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Ultrastructural Study of Two Cases of Granulomatous Orchitis

Summary. Two cases of so-called granulomatous orchitis were investigated by means of
electron microscopy to clarify the nature of the contested large eosinophilic cells with PAS-
positive granules in the cytoplasm. Since the first description by Gruenberg (1926), there
has been some discussion as to whether these cells are of ‘“‘sertolic” or reticulohistiocytic
origin.

Electron microscope examination has proved a morphologic as well as a functional simi-
larity between these contested cells and macrophages. Structures characteristic of Sertoli
cells have not been found. The PAS-positive granules turned out to be large phagosomes or
residual bodies.

One important observation is the numerous phagocyted bacteria in both cases; bacteria
have never previously been demonstrated in this disease. Furthermore, calcium-containing
inclusions (calcospherules) such as occur in malakoplakia of the bladder and testes were
found. The question as to whether there is any difference between granulomatous orchitis
and malakoplakia is discussed.

Zusammenfassung. Um die Natur der umstrittenen grofien, eosinophilen Zellen mit PAS-
positiven Granula im Cytoplasma zu kliren, wurden 2 Fille von sog. granulomatéser Orchitis
elektronenoptisch untersucht. Es wird némlich seit der ersten Beschreibung (Gruenberg, 1926)
diskutiert, ob diese Zellen Sertolischer oder reticulocytdrer Herkunft sind. Die elektronen-
optische Untersuchung beider Fille ergab, daB eine morphologische und funktionelle Ahnlich-
keit dieser umstrittenen Zellen mit Makrophagen besteht. Fiir Sertolizellen charakteristische
Strukturen wurden nicht gefunden. Die PAS-positiven Granula haben sich als grole Phago-
somen bzw. Restkorper erwiesen. Einen interessanten Befund stellen die zahlreichen phago-
cytierten Bakterien deshalb dar, weil bisher Bakterien bei der granulomatésen Orchitis nie
eindeutig nachgewiesen wurden.

Auch Calcospherulen wurden bei einem der untersuchten Fille gefunden. Es wird die
Frage diskutiert, ob die granulomattse Orchitis nur eine gewisse Ahnlichkeit mit der Malako-
plakie aufweist, oder ob es sich um zwei morphologisch und auch dtiopathogenetisch identische
Krankheiten handelt.

Die granulomatose Orchitis ist eine im fortgeschrittenen Erwachsenenalter
(Durchschuittsalter der Erkrankten 55,6 Jahre — Morgan, 1964) zu beobachtende
Hodenentziindung mit charakteristischem Verlauf und typischen feingeweblichen
Verinderungen. Seit der ersten Beschreibung von Gruenberg (1926) sind bis 1967
etwa 80 weitere Fille verdffentlicht worden (Nichelatti u. Milani, 1967). Atio-
logie und Histogenese sind bis heute ungeklart.

Das besondere histologische Kennzeichen dieser Entziindung stellen grofe,
runde bis polygonale Zellen mit eosinophilem Cytoplasma dar. Sie haben den Zell-
bestand des Kandlchens ersetzt und fiullen die Kanélchenlichtung aus oder liegen
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frei im Interstitium, was zur Diagnose ,,Sertolizell-Tumor® oder ,,Leydigzell-
Tumor* veraniassen kann (Dieterle, 1950). Besonders bei intraoperativen Schnell-
schnittuntersuchungen kénnen die entziindlichen Verdnderungen zur Verwechs-
lung mit einem malignen Tumor (z.B. Reticulum-Sarkom) fithren (Hermanek u.
Bunte, 1972). Wahrscheinlich wurde auf Grund dieser Fehldeutungsmoglichkeit
die granulomatose Orchitis in dem englischen ,,Testicular Tumor Panel and
Registry* unter den gutartigen geschwulstdhnlichen Hodenverdnderungen regi-
striert (Morgan, 1964). Die Bezeichnung granulomatése Orchitis ist deshalb falsch,
weil Granulome durch die Lagerung der charakteristischen Zellen nur vorge-
tduscht werden.

Die Histogenese dieser charakteristischen Zellen ist sehr umstritten: Wahrend
Gruenberg (1926) und spéter eine ganze Reihe von Autoren (Dieterle, 1950;
Dreyfuss ef al., 1954 ; Spjut u. Thorpe, 1956; Capers, 1960; Aboulker et al., 1964 ;
Morgan, 1964 ; Cullen u. Voos, 1966; Balouet et al., 1967; Nichelatti u. Milani,
1967 ; Mostofi u. Leestma, 1971) sie als Abkémmlinge der Sertolizellen auffassen,
sind andere (Friedman u. Garske, 1949; Batzenschlager u. Prevot, 1959; Alberto,
1963) der Meinung, dal sie vom reticulohistiocytdren System stammen. Beide
Hypothesen blieben unbestétigt.

Fiir die Atiologie der granulomatdsen Orchitis wurden urspriinglich Spermien-
extravasate verantwortlich gemacht; es konnten jedoch trotz intensiven Suchens
nie Spermien oder Spermienreste im Hodenparenchym gefunden werden (Fried-
man u. Garske, 1949). Hubsmith et al. (1959), Phillips (1961) sowie Mostofi u.
Leestma (1971) glaubten, in dem von Berg (1953) aus den Spermienképfen
isolierten séurefesten Lipid die Ursache fiir die eigenartige Form der Entziindung
gefunden zu haben. Biinzli (1968) konnte aber nur bei wenigen seiner Fille und
auch nur in geringen Mengen dieses Lipid nachweisen.

Das klinisch beobachtete hiufige Zusammentreffen granulomatoser Orchitis
und bakterieller Harnwegsinfekte veranlafite Morgan (1964), an eine bakterielle
Ursache zu denken. Auch Pilze wurden als Erreger in Erwigung gezogen (Bontke,
1955; Blum et ol., 1960; Meyer et al., 1960). Ein bakteriologischer Nachweis eines
spezifischen Erregers konnte jedoch nie erbracht werden.

Seit Cruickshank u. Stuart-Smith (1959) bei einem Patienten mit granulo-
matéser Orchitis spermaagglutinierende Antikérper im Blut isolieren konnten,
wurde diese Entzindung als Autoimmunerkrankung angesehen (Kriiger, 1971),
obwohl die Autoren selbst meinten, dal} die Autoantikérper nicht unbedingt
Ursache, sondern auch Folge der Erkrankung sein kénnten. Die im Tierversuch
mehrfach erzeugte Autoimmunorchitis (Brown u. Glyn, 1969; Johnson, 1970;
Yantorno et al., 1971) zeigt keine Ahnlichkeit mit der granulomatdsen Orchitis.

Mit Hilfe elektronenoptischer Untersuchungen haben wir die Herkunft der
umstrittenen Zellen und die Natur der PAS-positiven Granula aufzukliren ver-
sucht und dabei Hinweise fiir die Atiopathogenese gefunden.

Material und Methodik

Das licht- und elektronenoptisch untersuchte Material stammt von zwei Hoden, die
wegen Tumorverdacht einem 60- und einem 64jihrigen Patienten operativ entfernt wurden.
Beide Hoden wurden sofort nach der Entfernung halbiert und formolfixiert.
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Abb. 1. 64jahriger Mann. E.Nr. 155/73. Typische granulomatose Orchitis: Die Kanélchen
von groBen eosinophilen Zellen ausgefillt und das verbreiterte Zwischengewebe rundzellig
infiltriert (Formol, Paraffin, HE 100fach)

Lichtmikroskopie. Die histologische Untersuchung erfolgte an Gefrierschnitten und Paraf-
finmaterial. Es wurden Firbungen mit HE, PAS, Sudan-III und Sudan-schwarz B vorge-
nommen. Dariber hinaus wurde eine Kossa-Fdrbung zur Darstellung von Kalk und eine
Feulgenfirbung durchgefiihrt.

Elektronenoptische Technik. Da die Diagnose immer erst histologisch gestellt wird bzw.
nur histologisch gestellt werden kann, waren wir gezwungen, formolfixiertes Material fir
die Untersuchung zu verwenden. Dennoch zeigte das Gewebe einen fiir unsere Fragestellung
ausreichend guten Erhaltungszustand.

Kleine Gewebsstiicke wurden durch 1,5 Std in gekihltem gepuffertem Glutaraldehyd
(pH 7,2) nachfixiert. Danach Auswaschen durch 24 Std unter viermaligem Wechsel in kaltem
Phosphatpuffer (pH 7,2). Nachfixation durch eine Stunde in 2 %igem Osmiumtetroxyd.
Dehydration in aufsteigender Acetonreihe und Einbettung in Durcopan. Anfirbung der
Semidiinnschnitte mit basischem Fuchsin und Methylenblau. Kontrastierung der Dinn-
schnitte (Reichert OM IT) in Uranylacetat (1 h) und Bleicitrat (5 min). Untersuchung im
Elektronenmikroskop von Zeiss EM 9A.

Ergebnisse

Lichimikroskopre
Das histologische Bild ist hinldnglich bekannt. Die Hodenstruktur ist kaum
erkennbar, intakte Hodenkanilechen sind nicht mehr zu finden. Auffallend ist die
mgewohnlich starke Aufsplitterung der Kandlchenwand, die nicht selten zur
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Abb. 2. 60jahriger Mann. E. Nr. 13529/72. Die charakteristischen Zellen mit cytoplasmati-

schen Granula und kristallinen EinschluBkérperchen (k) im Kanilchenlumen und im Inter-

stitium ({). Die stark aufgesplitterte Kandlchenwand ist stellenweise noch erkennbar ().

(Formol, Osmium, Semidéinnschnitt, bas. Fuchsin-Methylenblau 250fach). Einschub: Histo-

chemische Darstellung von Ca-haltigen Einschlissen (Formol, Gefrierschnitt, Kossa, Imm.
1000fach)

volligen Zerstorung der Kanilchen fithrt. Das Interstitium des Hodens ist ver-
breitert, reich an Fibroblasten, kollagenen Fasern und erscheint diffus lympho-
plasmocelluldr infiltriert (Abb. 1). Auch Riesenzellen sind nicht selten, Leukocyten
dagegen eher eine Ausnahme. Das histologische Bild wird von den erwihnten
grofBen Zellen mit eosinophilem Cytoplasma beherrscht, lediglich bei der sog.
kleinzelligen fibrosen Form (Biinzli, 1968) treten sie in den Hintergrund. Das
Cytoplasma dieser typischen Zellen enthélt zahlreiche PAS-positive und feulgen-
negative Granula, die besonders in Semidiinnschnitten deutlich zu sehen sind
(Abb. 2). In einzelnen Zellen unseres 1. Falles lassen sich mit der Kossa-Farbung
calciumhaltige intra- und extracelluldre Einschliisse darstellen (Abb. 2). Diese
kommen im 2. Falle nicht vor.

Elektronenmikroskopie

Dem lichtoptischen Befund entsprechend beherrschen die groBlen ovalen oder
polygonalen Zellen auch das elektronenoptische Bild. Sie liegen meist in grofen
Verbanden, die, ebenso wie Einzelzellen, von Plasmazellen, Fibrocyten und kolla-
genen Fasern umgeben sind. Der Durchmesser dieser charakteristischen Zellen be-
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Abb. 3. Die fraglichen Zellen der granulomatésen Orchitis im elektronenmikroskopischen
Ubersichtsbild. Es sind Makrophagen mit randstindigen Kernen und zahlreichen Phago-
somen und Residualkérpern (Formol, Osmium 3960fach)

tragt bis 20 p, der der runden oder ovalen, selten gebuchteten Zellkerne bis 7 u
(Abb. 3).

Im Cytoplasma liegen wenige aufgeblihte Mitochondrien ohne deutliche innere
Struktur mit durchwegs fragmentierten Cristae. Auch Reste des endoplasmati-
schen Reticulums sind auffindbar. Die duBere Zellmembran ist bei den zu Ver-
bénden gruppierten Zellen meist gut erhalten. Bei den aus dem Verband gelésten
Einzelzellen ist sie dagegen héufig stark fragmentiert. Das Grundplasma zeigt
eine unterschiedliche, vorwiegend aber geringe Elektronendichte.

Die lichtmikroskopisch als PAS-positive Granula erscheinenden Strukturen
erweisen sich als verschiedenartige, rundliche, membranumgebene Phagosomen
und Residualkérper, die bei dichter Lagerung miteinander konfluieren und deren
GroBe zwischen 1 und 10 p. schwankt. Oft sind diese Zellen mit diesen Strukturen
derartig angefiillt, dafl der Kern #hnlich wie bei den Siegelringzellen, an den
Rand geriickt wird und eine nierendhnliche Form annimmt.
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Kleinere Phagosomen erhalten verschieden strukturierte Bakterien, die inner-
halb einer weiteren membranbegrenzten Vacuole liegen. Die Zellwand der Bak-
terien selbst ist nur selten erhalten; zwischen dieser Wand und der Vacuole
liegt eine elektronenoptisch transparente Zone. Die Bakterienkorper bestehen aus
elektronendichten Schollen oder sind in granulire Einzelelemente zerfallen. Neben
diesen gut erkennbaren Bakterien, enthalten die Phagosomen Cytoplasmaein-
schliisse, die Bakterienabbauprodukte darstellen konnten (Abb. 4). Sowohl Bak-
terien als auch deren Abbauprodukte kommen in beiden von uns untersuchten
Fillen vor.

Die mit Kossa-Farbung dargestellten kristallinen Strukturen sind verschieden-
artig gebaute, im Durchmesser bis 5y grofle Calcospherulen, die meist intra-
cytoplasmatisch liegen und nur in einem der beiden untersuchten Falle zu finden
sind. Sie bestehen vorwiegend aus zwei ringformigen, konzentrisch geschichteten
Lamellen unterschiedlicher Elektronendichte. Der dulere membranbegrenzte Ring
ist kontrastdrmer als der innere, seine Struktur ist aber nicht amorph, sondern
von feingranuldrem Aufbau. Der innere membranlose Ring besteht aus feinen
nadelformigen Kristallen, die den 6fters beschriebenen (David, 1970) Ca-Apatit
Kristallen entsprechen. Andere innere Ringe der Calcospherulen zeigen keine so
regelmibBige, sondern eine biischelformige Kristallanordnung. Zudem findet man
bei diesen noch Koérnchen und Vacuolen, die den Bakterienabbauprodukten sehr
dhneln (Abb. 5). Selten findet man neben dieser noch eine dritte Form von
Calcospherulen. Diese besteht. aus drei konzentrischen, ringférmigen Lamellen,
wobei die zwei duBleren gleich wie oben beschrieben, gebaut sind. Die dritte,
zentral gelegene und meist mehrfach gebuchtete Lamelle ist amorpher Struktur
und etwas stirker elektronendicht als die dullerste. Manchmal ist sie noch weiter
in einen elektronendichten und einen transparenten Teil gegliedert (Abb. 5¢).

Neben diesen charakteristischen Strukturen findet man auch ganze phago-
cytierte Zellen mit pyknotischen Kernen und Cytoplasmafragmenten, in denen
Reste des endoplasmatischen Reticulums erkennbar sind. Ein Rickschluf auf die
Art der phagocytierten Zellen ist grundsétzlich unméglich, man hat aber manch-
mal den Eindruck, dall es sich um Plasmazellen handeln kénnte. Auch das
elektronenoptische Gesamtbild wird von zahlreichen Plasmazellen vervollstindigt.
Diese zeigen meistens einen sehr guten Erhaltungszustand, was uns als Kontrolle
zur Beurteilung der Aussagekraft unserer Untersuchungen diente. Oft sind intra-
cytoplasmatische Strukturen zu finden, die phagocytierenden Erythroeyten oder
deren Abbauprodukten entsprechen.

Neben kollagenen Fasern und Fibrocyten sind keine weiteren Zellelemente
zu finden. Samenepithelien, Spermien oder Zwischenzellen bzw. Reste davon
sind auch elektronenoptisch nicht zu sehen. Ob einzelne phagocytierte und nekro-
tische Zellen dazugehoren, kann nicht gesagt werden.

Abb. 4. a Phagosomen einer typischen Zelle mit zahlreichen in membranumgebenen Vakuolen
liegenden Bakterien (Formol, Osmium 43 700fach). b Granuldrer Bakterienzerfall (|) (Formol,
Osmium, 18000fach)
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Abb. 5. Vier verschieden strukturierte ,,Calcospherulen‘ in verschiedenen Kondensations-
stadien mit gut erkennbaren nadelférmigen Apatitkristallen (Formol, Osmium a-+b-4d
24700fach, ¢ 10200fach)

Besprechung der Befunde

Die elektronenoptische Untersuchung zweier Falle von granulomatdser Orchi-
tis hat gezeigt, daB die umstrittenen, grofien, eosinophilen Zellen morphologisch
und funktionell den Makrophagen édhnlich sind. Sie sind mit den bei Morbus
Whipple (Kent et al., 1963), Typhus abdominalis (Keiserling et al., 1972) oder bei
Lepra (Weiser ef al., 1970) zu beobachtenden Makrophagen gut vergleichbar. Die
fir Sertolizellen typischen Strukturen — der charakteristisch gelappte Kern, die
anullatae Lamelle (lamellar-body — Nagano, 1966) oder die Charcot-Bottcherschen
Kristalle (Abb. 6) — kommen in den untersuchten Zellen nicht vor. Auch Ver-
gleiche mit degenerierten oder degenerierenden Sertolizellen brachten keinen
weiteren Anhaltspunkt fir die Sertolische Herkunft. Die Behauptung Mostofis
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Abb. 6. Normale Sertolizellen mit dem gelappten Kern (), den Charcot-Bétteherschen
Kristallen (k) und mit den annulatae Lamelle (al). Keine Ahnlichkeit mit den Zellen der
granulomatdsen Orchitis (Glutaraldehyd, Osmium 5400fach)

und Leestmas (1971), diese Zellen seien in Histiocyten umgewandelte Sertoli-
zellen, wire zwar eine KompromiBlosung zwischen den beiden Herkunftstheorien,
findet aber in unseren Untersuchungen keine Bestdtigung. Es ist zwar be-
kannt, daf die Sertolizellen phagocytieren und daher eine lysosomale Aktivitdt
entwickeln konnen (Reddy u. Svoboda, 1967), es ist aber noch nie beschrieben
worden und auch unwahrscheinlich, dal3 sie dabei die Struktur so weitgehend
verdndern. Sowohl Restkérper solcher Gréflen und Bauart, wie sie von uns be-
schrieben wurden, als auch eine Erythrophagocytose durch Sertolizellen sind un-
bekannt. Vielmehr kénnte man die Restkérper mit den ,,bacillus like bodies* des
Morbus Whipple (Ashworth et al., 1964) vergleichen.

Die in beiden Fillen innerhalb von Phagosomen gefundenen Bakterien sind
insofern ein interessanter Befund, als bisher Bakterien bei der granulomatésen
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Orchitis nie eindeutig nachgewiesen werden konnten. Wenn auch dieser Befund
an einer groferen Anzahl von Untersuchungen eine Bestétigung finden sollte, so
scheint er uns doch einen weiteren Hinweis auf die Genese dieser Entzindung
zu bieten. Hs wiare denkbar, daffi das Zusammentreffen einer bakteriellen Infek-
tion mit einer zweiten Noxe den sonderbaren Entziindungsverlauf prégt.

Die von uns gefundenen Calcospherulen sind sehr einfach gebaut. Einschliisse
komplexer Bauart, wie sie von Waisman u. Rampton (1969) und Propst (1970)
beschrieben wurden, kommen nicht vor. Bereits Biinzli (1968) fand bei der
granulomatosen Orchitis intra- und extracellulire Einschliisse, die &dhnlich wie
die Michaelis- Gutman-Korperchen der Malakoplakie Calcium und Eisen enthielten.
Er ist auch der Meinung, dafl im angelsdchsischen Schrifttum verotfentlichte
Fille von ,,Malakoplakie des Hodens* (Haukohl u. Chinchinian, 1958; Blackwell
u. Finlay-Jones, 1959 ; Brown u. Smith, 1967), eigentlich nur eine besondere Form
der granulomatdsen Orchitis darstellen.

Eine solche Malakoplakie des Hodens wurden von Waisman u. Rampton
(1969) an formolfixiertem Material untersucht. Das von diesen Autoren beschrie-
bene elektronenmikroskopische Bild ist besonders, was die charakteristischen
Zellen anbelangt, unserer granulomatdsen Orchitis sehr &dhnlich, lediglich Bak-
terien und groBe Restkdrper haben sie nicht gefunden. Diese wurden aber von
McKiel et al. (1962) sowie Kerrefal. (1972) elektronenmikroskopisch bei der
Malakoplakie der Harnblase nachgewiesen. Besonders aufschlulBireich ist der Ver-
gleich unserer 2 Fille mit den elektronenoptischen Untersuchungen zweier
Malakoplakie-Falle (Harnblase und Niere) von LeCharpentier ef al. (1973). Es
kann eine sehr weitgehende Ubereinstimmung der Befunde, sowohl was Bakterien
und EinschluBkérperchen als auch was ultrastrukturelle Morphologie der fraglichen
Zellen anbelangt, festgestellt werden.

Es sind daher nicht die Calcospherulen allein, die fallweise die granulomatose
Orchitis der Malakoplakie dhnlich erscheinen lassen (sie werden auch bei der
Malakoplakie der Harnblase nicht immer gefunden — Zollinger, 1966), sondern
eine ganze Reihe von lichtoptischen und ultrastrukturellen Verdnderungen, die
auch einen Einblick in die Atiologie und Morphogenese gewahren. Wenn man die
Befunde der genannten Autoren mit den Ergebnissen unserer Untersuchungen
vergleicht, dann scheint uns der Schluf} erlaubt, dal Malakoplakie und granulo-
matése Orchitis nicht nur sporadisch auftretende Ahnlichkeiten zeigen, sondern,
daB sie weitgehend identisch sind.
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