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Einleitung

1. Einleitung

Die wirtschaftliche Bedeutung des Rindes als Milchlieferant und Masttier ist weithin
bekannt. Dabei steht die Leistungs- und Ertragssteigerung dem Wohlbefinden der
Tiere gegentber. Um hohe Ertrage in der Milch- und Fleischproduktion erreichen zu
koénnen, ist eine ausgewogene Futter- und Nahrstoffversorgung der Rinder unablassig.
Zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten befassen sich daher mit dem Thema der
optimalen Energieversorgung der Tiere. Grundlage fir die Weiterentwicklung von
Futtermitteln bildet das Wissen um Aufbau und Funktion des ruminanten Verdauungs-
systems, das sich in einigen Punkten doch wesentlich von dem anderer Haus-

saugetiere unterscheidet.

Die erste Station der Verdauung bildet die Mundhohle, in der das Futter zerkleinert und
mit dem Speichel vermengt wird. Mit einer durchschnittlichen Speichelproduktion von
110-180 Liter/Tag liegt das Rind weit Uber dem Durchschnitt anderer Haussaugetiere
(Schwein ca. 15 Liter/Tag, Pferd ca. 40 Liter/Tag) (Konig und Liebich, 2012).

Der Speichel des Rindes ist ein alkalisches Mischsekret. Er enthalt beim Rind neben
Wasser, Muzinen und Elektrolyten zusatzlich einen hohen Anteil an Phosphat und
Bikarbonat. Diese Zusammensetzung ist flr die Aufrechterhaltung des pH-Wertes im
Pansen von groRer Bedeutung (Engelhardt, 2005). Eine weitere nicht zu
vernachlassigende Komponente des Wiederkauerspeichels ist Harnstoff, der (ber den
ruminohepatischen Kreislauf zuriick in den Pansen geleitet wird und die Grundlage fur
die Proteinbiosynthese der dort ansassigen Mikroorganismen bildet (Engelhardt, 2005).
AuBBerdem beinhaltet der Speichel Immunglobuline, wie das bakteriostatische
Laktoferrin und Lysozym, die eine erste Barriere gegen Krankheitserreger darstellen
(Konig und Liebich, 2012). Wahrend der Speichel bei Schwein und Mensch bereits
eine nicht geringe Menge des starkespaltenden Enzyms Ptyalin (Speichel-Amylase)
enthalt, ist der Speichel der Wiederkauer relativ frei von
Verdauungsenzymen(Engelhardt, 2005; Konig und Liebich, 2012). Eine Ausnahme

bildet die im Speichel von Kélbern nachgewiesene Lipase (Engelhardt, 2005).

Der Speichel wird von den Anhangsdriusen des Kopfes gebildet, die in zwei Gruppen
untergliedert werden: Die groRen Speicheldriisen (Glandulae salivariae majores), wie
die Ohrspeicheldrise (Glandula parotis), die Unterkieferdriise (Glandula mandibularis)

und die Unterzungendriisen (Glandula sublingualis monostomatica und Glandula
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sublingualis polystomatica) bilden den Hauptanteil des gesamten Speichels (Salomon,
2005; Koénig und Liebich, 2012).

Zusatzlich geben zahlreiche kleine Speicheldriisen (Glandulae salivariae minores), die
an vielen Lokalisationen in der Mundhdhle nachzuweisen sind (Konig und Liebich,
2012), ihr Sekret in den Hauptspeichel ab. Grof3e Bedeutung bei der Speichelbildung
kommt der Glandula parotis zu. Diese ist bei Wiederkauern gut entwickelt und
Ubernimmt einen grofRen Anteil der Speichelproduktion. Aufgrund ihrer herausragenden
Bedeutung fur den Verdauungsvorgang des Rindes, soll die Glandula parotis als Ziel
dieser Arbeit umfassend histologisch untersucht und die einzelnen Strukturen

eingehend erortert werden.
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2. Literaturibersicht

2.1. Ubersicht tiber die makroskopische Anatomie der Glandula

parotis

Die Ohrspeicheldrise, Glandula parotis, ist eine der vier groBen Speicheldrisen.
Wahrend sie bei Fleischfressern wie Hund und Katze eine eher herzférmige bis
dreieckige Form besitzt und verhaltnismafRig klein ist, nimmt sie bei den anderen
Haussaugetieren eine relativ groRe Flache kaudolateral des Unterkieferwinkels ein
(Nickel et al.,, 2004). So zieht sich die grof3e, dreieckige Glandula parotis des
Schweines mit ihrem ventralen Halsanteil entlang der Pars mastoidea des Musculus
cleidocephalicus nach kaudal bis zum Thorax (Nickel et al.,, 2004). Die Glandula
parotis des Pferdes ist ebenfalls verhaltnismaRig grof3 und reicht mit ihrer medialen
Flache bis zum Luftsack heran (Nickel et al., 2004).

Bei den Wiederkauerspezies ist die Glandula parotis gut entwickelt. Dennoch stellt sie
sich im Volumenvergleich zum Schwein und Pferd kleiner dar. Auch bei Betrachtung
der Wiederkauerspezies untereinander lasst sich ein deutlicher Unterschied in der
Auspragung der groRen Speicheldriisen erkennen. So weisen grasfressende Spezies
wie das Rind oder das Schaf vergleichsweise kleinere Parotisvolumina auf als
futterselektierende Spezies, wie zum Beispiel die Ziege (Nickel et al., 2004). Hofmann
et al. (2008) wiesen einen Zusammenhang zwischen dem prozentualen Grasanteil des
Futters und der Masse der Glandula parotis bei verschiedenen Wiederkduerarten nach.
Dabei stellten sie eine negative Korrelation zwischen Grasanteil der Nahrung und der
Masse der grof3en Speicheldriisen dar. So nimmt die Organmasse mit abnehmendem
Grasanteil in der speziesspezifischen Futterzusammensetzung zu. Dabei ist jedoch zu
beachten, dass die gréReren Speicheldriisen der Futterselektierer keineswegs eine
hohere Speichelproduktion bedeuten missen (Hofmann et al., 2008). Ihr Speichel
weist lediglich eine hohere Viskositat auf, die auf einen htheren Proteingehalt des

Speichels zurtickgefuhrt werden kann (Hofmann et al., 2008).
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Die Glandula parotis des Rindes ist beidseitig des Kopfes angelegt und stellt sich
keulenférmig dar (Nickel et al., 2004). Sie erstreckt sich beim Rind Uber die gesamte
Lange der Fossa retromandibularis, die sie fast vollstandig einnimmt. lhr dorsal
gelegener praaurikularer Anteil, der kranioventral des Ohrgrundes liegt und kaudal
durch den Atlasfliigel begrenzt wird, verjingt sich ventral zu einem schmalen
Kehlgangsanteil. Dieser verlauft parallel zum Unterkieferast und reicht in seiner

Ausdehnung an den Unterkieferwinkel heran (Nickel et al., 2004).

Die Ohrspeicheldrtise ist von einer bindegewebigen Kapsel umhillt, deren Septen das
Drusenparenchym durchziehen und zu einem fir die Speicheldriisen typischen
Lappchenaufbau fuhren, der auch makroskopisch deutlich erkennbar ist (Salomon,
2005). Die Fascia parotidea und der Musculus parotidoauricularis begrenzen die
Glandula parotis nach lateral. Medial kommt sie auf dem Musculus masseter, dem
Zungenbein mit zugehoriger Muskulatur sowie der Unterkieferdrise, Glandula
mandibularis, zu liegen, die sie jedoch nicht vollig bedeckt. Nennenswert ist auch die
Néahe ihrer medialen Seite zu Arteria carotis communis, Vena jugularis externa, Nervus
facialis (VIl) sowie zum Nervus trigeminus (V) (Nickel et al., 2004; Koénig und Liebich,
2012).

Wie allen grolen Speicheldriisen gemeinsam, verlasst ein einziger groRRer
Ausfihrungsgang das Drisenparenchym, in  welchen alle interlobularen
Ausfihrungsgdnge minden. Der Ductus parotideus tritt aus dem Parenchym der
Ohrspeicheldriise kranioventral auf Hohe des Unterkieferwinkels (Konig und Liebich,
2012) aus und zieht erst ein kurzes Stick auf der medialen Seite der Mandibula nach
rostral, bevor er an der Incisura vasorum facialium auf die laterale Oberflache des
Musculus masseter tritt (Salomon, 2005). Von dort aus verlauft der Ductus parotideus
schrag uber die Masseteroberlache bis zu seiner Miindung auf der Papilla parotidea im
Vestibulum oris, die auf Hohe des zweiten molaren Backenzahns im Oberkiefer liegt
(Nickel et al., 2004; Salomon, 2005; Kénig und Liebich, 2012).

Die vaskulare Versorgung der Glandula parotis wird durch die Arteria und Vena
maxillaris gewahrleistet. Nerval wird die Ohrspeicheldriise durch Aste des Nervus
trigeminus (V) und des Nervus glossopharyngeus (IX) versorgt. Letzterer ist auch
durch seinen parasympathischen Anteil fur die Sekretion der Ohrspeicheldrise
verantwortlich (Kénig und Liebich, 2012).
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Gl. parotis

Gl. mandibularis

Gl. sublingualis polystomatica

Gl. sublingualis monostomatica

Abbildung 1: Ubersicht iiber die groRen Speicheldriisen des Rindes; modifiziert nach Konig
und Liebich, 2012
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2.2. Ubersicht iiber die embryologische Entwicklung der Glandula

parotis

Die Anlage der Glandula parotis ist beim Rind ca. ab dem 40.-45. Trachtigkeitstag als
lockerer Verband undifferenzierter Drisenzellen ektodermalen Ursprungs im
Bindegewebe der lateralen embryonalen Mundhoéhle erkennbar (Eisenbriickner, 2000;
Hees und Sinowatz, 2000; Eisenbrickner et al., 2003) . Bereits im ersten Drittel der
Embryonalentwicklung lassen sich deutlich die Knospen der Endstliicke von
Gangsprossen abgrenzen, die bereits ein Lumen und ein bis zwei Zellschichten
aufweisen. Die Endknospen zeigen erst spater, ca. ab dem 75. Tag eine Lumenbildung
(Eisenbrickner, 2000). Im zweiten Drittel der pranatalen Entwicklung lassen sich
myoepitheliale Vorlauferzellen ausmachen, die sich durch eine hellere Anfarbung von
den Epithelzellen unterscheiden. Etwa ab der Halfte der Trachtigkeitsdauer ist bereits
der typische Lappchenaufbau der Drise erkennbar. Es ist nun moglich, einschichtige
End- und Schaltstiicke, groRere Gangabschnitte, die spater zu Streifenstlicken reifen

und kleinere interlobulére Gange voneinander abzugrenzen (Eisenbrtckner, 2000).

In der zweiten Halfte der Trachtigkeit reifen die Endstiicke weiter und bilden bereits
Sekretgranula. Die interlobularen Ausfihrungsgange weisen in manchen Abschnitten
eine Vielzahl von Becherzellen auf (Eisenbriickner, 2000). Eine endgultige Differen-
zierung der gréfReren Ganganteile in die typischen hochprismatischen Streifenstiick-
zellen durch die typische Einfaltung der basalen Zellmembran, erfolgt erst post partum
(Eisenbrtckner, 2000).

Je weiter die Entwicklung der Glandula parotis durch Einsprossung in das umgebende
mesenchymale Gewebe voranschreitet, desto weiter entfernt sich die Drise von ihrer
urspriinglichen Anlage. Ein Streben der Mundwinkel nach rostral sowie eine Ver-
engung der Mundspalte fihren zusatzlich zu einer Verlangerung der Strecke vom sich
entwickelnden Driusenkorper zur letztendlichen Mundung des Ausfihrungsganges in
die Mundhoéhle (Russe und Sinowatz, 1998). Die raumliche Trennung von Ausgang
und Drisenkorper spiegelt sich in der Qualitéat der sekretproduzierenden Anteile des
Drusenparenchyms wieder. Je langer die Strecke von den sekretbildenden Strukturen
der Speicheldriise bis hin zur Offnung in die Mundhohle ist, desto mehr serdse
Endstiicke sind im Parenchym der Druse anzutreffen. Dies stellt eine Erklarung fur die
hauptséchlich serése Zusammensetzung der Parotisendsticke dar (Risse und
Sinowatz, 1998).

11
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2.3. Mikroskopische Anatomie der Glandula parotis

2.3.1. Histologische Klassifizierung der Glandula parotis

Die Speicheldriisen zahlen zu den exokrinen Driisen. Diese werden Uber ihre
Eigenschaft definiert, ihr produziertes Sekret an eine innere oder aufere
Epitheloberflache abzugeben. Des Weiteren untergliedert man exokrine Driisen in
endoepitheliale und exoepitheliale Driisen. Die endoepithelialen Drisen sind direkt im
Epithel verankert, wie beispielsweise Becherzellen, die auch im Epithel gréRerer
Ausfuhrungsgange der Speicheldrisen vorkommen. Exoepitheliale Drisen liegen
auRRerhalb des Epithels, auf dessen Oberflache sie ihr produziertes Sekret entleeren.
Das Sekret wird Uber einen einzigen Ausflihrungsgang (Einzeldriise oder Glandula
unicellularis), wie zum Beispiel bei den kleinen Speicheldriisen, oder ein System von
mehreren Ausfiihrungsgangen (Glandula multicellularis) an die Oberflache geleitet.
Man spricht hier auch von einer ,zusammengesetzten Drise” (Hees und Sinowatz,
2000; Liebich, 2010).

Dies trifft im Falle der groBen Speicheldriisen zu, deren Gangsystem sich ausgehend
von einem einzigen grofRen Ausfliihrungsgang (Ductus parotideus) in ein ausgepragtes
Netzwerk von mittleren und Kkleinen Ausfihrungsgangen, Streifenstiicken und
Schaltstiicken verzweigt. Am proximalen Ende der Schaltstiicke (Ductus intercalati)
liegen die Endstlicke der Speicheldrisen (Hees und Sinowatz, 2000). Je nach ihrer
Form findet eine weitere Unterteilung der exoepithelialen Driisen statt. Man spricht von
beerenférmigen ,azindsen®, schlauch- oder rohrenformigen ,tubuldsen® oder
blaschenformigen ,alveolaren® Endstiicken. Auch diverse Mischformen der
aufgefuhrten Endstick-varianten sind mdglich. Im Falle der Glandula parotis handelt es
sich meist um tubuldose, azinbse oder tubulo-azinése Endsticke. Die starke
Verzweigung ihrer sekretleitenden Wege und ebenso der sekretbildenden Endstlicke
verleihen ihr einen ausgepragten Lappchenaufbau, der charakteristisch fir alle groR3en

Speicheldrisen ist (Hees und Sinowatz, 2000).

12



Literaturtibersicht

Myoepithelzelle

tubulo-azinoses
Endstiick

Streifenstuck & A

o3 s® Schaltstick
, " R o
interlobularer 301 >
£ 5
Ausfthrungsgang. B P Becherzelle
DORENOC
O

Abbildung 2: Ubersicht iiber den Aufbau einer zusammengesetzten tubulo-azinésen Driise

Eine weitere Unterteilung der Speicheldrisenendstiicke wird tber die Qualitat ihres
Sekretes und die Morphologie der Endstickepithelien gefiihrt. Man unterscheidet
homokrine Drisen, die nur aus einem einzigen sekretierenden Zelltyp bestehen und
heterokrine Drisen, bei denen das Sekret ein Gemisch der abgegebenen Produkte
morphologisch unterschiedlicher Zellformen darstellt (Hees und Sinowatz, 2000). Die
Speicheldrisen entleeren ihr Sekret auf merokrine Weise. Dabei gibt die Zelle ihr
produziertes Sekret kontinuierlich Uber die Epitheloberflache in das Endstiicklumen ab.
Die Zelle wird bei diesem Sekretionsmechanismus durch die exozytotischen Prozesse

wahrend der Ausschittung der Sekretgranula nicht geschadigt (Hees und Sinowatz,
2000).

Seit Rudolph Heidenhain 1868 die Speicheldriisen aufgrund der Beschaffenheit ihres
Sekretes als mukdse oder albumindse Drisen klassifizierte, wurden in der Literatur

viele verschiedene Begriffe zur Einordnung der Sekret produzierenden Zellen der

13
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Speicheldrisen vorgeschlagen (Heidenhain, 1868; Pinkstaff, 1993). Aufgrund ihrer
Darstellung mit histologischen Standardmethoden wurden sie als ,tropochrome®,
.heterochrome” (Bensley, 1908), ,pseudomucous” (Wimsatt, 1956), ,atypical mucous"
(Leblond, 1950) und mit vielen anderen Begriffen bezeichnet. Obwohl Anton
Heidenhain bereits im Jahr 1870 vorschlug, die als ,albuminds“ bezeichneten
Endsttckzellen als ,serds” zu bezeichnen, setzte sich die heute allgemein verwendete
Einteilung der Endstlickzellen anhand ihrer Sekretqualitat in serdse (,albumindse")
Endstucke, mukdse Endstiicke und gemischte Endstilicke erst Jahrzehnte spater durch
(Heidenhain, 1870; Pinkstaff, 1993). Als ,serts* werden heute Sekret produzierende
Zellen bezeichnet, die ein eher wassriges, eiweil3reiches Sekret produzieren. ,Mukds”
(schleimbildend) sind jene Endstiicke, deren Sekret eine hohere Viskositat aufweist.
Bei gemischten, ,sero-mukdsen” Endstlicken liegt eine Gruppe serdser Zellen einem
mukosen Endstick auf, was sich im histologischen Schnittbild ahnlich einer
halbmondférmigen Kappe serdser Zellen darstellt. Diese Formation wird auch als

.Ebner-, oder ,Gianuzzi-Halbmond* bezeichnet (Hees und Sinowatz, 2000).

Shackleford und Klapper (1962) empfahlen die Einteilung der Speicheldriisen Uber den
Nachweis von sauren und neutralen Kohlenhydratstrukturen. So ist in mukésen
Endsticken eine deutliche Ansammlung saurer Mukopolysaccharide (Glykosamino-
glykane) uber die Anfarbung mit kolloidalem Eisen und Alzianblau nachweisbar
(Shackleford und Klapper, 1962), wahrend als serts beschriebene Endstiicke eher
neutrale Polysaccharide aufweisen, die sich mit der Perjodsaure-Schiff'-Reaktion
(PAS-Reaktion) darstellen lassen. Sie schlugen vor, Zellen mit einem gewissen Gehalt
an sauren Glykokonjugaten als seromukds und nur Zellen als rein serds zu
bezeichnen, die ausschlie3lich neutrale Glykokonjugate beinhalten (Shackleford und
Klapper, 1962).

Allerdings blieb das Klassifizierungsschema von Shackleford und Klapper (1962) in
Bezug auf serdse und seromukdse Zellen nicht unbestritten. So schlugen bereits
Young und van Lennep im Jahre 1978 vor, die Einteilung eines Zelltyps in ,serés* oder
.seromukos” vom Erscheinungsbild der jeweiligen Zellen auf ultrastruktureller Ebene
abhangig zu machen. Gemafl ihrem Unterteilungsschema muss eine Zelle relativ
grol3e, elektronendichte Sekretgranula und eine Matrix mittlerer Elektronendichte um
diese Granula besitzen, um als ,seromukés” bezeichnet werden zu kénnen (Young und
van Lennep, 1978). 1993 postulierte dagegen Carlin A. Pinkstaff, dass sowohl mit

traditionellen Farbemethoden als auch mit Hilfe diverser lektinhistochemischer
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Untersuchungen verschiedene Glykokonjugate in den Sekretgranula serdser Zellen
nachzuweisen sind. Diese, so vermutete Pinkstaff, wirden nicht nur auf eine
Ansammlung von Glykoproteinen reduziert werden kénnen, sondern beinhalteten auch
Glykolipide und sogar Proteoglykane, die vor allem den mukdsen Zellen als
Charakteristikum zugeschrieben werden. Aus diesem Grunde favorisiert Pinkstaff eher
den Terminus ,seromukds" flr vorher als ,serds" bezeichnete Speicheldriisen, wenn in
diesen eine gewisse Menge an Glykokonjugaten histochemisch nachgewiesen werden
kénnen (Pinkstaff, 1993).

Tandler und Phillips (1993) schlagen mit ihrem Klassifizierungsschema flir serdse
Zellen einen Mittelweg zwischen den Extremen der vorher erwdhnten Einteilungs-
kriterien ein. Ihrer Ansicht nach zeigen die serésen Zellen der Speicheldrisen alle
strukturellen Merkmale einer Zelle, die Proteinstrukturen fir den Export an eine
Zelloberflache synthetisiert. Den Archetypus solcher Protein sezernierenden
Drusenzellen findet man in den exokrinen Drisenzellen des Pankreas. Sie teilen eine
Zelle als ,serds” ein, wenn sich ihre Eigenschaften den Zellen des exokrinen Pankreas
auf lichtmikroskopischer Basis und in der elektronenmikroskopischen Darstellung
angleichen (Tandler und Phillips, 1993).

So sollten die Zellen bei Semidinnschnitten, die mit Toluidinblau gefarbt wurden, blau-
schwarze Granula aufweisen und unter dem Elektronenmikroskop eine elektronen-
dichte Matrix zeigen. Im Gegensatz dazu teilen sie Zellen, die in Semidinnschnitten
nur schwer mit Toluidinblau anzufarben sind und Sekretgranula mit nur geringer

Elektronendichte aufweisen als ,seromukds” ein (Tandler und Phillips, 1993).

Unabhéangig von allen Einteilungsschemata der Endstlckzellen fihrten Tandler und
Phillips (1993) folgende Grundaussage an: Wahr ist, dass alle Zellen, die als seros
eingeordnet werden eine gemeinsame biologische Rolle einnehmen, ahnliche Produkte
sezernieren oder eine gemeinsame Entwicklungs- und Evolutionsgeschichte besitzen
(Tandler und Phillips, 1993).

2.3.2. Endsticke

Ihre Kapsel aus kollagenem Bindegewebe und deren Septen, die das gesamte
Parenchym der Ohrspeicheldriise netzartig durchziehen, fuhren im histologischen

Schnittbild zu einer typischen Unterteilung des Parenchyms in Lobi und Lobuli
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(Adnyane et al., 2010). Den groRten Parenchymanteil bilden die sekretproduzierenden
Endsttcke der Parotis, die in der Literatur meist aufgrund ihres azindsen Aufbaus als
Azini bezeichnet werden. Shackleford und Wilborn beschrieben 1969 die Endstlicke
der Glandula parotis von Kalbern als langlich und tubul6és. Die Tubuli weisen dabei
meist eine gewundene und verzweigte Form auf (Shackleford und Wilborn, 1969). Sie
kénnen daher auch als ,secretory tubules (Young und van Lennep, 1978) bezeichnet

werden (Eisenbrickner, 2000).

Beim Schwein stellten Boshell und Wilborn (1978) in ihrer Studie verlangerte und
verzweigte Azini mit kleinen gewundenen Lumina dar (Boshell und Wilborn, 1978). Bei
den meisten Saugetierspezies finden sich in den Endstlicken der Glandula parotis
ausschlieRlich serése, Sekret produzierende Zellen. Das Epithel der Endkammern der
Ohrspeicheldrise ist einschichtig und besteht hauptsachlich aus den sekretionsaktiven
serbsen Zellen, die den Primarspeichel sezernieren. Ihnen liegen basal
Myoepithelzellen an. Beide Zelltypen werden von derselben Basalmembran

umschlossen (Hees und Sinowatz, 2000).

Bei den meisten Saugetierspezies und auch beim Menschen sind die serdsen Zellen
der Parotisazini von pyramidaler oder konischer Form und ordnen sich um ein enges
Lumen an (Hees und Sinowatz, 2000; Liebich, 2010). Shackleford und Wilborn
beschreiben beim Rind eine eher kubische Form der Azinuszellen (Shackleford und
Wilborn, 1969) sowie starker gedffnete Lumina der Endsticke (Shackleford und
Wilborn, 1968) und zeigen damit einen weiteren morphologischen Unterschied der
Wiederkéauerparotis zu den anderen Saugetierarten auf. Das Zytoplasma der serésen
Zellen farbt sich azidophil an (Liebich, 2010). Tandler und Phillips (1993) beschreiben
sie wie folgt: ,Die serdosen Zellen zeigen in Hamatoxylin-Eosin gefarbten
Paraffinschnitten basal eher ein basophiles Zytoplasma und im apikalen und
supranukledaren Bereich der Zelle ein eher eosinophiles, teilweise granuliertes
Zytoplasma"“ (Tandler und Phillips, 1993).

Die Zellkerne der Parotiden des Menschen und verschiedener Saugetierarten zeigen
sich je nach Spezies rund, oval, gelappt oder unregelmafig geformt (Boshell und
Wilborn, 1978; Pinkstaff, 1993; Tandler und Phillips, 1993; Eisenbriickner, 2000). Beim
Rind beschrieben Shackleford und Wilborn einen ovalen bis unregelmaRig geformten
Zellkern (Shackleford und Wilborn, 1969). Dieser liegt eher basal ausgerichtet im
Zentrum der Zelle (Shackleford und Wilborn, 1969). Die DNS liegt meist euchromatisch
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vor, bildet jedoch einen oder mehrere Nukleoli (Pinkstaff, 1993; Tandler und Phillips,
1993). Die Zellgrenzen lassen sich lichtmikroskopisch teilweise nur schwer abgrenzen
(Hees und Sinowatz, 2000).

Die lumenseitige Oberflache ist mit einem dichten Besatz verzweigter Mikrovilli
ausgestattet (Shackleford und Wilborn, 1969; Suzuki et al., 1981c). Das Geriist der
Mikrovilli wird von Mikrofilamenten gebildet, die von einem direkt unter der
Zelloberflache gelegenen Netz aus zytoskelettalen Strukturen, dem sogenannten
oLerminal web* (Leblond et al., 1960; Redman, 1994) ausgehen und bis in die
Verzweigungen der Mikrovilli hineinziehen (Shackleford und Wilborn, 1969). Ahnliche
Mikrovillistrukturen wie an der apikalen Zellmembran finden sich beim Menschen und
einigen Saugetierspezies auch an der lateralen Zelloberflache. Sie ragen in
sogenannte ,Interzellulare Kanalchen®, die durch Einstilpungen der lateralen
Zellmembranen zweier benachbarter Zellen entstehen. Diese 3 um breiten Kanalchen
werden als Erweiterungen der funktionalen Oberflache von serésen Endstiickzellen
betrachtet und werden auch als ,secretory capillaries” bezeichnet (Shackleford und
Wilborn, 1969; Boshell und Wilborn, 1978; Pinkstaff, 1993). Die weiteren Anteile der
lateralen Zellmembranen bilden mit der Nachbarzelle je nach Spezies flache bis stark
entwickelte Interdigitationen aus, die sich teilweise von der Basalmembran bis zum
Lumen erstrecken. Sie sind von den Interzellularen Kanalchen durch Tight junctions
abgegrenzt und formen kleine interzellulare Spaltrdume (Shackleford und Wilborn,
1969; Boshell und Wilborn, 1978; Suzuki et al., 1981c; Pinkstaff, 1993). In der apikalen
Zellregion liegen ein gut entwickelter Golgi-Apparat und zahlreiche Sekretgranula
(Shackleford und Wilborn, 1969; Pinkstaff, 1993; Tandler und Phillips, 1993;
Eisenbrickner et al., 2003). Die Sekretgranula varriieren in ihrer Morphologie nicht nur
sehr stark zwischen den einzelnen Spezies, sondern zeigen auch Unterschiede
innerhalb der Speicheldriisen eines Individuums (Shackleford und Wilborn, 1969; Riva
et al., 1974; Tandler und Phillips, 1993; Eisenbrickner, 2000). Neben den
Sekretgranula konnte C. Oliver bei der Glandula parotis von Ratten auch verschiedene
Arten von Lysosomen in den serdsen Endstickzellen nachweisen. Oliver teilt sie in
»apikale“ und ,basale“ Lysosomen ein (Oliver, 1983b, a; Oliver et al., 1989; Tandler und
Phillips, 1993) . Serdse Endstiickzellen weisen im Allgemeinen ein ausgepragtes raues
endoplasmatisches Retikulum (RER) im basalen Bereich der Zelle auf (Pinkstaff, 1993;
Tandler und Phillips, 1993). Beim Rind beschreiben Shackleford und Wilborn (1969)
das in der basalen Zellhélfte angesiedelte raue endoplasmatische Retikulum als wenig

entwickelt. Jedoch befinden sich viele Mitochondrien in diesem Bereich (Shackleford
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und Wilborn, 1969; Eisenbrickner, 2000).

Neben den serésen Zellen kommen in den Endstiicken aller groRen Speicheldriisen
sogenannte Myoepithelzellen vor. Aus embryologischer Sicht handelt es sich bei ihnen
um modifizierte Epithelzellen, die sowohl strukturelle Charakteristika einer Epithelzelle
aufweisen, als auch eine hohe Anzahl parallel angeordneter Myofilamentbindel
enthalten, eine typische Eigenschaft glatter Muskelzellen (Hees und Sinowatz, 2000;
Liebich, 2010). Diese lagern sich zu sogenannten ,dense bodies" zusammen und sind
fest mit der Zellmembran verbunden (Redman, 1994). Im basalen Bereich bildet die
Zellmembran viele Caveolae (Redman, 1994). Charakteristisch ist auch ihr spindel-
formiger Zellkern, der im histologischen Anschnitt meist parallel zu den runden
Zellkernen der angrenzenden serdsen Endstlickzellen oder Schaltstlickzellen liegt
(Redman, 1994). Das RER und der Golgi-Apparat sind nur schwach ausgebildet.
Gelegentlich kénnen Ansammlungen von Glykogen in den Myoepithelzellen
nachgewiesen werden (Redman, 1994). Myoepithelzellen besitzen keine eigene
Basalmembran, sondern sind zwischen den Epithelzellen der Endstiicke und der diese
umgebenden Basalmembran eingebettet (Hees und Sinowatz, 2000). Die
Myoepithelzellen der Azini sind Uber ihre sternféormigen Fortsatze untereinander
verbunden und Uberziehen die Epithelzellen an ihrer basalen Seite wie ein
bogenartiges Netzwerk. Tamarin beschrieb sie 1966 aufgrund dieser Eigenheit als
typische ,Korbzellen“. Er verwendet auch die Metapher eines auf einem Felsen
aufsitzenden Oktopus, was eine gute Beschreibung ihrer dreidimensionalen Struktur
darstellt (Tamarin, 1966). Auch im Bereich der Schaltstiicke lassen sich an der basalen
Seite des Epithels longitudinal angeordnete Myoepithelzellen finden (Riva et al., 1992).
Diese zeigen jedoch eine langgezogene, spindelférmige Gestalt und weisen keine
sternformigen Fortsatze wie im Bereich der Endstiicke auf (Riva et al., 1993). Aus
diesem Grund werden sie im Bereich der Schaltsticke auch als ,Stabzellen”
bezeichnet (Liebich, 2010). Dardick et al. (1988) konnten beim Menschen Myoepithel-
zellen immunhistochemisch auch im Bereich der Streifenstiicke nachweisen (Dardick
et al., 1988). Bei Wiederkauern wurden Myoepithelzellen im Bereich der Endstuicke
und Schaltstiicke nachgewiesen (Shackleford und Wilborn, 1969; Elewa et al., 2010a).
Man geht davon aus, dass sie funktionell zur Kontraktion der Drise und zur
Stabilisierung der Epithelzellen dienen (Redman, 1994). Redman vermutet weiter, dass

sie auch an der Weiterleitung von sekretorischen Stimuli beteiligt sind (Redman, 1994).
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2.3.3. Schaltstiicke

Den Endstiicken der Ohrspeicheldriise schlieRen sich kurze Sekretgange an, die als
Schaltstlicke (Ductus intercalati) bezeichnet werden. Sie werden von einem
einschichtigen isoprismatischen Epithel gebildet (Hees und Sinowatz, 2000). Die Zellen
erscheinen je nach Ausdehnung des Ganges kubisch bis flach, so dass sie im
histologischen Schnitt leicht mit Kapillarendothelzellen verwechselt werden kdnnen
(Tandler et al., 1998). lhre apikale Oberflache weist kurze Mikrovilli auf (Shackleford
und Wilborn, 1969; Riva et al., 1976; Suzuki et al.,, 1981c; Tandler et al., 1998). In
ihrem Zentrum liegt ein runder bis ovaler Zellkern (Shackleford und Wilborn, 1969), der
von zahlreichen Mikrofilamenten umspannt wird (Suzuki et al.,, 1981c), die Uber
Desmosomen mit der lateralen Zellmembran verankert sind (Shackleford und Wilborn,
1969). Im apikalen Bereich der Zelle befinden sich zahlreiche Vakuolen (Shackleford
und Wilborn, 1969; Suzuki et al., 1981c) und bei einigen Spezies wurden auch
Sekretgranula beschrieben (Tandler, 1993). Beim Rind wurden bisher jedoch keine
Sekretgranula nachgewiesen (Suzuki et al., 1981c). Die Schaltstiickzellen enthalten
nur geringe Mengen an RER, einen kleinen Golgi-Apparat oberhalb des Nukleus und
einige im Zytoplasma verteilte Mitochondrien (Shackleford und Wilborn, 1969; Suzuki
et al., 1981c; Tandler et al., 1998).

Schaltstiicke bilden oftmals Verzweigungen. Viele Autoren berichten meist von einer
Unterteilung der Schaltstiicke vor dem Ubergang zum Streifenstiick. Man spricht von
sogenannten Schaltstiicken erster und zweiter Ordnung, wobei die Benennung der
Schaltstiicke von distal nach proximal erfolgt. So wird der proximale, dem Endstlick
angrenzende Teil, als Schaltstiick zweiter Ordnung und der distale Abzweig, der das
proximale Schaltstiick mit dem Streifenstiick verbindet, als Schaltsttick erster Ordnung
gekennzeichnet (Tamarin und Sreebny, 1965; Tandler et al., 1998). Dardick et al.
(1990) wiesen darauf hin, dass die Unterteilung der Schaltstiicke komplexer ist als
vermutet. Wahrend bei den Parotis- und Submandibulardriisen des Menschen einige
Endstiicke nur Uber durchgehende oder einfach verzweigte Schaltstiicke mit dem
Streifenstick verbunden sind, konnten in der Submandibulardrise bei Caniden sogar
Schaltstiicke dritter Ordnung festgestellt werden (Dardick et al., 1990). Boshell und
Wilborn teilen die Schaltstlicke der Glandula parotis des Schweines bereits 1978 in
zwei Abschnitte. Der dem Azinus nachfolgende proximale Anteil wird von vier bis neun
aneinandergereihten Zellen gebildet. Die Zellen erscheinen sehr flach und

langgezogen. Diesem folgt ein zweites distales Segment, dessen Zellen eher kubisch
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erscheinen (Boshell und Wilborn, 1978). Tandler et al. (1998) zeigen in ihrem Artikel
~,Comparative Ultrastructure of Intercalated Ducts in Major Salivary Glands: A Review"
von 1998, dass zwischen den Schaltsticken einiger Saugerspezies deutliche
strukturelle Unterschiede bestehen, die sich auch auf ihre Funktion auswirken. So
weisen Tandler et al. den Schaltstiicken nicht nur eine reine Transportfunktion zu,
sondern vermuten, dass sie den Primarspeichel aktiv durch Sekretions- und

Absorbtionsprozesse beeinflussen (Tandler et al., 1998).

2.3.4. Streifensticke

Streifenstiicke (Ductus striati) stellen die nachst gréfRere Einheit des Sekret
ableitenden Systems gro3er Speicheldrisen dar. Die auch als ,Sekretrohre”
bezeichneten Gange weisen ebenfalls Verzweigungen auf und jedes einzelne Streifen-
stiick geht seinerseits in eine Vielzahl von Schaltsticken tUber (Hees und Sinowatz,
2000). An ihrem distalen Ende setzen sie sich in Kkleine interlobulare
Ausfuhrungsgange fort. Die Mindung der Schaltstiicke in das Streifenstiick verlauft
speziesbezogen sehr unterschiedlich (Tandler et al., 1998). Shackleford und Wilborn
(1969) beschreiben beim Rind einen graduellen Anstieg der Zellhéhe (Shackleford und

Wilborn, 1969).

Ihren Namen erhielten die Streifenstiicke durch die im Lichtmikroskop zu erkennenden
Langsstreifen im basalen Bereich der hochprismatischen Zellen des Streifenstick-
epithels. Bei diesen handelt es sich um lange, faltenartige Einstilpungen der basalen
Zellmembran, zwischen denen eine Vielzahl von Mitochondrien longitudinal angeordnet
sind (Hees und Sinowatz, 2000; Liebich, 2010). Die Streifen ergeben sich aus dem
Wechselbild der membrandésen Falten und der dazwischen liegenden Reihen von
Mitochondrien (Tandler et al.,, 2001). Diese bilden auch die vorherrschenden
Zellorganellen der Streifensticke (Riva et al., 1976). Riva et al. stellten diese 1993
durch Untersuchungen humaner Speicheldriisen mittels Rasterelektronenmikroskopie
dar (Riva et al., 1993). Diese topographische Eigenheit stellt eine wichtige Grundlage
fur den Transport von Salzen durch das Epithel dar, die im Bereich der Streifenstiicke
dem Primarspeichel hinzugefiigt werden (Hees und Sinowatz, 2000). Die lateralen
Plasmamembranen erscheinen dagegen glatt (Riva et al., 1976) und bei einigen
Tierarten konnten an der Zelloberflache kurze Mikrovilli nachgewiesen werden (Tandler

et al.,, 2001). Das apikale Zytoplasma enthélt zahlreiche Vesikel (Shackleford und
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Wilborn, 1969; Riva et al., 1976; Suzuki et al., 1981c) und viele Mikrofilamente (Suzuki
et al., 1981c). Im Zentrum der Zellen befindet sich ein runder Nukleus, ein wenig
entwickeltes RER und ein kleiner Golgi-Apparat (Riva et al., 1976; Suzuki et al.,
1981c). Riva et al. (1976) wiesen aul3erdem viele Peroxisomen, einige Lysosomen und

Glykogenpartikel in den Streifenstiickzellen nach (Riva et al., 1976).

Das einschichtige Epithel der Streifenstiicke weist vor allem die bereits erwahnten
hochprismatischen Zellen mit der charakteristischen basalen Streifung auf. Dieser
vorherschende Zelltyp wird von vielen Autoren als sogenannte ,helle* Streifenstiick-
zellen bezeichnet. Auf ultrastruktureller Ebene werden noch als ,dunkle® Zellen
bezeichnete hochprismatische Zellen beschrieben, die den hellen Streifenstiickzellen
sehr ahnlich sind, jedoch in der Elektronenmikroskopie dunkler erscheinen, dicht
gelagerte Mikrofilamente enthalten und eine gréf3ere Anzahl von Mitochondrien und
apikalen Vesikeln aufweisen (Shackleford und Wilborn, 1969; Riva et al., 1976; Suzuki
et al., 1981c; Tandler, 1993; Tandler et al., 2001). Suzuki et al. (1981c) beschreiben
beim Rind noch einen dritten hochprismatischen Zelltypus. Die von ihnen als ,specific
light cells* (,spezifische helle Zellen*) bezeichneten Zellen treten nur sehr selten auf
und zeigen nur wenige Zellorganellen. Suzuki et al. vermuten, dass es sich um

degenerative helle Streifenstiickzellen handelt (Suzuki et al., 1981c).

Neben den hochprismatischen Zellen finden sich in den Streifenstiicken kleinere, basal
gelegene Zellen, die jedoch keine Myoepithelzellen darstellen. Zwar enthalten sie oft
eine nicht geringe Anzahl an Filamentbundeln, allerdings handelt es sich eher um
Intermediar- und nicht um Aktinfilamentbindel (Eisenbriickner, 2000). Die Basalzellen
der Streifenstiicke weisen im Allgemeinen eine glatte Oberflache auf, obwohl bei
einigen Spezies Interdigitationen mit benachbarten Zellen beschrieben wurden (Suzuki
et al., 1981c; Tandler, 1993). Der prominente Zellkern erscheint bei einigen Basalzellen
teilweise verformt und zeigt teilweise Einkerbungen (Tandler, 1993). Eine Unterteilung
der Basalzellen des Streifensticks nehmen Boshell und Wilborn (1978) in ihrer
histologischen Untersuchung der Ohrspeicheldriise des Schweines vor. Sie erwdhnten
in der H.E.-Farbung hell und dunkel erscheinende Zellen. Die sogenannten ,hellen”
Zellen zeichnen sich nach ihrer Darstellung durch einen blassen, eifdrmigen Zellkern
und blau angefarbte Granula im basalen Bereich der Zelle aus. Die Zellkerne der
x<dunklen* Zellen erscheinen dagegen fast pyknotisch. AuRerdem bilden verschieden-
artige Fortséatze, die zur Basalmembran ziehen (Boshell und Wilborn, 1978).

Shackleford und Klapper (1962) beschreiben zudem in Streifenstiicken vorkommende
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Zellen, die sich nach Alcianblau und PAS-Farbung metachromatisch (untypisch fur den
angewandten Farbstoff) anfarben und mastzellartige Strukturen aufweisen
(Shackleford und Klapper, 1962). In ihrer Studie Uber die Glandula parotis von Rindern
beschrieben Shackleford und Wilborn, dass die Streifenstiicke beim Kalb im
Gegensatz zu anderen Spezies schwacher ausgebildete basale Einfaltungen
aufweisen (Shackleford und Wilborn, 1969). Eine weitere tierartliche Ausnahme bildet
die Katze, deren Streifenstiicke der Ohrspeicheldriise im morphologischen Vergleich

zu anderen Saugerspezies schlecht entwickelt sind (Shackleford und Klapper, 1962).

2.3.5. Ausfihrungsgéange

Die Streifenstlicke der grol3en Speicheldrisen setzen sich in sogenannte Ausfihrungs-
gange (Ductus excretorii) fort. Die Ausfiihrungsgange lassen sich in histologischen
Schnittpraparaten leicht durch ihre Lage im interlobularen Bindegewebe erkennen,
welches sie zirkular umhdllt. Sie sind verzweigt und minden letztendlich in einen
einzelnen groBen Hauptausfihrungsgang, der das DrlUsenparenchym mit der
Mundhohle verbindet (Hees und Sinowatz, 2000). Bei der Glandula parotis wird er
auch nach seinem danischen Entdecker, Niels Steensen als ,Stenon‘scher Gang“
bezeichnet (Eisenbrtickner, 2000). Die kurzen Ausfilhrungsgange setzen sich an ihrem
proximalen Ende aus einem ein- bis zweischichtigen Epithel mit meist isoprismatischen
Zellen zusammen. Mit steigendem Lumendurchmesser erhéht sich auch die Zahl der
epithelialen Zellschichten. Bei Kalbern erreichen sie beispielsweise im interlobuléaren
Bindegewebe sechs bis acht Zellschichten (Eisenbriickner, 2000). Tandler et al. (2006)
verglichen in ihrer Literaturzusammenfassung von 2006 die Speicheldriisen von Uber
250 Saugetierspezies. Sie stellten auch im Bereich der Ausfilhrungsgange einige
tierartliche Besonderheiten heraus. Ausfiihrungsgéange kénnen verschiedenste Epithel-
formen aufweisen, diese varriieren von einschichtig iso- bis hochprismatischen
Epithelien bis hin zu mehrschichtig hochprismatischen Epithelien, obwohl meist ein
Epitheltyp vorherrschend ist (Tandler et al., 2006). Des Weiteren beschrieben Tandler
et al. (2006), dass der Ubergang vom Streifenstiick zum Ausfiihrungsgang teilweise
Uber einen intermediéaren Zelltyp, der noch eine geringe basale Streifung aufweist,
erfolgen kann (Tandler et al., 2006). In den gréReren Ausfihrungsgéngen aller
Saugetierarten lassen sich zum Teil groRe Mengen von Becherzellen nachweisen.
Diese Muzin produzierenden Zellen zeigen eine PAS-Reaktion und farben sich deutlich

mit Alcianblau und kolloidalem Eisen an (Shackleford und Klapper, 1962). In der H.E.-
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Farbung sind die Lumina der Ausflhrungsgange oftmals mit einem rotgefarbten

Material ausgefullt, das vermutlich Speichelreste darstellt (Mau et al., 2010).

2.3.6. Umgebende Strukturen - Stroma

Das Drusenparenchym der gro3en Speicheldrisen wird von einer Kapsel aus
faserreichem Bindegewebe umhillt. Von dieser ausgehend durchziehen Bindegewebs-
trabekel das Parenchym und teilen es in Lobi und kleinere Lobuli ein (Adnyane et al.,
2010). Eine bemerkenswerte Ausnahme findet sich bei einigen Fledermausspezies.
Hier ist das gesamte Driisenparenchym in einem einzigen Lappchen vereint (Tandler
et al., 2006). Im Bindegewebe sind die Ausfiihrungsgange deutlich abzugrenzen. Sie
sind meist von einem Kranz aus Blutgefaf3en und Nervenanschnitten umgeben. Zudem
sind je nach Alter und Ernahrungszustand des Tieres grof3e Gruppen von Adipozyten

im interlobularen Bindegewebe anzutreffen (Hees und Sinowatz, 2000).

Die von Ohtani et al. (1983) durchgefiihrten rasterelektronenmikroskopischen Unter-
suchungen zur Vaskularisation der Speicheldrisen von Ratten ergaben erstaunliche
Ergebnisse: Es besteht ein getrenntes vaskulares System flr intralobular und
extralobular gelegene Strukturen. So wird das dichte Kapillarnetz, das die
Ausfuihrungsgange umgibt, direkt aus den interlobuldr gelegenen Arterien gespeist und
Uber die zugehorigen Venen drainiert. Parallel dazu umspannt ein getrennt
verlaufender Kapillarplexus die Endstlcke. Dieser entspringt aus den terminalen,
intralobularen Arteriolen, die entlang des parenchymalen Gangsystems verlaufen.
Dieses, die Endstlicke umgebende Kapillarnetz, setzt sich in ein weiteres Netz groRRer
Sinusoide (weitlumige, gefensterte Kapillaren) fort, welches die Streifenstiicke umhalit
(Ohtani et al., 1983).

Die Innervation der Speicheldrisen erfolgt durch efferente Nerven des sympathischen
und parasympathischen Nervensystems. Im interlobuldaren Bindegewebe verlaufen
diese in gemischten myelinisierten Nervenfaserbindeln. Im Bereich der Endstlicke
innervieren sie die Effektorzellen, also die Sekret produzierenden Azinuszellen und
Myoepithelzellen, durch nicht myelinisierte Endaste. Der nervale Stimulationstypus
variiert jedoch oft, sowohl speziesbezogen als auch innerartlich zwischen den
einzelnen Drusenkomplexen (Garrett und Kidd, 1993). Zum einen findet man den
Lepilemmalen” Innervationsmechanismus, bei dem ein unmyelinisierter Nervenast zwar

sehr nahe an die Azinuszellen und angrenzenden Myoepithelzellen heranreicht, aber
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von diesen durch die Basalmembran getrennt bleibt. Die ebenfalls vorkommende
Lhypolemmale“ Innervation zeichnet sich im Gegensatz dadurch aus, dass der
unmyelinisierte Nerv die Basalmembran durchstd3t und sich aktiv an die Effektorzellen
anndhert (Redman, 1994). Bei den meisten humanen Speicheldriisen herrscht nach

Redman (1994) der epilemmale Innervationsmechanismus vor (Redman, 1994).

Die BlutgefaRe der Speicheldriisen werden ebenfalls epilemmal durch sympathische
und parasympathische Nervenfasern innerviert (Garrett und Kidd, 1993). John Garrett
und Audrey Kidd teilen die nervalen Stimuli in mindestens vier funktionelle Kategorien
ein: ,hydrokinetic®, den FlUssigkeitstransport betreffend, ,proteokinetic” fir Sekretions-
prozesse von Protein-Strukturen, ,synthetic* in Bezug auf Syntheseleistungen der
Zellen und ,trophic* fur Prozesse, die den grundlegenden Zellhaushalt aufrechterhalten
(Garrett und Kidd, 1993).

2.3.7. Untersuchung der Glandula parotis durch konventionelle

Farbungstechniken

Verschiedene Autoren untersuchten die Speicheldrisen mehrerer Spezies mit konven-
tionellen histologischen Farbemethoden. Die grofdite Bedeutung kommt den
konventionellen Farbungen mit Alcianblau und Perjodsaure-Schiff-Farbungen zu. Die
Reaktion der Endstlickzellen auf diese Methoden bildet die Grundlage des bereits oben
erwahnten Klassifizierungsschemas fir Speicheldriisen von Shackleford und Klapper
(Shackleford und Klapper, 1962).

Diese dokumentierten in ihrer Studie 1962 beispielsweise, dass sich die Glandula
parotis von Nagetieren, Affen und Schweinen sowohl in Morphologie, als auch in ihren
histochemischen Eigenschaften sehr &ahneln. Da diese Drisen kaum auf die
Behandlung mit Alcianblau und kolloidalem Eisen reagierten, wurden sie als rein
serdse Drisen eingestuft. Auch die serdsen Endstlicke der untersuchten Rinder und
Schafe lieRen sich nur schwach anfarben und wurden ebenfalls als rein serds
klassifiziert, obwohl sich die strukturellen Eigenschaften ihrer Ohrspeicheldriise von
den anderen untersuchten Spezies unterscheiden. Eine Ausnahme bilden die von
Shackleford und Klapper (1962) als eher ,seromukds* eingeteilten Parotisendstiicke
bei Hund und Katze, da diese eine erhthte Affinitat fur die Anfarbung mit Alzianblau

und kolloidalem Eisen aufwiesen (Shackleford und Klapper, 1962).
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Boshell und Wilborn (1978) untersuchten verschieden fixierte Parotisproben von
Schweinen mit der PAS-Farbung nach McManus, Alcianblaufarbung (bei einem pH-
Wert von 2,6 sowie einem pH-Wert von 0.5), Hamalaun-Eosin-Farbung und der
Trichromfarbung nach Mallory/Cason. Sie zeigten, dass in den Endstlickzellen des
Schweines nur wenige kohlenhydrathaltige Strukturen nachzuweisen sind und konnten
blasse Granula im Zytoplasma ausmachen, die den Azinuszellen des Schweines, ihr

typisches vakuolisiertes Aussehen verleihen (Boshell und Wilborn, 1978).

Adnayane et al. verwendeten im Jahr 2010 Alcianblau (pH 2,5) zum Nachweis saurer
Kohlenhydratstrukturen und die PAS-Farbung zum Nachweis neutraler Kohlenhydrat-
verbindungen bei der Ohrspeicheldrise des Muntjaks, einer in Asien verbreiteten
Gattung von Hirschen. Die Zellen der in Bouin’scher Losung fixierten Endstiicke
zeigten negative Ergebnisse fur beide Farbungen (Adnyane et al., 2010), was einen
beachtenswerten Unterschied zu den Azinuszellen anderer Wiederkauerspezies
darstellt. So zeigten beispielsweise die Azinuszellen der Glandula parotis des Rindes
bei den Untersuchungen von Suzuki et al. (1981) unter Verwendung der selben
Fixationstechnik und histologischen Farbungen zwar ebenfalls ein negatives Ergebnis
bei der Alcianblaufarbung (pH 2,5), aber ein positives Ergebnis fir die PAS-Farbung
(Suzuki et al., 1981c).
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2.4. Glykohistochemie

2.4.1. Definition und Funktion von Lektinen

Lektine sind Proteine oder Glykoproteine, die nicht-kovalent an Kohlenhydrate binden.
Charakteristisch ist ihre hohe Spezifitat flir einzelne Mono- oder Oligosaccharid-
strukturen. Sie bestehen meist aus mehreren Untereinheiten und weisen im
Allgemeinen mindestens zwei Bindungsstellen fir ihre spezifischen Liganden auf.
Neue Untersuchungen von Gabius et al. (2011) zeigten, dass die Bindungsstellen fir
Kohlenhydratstrukturen sehr komplexe Strukturmotive aufweisen, die von fast ebenen
Oberflachen bis hin zu taschenartigen Ausbuchtungen reichen, die tief in die
unterschiedlichen Faltungsmuster der Proteinstruktur des Lektins eingebettet sind. Die
Fahigkeit Kohlenhydratstrukturen in dieser Weise zu binden, bildet die Basis fur ihre
Eigenschaft in Losung zur Agglutination von Zellen zu fuhren (Gabius et al., 2011).
Aufgrund dieser Tatsache wurden sie seit ihrer Entdeckung mit einer Vielzahl von
Begriffen wie ,,Agglutinine®, ,Phytohamagglutinine®, ,Phytoagglutinine®, ,Protectine“ und
vieles mehr umschrieben (Goldstein et al., 1980). W.C. Boyd schlug 1954 vor
agglutinierende Proteine von Pflanzen als ,Lektine" zu bezeichnen, falls diese zwar
ahnliche Eigenschaften wie Antikdrper aufweisen, indem sie spezifisch mit einem
Antigen reagieren, aber nicht aufgrund eines Antigenstimulus von Pflanzen
synthetisiert wirden. Der Terminus ,Lektin® leitetet sich vom lateinischen Wort ,legere”
ab, was im Deutschen ,auswahlen, auslesen bedeutet und spielt zum einen auf die
hohe Spezifitdt dieser Kohlenhydrat bindenden Proteine an, grenzt sie jedoch
gleichzeitig von Antikdrpern ab (Boyd und Shapleigh, 1954a; Boyd und Shapleigh,
1954b).

Diese klassische Definition von W.C. Boyd wurde 1980 von Goldstein et al. wie folgt
erweitert: ,Lektine sind Zucker bindende Proteine oder Glykoproteine nicht
immunogenen Ursprungs, die mindestens zwei Zuckerbindungsstellen aufweisen und
die Eigenschaft besitzen, Tier- und Pflanzenzellen zu agglutinieren und/ oder einen
Niederschlag mit Polysacchariden, Glykoproteinen und Glykolipiden zu bilden. Ihre
Spezifitat wird Uber das Mono- oder Oligosaccharid definiert, welches zu einer

Hemmung der durch das Lektin ausgeldsten Agglutination fuhrt.
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Aufgrund der Tatsache, dass in der Natur verschiedene Gruppen von Proteinen mit
Zuckerstrukturen in Verbindung treten, wie zum Beispiel zuckermodifizierende
Enzyme, Transportproteine, Hormone oder Toxine, die wie Lektine die Fahigkeit
besitzen unter gewissen Bedingungen zur Agglutination von Zellen zu fuhren, ist es
wichtig Lektine von diesen zu unterscheiden. Klassischerweise wurden vorwiegend
agglutinierende Proteinstrukturen pflanzlichen Ursprungs als ,Lektine* bezeichnet.”
(Goldstein et al., 1980)

Allerdings konnten Lektine im Zuge verschiedener Forschungsarbeiten auch in vielen
anderen Organismen wie Pilzen, Bakterien, Avertebraten, Wirbeltieren und auch beim
Menschen nachgewiesen werden. Goldstein et al. (1980) schlie3en diese in ihre
Definition mit ein (Goldstein et al., 1980).

Gabius et al. (2011) liefern eine aktuelle Definition fir Lektine, die sich nicht nur auf
ihre agglutinierende Wirkung stitzt, sondern vor allem ihre spezifische Bindungs-
aktivitat fur Kohlenhydratstrukturen in den Vordergrund stellt: ,Lektine sind
Kohlenhydrat bindende Proteine, die keine enzymatische Aktivitat gegeniber ihrem
Liganden aufweisen und sich von Antikérpern sowie Sensor- und Transportproteinen,

die freie Mono- oder Oligo-saccharide binden, unterscheiden” (Gabius et al., 2011).

Wie bereits erwahnt, konnten Lektine in vielen Organismen nachgewiesen und isoliert
werden. |hre Funktion ist daher ebenfalls von verschiedenen Faktoren abhéangig.
Pflanzliche Lektine finden sich vor allem in den Speicherorganen der Pflanze (Samen)
und zeigen haufig eine Spezifitdt gegen Saccharidstrukturen, weshalb sie mitunter
hochgiftig fur Tiere oder den Menschen sind. Frih wurde ihnen daher eine
Schutzfunktion gegen Fressfeinde von Pflanzen zugeschrieben (Gabius, 2009). Heute
weil3 man, dass sie aul3erdem einen Schutzmechanismus gegen Pilzbefall darstellen.
Indem sie an die Zellwand der Pilzhyphen binden, hemmen sie deren Wachstum. Des
Weiteren sind sie an der Ausbildung von symbionischen Beziehungen zwischen
Pflanzen und Bakterien beteiligt. Neben diesen externen Funktionen spielen
Pflanzenlektine auch bei zellinternen Prozessen eine wichtige Rolle. Auf zellularer
Ebene liegen Lektine meist frei in den Proteinspeicherorganellen der Pflanze den
sogenannten ,Protein bodies" oder ,Protein-Kérperchen” vor, oder stellen Bestandteile
ihrer Membran dar. Hier sind sie an Verteilungsprozessen von Speicherproteinen und
Enzymen sowie an der Vermittlung von Kontakten zwischen Speicherproteinen und der

Protein-Kdrperchenmembran beteiligt (Gabius, 2009).
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Zudem wird ihnen neben einer Beteiligung am Zellwachstum und bei
Anpassungsvorgangen der Pflanze an wechselnde Umweltbedingungen sogar eine
Rolle bei der Modulation von enzymatischen Aktivitaten zugesprochen (Ridiger und
Gabius, 2001; Gabius et al., 2004).

Im Gegensatz zu Pflanzenlektinen weisen tierische Lektine (zum Beispiel Galektine)
einige Unterschiede auf. Extrazellulare Lektine sind nicht nur an der Organisation der
extrazellularen Matrix beteiligt, sondern auch am Wachstum und Entwicklung der
Zellen. Zudem fungieren sie als Sighalmolekile fir Immunzellen. Membranstandige
Lektine spielen eine Rolle als Rezeptoren fur Transportprozesse, Zelladhéasions-
vorgange und Zell-Zell-Interaktionen (Cell signaling). Intrazellulare Lektine tUbernehmen
verschiedene Funktionen bei der Qualitatskontrolle und Aussortierungsprozessen von

Glykoproteinen im ,secretory pathway* (Van Damme et al., 2004).

2.4.2. Einsatz von Lektinen in der Forschung

Neben Nukleotiden und Proteinen enthalten auch Kohlenhydrate ein groRes Potential
zur Informationstibermittlung in  Organismen. Durch die Vielzahl mdglicher
Anordnungs- und Verknlpfungsmuster von Monosacchariden zu gréReren
Oligosaccharidketten, die zusatzlich durch Verzweigungen und Glykosylierungs-
prozesse modifiziert werden konnen, ergibt sich eine enorme Varianz an
Informationstragern. Als Bestandteil von Glykokonjugaten, wie Glykoproteinen oder
Glykolipiden, die integraler Bestandteil zellularer Membranen sind, formen sie die
Glykokalix der Zelle. Diese zellspezifische Anordnung von Zuckerstrukturen an der
Zelloberflache bildet eine Voraussetzung flur viele Regulations- und Erkennungs-
prozesse zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix ebenso wie fir Zell-Zell-
Interaktionen (Zelladhasionsvorgange, Signaltransduktion etc.) und bildet so fur jede

Zellart einen spezifischen Glykophénotyp (Gabius, 2009; Gabius et al., 2011).

Da Lektine selektiv an bestimmte Mono- oder Oligosaccharidstrukturen binden, stellen
sie ein ideales Werkzeug fir die Entschlisselung des Verteilungsmusters von
Glykokonjugaten im Inneren und auf der Oberflache verschiedener Zellarten oder

Gewebe dar.
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Auch Veranderungen des Glykophanotyps in Bezug auf den Entwicklungsstatus der
Zelle, das Zellverhalten oder auch krankheitsbedingte Veranderungen, kdnnen mit
lektinhistochemischen Untersuchungen erkannt werden. Daher werden sie gerne in der
naturwissenschaftlichen Forschung eingesetzt, wie beispielsweise in der Biochemie
(zur Analyse von Kohlenhydratstrukturen), in der Histologie (zur Charakterisierung und
Eingrenzung von Zellpopulationen und Geweben), in der Medizin (zur Erkennung von
krankheitsbedingten Verdnderung des Glykophanotyps von Zellpopulationen und
Geweben, als Marker fiir die Erkennung von Viren, Bakterien, Parasiten etc. sowie in
der Krebsforschung etc.) (Rudiger und Gabius, 2001; Gabius, 2009).

2.4.3. Einteilung der Pflanzenlektine

Pflanzenlektine werden haufig fur lektinhistochemische Untersuchungen eingesetzt, da
sie eine hohe Stabilitat aufweisen und gut mit verschiedenen Markern (z.B.
Fluoreszenzmarker, wie FITC) versehen werden kdénnen (Gabius, 2009). Wie bereits
erwahnt reichern sich Pflanzenlektine vor allem in den Speicherorganen wie Samen,
Wurzeln, Knollen oder Zwiebeln an. Man kann sie aber auch in der Rinde oder in den
Blattern finden. Benannt werden pflanzliche Lektine am haufigsten anhand der
lateinischen Bezeichnung ihrer Ursprungspflanze. Meist wird an die beiden
Anfangsbuchstaben von Gattung und Art der Pflanze ein ,A" als Abklirzung fir den
Terminus ,Agglutinin® beigefligt, was auf die frih entdeckte zellagglutinierende
Eigenschaft der Lektine anspielt (Gabius, 2009). Goldstein und Poretz teilten Lektine
aufgrund ihrer Bindungsspetzifitat ein (Goldstein und Poretz, 1986). Die Ermittlung der
Bindungsspezifitat erfolgte durch die agglutinationshemmende Wirkung spezifischer
Monosaccharide (Hemmzucker) (Gabius et al., 2004; Gabius, 2009) und wird nach
heutigen MaRRstdben als stark vereinfacht angesehen (Roth, 2011). Tabelle 1 zeigt eine
Aufstellung ausgewahlter Pflanzenlektine anhand ihrer nominalen Zuckerspezifitét,
basierend auf der Einteilung von Goldstein und Poretz (1986) und modifiziert nach
diversen Autoren (Goldstein und Poretz, 1986; Brooks et al., 1997; Rudiger und
Gabius, 2001; Gabius et al., 2004; Gabius, 2009; Gabius et al., 2011).
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Tabelle 1: Ubersicht tiber die Einteilung ausgewahlter Pflanzenlektine nach ihrer
Zuckerspezifitat modifiziert nach Gabius, 2009

Lektingruppe Abk. Pflanzliche Ursprungsquelle Zuckerspezifitat
|. D-Mannose/ D-Glukose Con A Concanavalia ensiformis I -D-Man >! -D-Glc
bindende Lektine (Schwertbohne)
LCA Lens culinaris (Linse) I -D-Man, ! -D-Glc
PSA Pisum sativum (Gartenerbse) I -D-Man, ! -D-Glc
Il. D-Galaktose bindende ECA Erythrina cristagalli (Korallenbaum) "-D-Gal(1-4)-D-GIcNAc
Lektine PNA Arachis hypogaea (Erdnuss) "-D-Gal(1-3)-D-GalNAc
RCA Ricinus communis (Wunderbaum/ "-D-Gal
Rizinusbohne)
11I. N-Acetyl-D- DBA Dolichos biflorus (Pferdebohne) ! -D-GalNAc(1-3)GalNAc
Galactosamin bindende | o || Griffonia simplicifolia (Afr. | -D-GalNAc(3)Gal
Lektine
Schwarzbohne)
SBA Glycine max (Sojabohne) I -D-GalNAc, ! -D-Gal
SJA Saphora japonica (Japanischer "-D-GalNAc, " -D-Gal
Schnurbaum)
IV. Galaktose und SNA Sambucus nigra (Schwarzer Holunder) | Gal/GalNAc > NeuNAc
N-Acetyl-Galaktosamin
bindende Lektine
V. N-Acetyl-D- WGA Triticum vulgare (Weizenkeim) "-D-GIcNAc, NeuNAc
Glucosamin bindende
Lektine
VI. L-Fukose bindende LTA Lotus tetragonolobus (Rote I -L-Fuc
Lektine Spargelerbse)
UEA-I Ulex europaeus (Stechginster) I -L-Fuc
VII. Oligosaccharid MAA | Maackia amurensis (Asiatisches NeuNAc
bindende Lektine Gelbholz)
PHA- Phaseolus vulgaris (Gartenbohne) Komplexe N-Glykane
E/L
VAA Viscum album (Mistel) NeuNAc, Gal
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Die Mehrzahl aller Pflanzenlektine wird aus der Familie der Leguminosen
(Hulsenfriichtler) gewonnen, wie zum Beispiel PHA-E / -L, SBA, oder Con A.
Interessant ist, dass sich bei Lektinen dieser Gruppe, obwohl sie starke Homologien in
ihren Aminosauresequenzen aufweisen, eine Vielzahl verschiedener nominaler
Zuckerspezifitaten findet (Ridiger and Gabius, 2001). Weitere lektinhaltige
Pflanzenfamilien sind Araceae (Aronstabgewachse), Cucurbitaceae (Kirbisgewéachse),
Liliaceae (Liliengewéachse), Moraceae (Maulbeergewachse), Euphorbiaceae (Wolfs-
milchgewachse), Amaryllidaceae (Amaryllisgewachse), Lamiaceae (Lippenblitler),
Gramineae (SuURgraser) und Amaranthaceae (Fuchsschwanzgewdachse) (Gabius,
2009).

Eine besondere Gruppe der Pflanzenlektine sind die Oligosaccharid bindenden
Lektine. FUr einige Lektine dieser Gruppe ist kein spezifisches Monosaccharid als
nominaler Bindungspartner bekannt, wie zum Beispiel fur MAA-I (frihere Nomenklatur
MAL-I). Sie binden an komplexe Zuckerstrukturen, wie beispielsweise die Phaseolus-
Lektine PHA-E und PHA-L an komplexe N-Glykanstrukturen, oder weisen
verschiedene Bindungsaffinitéaten auf, wie VAA oder SNA. Diese beiden letztgenannten
Lektine sowie MAA-I weisen auch eine Affinitat fir Sialinsdure auf. Sialinsauren sind
negativ geladene Aminozucker, die aus neun Kohlenstoffatomen bestehen und N- oder
O-Acetylderivate der Neuraminsdure darstellen. Sie finden sich vor allem an nicht
reduzierten Enden der Oligosaccharidketten von Glykoproteinen oder Glykolipiden,
kénnen aber auch frei vorkommen. Sie sind meist Uber O- oder N-glykosidische
Bindungen mit Galaktose-, N-Acetylgalaktosamin- oder N-Acetylglukosamin-Resten
verknipft (Lehmann et al., 2006; Gabius, 2009).

Obwohl Uber 50 verschiedene Vertreter dieser Aminozucker nattrlich vorkommen, wird
der Begriff ,Sialinsdure” héufig als Bezeichnung fir die am haufigsten auftretende
Sialinsdure, die N-Acetylneuraminsédure (NeuNAc, NANA) verwendet (Lehmann et al.,
2006; Gabius, 2009). Aufgrund ihrer meist terminalen Lage an den
Oligosaccharidketten von Glykoproteinen und Glykolipiden der Zelloberflache bieten
sie ideale Voraussetzungen als Bindungspartner fur Zell-Zell-Interaktionen oder
Adhasionsvorgange. Diese Eigenschaft nutzen neben endogenen Zellen allerdings
auch Krankheitserreger wie Viren, Bakterien oder Protozoen (Gabius, 2009). Durch
ihre vielfaltigen Funktionen sowie durch die grof3e Varianz ihrer vorkommenden
Derivate liefern Sialinsduren ein interessantes Studiengebiet. Zur Entschlisselung

ihres Verteilungsmusters in verschiedenen Geweben stellen Sialinsdure bindende
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Lektine wie MAA-I, VAA oder SNA wertvolle Marker dar.

2.4.4. Lektinhistochemische Untersuchungen der Glandula parotis des

Menschen und verschiedener Sdugetierspezies

Alle groRRen Speicheldriisen, auch die Glandula parotis wurden beim Menschen und bei
mehreren Saugetierspezies mittels lektinhistochemischer Untersuchungen untersucht.
Im Folgenden werden einige ausgewahlte Studien beispielhaft aufgelistet, um einen
kurzen Uberblick tber die Anwendung von Pflanzenlektinen bei histochemischen
Untersuchungen der groRen Speicheldrisen — mit besonderem Fokus auf die Glandula
parotis — zu geben. Laden et al. (1984) untersuchten in ihrer Studie Autopsiematerial
aller grof3en Speicheldriisen mittels der Lektin-Horseradish-Peroxidase-Technik unter
Anwendung von neun verschiedenen Pflanzenlektinen (BSA-I /ll, DBA, LTA, PNA,
PSA, RCA-l, SBA, UEA-l). In ihrer Studie stellte sich ein heterogenes
Verteilungsmuster der Lektinreaktivitdt in mukdsen Drisenzellen unterschiedlicher
Individuen dar, welches sie teilweise mit dem ABO-Blutgruppenstatus der untersuchten
Personen sowie dem aktuellen Sekretionsstatus der Driise in Verbindung brachten. Bei
serbsen Drisen, wie der Gandula parotis, konnte diese Korrelation zwischen
Blutgruppenstatus und Lektinverteilungsmuster der untersuchten Individuen allerdings
nicht beobachtet werden. Die serésen Zellen der Glandula parotis und der Glandula
submandibularis wiesen im Vergleich zu anderen Speicheldriisen jedoch ein erhdhtes
Vorkommen von Fukose-Resten auf (Laden et al., 1984). McMahon et al. fuhrten 1989
eine ahnliche Studie Uber die Glykokonjugate der menschlichen Speicheldriisen durch
und setzten als erste biotinylierte Lektine (AHA, BSA-I, Con A, DBA, LCA, LTA, MPA,
PHA-E, PHA-L, PSA, SBA, UEA-I und WGA) ein. Im Gegensatz zu der Studie von
Laden et al. (1984) konnten sie keine Variationen der Glykokonjugatzusammensetzung

abhangig vom Blutgruppenstatus der Probanden feststellen (McMahon et al., 1989a).

Eine weitere Studie von Jezernik and Pipan (1986) griindete auf die Anwendung der
sog. fracture-labelling-technique” an den Endstlickzellen der Glandula parotis beim
Menschen. Bei dieser Methode wurden die in flissigem Stickstoff gefrorenen
Gewebeproben zerstol3en, bevor sie mit Lektin-Ferritin-Konjugaten (LPA-, PHA-, RCA-
[I- und WGA-Ferritin) behandelt wurden. Der Vorteil dieser Technik ist, dass sowohl die
auRere Membran aufgebrochener Vesikel des Golgi-Apparates oder Sekretgranula im

Inneren der Zellen, als auch deren Inhalt untersucht werden konnte (Jezernik und
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Pipan, 1986). Ein Beispiel fir die Anwendung lektinhistochemischer Methoden, um
krankheitsbedingte Veranderungen des Verteilungsmusters zelleigener Kohlenhydrat-
strukturen anzuzeigen, ist die Studie von Sobral et al. (2010). Hier verwendete man die
Pflanzenlektine Con A und UEA-I als histochemische Marker und verglichen gesundes

Parotisgewebe und Parotiden mit mucoepidermoidem Karzinom (Sobral et al., 2010).

Lektinhistochemische Untersuchungen der grof3en Speicheldriisen und insbesondere
der Glandula parotis sind vor allem bei kleinen Saugetierspezies, wie Maus, Ratte oder
Kaninchen gut dokumentiert. Jezernik und Pipan setzten die ,fracture-labelling-
technique” in Kombination mit der Markierung von Zuckerstrukturen durch Lektin-
Ferritin-Konjugate (Con A-, PHA-, PNA-, RCA |- und WGA-Ferritin) 1989 bei der Maus
ein, um die Zusammensetzung der Kohlenhydratstrukturen von Schaltsticken und
Endstucken der Glandula parotis zu vergleichen (Jezernik und Pipan, 1989). Zoia und
Virgil Mure#san nutzten fur ihre Untersuchungen 1987 das sialinsaure-spezifische
Lektin LPA zur vergleichenden Darstellung des Sialinsaureverteilungsmusters von
Zellen des exokrinen Pankreas und der Glandula parotis von Kaninchen und Ratten.
Sie konnten einen deutlichen Farbungsunterschied sowohl bei Endsticken, als auch
bei Schaltstiickzellen beider Organe darstellen (Mure#san und Mure#san, 1987). 1992
beschrieben Accili et al. die Kohlenhydratzusammensetzung von terminalen Dimer-
strukturen der Parotiden von Maus, Ratte, Hase und Kaninchen und stellten deren
speziesspezifische Unterschiede dar. Sie verwendeten insgesamt 12 Lektine (Con A,
DBA, GSAIB4 (GSL-I-B4), GSA 1l (GSL-Il), LCA, LPA, LTA, PNA, SBA, RCA |, UEA-I
und WGA) in Kombination mit und ohne Vorverdauung der Gewebeproben durch

verschiedene Glykosidasen (Accili et al., 1992).

Menghi et al. (1996) setzten einen besonderen Fokus auf die Kohlenhydratzusammen-
setzung der Sekretgranula. Durch vorherige Behandlung der Gewebeproben, wie
beispielsweise eine Vorverdauung mit Sialidase oder eine Deacetylierung mit
Kaliumhydroxid (KOH) konnten sie spezifische Sialinsaureverteilungsmuster in den
Sekretgranula der Glandula parotis der Maus darstellen. Zur Markierung der
Zuckerreste wurden die Lektine PNA und DBA verwendet, die mit Horseradish-
Peroxidase (HRP) konjugiert vorlagen. Die Farbung wurde durch anti-HRP-Antikorper
und durch Protein A-Gold-Konjugate angezeigt (Menghi et al., 1996). Wie auch Menghi
et al. (1996) verwendeten D’Amico et al. (1999) in ihrer Studie ,Lectin binding sites in
parotid acinar secretory granules of normal and isoproterenol treated rat* Lektin-Gold-
Komplexe (HPA, SBA, UEA-I und WGA) zur Anfarbung der Endstickzellen in der
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Glandula parotis der Ratte mit einer besonderen Betrachtung der Sekretgranula
(D'Amico et al., 1999).

Detaillierte Erkenntnisse Uber die Glykokonjugatverteilung der Glandula parotis liegen
auch fur den Hund vor. Hier sind besonders zwei Studien zu erwahnen. Die 1994 von
Pedini et al. durchgefiihrte lektinhistochemische Untersuchung der Glandula parotis
des Hundes umfasste sieben HRP-konjugierte Lektine (Con A, DBA, LTA, PNA, SBA,
UEA und WGA), denen teilweise eine Behandlung des Gewebes mit Neuraminidase
vorausging. Sie zeigten, dass die Azinuszellen der Glandula parotis des Hundes eine
Vielzahl von Glykokonjugaten enthalten und fur alle Driisenabschnitte ein heterogenes
Verteilungsmuster vorliegt (Pedini et al., 1994). Sozmen et al. (1999) untersuchten
neben der Glandula parotis auch andere grof3e und kleine Speicheldrisen des Hundes
unter Verwendung biotinylierter Lektine (Con A, DBA, PNA, SBA, TGP und WGA)
(Sozmen et al., 1999).

Auch bei den groRen Speicheldriisen des Pferdes wurden lektinhistochemische
Untersuchungen durchgefthrt. Die Autoren Gargiulo et al. (1993b) konnten unter
anderem qualitative Unterschiede an terminalen Zuckerresten von sekretorischen
Glykoproteinen und anderen Glykokonjugaten an der apikalen Oberflache des
Ausfuhrungsgangepithels der grof3en Speicheldrisen beim Pferd zeigen. Sie ver-
wendeten flr ihre Untersuchungen die HRP-konjugierten Pflanzenlektine DBA, PNA,
SBA, UEA-I und WGA (Gargiulo et al., 1993b).

Wenig ist dagegen Uber die Glykokonjugatzusammensetzung der Glandula parotis bei
Wiederkéauerspezies bekannt. Es gibt einige lektinhistochemische Studien, die die
Speicheldrisen der Wiederkauer betreffen, wie die Studie von Schulte et al. (1985)
Uber die Glykokonjugate der Glandula mandibularis des Schafes (Schulte et al., 1985)
oder die lektinhistochemischen Untersuchungen von Gargiulo et al. (1993a) zur
Beschreibung der Glykokonjugatverteilung der Zungendriisen des Rindes mit einer
Auswahl HRP-konjugierter Lektine (DBA, PNA, SBA, UEA-I und WGA) (Gargiulo et al.,
1993a) sowie die von Accili et al. durchgefihrte Untersuchung ,Variety of sialic acids
occurring in the bovine sublingual gland“ mit Sialinsaure-spezifischen Lektinen, wie
LPA und SNA (Accili et al., 1994). Pedini et al. beschrieben 1997 unter Anwendung
von acht verschiedenen Lektin-HRP-Komplexen die Verteilung von Kohlenhydrat-
strukturen in den grof3en Speicheldriisen beim erwachsenen Dammhirsch. Hier liegen

auch Beschreibungen der Glandula parotis vor (Pedini et al., 1997). Uber

34



Literaturtibersicht

lektinhistochemische Untersuchungen der Glandula parotis des Rindes mit Pflanzen-
lektinen konnten in der Literatur bisher keine Nachweise gefunden werden. In dieser
Arbeit werden insgesamt siebzehn Lektine zur Untersuchung aller Organstrukturen

dieser Speicheldriise verwendet.
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2.5. Immunhistochemie

2.5.1. Basalmembran

Die extrazellulare Matrix ist ein wichtiger Bestandteil aller Organsysteme und sollte
daher in die Untersuchung einzelner Gewebearten einbezogen werden. Sie wird von
der interstitiellen Matrix des mesenchymalen Stromas und von Basalmembranen
gebildet. Neben ihrer stitzenden und formgebenden Funktion ist sie essentiell fr alle
Interaktionen zwischen mesenchymalen und epithelialen Zellstrukturen. lhre
Komponenten Laminin und Kollagen IV scheinen sowohl an der embryonalen
Entwicklung als auch an der Regulation der Genexpression vieler Gewebe beteiligt zu
sein (Hardman und Spooner, 1992; Lazowski et al., 1994). Basalmembranen umhullen
Epithelien, Nerven und Gefalstrukturen, Muskeln sowie Fettgewebe und bilden eine
dinne Grenzschicht zwischen funktionellen Zellverbanden und der interstitiellen Matrix
(Kadoya und Yamashina, 2005). Elektronenmikroskopisch zeigen Basalmembranen
zwei unterschiedlich dichte Zonen; Man teilt sie deshalb in eine elektronendurchlassige
.Lamina lucida“ und eine elektronendichte ,Lamina densa“ ein (Martinez-Hernandez
und Amenta, 1983; Timpl, 1989). lhre Hauptbestandteile sind Laminin, Kollagen IV,
Fibronectin, Heparansulfatproteoglykane, Entacin / Nidogen sowie das Calcium-
bindende Protein Osteonectin (BM-40) (Timpl, 1989; Gustafsson et al., 1998). Fir die
lichtmikroskopische Darstellung von Basalmembranen eignen sich die Perjodsaure-
Schiff'-Reaktion, Silberimpragnationen (Kadoya und Yamashina, 2005) oder die

immunhistochemische Darstellung ihrer Proteinstrukturen.

Eine besondere Bedeutung kommt dabei dem Glykoprotein Laminin zu, das spezifisch
in Basalmembranen lokalisiert ist. Strukturell setzt sich Laminin aus drei Ketten
zusammen, einer langeren ! - (5 Isoformen) und einer kleineren " - (3 Isoformen) und $-
Kette (2 Isoformen), die sich Uber Disulfidbricken zu einem kreuzférmigen
Makromolekul verbinden. Dieses weist einen langeren und drei kirzere funktionelle
Arme auf, die an ihren Enden globuldare Domanen aufweisen (Martin und Timpl, 1987;
Sasaki et al., 1988; Timpl, 1989; Durbeej und Ekblom, 1997; Strassburger et al., 1998).
Als integraler Bestandteil von Basalmembranen Ubernimmt Laminin eine wichtige Rolle
bei der Morphogenese verschiedener Organsysteme, mitunter auch bei der
embryonalen Verzweigung der Speicheldrisen (Durbeej und Ekblom, 1997; Hosokawa
et al., 1999). Des Weiteren Ubernimmt es biologische Funktionen im Bereich von

Zelladhasionsvorgangen, Migration von Zellen, Zellwachstum und Differenzierung von
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Geweben und Tumorzellen (Martin und Timpl, 1987).

2.5.2. Zytoskelett

Eukaryotische Zellen besitzen im Gegensatz zu pflanzlichen Zellen keine Zellwande.
Sie erhalten ihre Form und Stabilitat daher durch die netzartige Anordnung von
Filamentstrukturen, die das Zellinnere durchziehen. Diese bilden das sogenannte
Zytoskelett jeder Zelle. Die Komponenten des Zytoskeletts lassen sich in drei
Hauptgruppen unterteilen: Mikrofilamente, Intermediarfilamente und Mikrotubuli (Hees
und Sinowatz, 2000).

2.5.2.1. Mikrofilamente

Mikrofilamente oder Aktinfilamente sind ein fester Bestandteil des Zytoskeletts und
nehmen mit ca. 10% einen grof3en Anteil des Gesamtproteins einer Zelle ein (Hees
und Sinowatz, 2000). lhr Grundbaustein bildet das Monomer Aktin G, ein globulares
Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 42.000 Dalton. Die Aktin G-Monomere
organisieren sich im Zellinneren zu langen Filamentbindeln in Form einer
doppelstrangigen, rechtsdrehenden Helix mit einem Durchmesser von ca. 5 nm (Korn,
1982; Hees und Sinowatz, 2000). Neben starkeren Myosinfilamenten bilden
Aktinfilamente einen Hauptbestandteil muskularer Myofibrillen. Durch die Interaktion
von Aktin- und Myosinfilamenten unter ATPase Aktivitdt kommt es zu einer Kontraktion
der Muskelfasern (Korn, 1982). Der Nachweis von Aktinfilamenten in nicht-muskuléaren
Zellen zeigte, dass Aktinfilamente komplexe mechanische Funktionen im Bereich von
Zellstabilitat, Zellarchitektur (Stossel, 1984) und der Beweglichkeit von Zellen
Ubernehmen (Hepler und Palevitz, 1974). Eine Vielzahl an Aktin-bindenden Proteinen
interagiert mit den Mikrofilamenten. Einige dienen der Maskierung von Aktin G-
Monomeren (Profilin), der Wachstumsregulation der Filamente durch Blockierung der
Filamentenden ("-Actinin, Gelsolin), der Verbindung zwischen Aktinfilamenten (Villin,
I -Actinin) oder der Verknupfung von Aktinfilamenten mit anderen Zellstrukturen
(Vinculin) (Stossel, 1984).

Aktinfilamente kodnnen gut immunhistochemisch nachgewiesen werden. Antikdrper
gegen Smooth muscle actin werden auch bei Untersuchungen der Speicheldriisen

haufig eingesetzt. Besonders Myoepithelzellen, die neben den Eigenschaften normaler
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Epithelzellen auch Charakteristika glatter Muskelzellen aufweisen, konnten durch den
immunhistochemischen Nachweis von Aktin dargestellt werden (Dardick et al., 1988;
Draeger et al., 1991; Redman, 1994; Eisenbriuckner et al., 2003; Ogawa, 2003; Elewa
et al., 2010a; Nicolescu et al., 2012). Smooth muscle actin konnte ebenfalls in den
Basalzellen von Streifenstiicken gefunden werden (Dardick et al., 1988; Draeger et al.,
1991). Auch die von Nicolescu et al. (2012) untersuchten Telozyten der Glandula
parotis wiesen Aktinfilamente in ihren langen Zellauslaufern auf (Nicolescu et al.,
2012). Bei ihrer Untersuchung von Tight junctions in der Glandula parotis von Ratten
stellten Hashimoto et al. (2000) mittels Fluoreszenz-mikroskopie Aktinfilamente im
Bereich der luminalen Oberflache und der interzellularen Canaliculi von Azinuszellen
fest (Hashimoto et al., 2000). Auch die Tunica muscularis mesenchymaler Blutgefalle

ist reich an ,Smooth muscle actin“ (Ogawa, 2003)

2.5.2.2. Intermediarfilamente

Die Gruppe der Intermediarfilamente umfasst faserige Strukturen des Zytoskeletts, die
einen Durchmesser von ca. 10 nm aufweisen und damit im GroélRenvergleich zwischen
den kleineren Mikrofilamenten und den wesentlich grof3eren Mikrotubuli anzusiedeln
sind (Lazarides, 1980). Intermediarfilamente bestehen aus Polypeptidketten, die eine
dreigliedrige Primarstruktur formen. Im Zentrum liegt eine langliche Doméne in Form
einer ! -Helix, die von jeweils einem nicht-! -helikalen, amino-terminalen Kopfende und
einem carboxy-terminalen Schwanzende flankiert wird (Steinert und Roop, 1988;
Fuchs und Weber, 1994; Chang und Goldman, 2004). Allerdings zeigen die
Proteinketten der Intermediarfilamente Unterschiede in ihrer Aminosauresequenz und
ihrer MolekiilgrofRe (Steinert und Roop, 1988). Homologien in der Aminosauresequenz
verwandter Intermediarfilamente fiihrten zur Anderung der in den 1980er Jahren
etablierten Einteilung in die finf Untergruppen: Keratine, Desmin, Vimentin,
Neurofilamentproteine und Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) (Lazarides, 1982). Die
heute verwendete Einteilung der Intermediarfilamente in sogenannte ,Sequence

Homology Groups” wird in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Einteilung der Intermediarfilamente modifiziert nach Fuchs und Weber, 1994; Chang
und Goldman, 2004

Gruppe | Intermediarfilament Lokalisation

I Saure Keratine Epithelien

Il Basische bis neutrale Keratine Epithelien

11 Vimentin Mesenchymale Zellen
Desmin Muskelzellen
Synemin Muskelzellen

v Neurofilamentére Tripletproteine Nervenzellen
(NF-L, -M und -H)
I -Internexin Nervenzellen
Syncolin Muskelzellen

\% Nukle&re Laminine Zellkern
Filensin Linse

Cytokeratine

Die Cytokeratine (auch Keratine) bilden die grof3te Gruppe der Intermediarfilamente
und zeigen auch die meisten Variationen. In den 1980er Jahren wurden sie aufgrund
unterschiedlicher isoelektrischer Fokusierung in Typ | ,saure Keratine* und Typ Il
.basische-neutrale Keratine* aufgeteilt (Lazarides, 1980; Fuchs und Weber, 1994) und
aufgrund ihrer spezifischen Expression in verschiedenen Gewebearten von Moll et al.
(1982) katalogisiert (Moll et al., 1982). Mit zunehmender Entdeckung neuer Cyto-
keratine, insbesondere der Haar- und Nagelkeratine und der Entschlisselung der 54
Cytokeratin-Gene des Menschen wurde die urspringliche Einteilung erweitert.
Schweizer et al. (2006) behielten zwar die urspringliche Unterteilung der Cytokeratine
in Typ I und Typ Il Keratine bei, legten aber bei ihrer Einteilung den Hauptfokus auf die
Zuordung der Cytokeratine zu ihrem jeweiligen Gen und lieBen Spielraum fir die

Klassifizierung nicht humaner Keratin-Unterarten (Schweizer et al., 2006) (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Einteilung der Keratine modifiziert nach Schweizer et al., 2006

Gruppe Bezeichnung Zuordnung der Keratine
I Human Typ | epitheliale Keratine K9-K28
Human Typ | Haar-Keratine K31-K40

Nicht-Human Typ | epitheliale und Haar-Keratine K41-K70

Il Human Typ Il epitheliale Keratine K1-8undK71-80

Human Typ Il Haar-Keratine K 81 - K 86

Nicht-Human Typ Il epitheliale und Haar-Keratine K 87 -K 120

1] Typ Il Keratin-Pseudogene K121 - K 220

Typ | Keratin-Pseudogene ab K 221

Neue Erkenntnisse zeigen, dass Cytokeratine nicht rein statische Zellstabilisatoren
sind, sondern dynamischen Prozessen unterliegen und sowohl fir die mechanische
Funktionalitéat der einzelnen Zelle als auch tber Zell-Zell-Kontakte fiir die Stabilitéat von
Epithelverbanden wichtig sind (Steinert et al., 1993; Moll et al.,, 2008). Zudem
Ubernehmen Cytokeratine Funktionen im Bereich von Wundheilung (Kim et al., 2006),
Signaltransduktion (Moll et al., 2008), Wachstum und Differenzierung. Da sie auch ein
spezifisches Verteilungsmuster flr verschiedene Tumorarten aufweisen (Moll et al.,

1982), werden sie heute auch in der Tumordiagnostik eingesetzt (Moll et al., 2008).

Einige Cytokeratine wurden bereits in der humanen Glandula parotis nachgewiesen. In
den Azinuszellen der humanen Glandula parotis konnten bisher nur Cytokeratin 18
dargestellt werden (Gustafsson et al., 1988) . Auch die Gangabschnitte zeigten in
vielen Untersuchungen positive Reaktionen auf den immunhistochemischen Nachweis
von Cytokeratinen. Neben Cytokeratin 18 lie3en sich die Cytokeratine 5, 7, 8, 14, 17
und 19 im Gangsystem der Glandula parotis nachweisen (Burns et al., 1988;
Gustafsson et al., 1988; Draeger et al., 1991; Tandler et al., 1998; Ogawa, 2003). In
den Basalzellen der Streifenstiicke und Ausfiihrungsgange wurden die Cytokeratine 13
und 16 lokalisiert. Myoepithelzellen zeigten positive Ergebnisse fiir die Cytokeratine 4,
5,6,7, 14,17, 18 und 19 (Geiger et al., 1987; Burns et al., 1988; Dardick et al., 1988;
Gustafsson et al., 1988; Ogawa, 2003). Die Studien von Sozmen et al. (1998) und
Cardona et al. (1989) beischreiben die Expression einiger Cytokeratine fur die
Glandula parotis des Hundes (Cardona et al., 1989; Sozmen et al., 1998). Uber die

Cytokeratinexpression der Glandula parotis bei Wiederkduern ist bisher nur wenig
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bekannt.

Vimentin und Synemin

Vimentin wird von verschiedenen Zellarten mesenchymalen Ursprungs exprimiert und
wurde neben Desmin auch an der Z-Scheibe von Muskelfaserbiindeln nachgewiesen
(Granger und Lazarides, 1979; Lazarides, 1982; Fuchs und Weber, 1994). Nicolescu et
al. (2012) konnten Vimentin in Telozyten der Glandula parotis des Menschen lokali-
sieren (Nicolescu et al., 2012). In der Tumordiagnostik findet Vimentin Anwendung als
Indikator von Speicheldrisentumoren mit Beteiligung entarteter Myoepithelzellen
(Araujo und Araujo, 1990). Bei der Ziege lie3 sich Vimentin in Myoepithelzellen der

grol3en Speicheldrisen nachweisen (Elewa et al., 2010a).

Ein weiterer haufig mit Desmin interagierendes Intermediarfilament ist Synemin, das
1980 in Muskelzellen von Gefligel nachgewiesen wurde (Granger und Lazarides,
1980). Wie Desmin ist es mit der Z-Scheibe in Muskelzellen verbunden und dient
vermutlich der VerknlUpfung von Desmin und Vimentin mit anderen zytoskelettalen
Strukturen (Bellin et al., 1999). Mit einem Molekulargewicht von 230.000 Dalton gehort
es zu den bislang groRten Vertretern der Intermediarfilamente (Granger und Lazarides,
1980).

2.5.2.3. Mikrotubuli

Mikrotubuli sind polare, rohrenartige Filamente des Zytoskeletts und Ubernehmen
Funktionen in den Bereichen Zellstabilitat, Zellteilung und bei Transportvorgangen von
Vesikeln innerhalb der Zelle (Downing und Nogales, 1998). lhr Grundbaustein sind
Tubulin-Dimere, die sich aus einer ! - und einer " -Untereinheit zusammensetzen. Beide
Proteine weisen grofRe Homologien ihrer Primarstruktur auf (Downing und Nogales,
1998). Die Tubulin-Dimere ordnen sich linear zu 13 Protofilamenten zusammen, die
sich lateral gelagert zu einem Hohlzylinder mit einem Druchmesser von ca. 25 nm
verbinden (Desai und Mitchison, 1997; Hees und Sinowatz, 2000). Die &ulRere
Oberflache der Mikrotubuli weist eine Vielzahl von Bindungsstellen fir Mikrotubuli-
assoziierte-Proteine (MAPSs) sowie fur Motorproteine wie Kinesin und Dynein auf, die
einen wesentlichen Beitrag zur Stabilitat der Mikrotubuli sowie fir deren Transport-
funktion leisten (Desai und Mitchison, 1997; Hees und Sinowatz, 2000; Nogales, 2000).

Meist bilden Mikrotubuli solitdre Rohren, die das Zytoplasma durchziehen; Dabei
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handelt es sich jedoch nicht um statische Zylinder, sondern um sehr bewegliche
Strukturen, die ihre Lage im Zytoplasma innerhalb eines sehr kurzen Zeitfensters
variieren kbnnen (Desai und Mitchison, 1997). In einigen Fallen kommt es jedoch zu
einer Verschmelzung von einem vollstandigen Mikrotubulus (A-Tubulus) mit
unvollstandig entwickelten Mikrotubuli-Anteilen (B- und C-Tubuli), woraus Strukturen

wie zum Beispiel Zentriolen und Basalkdrperchen entstehen (Hammond et al., 2008).

42



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Probenmaterial

Das in dieser Arbeit verwendete Probenmaterial wurde unmittelbar nach Schlachtung
der Rinder (Deutsches Fleckvieh) am Schlachthof Minchen gewonnen. Fiur die
lichtmikroskopischen, lektinhistochemischen und immunhistochemischen Unter-
suchungen wurden Gewebeanteile der Glandula parotis von zehn adulten Rindern
(Bos taurus) entnommen. Angaben zu Geschlecht und Alter der Tiere sind der Tabelle

4 zu entnehmen.

Tabelle 4: Ubersicht tiber das Probenmaterial fiir lichtmikroskopische, lektinhistochemische und
immunhistochemische Untersuchungen

Tiernummer Geschlecht des Tieres Alter des Tieres Probenanzahl
1 mannlich (m) 20 Monate 20
2 weiblich (w) 22 Monate 20
3 weiblich (m) 22 Monate 6
4 weiblich (w) 22 Monate 6
5 mannlich (m) 18 Monate 6
6 weiblich (w) 35 Monate 6
7 weiblich (w) 39 Monate 6
8 mannlich (m) 18 Monate 6
9 mannlich (m) 17 Monate 6
10 mannlich (m) 19 Monate 6

Gesondert wurden zusétzlich Gewebeproben von vier weiteren Tieren zur Aufbereitung
fur die ultrastrukturellen Untersuchungen mittels Transmissionselektronenmikroskopie

gewonnen. Daten hierzu sind in Tabelle 5 aufgelistet.
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Tabelle 5: Ubersicht tiber das Probenmaterial fiir die ultrastrukturellen Untersuchungen

Tiernummer Geschlecht des Tieres Alter des Tieres Probenanzahl
11 mannlich (m) 18 Monate 6
12 mannlich (m) 18 Monate 6
13 weiblich (w) 24 Monate 6
14 weiblich (w) 10 Jahre 6

3.2. Probenentnahme, Fixierung und Fertigung von

Paraplastschnitten fur lichtmikroskopische Untersuchungen

Die Zusammensetzung aller verwendeten Losungen sind dem Chemikalienverzeichnis

oder den angegebenen Herstellerdaten zu entnehmen.

Die Probenentnahme erfolgte kurze Zeit (innerhalb von 10 Minuten nach der Tétung
der Tiere), um einer Beeintrachtigung der Proben durch postmortale Autolyseprozesse
des Drisengewebes vorzubeugen. Beidseits des Kopfes wurden grof¥flachige Ge-
webeanteile der Glandula parotis zwischen Ohrgrund und Unterkieferwinkel mit einem
Skalpell entfernt. AnschlieRend wurde das umgebende Fett- und Bindegewebe und die
Fascia parotidea mit einer Skalpellklinge abprapariert, um das Drlisengewebe der

Glandula parotis freizulegen.

Die drei bis funf lokalen Entnahmestellen der Proben verteilten sich gleichmafig tber
den gesamten Driusenkorper der Glandula parotis. Unter besonderer Vorsicht, das
Drisengewebe nicht durch Quetschungen zu schadigen, wurden mit einem Skalpell
pro Lokalisation jeweils zwei Gewebeblécke mit einer durchschnittlichen Seitenlange

von ca. 0,5 cm enthommen.

Von diesen beiden Gewebeproben wurde jeweils eine Probe in Bouin‘scher Losung
und die zweite Probe in mit ,Phosphate Buffered Saline Solution* (PBS) gepufferte

4%ige Formalin-LOosung fixiert.

Nach 24 Stunden wurden die in Bouin‘scher Lésung immersionsfixierten Proben fir
weitere funf Tage in 70%igem Alkohol (Athanol) zur Entfernung der Pikrinséure

verbracht. Der 70%ige Alkohol wurde dabei taglich erneuert. Vor der Einbringung der
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Proben in einen Einbettautomaten der Firma Shandon Citadel 2000® (Fa. Shandon,
Frankfurt/Deutschland) wurden die Proben abermals mittels einer Skalpellklinge
zugeschnitten, um eine geeignete Schnittflache fur die Anfertigung von spateren
Paraplastschnitten zu erhalten. Im Einbettautomaten erfolgten innerhalb von weiteren
24 Stunden eine Entwasserung des Gewebes mittels aufsteigender Alkoholreihe (2x
80%iges Athanol, 2x 96%iges Athanol, 2x Isopropanol, 2x Xylol) sowie eine
Durchtrankung der Proben mit flissigem Paraplast® (Fa Monoject Scientific Inc.,
Kildare/lrland).

Die mittels einer 4%igen (PBS) - gepufferten Formalin-Losung fixierten Proben wurden
bereits nach 24 Stunden fur die spatere Einbettung zugeschnitten, abermals in 4%ige
(PBS) - gepufferte Formalin-Losung eingebracht und weitere 24 Stunden immersions-
fixiert. Anschlielend wurden die Proben erst zwei Stunden in autoklaviertem DEPC-
Wasser (Fa. Carl Roth, Karlsruhe/Deutschland) gewassert, bevor auch sie mittels

70%igem Alkohol entwassert und in den Einbettautomaten verbracht wurden.

Die in Paraplast® eingebetteten Proben wurden mit Hilfe des Ausgiel3Bautomaten Leica
EG 1140 H (Fa. Leica Biosystems, Wetzlar/Deutschland) in quadratische Blockformen
ausgegossen, auf einer Kihlplatte ausgehartet und bis zur weiteren Verarbeitung im

Kuhlschrank bei ca. 4°C gelagert.

Von jedem Paraplastblock wurden mit einem Rotationsmikrotom Typ Microm HM 340 E
(Fa. MICROM International GmbH, Walldorf/Deutschland) 5 um dicke Serienschnitte
angefertigt. Diese wurden sowohl auf unbeschichtete (SuperFrost®, Fa. Carl Roth,
Karlsruhe/Deutschland), als auch auf beschichtete Objekttrager (SuperFrost Ultra Plus
adhasiv®, Fa. Menzel-Glaser, Braunschweig/Deutschland) aufgezogen und auf einer
Warmeplatte getrocknet. Die vollstdndige Trocknung der Schnitte erfolgte flr weitere

24 Stunden in einem Warmeschrank (Fa. Bender & Hobein, Karlsruhe/Deutschland).
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3.3. Lichtmikroskopische Farbungen

Alle Paraplastschnitte fiir die konventionellen Ubersichtsfarbungen wurden auf
folgende Art und Weise vorbehandelt: Die Schnitte wurden insgesamt 20 Minuten in
einem Xylol-Bad entparaffiniert, wobei das Xylol nach dem Ablauf der ersten zehn
Minuten ausgewechselt wurde. AnschlieBend erfolgte eine Rehydrierung des
Gewebes, (iber eine absteigende Alkoholreihe (2x Isopropanol, 1x 96%iges Athanol, 1x
70%iges Athanol). Nach einer abschlieRenden Spiilung in destilliertem Wasser (Aqua
dest.) erfolgten die in den nachsten Abschnitten beschriebenen Farbungsmethoden.
Dem Farbungsvorgang schlossen sich eine aufsteigende Alkoholreihe zur Dehy-
drierung der Schnitte und ein abschlieRendes Xylol-Bad fir weitere zehn Minuten an.
Auch hier wurde das Xylol nach finf Minuten gewechselt. Zur Konservierung der
gefarbten Schnitte wurden xylolverdiinntes Eukitt® (Fa. Riedel de Haen AG,
Seelze/Deutschland) und Deckglaser (Fa. Menzel, Braun-schweig/Deutschland)

verwendet.

Die Auswertung der konventionell gefarbten Proben erfolgte mit einem Lichtmikroskop
Aristoplan® (Fa. Leitz, Wetzlar/Deutschland), welches mit einer Lumenera USB
Camera® Release 3.8 (Fa. Lumenera Corporations, Ontario/Kanada) zur Foto-

dokumentation ausgestattet war.
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3.3.1. Hamalaun-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung) nach Mayer

Die Hamalaun-Eosin-Farbung (H.E.-Farbung) nach Mayer ist eine Kklassische
Ubersichtsfarbung fiir eine Vielzahl von Geweben. Der saure (azidophile) Farbstoff
Hamalaun eignet sich gut zur Darstellung der basophilen Zellkernstrukturen. Im
Ergebnis der Farbung nimmt dieser eine blaue Farbe an. Eosin ist ein typischer
Farbstoff zur Anfarbung von Zytoplasma und farbt dieses und umgebende Strukturen

rosarot an (Romeis, 2010).

Tabelle 6: Durchfihrung der H.E.-Farbung nach Mayer

Anwendungsabfolge Reagenz Anwendungsdauer
Schritt 1 Xylol 20 min.
Schritt 2 Absteigende Alkoholreihe (2x 40 sec.
Isopropanol, 1x 96%iges Athanol, 1x
70%iges Athanol)
Schritt 3 Aqua dest. 10 sec.
Schritt 4 Hamalaun nach Mayer (Kernfarbung) 20 min.
Schritt 5 Aqua dest. 5 sec.
Schritt 6 Leitungswasser, flieRend (Blauen) 20 min.
Schritt 7 Eosin 10 min.
Schritt 8 Aqua dest. 5 sec.
Schritt 9 Aufsteigende Alkoholreihe (1x 70%iges 40 sec.
Athanol, 1x 96%iges Athanol, 2x
Isopropanol)
Schritt 10 Xylol 10 min.
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3.3.2. Trichromfarbung nach Masson und Goldner

Fur die Trichromfarbung nach Masson und Goldner werden, wie bereits aus ihrer
Bezeichnung abzuleiten, drei unterschiedliche Farbstoffe eingesetzt. Sie eignet sich
besonders zur getrennten Darstellung von kollagenen Bindegewebsfasern,
Epithelgewebe und Muskelzellen. Die Zellkerne stellen sich in dieser Farbung braun-
schwarz dar. Das Zytoplasma und Muskelzellen erscheinen ziegelrot, Erythrozyten
orange-gelb und Bindegewebe sowie saure Muzine nehmen eine helle griine Farbung

an (Romeis, 2010).

Tabelle 7: Durchflhrung der Trichromfarbung nach Masson und Goldner

Anwendungsabfolge Reagenz Anwendungsdauer
Schritt 1 Xylol 20 min.
Schritt 2 Absteigende Alkoholreihe (2x Isopropanol, 40 sec.
1x 96%iges Athanol, 1x 70%iges Athanol)
Schritt 3 Aqua dest. 5 sec.
Schritt 4 Eisenhamatoxylin nach Weigert 1 min.
(Kernfarbung)
Schritt 5 Aqua dest. 3x 5 sec.
Schritt 6 Leitungswasser, flieRend 10 min.
Schritt 7 Azophloxin 5 min.
Schritt 8 1% Essigsaure 10 sec.
Schritt 9 Phosphormolybdéanséaure-Orange 15 sec. — 30 min. *
Schritt 10 1% Essigsaure 10 sec.
Schritt 11 Lichtgriin 5 min.
Schritt 12 1% Essigsaure 10 sec.
Schritt 13 Aufsteigende Alkoholreihe 50 sec.
(2x 96%iges Athanol, 3x Isopropanol)
Schritt 14 Xylol 10 min.

* Zeitraum variabel, da sich das Bindegewebe unterschiedlich schnell entfarbt; Kontrollen

notwendig;
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3.3.3. Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung

Auch bei der van Gieson-Farbung handelt es sich um eine Trichromfarbung (Romeis,
2010).

Resorcinfuchsin-Farbung angewandt, die zur zusatzlichen Darstellung elastischer

In dieser Arbeit wurde sie modifiziert durch eine Kombination mit
Fasern dient. Diese erscheinen im lichtmikroskopischen Bild blau-violett. Die Zellkerne
farben sich dunkelbraun, kollagenes Bindegewebe leuchtend rot und Muskelzellen

stellen sich gelb dar.

Tabelle 8: Durchfihrung der Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung

Anwendungsabfolge Reagenz Anwendungsdauer
Schritt 1 Xylol 20 min.
Schritt 2 Absteigende Alkoholreihe (2x Isopropanol, 1x | 40 sec.
96%iges Athanol, 1x 70%iges Athanol)
Schritt 3 Aqua dest. 5 sec.
Schritt 4 Resorcinfuchsinlésung 15-30 min.
Schritt 5 Leitungswasser, flieRend 1 min.
Schritt 6 Eisenhamatoxylin nach Weigert 3 min.
(Kernfarbung)
Schritt 7 Aqua dest. 3x 5 sec.
Schritt 8 Leitungswasser, flieRend 10 min.
Schritt 9 Pikrinsaure-Thiazinrot 5 min.
Schritt 10 Aqua dest. 5 sec.
Schritt 11 96%iges Athanol 2x 10 sec. *
Schritt 12 Isopropanol 2x 10 sec.
Schritt 13 Xylol 10 min.

* Uberschiissige Pikrinsaure muss ausreichend entfernt werden, so dass elastische Fasern gut
sichtbar sind; Kontrollen notwendig;
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3.3.4. Perjodsaure-Schiff-Reaktion nach Mc Manus mit Kontrollen

Die Perjodsaure-Schiff-Reaktion (periodic acid Schiff reaction = PAS-Farbung) ist eine
histologische Standardfarbung, um selektiv unsubstituierte 1,2 Glykole nachzuweisen.
Die Reaktion verlauft nach folgendem Grundprinzip: Uber eine Oxidation der 1,2
Glykole durch die Perjodsaure, entstehen aus deren Hydroxylgruppen neue
Aldehydgruppen, die mit der Schiff'schen Reagens (fuchsinschwefelige Saure)
reagieren. Dabei lost sich der rote Farbstoff Fuchsin, der bei PAS positiven
Substanzen zu der typischen magentafarbigen Anfarbung fiihrt. Die PAS-Reaktion fallt
auch bei 1,2 Glykolen, deren Hydroxylgruppen durch Amino- oder Alkylaminogruppen

ausgetauscht sind, positiv aus (Romeis, 2010).

Tabelle 9: Durchfiihrung der Perjodsaure-Schiff-Reaktion nach Mc Manus

Anwendungsabfolge Reagenz Anwendungsdauer
Schritt 1 Xylol 20 min.

Schritt 2 Absteigende Alkoholreihe (2x Isopropanol, 40 sec.

1x 96%iges Athanol, 1x 70%iges Athanol)

Schritt 3 Aqua dest. 5 sec.

Schritt 4 0,5 %ige wassrige Losung von Perjodsaure | 5 min.

Schritt 5 Aqua dest. 5 sec.

Schritt 6 Schiff'sches Reagens (fuchsinschwefelige 15 min.

Saure) (Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland)

Schritt 7 SO, -Wasser 3x 2 min.
Schritt 8 Leitungswasser, flieRend 5 min.
Schritt 9 Hamalaun nach Mayer (Kernfarbung) 3-5 min.
Schritt 10 Leitungswasser, flieRend 15 min.
Schritt 11 Aufsteigende Alkoholreihe (1x 70% iges 40 sec.
Athanol, 1x 96%iges Athanol, 2x
Isopropanol)
Schritt 12 Xylol 10 min.
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Zusatzlich zur konventionellen PAS-Reaktion nach McManus wurden in dieser Arbeit

drei modifizierte Kontrollfarbungen der PAS-Reaktion angewandt.

Bei der PAS-Reaktion mit vorausgehender Acetylierung wurden die Schnitte nach
Schritt 3 des konventionellen Protokolls zuséatzlich fir 24 Stunden bei Raumte mperatur
in eine Essigsaureanhydrid-Pyridin-Lésung eingebracht. Nach zweimaliger Sptlung in
destilliertem Wasser, wurden die Schritte 4 bis 12 wie in Tabelle 9 beschrieben
durchgefiihrt. Durch eine Acetylierung der Hydroxylgruppen der 1,2 Glykole kénnen
diese nicht mehr mit der Perjodsaure reagieren. Es liegt somit ein negatives Ergebnis

fur 1,2 Glykolstrukturen vor.

Eine weitere Kontrollmethode der PAS-Reaktion stellt eine vorherige Methylierung der
Schnitte dar. Hier wurden die entparaffinierten und rehydrierten Gewebeschnitte nach
Schritt 3 in einer 0,1 N-Salzsaure-Methanol (absolut)-Losung fir die Einwirkzeit von 96
Stunden bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Wiederum erfolgte eine zweimalige
Spulung der Proben in destilliertem Wasser, bevor die PAS-Reaktion nhach McManus
wie in Tabelle 9 ab Schritt 4 beschrieben weiter durchgefihrt wurde. Durch die
Methylierung farben sich auch saure, nicht-sulfatierte Mucosubstanzen an. Sulfatierte

Muzine zeigen weiterhin eine negative Reaktion fur die PAS-Reaktion (Spicer, 1960).

Ziel der dritten Kontrollfarbung ist der Nachweis von Starke- oder Glykogenstrukturen
im zu untersuchenden Gewebe. Hier wurden die Schnitte durch enzymatische
Vorverdauung des Gewebes mit dem starkespaltenden Enzym ! -Amylase Type VI-B
(from porcine pancreas) (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland) zwei Stunden bei
37°C im Warmeschrank vorbehandelt und nach zweimaligem Spilen in destilliertem
Wasser nach den in Tabelle 9 aufgefihrten Schritten 4 bis 12 gefarbt. Die
enzymatische Aktivitat der ! -Amylase bewirkt eine Spaltung von gespeicherter Starke
oder Glykogen im Inneren der Zelle und fuhrt somit zu einem negativen Ergebnis der
PAS-Reaktion fur diese Strukturen. Alle anderen PAS-positiven Kohlenhydratstrukturen

zeigen weiterhin eine positive Reaktion (Romeis, 2010).

51



Material und Methoden

3.3.5. Alcianblau 8GX-Féarbung bei pH 2,5 und pH 1,0

Alcianblau 8GX ist ein positiv geladener Farbstoff, der selektiv an negativ geladene

Gruppen von sauren Muzinen bindet. Um differenzieren zu kénnen, ob es sich dabei

um Carboxyl- oder Sulfatgruppen handelt, kann die Alcianblau-Farbung bei zwei

unterschiedlichen pH-Werten durchgefthrt werden. In dieser Arbeit wurde sowohl die
Alcianblau 8GX-Farbung bei pH 2,5 durchgefihrt, als auch bei pH 1,0. Alle

Durchfuhrungsschritte der Farbungen werden in Tabelle

10 und Tabelle 10.1

angezeigt. Die Alcianblau-Farbung bei pH 2,5 dient dem Nachweis aller sauren

Glykokonjugate (Steedman, 1950).

Tabelle 10: Durchfihrung der Alcianblau 8GX-Farbung bei pH 2,5

Anwendungsabfolge Reagenz Anwendungsdauer
Schritt 1 Xylol 20 min.
Schritt 2 Absteigende Alkoholreihe (2x Isopropanol, | 40 sec.
1x 96%iges Athanol, 1x 70%iges Athanol)
Schritt 3 Aqua dest. 5 sec.
Schritt 4 3% Essigsaure 3 min.
Schritt 5 1% Alcianblau 8GX (in 3% Essigsaure pH | 30 min.
2,5)
Schritt 6 3% Essigsaure 5 sec..
Schritt 7 Aqua dest. 5 sec.
Schritt 8 Kernechtrot (Kernfarbung) 3-5 min.
(Apothekenherstellung)
Schritt 9 Aqua dest. 5 sec.
Schritt 10 Aufsteigende Alkoholreihe (1x 70%iges 40 sec.
Athanol, 1x 96%iges Athanol, 2x
Isopropanol)
Schritt 11 Xylol 10 min.

Durch die Senkung des pH-Wertes auf 1,0 wird eine Dissoziation der Carboxylgruppen

verhindert, so dass nur noch sulfatierte Mukosubstanzen angefarbt werden (Lev und

Spicer, 1964).
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Tabelle 10.1: Durchfiihrung der Alcianblau 8GX-Farbung bei pH 1,0

Anwendungsabfolge

Reagenz

Anwendungsdauer

Schritt 1 -3 Gemal Tabelle 8 Gemal Tabelle 8
Schritt 4 0,1 N Salzsaure 3 min.
Schritt 5 1% Alcianblau 8GX (in 0,1 N Salzséure pH | 30 min.
1,0)
Schritt 6 0,1 N Salzsaure 5 sec.
Schritt 7 Aqua dest. 5 sec.
Schritt 8-11 Gemal Tabelle 8 Gemal Tabelle 8
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3.4. Lektinhistochemische Untersuchungsmethoden

Fur die lektinhistochemischen Untersuchungen wurden insgesamt 17 verschiedene
Lektine fir den Nachweis von Kohlenhydratstrukturen eingesetzt, die in Tabelle 11
aufgelistet sind. Es wurden sowohl in 4%igem (PBS) gepuffertem Formalin fixierte

Schnitte eingesetzt als auch Schnitte die in Bouin’scher Lésung fixiert wurden.

Tabelle 11: Verwendete Lektine

Lektin Zuckerspezifitat Methode Angewandte | Hersteller
Konzentrati
on

Con A Man/Glc FITC-konjugiert | 5 pg/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

DBA GalNAc FITC-konjugiert | 5 pug/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

ECA Gal FITC-konjugiert | 5 pug/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

GSL- | GalNAc FITC-konjugiert | 5 pug/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

LCA Man/Glc FITC-konjugiert | 5 pug/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

MAA | Oligosaccharide Biotin-konjugiert | 10 pg/ml PBS | BIOZOL Diagnostica Vertrieb
GmbH, Eching/Deutschland

PHA-E Komplexe N-Glykane FITC-konjugiert | 5 pug/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

PHA-L Komplexe N-Glykane FITC-konjugiert | 5 pug/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

PNA Gal FITC-konjugiert | 5 pug/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

PSA Man/Glc FITC-konjugiert | 5 pug/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

RCA Gal FITC-konjugiert | 5 pug/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

SBA GalNAc, Gal FITC-konjugiert | 5 pg/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

SJA GalNAc Biotin-konjugiert | 10 pg/ml PBS | Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

SNA Gal/GalNAc Biotin-konjugiert | 10 pg/ml PBS BIOZOL Diagnostica Vertrieb
GmbH, Eching/Deutschland
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UEA-I| Fuc FITC-konjugiert | 5 pg/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

WGA GIcNAc/NeuNAc FITC-konjugiert | 5 pg/ml PBS Vector Laboratories, Inc.
Burlingame/USA

WGA GIcNAc/NeuNAc FITC-konjugiert | 5 pg/ml PBS Vector Laboratories, Inc.

succ. Burlingame/USA

In dieser Arbeit wurden Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierte Lektine
eingesetzt, bei denen der Fluoreszenzmarker FITC direkt mit dem Lektin verknupft ist.
In der folgenden Tabelle 12 wird das Durchfihrungsprotokoll fir die lektinhisto-

chemischen Untersuchungen mit direkt FITC-markierten Lektinen beschrieben:

Tabelle 12: Durchfihrung der Lektin-Untersuchungen mit FITC-konjugierten Lektinen

Anwendungsabfolge Reagenz Anwendungsdauer

Schritt 1 Xylol 2x 10 min.

Schritt 2 Absteigende Alkoholreihe ) 40 sec.
(2x Isopropanol, 1x 96% Athanol, 1x 70% Athanol)

Schritt 3 Aqua dest. 2x 5 min.

Schritt 4 PBS Puffer (pH 7,4 - 7,6) 3x 5 min.

Schritt 5 100 pl/Schnitt FITC-konjugiertes Lektin 1 h bei
(abgedunkelte Feuchtkammer) Raumtemperatur

Schritt 6 PBS Puffer (pH 7,4 - 7,6) 3x 5 min.

Schritt 7 Vectashield® Mounting Medium for Fluorescence ca. 1 min./ Schnitt
with DAPI *

* Auf jeden Schnitt wurde Vectashield ® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI (4,6
Diamidin-2-phenylindol) der Fa. Vector Laboratories, Inc., Burlingame/USA aufpipetiert, bevor
die Probe sofort mit einem Deckglas bedeckt wurde.
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Ebenso kamen biotinylierte Lektine zum Einsatz. Hier ist das Lektin mit dem Stoff
Biotin gekoppelt. In einem sekundaren Schritt bindet das FITC-konjugierte Streptavidin
an das biotinylierte Lektin und fihrt so zu einer Anfarbung der lektinmarkierten
Kohlenhydratstrukturen. Die Schritte zur Durchfihrung der lektinhistochemischen

Untersuchungen mit biotinylierten Lektinen werden in Tabelle 13 erlautert.

Tabelle 13: Durchfihrung der Lektin-Untersuchungen mit biotinylierten Lektinen

Anwendungsabfolge Reagenz Anwendungsdauer
Schritt 1 Xylol 2x 10min.
Schritt 2 Absteigende Alkoholreihe (2x Isopropanol, 1x 96% 40 sec.
Athanol, 1x 70% Athanol)
Schritt 3 Aqua dest. 2x 5 min.
Schritt 4 PBS Puffer (pH 7,4 - 7,6) 3x 5 min.
Schritt 5 DAKO Protein Block Serum-Free® (Fa. DAKO, 10 min.
Hamburg/Deutschland) (Feuchtkammer)
Schritt 6 100 pl/Schnitt Biotinyliertes Lektin (Feuchtkammer) | 1 h bei
Raumtemperatur
Schritt 7 PBS Puffer (pH 7,4 - 7,6) 3x 5 min.
Schritt 8 100ul/Schnitt Streptavidin-FITC 1:500 PBS Puffer 30 min.

(abgedunkelte Feuchtkammer) (Fa. Vector
Laboratories, Inc. Burlingame/USA)

Schritt 9 PBS Puffer (pH 7,4 - 7,6) 3x 5 min.
Schritt 10 Vectashield® Mounting Medium for Fluorescence ca. 1 min./ Schnitt
with DAPI *

* Auf jeden Schnitt wurde Vectashield ® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI (4,6
Diamidin-2-phenylindol) der Fa. Vector Laboratories, Inc., Burlingame/USA aufpipetiert, bevor
die Probe sofort mit einem Deckglas bedeckt wurde.

Die behandelten und fixierten Schnitte wurden lichtundurchlassig im Kuhlschrank bei
4°C aufbewahrt. Um die Eigenfluoreszenz des Gewebes in die Untersuchung mit
einbeziehen zu kénnen, wurde fir jedes Lektin ein Kontrollschnitt angefertigt, der nur
mit PBS Puffer inkubiert wurde, statt des markierten Lektinkomplexes. Die
mikroskopische Auswertung der mit Lektinen behandelten Proben erfolgte mit einem
Auflichtfluoreszenzmikroskop Dialux 20® (Fa. Leitz GmbH, Wetzlar/Deutschland) mit

angeschlossener ProgRes® Kamera (Fa. Jenoptik, Jena/Deutschland).
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Die Fluoreszenzstarke der Proben wurde semiquantitativ folgendermalRen bewertet:

- +/- + ++ +++

negativ schwach positiv deutlich positiv stark positiv sehr stark positiv
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3.5. Immunhistochemische Untersuchungsmethoden

Durch immunhistochemische Untersuchungen ist es moglich, verschiede Zellstrukturen
gezielt durch die Bindung von spezifisch gegen sie gerichteten Antikdrpern
darzustellen. Man unterscheidet im Wesentlichen zwei Grundprinzipien: Bei einem
direkten Antigen-Nachweis bindet ein bereits markierter Primar-Antikbrper an sein
spezifisches Antigen. Im Falle des indirekten Antigen-Nachweises wird die
Farbreaktion Uber einen markierten Sekundar-Antikorper ausgelost, der spezifisch an
einen Primar-Antikdrper bindet, der zuvor das entsprechende Antigen markiert hat. In
dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die ABC-Methode, eine Form des indirekten

Antigen-Nachweises, eingesetzt.

ABC-Methode “ ‘
+ -4 & He

(Strept-)Avidin + Biotin + Enzym (Peroxidase) = ABC-Komplex

ABC-Komplex
Substrat

A
bictinylierter *. ‘ A"
Primar-Antikérper Sekundér-Antikérper +‘ +‘ !
Bioti A
n 8 oo Steg Sl
.(""‘s > A c’"s == A A m— A ‘A Farbreaktion

Antigen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der ABC-Methode modifiziert nach Romeis, 2010

Wie in Abbildung 3 dargestellt, bindet auch bei der ABC-Methode zuerst ein
entsprechender Primar-Antikdrper spezifisch an das nachzuweisende Antigen.
Anschlielend markiert ein Biotin-gekoppelter Sekundar-Antikdrper den  Primér-
Antikdrper, gegen den er gerichtet ist. Die eigentliche Farbreaktion wird Uber einen
enzymatisch aktiven Moleklilkomplex (ABC-Komplex), bestehend aus dem
Glykoprotein Avidin oder Streptavidin, Biotin und einem Enzym (meist Peroxidase oder
Alkalische Phosphatase) vermittelt. Die Glykoproteine Avidin und Streptavidin des
ABC-Komplexes binden mit einer hohen Affinitdt an die Biotin-Molekile des

Sekundarantikorpers. Die mit dem Komplex verkniUpften Enzyme (Peroxidase oder
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alkalische Phosphatase) fihren bei Zugabe eines geeigneten Substrates zu einer

Farbreaktion. Ein Vorteil von Streptavidin gegentber Avidin ist zum einen seine héhere

Sensitivitat und zum anderen, dass eine geringere Hintergrundmarkierung auftritt

(Romeis, 2010).

In dieser Arbeit wurden 13 verschiedene Primar-Antikdrper zur Untersuchung der

Glandula parotis des Rindes verwendet; Entsprechende Angaben zu diesen sind der

Tabelle 14 zu entnehmen.

Tabelle 14: Ubersicht liber eingesetzte Primar-Antikdrper mit Herstellerangabe

Antigen Primar-Antikdrper Verdl | Hersteller
n_
nung*

Smooth muscle actin SMA DAKO 162 aus der Maus 1:40 DAKO, Hamburg/Deutschland
Non muscular myosin | Rab.-anti Myosin ab 24762 (257) aus | 1:250 Abcam, Cambridge/ UK

dem Kaninchen
Synemin Anti Synemin Sigma S9075 aus dem 1:250 Sigma-Aldrich,

Kaninchen Steinheim/Deutschland
Laminin Rabbit Anti Laminin Serotec 1:500 Serotec,

AHP420T (177) aus dem Kaninchen Dusseldorf/Deutschland
Tubulin Tubulin ab3194 178 aus der Maus 1:200 Abcam, Cambridge/ UK
Vimentin Vimentin DAKO 154 aus der Maus 1:500 DAKO, Hamburg/Deutschland
Pancytokeratin Pancytokeratin plus (Biocarta) 132 1:100 BioCarta,

aus der Maus Hamburg/Deutschland
Cytokeratin 7 Ms-anti Cytokeratin 7 (Progen, Ks 1:100 Progen,

7.18) aus der Maus Heidelberg/Deutschland
Cytokeratin 8 Ms-anti Cytokeratin 8 (Novus 1:500 Novus Biologicals,

Biologicals) NB500-349 248 Littleton/USA
Cytokeratin 5 Pab to Keratin K5 (Progen, 220) aus 1:50 Progen,

dem Meerschweinchen Heidelberg/Deutschland
Cytokeratin 14 Pab to Keratin K14 (Progen, 236) aus | 1:100 Progen,

dem Meerschweinchen Heidelberg/Deutschland
Cytokeratin 18 Pab to Keratin 18 (GP CK 18.2) 1:200 Progen,

(Progen, 237) aus dem Heidelberg/Deutschland

Meerschweinchen
Cytokeratin 19 Pab to Keratin 19 (Progen, 207) aus 1:200 Progen,

dem Meerschweinchen Heidelberg/Deutschland

* Alle verwendeten Primar-Antikodrper liegen mit DAKO Antibody Diluent® with background
reducing components (Fa. DAKO, Hamburg/Deutschland) verdinnt vor.
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Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden sowohl in Bouin’scher Lésung
fixierte Schnitte, als auch in 4%igem (PBS) gepuffertem Formalin fixierte Proben
verwendet. Die genaue Abfolge aller Arbeitsschritte wird in den Tabellen 15 und 15.1
dargestellt. Zusatzlich wurde fir jeden Antikérper sowohl eine Negativkontrolle
hergestellt, die ausschlieBlich mit DAKO Antibody Diluent® (Fa. DAKO,
Hamburg/Deutschland) inkubiert wurde, als auch eine Positivkontrolle des Primar-

Antikdrpers von einem bereits als positiv getesteten Gewebes.
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Tabelle 15: Ubersicht tiber die Abfolge méglicher Arbeitsschritte bei der ABC-Methode

Anwendungsabfolge | Reagenz Anwendungsdauer

Schritt 1 Xylol 2x 30 min.

Schritt 2 Absteigende Alkoholreihe (2x Isopropanol, 1x 40 sec.
96%iges Athanol, 1x 70%iges Athanol)

Schritt 3 Aqua dest. 2X 5 min.

Schritt 4 PBS Puffer (pH 7,4) 3Xx 5 min.

Schritt 5 A) 100pl/Schnitt 0,1 % Protease (121) (Fa. Sigma- 10 min.
Aldrich, Steinheim/Deutschland)
B) 100pl/Schnitt Trypsin (158) (Fa. Sigma-Aldrich, 20 min.
Steinheim/Deutschland)

Schritt 6 PBS Puffer (pH 7,4) 3x 5 min.

Schritt 7 50 ml H20; + 150 ml Aqua dest. 10 min.
(Hemmung der endogenen Peroxidase) (Fa. Merck,
Darmstadt/Deutschland)

Schritt 8 Leitungswasser, flieRend 10 min.

Schritt 9 PBS Puffer (pH 7,4) 3x 5 min.

Schritt 10 Priméar-AK 1:100 in DAKO Antibody Diluent®* Uiber Nacht bei 4°C

Schritt 11 PBS Puffer (pH 7,4) 3x 5 min.

Schritt 12 Sekundar-Antikdrper 1:300 in DAKO Antibody 30 min.
Diluent®

Schritt 13 PBS Puffer (pH 7,4) 3x 5 min.

Schritt 14 Streptavidin-Horse Radish-Peroxidase (HRP) 30 min.
(Fa. Novocastra, Newcastle/UK)

Schritt 15 PBS Puffer (pH 7,4) 3x 5 min.

Schritt 16 DAB (3,3'-Diaminobenzidin)-Hydrogenperoxidldsung 8 min.

Schritt 17 Leitungswasser, flieRend 1 min.

Schritt 18 Hamalaun nach Mayer (Kernféarbung) 20 sec.

Schritt 19 Leitungswasser, flieRend (blauen) 10 min.

Schritt 20 Aufsteigende Alkoholreihe (1x 70%iges Athanol, 1x 40 sec.
96%iges Athanol, 2x Isopropanol)

Schritt 21 Xylol 2x 5 min.

* Alle verwendeten Primar-Antikorper liegen mit ,DAKO Antibody Diluent® with background

reducing components” (Fa. DAKO, Hamburg/Deutschland) verdinnt vor.
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Tabelle 15.1: Anwendungsabfolge der in Tabelle 15 geschilderten Arbeitschritte fir alle
verwendeten Antikorper

a9 8 2ol | e |9 |2 |
oper | 8 =5 |2 | |2 |5 |2 |8 |8 |8 |§ |§ |8
=> 5% |3 3 s 3 3 o @ o = = =
55 eg 3 = < 2 = 2 o 8 2 2 £

Schritt e [} \ = = € Sl IS 0 ©
Schritt 1 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 2 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 3 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 4 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 5 A) X X X X
Schritt 5 B) X
Schritt 6 X X X X X
Schritt 7 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 8 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 9 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 10 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 11 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 12 xV @ @ x| XXX XY N I A S
Schritt 13 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 14 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 15 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 16 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 17 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 18 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 19 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 20 X X X X X X X X X X X X X
Schritt 21 X X X X X X X X X X X X X

1) Sekundar-Antikorper: ,Anti-Maus IgG (F(ab)2) biotinyliert vom Kaninchen* (DAKO Denmark
A/S, Glostrup/ Danemark) 1:300 verdiinnt in DAKO Antibody Diluent® (Fa. DAKO,
Hamburg/ Deutschland)

2) Sekundar-Antikorper: Anti-Kaninchen 1gG (F(ab)2) biotinyliert vom Schwein (DAKO
Denmark A/S, Glostrup/ Déanemark) 1:300 verdinnt in DAKO Antibody Diluent® (Fa. DAKO,
Hamburg/ Deutschland)
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3) Sekundar-Antikorper: Anti-Meerschweinchen 1gG biotinyliert aus der Ziege (Fa. Vektor
Laboratories Inc., Bulingame/USA) 1:300 verdiinnt in DAKO Antibody Diluent® (Fa. DAKO,
Hamburg/ Deutschland)

Die immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden nach Durchfihrung der oben
bezeichneten Arbeitsschritte mit xylolverdinntem Eukitt® (Fa. Riedel de Haen AG,
Seelze/Deutschland) und Deckglasern (Fa. Menzel, Braunschweig/Deutschland)

versehen.

Die Auswertung des immunhistochemisch untersuchten Materials erfolgte mit einem
Lichtmikroskop Aristoplan® (Fa. Leitz, Wetzlar/Deutschland), welches mit einer
Lumenera USB Camera® Release 3.8 (Fa. Lumenera Corporations, Ontario/Kanada)

zur Fotodoku-mentation ausgestattet war.
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3.6. Ultrastrukturelle Untersuchungen mittels Transmissions-

elektronenmikroskopie

3.6.1. Probenentnahme und Immersionsfixierung nach Karnovsky

Die Entnahme des Probenmaterials fiir die ultrastrukturellen Untersuchungen mittels
Transmissionselektronenmikroskopie erfolgte unmittelbar nach Toétung der Tiere am
Schlachthof Mlnchen. Die Proben der Glandula parotis wurden auf jeder Kopfseite an
drei Lokalisationen gewonnen. Jeweils eine Probe wurde aus dem dorsalen Bereich
der Drise, eine weitere aus dem zentralen Drisenkdrper und eine dritte Probe aus
dem ventralen Kehlgangsanteil der Glandula parotis entnommen. Mit einer
Skalpellklinge wurden kleine Gewebswiurfel entfernt, die unter besonderer Vorsicht,
Quetschungen des Gewebes zu vermeiden, auf die GréRe von 1 mm Seitenldnge
zugeschnitten wurden. Diese zugeschnittenen Proben wurden sofort nach der
Entnahme in eine Fixationsldsung nach Karnovsky verbracht. Die weiteren Schritte der
Immersionsfixierung nach Karnovsky sowie die Kontrastierung der Proben durch

Osmierung sind im Detail in Tabelle 16 aufgelistet.

Tabelle 16: Durchfihrung der Arbeitsschritte zur Fixierung und Aufbereitung der Proben fir die
ultrastrukturellen Untersuchungen bis zur Einbettung in Kunstharz

Anwendungsabfolge Reagenz Anwendungsdauer
Schritt 1 Karnovsky-Losung (pH 7,2) 24 h bei 4°C

Schritt 2 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,4) 3x 60 min.

Schritt 3 Osmiumtetroxid-Kaliumferrocyanid-Losung 2hbei4°C

(Osmieren/ Kontrastierung)

Schritt 4 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,4) 3x 20 min.

Schritt 5 Aufsteigende Alkoholreihe ) 3h
(30%iges, 50%iges, 70%iges, 90%iges Athanol,
3x absolutes Athanol)
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3.6.2. Fertigung von Semidiinn- und Ultradiinnschnitten fiir die Transmissions-

elektronenmikroskopie

Nach Fixierung und Aufbereitung des Probenmaterials erfolgte eine Einbettung der
Proben in das Kunststoffmedium Polyembed gemaR den in Tabelle 17 aufgelisteten

Arbeitsschritten.

Tabelle 17: Durchfihrung der Kunststoffeinbettung mit Kunstharz

Anwendungsabfolge Reagenz Anwendungsdauer
Schritt 1 Propylenoxid (Propylene Oxid EM-Grade) 2x15 min.
(Fa. Polysciences, Warrington/USA)
Schritt 2 2:1 Propylenoxid : Polyembed 1lh
Schritt 3 1:1 Propylenoxid: Polyembed Uber Nacht
Schritt 4 Polyembed 1h
Schritt 5 Einbettung in Flachbettformen und 24 h

Polymerisation bei 60° C

Nach vorsichtiger Losung der ausgeharteten Probenblocke aus den Flachbettformen
wurden an einem Ultramikrotom Ultracut E (Fa. Reichert-Jung, Wien/Osterreich) 1um
dicke Semidiinnschnitte angefertigt und mit Methylenblau nach Richardson (Romeis,
2010) gefarbt. Nach lichtmikrosokpische Untersuchung wurden gezielte Gewebeareale
fur die elektronenmikroskopische Darstellung ausgewahlt und dann mit einem
Diamantmesser ca. 60 nm dicke Ultradinnschnitte hergestellt. Nachdem die so
erzeugten Ultradinnschnitte auf Kupfergrids (Maschenweite 200) aufgezogen wurden,
erfolgte eine Nachkontrastierung mit Uranylacetat (Fa. Agar Scientific Itd.,
Stansted/UK) fur 20 Minuten und Bleicitrat fur 3-5 Minuten.

Die Auswertung und fotografische Darstellung der ultrastrukturellen Daten wurde an
einem Transelektronenmikroskop EM 902 (Fa. Zeis, Oberkochen/Deutschland) bei
einer Beschleunigungsspannung von 80 kV am Lehrstuhl fir Anatomie, Histologie und

Embryologie der Ludwig-Maximillians-Universitat Minchen durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Lichtmikroskopische Darstellung der Glandula parotis des

Rindes durch konventionelle Farbungsmethoden

4.1.1. Morphologie der Glandula parotis des Rindes

Die Glandula parotis des Rindes zeigt den flir die groBen Speicheldrisen typischen
Lappchenaufbau. Die von der Kapsel aus in das Innere des Drisenkdrpers ziehenden
Trabekel aus kollagenem Bindegewebe vereinigen sich zu groReren interlobularen
Bindegewebszentren, in denen grol3e Ausfiihrungsgéange verlaufen. Diese werden vom
Bindegewebe zirkular umschlossen. Dieser bindegewebige Kranz enthélt eine Vielzahl
kleiner BlutgefalRe und Nerven, die zur Versorgung der Ausfiihrungsgange dienen. Die
groBen Ausfuhrungsgénge weisen in diesem Bereich ein mehrschichtiges Epithel mit
meist vier bis flinf Lagen von kubischen Zellen auf und enthalten gréfR3ere
Ansammlungen von Becherzellen. In ihrer direkten Umgebung liegen grof3e Arterien,
Venen und auch groRere periphere Nerven zwischen den einzelnen Drisenlappchen.
Je nach Ernahrungszustand des Tieres sind mehr oder weniger stark ausgebildete
Depots von Adipozyten zwischen den einzelnen Gangstrukturen und Gefal3en
eingebettet. Teilweise erstrecken sich diese Adipozytenansammlungen auch in das
Parenchym der Drisenlobi. Die einzelnen vom Bindegewebe umschlossenen
Drusenlappchen werden wiederum von schmalen Trabekeln in kleinere Lobuli
unterteilt, sodass sich im Zentrum jedes einzelnen Drisenlédppchens wiederum ein
binegewebiges Zentrum befindet. Hier befinden sich kleinere interlobulare
Ausfuhrungsgange, die jedoch keine Becherzellen enthalten und nur ein bis zwei
Zellschichten aufweisen. Auch diese Ausfihrungsgange werden jeweils von einem
arteriellen und einem venodsen Gefal3 begleitet. Alle Parenchymstrukturen der Lobuli
werden einzeln von einem schmalen Saum von kollagenem Bindegewebe
umschlossen, was den Drisenlobuli im histologischen Schnitthild eine netzartige
Unterteilung verleiht. In der Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung sind deutlich feine,
elastische Fasern erkennbar, die das kollagene Bindegewebe verzweigt durchspannen
und auch zwischen den Endsticken und Gangsegmenten des Driisenparenchyms
nachgewiesen werden konnen. Die Lobuli zeigen eine dichte Ansammlung von

Drisengewebe, wobei die rein serdésen Endstlicke vorherrschend sind. Bereits bei
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geringer VergrolRerung lassen sich deutliche Lumina der tubuloazinésen Endstiicke
erkennen. Die serdsen Zellen der Endstiicke bilden ein einschichtiges Epithel, dessen
Zellformen zwischen kubisch und konisch variieren. Im basalen Drittel der Zellen liegt
ein kugeliger Zellkern, der ein bis zwei deutliche Nukleoli aufweist. In der H.E.-Féarbung
zeigen die serésen Zellen ein leicht granuliertes, blassrosa gefarbtes Zytoplasma. An
der apikalen Zellmembran ist bei ausreichender VergrbRerung ein ausgepragter

Mikrovillibesatz der serésen Endstiickzellen erkennbar.

Myoepithelzellen liegen den serésen Zellen der Endstlicke sowie Schaltstlickzellen
basal an und werden von der gleichen Basalmembran umschlossen, wie die
Ergebnisse des immunhistochemischen Nachweises mit Laminin verdeutlichen. Im
lichtmikroskopischen Schnittbild sind sie aufgrund ihrer randstandigen Lage im Epithel,
sowie ihrer spindelartigen Form und ihrem zentralstandigen, oval geformten Zellkern

leicht mit Kapillarendothelzellen zu verwechseln.

Schaltstlicke weisen ein einschichtig isoprismatisches Epithel auf, dessen Zellen je
nach Ausdehnung des Schaltsticklumens auch eine sehr flache Form annehmen
kénnen. Auch der im Normalfall kugelige zentralstandige Zellkern, der meist mehrere
deutliche Nukleoli aufweist, kann bei sehr flachen Schaltstiickzellen eine eher ovale bis
spindelférmige Form annehmen. Schaltstiickzellen zeigen in der H.E.-Farbung ein

homogenes, eosinophiles Zytoplasma.

Die bereits bei geringer Vergrof3erung deutlich zu erkennenden Streifenstiicke weisen
ein einschichtig hochprismatisches Epithel auf. Die hochprismatischen Hauptzellen
zeigen in der H.E.-Farbung ein homogenes, eosinophiles Zytoplasma und einen
basophilen kugeligen Zellkern in der basalen Halfte der Zelle. Unterhalb des Zellkerns
ist bereits lichtmikroskopisch die basale Langsstreifung der Zellen zu erkennen. Von
ihrer apikalen Oberflache ragen langliche, fadenférmige Zytoplasma-Ausstilpungen in
das kreisférmige Lumen der Streifenstiicke. Neben den hochprismatischen Hauptzellen
der Streifensticke lassen sich lichtmikroskopisch zwei Arten von Basalzellen
unterscheiden: Zum einen findet man groRere sogenannte ,helle* Basalzellen, die ein
schaumiges, schwachgefarbtes Zytoplasma und einen relativ gro3en, oval geformten
und zentralstandigen Zellkern aufweisen. Daneben zeigen sich kleinere, sogenannte
,<dunkle* Basalzellen, die einen kleinen, eher basal gelegenen Zellkern besitzten, der
rund und teilweise fast pyknotisch verformt erscheint. Ihr Zytoplasma erscheint

homogen eosinophil in der H.E.-Féarbung.
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Abbildung 4: Glandula parotis; H.E.-Farbung nach Mayer; SB = 16,5 um

Die Epithelzellen der Endsticke (E) und Streifenstiicke (ST) zeigen ein blasrosa farbenes
Zytoplasma und blauviolett gefarbte Zellkerne. Die Lumina (L) der Streifenstiicke (ST) sind weit
geoffnet. Auch die Lumina der Endstiicke (E) sind lichtmikroskopisch deutlich erkennbar (%).

Abbildung 5: Glandula parotis; Trichromfarbung nach Masson und Goldner; SB = 16,5 pm

Die Abschnitte des Drlsenepithels sind von einer diinnen Schicht bindegewebigen Stromas
(blaugrtin) umhdllt. Die Epithelzellen der Endstiicke (E) und der Streifenstlicke (ST) weisen ein
blassrosanes Zytoplasma und einen ziegelrot gefarbten Zellkern auf. Das Streifenstiickepithel
setzt sich aus hochprismatischen Hauptzellen, welche das Lumen (L) begrenzen und aus einer
Lage von Basalzellen (%) zusammen.
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Abbildung 6: Glandula parotis; Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung; SB = 16,5 um

Die extralobular gelegenen Ausfuhrungsgange (AG) sind in das bindegewbige Stroma (STR)
eingebettet. In ihrer nahen Umgebung verlaufen Arterien (Aa), Venen und periphere Nerven

(Nn). Zahlreiche Adipozyten-Ansammlungen (Az) liegen im hier ziegelrot gefarbten Stroma
(STR) verteilt.

Abbildung 7: Glandula parotis, Ausfiihrungsgang; H.E.-Farbung nach Mayer; SB = 16,5 um

Die Ausfuhrungsgénge (AG) sind von einer bindegewebigen Hulle umgeben, in der zahlreiche

Blutgefalle und Nerven (Nn) verlaufen. Das Epithel grol3er Ausfihrungsgange weist zahlreiche
Becherzellen (BEZ) auf.
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4.1.2. Ergebnisse der Perjodsaure-Schiff-Reaktion nach Mc Manus mit

Kontrollen

Die serosen Zellen der Endstlicke wie auch ihnen angrenzende Myoepithelzellen
zeigen eine schwache Reaktion der Perjodsaure-Schiff-Reaktion nach McManus mit
einem diffusen Verteilungsmuster der Farbreaktion. Die Epithelzellen der Schaltstlicke
stellen sich durchwegs negativ dar, wahrend Streifenstiicke eine variierende Reaktion
auf die PAS-Farbung aufweisen. Bei Formalin-fixierten Proben zeigen die hoch-
prismatischen Hauptzellen der Streifenstiicke teilweise eine positive Perjodsaure-
Schiff-Reaktion. Dabei farben sich die Granula der oberen Zellhélfte bei einigen Zellen
deutlich positiv an. Proben, die mit Bouin’scher Lésung fixiert wurden, weisen lediglich
eine schwache Reaktion im Bereich der Hauptzellen auf. Basal angeordnete Zellen des
Streifenstiickepithels reagieren bei beiden Fixierungen negativ. Die Epithelzellen
interlobularer Ausfihrungsgange stellen sich durchwegs negativ dar, wahrend die in
groRen Ausfihrungsgéngen eingebetteten Becherzellen eine starke Reaktion zeigen.
Auch das im Lumen der Ausflihrungsgéange verbliebene Sekret zeigt die typische
magentafarbene PAS-Reaktion. Das periphere Bindegewebe, BlutgefaRe und Nerven

stellen sich ebenfalls deutlich positiv dar.

Tabelle 18: Auswertung der Perjodsaure-Schiff-Reaktion nach McManus

Drisenabschnitt Zelltyp / Struktur Reaktionsstarke

Endstucke Ser@se Zellen +
Myoepithelzellen +

Schaltstucke Schaltstuickzellen -
Streifenstiicke Hauptzellen +
Basalzellen -

Ausfuihrgang Epithelzellen -
Becherzellen ++

Stroma Bindegewebe +
Blutgefalie +
Nerven +/-
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Abbildung 8: Glandula parotis; PAS-Farbung nach Mc Manus; Fixierung Bouin‘sche Losung;
SB = 16,5 um

Die Epithelien der Endstucke (E), Schaltstiicke (SCH) und Streifenstiicke (ST) sind von einer
duinnen Lage des in der PAS-Farbung nach Mc Manus rosa gefarbten Stromas umgeben. In der
Nahe der Streifenstiicke (ST) liegen weitlumige Kapillaren (K).

Abbildung 9: Glandula parotis, Streifenstiick; PAS-Farbung nach Mc Manus; Fixierung
Formalin; SB = 10 um

Einige Hauptzellen der Streifenstiicke (ST) zeigen eine deutlich positive Reaktion (%) der PAS-
Farbung nach Mc Manus. Auch das Zytoplasma der serésen Zellen der Endstlicke (E) erscheint

deutlich magenta farben. In der Umgebung der Streifenstiicke (ST) befinden sich zahlreiche
Kapillaren (K).
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Die PAS-Reaktion mit vorausgehender Acetylierung fuhrt wie bei der konventionellen

Durchfuhrung nach McManus zu einer schwachen, diffus verteilten Anfarbung der

serbsen Zellen der Endstiicke sowie der ihnen anliegenden Myoepithelzellen. Die

Epithelzellen aller Abschnitte des Gangsystems zeigen keine Reaktion. Becherzellen

der interlobularen Ausfihrungsgange stellen sich positiv dar, allerdings weisen sie eine

schwachere Reaktion auf als bei der konventionellen Perjodsaure-Schiff-Farbung.

Auch das umgebende Bindegewebe, Nerven und Gefal3strukturen zeigen eine

schwachere Auspragung der Farbreaktion.

Tabelle 18.1: Auswertung der Perjodsaure-Schiff-Reaktion mit vorausgehender Acetylierung

Drisenabschnitt Zelltyp / Struktur Reaktionsstarke
Endstucke Serdse Zellen +/-
Myoepithelzellen +/-
Schaltstucke Schaltstuickzellen -
Streifenstiicke Hauptzellen -
Basalzellen -
Ausfuhrgang Epithelzellen -
Becherzellen +
Stroma Bindegewebe +/-
BlutgefaRe +/-
Nerven +/-
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Abbildung 10: Glandula parotis; PAS-Farbung nach Mc Manus mit vorausgehender
Acetylierung; SB = 16,5 um

Die magenta farbene Farbung des Endstickepithels (E) ist deutlich schwéacher ausgepragt als
bei der konventionellen PAS-Reaktion nach Mc Manus. Die Streifenstiicke (ST) zeigen keine
Farbung. In der Umgebung der Streifenstiicke (ST) liegen weitlumige Kapillaren (K).

Abbildung 11: Glandula parotis, Ausfihrungsgang; PAS-Farbung nach Mc Manus mit
vorausgehender Acetylierung; SB = 16,5 pm

Die Epithelzellen des Ausfuhrungsgangs (AG) zeigen keine PAS-Reaktion, wahrend die
Becherzellen (BEZ) eine deutliche Reaktion zeigen. Das Stroma (STR) mit Arterien (Aa), Venen
und peripheren Nerven ist nur noch sehr schwach geféarbt. Weitere Kennzeichnung: Lumen (L);
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Die Durchfihrung der PAS-Reaktion nach McManus mit vorausgehender Methylierung
ergibt im Bereich der Endstiicke eine schwache Farbung der in serésen Zellen
auftretenden Granula, wahrend bei Myoepithelzellen keine Reaktion nachzuweisen ist.
Auch die Epithelzellen der Streifenstiicke stellen sich durchwegs negativ dar. Die
Hauptzellen der Streifenstiicke zeigen wie bei der konventionellen Durchfiihrung der
PAS-Reaktion fixationsbedingte Unterschiede. Wiederum farben sich Granula einiger
Hauptzellen bei Formalin fixierten Schnitten deutlich an, wahrend diese Reaktion bei
Proben, die in Bouin’scher Ldsung fixiert wurden, wesentlich schwacher ausfallt. Die
basal liegenden Zellen der Streifenstlicke zeigen keine Reaktion. Im Bereich der
interlobularen Ausfihrungsgange reagieren lediglich Becherzellen positiv, wahrend die
Epithelzellen keine Farbreaktion aufweisen. Die Farbintensitat der Reaktion der
Becherzellen fallt schwacher aus als bei der konventionellen PAS-Reaktion beobachtet
werden konnte. Bindegewebe, Nerven und Gefal3strukturen zeigen nach voraus-

gehender Methylierung keine Farbreaktion.

Tabelle 18.2: Auswertung der Perjodsaure-Schiff-Reaktion mit vorausgehender Methylierung

Drisenabschnitt Zelltyp / Struktur Reaktionsstarke
Endstiicke Serose Zellen +/-
Myoepithelzellen -
Schaltstucke Schaltstuickzellen -
Streifenstiicke Hauptzellen +
Basalzellen -
Ausfuhrgang Epithelzellen -
Becherzellen +
Stroma Bindegewebe -
Blutgefalie -
Nerven -
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Abbildung 12: Glandula parotis; PAS-Farbung mit vorausgehender Methylierung;
SB =16,5 um

Die Hauptzellen der Streifenstiicke (ST) zeigen eine deutlich positive PAS-Reaktion, wahrend
die serosen Zellen der Endstiicke (E) lediglich schwach gefarbt erscheinen. Das die
Drisenabschnitte umhtillende Stroma weist keine Farbung auf.

Abbildung 13: Glandula parotis; PAS-Farbung nach Mc Manus mit vorausgehender
Methylierung; Fixierung Formalin; SB = 10 ym

Das Zytoplasma einiger Hauptzellen und Basalzellen der Streifenstiicke (ST) zeigt eine deutlich
positive PAS-Reaktion. Die serdsen Zellen der Endstiicke (E) sind nur schwach angefarbt.
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Die Auswertung der mit Amylase vorbehandelten Proben zeigt nach Durchfiihrung der
konventionellen PAS-Farbung nach McManus ein durchgangig negatives Ergebnis fir
die Epithelzellen von Schaltstlicken, Streifenstiicken und Ausfihrungsgangen.
Becherzellen farben sich wie bei der konventionellen PAS-Reaktion stark
magentafarben an. Die serdsen Zellen der Endstiicke ebenso wie Myoepithelzellen
stellen sich in Bouin’scher Ldsung fixierten Proben negativ dar. Bei Formalin fixierten
Schnitten zeigen die serdsen Endstickzellen eine schwache Farbung. Die
umgebenden Strukturen wie Bindegewebe, Nerven und Gefalie zeigen eine positive

Reaktion.

Tabelle 18.3: Auswertung der Perjodsaure-Schiff-Reaktion mit vorausgehender Amylase-
Behandlung

Driusenabschnitt Zelltyp / Struktur Reaktionsstarke

Endstlicke Serose Zellen -

Myoepithelzellen -

Schaltstucke Schaltstuickzellen -
Streifenstiicke Hauptzellen -
Basalzellen -

Ausfuhrgang Epithelzellen -
Becherzellen ++

Stroma Bindegewebe +
Blutgefalie +

Nerven +/-
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Abbildung 14: Glandula parotis; PAS-Farbung nach Mc Manus mit vorausgehender Amylase-
Behandlung; SB = 16,5 um

Die Epithelzellen der Endsticke (E), Schaltstiicke (SCH) und Streifenstiicke (ST) zeigen keine

PAS-Reaktion. Das die Drlsenabschnitte umhillende Stroma weist die typische magenta
farbene PAS-Reaktion auf.
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4.1.3. Ergebnisse der Alcianblau 8GX-Farbung bei pH 2.5 und pH 1,0

Die Alcianblau 8GX-Farbung bei pH 2,5 zeigt durchgangig negative Ergebnisse fir die
serbsen Zellen der Endstlicke und fir die ihnen anliegenden Myoepithelzellen. Die
Schaltstiicke stellen sich ebenfalls negativ dar. Im Bereich der Streifenstiicke weisen
Hauptzellen, sowie die bereits im Kapitel 4.1.1. beschriebenen ,hellen* und ,dunklen”
Basalzellen keine Farbreaktion auf. Neben diesen Basalzellen treten in allen
untersuchten Streifensticken blau gefarbte Zellen im basalen Bereich der
Streifenstiicke auf. Des Weiteren konnen Mastzellen im Bereich der Endstlicke,
Ausfuhrungsgange und im peripheren Bindegewebe in unterschiedlicher Haufigkeit bei
den untersuchten Tieren lokalisiert werden. Die Epithelzellen der Ausflihrungsgange
zeigen keine Reaktion, wahrend die in groRen Ausfihrungsgangen eingebetteten
Becherzellen eine starke Farbreaktion aufweisen. Das periphere Bindegewebe,

BlutgefalRe und Nerven stellen sich durchwegs negativ dar.

Die Ergebnisse der bei pH 1,0 durchgeflihrten Alcianblau 8GX-Farbung weisen keine
Unterschiede im Bereich der Zellreaktion und Farbintensitat zu der Alcianblau 8GX-

Farbung bei pH 2,5 auf.

Tabelle 19: Auswertung der Alcianblau 8GX-Farbung bei pH 2,5 und pH 1,0

Drisenabschnitt Zelltyp / Struktur Reaktionsstarke
Endstlcke Serdse Zellen -
Myoepithelzellen -
Schaltstucke Schaltstuckzellen -
Streifenstiicke Hauptzellen -
Basalzellen -
Ausfuhrgang Epithelzellen -
Becherzellen ++
Stroma Bindegewebe -
Blutgefalie -
Nerven -
Mastzellen +
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Abbildung 15: Glandula parotis; Alcianblau 8GX-Féarbung bei pH 1,0; SB = 16,5 pm

Die Epithelzellen der Endstiicke (E), Schaltsticke (SCH) und Streifenstiicke (ST) zeigen ein
blasses Zytoplasma und einen rosafarbenen Zellkern. Im Bereich der Streifensticke liegen
zahlreiche Kapillaren (K) und stark blau gefarbte Mastzellen (%).

Abbildung 16: Glandula parotis; Alcianblau 8GX-Farbung bei pH 2,5; SB =5 pym

Auch im Stroma um die Endsticke (E) sind Mastzellen (MZ) zu finden. Diese zeigen in der
Alcianblau 8GX-Farbung stark blau gefarbte, zytoplasmatische Granula.

79



Ergebnisse

Abbildung 17: Glandula parotis; Alcianblau 8GX-Féarbung bei pH 1,0; SB = 16,5 pm

Im Bereich der Streifenstiicke (ST) zeigen sich intraepithelial gelegene Mastzellen &ahnliche
Basalzellen (%). Diese zeigen wie die im Stroma liegenden Mastzellen (MZ) deutlich blau

gefarbte zytoplasmatische Granula. Die Epithelien der Endstlicke (E), Schaltstiicke (SCH) und
Streifenstiicke (ST) zeigen dagegen keine positive Reaktion.

Abbildung 18: Glandula parotis, Ausfiihrungsgang; Alcianblau 8GX-Farbung bei pH 2,5;
SB =16,5 um

Die in gro3en Ausfuhrungsgangen (AG) eingebetteten Becherzellen (BEZ) zeigen wie die im
Stroma (STR) auftretenden Mastzellen (%) eine deutlich positive, blaue Farbung. Im Lumen (L)
farben sich Muzine der Becherzellen blau an.
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4.2. Lektinhistochemie

4.2.1. Concanavalin A (Con A)

Der Nachweis von Mannose- und Glukose-Endzuckern ergibt ein positives Ergebnis fir
die serosen Zellen der Endsticke sowie fir die Epithelzellen von Schaltstiicken,
Streifenstiicken und Ausfihrungsgangen. Myoepithelzellen stellen sich lediglich
schwach positiv dar. Die in groRBen Ausfihrungsgagen auftretenden Becherzellen
zeigen in ihrer basalen Zellregion ein starkes Vorkommen von Mannose oder
Glukosemolekiilen, wahrend ihr sekretorisch aktiver Bereich negativ erscheint. Das
periphere Bindegewebe stellt sich bei den meisten untersuchten Proben negativ dar.
Allerdings zeigen sechs der untersuchten Paraffinschnitte eine schwache Fluoreszenz.
Die Endothelzellen der peripher gelegenen BlutgefalRe sowie die im Parenchym
verteilten Kapillarendothelzellen weisen eine deutliche bis starke positive Reaktion
nach Inkubation mit Con A auf, wahrend Tunica muscularis und Tunica serosa negativ

reagieren. Nerven zeigen keine Bindung von Con A.

Tabelle 20: Lektinhistochemischer Nachweis mit Con A

Drisenabschnitt Zelltyp / Struktur Reaktionsstarke

Endstucke Serdse Zellen +
Myoepithelzellen +/-

Schaltstucke Schaltstuckzellen +
Streifenstiicke Hauptzellen +
Basalzellen +

Ausfuhrgang Epithelzellen +
Becherzellen ++

Stroma Bindegewebe -
Blutgefalie +

Nerven -
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Abbildung 19: Glandula parotis; Lektinbindung mit Con A; SB = 20 um

Das Zytoplasma der serdsen Endstickzellen (E), Schaltstiicke (SCH) und Streifenstiicke (ST)
zeigt eine deutlich positive Reaktion auf das Lektin Con A.

Abbildung 20: Glandula parotis, Streifensttick; Lektinbindung mit Con A; SB = 3,75 pm

Hauptzellen (%) und Basalzellen der Streifenstiicke (ST) zeigen eine deutliche Reaktion des
Zytoplasmas. Weitere Kennzeichnung: Lumen (L);
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Abbildung 21: Glandula parotis, Endstiick; Lektinbindung mit Con A; SB = 3,75 um

Die sertsen Zellen der Endstiicke (E) zeigen eine homogene Lektinbindung im gesamten
Zytoplasma (%). Die Zellkerne sowie das umgebende Stroma erscheinen negativ.

Abbildung 22: Glandula parotis, Schaltstiick; Lektinbindung mit Con A; SB = 3,75 um

Die Epithelzellen der Endstiicke (E) und Schaltstlicke (SCH) zeigen eine positive Lektinbindung
im gesamten Zytoplasma. Weitere Kennzeichnung: Lumen (L);
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Reagenz

Stammlésung A

Stammldsung B

Eisenhamatoxylin nach Weigert

Reagenz

1%ige Stammldsung

Gebrauchslésung
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1%ige Essigsaure

3%ige Essigsaure
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Stammlésung A

Stammlosung B

Gebrauchslésung: Losung A + Lésung B erhitzen und Niederschlag filtrieren
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Verzeichnisse

2%ige Osmiumtetroxid-Lésung

3%ige Kaliumferrocyanid-Ldsung

1%ige Osmiumtetroxid +1,5%ige Kaliumferrocyanid in 0,1 M-Natriumcacodylatpuffer
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Mischungs - Reagenz
verhaltnis

Stammlésung

Gebrauchslésung

Reagenz

Stammldsung

0,2 M-Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,2)

0,1 M-Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,2)
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