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Befunde hatten gezeigt (Schultka et al. 1996, Gopel et al. 1997), daf3 dicke reife
elastische Fasern in der auf3eren Tubenwandung und mikrofibrillenreiche
Anteile mehr in Mucosa und Muscularis vorkommen. Die jetzt durchgefihrten
elektronenmikroskopischen Untersuchungen waren deshalb darauf gerichtet, zu
erkunden, wo genau sich die Komponenten in den einzelnen Schichten
befinden, wie sie sich verteilen und welche Beziehungen sie zu anderen
Strukturen, z.B. zur glatten Muskulatur, herstellen. Dazu wurde Elastin mit Hilfe
von Tanninsaure, angewandt in der Pre- und Post-embedding-Technik, selektiv
kontrastiert.

Fur die Analyse wurden Organstiickchen der Pars ampullaris und des Isthmus
von 12 operativ gewonnenen Tuben 24- bis 70jahriger Frauen verwendet. Diese
wurden in cacodylat-gepuffertem Glutar- und Paraformaldehyd fixiert, teilweise
in gepuffertem Osmiumtetroxid nachfixiert und in Durcupan ACM eingebettet.
Ultradiinne Schnitte wurden hergestellt und anschlie3end mit Uranylacetat und
Bleicitrat kontrastiert.

Mikrofibrillen liegen parallel zueinander und bilden Bindel. Diese werden als
Oxytalanfasern bezeichnet. In der Mucosa finden sie sich besonders zahlreich
unter der Basalmembran. Sie lassen sich auch in enger Nachbarschaft zu den
Fibrozyten nachweisen, wobei sie parallel zu ihnen verlaufen, sich von ihnen
entfernen und zur nachsten Zelle ziehen, so dal® der Eindruck entsteht, als ob
sie diese miteinander verbinden. Auch zu den Muskelzellen haben die
Mikrofibrillen einen engen Kontakt. Muskelbiindel werden von Elastin-haltigen,
aber Mikrofibrillen-reichen Strukturen, sogenannten Elauninfasern, eingefal3t.
Stark Tanninsdure-kontrastierte elastische Fasern mit weniger peripher
liegenden Mikrofibrillen sind vorwiegend in den Wanden der Arterien und Venen
und ihrer Umgebung lokalisiert. Dabei steigt ihr Faseranteil mit zunehmendem
Kaliber des GefaRes. Diese Fasern kommen vor allem in der Gefal3-
Muskelschicht vor.

Elastin-haltige Fasern wirken regulierend bei Dehnung im Bindegewebe des
Eileiters. Dagegen sind Mikrofibrillen-reiche Strukturen an der Ubertragung von
Kraften beteiligt und schiitzen so ihre Umgebung bei Einwirkung von Druck und
Zug.

Bock, Jana: Ultrastrukturelles Verteilungsmuster von elastischen Fasern in der
menschlichen Tuba uterina. 1999, 79 Seiten, Halle, Univ., Med. Fak., Diss.
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1. Einleitung und Zielstellung

Die Tuba uterina gliedert sich in die Pars ampullaris und den Isthmus. lhre
Aufgabe besteht einerseits darin, die ovulierte Eizelle zur Gebarmutter zu
transportieren und andererseits gunstige Bedingungen fur den tubaren
Aufenthalt der Keimzellen und den Befruchtungsvorgang zu schaffen. Zum
Zeitpunkt der Ovulation ermdglicht die Kontraktion der Tubenmuskulatur, dal3
sich das Infundibulum mit seinen Fimbrien Uber den sprungreifen Follikel zum
Auffangen der Eizelle stilpen kann. Wéahrend sich der Eileiter dabei auf das
Doppelte verlangert (Brokelmann und Denker 1993), kommt es zu
Verschiebungen und Streckungen im Bindegewebe. Der Eitransport wird durch
die Zilienaktivitat (Borell et al. 1957) unterstitzt, unterliegt aber hormonellen
Einflissen. Ostrogenrezeptoren, Uber die strukturelle und funktionelle
Veranderungen hervorgerufen werden, sind in den Zellkernen von Epithelzellen,
Fibrozyten der Lamina propria mucosae und Muskelzellen in allen Abschnitten
der Tube zu finden (Hunter 1988, Breckwoldt 1994), wobei ihre Verteilung
unterschiedlich ist (Schultka 1989). Ruhezustand und Fortbewegung der Eizelle
werden zusatzlich durch den Tonus und die Kontraktilitdt der tubaren
Muskulatur beeinflu3t (Black und Asdell 1958, Black und Davis 1962, Murcott
und Carpenter 1977). Als Ubertragungsglied ist der Bindegewebsapparat von
Mucosa und Muscularis anzusehen. In Abhangigkeit davon &ndert sich der
Spannungszustand der Fasern in den Schleimhautfalten (Schultka 1980, 1981
a). In der Literatur findet man nach wie vor nur wenige Angaben uber
Lokalisation und Verteilung kollagener, retikularer und elastischer Fasern, tber
ihre guantitativen Anteile sowie ihre Architektur im tubaren Bindegewebe. Im
Rahmen von Untersuchungen zur Biomorphose der menschlichen
Eileiterschleimhaut hat Schultka (1980; 1981 b, c) dieses Problem aufgegriffen.
Im Faltenstroma fand der Autor Fasern, die sich mit Aldehydfuchsin nachweisen
lassen. Sie breiten sich in der Tubenmucosa von Neugeborenen in Form eines
mehrdimensionalen Netzwerkes aus. Im Senium verdickt sich dieses
Fasergeflecht und konzentriert sich auf subepitheliale Bezirke. Faserstrukturen,
die von Aldehydfuchsin tingiert werden, sind schwefelhaltigen Faserproteinen

zugeordnet, welche Disulphid- und Cystinbriicken enthalten. Diskutiert wird, ob
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sie nicht-kollagene Glycoproteine, Oxytalanfasern oder Typ IllI-Kollagen
darstellen. Mit ansteigendem Lebensalter werden diese Strukturen mehr und
mehr durch ein sdurefuchsinaffines Fasergerist ersetzt. Das bedeutet eine
Zunahme von Kollagen Typ | (Schultka et al. 1993, Gopel 1994). Der Eileiter
kann somit auch zu denjenigen Organen gerechnet werden, die wahrend ihres
Alternswandels eine ,Organkollagenisierung® erfahren (Bilkenroth 1995,
Schultka et al. 1996). Dieser Vorgang findet vorwiegend im Faltenapparat des
Oviducts statt (Schultka et al. 1986). Zeichen flr eine Organalterung der Tuben
sind neben der Kollagenfaserzunahme eine Zunahme des elastischen
Fasergehaltes (Lindner 1972). Zur Klarung dieser Frage konzentrierten sich
Schultka et al. (1996) auf das elastische Fasersystem des Eileiters. Dies ist,
abhangig vom Elastingehalt, eingeteilt in Oxytalanfasern, Elauninfasern und
reife elastische Fasern (Gawlik 1965). Sie unterscheiden sich in ihrem
Verhaltnis von Elastin zu mikrofibrillaren Anteilen (Ross 1973). Zum Nachweis
dieser Fasern wurden klassische Farbemethoden (Aldehydfuchsin,
Verhoeffsches Eisenhamatoxylin, Orcein) sowie immunhistochemische
Verfahren angewandt. Die Befunde zeigen (Schultka et al. 1996, Gopel et al.
1997, Gotthardt 1998), dal? dicke reife elastische Fasern in der aul3eren
Tubenwandung und mikrofibrillenreiche Anteile mehr in Mucosa und Muscularis
vorkommen. Dunne Fasern liegen nahe der Oberfliche von glatten
Muskelzellen und begleiten diese. Hinsichtlich ihres Auftretens und ihrer
Verteilung lassen sich keine Unterschiede zwischen Tuben verschiedener
Altersstufen feststellen. Die dicken elastischen Fasern sind eher zwischen den
Muskelziigen lokalisiert. Sie kommen am zahlreichsten in der duf3eren Zone der
autochthonen Muskulatur vor; insbesondere im Isthmus und vor allem in
jungeren Altersstufen. Trotz Anwendung von immunhistochemischen Verfahren
konnte Elastin an bzw. unter der Basalmembran nicht verlaR3lich nachgewiesen
werden. Der Vitronektinnachweis ahnelt dem Elastin-haltiger Fasern (Schultka
et al. 1996). Die Fibronektinverteilung entspricht hingegen nur den Elastin-
armen und Mikrofibrillen-reichen Vertretern (Oxytalanfasern und Elauninfasern
[Baba et al. 1988]). Es konnte nachgewiesen werden, dal3 der Gehalt an
Vitronektin, ebenso wie der von Elastin, vom Infundibulum zum Isthmus sowie
von der inneren zur &ulReren autochthonen Muskelschicht zunimmt (Gotthardt
1998). Vitronektin fordert die Zelladhasion und Zellmotilitat (Suzuki et al. 1984).
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Es assoziiert an elastische (Dahlback et al. 1986) und kollagene Fasern (Gebb
et al. 1986).

So treten in diesem Zusammenhang noch weitere Fragen auf. Es liegt nahe,
durch elektronenmikroskopische Untersuchungen zu erkunden, wo genau sich
die Komponenten des elastischen Fasersytems in den einzelnen Schichten
befinden, wie sie sich verteilen und welche Beziehungen sie zu anderen
Strukturen, z.B. zur glatten Muskulatur und zu den Fibrozyten, herstellen. Von
weiterem Interesse ist die Verteilung und die Anordnung der Fasern in der
Muskulatur und der Schleimhaut. Um diese Fragen beantworten zu kénnen,
bestand das Ziel darin, die Hautkomponente der elastischen Fasern - das
Elastin - selektiv nachzuweisen. Tanninsdure hat sich stets zur selektiven
Kontrastierung von Elastin bewéhrt (Tabelle 3, Seite 15). Deshalb wurde sie in
Pre- und Post-embedding-Techniken angewandt.

Zur Charakterisierung des Alternswandels des Bindegewebes wurden
Organstickchen operativ gewonnener Tuben 24- bis 70jahriger Frauen

verwendet.

Um ein besseres Verstandnis der angegebenen Zielstellung und der sich
daraus ergebenden ultrastrukturellen Analysen zu ermdglichen, wird zun&chst
ein kurzer Uberblick tiber Zusammensetzung und Aufbau der Komponenten des
elastischen Fasersystems gegeben. Es soll insbesondere auf ihr Vorkommen

im Eileiter und in anderen Organen eingegangen werden.



2. Das elastische Fasersystem

2.1. Das elastische Fasersystem der menschlichen Tuba uterina

Buchstab (1897) fand elastische Fasern in der tubaren Subserosa von
Neugeborenen. In der Kindheit werden sie dann dicker und langer. Sie kommen
in der tubaren Lamina propria auch im Lebensalter zwischen 14 bis 17 Jahren
vor. Nachfolgende Untersuchungen ergaben hinsichtlich der Lokalisation
unterschiedliche Befunde (Tabelle 1). Elastische Fasern wurden mit
histochemischen Verfahren und durch Anwendung klassischer Elastica-
Farbungen in Muscularis, Gefal3schicht und Subserosa nachgewiesen; in den
Falten indes nur in GefaRen und ihrer unmittelbaren Umgebung (Schenk und
Austerlitz 1903, Schridde 1910, Geist 1913, Tietze 1932, Dubreuil 1946).
Spatere Verdffentlichungen (Sani 1950) belegen, dal3 elastische Fasernetze
auch in der Mucosa existieren. Diese werden in den tubaren Schichten von
innen nach auf3en immer dichter. lhr Anteil in der Schleimhaut steigt mit
zunehmendem Alter bis zum 40. Lebensjahr an. Im Greisenalter ist das
Faltenbindegewebe frei von elastischen Faseranteilen und - bis auf die Gefalie

- besteht es vorwiegend aus kollagenem Material.

Tabelle 1: Vorkommen elastischer Fasern in den Schichten der menschlichen
Tuba uterina (modifiziert nach Gotthardt 1998)

Autoren Schichten

Mucosa | Muscularis | Gefafl3-Muskelschicht | Subserosa
Buchstab (1897) + + + +
Schenk und Austerlitz (1903) - + + +
Schridde (1910) - + + +
Geist (1913) - + + +
Tietze (1932) - + + +
Dubreuil (1946) - + + +
Sani (1950) + + + +
Schultka et al. (1996) - + + +




Spater untersuchten Schultka et al. (1996) unter Anwendung Kklassischer
Farbemethoden (Aldehydfuchsin, Verhoeffsches Eisenhdmatoxylin und Orcein)
sowie immunhistochemischer Verfahren das elastische Fasersystem der Tuba
uterina. Die Befunde zeigen, dal reife elastische Fasern in der auf3eren Schicht
der BlutgefaRe und an glatten Muskelblindeln zu finden sind. Feine Fasern
dagegen kommen vorwiegend in der autochthonen Muskulatur sowie in der
subepithelialen Zone der Tubenmucosa vor (Tabelle 2). Sie kénnen nur durch
Vorbehandlung mit Oxon oder Thiosulphatierung in Kombination mit
Aldehydfuchsin- oder Orcein-Farbung sichtbar gemacht werden. Cotta-Pereira
et al. (1976 a) charakterisiert Elaunin- und Oxytalanfasern als feine Fasern. Der
Nachweis dieser Fasern mit Aldehydfuchsin nach Oxon-Oxidation und
Thiosulphatierung spricht dafir, daf3 hier Disulphid-Bindungen existieren. Sie
spielen nach den Ergebnissen von Maddox et al. (1989) und Keene et al.
(1991) eine Hauptrolle bei der Aufrechterhaltung der Integritdt des Fibrillin-
enthaltenden Mikrofibrillen-Netzwerkes.

Tabelle 2: Ergebnisse histochemischer Untersuchungen zur Verteilung des

elastischen Fasersystems in der menschlichen Tuba uterina (Gotthardt 1998)

Reife elastische

Schichten Elauninfasern Oxytalanfasern
Fasern

Schleimhaut (+) +++

Muskulatur Pars ampullaris: Pars ampullaris: Pars ampullaris:

+

+++

+

Isthmus:

Isthmus:

Isthmus:

+++

++

+

Gefal-Muskelschicht

+++

++

+

+++ reichlich

++ mittel
+ wenig
(+) kaum
- keine



2.2. Elastische Fasern in anderen Organen

Elastische Fasern konnen Krafte, die durch Dehnung und Kompression
auftreten, abfangen, so z.B. im Uterus, wo der Druck durch den wachsenden
Fetus immer groRBer wird. Dort findet man elastische Fasern in Form von
Membranen. In der Cervix uteri kommen sie dagegen in fischnetzahnlicher
Anordnung vor (Leppert und Shiu 1991).

Auch in der tiefen retikularen Schicht der Dermis existieren elastische Fasern.
Sie stehen mit tieferliegenden Elauninfasern in Verbindung, die wiederum mit
Oxytalanfasern der papillaren Dermis verknipft sind (Cotta-Pereira et al. 1976
a). Elastische Fasern kommen weiterhin im Peritoneum (Knudsen 1991) und in
Bandscheiben (Mikawa et al. 1986) vor. Diese sind schmaler und ungeregelter
angeordnet als solche, die in den Ligamenta flava vorkommen (Yong-Hing und
Kirkaldy-Willis 1976).

Das parodontale elastische Maschenwerk besteht aus Elastinlamellen, die von
Oxytalanfasern umgeben sind. Elauninfasern schlieRen dagegen Blutgefalde,
Nerven und Kollagenfaserbiindel ein. Die Verbindung mit dem Zement, dem
Alveolarknochen, den BlutgefalRen und kollagenen Fasern stellen Mikrofibrillen

her (Johnson und Pylypas 1992).

2.3. Reife elastische Fasern; Elastin

Histochemische Analysen von reifen elastischen Fasern ergaben, dafd Ihr
Durchmesser 35 bis 40 A betragt (Gotte et al. 1974). Charakteristische
Merkmale sind reversible Dehnbarkeit um 100-150% und schlechte
Wasserloslichkeit (Ross und Bornstein 1971). Wolpers (1944) beobachtete als
erster eine fibrillare Substruktur in elastischen Fasern. Spatere Untersuchungen
(Hall et al. 1952) bestatigen, dal3 elastische Fasern aus zwei Komponenten
bestehen. Die Hauptkomponente macht das amorphe Protein Elastin aus,
welches im Zentrum der Faser lokalisiert ist. Den geringeren Anteil bilden in der
Peripherie liegende Mikrofibrillen (Ross und Bornstein 1969). Elastin hat ein
Molekulargewicht von 67 kDa (Mecham et al. 1988) und kann eine tripelhelikale
Struktur oder andere molekulare Konformationen wie a-Helices oder B-turns

aufweisen (Gotte et al. 1974). Zwischen den Aminosaureketten existieren



Kreuzverbindungen, die durch oxydierte Lysinreste zwischen den a—Helix-
Regionen der Tropoelastinketten enstehen (Thomas et al. 1963). Die sich
wiederholenden Aminoséauresequenzen (Urry 1983) sind [Valin-Prolin-Glycin-
Valin-Glycin], und [Valin-Alanin-Prolin-Glycin-Valin-Glycin], (Guantieri et al.
1990).

In elastischen Fasern sind Lysyloxidaseaktivitditen nachweisbar (Serafini-
Fracassini et al. 1981, Trackman et al. 1990). Aul3erdem enthalten sie ein 115-
kDa Glykoprotein (Bressan et al. 1983, Colombatti et al. 1985). Aufgrund seiner
Lokalisation an der Grenze zwischen Elastin und Mikrofibrillen wird es als
Emilin (Elastin microfibril interface located protein) bezeichnet (Bressan et al.
1993).

Die Eigenschaften der elastischen Fasern sind auf Struktur und Aufbau von
Elastin zurtickzufuhren (Ross und Bornstein 1970). Ross (1973) vermutet
ionische Wechselwirkungen, die aufgrund der positiven Ladung der
Elastinoberflache und der negativen Ladung der Mikrofibrillen entstehen. Ein
aus 5 nm-Filamenten aufgebautes dreidimensionales Netzwerk beschreiben
Pasquali-Ronchetti et al. (1995). Bei Einwirkung aulRerer Krafte kommt es darin
zu einer Umorientierung der Wirkungsrichtung, zu einem sogenannten ,random-
coil*-Zustand. Von anderen Autoren werden die elastischen Eigenschaften
durch weitere Modelle, wie die klassische Gummitheorie (Hoeve und Flory
1958), das ,liquid drop"-Modell (Weis und Anderson 1970) und das ,oiled coil"-
Modell (Gray et al. 1973) diskutiert.

2.3.1. Entstehung und Veranderungen von elastischen Fasern

Cotta-Pereira et al. (1977) und Bradamante und Svajger (1977) setzen die drei
Komponenten des elastischen Fasersystems (Oxytalanfasern, Elauninfasern
und reife elastische Fasern) in Beziehung zu den einzelnen
aufeinanderfolgenden Phasen der Elastogenese. Sie postulieren, daf3 ein
Faktor existieren muf3, der den Entwicklungsprozel3 unterbricht, so dal3 kein
amorphes Material sezerniert wird. Auch Porto et al. (1990) sehen die

Entstehung von Elauninfasern als eine Unterbrechung in der Entwicklung reifer



elastischer Fasern an. Mikrofibrillen kénnen schon im fetalen Gewebe
nachgewiesen werden (Gawlik 1965).

Bei Analyse von embryonalen Bandern und Sehnen wurde kein amorphes
Material der elastischen Fasern gefunden, sondern nur Aggregate parallel
gelagerter Mikrofibrillen (Ross und Bornstein 1971). Sie schaffen ein Gerust fur
die Tropoelastindeponierung und dienen der Ausrichtung der Kreuzungsstellen
im Elastin (Ross et al. 1977).

Elastin wird durch ein Gen kodiert, welches sich auf dem langen Arm von
Chromosom 7 befindet. Die Expression des Elastin-Gens kann von
verschiedenen Faktoren, wie z. B. dem transformierenden Wachstumsfaktor 3
(TGF B), dem Tumornekrosefaktor a sowie dem Vitamin D3 moduliert werden
(Mecham 1995).

Elastin-produzierende Zellen sezernieren Tropoelastin (70 kDa) in den
Extrazellularraum (Mecham und Heuser 1991). Der c-terminale Teil von
Tropoelastin vermittelt Uber die Interaktion mit mikrofibrillen-assoziierten
Proteinen die Elastin-Polymerisation. Uber die Domane des N-terminalen
Endes kommt es zu einer Interaktion mit dem MAGP (Microfibrillar associated
glycoprotein). Kreuzverbindungen bilden sich dabei nicht zufallig, sondern
spezifisch aus (Brown-Augsburger et al. 1996). Domanen mussen wahrend des
Polymerisationsprozesses erst ausgerichtet werden (Gray et al. 1973, Brown-
Augsburger et al. 1995).

Tropoelastin setzt sich aus alternierenden hydrophoben Abschnitten und
Kreuzungsstellen  zusammen. Es  existieren  sechzehn  potentielle
Kreuzungsstellen, die alle zwei bis drei Lysinreste enthalten, separiert durch
intervenierende Aminosauren. Kreuzverbindungen entstehen, wenn die ¢-
Aminogruppe von Lysin durch die Lysyloxidase oxidiert und mit einem weiteren
Lysin unter Bildung einer kovalenten Bindung kondensiert wird. Dies geschieht
in oder zwischen Tropoelastinmonomeren (Brown-Augsburger et al. 1996).

Auch elastische Fasern unterliegen einem Alternswandel. Wenn sie ihre volle
Reife erreicht haben, betragt der Anteil der amorphen Komponente mehr als
90% (Ross 1973). Im weiteren Verlauf werden die peripheren Mikrofibrillen in

den amorphen Anteil inkorporiert (Braverman und Fonferko 1982). Bei alteren



Individuen kénnen die peripheren Mikrofibrillen fast vollstandig fehlen (Ross
1973).

2.4. Mikrofibrillen

Feine extrazellulare Filamente im Gewebe sind seit langem bekannt. Die
Bezeichnung Mikrofibrillen wurde erstmals von Battig und Low ([1961], s. auch
Low [1962]) fur diese Art von Gewebebestandteilen vorgeschlagen. Gemafl
seiner Auffassung sind mikrofibrillare Strukturen aus Filamenten mit einem
Durchmesser von weniger als 20 nm aufgebaut. Sie weisen keine Querstreifung
auf, wie sie in kollagenen Fibrillen zu finden sind. An Lymphgefal3en anheftende
Filamente lassen allerdings eine unregelmafige Periodizitat erkennen (Leak
und Burke 1968). Auf eine &ahnliche Strukturierung verweisen Karrer et al.
(1961, 1958), Fahrenbach et al. (1966), Bruns et al. (1968), Hanak und Bock
(1971), aber auch Haust (1965), der vermutet, da? diese Periodizitat durch
kettendhnliche Aggregationen sehr kleiner runder bis ovaler Vesikel zustande
kommt. Auch Ross und Bornstein (1969) sind dieser Auffassung.
Elastin-assoziierte Mikrofibrillen werden von verschiedenen Fibroblasten-
zelltypen und glatten Muskelzellen exprimiert. Sie umgeben den Elastinkern
und sind zum Teil inkorporiert (Cleary und Gibson 1983). Chemisch-
morphologische Untersuchungen (Carmichael und Fullmer 1966) zeigen, dal3
Mikrofibrillen keine Vorstufen von Kollagenfibrillen darstellen. Mehrere
Untersuchungen weisen darauf hin, dafd vor allem in fetalem Gewebe typische
Mikrofibrillen zu finden sind (Frederickson et al. 1977, Jones et al. 1980). Die in
reifen elastischen Fasern peripher gelegenen Fibrillen sind im Durchmesser
uber 110 A dick (Ross und Bornstein 1971). Haust (1965) beschreibt sie als 80
A dicke Strukturen und mit einer Aufhellung im Inneren. Im Rindernackenband
betragt ihr Durchmesser 13 nm (Sear et al. 1978). Nach Low (1962) sind sie mit
10 bis 14 nm die wichtigste Komponente der elastischen Fasern in
Blutgefallwanden und Lunge.

Immunelektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, daf3 Mikrofibrillen mit
Fibronektin-Antikdrpern markiert werden kdnnen (Mayer et al. 1981). Natali et
al. (1981) weisen ebenfalls darauf hin, daf’3 Fibronektin mit elastischen Fasern

der Arterienwand assoziiert ist. Fibronektin hat aber nach Analysen von Gibson



und Cleary (1987) eine andere Lokalisation wie Tropoelastin und
elastinassoziierte Mikrofibrillen. Typ IV-Kollagen ist dagegen
immunhistochemisch  &hnlich verteilt wie mikrofibrillare  Glykoproteine
(Rosenbloom et al. 1997). Nach Roark et al. (1995) ist auch Fibulin 1 in
Mikrofibrillen und Elastin nachweisbar.

Biochemische und elektronenmikroskopische Ergebnisse belegen eindeutig,
dafl3 Mikrofibrillen aus Glykoproteinen bestehen (Ross und Bornstein 1969). Zu
ihnen gehoéren das Fibrillin, ein 350 kDa-Glykoprotein (Sakai et al. 1986) sowie
das Mikrofibrillen-assoziierte Glykoprotein (MAGP), ein kleineres 31 kDa-
Protein, bei dem die O-Glieder glykosyliert und Tyrosin sulphatiert sind (Gibson
et al. 1996, Tomasini et al. 1993). MAGP ist ein Substrat fur die
Transglutaminase-Kreuzverbindung, das die Mikrofibrillenstruktur weiter
stabilisieren kann (Brown-Augsburger et al. 1994, 1996).

Mikrofibrillen enthalten noch weitere Glykoproteine. Dazu z&ahlen das MFP |
(Microfibrillar protein [M = 150000]), MFP Il [M = 300000] (Sear et al. 1981),
MAGP 2 (Gibson et al. 1991), ein 25 kDa-Glykoprotein als bovine Form von
Fibrillin 1 (Lee et al. 1991, Sakai et al. 1991) und die microfibrillar associated
proteins MFAP 1 [57 kDa], MFAP 2 [31 kDa], MFAP 3 [41 kDa] (Zhang et al.
1994) und MFAP 4 [36 kDa] (Kobayasi et al. 1989).

Nach Breathnach et al. (1989) ist Amyloid P assoziiert an mikrofibrillare

Strukturen in elastischen Fasern.

Hanak und Bock (1971) gehen davon aus, dal3 Mikrofibrillen bei einer
Kontraktion den Anfangsdruck elastisch abfangen kdnnen. Sie interpretieren
diese Strukturen als mechanische Verankerung von Muskelendigung und
Sehnenanfang, bei denen die Kraft von den an der Innenseite der
Plasmamembran ansetzenden Aktinfilamenten auf die Kollagenfibrillen der
Sehne weitergeleitet wird. Nach Leak und Burke (1968) ubertragen
Mikrofibrillen die durch den Turgor der interstitiellen Gewebes auftretenden

Zugkrafte direkt auf das Plasmalemm und halten so das GefaRlumen offen.
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2.5. Oxytalanfasern

Oxytalanfasern wurden zuerst von Fullmer und Lillie (1958) entdeckt.
Ultrastrukturell erscheinen sie als Ansammlung von typischen Mikrofibrillen, die
einen Durchmesser von 10-12 nm besitzen (Carmichael und Fullmer 1966). Im
Gegensatz zu elastischen Fasern sind sie nicht an amorphes Material
assoziiert. Unter mechanischer Beanspruchung kénnen sie sich nicht
verlangern (Ferreira et al. 1987). Sheetz et al. (1973) fassen Elastin-freie
Oxytalanfasern als eigenstandige Strukturkomponenten auf. Die Autoren
ordnen sie dennoch dem elastischen Fasersystem zu. Kobayasi (1968)
verwendet eine andere Bezeichnung fir diese Art von Fasern. Bei
elektronenmikroskopischen Untersuchungen fand er elastische Fasern in der
papillaren Dermis, die nur aus Mikrofibrillen bestehen; er bezeichnet sie als
.elastische Fibrillen“. Briggaman und Wheeler (1975) bestétigen diese Befunde;

sie bezeichnen die Strukturen als ,dermale Mikrofibrillenbindel“.

Zum Nachweis derartiger feiner Matrixbestandteile verwendet Fullmer (1958)
Aldehydfuchsin, Resorcinfuchsin und Orcein. Aber nur in histologischen
Praparaten, die mit oxidierenden Agentien vorbehandelt sind, kénnen diese
Strukturen sichtbar gemacht werden. Durch Anwendung von B-Glucuronidase
und Elastase nach Oxidationsvorbehandlung lassen sich Oxytalanfasern nicht
mehr nachweisen (Fullmer 1960). Aufgrund ihrer starken Resistenz gegenuber
S&uren nennt man sie Oxytalanfasern®.

Sie lassen sich auch im dermal-epidermalen Grenzbereich der Haut (Hasegawa
1960, Cotta-Pereira et al. 1976 a), nahe der Basallamina (Tsuji 1980), in
Sehnen (Kewley et al. 1977), Faszien (Rodrigues et al. 1990), der Adventitia
von Blutgefal3en (Ushiki 1992, Davis 1993, Lethias et al. 1987), in der Mucosa
des Magens (Kawaguchi et al. 1989), des Colon (Wakui et al. 1991), der
Trachea und der Bronchien (Bock und Stockinger 1984) nachweisen.
Oxytalanfasern kommen dort vor, wo das Bindegewebe hohen mechanischen
Beanspruchungen ausgesetzt ist.

! griech.: o&v¢ [Saure], tahal [widerstehend]
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Vor allem gebindelt vorkommende Mikrofibrillen gewéhrleisten eine hohe
mechanische Widerstandsfahigkeit. Dal3 die Zonulafasern des Ciliarkorpers des
Auges aus Oxytalanfasern (Streeten und Licari 1983) bestehen, bestétigt dies.
Oxytalanfasern kommen im Parodontium von als Briuckenpfeiler dienenden
Zahnen mit grofRerem Durchmesser und hoherer Anzahl vor. Ursache daflr
sind, durch veranderte Kraftibertragungen infolge der Bricke, entstehende
Druck- und Zugbelastungen (Fullmer 1959).

2.6. Elauninfasern

Elauninfasern® wurden zuerst von Gawlik (1965) beschrieben. Er entdeckte sie,
als er im Gewebe Oxytalanfasern und reife elastische Fasern mit
histochemischen Verfahren untersuchte. Elektronenmikroskopisch stellen
Elauninfasern Bundel von Mikrofibrillen dar, die mit einer geringen Menge von
amorphem Material ausgestattet sind. Das erklart, warum sie gleichermaf3en
Eigenschaften von Oxytalan- und reifen elastischen Fasern aufweisen (Ferreira
et al. 1987). In Sehnen sind Elauninfasern schmaler und kirzer (Ghadially
1988) als elastische Fasern, indes im Kaliber gré3er als Oxytalanfasern.

Sie lassen sich mit Orcein ohne vorherige Oxydation nachweisen, bendtigen

aber fur eine Anfarbung mit Aldehydfuchsin eine vorausgehende Oxidierung.

2.7. Nachweisverfahren

2.7.1. Lichtmikroskopie

Zur selektiven lichtmikroskopischen Darstellung elastischer Fasern werden
sogenannte Elastica-Farbstoffe herangezogen. Dazu gehéren Verhoeffsches
Eisenhamatoxylin (1908), Aldehydfuchsin, Resorcinfuchsin, Orcinol-Neufuchsin
und Orcein, das ersmalig von Unna (1890) zum Nachweis elastischer Fasern

verwendet wurde.

! |at.: elauno [ich dehne]
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Neben den aufgezahlten Moglichkeiten zur selektiven Darstellung dieser
Matrixbestandteile in der Lichtmikroskopie existieren zahlreiche andere
Methoden (s. in Gotthardt 1998). Immunhistochemische Analysen konnten
Elastinvorkommen an oder unter der Basalmembran nicht verlaRlich
nachweisen. Daflr sind elektronenmikroskopische Verfahren geeignet, mit

denen der selektive Nachweis moglich ist.

2.7.2. Elektronenmikroskopie

Beide Komponenten der elastischen Fasern haben verschiedene Affinitaten zu
kationischen und anionischen Farbstoffen, die in der Elektronenmikroskopie
angewendet werden. Elastin hat eine auffallige Affinitat zu Saureanionen,
wahrend die Mikrofibrillen dabei ungeféarbt bleiben. Diese werden durch
Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert (Grenlee et al. 1966).

Die in der Elektronenmikroskopie amorph erscheinende Komponente Elastin
weist eine niedrige Elektronendichte auf und ist bei Untersuchungen mit
konventionellen Methoden nicht sichtbar. So wurden bisher verschiedene
Analysen durchgefuhrt, um Elastin kontrastreicher erscheinen zu lassen und mit
einschlagigen Methoden selektiv nachzuweisen. Bei der Dunkelfeldmikroskopie
erscheint Elastin dichter, wahrend Mikrofibrillen und Glycoproteine nicht
markiert sind (Bock und Stockinger 1984).

Ultrastrukturell haben eine Reihe chemischer Verbindungen und Farbstoffe eine
hohe Affinitat zu Elastin. Dazu gehoéren Silbertetraphenylsulphonate (Albert und
Fleischer 1970), modifiziertes Verhoeffsches Eisenhamotoxylin (Brissie et al.
1975), Tanninsaure (Cotta-Pereira et al. 1976 b, Kajikawara et al. 1975), Orcein
(Nakamura et al. 1977), Palladiumchlorid (Morris et al. 1978), Osmiumtetroxid in
Kombination mit Kalium-Eisencyanid (Goldfischer et al. 1981) und in Methanol

geldst Uranylacetat (Franc et al. 1984).
Von den eingesetzten Farbstoffen und Verbindungen wurde Tanninsdure am

haufigsten zum ultrahistochemischen Nachweis von elastischen Fasern
verwendet (Tabelle 3, Seite 15).
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Um 1800 isolierte Seguin (Chaplin 1985) eine Komponente aus Eichenrinde,
die er Tanninsdure® nannte. Sie verkorpert einen spezifischen Ester der
Glucose. Kommerziell erhaltliche Tanninsduren sind Komplexe phenolischer
Mixturen mit der empirischen Formel C7s Hsy O46 [M = 1701]. Aufgrund ihres

Gehaltes an phenolischen Hydroxylgruppen sind sie wasserldslich.

Schon friher erkannte man ihre Eigenschaften. Hippokrates wendete
Eichenrinde als Adstringensmittel an (Chaplin 1985).

Mizuhira und Futaesaku (1972) fixierten damit biologische Membranen wie
Ribosomen, Zellmembranen, Mitochondrien, Golgi-Apparate und das
endoplasmatische Retikulum. Unter Zusatz von Tanninsaure zur Glutaraldehyd-
Fixierung erzielt man eine deutliche Darstellung des amorphen Materials
aufgrund des hohen Anteils von Elastin. Auch die mikrofibrillare Komponente
kann damit sichtbar gemacht werden (Cotta-Pereira et al. 1977). Somit sind
auch Oxytalan- und Elauninfasern darstellbar.

Die Verwendung einer erhdhten Konzentration von Tanninsaure ergibt einen
starkeren Kontrast, fuhrt dariiber hinaus zur Darstellung sonst unklarer feiner
Details. Es wird empfohlen, die Wasserstoffionenaktivitat nicht Uber pH = 7
einzustellen, da es sonst zu einer Verminderung der Tinktion kommen kann.
Tanninsdure zur selektiven Kontrastierung ist nur effektiv, wenn eine
anschlieRende Behandlung mit Uranylacetat oder Bleicitrat oder beidem erfolgt
(Dingemans und Van Den Bergh Weerman 1990). In der
Scanningelektronenmikroskopie  wird  Tanninsaure zum  Schutz  von

Zellstrukturen verwendet (Katsumoto et al. 1981).

! Gerbsaure
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Tabelle 3: Nachweis elastischer Fasern mit unterschiedlichen Verfahren

Elastische Fasern enthaltende Strukturen

Ultrastrukturelle Nachweisverfahren

Menschliche Haut
(Cotta-Pereira et al. 1976 a)

Tanninsaure

Mucosa des Rindermagens
(Kawaguchi et al. 1989)

Tanninsaure

Lymphknoten der Maus
(Hayakawa et al. 1990)

Tanninsaure

Menschliche Leber
(Porto et al. 1990)

Menschliche Fascia transversalis
(Rodrigues et al. 1990)

Tanninsaure

Mucosa des Colon der Ratte
(Wakui 1991)

Tanninsaure

Myometrium des Uterus der Ratte
(Nishinaka und Fukuda 1991)

Tanninsaure

Aorta der Ratte
(Ushiki 1992)

Tanninsaure und

Scanningelektronenmikroskopie

Aorta der Maus (Davis 1993)

Tanninsaure

Epiphyse (Gigante et al. 1996)

Tanninsaure

Menschliches Myokard
(DE Carvalho et al. 1996)

Tanninsaure

Menschliche Stimmbander
(Hammond et al. 1997)

Tanninsaure

Nackenband vom Rind
(Kewley et al. 1977)

Scanningelektronenmikroskopie

Mucosa der Trachea und der Bronchien des
Menschen
(Bock und Stockinger 1984)

kombinierte

Dunkelfeld- und Hellfeldmikroskopie

Blutgefalie der Ratte
(Lethias et al. 1987)

Protein A-Gold Technik

Uterus und Cervix
(Leppert und Shiu 1991)

Scanningelektronenmikroskopie

Parodontium der Maus
(Johnson und Pylypas 1992)

HID (high iron diamine) und

Scanningelektronenmikroskopie

Menschliche fetale Membranen
(Hieber et al. 1997)

Scanningelektronenmikroskopie
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3. Material und Methoden

Untersucht wurden 12 operativ gewonnene Eileiter von Frauen im Lebensalter
von 24 bis 70 Jahren (Tabelle 4). Um die Tuben analysieren zu kénnen, wurde
das Einverstandnis der Patientinnen eingeholt.

Unmittelbar post operationem wurden Gewebeproben der Pars ampullaris und
des Isthmus tubae uterinae entnommen und fur die Transmissionselektronen-

mikroskopie fixiert.

3.1. Fixierung

Tanninsaure wird haufig zur selektiven Kontrastierung von Elastin eingesetzt
(Tabelle 3). Es werden Pre- und Post-embedding-Techniken angewandt. Bei
der Pre-embedding-Technik (Tabelle 5) wird Tanninséure in unterschiedlicher
Konzentration als Zusatz zur Fixierung hinzugegeben. Es kann mit Phosphat-
gepuffertem Glutaraldehyd und 0,25%iger Tanninsaure (Cotta-Pereira et al.
1976 b, Rodrigues et al. 1990, DE Carvalho et al. 1994) fixiert werden oder mit
Cacodylat-gepuffertem Paraform- und Glutaraldehyd und 0,1%iger Tanninsaure
(Gigante et al. 1996). Beide Verfahren wurden in vorliegender Studie

eingesetzt.

Unter der Post-embedding-Technik (Tabelle 5) versteht man, dal3 Tanninséure
zur Kontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat nach der Einbettung
hinzugegeben wird (Kajikawara et al. 1975). Die Fixierungen konnen
unterschiedlicher Art sein. Bei den durchgefiihrten Untersuchungen wurde mit
Cacodylat-gepuffertem Glutaraldehyd, mit Cacodylat-gepuffertem Paraform-
und Glutaraldehyd sowie mit Cacodylat-gepuffertem Paraform- und
Glutaraldehyd ohne Nachfixierung mit Osmiumtetroxid fixiert. Die
Kontrastierung bestand aus 5%iger Tanninsdure, 5%igem Uranylacetat und

Bleicitrat.

16



Tabelle 4: Angaben zum Untersuchungsmaterial

Nr. | Alter Klinische Diagnose OP- Art der OP Histologie Menstruation Menopause
[a] Datum des Uterus Dauer [d]; [a]
Abstand [d]
1 Cervixkarzinom 1. Wertheim ohne Adnexen
1 24 ) . . 12 /1995 | 2. Laparatomie mit Proliferationsphase | 3-4; 28
2. Peritonealzyste, Ovarialzyste o
Adnexexstirpation rechts
2 32 Adenokarzinom der Cervix 05 /1995 | Wertheim Sekretionsphase 6; 23
. . . . . 5-6; 28
3 37 Cervixkarzinom 02 /1995 | Abdominale Hysterektomie | Sekretionsphase .
Blutung seit Nov 94
4 40 Cervixkarzinom 03 /1995 | Wertheim Proliferationsphase | 3; 28
5 42 Cervixkarzinom 02 /1995 | Wertheim Sekretionsphase 5-6; A 28
6 43 Ovarialzyste links bei Endometriose | 01 /1995 Abdomlnal_e Hystergktomle, Sekretionsphase 5-6; 28
Adnexexstirpation links Dysmenorrhoe
7 48 Cervixkarzinom 03 /1995 | Wertheim Sekretionsphase 5; 28
8 51 Uterus myomatosus 02 /1996 Abdomlnal_e Hysterektomle, Sekretionsphase 8, 28-35
Adnexexstirpation links Hypomenorrhoe
. . . Wertheim mit Endometrium
9 54 Adenokarzinom der Cervix uteri 11/1994 Adnexexstirpation beidseitig | flach und glatt 1994
Glanduléar-zystische Hyperplasie des Endometrium
10 59 yslisC yperp 12 /1994 | Abdominale Hysterektomie | alteriert und 1991
Korpusendometrium drii .
risenreich
. . Endometrium
11 66 Endometriumkarzinom 01/1996 Abdomlnal_e Hy_sterek_tom!g, papillenférmig 1977
Adnexexstirpation beidseitig
umgebaut
Endometrium mit
12 70 Endometriumkarzinom 11 /1995 | Abdominale Hysterektomie | atrophischen 1979

Driisen
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Tabelle 5: Ubersicht iiber angewandte Techniken

Pre-embedding-Technik

Post-embedding-Technik

Fixierung

4% Glutaraldehyd und
0,25% Tanninsaure in
0,12 mol/l Phosphat-

Puffer (Millonig-Puffer)

4% Paraformaldehyd,
2% Glutaraldehyd und
0,1% Tanninsaure in
0,1 mol/l Natrium-
Cacodylat-Puffer

3% Glutaraldehyd in
0,1 mol/l Natrium-
Cacodylat-Puffer

4%Paraformaldehyd,
2% Glutaraldehyd in
0,1 mol/l Natrium-
Cacodylat-Puffer

4% Paraformaldehyd,
2% Glutaraldehyd in
0,1 mol/l Natrium-
Cacodylat-Puffer

Nachfixierung

1% Osmiumtetroxid in 0,1 mol/l Natrium-Cacodylat-Puffer

Keine Nachfixierung mit
Osmiumtetroxid als
Kontrollansatz

Einbettung Durcupan ACM
5% Uranyl- o o
Kontrastierung 5% Uranylacetat und Bleicitrat acetat und 0 5% IT annlnsatcjjre leici
Bleicitrat 5% Uranylacetat und Bleicitrat
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3.1.1. Pre-embedding-Technik

3.1.1.1. Glutaraldehyd mit Tanninsaure

Cotta-Pereira et al. (1976 b) folgend, wurden Tubenstickchen in Phosphat-
gepuffertem Glutaraldehyd und Tanninsaure (4%iges Glutaraldehyd und
0,25%ige Tanninsaure in 0,12 mol/l Phosphat-Pufffer) fixiert, t =16 hbei T =4
°C. Die Stammldsung des Puffers setzt sich aus Natriumhydrogenphosphat und
Natriumhydroxid zusammen und hat einen pH = 7,4 (Millonig 1961, Robinson
und Gray 1990). Dazu muf3te zuerst Tanninsaure und anschlieBend 25%iges

Glutaraldehyd hinzugegeben werden (Cotta-Pereira et al. 1976 b).

3.1.1.2. Paraform- und Glutaraldehyd mit Tanninséaure

In Anlehnung an Gigante et al. (1996) wurde ein Teil der Eileiter in gepuffertem
Paraform- und Glutaraldehyd mit Zusatz von Tanninsaure (Fluka, Seelze)
(4%iges Paraformaldehyd, 2%iges Glutaraldehyd und 0,1%ige Tanninsaure in
0,1 mol/l Cacodylatpuffer) fixiert, t = 16 h bei T = 4 °C.

3.1.2. Post-embedding-Technik

3.1.2.1. Glutaraldehyd

Ein Teil der Tuben wurde in gepuffertem Glutaraldehyd (Merck, Darmstadt)
(3%iges Glutaraldehyd in 0,1 mol/l Natrium-Cacodylat-Puffer pH = 7,4) fixiert, t
=2 h bei T = 4 °C. Anschliel3end erfolgte eine kurze Spulung in Cacodylat-
Puffer.

Natrium-Cacodylat-Puffer verwendeten schon Sabatini et al. (1965). Die
Stammlosung enthalt Dimethylarsinsaure (Merck, Darmstadt), die in Aqua

bidest. gel6st und mit Chlorwasserstofffsaure auf pH = 7,4 eingestellt wird.
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3.1.2.2. Paraform- und Glutaraldehyd mit und ohne Nachfixierung mit

Osmiumtetroxid

Organstiickchen einer weiteren Gruppe von Eileitern wurden in gepuffertem
Paraformaldehyd  (Merck, Darmstadt) und Glutaraldehyd (4%iges
Paraformaldehyd und 2%iges Glutaraldehyd in 0,1 mol/l Cacodylat-Puffer)
fixiert, t = 2 bzw. 16 h bei T = 4 °C. AbschlieRend wurden sie zweimal in

Pufferlosung gewaschen, t = 15 min.

3.1.3. Fixierung ohne Tanninsaure

3.1.3.1. Glutaraldehyd ohne Tannins&ure

Als Kontrollansatz wurden Tubenstiickchen in gepuffertem Glutaraldehyd
(3%iges Glutaraldehyd in 0,1 mol/l Natrium-Cacodylat-Puffer, pH = 7,4) fixiert, t
=2 h bei T = 4 °C. AnschlieRend erfolgte eine kurze Spilung in Cacodylat-
Puffer.

Bei diesem Ansatz wurde im weiteren Verlauf eine Nachfixierung mit
Osmiumtetroxid und eine Kontrastierung, aber ohne Verwendung von

Tanninsaure, durchgefuhrt.

3.2. Nachfixierung mit Osmiumtetroxid

Unter der Wirkung von Osmiumtetroxid wird das Zytoplasma in
elektronentransparentes Gel uberfuihrt. Im Gewebe bilden sich zwischen den
Molekilen durch  Quervernetzung Bricken. Die Konzentration von
Osmiumtetroxid muf so gewahlt werden, dal3 Mikrofilamente und Zellen nicht
zerstort werden. Sie darf nicht mehr als 1 bis 2% betragen (Robinson et al.
1985).

Die Tubenstickchen wurden in gepuffertem Osmiumtetroxid (1%iges
Osmiumtetroxid in 0,1 mol/l Cacodylat-Puffer) nachfixiert, t = 2 h bei
Raumtemperatur, und zweimal in Pufferldsung gewaschen, t = 30 min.

Zur Kontrolle der Wirkung von Osmiumtetroxid wurde Organmaterial, das in
4%igem Paraform- und 2%igem Glutaraldehyd in 0,1 mol/l Cacodylat-Puffer (s.

3.1.2.2)) fixiert worden ist, nicht nachfixiert.
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3.3. Einbettung

Uber eine Aceton- bzw. Propylenoxidreihe mit aufsteigender Konzentration
wurden die Gewebestickchen Uber Nacht entwassert. Das ist notwendig, da
das Einbettungsmedium nicht wasserldslich ist.

Samtliche Tubenstiickchen wurden in Durcupan ACM (Fluka, Buchs)
eingebettet. Die Uberfilhrung der Tuben aus Aceton bzw. Propylenoxid (Merck,
Darmstadt) in Durcupan erfolgte in folgenden Schritten, bei T = 40 - 45 °C
(Tabelle 6):

Tabelle 6: Ablauf der Einbettung

Gemisch Verhaltnis Einwirkungszeit [t in min]
Propylen-Durcupan 31 60

Propylen-Durcupan 1.1 60

Propylen-Durcupan 1:3 Uber Nacht; T =48 °C

Fur die Einbettung wurden Silikon-Kautschuk-Formen mit eingearbeiteter
Numerierung verwendet. Semidunnschnitte (0,25 pm) und Ultradiinnschnitte
(50nm) wurden mit dem Ultramikrotom (Reichert Ultracut, Leica, Wien)
angefertigt. Als Tragermaterial fur die Ultradiinnschnitte dienten Kupfer-, Gold-

und Nickelgrids (Plano, Wetzlar).

3.4. Kontrastierung

3.4.1. Selektive Kontrastierung mit Tanninséaure nach der Einbettung

Die ultradiinnen Schnitten wurden dreimal in Aqua bidest. gespult, je t =5 min,
und anschlieBend in 5%ige Tanninsaure gebracht, t = 15 min. Danach erfolgte
wieder Spulung in Aqua bidest. in drei Stufen, je t = 3 min, bevor sie unter
Abdunkelung in Uranylacetat (Serva, Heidelberg) gelegt wurden, t = 60 min bei
T = 4 °C. Nach erneuter Spulung in drei Schritten in Aqua bidest., t = 3 min,
wurden die Schnitte unter Abdunkelung in Bleicitrat (Leica, Bensheim)
kontrastiert, t = 1 min. AbschlieRend wurde nochmals in sechs Stufen in Aqua

bidest. gespiilt, t = 12 min.
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3.4.2. Doppelkontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat

Da eine Erh6hung des Kontrastes im Gewebe erreicht werden sollte, erfolgte an
den auf Netzchen aufgezogenen Ultradlnnschnitten, die nach der Pre-
embedding-Technik fixiert wurden, eine Positivkontrastierung mit Uranylacetat
und Bleicitrat. Die Kontrastmittel werden dabei selektiv im Gewebe gebunden,
so dal3 es elektronendichter erscheint. Bleicitrat bewirkt eine Kontrasterhéhung

von Membranen, Proteinen und Nukleins&uren.

Die ultradinnen Schnitte wurden zweimal in Aqua bidest. gespdult, je t = 3 min,
und danach unter Abdunkelung in 5%iger Uranylacetatldsung kontrastiert, t = 1
h bei T = 4 °C. AnschlieRend erfolgte in drei Schritten eine Spllung in Aqua
bidest., t = 3 min, und die Bleicitratkontrastierung bei Abdeckung, t = 1 min.
Beachtet werden mufite, dall die Atmosphare CO,-arm ist, damit keine
Bleicarbonatniederschlage auf dem Praparat ausfallen. Zur Bindung des
Kohlendioxids wurden deshalb Natriumhydroxidplattchen verwendet.
Abschlie3end wurde funfmal mit Aqua bidest. gespilt, t = 5 min. Getrocknet
wurden die Schnitte auf Filterpapier.

Alle Losungen sind vor ihrer Verwendung durch Spritzenfilter gegeben worden.

3.5. Elektronenmikroskopie

Die Durchmusterung der Schnitte erfolgte in einem Elektronenmikroskop EM
902 (Zeiss, Oberkochen). Die Ergebnisse wurden mit einer integrierten Kamera
(Electron mikroskope film-4489 Kodak) dokumentiert.

Die Tuben vom 24. bis zum 40. Lebensjahr lassen sich der Geschlechtsreife
zuordnen. In die Pramenopause gehoren die Eileiter von 42- bis 51jahrigen
Frauen. Die Frauen von 54 bis 70 Jahren befinden sich in der (Tabelle 4)
Postmenopause. Diese Zuordnung wurde durchgéangig bei der Auswertung der

Ergebnisse eingehalten (Tabelle 6 a, b; 7 a, b).
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4. Ergebnisse

Mit dem Ziel, Elastin selektiv zu kontrastieren, wurde Tanninsaure in Pre- und
Post-embedding-Techniken angewandt. Zunachst soll auf den Einflu@ von
Tanninsdure auf die Strukturen bei Anwendung dieser Techniken eingegangen

werden.

4.1. Tanninséure zur selektiven Kontrastierung von Elastin

Um die kontrastierende Wirkung von Tanninsaure zu kontrollieren, wurden
Proben nur in Cacodylat-gepuffertem Glutaraldehyd fixiert. Elastin-haltiges
Material des elastischen Fasersystems laf3t sich nicht selektiv nachweisen, da
Elastin nicht tingiert wird. Mikrofibrillen sind hingegen sichtbar (Abb. 1, 6, 8).

4.1.1. Pre-embedding-Technik

Mit 0,1- und 0,25%iger Tanninsaure als Zusatz zur Fixierung (Pre-embedding-
Technik) &Rt sich Elastin in den Elaunin- (Abb. 13) und reifen elastischen
Fasern (Abb. 2) selektiv kontrastieren. Bei beiden Konzentrationen werden
Zellen und das interstitielle Bindegewebe starker tingiert, was eine klare
Unterscheidung der Strukturen und eine Abgrenzung von Mikrofibrillen und
kollagenen Fibrillen erschwert. Im interstitiellen Bindegewebe erscheinen feine
Granula, bei denen es sich mdglicherweise um Artefakte handelt (Abb. 2). Dies
ist fur die Beurteilung von Interzellularraumen insbesondere in Mucosa und
Muscularis ungunstig, da sich die feinen Granula teilweise nicht von

Mikrofibrillen unterscheiden lassen (Abb.18).

4.1.2. Post-embedding-Technik

Die andere Madglichkeit, Elastin selektiv darzustellen, ist die Post-embedding-
Technik, bei der 5%ige Tanninsdure nach Einbettung und Herstellung der
Schnitte fur die Kontrastierung der Strukturen eingesetzt wird. Elastin wird bei
dieser Methode wesentlich starker tingiert (Abb. 3). Mikrofibrillen, kollagene
Fibrillen und Zellmembranen sind durch die Nachfixierung mit Osmiumtetroxid

23



und die Kontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastreicher
dargestellt. Da das Interstitum keine Granula aufweist, lassen sich im
Gegensatz zur Pre-embedding-Technik Bindegewebsstrukturen eindeutig
voneinander abgrenzen (Abb. 3). So kénnen Kontakte von Mikrofibrillen an der
Basalmembran des Tubenepithels und an den Zellmembranen besser studiert
werden. Vor allem die mit der Post-embedding-Technik erhaltenen Ergebnisse
dienen der Befundung und Auswertung.

Mit den verwendeten Cacodylat- und Phosphatpuffern lassen sich
reproduzierbare Ergebnisse erzielen. Das gleiche gilt fir die eingesetzten
Fixierungen; Glutaraldehyd ist mit und ohne Paraformaldehyd zur Erhaltung der
Strukturen gut geeignet. Beeintrachtigungen sind nicht beobachtet worden.

Der Einsatz von Glutaraldehyd ohne Osmiumtetroxid ergibt jedoch einen stark
reduzierten Kontrast, der die Unterscheidung und Beurteilung einzelner
Komponenten des Tubengewebes unméglich macht. Der geringe Kontrast a3t
auch keine Zuordnung der Strukturen zu Tubenschichten zu. Da diese
Tubenstiickchen mit Tanninsaure nach der Post-embedding-Technik behandelt
wurden, kann Elastin als einzige Struktur nachgewiesen werden. Das zeigt, daf3
die anderen Strukturen erst durch Osmiumtetroxidbehandlung starker tingiert
werden. Aufgrund des zu schwachen Kontrastes konnten die damit erzielten

Ergebnisse nicht ausgewertet werden.

4.2. Lokalisation und Verteilung der Komponenten des
elastischen Fasersystems

Von jeder Tube wurden die Pars ampullaris und der Isthmus untersucht.
Schleimhaut, Muskulatur und Gefal3-Muskelschicht wurden in bezug auf
Lokalisation und Verteilung von Oxytalan-, Elaunin- und reifen elastischen

Fasern analysiert.
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4.2.1. Oxytalanfasern

4.2.1.1. Lokalisation und Verteilung

Oxytalanfasern sind als Ansammlungen zahlreicher, parallel gelagerter
Mikrofibrillen ohne erkennbaren elektronendichten, amorphen Elastinanteil zu
beobachten. In der Mucosa kommen Oxytalanfasern unter dem Epithel (Abb. 5)
und in unmittelbarer Nahe von Fibrozyten (Abb. 6 a, b) vor. Sie unterscheiden
sich in ihrer Lange und ihrem Durchmesser. Je dicker sie sind, desto mehr
Mikrofibrillen besitzen sie (Abb. 4). Die unterschiedliche Lange ergibt sich
hingegen durch den jeweiligen Anschnitt. Eine Aussage Uber den Verlauf von
Oxytalanfasern kann nur getroffen werden, wenn sie langs angeschnitten sind.
Von den parallel zur Basalmembran verlaufenden Oxytalanfasern ziehen einige
Mikrofibrillen senkrecht zu ihr und bilden so den Ubergang von der Lamina
propria zum Epithel. Dadurch wird die an diesen Orten aus kollagenen Fibrillen
bestehende subepitheliale Schicht unterbrochen (Abb. 6 a, b; 7).
Oxytalanfasern lassen sich auch in enger Nachbarschaft zu den Fibrozyten
nachweisen, wobei sie parallel zu ihnen verlaufen, sich von ihnen entfernen und
zur nachsten Zelle ziehen, so dal3 der Eindruck entsteht, als ob sie diese
miteinander verbinden (Abb. 6 a, b). Diese Tatsache lal3t sich haufiger nahe der
Basalmembran beobachten als am Ubergang zur Muskulatur. Dort befinden
sich mehr kollagene Fasern (Abb. 4). Auch mit diesen haben Oxytalanfasern
direkten Kontakt, wobei sie senkrecht oder parallel zu ihnen verlaufen (Abb. 9 a,
b).

Oxytalanfasern befinden sich nahe an Muskelfasern, zu denen sie senkrecht
angeordnet sind (Abb. 8). In der Mucosa liegen sie hingegen parallel zu den
Fibrozyten. Am Rand von Muskelbindeln bilden Oxytalanfasern einen
Ubergang zur kollagenen Faserschicht (Abb. 10). In der Muskulatur sind sie
zwischen Kollagenfibrillen seltener zu sehen.

In der GefalRschicht lieR3en sich keine Oxytalanfasern nachweisen.

4.2.1.2. Regionale Unterschiede

Oxytalanfasern kommen in Mucosa und Muscularis von allen untersuchten
Tuben sehr zahlreich vor. Sowohl in der Mucosa des Isthmus als auch in der
Pars ampullaris sind sie am haufigsten unter der Basalmembran und an den

Fibrozyten zu sehen. Unterschiede in der Lokalisation konnten in der
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Muscularis beider Abschnitte nicht festgestellt werden. Nur die mengenmaRige

Verteilung unter Berticksichtigung des Lebensalters der Frauen ist verschieden.

4.2.1.3. Altersunterschiede

Im Isthmus nimmt die Anzahl von Oxytalanfasern in der Mucosa mit dem Alter
zu. Sie erreicht um die Menopause einen Gipfel und nimmt dann wieder ab. In
der Pars ampullaris kommen hingegen auffallig viele Fasern in der tubaren
Mucosa von den beiden jungsten Frauen und der 54jahrigen Frau vor (Abb. 29).
Die Verteilung in allen anderen Tuben ist etwa gleich. Nur die Pars ampullaris
zusammen mit dem Isthmus von einer 24- und einer 54jahrigen Frau enthalten
viel mehr Oxytalanfasern in der Schleimhaut als die der anderen Frauen und
stellen somit eine Ausnahme dar (Abb. 4, 11, 29, 30).

Die Verteilung der zahlreich in der Muskulatur vorkommenden Oxytalanfasern
ist in Isthmus und Pars ampullaris unregelm&Rig und altersunabhangig (Abb.
31, 32).

4.2.2. Elauninfasern

4.2.2.1. Lokalisation und Verteilung

Elauninfasern sind Bindel parallel gelagerter Mikrofibrillen mit einem Anteil
amorphen Materials, der geringer ist als in reifen elastischen Fasern. Aufféllig
ist ihr variierender Durchmesser (Abb. 12 a, b, c; 13). Ebenso wie dieser
unterscheidet sich auch der Gehalt an Elastin in den Fasern (Abb. 12 b, 13). So
haben einige mehrere kleine Stellen und andere dafir einzelne grof3e Areale an
Elastin. Dies wurde in Mucosa und Muscularis beobachtet. Der
Mikrofibrillenanteil Uberwiegt in allen Elauninfasern, wodurch sie sich eindeutig
von reifen elastischen Fasern unterscheiden lassen (Abb. 13).

Elauninfasern findet man nicht direkt am oder nahe dem Epithel, sondern
inmitten der Mucosa (Abb. 11, 14) oder am Ubergang zur Muscularis. Sie sind
in der Mucosa schmaler als jene in der Muskulatur (Abb. 12 b, c; 15, 20). Ihr
Elastingehalt ist ebenfalls geringer (Abb. 16). Aufgrund dessen laf3t sich kein
direkter Vergleich zwischen Elauninfasern der Mucosa und der Muscularis

anstellen.
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Wahrend man Elauninfasern in der Schleimhaut in Assoziation mit Fibrozyten
(Abb. 5, 16) oder seltener zwischen kollagenen Fasern beobachtet (Abb. 18),
sind sie in der Muskulatur vorwiegend zwischen Muskelbiindeln (Abb. 20)
anzutreffen. Seltener kommen sie zwischen den Muskelzellen (Abb. 17) vor, zu
denen sie eine parallele Lagebeziehung aufweisen (Abb.11 b).

In der Gefal3schicht konnten keine Elauninfasern nachgewiesen werden.

4.2.2.2. Regionale Unterschiede

Elauninfasern sind in der Schleimhaut der Pars ampullaris und des Isthmus nur
direkt in Verbindung mit Fibrozyten zu sehen. Sie sind nur bei einem Drittel aller
untersuchten Tuben nachweisbar (Abb. 29, 30) und kommen in der Pars
ampullaris haufiger als im Isthmus vor. Dabei enthalten vorwiegend die Tuben
der jungsten Frauen und derer um die Menopause eine geringe Anzahl
Elauninfasern.

Ihr Gehalt in der Muscularis des Isthmus entspricht dagegen etwa dem der Pars
ampullaris. Auffallig ist das geringere Vorkommen von Elauninfasern im
Tubenisthmus von Frauen in der Pramenopause. Zum Zeitpunkt der

Menopause treten diese in der Muskulatur wieder zahlreicher auf (Abb. 32).

4.2.2.3. Altersunterschiede

In der Schleimhaut von Tuben der Frauen um die Menopause und in der
geschlechtsreifen Phase sind Elauninfasern ganz vereinzelt anzutreffen. In den
Tuben von den Frauen in der Postmenopause kommen sie regelmaldig in
beiden Abschnitten vor. Eine Ausnahme in der jingsten Altersgruppe bildet die
Mucosa des Isthmus von einer 24jahrigen Frau, bei der als einzige auffallig
viele Elauninfasern enthalten sind (Abb. 14).

Der Anteil von Elauninfasern in der Muskulatur schwankt in den einzelnen
Altersstufen. Keine der untersuchten Tuben hat auffallig mehr Elauninfasern in

der Muskulatur beider Abschnitte als die anderen.
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4.2 .3. Reife elastische Fasern

4.2.3.1. Lokalisation und Verteilung

Reife elastische Fasern erkennt man daran, dal3 Elastin die ganze Faser
aufbaut und Mikrofibrillen ausschlief3lich den Randbereich bilden. Im Anschnitt
der Fasern ist das geschlossene Elastin-Areal besonders gut zu sehen (Abb. 3,
19). Alle Fasern mit elektronenopaquen Arealen sind den Elauninfasern
zugeordnet worden, wenn sich in einer Faser mehrere Elastinanteile befanden
und diese durch Mikrofibrillen getrennt waren (Abb. 12 a, 20). Eine klare
Abgrenzung von Elauninfasern ist ausschlieBlich durch Vergleich des
GroRRenverhéaltnisses von Elastinarealen zu Mikrofibrillen méglich. Dies konnte
mit der Pre- und Post-embedding-Technik realisiert werden.

In den GefalRwanden ist aber im Gegensatz zu Fasern der Muscularis die
Mikrofibrillenanzahl im Randbereich noch viel geringer (Abb. 3, 13). Die
Befunde der Post-embedding-Technik weisen darauf hin, dal3 in Media und
Intima vorkommende reife elastische Fasern kaum Mikrofibrillen aufweisen
(Abb. 3) und der zentrale Elastinanteil teilweise unterbrochen erscheint.

Zarte reife elastische Fasern kommen in der Schleimhaut vor (Abb. 21). Ihr
Durchmesser nimmt Uber die Muscularis zur Geféaf3-Muskelschicht hin zu.
Wahrend sie als feine Faserchen in der Umgebung von Gefalen der
Schleimhaut (Abb. 22) sichtbar sind, sieht man sie in der Muskulatur mit etwas
gréRerem Durchmesser zwischen Muskelbundeln (Abb.13).

Reife elastische Fasern sind in Arterien und Venen unterschiedlich lokalisiert.
Sie erscheinen besonders aufféllig als Lamina elastica interna in grof3en (Abb.
23), mittleren (Abb. 24) und kleinen Arterien (Abb. 25). Je groRRer die Arterie,
desto breiter die Lamina elastica interna. In Venen ist diese Zone gar nicht
vorhanden (Abb. 1, 26). In grof3en Venen dominieren reife elastische Fasern in
der Media (Abb. 2, 19, 26). Sie kommen dagegen in der Media von Arterien in
geringerer Anzahl als in Interna und Externa vor (Abb. 24). Der Fasergehalt der
Media nimmt bei Venen und Arterien mit der GrofRe des GefalRes zu. Kleine
Arterien besitzen in der Media keine reifen elastischen Fasern (Abb. 25). Im
Querschnitt der Arterien ist gut zu beobachten, daf3 die Elastin-reichen Laminae
elasticae internae und externae langs und in der Media zirkular (Abb. 19) zum

Gefalllumen verlaufen.
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Die Adventitia enthalt dicke reife elastische Fasern in der Lamina elastica
externa (Abb. 3). Von ihr strahlen weitere Fasern aus, die dann wellenférmig die
Zellen umgeben und sich dem Verlauf von kollagenen Fibrillen anpassen. Reife
elastische Fasern erreichen in Venen nicht die GroRe von jenen in Arterien
(Abb. 27). In der Adventitia von mittelgroRen Arterien sind etwa genauso viele
reife elastische Fasern wie in der Interna enthalten (Abb. 24). Bei mittleren und
kleinen Venen hingegen ist die Adventitia die Schicht mit dem hdchsten Anteil
an diesen Fasern (Abb. 27).

4.2.3.2. Regionale Unterschiede

Reife elastische Fasern kommen in der Schleimhaut der Pars ampullaris und
des Isthmus von Tuben jungerer Frauen und jener um die Menopause
ausschlie3lich in und um GefalRen vor (Abb. 22). Sie kbnnen in der Adventitia in
Form kleiner Fasern zwischen den kollagenen Fasern ausgemacht werden. In
grof3en Arterien bauen sie die Lamina elastica interna auf.

In der Mucosa sind sie selten dicht an den Fibrozyten zu finden und dann auch
nur in geringer Anzahl (Abb. 21). Bemerkenswert ist, dafl3 diese Beobachtung in
beiden Abschnitten gleichermalRen gemacht wurde. Reife elastische Fasern
befinden sich in diesen Tuben genau wie Elauninfasern eher am Ubergang zur
Muskulatur. Direkt unter dem Epithel konnten sie nicht ausgemacht werden.
Reife elastische Fasern sind in der Muskulatur von Isthmus und Pars ampullaris
nur in Eileitern von geschlechtsreifen Frauen zu finden (Abb. 31, 32). Sie
befinden sich zwischen Muskelbiindeln und weisen einen kleineren
Durchmesser auf als jene der Gefal3schicht. Nur in der Pars ampullaris von
einer Frau in der Pramenopause (Tube von einer 42jahrigen Frau) wurden
ebenfalls reife elastische Fasern gefunden. In der Muskulatur des Isthmus
kamen diese Fasern lediglich in Tuben von geschlechtsreifen Frauen vor.

In der Gefal3schicht von Isthmus und Pars ampullaris befinden sich Arterien und
Venen mit unterschiedlichem Kaliber. lhr Gehalt an reifen elastischen Fasern
nimmt mit der GroR3e des GefalRes zu (Tabelle 8 a, b).

Die Venen weisen nur in der Adventitia auffallig viele elastische Fasern auf
(Abb. 27). In der Media sind diese je nach Gefal3groRe nur selten (Abb. 2, 26).

Eine Lamina elastica interna ist in Venen nicht vorhanden (Abb. 28).
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Bei allen Arterien, gleich welchen Kalibers, kommen die meisten reifen
elastischen Fasern in der Lamina elastica interna vor. Ihre Prasenz in der Media
ist gefal3groRenabhéngig (Abb. 24). Die Adventitia ist mit zahlreichen

elastischen Fasern durchsetzt (Abb. 3).

4.2.3.3. Altersunterschiede

Bei Frauen ab dem 60. Lebensjahr, sind reife elastische Fasern in der
Schleimhaut auch ohne Beziehung zu Blutgefalen nachweisbar (Abb. 21) und
zwar in Isthmus und Pars ampullaris. Die tubare Mucosa aller anderen
Altersstufen enthalt reife elastische Fasern ausschlie3lich in und nahe den
Blutgefalen.

Reife elastische Fasern sind in der Muscularis nur bei den jingeren Frauen und
dann in sehr geringer Anzahl anzutreffen. Der Isthmus von der 66jahrigen Frau
bildet eine Ausnahme. Er enthéalt ebenfalls reife elastische Fasern.

Das Vorkommen reifer elastischer Fasern in den GefalRen ist abhangig vom
GefalRdurchmesser. Je groBer das Kaliber des Gefalles, desto mehr reife
elastische Fasern kommen vor. Diese quantitativen Unterschiede sind im

Isthmus und Pars ampullaris altersunabhangig.

Eine Ubersicht tber die Verteilung der Komponenten des elastischen
Fasersystems in der Pars ampullaris und im Isthmus liefern die Tabellen 7 a
und b. Wie die reifen elastischen Fasern in den Gefal3en der Pars ampullaris
und des Isthmus verteilt sind, kann den Tabellen 8 a und b entnommen werden.
Diese Ergebnisse sind zur besseren Ubersicht in den Abb. 29 bis 32
semiquantitativ zusammengefaldt. Sie sind Ausdruck jener Verhaltnisse, die

ultrastrukturell sichtbar gemacht und beurteilt werden konnten.
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Abb. 1:

Abb. 2:

Abb. 3:

Ohne Tanninsaure laft sich Elastin in den reifen elastischen Fasern (a) einer
Arterie nicht selektiv darstellen (b - Endothelzelle).

Gefal3-Muskelschicht des Isthmus von einer 48jahrigen Frau, Cacodylat-
gepuffertes Glutaraldehyd ohne Tanninsaure, 4480:1

Eine grol3e Vene mit reifen elastischen Fasern in der Media (a). Feine Granula
(b) befinden sich im Interstitium.

GefaR-Muskelschicht des Isthmus von einer 48jadhrigen Frau, Phosphat-
gepuffertes Glutaraldehyd mit Tanninsédure (Pre-embedding-Technik), 3400:1

In groRen Arterien bilden die reifen elastischen Fasern (Pfeile) eine Lamina
elastica externa. Sie passen sich dabei dem Verlauf der Zellen der GefaRwand
an.

GefaR-Muskelschicht der Pars ampullaris von einer 37jahrigen Frau, Cacodylat-
gepuffertes Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 4480:1
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Abb. 4:

Abb. 5:

In Tuben von jingeren Frauen bilden die Oxytalanfasern (a) eine breite Schicht
direkt unter dem Epithel (b). Dabei unterscheiden sich die Durchmesser der
Fasern (c - kollagene Fasern).

Mucosa des Isthmus von einer 24jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 3400:1

Elauninfasern (a) haben in der Mucosa einen geringeren Elastingehalt als jene
in der Muscularis. Sie sind in der Nahe von Fibrozyten (b) lokalisiert (¢ -
kollagene Fasern).

Mucosa der Pars ampullaris von einer 32jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 4480:1
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Abb. 6 a:

Abb. 6 b:

Oxytalanfasern (a) befinden sich nahe den Fibrozyten (b). Sichtbar ist ihre
Verbindung zur Basalmembran (c).

Mucosa der Pars ampullaris von einer 32jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Glutaraldehyd ohne Tanninsaure, 7000: 1

Oxytalanfasern (a) liegen parallel zu Fibrozyten (b), entfernen sich von ihnen
und ziehen zur nachsten Zelle.

Mucosa der Pars ampullaris von einer 32jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Glutaraldehyd ohne Tanninsaure, 7000: 1
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Abb. 7:

Abb. 8 :

Oxytalanfasern (a), die subepithelial lokalisiert sind, haben uber einzelne
Mikrofibrillen (b) eine Verbindung zur Basalmembran des Epithels.

Mucosa des Isthmus von einer 32jdhrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 7140:1

In weiten InterzellularrAumen 140t sich der Verlauf von Mikrofibrillen (Pfeile)
besonders gut beobachten. Sie treffen die Zellmembran der Muskelzellen
senkrecht.

Muscularis des Isthmus von einer 66jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Glutaraldehyd ohne Tanninsaure, 13000:1
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Abb. 9 a: Kollagene Fibrillen (a) haben Kontakt zu Oxytalanfasern (b).

Mucosa des Isthmus von einer 42jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes

Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 12000:1

Abb. 9 b: Oxytalanfasern (a) verlaufen senkrecht oder parallel zu kollagenen Fibrillen (b).
Mucosa der Pars ampullaris von einer 43jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes

Glutaraldehyd ohne Tanninsaure, 6272:1
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Abb. 10:

Abb. 11:

Uber Mikrofibrillen (a) sind Muskelzellen (b) untereinander und mit umgebenden
kollagenen Fibrillen (c) verbunden.

Muscularis der Pars ampullaris von einer 42jahrigen Frau, Cacodylat-
gepuffertes Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 4480:1

Der Schnitt durch die Mucosa zeigt die Lage von Oxytalanfasern (a) direkt unter
dem Epithel (b) und ihre Beziehung zu den Fibrozyten (c). Elauninfasern (d)
liegen dagegen nicht subepithelial, sondern inmitten der Mucosa .

Mucosa des Isthmus von einer 24jadhrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 7000:1

36



Abb. 12 a:

Abb. 12 b:

Abb. 12 c:

Abb. 12 a-c:

In dem Ausschnitt aus der Muskulatur mit quer und langs angeschnittenen
Elauninfasern ist das Tanninsaure-tingierte Elastin selektiv kontrastiert. 3400:1

Der unterschiedliche Gehalt an Elastin in den Elauninfasern ist am besten bei
guer angeschnittenen Fasern zu erkennen. 9520:1

Die parallele Lagebeziehung von Elauninfasern (a) zu Muskelzellen (b) laf3t sich
bei langsangeschnittenen Fasern besser beurteilen. 9520:1

Muscularis des Isthmus von einer 51ljahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik)
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Abb. 13:

Abb. 14:

Elauninfasern (a) und reife elastische Fasern (b) sind um Muskelbundel
lokalisiert und bilden den Ubergang zur Umgebung. Der Elastingehalt von
Elauninfasern ist verschieden.

Muscularis des Isthmus von einer 42jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd mit Tanninsaure (Pre-embedding-Technik),
7000:1

Elauninfasern (a) kommen selten in der Schleimhaut vor. Im Eileiter von einer
24jahrigen Frau findet man sie hingegen haufig, aber ohne Kontakt zum Epithel
(b).

Mucosa des Isthmus von einer 24jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 4480:1
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Abb. 15:

Abb. 16:

Kleine Elauninfasern (a) liegen in der Schleimhaut zwischen kollagenen Fasern
(b) und Fibrozyten (c).

Mucosa des Isthmus von einer 32jadhrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 7000:1

In der tubaren Schleimhaut von einer geschlechtsreifen Frau sind viele
Elauninfasern (a) an den Fibrozyten (b) nachweisbar.

Mucosa des Isthmus von einer 24jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 7000:1
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Abb. 17:

Abb. 18:

Selten sind Elauninfasern (a) zwischen den Muskelzellen (b) zu finden.
Muscularis des Isthmus von einer 42jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 3400:1

Elauninfasern (a) mit geringem Elastingehalt liegen in der Schleimhaut nahe
von Fibrozyten. Mikrofibrillen (b) sind mit dieser Technik nicht eindeutig von
granularem Material im Interstitium (c) zu unterscheiden.

Mucosa des Isthmus von einer 48jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd mit Tanninsdure (Pre-embedding-Technik),
7000:1
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Abb. 19:

Abb. 20:

Die reifen elastischen Fasern (a) verlaufen in der Media der Vene zirkulér durch
das GefaR (b - Endothelzellen).

Gefal3-Muskelschicht der Pars ampullaris von einer 42jahrigen Frau, Cacodylat-
gepuffertes Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 3400:1

Elauninfasern (a) umgeben Muskelbiindel (b) und trennen sie voneinander.

Muscularis des Isthmus von einer 32jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 4480:1
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Abb. 21:

Abb. 22:

Nur in Tuben von Frauen in der Postmenopause sind reife elastische Fasern
(Pfeile) auch in der Schleimhaut anzutreffen.

Mucosa der Pars ampullaris von einer 70jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 5440:1

Reife elastische Fasern (a) sind in der Mucosa unmittelbar um die kleinen
GefalRe (b) nachweisbar.

Mucosa des Isthmus von einer 40jahrigen Frau, Cacodylat-gepuffertes
Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 3400:1
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Abb. 23

Abb. 24:

Dicke reife elastische Fasern (Pfeile) lassen sich in Arterien auch durch
Anwendung von Tanninsaure als Zusatz zur Fixierung nachweisen.
Gefal3-Muskelschicht der Pars ampullaris von einer 48jahrigen Frau, Cacodylat-
gepuffertes Paraform- und Glutaraldehyd mit Tanninsdure (Pre-embedding-
Technik), 3400:1

In einer mittelgroRen Arterie hat die Media (a) nur einen geringen Elastingehalt.
Die Lamina elastica externa (b) und interna (c) sind hingegen stark
Tanninsaure-tingiert.

GefaR-Muskelschicht der Pars ampullaris von einer 24jahrigen Frau,
Cacodylat-gepuffertes Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 3400:1
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Abb. 25:

Abb. 26:

Auch in mittelgroBen Arterien ist die Lamina elastica interna (Pfeile) stark
ausgepragt. Das laRt sich am besten in quer angeschnittenen Gefalien
beurteilen.

Gefal3-Muskelschicht des Isthmus von einer 40jahrigen Frau, Cacodylat-
gepuffertes Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 3400:1

Eine mittelgroRe Vene mit dicken reifen elastischen Fasern (a) in der Media.
Die Fasern liegen zwischen den Zellen und Kollagenfibrillen (b - Endothelzelle).
GefaR-Muskelschicht der Pars ampullaris von einer 42jahrigen Frau,
Cacodylat-gepuffertes Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik),
3400:1
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Abb. 27:

Abb. 28:

Reife elastische Fasern (a) verlaufen in der Adventitia wie die Kollgenfibrillen
(b) oder befinden sich direkt an den Zellen (c).

GefaR-Muskelschicht des Isthmus von einer 32jahrigen Frau, Cacodylat-
gepuffertes Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 3400:1

Die Media von Venen enthalt teilweise kleine reife elastische Fasern (Pfeile).
Eine Lamina elastica interna ist hingegen nicht zu finden.

GeféaR-Muskelschicht des Isthmus von einer 32jahrigen Frau, Cacodylat-
gepuffertes Paraform- und Glutaraldehyd (Post-embedding-Technik), 7000:1
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Tabelle 7 a: Verteilung der Komponenten des elastischen Fasersystems in der
Pars ampullaris

Alter Schleimhaut Muskulatur
[a] Oxytalanfasern Elauninfasern Reifelzzelastische Oxytalanfasern Elauninfasern [elle el
asern Fasern
24 +++ + - +++ ++ +
32 +++ ++ - +++ + +
37 ++ - - + ++ -
40 ++ + - +++ ++ +
42 ++ - - +++ +++ -
43 ++ ++ - ++ +++ -
48 ++ + - ++ ++ -
51 ++ - - ++ ++ -
54 +++ + - ++ ++ -
59 ++ - - ++ + -
66 ++ + + ++ +++ +
70 + + + ++ ++ -

Tabelle 7 b: Verteilung der Komponenten des elastischen Fasersystemsim
Isthmus

Alter Schleimhaut Muskulatur
[a] Oxytalanfasern Elauninfasern Reife,):elastische Oxytalanfasern Elauninfasern REiEle asl ol
asern Fasern
24 +++ +++ - ++ +++ +
32 + - - ++ ++ -
37 + - - +++ + +
40 ++ - - +++ + -
42 ++ - - ++ + ++
43 ++ - - ++ ++ -
48 ++ + - ++ ++ -
51 +++ + - +++ +++ -
54 +++ + - ++ ++ -
59 +++ - - + +++ -
66 ++ + + + ++ -
70 ++ + + +++ ++ -
Bewertung:

- keine auffindbar
+ teilweise zu finden

++

zahlreich vorkommend
+++ auffallig haufig anzutreffen
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Tabelle 8 a: Verteilung reifer elastischer Fasern

ampullaris

in den GefalRen der Pars

Alter Arterien Venen
[a] Lam?na elastica Media Adventitia Media Adventitia
interna

24 +++ + ++ - ++
32 +++ ++ ++ ++ ++
37 +++ ++ +++ + ++
40 ++ + ++ - ++
42 +++ + ++ - +++
43 + - ++ - +
48 +++ +++ +++ - ++
51 +++ ++ ++ - ++
54 +++ +++ ++ + ++
59 +++ ++ +++ + +++
66 +++ ++ ++ - +
70 +++ +++ +++ + ++

Tabelle 8 b: Verteilung reifer elastischer Fasern in den Geféal3en des Isthmus

Alter Arterien Venen

[a] Lam?na elastica Media Adventitia Media Adventitia
interna

24 +++ + ++ - +
32 +++ ++ +++ - +++
37 ++ +++ +++ + ++
40 +++ ++ ++ - +++
42 +++ ++ +++ - +++
43 +++ + ++ - ++
48 +++ + +++ - +
51 + + ++ + +++
54 +++ + + +++ +++
59 +++ + ++ - +++
66 +++ ++ ++ - +++
70 +++ ++ ++ - ++

Bewertung:

+
++

keine auffindbar

teilweise zu finden

zahlreich vorkommend
+++ auffallig haufig anzutreffen

a7




+++]

24 32 37 40 42 43 48 51 54 59 66 70
Lebensalter der Frauen

O Reife elastische Fasern E Elauninfasern B Oxytalanfasern

+ teilweise zu finden ++ zahlreich vorkommend +++ auffallig haufig anzutreffen

Abb. 29: Verteilung der Komponenten des elastischen Fasersystems in der
Schleimhaut der Pars ampullaris in den untersuchten Tuben
(s.Tabelle 7 a)

+++

++

24 32 37 40 42 43 48 51 54 59 66 70
Lebensalter der Frauen

O Reife elastische Fasern @ Elauninfasern B Oxytalanfasern

+ teilweise zu finden ++zahlreich vorkommend +++auffallig haufig anzutreffen

Abb. 30: Verteilung der Komponenten des elastischen Fasersystems in der
Schleimhaut des Isthmus in den untersuchten Tuben (s. Tabelle 7 b)
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24 32 37 40 42 43 48 51 54 59 66 70
Lebensalter der Frauen

O Reife elastische Fasern @ Elauninfasern Bl Oxytalanfasern

+ teilweise zu finden ++ zahlreich vorkommend +++ auffallig haufig anzutreffen

Abb. 31: Komponenten des elastischen Fasersystems in der Muskulatur der
Pars ampullaris in den untersuchten Tuben (s. Tabelle 7 a)

24 32 37 40 42 43 48 51 54 59 66 70
Lebensalter der Frauen

O Reife elastische Fasern @ Elauninfasern Bl Oxytalanfasern

+ teilweise zu finden ++zahlreich vorkommend +++auffallig haufig anzutreffen

Abb. 32: Komponenten des elastische Fasersystems in der Muskulatur des
Isthmus in den untersuchten Tuben (s. Tabelle 7 b)
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5. Diskussion

5.1. Elektronenmikroskopie der elastischen Fasern

Elastische Fasern konnten bisher in Muscularis, Gefal3-Muskelschicht und
Subserosa der Tuba uterina mit histochemischen Verfahren und durch
Anwendung klassischer Elastica-Farbungen nachgewiesen werden. In der
Mucosa sind diese nur in Gefallen und ihrer unmittelbaren Umgebung
vorzufinden (Schenk und Austerlitz 1903, Schridde 1910, Geist 1913, Tietze
1932, Dubreuil 1946). Andere Untersuchungen (Sani 1950) belegen jedoch,
dalR elastische Fasernetze in der Mucosa existieren. Spater untersuchten
Schultka et al. (1996) unter Anwendung klassischer Féarbemethoden
(Aldehydfuchsin, Verhoeffsches Eisenhdmatoxylin und Orcein) sowie
immunhistochemischer Verfahren die Lokalisation und Verteilung von Elastin im
menschlichen Eileiter. Dieses konnte in der Mucosa nicht nachgewiesen
werden (Gotthardt 1998). Das Verhaltnis von Elastin zu Mikrofibrillen, deren
Beziehung zum umliegenden Bindegewebe und den Zellen konnten mit den von
Gotthardt angewandten Methoden ebenfalls nicht festgelegt werden. Die
Aufklarung der ultrastrukturellen Verhaltnisse des Bindegewebes der Tuba
uterina ist noch nicht erfolgt. Deshalb war es Ziel der vorliegenden Arbeit, durch
elektronenmikroskopische Techniken das Verteilungsmuster der
Oxytalanfasern, Elauninfasern und reifen elastischen Fasern in der Tuba
uterina zu untersuchen.

Tanninsdure zur selektiven Kontrastierung von Elastin hat sich in vielen
Untersuchungen, wie auch in vorliegender Studie, bewahrt (Tabelle 3, Seite
15). Die Komponenten des elastischen Fasersystems konnten in allen
Abschnitten der Tuba uterina nachgewiesen und die Beziehungen zwischen
Elastin und den Mikrofibrillen genau untersucht werden. Die reifen elastischen
Fasern bestehen Uberwiegend aus Elastin und sind umgeben von ,elastische
Faser-Mikrofibrillen” (Ross und Bornstein 1969). Uberwiegt der mikrofibrillare
Anteil und sind nur wenige Stellen mit Elastinmaterial besetzt, so werden diese
Fasern den Elauninfasern, erstmals beschrieben von Gawlik (1965),
zugeordnet. Die Abgrenzung zu den reifen elastischen Fasern gestaltete sich in

Mucosa und Muskulatur schwierig, da auch der zentrale Elastinanteil besonders
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bei feineren Fasern von Mikrofibrillen durchsetzt war. Elauninfasern weisen
hingegen mehrere kleine Areale mit Elastin auf, die nicht miteinander in
Verbindung stehen.

Weiterhin konnten Ansammlungen mehrerer parallel gelagerter Mikrofibrillen in
Mucosa und Muscularis nachgewiesen werden. Sie entsprechen den
Beschreibungen von Carmichael und Fullmer (1966), die diese Strukturen als
Oxytalanfasern bezeichneten. lhre Unterscheidung gegenuiber den Elaunin- und
reifen elastischen Fasern bereitete aufgrund der selektiven Darstellung von
Elastin und dem dadurch erhéhten Kontrast keine Schwierigkeiten. Im tubaren
Bindegewebe wurde Elastin in Oxytalanfasern nicht beobachtet. Von einigen
Autoren sind hingegen geringe Elastinmengen in Oxytalanfasern beschrieben
worden (Fukuda et al. 1984, Schwartz und Fleischmajer 1986, Werth et al.
1996).

5.2. Zur Verteilung des elastischen Fasersystems in den
Schichten des Eileiters und die funktionelle Bedeutung

der Fasern

Zum Nachweis der Faserstrukturen war die Anwendung von Tanninsaure in der
der Post-embedding-Technik die glunstigste Methode. Damit konnten Oxytalan-,
Elaunin- und reife elastische Fasern in der Pars ampullaris und im Isthmus
selektiv nachgewiesen und unterschieden werden. Ihr Verteilungsmuster
(Tabelle 7 a, b, Seite 46) spiegelt die verschiedenen Belastungen der einzelnen
Schichten wieder, da jede Faserart eine andere funktionelle Bedeutung hat.

Die Kraft der tubaren Muskelkontraktion kann durch Oxytalanfasern abgefangen
werden. Elaunin- und reife elastische Fasern bilden hingegen eine
Energielbertragungskette, so dall die entstehende Kraft bis zur Mucosa
weitergeleitet wird und Einflu auf den Ruhezustand und die Fortbewegung der

Eizelle nehmen kann.
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5.2.1. Schleimhaut

In der Pars ampullaris und im Isthmus konnten in der Schleimhaut
Oxytalanfasern lokalisiert werden. Sie sind in der Lage, hohe mechanische
Beanspruchungen abzufangen, wie im Parodontium (Fullmer und Lillie 1958),
der dermo-epidermalen Verbindungszone (Cotta-Pereira et al. 1976 a) und dem
Knorpel (Cotta-Pereira et al. 1984). Sie haben funktionelle Bedeutung fiur die
Widerstandsfahigkeit des Organes (Cotta-Pereira et al. 1976 a). Cotta-Pereira
und lruela-Arispe (1989) klarten die Funktion von Oxytalanfasern in der Zonula
ziliaris auf, wo sie die Kraft des Ziliarmuskels, die wahrend der visuellen
Akkommodation auf die Linse wirkt, abfangen und tbertragen.

Oxytalanfasern kommen, nach den vorliegenden Befunden, gehauft in der Nahe
des Tubenepithels vor, wo sie parallel zur Basalmembran zu finden sind.
Verbunden mit dieser sind sie Uber einzelne Mikrofibrillen, die senkrecht die
Basalmembran erreichen. Mikrofibrillenbtindel befinden sich besonders nahe an
Fibrozyten, liegen parallel zu ihnen und verbinden die Zellauslaufer der
Fibrozyten miteinander. Das konnte in der tubaren Mucosa von Pars ampullaris
und Isthmus gleichermalRen beobachtet werden. Mikrofibrillenblindel treffen
Kollagenfibrillen senkrecht oder verlaufen parallel zu ihnen. Aus dieser
Anordnung kann die funktionelle Beanspruchung der Oxytalanfasern gefolgert
werden. Innerhalb der Lamina propria mucosae ist eine Funktion in Form von
Spannungskompensation und -verteilung zwischen den Zellen und kollagenen
Fasern denkbar.

In der tubaren Mucosa waren keine quantitativen Unterschiede auffallig.
Andere Autoren (Gogly et al. 1997) konnten durch morphometrische Analysen
zeigen, dald der Durchmesser von Oxytalanfasern in der Haut und in der
Gingiva im Laufe des Lebens konstant bleibt, ihre Lange aber signifikant
abnimmt.

Elauninfasern erscheinen in der Mucosa unregelméafig. In der Pars ampullaris
und im Isthmus der Tuben von Frauen in der Geschlechtsreife und in der
Menopause sind sie direkt zwischen kollagenen Fasern und Fibrozyten
nachweisbar. Sie beriihren die Basalmembran nicht. Es ist anzunehmen, daf}
wie in der Haut (Cotta-Pereira et al. 1976 a) eine Verbindung Uuber

Oxytalanfasern und Mikrofibrillen zum Epithel besteht.
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In der vorliegenden Untersuchung konnten keine reifen elastischen Fasern in
der Lamina propria mucosae nachgewiesen werden. Eine Ausnahme bilden die
Tuben von einer 66- und 70jdhrigen Frau. Diese enthalten in der Mucosa der
Pars ampullaris und des Isthmus schmale reife elastische Fasern (Tabelle 7 a,
b, Seite 46; Abb. 21, Seite 42; Abb. 29, 30, Seite 48). Hormann (1908)
beschreibt in der Tubenmucosa von einer 70jahrigen Frau die Fasern als
.plump und geschwollen”. Sie treten wahrend der Entwicklung anstelle der
feinen Fasern, die in fetalen und geschlechtsreifen Tuben vorkommen. Auch
Schenk und Austerlitz (1903) fanden vereinzelt feine elastische Fasern in der
Mucosa nach der Menopause, die sonst nur in der Muscularis und Serosa
anzutreffen waren. Geist (1913), der ebenfalls feine Fasern in der Schleimhaut
lokalisierte, meint, daf3 sie den GefalRen zuzuordnen waren. Er ist der Meinung,
daR diese, reife elastische Fasern enthaltende Schicht eine Umwandlung der
inneren Muskelschicht sein koénnte. Eine andere Uberlegung ist die
Umwandlung von Elauninfasern zu reifen elastischen Fasern durch Abnahme
der Anzahl von Mikrofibrillen. Braverman und Fonferko (1982) stellten fest, daf3
wahrend der Entwicklung der elastischen Fasern die peripher liegenden
Mikrofibrillen incorporiert werden, also die mikrofibrillare Zone schmaler wird.
Die Zahl der assoziierten Mikrofibrillen in den reifen elastischen Fasern nimmt
auch in der Haut ab (Quaglino et al. 1996). Bei alteren Individuen kénnen die
elastischen Faser-Mikrofibrillen fast vollstandig fehlen (Ross 1973). Eine
Beeinflussung durch hormonelle oder andere Faktoren ist noch ungeklart.

Alterung der Haut, wie auch starke funktionelle Belastung, fuhren zu einem
veranderten Aussehen der elastischen Fasern. Imayama und Braverman (1989)
beobachteten, dal Oberflachenveranderungen, wie Uberdehnungen der Haut,
ein verandertes Erscheinungsbild hervorrufen. So erklart sich der
Elastizitatsverlust im Laufe des Lebens. Der Durchmesser von reifen
elastischen Fasern in Haut und Gingiva nimmt im Laufe des Lebens zu, ihre

Lange hingegen sinkt signifikant (Gogly et al. 1997).
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5.2.2. Muskelschicht

In der Muskelschicht von Pars ampullaris und Isthmus kommen ebenfalls
Oxytalanfasern vor. lhre Anzahl gleicht der Faseranzahl in der Mucosa. Bis auf
Tuben von Frauen in der Geschlechtsreife sind Oxytalanfasern in allen
Altersstufen verteilt (Tabelle 7 a, b, Seite 46; Abb. 31, 32, Seite 49). Sie
kommen vorwiegend zwischen Muskelzellen und am Ubergang von
Muskelbindeln zu kollagenen Fibrillen vor. In ihrem Verlauf treffen sie
senkrecht auf die Zelloberflache. Es hat den Anschein, als ob sie die Zellen
untereinander und mit den Kollagenfibrillen verbinden, was Hanak und Bock
(1971) am Skelett- und Herzmuskel schon nachweisen konnten. Die Autoren
zeigten, dalR Mikrofibrillen einerseits mit der Zellmembran und andererseits mit
Bundeln von Kollagenfibrillen Kontakt aufnehmen. Mikrofibrillen sollen die
mechanisch wirksame, zugfeste Komponente der Muskel-Sehnen-Verbindung
darstellen. Sie (bertragen indirekt die Kraft von Aktinfilamenten der
Muskelzellen auf kollagene Fasern der Sehne und kbnnen so den
Anfangsdruck bei einer Kontraktion mildern. Mikrofibrillen schitzen so das
umliegende Gewebe vor Uberdehnung (Montes 1996), da sie sich ohne
Elastingehalt nicht elongieren kénnen (Ross 1973).

Im Vergleich zur Schleimhaut kommen Elauninfasern in der Muskelschicht viel
zahlreicher vor. Sowohl in Ampulla als auch im Isthmus ist ihr Vorkommen in
jeder Altersstufe konstant. Beachtenswert ist die ungleichmafiige Verteilung von
Elauninfasern in den Tuben von Frauen in der Geschlechtsreife (Tabelle 7 a, b,
Seite 46; Abb. 31, 32, Seite 49).

Es wurde festgestellt, daR Elauninfasern Muskelbindel umgeben und sie
voneinander trennen. Sie scheinen ein Polster zwischen Muskelbtindeln zu
bilden und liefern der Muskulatur eine elastische Vorspannung. Diese Aufgaben
erfillen sie auch in der Grenzregion zwischen zwei verschiedenen
Kollagentypen (Montes 1996). lhre elastischen Eigenschaften liegen zwischen
denen der reifen elastischen und Oxytalanfasern (Souza et al. 1991). Elaunin-
und Oxytalanfasern modulieren die Elastizitat (Cotta-Pereira und Irula-Arispe
1989), wie es z.B. zwischen dem ovalen Fenster (Fenestra vestibuli) des
Gehororganes und dem Stapes notwendig ist.

In Tuben von Frauen in der Geschlechtsreife mul3 eine gréf3ere Dehnung und
Kontraktion der Muskulatur méglich sein. Deshalb weisen die Muskelschichten
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dieser Tuben besonders viele reife elastische Fasern auf. Ab der
Pramenopause sind die reifen elastischen Fasern bis ins hohe Alter in der
Muscularis nicht mehr anzutreffen. Die Pars ampullaris der Tube von einer
66jahrigen Frau, in der reife elastische Fasern zu finden sind, stellt sicherlich
eine Ausnahme dar (Tabelle 7 a, Seite 46; Abb. 31, Seite 49). Die Frage, ob
dabei hormonelle oder andere Faktoren eine Rolle spielen, ist bisher ungeklart.
Gotthardt (1998) wies hingegen in Tuben von Frauen bis zum 60. Lebensjahr
reife elastische Fasern in der Muscularis nach. Aufgrund seiner
Untersuchungen teilte er die Muskelschicht in eine innere und &auliere
autochthone Zone ein. Diese wiesen unterschiedliche Farbreaktionen bei
Anwendung von Elastica-Farbstoffen auf. Kraftige elastische Fasern fand er in
den &ufReren Schichten der Muskulatur des Isthmus. In den inneren Zonen der
autochthonen Muskulatur konnte er kraftige Fasern nur in den Eileitern der
jungsten Frauen nachweisen. Diese lichtmikroskopisch getroffene Aussage
kann aufgrund der viel hoheren VergroRerung elektronenmikroskopisch nicht
ohne weiteres bestatigt werden. Fir ultrastrukturelle Studien an extrazellularen
Komponenten ist deshalb eine vorausgehende Orientierung im Praparat mit

dem Lichtmikroskop notwendig.

5.2.3. GefaR-Muskelschicht

Die Zone mit dem hochsten Gehalt an reifen elastischen Fasern in Arterien ist
die Lamina elastica interna. Venen besitzen keine Lamina elastica interna. Die
GroRRe der Lamina elastica interna nimmt proportional mit dem Durchmesser
des Gefalles zu. Im Querschnitt ist besonders gut zu sehen, dal3 die reifen
elastischen Fasern langs im Gefal3 verlaufen (Abb. 25, Seite 44).

Nur in mittleren und groRen Gefal3en weist die Media von Venen und Arterien
reife elastische Fasern auf. In dieser Zone kann der Faserverlauf weder im
Quer- noch im Langsschnitt bestimmt werden.

Venose Gefalle weisen die grofdte Anzahl reifer elastischer Fasern in der
Adventitia auf. In Arterien verlauft die Lamina elastica externa als gewellte
Membran zirkular um das Gefal3. Dadurch wird die Media nach aul3en begrenzt.
Ausgehend von der Lamina elastica externa strahlen die Fasern in die

Umgebung der Gefalde ein. Sie verlaufen, gewunden zwischen den kollagenen
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Faserbindeln, in allen Richtungen. Diese ausgereiften elastischen Fasern
lassen nur bei sehr hohen Vergro3erungen einen zarten peripheren
mikrofibrillaren Saum erkennen. In bezug auf den Fasergehalt in Pars
ampullaris und Isthmus bestehen zwischen den untersuchten Tuben keine
Unterschiede.

Fasern mit geringerem Elastingehalt, Elaunin- und Oxytalanfasern sind in der
Gefal3schicht, im Gegensatz zu den Ergebnissen von Gotthardt (1998), nicht
nachweisbar.

Aufgabe der elastischen Fasern in den Gefal3en ist es, eine Dehnung der
GefaBwand und einen Druckausgleich zum umgebenden Gewebe zu
ermdglichen. Grobe Druck- und Zugkréfte werden elastisch abgefangen.
Zusatzlich wird die Tube in Langsrichtung gedehnt, wenn sie sich zum Zeitpunkt
der Ovulation mit ihren Fimbrien tber den sprungreifen Follikel zum Auffangen
der Eizelle stulpt (Brokelmann und Denker 1993). Die reifen elastischen Fasern
sind fur eine Ruckkehr in den Ausgangszustand verantwortlich.

Wahrend der Entwicklung der Aorta treten zuerst Oxytalanfasern und
anschlieBend Elauninfasern auf, die dann von reifen elastischen Fasern
abgeldst werden (Cotta-Pereira und Iruela-Arispe 1989). In der adulten Aorta
sind aber noch einzelne Mikrofibrillen nachweisbar (Haust et al. 1965). In den
GefalRen aller untersuchten Eileiter konnten hingegen keine Oxytalan- und

Elauninfasern nachgewiesen werden.

5.3. Funktionelle Bedeutung von elastischen Fasern in anderen
Organen

Das Verteilungsmuster der elastischen Fasern der Tuba uterina unterscheidet
sich von dem einiger anderer Organe. Dies ist auf ein unterschiedliches
Funktionsmuster zurtickzufihren. Fahrenbach et al. (1966) fanden in fetalem
Rindernackenband nur Bindel von Mikrofibrillen vor. Erst mit steigendem Alter
und damit einhergehender Reifung elastischer Fasern erscheint im Zentrum die
amorphe Komponente Elastin. Bei sehr jungen Patienten wurden auch in der
Fascia transversalis Uberwiegend nur Mikrofibrillen nachgewiesen (Rodrigues et
al. 1990). In den GefalRen der Epididymis konnten bei prapubertalen Individuen

keine Elaunin- und reifen elastischen Fasern nachgewiesen werden (Tedeschi
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und Sommers 1961). Die Autoren vermuten einen mechanischen Einflul3 auf
die Produktion von Elastin, da das Auftreten reifer elastischer Fasern an den
Beginn der tubularen Kontraktion gebunden ist.

Die drei Komponenten Oxytalan-, Elaunin- und reife elastische Fasern bilden
die aufeinanderfolgenden Stadien der Elastogenese (Montes 1992). Dald die
einzelnen Komponenten noch bis ins hohe Alter der Individuen nachweisbar
sind, interpretieren Cotta-Pereira et al. (1976 a) als Unterbrechung in den
Entwicklungsphasen der elastischen Fasern. Fullmer (1960) verwendete den
Begriff Oxytalanfaser nur fur Mikrofibrillenbindel in alteren Lebewesen und préa-
elastische Faser fur das sich entwickelnde Gewebe. Die Verteilung von
Oxytalanfasern scheint auf das Bindegewebe begrenzt zu sein, das
mechanischem Strel? ausgesetzt ist. Sie schitzen die Strukturen vor
Uberdehnung. Die elastischen Eigenschaften von Fasern hangen von ihrem
Gehalt an Elastin ab. Elauninfasern haben deshalb Eigenschaften von
Oxytalan- und reifen elastischen Fasern.

Aufgrund ihrer Funktionen ergeben sich unterschiedliche Lokalisationsmuster in
den verschiedenen Organen. Cotta-Pereira et al. (1976 a) fanden
Oxytalanfasern unter der Basalmembran und an der dermal-epidermalen
Verbindung der Haut. Sie sind uber tieferliegende Elauninfasern mit den reifen
elastischen Fasern der retikularen Dermis verbunden. Das beschriebene
Verteilungsmuster wurde in der Mucosa des Respirationstraktes (Bock und
Stockinger 1984), in den Lymphkapillaren (Gerli et al. 1990), in der Gingiva
(Chavrier 1990) und in den Stimmb&ndern (Hammond et al. 1997)
nachgewiesen. Die vorliegende Studie zeigt, daf} dieses Muster auch in den
Schichten der Tuba uterina zu finden ist. Oxytalanfasern sind Uber einzelne
Mikrofibrillen direkt mit der Basalmembran verbunden. In der Pars ampullaris
und Isthmus liegen die meisten Elauninfasern in der Muscularis (Tabelle 7 a, b,
Seite 46). Reife elastische Fasern finden sich vorwiegend in der Gefal3-
Muskelschicht.  Mikrofibrillen haben Kontakt zu kollagenen Fibrillen,
Muskelzellen, Fibrozyten und der Basalmembran. Sie verbinden die einzelnen
Schichten miteinander.

Wabhrscheinlich haben die Oxytalanfasern in Verbindung mit den Elauninfasern
eine Aufgabe bei der Modulation der Elastizitat, wie Cotta-Pereira und Iruela-

Arispe (1989) nach Untersuchungen an der Basis des Stapes und der Grenze
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des ovalen Fensters vermuten. Diese beiden Fasertypen kommen in
mechanischem Druck und Zug ausgesetzten Organen wie Knorpel (Cotta-
Pereira et al. 1984) und dem Parodontium (Fullmer und Lillie 1958) vor, wobei
Oxytalanfasern schon in den Zahnanlagen, angrenzend an das aul3ere
Schmelzepithel, gefunden wurden (Fullmer 1959). Sie wirken mit den
Elauninfasern an der Verbindung zwischen beweglicher (Zahn) und
unbeweglicher Schicht (Alveolarknochen) und schaffen dort die notwendige
Elastizitdt (Johnson und Pylypas 1992). In den Nervenfasern wurden keine
reifen elastischen Fasern, sondern nur Oxytalanfasern im Endoneurium und
Elauninfasern im Perineurium nachgewiesen (Ferreira et al. 1987).
Ausschlie8lich  Elauninfasern sind um die Ausfihrungsgédnge der
SchweilRdrisen (Cotta-Pereira et al. 1975) und als elastische Sehne® in den
menschlichen Musculi arrectores pilorum lokalisiert (Rodrigo et al. 1975). Damit
lakt sich das haufige Vorkommen der Elauninfasern zwischen den
Muskelbiindeln der Tubenwand erklaren, wo die Kontraktionskrafte
weitergeleitet und reguliert werden mussen. Die ultrastrukturellen Ergebnisse
zeigen, dal3 der Isthmus trotz seiner starkeren Muskelschicht die gleiche Anzahl
Elauninfasern enthalt wie die Muscularis der Pars ampullaris. Auch
Unterschiede in Grof3e und Durchmesser der Fasern konnten nicht gefunden
werden. Gotthardt (1998) zeigt hingegen, dal der Anteil an reifen elastischen
Fasern in der auleren autochthonen Muskelschicht in Richtung Uterus
zunimmt.

Fibroblasten und glatte Muskelzellen nehmen auf die gleiche Art mit Elastin
Kontakt auf. Endothelzellen senden dagegen Pseudopodien aus, welche die
Fasern einschlielen (Perdomo et al. 1994). Neben dem engen Kontakt der
elastischen Fasern zu den Bindegewebszellen wurden in der Leber (Porto et al.
1990), den Bronchiolen (Karrer 1958) und in der Sklera (Marshall 1995)
Interaktionen mit kollagenen Fasern beobachtet. Eine Verflechtung von
elastischen und kollagenen Fasern erlaubt den elastischen Fasern, eine hohere
Belastung zu tragen (Ross 1973). In der Lamina elastica peritonei liegen die
reifen elastischen Fasern in verschiedenen Winkeln zueinander, was ihre
Beanspruchung in alle Richtungen widerspiegelt (Knudsen 1991). Auch in der
tubaren Mucosa finden sich Kontakte der Mikrofibrillen in Oxytalanfasern mit

kollagenen Fasern. Diese liegen, wie in der Placenta (Graf et al. 1996), meist
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senkrecht und parallel zueinander. In der Muscularis stellen Mikrofibrillen eine
Verbindung zwischen Muskelzellen und kollagenen Fasern her. Ihre Aufgabe ist
es, die Kraft von der an den Innenseiten der Plasmamembran ansetzenden
Aktinfilamenten auf die Kollagenfibrillen zu Ubertragen und so den
Anfangsdruck bei der Kontraktion zu reduzieren (Hanak und Bock 1971).
Oxytalanfasern wurden in Tuben vor der Pubertat bisher nicht untersucht. Eine
Aussage uUber einen mechanischen Einfluld auf ihre Entstehung ist nicht
maoglich.

DalR Mikrofibrillen fir die Resistenz des Bindegewebes verantwortlich sind,
konnten Mikuni et al. (1994) an der aus Mikrofibrillenbindel bestehenden
Basilarmembran der Cochlea nachweisen. Diese ist fur die Aufnahme und
Weiterleitung von Tonschwingungen verantwortlich. In menschlichen fetalen
Membranen, wie z.B. in amniotischer und choriotischer Basalmembran sowie
Dezidua, fanden Malak und Stephen (1994) kein Elastin, aber ein
mikrofibrillenreiches Netzwerk mit enger Beziehung zu kollagenen Fasern.
Oxytalan- und Elauninfasern liegen in der Tuba uterina nahe an
Bindegewebszellen von Mucosa und Muscularis. In den Ductuli efferentes und
im Ductus epididymidis des Menschen stehen Oxytalanfasern ebenfalls mit den
Muskelzellen in direktem Kontakt (Lopez und Breuer 1986). In der Aorta sind
Mikrofibrillen in enger Nachbarschaft zu kollagenen Fasern und der
Zellmembran der glatten Muskelzellen lokalisiert. Die reifen elastischen Fasern
bilden Lamellen, die in Honigwabenstruktur angeordnet sind (Haust et al. 1965).
Elastin als Hauptkomponente elastischer Fasern ist fur die Widerstandsfahigkeit
des Gewebes verantwortlich. Im Uterus sind elastische Membranen in einer
Dicke von 0,1 bis 0,4 um nachgewiesen worden. lhre flachenhafte Anordnung
ist durch die Funktion des Organes, den wachsenden Druck durch den Fetus
abzufangen, bedingt. Deshalb weisen die Membranen eine Art
Honigwabenstruktur auf. Damit wird eine Dehnung in alle Richtungen und
anschlieBende Ruckstellung des Gewebes ermdglicht. Einlagerung und
Resorption von Elastin scheint im Gegensatz zu den BlutgefaRen und der
Lunge durch einen kontinuierlichen, dynamischen Wechsel reguliert zu werden
(Sharrow et al. 1989). Leppert und Shiu (1991) vermuten, dal} es eine
Interaktion zwischen glatten Muskelzellen und Elastin zur Steigerung der

Bildung elastischer Membranen gibt. Diese Beziehung, die durch einen
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spezifischen Adhasionsmechanismus realisiert wird, bestatigen auch Perdomo
et al. (1994). Sie spielt eine Rolle in der Morphogenese Elastin-reichen
Gewebes sowie der Strel3-bezogenen Modifizierung der Matrix.

5.4. Verfahrenstechnische Aspekte

Bisher wurden elastische Fasern in der Tuba uterina nur histochemisch
nachgewiesen (Schultka et al. 1996, Gotthardt 1998). Das dazu verwendete
Verhoeffsche Eisenhamatoxylin stellt reife elastische Fasern dar, aber keine
Oxytalanfasern.  AufRerdem werden Pseudoelastika, Zellkerne und
Myelinscheiden tingiert (Puchtler und Waldrop 1979). Mit Resorcinfuchsin
lassen sich reife elastische Fasern (Puchtler und Sweat 1960), Elauninfasern
und Pseudoelastika anfarben (Puchtler et al. 1976). Die Tinktion der einzelnen
Komponenten des elastischen Fasersystems mit Aldehydfuchsin ist abhangig
von der Vorbehandlung der Schnitte. Orcein farbt reife elastische Fasern an,
wobei der unterschiedliche Elastingehalt Kontrastunterschiede verursacht
(Gotthardt 1998). Das Verhéltnis der Menge an Mikrofibrillen zum amorphen
Anteil kann damit aber nicht bestimmt werden.

Eine eindeutige Trennung von Elaunin- und reifen elastischen Fasern ist erst
mit ultrastukturellen Verfahren mdoglich. Zur Darstellung von Elastin
verwendeten Albert und Fleischer (1970) Silbertetraphenylsulphonate, was
Haust und More (1967) hingegen nicht als geeignet betrachten. Auch
Verhoeffsches Eisenhdmatoxylin in  Kombination mit anschlieRender
Bleicitratkontrastierung wurde in der Elektronenmikroskopie zur Darstellung von
elastischen Fasern verwendet (Brissie et al. 1975). Nakamura et al. (1977)
empfehlen die Anwendung von Orcein als ein Verfahren, das schnell
durchzufihren ist.

Die zentral liegende amorphe Komponente Elastin wird durch ihre Affinitéat zu
anionischen Sauren markiert, wahrend die peripheren Mikrofibrillen ungefarbt
bleiben. Mit kationischen Uranylacetat oder Bleicitrat lassen sich dagegen
Mikrofibrillen sichtbar machen (Ross 1973). So konnten Miller und Firsching
(1992) mit Magnesium keine Oxytalanfasern, sondern nur Elastin nachweisen,
was auch mit Palladiumchlorid (Morris et al. 1978) und Tanninsdure maoglich ist.

Die Literatur (Tabelle 3, Seite 15) der letzten Jahre zeigt, daf3 Tanninsaure oft
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zur selektiven Kontrastierung von Elastin verwendet wird. Es kénnen so auch
Zellmembranen starker kontrastiert werden. Das erleichtert die Orientierung und
Beurteilung des Gewebes (Mizuhira und Futaesaku 1972). Tannins&ure wurde
als Zusatz zur Fixierung (Pre-embedding-Technik) oder nach Einbettung und
Herstellung der Schnitte mit Uranylacetat und Bleicitrat (Post-embedding-
Technik) zur Kontrastierung von Elastin verwendet. In Verbindung mit der
Glutaraldehydfixierung wird die amorphe Komponente selektiv dargestellt. Auch
Mikrofibrillen kénnen damit deutlich sichtbar gemacht werden (Cotta-Pereira et
al. 1977). Dies ist notwendig, um Oxytalan-, Elaunin- und reife elastische
Fasern eindeutig voneinander unterscheiden zu kénnen. Kajikawara et al.
(1975) verwendeten Tanninsdure nach der Post-embedding-Technik und
erzielten damit gute Resultate. Sie vertraten die Meinung, daf}d Tanninsaure
wahrend der Fixierung nicht tief genug in das Gewebe eindringt. Aus diesem
Grund wurden in der vorliegenden Untersuchung beide Verfahren angewandt.
Cotta-Pereira et al. (1976 b) testeten unterschiedliche Konzentrationen von
Tanninsaure in Verbindung mit Gutaraldehyd und folgerten, daf3 mit 0,25%iger
Tanninsaure die elastischen und kollagenen Fasern optimal unterschieden

werden kénnen.

Die Ergebnisse der Pre- und Post-embedding-Technik unterscheiden sich
bezuglich der Lokalisation und Verteilung elastischer Fasern kaum
voneinander. Aufgrund des besseren Kontrastes ist die Post-embedding-
Technik Grundlage fur die Auswertung der Ergebnisse.

61



6. Zusammenfassung

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnten Lokalisation und Verteilung der
Komponenten des elastischen Fasersystems in den Schichten des ampullaren
und isthmischen Abschnittes der Tuba uterina genauer bestimmt werden.
Elastin lie sich bei Anwendung von Tanninsdure mit der Post-embedding-
Technik am besten kontrastieren. Auch die mikrofibrillare Komponente der
elastischen Fasern stellte sich damit gut dar.

Mikrofibrillenblindel, auch als Oxytalanfasern bezeichnet, sind in Mucosa und
Muscularis zu sehen. In der Lamina propria mucosae besteht Uber einzelne
Mikrofibrillen eine Verbindung zur Basalmembran. Auffallig ist ihr enger Kontakt
zu den Fibrozyten. Zu ihnen sind sie parallel gelagert, entfernen sich von ihnen
und ziehen zu den néchsten. So entsteht der Eindruck, als ob sie diese
miteinander verbinden. Nach der Menopause nimmt die Anzahl an
Oxytalanfasern ab. In der Muscularis bilden sie eine Bricke zwischen den
Muskelzellen und am Ubergang zu den kollagenen Fasern.

Mikrofibrillenreiche, Elastin-haltige Fasern, bekannt als Elauninfasern, finden
sich um Muskelbindel. Im Querschnitt erkennt man ihren unterschiedlichen
Elastingehalt. Bei Tuben von Frauen in der Pramenopause kommen
Elauninfasern auch in der Schleimhaut vor. Sie liegen dort in der Nahe von
Fibrozyten.

Reife elastische Fasern enthalten hingegen nur wenige Mikrofibrillen. Sie
kommen fast ausschlie3lich in den Wanden und der Umgebung von Arterien
und Venen aller Schichten vor. Auffallig ist die kraftige Lamina elastica interna
der Arterien, die bei den Venen nicht nachgewiesen werden kann. Der

Elastingehalt der Media nimmt mit der Grol3e der Gefal3e zu.
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Thesen

1. Die Tuba uterina hat als Transportorgan bei Reproduktionsaufgaben eine
entscheidende Bedeutung. Ruhezustand und Fortbewegung der Eizelle
werden durch den Tonus und die Kontraktilitdt der tubaren Muskulatur
beeinflult. Als Ubertragungsglied ist der Bindegewebsapparat von

Mucosa und Muscularis anzusehen.

2.  Zum tubaren Bindegewebe gehoéren neben kollagenen und retikularen
auch elastische Fasern. Letztere enthalten Elastin und eine mikrofibrillare

Komponente.

3. In Abhangigkeit vom Elastin-Mikrofibrillen-Verhaltnis setzt sich das
elastische Fasersytem aus Oxytalanfasern, Elauninfasern und reifen

elastischen Fasern zusammen, die sich in ihrer Funktion unterscheiden.

4. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, elektronenmikroskopisch die
Lokalisation und Verteilung der Komponenten des elastischen
Fasersystems in den Abschnitten und Wandschichten der Tuba uterina zu

bestimmen.

5. Untersucht wurden Isthmus und Pars ampullaris von 12 menschlichen
Eileitern. Die selektive Kontrastierung von Elastin erfolgte mit
Tanninséure, die nach verschiedenen Methoden der Pre- und Post-
embedding-Techniken angewandt wurde.

6. Die besten Ergebnisse wurden bei Anwendung von Tanninsaure nach der
Post-embedding-Technik erzielt. Aufgrund ihres unterschiedlichen Gehalts
an Elastin und Mikrofibrillen kénnen Oxytalanfasern, Elauninfasern und

reife elastische Fasern ultrastrukturell voneinander unterschieden werden.
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10.

11.

12.

13.

14.

Mikrofibrillenblindel, als Oxytalanfasern bezeichnet, liegen in der Mucosa
direkt unter dem Epithel und in enger Nachbarschaft zu Fibrozyten. In der
Muscularis konnten sie zwischen den Muskelzellen nachgewiesen

werden.

Mikrofibrillenreiche, elastinhaltige Fasern, sogenannte Elauninfasern sind
vorwiegend um Muskelbindel lokalisiert, zwischen denen sie
Kontraktionskrafte weiterleiten und regulieren. Mikrofibrillen Gbertragen

hingegen Zugkrafte von Muskelzellen auf kollagene Fasern.

Elauninfasern sind in der Schleimhaut von Tuben jlingerer und &lterer

Frauen zu sehen. Ihre Verteilung weist keine Beziehung zum Alter auf.

Reife elastische Fasern sind in der Mucosa nicht generell zu finden. Sie
kommen jedoch in Tuben von Frauen in der Postmenopause vor. In der

Muscularis waren sie nur sporadisch anzutreffen.

Alle BlutgefalRe enthalten reife elastische Fasern in der Adventitia. Sie
bilden einen Schutz, indem sie grobe Druck- und Zugkrafte kompensieren.

Den hdchsten Elastingehalt weist die Lamina elastica interna der grof3en
Arterien auf. Der Faseranteil der Media nimmt bei Arterien und Venen
proportional zur Gefal3grofe zu.

Es wurden keine Unterschiede in der Lokalisation von Oxytalan-, Elaunin-
und reifen elastischen Fasern in den Schichten des Isthmus und der Pars

ampullaris festgestellt.
Das Verteilungsmuster elastischer Fasern in der menschlichen Tuba

uterina gleicht dem anderer Organe (z.B. der Haut). Es wird durch die

Lage und Funktion des Organes bestimmt.
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