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1. Einleitung

1.1 Bau und Funktion des Hodens

Der Hoden ist bei allen Wirbeltieren als paariges Organ angelegt. Bei den meisten
Sdugetieren kann er eiférmige bis kugelige Form haben und befindet sich dauerhaft au3erhalb
der Bauchhohle im Hodensack, dem Skrotum.

In Langsrichtung lagert sich ihm der Nebenhoden an und ist mit ihm am Margo epididymalis
durch ein Gekrose (Mesorchium) eng verbunden. Das Ligamentum testis proprium, ein
kurzes, straffes Band, verbindet den Nebenhodenschwanz mit dem kaudalen Hodenpol. Die
dem Nebenhoden gegeniiberliegende freie Seite des Hodens wird als Margo liber bezeichnet.
Die stark geschldngelte A. testicularis, der vendse Plexus pampiniformis und der Ductus
deferens sind die zentralen Leitungsbahnen im Inneren des Samenstranges, der den Hoden -
abhingig von seiner Position im Skrotum - nur kranial oder auch am Margo epididymalis
kontaktiert.

Der Hoden besitzt einen Bauchfelliiberzug (Epiorchium), der fest mit seiner derben Kapsel,
der Tunica albuginea, verwachsen ist. In ihr bilden die Verzweigungen der tunikalen Arterien
und Venen die Tunica vasculosa. Unter dieser Kapsel befindet sich das Hodenparenchym.
Dieses wird von mehr oder weniger deutlich ausgebildeten bindegewebigen Septen, den
Septula testis, in denen auch Blutgefd3e und Nerven verlaufen, durchzogen. Die Septula testis
unterteilen das Parenchym undeutlich in einzelne Lippchen, die Lobuli testis, welche die
Samenkanilchen (Tubuli seminiferi ) und das intertubuldre Gewebe mit den Leydigzellen
enthalten. Die stark geschlidngelten Tubuli seminiferi konnen betréchtliche Lénge erreichen,
sind in der Regel haarnadelférmig, und miinden meist liber zwei Tubuli recti in das

intratestikuldre Rete testis, welches in das Mediastinum testis eingebettet ist. Die Ductuli



efferentes leiten die Spermien aus dem Rete testis in den Nebenhodenkanal weiter.

Die hauptsichliche Funktion des Hodens besteht in der Produktion ménnlicher Keimzellen
(Spermatogenese) in den Tubuli seminiferi, sowie der Bildung der méinnlichen
Geschlechtshormone (Androgene) in den Leydigzellen. Beide Prozesse werden durch
iibergeordnete hormonelle (Hypophyse und Hypothalamus) und lokale Regelkreise, bei denen
die Leydigzellen und die Sertolizellen eine Rolle spielen, gesteuert. Es gibt auch Hinweise,
dass das autonome Nervensystem direkt in der Regulation der Hodenfunktionen eingreift.
Linsenmeyer et al. (1994) untersuchten die Auswirkungen einer Riickenmarksverletzung bei
Ratten nach Ablauf von 2 und 4 Wochen. Zwei Wochen nach der Verletzung fand eine
komplette Spermatogenese statt, doch waren Anormalititen in den Tubuli seminiferi zu
beobachten. Die Hormonkonzentrationen waren unverdandert. Nach 4 Wochen fand in den
Tubuli seminiferi der Ratten mit Riickenmarksverletzung bei einigen Tieren eine inkomplette
Spermatogenese statt; ferner wurden eine verspétete Spermiation oder teilweise eine
unspezifische Regression des Epithels der Tubuli seminiferi beobachtet. Die
Testosteronkonzentrationen im Serum der Ratten mit Riickenmarksverletzung waren etwas
niedriger, doch die Konzentrationen im Hoden selbst unterschieden sich nicht von der
Kontrollgruppe. Plasmatisches Gonadotropin war in beiden Gruppen gleich. Auch bei
Riickenmarksverletzungen, die mehr als 4 Wochen bestanden, beobachteten Huang et al.
(1998) eine Regression der Spermatogenese bei 70% der Ratten bei normalen
Hormonkonzentrationen (FSH, LH, Testosteron). Da diese Regression sich nicht durch eine
exogene Zufuhr von Testosteron verhindern liess, vermuten die Autoren weitere nicht-
endokrine Kontrollmechanismen bei der Samenzellbildung.

Die Spermatogenese, die in den Tubuli seminiferi stattfindet, beginnt mit Eintritt der
Geschlechtsreife und l4uft in unterschiedlicher Intensitét kontinuierlich oder bei saisonellen

Spezies auch unterbrochen durch jahreszeitliche Einfliisse bis zum Lebensende weiter. Das



Keimepithel der Samenkandlchen besteht aus den Keimzellen und den regulativen
Sertolizellen. Die Keimzellen durchlaufen unterschiedliche Vermehrungs- und
Differenzierungsphasen, bis sie schlielich als Spermien in das Tubuluslumen abgegeben

werden.

1.2 Gefiflversorgung des Hodens

Die Blutversorgung des Hodens wird von der Arteria testicularis tibernommen, die als Arteria
spermatica interna von der Aorta abdominalis abzweigt. Wenn sie den Hoden erreicht, zieht
sie bei den Wiederkduern in der Tunica albuginea am Margo epididymalis zum kaudalen
Hodenpol, wo sie sich in mehrere Zweige aufteilt. Diese Arterien ziehen dann wieder nach
kranial {iber den Margo liber des Hodens (Godinho et al. 1972). Auf ihrem Weg zum
cranialen Hodenpol geben die tunikalen Arterien Aste ab, die in die Septula testis eintreten
und in Richtung Mediastinum ziehen, wo sie bei vielen Spezies charakteristische
Arterienkonvoluten ausbilden. Septale Arterien und Konvolutarterien versorgen mit ihren
Arteriolen und Kapillaren das Parenchym, sowie das Mediastinum. Als vendser Abfluf3
dienen hauptsidchlich Venen, die zur Organkapsel und von dort in den Plexus pampiniformis
ziehen, aber auch solche, die mit den Ductuli efferentes den Hoden am kranialen Pol
verlassen. Der Plexus pampiniformis umgibt die A. testicularis im Bereich des Samenstrangs.
Die innige topographische Beziehung zwischen Venen und Arterien dient der Temperatur-
und Blutdruckregulation, da die Spermatogenese um 2-5° C unter der Kdrpertemperatur und
bei gleichmdfigem Blutflul stattfindet. Auch ein Androgenaustausch, der fiir die hohe
intratestikuldre Androgenkonzentration mitverantwortlich gemacht wird, kann in diesem
Abschnitt zwischen Venen und Arterien stattfinden (Jacks und Setchell 1973; Frankel und

Ryan. 1981; Setchell et al. 1983).



1.3 Vegetative Innervation der Beckenorgane und des minnlichen Geschlechtsapparates

Die Innervation der Beckenorgane erfolgt {iber sympathische und parasympathische Anteile
des vegetativen Nervensystems. Dazu kommen peptiderge Fasern und afferente Nerven.

Im Hoden, Nebenhoden und Ductus deferens dominiert die sympathische Innervation. Im
Unterschied zu anderen sympathisch innervierten Organen liegt hier eine Population von
Ganglien oft peripher und nahe dem Effektorgan (Owman und Stjernquist 1988). Die
Existenz solcher peripher umgeschalteter Neurone bewies Sjostrand (1962) anhand einer
Reizung des N. hypogastricus nach Einsatz von Ganglienblockern am Ductus deferens des
Meerschweinchens, wobei keine Reaktion festzustellen war. Owman und Sjostrand (1965)
bezeichneten diese Neurone als ,,short adrenergic neurons. Daneben kommen auch ,,long
adrenergic neurons‘ vor.

Die parasympathischen Nervenfasern der inneren mannlichen Geschlechtsorgane sind bis jetzt
nur in geringem MaBe -eindeutig nachgewiesen worden. Es gibt eine Reihe von
histochemischen Untersuchungen, die indirekt auf eine cholinerge Innervation hindeuten
(Risley und Screpetos 1964; El-Badawi und Schenk 1967; Bell und McLean 1973), die aber
alle dlteren Datums sind und mit suboptimaler Technik durchgefiihrt wurden.

Eine peptiderge Innervation der Geschlechtsorgane wurde bereits von Baumgarten und
Holstein (1971) diskutiert. Doch Alm et al. (1977) beschrieben anhand einer VIP-
Immunreaktion erstmals die Pridsenz peptiderger Fasern im Urogenitaltrakt. Peptiderge
Transmitter treten auch kolokalisiert mit typischen Neurotransmittern der sympathischen und

parasympathischen Nerven auf.

Die gesamte autonome Nervenversorgung des méannlichen Genitaltraktes wird nach Ursprung,

Verlauf und Zielorgan in drei Anteile untergliedert (Mitchell 1935): Nervus spermaticus



superior, Nervus spermaticus intermedius und Nervus spermaticus inferior.

Der Nervus spermaticus superior besteht {iberwiegend aus Fasern des Plexus mesentericus
inferior (Hodson 1970) und begleitet die A. spermatica interna, spiter A. testicularis, seit
ihrem Abgang aus der Aorta, um mit ihr gemeinsam bis zum Hoden zu ziehen. Der Nervus
spermaticus inferior folgt und innerviert den Ductus deferens und den kaudalen Nebenhoden
und entspringt dem Plexus pelvinus (Hodson 1970). Der Nervus spermaticus intermedius
enthdlt Fasern aus dem N. hypogastricus und ist nur bei einigen Spezies als gesonderter Nerv

zu identifizieren (Cross und Glover 1958; Norberg et al. 1967b).

1.4 Innervation des Hodens

Die Angaben iiber die Nervenversorgung des Hodens sind zum Teil kontrovers, doch einig ist
man sich, dass die meisten Nerven gefdllbegleitend oder in der Wand von Gefédflen verlaufen
(Hodson 1970). Shioda und Nishida (1966) beschrieben afferente kapselfreie Nervenenden in
der Tunica vasculosa des Bullen, wie sie auch beim Menschen vorkommen (Yamashita 1939).
In der Tunica albuginea werden die Blutgefdl3e meist von Nervenfasern begleitet und versorgt
(Gray 1947; Risley und Screpetos 1964; Norberg et al. 1967a; Zhu et al. 1995). Von der
Tunica albuginea zieht die Mehrzahl der Nervenbiindel zusammen mit den BlutgefdBen weiter
in die Septula testis. Innerhalb des Hodenparenchyms sind die hier auftretenden Nervenfasern
ebenfalls meist mit Blutgefdlen (Arterien) assoziiert. Die Prisenz von Nerven in den Lobuli
testis ist speziesspezifisch. Im menschlichen Hoden fanden Nistal et al. (1982) Axone, die
sich den intertubulidren Gefdlen néherten, aber auch Kontakt zur Lamina propria der Tubuli
seminiferi aufnahmen, in diese allerdings nicht vorstieBen. Ein dhnlicher Befund wurde auch
von anderen Autoren mitgeteilt (Kuntz und Morris 1946; Okkels und Sand 1940; Gray 1947;

Stach 1963; Shioda und Nishida 1966; Baumgarten und Holstein 1967). Bei einem in vitro



durchgefiihrten Versuch beobachteten Miyake et al. (1986) als Reaktion auf Acetylcholin und
Noradrenalin eine dosisabhéngige Kontraktion isolierter Tubuli seminiferi des Rattenhoden.
Die Autoren interpretierten das Ergebnis als einen Hinweis auf eine autonome Innervation der
Tubuli seminiferi und eine Steuerung der Kontraktion durch adrenerge Nervenfasern. Im
Gegensatz dazu konnten Pholpramool und Triphrom (1984) bei dhnlichen Experimenten unter
anderem mit Noradrenalin und Metacholin keine eindeutigen Reaktionen provozieren.
AuBerdem fanden Norberg et al. (1967) keine adrenergen oder Cholinesterase-positiven
Nervenfasern in den Tubuli von Ratte, Meerschweinchen und Kaninchen. Eine
immunohistochemische Untersuchung von Properzi et al. (1991) konnte im Hodenparenchym
pripuberaler, puberaler und adulter Ratten ebenfalls keine Nervenfasern nachweisen.

Bei verschiedenen Spezies wird auch von einer Innervation der Leydigzellen in den Lobuli
testis berichtet. Baumgarten und Holstein (1968) beschrieben beim Schwan ein
Nervengeflecht zwischen den Tubuli seminiferi, das vorwiegend die Leydigzellen umhiillte.
Daraus schlossen sie, dass bei dieser Spezies die Zwischenzellen direkt innerviert werden. Ein
direkter Kontakt zwischen Leydigzellen und Nervenfasern ist bei anderen Spezies nicht so
hiufig, wurde aber beim Menschen (Yamashita 1939; Okkels und Sand 1940; Gray 1947;
Van Campenhout 1949; Baumgarten und Holstein 1967,1971; Nistal et al. 1982), beim Hund
(Stach 1963), bei der Katze (Norberg et al. 1967, Giirtler 2001), bei Reptilien (Unsicker 1974)
und beim Rhesusaffen (Mayerhofer et al. 1996) beobachtet.

Im Mediastinum werden nur selten Nervenfasern gefunden (Baumgarten und Holstein 1968).
Bei einigen Tierarten werden auch altersbedingte Unterschiede in der Innervation des Hodens
beschrieben. So ist die Nervenversorgung im juvenilen Hoden des Rindes und des Schweines
intensiver und gleichméBiger als in spéteren Stadien der Geschlechtsentwicklung, wo sie sich

immer mehr zuriickzieht (Wrobel und Abu-Ghali 1997; Wrobel und Brandl 1998). Beim Esel



beschrieben Wrobel und Moustafa (2000) eine stirkere Innervation am Margo epididymalis .
Saleh et al. (2002) wiesen auf saisonale Unterschiede in der Innervation des Kamelhodens

hin, wenn man die Nervendichte im Sommer, Herbst, Winter und Friihling vergleicht.

1.5 Ziel der Arbeit

Es liegen bisher keine Untersuchungen iiber die Innervation des Cervidenhodens vor. Am
Modell des Damhirsches soll zundchst das allgemeine Innervationsmuster mit
immunhistochemischen und enzymhistochemischen Markern aufgekliart werden. Ein weiteres
Ziel ist die Finteilung der autonomen Nerven in adrenerge, cholinerge, peptiderge und
myelinisierte Fasern anhand der spezifischen Immunmarker. Die Ergebnisse sollen mit den

Befunden bei anderen Ungulaten verglichen werden.

1.6 Charakterisierung der verwendeten neuronalen Marker

1.6.1 Protein-Gene-Product-9.5 (PGP-9.5)

Protein-Gene-Product-9.5 (PGP-9.5) ist ein neuronales zytoplasmatisches Protein  mit
unbekannter Funktion. Es wurde von Jackson und Thompson (1981) zunichst beim
Menschen als neues hirnspezifisches Protein entdeckt. Sein MG betrigt circa 27 KD, und hat
eine Mobilitdit von 9,5 cm in der eindimensionalen Gelelektrophorese. Ein polyklonaler
Antikorper gegen PGP-9.5 erwies sich in vielen Organen und Geweben verschiedener Spezies
als genereller zytoplasmatischer Marker fiir afferente und efferente Nervenfasern (Wilson et
al. 1988; Dalsgaard et al. 1989; Wang et al. 1990). Allerdings konnen auch nicht-neuronale
Zellen mit dem Antikdrper reagieren. Im Hoden sind das die Zellen des basalen

Tubuluskompartimentes (Wrobel et al. 1995)



1.6.2 Neuronenspezifische Enolase (NSE)

Enolasen sind Enzyme der Glykolyse. Analog zu anderen glykolytischen Enzymen sind von
der NSE verschiedene Isoenzyme bekannt. Das aa-Isoenzym wird als nicht neuronale
Enolase bezeichnet (NNE) und iiberwiegend in Gliazellen des ZNS gefunden (Schmechel et
al. 1978). Das yy-Isoenzym wird heute, nachdem es mehrfach umbenannt wurde, als
neuronenspezifische Enolase (NSE) bezeichnet. NSE hat ein MG von 78 KD.
Immunhistochemische Untersuchungen zeigten eine positive NSE-IR in Nerven
verschiedener Organsysteme wie Harnapparat, weiblicher Geschlechtstrakt, Atemapparat,
Herz und Haut von verschiedenen Spezies wie Ratte, Maus, Meerschweinchen, Katze,
Schwein, Affe und Mensch. Die Anti- NSE- Immunreaktion kann als genereller neuronaler

Marker eingesetzt werden (Alm et al. 1988).

1.6.2 Neurofilament (NF)

Neurofilament besteht aus einem Triplett von Polypeptiden und zeigt speziesspezifische
Variationen des Molekulargewichts (68, 150, 200 KD). Es ist als Intermedidrfilament im
Nervengewebe nachweisbar (Hoffmann und Lasek 1975). Die meisten Zellen und Gewebe
neuronalen Ursprungs enthalten alle drei Polypeptide, wie durch immunhistochemische
Untersuchungen nachgewiesen wurde (Shaw und Weber 1981; Trojanowski et al. 1986).
Gegen NF existieren verschiedene Formen von polyklonalen und monoklonalen Antikérpern.
Erstmals entwickelt wurden Antisera gegen NF von Dahl und Bignami (1977). Hacker et al.
(1985) fanden NF in neuronalen Strukturen vom Urogenitalsystem, Atmungssystem, Herz,
Pankreas und Haut verschiedener Sdugetiere. NF wurde auch im Ductus deferens des Bullen
(Kujat et al. 1993) und im Hoden des Bullen, des Ebers, des Esels und des Kamels (Wrobel
und Abu-Ghali 1997; Wrobel und Brandl 1998; Wrobel und Moustafa 2000; Saleh et al.

2002) nachgewiesen
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1.6.4 Growth-associated-Protein-43 (GAP —43)

GAP-43 ist ein Kalmodulin-bindendes Phosphoprotein und hat eine wichtige Rolle beim
axonalen Wachstum inne (Meiri et al. 1988; Skene 1990; Snipes et al. 1987; Zhu and Julien
1999). Weitergehende Untersuchungen zeigen aber, dass dieses Phosphoprotein ebenfalls in
vielen Axonen des adulten Nervensystems gefunden wird, so dass es als panneuraler Marker

eingesetzt werden kann.

1.6.4 Dopamin-beta-hydroxylase (DBH)

Die Dopamin-Beta-Hydroxylase wandelt Dopamin in Noradrenalin um. Unter Wirkung der
Transmethylase wird Noradrenalin zu Adrenalin methyliert (Schmidt 1983). Die DBH-IR hat
adrenerge Nervenfasern im Hoden verschiedener Spezies nachgewiesen (Lamano Carvalho et
al. 1986; Campos et al. 1990; Tainio 1994; Rauchenwald et al. 1995; Lakomy et al. 1997;
Wrobel und Abu-Ghali 1997; Wrobel und Brandl 1998; Wrobel und Moustafa 2000; Giirtler

2001; Saleh et al. 2002)

1.6.5 Tyrosinhydroxylase (TH)

Dieses Enzym katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Anfangsschritt in der
Biosynthese der Katecholamine wie Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin. So stellt diese
Immunreaktion dopaminerge und adrenerge Neurone und auch chromaffines Gewebe dar
(Stryer 1987). TH-positive Nervenfasern haben im Hoden in der Regel die gleiche

Lokalisation wie DBH-IR Fasern.

11



1.6.7 Acetylcholinesterase (AchE)

Die Acetylcholinesterase ist ein Enzym, das die Spaltung von Acetylcholin in Acetat und
Cholin katalysiert. In der Literatur ist die Spezifizitit der histochemischen AchE-Reaktion
zum Nachweis cholinerger Nervenfasern umstritten (Rossier 1975; Eckenstein und Thoenen.
1981; Kimura et al. 1984). In manchen Studien wird AchE als allgemeiner Nervenmarker
eingesetzt (Yuri 1990; Jarvi und Pelto-Huikko 1990; Crowe et al. 1991). Die
Verwendungsmoglichkeit der AchE-Reaktion fiir den selektiven Nachweis cholinerger

Nervenfasern wird im Kapitel Material und Methoden genauer beschrieben.

1.6.8 Vasoactive Intestinal Polypeptide (VIP)
Dieser Neurotransmitter ist ein Polypeptid aus 28 Aminosduren und wurde erstmals von Said

und Mutt (1970) aus dem Darm des Schweines isoliert.

1.6.9 Neuropeptide Y (NPY)

NPY ist eines der hiufigsten Neuropeptide im Nervensystem der Séugetiere und wird aus 36
Aminoséuren gebildet (Tatemoto. 1982). Es findet sich sowohl in Neuronen des zentralen als
auch peripheren Nervensystem und ist oft mit Noradrenalin kolokalisiert (Lundberg et al.
1982). Es wurde im Hoden der Ratte, der Katze, des Rindes, des Esels und des Kamels
beschrieben (Allen et al. 1989; Wrobel und Abu-Ghali 1997; Giirtler 2001; Wrobel und

Moustafa 2000; Saleh et al. 2002).

1.6.10 Substance P (SP)
Substance P wurde erstmals in Darmextrakten des Pferdes entdeckt. Es besteht aus 11
Aminosduren. Alm et al. (1978) wiesen Substance P-immunopositive Nervenfasern im

Urogenitaltrakt nach. SP- positive Nervenfaser sind zumeist afferent (Hokfelt et al. 1975).

12



1.6.11 Calcitonin-Gene-related-Peptide (CGRP)

CGRP ist ein Neuropeptid aus 37 Aminosduren. Es scheint in der Vermittlung von
Schmerzempfindung und in der Modulation des autonomen Nervensystems eingebunden zu
sein (Rosenfeld et al. 1983). AuBlerdem bewirkt es eine Vasodilatation der Blutgefale im
Hoden der Ratte und konnte so an der Regulation des testikuldren Blutflusses beteiligt sein

Lissbrant et al. 1997).

1.6.11 Myelin Basic Protein (MBP)

Ungefihr 30 % der myelinisierten Proteinmasse im Zentralnervensystem besteht aus dem
Myelin Basic Protein (MBP). Es ist ein wasserlosliches Membranprotein, welches an der
zytoplasmatischen Seite der Myelinmembran lokalisiert ist (Omlin et al. 1982). Wir
verwenden die immunhistochemische Reaktion gegen MBP als einen Marker zum Nachweis

markhaltiger Nervenfasern.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialentnahme
Das Material wurde von Damwild (Dama dama) aus Gehegehaltung gewonnen. Es wurden
insgesamt 14 Tiere verwendet. Alter und Entnahmezeitpunkt werden in der Tabelle 1

dargestellt. Die Hirsche sind nach steigendem Hodenvolumen geordnet.

Tabelle 1: Alter der Hirsche, Entnahmezeitpunkt der Hoden und ermitteltes

Hodenvolumen

Alter Entnahmezeitpunkt |Hodenvolumen des
rechten und linken
Hodens (in ccm)

6 Monate Dezember 0,89/1,26

6 Monate Dezember 1,83/1,50

10 Monate April 2,79/-

6 Monate Dezember 3,02/2,68

11 Monate Mai 7,66/7,42

11 Monate Mai 12,38/11,76

18 Monate Dezember 13,92/14,22

13 Monate Juli 12,98/18,52

18 Monate Dezember 17,86/14,04

17 Monate November 22,25/23,28

17 Monate November 23,76/24,24

21 Monate Mirz 31,67/28,56

16 Monate Oktober 49,87/46,75

15 Monate September 56,55/50,42

Alle Tiere waren in gutem Allgemeinzustand. Die Hoden wurden sofort nach dem Schuss
entnommen, ohne dabei die Tunica albuginea zu beschiadigen. Linge und Breite der
entnommenen Hoden wurden mit einer Schublehre festgestellt. Aus diesen Messwerten wurde
nach der Formel fiir das Volumen des Rotationsellipsoids (V)

V=1/6 x ©t x Liinge x Breite?

das unkorrigierte Hodenvolumen ermittelt. Da Wiederkduerhoden geringfiigig von der Form

14



des Rotationsellipsoids abweichen, wurde ein Korrekturfaktor (0,945) eingefiihrt, der
empirisch ermittelt wurde (Wrobel 1990). Fiir den Transport in das Labor wurden die Hoden
in Eis gekiihlt. Gewebeproben wurden nach einem festgelegten Schema entnommen (Abb. 1)
und anschlieBend fixiert. Die Probenentnahme aus den kleinen Hoden der 6 Monate alten

Tiere wurde entsprechend der Abb. 2 modifiziert.

2.2 Fixierung
Die Fixierung der Proben erfolgte mittels Immersion in Gemischen aus Glutaraldehyd,

Formaldehyd und Pikrinsaure.

Fixierlosung I: 1000 ml enthalten:

Glutaraldehyd 25 % 6 ml

Gesittigte Pikrinsdure 150 ml
Paraformaldehyd 15 % 160 ml
Aqua bidest 184 ml
Phosphatpuftfer 0,2 M 500 ml

Fixierlosung II: wie Fixierlosung I aber ohne Glutaraldehyd

Die Gewebeproben wurden zunichst 20 Minuten in Losung I dann fiir mindestens 2 h in

Losung II fixiert.

2.3 Préaparation der Materialblocke

Nach der Fixierung wurden die Priparate fiir das Schneiden im Kryostat vorbereitet. Hierfiir
wurden sie in Saccharoselosungen aufsteigender Konzentration (10%, 20% ,30% und 40%)
und zuletzt in einer Mischung von Saccharose 40% und Tissue-Tek OCT-Compound (Miles,

Diatec Hallstadt) gespiilt. AnschlieBend wurden sie in Haltevorrichtungen aus Messing gelegt,

in Tissue Tek eingebettet und in fliissigem Stickstoff gefroren. Danach wurden die Blocke
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Abb. 1: Schema der Probeentnahme. In der Regel
werden pro Hoden 22 Einzelproben entnommen.

Abb. 2: Bei kleinen Hoden werden ganze
Querschnittsscheiben fixiert und eingefroren.

16



rasch in den Kryostaten liberfiihrt und auf geeignete Objekthalter aus Messing mittels einer

diinnen Schicht Tissue-Tek aufgefroren.

2.4 Herstellung der Kryostatschnitte

Zur Herstellung der Gefrierschnitte wurde ein Kryostat (Microm HM 500 OM) verwendet. Es
wurden histologische Schnitte von 12 pum Dicke angefertigt und auf Objekttrager, die mit
Chromgelatine beschichtet waren, aufgezogen. AnschlieBend wurden die Schnitte bei
Raumtemperatur 30 min luftgetrocknet und fiir die Immunhistochemie zusétzlich mit einem
PAP-Pen (SCI Miinchen) umrahmt, um ein AbflieBen der Inkubationsmedien zu vermeiden.
Alle nachfolgenden histochemischen Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer

bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.5 Enzymbhistochemie

2.5.1 Acetylcholinesterase

Zur Darstellung von Nervenfasern im Hodengewebe wurde die AchE-Nachweismethode nach

Kujat et al. (1993) verwendet.

Prinzip der Reaktion

Acetylcholinesterase kommt in Erythrozyten, Nervenzellen, Synapsen und den motorischen
Endplatten der quergestreiften Muskulatur vor. AuBerdem ist die AchE in den Nieren
verschiedener Sduger in den Bowman'schen Kapseln und in Endothel- und Mesangiumzellen
des Glomerulums nachweisbar (Luppa et al. 1992)

Die Reaktion beruht auf einer festgelegten Reihenfolge zweier Reaktionsschritte:
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1. Sulfthydrylgruppen, die durch enzymatische Hydrolyse eines Acetylcholin-Salzes
freigesetzt wurden, reduzieren in der Substratlosung Ferricyanid-lonen (Fe-III) zu
Ferrocyanid-lonen (Fe-II) und werden dabei durch ihre Elektronenabgabe selbst
oxidiert.

2. Die Ferrocyanid-Ionen bilden mit in der Inkubationslésung vorhandenen Kupferionen
Kupferferrocyanat, einen braunen Niederschlag, der auch als Hachett-Braun
bezeichnet wird und die positive Reaktion anzeigt. Der Zusatz von Iso-Ompa (Sigma,
Deisenhofen) hemmt selektiv die unspezifischen Esterasen und Cholinesterasen des
Gewebes, die ebenfalls Acetylthiocholinchlorid umsetzen konnen.  Iso-Ompa
(Tetraisopropylpyrophosphoramid) wird in einer Endkonzentration von 0,01 mM/I

hinzugefiigt.

Variationen der Versuchsbedingungen
Die Originalmethode zum Nachweis von AchE von Karnovsky und Roots (1964) lieferte nur
teilweise zufriedenstellende Ergebnisse. Denn das Medium erwies sich zum einen als wenig
stabil (Pearse 1972; Lojda et al. 1976; Romeis 1989) und musste hiufig gewechselt werden,
zum anderen gelang es offensichtlich nicht, alle im Gewebe vorhandenen Nerven anzuférben.
Die Originalmethode wurde deshalb in zweierlei Hinsicht modifiziert (Tsuji und Larabi 1983)
e Kupfersulfat wurde durch Kupferchlorid ersetzt
e Acetylthiocholinjodid wurde durch Acetylthiocholinchlorid ersetzt
AuBlerdem wurde der Maleatpuffer durch MES-Puffer (SIGMA) ausgetauscht und Karion F
(MERCK, Darmstadt) hinzugefiigt (Kujat et al. 1993). Der MES-Puffer gehort zu den
biologischen Puffern, die sich durch ihre chemische Neutralitét auszeichnen. Auch wegen der

geringen Kupferionen-Bindungskapazitit eignet sich MES-Puffer besonders gut als Teil der
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Inkubationslosung bei der Acetylcholinesterasereaktion. (Good et al. 1966). Die
Verianderungen in der Zusammensetzung der Inkubatioslosung bewirken eine hdhere
Stabilitdt gegeniiber der Originallosung. Dadurch wird eine lingere Inkubationszeit moglich,
und die Bildung unspezifischer Komplexe verringert sich. Die Inkubationslosung nach Kujat
et al. (1993) ist bei 5°C {iiber mindestens 24 h stabil, fillt nicht aus und bildet keine
unspezifischen Prézipitate im Gewebe. Teilweise wurde eine Stabilitdt der Inkubationslésung
bis 72 h erreicht, wihrend der Originalansatz von Karnovsky und Roots (1964) nur wenige
Stunden verwendbar ist (Pearse 1972; Lojda et al. 1976; Romeis 1989).

Die bis zu 24 h verldngerte Inkubationszeit ermdglicht es, auch Nervenfasern darzustellen, die
sonst nicht oder nur schwach zu erkennen wéren.. Eine kurze Inkubationszeit (1-2 h) stellt

selektiv die cholinergen, eine lange Inkubation (24 h) die meisten Nervenfasern dar (Kujat et

al. 1993).

Losungen

Spiillosung I: Fiir 50 ml, entsprechend dem Fiillvolumen einer Standkiivette, werden

benotigt:

MES-Puffer (0,6 M, pH 5,5 4,15 ml
Citratpuffer (0,2 M, pH 5,5) 2,5 ml
Karion F 10,0 ml
Aqua bidest 33,35 ml
Iso-Ompa (0,05 M/1) 100,0 pl
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Inkubationsléosung : Fiir 50 ml bendtigt man:

MES-Puffer (0,6 M) 4,2 ml
Citratpufter (0,2 M) 2,5 ml
Karion F 10,0 ml
Aqua bidest 22,0 ml
Kupferchlorid (0,1 M) 1,5 ml

Acetylcholinchlorid (SIGMA) 50,0 mg
In 10 ml Aqua bidest gelost
Kaliumferricyanidlosung (0,1 M) 250 ul

Iso-Ompa 100,0 pl

Damit die Kupfercitrationen entstehen, ist die Reihenfolge der Zugabe der einzelnen

Substanzen einzuhalten.

Spiillésung II: Diese Losung entspricht der Spiillosung I, jedoch ohne Iso-Ompa.

Versuchsanordnung
Die Acetylcholinesterasereaktion wurde folgendermafen durchgefiihrt:
e Die Prédparate wurden nach Lufttrocknung fiir 10 min in die Spiillésung I iibertragen.
e Anschliefend wurde fiir ca. 24 h bzw. 1-2 h bei der kurzen Inkubation, in der
Substratlosung bei einem pH-Wert von 5,5 bei 5°C im Kiihlschrank inkubiert. Das
Medium wurde immer wieder darauf kontrolliert, ob Aufflockungen auftraten, was

jedoch nicht der Fall war.
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e SchlieBlich wurden die Prédparate in der Spiillosung II fiir 10 min gespiilt und danach

in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit Depex (SERVA) eingedeckt.

Kontrollen
Die Kontrollen ohne Acetylcholinchlorid als Substrat fielen bei sonstiger Gleichbehandlung

negativ aus.

2.6 Immunhistochemie

Prinzip der Methode

Das Prinzip der hier verwendeten Reaktionen beruht auf einer indirekten Avidin-Biotin-
Methode. Ein gegen ein nachzuweisendes Antigen gerichteter, unkonjugierter Antikorper
bindet an das Epitop des entsprechenden Antigens. Ein mit Biotin konjugierter sekundérer
Antikorper, der gegen den primidren Antikorper gerichtet ist, bindet in einem zweiten
Reaktionsschritt an den Primérantikorper. Vor der ersten Inkubation wurden die
Gefrierschnitte mit Blockingpuffer behandelt, der neben dem fetalen Kélberserum in den
meisten Féllen auch Ziegenserum enthielt, um unspezifische Bindungen der Antikdrper im
Gewebe zu verhindern.

Zur Hemmung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte mit Phenylhydrazin und
Wasserstoffperoxid vorbehandelt (Jasani et al. 1986; Wynford-Thomas et al. 1986).
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit ABC (Avidin-Biotin-Complex). Bei Avidin,
welches im Hiihnereiweil3 enthalten ist (Hsu et al. 1981; Romeis 1989), handelt es sich um ein
Glykoprotein mit dem Molekulargewicht von 60 Kilodalton. Die extrem hohe Affinitdt des

Avidinmolekiils zum Vitamin Biotin (Diss. konst. 10™%) wird bei dieser Reaktion ausgeniitzt.
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Die Reaktion kann sequenziell erfolgen, wobei das mit Biotin konjugierte Avidin an einen mit
Biotin konjugierten Antikdrper bindet, oder aber Avidin dient als Briicke zwischen einem
biotinylierten sekundéren Antikdrper an einen mit Biotin kovalent gebundenen Enzym (Hsu et
al. 1981). Vor allem bei stirkerer Verdiinnung der Primérantikérper wurde gegeniiber der
unspezifischen PAP-Methode (Sternberger 1979) eine signifikante Steigerung der Sensitivitét
festgestellt (Hsu et al. 1981). Vorversuche mit Streptavidin, einem Protein von Streptomyces
avidinii und mit Biotin zeigten ebenfalls die Uberlegenheit der Inkubation mit ABC (Wrobel

und Kujat 1993).
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Antikorper

Tabelle 2: Primére Antikorper

Antikorper Abkiirzung | Spendertier | Verdiinnung | Herkunft
Neurofilament NF Maus 1:80 Immunotech
S.A,
Frankreich
Neuron Specific NSE Kaninchen 1:5000 Cambridge
Enolase Research,
GrofBbritannien
Growth-associated GAP-43 Maus 1:40 Chemicon,
Protein-43 GroBbritannien
Protein-Gene Product- | PGP-9.5 Kaninchen 1.5000 Ultraclone,
9.5 GroBbritannien
Dopamin-Beta- DBH Maus 1:1000 Chemicon,
Hydroxylase Grofbritannien
Tyrosinhydroxylase TH Maus 1:100 Chemicon,
GroBbritannien
Cholinacetyltransferase | ChAT Ratte 1:1,75 Boehringer
Mannheim,
Deutschland
Vasoactive Intestinal | VIP Kaninchen 1:5000 Cambridge
Peptide Research,
Grofbritannien
Substance P SP Kaninchen 1:2000 Eugene Tech
International,
USA
Calcitonin-Gene- CGRP Kaninchen 1:2000 Biotrend,
Related-Peptide Koln,
Deutschland
Neuropeptide Y NPY Kaninchen 1:500 Cambridge
Research,
GroBbritannien
Myelin Basic Protein | MBP Maus 1:1000 Serotec,
Eching,
Deutschland
Tabelle 3: Sekundire Antikorper
Antikorper Konzentration Spendertier Verdiinnung Herkuntft
Goat-Antirabbit 1,0 mg/ml Ziege 1:200 Dianova, Hamburg,
(IgG, biotinyliert) Deutschland
Goat-Anti-Mouse | 1,0 mg/ml Ziege 1:100 Dianova, Hamburg,
(IgG, biotinyliert) Deutschland
Goat-Anti-Rat 1,0 mg/ml Ziege 1:100 Dianova, Hamburg,
IgG, biotinyliert) Deutschland
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Modifikation der Versuchsbedingungen
Die Farbentwicklung der Immunreaktion wurde mit Diaminobenzidin (DAB) durchgefiihrt.
Dabei wurden die Schwermetalle NiCl, und CoCl, zugesetzt, um die Intensitdt der Farbung zu

steigern (Hsu et al. 1981; De Jong et al. 1985; Scopsi und Larsson 1986).

Losungen

Blockingpuffer: 100 ml enthalten:

Aqua bidest 20,0 ml

Tris-Puffer (0,2 M, pH 7,4) (SERVA) 40,0 ml

NaCl 800,0 mg
Thiomersal (SIGMA) 150,0 mg
Triton X-100 4% (SIGMA) 20,0 ml
Normales Ziegenserum 10,0 ml
Fetales Kélberserum 10,0 ml

Waschpuffer : 520 ml enthalten:

Tris-Puffer (0,2 M, pH 7,4) 130,0 ml
Aqua bidest 390,0 ml
NaCl 4,16 g

Triton X-100 4% 200,0 ul
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Avidin-Biotin-Complex (Vector, Burlingame, CA):
5 ml Tris-Puffer (0,1 M, pH 7,4)

80 ul Reagens A (Avidin-DH)

80 pl Reagens B (Biotinyliertes Enzym)
DAB-Kit (Immunotech, Hamburg):

5 ml Aqua bidest

+ 2 Tropfen Pufferlosung

+ 2 Tropfen DAB-L6sung

+ 200 ul NiClo, (1%)

+ 10 ul CoCl; (1%)

Losung filtrieren

+ 2 Tropfen H,O, (3%)

Versuchsanordnung

Nach dem Schneiden (Schnittdicke 12 um) und Umranden mit PAP-Pen wurden die Schnitte

folgendermallen weiterbehandelt:

1. Inkubation mit Blockingpuffer zur Abséittigung unspezifischer Bindungsstellen fiir 60

min in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur.

2. Inkubation mit dem Primérantikorper (Tabelle 2) in jeweils optimaler Verdiinnung (in

Blockingpuffer) fiir 18 h (36 h fiir Anti-ChAT-IR) in der feuchten Kammer bei

Raumtemperatur (4°C fiir Anti-ChAT-IR).

3. Dreimaliges Spiilen in Waschpuffer fiir jeweils 10 min in Standkiivetten.

4. Inkubation mit dem sekundiren biotinylierten Antikdrper (Tabelle 3) in ebenfalls

optimaler Verdiinnung fiir 60 min in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur.
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5. Zweimaliges Spiilen in Waschpuffer fiir jeweils 10 min in Standkiivetten.

6. Inkubation in Phenylhydrazin (1mg Phenylhydrazin (SIGMA) in 50 ml Waschpuffer)
fiir 10 min bei 37°C.

7. Inkubation in Phenylhydrazin (sieche 6.) unter Zusatz von 5 pl H,O, (6%) zur
Absittigung der endogenen Peroxidase.

8. Dreimaliges Spiilen wie unter 3.

9. Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Komplex fiir 60 min in der feuchten Kammer bei
Raumtemperatur. Ansatz mit Tris-Puffer (0,1 M), pH 7.4.

10. Dreimaliges Spiilen wie unter 3.

11. Féarben der Schnitte mit der DAB-Losung fiir 3-10 min bei Raumtemperatur.

12. Mehrmaliges Spiilen mit dem Waschpuffer.

13. Entwissern in aufsteigender Alkoholreihe und anschlieSend in Xylol.

14. Eindecken in Depex.

Kontrollen
Inkubationen ohne primaren Antikorper (nur Blockingpuffer) fielen negativ aus. Proben aus
dem dicht innervierten Musculus retractor penis des Rindes wurden als Positivkontrollen bei

den Reaktionen mitgefiihrt.
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3. Befunde

3.1 Allgemeines Innervationsmuster

Fiir ihre Eignung, die Nerven im Dambhirschhoden darzustellen, wurden mehrere panneurale
Marker verglichen: Immunreaktionen gegen NF, PGP-9.5, NSE, GAP-43 und die
histochemische Acetylcholinesterase-Reaktion (AchE) bei einer Inkubation von 24h. Der
Nachweis mit Antiserum gegen NF stellt deutlich die groBBeren und dickeren Nervenfaszikel
dar, doch werden feine Nervenfasern, besonders in den Lobuli testis, nicht in ihrer Gesamtheit
markiert (Abb.7). Das kann damit zusammenhidngen, dass in den terminalen
Nervenendigungen weniger Neurofilament enthalten ist. Die histochemische Reaktion mit
Acetylcholinesterase (24h) markiert ebenfalls gut die dickeren Nervenbiindel sowohl im
Hoden als auch in der Tunica albuginea, doch die Darstellung der diinneren Nervenfasern
zwischen den Tubuli seminiferi ist unzureichend. AuBlerdem wird das Erkennen feinerer
Strukturen durch die starke Reaktion der Keimzellen in den Tubuli erschwert. Der Nachweis
mit Antiserum gegen NSE stellt wiederum alle groen und dicken Nervenfaszikel und auch
manche feineren Nervenstrukturen zufriedenstellend dar, allerdings nicht alle terminalen
Nervenfasern in den Lobuli testis (Abb.6). Die Immunreaktion mit GAP-43 zeigt Nerven
unterschiedlicher Gréenordnung, konzentriert sich aber hauptséchlich auf die GefaBBnerven.
Die PGP-9.5- Reaktion weist die besten Ergebnisse von allen panneuralen Nachweismethoden
auf, erlaubt eine kontinuierliche Weiterverfolgung der Faszikel in den grolen Nervenbiindeln
bis zu ihren feinsten Verzweigungen und zeigt aullerdem eine gleichméBige Intensitdt der
Reaktionsprodukte bei guter Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Abb.5). Da PGP-9.5

auBerdem sowohl mit den Spermatogonien adulter Hoden als auch mit den
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Praspermatogonien  prapuberaler Hoden reagiert, ist diese Methode nicht nur zur
Beschreibung der Nervenverteilung im Hoden von Nutzen, sondern auch fiir die Identifikation
anderer Hodenstrukturen geeignet und ermoglicht somit das Erkennen der genauen
topografischen Lage der Nerven.

Aus diesem Grund wurde die Immunreaktion gegen PGP-9.5 als Methode der Wabhl fiir die
Beschreibung der allgemeinen Nervenverteilung im Damhirschhoden verwendet. Die iibrigen
panneuralen Marker wurden lediglich ergéinzend zur Erlauterung des Innervationsmusters

herangezogen.

PGP-9.5 — Immunreaktion im Hoden

Im Hoden des Damhirsch gibt es keine auffilligen regionalen Unterschiede im
Innervationsmuster. Die Nerven sind iiberwiegend im Stroma des Hodens, also der Tunica
albuginea, dem Mediastinum testis und den Septula testis anzutreffen und innervieren dort
schwerpunktmifig die Blutgefdfle. Dabei bilden die Nerven ein mehr oder weniger dichtes
Netz in der Adventitia-Media-Grenzzone der Arterien und groferen Arteriolen. Kleinere
Arteriolen in den Lobuli testis werden von wenigen isoliert verlaufenden Fasern begleitet. Die
Venen des Gefallkonus werden abschnittsweise innerviert, wobei die Fasern bis in die Media
des Gefilles vordringen konnen. In den anderen Bereichen im Inneren des Hodens werden die
venodsen Blutgefdflie in der Regel liberhaupt nicht innerviert. Wenige Nervenfasern ziehen
direkt durch die intertubuldren Leydigzellgruppen. Die Hodentubuli des Damhirsch haben

keine Kontakte mit Nervenfasern.

Wie schon bei anderen Spezies beschrieben, treten die Nerven iiber drei unterschiedliche

Wege an die Gonade heran (Abb.3,4):
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1. Ein Teil der Nervenbiindel befindet sich im kegelféormigen Abschnitt des
Samenstrangs, welcher dem kranialen Hodenpol aufliegt (funikuldrer Nervenzuschuf3).
Diese Fasern entstammen nach herkdmmlicher Ansicht dem N. spermaticus superior.

2. Eine andere Nervengruppe zieht in dem Mesodeferens nach kaudal und tritt sukzessive
von der epididymalen Seite iiber das Mesorchium an die Gonade heran (mesorchialer
Nervenzuschul3).

3. Zuletzt treten Nerven iiber das Ligamentum testis proprium zwischen
Nebenhodenschwanz und kaudalem Hodenpol in den Hoden ein (kaudaler
Nervenzuschul}). Die Fasern des mesorchialen und kaudalen Zuschusses konnen ihrer

Herkunft nach als Aste des N. spermaticus inferior angesehen werden.

Der GefiBBkonus des Samenstrangs, iiber welchen die funikulire Nervenversorgung
stattfindet, besteht aus der stark gewundenen Arteria testicularis, welche von einem vendsen
GefdlBnetzwerk, dem Plexus pampiniformis, umgeben wird. Zwischen diesen vaskuldren
Elementen verlaufen dicke Nervenbiindel gerade oder auch wellenformig nach kaudal und
folgen somit nicht den zahlreichen Windungen der Arteria testicularis (Abb. 5, 6). Auf ihrem
Weg zum Hoden zweigen von diesen Biindeln kleinere Aste ab, um das umliegende Gewebe
zu innervieren. Im intervendsen Bindegewebe des Plexus pampiniformis finden sich einzelne
Fasern, die kleine Arterien oder auch punktuell in geringerem Umfang die Wénde der Venen
des Plexus selbst versorgen, wobei die Nerven hier bis in die Media vordringen (Abb.7, 8, 9).
Auch die Arteria testicularis selbst wird im Samenstrang von einem regional unterschiedlich
dichten Netzwerk aus Nervenfasern an der Adventitia-Media-Grenze umgeben (Abb. 10, 11).

Dieses Netz erhilt kontinuierlich Zuschiisse iiber Fasern, die aus den dicken Biindeln

29



abzweigen und sich dem Querschnitt der Arterie rechtwinklig néhern.

Ein Teil der Nerven aus dem funikuldren Zugangsweg durchbrechen die Tunica am kranialen
Pol , um direkt in das Mediastinum zu ziehen, das beim Dambhirsch zentral gelegen ist. Auf
ihrem Weg von kranial nach kaudal geben diese Biindel immer wieder Nerven ab, welche die
kleinen mediastinalen Blutgefile und das mediastinale Bindegewebe versorgen. Auch die
Konvolutarterien (Abb. 12, 13, 14, 15), die aus den Septalarterien hervorgehen und sich am
duBleren Rand des Mediastinums befinden , erhalten einen Nervenanteil, mit dem sie sich in
die Lobuli testis aufzweigen. Die mediastinalen Nerven begleiten vor allem die kleinen hier
gelegenen Arterien, die aus den Konvolutarterien abzweigen. Enge topographische
Beziehungen zwischen den Epithelien des Rete testis und den mediastinalen Nerven kommen
beim Dambhirsch nicht vor. Allerdings treten einige Axone direkt an die Tubuli recti und vor
allem an die Terminalsegmente der Tubuli seminiferi contorti heran (Abb. 16, 17, 18).

Die tibrigen Nervenbiindel aus dem funikuldren Zugangsweg treten am kranialen Hodenpol in
die Tunica albuginea iiber (Abb.19, 20, 21, 22). Dabei konzentrieren sie sich vor allem auf die
epididymale Seite, wo sie die ebenfalls intratunikal verlaufende Arteria testicularis begleiten.
Weitere Nervenbiindel unterschiedlicher Dicke treten an den iibrigen Seiten des Hodens in die
Tunica albuginea ein und ziehen meist schrig zur Léngsachse des Hodens nach kaudal.
Andere tunikale Nerven gelangen {iber das Mesorchium an die epididymale Seite des Organs.
SchlieBlich gelangen Nervenbiindel iiber die Gewebsbriicke zwischen Nebenhodenschwanz
und kaudalem Hodenpol (kaudaler Nervenzuschuf3) in die Tunica albuginea zum kaudalen
Hodenpol (Abb. 23, 24, 25, 26). Diese Nerven ziehen in der Tunica nach kranial; es gibt aber
auch Biindel, welche vermehrt zirkumferent verlaufen. Vergleicht man den Verlauf der
Arterien und der Nerven in der Tunica albuginea, so muss man schlussfolgern, dass der
Verlauf beider Gebilde weitgehend unabhédngig voneinander ist. Die A. testicularis zieht am

Margo epididymidis nach kaudal, gabelt sich dort, und die tunikalen Tochtergefaf3e ziehen,
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am Margo liber und den Seitenflichen gelegen, unter weiterer Verzweigung wieder nach
kranial. Von diesem intratunikalen Arterienlager, das die Grundlage fiir das Stratum
vasculosum in der Tunica albuginea darstellt, treten die septalen Arterien senkrecht in die
sogenannten Septula testis ein, die beim Hirsch allerdings keine flichenhaften Septen sondern
rundliche bindegewebliche Stringe sind und in Richtung auf das zentrale Mediastinum testis
zu verlaufen.

Durch ihren unabhingigen Verlauf in der Tunica albuginea bedingt, kommen die
Nervenbiindel und die intratunikalen Arterien nur gelegentlich in ndheren Kontakt. Wenn sich
beide Gebilde ndhern, zweigen kleine Nervenzuschiisse zur Wand der Arterie ab und
unterhalten bzw. erginzen auf diese Weise den regelméfBigen und relativ dichten intramuralen
Nervenplexus, den man durchgéngig in der Wand aller Tunicaarterien findet (Abb. 27, 28, 29,
30, 31). Dieser Plexus scheint allerdings in der Wand der Arteria testicularis am Margo
epididymidis lockerer strukturiert zu sein als in den kleineren intratunikalen
Arterienabschnitten.

Im Gegensatz zu den intratunikalen Arterien sind die intratunikalen Venen des Stratum
vasculosum beim Hirsch nicht innerviert.

In den Septula testis verlaufen Septalarterien und septale Nervenbiindel in der Regel parallel,
nur in ganz wenigen Septen findet man solitdre Nervenbiindel. In der Wand der Septalarterien
gibt es ebenfalls einen dichten intramuralen Nervenplexus wie stets an der Adventitia- Media-
Grenze (Abb. 32, 33, 34).

Die Arterien innerhalb der Lobuli testis, also des eigentlichen Hodenparenchyms, entstammen
zwel Quellen: (1) Auf dem Wege zum Mediastinum geben die Septalarterien laufend kleine
Arterien zu den Lobuli ab, die sich dann kontinuierlich weiter verzweigen. (2) Der zentrale
Bereich des Parenchyms wird von den zentrifugal verlaufenden Abgingen aus den

Arterienkonvoluten, die am dufleren Rand des Mediastinums gelegen sind, versorgt.
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Alle groBeren intralobuldren Arterien und Arteriolen werden grundsétzlich durch einen
Nervenplexus versorgt (Abb. 35, 36, 37). Die kleineren Arteriolen besitzen keinen
durchgéngigen Plexus in der gesamten Zirkumferenz, sondern werden lediglich von 1-2
langsverlaufenden Axonen begleitet.

Die terminalen Nervengeflechte scheinen im Hirschhoden kleine Unterschiede in
Abhidngigkeit vom funktionellen Zustand der Tubuli seminiferi aufzuweisen. Das
Untersuchungsmaterial kann auf dieser Grundlage in 2 Gruppen unterteilt werden.

Die erste Gruppe besteht aus prapuberalen und puberalen Tieren mit einem geringen bis
mittleren Hodenvolumen und soliden Tubuli mit kleinen Durchmessern. Hier werden die
Arteriolen in den Zwickeln zwischen den Anschnitten der Tubuli seminiferi regelmiBig von
relativ langen Axonen begleitet. In den Hoden dieser Gruppe erkennt man auflerdem eine
grofere Nervendichte in der Tunica albuginea und in den Septen.

In der zweiten Gruppe befinden sich puberale bzw. jung adulte Tiere, die im September und
Oktober erlegt wurden und ein groBeres Hodenvolumen sowie Tubuli mit einem Lumen
aufweisen. In den Hoden dieser Hirsche sind die Zwickel zwischen den Profilen der mit
einem Lumen versehenen Samenkandlchen in geringerem Mafle innerviert als bei der ersten
Gruppe. Nicht alle terminalen Arteriolenabschnitte sind von Nervenfasern begleitet. Auch
sind die Nervenplexus um die septalen und parenchymalen Arterien sind nicht ganz so dicht,

wie bei der ersten Gruppe (Abb. 38, 39, 40).
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Abb. 4
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Abb.3 : Damhirschhoden, laterale Seite. Der Samenstrang (S) liegt dem kranialen Hodenpol
auf. Die Nerven, die iiber diese Route zum Hoden ziehen, entstammen dem Nervus
spermaticus superior. Das Ligamentum testis proprium (Pfeil), das vom Nebenhodenschwanz
(N) zum Hoden verlduft, bildet eine weitere Briicke, iiber welche Aste des Nervus
spermaticus inferior die Gonade versorgen.

Abb.4: Damhirschhoden, mediale Seite. Uber das Mesodeferens (M mit Pfeil) tritt der
mesorchiale Nervenzuschuss an den Hoden heran. Der kaudale Nervenzuschuss zieht {iber das
Ligamentum testis proprium (Pfeil) vom Nebenhodenschwanz (N) zum Hoden.
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Abb. 5: Samenstrang, PGP-9.5-Immunreaktion, x 140
Die A. testicularis (AT) weist einen Plexus (Pfeil) in der Adventitia-Media-Grenzzone auf.
Auf ihrem Weg zum Hoden wird sie von dicken Nervenbiindeln (NB) begleitet, von welchen

immer wieder Nervenfasern abzweigen und das umliegende Gewebe des Plexus
pampiniformis (V) innervieren.

Abb. 6: Samenstrang, NSE-Immunreaktion, x 140
Auch NSE stellt alle groBen und dicken Nervenfaszikel (NB) zufriedenstellend dar, doch

reagieren nicht alle feinen Nervenfasern um die Plexusvenen (V) und im Bindegewebe. Der
Nervenplexus um die A. testicularis (AT) ist mit dieser Reaktion unvollstindig.

Abb. 7: Samenstrang, NF-Immunreaktion, x 140

Die Reaktion stellt deutlich die Nervenfaszikel (NB) dar, doch werden feine Nervenfasern
zwischen den Venen (V) oder auch im Nervenplexus der A. testicularis (AT) kaum markiert.
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Abb. 8: Samenstrang; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Zwischen den Venen (V) des Plexus pampiniformis liegen dicke Nervenbiindel (NB). Die
Venen sind gut innerviert (Pfeile).

Abb. 9: Plexus pampiniformis; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Axone dringen bis in die Media der Plexusvenen (V) vor.

Abb. 10: Arteria testicularis im Samenstrang; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

In der Adventitia-Media-Zone der A. testicularis (AT) erkennt man einen unvollstindigen
Nervenplexus (Pfeil). Das Gefd3 wird von Nervenbiindeln begleitet (NB).

Abb. 11: MittelgroBBe Arterie im Samenstrang; PGP-9.5-Immunreaktion,x 225

Der Nervenplexus in der Adventitia-Media-Grenzzone der Arterie (A) ist auf einer Seite
starker entwickelt als auf der anderen (Pfeile).

38



39



Abb. 12: Arterienkonvolut (AK) am duBeren Mediastinumrand; PGP-9.5-Immunreaktion, x
225

Auch die Konvolutarterien werden iiber einen gut ausgebildeten Plexus (Pfeile) in der
Adventitia-Media-Grenzzone innerviert.

Abb. 13: Septum testis; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Dickes Nervenbiindel (NB) neben einer Spiralarterie (SA) in einem Septum. Pfeile deuten auf
Nervenplexus um die Arterie.

Abb. 14: Mediastinum testis und Rete testis (RT) in der oberen Hodenhilfte; DBH-
Immunreaktion, x 140

In der Peripherie des Mediastinums sind Nervenbiindel (NB) und auch Einzelfasern (Pfeile)
angeordnet, wihrend in der Mitte nur sporadisch Nervenfasern verlaufen. Mediastinale

Arteriolen (mA) und Konvolutarterien (KA) werden durch einzelne Nervenfasern oder
Nervenplexus (Pfeil mit P) innerviert.

Abb. 15: Mediastinum testis; TH-Immunreaktion, x 140

Im kranialen Hodenpol ziehen Nervenbiindel (NB) vom Nervus spermaticus superior iiber den
GefilBlkonus in das Mediastinum. RT = Rete testis, KA = Konvolutarterie
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Abb. 16: Zentrales Hodenparenchym; DBH-Immunreaktion, x 225

In der oberen Hodenhélfte wird ein Terminalsegment (TS) von Nervenfasern umgeben.

Abb. 17: Zentrales Hodenparenchym, NPY-Immunreaktion, x 225

Die Einzelfasern, die die Terminalsegmente (TS) im Cervidenhoden innervieren, beinhalten
NPY. Auch zwischen den Hodenkanélchen kann man positive Nervenfasern erkennen.

Abb. 18: Zentrales Hodenparenchym; DBH-Immunreaktion, x 225

Um die Terminalsegmente (TS) ziehen DBH-positive Einzelaxone.
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Abb. 19: Kraniale Tunica albuginea ; PGP-9.5, Immunreaktion, x 225

Ein dicker Nervenfaszikel (NB) zieht schrdg von kranial nach kaudal. Andere Nervenbiindel
verlaufen zirkumferent. Die Venen dieser Region werden noch schwach innerviert.

Abb. 20: Kraniale Tunica albuginea ; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Einzelfasern (Pfeile) und Nervenbiindel (NB) ziehen weitgehend unabhingig von Geféillen
durch das Bindegewebe.

Abb. 21: Tunica albuginea am kranialen Hodenpol; DBH-Immunreaktion, x 225

Zwischen den Venen des Plexus pampiniformis (V) verlaufen DBH-positive Nervenfasern.
Die A. testicularis (AT) wird von einem Plexus in der Adventitia-Media-Grenzzone umgeben
(Pfeil mit P). Die Nervenbiindel (NB) fiihren DBH-negative Nervenfasern mit, die
peptiderger Natur sein konnten.

Abb. 22: Tunica albuginea am kranialen Hodenpol; DBH-Immunreaktion, x 140
Dicke Nervenbiindel (NB) verlaufen am kranialen Hodenpol in der Tunica albuginea. In den

Biindeln gibt es auch einen kleinen Anteil an DBH-negativen Axonen. Zwischen den Venen
verlaufen im Bindegewebe positive Einzelaxone.
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Abb. 23: Kaudales Mesorchium; DBH.Immunreaktion, x 90

Nervenbiindel (NB) zieht zwischen Nebenhodenkdrper (NH) und Hoden (Ho) weiter nach
kaudal. Im Bindegewebe liegen viele varikose Einzelfasern.

Abb. 24: Kaudales Mesorchium; DBH-Immunreaktion, x 225

Einzelfasern ziehen in Richtung Hoden (Pfeile). Deutlich sind die Varikosititen der einzelnen
Axone zu erkennen.

Abb. 25: Mesorchium; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Zwischen Nebenhoden und Hoden verlaufen immer wieder Nervenbiindel (NB), die den
mesorchialen Zuschuf3 zur Hodeninnervation darstellen.

Abb. 26: Tunica albuginea am kaudalen Hodenpol; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Dicke Nervenbiindel verlaufen zwischen Hoden und Nebenhoden.
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Abb. 27
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Abb. 27: Tunica albuginea am Margo epididymalis; DBH-Immunreaktion, x 140

Arterie (A) in der Tunica vasculosa wird von einem intramuralen Plexus umgeben. Auf der
Seite der Nervenbiindel (NB) ist dieser Plexus etwas dichter.

Abb. 28: Tunica albuginea (TA) am Margo liber; DBH-Immunreaktion, x 140

Die tunikalen und auch septale Arterien (tA/sA) werden von einem dichten Nervenplexus
umgeben. Die Innervation in den Lobuli testis ist verhéltnisméBig dicht.
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Abb. 29: Tunica albuginea (TA); PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Eine Arterie (A) und Nervenbiindel (NB) in der Tunica vasculosa ziehen in ein Hodenseptum.
Der intramurale Nervenplexus (Pfeile) der Arterie ist rundum ausgebildet.

Abb. 30: Kaudale Tunica albuginea; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Dickes Nervenbiindel verlduft zirkumferent im Bindegewebe.

Abb. 31: Kraniale Tunica; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225
Die Arterie in der Tunica vasculosa wird von einem Plexus in der Adventitia-Media-

Grenzzone (Pfeil mit P) umgeben. Dieser Plexus ist an manchen Stellen unvollstindig bzw.
weniger dicht. Zwei Nervenbiindel (NB) verlaufen in unmittelbarer Nihe.
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Abb. 32: Septum testis; DBH-Immunreaktion, x 90

Eine septale Arterie (sA) wird von einem vollstindigen intramuralen Plexus umgeben und
zieht von der Tunica albuginea (TA) in Richtung Mediastinum testis (M). Auf ihrem Weg gibt
sie auch kleinere Arterien ab. Im Bereich des Mediastinums bildet sie Konvolute. In fast

jedem Zwickel zwischen den Tubuli seminiferi finden sich Einzelaxone, wohl meist an kleine
Blutgefaf3e assoziiert.

Abb. 33: Hodenparenchym; DBH-Immunreaktion, x 225

Von einer septale Arterie (sA) zweigt eine Arteriole in einen Lobulus testis ab.

Abb. 34: Septum testis; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Septale Arterie(sA) nahe dem Mediastinum testis. Sie wird in der Adventitia -Media-Zone
von einem Nervenplexus umgeben und von mehreren Nervenbiindeln (NB) begleitet.
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Abb. 36
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Abb. 35: Hodenparenchym; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Auch in den Lobuli testis verlaufen Nervenfasern iiberwiegend an Gefal3e assoziiert. Solitire
Axone sind eher die Ausnahme.

Abb. 36: Kraniales Hodenparenchym ; PGP-9.5-Immunreaktion, x 225

Intralobuldre Arteriole wird von Nervenfasern begleitet. Solitire Einzelfasern gibt es nur
vereinzelt.

Abb. 37: Septulum testis; NPY-Immunreaktion, x 225

Der intramurale Plexus der septalen Arterie ist besonders dicht innerviert. Zwischen den
Tubuli seminiferi erkennt man eine groBe Anzahl von Einzelaxonen.
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Abb. 38: Hodenparenchym; DBH-Immunreaktion, x 225
Das Hodenvolumen nimmt deutlich zu, wenn sich das Tier in aktiver Spermatogenese

befindet. Dieses GroBenwachstum der Tubuli seminiferi fiihrt zu einer flichenmiBig
gesehenen geringeren Innervation in den Lobuli testis.

Abb. 39: Hodenparenchym; DBH-Immunreaktion, x 225

GroBlere Hodentubuli mit Lumen. Zwischen den Hodenkanidlchen befinden sich in den
meisten Zwickeln Einzelfasern.

Abb. 40: Hodenparenchym; DBH-Immunreaktion, x 225

Kleine, solide Tubuli seminiferi ohne Spermatogenese; Zwischen den Tubuli seminiferi liegen
verhéltnisméBig viele Nervenfasern
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3.2 Spezifische Nervennachweise am Hoden

3.2.1 Verteilung adrenerger Nervenfasern:

DBH — Immunreaktion

Diese immunhistochemische Reaktion stellt vor allem die transmitterhaltigen Varikosititen
der einzelnen Axone gut dar, und die DBH-positiven Nervenfasern sind auf Grund der
schwachen Hintergrundfiarbung besonders gut zu erkennen. Thre Lokalisation dhnelt der von
PGP-9.5 weitgehend: Im Samenstrang reagieren die dicken Nervenbiindel, die Nervenfasern
im intervendsen Bindegewebe und auch solche, welche die Winde der Venen und der A.
testicularis oder der kleineren Arterien versorgen (Abb. 41). Die Nervenbiindel in den
unterschiedlichen Bereichen der Tunica albuginea sind ebenfalls {iberwiegend positiv, bis auf
ganz wenige, kleine negative Fasern im Inneren. Die Reaktion von PGP-9.5 und DBH deckt
sich auch anndhernd bei den intramuralen GefdBnerven in der Tunica, in den Septen, im
Mediastinum und innerhalb der Lobuli testis. Beim Damhirsch mit grotem Hodenvolumen
sieht man auch bei dieser Reaktion deutlich eine geringere Nervendichte als bei den anderen

Exemplaren.

TH- Immunreaktion

Die Verteilung der TH-immunreaktiven Fasern ist mit der von DBH zu vergleichen. Doch die
Reaktion der Fasern im Inneren der Nervenbiindel im Samenstrang und in der Tunica
albuginea ist stellenweise negativ. Die GefdBBnerven der A. testicularis, der Kapselarterien, der
septalen und parenchymalen Gefile werden mit der TH-Immunreaktion in geringerem Maf3e
markiert, und auch Nerven im intervendsen Bindegewebe des Plexus pampiniformis reagieren

in geringerem Umfang als bei DBH (Abb. 42). Im Mediastinum werden anndhernd nur die
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Hilfte der Axone um die Konvolutarterien dargestellt. Nervenfasern im mediastinalen
Bindegewebe sind  liberwiegend negativ, wihrend die dort befindlichen dickeren
Nervenbiindel positiv reagieren. Auch intertubuldre Nerven in den Lobuli testis werden
anhand einer TH-Immunreaktion nur zum Teil markiert. Als Nebenbefund ist festzustellen,
dass mit diesem Antkorper in den Tubuli seminiferi auch die Kerne der Keimzellen von den

pachytdnen Spermatozyten bis hin zu elongierten Spermatiden gegen TH reagieren (Abb. 43).

3.2.2 Verteilung peptiderger Nervenfasern:

NPY- Immunreaktion

Diese Reaktion deckt sich weitgehend mit der von DBH, wobei die positiven Einzelaxone im
allgemeinen diinner sind als mit der DBH- Reaktion. Es reagieren schitzungsweise etwa drei
Viertel der in dickeren Nervenbiindeln enthaltenen Nervenfasern (Abb. 42). Auch die
intramuralen Gefillnerven um A. testicularis, Kapselarterien, Septalarterien und
Konvolutarterien (Abb. 46,47) bestehen zu einem groBlen Teil aus NPY- positiven
Nervenfasern. Ebenso innervieren positive Axone kleinere Arterien und Arteriolen in Tunica
albuginea, Septula testis, Mediastinum und in den Lobuli testis (Abb. 48, 49, 50). Einige

NPY- positive Fasern erreichen die Winde des vendsen Plexus pampiniformis.

VIP-Immunreaktion

Im Samenstrang reagieren in den Nervenbiindeln um den Ductus deferens einzelne Axone
VIP-positiv. Auch in der Muskulatur des Ductus deferens gibt es VIP-positive Nervenfasern,
tiberwiegend im subepithelialen Nervennetz. Die GefaBlnerven um die A. ductus deferentis

weisen nur wenige oder bis iiberhaupt keine positiven Fasern auf. Der Gefdllkonus des
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Samenstranges mit A. testicularis und Plexus pampiniformis ist VIP negativ. Die
Nervenbiindel in der Tunica albuginea enthalten wenige positive Fasern, wobei kleinere
Nervenbiindel manchmal einen héheren Anteil an positiven Axonen beinhalten.

Im Bindegewebe der Tunica albuginea selbst werden mit Hilfe der VIP-Immunreaktion feine,
varikose Axone dargestellt, die lberwiegend zirkumferent verlaufen. Die intramuralen
GefidlBnerven der Kapselarterien und der septalen Arterien sind in der Regel VIP-negativ, bis
auf wenige Fille, bei denen 1-2 Fasern im Plexusbereich positiv reagieren. Im kaudalen
Hodenabschnitt werden allerdings manchmal auch kleine Arteriolen von VIP-positiven
Axonen umgeben. In den Hodenlédppchen reagieren einzelne varikdse Axone VIP-positive,
die intertubuldr oder auch in der Ndhe von kleineren BlutgefdBlen lokalisiert sind. Am
Mediastinumrand werden ebenfalls positive Fasern dargestellt. Grundsitzlich nimmt nach
kaudal die Anzahl an positiven Nerven zu. Dies fillt besonders im Hodeninneren und bei dem
Tier mit dem groBten Hodenvolumen auf. Bei jungen Tieren (6 Monate) konzentrieren sich
die Nervenfasern zwischen den Hodenkandlchen besonders auf den subtunikalen Bereich

(Abb. 48,49,50,51).

CGRP-Immunreaktion

Manche  Nervenbiindel um den Ductus deferens weisen vereinzelt CGRP-positive
Nervenfasern auf, wihrend andere komplett negativ sind. In der Muskulatur des Ductus
deferens lassen sich mit Hilfe der CGRP-Immunreaktion wenige, feine Nervenfasern
darstellen. Auch Nervenbiindel im Plexus pampiniformis enthalten in ihrem Inneren einige
wenige positive Axone. Der Nervenplexus um die A. testicularis besitzt sporadisch CGRP-
positive Fasern. Es gibt kleine Arteriolen, die von CGRP- positiven Nervenfasern begleitet
werden. Im Bindegewebe um Plexus pampiniformis und Ductus deferens verlaufen kleinere

Nervenbiindel, die mit der CGRP- Immunreaktion markiert werden.
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Am Margo epididymidis oder im Meso zum Nebenhoden erkennt man kleinere
Nervenbiindel, die fast komplett positiv reagieren. In diesem Bereich gibt es kaudal auch
etwas mehr positive Nervenfasern im Bindegewebe der Tunica.

In der Tunica albuginea stellt diese Immunreaktion wenige, feine FEinzelfasern im
Bindegewebe dar, und auch in den groBeren Biindeln gibt es wenige positive Axone. Die
Reaktion der GefdBnerven in den Kapselarterien ist in der Regel negativ (bis auf wenige
positive Axone bei manchen Arterien), doch um kleinere Arteriolen sind vereinzelt positive
Axone anzutreffen. Am Mediastinumrand in der oberen Hodenhilfte sind vereinzelt Axone zu

sehen , das Parenchym ist CGRP-negativ (Abb. 52,53,54).

Substance-P-Immunreaktion

In den Nervenbiindeln um den Ductus deferens sind nur zwei bis drei Axone SP-positiv und
in der Muskulatur nahe dem Lumen sind ebenfalls vereinzelt positive Fasern zu erkennen.
Das restliche Gewebe des gesamten Samenstrangs ist SP-negativ. Auch im Inneren des Hoden
selbst gibt es keine SP-positive Innervation. Im Bindegewebe der Tunica albuginea finden

sich sporadisch positive Nervenfasern.

3.2.3 Verteilung cholinerger Nervenfasern:

ACHE-Reaktion nach zweistiindiger Inkubation (Enzymhistochemie)

Positiv reagierende Nervenfasern befinden sich in Nervenbiindeln des Samenstranges und im
subepithelialen Nervennetz des Ductus deferens. Sporadisch werden positive Axone in
Nervenbiindeln der Tunica albuginea, insbesondere in der Ndhe der Gewebebriicke zum

Nebenhoden gesehen. Der Nervenplexus in der Wand septaler und tunikaler Gefidl3e besitzt

60



keinen cholinergen Nervenanteil. Demgegeniiber enthalten die groBen Konvolutarterien in

der Peripherie des Mediastinums wieder einige positive Fasern.

ChAT-Immunreaktion

Mit dieser Immunreaktion konnten wir keine Nervenfasern nachweisen.

3.2.4 Verteilung markhaltiger Nervenfasern:

MBP-Immunreaktion

Beim Damhirsch konnten mit Hilfe dieses Antikorpers einige positive Nervenfasern in
Nervenbiindeln, die sich im Samenstrang sowie in kranialen, mittleren und kaudalen
Abschnitten der Tunica albuginea befinden, dargestellt werden. Doch ist die Reaktion nicht

bei allen Tieren von gleicher Intensitét (Abb. 55,56).
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Abb. 41

Abb. 43

62




Abb. 41: Samenstrang; DBH-Immunreaktion, x 140
Nahezu alle mit panneuralen Markern dargestellten Gefdanerven um die A. testicularis (AT)

und Venen (V) des Plexus pampiniformis sind DBH-positiv. Auch der Nervenplexus (Pfeil
mit P) der A. testicularis wird mit diesem neuronalen Marker deutlich dargestellt.

Abb. 42: Samenstrang; TH-Immunreaktion, x 140
Die GefaBBnerven der A. testicularis (AT) und auch die Nerven im intervendsen Bindegewebe

und um die Venen (V) des Plexus pampiniformis werden mit dieser Methode in geringerem
Mafe erfasst als mit der DBH-Reaktion.

Abb. 43 : Samenstrang; TH-Immunreaktion, x 225
Ein dickes Nervenbiindel (NB) ist weitgehend positiv, doch die Intensitét der Reaktion ist an

einigen Stellen geringer als bei den Einzelaxonen, die sich um die Venen (V) des Plexus
pampiniformis befinden.

Abb. 44: Hodenparenchym; NPY-Immunreaktion, x 225
Bei der TH-Immunreaktion reagieren in den Tubuli seminiferi auch die Kerne von

Keimzellen in dem Zeitraum vom Pachytén der primdren Spermatozyten bis zu elongierten
Spermatiden.
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Abb. 45: Mediastinum in der oberen Hodenhélfte; NPY-Immunreaktion, x 225

Eine Konvolutarterie entldsst Zweige ins Mediastinum. Im Bindegewebe des Mediastinums
sind auch Einzelaxone zu erkennen (Pfeile).

Abb. 46: Mediastinum testis; NPY-Immunreaktion, x 225

Konvolutarterie, aus der ein kleinerer Zweig (oben) abgeht. Der Nervenplexus in der
Adventitia-Media-Grenzzone ist vollstindig ausgebildet.

Abb. 47: Kaudales Hodenparenchym ; NPY-Immunreaktion, x 225

Der Hoden befindet sich in aktiver Spermatogenese. In den Tubuli sind Spermatiden zu
erkennen. Die Nervendichte pro Fliche ist geringer als bei Tieren in prdpuberalem Stadium.

Abb. 48: Hodenparenchym; NPY-Immunreaktion, x 225

In den Tubuli sind Spermatiden zu erkennen. In dieser Phase gibt es im intertubuldren Bereich
nur eine schwache Nervenversorgung.

Abb. 49: Hodenparenchym; NPY-Immunreaktion, x 225

Es handelt sich um das Parenchym eines priapuberalen Tieres. Die Nervendichte zwischen den
Tubuli seminiferi ist hoher als bei den Tieren mit kompletter Spermatogenese.
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Abb. 50: Kaudale Tunica albuginea; VIP-Immunreaktion, x 225

In einem dicken Nervenbiindel (NB) erkennt man positive Einzelfasern. Es liegen auch VIP-
IR Axone (Pfeile) im Bindegewebe der Tunica.

Abb. 51: Mesorchium; VIP-Immunreaktion, x 225

Im Meso zwischen Hoden und Nebenhoden ziehen VIP-positive Einzelfasern. Sie stellen
Anteile des mesorchialen Zuschuss dar.

Abb. 52: Hodenparenchym; VIP-Immunreaktion, x 225

Zwischen den Hodenkanélchen sind varikdse Einzelfasern zu erkennen.

Abb. 53: Hodenparenchym; VIP-Immunreaktion, x 225

Bei prapuberalen Tieren sind in fast jedem Zwickel positive Nervenfasern zu erkennen.
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Abb. 55

Abb. 58
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Abb. 54: Kaudale Tunica albuginea; CGRP-Immunreaktion, x 225
In einem Nervenbiindel reagieren einige Axone CGRP-positiv. Auch Einzelaxone sind

CGRP-positiv. Im Hodeninneren zwischen den Hodentubuli sind keine CGRP-IR Fasern zu
erkennen.

Abb. 55: Tunica albuginea am Margo liber; CGRP-Immunreaktion, x 225

In dem Nervenbiindel (NB) sind nur Einzelaxone CGRP-positiv.

Abb. 56 : Tunica albuginea; CGRP-Immunreaktion, x 225

Im Bindegewebe der Tunica verlaufen einzelne Nervenfasern. Meist stehen diese Axone nicht
in engem Kontakt mit Blutgefden.

Abb. 57: Tunica albuginea des Margo lateralis; MBP-Immunreaktion, x 350

Im Bindegewebe zieht eine positive Einzelfaser mit Ranvier’schem Schniirring.

Abb. 58: Tunica albuginea am Margo lateralis; MBP-Immunreaktion, x 350
In einem Nervenbiindel erkennt man positive Axone. Direkt neben dem Biindel befindet sich

ein kleines Blutgefdl (Pfeil), dessen Erythrozyten dunkel angefdarbt sind. Die roten
Blutkorperchen in der Vene (V) sind nicht angefarbt.
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4. Diskussion

Die autonome Nervenversorgung im Dambhirschhoden wird liber den Nervus spermaticus
superior (NSS) und den Nervus spermaticus inferior (NSI) gewihrleistet. Der Nervus
spermaticus superior begleitet die A. testicularis, wihrend der Nervus spermaticus inferior
neben dem Ductus deferens verlduft (Hodson 1970). Die Abginge aus diesen Nerven
erreichen die Gonade iiber drei Hauptwege. Die Nervenbiindel, die dem NSS entspringen,
zichen im Gefikonus des Samenstranges zum kranialen Hodenpol und bilden den
funikuldren NervenzuschuB. Anteile des NSS, aber iiberwiegend des NSI ziehen im
Mesodeferens nach kaudal und treten sukzessive von der epididymalen Seite iiber das
Mesorchium an die Gonade heran und repridsentieren den mesorchialen Nervenzuschuf.
Zuletzt ziehen Nervenfasern des NSI nach kaudal, um iiber das Ligamentum testis proprium
in die kaudale Tunica albuginea vorzudringen. Die Arbeiten von Mitchell (1935), Kuntz und
Morris (1946), Hodson (1970) und Peterson und Brown (1973) kamen noch zu dem Schluf3,
dass die Innervation des Hodens ausschlieBlich iiber die funikuldren Nervenbiindel des NSS
stattfindet. Doch weitere Untersuchungen von Santamaria et al. (1990), sowie Zhu et al.
(1995) stimmen darin iiberein, dass auBlerdem Nerven iiber den Nebenhodenschwanz zum
kaudalen Hodenpol in die Tunica albuginea ziehen. Durch die Studien an gro3en Ungulaten
wie Rind (Wrobel und Abu-Ghali 1997), Esel (Wrobel und Moustafa 2000) und Kamel (Saleh
et al. 2002) wurden dann die drei Hauptwege fiir die Innervation des Hodens etabliert. In der
Gonade des jungen Schweins (Wrobel und Brandl 1998) erfolgt die Innervation ebenfalls iiber
funikulére, mesorchiale und kaudale Nervenzuschiisse, wahrend im adulten Tier nur noch die
funikulére Route von Bedeutung ist, und sich die Innervation der ménnlichen Gonade vor

allem auf den GefaBanteil im Samenstrang konzentriert.
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Beim Damhirsch verlaufen die Nerven des funikuldren Zuschusses im GefdB3konus
unabhéngig von der sich stark windenden Arteria testicularis. Sie teilen sich nach kaudal in
Zweige auf, die zum einen den Plexus um die A. testicularis bilden, zum andern die Venen
des Plexus pampiniformis innervieren. Diese Verteilung der Nerven im Samenstrang wurde
auch bei anderen Spezies, wie Rind, Esel und Schwein beobachtet, wihrend beim Kamel die
Venen des Plexus pampiniformis wie alle {ibrigen Hodenvenen nicht innerviert sind (Saleh et
al. 2002).

Das Mediastinum wird liberwiegend von Biindeln funikuldrem Ursprungs versorgt, welche
sich aufzweigen und insbesondere die kleinen mediastinalen Blutgefd3e innervieren. Auch
Konvolutarterien, die aus den Septalarterien hervorgehen, erhalten einen Nervenanteil. Enge
topographische Beziehungen zwischen den Epithelien des Rete testis und den mediastinalen
Nerven kommen beim Dambhirsch nicht vor. Saleh et al. (2002) beobachteten im Mediastinum
des Kamels einzelne Nervenfasern in direktem Kontakt mit dem Epithel des Rete testis.

In der Tunica albuginea, in den Septula testis und in den Lobuli testis beobachtet man im
Hirschhoden eine weitgehend kontinuierliche Innervation. Die Nerven sind meist mit
Arterien assoziiert und bilden einen Plexus in der Adventitia-Media-Zone. Bis auf wenige
peptiderge und myelinisierte Fasern sind  die meisten Nerven DBH-positiv und
postgangliondrer sympathischer Natur. Sie erfiillen vasomotorische Aufgaben, indem sie auf
die glatte Muskulatur in den Arterienwidnden einwirken. Die Venen werden nur im Plexus
pampiniformis regelmiBig von Nervenendigungen versorgt. Beim Kamel ist das ganze
vendse GefiaB3system, inclusive des Plexus pampiniformis, frei von jeder Innervation (Saleh et
al. 2002). Beim Bullen und Kater wiederum werden auch die Venen des Stratum vasculosum
der Tunica albuginea sporadisch von einzelnen Nervenfasern versorgt (Wrobel und Abu-
Ghali 1997; Giirtler 2001).

Die Hoden des Hirsches durchlaufen jahreszeitliche Verdnderungen (Chapman and Chapman
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1970; Chaplin und White 1972; Asher et al. 1987, 1989), die sich im Hodenvolumen, im
Durchmesser der Hodenkanilchen, in der Spermatogeneseaktivitit und auch im Grad der
intertubuldren  Vaskularisation wiederspiegeln. Diese Verdnderungen werden von
Schwankungen in der intralobuldren Nervendichte begleitet. Bei Tieren mit kleinen und
soliden Tubuli, typisch fiir die Reproduktionspause und auch fiir den Zeitraum um die
Pubertit, erkennt man bei allen intralobuléren Arterien bis hin zu den Kapillaren eine dichte
und kontinuierliche Innervation. Wihrend der Fortpflanzungsphase sind sowohl das
Hodenvolumen als auch der Tubulusdurchmesser maximal. Im gesamten Hoden vollzieht sich
die Spermatogenese und die Leydigzellpopulation ist vergroBert. Das GefaB3system passt sich
dieser Entwicklung an, indem die Arterien in den Septula testis und Lobuli testis an Lénge
zunehmen, groBere GefaBBdurchmesser erreichen und die Muskulatur in der Media verstarkt
ist. Allerdings werden diese Anpassungen der Gefille an eine erhohte Hodenfunktion von den
Nerven nicht in gleicher Weise mitvollzogen. Im Gegenteil, wihrend dieser Phase, sind die
meisten intra- und interlobuldren Arterien, teilweise sogar septale Arterien in allen Bereichen
des Hodens geringer innerviert. Saleh et al. (2002) stellte beim Kamel, das ebenfalls einem
jahreszeitlichen Reproduktionszyklus unterliegt, dhnliche Verdnderungen in der Nervendichte
fest. Bei dieser Spezies beginnt das Volumenwachstum der Gonade in den Wintermonaten
und die maximale GroBe wird im Frithjahr erreicht. Darauthin verringert sich das
Hodenvolumen wieder wéhrend des Sommers bis in den Winter. Die Innervationsdichte in
den Septula testis und in den intertubuldren Bereichen ist im Winter und Friihling am
geringsten, doch steigt sie in den Sommer- und Herbstmonaten. Die Ergebnisse beim Hirsch-
und Kamelhoden untermauern auf den ersten Blick die Untersuchungen von Molenaar et al.
(1997) und Sienkiewicz et al. (2000), die darauf hinweisen, dass eine umgekehrte Relation
zwischen der Innervation und endokrinen Aktivitdt des Hodens besteht. Doch die geringe

Dichte, die kleine Zellgroe und die verringerte 33-HStDH-Aktivitdt der Leydigzellen beim
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Kamel zusammen mit sehr wenigen intertubuldren Nerven im Friihling kann nicht im Sinne
von Molenaar et al. (1997) erklart werden. Auch beim Schwein gibt es keine umgekehrte
Beziehung zwischen der wellenformigen Aufstockung der Leydigzellpopulation wahrend der
normalen postnatalen Entwicklung (Dierichs et al. 1973; Wrobel et al. 1973) und der
Innervation des Schweinehodens. Die Hoden von 3- 5 Wochen alten Ferkeln haben die
dichteste Innervation aller untersuchter Altersgruppen bei gleichzeitiger prapuberaler
Hypertrophie der Leydigzellen (Wrobel und Brandl 1998).

Der funktionelle und entwicklungsabhéngige Status der Tubuli seminiferi hingegen korreliert
ziemlich gut mit den alters- und jahreszeitlichen Veranderungen in der Nervendichte, die bei
den meisten Sdugetieren existieren. Hoden mit soliden und kleinen Tubuli, wie man sie in der
prapubertiren Phase der Sdugetiere und wéhrend der Fortpflanzungspause mancher Sduger
sieht, sind meist besser innerviert, als solche mit expandierten Tubuli, die sich in aktiver
Spermatogenese befinden. Diese Annahme wird durch mehrere Beobachtungen bestitigt.
Nistal et al. (1982) fanden mehr Nervenfasern um Tubuli seminiferi von Kindern und
Erwachsenen mit Hypogonadismus als um die Hodenkanédlchen von normalen Ménnern.
Auch von Prince (1996) wurde die Prisenz von Nervenendigungen in der menschlichen
Lamina propria der Tubuli seminiferi nur wihrend der Kindheit (3-10 Jahre) nachgewiesen.
Mayerhofer et al. (1996) wiesen eine grofle Anzahl von TH-IR Nervenfasern im Hoden
juveniler Rhesusaffen nach, doch nur wenige zwischen den Tubuli seminiferi der
erwachsenen Affen.

Der Riickzug der intrinsischen Innervation des Ungulatenhodens tritt wihrend der puberalen
und postpuberalen Expansion seines Parenchyms klar hervor. Die Hoden junger Ferkel von 3-
5 Wochen sind noch stark innerviert, doch fehlten dem sehr groBen Hoden eines erwachsenen
Ebers (2-3 Jahre) fast jede innere Innervation (Wrobel und Brandl, 1998). Die Hoden 5-25

Wochen alter Kélber weisen noch Nervenfasern in der gesamten Linge des Mediastinums auf,
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wihrend sich die Innervation des Mediastinums beim adulten Bullen nur auf die obere
Hodenhilfte erstreckt. (Wrobel und Abu-Ghali 1997).

Ebenso beim Esel erkennen Wrobel und Moustafa (2000) regionale Unterschiede in der
Innervation des Hodens. Die Nerven konzentrieren sich in der Tunica albuginea, den Septula
testis und in den Lobuli testis auf den kranialen und kaudalen Pol, sowie auf die epididymale
Seite des Hodens. Die Bereiche zwischen Margo liber und dem zentral lokalisierten
Mediastinum bleiben frei von Nerven. Das Mediastinum selbst wird in seiner gesamten
Ausdehnung innerviert. Dieses Innervationsmuster im Hoden von jung adulten Eseln konnte
darauf hindeuten, dass hier ein Riickzug der Nerven im Gange ist, wihrend parallel dazu
Hodenwachstum und Expansion der Tubuli seminiferi noch wéhrend der ersten 5 Lebensjahre
stattfinden (Nipken und Wrobel 1997).

Im vollentwickelten und spermatogenetisch aktiven Damhirschhoden umgibt ein lockerer
Nervenplexus die Terminalsegmente der Tubuli seminiferi. Diese Nervenfasern sind DBH-
positiv. Der Ubergang der Tubuli seminiferi contortii zu den Tubuli recti ist bei den Saugern
wie eine Schleuse aufgebaut, um einen RiickfluBl des Inhalts vom Rete testis in die Tubuli
seminiferi zu verhindern (Tuck et al. 1970; Kormano 1974). Eine Regulation des
Tubuluslumens im Bereich der Terminalsegmente liegt nahe, und bei einigen Sdugetieren gibt
es tatsdchlich spezielle sphinkter-dhnliche Vorrichtungen. Beim Hamster, beschrieben
Cavicchia und Burgos (1977) einen Ring kontraktiler Zellen auf der Grenze zwischen Tubuli
seminiferi und Tubuli recti, und beim Bullen wird jedes Terminalsegment von einem
manschettendhnlichen Gefaplexus umgeben (Wrobel et al. 1978). Die Konzentration von
Nervenfasern in diesem Bereich des Damhirschhodens konnte ebenfalls Regulationsaufgaben
dienen.

Nistal et al. (1982) beschrieb Axone, die die Tubuli seminiferi im menschlichen Hoden

innervieren. Eine solche Beobachtung wurde beim Hirsch nicht gemacht. In dieser Studie
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wurden auch keine Hinweise darauf gefunden, dass die Leydigzellen im Hirschhoden
innerviert werden. Auch bei anderen Ungulaten, wie Rind (Wrobel und Abu-Ghali 1997) und
Schwein (Wrobel und Brandl 1998) werden die Leydigzellen generell nicht innerviert.
Indessen wurde beim Menschen die Innervation von Leydigzellen durch mehrere Autoren
bestitigt (Yamashita 1939; Okkels und Sand 1940; Gray 1947; Van Campenhout 1949;
Baumgarten und Holstein 1967; Nistal et al. 1982; Prince 1992; Feldmeier 1998). Die genaue
Beschreibung der Kontakte zwischen Nervenendigungen und der Leydigzellmembran
anhand einer elektronenmikroskopischen Analyse veroffentlichte Prince (1992). Dabei lagen
zwischen den Nerven und Leydigzellen in menschlichen Hoden im Alter von 4 Monaten bis
19 Jahren meist indirekte Kontakte vor. Auch beim Hund (Stach 1963), bei der Katze
(Norberg et al. 1967a; Giirtler 2001), bei Vogeln (Baumgarten und Holstein 1968, 1974), bei
Reptilien (Unsicker 1973) und beim Rhesusaffen (Mayerhofer et al. 1996) werden direkte

Kontakte zwischen den Leydigzellen und Nervenfasern dokumentiert.

Charakterisierung der Hodennerven

Adrenerge Innervation des Hodens

Die PGP-9.5-Immunreaktion zeigt im Hinblick auf seine Eigenschaften als panneuraler
Marker im Damhirschhoden das vollstandigste Bild und wurde deshalb in der vorliegenden
Arbeit zur Beschreibung der allgemeinen Innervation herangezogen. Fast alle PGP-9.5-
positiven Hodennerven des Dambhirsches sind auch DBH-positiv, somit von sympathischer
postgangliondrer Qualitdt. Die sympathischen Nervenfasern dominieren auch in den Hoden
der anderen untersuchten Spezies (Campos et al. 1990; Tainio 1994; Rauchenwald et al. 1995;

Lakomy et al. 1997; Wrobel und Abu-Ghali 1997; Wrobel und Brandl 1998; Wrobel und
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Moustafa 2000; Giirtler 2001; Saleh et al. 2002). Sie haben vasokonstriktorische
Eigenschaften und beteiligen sich an der Regulation des Blutflusses sowie der
Thermoregulation des Hodens (Hodson 1970). Zum anderen modulieren anscheinend die
adrenergen Hodennerven wie auch zirkulierende Katecholamine die Leydigzellfunktionen
(Mayerhofer et al. 1989), da auBBer den Sertolizellen auch die Leydigzellen iiber B-adrenerge
Rezeptoren verfiigen (Heindel et al.1981; Heindel und Treinen 1989).

Cholinerge Innervation des Hodens

Der Hoden des Dambhirsches enthdlt nur wenige cholinerge Nervenfasern. Die cholinergen
Fasern von NSS und NSI enden groftenteils in den Nervenbiindeln im Bindegewebe des
GefédBkonus und in der Wand des Ductus deferens. In Untersuchungen am Hoden von Rind
(Wrobel und Abu-Ghali 1997), Schwein (Wrobel und Brandl 1998), Esel (Wrobel und
Moustafa 2000) und Kamel (Saleh et al. 2002) wurden keine cholinergen Nervenfasern
dokumentiert. Allerdings beschrieben Wrobel und Giirtler (2001) im Katerhoden mit der
gleichen histochemischen Methode einen relativ hohen Anteil cholinerger Fasern, welche im
kaudalen Mediastinum, in den Septen und im intertubuldren Bindegewebe teilweise
gefaBassoziiert sind. Thr Ziel sind auffillig stark innervierte Arteriolen, deren cholinerge
Nerven durch die starke Muskelschicht bis an das Endothel ziehen. Vermutlich haben die
Gefédlnerven hier eine besondere Rolle bei der Regulation der Mikrozirkulation. Der genaue
Wirkungsmechanismus cholinerger Fasern auf Blutgefdfle ist unklar. Nach McMahon und
Kadowitz (1992) bewirkte das neuronal freigesetzte Acetylcholin in pulmonalen Blutgefdf3en
der Katze eine endothelabhingige Kaskade biochemischer Prozesse, die schlielich eine
Vasodilatation herbeifiihrt.

In fritheren Verdffentlichungen wird oftmals eine reiche cholinerge Innervation des
Saugetierhodens beschrieben (Risley und Skrepetos 1964; El-Badawi und Schenk 1967; Bell

und McLean 1973; Langford und Silver 1974), doch sind die Befunde fraglich, da mit nicht
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optimalen Acetylcholinesterase-Nachweisen erhoben.  Letztlich muB3 der Nachweis
cholinerger Innervation mit moderner addquater Technik getrennt fiir jede Sdugetierspezies

neu erbracht werden.

Peptiderge Innervation des Hodens

Im ménnlichen Geschlechtsapparat werden hohe Konzentrationen von NPY beschrieben
(Adrian et al. 1984), und NPY-haltige Nervenfasern befinden sich iiberall im minnlichen
Geschlechtstrakt (Forsgren 1989). NPY-positive Nerven erreichen den Hoden iiber den NSS
und NSI ( Properzi et al. 1992; Rauchenwald et al.1995; Zhu et al. 1995). Mehr als die Hélfte
der Fasern, die in den dicken Nervenbiindeln des Dambhirsches enthalten sind, reagieren mit
der NPY-Immunreaktion positiv. NPY stellt somit die am meisten vertretene peptiderge,
neuronale Komponente bei dieser Spezies dar. Gleiches wurde auch bei Rind (Wrobel und
Abu-Ghali 1997), Schwein (Wrobel und Brandl 1998), Esel (Wrobel und Moustafa 2000),
Kamel (Saleh et al. 2002), Meerschweinchen und Ratte (Lamano Carvahlo et al. 1986)
beobachtet. Allen et al. (1989) beschrieben NPY-IR Nerven in der Hodenkapsel der Ratte,
doch das Hodeninnere war frei von NPY-haltigen Fasern. Im Froschhoden bilden NPY-
positive Nerven einen dichten Plexus um die Gefdl3e (Achi et al. 1995). Aufgrund der grof3en
Menge an NPY-Fasern und deren Lokalisation kann man annehmen, dass NPY und DBH
groftenteils kolokalisiert sind. Diese Kolokalisation wurde auch fiir andere Organe
nachgewiesen (Greenberg et al. 1985; Lamano Carvalho et al. 1986; Kannisto et al. 1986;
Allen et al. 1989; Jarvi und Petto-Hiukko 1990; Majewski und Heym1991; Li und Welsh
1991; Wrobel und Kujat 1993; Majewski et al. 1995; Luff 1996). Bei den NPY-Rezeptoren
werden zumindest drei  Subtypen (Y1,Y2,Y3) beschrieben (Wahlestedt et al. 1992), wobei

NPY die Mitose glatter GefaBmuskelzellen in Zellkulturen iiber den Y 1-Rezeptor stimuliert
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(Erlinge et al. 1994). NPY bewirkt auch eine Vasokonstriktion im Hoden, wahrscheinlich
iiber die Einwirkung auf NPY Y1-Rezeptoren, die sich in den intratestikuldren Arteriolen
befinden (Collin et al. 1998). Die gleiche Wirkung wird auch auf Blutgefiflie in anderen
Organen beschrieben (Han et al. 1998). Die Stimulation von NPY Y1-Rezeptoren im
Hodengewebe fiihrt zusammen mit Noradrenalin zu einer Vasokonstriktion oder hebt eine
VIP-induzierte Vasodilatation auf (Larsen et al. 1981; Polak und Bloom 1984; Kopp et al.
1997).

Es wurden relativ wenige VIP-positive Nervenfasern im Dambhirschhoden gefunden, wobei
VIP-positive Fasern am kaudalen Pol stirker vertreten sind als in der kranialen Hodenhélfte
und dort die Tunica albuginea innervieren. Saleh et al. (2002) beschrieben beim Kamel die
Prisenz von VIP-positiven Fasern nur im NervenzuschuB iiber das Ligamentum testis
proprium und im Bereich des kaudalen Hodenpols. Bei der Ratte bestdtigten Zhu et al. (1995)
ebenfalls, dass VIP-IR Axone iiber den NSI den unteren Hodenpol innervieren. Ahnlich
verhélt es sich im Hoden des Bullen, wo Wrobel und Abu-Ghali (1997) feststellten, dass
einige VIP-positive Fasern die Tunica albuginea iiber das Lig. testis proprium und das
kaudale Mesodeferens erreichen. Diese VIP-positiven Nerven waren noch relativ zahlreich
beim 5-wochigen Kalb, doch nahmen sie mit fortschreitendem Alter ab und waren im Hoden
des erwachsenen Rindes inexistent. Suburo et al. (2002) stellten fest, dass im NSI des Katers
die VIP-positiven Fasern den grofiten Anteil an peptidergen Fasern darstellten. Die meisten
erreichten hiervon allerdings nicht den Hoden selbst (Giirtler 2002). Im Hoden des Mannes
und des Esels (Vaalasti et al. 1986; Wrobel und Moustafa 2000) wurden keine VIP-IR Fasern
beobacht. Das Verteilungsmuster terminaler VIP-Nerven im Urogenitaltrakt des Katers (Alm
et al. 1977) fithren zu der Vermutung, dass sie an der Regulierung der Aktivitit glatter
Muskulatur und unter Umsténden auch auf die Funktion epithelialer Zellen einwirken. Auch

Larsen et al. (1981) kamen zu dem SchluB3, dass VIP eine Rolle in der Aktivitét glatter
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Muskulatur des ménnlichen Urogenitaltraktes spielen konnte. Lissbrant und Bergh (1997)
bewiesen in einem Experiment die vasodilatierende Wirkung dieses Neuropeptids, indem sie
steigende Konzentrationen an VIP in den Hoden erwachsener Ratten injizierten. So fiihrte
auch die elektrische Stimulation des NSI, der iiberwiegend VIP-positive Nervenfasern enthilt
(Suburo et al. 2002), zu einem erhdhten BlutfluB im Hoden (Chiocchio et al. 1999). VIP-
positive Axone, die im Katerhoden unabhidngig von Blutgefilen oder zwischen
Leydigzellgruppen verlaufen (Suburo et al. 2002) oder nicht-gefiBbezogene Fasern in
anderen Teilen des Urogenitalsystems (Dixon et al. 1994;Rdsch et al. 1997) konnten durchaus
auch sensitive Qualitdt haben.

CGRP-IR Nervenfasern haben eine Reihe biologischer Funktionen. Zusammen mit anderen
vasoaktiven Peptiden spielt CGRP eine Rolle in der neurogenen Inflammation der Haut
(Wallengren 1997; Ansel et al. 1997; Holzer 1998; Scholzen et al. 1998). Eine Versuchsreihe
von Anouar et al. (1998) am trichtigen und nicht-trichtigen Uterus bei der Ratte
dokumentierte eine relaxierende Wirkung auf das Myometrium. In den Koronararterien der
Ratte (Sheykhzade und Nyborg 1998), vom Schwein (Yoshimoto et al. 1998) und in
Knochenarterien (Lundgaard et al. 1997) wirkte CGRP direkt auf die glatten Muskelzellen der
BlutgefiBe. Die CGRP-induzierte Vasodilatation von isolierten Knochenarterien bestand auch
nach einer Inhibition der NO-Synthase sowie der Prostaglandinsynthese (Lundgaard 1997).
In der Aorta der Ratte hob CGRP den endothelialen Kalziumgehalt an und aktivierte die NO-
Synthase. Es kam zu einer NO-Abgabe ohne eine direkte hemmende Wirkung auf die glatte
Aortamuskulatur (Yoshimoto et al. 1998). Lissbrant et al. (1997) kamen in ihrer Studie zum
Schluf3, dass CGRP zu einer Vasodilatation der Gefdl3e im Hoden der Ratte fiihrte und somit
wahrscheinlich in der lokalen Regulation des testikuldren BlutfluBes von Bedeutung sein
konnte. SchlieBlich werden CGRP-positive Nervenfasern mit Sensorik (Hippdla und Lakomy

1989) und Schmerzempfindung (Csilik et al. 1993) in Verbindung gebracht. Die wenigen im
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Hirschhoden vorkommenden CGRP-positiven Axone gehoren offenbar zum afferenten
Funktionskreis, weil der iiberwiegende Anteil keine vaskuldre Lokalisation aufweist. Es
werden etwas mehr CGRP-IR Nerven im NSI beobachtet als im NSS. Die Mehrheit dieser
Axone enden in Nervenbiindeln um den Ductus deferens und in der Wand desselben,
zwischen den Windungen des Ductus epididymidis und im Bindegewebe des Plexus
pampiniformis. Im GefédBkonus werden die A. testicularis und ihre Zweige mit wenigen
Axonen intramural versorgt. Die CGRP-Fasern, die den eigentlichen Hoden erreichen,
kommen {iber alle drei Routen und verteilen sich in der Tunica albuginea meist unabhingig
von den Arterien der Tunica vasculosa. Im Inneren des Hodens findet man sie sporadisch am
oberen Mediastinumrand. Lamano Carvalho et al (1986) dokumentieren im Hoden von
Meerschweinchen und Ratte nur wenige CGRP-positive Nervenfasern. Auch bei Rind,
Schwein, Esel und Kamel (Wrobel und Abu-Ghali 1997; Wrobel und Brandl 1998; Lakomy et
al. 1997; Wrobel und Moustafa 2000; Saleh et al. 2002) wurden CGRP-positive Fasern in
geringen Mengen gefunden. Im Gegensatz zu den vorher genannten Spezies sind im
Katerhoden vergleichbar hohere Anteile an CGRP-Fasern nachzuweisen (Wrobel und Giirtler
2002). Beim Menschen ist der Transmitter nur in der Hodenkapsel vorhanden (Tainio 1994).
SP ist ein weiteres Neuropeptid, welches von sensorischen Nervenfasern der Haut freigesetzt
wird und an der neurogenen Inflammmation bei z. B. der Psoriasis oder atopischen Dermatitis
beteiligt ist (Wallgren 1997; Ansel et al. 1997; Scholzen et al. 1998). AuBerdem bewirkte der
Transmitter Vasodilatation an Arteriolen der Lunge der Katze. Diese GefdBerweiterung
konnte selektiv iiber einen Blocker der NO-Synthese verhindert werden. In Zellkulturen
reduzierte SP die Anzahl von LH-Rezeptoren auf Leydigzellen von Hamstern (Kanchev et al.
1995) und bremste die Testosteronproduktion (Angelova et al. 1991).

Im NSS des Hundes wurde die Koexistenz von SP und CGRP nachgewiesen (Tamura et al.

1996). SP ist primir in sensiblen Neuronen lokalisiert (Hokfelt et al. 1975). Auch im
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Cervidenhoden sind SP-IR Nerven aufgrund ihrer Lokalisation eher Fasern sensibler
Qualitdt zuzuordnen. Die Innervation des Damhirschhodens mit SP- positiven Nervenfasern
ist sporadisch. Sie befinden sich im NSI und verlaufen als einzelne Axone im Bereich des
Ductus deferens und im Nebenhodenschwanz. Solitdre SP-positive Fasern sind auch
gelegentlich im Bindegewebe der Tunica albuginea vorhanden. Alm et al. (1978) untersuchte
das Vorkommen SP-positiver Nerven in Anzahl und Verteilung im Urogenitaltrakt von Katze,
Meerschweinchen und Ratte und stellte fest, dass diese Nerven im Vergleich mit adrenergen,
cholinergen und VIP-positiven Fasern in geringer Anzahl und separat auftreten. Bei Rind,
Schwein, Esel und Kamel wurden ebenfalls nur wenige positive SP- Nervenfasern im Hoden
beobachtet (Wrobel und Abu-Ghali 1997; Wrobel und Brandl 1998; Wrobel und Moustafa
2000; Saleh et al. 2002). So ist CGRP im allgemeinen wohl der wichtigste Neurotransmittor
in sensiblen, afferenten Nervenfasern bei den Ungulaten.

Die Nerven, die zum Sdugetierhoden ziehen, sind meist nicht myelinisierter Natur. Allerdings
entdeckte man mit Hilfe des Elektronenmikroskops in den groen Nervenbiindeln des NSS im
supratestikuléren Bereich des Samenstranges bei Kater und Kamel eine geringe Anzahl an
schwach myelinisierten Nervenfasern (Peterson und Brown 1973; Saleh et al. 2002).

Beim Kater machen solche Faseranteile weniger als 3,6% aus. Sie sind afferent mit einer
Konduktionsgeschwindigkeit zwischen 3.0 und 52.5 m/sec (Peterson und Brown 1973) und
scheinen im Samenstrang zu enden, da die MBP-Reaktion in der Gonade selbst negativ
verlduft (Wrobel und Girtler 2001). Im Gegensatz zum Rind, Schwein und Esel (Wrobel und
Abu-Ghali 1997; Wrobel und Brandl 1998; Wrobel und Moustafa 2000) stellt die MBP-
Immunreaktion im Dambhirschhoden einzelne myelinisierte Nervenfasern im Samenstrang und
in der Tunica albuginea dar. Sie miissen zu den afferenten Fasern gezéhlt werden, obwohl
beim Hirschhoden eingekapselte korpuskuldre Nervenendigungen, wie sie in der

menschlichen Tunica albuginea beschrieben werden (Yamashita 1939; Kreutz 1964), fehlen.
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5. Zusammenfassung

Die Innervation des Hirschhodens wurde bei 14 Damhirschen unterschiedlichen Alters
untersucht. Zur Bestimmung des allgemeinen Innervationsmuster wurde der panneurale
Marker Protein Gene Product 9.5 (PGP-9.5) verwendet. Nervenbiindel des Nervus
spermaticus superior (NSS) und Nervus spermaticus inferior (NSI) erreichen den Hoden tiber
drei Wege (funikuldr, mesorchial und kaudal). Die Nerven haben im Hirschhoden meist die
Hodenarterien zum Ziel. Venen werden nur im Plexus pampiniformis regelméfig mit
Nervenfasern versorgt. Auch in den Lobuli testis sind die Axone groftenteils gefiallbezogen,
und eine Innervation der Leydigzellen kann bei dieser Spezies nicht bestdtigt werden.
Aufgrund der starken Dopamin-beta-hydroxylase (DBH)-Immunreaktion ldsst sich schliefen,
dass alle vaskuldren Nerven postgangliondrer sympathischer Natur sind. Neuropeptide Y
(NPY) ist in den DBH-IR Nervenfasern meist kolokalisiert. Es gibt nur sporadisch cholinerge
Nerven. Mit Hilfe der Myelin Basic Protein (MBP)-Immunreaktion wurden myelinisierte
Nervenfasern im Samenstrang und in der Tunica albuginea dargestellt, die den afferenten
Nerven zuzuordnen sind. Die sensorische Qualitit in der intrinsischen Hodeninnervation
erfolgt {iber Cacitonin gene-related Protein (CGRP)-positive Nerven, die unabhingig von
Blutgefdlen verlaufen und im Bindegewebe des Samenstranges und der Tunica albuginea.
enden. Der Hirschhoden enthélt eine geringe Menge an Vasoactive Intestinal Polypeptide
(VIP)-positiven Axonen, die den kaudalen Hodenpol {iber den NSI erreichen und sensorischer
Qualitit sein diirften. Die Nervendichte in den Lobuli testis ist regional homogen, doch sind
sowohl alters- als auch jahreszeitliche Verdnderungen zu beobachten, die mit dem
Entwicklungsstadium und auch dem funktionellen Status der Tubuli seminiferi in
Zusammenhang stehen. Kleine Hoden mit soliden Tubuli seminiferi, wie sie in der
prapuberalen Gonade und auch wéhrend der Fortpflanzungspause auftreten, werden stirker

innerviert als gro3e Hoden mit expandierten und spermatogenetisch aktiven Tubuli seminiferi.
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6. Summary

The innervation of the cervine testis: Immunohistochemical studies in the fallow deer,
Dama dama

In this investigation, the innervation in the testis of 14 specimens of fallow deer of different
age was studied. To obtain a picture of the general innervation pattern the immunoreaction to
the panneural marker PGP-9.5 was the first choice. Bundles of the superior and inferior
spermatic nerves reach the testis via three access routes (funicular, mesorchial and caudal).
The nerves in the cervine testis are generally associated with the testicular arteries. From the
veins to the testis, only those in the pampiniformis plexus display an intrinsic innervation. In
the testicular parenchyma, the nerve fibers are also associated to arterial blood vessels. There
is no evidence of an innervation of Leydig cells in this species. The vascular fibres represent
postganglionic sympathetic axons displaying a strong dopamine-beta-hydroxylase (DBH)
activity, mostly co-expressed with neuropeptide Y (NPY). There are only a few cholinergic
nerves in the cervine testis. Myelinated fibres occurr in the spermatic cord and the tunica
albuginea as shown by Myelin-Basic-Protein (MBP)-immunreaction and are regarded as
afferent. The viscerosensory quality in the testicular intrinsic innervation is mediated by
Calcitonin Gene-Related Protein (CGRP)-positive nerves that run independently from vessels
and end in the connective tissue of spermatic cord and tunica albuginea. The cervine testis
contains a little amount of Vasoactive Intestinal Polypeptide (VIP)-positiv axons which reach
the caudal pole of testis as parts of the inferior spermatic nerve and via lig. testis proprium.
The nerve density in the interior of the testicular lobules shows no regional differences, but
age- and season-related changes that correlate well with the developmental and functional
state of the seminiferous tubules. Small testes with solid and narrow tubules, as seen in the
prepuberal phase and during seasonal reproductive quiescence, are better innervated than

large testes with expanded and spermatogenetically active seminiferous tubules.
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8. Anhang

8.1 Liste der verwendeten Abkiirzungen

ABC
AchE
CGRP
DAB
DBH
GAP-43
h

IR
Iso-Ompa
MBP

M

min

ml

pl

pm

mm
MES
nm

NF
NPY
NSE
PGP-9.5
PBS

SP

TH

VIP

Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex
Acetylcholinesterase
Calcitonin-Gene-Related-Peptide
3,3’-Diaminobenzidintetrahydrochlorid
Dopamin-beta-hydroxylase
Growth-Associated-Protein-43
Stunde(n)

Immunreaktion
Tetraisopropylpyrophosporamide
Myelin-Basic-Protein

Molar

Minute(n)

Milliliter

Mikroliter

Mikrometer

Millimeter
2-Morpholinoethanesulfonic acid and monohydrate
Nanometer

Neurofilament

Neuropeptide Y

Neuron specific enolase
Protein-Gene-Product-9.5
Phosphate Buffered Saline
Substance P

Tyrosinhydroxylase

Vasoactive Intestinal Polypeptide
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