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| EINLEITUNG

L. Einleitung

Histologische Untersuchungen iiber den Bau des Ependyms im III.
Ventrikel unserer Haustiere sind in der Literatur nur vereinzelt beschrieben.
Systematische Untersuchungen {iber die Feinstruktur der verschiedenen
Ependymzellformen, insbesondere bei den Hauswiederkduern, fehlen
vollkommen. AuBBerdem war nach umfangreichem Literaturstudium festzustellen,
dass bisher noch keine elektronenmikroskopischen Untersuchungen zur
Feststellung der Enzymlokalisation innerhalb der Ependymzellen durchgefiihrt

wurden.

Umfangreiche histologische Untersuchungen am Ependym des III. Ventrikels
wurden bisher bei Selachiern (HORSTMANN, 1954), bei der Landschildkrote
und der Katze (FLEISCHHAUER, 1957 und 1960), beim Menschen
(SCHIMRIGK, 1966), beim Frosch (PAUL, 1967), bei der Ratte (COLMANT,
1967 und SCHACHENMAYR, 1967) und beim Meerschweinchen (WENZEL et
al., 1970) beschrieben. Insbesondere von SCHACHENMAYR (1967) wurde das
Ependym des III. Ventrikels der Ratte in drei Regionen nach
lichtmikroskopischen Kriterien eingeteilt. Er unterscheidet dabei eine dorso-
rostrale, eine mittlere und eine ventrale Region. In der dorso-rostralen Region
fand er vorwiegend ein Wimpernependym, in der mittleren Region ein
zweischichtiges Ependym mit einer oberflichlichen  Schicht  von
Wimpernependym und einer darunter gelegenen Zellschicht mit langen
Fortsitzen, die ins angrenzende Neuropil ziehen. In der ventralen Region sind
vornehmlich Zellen mit peripher gerichteten Fortsdtzen anzutreffen. Sie wurden

erstmals von HORSTMANN (1954) als Tanyzyten bezeichnet.

Neben dieser regionalen FEinteilung nach Form und Anordnung der
Ependymzellen wurde von SCHACHENMAYR (1967) auch ein

unterschiedliches enzym-zytochemisches Verhalten der einzelnen
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Ependymzellformen festgestellt. Er beschreibt im  Wimpernependym
vornehmlich Enzyme des oxydativen Stoffwechsels fiir mechanische Aufgaben
des Ependyms. In dem Tanyzytenependym dagegen fand er iiberwiegend
Enzyme fiir glykolytische Stoffumsitze als Ausdruck fiir Syntheseleistungen.
Aus der starken ATPase-Aktivitit in der mittleren Region wurde auf

Transportvorginge geschlossen.

Neben dieser umfassenden Arbeit von SCHACHENMAYR (1967) iiber die
morphologische und enzym-zytochemische Differenzierung im Ependym des III.
Ventrikels der Ratte liegen auch enzym-zytochemische Untersuchungen am
Ependym der Landschildkrote und der Katze (FLEISCHHAUER, 1957 und
1960), der Ratte, der Maus, des Meerschweinchens und des Kaninchens
(BARTONICEK und LOJIDA, 1964, COLMANT, 1967, WENZEL et al., 1970,
LUPPA und FEUSTEL, 1970 a) und des Frosches (PAUL, 1960) vor.

Vergleichbare Untersuchungen bei unseren Haustieren fehlen bisher.

In der vorliegenden Arbeit soll deswegen auf folgende Fragen eingegangen

werden:

1. Sind im III. Ventrikel der Hauswiederkduer gleichfalls durch licht- und
elektronenmikroskopische = Untersuchungen verschiedene Typen von
Epenymzellen zu unterscheiden?

2. Kommen Lipide und Glykogen im Ependym vor?

3. Welche Enzyme lassen sich zytochemisch nachweisen und welche
feinstrukturelle Lokalisation zeigen die elektronenmikroskopisch darstellbare

Enzyme?



11 MATERIAL UND METHODEN

II. MATERIAL UND METHODEN

Insgesamt standen 23 Tiere, davon 8 Schafe, 8 Ziegen und 7 Rinder
beiderlei Geschlechts fiir die Untersuchungen zur Verfiigung. Nach dem Entbluten
der Tiere in Chloralhydrat-Narkose wurden die Gehirne entweder sofort
entnommen und in 5 %-igem Glutaraldehyd fixiert oder erst nach vorheriger
Perfusionsfixierung teils mit Formalin, teils mit 2,5 %-iger Glutaraldehydlosung
behandelt. Von den in der Medianen getrennten Gehirnhélften wurden
Ependymbezirke im III. Ventrikel dorsal, ventral, kranial und kaudal der Massa

intermedia und zusitzlich im Bereich des Recessus infundibuli entnommen.

a) Histologische Methoden

Nach der {iber die Arteria carotis communis erfolgten
Perfusionsfixierung mit 8 %-igem Formalin und nach der Entnahme der Proben
wurden 10 pm dicke Paraffinschnitte teils in transversaler, teils in horizontaler

Schnittrichtung angefertigt. An Firbungen wurden verwandt:

1. Markscheidenfirbung mit Luxol-Fast-Blue nach KLUVER und BARRERA
(1953),

2. Silberimprignierung nach der Methode von BODIAN (1937),

3. Gliafaserfarbung nach HOLZER (1921) und

4. H. E.-Firbung.

Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden die von frisch
entnommenen und in der Medianen getrennten Gehirnhélften stammenden Proben
aus dem III. Ventrikel in 5 %-igem Glutaraldehyd, gepuffert in 0,1 mol Na-
Cacodylatpuffer pH 7,2 (SABATINI, BENSCH und BARRNETT, 1963), fixiert,
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mit 1 %-iger Osmiumldsung in Phosphatpuffer pH 7,2 nachfixiert und teils in
Vestopal, teils in Epon eingebettet. Die Diinnschnitte (LKB Ultrotome und
Ultramikrotom OMU 2, Reichert) wurden im Elektronenmikroskop (EM) 9 2 S

Zeiss untersucht.

b) Histochemische Methoden

1. Nachweis von Kohlenhydraten

Die Proben fiir den Glykogennachweis wurden  mit
Pikrinsduregemisch nach Gendre fixiert. An den Paraffinschnitten wurden die
Karminfiarbung nach Best, die PAS-Reaktion nach Pearse, die Glykogenreaktion
nach Bauer, zur Kontrolle die Alcianblaufirbung mit anschlieBender PAS-
Reaktion, die Acetylierung und Entacetylierung sowie der Diastase-Test

durchgefiihrt.

2. Nachweis von Lipiden

An 15 pm dicken Gefrierschnitten, die mit Formol-Kalzium nach
Baker fixiert waren, wurden folgende Firbungen vorgenommen: Oil-Red-O nach
Lillie, Sudanschwarz B nach Lison und Nilblau nach Cain. Die Kontrollschnitte

wurden vor den einzelnen Reaktionen mit Pyridin extrahiert.

Cc) Enzym-zytochemische Methoden

1. Alkalische Phosphatase

Nach der Totung und Entblutung der Tiere wurde iiber die A. carotis

communis mit Ringerlosung gespiilt und anschlieBend 2,5 %-iges Glutaraldehyd,
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gepuffert mit 0,2 mol Natriumphosphatpuffer pH 7,3, perfundiert. Die in der
Medianen getrennten Gehirnhélften verblieben darauf 6 Stunden in frischer
gepufferter Glutaraldehydlosung und danach in 0,1 mol Cacodylatpuffer pH 7,2.
Nach der Entnahme der Proben wurde der Nachweis nach HUGON und
BORGERS (1966 a) gefiihrt:

Inkubationsmedium: 2,0 ml Tris-Maleat-Puffer 0,2 mol, pH 9,0
2,0 ml Na-B-Glycerophosphatlésung 1,25 %
1,3 ml Pb (NO3), 1 %
End-pH 9,0

Die Kontrollschnitte wurden mit substratfreiem Medium behandelt. Die
Inkubationszeit betrug fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung 5 Minuten
bei 4 °C, fiir die lichtmikroskopische Darstellung (15 um Gefrierschnitte) 10
Minuten bei Zimmertemperatur. Die Weiterbehandlung vor dem Einschluss in
Gelatine erfolgte wie beim Nachweis der sauren Phosphatase. Fiir die
Elektronenmikroskopie wurden die Schnitte 1 Stunde in 1 %-igem Osmium

nachfixiert und mit 5 %-igem Uranylacetat nachkontrastiert.

2. Saure Phosphatase

Die Proben fiir den Nachweis der sauren Phosphatase wurden
unmittelbar nach der Totung der Tiere 4 Stunden in cacodylatgepuffertem 5 %-
igem Glutaraldehyd pH 7,2 fixiert; anschlieBend in 0,1 mol Na-Cacodylatpuffer
pH 7,2 mit 7 % Sucrose mindestens 2 Stunden gespiilt und aufbewahrt. Der
Nachweis erfolgte nach der Methode von MILLER und PALADE (1964).

Inkubationsmedium: 0,12 g Pb (NOj3), in 100 ml 0,05 mol Na-Acetatpuffer,
pH 5,0 mit 7,5 % Sucrose (0,22 mol),
10 ml 3 %-ige Na-B-Glycerophosphatlosung
End-pH 5,0
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Im Kontrollmedium war kein Glycerophosphat enthalten. Die Inkubationszeit
betrug 30 Minuten bei Zimmertemperatur. Anschlieend wurden die 15 pm dicken
Gefrierschnitte in Na-Acetatpuffer (0,05 mol, pH 5,0) mit 7,5 % Sucrose und 4 %
Formalin in 1 %-iger Essigsdure und zuletzt in vorhergehendem Acetatpuffer
gespiilt. Vor dem EinschlieBen in Glyceringelatine wurden die Schnitte mit

Ammoniumsulfidlésung behandelt.

Der elektronenmikroskopische Nachweis wurde an 50 pm dicken Schnitten nach
einer zehnminiitigen Inkubation bei Zimmertemperatur vorgenommen. Die
Spiilung erfolgte nach vorangegangenem Schema unter Austausch der 1 %-igen
gegen eine 2 %-ige Essigsdure. Zur Nachfixierung wurden die Schnitte 2 Stunden
bei 4 °C in 1 %-ige Osmiumsdure gegeben. Die Nachkontrastierung erfolgte

teilweise mit 5 %-igem Uranylacetat.

3. Adenosintriphosphatase (ATPase)

Nach vierstiindiger Fixierung frisch entnommener Proben in
5 %-igem Glutaraldehyd mit 0,1 mol Cacodylatpuffer pH 7,2 erfolgte eine
Spiilung mit demselben Puffer, der 7 % Sucrose enthielt. Die Inkubationsdauer der
Schnitte betrug sowohl fiir die lichtmikroskopische als auch fiir die
elektronenmikroskopische Untersuchung 15 Minuten bei Zimmertemperatur. Die
Mg™-, Mg"™"-Na*-K"- und Ca""-aktivierbare ATPase wurde mit dem Wachstein
Meisel Medium, modifiziert nach FARQUHAR und PALADE (1966),
diagnostiziert:
a: 0,83 mmol ATP; 10 mmol MgSQO,; 80 mmol Tris-Maleat-Puffer pH 7,2;

2,4 mmol Pb(NOs),; End-pH 7,2.

b: Medium (a) mit Zusatz von 0,1 mol NaCl und 20 mmol KCI.

c: Medium (a), in welchem MgSQO, durch 5 mmol CaCl, ersetzt wurde.
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d: Medium (a), bei dem ATP durch dquimolare Konzentration von Na-f3-
Glycerophosphat ausgetauscht wurde.

e: Medium (a) ohne MgSO,; damit wurde ein Ausschluf der durch
Spontanhydrolyse entstandenen Reaktion bewirkt.

f:  Medium (a) ohne ATP.

AnschlieBend wurden die fiir die Lichtmikroskopie verwendeten Schnitte mit
Aqua dest. gespiilt, mit Ammoniumsulfidlosung behandelt und in Glyceringelatine
eingedeckt. Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden 50 um dicke
Gefrierschnitte nach der Inkubation in Acetat-Veronal-Puffer pH 7,4 mit 7 %
Sucrose gespiilt und mit 1 %-igem OsO, 45 Minuten nachfixiert. Teilweise
wurden die Diinnschnitte vor der Untersuchung im Elektronenmikroskop in

5 %-iger wissriger Uranylacetatlosung nachkontrastiert.

4. Unspezifische Esterase

Die Proben wurden in 5 %-igem Glutaraldehyd fixiert und
anschlieBend in 0,1 mol Cacodylatpuffer pH 7,2 mit 7,5 % Sucrose gegeben. Fiir
die lichtmikroskopische Untersuchung wurden 15 pm dicke Gefrierschnitte nach
der Methode von NACHLAS und SELIGMAN (1949) 20 Minuten bei

Zimmertemperatur in nachstehendem Medium inkubiert:

49 ml 0,1 mol Phosphatpuffer pH 6,5

1 ml 1 %-ige Losung von a-Naphthylacetat in 50 % Aceton
50 mg Echtblausalz B
End-pH 6,5

Nach der Inkubation wurden die Schnitte mehrmals in Leitungswasser gespiilt und

in Glyceringelatine eingedeckt. Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung
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wurde die Methode von CREVIER und BELANGER, nach Angaben von HUGON
und BORGERS (1967), angewandkt.

Medium: 23 ml Cacodylatpuffer 0,05 mol pH 5,2
0,5 ml MgCl, 1 mol
I  ml Thioessigsdure 0,24 mol
0,2 ml Pb(NO3), 0,1 mol
End-pH 5,2

Dem Medium wurden 7,5 % Sucrose zugesetzt. Die Kontrolle erfolgte unter
Austausch der Thioessigsdure mit Aqua dest. Die Inkubation der 50 pum dicken
Gefrierschnitte dauerte 60 Minuten bei 4 °C. Nach dem Spiilen in Aqua dest. und
der einstiindigen Nachfixierung in 1 %-igem Osmium wurden die Schnitte in Epon

eingebettet.

5. Monoaminooxydase

Methode nach GLENNER, BURTNER und BROWN (1957):
Native Kryostatschnitte (20 um) wurden 50 Minuten bei 37 °C in folgendem

Medium inkubiert:

25 mg Tryptaminmonohydrochlorid

4 mg Natriumsulfat

5 mg p-Nitroblautetrazoliumchlorid (Nitro-BT)
5 ml 0,1 mol Phosphatpuffer pH 7,6

15 ml Aqua dest.

Das Kontrollmedium enthielt kein Tryptaminmonohydrochlorid. Nach der
Spiilung in Aqua dest. wurden die Schnitte in neutralem 10 %-igem Formalin 1 — 2

Stunden nachfixiert und in Glyceringelatine eingeschlossen.
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6. Cytochromoxydase

Methode nach BURSTONE (1959):

Native Kryostatschnitte wurden 45 Minuten in nachstehendem Medium inkubiert:

1 ml Athanol 96 %

20 mg a-Naphtholacetat

20 mg 4-Amino-diphenylamin

29 ml 0,2 mol Tris-HCI-Puffer pH 7,4
70 ml Aqua dest.

Die Kontrollschnitte wurden im gleichen Medium jedoch ohne 4-Amino-
diphenylamin inkubiert. Nach sechzigminiitiger Behandlung mit 10 %-igem
Kobaltnitrat in 10 %-igem Formol und zweimaligem Wissern in flieBendem

Wasser wurden die Schnitte in Glyceringelatine eingedeckt.

7. Succinat-Dehydrogenase

Methode nach GOEBEL und PUCHTLER (1955):
Die Inkubationszeit der 20 um dicken nativen Kryostatschnitte betrug 20 Minuten
bei 37 °C in folgendem Medium:

12,5 ml 0,2 mol Phosphatpuffer pH 7,6
12,5 ml 0,2 mol Bernsteinsdure (Dinatriumsuccinat)
12,5 ml Aqua dest.
12,5 ml Salzlosung: 34 ml Aqua dest., 1 ml 0,25 mol CaCl,,
1 ml 0,05 mol MgSO,,
10 ml 0,6 mol NaHCO;,4 ml AlCIs.
50 mg p-Nitroblautetrazoliumchlorid (Nitro-BT).

Im Kontrollmedium fehlte das Substrat (Dinatriumsuccinat).
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I11. ERGEBNISSE
a) Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungs-
befunde

Im Bereich des III. Ventrikels konnen bei Rind, Schaf und Ziege
drei Formen von Ependymzellen unterschieden werden:
1. kubische Ependymzellen,
2. Ependymzellen mit langen peripher gerichteten Fortsédtzen (Tanyzyten),

3. endothelidhnliche Ependymzellen.

1. Kubische Ependymzellen

Lichtmikroskopisch (Abb. 1): Diese Zellform ist in der Wand des III. Ventrikels
bei Rind, Schaf und Ziege am héufigsten zu beobachten. Es sind bei Rind, Schaf
und Ziege 6,6 — 8,0 um grofle, gleichférmige Zellen, die zu einem dicht
geschlossenen Zellverband vereinigt den Liquorraum vom Nervengewebe
abgrenzen. Ihr runder Zellkern (a) misst 4 um und kann in einzelnen Zellen auch
langs- (b) und querovale (c) Form annehmen. Er ist zur Zellbasis gelegen und
hebt sich deutlich von dem hellen, feingranulierten Zytoplasma ab. Seine
Chromatinsubstanz ist unregelmifig auf die Kernperipherie und das Kerninnere
verteilt. Gelegentlich ist ein exzentrisch gelegener Nucleolus (d) zu finden. Die
Kerne erscheinen durch ihre Gleichférmigkeit und gleichmifBige Anordnung im

Ependymzellverband perlschnurartig aufgereiht.
Die Basis dieser Ependymzellen ist zu dem darunterliegenden Nervengewebe

geradlinig begrenzt. Apikal hebt sich etwa iiber ein Viertel der Zellhohe ein

miBig angeférbter, heller Zytoplasmasaum (e) ab. Nur in diesem Bereich ist

10
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lichtmikroskopisch eine Abgrenzung (f) zu den Nachbarzellen zu erkennen. Etwa
80 % der kubischen Ependymzellen, die den III. Ventrikel auskleiden, sind mit
Kinozilien (g) ausgestattet. Sie bilden einen 4 um breiten Flimmersaum. Thre
Kinetosomen sind direkt unter der Zelloberfliche als feinkornige Linie (h)
erkennbar. An der Oberfliche einer Ependymzelle kénnen bis zu 15 Kinozilien

vorhanden sein.

Abb. 1: Kubische Ependymzellen aus dem Thalamusbereich des III. Ventrikels vom
Rind (Vergr. 896 x).
Zellkerne mit runder (a), ldngs- (b) und querovaler (c¢) Form; Nucleolus (d);
heller apikaler Zytoplasmasaum (e); Zellgrenzen (f); Kinozilien (g);
Kinetosomensaum (h).

11
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Elektronenmikroskopisch (Abb. 2 und 3): Elektronenoptisch heben sich an den
kubischen Ependymzellen deutlich zwei verschiedene elektronendichte Zonen
ab. Basal und lateral des Nucleus bis etwa zwei Drittel nach apikal reichend ist
das Zytoplasma auffallend locker strukturiert und in der Ubersicht nur miBig
osmiophil. In dem apikal anschlieBenden Abschnitt sowie in der supranukleédren
Zone ist das Zytoplasma wesentlich dichter und reicher an Zytoplasmastrukturen.
AufBlerdem ist der Zytoplasmaraum zwischen Plasmalemm und Kernmembran in
der apikalen Zone nahezu doppelt so breit wie in der basalen Zone.

Das endoplasmatische Retikulum (Abb. 2, a) ist vom granuldren Typ und nur
sparlich entfaltet. Es tritt in Form von einzelnen, diffus verteilt liegenden
Lamellen in Erscheinung, die in der basalen Zone zisternenartig erweitert sind.
Daneben sind zu Polysomen (a’) zusammengelagerte Ribosomen in der basalen
und apikalen Zone diffus verteilt. Der Golgi-Apparat (Abb. 2, b) ist in der
supranukledren Zone auffallend gut entwickelt und meist in mehrfachen
Komplexen deutlich erkennbar. Die Mitochondrien (Abb. 2, c) sind vom Crista-
Typ. In der basalen Zone sind sie nur vereinzelt und fast ausschlieBlich in
Kernndhe zu finden. In der apikalen Zone dagegen sind sie sehr zahlreich

zwischen der Zelloberflidche und dem Zellkern unregelmiBig verteilt anzutreffen.

12
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Kubische Ependymzelle aus dem Thalamusbereich des III. Ventrikels vom
Schaf

(Vergr. 12500 x).

Endoplasmatisches Retikulum (a); freie Ribosomen (a*); Golgi-Apparat (b);
Mitochondrien (c); Lysosomen (d); Plasmalemm (e); Haftkomplex (f);
Kernplasma (g); apikale Kerneinbuchtung (h); Mikrovilli (1); Kinozilien (k).

13
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Lysosomen (Abb. 2, d; Abb. 3, f; Abb. 14 und 15) konnen in allen untersuchten
Praparaten nur supranukledr vereinzelt beobachtet werden. Sie konnen eine
GroBe von 0,2 — 0,4 um erreichen und besitzen einen dichten oder hellen
Innenraum. Das Plasmalemm (Abb. 2, e) grenzt die Ependymzelle an der
Oberflache zum Ventrikellumen, lateral gegen benachbarte Ependymzellen und
basal gegen das Nervengewebe ab. Im basalen Bereich besitzt das Plasmalemm
einen fast geradlinigen Verlauf und liegt dem Nervengewebe und den
subependymalen Blutkapillaren direkt an. Fine Basalmembran fehlt als
ependymale Unterlage. An den Seitenflichen der Ependymzellen zeigt das
Plasmalemm einen unregelmiBig gewellten Verlauf. Nur in ihrem apikalen
Bereich sind zu den Nachbarzellen gut ausgebildete Haftkomplexe (Abb. 2, f;
Abb. 3, a — ¢) zu beobachten. Diese bestehen am weitesten apikal zunédchst aus
einer Zonula adhaerens (Abb. 3, a), darauf folgt nach basal ein meist erweiterter
Interzellularspalt (Abb. 3, b) und danach eine Zonula occludens (Abb. 3, c). Eine
Macula adhaerens fehlt. Diese Anteile des Haftkomplexes treten im

Plasmalemmbereich der supranukledren Zone mehrfach auf.

An der Zelloberfliche befinden sich Mikrovilli und Kinozilien. Die Mikrovilli
(Abb. 2, 1; Abb. 3, d) sind unregelmiBig auf der Zelloberfliche verteilt und ragen
als fingerformige, bis zu 0,3 um lange Ausstiilpungen der Zellmembran in das
Ventrikellumen vor, wobei deren freie Enden nach verschiedenen Richtungen
zeigen. Die Kinozilien (Abb. 2, k; Abb. 3, e) lassen den charakteristischen
Aufbau aus den neun randstindigen Doppelfibrillen und einem zentralen
liegenden Fibrillenpaar erkennen. Thr Kinetosom (Abb. 3, e") erscheint als 0,4 —

0,6 um groBer, ringformiger Korper direkt unter der Zelloberfldche.
Der Zellkern 1ist von einer deutlichen Doppelmembran (Abb. 2; Abb. 3 g)

umgeben. An deren Innenblatt und unregelmifBig im Kerninneren liegt die stark

osmiophile Chromatinsubstanz in feingranuldrer Form. Der Nucleolus hebt sich
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ebenfalls durch seine dunkle granuldre Struktur von dem restlichen hellen
Karyoplasma ab. Apikal befindet sich fast immer eine tiefe Kerneinbuchtung

(Abb. 2, h), die lateral nie, aber in einzelnen Fillen auch basal zu beobachten ist.

Abb. 3:  Supranukledre Zone mit Haftkomplex einer kubischen Ependymzelle aus der
Seitenwand des III. Ventrikels vom Schaf (Vergr. 36000 x )
Zonula adherens (a); erweiterter Interzellularspalt (b); Zonula occludens (c);
Mikrovilli (d); Kinozilie (e) mit Kinetosom (e"); Lysosom (f); Karyolemm (g);
Zellkern (h).
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2. Ependymzellen mit langen, peripher gerichteten Fortsitzen

Lichtmikroskopisch (Abb. 4 A, B, C): Diese Ependymzellart ist mit den von
HORSTMANN (1954) als Tanyzyten bezeichneten Zellen identisch.
Lichtmikroskopisch haben sich diese Zellen deutlich aus dem iibrigen
Ependymzellverband ab. Sie sind intensiver anfirbbar, besitzen einen
langsovalen Zellkern und ragen an ihrer Basis mit einem langen, peripher
gerichteten Fortsatz in das Nervengewebe vor. Sie sind nur im
Hypothalamusbereich des III. Ventrikels anzutreffen. Sie erreichen bei Rinde,
Schaf und Ziege eine Gesamtlinge von 60 um. Der kernhaltige Anteil dieser
Zelle hat dreieckige Form, misst zwischen 6,6 und 10,5 um und liegt noch
iiberwiegend innerhalb des Ependymzellverbandes. Der leicht gewellt
verlaufende Fortsatz (b) erscheint zapfenformig ausgezogen und besitzt eine
schwach erkennbare Lingsstreifung. Der chromatinreiche und intensiv
anfirbbare Zellkern (c) hat meist eine lingsovale Form und ist durchschnittlich
7,8 um lang und 5 um breit. Die Tanyzyten konnen einzeln oder als 2 bis 4 dicht

zusammenliegende Zellen im Ependymzellverband auftreten.
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Abb. 4: Tanyzyten aus dem Hypothalamusbereich des III. Ventrikels vom Rind

(Vergr. A 438 x; B 375 x; C 438 x)
Zellleib (a); peripherer Fortsatz (b).
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Elektronenmikroskopisch (Abb. 5, 6 und 7): Nach den
elektronenmikroskopischen Befunden zeigen sich an den Tanyzyten gegeniiber
den benachbarten kubischen Ependymzellen deutliche strukturelle Unterschiede.
Die Oberfliche der Tanyzyten ist glatt und frei von Mikrovilli und Kinozilien
(Abb. 5, a; Abb. 6, a), wihrend diese an den angrenzenden kubischen
Ependymzellen reichlich in Erscheinung treten (Abb. 5, b; Abb. 6, b). Die
Tanyzyten sind lediglich an der Grenze zu den benachbarten Zellen mit bis zu
1,2 pm langen, zungenformigen Zytoplasmaausstiilpungen (Abb. 5, c; Abb. 6, c)
ausgestattet. Die Haftkomplexe (Abb. 6, i; Abb. 7, b) zwischen den Tanyzyten
und den benachbarten Zellen sind wie im apikalen Bereich der kubischen
Ependymzellen ausgebildet. Es ist hier ebenfalls von apikal nach basal eine
Zonula adhaerens, ein erweiterter Interzellularspalt und eine Zonula occludens
erkennbar. Im {ibrigen Verlauf tritt das Plasmalemm als einheitlich feine

Doppelmembran (Abb. 7, a) ohne weitere Hafteinrichtungen in Erscheinung.

Am Zytoplasma der Tanyzyten lassen sich wie an den kubischen Ependymzellen
ebenfalls eine elektronendichtere Zone apikal des Zellkernes und eine basale
weniger dichte Zone, die den peripheren Fortsatz mit einschlieBt, unterscheiden

(Abb. 5; Abb. 6).
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Tanyzyten aus dem Hypothalamusbereich des III. Ventrikels vom Rind (Vergr.
1980 x)

Mikrovilli- und kinozilienfreie Zelloberfliche (a); angrenzende kubische
Ependymzellen mit Mikrovilli- und Kinozilienbesatz (b);
Zytoplasmaausstiilpung des Tanyzyten an der Zellgrenze (c); Zellkern (d);
peripherer Fortsatz (e); Mitochondrien (f); Lysosom (g); Ausldaufer des
Tanyzytenfortsatzes zu einer subependymalen Blutkapillare (h).
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Das endoplasmatische Retikulum ist vom granulidren und agranuldren Typ. In der
apikalen Zone ist es spirlich entfaltet und kommt nur in Form von einzelnen,
diffus verteilt liegenden Lamellen (Abb. 7, ¢) vor. In der basalen Zone und
insbesondere in dem peripheren Fortsatz tritt es umfangreicher und in Form eines
lockeren, weitmaschigen Netzes mit zisternenartigen Erweiterungen auf (Abb. 7,
d). Der Golgi-Apparat ist im supranukledren Bereich als umfangreicher und zum

Teil erweiterter Lamellenkomplex erkennbar (Abb. 6, d).
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Tanyzyt aus dem Hypothalamusbereich des III. Ventrikels vom Rind (Vergr.
9750 x)

Mikrovilli- und kinozilienfreie Zelloberfliche (a); angrenzende kubische
Ependymzellen mit Mikrovilli- und Kinozilienbesatz (b); zungenformige
Zytoplasmaausstiilpungen des Tanyzyten im Bereich der Zellgrenzen (c);
Golgi-Apparat (d); Mitochondrien (e); Lysosomen (f); Zellkern (g);
peripherer Fortsatz (h); Haftkomplex (i).
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Tanyzyt aus dem Hypothalamusbereich des III. Ventrikels vom Rind
(Abschnitt aus dem perinukledren Bereich und dem peripheren Fortsatz;
Vergr. 20000 x)

Plasmalemm (a); Haftkomplex (b); endoplasmatisches Retikulum in der
apikalen Zone als einzelne Lamellen (c) und in der basalen Zone als lockeres
weitmaschiges Netz (d); Lysosomen (e); Kernmembran (f).
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Die Mitochondrien (Abb. 5, f; Abb. 6, e) treten vor allem in der apikalen Zone
sehr zahlreich auf. In der basalen Zone sind sie vereinzelt in Kernndhe und
entlang der Zellmembran zu sehen. In dem peripheren Fortsatz erscheinen sie in
sehr langer, teils gewundener bandartiger Form. Lysosomen (Abb. 5, g; Abb. 6, f;
Abb. 7, e) sind in den Tanyzyten sowohl in der apikalen als auch in der basalen
Zone zu sehen. Sie besitzen eine unterschiedlich dichte Struktur und konnen bis
zu 0,4 um grof} sein. Das Zytoplasma in den Tanyzytenfortsidtzen besitzt durch
sehr feine ldngsverlaufende Filamente eine zart gestreifte Grundstruktur.
Ausldufer der Tanyzytenfortsidtze legen sich zum Teil um die subependymal

gelegenen Blutkapillaren (Abb. 5, h, 1).

3. Endothelidhnliche Ependymzellen

Lichtmikroskopisch (Abb. 8): Diese flache, langgestreckte Ependymzellform
konnte bei Rind, Schaf und Ziege vornehmlich im Bereich des Recessus
infundibuli beobachtet werden. Die einzelne Zelle besitzt ein weit ausgezogenes
Zytoplasma und grenzt den Liquorraum endotheldhnlich vom Nervengewebe ab.
Diese Ependymzellen sind durchschnittlich 13 um lang und enthalten meisten
einen lingsovalen, chromatinreichen Zellkern, der bis zu 6 um lang und 3,3 um
breit ist. Im Bereich des Zellkernes erscheint der Zellleib lumenwirts vorgewolbt
und ist bis zu 4 pm hoch. Neben dem Zellkern ist der Zytoplasmabereich jedoch
nur durchschnittlich 2 pm hoch. Der Zellkern ist zum Teil exzentrisch gelegen,
so dass im Zellverband der Abstand zwischen den Kernen benachbarter Zellen

verschieden grof ist.
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Abb. 8: Endotheldhnliche Ependymzellen im Bereich des Recessus infundibuli vom
Rind (Vergr. 600 x).
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Elektronenmikroskopisch (Abb. 9): Nach elektronenmikroskopischen Befunden
hebt sich an diesen endotheldhnlichen Ependymzellen deutlich von den flach
ausgezogenen peripheren Zytoplasmabezirken der ungefdhr doppelt so breite
kernhaltige Anteil ab. Der lingsovale Zellkern (a) liegt dicht an der Zellbasis,
uns zwischen Kernmembran und basalem Plasmalemm schiebt sich nur ein sehr
schmaler Zytoplasmasaum. Zwischen Zelloberflaiche und Kernmembran ist
dagegen ein breiter und an Zellstrukturen reichhaltiger Zytoplasmasaum
erkennbar. Es lassen sich somit auch an diesem Ependymzelltyp eine basale und

apikale oder supranukleédre Zytoplasmazone unterscheiden.

Das endoplasmatische Retikulum (b) ist vom granuliren Typ und tritt im
gesamten Zytoplasmabereich nur in Form einzelner diffuser Lamellen in
Erscheinung. Der Golgi-Apparat (c) hebt sich supranukledr nur undeutlich ab.
Die Mitochondrien (d) besitzen iiberwiegend runde Form und sind in der
supranukledren Zone und den seitliche schmalen Zytoplasmabezirken vereinzelt
und diffus verteilt anzutreffen. In der basalen Zone fehlen sie fast vollig. Die
Lysosomen (e) sind von unterschiedlich dichter Struktur und sind ebenfalls
tiberwiegend auf die supranukleédre Zone und die seitlichen Zytoplasmabezirke
verteilt. Das Plasmalemm (g) grenzt in unregelmiBig gewelltem Verlauf die
Zelle gegen das Nervengewebe ab. Einzelne, teils lang ausgezogene
Zytoplasmaausstiilpungen (h) ragen in die subependymalen Spaltrdume. An der
Zelloberfliche verlduft das Plasmalemm glatt und zeigt keine Ausstiilpungen.
Mikrovilli und Kinozilien fehlen dieser Ependymzellart. Zu den Nachbarzellen
sind am Plasmalemm Haftkomplexe (f) erkennbar. Der Zellkern (a) ist von einer
deutlichen Doppelmembran umgeben und besitzt unregelmifBig angeordnete

Chromatinsubstanz in granuldrer Form.
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Abb. 9: Endotheldhnliche Ependymzelle im Bereich des Recessus infundibuli vom
Rind (Vergr. 12500 x)
Zellkern (a); endoplasmatisches Retikulum (b); Golgi-Apparat (c);
Mitochondrien (d); Lysosomen (e); Haftkomplex (f); Plasmalemm (g); basale
Zytoplasmaausstiilpung (h).

26



111 ERGEBNISSE

b) Histochemische Untersuchungsbefunde

1. Kohlenhydrate (Glykogen)

Die PAS-Reaktion nach Pearse fiel deutlich positiv aus in Form von roten
granuldren Reaktionsprodukten, die gleichmiBig 1m Zytoplasma der
Ependymzellen verteilt waren. Auch in den Tanyzyten und deren peripheren
Zellfortsdtzen konnten PAS-positive Substanzen gefunden werden. Da aber nach
dem Diastase-Test die positive PAS-Reaktion unverdndert deutlich blieb und bei
der allgemeinen Glykogen-Darstellung nach Bauer und Best in keiner der
untersuchten Gewebeproben ein positiver Ausfall zu verzeichnen war, kann
geschlossen werden, dass Glykogen nicht das nachgewiesene Polysaccharid ist.
Wurden die Schnitte nach vorheriger Acetylierung und irreversibler Veresterung
der Amino-Alkoholgruppen gefirbt, so fiel die PAS-Reaktion negativ aus. Bei
nachfolgender Entacetylierung werden die Hydroxylgruppen durch Oxydation
wieder in Aldehyde iiberfiihrt und werden in Form einer schwachen Rotfarbung
an den Proben sichtbar. Daraus ergibt sich, dass bei der positiven PAS-Reaktion
nicht Glykogen, sondern unsubstituierte Glykolgruppen eine Rolle spielen. Eine
deutliche Blaufarbung des Ependyms mit der Alcianblaufirbung und
nachfolgender PAS-Fiarbung weist auf das Vorkommen von sauren

Mucopolysacchariden hin.

2. Lipide

Schwarzblduliche tropfige Einschliisse konnten supranukledr in den
Ependymzellen bei der Farbung mit Sudanschwarz B vereinzelt beobachtet
werden. Diese im apikalen Zytoplasma der Ependymzellen angefirbten Bezirke

blieben bei den Kontrollschnitten mit Pyridin-Extraktion nach Baker ungefirbt.
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Zur Unterscheidung neutraler und saurer Lipide diente die Nilblaufarbung. Dabei
waren die supranukledren Bereiche der Ependymzellen, wo mit der
Sudanschwarz B-Firbung eine schwache Lipidreaktion nachgewiesen wurde,
durch eine zwar schwache, aber doch sichtbare Blaufirbung gekennzeichnet.
Rote Einschliisse waren nicht zu beobachten, somit deutet diese Reaktion auf das
Vorkommen von sauren Lipiden im Ependym hin. Die zusitzliche Oil-Red-O-
Farbung mit negativer Reaktion ldsst ebenfalls vermuten, dass in den

untersuchten Ependymzellen Neutralfette fehlen.

Die geringen Reaktionen mit der Sudanschwarz B- und Nilblaufdrbung diirften

nur auf das Vorhandensein von Lipoiden zuriickzufiihren sein.

C) Enzym-zytochemische Untersuchungsbefunde

1. Alkalische Phosphatase

In allen untersuchten Ependymbezirken des I1I. Ventrikels von Rind, Schaf und
Ziege konnte lichtmikroskopisch keine positive Reaktion gefunden werden.
Vereinzeltes Vorkommen von Bleiprizipitaten bei der
elektronenmikroskopischen =~ Untersuchung  kann  wahrscheinlich  als
unspezifischer Niederschlag gedeutet werden. Im Gegensatz zu den Befunden an
den Ependymzellen war die Reaktion an den Gefdlen im Gewebe positiv, was

als Beweis fiir das Gelingen des Nachweises angesehen werden kann.
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2. Saure Phosphatase (Abb. 10)

Lichtmikroskopisch konnten an manchen untersuchten Ependymbezirken einzeln
liegende schwarze Kornchen supranukledr beobachtet werden. An anderen
Stellen dagegen war eine mehr gleichméBig dunkel gefdrbte Schicht ebenfalls in
den apikalen Zellbezirken zu sehen. In beiden Fillen handelte es sich um die
Reaktionsprodukte der sauren Phosphatase, was in Kontrollversuchen bestitigt
werden konnte. Sowohl die granuldre als auch die homogene Form der
Phosphatase-Reaktion kamen bei Rind, Schaf und Ziege nebeneinander, ohne auf
bestimmte Ependymbezirke festgelegt zu sein, vor.

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung fanden sich runde, etwa 0,1 —
0,3 um grofle Zellorganellen, die mit verschieden elektronendichten Granula
angefiillt und von einer Membran umgeben waren. Es handelt sich dabei nach der
Definition von De DUVE (1966) um Lysosomen, die mit den Bleiphosphat-
Niederschldgen der histochemischen Nachweisreaktion fiir saure Phosphatasen

gefiillt sind.
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Abb. 10: Saure Phosphatase-Reaktion an Ependymzellen aus dem III. Ventrikel der
Ziege.
a) Lichtmikroskopisch als granuldre Einschliisse (Pfeil) in den apikalen
Bezirken der Ependymzellen (Vergr. 561 x)
b) und c) elektronenmikroskopisch als lysosomaler Reaktionsbefund (L)
(Vergr. b: 27000 x, c: 20000 x)
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3. ATPasen (Abb. 11)

Nach SCHNORR (1971 b) bringen verschieden lange Inkubationszeiten auch
unterschiedliche Ergebnisse. Diese Verfilschung der Ergebnisse ist einmal
bedingt durch Spontanhydrolyse des Substrates ATP und zum anderen durch
Anderung der Enzymlokalisation. Sowohl bei einer Inkubationszeit von 20 Min.
bei Zimmertemperatur als auch von 30 Min. bei 37 °C waren die Versuchsreihen
nicht auszuwerten, da durch Diffusion der Reaktionsprodukte die Ependymzellen
so stark schwarz gefidrbt waren, dass eine Feststellung iiber die Lokalisation der
Enzymaktivitit nicht getroffen werden konnte. Die besten Ergebnisse konnten
licht- und elektronenmikroskopisch bei einer Inkubationszeit von 15 Min. bei

Zimmertemperatur erzielt werden.

Lichtmikroskopisch lassen sich die Reaktionsprodukte der ATPasen als
Bleisulfid-Niederschlidge in Form von schwarzen senkrechten Streifen jeweils an
den seitlichen Zellgrenzen nachweisen. Basal und gegen das Ventrikellumen hin
fand sich keine Enzymaktivitit. Dabei sind keine Aktivitidtsunterschiede
zwischen der Mg™- (Mg"™-Na'-K") und der Ca™'-aktivierbaren ATPase

festzustellen.

Histologische Schnitte, die mit Na-B-Glycerophosphat als Substrat ohne ATP
inkubiert wurden, zeigten weniger intensiv dunkel gefdrbte Streifen an den
lateralen Zellgrenzen. Die Kontrollen (Inkubation ohne Substrat) waren
ausnahmslos negativ. Spontanhydrolyse des Substrates ATP konnte bei 15-

miniitiger Inkubation nicht beobachtet werden.

Auch fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung betrug die Inkubationszeit
15 Min. bei Zimmertemperatur wegen der oben beschriebenen Nachteile bei
laingeren Inkubationszeiten. Im Gegensatz zu dem lichtmikroskopischen

Nachweis, wo lediglich an den lateralen Zellgrenzen Enzymaktivitit
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nachgewiesen wurde, ergab sich bei der -elektronenmikroskopischen
Untersuchung ein wesentlich genaueres Bild: die Reaktionsprodukte waren in
Form elektronendichter Granula sowohl lateral als auch basal an der @uBleren
Lamelle des Plasmalemms zu finden. Im apikalen Bereich zeigte die
Zellmembran, soweit sie sich an der Bildung der Haftkomplexe beteiligt, keine
Reaktion. Vereinzelt konnten auch positive Reaktionen an Zellorganellen
beobachtet werden. Zu beriicksichtigen ist bei diesen Befunden, dass ein Teil der
Enzymaktivitit auf unspezifische Phosphatasen zuriickzufiihren ist. Die
Versuche, bei denen ATP durch Na-B-Glycerophosphat ersetzt war, zeigten nur
eine schwach positive Reaktion. Auch bei der elektronenmikroskopischen
Untersuchung konnten keine Aktivititsunterschiede zwischen der Mg™*- (Mg"™-

Na*-K") und der Ca*"-aktivierbaren ATPase gesehen werden.
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Abb. 11:  ATPase-Reaktion (Pfeil) an Ependymzellen des III. Ventrikels der Ziege.
a) lichtmikroskopisch (Vergr. 328 x)
b) elektronenmikroskopisch (Vergr. 15000 x).
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4. Unspezifische Esterasen (Abb. 12 und 13)

Lichtmikroskopisch ist beim zytochemischen Nachweis der unspezifischen
Esterasen lediglich eine méBig starke Aktivitit in Form in dunkel tingierten

Granula im supranukledren Bereich der Ependymzellen zu beobachten.

Elektronenmikroskopisch dagegen waren wie beim Nachweis der sauren
Phosphatase die Reaktionsprodukte als kleine Granula innerhalb der
Zellorganellen, die von einer Membran umgeben sind, anzutreffen. Nach der

Definition von De DUVE (1966) handelt es sich dabei um Lysosomen.
Es findet somit auch hier wie beim Nachweis der sauren Phosphatase und der

ATPase der lichtmikroskopische Befund erst Bestitigung durch den

elektronenmikroskopischen Enzymnachweis.
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Abb. 12:  Esterase-Reaktion an Lysosomen (L) der Ependymzellen aus dem III
Ventrikel der Ziege (Vergr. 27000 x).
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o

Abb. 13:  Esterase-Reaktion an Lysosomen (L) der Ependymzellen aus dem III.
Ventrikel der Ziege (Vergr. 20000 x).
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5. Oxydoreduktasen

a) Nachweis der Monoaminooxydase (Abb. 14 a):

In den Ependymzellen der Haustierwiederkduer war eine hohe Enzymaktivitit in
Form von blauschwarzen Formazangranula zu beobachten, die iiber die ganze
Zelle verteilt waren. In der apikalen Zone traten diese vermehrt auf. Durch das
Vorkommen dieser deutlich erkennbaren Granula nur im Ependym hebt sich
diese enzymatische Zelllage deutlich von dem monoaminooxydase-negativen

unter dem Ependym gelegenen Gewebe ab.

b) Nachweis der Cytochromoxydase (Abb. 14 b):
Der Nachweis fiel positiv aus, doch waren hier die blauschwarzen
Reaktionsprodukte weniger zahlreich in den Ependymzellen als bei dem

Monoaminooxydase-Nachweis.

c) Nachweis der Succinat-Dehydrogenase (Abb. 14 c¢):
Im Gegensatz zu den beiden vorhergehenden Nachweisen konnte eine nur
schwache und apikal lokalisierte Enzymaktivitit von Succinat-Dehydrogenase

beobachtet werden.

Zu den drei nachgewiesenen Oxydoreduktasen wurden Kontrolluntersuchungen

durchgefiihrt.
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Abb. 14: Ependymzellen aus dem III. Ventrikel der Ziege.
a) Monoaminooxydase-Reaktion (Vergr. 408 x)

b) Cytochromoxydase-Reaktion (Vergr. 510 x)
¢) Succinat-Dehydrogenase-Reaktion (Vergr. 408 x).
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IV. DISKUSSION

Aufgrund der licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen am Ependym
des III. Ventrikels von Rind, Schaf und Ziege lassen sich morphologisch differente
Bezirke erkennen, wie sie bereits bei niederen Wirbeltieren (HORSTMANN,
1954; ADAM, 1957; BRAAK, 1963; PAUL, 1967; ALTNER, 1968), bei der
Katze (FLEISCHHAUER, 1959, 1960), beim Menschen (SCHIMRIGK, 1966),
bei der Ratte (COLMANT, 1967, SCHACHENMAYR, 1967) und beim
Meerschweinchen (WENZEL et al., 1970) beschrieben wurden.

Zwischen den drei markantesten Zelltypen gibt es mannigfaltige
Ubergangsformen, die eine exakte Festlegung eines Ependymzelltyps auf einen
bestimmten Ventrikelabschnitt nur begrenzt zulassen. Die kubischen
Ependymzellen, bewimpert und unbewimpert, sind im III Ventrikel vornehmlich
im dorsalen und mittleren Bereich zu finden.

Die Tanyzyten dagegen sind hauptsidchlich ventral im III. Ventrikel und dort v. a.
am Ubergang in den Recessus infundibuli zu beobachten.

Die endotheldhnlichen Ependymzellen sind nur an wenigen Stellen, z. B. am
Boden des Recessus infundibuli (DELLMANN, 1961) und des Recessus opticus,

zu sehen.

Die Ausbildung dieser verschiedenen Ependymzelltypen erfolgt wihrend der
Embryogenese, wie Untersuchungen am Gehirn von Rattenembryonen
(SCHACHENMAYR, 1967; SCHIEBLER und MITRO, 1969) und
Hithnchenembryonen (KABISCH und LUPPA, 1972) zeigten. Hinweise auf die
Funktionen des Ependyms geben morphologische Besonderheiten der
verschiedenen Ependymzelltypen: Die Haftkomplexe zwischen benachbarten
Ependymzellen bestehen aus dem oberflidchlichen Abschnitt der Zonula adhaerens

und der darunter befindlichen Zonula occludens. Eine Macula adhaerens, das
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eigentliche Desmosom, fehlt (BRIGHTMAN und PALAY, 1963). Bei anderen
Epithelien befindet sich apikal die Zonula occludens, der die Zonula adhaerens
und die Macula adhaerens folgen (FAWCETT, 1961; FARQUHAR und
PALADE, 1963 und 1965). Somit wird eine interzelluldre Passage von Stoffen aus
dem Liquor zwischen den Ependymzellen hindurch besser ermoglicht, was auch
mit Ferritin-Injektionen in den Ventrikel gezeigt werden konnte (BRIGHTMAN,
1965). Die Oberfliche der kubischen Ependymzellen ist reich an Mikrovilli, was
zu einer VergroBerung der Resorptionsfldache fiithrt und an einen intrazelluldren
Stofftransport denken ldsst. Die notige Fliissigkeitsbewegung wird durch
Kinozilien bewirkt, die aus neun randstindigen Doppelfibrillen und einem zentral
liegenden Fibrillenpaar bestehen (FAWCETT und PORTER, 1954; FAWCETT,
1958 und 1961). Im gleichen Sinne ist auch die vorwiegend lumenseitige
Anordnung der Zellorganellen und die meist apikale Kerneinstiilpung als

VergroBerung der Kernoberfldche zu deuten (BLINZINGER, 1962).

Wihrend die kubischen Ependymzellen aufgrund ihrer Oberfldchenstruktur und
der supranukleédr angeordneten Zellorganellen mehr auf eine resorptive Fahigkeit
schlieBen lassen, miissen bei den Tanyzyten andere Funktionen angenommen
werden. Eine iiberwiegende Resorptionstitigkeit diirfte bei diesen wegen der
sparlichen Ausbildung von Mikrovilli auszuschlieBen sein. Vermutlich dienen die
Tanyzyten einem Stoffaustausch zwischen Hypothalamus und Liquor. Dafiir
sprechen das Vorkommen von Tanyzyten am Ubergang in den Recessus
infundibuli, die zahlreichen Mitochondrien und andere Zellorganellen im
peripheren Zellfortsatz und die innige Verbindung des Tanyzytenfortsatzes mit der
Basalmembran subependymaler Kapillaren (LEONHARDT, 1966; RINNE, 1966;
TAKEICHT, 1966; WITTKOWSKI, 1967 b). Diskutiert werden aufgrund dieser
Befunde eine OberflichenvergroBerung der Zelle durch periphere Zellfortsitze
und damit ein verbesserter intrazelluldrer Transport (HAGER und BLINZINGER,
1965). Auch an eine Rezeptorfunktion der Tanyzyten in Verbindung mit einem

Riickkopplungsmechanismus des sekretorisch titigen Tractus tubero-hypophyseos
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iiber Tanyzyten, Liquor und spezielle Ganglienzellendigungen ist nach

WITTKOWSKI (1967 b) zu denken.

Zusammenfassend kann von den Tanyzyten gesagt werden, dass nach den
verschiedenen Untersuchungen von LOFGREN (1960), VIGH et al. (1964),
BRIGHTMAN (1965), SCHACHENMAYR (1967), WITTKOWSKI (1967 b),
LEONHARDT (1969), LUPPA und FEUSTEL (1971) und KABISCH und
LUPPA (1972) neben dem Stofftransport auch eine sekretorische und

rezeptorische Funktion vermutet werden kann.

Das endothelartige Ependym dagegen diirfte nur als Gewebeabschluss zum
Ventrikel hin ohne spezielle Aufgaben wie Sekretion, Resorption oder

Rezeptorfunktion anzusehen sein.

Bei den histochemischen Nachweisen konnten in den kubischen Ependymzellen
und Tanyzyten — einschlieBlich deren peripheren Fortsitze — PAS-positive Granula
nachgewiesen werden, die diastaseresistent waren. Es ist somit das Vorkommen
von Glykogen im Ependym des III. Ventrikels auch bei Rind, Schaf und Ziege
auszuschlieBen, und es werden die Untersuchungsbefunde von SHIMIZU und
KUMAMOTO (1952) an Maus, Ratte und Meerschweinchen und von
TEICHMANN (1967) am Frosch bestitigt. Uber das Vorkommen von Glykogen
im Ependym niederer Wirbeltiere und winterschlafender Sduger in Beziehung zu
anderen Sadugern, sowohl im embryonalen als auch im adulten Gehirn, berichtete
OKSCHE (1958 und 1961). Dabei wurden auch phylogenetische Gesichtspunkte

erortert.

Die negative PAS-Reaktion nach der Acetylierung und die schwach positive
Reaktion nach der Enacetylierung weist auf das Vorhandensein von

Glykolgruppen hin. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von TEICHMANN
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(1967) beim Frosch kann bei den Hauswiederkduern aufgrund der deutlichen
Blaufiarbung des Ependyms mit der Alcianblaufirbung auf das Vorkommen von
sauren Mucopolysacchariden geschlossen werden. Bei dem Nachweis von Lipiden
kann mit dem Befund von TEICHMANN (1967) beim Frosch angenommen
werden, dass es sich bei den FEinschlissen im Ependym auch bei den

Hauswiederkduern um ein Glycolipid handelt.

Im Gegensatz zu NANDY und BOURNE (1964), die eine stark positive Reaktion
der alkalischen Phosphatase (Methode nach GOMORI, 1949) im Seitenventrikel
der Ratte fanden, konnten bei meinen Untersuchungen lediglich in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen Bleiprizipitate beobachtet werden,
die vermutlich auf unspezifische Reaktionen zuriickzufiihren sind. An den
Gehirnkapillaren  fiel die Reaktion dagegen deutlich positiv  aus
(FELGENHAUER, 1963). Dieser negative Reaktionsbefund am Ependym des III.
Ventrikels von Rind, Schaf und Ziege deckt sich mit den Befunden von SHIMIZU
(1950) bei Nagern, Katze und Hiihnchen und von BARTONICEK und LOJDA
(1964) und von COLMANT (1967) bei Nagern. Wihrend zur Zeit der
Ependymentwicklung eine positive Reaktion der alkalischen Phosphatase bei
Hithnchenembryonen von KABISCH und LUPPA (1972) beobachtet werden
konnte, war sie am ausdifferenzierten Hiithnergehirn nur noch im ventrikelnahen
Zellabschnitt der Wimpernependymzellen zu sehen. Ein &dhnliches Verhalten
konnte OKSCHE (1958) beim Vorkommen von Glykogen im Ependym niederer
und hoherer Wirbeltiere feststellen, was auf ein korrespondierendes Auftreten von
Glykogen und alkalischer Phosphatase, die am Glykogenauf- und —abbau beteiligt

sein soll, hinweist.

In zahlreichen Untersuchungen vornehmlich bei kleinen Laboratoriumstieren
konnte lichtmikroskopisch am Ependym bisher regelmiBig eine positive Reaktion

der sauren Phosphatase festgestellt werden (SHIMIZU, 1950; FELGENHAUER,
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1963; NANDY und BOURNE, 1964; COLMANT, 1967, SCHACHENMAYR,
1967; WENZEL et al., 1970; KABISCH und LUPPA, 1972; LUPPA und
FEUSTEL, 1972).

Auch am Ependym des III. Ventrikels der Hauswiederkduer gelang der
lichtmikroskopische Nachweis. Elektronenmikroskopisch war eine positive
Reaktion in Form elektronendichter Granula in den Lysosomen zu sehen, fiir die
nach der Definition von De DUVE und WATTIAUX (1966) die saure
Phosphatase als Tridger bzw. Leitenzym anzusehen ist. Diese Hydrolase ist
gemeinsam mit anderen lysosomalen Enzymen fiir die intrazellulire Verdauung
verantwortlich. AuBerdem zeigen die Befunde, dass die Zellorganellen im
Ependym des III. Ventrikels hauptsdchlich supranukleidr zu finden sind. Diese
Anordnung und das Vorkommen weiterer strukturgebundener Enzyme sieht
SCHACHENMAYR (1967) im Zusammenhang mit einem aerob-oxydativen
Stoffwechsel fiir die Aufrechterhaltung der Zilienfunktion. Unterschiedliche
Ergebnisse brachten bisherige Untersuchungen iiber die ATPase-Aktivitit im
Ependym.  Wihrend @ FELGENHAUER (1963) im  Ependym des
Meerschweinchengehirns keine ATPase nachweisen konnte, beschrieben NANDY
und BOURNE (1964) am Ependym des Rattengehirns eine méBige ATPase-
Aktivitit im apikalen Zytoplasma und im Zellkern, wo sie lokale stirkere
Enzymreaktionen mit den Nucleoli in Verbindung brachten. SCHACHENMAYR
(1967) beschrieb das Vorkommen der ATPase im mittleren Ependymabschnitt des
III. Ventrikels der Ratte, das LUPPA und FEUSTEL (1970 a) dahingehend
bestitigten, dass sie die ATPase méBig stark apikal an der Zellmembran und stark
in den Kernen der Ependymzellen nachweisen konnten. Ahnliche Ergebnisse
brachten Untersuchungen von WENZEL et al. (1970) am Ependym des

Meerschweinchengehirns.
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Meine Untersuchungen lieBen lichtmikroskopisch eine ATPase-Aktivitit lediglich
an den seitlichen und basalen Zellgrenzen erkennen, was elektronenmikroskopisch
bestitigt werden konnte. Vereinzelt apikal beobachtete Reaktionsprodukte diirften
unspezifischer Natur sein. Das zeigten die Versuche, bei denen ATP durch Na-§3-

Glycerophosphat ersetzt war und ebenfalls apikale Reaktionen erkennbar waren.

AufBlerdem konnte mit dem elektronenmikroskopischen Nachweis das Fehlen von
ATPase-Aktivitit an den Zellmembranabschnitten, die an der Bildung von
Haftkomplexen beteiligt sind, festgestellt werden. Damit wird auch im Ependym
des III. Ventrikels die Vermutung von WILLE und SCHNORR (1970) unterstiitzt,
dass sich an den Haftkomplexen aller Epithelien keine ATPase-Aktivitit

nachweisen lasst.

Als Enzyme biologischer Membranen sind die ATPasen durch Ca-lonen
(MAKINOSE und HASSELBACH, 1965) und MG-Ionen (CARLSON et al.,
1963; VOTH, 1966; HEGNER, 1969) aktivierbar. Fiir den aktiven interzelluldren
Transport dient eine Mg -abhiingige ATPase, die durch Na® und K' weiter
aktivierbar ist und ein Na-K-Transportsystem darstellt (SKOU, 1963; WINS und
SCHOFFENIELS , 1966). An diesen primiren lonentransport kénnen sekundire
Transporte von Metaboliten gebunden sein (CRANE, 1965; ALBERS, 1967;
RING, 1970). So konnte ein aktiver Na-Transport im mehrschichtigen
Plattenepithel der Froschhaut nachgewiesen werden (KOEFOED-JOHNSON und
USSING, 1958; FARQUHAR und PALADE, 1966), an den nach DIAMOND
(1964 a, b) der Wassertransport gebunden ist. Diese Na'-K'-aktivierbare
Membran-ATPase kann durch Herzglykoside gehemmt werden (SCHATZMANN,
1966). Solche Transport-ATPasen konnten auch im Pansenepithel nachgewiesen

werden (SCHNORR, 1971 b; TELLHELM, 1971; HENRIKSON, 1971).

44



IV DISKUSSION

Wie eingehende Untersuchungen iiber die Esteraseaktivitit am Ependym des III.
Ventrikels und dort besonders der Tanyzyten bei Ratte und Hiihnchen
(COLMANT, 1967; LUPPA und FEUSTEL, 1970 a, 1970 b, 1971; KABISCH
und LUPPA, 1972) zeigten, handelt es sich bei den Esterasen meist um lysosomal
gebundene Enzyme. Wihrend lichtmikroskopisch die Esterase mit o-
Naphthylacetat als Substrat lediglich als schwach granuldre Reaktion darstellbar
war, konnte -elektronenmikroskopisch mit Thioessigsdure als Substrat die
Esteraseaktivitit auch bei Hauswiederkduern als deutlich in den Lysosomen

lokalisiert nachgewiesen werden.

Extralysosomale Esterasen, wie sie KABISCH und LUPPA (1972) beim
Hiihnchenembryo als wahrscheinlich ribosomal gebundene Aliesterasen
nachwiesen, konnten in den kubischen Ependymzellen von Rind, Schaf und Ziege

nicht festgestellt werden.

In fritheren Untersuchungen iiber Oxydoreduktasen am Ependym niederer
Vertebraten und verschiedener Sdugetiere (SHIMIZU und MORIKAWA, 1957;
FRIEDE, 1961; COLMANT, 1967; SCHACHENMAYR, 1967; PAUL, 1968;
WENZEL et al., 1970; LUPPA und FEUSTEL, 1970 a) konnte regelméfig eine
Enzymaktivitit von Monoaminooxydase, Cytochromoxydase und Succinat-
Dehydrogenase nachgewiesen werden. Aussagen iiber die Stirke der
Enzymreaktionen konnen ohne ,,besondere Kontrollschritte* nach PAUL (1968)

allerdings nur bedingt gemacht werden.

Die auch in vorliegender Untersuchung vorwiegend apikal beobachtete
Enzymaktivitit ist nach PAUL (1968) im Zusammenhang mit resorptiven
Vorgingen oder aktiver Sekretion von Stoffen in das Ventrikellumen zu sehen.

SCHACHENMAYR (1967) und LUPPA und FEUSTEL (1970 a) dagegen sehen
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die Anwesenheit oxydativer Enzyme in Verbindung mit einer fiir die

Wimpernmotorik benotigte Energiebereitstellung.

Der positive Befund der Monoaminooxydase ist moglicherweise im
Zusammenhang mit einem adrenergen Ubertrigermechanismus zu sehen, wenn
man an die Funktion dieses Enzyms hinsichtlich seiner Inaktivierung von
Erregerstoffen wie Noradrenalin und Serotonin und anderer biogener Amine denkt

(NAUMANN, 1968).
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V.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden am Ependym des III. Ventrikels von Rind, Schaf und Ziege

lichtmikroskopische, elektronenmikroskopische und enzymhistochemische

Untersuchungen durchgefiihrt.

Dabei wurden folgende Befunde erhoben:

Es lassen sich drei Formen von Ependymzellen unterscheiden: kubische
Ependymzellen, Tanyzyten und endotheldhnliche Ependymzellen. Nach
den elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigten alle drei Zelltypen
eine deutliche Gliederung in eine basale und eine apikale Zone mit

unterschiedlicher Anreicherung von Zellstrukturen.

Glykogen konnte im Ependym der untersuchten Tiere nicht nachgewiesen
werden. Dagegen war der Lipidnachweis positiv, ebenso der Nachweis auf

saure Mucopolysaccharide.

Wihrend im Ependym des III. Ventrikels alkalische Phosphatase nicht
beobachtet wurde, konnte eine Aktivitit der sauren Phosphatase festgestellt

werden, die an Lysosomen gebunden ist.

ATPasen waren im Ependym des III. Ventrikels deutlich entlang des
seitlichen und basalen Plasmalemms sowie an den Membranen von

Zellorganellen zu sehen.

Unspezifische Esterase war elektronenmikroskopisch eindeutig erkennbar.
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6. Von den Oxydoreduktasen war die Monoaminooxydase-Aktivitit deutlich
nachzuweisen. Cytochromoxydase war ebenfalls festzustellen, wihrend die

Succinat-Dehydrogenase nur in schwacher Enzymaktivitit vorkam.

Die Befunde wurden hinsichtlich der Funktion des Ependyms und im

Zusammenhang mit Ergebnissen anderer Autoren diskutiert.
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