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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Der Afrikanische Straul® Sfruthio camelus stammt urspringlich aus den
Steppengebieten Asiens. In der heutigen Zeit ist sebensraum vor allem die
afrikanische Steppe in Stdafrika und Namibia. Miher enormen Kopfhéhe von
2,5-3 m und einem Korpergewicht von bis zu 150dtger der grof3te Vogel der
Erde. Der Straul3 gehdrt zu den Laufvogddat{tae Flachbrustvogel) und kann
sich mit einer Geschwindigkeit von ca. 70 km/h Wewegen. Urspringlich
aufgrund ihrer beeindruckenden Federn in Afrikalgéret, wurden die Strauf3en
aufgrund ihres Fleisches und der anderen Prodidiés, (Leder und Federn) seit
den 90er Jahren in Europa zu immer beliebteren tHapén. Die Zuchtsaison
beginnt bei den im européaischen Raum lebenden (Braim Mérz und dauert bis
September an. Eine Henne legt durchschnittlich @D-Eier pro Saison. Die
Geschlechtsaktivitat wird bei den Strauf3en hauptsfhc durch fotoperiodische
Anderungen, aber auch durch Einflussfaktoren wieJeratur und Futterangebot
gesteuert. Geschlechtsaktive Hahne haben ein szhyedérbtes Gefieder (vgl.
Abbildung 1). In meiner Doktorarbeit wird das Hodewebe des Straul3es auf
seine histologischen, immunhistochemischen, glytokchemischen und
ultrastrukturellen Besonderheiten hin betrachteel dieser Arbeit ist es, die
bisher vorliegenden, wenigen Ergebnisse zu den nEgmaften des
Hodengewebes durch immunhistochemische, glykotstoesche und
elektronenmikroskopische Erkenntnisse zu ergénzen.

Abbildung 1:  Afrikanischer Strauf3enhahn auf der Stauf3enfarm
Donaumoos
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Il L ITERATURUBERSICHT

1. Makroskopische Anatomie des Vogelhodens

Die Hoden des Vogels sind paarig angelegt (Hum@0Rund mit einem kurzen
Gekrése, dem Mesorchium, an der dorsalen Wand direshohle aufgehangt.
(Freund 1917; Lake 1957) Der Ansatzpunkt diesesr@dels befindet sich
zwischen Aorta und Niere. (Salomon 1993) Die Hofteste$ sind eingebettet
zwischen Lunge und Niere. (Konig und Liebich 2001¢ Form der Hoden wird
in der Literatur als bohnenférmig bis rund (Freut@17), bohnenférmig
(Hummel 2000) sowie oval-eiférmig bis rund (Waibhdu Sinowatz 2004)

beschrieben.

Abbildung 2:  Hoden in der Leibeshdhle des Straul3es

In der Leibeshdhle des Strauf3es sind der rechtg hd linke (TS) Hoden zu sehen. Ebenfalls zu
sehen ist der craniale Anteil der Nieren (NI), digisio renalis cranialis Die restlichen Organe

wurden vorher entfernt, um einen Zugang zu den Hadeerméglichen.

TD =testis dextefrechter Hoden), TS testis sinisteflinker Hoden), CR = cranial, CD = caudal
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Jeder Hoden besitzt eine Extremitas cranialis unel Extremitas caudalis. Seine
Oberflache lasst sich in eine Facies lateralis Eadies medialis sowie einen
Margo liber und einen Margo epididymis, dem der &#@inden anliegt, einteilen.
(Hummel 2000) Der der linke Hoden ist meist gro&lerder rechte. (Disselhorst
1908; Freund 1917; Lake 1957) Im Jahr 1885 bedehbiereits Solger beim
Bronceméannchen einen Grof3enunterschied der beidelerHum mehr als das
Doppelte. (Solger 1885) Die Grof3e der einzelnenddodhriiert stark abhangig
von der sexuellen Aktivitdt des Tieres. Waibl unohd®vatz erwéhnen beim
Sperling eine GréfRenzunahme um das 300fache inFdepflanzungsperiode.
(Waibl und Sinowatz 2004) Diese GroRenzunahme tiedubus einer Zunahme
der Lange, einem vergroRertem Durchmesser der Htadéichen und einer
Zunahme der Anzahl der Zwischenzellen. (Kamar 136@nmel 2000) Durch
sexuelle Aktivitat andert sich nicht nur die GroBendern auch die Farbe der
Hoden von gelblich zu wei? (Hummel 2000) bzw. zaugvei3 laut Salomon.
(Salomon 1993) Freund ordnet den Hoden die Farlbiciebis weil3 zu. (Freund
1917) Waibl und Sinowatz sowie Konig und Liebichstereiben die Farbe der
Vogelhoden ebenfalls als gelblich-weil3, wobei dber@instimmend mit Bittner
eine mogliche Pigmentierung bei manchen Rassen Aren erwahnen. (Waibl
und Sinowatz 2004; Konig und Liebich 2001; Bittn#925) Salomon und
Hummel beschreiben ein Verschwinden dieser Pigmemtg bei sexueller
Aktivitat. (Salomon 1993; Hummel 2000)

Abbildung 3:  Hoden des Straul3es

TD = rechter Hoden, TS = linker Hoden
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2. Mikroskopische Anatomie des Vogelhodens

2.1. Histologischer Aufbau des Vogelhodens

Der Hoden des Vogels ist au3en von einer diinnersd{aus Bindegewebe, der
Tunica albuginea, lUberzogen. (Lake 1957) Diese wu@en von der Serosa
umschlossen, die in das Mesorchium Ubergeht. InTdmica albuginea findet
man Fibroblasten und kollagene Fasern, beim Hahisatziich glatte
Muskelzellen. (Waibl und Sinowatz 2004; Konig uniehich 2001) Laut Waibl
und Sinowatz sowie Konig und Liebich entsteht bexueller Aktivitat eine
weitere Bindegewebsschicht. (Waibl und Sinowatz 4220Q6nig und Liebich
2001) Die Tunica albuginea entlasst beim Vogelfaure Bindegewebsstrange in
das Hodengewebe, so dass eine Einteilung in Septame bei den meisten
Saugern — nicht zu finden ist. (Huber 1916; LakB7)®Beim Vogel ist auch kein
Mediastinum testis ausgebildet. (Waibl und Sinow2@94; Konig und Liebich
2001) In dem Gewebe, welches sich zwischen den [Tgleminiferi contorti
befindet, sind die Leydig-Zellen einzeln oder inu@ven lokalisiert. Zusatzlich
findet man dort laut Konig und Liebich Melanozytékonig und Liebich 2001).
Die Leydig-Zellen sind fur die Androgenproduktion Hoden zustandig. Fur eine
zugige Abgabe der Hormone in die Blutbahn findenhnra deren Nahe meist
BlutgefalRe. (Waibl und Sinowatz 2004; Salomon 1998)t Waibl und Sinowatz
ist die Form der Leydig-Zellen abhéngig von derusdben Aktivitat. Bei erhohter
Sexualaktivitdt verdndern sie sich von schmal zilygmmal. Der Kern ist in
diesem Stadium grof3, rund und euchromatinreich.iif\and Sinowatz 2004)
Die Tubuli seminiferi contorti werden von der Meraba propria zum
interstitiellen Bindegewebe hin begrenzt und stebemit einen Teil der Blut-
Hoden-Schranke dar. Die Membrana propria setzt giseammen aus der
Basalmembran, peritubularen Zellen und retikulakailagenen und elastischen
Fasern. Laut Waibl und Sinowatz besitzen die peuiiren Zellen eine
kontraktile Funktion und ermdglichen so eine Wéitung der Spermien in das
Rete testis. (Waibl und Sinowatz 2004) Direkt deas&@membran aufsitzend
findet man das Keimepithel. (Waibl und Sinowatz £20&s wird von Sertoli-
Zellen und den Keimzellen in ihren verschiedenetwkaklungsstadien gebildet.
Die Sertoli-Zellen liegen der Basalmembran mit eibeeiten Basis auf und
besitzen einen grofRen, ovalen, manchmal birnengmiKern mit zentralem
Nukleolus. (Zlotnik 1947; Cooksey und Rothwell 197Se sind fur mehrere
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Aufgaben zustandig: ein Stitzen des KeimepitheésEdnahrung der Keimzellen,
die Sekretion der intratubularen Flussigkeit unde dPhagozytose von
degenerierten Keimzellen sowie von Restkdrpern Sieermatiden. Um diese
Funktionen ausiben zu kdnnen, besitzen sie Foetsdie sich zwischen den
Keimzellen befinden und somit einen Kontakt miteiter ermoglichen. Dieser
Kontakt der Stutzzellen untereinander wird durdght junctions® sichergestellt,
wodurch sie einen weiteren wichtigen Teil der Bigden-Schranke verkorpern.
Durch die ,tight junctions” wird eine Einteilung sl&eimepithels in ein basales
und ein adluminales Kompartiment ermdglicht. (Osnearal. 1980; Bergmann
und Schindelmeiser 1987)

2.2. Keimzellen in der Spermatogenese

Die Entwicklung der Stamm-Spermatogonien mit diggon Chromosomensatz
zu den haploiden Spermien wird Spermatogenese genrese beinhaltet die
mitotische Teilung, die meiotische Reifung und tetzllich die Spermiogenese,

wahrend der sich die Spermatiden zu Spermien driiteeren.

2.2.1.1. Spermatogonien

Am Anfang der Entwicklung stehen die Stamm-Sperg@teen, welche der
Basalmembran anliegen. Nach ihrer mitotischen Varoeg verbleiben diese
entweder als A-Spermatogonien an der Basalmemlatanemtwickeln sich zu B-
Spermatogonien weiter, die etwas weiter Richtunguluslumen wandern und
somit nicht mehr der Basallamina aufliegen. (Waibtl Sinowatz 2004) Waibl
und Sinowatz beschreiben die A-Spermatogonienuwaldliche Zellen mit einem
querovalen, viel Euchromatin besitzenden Kern. &iegrolde, exzentrisch
gelegene Kern besitzt zwei Nukleoli und haufig eikernvakuole. (Waibl und
Sinowatz 2004; Zlotnik 1947) Im Gegensatz dazu dindnan in den B-
Spermatogonien einen runden Kern mit zentral gelegeNukleolus ohne
Kernvakuole. (Waibl und Sinowatz 2004) Bei Zlotnikd bei Salomon werden
die Spermatogonien als einheitlich elliptisch geforcharakterisiert. (Zlotnik
1947; Salomon 1993)

2.2.1.2. Spermatozyten

Durch weitere mitotische Teilung der B-Spermatoganentstehen die priméren
Spermatozyten. Nachdem diese eine Wachstumspheddaduden haben, sind sie
die groRten der Keimzellen. (Zlotnik 1947; Waibldusinowatz 2004) Laut
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Salomon besitzen sie einen grol3en Zellkern mit reirearten Chromatin-
Netzwerk. (Salomon 1993) Nun vollzieht sich die neiotische Reifeteilung,
wobei sich die Chromosomen spiralisieren und diendlogen Chromosomen
paaren. (Waibl und Sinowatz 2004) Die 1. meiotisdReifeteilung wird
untergeteilt in die folgenden Phasen: die Prophassdche wiederum in die
Abschnitte Leptotédn, Zygotan, Pachytan, Diplotad ihakinese unterteilt wird,
die Metaphase und die Anaphase. (Waibl und Sinoe@@zl) Der Ablauf der 1.
Reifeteilung ist in der folgenden Tabelle zusamnedéasst (vgl. Tabelle 1):

Tabelle 1:  Phasen der 1. Reifeteilung (Meiose 1)

Prophase
Leptotéan Chromosomen spiralisieren zu fadenart®femkturen
Zygotan Paarung der homologen Chromosomen

Pachytan Austausch der Chromosomen

Diplotan Trennung der Chromosomenpaare

Vollstdndige Trennung, Verschwinden der Kernhilatstehen der

DlEmese Teilungsspindel

Metaphase

Anordnung der bivalenten Chromosomen an der Aqizdétrene

Anaphase
Aufteilung der bivalenten Chromosomen auf jeweiteea gegentberliegenden Zellpol

Die Prophase vollzieht sich Uber mehrere Tage, wabdun histologischen

Hodenschnitten stets viele priméare Spermatozytersehen sind. (Waibl und
Sinowatz 2004) Am Ende der 1. Reifeteilung entsieltie sekundaren

Spermatozyten. Diese sind Kkleiner als die prim&permatozyten, sie beinhalten
einen haploiden Chromosomensatz und einen klemiglen Kern mit mehreren
Chromatinansammlungen. (Waibl und Sinowatz 200fr8an 1993)

Im Anschluss an die 1. Reifeteilung vollzieht sic@rch einer Zwischenphase eine
2. meiotische Reifeteilung, in der aus den sekwrdaBpermatozyten die
Spermatiden hervorgehen. Da diese Zwischenphase&gehist, sind sekundare
Spermatozyten selten in histologischen Hodens@miinzutreffen. (Waibl und
Sinowatz 2004)

2.2.1.3. Spermatiden
Die Spermatiden stellen das Anfangsstadium furSgiermiogenese dar. Sie sind

kleiner als die Zellen friherer Stadien und besitzmen runden Kern. (Nagano
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1962; Waibl und Sinowatz 2004) Ihre Zellkerne baitdn ein feines Chromatin-
Geflecht. (Salomon 1993) Bei der Spermiogeneseerdifiziert sich die

Spermatide durch verschiedene UmbildungsmalRnahmenreifen Spermium.

(Waibl und Sinowatz 2004) Das Chromatin im Kern demsiert, so dass sich
kleine, runde Aggregate bilden. (Zlotnik 1947) Iheighen Schritt verandert der
Kern seine Form von rund zu langlich. Bei diesernigeranderung spielen
Mikrotubuli eine Rolle, die sich manschettenartign uWlen Kern anordnen.
(McIntosh und Porter 1967) In der Kernmembran findan eine Eindellung, in
welcher sich ein kleines dichtes Granulum finddagano 1962) Dieses wird zum
Akrosom, indem der Golgi-Apparat kleine Vesikel lasst, die sich am

Vorderende des Kerns vereinigen. (Tingari 1973) glaichen Zeit bewegen sich
die Zentriolen zum gegeiberliegenden Pol und finde@ Postition im rechten
Winkel zueinander. Der Achsenfaden hat seinen WUrgpim distalen Zentriol,

um ihn ordnen sich die Mitochondrien spiralartig. aBr besitzt eine

charakteristische 9x2+2-Struktur. (Nagano 1959;g&in 1973) Am Ende der
Spermiogenese ordnen sich sie Spermatiden ahregféam und die Sertoli-

Zellen Ubernehmen die Phagozytose des lUberschiisgygeplasmas. (Waibl und
Sinowatz 2004)

2.2.1.4. Spermien

Ein Spermium besteht aus Akrosom, Kopf und SchwBas. Akrosom sitzt dem
haploiden Kern auf und beinhaltet hydrolytische <$abzen, um eine
Verschmelzung des Spermiums mit der Eizelle zu eeidten. Der Kern macht
den grof3ten Teil des Spermienkopfes aus. Der Sahbeginnt mit dem Hals aus
dem Zentriolenpaar und setzt sich aus dem Hals, d&trel-, Haupt- und
Endstick zusammen. (Tingari 1973; Waibl und SinavZ&04) Bei Hummel wird
beschrieben, dass die reifen Spermien in den Twleatiniferi contorti mit ihren
Schwanzen zum Lumen hin liegen. (Hummel 2000) Daetigen Spermien

werden durch die Kontraktionen der peritubularehefeveitertransportiert.
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3. Immunhistochemie

3.1 a-SMA (,smooth muscle actin®)

Aktine sind neben den Mikrotubuli und den Interngefiiamenten die wichtigsten
Komponenten des Zytoskelettsas—SMA wird in glatten Muskelzellen,
Myoepithelzellen und Myofibroblasten exprimiert. UrSMA und somit glatte
Muskelzellen, Myoepithelzellen und Myofibroblasten einem Gewebe zu
identifizieren, werden in der Immunhistochemie $pléz Antikbrper gegenu-
SMA eingesetzt. Dies erlaubt nicht nur eine Lokalmn solcher Zellen, sondern
auch eine Unterscheidung der glatten von der gseagten Muskulatur. (Chu
und Weiss 2009)

In der Literatur findet man Untersuchungen zu deonkdmmen voru-SMA im
Hodengewebe verschiedener Vogelarten. So wird é&Rrpression in allen
peritubularen Myozyten des Huhnes (Maretta und Kara 2004; Aire und
Ozegbe 2007; Abd-Elmaksoud 2009), der Wachtel (Matezwa 2013; Aire und
Ozegbe 2007), sowie der Ente und der Pute erw@§hAme und Ozegbe 2007)
Laut Reitemeier konnte SMA in der Basallamina vapdyeienvdgeln (Kakadu,
Afrikanischer Graupapagei, Ara, Amazonenpapagei,llaigttich) detektiert
werden. (Reitemeier 2014) Aire und Ozegbe konniea Expression von Aktin
in den inneren Zelllagen der Hodenkapsel und imtyiarldren Gewebe bei
Wachtel, Huhn und Ente nachweisen. (Aire und Ozefig7) Untersuchungen
von Abd-Elmaksoud bestatigen dies beim Huhn. (Abdaksoud 2009) Die
Hodenkapsel von Pute, Ente und Taube zeigt einteNerg vono-SMA in allen
Zelllagen. (Aire und Ozegbe 2007; Abd-Elmaksoud®@0Das Vorkommen von
Aktin in der Hodenkapsel konnte in einer Studie Whadekurozwa bei Wachteln
und in einer Studie von Reitemeier bei Papageiesinbdestatigt werden.
(Madekurozwa 2013; Reitemeier 2014) In den Gefades intertubularen
Gewebes konntea-SMA bei Huhn, Wachtel und den oben genannten
Papageienvogeln detektiert werden, Maretta und tde& erwahnen hierbei
explizit ein Nachweis in der Tunica media. (Maraited Marettova 2004; Abd-
Elmaksoud 2009; Madekurozwa 2013; Reitemeier 2&Rei)emeier konnte SMA
bei Papageienvidgeln in den Keimzellen finden. B®#allensittich farbten sich
zusatzlich die Leydig-Zellen positiv. (Reitemei€x12)
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3.2. Desmin

Desmin tritt als Teil des Intermediéarfilaments iellén quergestreifter und glatter
Muskulatur und in Herzmuskelzellen in Erscheinu(@hu und Weiss 2009) Es
verbindet die Aktinfilamente eines Sarkomers anZitinie und tragt somit eine
wichtige Rolle beim Kontraktionsvorgang der quetggafien Muskulatur. (Zierz

und Jerusalem 2003)

Bei den Untersuchungen verschiedener Vogelartechbeiben Aire und Ozegbe
ein Vorkommen von Desmin in den inneren Zelllagen Hodenkapsel und im
peritubularen Gewebe bei Wachtel, Hausgefligel Ente. (Aire und Ozegbe
2007) Bei der Pute zeigt sich eine einheitliche téfemg von Desmin in der
gesamten Kapsel. (Aire und Ozegbe 2007) Marrettd Marettova sowie
Madekurozwa bestatigen diese Befunde und erwahosatzich ein Auftreten
von Desmin in der Gefallwand. (Maretta und Marett@0@4; Madekurozwa
2013)

3.3. Vimentin

Vimentin gehort zu den Intermediarfilamenten, die die Stabilitat, Form und
Kompartimentbildung in Zellen sorgen. Vimentin is. in Bindegewebs-, Fett-,
Knorpel-, Knochenzellen, GefaRendothel, Mesotheld uMeningealzellen

enthalten. (Lullmann-Rauch und Paulsen 2012)

Im Hodengewebe der Wachtel wird von Aire und OzegimeVVorkommen von
Vimentin in der Kapsel beschrieben, Madekurozwadtieg diese Erkenntnis und
erwahnt zusatzlich in den Leydig-Zellen, den Filbasten, den peritubuléren
Zellen und in den Gefal3en die Expression von VimeAire und Ozegbe 2007;
Madekurozwa 2013) Bei der Pute haben Aire und Ozegime schwache
Auspragung von Vimentin in den peritubularen Zelldetektiert. (Aire und
Ozegbe 2007)

3.4. Panzytokeratine

Zytokeratine sind Intermediarfilamente und somitn eBestandteil des
Zytoskeletts. Sie sind in allen Epithelzellen undend intermediaren
Trophoblastzellen, die auch epithelialen Ursprusgsd, nachweisbar. Dieser
Nachweis geschieht immunhistochemisch mit einenzygakeratin-Antikorper,
der die meisten Intermediarfilamente, die zur Zgtakin-Familie gehoren,

markiert. In der Tumordiagnostik dient er als wight Marker fir Tumore
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epithelialen Ursprungs. (Buttner und Thomas 2003)

3.5. Myosin

Myosin ein Motorprotein und ein Teil des Zytoskedetthm fallt eine wichtige
Rolle beim Kontraktionsvorgang der Muskulatur zogdem es Komplexe mit
Aktin bilden kann. (Schmidt und Lang 2007) DahedB&t man Myosin vor allem
in Zellen glatter und Skelettmuskulatur. (Silbernagd Despopoulos 2003)

Holstein et al. beschreiben das Vorkommen von Myasi den peritubularen

Myofibroblasten des Hodengewebes. (Holstein €1396)

3.6. Tubulin

Tubulin ist ein Bestandteil der Mikrotubuli des @gkeletts. Sie erflllen in einer
Zelle nicht nur eine form- und strukturgebende FRiamk sondern dienen
zusatzlich als Bewegungshilfen fir Zellorganelldre innerhalb der Zelle ihre
Position andern. (Campbell 1997; Munk 2008)

Bei Maus und Rind wird ein Vorkommen von Tubulindan Sertoli-Zellen des
Hodengewebes beschrieben (O'Donnell und O'Bryad;20&obel et al. 1995),
bei Schwein, Mensch und Maus gelang ein Nachweisa WVabulin im
Schwanzstick der Spermien in einer charakterigisdhnordnung. (Little et al.
1983; Prigent et al. 1996; Fouquet et al. 1997)

3.7. Connexin

Connexine sind Transmembranproteine, die durchrdosanlagerung sogenannte
Connexone bilden, die einen Austausch von SigrfégstoNahrstoffen und lonen
zwischen zwei benachbarten Zellen ermdéglichen. Igdar et al. 2005) Laut
Nieschlag et al. ist Connexin-43 bedeutend fiir Riegfung und Steuerung der
Sertoli-Zellen. (Nieschlag et al. 2009)

Risley et al. konnten Connexin-43 in Sertoli-ZellerLeydig-Zellen,
Spermatogonien, Spermatozyten und in peritubulZedien nachweisen. (Risley
et al. 1992)

3.8. Cyclooxygenasen

Cyclooxygenasen sind Enzyme, die eine entscheidRote bei der Biosynthese
von Prostaglandinen im endoplasmatischen Retikulbagen. (Pschyrembel
2002) Es werden zwei Isoformen der Cyclooxygenasgarschieden: Cox-1 und
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Cox-2. Cox-1 ist in den meisten Zellen vorhandenhiwgegen Cox-2 in den
meisten Zellen erst durch Entzindungsmediatorenzied wird. (Loscher et al.
2014)

DeWitt und Smith erwahnen eine konstitutive Expi@syon Cox-2 im Gehirn,
den Hoden und den Macula densa-Zellen der Nie@/\(i2 und Smith 1995)

3.9. Ostrogenrezeptor (ER)

Ostrogene sind Sexualhormone. Zu den wichtigstersiplogischen Ostrogenen
zahlen das Ostradiol, das Ostron und das Ostisiciyrembel 2002) Ostradiol
kommt sowohl im Stoffwechsel des weiblichen als haudes mannlichen
Organismus vor. Bei letzterem finden sich deutliclgeringere
Plasmakonzentrationen. (Silbernagl und DespopoR@i3) Man unterscheidet
zwei Formen von Ostrogenrezeptoren,oE@hd ER, die den Ostrogenen ein
Wirken ermdglichen. (Schmidt und Lang 2007)

Ein Vorkommen von ER wurde von Reitemeier in den Keimzellen von
Papageienvigeln (Kakadu, Afrikanischer Graupapa§e, Amazonenpapagei,
Wellensittich) gefunden. Die Leydig-Zellen reageertnur bei Kakadu und Ara
positiv. In den Gefal3en konnte &ERur bei Kakadu, Afrikanischem Graupapagei

und Amazonenpapagei nachgewiesen werden. (Reite2@id)

3.10. Androgenrezeptor (AR)

Androgene sind mannliche Sexualhormone, ihr wictég Vertreter ist das
Testosteron. Dieses wird fast ausschlie3lich in tegdig-Zellen der Hoden
gebildet. Testosteron ist im mannlichen Organisnmaaiptséachlich fur die
Entwicklung und Funktion der mannlichen Geschlemtgtane und —merkmale
und die Bildung der Spermien zustandig (Silbernagl Despopoulos 2003) Die

Funktion der Androgene werden Uber Androgenrezepteermittelt.

Laut Leska et al. zeigt sich eine Expression derh&Rder Gans in Leydig-Zellen,
Sertoli-Zellen und den Myoid-Zellen. (Leska et &012) Diese Ergebnisse
werden von Dornas et al. bei Hahn und Enterich@bgst (Dornas et al. 2008)
Reitemeier stellte eine positive Reaktion in deninkaellen bei Kakadu,
Akrikanischem Graupapagei, Amazonenpapagei und eigltich fest. In den
Leydig-Zellen lieBen sich Androgenrezeptoren insdieStudie ausschlie3lich

beim Afrikanischen Graupapagei, Amazonenpapagei beudn Wellensittich
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nachweisen. Die GefalRe zeigten eine positive Rmaktieim Afrikanischem
Graupapagei und Amazonenpapagei. Die Kapsel wies beim Ara
Androgenrezeptoren auf. (Reitemeier 2014)

4. Lektinhistochemie

4.1. Historie und Definition

Lektine wurden erstmals im Jahr 1888 von Hermaniln@rk in der
Ricinusbohne entdeckt. Er fand heraus, dass sie Hienschaft besitzen,
Erythrozyten zu agglutinieren. Ein Zusammenhangsetie Fahigkeit zur
Agglutination und den Kohlehydratgruppen auf dee@kche der Erythrozyten
wurde zum ersten Mal von Sumner und Howell im JE®86 protokolliert, als
dieser Versuche mit Concanavalin A durchgefihi$eniner und Howell 1936)
Die Bezeichnung ,Lektine* erhielten diese erstmais Jahr 1954 von den
Autoren Boyd und Shapleigh. Diese bezogen sich damuf die
Blutgruppenspezifitdat der Lektine, indem das latshe Wort ,legere” im
Deutschen ,auswahlen” bedeutet. (Boyd und ShaplEgd)

Lektine sind nicht nur in Pflanzen, sondern auchMikroorganismen wie
Bakterien und Viren, im tierischen und menschlick@nganismus und Pilzen zu
finden. (Rudiger und Gabius 1993; Gabius 2009)

Bei der Lektinhistochemie werden Lektine verwenddie Kohlehydrate und
Glykoproteine in Gewebe lokalisieren und identdign. (Mulisch und Welsch
2010)

4.2. Funktion der Lektine

Gabius et al. beschreiben Lektine in aktuellererbeften als Proteine, die
Kohlehydrate binden und keine eigene Enzymaktiat@tihren Bindungsstellen
besitzen. Sie unterscheiden sich von Antikérpernd uBensor- bzw.

Transportproteinen fur freie Mono- und Oligosacatear(Gabius 2009; Gabius et
al. 2011) Lektine besitzen Molmassen zwischen 85@0300.000, diese sind auf
zwei bis acht Untereinheiten aufgeteilt. (Puhleaket2000) Diese Unterschiede
und die unterschiedliche Anzahl der Kohlehydrathimgsstellen erlauben eine
Einteilung in verschiedene Lektin-Typen. (Goldsteind Hayes 1978) Lektine
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binden sich reversibel an spezifische Kohlehydnaitstiren wie Polysaccharide,
Glykoproteine und Glykolipide. Somit lagern siebhsian Zellmembranen und
konnen ohne eigene enzymatische Aktivitdt biocheh@sReaktionen ausldsen.
(Goldstein et al. 1980; Goldstein und Poretz 1986ldstein und Hayes 1978) So
kénnen bestimmte Lektine beispielsweise durch Ateimedin Lymphozyten deren
Mitosetatigkeit anregen. (Steinegger und Hansel32@ine Agglutination von

Erythrozyten gelingt Lektinen durch den Besitz vanindestens zwei

Kohlehydratbindungsstellen. (Goldstein und Haye#8]1%teinegger und Hansel
2013) An der Bindung der Lektine an die Kohlehystratkturen sind

Wasserstoffbriickenbindungen und Van-der-Waals-Kréftteiligt. (Gabius und
Gabius 1993)

4.3. Einteilung der Lektine

Pflanzenlektine lassen sich aufgrund ihrer Zucketbingsspezifitat in
verschiedene Gruppen einteilen. Bei der folgendatetiing nach Goldstein und
Poretz (Goldstein und Poretz 1986) wird zwischeM&rnose/D-Glukose-, D-
Galaktose-, N-Acetyl-D-Galaktosamin-, N-Acetyl-DyBbsamin-, L-Fukose-,
Sialinsdure-bindenden Lektinen und Lektinen mit kteren
Kohlehydratbindungsstellen unterschieden (siehellaR).
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Tabelle 2:

Zuckerbindungsspezifitat der Lektine

(nach Goldstein und Poretz 1986)

Zuckerbindungsspezifitat

Lektin

Herkunft

ConcanavalirA (ConA)

Canavalia ensiformis

D-Mannose/D-Glukose

Lens culinarisAgglutinin (LCA)

Lens culinaris

Pisum sativunfgglutinin (PSA)

Pisum sativum

Peanut Agglutinin (PNA)

Arachis hypogaea

Griffonia simplicifolia Agglutinin |
(GSL-1)

Griffonia simplicifolia
I

D-Galaktose

Ricinus communiégglutinin 1/11
(RCA 1/2)

Ricinus communis I/I1

Erythrina cristagalliAgglutinin (ECA)

Erythrina cristagalli

Lima Bean Agglutinin (LBA)

Phaseolus limensis

Soybean Agglutinin (SBA)

Glycine max

Helix pomatiaAgglutinin (HPA)

Helix pomatia

N-Acetyl-D-Galaktosamin

Bauhinia purpureagglutinin (BPA)

Bauhinia purpurea

(GalNAc)

Maclura pomiferaAgglutinin (MPA)

Maclura pomifera

Visea villosaAgglutinin (VVA)

Visea villosa

Dolichos biflorusAgglutinin (DBA)

Dolichos biflorus

Wheat Germ Agglutinin (WGA)

Tricitum vulgare

Ulex europaeuggglutinin 1l (UEA-2)

Ulex europaeus I

N-Acetyl-D-Glukosamin
(GIcNAc)

Griffonia simplicifolia Agglutinin 1l
(GSL-2)

Griffonia simplicifolia
Il

Laburnum alpiunmAgglutinin (LAA)

Laburnum alpium

Solanum tuberosuragglutinin (STA)

Solanum tuberosum

Ulex europaeuggglutinin | (UEA-1)

Ulex europaeus |

L-Fukose ini
Lotus tetragonolobuggglutinin Lotus tetragonolobus
(LTA)
Limulus polyphemuagglutinin (LPA) | Limulus polyphemus
Limax flavusAgglutinin (LFA) Limax flavus
Sialinsaure Maacia amurensiggglutinin | (MAL- Maacia amurensis |

1)

Sambucus nigr&gglutinin (SNA)

Sambucus nigra

Viscum alburmAgglutinin (VAA)

Viscum album

Lektine mit komplexen

Kohlehydratbindungsstellen

Phaseolus vulgarig\gglutinine (PHA
E/L)

Phaseolus vulgaris

Gabius ergénzt die oben aufgefuhrte Einteilung ldalie Anmerkung, dass sich
die Lektine teilweise nicht streng einteilen lassed neben ihrer Monosaccharid-
Spezifitat auch eine Affinitat fur Oligosaccharidesitzen. (Gabius 2009)
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Bei einer Einteilung von Gallagher aus dem Jahr41@&d die Position des
spezifischen Zuckers innerhalb der Sequenz bea(@Btdtagher 1984): Hierbei
werden die Lektine aufgrund ihres Bindungspartnerginem Glykoprotein in
zwei Klassen eingeteilt. Die Klasse-I-Lektine binde spezielle Monosaccharide
am Ende einer Kohlehydrat-Kette. Daher werden siehaals Exolektine
bezeichnet. Diese Bindung kann mit einer geringenzentration des passenden
Hemmzuckers unterdriickt werden. Die Lektine deisk#all binden an bestimmte
Kohlehydrat-Sequenzen innerhalb eines Glykoprotelbeher erhalten sie den
Beinamen ,Endolektine”. Um eine Hemmung dieser Bmgl zu erreichen, wird
eine ahnliche oder identische Bindungsdoméne in lemmzuckern bendtigt.
(Gallagher 1984)

4.4, Bindungsstellen fur Lektine im Hoden

In der Literatur finden sich nur vereinzelte Arlegitzu glykohistochemischen
Untersuchungen beim Hodengewebe verschiedener &fogel Im Jahr 1991
vertffentlichten Ballesta et al. eine Studie, im dei Tauben Bindungsstellen fur
ConA in den Sertoli-Zellen und den Spermatogonianhgewiesen wurden. In
den Spermatogonien wurde zusatzlich eine positiveakBon mit WGA
festgestellt. (Ballesta et al. 1991) Bakst et dlhrfen Untersuchungen am
Hodengewebe der Pute durch und konnten Binduntmstéir WGA in den
Sertoli-Zellen detektieren. Bei der Untersuchungt rRNA reagierten die
Spermatogonien und die primaren Spermatozyten imér @&nfarbung. SBA rief
in einzelnen Zellen im intertubularen Gewebe unddér Basalmembran eine
positive Reaktion hervor. (Bakst et al. 2007) Imeei aktuelleren Studie von
Keskin und Ili aus dem Jahr 2011 wurde das Hoderbewdes Denizli-Hahnes
auf Bindungsstellen fir PNA, MAL-1 und SNA unterbticDas intertubulare
Gewebe, die Basalmembran, die Sertoli-Zellen urdkdimzellen farbten sich
positiv. In den Keimzellen konnte hierbei durch PNé eine schwache Reaktion
erkannt werden. (Keskin und Ili 2011)
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1. M ATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchungsmaterial

Samtliche Proben stammen von geschlechtsreifen,nlinban afrikanischen
StrauB3en $truthio camelus der StrauRenfarm Donaumoos (gefuhrt von der
Familie Engelhardt, Herdweg 2, 89340 Leipheim, Bellfand). Die Schlachtung
der Vogel erfolgte im Alter von ca. 15 Monaten. [@aaswicht der Schlachtkérper
betrug jeweils 90-100 kg. Die Hodenproben wurden Zvei unterschiedliche
Schlachtungschargen entnommen, um eine Gesamtamaahkehn Tieren zu
erzielen. Von jedem Tier wurden der rechte und dinkloden fur die
Untersuchungen verwendet. Die Hahne waren zum Wsitpder Schlachtung
klinisch unauffallig, die Hoden aller Tiere waremknoskopisch unverandert.

2. Vorbereitung der Proben

2.1. Probenentnahme

Im Anschluss an die Schlachtung wurden die beideded aus dem Tierkdrper
entnommen und Breite und Lange der einzelnen Haemttelt. Im n&chsten
Schritt wurde das Hodengewebe freigelegt, indenerjédbden der Lange nach
vom nebenhodenfernen Rand (Margo liber) bis zumeNkbdenrand (Margo
epididymis) mithilfe einer Skalpellklinge halbiewwurde. Die Proben wurden
anschlie3end nach folgendem Schema (vgl. Abbilddingerausgeschnitten. Zu
beachten ist, dass die Entnahmestellen so gewahitdew, dass drei
unterschiedliche Bereiche des Hoden auf eventiedimlogische Unterschiede
untersucht werden konnten: der Bereich nahe degdvigpididymis (2), die Mitte
(3) und der Parenchymbereich nahe dem Margo liberBei dieser Stelle wurde
auch der Probenwdirfel inklusive Kapsel herausgetehn Die Proben fur die
Fixierung mittels Formalin und Bouin hatten einemdéssung von ca. 1x1x1 cm.
Die Proben fur die elektronenmikroskopische Untelnsumg waren in etwa 1x1x1
mm grol3 und wurden aus verschiedenen Bereichen Higkenparenchyms

entnommen (4).
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Abbildung 4:  Schema der Probennahme am Hoden

Probenwdirfel:
1 = inklusive Kapsel, 2 = ohne Kapsel am Nebenhmdah 3 = in der Mitte, 4 = fir die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen

2.2. Vorbereitung der Proben fir lichtmikroskopische Untersuchungen

2.2.1. Fixierung der Proben

Die Gewebestiicke wurden direkt nach Entnahme usdhéiel3ender Abmessung
in Probengefalle mit Fixierlosung gegeben. Bei deméssung wurden Lange
und Breite jedes Hodens erfasst. Fur die Fixierangden zwei verschiedene
Losungen verwendet: ein Teil der Proben wurde in ¢gépuffertes Formol
gegeben, der andere Teil wurde in Bouin-Losunggfixi

2.2.1.1. Formalin-Fixierung

Bei der ersten Probenentnahme (Tier 1 und 2) wufigledie Formalin-Fixierung
je Hoden eine Probe ohne Kapsel, eine Probe indud{apsel und ein
Probenstiuck aus der Mitte des Organes entnommenvdrauf der zweiten
Probenentnahme (Tier 3-10) wurde pro Hoden eindoéPraus der Mitte des

Hodengewebes herausgeschnitten.
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Das untenstehende Protokoll (vgl. Tabelle 3) zdagt Ablauf der Fixierung mit
Formalin. Bei beiden Probenentnahmen wurde nachsedie Protokoll
vorgegangen:

Tabelle 3:  Protokoll Formalin-Fixierung

Tag | Vorgehen Dauer

1 | Proben direkt nach Entnahme in Formalin-Losurgeben

2 | Formalin-L6sung gegen frische gewechselt

Probenblécke geschnitten, eingekapselt,

5 in Glaskolben mit frischer Formalin-Lésung gegeben
Formalin gegen DEPC-Wasser ausgetauscht 40 min
5 2 x DEPC-Wasser gegen frisches gewechselt je 40 min
DEPC-Wasser gegen 70%igen Alkohol ausgetauscht idQ m
2 x 70%igen Alkohol gegen frischen gewechselt jerdo

Die Probengefal3e standen wéahrend der gesamten rZéixieauf einem
automatischen Rdttler, um ein gleichmafiges Eigegmnder Fixierlosung in das

Gewebe zu gewéabhrleisten.

2.2.1.2. Bouin-Fixierung

Fur die Fixierung in Bouin-Losung wurden im Laufeider Probenentnahmen
von jedem Hoden ein Gewebestlick mit Kapsel und eindstandige Probe ohne
Kapsel entnommen und direkt in die Fixierlosung ey, um einem

Austrocknen vorzubeugen.

Fur die erste Probencharge wurde fur die Fixieromgy der Bouin-Losung
untenstehendes Schema angewendet. Dieses Protwikodle fur die zweite
Charge der Bouin-Proben leicht abgewandelt. (vgbelle 4 und Tabelle 5) Die
Probengefal3e standen wéhrend der gesamten Fixiautezinem Rdttlerautomat,
um ein gleichmaRiges Eindringen der Fixierlosung das Gewebe zu

gewabhrleisten.
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Tabelle 4: Protokoll Bouin-Fixierung nach der ersen Probenentnahme
Tag | Vorgehen Dauer
1 Proben direkt nach Entnahme in Bouin-Lésung gegeb
2 Bouin-Lésung gegen 70%igen Alkohol ausgetauscht
5 70%igen Alkohol gegen frischen gewechselt
6 70%igen Alkohol gegen frischen gewechselt
70%igen Alkohol gegen frischen gewechselt 2 h
7 _Probenblbcke ggsc_hnitten, eingekapselt, ca. 24 h
in Glaskolben mit frischer 70%iger Alkohol-L6sungggben
Tabelle 5:  Protokoll Bouin-Fixierung nach der zweien Probenentnahme
Tag Vorgehen Dauer
1 Proben direkt nach Entnahme in Bouin-Lésung gegeb
2 Bouin-Lésung gegen frische ausgetauscht
3 Bouin-Lésung gegen frische ausgetauscht
4 Bouin-Losung gegen 70%igen Alkohol gewechselt
70%igen Alkohol gegen frischen gewechselt P h
S Probenblécke geschnitten, eingekapselt,
in Glaskolben mit frischer 70%iger Alkohol-Lésungggben
6 70%igen Alkohol gegen frischen gewechselt 2 h
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2.2.2. Einbettung der Proben in Paraffin

Im Anschluss an die Fixierung wurden die Proben Xarbereitung der
Einbettung in Paraffin Gber Nacht in einen Einbegsautomaten (fir die Bouin-
Proben: Shandon, Duplex Processor, Frankfurt anm Mzeutschland, und fur die
Formalin-Proben: Shandon, Citadel 2000, Frankfurt Blain, Deutschland)

gegeben, in dem die Gewebeproben die folgendentteathurchliefen:

Tabelle 6: Programm der Einbettungsautomaten

Schritt | Reagenz Dauer
1 80%iger Alkohol 15h
2 80%iger Alkohol 15h
3 96%iger Alkohol 15h
4 96%iger Alkohol 15h
5 Isopropanol 15h
6 Isopropanol 2,0h
7 Isopropanol 2,0h
8 Xylol 1,0h
9 Xylol 15h
10 Xylol 15h
11 Paraplast 2,0h
12 Paraplast 3,0h

Gesamtdauer 20,5h

Nach Beendigung des Programmes wurden die Prob#nlfenieines Histostat-
Tissue-Embedding Centers (Leica, EG 1140 H, RolkvilUSA, mit

Kihlaggregat Leica, EG 1140 C, Rockville, USA) ix&ffinblocke gegossen und
anschlie3end bei 4°C gekuhlt, um ein SchneidenGgebes am Mikrotom zu

ermaoglichen.

2.2.3.  Schneiden der Gewebeproben am Mikrotom

Die 5 um dicken Schnitte der Gewebeproben wurddhilfei eines Mikrotoms
(Microm, HM 340 E, Walldorf, Deutschland) erstellind auf Objekttrager
montiert. Hierbei wurden von jedem Probenblock zel®thnitte auf
unbeschichtete Objekttrager (Fisher Scientific, &glbnsobjekttrager Superfrost
Ultra Plus, Schwerte, Deutschland) und 20 Schaittiebeschichtete Objekttrager
(Fisher Scientific, Superfrost, Schwerte, Deutsott)a aufgebracht. Um ein

zuverlassiges Haften der Schnitte auf den Objaletriizu gewahrleisten, wurden
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sie fUr mindestens 24 Stunden in einen Warmeschré8WC) gestellt.

Anschlie3end wurden sie bei Raumtemperatur aufbewah

3. Konventionelle Farbungen fir die Lichtmikroskopie

3.1. Hamalaun-Eosin (HE)-Farbung
Fiur die Farbung mit Hamalaun und Eosin wurden velnnzTieren jeweils ein

Formalin-fixierter und zwei Bouin-fixierte Gewebésitte pro Hoden verwendet.

Die HE-Farbung dient dazu, sich eine Ubersicht (e verschiedenen
Bestandteile des zu untersuchenden Gewebes zihaéest und somit auch die
anderen histochemischen, immunhistochemischen uglolgstochemischen
Farbungen besser auswerten zu kénnen. Nach eifdgreichen HE-Farbung
sind Zellkerne blau-violett, das Ubrige Gewebe aoigefarbt. (Mulisch und
Welsch 2010) Die Farbung wurde nach folgendem Roditdurchgefiihrt:

Tabelle 7: Protokoll HE-Féarbung

Schritt | Reagenz / Vorgehen Dauer
1 2 x Xylol je 10 min
2 Absteigende Alkoholreihe* bis Aqua dest.
3 Kernfarbung mit Hamalaun 20 min
4 Abspiilen in Aqua dest.
5 Blauen in flieRenden Leitungswasser 20 min
6 Eosin 10 min
7 Abspilen in Aqua dest.
8 Aufsteigende Alkoholreihe**
9 2 x Xylol je 5 min
10 Eindeckeln mit Eukitt

*Absteigende Alkoholreihe: 2 x Isopropanol, 96%igéikohol, 70%iger Alkohol, kurz
durchschwenken
**Aufsteigende Alkoholreihe: 70%iger Alkohol, 96%g Alkohol, 2 x Isopropanol, kurz
durchschwenken

Nach dem Farbevorgang wurden die Proben mithilfesiDeckglaschens und
Eukitt (Sigma-Aldrich, Quick Hardening Mounting Mad, Steinheim,
Deutschland) eingedeckelt.
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3.2. Perjodséaure-Schiff-Reaktion nach McManus (PAS-Farbuag)

Bei der Perjodséaure-Schiff-Reaktion nach McManusden von allen Bouin-
fixierten Proben der Tiere 1 und 2 jeweils ein Sthgefarbt, und zuséatzlich von
Tier 3-10 jeweils ein Schnitte einer Auswahl vorsgasamt elf Bouin- und

Formalin-fixierten Proben.

Die PAS-Farbung dient der Identifizierung von Kdiydraten und
kohlehydrathaltigen Bestandteilen durch leuchtestd Anfarbung (Mulisch und
Welsch 2010), Zellkerne werden durch das verwendatge Hamalaun blau
gefarbt (Hennemann 1991; Mulisch und Welsch 20Z0).den PAS-positiven
Bestandteilen gehoéren beispielsweise Glykogen, @ilykle, Basalmembranen,
neutrale Muzine und Kollagen (vor allem Typ lll,sdKollagen der retikularen
Fasern). (Mulisch und Welsch 2010)

In der folgenden Tabelle wird die Vorgehensweise dex PAS-Farbung nach

McManus veranschaulicht:

Tabelle 8:  Protokoll PAS-Farbung

Schritt | Reagenz Dauer
1 2 x Xylol je 10 min
2 Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.
3 0,5%ige wassrige Perjodsaure-Losung 5 min
4 Abspiilen in Aqua dest.
5 Schiff’'sches Reagenz (Fuchsinschweflige Saure) mith5
6 3 x SQ-Wasser je 2 min
7 Leitungswasser, flieBend 5 min
8 Kernfarbung mit Hamalaun 4 min
9 Leitungswasser, flieBend 15 min
10 Aufsteigende Alkoholreihe
11 2 x Xylol je 5 min
12 Eindeckeln mit Eukitt
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3.3. Alcianblau-Farbung
Die Farbung mit Alcianblau wurde sowohl mit pH lals auch mit pH 2,5
durchgefihrt. Hierbei wurde fur beide Durchgadngeeis ein Schnitt jedes

Probenblockes gefarbt.

Bei der Alcianblau-Farbung mit einem pH-Wert vob &t zu erwarten, dass sich
die sauren Mukosubstanzen turkis-blau anfarbenjngelgen sich bei einem pH-
Wert von 1,0 nur stark sulfatierte Mukosubstanzemchtend blau farben. Die
Kerne erscheinen durch das Kernechtrot hellrot dad Hintergrund zartrosa.
(Mulisch und Welsch 2010)

3.3.1.  Durchfihrung mit pH 1,0
Im folgenden Protokoll ist die Vorgangsweise beai Akeianblau-Farbung mit pH

1,0 festgehalten:

Tabelle 9: Protokoll Alcian-Farbung mit pH 1,0

Schritt | Reagenz Dauer

1 2 x Xylol je 10 min

Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.

0,1 N Salzséaure 3 min
1% Alcianblau 8GX (in 0,1 N Salzséaure), pH 1,0 N30
0,1 N Salzséaure, kurz abspiilen

Aqua dest., kurz abspulen

Kernechtrot 4 min

Aqua dest., kurz abspulen

© |00 (N[O |01 |h~ [Ww([N

Aufsteigende Alkoholreihe

(=Y
o

2 x Xylol je 5 min
Eindeckeln mit Eukitt

[
(=Y
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3.3.2.  Durchfuhrung mit pH 2,5
Die folgende Tabelle zeigt den Verlauf der AlciambFarbung mit pH 2,5:

Tabelle 10:  Protokoll Alcian-Farbung mit pH 2,5

Schritt | Reagenz Dauer

1 2 x Xylol je 10 min

Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.

3% Essigsaure 3 min
1% Alcianblau 8GX (in 3% Essigsaure), pH 2,5 38 m
3% Essigsaure, kurz abspilen

Aqua dest., kurz abspulen

Kernechtrot 4 min

Aqua dest., kurz abspulen

© [0 [N (O (0| W |N

Aufsteigende Alkoholreihe

(=Y
o

2 x Xylol je 5 min
Eindeckeln mit Eukitt

(=Y
=

3.4. Toluidinblau-Féarbung
Zur Toluidinblau-Farbung wurde eine Auswahl von #Hw@&robenbltcken
getroffen, welche von jedem der zehn Tiere minaes&ne Probe enthielt.

Toluidinblau ist ein basischer Thiazinfarbstoff (Meh und Welsch 2010), der
basophile Strukturen anfarbt. Meist geschieht dheBlautonen, man findet aber
auch violett, rot-violett oder rot gefarbte Strulei, die ebenfalls basophilen
Charakter besitzen. Den Effekt, bei dem sich Stmgkt in einem anderen Farbton
als die Farbelésung anfarbt, nennt man Metachr@madi den basophilen
Strukturen in einem Gewebe zahlt man saure Polhsacke

(Glykosaminoglykane), Nukleinsduren, Oxidationspikid von Lipiden und

Harnsaurederivate. (Mulisch und Welsch 2010)
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Anhand der folgenden Tabelle ist die Vorgehenswdise der Farbung mit

Toluidinblau abzulesen:

Tabelle 11: Vorgehensweise Toluidinblau-Farbung

Schritt | Reagenz Dauer

1 2 x Xylol je 10 min

Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.

1% Toluidinblau-Ldsung, pH 4,5 1 min

Aqua dest., kurz abspulen

Aufsteigende Alkoholreihe

2 X Xylol je 5 min
Eindeckeln mit Eukitt

N (o (o ([w (N

3.5. Trichromfarbung nach Masson und Goldner

Bei der Trichromfarbung nach Masson und Goldnerdeuje ein Schnitt von
zwolf Probenblocken gefarbt. Dabei wurde von alleehn Tieren jewells
mindestens ein Gewebestlick beriicksichtigt.

Die Zellkerne stellen sich nach dem Farbevorgaagischwarz dar, Zytoplasma
und Muskulatur erscheint ziegelrot, Bindegewebe sadrer Schleim ist grin
eingefarbt. Die Erythrozyten weisen eine orang®&@d&larbgebung auf. (Mulisch
und Welsch 2010)
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Im Folgenden ist das Protokoll der Trichromfarburegh Masson und Goldner

dargestellt:
Tabelle 12:  Protokoll Trichromfarbung nach Massonund Goldner
Schritt | Reagenz Dauer

1 2 x Xylol je 10 min
2 Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.
3 Eisenhdmatoxylin nach Weigert 1 min
4 3 x Agqua dest., kurz spilen
5 Leitungswasser, flieBend 10 min
6 Azophloxin 5 min
7 1% Essigsaure, gut spuilen 4 min
8 E:t(;srpmhi(:rrgsl?(l)t;)?scnhsjrulzrg:ngg E}s oranges Bindegjee entfarbt ca. 30-35 min
9 1% Essigsaure, gut spulen
10 Lichtgriin 5-6 min
11 1% Essigsaure, gut spiilen
12 2 x 96% Alkohol, kurz spulen
13 3 x Isopropanol, kurz spulen
14 2 x Xylol je 5 min
15 Eindeckeln mit Eukitt

3.6. Resorcinfuchsin-Farbung nach van Gieson

Bei der Farbung mit Resorcinfuchsin nach van Giesonden von allen zehn

Straul3en jeweils mindestens ein Probenblock mé@neiBchnitt, insgesamt jedoch

zwolf Schnitte gefarbt.

Die Farbung mit Resorcinfuchsin nach van Giesomédirsich die Zellkerne

schwarz-braun, kollagenes Bindegewebe rot, ZytopasMuskelgewebe und
Epithelzellen gelb. (Mulisch und Welsch 2010)
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Anhand des folgenden Farbeprotokolls kann die fiuegeweise bei der Farbung

nach van Gieson nachvollzogen werden:

Tabelle 13:  Protokoll Resorcinfuchsin-Farbung nachvan Gieson

Schritt | Reagenz Dauer

1 2 x Xylol je 10 min
2 Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.

3 Resorcinfuchsin-Ldsung 25 min
4 Leitungswasser, flieBend 1 min
6 Eisenhamatoxylin nach Weigert 2:45 min
7 3 x Aqua dest., kurz spilen

8 Leitungswasser, flieBend 10 min
9 Pikrinsaure-Thiazinrot 5 min

10 Aqua dest., kurz spulen

2 X 96% Alkohol, kurz spilen bis Resorcinfuchsiridgbte Fasern

12 gut sichtbar sind, mikroskopische Kontrolle

13 2 x Isopropanol, kurz spilen
14 2 x Xylol je 5 min
15 Eindeckeln mit Eukitt

3.7. Auswertung der Schnitte fur die konventionellen Fabungen

Um die Auswertung der konventionell angefarbtenr@td vorzunehmen, wurde
ein Lichtmikroskop der Firma Leitz GmbH (Wetzlar,el@schland), Modell
Aristoplan mit angeschlossener Kamera Lumenera G38Bera, Release 3,8 der

Firma Lumenera Corporation (Ontario, Kanada) vedhetn

4. Immunhistochemische Untersuchungen

Zur immunhistochemischen Untersuchung des Hoderngesvevurde je ein
Schnitt von zwoélf Probenblocken verwendet. Dabeirdeu darauf geachtet,
sowohl die einzelnen Tiere als auch die verschiedeBntnahmestellen mit

jeweils mindestens einem Schnitt zur Untersuchwergrizuziehen.

Die immunhistochemischen Untersuchungen in diesbeiwurden mithilfe der
Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode durchgefuhrtHéu et al. 1981) Diese
zahlt zu den indirekten immunhistochemischen Nachweefahren. Avidin ist ein
Huhnereiweil3protein und besitzt eine hohe Binduitygkeit mit Biotin. Die
gleiche Eigenschaft beherbergt Streptavidin, wedchm dieser Arbeit
Verwendung fand. Das Protein Streptavidin stamms aem Bakterium
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Streptomyces avidiniEs hat insgesamt vier Bindungsstellen fur Bidtemn aber
nur mit hdchstens drei Biotinmolekilen eine Bind@nggehen. Der Streptavidin-
Biotin-Komplex bindet mit seinem Biotin-Molekil Ubeine Peroxidase an das
Biotin-Molekil eines vorher biotinylierten Sekundatikdrpers. Dieser
Sekundarantikérper bindet sich wiederum an den &uantikorper, so dass dieser
nun indirekt markiert ist. Die Peroxidaseaktivitknn nun durch 3,3-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) sichtbar ngacht werden, das
Ergebnis ist eine dunkelbraune Farbung. (Mulisath Welsch 2010)

(Strept-)Avidin-Biotin-
Enzymkomplex

Sekundérantikdrper

biotinyliert
Strept-)Avidi
Primar- —— (Strept-)Avidin x
antikdrper
Biotin ’
Antigen Enzym @

Abbildung 5: Schema der ABC-Methode (hach Mulischund Welsch 2010)
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In den folgenden Tabellen (vgl. Tabelle 14 und Tiab&5) sind die flr diese
Arbeit verwendeten Primérantikdrper und die dazaggen Sekundarantikorper

aufgelistet:
Tabelle 14:  Ubersicht Priméarantikorper
Prlr'n:.:}r— Tierart Hersteller Verdiinnung Inkuba'tlons- Inkubations-
antikérper ZEn temperatur
Dako,
a-SMA Maus Hamburg, 1:40 60 min RT
(monoklonal) Deutschland
Desmin Maus Gene Tex, 1:200 Uber Nacht 6°C
(monoklonal) Taiwan
Vimentin Dako,
Maus Hamburg, 1:500 Uber Nacht 6°C
(monoklonal) Deutschland
) Biocarta,
Panzytokeratin |\ Hamburg, 1:100 uber Nacht 6°C
(monoklonal) Deutschland
. Abcam,
Myosin Kaninchen | Cambridge, 1:250 tiber Nacht 6°C
(polyklonal) UK
. Abcam,
Tubulin Maus Cambridge, 1:400 Uber Nacht 6°C
(monoklonal) UK
. Abcam,
BT Kaninchen | Cambridge, 1:3000 tber Nacht 6°C
(polyklonal) UK
Abcam,
COX-1 Kaninchen | Cambridge, 1:250 tber Nacht 6°C
(polyklonal) UK
Abcam,
COX-2 Ziege Cambridge, 1:400 uber Nacht 6°C
(polyklonal) UK
Santa Cruz
= Biotechnolo
Kaninchen | gy, 1:400 tiber Nacht 6°C
(polyklonal) Heidelberg,
Deutschland
AR Dako,
Kaninchen | Hamburg, 1:50 tber Nacht 6°C
(monoklonal) Deutschland

Die Verdinnung der Primarantikorper erfolgte m#t€lako Diluent, Fa. Dako,

Hamburg, Deutschland.
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Tabelle 15:  Ubersicht Sekundarantikorper
Priméar- Sekundar- . Inkubations- | Inkubations-
o o . Hersteller Verdinnung .

antikérper antikorper / Tierart zeit temperatur
Anti-Maus IgG, Dako,

a-SMA biot. vom Hamburg, 1:300 30 min RT
Kaninchen Deutschland
Anti-Maus IgG, Dako,

Desmin biot. vom Hamburg, 1:300 30 min RT
Kaninchen Deutschland
Anti-Maus IgG, Dako,

Vimentin biot. vom Hamburg, 1:300 30 min RT
Kaninchen Deutschland
Anti-Maus IgG, Dako,

E;r;?;to biot. vom Hamburg, 1:300 30 min RT
Kaninchen Deutschland
Anti-Kaninchen Dako,

Myosin IgG, Hamburg, 1:300 30 min RT
biot. vom Schwein | Deutschland
Anti-Maus IgG, Dako,

Tubulin biot. vom Hamburg, 1:300 30 min RT
Kaninchen Deutschland
Anti-Kaninchen Dako,

Connexin 19G, Hamburg, 1:300 30 min RT
biot. vom Schwein | Deutschland
Anti-Kaninchen Dako,

COX-1 19G, Hamburg, 1:300 30 min RT
biot. vom Schwein | Deutschland
Anti-Goat IgG, Dako,

COX-2 biot. vom Hamburg, 1:400 30 min RT
Kaninchen Deutschland
Anti-Kaninchen Dako,

ERa IgG, Hamburg, 1:300 30 min RT
biot. vom Schwein | Deutschland
Anti-Kaninchen Dako,

AR 19G, Hamburg, 1:300 30 min RT

biot. vom Schwein

Deutschland

Die Verdinnung der Sekundarantikdrper erfolgteetatDako Diluent, Fa. Dako,

Hamburg, Deutschland.

Die Vorgehensweise bei den immunhistochemischenersathungen ist in

folgendem Protokoll festgehalten:
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Tabelle 16:  Protokoll immunhistochemische Untersumungen
Schritt | Vorgehen / Reagenz Dauer Antikérper
1 2 x Xylol je 30 min alle
2 Absteigende Alkoholreihe alle
3 2 x Agua dest. je 5 min alle
4 3 xPBS je 5 min alle
. N : . Tubulin, Connexin,
5a 3 x Citratpuffer in Mikrowelle je 10 min COX-1. ER:
. . Tubulin, Connexin,
5b Abkuhlen lassen bei RT 20 min COX-1. ERy
. . Tubulin, Connexin,
5c 3xPBS je 5min COX-1, ER:
6a 2 x Dakopuffer (pH 6,1) in Mikrowelle je 10 mjn Rg
. . nur
6b Abkuhlen lassen bei RT 20 mjn AR
: . nur
6¢C 3 xPBS je 5min AR
7a 0,1 % Protease, Fa. Dako, Hamburg, 10 min nur Vimentin
Deutschland, bei RT
7b 3 xPBS je 5 min nur Vimentin
8a Trypsin bei RT 20 min nur Panzytokeratin
8b 3 xPBS je 5 min nur Panzytokeratip
Hemmung endogener Peroxidase bei RT alle
9a in 50 ml Hydrogenperoxid verdinnt mit 10 min
150 ml Aqua dest.
9b Leitungswasser, flieRend 10 min alle
9c 3 xPBS je 5 min alle
10 Dako Protein Block Serum Free®, Fa. 10 min alle
Dako, Hamburg, Deutschland, bei RT
11 Primarantikorper vgl. Tabelllf alle
12 3 xPBS je 5 min alle
13 Sekundarantikdrper vgl. Tabelllse alle
14 3 xPBS je 5 min alle
Streptavidin-HRP, Fa. Novocastra™, .
= Newcastle, UK, bei RT 30 min alle
16 3 xPBS je 5 min alle
17 DAB-Hydrogenperoxid-Lésung bei RT 8 mjn alle
18 Leitungswasser, fliel3end kurz alle
19 Kernfarbung mit Hamalaun 30 s alle
20 Leitungswasser, flieRend 10 min alle
21 Aufsteigende Alkoholreihe alle
22 2 x Xylol je 10 min alle
23 Eindeckeln mit Eukitt alle
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4.1. Auswertung der Schnitte fur die Immunhistochemie

Um die Auswertung der immunhistochemisch angefarbté&chnitte
durchzufiihren, wurde ein Lichtmikroskop der Firmaitz GmbH (Wetzlar,
Deutschland), Modell Aristoplan mit angeschlossedamera Lumenera USB
Camera, Release 3,8 der Firma Lumenera Corporaiiomtario, Kanada)

verwendet.

5. Glykohistochemische Untersuchungen

Um die glykohistochemischen Untersuchungen am Hgeleebe des Straul3es
durchzufiihren, wurden fur jedes Lektin je 12 Sdbniterangezogen. Bei deren
Auswahl wurden alle Tiere und alle Abschnitte desodéhgewebes
miteinbezogen. Bei jeder Untersuchung wurden einesitiP- und eine

Negativkontrolle mitgefarbt (vgl. Tabelle 18).

Insgesamt wurden flr die glykohistochemischen Wuotgtungen 16 verschiedene
Lektine in unterschiedlichen Konzentrationen (vihbelle 17) verwendet. Alle
Lektine wurden von der Firma Sigma-Aldrich (SteimheDeutschland) bezogen.
Bei dieser Untersuchungsreihe wurden 13 Lektinge=atzt, die an Fluoreszein-
Isothiocyanat (FITC) gekoppelt waren. Hierbei bindias bereits mit FITC-
verbundene Lektin an die jeweilige Struktur im GbeieDesweiteren wurden drei
Lektine der Firma Vector (Burlingame, USA) verwetddie an ein Biotin
gebunden sind. Hierbei wurden die Schnitte nachubakon mit dem
biotinylierten Lektin einer Loésung mit StreptaviehtiTC-Komplexen ausgesetzt
und somit indirekt markiert. Eine Bindung der Stesfidin-FITC-Komplexe an
das Biotin an den Lektinen zeigt sich durch Flupeez der markierten Strukturen
im Gewebe. Die Protokolle der Farbungen sind in€llabl9 und Tabelle 20

veranschaulicht.

Um den Erfolg der Untersuchungen zu verifizierenurden fur die
Positivkontrollen Schnitte eines Gewebes herangazobei dem eine positive
Reaktion auf das jeweilige Lektin bekannt ist. Bi@ Positivkontrollen bei ConA,
LCA, PSA, PNA, GSL-1, WGA, WGASs, UEA-1, PHA E undHR L eignete sich
Nebenhodengewebe des Hundes, bei RCA und SBA Hedaig des Rindes,
bei MAL-1 und SNA Ovargewebe des Rindes, bei DBAaf@ewebe des
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Schweines und bei SJA die Niere vom Rind (vgl. Tlakks).

Tabelle 17:  Ubersicht tiber die verwendeten Lektine
Lektin Herkunft Zuckerspezifitat Hemmung
ConA gon::uatinneil;]/ahn Schwertbohne Man/Glc
99 Methyl-a-
Lensculinaris . Mannopyranoside, E
= Agglutinin Linse Man/Gle Y-Labs, San Mateo,
. . USA
PSA P|sum_3a_t|vum Erbse Man/Glc
Agglutinin
Ricinuscommunis -
RCA Agglutinin Rizinusstaude Gal Methyl-o-
. Galactopyranoside,
PNA | Peanut Agglutinin Erdnuss Gal Sigma Aldrich,
Griffonia oo Steinheim
S Afrikanische '
GSL-1 smpllc_|fc_)l|a Schwarzbohne GalNAc Deutschland
Agglutinin |
DBA Dolichosbiflorus Pferdebohne GalNAc N-Acetyl-D- |
Agglutinin Galaktosamin, Sigma
- Aldrich, Steinheim,
SBA | SoybeanAgglutinin | spiabohne GalNAc Deutschland
Wheatgerm . .
WGA g Weizenkeim GIlcNAc/NeuNAc .
Agglutinin Chitin-Hydrolysat,
Wheatgerm Vektor, Burlingame,
WGAs | Agglutinin Weizenkeim GlcNAc USA
succinyliert
UEA-1 | Ulexeuropaeus Stechginstersamep  Fuc o-L-Fucose
Agglutinin|
MAL-1 M aackiaamurensis | Asiatisches .
L eukoagglutinirl Gelbholz
Sophorajaponica | Chinesicher N-Acetyl-D-
SR Agglutinin Schnurbaum GalNAc Glukosamin
SNA Sambucusiigra Schwarzer Gal/GalNac
Holunder
Phaseolus vulgaris Essigsaure, Roth,
PHA E | Erythroagglutinin Gartenbohne * Karlsruhe,
Deutschland
Phaseolus vulgaris Essigsaure, Roth,
PHA L | Leukoagglutinin Gartenbohne * Karlsruhe,

Deutschland

MAL-1, SJA, SNA: biotinylierte Lektine

Man = D-Mannose, Glc = D-Glukose, Gal = D-GalaktgSalNAc = N-Acetyl-D-Galaktosamin,

GIcNAc = N-Acetyl-D-Glukosamin, NeuNAc = N-Acetyl-DNeuraminsaure, Fuc = L-Fucose

* keine Spezifitat bekannt
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Tabelle 18: Verwendete Lektine- und Hemmzuckerkorentrationen,
Positivkontrollen
Lektin- Hemmzucker-
Lektin Konzentration| Konzentration| Inkubationszeit| Positivkontrolle
in pg/ml in pg/ml
ConA 2,5 84,8 60 min Nebenhoden Hund
LCA 5 84,8 60 min Nebenhoden Hund
PSA 5 84,8 60 min Nebenhoden Hund
RCA 5 Hoden Rind
PNA 5 Nebenhoden Hund
GSL-1 5 Nebenhoden Hund
DBA 5 Ovar Schwein
SBA 5 Hoden Rind
WGA 2 1:4 30 min Nebenhoden Hund
WGAs 5 1:4 30 min Nebenhoden Hund
UEA-1 5 Nebenhoden Hund
MAL-1 10 Ovar Rind
SJA 10 Niere Rind
SNA 10 Ovar Rind
PHAE 5 24 60 min Nebenhoden Hund
PHA L 5 24 60 min Nebenhoden Hund
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Tabelle 19:  Protokoll fiir glykohistochemische Farling
mit FITC-markierten Lektinen
Schritt | Vorgehen / Reagenz Dauer
1 2 x Xylol je 30 min
2 Absteigende Alkoholreihe
3 2 x wassern in Aqua dest. je 5 min
4 3 xPBS je 5 min
Schnitte in feuchter Kammer mit je 100 pl verdiinnte
5 Lektin-L6sung benetzen (Konzentration vgl. Tabé&Bd
Negativ-Kontrolle: nur PBS ohne Lektin
6 Abgedunkelt bei RT stehen lassen 60 min
3 x PBS, abgedunkelt je 5 min
Kernfarbung mit DAPI (Vector, Burlingame, USA)
9 Eindeckeln mit handelsiblichem, durchsichtigen
Nagellack
Tabelle 20:  Protokoll fir glykohistochemische Farlbing
mit biotinylierten Lektinen
Schritt | Vorgehen / Reagenz Dauer
1 2 x Xylol je 30 min
2 Absteigende Alkoholreihe
3 2 x wassern in Aqua dest. je 5 min
4 3 xPBS je 5 min
Schnitte in feuchter Kammer mit Dako Protein Block
5 Serum Free® (Fa. Dako, Hamburg, Deutschland) 10 min
benetzen, nach Inkubation abkippen
Schnitte mit je 100 ul verdiinnter Lektin-Lésung
6 benetzen (Konzentration vgl. Tabelle 18)
Negativ-Kontrolle: nur PBS ohne Lektin
Abgedunkelt bei RT stehen lassen 60 min
3 x PBS, abgedunkelt je 5 min
10 Schnitte mit_ Streptavidin/FITC-PBS-Losung benetzen
(Konzentration 1:500)
11 Abgedunkelt bei RT stehen lassen 30 min
12 3 x PBS, abgedunkelt je 5 min
13 Kernfarbung mit DAPI (Vector, Burlingame, USA)
14 Eindeckeln mit handelsiblichem, durchsichtigen
Nagellack
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Um die Spezifitdt der Lektine bei den glykohistatligchen Untersuchungen zu
kontrollieren, wurden bei den FITC-konjugierten tiekn mit einem stark
positiven Ergebnis Tests mit den jeweilig korreghierenden Hemmzuckern (Fa.
Sigma-Aldrich, Steinheim) durchgefiihrt. Bei diesewurde der jeweilige
Hemmzucker in der passenden Mischung mit PBS-Pwu#edinnt (vgl. Tabelle
18) und mit dem Lektin vor dessen Verwendung in&chiinkubationszeiten vgl.
Tabelle 18). Hierbei wurden stets ein Schnitt m&md Hemmzucker-Lektin-
Gemisch und ein Schnitt mit dem Lektin ohne Hemrkeudetraufelt, um ein
spezifisches Ergebnis zu erhalten. Die Ubrigen iBehder Untersuchung liefen

wie in Tabelle 19 aufgelistet ab.

5.1. Auswertung der Schnitte fur die Glykohistochemie

Fur die Auswertung wurde ein Auflichtfluoreszenzroikop der Fa. Leitz GmbH
(Wetzlar, Deutschland), Modell Dialux 20 mit Prog®e Kamera der Fa.
Jenaoptik (Jena, Deutschland) verwendet.

6. Transmissionselektronenmikroskopie

6.1. Fixierung der Proben

Fur die Fixierung der Proben wurde eine gekuhltesung aus 2,5%
Paraformaldehyd und 3,0 % Glutaraldehyd verweridieekt nach der Enthnahme
der Proben aus dem Hoden wurde zu der gepufferaeafd®Pmaldehydlésung
25%iges Glutaraldehyd zugemischt und die Prapamatkese Losung gegeben.
Glutaraldehyd dringt schnell und schonend in dagébe ein und hemmt dabei
die enzymatischen Aktivitaten der Zelle in sehr imgggm Ausmald. Die
Vorfixierung erfolgte innerhalb von 24 Stunden B&C. In der darauffolgenden
Woche wurden die Proben dreimal in 0,05 M Na-Cataguffer (4°C)

gewaschen.

6.2. Vorkontrastierung der Proben

Um eine bessere Darstellung der Zellbestandteilermichen, ist es notwendig,
die Proben mit Schwermetallsalzen zu kontrastie@mfi3 1999) Um die

Probenblocke auf die erste Kontrastierung, die dotiastierung, vorzubereiten,
werden die Blécke dreimal in 0,1 M Natriumcacodylésung mit einem pH-

Wert von 7,2 gewaschen. AnschlieRend werden diddprdir 2 Stunden mit

einer Osmiumtetroxid-Kaliumferrocyanid-Losung bemtetUm die Osmierung
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abzuschliel3en ist eine erneute dreimalige Wascming,1 M Natriumcacodylat-

Losung durchzufihren. Diese Vorgange finden bei gt&i.

6.3. Einbettung der Proben
Um die Probenbldcke einzubetten, werden sie sclibratwassert und in reines
Polyembed Uberfiihrt (vgl. Tabelle 21)

Tabelle 21: Vorbereitung zur Einbettung der Proben

Schritt | Reagenz / Vorgehen Dauer Temperatur
1 Entwé§serung in aufsteigend_er Alkoholreihe,
anschlieRend 2 x Propylenoxid
2 Polyembed : Propylenoxid-Mischung (1:2) 1h RT
3 Polyembed : Propylenoxid-Mischung (1:1) Uber Ndch
4 Polyembed, rein 1lh
5 Einbetten in Silikonformen, Einbettofen 24 h 60°C
6.4. Schneiden der Gewebeproben fir die Elektronenmikrdsopie

Fiur die Untersuchung unter dem Elektronenmikroskassen die Proben in 2
Schritten geschnitten werden. Im ersten Schrittdeer Semidinnschnitte am
Ultramikrotom (Reichert, Ultracut 1, Wien, Osteigi) mithilfe eines Glas- oder
Diamantmessers angefertigt. AnschlieBend werdensedieschnitte nach
Richardson (1983) gefarbt, so dass geeignete Stélledie Ultradinnschnitte
ausgewahlt werden konnen. (Richardson et al. 1988) Ultradinnschnitte
werden am Ultramikrotom (Reichert, Ultracut Il, WjeDsterreich) mithilfe eines

Diamantmessers in einer Schnittdicke von 40-60 ngegertigt.

Die Ultradiinnschnitte werden auf Kupfernetzchenid§r 150 square mesh,
Copper 3,05 mm Durchmesser, Polysciences Europe HGnippelheim,
Deutschland) aufgefangen.

6.5. Nachkontrastierung

Fur die Darstellung der einzelnen Zellstrukturenrdea die Grids einer
Nachkontrastierung unterzogen. Hierbei wird Bleatinach Reynolds verwendet,
um Ribosomen und zytoplasmatische Grundsubstanmekontrastieren, und
Uranylacetat (Agar Scientific, Stansted, UK), umranen und Kernchromatin
deutlich sichtbar zu machen. (Reynolds 1963) In fdégenden Tabelle (vgl.

Tabelle 22) ist die Nachkontrastierung in den dimeze Schritten aufgefuhrt:
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Tabelle 22:  Nachkontrastierung der Proben

Schritt | Reagenz / Vorgehen Dauer
1 Uranylacetat auf jeden Grid pipettieren (je 80-100Q
inkubieren mind. 20 min
2 3 x Agqua dest., anschlieRend kurz trocknen
3 Bleicitrat auf jeden Grid pipettieren (je 80-100,ul
inkubieren max. 3-5 min
4 3 x Agqua dest., anschlief3end trocknen
6.6. Auswertung der Schnitte am Transelektronenmikroskop

Die Betrachtung der Schnitte fur die elektronenwskopische Auswertung

wurde am Elektronenmikroskop EM 902 der Firma Czgiss (Oberkochen,

Deutschland) durchgefthrt.
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V. ERGEBNISSE

1. Makroskopische Untersuchungen am Hoden des Straul3es

Nach Eroffnen der Leibeshohle der StrauBe und Entfg der meisten
abdominalen Organe befinden sich die beiden Hodehts und links der Aorta
descendens zwischen Lunge und Niere. Bei der Emt@amuss ein kurzes
Gekrose, welches an der Dorsalwand der Leibeshddienkert ist, durchtrennt
werden. Die Form zeigt sich bei den untersuchteerefi bohnen- bzw.

strangférmig (vgl. Tabelle 23)

Tabelle 23: Form der Hoden

Tier rechter Hoden linker Hoden

1 bohnenférmig bohnenférmig
2 bohnenférmig bohnenférmig
3 bohnenférmig bohnenférmig
4 bohnenférmig bohnenférmig
5 bohnenférmig bohnenférmig
6 bohnenférmig bohnenférmig
7 bohnenférmig bohnenférmig
8 bohnenférmig bohnenférmig
9 strangférmig strangférmig

10 strangférmig strangférmig

Bei den untersuchten Hoden war meist der linketdareind langer als der rechte:
Die Lange des rechtes Hodens betrug im Mittel m6(£ 2,2), wohingegen die
Lange des linken Hodens mit 8,8 cm (x 2,0) gemesaede. Die Breite mal} bei
den rechten Hoden durchschnittlich 2,6 cm (= 1p@),den linken Hoden 3,0 cm

(= 1,1). Die detaillierten Messungen sind in Tab&4 aufgefihrt.
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Tabelle 24: Lange und Breite der Hoden

rechter Hoden linker Hoden
Tier Lange incm Breite in cm Lange incm Breite in cm

1 12,0 4,0 12,0 3,5

2 8,0 3,0 10,0 4,0

3 6,5 2,0 9,0 3,5

4 9,5 4,0 10,0 3,5

5 8,5 25 10,5 3,5

6 8,5 2,5 9,0 3,5

7 55 2,5 6,5 2,5

8 7,0 3,0 8,5 3,5

9 55 1,0 6,5 1,0

10 50 1,0 6,0 1,0
Mittelwert 7,6 2,6 8,8 3,0
Standardabweichung 2,2 1,0 2,0 11

Die Farbe der verwendeten Hoden zeigte sich eiidieigelblich-weil3 ohne

Pigmentierung.
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2. Lichtmikroskopische Untersuchungen am Hoden des
Straul3es
Das Hodengewebe des Straul3es ist umgeben vonkKapeel aus Bindegewebe,

die feine bindegewebige Strange ins Innere des mmatenchyms zwischen die

Tubuli seminiferi contorti entlasst. (vgl. Abbildg®)

Abbildung 6:  Hoden Straul3, Kapsel und angrenzendeHodenparenchym.

Masson-Goldner-Farbung
SB = 200um
Die bindegewebige Kapsel (K) entlasst feine Bindegfesstrange (BG) zwischen die Tubuli

seminiferi contorti (TUB) im Hodenparenchym.

Das Hodenstroma besteht zum gréf3ten Anteil ausTdenli seminiferi contorti,
die dicht aneinander liegen, aber durch die feingimdegewebsstrange

voneinander getrennt werden. (vgl. Abbildung 7)
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Abbildung 7:  Hoden Straul3, Hodenparenchym.

HE-Farbung

SB =100 pm

Das Hodenparenchym besteht aus den dicht aneindiedemnden Tubuli seminiferi contorti
(TUB) und den schmalen bindegewebigen Zwischenraue).

In diesen Bindegewebestréangen findet man die Le¥diten, die einzeln oder in

kleinen Gruppen angeordnet liegen. (vgl. Abbild@dHaufig findet man sie in

der Nahe der Gefalie (vgl. Abbildung 9). Im untelnseic Gewebe zeigen sie sich
als langliche bis polygonale Zellen mit eosinophil&ytoplasma und einem

mittig liegenden, runden bis ovalen Zellkern mi Nukleoli.
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Abbildung 8:  Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

HE-Farbung
SB = 50um
Im intertubuldaren Gewebe (IG) liegen die Leydigigel(LZ) einzeln oder gruppiert. Durch ihr

acidophiles Zytoplasma und 1-4 Nukleoli sind sieutieh von den ubrigen Strukturen
abzugrenzen.

Abbildung 9: Hoden Straul3, intertubuléres Gewebe.

HE-Farbung
SB =50 pum
Leydig-Zellen (LZ) im intertubuldaren Gewebe (IG) direkter Nahe zu einer Vene (V), in deren

Inneren sich Erythrozyten (ERY) befinden. Charaktesch ist das acidophile Zytoplasma und 1-4
Nukleoli in den Kernen der Leydig-Zellen (LZ).
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Abbildung 10: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Masson-Goldner-Farbung
SB = 50um
Im Gewebe (IG) zwischen den Tubuli seminiferi cotit6TUB) findet man die Leydig-Zellen

(LZ). In ihren Zellkernen erkennt man deutlich ether mehrere Nukleoli.
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Abbildung 11: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Resorcinfuchsin-Farbung nach van Gieson

SB =50 pm

Die im intertubuldren Gewebe (IG) eingebettetendigyellen (LZ) liegen haufig in der Nahe
groRerer GefalRe (GF).
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Die Tubuli seminiferi contorti werden zum Bindegdgehin begrenzt durch eine
Basalmembran. Auf eine zarte basophile Basallan(wgh Abbildung 12 und
Abbildung 13) folgen die kontraktilen peritubular&ellen (vgl. Abbildung 14)
und Fasern.

Abbildung 12: Hoden Straul3, peritubulares Gewebe mhBasalmembran.

HE-Farbung
SB = 25um
Die Abgrenzung der Tubuli seminiferi contorti (TUB)m intertubularen Gewebe (IG) wird durch

die Basalmembran (BM) hergestellt. Einen Teil das@membran stellt die Basallamina (BL) in
Form einer diinnen basophilen Schicht dar.
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Abbildung 13: Hoden Straul3, Tubulus seminiferus cotortus und
peritubulares Gewebe.

Masson-Goldner-Farbung

SB =50 pm

Die Begrenzung des Tubulus seminiferus contortd$B(Tist anhand der basophilen Basallamina

(BL) deutlich zu lokalisieren.

Abbildung 14: Hoden Straul3, peritubulares Gewebe.

HE-Farbung
SB = 20um
Der Basallamina (BL) liegen peritubulare Zellen YPanh, die eine Kontraktion der Tubuli

seminiferi contorti (TUB) bewirken kénnen und solmét der Spermation eine Rolle spielen.



IV. Ergebnisse 47

Lumenwarts schlie3t sich an die Basalmembran dasdfethel an. In diesem
findet man die Sertoli-Zellen. Diese sitzen derd@aembran breitflachig auf und
verdinnen sich lumenwarts. Sie besitzen ein acitBpZytoplasma in dessen
basalen bis mittleren Drittel der ovale bis polyglenZellkern liegt. In diesem
zeigt sich ein deutlicher Nukleolus.

Abbildung 15: Hoden Straul3, Keimepithel.

HE-Farbung

SB = 50um

Das acidophile Zytoplasma der Sertoli-Zellen (SZ¥treckt sich Uber alle Schichten des
Keimepithels. Sie beherbergen in ihrem basalemiiteren Drittel einen ovalen bis polygonalen
Zellkern mit einem deutlichen Nukleolus.

TUB = Tubulus seminiferus contortus
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Abbildung 16: Hoden Straul3, Keimepithel.

HE-Farbung

SB = 25um

Die Sertoli-Zellen (SZ) liegen mit einer breitendBader Basallamina (BL) auf und erstrecken
sich Uber die gesamte Hohe des Keimepithels (KH)iHvem acidophilen Zytoplasma liegen sie

deutlich sichtbar zwischen den Keimzellen.

Ebenfalls der Basalmembran anliegend findet manSgiermatogonien. Diese
sind runde bis querovale Zellen mit einem grol3emem,trisch liegenden runden
Zellkern. In diesem befindet sich viel Euchromatind es sind 1-2 Nukleoli
sichtbar. Wahrend die A-Spermatogonien nach ihreitstehung an der
Basalmembran zurlckbleiben, wandern die B-Spermaieg etwas weiter
Richtung Tubuluslumen. Diese sind etwas kleinerdedsA-Spermatogonien. lhr
Zellkern ist ebenfalls rund, er liegt aber im Geggm zum Zellkern der A-
Spermatogonien mittig. (vgl. Abbildung 17, Abbilduh8 und Abbildung 19)
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Abbildung 17: Hoden Straul3, Keimepithel.

HE-Farbung

SB = 50um

An der Basallamina (BL) anliegend findet man dieSpermatogonien (SGA) mit ihrem runden,
exzentrisch liegenden Zellkern. Im Gegensatz dégeh die B-Spermatogonien (SGB) etwas

weiter lumenwarts. Diese beherbergen einen ebsnfatiden Zellkern, der sich im Zentrum der
Zelle befindet.

Abbildung 18: Hoden Straul3, Keimepithel.

HE-Farbung
SB = 50um
Die A-Spermatogonien (SGA) liegen mit ihrem rundesilkern direkt an der Basallamina (BL).

Die B-Spermatogonien (SGB) mit einem ebenfalls amdellkern sieht man etwas weiter
lumenwarts.
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Abbildung 19: Hoden Straul3, Keimepithel.

HE-Farbung

SB = 25um

Die A-Spermatogonien (SGA) liegen der Basallaminauad haben einen groReren Zellkern als
die B-Spermatogonien (SGB), die etwas weiter imnkapithel (KE) zu sehen sind. In zwei

Zellkernen ist die Metaphase (MP) und in einem k&t die Anaphase (AP) der Mitose zu

beobachten.

Weiter lumenwarts trifft man auf die priméren Spatozyten, die durch
mitotische Teilung aus den Spermatogonien hervemggen sind. Diese wachsen
rasch und werden zu den grof3ten aller KeimzellestadSie tragen in ihrem
eosinophilen Zytoplasma eingebettet einen Zellkerit lockerem Chromatin. In
einigen Schnitten sind die Stadien der 1. meio&acReifeteilung sichtbar (vgl.
Abbildung 22). Aus ihr hervor gehen die deutlicheikeren sekundaren
Spermatozyten mit ihren kleinen runden Kernen, @mdman haufig mehrere

Chromatin-Blundelungen sieht.
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Abbildung 20: Hoden Straul3, Keimepithel.

HE-Farbung

SB = 50um

Die priméren Spermatozyten (PSP) sind die grofitermEellen. lhr eosinophiles Zytoplasma
beherbergt einen gro3en Zellkern, der sich in Veesienen Stadien der Meiose | befindet. Im

Gegensatz dazu sind die sekundaren Spermatozy®®) (Bel kleiner, ihr Zellkern ist ebenfalls
kleiner.

Abbildung 21: Hoden Strauf3, Tubulus seminiferus cotortus.

HE-Farbung

SB = 50um

Die primaren Spermatozyten (PSP) sind deutlich giréis alle anderen Keimzellpopulationen im
Tubulus seminiferus contortus (TUB).
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Abbildung 22: Hoden Straul3, Keimepithel.

PAS-Farbung nach McManus

SB = 50um

Die primaren Spermatozyten (PSP) weisen verschee@adien der 1. meiotischen Reifeteilung
(Prophase, Metaphase) auf.

Die nachste Differenzierungsstufe der Keimzellemdsidie rundkernigen
Spermatiden. Sie befinden sich im luminalen Drittdr Tubuli seminiferi

contorti. Sie sind kleine Zellen mit eosinophilemgtaplasma und einem mittig
gelegenen Zellkern, der ein zartes Chromatingdrébkerbergt. (vgl. Abbildung
23, Abbildung 24 und Abbildung 25) In einigen Tullumina erkennt man die
Entwicklung der Spermatiden zu den fertigen Spemnndé mit ihrem basophilen
Kopf und Schwanz in das Tubuluslumen entlassen everdiobei der Schwanz
lumenwarts zeigt. (vgl. Abbildung 26)



IV. Ergebnisse 53

Abbildung 23: Hoden Straul3, Keimepithel.

HE-Farbung

SB = 50um

Die Spermatiden (SPT) sind im luminalen Drittel #e&smepithels (KE) anzutreffen.
TUB = Tubulus seminiferus contortus

Abbildung 24: Hoden Straul3, Keimepithel.
HE-Farbung

SB = 25um
Die kleinen Zellkerne der Spermatiden sind in emghiles Zytoplasma eingebettet. Diese

Zellkerne sind anfangs rund (R), elongieren (El siber im Laufe der weiteren Entwicklung.
KE = Keimepithel
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Abbildung 25: Hoden Straul3, Keimepithel.

Resorcinfuchsin-Farbung nach van Gieson

SB = 50um

Im luminalen Drittel des Keimepithels (KE) sind ha&iche rundkernige Spermatiden (SPT)
anzutreffen.

Abbildung 26: Hoden Straul3, Keimepithel.

Masson-Goldner-Farbung
SB = 50um
Die anfangs runden (R) Kerne der Spermatiden edsagi (E) sich und somit reifen die

Spermatiden anschlieBend zu den Spermien (SP)hevéits Lumen des Tubulus seminiferus
contortus (TUB) freigesetzt werden.
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Abbildung 27: Hoden Straul3, Keimepithel.

HE-Farbung
SB = 50um
Die elongierten Spermatiden (E) entwickeln sichtarezu den Spermien (SP).

R = rundkernige Spermatiden

3. Immunhistochemische Untersuchungen am Hoden des
Straul3es

3.1. Immunhistochemischer Nachweis von g-smooth muscle actin“ @-
SMA)

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der egeinden Hodenschnitte
zeigt sich eine positive Reaktion auSMA in den glatten Muskelzellen und den
Myofibroblasten. Die letzteren sind peritubular ®iner dinnen Schicht
angeordnet. Im intertubularen Gewebe findet mamfalie Zellen mit starker
Anfarbung. Dort zeigen sich auch Gefal3e mit einemtlcch positiven Tunica
media. Die Kapsel weist ebenfalls zwischen dendzyten eingebettete stark
positive Zellen auf. Die restlichen Strukturen #exiengewebes farben sich nicht

an.
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Abbildung 28: Hoden Straul3, peritubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis veitSMA

SB = 100um

In den peritubularen Myofibroblasten ist eine staésitive Immunreaktion aufi-SMA zu
beobachten (Pfeil).

TUB = Tubulus seminiferus contortus

Abbildung 29: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis vaiSMA

SB = 50um

In der Tunica media (TM) der Arterien reagieren gligiten Muskelzellen mit einer mittelstarken
Anfarbung mit a-SMA-Antikdrpern. Ebenso zu sehen sind im intertében Gewebe (IG)
Fibrozyten mit starker Anfarbung.

TUB = Tubulus seminiferus contortus
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Abbildung 30: Hoden Straul3, Hodenkapsel.

Immunhistochemischer Nachweis vatsMA
SB = 100um
In der Hodenkapsel (K) reagieren Zellen stark raind-SMA-Antikdrper.

TUB = Tubulus seminiferus contortus, AF = Artefakt

3.2. Immunhistochemischer Nachweis von Desmin
Desmin ist immunhistochemisch im untersuchten Hgderebe ausschlief3lich in
glatten Muskelzellen der Tunica media der Gefal3detaktieren. Diese Reaktion

fallt intensiv aus. Die tbrigen Strukturen weis@mlerlei positive Reaktion auf.
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Abbildung 31: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Desmin

SB = 100um

Desmin kann in der Tunica media (TM) der Arterieacimgewiesen werden. Die Ubrigen
Strukturen bleiben negativ.

TUB = Tubulus seminiferus contortus, I1G = intertl#vas Gewebe

Abbildung 32: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Desmin

SB = 50um

Beim immunhistochemischen Nachweis von Desmin wirden glatten Muskelzellen der Tunica
media (TM) der Arterien eine starke immunhistoctemhe Reaktion sichtbar.

TUB = Tubulus seminiferus contortus, IG = intertliivas Gewebe
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3.3. Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

Der Nachweis von Vimentin ist in vielen Strukturdes Hodens positiv. In der
Kapsel reagieren die Fibrozyten mittelstark. Inertibuléaren Gewebe sieht man
ebenfalls eine mittelstarke Reaktion der Fibrozytewmischen denen die stark
angefarbten Leydig-Zellen eingebettet liegen. DefdBe weisen eine deutliche
Anfarbung der Endothelzellen auf. In den Hodentubidllt sich das Zytoplasma
der Sertoli-Zellen ebenfalls mit einer starken Inmmaaktion dar. Die restlichen
Strukturen des Hodengewebes reagieren negativ.
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Abbildung 33: Hoden Straul3, Kapsel.

Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin
SB = 50um

Die Fibrozyten (Pfeile) in der Hodenkapsel (K) zigine mittelstarke Anfarbung.
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Abbildung 34: Hoden Straul3, intertubularen Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

SB = 50um

Vimentin kann in den Fibrozyten des intertubula®ewebes (IG) beobachtet werden. Die
Endothelzellen in der Tunica intima (TI) der Gef&figsen eine starke Reaktion auf.

A = Arterie, V = Vene, TUB = Tubulus seminiferusntortus

Abbildung 35: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

SB = 100um

Vimentin kann in den Endothelzellen der Tunicam&i(TI) der Venen (V) deutlich nachgewiesen
werden.

TUB = Tubulus seminiferus contortus
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Abbildung 36: Hoden Straul3, Keimepithel und interubuléres Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

SB = 50um

Die Fibrozyten (F) des intertubuldaren Gewebes we&ae Anfarbung mit Vimentin-Antikdrpern
auf. Dazwischen eingebettete Leydig-Zellen (LZ)geai eine starke Reaktion. Desweiteren farbt

sich das Zytoplasma der Sertoli-Zellen (SZ) im Tlubwseminiferus contortus (TUB) stark an.
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Abbildung 37: Hoden Straul3, Tubuli seminiferi conobrti.

Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

SB = 100um

In der Ubersicht des Hodenparenchyms kann einerBaifig der folgenden Strukturen beobachtet
werden: Fibrozyten (F), Tunica intima (TI), Leydigllen (LZ), Sertoli-Zellen (SZ).

TUB = Tubulus seminiferus contortus
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3.4. Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratinen

Zytokeratine lassen sich in manchen Schnitten irtertmbularen Gewebe
nachweisen. Hierbei farben sich einige Zellen rhithes sehr stark an. In den
Leydig-Zellen féllt die Reaktion sehr unterschietdliaus: in manchen Schnitten
farbt sich das Zytoplasma vieler Leydig-Zellen, nranchen Schnitten kdnnen
Zytokeratine nur in vereinzelten Leydig-Zellen deitert werden. In jeder der
positiven Leydig-Zellen ist eine deutliche Anféarigunsichtbar. In den

GefaRwanden werden Zytokeratine in allen Schichtemmogen schwach

exprimiert. Zusatzlich sind einige mafiig bis starigefarbte Zellen in der Tunica

externa auffindbar.
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Abbildung 38: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratinen

SB = 50um

Zytokeratine lassen sich in einigen Zellen im ittbuldren Gewebe (IG) beobachten. Die Zellen
sind mittel- bis sehr stark angefarbt. Von den ligykllen (LZ) zeigen sich vereinzelte Zellen
stark angefarbt, andere wiederum zeigen keineff@ifét zum verwendeten Antikorper.

TUB = Tubulus seminiferus contortus
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Abbildung 39: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratinen
SB = 50um
In einigen Schnitten verbleibt das intertubuldren@lge (IG) ohne positive Reaktion, nur in

einigen Leydig-Zellen (LZ) kann man hier Panzytaiar nachweisen.

TUB = Tubulus seminiferus contortus, V = Vene

3.5. Immunhistochemischer Nachweis von Myosin

In den Hodengewebeschnitten ist eine positive Raakh den Zellen glatter
Muskulatur und in Myofibroblasten zu beobachten. HEarben sich
dementsprechend die Tunica media der Gefal3e leaditiv, in den peritubuléren
Zellen ist eine starke Reaktion zu beobachten. @én Kapsel und in den
intertubularen Raumen liegen deutlich positiv reegnde Fibrozyten. Zusatzlich
kann man in vereinzelten Tubuli seminiferi cont@itie Expression von Myosin
im Zytoplasma von Sertoli-Zellen und den rundkeenmigspermatiden feststellen.

In den Ubrigen Strukturen ist keine positive Reaktachvollziehbar.
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Abbildung 40: Hoden Straul3, Keimepithel und interubuléres Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Myosin

SB = 50um

Eine starke Anfarbung mit Myosin-Antikdrpern kamnmden peritubularen Zellen (PZ) beobachtet
werden. Im intertubularen Gewebe (IG) sind ebesfadleutlich reagierende Fibrozyten
nachweisbar. Eine schwache Reaktion erfolgt im @gema der rundkernigen Spermatiden
(SPT).

TUB = Tubulus seminiferus contortus

Abbildung 41: Hoden Straul3, Hodenkapsel.

Immunhistochemischer Nachweis von Myosin
SB = 50um
In der Hodenkapsel (K) sind deutlich positiv reagiele Fibrozyten (Pfeile) zu finden.
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3.6. Immunhistochemischer Nachweis von Tubulin

In den untersuchten Proben wird Tubulin mithilfe temunhistochemie in den
Sertoli-Zellen identifiziert, ihr Zytoplasma farlsich stark immunopositiv.
Desweiteren kann man eine mittelstarke ReaktiorSohwanzteil der Spermien
feststellen. An den Gefél3en zeigt sich eine eblenfaittelstarke Immunreaktion
in den Endothelzellen. Neben den beschriebenereizdileiben alle anderen
Strukturen negativ.

Abbildung 42: Hoden Straul3, Keimepithel.

Immunhistochemischer Nachweis von Tubulin

SB = 50um

Tubulin ist in den Sertoli-Zellen (SZ) nachweisbdie sich stark positiv anfarben. Ebenso ist eine
deutliche Reaktion in den Schwénzen der SpermiBij ¢Bhtbar.
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Abbildung 43: Hoden Straul3, Tubuli seminiferi conorti.

Immunhistochemischer Nachweis von Tubulin

SB = 100um

Im Zytoplasma der Sertoli-Zellen (SZ) und in dem®anzen der Spermien (SP) ist eine deutliche
Immunfarbung sichtbar.

Abbildung 44: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Tubulin
SB = 50um
Die Endothelzellen in der Tunica interna (TI) detekie reagieren mittelstark auf eine Anfarbung

mit Tubulin-Antikdrpern. Zu sehen ist auch eine ttlelle Anfarbung im Zytoplasma der Sertoli-
Zellen (S2).

IG = intertubulares Gewebe
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3.7. Immunhistochemischer Nachweis von Connexin 43

Connexin 43 wird in den untersuchten Gewebescimitteden Leydig-Zellen
stark exprimiert. In vereinzelten Sertoli-Zellen nka nur eine schwache
Immunreaktion im mittleren Drittel nachgewiesen aar. In den Gefal3en zeigt
sich eine mittelstarke Anfarbung des Endothelse Alhderen Strukturen bleiben

reaktionslos.

Abbildung 45: Hoden Straul3, Keimepithel und interubuléres Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Connexin 43
SB = 50um
Im Zytoplasma der Leydig-Zellen (LZ) ist eine starkxpression von Connexin 43 zu beobachten.

In vereinzelten Sertoli-Zellen (SZ) zeigt sich eleehte Immunreaktion.
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Abbildung 46: Hoden Straul3, Keimepithel und interubuléres Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Connexin 43

SB = 50um

In den Leydig-Zellen (LZ) ist eine starke Anfarbungbeobachten. Eine schwache Reaktion zeigt
sich im Zytoplasma einzelner Sertoli-Zellen (SZ).

TUB = Tubulus seminiferus contortus

Abbildung 47: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Connexin 43

SB = 100um

In den Endothelzellen der Tunica interna (T1) detefie (A) ist eine mittelstarke Immunreaktion
festzustellen.

IG = intertubulares Gewebe



IV. Ergebnisse 69

3.8. Immunhistochemischer Nachweis von Cyclooxygenasen

3.8.1. Cox-1

Der immunhistochemische Nachweis von Cyclooxygefiasegelingt

ausschlief3lich in Zellen des Keimepithels. Hielfagben sich das Zytoplasma der
Spermatiden deutlich an. Die ubrigen Strukturengeri keinerlei positive
Reaktion.

Abbildung 48: Hoden Straul3, Keimepithel.

Immunhistochemischer Nachweis von Cox-1

SB = 50um

In den Gewebeschnitten ist innerhalb des Keimelsith®E) eine starke Anfarbung der
Spermatiden (SPT) zu sehen.

IG = intertubulares Gewebe
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Abbildung 49: Hoden Strauf3, Tubuli seminiferi conobrti.

Immunhistochemischer Nachweis von Cox-1

SB = 100um

In der Ubersicht des Hodenparenchyms sieht manlelitich positive Reaktion der Spermatiden
(SPT) mit den Cox-1-Antikdrpern.

3.8.2. Cox-2

Die Expression von Cyclooxygenase-2 kann mithilée thmunhistochemie im
Zytoplasma der Sertoli-Zellen in einer mittlereneimsitat nachgewiesen werden.
Das Zytoplasma der Leydig-Zellen zeigt eine starksifive Reaktion.
Desweiteren lasst sich eine zarte Anfarbung deticBumedia und eine deutliche
positive Immunreaktion der Tunica intima der Gefé@sstellen. Alle weiteren
Strukturen bleiben reaktionslos.
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Abbildung 50: Hoden Straul3, Tubuli seminiferi conbrti und intertubulares
Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Cox-2

SB = 100um

Im Zytoplasma der Sertoli-Zellen (SZ) ist Cox-2nmittlerer Auspragung nachweisbar. Dagegen
farbt sich das Zytoplasma der Leydig-Zellen (LZrktan.

TUB = Tubuli seminiferi contorti

Abbildung 51: Hoden Straul3, intertubuléres Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Cox-2

SB = 50um

Cox-2 lasst sich in den Leydig-Zellen (LZ) in starkdntensitat nachweisen. Die Sertoli-Zellen
(S2) zeigen eine mittelstarke Reaktion.

IG = intertubuléres Gewebe
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Abbildung 52: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Cox-2

SB = 50um

Das Endothel der GefalBe (TI) weist eine stark pasiReaktion auf, wohingegen die Tunica
media (TM) sich nur schwach anfarbt. In den Leydalen (LZ) fallt die Reaktion sehr stark aus.

In den Tubuli seminiferi contorti (TUB) zeigen sidie Sertoli-Zellen (SZ) mit einer mittelstarken
Reaktion ihres Zytoplasmas.

3.9. Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogen-Rezepsu (ERa)
Eine positive immunhistochemische Reaktion von Kirppern gegen Edrlasst
sich ausschlieB3lich in vereinzelten Leydig-Zelleobachten. Bei allen restlichen
Strukturen bleibt eine Anfarbung aus.
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Abbildung 53: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von&ER

SB = 50um

Eine Expression von ERI&sst sich nur in vereinzelten Leydig-Zellen (LZ3chweisen. Andere
hingegen zeigen sich vollkommen negativ.

IG = intertubuléres Gewebe

Abbildung 54: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von&ER

SB = 50um

Leydig-Zellen (LZ): positiv reagierende Zellen nat#ellen ohne Immunreaktion.
IG = intertubuléres Gewebe, TUB = Tubulus seminiéecontortus
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3.10. Immunhistochemischer Nachweis des Androgenrezeptors

Innerhalb der untersuchten Gewebeschnitte gelirggt ichmunhistochemische
Nachweis von Androgenrezeptoren als schwache pedReaktion in den Zellen
der Tunica interna und media der Gefal3e festzasteDer Rest des Gewebes
verbleibt ohne Anfarbung.
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Abbildung 55: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Immunhistochemischer Nachweis von Androgenrezeptore

SB = 50um

In den GefaRRen zeigt sich eine leicht positive Imreaktion in der Interna (T1) und der Tunica
media (TM).

IG = intertubulares Gewebe, TUB = Tubulus seminifectontortus
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Tabelle 25:  Ubersicht tiber die Ergebnisse der immmhistochemischen
Untersuchungen
Gewebestruktur
GF

Antikorper SZ | SG| PSP | SSP | SPT SP Pz IG LZ = - —= K
a-SMA - - - - - - +++ +++ - - +++ - +++
Desmin - - - - - - - - - - +++ - -
Vimentin +++ - - - - - - ++ +++ +++ - - ++
A T I N I N N el ol B B 4
Myosin -[+ - -/+ - - - +++ +++ - - + - +++
Tubulin +++ - - - - ++ - - - ++ - - -
Connexin -1+ - - - - - - - +++ ++ - - -
COX-1 - - - - ++t - - - - - - - -
COX-2 ++ - - - - - - - +++ +++ + - -
ERo - - - - - - - - -[++ - - - -
AR - - - - - - - - - + + - -

SZ = Sertoli-Zellen, SG = Spermatogonien, PSP mme Spermatozyten, SSP = sekundéare Spermato&fh,=

Spermatiden, SP = Spermien, PZ = peritubulare Zeli@ = intertubuléres Gewebe, LZ = Leydig-Zell&F, = Gefalle, Tl

= Tunica interna, TM = Tunica media, TE = Tunicéeena, K = Kapsel

- = keine Anfarbung, + = schwache Anfarbung, ++&3ng bis mittelstarke Anfarbung, +++ = starke Abférg
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4. Glykohistochemische Untersuchungen am Hoden des
Straul3es
4.1. Bindungsstellen fiir Concanavalin Agglutinin (ConA)

Bindungsstellen fiir ConA finden sich im Zytoplasdex Sertoli-Zellen. Hier ist
eine starke Anfarbung festzustellen. Ebenfallgiise Anfarbung mit ConA-FITC
im Zytoplasma aller Keimzellstadien (Spermatogoniepermatozyten,
Spermatiden) zu beobachten, wobei diese Reaktiormi@Rig stark ausfallt. Im
Zytoplasma vereinzelter Leydig-Zellen ist ebenfadise Reaktion mit ConA-

FITC nachweisbar.

Abbildung 56: Hoden Strauf3, Tubulus seminiferus cotortus.
Bindung von ConA-FITC

SB = 50um

Eine starke Anfarbung mit ConA-FITC ist im Zytoptas der Sertoli-Zellen (SZ) zu beobachten.
Im Zytoplasma aller Keimzell-Stadien (Spermatogaonie&Spermatozyten, Spermatiden) des
Keimepithels (KE) zeigt sich dagegen nur eine ngiligaktion.

TUB = Tubulus seminiferus contortus
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Abbildung 57: Hoden Straul3, Keimepithel.
Bindung von ConA-FITC

SB = 50um
Im Keimepithel ist eine Anfarbung aller Keimzelldian festzustellen (Spermatogonien,
Spermatozyten, Spermatiden). Die Sertoli-Zellen)(&4gen eine deutlich positive Reaktion.

TUB = Tubulus seminiferus contortus

4.2. Bindungsstellen fiirLens culinaris Agglutinin (LCA)

Bindungsstellen fir LCA-FITC finden sich im untechten Gewebe im
intertubularen Gewebe in schwacher Auspragung. peeitubularen Zellen
hingegen weisen eine schwache bis méaRige Anfarauhd@ie Zellen der Tunica
externa der Arterien reagieren stark positiv. In dbrigen Strukturen ist keinerlei

positive Reaktion zu beobachten.
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Abbildung 58: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Bindung von LCA-FITC

SB = 50um

Im intertubularen Gewebe (IG) ist eine schwachefszenz nachweisbar. Peritubular (PZ) zeigt
sich das Gewebe mit einer etwas deutlicheren Anfigb

TUB = Tubulus seminiferus contortus

Abbildung 59: Hoden Straul, Arterie im intertubularen Gewebe.

Bindung von LCA-FITC
SB = 50um
Die Tunica externa (TE) der Arterie (A) weist etheutliche Reaktion auf, die Tunica media (TM)

und Tunica intima (TI) hingegen zeigen keinerlaidfeszenz.
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4.3. Bindungsstellen fur Pisum sativum Agglutinin (PSA)

Bindungsstellen fur PSA-FITC sind im Zytoplasma d8ertoli-Zellen in
schwacher Auspragung zu finden. Eine positive Reakist ebenfalls in im
Zytoplasma der Keimzellen (Spermatogonien, Spermyédo, Spermatiden) zu
beobachten, hier erfolgt eine starke Anfarbung Stmkturen in Zellkernndhe. Im

intertubularen Gewebe ist eine schwache homogerddzenz sichtbar.

Abbildung 60: Hoden Straul3, Keimepithel und interubuléares Gewebe.

Bindung von PSA-FITC

SB = 50um

Im Keimepithel (KE) ist eine starke Anfarbung voerktnahen Bereichen in den Spermatogonien
und priméren Spermatozyten zu sehen. Das intedb@ewebe (IG) und die Sertoli-Zellen (Sz)
besitzen nur wenige Bindungsstellen fur PSA-FITC.

TUB = Tubulus seminiferus contortus

4.4, Bindungsstellen furRicinus communis Agglutinin (RCA)

Eine positive Reaktion mit RCA-FITC kann ausscHl@fiim Kapselgewebe und
in der Tunica externa der Arterien detektiert warde beiden Geweben ist nur
eine schwache Anfarbung feststellbar. Alle ande&rukturen zeigen sich

reaktionslos.
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4.5. Bindungsstellen fur Arachis hypogaea Agglutinin (PNA)

Bei der Anfarbung der Schnitte mit PNA-FITC ist eischwache Fluoreszenz
ausschlie8lich in den Spermatogonien und priméarguerBatozyten zu

beobachten. Hierbei erkennt man eine positive Raakvon Strukturen im

Zytoplasma. Alle restlichen Strukturen verbleiberyefarbt.

4.6. Bindungsstellen furDolichos biflorus Agglutinin (DBA)
Die glykohistochemische Untersuchung konnte keimeliahng von DBA-FITC im

Hodengewebe nachweisen.

4.7. Bindungsstellen fur Griffonia ssimplicifonia | Agglutinin (GSL-1)
Im untersuchten Gewebe konnte keine Bindung von-GEITC nachgewiesen

werden.

4.8. Bindungsstellen fur Glycine max Agglutinin (SBA)
Bei der glykohistochemischen Untersuchung des Hgeleabes kdnnen keine
Bindungsstellen fir SBA-FITC detektiert werden.

4.9. Bindungsstellen fur Saphora japonica Agglutinin (SJA)
Bei der Untersuchung des Hodengewebes mit SJA-KEI® keine Anfarbung
beobachtet werden.

4.10. Bindungsstellen fur Sambucus nigra Agglutinin (SNA)

Im untersuchten Hodengewebe ist eine schwache Burigr mit SNA-FITC in
vereinzelten Zellen im intertubularen Gewebe und wereinzelten
Spermatogonien zu beobachten. Das Endothel defR3&ekigt sich ebenfalls mit

einer leicht positiven Reaktion.
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Abbildung 61: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Bindung von SNA-FITC

SB = 50um

In vereinzelten Zellen (Pfeile) im intertubulérerev@be (IG) ist eine schwache Bindung von
SNA-FITC nachweisbar. Die Endothelzellen der Gef§#) zeigen ebenfalls eine zarte
Fluoreszenz.

TUB = Tubulus seminiferus contortus

4.11. Bindungsstellen fur Triticum vulgare Agglutinin (WGA)

Bindungsstellen fur WGA finden sich in den Spermgatien, den
Spermatozyten, den Spermatiden und den Leydig+Zelldierbei kann an
zahlreichen Zellen eine Anfarbung in Zellkernndheoliachtet werden. Das
intertubulare Gewebe beherbergt eine schwachemitislstarke Anfarbung mit
WGA-FITC. Die im intertubularen Gewebe eingebetieteefal3e weisen eine

stark positive Reaktion in ihrer Tunica intima auf.
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Abbildung 62: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Bindung von WGA-FITC

SB = 50um

Eine Fluoreszenz ist in den Leydig-Zellen (LZ) uimherhalb des Keimepithels (KE) in den

Spermatogonien, den Spermatozyten und den Spesnatidhtbar. Hierbei kdnnen Anfarbungen
in Zellkernndhe beobachtet werden. Das intertubul@ewebe (IG) weist eine schwache bis
mafige Reaktion mit WGA-FITC auf.

TUB = Tubulus seminiferus contortus

Abbildung 63: Hoden Straul3, intertubulares GewebekKeimepithel.

Bindung von WGA-FITC

SB = 50um

Innerhalb des Keimepithels (KE) sind in den Speogahien, den Spermatozyten und den
Spermatiden fluoreszierende Strukturen in Zellkéhenzu sehen. Das intertubulare Gewebe (IG)
ist schwach bis mafig positiv, in ihm eingebeitidn die deutlich positiven Leydig-Zellen (LZ).
Ebenfalls deutlich positiv reagiert die Tunicamné (T1) der Gefalie.

TUB = Tubulus seminiferus contortus
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Abbildung 64: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Bindung von WGA-FITC

SB = 50um

Die fluoreszierenden Areale in den Leydig-ZellenZLund den Spermatogonien, den
Spematozyten und des Spermatiden innerhalb desdgitimls (KE) sind deutlich erkennbar. Im
schwach bis maRig gefarbten intertubularen GewéBg llegen die Gefalle mit einer positiv
reagierenden Tunica intima (Tl) und die Leydig-2sll(LZ), die ebenfalls eine Fluoreszenz

aufweisen.

4.12. Bindungsstellen far Triticum wulgare Agglutinin  (succinyliert)
(WGAS)

Bei der glykohistochemischen Untersuchung mit WGABE kann wie bei
WGA-FITC eine positive Reaktion von Strukturen iendSpermatogonien, den
Spermatozyten und den Spermatiden beobachtet werdars intertubulare
Gewebe weist eine malige Anfarbung auf, wogegdndie peritubularen Zellen
deutlich positiv sind. An den Gefal3en ist eine sattve Reaktion der Tunica
intima und eine starke Farbung der Tunica extetn@ehen, die Tunica media

weist dagegen keinerlei Bindungsstellen fur WGASEauf.
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Abbildung 65: Hoden Straul3, Tubuli seminiferi conobrti.

Bindung von WGAs-FITC

SB = 50um

Innerhalb des Keimepithels (KE) kann eine Fluoregzen den Spermatogonien, den
Spermatozyten und den Spermatiden beobachtet werentertubularen Gewebe (IG) ist eine
mittelstarke Anfarbung festzustellen, in den péxitédren Zellen (PZ) zeigt sich eine starke
Fluoreszenz.

TUB = Tubulus seminiferus contortus

Abbildung 66: Hoden Straul3, intertubulares GewebeTubuli seminiferi
contorti.

Bindung von WGAs-FITC

SB = 50um

Das intertubulare Gewebe (IG) zeigt eine maligeorelszenz, wohingegen das peritubuléare
Gewebe (PZ) eine starke Fluoreszenz aufweist. An@efal3en reagiert die Tunica intima (TI)
schwach auf WGAs-FITC, die Tunica externa (TE) &zsigh stark reaktiv.

TUB = Tubulus seminiferus contortus
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Abbildung 67: Hoden Straul3, Arterie im intertubularen Gewebe.

Bindung von WGAs-FITC

SB = 50um

An den Arterien (A) ist eine deutlich unterschietik Fluoreszenz an den einzelnen Schichten zu
beobachten: die Tunica intima (TI) zeigt sich scblwadie Tunica externa (TE) stark reaktiv und
die Tunica media weist keinerlei Anfarbung auf.

TUB = Tubulus seminiferus contortus

4.13. Bindungsstellen fur Phaseolus vulgaris E Agglutinin (PHA E)

Bei der glykohistochemischen Untersuchung mit PHAIEC ist eine starke
Fluoreszenz-Reaktion im Zytoplasma der Leydig-Zellen intertubuldren
Gewebe zu entdecken. Diese Reaktion konzentrigrttisiden meisten Zellen auf
einen Pol. Nur in vereinzelten Leydig-Zellen iste drReaktion homogen im
Zytoplasma verteilt. In allen anderen Strukturennrkakeine Reaktion

hervorgerufen werden.
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Abbildung 68: Hoden Straul3, intertubulares Gewebe.

Bindung von PHA E-FITC

SB = 50um

Die Leydig-Zellen (LZ) zeigen sich stark fluoresemrd. In den meisten Leydig-Zellen ist diese
Reaktion auf einen Zellpol beschrankt, nur in elimze Zellen verteilt sich die Reaktion Uber das
gesamte Zytoplasma.

TUB = Tubulus seminiferus contortus, |G = intertl#vas Gewebe

4.14. Bindungsstellen furPhaseolus vulgaris L Agglutinin (PHA L)

Fir PHA L sind Bindungsstellen im Zytoplasma derydig-Zellen zu

beobachten. Wie bei PHA E féllt diese Reaktion lkigutpositiv aus und

beschréankt sich in den meisten Leydig-Zellen aueeiPol der Zelle. Es ist
ebenfalls eine starke Fluoreszenz in der Tunicareatder grol3eren Arterien
festzustellen. Dagegen ist in der Tunica mediaAléerien eine nur schwache
Anfarbung zu sehen. Das intertubuldre Gewebe, eligupuldren Zellen und das
Zytoplasma der Sertoli-Zellen weisen eine schwanditire Reaktion mit PHA L

auf.
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Abbildung 69: Hoden Straul3, Keimepithel und interubuléres Gewebe.

Bindung von PHA L-FITC

SB = 50um

In den Leydig-Zellen (LZ) lassen sich Bindungsstelfiir PHA L-FITC nachweisen, man erkennt
eine starke Fluoreszenz meist nur an einem Pdlelég. Eine nur schwache Reaktion mit PHA L-
FITC zeigen das intertubulare Gewebe (I1G), dietpbularen Zellen (PZ) und die Sertoli-Zellen
(S2).

TUB = Tubulus seminiferus contortus

Abbildung 70: Hoden Straul3, Arterie im intertubularen Gewebe, Tubuli
seminiferi contorti.

Bindung von PHA L-FITC

SB = 50um

In der Tunica externa (TE) der Arterie (A) findeahsviele Bindungsstellen fir PHA L-FITC. Die
Tunica media (TM) hingegen zeigt nur eine schwddhereszenz.

TUB = Tubulus seminiferus contortus
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4.15. Bindungsstellen furMaacia amurensis Agglutinin | (MAL-1)
Bei den untersuchten Schnitten des Strauf3es fasogn mit MAL-1-FITC
ausschliel3lich vereinzelte Zellen im intertubular@ewebe an. Alle Ubrigen

Strukturen bleiben ohne Anfarbung.

4.16. Bindungsstellen furUlex europaeus Agglutinin | (UEA-1)
Bei dem untersuchten Gewebe kann keinerlei posiReaktion festgestellt

werden. Somit kénnen keine Bindungsstellen fir UERITC detektiert werden.

Tabelle 26:  Ubersicht tiber die Ergebnisse der glydhistochemischen

Untersuchungen
Gewebestruktur
GF
Sz SG PSP | SSP | SPT | SP Pz IG LZ T K

Antikorper K M =
ConA +++ ++ ++ ++ ++ - - - -[++
LCA - - - - - - +/++ + - - - +++ -
PSA + el T B B - - + - - - - -
RCA - - - - - - - - - - - + +
PNA - + + - - - - - - - -
DBA - - - - - - - - - - -
GSL-1 - - - - - - - - - - - -
SBA - - - - - - - - - - - - -
SJA - - - - - - - -
SNA - -/+ - - - - - -I+ - + - - -
WGA - +H+ | At | | - - HA+H| | -
WGAs - +++ +++ +++ +++ - +++ ++ - + - +++ -
PHA E - - - - - - - - +++ - - - -
PHA L + - - - - - + + +++ - + +++ -
MAL-1 - - - - - - - -1+ - -
UEA-1 - - - - - - - - - - - - -

MAL-1, SJA, SNA: biotinylierte Lektine

SZ = Sertoli-Zellen, SG = Spermatogonien, PSP m@me Spermatozyten, SSP = sekundére Spermato&®eh,=
Spermatiden, SP = Spermien, PZ = peritubulére Zelle = intertubuléres Gewebe, LZ = Leydig-Zell&F = Gefale, Tl
= Tunica interna, TM = Tunica media, TE = Tunicéeema, K = Kapsel

- = keine Anfarbung, + = schwache Anfarbung, ++ &f3ig bis mittelstarke Anfarbung, +++ = starke Abfirg
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5. Ultrastrukturelle  Untersuchungen am Hoden des
Straul3es
5.1. Ultrastruktur des intertubularen Gewebes

Das zwischen den Tubuli seminiferi contorti liegenGewebe enthélt die
Androgene produzierenden Leydig-Zellen. Diese legmzeln oder in Gruppen
meist in der Nahe von BlutgefalR3en. Die Leydig-Zelgnd rund bis polygonal
geformt und besitzen einen zentral liegenden ruridgrovalen Zellkern. Dieser
beinhaltet neben 1-4 deutlichen Nukleoli viel Ewchatin. Heterochromatin ist
diffus im Kern verteilt. Im Zytoplasma finden sichele Mitochondrien vom

Tubulustyp sowie ein deutliches endoplasmatischetskiRum. (vgl. Abbildung

71) In der Zellkernmembran ist zuweilen eine Kemepsichtbar. (vgl. Abbildung
71)

Abbildung 71: Hoden Straul3, Leydig-Zellen.
Transelektronenmikroskopische Aufnahme
SB = 2500 nm

Die Leydig-Zellen (LZ) sind einzeln oder in Gruppiem intertubuldren Gewebe anzutreffen. Sie
besitzen einen runden bis ovalen Zellkern (ZK). Madet diffus verteiltes Heterochromatin und

einen deutlichen Nukleolus (NU). In manchen Schniist eine Kernpore (PO) sichtbar.

MT = Mitochondrien
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5.2. Ultrastruktur der Basalmembran

Unter dem Elektronenmikroskop lasst sich die Baealran des Strauf3es in
weitere Schichten unterteilen. Lumenwarts liegt dleamina basalis
(Basallamina), die aus einer Schichtung von durdsicheinenderLaminae
densaeund hell erscheinendebaminae lucidaebesteht. (vgl. Abbildung 72,
Abbildung 73 und Abbildung 74) Aussen liegen des&@lmina kollagene Fasern
an (vgl. Abbildung 72, Abbildung 73 und Abbildung)7In der n&chsten Schicht
befinden sich die peritubularen Muskelzellen. Diesed spindelférmig und
besitzen einen langlichen Zellkern mit einem ragddigen Heterochromatinsaum
(vgl. Abbildung 72, Abbildung 73 und Abbildung 74h Richtung intertubulares
Gewebe findet man eine weitere Schicht kollageresef und anschliel3end
Fibroblasten, die die Ubergangsschicht zum inteftilen Gewebe darstellen.
Diese besitzen wie die peritubularen Myofibroblastene spindelartige Form und
langliche Fortsatze. Ihr Zellkern ist oval und reian Euchromatin. An der
inneren Kernmembran findet sich ein dinner Hetemuatinsaum. (vgl.
Abbildung 75)
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Abbildung 72: Hoden Strauf3, Basalmembran.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB = 2500 nm

Die Basalmembran besteht aus verschiedenen Sahidbte Tubulus-begrenzende Basallamina
(BL) besteht aus Laminae densae (dunkel) und Lamingidae (hell). Der Basallamina anliegend
findet man kollagene Fasern (KF) und peritubuldedien (PZ). Im Tubulus seminiferus contortus
(TUB) sind beide Spermatogonien-Stadien anzutreftia A-Spermatogonie (SGA) liegt der

Basalmembran an und besitzt einen gréeren Zellgdhals die B-Spermatogonie (SGB).
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Abbildung 73: Hoden Straul3, Basalmembran, Spermaigonie und priméare
Spermatozyten.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB = 2500 nm

Die Basalmembran begrenzt den Tubulus seminifeaimgoctus nach aussen. Der Basallamina
(BL) lumenwarts anliegend findet man die Spermatigo (SG), die sich zu den priméren
Spermatozyten (PSP) weiterentwickeln.

ZK = Zellkern, PZ = peritubulére Zelle, KF = kolkeige Fasern
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Abbildung 74: Hoden Straul3, Sertoli-Zellen und Baalmembran.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB = 2500 nm

Der Basalmembran anliegend sieht man die SertdleéZgSZ). In manchen Schnitten sind an
dieser Stelle Einstllpungen (dicke Pfeile) der Basana (BL) sichtbar. Der Zellkern (ZK) der
Sertoli-Zellen ist oval bis polygonal und enthéiffus verteilte Heterochromatin-Schollen (HC)
und einen deutlichen Nukleolus (NU). Die Sertolitge stehen untereinander Uber tight junctions
(TJ) in Verbindung.

rER = raues endoplasmatisches Retikulum, MT = Mitocirium, KF = kollagene Fasern, PZ =

peritubulare Zelle
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Abbildung 75: Hoden Straul3, intertubulares Gewebeind Leydig-Zellen.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB = 2500 nm

Im intertubularen Gewebe finden sich Leydig-Zeligr) und Fibrozyten (F). Diese besitzen
einen Zellkern mit viel Euchromatin und einem dimiteterochromatinsaum (HC) an der inneren

Kernmembran.

LZ = Leydig-Zelle, KF = kollagene Fasern, ZK = Z&fn, MT = Mitochondrium, rER = raues

endoplasmatisches Retikulum

5.3. Ultrastruktur der Tubuli seminiferi contorti

Die Tubuli seminiferi contorti werden nach aussergrenzt durch die

Basalmembran. Der Basalmembran anliegend findet dmarSertoli-Zellen, die

dem Keimepithel als Stitzzellen dienen. Sie sitnéreiner breiten Basis auf der

Basallamina und entlassen Fortsatze zwischen dimz€den. Der Zellkern der
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Sertoli-Zellen ist im basalen bzw. mittleren Diitties Keimepithels zu finden. Er
besitzt eine ovale bis polygonale Form und eineuntldden Nukleolus (vgl.

Abbildung 74). Neben viel Euchromatin beherbergteerige diffus verteilte

Heterochromatin-Schollen. Desweiteren findet maichieh Mitochondrien,

Lysosomen und raues endoplasmatisches Retikulum. K@mmunikation der

Sertoli-Zellen untereinander wird durch Zell-Zelbitakte, die sogenannten
Light junctions®, ermdglicht (vgl. Abbildung 74).

In die Fortsatze der Sertoli-Zellen eingebettetldim sich die Keimzellen in ihren
unterschiedlichen Stadien. Die Spermatogonien sumdle Zellen und besitzen
einen runden bis querovalen Zellkern. Die A-Speagahien liegen der
Basalmembran an, wohingegen sich die B-Spermategorétwas weiter
lumenwarts befinden. In den A-Spermatogonien istZidlkern deutlich grol3er
und exzentrisch platziert, er besitzt viel Euchromaind 1-2 Nukleoli (vgl.
Abbildung 72). Im Gegensatz dazu ist der Zellkeen B-Spermatogonien kleiner
und liegt im Zentrum der Zelle (vgl. Abbildung 72)

Weiter lumenwarts trifft man auf die Spermatozytéherbei lassen sich die
primaren und die sekundaren Spermatozyten untaedsshe Die primaren
Spermatozyten sind die gréf3ten Zellen des Keimelsitund besitzen einen
gro3en, runden Zellkern mit lockerem Chromatin (v@bbildung 76). In
manchen Schnitten ist eine Wellung der Zellmemlsightbar (vgl. Abbildung
77). In einigen Zellkernen ist die SpiralisierungduPaarung der homologen
Chromosomenpaare in der Prophase zu beobachterAptgldung 77). In der 1.
meiotischen Reifeteilung entstehen die sekundaparn®atozyten, die deutlich
kleiner sind als ihre Vorgangerstufe und einen ndai runden Zellkern
beherbergen. Dieser Zellkern enthalt viel Euchrama&t der Mitte und ein
randstandiges Heterochromatingeflecht. Die Kernnmramlzeigt sich in dieser
Entwicklungsstufe immer noch gewellt. Die Anzahlr dglitochondrien ist

deutlich geringer als in den priméaren Spermatozyten

Die Spermatiden entwickeln sich in Folge der 2.atiethen Reifeteilung aus den
sekundéaren Spermatozyten. Diese sind kleine Zefigreinem anfangs runden,
spater elongierten Zellkern. Dieser beinhaltet feines Chromatingeflecht und
einem dunnen Heterochromatinsaum an der KernmemBramanchen Stellen
ist eine Eindellung in der Kernmembran zu beobaghie deren Néhe sich

ausserhalb des Kerns die akrosomale Vakuole befibdese Vakuole ist in der
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Spermiogenese entstanden aus Vesikeln des GolgifAmgs. Der Inhalt dieser
Vakuole verdichtet sich zum akrosomalen Granuluegt Isich im Laufe der
Kappenphase flach an den Zellkern an und bildetisoakrosomale Kappe,
welche in der Akrosomen-Phase zum Akrosom degy@rtSpermiums wird. Zur
gleichen Zeit verdichtet sich der Inhalt des Zeltkes ebenfalls und um ihn herum
sammeln sich Mikrotubuli zu einer Manschette (v4bbildung 81). In der
folgenden Reifungsphase nehmen die einzelnen A&nteies Spermiums
(Akrosom, Kopf und Schwanz) ihre endgultige Form Bnmanchen Schnitten
lassen sich die einzelnen Bestandteile des Spesofiamnzes gut im Langs- und
Querschnitt betrachten (vgl. Abbildung 80 und Abdbiig 82).

Abbildung 76: Hoden Straul3, primare Spermatozyten.
Transelektronenmikroskopische Aufnahme
SB = 2500 nm

Die primaren Spermatozyten (PSP) sind die groftelte im Keimepithel. Sie haben einen
gro3en, runden Zellkern (ZK) mit lockerem Chromatitier sind sie in der Prophase der 1.
Reifeteilung zu sehen.

MT = Mitochondrien
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Abbildung 77: Hoden Straul3, primare Spermatozyterund rundkernige
Spermatiden.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB = 2500 nm

Die primaren Spermatozyten (PSP) besitzen nebesmitgrof3en, runden Zellkern (ZK) viele
Mitochondrien (MT). Hier sind sie in der Prophase dl. Reifeteilung (Zygotan) zu beobachten. In
manchen Schnitten ist eine Wellung ihrer Kernmemli{kéM) zu sehen. Die frihen Spermatiden
(SPT) haben einen deutlich kleineren, runden ZellkgK) mit viel Euchromatin und einem
zarten Heterochromatinsaum (HC) an der Kernmemkka). In manchen Schnitten ist eine
Eindellung dieser Kernmembran zu sehen, in dereheN#&an ausserhalb des Zellkerns die

akrosomale Vakuole findet.
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Abbildung 78: Hoden Straul3, primérer Spermatozyt.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB = 1000 nm

In einigen primaren Spermatozyten (PSP) lasstdielspiralisierung und Paarung der homologen
Chromosomenpaare (dicker Pfeil) wahrend der Praphdsr 1. Reifeteilung (Zygotén)

beobachten.

ZK = Zellkern, MT = Mitochondrien
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Abbildung 79: Hoden Straul3, Spermatiden.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB = 2500 nm

Die Spermatiden (SPT) besitzen einen zuerst rundpgéfer elongierten (E) Zellkern. Die
Spermatiden mit elongierten Zellkernen sind im Queand Langsschnitt zu sehen. Die
Kernmembran der frihen Spermatiden ist an manchele® (weil3er Pfeil) eingedellt, meist
findet sich in der Néahe davon die akrosomale VakufVK). Diese wird im Laufe der

Spermiogenese zur akrosomalen Kappe (AK) und sgétarAkrosom. In manchen Bereichen ist

eine zytoplasmatische Verbindung zwischen den Satitam zu sehen (schwarzer Pfeil).
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Abbildung 80: Hoden Straul3, Spermatiden und Spermienschwanz.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB = 1000 nm

In einigen Schnitten sind die elongierten SpernaatidSPT) im Langs- und im Querschnitt zu
sehen. Im Langsschnitt der Spermienschwanze (SBS&) knan das Axonema identifizieren,
welches sich aus den zentralen (MIZ) und den pergyh(MIP) Mikrotubuli zusammensetzt.

MT = Mitochondrien
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Abbildung 81: Hoden Strauf3, Spermium.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB =500 nm

Nach Kondensation des Spermium-Zellkerns (ZK) ist eMikrotubuli-Manschette (MI) um den
Kern sichtbar.

MT = Mitochondrium
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Abbildung 82: Hoden Straul3, Spermienkopf und Spermienschwanz.

Transelektronenmikroskopische Aufnahme

SB = 1000 nm

Im Querschnitt des Spermiumschwanzes (SPS) isthligakteristische 9x2+2-Anordnung der
Mikrotubuli deutlich erkennbar.

ZK = Zellkern, MT = Mitochondrium
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V. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde das Hodengewebs 8&aul3es Struthio

camelu$ mit speziellen morphologischen Methoden untersuldirerbei wurden

konventionelle Farbeverfahren, immunhistochemisggohistochemische und
elektronenmikroskopische Untersuchungsmethodereeogen. Die Auswertung
erfolgte mittels Licht- und Elektronenmikroskopi®as Untersuchungsmaterial
stammte von geschlechtsreifen, mannlichen afrikdeis Strauf3en, die zum
Zeitpunkt der Probenentnahme ca. 15 Monate altiwddge zehn untersuchten

Tiere waren klinisch frei von Krankheitsmerkmalen.

Die Hoden der untersuchten Strauf3enhahne lagerbeviallen Vogeln in der
Leibeshohle zwischen Lunge und Niere. An der ders&V/and der Leibeshothle
waren sie mit einem kurzen Gekrose aufgehangtuflered917; Lake 1957) Sie
besalRen eine bohnen- bzw. strangférmige GestaseDBeschreibung der Form
deckt sich nur teilweise mit der Hodenform bei Viage der Literatur: Hummel
benennt sie ebenfalls als bohnenférmig, wohingdgenwWaibl und Sinowatz die
Form als oval-eiformig bis rund beschrieben wirduihmel 2000; Waibl und
Sinowatz 2004) Diese nur geringfligig voneinandeveabhenden Angaben lassen
sich auf saisonbedingte bzw. jahreszeitliche Fordnaerung zurickfiihren. Die
linken Hoden sind bei den untersuchten Strau3enemgr durchschnittlichen
Lange von 8,8 cm und einer durchschnittlichen Bren 3,0 cm grofRer als die
rechten Hoden (durchschnittliche Lange 7,6 cm umdltschnittliche Breite 2,6
cm). Beim Kanarienvogel mal3 Freund im Jahr 191 mbleaiken Hoden eine
Lange von 0,75 cm und eine Breite von 0,65 cm usichlrechten Hoden eine
Lange von 0,60 cm und eine Breite von 0,55 cm. Be¥ergleich dieser beiden
Vogelarten féllt auf, dass der Kanarienvogel im iBezauf die KoérpergrolRe
deutlich groBere Hoden als der Straul3 besitzt. hdirsihrt als mogliche
Ursache die Zahl der Nachkommen der verschiedemngelsrten an. Er erwahnt
hierzu als Beispiel den Vergleich zwischen Meisd talke; die Meise besitzt
relativ zur Korpergré3e grol3ere Hoden und zeugh amehr Nachwuchs als der
Falke. (Marshall 1895) Die untersuchten Strauf3eehodvaren einheitlich
gelblich-weild gefarbt. Dieses Ergebnis stimmt nadibgt mit den bisherigen
Ergebnissen bei Vogelhoden Uberein: Waibl und Satewsowie Konig und
Liebich beschreiben die Farbe der Vogelhoden ebsrdls einheitlich gelblich-
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weil3, wohingegen Hummel eine Anderung der Farbe gelblich zu weil —
bedingt durch sexuelle Aktivitdtsanderung — erwalimaibl und Sinowatz 2004;
Konig und Liebich 2001; Hummel 2000) Salomon zeigpenfalls eine
Farbanderung auf, von gelblich zu grauweil3. (Salorh®93) Die untersuchten
StraulBenhoden zeigten sich alle im Stadium deefrigexuellen Aktivitat, daher
konnte die einheitliche Gelblich-Weil3-Farbung darmaurtckzufihren sein. Eine
von mehreren Autoren erwahnte haufige PigmentiesgrgVogelhoden konnte
bei keinem der untersuchten StrauRenhoden fesligasteden. (Bittner 1925)

Wie bei allen Vdgeln umgibt die Hodenkapsel dera@®enhoden und von ihr
ausgehend ziehen dinne Bindegewebsstrange in déenstooma. Die Literatur
stimmt ebenfalls mit diesen Erkenntnissen tUberass eine Aufteilung in Septen
und ein Mediastinum testis bei Vogeln — und audmb@traul® — nicht zu finden
ist. (Huber 1916; Lake 1957; Waibl und Sinowatz £00/ei et al. 2007) Lake
beschreibt eine damit verbundene weichere Kongistes Hahnhodens im
Vergleich zu Saugerhoden. (Lake 1957) Im Gewebesawein den Tubuli
seminiferi contorti sind die Leydig-Zellen lokakst. Sie liegen einzeln oder in
Gruppen, oft in Blutgefallnahe. Die Leydig-Zellens d8traul3es lassen sich
beschreiben als langliche bis polygonale Zelleni & Wachtel werden die
Leydig-Zellen in einer Arbeit von Nicholls und Gaah als kugelig-eiférmig
definiert. (Nicholls und Graham 1972) Rothwell beheet die Form der Leydig-
Zellen beim Hahn &hnlich den Ergebnissen diesereifrbls unregelmafig
polygonal. (Rothwell 1973) Laut Waibl und Sinowaindert sich die Form
abhangig von sexueller Aktivitat von schmal zu golyal. (Waibl und Sinowatz
2004) In einer aktuelleren Studie von Tae et akdwieim Fasan nach der
Brutsaison eine Volumensabnahme der Leydig-Zeltar7d % beschrieben. (Tae
et al. 2005) Somit Iasst sich die Vermutung ansteltass sich etwaige geringe
Formveranderungen auf sexuelle Aktivitditsanderurngexickfiihren lassen. Der
Kern der Leydig-Zelle liegt beim Strauld zentral ustcdrund bis oval. Diese Form
wird in den bereits erwdhnten Studien von Baksiletur die Pute, Rothwell fur
den Hahn sowie Aire zusatzlich fiur Perlhuhn, Ented uWachtel &hnlich
beschrieben. Im Zellkern sind beim Strauf3 1-4 Nolkteu sehen, beim Hahn und
der Wachtel konnte hingegen nur ein Nukleolus idfierdrt werden. (Bakst et al.
2007; Rothwell 1973; Aire 1997; Nicholls und Grahaf72) Die Tubuli

seminiferi contorti des Straul3es werden nach aussenbegrenzt von der
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Basalmembran. Diese besteht wie bei allen Vogels dar Basallamina,

peritubularen Zellen und kollagenen Fasern. (Rolihwed Tingari 1973; Waibl

und Sinowatz 2004; Aire und Ozegbe 2007; Bakst &08©7) Der Basalmembran
anliegend findet man die Sertoli-Zellen, die eineite Basis besitzen und
Richtung Lumen schlanker werden. Beim Straul3 bengen sie einen ovalen bis
polygonalen Zellkern. In dessen Inneren ist eintlddner Nukleolus sichtbar.

Diese Beschreibung der Sertoli-Zellen trifft ebdisfdei anderen Vogelarten zu.
(Thurston und Korn 2000; Cooksey und Rothwell 19@giibert et al. 2011)

Neben den Sertoli-Zellen findet man an der Basalbmamdie Spermatogonien.
Wahrend die A-Spermatogonien an der Basalmembnrdnieileen, werden die B-

Spermatogonien etwas weiter Richtung Tubuluslumeerlagert. Beide

Entwicklungsstadien besitzen beim Straul3 eine rumdequerovale Form. Bei
Waibl und Sinowatz werden die A-Spermatogonien Wégel als rundliche

Zellen bezeichnet, wohingegen Salomon die Spermateg als elliptisch

geformt beschreibt. (Waibl und Sinowatz 2004; Saoni993) Bei der Pute
charakterisieren Bakst et al. die Form der Sperguatien als weitestgehend
kubisch. (Bakst et al. 2007) Bei den untersuchteauBen ist ein runder Zellkern
der A-Spermatogonien exzentrisch liegend zu settemebenfalls runde Zellkern
der B-Spermatogonien befindet sich mittig in deleZdm Innern des Zellkernes
sind ein bis zwei Nukleoli sichtbar. In der beregswahnten Arbeit Uber
Putenhoden beschreiben Bakst et al. den Kern d&pexmatogonien als rund bis
oval mit O bis 3 Nukleoli und den Zellkern der Besmatogonien als rund bis
pleomorph mit einem oder mehreren Nukleoli. (Batsal. 2007) Das néachste
Stadium der Keimzellen sind die primaren SpermdtzyDiese Zellen sind beim
Straul3 und allen anderen Voégeln die gréf3ten al@mKellen und besitzen einen
gro3en Zellkern. (Zlotnik 1947; Waibl und Sinow&@04) Aus den primaren
Spermatozyten entwickeln sich die sekundaren Spemyi@n, welche bei allen
Vogeln deutlich kleiner als ihre Vorganger sind uathen kleinen runden
Zellkern besitzen. (Zlotnik 1947; Waibl und SinowaP004) Die aus den
sekundéaren Spermatozyten hervorgehenden Spermasioheh im luminalen

Drittel der Tubuli seminiferi contorti zu sehen.eBe Zellen zeigen sich beim
Strau3 und den anderen Vogeln als die kleinsteteZelles Keimepithels.
(Nagano 1962; Waibl und Sinowatz 2004) Im Laufe d&permiogenese
entwickeln sich die Spermatiden zu den Spermiearkdi ist in den untersuchten

Straul3enhoden eine Veranderung der Form des Kemmsund zu langlich zu
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beobachten. Im Folgenden entsteht das fertige Spermmit Akrosom, Kopf und

Schwanz.

Die immunhistochemischen Untersuchungen in diesbeidwurden mithilfe der
ABC-Methode durchgefuhrt. Hierbei wurden Antikorpgrm Nachweis voru-
SMA, Desmin, Vimentin, Panzytokeratin, Myosin, Tiliby Connexin,
Cyclooxygenasen, sowie zum Nachweis von Ostrogad-Androgenrezeptoren
verwendet. a-SMA wird in glatten Muskelzellen, Myoepithelzellemnd
Myofibroblasten exprimiert. Im untersuchten Hodemgbe des Strauf3es konnte
a-SMA in den peritubuléaren Zellen und in Fibrozytem intertubularen Gewebe
nachgewiesen werden. Eine positive Reaktion komfenfalls in der Tunica
media der GefaRe und in einzelnen Fibrozyten iralerider Hodenkapsel
beobachtet werden. Diese Ergebnisse decken sidbishiérigen Ergebnissen zum
Hodengewebe beim Hahn, Wachtel, Pute, Ente, Taulpel einigen
Papageienvogeln (Kakadu, Afrikanischer Graupapa§e, Amazonenpapagei
und Wellensittich). (Maretta und Marettova 2004reAund Ozegbe 2007; Abd-
Elmaksoud 2009; Madekurozwa 2013; Reitemeier 2@efunde von Aire und
Ozegbe sowie Abd-Elmaksoud, dass nur die innerdilagen der Kapsel eine
positive Reaktion aufweisen, konnte in dieser Studieim Strauld nicht
nachvollzogen werden. (Aire und Ozegbe 2007) (Abdaksoud 2009) In einer
Arbeit von Reitemeier aus dem Jahr 2014 gelandNdehweis voru-SMA in den
Keimzellen bei Papageienvogeln (Kakadu, AfrikangscliGraupapagei, Ara,
Amazonenpapagei und Wellensittich) und in den Lgykllen beim
Wellensittich. (Reitemeier 2014) Im Gegensatz dazeigten weder die
Keimzellen noch die Leydig-Zellen des StraulR3es ginsitive Reaktion. Ein
Nachweis von Desmin gelingt in Zellen glatter uneeigyestreifter Muskulatur
sowie in Herzmuskelzellen. In der vorliegenden Arlennte dementsprechend
eine deutlich positive Reaktion in den Muskelzelllem Tunica media der GefalRe
detektiert werden. Diese Ergebnisse decken siclhderitbisherigen Ergebnissen
bei anderen Vogelarten wie folgt: Maretta und Manet sowie Madekurozwa
erwéhnen ebenfalls ein Vorkommen von Desmin inGiefiédRwand von Huhn und
Wachtel. (Maretta und Marettova 2004; Madekuroz@a3) Eine Expression von
Desmin in der Kapsel und im peritubularen Geweldie-von Aire und Ozegbe
bei Huhn, Wachtel, Ente und Pute beschrieben — tkomm der vorliegenden
Arbeit fir den Straul3 nicht bestatigt werden. (Aued Ozegbe 2007) Das
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Intermediarfilament Vimentin ist laut Literatur u.an Bindegewebs-, Fett-,
Knorpel-, Knochenzellen, Gefalendothelien, Mesotiredl Meningealzellen zu
finden. (LUllmann-Rauch und Paulsen 2012) Im Hoeevebe des StraulRes
konnte es in einigen Strukturen detektiert werdesgelang ein Nachweis in den
Fibrozyten der Kapsel und des intertubularen Gegieineden Leydig-Zellen, in
den Endothelzellen der Gefal3e sowie im ZytoplaseraSkrtoli-Zellen. Diese
Erkenntnisse stimmen mit den bisherigen StudierHaxtengewebe von Wachtel
und Pute Uberein. (Aire und Ozegbe 2007; Madekuad2®d.3) Die Sertoli-Zellen
haben unter anderem die Aufgabe, dem Keimepithedil8ét zu verleihen. Laut
Eckes et al. (1998) zeigen Vimentin-lose Zelleneemneduzierte mechanische
Stabilitat, Motilitat und Migrationsfahigkeit. (Eek et al. 1998) Das
Vorhandensein von Vimentin in den Sertoli-ZellennbeStraul3 bestatigt deren
Stutzfunktion. Zytokeratine sind mittels eines Raokeratin-Antikdrpers in allen
Epithelzellen und Zellen epithelialen Ursprungsfiadbar. (Buttner und Thomas
2003) In den untersuchten Hodenschnitten féarbterh ®inige Zellen im
intertubularen Gewebe. In den Leydig-Zellen erfelgtine Anfarbung nach
unterschiedlichem Muster: in manchen Schnitten tsigfan eine deutliche
Reaktion in vielen Leydig-Zellen, in manchen Sctamtwurden Zytokeratine nur
in einzelnen Leydig-Zellen nachgewiesen. Laut ®toset al. (1990) fehlen
Zytokeratine beim adulten Menschen in den Sertelien, im unentwickelten
Hodengewebe sind sie noch nachweisbar, so dasalssimarker fur unreifes
Gewebe dienen. (Stosiek et al. 1990) In einer Arban Rogatsch et al. werden
diese Erkenntnisse bestatigt. (Rogatsch et al. )1@9ése Tatsache lasst die
Vermutung zu, dass Zytokeratine im Laufe der Erilmicg zum erwachsenen
Individuum in manchen Zellen weniger werden undztégidlich nicht mehr
nachzuweisen sind. Da es sich bei den in dieseeidvierwendeten Straufl3en um
bereits geschlechtsreife, aber noch junge Straaflddit, konnte es sich bei den
einzelnen Zytokeratin-positiven Leydig-Zellen aReste” der Entwicklung vom
fetalen zum adulten Tier handeln. Um diese Tatsaohgriifen, ware es sinnvoll,
das Vorhandensein von Zytokeratinen im Hodengewdhélich jiungerer und
alterer Tiere zu untersuchen. Eine homogen schwanfé@bung mit Zytokeratin-
Antikorpern kann in den GefalRwanden beobachtet everdusatzlich findet man
malfig bis stark reaktive Zellen in der Tunica exderDie Zytokeratine dienen
hier vermutlich der mechanischen Stabilisierung @efale im Hodengewebe.

Myosin dient einer Zelle als Motorprotein, es ist &eil des Zytoskeletts. Es ist
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zu finden in Zellen glatter Muskulatur und Skelaiskulatur. (Silbernagl und
Despopoulos 2003) Beim Straul findet sich eine achwpositive Reaktion mit
Myosin-Antikdrpern in der Tunica media der Gefaehingegen sich eine starke
Anfarbung in den peritubularen Zellen zeigt. Eb#sfaind deutlich positiv

reagierende Zellen in der Kapsel und im intertutaridGewebe zu detektieren.
Zusatzlich zeigt sich in vereinzelten Tubuli sed@nicontorti eine Anfarbung im

Zytoplasma von Sertoli-Zellen und rundkernigen 8piden. In der

vorliegenden Literatur wird ausschliel3lich ein Vamkmen von Myosin in den
peritubularen Myofibroblasten des menschlichen Hogeégebes in einer Arbeit
von Holstein et al. beschrieben. (Holstein et &9@) Tubulin ist ein Teil der

Mikrotubuli und somit auch Bestandteil des Zytoskisl. Im Hodengewebe des
StrauBes findet man Tubulin im Zytoplasma der 3ef@wllen und im

Spermienschwanz. Diese Ergebnisse stimmen mit &tubdei Maus (Sertoli-

Zellen und Spermienschwanz), Mensch (SpermienschywanSchwein

(Spermienschwanz) und Rind (Sertoli-Zellen) Uberdfrouquet et al. 1997;
O'Donnell und O'Bryan 2014; Prigent et al. 1996tl&iet al. 1983; Wrobel et al.
1995) In der vorliegenden Arbeit gelang ein Naclsweain Tubulin zusatzlich in
den Endothelzellen der GefaRe. Connexine ermoglicie Bausteine der ,gap
junctions® einen Austausch von Signalstoffen, N&dffen und lonen zwischen
Zellen. (Karlson et al. 2005) Nieschlag et al. shgn Connexin-43 eine wichtige
Rolle bei der Reifung und Steuerung der Sertolleferu. (Nieschlag et al. 2009)
Bei den untersuchten Strau3en konnte Connexin ipdigeZellen und in

vereinzelten Sertoli-Zellen detektiert werden. &yskt al. wiesen Connexin-43
ebenfalls in Leydig-Zellen und Sertoli-Zellen nadiber zusatzlich auch in
Spermatogonien, Spermatozyten und in peritubulaellen von Ratten und
Mausen. (Risley et al. 1992) Zusatzlich konnte @n dorliegenden Studie eine
Reaktion im Gefal3endothel beobachtet werden. D&oByygenasen gehéren zu
einer Gruppe von Enzymen, die sich an der Prostdgiaynthese beteiligen.
(DeWitt und Smith 1995) Cox-1 kommt in den meisEailen vor, Cox-2 jedoch

erst durch Beteiligung von Entziindungsmediatoreas¢her et al. 2014) In den
untersuchten Schnitten gelang ein Nachweis von Toxeden Spermatiden. Cox-
2 konnte im Zytoplasma der Sertoli-Zellen und dexydig-Zellen gefunden

werden. Die Tunica media und Tunica intima der Gefaeigen sich ebenfalls
positiv. Frungieri et al. bestétigen eine Exprassion Cox-2 in den Leydig- und

den Sertoli-Zellen der Maus. (Frungieri et al. 20B&laji et al. schreiben Cox-2
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aufgrund ihres Vorkommens in den Leydig-Zellen BEgisehodens eine gewisse
Rolle bei der Testosteronsynthese zu. (Balaji.e2@07) Diese These kann durch
die bereits erwdhnte Expression von Cox-2 in deydigeZellen des Straul3es
bekraftigt werden. Durch das Vorkommen von Cox-2lém Sertoli-Zellen und
der GefaBwand kdonnte man eine zusatzliche Betadjguon Prostaglandinen
auch bei anderen Vorgédngen im Hoden wie der Keilmighing und der
Testosteron-Freisetzung in die Blutbahn vermuteie Rolle von Cox-2 bei
diesen Vorgangen bedarf weiterer Untersuchungeah Agim weiblichen Straul3
wurden bereits Unterschiede zu anderen Vogelar@rhgewiesen: In einer
aktuellen Studie von Rodler und Sinowatz aus denn 2815 wurde in Ovarien
von Straul3en ein Expressionsmuster von Cox-1 und2Cdetektiert, welches
sich sehr stark von dem des Huhnes unterscheiddgrénd dieser Tatsache
vermuten die Autoren, dass beim Straul3 — im Get¢ermam Huhn — die
Cyclooxygenasen nicht in die Vorgange der Ovulatiord der Oviposition
involviert sind. (Rodler und Sinowatz 2015) Ostnogeverden im Hoden von den
Sertoli-Zellen, den Leydig-Zellen und den Keimzellgynthetisiert und steuern
die Resorption von Flussigkeit im Tubuluslumen. gsiet al. 1997; Hess et al.
2001) In der vorliegenden Studie wurde ausschtibf3tlas Vorhandensein von
ERa im StrauRenhoden untersucht. EGehort zu den Rezeptoren fiir Ostrogene
im Gewebe. (Schmidt und Lang 2007) Untersuchungé@nnmannlichen ER-
Knockout-Mausen haben gezeigt, dassiEERsentiell fir die Fertilitat sind. (Hess
et al. 2001) In der vorliegenden Studie gelang Nachweis von ER im
Hodengewebe des Straul3es ausschliel3lich in velteinzeeydig-Zellen. Mit
diesem Ergebnis stimmen die Ergebnisse von Reigen(2014) bei Kakadu und
Ara Uberein, beim Afrikanischen Graupapagei, dema2omenpapagei und dem
Wellensittich wurde keine positive Reaktion in deaydig-Zellen beobachtet.
Reitemeier beschreibt aul3erdem ein Vorkommen vamigRen Keimzellen und
in den GefalRen bei verschiedenen Papageienvodegitefneier 2014) Beim
Straul3 konnten diese Beobachtungen nicht nachgaizaverden. Interessant
ware es, das Strau3engewebe auf die ExpressioBRfpau untersuchen, um alle
Wirkungsstatten von Ostrogenen im StrauRenhodenlefinieren. Testosteron
sowie andere Androgene sind mannliche SexualhormBime Wirken dieser
Hormone setzt das Vorhandensein spezifischer Remspt voraus. Im
untersuchten Gewebe ist eine schwache ReaktioneinTdnica interna und

Tunica media der Gefal3e zu sehen. Reitemeier koAntrogenrezeptoren
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ebenfalls in den Gefallen des Afrikanischen Graugsgpa und des
Amazonenpapageis nachweisen. (Reitemeier 2014Ji€iirbrigen Strukturen des
Hodengewebes bei Vogeln beschreibt die bisherigggdtur sehr unterschiedliche
Ergebnisse: Leska et al. und Dornas et al. gelangN@chweis in den Leydig-
Zellen, Sertoli-Zellen und den myoiden Zellen voang und Huhn (Leska et al.
2012; Dornas et al. 2008), Reitemeier stellte ben dPapageienvogeln eine
Expression von Androgenrezeptoren in den Leydidedel (Afrikanischer
Graupapagei, Amazonenpapagei und Wellensittichjleim Keimzellen (Kakadu,
Afrikanischer Graupapagei, Amazonenpapagei und éfsiftich) und in der
Kapsel (Ara) fest. (Reitemeier 2014)

Die Lektinhistochemie ermdglicht es, durch die Aabklgeeigneter Lektine,
bestimmte Kohlehydrate und Glykoproteine in eineewebe zu identifizieren.
(Mulisch und Welsch 2010) Um die Spezifitdt der Remen zu Uberprifen,
wurde jeweils mit einem spezifischen Hemmzucker ¢demmzuckertest
durchgefuhrt. Bei den Untersuchungen mit den 16tihek (ConA, WGA,
WGASs, LCA, DBA, RCA, PSA, UEA-1, PHA E, PHA L, GS1; SBA, SJA,
PNA, MAL-1 und SNA) wurde bei allen ausser DBA, G$LSBA, SJA und
UEA-1 ein spezifisches Anfarbemuster beobachtei. dn in dieser Arbeit
durchgefuhrten Studien wurden D-Mannose, D-Glukd$&\cetyl-Glukosamin
und D-Galaktose in bestimmten Strukturen nachgewieEs war zu beobachten,
dass ein Teil der FITC-markierten Lektine in Abhiggkgit von der Fixierungsart
Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat zeigbenwaren bei WGAs und SNA
die Formalin-fixierten Gewebeschnitte schwéacheéadw®fals die Bouin-fixierten
Schnitte. Mit den FITC-markierten Lektinen RCA, BSAHA E, PHA L, PNA
und MAL-1 war bei den Formalin-fixierten Hodensdiem keine Fluoreszenz
nachzuweisen, wohingegen sich bei den Bouin-figiert Proben ein
charakteristisches Bindungsmuster zeigte. ZusétzlitAsst sich zum
Bindeverhalten der Lektine sagen, dass es teilwssbe deutliche Unterschiede
zu anderen Vogel- bzw. Tierarten aufweist. Ber&tederstrom et al. (1984)
schrieben Bouin-fixierten Gewebeschnitten eine h&héektinaffinitdt im
Vergleich zu Formalin-fixierten Schnitten zu. (Ststedm et al. 1984) So kdnnten
tierartliche Unterschiede u. a. auf unterschie@ickixierungsarten beruhen. Um
dies zu prifen, ist es wichtig, die verschiedensig@erungsprotokolle bei dem

Vergleich unterschiedlicher Ergebnisse miteinzudlezn. Montkowski hat in
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einer Arbeit die moéglichen Ursachen von Untersohiedbei Lektin-
Untersuchungen erértert. Er teilt diese ein in gref und ,aul3ere” Faktoren.
Einer dieser ,inneren“ Faktoren ist die Struktus dickers, der unterschiedliche
Bindungen ¢- oderp-glykosidische) eingehen kann. Zu den ,aul3eren‘tdérak
gehort u. a. die Art der Fixierung eines Gewebes der Untersuchung.
(Montkowski 1992) D-Mannose wurde mithilfe der Lielkt ConA, LCA und PSA
detektiert. Im Hodengewebe des Strauf3es wurdenuBgsstellen fur ConA im
Zytoplasma der Sertoli-Zellen und aller Keimzelisésn (Spermatogonien,
Spermatozyten und Spermatiden) aufgezeigt. Ebemsmt& im Zytoplasma
vereinzelter Leydig-Zellen eine Anfarbung sichtigmacht werden. Ballesta et
al. fanden bei Tauben ebenfalls Bindungsstelledein Sertoli-Zellen. Innerhalb
des Keimepithels der Tauben fiel der Nachweis dulieftlich in den
Spermatogonien positiv aus. (Ballesta et al. 198d)untersuchten Gewebe
wurden Bindungsstellen fir LCA-FITC im intertubwdar Gewebe und den
peritubuléaren Zellen sichtbar. Eine Anfarbung dani€a externa der Arterien ist
ebenfalls zu beobachten. Die Keimzellen des Stsufaeisen Kkeinerlei
Bindungsstellen fur LCA-FITC auf. Im Gegensatz dazaigte sich bei
Untersuchungen am Dromedar, am Rind und am Kanimokiee positive
Reaktion in den Keimzellen: beim Dromedar farbteh slie Spermatogonien und
den Spermatozyten, beim Rind die Spermatozytendim&permatiden und beim
Kaninchen samtliche Keimzellstadien positiv. Beasdin drei Tierarten zeigt sich
die Lamina propria ebenfalls positiv, bei Dromedsrd Rind zusatzlich die
Leydig-Zellen. Bei Rind und Kaninchen fluoresziedie Sertoli-Zellen und das
Bindegewebe bei Dromedar und Kaninchen. (Abd-Elroaéiset al. 2008; Abd-
Elmaksoud 2005; Gebendorfer 2014) Somit zeigt bahden einzelnen Tierarten
ein sehr unterschiedliches Bindungsverhalten von AJECTC. Diese
Abweichungen kodnnten in saisonalen Unterschiedeemikirsprung haben. Abd-
Elmaksoud hat diese Theorie bereits bei seinen riubungen am
Dromedarhoden geprift, er fand jedoch im BezugdasfBindungsverhalten von
LCA-FITC keinerlei Unterschiede zwischen den in@diohund den aul3erhalb der
Paarungszeit entnommenen Hoden. (Abd-Elmaksould 20@8) In dieser Arbeit
wurde desweiteren das Bindungsverhalten fur PSA ellenfalls Mannose-
bindendes Lektin untersucht. Bindungsstellen wurdeZytoplasma der Sertoli-
Zellen sichtbar gemacht. Die Spermatogonien, Speaygen und Spermatiden

reagieren bei diesen Untersuchungen ebenfalls mér epositiven Reaktion.
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Somit entspricht das Bindeverhalten von PSA im Beauf Sertoli-Zellen und die
Keimzellen dem von ConA. Somit fanden sich in dre&ellen Glukose- und
Mannose-haltige Zuckerstrukturen. Bei PSA st zlg#t eine schwach
homogene Anfarbung im intertubularen Gewebe zu &edulen. Zu den
eingesetzten Lektinen, die Galaktose binden, geh®€A und PNA. Das
Hodengewebe des Straul3es zeigt bei den glykoh&tasbhen Untersuchungen
mit RCA-FITC positive Bereiche nur in der Kapsedun der Tunica externa der
Arterien. Fur PNA sind in den untersuchten Hodengtdn ausschliel3lich in den
Spermatogonien und primdren Spermatozyten Bindtglgss nachweisbar.
Bakst et al. konnten bei Putenhoden ebenfalls eiefarbung der
Spermatogonien und der primaren Spermatozyten eeker(Bakst et al. 2007)
Bei Keskin und Ili wird eine schwache Anfarbung nHNA-FITC in den
Keimzellen, im intertubularen Gewebe, in der Bagairhran und in den Sertoli-
Zellen des Denizli-Hahnes erwahnt. (Keskin und 2011) Die N-Acetyl-D-
Galaktosamin bindenden Lektine DBA, GSL-1, SBA #WA wurden in dieser
Arbeit mit den folgenden Ergebnissen untersuchte Dintersuchung auf
Bindungsstellen fir DBA verlief ohne Reaktion. Inoden des Straul3es konnten
in dieser Arbeit ebenso keine Bindungsstellen f&L&, SBA und SJA sichtbar
gemacht werden. Somit finden sich im StrauRenhé@ame Glykokonjugate mit
N-Acetyl-D-Galaktosamin-Resten. Im Gegensatz damélenen Bakst et al. in
ihrer Arbeit ein Vorkommen von Bindungsstellen 8BA in einzelnen Zellen im
intertubularen Gewebe und in der Basalmembran dir. PBakst et al. 2007) Das
Lektin SNA wurde verwendet, um Bindungsstellen Galaktose und N-Acetyl-
D-Galaktosamin im StraufRengewebe zu ermitteln. $SWNAC konnte in einigen
Zellen des intertubularen Gewebes und in vereiemeBpermatogonien eine
Fluoreszenz hervorrufen. Das Endothel der Gefafs Eich ebenfalls mit SNA-
FITC anfarben. In einer Studie von Keskin und lérden diese Erkenntnisse nur
bedingt bestatigt: das Hodengewebe des Denizli-ealnes Bindungsstellen flr
SNA im intertubuldren Gewebe, in der Basalmembiamen Sertoli-Zellen und
in den Keimzellen auf. (Keskin und Ili 2011) Um dgindungsmuster fur N-
Acetyl-Glukosamin im StrauRenhoden erkennbar zuheacwurden in dieser
Arbeit die Lektine WGA und WGAs verwendet. WGA uWiGAs binden beide
an N-Acetyl-Glukosamin, WGAs bindet aber im Gegéngar WGA nicht an N-
Acetyl-D-Neuraminsaure. (Monsigny et al. 1980) Dia dieser Arbeit
untersuchten Hodenschnitte zeigten eine Affinitiat WGA in Spermatogonien,
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den Spermatozyten, den Spermatiden und den LeyaligrZ Ballesta et al.
konnten diese Tatsache nur im Bezug auf die Speguaien bei der Taube
bestatigen. (Ballesta et al. 1991) Das intertuleu@ewebe und die Tunica intima
der GefalRe farben sich ebenfalls mit WGA-FITC aakd® et al. beobachteten
eine positive Reaktion auf WGA-FITC in den SertodiHen der Pute, welche in
den Sertoli-Zellen des Strauf3es wahrend dieseritArbenht bestatigt werden
konnte. (Bakst et al. 2007) Bindungsstellen fur W&G2eigten sich in der
vorliegenden Arbeit in den Spermatogonien, den 18p&zyten und den
Spermatiden und in den peritubularen Zellen sowie maBiger Zahl im
intertubularen Gewebe. In den Gefal3en konnte enférBung der Tunica intima
und der Tunica externa beobachtet werden. Zusanasssrid fur das
Bindeverhalten von WGA und WGAs im Hodengewebe 8aulles lasst sich
feststellen, dass in den Spermatogonien, den Spezytan, den Spermatiden, der
Tunica interna der GefalRe und dem intertubularerwebe des Straulies
Glykokonjugate mit viel N-Acetyl-D-Glukosamin detekt werden, wohingegen
in den Leydig-Zellen Glykokonjugate mit viel N-AgeD-Neuraminsaure
nachgewiesen werden konnten. Das Hodengewebe dasfR8¢ weist eine
positive Reaktion mit PHA E- und PHA L-FITC im Zyiasma der Leydig-
Zellen auf. Bei den Untersuchungen mit PHA L isteeAnfarbung der Tunica
externa und Tunica media der gro3eren Arterierztisgtllen. Ebenso findet man
eine positive Reaktion mit PHA L im intertubular&ewebe, in den peritubularen
Zellen und im Zytoplasma der Sertoli-Zellen. Zu s#ie Ergebnissen konnte
aufgrund fehlender Literatur kein Vergleich mit arneh Tierarten durchgefuhrt
werden. Bindungsstellen fir MAL-1 konnten im Hodewgbe des Straulies
ausschlief8lich in einzelnen Zellen des intertuliaGewebes nachgewiesen
werden. Keskin und lli fanden beim Denizli-Hahn efadls Bindungsstellen im
intertubularen Gewebe, zusatzlich noch in der Basalbran, in den Sertoli-
Zellen und in den Keimzellen. (Keskin und Ili 201) den untersuchten
Gewebeschnitten des Straul3es konnten keine Binstigtige fir UEA-1-FITC
und somit keine Existenz von L-Fucose im Strauf3dahaletektiert werden. Im
Gegensatz dazu zeigte sich in friheren StudierHbeister, Schwein, Rind und
Katze eine Anfarbung der Membrana propria. (Pastoal. 2003; Calvo et al.
2000; Arya und Vanha-Perttula 1985; Desantis e2@06) Zusatzlich wurden
beim Hamster Bindungsstellen fir UEA-1 in den Spenschwanzen beobachtet.
(Pastor et al. 2003) In einer Studie von Abd-Elnoaksam Hoden des Rindes



V. Diskussion 114

zeigte sich je nach Fixierung ein unterschiedlicBeslungsverhalten von UEA-
1. in Aceton-fixierten Schnitten farbte sich diesBamembran an, wohingegen
sich in den Bouin-fixierten Schnitten keine postiReation hervorrufen liel3.
(Abd-Elmaksoud 2005) Dies lasst die Vermutung zasgsdsich Unterschiede im
Bindungsmuster von UEA-1 auf die Fixierung des Huapvebes zurtckfihren
lassen. In der vorliegenden Arbeit wurden bereitgeiz unterschiedliche
Fixierungen (Formalin und Bouin) angewendet, inatefibereinstimmend keine
Bindungsstellen nachgewiesen werden konnten. Ahefer Stelle in dieser
Arbeit wurde bereits erwahnt, dass das BindemuaierLektinen durch die Art
der Fixierung beeinflusst werden kann. Interessaiéte es, entsprechende

Untersuchungen mit UEA-1 an Aceton-fixierten Hoddmstten durchzufihren.

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen irsatieArbeit dienten der
Darstellung von zellularen Feinstrukturen des emhodens. Die der
Basalmembran anliegenden Sertoli-Zellen enthalterhiem Zytoplasma einen
ovalen bis polygonalen Zellkern mit einem deutliclidukleolus. Bei Waibl und
Sinowatz wird die Form des Sertoli-Zellkerns miahvmanchmal birnenférmig
beschrieben. (Waibl und Sinowatz 2004) Dieser £etllbefindet sich im basalen
bis mittleren Drittel der Zelle und enthalt viel &womatin und einige
Heterochromatin-Schollen. In den Sertoli-Zellen dsindesweiteren viele
Mitochondrien, Lysosomen und raues endoplasmassétetikulum zu finden.
Bei den elektronenmikroskopischen Aufnahmen simghjtjunctions” zwischen
den Zellen erkennbar. Die Spermatogonien beherbergeen runden bis
guerovalen Zellkern mit viel Euchromatin und 1-2kiMwli. Der Zellkern der
primaren Spermatozyten ist rund und besitzt lock€ieromatin, wohingegen der
Zellkern der sekundaren Spermatozyten deutlichn&leaber dennoch rund ist.
Ebenso findet man die sekundaren Spermatozytewhdl und Sinowatz sowie
Salomon et al. beschrieben. (Waibl und Sinowatz12@alomon 1993) In diesem
Zellkern ist mittig viel Euchromatin und Heterochratin am Rand zu sehen. Der
Gehalt an Mitochondrien ist in den primaren Speangen geringer als in den
sekundéaren. Die nachste Entwicklungsstufe der Kellerz, die Spermatiden,
besitzt am Beginn der Spermiogenese einen rundann einen elongierten
Zellkern mit feinem Chromatin und zusatzlich einatiinnen randstandigen
Heterochromatinsaum. In manchen Schnitten ist kieseamale Vakuole sichtbar,

die zum spateren Akrosom des Spermiums wird. Im fdauwer
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Spermienentwicklung sammeln sich Mikrotubuli um datlkern und bilden eine
Manschette, anschlieBend entwickelt das Spermiune sendgultige Form mit
Akrosom, Kopf und Schwanz.

Durch die in dieser Arbeit angewandten immun- urgkahistochemischen

Verfahren in Kombination mit elektronenmikroskopisa Untersuchungen
konnten bisherige Erkenntnisse Uber das Hodengedeb&traulRes im Bezug auf
histologische und funktionelle Beobachtungen vagfi und ergénzt werden.
Hierbei konnten viele Ahnlichkeiten zu anderen Magen festgestellt werden,
aber auch Unterschiede wurden nachgewiesen. Eidigeer Unterschiede

kbnnten auf saisonale Unterschiede hindeuten, lokekarf jedoch erganzender

Untersuchungen mit Straul3en verschiedener Alteppgmt



VI. Zusammenfassung 116

VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untetsing des Hodengewebes des
Afrikanischen  Straues Sfruthio camelys mithilfe  konventioneller
Farbeverfahren sowie immunhistochemischer, glykobieemischer und
elektronenmikroskopischer Methoden. Fir die Untgmsngen wurden Hoden

von zehn geschlechtsreifen, klinisch gesunden B&nawerwendet.

Die anatomische Lage der Hoden in der Leibeshomigpecht der von anderen
Vogeln. Die Hoden des StraufRes sind bohnen- bzangfrmig, somit weicht
die Form nur geringflgig von der in der Literatwesbhriebenen Hodenform bei
anderen Vogelarten ab. Die Straul3enhoden sind ingléleh zu anderen
Vogelarten wie z. B. dem Kanarienvogel im Bezug @ief Korpergrol3e deutlich
kleiner, wobei aber, wie bei allen bisher untersech/ogelarten der linke Hoden
groRer als der rechte ist. Die Farbe der Hoden hivedmlweise leicht von der
Beschreibung bei anderen Vogelarten ab, was evénma saisonale
Unterschiede hindeuten kdnnte. Wie bei allen Vogsikein Mediastinum testis

ausgebildet.

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen wurae ABC-Methode
angewandt. Fur alle untersuchten Antikérper-SMA, Desmin, Vimentin,
Panzytokeratin, Myosin, Tubulin, Connexin, Cox-bx€2, ERx und AR) konnte
ein charakteristisches Bindungsmuster nachgewieseden. Zytokeratine liel3en
sich in den Leydig-Zellen in unterschiedlicher Kentration beobachten. Cox-2
wird im untersuchten Gewebe in den Sertoli-Zellden Leydig-Zellen und der
GefalRwand (Tunica intima und media) exprimiert, waoth beim Strauf’ eine
Beteiligung von Prostaglandinen bei der Testost&ymhese und -Freisetzung in
die Blutgefale angenommen werden kann. Beim Str&oRnte der
Ostrogenrezeptor ERausschlieRlich in vereinzelten Leydig-Zellen besttat

werden. Dies ist ein Unterschied zu vielen and&egelarten.

Die lektinhistochemischen Untersuchungen wurden Ifitverschiedenen FITC-
markierten Lektinen (ConA, WGA, WGAs, LCA, DBA, RCASA, UEA-1,
PHA E, PHA L, GSL-1, SBA, SJA, PNA, MAL-1 und SNAJurchgefihrt. Bei
den Lektinen ConA, WGA, WGAs, LCA, RCA, PSA, PHA BHA L, PNA,

MAL-1 und SNA konnte ein spezifisches Bindungsmusichgewiesen werden.
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So wurden Glykostrukturen mit D-Mannose (Sertolitte Keimzellen,
intertubulares Gewebe, peritubulare Zellen, Tungcderna der Gefal3e), N-
Acetyl-Glukosamin (Spermatogonien, Spermatozyten, per@atiden,
intertubulares Gewebe, Tunica intima der Gefal3e) DaGalaktose (Kapsel,
Tunica externa der GefalRe, Spermatogonien und pirSfermatozyten) im
Hodengewebe des Straul3es nachgewiesen. Im Strauléenfinden sich jedoch
keine Glykokonjugate mit N-Acetyl-D-Galaktosamin. eiB den
glykohistochemischen Untersuchungen zeigte sictdig@rLektine WGAs, SNA,
RCA, PSA, PHA E, PHA L, PNA und MAL-1 in Abhangigkeon der Fixierung
ein unterschiedliches Bindeverhalten: Bei WGAs @A war nach Fixierung
mit Formalin keine Bindung an das Gewebe mdoglieh,den anderen Lektinen
zeigte sich nach Bouin-Fixierung ein starkeres Buathalten als nach Formalin-

Fixierung.
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VII. SUMMARY

The aim of this study was to investigate testicuissue of the African ostrich
(Struthio camelususing light- and electronmicroscopic methods amduno-
and glycohistochemical techniques. For my studyetesf ten mature, clinical

healthy ostriches were used.

The anatomical position of the testes in the abdamcavity of the ostriches
corresponds to that of other birds. The form ofdkgich testes (bean- or strand-
shaped) differs only slightly from that describadther species of birds. The size
of the testes is, compared to other species okledy. in relation to the body
size) significantly smaller, but the left testidasger than the right one, as seen for
all other avian species investigated so far. THeraaf the testes partly deviates
slightly from the description in other avian spsc¢iethich may be due to seasonal

influences. As in all bird species no mediastinestis is formed.

In my immunohistochemical studies, the Avidin-Bm&eroxidase-Complex
method has been applied. For all investigated adi#s (-SMA, desmin,
vimentin, pancytokeratin, myosin, tubulin, connex@ox-1, Cox-2, ER and AR)

a characteristic binding pattern could be deteddokeratins could be observed
in the Leydig cells, which is surprising as Leydiglls have a mesenchymal
origin. Cox-2 is expressed in the Sertoli cellg tteydig cells and the vascular
wall (tunica intima and media), whereby the invohent of prostaglandins in
testosterone synthesis and release into the blesdels can be assumed. The
expression of ERshows a very different binding pattern within se¥epecies of
birds. In the ostrich testis ERvas observed only in single leydig cells — as seen

in the cockatoo and the macaw.

The glycohistochemical studies were performed véhdifferent FITC-labeled
lectins (ConA, WGA, WGASs, LCA, DBA, RCA, PSA, UEA-PHA E, PHA L,
GSL-1, SBA, SJA, PNA, MAL-1 and SNA). In the casdésConA, WGA, WGAs,
LCA, RCA, PSA, PHA E, PHA L, PNA, MAL-1 and SNA agaecific binding
pattern could be detected. Therefore glycostrustwéh D-mannose (Sertoli
cells, germinal cells, intertubular tissue, pentiap cells, tunica externa of the
vessels), N-acetyl-glucosamine (spermatogonia, nspecytes, spermatids,

intertubular tissue, tunica intima of the vesseals)l D-galactose (capsule, tunica
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externa of the vessels, spermatogonia und prim@eynsgatocytes) were detected
in the ostrich testes. No glycoconjugates with NtgeD-galactosamine were
found in the ostrich testes. For the lectins WGBNA, RCA, PSA, PHA E, PHA
L, PNA and MAL-1 the glycohistochemical studies wied a different binding
behaviour according to the fixation method: Aftéxafion with formalin no
binding for WGAs and SNA was found. The other lestshowed a more intense
binding behaviour after Bouin fixation compareddomalin fixation.
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IX. ANHANG

1. Alkohol-L6sungen
Alkohol-Lésungen
50%ige Alkohol-Lésung 96%ige Alkohol-Lésung 1000 ml
DEPC-Wasser (fur Formalin-Lésung)
oder 958,90 ml
Aqua dest. (fur Bouin-Losung)
70%ige Alkohol-Lésung 96%ige Alkohol-Lésung 1000 ml
DEPC-Wasser (fur Formalin-Losung)
oder 381,50 ml
Aqua dest. (fir Bouin-Ldsung)
80%ige Alkohol-Lésung 96%ige Alkohol-Lésung 1000 ml
DEPC-Wasser (fur Formalin-Losung)
oder 209,50 ml
Aqua dest. (fur Bouin-Losung)

DEPC-Wasser
DEPC (Diethylpyrocarbonat) 1000 pl
Aqua dest. 1000 ml
autoklavieren

2. Fixierlosungen (Lichtmikroskopie)

2.1. Formalin-L6sung

Formalin-Losung
37% Formaldehydlésufg 100 ml
PBS (Phosphat buffered saline)-PuffdiOx-konzentriert, steril 90 m|
DEPC-Wasser 810 ml

PBS-Puffer, pH 7,5 fur die Herstellung der FormalinLdsung
PBS-10x-Konzentrat steril 10 ml
DEPC-Wasser 90 ml




IX. Anhang 135

2.2. Bouin-LAésung

Bouin-LOésung

Pikrinsaureldsunig(gesattigt, wassrig), filtriert 100 g
37 % FormaldehydldsuAg 250 ml
100 % Essigsaufe 50 ml

Pikrinsdureldsung

Pikrinsauré (gesattigt, wassrig), filtriert 750 ml
37 % FormaldehydldsuAg 250 ml
100 % Essigsaute 50 ml
3. Reagenzien fir die lichtmikroskopischen Untersuchugen

3.1. Hamalaun-Eosin (HE)-Farbung

Saures Hamalaun nach Mayer

Hamatoxylirf, krist. 1g
Natriumjodat NaJg/ 0,29
Kalialaur? p. A. (Aluminiumkaliumsulfat AIK (SQ) x 12 HO) 509
Chloralhydrat GH;Cl;0,° 50 g
Zitronensaure-Monohydratkrist. 1lg
ad Aqua dest. 1000 ml

vor Gebrauch filtrieren

Wassriges Eosin 0,09 %

Eosin, gelblich 29
1 % Stammldsung: ad Aqua dest. % ad 200 mi 1 Tell
Formaldehydlésu
37 % 5 Tropfen
Aqua dest. 10 Teile
100 % Essigsaute 1-5 Tropfen / 100 m

3.2. Perjodséaure-Schiff-Reaktion nach McManus (PAS-Farbuag)

0,5 % Perjodsaure

Perjodsaure HO;2 > 99 %, p.a. 1g

Aqua dest. ad 200 ml
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SO,-Wasser (Sulfitwasser)
Salzsaure, 1,2 N 30 ml
10%ige Natriumdisulfit-Lésung 30 ml
Aqua dest. ad 600 ml
Salzséaure, 1,2 N
Konzentrierte Salzsaure (37%) 3mi
Aqua dest. 27 mi
10 % Natriumdisulfitlbsung
Natriumdisulfit in PulverformNa,S,0s° 3,00
Aqua dest. ad 30 ml
Schiff’'sches Reagenz
fertige Gebrauchslésung: Schiffs Readenz
3.3. Alcianblau-Farbung
1 % Alcianblaulésung, pH 1,0
Alcianblau 8G$ 1g
Salzsaure, 0,1 N ad 100 ml
filtrieren und Thymolkristafl zusetzen
1 % Alcianblaulésung, pH 2,5
Alcianblau 8G$ 1g
3 % Essigsaure ad 100 ml
filtrieren und Thymolkristafl zusetzen
3 % Essigsaure
100 % Essigsaute 30 ml
Aqua dest. ad 1000 ml
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Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Losung

5 %ige Aluminiumsulfatlésung 50
ad Aqua dest. 100 ml
Kernechtrot 0,19
unter Erhitzen auflésen, abkuhlen und filtrieren

5 %ige Aluminiumsulfat-Losung

Aluminiumsulfaf, krist., rein 59
Aqua dest. ad 100 ml
3.4. Toluidinblau-Féarbung

1% Toluidinblau-Lésung*, pH 4,5

Toluidinblau 19
Aqua dest. ad 100 ml
vor Gebrauch filtrieren

3.5. Trichromfarbung nach Masson und Goldner

Azophloxin-Lésung

Azophloxir’ 059
Aqua dest. 100 ml
100 % Essigsaute 0,2 ml
vor Gebrauch filtrieren

Phosphormolybdansaure-Orange G-L6sung

Phosphormolybdansadre.A. 4g
Aqua dest. ad 100 ml
Orange G 29

stets frisch ansetzen
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Lichtgrin-Losung

Lichtgriin, gelblicA

0,29

Aqua dest.

ad 100 ml

100 % Essigsaute

0,2 ml

vor Gebrauch filtrieren

1 % Essigsaure

100 % Essigsaute

10 ml

Aqua dest.

ad 1000 ml

Eisenhamatoxylin nach Weigert

Stammlésung A

Hamatoxylirf, krist.

lg

95 % Ethanal

100 mi

eine Woche reifen lassen

1 Teill

Stammldsung B

Eisen(lll)-chloric, p.A.

2,48 g

Aqua dest.

ad 100 ml

Salzsaurekonzentriert , rauchend 37%

1l

1 Teill

3.6. Resorcinfuchsin-Farbung nach van Gieson

Eisenhamatoxylin nach Weigert

siehe Trichromfarbung nach Masson und Goldner

Pikrinsdure-Thiazinrot-L6sung

1 % Thiazin-Lésung, wassrig

Thiazinrot R

0,19

Aqua dest.

ad 10 ml

7,5 ml

Pikrinsaure, gesattigt, wassrig

100 mi
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Resorcinfuchsin-L6sung
Schritt | Zutat/Vorgehen
1 Lésung A zum Kochen bringen
2 Lésung B unter Schwenken dazugeben, auf kleilzeniie 5 min kochen
3 Auf Raumtemperatur abkihlen lassen, filtriered Niederschlag auffangen
Filter mit Niederschlag mit ca. 350 ml 95 %igem dthP tibergieRRen,
4 . . . .
bis zum Siedepunkt erhitzen und I6sen
5 Auf RT abkihlen lassen und 2,8 ml 37 %iger Salasgkonzentiert) zugeben,
fitrieren
Losung A
Fuchsin 29
Resorcif, p.A. 49
Aqua dest. ad 200 ml
unter Erwarmen I6sen
Losung B
Eisen(lll)-chloric, p.A. 8¢
Aqua dest. ad 40 ml
4. Reagenzien fUr die immunhistochemischen
Untersuchungen
PBS-LAsung (Phosphate-Buffered-Saline-Solution), pH,4-7,6
Natriumchlorid (NaCl) 425¢g
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 6,359
Natrium-Dihydrogenphosphat-Monohydtat 195¢g
Aqua dest. ad 51
Citratpuffer, pH 6,0
Stammldsung A: Zitronensaure-Monohydrat 21,01¢g
Zitronensaure 0,1 M oml
Aqua dest. ad 1000 ml
Stammldsung B: Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 2941¢g
Natriumcitrat 0,1 M 41 ml
Aqua dest. ad 1000 ml
Aqua dest. ad 450 ml
Dakopuffer, pH 6,1
Dako Target Retrieval Solution 10x Concentfate 20 ml
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Aqua dest. ad 180 ml

7,5 % Wasserstoffperoxid-L6sung

30 % Wasserstoffperoxid-Lésuhg 50 ml

Aqua dest. ad 150 ml

DAB-Wasserstoffperoxid-Losung

DAB-Ldsung 3,3"-Diaminobenzidin- 6 Thl.
Tetrahydrochlorid (DAB),
10mg/Tablette 60 mi
Aqua dest. 60 m

Tabletten mit dem Magnetrihrer vollstandig 16gen

Wasserstoffperoxid- PBS-L6sung 5m

Stammlésung 400 pl

30 % Wasserstoffperoxid 15pl

Protease 0,1 %
Trypsin®
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5. Reagenzien fur die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen
Gepufferte Paraformaldehyd (PFA)-LAosung
10 % Paraformaldehyd- | Paraformaldehyt 10g
Losung .
Aqua dest. (60 -70°C) ad 100 ml 10 ml
Natriumhydroxid 1 N, 1— 2 Trpf
bis Losung klar ist
Natriumcacodylatpuffer | Natriumcacodylat 98 % 3,29
0,2M
Aqua dest. ad 50 m|
25 ml
Salzsaure 0,1 N bis pH 7,2
Aqua dest. ad 100 ml
Kalziumchlorid®, wasserfrei, rein 0,025¢
Gebrauchslésung (2,51% PFA und 3,02% GA)
Gepufferte Paraformaldehydlésung 35ml
25 % Glutaraldehyd, EM-Grade 4.8 ml
Natriumcacodylatpuffer 0,05 M
Natriumcacodylatpuffer | Natriumcacodylat 0,2 M, pH 7,2 50 ml
0,1 M, pH 7,2 Aqua dest. ad 100 ml 25 ml
Aqua dest. ad 100 ml
Osmiumtetroxid-Kaliumferrocyanid-Losung
2% Osmiumtetroxid-Lésung
4% Osmiumtetroxidldsurtg 4% 2 ml 1 Teil
Natriumcacodylatpuffer 0,05 M 2ml
3% Kaliumferrocyanid-Ldsung
Kaliumferrocyanid 0,39 1 Teil
Natriumcacodylatpuffer 0,05 M ad 10 ml
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Farbeldsung nach Richardson

Methylenblau-Lésung

1% Methylenbla

(1g auf 100ml Aqua dest.) 19 100 mi
Aquadest. ad 100 ml

1% Borax-Losung

0,

(1l\l/(jat?iz§;(etraboratdecahyd?&t 19 100
Aqua dest. ad 100 ml

1% Azur Il-Losung

Azur I1® 29 200 ml
Aqua dest. ad 200 ml
Bleicitrat nach Reynolds

Blei(ll)nitrat!, ACS-Reagenz 1,33 g
Natriumcitrat tribasisch DihydratACS-Reagenz 1,76 g
Aqua bidest. ad 50 ml
Lésung 1 Min stark schitteln, dann 30 min nur ath zin schiitteln

Natriumhydroxid 1 N dazutropfen, bis Lésung durchsichtig ist canl§
Aqua bidest. ad 50 ml
Epon Epoxidharz

1,2,3-Propanetriol, Polymer mit Chlormethyloxirdto{y/Bed 812 10 ml

Dodecenylbernsteinsaureanhydtid 8 ml

Methyl Nadic Anhydrid® 5ml

Benzyldimethylamift 1ml
Uranylacetat-L6sung

98% Uranylacetat, ACS-Reagenz 1g

ad 50 ml

Aqua bidest.

vor Verwendung filtrieren
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Bezugsquellen:

! Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

2Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

¥ Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

* Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH & Co., Kéngen,tBehland

®> Bundesmonopolverwaltung fiir Branntwein, OffenbaohMain, Deutschland

® Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH & Co., Stuttgamtettiirkheim, Deutschland
" Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

8 Agar Scientific Elektron Technology UK Ltd, Staedt UK

° MP Biomedicals Germany, Eschwege, Deutschland

1% Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschlan

" polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Deutschland
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