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l. EINLEITUNG

Kaum ein Haustier bringt dem Menschen so grof3ensondelféaltigen Nutzen wie das Rind.
Es hat nicht nur die Rolle des wichtigsten MilcmduFleischlieferanten inne, sondern dient
auch der Gewinnung von Leder und stellt Talg alsgangsmaterial fir die Herstellung von
Schmier- und Brennstoffen zur Verfigung. Dariibeabs findet getrockneter Rinderdung als
Heiz- und Brennstoff Verwendung. Nicht zuletzt kénndie Rinder aufgrund ihrer
erheblichen Muskelkraft hervorragend als Zug- undbeitstier eingesetzt werden.
Selbstverstandlich ist die groRe Leistungsfahigkleit Tiere an gewisse Vorraussetzungen
geknupft. Neben optimaler Haltung und Fuatterung @st einwandfrei funktionierender
Stoffwechsel sehr wichtig. Fur den letzteren spi@dt Leber als zentrales Stoffwechselorgan
eine entscheidende Rolle, was insbesondere darthctewird, wenn sie bei der Erfullung
ihrer vielfaltigen Aufgaben durch primare Erkrangen oder sekundar im Rahmen der
Erkrankung anderer Organe beeintrachtigt wird. ®isgkundaren Stdorungen, auch als
.Leberschaden" oder ,Leberbeteiligung” bezeichrsitd weitaus haufiger anzutreffen als
Primarkrankheiten der Leber und treten besonderfighiaei laktierenden Kihen mit gestorter
Futteraufnahme auf. Generell auRern sich Lebenekkragen, gleich welcher Genese, meist
mit unspezifischen und nicht selten nur geringgradiusgepragten Symptomen wie
Fressunlust, Verstopfung, sekundar intermittiereriddgrchfall, durch Kapseldehnung und -
lasion  verursachte, schmerzbedingte Bewegungsunlugufgekrimmter Rulcken,
Hepatoenzephales Syndrom und gelegentlich sogar aKomiagnostiziert werden
Lebererkrankungen daher meist anhand der Erh6hengldivitat spezifischer Leberenzyme
sowie der Bilirubinkonzentration im Blut. Ein gutBeispiel dafur, wie die Leber sekundar
im Rahmen der Erkrankung anderer Organe mitbetrofferden kann, liefert die Ketose, bei
der es aufgrund einer, vor allem bei Hochleistuiigsk zu Laktatationsbeginn zu
beobachtenden, unausgeglichenen Energiebillarelidet zur Anhaufung von Ketonkorpern
in der extrazellularen Flussigkeit und insbesondemeHarn kommt. Obwohl die Leber
offensichtlich auch beim Rind sowohl in der Physgi als auch in der Pathologie des
Stoffwechsels eine zentrale Rolle einnimmt, iséiNorphologie noch vergleichsweise wenig
untersucht worden. Ziel der vorliegenden Arbeit was daher, mit modernen

morphologischen Methoden dieses wichtige Organméheharakterisieren.
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. L ITERATURUBERSICHT

1. Anatomie der Leber des Rindes

Die Leber des Rindes befindet sich gemaR KONIQ.€R2a11) aufgrund des umfangreichen
Platzbedarfs des Pansens ausschlief3lich in detere¢tilfte der Bauchhohle. Sie lasst eine
auffallend konvexe Facies diaphragmatica und eame Magen zugewandte, konkave Facies
visceralis unterscheiden. Auf der Visceralflache ldeber befinden sich nach SCHUMMER
und NICKEL (2004) mehrere Impressionen, die auf agmgen Kontakt der Leber zu den ihr
in der Bauchhodhle benachbarten Organen beruhen:vbDie der Haube hervorgerufene
Impressio reticularis, weiter caudal die durch @ittermagen erzeugte Impressio omasica
und auf der rechten, lateralen Flache die durch kiemialen Pol der rechten Niere
verursachte Impressio renalis. Unter Verwendungedreon SCHUMMER und NICKEL
(2004) definierter, imaginarer Hilfslinien kann dieber in vier Segmente, die Leberlappen,
Lobi hepatici, gegliedert werden: Eine dieser Hiilign verlauft zwischen der Impressio
oesophagea und der Incisura ligamenti teretisg&azt den Lobus hepatis sinister von der
Ubrigen Leber ab. Eine weitere Hilfslinie wird dirdie Vena cava caudalis und die Fossa
vesicae fellae festgelegt. Sie trennt den Lobusatiepdexter von der Ubrigen Leber.
Senkrecht zu diesen beiden, parallel verlaufenddfsliHien verlauft quer durch die
Leberpforte eine dritte Hilfslinie, die den Bereigtvischen dem Lobus hepatis dexter und
dem Lobus hepatis sinister in zwei weitere Lappeitt und zwar in den ventral der
Leberpforte gelegenen Lobus quadratus und den Iddesa_eberpforte befindlichen Lobus
caudatus, der beim Rind in den gegen die Lebempfartstoienden Processus papillaris und
in den Processus caudatus unterteilt ist. Dieseglaiehsweise grof3e und stumpfrandige
Processus caudatus ragt tber den freien Rand dess lleepatis dexter hinaus. Von den bei
KONIG et al. (2011) beschriebenen Fissuren, digg@lusnd vom ventrolateralen, scharfen
Rand der Leber, dem Margo acutus, und dem dorsstiempfen Rand, dem Margo obtusus,
tierartlich unterschiedlich weit ins Lebergeweb@admziehen, ist beim Rind lediglich am
Margo ventralis auf der Eingeweideseite mit Ubdfguif die Zwerchfellseite die Incisura
ligamenti teretis ausgebildet (SCHUMMER & NICKELQO®4). Das Leberparenchym wird
von einer bindegewebigen Kapsel, der Glisson-Kapsajeben, die wiederum auf3en von
Peritoneum iberzogen ist (KONIG et al., 2011) .
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2. Embryologie der Leber des Rindes

SINOWATZ (2008) sowie SCHNORR und KRESSIN (2006ge einen kurzgefassten
Uberblick tber die embryologische Entwicklung dexber: Den Ursprung der Leber stellt
eine ventrale Epithelknospe des hepatopankreatisRiregges des Duodenums dar. Sie dringt
als Leberdivertikel oder Leberbucht weiter in dasnzMesogastricum ventrale z&hlende
Septum transversum vor. Nachfolgend lasst sicheanAdilage eine kraniale Pars hepatica
und eine kaudale Pars cystica unterscheiden. Dis Repatica fungiert als eigentliche
Leberanlage. Sie dehnt sich im Zuge ihrer Entwicglum kraniodorsalen Bogen immer
weiter nach ventral aus. Gleichzeitig proliferiemhlreiche Leberzellsprosse. Der proximale
Teil dieser Leberzellsprosse entwickelt sich zu defistrangen des Leberparenchyms, der
distale Teil stellt die epitheliale Auskleidung detrahepatischen Gallengénge dar. Fir die
Ausdifferenzierung des Leberparenchyms ist die Weletirkung zwischen den
entodermalen Leberzellsprossen und den mesenchyniaberanteilen, vor allem den
Blutgefal3en, von grof3er Bedeutung. Leberkapilldmitden ein dichtes Maschenwerk um die
vordringenden Leberzellstrédnge. Sie leiten sichadwon den Dottersackvenen, als auch
von den Nabelvenen ab und werden spéater zu denrdierbsoiden. Die in die Leberanlage
eindringenden Dottersackvenen werden als Venaeeatis hepatis, die von der Leberanlage
abfihrenden Dottersackvenen als Venae efferenteatiaedbezeichnet. Schon bald obliteriert
die linke Vena afferens hepatis, die rechte vemtingich mit der Vena intestinalis zur
Pfortader. Auch die linke Vena efferens hepatiddiilsich zurtick, die rechte wird zur Vena
hepatica. Die Leberkapillaren innerhalb der Lebkaga und teilweise auch die Nabelvenen
differenzieren sich zu Lebersinusoiden. Wahrend deehte Nabelvene schon bald
funktionslos wird, verbindet sich die linke mit déena afferens hepatis, so dass Plazentablut
durch die Leber flieRen kann. Spater anastomodiert’ena umbilicalis sinister aber mit der
Vena cava caudalis Uber den Ductus venosus Arr@i@ser bleibt als eine, das Blut an der
Leber vorbeileitende Anastomose, beim Wiederkdueihrend der gesamten fetalen
Entwicklung funktionstiichtig. Der sich zusehendsgv@lernde, nahezu den kompletten
Bauchraum einnehmende Leberwulst dient wahrend fig#alen Entwicklung der
Hamatopoese. Im Rahmen der histologischen Diffeeemzg entstehen durch standige
Zellvermehrung Leberzellplatten, die sich radiar dim Zentralvene anordnen. Anschlie3end
vereinigen sie sich zu Leberlappchen, die von Biedesbe umgeben werden. Die weitere
Vermehrung der Leberlappchen erfolgt durch Aufspajt der Zentralvene und durch
Aufzweigung der Bindegewebssepten, die von derpRerie hereinwachsen. Aus der

kleineren Pars cystica gehen die Gallenblase und Gldlengang hervor. Aus ihrer
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Verbindung zur Pars hepatica ensteht der spateotuBunepaticus communis und aus der

Verbindung zum Duodenum der Ductus choledochus.
3. Histologie der Leber des Rindes

3.1 Elemente des Leberlappchens

Die Leberlappchen, Lobuli hepatici, setzen sichlddsnste, funktionelle Einheit der Leber
laut WELSCH (2011) aus den von Gallekanélchen Uethén Gallengdngen durchzogenen
Leberzellplatten, Laminae hepatici, und den Simlsoi zusammen. Zwischen beiden
Strukturen, auf deren Elemente nachfolgend nalmgegangen werden soll, befindet sich der

Disse Raum.

3.1.1. Leberzellplatten mit Gallecanaliculi und Ductuli biliferi
a) Hepatozyten

Die Hepatozyten, die ca. 78% der Zellen des Lelenmhyms ausmachen (BLOUIN et al.,
1977), lassen sich nach KOLLER (1994) in drei Vieiesdene, von ihm sehr ausfuhrlich
charakterisierte Zonen gliedern: Die, den Sinusoidemittelbar benachbarte ,sinusoidale”
oder ,vaskulare" Zone; die, direkt neben den G@ldealiculi befindliche ,Gallekanalchen-
nahe" Zone und die, den verbleibenden Zellraumetinrende ,laterale” Zone. Die vaskulare
Zone zeichnet sich durch eine gegeniiber dem Re&etle stark erhdhte Anzahl runder oder
ovaler Mitochondrien aus. Sie schliel3t hingegem abe wenige Peroxisomen ein. Auch der,
aus bis zu 50 Dictyosomen bestehende Golgi-Appstraiur selten in der sinusoidalen Zone,
sondern Uberwiegend in der Gallekandlchen-nahee Kikalisiert. Die sinusoidale Zellzone
verfugt Gber die umfangreichsten Lipideinschlisg@hrend die laterale und Gallekanalchen-
nahe Zone Uberwiegend Lipofuszingranula beinhaltebie Stapel des rauen
Endoplasmatischen Retikulums, die teilweise mittgla Endoplasmatischen Retikulum, das
dreidimensionale Netzwerke anastomosierender Tulldet, in Verbindung stehen, sind
ebenso wie Polyribosomen und freie Ribosomen ubmenaklytoplasma in grof3erer Menge
anzutreffen. In den Zellen treten gehauft zwei plaide Kerne auf, wobei die Anzahl der
Zellen mit zwei Kernen in der unmittelbar der Zahtene benachbarten Hepatozytenlage
signifikant hoher ist als in der Peripherie (HILDEBND & KARCHER, 1984). Das
Zytoplasma enthalt ferner Lysosomen, sekretoris¢bsikel, unterschiedlich grol3e alpha-
Glykogen Partikel und ein gut entwickeltes Zytoskiel An der aus drei Schichten
aufgebauten Zellmembran der Hepatozyten fassterERIeL al. (1984) den lateralen und den

vaskularen Abschnitt als basolateralen Pol zusamumenstellten ihm den Galle-Canaliculi
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nahen Bereich als apikalen Pol gegenuber. Fir didlihg der vielfaltigen Zellfunktionen
ist nun von entscheidender Bedeutung, dass der, Risse Raum anliegende Bereich des
basolateralen Pols als funktionell aktivster Te#s dHepatozyten von einer grof3en Anzahl
dichter, langer Mikrovilli besetzt ist, was zu air@berflachenvergréRerung um den Faktor 2-
3 fuhrt (KOLLER, 1994). Die von KOLLER (1994) eingend beschriebenen Mikrovilli
dienen dem Austausch von lonen, Proteinen und Madiekilen. Ihre Zahl, Ladnge und
Breite schwankt in Abhangigkeit von der jeweiligBtoffwechselsituation. Zudem sind die
Mikrovilli, genauso wie die Hepatozytenmembran setlbso speziesspezifisch fur den
Hepatozyten, dass ihre Gestaltung eine ZuordnursgHbpatozyten zu einer bestimmten
Tierart mdglich macht: Maus, Ratte, Goldhamsterefehwein und Kaninchen verfligen
Uber stark ausgebildete Mikrovilli, wahrend Taubed uGoldfisch nur wenige, kleine
Mikrovilli besitzen. In allen Bereichen der Zellmbran, jedoch besonders stark in der
sinusoidalen Zone, sind Rezeptoren fur viele veesigne, zirkulierende Substanzen, wie
Glykoproteine, Hormone, Wachstumsfaktoren, AntilgirpMetabolite, Lipoproteine und
Toxine zu finden. Der Hepatozyt weist aufgrund Dédferenzierung seiner Aul3enmembran
und der intrazellularen Anordnung seiner Organedi@e gewisse Polaritat auf.

GRISHAM (1994) spricht sich eindeutig gegen die twarbreitete Annahme aus, dass die
Hepatozyten wéhrend ihrer durchschnittlichen Letlansr von 300 Tagen begleitet von
einem altersabh&ngigen Funktionswandel, ausgehemder Lappchenperipherie entlang der
Leberzellbalken zum Lappchenzentrum wandern und dpoptotisch zu Grunde gehen.
Seiner Meinung nach ist die Beobachtung, dass disfesten Hepatozyten eines
Leberlappchens in  Abhangigkeit von ihrer Topographverschiedene Funktionen
wahrnehmen, als Anpassung ihrer Enzymausstattundgjearwischen der periportalen und
zentrolobularen Zone stark schwankenden Gehalt®l&@mstoffen, Sauerstoff, Hormonen,
Wachstumsfaktoren und Mediatoren, die mit dem simmaden Blut in die Lobuli hepatici

einstromen, zu sehen. Trotz dieser eindeutigen pPkaske gegen das Model der
Hepatozytenmigration bekréftigt GRISHAM (1994), sla&s in der Leber Stammzellen gibt,
die im periportalen Bereich der Lobuli hepaticigiem, unter bestimmten, bisher noch wenig
bekannten Bedingungen proliferieren und unter \ide#&mg ihrer Funktion entlang der

Laminae hepatici auf die Zentralvene zu wandern.
b) Gallengangsepithelzellen

Beim Gallengangsepithel handelt es sich laut HEEBO0§b) um ein einschichtig,
isoprismatisches Epithel: Die Zellen sind annahegieich breit wie hoch und wirken in der

Aufsicht dicht aneinandergedrangt. Der auffallemd3g, runde Kern nimmt eine zentrale
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Position ein. Embryologisch leiten sich die Gallemgsepithelienzellen von Hepatoblasten ab
(NISHIKAWA et al., 1996): Wahrend der physiologiechEntwicklung der Leber kommt es
standig zum Ubergang von periportalen HepatoblagsteGallengangsstrukturen. Wichtig
hierfir ist die mesenchymale und epitheliale IrkBom. Insulin ist dabei der bedeutendste
morphogenetische Faktor. Zudem sezernieren Filstelalosliche Faktoren, welche die
dentritische Morphogenese von Hepatoblasten v&estaEGF und HGF haben jedoch nur
einen geringen oder auch gar keinen Effekt auf dilewandlung von Hepatoblasten in

Gallengangsepithelzellen.

3.1.2.  Sinusoide

Am Bau der Sinusoide sind sowohl azellulare alshauellulare Elemente beteiligt

(WELSCH, 2011): Bei den Zellen handelt es sich iras@htlichen um die Endothelzellen, die
von Kupffer-Zellen, die Ito-Zellen und die Pit-Zetl. Den azellularen Anteil stellt das aus
Maschen von retikularen Fasern zusammengesetztenvbidt der Basalmembran dar. Als
Besonderheit ist die Basalmembran bei PaarhuferrGegensatz zur diskontinuierlichen
Basalmembran aller Gbrigen Wirbeltiere kontinugrl{(WOOD, 1963; WELSCH, 2011). Der
Erhalt dieser sehr zerbrechlichen, zusatzlich necm Kollagenfasern vom Typ 3

unterlagerten  Struktur (WELSCH, 2011), ist von @mwol3 Bedeutung fur die

Regenerationsfahigkeit der Leberzellbalken.
a) Endothelzellen

Die sinusoidalen Endothelzellen, die ein Anteil vai®% an der Gesamtzahl der
Sinusoidalzellen haben (KNOOK & SLEYSTER, 1976; KOK et al., 1977 ), stellen die
endotheliale Auskleidung der Sinusoidraume darwinkien zugleich an Filtrationsvorgangen
und metabolischen Prozessen mit (KOLLER, 1994). &lmdiese Funktionen erfillen zu
kénnen, sind die Endothelzellen der Sinusoide isobderer Art und Weise gestaltet
(KOLLER, 1994): Vom schmalen Zytoplasma, das in dasien der Sinusoide hineinragen
kann, strahlen zahlreiche, diinnschichtige, ferezsti zytoplasmatische Fortsatze aus, die in
der Peripherie mit den Auslaufern anderer Sinusaldthelzellen in Kontakt treten, wobei sie
sich gelegentlich dachziegelartig tberlappen. e den Zytoplasmafortsatzen begrenzten,
als Poren bezeichneten Raume bleiben frei, soldetlch aus diesem lockeren Zellverband
ein diskontinuierliches Endothel resultiert. Dier€o vermitteln gemal YOKOMORI et al.
(2001) den Eindruck von labyrinthahnlichen, durdifet Einstllpungen der Plasmamembran
entstandenen Strukturen, die von der luminalenoBeliflache ausgehend, quer durch das

Zytoplasma hindurch bis zur abluminalen Oberfladgleechen. Sie stellen eine offene
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Verbindung zwischen dem Sinusoidlumen und dem Di&mem her. Der Durchmesser und
die Anzahl, der von einem Aktomyosin-Calmodulin ibeenden Zytoskelett umgebenen
Poren (YOKOMORI, 2008) und (YOKOMORI et al., 2008ipd keine statischen Grol3en,
sondern einem dynamischen Wandel unterworfen. &chmelzen die Poren, deren mittlerer
Durchmesser unter physiologischen Bedingungen @a.ntn betragt (KOLLER, 1994), zu
einer groReren Offnung, einem sogenannten Feraiteh (Fenestration oder Fenestra), sobald
der Perfusionsdruck ansteigt (KOLLER, 1994). Grofde Anzahl der Poren bzw. Fenster
differieren aber auch noch intralobuldr (YOKOMORIat., 2001). So ist der Durchmesser
der Poren in der zentrolobularen Zone geringer iAnzahl pro Flache und die daraus
resultierende Porositat jedoch gro3er. In Verbigdomt einem gréReren Durchmesser der
Sinusoide selbst ergibt sich so im zentrolobuldBereich ein fast doppelt so hoher
Stoffaustausch wie in der periportalen Zone. Tabgllveranschaulicht die, im Bezug auf die
PorengroRe, zwischen der periportalen und der aebuldaren Zone herrschenden

Unterschiede:

Tabelle 1:  Vergleich zwischen den Poren des portalen und alemtiSinusoidendothels
Periportal Zentrolobular Unterschied

Durchmesser (nm) £ SD 105,8+0,3 101,3+0,3 4,4 %

Mittlere Anzahl/um? (*) 9,4+0,4 13,5+ 0,6 43,5%

Pordsitat, % der Flache 55+0,2 74+£04 34,6%

SD = Standardabweichung

Modifiziert nach WISSE et al. (1982); basierend masterelektronenmikroskopischen
Untersuchungen

Als sogenannte Siebplatte definierte WISSE (1976)Ahsammlung von 10 bis 50 Poren.
Sowohl bei der Gestaltung der Siebplatten als alerhPoren selbst, lassen sich tierartliche
Unterschiede feststellen: Die Anzahl der Poren $rebplatte ist bei Rind und Affe am
grofdten, wobei die Poren der Siebplatten der Ribdsonders klein sind (SAUER, 1980).
Weitere Details Uber die tierartlichen Besondedreitler Poren, Fenestrationen (Fenster,

Fenestrae) und Siebplatten gehen aus Tabelle Bherv
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Tabelle 2:  Siebplattenporen und Fenestrationen im Speziesiengl

Spezies Anzahl Durchmesser der Durchmesser Autoren
von Poren Poren in um grol3er
pro Fenestrationen in
Siebplatte pm
, NOPANITAYA et
Goldfisch 15-35 0,05-0,2 | = - al. (1979)
NOPANITAYA
Maus 10-20 0,1 1 und GRISHAM
(1975)
BROOKS und
Ratte | - 00502 | e HAGGIS (1973)
-------- 0,1 1-3 MUTO (1975)
MOTTA und
---------------- 1-2 PORTER (1974);
MOTTA (1975)
GRISHAM et al.
10-50 0,1 1-3 (1975)
FRENZEL et al.
1050 1 e (1976)
, ITOSHIMA et al.
Meerschweinchen  ------- 0,1 0,5-3 (1974)
Hamster 10-30 0,1 2,5 SAUER (1980
Rind 40-150 0,05 0,1 SAUER (1980)
Schaf 10-40 0,5 1 SAUER (1980)
Ziege 20-50 0,5 1 SAUER (1980)
VONNAHME und
Affe 30-150 0,1-0,3 1-2 MULLER (1980)
MUTO et al.
Mensch 25 0,1 0,5-2 (1977)

Modifiziert nachSAUER (1980), basierend axdsterelektronenmikroskopischen

Untersuchungen
Eine ausfihrliche Darstellung der in grol3en Mengernvergleichsweise kleinen, langlich

gestalteten Endothelzellkdrper eingeschlossenear@flgn findet sich bei KOLLER (1994):
Der langliche, glattwandige, an Heterochromatinchrej nicht selten einen gut zu
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erkennenden Nukleolus aufweisende Kern befindét sicder Nahe des dem Disse Raum
zugewandten Abschnitts der Zellmembran, so dassnéisten der anderen Zellorganellen
einen Platz zwischen dem Nukleus und dem lumin&kghder Plasmamembran einnehmen,
was der Zelle eine gewisse Polaritat verleiht. éssimdere perinuklear sind zahlreiche
Dictyosomen zu sehen. Sie sind aus Stapeln voerdest zusammengesetzt und werden von
Vakuolen und Vesikeln umringt. Das EndoplasmatisBletikulum liegt praktisch nur als
raues Endoplasmatisches Retikulum, dessen Zistamerzahlreichen Ribosomen besetzt
sind, vor. Als weitere Organellen kommen neben emncbder ovalen Mitochondrien,
Mikrotubuli, Intermediar- und Mikrofilamente unddifiir die Endozytose unverzichtbaren
Makro- und Mikropinozytosevesikel vor. Erstere simgr Zellmembran nur, letztere
Uberwiegend im Iluminalen Abschnitt angelagert. Diea. 200 nm grol3en
Mikropinozytosevesikel liegen entweder als glattdige, runde oder abgeplattete aber auch
als von einem Saum bedeckte, maRig dichtes Maten#haltende, sogenannte ,brizzle
coated" Mikropinozytosevesikel vor. Makropinozytessikel haben einen Durchmesser von
0,8 um und sind mit dichtem, flockigen Material (@&#f Ferner treten gelegentlich noch
manRig elektronendichte Vesikel, bezeichnet als ctedb® Ilucent bodies” mit einem
Durchmessser von 0,6 bis 0,8 um auf. Die zytoplésoten Fortsatze verfigen ebenfalls
Uber Makro- und Mikropinozytosevesikel, Endoplagedtes Retikulum, Mikrotubuli,

Intermediar- und Mikrofilamente und wenige Mitocldoien.
b) von Kupffer-Zellen

Die von Kupffer-Zellen, auch Kupffer Sternzellenngant, machen nach KNOOK und
SLEYSTER (1976); KNOOK et al. (1977 ) ca. 20% deruSoidalzellen aus. Sie sind Teil
des Mononuklearen Phagozyten Systems (MPS) (DEMWZDAY). Da ca. 80-90% der vom
Knochenmark gebildeten Monozyten zu von Kupfferi@ewerden (DEMUTH, 2009), stellt
die Leber das grof3te MPS-Organ des Korpers dar @BARMARQUES et al., 2004). Die
von Kupffer-Zellen sind kein Bestandteil der Sindseand, sondern sie wandern vielmehr
amoboid im Lumen der Sinusoide entlang deren emtlater Auskleidung (WELSCH,
2011). KOLLER (1994) erlautert ausfuhrlich die veeén Eigenschaften dieses Zelltyps: Die
Form der von Kupffer-Zellen variiert stark, von ¢gich und schmal bis dick und abgerundet.
Eine Vielzahl von zytoplasmatischen Fortsatzen, tenen es sich um Pseudopodien,
Lamellopodien, d.h. undulierende Falten und Phydlogro handelt, verleiht der Zelle ihr
typisch sternférmiges Erscheinungsbild und sorgtdi@ im Vergleich zu anderen Zellarten
riesige Zelloberflache von bis zu 50 fibei einem Langsdurchmesser von bis zu 12 pm und
einem Querdurchmesser von 1,5 bis 4,5 um. Im Geterm einer Zelle ohne Fortsatze
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entspricht dies einer Oberflachenzunahme um 200&ziaoplasmatischen Fortsatze stellen
zum einen eine Verbindung zu den sinusoidalen Hwedlzellen her, zum anderen
durchdringen aber auch einige Fortsatze die Poneschen den sinusoidalen Endothelzellen
und erreichen so den Disse Raum, wo sie wiederentaliZellen und den vaskuléaren Pol der
Hepatozyten kontaktieren. Andere zytoplasmatisairésktze durchqueren die Sinusoide und
berthren die Endothelzellen der gegeniberliege&immsoidwand. Es sind bisher aber keine
Verknupfungen zwischen den zytoplasmatischen Radraverschiedener von Kupffer-
Zellen beobachtet worden. Der Zellkern der von KexpZellen, der von langlicher oder
nierenformiger Gestalt ist, nimmt eine exzentrisBlosition in der Zelle ein und weist einen
Nukleolus mit flockiger Struktur auf. Der Kern l&ssur einen schmalen Rand von
Heterochromatin erkennen, da sein fein dissemasei©Chromatin Uberwiegend an der
Innenseite der Kernmembran fixiert ist. Das endaplatische Retikulum, das meist in
Stapeln vorliegt, befindet sich zusammen mit detmegtwickelten Golgi-Apparat stets in der
Néhe des Nukleus. Des Weiteren finden sich im Zgiopa der Zelle Mitochondrien,
Polyribosomen, Mikrotubuli, Mikrofilamente und ggéntlich Zentriolen. Die grol3e
endozytotische Aktivitat wird der Zelle durch dm@rschiedene pinozytotische Strukturen
ermoglicht. Dabei handelt es sich erstens um daehslig umhullten, ,bristle coated"
Mikropinozytose Vesikel mit einem Durchmesser vas bu 100 nm, die im Dienste der
Mikropinozytose stehen, zweitens um die markant tltten, ,thick fuzzy coated* Vesikel
fur die Pinozytose und drittens um die wurméahnlithgworm-like") Vesikel fur die
Pinozytosis verimiformis. Diese letztgenannten [&trrten entstehen wahrend der
Invagination der Zellmembran. Sie dienen der Pitmsay groRerer Partikel von 3,5-7,5 nm
und kdnnen auch gegen das sinusoidale Lumen geddia. Samtliche pinozytotische
Strukturen treten in der Zelle vollig unabhangighvaer Bindung besonderer Stoffe an die,
mit einer 50-70 nm dicken, filamentésen Glykokalbesetzten Zelloberflache, unter
physiologischen Bedingungen auf. Bei ansteigendeffechselaktivitat kann sich die
Anzahl der zytoplasmatischen Oberflachenfortsataeies der lysosomalen Strukturen und
Vakuolen stark erhdhen.

c) lto-Zellen

Die Ito-Zellen machen nur 10% der Sinusoidalzebbers (KNOOK & SLEYSTER, 1976;
KNOOK et al., 1977 ). KOLLER (1994) beschreibt dieseitere, zellulare Komponente der
Sinusoide sehr eingehend: Die auch als ,fat stocels” oder ,hepatocytic stellate cells”
bezeichneten Zellen sind im Disse Raum lokalisied daher stets durch die Endothelzellen
vom Lumen des Sinusoids getrennt. Eines ihrer wkslean Charakteristika, die typisch
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sternférmige Gestalt, wird durch lange, spinnegartizytoplasmatische Auslaufer erzeugt.
Ausgehend vom kleinen Zell-Leib dringen diese udierEndothelzellen vor und unterlagen
letztere samt deren Fortsatzen, so dass sie abndotheliale Auslaufer das sinusoidale
Lumen nahezu vollstandig umschlieBen. Dies fuhaudalass stellenweise der Eindruck
entsteht, die Sinusoide wirden von einer doppeltdfand ausgekleidet. Die
zytoplasmatischen Fortsatze der Ito-Zellen, dib gir Peripherie hin verjingen, schlie3en in
ihrem dickeren Anteil Zisternen des rauen Endop#sothen Retikulums, Mitochondrien
und freie Polysomen ein, wéhrend in ihrem dinneteimur freie Ribosomen zu finden
sind. Im Gegensatz zu Perizyten von Blutkapilldoesitzen sie keine eigene Basalmembran,
bestimmen aber dennoch, stimuliert durch Endothefingiotensin, Prostaglandin und
Thromboxan die Weite der Lebersinusoide und damétztlich die gesamte
Leberdurchblutung. Ein weiteres pragnantes Merkdal Ito-Zellen sind die Vitamin A
speichernden Fetttropfen, die in ihrem Zytoplasmidadten sind. Die Fetttropfen leiten sich
von multivesikularen Koérperchen, als den Orten Betinolveresterung ab und dienen als
Speicher fur Triacylglycerol- und Cholesterolestend das fettlosliche Vitamin A
(UETSUKA et al.,, 2007). Die Fetttropfen weisen leiaigene Membran auf. Grof3e und
Anzahl der zytoplasmatischen Fetttropfen variiestark, sowohl in Abhangigkeit von der
Kontinuitdt der Nahrungsaufnahme (TAKAHASHI et al957; TAKAHASHI, 1959) als
auch der Qualitat der Nahrung (SUNAGA, 1955). SbemTAIRA und MUTOH (1981)
zeigen konnen, dass GrofRe und Zahl der Fetttropféhrend eines langer dauernden
Hungerzustands abnimmt. Aber auch speziesspezfiddhterschiede sind festgestellt
worden. So besitzen die Ito-Zellen von Mensch urayéd zahlreiche kleine und die von
Ziege und Schwein nur einige grol3e Fetttropfen (IT973; BARTOK et al., 1979). Die
Anzahl und GroRBe der Fettvakuolen, die gehaufter dar periportalen als in der
zentrolobularen Zone der Leberléappchen auftretgrhai den Rindern unabhangig vom Alter
des Tieres und dem Fettgehalt der Leber (UETSUKAIgt2007). Der weitgehend dem
Sinusoidendothelzellkern gleichende Nukleus deZkben ist von runder bis ovoider Gestalt
und befindet sich haufig in der unmittelbaren Nagkbhaft der Zellmembran, wobei seine
eigene Membran durch den im Zytoplasma lokalisierteetttropfen deformiert und
komprimiert wird. Er verfligt Uber mehrere verscleiedjeformte Nukleoli und einen aul3eren
.electron-lucent” Hof. Trotz seiner betrachtliche@rof3e fallt das Kern:Zytoplasma-
Verhdltnis aufgrund des umfangreichen Zytoplasmag woen langen Fortsatzen
vergleichsweise gering aus. Unweit der Zisternes rdeien Endoplasmatischen Retikulums
finden sich in geringer Zahl runde oder auch owdieochondrien, die dicht beieinander

liegend in Gruppen angeordnet sind. Das raue Emadoptische Retikulum ist aufgrund
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seiner zentral erweiterten und mit flockigen Matkrpgefillten Zisternen, dem rauen
Endoplasmatischen Retikulum eines Fibroblasten leietgar. In der Nachbarschaft des
rauen Endoplasmatischen Retikulums liegt der Gafgparat, der aus flachen Zisternen und
zahlreichen dilatierten Blaschen aufgebaut ist. dban zahlen auch Vakuolen und grol3ere
Vesikel zu seinen Bausteinen. Auch Lysosomen unttivesikulare Koérperchen kénnen
gelegentlich im Bereich um den Golgi-Apparat veenesein. Das Erscheinungsbild von
Golgi-Apparat und rauem Endoplasmatischen Retikuldeutet auf die Synthese und
Sekretion von Glykoproteinen hin. Nicht zuletztdsiiberall im Zytoplasma zahlreiche freie
Ribosomen wund Polysomen anzutreffen, sowie Miknoliubund Mikrofilamente
unterschiedlicher Orientierung, die aber in er&iare parallel zur Zelloberflache verlaufen.
Die wenigen pinozytotischen Vesikel unterhalb dedlidembran lassen auf eine geringe
Pinozytoseaktivitat schliel3en. An den Itozellenanekeine altersabhangigen Veranderungen
auf (UETSUKA et al., 2007). Sie lassen jedoch eindrenden und einen aktivierten Zustand
unterscheiden, deren morphologische Differenzen BWYDet al. (2007) erlautern:
Physiologischerweise liegen sie als die, von KORN&RI RATH (1987) definierten,
Vitamin A speichernden, hochspezialisierten, impalaren Fibroblasten vor. Sie besitzen die
hochste Vitamin A Speicherkapazitat, haben jedacheine geringe Proliferationsrate. Bei
Verletzung der Leber kommt es zum Ubergang in deiviarten Zustand. Die Aktivierung
bewirkt einen Verlust von Vitamin A. Aul3erdem wandelie Zellen aus dem Disse Raum
aus und sammeln sich in zerstérten Arealen desrpalEnchyms um gefal3los gewordene
Hepatozyteninseln an, wo sie durch Synthese grddengen von extrazellularen

Matrixkomponenten zur reperativen Narbenbildungrbgen.
d) Pit-Zellen

Nicht zuletzt stellen auch die Pit-Zellen Mitglied#es sinusoidalen Zellverbandes dar. Sie
sind allerdings in nur so geringer Zahl vertretelass in Biopsien aus Ratten und
Menschenlebern pro Gramm Gewebe nur eine MilliarZBilen gefunden werden und auf
zehn von Kupffer-Zellen nur eine Pit-Zelle kommt QKLER, 1994). Die
elektronenmikroskopisch entdeckten Pit-Zellen werddurch zwei morphologisch-
ultrastrukturelle Besonderheiten definiert: Die laats ,Pits" bezeichneten, elektronendichten
Granula (WISSE et al., 1976) und die stabkernigesikél ,rod-cored vesicle" (KANEDA et
al., 1982). Wie Tabelle 3 anhand des Vergleichsmphometrisch an den, in Pit-Zellen von
Ratte und Mensch auftretenden, zytoplasmatischemuta erhobenen Daten verdeutlicht,

zeigen diese Charakteristika eine speziesspezidcispragung:
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Tabelle 3:  Morphometrische Daten von Pit-Zell Granula

(Vergleich zwischen Ratte und Mensch)

Spezies Anzahl der Granula | Granulagréf3e (um) +/-| Autor

pro Zelle +/- SD (SD)
Ratten 12,9 +/-4,9 0,28 +/- 0,05 Wisse et al. 1976
Menschen 4,9 +/-2,7 0,24 +/- 0,04 Bouwens et@891

Modifiziert nach BOUWENS et al. (1989), basierend Blessungen an Ultradtinnschnitten

unter Bertcksichtigung der Standardabweichung

AulRerdem lassen sich die Pit-Zellen anhand ihrehtiin drei verschiedene Kategorien, die
.Low Density-Large Granular Lymphocytes” (LD-LGLjlie ,High Density-Large Granular
Lymphocytes” (HD-LGL) und die ,peripheren Blut-La@sranular Lymphocytes* (PB-LGL)
einordnen (KOLLER, 1994), wobei die Dichte der 2sllgemald der soeben genannten
Reihenfolge zunimmt. Die drei Kategorien von LGlifelieren nicht nur beztglich ihrer
Dichte, sondern auch hinsichtlich ihrer Grof3e, Q@laftbche sowie Vesikel- und
Mikrovillizahl. Wie aus den Tabellen 4, 5 und 6 teh hervorgeht, sind die LD-LGL
signifikant gro3er als die anndhernd gleich groBBn und PB-LGL. Die Grof3e der Granula
nimmt, ausgehend von den LD-LGL Uber die HD-LGL lzs den PB-LGL zu. Die
peripheren Blut-LGL verfigen Uber weniger stabkgenVesikel als HD- und LD-LGL,
tragen dagegen aber deutlich mehr Mikrovilli (VANREERKEN et al., 1990).
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Tabelle 4.  Quantitative Daten von Pit-Zellen der Ratte

(erhoben an der Leber und im peripheren Blut)

Sinusoidales Zellisolat

Buffy coat des peripheBauts

Zelldurchmesser (um) +/-

D) 7,2 +/- 0,54 6,71 +/- 0,84
f/r_a(nsug;lanzahl je Zellschnitt 12.9 +/- 4.9 6,60 +/- 2,50
Einschlisse (4 +- (5D) 028 41008 Py
et 1. (50) P4 290 ne

Durchmesser der 0.41 +/- 0,08 0,30 +/- 0,04

Mitochondrien (um) +/- (SD)

SD: Standartabweichung

Modifiziert nach WISSE et al. (1976)

Tabelle 5:  Vergleich des Granulavorkommens der verschiede&nKlassen

Zusammensetzung Leber LD-LGL Leber HD-LGL(%) periphere Blut-LGL (%)
(%)

< 25 Granula 10 55 85

> 25 Granula 90 45 15

grof3e Granula 17 54 80

kleine Granula 83 46 20

Modifiziert nach VANDERKERKEN et al. (1990)
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Tabelle 6:  Morphometrischer Vergleich der verschiedenen LGhgskn

Parameter Leber LD LGL Leber HD LGL periphere BIGL
(Zgg‘;'mhe (Wm?) +/- 27,70 +-(0,5) 24,50 +/-(0,5) 24,80 +/-(0,5)
_Granuladurchmesser 0,09 +/-(0,0) 0,10 +/-(0,0) 0,14 +/-(0,0)

in (um) +/- (SD)

Sanenigevesel | oo 0504103 050410

-i'\-/}i-k(rg\lsil)” pro Zelle 5,20 +/-(0,03) 5,90 +/-(0,5) 7,10 +/-(0,4)

SD= Standartabweichung

Modifiziert nach VANDERKERKEN et al. (1990), basted auf elektronenmikroskopischen

Messungen

Eine umfassende Darstellung der Pit-Zellen findet bei KOLLER (1994): Mit Hilfe ihrer
stark ausgebildeten Pseudopodien und Filopodidierstéie Pit-Zellen einen Kontakt zu den
von Kupffer-Zellen und den sinusoidalen Endothéézelher. Auf3erdem konnen sie die
endothelialen Poren durchdringen und Parenchymmehieichen. Sie kdnnen aber auch ohne
Beziehung zu anderen sinusoidalen Zellen frei immén der Lebersinusoide liegen. Dagegen
werden sie nie im Disse Raum oder im portalen Biedesbe angetroffen. Die Pit-Zellen
zeigen eine den Lymphozyten &hnliche Erscheinungisem aber ein grof3eres
Zytoplasmavolumen auf. Da sich die meisten Zelloejjan, darunter auch die Zentriolen und
der Golgi-Apparat in unmittelbarer Nachbarschafteleen oder mehreren Einkerbungen des
runden oder nierenférmigen, exzentrisch gelagdfemns befinden, entsteht eine ausgepragte
Zellpolaritat. Der Kern, der Uber dichtes Chromaiimd einen gut entwickelten Nukleolus
verfugt, ist im Vergleich zum hellen Zytoplasmaikleso dass ein geringes Kern:Zytoplasma-
Verhéltnis resultiert. Die Pit-Zellen kénnen eineder mehrere, stark ausgebildete Golgi -
Apparate enthalten, die oft eng aneinanderliegemédt treten zahlreiche kleine, durchsichtig
anmutende Golgi-Vesikel auf, die Uber das gesamytopfasma verstreut sind. Die
elektronendichten Granula, einer der beiden Charigkika der Pit-Zellen, prasentieren sich
haufig als Zwischenform zwischen einem voéllig kokgea Granulum und einem
multivesikularen Korperchen. Sie schlie3en einemdem, ovalen oder halbmondférmigen,
elektronendichten Kern ein und sind von einer gfatbtder gewundenen Membran umgeben.

Zusatzlich konnen membranahnliches Material undn&leVesikel vorhanden sein. Die
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multivesikularen Korperchen, die in groRer Zahlder Zelle auftreten, kdnnen mit den
dichten Granula in Kontakt treten. Beim zweitengma@nten Merkmal der Pit-Zellen, den
stabkernigen Vesikeln, auch ,rod-cored” Vesikel g@m, handelt es sich um Kkleine,
.electron lucent" Vesikel, die meist eine stabatimd Struktur einschlie3en. Bei kleineren
Vesikeln kommt es zur Ausstilpung der Membran duliehstabahnliche Struktur, was dem
Vesikel ein zitronenformiges Aussehen verleint. Oee stabkernigen Vesikel einen
einheitlichen Bauplan aufweisen, kdnnen sie eindewtn anderen Vesikeltypen, wie den
grolReren, kristalline Nukleoide enthaltenden Pamxien, sowie den ungefahr gleich grol3en,
aber Nukleoid freien Mikroperoxisomen differenzieverden. AulRerdem stehen sowohl
Peroxisomen als auch Mikroperoxisomen haufig in eemg Kontakt mit dem
Endoplasmatischen Retikulum und ihre Membran ist 85-8 nm dunner als die
Plasmamembran. Im Gegensatz dazu werden die stadpeerVesikel von einer Membran
mit gleicher Dicke wie das Plasmalemm umhillt umt shaufig in der Nahe des Golgi-
Apparats und der subplasmalemmalen Gebiete |lo&glisivas dafur spricht, dass sie vom
Golgi-Apparat abstammen und tUber Exozytose austgsthwerden. Ferner kommen in den
Pit-Zellen, die fur die GroRRen Granuldren Lymphemytund Natirlichen Killerzellen
typischen, sonst aber bei keinem anderen Leukogyteranzutreffenden, parallel
angeordneten, tubuldaren Strukturen, auch als Jehralbular arrays" bezeichnet, vor. Sie
treten bei den 5-25 % der Pit-Zellen auf, die gainch ein grol3es Zytoplasmavolumen mit
zahlreichen kompakten Granula auszeichnen. DigsdiegVermutung nahe, dass sich die
parallel angeordneten, tubularen Strukturen von diehten Granula ableiten. Ferner z&ahlt
zum Inhalt der Pit-Zellen eine méRige Zahl von mmilitochondrien mit deutlichen Cristae,
die sich oft in der Nachbarschaft des wenigen, aralielen Strdngen angeordneten
Endoplasmatischen Retikulums befinden sowie eina3grZahl freier Ribosomen und

Polyribosomen, Mikrotubuli und Bindel von Mikrofiteenten.

3.1.3. Disse Raum

Gemall HEES (2006b) nimmt der als Disse Raum beazrstiehperikapillare Spalt zwischen

Sinusoidendothel und der Zellmembran der Lebenzadlee Breite von 0,5 bis 1 um ein und
ist aufgrund dieses geringen Ausmal3es im Lichtrsikop normalerweise nicht darstellbar.
Bei diesem Spaltraum, dessen Volumen 4,9% (BLOUINak, 1977) des gesamten

Lebervolumens ausmacht, handelt es sich nach KOLER4) um einen Funktionsraum

wechselnder Weite, die vom sinusoidalen Blutstrdem Funktionszustand der Hepatozyten
und dem Stoffaustausch bestimmt wird. Der DissenRaetzt sich sowohl aus zellularen

Bestandteilen als auch azellularer Matrix zusamni€®LLER, 1994): Die zellularen
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Bausteine stellen die Ito-Zellen mit ihren zytophasischen Fortsatzen sowie die
Pseudopodien der von Kupffer-Zellen und einigesZeiten dar. Die azellulare Matrix liegt
in Form von Kollagenfibrillen von 30-79 nm Breit®etikulinfilamenten, die haufig die
Kollagenfibrillen umhdillen, sowie aus unstruktuteer Makromolekilen bestehenden
Filamenten, die teilweise auch in Bindeln angedrdimel, vor. Ferner sind im Disse Raum
adrenerge Nervenfasern, die die Hepatozyten undgidiesoidalen Wandzellen beeinflussen

zu finden.

3.2. Versorgungssysteme des Leberlappchens

Die, zur Versorgung der Lobuli hepatici notwendigirukturen erreichen die Lappchen tber
das Interstitium, das zugleich in Form tierartlishterschiedlich starker Bindegewebssepten
die Lobuli gegeneinander abgrenzt (LIEBICH, 2010b)den Bereichen, in denen die Ecken
dreier benachbarter Leberlappchen aufeinandentreffeerbreitern sich die Septen zu
flachenhaften Arealen, den Areae interlobularegshaGlisson-Dreiecke oder Portalfelder
genannt (LIEBICH, 2010b). Innerhalb der GlissoniBcke werden Arteria, Vena und
Ductus interlobularis unter dem Begriff ,Lebertfiasoder auch ,Glisson-Trias"
zusammengefasst (GLISSON, 1681). Die Areae intaléwbs schliel3en in weitaus groRerem
Umfang als die Septen Nerven, Gallengange sowiepbyrand Blutgefalie ein. ILLIG (1960)
erlautert ausfuhrlich das Gefa3ssystem der Leber:LBber erhalt als Organ mit doppelter
Blutversorgung Zuflisse von zwei bedeutenden GefaBestens von der Arteria hepatica,
einem Ast der Arteria coeliaca, die als nutritiv€efald Sauerstoff und Nahrstoffe
herantransportiert und zweitens der Pfortader, Vepartae, Uber welche die
Stoffwechselprodukte sdmtlicher unpaarer OrganeBdecchhéhle zur Leber gelangen. Beide
Gefal3e treten an der, auch als Hilus bezeichnetberpforte, in das Organ ein und zweigen
sich in zahlreiche Aste, die Arteriae und Venaeriobulares, die in den Bindegewebssepten
parallel entlang der AuRenkanten der Leberlappdusammen mit Nerven, Lymphgefal3en
und interlobularen Gallengangen verlaufen, auf. \den Arteriae und Venae interlobulares
gehen wiederum zahlreiche Arteriolen bzw. Venolén die schlie3lich rechtwinklig als
Kapillaren in die Leberlappchen eintreten. In deebérlappchen vereinigt sich nun das
arterielle und ventse Gefalsystem zu den Sinuskegni| den Lebersinusoiden, die
nachfolgend arteriovendses Mischblut fihren. Dieste8mt an den Leberzellplatten, den
Laminae hepatici vorbei, ehe es wieder im Zentrunes jeden Leberlappchens in der
Zentralvene, der Vena centralis zusammenflieBtcbulie Vereinigung der Venae centralis
mehrer Leberlappchen entstehen Uber die Venae subles, die Venae hepatici, die die

Leber an der Zwerchfellseite verlassen und in d&na/cava caudalis einminden. Das
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Gallengangsystem, dessen Aufbau von LIEBICH (20Mie) folgt zusammengefasst wird,
nimmt in Form von Gallenkapillaren, die ohne eigeM&and, nur vom Plasmalemm
benachbarter Hepatozyten begrenzt, entspringemerseiAnfang. Noch innerhalb des
Leberlappchens finden mehrere Gallenkapillaren #eingn Gallekanélchen, auch als
Heringkanadlchen oder Canaliculi biliferi bezeichnetusammen. Mehrere solcher
Gallekanalchen schlieBen sich wiederum zu den dteimtralobularen Gallengangen, den
Ductuli biliferi, zusammen. Nachdem Austritt ausndeeberl&appchen vereinigen sich die
kleinen Gallengange zu den grél3eren, in den Gl3s@as verlaufenden Gallengédngen, den
Ductus interlobulares biliferi. Schlief3lich verbemdsich beim Wiederkduer sdmtliche Ductus
interlobulares biliferi der rechten Leberhélfte @nem einzigen Ductus hepaticus dexter, die
der linken Halfte zum Ductus hepaticus sinisters Alem Zusammenschluss dieser beiden
grolBen Gefalle geht der Ductus hepaticus communisrhdieser vereinigt sich mit dem
Ductus cysticus zum Ductus choledochus, der aufPagilla duodeni major im Anfangsteil

des Duodenum miindet.

3.3. Metabolische Zonierung des Leberlappchens

Die Lobuli hepatici weisen im Hinblick auf ihre 8eutung fur die Stoffwechselphysiologie
eine Gliederung in zwei Bereiche mit unterschidwit metabolischen Funktionen, namlich
eine afferente, periportale und eine efferente,ivprose, zentrolobulare Zone auf
(SANDEMANN & FUHRMANN, 2009). Die funktionelle Zweégilung der Lobuli hepatici
wird morphologisch anhand der verschiedenartigestditeng der Sinusoide in beiden
Arealen nachvollziehbar: Anzahl und DurchmesserSieusoide sind in der zentrolobul&ren
Zone wesentlich groRer als in der periportalen (8BSet al., 1982). Aus der damit
einhergehenden, deutlich grélReren Gesamtquerssftiutie der zentrolobularen Kapillaren
ergibt sich in Kombination mit der zugleich auchchodeutlich groReren Durchlassigkeit
dieser Sinusoide ein doppelt so hoher Blutflusschiudie zentrolobulare wie durch die

periportale Zone. Dies wird in Tabelle 7 veransdicat

Tabelle 7. Vergleich der portalen und zentralen Sinusoide

periportal zentrolobular %Unterschied
Durchmesser, um (*) 4,15 +/-(0,11) 5,43 30,8
Anzahl/pm?2 (*) 24,25 +/-(1,41) 35,64 47,0

Flache, pmz (%) 36,57 +/-(3,89) 66,50 81,8
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(*)= Standardabweichung

Modifiziert nach WISSE et al. (1982), basierend aabterelektronenmikroskopischen

Untersuchungen

Diese Variation in der Stromstarke gleicht etwase ddifferierende Né&hr- und
Sauerstoffversorgung der periportalen und zentwdéobn Zone aus. Dennoch bleibt gemali
VOLBRACHT (2004) die periportale Zone die Zone m@m hdheren Sauerstoffpartialdruck
und groBeren Zustrom von Hormonen und Nahrstoftendem Pfortaderblut, wéhrend die
periventse Zone vornehmlich der Glykogenspeichedisigt. Um trotz des unterschiedlichen
N&ahr- und Sauerstoffangebots in den beiden L&pmckaten den maximal mdglichen,
metabolischen Wirkungsgrad der Leber zu erzielemd slie Hepatozyten eines Lobulus
hepaticus nicht mit denselben Enzymen ausges{@RISHAM, 1994), sondern verflgen in
der periportalen Zone vor allem Uber fur Stoffwedtgrgdnge mit hohem Nahr- und
Sauerstoffbedarf wichtige Enzyme und in der zeobrolaren tber solche mit Bedeutung fur
Prozesse, die relativ wenig Sauerstoff und viel kGée bendétigen (SANDEMANN &
FUHRMANN, 2009). Tabelle 8 stellt die wichtigsteerdoevorzugt in der periportalen Zone
des Leberldappchens durchschrittenen  Stoffwechsadps®  einschliel3lich  ihrer
Schlisselenzyme denjenigen, die bevorzugt in der zentrolobuldren Zone ablaufen

gegeniber:
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Tabelle 8:  Wichtige, v.a. periportal bzw. zentrolobular abknde Stoffwechselwege

Stoffwechselprozesse und Schliisselenzyme Peri1 Zentro-
portal | lobular

Glukoneogenese aus Aminosauren und Laktat:

Glukose-6-phosphatase, Fruktose-1,6-bisphosphatase, X B
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase

Glykolyse:
Glukokinase, Hexokinase

Fettsaureoxidation, Ketogenese, Citratzyklus:

Betahydroxy-betamethylglutaryl-CoA-Reduktase, Bgthibxy-butyryl-CoA- X -
Dehydrogenase, Succinatdehydrogenase

Glykogensynthese:
Glykogensynthetase

Synthese von Cholesterol und Gallenséauren:
Betahydroxy-betamethylglutaryl-CoA-Reduktase

Fettsauresynthese:
Acetyl-CoA-Dehydrogenase

Harnstoffzyklus:
Carbamoylphosphatsynthetase

Glutaminsynthese:
Glutaminsynthetase

Phase-1l-Reaktion der Biotransformation (Gluthathionkonjugation,
Glucuronidierung): X -

UDP-Glucuronyl-Transferasen

Modifiziert nach SANDEMANN und FUHRMANN (2009)

4. Physiologie der Leber des Rindes

Die Leber nimmt gemall VOLBRACHT (2004) als Haupfstechselorgan eine zentrale
Stellung bei der Metabolisierung der Nahrstoffer @tgiftung exogener und endogen
gebildeter Schadstoffe sowie der Bildung und Seeming der Galle ein. Aufgrund der
letztgenannten Funktion ist sie auch eine sezeimiky Drise. Als Drehscheibe des
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Kohlenhydrat-, Protein- und Fettstoffwechsels istvn aul3erordentlicher Bedeutung fir die
Verwertung der mit der Nahrung zugefiihrten N&ahfetafind die Bereitstellung von
Energietragern.

4.1. Rolle der Leber im Kohlenhydrat-, Protein- und Fettstoffwechsel

4.1.1. Rolle der Leber im Kohlenhydratstoffwechsel

Wichtige Bereiche des Kohlenhydratstoffwechselss th der Leber ablaufen, sind die
Glukoneogenese, die Glykolyse sowie die Glykogetimse und —speicherung
(SANDEMANN & FUHRMANN, 2009). Die Glukoneogenese rdivon HEPPES (2003)
folgendermal3en erlautert: Unter Glukoneogenesdeldrman die Synthese von Glukose aus
Nicht-Kohlenhydratvorstufen. Diese Substanzen wenaét dem Blut Uber die Pfortader in
die Leber transportiert. Es handelt sich um gluasidche Aminosauren, Laktat, Propionat
und Glycerin. Dieser Stoffwechselweg kann mit Ausna der Nierenrinde nur vom
Leberparenchym vollzogen werden. Hier werden 80-8&% Glukose aus Glukoneogenese
gebildet. Die Bedeutung dieses Stoffwechselwegesgt li in der langfristigen
Aufrechterhaltung eines konstanten Blutglukosesggeg unter Bedingungen des
Nahrungsentzugs und einer unzureichenden Kohleahyghsorgung. Eine ausreichende
Versorgung mit Glukose ist von aul3erordentlicherchigkeit fur die Versorgung von
Erythrozyten und Gehirn, da diese nur Glukose alsrgiequelle nutzen kénnen. Innerhalb
der Leberzelle nehmen das Zytosol, die Mitochomdued das Endoplasmatische Retikulum
an der Glukoneogenese teil. Sie verlauft, wie HERB et al. (2007d) ausgefihrt, nach dem
Prinzip einer umgekehrten Glykolyse. Unter natiirlauftretenden Bedingungen sind drei
enzymatische Schritte der Glykolyse mit einer staagativen Anderung der freien Enthalpie
verbunden, so dass keine Ruckreaktion stattfindet. Umgehung dieser Reaktionsschritte
dienen bei der Glukoneogenese drei Enzyme. Es haide um zwei Phosphatasen und eine
Carboxykinase. Die Phosphatasen, sprich die GluBgs@osphatase und die Fruktose-1,6-
bisphosphatase setzen Glukose bzw. Fruktose auspbesphorilierten Verbindungen
(Glukose-6-phosphat bzw. Fruktose-1,6-bisphospinat) Fir die Reaktion von Pyruvat zu
Phosphoenolpyruvat ist die Phosphoenolpyruvatcatboase unter Mitwirkung des Malat-
Aspartat-Shuttles verantwortlich. Da im Vormagemsys des Wiederkauers samtliche, mit
dem Futter zugefuihrten Kohlenhydrate durch die ohlglle Pansenflora in kurzkettige
Fettsauren umgewandelt werden, stellt die Glukoegseglie einzige Quelle des Wiederkauers
fur Glukose dar (SANDEMANN & FUHRMANN, 2009). Beil@kosemangel erfolgt die
Energiebereitstellung wie von DRACKLEY (2012) ddegg durch Ketogenese: Im
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Hungerzustand setzen die glykolytisch wirkenden nritorte Glukagon und

Wachstumshormon sowie die Katecholamine Fettséawsrdem Depotfett frei. Das in grol3er
Menge bei der Betaoxidation der Fettsauren gelagldet nicht in geniigendem Umfang in
den Citratzyklus einschleusbare Acetyl-CoA dients aAusgangssubstrat fur die
Ketonkoérperbildung. Im Mitochondrium des Hepatomyteondensieren die Molekile und
setzen sich schlief3lich zu Acetoacetat, Betahydvotyyat und Aceton um. Diese fungieren

als Energiequelle fur Herz, Skelettmuskulatur soMierenrinde.

4.1.2. Rolle der Leber im Protein- und Fettstoffwechsel

Wie nachfolgend auf der Grundlage der ausfuhrlicA@handlungen von SANDEMANN
und FUHRMANN (2009) unter Einbeziehung weiterer é&weh dargelegt wird, ist die Leber
Syntheseort zahlreicher, verschiedener Proteinerurider befindet sich neben den
Gerinnungsfaktoren und Immunglobulinen unter amder@auch Albumin, das als
Hauptbestandteil des Blutplasmas fir die Aufredtgibung des kolloidosmotischen Drucks
in den BlutgefalRen und damit der Regulation der blustase des Gewebewassers von grolier
Bedeutung ist. Ferner synthetisiert sie mit Ausnalwon Apolipoprotein A und B48,
samtliche Apolipoproteine, die als wesentlicher tBedteil der Lipoproteine erst den
Transport der hydrophoben Fette im Blut ermdglichizie Lipoproteine kdnnen anhand ihrer
Dichte, ihrer Lipidzusammensetzung, ihres Proteiagis und der Art der Apolipoproteine, in
die Klassen Chylomikronen, Very low density lipojgias (VLDL), Low density lipoproteins
(LDL) und High density lipoproteins (HDL) eingeteilwerden (SIMIONESCU &
SIMIONESCU, 1989). Die Chylomikronen werden im D&rmen aus von Enterozyten
resobierten Triacylglycerolen, Cholesterol, Phodipiden und Apolipoprotein B48
zusammengefiigt, und gelangen lUber das Lymphsystehden Ductus thoracicus in den
groRen Kreislauf. Nach Aufnahme von Apolipoproténund E von HDL dienen die
Chylomikronen als Substrat fur die Lipoproteinlipager Endothelien von Fettgewebe und
quergestreifter Muskulatur. Durch Insulin aktiviespaltet die Lipoproteinlipase die, in den
Chylomikronen enthaltenen Triacylglycerole in Glyaleund freie Fettsduren. Die freien
Fettsauren werden im Fettgewebe mit Glycerol wiedefriacylglycerolen reverestert. In der
Muskulatur werden die freien Fettsduren in den afiyrklus eingeschleust und dienen
letztlich der Energiegewinnung. Durch die Abgaber déryacylglycerole an die
Lipoproteinlipase enstehen aus den Chylomikronenctolesterolreichen Remnants, die von
den Remnant-Rezeptoren auf der Oberflache der biegen registriert und internalisiert
werden. Im Gegensatz dazu werden die cholestesbériLipoproteine sehr geringer Dichte

kontinuierlich in Leber und Darm synthetisiert. dhBestandteile sind Cholesterolester,
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Phospholipide und Apolipoprotein B100. Auch siemeh Apolipoprotein C und E von HDL
auf und werden analog den Chylomikronen durch digogroteinlipase gespalten. In
geringem Ausmald werden die entstehenden VLDL Retamaon VLDL-Rezeptoren der
Leber internalisiert. Sie dienen als Substrat fi#r ldepatische Triacylglycerollipase unter
deren Wirkung sie weiter zu den von HENRIKSEN et €1981) charakterisierten
Lipoproteinen geringer Dichte schrumpfen. Diesel siich an Cholesterolestern, enthalten
Apolipoprotein B100 und werden von LDL-Rezeptoren der Peripherie erkannt und
aufgenommen. Die von ASSMANN et al. (1980) naheersuchten HDL existieren in drei
verschiedenen Formen: HDL1, HDL2 und HDL3. Zunachserden HDL1 als
scheibenformige Partikel in Leber und Dinndarm @buslesterol, Apolipoprotein A1 und
Phospholipiden aufgebaut. In den peripheren Gewebealten sie zusatzliches Cholesterol.
Das Plasmaenzym Cholesterolester-Lecithin-Acylvarsse bewirkt eine Uberfiihrung in
Cholesterolester. Diese verlassen aufgrund ihrerdréphobizitdt die periphere
Lipiddoppelschicht und fillen das Innere der HDLf,adie nun als spharische Partikel
erscheinen. Es handelt sich um die HDL3. Durchvdanderung der Cholesterolester von der
Peripherie der HDL in deren Zentrum entsteht eirol€terolgradient, der die weitere
Aufnahme von Cholesterol aus der Peripherie ermbgli Zur Aufrechterhaltung des
Gradienten tragt auch das Cholesterolestertransteip bei, das den Wiederkauern
allerdings fehlt. Mit Hilfe dieses Enzyms werdenol#sterolester an Chylomikronen, VLDL
und LDL abgegeben und im Tausch Triacylglycerolégamommen. So entstehen die an
Triacylglycerol relativ reichen HDL2, die ein Sutadtfir die hepatische Triacylglycerollipase
darstellen. Auch die Gallenséuren spielen, wie S&NDEMANN und FUHRMANN (2009)
erklart, eine entscheidende Rolle fur das Funktiem des Fettstoffwechsels. Sie werden in
den Leberzellen ausgehend von Cholesterol syniietiBabei entsteht aus dem Cholesterol
durch Hydroxilierung, Hydrierung und Abspaltung esn C3-Fragments zunachst
Chenodesoxycholsaure. Diese wird schliel3lich di@hjugation mit der Aminosaure Glycin
beziehungsweise dem biogenen Amin Taurin zu eingdieh wirksamen Gallensaure mit
einem pk-Wert von 2 umgesetzt. Die Gallensauren sind neébieolesterol, Phospholipiden
und Monoacylglycerolen Teil eines Monolayers, dettifopfchen umgibt. Diese Gebilde
werden insgesammt als Micellen bezeichnet. Der Nay@o ermdéglicht durch Herabsetzung
der Oberflachenspannung im Darmchymus den Zutrigr dPankreaslipase zu den
Triacylglycerolen und zudem als Fett-Wasser-Gréahié am Ubergang zum wassrigen
Millieu des Darmlumens Uberhaupt erst die Resonptier hydrophoben Triacylglycerole

durch die Enterozyten.
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4.2. Rolle der Leber bei Entgiftungs- und Abbauprozessen

Einen der wichtigsten, in der Leber ablaufendergningsprozesse stellt der von BERG et
al. (2007c) erlauterte Harnstoffzyklus dar. Er tlidar Beseitigung des endogen gebildeten,
schon in niedrigster Konzentration als starkes gfiéllwirkenden Ammoniaks. Diese
Entgiftung kann ausschlie3lich in der Leber erfolgkn Rahmen des Harnstoffzyklus wird
Stickstoff, der entweder von Ammoniak direkt odenwder Aminosaure Aspartat stammt, in
den fur die Nieren leicht ausscheidbaren Harnsiiikrfihrt. Dazu wird zu Beginn des
Harnstoffzyklus innerhalb des Mitochondriums Carbgiphosphat synthetisiert.
Anschliel3end wird Carbamoylphosphat mit Ornithin Qirullin umgesetzt, das Uber ein
spezifisches Transportprotein in das Cytosol awddesst und Uber mehrere
Zwischenschritte zu Arginin umgesetzt wird. Aus idrg wird Harnstoff durch Hydrolyse
freigesetzt. Das dabei anfallende Ornithin, gelarggr einen Transportmechanismus zurick
in die Mitochondrien. Hamoglobin ist ein Beispiglr fdie zahlreichen, dem hepatischen
Abbau unterliegenden, ungiftigen Substanzen. Dass adamoglobin in den
retikuloendothelialen Zellen von Milz, Leber und ddmenmark gebildete, orange-rote,
lipophile Billirubin 1 wird nach Kopplung an Albumivom Blut zur Leber transportiert
(BERG et al.,, 2007a). In den Hepatozyten entsterauws durch Konjugation mit der
hydrophilen Glucuronsaure das gallefarbene, nunwggserlosliche Bilirubin Il (BERG et

al., 2007a), das mit der Galle in den Darm ausgedeh werden kann.

Die Leber dient aber nicht nur der Entgiftung eretegy, sondern auch exogen zugefihrter
Schadstoffe, wie Arznei-, Pflanzenschutz- und Diamgeln (SANDEMANN &
FUHRMANN, 2009). Die dafir zustandige Entgiftungrclu Biotransformation lauft, wie
von MUTSCHLER et al. (2001) erlautert, in zwei Stten ab: Zunachst erfolgt die
Biotransformation durch chemische Modifikation, d@gyenannten Phase 1 Reaktion, bei der
es sich um Oxidation, Reduktion oder hydrolytis@paltung handelt. Eines der wichtigsten
Enzyme ist hierbei die Cytochrom-P 450 abhéngigenddaygenase. Sie katalysiert die
Hydroxylierung von zahlreichen Pharmaka und Giftender sich anschlielienden Phase 2
Reaktion wird eine hydrophile Gruppe an die Molekidngehangt, wodurch die
Ausscheidung Uber die Nieren verbessert wird. Addrdphile Gruppe kénnen durch Ether-
oder Esterbindung Glucuronsdure oder Schwefelsé@ureh Saureamidbildung Glycin oder
Acetat und durch Mercaptursaurebildung Glutathiomgekoppelt werden. Die beteiligten

Enzyme sind UDP-Glucuronyl-Transferasen.
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5. Histochemische Untersuchungen an der Leber des Rird

5.1. Grundlagen immunhistochemischer Untersuchungen

Die Immunhistochemie, deren Grundlagen sich bei BET8(2010c) finden, verfolgt das
Ziel, nicht nur das blof3e Vorhandensein antigertenk&iren, sondern auch deren exakte
Lokalisation in der Zelle bzw. im Gewebeverbanckerdassen. Die Antigene werden mit Hilfe
spezifischer, gegen sie gerichteter Antikérper asiigirt und in einem Antigen-Antikdrper-
Komplex gebunden. Dieser kann durch vorhergehenai&i®tung des Antikérpers mit einem
Fluoreszenzfarbstoff oder die vorausgehende Kogphait einem Enzym, das bei Zugabe
seines spezifischen Substrats dieses zu einem goblhen Farbstoff umsetzt, sichtbar
gemacht werden. Bei indirekten immunhistochemischdethoden wird anstatt des
markierten Primarantikdrpers ein markierter Sekusmadi#korper eingesetzt, der sich an den
unmarkierten Primarantikbrper bindet. Von den amt@n Strukturen eignen sich fir
immunhistochemische Untersuchungen besonders dieWBNDL (2012) und LIEBICH
(2010a) umfassend charakterisierten Intermedianélate, die neben den Mikrotubuli und
Mikrofilamenten die dritte Komponente des Zytoskislelarstellen und sich gegeniber den
beiden anderen, standig im Umbau begriffenen Zelkgproteinen, durch eine
aul3erordentliche Bestandigkeit und Widerstandsk#iig gegentiber Chemikalien
auszeichnet. Da es sich bei den Intermediarfilaerenim Polypeptidketten handelt, besitzt
jeder Zelltyp weitgehend eigene, fir ihn individadhtermediarfilamente, so dass er anhand
deren Nachweises néher charakterisiert werden KaienlIntermediarfilamente lassen funf
Klassen unterscheiden, von denen in der vorliegetbeit funf Vertreter der ersten, als
Zytokeratine, Tonofilamente oder auch Keratinfilameebezeichneten Klasse sowie Vimentin
aus der zweiten, Vimentin und vimentindhnliche ire genannten Klasse naher untersucht
wurden. Die Zytokeratine, die 50 verschiedene, $dveaure als auch basische Iso- und
Subtypen umfassen, treten generell nur in Epitlielze Vimentin hingegen in Zellen

mesenchymalen Ursprungs, Endothelzellen sowie Biksten auf.

5.2. Grundlagen glykohistochemischer Untersuchungen - Lidine

Der Begriff ,Lektin” steht nach GOLDSTEIN et al. 480) ursprunglich fir ein Protein oder
auch Glykoprotein pflanzlichen oder tierischen Wosws, das spezifisch, an eine fir jedes
Lektin ganz bestimmte Kohlenhydratstruktur bindeégrner besitzen Lektine die Fahigkeit
Glykokonjugate zu prazipitieren und Zellen zu agjgieren (GOLDSTEIN & PORETZ,
1986), wobei sich ,,Agglutination” als die Verklumpg Antigen tragender Zellen (REICHE,
2003) und ,Prazipitation“ als die Bildung eines Hpétats (REICHE, 2003), sprich eines
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Niederschlags durch Ausfallung (REICHE, 2003), miefit. GABIUS und GABIUS (1992)
sprechen von ,Zucker bindenden Proteinen ohne eatzgome Aktivitdt, die keine
Homologie zu Antikdrpern aufweisen®. Der Definitiaer Lektine wird heute weniger ihre
biochemische Struktur, sondern primér die konsetguBmdung an nur ein, fur jedes Lektin

spezifisches Kohlenhydrat, zu Grunde gelegt.

Auf dieser sogenannten nominalen Bindungsspezifdatert auch die Zuordnung der Lektine
zu folgenden, sechs verschiedenen Klassen (GABROS9) modifiziert nach (MERTEN,
2011; SCHOLZ, 2012):

I. Glukose- und Mannose—spezifische Lektine
Il. Galaktose-spezifische Lektine
[ll.  N-Acetylglukosamin-spezifische Lektine
IV. N-Acetylgalaktosamin-spezifische Lektine
V. Fukose-spezifische Lektine
VI. Oligosaccharid-spezifische Lektine

Die Bindungsspezifitat der Lektine wird im Rahmdgkghistochemischer Untersuchungen
dazu benutzt, um die Struktur der als ,Glykane* dielzneten Zuckerreste von
Oligosacchariden, die N- oder O-glykosidisch miesn Protein verknupft sind (ROTH,
2011), zu analysieren. Diese Glykane fungiererLigjanden, die anhand der in ihrer Struktur
enthaltenen, biologischen Information, dem soget@mn,Zuckercode” (sugar code)
(RUDIGER & GABIUS, 2009) von den Lektinen rezepfmesifisch erkannt werden
(GABIUS & GABIUS, 1992). Die Grundlage dieses Zuaaes bilden Monosaccharide, in
der Regel Hexosen, die aufgrund der vielen verdemen Arten sowie von Isomerie,
Anomerie, Epimerie und vieler verschiedener Sulbstiten (Sulfatierung, Phosphorilierung,
Acetylierung) (RUDIGER & GABIUS, 2009) als die ,Bhostaben eines umfangreichen
Alphabets® (KOZAR et al., 2009) aus dem sich zabhe, verschiedene Di- und
Oligosaccharide als ,Codeworte” zusammensetzenemag&ABIUS & GABIUS, 1992,
KOZAR et al., 2009), dienen. Daraus ergibt sich ihgd durch die vielen
Kombinationsmdglichkeiten eine enorme Anzahl anseeiedenen Zuckerketten. Dieses
breite Spektrum ermoglicht, dass die Glykane atss&mdiges Glied der, einen wesentlichen
Bestandteil von im Organismus auftretenden Glykmnen- und lipiden ausmachenden
Oligosaccharidketten, wie auch letztere selbst, obdwiir die verschiedenen Zell- und

Gewebearten als auch fur die verschiedenen Spestads/ spezifisch sind. Daher leistet die,
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mit Hilfe der spezifischen Lektine durchgefihrte alyse der Glykanstruktur einen
wesentlichen Beitrag zur Charakterisierung derefelind Gewebe verschiedener Spezies.

Die, in der vorliegenden Arbeit verwendeten Lektireend ausschliel3lich pflanzlicher
Herkunft und kénnen anhand ihrer Zuckerspezifitigdnden Klassen zugeordnet werden
(MERTEN, 2011; SCHOLZ, 2012):

Tabelle 9: Klassifizierung und Herkunft der verwendeten Lieé&ti

Lektin Herkunft Zuckerspezifitat
Con A Concanavalin A| Canavalis ensiformis
(Schwertbohne)
LCA Lens culinaris | Lens culinaris Glukose,
Agglutinin (Speiselinse) Mannose
PSA Pisum.sgtivum Pisum sativum
Agglutinin (Erbse)
PNA Peanut Arachis hypogea
Agglutinin (Erdnuf)
Ricinus Ricinus communis
RCA communis -
- (Rizinusbohne)
Agglutinin
VAA Viscum album | Viscum album Galaktose
Agglutinin (Mistel)
SNA Sambucus nigrg Sambucus nigra
Agglutinin (Schwarzer Holunder)
SBA Soybean Glycine max
Agglutinin (Sojabohne)
WGA Wheat Germ Tritium vulgare N-Acetyl-
Agglutinin (Weizen) glukosamin
Griffonia Griffonia simplicifolia

GSL-1 | simplicifolia (Afrikanische
Agglutinin-1 Schwarzbohne)

Dolichos Dolichos biflorus
DBA 2|floru§ , (Afrikanische Pferdebohne
gglutinin
Soybean Glycine max N-,IA(l:(etyI- .
SBA Agglutinin (Sojabohne) galaktosamin
Saphora Saphora japonicum
SJA japonica (Chines. Schnurbaum)
Agglutinin
SNA Sambucus nigra Sambucus nigra
Agglutinin (Schwarzer Holunder)
i Ulex europeus | Ulex europeus i
UEA-1 Agglutinin-1 (Europ. Stechginster) L-Fukose
Phaseolus
i vulgaris Phaseolus vulgaris : :
PHA-E Agglutinin (Gartenbohne) Oligosaccharide
erythro
Phaseolus
i vulgaris Phaseolus vulgaris
PHA-L Agglutinin (Gartenbohne)

leuko
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Maackia
amurensis
Agglutinin-1

Maakia amurensis
(Asiat. Gelbholz)
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1. M ATERIALIEN UND METHODEN

1. Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial dienten die Lebern vénfredch geschlachteten Rindern, die von
den amtlichen Tierérzten des stadtischen Schlathtidnchen als gesund beurteilt worden
waren. Auch die Organe selbst zeigten bei der ehetli Fleischuntersuchung keine
makroskopisch feststellbaren, pathologischen Befurdnter den Rindern, deren exakte,
Daten in Tabelle 10 zusammengestellt sind, waramobb mannliche als auch weibliche

Tiere, sowie alle Altersstufen von 15 Monaten Hisldhren vertreten.

Tabelle 10: Tierdaten

Rind Geschlecht Alter
A méannlich 16 Monate
B mannlich 15 Monate
C mannlich 17 Monate
D mannlich 15 Monate
E mannlich 18 Monate
F méannlich 16 Monate
G weiblich 2 Jahre
H weiblich 4,5 Jahre
I weiblich 10 Jahre
J weiblich 4.5 Jahre
K mannlich 2,5 Jahre
2. Herstellung der Praparate fur die Lichtmikroskopie
2.1. Probenentnahme

Unmittelbar im Anschluss an die Fleischuntersuchwagden von der Leber des ersten Tieres
(A) von 15, und von denen der ubrigen zehn Tier&K]B/on neun verschiedenen Stellen

Gewebewdurfel mit ca. 1 cm Kantenlange entnommea.Hdithahmestellen der Proben sind in
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den Abbildungen 1 und 2 dargestellt und in den Tabd 1 und 12 aufgefuhrt.

Abb. 1: Probenentnahmestellen auf der Leber A
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Tabelle 11: Probenentnahmestellen auf der Leber A

Probennummer Lokalisation auf der Leber

1 Zentrum des Processus caudatus, Facies visceralis
2 dorsal im Lobus dexter, Facies visceralis

3 rechts im Lobus dexter, Facies visceralis

4 ventral im Lobus dexter, Facies visceralis

5 links im Processus papillaris, Facies visceralis

6 rechts im Processus papillaris, Facies visceralis
7 dorsal im Lobus quadratus, Facies visceralis

8 ventral im Processus papillaris, Facies viscerali
9 rechter Rand des Lobus sinister, Facies viseerali
10 links unten im Lobus sinister, Facies visceralis
11 rechts unten im Lobus sinister, Facies viscerali
12 rechts im Lobus dexter, Facies diaphragmatica
13 links im Lobus dexter, Facies diaphragmatica
14 rechts im Lobus sinister, Facies diaphragmatica
15 links im Lobus sinister, Facies diaphragmatica
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Abb. 2: Probenentnahmestellen auf den Lebern B-K

Tabelle 12: Probenentnahmestellen auf den Lebern B-K

Probennummer Probenentnahmestelle auf der Leber

1 dorsal im Lobus dexter, Facies visceralis

2 ventral im Lobus dexter, Facies visceralis

3 dorsal im Lobus quadratus, Facies visceralis

4 ventral im Processus papillaris, Facies viscerali
5 links unten im Lobus sinister, Facies visceralis
6 rechts im Lobus dexter, Facies diaphragmatica
7 links im Lobus dexter, Facies diaphragmatica

8 rechts im Lobus sinister, Facies diaphragmatica
9 links im Lobus sinister, Facies diaphragmatica

Von jeder dieser Lokalisationen wurden bei alletbéra je zwei Gewebewdrfel mit einer
Skalpellklinge herausgeschnitten und in 3,7%igempudferten Formol bzw. in Bouin-

Losung fixiert.
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2.2. Probenverarbeitung zu Praparaten
Die Fixierung in Bouin (gesattigte Pikrinsaure:Fatim:Eisessig wie 15:5:1) nahm beim
Lebergewebe in Abhangigkeit von der Dicke der zxiefenden Gewebestiicke einen

unterschiedlich langen Zeitraum in Anspruch unB helgende Arbeitsschritte unterscheiden:
1. Tag

* Gewinnung von Gewebematerial in Gestalt von Blockenhungefahr 1 cm Kantenlange
auf dem Schlachthof

* unverzugliche Gabe der Gewebestlicke in Probenréhrohit Bouin-Losung nach der
Entnahme

* im Labor: Belassen der ProbenentnahmerdhrchenniiPdeberdohrchenstandern
2. Tag

e Zuschnitt der Probenbldcke so, dass jeder Blocldestens eine glatte Flache aufweist

* Kontrolle der Durchsetzung des Probenmaterials Bduin-Lésung anhand der
Gelbfarbung der Schnittflache der dicksten Proloksti

* Ersatz der Bouin-L6sung durch 70%igen Alkohol, wesunch die Schnittflache der
dicksten Blocke vollstandig gefarbt ist

* andernfalls: Belassen der Proben in der Bouin-L§sis auch dickere Proben vollstandig

gelb erscheinen.
ab dem 3. Tag:

» tagliche Erneuerung des 70%igen Alkohols in derb@nobhrchen

e Kontrolle der Entfarbung des Gewebes

e Einkapseln der Proben, wenn Gewebe nur noch schgelbhch gefarbt ist

» Gabe der eingekapselten Proben in einen Erlenmelperk mit frischem, 70%igen
Alkohol

» Entfernung der restlichen, Uberschissigen Bouinihgs aus dem Gewebe durch
Schwenken auf dem Schttler flr eine Zeitspannewanrbis funf Stunden

* Verbringen der Kapseln in den Einbettautomaten r§8ba Duplex Processor der Firma
Shandon, Frankfurt)

Die Fixierung in 3,7%igem, gepuffertem Formol wudiech folgendes Vorgehen erreicht:

1. Tag
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* Entnahme von Gewebeproben in Form von Wiurfeln mitlccm Kantenlange auf dem
Schlachthof

e Einlegen der Gewebewiirfel in frisches, PBS-geptdter3,7%iges Formol sofort nach der
Gewinnung

* nach Ankunft im Labor:

e Umfullen der Gewebewdrfel aus den Proberdohrchédeiime Glasgefalle

« Beflillen der Glasgefal3e mit neuem, frischen, PBS:fjerten, 3,7%igen Formol

* Schwenken der GefalRe Uber Nacht auf dem Schiittler
2. Tag

e Zuschnitt des Probenmaterials zu Blockchen vo®.&cm Seitenlange
* Einkapseln des Probenmaterials in Plastikkapseln
* Gabe der Kapseln in Erlenmeyerkolben mit frisch gghvgeltem, 3,7 %igem Formol

e Schwenken des Erlenmeyerkolbens tber Nacht aufStdmattler
3. Tag

* Morgens: Austausch des 3,7%igen Formols im Erlemm&ben gegen 70%igen
Alkohol

e Schwenken der Kapseln im 70%igen Alkohol auf demiBter fur eine Zeitspanne von
zwei Stunden

* Erneuerung des 70%igen Alkohols wahrend diesesgaiitne alle 30 Minuten

» Ersatz des 70%igen Alkohols durch DEPC-Wasser

« Zweistundiger Aufenthalt der Gewebestlicke in DEP&s®¢ér

* Wechsel des DEPC-Wassers innerhalb dieses Zeitrallen30 Minuten

» abschliel3endes Verbringen der Kapseln in den Bealteimaten (Shandon Citadell 2000,

Firma Shandon, Frankfurt)

Im Anschluss an die Fixierung wurden die Gewebéstigingebettet, wozu fur die Formol
und Bouin fixierten Proben jeweils eigene Einbdtienaten mit speziellen, aufsteigenden

Alkoholreihen verwendet wurden:
a) Einbettung von Bouin fixierten Proben

Im Einbettautomaten (Shandon Duplex Processor deraFShandon, Frankfurt) erfolgte der
Durchgang durch neun Stationen einer Alkoholreibfstaigender Konzentration, in denen

die Kapseln jeweils flr einen Zeitraum von zweirtsten verblieben, ehe sie fur eine Dauer
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von zunachst drei, und spater zwei Stunden in 58a8@nes Paraplast (Monoject Scientific
Inc. Kildare, Irland) verbracht wurden. Tabelle 1@ranschaulicht, wie sich die im
Einbettautomaten durchlaufene Alkoholreihe im Detasammensetzt:

Tabelle 13: Stationen der Alkoholreihe des Einbettautomaten

(Bouin fixierte Proben)

Stufe Alkohol Dauer
Stufe 1 80%iger Alkohol 2,0 Stunden
Stufe 2 80%iger Alkohol 2,0 Stunden
Stufe 3 96%iger Alkohol 2,0 Stunden
Stufe 4 96%iger Alkohol 2,0 Stunden
Stufe 5 Isopropanol 2,0 Stunden
Stufe 6 Isopropanol 2,0 Stunden
Stufe 7 Xylol 2,0 Stunden
Stufe 8 Xylol 2,0 Stunden
Stufe 9 Xylol 2,0 Stunden
Stufe 10 Paraplast 2,0 Stunden
Stufe 11 Paraplast 3,0 Stunden

b) Einbettung in Formol fixierter Proben

Bei der 24 Stunden dauernden Einbettung in Formx@rfer Proben durchliefen diese im
Gewebeinbettautomaten (Shandon Citadell 2000, FirBl@andon, Frankfurt) zehn
verschiedene Stationen einer Alkoholreihe aufstelge Konzentration, in denen sie jeweils
unterschiedlich lange belassen wurden, bevor se Btationen mit 56°C heil3en Paraplast
erreichten. Tabelle 14 fuhrt die Stationen der, Embettautomaten durchschrittenen

Alkoholreihe im Einzelnen auf;

Tabelle 14: Stationen der Alkoholreihe des Einbettautomaten

(Formol-fixierte Proben)

Stufe Alkohol Dauer
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Stufe 1 80%iger Alkohol 1,5 Stunden
Stufe 2 80%iger Alkohol 1,5 Stunden
Stufe 3 96%iger Alkohol 1,5 Stunden
Stufe 4 96%iger Alkohol 1,5 Stunden
Stufe 5 Isopropanol 1,5 Stunden
Stufe 6 Isopropanol 2,0 Stunden
Stufe 7 Isopropanol 2,0 Stunden
Stufe 8 Xylol 1,0 Stunden
Stufe 9 Xylol 1,0 Stunden
Stufe 10 Xylol 1,0 Stunden
Stufe 11 Paraplast 2,0 Stunden
Stufe 12 Paraplast 3,0 Stunden

An den Durchgang durch die Stationen des Einbetaaten schloss sich in beiden Fallen

das Ausblocken der Probewiirfelchen am Ausblockaatem (Histostat Tissue Embedding

Center der Firma Reichert-Jung, Wien) an:

e Zusammenstecken von quadratischen Plastikbeh&iterabhs quadratischer Bodenplatte

und quadratischem Rahmen

e Fullen der Plastikbehalterchen mit 56°C heilRem fash an der Fullstation des

Ausblockautomaten

« Offnen der Kapseln und Entnahme der Proben miteRiaz

e Positionierung der Gewebestiicke mit der glattenteSaach unten am Boden der

Kunststoffbehalterchen

» Abstellen der Plastikbehélterchen auf der Kihlpldiés Ausblockautomaten

e Ablosen der Plastikbehalterchen von den fertigeraffablocken nach Erstarren des

Paraplasts

Danach erfolgte das Schneiden der Paraffinblocke:

 Am Rotationsmikrotom (Firma Leitz, Typ 1516)

* Schnittdicke 5um

» Auffangen der Schnitte auf unbeschichteten Objageirn ( SuperFrostR, Firma Menzel-
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Glaser, Braunschweig) fur konventionelle Farbungen

« Auffangen der Schnitte auf beschichteten Objek#éindgSupraFrostUIltraPlusRadhasiv,
Firma Menzel-Glaser, Braunschweig) fur immun- uhdghistochemische Farbungen

» Kurze Antrocknungsphase auf dem Strecktisch

* Weitere Trocknung im Warmeschrank fir mindestenSt@24hden bei ca. 37°C
2.3. Konventionelle Farbetechniken

2.3.1.  Farbung mit Hamatoxylin-Eosin

In der HE-Féarbung erscheinen die Zellkerne blatiaind das Zytoplasma rosa, wodurch
eine erste Ubersicht Uber die Zusammensetzung ugdn@@ation der zu untersuchenden
Gewebe gewonnen werden kann. Im Einzelnen gliedgide die Farbung in folgende

Arbeitsschritte:

» Entparaffinierung der Schnitte durch zweimaligesrbvimgen in Xylol fur je zehn
Minuten sowie anschliel3endes, kurzes Schwenkerhdrine Alkoholreihe absteigender
Konzentration (Diese besteht aus: Isopropanol,rtgmgmol, 96%igem Alkohol, 70%igem
Alkohol und Aqua.dest)

e 20-mindtige Kernfarbung mit Hamalaun

e Blauen der Schnitte unter flieRendem Leitungswaiégsezine Dauer von 30 Minuten

» Zytoplasmafarbung mit Eosin fir zehn Minuten

» Entfernung der Gberschissigen Farbeldsung durcle®piit Aqua dest.

» Entwasserung der Schnitte Gber eine aufsteigenklehalreihe (bestehend aus 70%igem
Alkohol, 96%igem Alkohol, Isopropanol und Isoprop§rsowie zweimaliges Einbringen
in Xylol fiir eine Dauer von je funf Minuten

* Eindecken mit Eukitt (Quick Hardening Mounting Medi Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim)

2.3.2.  Trichromfarbung nach Masson-Goldner

Die Trichromfarbung nach Masson-Goldner ermdéglichirch das Braunschwarz der
Zellkerne, das Ziegelrot des Zytoplasmas, das @rangler Erythrozyten und das Griin von
Schleim und Bindegewebe eine klare Differenzierurwischen Bindegewebe, glatten
Muskelzellen und Organparenchym. Die Farbung wurtech folgendem Protokoll

durchgefuhrt:
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» Entparaffinierung der Schnitte durch zweimaligesbEingen in Xylol fur eine Dauer von
je zehn Minuten sowie anschlielRendes, kurzes Sdtememlurch eine Alkoholreihe
absteigender Konzentration (Diese setzt sich widgt fzusammen: Isopropanol,
Isopropanol, 96%iger Alkohol, 70%iger Alkohol undj4a.dest)

» Kernfarbung mit Eisenhamatoxylin nach Weigert filneeMinute

» Entfernung Uberschissiger Farbelésung durch driggemlSpilen in Aqua dest. in drei
seperaten Kivetten

* Ermoglichung der Reaktion zwischen Zellkernmateuatl Farbstoff durch Verbringen
unter flieRendes Leitungswasser fir zehn Minuten

* Farbung mit Azophloxin fur finf Minuten

e Spulung der Schnitte mit 1%iger Essigsaurelésung

e Farbung mit Phosphormolybdéanséaureorange

* Bestimmung der Einwirkungszeit des Farbstoffs nstt@ikroskopischer Kontrolle der
Bindegewebsfarbung: Endpunkt der Farbung ist dangicht, wenn das Bindegewebe
nicht mehr orange erscheint.

* Beseitigung nicht bendtigter Farbstofflosung dusghillung mit 1%iger Essigsaurelésung

* Funfminatige Gegenfarbung mit Lichtgrin

 Waschen mit 1%iger Essigsaurelésung

» Entwasserung durch rasches Schwenken durch Alkaiheliaufsteigender Konzentration
(bestehend aus zwei Kiuvetten mit 96%igem Alkoha drei Kiivetten mit Isopropanol)
sowie zweimaligem Aufenthalt in Xylol flr eine Dawen je funf Minuten

* Eindecken mit Eukitt (Quick Hardening Mounting Medi Sigma-Aldrich Chemie,

Steinheim)

2.3.3.  Farbung mit Alcianblau 8GX

Die Farbung mit Alcianblau 8GX dient dem Nachwets \Carboxyl- und Sulfatgruppen in
sauren Mucopolysacchariden. Zur weiteren Differemumng zwischen Carboxyl- und
Sulfatgruppen muss die Farbung zunéchst bei pkir&jshachfolgend noch einmal bei pH 1,0
durchgefuhrt werden, da bei einem pH-Wert von 2dwahl Carboxyl- als auch
Sulfatgruppen mit leuchtend blauer Farbe in Ersuimgg treten, bei einem pH-Wert von 1,0
hingegen nur noch die Sulfatgruppen . Die Zellkestedlen sich hellrot und der Hintergrund
zartrosa dar. Die Farbung wurde durch Abfolge niatiender Arbeitsschritte erreicht:

» Entparaffinierung der Schnitte durch zweimaligesbEingen in Xylol fur eine Dauer von
zehn Minuten und anschlieRendes, kurzes Schwenkemch deine Alkoholreihe
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absteigender Konzentration (Isopropanol, Isoprohar8®%iger Alkohol, 70%iger
Alkohol und Aqua dest.)

* Verbleib in 3%iger Essigsaure fur drei Minuten ptt-Einstellung auf 2,5

* Farbung mit 1%igem Alcianblau 8GX in 3%iger Essigsdbei pH 2,5 fir 30 Minuten

* Beseitigung der Uberschissigen Farbstofflosung hdukarzes Spilen mit 3%iger
Essigsaure

» Kurzes Spulen mit destilliertem Wasser

« Kernfarbung mit Kernechtrot fir vier Minuten

e Beseitigung der Uberschussigen Farbelésung dundirigtiges Spulen mit Aqua dest.

* Entwasserung durch rasches Schwenken der Schuittd éhlkoholreihe aufsteigender
Konzentration ( 70%iger Alkohol, 96%iger Alkohokopropanol und Isopropanol) und
anschlieBendem zweimaligem Aufenthalt in Xylol j@ifinf Minuten

* Eindecken mit Eukitt (Quick Hardening Mounting Medi Sigma-Aldrich Chemie,

Steinheim)

Um die bereits oben erwadhnte, flr den selektivechM&is von sauren Mucopolysacchariden,
die Sulfatgruppen tragen, notwendige pH-Absenkunfy BO zu erreichen, wurde der

Versuchsablauf wie folgt abgewandelt:

e 3-mindtiges Verbringen der Schnitte in 1%ige Salessung unmittelbar nach der
Entparaffinierung

* Farben mit 1%igem Alcianblau 8GX in 1%iger Salzs#isung bei pH 1,0 fiur 30
Minuten

* Entfernung des nicht gebundenen Farbstoffs durcéches Spulen mit 1%iger
Salzsaurelsung

e Fortfuhrung der Ubrigen Versuchsteile gemaf deng&toen der Farbung bei pH 2,5 ab

der ersten Spulung mit destilliertem Wasser

2.3.4. Perjod-Saure-Schiff-Reaktion nach Mc Manus

Die Perjodsaure-Schiffreaktion nach Mc Manus diéein Nachweis von Kohlenhydraten
allgemein. Daher ist fir den Nachweis des, im Zusanmhang mit der mikroanatomischen
Untersuchung des Lebergewebes besonders interessdbitykogens, ein zusatzlicher
Versuchsdurchgang mit Kontrollpraparaten, die eiAemylasevorbehandlung unterzogen
wurden, erforderlich. Das Enzym Amylase verdautzggeh Glykogen, das dann nicht mehr
von dem PAS-Reagenz umgesetzt werden kann, sarddes Kontrollpraparaten gegentber

denjenigen ohne Amylasevorbehandlung, die OrteGlgkogenspeicherung als ungefarbte
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Stellen ausgespart bleiben. Die Umsetzung der Reakérlief in mehreren Stufen:

» Entparaffinierung der Schnitte durch zweimaligesbviegen in Xylol fir eine Dauer von
je zehn Minuten und anschlielendes, rasches Sclewedkirch eine Alkoholreihe
absteigender Konzentration (Isopropanol, Isoprohar@®%iger Alkohol, 70%iger
Alkohol und Aqua dest.)

* Funfminatiges Einwirkenlassen von 0,5%iger, wassrierjodsaureldsung

e Beseitigung unverbrauchter Perjodsaurelésung ckuctes Spulen mit Aqua dest.

* Reaktion mit fuchsinschwefliger Séaure (=Schiffsea Uber 15 Minuten

* Dreimaliges Einbringen in SO2 fur je drei Minuterurz Sichtbarmachung der
Reaktionsprodukte

» Kernfarbung mit Hamalaun flr vier Minuten

* Blauen unter flieRendem Wasser fiur 15 Minuten

* Entwasserung mittels schnellem Durchgang der Sehahitrch Alkoholreihe aufsteigender
Konzentration ( 70%iger Alkohol, 96%iger Alkohokdpropanol und Isopropanol) und
anschlieRende zweimalige Gabe in Xylol fur je fithfiuten

* Eindecken mit Eukitt (Quick Hardening Mounting Medi Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim)

Vorgehen bei Amylasevorbehandlung:

* Ablage der Objekttrager in der Feuchtkammer

» Auftropfen von 100 pl 0,5%iger Amylaselésung (Me&rmstadt) auf jeden Schnitt

* Einwirkenlassen der Amylase auf das Gewebe im Bhuémk bei 37°C fir eine
Zeitspanne von zwei Stunden

» Entfernung der nicht benétigten Amylaseldsung dkatzes Abspilen mit Aqua dest.

» Fortsetzung der Ubrigen Versuchsdurchfiilhrung wieeitse oben im Anschluss an die

Entparaffinierung beschrieben

Samtliche konventionell gefarbten, lichtmikroskaien Préaparate wurden am Mikroskop
(Aristoplan Firma Leitz, Wetzlar) ausgewertet undl der Kamera Lumenera USB Camera R
Release 3,8 Firma Lumenera Corporations, Ontaangada, fotografiert.

2.4. Immunhistochemische Untersuchungstechniken
Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurdigefhdes Versuchsprotokoll

verwendet:
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» Entparaffinierung der Schnitte durch zweimaligesbingen in Xylol fir eine Zeitdauer
von 30 Minuten, rascher Durchgang durch eine Alkatloe absteigender Konzentration
(Diese ist aus folgenden Elementen aufgebaut: dg@mol, Isopropanol, 96 %iger
Alkohol und 70 %iger Alkohol) sowie zweimaliger Aarfthalt in destilliertem Wasser flr
eine Zeitspanne von je funf Minuten

e Dreimaliges Waschen in PBS-Puffer von pH 7,4 unfdingé Minuten Dauer

« Hemmung der endogenen Peroxidase durch AuftraganHyalrogenperoxidlésung und
anschlielBendem Einwirkenlassen fur einen Zeitraomi Minuten bei Raumtemperatur

* Entfernung des nicht verbrauchten Hydrogenperoxidich zehnminltiges Spulen mit
flieRendem Leitungswasser

» Dreimaliges Waschen mit stets frisch gewechselterffeP von pH 7,4 und je funf
Minuten Dauer

« Gewabhrleistung einer erfolgreichen Durchfiihrung ABC-Methode durch Blockade des
endogen im Lebergewebe enthaltenen Biotins mitddgendem Vorgehen:

— Auftropfen und zehnminttiges Einwirkenlassen vondindsung (=L6sung A)

— Beseitigung der Uberflissigen Avidinmolekile, féareh Bindung kein endogenes,
lebereigenes Biotin mehr zur Verfligung steht, dudchimaliges Waschen mit
frisch gewechseltem Puffer von pH 7,4 und je funhldien Dauer

— Auftragen und zehnminutiges Einwirkenlassen vontiBiosung (=Lésung B) zur
Blockade der drei ubrigen, freien Biotinbindunglste der am endogenen Biotin
anhaftenden Avidinmolekuile, damit diese nicht vonotiB der biotinylierten
Sekundarantikérper besetzt werden kénnen

— Entfernung der Uberschissigen Biotinldsung dur@mntaliges Waschen mit stets

frisch gewechseltem Puffer von pH 7,4 und je funfidien Dauer

* Reduzierung der Hintergrundfarbung durch Auftragem Dako-Protein-Block-Serum-
Free-Medium gefolgt von zehnminutiger InkubationRaumtemperatur

* AbgielRen der Dako-Protein-Block-Serum-Free-Mediudsting

» Auftropfen des in Dako-Antibody-Diluent geldstenrRérantikdrpers

Bezeichnungen, Konzentrationen, zur Antikoérperisofa verwendete Tierarten sowie
Hersteller der eingesetzten Primar- und Sekund&taper sind in Tabelle 15

zusammengestellt:

Tabelle 15: Labortechnische Daten der eingesetzten PrimarSaekdndarantikorper
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Antigen | Primarantikérper Tierart Primar- | Sekundarantikorper Tierart Sekundar-
antikorper antikorper
Verdiinnung Hersteller Verdunnung Hersteller
CK5 Pab to Keratin K5 Meerschweinchen  Anti guinea B@ | | Ziege
1:50 Progen 1:300 Vector
CK8 Ms-anti Cytokeratin 8 Maus Anti-mouse 1gG Kaninchen
1:500 Novus Biologicals| 1:300 Dako
CK 14 Pab to Keratin K14 Meerschweinchen  Anti Gaigg IgG | Ziege
1:100 Progen 1:300 Vector
CK 18 Pab to Keratin K18 | Meerschweinchen| Anti Guinea Pig Igé  Ziege
(GP CK18.2)
1:200 Progen 1:300 Vector
CK 19 Pab to Keratin K19 Meerschweinchgn  Anti Gaifg IgG | Ziege
1.200 Progen 1:300 Vector
Vimentin | Pab to Vimentin Maus Anti Mouse IgG Kiachen
1:500 Dako 1:300 Dako

CK: Zytokeratin; Pab: Primarantikdrper

Die Sekundarantikdrper kamen stets ausschlielhdBi@tin gekoppelt zum Einsatz.

Primarantikorperbindung an etwaige, im Gewebe dtath@, korrespondierende, antigene
Strukturen (CK 5, 8, 14, 18, 19 bzw. Vimentin) Ulegren Zeitraum von 24 Stunden im
Kuhlschrank bei 6°C

Einstiindige Nachinkubation bei Raumtemperatur

Dreimaliges Waschen mit PBS-Puffer von pH 7,4 wnfiipf Minuten Dauer
Aufpipettieren der Sekundarantikorperlosung (si€abkelle 15)

Anheftung der biotinylierten Sekundarantikérper dre, im Gewebe gebundenen
Primarantikérper innerhalb einer Zeitspanne voiMatuten bei Raumtemperatur
Dreimaliges Waschen mit stets frisch gewechseltarffeP von pH 7,4 und je funf
Minuten Dauer

Auftragen des im Komplex an Streptavidin gebunddieryms Horseradish-Peroxidase

Streptavidin vermittelte Anlagerung der Horseradt&moxidase an das Biotin der, im
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Komplex mit den Priméarantikbrpern gebundenen, byigrten Sekundarantikorper (siehe
Tabelle 15 ) wahrend der nachsten 30 Minuten banRRamperatur

Beseitigung der nicht gebundenen Streptavidin-Hadish-Peroxidase-Komplexe durch
dreimaliges Waschen mit stets frisch gewechselterfieP von pH 7,4 und je funf
Minuten Dauer

Sichtbarmachung der, von Streptavidin-Horseradsto@dase-Komplexen besetzten,
biotinylierten Sekundarantikérper und damit letttlider Prim&rantikdrperbindung, an im
Gewebe enthaltene, korrespondierende Antigene (ZR, 814, 18, 19 bzw. Vimentin)
durch Zugabe des mit dem Farbstoff DAB markierteos®ats Hydrogenperoxid und
dessen Umsatz durch die Horseradish-Peroxidaserhiabe von funf Minuten bei
Raumtemperatur

Entfernung von nicht umgesetztem Hydrogenperoxictldizehnminitige Spulung mit
Leitungswasser

30 sekindige Gegenfarbung der Kerne mit Hamalaun

Blauen unter flieRendem Leitungswasser fiir 10 Minut

Entwasserung mittels schnellem Schwenken durch hdkeihe aufsteigender
Konzentration (70 %iger Alkohol, 96 %iger Alkohddppropanol und Isopropanol) sowie
zweimaliges Verbringen in Xylol fur je funf Minuten

Eindecken mit Eukitt(Quick Hardening Mounting Meuhu Sigma-Aldrich Chemie,

Steinheim)

Fur den Nachweis von Zytokeratin 8 und Vimentin emanach der Entparaffinierung und

Waschung mit dem PBS-Puffer zusatzlich zwei weifateeitsschritte notwendig:

Beseitigung endogen im Gewebe enthaltener, die uBigdder Primarantikbrper an die
korrespondierenden antigenen Strukturen (CK 8 bhamentin) stérender Proteine durch
Proteasevorbehandlung tiber 10 Minuten bei Raumtertyre

Dreimaliges Waschen mit stets frisch gewechselt@®-Puffer von pH 7,4 fir je 5
Minuten Dauer

Fortsetzung des gewdhnlichen Immunhistochemie-\é&isrotokolls mit der Hemmung

der endogenen Peroxidase

Die immunhistochemischen Praparate wurden am Mkaps(Aristoplan Firma Leitz,

Wetzlar) ausgewertet und mit der Kamera Lumener® Camera R Release 3,8 Firma

Lumenera Corporations, Ontario, Kanada, fotografier
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2.5. Glykohistochemische Untersuchungstechniken - Lektia

Die Anheftung der Lektine an ihre spezifischen Kollydratstrukturen wurde teils direkt,
durch die Markierung der Lektine mit dem Fluores#arbstoff Fluoreszeinthioisocyanat,

und teils indirekt sichtbar gemacht. Bei der inkliem Methode wurden die Praparate mit
einem Lektin inkubiert, an das ein Biotinmolekilkgppelt war. In einem weiteren

Arbeitsschritt wurden die Schnitte mit einer FITGukierten Streptavidinlésung versetzt. Die
Avidinmolekile banden an das Biotin der biotinyir Lektine und zeigten durch das, vom
Fluoreszeinthioisocyanat ausgehende Leuchten, idi@uBgsstellen der Lektine im Gewebe

an.

Vorgehen beim Nachweis der spezifischen Kohlenhpdrdung durch FITC-markierte

Lektine:

Entparaffinierung durch zweimaliges Verbringen 8ehnitte in Xylol fir eine Dauer von

je 30 Minuten, gefolgt von raschem Schwenken dweicte Alkoholreihe absteigender

Konzentration (Diese enthalt Isopropanol, Isoprapa86%igen und 70%igen Alkohol)

und letztendlich zweimaligem Aufenthalt in destittem Wasser fur je funf Minuten

* Dreimaliges Waschen von je funf Minuten Dauer méts frisch gewechseltem PBS-
Puffer von pH 7,4

e Herstellung einer LOosung des gewinschten Lektinehés Tabelle 9) mit der
Konzentration 5 pg/ml wahrend der letzten Waschung PBS-Puffer in voéllig
abgedunkelter Umgebung

» Ablage der Objekttrager in Feuchtkammern

e Trocknen der Objekttrager mit fusselfreiem Papi@teu sorgfaltiger Schonung der
Praparate

« Aufpipettieren von je 100 pl der Lektinlosung aedi¢n Schnitt

* Einwirkung der Losung auf das Probengewebe flrreideitraum von 60 Minuten bei
absoluter Dunkelheit und Raumtemperatur

e Beseitigung der Uberschussigen Lektinlésung dunehinahliges Waschen von je funf

Minuten Dauer mit stets frisch gewechseltem PBSdPufon pH 7,4 in absoluter

Dunkelheit

» Kernfarbung und Eindecken der Praparate mit DAPI

Vorgehensweise beim Nachweis der spezifischen Kdiylgratbindung durch biotinylierte

Lektine:

» Entparaffinierung durch zweimaliges Einbringen iglof flr eine Zeitspanne von je 30
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Minuten, schnellen Durchlauf durch eine Alkoholesifibsteigender Konzentration (diese
besteht aus Isopropanol, Isopropanol, 96%igem um@doigem Alkohol) sowie
zweimaligen Aufenthalt in Aqua dest. fiir je funfriMien

Dreimaliges Waschen von je funf Minuten Dauer méts frisch gewechseltem PBS-
Puffer von pH 7,4

Ablage der Objekttrager in Feuchtkammern

Trocknung der Objekttrager mit fusselfreiem PapirAcht auf die Praparate
Reduzierung der Hintergrundfarbung durch Auftropfem Dako-Protein-Block-Serum-
Free-Medium auf die Schnitte und Einwirkenlasserefiie Zeitspanne von 10 Minuten
Herstellung einer Losung des gewinschten Lektinehgs Tabelle 9) mit der
Konzentration 5 pg/ml wahrend der letzten finf Maw der Inkubation mit Dako-
Protein-Block-Serum-Free-Medium

Abgiel3en des Dako-Protein-Block-Serum-Free-Medium

Aufpipettieren von je 100 pl der Lektinldsung aedi¢n Schnitt

Bindung der Lektine an etwaige, im Probengewebéhadteine, flr sie spezifische
Kohlenhydratstrukturen (siehe Tabelle 9) innerhalies Zeitraums von 60 Minuten bei
Raumtemperatur

Beseitigung der nicht gebundenen Lektinlosung duiehmaliges Waschen von je finf
Minuten Dauer mit stets frisch gewechseltem PBSdPwbn pH 7,4

Auftragen von fluoreszenzmarkierter Streptavidiolis

Einwirkung dieser L6sung fir eine Dauer von 30 Mé&mubei absoluter Dunkelheit
Sichtbarwerden der Lektinbindung an die, fir siez#jschen, im Gewebe enthaltenen
Kohlenhydratstrukturen nach der Anlagerung des Fif&kierten Streptavidins an das
Biotin der biotinylierten Lektine

Beseitigung der (berschissigen, fluoreszenzmaekie®treptavidin-Molekile durch
dreimaliges Waschen von je funf Minuten Dauer niétss frisch gewechseltem PBS-
Puffer von pH 7,4

Kernfarbung und Eindecken mit DAPI

Aufbewahrung der Préaparate im Kiuhlschrank, so Hese Lichteinwirkung moglich ist

Negativkontrolle:

Um sicherstellen zu konnen, dass die Fluoreszdésadialich von den fluoreszenzmarkierten

Lektinen beziehungsweise Streptavidin-Molekilen gabs und es sich nicht um eine

Autofluoreszenz des zu untersuchenden Gewebes Ihawdede folgende Negativkontrolle
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durchgefuhrt:

» Auftropfen von Pufferlosung statt Lektinldsung aufen der Schnitte

« Ubrige Behandlung dieses Schnitts wie beim Lektthmaeis

Positivkontrolle:

Zum Ausschluf® einer falsch negativen Reaktion wurdehstehende Positivkontrolle

vollzogen:

« Auswahl eines Gewebes, an das die Bindung des gtentien Lektins bereits
nachgewiesen worden ist (Nebenhoden Hund fur CdoC, PSA, PNA, GSL-I, WGA,
WGASs, UEA-I,PHA-E und PHA-L; Hoden Rind fur RCA ungBA; Ovar Hund fir
MAA-I und SNA; Ovar Schwein fur DBA; Niere Rind fi8JA)

* Umsetzung des herkdbmmlichen Lektin-Versuchsprotekdiei einem Schnitt dieses

Gewebes zeitgleich zu den Versuchen mit den Seimites eigenen Gewebes

Hemmzuckertest:
Die Spezifitat der Lektine wurde mit folgendem Herutkertest bestatigt:

* Herstellung einer Losung des zu untersuchendeririseitit der Konzentration 5 pg/ml

» Herstellung einer Losung aus dem, fir das jeweilge testende Lektin spezifischen
Zucker

e Zu uberprifende Lektine, zugehdrige Hemmzucker, Z€airationen der aus den
Hemmzuckern hergestellten Zuckerlésungen sowie étdtydrate, fir deren spezifische
Bindung die Lektine nach der Hemmzuckerbehandldogkiert sind, sind im Einzelnen

in Tabelle 16 zusammengestellt:

Tabelle 16: Hemmzuckerldsungen zur Prufung der Zuckerspezdigat_ektine

. Konzentration der Kohlenhydrat, fr
Lektin Hemmzucker Hemmzuckerlésun dessen Bindung das
9 Lektin blockiert ist
ConA Methyl-a- . 84,8 mg/ml Glukose, Mannose
Mannopyranosidose
LCA Methyl-a- 84,8 mg/ml Glukose, Mannose
Mannopyranosidose
PSA Methyl-a- . 84,8 mg/ml Glukose, Mannose
Mannopyranosidose
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Methyl-a-(D)-
VAA Galaktopyranosidose 84,8 mg/mi Galaktose
- . N-Acetyl-
WGA Chitin-Hydrolysat 1:4 Glukosamin
. ) N-Acetyl-
WGAs Chitin-Hydrolysat 1:4 Glukosamin
Methyl-a-(D)- N-Acetyl-
GSL Galaktopyranosidose 172,4 mg/m| Galaktosamin
PHA-E Essigsaure 24 ul/ml Oligosaccharide
PHA-L Essigsaure 24 ul/ml Oligosaccharide

Die verwendeten Hemmzucker stammten von folgendastellern:

Methyl-a-(D)-Galaktopyranosidose: Sigma-Aldrich, Deisenmof€hitin-Hydrolysat:
VECTOR, Burlingame, USA; Methyl-Mannopyranosidose: E-Y Labs, San Mateo, USA;
Essigsaure: ROTH, Karlsruhe

* Herstellung der Versuchslosung durch Mischung dektihlosung mit der zugehdrigen
Zuckerlésung im Verhaltnis 1:1 und anschlieendbation der Lektin-Zucker-Losung
flr eine Stunde bei Raumtemperatur

* Vollzug des ublichen Lektin-Versuchsprotokolls, al&uftropfen der Lektin-Zucker-

Losung anstelle der reinen Lektinldsung

Die Praparate der gesamten glykohistochemischen su¢ksreihe wurden am
Auflichtfluoreszenzmikroskop (Dialux 20, Firma LeiGmbH, Wetzlar) ausgewertet und mit

der ProgRes Kamera (Firma Jenoptik, Jena) fotagtafi

3. Herstellung der Praparate fur die Elektronenmikroskopie

Das Material fur die elektronenmikroskopischen Wsiiehungen stammte von den Lebern A,
B, C, D, G, Hund I. Von der Leber A wurde an ddeighen Lokalisationen wie flr die
Lichtmikroskopie (siehe Abb. 1 und Tabelle 11) waah jeder der Gbrigen Lebern von jeweils
einer Stelle aus den vier Hauptlappen Gewebe méreskalpellklinge herausgeschnitten und
in kleinste Wurfel mit einer Kantenlange von 1 merkieinert. Die genauen Lokalisationen
dieser, bei allen Lebern identischen Entnahmesteiend in Abbildung 3 und Tabelle 17

dargestellt.
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Abb. 3: Probenentnahmestellen auf den Lebern B, C, D, GdHl

Tabelle 17: Probenentnahmestellen auf den Lebern B, C, D, (dHl

Probennummer Lokalisation auf der Leber

1 Lobus sinister, Facies visceralis

2 Lobus dexter, Facies visceralis

3 Lobus caudatus, Facies visceralis
4 Lobus quadratus, Facies visceralis

Die Gewebewdrfel wurden sofort nach ihrer Gewinnimgnit Karnowsky-Lésung gefillte
Eppendorfgefal3e gegeben. Die weitere Praparatiorrend erste vier Schritte
Kuhlschranktemperaturen von 4°C erforderten, vetdiggendermafien:

a.) Fixierung

e Zuschnitt des Probenmaterials auf Wachsplatteregaf Gré3e von 1 mm?3 umfassenden
Wirfelchen

* Versetzen der Wirfelchen mit Fixierungslésung n&&@rnovsky (1971) (ROMEIS,
2010a) (2%  Paraformaldehyd, 2,5%  Glutaraldehyd in,1 0 molarem
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Natriumcacodylatpuffer, (pH 7,2)

* Einwirkung der Karnovskyslésung tber Nacht
b.) Waschen

e Entfernung Uberschissiger Fixierungslésung dureimdaliges Waschen mit 0,1 molarer

Natriumcacodylatlésung von pH 7,2
c.) Vorkontrastieren

* Verbringen der Gewebewirfelchen in 1%ige Osmiurokéd und 1,5%ige

Kaliumhexacyanoferratlésung fur zwei Stunden b€ #h Dunkeln
d.)Waschen

* Beseitigung der Osmiumtetroxid- und Kaliumhexacyamatlosung durch dreimaliges

Waschen mit 0,1 molarer Natriumcacodylatlésung pr7,2

Nachdem Fixierung, Waschen, Vorkontrastieren undedesholtes Waschen bei
Kihlschranktemperaturen von 4°C erfolgten, wurdee dbrigen Arbeitsschritte bei

Raumtemperatur ausgefuhrt.
e.) Entwasserung

« Aufenthalt von je 30 Minuten Dauer in folgenden t®t@en einer Alkoholreihe
aufsteigender Konzentration: 30%iges, 50%iges , igé%und 90%iges Athanol sowie
dreimaliges Verbringen in Ethanol absolut

e Vorbereitung des Gewebes auf die Durchsetzung mpgoxiEmolekilen des
Kunstharzeinbettmediums durch zweimaligen Aufenthain 15 Minuten Dauer im

Zwischenmedium Propylenoxid (Merck, Darmstadt)
f.) Einbettung

e Erzielung der Durchsetzung des Probenmaterials Epbxidmolekilen durch drei

Arbeitsschritte:

— Verbringen in ein Gemisch aus Propylenoxid und @wollyed 812 nach Glauert im
Verhaltnis 2:1 flr eine Stunde

— Verbringen in ein Gemisch aus Propylenoxid und @wollyed 812 nach Glauert im
Verhaltnis 1:1 fur 24 Stunden

— abschlieRender Aufenthalt in reinem Polyembed aef dSchittler fur die
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Zeitspanne von einer Stunde

Fassen der Gewebewdrfelchen mit dem Igelstachel

gleichmélige Verteilung des Materials auf die Féwchettungsformen (Polysciences,
Warrington, USA)

Hartung des Kunstharzes im Warmeschrank Uber ni@wnes24 Stunden bei zunachst
45°C, und spater 75°C

Unterstitzung der Hartung durch Verwendung von Katdor (Beschleunigung der
Hartung) und Harter (Vernetzung der Kunstharzmdkki

Vorsichtige Enthahme der Blécke aus den Einbettiangeen

Aufbewahrung der Blocke in Plastikboxen

g.) Herstellung von Semidinnschnitten

am Ultramikrotom (Ultracut E, Firma Reichert -Julgien)

Schnittdicke 1pm

Zurechttrimmen des Blocks zunachst unter Verwendeings Glasmessers und spater
eines Diamantmessers

Farbung der Semidinnschnitte mit der Farbelosur fachardson (1960) (ROMEIS,
2010a) ( Herstellung siehe Anhang)

Selektion von gqualitativ hochwertigen und wisseusitich interessanten Blockteilen fr
die Anfertigung von Ultradlnnschnitten

h.) Herstellung von Ultradiinnschnitten

Schneiden am Ultramikrotom (Ultracut E, Firma RertRlung, Wien) mit
Diamantmesser
Schnittdicke 40-60 nm

Auffangen der Ultradinnschnitte auf Kupfernetzend&mit Meshweite 200 um)

I.) Nachkontrastieren

Herausarbeitung der verschiedenen Zellorganelleviesderen Bestandteile durch den
Einsatz von Uranylacetat fur die Darstellung vonnmideansystemen, insbesondere aber
Kernchromatin und Bleicitrat fiir Ribosomen und Alasmagrundsubstanz

Nachkontrastieren mit Uranylacetat:

— Aufpipettieren von 80-100 pl Uranylacetat auf Démgechs fur jeden Schnitt

- Auflegen der Grids auf das Dentalwachs so, dasenderatte Seite nach unten
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Zeigt

— Einwirkdauer des Uranylacetats mindestens 20 Mimute

— Entfernung des nicht bendtigten Uranylacetats duhahimaliges Waschen mit
Aqua dest. in drei separaten Becherglasern

— kurzzeitiges Trocknen der Grids auf Filterpapier

— Positonierung der Grids mit der matten Seite natbruauf Dentalwachs

* Nachkontrastieren mit Bleicitrat:

— Aufpipettieren von 80-100 pl auf jeden Grid

— Einwirkdauer des Bleicitrats: maximal 10 Minuten

— Beseitigung des restlichen Bleicitrats durch dréiges Waschen mit Aqua dest. in
drei separaten Becherglasern

— kurzzeitiges Trocknen der Grids auf Filterpapier

— Einsortieren der fertigen Praparate in Gridboxen

J.) Auswertung der Praparate am Elektronenmikroskop

* Auswertung und Photodokumentation der Praparate am

Transmissionselektronenmikroskops EM 902 der Fiwias Oberkochen
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V. AUSWERTUNG

1. Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchungen

1.1. Ubersichtsfarbungen mit Hamatoxylin-Eosin und Massa-Goldner

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung vermittelt einen enstEinblick in die Morphologie und
Topographie der Lobuli hepatici, die sich als ki Einheiten in ihrer Summe zu den
Leberlappen zusammenfiigen. Der Zusammenhalt deinsida Bausteine zu einem
einheitlichen, geschlossenen Leberparenchym wircthdwas interstitielle Bindegewebe
gewahrleistet. Das Interstitium flllt zum einen iRorm schmaler, interlobularer
Bindegewebssepten den engen Raum, den die Aul3enkaweier benachbarter Lappchen
zwischen sich einschlief3en, aus (Abb. 4, C) urdkebiztum anderen an den Stellen, an den die
Ecken dreier benachbarter Lobuli hepatici zusamio&es groliere Bindegewebsareale, die
Areae interlobulares (Abb. 4, D), aus. In letzteired neben der Glisson-Trias, LymphgefaRe
und Nerven eingebettet. Zur Glisson-Trias zahldeawlem Ductus interlobularis bilifer die
Arteria und Vena interlobularis (Abb. 4, D). AuRBaird das Leberparenchym von einer
bindegewebigen Kapsel, der Glisson-Kapsel umgeblen,aus geflechtartigem, straffem
Bindegewebe besteht und aufRen von Peritoneum igeerawird. Die Lobuli hepatici sind
nach folgendem Prinzip aufgebaut: Im Zentrum ejeden Lappchens liegt die Zentralvene
(Vena centralis). Die bindegewebige Begrenzung\dama centralis weicht etwas von der
einer herkdbmmlichen Venenwand ab, da ihre Dickeverschiedenen Stellen des GefalRes
deutliche Unterschiede zeigt (Abb. 4, B). Die Lededibalken, die von der bindegewebigen
Begrenzung der Lappchen in Richtung zur Zentralverehen, werden aus 9 bis 24
polygonalen, (in der Regel 10-14), meist sechs+ adhteckigen, hintereinandergeschalteten
Hepatozyten (Abb. 4, A) zusammengesetzt. Die dshéliVariation in der Zahl, der die
Leberzellbalken bildenden Hepatozyten, ist dadupeldingt, dass die an und fir sich
polygonalen, normalerweise sechseckigen Lobuli ti@panicht sechs gleichlange
Aul3enkanten aufweisen. Die Leberzellbalken werdanehd Sinusoide getrennt (Abb. 4, A).
Die Weite ihrer Lumina nimmt von der ZentralveneRithtung Peripherie ab. Sie betragt in
der Peripherie ca 42, in unmittelbarer Nahe dertrdbrene ca.75 pum. In der vorliegenden
Arbeit wurden Proben aus den verschiedenen Bemeicker bovinen Leber untersucht.
Hinsichtlich der Ausbildung der Lappchen, der Giis$-elder und der Ausbildung der
Sinusoide konnten keine Unterschiede beobachtedemeiBesonders gut kann die regionale

Ausbildung des Bindegewebes mit der Trichrom-Fagomach Masson-Goldner beurteilt
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werden. Auch mit dieser Farbung konnten keine Higiéin Unterschiede in der Ausbildung

des Bindegewebes in den verschieden Bereichen daerL festgestellt werden.

Abb. 4. Bausteine und Architektur des Leberparenchyms

(A): Leber Rind, HE. Durch Sinusoide voneinander geteeheberzellbalken, bestehend aus
9-24 hintereinander geschalteten, polygonalen Hegtn. (B): Leber Rind, Masson-
Goldner. Zentralvene mit variierender Wandbreite Mlittelpunkt des Lobulus hepaticus.
(C): Leber Rind, Masson-Goldner. Interstitium in Formmes schmalen, die AulRenkanten
zweier benachbarter Leberlappchen gegeneinander reratenden, interlobuléaren
BindegewebssepteKD): Leber Rind, Masson-Goldner. Flachenartig zur Argarlobularis
erweitertes, die Elemente der Lebertrias (Ductuseriae sowie eine gréf3ere und kleinere
Venae interlobularis) einschlie3endes Interstitium.

H: Hepatozyt; S: Sinusoid; ZV: Vena centralis; Arteria interlobularis; Vi: Vena
interlobularis; Di: Ductus interlobularis bilifet;B: Leberzellbalken; BS:
Bindegewebsschicht; I: Interstitium; SB (A, B, CR5um; SB (D) = 100um
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1.2 Farbung mit Alcianblau 8GX

In den Préparaten, die mit Alcianblau 8GX bei ein@fWert von 2,5 gefarbt worden sind,
verhalten sich die Hepatozyten negativ (Abb. 5B}, wahrend die bindegewebigen Anteile
der Leber schwach positiv reagieren (Abb. 5; A, B). Gegensatz zur lediglich schwach
positiv reagierenden Matrix, erscheint das Bindegfmvin den dickeren Blutgefal3- und
Gallengangswanden, insbesondere in der arterigltena, etwas intensiver angefarbt. Ferner
treten bei den Ductus interlobulares biliferi méisbnders geringem Durchmesser der apikale
Abschnitt des Epithels und, sofern die Ganglumiaehnmit Sekret gefillt sind, auch diese,
deutlich Alcianblau-positiv in Erscheinung (Abb.&). Das Zytoplasma, der hauptsachlich in
und um die Wande von Blutgefal3en, vor allem Vengbb( 5; A), sowie in dem, dem
Leberparenchym zugewandten Teil der Glisson-Kapabb. 5; D), gelegenen Mastzellen
reagiert ebenfalls deutlich positiv. Wird die Famgumit Alcianblau 8GX bei pH 1,0

durchgeflhrt, reagiert das Zytoplasma der Mastadlghwach bis deutlich positiv (Abb. 5;
D)

Abb. 5:  Alcianblau-positive Strukturen des Lebergewebes
(A): Leber Rind; Alcianblau 8GX pH 2,5. Lobulus hepasicSchwach Alcianblau-positives
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Bindegewebe in der und um die Zentralvenenwand emmigelagerten Mastzellen deutlich
positiven Zytoplasmas, umgeben von negativen Heptdn. (B): Leber Rind; Alcianblau
8GX pH 2,5. Area interlobularis: Prinzipiell schviiaélcianblau-positives Bindegewebe nur
in den BlutgefalR- und Gallengangswanden von etwaserer Reaktionsintensit{C): Leber
Rind; Alcianblau 8GX pH 2,5. Ductus interlobulabgifer geringen Durchmessers: Apikaler
Teil des Epithels sowie Lumen deutlich Alcianblaasiiv. (D): Leber Rind; Alcianblau 8GX
pH 1,0. Schwach bis deutlich Alcianblau-positivegaplasma der, vor allem unmittelbar
entlang der Lappchengrenze zum Parenchym, im naRAkzanblau-negativen Interstitium

der Glisson-Kapsel befindlichen Mastzellen.

MZ: Mastzellen; H: Hepatozyt; Fb: Fibroblast; Sn&oid; ZV: Vena centralis; Ai. Arteria
interlobularis; Vi: Vena interlobularis; Di: Ductusterlobularis bilifer; Gl: Glisson-Kapsel; I:
Interstitium; SB(A) = 100pum; SB(B, D) = 25um; SB(€R0um

1.3. Perjodséaure-Schiff-Reaktion nach Mc Manus

Bei der Perjodsaure-Schiff-Reaktion nach Mc Manwesagreren die verschiedenen
Komponenten des Lebergewebes mit unterschiedlichensitat positiv. Am kraftigsten farbt
sich das stark positiv reagierende Zytoplasma dealtbzyten an. Aul3erdem fallt auf, dass
die am stérksten positiv reagierenden Leberzelamallem um die Zentralvene anzutreffen
sind (Abb. 6; A). Die weiter peripher gelegenen blegyten reagieren bei der PAS-Reaktion
deutlich schwacher (Abb. 6; A, C), wobei sich alskrchaus auch die, weit in der
periportalen Zone, unter Umstanden sogar die, anLd@pchenauliengrenze gelegenen
Leberzellen stark positiv anfarben kénnen (AbbBJ; Das Bindegewebe der Leber verhalt
sich bis auf die deutlich positiv reagierende Bgwleebsschicht der Gallengangs- und
BlutgefalRwande, insbesondere der arteriellen Intim@ schwach PAS-positiv (Abb. 6; B,
C). Werden die Schnitte vor der PAS-Reaktion mit yfase inkubiert, so bleiben die
Hepatozyten ganzlich ungefarbt, die Gbrigen Stmgktueagieren unverandert (Abb. 6; D).
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Abb. 6: PAS-positive Strukturen des Lebergewebes

(A): Leber Rind; PAS. Lobulus hepaticus: HepatozyteZentrum deutlich starker PAS-
positiv als in der PeripheriéB): Leber Rind; PAS. Area interlobularis: Subendo- bzw
epithelial deutlich PAS-positive Arterien- und Galgangswande umgeben von schwach
positivem Interstitium. Stark PAS-positive Hepat@ybis zum Lappchenran(C): Leber
Rind; PAS. Area interlobularis: Subendo- bzw. egitid deutlich PAS-positive Arterien- und
Gallengangswande umgeben von schwach positivenstitiiem. Hepatozyten der
Lappchenperipherie im Gegensatz zu denen(Bytediglich schwach bis deutlich PAS-
positiv. (D): Leber Rind; PAS mit Amylasevorbehandlung. Von &is-Kapsel umgebener
Lobulus hepaticus: Ganzlich PAS-negative Hepatazytageben von schwach-positivem

Bindegewebe.

H: Hepatozyt; S: Sinusoid; ZV: Vena centralis; Arteria interlobularis; Vi: Vena
interlobularis; Di: Ductus interlobularis bilifek; Interstitium; SB (A, B, C, D) = 100um
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2. Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

2.1. Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratinen

Generell ist bei den Zytokeratin-Nachweisen festllen, dass im Falle einer positiven
Reaktion, diese ausschliel3lich auf das Epithel @alengangssystems beschrankt bleibt.
Samtliche anderen Komponenten des Lebergewebesltarisich durchwegs negativ. Ferner
reagiert ein nachweisbares Zytokeratin nicht ieralBereichen des Gallengangssystems mit
derselben Intensitat positiv, sondern tritt in d®egel nur in ganz bestimmten, fir das
jeweilige Zytokeratin spezifischen Abschnitten be$ers deutlich in Erscheinung. Wie aus
Tabelle 18 hervorgeht, lassen sich anhand des Zsdtik-Nachweismusters die bereits
anatomisch vorgegebenen kleinen, intralobulareneGgénge, Ductuli biliferi, wie auch die
grof3en, interlobulédren Gallengénge, Ductus intediies biliferi, unter topographischen, bei
den extralobularen Gallengangen auch unter morgisgben Gesichtspunkten in weitere
Abschnitte einteilen, die sich bei den einzelnemoKgratin-Nachweisen durch eine eigene,
ganz spezifische Reaktionsintensitat von den and&egmenten abgrenzen: Die Ductuli
biliferi, gliedern sich in die unmittelbar neberr &ntralvene befindlichen, zentralen, und die
am aul3ersten Rand der Lobuli hepatici gelegeneiph@een, Ductuli biliferi. Bei den Ductus
interlobulares biliferi, existieren neben solchen @nschichtigem, isoprismatischem Epithel
auch Gallengange mit mehrschichtigem Epithel. Derthéter mit einschichtigem Epithel
gehdren entweder der, im Zentrum der Areae intatbybs positionierten, oder der, am
peripheren Randsaum der Areae interlobulares bew.interlobularen Bindegewebssepten
platzierten Gruppe an. Beide Gruppen zeichnendicbh charakteristische, morphologische
Merkmale aus. Die erste, nachfolgend als zentraletw3 interlobulares biliferi bezeichnet,
zeigt einen rundlich-ovalen, die zweite, im Weiterperiphere Ductus interlobulares biliferi
genannt, hingegen einen gelegentlich sehr engegsdélliptischen Querschnitt. Die grof3en
Gallengange mit dem mehrschichtigen Epithel kdnekenfalls zwei Gruppen zugeordnet
werden, wobei unter Mehrschichtigkeit generell mustehen ist, dass an einem Querschnitt
durch den Gallengang auf dem direkten Weg von @sisBzum Lumen, also in basoapikaler
Richtung, mindestens zwei hintereinander liegengighElzellen und nicht wie sonst beim
kubischen Epithel Ublich, nur eine, zu sehen sias Epithel kann entweder, wie bei den
Ductus interlobulares biliferi mit durchgehend-nsstivichtigem Epithel, entlang des
gesamten Umrisses, des am Gallengangsquerschigtirdraren Lumens (Abb. 8, D), oder
aber, wie bei den Ductus interlobulares bilifert mbschnittsweise-mehrschichtigem Epithel,
nur an einzelnen Abschnitten des Umrisses, die imander durch Bezirke mit

einschichtigem Epithel getrennt werden (Abb. 8CR, mehrschichtig sein.
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2.1.1. Zytokeratin 8-Nachweis

Beim Zytokeratin 8-Nachweis verhalt sich das Epithher zentralen Ductuli biliferi stark

positiv (Abb. 7, A), das der peripheren hingegegati®. Die Epithelien der zentralen Ductus
interlobulares biliferi farben sich deutlich, dierdperipheren lediglich schwach bis deutlich
an. Sowohl die Epithelzellen der grol3en Gallengange durchgehend-mehrschichtigem
Epithel (Abb. 8, D) als auch der mit abschnittsweisehrschichtigem Epithel (Abb. 8, C)

zeigen eine stark positive Reaktion.

2.1.2.  Zytokeratin 14-Nachweis

Beim Zytokeratin 14-Nachweis farbt sich das Epittel peripheren Ductuli biliferi stark
positiv (Abb. 7, B), das der zentralen dagegenngeht an. Das Epithel der zentralen, grof3en
Gallengange reagiert deutlich, das der peripheselwach bis deutlich positiv. Weder die
durchgehend-, noch die abschnittsweise-mehrschamtGallengangsepithelien zeigen eine

positive Reaktion.

2.1.3.  Zytokeratin 18-Nachweis

Beim Zytokeratin 18-Nachweis verhalten sich dietkgdien der zentralen Ductuli biliferi nur
bei ganz vereinzelten Ausnahmen schwach positevddr peripheren durchwegs negativ. Die
zentralen Ductus interlobulares biliferi, die h&ufin Gruppen von drei oder mehr,
unterschiedlich grof3en Vertretern von kleinem bitlenem Durchmesser auftreten, zeigen
eine stark positive Reaktion (Abb. 7, C). Die pkagen farben sich nur schwach bis deutlich
positiv. an (Abb. 7, D). Sowohl das durchgehend-s auch das abschnittsweise-

mehrschichtige Epithel weist keine Farbung auf.

2.1.4. Zytokeratin 19-Nachweis

Beim Zytokeratin 19-Nachweis zeigt das Epithel zismtralen Ductuli biliferi in sehr wenigen
Einzelfallen eine schwach positive Reaktion, bei deripheren gar keine. Die zentralen und
peripheren Ductus interlobulares biliferi reagiesahwach bis deutlich positiv, wobei die
Intensitat der Immunfarbung mit der GroRe der Gangemmt (Abb.8, A). Die Epithelzellen
der groRen Gallengadnge mit abschnittsweise-melutstidpem Epithel farben sich deutlich bis
stark positiv (Abb. 8, B), die mit durchgehend-nestichtigem dagegen tberhaupt nicht an.

Tabelle 18 und die Abbildungen 7 und 8 fassen dieh anhand des Zytokeratin-
Nachweismusters unter morphologischen und topogselpdn Gesichtspunkten ergebende
Aufgliederung des Gallengangssystems sowie diedé&dsen einzelne Abschnitte typischen

Arten von Epithelien, einschlief3lich der in ihneachweisbaren Zytokeratine, zusammen:



IV Auswertung 59

Tabelle 18: Zytokeratine der verschiedenen Abschnitte des Ggdlegssystems

Zytokeratin Ductuli biliferi Ductus interlobularddyliferi
Einschichtiges Epithell Mehrschichtiges Epithel
zentral peripher zentral peripher glrJ]LChgeh abschnittsweise

CK5 0 0 0 0 0 0
CK8 3 0 2 1-2 3 3

CK 14 0 3 2 1-2 0 0

CK 18 0-1 0 3 1-2 0 0

CK 19 0-1 0 1-2 1-2 0 2-3

0 = negativ; 1 = schwach positiv; 2 = positiv; 3tark positiv

Abb. 7: Reihenfolge der verschiedenen Abschnitte des Gdlegssystems
Anordnung der Bilder gemaR der Entwicklung des Gawstems, beginnend bei den
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zentralen Ductuli biliferi bis hin zu den grof3ten, den Praparaten auftretenden Ductus
interlobulares biliferi (siehe Fortsetzung Abb. Bje Aufnahmen zeigen die verschiedenen
Abschnitte des Gallengangssystems jeweils mit dachiVeis des gerade fur ihre Epithelien
typischen Zytokeratins.

(A): Leber Rind, Zytokeratin 8-Nachweis. Stark (obemybdeutlich (unten) CK 8-positives
Epithel der beiden direkt neben der Zentralvenende€hen Ductuli biliferi.(B): Leber Rind,
Zytokeratin 14-Nachweis. Stark CK 14-positives Belteines peripheren Ductulus bilifer
(oben). Deutlich CK 14-positives Epithel der beigemipheren Ductus interlobulares biliferi
(unten) im angrenzenden Glisson-Dreie@&): Leber Rind, Zytokeratin 18-Nachweis. Stark
CK 18-positives Epithel, insbesondere des grol3ten, zu einer Gruppe angeordneten,
zentralen Ductus interlobulares bilife(D): Leber Rind, Zytokeratin 18-Nachweis. Schwach

bis deutlich CK 18—positives Epithel des periphdderctus interlobularis bilifer.

zDb: zentraler Ductulus bilifer; pDb: periphererdduus bilifer; zDi: zentraler Ductus

interlobularis bilifer; pDi: peripherer Ductus inkgbularis bilifer; ZV: Zentralvene;
SB = 20um
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Abb. 8: Reihenfolge der verschiedenen Abschnitte des Ggdlegssystems
(Fortsetzung von Abb.7)

(A): Leber Rind, Zytokeratin 19-Nachweis. Deutlich btark CK 19-positives Epithel des
grof3en, schwach positives des kleinen Ductus oftiataris bilifer. (B): Leber Rind,
Zytokeratin 19-Nachweis. Stark CK 19-positives, dipsttsweise-mehrschichtiges Epithel
des auffallend gro3en Ductus interlobularis bilifiarks). Schwach CK 19-positives, typisch
einschichtiges Epithel des benachbarten, durchgbtimigro3en Ductus (rechtq)C): Leber
Rind, Zytokeratin 8-Nachweis. Stark CK 8-positivabschnittsweise-mehrschichtiges Epithel
des grol3en, zentral gelegenen Ductus interlobubdlifer. Schwach-deutlich CK 8-positives
Epithel der sechs ihn umringenden Duct{i3): Leber Rind, Zytokeratin 8-Nachweis. Stark
CK 8-positives, durchgehend-mehrschichtiges Epittieles grof3en Ductus interlobularis
bilifer. Deutlich CK 8-positives Epithel der vieeben ihm gelegenen, kleineren Ductus.

Di: Ductus interlobularis bilifer; 1: apikale Lages durchgehend-mehrschichtigen Epithels;
2: basale Lage des durchgehend-mehrschichtigehdigitEpithelabschnitt bei dem in
basoapikaler Richtung mehrere Zellen hintereinahegen; SB (A, B, D) = 20um; SB(C) =
25um

2.2. Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

Beim Vimentinnachweis reagieren die Zellen desrstittums und der Glisson-Kapsel, wie

auch deren Fasern, mit Ausnahme derjenigen, dwedgatlich positiv verhalten, stark positiv,

wohingegen sich die Matrix stets nur schwach postfarbt. An der arteriellen Tunica

intima zeigen sowohl die Endothelzellen, als auehFdbroblasten und Bindegewebsfasern,
eine sehr stark positive Reaktion. Im Gegensatz di@ben sich in der vendsen Intima die
Endothelzellen nur deutlich und die zarten Bindeglesfasern kaum merklich an. Auch die
feinen Bindegewebsfasern zwischen den Muskelzelézrarteriellen Tunica media treten nur
schwach positiv in Erscheinung, wéhrend sich diefamgreiche Bindegewebslage der
venosen Media deutlich positiv verhalt. Die Advaatder Arterien und Venen farbt sich in

Abhangigkeit von ihrer Starke schwach bis deutlmbsitiv. Von den Bestandteilen der
Sinusoid- und Zentralvenenwande reagieren die Heditdtllen positiv, wobei die Reaktion

im ersten Fall deutlich bis stark, im zweiten scbiwhis deutlich positiv ausfallt. Die Lamina

propria der Gallengange weist eine deutlich bigkgtasitive Reaktion auf.

Tabelle 19 und Abbildung 9 veranschaulichen die bv&tung von Vimentin in den

Endothelien aller hepatischen Blutgefa3e sowiéimtbchen Bindegewebskomponenten.
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Tabelle 19: Verbreitung von Vimentin im Bindegewebe und den @&helien der Leber

Arterien u. Venen Zentralvene u. Gallen- | Interstitium u. Glisson-Kapsel
Sinusoide gange

Intima | Media Adventitia Endothel| Bindege- | Fasern | Zellen Fasern Matrix

* -zellen webe

A:3; A " A Z:1-2; Z:1-2;

V1 A:1V:2 | All-2,V1-2 S0.3 S0.3 2-3 2-3 2-3 1

A: Arteria interlobularis; V: Vena interlobularis;umfasst Endothel und Bindegewebe; ZV:
Vena centralis; S: Sinusoid; 0: negativ; 1: schwaas$itiv; 2: deutlich positiv; 3: stark

positiv

Abb. 9: Vimentinhaltige Komponenten des Lebergewebes

(A): Leber Rind, Vimentinnachweis. Deutlich bis starknéntin-positives Sinusoidendothel,
schwach bis deutlich positives Zentralvenenendof®t Leber Rind, Vimentinnachweis.
Arteriae interlobulares: Sehr stark Vimentin-pagt Bindegewebe und Endothelzellen in der
Tunica intima. Vereinzelte, schwach Vimentin-pagtiBindegewebsfasern zwischen den

Muskelzellen der Media. Mit zunehmendem GefaRduedsar steigende Anzahl und Dichte
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Uberwiegend stark Vimentin-positiver Fasern in Aldventitia. Vornehmlich stark Vimentin-
positive Fibroblasten und Bindegewebsfasern im rétiteum. (C): Leber Rind,
Vimentinnachweis. Arteria und Ductus interlobulatidifer: Arterielle Intima und zur
Bindegewebsschicht des Ductus interlobularis wiMerdichtete Septen und Fibroblasten als
die am starksten Vimentin-positiven Strukturen dé&eber. (D): Leber Rind,
Vimentinnachweis. Vena interlobularis: Deutlich \dntin-positives Endothel und nur
schwach positives, zartes Bindegewebe in der Inting&tark Vimentin-positive
Bindegewebsfasern und Fibroblasten in der breitedi®% sowie der schmalen Adventitia.

Uberwiegend stark Vimentin-positive Fibroblasten tasern im umgebenden Interstitium.

H: Hepatozyt; Fb: Fibroblast; I: Interstitium; Z¥entralvene; S: Sinusoid; Ai: Arteria
interlobularis; Vi: Vena interlobularis; Di: Ductuisterlobularis bilifer; 1: Tunica intima; 2:
Tunica media; 3: Tunica adventitia; SB(A) = 10088(B, C, D) = 25um

3. Ergebnisse der glykohistochemischen Untersuchungen

3.1 Glukose-und Mannose-spezifische Lektine

3.1.1. Bindungsverhalten von Concanavalin A (Con A)

Nach Inkubation mit Concanavalin A (Con A) zeigsd&toplasma der Hepatozyten bis auf
den aullersten Randbezirk eine stark positive ReaKibb. 8; A). Das Zytoplasma der
Gallengangsepithelzellen ist gleichfalls deutliabsifiv (Abb. 8; A). Im Interstitium und in

der Glisson-Kapsel fluoreszieren nur die starksiasern schwach positiv.

3.1.2. Bindungsverhalten von Lens culinaris Agglutinin (LCA)

Das Lens culinaris Agglutinin (LCA) bindet, bis audfas deutlich positiv reagierende
Sinusoidendothel, ausschlie3lich an die verschiemeKomponenten des hepatischen
Bindegewebes. So reagieren die Bindegewebsseptemntistitiums (Abb. 8; C) und der
Glisson-Kapsel, die bindegewebigen Anteile samglichArterien (Abb. 8; C)- und

Venenwande, die Lamina subepitheliales der Gallegga(Abb. 8; C) und das feine
Bindgewebe unter den Sinusoiden (Abb. 8; B) Ubeyenel deutlich positiv. Daneben
kommen in allen genannten Strukturen vereinzelh &atlagene Fasern vor, die nur schwach

positiv oder auch gar nicht reagieren.

3.1.3.  Bindungsverhalten von Pisum sativum Agglutinin (PSA
Das Lektin Pisum sativum Agglutinin (PSA) erzeugt &arbemuster, das nahezu vdllig

identisch zu dem von LCA ist: Auch hier reagierts dainusoidendothel und die Lamina
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subepithelialis der Gallengange deutlich positiie Bepten und Fasern des Interstitiums der
Glisson-Kapsel, aber auch die retikularen Mascheh kollagenen Fasern des die Sinusoide
umhdallenden, bindegewebigen Gerlstwerks (Abb. 8s@yie die bindegewebigen Anteile
der Blutgefallwénde (Abb. 8; D) farben sich allegdinur schwach positiv an.

3.2. Galaktose-spezifische Lektine

3.2.1. Bindungsverhalten von Peanut Agglutinin (PNA)
Das Lektin Peanut Agglutinin (PNA) bindet an keBteukturen der Rinderleber.

3.2.2.  Bindungsverhalten von Ricinus communis Agglutinin RCA)
Das Lektin Ricinus communis Agglutinin (RCA) ruft &einer der bovinen Leberstrukturen

eine positive Reaktion hervor.

3.2.3.  Bindungsverhalten von Viscum album Agglutinin (VAA)

Die Inkubation mit dem Lektin Viscum album Agglutin(VAA) fuhrt zu einer deutlich
positiven Reaktion der arteriellen Endothelien. &gan reagieren die Endothelzellen der
Venen nur schwach positiv, teilweise (wo Blutzellent den Endothelzellen in Kontakt

treten) negativ.

3.2.4. Bindungsverhalten von Soybean Agglutinin (SBA)
Die Inkubation mit dem Lektin Soybean AgglutinirB{) zeigt keine positiven Strukturen in

der Rinderleber.

3.2.5.  Bindungsverhalten von Sambucus nigra Agglutinin (SIK)
In den, mit dem Lektin Sambucus nigra AgglutiniN@ behandelten Praparaten ist keine

positive Reaktion erkennbar.
3.3. N-Acetylglukosamin-spezifische Lektine

3.3.1. Bindungsverhalten von Wheat Germ Agglutinin (WGA)

In den Schnitten, die mit Wheat Germ Agglutinin (\W)Ginkubiert wurden, treten das
Plasmalemm sowie der Golgi-Apparat der Hepatozydench eine sehr stark positive
Reaktion in Erscheinung (Abb. 9; C, D u. Abb. 10, artber hinaus fluoreszieren die
Maschen des die Sinusoide umspannenden, bindeggameBiertistwerks deutlich (Abb. 9; C,
D u. Abb. 10; A). Die Fasern des Interstitiums resgn ebenfalls deutlich WGA-positiv,
wohingegen sich die Bindegewebsschicht der Gefa@evand das Endothel der Arterien nur
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schwach positiv verhalten. Das Plasmalemm der Ggdlegsepithelzellen, und zwar

insbesondere der hochprismatischen Zellen readgeitich positiv.

3.3.2.  Bindungsverhalten von Wheat Germ Agglutinin succinjiert (WGAS)

Das, durch die succinylierte Form des Wheat Gerngl#mins (WGAs) hervorgerufene
Reaktionsmuster entspricht weitgehend dem, desrandgerten Typs, wobei jedoch die
Intensitat der Fluoreszenz weit hinter der durchA@rursachten zurtickbleibt. So reagieren
das Plasmalemm und Golgi-Apparat der Hepatozytersclowach positiv (Abb. 10; B, D).
Die Sinusoidwande fluoreszieren tberhaupt nichtlrterstitium zeigen nur die kraftigsten
Fasern eine schwach positive Reaktion (Abb. 10; dm Bereich des
GefalRwandbindegewebes kann nur ein extrem schwaBh@s wahrgenommen werden.
Selbiges trifft auch auf das Endothel der Arterin(Abb. 10; C). Die Zellmembran der
Gallengangsepithelzellen zeigt nur noch eine schwasitive Reaktion (Abb. 10; C).

3.4. N-Acetylgalaktosamin-spezifische Lektine

3.4.1. Bindungsverhalten von Dolichos biflorus Agglutinin(DBA)
In den, mit dem Lektin Dolichos biflorus Agglutinf{DbBA) behandelten Préparaten, ist an

keiner Struktur der bovinen Leber eine positive KRea zu beobachten.

3.4.2. Bindungsverhalten von Griffonia simplicifolia Agglutinin (GSL)
Das Lektin Griffonia simplicifolia Agglutinin (GSLyibt nur am Endothel der Arterien eine
stark positive Reaktion (Abb. 9; B).

3.4.3. Bindungsverhalten von Soybean Agglutinin (SBA)
Die Inkubation mit dem Lektin Soybean AgglutinirB{®) zeigt keine positiven Strukturen in

der Rinderleber.

3.4.4. Bindungsverhalten von Saphora japonica Agglutinin $JA)
Die, mit dem Lektin Saphora japonicum AgglutininJf§ gefarbten Schnitte, sind immer

negativ.

3.4.5. Bindungsverhalten von Sambucus nigra Agglutinin (SIK)
In den, mit dem Lektin Sambucus nigra (SNA) beh#edePraparaten, ist keine positive

Reaktion erkennbar.
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3.5. Fukose-spezifische Lektine

3.5.1. Bindungsverhalten von Ulex europeus Agglutinin | (EA-I)
Die mit dem Lektin Ulex europeus Agglutinin-1 (UEIAinkubierten Schnitte verhalten sich

negativ.
3.6. Oligosaccharid-spezifische Lektine

3.6.1. Bindungsverhalten von Phaseolus vulgaris Erythroadgtinin (PHA-E)

Das Lektin Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin APH) bindet sich deutlich an die
retikularen Maschen und an die kollagenen FasesrGaglistwerks der Sinusoidwénde (Abb.
13; A). Ferner ist die Plasmamembran der Gallenggmithelzellen schwach und das
Endothel der Arterien deutlich positiv (Abb. 13;. B)as Interstitium reagiert nahezu negativ
(Abb. 13; B).

3.6.2.  Bindungsverhalten von Phaseolus vulgaris Leukoagglimin (PHA-L)

Das Phaseolus vulgaris leukoagglutinin (PHA-L) leindich deutlich an das Endothel der
Arterien (Abb. 13; C, D) und an die Zellmembran d&allengangsepithelzellen. Venose
Endothelien verhalten sich negativ (Abb. 13; C, Die Grundsubstanz des Interstitiums ist
deutlich positiv (Abb. 13; C, D). Das Zytoplasmaer chauptsachlich in den peripheren
Sinusoiden gelegenen Lymphozyten reagiert deuplagitiv (Abb. 13; D).

3.6.3.  Bindungsverhalten von Maackia amurensis Agglutinin (MAA-I)
Die mit dem Lektin Maackia amurensis Agglutinin (MA) inkubierten Schnitte reagieren

durchwegs negativ.

Tabelle 20 und die Abbildungen 10, 11, 12 und 1Begeeinen vergleichenden Uberblick
Uber die unterschiedliche Affinitdt der eingeseaizteéektine zu den verschiedenen

Leberstrukturen.
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Tabelle 20: Bindungsverhalten verschiedener Lektine in der Bilether
Lektin | Hepato-| Sinusoide BlutgefalRe Gallengéange Interstitium
zyten
Endothel | Binde- | Endothel| Binde- | Muskula- | Epithel | Binde- | Fibro- | Fasern
gewebe gewebe | tur gewebe| zyten

ConA 3 0 0 0 A0Vi1 0 2 0 0 1
LCA 0 2 2 0 A:2V:2 0 0 2 2 2
PSA 0 2 1 0 A:lvi 0 0 2 1 1
PNA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RCA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VAA 0 0 0 A3Vl 0 0 0 0 0 0
SBA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SNA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
WGA 3 3 2 A2 V.0 1 0 2 0 2 2
WGAs 1 0 0 A1 V:0 0 0 1 0 0 1
DBA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GSL-1 0 0 0 A:3V:0 0 0 0 0 0 0
SBA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SJA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SNA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
UEA-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PHA-E 0 2 2 A:1V:0 0 0 2 0 0 1
PHA-L 0 0 0 A2 V.0 0 0 2 0 1 1
MAA-| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A: Arterie; V: Vene; 0: negative Reaktion; 1: sclolwvgositive Reaktion; 2: deutlich positive

Reaktion; 3: stark positive Reaktion
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Abb. 10: Con A-, LCA- und PSA-positive Strukturen der Rirldber

Alle LCA-positiven Strukturen reagieren, abgesetien der nur etwas geringeren Intensitét,

genauso auch PSA-positiv, wohingegen es sich beilCis A-positiven Strukturen um ganz
andere Komponenten des Lebergewebes handelt.

(A): Leber Rind, Con A-Reaktion. Stark Con A positivegtaplasma der Hepatozyten,
deutlich positives der Gallengangsepithelzel({@&): Leber Rind, LCA-Reaktion. Deutlich
LCA-positives Sinusoidendothel. Deutlich LCA-pogeis Bindegewebe der Sinusoid- und
Zentralvenenwande. (C): Leber Rind, LCA-Reaktion. Deutlich LCA-positives
Sinusoidendothel. Deutlich LCA-positives Bindegeweler Sinusoid-, Arterien-, und
Gallengangswande. Deutlich LCA-positives Intergtiti (D): Leber Rind, PSA-Reaktion.
Deutlich PSA-positives Sinusoidendothel. SchwachA{p8sitives Bindegewebe der

Sinusoid- und Arterienwande. Schwach PSA-positiméarstitium.

H: Hepatozyt; S: Sinusoid; ZV: Vena centralis; Arteria interlobularis; Vi: Vena

interlobularis; Db: Ductulus bilifer; Di: Ductustigrlobularis bilifer; SB = 25um
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Abb. 11: PSA-, GSL-1 und WGA-positive Strukturen der Rindbdr

(A): Leber Rind, PSA-Reaktion. Deutlich PSA-positivaauSoidendothel. Schwach PSA-
positives Bindegewebe der Sinusoid-, Arterien-, &enund Gallengangswéande. Schwach
PSA-positives Interstitium(B): Leber Rind, GSL-1-Reaktion. Deutlich GSL-1-postv
Arterienendothel(C):Leber Rind, WGA-Reaktion. Stark WGA-positive Golgpparate und
Plasmalemm der Hepatozyten. Stark WGA-positivesusiidendothel(D): Leber Rind,
WGA-Reaktion. Stark WGA-positive Golgi-Apparate umdasmalemm der Hepatozyten.
Stark WGA-positives  Sinusoidendothel. Schwach biseutith WGA-positives

Zentralvenenendothel.

H: Hepatozyt; S: Sinusoid; ZV: Vena centralis; Arteria interlobularis; Vi: Vena

interlobularis; Db: Ductulus bilifer; Di: Ductustirlobularis bilifer; SB = 25um
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Abb. 12: WGA- und WGAs-positive Strukturen der Rinderleber

Die meisten WGA-positiven Strukturen mit deutlicdriggerer Intensitat auch WGAs-positiv.
(A): Leber Rind, WGA-Reaktion. Stark WGA-positive Gefgpparate und Plasmalemm der
Hepatozyten. Stark WGA-positives SinusoidendotliBl. Leber Rind, WGAs-Reaktion.
Deutlich WGAs-positive Golgi-Apparate und Plasmatemder Hepatozyter{C): Leber Rind,
WGAs-Reaktion. Schwach WGAs-positives Arterienehdbtund Interstitium.(D): Leber
Rind, WGAs-Reaktion. Deutlich WGAs-positive Golgpparate und Plasmalemm der
Hepatozyten.

H: Hepatozyt; S: Sinusoid; ZV: Vena centralis; Arteria interlobularis; Vi: Vena

interlobularis; Db: Ductulus bilifer; Di: Ductustirlobularis bilifer; SB = 25 pum.
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Abb. 13: PHA-E- und L-positive Strukturen der Rinderleber

(A): Leber Rind, PHA-E-Reaktion. Deutlich PHA-E-pos#is Sinusoidendothe{B): Leber
Rind, PHA-E-Reaktion. Deutlich PHA-E-positives Aranendothel, schwach PHA-E-
positive Gallengangsepithelzellmembrd@): Leber Rind, PHA-L-Reaktion. Stark PHA-L-

positives Arterienendothel. Deutlich PHA-L-positiugterstitielle Matrix.(D): Leber Rind,
PHA-L-Reaktion. Deutlich PHA-L-positives Lymphozytgytoplasma. Stark PHA-L-
positives Arterienendothel. Deutlich PHA-L- poséiinterstitielle Matrix.

H: Hepatozyt; Ly: Lymphozyt; S: Sinusoid; ZV: Veoantralis; Ai: Arteria interlobularis; Vi:
Vena interlobularis; Di: Ductus interlobularis eli; SB= 25um

4. Ergebnisse der ultrastrukturellen Untersuchungen

4.1. Hepatozyten

Der Hepatozyt prasentiert sich als grol3e, polygoalle, deren Aul3enkanten nicht alle die
gleiche Lange aufweisen. Nicht selten sind zweegéderliegende Seiten parallel zueinander
ausgerichtet (Abb. 14; A, C). Der groRRe, rundlicteglweise leicht ausgebuchtete Nukleus
nimmt eine exzentrische Position in der sinusomaellzone ein (Abb. 14; A, C). Das, zu

mindestens einem Dirittel zu stark elektronendichtéteterochromatin kondensierte
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Chromatin, saumt in der Regel mit groben, aber deateren Flocken die Innenseite der
Kernmembran oder bildet in seltenen Fallen aulggofte, aufgetriebene Ansammiungen im
Zentrum des Kerns (Abb. 14 ; B, C). Dort sind zak&t mehrere, nicht selten vier bis flnf,
gut entwickelte Nukleoli zu sehen. Sie setzen aith einer verhaltnismaliig breiten, kompakt
wirkenden, dichten, zu knaulartig gewundenen Seangnfigurierten Matrix, die zwischen
sich elektronenoptisch leere oder aber dem Kern@agleichende R&ume einschlieldt,
zusammen (Abb. 14; B u. Abb. 15; B,C). Rings um #enn sowie entlang der gesamten
Zellmembran der sinusoidalen Zone finden sich ldeunde, grof3ere ovale und sehr grol3e
Mitochondrien (Abb. 14; B u. Abb .15; B). In derekten Nachbarschaft des Nukleus treten
zudem mehrere kleine Zisternen von rauem endoplasthan Retikulum mit nur zwei oder
drei Stapeln auf. Wesentlich umfangreichere, asszbi 14 parallel angeordneten Tubuli
zusammengesetzte Einheiten von rauem endoplashetis®etikulum ordnen sich in
regelmafiigen Abstanden entlang der gesamten Zelmaman (Abb. 14, B). Die
langgestreckten, schmalen, mit amorphem, magigtrelendichtem Material gefillten
Tubuli werden von einer mit runden Ribosomen bésetMembran begrenzt. Das glatte
endoplasmatische Retikulum zeigt hingegen eine gadere Struktur: Seine zu kurzen, vom
flockigen Inhalt aufgetriebenen, verzweigten Tubwérden von einer zwar glatten, aber in
sich stark Furchen bildenden Membran begrenzt. eDiddembranen durchziehen als
zusammenhangendes System nahezu die gesamteAdsileld; B). In Assoziation mit dem
glatten endoplasmatischen Retikulum finden sicholmygt in der Umgebung des Kerns
Aggregate von Glykogenpartikeln. Die Dictyosomers dgolgi-Apparates sind bevorzugt
nahe dem sinusoidalen Pol der Zelle lokalisierchiiselten ist die Zelle im Besitz zweier,
solcher einander diagonal gegentiberliegender Gallgler. Nicht zuletzt finden sich haufig
in der Nahe der Mitochondrien Fettvakuolen. Ihrest@k und Grof3e ist aul3erst variabel,
wobei kleine dominieren (Abb. 15; B, C). Die polyrpben Fettvakuolen kénnen aber auch,
und zwar insbesondere in Zellen, die viele Vakuokemhalten, einen sehr grol3en
Durchmesser erreichen. Oft liegen sie in Gruppesamumen und verschmelzen teilweise
miteinander. Ferner sind im Hepatozyten, vornehmlic der Nahe der Gallenkapillaren,
vereinzelt kugelige, homogene, mit einem deutlietkteonendichtem, kerndhnlichem Korper,
dem Nukleoid, versehene Microbodies sowie die edsnfrunden, mit aber deutlich
dichteren, teilweise sogar schwarzen Einschlissegestatteten Lysosomen zu sehen. Das
Plasmalemm der sinusoidalen Zone weist haufig potizche Vesikel auf. Diese Abschnitte
des Plasmalemms tragen einzelne, kurze, staclgeladikrovilli mit sehr breiter Basis (Abb.
14; B u. Abb. 15; B). In der Mitte der lateralennédoweichen die Zellmembranen zweier

benachbarter Hepatozyten etwas auseinander unceiiosm die Gallenkapillare mit ihrem
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schmalen Querschnitt.

4.2. Sinusoidale Endothelzellen

Die Endothelzellen der Sinusoide mit ihren vornabimlanglichen, dreieckigen oder leicht
U-formig gebogenen Zellkdrpern (Abb. 14; D) und deavon in alle Richtungen
ausstrahlenden Zytoplasmafortsatzen sorgen fur emelotheliale Auskleidung der
Leberkapillaren (Abb. 14; C). Die auf vielfaltigertAund Weise gestalteten Auslaufer
entwickeln sich Ubergangslos aus dem ZytoplasmaZadikeibs. Der langliche, stabchen-
oder spindelférmige, nicht selten einige Einkerlemgaufweisende Kern liegt meist
exzentrisch, nahe der dem Disse Raum zugewandtknesabran (Abb. 15; A, B). Sein stark
kondensiertes Heterochromatin liegt innen der Kemmimran an (Abb. 15; A, B, D). Im, den
tbrigen Kernraum ausflllenden, vergleichsweise tditHEuchromatin, ist nicht selten ein
Nukleolus zu beobachten. In jeder Zelle lasst sithdestens ein Golgi-Apparat mittlerer
GroRRe finden. Weiter konnen kurze Zisternen desmraendoplasmatischen Retikulums
entdeckt werden. In der Nachbarschaft des Kerrs wgnige, kleine, ovale Mitochondrien
lokalisiert. Weiter kommen zahlreiche unterschigdlgeformte Vesikel vor: Kleinste, helle,
runde, stéabchen- oder auch reiskornartige, vorr éileenbran begrenzte Vesikel (Abb. 15; D
u. Abb. 16; A), die zu gro3en Feldern vereinigg dellmembran unterlagern, sich aber auch
in die Basis der Zytoplasmaauslaufer hinein sowi@afere Zytoplasmaschichten verbreiten
(Abb. 15; D u. Abb. 16A). Ferner treten groRRerelleheklare, spindelférmige ,brizzle-
coated“-Mikropinozytosevesikel mit geringem, maBigktronendichten Inhalt auf (Abb. 16;
A). Als besonders groRRe Vesikel prasentieren sighvibn einer Membran umgebenen,
kugeligen, oder auch oval bis bohnenférmigen Maikrapytosevesikel, die grolie Mengen
flockigen Materials und teilweise auch einige, sale, granulare Partikel zum Inhalt haben
(Abb. 15; D).

4.3. Disse-Raum

Der schmale Disse Raum (Abb. 14; C) wird einerseits den Sinusoidendothelzellen mit
ihren trabekularen, strangartigen ZytoplasmaaustaufAbb. 14; B), sowie andererseits von
der Hepatozytenmembran der sinusoidalen Zone (Alh.D u. 15, B) begrenzt. Das
Sinusoidendothel wird von einer kontinuierlichersBeanembran unterlagert (Abb. 15; A). Im
Disse Raum befinden sich neben maRig dichtem, dmeargMaterial, das zwischen den
Engstellen in hoherer Konzentration als in dengénriArealen vorliegt (Abb. 15; B), auch in
kleinsten Spuren Fibrillen von Kollagenfaserbindalmd Mikrofilamenten (Abb. 15; B).

Ferner ragen von der Hepatozytenmembran vereinaelte, kurze Mikrovilli in den
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Spaltraum hinein (Abb. 14; B). Das auf der andeBsmite des Endothels befindliche

Kapillarlumen, das nur uber Endothelporen und -clkdirekt mit dem Disse Raum

kommuniziert (Abb. 14; B u. Abb. 15; A), enthaltesthalls, und zwar in noch etwas grof3eren
Mengen amorph bis feingranulares Material sowidliEozyten (Abb. 15; B).

4.4. Ito-Zellen

Die Ito-Zelle, die im Disse Raum ublicherweise emeHepatozyten (Abb. 15; C),
gelegentlich auch einer Sinusoidendothelzelle taifsst entweder langgestreckt, flach, leicht
kegel- oder keulenférmig oder aber eher dreieckigh( 15; C) gestaltet und geht flieRend in
die sternférmig in den Disse Raum ausstrahlendérh &ontinuierlich verjingenden
zytoplasmatischen Fortséatze tber (Abb. 15; C). Bastandteile des Zytoskeletts finden sich
im gesamten Zytoplasma, verlaufen jedoch bevorpagillel zur Zellmembran (Abb. 15; C).
Der Nukleus ist entweder langgestreckt, schmalsiadchenférmig oder rundlich-oval (Abb.
15; C) geformt. Er ist exzentrisch zu der dem Hepgen aufsitzenden Zellmembran hin
orientiert. Der grol3te Teil des Zellkérpers wirdigeh von wenigen, eventuell sogar nur
einer, groRen homogenen Fettvakuole ohne eigenebkéeneingenommen (Abb. 15; C). Die
Form der Fetttropfen richtet sich an der Gestadt dellkérpers aus. Ihre Ausdehnung wird
von den kraftigen, weit aul3en parallel zur Zellmesnb verlaufenden Filamenten des
Zytoskeletts festgelegt (Abb. 15; C) Deshalb nehnsem bei Zellen mit langlichen,
stabchenférmigen Zellleibern annahernden zu einech®ck oder Trapez abgeflacht, den
Abstand zwischen den beiden, parallel zur Membrarftiithe verlaufenden, zytoskelettalen
Filamenten, sowie ein Drittel der Lange des Zelligis ein. Zudem sammeln sich direkt

unterhalb der Membran viele kleine, rundlich-ovdékuolen an.

4.5. Von Kupffer-Zellen

Die morphologisch sehr variabel erscheinende vopfi€u-Zelle befindet sich innerhalb des
Sinusoids in engem Kontakt mit dessen Wand. Del adar auch bohnenartig konfigurierte
Nukleus, der sich nicht selten mehrfach ausbu¢ietb. 16; B), ist bevorzugt exzentrisch in
der Zelle positioniert (Abb. 15; D). Im Zentrum désrns zeigt sich ein deutlicher, runder
Nukleolus. Die Kernmembran setzt sich direkt in deembransystem des rauen
endoplasmatischen Retikulums fort. Um den Kern saimrmsich dicht gepackte, kleinere,
rundliche, sowie gréfere, langlich ovale Mitochoedrdes Cristae-Typs an (Abb. 15D; u.
Abb. 16; B). Der eher in der Mitte des Zytoplasrtiagende, verhaltnismaRig gro3e Golgi-
Apparat stellt sich als Stapel parallel angeordnédssternen dar, die zwischen sich

zahlreiche, kleine Blaschen einschlie3en. Des \Wagitgerteilen sich Uber die gesamte Zelle
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die Organellen des lysosomalen EndozytosesystemmBeiChandelt es sich zum einen um
zahlreiche lysosomale Vakuolen und Vesikel, didb@s®ndere in der Umgebung des Kerns
liegen (Abb. 15; B u. Abb. 16; B), zum anderen he&én sich in den periphereren
Zytoplasmaarealen ,brizzle coated” Mikropinozytossikel (Abb. 15; D), als grof3e, helle,
spindelférmige Vakuolen, die in einigen Fallen nggBlektronendichtes Material enthalten
und auch miteinander verschmelzen konnen (Abb.D)5AulRerdem existieren runde, von
einer grobflockig aufgelockerten Membran behullighiCk-fuzzy coated”, ,dickflockig-
behillte) Vesikel. Ferner sind Ausschnitte aus dBmagozytoseprozess zu entdecken:
Grol3e, ovale Phagolysosomen, die phagozytiertet&uten, wie pyknotische Zellkerne oder
Fremdkorperpartikel enthalten (Abb. 16; B). Ferexistieren ovale Restkdrper mit den stark
kondensierten Abbauprodukten der lysosomalen Venmgudie von einer homogenen,
dunklen Matrix begrenzt werden (Abb. 16; B). Dielicirerweise mehrfach in der Zelle
vorhandenen Dictyosomen des Golgi-Apparates sinariaagt in den Aul3enbezirken der
Zelle lokalisiert und setzen sich aus parallel andeeten Zisternen, die zwischen sich kleine

Blaschen einschlielRen, zusammen.

4.6. Gallengangsepithelzellen

Die Gallengangsepithelzelle erweist sich als molgdisch sehr variable Zelle (Abb. 16; C).
Apikal weist sie wenige oder keine Mikrovilli auAlfb. 16; C). Basal unterlagert eine breite,
gut entwickelte, Basalmembran die Zelle. Laterahsh die Zellen in engem Kontakt mit der
Nachbarzelle (Abb. 16; C), wobei die ohnehin grifdgs direkt aneinanderliegenden
Membranen nur abschnittsweise von einem extrem aldmn mit homoger Kittsubstanz
gefulltem Interzellularspalt getrennt werden (Abb6; D). Zellen, die aufgrund der
gelegentlichen, zweischichtigen Ausbildung des gt das Gallengangslumen nicht
erreichen, verbinden sich in gleicher Weise zugditauch noch apikal mit der Nachbarzelle.
Der Kern liegt bevorzugt in den basalen BereichemzZlle. Unregelmé&nRig konfiguriert passt
er sich der Form der Zelle an und wirkt dadurclgliégh oval oder rundlich (Abb. 16; C). Der
Gehalt an Heterochromatin schwankt ebenfalls stabb. 16; C). Bei einem Drittel aller
Kerne lasst sich ein randstandiger Nukleolus métl€rof3e beobachten. Das Gebiet um den
Kern sowie der apikale Bereich der Zelle sind frem Zellorganellen. Im Zytoplasma lassen
sich einige ovale, langliche Mitochondrien gering8@réfRe finden. Ferner finden sich
Polyribosomen (Abb. 16; D) sowie Lysosomen, Pemmxien, Hamosiderinablagerungen und
Fettkiigelchen. Zudem ist in manchen Zellen ein raéngelegener Golgi-Apparat zu
beobachten. Dieser setzt sich aus mehreren Staaehileler, sehr kurzer Zisternen und

angelagerter Vesikel zusammen. Nicht selten versaimmich mehrere Golgi-Apparate
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reichagi-Gelder zur Folge hat (Abb.16; D).

nebeneinander, was die Entstehung umfang
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Abb. 14: Lagebeziehung zwischen Hepatozyten und sinusoidaieiothelzellen

Die sich daraus ergebende Anordnung der Hepatozgter_eberzellbalken sowie die
Einrahmung der Sinusoide durch die Leberzellbalkbilden die Grundlage der
LappchenstrukturA): Leber Rind, EM. Raumliche Anordnung der Orgamelhia Innenraum
eines klassisch polygonalen Hepatozyt@R): Leber Rind, EM. Ausschnitt aus einem
Hepatozyten(C): Leber Rind, EM. Topographische Beziehung zwischiepatozyten und
Endothelzellen.): Leber Rind, EM. Raumliche Anordnung der Organeiterinneren einer

sinusoidalen Endothelzelle.

H: Hepatozyt; SE: Sinusoidendothelzelle; DR: Di&sum; S: Sinusoid; N: Nukleus; Nu:
Nukleolus; Mi: Mitochondrium; rER: raues Endoplasisehes Retikulum; gER: glattes
Endoplasmatisches Retikulum; Mk: Mikrovilli; SB(A)) = 2500nm; SB(B) = 1000nm;
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SB(C) = 5000nm

Abb. 15: Bausteine und Architektur des Disse Raums und Sidlusnens

(A): Leber Rind, EM. Endothelzellfortsatz und Hepatemyhembran als Grenzen des Disse
Raums.(B): Leber Rind, EM. Spuren von Kollagenfibrillen undikkbfilamenten, sowie
amorphes Material als azellulare Bestandteile deseDRaums. Amorphes Material auch im
Sinusoidlumen(C): Leber Rind, EM. Ito-Zelle als zellularer InhaltsdBisse RaumgD):
Leber Rind, EM. Ausschnitt aus einer amdéboid, ewtldes Sinusoidendothels wandernden

von Kupffer-Zelle.

H: Hepatozyt; SE: Sinusoidendothelzelle; 1Z: ltdigevKZ: von Kupffer-Zelle; DR: Disse
Raum; S: Sinusoid; N: Nukleus; Nu: Nukleolus; Miitdehondrium; SB(A) =2500nm; SB(B,
C, D) = 1000nm
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Abb. 16: von Kupffer-Zelle und Gallengangsepithelzelle
(A): Leber Rind, EM. Ausschnitt aus einer von Kupffal&: Zahlreiche Granula und
diverse Vesikel als die, die Zelle dominierende @jlen.(B): Leber Rind, EM. Ausschnitt

aus einer von Kupffer-Zelle: Organellen des Phagsgprozesse4C): Leber Rind, EM.
Querschnitt durch einen Ductus interlobularis eilif(D): Leber Rind, EM. Ausschnitt aus

einer Gallengangsepithelzelle.

H: Hepatozyt; GE: Gallengangsepithelzelle; SE: Samlendothelzelle; vKZ: von Kupffer-
Zelle; Fb: Fibroblast; DR: Disse Raum; S: Sinusdi; Ductus interlobularis bilifer; N:
Nukleus; Nu: Nukleolus; Mi: Mitochondrium; Go: Golgpparat; R: Ribosomen; Gr:
Granula; Ph: Phagosom,; V*: .brizzle-coated”-Mikropzytosevesikel; IR:

Interzellularrraum; *: Gallengangslumen
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SB(A, B) = 1000nm; SB(C) = 2500nm; SB(D) = 1500nm
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V. DISKUSSION

1. Konventionelle Lichtmikroskopie

Nach ROMEIS (2010b) konnen mit Hilfe der Alcianbl@&X Farbung in Abhangigkeit
davon, bei welchem pH-Wert sie durchgefiihrt wialjre Mucopolysaccharide, die entweder
Trager von Carboxyl- und Sulfatgruppen (pH 2,5)roalger nur von Sulfatgruppen (pH 1,0)
sind, nachgewiesen werden. Daher enthalt das,irsider Farbung mit Alcianblau 8GX bei
pH 2,5 schwach positiv, bei pH 1,0 negativ verhmlte Bindegewebe in seinen
Proteoglykanen und Glykoproteinen vorwiegend Caylgpyppen aber kaum Sulfatgruppen.
In der deutlich positiv reagierenden, arteriellatinha liegen die sauren Mucopolysaccharide
aufgrund der dichteren Lagerung des Bindegeweba&lesem Abschnitt der Arterienwand
(HEES, 2006a) in hoherer Konzentration vor. Dasoghtsma der auch bei pH 1,0 noch
schwach positiv reagierenden Mastzellen schlie@&tzlich einige Sulfatgruppen ein. Die
Mastzellen treten als freie Bindegewebszellen ihema allen Bindegewebsstrukturen des
Korpers auf (SCHWENGBERG, 1998). Die beobachteteyolzugte Ansiedlung im
Bindegewebe der Blutgefale und um diese herumpreetis den typischen Eigenschaften
dieser Zellen (LIEBICH, 2010b). Die dabei festzllstede, bevorzugte Assoziation mit
Venenwanden ist auf den, im Vergleich zu den Aetenwesentlich langsameren, vendsen
Blutfluld (ENGELHARDT, 2009), der den Mastzellen ddalagerung an das Endothel und
den Ubertritt ins Gewebe wesentlich erleichtertizkzufiihren. Die Lokalisation im, dem
Leberparenchym zugewandten Bereich der Glisson-éapmdglicht den Kontakt der Zellen
zu Uber das Pfortaderblut einstromenden, antigemeder Regel pathogenen Substanzen
(RIEMANN et al., 2011), was zur Aktivierung und Eetzung praformierter Mediatoren,
darunter auch Interleukin 4 fuhrt (SCHWENGBERG, 8P9nterleukin 4 induziert die IgG
und MHC [I-Produktion der B- sowie die TH2-Antworder T-Lymphozyten
(SCHWENGBERG, 1998). Insofern leisten die Mastzel@nen Beitrag zum Schutz des
Leberparenchyms vor schadigenden Umwelteinfliissere weitaus nicht bei allen
Gallengangsquerschnitten, sondern nur bei einigeeyorzugt sehr kleinen Ductus
interlobulares biliferi zu beobachtende, deutlicltidnblau positive Reaktion des apikalen
Teils der Epithelzellen sowie des, von ihnen umgebeGanglumens legt nahe, dass die
Gallengangsepithelzellen unter bestimmten Bedingnngsaure Mucopolysaccharide
produzieren und sezernieren. Da diese Synthesd#aktoffensichtlich auf den Anfangsteil
des interlobularen Gallengangssystems beschraekithind die positive Reaktion dartber

hinaus nur in noch mit Galle gefiillten Anschnittam sehen ist, darf davon ausgegangen
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werden, dass es sich bei den sauren Mucopolysageharum Beimengungen zur
Galleflussigkeit handelt. Diese Uberlegung wird exnanderem dadurch bekraftigt, dass
bereits ADLUNG (1968) auf die Existenz einer niolt passiven, durch Diffusionsausgleich
bedingten, sondern auch einer aktiven, mit sekesfoer Substanzfreisetzung durch die
Epithelzellen einhergehende Modifikation der Prigadle in den Gallengangen verwies. Die
sauren Mucopolysaccharide konnten eine, den elenfal der Galle enthaltenen
Phospholipiden, sehr ahnliche Funktion tbernehnmehdadurch deren Wirkung verstarken.
Die in der Galleflissigkeit enthaltenen Phosphdipierhndhen die Ldslichkeit des zur
Kristallisation neigenden Cholesterols um ein \delies und beugen so der Bildung von
Cholesterolaggregaten und damit letztlich der Ehtstg von Gallensteinen vor (HALPERN
et al., 1993; RINGEL et al., 1998; GILAT, 2002)eSverden allerdings unabhangig von der
Menge der mit der Nahrung aufgenommenen Phospteliptreng reguliert, nur in sehr
begrenztem Umfang in die Galle sezerniert (HALPE&Nl., 1993; RINGEL et al., 1998;
GILAT, 2002), so dass zur Unterstutzung ihrer Witguandere Substanzen wie die sauren

Mucopolysaccharide durchaus notwendig sein kbnnten.

Die stark positive Reaktion der Hepatozyten mit d&AS-Reagenz und ihr vélliges
Ausbleiben nach Amylasevorbehandlung sind als Bevi@i den Einschluss von Glykogen
(ROMEIS, 2010b) in den Leberzellen zu deuten. @ésstlie, den Zentralvenen unmittelbar
benachbarten Lappchenareale am intensivsten ge$émllf scheinen die Hepatozyten in
diesem Bereich die wichtigsten Glykogenspeicher sain. Die Tatsache, dass die
Ausdehnung der Glykogenablagerungen in die Pelipheer Lappchen eines Praparats
nahezu gleich ist, jedoch von Praparat zu Praparhebliche Unterschiede aufweist,
veranschaulicht, dass die Glykogenspeicherung, wvae RIEDE und SASSE (1981);
UCHIYAMA (1990) dargelegt, kein statischer, sondein dynamischer Prozess ist, der von
der momentanen Stoffwechselsituation des Tieresiradih Steht eine groRere Menge an
Glukose als gerade ndétig zur Verfiigung, so wirgeliaus dem sinusoidalen Blutstrom in die
Hepatozyten aufgenommen und in Glykogen umgewarf@EMENECKE et al., 2005). Im
Falle eines Energiemangels kann dieses wieder akoGé, die anschlieRend der Glykolyse
zugefuhrt wird, gespalten werden. Daher ist diea@nl eines Glykogenspeichers in der
zentrolobularen Zone aus physiologischer Sicht alisichaus sinnvoll: In den Hepatozyten
dieses Areals sind die Schlisselenzyme der Glykolg®e Hexo- und Glukokinasen (BERG
et al., 2007d), deren Aktivitat zwar weitgehendesatoffunabhangig ist, die aber unbedingt
Glukose als Substrat bendtigen (SANDEMANN & FUHRMMN2009), lokalisiert. Die im
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Verlauf der Glykolyse aus der Glukose freigesetZe@ergietrager kénnen so sofort in das
Zentralvenenblut Ubertreten und rasch dorthin ggdan wo sie bendtigt werden. Die
schlierenartige Anfarbung der Hepatozyten zeigtssdalie Glykogenablagerung auch
innerhalb des Zytoplasmas nicht gleichméaRig, sanohebestimmten Kompartimenten erfolgt
(RIEDE & SASSE, 1981). AulBerdem bewirkt nach UCHMA (1990) der, durch den

circadianen Rhythmus der Glykogenspeicherung hgerafene, erstmals bereits vor mehr
als 50 Jahren an Kaninchenhepatozyten beobachteterhalb von 24 Stunden stark
schwankende Glykogengehalt der Leberzellen, derem#r korrespondierenden Rhythmik
der Aktivitat der Enzyme des Glykogenstoffwechsetrbunden ist, einen circadianen
Gestaltswandel der Hepatozyten: Mit fortschreiten@éykogeneinlagerung kommt es zu
einer zunehmenden Verdrangung der Zellorganelleshesondere der Mitochondrien, aus
den zentralen Bereichen der Zelle in Richtung Nusklend Zellpole (RIEDE & SASSE,

1981). Die mit Ausnahme der arteriellen Tunicanmai schwach positive Reaktion des
hepatischen Bindegewebes, die auch nach Amylaseivaridllung erhalten bleibt, ist nach
ROMEIS (2010b) auf Proteoglykane und Glykoproteiire den Seitenketten der

Bindegewebsmoleklle zurtckzufiihren. Aus dem Verplemit dem Farbeverhalten des
Bindegewebes bei der Behandlung mit Alcianblau 88X pH 2,5 geht ein identisches
Reaktionsmuster hervor, was fir ein Vorkommen vgulraxylgruppen in den Seitenketten
der Bindegewebsmolekile spricht (ROMEIS, 2010b).dizaFarbintensitét in beiden Fallen
auf ein sehr geringes MalR beschrankt bleibt, diirti#erdings nur sehr wenige dieser
Gruppen vorhanden sein. Lediglich die Tunica intidex Arterien schlie3t aufgrund der
hoheren Dichte der Bindegewebsfasern (HEES, 20fi6a)hdhere Zahl an Hydroxylgruppen

ein und farbt sich somit auch intensiver an.

2. Immunhistochemie

Bei der Diskussion der Ergebnisse der immunhistodcbehen Nachweise ist festzustellen,
dass Zytokeratin 5 in den Epithelien der Rindenab®rhaupt nicht und die Zytokeratine 8,
14, 18 und 19 nur in denjenigen der Gallengangeuforden sind. Bei Maus und Ratte
verhalten sich im Gegensatz dazu, neben den Galgsgpithelzellen, zusatzlich die
Hepatozyten zumindest CK 8- und 18-positiv (FICKE&Tal., 2009) bzw. CK 8-, 18- und
19-positiv (NISHIKAWA et al., 1996), was letztliathaftr spricht, dass das Zytoskelett der
Hepatozyten im Speziesvergleich moéglicherweise méividueller als das der Epithelzellen
gestaltet ist. Beim Gallengangsepithel handelt iee sm ein, mit einigen Ausnahmen,
prinzipiell einschichtiges, isoprismatisches EpitfelEES, 2006b), das bei den grof3en

Gallengangen jedoch in Abhangigkeit von der Topphi® des jeweiligen Gangabschnitts
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morphologische Variationen aufweist. So erscheidenEpithelien der peripheren Ductus
interlobulares biliferi wesentlich weniger dicht durkompakt, als die der zentralen. Die
Ursache hierfir ist folgender Umstand: Die perighegrof3en Gallengange werden aufgrund
ihrer Randlage in den Areae interlobulares bzweihalb der schmalen interlobularen Septen
von so wenig geflechtartigem straffen Bindegewelas, tiblicherweise der Stabilisierung und
Festigung des Organparenchyms dient (HEES, 20G6gghen, dass die Dampfung der, von
den benachbarten Leberzellplatten auf die Gallegglmande ausgehenden Druckkréafte,
durch den GallefluR notwendig ist, um die Gangaelergte aufrechterhalten zu kénnen.
Nach dem postmortalen Erléschen des Galleflussesmitoes daher zu einer so starken
Kompression der Gangquerschnitte, dass diese &otlgj oder teilweise kollabieren und ihre
Epithelzellen auseinander gedrangt und sogar vakiwerden. Im Gegensatz dazu sind die
zentralen Ductus interlobulares biliferi aufgrurier zentrumsnahen Platzierung von einer
schitzenden und zugleich stabilisierenden Bindefssahicht umhillt und besitzen auch
post mortem, (wie auch die kleinen Gallengéange, tudiliferi,) noch ein intaktes

einschichtiges, kubisches Epithel.

Nachdem sich von den, innerhalb des Leberlappchgetegenen Teilen des
Gallengangsystems, die zentralen Ductuli bilifési @imé&r nur CK 8- und die peripheren als
nur CK 14-positiv erwiesen haben, ist davon auszegge dass sich das Zytoskelett der
zentralen und peripheren Ductuli biliferi in ihrBusammensetzung deutlich unterscheiden
und im Wesentlichen nur ein bestimmtes, fur sieralktaristisches Keratinfilament (CK 8
bzw. 14) enthalten. Das intralobulare Gallengangiesy lasst somit eine klare Gliederung in
einen zentral gelegenen, CK 8-positiven und einetipper lokalisierten, CK 14 positiven
Teil erkennen. Das Lappchenparenchym selbst istWasentlichen frei von kleinen,
intralobuldren Gallengangen. Im extralobularen Alpéit des Gallengangsystems setzt sich
die Beteiligung von primér nur einem, charaktesitien Keratinfilament am Aufbau des
Zytoskeletts der Gallengangsepithelzellen zunattrst Die zahlreichen, kleinsten Ductus
interlobulares biliferi, die unmittelbar entlangrdérenze zu den Lobuli hepatici aufgereiht
sind, verhalten sich CK 18-positiv. Sie dienen Bisdeglied zwischen dem intra- und
extralobuldaren Teil des Gallengangssystems, indem die, aus dem Lappchen
heranziehenden Ductuli biliferi aufnehmen und sih den stark CK 18-positiven, im
Vergleich zu den sich anschlieRenden SegmenterGddsngangssystems etwas kleineren
Ductus interlobulares biliferi vereinigen (LIEBICF010b). Die, im Gegensatz zu diesen
Verbindungs- und Sammelgéngen mit einem Durchmesseb0 pum geringgradig groReren,

zentralen und peripheren Ductus interlobulare$ebilreagieren sowohl beim CK 8-, 14-, 18-
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als auch CK 19-Nachweis positiv, was anzeigt, dsish die Zusammensetzung des
Zytoskeletts der Epithelzellen im Zuge des, mit d&mahme der Gangdurchmesser
einhergehenden Ubergangs vom iso- zum hochpristhatisEpithel (HEES, 2006b) erneut
wandelt. Welches der Zytokeratine jeweils das viggté Intermediarfilament in den
Epithelien der soeben beschriebenen Abschnitte Glkenganssystems darstellt, steht in
gewissem Zusammenhang mit dessen embryologischetwidklung, die neben
Wachstumsfaktoren auch von den Zytokeratinen blesstf wird (THORGEIRSSON &
GRISHAM, 2006). So dominiert gerade CK 8, das wabreder frihembryonalen
Entwicklung als eines der ersten Zytokeratine insehichtigen Epithelien in Erscheinung tritt
(WENDL, 2012), in den als Ursprung des lichtmikrogisch sichtbaren Teils des
Gallengangssystems fungierenden, zentralen Duatiféri. Die Annahme, dass die zentralen
Ductuli biliferi tatsachlich den lichtmikroskopisctvahrnehmbaren Anfangsabschnitt des
Gallengangssystems darstellen, wird durch folgenday FAUSTO (2004) gemachte
Feststellung bekraftigt: Die Gallengangsepitheézellleiten sich embryologisch von
Hepatoblasten, die unmittelbar neben den Venenvierd lokalisiert sind ab. Diese
Hepatoblasten dienen ab dem Tag 14 (Maus) bezisinaige 15 (Ratte) als Ausgangspunkt
fur die Entstehung von primitiven intrahepatiscHauctuli, die eine Verbindung zwischen
Leberparenchym und den sich spater entwickelndéfliegen Segmenten herstellen. Diese
primitiven Ductuli entsprechen in der adulten Leden Heringkanélchen sowie den, aus ihrer
Vereinigung hervorgegangenen Anfangsabschnitten dsgif3eren, lichtmikroskopisch
sichtbaren, zentralen Ductuli biliferi. CK 18, ebdls eines der ersten Zytokeratine
einschichtiger Epithelien (WENDL, 2012), das mit GKHeterodimere bildet (WENDL,
2012), ersetzt dieses in den, die Verbindung zwisckdem intra- und extralobularen
Abschnitten des Gallengangssystems herstellendelB(CH, 2010b), kleinen bis
durchschnittlich groRen Ductus interlobulares éili{50-80 um) zum grof3en Teil und deutet
dadurch an, dass sich die Epithelzellen der Dugagentber denen der Ductuli zu einem
gewissen Grad weiterentwickelt haben. Das Uberwiegen CK 19 als sekundarem
Zytokeratin einschichtiger Epithelien (WENDL, 2012ynd anerkanntem Marker
ausdifferenzierter Gallengangsepithelzellen aduledgvornager (NISHIKAWA et al., 1996),
in den Ductus interlobulares biliferi besondersf3o Durchmessers (100-160 pum) deutet an,
dass die zuletzt entstehenden Abschnitte des @alfgssystems die am weitesten
entwickelten sind und das am weitesten ausdiffeeetez Epithel besitzen. CK 14 ist
normalerweise nur in den Basalzellen mehrschichtig@thelien am Bau des Zytoskeletts
beteiligt (WENDL, 2012), wobei der Grad der Expressunmittelbar mit der Pluripotenz der

Zellen korreliert (WENDL, 2012). Bei den wenigendaren Zelltypen, in denen sonst noch
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CK 14 nachgewiesen werden konnte, handelt es sishahmslos um Arten mit mindestens
bipotentem Potential: So sind auch die Hepatohtasten denen sich embryologisch sowohl
die Hepatozyten als auch die Gallengangsepithelzalbleiten, CK 14-positiv (MITAKA et
al., 1999). Ferner enthalten nach NISHIKAWA et(4P96); MITAKA et al. (1999) auch die
im Rahmen von schweren Leberverletzungen und Tumi@astasierungen auftretenden, den
Gallengangsepithelzellen hinsichtlich Phanotyp uRtbteinexpression stark &hnelnden
Ovalzellen, die sich ebenfalls bipotent in Gallamggepithelzellen und Hepatozyten
differenzieren kénnen, CK 14. Nicht zuletzt verfiidaut MITAKA et al. (1999) auch die
Gallengangsepithelzellen adulter Nagetiere, didhnlaer Transplantation in andere Lebern,
in die Leberzellplatten integriert werden und sichHepatozyten umwandeln, Uber CK 14.
Daher deutet die CK 14-Expression durch die bovi@altengangsepithelzellen an, dass auch
diese bipotentes Potenzial besitzen. Die Tatsadhss die Epithelzellen der peripheren
Ductuli biliferi am starksten CK 14-positiv reageer, bekraftigt aufgrund dessen, dass die
Ovalzellen nach FAUSTO (2004) ebenfalls mit groR&fahrscheinlichkeit in der
Lappchenperipherie am Ubergang vom Leberparenchylen Heringkanalchen respektive
periphere  Ductuli  biliferi  liegen sollen, die Zugelgkeit der bovinen
Gallengangsepithelzellen zur Gruppe der Zellenligbtentem Charakter. Die Lokalisation
bipotenter Zellen an dieser Stelle des Lebergewétiesnter Berticksichtigung folgenden
Zusammenhangs in funktioneller Hinsicht durchadms seanvoll: Der Ersatz untergegangener
Hepatozyten erfolgt, unabhangig von der Ursachesihrferlusts, normalerweise durch die
Replikation noch im Gewebe vorhandener, intaktepdtezyten (FAUSTO, 2004), wobei
sich die unter physiologischen Bedingungen ruhendéepatozyten bei schweren
Verletzungen oder nach Hepatektomie bis zu 70 melizieren konnen (FAUSTO, 2004).
Somit ist prinzipiell weder bei der Regeneratiorcin@er Reparation das Mitwirken einer
anderen Zellart notwendig. Die Ovalzellen kommest €lann zum Einsatz, wenn sich die
Replikation der Leberzellen im Rahmen chronischekrahkungen (Leberzirrhose) oder
wiederholter Verletzungen aufgrund von Telomervezkilg verzogert oder ganzlich
blockiert ist (FAUSTO, 2004). Die Ovalzellen tramshieren sich zu den nicht vollstandig
differenzierten ,Small Hepatocytes®, auch ,Smallpdéocytes Precursor Cells”, (FAUSTO,
2004), die ausgehend von der Peripherie der Ldtmpatici entlang der Laminae hepatici in
Richtung Lappchenzentrum wandern (GRISHAM, 19944 wufgrund des mit dieser
Migration einhergehenden Funktionswandels sowohlippgal als auch zentrolobular
untergegangene Hepatozyten ersetzen (GRISHAM, 19®9¢ enge Beziehung der
Gallengangsepithelzellen zu Zellen mit bipotentesteRtial wird nach FAUSTO (2004) nicht
zuletzt auch dadurch unterstrichen, dass sich im dgebiet um die Heringkanalchen
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beziehungsweise die Anfangsabschnitte der Ductilifieto neben den Ovalzellen auch
Zwischenformen, die sogenannten ,Intrahepatic Dact8tem Cells* befinden, die als eine
Art Vorlaufer der sich dreidimensional, in Form vdedngen anordnenden Ovalzellen

fungieren.

Im Gegensatz zu den sich lediglich auf das Galleggapithel beschrankenden
Zytokeratinen, tritt Vimentin in zahlreichen Strukén der Rinderleber mit tberwiegend
deutlich bis stark positiver Reaktion in Erscheiguwas damit zu erklaren ist, dass dieses
Zytoskelettprotein als klassischer Bestandteil ddsazellularen Geristwerks samtlicher
Zellen mesenchymalen Ursprungs (LIEBICH, 2010a)haurc den Bindegewebszellen mit
ihrer weiten Verbreitung tUber nahezu alle Kompagtibe des Organs enthalten ist. Dartber
hinaus stellt es zudem noch einen Baustein desskgtetts der arteriellen, venésen und
sinusoidalen Endothelzellen (LIEBICH, 2010a) dar.ie DBeobachtung, dass der
Vimentinnachweis am Endothel der Venen wesentlatiwsicher als an dem der Arterien und
Sinusoide ausfallt, geht hervor, dass die endatleeliAuskleidung der verschiedenen
Blutgefal3typen keinesfalls identisch ist, sonderhebliche Unterschiede aufweist. Die
Vimentin &rmeren Endothelzellen der Venen sind gghevesentlich zarter als die stark
vimentinhaltigen der Arterien und die vergleichsseeiriesigen Sinusoidendothelzellen
prasentieren sich mit (HEES, 2006b) ihren kraftjgeait verzweigten Auslaufern als Zellen
mit morphologisch ganz eigenstandigem Erscheinultgsbb und in welchem Ausmald an
der stark positiven Reaktion der Sinusoidwande mabesen kraftigen Endothelzellen und
den, die Sinusoidraume umspannenden, retikulareserkra(HEES, 2006b), auch die
Basalmembran, die nach der Meinung vieler Autoneig beispielsweise auch WOOD
(1963), SCHLEICHER (1968), GRUBB und JONES (19T@EMELL und HEATH (1972),
SAUER (1980) und WELSCH (2011) beim Rind, wie aw#m Gbrigen Paarhufern, im
Vergleich zu allen anderen Wirbeltieren nicht distkauierlich, sondern kontinuierlich sein
soll, daran beteiligt ist, bleibt unter den lichkmoskopischen Bedingungen offen. Die
erhebliche Breite der positiv gefarbten Kapillardé@nschliel3t eine Beteiligung zumindest
nicht ganz aus und spricht, falls diese Annahmeeffen sollte, auch eher fir die Kontinuitat
der Basalmembran. In der arteriellen Intima ist,Gmegensatz zu den Kapillarwanden, schon
makroskopisch ersichtlich, dass sie nicht alleincdudie Endothelzellen, sondern vor allem
auch durch die dicht gedrangten Bindegewebsfased Ribroblasten (HEES, 2006a) zu
einem der Vimentin reichsten Komponenten des Labwees gemacht wird. Auch beim
zweiten, stark vimentinhaltigen Element, der Birelegbsschicht der Ductus interlobulares

biliferi, sind die zahlreichen Fasern besonderktdaneinandergelagert (HEES, 2006a).
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3. Glykohistochemie

Das Bindungsverhalten der Lektine soll zur Wahrdeg Uberblicks zunachst vergleichend

zwischen den Vertretern derselben Gruppe diskutiertien.

Bei den Glukose und Mannose-spezifischen Lektin@mn zwischen Con A mit seiner
schwerpunktméaliiigen Affinitat zum Zytoplasma der &tepyten und
Gallengangsepithelzellen einerseits und LCA und RS ihrer ausschlielich auf die
Bindegewebskomponenten der Leber sowie das Simerstbidhel beschrankten
Anheftungsneigung andererseits, unterschieden werdachdem LCA in erster Linie an
Mannosereste von Oligosacchariden, die an ihrenmcBidglucosaminkern ein Fukoserest in
a-2,6-glykosidischer Bindung aufweisen, bindet (RQTED11) und die Reaktion des
hepatischen Bindegewebes mit LCA wesentlich stagkesfallt als zwischen diesem und
PSA, ist davon auszugehen, dass es sich bei demodatcharidketten der
Bindegewebszellen- und -fasern hauptsachlich umchsol handelt, die am N-
Acetylglucosaminkern tber ein Fukosemolekil mieeinmannosehaltigen Glykan verkntpft
ist. Daneben treten im Bindegewebe in erheblicingerem Umfang Zuckerketten mit PSA
bindenden Glukose- und/oder Mannoseresten auf. Aah A geht nur an den kraftigsten
Abschnitten des Bindegewebes, sprich dort, wo Kudhjdratketten und damit mdgliche
Bindungsstellen generell in héherer Konzentratiamliggen, eine Bindung mit Glukose
und/oder Mannosemolekilen ein. Die Feststellungs diediglich das Endothel der Sinusoide,
nicht aber das der Arterien und Venen mit PSA eagibekraftigt den bereits beim
Vimentinnachweis gewonnenen Befund, dass die alem vendsen und sinusoidalen
Endothelzellen nicht nach einem identischen, sandgnem unterschiedlichen Konzept
aufgebaut sind. So weisen sie nicht nur hinsidhtlibres Vimentingehalts und ihrer
Morphologie, sondern auch im Bezug des Gehalts Zuckerstrukturen Differenzen auf:
Offensichtlich sind nur die Kohlenhydratstrukturetes Sinusoidendothels, nicht aber
dasjenige der Arterien und Venen im Besitz von Zuk&tten, deren N-
Acetylglucosaminkern tber ein Fukosemolekll in ak2h6 glykosidischer Bindung ein
Mannose haltiges Glycan tragt (LCA-positiv, (ROT2D11)), sowie zuséatzlich noch von
Glukose und/oder Mannosemolekilen, die von PSA mdan werden kénnen. Nachdem Con
A nur mit dem Zytoplasma der Hepatozyten und Ggbegsepithelzellen, aber sonst keiner
anderen der, in der Rinderleber vorkommenden Zelareagiert, scheint das Zytoplasma
dieser beiden Zelltypen besonders viele Glykopneteginzuschliel3en, was nicht weiter
verwunderlich ist, wenn man bedenkt, dass die Hey#tn der Hauptsyntheseort der meisten
Proteine sind (SANDEMANN & FUHRMANN, 2009) und di&allengangsepithelzellen



V Diskussion 88

saure Mucopolysaccharide sezernieren (siehe Digkukenventionelle Lichtmikroskopie).

Die Beobachtung, dass von den getesteten, Galagpesafischen Lektinen PNA,
RCA,VAA, SBA und SNA lediglich VAA dazu in der Lagsst, eine positive Reaktion
auszuldsen, die noch dazu nur das Arterienend{deeitlich VAA-positiv) und in geringem
Umfang noch das Venenendothel (schwach VAA-pos#ivasst, einzugehen, impliziert ein
aul3erst geringes Vorkommen von Galaktose-haltiggrka@en im Lebergewebe. Ferner
scheint es eine charakteristische Eigenschaft dpatischen Arterien und Venen zu sein,
Glykane mit Galaktosemolekllen zu tragen. Die Galsmolekile kdnnten Bestandteil von
Proteoglykanen sein, da die, fir Endothelzellensthen Zelloberflachenproteoglykane, die
erste Familie der Syndecane (BUDDECKE, 2009), nap&tan Sulfat, dessen sich vielfach
repetierende Disaccharideinheiten neben N-Acetilggdamin  Galaktose einschliel3en
(BUDDECKE, 2009), ausgestattet sind.

WGA und WGAs binden an Tetrasaccharide mit N-Aggtidosaminmolekilen (ROTH,
2011). Aus den Reaktionsmustern der beiden Lektngibt sich daher ein relativ
umfangreiches, Vorkommen von N-Acetylglucosamin den Bindegewebssepten des
Interstitiums, dem Plasmalemm und dem Golgi-AppdeatHepatozyten sowie dem Arterien-
, Sinusoid und in geringem Umfang auch dem Veneottetl vor allem aber dem
hochprismatischen Gallengangsepithel an. Das \tiggd Vorkommen von N-
Acetylglukosamin in der Leber ist angesichts dessainezu ubiquitdren Auftretens in der
Natur (RUDIGER & GABIUS, 2009) nicht uberraschenBie N-Acetylglucosamin
einschlieBenden Strukturen des Lebergewebes schaedimee relativ hohe Basizitat zu
besitzen, da ihre Reaktion mit WGA in nahezu alfélilen mit einer um ein bis zwei Stufen
hoheren Intensitat als mit WGAs ausfallt und derelsktrische Punkt von WGA deutlich
weiter im Basischen liegt als der von WGAs (ROTEL2R). Trotz der weiten, unselektiven
Verbreitung von N-Acetylglykosaminglykanen ermégtidVGA in Kombination mit WGAs
eine weitere Vertiefung der Charakterisierung daddthelien: Arterielle und sinusoidale
Endothelzellen verfigen zwar beide (ber eine gewissMlenge an N-
Acetylglucosaminglykanen (beide deutlich WGA-pagitiaber die sinusoidalen sind deutlich
basischer (WGAs-negativ) als die arteriellen (WGQ¥sitiv). Demgegeniber zeichnet sich
das nur in ungeféahr einem Drittel aller Falle scblwvaWGA-positiv reagierende
Venenendothel als kaum N-Acetylglucosaminhaltig. &&ss Fehlen von Fluoreszenz bei ca.
70% der Venen unabhangig von Groéf3e und Lokalis&imte darauf zurtckzufiihren sein,
dass diese noch mit Blutresten, die die Interakzenschen Zuckerketten und Lektinen
behindern, gefillt sind. Die Beobachtung, dass Epishel der Gallengdnge umso starker
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WGA-positiv reagiert, je grof3er die Ductus und daumso zylindrischer die Epithelzellen
sind (HEES, 2006b), impliziert, dass deren Zuckieke beim Ubergang vom iso- zum
hochprismatischen Epithel einen Wandel in der Zusansetzung ihrer Zuckerketten
erfahren und daran unter anderem auch der Einbaumehr N-Acetylglucosaminglykanen

beteiligt ist.

Nachdem von den untersuchten N-Acetylgalaktosapé@zifischen Lektinen GSL-1, DBA,
SBA, SJA und SNA nur GSL-1 eine Bindung, die allegs nur auf das Arterienendothel
beschréankt ist, zeigt, ist davon auszugehen, dadsedtylgalaktosamin in noch geringerem
Umfang als Galaktose in der Leber verbreitet iseér Besitz von Zuckerketten mit N-
Acetylgalaktosamin ist als ein sehr spezifischesrkivb@l der arteriellen Endothelzellen

anzusehen.

Anhand des Reaktionsmusters der spezifisch an €dgaharide bindenden Lektine PHA-E
und L kann die Typisierung sowohl der Endothelida auch des Gallengangsepithels
fortgesetzt werden: Wiederholt erweisen sich dieldinelien der Arterien und Sinusoide
gegeniber denjenigen der Venen als wesentlich esgirkirager von Kohlenhydratketten.
Trotz dieser Gemeinsamkeit bewahren beide Strukfudadurch dass, das Arterienendothel
wesentlich mehr PHA-L als PHA-E spezifische Oligadaaride (deutlich starker PHA-L als

PHA-E positiv), das Sinusoidendothel hingegen 'dAHE spezifische Oligosaccharide (nur
PHA-E positiv) besitzt, ihren eigenstandigen CheeakAm Gallengangsepithel wird erneut
die, mit dem Ubergang vom iso- zum hochprismatiscBpithel einhergehende, durch den
Einbau weiterer Kohlenhydratmolekile - in diesenll Edigosaccharide- gekennzeichnete,
Weiterdifferenzierung der Glykokalix nachvollziemba Ein.typisches Merkmal der

Lymphozyten, das sie mit keiner anderen der inRiaderleber auftretenden Zellarten teilen,
ist das umfangreiche Vorkommen von, fur PHA-L speahen Oligosacchariden in den

Glykanen insbesondere der zytoplasmatischen Graf@aauch dem Zytoplasma selbst.

Abschliel3end stellen sich die Endothelzellen, Wena der Arterien und Sinusoide als die
Trager der meisten, verschiedenartig gestaltetgka@e dar. Einen wesentlichen Beitrag zu
diesem umfangreichen Spektrum durften sowohl dig, die Endothelzellen typischen
Zelloberflachenproteoglykane, die erste Familie 8gndecane (BUDDECKE, 2009), als
auch die, in der Basalmembran befindlichen Protd@gle leisten: Die Syndecane schlie3en
in ihren Heparan Sulfaten neben den repetierendeAcdtylglukosamin-Galaktose-

Dissacharideinheiten N-Acetylgalaktosamin, Mannosgpse und acetylierte Glukose ein
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(BUDDECKE, 2009). Perlecan, das wichtigste Protgoayh der Basalmembran, verflgt an
seiner ersten Domane Uber drei Bindungssteller&jparan-Sulfate, und an den Ubrigen vier
Doménen uber 38 weitere, mogliche Bindungsstellierisiykosaminoglykane (BUDDECKE,
2009). Die umfangreiche Ausstattung der Endothigzeainit Glykanen lasst sich mit Blick
auf Funktion und Aufgaben dieser Zellen durch mehré&Jrsachen erklaren: Die
Endothelzellen sind, neben den glatten Muskelzelidie wichtigsten Produzenten von
Glykosaminglykanen und anderen Bindegewebskompenentder Basalmembran
(MARAGOUDAKIS, 1989). Besonders deutlich geht diemus einer Studie von
SRIKRISHNA et al. (2001), die aus Endothelzell-Kuén, die urspringlich von einerseits
bovinen und andererseits humanen Aorten stammtenanger sehr ahnliche,
heparinsulfathaltige Proteoglykane unterschiedlichénge und Dichte isolierten, wobei
kleinere Proteoglykane hoherer Dichte in der Zebldtt verblieben und fur den Kontakt
zwischen den Zellen sorgten, wahrend umfangreicheiedrigerer Dichte in die, einer
Basalmembran gleichenden Matrix unterhalb der Zeitht sezerniert wurden und der
Aufrechterhaltung und Stabilitdtt des Gewebeverbsandigenten. Zudem konnten sie
beobachten, dass eine morphologische Verdnderung Hiwlothelzellen mit einer
Veranderung der Proteoglykansynthese, hin zu gjeengeren Zahl grofRer, aber dafir einer
hoheren an kleinen Proteoglykanen einherging, wagnvagung ziehen lasst, dass die
phanotypische Erscheinung der Endothelzellen awisye Weise durch die Proteoglykane
gesteuert wird. Fur die Adhasion zwischen den Beflergen unter anderem auch sulfatierte
Proteoglykane mit Affinitat zu Pecam-1-Rezeptor€NES et al., 1998). Wie CINES et al.
(1998) detailliert ausfuhren, sind die Endothelelaulerdem in erheblichem Ausmald an
physiologischen und pathologischen Koagulations} Antikoagulationsprozessen beteiligt:
Zu diesem Zweck verfigen die Endothelzellen untetesem lber mehrere verschiedene
Rezeptoren fur Fibrin und Fibrinspaltprodukte, wudes sich laut CINES et al. (1998) neben
einer Gewebstransglutaminase und ein@f; —Integrin auch ein 130-kDa-Glykoprotein
befindet. In Zellkultur sind Endothelzellen dartilbémaus noch mit dem Glykoprotein GRIb
ausgestattet. Generell sind auf der Oberflache deterienendothels weit mehr
Fibrinanlagerungen und -spaltprodukte anzutrefferaaf dem vendsen CINES et al. (1998),
was fir eine hohere Rezeptordichte auf dem Arteridothel spricht. Das damit
einhergehende, deutlich ausgeprégtere Vorkommeh amc Glykoproteinen erklart die im
Vergleich zum Venenendothel wesentlich hohere bbktidungsbereitschaft des
Arterienendothels. Nach SRIKRISHNA et al. (2001} die Erkennung, der auf der
Oberflache von Endothelzellen sitzenden Glykanell@elektine, Integrine, Galektine und

andere Lektine auflerdem eine marginale Voraussgtziim die Aktivierung von
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Gedéachtniszellen durch Antigenprasentation sowie Rekrutierung von Leukozyten im
Rahmen von Prozessen der Immunologie und des HEhingsgeschehens. So st
beispielsweise fur die Extravasation aktiviertesutmophiler Granulozyten die Anwesendheit
carboxilierter N-Glykane auf der Endothelzellobé&ctie notwendig. Die im Rahmen von
Regenerations- und Reparationsprozessen ablaufémigogenese stellt aufgrund der
folgenden, von CINES et al. (1998) ausgeflhrten adusenhdnge ein weiteres,
pathophysiologisches Phanomen dar, an dem die @dyki@r Endothelzellen entscheidend
mitwirken. Dabei spielt insbesondere die Wechséwig zwischen den Zellen und der
extrazellularen Matrix eine Rolle. Vermittelt widlese durch die Bindung von Proteinen,
insbesondere Integrinen, an, auf bestimmten Pasiioder Zelloberflache sitzenden
Proteoglykanen, wodurch die Organisation des Zyletts so manipuliert wird, dass zum
einen die Eigenbeweglichkeit der Zelle geférded uom anderen die Stabilitat des Gewebes
erhoht wird. Dartber hinaus kommt es durch dier&kion zwischen Rezeptor und Ligand
zur Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaddie entweder die Replikation der Zellen
oder aber den programmierten Zelltod nach sicherieba an diesem Geschehen nicht nur
ein einziges, sondern eine Vielzahl verschiedemeegtine beteiligt sind, ist auch eine

ausreichende Menge different gestalteter Glykass@zifische Liganden erforderlich.

Die Beobachtung, dass sich auch die Reaktionsmulgerim Vergleich zu den Venen
wesentlich reaktiveren Arterien und Sinusoide stieeiden, dient als Indikator dafir, dass
diesen beiden Abschnitte des Gefal3systems jewaischiedene Aufgaben bevorzugt
wahrnehmen. Beispielsweise finden sich nur auf @&erfliche des Arterienendothels
Glykane die als Liganden fiur HDL, LDL und VLDL (SIANESCU & SIMIONESCU,
1989) wirken, wahrend Ovalbumin in erster Linie mom Sinusoidendothel (CINES et al.,
1998) absorbiert wird. Ferner zeigen die Sinusaldémelzellen insbesondere im Rahmen des
Fettstoffwechsels eine starke, Rezeptor-vermittBielozytoseaktivitat (HORIUCHI et al.,
1988)Daruber hinaus weisen CINES et al. (1998)Bhak auf Wachstumsgeschwindigkeit,
Kapillarbettbildung, Ausstattung mit Lymphozytergpioren und andere Eigenschaften auf
die generelle Verschiedenartigkeit der Endothedretder Mikro- und Makrozirkulation hin.
Aul3erdem ist ihrer Meinung nach eine allgemeineskbgfenitat der Endothelzellen, die sich
neben Unterschieden bei der Proteinexpression anmd@ehalt intrazellularer Enzyme, auch
in solchen der phanotypischen Erscheinung der Betftiiche ausdrickt, zu berticksichtigen.
Zudem bestehen diese Unterschiede ihrer Beobachtarignicht nur zwischen den Gefal3en
in den verschiedenen Organen und Geweben dessBligamismus, sondern auch zwischen

den verschiedenen Gefal3arten im selben Organ oelgelée und sogar noch zwischen den
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einzelnen Abschnitten desselben Gefal3typs im sellygan. Beispielsweise besitzen in der
Leber des Menschen die Sinusoide der periportatare 2ecam-1- und CD 34-Rezeptoren,
die der zentrolobuldaren nicht (CINES et al.,, 199Bin weiteres Beispiel dafir, dass die
einzelnen GefalRarten aufgrund der, zwischen ihmenBezug auf die Gestaltung der
Endotheloberflache bestehenden Differenzen untedlath gut fur die Erfullung
verschiedener Funktionen eignen, liefert folgendeolichtung: Das Arterienendothel
ermoglicht hauptsachlich den Thrombozyten mit ihAdfinitat zu Bereichen mit grol3en
Scherkréaften die Anheftung (CINES et al., 1998)hread das Venenendothel, insbesondere
der postkapillaren Gefalle, vor allem der AnlagerdeglLeukozyten mit ihrer Praferenz flr
Abschnitte mit niedrigen Scherkraften (CINES et B998) dient.

Neben den Endothelzellen verfigen auch die Heptdozyiber eine Vielzahl von
Glykoproteinen mit einem relativ breiten Spektrum wgerschiedenartig konfigurierten
Glykanen, wobei diese nicht nur Bestandteil derk@kalix sind, sondern sich auch in den
Golgi-Apparaten und Con A-positive Zuckerreste tarithinaus in grol3en Mengen frei im
Zytoplasma finden. Die Glykokalix sorgt nach deminBp der Liganden-Rezeptor-
vermittelten Erkennung (GABIUS & GABIUS, 1992) fiie Bindung von Nahrstoffen,
Wachstumsfaktoren, Mediatoren, Hormonen und andererBlut zirkulierenden Stoffen
(KOLLER, 1994), die nach ihrer Aufnahme als Sulistder Regulator fir die zahlreichen im
Hepatozyten ablaufenden Stoffwechselprozesse didnerGolgi-Apparat, als den fur die
Glykolisierung von Glykoproteinen und -lipiden sewilysosomalen Enzymen und
Proteoglykanen verantwortlichem Zellorganell (BERI&l., 2007e), sammeln sich die bereits
einige Kohlenhydratstrukturen tragenden Vorlaufer doeben genannten Makromolekile
(SOROKA & GIST FARQUHAR, 1991(SOROKA & GIST FARQUHA 1991) an. Im
Zuge der posttranslationalen Modifikation werdem wten bereits bestehenden Seitenketten
Zuckerreste abgespalten und dafir andere angeliBRRG et al., 2007e). Die mit der
Anhaufung der Makromolekilvorlaufer sowie der voeseén abgespaltenen beziehungsweise
an diese neu angehangten Kohlenhydratstrukturemerahende, hohe Konzentration von
Glykanen in den Golgi-Apparaten fuhrt dazu, daseseli von allen Organellen des
Hepatozyten die héchste Lektinbindungsbereitschaftveisen. Die Glykane ermdglichen
durch Rezeptor-Liganden-vermittelte Erkennung undchgeschaltete Signalkaskaden
(GABIUS & GABIUS, 1992), dass die Glykoproteine, y&blipide, Proteoglykane und
lysosomalen Enzyme ihren endgiltigen intra- odechaextrazellular gelegenen Zielort
erreichen (BERG et al.,, 2007e). Die Glykane, die lpgosomalen Enzymen sowie zum

Export  vorgesehenen  Proteoglykanen,  Glykoproteineand  —lipiden  diese
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»Adressfunktion“(BERG et al., 2007e) Uubernehmerhlis@en viele Mannosemolekiile ein.
Da Con A mit hoher Affinitdit an Uber Asparaginsawebundene Oligosaccharide, die
zahlreiche Mannosemolekile entweder in Form zweigntennen, oder eines
Hybridkomplexes tragen, bindet (NAKAGAWA et al.,@), dirfte es sich bei den in grof3en
Mengen frei im Zytoplasma liegenden, mit stark CAspositiven Glykanen besetzten
Makromolekilen neben lysosomalen Enzymen dberweggerm den zum Export
vorgesehenen Teil der vom Hepatozyten synthetsie@lykoproteine und -lipide sowie
Proteoglykane handeln. NAKAGAWA et al. (2006) auf3dartber hinaus die Vermutung,
dass die Glykane in polaren Zellen, wie den Hepagozauch eine gewisse Signalfunktion
dafir haben, ob die Glykoproteine Uber die apikdlembran in die Galle, oder Uber die
basolaterale ins Blut sezerniert werden sollerbdsteht, laut NAKAGAWA et al. (2006) der
Verdacht, dass fur die Ausschleusung uber die &pikeembran N-Glykane verantwortlich
sind, da sie beobachten konnten, dass diverse @igtene nach dem Verlust der N-Glykane
nicht mehr, oder nur in wesentlich geringerem Urgfan der Galle erscheinen, wahrend die
Ubertragung von N-Glykanen auf Glykoproteine zuedeAnreicherung in der Galle fiihrt.
Zudem konnte festgestellt werden, dass ein undettes§slykoprotein sowohl im Serum, als
auch in der Galle auftritt, wobei jedoch die N-Gdyle der, in der Galle zirkulierenden
Glykoproteine gegenlber denjenigen im Serum, ddutinders glykolisiert sind. So sind die
N-Glykane des in der humanen Galle enthaltenen rditrppsins, al-Sauren Glykoproteins
und des Haptoglobins wesentlich starker als die,imelas Serum sezernierten, glykolisiert
(NAKAGAWA et al., 2006). Diese Beobachtung legt aallass die Fukosylierung der N-
Glykane als Signal fur den Export des Glykoprotamglie Galle wirkt. Das Vorkommen
derartiger, fukosylierter N-Glykane auch auf den, der Galle des Rindes enthaltenen
Glykoproteinen ist nicht auszuschliel3en, da die dnen N-Glykane trotz Fukosylierung
genauso wie die bovinen Glykoproteine, UEA negegagieren, dafir aber hohe Affinitat zu
AAL und AOL zeigen (NAKAGAWA et al., 2006), was nelegt, dass die Fukosereste nicht
a-1-2, sonderm-1-3 odera-1-6 glykosidisch gebunden sind (NAKAGAWA et alQdb). Die
Bindungsbereitschaft boviner Glykane fur AAL und A&onnte nicht getestet werden.

Wie bei Hepatozyten sind bei den Gallengangsepigtieh ebenfalls die Glykane nicht nur
als Bestandteil der Glykokalix, sondern auch frai Zytoplasma prasent. Die Glykokalix
durfte wohl wesentlich an der, zu Beginn des Ghfleases erfolgenden Modifikation der
Primar- zur Sekundérgalle (ADLUNG, 1968) beteiliggin: Durch Rezeptor-Liganden-
vermittelte Erkennung (GABIUS & GABIUS, 1992) sdiekt sie in der Primargalle
enthaltene  Stoffe, die  durch passiven Diffusiongkish ~ und  aktive
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Ruckresorptionsmechanismen (ADLUNG, 1968) von demalld@gangsepithelzellen

aufgenommen werden. Die Beobachtung, dass auch imtopAsma der

Gallengangsepithelzellen stark Con A-positive undmid Mannose reiche Glykane
(NAKAGAWA et al.,, 2006) auftreten, legt die Vermuiy nahe, dass auch die
Gallengangsepithelzellen neben lysosomalen Enzymamm Export vorgesehene
Glykoproteine und -lipide sowie Proteoglykane pradeen, die aufgrund der
~Adressfunktion“ ihrer Glykane (BERG et al., 2007#)er die apikale Membran in die Galle
ausgeschleust werden. Da es sich bei diesen Make&iiten nahe liegender Weise um die,
bereits in der Farbung mit Alcianblau 8GX nachgewien, sauren Mucopolysaccharide
handelt, wird die Uberlegung, dass die sauren Molyspccharide von den

Gallengangsepithelzellen produziert und als Gallebegungen sezerniert werden, weiter
bestatigt. Nicht zuletzt produzieren die Gallengsmpithelzellen genauso wie die
Hepatozyten einer bestimmten Gruppe zugehdériggrarivesulfathaltiger Proteoglykane, die
nach ihrer Ausschleusung aus der Zelle als Bestdnder Basalmembran und der
extrazellularen Matrix dienen (SOROKA & GIST FARQWUR, 1991).

4. Elektronenmikroskopie
Hepatozyt

Die Hepatozyten des Rindes erfillen aufgrund ilpa@ggonalen Grundrisses zwar einerseits
die morphologischen Kriterien einer klassischendreblle (WELSCH, 2011), unterscheiden
sich aber andererseits durch ihre in der Regel sséotken von den nur vier Ecken
aufweisenden Zellen der Maus (KOLLER, 1994; JASTRM001), der Ratte (KOLLER,
1994; JASTROW, 2001) und des Menschen (KOLLER, 19®4STROW, 2001). Die
Hepatozyten sehen allerdings oft, innerhalb eindeg;én, nur den Umfang eines Schnitts
umfassenden Bereichs sehr variabel gestaltet aes vird nach COSSEL (1964a) zum einen
durch die, in Abhéangigkeit von der jeweiligen Stadthsellage veranderlichen
Funktionszustande des Hepatozyten, aber zum andwmreim durch die unterschiedlichen
Bedingungen, unter denen das Praparat hergestalitewdas heild3t Art und Zeitpunkt der
Gewebeentnahme, Fixierungsverfahren und Schniteeberursacht. Gegensatz zur Leber des
Menschen, bei der in einem Bezirk, der neun Hep&dozumfasst, in funf der Leberzellen
ein, in einer zwei und in drei kein Kernanschnigbbachtet werden kann (COSSEL, 1964a),
ist beim Rind ausnahmslos in jedem Hepatozyten k@manschnitt zu sehen. Die
uberwiegend glatt verlaufende Kernmembran des ldeptEn zeigt gelegentlich einige,
wellige Einkerbungen, was laut COSSEL (1964a) alssdkuck eines hoch aktivierten
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Funktionszustands des Hepatozyten anzusehen sstinDbovinen Hepatozytenkern haufig
sichtbare Zusammenlagerung des Heterochromatizsveugrof3en, kndulartigen Strukturen
dirfte das morphologische Aquivalent einer Dipleides Kerns sein, da auch KACHI (1994)
an humanen, diploiden Hepatozytenkernen regelméafligy Zusammenballung von

Heterochromatin zu zwei grof3en, durch einen DNAwSir verbundenen, kompakten,
knaulartigen Ansammlungen beobachtete. Die Tatsatdms der perinukledre Raum nur in
einigen Fallen sichtbar wird, soll nach COSSEL d&®6ebenfalls stoffwechselbedingt sein,
wobei eine kraftige Entwicklung auf einen intensivé&toffaustausch zwischen dem
Kanalchensystem des rauen Endoplasmatischen Retikulnd dem perinuklearen Raum
hinweist (COSSEL, 1964a). Nicht zuletzt stellen erelbieterochromatin die Nukleoli einen
konstanten Bestandteil des Hepatozytenkerns dar.ké@men oft, im Gegensatz zum
Menschen nicht nur ein oder zwei (COSSEL, 1964m)dern bis zu vier oder funf Nukleoli

pro Kern beobachtet werden. Hinsichtlich ihrer beugt exzentrischen Lagerung stimmen

sie mit anderen, bisher untersuchten Tierarten TH®W, 2001) Uberein.

Der beim Rind im Vergleich zur Maus (JASTROW, 2Q0Ratte (JASTROW, 2001), Affe
(JASTROW, 2001) und Pferd (KOLLER, 1994), augensdlsh sehr sparliche
Mikrovillibesatz der bovinen Hepatozyten hat veiedene Ursachen: Nicht auszuschlie3en
ist, dass ein Teil der Mikrovilli bei der Herstelly der Praparate fur die
Elektronenmikroskopie zerstdrt worden ist. AuRerdein die Zahl der Mikrovilli vom
funktionellen Zustand des Hepatozyten abhangig EE.S 1964a). Dartber hinaus
schwankt die Dichte des Mikrovillibesatzes innebhalner Leber generell von Bereich zu
Bereich (COSSEL, 1964a). Ferner erschwert die rselten gewundene, schrage oder zum
Plasmalemm direkt parallele Anordnung der MikroiCOSSEL, 1964a) ihren Nachweis.
Die bevorzugte Lage der Mitochondrien entlang diensoidalen Zellmembran sowie in der
unmittelbaren Nachbarschaft des Kerns, wird niahtim Hepatozyten des Rindes, sondern
auch bei den ubrigen, bisher untersuchten Tiergf@DSSEL, 1964a; JASTROW, 2001)
sowie beim Menschen (COSSEL, 1964a; JASTROW, 26@tpachtet. Sie lasst sich damit
erklaren, dass sich die Mitochondrien als Energiépzenten der Zelle (BERG et al., 2007b)
bevorzugt in den Arealen anordnen, die wie der Buklund die, nahezu den gesamten
Stoffaustausch organisierende, sinusoidale Zonfgyund ihrer hohen Stoffwechselaktivitat
einen besonders gro3en Energiebedarf haben (SINQGAAQJ06). Die variable Grof3e und
Form der Mitochondrien wird ebenfalls nicht blofBinlbeRind, sondern generell bei den
Hepatozyten aller Sdugetiere festgestellt (COSSBb4a). Die Begrindung fur diese sehr
variable Gestaltung besteht zum einen darin, dass Mitochondrien verschiedene,
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morphologisch  differente  Aktivitatszustande einnehm konnen, wobei eine
Aktivitatssteigerung mit einer GréRenzunahme eigebt (COSSEL, 1964a) und zum
anderen darin, dass die Mitochondrien in untersiticieer Hohe von der Schnittebene
getroffen werden (COSSEL, 1964a). Wie bei den Hepaen anderer Spezies (JASTROW,
2001), erscheinen die Mitochondrien der bovinenatiepyten sehr elektronendicht, was von
COSSEL (1964a) auf die hohe Dichte der Mitochomdnatrix zurtckgefuhrt wurde. Diese
kommt dadurch zu Stande, dass in der mitochondrial&undsubstanz in hohen
Konzentrationen die Substrate, der an der inneratockbndrienmembran sowie in der
Matrix selbst lokalisierten Enzymsysteme eingelagerd (BERG et al., 2007b). Nicht zuletzt
ist auch das geringe Auftreten von Cristae bendtlisher untersuchten Arten, einschlief3lich
des Menschen, beobachtet worden (COSSEL, 1964a@. zZDimeist auffallend grof3en,
verschiedenartig gestalteten, entweder elektrortesabpleeren oder nur wenig, mafig dichtes
Material beinhaltenden Vakuolen wurden in gleicigart Auspragung in menschlichen
Leberzellen gefunden und als Fetttropfen, derentrsiéette technisch bedingt verloren
gegangen sind, interpretiert (COSSEL, 1964a). N&DSSEL (1964a) kommt es in
Abhangigkeit von der Verweildauer des Gewebes inFideerungslésung und im Alkohol,
sowie dessen Konzentration, entweder zur Herausipsler stark osmiophilen Neutralfette
aus dem Gewebe oder aber zu einer mehr oder westagken Schrumpfung, sodass nur noch
geringe, maliig dichte Reste in den Vakuolen ublegobn. Das Erscheinungsbild der Zelle
insgesamt wird von dem stark schwankenden AusmalGiy&ogenablagerungen und damit
letztlich von der aktuellen Stoffwechselsituatiorepgigt (RIEDE & SASSE, 1981;
UCHIYAMA, 1990): Wenn aufgrund von Glukoselberschusdie Glykogenspeicher
aufgefillt werden konnen, wirkt die Zelle zunehmedidhter und eher grau. Sind die
Glykogenvorrate aufgebraucht, dann herrscht daszwéek des Endoplasmatischen
Retikulums vor und die Zelle sieht eher hell unéudisiert aus. Die ebenfalls sehr variable
Morphologie der Zisternen und Kanélchen des Endopddischen Retikulums, wird gemar
COSSEL (1964a) durch verschiedene Faktoren verirsaZum einen sorgen
praparationsbedingte Artefakte, wie Sauerstoffmbhdgech zu langsame Gewebeentnahme
und eine unterschiedliche Lage der Schnittebene Uiiterschiede in der Struktur des
Endoplasmatishen Retikulums, zum anderen héngtedssm Funktionszustand des
Endoplasmatischen Retikulums ab. Letztlich bestédd auch hier eine starke Abhangigkeit
der Mikromorphologie von der aktuellen Stoffweck#eltion: Im Ruhezustand, wenn kein
Protein synthetisiert wird, erscheinen die Zistardes rauen Endoplasmatischen Retikulums
schmal und elektronenoptisch leer (SINOWATZ, 2008),aktivierten Zustand werden sie
von den de novo produzierten, sich als mittelgradéktronendichtes Material darstellenden
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EiweiBmolekilen aufgetrieben (SINOWATZ, 2006). Aowlsind die Kanalchen des an der
Beseitigung giftiger Stoffe und der Betaoxidatioonvbeim Lipidabbau frei werdenden
Fettsauren beteiligten glatten Endoplasmatischetikitems (SINOWATZ, 2006) bei
erhohtem Anfall zu entgiftender Stoffe sowie katahoStoffwechsellagen breiter und durch
das eingeschlossene Material elektronendichter. Divorzugte Lage des rauen
Endoplasmatischen Retikulum um den Kern, entlamgZzéémembran sowie in unmittelbarer
Nahe der Mitochondrien, die bereits von COSSEL {H)6auch fir die menschliche
Leberzelle beschrieben wurde, steht moglicherwieisBusammenhang mit den, sich fur den
Ablauf der Translation ergebenden Vorteilen, wie alemittelbaren Nachbarschaft der vom
Nukleus synthetisierten RNA (SINOWATZ, 2006) zu deRibosomen und der
Gewabhrleistung einer ausreichenden Energieversgrfjiimdie Eiweil3produktion durch die
Mitochondrien (SINOWATZ, 2006).

Sinusoidendothelzelle

Die sinusoidalen Endothelzellen des Rindes reptésen zum einen, wie bei den Ubrigen
Spezies auch (KOLLER, 1994), die Barriere zwiscttemn Sinusoidlumen einerseits und dem
Disse Raum bzw. Leberparenchym andererseits. Aufadderen Seite treten sie aber im
Gegensatz zu denen des Menschen (COSSEL, 1964G,RIA%, 2001), der Labornager
(COSSEL, 1964a; JASTROW, 2001) und des Affen (JAGWR 2001) mit einem weitaus
weniger breitflachigen Zellkorper, aber dafir webem langeren , kraftigeren, faserigen,
trabekularen Zytoplasmafortsatzen und mehr oderiggemicht mit feinen, filamentosen,
mikrovilliartigen Zytoplasmaaustulpungen, die n&&BSSEL (1964c) bei den Ubrigen bisher
untersuchten Arten dominieren, in Erscheinung. Birusoidlumina nahe zu vollstandig
umgebend, sorgen sie wie bei den Ubrigen Spezied)y beim Rind fir die endotheliale
Auskleidung der Leberkapillaren (KOLLER, 1994). DieTatsache, dass die
Zytoplasmaauslaufer auch beim Rind trotz ihrertigéh, strangartig, trabekularen Struktur
an ihren Enden nicht durch spezielle Zellverbindemgusammengefligt werden, stellt eine
maogliche Erklarung fur das Auftreten einer konternlichen Basalmembran in der Wand der
bovinen Leberkapillaren. Das Sinusoidendothel grelas Leberparenchym nicht hermetisch
vom kapillaren Blutstrom ab, sondern ermdéglichtotiuewei spezielle Einrichtungen einen
regen Stoffaustausch zwischen Blut und GewebeeBsdtonnen sowohl durch die Freiraume
zwischen den Zytoplasmaauslaufern als auch durcéndBoren die, im Blut enthaltenen
Stoffe direkt in den Disse Raum Ubertreten (YOKOM@Ral., 2000) und Uber diesen zu

der, mit Rezeptoren fur zahlreiche, verschiedenbstamzen wie Nahrstoffe, Hormone,
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Wachstumsfaktoren und Mediatoren besetzten Hep&ioalyerfliche (KOLLER, 1994)
gelangen. Da nur Stoffe bis zu einem Durchmesserl@@nm die Poren durchqueren kénnen
(KOLLER, 1994), wirkt das Sinusoidendothel wie &iiter, der grol3ere, kdrpereigene und
fremde Partikel vom Leberparenchym abschirmt, umesed dadurch vor schadigenden
Einflissen schitzt. Der zweite den Stoffaustausaschen Blut und Gewebe erméglichende
Mechanismus besteht in der starken endozytotisohleivitat der Endothelzellen, was
anhand der zahlreichen, verschiedenartigen Vegpealt unter denen sich unter anderem
auch ,brizzle coated” Mikropinizytosevesikel beferd deutlich wird. Die Aufnahme der
Stoffe erfolgt in der Regel durch die von GOLDSTEdNal. (1985) ausgefuhrte Variante der
Rezeptor vermitelten Endozytose, bei der, der Rezepm Ende des Endozytoseprozesses
zur Zelloberflache zuriickkehrt, wahrend der Ligahdiebaut wird: Die auf zu nehmenden
Stoffe werden durch die, in den sich als Eindelemgles Plasmalemms darstellenden,
sogenannten coated pits, befindlichen Rezeptorbnrgien. Im Zuge der Invagination der
Zellmembran formen sich die coated pits zu coatedikeél, die sich schlie3lich von der
Zellmembran abschniren um. Nach Abstreifung ihresats” verschmelzen die Vesikel
miteinander zu grof3eren Endosomen, die als helfangreichere Vesikel in den zentraleren
Zellbereichen sichtbar werden. lhr Inhalt der sicter anderem aus dem Rezeptor-Liganden-
Komplex zusammensetzt, wird durch ATP-getriebermdPenpumpen angesauert, so dass es
zur Trennung von Rezeptor und Ligand kommt. DereRer kehrt zur Zelloberflache
zurtuick, wahrend der Ligand entweder dem protealyéa Verdau durch lysosomale Enzyme
zugefuhrt wird, oder aber nach dem Transport daliehZelle auf der gegeniberliegenden
Seite exozytotisch in den Disse Raum freigesetad.\idach dessen Durchquerung erreicht er
schlie3lich die Hepatozytenoberflache (COSSEL, b364

Disse Raum

Der Disse Raum stellt nach KOLLER (1994) einenDianste des Stoffaustauschs zwischen
Blut und Leberparenchym stehenden Funktionsraumdiemsen Weite in Abhangigkeit von
der jeweiligen Stoffwechselsituation teils erhelsin Schwankungen unterliegt. Entscheidend
ist dabei, dass er gemall COSSEL (1964b) als B&hdltm die am Stoffaustausch
teiinehmende Flussigkeit fungiert, das diese vomkuberenden Blutstrom abtrennt und
unabhangig von Stromungseinflissen einen intensikemtakt zwischen den in der
Flissigkeit erhaltenden Substanzen und den Zefldbben ermdglicht. Seine Weite wird
somit von der in ihm zurickgehaltenen Flissigkegisge bestimmt. Dies lasst sich deutlich
anhand der Studien von COSSEL (1964b) und MOHNIKE50), die die Weite von
Sinusoidlumen und Disse Raum sowie die AuspraguesyMikrovillibesatzes sowohl zum
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Zeitpunkt der maximalen Zuckeraufnahme als auclgabeé durch den Hepatozyten an
Kaninchenlebern untersuchten. Im ersten Fall bdubten sie weite Sinusoide und Disse
R&aume sowie einen starken Mikrovillibesatz, im Zesmi enge Sinusoide und sparlich
ausgebildete Mikrovilli, aber dennoch breite Dig&&ume. Somit entscheidet nicht die Zahl
der Mikrovilli Uber die Breite des Disse Raums, dem allein die Menge, der in ihm
zurtckgehaltenen, von der sinusoidalen Blutzirkotatabgetrennten Flussigkeit. Diese ist
offensichtlich nicht nur im Stadium der maximaleasrption, sondern auch der maximalen
Sekretion besonders umfangreich, was sich damiérerk lasst, dass bei der maximalen
Substanzfreisetzung aus den Hepatozyten in groBbel @&motisch wirksame Partikel im
Disse Raum vorliegen, die viel Flussigkeit aus dé&mapillarlumen anziehen. Aus
physiologischer Sicht ist dies durchaus sinnvdll figr ein mdglichst schnelles Eintreffen der
vom Hepatozyten sezernierten Stoffe am Zielort mebgt viel Flussigkeit als
Transportmedium zur Verfigung stehen sollte. Auchdér vorliegenden Arbeit ist, trotz
eines minimalem Mikrovillibesatzes, ein weiter, matativ viel, mafig dichtem, amorph bis
granularem Material gefillter Disse Raum festziletelwas in absolutem Einklang mit dem
soeben dargelegten Sachverhalt steht, wenn mannlkieddass die Rinder vor der
Schlachtung 24 Stunden keine Nahrung bekamen umdt stum Zeitpunkt der Totung
nichtern sind.. Im Gegensatz dazu werden im Huog&md von verschiedenen Autoren
immer wieder Disse Raume mit langen Mikrovilli bleseben (FAWCETT, 1955;
ROUILLER, 1956). Auch dieser Befund bekraftigt dManahme, dass es sich beim Disse
Raum um einen Dienste des Stoffaustauschs zwidshgrund Leberparenchym stehenden,
das Austauschmedium Flussigkeit von den storendenflisen der Zirkulation
abscheidenden Funktionsraum handelt. Bei minimalairstoffgehalt des Blutes und
zugleich leeren Glykogenspeichern der Hepatozyitmh avar die Mikrovilli zur maximalen
VergroRerung der resorptiv-aktiven Zelloberflacheg gntwickelt (KOLLER, 1994), da aber
aus dem Blut keine Partikel und damit aus osmogischriinden auch keine Flissigkeit durch
das Kapillarendothel in den Disse Raum Ubertrithmt er ohne einen damit verbundenen
metabolischen Nutzen auch nicht an Volumen zu.Abieahme, dass es sich bei der im Disse
Raum enthaltenen Flussigkeit um einen Teil despBigmas handelt, wird unter anderem
dadurch bestétigt, dass die sowohl im Sinusoidluaderauch im Disse Raum auftretende,
amorph bis feingranulare, maRig dichte Substanh OSSEL (1964b) geronnenes bzw.
durch die Fixierung ausgefalltes Eiweil3 des Blugpilas darstellt. Die Beobachtung, dass im
Disse Raum des Rindes im Gegensatz zu diesen Rieseiaen Kollagenfaserbiindel und
Mikrofilamente nahezu vollstandig fehlen, lassthsisicherlich einerseits mit der von

COSSEL (1964b) angefuhrten, im Vergleich zur Didater elektronenmikroskopischen
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Schnitte, aulerordentlichen Weitmaschigkeit des akisllagenfaserbindeln und
Mikrofilamenten bestehenden, den Disse Raum al$zestdes Gerlst durchziehenden
Netzwerks begrinden. Andererseits sind im Gegemrsafaifnahmen von Disse Rdumen des
Pferdes (Koller 1964), der Ratte (Jastrow 20013, Aliken (Jastrow 2001) und des Menschen
(Jastrow 2001) beim Rind Uberhaupt keine Kollagserfaiindel und Mikrofilamente zu
sehen, so dass von einer speziesspezifischen Baberdausgegangen werden kann. Diese
ist moglicherweise darauf zurtick zufuhren, dassnbRind das Sinusoidendothel als die
Ublichlicherweise schwachere der beiden Begrenzumdgs Disse Raums aufgrund der
kraftigen, trabekularen Endothelzellauslaufer sowiaer kontinuierliche Basalmembran
wesentlich stabiler als bei den anderen Arten umaducth weitaus weniger auf die
mechanische Unterstitzung und Festigung durch gefilasern und Mikrofilamente

angewiesen ist.
Ito-Zelle

Die Ito-Zellen zeigen funktionelle Aspekte von dwerschiedenen Zelltypen: Zum einen die
von Fibrozyten bzw. Fibroblasten, die als zellul@Bestandteil des Disse Raums nach der
Meinung verschiedener Autoren wie POPPER (1941)HISACK et al. (1967) fur die
Synthese von Kollagenfaserblindel verantwortlicld sind daher beim Rind, bei dem diese
kaum vorkommen, in dieser Funktion blof3 eine urgergnete Rolle spielen durften. Zum
anderen wirken sie nach MAEDA et al. (2003) aufgrihrer langen, die Sinusoide teilweise
vollstandig umfassenden Zytoplasmaauslaufer alzy®en mit sphinkterahnlicher Funktion,
die der Regulation des kapillaren Blutflusses de(\WISSE et al., 1989). Diese regulative
Funktion beschrankt sich nicht auf die Kapillaretiein, sondern erfasst auch die
nachgeschalteten Venolen im Sinne einer postkagill&chlieBmuskeleinheit (HORN et al.,
1986). Die Notwendigkeit der Regulation des kap#itaBlutflusses in der Leber des Rindes
durch die Ito-Zellen, zeigt sich unter anderem an gergleichsweise kraftigen Ausbildung
der Zytoplasmafortsatze, die angesichts des stattkebekuldren Sinusoidendothels nétig
sind, um erforderlichenfalls eine ausreichende B&ehsg des kapillaren Blutflusses zu
erzielen. Nicht zuletzt stellen die Ito-Zellen alech Vitamin A und Fett speichernde Zellen
dar, welche die genannten Substanzen in Form vont Retinolestern bzw.
Triacylglycerolestern gefullten Vakuolen einscheel3 (UETSUKA et al., 2007). Die
insbesondere im Vergleich zu den kleinen Labormageenigen, aber daflir sehr grof3en
Vakuolen (ITO, 1973; BARTOK et al., 1979) drickenen statischen Zustand aus, bei dem
der Speichervorgang weitestgehend abgeschlosseDiestlto-Zellen des Rindes gleichen
hinsichtlich Gro3e und Zahl der Fettvakuolen dedes Schweins und der Ziege (ITO, 1973;
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BARTOK et al., 1979), was wiederum implizieren ktgyndass grol3ere Spezies einen
weniger regen Fettstoffwechsel haben. Zumindestkenir die Ito-Zellen der kleinen
Labornager auf Grund ihrer zahlreichen, kleinertvigktiolen weitaus dynamischer, was auf
ein im Vergleich zu den Grofitieren wesentlich akn Fettstoffwechsel hindeutet. Diese
Uberlegung ist keineswegs abwegig, wenn man begdaks sich aus der von KLEIBER und
GUTTE (1967) ermittelten interspeziesspezifischdlie Saugetiere giiltigen Formel E(kJ/d)
= 283 x Korpermasse(KY)>® zur Berechnung des energetischen Grundumsatzid jpro
Tag bei kleinen Tieren ein relativ zur Kérpermagséf3erer Energiebedarf als bei grof3en
ableiten lasst (RODEHUTSCORD & PETRY, 2009). Diesehohte Energiebedarf kann
besonders gut durch die Verbrennung von Fett, das @ramm im Gegensatz zu
Kohlenhydraten und Eiweil3, nicht nur 4,1kcal (DOENE et al., 2005), sondern 9,3kcal
(DOENECKE et al., 2005) liefert gedeckt werden.

Von Kupffer-Zelle

Die von Kupffer-Zellen des Rindes weisen ahnliclhén&ehalte an Endozytosevesikeln und
Granula wie die des Pferdes auf. Diese schliel3eh K®OLLER (1994) und BLOUIN et al.
(1977) 22% aller in der Leber vorkommenden Ves#ir| obwohl sie selbst nur einen Anteil
von 2,1% an allen in der Leber auftretenden Zdflaben. Bei ihnen handelt es sich um aus
Monozyten differenzierte, ,sessile, leberspezifescibewebemakrophagen® (DEMUTH,
2009), die ein Mitglied des mononukledren Phagomystems, darstellen. Da die von
Kupffer-Zellen, je nach Autor sogar 80-90% (DEMUTBIQ09) aller im Organismus zu
findenden Gewebemakrophagen ausmachen, gilt dierLab recht als gréf3tes MPS-Organ
des Korpers (GARCIA MARQUES et al., 2004). Die hddenzentration der von Kupffer-
Zellen in der Leber ist nach den detaillierten Aimstingen von DEMUTH (2009) unter
Berucksichtigung nachfolgenden Sachverhalts ausiplogischer Sicht durchaus sinnvoll:
Die wichtigste Funktion dieser Zellen besteht in Bedozytose, Umsetzung und Prasentation
antigener Strukturen sowie der Sekretion antimil@bbund zytotoxisch wirksamer
Substanzen, wie Defensine und Stickoxid. Antigengbs&anzen sind in Form von
Mikroorganismen, Endotoxinen, Immunkomplexen, koepggenen Abbauprodukten sowie
Fremdpartikeln in groBen Mengen im Pfortaderbluthalten. Durch ihre amdboide
Wanderung entlang der Sinusoidwand (ABT, 2011) kemmiie von Kupffer-Zellen nun als
erste mit den genannten antigenen, in der Regdighauch pathogenen Stoffen in Kontakt
und kdnnen sie endozytotisch entfernen noch beresedlas Leberparenchym erreichen und
schadigen. Die Aufnahme des antigenen Materiatdgtrflurch die von GOLDSTEIN et al.
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(1985) beschriebene Variante der Rezeptor veritatteEndozytose, bei der sowohl der
Rezeptor als auch der Ligand im Verlauf des Endmssxorgangs zur Zelloberflache
rezirkulieren: Zu Beginn werden die Antigene von Jjeoated pits® der Zellmembran

befindlichen Rezeptoren gebunden. Daraufhin invagirsich die Zellmembran in diesen
Bereichen und die Rezeptor-Liganden-Komplexe giedarch laterale Verschiebung tief in
die ,coated pits”, die in Form zahlreicher, klegrsEinziehungen unterhalb der Membran
sichtbar werden, hinein. Aus diesen Ein- bzw. Allgsingen der Zellmembran entstehen
durch Abschnirung unter Mitwirkung des Proteinsti@ia ,coated vesicles® die unter

anderem als ,brizzle coated” und ,fuzzy coated“ Mipinozytosevesikel in tieferen

Zytoplasmaschichten in Erscheinung treten. Nachraligng ihres ,coats" verschmelzen die
Vesikel miteinander zu Endosomen, die tiefer imopydasma liegen und gré3er als die
Vesikel sind. lhr Inhalt, der unter anderem aus demden Rezeptor gebundenen Antigen
besteht, wird durch ATP-getriebene Protonenpumpegesiuert. Der Rezeptor gibt seinen
Liganden schlie3lich an ein saures Kompartiment delle ab, wo dieser teilweise

proteolytisch verdaut wird. Die aus der proteobisn Spaltung hervorgegangenen
Fragmente werden nach ihrer Ruckkehr auf die Zetltdche den Antigenrezeptoren
benachbarter T-Lymphozyten prasentiert. Die Endmsg/itkann in Abhangigkeit von der
GroRRe der aufzunehmenden Stoffe in die Pinozytosedie Phagozytose unterteilt werden
(SINOWATZ, 2006). Zur Phagozytose kommt es, wenm @roRe der zu absorbierenden
Partikel 10 nm Uberschreitet (KOLLER, 1994), webhal den als Phagosom bezeichneten,
endozytotischen Vesikel vor allem Blutreste, Zéhwimer und korperfremdes Material als
kompakte, schwarze Einschlisse sichtbar werden.h Ndem lysosomalen Abbau

zuruckbleibende, unverdaute Reste lagern sichialsahwarzen, kompakten Restkorper im
Zytoplasma ab. Bei der Rezeptor vermittelten Entisgyist eine Unterscheidung in die, mit
der Bildung von ,brizzle-coated“-Mikropinozytosevesin einhergehende sowie die, durch
das Auftreten von ,fuzzy coated"-(Makro-)pinozytessikeln gekennzeichnete (Makro-
)pinozytose mdoglich. Der ,fuzzy coat” enthalt Resker Zellmembran als Reserve fur die
Umhillung groRerer Partikel von 3,5-7,5 nm (KOLLER994). Neben der Rezeptor-
vermittelten Endozytose existiert die FlUssigphas®egytose mit deren Hilfe unter

physiologischen Bedingungen laufend kleinste Plaopten aus dem Blutstrom

aufgenommen, darin befindliche, brauchbare Sto#balien und das Restplasma wieder
exozytotisch in die Kapillaren abgegeben wird (WES& DE ZANGER, 1980) Die

Endozytoseaktivitdét wird von einer hohen Stoffwesthktivitdt der von Kupffer-Zelle

begleitet, was nicht zuletzt auch anhand des, tsevein CARSTEN (1961) festgestellten,
insbesondere verglichen mit Sinusoidendothel- uatle@gangsepithelzellen, umfangreichen
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Auftretens von grof3en, intensiv Energie produzideen Mitochondrien zum Ausdruck

kommt
Gallengangsepithelzellen

Die grol3e morphologische Variabilitat der bovinealléhgangsepithelzellen wird teilweise
durch préaparationsbedingte Artefakte hervorgerufem:ist das Fehlen der Kerne in vielen
Zellen ebenso wie das veranderliche Erscheinurdysioild ihre variable Grol3e darauf
zurlckzufihren, dass die Zellen und auch die Kennanterschiedlichen Hohen von der
Schnittebene getroffen werden (COSSEL, 1964d).

Das unregelmafige Vorkommen von teilweise gut dukfgten Dictyosomen des Golgi-
Apparates ist sehr wahrscheinlich Ausdruck desstss die Gallengangsepithelzellen
maoglicherweise zwei morphologisch differente Fuoik§izustidnde, namlich einen ruhenden
und einen aktivierten einnehmen kdnnen. Dabeiastadttivierte Funktionszustand durch die
Synthese und Sekretion von sauren Mucopolysacdraridie von den gut entwickelten
Golgi-Apparaten posttranslational modifiziert wetdERG et al., 2007¢), gekennzeichnet.
Da es sich bei den sauren Mucopolysacchariden haeisscheinlich um Beimengungen zur
Galleflussigkeit handelt (siehe Diskussion AlcianblBGX und Glykohistochemie), werden
diese nur produziert, wenn Galle flie3t. Die Galled wiederum von den Hepatozyten nur
zeitgleich mit Glykogen freigesetzt (FORSGREN, 1928as letztlich dazu fuhrt, dass die
Synthese von sauren Mucopolysacchariden einscialre@eren Glykolisierung und damit
auch die besonders deutliche Ausbildung der Didyen des Golgi-Apparates in den
Gallengangsepithelzellen, demselben circardianeythRius wie die metabolische Aktivitat
des Hepatozyten (UCHIYAMA, 1990) unterliegt. Fotdli konnen die Dictyosomen
vornehmlich in den Phasen der Dissimilation beot&iakerden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, die débemischen und ultrastrukturellen
Eigenschaften der Leber des Rindes mit modernerpmtogischen Methoden naher zu
untersuchen. Dabei sollte zugleich festgestellidery ob und in wie weit sich diese zwischen
den einzelnen Leberlappen (Lobi hepatici) untersigdme Das Untersuchungsmaterial
stammte von, als frei von pathologischen Befundeurteilten Lebern frisch geschlachteter
Rinder. Daraus wurden Praparate fir konventionehtmikroskopische, immun- und
glykohistochemische sowie elektronenmikroskopisddatersuchungen hergestellt. Als
Grundlage fur die konventionell lichtmikroskopisah8tudien dienten Hamatoxylin-Eosin-,
Masson-Goldner, Alcianblau 8GX- sowie PAS-gefarbt&chnitte. Bei den
immunhistochemischen Analysen wurde der Nachwers Zytokeratin 5, 8, 14, 18 und 19
sowie von Vimentin verfolgt. Bei den glykohistocheohen Untersuchungen kamen 14
verschiedene Lektine pflanzlicher Herkunft, deremdBngsverhalten im Lebergewebe
fluoreszenzmikroskopisch erfasst wurde zum Eins@tiz ultrastrukturelle Analyse des
Lebergewebes erfolgte transmissionselektronennkkpmsch. Die Auswertung begann mit
der konventionellen Lichtmikroskopie. Bereits di@alyse der HE-gefarbten Schnitte legte
nahe, dass sich die Lobi hepatici mikroanatomischtrunterscheiden, was sich im Zuge der
weiteren Analysen bestétigte. Die Farbung mit Alblau 8GX zeigte zudem zum einen das
Vorkommen von Mastzellen im Bindegewebe der Riretet an und deutete zum anderen
auf die Synthese und Sekretion von sauren Mucogaotysriden, durch die insbesondere am
Beginn des extralobularen Teils des Gallengangssysgelegenen Epithelzellen hin. In der
mit und ohne Amylasevorbehandlung durchgeflhrtersfR&aktion erwiesen sich dartber
hinaus die Lappchenzentren als die Speicher desrgbfiogens, wobei deren Umfang in
Abhangigkeit von der Stoffwechselsituation gro3esmviankungen unterlag. Im Zuge der
immunhistochemischen Studien konnte Zytokeratitérliaupt nicht, und die Zytokeratine 8,
14, 18 und 19 nur in den Gallengangsepithelzelahgewiesen werden, wobei die einzelnen
Zytokeratine nicht in allen Bereichen des Gallemgaystems, sondern nur in ganz
bestimmten, fur das jeweilige Zytokeratin indivitlugpezifischen Abschnitten deutlich in
Erscheinung traten. Dieses Zytokeratin-Nachweisenustrlaubte unter Einbeziehung
anatomischer, topographischer und morphologischesidBtspunkte eine Gliederung des
Gallengangssystems in die Uberwiegend CK 8-positiveentralen Ductuli biliferi, die
hauptsachlich CK 14-positiven, peripheren Ductulifdsi sowie die, fir die Verbindung

zwischen dem intra- und extralobuaren Teil desebghngssystems verantwortlichen, primar
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CK 18-positiven Ductus interlobulares biliferi kherer bis mittlerer GroRR3e, und die von CK
19 dominierten Ductus interlobulares biliferi beders gro3en Durchmessers. Diese sich
unter Bertcksichtigung des Zytokeratin-Nachweisensst ergebende Gliederung des
intrahepatischen Gallengangssystems, spiegeltliok auf die Eigenschaften der einzelnen
Zytokeratine, zugleich auch die embryologische H&eklung des lichtmikroskopisch
sichtbaren Teils des Gallenganssystems, beginnéndem zentralen Ductuli biliferi bis hin
zu den groften, am weitesten entwickelten Ductusrlobulares biliferi wieder. Das
Auftreten der normalerweise aul3er fur Basalzellemnschichtiger Epithelien nur noch fir
Zellarten mit mindestens bipotentem Potential wipeh CK-14- Expression in den
einschichtigen  Gallengangsepithelien, lieR vermutedass auch die bovinen
Gallengangsepithelzellen wenigstens zu einem gewissrad Uber bipotentes Potential
verfugen. Vimentin war im gesamten Bindegewebe soim Endothel aller Blutgefal3e
nachweisbar. Im Rahmen der glykohistochemischerefrdathungen zeigten das Endothel,
insbesondere der Arterien und Sinusoide, im Verblezu den Ubrigen Strukturen des
Lebergewebes den starksten Besatz mit verschiddprgestalteten Glykanen. Dies war
angesichts der zahlreichen Funktionen der Endathelz wie etwa Aufrechterhaltung der
Gewebestabilitat, Mitwirkung an immunologischen Z#&ssen, Schaffung eines
Gleichgewichtszustands zwischen Koagulation undikéagulation sowie Stoffaustausch
zwischen Blut und Gewebe, deren Erfullung nur awuigr der umfangreichen Glykokalix
maoglich ist, nicht Uberraschend. Darlber hinaus deueindeutig ersichtlich, dass die
Zuckerketten der arteriellen, vendsen und sinusendaEndothelzellen jeweils ganz
individuell spezifische, sich von denen der ande@afal3arten ganzlich unterscheidende
Glykane tragen, was sich darauf zurickfuhren lid8ss die verschiedenen Gefal3arten
verschiedene Aufgaben bevorzugt wahrnehmen. NeberEddothelzellen stellten sich auch
die Hepatozyten als Trager von verhaltnismaligenieVerschiedenartig gestalteten Glykane
dar, wobei sich deren Prasenz nicht nur auf dik@&slix beschrankte, sondern sie auch im
Golgi-Apparat, sowie im Zytoplasma selbst nachgeemewerden konnten. Im letzten Fall
bestand der Verdacht, dass es sich aufgrund desh dlie rein auf Con A begrenzte
Bindungsaffinitdt angezeigten, hohen Mannosereibtder Kohlenhydratstrukturen um die
Glykane von lysosomalen Enzymen und von, vom Hey&o synthetisierten und zur
Sekretion  vorgesehenen  Glykoproteinen und  -lipidehandelte. Bei den
Gallengangsepithelzellen als weiterer Zellart, dieer relativ zahlreiche, verschiedenartig
strukturierte Glykane verfugt, traten diese ebdsfaicht nur als Bestandteil der Glykokalix,
sondern auch im Zytoplasma in Erscheinung. Die ytolasma beobachteten, ebenfalls nur

Con A-positiven und damit stark Mannose reichenk@te lieRen vermuten, dass auch die
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Gallengangsepithelzellen neben lysosomalen Enzymamm Export vorgesehene
Makromolekiile produzieren. Als derartige Makromdilekkamen die bereits in der Farbung
mit Alcianblau 8GX nachgewiesenen, sauren Mucoayaride in Betracht. Sie kénnten als
Gallebeimengung ahnlich wie Phospholipide die labddeit des zur Kristallisation neigenden
Cholesterols erhéhen. Die, mit der GroRenzunahme @allengénge korrelierende,
zunehmende Reaktionsfreudigkeit der Epithelobdrisinplizierte eine, mit dem Ubergang
vom iso- zum hochprismatischen Epithel einhergebendurch den Einbau weiterer
Kohlenhydratmolekiile gekennzeichnete Weiterdifferemung der epithelialen Glykokalix.
Sie durfte durch Rezeptor-Liganden spezifische mitkeg zur Reabsorption vorgesehener
Stoffe wesentlich an der, insbesondere im Anfanigi¢s Gallengangssystems stattfindenden
Modifikation ~ der  Primdr- zur  Sekundargalle betdilig sein. Bei den
elektronenmikroskopischen Untersuchungen, dererw&gunkt auf die Parenchymzellen
sowie den Disse Raum gelegt wurde, stand der Spezgdeich im Vordergrund. Dabei
zeichnete sich die Leber des Rindes durch Hepaoazyit sehr sparlichem Mikrovillibesatz,
Endothelzellen mit besonders kraftigen, trabekw&areon einer kontinuierlichen
Basalmembran unterlagerten Fortsatzen, Ito-Zellgrebenfalls sehr starken Auslaufern und
wenigen, aber sehr groBen Fettropfen sowie einemn Kollagenfibrillen und

Mikrofilamenten nahezu vdllig freien, Disse Rauns au
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VII. SUMMARY

The main goal of this thesis was to study the b®Viver with histological, histochemical and
ultrastructural techniques to establish possibt#ological variations between the different
hepatic lobes. Samples were taken from elevenslisecows immediately after slaughter at a
Munich abattoir. These were then prepared for ematiin by both light and electron

microscopy, and also for immuno- and glycohistocicairstudies.

Using conventional Hamatoxylin-Eosin-staining ofgféin embedded specimens proved the
absence of distinct histological variations betwdes hepatic lobes. Staining with Alcian

blue 8GX at pH 1 and pH 2.5 showed the occurremceast cell in the connective tissue of
the liver and demonstrated the synthesis and secret acid mucopolysaccharids by the bile
duct epithelial cells. The results of PAS-stainmwgh and without amylase pretreatment
suggest that the centers of the hepatic lobulesh@enain storage sites of glycogen in the

liver.

Immunohistiochemical studies (not detecting CK &laand CKs 8, 14, 18 and 19 only in the
bile duct epithelial cells) established a specditokeratin distribution pattern within the

lobuli. This pattern, together with topographicatlanorphological considerations allowed a
classification of the bile duct system into fouffelient regions: the CK 8-positive central
ductuli biliferi, the predominantly CK 14-positiveeripheral ductuli biliferi, the primarily

CK18-positive ductus interlobulares biliferi of sintll average size, responsible for the
connection between the intra- and the extralolpdats of the bile duct system and in the end
the large-sized ductus interlobulares biliferi wdlstinct CK 19 immunostaining. The CK

distribution pattern reflects the embryologicialvd®pment of the bile duct system. The
intermediate filament vimentin was only found ire tlibroblast of the connecting tissue and

in vascular endothelium of the liver.

The glycohistochemical studies revealed that trao#relium, especially the endothelium of
the arteries and sinusoids, displayed the greatestty of glycans in comparison to all other
liver structures|It could be also shown that carbohydrate strustwfearterial, venous and

sinusoidal endothelial cells carried unique glycafBis may be due to their spezialized
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functions.

Hepatocytes showed a distinct lectin staining pat{€on A, WGA and WGASs) of the cell
membrane, Golgi-apparatus and also within the ¢gtop. Because of their high number of
mannose residues, the glycans of the cytoplasnddmitlearly localized using Con A-FITC.
The mannose rich glycans identified by Con A awbpbly parts of glycoproteins and —lipids
which are synthesized and secreted by the hepatcyt

Also the epithelial cells of the bile ducts showistinct staining with several lectins. (Con A,
WGA, WGASs, PHA-E and PHA-L). The lectins bound tgapcalix of the cell membrane but

also to cellular structures within the cytoplasike ithe Golgi-apparatus and the lysosomes.

Electron-microscopical analysis, focusing on livesrenchyma cells and Disse’s space
revealed several specific structures of the bowwer. The hepatocytes carried very few
microvilli, possess a large number of mitochonanml a fair amount of smooth and rough
endoplasmic reticulum. Alpha and beta-glycogenigad are regularly found. Sinusoidal
endothelial cells sit on a continuous basal lanaima Ito-cells with only few but very large fat
droplets are occasionally found. Within the Dissgpsce only few collagen fibrils occur,

which is different to other domestic animal species
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XI. ANHANG
1. Ldsungen fur die Lichtmikroskopie
1.1. Fixierungsmittel

Bouin- Losung:

» Gesattigte wassrige Pikrinsaurel (filtriert) 375 ml
e 37% Formaldehydl1 125 ml
* 100% Essigsaure2 25 mli

3,7% Formol:

« DEPC-Wasser (2 | Aqua dest. +1,5 ml DEPC2 (Dietingparbonat + Autoklavierung)
567 ml

* PBS-10x Konzentrat (Phosphate Buffered Saline #wi)t 63 ml

e 37% Formaldehyd 70 ml

1.2. Ldsungen fur histologische Farbungen

1.2.1. Hamalaun-Eosin (HE) nach Meier

Hamalaun:

* Hamatoxilinl 2 g

e Natriumjodat5 0,4 g

» Kalialaun p.A.4 100 g

e Chloralhydrat4 100 g

e Zitronensaure krist.7 2 g

e« ad Aquadest. 2|
Eosin:
1% Stammlbsung:

e Eosinl2g
e ad Aqua dest. 198 ml
* 37% Formaldehyd 5 Tropfen

Verdunnung far Farbung (1 | Farbelésung):
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e Stamml6sung 100 ml
e ad Aqua dest. 900 ml

100% Essigsaure 5 Tropfen/100 ml Verdinnung

1.2.2.  Trichromfarbung nach Masson und Goldner

Eisenhamatoxylin nach Weigert:
e Losung A:

- Héamatoxylin1 g
- 96% Ethanol 100 ml

— eine Woche reifen lassen
e Lo6sung B:

— Eisen-(lll)-chlorid4 2,48 g
— Aqua dest. 100 ml

- Salzsaure konz.4 1 ml
e Losung A mit Lésung B im Verhaltnis 1:1 mischen
Azophloxinlésung:

* Azophloxinl 0,5 g
e Aqua dest. 100 mi
e 100% Essigsaure 0,2 ml

1% Essigsaure:

e 100% Essigsaure 10 mi
e adAquadest. 11

Phosphormolybdénsaure-Orange:

*  Phosphormolybdénsaure4 4 g
e Aqua dest. 100 ml
e Orange G4 2g

Lichtgrin:

e Lichtgrin4 0,2 g
e Aqua dest. 100 mi
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e 100% Essigsaure 0,2 ml

1.2.3. Alcianblau
Alcianblau pH 2,5:

e Alcianblau4 1 g

e ad 3% Essigsaure 100 ml

* pH Einstellung und Filtration
e Thymol krist.4 0,59

Alcianblau pH 1,0:

* Alcianblau 1 g

* ad 0,1N Salzsaure7 100 ml
* pH Einstellung und Filtration
e Thymol4 0,59

3% Essigsaure:

e Essigsaure 100% 30 ml
 adAquadest. 11

Kernechtrot

1.2.4. PAS-Reaktion nach Mc Manus

a-Amylase 0,5% :

* o-Amylase4 10 mg
e ad Aqua dest. 2 mi

0,5% wassrige Perjodséaure:

* Perjodsaure41g
e Aqua dest. 200 ml

Schiff'sches Reagenz

SO-Wasser:

¢ N-Salzsdure: Salzsaure konz. 3 ml

e Aqua dest. 27 ml

* 10% Natriumpyrosulfitldsung: Natriumpyrosulfit4 8®g
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e Agquadest. 30 ml

e Leitungswasser 600 mi

Hamalaun

2. Ldsungen fur die immunhistochemischen Untersuchunge

PBS(Phosphate- Buffered- Saline- Solution) (pH: 7,4):
e Natriumchlorid4 42,5 g

* Di-Natrium-Hydrogenphosphat-Dihydrat4 6,35 g
» Di-Natrium-Hydrogenphosphat-Monohydrat4 1,95 g
 adAquadest. 51

7,5% Hydrogenperoxidlésung:

* 30% Hydrogenperoxidlosung4 50 ml
e Aqua dest. 150 mi

Protein Block Serum Free with Background reduciogponents
StreptAB-Complek

DAB-Hydrogenperoxidlésung:

 DAB-L06sung:

— DAB-Tablettenl (10 mg) 6 Stick
- ad Aqua dest. 60 ml

— abgedunkelt auf Magnetruhrer auflésen und filtmefenter Abzug!)

» HydrogenperoxidlGsung:
+ PBS (pH 7,4) 5 ml

— Hydrogenperoxidlosung 30%7 1

— 400ul Hydrogenperoxidlosung mit 60 ml DAB-L6sung misohe
3. Ldsungen fur die glykohistochemischen Untersuchunge
Fluoreszenzfarbstoffe und Eindeckmedien
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol)-Verdinnung):

* DAPI-Verdunnungl (ig/ul) 1 pl
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e adPBSpH7,41ml
4. Losungen fur die elektronenmikroskopischen Untersuicungen

4.1. Fixierungsmittel
Fixierungslosung nach Karnovsky:

» Karnovsky-Stammlosung (siehe unten) 8 ml
e Glutaraldehyd 25%1 1,37 ml

* erst kurz vor Gebrauch mischen

Karnovsky-Stammldsung:
* 10% Paraformaldehydlésung (siehe unten) 20 mli

» Cacodylat-Puffer, 0,2M (pH 7,2) 50 ml

e Kalziumchlorid (wasserfrei)1 0,05 g
10% Paraformaldehydlosung:

e Paraformaldehyd4 10 g
e ad Aqua dest. 100 ml
e Natriumhydroxid41M bis zu 6Tropfen

4.2. Puffer
Cacodylat-Puffer 0,2M (pH 7, 2):

e Losung A 50mi:

— Sodium cacodylate13(Na(CH3)2As02x3H20) 8,56 g
- ad Aqua dest. 200 ml

e Lo6sung B 100mi:

— Aqua dest 100 mi
— Salzséaure 0,2M7 pH einstellen
Cacodylat-Puffer 0,1M (pH 7,2):

e Cacodylat-Puffer 0,2M (pH 7,2) siehe oben 50 ml
e Agqua dest. 50 ml

4.3. Kontrastierungslosungen

2% Osmiumtetroxid-L6sung
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e 4% Osmiumtetroxidl 2 ml
e Cacodylat-Puffer 0,1M 2 ml

3% Kaliumferrocyanid- Losung:

e Kaliumferrocyanid3 0,3 g
» ad Cacodylat-Puffer 0,21M 10 m|

1% Osmiumtetroxid-1,5% Kaliumferrocyanid in CacatyPuffer 0,1M:
e 2% Osmiumtetroxid-Lésung 4 ml

* 3% Kaliumferrocyanid-L6sung 4 ml

4.4. Einbettmedien
Propylenoxid®

Epon:

* Poly/ bed 81215 (1,2,3-Propanetriol, polymer witinlpromethyl) oxirane) 20 ml
» DDSAI15 (Dodecenyl succinic Anhydride) 16 ml

* NMAI15 (Nadic Methyl Anhydride) 10 ml

« BDMAI15 (N,N-Benzyldimethylamine) 1,4 ml

4.5. Farbeldsungen
Methylenblau nach Richardson:

e Losung A 100mi:

— Methylenblaul 1 g

- 1% Borax14 (Natriumtetraboraldecahydrat)-Losung

e Losung B 100ml

- Azurlll41lg
— ad Agua dest. 100 ml

4.6. Nachkontrastierungsmedien

Uranylacetdf (gesattigte Losung)
Bleicitratlosung nach REYNOLDS (1963):

* Natriumcitrat Stock 3ml:
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— Natriumcitrat4 Na3(C6H507)x2H2035,7 g
— ad Aqua dest. 100 ml

* Bleinitrat Stock 2ml:

— Bleinitrat4 (Pb(NO3)2 33,1 g
— ad Aqua dest. 100 ml

* Natriumhydroxid4 1M tropfenweise zugeben bis Loskiag
1 Fluka Chemie GmbH, Steinheim

2 Carl Roth GmbH, Karlsruhe

3 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

4 Merck, Darmstadt

5 Riedel- de H&n AG, Seelze- Hannover

6 Herstellung: Apotheke der klinischen Universia@astalten Minchen
7 Sigma Chemical Company, St. Louis, USA

8 Dako, Hamburg

9 Dako, Glostrup, Danemark

10 Kem- En- Tec Diagnostics, Taastrup, Danemark

11 Roche, Mannheim

12 Agar Scientific LTD, Essex, England

13 Serva, Heidelberg

14 Polysciences Inc., Warrington, USA

15 Gribler, Stuttgart- Untertirkheim
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