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1 Einleitung

Der Eileiter bietet eine optimale Umgebung fiir die Befruchtung und die danach folgende frii-
he embryonale Entwicklung. Frithe Embryonen erhalten dabei Signale von Zellen des Eilei-
ters, welche die Genexpression im Embryo beeinflussen. Es ist technisch sehr schwierig, die
frithe embryonale Entwicklung und embryo-maternale Kommunikation in vivo zu untersu-
chen. In vitro Methoden erlauben dagegen, bestimmte Aspekte der Wechselwirkungen zwi-
schen Embryo und Eileiter genauer zu studieren. So werden z.B. Eileiterzellkulturen genutzt,

um die Kulturbedingungen fiir in vitro produzierte Embryonen zu optimieren.

In kurzzeitigen Suspensionskulturen von bovinen Oviduktepithelzellen (BOEC) wurde ge-
zeigt, dass die Struktur und Funktion von bovinen Eileiterepithelzellen fiir 12-24 Stunden gut
erhalten bleibt. Da die Verweildauer des Embryos im Eileiter in vivo 2,5-3 Tage betrégt, er-
scheint es sinnvoll, Kulturbedingungen so einzustellen, dass die Morphologie und Funktion

der BOEC fiir mindestens 2,5-3 Tage weitgehend normal erhalten bleibt.

Das Ziel meiner Arbeit war es, eine dreidimensionale Organkultur von Eileiterepithelgeweben
zu etablieren, die sich fiir die Ko-Kultur mit frithen bovinen Embryonen eignet und die dabei
auftretenden Verdnderungen des kultivierten Eileiterepithels mit hochauflosenden morpholo-

gischen Techniken (konfokale Mikroskopie, TEM) untersucht.
Dabei wurden folgende Schwerpunkte gesetzt:
1. “Proof of Principle” Experimente

2. Erhaltung der Zell- und Gewebearchitektur des Eileiters iiber 7 Tage (Vergleich der
histomorphologischen Merkmale der kultivierten Eileiterproben mit dem Ausgangsmate-

rial am Tag 0)

3. Erhaltung der Zellmerkmale und -eigenschaften iiber 7 Tage (Lokalisation der Hormon-
rezeptoren fiir Ostrogen und Progesteron oviduktaler Glykoproteine (OGP) und ,,Uterine
Milk Protein“ (UTMP) im kultivierten Material und im Ausgangsmaterial

am Tag 0)

4. Etablierung einer Zellkultur, die als Ko-Kultur fiir zukiinftige Studien geeignet ist.
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Diese Arbeit dient als Basis fiir die Entwicklung eines Modellsystems fiir weitere Studien zur

embryonalen Frithentwicklung und fiir die embryo-maternale Kommunikation.



Abb.1  Experimentelle Ansétze, mit deren Hilfe die oben genannten Ziele verfolgt wurden

Eileiter
O

Ovar

Proben Tag 0

QOO
OO0

6-well mit Proben auf
Zellulose Schwammchen
+DMEM Medium mit

10% bovinem Serum

Incubator 37°C und 5%C02

Versuchsaufbau
1. Sammeln von Ausgangsmaterialien
2. Priparation des Eileitergewebes fiir die Organkultur
3. Kultivierung der Proben tiber 2, 4 und 7 Tage

4. Untersuchung der Proben am Tag 0, Tag 2, Tag 4, und Tag 7 mittels konventioneller
morphologischer Methoden; Immunhistochemische und glykohistochemische Féarbun-

gen, elektronenmikroskopische Untersuchungen
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Kulturtage
T2
T4
7
* Fixierung Bouin * Fixierung fir EM
+ Paraffin Einbettung * Einbettung -
+5 um Schnitte « 70 nm Schnitte
Kunvlnﬂunlﬁ{gi-lmmunh:m chemische Glykohistochemische
sche Farbungen Farbungen Farbungen
HE. ER *Con A
- GOM PR - WGA
* PAS « OGP *RCA
+ Goldner « UTMP * UEA
* Alcianblau - DBA
* PNA
* WGEA succ.
« PSA
Auswertung L. Auswertung
Lichtmikroskop d Konfokal Mikroskop

Abb. 2  Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Abkiirzungen: H.E.: Himalaun-Eosin-Farbung; GOM: Silberimpréagnation nach Gomori;
PAS: Periodic-Acid-Schiff-Reaktion; Goldner: Trichromfirbung nach Masson und Gold-
ner;.Alc.blau: Alcianblau Firbung; ER: Ostrogenrezeptor; PR: Progesteronrezeptor; OGP:
Oviduktspezifisches Glykoprotein; UTMP: ,,Uterine Milk Protein“; ConA: Canavalia ensi-
forme Agglutinin; WGA: Triticum vulgare Agglutinin; RCA: Ricinus communis Agglutinin;
UEA: Ulex europaeus Agglutinin; DBA: Dolichus biflorus Agglutinin; PNA: Arachis hypo-
gaea Agglutinin; WGAsucc.: Wheat germ Agglutinin succinyliert; PSA: Pisum sativum Ag-
glutinin
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2 Literatur
2.1 Der Eileiter

2.1.1 Entwicklung

Der Geschlechtsapparat weist bei beiden Geschlechtern zunéchst eine indifferente Anlage auf.
Aus der Keimleiste gehen die Keimdriisen und ihr Authdngeapparat hervor (Jost et al. 1973).
Erst mit der fortschreitenden Entwicklung erfolgt die Differenzierung zum Hoden bzw. zum
Ovar (Michel, 2001). Bei Siugetieren entwickeln sich die ableitenden Geschlechtsgidnge aus
zweil unterschiedlichen Gangsystemen, dem Urnierengang (Wolff Gang, Ductus mesonephri-
cus) und dem Miiller Gang (Ductus paramesonephricus). Im indifferenten Stadium der Geni-
talentwicklung sind sowohl beim weiblichen als auch beim ménnlichen Geschlecht beide
Gangsysteme angelegt (Price und Zaaijar, 1969). Wihrend dieser Zeit wachsen die Miiller
Génge bei beiden Geschlechtern am Wolff Gang entlang nach kaudal und miinden in den Si-
nus urogenitalis. Die embryonale Entwicklung der beiden Gangsysteme verlduft immer in
sehr engem Kontakt mit der Urniere. Durch die Ausbildung der beiden Geschlechtsginge und
die Riickbildung der Urniere entsteht das faltenartige Gekrose dieser Génge. Es wird in seiner
Gesamtheit als Geschlechtsgangtfalte bezeichnet. Der Wolff Gang gilt als exkretorischer Gang
des Mesonephros und entsteht zuerst (Moritz und Wintour, 1999). Der Miiller Gang entsteht
als eine Verdickung und Einsenkung des Coelomepithels (Trichterfeld). Es bildet sich zu-
nichst eine solide Trichterspitze an der lateralen Seite des Mesonephros, aus der dann der
Miiller Gang nach kaudal wichst. Beide Gidnge verlaufen im lateroventralen Bereich der Ur-
niere. Der Miiller Gang begleitet den Urnierengang zunichst lateral. Am kaudalen Urnieren-
pool kreuzen sich beide Génge. Die nun medial liegenden Miiller Gédnge fusionieren. Sowohl
die nun ein Rohr bildenden Miiller Ginge als auch die beiden Wolff Gidnge miinden im Sinus
urogenitalis (Jost et al., 1973). Beim weiblichen Tier entsteht aus dem kranialen Teil des Miil-
ler Ganges der Eileiter, aus den restlichen Anteilen die Gebdrmutter (Uterus) und der obere
Anteil der Scheide (Vagina). Es wird angenommen, dass sich der Uterus ab der Kreuzungs-
stelle der Miiller Gange mit den Wolff Gangen entwickelt. Die Verschmelzung der beiden
Miiller Giange beginnt beim Rind mit der Scheitel-Stei3-Lange (SSL) 71 cm (Riisse und Si-
nowatz, 2002).

Bei der médnnlichen Sexualdifferenzierung wird von den Sertoli-Zellen der fetalen Hoden das
Anti-Miiller-Hormon (AMH) gebildet. Dabei handelt es sich um ein Proteohormon, das die

Riickbildung der Miiller Gdnge bewirkt und so die Ausbildung eines weiblichen Genitaltrakts
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verhindert (Whitworth et al., 1997). Fehlt es oder wird seine Bindung an den entsprechenden
Rezeptor verhindert, kommt es neben der Entwicklung typisch mannlicher Sexualmerkmale
gleichzeitig zur Ausbildung von Strukturen, die bei der weiblichen Sexualdifferenzierung aus
dem Miiller-Gang entstehen. Dies wird als Miiller-Gang-Persistenzsyndrom bezeichnet

(Pelliniemi und Salonius, 1976).

Der kraniale Teil des Wolff Ganges bildet durch sein schnelles Liangenwachstum zahlreiche
Schlingen und wandelt sich zum Nebenhodenkanal um. In diesen miinden die aus der Urniere
hervorgehenden Ductuli efferentes. Aus dem gestreckten kaudalen Teil gehen Teile des Duc-

tus deferens hervor (Jost et al., 1973).

2.1.2 Makroskopische und mikroskopische Anatomie

Der Eileiter vermittelt die Verbindung zwischen dem Ovar und den Uterus (Eddy und Pau-
erstein 1980). Die Léinge des Eileiters betrdgt beim Rind 20-28 cm (Nickel et al., 1987). Er ist
mit der Mesosalpinx am Eierstock befestigt. Zwischen dem Mesovar und der Mesosalpinx ist
ein von kranioventral zugidnglicher Raum, die Eierstocktasche (Bursa ovarica), ausgebildet
(Koch und Berg, 1985). Auf Grund von morphologischen und anatomischen Unterschieden
kann der Eileiter in vier Segmente unterteilt werden: Infundibulum, Ampulla, Isthmus und
Pars uterina tubae (auch uterotubaler Ubergang, UTJ) Das nahe am Eierstock befindliche En-
de des Eileiters besteht aus einem Trichter (Infundibulum) mit 1-2 cm langen Fransen
(Fimbriae), von denen eine als Fimbria ovarica dem Eierstock anliegt (Lombard et al., 1950;
Nickel et al., 1987). Diese Verbindung ist von groBBer Bedeutung fiir den normalen Mecha-
nismus des Abtransports der Oozyte nach der Ovulation (Eddy und Pauerstein, 1980). Das
Infundibulum geht in die Ampulla tubae uterinae iiber, dem ldngsten Abschnitt des Eileiters.
Sie umfasst zwei Drittel der gesamten Linge des Eileiters. Hier findet die Kapazitation der
Spermien und die Befruchtung statt. Als drittes Segment schlief3t sich der Isthmus an. Er hat
das kleinste Lumen und dient als Spermienreservoir (Pauerstein und Woodruff, 1967; Suarez,
2002). Die Pars uterina tubae (UTJ) stellt die Verbindung zwischen Eileiter und Uterus her
(Leese, 1988).

Histologisch lassen sich am Querschnitt des Eileiters folgende Schichten unterscheiden: Tuni-
ca mucosa, die sich aus Lamina epithelialis mucosae und Lamina propria mucosae zusam-
mensetzt. Die néchste Schicht ist die Tunica muscularis gefolgt von der Tunica serosa mit

Tela subserosa, die glatte Muskelfasern, Blutgefdfle und Nerven enthélt.
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Die Tunica muscularis beinhaltet die eileitereigene Muskulatur aus glatten Muskelzellen, die
zwei gegenlédufige, sich durchflechtende Spiralsysteme bilden. Innen und auf3en ist der Faser-
verlauf longitudinal. In der Mitte der Tunica muscularis liegt eine zirkuldre Schicht vor, was
dadurch deutlich wird, dass die Lage der Kerne nur einen geringen Steigungswinkel aufweist.
Die Stdrke der Tunica muscularis, insbesondere ihre innere Langsmuskellage, nimmt von der
Pars uteri, wo sie stark ausgebildet ist, in Richtung Ampulla ab. SchlieBlich ist sie nur noch
mit einzelnen Fasern an der Basis der Falten vertreten (Hees und Sinowatz, 1992). Es ziechen

keine glatten Muskelzellen in die Schleimhautfalten (Lombard et al., 1950).

Die glatte Muskulatur ist stark von Bindegewebe durchzogen, welches viele, auch groBere
Blutgefalle fiihrt (Hees und Sinowatz, 1992) und zudem elastische sowie retikuldre Fasern
enthédlt (Lombard et al., 1950). Die peristaltische Kontraktion der Eileitermuskulatur unter-

stiitzt den Transport des Eileiterinhalts zum Uterus.

Die Tunica mucosa ist die innerste Schicht. Sie besteht aus einer Bindegewebsschicht (Lami-
na propria mucosae), welche das Grundgeriist fiir die Epithelfalten bildet und dem einschich-
tigen hochprismatischen Epithel (Lamina epithelialis mucosae) (Lombard et al., 1950; Pau-

erstein und Woodruft, 1967; Ellington, 1991; Liebich, 2004).

2.1.2.1 Epithel des Eileiters

Das Epithel des Eileiters (Lamina epithelialis mucosae) kleidet das Eileiterlumen aus. Es setzt
sich im Wesentlichen aus zwei Zellarten zusammen: sekretorische Zellen und Zilienzellen
(Flimmerzellen). Die Flimmerzellen besitzen auf ihrer apikalen Oberfldche 3-20 um lange,
bewegliche Zellfortsitze (Kinozilien). Die Kinozilien nehmen ihren Ursprung an den Basal-
korperchen und zeigen eine (9x2)+2 Struktur, das heif3t (d.h.) zwei zentrale Mikrotubuli wer-
den ringférmig von 9 Paar peripheren Mikrotubuli umgeben. Die Zilien schlagen synchron in
Richtung Uterus und unterstiitzen so einen gerichteten Fluss der Eileiterfliissigkeit (Abe und
Hoshi, 1997). Im Gegensatz dazu besitzen die sekretorischen Zellen Mikrovilli, die finger-
formige, 1-2 pm lange Ausstiilpungen der Zellmembran (Bjorkman und Fredricsson, 1961)
sind. Die sekretorischen Zellen sezernieren Substanzen mit embryotropher Wirkung, die be-
sonders wichtig fiir die frithembryonale Entwicklung und die embryo-maternale Kommunika-

tion sein dirften.
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Die Zahl der Zilien nimmt kontinuierlich vom abdominalen Ende des Eileiter zum Isthmus
hin ab. Im Eileiterepithel lassen sich deutlich ausgeprégte zyklische Verdnderungen feststel-
len. Nach Meinung einiger Autoren vermindert sich der prozentuale Anteil der Zilienzellen im
Infundibulum und der Ampulla signifikant wéhrend der Lutealphase im Vergleich zur folliku-

laren Phase (Yaniz et al., 2000; Liicke, 2005).

Zahlreiche Sekretgranula in den sekretorischen Zellen fithren zur Vorwolbung der apikalen
Zellabschnitte ins Lumen. Da die Sekretion in der Gelbkorperphase weitaus am stirksten ist,

erscheint wihrend dieses Zyklusabschnittes das Epithel deutlich hoher.

In der Literatur werden zusétzlich noch zwei weitere Zelltypen im Epithel des Eileiters be-
schrieben. Schmale Zellen mit stiftchenférmigem Kern, die sich trichterférmig zum Lumen
verbreitern, werden Stiftchenzellen (,,peg cell*) genannt (McDaniel et al., 1968). Nach heuti-
gen Erkentnissen handelt es sich dabei um degenerierte Epithelzellen, die vom Epithel abge-

stoflen werden.

Die zweite Zellart sind kleine, runde Zellen mit wenig Zytoplasma, die sich meistens in der
Naihe der Basallamina befinden (Abughrien et al., 2000). Diese Zellen teilen sich nicht und
exprimieren kein Zytokeratin und S-100 (Walter und Miller, 1996). Mittels CD3-Antikorper
konnten die basalen Zellen im Eileiter als T-Lymphozyten identifiziert werden (Comer et al.,

1998).

2.1.3 Ultrastruktureller Aufbau des Eileiterepithels

Das bovine Epithel ist einschichtig hochprismatisch. Die Zilienzellen und die sekretorischen
Zellen haben ungeféhr die gleiche GroBe und dullere Form. Sie sitzen auf einer gut ausgebil-

deten Basalmembran (Bjorkman und Fredricsson, 1961).

Die Zellmembran zwischen benachbarten Zilienzellen verlduft hauptséchlich gerade. Im Ver-

gleich dazu haben die sekretorischen Zellen eine gewellte Membran.

Die Epithelzellen sind durch verschiedene Zellverbindungen miteinander verbunden. Die Zo-
nulae occludentes oder ,,tight junctions* befinden sich unmittelbar unter der freien Oberfldche
des Epithels. Hier verschmelzen die Membranen benachbarter Zellen miteinander. Der Fusi-
onsbereich der ,tight junctions* erstreckt sich iiber die ganze Zirkumferenz der Zelle

(Geneser, 1990).
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Die , tight junctions® versiegeln den Interzellularraum nahe der Epitheloberflédche gegen das
Lumen. Sie versperren den interzelluldren Weg fiir den Durchtritt von Substanzen, haben auch
eine mechanische Funktion und dienen als eine besonders feste Verbindung zwischen den

Zellen.

An die ,.tight junctions® schlieen sich die Zonulae adhaerentes an. Hier verlaufen die Memb-
ranen der benachbarten Zellen parallel in einem Abstand von circa 20 nm zueinander. Eine
weitere Art der Zwischenzellverbindungen sind die Desmosomen. Der Intrazellularraum be-
tragt hier 30 nm. Die Zellmembranen haben im Bereich der Desmosomen auf der jeweiligen
Zytoplasmaseite Haftplatten aus elektronendichtem Material. Zu diesen ziehen zytoplasmati-
sche Intermediérfilamente (Tonofilamente). Die Desmosomen haben die Funktion, Scherkréf-
te und Zug gleichméBig tiber das Epithel zu verteilen (Bjorkman und Fredricsson, 1961; Ge-
neser, 1990).

Die ,,gap junctions* sind kommunizierende Verbindungen der Zellen, die die zyto-
plasmatischen Kompartimente benachbarter Zellen durch kanalbildende Proteinkomplexe,
den sogenannten Tunnelproteinen (Connexon), verbindet. Durch die ,,gap junctions* kdnnen
Molekiile mit einem Molekulargewicht kleiner als 1000 Dalton passieren. Anorganische lo-
nen, Zucker, Aminosduren, Nucleotide und Vitamine werden so ausgetauscht und elektrische
Signale libertragen, wahrend Makromolekiile wie Proteine, Nucleinsduren und Polysaccharide

nicht passieren konnen (Geneser, 1990).

Die Zilienzellen werden nach ihrer Oberflachenstruktur in Kinozilien und Mikrovilli unter-
teilt. Die Zilien konzentrieren sich eher in der Mitte der Zelloberfldche und sind aktiv beweg-
lich (Hees und Sinowatz, 1992). Thre Zahl wird zur Peripherie hin geringer (Bjorkman und
Fredricsson, 1960). Zilien besitzen die typische (9x2)+2 Mikrotubulianordnung und eine Ba-
salkorperchenstruktur mit langen, geriffelten WurzelfiiSchen, die bis tief ins apikale Zytop-
lasma reichen (Verhage et al., 1979). Die Zellkerne der Zilienzellen befinden sich im apikalen
Drittel der Zelle (Bjorkman und Fredricsson, 1961). Sie haben eine ovale Form, grof3e Nucle-
oli und eine glatte Kernmembran. Die Zilienzellen haben zahlreiche Mito-chondrien
(Ellington, 1991), besonders im supranukledren Bereich. Sie konnen eine betrichtliche Linge

aufweisen und ordnen sich parallel zur Léngsachse der Zelle an (Bjorkman und Fredricsson,

1961).

Der Golgi-Apparat der Zilienzellen ist supranuklear lokalisiert. Er besteht aus Stapeln von

Zisternen und Vesikeln in verschiedenen Grof3en. In der Nédhe des Golgi-Apparates finden
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sich ovale Korperchen mit einer hohen Dichte und einer unregelméfigen inneren Struktur. Die
ovalen Korperchen dhneln Lysosomen und wurden einzeln oder in Aggregaten relativ nah am

Nukleus beobachtet.

Das endoplasmatische Retikulum der Zilienzellen ist unauffillig. Es besitzt sehr nah aneinan-

der liegende Zisternen. Freie Ribosomen wurden in kleinen Gruppen beobachtet.

Die Ultrastruktur der Zilienzellen dndert sich wihrend des Zyklus nur wenig (Bjorkman und

Fredricsson, 1961).

Ziliogenese

Die Ziliogenese in den Zilienzellen des Eileiters wurde in verschiedenen Spezies und beim
Menschen untersucht (Anderson und Brenner, 1971; Dirksen, 1971; Hagiwara et al., 1992).
Bei der Differenzierung der Zilienzellen geht die Ausbildung der Basalkdrperchen der Ausbil-
dung der Zilien voraus. Basalkorperchen werden auf zwei Wegen gebildet, azentrioldr und
zentrioldr. Die zentrioldre Bildung wird selten beobachtet (Anderson und Brenner, 1971; Ha-

giwara et al., 1992; Abughrien und Dore, 2000).

Beim azentrioldren Weg werden die Basalkorperchen von fibrogranuldren Vorlduferzellen neu
synthetisiert, die sich vereinigen und zu Zentren organisieren, die Deuterosomen genannt

werden (Abughrien und Dore, 2000).

Anderson und Brenner (1971) haben im bovinen Oviduct kleine, unregelméBig geformte Gra-
nula entdeckt, die sie als fibrose Granula bezeichnet haben. Diese Granula haben eine Grofle
von circa 50-80 nm. Sie kommen meistens im apikalen Zytoplasma vor. Es werden selten
einzelne Granula beobachtet, meistens liegen sie in Gruppen zusammen. Die fibrose Granula
formieren sich zu runden oder ovalen Korperchen. Sie werden vom Zytoplasma durch keine
eigene Membran abgegrenzt. Sie bestehen aus elektronendichter Granula, die in eine homo-
gene Matrix eingebettet sind. Ahnliche Granula haben auch Nayak und Ellington (1977) in
der Zilienzellen des Eileiters beim Rind, Anderson und Brenner, (1971) bei Rhesus Affen und
Sorokin, (1968) bei der Ratte beobachtet.

Die Herkunft der fibrosen Granula wird immer noch kontrovers diskutiert. Manche Autoren
nehmen an, dass sie sich vom Golgi-Apparat herleiten (Sorokin, 1968; Hagiwara et al., 1992),

andere vermuten eine Bildung im endoplasmatischen Retikulum (Dirksen, 1971).
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In der Nidhe solcher Granula werden auch reichlich freie Ribosomen beobachtet. Sie beteili-
gen sich bei der Sythese von Proteinkomponenten der fibrosen Granula (Hagiwara et al.,

1992; Abughrien und Dore, 2000).

Die Granula formieren sich zunéchst zu sphéirischen Strukturen und vereinigen sich dann zu
groBeren Untereinheiten, manche davon mit deutlich ldnglicher Form. AnschlieSend werden

sie zu hohlen Spharen, Deuterosomen (Sorokin, 1968).

Die Struktur von Deuterosomen ist &hnlich wie die von den Aggregaten der fibrosen Granula,
nur kompakter. Sie besitzen auch keine Membran gegeniiber dem Zytoplasma und haben eine
ringformige Form (Sorokin, 1968; Anderson und Brenner, 1971). Die Deuterosomen kdnnen
in zwei Typen unterteilt werden, ndmlich in solide (Anderson und Brenner, 1971; Verhage et
al., 1979) und sphérische (Sorokin, 1968; Dirksen, 1971) Deuterosomen. Die Deuterosomen
dienen als Zentren fiir das Wachstum und die Organisation der Prozentriolen (Abughrien und
Dore, 2000). Jedes Deuterosom wird von zwei bis sechs Prozentriolen umgeben. Diese entwi-
ckeln sich zu ,,Basalkorperchen und wandern an die Oberfldche der Zelle. Hier beginnen sie

mit der Bildung von Zilien.

Die Prozentriolen stellen unreife Zentriolen dar. Aus dem mikrotubuldren System der Pro-
zentriolen entwickeln sich kurze, zylinderdhnliche Strukturen (Anderson und Brenner, 1971;
Hagiwara et al., 1992). Der Léngsschnitt durch ein Prozentriol 146t eine parallele Streifung
erkennen. Wahrend der Ziliogenese werden in den Zellen neben Prozentriolen in verschiede-
nen Entwicklungsstadien, auch viele fibrose Granula in der supranukledren Region gefunden.
Die Prozentriolen wachsen durch Polymerisierung von Tubulin an ihrem Ende. Sie bekom-
men die typische (9x2)+2 Struktur. Die kompletten Zentriolen wandern zur Zelloberfldche
und ordnen sich unter der apikalen Zellmembran als Basalkorperchen an. Diese bilden die

Zilien in Richtung Lumen aus (Anderson und Brenner, 1971).

Dabei bildet sich ein Zytoplasmabldschen genau iiber der Spitze des Basalkorperchens aus
und daraus entwickelt sich eine Zilienknospe. Ist die Zilie komplett ausgebildet, 16st sich die
Spitze der Knospe auf und die Zilie nimmt ihre endgiiltige konische Form an. Zu dieser Zeit
bilden sich auch die WurzelfiiBchen der Basalkorperchen aus. Es wird vermutet, dass dabei
die fibrosen Granula eine unterstiitzende Rolle spielen (Sorokin, 1968; Anderson und Brenner,

1971; Dirksen, 1971; Hagiwara et al., 1992).

Beim zentrioldren Bildungsweg von Basalkorperchen und Zilien werden zunéichst diplosoma-

le Zentriolen ausgebildet, in deren Nachbarschaft dann die Prozentriolen entstehen. Hagiwara
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et al. 1992 beschreiben die Bildung von Zilien auf dem zentrioldren Weg bei der Ratte, wobei
der Hauptanteil der Basalkorperchen durch eine sich wiederholende Eigen-replikation der

Zentriolen gebildet wird.

Abughrien und Dore (2000) haben die Ziliogenese zwischen Tag 1-3 des Zyklus beobachtet.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Beobachtungen am Eileiter wéhrend der folliku-
laren Phase beim Menschen (Verhage et al., 1979; Hagiwara et al., 1992) und bei Rhesus Af-
fen (Anderson und Brenner, 1971). Verschiedene Autoren fanden, dass die Ziliogenese durch

Ostrogene stimuliert wird (Brenner, 1969; Anderson und Brenner, 1971; Verhage et al., 1990).

Die sekretorischen Zellen weisen im Vergleich zu den zilientragenden Zellen ein deutlich e-
lektronendichteres Zytoplasma auf. Sie besitzen viele Polyribosomen, welche ein Hinweis auf
eine hohe Proteinbiosynthese in bestimmten Zyklusphasen sind (Bjorkman und Fredricsson,
1961). Die sekretorischen Zellen besitzen nur eine Art Oberfldchenstruktur, nimlich Mikrovil-

li. Ihre Form und Anzahl dndert sich wiahrend des Zyklus (Bjorkman und Fredricsson, 1960).

Bage et al. (2002) sind der Meinung, dass die Mikrovilli der Oberfldchenvergroferung dienen.
Dadurch wird eine verbesserte Resorption von oviduktaler Fliissigkeit erreicht. Nach wieder-
holter Trachtigkeit vermindert sich die Zahl der Mikrovilli bei Kiithen im Vergleich zu Férsen.
Deshalb sammelt sich bei diesen Kiihen oviduktale Fliissigkeit im Lumen des Eileiters an

(Bage et al., 2002).

Die sekretorischen Zellen bilden zyklusabhédngig Protrusionen aus. Dabei wolbt sich das api-
kale Zytoplasma mehr oder weniger weit ins Eileiterlumen vor. Die Protrusionen kdnnen so-
wohl sekretorische Granula und Zellorganellen als auch Zellkerne enthalten. Sie sind oft nur
iiber sehr schmale Zytoplasmabriicken mit dem Epithel verbunden (Eriksen et al., 1994; Lii-

cke, 2005).

Die Zellkerne der sekretorischen Zellen befinden sich im basalen Drittel der Zelle. In den ver-
schiedenen Zyklusstadien konnen sie auch in die Protrusionen verlagert werden (Bjorkman
und Fredricsson, 1961). Diese Kerne zeigen oft aufgrund starker Einkerbungen der Kern-

membran eine unregelmafige Form (Eriksen et al., 1994).

Die sekretorischen Zellen haben ein stark ausgeprégtes raues endoplasmatisches Retikulum
(RER). Dieses ist dicht gepackt und ribosomenreich. Es befindet sich apikal oder supranukle-
ar in der Zelle. Es besteht aus kurzen Zisternen und Vesikel. Im Metdstrus ist das RER oft

weit dilatiert. Es enthilt dann vermehrt osmiophobes, amorphes Material (Bjorkman und
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Fredricsson, 1961; Eriksen et al., 1994). In den sekretorischen Zellen kommen wenige Mito-
chondrien vor. Sie befinden sich meist im apikalen Zytoplasma der Zelle und sind relativ grof3
(Eriksen et al., 1994). Die sekretorischen Zellen haben einen gut ausgebildeten Golgi-
Komplex. Er liegt im supranukledren Zytoplasma, seltener auch apikal. Die Dictyosomen

bestehen aus bis zu fiinf glattwandigen, oft auch dilatierten Zisternen.

Die dritte Zellart im Eileiterepithel sind die Basalzellen. Das sind kleine, runde Zellen mit
dunklem Kern und wenig Zytoplasma. Sie befinden sich basal im Epithel, in der Nahe der
Basallamina, sind aber nicht mit ihr verankert und erreichen auch nicht die Oberflache des
Epithels. Sie kommen nicht so oft wie die Zilienzellen oder die sekretorischen Zellen vor und
machen durchschnittlich nur circa 3,5% der Eileiterepithelzellen aus. Diese Zellart wurde in
verschiedenen Spezies beschrieben: bei der Ratte (Bullon et al., 1980), Kaninchen
(Fredricsson, 1959), Rind (Bjorkman und Fredricsson, 1961; Eriksen et al., 1994) und beim
Menschen (Pauerstein und Woodruft, 1967).

Zellen mit dhnlichem Aussehen, die als Leukozyten- oder Lymphozyten- dhnliche Zellen be-
zeichnet wurden, werden bei Kaninchen (Odor, 1974), (Hollis et al., 1984), Rind (Lombard et
al., 1950; McDaniel et al., 1968) beschrieben.

Andere Autoren vertreten die Hypothese, dass die Basalzellen Stammzellen sind und fiir die
Erneuerung von Zilien- und sekretorischen Zellen verantwortlich sein konnten (Pauerstein

und Woodruff, 1967; Bullon et al., 1980).

Abughrien et al. (2000) haben sich mit dem ultrastrukturellen Aufbau derBasalzellen beschéf-
tigt und haben zwei Arten von Basalzellen identifiziert. Typ I-Zellen haben grofle Mengen an
Heterochromatin in der Ndhe der Kernmembran, aber auch im Zentrum des Kerns und zwar
um die Nucleoli. Diese Zellen haben wenig Zytoplasma. Sie haben wenige Ribo-somen, die
einzeln oder in kleinen Aggregaten vorliegen konnen. Das wenige Zytoplasma erscheint we-

nig elektronendicht.

Die Zellen vom Typ II haben wenig Heterochromatin in der Peripherie des Zellkerns. Im Zy-
toplasma befinden sich unterschiedlich viele freie Ribosomen. Es wurden kurze, enge Cristae
des RER beobachtet. Der Golgi-Apparat ist deutlich erhalten. Bei manchen Zellen wurden
auch Lysosomen entdeckt. Die am haufigsten vorkommenden Organellen sind Mitochondrien.

Diese haben eine runde oder leicht ovale Form.
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Mittels immunhistochemischer Untersuchungen gelang es Abughrien et al. (2000) die Zellen
von Typ I als Lymphozyten und die Zellen von Typ II als Makrophagen zu identifizieren. Die-
se Ergebnisse stehen auch im Einkang mit den Ergebnissen anderer Autoren (Nellor, 1965;

Odor, 1974; Hollis et al., 1984).

2.1.4 Physiologie und Sexulazyklus

Der Sexualzyklus des Rindes hat eine durchschnittliche Lange von 21 (17-24) Tagen (Riisse
und Sinowatz, 2002). Am Tag 17-18 steigt die PGF2a-Konzentration an, was eine Luteolyse
des Corpus luteum (C.L.) und einen Abfall der Progesteronkonzentration im Blut bewirkt. Mit
der C.L.-Regression fiangt der Prodstrus an. Er dauert 2-3 Tage. Wahrenddessen steigt die
Konzentration von Ostrogen, FSH und LH an (Wijayagunawardane et al., 1999) Der Beginn
des Ostrus wird als Tag 0 des Zyklus bezeichnet. Der Ostrus hat eine relativ kurze Dauer von
durchschnittlich 18 Stunden. FSH bewirkt in dieser Zeit eine vermehrte Blutzufuhr und Ode-
matisierung der weiblichen Geschlechtsorgane. Ostrogen bewirkt eine vermehrte Sekretion im
Eileiterepithel (Nayak und Ellington, 1977). Die sekretorischen Zellen in der Ampulla bilden
Granula, welche in den ersten Tagen nach der Ovulation ins Lumen abgegeben werden. Die
Epithelhohe erreicht ihr Maximum (Lombard et al., 1950). Die Ostrogenkonzentration nimmt
dann langsam wieder ab. Die LH- und FSH-Konzentrationen steigen an, bis LH ein Maxi-
mum erreicht und die Ovulation ausgelost wird. Der Follikel-sprung erfolgt 10-12 Stunden
nach Ende der Brunst. Der die Eizelle umschlieBende Cumulus oophorus 16st sich von der
Follikelwand. Die Eizelle wird vom Infundibulum, das sich bei der Ovulation tliber das Ovar
stiilpt, aufgefangen und in die Ampulla transportiert (Blandau, 1969; Eddy und Pauerstein,
1980; Riisse und Sinowatz, 2002). Damit findet die Ovulation am Tag 1 im Met0strus statt.

Im Eileiterepithel sind zahlreiche kernhaltige Protrusionen und Stiftchen-zellen zu finden.

Circa 4 Tage nach der Ovulation beginnt die Progesteronkonzentration im Blut auf messbare
Werte anzusteigen. Damit wird der Didstrus eingeleitet. Dieser dauert circa 14 Tage. Die Pro-
gesteronkonzentration ist bis zum Tag 17 hoch. Danach fillt sie ab und die Regression des

C.L. beginnt (Riisse und Sinowatz, 2002).
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2.1.5 Oviductflissigkeit

Die Zusammensetzung der Eileiterfliissigkeit wurde von zahlreichen Autoren untersucht
(Miller und Schultz, 1987; Hunter, 1988; Leese, 1988; Nichol et al., 1992; Dickens et al.,
1995). Sie ist im Vergleich zum Plasma reicher an K" und HCOj5 - Tonen. Die Konzentration

der Néhrstoffe unterscheidet sich ebenfalls im Vergleich zum Plasma.

Die Eileiterfliissigkeit hat keine gleichbleibende Zusammensetzung, sondern dndert sich wéh-
rend des Zykluses und der Graviditit (Hunter, 1998; Killian, 2004). Sie enthilt Proteine,
Hormone, Fette, Aminosduren und Wachstumsfaktoren. Ein Teil der Eileiterfliissigkeit wird

vom Epithel des Eileiters sezerniert.

Ein anderer Teil wird aus dem Blut ins Eileiterlumen transsudiert (Ellington, 1991; Nancar-
row und Hill, 1994). Die Menge der Eileiterfliissigkeit, die wihrend der verschiedenen Zyk-
lusstadien gebildet wird, ist unterschiedlich. Wéhrend in der lutealen Phase nur circa 0,2 ml/d
synthetisiert werden, steigt im Ostrus ihre Menge auf das Zehnfache (circa 2 ml/d) an
(Roberts et al., 1975). Hormonelle Verdnderungen wéhrend des Zyklus beeinflussen die Pro-
duktion der Eileiterfliissigkeit. Durch die Gabe von Estradiol-178 kann die Bildung von Eilei-

terfliissigkeit erhoht, durch Progesteron erniedrigt werden (Leese et al., 2001).

Wie schon erwidhnt, besteht die Oviduktfliissigkeit aus einem Transsudat des Plasmas (Hunter,
1988), dem die sekretorischen Eileiterepithelzellen bestimmte Proteine zusetzen (Malayer et
al., 1988). Bei den vom Epithel sezernierten Proteinen kann zwischen eileiterspezifischen und
-unspezifischen Proteinen unterschieden werden. Eileiterspezifische Glycoproteine wurden

bei verschiedenen Spezies beschrieben (siehe Tab.1).
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Tab.1  Ovidukt-spezifische Glykoproteine

Autor

Jahr

Tierart

Titel

Kapur und Johnson
Kapur und Johnson
Kapur und Johnson

1985
1986
1988

Maus

An oviductal fluid glycoprotein associ-
ated with ovulated mouse ova and early
embryos

Selective sequestration of an oviductal
fluid glycoprotein in the perivitelline
space of mouse oocytes and embryos
Ultrastructural evidence that specialized
regions of the murine oviduct contribute
a glycoprotein to the extracellular matrix
of mouse oocytes

Leveille et al.
Oikawa et al.
Abe et al.
Abe et al.

1987
1988
1992
1993

Goldhamster

Uptake of an oviductal antigen by the
hamster zona pellucida

A glycoprotein of oviductal origin alters
biochemical properties of the zona pellu-
cida of hamster egg

Immunological characterization of ovi-
ductal glycoproteins associated with the
zona pellucida of the golden hamster
€gg

Scanning electron microscopy of goat
oviductal epithelial cells at the follicular
and luteal phases of the oestrus cycle

Oliphant et al.

1984

Kaninchen

Immunocytochemical localization and
determination of hormone-induced syn-
thesis of the sulfated oviductal glycopro-
teins

Sutton et al.
Gandolfi et al.
Murray

1994
1989
1992

Schaf

Identification of an oestrus-associated
glycoprotein in oviductal fluid of the
sheep

Characterization of proteins secreted by
sheep oviduct epithelial cells and their
function in embryonic development
Biosynthesis and immunocytochemical
localization of an estrogen-dependent
glycoprotein and associated morphologi-
cal alterations in the sheep ampulla ovi-
duct

Buhi et al.
McCauley et al.

1989
2003

Schwein

De novo synthesis and release of poly-
peptides from cyclic and early pregnant
porcine oviductal tissue in explant cul-
ture

Oviduct-specific glycoprotein modulates
sperm-zona binding and improves effi-
ciency of porcine fertilization in vitro
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Malayer et al.
Boice et al.

Gerena und Killian
Joshi

1988
1990
1990

Rind

Secretion of proteins by cultured bovine
oviducts collected from estrus through
early diestrus

Identification and characterization of
bovine oviductal glycoproteins synthe-
sized at estrus

Electrophoretic characterization of pro-
teins in oviduct fluid of cows during the
estrous cycle

Isolation, cell culture and immunocyto-
chemical characterization of oviduct
epithelial cells of the cow

Abe et al.

1995

Ziege

Immunological detection and characteri-
zation of an estrus-associated antigen in
the goat oviduct

Boice et al.
Verhage et al.
Verhage et al.

1990
1990
1989

Baboon

Localization of oviductal glycoproteins
within the zona pellucida and perivitelline
space of ovulated ova and early
embryos in baboons (Papio anubis)
Oviductal epithelium of the baboon:
hormonal control and the immuno-gold
localization of oviduct-specific glycopro-
teins

Immunological characterization and im-
munocytochemical localization of ovi-
duct-specific glycoproteins in the baboon
(Papio anubis)

Verhage et al.
Wagh und Lippes
Rapisarda et al.

1988
1989
1993

Mensch

The in vitro synthesis and release of
proteins by the human oviduct

Human oviductal fluid proteins. Ill. Identi-
fication and partial purification
Immunological characterization and im-
munocytochemical localization of an
oviduct-specific glycoprotein in the hu-
man

Die Ovidukt-spezifischen Glykoproteine (OGP) haben ihre hochste Konzentration in der Pra-

ovulationsphase. Deren Synthese und Sekretion steht in Bezug zur Ostrogenkonzentration

(Buhi, 2002; Briton-Jones et al., 2004; Killian, 2004). Sun et al. (1997) behaupten allerdings,

dass eher LH als Ostrogen fiir die Stimulation und Sekretion von OGP verantwortlich ist.

Obwohl OGP im Detail untersucht wurden, ist ihre Funktion nicht v6llig klar. OGP binden

z.B. an der Zona pellucida der Oozyte und am Embryo und spielen so mdglicherweise eine

wichtige Rolle bei der Friihembryonalentwicklung (Verhage et al., 1997). Ostrus-assoziierte

OGP (OSGP) von verschiedenen Spezies zeigen eine starke Aminosdurensequenzhomologie.

Beim Hamster vermitteln die Kohlenhydratreste der Glykoproteine die Anhaftung der Sper-
mien an das Epithel im Isthmus (DeMott et al., 1995). Abe und Hoshi (1997) berichten, dass
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OSGP auch die Spermienkapazitation, die Bindung an die Zona pellucida und die Penetration

der Spermien fordern (Martus et al., 1998).

Durch Erh6hung der Viskositét der Eileiterfliissigkeit spielt OGP eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung des Milieus im Eileiter, das den Embryo gegen osmotische Verdnderungen

in der Eileiterfliissigkeit schiitzt (Hunter, 1994).

2.1.6 Hormonelle Regulation

Steroidhormone sind kleine, relativ einfach gebaute Molekiile. Bei der Regulation der Eilei-
terfunktionen spielen Steroidhormone eine wichtige Rolle. Durch Bindung an spezifische Re-
zeptoren wird in der Zelle eine Kaskade von Reaktionen in Gang gesetzt, die iiber die Aktivie-
rung bestimmter Gensequenzen zur Transkription und Translation, und schlielich zur

Synthese von spezifischen Proteinen fiihrt (Meyer, 1994).

Eine Schliisselrolle fiir die Eileiterfunktion haben Ostrogene und Progesteron. Ostrogene ha-
ben einen proliferativen Effekt auf die Epithelzellen des Eileiters, fordern seine Differen-
zierung und die Produktion von sekretorischen Granula in den sekretorischen Zellen (Abe et
al., 1993a; Abughrien und Dore, 2000). Aullerdem stimulieren sie im Epithel die Ziliogenese
(Verhage et al., 1979; Donnez et al., 1985). Einen stimulierenden Effekt sollen Ostrogene
auch auf die Ausbildung der Zellorganellen haben (Nayak und Ellington, 1977).

Progesteron wirkt meistens antagonisierend auf die Effekte der Ostrogene. Im uterinen Epi-
thel hat es einen hemmenden Effekt auf die Proliferation der Epithelzellen (Kurita et al.,
2000). Progesteron reduziert im Eileiter auch den Zilienschlag (Mahmood et al., 1998). Weiter
verursachen hohe Konzentrationen von Progesteron im Blut einen Verlust der Zilien und eine

Atrophie des Eileiterepithels (Verhage et al., 1979; Donnez et al., 1985).

Die Wirkungen der Ostrogene und des Progesterons werden iiber spezifische Rezeptoren ver-
mittelt (Couse et al., 1997). Diese Steroidhormonrezeptoren sind intrazelluldre Proteine, die
als Informationsvermittler zwischen den Steroidhormonen und ihren Zielzellen bzw. Zielor-
ganen dienen. Der entscheidende Schritt ist dabei die Aktivierung der Transkription durch
Bindung des Hormon-Rezeptorkomplexes an die DNA. Ein charakteristisches Merkmal der
Steroidrezeptoren ist die Eigenschatft, das entsprechende Steroid mit hoher Spezifitit und Af-

finitdt zu binden (Zachariah und Chakmakjian, 1983).

Lange Zeit war nur ein Ostrogenrezeptor, nimlich Ostrogenrezeptor a (ERa) bekannt.
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Vor einigen Jahren wurde noch ein zweiter Typ von Ostrogenrezeptor, der Ostrogenrezeptor-f
(ErP) bei Ratte (Kuiper et al., 1996), Maus (Tremblay et al., 1997), Mensch (Mosselman et
al., 1996), Rind (Rosenfeld et al., 1999) und Schwein (Kowalski et al., 2002) nachgewiesen.

Im Reproduktionssystem ist ERa der vorherrschende Subtyp. ERP spielt in den meisten Tei-
len des weiblichen Reproduktionstraktes eine eher untergeordnete Rolle, mit Ausnahme von
Ovar (Kuiper et al., 1997; Wang et al., 2000) und Milchdriise (Saji et al., 2000), wo vor allem
ERP die Ostrogenwirkung vermittelt. Im ER-Gehalt bestehen in den einzelnen Ab-schnitten
des Eileiters deutliche Unterschiede: Die Expression von ERa ist in der Ampulla deutlich
starker als im Isthmus. Bei einer Erhdhung des Progesteronspiegels ins periphere Blut wih-
rend der lutealen Phase erhoht sich auch die Expression von ERf im Eileiter. Mit in vitro Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass nach Zugabe von Progesteron die Expression von ERp er-
hoht wird. Dies deutet auf eine Abhéngigkeit der ERB-Expression von Progesteron hin
(Ulbrich et al., 2003). Die Expression von ERa steigt dagegen bei einer Zugabe von Ostrogen
an. ERP wird im Isthmus stirker als in der Ampulla exprimiert. Die Tatsache, dass ERa und
ERP auf verschiedene Weise reguliert werden, hingt wahrscheinlich mit ihren unterschied-
lichen physiologischen Funktionen zusammen (Mowa und Iwanaga, 2000, Ulbrich et al.,
2003). Wihrend der follikuldren Phase wird eine deutlich erhdhte Progesteronexpres-sion im
bovinen Eileiterepithel gemessen. Auch bei in vitro Untersuchungen wurde nach einer Zugabe
von Ostrogen eine erhdhte Expression der mRNA von PR festgestellt. Eine Zugabe von Pro-
gesteron reduziert dagegen die Transkription von PR. Dies weist auf eine Suppression der
oviductalen PR-Expression wéhrend der progesterondominierten spéten lutealen Phase hin

(Ulbrich et al., 2003).

Siiteri et. al. konnten 1976 zeigen, dass Progesteron fiir die Erhaltung der Trichtigkeit ver-
antwortlich ist. Thre Hypothese besagt, dass Progesteron den Embryo vor dem Angriff des
miitterlichen Immunsystems durch eine Hemmung der T-Zell-vermittelten AbstoBungs-
reaktion schiitzt. Heute ist gesichert, dass zur Erhaltung einer Trichtigkeit ein enges Zusam-

menspiel zwischen dem miitterlichen Immunsystem und dem Trophoblast erforderlich ist.

Zudem spielt Progesteron eine sehr wichtige Rolle wihrend der Graviditét, da Progesteron als
wichtigstes, die Triachtigkeit erhaltendes Hormon bei allen Sdugetieren gilt und Progesteron
die Abstossungsreaktionen im Uterus gegen den sich entwickelnden Embryo unterdriickt

(Hansen, 1998).
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Die Wirkung von Progesteron wurde vor allem beim Schaf intensiv untersucht. Beim Schaf ist
das Corpus luteum vor dem Tag 50 der Tréachtigkeit die Hauptquelle des Progesterons. Seine
vorzeitige Riickbildung fiihrt zu einer Unterbrechung der Graviditit (Casida und Warwick,
1945). Ab Tag 50 iibernimmt die Plazenta die Produktion von Progesteron, welches fiir die
Erhaltung der Trachtigkeit weiterhin wichtig ist (Bauer und Gorell, 1980). Die inhibitorische
Wirkung von Progesteron auf die Lymphozytenproliferation diirfte {iber einen rezeptorun-
abhéngigen Mechanismus ablaufen (Sandermann, 1978; Gagne et al., 1980), wobei das Pro-
gesteron aus dem Corpus luteum allein im ersten Teil der Triachtigkeit nicht fiir eine Hem-

mung der Immunreaktion ausreicht (Hansen, 1998).

Die Synthese von Progesteronrezeptoren wihrend der Frithgraviditit wird durch bestimmte
Proteine, z.B. iiber UTMP, stimuliert. ,,Uterine Milk protein“ (UTMP) hat auch eine hem-
mende Wirkung auf die Lymphozytenproliferation. Es wird von Uterindriisen und vom O-
berflachenepithel des Uterus produziert und in die Uterinfliissigkeit abgegeben. Dieses Prote-
in gehort zur Serpin-Familie der Proteasehemmer. Wihrend der Trachtigkeit ist UTMP das
dominierende Protein in der Uterinfliissigkeit. Seine Genexpression wird durch Progesteron
kontrolliert (Hansen et al., 1986; Stephenson et al., 1989). Eine ldngere Progesteronstimulie-

rung erhoht die UTMP Sekretion (Leslie und Hansen, 1991).

2.1.7 Funktion der Eileiter

Wenn ein Follikel im Ovar zum Graaf-Follikel herangereift ist, weisen die Fimbrien des In-
fundibulums rhythmische Bewegungen auf. Gleichzeitig bewegt sich das Ovar mittels der in
seinem Bandapparat befindlichen glatten Muskelzellen etwas auf und ab und dreht sich, bis
die Fimbria ovarica durch chemotaktische Einfliisse tiber den reifen Follikel zu liegen kommt
(Eddy und Pauerstein, 1980). Der Transport der Eizelle nach ihrer AusstoBung aus dem Graaf
Follikel erfolgt vor allem durch Muskelkontraktionen der Tube, die einen Sog erzeugen und

einen durch Kinozilien bewirkten Fliissigkeitsstrom, der in Richtung Uterus gerichtet ist.

Der Transport der Eizelle zum Ort der Befruchtung (Ubergang von der Ampulla zum Isthmus)
dauert beim Rind langer als bei anderen Spezies, ndmlich circa 8-10 Stunden (Hunter, 1988;
Ellington, 1991). Die Eizelle ist insgesamt nur 10-12 Stunden nach der Ovulation befruch-
tungsfahig (Hunter, 1988). Um die Wahrscheinlichkeit einer Befruchtung zu erh6hen, wird
auch der Transport der Samenzellen Richtung Ampulla durch Kontraktionen der Eileitermus-

kulatur unterstiitzt. Beim Rind werden mit einem Ejakulat mehrere hundert Millionen Sper-
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mien in die Vagina eingebracht. Nur ein kleiner Anteil von ihnen erreicht den Isthmus des
Eileiters (Suarez et al., 1997) und nur einige hundert Samenzellen kommen in der Ampulla in
die Néhe der Eizelle. Damit zum Zeitpunkt der Ovulation kapazitierte fertile Spermien am Ort
der Befruchtung vorhanden sind, bildet der Eileiter im distalen Isthmus ein funktionelles
Spermienreservoir aus (Suarez, 1998). Auer beim Rind wird ein Spermienreservoir auch
beim Schwein (Hunter, 1981) und Schaf (Hunter und Nichol, 1983) beobachtet. In diesem
Abschnitt des Ovidukts treten die Spermien in Kontakt mit den Epithelzellen des Eileiters. Sie
binden sich voriibergehend an der Oberfldche der Epithelzellen. Die Reservoirbildung dient
zum einem der Selektion der Spermien, zum anderen dem Erhalt der Vitalitit und Fertilitat
der Spermien (Pollard et al., 1991). Auf der Oberfldche vom Eileiterepithel befinden sich
Glykoproteine, die Fukose enthalten. Die Zelloberfldche der Spermien enthélt Fukose-
bindende Lektine. Dies wurde beim Wiederkduer mit Hilfe histochemischer Untersuchungen,
wie z.B. den Nachweis von UEA und LTA gezeigt. Diese Lektinfarbungen haben ergeben,
dass Fukose auf der apikalen Oberfldche und den Zilien des Epithels von Isthmus und Ampul-
la des Rindes lokalisiert ist. Die Epithelzellen im Isthmus, die als Spermienreservoir dienen,
enthalten eine besonders hohe Konzentration an Fukose (Lefebvre et al., 1997). Spermien des
Rindes, die nicht im Spermienreservoir gebunden sind, erreichen sehr schnell die Ampulla.
Rubenstein et al. (1951) berichten iiber Anwesenheit von Spermien in der Ampulla schon we-

nige Minuten nach der Insemination.

Nach der Befruchtung verweilt der Embryo circa 2,5-3 Tage am Ubergang von der Ampulla
zum Isthmus (El-Banna und Hafez, 1970). Friihe Rinderembryonen konnen sich nur im Eilei-
ter und noch nicht im Uterus entwickeln (Newcomb und Rowson, 1975). Sie werden iiber die
Eileiterfliissigkeit erndhrt. Interessant ist dabei, dass die Glukosekonzentration im Eileiterlu-
men gegeniiber der Serumglukosekonzentration stark vermindert ist. Glukose beeintriachtigt
die Kapazitation der Spermien (Parrish et al., 1989) und hat zudem einen negativen Effekt auf
die Entwicklung der friihen Embryonen. Dies konnte in In-vitro-Studien nachgewiesen wer-

den (Ellington, 1991).

Zum Zeitpunkt der Ovulation hat die bovine Eizelle die erste Reifeteilung gerade abgeschlos-
sen und beginnt die 2. Reifeteilung. In der Tube losen sich die Cumuluszellen, die mit der
Oozyte gemeinsam aus dem Follikel ausgestoBen wurden, von der Eizelle ab. Aus der be-
fruchteten Eizelle, der Zygote, entsteht wihrend des Transports im Eileiter durch Furchungs-

teilungen die Morula. Der Uterus wird meist im 12- bis 16-Zellen-Stadium erreicht.
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2.1.8 Kapazitation der Spermien

Voraussetzung fiir die Befruchtungsfahigkeit der Spermien ist ihre Kapazitation, Hyperakti-
vierung und Akrosomenreaktion. Das geschieht wihrend dem Aufenthalt der Spermien im
Eileiter. Kurz vor der Ovulation miissen sich die Spermien vom Spermienreservoir 16sen um
an den Ort der Befruchtung zu gelangen. Nur hyperaktivierte und kapazitierte Spermien kon-
nen das Speicherreservoir verlassen. Wihrend der Kapazitation vollziehen sich morphologi-
sche Verdnderungen an der Oberfldche des Spermienkopfes, die verantwortlich fiir die Ablo-
sung vom Eileiterepithel sind (Suarez, 2002). Hunter (2005) konnte zeigen, dass bei
gleichzeitiger Freisetzung einer groen Zahl von Spermien aus dem Spermienreservoir die
Polyspermie zunimmt. Damit ist die Reservoirbindung nicht nur fiir das Uberleben der Sper-

mien wichtig, sondern beugt auch einer Polyspermie vor.

Bei der Akrosomenreaktion, die durch Kontakt mit der Zona pellucida ausgeldst wird, ver-
schmilzt die duBlere Akrosomenmembran mit der Plasmamembran der Spermien. Es werden
dann proteolytische Enzyme aus dem Akrosom freigesetzt, die den Durchtritt der Spermien

durch die Zona pellucida ermoglichen (Hunter, 1988)

2.2 Eileiterepithelzellkulturen

Zellkulturtechniken sind von Vorteil bei der Untersuchung von Prozessen und Strukturen, die
in vivo schwierig zu studieren sind. Fiir den Eileiter ist das eine sehr gute Alternative, da die-
ses Organ nicht leicht fiir experimentelle Eingriffe erreichbar ist. Untersuchungen am Eileiter
sind verbunden mit chirurgischen Eingriffen. Um dies zu vermeiden haben viele Autoren mit
Eileiterepithelzellkulturen (Witkowska, 1979) von verschiedenen Spezies (Ouhibi et al.,
1989), Mensch (Takeuchi et al., 1991) und Rind (Joshi, 1988; Joshi, 1995; Walter, 1995) ge-

arbeitet.

Es existieren verschiedene Methoden, um Eileiterepithelzellen fiir eine Zellkultur zu isolieren.
Die Zellen konnen mechanisch oder enzymatisch (durch Behandlung mit Kollagenase oder
Trypsin) aus dem Gewebe isoliert werden. Manche Autoren bevorzugen die mechanische Iso-
lierung und sind der Meinung, dass sie eine zuverlidssige und kostengiinstige Methode ist, bei
welcher die Zellen geringeren Schaden als bei der enzymatische Isolierung nehmen (Walter,

1995; Sattar et al., 1999).



29

Takeuchi et al. (1991) haben auch die verschiedenen Methoden der Gewinnung von Epithel-
zellen aus dem Eileiter miteinander verglichen. Sie haben ein mechanisches Ausschaben am
langs erdffneten Eileiters vorgenommen. Dabei erhielten sie eine stark mit Fibroblasten kon-
taminierte Kultur. Um die Reinheit der Eileiterepithelzellkultur zu erhohen, stellten sie eine
30-miniitige Inkubation mit 1% Kollagenase der Isolierung voran. Joshi (1995) benutzte auch
eine enzymatische Isolierungsmethode. Er inkubierte die Zellen mit 0,1% Kollagenase fiir 90

min. bei 37°C und erreichte einen hohen Reinheitsgrad.

Fiir die Kultivierung der Zellen konnen verschiedene Gefdalle oder Substrate benutzt werden,
wie z.B. Plastik- oder Glasgefdfle, Nylonmembranen oder Zellulosenitrat-Folien (Reischl et
al., 1999). Die Zellanziichtung wurde bei unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt.
Takeuchi et al. (1991) und Joshi (1988; 1995) kultivierten ihre Zellen bei 37°C, andere wie
Schmidt und Avery (1990) bei 39°C. Bei einem Vergleich dieser beiden Anzuchttemperaturen
wurde gezeigt, dass die Temperatur keinen Einflu3 auf das Wachstum der Zellen hat
(Thibodeaux et al., 1992; Walter, 1995). Einen Vorteil bringt die Kultivierung bei 39°C aller-
dings fiir Ko-Kulturexperimente mit Embryonen, welche diese Umgebungstemperatur benoti-

gen, um sich entwickeln zu kénnen.

Walter (1995) benutzte unbeschichtetes Glas, pordse Polycarbonat-Membranen (Transwell
membrans) und kollagenbeschichtete Schilchen fiir ihre Untersuchungen. Sie berichtete liber

eine Konfluenz der Eileiterepithelzellen in der Kultur nach 7 Tagen.

Joshi (1995) kultivierte seine Zellen auf unbeschichteten und beschichteten (mit 10mg/ml und
2mg/ml Matrigel) Plastikgefaflen. Bei unbeschichteten Unterlagen wurde eine Konfluenz

nach 10-15 Tagen erreicht.

Die Zellen auf mit Matrigel beschichteten Kulturgefif3en organisierten sich nach 8-10 Tagen
zu Sphéren und langlichen Tubuli. In der Zellkultur geht die urspriingliche Morphologie der

Zellen und ihre Ansprechbarkeit auf endokrine und parakrine Einfliisse rasch verloren.

Charakterisierung der kultivierten Eileiterepithelzellen

Epithelzellen aus dem Eileiter bilden nach 18-20 Stunden lange Zellkolonien. Die Zellen ha-
ben zu diesem Zeitpunkt noch die meisten Charakteristiken von hochprismatischen Zellen.
Viele haben ihre Zilien behalten, und die Zilienbewegungen sind gut erkennbar (Joshi, 1995).

Nach 5 Tagen in Kultur verschwinden die Zilienbewegungen vollstindig. Ein Teil der Zellen
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hat sich zu kleinen frei schwimmenden Vesikel formiert. Diese behielten ihre Zilien fiir weite-

re 8-10 Tage (Joshi, 1995).

Bei Walter (1995) bildeten 50% der Eileiterepithelzellen frei schwimmende Vesikel und be-
hielten ihre Zilien bis Ende der Kulturperiode. Epithelzellen, welche sich an den Unterlagen
angehaftet hatten, proliferierten und formierten sich zu einem konfluenten Zellrasen

(Kervancioglu et al., 1994).

Es gibt unterschiedliche Angaben, wie lange die Zilien bei der Primérkultur von Eileitere-
pithelzellen erhalten bleiben (Kervancioglu et al., 1994; Joshi, 1995; Walter, 1995). Einige
Autoren beobachten Zilien bis zu 20 Tagen in Kultur (Joshi, 1995).

Nach der Passage in Subkultur sind keine Zilien mehr erkennbar. Es ist allerdings unklar, ob
die Zilienzellen dedifferenzieren und deshalb ihre Zilien verlieren, oder ob die Zellen insge-

samt degenerieren (Takeuchi et al., 1991; Ando et al., 2000).

Bei der Kultivierung von Eileiterepithelzellen auf Matrigel 10mg/ml hat Joshi (1995) eine
interessante Beobachtung gemacht: die Epithelzellen heften sich schnell an das Substrat an,
proliferieren aber nur langsam. Sie bildeten Sphiren und lédngliche Tubuli aus und die Zellen

halten ihre Polaritit bei (Joshi, 1995).

Takeuchi et al. (1991) hatten in Kultur vom Eileiterepithel proliferierende Zellen fiir 5-20 Ta-
ge beobachtet. Sie konnten Zellen der 3. Generation anziichten, das Wachstum wurde aber mit

jeder Passage langsamer und die Konfluenz geringer.

Morphologie der kultivierten Zellen

Adhérente Eileiterepithelzellen in Zellkultur haben eine polygonale Form und besitzen einen
groBBen, runden, zentral gelegenen Zellkernen mit lockerem Chromatin (Kervancioglu et al.,
1994; Walter, 1995; Sattar et al., 1999). Walter (1995) hat mit Hilfe von Ol-Rot-Firbung Li-
pidtropfen in den Zellen festgestellt. Weitere Untersuchungen mit Periodic-Acid-Schiff Reak-
tion (PAS) und Alcianblau-Farbung bei pH 2,5 zeigten Ansammlungen von Glykogen und
saure Glykoproteinen in den Zellen. Kervancioglu et al. (1994) kultivierten ihre Zellen auf
Membranfilter und konnten dabei die Polaritét der Eileiterepithelzellen erhalten. Die Zellen

zeigten eine deutlich geringere Dedifferenzierung im Vergleich zu anderen Kulturmethoden.

Die epitheliale Natur der kultivierten Zellen konnte mit Hilfe von Antikorpern gegen Cytoke-
ratine und mit transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen bestitigt werden

(Kervancioglu et al., 1994; Joshi, 1995; Walter, 1995).
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Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen der kultivierten Eileiterepithelzellen

Einige Autoren haben die kultivierten Eileiterepithelzellen mit elektronenmikroskopischen
Methoden untersucht (Takeuchi et al., 1991; Kervancioglu et al., 1994; Joshi, 1995; Walter,
1995).

Joshi (1995) untersuchte die Auswirkung von verschiedenen Unterlagen auf das Zellwachs-
tum transmissionselektronenmikroskopisch. Er beobachtete bei den Zellen, die auf Matrigel
10mg/ml kultiviert wurden, die Bildung von epithelialen Tubuli, deren sekretorische Zellen
lange Mikrovilli, ein gut entwickeltes raues endoplasmatisches Retikulum, einen groB3en Gol-
gi-Apparat und viele sekretorische Granula enthielten. Es wurden aber nur einzelne Zilien

beobachtet.

Die Zellen, die auf Matrigel (Konzentration 2mg/ml) angeziichtet wurden, waren schmaler im
Vergleich zu jenen, welche auf unbeschichteten PlastikgefdBen angeziichtet waren. Es konn-
ten sowohl sekretorische als auch Zilienzellen im Monolayer nachgewiesen werden. Die Zi-
lienzellen hatten zahlreiche Mitochondrien, die sekretorischen Zellen hatten wenig Mito-
chondrien, reichlich raues endoplasmatisches Retikulum, einen gut entwickelten Golgi-

Apparat und viele sekretorische Granula.

Takeuchi et al. (1991) und Walter (1995) beschrieben zahlreiche Mikrovilli an der apikalen
Zelloberflache bei adhdrenten Zellkulturzellen aus dem Eileiter. Weiterhin beobachteten sie,
dass sie an der lateralen Zellmembran durch fingerformige Einfaltungen miteinander verbun-

den werden.

Nach 7 Tagen Kultur konnten allerdings keine Zilien und Basalzellen mehr nachgewiesen

werden.

Unterschiedliche Meinungen existieren tiber das Vorhandensein sekretorischer Granula in
kultivierten Eileiterepithelzellen. Walter (1995) findet sie nur bis Tag 7 der Kultur, Takeuchi
et al. (1991) beschreiben zahlreiche Granula auch nach 10-tdgiger Kulturdauer. Bei
Kervancioglu et al. (1994) finden sich sekretorische Granula sogar in Eileiterzellen nach der
Passage in eine Subkultur. Wéhrend Joshi (1995) und Kervancioglu et al. (1994) eine Vielzahl
von Organellen in den kultivierten Eileiterepithelzellen beobachten, beschreiben Takeuchi et
al. (1991) auBBer rauem endoplasmatischen Retikulum (RER) nur sehr wenige Organellen.
Walter (1995) findet in den meisten Zellen Glykogenansammlungen. Sie beschreibt die Zell-

kerne als unauffallig.
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2.3 Dreidimensionale Organkulturen

Erste Untersuchungen mit Organkulturen wurden von Carrel (1912) durchgefiihrt. Er entnahm
ein kleines Fragment eines Herzens einem 18 Tage alten Hithnerembryo und explantierte ihn
in einen Plasmatropfen. Das Gewebe blieb tiber 3 Monate lebensfahig und zeigte die rhythmi-

schen Kontraktionen der Herzmuskulatur.

Carrel (1912) beobachtete, dass sich das Fragment wéhrend der Kultur nicht vergroferte aber
eine spharische Form annahm. AuB3erdem stellte er fest, dass die Zellen im Inneren des
Explantats nekrotisch wurden. Im Gegensatz dazu blieben die Zellen in der Peripherie, die
einen deutlich besseren Zugang zum Nahrmedium hatten, lebensfahig. Diese Versuche waren
die erste Demonstration, dass explantiertes Gewebe au3erhalb des Organismus in vitro fiir
bestimmte Zeit seine normale Funktionalitit behalten kann. Es war auch das grundlegende

Experiment bei der Etablierung einer dreidimensionalen Organkultur oder Histokultur.

Bis 1956 waren Monolayerzellkulturen, bei denen Zellen auf einer Glas- oder Plastikoberfla-
che in eine Schicht wuchsen, die vorwiegend eingesetzte Zellkulturmethode. Da bei ihnen die
dreidimensionale Struktur des Gewebes nicht erhalten ist, erwies sich ihre Einsatzfahigkeit als
begrenzt. 1957 wurde die dreidimensionale Organkultur, die Carrel (1912) eingefiihrt hatte,
von Leighton (1957) weiter entwickelt. Leighton (1957) benutzt als Unterlage fiir die Gewe-
befragmente kleine Celluloseschwidmmchen, die in Glasrohrchen (,,Leighton tubes®) einge-
setzt wurden. Die Kultur wurde auf einem Schiittelgerit inkubiert. Desweiteren hatte
Leighton et al. (1957) auch Gelatineschwdmmchen verwendet. Dabei zeigte sich, dass Gelati-
neschwammchen besser fiir die histologische Aufarbeitung als die Celluloseschwdmmchen

geeignet waren, aber wahrend der Kultur schneller von Gewebeenzymen zersetzt wurden.

In anderen Untersuchungen wurden Kollagen-Gele fiir Organkultur verwendet. Dabei werden
Zellen oder Gewebsstiicke in Kollagengel eingebettet und kultiviert. Nandi et al. (1979) haben
diese Methode fiir die Kultur von normalem und tumords verdndertem Milchdriisengewebe
angewandt. Dabei organisierten sich die Zellen zu relativ dichten, kanilchenartigen Struktu-
ren. Die Zellen in dieser Kultur vermehrten sich tiber einen Zeitraum von mehreren Wochen,
wobei nur wenige Fibroblasten zu beobachten waren. Dies ist ein wichtiger Unterschied zu
Monolayerkulturen, bei denen die Uberwucherung mit Fibroblasten ein groBes Problem dar-
stellt. Histologisch sah das in vitro kultivierte Gewebe dem in vivo entnommenen Gewebe

sehr dhnlich. Es konnte auch auf neuen Kollagengelen weiter kultiviert werden. Im Unter-
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schied dazu verlieren die Zellen von Monolayern relativ rasch ihre Proliferationsfahigkeit und

Funktion.

Fell und Robison (1929) haben eine weitere Methode der Organkultur entwickelt, namlich die
Filter- oder Gitter-unterstiitzte Organkultur. Dabei behielt das Gewebe eine Struktur, die der in
vivo sehr nahe kam. Als Nachteile der dreidimensionalen Organkultur wird die Heterogenitit
der Zellen im Vergleich zu permanenten Zelllinien genannt. Auch die Quantifizierung der
verschiedenen Zellpopulationen ist schwieriger im Vergleich zu Monolayerkulturen

(Hoffman, 1991).

3 Material und Methoden

3.1 Gewebeentnahme
3.1.1 Entnahme und Praparation der Gewebeproben

Ausgangsmaterial waren Eileiter von metostrischen Kiithen und Firsen, die am Schlachthof
Miinchen prépariert wurden. Der Zyklusstand wurde anhand der Funktionsgebilde der Ova-
rien beurteilt. Als metdstrische Tiere wurden solche definiert, die ein Corpus luteum (Corpus

rubrum) in Anbildung und zum Teil noch Brunstschleim aufwiesen.

Nach ihrer Priaparation wurden die Eileiter an der Isthmusseite vom Uterushorn abgetrennt
und an beiden Enden mit chirurgischem Nahtmaterial ligiert. Sie wurden dann mit antibioti-
kahaltiger PBS-Losung/PBS (P/S) gewaschen und in PBS (P/S) auf Eis ins Labor transpor-
tiert. Nach wiederholtem Waschen in PBS (P/S) wurden die Eileiter einzeln an den abgebun-
denen Enden mittels Kaniilen auf einem mit steriler Alufolie iiberzogenen Styroporbrett fixiert
und von anhaftenden Ligamentresten befreit, um eine Kontamination der Kultur mit

Fibroblasten moglichst gering zu halten.

Danach wurde der Eileiter in longitudinaler Richtung eréftnet, gespannt mit der luminalen

Seite nach oben ausgebreitet und in kleine Stiickchen von 0,3 cm Seitenléinge geschnitten.

Die Eileiterfragmente wurden vorsichtig mit der luminalen Seite nach oben auf kleine Gelati-
nechwidmmchen (Gelfoam sponges, Firma Pharmacia & Upjohn, Kalamazoo, MI) platziert.
Die Kulturschalen wurden mit Kulturmedium DMEM + 10% FBS gefiillt und zwar so, dass
die Proben nahezu vollstindig eintauchten, die luminale Oberflache aber frei blieb. Die Pro-

ben wurden dann im Brutschrank bei 38,5° und 5% CO, fiir 2, 4 oder 7 Tage kultiviert.
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3.2 Lichtmikroskopie
3.2.1 Fixierung und Probenaufbereitung flr die Lichtmikroskopie

3.2.1.1 Fixierung

Als Fixans diente fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen Bouin (B)-Losung (Zusam-
mensetzung siche Anhang). Um eine optimale Fixierung zu gewéhrleisten, wurden die Proben

fiir 24 Stunden in der Bouin-Ldsung belassen.

3.2.1.2 Anfertigung von Paraplastschnitten

Im AnschluB an die Fixierung wurden die Proben zur Entwiasserung jeweils 72 Stunden mit
zweimaligem Wechsel nach je 24 Stunden in 70% Ethanol belassen. Die Entwiasserungsreihe
(1x Ethanol 80%, 1x Ethanol 90%, 2x Isopropanol, 2x Xylol) und die darauf folgende Einbet-
tung in Paraplast iiber 24 Stunden erfolgte in einem Einbettungsautomaten der Firma Shandon

Duplex Prozessor (Firma Reichert-Jung, Wien/Osterreich).

AnschlieBend wurden die Proben mit Hilfe des Histostat-Tissue-Embedding Centers (Firma
Reichert-Jung, Wien/Osterreich) ausgegossen. Das Ausblocken kleiner Priparate erfolgt in
kleinen quadratischen Paraplastschalen mit Rahmen. Zum Abkiihlen standen die ausgegosse-
nen Blocke circa 3 bis 4 Stunden auf einer Kiihlplatte. Nach der Entfernung der Rahmen wur-

den die Blocke bis zum Schneiden im Kiihlschrank bei 4°C aufbewahrt.

Unter Verwendung eines Rotationsmikrotoms Typ 1516 (Firma Leitz GmbH, Wetzlar) wurden
von den Proben Serienschnitte (jeweils 5 pum dick) hergestellt und auf unbeschichtete (Super-
Frost®) und beschichtete Objekttrager (SupraFrostUItraPlus® adhisiv) aufgezogen (Firma
Menzel-Gléser, Stuttgart). Die angefertigten Schnitte wurden bis zur Weiterverarbeitung im
Wirmeschrank bei 40°C aufbewahrt. Diese Schnitte wurden weiter fiir die konventionellen,

immunhistochemischen und glykohistochemischen Farbungen verwendet.

3.2.2 Histologische Ubersichtsfarbungen

Héamalaun-Eosin (H.E.) nach Meier (Romeis, 1989).
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Damit wurde bei den Schnittserien jeder 10. Schnitt gefirbt. In dieser Ubersichtsfirbung he-

ben sich die Kerne blau vom {ibrigem rosaroten Gewebe ab.
Trichromfarbung nach Masson und Goldner (Romeis, 1989)

Die Zellkerne erscheinen durch das Eisenhdmatoxylin nach Weigert braun bis schwarz. Das
Zytoplasma férbt sich ziegelrot, die Erythrozyten férben sich orange, wihrend das Bindege-

webe und der Schleim einen griinen Farbton annehmen.
Alcianblau-Firbung (Romeis, 1989):

Diese Firbung erlaubt einen Nachweis von sauren Mukosubstanzen. Sie wird parallel bei
zwei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Hierbei konnen dann Carboxyl- (bei pH 2,5)
von Sulfatgruppen (bei pH 1,0) unterschieden werden. Bei einer positiven Reaktion sind die

jeweiligen Mukosubstanzen blau, wéihrend sich die Kerne hellrot anférben.
Periodic-Acid-Schiff-Reaktion (PAS) (Romeis, 1989):

Bei der Periodic-Acid-Schiff-Reaktion (PAS) nach McManus werden komplexe Kohlenhydra-
te nachgewiesen. Sie erscheinen rosa bis violett. Die Kerne werden mit Hdmalaun blau ge-

gengefirbt.
Silberimprédgnation nach Gomori (Romeis, 1989):

Bei der Silberimpréignation nach Gomori werden die angebotenen Silber-lonen durch die Al-
dehydgruppen, die durch Oxidation entstanden sind, zu metallischem Silber reduziert. Durch
den Gehalt an assoziierten Glykoproteinen reagieren vor allem Basalmembran und retikulére

Fasern mit Silber und erscheinen schwarz.
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Durchfiihrung der Fiarbungen:

Sédmtliche Schnitte wurden hierzu in Xylol (2x30 min) entparaffiniert, iiber eine absteigende
Alkoholreihe (2x Isopropanol, 96% Ethanol, 70% Ethanol, jeweils nur kurz durchziehen) re-
hydriert, dann gefdrbt und anschlieBend in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und in
Xylol (2x10 min) belassen. Die Schnitte wurden dann mit Eukitt® (Riedel-de-Haen AG, Seel-
ze, Deutschland) eingedeckt.

3.2.3 Immunhistochemische Untersuchungen
3.2.3.1 ABC - Methode

Bei diesen Untersuchungen wurde die ,,Avidin-Biotin-Complex-Methode* (,,ABC-Methode*
nach Hsu et al., 1981) angewandt. Diese beruht auf der sehr hohen Bindungsaftinitit von Avi-
din, einem Glykoprotein aus Hiithnereiweif3, zum Vitamin Biotin. Avidin kann vier Molekiile
von Biotin binden. Dabei kann Avidin durch Streptavidin ersetzt werden, einem chemisch
exakt definierten Produkt, das auf biotechnologischem Weg entwickelt wurde. Es wird aus
dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliert. Der Primérantikorper wird iiber einen biotiny-
lierten Sekundirantikérper an einen Komplex aus Streptavidin und eine biotinylierte Peroxi-
dase gebunden. Durch ein besonderes Mischungsverhéltnis der beiden Reaktionspartner
Streptavidin und Peroxidase bleiben noch einige Biotin-Bindungsstellen am Molekiil frei, die
mit dem Biotin des Sekunddrantikorpers reagieren konnen. AnschlieBend wird die Peroxida-
seaktivitdt durch ein geeignetes Substrat (hier 3,3 Diaminobenzidin, DAB) sichtbar gemacht.
Die entstehenden braunen Farbprodukte machen den Antigen-Antikorper-Komplex und damit

die lokalen Immunreaktionen sichtbar.



* ., )| &
3x § + 1% + = ﬁ
Biotinyliertes (Strept-) | | (Strept-)
Enzym Avidin Avidin-
Biotin-
Nach Zugabe eines Enzym-
Substrates erfolgt komplex

eine Farbreaktion

Abb. 10 Schematische Darstellung der ABC-Methode modifiziert nach Hofler et al.
(1994)
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Tab. 1 Verwendetete Antikorper und Inkubationsbedingungen
Primir-AK Verdiinnung | AK- Hersteller Sekundar- Positiv- | Vorbehandlung Methode
Gegen Inkubation | liefernde (Primar AK) | AK kontrolle
Tierart (Verdiinnung
Inkubation)
Progesteron- | 1:200, Maus Beckman- Anti-Maus Uterus Hitzebehandlung | ABC
Rezeptor liber Nacht Coulter IgG biot.vom i.d. Mikrowelle,
bei 4°C (Krefeld) Kaninchen 3 x 5 min
(Sigma, im Citratpuffer
Deisenhofen)
Verd: 1:300
fiir 30 min
RT
Ostrogen- 1:400, Kaninchen | Santa Cruz Anti-Maus Uterus Hitzebehandlung | ABC
Rezeptor iiber Nacht (Kalifornien, | IgG biot.vom i.d. Mikrowelle,
bei 4°C USA) Kaninchen 3 x 5 min
(Sigma, im Citratpuffer
Deisenhofen)
Verd: 1:300
fiir 30 min
RT
,,Uterine 1:200, Maus Beckman- Anti-Maus Uterus Hitzebehandlung | ABC
Milk Prote- | iiber Nacht Coulter IgG biot.vom i.d. Mikrowelle,
in‘ bei 6°C (Krefeld) Kaninchen 2 x 10 min
(Sigma, Dako pH 6,1
Deisenhofen)
Verd: 1:300
fiir 30 min
RT
Oviduktales | 1:200, Maus Beckman- Anti-Maus Uterus Peroxidase ABC
Glycoprotein | iiber Nacht Coulter IgG biot.vom hemmen in 50ml
bei 4°C (Krefeld) Kaninchen Hydrogenperoxid
(Sigma, + 150 ml Aqua
Deisenhofen) dest fiir 10 min
Verd: 1:300 RT
fiir 30 min
RT

Die Zusammensetzung der einzelnen Puffer ist im Anhang angegeben. Bei jedem Durchgang

wurden Positiv- und Negativkontrollen angefertigt, um die Spezifitit der Reaktion sicher zu

stellen. Positivkontrollen umfassten Gewebe, von denen nachgewiesen ist, dass sie das ver-

wendete Antigen enthalten. Bei den Negativkontrollen wurde der Primér-Antikorper durch

Puffer (Dako, Hamburg) ersetzt.
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Immunhistochemische Einfachfirbung:

Je nach verwendetem Antikorper wurde entweder ,,Phosphate Buffered Saline* (PBS)-Puffer
(pH 7,4) oder ,,Tris Buffered Saline* (TBS)-Puffer (pH 7,4) verwendet (vgl. Anhang).

Die jeweiligen Antikdper, Vorbehandlungen, Inkubationszeiten und Sekundérantikdper sind

aus der Tabelle 1 ersichtlich.

1. Aufbewahrung der zu behandelnden Paraffinschnitte im Warmeschrank bei 40°C fiir 12

Stunden vor Behandlungsbeginn
2. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol (2x20 min)

3. Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe (2x Isopropanol, 1x Ethanol 96%, 1x Ethanol

70%, jeweils Schnitte kurz durchziehen)

4. Waschen in Aqua dest. 2x5 min

5. Spiilen im jeweiligen Puffer (Tab.1) 2x5 min
6. Entsprechende Vorbehandlung (Tab.1)

7. Spiilen im jeweiligen Puffer 2x5 min

8. Endogene Peroxidase hemmen mit Hydrogenperoxid (10%) bei Raumtemperatur (RT) fiir

10 min, Inkubieren in feuchter Kammer
9. Spiilen in flieBendem Leitungswasser fiir 10 min
10. Spiilen in jeweiligem Puffer 2x5 min

11. Blockierung unspezifischer Bindungen fiir Antikdrper mit Dako Protein-Block-Serum-

Free, 10 min, bei RT.

12. Abgieflen des Blockers und Auftragen des jeweiligen AK, Inkubation fiir die in Tab.1 ge-

nannten Zeiten.
13. 2x5 min waschen im jeweiligen Puffer
14. Jeweiligen Sekundérantikorper auftragen und 30 min bei RT inkubieren

15. 2x5 min waschen in entsprechendem Puffer
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16. Markierung des Sekundérantikorpers mit Streptavidin-Biotin-Horseradish-Peroxidase-

Komplex (StreptAB/HRP-Complex der Firma Dako, Hamburg)
17. 2x5 min mit jeweiligem Puffer spiilen

18. Entwicklung der Reaktion in DAB-L6sung unter Lichtabschluss fiir jeweils 5 bis 10 min
(Rezept fiir DAB, siche Anhang)

19. Kurz spiilen in Leitungswasser

20. Kerngegenfarbung mit Himalaun (Mayer) fiir circa 30 sek (auBBer Progesteronrezeptor und

Ostrogenrezeptoren)
21. Flieflend wéssern fiir 10 min

22. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe (1x Ethanol 70%, 1x Ethanol 96%, 2x I-

sopropanol), jeweils kurz durchspiilen
23. Entfernen des Alkoholes mit Xylol (1x10 min, 1x20 min)
24. Eindeckeln der Schnitte mit Eukitt® (Riedel-de-Haen AG, Seelze, Deutschland)

25. Trocknen im Brutschrank bei 40°C tiber 12 Stunden

3.2.4 Auswertung

Die Auswertung und fotografische Dokumentation der Schnitte (konventionelle Farbungen
und Immunhistochemie) erfolgte mit einem Mikroskop der Firma Leitz Aristoplan (Leitz

GmbH, Wetzlar), an das eine Canon-Powershot A95-Digitalkamera gekoppelt war.

Die Ergebnisse wurden semiquantitativ folgendermaflen bewertet:

Negativ Keine Féarbung

schwach positiv spezifisch, aber schwache +
Férbung

deutlich positiv deutliche Fiarbung ++

stark positiv Kriftige Farbung -+
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3.3 Gewebekultur
Organgewebekultur auf Kollagenmatrix

Diese Methode wurde von Chishima et al. (1997) adaptiert und nach Chen et al. (2003) und
Papini et al. (2004) modifiziert. Sterile Kollagenschwdmmchen (Pharmacia & Upjohn, Kala-
mazoo, MI) aus gereinigter Schweinehautgelatine werden vor der Anwendung zuerst pra-
hydriert mit DMEM-Medium, das 10% fetale bovine Serum (FBS; 2 mM L-glutamine and 1 x

Penicillin-Streptomycin Losung mit 1,25 x Antimikotikum-Ldsung) enthalt.

Ein Schwiammchen wurde in sechs Stiickchen (10x20x7 mm) unterteilt und jedes Stiickchen
wurde in ein well innerhalb eines 6-well transferiert (Falcon Plastics Inc., London, Ontario,
Canada). Auf jedes Schwiammchen wurde ein 2-3 mm® groies Fragment von bovinem Eileiter
mit der epithelialen Oberfldche nach oben positioniert, so dass die Epithelschicht nach einer
Zugabe von 3,5 ml Kulturmedium an der Grenze zwischen Luft und Medium lag. Die Kultur
wurde anschliefend bei einer Temperatur von 37°C und einer Feuchtigkeit von 5%C0,/95%
Luftatmosphire inkubiert. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Am Tag 2, Tag
4 und Tag 7 wurden Proben aus der Kultur entfernt. AnschlieBend wurden sie in Bouin scher

Losung fixiert und in Paraffin eingebettet.
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3.4 Transmissions-Elektronenmikroskopie
3.4.1 Probenaufbereitung
3.4.2 Immersionsfixierung

Die Proben wurden nach Entnahme an den Tagen: Tag 0, Tag 2, Tag 4 und Tag 7 in Fixie-
rungsfliissigkeit nach Karnovsky (1965) verbracht (Zusammensetzung siche Anhang). Dieses
Fixans besteht aus zwei Hauptkomponenten (Formaldehyd und Glutaraldehyd), die jeweils
erst kurz vor Anwendung gemischt werden diirfen. In dieser Fixierlosung verblieben die Pro-
ben fiir 24 Stunden bei 4°C im Kiihlschrank. AnschlieBend wurden die Praparate in 0,1 M
Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) 3x je 60 Minuten eingebracht. Die weitere Fixierung und
Vorkontrastierung erfolgte in Osmiumtetroxid(1%)-Kaliumferrocyanid (1,5%). Abschlieend
wurden die Proben drei mal je 20 min in 0,1 M Natriumcacodylatpuffer gespiilt. Die Proben
wurden dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 50%, 70%, 90% je 30 min, dann
3x30 min Ethanol) dehydriert und {iber Propylenoxid (2x30 min, 1Stunde Propylen: Epon
(2:1), 24 Stunden in Propylen:Epon (1:1), 60 min pures Epon) in Epon eingebettet. Zuletzt
wurden die Gewebeproben in kleine Plastikformchen gegossen und iiber 48 Stunden im War-

meschrank (60° C) polymerisiert.

Mit einem Ultramikrotom (Ultracut E, Firma Reichert-Jung, Wien) wurden 1 um dicke Semi-
diinnschnitte angefertigt. Die Farbung dieser erfolgte mit Methylenblau nach Richardson
(1963). Waren die gesuchten Bereiche in den Semidiinnschnitten gefunden, wurden Ultra-
diinnschnitte mit 60 nm Dicke angefertigt. Fiir diese Technik wurde ein spezielles Drukker
Ultramikrotommesser (Firma Element Six B.V., Cuijk, Niederlande) verwendet. Die einzel-
nen Schnitte wurden auf Kupfernetzchen (Maschenweite 150 mesh, Firma SCI, Science Ser-
vices, Miinchen, Deutschland) aufgefangen, aufgezogen und nachkontrastiert (10 min in
wassriger gesittigter Uranylacetatlosung, 3 min. in Bleicitrat nach Reynolds, 1963). Die nach-
folgende Auswertung und die fotografische Dokumentation erfolgte mit einem Zeiss EM 902

Filter-Elektronenmikroskop.
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3.5 Gewinnung und Auswertung morphometrischer Daten

Die Epithelhohen wurden mit Hilfe des Morphometrieprogrammes WCIF ImagelJ (National
Institutes of Health, Maryland.) ermittelt. Hierzu wurden zunichst alle verwendeten Vergrof3e-
rungen (4x, 25x, 40x ) kalibriert. Die Ermittlung der Epithelhéhen erfolgte aus fiinf unter-
schiedlichen Bereichen der jeweiligen Probe. Pro Bereich wurden fiinf Stellen gemessen und

dann aus allen Werten der einzelnen Probe der Mittelwert ermittelt.

Bei den immunhistochemischen Nachweisen der Hormonrezeptoren (Progesteronrezeptor und
Ostrogenrezeptor) wurden die Zellkerne in 4 Reaktionsgruppen eingeteilt: negativ (-),

schwach positiv (+), deutlich positiv (++), stark positiv (+++).

Die graphische Darstellung der ermittelten Daten erfolgte mit Hilfe des Programms Excel fiir

Windows.

3.6 Glykohistochemische Untersuchungen

3.6.1 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Lektinbindungsstellen

in 3D-Organkulturen des bovinen Eileiters

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

det. Dabei wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

1. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol (2x30 min) und Rehydrieren in einer absteigender

Alkoholreihe bis Aqua dest.
2. Waschen in 0,05 M TRIS Puffer, pH 6,8, 3x5 min

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

Raumtemperatur
4. Spiilen in 0,05 M TRIS Puffer, pH 6.8, 3x5 min

5. Eindeckeln der Schnitte mit einem Gemisch aus Polyvinylalkohol und Ethylenglycol (Ser-
va, Heidelberg)
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6. Aufbewahrung der fertigen Schnitte bis zur Auswertung im Kiihlschrank bei 4°C

Negativkontrolle:

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

mit der entsprechenden Menge an TRIS Puffer inkubiert.

Kompetitive Hemmung:

Die Spezifitit der einzelnen Lektine wurde durch kompetitive Hemmung mit den jeweils kor-
respondierenden Zucker iiberpriift. Dazu wurden die Lektine mit einer 0,2 M Losung des ent-
sprechenden Hemmzuckers (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) fiir eine Stunde bei

Raumtemperatur und Dunkelheit bei Punkt drei anstelle der Lektinldsung aufpipettiert.

Positivkontrolle:

Um das Funktionieren des jeweilig verwendeten Lektins zu tiberpriifen, wurden zudem Posi-
tivkontrollen angefertigt. Hierzu wurde Gewebe verwendet, bei dem bekannt ist, dass es mit

den entsprechenden Lektinen reagiert.

Auswertung:

Die Auswertung der Préiparate der glykohistochemischen Untersuchungen erfolgte an einem

Auflichtfluoreszenzmikroskop Dialux 20 der Firma Leitz GmbH, Wetzlar.
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Tab.2  Verwendete Lektine
Abkiirzung Lektin Herkunft Spezifitit des Zuckers Hemmzucker
Con A Canavalia ensiforme | Schwertbohne | o—D-Man>a-D- Mannose
Agglutinin Glc>GlcNAc
WGA Triticum vulgare Weizen Endstidndiges GlcNAc- N-Acetyl-
Agglutinin [(B1,4)- Galaktosamin
GlcNAc]1-2>(B-
GlcNAc)n>NeuSAc
RCA 120 Ricinus communis Ricinus D- Galactose Galaktose
Agglutinin N-Acetyl-
Galaktosamin
UEA-I Ulex europaeus Stechginster Fukose,(D-GlcNAc)2 A-L-Fukose
Agglutinin
DBA Dolichus biflorus Pferdebohne GalNAc N-Acetyl-
Agglutinin Galaktosamin
PNA Arachis hypogaea Erdnuss endstindiges Gal-( Galaktose
Agglutinin 1,3)-
GalNAc
WGA succ. Wheat germ Aggluti- | Weizen GalNAc N-Acetyl-
nin succinyliert Glukosamin
PSA Pisum sativum Ag- Erbse a—D-Man>a-D-Glc Glukose
glutinin Mannose

Gal = D-(+) — Galactose, Glc = D-(+) — Glucose, Man = D-(+) — Mannose, GalNAc = N—

Acetyl-D-Galactosamin, GIcNAc = N-Acetyl-D—Glucosamin
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4 Ergebnisse
4.1 Histomorphologie
4.1.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

4.1.1.1 Histomorphologische Befunde am Eileiter des Rindes am Tag 0 (ex vivo)

Das Lumen des Eileiters ist in den verschiedenen Segmenten unterschiedlich groB. Es ist im
Isthmus wesentlich weiter als in der Ampulla, obwohl die Ampulla einen deutlich groeren
dufleren Organquerschnitt hat als der Isthmus. Auch die Faltenstruktur unterscheidet sich in
den verschiedenen Segmenten des Eileiters. Im Isthmus kommen wenige Falten vor. Sie ha-
ben eine breite Basis und werden schmaler in Richtung Lumen. In der Ampulla sind die Fal-
ten schmaler und lénger. Sie weisen viele Verzweigungen (Sekundérfalten, Tertidrfalten) auf
und fiillen den grossten Teil des Eileiterlumens aus, wobei sie sich teilweise bis {liber die Mitte
des Lumens erstrecken. Die morphologischen Verédnderungen finden zwischen den Segmenten

flieBend statt.

Die Lamina propria dient den Falten als bindegewebiges Geriist, in welchem Blutgefdf3e und
Nerven verlaufen. Die innere Auskleidung des Lumens bildet ein einschichtiges, hochprisma-
tisches Epithel. Sowohl in der Ampulla als auch im Isthmus sind circa 50% zilientragende
Zellen mit deutlichem Blepharoblastensaum vorhanden. In der Ampulla kommen Zellvorwdl-
bungen an den apikalen Zellpolen der sekretorischen Zellen vor, so genannte Protrusionen.
Sie konnen neben Zellorganellen Zellkerne bzw. Kernteile enthalten. Im Isthmus kommen

diese Protrusionen grundsétzlich nicht vor.

Das Eileiterepithel besteht aus zilientragenden und sekretorischen Zellen. Die Zellkerne der
zilientragenden Zellen liegen im Allgemeinen mittig bis apikal im Zytoplasma. Sie haben eine
runde Form und ein helles Karyoplasma (euchromatisch). Die Kerne der sekretorischen Zel-
len liegen weiter basal, haben eine ovale Form und sind dunkel gefirbt (heterochromatisch).
Sie kdnnen aber auch in die Protrusionen verlagert sein. Die zilientragenden Zellen haben
eine becherformige Gestalt. Sie sind basal recht schmal und verbreitern sich nach apikal, so
dass die Zilien eine groflen Teil der Epitheloberflache bedecken. Insbesondere im Isthmus
erweckt es den Eindruck, als sei die Epitheloberflache von einem liickenlosen Zilienrasen
bedeckt. In den basalen, konkaven Epithelbereichen zwischen zwei Falten konnen wenig

sekretorische und vermehrt zilientragende Zellen identifiziert werden. Die sekretorischen Zel-
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len sitzen der Basalmembran breit auf und werden schmaler nach apikal. Deshalb bilden sie

nur einen sehr kleinen Anteil der epithelialen Oberfliche. Eine Ausnahme sind die Zellen die

Protrusionen haben, ihre Form ist dann auch becherférmig. In beiden Segmenten sind im un-

teren Drittel des Epithels so genannte ,,Basalzellen* vorhanden. Sie erreichen das Eileiterlu-

men nicht, sind klein, rund und haben sehr dunkle (hyperchromatische) Kerne. Der Zytoplas-

maanteil ist sehr gering. Bei ihnen handelt es sich vorwiegend um intraepitheliale

Lymphozyten. Im Folgenden sind die wichtigsten Ergebnisse wiahrend der einzelnen Kultivie-

rungszeiten tabellarisch zusammengefaft.

Tab.3  Histomorphologische Befunde der Ampulla am bovinen Eileiter am Tag 0.
Lamina epithelialis Epithelart Einschichtig
Zellform Hochprismatisch
Falten Primérfalten, viele Verzweigungen
Basalmembran Eben, ununterbrochen
Mikrovilli ++
Protrusionen ++
Zilienzellen (ZZ) Zilien ++/ +++
Zellform Kegel- bis kelchformig
Zellkernlage Mittig bis apikal
Zytoplasmafirbung Hell
Zellkern, -firbung Rund, euchromatisch
Sekretorisch Zellen (SZ) Zellform Basal breit, verjiingen zur Oberfla-
che
Zellkernlage Basal
Zytoplasmafirbung Dunkler als bei ZZ
Zellkern, - fairbung Oval, heterochromatisch
Basalzellen (Lymphozyten) Kleine, runde Zellen, mit hetero- +
chromatischen Kernen und wenig
Zytoplasma
Meistens intraepitheliale Lympho-
zyten
Stiftchenzellen Schmale Zellen mit stiftchenformi- | +
gem Kern
Kollabierte bzw. degenerierte Epi-
thelzellen
Lamina propria Kompakt, faserreich ++
Tunica muscularis Langsschicht +
Zirkuldrschicht +
Gefille Sowohl in Lamina propria, als ++

auch in Tunica muscularis und
Subserosa
Verschiedene Grossen

+ = wenig, ++ = gehéuft, +++ = viele




Abb.3 A, B, C, D: Ampulla (Metdstrus), HE-Farbung, Tag 0.

A: Das Epithel (E) der Ampulla ist einschichtig hochprismatisch und setzt sich aus becher-
formigen Zilienzellen (ZZ) und protrusionsbildenden (Pfeil) sekretorischen Zellen zusammen.
L.p.= Lamina propria

B: Das Epithel (E) der Primérfalten innerhalb der Eileiterampulle wird von kompaktem Bin-
degewebe (L.p.), welches kleinere und groBBere Gefille (Pfeil) enthilt, unterlagert.

C: Im basalen Bereich des Eileiterepithels (E) der Ampulla sind kleine runde Lymphozyten
(Pfeil) erkennbar. L.p.= Lamina propria

D: Am apikalen Saum des Eileiterepithels (E) sind biischelférmige Kinozilien (Pfeil) zu beo-
bachten. Desweiteren sind innerhalb des Epithels Stiftchenzellen (groBer Pfeil) zu lokalisie-
ren. L.p.= Lamina propria
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Tab.4  Histomorphologische Befunde des Isthmus am bovinen Eileiter am Tag 0.
Lamina epithelialis Epithelart Einschichtig
Zellform Hochprismatisch
Falten Primirfalten, viele Verzweigungen
Basalmembran Eben, ununterbrochen
Mikrovilli ++
Protrusionen ++
Zilienzellen (Z7) Zilien ++/ +++
Zellform Kegel- bis kelchformig
Zellkernlage Mittig bis apikal
Zytoplasmafiarbung Hell
Zellkern, -fairbung Rund, euchromatisch
Sekretorische Zellen (SZ) Zellform Basis breit, verjiingen sich zur
Oberflache
Zellkernlage Basal
Zytoplasmafirbung Dunkler als bei ZZ
Zellkern, - farbung Oval, heterochromatisch
Basalzellen (Lymphozyten) Kleine, runde Zellen, mit hetero- +
chromatischen Kernen und wenig
Zytoplasma. Debris
Stiftchenzellen Schmale Zellen mit stiftchenformi- | +
gen Kern
Kollabierte bzw. degenerierte Epi-
thelzellen
Lamina propria Kompakt, faserreich ++
Tunica muscularis Langsschicht ++
Zirkuldrschicht ++
Gefille Sowohl in Lamina propria, als ++

auch in Tunica muscularis und
Subserosa.

+ = wenig, ++ = gehiuft, +++ = viel




Abb.4 A, B, C, D: Isthmus, HE-Féarbung, Tag 0.

A: Im einschichtig hochprismatischen Epithel (E) des Isthmus liegen die Zellkerne beider
Zelltypen anndhernd auf gleicher Hohe. Im apikalen Bereich sind weniger stark ausgepragte
Zilienbiischel (Pfeil) sichtbar. L.p.= Lamina propria

B: Innerhalb der Primirfalten des Isthmus ist, im Vergleich zur Ampulla, mehr Bindegewebe
vorhanden. Am Tag 0 liegen die Fibrozyten dicht aneinander. L.p.= Lamina propria,

Epithel = E

C: Das Bindegewebe der Lamina propria (L.p.) zieht deutlich in die Primérfalten des Isthmus
ein. Die Lamina propria wird von einer starken Tunica muscularis (T.m.) unterlagert.

Epithel = E

D: Innerhalb des Bindegewebes (L.p.) sind zahlreiche Arteriolen und Venolen (Pfeil) erkenn-
bar. Auffallend sind becherformige Zilienzellen (ZZ) mit grolem runden Zellkern und hellem
Zytoplasma. Epithel = E
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4.1.1.2 Histomorphologische Befunde am Eileiter des Rindes am Tag 2

Tag 2: Die Lamina propria erscheint in der Ampulla im Vergleich zu Tag 0 lockerer und zell-
armer. Im Isthmus ist die Lamina propria etwas kompakter. Die Gefdf3e in ihr sind gut erhal-
ten. Die Lamina epithelialis besteht aus einem einschichtigen hochprismatischen Epithel. Die
Zilienzellen und die sekretorischen Zellen sind gut erhalten. Bei den sekretorischen Zellen
sind Protrusionen zu beobachten. Einige von ihnen enthalten Kerne. Es werden auch Stift-
chenzellen beobachtet. In beiden Segmenten, Ampulla und Isthmus, sind in der Néhe der Ba-
sallamina Lymphozyten zu finden. Die Tunica muscularis ist in der Ampulla nicht gut ab-
grenzbar. Im Isthmus dagegen konnen eine longitudinale und zirkuldre Schicht gut

differenziert werden. Die Gefélle in der Tela subserosa sind gut erhalten.
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Tab.5  Histomorphologische Befunde am bovinen Eileiter am Tag 2
Lamina epithelialis Epithelart Einschichtig
Zellform Lénglich
Falten
Basalmembran Teilweise unterbrochen
Mikrovilli ++
Protrusionen ++
Zilienzellen (ZZ) Zilien 4/ +++
Zellform Lingsform + Vakuolen
Zellkernlage Basal bis apikal
Zytoplasmafédrbung Hell
Zellkern, -firbung Oval, euchromatisch
Sekretorische Zellen (SZ) Zellform Becherform
Zellkernlage Basal bis mittig
Zytoplasmafédrbung Dunkler als bei ZZ
Zellkern, - farbung Oval, heterochromatisch
Basalzellen (Lymphozyten) Kleine, runde Zellen, mit hetero- ++
chromatischen Kernen und wenig
Zytoplasma
Stiftchenzellen Schmale Zellen mit Stiftchenfor- ++
migen Kern
Kollabierte bzw. degenerierte Epi-
thelzellen
Lamina propria Lockeres bis sehr lockeres Binde- | ++

gewebe, Grundlage der Falten,
enthélt freie Bindegewebszellen

Tunica muscularis Langsschicht Nicht immer gut abgrenzbar
Zirkuldrschicht Im Isthmus ist die Muskelschicht
breiter als in Ampulla
Gefille Sowohl in der Lamina propria, als | ++
auch in Tunica muscularis und
Subserosa sind die GefdBe gut
erhalten
Schwéammchen Vorhanden Viele ausgewanderte Zellen, Zell-

girlanden, Zellen in Mitose; Blut-
zellen

+ = wenig, ++ = gehéuft, +++ = viele




Abb.5 A, B, C: Ampulla des Eileiters, HE-Féarbung, Tag 2.
D, E, F: Isthmus des Eileiters, HE-Farbung, Tag 2.

A: Das einschichtig hochprismatische Epithel (E) der Ampulla setzt sich aus gut erhaltenen
sekretorischen Zellen und Zilienzellen zusammen. Die schmalen sekretorischen Zellen bilden
zahlreiche ballonartige Protrusionen (Pfeil) aus, welche sich ins Lumen vorwdlben.

L.p.= Lamina propria

B: Das einschichtig hochprismatische Epithel (E) erscheint in regelméfBiger Anordnung und
sitzt einer gleichmiBig verlaufenden Basallamina (BL) auf. Im basalen Zytoplasma sind ver-
einzelt Lymphozyten (Pfeil) zu finden. L.p.= Lamina propria
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C: Die Lamina propria (L.p.) stellt sich faser- und zellarm dar. Zwischen den einzelnen Zellen
und Fasern bilden sich weite Interzellularspalten aus. Epithel = E

D: Im Eileiterepithel (E) des Isthmus sind die Zilienzellen weniger gut von den sekretorischen
Zellen zu unterscheiden. Apikal sind nur vereinzelte Protrusionen detektierbar. L.p.= Lamina

propria

E: Die im nicht mehr gédnzlich erhaltenen Bindegewebe (L.p.) liegenden Gefialle (Pfeil) lassen
sich gut darstellen. Epithel = E

F: Die Falten im Epithel (E) des Isthmus zeigen keine Verzweigungen. L.p.= Lamina propria
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4.1.1.3 Histomorphologische Befunde am Eileiter des Rindes am Tag 4

Tag 4: Die Lamina propria ist in der Ampulla und im Isthmus locker, zellarm und die Binde-

gewebsfasern sind locker angeordnet. Die Gefdf3e in ihr sind gut erhalten. Die Lamina epithe-

lialis besteht aus einem einschichtigen hochprismatischen Epithel. Die Zilienzellen und die

sekretorischen Zellen sind gut erhalten. Die sekretorischen Zellen weisen Protrusionen auf.

Einige von ihnen enthalten Kerne. Einige Zilienzellen enthalten helle Vakuolen. In beiden

Segmenten, Ampulla und Isthmus, sind Stiftchenzellen und Lymphozyten zu finden. Die Tu-

nica muscularis ist in der Ampulla nicht gut von der Lamina propria abgrenzbar. Im Isthmus

dagegen konnen longitudinal und zirkulér verlaufende glatte Muskelzellen differenziert wer-

den. Die Gefd3e in der Tela subserosa sind noch gut erhalten.

Tab.6  Histomorphologische Befunde am bovinen Eileiter am Tag 4
Lamina epithelialis Epithelart Einschichtig
Zellform Lingsform
Falten Facherformig
Basalmembran Teilweise unterbrochen
Mikrovilli +++
Protrusionen ++
Zilienzellen (ZZ) Zilien 4/ +++
Zellform Langsform und Vakuolen
Zellkernlage Basal bis apikal
Zytoplasmafirbung Hell
Zellkern, -fairbung Oval, euchromatisch
Sekretorische Zellen (SZ) Zellform Becherform
Zellkernlage Basal bis mittig
Zytoplasmafiarbung Dunkler als bei ZZ
Zellkern, - farbung Oval, heterochromatisch
Basalzellen (Lymphozyten) Kleine, runde Zellen, mit hetero- +
chromatischen Kernen und wenig Basal im Epithel
Zytoplasma
Stiftchenzellen Schmale Zellen mit stiftchenformi- | +/++
gen Kern,
Kollabierte bzw. degenerierte Epi-
thelzellen
Lamina propria Locker bis sehr locker, Freie Zellen | ++

Tunica muscularis Langsschicht Nicht immer gut differenzierbar
Zirkuldrschicht Im Isthmus ist die Muskelschicht
doppelt so breit, wie in der Ampul-
la
Gefille Gut erhalten +/++ mit Blut
Schwammchen Vorhanden Viele ausgewanderte Zellen, Zell-

girlanden, Zellen in Mitose; Blut-
zellen

+ = wenig, ++ = gehiuft, +++ = viele




Abb. 6 A, B, C: Ampulla des Eileiters, HE-Féarbung, Tag 4.
D, E, F: Isthmus des Eileiters, HE-Farbung, Tag 4.

A: Die Kerne der schmalen sekretorischen Zellen sind basal bis mittig im Zytoplasma positi-
oniert. Im Gegensatz hierzu konnen die groen runden Kerne der zilientragenden Zellen im
apikalen Zellabschnitt beobachtet werden. Desweiteren befinden sich unter der apikalen
Zellmembran der zilientragenden Zellen Basalkorperchen (Pfeil). L.p.= Lamina propria, Epi-
thel = E

B: Die Basallamina des Epithels (E) der Ampulla scheint teilweise unterbrochen und wird nur
von wenig Bindegewebe unterlagert, welches zerrissen erscheint. L.p.= Lamina propria
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C: Im Gegensatz zum Bindegewebe stellt sich das Epithel der Ampulla regelméBig und ge-
ordnet dar. Die im Bindegewebe liegenden Geféalle (Pfeil) sind vollstindig erhalten.

D: Die Mucosa (L.p.) im Isthmus bildet nur niedrige Primérfalten aus. Epithel = E

E: Innerhalb der Primirfalten des Isthmus sind die Zellen facherférmig angeordnet. Die Pri-
mérfalten werden nicht von Bindegewebe (L.p.) unterlagert. Epithel = E

F: Innerhalb des basalen Zytoplasmas sind helle, kornige Bereiche (Pfeil) erkennbar. An der
Oberfldche sind lange Kinozilien vorhanden. L.p.= Lamina propria, Epithel = E
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4.1.1.4 Histomorphologische Befunde am Eileiter des Rindes am Tag 7

Tag 7: Die Lamina propria ist in der Ampulla und im Isthmus locker, zellarm und die Binde-
gewebsfasern weichen auseinander. Bei einigen Proben erscheint die Lamina propria aber
noch kompakt. Bei anderen Proben sind nur Lamina propria und Lamina epithelialis vorhan-
den. Die Gefille sind gut erhalten. Die Lamina epithelialis besteht aus einem einschichtigen
hochprismatischen Epithel. Die Zilienzellen und die sekretorischen Zellen sind relativ gut
erhalten. Bei den sekretorischen Zellen konnen Protrusionen beobachtet werden. Einige von
ihnen enthalten Kerne. Einige Zilienzellen weisen helle Vakuolen auf. In beiden Segmenten,
Ampulla und Isthmus, sind Stiftchenzellen und Lymphozyten zu finden. In der Tunica muscu-
laris sind die einzelnen Muskelschichten nicht mehr genau abgrenzbar. Die Tela subserosa

variiert in ihrer Dicke. Die Gefdlle in der Tela subserosa sind relativ gut erhalten.
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Tab.7  Histomorphologische Befunde am bovinen Eileiter am Tag 7
Lamina epithelialis Epithelart Einschichtig bis mehrschichtig
Verschiedene Epithelh6he
Zellform Lénglich
Falten Ficherformig
Basalmembran Teilweise unterbrochen
Mikrovilli ++
Protrusionen ++
Zilienzellen (Z7) Zilien ++/ +++
Zellform Langsform + Vakuolen
Zellkernlage Basal bis apikal
Zytoplasmafirbung Hell
Zellkern, -Féarbung Oval, euchromatisch
Sekretorische Zellen (SZ) Zellform Becherform
Zellkernlage Basal bis mittig
Zytoplasmafirbung Dunkler als bei ZZ
Zellkern Oval, heterochromatisch
Basalzellen (Lymphozyten) Kleine, runde Zellen, mit hetero- +
chromatischen Kernen und wenig | Basal im Epithel
Zytoplasma
Stiftchenzellen Schmale Zellen mit stiftchenformi- | ++
gem Kern
Kollabierte bzw. degenerierte Epi-
thelzellen
Lamina propria Locker, zellarm, Bindegewebefa- +

sern gehen auseinander; bei eini-
gen Proben erscheinen sie kompakt

Tunica muscularis

Langsschicht

Zirkulérschicht

Nicht immer gut erhalten

Im Isthmus ist die Muskelschicht
doppelt so breit, wie in der Ampul-
la

Gefille

Sowohl in Lam. propria, als auch
in Tunica muscularis und Subsero-
sa

Verschiedene Groflen
Erythrozyten auch vorhanden

+ mit Erythrozyten

Schwimmchen

Vorhanden

Viele ausgewanderte Zellen, Zell-
girlanden, Zellen in Mitose; Blut-
zellen

+ = wenig, ++ = gehauft, +++ = viele




Abb.7 A, B, C, D: Ampulla des Eileiters, HE-Farbung, Tag 7.
E, F: Isthmus des Eileiters, HE-Féarbung, Tag 7.

A: Die Epithelzellen am Tag 7 sind gut erhalten und polarisiert und sitzen auf einer ebenen
Basallamina (BL) auf. Auffallend sind die sehr schmalen, dunklen, sekretorischen Zellen
(Pfeil). L.p.= Lamina propria, Epithel = E

B: Die sekretorischen Zellen bilden zum Teil groBe, kernhaltige Protrusionen (Pfeil) aus.
L.p.= Lamina propria, Epithel = E

C: Die Primirfalten des Isthmus sind ficherférmig. L.p.= Lamina propria, Epithel = E

D: Es sind zahlreiche Protrusionen (Pfeil) zu beobachten. Lamina propria (L.p.) sieht kom-
pakt aus. Epithel = E



61

E: Im basalen Zytoplasma mancher Zellen sind vakuolenartige Bildungen (Pfeil) zu beobach-

ten.
F: Die Zilien der Zilienzellen (Pfeil) stellen sich sehr gut dar. E = Epithel, L. p. = Lamina

propria
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4.1.1.5 Morphometrische Untersuchungen am bovinen Eileiterepithel

4.1.1.5.1 Epithelhohen des bovinen Eileiters

Die Hohe des Epithels von der Basallamina zur apikalen Zellmembran betrdgt in der Ampulla
am Tag 0 durchschnittlich 30,5 pm, am Tag 2: 31,8 um, am Tag 4: 33,2 um, und am Tag 7:
32,8 pm.

Im Isthmus ist das Epithel flacher als in der Ampulla. Die durchschnittliche Hohe der Epithel-
zellen betragt am Tag 0: 28,3 um, am Tag 2: 25,9 um, am Tag 4: 29,2 um und am
Tag 7: 29,3 pm.
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Epithelhohe in der Ampulla im Kulturverlauf

Epithelh6he in pm

Kulturtag

Graphik 1: Die Hohe des Epithels in pm in der Ampulla im Kulturverlauf

Die Hohe des Epithels in pm in der Ampulla an vier verschiedenen Kultivierungszeiten mit
Standardabweichung. Es ist zu beachten, dass in der Kultur relativ gro3e Variationen der Zell-

hohe vorkommen.
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Epithelhohe im Isthmus wahrend des Kulturverlaufes

Epithelh6he in pm

Kulturtag

Graphik 2: Epithelhohe in pm im Isthmus wihrend der Kultur

Die Hohen des Epithels in pm im Isthmus an vier verschiedenen Kultivierungszeiten mit
Standardabweichungen. Es ist zu beachten, dass es in Kultur relativ grof3e Variationen vor-

kommen.
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Epithelhohe im Kulturverlauf
Vergleich Ampulla und Isthmus
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Graphik 3: Epithelhohe im Kulturverlauf. Vergleich Ampulla und Isthmus

Die Epithelhohe in der Ampulla und im Isthmus wurde zu vier verschiedenen Kultivierungs-
zeiten gemessen. Das Epithel der Ampulla ist zu allen Kultivierungszeiten hoher als das Epi-
thel im Isthmus. Die hochsten Werte werden in beiden Segmenten am Tag 4, die niedrigsten
Werte am Tag 0 gemessen.
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4.1.2 PAS-Farbung

Tag 0: Bei der PAS-Reaktion sind die apikalen Zytoplasmaanteile des Epithels etwa jeder
zweiten Zelle angefarbt. Dabei handelt es sich um die Zellen mit basal gelegenem Kern, also
um die sekretorischen Zellen. Die zilientragenden Zellen weisen in keiner der Proben eine
positive PAS-Reaktion auf. Die basalen Zellen (Lymphozyten) verhalten sich ebenfalls PAS
negativ (-). Ihr Zytoplasma erscheint noch heller als das der zilientragenden Zellen. In beiden
untersuchten Segmenten ist die Farbung der sekretorischen Zellen deutlich positiv (++). Die
PAS-Reaktion dehnt sich in den sekretorischen Ampullazellen bis in die Mitte des Zyto-

plasmas aus. Im Isthmus hingegen bleibt sie auf das apikale Zytoplasma begrenzt.

Am Tag 2 ist nur in einzelnen Proben eine sehr schwache positive (+) Reaktion zu sehen, die
auf die apikale Zelloberflache und einige Protrusionen beschréankt ist. Nach Amylasevorbe-

handlung fillt die PAS-Reaktion dort negativ (-) aus.

Am Tag 4 und Tag 7 ist in einzelnen Proben eine schwach positive (+) PAS-Reaktion zu beo-
bachten. Sie ist in den sekretorischen Zellen, auf der Zelloberfldche und in einigen Protrusio-

nen zu finden.
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Abb. 8 PAS-Reaktion in der Ampulla und im Isthmus Tag 0 (A), Tag 2 (B), Tag 4 (C),
Tag 7 (D).

A: Am Tag 0 ist eine stark bis deutlich positive PAS-Reaktion im supranukledren Zytoplasma
der sekretorischen Zellen (Pfeil) zu beobachten. L.p.= Lamina propria, Epithel = E

B: Am Tag 2 ist die Reaktion nur in vereinzelten Zellen und manche Protrusionen (Pfeil) un-
deutlich positiv.

C: Am Tag 4 sind einige Zellen und Protrusionen deutlich positiv. L.p.= Lamina propria, Epi-
thel = E

D: Das Bild am Tag 7 entspricht dem von Tag 4. L.p.= Lamina propria, Epithel = E
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4.1.3 Trichromfarbung nach Masson und Goldner

Tag 0: Die Tela subserosa ist eine bindegewebige Schicht, reich an Grundsubstanz und zell-
arm. Sie ist in der Ampulla sehr schmal und im Isthmus breit ausgebildet. In dieser Schicht
sind Arterien und Venen eingelagert. Die Tunica muscularis ist in den verschiedenen Segmen-
ten des Eileiters unterschiedlich dick. Im Isthmus ist sie circa dreimal breiter als in der Am-
pulla. In der Mitte der Tunica muscularis liegt eine zirkuldre Schicht glatter Muskelzellen vor.
Die Dicke der Muskelschicht nimmt in Richtung Infundibulum deutlich ab. Die zellreiche
Lamina propria ist im Isthmus ebenfalls etwas dicker als in der Ampulla ausgebildet. In der
Lamina propria der Ampulla befinden sich zahlreiche weitlumige Kapillaren, die bis in die

Spitzen der Falten ziehen. Im Isthmus nimmt ihr Durchmesser ab.

Tag 2: Die GefdB3e in Tela subserosa sind gut erhalten geblieben. Die Schichten der Tunica
muscularis sind in der Ampulla nicht mehr klar abgrenzbar. Im Isthmus dagegen kdnnen die
longitudinale und die zirkuldre Schicht noch gut unterschieden werden. Die Lamina propria

erscheint in der Ampulla locker und zellarm. Im Isthmus ist sie deutlich kompakter.

Tag 4: Die Tela subserosa ist eine zellarme Schicht. Sie ist im Isthmus besser erhalten als in
der Ampulla. Die Gefédl3e in der Tela subserosa sind gleichfalls gut erhalten. Bei Proben aus
der Ampulla kénnen in der Tunica muscularis die Langs- und Zirkulédrschicht nicht gut von
einander differenziert werden. Im Unterschied dazu sind sie im Isthmus noch relativ gut ab-
grenzbar. Die Lamina propria ist sowohl in der Ampulla als auch im Isthmus locker, zellarm

und enthilt ein lockeres Netz von Bindegewebsfasern.

Tag 7: Bei den einzelnen Explantaten variiert die Dicke der Tela subserosa deutlich. Die Ge-
faBe sind in der Schicht relativ gut erhalten. An der Ampulla und im Isthmus sind die einzel-
nen Muskelschichten nicht mehr klar abgrenzbar. Die Lamina propria ist in beiden Segmenten

locker und zellarm.
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Abb. 9  Goldner-Farbung, Ampulla und Isthmus am Tag 0, Tag 2, Tag 4 und Tag 7.

A: Isthmus, Tag 0: Die Tunica muscularis (T.m.) erscheint kompakt, es ist wenig Bindegewe-
be eingelagert. Epithel (E), Lamina propria (L.p.), Tela subserosa (T.s.), Gefa3 (Pfeil); B:
Ampulla, Tag 0: Die Tunica muscularis (T.m.) erscheint locker und ist reich an Bindegewebe.
In der Tela subserosa (T.s.) sind relativ gro3e Gefide (Pfeil) eingelagert. Epithel (E), Lamina
propria (L.p.);

C: Ampulla, Tag 2: (E), Lamina propria (L.p.) erscheint locker.

D: Ampulla, Tag 4: (E), Lamina propria (L.p.) erscheint locker, Gefd3 (Pfeil);

E: Ampulla, Tag 7: (E), Lamina propria (L.p.) erscheint locker.
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4.1.4 Silberimpragnierung nach Gomori

Die Basallamina bleibt wihrend der gesamten Kulturdauer gut erhalten. Sie stellt sich als
schwarze linienformige Struktur unter den Epithelzellen dar. Die Epithelzellen farben sich
dunkelgrau. Gut zu erkennen sind an der apikalen Oberfléche die Kinetosomen der Zilienzel-
len. Die Zilien erscheinen dunkelgrau. Sie sind gut erkennbar und erlauben die leichte Diffe-
renzierung zwischen Zilienzellen und sekretorischen Zellen. Die Lamina propria ist dunkelvi-
olett gefarbt. Am Tag 0 lassen sich deutlich die parallel verlaufenden Kollagenfasern
erkennen. Im Kultur stellt sich die Lamina propria zell- und faserarm dar. Die Tunica muscu-
laris enthélt viele feine retikuldre Fasern in den bindegewebigen Verschiebe-schichten um die
Muskelzellen. Die grof3eren Gefdlle der Tela subserosa weisen auch silber-impragnierte Fa-
sern zwischen ihren glatten Muskelzellen auf. Ansonsten erscheint diese Schicht homogen
violett. [hre Farbintensitdt ist schwécher als die der Lamina propria. Die Gefdl3e und Nerven-

biindel scheinen wihrend der gesamten Kulturdauer gut erhalten zu bleiben.



Abb. 10 Silberimpréignation nach Gomori, Ampulla, am Tag 0 (A), Tag 2 (B), Tag 4 (C),
Tag 7 (D).

A: Deutlich zu sehen sind die parallel verlaufende Kollagenfasern in der Lamina propria
(L.p.). Ein groBles Gefal3 (Pfeil) befindet sich in der Lamina propria. Epithel = E

B: Am Tag 2 sind die Kinetosomen der Zilienzellen sehr gut dargestellt (Pfeil). Die Lamina
propria (L.p.) erscheint locker und faserarm. Epithel = E

C: Die Lamina propria (L.p.) erscheint faserarm. Ein Nerv (Pfeil) ist in der Lamina propria zu
beobachten. Epithel = E

D: Am Tag 7 sind zahlreiche Protrusionen (Pfeil) zu beobachten. Die Kinetosomen der Zi-
lienzellen stellen sich schwarz dar. L.p.= Lamina propria, Epithel = E
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4.1.5 Alcianblau-Farbung

Die Proben stammen von Tag 0, Tag 2, Tag 4 und Tag 7 von ipsi- und contralateralen Ampul-
la- und Isthmussegmenten. Bei Durchfiithrung der Farbung bei einem pH-Wert von 1,0 ist bei
den Proben von Tag 0 in den apikalen Teilen der sekretorischen Zellen und auch in den apika-
len Protrusionen eine schwache hellblaue Farbung zu beobachten. Dies weist auf sulfatierte
Mukosubstanzen in dieser Lokalisation hin. Am Tag 2 beschrénkt sich die Farbung auf die
Zelloberflache und die Zilien. Am Tag 4 und Tag 7 ist keine Reaktion mehr zu erkennen. Bei
einem pH-Wert von 2,5 ist die Reaktion am Tag 0 intensiver. In der Ampulla kénnen damit
carboxylgruppenhaltige Mukosubstanzen im supranukledren Zytoplasma von sekretorischen
Epithelzellen nachgewiesen werden. Auch die Protrusionen weisen mit Alcianblau eine blaue
Féarbung auf. Die Alcianblaureaktion in den einzelnen Proben ist nur bei einigen Zellen gut zu
erkennen und fillt teilweise schwach aus. Am Tag 2, 4 und 7 ist nur eine schwache hellblaue

Féarbung der Zilien vorhanden.

Tab.8  Alcianblau Farbung am bovinen Eileiter

Kulturdauer Alc. pH = 1,00 Alc.pH=2,5
Tag 0 Farbung im apikalen Teil der SZ, Farbung im apikalen Teil der SZ,
Protrusionen, Zilien, Subserosa, Protrusionen, Zilien, Bdgw. neg.
Bgw. sind negativ. Amp. + Isth. gleichermal3en ge-
farbt
Farbung stérker als Alc. 1,00
Tag 2 Farbung nur im Bgw. ++; Zilien, Farbung nur im Bgw. +/++; Zi-
BL lien++, BM
Tag 4 Bgw.++, Zilien, -/+, BL Bgw.+/++, Zilien,++, BM
Tag 7 Nur Bgw. ++. Zilien neg. Bgw.+/++, Zilien,++, BM

+ = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = stark positiv, - = negativ

77 = Zilienzellen; SZ = sekretorische Zellen; BZ = Basalzellen; Lamina propria = Lamina

propria; T. muscularis = Tunica muscularis; Bgw. = Bindegewebe; BL = Basallamina
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Abb. 11 Alcianblaufarbung bei pH 2, 5, Ampulla, am Tag 0 (A), Tag 2 (B), Tag 4 (C),
Tag 7 (D).

A: Am Tag 0 ist weist das supranukledre Zytoplasma (Pfeil) der sekretorischen Zellen eine
deutliche Fiarbung auf, die Zilien sind ebenfalls angeférbt. L.p.= Lamina propria, Epithel = E
B: Am Tag 2 zeigen die Zilien eine schwach positive Reaktion. Die Lamina propria (L.p.) ist
deutlich positiv gefarbt. Es sind auch einige intensiv blau gefarbte Zellen (Pfeil), bei denen es
sich um Lymphozyten handelt, zu beobachten. Epithel = E

C, D: Am Tag 4 und Tag 7 zeigt Lamina propria (L.p.) eine schwache bis deutlich positive
Reaktion. Das Eileiterepithel (E) ist negativ.
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4.2 Immunhistochemische Untersuchungen am Eileiter des

Rindes

4.2.1 Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors alpha
(ERa)

Die Expression des ER im Eileiter lasst sich hauptsdchlich in den Zellkernen der sekretori-
schen Zellen des Epithels nachweisen. Die Kerne der Fibrozyten der Lamina propria und der
glatten Muskelzellen der Tunica muscularis sind schwach positiv. Bei Negativkontrollen blei-

ben die Zellkerne vollstdndig ungefarbt.

4.2.1.1 Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors alpha (ERa) in

der Ampulla

In der Ampulla sind die Kerne der glatten Muskelzellen im Metostrus negativ fiir ERa. Nur in
zwei Proben zeigte sich eine schwach positive (+) Reaktion. Die Fibrozytenkerne der Lamina
propria weisen selbst innerhalb einer Probe gro3e Unterschiede auf. Es sind zwischen 15 und
30% der Kerne ERa-positiv. Auffallend oft liegen die immunpositiven Kerne in der unmittel-
baren Nihe des Epithels. Thre Reaktion ist im Metdstrus durchschnittlich schwach positiv (+).
Am Tag 7 zeigen 2 Proben deutlich positiv reagierende Bindegewebszellkerne. Am Tag 2 und
Tag 4 ist eine negative bis schwach positive Reaktion in den Kernen der Zellen im Lamina
propria zu verzeichnen. Die Zellkerne der Tela subserosa sind wihrend der ganzen Kulturdau-
er ERa--negativ. In den Endothelien ldsst sich ERa nicht nachweisen. Insbesondere im Epithel
variiert die Reaktionsintensitdt mit dem Antikorper gegen ERa in den Eileiter-abschnitten und
wihrend der untersuchten Kulturzeiten. Es ist sehr auftillig, dass sich in beiden Abschnitten,
Ampulla und Isthmus, die Zellkerne der verschiedenen Zellen in ihrer Reaktionsintensitit
unterscheiden. Die basal lokalisierten Kerne der sekretorischen Zellen weisen im allgemeinen
deutlich stirkere ERa-Reaktionen auf, als die in der Zellmitte gelegenen Kerne der Zilienzel-

len. Die basalen Zellen im Epithel sind immer ERa-negativ.

Im Metostrus variiert die Lage der Kerne und ihre Reaktionsintersitit auf ERa. Es sind einige
stark positive Kerne vorhanden (+++), die eine ovale Form haben. Die basal gelegenen, ova-
len Kerne reagieren unterschiedlich, von vollsténdig negativ bis stark ERa-positiv (+++). Die

ehemals in der Zellmitte gelegenen Kerne der Zilienzellen sind an ihrer runden Form zu iden-
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tifizieren. Sie erscheinen oft negativ und selten schwach (+) bis deutlich (++) positiv. In den
Protrusionen von den sekretorischen Zellen befinden sich auch z.T. deutlich (++) bis stark

(+++) positive Zellkerne.

Tab.9 Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors ( ER ) in der Ampul-

la

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 7

77 + + + +

SZ /4 + +/++ ++

BZ - - - -

L. propria + -/+ -/+ -

T. muscularis - - - -

Subserosa - - - -

Serosa - - - -

BL - - _ _

Gefalle - - - -

+ = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = stark positiv, - = negativ

77 = Zilienzellen; SZ = sekretorische Zellen; BZ = Basalzellen; L. propria = Lamina propria;

T. muscularis = Tunica muscularis; BL = Basallamina
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Abb. 12 Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors in der Ampulla des bovi-

nen FEileiters.

A: Tag 0; Die basale Kernreihe (sekretorische Zellen) zeigt eine deutlich bis starke Reaktion
(Pfeil). Die Kerne der zilientragenden Zellen zeigen eine schwach positive Reaktion mit dem
ERa Antikorper. Es finden sich auch kernhaltige Protrusionen die stark positiv reagieren.
L.p. = Lamina propria, Epithel = E

B: Am Tag 2 ist die Reaktion mit ERa am schwéchsten. Lediglich die basale Kernreihe
(sekretorische Zellen) zeigt eine positive Reaktion mit dem ERa Antikorper (Pfeil). L.p. =
Lamina propria, Epithel = E

C: Tag.4; Die Kerne der sekretorischen Zellen weisen deutlich immunpositive Kerne auf
(Pfeil). In der Lamina propria befinden sich schwach positive Kerne. L.p. = Lamina propria,
Epithel = E

D: Tag 7; Die stark positive Kerne (Pfeil) liegen am Tag 7 eher mittig. Basal liegende Kerne
sind oft negativ. Auch im Lamina propria sind deutlich positive Zellen zu beobachten. L.p. =
Lamina propria, Epithel = E
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ER-alpha Expression in der Ampulla des bovionen Eileiters
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Graphik 4: ERa-Expression in der Ampulla des bovinen Eileiters

Graphische Darstellung der Anteile ERa positiver und stark positiver Zellen im Epithel der
Ampulla. Anhand der Graphik wird deutlich, dass sowohl der maximale Anteil an Zellkernen,
die ERa exprimieren als auch die maximale Expression des ERa in der Ampulla am Tag 0
gegeben ist. Am Tag 2 ist sowohl der Anteil aller positiv reagierenden Zellen als auch der
stark positiv reagierenden Zellen (++) am niedrigsten. Am Tag 0 ist der Anteil ERa-positiver
Zellen am hochsten und am Tag 2 am geringsten.
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4.2.1.2 Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors alpha (ERa) im

Isthmus

Die Proben aus dem Isthmussegment weisen in Muskulatur und Bindegewebe im Metostrus
eine deutlich (++) bis stark (+++) positive Reaktion der Zellkerne mit dem Antikdrper gegen
ERa auf. In der Kultur wird die Reaktion schwicher. Die Serosa ist teilweise schwach ERa-

positiv. Die Gefalle weisen keine Reaktion auf.

Im bovinen Eileiterepithel ist die Intensitit der ERa-Immunreaktion im Isthmus stérker als in
der Ampulla. Am Tag 0 ist die basale Kernreihe der sekretorischen Zellen fast durchgingig
stark ERa-positiv (+++). Die in der Mitte der Zelle gelegenen Kerne der Zilienzellen sind
durchschnittlich deutlich positiv (++). Am Tag 2 in der Kultur ist die Expression des Rezep-
tors wie in der Ampulla am geringsten. Es sind nur wenige, stark positive (+++) Kerne vor-
handen. Die Anzahl der deutlich positiv gefirbten Kerne (++) scheint etwas hoher zu sein als
in der Ampulla. Am Tag 4 ist die basale Kernreihe der sekretorischen Zellen nicht ganz so
stark ERa-positiv (++) wie am Tag 0. Zudem sind die in der Zellmitte gelegenen, ovale Kerne
der Zilienzellen nur schwach (+) ERa-positiv gefarbt. Am Tag 7 sind wenige stark positive
(+++) basal gelegene Kerne zu finden. Die ERa-Immunreaktion der basalen Kernreihe ist
auch da stérker als die der in der Epithelmitte gelegenen Kerne. Die Tendenz der Expression

der ERa ist absteigend von Tag 0 zu Tag 7.

Tab. 10 Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors ( ER ) im Isthmus

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 7
77 + + + +
SZ +++ ++ ++ ++
BZ - - - -
L. propria ++ - - -
T. muscularis ++ - - -
Subserosa + - - -
Serosa + - - -
BL - - - -
Gefille - - - -

+ = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = stark positiv, - = negativ

77 = Zilienzellen; SZ = sekretorische Zellen; BZ = Basalzellen; L. propria = Lamina propria;

T. muscularis = Tunica muscularis; BL = Basallamina
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Abb. 13 Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors im Isthmus des bovinen

FEileiters.

A: Tag 0: Die Kerne der sekretorischen Zellen zeigen eine deutlich bis starke Reaktion
(Pfeil). Die Kerne der zilientragenden Zellen zeigen eine schwach positive Reaktion mit dem
ERa Antikorper. L.p. = Lamina propria, Epithel = E

B: Am Tag 2 ist die Reaktion mit ERa am schwéchsten. In der basale Kernreihe findet sich
eine positive Reaktion mit dem ERa Antikorper (Pfeil).

C: Tag 4: Die Kerne der sekretorischen Zellen (Pfeil) weisen deutlich immunpositive Kerne
auf. Die Lamina propria zeigt keine Reaktion mit ERa. L.p. = Lamina propria, Epithel = E
D: Tag 7: Die stark positiven Kerne (Pfeil) liegen am Tag 7 basal. Die Lamina propria (L.p.)
ist negativ. Epithel = E
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4.2.2 Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors (PR)

Der Antikorper gegen den PR bindet spezifisch in den Zellkernen des Epithels, den Fibrozy-
ten in der Lamina propria und der Tunica muscularis. Den gréften Anteil positiver Zellen
weist das Epithel des Eileiters auf. Die Intensitit der Immunreaktion ist jedoch meistens in
den Fibrozyten der Lamina propria starker. Die Reaktionstirke des Epithels variiert wahrend
der Kultur und in den beiden untersuchten Abschnitten. In der Ampulla ist die immunhisto-
chemische Reaktion wesentlich schwicher als im Isthmus. In beiden Ab-schnitten reagieren
die in der Mitte des Epithels lokalisierten Kerne schwécher immunpositiv als die basal gele-

genen. In den einzelnen Proben bestehen deutliche Unterschiede in der Expression von PR.

4.2.2.1 Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors (PR) in der

Ampulla

In der Ampulla ist die Expression des PR ist am Tag 0 am stirksten. Die Kerne der glatten
Muskelzellen zeigen nur sehr schwache (+) oder keine (-) Immunreaktion auf PR. In der Tela
subserosa kommen schwach positive (+) Kerne vor. Die meisten Zellen verhalten sich hier
aber PR-negativ. Die Serosaepithelzellkerne sind teilweise schwach positiv (+). Einige Gefdlle
weisen deutlich (++) PR-positive Reaktion auf, wihrend andere Gefd3e génzlich negativ er-
scheinen. Im Epithel der Ampulla sind am Tag 0 die basal gelegenen Kerne deutlich oder stark
positiv (++/+++) gefarbt. Es sind circa 45% der Zellkerne positiv, davon 10-15% stark positv.

In der Kultur zeigt sich eine deutlich absteigende Tendenz der positiven Reaktion mit PR.
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Tab. 11 Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors (PR) in der Am-

pulla

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 7
77 + + + +
SZ ++ ++ ++ ++
BZ - - - -
L. propria ++ ++ ++ +/++
T. muscularis - - - -
Subserosa + -/+ - -
Serosa -/+ -/+ - -
BL - - - -
Gefille - + - -

+ = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = stark positiv, - = negativ

77 = Zilienzellen; SZ = sekretorische Zellen; BZ = Basalzellen; L. propria = Lamina propria;

T. muscularis = Tunica muscularis; BL = Basallamina
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Abb. 14 Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors in der Ampulla des

bovinen Eileiters

A: Tag 0: Einige stark PR immunpositive Zellkerne befinden sich sowohl in der basalen
Kernreihe, als auch in der Epithelmitte (Pfeile). L.p. = Lamina propria, Epithel = E

B: Tag 2: Die positive Reaktion ist schwécher im Vergleich zu Tag 0. Im Lamina propria
(L.p.) befinden sich einige deutlich bis stark positive Zellkerne (Pfeil). Epithel = E

C: Tag 4: Die positive Zellkerne (Pfeil) liegen hier mittig. L.p. = Lamina propria, Epithel = E
D: Tag 7: Die Intensitdt der Farbung ist in der Lamina propria (Pfeil) stirker als im Epithel
(E).
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Graphik 5: PR-Expression in der Ampulla des bovinen Eileiters

Graphische Darstellung der Anteile PR-positiver und -stark positiver Zellen im Epithel der
Ampulla. Die Gesamtanzahl positiver Zellen ist am Tag 0 und Tag 2 gleich, mit einer abneh-

menden Tendenz zum Tag 7 hin.
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ER-alpha und PR immunpositive Zellen in der Ampulla
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Graphik 6: ERo- und PR-immunpositive Zellen in der Ampulla

Graphische Darstellung der Anteile positiver Zellen (+ und ++) fiir ERo und PR in der

Ampulla zu vier verschiedenen Kulturzeitpunkten.
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4.2.2.2 Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors (PR) im

Isthmus

Im Isthmus ist die Expression des PR in den Zellkernen der Lamina propria deutlich (++) bis
stark (+++) positiv. Die Kerne der glatten Muskelzellen zeigen eine schwach (+) bis deutlich
(++) positive Reaktion mit dem Antikorper. Der PR ldsst sich in den Endothelien der Gefil3e
nicht nachweisen. Der Rezeptorgehalt in der Serosa ist sehr unterschiedlich. Im Epithel des
Isthmus ist die Intensitdt der Expression des PR in allen Kulturstadien starker als in der Am-
pulla, jedoch zeigen sich starke Unterschiede zwischen den einzelnen Proben. Die starksten
immunhistochemischen Reaktionen sind auch hier am Tag 0 zu verzeichnen. Einige basal
gelegenen Kernen sind kriftig gefarbt. Die stark positiven Zellkerne befinden sich auch am
Tag 2 basal. Dieses Bild entspricht in etwa dem am Tag 4 und Tag 7. Es ist jedoch eine deut-

lich absteigende Tendenz zu verzeichnen.

Tab. 12 Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors (PR) im Isthmus

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 7
77 + + + +
SZ ++ ++ ++ ++
BZ - - - -
L. propria ++ ++ ++ ++
T. muscularis + + - -
Subserosa - - - -
Serosa -/+ - - -
BL - - - -
Gefille - - - -

+ = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = stark positiv, - = negativ

77 = Zilienzellen; SZ = sekretorische Zellen; BZ = Basalzellen; L. propria = Lamina propria;

T. muscularis = Tunica muscularis; BL = Basallamina
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Abb. 15 Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors im Isthmus des bovi-

nen FEileiters.

A: Tag 0: In diesen Proben ist nur eine schwach positive Reaktion (Pfeil) der basal liegenden
Zellen des Epithels (E) zu verzeichnen. L.p. = Lamina propria

B: Tag 2: Stark bis deutlich positive Zellkerne (Pfeil) befinden sich im gesamten Epithel (E).
Die Lamina propria (L.p.) weist auch deutlich positive Reaktion auf.

C: Tag 4: In der Lamina propria (L.p.) befinden sich einige stark positive Zellkerne. Auch im
Epithel (E) finden sich stark positive Kerne (Pfeil).

D: Tag 7: Die stark positiven Zellkerne (Pfeil) des Eileiterepithels (E) liegen basal.

L.p. = Lamina propria
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4.2.3 Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins
(OGP)

Die Expression der OGP im Eileiter 1a8t sich hauptsidchlich im Zytoplasma der sekretorischen
Zellen des Epithels nachweisen. Die Fibrozyten in der Lamina propria und in den glatten

Muskelzellen der Tunica muscularis sind schwach positiv. Der histologische Nachweis erfolgt
durch eine spezifische Braunfarbung des Zytoplasmas. Die Negativkontrollen sind vollstindig

ungefarbt.

4.2.3.1 Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins (OGP)

in der Ampulla

In der Ampulla ist das Zytoplasma der glatten Muskelzellen am Tag 0 deutlich (++) positiv fiir
OGP. Die Fibrozyten der Lamina propria weisen auch eine deutlich positive Reaktion mit dem
Antikorper auf. Die Gefdlle zeigen keine Reaktion mit OGP an. In der Tela subserosa ist die
Reaktion schwach (+) bis deutlich (++) positiv. In der Kultur féllt die Reaktion fiir OGP in
den Muskelzellen, in der Lamina propria, sowie in der Tela subserosa negativ aus. Im Eileite-
repithel farbt sich das gesamte Zytoplasma der sekretorischen Zellen intensiv an. Die Protru-
sionen der sekretorischen Zellen zeigen auch eine stark (+++) positive Reaktion. Die Zilien-

zellen erscheinen negativ. Diese Tendenz bleibt bis zum Ende der Kultur erhalten.
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Tab. 13 Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins (OGP) in der

Ampulla
Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 7

77 - - - -

SZ +++ +++ - /-
BZ - - - -

L. propria ++ - - -

T. muscularis ++ - - -
Subserosa ++ - - -
Serosa - - - -

BL - - - -
Gefille - - - -

+ = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = stark positiv, - = negativ

77 = Zilienzellen; SZ = sekretorische Zellen; BZ = Basalzellen; L. propria = Lamina propria;

T. muscularis = Tunica muscularis; BL = Basallamina
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Abb. 16 Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins in der Ampulla

des bovinen Eileiters.

Es ist eine stark positive Reaktion im gesamten Zytoplasma der sekretorischen Zellen wéh-
rend der ganzen Kulturdauer zu beobachten (A: Tag 0, B: Tag 2, C: Tag.4, D: Tag 7).

L.p. = Lamina propria, Epithel = E, SZ = sekretorischen Zellen, ZZ = Zilienzellen,

Pfeil = Protrusion, grof3 Pfeil = GefaB.
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4.2.3.2 Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins (OGP)

im Isthmus

Im Isthmus fallt die Reaktion auf OGP deutlich schwécher als in der Ampulla aus. Eine
schwach (+) bis deutlich (++) positive Reaktion ist nur im Zytoplasma der sekretorischen Zel-
len zu beobachten. Die einzelnen Proben zeigen starke Unterschiede. Vereinzelt sind wiahrend

der gesamten Kulturperiode auch stark (+++) positive Zellen zu finden.

Tab. 14 Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins (OGP) im

Isthmus

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 7

77 - - - -

SZ -/+ + ++ ++

BZ - - - -

L. propria - - - -

T. muscularis - - - -

Subserosa - - - -

Serosa - - - -

BL - - - -

Gefille - - - -

+ = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = stark positiv, - = negativ

77 = Zilienzellen; SZ = sekretorische Zellen; BZ = Basalzellen; L. propria = Lamina propria;

T. muscularis = Tunica muscularis; BL = Basallamina
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Abb. 17 Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins im Isthmus des

bovinen FEileiters.

A: Tag 0: Eine schwach positive Reaktion ist hauptsidchlich im supranukledren Zytoplasma
der Zellen zu finden. L.p. = Lamina propria, Epithel = E, SZ = sekretorischen Zellen

B: Tag 2: Es sind vereinzelt stark positive Zellen zu beobachten. Lamina propria, Epithel = E,
SZ = sekretorischen Zellen

C: Tag 4: Hier zeigt sich eine stark positive Reaktion im basalen Zytoplasma einiger Zellen.
Lamina propria, Epithel = E, SZ = sekretorischen Zellen

D: Tag 7: Einige Zellen im Epithel (E) zeigen eine starke Reaktion im gesamten Zytoplasma.
Lamina propria, SZ = sekretorischen Zellen
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4.2.4 Immunhistochemischer Nachweis des ,Uterine Milk Protein®
(UTMP)

Der Antikorper gegen das ,,Uterine Milk Protein® bindet spezifisch im supranukledren Zytop-
lasma der Epithelzellen, in der Tunica muscularis und in den Gefdfen der Tela subserosa. Die
Reaktion in der Lamina propria féllt im allgemeinen wihrend der gesamten Kulturperiode
negativ aus. Die Gefial3e der Lamina propria sind zum Teil stark positiv fiir UTMP. Die Basal-
zellen zeigen keine Reaktion mit den Antikorpern gegen UTMP. Die Reaktionstirke des Epi-
thels variiert stark in den beiden untersuchten Abschnitten und in den einzelnen Proben. In der
Ampulla ist die immunhistochemische Reaktion wesentlich starker als im Isthmus. In beiden
Abschnitten reagieren die in der Mitte des Epithels lokalisierten Kerne stark UTMP-
immunpositiv. Bei Zellen mit basal gelegenem Zellkerne féllt die Reaktion meistens negativ
aus. Zwischen den einzelnen Proben, besonders aus dem Isthmus, bestehen sehr starke Unter-

schiede in der Expression von UTMP.

Abb. 18 Immunhistologischer Nachweis
von UTMP in der Ampulla am Tag 0.

Ampulla, Tag 0:die Tunica muscularis

(T.m.) zeigt eine stark positive Reaktion an.

In der Tela subserosa (T.s.) befinden sich
grofe stark positive Gefdlle (Pfeil). Epithel
(E), Lamina propria (L.p.) féllt negativ aus.

Abb. 19 Immunhistologischer Nachweis
von UTMP im Isthmus am Tag 0.

Isthmus, Tag 0: die Tunica muscularis
(T.m.) ist stark positiv fiir UTMP. Epithel
(E), Lamina propria (L.p.) sind negativ. In
der Tela subserosa (T.s.) befinden sich
grofe stark positive Gefdle (Pfeil).
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4.2.4.1 Immunhistochemischer Nachweis des ,Uterine Milk Protein™ (UTMP) in
der Ampulla

In der Ampulla sind die glatten Muskelzellen im Met6strus stark positiv (+++) fiir UTMP. Die
Fibrozyten der Lamina propria zeigen im Metdstrus keine Reaktion mit den UTMP-
Antikorpern. Wihrend der Kultur zeigen vereinzelte Fibrozyten eine deutlich (++) positive
Reaktion. In den Basalzellen und in der Tela subserosa féllt die Immunreaktion auf UTMP
wéhrend der gesamten Kultur negativ aus. In den Endothelien l4sst sich UTMP deutlich
nachweisen. Die Reaktionsintensitdt mit dem Antikdrper gegen UTMP variiert insbesondere
im Epithel innerhalb der untersuchten Eileiterabschnitte und Kulturzeiten. Es ist auffallend,
dass in beiden Abschnitten, Ampulla und Isthmus, die Zellkerne der verschiedenen Zellen sich
in ihrer Reaktionsintensitét unterscheiden. Die Zellen mit basal lokalisierten Kernen weisen
im allgemeinen keine UTMP-Reaktionen auf, im Gegensatz zu den Zellen mit in der Zellmitte

gelegenen Kernen, die stark positiv sind.

Tab. 15 Immunhistochemischer Nachweis des Uterine Milk Protein (UTMP) in der
Ampulla

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 7

77 4+ —t+ s o+

SZ _ _ _ ;

BZ - - - -

L. propria - - - -

T. muscularis +++ +++ 4+ +++

Subserosa - - - -

Serosa - - - -

BL - - - -

Gefille 4+ 4+ -+ 4/

+ = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = stark positiv, - = negativ

77 = Zilienzellen; SZ = sekretorische Zellen; BZ = Basalzellen; L. propria = Lamina propria;

T. muscularis = Tunica muscularis; BL = Basallamina




Abb. 20 Immunhistochemischer Nachweis des ,,Uterine Milk Protein* (UTMP) in der Am-

pulla des bovinen Eileiters.

Es ist eine stark positive Reaktion im supranukledren Zytoplasma (Pfeile) der Zellen wahrend
der ganzen Kulturdauer zu beobachten (A: Tag 0, B: Tag 2, C: Tag.4, D: Tag 7).
L.p. = Lamina propria, E = Epihtel
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4.2.4.2 Immunhistochemischer Nachweis des ,,Uterine Milk Protein™ (UTMP) im
Isthmus

Im Isthmus fallt die Reaktion mit UTMP deutlich schwicher als in der Ampulla aus. Die glat-
ten Muskelzellen zeigen eine stark (+++) bis deutlich (++) positive Reaktion mit dem Anti-
korper. Das UTMP lasst sich in den Endothelien der Gefél3e deutlich nachweisen. Die Lamina
propria bleibt wahrend der gesamten Kulturperiode negativ, ebenso die Tela subserosa. Im
Epithel des bovinen Eileiters ist im supranukledren Zytoplasma der Zilienzellen eine stark
(+++) positive bis negative (-) Reaktion zu beobachten. Die einzelnen Proben zeigen sehr
starke Unterschiede. Vereinzelt sind wihrend der gesamten Kulturperiode auch stark (+++)

positive Zellen zu finden.

Tab. 16 Immunhistochemischer Nachweis des ,,Uterine Milk Protein“ (UTMP) im

Isthmus

Tag 0 Tag 2 Tag 4 Tag 7

77 -+ -/++ o)+ _/++

SZ _ : ; ;

BZ - - - -

L. propria - - - -

T. muscularis +++ -+ +++ 4+

Subserosa - - - -

Serosa - - - -

BL - - - -

Gefille 4+ o 4+ +H/+++

+ = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = stark positiv, - = negativ

77 = Zilienzellen; SZ = sekretorische Zellen; BZ = Basalzellen; L. propria = Lamina propria;

T. muscularis = Tunica muscularis; BL = Basallamina




Abb. 21 Immunhistochemischer Nachweis des ,,Uterine Milk Protein“ (UTMP) im Isthmus

des bovinen Eileiters.

A: Tag 0: Vereinzelt ist eine positive Reaktion im supranukledren Zytoplasma der Zellen
(Pfeil) zu finden. L.p.= Lamina propria, Epithel = E

B: Tag 2: Es sind vereinzelt stark positive Zellen (Pfeil) zu beobachten. L.p.= Lamina propria,
Epithel = E

C: Tag 4: Hier zeigt sich eine stark positive Reaktion im supranukledren Zytoplasma (Pfeil)
der meisten Zellen. L.p.= Lamina propria, Epithel = E

D: Tag 7: Es ist keine Reaktion im Epithel (E) zu verzeichnen.

L.p. = Lamina propria
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4.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Das bovine Eileiterepithel ist einschichtig hochprismatisch. Die Zilienzellen und die sekreto-
rischen Zellen sind gleicher Hohe. Ein Teil der sekretorischen Zellen wolbt sich ins Zelllumen
vor und zeigt apikale Protrusionen. Beide Zellarten sitzen auf einer nur leicht gewellten Ba-
salmembran auf. Die Zilienzellen und die sekretorischen Zellen kommen in der Regel alter-
nierend vor. Sie konnen einzeln oder in Gruppen liegen. Es werden gelegentlich auch runde,
basal gelegene Zellen gefunden, die nicht an der Basalmembran verankert sind und bei denen

es sich um Lymphozyten handelt.

Die Zellmembranen zwischen den benachbarten Zilienzellen verlaufen relativ gleichmiafBig.

Im Vergleich dazu haben die sekretorischen Zellen eher eine gewellte Membran.

Benachbarte Zellen sind durch gut ausgebildete Zellverbindungen miteinander verbunden.
Die Zonulae occludentes oder ,,tight junctions* befinden sich unmittelbar unter der freien O-
berflache des Epithels. Hier verschmelzen die Membranen benachbarter Zellen. Der lumen-
nahe Fusionsbereich erstreckt sich iiber die ganze Zirkumferenz der Zelle. Diese ,,tight juncti-
ons* versiegeln den Interzellularraum nahe der Epitheloberflache gegen das Lumen. In den
anschlieBenden Zonulae adhaerentes verlaufen die Membranen der benachbarten Zellen paral-
lel zueinander. Weiter lassen sich gut ausgebildete Desmosomen beobachten. Die Zell-
membranen zeigen in diesem Bereich auf der jeweiligen Zytoplasmaseite Haftplatten aus e-
lektronendichtem Material, in die zytoplasmatische Intermediérfilamente (Tonofilamente)

einstrahlen.

Die Zilienzellen besitzen zwei Arten von Oberfladchenstrukturen, bewegliche Kinozilien und
Mikrovilli, die der OberflichenvergroBerung dienen. Die Zilien konzentrieren sich eher in der
Mitte der Zellen und werden zur Peripherie der Zellen weniger. Sie besitzen die typische
(9x2)+2-Struktur. Thre Basalkorperchen liegen in regelméBiger Anordnung direkt unter der
apikalen Zellmembran. Es sind auch Deuterosomen und Prozentriolen zu beobachten, was fiir
eine Ziliogenese spricht. Die Zellkerne der Zilienzellen befinden sich im apikalen Drittel der
Zelle. Sie haben eine ovale Form, ziemlich gro3e Nucleoli und eine relativ glatte Kernmem-
bran. Sie enthalten hauptsidchlich Euchromatin, nur in den Randbezirken ist auch kondensier-
tes Chromatin (Heterochromatin) zu finden. Die Zilienzellen haben zahlreiche Mitochondrien.
Diese liegen mehr oder weniger parallel zur Langsachse der Zelle im supranukleédren Areal.

Der Golgi-Apparat besteht aus mehreren Stapeln von Zisternen und Vesikeln unterschiedli-
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cher GroBe. Das gut ausgebildete endoplasmatische Retikulum der Zilienzellen weist nah an-
einander liegende Zisternen auf. Die sekretorischen Zellen haben im Vergleich zu den zi-
lientragenden Zellen ein deutlich elektronendichteres Zytoplasma. Thr Zytoplasma weist viele
Polyribosomen auf. Die sekretorischen Zellen besitzen als Oberflachenstruktur Mikrovilli.
Apikal weisen die sekretorischen Zellen, abhingig vom Zyklusstadium, Protru-sionen auf.
Die Protrusionen konnen sowohl sekretorische Granula, endoplasmatisches Retikulum, gele-
gentlich Mitochondrien und auch Zellkerne enthalten. Die Zellkerne der sekretorischen Zellen
befinden sich im basalen Drittel der Zelle. Sie werden, wie erwéhnt, zyklusabhingig bei man-
chen Zellen in die Protrusionen verlagert. Diese Kerne zeigen oft eine unregelmifBige Form,
mit starken Einkerbungen in der Kernhiille. Die sekretorischen Zellen zeigen ein stark ausge-
pragtes raues endoplasmatisches Retikulum (RER), das dicht gepackt und ribosomenreich ist
und sich apikal oder supranukleér in der Zelle befindet. Es besteht aus kurzen Zisternen oder
Vesikeln und erscheint oft deutlich dilatiert. In den sekretorischen Zellen kommen relativ we-
nig Mitochondrien vor. Sie befinden sich meist im apikalen Zytoplasma der Zelle und sind
relativ groB3. Die sekretorischen Zellen enthalten einen gut ausgebildeten Golgi-Komplex. Er
liegt im supranukledren Zytoplasma. Selten ist er apikal gelegen. Verschieden strukturierte
sekretorische Granula kommen ausschlieBlich bei den sekretorischen Zellen vor. Thre Form ist
rund oder oval bis ldnglich-oval. Sie sind meist direkt unter der apikalen Zellmembran lokali-
siert. Der Grof3teil der Granula ist stark elektronendicht und erscheint dadurch homogen dun-
kel. Zusitzlich werden auch weniger elektrondichte Granula beobachtet. Die stark elektro-
nendichten Granula sind direkt unter der apikalen Zellmembran lokalisiert. Basal von ihnen
sind dann meist die weniger dichten Granula angeordnet. Es sind auch lamellar strukturierte

sekretorische Granula zu beobachten.

Die dritte Zellart im Eileiterepithel sind die basal lokalisierten Lymphozyten. Es handelt sich
um kleine, runde Zellen mit heterochromatischem Kern und wenig hellem Zytoplasma. Sie
liegen in der Nédhe der Basallamina, sind aber nicht an ihr verankert. Sie weisen auch keine

Verbindungen zu den Nachbarzellen auf.



Abb. 22 Uberblick iiber das Eileiterepithel mit darunter liegendem Bindegewebe der
Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag 0.
Das einschichtig hochprismatische Epithel sitzt der Basalmembran (BM) auf, dessen Fibrozy-

ten longitudinal zum Epithel liegen. FZ = Fibrozyt, BK = Basalkorperchen,
N = Nukleus, SG = sekretorische Granula, Z = Zilien.
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Abb. 23 Ausschnitt aus dem Eileiterepithel der Ampulla (Metostrus) des bovinen Eileiters
am Tag 0.

Das einschichtig hochprismatische Epithel setzt sich aus zilientragenden und sekretorischen
Zellen zusammen. Diese liegen dicht aneinander und kommen meist abwechselnd vor.

BK = Basalkorperchen, MV = Mikrovilli, N = Nukleus, P = Protrusionen, RER = raues en-
doplasmatisches Retikulum, SG = sekretorische Granula, Z = Zilien, Pfeil = Desmosomen
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Abb. 24 Ziliogenese in der Ampulla (Metostrus) des Eileiters am Tag 0.

Im apikalen Bereich der Zilienzellen sind deutliche Anzeichen fiir Ziliogenese zu erkennen:
fibrose Granula und Deutorosomen (Deu). Zudem sind zahlreiche Basalkorper (BK) zu er-
kennen. Die Zellen sind eng tiber Desmosomen und ,,tight junctions* (TJ) verbunden. Im api-
kalen Zytoplasma liegen zahlreiche Mitochondrien vom Cristae-Typ. IN = Invaginationen,
MYV = Mikrovilli, N = Nukleus, SG = sekretorische Granula, Z = Zilien.



Abb. 25 Ausschnitt aus dem Epithel der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters
am Tag 0.

Die zilientragenden Zellen sind deutlich von den sekretorischen Zellen zu unterscheiden. An
der luminalen Seite der Zilienzellen sind Zilienanschnitte der Struktur (9x2)+2 zu erkennen.
Die Zilienzellen sind durch ein helleres, weniger elektronendichtes Zytoplasma und becher-
formige Gestalt gekennzeichnet. Im Gegensatz hierzu stellen sich die sekretorischen Zellen
schmaler und mit deutlich elekronendichterem Zytoplasma und grof8en sekretorischen Vakuo-
len (SG) dar. BK = Basalkorperchen, D = Desmosomen, Deu = Deuterosomen,

fRi = freie Ribosomen, GL = Glykogenansammlung, MI = Mitochondrien, N = Nukleus,

P = Protrusion, SG = sekretorische Granula, TJ =, tight junction®, Z = Zilien
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Abb. 26 Sekretorische Zellen in der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag 0.

Sekretorische und Zilienzellen sind in diesem Epithelausschnitt gut zu differenzieren. Einige
der sekretorischen Zellen bilden Protrusionen (P) aus, an deren Oberflache zahlreiche Mikro-
villi zu erkennen sind. Im Gegensatz hierzu sind die Zilienzellen durch eine plane Oberfléche
mit zahlreichen Zilien (Z) gekennzeichnet. BK = Basalkdrperchen, GA = Golgi Apparat, MI =
Mitochondrien, N = Nukleus, NK = Nukleolus, P = Protrusionen, RER = raues endoplasmati-
sches Retikulum, SG = sekretorische Granula, TJ = ,.tight junction®.
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Abb. 27 Protrusionen der sekretorischen Zellen in der Ampulla des bovinen Eileiters

am Tag 0.

Die Protrusionen (P) der sekretorischen Zellen sind unregelmiBig geformt. Innerhalb der
Protrusionen sind sekretorische Granula (SG), endoplasmatisches Retikulum sowie Mito-
chondrien zu finden. BK = Basalkorperchen, IN= Invagination, N = Nukleus,

P = Protrusion, TJ =, tight junctions®, Z = Zilien.



Abb. 28 Epithelausschnitt aus der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag 0.

¢

Innerhalb des Epithels sind zahlreiche Zellverbindungen zu erkennen: ,,junctional complexes*
(JC) und Invaginationen (IN). Desweiteren sind in den sekretorischen Zellen ein stark ausge-
pragtes endoplasmatisches Retikulum (RER) sowie ,,digiprints* (DP) zu lokalisieren.

N = Nukleus, SG = sekretorische Granula.



Abb. 29 Lymphozyt im Eileiterepithel der Ampulla (Metostrus) des bovinen Eileiters
am Tag 0.
Der basal liegende Lymphozyt (LZ) ist klein. Er besitzt einen grolen Kern (N) und ist von

hellem Zytoplasma umgeben. BM = Basalmembran, FZ = Fibrozyt, RER = raues
endoplasmatisches Retikulum.
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Am Tag 2 der Zellkultur kdnnen die Zilienzellen und die sekretorischen Zellen sehr gut von-
einander unterschieden werden. Die Zilienzellen besitzen gut ausgebildete Zilien, zahlreiche
Basalkorper, Deuterosomen und Prozentriolen, welche deutliche Anzeichen fiir eine Zilioge-
nese sind. Supranukleér befinden sich zahlreiche Mitochondrien. Die Zellkerne der Zilienzel-
len haben eine relativ glatte Kontur und meistens einen Nukleus. RER und GA sind auch e-

benso gut erhalten.

Die sekretorischen Zellen haben zahlreiche intakte Mikrovilli. Sie besitzen relativ viel, meis-
tens dilatiertes RER. Auch ihre Zellkerne sehen intakt aus. Sie besitzen hdufig mehr als einen
Nukleolus. Die sekretorischen Granula kommt im Vergleich zu Tag 0 in verminderter Anzahl
vor. Es sind verschiedene Arten von Protrusionen zu beobachten. Manche enthalten nur Gra-

nula und Vakuolen, andere auch Zellorganellen und Zellkerne.

Ein sehr interessanter Befund sind Zellen, die sowohl Merkmale von sekretorischen Zellen
(Mikrovilli und sekretorische Granula, viel RER), als auch von Zilienzellen aufweisen (deut-
lich zu sehen sind auch Deuterosomen). Bei allen Epithelzellen sind verschiedene Lysosomen
und Vakuolen zu beobachten. Die Glykogenansammlungen kommen im Vergleich zum Tag 0

vermehrt vor, die Basalmembran ist eben und nicht unterbrochen.
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Abb. 31 Ziliogenese im Eileiterepithel der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am

Tag 2 der Kultur.

Innerhalb der zilientragenden Zellen sind deutliche Anzeichen fiir aktive Ziliogenese zu er-
kennen: Deuterosomen (Deu), Prozentriolen (Pr) und Basalkorper (BK). D = Desmosomen,
GL = Glykogenansammlung, MI = Mitochondrien, N = Nukleus, TJ = ,,tight junctions®,
VA = lipidhaltige Vakuole, Z = Zilien.



Abb. 32 Ausschnitt aus dem Epithel der Ampulla (Metostrus) des bovinen Eileiters

am Tag 2 der Kultur.

Unter der apikalen Zellmembran der sekretorischen Zelle befinden sich zahlreiche elektronen-
dichte sekretorische Granula (SG), die zum Teil mittels Exozytose ins Lumen ausgeschleust
werden. BK = Basalkdrperchen, GL = Glykogenansammlung, JC =, junctional complexes®,
MYV = Mikrovilli, N = Nukleus, Z = Zilien, RER = raues endoplasmatisches Retikulum.
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Abb. 33 Protrusionen der sekretorischen Zellen im Epithel der Ampulla (Metdstrus) des

bovinen Eileiters am Tag 2 der Kultur.

Die Protrusionen (P) wolben sich ballonartig ins Lumen vor und enthalten zahlreiche Zellor-
ganelle und Vakuolen. Die Oberfldache der Protrusion weist zahlreiche Mikrovilli (MV) auf.
IN = Invagination, JC = ,,junctional complexes*, N = Nukleus.



Abb. 34 Sekretorische Zelle im Epithel der Ampulla (Metostrus) des bovinen Eileiters am
Tag 2 der Kultur.

Die schmalen sekretorischen Zellen besitzen einen ldnglichen Zellkern (N), welcher viel
Euchromatin und randstdndiges Heterochromatin aufweist. Sie besitzen mehrere Nukleoli
(NK). Die Zellen liegen dicht beieinander und stehen durch ,,tight junctions* und zahlreiche
Invaginationen (IN) in engem Kontakt. Weiterhin fallen auf: grof3e Lipidvakuolen und Gly-
kogenansammlungen sowie stark dilatiertes raues endoplasmatisches Retikulum.

MYV = Mikrovilli.



Abb. 35 Eileiterepithel der Ampulla (Metostrus) am Tag 2 der Kultur.

Vereinzelt sind in sekretorischen Zellen Anzeichen fiir Ziliogenese zu erkennen.

BK = Basalkdrperchen, D = Desmosomen, Deu = Deuterosomen, TJ =, tight junctions®,
JC = ,junctional complexes, N = Nukleus, SG = sekretorische Granula, MV = Mikrovilli,
Z = Zilien, RER = raues endoplasmatisches Retikulum.
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Am Tag 4 sind relativ wenig Zilienzellen zu beobachten. Sie enthalten supranukleér in ihrem
Zytoplasma zahlreiche Mitochondrien. Es scheint, dass ein Teil der Mitochondrien ihre
Cristae verlieren. Es gibt auch keine deutlichen Anzeichen fiir eine Ziliogenese wie am Tag 0
und Tag 2. Die Zellkerne der Zilienzellen haben eine relativ glatte Kontur und sehen intakt
aus. Die sekretorischen Zellen haben zahlreiche intakte Mikrovilli. Sie besitzen auch relativ
viel, meistens dilatiertes RER und die Zellkerne sind gut erhalten. Es sind nur wenige sekreto-
rische Granula zu finden. Weiter sind verschiedene Arten von Protrusionen zu beobachten.
Manche enthalten nur Granula und Vakuolen, andere auch Zellorganelle und Zellkerne.
Hauptsdchlich im basalen Epithelbereich kommen zahlreiche Lysosomen, relativ gro3e Gly-
kogenansammlungen und verschiedene Arten von Vakuolen vor. Dabei konnen Vakuolen mit
hellem Rand und homogenem Inhalt (Lipidvakuolen) und solche, die von einer doppelten
Membran umrandet sind, unterschieden werden. Die Zellverbindungen sind intakt und die

Zellen liegen dicht aneinander.
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Abb. 36  Ausschnitt aus dem Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus)

am Tag 4

Innerhalb des Epithels trdgt der gro3te Anteil der sekretorischen Zellen zellorganellreiche
Protrusionen (P). Die Kerne (N) sind linglich bis oval und weisen aufféllige Einkerbungen
auf. IN = Invagination, MI = Mitochondrien.
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Abb. 37 Kernhaltige Protrusionen der sekretorischen Zellen aus dem Epithel des bovinen
Eileiters der Ampulla (Metdstrus) am Tag 4 der Kultur.

Neben zellorganellreichen Protrusionen (P) treten im Eileiterepithel am Tag 4 kernhaltige
Protrusionen auf. GL = Glykogenansammlung, IN = Invagination, MV = Mikrovillli,

MI = Mitochondrien, N = Nukleus, P = Protrusion, RER = raues endoplasmatisches Retiku-
lum, TJ = ,tight junctions®, VA = Vakuolen.
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Abb. 38 Sekretorische Zellen im Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus) am
Tag 4 der Kultur.

Innerhalb der sekretorischen Zellen kommt viel raues ER (RER) vor, welches auch in den
Protrusionen (P) zu finden ist. An der Oberflache sind fingerférmige Mikrovilli (MV) er-
kennbar. Im Zytoplasma sind nur wenige sekretorische Granula (SG) zu beobachten.

BM = Basalmembran, MI = Mikrovilli, N = Nukleus, NK = Nukleolus, TJ = ,.tight junctions*.
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Abb. 39 Ausschnitt aus dem Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus)

am Tag 4 der Kultur.

Innerhalb des Epithels sind zilientragende und sekretorische Zellen zu unterscheiden. Auffal-
lend ist die groBe Anzahl an lysosomalen Vakuolen (VA) im Zytoplasma der zilientragenden
Zelle. Die Protrusion (P) der sekretorischen Zelle enthilt Zellorganelle wie Mitochondrien
(MI) und raues ER (RER) als auch einen unregelmifBig geformten Zellkern (N) und zahlreiche
Glykogenaggregate (Pfeil). BK = Basalkorperchen, MV = Mikrovilli,

NK = Nukleolus, Z = Zilien.



Abb. 40 Ausschnitt aus dem Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus)

am Tag 4 der Kultur.

Im basalen Zytoplasma der Eileiterepithelzelle sind grofle Autolysosomen mit heterogenem
Inhalt erkennbar. Auffillig sind auBBerdem dilatierte Mitochondrien (MI). Desweiteren sind
Vakuolen (VA) mit hellem Rand und homogenem Inhalt sowie Vakuolen, welche von einer
doppelten Membran begrenzt werden, zu unterscheiden. MV = Mikrovilli, N = Nukleus,
NK = Nukleolus.



120

Abb. 41 Sekretorische Zellen im Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus)
am Tag 4 der Kultur.
Innerhalb des Epithels sind sekretorische Zellen zu erkennen, welche sich aus dem Zellver-

band l6sen. Gl = Glykogenansammlung, MI = Mitochondrien, N = Nukleus,
P = Protrusion, VA = Vakuole.
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Am Tag 7 erscheint die Anzahl von Vakuolen und Autolysosomen im Vergleich zu Tag 4 ge-
ringer. Es sind mehr Zilienzellen verglichen mit Tag 4 zu beobachten, die zum Teil auch
Deuterosomen aufweisen. Die Oberflachenstrukturen der Zellen sind gut erhalten. Die Zilien-
zellen sind von den sekretorischen Zellen gut zu unterscheiden. Es sind auch vermehrt sekre-
torische Granula im Vergleich zum Tag 4 zu finden. Es kommen weniger Protrusionen vor.
Eine interessante Beobachtung ist eine Protrusion, die eine Vakuole mit Zilienanschnitten
enthélt. Dies wurde in den vorangegangenen Tagen nicht beobachtet. Die Zellen liegen dicht
aneinander und die Zellverbindungen erscheinen intakt. Es sind ,.tight junctions®, Invaginatio-
nen und Desmosomen zu finden. Die Basalmembran ist intakt, glatt und ohne Unterbrechun-

gen.



Abb. 42 Zilientragende Zellen im Eileiterepithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Me-

tostrus) am Tag 7 der Kultur.

Unter der apikalen Zellmembran sind gut ausgebildete Basalkorperchen (BK) und Anzeichen
fiir Ziliogenese erkennbar. Zudem sind im supranukledren Zytoplasma der Zilienzellen zahl-
reiche Mitochondrien (MI) vom Cristae Typ zu finden. GL = Glykogenansammlung,

IN = Invagination, N = Nukleus, SG = sekretorische Granula,

TJ = ,.tight junctions®, Z = Zilien.



Abb. 43 Sekretorische und zilientragende Zellen im Eileiterepithel des bovinen Eileiters der

Ampulla (Metdstrus) am Tag 7 der Kultur.

Der apikale Epithelbereich der zilientragenden und der sekretorischen Zellen erscheint auf
gleicher Ebene zu liegen. Als Oberflidchenstrukturen sind Kinozilien und Mikrovilli (MV)
erkennbar. Innerhalb der sekretorischen Zellen sind sekretorische Granula (SG) sichtbar.
BK = Basalkorperchen, GL = Glykogenansammlung, MI = Mitochondrien, N = Nukleus,
TJ =, tight junctions®, Z = Zilien, IN = Invagination.
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Abb. 44 Sekretorische Zellen im Eileiterepithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Me-
tostrus) am Tag 7 der Kultur der Kultur.
Die sekretorischen Zellen tragen nur vereinzelte Protrusionen (P), welche iiber einen schma-

len Zytoplasmasteg mit der dazugehdrenden Zelle verbunden sind. IN = Invagination, MV =
Mikrovilli, N = Nukleus, SG = sekretorische Granula, TJ = ,,tight junctions*.



Abb. 45 Ausschnitt aus dem Eileiterepithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus)
am Tag 7 der Kultur.

Im basalen Zytoplasma der Epithelzellen sind nur wenige Zellorganellen zu beobachten. Zu-
dem stehen die Zellen iiber Invaginationen (IN) in engem Kontakt zueinander. Die Zellkerne
(N) sind schmal und weisen etwas Heterochromatin auf. MI = Mitochondrien,

NK = Nukleolus.
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Abb. 46 Basallamina des Eileiterepithels des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus) am
Tag 7 der Kultur.

Die Eileiterepithelzellen sitzen einer gut ausgebildeten, durchgehenden Basalmembran (BM)
auf. GL = Glykogenansammlung, FZ = Fibrozyt, N = Nukleus.



Abb. 47 Bindegewebe des Eileiterepithels des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus) am
Tag 7 der Kultur.
Das Bindegewebe erscheint locker strukturiert. Die Fibrozyten (FZ) besitzen nur einen zellor-

ganellarmen schmalen Zytoplasmasaum und einen gro3en ovalen Kern (N), welcher meist 1-3
randstdndige Nukleoli enthédlt. BM = Basalmembran.



4.4 Glykohistochemische Untersuchungen am bovinen Eileiter

4.4.1 Bindungsstellen fir Canavalia ensiformis Agglutinin (Con A)

Sowohl die Zilienzellen als auch die sekretorischen Zellen des bovinen Eileiterepithels zeigen

eine deutlich positive (++) Bindung von Con A. Im gesamten Zytoplasmabereich sind zahlrei-

che, stark positive Granula zu beobachten. Auch die Zilien der Zellen reagieren stark positiv

(+++) mit Con A. Die Basalzellen und Hauptzellen des Eileiterepithels weisen im gesamten

Zytoplasma aller Segmente Bindungsstellen fiir Con A auf, jedoch ist die Reaktion im Zytop-

lasma der Basalzellen besonders auffallend. Die Protrusionen der sekretorischen Zellen zeigen

eine stark positive (+++) Reaktion mit Con A. Im Gegensatz dazu weist das Bindegewebe

eine weniger intensive Farbung (+) auf. Die Basalmembran ist gut dargestellt. Die Intensitét

der Reaktion bleibt wahrend der gesamten Kulturperiode relativ unverindert.

Abb. 48 Con A-Bindung im Isthmus am
Tag 0, SB =20um

Das gesamte Epithel (E) im Isthmus weist
Bindungsstellen fiir Con A auf; die apikale
Glykokalix und die Zilien der Zilienzellen

sind stark positiv (Pfeil). L.propria = (L.p.).

Abb. 49 Con A-Bindung in der Ampulla
am Tag 0, SB =20um

Das gesamte Epithel (E) in der Ampulla
weist Bindungsstellen fiir Con A auf; die
apikale Glykokalix und die Protrusionen
der sekretorischen Zellen sind stark positiv
(Pfeil). L.propria = (L.p.).
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Abb. 50 Con A-Bindung in der Ampulla
am Tag 2, SB = 10pum

Das gesamte Epithel (E) der Ampulla weist
Bindungsstellen fiir Con A auf. Im supra-
nukleédren Bereich der Zellen sind stark po-
sitive Granula zu beobachten (Pfeil). In der
L.propria (L.p.) befinden sich vereinzelt
auch stark positive Granula (groBer Pfeil).

Abb. 52 Con A-Bindung in der Ampulla
am Tag 7, SB = 10um
Das gesamte Epithel (E) der Ampulla weist

Bindungsstellen fiir Con A auf. Im supra-
nukledren Bereich der Zellen sind stark po-

sitive Granula zu beobachten (grof3er Pfeil).

In der L.propria (L.p.) befinden sich stark
positive Lymphozyten (Pfeil).

Abb. 51 Con A-Bindung in der Ampulla
am Tag 4, SB =20um

Das gesamte Epithel (E) der Ampulla
weist Bindungsstellen fiir Con A auf. Die
Protrusionen der sekretorischen Zellen
sind deutlich positiv (Pfeil). Im basalen
Bereich des Epithels befinden sich verein-
zelt stark positive Lymphozyten (groBBer
Pfeil), L.propria = L.p.
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4.4.2 Bindungsstellen fir Pisum sativum Agglutinin (PSA)

Der apikale Epithelsaum des Eileiterepithels zeigt eine deutlich positive (++) Reaktion. Das
Epithel reagiert weiter basal an manchen Stellen schwach positiv (+). Im Isthmus ist die Reak-
tion an der apikalen Oberfldche des Epithels stark positiv (+++) im Vergleich zur Ampulla.
Die Zilien der Zilienzellen und die Protrusionen der sekretorischen Zellen zeigen ebenfalls
eine stark positive (+++) Reaktion. Das Bindegewebe, die Basalmembran und die Gefd3e sind
intensiver gefarbt als die Epithelschicht. Bei einem Vergleich zwischen Tag 0 und Tag 7 ist zu

beobachten, dass die Reaktion im Epithel schwicher wird und sich im Gegensatz dazu die

Reaktion im Bindegewebe, in der Basalmembran und in den Gefaf3en intensiviert.

Abb. 53 PSA-Bindung im bovinen Eileiter Abb. 54 PSA-Bindung im bovinen Eilei-
am Tag 0, SB = 10um ter am Tag 2, SB =20um

Der apikale Epithelsaum des Eileiterepithels Die apikale Eileiterepitheloberfliche

zeigt eine positive Reaktion fiir PSA. Ver- (Pfeil) zeigt eine positive Reaktion fiir
einzelt sind im supranukledren Zytoplasma PSA. Auch im supranukledren Zytoplasma
der Eileiterepithelzellen positive Granula der Zellen befinden sich positive Granula
(Pfeil) zu beobachten. Epithel = E, Lamina (Pfeil). Epithel = E, Lamina propria = L. p.

propria = L. p.
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Abb. 55 PSA-Bindung im bovinen Eileiter
am Tag 4, SB =20um

Am Tag 4 zeigt der apikale Epithelsaum
(Pfeil) des Eileiterepithels auch eine positi-
ve Reaktion fiir PSA. Im supranukledren
Zytoplasma der Eileiterepithelzellen sind
positive Granula (Pfeil) zu beobachten. In
der Lamina propria (L.p.) finden sich deut-
lich positive Gefdlle und Lymphozyten
(groBer Pfeil). Epithel = E.

Abb. 56 PSA-Bindung im bovinen Eilei-
ter am Tag 7, SB = 50um
Am Tag 7 zeigt die apikale Oberfldche des

Eileiterepithels (E) eine schwach positive
Reaktion. Lamina propria = L.p.
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4.4.3 Bindungsstellen flr Ulex europaeus Agglutinin (UEA)

Die Eileiterepitheloberflache zeigt eine starke Reaktion mit UEA. Am intensivsten reagieren
die Oberflachenstrukturen der Zellen, die Zilien und die Mikrovilli. Die Protrusionen der

sekretorischen Zellen weisen ebenso eine stark positive (+++) Farbung auf. Das Bindegewebe

zeigt eine schwach positive (+) Reaktion an. Die Basalmembran ist negativ (-).

Abb. 57 UEA-Bindung im bovinen Eilei- Abb. 58 UEA-Bindung im bovinen

ter am Tag 0, SB = 20um Eileiter am Tag 2, SB = 20um

Die Eileiterepitheloberfliche weist eine Am Tag 2 zeigt die Eileiterepithel-

starke Reaktion mit UEA auf. Am intensivs- oberflache auch eine starke Reaktion mit
ten reagieren die Kinozilien der Zilienzellen UEA. Im Zytoplasma der Eileiterepithel-
und die Mikrovilli der sekretorischen Zellen zellen finden sich stark positive Granula
(Pfeil). Ebenso eine stark positive Reaktion (groBer Pfeil). Die Protrusionen (Pfeil) der
zeigen supranukledr gelegene Granula (gro- sekretorischen Zellen weisen ebenso eine
Ber Pfeil). stark positive Reaktion auf. Epithel = E,

Epithel = E, Lamina propria = L.p. Lamina propria = L.p.
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Abb. 59 UEA-Bindung im bovinen Eilei-
ter am Tag 4, SB = 20um

Am Tag 4 sind sowohl stark positive Ober-
flichenstrukturen als auch Protrusionen
(Pfeil) zu beobachten. Epithel = E,

Lamina propria = L.p.

Abb. 60 UEA-Bindung im bovinen
Eileiter am Tag 7, SB = 20um

Am Tag 7 sind sowohl die Zilien und
Mikrovilli der Eileiterepithelzelle, als auch
ihre Protrusionen (Pfeil) stark positiv. Epi-
thel = E, Lamina propria = L.p.
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4.4.4 Bindungsstellen far Triticum vulgare Agglutinin (WGA)

WGA-Bindungsstellen treten im Eileiterepithel als stark positiver Epithelsaum in Erschei-
nung. Auch das Zytoplasma reagiert, vor allem im apikalen Bereich, stark positiv. Die Zilien
und die Mikrovilli reagieren in allen Segmenten stark positiv. Aulerdem reagieren die Protru-
sionen sehr intensiv (+++). Es sind intensiv gefdrbte Granula im Zytoplasma der Hauptzellen

zu erkennen, die hauptsédchlich im apikalen Bereich lokalisierbar sind. Das Bindegewebe, die

Basalmembran und die Gefidlle zeigen eine deutlich positive (++) Reaktion.

Abb. 61 WGA-Bindung im bovinen Eilei- Abb. 62 WGA-Bindung im bovinen

ter am Tag 0, SB = 50um Eileiter am Tag 2, SB = 20um

Die apikale Oberflache (Pfeil) des Eileitere- Der apikale Epithelsaum (Pfeil) des Eilei-
pithels zeigt eine stark positive Reaktion mit ters reagiert stark positiv. Epithel = E,
WGA. Epithel = E, Lamina propria = L.p.

Lamina propria = L.p.
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Abb. 63 WGA-Bindung im bovinen Eilei-
ter am Tag 4, SB = 20um

Die Golgi-Zone (groB3er Pfeil) des Eileitere-
pithels reagiert deutlich positiv. Der apikale
Epithelsaum ist stark positiv (Pfeil). Epithel
= E, Lamina propria = L.p.

Abb. 64 WGA-Bindung im bovinen
Eileiter am Tag 7, SB = 10um

Am Tag 7 weist die apikale Epithelzone
des Eileiters (Pfeil) Bindungstellen fiir
WGA auf. In der Lamina propria (L.p)
befinden sich deutlich positive Lymphozy-
ten (groBer Pfeil). Epithel = E.
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4.4.5 Bindungsstellen fur Triticum vulgare Agglutinin (succinyliert)
(WGAS)

Im Eileiterepithel zeigen sich die Bindungsstellen fiir WGAs in einem stark positiv (+++)
reagierenden apikalen Saum und stark positiven (+++) Kinozilien und Protrusionen. Zudem
kommen schwach positive (+) basale Zytoplasmabereiche vor. Desweiteren fallen viele stark
positiv (+++) reagierende Granula auf, die deutlich apikal zu lokalisieren sind. Das Bindege-
webe und die Basalmembran zeigen eine schwach positive (+) Reaktion. Die Reaktionsstirke

bleibt wihrend der ganzen Kulturperiode gleich.

Abb. 65 WGAs-Bindung im bovinen Abb. 66 WGAs-Bindung im bovinen
Eileiter am Tag 0, SB = 20pum Eileiter am Tag 2, SB = 10um

Die apikale Eileiterepitheloberfliche und Eine stark positive Reaktion ist in den api-
das supranukledren Zytoplasma (Pfeil) der kalen Glykokalix (Pfeil) und in den
Epithelzellen sind stark positiv fiir WGAs. Protrusionen (Pfeil) der sekretorischen
Epithel = E, Lamina propria = L.p. Eileiterepithelzellen zu beobachten. Epi-

thel = E, Lamina propria = L.p.
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Abb. 67 WGAs-Bindung im bovinen
Eileiter am Tag 4, SB = 20pm

Es ist eine stark positive Reaktion in der
apikalen Glykokalix (Pfeil) und an den api-
kalen Protrusionen (Pfeil) der sekretori-
schen Eileiterepithelzellen zu beobachten.
Epithel = E,

Lamina propria = L.p.

Abb. 69 WGAs-Bindung im Zellulose-
schwidmmchen der Eileitergewebekultur am

Tag 7, SB =20um

Im Kollagenschwammchen der Kultur am
Tag 7 sind Zellen mit stark positiver Reak-
tion an der apikalen Glykokalix zu beobach-
ten (Pfeil). Kollagenschwammchen (grofBer
Pfeil).

Abb. 68 WGAs-Bindung im bovinen
Eileiter am Tag 7, SB = 50um

Die apikale Eileiterepitheloberfldche und
das supranukleédren Zytoplasma (Pfeil) der
Epithelzellen sind deutlich positiv fiir
WGAs. In der Lamina propria (L.p) befin-
den sich vereinzelt stark positive Zellen.
Epithel = E.
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4.4.6 Bindungsstellen flr Dolichos biflorus Agglutinin (DBA)

Die apikalen Zellbereiche des Eileiterepithels reagieren schwach positiv (+). Das Zytoplasma
einiger Zellen reagiert stark positiv (+++). Bei diesen Zellen zeigen dann auch der apikale

Epithelsaum und die Zilien eine deutlich positive (++) Reaktion. Das Bindegewebe und die

Basalmembran sind negativ (-).

Abb. 70 DBA-Bindung im bovinen Eilei- Abb. 71 DBA-Bindung im bovinen

ter am Tag 0, SB =20um Eileiter am Tag 2, SB = 20um

Stark positive Reaktion an der apikalen Ei- Am Tag 2 ist die Reaktion an der apikalen
leiterepitheloberfldache, vereinzelt auch im Eileiterepitheloberfldche auch stark posi-
supranukledren Zytoplasmabereich der Epi- tiv. Vereinzelt kommen Epithelzellen vor,
thelzellen (Pfeil). Epithel = E, Lamina pro- die im supranukledren Zytoplasmabereich
pria = L.p. stark positiv sind (Pfeil). Epithel = E, La-

mina propria = L.p.
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Abb. 72 DBA-Bindung im bovinen FEilei-
ter am Tag 4, SB = 20um

Es ist eine stark positive Reaktion an der
apikalen Eileiterepitheloberfliche zu beo-
bachten, vereinzelt auch im supranukleédren
Zytoplasmabereich der Epithelzellen oder
im gesamten Zytoplasma (Pfeil). Epithel =
E, Lamina propria = L.p.

Abb. 73 DBA-Bindung im bovinen
Eileiter am Tag 7, SB = 50um

Eine deutlich positive Reaktion ist an der
apikalen Eileiterepitheloberfliche (Pfeil)
und im supranukledren Zytoplasma zu
beobachten. Epithel = E,

Lamina propria = L.p.
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4.4.7 Bindungsstellen flir Ricinus communis Agglutinin (RCA)

Im Eileiterepithel reagieren hauptsédchlich die sekretorischen Zellen und ihre Protrusionen
positiv (++). Es sind fluoreszierende Granula im Zytoplasma der sekretorischen Zellen zu
beobachten. Auch die Zilien der Zilienzellen zeigen eine schwach positive (+) Reaktion. Das

Bindegewebe und die Basalmembran zeigen ebenfalls eine schwach positive (+) Reaktion.

Abb. 74 RCA-Bindung im bovinen Eilei- Abb.75 RCA-Bindung im bovinen

ter am Tag 0, SB = 20um Eileiter am Tag 2, SB = 20um
Supranukleér befinden sich in den Eileitere- Die Reaktion an der apikalen Eileiter-
pithelzellen deutlich positive Granula epitheloberfliche ist stark positiv (Pfeil).
(Pfeil). Epithel = E, In der Lamina propria (L.p.) sind deutlich
Lamina propria = L.p. positive Lymphozyten (groBer Pfeil) zu

beobachten. Epithel = E.
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Abb. 76 RCA-Bindung im bovinen Eilei-
ter am Tag 4, SB = 10um

Eine stark positive Reaktion ist in den
supranukledren Bereichen (Pfeil) der Eilei-
terepithelzellen am Tag 4 zu beobachten.
Epithel = E,

Lamina propria = L.p.

Abb. 77 RCA-Bindung im bovinen
Eileiter am Tag 7, SB = 20um

Am Tag 7 ist die Reaktion im supranukle-
aren Bereich der Eileiterepithelzellen und
besonders an der apikalen Epitheloberflé-
che (Pfeil) stark positiv. Epithel = E, La-
mina propria = L.p.
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4.4.8 Bindungsstellen fur Arachis hypogaea Agglutinin (PNA)

Im Eileiter ist eine stark positive Reaktion im apikalen Bereich der Epithelzellen und ihren
Oberfliachenstrukturen zu beobachten. Zudem kommen im apikalen Epithelanteil unterhalb

des Saumes viele stark positive (+++) kleine Granula vor. Das Bindegewebe und die Basal-

membran sind negativ (-).

Abb. 78 PNA-Bindung im bovinen Eilei- Abb. 79 PNA-Bindung im bovinen Eilei-
ter am Tag 0, SB = 20um ter am Tag 2, SB = 50um

Der apikale Epithelsaum des Eileiters rea- Am Tag 2 weist nur die apikale Oberfla-
giert stark mit PNA (Pfeil). Ebenso ist eine che (Pfeil) des Eileiterepithels Bindungs-
stark positive Reaktion im supranukleédren stellen mit PNA auf. Epithel = E, Lamina
Zytoplasma der Eileiterepithelzellen zu be- propria = L.p.

obachten.

Epithel = E, Lamina propria = L.p.
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Abb. 80 PNA-Bindung im bovinen Eilei-
ter am Tag 4, SB = 20um

Am Tag 4 reagieren hauptsédchlich die
Protrusionen (Pfeil) der sekretorischen Zel-
len des Eileiterepithels stark positiv mit
PNA. Epithel = E, Lamina propria = L.p.

Abb. 81 PNA-Bindung im bovinen Eilei-
ter am Tag 7, SB = 20um

Am Tag 7 weisen sowohl die Oberfla-
chenstrukturen (Pfeil) der Eileiterepithel-
zellen, als auch ihr supranukledres Zytop-
lasma Bindungsstellen mit PNA auf.
Epithel = E, Lamina propria = L.p.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer gut charakterisierten dreidimensionalen Or-
gankultivierungsmethode, bei welcher kleine intakte Gewebefragmente des bovinen Eileiters
iiber einen bestimmten Zeitraum (bis zu 7 Tagen) weitgehend funktionsfahig bleiben. Die
kultivierten Gewebefragmente wurden dann histologisch, immunzytochemisch, glykohisto-
chemisch und ultrastrukturell charakterisiert. Besondere Aufmerksamkeit galt dabei dem Ei-
leiterepithel der Ampulla, um zu sehen, ob diese Kultivierungsmethode eventuell fiir eine Ko-

Kultur mit Embryonen geeignet sein konnte.

Die Untersuchungen wurden an der Ampulla und am Isthmus des Eileiters durchgefiihrt, wo-
bei der Schwerpunkt auf der Ampulla lag. Das Material wurde von metdstrischen Rindern am

Schlachthof Miinchen gesammelt. Die Zyklusdiagnose erfolgte iiber den ovariellen Befund.

Der bovine Eileiter ist ein paariges, keimleitendes Organ, das unmittelbar am Eierstock be-
ginnt, aber nicht im kontinuierlichen Zusammenhang mit ihm steht (Pauerstein und Woodruff,
1967). Der Eileiter besteht aus vier verschiedenen Segmenten, die regionale Unterschiede in
ihrer physiologischen Funktion zeigen. Das Infundibulum ist fiir die ovulierte Eizelle wichtig,
in der Ampulla findet die Befruchtung statt, der Isthmus dient als Spermienreservoir und als
Ort der Spermienreifung und Kapazitation und die Pars uterina stellt die Verbindung zum Ute-
rus her. Dort findet die Implantation und der iiberwiegende Teil der Embryonalentwicklung

statt (Eddy und Pauerstein, 1980; Leese, 1988).

Das bovine Eileiterepithel ist ein einschichtiges hochprismatisches Epithel, das hauptsédchlich
aus Zilienzellen und sekretorischen, nichtzilientragenden Zellen besteht (Lombard et al.,
1950). Im bovinen Isthmus und in der Ampulla finden sich Zilienzellen und sekretorische
Zellen zu etwa gleichen Anteilen. Dabei wechseln sich die beiden Zelltypen im Eileiter ziem-
lich regelmédfBig ab (Liicke, 2005). Im Gegensatz dazu sind bei Mensch und Affe lokale Unter-
schiede in der Verteilung von Zilienzellen und sekretorischen Zellen zu beobachten (Odor und
Augustine, 1995; Lyons et al., 2002). Beim Hund sind Zilien im Isthmusepithel nur vereinzelt
ausgebildet (Nilsson, 1969). In Ubereinstimmung mit Yaniz et al. (2000) habe ich bei meinen
Untersuchungen vermehrt Zilien im apikalen und lateralen Faltenbereich des Eileiters beo-
bachtet, im Gegensatz zu Liicke (2005), die im basalen Faltenbereich fast ausschlieBlich Zi-
lienzellen beschrieben hat. Die sekretorischen Zellen haben im Vergleich zu den zilientragen-

den Zellen ein dunkles Zytoplasma, was durch die zahlreichen Polyribosomen bedingt ist
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(Bjorkman und Fredricsson, 1961). Die Kerne der zilientragenden Zellen sind relativ grof3 und
rund. Nach Bjorkman und Fredricsson (1961) liegen die Kerne apikal und nach Eriksen et al.,
(1994) eher zentral im Zytoplasma. Dagegen befinden sich die Kerne der sekretorischen Zel-
len meist im basalen Drittel der Zelle, sofern sie nicht zyklusabhingig in die apikalen Protru-
sionen verlagert werden (Bjorkman und Fredricsson, 1961). Im Isthmus befinden sich die
Kerne der sekretorischen Zellen auf etwa gleicher Hohe. Deswegen konnen in diesem Seg-
ment zilientragende und sekretorische Zellen besonders gut differenziert werden. Es entsteht
ein Muster, bei dem sich eine sekretorische Zelle neben einer zilientragenden Zelle befindet.
Diese Ergebnisse konnten durch die Periodic-Acid-Schiff (PAS) Reaktion, die Alcianblaufir-
bung, den glykohistochemischen Nachweis fiir RCA und den immunhistochemischen Nach-
weis fiir OGP ermittelt werden. Meine Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von

Liicke (2005) iiberein.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Hohe des Eileiterepithels im Metdstrus ex vivo mit den
Veranderungen der Epithelhdhen nach bestimmten Kultivierungszeiten verglichen. Die Hohe
des Epithels von der Basallamina zur apikalen Zellmembran betrdgt in der Ampulla am Tag 0
durchschnittlich 30,5 um, am Tag 2: 31,8 um, am Tag 4: 33,2 um, am Tag 7: 32,8 um. Es hat

sich damit wihrend der Kultur nicht signifikant verandert.

Im Isthmus ist das Epithel niedriger als in der Ampulla. Die durchschnittliche Hohe der Epi-
thelzellen betrdgt am Tag 0: 28,3 pm, am Tag 2: 25,9 pm, am Tag 4: 29,2 pm und am

Tag 7: 29,3 um. Dies weist gleichfalls auf nur geringe Verdnderungen hin. Allerdings muf}
beriicksichtigt werden, dass bei den Messungen in der Kultur relativ gro3e Unterschiede zwi-

schen den einzelnen Proben bestehen.

Bei den sekretorischen Zellen wolbt sich das apikale Zytoplasma zyklusabhéngig mehr oder
weniger weit ins Eileiterlumen vor. Dabei entstehen die sogenannten Protrusionen (Lombard
et al., 1950; Bjorkman und Fredricsson, 1960). Diese Protrusionen kdnnen sowohl sekretori-
sche Granula und Zellorganelle als auch Kerne oder Kernreste enthalten (Eriksen et al., 1994).
Liicke (2005) wies kernhaltige Protrusionen im Didstrus und Prodstrus nach. Im Metdstrus
beschreibt sie nur Protrusionen, die keine Zellkerne, sondern nur sekretorische Granula ent-
halten. Bjorkman und Fredricsson (1960) beschreiben kernhaltige Protrusionen wéhrend der
gesamten lutealen Phase. Das Vorkommen von Zellorganellen in den Protrusionen ist nach

Beobachtungen von Liicke (2005) vor allem in den kernhaltigen Protrusionen gegeben.
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Nach meinen Untersuchungen sind im Metostrus sowohl kernhaltige als auch solche mit
Sekretgranula und Zellorganellen zu finden. Diese Protrusionen werden auch in Kultur beo-
bachtet und nehmen am Tag 4 zu. Es liegen bisher keine ausreichenden Angaben iiber die
Funktion der Protrusionen vor. Die sekretorischen Zellen nehmen durch ihre sich nach apikal
verjiingende Form einen relativ geringen Anteil an der epithelialen Oberflidche ein. Die Funk-
tion der Protrusionen im Metostrus konnte deswegen zur Vergroferung der sekretorisch akti-

ven Oberflache dienen.

Im Metostrus passiert der Embryo den Eileiter (Eriksen et al., 1994). Im Met0strus ist die
starkste sekretorische Aktivitat im Eileiterepithel zu verzeichnen, wie auch aus der Ansamm-
lung von zahlreichen hellen und dunklen sekretorischen Granula im apikalen Zytoplasma ver-
deutlicht wird. Abe und Oikawa (1990) und Odor et al. (1983) unterscheiden zwei verschie-
dene Arten von sekretorischen Granula: elektronendichte mit homogenem Inhalt und weniger
elektronendichte mit lamellédrer innerer Struktur. Verhage et al. (1990) beobachten auch sekre-
torische Granula mit verschiedener Elektronendichte und lamelldrer Innenstruktur, sogenannte
,Digiprints®“. Bei meinen Untersuchungen waren ,,Digiprints® am Tag 0 zu beobachten. Sie
kommen im apikalen Zytoplasma oder in Kernnihe vor. Manche liegen der apikalen Zell-
membran direkt an. Thr Inhalt ist heteromorph und sie konnen unterschiedliche Dichte haben.
Meistens erscheinen sie wenig elektronendicht, bis auf dunklere Membranen, die ihr Inneres
durchziehen. In einigen Bereichen sieht es aus, als wiirden diese ,,Digiprints* mit der Zy-
toplasmamembran verschmelzen und ihren Inhalt in das Lumen des Eileiters entlassen. Sie
sind mit den sekretorischen Granula mit lamelldrer Innenstruktur vergleichbar. Allerdings
waren die ,,Digiprints* in den folgenden Kulturtagen nicht mehr zu finden. In Ubereinstim-
mung mit Kenngott (2005) liegen die hellen sekretorischen Granula unterhalb der dunklen
Granula. Nach ihrer Beobachtung kdnnen die hellen sekretorischen Granula als Vorstufen der
dunklen Granula angesehen werden. Die sekretorischen Granula nahmen in der Organkultur
deutlich ab. Zudem waren auch atypische Granula mit elektronendichter, doppelter Membran
zu beobachten, die moglicherweise entspeicherte sekretorische Granula bzw. ,,Digiprints® sein
konnten. Das ist deshalb wahrscheinlich, weil ihr Auftreten mit dem Verschwinden der typi-
schen sekretorischen Granula korreliert. Threm Aussehen nach zu urteilen unterliegen sie de-
generativen Prozessen. Eine Verminderung der sekretorischen Granula in den Zellen wéhrend
der Kultur ist grundsédtzlich von groBer funktioneller Relevanz und kénnte ein Problem bei der
Ko-Kultur mit Embryonen darstellen. Die in den Granula der Eileiterepithelzellen enthaltenen

Substanzen werden ins Eileiterlumen sezerniert und diirften von Bedeutung fiir die friihe emb-
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ryonale Entwicklung sein. Der frithe Verlust der sekretorischen Aktivitit wird auch bei vielen
Zellkulturen des Eileiterepithels beschrieben (Joshi, 1988; Joshi, 1995; Walter, 1995; Reischl
et al., 1999). Es scheint demnach sehr schwierig zu sein, die sekretorische Funktion der Eilei-
terepithelzellen in einer Kultur aufrechtzuerhalten. Interessant ist, dass die geringste Zahl an
sekretorischer Granula an Tag 4 zu finden ist und ihre Zahl an Tag 7 wieder leicht zunimmt.
Ebenfalls eine interessante Beobachtung ist, das OGP-positive Zellen bis zum Tag 7 vorhan-
den sind. Die sekretorischen Zellen des Eileiters produzieren und geben Oviduct-spezifische
Proteine durch Exozytose in das Eileiterlumen ab (Verhage et al., 1990). Dies trifft auch fiir
die Organkultur des Eileiterepithels zu. OGP-Zellen haben verschiedene Aufgaben (Hunter,
1994). OGPs fordern die Entwicklung des Embryos bei verschiedenen Tierarten Maus (Kapur
und Johnson, 1985; Kapur und Johnson, 1986), Goldhamster (Leveille et al., 1987), Schwein
(Buhi et al., 1989; McCauley et al., 2003), Ziege (Abe et al., 1995a), Rind (Malayer et al.,
1988; Boice et al., 1990a; Gerena und Killian, 1990), Affe (Verhage et al., 1989), Mensch
(Verhage et al., 1988; Wagh und Lippes, 1989), bzw. modifizieren die Oberfliche von
Spermien (Sutton et al., 1984; Abe et al., 1995b; Satoh et al., 1995). Oikawa et al. (1988) und
Abe et al. (1998) haben gezeigt, dass beim Goldhamster Ovidukt spezifische Glykoproteine
(GHOGP) an die Zona pellucida der ovulierten Eizelle gebunden werden. Einige Autoren
vermuten, dass die OGPs die Spermienpenetration (Boatman und Magnoni 1995) oder die
Interaktionen zwischen Spermien und Zona pellucida (Kimura et al., 1994) bei der Befruch-
tung in vitro beeinflussen. Abe et al. (1998) induzierten die Produktion von OGP in neugebo-
renen Goldhamstern durch Gabe von Ostrogen. Sie identifizierten dann OGP in der Golgi-
Region und in den sekretorischen Granula der sekretorischen Zellen. Im Gegensatz dazu loka-
lisierten Verhage et al. (1990) OGP ausschlieBlich in den Granula der sekretorischen Zellen
der Ampulla und des Isthmus. Kapur und Johnson (1988) fanden eine OGP Reaktion nur in
der Ampulla des murinen Eileiters, jedoch nicht im Epithel des Isthmus. Bei meinen Untersu-
chungen war im Isthmus am Tag 0 eine viel schwéchere Reaktion fiir OGP als im Epithel der
Ampulla zu verzeichnen. In den folgenden Kulturtagen nahm die Intensitit der OGP-Reaktion
zum Teil etwas zu und blieb bis zum Ende der Kultivierungszeit (Tag 7) erhalten. Im Gegen-
satz zu Verhage et al. (1990) und Abe et al. (1998) war bei meinen Untersuchungen eine posi-
tive Reaktion fiir OGP im gesamten Zytoplasma der sekretorischen Zellen des Eileiterepithels
einschlieBlich der Protrusionen zu finden. Lombard et al. (1950) beobachteten Protrusionen
im spidten Didstrus, die oft nur iiber schmale Zytoplasmaverbindungen mit dem Epithel ver-
bunden waren. Er beschreibt weiter, dass die in den Protrusionen enthaltenen Kerne pykno-

tisch aussehen. Ich konnte dagegen keine Degenerationsmerkmale an den in den Protrusionen
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enthaltenen Kernen feststellen. Eriksen et al. (1994) sehen die Protrusionsbildung als einen
Vorgang an, der mit der Zellerneuerung in Verbindung steht. Nach meiner Interpretation deu-
ten grofle Vakuolen, Lysosomen und Autolysosomen, die sich am Tag 4 besonders in den
sekretorischen Zellen immer stdrker ausbilden, moglicherweise auf eine Zelldegeneration hin.
Allerdings sind am Tag 7 weniger Vakuolen und Lysosomen als am Tag 4 zu beobachten. Ob
sich die Zellen nach Tag 7 wieder regenerieren, bedarf weiterer Untersuchungen. Michelini et
al. (2004) haben in ihrer dreidimensionalen Gewebekultur von humaner Ektozervix eine Re-
generation des Plattenepithels ab Tag 10 der Kultur beobachtet. In Ubereinstimmung mit
Lombard et al. (1950) fand ich am Tag 0 und in den folgenden Tagen in der Kultur frei im
Lumen des Eileiters vorkommende Zellen und granulires Material. Dabei konnte es sich um
Protrusionen handeln, deren diinne, zytoplasmatische Verbindung zum unterlagernden Epithel
nicht angeschnitten ist. Liicke (2005) hat im spaten Didstrus und im Prodstrus gehiuft freie

Vesikel in den basalen Regionen zwischen zwei Falten beobachtet.

In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben zum Vorkommen und zu den zyklischen
Verdnderungen des Zilienbesatzes im bovinen Eileiter. Wéahrend einige Autoren einen Zilien-
verlust postulieren, nehmen andere eine Veranderung der Anzahl zilientragender Zellen an. Zu
entscheiden, welche von beiden Hypothesen richtig ist, ist auch mit elektronenmikro-
skopischen Untersuchungen schwierig. Die Nomenklatur ist ebenfalls nicht einheitlich. Wih-
rend in dlterer Literatur von nichtzilientragenden Zellen (Lombard et al., 1950) gesprochen
wird, werden diese in der neueren Literatur als sekretorische Zellen bezeichnet (Pauerstein
und Woodruff, 1967; Yaniz et al., 2000). Es bleibt aber ungeklart, ob eine nichtzilientragende
Zelle grundsatzlich sekretorische Funktion hat, oder ob es sich um eine zilientragende Zelle
mit zeitweiligem Zilienverlust handelt. Weiterhin ist unklar, ob von einem Zilienverlust tat-
sdchlich alle Zilien einer Zelle betroffen sind oder nur einzelne Zilien abgeworfen werden.
Weiter wird kontrovers diskutiert, ob es sich bei den Eileiterepithelzellen um zwei verschie-
dene Zellpopulationen handelt oder ob sich zilientragende Zellen in sekretorische Zellen um-
wandeln konnen. Odor und Augustine (1995) finden sekretorische Granula in zilientragenden
Zellen. Abe und Oikawa (1993) beschreiben Ziliogenese in sekretorischen Zellen unter Ostro-
genstimulation. Beide sind der Ansicht, dass diese zwei verschiedenen Zellarten sich ineinan-
der umwandeln konnen. Im Gegensatz dazu finden Bjorkman und Fredricsson (1961) und
auch Liicke (2005) keine Ubergangsformen zwischen sekretorischen und zilientragenden Zel-

len. Threr Ansicht nach weisen beide Zellarten sehr gro3e morphologische Unterschiede auf.
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Bei der Ratte iiberwiegen zyklusabhéingig entweder die zilientragenden oder die sekretori-
schen Zellen (Shirley und Reeder, 1996). Die Autoren nahmen eine Umwandlung von sekre-
torischen in zilientragende Zellen und umgekehrt an (Shirley und Reeder, 1996). Bei meinen
Untersuchungen an Organkulturen des bovinen Eileiterepithels habe ich am Tag 2 deutliche
Anzeichen fiir Ziliogenese (supranukledre Deuterosomen) in einer typischen sekretorischen
Zelle beobachtet. Bei der Ziliogenese werden die Zilien von Basalkdrperchen ausgehend ge-
bildet, welche ihrerseits auf zwei Wegen gebildet werden, auf dem azentrioldren und zentrio-
liren Weg. Beim azentrioldren Weg werden die Basalkorperchen ausgehend von kleinen, fib-
rosen Granula gebildet (Anderson und Brenner, 1971). Sie befinden sich meistens im apikalen
Zytoplasma, haben eine unregelmifBi-ge Form und wurden hauptséchlich in Gruppen gefun-
den. Die fibrésen Granula formieren sich zu runden oder ovalen Kdrperchen (Deuterosomen).
Fibrose Granula wurden von Nayak und Ellington (1977) in Eileiterepithelzellen beim Rind,
von Anderson und Brenner (1971) beim Rhesus Affen und von Sorokin (1968) bei der Ratte
beobachtet. Die fibrosen Granula formieren sich zu Sphéiren, welche sich zu grofleren Unter-

einheiten vereinigen. AnschlieBend werden sie zu hohlen Sphéren, zu den Deuterosomen um

gebildet (Sorokin, 1968). Die Deuterosomen sind durch keine Membran vom Zytoplasma
abgegrenzt und weisen eine ringformige Struktur auf (Sorokin, 1968; Anderson und Brenner,
1971). Sie dienen als Zentren fiir das Wachstum und die Organisation der Prozentriolen
(Abughrien und Dore, 2000). Jedes Deuterosom wird von zwei bis sechs Prozentriolen umge-
ben. Diese entwickeln sich zu ,,Basalkorperchen® und wandern an die Oberfldche der Zelle.
Fiir eine Ziliogenese ist typisch, dass auer Prozentriolen in verschiedenen Entwicklungssta-
dien auch Deuterosomen und viele fibrose Granula in der subranukledren Region vorkommen
(Abughrien und Dore, 2000). Dem zentrioldren Bildungsweg von Basalkorperchen und Zilien
gehen diplosomale Zentriolen voraus, in deren Nachbarschaft dann die Prozentriolen entste-
hen. Hagiwara et al. (1992) beschreiben die Bildung von Zilien auf dem zentrioldren Weg bei
der Ratte, wobei der Hauptanteil der Basalkorperchen durch eine sich wiederholende Eigen-
replikation der Zentrio-len gebildet wird. Abughrien und Dore (2000) haben beim Rind deut-
liche Anzeichen fiir Ziliogenese zwischen Tag 1 und Tag 3 des Zyklus beobachtet. Diese Er-
gebnisse stehen im Einklang mit den Beobachtungen im Eileiter wéhrend der follikuldren
Phase beim Menschen (Verhage et al., 1979; Hagiwara et al., 1992) und beim Rhesus Affen
(Anderson und Brenner, 1971). Verschiedene Autoren konnten nachweisen, dass die Zilioge-
nese durch Ostrogene stimuliert wird (Brenner, 1969; Anderson und Brenner, 1971; Verhage
et al., 1990). Im Gegensatz dazu konnte Liicke (2005) keine Anzeichen fiir eine Ziliogenese in

der follikularen Phase finden.
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Die so genannten ,,peg cells* oder Stiftchenzellen werden in verschiedenen Arbeiten iiber den
Eileiter erwdhnt (McDaniel et al., 1968; Verhage et al., 1973; Hees und Sinowatz, 1992). Was
genau sie fiir eine Rolle spielen ist nicht klar. Bei meinen Untersuchungen waren sie nicht nur
am Tag 0 sondern auch in den nachfolgenden Kulturtagen im Eileiterepithel zu beobachten.
Die Stiftchenzellen dhneln in ihrer Form und Féarbung den sekretorischen Zellen, zumindest
wenn diese keine Protrusionen vorweisen. Im Gegensatz zu McDaniel et al. (1968) und Liicke
(2005), bei denen die Stiftchenzellen keine Zilien aufwiesen, konnte ich in meinen Untersu-
chungen auch Stiftchenzellen mit Zilienbesatz beobachten. Aulerdem war zu sehen, dass sich
Stiftchenzellen aus dem Zellverband l6sen. Dies steht im Einklang mit der Vorstellung von
Hees und Sinowatz (1992), dass es sich bei den Stiftchenzellen um untergehende Epithelzel-
len handelt. Verhage et al. (1973a) sind dagegen der Meinung, dass es sich bei ihnen um eine

Ubergangsform zwischen zilientragenden und sekretorischen Zellen handel.

Im basalen Bereich des Epithels sind Zellen zu lokalisieren, die der Beschreibung von Lom-
bard (1950) von ,,Basalzellen entsprechen. Meine Untersuchungen zeigen Basalzellen im
basalen Zytoplasma des Eileiterepithels und zum Teil im Bindegewebe nicht nur am Tag 0,
sondern auch wéhrend der gesamten Kulturperiode. Sie kommen in unregelmifBigen Abstén-
den und Anzahl vor. Pro 100 Epithelzellen sind circa zwei bis vier Basalzellen zu finden. U-
bereinstimmend mit den Befunden von Bjorkman und Fredricsson (1961) besitzen diese Zel-
len einen relativ groen Zellkern, der von wenig, hellem Zytoplasma umgeben ist. Die Zellen
besitzen relativ wenig Zellorganelle und sind nicht an der Basalmembran verankert. Laut
Liicke (2005) geben sie mit den Antikdrpern gegen Panzytokeratin und S100 keine positive
Immunreaktion. Deshalb kann ein epithelialer Ursprung ausgeschlossen werden (Walter und
Miller, 1996). Die ,,Basalzelle* ist demnach als mobile Zelle anzusehen. Die Identifikation
dieser Zellen als Leukozyten (Abughrien und Dore 2000) scheint plausibel. Es handelt sich
bei den basalen Zellen vorwiegend um Lymphozyten, daneben wurden auch einige intrae-

pitheliale Makrophagen identifiziert (Abughrien und Dore, 2000).

In allen Abschnitten des bovinen Eileiters sind Primérfalten (Plicae tubariae) zu beobachten.
Die Faltenstruktur variiert in den veschiedenen Segmenten des bovinen Eileiters. Die Linge
der Falten und ihre sekundire Aufgliederung nimmt in Richtung des Infundibulums zu (Hees

und Sinowatz, 1992), wihrend ihre Breite in Richtung des Isthmus zunehmend ist (Schmidt-
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Barth, 1981). Lombard et al. (1950) beschreiben in der Ampulla bis zu 20 Primér- mit bis zu 8
Sekundirfalten, wihrend im Isthmus nur 4-6 Primérfalten vorkommen. Das Infundibulum hat
die komplizierteste Faltenarchitektur. Hier kommen zusétzlich Tertidrfalten vor. Am freien
Rand des Trichters sind die Falten am groBten und haben basal eine starke Tendenz zur Ver-
zweigung (Lombard et al., 1950). Yaniz et al. (2000) lieferten eine sehr genaue Beschrei-bung
der komplizierten, dreidimensionalen Struktur der Falten. Nach seinen Angaben kommen in
der Ampulla circa 6-10 Falten vor. Zwischen zwei dieser langen Falten liegen eine bis drei
kurze Falten. Die Anzahl der Falten nimmt nach kaudal ab, so dass im Isthmus nur noch eine
Anzahl von 4-6 flachen, dicken Falten zu finden ist. Weiterhin fanden Yaniz et al. (2000) eine
Hohlen- und Taschenbildung in den Falten mit Offnungen, die in unterschiedliche Richtungen
weisen. Im Infundibulum und der Ampulla zeigen sie ovarwarts, wéhrend sie im Isthmus und
der Pars uteri in Richtung Uterus weisen. Diese Taschen werden durch sekundére Falten in
basalen Bereichen der Primérfalten gebildet, die untereinander verbunden sind. Die so entste-
henden kleinen Hohlen sind im Isthmus flacher als in der Ampulla. An ihrem Grund befinden
sich zusitzlich Krypten, die als morphologische Barriere fiir die Spermien gedeutet werden
(Yaniz et al., 2000). Die Taschen bildenden Falten sind in Richtung der uterotubalen Verbin-
dung (UTJ) eher schrdg und in Richtung der Ampulla vermehrt transversal gerichtet (Yaniz et
al., 2000). Unter Kulturbedingungen verédndert sich die ganze Faltenstruktur der Eileiterfrag-
mente. Es sind nur Primérfalten zu beobachten. Zusitzlich sind sie viel niedriger als unter in
vivo Bedingungen und es kommen viele facherformige Falten vor. Die Falten-struktur in der
Ampulla ist dhnlich wie die Faltenstruktur im Isthmus unter in vivo Bedingun-gen. Das Bin-
degewebe verdndert sich unter Kulturbedingungen stark. Das Bindegewebe ist zellarm und
wenig kompakt. Die Blutgefa3e im Bindegewebe bleiben bis zum Ende der Kultur gut erhal-

ten.

Unter den angewandten Kultivierungsbedingungen scheint das Epithel intakt zu bleiben. Ein
Teil der Epithelzellen weist degenerative Verdnderungen auf, wobei sie zum Teil auch ihre
Form verdndern. Ein Teil der Zellen wird runder und flacher, so dass das Kern-Plasma-
Verhiéltnis abnimmt. Ein anderer Teil der Zellen nimmt durch Vakuolenbildung extreme Gro-
Ben an. Das erkldrt, warum bei den morphometrischen Auswertungen der Zellen keine klare
Tendenz zu erkennen war. Die duflere Gestalt der Kulturzellen variiert relativ stark. Ob diese
degenerativen Erscheinungen mit einem Funktionsverlust einhergehen, bedarf weiterer Unter-
suchungen. Michelini et al. (2004) beschreiben bei ihrer Gewebekultur des humanen Ektozer-

vix eine rapide Verschlechterung der Zellmorphologie in Kultur am Tag 4. Die Epithelhdhe
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nimmt ab. Weiter sind Vakuolen aufzufinden und die oberen Schichten des Plattenepithels
16sen sich aus dem Zellverband ab. Nur noch wenige Zellen der basalen und parabasalen
Schichten bleiben mit dem darunter liegenden Bindegewebe in Verbindung. Diese Ergebnisse
stimmen weitgehend mit meinen Befunden tiberein. Es kommen auch im Eileiterepithel gros-
se Vakuolen, Lysosomen und Autolysosomen innerhalb der Eileiterepithel-zellen vor. Die
sekretorischen Granula sind zum grof3ten Teil verschwunden. Die Oberflache der Eileitere-
pithelzellen erscheint unregelmifBig und die apikalen Zellkuppen der sekretori-schen Zellen
und der Zilienzellen stiilpen sich unterschiedlich geformt vor. Andererseits ist bei meinen Un-
tersuchungen eine durchgehende, ebene Basalmembran elektronenmikrosko-pisch und zyto-
chemisch tiber den gesamten Kulturzeitraum zu beobachten. Es erscheint moglich, dass das
unterlagernde Bindegewebe fiir die Polaritdt und die Erhaltung der Funktionen des Epithels
von entscheidender Bedeutung ist. Michelini et al. (2004) sind der Meinung, dass sich das
Epithel ab dem zehnten Tag von der basalen und parabasalen Epithelschicht aus wieder rege-
neriert. Bei meinen Untersuchungen scheint es in den Eileiterproben am Tag 7 weniger Vaku-
olen und Lysosomen zu geben. Auftfallend ist, dass die basalen Anteile der Zellen organellen-
drmer geworden sind. In Ubereinstimmung mit Michelini et al. (2004) waren auch in meiner
Kultur relativ viele Zellen in das Zellulose-schwdammchen ausgewandert. In diesen Proben
sind auch Mitosen zu beobachten. Michelini et al. (2004) vertreten auerdem die Meinung,
dass sich die Epithelschichten regenerieren, indem sie Prozesse, die bei der Wundheilung be-

obachtet werden, imitieren.

Die zelluldren Charakteristika der Eileitergewebekultur wurden mittels Transmissions-
elektronenmikroskopie detailliert untersucht. Die Ergebnisse miissen differenziert betrachtet
werden. Auf der einen Seite sind im basalen Bereich des Epithels ab Tag 4 der Zellen starke
morphologische Verdnderungen festzustellen, wie z.B. intrazelluldre Vakuolen, Lysosomen
und Autolysosomen. Andererseits war unter den gewihlten Kulturbedingungen zu keinem
Zeitpunkt eine interzelluldre Spaltbildung oder VergroBBerung des Interzellularraums zwischen
benachbarten Zellen zu beobachten. Dies wurde bei adhérenten Eileiterepithelzellen (Reischl
et al., 1999) oder bei Suspensionskultur von Eileiterepithel (Liicke, 2005) als degenerative
Erscheinung beschrieben. Auch blieb bei meinen Organkulturen Zilienbesatz und Organellen-
reichtum im apikalen Zytoplasma wihrend der ganzen Kulterperiode relativ gut erhalten. In
adhérenten Epithelzellkulturen hingegen geht der Zilienbesatz schnell vollstindig verloren
(Takeuchi et al., 1991; Kervancioglu et al., 1994). Eine normale Ausstattung mit Zellorganel-

len wird jedoch in der Literatur teilweise auch bei adhirenten Zellkulturen beschrieben
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(Takeuchi et al., 1991; Walter 1995; Rief et al., 2002). Bei Verwendung von TCM 199 Medi-
um fanden Rief et al. (2002) einen relativ hohen Organellengehalt der Zellen. In anderen Un-
tersuchungen mit Zellkulturen wurde dagegen eine Verminderung der Zellorganellen
beobachtet. Gomez und Uria (1997) finden neben reichlich granuliertem endoplasmatischen
Retikulum nur wenige Zellorganellen und keinen Golgi-Apparat. Die in den Zellen vorkom-
menden Glykogeneinlagerungen wurden auch von anderen Autoren im Zytoplasma von kulti-
vierten Eileiterepithelzellen gefunden (Takeuchi et al. 1991; Walter 1995; Reischl et al. 1999;
Liicke 2005). Von den Autoren wurden auch Lipidvakuolen beobachtet, die auf die Kulturbe-
dingungen zuriickgefiihrt werden. Reichhaltige Medien durften zu stirkeren Glykogen- und
Lipideinlagerungen als andere Medien (Rief, 2001) fiihren.

Der immunhistochemische (IHC) Nachweis des Ostrogenrezeptors o (ERa) fillt bei meinen
Untersuchungen in den Zellkernen derAmpulla stérker positiv aus als im Isthmus. Im Isthmus
befinden sich die stark positiven Zellkerne hauptséchlich in den Falten des Eileiterepithels.
Das Bindegewebe im Isthmus zeigt eine deutlich positive (++) Reaktion. In Gegensatz dazu
fallt die Reaktion in der Ampulla schwach (+) bis deutlich (++) positiv aus. Vermeirsch et al.
(2002) finden beim Hund die stirkste Féarbeintensitdt beim immunhistochemischen Nachweis
von ERa und PR in den Fibrozyten der Lamina propria. Die Zellkerne der Eileitermuskulatur
zeigen bei meinen Untersuchungen eine stark (+++) positive Reaktion fiir ERa. Die Reakti-
onsstirke der Kerne der zilientragenden Zellen ist dabei deutlich schwécher als die der sekre-
torischen Zellen. Auch bei Primaten ist der ERa vorwiegend in den sekretorischen Zellen lo-
kalisiert (Brenner et al., 1990). Beim Schwein weisen die zilientragenden Zellen keine
Reaktion mit dem Antikdrper gegen den ERa auf (Steffl et al., 2004). In Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen von Liicke (2005) ist die Expression des Progesteronrezeptors (PR) im
Metostrus im Isthmus stérker als in der Ampulla. Diese Beobachtungen stimmen auch mit den
Befunden von Ulbrich et al. (2003) iiberein, wonach die stirkste Immunreaktion in der frithen
lutealen Phase vorhanden ist. Ulbrich et al. (2003) stellen mittels PCR einen starken Abfall
der PR mRNA-Expression in der Ampulla in der frithen lutealen Phase fest. Im Isthmus ist die

Expression des PR in der lutealen Phase nicht so stark vermindert.

In den Proben meiner Organkultur féllt die immunhistochemische Reaktion auf ERa nur im
Epithel positiv aus. Im Gegensatz dazu ist die immunhistochemische Farbung fiir PR im Bin-
degewebe bis zum Ende der Kultur deutlich (++) bis stark (+++) positiv geblieben. Die Inten-
sitdt der Immunférbung variierte bei meinen Versuchen zwischen den einzelnen Praparaten

deutlich. Wahrend bei einigen Zellverbianden die Kerne aller Zellen ERa bzw. PR positiv wa-
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ren, verhielten sich andere génzlich negativ. Die Praparate aus dem Isthmus wiesen einen ho-
heren Anteil rezeptorpositiver Zellen auf als die Préparate aus der Ampulla. Dies stimmt mit
den Ergebnissen von Liicke (2005) iiberein. Die Reaktion auf beide Rezeptoren (ERa und PR)
fallt aber allgemein schwicher aus als bei ex vivo Priparaten. Bei beiden Hormonrezeptoren
(ERa und PR) war eine deutliche (++) bis starke (+++) Reaktion in den Zellkernen der Eilei-
terepithelzellen bis zum Tag 7 der Kultur zu beobachten. Im Gegensatz dazu fanden Michelini
et al. (2004) in ihren Organkulturen eine stark positive Reaktion fiir ERa nur bis zum Tag 4.
Ab diesem Zeitpunkt fiel sie negativ aus. Liicke (2005) konnte fiir beide Rezeptoren bei ihren
Sphéroidkulturen nur eine geringe Expression nachweisen. Im Gegensatz dazu beschreiben
Comer et al. (1998) auch bei adhédrenten Zellkulturen eine deutlich positive Immunférbung
mit den Antikérpern gegen ERa und PR. Das Kulturmedium, das ich bei meinen Untersu-
chungen verwendete, enthielt keinen Hormonzusatz. Comer et al. (1998) zeigten, dass eine
Supplementierung des Nihrmediums mit Ostrogen keinen EinfluB auf die Expression der

Hormonrezeptoren ERa und PR hat.

Hansen (1998) berichtet iiber eine immunregulierende Wirkung von Progesteron im Uterus.
Progesteron stimuliert die Sekretion von ,,Uterine Milk Protein“ (UTMP) im Uterus. UTMP
hat eine hemmende Wirkung auf die Lymphozytenproliferation. Es wird von Uterindriisen
und vom Oberfldchenepithel des Uterus produziert und in die Uterinfliissigkeit abgegeben
(Leslie und Hansen, 1991). Dieses Protein gehort zur Serpin-Familie der Proteasehemmer.
Wihrend der Tréachtigkeit ist UTMP das dominierende Protein in der Uterinfliissigkeit. Eine
langere Progesteronstimulierung erhoht die UTMP Sekretion (Leslie und Hansen, 1991). Bis
jetzt wurde in der Literatur die Expression der UTMP-Rezeptoren nur im Uterusepithel und in
den Uterindriisen beschrieben. Bei meinen Untersuchungen am bovinen Eileiter zeigt sich
eine deutliche Expression der UTMP-Rezeptoren im Eileiterepithel und zwar nicht nur in Me-

tostrus, sondern auch wéhrend der gesamten Kulturperiode.

Der glykohistochemische Nachweis von Kohlenhydraten im bovinen Eileiter wurde mit
FITC-konjugierten Lektinen durchgefiihrt. Wahrend die PAS-Reaktion und die Farbung mit
Alcianblau nur einen relativ unspezifischen Nachweis von Kohlenhydraten liefern, sind Lek-
tine aufgrund ihrer selektiven Bindung an bestimmte Zucker geeignete Hilfsmittel zur histo-
logischen Lokalisation und Identifizierung von Zuckerstrukturen auf Zelloberflichen und in
der Zelle (Gabius et al., 1988). Die zur Untersuchung verwendeten 8 Lektine (Con A, PSA,
PNA, RCA, DBA, WGA, WGAs, UEA) zeigen im Eileiter des Rindes ein charakteristisches
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Bindungsmuster. Soderstrom et al. (1984) konnten zeigen, dass die Fixierung des Gewebes
die Bindungsaktivitit der Lektine beeinflusst. Sie fanden bei ihren Untersuchungen, dass die
Bindung der Lektine PNA, WGA, Con A, RCA, SBA, DBA und UEA in Bouin fixiertem
Gewebe deutlich hoher gegeniiber Formalin fixiertem Gewebe ist. Auch mit einem bestimm-
ten Fixierungsmittel konnen mehrere Lektine ein unterschiedliches Bindungsmuster zeigen
(Malmi und Soderstrom 1988). Wahrend PNA gut mit Formalin fixiertem Gewebe reagiert,
zeigen andere Lektine (SBA, DBA und UEA) bei einer Formalinfixierung eine abnehmende
Bindungsintensitit, beziechungsweise binden nicht mehr (Con A, WGA, WGAs und RCA).
Bei der vorliegenden Arbeit wurden die Proben fiir die glykohistochemischen Untersuchun-
gen in Bouin’scher Losung fixiert. Mit den aufgefiihrten Lektinen konnte ich im Eileiter des
Rindes folgende Zucker nachweisen: Mannose, Fukose, D-Galaktose, N-Acetylgalaktosamin
und N-Acetylglukosamin. Con A ist ein D-Mannose/D-Glukose-bindendes Lektin. In meinen
Untersuchungen hat Con A im Eileiterepithel sowohl mit den sekretorischen Zellen als auch
mit den Zilienzellen reagiert. Bei Walter und Bavdek (1997) reagierte Con A in der lutealen
Phase stiarker mit den sekretorischen Zellen als mit den Zilienzellen. PSA bindet spezifisch an
Mannose und gehort derselben Gruppe an wie Con A. Beide Lektine fiihren in meinen Unter-
suchungen zu einer Anfarbung des apikalen Epithelsaumes des Eileiters. WGA gehort zu den
N-Acetyl-D-Glukosamin-bindenden Lektinen. Es zeigt in meinen Untersuchungen am apika-
len Epithelsaum des Eileiterepithels und auch im paranukleédren Zellbereich eine starke Fluo-
reszenz, im basalen Zytoplasmabereich dagegen war die Bindung schwach. Walter und Bav-
dek (1997) fanden auch eine deutliche Reaktion in der apikalen Glykokalix von den
sekretorischen Zellen und den Zilienzellen. Im Isthmus war die Reaktion stérker als in der
Ampulla. In der Golgi Region und in den sekretorischen Granula der sekretorischen Zellen ist
die Reaktion auch deutlich, was fiir einen hhen Anteil an N-Acetyl-D-Glucosamin-Resten
spricht. Bei den Untersuchungen von Leitner et al. (2003) band WGA auch in der Golgi-
Region und an der apikalen Oberfldche der Epithelzellen und zwar nur im Metdstrus. Bei der
Reaktion mit WGAs sind vereinzelt stark positive Granula im supranukleéren Zellbereich zu
beobachten. UEA, das zu den L-Fukose-bindenden Lektinen gehort, zeigt in meinen Untersu-
chungen im bovinen Eileiterepithel eine deutliche Reaktion in den Protrusionen der sekretori-
schen Zellen und mit den Mikrovilli, besonders bei den Zilienzellen. Dies stimmmt auch mit
den Ergebnissen von Walter und Bavdek (1997) iiberein. Bei Leitner et al. (2003) waren auch
die meisten Bindungstellen fiir UEA an der apikalen Oberfldche der Epithelzellen zu finden.
Eine schwichere Reaktion war bei mir im supranukledren Zellbereich zu sehen. Es kommen

auch vereinzelt Zellen vor, die im gesamten Zytoplasma eine schwach positive Farbung auf-
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weisen. Nach Walter und Bavdek (1997) bindet UEA wihrend der lutealen Phase an den
sekretorischen Granula im Isthmus, aber nicht in der Ampulla oder im Infundibulum. In U-
bereinstimmung mit Walter und Bavdek (1997) bindet RCA bei meinen Untersuchungen
hauptsdchlich an der apikalen Glykokalix. Supranukleidr befinden sich zahlreiche fluoreszie-
rende Granula. Die Oberflichenstrukturen, Zilien und Mikrovilli des Eileiterepithels zeigen
eine starke Reaktion auch mit PNA. Aulerdem reagieren die in das Kollagen-schwammchen
ausgewanderten Zellen mit PNA sehr intensiv. Das iibrige Zytoplasma der Epithelzellen bleibt
negativ. Der apikale Epithelbereich des bovinen Eileiters weist Bindungsstellen fiir DBA auf.
Zudem liegen um den Kern deutlich positive Granula und die Protrusionen der sekretorischen
Zellen sind stark positiv. Lektin-positive intraepitheliale Immunzellen (Lymphozyten), wie sie
von verschiedenen Autoren beschrieben wurden (Goyal, 1985; Sinowatz et al., 1985), konnten

in der vorliegenden Arbeit auch regelméBig nachgewiesen werden.

Zusammenfassend 148t sich sagen,dass die degenerativen Verdnderungen der Eileiterzellen
wéhrend der Kultur relativ gering sind und die Dedifferenzierung der Eileiterepithelzellen im
Vergleich zu anderen Zellkulturmethoden schwach ausfillt. Bis Tag 2 sind alle morphologi-
schen Charakteristika von differenzierten Eileiterepithelzellen (verglichen mit dem Aus-
gangsmaterial) gut erhalten. Am Tag 4 wird eine Degeneration der Zellen deutlich erkennbar.
Am Tag 7 sind weniger Degenerationsmerkmale erkennbar. Es ist denkbar, dass weiterfithrend
die Degenerations- und Regenerationsvorgénge (Apoptose und Mitose) im bovinen Eileitere-

pithel damit untersucht werden konnten.

Als Nachteile einer dreidimensionalen Organkultur, wie auch schon von Hoffman (1991) er-
wihnt, ist die Heterogenitét der Zellen im Vergleich zu permanenten Zelllinien. Auch die
Quantifizierung der verschiedenen Zellpopulationen ist schwieriger im Vergleich zu Mono-

layerkulturen.

Da aber die dreidimensionale Gewebekultur und die sekretorische Eigenschaften der Zellen
gut erhalten bleiben, ist es vorstellbar, dass eine mehrtégige Eileiterorgankultur zur Erfor-

schung der embryomaternalen Kommunikation von Wert sein konnte.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war der Vergleich des bovinen Eileiterepithels im Metdstrus mit kultivier-
tem Eileitergewebe (Organkultur) aus der gleichen Zyklusphase. Zu diesem Zweck wurden
mittels licht- und elektronenmikroskopischer Methoden sowie mit immun- und glykohisto-
chemischen Techniken die Eileiter von 6 Rindern aus dem Metdstrus untersucht. Hierbei wur-
den zunichst der anatomische sowie histologische Aufbau des Eileiterepithels (Ampulla und
Isthmus) im Metostrus ex vivo (Tag 0) analysiert und mit dem nach unterschiedlichen Kultur-
zeiten (Tag 2, Tag 4, Tag 7) verglichen. Im Epithel der Ampulla wurde sowohl am Tag 0 als
auch in der Kultur Protrusionen mit unterschiedlichem Inhalt beobachtet. Das Epithel der
Ampulla wies im Vergleich zum Isthmus wihrend der Kultur stirkere Verdnderungen auf. In
der Kultur nimmt im Bindegewebe die Zahl der Zellen und Bindegewebsfasern deutlich ab.
Die Hohe des Epithels ist in der Ampulla bei Entnahme am Tag 0 deutlich hoher als im Isth-
mus. Dies bleibt auch in der Kultur erhalten. In den sekretorischen Zellen des bovinen Eileite-
repithels am Tag 0 wurden zahlreiche sekretorische Granula unter der apikalen Zytoplasma-
membran beobachtet. In der Kultur scheinen die Eileiterepithelzellen relativ lange
morphologisch intakt zu bleiben. Die Zilienzellen besitzen zahlreiche Zilien und alle Zellen
bleiben bis Kulturende auf der Basalmembran verankert. Die sekretorische Aktivitdt der kulti-
vierten Epithelzellen nimmt wihrend der Kultur ab. Die Anzahl an Rezeptoren fiir Ostrogen

und Progesteron nimmt gleichfalls ab.

Aufgrund dieser Ergebnissen erscheint die Organkultur des bovinen Eileiters in den ersten
Kulturtagen fiir eine Ko-Kultur mit Embryonen zur Erforschung der embryo-maternalen
Kommunikation gut geeignet zu sein, da das Eileiterepithel wihrend dieser Zeit nur geringe
Anzeichen einer Dedifferenzierung aufweist und die physiologische Aufenthaltszeit des bovi-

nen Embryos im Eileiter nur circa drei Tage betrégt.
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7 Summary

The aim of our study was the establishment and morphological characterization of a three-
dimensional organ of the bovine oviduct (ampulla and isthmus). Oviductal fragments (2-3
mm’) from 6 cows in metoestrous were cultured on synthetic sponges submerged in Dul-
becco's modified Eagle's medium containing 10% fetal bovine serum for up to 7 days and the
viability and cellular responses were assayed. The fragments were then analyzed by well es-
tablished light- and electron-microscopical techniques. Additionally, immunohistochemistry
was used to study the localization and distribution of an estrogen receptor-alpha, progesterone
receptor, uterine milk protein and oviductal glycoprotein. Glycohistochemical studies have
demonstated binding sites for Ulex europaeus Agglutinin (UEA), Ricinus communis Aggluti-
nin (RCA), Pisum sativum Agglutinin (PSA), Triricum vulgare Agglutinin (WGA), Wheat
germ Agglutinin succinyliert (WGAs), Canavalia ensiforme Agglutinin (ConA), Dolichus
biflorus Agglutinin (DBA) and Arachis hypogaea Agglutinin (PNA).

The results of my study clearly demonstrated that the epithelium of the fragments preserved
their tissue architecture and cellular differentiation up to day 2 of culture comparable to that
observed in oviductal tissue in vivo. The epithelial cells of the ampulla showed, compared to
the isthmus, stronger modifications, if the culture period was extended. Compared to the ex
vivo-specimens, the number of connective tissue cells and fibers appeared reduced. Also the
number of secretory granules decreased considerably up to day 4 of culture and then remained
stable or even showed a slight increase until day 7 of culture. The oviductal epithelium re-
mained mostly morphological intact. The ciliated cells possessed a large number of cilia. In
the ampullary epithelium protrusions with content of different electron density was observed.
Using immunhistochemistry, it could be clearly shown that the number of receptors for estro-
gen and progesterone decreased during cultivation. These results could be interpreted as sign

for loss of differentiation at the subcellular level.

In conclusion, organ culture of the bovine oviduct shows many features of the organ in vivo

and could be a valuable model for the study of embryo-maternal communication in vitro.
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Tabelle
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uterotubale junction

Uterine Milk Protein

Verdiinnung

Volumen

Triticum vulgare Agglutinin



175

WGA succ. Wheat germ Agglutinin succinyliert

ZFR Zentrifugenrdhrchen



176

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

8.3 Verzeichnis der Tabellen

O 0 9 N B W DN

I T T W O Y
AN AW NN = O

Ovidukt-spezifisSche GLyKOPIOtEINE........ceevvieriieiieiicierieie ettt sttt ste b esaeesaeenaens 22
Verwendetete Antikorper und Inkubationsbedingungen............cceeverieeieiiereenienieeieeeeseesieeenens 38
Verwendete LeKEINe. ......coiiiiiiiiiiiiieieei ettt sttt et st 45
Histomorphologische Befunde der Ampulla am bovinen Eileiter am Tag 0. ........c.ccocceeeveneennene 47
Histomorphologische Befunde des Isthmus am bovinen Eileiter am Tag 0. ..........ccccoeeveieneenen. 49
Histomorphologische Befunde am bovinen Eileiter am Tag 2 ...........ccoocieiieiiiiinienieceeeeee, 52
Histomorphologische Befunde am bovinen Eileiter am Tag 4 ..........ccccoieiinininiiinceieiee 55
Histomorphologische Befunde am bovinen Eileiter am Tag 7 .......cccceveienineninenieieieieee 59
Alcianblau Farbung am bovinen Eileiter............ccovvierieriieiiieiiiieceeeeee et 72
Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors (ER) in der Ampulla.................c......... 75
Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors (ER) im ISthmus...............cccccooevunnee. 78
Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors (PR) in der Ampulla...................... 81
Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors (PR) im Isthmus..........ccccoeeeneeeee. 85
Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins (OGP) in der Ampulla.......... 88
Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins (OGP) im Isthmus ............... 90
Immunhistochemischer Nachweis des Uterine Milk Protein (UTMP) in der Ampulla................ 93
Immunhistochemischer Nachweis des Uterine Milk Protein (UTMP) im Isthmus...................... 95

8.4 Verzeichnis der Abbildungen

N A W N -

10
11
12
13

Experimentelle Ansdtze, mit deren Hilfe die oben genannten Ziele verfolgt wurden. ................... 9
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus ............cccoecivrieriinienieiiieece e 10
Bild A, B, C, D: Ampulla (Metdstrus), HE-Farbung, Tag 0. ........ccceoiriiiieiienieeeceeeeeeeeee 48
Bild A, B, C, D: Isthmus, HE-Féarbung, Tag 0. ..........cccoeiieiiiiiiieieeee e 50
Bild A, B, C: Ampulla des Eileiters, HE-Farbung, Tag 2 Bild D, E, F: Isthmus des Eileiters, HE-

FAIDUNE, TAZ 2ottt ettt ettt a ettt e et e bt bt es e entene et eteebeebeeneeneens 53
Bild A, B, C: Ampulla des Eileiters, HE-Féarbung, Tag 4 Bild D, E, F: Isthmus des Eileiters, HE-

FArDUNG, TAZ ...ttt sttt ettt et e et e esbeesbessaesseesseesseansesseesseenseenseensans 56
Bild A, B, C, D: Ampulla des Eileiters, HE-Farbung, Tag 7 Bild E, F: Isthmus des Eileiters, HE-

FAIDUNG, TAZ 7.o.eee oottt sttt ettt et e st et e st e e saessaesseesseenseensesneesseenseenseensens 60
PAS-Reaktion in der Ampulla und im Isthmus Tag 0 (A), Tag 2 (B), Tag 4 (C), Tag 7 (D)......... 67
Goldner-Farbung, Ampulla und Isthmus am Tag 0, Tag 2, Tag4 und Tag 7. ...ceevveeveieneeneennen. 69
Silberimprégnation nach Gomori, Ampulla, am Tag 0 (A), Tag 2 (B), Tag 4 (C), Tag 7 (D)...... 71
Alcianblaufarbung bei pH 2, 5, Ampulla, am Tag 0 (A), Tag 2 (B), Tag 4 (C), Tag 7 (D).......... 73

Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors in der Ampulla des bovinen Eileiters. 76

Immunhistochemischer Nachweis des Ostrogenrezeptors im Isthmus des bovinen Eileiters. ..... 79



177

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

14

15
16

17

18
19
20

21

22

23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33

34

35

36

37

38

39

Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors in der Ampulla des bovinen Eileiters

Immunhistochemischer Nachweis des Progesteronrezeptors im Isthmus des bovinen Eileiters.. 86
Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins in der Ampulla des bovinen
BILEIERTS. .ottt ettt sttt et b e sa ettt nesr bt et eae 89

Immunhistochemischer Nachweis des Oviductalen Glycoproteins im Isthmus des bovinen

23115 1) £SO OO USRS PP 91
Immunbhistologischer Nachweis von UTMP in der Ampulla am Tag 0..........ccoveevveiieienieninennen. 92
Immunbhistologischer Nachweis von UTMP im Isthmus am Tag 0. ........cccccoeninininincninienne. 92

Immunhistochemischer Nachweis des Uterine Milk Protein (UTMP) in der Ampulla des bovinen
BLEIERTS. ..ottt ettt ettt ettt b e bbbt ettt b eae 94
Immunhistochemischer Nachweis des Uterine Milk Protein (UTMP) im Isthmus des bovinen

21 LS ¢TSS 96
Uberblick iiber das Eileiterepithel mit darunter liegendem Bindegewebe der Ampulla (Metdstrus)
des bovinen Eileiters am Tag . .......c.coeiiiiriiieieeeie ettt eae e 99

Ausschnitt aus dem Eileiterepithel der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag 0... 100

Ziliogenese in der Ampulla (Metostrus) des Eileiters am Tag 0........ccccoeveveveriveniieciiecienienieeienns 101
Ausschnitt aus dem Epithel der Ampulla (Metostrus) des bovinen Eileiters am Tag 0. ............ 102
Sekretorische Zellen in der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag O..................... 103
Protrusionen der sekretorischen Zellen in der Ampulla des bovinen Eileiters am Tag O........... 104
Epithelausschnitt aus der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag 0. ....................... 105
Lymphozyt im Eileiterepithel der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag O.......... 106
Eileiterepithel der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag 2 der Kutur. .................. 108

Ziliogenese im Eileiterepithel der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag 2 der
KUIEUL. ottt sttt ene 109

Ausschnitt aus dem Epithel der Ampulla (Metostrus) des bovinen Eileiters am Tag 2 der Kultur.

..................................................................................................................................................... 110
Protrusionen der sekretorischen Zellen im Epithel der Ampulla (Metostrus) des bovinen Eileiters
AM TAG 2 der KUITUL. ..ottt ettt 111
Sekretorische Zelle im Epithel der Ampulla (Metdstrus) des bovinen Eileiters am Tag 2 der

KCUIEUL. ettt b ettt b e bt e b et e st et et e b sbeebeeneensenaens 112
Eileiterepithel der Ampulla (Metostrus) am Tag 2 der Kultur. ..........ccooveeiieiieienienieieeieeeeen, 113
Ausschnitt aus dem Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metostrus) am Tag 4 ............... 115

Kernhaltige Protrusionen der sekretorischen Zellen aus dem Epithel des bovinen Eileiters der
Ampulla (Metostrus) am Tag 4 der KUltur. ........ocoeiieiiiiiiieeeee e 116
Sekretorische Zellen im Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metostrus) am Tag 4 der
KCUILUL. ottt ettt b et et b e b 117
Ausschnitt aus dem Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus) am Tag 4 der Kultur.



178

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

40

41

42

43

44

45

46

47

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

Ausschnitt aus dem Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus) am Tag 4 der Kultur.

Sekretorische Zellen im Epithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metostrus) am Tag 4 der
KCUIEUL. ettt ettt ettt e st et e et e en e e st e eseenbe e beeneeenseeneesneenne 120
Zilientragende Zellen im Eileiterepithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metostrus) am Tag 7
AT KUTTUL. Lottt sttt st 122
Sekretorische und zilientragende Zellen im Eileiterepithel des bovinen Eileiters der Ampulla
(Metostrus) am Tag 7 der KUITUL. ......ccveviieiiieiecieceeeee et sae e 123
Sekretorische Zellen im Eileiterepithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metostrus) am Tag 7
der Kultur der KUITUL. c..cc..oiiiiiiie ettt st 124
Ausschnitt aus dem Eileiterepithel des bovinen Eileiters der Ampulla (Metostrus) am Tag 7 der
KUIEUL. ettt ettt et e et e et et e et e e s e eseees e e be e beenseenseeneesneenne 125

Basallamina des Eileiterepithels des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus) am Tag 7 der

KCUIEUL. etttk b e et e a et e et et e be e et eb e e st ene et ebeebeseeeneenean 126
Bindegewebe des Eileiterepithels des bovinen Eileiters der Ampulla (Metdstrus) am Tag 7 der

KCUIEUL. ettt e b ettt b e bt eb et eb et et e s besaeebeenean 127
Con A-Bindung im Isthmus am Tag 0 ........c.ccceerieiieriieiiiiie et 128
Con A-Bindung in der Ampulla am Tag 0.......ccccceeviiiiiiioiiiieieeee e 128
Con A-Bindung in der Ampulla am Tag 2.......ccccceevieiiiiiiiiieietee e 129
Con A-Bindung in der Ampulla am Tag 4.........coeiiiiiiiiiiieeeee e 129
Con A-Bindung in der Ampulla am Tag 7 .......ccooeiieiiiiiiiieieeeee et 129
PSA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 0 .........ccocoeirieiieiiiiniieeeeeeeee e 130
PSA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 2 ..........ccoevvieierieiiieiieiesieceesieeie e 130
PSA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 4 ...........ccoccvveierieieeiiieiesieseesie e sve e 131
PSA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 7 ..........cccvecieeierieiieieeiesieseesieeie e 131
UEA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 0 ..........ccoecveeiieierieieieeie e 132
UEA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 2 .........cccoooiiiirieiieiieeee e 132
UEA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 4 ..........ccoooieiiiiiiieiieeee e 133
UEA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 7 ........cccceiueriiiiiiieieeeieeee et 133
WGA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 0.........c.coceviiriiiiiiiiieiieiierceceec e 134
WGA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 2........cccccevvverieiiieiiniieierieieeie e 134
WGA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 4...........cccoovveviiriieiieiieeeneeieeie e e 135
WGA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 7.........ccoeceeierieriieiieieeie e 135
WGASs-Bindung im bovinen Eileiter am Tag O .......c..cccoeierieiieiieiesie e 136
WGASs-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 2 .......cooceviiiieiieiieeeieceeee e 136
WGASs-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 4 .........cccooiiiiiiieiieeeeceeee e 137
WGAs-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 7 ......ccccoeeieiiiiiiiiiieeeeeeeee e 137
WGAs-Bindung im Zelluloseschwédmmchen der Eileitergewebekultur am Tag 7 ..................... 137
DBA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 0.........cccocceeviirieiieriieieeie e 138

DBA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 2 .........ccceouerieiininininiieieeereee e 138



179

Abb. 72 DBA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 4..........ccoccveeviieierieiieiecie et 139
Abb. 73 DBA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 7.........cccveevecierieriieniieiesie e 139
Abb. 74 RCA-Bindung im bovinen Eileither am Tag 0 ...........cccoeceeiiiienieieeieceecceie e 140
Abb. 75 RCA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 2 .........cccoooiiiiriiiieiieeee e 140
Abb. 76 RCA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 4 .........cccoooieiiriiiieiieeee e 141
Abb. 77 RCA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 7 .......cccooeiierieieniiieieeeieeeee e 141
Abb. 78 PNA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 0 .........ccceoiiiiiiiiiiiiieieeeee e 142
Abb. 79 PNA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 2 .........cccoecvieiieierieniieieeiecie oo eve e seeeeeens 142
Abb. 80 PNA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 4 ..........c.occveiirierieriieieeie et ere e seeesreeeeens 143
Abb. 81 PNA-Bindung im bovinen Eileiter am Tag 7 .........cccoeceeiierieniieriieiesie et eeee e ieens 143

8.5 Verzeichnis der Graphiken

Graphik 1: Die Hohe des Epithels in um in der Ampulla im Kulturverlauf.............ccocoonininininiinininnnen 63
Graphik 2: Epithelhdhe in pm im Isthmus wahrend der Kultur ..o 64
Graphik 3: Epithelhohe im Kulturverlauf. Vergleich Ampulla und ISthmus ...........ccccoooiiiiiiiiiii e 65
Graphik 4: ERa-Expression in der Ampulla des bovinen Eileiters ...........ccoovievrieirieiiiieiieieeiecee e 77
Graphik 5: PR-Expression in der Ampulla des bovinen Eil€Iters ..........c.cccevieviiirieiiiieiieiecie e 83

Graphik 6: ERa- und PR-immunpositive Zellen in der Ampulla........c.coocooiiiiiiiniiiiniieeeeeee 84



180

9 Anhang

9.1 Losungen

Fixierung fir die Lichtmikroskopie:

* Bouin-Losung: Pikrinsdure (gesattigt und filt-

riert)
Paraformaldehyd 35%
Eisessig

Losungen fir die lichtmikroskopischen Farbungen:

HE-Firbung:

*Eosin: Stammldsung Eosin
Aqua dest

Einige Tropfen Formol zur Haltbarkeit

Verdiinnung: Aqua dest.

Eosin-Stamml6sung
Eisessig

* Hdmalaun: Aqua dest.
Héamatoxylin
Natriumjodat
Kalialaun (chemisch rein)
Chloralhydrat
Kristalline Zitronensdure

(Alle Substanzen Firma Merck, Darmstadt)

500 ml

500 ml

100 ml

2¢g

198 ml

600 ml
60 ml

8 Tropfen
2000 ml
2g

100 g
100 g

100 g



181

Periodic-Acid-Schiff-Reaktion:

* wissrige Losung:
Perjodsdure Perjodsdure 0,5¢g
Aqua dest. 100 ml

* Fuchsinschwefelige Sdure (Schiff’sches Reagenz)

SO, -haltiges Spiil-  Leitungswasser 200 ml
fliissigkeit:
Kaliumpyrosulfid 10% 10 ml
n-Salzsdure 10 ml
* n-Salzsdure: 1 normale Salzsdure
Aqua dest ad 1000 ml

* Himalaun (siche oben)

Trichromfarbung nach Masson und Goldner:

* Eisenhdmatoxylin nach Weigert: (Losungen A und B im Verhéltnis 1:1)

Losung A) Héamatoxylin lg
Ethanol 96% 100 ml
Losung B) Eisen-3-Chlorid 1,16 g
Aqua dest. 98 ml
* Azophloxin: Azophloxin 0,5¢g
Aqua dest. 100 ml

Eisessig 0,2 ml
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Phosphormolybdén- Phosphorwolframsaure 3-5¢g

saure-Orange:

Aqua dest. 100 ml
Orange G 2g

* Lichtgriin: Lichtgriin 0,1-02 ¢
Aqua dest 100 ml
Eisessig 0,2 ml

* Essigsdure 1%

Alcianblau:

* Essigsdure 3%

* Kernechtrot

* Alcianblau 8GX Alcianblau 8GX lg
Essigsédure 3% 100 ml

pH-Wert auf 1 bzw. 2,5 einstellen, Losung filtrieren und einen kleinen Thymolkristall zu-

setzen.
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Silberimpréagnation nach Gomori:

» Ammoniakalische Silberlosung:

Zu 10 ml einer 10% Sibernitratlosung (AgNOs3) setzt man 2 ml 10% Kalilauge (KOH) zu. Es
entsteht ein brauner Niederschlag. Der Niederschlag wird aufgeldst durch tropfenweises Zufii-
gen von Ammoniak (NH3). Es wird tropfenweise AgNO; zugegeben bis die dabei entstehenden
Schlieren nur noch langsam verschwinden. Die Losung ist nun klar und braun. Mit A. dest wird

auf das doppelte Volumen aufgefiillt.

* 0,5% Kaliumpermanganatlosung (KmnQOj)

* 2% Kaliumdisulfitlosung (K2S,05)

* 2% Eisenammoniumsulfatlosung (Eisenhdmalaun, (NH4)Fe(SO4), x 12 H,O
* Formol-Leitungswasser (1:9)

* 0,1% Goldchlorid (AuHCl4 x 3 H,0)

* 1% Natriumthiosulfatlosung (Na,S,03; % 5 H,0)

Losungen fir die Elektronenmikroskopie:

A) Fixierungslosung nach Karnovsky

*10% Paraformaldehyd Paraformaldehyd 10g
Losung:
Aqua dest. ad 100 ml
NaOH, 1M bis zu 6 Trpf.
* Karnovsky- 10% Paraformaldehyd- 20 ml
Stammldsung: 16sung
Cacodylat-Pufter, 0,2M 50 ml

Kalziumchlorid, wasserfrei 0,05 g

Karnovskygebrauch- Karnovsky Stammlsg 10 ml

16sung;:
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B) Kontrastierungslosung:

* Osmiumtetroxid-

Losung, 2%:

* Kaliumferrocyanid-

Losung, 3%:

Osmiumtetroxid (1%)-Kaliumferrocyanid (1,5%) in Cacodylat-Pufter, 0,1 M:

C) Cacodylat-Pufter:

* Losung A:

* Losung B:

Cacodylat-Puffer 0,2 M,
pH 7,2:

Cacodylat-Puffer 0,1 M,
pH 7,2:

Glutaraldehyd, 25%

Osmiumtetroxid, 4%

Cacodylat-Pufter, 0,1 M

Kaliumferrocyanid

Cacodylat-Puffer, 0,1 M

Osmiumtetroxid-
Losung, 2%
Kaliumferrocyanid-

Losung, 3%

Na(CH3)2A502 x 3H,0
Aqua dest.

HCI1 0,2 M

Losung A
Losung B

Aqua dest.

Cacodylat-Puffer 0,2 M

1,37 ml

2 ml

2 ml

03¢g

ad 10 ml

4 ml

4 ml

8,56 g

ad 200 ml

50 ml
4,2 ml

ad 100 ml

50 ml
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Aqua dest.

D) Epon (Polysciences,

Eppelheim)
* Poly/bed 812
* DDSA
* NMA
‘BDMA

E) Propylenoxid (Polysciences, Eppelheim)
F) Bleicitrat-Losung nach Reynolds (Merk, Darmstadt)
* Bleinitrat
* Na-Citrat
* H,O, CO,-frei
erst 1 min stark schiitteln, dann 30 min in 50 ml Flasche schiitteln
*NaOH, | M
dann mit A. dest auf 50 ml auffiillen, mischen bis alles geldst ist.

G) Uranylacetat (Plano, Marburg)

50 ml

16 ml
10 ml
9ml

0,3-0,5ml

1,33 ¢
1,76 g

30 ml

& ml
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Pufferldsungen:

* PBS-Puffer (Phosphat buft- NacCl:

ered saline):
Na,HPO4-2H,0
NaH,PO4 H,O
alles losen in 5 Liter A. dest, dann pH 7,4 - 7,6 einstellen.
* Zitratpuffer:

Stammlsg A:  C¢HgO7 x H,O (Merck,
Darmstadt)

Losen in 1 Liter A. dest

Stammlsg B:  Na3;C¢Hs07 x 2H,0
(Merck, Darmstadt)

Losen in 1 Liter A. dest
Gebrauchslosung: 9ml Losung A und 41ml Lésung B ad 500 ml

* TRIS- NaCl (Merck, Darmstadt)
Puffer:

TRIZMA-Hydrochlorid
(Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen)

TRIZMA-Base (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen)

alles losen in 5 Liter A. dest, dann pH 7,4 - 7,6 einstellen.

425 ¢

6,35¢g

1,95 ¢g

21,01 g

2941 g

439 ¢

3425 ¢

45¢
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Loésungen fiur die immunhistochemischen Untersuchungen (zu 4.2) :

* DAB-Herstellung: PBS-Puffer 5ml
Stammlosung:  H»O, 30% 15 pl
DAB-Losung:  A. dest. 60 ml
DAB-Tabletten 6 Stiick

Von der Stammlosung 0,4 ml zur DAB-L6sung hinzufiigen, gut mischen und filtieren.

Medien fir die Zellkultur:

* Transport- und Spiillosung: PBS 500 ml

Penicillin/ Streptomycin 5 ml
(Sigma, Deisenhofen)

* [soliermedium: DMEM (Sigma, Deisenho-
fen)

(Earle's Salts, L-Glutamine,
NaHCO3)

* Anzuchtmedium: DMEM
+ 10% FBS (GIBCO®, Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
bzw. + 10% OCS (= oestrus cow serum)

+ 1% P/S (= Penicillin/Streptomycin)
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Fixierungslosungen fir die Zellkultur:

* Bouin-Lo6sung gesattigte Pikrinsdure
Paraformalin 35%

Eisessig

* Formaldehyd 37%, PBS
gepuffert

Formaldehyd, 37%
PBS-Puffer (siche oben)

* Methanol-Aceton (1:1), eiskalt

15 ml

5 ml

1ml

100 ml

900 ml
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