen (Russell, 1980). Die adulte Ammenzelle zeigt eine hohe
Widerstandskraft gegeniliber Hitze und verschiedenen toxischen Stoffe (Dellmann,
1971; Bloom & Fawecett, 1986). Nach der Differenzierung der primitiven
Stutzzelle zur adulten Sertoli-Zelle proliferiert diese in der Regel nicht mehr
(Clermont & Perey, 1957; Steinberger & Steinberger, 1971; Nistal et al., 1982;
Sharpe et al., 2003). Unbeantwortet bleibt laut Steinberger und Steinberger (1971)
die Frage, ob unter bestimmten Umstédnden doch eine Teilung einsetzen kann: so

wurden beim Rind im fortgeschrittenen Alter Mitosen der Sertoli-Zellen
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beobachtet (Wrobel & Sinowatz, 1982).

3.3.2.1.1. Zellkern und Zellorganellen der Sertoli-Zellen

Der Kern einer Sertoli-Zelle liegt meist basal im Epithel (Banks, 1981; Jégou,
1992). Er ist unregelmalig geformt und von grofRer Gestalt (Jégou, 1992). Ferner
weist er viel Euchromatin auf (Jégou, 1992). Kennzeichnend fir den Kern ist der
grol3e, auffallende Nukleolus (Ramos & Dym, 1979; Bielanska-Osuchowska &
Sysa, 1981). Beim Wiederkduer handelt es sich dabei um ein vesikulares
Kernkorperchen (Wrobel, 1990). Die deutliche Kernmembran weist mehrere
Invaginationen auf (Smollich & Michael, 1992). Beim Rind nehmen die
Zellorganellen 30-35% des Zellvolumens ein (Wrobel & Schimmel, 1989). Es
kann dabei eine ungleiche Verteilung der Zellorganellen im Zytoplasma
beobachtet werden: grundsétzlich liegen im basalen Teil der Sertoli-Zelle eine
grolRere Anzahl von Organellen als in derer verastelten apikalen Anteilen
(Junqueira & Carneiro, 1984; De Kretser & Kerr, 1988). Der Golgi-Apparat kann
laut Junqueira und Carneiro (1984) sowie Welsch (2010) beim Mensch als
umfangreich bezeichnet werden, wahrend er bei Haussdaugetieren nach Wrobel
und Sinowatz (1982) sowie Smollich und Michael (1992) nur méaRig entwickelt
ist. Ferner ist im Zytoplasma eine groRe Anzahl von Mitochondrien lokalisiert
(Dellmann & Worobel, 1987). Bei samtlichen Tierarten ist im Zytoplasma eine
grolRe Menge von glatten Endoplasmatischem Retikulum (ER) eingelagert. Bei
Menschen (Junqueira & Carneiro, 1984), Schweinen (Liebich, 1993) und Rindern
(Wrobel & Sinowatz, 1982; Abd-Elmaksoud, 2005) ist auch raues ER in groRerer
Menge vorhanden (Liebich, 1993). Das Vorhandensein von glattem ER wird als
Hinweis gedeutet, dass Sertoli-Zellen Steroide produzieren oder modifizieren
kénnen (Dellmann, 1971). Als weitere Organellen befinden sich gut ausgebildete
Lysosomen im Zytoplasma der Sertoli-Zelle (Jégou, 1982; Junqueira & Carneiro,
1984). Des Weiteren enthalt das Zytoplasma Einschlisse wie Glykogen (Mensch:
Schulze, 1974), Lipidtropfchen (Makake: Dym, 1973; Ratte: Jégou, 1982; Kerr et
al., 1984; Mensch: Nagano, 1966), und Lipsofuscin (Hamster: Junqueira &
Carneiro, 1984; Mensch: Nagano, 1966). Beim Menschen (Schulze, 1974;
Junqueira & Carneiro, 1984) sind im Zytoplasma der Sertoli-Zelle sog. Charcot-
Bottcher-Kristalle lokalisiert. Thre Funktion ist unbekannt (Welsch, 2010).
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3.3.2.1.2. Primitive Stutzzellen

Die primitiven Stutzzellen des fetalen Hodens gehen aus den somatischen
Blastemzellen (Strangzellen) hervor (Schnorr & Kressin, 2001). Wie
ultrastrukturelle Untersuchungen am postnatalen Hodens zeigten, unterscheiden
sich die unreifen Stitzzellen von den adulten Sertoli-Zellen (Mensch: Nistal et al.,
1982; Ratte: Ramos & Dym, 1979; Rind: Sinowatz & Amselgruber, 1986): der
Kern der primitiven Stltzzelle des Kalbes weist einen runden bis ovalen Kern auf
(Sinowatz & Amselgruber, 1986). Ferner verfugt die undifferenzierte Stitzzelle
uber eine groRe Menge an rauem ER sowie Uber einen gut entwickelten Golgi-
Apparat (Sinowatz & Amselgruber, 1986). Die beiden Organellen sind laut Nistal
et al. (1982) Hauptcharakteristika der unreifen Stitzzelle. Dies konnte nach
Sinowatz und Amselgruber (1986) auf eine umfangreiche Produktion von Stoffen
fir die Lamina propria hindeuten, die beim Kalb zu diesem Zeitpunkt gut
entwickelt ist. Auch besitzen die undifferenzierten Stitzzellen die Fahigkeit zur
Mitose. Sharpe et al. (2003) zufolge proliferieren die Stitzzellen des Menschen
und des Rhesus-Affen zu zwei Zeitpunkten, né&mlich fetal/neonatal sowie
peripubertal. Bei einigen Tierarten, wie zum Beispiel bei der Ratte, tberlappen
sich diese beiden Phasen, so dass bei dieser Tierart keine klare Trennung gezogen
werden kann. Wahrend der Differenzierungsphase proliferiert die unreife
Stutzzelle zur adulten Sertoli-Zelle. Beim Kalb erstreckt sich diese Uber die
Prépubertatsphase und die Pubertatsphase (Sinowatz et al., 1983). In der
Differenzierungsphase verdndert sich die Funktion, Morphologie und
biochemische Aktivitat der Sertoli-Zelle umfassend (Petersen & Sdder, 2006):
ultrastrukturelle Untersuchungen am Kalb zeigten, dass sich der Kern der
Stitzzelle vergroert und eine elongierte Form besitzt (Sinowatz & Amselgruber,
1986). Die Menge an Heterochromatin nimmt ab, ebenso wie die Menge an rauem
ER. Ferner bildet sich der flr die adulte Sertoli-Zelle typische Nukleolus aus. Die
Anzahl der Mikrofilamente steigt an. Benachbarte Sertoli-Zellen bilden
untereinander ,,tight junctions* (Zonulae occludentes) aus und formen so einen
Teil der Blut-Hoden-Schranke (Sinowatz & Amselgruber, 1986). Mit Ubernahme
von anderen Aufgaben veréndert sich auch die Produktion und Sekretion von
Proteinen wie zum Beispiel Anti-Miller Hormon (AMH) (Rajpert-De Meyts et
al., 1999).
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3.3.2.1.3. Funktion der primitiven Stltzzellen und der Sertoli-Zellen

Die undifferenzierte Stitzzelle produziert fetal AMH (McLaren, 2000): dieses hat
die Funktion, die Ausbildung des Miillerschen Gang zu unterdriicken (Rey, 2005).
Beim Menschen konnte eine Produktion von hohen Mengen dieses Hormons bis
in die Pubertat nachgewiesen werden (Rey et al., 1996; Rajpert-De Meyts et al.,
1999; Grinspon & Rey, 2010). Eventuell ist AMH beim Menschen bei der
Transformation von Gonozyten zu Spermatogonien beteiligt (Baker et al., 1990).
Auch beim Kalb wird bis zu 6 Wochen postnatal noch AMH produziert (Donahoe
et al., 1977). Ferner weisen die primitiven Stitzzellen der Ratte bis ihrer
Differenzierung zur Sertoli-Zelle eine hohe Aktivitdt von Aromatase, einem
Enzym zur Umwandlung von Steroiden zu Ostrogen, auf (Papadopoulos et al.,
1986; Carreau et al., 2007). Carreau et al. (2011) sehen in den Stitzzellen von
unreifen Tieren eine der Hauptquellen fiir Ostrogene. Die Funktionen der adulten
Sertoli-Zelle sind &uRerst vielfaltig (Jégou, 1992). Ziel ist, optimale Verhaltnisse
flr die Spermatogenese zu schaffen (Griswold, 1998). Da eine Sertoli-Zelle nur
eine gewisse Zahl von Keimzellen versorgen kann, ist die Anzahl der Sertoli-
Zellen fur die Menge der tdglichen Spermienproduktion mitbestimmend
(Berndtson et al., 1987; Orth et al., 1988). Die Anzahl der Keimzellen, die
versorgt werden kénnen, variiert je nach Tierart (Sharpe, 1994): nach Thompson
und Berndtson (1993) entfallen beim Kaninchen auf eine Sertoli-Zelle 10,99
runde Spermatiden. Die Sertoli-Zellen schitzen und stutzen die germinative
Zellen, indem sie diese umhullen (Junqueira & Carneiro, 1984; Pelletier, 2011).
Auch verleihen sie dem Keimepithel insgesamt eine Stabilitat (Jégou, 1992).
Sajonski und Smollich (1972) weisen der Rolle der Sertoli-Zelle als mechanische
Stlitze aber eine nur geringe Bedeutung zu. Auch sind Sertoli-Zellen fahig, zu
einem gewissen MalRe die Restkorper der Spermatiden sowie degenerierte
Keimzellen zu phagozytieren und in ihren Lysosomen abzubauen (Junqueira &
Carneiro, 1984; Wrobel & Schimmel, 1989; Jégou, 1992; Miething, 1992). Dies
ist insofern von Bedeutung, da wéhrend der Bildung der Keimzellen mehr als die
Halfte von ihnen der Apoptose anheimfallen. Wie in vivo-Experimente bei Tieren
zeigten, sinkt die Anzahl von Spermien im Nebenhoden, nachdem die
Phagozytose durch Sertoli-Zellen unterbunden worden ist (Nakanishi &
Shiratsuchi, 2004). Weiterhin sind Sertoli-Zellen in der Lage, verschiedene Stoffe,
darunter bis zu 100 unterschiedliche Proteine (Bardin et al., 1988), zu produzieren

und zu sezernieren. Diese konnen als autokrine oder parakrine Faktoren wirken
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(Lejeune et al., 1992; Mruk & Cheng, 2004a). Hier sind unter anderem der
»insulin like growth factor” (IGF) sowie ,,transforming growth factor beta* (TGF-
R) zu nennen (Review Lejeune et al., 1998). Weitere Produkte der Sertoli-Zelle
stellen das Androgenbindende Protein (ABP) (Hagenas et al., 1975), Aktivin
(Bader, 2001), Inhibin (Sinowatz, 2001), Transferrin, Laminin (Griswold, 1998)
und Typ IV-Kollagen (Skinner et al., 1985; Richardson et al., 1995) dar. In den
meisten Fallen ist die genaue Rolle der Proteine bei der Spermatogenese
unbekannt (Petersen & Soder, 2006). Dariiber hinaus wird von den Sertoli-Zellen
eine intratubuldre Samenflussigkeit sezerniert (Liebich, 1993), die fur die
Erndhrung der Keimzellen sowie fiir den Transport der immotilen Spermien
vonnoten ist (Jégou, 1992). Ferner werden in den Sertoli-Zellen in geringen
Mengen Steroide hergestellt (Wrobel, 1990). Die im Zytoplasma liegenden
Mikrofilamante sowie spezielle Kontaktstrukturen, die zwischen Sertoli-Zellen
und Keimzellen ausgebildet sind, haben die Aufgabe, die Keimzellen
unterschiedlicher Stadien zum Lumen hin zu bewegen (Junqueira & Carneiro,
1984; Sinowatz, 2001). Auch die Spermiation mit der Freisetzung der Spermien in
das Lumen der Tubuli wird von den Sertoli-Zellen mitbewerkstelligt. Aufierdem
besitzen Sertoli-Zellen Rezeptoren fir Androgene und kdnnen Stimuli dieser
Hormone auf die Keimzellen (bertragen (Wrobel & Sinowatz, 1982; Suéarez-
Quian et al., 1999; Petersen & Soder, 2006). Eine weitere wichtige Aufgabe der
Sertoli-Zellen stellt die Bildung der Blut-Hoden-Schranke dar.

3.3.2.2. Blut-Hoden-Schranke

Eine Blut-Hoden-Schranke scheint aufl3er beim Sdauger auch bei Vogeln (Osman et
al., 1980; Bergmann et al., 1984), bei Reptilien (Baccetti et al., 1983; Bergmann et
al., 1984) und bei Fischen (Bergmann et al, 1984) ausgebildet zu ein (Pelletier &
Byers, 1992). Nach Meinung von Pléen und Setchell (1992) besteht die Blut-
Hoden-Schranke grundsétzlich aus drei Anteilen, ndmlich aus dem Endothel der
BlutgefaRe bzw. der Lymphgefélie des Hodens, den myoiden peritubularen Zellen
der Lamina propria sowie der Sertoli-Zell-Barriere. Die Untersuchungen von
Fawcett et al. (1969), Dym und Fawcett (1970) sowie Yazama et al. (1997)
bestatigen die Rolle der myoiden pertibuldren Zellen als Barriere bei der Ratte
und beim Meerschweinchen. Flr Primaten scheint eine solche jedoch nicht zu
bestehen (Dym, 1973; Landon & Pryor, 1981). Die Resultate von Kormano
(1967) sowie Holash et al. (1993) stiitzen die Bedeutung des Endothels der
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BlutgefaRe: so ist ab der Pubertdt die Diffusion von Farbstoffen aus den
BlutgefaRen in das Interstitium verringert bzw. unmdglich (Kormano, 1967).
Holash et al. (1993) fanden bei den Endothelzellen des Rattenhodens &hnliche
Eigenschaften und Marker wie bei den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke.
Dennoch sind laut Setchell und Brooks (1988) die myoiden peritubéren Zellen nur
von geringer Bedeutung fir die Funktion der Blut-Hoden-Schranke. Auch den
Endothelzellen der BlutgefdBe wird dafiir lediglich eine untergeordnete
Bedeutung zugesprochen (Setchell & Brooks, 1988), da Serumproteine durch die
Endothelzellen diffundieren kénnen (Mancini et al., 1965; Cheng & Mruk, 2009).
So stellen also die Sertoli-Zelle mit ihren ,.tight junctions“ (Zonulae occludentes),
die zwischen den Ammenzellen ausgebildet sind, den weitaus wichtigsten
morphologischen Teil der Blut-Hoden-Schranke dar (Jégou, 1992). Die Blut-
Hoden-Schranke bildet auf diese Weise eine selektive Diffusionsbarriere:
wahrend sie fur Wasser, Alkohol, Glycerin, Harnstoff und Bikarbonat durchléssig
ist (Junqueira & Carneiro, 1984), unterbindet sie die Diffusion von Serumproteine
und Cholesterol. Diese Blut-Hoden-Schranke liegt im unteren Drittel des
Keimepithels und unterteilt es in zwei Kompartimente, ndmlich in ein basales und
in ein adluminales Kompartiment (Dym & Fawcett, 1970; Yazama et al., 1991);
dadurch werden die unterschiedlich entwickelten Keimzellstadien rdumlich
getrennt: das basale Kompartiment (unterhalb der Blut-Hoden-Schranke bis
Basalmembran der Lamina propria) beinhaltet den basalen Teil der Sertoli-Zellen
sowie als germinative Zellen die Spermatogonien und die préleptoténen
Spermatozyten I. Ordnung (Dym & Fawcett, 1970). Diese konnen also in
gewissem Malle mit der Umgebung kommunizieren und haben relativ freien
Zugang zu Stoffen, die Uber Blutgefale herantransportiert werden (Junqueira &
Carneiro, 1984; Jégou, 1992; Welsch, 2010). Das adluminale Kompartiment
(oberhalb der Blut- Hoden-Schranke bis Lumen) beinhaltet den apikalen Teil der
Sertoli-Zellen sowie sekunddre Spermatozyten, Spermatiden und Spermien. Diese
germinative Zellen haben nun nicht mehr direkten Zugang zu allen Nahrstoffen,
Wachstumsfaktoren etc. und sind deshalb von den Sertoli-Zellen abhéngig
(Junqueira & Carneiro, 1984; Sharpe et al., 2003). Die von den Keimzellen
bendtigen Stoffe kann die Sertoli-Zelle u. a. durch selektiven Transport oder
durch eigene Synthese zur Verfligung stellen (Pelletier & Byers, 1992) und
dadurch die Menge der Hormone, Nahrstoffe etc. regulieren (Cheng & Mruk,
2009). Um den Ubergang der Keimzellen vom basalen in das adluminale
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Kompartiment ermdglichen zu kénnen, sind Veréanderungen an der Blut-Hoden-
Schranke notwendig (Cheng & Mruk, 2009). Russell (1978) erwahnt bei der Ratte
ein temporares Intermediarkompartiment, das als ,,Durchgangsraum® fiir leptotane
Spermatozyten vom basalen in das adluminale Kompartiment fungieren soll.
Unter den Keimzellen, die in das adluminale Kompartiment wandern sollen,
werden wohl neue ,,tight junctions® (Zonulae occludentes) geschlossen, bevor die
Verbindungen oberhalb der Keimzellen getffnet werden (Wrobel, 1990). Es ist
somit zu jeder Zeit eine Blut-Hoden-Schranke gegeben (Wrobel & Sinowatz,
1982; Cheng & Mruk, 2009). Die Blut-Hoden-Schranke hat die Funktion inne,
optimale Voraussetzungen fur die Meiose im adluminalen Kompartiment zu
schaffen (Setchell & Brooks, 1988). So obliegt ihr die Aufgabe, die empfindlichen
Keimzellen des adluminalen Kompartiments vor schadigenden Substanzen wie
zum Beispiel Toxinen zu bewahren (Su et al., 2011). Ferner wird durch die
Kontrolle der Stoffe, die in das abgeschlossene adluminale Kompartiment
gelangen, ein geeignetes, konstantes Milieu zur Spermiogenese geschaffen (Su et
al., 2011). Auch sollen die germinativen Zellen des adluminalen Kompartiments
vor Autoimmunreaktionen geschitzt werden (Cheng & Mruk, 2009; Su et al.,
2011), da Antikorper als Reaktion auf postmeiotisch entstandene, spezifische
Proteine der Keimzellen gebildet werden. So wurden beim Kaninchen auf primare
Spermatozyten im pachyténen Stadium Auto- und Isoantigene gefunden (O"Rand
& Romrell, 1977). Diese immunologische Aufgabe der Blut-Hoden-Schranke
wird von einigen Autoren eingeschrankt (Yule et al., 1988; Pelletier, 2011): so
identifizierten Yule et al. (1988) auch auf den Keimzellen im basalen
Kompartiment aullerhalb der Blut-Hoden-Schranke der Sertoli-Zellen Antigene,
die eine Autoimmunreaktion auslésen konnten. Beim Nerz, einem saisonal
zyklischen Tier, tritt bei einer vorlbergehender durchldssigen Blut-Hoden-
Schranke wahrend der Sexualruhe keine Autoimmunreaktion von groReren
Ausmal’ und Schaden auf (Pelletier, 1986). Die Bildung der Blut-Hoden-Schranke
findet beim Kaninchen, wie auch bei anderen Tierarten, postnatal statt (Gondos &
Connell, 1978). In einer Untersuchung von Sun und Gondos (1986) mit ,,Weillen
Neusseeldandern® wurde eine Blut-Hoden-Schranke ab der 10. Lebenswoche
nachgewiesen. Zeitgleich konnten pachytédne Spermatozyten identifiziert werden
(Sun & Gondos, 1986). Laut Sun und Gondos (1986) scheint eine Blut-Hoden-
Schranke nicht fiir den Beginn, aber fir den kompletten physiologischen Ablauf

der Spermatogenese wichtig zu sein. Auch beim Kalb fallt die Ausbildung der
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Blut-Hoden-Schranke mit dem erstmaligen Auftreten von pachytédnen
Spermatozyten zusammen (Curtis & Amann, 1981). Beim Nerz hingegen ist
vermutlich die Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke unabhangig vom Auftreten

bestimmter Keimzelltypen (Pelletier, 1986).

3.3.2.3. Keimzellen und Spermatogenese

Die Keimzellen (Cellulae spermatogenicae) liegen zwischen den Sertoli-Zellen im
Keimepithel des Tubulus seminifer contortus. Sie durchlaufen mehrere
Vermehrungs- und Reifungsphasen, so dass Spermatogonien, Spermatozyten I.
Ordnung (primére Spermatozyten), Spermatozyten Il. Ordnung (sekundéare
Spermatozyten), Spermatiden sowie Spermien (Spermatozoen; Samenzellen)
unterschieden werden missen (Welsch, 2010). Der gesamte Prozess der
Keimzellproliferation und Keimzelldifferenzierung im Keimepithel des Tubulus
seminifer contortus wird als Spermatogenese bezeichnet (Liebich, 1993). Dabei
kdnnen drei Abschnitte unterschieden werden, ndmlich die Spermatozytogenese
(Vermehrungsperiode) mit Bildung der Spermatozyten aus Spermatogonien durch
Mitosen, die Meiose (Reifungsperiode) mit Reifeteilungen der Spermatozyten zur
Erlangung von Spermatiden mit reduziertem Chromosomensatz sowie die
Spermiogenese  (Spermiohistogenese;  Differenzierungsperiode) mit  der
Transformation der Spermatiden zu Spermien (Peterson et al., 1992; Sinowatz,
2000c; Welsch, 2010).

3.3.2.3.1. Spermatozytogenese und Spermatogonien

Diese Phase umfasst die mitotischen Teilungen der Spermatogonien bis zur
Entstehung der priméren Spermatozyten. Durch die mitotische Teilung der
Spermatogonien, den sog. Stammzellen, entstehen zwei Tochterzellen. Eine dieser
Tochterzellen bleibt inaktiv als zukiinftige Stammzelle zuriick. Die zweite
Tochterzelle teilt sich mehrmals mitotisch. Die Anzahl der Teilungen ist ebenso
wie die Nomenklatur der einzelnen Teilungsschritte je nach Tierart
unterschiedlich (Dellmann & Wrobel, 1987; Liebich, 1993). Dabei liegen fir das
Kaninchen unterschiedliche Angaben vor: wahrend Blanco-Rodriguez (2002)
sechs Teilungen erwahnt, geben Swierstra und Foote (1963) lediglich finf
Teilungen an. Die Spermatozytogenese findet im basalem Kompartiment statt
(Wrobel et al., 1995a). Es kdnnen unterschiedliche Typen von Spermatogonien

identifiziert werden: bei den meisten Sdugetieren, u.a. beim Rind (Wrobel et al.,
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1995a), bei der Ratte (Leblond & Clermont, 1952), bei der Maus (Abou-Haila &
Tulsiani, 2000), beim Hund (Ibach et al., 1976) und beim Kaninchen (Swierstra &
Foote, 1963), werden A-, B- und In-Spermatogonien unterschieden. Sie
divergieren in ihrer Struktur, ihrem Volumen und in ihrer Lage zur Wand des
Tubulus seminifer contortus (Nicander & Pléen, 1969; Liebich, 1993). Allen ist
ein diploider Chromosomensatz gemeinsam (Wrobel, 1990). Die A-
Spermatogonien stellen die Stammzellen der Keimzellen dar (Rlsse & Sinowatz,
1998). Die A-Spermatogonie ist von runder oder ovaler Gestalt (Dellmann, 1971).
Ihr groBer Kern ist beim Haussaugetier ellipsoid und weist nur wenig
Heterochromatin auf. Gelegentlich kénnen mehrere Nukleoli beobachtet werden.
Das Zytoplasma beheimatet nur wenige Organellen (Liebich, 1993). In-
Spermatogonien (Intermedidrspermatogonien) sind kleiner als A-Spermatogonien
und besitzen im Gegensatz zu ihren Vorgéangern einen kleineren und dichteren
Kern von ovaler Form (Banks, 1981; Liebich, 1993). Ihre Gestalt ist oval bis rund
(Dellmann, 1971). Das Chromatin ist von grobkdrnigem Charakter (Liebich,
1993). Auch sie besitzen zwei bis drei Nukleoli (Banks, 1981). B-Spermatogonien
verlieren den Kontakt zur Lamina propria (Liebich, 1993). Sie weisen eine
birnenférmige oder runde Gestalt auf und sind von geringer GréRRe (Banks, 1981).
Das Chromatin im Kern, der kleiner ist als der der In-Spermatogonien (Wrobel et
al., 1995a), verdichtet sich weiter (Liebich, 1993). In der Regel ist nur ein zentral
gelegener Nukleolus zu beobachten (Liebich, 1993; Sinowatz, 2000c).

3.3.2.3.2. Meiose und Spermatozyten

In dieser Phase entstehen in einer Reduktionsteilung und einer anschlie}enden
Aquationsteilung aus einer diploiden Zelle mit einem DNS-Gehalt von 4n
(primare Spermatozyte) vier haploide Zellen mit einem DNS-Gehalt von 1n
(runde Spermatide). Nach ihrer Entstehung aus B-Spermatogonien verdoppeln die
primaren Spermatozyten ihren DNS-Gehalt, so dass sie zu Beginn der ersten
Reifeteilung einen DNS-Gehalt von 4n aufweisen (Sinowatz, 2000c). Die Meiose
kann in die Stadien Prophase, Metaphase, Anaphase und Telophase unterteilt
werden. Die Prophase wiederum umfasst die Stadien Leptotédn, Zygotén,
Pachytén, Diplotan und Diakinese (Welsch, 2010). Im Leptotdn werden die 44
Chromosomen des Kaninchens (Painter, 1926) durch Spiralisation als lange,
dunne Faden sichtbar (Wrobel, 1990). Die Keimzellen befinden sich zu diesem

Zeitpunkt bereits im adluminalen Kompartiment der Blut-Hoden-Schranke (Dym
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& Fawcett, 1970). Im Zygotan beginnen sich die homologen Chromosome zu
paaren; dabei werden sie durch einen synaptonemalen Komplex
zusammengehalten. Im Pachytan ist die Paarung der homologen Chromosomen
abgeschlossen und es kann eine zunehmende Verkirzung und Verdickung der
Chromosomen beobachtet werden. Zu diesem Zeitpunkt erfolgt der Austausch
von genetischem Material zwischen den homologen Chromosomen. In der Phase
des Diplotan trennen sich die homologen Chromosomen wieder. Im letzten
Abschnitt der Prophase, der Diakinese, 16st sich die Kernmembran auf. Die
homologen Chromosomen, die sich in der Metaphase in der Aquatorialebene
angeordnet haben, werden in der Anaphase auf zwei Tochterzellen aufgeteilt.
Diese  weisen daher nur einen haploiden Chromosomensatz  auf
(Reduktionsteilung) (Wrobel, 1990; Sinowatz, 2000c). Im Gegensatz zu der
Metaphase, Anaphase und Telophase, die sehr schnell verlaufen, stellt die
Prophase eine sehr lang andauernde und komplizierte Phase dar; beim Mensch
erstreckt sie sich uUber 22-24 Tage (Sinowatz, 2000c). Fir das Kaninchen werden
16,5 Tage veranschlagt (Swierstra & Foote, 1965). Resultat der ersten
Reifeteilung sind die sekundédre Spermatozyten. Sie besitzen einen haploiden
Chromosomensatz und einen DNS-Gehalt von 2n. Die sekundéaren Spermatozyten
werden ohne vorherige Verdopplung der DNS sehr schnell einer zweiten
Reifeteilung unterzogen (Wrobel, 1990; Sinowatz, 2000c). Laut Banks (1981)
betrdgt die Verweildauer lediglich wenige Minuten bis zu einer Stunde.
Sekundére Spermatozyten sind daher nur selten im Préparat zu identifizieren
(Liebich, 1993). Die zweite Meiose stellt eine Aquationsteilung dar: dabei werden
die beiden Chromatiden der Chromosomen getrennt und zufallig auf die
Tochterzellen verteilt. Dadurch entstehen runde Spermatiden mit einem haploiden
Chromosomensatz und einem DNS-Gehalt von 1n. Diese Spermatiden stellen den

Ausganspunkt der Spermiogenese dar (Welsch, 2010).

3.3.2.3.3. Spermiogenese und Spermatiden/Spermien

In dieser Phase finden keine weiteren Teilungen statt; stattdessen wandeln sich die
Spermatiden zu hoch differenzierten und spezialisierten Spermien (Sinowatz,
2001). Swierstra und Foote (1965) geben fur das Kaninchen eine Dauer der
Spermiogenese von knapp 26 Tagen an. Die Spermiogenese wird je nach Tierart
in unterschiedliche viele Stadien unterteilt; so nennt Pléen (1971) beim Kaninchen

zehn Schritte, Courtens (1992) hingegen 15 Schritte. Die Spermiogenese der
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Maus wird von Oakberg (1956) in 16 Schritten beschrieben. Beim Rind wird sie
von Sinowatz und Wrobel (1981) in 15 Schritte unterteilt. Vereinfacht und
tierartlich Ubergreifend kdnnen vier Abschnitte unterschieden werden, nédmlich
Golgi-Phase, Kappenphase, Akrosomenphase und Reifungsphase (Leblond &
Clermont, 1952; Clermont & Leblond, 1955). In der Golgi-Phase produziert der
Golgi-Apparat gykoproteinhaltige Vesikel. Diese losen sich vom Golgi-Apparat
ab und verschmelzen an einem der Kernpole zu einer akrosomalen Vakuole.
(Liebich, 1993; Sinowatz, 2001). In der Kappenphase verdichtet sich der Inhalt
der akrosomalen Vakuole zu einem akrosomalen Granulum. Sie flacht sich ab und
legt sich um den Kern. Es entwickelt sich eine Akrosomenkappe. Der Hauptanteil
des Zytoplasmas inklusive der Organellen wird zu dem Pol transportiert, der dem
Akrosom gegeniiber liegt (Liebich, 1993; Sinowatz, 2001). In der
Akrosomenphase flachen der Zellleib sowie der Zellkern ab. Der Kern erhélt
damit eine elongierte Gestalt. Die Akrosomenkappe wird endgultig zum
Akrosom, das den Kern zu zwei Drittel bedeckt. Das Chromatin kondensiert
weiter von apikal nach distal (Liebich, 1993; Sinowatz, 2001). Auch die DNS
verdichtet sich stark, indem sie lysinreiche gegen argininreiche Histone
austauschen (Dellmann & Wrobel, 1987). Der Geilielapparat entwickelt sich im
Halsbereich der Spermatide aus dem distalen Zentriol. In der N&he des
proximalen Zentriols entsteht der Schluf3ring (Anulus) (Wrobel, 1990; Liebich,
1993). In der Reifungsphase werden die Kondensation des Chromatins und die
Formung des Akrosom zum Abschluss gebracht. Der Hauptanteil des
Zytoplasmas mit Golgi-Apparat, Lipidtropfen, vielen Mitochondrien wird
abgeschnirt und als Restkorper (Residualkorper) abgestoRen (Liebich, 1993;
Sinowatz, 2001). Laut Russell (1979) hat die Zelle bereits vor der Reifungsphase
wohl durch die Ausbildung von sog. ,,apical tubulobulbar complexes* einen Teil
des (berschissigen Zytoplasmas abgegeben. Je nach Tierart werden die
Residualkorper unterschiedlich eliminiert: sie kénnen von den Sertoli-Zellen
phagozytiert werden oder gehen wie beim Buffel (Pawar & Wrobel, 1991) oder
Rind (Wrobel & Schimmel, 1989) in schnelle Autolyse tber. Beim Menschen
werden sie in das Lumen abgegeben (Breucker et al., 1985). Der SchluBring
bewegt sich an das Ende des Mittelstlicks. Der Geil3elapparat wird fertiggestellt.
Ferner werden die Zytoplasmabriicken zwischen den Zellen aufgeldst (Wrobel,
1990; Liebich, 1993; Risse & Sinowatz, 1998). Die Spermiogenese ist damit
beendet. Das Endprodukt der Spermiogenese kann in das Lumen des Tubulus
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seminifer contortus abgegeben werden und wird als ,,Spermium® bezeichnet (De
Kretser & Kerr, 1988). Die Gestalt und GroRe des Spermiums schwankt je nach
Tierart (Wrobel, 1990; Smollich & Michael, 1992). Auch wenn wahrend der
anschlieBenden Nebenhodenpassage unter anderem die Form und GroRe des
Spermienkopfs bzw. des Akrosoms leicht verandert wird (Bedford, 1965; Bedford
& Nicander, 1971; Pérez-Sanchez et al., 1998), so bleibt der Grundaufbau des
Spermiums des Hodens, des Nebenhodens sowie der ejakulierten Spermien aber
identisch (Wrobel, 1990). Ein Spermium besteht aus einem Kopf (Caput) und
einem Schwanz (Flagellum). Bei den Hausséugetieren finden sich Unterschiede in
der Ausformung des Kopfes des Spermiums und des Akrosoms (Fawcett, 1970;
Fawcett et al., 1971). Das Akrosom bedeckt den Kopf des Spermiums zu zwei
Drittel. Derjenige Teil des Kopfes, der nicht vom Akrosom bedeckt wird, wird
von der postakrosomalen Scheide umhllt. Das Akrosom fasst eine Reihe von
Enzyme wie Akrosin, Hyaluronidase, saure Hydrolasen und Esterase, die fur die
Penetration der Eihullen der Eizelle (Corona radiata und Zona pellucida) und
somit auch fir die Befruchtung mitverantwortlich sind (Sinowatz, 2000c). Der
Zellkern beinhaltet einen haploiden Chromosomensatz mit einem DNS-Gehalt
von 1n. Die Basalplatte stellt den Ubergang vom Kopf zum Schwanz dar
(Sinowatz, 2001). Letztere setzt sich aus dem Hals-, Mittel-, Haupt- und Endstuick
zusammen. Der Hals des Spermiums (Pars conjugens) ist ein bewegliches
Teilstlick, das den Kopf mit dem Mittelstlick verbindet (Liebich, 1993). Der Hals
setzt sich aus glykoproteinreichen Segmenten, den sog. Streifenkorpern,
zusammen (Liebich, 1993; Welsch, 2010). Hier liegt das proximale Zentriol, das
bei der Befruchtung der Eizelle, die kein Zentriol besitzt, an diese weitergegeben
wird (Sinowatz, 2001). Am Streifenkdrper beginnen die Mantelfasern (ODF Outer
dense fibres), die einen Teil des Geilelapparats bilden. Letzterer besteht aus
einem Achsenfaden (Axonema) mit einem zentralen Tubuluspaar und 9 &ul3eren
Doppeltubuli, die das zentrale Tubuluspaar umgeben (9x2+2 Struktur). Wéhrend
das zentrale Paar getrennt ist, verschmelzen die Doppeltubuli zum Teil
miteinander. Sie sind miteinander durch Dynein-Arme verbunden. Um die neun
Doppeltubuli verlaufen neun dichte Mantelfasern in L&ngsrichtung. Der
Geillelapparat befahigt das Spermium zur Eigenbewegung: indem die
Doppeltubuli gegeneinander verschoben werden, entsteht eine schraubenférmige
Wellenbewegung des Schwanzes (Rovan, 2001; Sinowatz, 2001). Das Mittelstiick
(Pars intermediata) beinhaltet den Achsenfaden und Mantelfasern des
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Geillelapparats. Die Mitochondrien, die fur die Energiebereitstellung der Motilitat
verantwortlich sind, ordnen sich spiralig um das Axonema an. Der Schlussring
bildet die Grenze zum darauffolgenden Abschnitt des Spermiums. Dieser
verhindert die Passage von Mitochondrien in den darauffolgenden Anschnitt
(Sinowatz, 2001). Das Hauptstiick (Pars principalis) besitzt eine Vielzahl von
Ringfasern, die die Mantelfasern und den Achsenfaden umgeben (Welsch, 2010).
Im Endstlick wird das Axonema wird nur noch von der Zellmembran umschlossen

und spaltet sich in mehrere Mikrotubuli auf (Rlsse & Sinowatz, 1998).
3.3.2.3.4. Spermiation und Transport der Spermien

Spermiation nennt man den Prozess der Freisetzung der Spermien, die an Sertoli-
zellen gebunden sind, in das Lumen der Tubuli seminiferi contorti. Die
Spermiation stellt einen komplexen Prozess dar und dauert bei der Ratte ca. 82 h
(O'Donnell et al., 2011). Sie wird von den Sertoli-Zellen mitbewerkstelligt. Es
gibt zwei mdogliche Varianten: zum einen ist es moglich, dass durch aktive
Bewegungen und Kontraktionen der Sertoli-Zellen die Samenzellen freigegeben
werden; zum anderen konnte es durch den Abbau der Sertoli-Keimzell-
Verbindung zur Freisetzung der Spermien kommen (Wrobel & Sinowatz, 1982;
O 'Donnell et al., 2011). Die Regulation und Koordination der Freisetzung der
Spermien ist nicht vollstandig geklart (YYan et al., 2008; O"Donnell et al., 2011).
Nach der Spermiation werden die Keimzellen vom Tubulus seminifer contortus
uber den Tubulus rectus zum Rete testis transportiert. Von dort aus gelangen die
Spermatozoon (ber die Ductuli efferentes und den Ductus epididymidis zum
Nebenhodenschwanz (Jégou, 1992; Liebich, 1993). Sinowatz (2001) gibt fiir die
Dauer des Transports vom Rete testis zum Nebenhodenschwanz je nach Tierart
zwischen 7 und 14 Tage an. Im Nebenhoden geschehen weitere Reifungsprozesse,
die erst das Spermium motil und befruchtungsfahig werden lassen (Russe &
Sinowatz, 1998). Diese Nebenhodenpassage betradgt beim Kaninchen 9-10 Tage
(Amann et al., 1965; Orgebin-Crist, 1965).

3.3.2.3.5 Entwicklung der Keimzellen

In der Keimzellentwicklung konnen folgende Zellen unterschieden werden:
Primordialkeimzellen, Praspermatogonien sowie Spermatogonien (Russe &
Sinowatz, 1998). Beim Kaninchen entwickeln sich die Praspermatogonien aus den

Primordialkeimzellen (Urkeimzellen, Gonozyten, Urgeschlechtszellen) (Risse &
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Sinowatz, 1998) zwischen dem 26. und 31. Tag post coitum (p.c.) (Gondos &
Conner, 1973). Sie ordnen sich zur Ende der Trachtigkeit (31. Tag p.c.) in der
Peripherie der primitiven Hodenkanalchen an (Gondos & Conner, 1973; Gondos
et al., 1973). Im Gegensatz zur Eizelle tritt die Praspermatogonie im primitiven
Hodenkanalchen nicht in die Reifeteilung ein. Dies ist vermutlich auf Meiose-
hemmende Stoffe zurtckzufiihren (Hayashi et al., 2000). Es wird diskutiert, ob
diese Substanz von den primitiven Stltzzellen produziert wird (Miller &
Skakkebak, 1992; Griswold, 1998; McLaren, 2000). Gondos et al. (1973) setzen
den Beginn der Spermatogenese in den Hodentubuli der ,,Weilen Neuseelander*
bei 7 bis 8 Lebenswochen an. Am Ende der 7. Lebenswoche sind Spermatogonien
vom Typ A und B zu identifizieren; 1 Woche spéter sind die ersten primaren
Spermatozyten erkennbar. Die erste Spermiation erfolgt in dieser Untersuchung
am Ende der 14. Lebenswoche. Die Dauer dieses ersten Spermatogenese-Zykluses

ist vergleichbar mit der des erwachsenen Tieres (Gondos et al., 1973).

3.3.2.3.6. Kinetik der Spermatogenese und Keimepithelzyklus

Die Spermatogenese vom Beginn der Mitose der Spermatogonie bis zur
Spermiation, dauert je nach Tierart unterschiedlich lang: beim Rind werden 52-54
Tage (Liebich, 1993; Sinowatz, 2001) veranschlagt, beim Schaf 49-52 Tage
(Liebich, 1993; Sinowatz, 2001), beim Pferd ca. 49 Tage (Liebich, 1993), beim
Schwein ca. 34 Tage (Sinowatz, 2001) und beim Kaninchen durchschnittlich 43,6
Tage (Swierstra & Foote, 1965). Beim Menschen umfasst die Spermatogenese 74
Tage (Sinowatz, 2000c). Vom  Spermatogenese-Zyklus muss der
Keimepithelzyklus abgegrenzt werden. Er ist definiert als ,,vollstdndiger Ablauf
einer Serie typischer Zellbilder an einer bestimmten Stelle des Tubulus bis zur
nachsten gleichen Zellgemeinschaft“ (Cole & Cupps, 1977). Dieser
Keimepithelzyklus umfasst beim Rind 13,5 Tage, beim Schaf 10,5 Tage und beim
Schwein 8,5 Tage (zitiert nach Monesi, 1976 in Smollich & Michael, 1992). Fir
das Kaninchen wurden 10,7 Tage (Amann et al., 1965), 10,9 (Swierstra & Foote,
1965) bzw. 11,2 Tage (Orgebin-Crist, 1965) ermittelt. Um den Keimepithelzyklus
weiter unterteilen zu konnen, werden unterschiedliche Methoden angewendet:
Leblond & Clermont (1952) beschreiben mittels der Perjodsaure-Schiff-Reaktion
(PAS-Farbung) nach McManus die Entstehung der Akrosomen wéhrend der
Differenzierung der Spermatiden und nutzen die einzelnen Entwicklungsschritte

zur Unterteilung des Keimepithelzyklus. Daher beginnt ihr Keimepithelzyklus mit
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dem Auftreten von Spermatiden. Die Anzahl der Phasen variieren je Tierart:
Leblond und Clermont (1952) beschreiben bei der Ratte 19 Stadien, wahrend
Oakberg (1956) bei der Maus 16 Stadien definiert. Roosen-Runge und Giesel
(1950) sowie Ortavant (1959; zitiert nach Ortavant et al., 1969) hingegen
orientieren sich nach den Stadien der Meiose, der Form der Spermatidenkerne, der
Lage der Spermatiden bzw. Spermien sowie der Spermiation, um verschiedene
Phasen des Keimepithelzyklus beschreiben zu kdnnen. Sie beginnen ihren Zyklus
mit dem Ende der Spermiation. Auf diese Weise bestimmen sie folgende acht
Phasen: Phase | erstreckt sich vom Ende der Spermiation bis zum Beginn der
Elongation der Spermatiden der néchsten Generation. Phase Il erstreckt sich vom
Beginn der Elongation der Spermatiden bis zum Ende Elongation Spermatiden.
Phase 111 erstreckt sich vom Ende der Spermatidenverlangerung bis zum Beginn
der ersten Reifeteilung. Phase IV umfasst die Bildung der charakteristischen
Kopfform der Spermatiden sowie den Beginn der ersten Reifeteilung bis Ende
der zweiten Reifeteilung der neuen Generation. Phase V erstreckt sich vom Ende
der zweiten Reifeteilung bis zum Auftreten der neuen Generation von
rundkernigen Spermatiden, deren Kerne staubartiges Chromatin aufweist. Phase
VI erstreckt sich vom Auftreten der rundkernigen Spermatiden mit staubartigem
Chromatin bis zum Beginn der Verlagerung der elongierten Spermatiden
Richtung Lumen. Phase VIl umfasst die Verlagerung der elongierten Spermatiden
Richtung Lumen. Phase VIII beschreibt die ausdifferenzierten Spermien, die
saumartig das Lumen des Tubulus seminifer contortus umgeben. Laut Onyango et
al. (2000) wird das Klassifikationssystem auf Basis der Akrosomenentwicklung
vor allem bei Labornagern angewendet (Leblond & Clermont, 1952; Oakberg,
1956), wahrend die zweite oben beschriebene Methode nach Roosen-Runge und
Giesel (1950) sowie Ortavant (1959, zitiert nach Ortavant et al., 1969) sehr oft bei
Haussaugetieren Anwendung findet. Beim Menschen und bei einigen Primaten
sind an einem Tubulusquerschnitt verschiedene Stadien des Keimepithelzyklus zu
sehen (Clermont, 1963), wahrend beim Haussdugetier der gesamte
Tubulusquerschnitt nur eine einzige Phase aufweist (Ortavant et al, 1969;
Swierstra et al., 1974).

3.4. Intratestikulare spermienableitende Wege

Das intratestikulare, spermienableitende System besteht aus Kandalen, die fur den

Weitertransport der noch unbeweglichen Spermien aus den Tubuli seminiferi in
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den Nebenhodengang zusténdig sind. Es setzt sich aus den Terminalsegmenten,
den Tubuli recti sowie den Ductuli efferentes zusammen. Neben dem Transport
der Spermien zum Nebenhoden erfullt es dartber hinaus auch Absorption- und
Sekretionsaufgaben (Wrobel et al., 1978; Smollich & Michael, 1992).

3.4.1. Terminalsegement

Der Ubergang eines Tubulus seminifer contortus in einen Tubulus rectus wird als
Terminalsegment (Fawcett & Dym, 1974; Osman, 1979; Wrobel et al., 1982;
Ezeasor, 1986), ,transitional zone“ (Dym, 1974; Nykénen, 1979; Lindner &
Holstein, 1982) oder ,,intermediate region® (Perey et al, 1961) bezeichnet. Fur
einige Tiere liegen Beschreibungen des Terminalsegments vor, u. a. fir das Rind
(Wrobel et al., 1978; Osman & Plden, 1979; Wrobel et al., 1982; Wrobel &
Sinowatz, 1982), fur den Hamster (Cavicchia & Burgos, 1977), fiir das Kaninchen
(Osman, 1979), fur den Makaken (Dym, 1974), fir die Katze (Murakami et al.,
1988), fur die Westafrikanische Zwergziege (Ezeasor, 1986), fur die Ratte
(Nykanen, 1979; Hermo & Dworkin, 1988), flr das Schaf (Osman & Pléen, 1979)
flr die Ziege (Osman & Ploen, 1979) und fir das Schwein (Osman, 1978). Im
Terminalsegment verringern sich allmahlich der Durchmesser und das Lumen des
Tubulus seminifer contortus (Wrobel & Sinowatz, 1982). Kennzeichnend fur
dieses Segment sind hochprismatische Epithelzellen, die modifizierte Sertoli-
Zellen (Dym, 1974; Osman, 1978, 1979; Osman & Pléen, 1979; Lindner &
Holstein, 1982) oder transitionale Zellen (Hermo & Dworkin, 1988) genannt
werden. Wrobel et al. (1978, 1982) unterteilen das Terminalsegment des Bullen in
drei Abschnitte, namlich in Ubergangsregion, Mittelabschnitt und terminaler
Pfropf: wihrend in der Ubergangsregion ,,normale* Sertoli-Zellen beobachtet
werden kdnnen, ist der Mittelabschnitt sowie der terminale Pfropf gekennzeichnet
durch modifizierten Sertoli-Zellen. Die Langsachsen dieser Zellen neigen sich im
Verlauf des Terminalsegments in Richtung des Tubulus rectus, so dass eine
Zytoplasmaprotrusion ohne permanentes Lumen geformt wird. Dieser Zellpfropf
ragt in das Lumen des Tubulus rectus hinein (Wrobel et al., 1978, 1982). Laut
Osman (1979) liegen beim Kaninchen in der Mehrzahl der Falle keine
Zytoplasmaprotrusion und kein terminaler Pfropf vor. Zwischen den Sertoli-
Zellen sind lediglich Spermatogonien und Spermatozyten lokalisiert; eine
vollstdndige Spermatogenese  findet im Terminalsegment nicht mehr statt
(Osman, 1978; Wrobel & Sinowatz, 1982; Wrobel et al., 1982). Die modifizierten
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Sertoli-Zellen haben mehrere Funktionen zu erfiillen: beim Makaken (Dym,
1974), beim Kaninchen (Osman, 1979), bei der Katze (Murakami et al., 1988),
beim Rind (Wrobel et al., 1982), bei der Ratte (Nykanen 1979) und beim Schwein
(Osman, 1978) beteiligen sie sich an der Phagozytose von abnormen oder
geschadigten Spermien. Ferner soll der terminale Pfropf den Ruckfluss von
Spermien und Flissigkeit aus dem Rete testis bzw. Tubuli recti verhindern (Perey
et al. 1961; Roosen-Runge, 1961; Cavicchia & Burgos, 1977; Wrobel et al., 1978,
1982; Ezeasor, 1986). Dem widersprechen allerdings Setchell und Waites (1971),
Tuck et al. (1970), sowie Nykénen und Kormano (1978): laut Tuck et al. (1970)
konnte trotz des terminalen Pfropfens ein Riickfluss von Flissigkeit aus dem Rete
in die Tubuli seminiferi contorti beobachtet werden. Ferner erwégen Wrobel et al.
(1982) die Moglichkeit, dass der terminale Pfropf den Binnendruck in den Tubuli
seminiferi contorti reguliert. In den modifizierten Sertoli-Zellen des terminalen
Pfropfes des Makaken liegen Lymphozyten (Dym, 1974), wahrend in dem von
Ratten Makrophagen lokalisiert sind, die an der Phagozytose der Spermien
beteiligt sind (Nyk&nen, 1979). Aufen liegen dem Terminalsegment ein
GefaBgeflecht sowie Leydig-Zellen an. Ferner befinden sich beim Hamster
(Cavicchia & Burgos, 1977) und beim Rind (Wrobel & Sinowatz, 1982) am
Ubergang vom Tubulus seminifer contortus zum Tubulus rectus kontraktile
Zellen. Bei Rindern (Wrobel et al., 1979), Westafrikanischer Zwergziegen
(Ezeasor, 1986) und Schweinen (Osman, 1978) ist die Sertoli-Sertoli-

Zellverbindung spatestens im terminalen Pfropf aufgehoben.

3.4.2.  Tubuli recti

Die Tubuli recti (sive gerade Hodenkanalchen) stellen die Verbindung zwischen
dem Terminalsegment und dem Rete testis dar (Fawcett & Dym, 1974; Cavicchia
& Burgos, 1977; Osman & Ploen, 1978; Wrobel et al., 1978). Eine Beschreibung
dieser Struktur liegt fur das Rind (Osman & Pl6en, 1978; Wrobel et al., 1978), flr
den Hamster (Cavicchia & Burgos, 1977), fur das Schwein, fiir das Schaf, fir die
Ziege, fir das Kaninchen und fur die Ratte (Osman & Ploen, 1978) vor. Bei sehr
vielen Tierarten beginnen die Tubuli recti mit einer in der Literatur als kelchartige
Erweiterung beschriebenen Struktur (Wrobel et al., 1978). Diese umschlieft den
terminalen Pfropf. Bei Ratten und Kaninchen entféllt laut Osman und Pl6en
(1978) dieser Abschnitt. Der Durchmesser der Tubuli recti verringert sich

anschlieBend im Verlauf zum Rete testis hin und weist dann etwa ein Drittel des
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Anfangsdurchmessers auf (Wrobel et al., 1978). Es herrscht eine klare
histologische Grenze zwischen dem Terminalsegment und den Tubuli recti: weist
der terminaler Pfropf noch ein hochprismatisches Epithel auf, so ist in den
geraden Kandlchen ein einschichtig-kubisches bis flach-zylindrisches Epithel zu
beobachten (Cavicchia & Burgos, 1977; Osman & Pléen, 1978; Wrobel et al.,
1978). Das Epithel weist einen geringen Besatz mit Mikrovilli auf (Osman &
Ploen, 1978). Gelegentlich konnen Zilien identifiziert werden (Osman & Ploen,
1978). Wie im Terminalsegment, so kann auch im Epithel der Tubuli recti des
Rindes (Sinowatz et al., 1979) und der Katze (Murakami et al., 1988) Phagozytose
von Spermatozoa nachgewiesen werden. Ferner befinden sich im Epithel der
Tubuli recti zahlreiche freie Zellen, die aus dem subepithelialen Epithelbereich
eingewandert sind. Es sind dies vor allem Makrophagen, aber auch in geringerer
Zahl Lymphozyten (Osman & Plden, 1978; Wrobel et al., 1978). Auch in den
Tubuli recti von gesunden Rhesus-Affen und Ratten (Dym & Romrell, 1975) sind
Lymphozyten nachgewiesen worden. Der Ubergang zum Rete testis ist durch
keine scharfe histologische Grenze gekennzeichnet (Wrobel, 1990).

3.4.3. Rete testis und Mediastinum testis

Die Tubuli recti munden in das Rete testis. Von dort aus schaffen Ductuli
efferentes den Anschluss an die Nebenhoden (Smollich & Michael, 1992). Ein
Rete testis kann lakundar oder kanalikulér organisiert sein (Hees et al., 1987). Ein
lakundres Rete, wie bei der Ratte (Roosen-Runge, 1961) und beim Hamster
(Cavicchia & Burgos, 1977), besteht aus einem Raum, in dem sich die Tubuli
recti 6ffnen und der unvollstdndig von Septen unterteilt wird. Bei vielen Tierarten
und beim Mensch jedoch ist das Rete kanalikuldr organisiert (Hees et al., 1987).
Es stellt sich hier als ein anastomisierendes Netzwerk von Géngen und Kanalchen
dar. Das Rete testis befindet sich im Mediastinum, einem bindegewebigen Bezirk
im Hoden. Neben dem Rete testis beinhaltet es auch Blut- und LymphgefaRe
(Hees et al., 1989). Beim Rind sind im Stroma des Mediastinums
Myofibroblasten, elastische Fasern und glatte Muskelzellen eingelagert (Hees et
al., 1989). Auch beim Menschen sind hier glatte Muskelzellen zu beobachten
(Bustos-Obrégon & Holstein, 1976). Die Lage des Mediastinums und die des Rete
testis ist speziesabhéngig. Benoit (1926; zitiert nach Hees et al., 1987)
unterscheidet zwischen einem zentralen (axialen) und einem marginalem

(superfiziellen; oberflachlichen) Rete testis. Das axiale Rete testis verlauft zentral



I1. Literaturlibersicht 26

im Hoden und durchzieht nahezu dessen gesamte Lange. Diese Form ist bei sehr
vielen Sdugetieren zu finden, wie zum Beispiel beim Rind (Dym, 1976; Hees et
al., 1987), beim Schaf (Dym, 1976), beim Meerschweinchen (Dym, 1976), beim
Schwein (Dym, 1976; Schmidbauer, 2001), beim Hund (Dym, 1976; Montkowski,
1992) und bei der Katze (Dym, 1976; Prem, 1992). Auch das Kaninchen besitzt
nach Dym (1976) sowie Lohiya und Mathur (1983) ein axiales Rete testis. Das
marginale Rete testis findet sich direkt unter der Tunica albuginea. Das
Mediastinum liegt hier am kranialen Hodenpol und ist von geringem Ausmal}
(Hees et al., 1987). Diese Form ist u. a. bei der Ratte (Dym, 1976), bei der Maus
(Dym, 1976), beim Hamster (Dym, 1976; Cavicchia & Burgos, 1977) und beim
Hengst (Kuhrau, 1994) nachgewiesen worden. Im Lumen des Rete testis befinden
sich beim Menschen (Roosen-Runge & Holstein, 1978) und beim Rind (Wrobel et
al., 1978; Hees et al., 1987; Abd-Elmaksoud, 2005) sog. Chordae retis. Diese
rundlichen Trabekel weisen einen Epithelliberzug sowie elastisches Fasern auf
(Roosen-Runge & Holstein, 1978; Wrobel et al., 1978). Das Epithel des Rete
testis ist einschichtig-flach bis hochprismatisch (Wrobel, 1990). Die Kerne sind
unregelmaRig geformt und heterochromatinreich (Dym, 1976). Beim Menschen
und bei manchen Tierarten tragen die Epithelzellen apikal Mikrovilli (Dym, 1976;
Roose-Runge & Holstein, 1978) sowie ein langes Zilium (Bustos-Obrégon &
Holstein, 1976). Im Epithel des Rindes und anderer Tierarten liegen Lymphozyten
(Dym & Romrell, 1975; Dym, 1976; Hees et al., 1989) und Makrophagen
(Sinowatz et al., 1979; Hees et al., 1989). Ihr Anteil schwankt aber je nach Tierart.
So liegt dieser beim Hund unter 1%, beim Schaf und beim Primaten bis 2% (Dym,
1976). Beim Rind lassen sich vor allem Makrophagen und weniger Lymphozyten
nachweisen (Wrobel et al., 1978; Hees et al., 1989). Ebenso wie die
Terminalsegmente und die Tubuli recti ist auch das Epithel des Rete testis zur
Phagoyzytose fahig (Rind: Sinowatz et al., 1979; Goyal, 1982). Eine weitere
Aufgabe des Rete besteht in der Sekretion von Rete testis-Fliissigkeit, die beim
Schaf bis zu 40 ml pro Tag betragen kann (Wrobel, 1990) sowie in Absorption
(Smollich & Michael, 1992). Diese Rete testis-Flussigkeit weist eine andere
Zusammensetzung auf als Hodenlymphe, Blutplasma oder die Flussigkeit der
Tubuli seminiferi contorti (Tuck et al., 1970; Wrobel, 1990). Das Rete testis ist
beim Schwein (Schmidbauer, 2001) und beim Hund (Montkowski, 1992) von
elastischen Fasern umgeben. Der Mensch (Roosen-Runge & Holstein, 1978) und

einige Tierarten, darunter die Ratte (Roosen-Runge, 1961; Dym, 1976), die Katze
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(Prem, 1992; Viotto et al., 1993), die Maus (Dym, 1976), der Hamster (Dym,
1976; Cavicchia & Burgos, 1977), das Schaf (Dym, 1976), das Meerschweinchen
(Dym, 1976), das Pferd (Kuhrau, 1994) und das Kaninchen (Jones et al., 1979),
besitzen neben dem intratestikuldren Rete testis noch einen extratestikuléren
Anteil. Dieser verbindet das intratestikuldre Rete testis mit den Ductuli efferentes
(Roosen-Runge & Holstein, 1978). Das Rind hingegen verfligt tber keinen
extratestikularen Reteanteil; hier enden am kranialen Hodenpol alle Retekanéle in
einen gemeinsamen Raum, der Area confluens, von wo aus Ductuli efferentes

zum Nebenhoden laufen (Hees et al., 1989).

3.5. Interstitium

Das Interstitium (sive intertubuldres Gewebe, intertubulares Kompartiment,
intertubuldrer Raum, interstitielles Gewebe) fiillt den Raum zwischen den Tubuli
seminiferi contorti aus. Es besteht aus lockerem Bindegewebe mit relativ viel
ungeformter Grundsubstanz und wenigen elastischen sowie kollagenen Fasern.
Darin eingebettet sind Leydig-Zellen und einige undifferenzierte Zellen
mesenchymalen Ursprungs (Leeson & Leeson, 1970; Wrobel, 1990). Letztere
gelten als Vorlaufer der Leydig-Zellen, der peritubuldren Zellen sowie der
Fibrozyten (Wrobel et al., 1988). Das intertubuldare Kompartiment wird
durchzogen von Blut- und Lymphgefdaen sowie Nerven (Welsch, 2010). Im
Stroma befinden sich neben Plasmazellen auch Makrophagen, die zum
mononukledr-phagocytaren System gezahlt werden (Wrobel, 1990). Das
quantitative Verhéltnis zwischen Samenkanalchen und Interstitium sowie dessen
Aufteilung in Leydig-Zellen und BlutgefaRe/Bindewegewebe ist artspezifisch.
Tabelle 1 gibt dartiber fir einige Tierarten Auskunft.

Tabelle 1: Durchschnittswerte der verschiedenen Hodengewebsanteile

Tierart Tubulare Intertubuldre Komponente
Komponente = GefaR-Bindegewebs- Leydig-Zellen
Apparat
Pferd 70% 20% 10%
Rind 85% 7,5% 7,5%
Schwein 68% 11,5% 20,5%
Ratte 91% 3% 6%

Quelle: Smollich und Michael (1992)

Dieses quantitative Verhaltnis zwischen Samenkanélchen und Intertubul&rraum
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veréndert sich wéhrend der postnatalen Entwicklung: bei vierwdchigen Kalbern
nimmt das intertubuldre Kompartiment 5% des Hodenvolumens ein; die restlichen
50% entfallen auf die Hodenkanélchen. Bei Kalbern zwischen der 30. und 52.
Lebenswoche wird der Anteil des intertubuldren Kompartiments auf 20%
zugunsten der Tubuli zurlckgedréngt. Bei Rindern mit 78 Wochen macht das
intertubulare Kompartiment nur noch 15% aus. Dabei schwankt die Entwicklung
je nach Lage im Hoden: subtunikal ist der Anteil der Tubuli seminiferi contorti
hoher als nahe dem Mediastinum (Wrobel et al., 1988). Neben der
tierartspezifischen Anzahl der Leydig-Zellen und der Menge an interstitiellem
Gewebe ist im Interstitium auBerdem eine speziesabhangige Organisation der
LymphgefaRe auszumachen. Beim Rind, beim Rhesus-Affen, beim Menschen,
beim Elefanten und beim Schaf liegen die Leydig-Zellen weit verstreut im sehr
lockeren Bindegewebe. Die aufféalligen Lymphgefalie befinden sich bei diesen
Tierarten meist in zentraler Lage zwischen den Tubuli seminiferi contorti
(Fawcett et al., 1973). Beim Schwein, beim Zebra, beim Opossum und beim Hund
hingegen fullen die Leydig-Zellen beinahe den gesamten interstitiellen Raum aus
und dominieren auf diese Weise das Interstitium. Dabei ist nur wenig lockeres
Bindegewebe vorhanden. Der interstitielle Raum wird wvon wenigen,
kleinkalibrigen Lymphgefae durchzogen (Fawcett et al. 1973; Hund:
Montkowski, 1992; Schwein: Pinart et al., 2001c). Auch bei der Katze (Prem,
1992) ist der intertubuldre Raum ausgefullt von Leydig-Zellen. Meerschweinchen,
Chinchillas, Ratten und Mause besitzen hingegen eine nur kleine Menge an
Leydig-Zellen und interstitiellen Gewebe. Den groRten Anteil des Interstitiums
nehmen bei diesen Arten die peritubuldren Lymphsinusoiden ein. Dabei ist bei der
Ratte und der Maus kein durchgehendes Epithel ausgebildet. Die Lymphsinusoide
umgeben die um die BlutgefaRe gruppierten Leydig-Zellen, wobei schmale
Briicken aus Bindegewebe von diesen ,,Inseln“ zu dem peritubuldren Gewebe
fihren (Fawcett et al., 1973).

3.5.1. Leydig-Zellen

Leydig-Zellen werden auch als interstiticlle Zellen oder ,Endocrincyti
interstitiales“ bezeichnet. Castro et al. (2002) geben flr die Kaninchenrasse
,Weille Neuseeldnder eine durchschnittliche Gesamtanzahl von 103,7X106
Leydig-Zellen pro Hoden an. Beim Menschen und bei der Ratte scheint die

Population der adulten Leydig-Zellen stabil zu sein: die Zellen teilen sich kaum



I1. Literaturlibersicht 29

und sterben nicht ab (Mensch: Davidoff et al., 1993; Ratte: Teerds et al., 1989).
Die Regenerationsrate adulter Leydig-Zellen ist laut Wrobel (1990) gering. Bei
der geschlechtsreifen Ratte kann jedoch nach einer selektiven Zerstérung der
Leydig-Zell-Population eine neue Generation von adulten Leydig-Zellen
beobachtet werden (Kerr et al.,, 1987). Das Volumen der Leydig-Zellen ist
speziesabhéngig. Die adulte Leydig-Zelle des Rindes besitzt ein kleines, die des
Schweins ein grofleres Volumen (Smollich & Michael, 1992). Die endokrinen
Zwischenzellen erscheinen in den unterschiedlichsten Formen. So kdnnen sie
einzeln, in mehr oder wenigen groRen Gruppen oder in Strangen liegen (Dellmann
& Wrobel, 1987; Wrobel, 1990). Beim Schwein wurden auch tiber weite Strecken
ausgedehnte Platten beobachtet (Schmidbauer, 2001). Aus diesem Grunde erhélt
nicht jede Zelle Kontakt mit einer Kapillare, Venole oder Lymphgefall (Wrobel et
al., 1981). Die Leydig-Zelle weist ein, zumal auch zwei grofe, runde Kerne auf.
Auch konnen ein bis zwei deutliche Nucleoli identifiziert werden (Bloom &
Fawcett, 1968). Im Zytoplasma sind die fir die Steroidproduktion notwenigen
Zellorganellen eingebettet. Bei den meisten Hausséugetieren stellt ein
umfangreiches ER vom glatten Typ das vorherrschende Zellorganell dar (Wrobel,
1990). Das Rind hingegen weist neben glattem ER auch groRe Mengen an rauem
ER auf (Wrobel et al., 1981,Wrobel, 1990). In den Membranen des ER sitzen die
Enzyme zur Steroidproduktion. Auch wird dieses Organell mit der Produktion
von Tragerproteinen fiir Androgene in Verbindung gebracht (Smollich & Michael,
1992). Fir die Produktion der Sexualsteroide sind neben dem ER zudem
Mitochondrien  notwendig. Dort wird durch die Abspaltung der
Cholesterolseitenketten und die Bildung von Pregnenolon der erste Schritt zu
deren Synthese getatigt (Dellmann & Wrobel, 1987). Bei den meisten Tierarten
handelt es sich vor allem um Mitochondrien vom tubuldren Typ. Beim Rind
(Smollich & Michael, 1992) und beim Menschen (Welsch, 2010) jedoch finden
sich sowohl Mitochondrien vom tubul&ren Typ als auch vom Cristae-Typ. Die
Rolle des Golgi-Apparates in der Synthese von Hormonen ist noch nicht
hinreichend gekléart (Dellmann & Wrobel, 1987), wobei Wrobel (1990) eine
Beteiligung an der Steroidproduktion ausschlieBt. Uberdies ist im Zytoplasma
eine tierartlich unterschiedliche Menge von Lipideinschliissen eingelagert. Hunde
(Connell, 1976; Zirkin et al., 1980), Lowen (Sinha & Seal, 1969) und Schweine
(Banks, 1981) besitzen eine groRe Anzahl, wahrend Rinder (Wrobel et al., 1981;
Abd-Elmaksoud, 2005) ebenso wie Ratten (Murakami, 1966; Zirkin et al., 1980),
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Schweine (Schmidbauer, 2001) und Hamster (Zirkin et al., 1980) relativ wenige
Lipideinschliisse aufweisen. Kaninchen und Meerschweinchen haben dagegen
eine mittlere Anzahl von Lipidtropfen eingelagert (Zirkin et al., 1980). Das Lipid
wird bei der Praparation extrahiert, so dass Vakuolen entstehen, die das
Zytoplasma schaumig erscheinen lassen (Banks, 1981). Die Leydig-Zellen stellen
mit der Produktion von Sexualhormonen den endokrinen Teil der mannlichen
Keimdruse dar (Wrobel, 1990). Vornehmlich werden in den Leydig-Zellen
Androgene hergestellt, wobei der Hoden die Hauptandrogenquelle des Korpers
darstellt (Crabo, 1963; Connell, 1976). Unter den Androgenen wiederum ist
Testosteron das haufigste und wichtigste Produkt (Castro et al, 2002; Diemer et
al., 2003), so auch beim Kaninchen wéhrend der Pubertit (Chubb et al., 1978;
Berger er al, 1982). Beim Eber (Dellmann & Wrobel, 1987; Wrobel, 1990) und
beim Hengst (Fawcett et al., 1973) wird auch das Hormon Ostrogen hergestellt.
Neben Sexualhormone produzieren die Leydig-Zellen eine Vielzahl anderer
Stoffe, die sowohl parakrine als auch autokrine Funktionen besitzen (Saez, 1994;
Lejeune et al., 1998; Habert et al., 2001), wie zum Beispiel den ,,corticotropin-
releasing factor (CRF) (Fabbri, 1990; Tinajero et al., 1992) sowie IGF-1 und
TGF-R (Habert et al., 2001). Zudem kann in den Leydig-Zellen von adulten
Ratten eine testikuldare pro-opio-melano-cortin-messenger-Ribonucleinsdure
(POMC-mRNA) nachgewiesen werden (Pintar et al., 1984; Chen & Madigan,
1987; Li et al., 1993). Davidoff et al. (1993) vermuten in der menschlichen
Leydig-Zelle neuronale und neuroendokrine Eigenschaften, nachdem sie in den
Leydig-Zellen einige neuronale Marker sowie Enzyme, die in der Herstellung der
Neurotransmitter Dopamin, Serotonin und Noradrenalin involviert sind, gefunden
haben. Beim Kaninchen vollzieht sich die Entwicklung der Leydig-Zellen in einer
ersten fetalen sowie in einer zweiten postnatalen Phase vor bzw. wahrend der
Pubertat (Gondos et al. 1977; Lejeune et al., 1998; O Shaughnessy et al., 2006).
Die erste fetale Generation von Leydig-Zellen wird beim Kaninchen um die
Geburt abgebaut (Gondos & Conner, 1972; Gondos et al., 1976). Lediglich in der
1. Woche post partum (p.p.) konnten noch vereinzelt voll ausdifferenzierte
Leydig-Zellen beobachtet werden (Gondos et al., 1977; Tsunenari & Kast, 1992).
Da laut Gondos et al. (1976) keine Anzeichen von Degeneration oder Zelltod zu
beobachten waren, gehen sie davon aus, dass die reifen fetalen Leydig-Zellen zu
weniger ausdifferenzierten Zelltypen abgebaut werden. Auch Prince (1990) fiihrt

den Ruckgang der reifen fetalen Leydig-Zellen auf Regression zuriick, sieht aber
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auch in einem geringen Mafe Hinweise fiir Degeneration. Nach dem Abbau der
fetalen Leydig-Zellen wird das Interstitium des Kaninchens in der 1.-5.
Lebenswoche von undifferenzierten, mesenychmahnlichen  Zellen dominiert
(Gondos et al., 1977). Allerdings treten neben jenen Zellen auch vereinzelt
teilweise differenzierte Zellen in Erscheinung. Zwischen der 5. und 6.
Lebenswoche des Kaninchens sind die ersten voll ausdifferenzierten Leydig-
Zellen zu erkennen. Der Grofdteil des intertubuldren Kompartiments besteht
allerdings noch aus undifferenzierten bzw. teilweise differenzierten Zellen. Die
Anzahl der Leydig-Zellen nimmt ab der 6. Lebenswoche stark zu, mit einer
Verlangsamung der Neubildung in der 9. Woche, dem in der 10. und 11. Woche
ein zweiter Schub folgt. Ab der 11. Woche besteht nun der groRte Teil des
Interstitiums aus voll differenzierten Leydig-Zellen (Gondos et al., 1976, 1977).
Die adulten Leydig-Zellen entstehen laut Chen et al. (2010) durch Proliferation
und  Differenzierung aus  Stammzellen im intertubuldren  Raum.
Mesenchymahnliche Zellen werden in den meisten Arbeiten als Stammzellen fir
die adulte Generation der Leydig-Zellen angesehen (Hardy et al., 1989; Vergowen
et al. 1991; Ariyaratne et al., 2000). Als Alternative schlagen Davidoff et al.
(2009) vaskulare glatte Muskelzellen und Perizyten als Stammzellen flr die

endokrinen Leydig-Zellen vor.

3. Glykohistochemie

Der Begriff ,,Lektin®“ wurde von William C. Boyd und Elizabeth Shapleigh
geprigt: dem lateinischen Word ,,legere=,,auswéhlen* umfasst laut Boyd und
Shapleigh (1954) die Gruppe der Lektine blutgruppenspezifische Antigene und
Antikorper-dhnliche Substanzen aus Pflanzenteilen. Nach 25 Jahren Forschung
legten Goldstein et al. im Jahre 1980 eine Uberarbeitete Definition vor: demnach
ist ein Lektin ein zuckerbindendes Protein oder Glykoprotein nicht-immunogenem
Ursprung, das Zellen agglutiniert und/oder Glykokonjugate prazipitiert. Nach
Goldstein et al. (1980) weist ein Lektin mindestens zwei Bindungsstellen fur
Zucker auf. Ferner ist die Spezifitdt eines Lektins durch denjenigen Zucker
bestimmt, der in der Lage ist, die Préazipitation durch dieses Lektin zu hemmen.
Durch diese Definition werden Lektine von anderen kohlenhydratbindenden
Proteinen wie Hormonen, Toxinen, Enzymen etc. abgrenzt; ferner wird der
Ursprung der Lektine erweitert. Ein Lektin muss demnach nicht mehr

zwangslaufig aus einer Pflanze stammen, auch ein tierischer oder bakterieller
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Ursprung ist denkbar. Aktuell werden Lektine als Proteine definiert, die
Kohlenhydrate binden und dabei nicht enzymatisch tatig sind. Sie sind weder
Antikorper noch Sensor- oder Transportproteine (Gabius et al., 2011). Wie bereits
erwéhnt, besitzen Lektine mindestens zwei Bindungsstellen fiir Kohlenhydrate;
diese sind von wesentlicher Bedeutung fiir die Agglutination von Zellen. Eine
Untereinheit besitzt dabei eine Zuckerbindungsstelle (Lis & Sharon, 1986). Viele
Lektine binden an endsténdige, nicht-reduzierenden Kohlenhydraten, wahrend
einige auch innere Zuckerstrukturen erkennen (Lis & Sharon, 1986). Goldstein
und Poretz (1986) teilen Lektine je nach ihrer spezifischen Bindung an Zucker in
sieben Gruppen ein: 1. Glukose/Mannose, 2. Galaktose, 3. N-Acetyl-D-
glukosamin, 4. N-Acetyl-D-galaktosamin, 5. L-Fukose, 6. Sialinsdure sowie 7.
komplexe Kohlenhydratstrukturen. Im Zuge neuerer Forschungsergebnisse wurde
diese Klassifikation Uberarbeitet und besteht nur noch aus sechs Lektingruppen,
namlich Gruppe |. D-Glukose/D-Mannose bindende Lektine, Gruppe Il. D-
Galaktose bindende Lektine, Gruppe Ill. N-Acetyl-D-Glukosamin/N-Acetyl-
Neuraminsdure bindende Lektine, Gruppe IV. N-Acetyl-D-Galaktosamin/D-
Galaktose bindende Lektine, Gruppe V. L-Fukose-bindende Lektine sowie
Gruppe VI. Lektine mit Bindungsstellen fir Oligosaccharide (Lohr et al., 2010;
Rudiger & Gabius, 2009; Gabius, 2011; Gabius et al., 2011). Heute werden
Lektine unter anderem eingesetzt, um die Bindungsstellen und damit
Kohlenhydratstruktur von Zellen zu entdecken, zu isolieren und zu
charakterisieren (Ridiger & Gabius, 2001; Sharon & Lis, 2004). Dabei werden
Lektine mit bekanntem Bindungsverhalten verwendet, die spezifisch an Mono-
und Oligosaccharide auf der Zelloberflache oder in Zellen binden. Auf diese
Weise kdnnen die Zuckerstrukturen im gesunden Gewebe untersucht werden. Die
Verteilung von Zuckerstrukturen in Geweben und Zellen kann mit dem Licht- und
Elektronenmikroskop untersucht werden; dabei werden Lektine an fluoreszierende
Substanzen, an kolloidales Gold oder an Enzyme, wie Peroxidase gekoppelt. lhre
Bindung wird dann direkt bzw. indirekt sichtbar gemacht (Roth, 1983; Roth
2011). Zu der Verteilung von Lektinbindungsstellen im adulten Hoden liegen
Arbeiten fir das Dromedar (Abd-Elmaksoud et al., 2008), den Hamster (Pastor et
al., 2003), den Hund (Castagnaro & Valenza, 1990; Montkowski, 1992) die Katze
(Prem, 1992; Desantis et al., 2006), die Maus (Lee & Damjanov, 1984; Lemaire &
Heinlein, 1992; Zhou et al., 1992; Lohr et al., 2010), das Pferd (Kuhrau, 1994;
Verini-Supplizi et al., 2000), die Ratte (Arya & Vanha-Perttula, 1984; Soderstrom
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et al., 1984; Malmi et al., 1990; Jones et al., 1992; Jones et al., 1993), das Rind
(Arya & Vanha-Perttula, 1985; Ertl & Wrobel, 1992; Manning et al., 2004; Abd-
Elmaksoud, 2005), das Schaf (Steger, 1994), das Schwein (Calvo et al., 2000;
Pinart et al., 2001a; Pinart et al., 2001b; Pinart et al., 2002), die Ziege (Kurohmaru
et al., 1991) sowie den Menschen (Lee & Damjanov, 1985; Arenas et al., 1998;
Gheri et al., 2009) vor. Die Keimzellen vieler Tierarten zeigen wahrend der
Spermatogenese eine Modifikation ihrer Zuckerreste, speziell wéhrend der
Spermiogenese (Malmi et al., 1990; Verini-Supplizi et al.,, 2000). Die
Veranderungen der Zuckerstrukturen wahrend der postnatalen Entwicklung
wurden 1992 von Ertl und Wrobel bei Rindern im Alter von 4 bis 40 Wochen p.p.
untersucht. Auch Arya und Vanha-Perttula (1985) berichten (ber die
Lektinbindung wahrend der postnatalen Entwicklung des Rindes (4 bis 28
Wochen p.p.). Ferner liegt eine Arbeit Uber den nicht-geschlechtsreifen Biffel
(Goel et al., 2010) vor.

5. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie erlaubt die Lokalisation von bestimmten Antigenen in situ
(Welsch, 2010). Im Zuge der immunhistochemischen Untersuchungen dieser
Arbeit wird die Expression von o-SMA, Zytokeratinen und Vimentin als
Komponenten des Zytoskeletts sowie das Vorkommen von Progesteronrezeptor
im  nicht-geschlechtsreifen sowie im geschlechtsreifen Kaninchenhoden

untersucht.

5.1. Das Zytoskelett in immunhistochemischen Untersuchungen

Jede eukaryotische Zelle wird von einem Zytoskelett durchzogen. Dabei handelt
es sich um ein feinfadiges, aus Proteinen aufgebautes Netzwerk (Sinowatz,
2000a). Das Zytoskelett verleiht einer Zelle ihre Form und halt diese aufrecht.
Auch ist es von Bedeutung bei Transportvorgangen innerhalb des Zytoplasmas
sowie der gesamten Zelle. Dabei ist das Zytoskelett kein starres Gebilde; es ist
rasch verdnderbar und kann sich auf die jeweiligen Gegebenheiten der Zellen
einstellen (Sinowatz, 2000a). Laut Steger et al. (1994) ist das Zytoskelett von
groRer Bedeutung fir das Keimepithel. So ermdglicht es den Sertoli-Zellen, sich
bestdndig der Verénderungen der Keimzellen anzupassen (Russell, 1980). Das
Zytoskelett setzt sich aus drei Komponenten zusammen, ndmlich den Mikrotubuli,

den Mikrofilamente (Aktinfilamente) sowie den Intermediérfilamente (Sinowatz,
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2000a; Herrmann et al., 2009; Welsch, 2010).

511. a-SMA (“alpha-smooth muscle actin”)

Wegen ihrer geringen Durchmesser von ca. 6 bis 7 nm werden die Aktinfilamente
auch Mikrofilamente genannt (Welsch, 2010). Sie entstehen aus Polymerisation
von globuldrem (G) Aktin. Dabei bilden 250 G-Aktinmolekiile eine Kette, die
filamentdres F-Aktin genannt wird. Zwei F-Aktinfilamente winden sich helikal
umeinander und bilden ein Aktinfilament (Sinowatz, 2000a). Beim Vogel und
beim Sduger sind sechs isomere Formen des Aktins bekannt (Perrin & Ervasti,
2010): dabei kommen ,,a-sceletal actin®, ,,a-cardiac actin®, ,,a-smooth muscle
actin® und ,,y-smooth muscle actin“ im Skelettmuskel-, Herzmuskel- und glattem
Muskelgewebe vor; die Isoformen ,,B-cytoplasmic actin“ und ,,y-cytoplasmic
actin“ konnen in fast allen Zellen identifiziert werden konnen. Die Isoformen
zeigen (iber 90% Sequenzhomologie, allerdings nur 50-60% Ubereinstimmung in
ihren amino-terminalen Endabschnitten (Skalli et al., 1986). Der relative
Prozentanteil der Isoformen schwankt in den glatten Muskelzellen der
verschiedenen Organe (Gabbiani et al., 1981) und kann dort auch unter
pathologischen Verdnderungen (Kocher & Gabbiani, 1986) bzw. waéhrend der
embryonalen Entwicklung (Kuroda, 1985) wechseln. Die sechs Isoformen
ubernehmen sowohl (Uberlappende/allgemeine als auch spezielle Funktionen
(Perrin & Ervasti, 2010). a-SMA wird als Aktin-l1soform in glatten Muskelzellen
sowie in Myofibroblasten exprimiert. a-SMA ist dabei an der Bildung der
kontraktilen Elemente dieser beiden Zellarten involviert. Die aus ihnen geformten
Aktinfilamente bilden zusammen mit den Myosinfilamenten die Myofibrillen, die
zu Kontraktionen fahig sind (Welsch, 2010). Durch die Anwendung von
Antikorper gegen o-SMA kann die Lokalisation von a-SMA verfolgt werden. Fir
das Vorkommen von a-SMA im gesunden, geschlechtsreifen Hoden liegen unter
anderem Untersuchungen fir das Kaninchen (Abd-Elmaksoud, 2009), fir die
Ratte (Palombi et al., 1992), fiir das Rind (Steger et al., 1994; Abd-Elmaksoud,
2005; Devkota et al., 2006), fir den Rhesus-Affen (Schlatt et al., 1993), fir den
Hund (Egger & Witter, 2009), flr das Pferd (H6ffner, 2008), fiir das Schaf (Steger
et al., 1994), fir das Lama (Rodriguez et al., 1999) sowie fiir den Menschen
(Holstein et al., 1996; Arenas et al., 1997; Middendorff et al., 2002; Pop et al.,

2011) vor. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.
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Tabelle 2: Vorkommen von a-SMA im gesunden adulten Hoden des
Menschen und verschiedener Tierarten

Art Hoden- Peritubuléares  Blut- Rete Tubuli
kapsel Gewebe Gefalle testis recti
Affe k.A. + + k.A. k.A.
Hund K.A. + K.A. + k.A.
Kaninchen + + + k.A. k.A.
Lama K.A. + k.A. + +
Pferd k.A. i i i i
Ratte k.A. + k.A. k.A. k.A.
Rind K.A. +123 +23 +2 +2
Schaf k.A. + K.A. k.A. k.A.
Mensch +40 +° k.A. k.A. k.A.

Quelle: Rhesus-Affe: Schlatt et al.,, 1993; Hund: Egger & Witter, 2009;
Kaninchen: Abd-Elmaksoud, 2009; Lama: Rodriguez et al., 1999; Pferd: Hoffner,
2008; Ratte: Palombi et al., 1992; Rind: Abd-Elmaksoud, 2005, Devkota et al.,
2006%, Steger et al., 1994% Schaf: Steger et al., 1994; Mensch: Arenas et al.,
1997, Holstein et al., 1996°, Middendorff et al., 2002°% Legende: + Reaktion

vorhanden, +/- teilweise Reaktion vorhanden, - keine Reaktion vorhanden

Die postnatale Entwicklung wird fir die Tierarten Ratte (Tung & Fritz, 1990;
Palombi et al., 1992) und Rind (Abd-Elmaksoud, 2005; Devkota et al., 2006)

beschrieben.

5.1.2.  Intermediarfilamente

Ihr Durchmesser belduft sich auf 8-10 nm und liegt damit zwischen dem der
Mikrofilamente und dem der Mikrotubuli. Daher werden sie Intermediérfilamente
genannt (Sinowatz, 2000a). Alle Intermediarfilamente besitzen einen dreiteiligen
Aufbau: eine zentrale a-Helix wird von einer N-terminalen Kopf-Doméne und
einer C-terminalen Schwanz-Domane flankiert. Der zentrale Bestandteil ist hoch
konserviert, wahrend die Kopf- und Schwanzdomane sehr variabel in Lange und
Aminoséurenaufbau ist. Diese Monomere bilden Di- und Tetramere; letztere
wiederum lagern sich zu Protofilamente zusammen, die ihrerseits Protofibrillen
bilden. Diese bauen dann das jeweilige Intermedidrfilament auf (Minin &
Moldaver, 2008; Welsch, 2010). Es sind fiunf Hauptklassen wvon
Intermedi&rfilamenten bekannt, die sich in ihren Monomeren unterscheiden; dabei
enthalt meist ein bestimmter Zelltyp nur eine Klasse von Intermediérfilamente: I.

Saure Zytokeratine in Epithelzellen und Derivate der Epidermis, Il. Basische
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Zytokeratine in Epithelzellen, 1ll. Vimentin in vielen mesenchymalen Zellen,
Desmin in Muskelzellen, ,,glial acidic fibrillary protein“ in Astrozyten, Peripherin
in peripheren Neuronen, IV. Neurofilamentares Tripleprotein in Nervenzellen, V.
Nukledre Lamine in den Zellkernen (Steinert et al., 1984; Sinowatz, 2000a; Minin
& Moldaver, 2008).

5.1.2.1. Zytokeratine

Die grote Klasse der Intermediarfilamente stellen die Zytokeratine (CK) dar (Gu
& Coulombe, 2007). Sie sind die Grundbausteine der Zytokeratinfilamente und
finden sich in Epithelzellen sowie in Derivate der Epidermis (Sinowatz, 2000a;
Welsch, 2010). Die bisherige Einteilung in saure und basische Zytokeratine (sive
Keratine) (Moll et al., 1982) musste vor rund 10 Jahren nach Erforschung neuer
Zytokeratine erweitert werden: sie umfasst nun drei Kategorien (epitheliale
Keratine/Gene, Haarkeratine/Gene sowie und Keratin-Pseudogene) und
unterscheidet dabei nach wie vor zwischen Typ | (sauer) und Typ Il (basisch).
Damit ergibt sich folgende Einteilung der Tabelle 3 (Schweizer et al., 2006; Gu &
Coulombe, 2007):

Tabelle 3: Einteilung der Zytokeratine

Kategorie Zytokeratinnr./Gennr.
Human Typ | Epithel-Keratine* 9-28

Human Typ | Haar-Keratine 31-40

Non-Human Typ | Epithel- und Haar-Keratine 41-70

Human Typ Il Epithel-Keratine* 1-8 und 71-80
Human Typ Il Haar-Keratine 81-86

Non-Human Typ Il Epithel- und Haar-Keratine @ 87-120

Typ Il Keratin Pseudogene 121-220

Typ | Keratin Pseudogene 221ff

Quelle: nach Schweizer et al., 2006; Legende: *die in dieser Arbeit untersuchten

Zytokeratingruppen; Abkirzung: Nr Nummer

Eine der Hauptaufgaben der Zytokeratine ist der Schutz der Epithelzellen vor
mechanischen Belastungen, die sonst zum Zellschaden und Zelltod fuhren kdnnte;
dadurch wird die strukturelle Integritdt der Zellen gesichert. Die Zytokeratine
bestimmen auch die Zellpolaritdt und Zellform mit (Gu & Coulombe, 2007,
Magin et al., 2007). Aber auch nicht mechanische Aufgaben scheinen
Zytokeratine zu Ubernehmen: Ku und Omary (2006) stellen die Bedeutung der

Zytokeratine fr den Schutz der Zelle vor zellularem Stress heraus. In ihrer Arbeit
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mit Mutanten schlagen sie vor, dass Zytokeratine die stressinduzierten
Phosphatkinasen hemmen und deren schadigenden Einfluss auf die Zelle mindern.
Auch sollen Zytokeratine fur den Transport der Organellen sowie fir
Zellproliferation und Proteinsynthese mitverantwortlich sein. Ferner wirken sie an
intrinsischen und extrinsischen Signalkaskaden sowie an metabolischen Prozessen
mit (Gu & Coulombe, 2007; Magin et al., 2007; Karantza, 2011). In der
Pathologie dienen Zytokeratine als spezifische Tumormarker: durch sie lasst sich
der Ursprungsort von entarteten Zellen nachvollziehen. Sie sollen aber auch bei
der Metastasierung eine aktive Rolle spielen (Karantza, 2011). Allerdings darf
laut Magin et al. (2007) nicht vergessen werden, dass jedes Zytokeratin eigene
Aufgaben und Eigenschaften inne hat, so dass Forschungsergebnisse bezogen auf
einzelne Zytokeratine nicht auf die gesamte Klasse Ubertragen werden kdnnen.
Bei der Ratte (Paranko et al., 1992), bei der Maus (Appert et al., 1998), beim
Kaninchen (Aumuller et al., 1992) und beim Menschen (Stosiek et al.,1990)
wurden Zytokeratine im Zytoplasma der fetalen und préapuberalen Stutzzellen
nachgewiesen: dabei wurden beim Kaninchen Antikorper gegen CK 18, bei der
Maus gegen CK 8 und 18, beim Mensch Antikoérper gegen CK 8 und CK 18
(Stosiek et al.,1990) sowie bei der Ratte eine Antikorper-Kombination PKK1 (CK
8, SK 18, CK 19) verwendet. In den Epithelzellen des Rete testis des fetalen und
adulten Kaninchens (Aumiller et al., 1992) sowie des geschlechtsreifen
Menschen (Achtstatter et al., 1985; Miettinen et al., 1985) war eine positive
Reaktion auf Zytokeratine zu beobachten; dabei verwendeten Miettinen et al.
(1985) die Antikorper Kombination PKK1 (CK 7, CK 8, CK 18, CK 19),
Achtstatter et al. (1985) die Antikorper gegen CK 7,CK 8, Ck 18, CK 19 sowie
Aumiller et al. (1992) Antikorper gegen CK 18. Das Reteepithel des Hundes
reagierte positiv auf Antikdrper gegen CK 8, CK 18, CK19 (Wakui et al, 1994).
Ferner konnte beim adulten Mann mit normaler Spermatogenese CK 10 im
Zytoplasma der Leydig-Zelle sowie in den Spermatozyten nachgewiesen werden
(Adly & Hussein, 2011). In den Tubuli seminiferi contorti der Sauger ist CK 5 in
Keimzellen  (Spermatogonien, Spermatozyten, Spermatiden) sowie in
interzelluldaren Briicken anzutreffen (Kierszenbaum et al., 1996; Tres et al., 1996;
Kierszenbaum, 2002), wahrend CK 9 ein Bestandteil des perinukledren Rings der
Manschette von Spermatiden darstellt (Mochida et al., 2000; Kierszenbaum, 2002;
Rivkin et al., 2005).
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5.1.2.2. Vimentin

Das Protein Vimentin ist ein stark konservierter und weit verbreiteter Vertreter
der Intermedidrfilamente (Satelli & Li, 2011). Vimentin kommt unter anderem in
Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen und Neutrophile Granulozyten vor
(Evans, 1998). Es liegen Arbeiten Uber die Expression von Vimentin im Hoden
des adulten Hundes (Wakui et al., 1994; Egger & Witter, 2008), des Kaninchens
(Aumauller et al., 1992), des Lamas (Rodriguez et al., 1999), des Pferd (Lydka et
al., 2011), der Ratte (Virtanen et al., 1986; Russell et al., 1987; Kopecky et al.,
2005), des Rindes (Steger et al., 1994; Wrobel et al., 1995b; Devkota et al., 2006),
des Schafes (Tung et al., 1987; Steger et al., 1994) sowie des Menschen
(Achtstétter et al.,1985; Miettinen et al., 1985; Virtanen et al., 1986; Aumiller et
al., 1988; Dinges et al., 1991; Arenas et al., 1997; Romeo & Marcello, 1999) vor.
Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind in der Tabelle 4 aufgefihrt. Eine
Beschreibung der Expression von Vimentin im Hoden des nicht-geschlechtsreifen
Tieres liegt fur die Ratte (Aumuller et al., 1992; Zhu et al., 1997), das Kaninchen
(Aumdller et al., 1992), das Schaf und das Rind vor. Die Rolle des Vimentins in
der Sertoli-Zelle und in den anderen Zellen ist nicht eindeutig geklart (Lydka et
al., 2011; Satelli & Li, 2011). Es wird angenommen, dass Vimentin, wie auch die
anderen Intermedidrfilamente, mechanische Aufgaben inne hat (Rodriguez et al.,
1999; Satelli & Li, 2011). Vimentin interagiert aber auch mit vielen anderen
Proteinen und nimmt an einer Anzahl von Zellfunktionen teil (Satelli & Li, 2011).
Ferner soll Vimentin mit interzelluldren Kontaktstrukturen in Verbindung stehen.
Daher wird Vimentin eine bedeutende Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Spermatogenese zugesprochen (Zhu et al., 1997; Kopecky et al., 2005). Da bei der
Ratte die Verteilung von Vimentin abhéngig vom Keimepithelzyklus ist und mit
der Lage der elongierten Spermatidenkopfe in Zusammenhang zu stehen scheint,
konnte Vimentin am Transport dieser Spermatiden beteiligt sein (Zhu et al.,
1997). Es wird ferner diskutiert, ob durch die perinukledre Lokalisation des
Vimentins der Zellkern in seiner Position gehalten werden soll, so auch wéhrend
der Differenzierung der primitiven Stutzzelle zur adulten Sertoli-Zelle (Amlani &
Vogl, 1988; Zhu et al., 1997; Devkota et al., 2006). Vermutlich spielen die
Intermediérfilamente auch eine Rolle bei der Anpassung der Sertoli-Zelle an die
sich standig verandernden benachbarten Keimzellen (Aumiiller et al., 1988). Auch
soll Vimentin fiir das Offnen und SchlieBen der ,tight junctions* (Zonulae

occludentes), die zwischen den Sertoli-Zellen ausgebildet sind und einen Teil der
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Blut-Hoden-Schranke bilden, von Bedeutung sein (Rodriguez et al, 1999).

Tabelle 4: Vorkommen von Vimentin im gesunden adulten Hoden des

Menschen und verschiedener Tierarten

Art Peri- Sertoli- | Leydig- Epithel @ Epithel @ Blut-
tubuléare | Zellen Zellen  Tubuli | Rete gefald
Zellen Recti Testis
Hund +-* KA. KA. KA. +-1 1+ KA.
Kaninchen k.A. 0 0 K.A. K.A. K.A.
Lama - + + + + K.A.
Pferd + + + K.A. K.A. K.A.
Ratte +3° +3° +34 k.A. KA. +35
Rlnd +6,7 +6,7,8 +/_6 +6,8 +6,8 +6
Schaf +° +210 K.A. kA +10 KA.
MenSCh +12 +ll,12,15 +ll,12,14 kA +16//_17 kA

Quelle: Hund: Egger & Witter, 2008, Wakui et al., 1994°; Kaninchen: Aumdiller
et al.,, 1992; Lama: Rodriguez et al., 1999; Pferd: Lydka et al., 2011; Ratte:
Kopecky et al., 2005°%, Russell et al., 1987, Virtanen et al., 1986°; Rind: Devkota
et al., 2006°, Steger et al., 19947, Wrobel et al., 1995b®; Schaf: Steger et al., 1994°,
Tung et al., 1987'% Mensch: Achtstitter et al.,1985', Arenas et al., 1997
Aumiiller et al., 1988, Dinges et al., 1991, Miettinen et al., 1985, Romeo &
Marcello, 1999*, Virtanen et al., 1986'% Legende: + Reaktion vorhanden, +/-
unregelmaBig Reaktion vorhanden, - keine Reaktion vorhanden, k.A. keine

Angabe der Autoren

5.2. Progesteronrezeptoren in immunohistochemischen Untersuchungen
Progesteron ist ein Steroidhormon mit 21 C-Atomen. Es wird zu der Gruppe der
Sexualhormone gezéhlt. Arbeiten Uber Vorkommen und Verteilung von
Progesteronrezeptoren im geschlechtsreifen Hoden liegen unter anderem fiir das
Pferd (Hoffner, 2008), das Schwein (Kohler et al., 2007), von der Maus (You et
al., 2010) und dem Menschen (Due et al., 1989; Sha et al., 2005; Lutjens et al.,
2006) vor. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5 zusammengefasst. Ferner
existieren Arbeiten Uber die Verteilung von Progesteronrezeptoren beim nicht-
geschlechtsreifen Schwein (Kohler et al., 2007) und bei der nicht-
geschlechtsreifen Ratte (Weber et al., 2002).
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Tabelle 5: Vorkommen von Progesteronrezeptoren im gesunden adulten

Hoden des Menschen und verschiedener Tierarten

Art Sertoli- = Keimzellen ' Leydig- Rete Peritubulare
Zellen Zellen testis Zellen
Pferd + + Spg, Spz,  +innerhalb + +
rSpd Decksaison
Maus - + Spz - K.A. K.A.
Schwein - + Spg k.A. k.A. +/-
Mensch  -* 2I+2Spg, | I+ KA. +/-2
Spz, rSpd K.A. =

Quelle: Pferd: Hoffner, 2008; Maus: You et al., 2010; Schwein: Kohler et al.,
2007; Mensch: Diie et al., 1989", Liitjens et al., 20062, Sha et al., 2005°; Legende:
+ Reaktion vorhanden, +/- teilweise Reaktion vorhanden, - keine Reaktion
vorhanden; Abkirzungen: Spg Spermatogonien, Spz Spermatozyten I. und II.

Ordnung, rSpd runde Spermatiden

Progesteron wird Uber Pregnenolon aus Cholesterol synthetisiert. Im mannlichen
Organismus wird Progesteron in kleinen Mengen von der Nebennierenrinde sowie
von den Leydig-Zellen als Vorstufe von Androgenen gebildet (Silbernagel &
Despopoulos, 2001; Loffler, 2003). Die Wirkung dieses Hormons wird Uber seine
Rezeptoren vermittelt (Meineke, 2000). Die Aufgaben des Progesterons im
mannlichen Organismus sind weniger gut erforscht als die im weiblichen Tier.
Kobhler et al. (2007) vermuten aufgrund der Expression von Progesteronrezeptoren
in Keimzellen eine parakrine Wirkung von Progesteron auf die Spermatogenese.
Diese Einschatzung teilen auch andere Autoren (Weber et al., 2002; Oettel &
Mukhopadhyay; 2004; Kohler et al., 2007). You et al. (2010) mutmalien aufgrund
der intrazelluldren Lokalisation des Rezeptors in den Keimzellen eine direkte
Rolle in der Genregulation. Oettel und Mukhopadhyay (2004) halten auch eine
Einflussnahme auf die Testosteronsynthese in den Leydig-Zellen fir
wahrscheinlich. Progesteronrezeptoren in den Spermien scheinen auch eine
wichtige Rolle bei der Befruchtung zu spielen: die Rezeptoren, die sich auf der
Plasmamembran der ausgereiften Spermien befinden, sollen unter anderem bei
Mensch, Hund und Pferd daran beteiligt sein, die sog. Akrosomenreaktion
auszulésen (Pferd: Cheng et al., 1998; Mensch: Oettel & Mukhopadhyay, 2004;
Hund: Sirivaidyapong et al., 1999). Bei der Akrosomenreaktion wird es den

Spermien durch die Aktivierung von akrosomalen Enzymen ermdglicht, die
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Corona radiata und die Zona pellucida der Eizelle zu durchdringen, um

anschlieBend mit der Eizelle zu verschmelzen (Schnorr & Kressin, 2001).
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchungsmaterial

Fur die Untersuchungen wurden die Hoden von 15 nicht-geschlechtsreifen sowie
von 10 geschlechtsreifen Kaninchen herangezogen. Die Kaninchen stammten aus
dem Kaninchenzuchtverein B 630 Stamm Abensberg. Die Proben wurden
unmittelbar nach der Schlachtung der Kaninchen (Blutentzug nach Kopfschlag)
entnommen. Alle Tiere waren klinisch unauffallig. Die Hoden sémtlicher
Kaninchen waren abgestiegen und erschienen makroskopisch unaufféllig. Das
Alter, Gewicht und Rasse der Tiere werden in den Tabellen 6 und 7 naher

erlautert.

Tabelle 6: Ubersicht liber die untersuchten geschlechtsreifen Kaninchen

Tier Nr. Alter Gewicht Rasse

1 9 Monate 4,6 kg Grauer Wiener
2 7 Monate 4,3 kg Grauer Wiener
3 7 Monate 4,5 kg Grauer Wiener
4 8 Monate 4,6 kg Grauer Wiener
5 9 Monate 4,8 kg Grauer Wiener
6 10 Monate 7,0 kg Deutscher Riese
7 9 Monate 1,9 kg Kleinsilber

8 9 Monate 1,9 kg Kleinsilber

9 10 Monate 3,0 kg Kleinsilber

10 10 Monate 3,15 kg Kleinsilber

Nach Angaben der Zichter wurden die geschlechtsreifen Kaninchen bereits
erfolgreich in der Zucht eingesetzt. Laut Halter der nicht-geschlechtsreifen
Kaninchen befruchteten diese Tiere die im Verbund lebenden weiblichen
Kaninchen nicht. Die Auswahl der Tiere orientiert sich somit nach der Definition
von May und Simpson (1975), die ,,Geschlechtsreife als den Zeitpunkt ansehen,
an dem ausreichend reife Spermien gebildet werden, um eine Eizelle befruchten

zu kdnnen.
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Tabelle 7: Ubersicht tiber die untersuchten nicht-geschlechtsreifen

Kaninchen

Tier Nr.
1

2

10
11
12
13
14

15

Alter
11 Wochen

11 Wochen
12 Wochen
12 Wochen
11 Wochen
12 Wochen
12 Wochen
12 Wochen
11 Wochen
12 Wochen
12 Wochen
12 Wochen
12 Wochen
12 Wochen

12 Wochen

Gewicht
1,8 kg
1,9 kg
1,9 kg
1,9 kg
1,85 kg
1,8 kg
1,95 kg
1,85 kg
1,85 kg
1,8 kg
1,95 kg
0,86 kg
1,6 kg
1,87 kg
1,82 kg

Rasse

Kalifornier

Kalifornier

WeiRer Neuseelander

Mix Kalifornier und Weifer Neuseeldnder
Kalifornier

Weiller Neuseelander

Mix Kalifornier und Weil3er Neuseeldnder
Weiller Neuseeldnder

Kalifornier

Mix Kalifornier und Weil3er Neuseeldnder
WeiRer Neuseelander

Zwergwidder

Kalifornier

Kalifornier

Mix Kalifornier und WeilRer Neuseelander

Bei den Rassen ,,Weil3e Neuseelander und ,,Kalifornier* handelt es sich laut dem

,Zentralverband Deutscher Rasse-Kaninchenziichter e.V.* um mittelgro3e Rassen

(Aretz, 2008). Laut dem ,Zentralverband Deutscher Rasse-Kaninchenziichter

e.V.“ zdhlt der ,,.Deutsche Riese* zu den grofen Rassen, der ,,Graue Wiener* zu

den mittelgroBen Rassen sowie die ,,Kleinsilber” zu den kleinen Rassen (Aretz,

2008).

Die exakte Zusammensetzung der im Folgenden erwéhnten Puffer, Chemikalien

und Losungen sind unter Punkt 1X Anhang (Methoden) genau aufgefiihrt. Die

Herkunftsfirmen der benutzten Substanzen sind, wenn nicht direkt hinter dem

Produkt vermerkt, unter Punkt 1X Anhang (Methoden) aufgefthrt.
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2. Materialvorbereitung fur konventionelle
lichtmikroskopische, glykohistochemische und

immunhistochemische Untersuchungen

Die Hodenproben von 12 nicht-geschlechtsreifen und 10 geschlechtsreifen
Kaninchen fiir die konventionelle lichtmikroskopische, glykohistochemische und
immunhistochemische Untersuchung wurden mit Hilfe von Rasierklingen auf
einer Korkunterlage folgendermaRen prapariert. Die Hoden wurden l&angs bzw.
quer halbiert. Anschliefend wurden Gewebeproben von einer Dicke von 0,5x1,5x
1,5 cm aus den Bereichen der Tunica albuginea, des Hodenparenchyms und des
Rete testis entnommen. Unmittelbar nach dem Schneiden wurden die
Gewebeproben in die jeweiligen Fixantien gegeben. Als Fixiermittel dienten
Bouin’sche Losung und ,,phosphate buffered saline solution* (PBS)-gepufferte
4% Formalin-Losung. 1. Fixierung in PBS-gepufferte 4% Formalin-Lésung: Um
eine optimale Fixierung zu erlangen, wurden die Gewebestlicke 24 h lang bei
Raumtemperatur in einer mit PBS gepufferten 4% Formalin-L6sung belassen.
AnschlieRend wurde die Losung einmal erneuert. Bevor die Proben fiir 5 Tage in
70% Alkohol gelegt werden konnten, mussten sie zum Auswaschen in PBS-Puffer
Uberfuhrt werden. 2. Fixierung in der Bouin“sche Losung: Die Proben wurden 24
h lang bei Raumtemperatur immersionfixiert. Am folgenden Tag wurden sie in
70% Alkohol Uberfuhrt. Um die Pikrinséure aus dem Gewebe zu entfernen, war es
erforderlich, Uber 4 Tage hinweg den 70% Alkohol alle 24 h zu wechseln.
Die Weiterverarbeitung erfolgte unabhangig von der Fixierung fur alle Proben
gleichermalien: im Einbettungsautomat Shandon Duplex Processor® (Fa.
Shandon, Frankfurt/Main) erfolgte Uber 24 h die Entwdasserung der Proben Uber
eine aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 80%, Ethanol 96%, Isopropanol) und
einem Xylolbad sowie die Einbettung in Paraplast® (Fa. Monoject Scientific Inc.,
Kildare, Irland). Im Anschluss daran wurden die Proben mit dem Histotat-Tissue
Embedding Centers® (Fa. Reichert-Jung, Wien, Osterreich) in Paraplastblécke
gegossen. Daraufhin lagerten die Blocke im Kihlschrank bei 6°C, bis unter
Verwendung eines Mikrotoms (Rotationsmikrotom 1516®; Fa. Leitz, Wetzlar) 5
pum dicke Schnitte angefertigt wurden. Diese Schnitte wurden sowohl auf
beschichtete Objekttrager (Supra Frost Ultra Plus adhésiv®, Fa. Menzel,
Braunschweig) als auch unbeschichtete Objekttrager (Supra Frost®, Fa. Menzel,

Braunschweig) aufgezogen und auf einer Wéarmeplatte bei 39°C getrocknet. Zur
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vollstandigen Trocknung wurden die Schnitte in einem Warmeofen (Fa. Bender &
Hobein, Karlsruhe) bei einer Temperatur von 35-40°C fur 24 h gegeben. Danach
wurden sie bei Zimmertemperatur gelagert. Die Schnitte wurden flr
Routinefarbungen, glykohistochemische und immunhistochemische Farbungen
benutzt. Die unbeschichteten Objekttrager dienten fir die Ubersichtsfarbungen,
wéhrend die beschichteten Objekttrager fir die glykohistochemischen und

immunhistochemischen Untersuchungen verwendet wurden.
3. Histologische Routinefarbungen

3.1. Vor- und Nachbehandlung der Schnitte
Vor den entsprechenden Farbungen wurden alle Schnitte entparaffiniert und
rehydriert. Dies geschah nach folgendem Protokoll (Lehrstuhl fir Anatomie,

Histologie und Embryologie der Ludwig-Maximilians-Universitat LMU):

1. Xylol in zwei separate Kivetten je 10 min

2. Isopropanol in zwei separate Kivetten  kurz durchschwenken

3. 96% Alkohol kurz durchschwenken
4. 70% Alkohol* kurz durchschwenken*
5. Aqua destillata (Aqua dest.)* kurz durchschwenken*

*entféllt bei Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung
Nach der jeweiligen Farbung wurden die Préparate nach folgendem Protokoll
(Lehrstuhl fir Anatomie, Histologie und Embryologie der LMU) dehydriert:

1. 70% Alkohol* kurz durchschwenken*

2. 96% Alkohol** kurz durchschwenken**
3. Isopropanol in zwei separate Kuvetten***  kurz durchschwenken***
4., Isopropanol kurz durchschwenken

S. Xylol in zwei separate Kiivetten je 5min

*entféllt bei Trichromfarbung nach Masson-Goldner und bei Resorcinfuchsin-van
Gieson-Féarbung**bei Trichromfarbung nach Masson-Goldner in 2 separate

Kivetten ***bei Trichromfarbung nach Masson-Goldner in 3 separate Kivetten

Nun konnten die Schnitte mit je einem Tropfen Eukitt® (Fa. Riedel de Haen,

Seelze), der auf ein dunnes Deckglasplattchen der Firma Menzel (Braunschweig)
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gegeben wurde, eingedeckelt werden. Es wurden folgende Farbungen nach den
Protokollen des Lehrstuhls fir Anatomie, Histologie und Embryologie der LMU
durchgefunhrt:

3.2. Hamalaun-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Bei dieser Ubersichtsfarbung zeigen sich alle basophilen Anteile blau geférbt,
wahrend sédmtliche azidophilen Strukturen rosarot gefarbt werden (Aescht &
Buchl-Zimmermann, 2010a). Zur Kernfarbung wurden die Schnitte fur 20 min in
Hé&malaun gegeben, kurz in Aqua dest. gespult und daraufhin zum Blauen 20 min
unter flieBendes Leitungswasser gestellt. SchlieRlich werden die Schnitte fur 10
min in ein Eosinbad gegeben und kurz in Aqua dest. gespult. Um den Erfolg der
Farbung zu Uberpriifen, wurde als Kontrolle ein Schnitt eines anderen Gewebes

mit bekannten Farbeeigenschaften (Nebenhodens des Hundes) verwendet.

3.3. Alcianblau-Farbung bei pH 2,5 und pH 1,0

Die Alcianblau-Féarbung bei einem pH-Wert von 2,5 eignet sich gut fir die
Darstellung von sauren Mukosubstanzen. Sie stellen sich in blauer Farbe dar,
wéhrend sich die Kerne mit Kernechtrot hellrot und der Hintergrund rosa
prasentieren. Um eine Differenzierung von Karboxyl- und Sulfatgruppen
vornehmen zu kdénnen, musste die Farbung jedoch bei einem pH-Wert von 1,0
wiederholt werden. Durch das Senken des pH-Wertes erscheinen nur noch
sulfatierte Mukosubstanzen blau (Aescht & Buchl-Zimmermann, 2010a). Um eine
Differenzierung zu ermoglichen, wurden fur diese beiden Farbungen
Folgeschnitte ausgesucht. Die Préparate wurden fir 3 min in 3% Essigsaure (bei
Alcianblau-Farbung bei pH 2,5 bzw. fur 3 min in 0,1IN Salzsdure (bei
Alcianblau-Farbung bei pH 1,0) gegeben. Anschlielend wurden sie 30 min in 1%
Alcianblau 8GX (pH 2,5 oder pH 1,0 je nach Farbung) gefarbt. Daraufhin
mussten die Schnitte in 3% Essigsaure und Aqua dest. (Alcianblau-Farbung bei
pH 2,5) bzw. 0,1N Salzsdure und Aqua dest. (Alcianblau-Féarbung bei pH 1,0)
kurz abgespilt werden. Nach dem Verbringen in Kernechtrot (Fa. Merck,
Darmstadt) fiir 4 min erfolgte ein kurzes Spulen in Aqua dest. Als Positivkontrolle
diente ein Schnitt des Endometriums des Rindes.

3.4. Trichromfarbung nach Masson-Goldner
Diese Ubersichtsfarbung ist besonders geeignet fiir die Darstellung von

kollagenen Bindegewebsfasern, die sich griin darstellen. Die Kerne zeigen sich
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durch das Eisenhdmatoxilin nach Weigert braun-schwarz und das Zytoplasma der
Zellen ziegelrot. Die Erythrozyten présentieren sich orange-gelb (Aescht &
Bichl-Zimmermann, 2010a). Nachdem die Schnitte fur 1 min in
Eisenhdmatoxylin nach Weigert gegeben worden war, wurden sie in Aqua dest.
und in flieBendem Leitungswasser (10 min) gut gespult. Nach einem
funfminutigem Aufenthalt in Azophloxin, erfolgte ein grundliches Ausspulen in
1% Essigsaure, bevor die Schnitte in Phospormolybdéansaure-Orange Uberfiihrt
wurden. Der Aufenthalt dort schwankte zwischen 5 min und 25 min, da die
Entfarbung des Bindegewebes, die lichtmikroskopisch Uberwacht wurde,
unterschiedlich schnell voranschritt. Hierauf erfolgten ein Ausspilen mit 1%
Essigsaure und eine Gegenfarbung des Bindegewebes mit Lichtgriin fur 5 min, an
die sich wiederum ein Spiilen mit 1% Essigsdure anschloss. Als Positivkontrolle

wurde ein Schnitt der Haut des Rindes benutzt.

3.5. Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung

Diese Trichromfarbung eignet sich gut zur Darstellung von elastischen Fasern, die
sich blau-schwarz zeigen. Das kollagene Bindegewebe farbt sich leuchtend rot an.
Die Muskulatur présentiert sich in gelber Farbe (Aescht & Buchl-Zimmermann,
2010a). Nach dem Entparaffinieren in Xylol (2x10 min) wurden die Schnitte in
einer absteigender Alkoholreihe (Isopropanol, 96% Alkohol, 80% Alkohol) kurz
durchgeschwenkt und anschlieBend fir 25 min in die Resorcinfuchsin-Lésung
gegeben. Nach 1 min unter flieBendem Leitungswasser wurde eine Kernfarbung
in Eisenhdmatoxilin nach Weigert fir 3 min vorgenommen und die Schnitte in
Aqua dest. kurz gespult. Im Anschluss wurden die Praparate wiederum fir 10 min
in flieBendem Leitungswasser gespllt und daraufhin fir 5 min in Pikrinsdure-
Thiazinrot verbracht. Im Folgenden erfolgte ein Ausspilen in Aqua dest. und eine
Differenzierung in 96% Alkohol. Da diese unterschiedlich schnell voranschritt,
war hier eine lichtmikroskopische Kontrolle notwendig. Nach kurzem Schwenken
in Isopropanol und Verbringen in Xylol (2x5 min) wurden die Praparate
eingedeckelt. Als Positivkontrolle wurde ein Schnitt der Prostata der Ratte

verwendet.

3.6. Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS-Farbung) nach McManus ohne
und nach Amylase-Verdau

Diese Farbung dient zum Nachweis von Aldehydgruppen, die durch Oxidation



111. Material und Methoden 48

von Glykogen mit Perjodsdure entstehen. Dadurch kénnen kohlenhydratreiche
Makromolekiile (Glykogen, Glykolipide, Glykoproteine, Mukopolysaccharide)
erkannt werden. Die Aldehydgruppen bilden mit dem Schiff'schen Reagenz einen
purpurroten Farbkomplex. Die PAS-positiven Substanzen erscheinen damit rosa
bis violett-rot (Aescht & Biichl-Zimmermann, 2010a). Fir diese PAS-Farbungen
wurden Folgeschnitte verwandt, um identische Strukturen vergleichen zu kénnen.
Fir eine PAS-Farbung ohne Amylase-Verdau wurden die Schnitte wurden fir 5
min in eine 0,5% waéssrige LAsung von Perjodsdure verbracht und anschlieRend
mit Aqua dest. kurz gespult. Daraufhin wurden die Praparate fur 15 min in
Schiff’sches Reagenz (Fa. Merck, Darmstadt) eingestellt. Nach einem Bad in
Schwefeloxidwasser (3x2 min in 3 Kivetten) wurden die Schnitte 5 min lang in
flieRendem Wasser gespult. Zur Kernfarbung wurden die Schnitte in Hdmalaun (5
min) gegeben und fur 15 min unter flieBendem Leitungswasser verbracht. Fir eine
PAS-Farbung mit Amylase-Verdau wurden die Schnitte in einer Feuchtkammer
mit je 100 pl 0,5% Amylase bestiickt und fir 10 min bei 37°C in einen
Warmeofen verbracht. Die Préparate wurden danach mit Aqua dest. abgesplt und
dem oben beschrieben Protokoll ,,PAS-Farbung ohne Amylase-Verdau*
unterzogen. Die PAS-Farbung mit Amylase-Verdau dient zum Erkennen von
Glykogen: bei den Substanzen, die nach dieser Vorbehandlung noch positiv
reagieren, handelt es sich deshalb nicht um Glykogen. Als Positivkontrolle diente

jeweils ein Schnitt des Endometriums des Rindes.

3.7. Sirius Red-Farbung

Laut Wehrend et al. (2004) ist eine Sirius Red-Féarbung geeignet, um selektiv
eosinophile Granulozyten anzuféarben. Die eosinophilen Granula zeigen eine rote
Anféarbung. Nach dem Verbringen der Schnitte in Hamatoxilin fir 10 min wurden
sie 15 min lang gewassert. Danach wurden die Praparate nach kurzem Schwenken
in 70% Alkohol fur 1 h in Sirius Red verbracht. Als Positivkontrolle diente ein

Schnitt des Endometriums des Rindes.

3.8. Auswertung

Die Auswertung erfolgte an einem Lichtmikroskop Aristoplan® der Firma Leitz,
Wetzlar. Mit der Kamera Lumenera USB Camera Release 3.8® (Fa. Lumenera
Corporation, Ontario, Kanada) wurden die lichtmikrokopischen Fotografien

angefertigt.
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4, Glykohistochemische Untersuchungen

Fur die glykohistochemischen Untersuchungen wurden ausschlie3lich Bouin-
fixierte Schnitte verwendet. Der Nachweis von Kohlenhydratstrukturen im
Hodengewebe wurde mit 16 Lektinen aus sechs Lektingruppen (Goldstein &
Poretz, 1986; modifiziert nach Ridiger & Gabius, 2009, Lohr et al., 2010, Gabius
et al., 2011) geflhrt. Die Lektine sind in der Tabelle 8 aufgefihrt.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Lektine

Gruppe | : D-Glukose bzw. D-Mannose bindende L ektine

ConA Canavalia ensiformis Agglutinin (Schwertbohne)
LCA Lens culinaris Agglutinin (Speiselinse)
PSA Pisum sativum Agglutinin (Erbse)

Gruppe Il : D-Galaktose bindende L ektine

PNA Arachis hypogea Agglutinin (Erdnuss)
VAA Viscum album Agglutinin (Weil3beerige Mistel)
RCA-I Ricinus communis Agglutinin (Rizinusbohne)

Gruppe 111: N-Acetyl-D-Glukosamin®/N-Acetyl-Neuraminsaure bindende?
Lektine

WGA?  Triticum vulgare Agglutinin (Weizenkeim)
WGAs'  Triticum vulgare Agglutinin (Weizenkeim) succinyliert

Gruppe 1V: N-Acetyl-D-Galaktosamin®/D-Galaktose bindende” Lektine

SJA® Sophora japonica Agglutinin (Chinesischer Schnurbaum)

DBA?® Dolichos biflorus Agglutinin (Afrikanische Pferdebohne)

SBA?® Glycine max Agglutinin (Sojabohne)

GSL-1® Griffonia simplicifolia Agglutinin (Afrikanische Schwarzbohne)
SNA**  Sambucus nigra Agglutinin (Schwarzer Holunder)

Gruppe V: L-Fukose bindende Lektine

UEA-I Ulex europaeus Agglutinin (Europdischer Stechginster)

Gruppe VI: Lektine mit Bindungsstellen fiir Oligosaccharide

PHA-E Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin (Gartenbohne)
PHA-L Phaseolus vulgaris Leukoagglutinin (Gartenbohne)
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4.1. Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markierte Lektine

Der Nachweis mit FITC konjugierten Lektine ist eine direkte Methode: das
jeweilige Lektin ist direkt mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) gekoppelt und bindet seinerseits an das fir sie spezifische Zuckermolekdil.
In dieser Arbeit kamen die in der Tabelle 9 aufgefuhrten FITC-markierten Lektine

(Fa. Vector, Burlingame, USA) zur Anwendung:

Tabelle 9: Verwendete Konzentration und Positivkontrolle bei den

verwendeten FITC-markierten Lektine

Lektin Konzentration | Positivkontrolle

ConA 1 pg/ml Nebenhoden Hund (Ductus epididymis)
LCA, UEA-I 10 pg/ml Nebenhoden Hund (Ductus epididymis)
GSL-I 5 pg/mi Nebenhoden Hund (Ductuli efferentes)
PNA, WGA 1 pg/ml Ovar Wachtel

RCA-I 5 pg/ml Ovar Wachtel

WGAs, SBA 10 pg/mi Ovar Wachtel

DBA 10 pg/ml Nebenhoden Hund (Ductuli efferentes)
SJA, PHA-E, 5 pg/mi Nebenhoden Hund (Ductus epididymis)
PHA-L, PSA

Dem Nachweis von Glykokonjugate gingen folgende Arbeitsschritte des
Entparaffinierens und Dehydrierens voraus (Lehrstuhl fir Anatomie, Histologie
und Embryologie der LMU):

1. Xylol in 2 separate Kivetten je 30 min

2 Isopropanol in 2 separate Kivetten kurz durchschwenken
3. 96% Alkohol kurz durchschwenken
4 70% Alkohol kurz durchschwenken
5 Aqua dest. in 2 separate Kiivetten je 5min

6. PBS in 3 separate Kivetten je 3min

Alle nachfolgenden Arbeitsschritte mussten im Dunklen ausgefiihrt werden, da
der Farbstoff FITC unter Lichteinwirkung schnell verblasst. Nachdem die zu

untersuchenden Schnitte zum Schutz vor Austrocknung in eine Feuchtkammer
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verbracht worden waren, wurden je 100 pl des in PBS-Puffer geldsten Lektins in
der jeweiligen Konzentration (s. Tab. 9) aufpipettiert. Anschlielend erfolgte eine
Inkubation bei Raumtemperatur fur 60 min. Es folgte ein dreimaliges Waschen
mit PBS-Puffer fir jeweils 5 min. Daraufhin konnten die Praparate mit Roti-
Mount Fluor Care DAPI® (Fa. Roth, Hamburg) werden (Protokoll Lehrstuhl fir
Anatomie, Histologie und Embryologie der LMU). Da es sich hierbei um ein
Eindeckmedium handelt, das nicht aushartet, wurden die R&nder der dinnen
Deckplattchen (Fa. Menzel, Braunschweig) mit handelsublichem Nagellack
verschlossen. Bis zu Auswertung wurden die Praparate in einem

lichtundurchlassigen Plastikbehalter im Kihlschrank bei 7°C gelagert.

4.2 Biotinylierte Lektine

Die biotinylierten Lektine VAA sowie SNA (alle Fa. Vector, Burlingame, USA)
(Konzentrationen s. Tab. 10) wurden mit Hilfe der ,,Streptavidin-Biotin-Methode*
untersucht. Diese grindet auf eine betrachtliche Bindungsaffinitdit von
Streptavidin zu Biotin. Bei Streptavidin handelt es sich um ein chemisch exakt
definiertes Protein, das aus dem Bakterium Streptomyces avidinii gewonnen wird.
Es bildet mit dem Farbstoff FITC einen Komplex. Das Vitamin Biotin ist bei
dieser Methode an das Lektin gekoppelt. Trifft der Streptavidin-FITC-Komplex
auf das Lektin samt Biotin, bindet Streptavidin an das Biotin Molekil. Durch die
Markierung des Streptavidin  mit dem Fluoreszenzfarbstoff wird die

Bindungsstelle sichtbar.

Tabelle 10: Konzentration und Positivkontrolle bei den verwendeten

biotinylierten Lektinen

Lektin Konzentration Positivkontrolle
SNA 2 pug/mi Ovar Wachtel
VAA 2,5 pg/ml Ovar Wachtel

Zunachst wurden die Schnitte, wie unter 4.1.1 aufgefiihrt, entparaffiniert,
rehydriert und mit PBS-Puffer gewaschen. Nachdem die Objekttrager in eine
Feuchtkammer Uberfuhrt und mit fusselfreiem Papier getrocknet worden waren,
konnten die Proben mit einigen Tropfen von Dako Protein Block Serum Free®

(Fa. Dako, Hamburg) bedeckt werden. Dies hatte zum Ziel, die
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Hintergrundfarbung zu reduzieren. Dabei betrug die Inkubationszeit bei
Raumtemperatur 10 min. Im Anschluss daran wurden je 100upl des mit PBS
verdinnten biotinylierten Lektins in der jeweiligen Konzentration (s. Tab. 10) auf
die Schnitte aufgebracht. Es folgte eine Inkubation von 60 min in der
Feuchtkammer bei Raumtemperatur. SchlieSlich wurden die Schnitte dreimal fir
je 5 min in PBS-Puffer gewaschen. Die folgenden Arbeitsschritte mussten wieder
im Dunklen stattfinden, um den Farbstoff vor Lichteinwirkung zu schitzen. Es
erfolgte das Verdunnen des Streptavidin/FITC (Fa. Dako, Hamburg) im
Verhaltnis 1:500 sowie das Auftragen des Komplexes von je 100ul auf die
Proben. Die Inkubationszeit betrug 30 min bei Raumtemperatur und erfolgte in
der Feuchtkammer. Abschlielend wurden die Praparate dreimal je 10 min in PBS-
Puffer gewaschen (Protokoll Lehrstuhl fir Anatomie, Histologie und Embryologie
der LMU). Das Eindeckeln und die Lagerung erfolgten auf gleicher Weise wie bei

den FITC-markierten Lektinen.

4.3 Hemmzucker

Bei denjenigen Lektinen, bei denen eine Bindungsfahigkeit mit dem
Hodengewebe nachgewiesen werden konnte, wurde untersucht, ob sich diese mit
dem korrespondierenden Zuckermolekil vermindern oder hemmen lie3. Auf diese
Weise konnte die Spezifitat der Lektine genauer beurteilt werden. Daflr wurde
der Hemmzucker in PBS verdiunnt (Konzentration s. Tab. 11) und mit den
ebenfalls in PBS verdunnten korrespondierenden Lektin fir 30 bzw. 60 min

inkubiert.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die in der Arbeit verwendeten Hemmzucker

Lektin Hemmstoff (Firma) Konzen- | Inkubations-
tration zeit

WGA, WGAs  Chitin-Hydrosylat 0,4M 30 min
(Fa.Vector, Burlingame, USA)

ConA, LCA, Methyl-a-Mannopyranoside (Fa. 0,4M 1h

PSA E-Y Labs, San Mateo, USA)

PNA, RCA-I, | Methyl-a-D-Galaktopyranoside 0,4M 1lh

GSL-I (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)

PHA-E, Essigsdure 0,4M 1h

PHA-L (Fa. Roth, Karlsruhe)
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Fur die Lektine PHA-E und PHA-L hat sich Essigsaure (Fa. Roth, Karlsruhe) als
geeignet erwiesen. AnschlieBend wurden je 100 pl der Lektin-Inhibitor Losung
auf je zwei Schnitte aufgebracht. Diese waren nach dem unter 4.1.1 ndher
erlauterten Arbeitsschritten entparaffiniert, dehydriert und mit PBS gewaschen
worden. Auf je einem Praparat wurde als Positivkontrolle das Lektin ohne
Inhibitor aufgebracht (Protokoll Lehrstuhl fur Anatomie, Histologie und
Embryologie der LMU). Das weitere Vorgehen bzw. Lagerung entspricht

ebenfalls dem unter 4.1.1 beschriebenes Schema.

4.4, Positivkontrollen
Um festzustellen, ob die zu untersuchenden Lektine binden, wurde fir jedes
Lektin eine Positivkontrolle angefertigt. Es wurden Gewebeproben verwendet, bei

denen eine positive Reaktion des jeweiligen Lektins bekannt ist (Tabelle 9,10).

4.5. Negativkontrollen

Um eine Eigenfluoreszenz des zu untersuchenden Gewebes auszuschlieRen,
wurden bei jedem Lektin Negativkontrollen durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils ein
Schnitt anstelle des Lektins mit 100 pl PBS-Puffer beschichtet. Ansonsten waren

samtliche Arbeitsschritte identisch.

4.6. Auswertung

Alle Lektine wurden an dem Fluoreszenzmikroskop Dialux 20® (Fa.Leitz,
Wetzlar) ausgewertet. Die semiquantitative Auswertung der Reaktionsintensitét
erfolgte nach folgendem Schema: -negativ +/-schwach positiv +deutlich positiv
++stark positiv +++sehr stark positiv. Zusétzlich wurde erhoben, wie regelmaRig
in einem Tier bzw. in allen Tieren die Struktur als positiv oder negativ beurteilt
werden konnte. Dabei wird zwischen ,,regelmiBig® (Farbung in allen Strukturen
zu beobachten), ,,unregelméBig™ (Farbung nicht in allen, aber in Mehrzahl der
Strukturen zu beobachten) sowie ,selten (Fiarbung in der Minderzahl der
Strukturen zu beobachten) unterschieden. Auch wurde bericksichtigt, wie
gleichméRig eine Struktur geférbt wurde: es wurde beachtet, ob eine Zelle
homogen angeféarbt wurde oder ob etwa nur der basale Teil markiert wurde. Alle
diese Angaben finden sich in der Tabelle unter ,Reaktionsintensitit®,
»RegelméBigkeit der Reaktion®“ sowie ,,Besonderheit der Reaktion®. Die
Fotografien wurden mit der daran angeschlossenen Kamera ProgRes® (Fa.

Jenoptik, Jena) geschossen.



111. Material und Methoden 54

5. Immunhistochemische Untersuchungen

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden ausschlieBlich Bouin-
fixierte Schnitte herangezogen. Die verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 12

aufgefiihrt.

Tabelle 12: Ubersicht lber die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper

Antigen AK-liefernde Verdiin- = Sekundar- Verdun-
Tierart™™  nung AK Firma) nung

Progesteron Maus® 1:200 Anti Maus 1gG 1:300
(monoklonal) (f(ab")2)

Kaninchen?
a-SMA Maus® 1:40 Anti Maus IgG 1:300
(monoklonal) (f(ab")2)

Kaninchen?
Vimentin Maus® 1:500 Anti Maus 1gG biot. 1:300
(monoklonal) Kaninchen?
Panzytokeratin Maus® 1:100 Anti Maus 1gG 1:300
(monoklonal) (f(ab")2)

Kaninchen?
CK5 Meer- 1:50 Anti 1:300
(polyklonal) schweinchen? Meerschweinchen

lgG biot. Ziege®

CK 8 Maus® 1:500 Anti Maus IgG biot. 1:300
(monoklonal) Kaninchen?

CK 14 Meer- 1:50 Anti 1:300
(polyklonal) schweinchen’ Meerschweinchen

lgG biot. Ziege?

CK 18 Meer- 1:200 Anti 1:300
(monoklonal)  schweinchen’ Meerschweinchen
lgG biot. Ziege®
Firmen der antikorperliefernden Tierart: ‘Fa. Becman Coulter, Krefeld; “Fa. Dako,
Hamburg; °Fa.Biocarta, Hamburg; “Fa. Progen, Heidelberg; °Fa.Novus
Biologicus, Littleton, USA; Abkurzung: AK Antikdrper

5.1. Avidin-Biotin-Complex-Methode
In dieser Arbeit wurde die sog. Avidin-Biotin-Complex-Methode (ABC-Methode)
nach Hsu et al. (1981) gebraucht. Diese fulRt auf der hohen Bindungsaffinitat von
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Avidin zu dem Vitamin Biotin. Avidin ist in der Lage, vier Molekile Biotin zu
binden und kann wie in dieser Arbeit durch Streptavidin ausgetauscht werden. Der
Primdrantikorper, der mit dem gesuchten Antigen reagiert, wird Uber einen
biotinylierten Sekundéarantikdrper an einen Komplex aus Streptavidin und einer
biotinylierten Peroxidase (in dieser Arbeit ein Streptavidin-Biotin-Horseradish-
Komplex) gebunden. Die Reaktionspartner Streptavidin und Peroxidase sind in
einem solchen Verhaltnis gemischt worden, dass noch einige Biotin-
Bindungsstellen unbesetzt bleiben. Diese konnen mit dem Biotin des
Sekundarantikorpers in  Kontakt treten. Daraufhin wird die Aktivitat der
Peroxidase durch die Zugabe von 3,3-Diaminobenzidin (DAB) sichtbar gemacht.
Das Enzym Peroxidase spaltet zundchst das zugegebene Wasserstoffperoxid zu
Wasser und Sauerstoff. Letzter oxidiert das Substrat DAB zu einem braunen
Farbprodukt. Dieses zeigt eine Antigen-Antikoérper-Bildung und somit ein
Immunreaktion an. Die Vorbereitung fur immunhistochemische Farbungen ist,
unabhangig, welches Antigen nachgewiesen werden soll, identisch und lauft nach
folgendem Protokoll (Lehrstuhl fir Anatomie, Histologie und Embryologie der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen) ab:

Verbringen der Objekttrager in Warmeschrank bei 37°C 24 h
Entparaffinieren in Xylol in 2 separate Kiivetten je 30 min

Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe: Isopropanol in 2 Durch-

separate Kivetten (96% Alkohol; 70% Alkohol) schwenken
Rehydrieren in Aqua dest. je 5min
Dreimaliges waschen in PBS je 5min

AnschlieBend wurde mindestens eine Vorbehandlung durchgefiihrt: das Einsetzen
von Trypsin, Citratpuffer und Proteasen hatten zum Ziel, die gesuchten Antigene
im Gewebe zu demaskieren. Tabelle 13 gibt dartber Auskunft, welche
Vorbehandlung bei welchem Antikorper durchgefuhrt wurde. 1. Vorbehandlung
mit Trypsin: Daflr wurden je 100 ml Trypsin (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) auf
den Schnitt aufgebracht und 20 min bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer
inkubiert. Im Anschluss wurden die Objekttrager in PBS-Puffer gewaschen (3x5
min). 2. Vorbehandlung mit Citratpuffer in der Mikrowelle: Dafiir wurden die
Schnitte in Citratpuffer gegeben und in einer Mikrowelle bis zum Kochen
erhitzt. Dabei wurde geachtet, dass die Schnitte immer von der Flussigkeit des

Puffers bedeckt waren. Danach mussten die Préparate 20 min bei Raumtemperatur
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abkihlen, bevor sie drei Mal in PBS-Puffer gewaschen werden konnten.
3. Vorbehandlung mit 0,1% Protease: Hier wurden 100 ul 0,1% Protease (Fa.
Sigma-Aldrich, Steinheim) auf jedem Schnitt aufgebracht und in der
Feuchtkammer 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein
dreimaliges Waschen in PBS fir je 5 min. 4. Hemmung der endogenen
Peroxidase: Peroxidasen finden sich in Gewebe, so dass versucht werden musste,
diese endogenen Peroxidasen zu hemmen, um bei Zugabe des Streptavidin-
Peroxidase Komplexes falsch-positive Reaktionen zu verhindern. Dabei wurden
die Schnitte in einer Lésung von Hydrogenperoxid und Aqua dest. verbracht und
dort flr 10 min bei Raumtemperatur belassen. Danach wurden die Schnitte 10 min

in flieRendem Leitungswasser und drei Mal in PBS fir je 5 min gewaschen.

Tabelle 13: Vorbehandlung der Schnitte fir immunhistochemischen

Untersuchungen

Vorbehandlung CK 8, Proge- a-SMA, CK 5, Panzyto-
Vimentin  steron CK 14, CK 18 keratin

Trypsin - - - X
Citratpuffer - X - -
0,1% Protease X - - -
Hemmung endogene X X X X
Peroxidase

Legende: - diese Vorbehandlung wurde nicht durchgefiihrt, X diese

Vorbehandlung wurde durchgefihrt.

Nach der Vorbehandlung wurden die Schnitte, um unspezifische
Hintergrundférbungen zu minimieren, mit Dako Protein Block Serum Free with
background reducing components® (Fa. Dako, Hamburg) benetzt. Die
anschlieBende 10-minutige Inkubation erfolgte in der Feuchtkammer. Daraufhin
wurden 100 ul des Primérantikorpers, verdinnt mit Dako Antibody Diluent® (Fa.
Dako, Hamburg), auf jedem Schnitt aufgebracht. Die Konzentration ist aus der
Tabelle 12 ersichtlich. Nun wurden die Praparate in der Feuchtkammer fur 24 h
bei 6°C und im Anschluss daran noch 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Hier
stellte das Antigen a-SMA eine Ausnahme dar, das lediglich 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert werden musste. Nach dreimaligem Waschen in PBS
fir 5 min konnten die Sekundérantikbper aufgetragen werden. Um die
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entsprechende Konzentration zu erreichen, wurden sie mit PBS-Puffer verdinnt.
Die Inkubation mit dem Sekund&rantikorper erfolgte tber 30 min in der
Feuchtkammer bei Raumtemperatur. Nach Waschen in PBS (3x5 min) wurden je
Schnitt drei Tropfen des Strepatividin-Biotin-Horseradish-Peroxidase Complex®
(Fa. Dako, Hamburg) aufgetraufelt und dort fur 30 min bei Raumtemperatur
belassen. Daraufhin mussten die Schnitte in PBS gereinigt werden (3x5 min) und
in eine DAB-Hydrogenperoxidlosung Gberflhrt. Dort blieben sie abgedunkelt fir
8 min. Nach einem kurzen Waschen unter flieRendem Leitungswasser wurden die
Kerne gefarbt, indem die Schnitte 30 sec in H&malaun und 10 min in
Leitungswasser verbracht wurden. Nach Entwassern in einer aufsteigender
Alkoholreihe und einem Xylolbad (2x10 min) wurden die Praparate mit Eukitt®
(Fa. Riedel de Haen, Seelze), der auf ein Deckglédschen (Fa. Menzel,
Braunschweig) gegeben wurde, eingedeckelt (Protokoll Lehrstuhl fir Anatomie,
Histologie und Embryologie der LMU). Bis zu Auswertung wurden die Préparate
bei Raumtemperatur gelagert. Diese erfolgte an einem Lichtmikroskop
Aristoplan® der Fabrik Leitz, Wetzlar.

5.2. Positivkontrolle

Um festzustellen, ob die Arbeitsschritte richtig erledigt wurden, musste flr jedes
Antigen eine Positivkontrolle angefertigt werden. Es wurden Gewebeproben
verwendet, bei denen eine positive Reaktion bekannt ist. Tabelle 14 gibt Auskunft

Uber die verwendeten Positivkontrollen.

Tabelle 14: Ubersicht iber die in der Immunhistochemie verwendeten

Positivkontrollen

Priméarantikérper Positivkontrolle
Progesteron, CK 5, CK 8, CK 14, CK 18 Ovar Rind
a-SMA, Vimentin Ovar Wachtel
Panzytokeratin Haut Rind

5.3. Negativkontrollen

Um unspezifische Reaktion im Gewebe ausschlieBen zu koénnen, wurden bei
jedem Antigennachweis Negativkontrollen durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils ein
Schnitt anstelle des Primarantikdrpers mit 100 pul Dako Antibody Diluent® (Fa.
Dako, Hamburg) beschichtet. Ansonsten waren samtliche Arbeitsschritte
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identisch.

5.4. Auswertung

Die semiquantitative Auswertung der Reaktionsintensitat erfolgte nach folgendem
Schema: -negativ +/-schwach positiv +deutlich positiv ++stark positiv +++sehr
stark positiv. Zusatzlich wurde erhoben, wie regelméaf3ig in einem Tier bzw. in
allen Tieren die Struktur als positiv oder negativ beurteilt werden konnte. Auch
wurde beriicksichtigt, wie gleichméRig eine Struktur gefarbt wurde. Diese
Angaben finden sich in der Tabelle unter ,,Reaktionsintensitét”, ,,RegelméaBigkeit
der Reaktion*“ sowie ,,Besonderheit der Reaktion®. Die dort angeschlossene
Kamera Lumenera USB Camera Release 3.8® (Fa. Lumenera Corporation,

Ontario, Kanada) ermdglichte das Anfertigen von Fotografien

6. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Hodenproben fiir die Elektronenmikroskopie von funf nicht-geschlechtsreifen
und fiinf geschlechtsreifen Kaninchen wurden auf einer Wachsunterlage mit zwei
gegeneinander gefiihrten Rasierklingen gewonnen. Dabei wurden aus dem
Hodengewebe ca. 1x1x1 mm groRe Stiicke prapariert. Direkt nach dem Schneiden
wurden die Proben in Karnovsky-Losung dberfuhrt und Gber Nacht im
Kihlschrank bei 4°C fixiert. Nach dreimaligem Waschen in Natriumcacodylat-
Puffer (0,1M; pH-Wert 7,2) wurden die Proben mit 1% Osmiumtetroxid-1,5%
Kaliumferrocyanid 2 h lang vorkontrastriert. Danach mussten die Gewebeproben
drei Mal mit Natriumcacodylatpuffer (0,1M; pH-Wert 7,2) gespult werden. All
diese Arbeitsschritte geschahen bei 4°C, wahrend die nun folgenden Tatigkeiten
bei Raumtemperatur und auf einen Schittler erledigt werden konnten. Nach einer
Dehydrierung in einer aufsteigender Alkoholreihe (30%, 50%, 70%, 90% Ethanol,
je 30 min, Ethanol absolut, 3x30 min) erfolgte die schrittweise Einbettung. Zuerst
wurden die Proben zwei Mal fir je 15 min in Propylenoxid (Fa. Merck,
Darmstadt), danach fir 1 h in Propylenoxid und Polyembed in einem Verhéltnis
2:1, dann Uber Nacht in Propylenoxid und Polyembed in einem Verhéltnis 1:1,
und abschliefend 1h in reinem Polyembed verbracht. Nun konnten die Proben in
Silikonformen der Firma Plano (Wetzlar) gefillt und 18 h lang im Wé&rmeschrank
bei 60°C polymerisiert werden. Das Schneiden der Semidinnschnitte (1um) und
Ultradiinnschnitte (60nm) erfolgte an einem Ultramikrotom (Ultracut E®, Fa.

Reichert-Jung, Wien, Osterreich). Die Semidinnschnitte wurden mit
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Methylenblau nach Richardson gefarbt und dienten zum Auffinden der gesuchten
Bereiche im Hodengewebe. Die Ultradlnnschnitte (Interferenzfarbe grau) wurden
auf Kupfergrids (Standard-Copper-150mesh®, Fa. Polysciences, Eppelheim)
aufgezogen und mussten nachkontrastiert werden. Daflir wurden die Schnitte 10
min in 2% Uranylacetat (Fa. Agar Scientific LTD, Essex, GroRbritannien) und 3
min in Bleizitrat (Reynolds, 1963) gegeben werden (Protokoll Lehrstuhl fir
Anatomie, Histologie und Embryologie der LMU). Die Auswertung und das
Anfertigen der Fotos erfolgten an einem Transmissionselektronenmikroskop (EM
902® (Fa. Zeiss, Oberkochen).

7. Histometrie und Parameter fir Hodenentwicklung

7.1. Messung der Dicke der Hodenkapsel

Die Dicke der Hodenkapsel wurde bei 10 nicht-geschlechtsreifen und bei 10
geschlechtsreifen Kaninchen ermittelt. Dabei wurden je Kaninchen 10 Stellen mit
Hilfe des Adobe Photoshop® untersucht. Gemessen wurde von der Tunica
vaginalis bis zur Lamina propria der &uf3erst gelegenen Tubuli seminiferi contorti.
Ein Wilcoxon-Rangsummentest (Signifikanzniveau 0=0,10) klarte ab, ob ein
signifikanter Unterschied in der Dicke der Hodenkapsel zwischen nicht-

geschlechtsreifen und geschlechtsreifen Tiere besteht.

7.2. Messung der Hohe des Keimepithels

Die Hohe des Keimepithels wurde fiir die Phasen 1, 1l, 111, IV, V-VII sowie VIII
berechnet. Auch hierbei wurde das Programm Adobe Photoshop® verwendet. Es
wurden die Schnitte von 10 geschlechtsreifen Kaninchen verwendet. Je Phase
wurden 20 Tubuli untersucht. Dabei wurden mdglichst runde Tubuli benutzt; aus
jeweils vier Strecken pro Tubuli wurde ein Mittelwert berechnet. Um einen
eventuellen signifikanten Unterschied in der Hohe des Keimepithels wahrend der
Phasen zu ermitteln, wurde eine Varianzanalyse (Signifikanzniveau o=0,05)

durchgefihrt.

7.3. Messung des Durchmessers der Tubuli seminiferi contorti

Der mittlere Tubulusdurchmesser wurde sowohl beim nicht-geschlechtsreifen als
auch beim geschlechtsreifen Kaninchen berechnet. Mit Hilfe des Adobe
Photoshop® wurden bei 10 geschlechtsreifen und 10 nicht-geschlechtsreifen

Kaninchen je 15 mdglichst runde Tubuli seminiferi contorti gemessen. Die Phase
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des Keimepithelzykluses blieb bei der Auswahl der Tubuli seminiferi contorti
unberucksichtigt, da die VVarianzanalyse kein signifikanter Unterschiede bezliglich
der Hohe des Keimepithelzykluses wéhrend der unterschiedlichen Stadien
ergeben hatte. Es wurden sowohl Tubuli seminiferi contorti nahe der Hodenkapsel
als auch nahe dem Rete testis untersucht. Laut Tsunenari und Kast (1992) spielt
bei der Messung des Durchmessers der Tubuli von ,,Himalaya*“ Kaninchen die
Lage keine Rolle. Je Tubulus erfolgte die Messung an zwei Stellen. Ein
Wilcoxon-Rangsummentest (Signifikanzniveau «=0,10) Kklarte ab, ob ein
signifikanter Unterschied zwischen den Durchmessern von geschlechtsreifen und

nicht-geschlechtsreifen Tieren besteht.

7.4. Berechnung des Prozentsatzes der Tubuli mit
begonnener/abgeschlossener Lumenbildung
Bei allen nicht-geschlechtsreifen Kaninchen wurden an je 50 Tubuli seminiferi
contorti untersucht, wie weit die Lumenbildung fortgeschritten ist. Dabei wurden
drei Zustédnde unterschieden: 1. Lumenbildung nicht begonnen: keine deutlichen
Vakuolen im Zytoplasma der Stiitzzellen erkennbar 2. Lumenbildung begonnen:
Vakuolen mit unterschiedlichen Durchmesser erkennbar 3. Lumenbildung
(weitgehend) abgeschlossen: zentraler Kanal deutlich erkennbar. Im Anschluss

wurde der Prozentsatz ermittelt.

7.5. Berechnung des Prozentsatzes der Tubuli mit Spermatozyten,
Spermatiden und Spermien
Bei allen nicht-geschlechtsreifen Kaninchen wurden an je 50 Tubuli seminiferi
contorti untersucht, wie weit die Keimzellbildung fortgeschritten ist. Es wurde
unterschieden: 1. nur Stutzzellen und Spermatogonien vorhanden 2. leptoténe
Spermatozyten vorhanden 3. zygotdne Spermatozyten vorhanden 4. pachyténe
Spermatozyten vorhanden 5. runde oder elongierende Spermatiden vorhanden 6.
Spermien vorhanden. Dabei wurden diejenige Keimzellart in die Berechnung mit
eingeschlossen, die am weitesten entwickelt ist: bei einem Tubulus seminifer
contortus mit Spermatozyten und runden Spermatiden wurden die Spermatiden in
die Berechnung miteingeschlossen; bei einem Tubulus mit leptotdne und
pachytdnen Spermatozyten  wurden die Keimzellen im Pachytdn in die

Auswertung eingehen. Im Anschluss wurde der Prozentsatz ermittelt.
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V. ERGEBNISSE

1. Ergebnisse der makroskopischen Untersuchungen

Die Hoden aller Kaninchen weisen eine spindelférmige Gestalt auf. Die Testes
samtlicher geschlechtsreifer und nicht-geschlechtsreifer Kaninchen sind in die
Skrotaltaschen abgestiegen. Sie werden zur Ganze von einer Kapsel umgeben, die

von derbem, weiliem Charakter ist.
2. Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchungen

2.1. Hodenkapsel

Geschlechtsreife Kaninchen:

Die Hoden aller geschlechtsreifen Kaninchen werden vollstandig von einer
Hodenkapsel umhillt. Diese weist folgenden, dreischichtigen Aufbau auf: die
aulerste Lage stellt die Tunica vaginalis (Epiorchium) dar. Lichtmikroskopisch ist
an diesem serésen Uberzug nur das einschichtige Plattenepithel erkennbar. Die
subepitheliale Zone von Bindegewebe hingegen, die ebenfalls in der Literatur
beschrieben wird, kann von der sich anschlieBenden Tunica albuginea nicht
unterschieden werden. Da es sich beim Epiorchium um eine sehr diinne Schicht
handelt, wirkt es in konventionellen Farbungen unaufféallig. Mit den
immunhistochemischen Untersuchungen wie mit Antikdrpern gegen CK 4, CK 8
sowie gegen Panzytokeratin (Bild 115) kann der Aufbau und Verlauf des
Plattenepithels aber sehr gut verfolgt werden. An einigen Stellen ist die Tunica
vaginalis durch die Materialentnahme oder bei den Farbungsvorgéngen verloren
gegangen. Diese erste Lage ist mit der darunterliegenden Tunica albuginea fest
verbunden und geht ohne erkennbare Grenze in diese ber. Die Tunica albuginea
(Tunica fibrosa) stellt die breiteste und somit auffalligste Schicht der Hodenkapsel
dar. Diese mittlere Lage ist aus straffem Bindegewebe aufgebaut. Ihr
Hauptbestandteil sind demnach kollagene Fasern, die besonders gut in
Spezialfarbungen wie der Trichromfarbung nach Masson-Goldner (Bild 2) oder
der Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung (Bild 4) hervortreten. Bei der
Trichromfarbung nach Masson-Goldner zeigen sich die kollagenen Fasern als
dicke, griin gefarbte Schicht (Bild 2). Bei der Resorcinfuchsin-van Gieson-

Farbung sind die kollagenen Fasern rot tingiert (Bild 4). Dartiber hinaus findet
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sich bei allen untersuchten Kaninchen eine Vielzahl von glatten Muskelzellen. Sie
stellen sich in der Trichromférbung nach Masson-Goldner orange-rot dar (Bild 2).
Besonders gut jedoch ist der Verlauf und die Lage dieser kontraktilen Zellen in
den immunhistochemischen Untersuchungen mit Antikérpern gegen a-SMA zu
beobachten (Bild 94, 100). Die glatten Muskelzellen sind in zwei Lagen
organisiert, die ihrerseits mehrere Schichten aufweisen. Die erste &ullere Zone
findet sich in unmittelbarer Nachbarschaft zum Epiorchium. Sie verlauft zur
Langsachse des Hodens (Bild 2). Die zweite innere Schicht liegt im mittleren
Bereich der Tunica albuginea eingebettet und zieht als zirculére Zone entlang des
Umfanges des Testis (Bild 2). Die beiden Lagen stehen somit im rechten Winkel
zueinander. Getrennt werden die beiden Schichten durch kollagene Fasern oder
zusétzlich durch Kleinere Lymph- oder Blutgefde (Bild 2). Die kontraktilen
Zellschichten sind im gesamten Verlauf der Tunica fibrosa zu finden. Wie in der
Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung gut zu verfolgen ist, besitzt die Tunica
albuginea des Kaninchens neben kollagenen Fasern auch eine nicht
unbetrachtliche Anzahl von elastischen Fasern, die sich bei dieser Farbung blau-
schwarz zeigen (Bild 4). Als dritte Schicht der Hodenkapsel kann die Tunica
vasculosa betrachtet werden, die den Tubuli seminiferi contorti anliegt und somit
parenchymseitig verlauft. Sie schlie3t sich ohne erkennbare Grenze an die Tunica
albuginea an. Sie besteht aus lockerem Bindegewebe, in dem Lymph- und
BlutgefaRe liegen (Bild 2). In dieser innersten Schicht der Organkapsel werden in
der Regel keine glatten Muskelzellen gefunden. Im Bereich des Ubergangs der
Tunica albuginea zur Tunica vasculosa bzw. in der Tunica vasculosa selbst
befinden sich unregelmé&lig einige wenige heterotope-Leydig-Zellen (Bild 4). Sie
liegen einzeln oder in kleinen Gruppen. GrélRere Ansammlungen dieser Leydig-
Zellen konnen jedoch nicht beobachtet werden. Die Hodenkapsel der
geschlechtsreifen Tiere erreicht eine durchschnittliche Dicke von 197,40 pm
(Standardabweichung s+-10,00). Bei den nicht-geschlechtsreifen Kaninchen ist
sie im Mittel nur 150,90 pm (s+-16,36) stark. Damit liegt laut Wilcoxon-
Rangsummentest ein signifikanter Unterschied vor (Signifikanzniveau 0=0,10).
Bei der PAS-Féarbung nach McManus ohne bzw. nach Amylase-Verdau zeigt sich
die Organkapsel violett-rot. Bei der Alcianblau-Féarbung bei pH 2,5 und bei pH
1,0 wird lediglich bei dem pH-Wert von 2,5 eine Blaufarbung der extrazelluléren
Substanz der Hodenkapsel sichtbar. Mastzellen, deren Granula prinzipiell bei der

Alcianblau-Farbung bei pH 2,5 anfarbbar sind, kénnen nicht identifiziert werden.
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Die Sirus Red-Farbung zum Nachweis von eosinophilen Granulozyten zeigt

ebenfalls kein positives Ergebnis.

Bild 2: Hodenkapsel eines geschlechtsreifen Kaninchens. Trichromfarbung
nach Masson-Goldner. SB=200 um. Die Tunica albuginea aus vorwiegend
kollagenen Fasern (griin) beinhaltet zwei senkrecht zueinander laufende Schichten
von kontraktilen Zellen (rot), die langs (1) bzw. zirculér (2) verldauft. Die Tunica
vasculosa besteht aus lockerem Bindegewebe (BGW) mit Lymphgefalie (LG) und
BlutgefalRe (BG). Ts Tubuli seminiferi contorti

Bild 3: Heterotope Leydig-Zellen (Pfeile) in der Hodenkapsel eines
geschlechtsreifen Kaninchens. Trichromfarbung nach Masson-Goldner.

SB=50 pum. Ts Tubuli seminiferi contorti, LG Lymphgefal}
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Bild 4: Hodenkapsel eines geschlechtsreifen Kaninchens. Resorcinfuchsin-
van Gieson-Farbung. SB=400 pum. Die in dieser Farbung schwarz gefarbten

elastischen Fasern (Pfeile) treten deutlich hervor. Ts Tubuli seminiferi contorti.

Nicht-geschlechtsreife Kaninchen:

Die Hoden samtlicher nicht-geschlechtsreifer Tiere werden vollstandig von einer
dreischichtigen Hodenkapsel umschlossen. Die dufRerste Lage stellt die Tunica
vaginalis dar. Sie geht ohne erkennbare Grenze in die Tunica albuginea Uber.
Diese bindegewebige Schicht ist vor allem aus kollagenen Fasern aufgebaut.
Neben elastischen Fasern konnen auch glatte Muskelzellen gefunden werden.
Diese sind in zwei Lagen angeordnet, die ihrerseits mehrere Schichten aufweisen.
Die erste auflere Zone verlauft zur Langsachse des Hodens. Die zweite innere
Schicht von glatten Muskelzellen befindet sich im mittleren Bereich der Tunica
albuginea und zieht als zirculare Zone entlang des Umfangs des Testis. Die dritte
Schicht der Hodenkapsel, die Tunica vasculosa, befindet sich parenchymseitig.
Sie besteht aus lockerem Bindegewebe, in dem Lymph- und Blutgefalie liegen. In
dieser innersten Schicht der Hodenkapsel konnen in der Regel keine glatten
Muskelzellen identifiziert werden. Im Bereich des Ubergangs der Tunica
albuginea zur Tunica vasculosa bzw. in der Tunica vasculosa selbst kdnnen
unregelmaRig wenige heterotpe Leydig-Zellen. Sie treten nur gelegentlich einzeln
oder in Kkleinen Gruppen auf. Wie der Wilcoxon-Rangsummentest bei einem
Signifikanzniveau von 0=0,10 zeigt, liegt ein signifikanter Unterschied in der
Dicke der Hodenkapsel vor: die nicht-geschlechtsreifen Tiere besitzen mit 150,90

pum (s+-16,36) eine diinnere Hodenkapsel als die geschlechtsreifen Kaninchen mit
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einer durchschnittliche Dicke von 197,40 pum (s+-10,00). Bei der Spezialfarbung
mit PAS nach McManus ohne bzw. nach Amylase-Verdau zeigt sich die
Organkapsel violett-rot. Bei der Alcianblau-Farbung bei pH 2,5 und bei pH 1,0
wird lediglich bei dem pH-Wert von 2,5 eine Blaufarbung der extrazellulédren
Substanz der Hodenkapsel sichtbar. Mastzellen, deren Granula prinzipiell bei der
Alcianblau-Farbung bei pH 2,5 anfarbbar sind, kdnnen nicht identifiziert werden.
Die Sirus Red-Farbung zum Nachweis von eosinophilen Granulozyten zeigt
ebenfalls kein positives Ergebnis.

2.2. Septulae testis und Lobuli testis
Geschlechtsreife Kaninchen:

Die Hodenkapsel der Kaninchen entldsst Septen ins Innere des Testis. Diese
ziehen konvergierend in Richtung Mediastinum. Die Septen im Hoden sind
zumeist von dinner, feiner Natur. Dartiber hinaus sind sie in der Regel
inkomplett. Sie lassen sich nicht durchgangig in ihrem Verlauf von der
Organkapsel bis zum Mediastinum verfolgen und unterteilen deshalb das
Hodenparenchym meist in nur undeutliche L&ppchen. Letztere beherbergen die
gewundenen Samenkanélchen der Hoden und das intertubulédre Kompartiment. An
einigen wenigen Stellen jedoch sind die Septen von dickerer Beschaffenheit, wie
etwa in der Nahe der Hodenkapsel. Hier kann eine Aufteilung des Parenchyms in
Lobuli erkannt werden. Die Septen bestehen vor allem aus kollagenen Fasern, wie
in der Trichromfarbung nach Masson-Goldner gut nachvollzogen werden kann. In
der Resorcinfuchsin-van Gieson-Féarbung ist zu beobachten, dass einige Septen
von elastischen Fasern durchzogen werden. Die Septen fihren Blut- und
Lymphgefale mit sich. Bei der Farbung mit PAS nach McManus ohne bzw. nach
Amylase-Verdau zeigen sich die Septen violett-rot markiert. Bei der Alcianblau-
Farbung bei pH 2,5 und bei pH 1,0 resultiert lediglich bei dem pH-Wert von 2,5

eine Blaufarbung der Septen.

Nicht-geschlechtsreife Kaninchen:

Von der Hodenkapsel aus verlaufen Septen ins Innere des Testis in Richtung
Mediastinum (Bild 5). Da diese Septen in der Regel dinn und unvollstandig sind,
kann eine Einteilung des Hodenparenchyms in L&ppchen nicht regelmafig

beobachtet werden.
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Bild 5: Septulae testis im Hoden eines nicht-geschlechtsreifen Kaninchens.
Trichromfarbung nach Masson-Goldner. SB=400 pum. Die Hodenkapsel (HK)
entlasst Septen (Pfeile) ins Innere des Hodens. In dieser Farbung sind die

kollagenen Fasern der Septen griin tingiert.

Bild 6: Septulae testis im Hoden eines nicht-geschlechtsreifen Kaninchens.
Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung. SB=400 um. Neben kollagenen Fasern
bestehen Septen (Pfeile) auch aus elastischen Fasern, die dieser Farbung schwarz

tingiert sind.

Nur an einigen wenigen Stellen sind die Septen von dickerer Beschaffenheit. Hier

kann eine Aufteilung des Parenchyms in Lobuli nachvollzogen werden. In den
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Lobuli testis kénnen die gewundenen Samenkandlchen und das intertubulare
Kompartiment unterschieden werden. Die Septulae testis sind vor allem
kollagener Natur (Bild 5), aber auch einige elastische Fasern kdnnen identifiziert
werden (Bild 6). Die Septen werden von Blut- und LymphgeféaRe begleitet. Bei
der PAS-Farbung nach McManus ohne bzw. nach Amylase-Verdau sind die
Septen violett-rot markiert. Bei der Alcianblau-Farbung bei pH 2,5 und bei pH 1,0
kann lediglich bei dem pH-Wert von 2,5 eine Blaufarbung der Septen beobachtet

werden.

2.3. Tubuli seminiferi contorti
Geschlechtsreife Kaninchen:

Die Tubuli seminiferi contorti sind die dominierende Struktur und nehmen den

Hauptanteil des Hodenparenchyms ein (Bild 7).

Bild 7: Hodenparenchym eines geschlechtsreifen Kaninchens. HE-Farbung.
SB=200 um. Die Tubuli seminiferi contorti (Ts) sind die dominierende Struktur

des Hodenparenchyms.

Ein Tubulus seminifer contortus besteht aus dem Keimepithel und der Lamina
propria. Letztere grenzt das gewundene Hodenkandlchen gegeniber dem
Interstitium ab. Das Lumen des Tubulus seminifer contortus ist stets offen und
meist frei von Inhalt. Nur in Einzelfallen finden sich dort Spermien oder
degenerierte Zellen. Der Durchmesser des gewundenen Samenkanélchens in den
Hoden eines geschlechtsreifen Tieres betrdgt im Mittel 200,76 pum (s+-7,27). Es

weist damit laut Wilcoxon-Rangsummentest (0=0,10) ein signifikant hoheres
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Kaliber auf als der Tubulus seminifer contortus des nicht-geschlechtsreifen
Kaninchens (110,81 pum; s+-14,90).

Nicht-geschlechtsreife Kaninchen:

Auch beim nicht-geschlechtsreifen Kaninchen pragen die Tubuli seminiferi

contorti das Hodenpréparat (Bild 8).

Bild 8: Hodenparenchym eines nicht-geschlechtsreifen Kaninchens. PAS-
Farbung nach McManus ohne Amylase-Verdau. SB=400 pum. Auch im Hoden
des nicht-geschlechtsreifen Kaninchens dominieren die Tubuli seminiferi contorti

(Ts) das histologische Bild des Préparats.

Der Tubulus seminifer contortus des nicht-geschlechtsreifen Tieres weist einen
mittleren Durchmesser von 110,81 um (s+-14,90) auf. Damit liegt laut Wilcoxon-
Rangsummentest ein signifikanter Unterschied (¢=0,10) zwischen dem mittleren
Durchmesser des Hodenkanals im geschlechtsreifen und im nicht-
geschlechtsreifen Kaninchen vor. Das gewundene Samenkandlchen des nicht-
geschlechtsreifen Kaninchens wird wie auch beim adulten Tier durch eine Lamina
propria begrenzt. In den Tubuli seminiferi contorti der nicht-geschlechtsreifen
Kaninchen kann die Bildung der Lumina beobachtet werden. Dabei kdnnen
mehrere Formen unterschieden werden: bei allen nicht-geschlechtsreifen
Kaninchen findet sich eine unterschiedliche Anzahl von Tubuli seminiferi
contorti, die weder ein Lumen noch deutliche VVakuolen als erste Anzeichen einer
Kanalisierung aufweisen. Das Zytoplasma der Stiitzzellen ist in diesem Fall von

schaumigem, aufgelockertem Charakter (Bild 9).
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Bild 9: Tubulus seminifer contortus ohne Lumen eines nicht-
geschlechtsreifen Kaninchens. PAS-Farbung nach McManus ohne Amylase-
Verdau. SB=50 um. Dieser Tubulus seminifer contortus zeigt keine Anzeichen

von Lumenbildung wie etwa deutliche VVakuolen auf.

AuRerdem koénnen zu einem gewissem Prozentsatz Tubuli seminiferi contorti
beobachtet werden, die erste Anzeichen von einer Lumenbildung erkennen lassen:
im Zytoplasma der Stltzzellen sind Vakuolen mit unterschiedlichem Durchmesser
zu beobachten. Diese kdnnten zentral, aber auch im mittleren Drittel des Epithels
gelegen sein. Die Anzahl der Vakuolen variiert: einige Tubuli seminiferi contorti
weisen nur eine, manche auch mehrere auf (Bild 10, 11). Ferner besitzen alle
nicht-geschlechtsreifen Tiere eine gewisse Anzahl von Tubuli seminiferi contorti,

die bereits einen deutlichen, zentral gelegenen Kanal erkennen lassen (Bild 12).
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Bild 10: Tubulus seminifer contortus mit begonnener Lumenbildung eines

nicht-geschlechtsreifen Kaninchens. PAS-Farbung nach McManus ohne
Amylase-Verdau. SB=50 um. Eine Vakuole (Stern), die peripher im Tubulus
gelegen ist, kann als erstes Anzeichen der Lumenbildung angesehen werden.
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Bild 11: Tubulus seminifer contortus mit begonnener Lumenbildung eines
nicht-geschlechtsreifen Kaninchens. PAS-Farbung nach McManus ohne
Amylase-Verdau. SB=50 um. Drei Vakuolen (Sterne) mit unterschiedlichen
Durchmessern konnen als erste Anzeichen der Lumenbildung im Tubulus

seminifer contortus (Ts) angesehen werden.

Bild 12: Tubulus seminifer contortus mit abgeschlossener Lumenbildung
eines nicht-geschlechtsreifens Kaninchens, PAS-Farbung nach McManus
ohne Amylase-Verdau. SB=50 pm. Der Stern markiert den Kanal des

Samenkanélchens.

Der Durchmesser des Lumens variiert. Einige Kandle wirken wie die der adulten
Tieren: sie werden von einem gleichmafl3ig hohem Keimepithel umgeben und das
Lumen ist ohne Inhalt. Die Kanalbildung ist damit abgeschlossen. Bei einigen
Tubuli seminiferi contorti hingegen scheint die Lumenbildung noch nicht ganz
abgeschlossen zu sein: einzelne Zytoplasmastrange der Stitzzellen kénnen den
eben geschaffenen Kanal des Tubulus seminifer contortus durchziehen. Ermittelt
man die Anzahl der Tubuli seminiferi contorti ohne Lumen/mit erste Anzeichen
einer Lumenbildung/mit (weitgehend) abgeschlossener Lumenbildung, so wird
erkennbar, dass die Entwicklung der Lumenbildung je nach Kaninchen
unterschiedlich weit fortgeschritten ist. Wie aus der Tabelle 15 ersichtlich,

verfigen 7 von 10 Tieren in 60% der untersuchten Tubuli seminiferi contorti
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bereits Uber einen deutlichen zentralen Kanal.

Tabelle 15: Prozentzahl der Tubuli seminiferi contorti ohne Lumen/mit
begonnener Lumenbildung/mit (weitgehend) abgeschlossener Lumenbildung

im Hoden des nicht-geschlechtsreifen Kaninchens

Tier ' Prozent Tubuli Prozent Tubuli mit Prozent Tubuli mit
Nr.  ohne Lumen begonnener (weitgehend) abgeschlos-
Lumenbildung sener Lumenbildung

1 5% 30% 65%

2 5% 23% 2%

3 9% 48% 43%

4 16% 18% 66%

5 2% 34% 64%

6 11% 44% 45%

7 9,5% 4,5% 86%

8 63,9% 26,5% 9,6%

9 % 25% 68%

10 2% 28% 70%

Besonders bei Tier 7 ist die Entwicklung weit fortgeschritten. Hier besitzen 86%
der begutachteten Hodenkanalchen einen deutlich erkennbaren zentralen Kanal
(Bild 13). Bei Tier 8 hingegen weisen nur 9,6% der untersuchten Tubuli
seminiferi contorti einen solchen auf (Bild 14). Tier 8 ist auch dasjenige, das zu
63,9% Samenkanélchen besitzt, die Uberhaupt keine Anzeichen von
Lumenbildung aufweisen. Die Tubuli seminiferi contorti mit unterschiedlichem
Entwicklungsstand konnen direkt nebeneinander liegen; zum Beispiel kann sich
ein Tubulus seminifer contortus ohne Kanal neben einem Samenkanélchen mit
einem zentralen Lumen befinden. Ferner konnen Tubuli seminiferi contorti
beobachtet werden, deren Kanalbildung vollendet ist und keine Keimzellen mit
fortgeschrittener Meiose aufweisen, wahrend andere gewundene Samenkanélchen
Spermatozyten im pachytdnen Stadium besitzen, aber noch kein Lumen
aufweisen. Die Tubuli seminiferi contorti, die elongierte Spermatiden aufweisen,

sind stets vollstandig kanalisiert.
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Bild 13: Hodenparenchym eines nicht-geschlechtsreifen Kaninchens. PAS-
Farbung nach McManus ohne Amylase-Verdau. SB=200 um. Bei Tier 7 ist die
Lumenbildung weit fortgeschritten: in diesem Préparat weist jedes

Hodenkanélchen ein Lumen auf.

Bild 14: Hodenparenchym eines nicht-geschlechtsreifen Kaninchens, PAS-
Farbung nach McManus ohne Amylase-Verdau. SB=200 um. Bei Tier 8 ist die
Lumenbildung nicht weit fortgeschritten: in diesem Prdparat weist kein Tubulus

seminifer contortus ein Lumen auf.

2.3.1. Lamina propria
Geschlechtsreife Tiere:

Alle gewundenen Hodenkanélchen werden vollstandig von einer Lamina propria
umgeben (Bild 15, 16). Sie grenzt das Keimepithel vom intertubuldren

Kompartiment ab. An der Tunica propria sind folgende Lagen zu unterscheiden:
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den Keimzellen und den Sertoli-Zellen des Hodenkanélchenepithels liegt eine
innere azelluldre Schicht an. Dabei kénnen lichtmikroskopisch lediglich kollagene
Fasern identifiziert werden. Diese sind besonders gut in der Trichromfarbung
nach Masson-Goldner zu erkennen. Wie in der Resorcinfuchsin-van Gieson-
Farbung nachvollzogen werden kann, finden sich in dieser Lage auch einige
elastische Fasern (Bild 16). Diese Zone wirkt in vielen Préparaten leicht gewellt.
Daraufhin folgt eine mittlere Schicht mit myoiden Zellen. Die Kerne dieser
kontraktilen Zellen sind langlich-abgeflacht. Sie sind optimal in der
Immunhistochemie mit dem Antikorper gegen a-SMA zu sehen (Bild 94). Sie
stellen die innere zelluldre Zone dar. Als letzte Schicht schlie3t sich eine Lage
kollagener Fasern an. Sie ist in Trichromfarbung nach Masson-Goldner gut zu

erkennen. Sie kann als auBere azellulare Schicht bezeichnet werden.

Bild 15: Lamina propria im Hoden eines geschlechtsreifen Kaninchens.
Trichromfarbung nach Masson-Goldner. SB=50 um. Die Lamina propria
(Pfeil) trennt den Tubulus seminifer contortus (Ts) vom Interstitium (I) ab. Die
Lamina propria enthalt kollagene Fasern, die sich in dieser Farbung grin

anfarben.

Die einzelnen Lagen der Lamina propria lassen sich im Lichtmikroskop nur bei
hoher VergroRerung identifizieren. Bei schwacher VergroRerung hingegen wirkt
die Lamina propria als eine mehr oder weniger dicke homogene Schicht, die sich
in der Trichromfarbung nach Masson-Goldner in griner Farbe présentiert (Bild
15). Die innere und dufere azelluldre Schicht ist in der Alcianblau-Farbung bei
pH 2,5 moderat blau geférbt. Nach einer Alcianblau-Féarbung bei pH 1,0 tritt eine
nur noch schwache Blaufarbung auf. Bei einer PAS-Féarbung nach McManus ohne
bzw. nach Amylase-Verdau ist die innere und dulRere azelluldre Schicht deutlich

violett gefarbt.
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Bild 16: Lamina propria im Hoden eines geschlechtsreifen Kaninchens.
Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung. SB=100 um. Die Lamina propria (Lp)
trennt den Tubulus seminifer contortus (Ts) vom Interstitium (1) ab. Die Lamina
propria enthalt elastische Fasern, die sich in dieser Farbung schwarz darstellen
(Pfeile).

Nicht-geschlechtsreife Tiere:

Es sind lichtmikroskopisch bei hoher VergroBerung folgende Lagen zu
identifizieren: den Keimzellen und den Sertoli-Zellen benachbart befindet sich
eine innere azellulare Schicht aus kollagenen und einigen wenigen elastischen
Fasern. Es schlielit sich eine mittlere Schicht mit myoiden Zellen. Die Kerne
dieser kontraktilen Zellen sind langlich-abgeflacht. Sie kann als innere zellulare
Zone angesehen werden. Als letzte Schicht schliel3t sich eine Lage kollagener
Fasern an. Sie kann als &ufere azelluldare Schicht bezeichnet werden. Bei
schwacher VergrolRerung hingegen stellt sich die Lamina propria dicke homogene
Schicht dar. Die innere und &ulRere azelluldre Schicht ist bei einer Alcianblau-
Farbung bei pH 2,5 moderat blau markiert. Bei einer Alcianblau-Féarbung bei p