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l. EINLEITUNG

Der Afrikanische Straul? (Struthio camelus) gehdrt zur Familie der Struthionidae
und ist der grofite Vogel der Erde (Kumari und Kemp 1998). Seit Mitte der 90er
Jahre des letzten Jahrhunderts wurden in Deutschland StrauRenfarmen etabliert.
Nicht nur sein Fleisch ist wegen seines niedrigen Kalorien- und
Cholesteringehalts und seines hohen Gehalts an Eisen und Proteinen sehr beliebt,
auch andere Produkte des StraulRes (Leder, Federn, Eier usw.) erfreuen sich in den
letzten Jahren immer groRerer Beliebtheit. Jahrlich werden (ber 550000
Schlachttiere weltweit produziert und die Konsumation des StrauBRenfleisches
nimmt j&hrlich zu (lji et al. 2003). StraulRe verbringen téglich 70-80% ihrer Zeit
mit Fressen. Eine kontinuierliche Futteraufnahme und Bewegung ist fiir ihre
Verdauung essentiell (Aganga et al. 2003). Eine konstante Futteraufnahme zieht
auch eine konstante Produktion und Sekretion von Pankreassaften und —enzymen
nach sich. Das Pankreas stellt aber nicht nur die Enzyme zur Verdauung von
Proteinen, Kohlenhydraten und Fetten zur Verfligung, es produziert in seinem
endokrinen Gewebsanteil, der wahrscheinlich unabhéngig vom exokrinen
Pankreasgewebe  agiert, wichtige Hormone zur  Regulierung  des
Blutzuckerspiegels und somit Speicherung sowie Umsetzung von Energie. In der
folgenden Studie wird sowohl das exokrine als auch das endokrine
Pankreasgewebe des StrauBes auf seine histologischen, immunhistochemischen,
glykohistochemischen und ultrastrukturellen Besonderheiten hin untersucht. Ziel
ist es dabei, die verhéltnismélig sparlichen Angaben zur Morphologie des
Pankreas des StraufRes durch immunhistochemische, glykohistochemische und

elektronenmikroskopische Befunde zu ergénzen.

Abb. 1 Afrikanischer Strauf} (Struthio camelus)
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1. LITERATURUBERSICHT
1. Anatomie des Pankreas
1.1. Morphologie und Lage

Das Pankreas der VVogel ist eine langgestreckte, gegliederte Driise, deren Farbe
gelblich bis blassrosa ist und die in der rechten Abdominalhéhle zu liegen kommt.
Sie ist im Mesoduodenum zwischen den beiden Schenkeln des Duodenums
lokalisiert und liegt dort in einer Serosadoppellamelle (Cooper und Mahroze
2004). Die Bauchspeicheldrise gilt als die langste Drise der Vogel und variiert in
ihrer GrolRe von Spezies zu Spezies. Nach Bezuidenhout betragt die Lange der
Druse beim StrauBR im Durchschnitt 20 cm (Bezuidenhout 1986). Das Gewicht
dieses Organs ist artspezifisch unterschiedlich grof? (z.B. bei der Wachtel 1-3g,
bei der Gans 8,5-16,5g (Nickel et al. 2004)). Beim Strau3 nimmt das Pankreas fast
die komplette Léange des Duodenalschenkels ein. Es erstreckt sich vom
Muskelmagen bis zum Ende der Duodenalschleife (Bezuidenhout 1986, Stornelli
et al. 2006).

Laut Nickel et al. (2004) kann das Pankreas beim Vogel in drei Lappen gegliedert
werden: dem etwas langeren Dorsallappen (Lobus pancreatis dorsalis), welcher
parallel mit dem absteigenden Teil des Duodenums (Pars descendens duodeni)
verlauft, dem etwas kirzeren Ventrallappen (Lobus pancreatis ventralis), der dem
aufsteigenden Duodenalteil (Pars ascendens duodeni) folgt, sowie dem kleinen,
mehr oder weniger ausgepragten Milzlappen (Lobus pancreatis splenalis), der
meist dem Dorsallappen, seltener dem Ventrallappen angegliedert ist. Letzterer
kann allerdings auch isoliert vorkommen (Nickel et al. 2004). Er erstreckt sich im
Ligamentum hepatoduodenale je nach Vogelart zum Teil bis in die Milzregion.
Dieser Splenalschenkel ist beim Straull makroskopisch nicht immer deutlich
identifizierbar, mikroskopisch jedoch sehr wohl nachweisbar (Stornelli et al.
2006). Beim Hirtenstar (Mynah/Acridotheres tristis) konnte kein Milzschenkel
identifiziert werden (Saadatfar und Asadian 2009).

Der Dorsallappen ist iber Parenchymbriicken mit dem Ventrallappen verbunden
(Stornelli et al. 2006), wodurch Einziehungen ins Gewebe entstehen und sich die

einzelnen Lappen wiederum in einen Dorsal- und Ventralteil (Pars dorsalis und
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Pars ventralis) untergliedern lassen (Nickel et al. 2004). Eine weitere Unterteilung
des Ventrallappens in einen ventralen Hauptlappen und einen Drittlappen ist
maoglich (Mikami und Ono 1962).

Das Pankreas dient sowohl als exokrine, als auch als endokrine Drise. Der
exokrine Drusenanteil sezerniert beim Straul Verdauungsenzyme tber meist nur
einen einzigen Ausfiihrungsgang ins Duodenum. Dieser entsteht meist aus zwei
sich vereinigenden, intralobuldren Gangen (Stornelli et al. 2006). Der
Ausfihrungsgang mindet in der Pars ascendens duodeni schrdg in die
Duodenalwand in der Papilla duodenalis. Auch zwei separat verlaufende
Hauptausfiihrungsgange, die in die Papilla duodenalis munden, wurden beim
StrauBR beobachtet (Stornelli et al. 2006). Bei der Gans werden ebenfalls zwei
Hauptausfiihrungsgange beschrieben (Gillmez 2003). Nickel et al. beschreiben
drei Ausfiuhrungsgdnge: den Ductus pancreaticus dorsalis, den Ductus
pancreaticus ventralis und den etwas kleineren Ductus pancreaticus accessorius
(Nickel et al. 2004). Es wird im Zuge dessen beschrieben, dass diese

Ausfihrungsgange im Allgemeinen nicht miteinander kommunizieren.

Der endokrine Teil des Pankreas, die Langerhans-Inseln, sind flr die Produktion
der Hormone Insulin, Glukagon, Somatostatin und APP (Aviéres Pankreatisches
Polypeptid) zustandig. Die Verteilung dieser inkretorisch wirksamen Areale im
pankreatischen Gewebe ist tierartlich unterschiedlich. Die Langerhans-Inseln
(Insulae pancreaticae) sind Zellgruppen, die verstreut im Drisenparenchym
liegen, jedoch eine vom exokrinen Pankreasteil unabhdngige Aufgabe
ubernehmen (Liebich 2010). Es gibt sogenannte A-, B- und D-Inseln, die
unterschiedliche Anteile von A-, B-, D- und APP-Zellen enthalten und somit
unterschiedliche Anfarbbarkeit zeigen (Nickel et al. 2004). Eine eingehende
Darstellung des inkretorischen Bauchspeicheldriisenanteils erfolgt im Kapitel 2.

Histologie.

1.2. Blutversorgung

Das Pankreas der VVogel wird hauptséchlich durch die (bei manchen Vogelspezies
auch paarig ausgebildete) A. pancreaticoduodenalis versorgt, welche aus dem
Ramus dexter der A. coeliaca hervorgeht (Nickel et al. 2004). Die A.
pancreaticoduodenalis entsendet u.a. Rami pancreatici und versorgt damit die

einzelnen Lappen der Bauchspeicheldrise. Der ventse Abfluss erfolgt tiber die V.
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pancreaticoduodenalis, welche in die V. gastropancreaticoduodenalis und
schliellich in die Pfortader (V. portae) flihrt, von wo aus das venése Blut zunéchst
in die Leber gelangt (Nickel et al. 2004).

1.3. Innervation

Die Bauchspeicheldriise wird durch die beiden Teile des vegetativen
Nervensystems (Sympathikus und Parasympathikus) versorgt. Parasympathisch
erfolgt die nervale Versorgung durch den N. vagus. Die sympathische Innervation
erfolgt durch den N. splanchnicus major, der am Ganglion coeliacum auf das
zweite sympathische Neuron umgeschaltet wird, welches dann das Pankreas
versorgt (Achilles 2008). Die Synthese und Sekretion der Hormone Insulin,
Glukagon, Somatostatin und APP wird durch das vegetative Nervensystem
gesteuert (Richins 1945). Die Nervenfasern des Sympathikus und
Parasympathikus verlaufen beim Huhn zusammen mit intrapankreatischen
Arterien innerhalb des Bindegewebes. Dort erstrecken sie sich in die Ndhe der
exkretorischen Drusenazini und Langerhans-Inseln. Viele dieser Nervenfasern

verlaufen in direkter Nahe zu den Ausfuhrungsgangen (Ulas et al. 2003).
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2. Histologie des Pankreas

Die Bauchspeicheldriise der Vogel gliedert sich in einen exokrinen und einen
endokrinen Teil. Der exokrine Teil (Pars exocrina pancreatici), welcher eine rein
serose Druse darstellt, produziert Verdauungsenzyme zur Spaltung von
Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten. Der exokrine Pankreasanteil macht mit ca.
99% den Hauptteil der Bauchspeicheldriise aus (Mikami und Ono 1962; Oakberg
1949). Der endokrine Teil (Pars endocrina pancreatici) stellt die Hormone Insulin,

Glukagon und Somatostatin fir den Kohlenhydratstoffwechsel zur Verfiigung.

Das Pankreas ist in eine zarte, kollagen-elastische Kapsel eingehillt. Die Kapsel
entsendet Bindegewebssepten ins Innere des Organs, sodass durch dieses
Fasergeflecht eine Trennung in einzelne Driusenazini erfolgt (Hummel 2000). Das

Pankreas ist vom Bauchfell Giberzogen und von Fettgewebe umgeben.

2.1. Exokriner Anteil des Pankreas

Wie bereits erwéhnt stellt das Pankreas eine rein serdse, tubulo-azinadre Driise dar.
Sie besteht aus Endstiicken und einem mit kubischen Zellen ausgestatteten, weit
verzweigten Gangsystem. Die traubenférmig aufgebauten Azini sind serdse
Drusenendstiicke mit einem Lumen, in welchem das von den Azinuszellen
produzierte Sekret gesammelt und zwischengespeichert wird. Die Zellen der Azini
sind hochprismatische, aktiv Protein produzierende Zellen (Nickel et al. 2004).
Mikroskopisch lasst sich eine basale, stark basophile Zone und eine apikale,
azidophile Zone unterscheiden. In der Basalzone, die durch einen hohen RNA-
Gehalt charakterisiert ist, findet sich eine groBe Dichte an rauem
endoplasmatischen Retikulums (rER) (Liebich 2010). In diesem basalen Bereich
liegt auch der Zellkern.

Die luminale (apikale) Zymogenzone ist supranukledr im Zytoplasma angesiedelt.
Dort befindet sich ein grolier Golgi-Apparat, von dem sich Sekretblaschen, die
sog. Zymogengranula abschniiren (Nickel et al. 2004). Diese Sekretgranula stellen
die inaktive Vorstufe, und somit die Vorlaufer der Verdauungsenzyme dar. Sie
werden durch Exozytose ins Lumen der Azini freigesetzt und als inaktive
Vorstufen tber Ausfihrungsgange schlieBlich ins Duodenum abgegeben. Die
einzelnen Azini sind von einer Basallamina umhillt, die wiederum von

retikuldren Fasern gestitzt ist.
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Den Ubergang von den zu Komplexen formierten Azini zu den
Sekretausfiihrungsgéngen bilden sog. Schaltstiicke (Ductus intercalatus), die ein
einschichtiges, isoprismatisches Plattenepithel besitzen (Liebich 2010).
Charakteristisch  fir diese Zonen sind Zentroazindre Zellen, die auch
Schaltstiickepithelzellen genannt werden und als Erkennungsmerkmal der
Bauchspeicheldriise im Hinblick auf andere Speicheldriisen des Korpers
angesehen werden (Sinowatz und Hees 2012). Nicht immer sind diese
Zentroazindren Zellen im  mikroskopischen  Schnitt erkennbar. Diese
Ausfuhrungsgangzellen ragen teils in das Lumen der Azini hinein, sodass im
mikroskopischen Anschnitt ein Zellkern zentral im Azinus zu finden ist. Die
Zellkerne der Schaltstuckepitelzellen erscheinen im mikroskopischen Bild heller
als die Zellkerne der Azinuszellen und weisen einen oder mehrere Nucleoli auf
(Sinowatz und Hees 2012).

Die Zentroazindren Zellen minden dann in gemeinsamen Sammelgangen (Tubuli
conjunctivi), welche wiederum ein hochprismatisches Epithel mit vereinzelten
Becherzellen aufweisen (Nickel et al. 2004). Beim Hirtenstar konnten in Studien

keine Zentroazinéren Zellen beobachtet werden (Saadatfar und Asadian 2009).

Die Schaltstiicke gehen dann in die kurzen intralobuldren Génge (Ductus
intralobulares) Uber, die Uber ein iso- bis hochprismatisches Epithel verfligen und
aulerlich von Bindegewebe umgeben sind. Die weitaus groferen interlobuléren
Gange (Ductus interlobulares) sind ebenfalls von Bindegewebe und obendrein
von einer dinnen Schicht glatter Muskulatur umgeben (Gilmez 2003). Im
Gegensatz zur Parotis findet man im Pankreas keine Streifenstiicke (Liebich
2010). Die einzelnen Tubuli interlobulares miinden dann schlieflich in einen
Hauptausfiihrungsgang, dem Ductus pancreaticus. Dieser verfugt Gber drei
Schichten: eine innere, stark geféltelte Schleimhautschicht mit hochprismatischen
Zellen, eine innere longitudinale und eine aulere zirkuldre Muskelschicht, sowie
eine bindegewebige Tunica adventitia (Nickel et al. 2004; Stornelli et al. 2006).
Innerhalb der dicken Wandung der groReren Ausfiihrungsgange (Ductus
interlobulares und Ductus pancreaticus) konnten bei der Gans exokrine
Drisenzellansammlungen festgestellt werden (Gilmez 2003). Bei diesen Zellen
lasst sich dieselbe Struktur wie bei den tbrigen Azinuszellen feststellen und es
befinden sich in diesen Regionen sowohl Schaltstiicke als auch Ductus intra- und

interlobulares.
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2.2. Endokriner Anteil des Pankreas

Die Langerhans-Inseln (Insulae pancreaticae) stellen den inkretorisch wirksamen
Bestandteil der Bauchspeicheldriise dar, wobei der Durchmesser der
Pankreasinseln zwischen 75 und 300 pm betragen kann. Innerhalb der
Pankreasinseln von Voégeln lassen sich A-, B-, D-Zellen und APP-Zellen
unterscheiden (Nickel et al. 2004). Von Smith (1974) wurde im Pankreas der
Wachtel eine vierte Zellart, die Typ IV-Zelle beschrieben (Smith 1974). Diese
Zellen besitzen in ihrem Zytoplasma spezifische Hormongranula, welche in der
Transmissionselektronenmikroskopie wichtige Unterscheidungskriterien
darstellen. Die Granula sind Peptidhormone, welche vom Golgi-Apparat und vom
rauen Endoplasmatischen Retikulum produziert werden und durch Exozytose in
die nahegelegenen Blutgefélie abgegeben werden.

Die Glukagon-produzierenden A-Zellen sind die groten Zellen der
Pankreasinseln und stellen ca. 20% des gesamten Anteils an endokrinen Zellen im
Pankreas dar. Der Gehalt an A-Zellen ist beim Huhn im Splenalschenkel am
hochsten (Mikami und Ono 1962; Rawdon und Andrew 1999). Die
hochprismatischen A-Zellen besitzen einen ovalen Zellkern und diese enthalten
wiederum einen oder mehrere Nucleoli. Der Golgi-Apparat ist sehr klein und der
Anteil an rauem endoplasmatischen Retikulum ist gering (Nickel et al. 2004). Die
von dort abgeschnirten, durchschnittlich 500 nm groRen Granula enthalten das
Hormon Glukagon, das sich inhomogen mit dunklem Zentralteil und hellerem Hof
in der Peripherie darstellt. Diese Granula siedeln sich am vaskuldren Pol an
(Nickel et al. 2004) und sind von einer zarten Membran umgeben (Mikami und
Mutoh 1971).

Die B-Zellen des Pankreas produzieren Insulin und stellen den Hauptanteil (ca.
60-80%) der Zellen der Pankreasinseln dar (Hsu und Crump 1989). Diese Zellen
haben sdulenartige Gestalt und sind um zentrale Kapillaren herum angeordnet.
Ihre Zellkerne sind rund, kompakt und heterochromatinreich. Charakteristisch fur
diese Zellen sind die insulinhaltigen Granula mit dichtem kristalloiden Inhalt
(Nickel et al. 2004). Die durchschnittlich ca. 580 nm groRen Granula der B-Zellen

sind von einer zarten Membran umgeben (Mikami und Mutoh 1971).

Weiters sind D-Zellen zu finden, welche Somatostatin bereitstellen und Gber eine
inhibitorische Wirkung auf A- und B-Zellen, sowie tiber das exokrine Pankreas

verfligen. Ihr Anteil im gesamten endokrinen Pankreasgewebe ist ca. 5%. D-
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Zellen haben gewohnlich spindelartiges Aussehen und produzieren homogene
Sekretgranula, die sich am vaskuldren Pol ansammeln und ca. 500 nm
Durchmesser besitzen. Diese sind von einer undeutlichen Membran umgeben
(Mikami und Mutoh 1971). Weitere Zellorganellen, wie Mitochondrien und der
Golgi-Apparat siedeln sich am gegenuberliegenden Pol an (Kobayashi 1969). D-
Zellen sind zwar Uberall im endokrinen Pankreasgewebe zu finden, liegen jedoch
bevorzugt in der Peripherie der B-Inseln. Im Pankreas der VVogel ist 300mal mehr
Somatostatin pro Gewichtseinheit enthalten als beim Sdugetier (Nickel et al.
2004).

Die Typ IV-Zellen, die bei der Wachtel beschrieben wurden besitzen ovale oder
bikonkave Granula. Der Durchmesser der Granula betragt in etwa 580 nm, sie
besitzen eine hohere Dichte als die der B-Zellen (Smith 1974).

AuRerdem gibt es im endokrinen Pankreasgewebe der Hiihner und Wachteln die
Avian Pancreatic Polypeptid (APP) produzierenden Zellen, die in direkter Nahe
zu Blutkapillaren liegen (Hummel 2000). Sie besitzen eine vieleckige Form und
ihre 300-400 nm grofRen Granula haben eine homogene Erscheinung mit
durchschnittlicher Dichte (Larsson et al. 1974).

Weiters konnen beim Huhn und bei der Wachtel die ,,enterochromaffinidhnlichen
Zellen™ beobachtet werden, die zahlreiche pleomorphe Granula mit rel. grof3em
Durchmesser (ca. 670 nm) enthalten. Ihr Erscheinung entspricht in etwa dem der
Typ IV-Zellen der Wachtel (Nickel et al. 2004).
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Tab. 1 Ubersicht tiber die unterschiedlichen endokrinen Zelltypen beim Vogel

Morphologie der Granula -
Zelle Produkt
Granula Durchmesser
zentral dunkel mit
A-Zelle Glukagon 500 nm
hellem Hof
dichter
B-Zelle Insulin kristalloider 580 nm
Inhalt
Typ IV-Zelle nicht bekannt hohe Dichte 580 nm
D-Zelle Somatostatin homogener Inhalt 500 nm
Avidres
APP-Zelle Pankreatisches | homogener Inhalt 300-400 nm
Polypeptid
L~Enterochromaffin- ] pleomorph mit
nicht bekannt ) 670 nm
dhnliche Zelle“ hoher Dichte

Die Pankreasinseln konnen je nach Zellverteilung und damit verbundenem
Féarbeverhalten in dunkle A-Inseln, helle B-Inseln und Mischtypen eingeteilt

werden.

A-Inseln sind die groRten Inseln des endokrinen Pankreas und erreichen bei der
Ente einen Durchmesser von mehreren Millimetern (Hellerstrom 1963). Sie
bestehen vorwiegend aus A-Zellen, wobei aber auch D-Zellen und sehr wenige B-
Zellen zu finden sind (Nickel et al. 2004). Bei der Gans wurden keine B-Zellen
innerhalb der A-Inseln festgestellt (Gllmez et al. 2004). Die A-Inseln im
Milzlappen des Huhnes bestehen zu 72% aus A-Zellen (Mikami und Ono 1962).
Die Zellen der A-Inseln bei der Gans sind dichter angesiedelt als die Zellen
innerhalb der B-Inseln (Gllmez et al. 2004). Die groRten und meisten A-Inseln
befinden sich im Ventral- und Splenalschenkel, wobei eine oder mehrere A-Inseln
von vielen kleineren B-Inseln umgeben sind (Tarakcy et al. 2007). Die A-Inseln
der Ente grenzen sich nur sehr undeutlich vom umliegenden exokrinen

Pankreasgewebe ab (Hellerstrém 1963). Auch bei der Gans konnte diese Tatsache
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in Studien nachgewiesen werden (Mobini 2011; Giilmez et al. 2004).

Die deutlich kleineren B-Inseln bestehen hauptsachlich aus B- und D-Zellen und
sind in allen Pankreasschenkeln vertreten (Nickel et al. 2004). Dies konnte u.a. bei
der Taube nachgewiesen werden (Das und Biswal 1967). Die B-Inseln sind u.a.
bei Génsen durch eine dinne Kollagenschicht vom exokrinen Pankreasgewebe
getrennt und es lassen sich sogar innerhalb der B-Inseln feine Bindegewebsfasern
lokalisieren (Mobini 2011). Die B-Inseln bestehen beim Huhn zu 86% aus B-
Zellen (Mikami und Ono 1962). Bei Génsen sind B-Inseln zirkuldar um

Blutkapillaren herum angeordnet (Gulmez et al. 2004).

Die gemischten Langerhans-Inseln enthalten vorwiegend B-Zellen, wobei
vereinzelt auch A- und D-Zellen eingelagert sind (Hummel 2000). Samtliche
Pankreasinseln des Huhnes kdnnen dem gemischten Inseltyp zugeordnet werden
(Watanabe et al. 1990). Im endokrinen Pankreas der Gans konnten hingegen keine
gemischten Langerhans-Inseln beobachtet werden (Mobini 2011), auch nicht bei
Tauben (Mobini 2013). Im endokrinen Pankreas von Enten (Das und Biswal
1967; Lucini et al. 1996) und bei der Wachtel (Simsek et al. 2008) hingegen
wurden gemischte Inseltypen festgestellt. VVorangegangene Studien zeigten, dass
innerhalb der Langerhans-Inseln die Insulin-produzierenden B-Zellen zentral
lokalisiert sind (Tarakcy et al. 2007; Gllmez et al. 2004), wohingegen die
Glukagon-produzierenden A-Zellen in der Peripherie zu finden sind.
Somatostatin-bildende D-Zellen sind in beiden Bereichen zugegen (Gllmez et al.
2004; Mensah-Brown et al. 2000).
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3. Physiologie des Pankreas

3.1 Exokriner Anteil des Pankreas

Wie bereits erwahnt besteht das exokrine Pankreas aus Azini und einem
komplexen  Ausfiihrungssystem. Wéhrend in den Azinuszellen die
Verdauungsenzyme sowie Natrium- und Chloridionen sezerniert werden, geben
die Gangzellen eine bicarbonatreiche Elektrolytldsung ab, wobei Na*- und K-
lonen passiv folgen und somit auch Wasser osmotisch tberfuhrt wird (Engelhardt
2009).

Die von den Azinuszellen hergestellten Enzyme sind inaktive Peptidasen
(Trypsinogen, Chymotrypsinogen, Proelastase, Procarboxypeptidasen), aktive
Nucleasen (Ribo-, Desoxyribonuclease), aktive a-Amylase und Lipasen (aktive
Lipase, inaktive Pro-Colipase, inaktive Pro-Phospholipase A, aktive
Cholesterinesterase). Bei den Enzymen, bzw. Enzymvorldufern handelt es sich um
Proteine, die von den Ribosomen im Zytoplasma der Azinuszellen synthetisiert
werden und in die Hohlrdume (Zisternen) des rER abgegeben werden. Die vom
rER abgegebenen Zymogengranula enthalten eine Mischung dieser Enzyme. Die
reifen Zymogengranula werden schlie3lich von einer Membran umgeben und
konzentrieren sich im Bereich des apikalen Zellpols. Durch Exozytose an der
apikalen Zellmembran entleeren die Vesikel dann schlieRlich ihren leicht
alkalischen Pankreassaft (pH-Wert je nach Spezies zwischen 6,4 und 7,8) in das
Lumen der Azini (Nickel et al. 2004). Von dort gelangt er Gber die Sammelgénge
in die verzweigten Sekretrohre und schlieBlich in den Hauptausfihrungsgang
(Ductus pancreaticus). Von dort wird der inaktive Bauchspeichel ins Duodenum
abgegeben, wo er daraufhin durch das membrangebundene Enzym
Enteropeptidase (Enterokinase) aktiviert wird. Dieses Enzym bewirkt, dass
Trypsinogen in Trypsin umgewandelt wird, welches wiederum die Aktivierung
der anderen Pankreasenzyme vorantreibt (Engelhardt 2009). Diese
Aktivierungskaskade ist ein Schutzmechanismus der Bauchspeicheldriise vor
Selbstverdauung.

Beim frischgeschlipften Straul konnte kein Trypsin nachgewiesen werden; erst
ab dem 27. Lebenstag war dieses Enzym nachweislich vorhanden (lji 2005). Die
Enzymaktivitdt von Chymotrypsin und Lipase sinkt mit dem Alter etwas ab, die
Aktivitat der Amylase jedoch bleibt konstant (1ji 2005).
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Die Produktion und die Ausschittung des Pankreassaftes wird sowohl bei Sdugern
als auch bei Vdgeln hormonell und nerval reguliert (Engelhardt 2009). Nach
Transport des Mageninhaltes in den vorderen Diinndarm sinkt aufgrund der darin
enthaltenen Magensaure der pH-Wert im Dlnndarm ab. Dies flihrt dazu, dass das
in den Zellen des Dunndarms liegende Hormon Sekretin in die Blutbahn
abgegeben wird und die Gangzellen des Pankreas aktiviert werden. Uber die
Aktivierung der Adenylatcyclase wird ein bicarbonatreiches Sekret sezerniert. Die
Pufferung des sdurehaltigen Chymus durch das alkalische Gangzellen-Sekret fiihrt
wiederum zur Hemmung der Sekretinabgabe. Neuronal wird die Sekretion tber
den Parasympathikus gesteuert. Neben Sekretin bewirkt auch noch das von
Magenzellen  produzierte Hormon  Gastrin  eine  Stimulierung  der
Pankreassaftproduktion (Eckert et al. 2002).

Auch  die  Azinuszellen  unterliegen  endokrinen  und  nervalen
Steuerungsmechanismen. Das ebenfalls in den endokrinen Zellen des proximalen
Duodenums  lokalisierte  Hormon  Cholecystokinin  (CCK) und  der
Parasympathikus steuern die Sekretion der Verdauungsenzyme. Die Abgabe von
CCK wird durch Aminoséuren, die durch Spaltung von Proteinen im Diinndarm
entstanden sind und durch Fettsduren aktiviert (Engelhardt 2009).

Ebenso spielen bei der Sekretion der Pankreasenzyme andere Stimuli wie
Magendehnung und Geschmack eine Rolle. Auch das Hormon Somatostatin hat
einen hemmenden Einfluss auf die Pankreassaftproduktion (Eckert et al. 2002).

3.2. Endokriner Anteil des Pankreas

3.2.1. Insulin

Das anabol wirkende Hormon Insulin wird von den B-Zellen der Pankreasinseln
gebildet, welche im exokrinen Pankreasgewebe eingebettet liegen. Eine geringe
Zahl Insulin-positiver Zellen konnten in Studien an Huihnern mittels
immunhistochemischer Methoden bereits ab dem 5. Embryonaltag in den
Pankreasinseln nachgewiesen werden (Bagnell et al. 1989). Wéhrend die
Insulinsekretion beim  Sdugetier hauptsédchlich  durch einen erhdéhten
Blutglukosespiegel stimuliert wird, scheint beim Vogel Glukose nicht der
entscheidende Ausloser fur die Insulinausschittung zu sein (Pilny 2008). Andere
Faktoren wie das Wachstumshormon (GH, Growth Hormone, Somatotropin), das

gastrisch-inhibitorische Peptid, Adrenalin und ein erhéhter Aminosaurespiegel im
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Blut scheinen eher die Insulinausschittung anzuregen (Eckert et al. 2002; DeBeer
et al. 2008). Das freigesetzte Insulin bindet an spezifischen Insulinrezeptoren, was
wiederum eine Kaskade weiterer Reaktionen ausldst. Einerseits fordert Insulin die
Aufnahme von Glukose in die Korperzellen, andererseits bewirkt es die
Kohlenhydratspeicherung in Form von Glykogen in der Leber, in der Muskulatur
und im Fettgewebe. Dadurch sinkt der Blutzuckerspiegel. Insulin hemmt die
Lipolyse im Fettgewebe und sorgt fiir die Synthese von Triglyzeriden aus Lipiden
in Leber und Fettgewebe. AuRerdem wird die Proteinsynthese aus Aminosauren
vermehrt stimuliert und die Proteine werden in den Muskelzellen gespeichert.
Weiters hemmt Insulin die Neubildung von Glukose (Gluconeogenese) in der

Leber und die Freisetzung von pankreatischem Somatostatin (Kuhnel 2011).

Studien zeigten, dass Hungerzustande bis zu 72h beim Huhn und bei der Ente
keinen oder nur minimalen Einfluss auf die Plasmainsulinkonzentration haben
(Langslow et al. 1970; Samols et al. 1969).

3.2.2. Glukagon

Das katabol wirkende Hormon Glukagon wird von den A-Zellen des Pankreas
gebildet und hat eine antagonistische Wirkung auf Insulin. Es wird durch das
Vorhandensein von Fettsdauren und CCK freigesetzt (Pilny 2008). Wie Insulin
bindet dieses katabol wirkende Hormon an spezifische Rezeptoren (Glukagon-
Rezeptoren), wobei im endokrinen Pankreas der Vogel mehr Glukagon-
Rezeptoren als Insulin-Rezeptoren nachgewiesen wurden (Pilny 2008). Diese
Beobachtung fuhrte zu der Annahme, dass Glukagon das dominierende Hormon
im Kohlenhydratstoffwechsel der Vogel ist (Hazelwood 1984). Im Gegensatz zur
schwachen Wirkung von Glukose auf Insulin hat Glukose einen relativ starken
inhibitorischen Effekt auf Glukagon (Pilny 2008). Glukagon wird bei
Hypoglykamie ausgeschiittet und bewirkt einen verstarkten Abbau der
Speicherform von Glukose (Glykogenolyse) in der Leber, sowie eine Hemmung
der Glykogensynthese (Engelhardt 2009). Auflerdem stimuliert es die Lipolyse,
sodass durch die gewonnenen Fettsduren Gluconeogenese betrieben werden kann.
Aus Aminoséuren kann ebenfalls Glukose gebildet werden. Glukagon stimuliert
die Freisetzung von pankreatischem Somatostatin  (Kihnel 2011). Die

Inaktivierung von Glukagon findet in der Leber statt.
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3.2.3. Somatostatin

Das Peptidhormon Somatostatin wird im Hypothalamus und in kleinen Mengen
auch in den D-Zellen des Pankreas gebildet. Es hemmt auf parakrinem Weg die
Freisetzung von Glukagon und Insulin aus den benachbarten endokrinen
Inselzellen (A- und B-Zellen) (Pilny 2008). Die Konzentration von Somatostatin
ist beim Vogel 2-4fach hoher als beim S&uger (Hummel 2000). Es besitzt
antagonistische Wirkung auf Somatotropin (Wachstumshormon) und hemmt
somit dessen Ausschittung. AuBerdem reduziert es u.a. die Sekretion von Gastrin,
CCK und Sekretin. Somatostatin hat insulin-antagonistische Wirkung im
Glukosestoffwechsel. Es wirkt einer Hypoglykédmie entgegen, indem es den
Blutzuckerspiegel erhoht. Somatostatin stimuliert die Gluconeogenese aus
Fettsauren und fordert fir die Energiegewinnung den Verbrauch von Fettséuren
anstatt von Glukose. Somatostatin hemmt weiters die Aufnahme von Glukose ins
Gewebe. Die Somatostatin-Konzentration im Pankreas der Vogel kann bis zu 150-

mal hoher sein als die der Saugetiere (Pilny 2008).

Hinsichtlich der exokrinen Pankreasfunktionen hemmt dieses Peptidhormon die
Sekretion von Magensdure und die Darmmotilitat, regt aber die Sekretion der
Pankreasenzyme an (Eckert et al. 2002). Somatostatin kann auf3er im Pankreas
auch noch in den D-Zellen des Magen-Darm-Trakts, in den C-Zellen der

Schilddriise und im Hypophysenvorderlappen gebildet werden (Liebich 2010).

Die Sekretion von Somatostatin steht unter nervaler, hormonaler, humoraler und
parakriner Kontrolle (Pilny 2008). Es wird vor allem durch den Einfluss von

Acetylcholin, Glukose und bestimmte Aminosauren freigesetzt (Hummel 2000).

3.2.4.  Auviares Pankreatisches Peptid (APP)

Das Avidre Pankreatische Polypeptid wird von APP-Zellen produziert und liegt
im Blut der Vogel in Konzentrationen zw. 2-8 und 4-12 ng/ml vor. Es hemmt die
Sekretion der Verdauungsenzyme und die durch Gastrin stimulierte
Magensaftsekretion. Aullerdem hat es auf die glatte Muskulatur der Gallenblase
eine erschlaffende Wirkung und hemmt die Motilitdt von Magen und Darm
(Sinowatz und Hees 2012). APP bewirkt aulierdem einen Glykogenabbau, der
Blutglukosespiegel bleibt dabei jedoch weitgehend konstant (Hummel 2000). Bei
Kiken stimuliert es die Freisetzung der Magensaure und die Glykogenolyse in der
Leber (Hazelwod 1973).
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4, Glykohistochemie

4.1. Definition und Geschichte der Lektine

Der Begriff der Lektine leitet sich vom lateinisch Wort ,,legere* (=auswihlen) ab
und wurde erstmals von Shapleigh und Boyd (1954) verwendet. Lektine wurden
als blutgruppenspezifische Agglutinine definiert, die in Samen und anderen
Pflanzenteilen nachgewiesen werden konnten und &hnlich wie Antikorper
Erythrozyten agglutinieren (Boyd und Shapleigh 1954). Entdeckt wurden die
ersten Lektine jedoch schon 1888 im Extrakt vom Rizinussamen. Sie wurden je
nach Herkunft in H&magglutinine, Phytagglutinine und Phytohdmagglutinine
eingeteilt (Stillmark 1888). Das erste Lektin, das aus dem Samen der
Schwertbohne (Canavalia ensiformis) isoliert wurde, wurde von James B. Sumner
als Concanavalin A (ConA) betitelt (Sumner 1919). Die Agglutination durch
ConA konnte durch Glukose gehemmt werden, wodurch erstmals die
Zuckerspezifitat der Lektine nachgewiesen werden konnte (Sumner und Howell
1936). Lektine konnen aufler in Pflanzen auch in Tieren, Pilzen und

Mikroorganismen nachgewiesen werden (Rudiger und Gabius 1993).

4.2. Funktionen der Lektine

Lektine sind Proteine oder Glykoproteine tierischen oder pflanzlichen Ursprungs,
die an spezifischen Kohlenhydratstrukturen, und somit Zellmembranen reversibel
und nicht kovalent binden und dort eine biochemische Reaktion auslésen, ohne
dabei selbst enzymatisch aktiv zu sein bzw. den Glykosylliganden zu veréndern
(Goldstein und Poretz 1986; Goldstein und Hayes 1978). Sie préazipitieren
Polysaccharide, Glykoproteine und Glykolipide (Goldstein et al. 1980) und
unterscheiden sich voneinander durch Zusammensetzung, Molekulargewicht,
Anzahl und Struktur der Untereinheiten und Anzahl der Zuckerbindungsstellen je
Molekil (Sharon 1977). Diese Glykoproteine sind aus einer individuellen
Sequenz von Aminosauren zusammengesetzt und haben Massen zwischen 8500
und 300.000 Mol (Pihler 2000). Nach neuester Definition von Gabius et al.
(2011) sind Lektine kohlenhydratbindende Proteine mit fehlender enzymatischer
Aktivitat an ihren Liganden. Sie kénnen von Antikérpern und Sensor- bzw.
Transportproteinen fir freie Mono- und Oligosaccharide differenziert werden
(Gabius et al. 2011).
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Diese Lektinmolekiile sind in zahlreiche zellbiologische Prozesse involviert, unter
anderem spielen sie eine groBe Rolle bei Zellinteraktionen und
Zellerkennungsmechanismen. Ein Lektin besitzt meist mindestens zwei
Kohlenhydratbindungsstellen (Berg et al. 2013). Die Reaktion von Lektinen
erfolgt  Gber  Wasserstoffbriickenbindungen  meist an  randstéandigen
Kohlenhydratmolekilen, wobei auch interne Zuckersequenzen erkannt werden
kénnen (Gabius wund Gabius 1993). Bei den glykohistochemischen
Untersuchungen wird die Spezifitat der Lektinbindung genutzt, um die Struktur
von Glykanen (Zuckerreste von Oligosaccharide, die N- oder O-glykosidisch an
ein Protein gebunden sind (Roth 2011)) zu untersuchen. Dabei stellen die Glykane
Liganden dar, die von den Lektinen rezeptorspezifisch erkannt werden (Gabius
2009; Gabius und Gabius 1993). Lektine zeigen unterschiedliche Spezifitat fur
Kohlenhydratstrukturen im Molekdl, wobei es mdéglich ist, dass gleiche Lektine

an unterschiedlichen Kohlenhydraten binden.

Lektine konnen fir lichtmikroskopische Untersuchungen mit Enzymen (HRP =
Horseradish Peroxidase) oder Fluorochromen (FITC = Fluoreszein-lIsothiozyanat,

Rhodamin etc.) markiert werden.

Weiters werden meist parallel zu den Untersuchungen (ber die
Zuckerzusammensetzung von Glykokonjugaten in Geweben Hemmzuckertests
durchgefuhrt. Dabei wird untersucht, ob sich die Lektinbindung durch Zugabe
spezifischer Kohlenhydrate hemmen oder aufheben I&sst.

4.3. Einteilung und Struktur der Lektine

Die Pflanzenlektine konnen je nach ihrer Zuckerbindungseigenschaft und
Spezifitdt fur verschiedene Zuckerarten in verschiedene Klassen eingeteilt
werden. Im Folgenden erfolgt die Einteilung nach D-Mannose/D-Glukose
bindende, D-Galaktose bindende, N-Acetyl-D-Galaktosamin bindende, N-Acetyl-
D-Glukosamin bindende, L-Fucose bindende und Sialinsaure bindende Lektine.
Des Weiteren wird noch eine weitere Gruppe der Lektine mit komplexen

Kohlenhydratstrukturen unterschieden.
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Tab. 2 Einteilung der Lektine nach ihrer Zuckerbindungsspezifitat (Goldstein und
Poretz 1986)

Zuckerspezifitat Herkunft Abklrzung
Canavalia ensiformis ConA
D-Mannose/D-Glukose o
] ] Lens culinaris LCA
bindende Lektine
Pisum sativum PSA
Arachis hypogaea PNA
) ) Griffonia simplicifolia GSL-1
D-Galaktose bindende Lektine o )
Ricinus communis RCA 1und 2
Erythrina cristagalli ECA
Phaseolus limensis LBA
Glycine max SBA
) Helix pomatia HPA
N-Acetyl-D-Galaktosamin o
) ) Bauhinia purpurea BPA
bindende Lektine )
Maclura pomifera MPA
Visea villosa VVA
Dolichos biflorus DBA
Triticum vulgare WGA
_ Ulex europaeus 2 UEA-2
N-Acetyl-D-Glukosamin o
] ) Griffonia simplicifolia 2 GSL-2
bindende Lektine )
Laburnum alpinum LAA
Solanum tuberosum STA
_ ) Ulex europaeus 1 UEA-1
L-Fucose bindende Lektine
Lotus tetragonolobus LTA
o ) ] Limulus polyphemus LPA
Sialinsdure bindende Lektine _
Limax flavus LFA
Lektine mit komplexen ] PHA-E und
_ Phaseolus vulgaris
Kohlenhydratbindungsstellen PHA-L
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Nach neueren Untersuchungen ist die Einteilung nach Goldstein und Poretz nicht
mehr ganz aktuell. Einige Lektine lassen sich nicht streng kategorisieren und
haben neben ihrer Spezifitat fur Monosaccharide auch eine mehr oder weniger
starke Affinitét fur Oligosaccharide (Gabius 2009).

Aullerdem bertcksichtigt diese Einteilung weder die Stellung des spezifischen
Zuckers innerhalb der Zuckersequenz, noch die Auswirkungen der benachbarten
Zuckerbindungen auf diese Bindung. Eine weitere Einteilung der Lektine in zwei
Klassen bzgl. ihrer Reaktion und der Zuckerzusammensetzung, die die
kompetetive Hemmung der Lektine ermdglicht, kann deshalb erfolgen (Gallagher
1984):

Klasse-1-Lektine (Exolektine):

Die Bindung erfolgt an einem endstdndigen speziellen Bestandteil des
Monosaccharids in den komplexen Polysacchariden. Fir die Hemmung dieser
Bindung durch einen spezifischen Hemmzucker reicht eine geringe Konzentration

desselben aus.
Klasse-2-Lektine (Endolektine):

Hier erfolgt die Lektinbindung an komplexen Kohlenhydratsequenzen innerhalb
eines Glykoproteins. Je nachdem, ob ihre Affinitit zu gleichartigen oder
verschiedenartigen Zuckersequenzen hoher ist unterscheidet man innerhalb dieser

Gruppe noch einmal unter homo- und heterotypischen Endolektinen.
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5. Immunhistochemie

5.1. EinfUihrung und Grundlagen

Die Immunhistochemie befasst sich mit der histochemischen Sichtbarmachung
von Antigen-Antikorper-Reaktionen im Gewebe. In der Medizin und Forschung
wird die Immunhistochemie angewandt, um z.B. Erreger zu identifizieren oder
Tumoren zu Klassifizieren. Mithilfe dieser Farbemethoden konnen im Gewebe
unterschiedliche Zellstrukturen (Oberflachenantigene, zytoplasmatische Antigene
und Kernantigene) dargestellt werden. Diese Antigene bestehen aus Proteinen,
Glykoproteinen, Lipoproteinen oder Polysacchariden, mit denen die eingesetzten
Antikorper eine Antigen-Antikdrper-Reaktion eingehen (Freund 2008). Die
Reaktion, die durch diese Affinitdt von den Antikorpern zu den speziellen
Gewebearten ausgelost wird, wird durch die Bindung eines gekoppelten
Farbstoffes optisch sichtbar gemacht (Kolb 1991; Welsch 2011). Bei der direkten
Nachweismethode wird der mit einem Farbstoff markierte Antikdérper direkt mit
dem zu untersuchenden Gewebeschnitt inkubiert. Neben diesem direkten
Verfahren gibt es auch noch ein indirektes Nachweisverfahren, bei der anstatt des
markierten Primé&rantikdrpers ein markierter Sekundérantikdrper verwendet wird,
der dann wiederum an einen unmarkierten Primarantikorper binden kann (Mulisch
und Welsch 2010). Bei dieser Methode ist die Sensitivitat des Antigennachweises
erhoht.

5.2. Durchfiihrung

Die Antikdrper in der Immunhistochemie kénnen z.B. FITC-markiert sein, wobei
diese dann bei Licht bestimmter Wellenlange im Fluoreszenzmikroskop griin-gelb
fluoreszieren (Romeis et al. 1989). Dabei muss darauf geachtet werden, dass die
Auswertung dieser Farbung zeitnah zu den Untersuchungen erfolgen muss, da die
Préaparate schnell ausbleichen. Ein weiteres Verfahren zur Darstellung der
Antigen-Antikorper-Reaktion ist die ABC (Avidin-Biotin-Complex-Methode)
(Mulisch und Welsch 2010). Diese Versuchsmethode basiert auf einer hohen
Bindungsfahigkeit des Glykoproteins Avidin und dem Vitamin Biotin, wobei
Avidin vier Molekdle von Biotin binden kann. Streptavidin, ein aus dem
Bakterium Streptomyces avidinii isoliertes Produkt, ersetzt hier Avidin. Ein
biotinylierter Sekundarantikorper bildet das Bindeglied zwischen dem
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Primarantikdrper und dem Komplex aus Streptavidin und einer biotinylierten
Peroxidase. Die frei bleibenden Biotin-Bindungsstellen am Molekul kénnen nun
mit dem Biotin des Sekundarantikorpers reagieren.

5.3. Das Zytoskelett

Das Zytoskelett ist ein dreidimensionales Netzwerk aus Filamenten und
Mikrotubuli im Zytoplasma eukaryotischer Zellen. lhre Aufgaben sind die
mechanische Verankerung und Stiitze der Zelle, die Bewegung der Zelle und der
Transport innerhalb dieser (Huber et al. 2013). In der Zelle kénnen drei Klassen
von Zytoskelettkomponenten unterschieden werden, die verschiedene Aufgaben
ubernehmen und durch unterschiedliche Proteine gebildet werden:
Mikrofilamente  (Aktinfilamente), Intermediarfilamente und Mikrotubuli.

Daneben gibt es noch Begleitproteine, wie z.B. Myosin und Synemin.

Die Aktinfilamente bestehen aus Aktin und sind u.a. fur die Formerhaltung der
Zelle mitverantwortlich. Aktin ist der Gruppe der Mikrofilamente zuzuordnen,
wobei innerhalb dieser Gruppe zwischen ,,a-smooth-muscle-actin®, ,,y-smooth-
muscle-actin“ (glatte Muskelzellen), ,,a-sceletal-actin“ (Skelettmuskelzellen) und
»a-cardiac-actin“ (Herzmuskel) unterschieden werden kann (Vandekerckhove et
al. 1981). Die Aktinfilamente bilden zusammen mit Transmembranproteinen unter
der Zellmembran ein stabiles Geriist. Bei der Muskelkontraktion arbeitet Aktin

eng mit Myosin zusammen. Aktinfilamente besitzen Durchmesser von ca. 7 nm.

Bei den Intermediarfilamenten (Durchmesser ca. 10 nm) unterscheidet man
verschiedene Proteinklassen: Keratine, Desmin, Vimentin, Lamine, Neuro- und
Gliafilamentproteine. Sie dienen u.a. der mechanischen Stabilisierung der Zellen.
Keratine sind v.a. in den Epithelzellen zu finden und sind dort an der Ausbildung
von Desmosomen beteiligt. Desmin kann in Verbindung mit Myofibrillen in der
Skelett- und der glatten Muskulatur gefunden werden. Das filamentére Protein
Vimentin  wird in Mesenchymzellen (z.B. Endothelzellen, Fibroblasten)
vorgefunden. Lamine kleiden die innere Schicht der Zellkerne aus. Neuro- und

Gliafilamente tragen zur mechanischen Stabilisierung der Nervenaxone bei.

Mikrotubuli (Durchmesser ca. 25 nm) bestehen aus dem Protein Tubulin und sind
u.a. fiir Transportvorgédnge und Bewegungen von Organellen innerhalb der Zelle

mitverantwortlich (Sinowatz und Hees 2012).
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5.3.1. a-SMA (= ,,smooth muscle actin“)

Das ,,smooth muscle actin“ (a-SMA), das Aktin in glatten Muskelzellen, ist Teil
der Strukturproteine des Zytoskeletts im Mikrofilamentsystem und somit ein
Marker flr kontraktile Zellen. Es wird in den Gefdlwénden, in der Lamina
muscularis mucosa und Tunica muscularis des Darmes, sowie in verschiedenen
Zellen des Stromas vieler Gewebearten exprimiert (Vandekerckhove und Weber
1978). Forschungen von Skalli et al. (1986) an unterschiedlichen Geweben
verschiedener Tierarten kamen zu dem Ergebnis, dass sich der AntikGrper gegen

a-SMA am besten zu Studien der glatten Muskulatur eignet.

5.3.2. Myosin

Als Myosin wird eine Gruppe von Motorproteinen bezeichnet, die als Bestandteil
der Sarkomere in den Muskelzellen vorkommen. Es ist neben der
Muskelkontraktion auch am intrazelluldren Transport beteiligt (Eckert et al.
2002). Myosin bewegt sich bei der Muskelkontraktion entlang von
Aktinfilamenten. Eine weitere Aufgabe ist die Zellbewegung und Zelladhésion.
Hier werden verschiedene Klassen mit unterschiedlicher Zusammensetzung aus

leichten und schweren Aminosduren-Ketten unterschieden (Berg et al. 2013).

5.3.3. Cytokeratine

Cytokeratine werden von epithelialen Zellen gebildet und représentieren den
wichtigsten Teil des Zytoskeletts. Cytokeratine werden nicht selten mit Vimentin
in verschiedenen Epithelzellen koexprimiert, sodass neben der raumlichen, auch
eine funktionelle Beziehung angenommen wird (Kasper und Karsten 1988).
Cytokeratinfilamente bauen einen intrazellularen Zusammenschluss aus, der mit

den Desmosomen in Verbindung steht (Palacios et al. 1993).

5.3.4.  Vimentin

Vimentin ist ein Phosphoprotein im Zytoskelett von Eukaryonten. Es findet sich
im Zytoplasma und im Zellkern von nichtmuskuldren Mesenchymzellen (z.B.
Endothelzellen, Fibroblasten, Knochen- und Knorpelzellen) (Cooper 1985).
Vimentin spielt eine zentrale Rolle in der Verankerung der Organellen im Zytosol,
in der Aufrechterhaltung der Zellform und der Interaktion der Organellen im
Zytoplasma (Katsumoto et al. 1990).
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5.3.5.  Tubulin

Tubulin stellt als die Untereinheit von Proteinen der Mikrotubuli eine zentrale
Rolle in den Zellstrukturen dar und ist fir verschiedenste Zellfunktionen
zustandig. Tubulin ist u.a. flir den Transport von exportfahigen Proteinen
mitverantwortlich (Launay et al. 1983). Mikrotubuli bilden zusammen mit dem
Aktin- und Intermediérfilamentsystem das zytoplasmatische Zytoskelett (Kuhnel
2011).



111. Material und Methoden 35

1. MATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchungsmaterial

Die Proben fur die histologischen Untersuchungen wurden von insgesamt zehn
Afrikanischen StrauBen (Struthio camelus) entnommen. Die Tiere entstammten
der StrauBenfarm Donaumoos (Fam. Engelhardt, Leipheim), in der sie auch
gezichtet und aufgezogen wurden. Fir die Untersuchungen wurde aus funf
weiblichen und finf mannlichen, frisch geschlachteten, klinisch gesunden Tieren
das Pankreas vollstandig entnommen. Die StrauRRe hatten ein Lebendgewicht von
ca. 90-110 kg, das Schlachtalter betrug ca. 14 -18 Monate. Die Schlachtung
erfolgte in einem Schlachtraum direkt am StraulRenhof. Die Proben wurden
unmittelbar nach der Schlachtung entnommen und fiir die Weiterverarbeitung in

verschiedene Fixierungsldsungen eingebracht.

Tab. 3 Ubersicht tiber die in der Studie verwendeten Tiere

Tiernummer Rasse Alter Geschlecht
1 Afrikanischer Strau3 | 18 Monate weiblich
2 Afrikanischer StrauR | 18 Monate mannlich
3 Afrikanischer StrauR | 18 Monate weiblich
4 Afrikanischer Strau3 | 18 Monate weiblich
5 Afrikanischer StrauR | 14 Monate mannlich
6 Afrikanischer StrauR | 14 Monate weiblich
7 Afrikanischer Strauf? | 14 Monate mannlich
8 Afrikanischer StrauR | 14 Monate mannlich
9 Afrikanischer StrauR | 14 Monate weiblich
10 Afrikanischer Strauf3 | 14 Monate mannlich
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2. Materialentnahme und Probenvorbereitung

2.1. Probenentnahme

Die StrauBe wurden im Rahmen der Schlachtung mit einer Schweinezange
elektrisch betdubt. Nach dem Ausbluten durch Eréffnung der Halsschlagader im
Zuge der Dekapitation wurden die Tiere gerupft und enthdutet. Nach dem
Eroffnen der Korperhohle wurden die abdominalen Organe entnommen. Das
Pankreas wurde aus der Duodenalschleife in Ganze entnommen und anschliel}end
abgewogen. Die durchschnittliche GréRRe der entnommenen Bauchspeicheldriisen
wurde gemessen, wobei die HOhe, L&nge und Breite der einzelnen

Pankreasschenkel ermittelt wurde.

Abb. 2 Pankreas StrauR, 14 Monate, Pankreas in der Duodenalschleife

SB=4cm
DU = absteigender Duodenalteil, DU2 = aufsteigender Duodenalteil,
DO = Dorsalschenkel, VE = Ventralschenkel, SP = Splenalschenkel
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Probenentnahmestellen beim Straul}
] Proben flir Karnovsky-Fixierung

D Proben fir Bouin-Fixierung
. Proben flir Formalin-Fixierung

Do = Dorsalschenkel, VE = Ventralschenkel, SP = Splenalschenkel

2.2. Fixierung fur lichtmikroskopische Untersuchungen

Aus den drei Schenkeln des Pankreas wurden mit Hilfe einer Skalpellklinge ca.
1x1x1 cm grofRe Wiurfel herausgeschnitten. Die Organe wiesen Kkeinerlei
pathologische Veranderungen auf. VVon den Dorsal- und Ventralschenkeln wurden
je 3 Proben, von den Splenalschenkeln je 2 Proben fiir die Bouin-Fixierung
(Romeis et al. 1989) entnommen. 1 Probe von jedem der 3 Schenkel wurde in
4%ige PBS-gepufferte Formalinlésung (Romeis et al. 1989) eingebracht. Die
Proben wurden in gleichmaRigen Abstédnden Uber das gesamte Organ entnommen
(s. Abb. 3). Die genaue Zusammensetzung der Einbettungsmedien bzw. alle
anderen im Laufe der Arbeit erwdhnten Losungen, Puffer und Chemikalien sowie

deren Herstellungsfirmen befinden sich unter Kapitel 9. Anhang.
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Die Bouin-Ldsung wurde nach 24 Stunden erneuert und nach weiteren 24 und 48
Stunden jeweils gegen 70%igen Alkohol ausgetauscht. Die Blocke in der
Formalinlésung wurden einmalig in eine frische Formalinldsung eingebracht und
daraufhin mehrmals gegen jeweils frisches DEPC-Wasser (sterilisierter PBS-
Puffer) getauscht. Schliel3lich erfolgte auch hier das Einbringen in 70%igem
Alkohol.

Nach diesen Arbeitsschritten wurden die Gewebebldcke zugeschnitten, sodass sie
die passende GroRe fir die Kapseln fir die weitere Verarbeitung und Einbettung
in Paraplast® (Fa. Monoject Scientific Inc., Kildare, Irland) hatten. Diese
Einbettung fand im Einbettungsautomaten Shandon Duplex Processor® (Fa.
Shandon, Frankfurt) statt. Darin erfolgte eine Entwasserung mittels aufsteigender
Alkoholreihe: 96%  Alkohol, Isopropanol, Xylol und anschlieender
Durchtrankung mit Paraplast®. Dieser Vorgang dauerte in etwa 24 Stunden. Nach
Ablauf dieser Zeit wurden die durchtrankten Gewebeproben mittels dem
Paraffinautomat Leica EG 1140H (Fa. Leica Biosystems Nussloch GmbH,

Nussloch) in Paraplast®-Blocke gegossen und ca. eine Stunde ausgehértet.

Anschlielend wurden von jedem Block 30 Schnitte mit einer Dicke von 5 pm mit
Hilfe eines Rotationsmikrotoms Mikrom®Typ HM 340 E (Fa. Mikrom
International GmbH, Walldorf) angefertigt. Nachdem sie zum Glatten und
Ausbreiten in ein Warmwasserbad gebracht wurden, wurden sie auf Objekttréager
aufgenommen. 10 dieser Schnitte wurden auf unbeschichtete (SuperFrost®), 20
davon auf beschichtete Glasobjekttrager (SupraFrostUltraPlus adhésiv®, Fa.
Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen. Die Trocknung dieser
Schnitte erfolgte auf Metallstandern (Fa. Wagner & Munz, Minchen) bei ca. 37°C
uber mindestens 24 Stunden in einem Warmeschrank (Fa. Bender & Hobein,

Minchen/Karlsruhe).

2.3. Fixierung fur elektronenmikroskopische Untersuchungen

Fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen des Straulenpankreas
wurden von allen Pankreasschenkeln aller untersuchter Tiere je vier 1x1xlmm
groBe Wirfel entnommen, die im Zuge einer Immersionsfixierung nach
Karnovsky (Karnovsky 1965) eingebracht wurden. Diese Mischung wurde erst
kurz vor Gebrauch hergestellt. Die Proben wurden fiir 12 Stunden fixiert.
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3. Histologische Untersuchungsmethoden

3.1. Konventionelle lichtmikroskopische Farbungen

Wie nachfolgend beschrieben, wurden die Schnitte fir die konventionellen
lichtmikroskopischen Farbungen zuerst mittels absteigender Alkoholreihe
entparaffiniert. Nach den verschiedenen Farbeverfahren wurden die angefarbten
Schnitte schlieBlich mit Hilfe von Xylol-verdiinntem Eukitt® (Fa. Riedel de Haen
AG, Seelze) und Deckglasplattchen auf den Objekttragern dauerhaft fixiert.

3.1.1. Hamatoxylin-Eosin (HE) — Farbung nach Mayer

Dieses weit verbreitete histologische Farbeverfahren beinhaltet zwei verschiedene
Einzelfarbungen. Dabei wird Hamatoxylin, ein natirlicher Farbstoff aus dem
Blauholzbaum in das farbende Hamalaun umgewandelt (Godwin 2011). Dieser
Farbstoff farbt basophile Gewebsstrukturen blau bis blauschwarz, v.a. Zellkerne
aufgrund ihrer enthaltenen DNA und auch das mit Ribosomen angereicherte rER
im Zytoplasma. Eosin hingegen ist ein synthetischer Farbstoff, der alle
azidophilen Strukturen rot anfarbt. Dazu gehdren u.a. Zellplasmaproteine,
Mitochondrien, Kollagen und Bindegewebe. Diese genannten Strukturen kénnen
eine blassrosa bis rot-violette Farbung erhalten. Das Muskelgewebe erscheint in

der HE-Farbung rot und Erythrozyten rot-orange.

Farbeverfahren:
1. Xylol 10 min.
2. Xylol 10 min.
3. Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.
4. Kernfarbung mit Hamalaun 20 min.
5. kurz Abspilen in Aqua dest.
6. FlieRend Leitungswasser zum Blauen 20 min.
7. Eosin 10 min.
8. Abspulen in Aqua dest.
9. Aufsteigende Alkoholreihe
10. Xylol 5 min.
11. Xylol 5 min.
12. Eindecken mit Eukitt® quick-hardening mounting

medium3
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3.1.2. Resorcinfuchsin — van Gieson-Farbung

Die Resorcinfuchsin — van Gieson-Farbung ist eine hdufig in der Histologie
verwendete Farbemethode zur Darstellung von elastischen Fasern von
Bindegewebe und Muskulatur. Durch die Gegenfarbung der Zellkerne mit
Eisenhdmatoxylin wird eine genauere Differenzierung erreicht. Die elastischen
Fasern féarben sich bei dieser Methode blau-schwarz und die Zellkerne
dunkelbraun an. Wohingegen kollagene Fasern leuchtend rot und Muskelgewebe

gelb gefarbt werden. Das Zytoplasma stellt sich grau-gelb dar.

Farbeverfahren:
1. Entparaffinieren bis Aqua dest.
2. Resorcinfuchsinlosung 15 — 30 min.
3. Auswaschen in flieRendem Leitungswasser 1 min.
4. Eisenhamatoxylin nach Weigert 2 — 3 min.
5. 3xin Aqua dest. Spulen
6. Spulen in flieBendem Leitungswasser 10 min.
7. Pikrinsdure-Thiazinrot 5 min.
8. Kurz in Aqua dest. Spilen
9. Entwassern, Xylol, Eukitt®

3.1.3.  Trichromfarbung nach Masson-Goldner

Die Trichromfarbung nach Masson-Goldner dient der differenzierten Anfarbung
von Bindegewebskomponenten. Die Kernfarbung erfolgt mit Eisenhdmatoxylin.
Weitere Farbebestandteile sind Azophloxin, Orange G zur Zytoplasmafarbung,
sowie Lichtgrin. Bei der Trichromférbung nach Masson-Goldner farben sich
Zellkerne braunschwarz, das Zytoplasma schwach-orange bis ziegelrot,
Erythrozyten leuchtend rot und Bindegewebe, Kollagen sowie Schleim griin an.

Muskelzellen stellen sich hellrot dar.

Farbeverfahren:
1. Entparaffinieren
2. Eisenhdmatoxylin nach Weigert 1-2 min.
3. Auswaschen in flielendem Leitungswasser 10 min.
4. Azophloxin 5 min.
5. Abspulen in 1%iger Essigsaure
6. Differenzieren in Phosphormolybdéanséure-Orange 15s — 30 min.
7. Kurz in 1%iger Essigsdure abspiilen
8. Gegenfarbung mit Lichtgrin 5 min.
9. Kurz in 1%iger Essigsdure abspiilen
10. Entwassern, Xylol, Eukitt®
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3.14. Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)

3.1.4.1. PAS-Reaktion nach McManus

Die PAS-Reaktion nach McManus dient zum Nachweis von Polysacchariden
(Glykogen, Starke, Zellulose), neutralen Mukopolysacchariden, Muko- und
Glykoproteinen, Glykolipiden, ungeséttigten Fetten und Phospholipiden (Romeis,
1989). Glykolhaltige Substanzen weisen eine rote Farbung auf, die Kerne

erscheinen durch die Hamalaunfarbung blau (Hennemann 1991).

Farbeverfahren:
1. Entparaffinieren bis Aqua dest.
2. Einstellen in 0,5%ige Perjodsaure-Ldsung 5 min.
3. Spilen in Aqua dest.
4. Schiffsches Reagenz 15 min.
5. Spilen in SO,-Wasser 3 X2 min.
6. Auswaschen in flieRendem Leitungswasser 5 min.
7. Kernfarbung mit Hamalaun 3-5 min.
8. Wassern in H,O 15 min.
9. Entwassern, Xylol, Eukitt®

3.1.4.2. PAS-Reaktion nach Amylaseverdau

Durch den Einsatz von o-Amylase wird Glykogen abgebaut. Dazu erfolgt
zwischen der Entparaffinierung und der Behandlung mit der 0,5%igen
Perjodsaure-Ldsung eine Amylasevorbehandlung. Dabei werden je 100 pl der
0,5%igen a-Amylase auf die Objekttrager getropft und 10 min. bei 37°C im
Warmeschrank inkubiert.  AnschlieBend werden die Objekttrager mit
Leitungswasser gespult und das PAS-Verfahren ab Punkt 2. wie oben beschrieben

fortgefiihrt.

3.1.5.  Alcianblaufarbung pH 1,0 und pH 2,5

Alcianblau 8 GX (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim) ist ein wasserléslicher
Phthalocyaninfarbstoff, der zur selektiven Farbung von Muzinen Verwendung
findet (Mulisch und Welsch 2010). Diese Farbung wurde mit pH-Werten von 1,0
und 2,5 parallel durchgefiihrt, um zwischen Carboxyl- und Sulfatgruppen
differenzieren zu kénnen. Das Verfahren bei einem pH-Wert von 2,5 ermdglicht
den Nachweis saurer Glykoproteine (z.B. Muzine). Dabei gehen alle negativ
geladenen Molekiile (saure Muzine und andere sulfatierte oder carboxylierte
Makromolekile) eine Bindung mit dem positiv geladenen Farbstoff Alcianblau
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8GX ein (Lev und Spicer 1964). Hierbei erscheinen alle sauren Muzine und
Glykosaminglykane leuchtend blau, Zellkerne rot und der Hintergrund rosa. Eine
Unterscheidung zwischen Sulfat- und Carboxylgruppen kann hierbei nicht
getroffen werden. Bei dem differenzierten Verfahren mit einer pH-Einstellung auf
1,0 wird die Dissoziation der Carboxylgruppen unterdriickt, sodass nur noch
Sulfatgruppen die negative Komponente fur die Bindung von Alcianblau 8GX
darstellen (Scott und Dorling 1965). Hier treten stark sulfatierte Muzine,

Glykosaminglykane etc. leuchtend blau in Erscheinung.

Farbeverfahren:

Entparaffinieren bis Aqua dest.
Einstellen in 3%ige Essigsaure 3 min.
Farben in 1% Alcianblau pH 2,5 bzw. pH 1,0 30 min.
Abspilen in 3%iger Essigsaure (pH 2,5) bzw. 0,1N HCI
(pH 1,0)

Waschen in Aqua dest.

Gegenfarbung mit Kernechtrot 3-5 min.
Waschen in Aqua dest.
Entwassern, Xylol, Eukitt®

Eall el

NGO

3.1.6. Ermittlung des mittleren Durchmessers der Langerhans-Inseln und
deren Verteilung innerhalb der Schenkel
Bei der Auswertung des endokrinen Anteils der Bauchspeicheldriise des Straulies
wurden zusatzlich noch die Pankreasinseln in den verschiedenen Schenkeln bei
gleichméliger Geschlechterverteilung vermessen und in kleine, mittelgroRe,
groRe und riesige Inselzellverbande semiquantitativ eingeteilt. Kleine Inseln
wurden in GroRenordnungen bis 100 um definiert, mittelgroBen Inseln wurden
100 — 250 pum groB3e Insel-Durchmesser zugeteilt. Grof3e Inseln beinhalteten 250 —
400 um grofBe Inseln und Riesen-Inselzellaggregate bestanden aus Zellgruppen bis
zu 600 pm Durchmesser. Daflir wurden bei 6 Tieren in allen drei
Pankreasschenkeln je 10 Gesichtsfelder (Objektiv  40x) beurteilt, die
Pankreasinseln vermessen und den vier Inselzellverbdnden zugeteilt. Die
Ergebnisse wurden in Microsoft Excel® erstellt und ausgewertet. Anschlieend
wurde der Mittelwert (prozentualer Anteil) der unterschiedlich grof3en
Zellverbande innerhalb  der einzelnen  Schenkel ermittelt und die

Standardabweichung bestimmt.
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3.2 Glykohistochemische Untersuchungen

3.2.1.  Vorgehensweise

Fur die glykohistochemischen Untersuchungen wurden fur jedes Lektin 5 um
dicke, entparaffinierte Schnitte verwendet. Zusatzlich wurde je Farbung eine
Negativ- und eine Positivkontrolle durchgefiihrt. Die Schnitte entstammten allen
Bereichen des Straulenpankreas.

Fur den Nachweis von Kohlenhydratstrukturen im Pankreasgewebe wurden 16
verschiedene Lektine (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) eingesetzt. Dabei wurden
13 mit dem Farbstoff Fluoreszein-lsothiocyanat (FITC) konjugierte
Pflanzenlektine verwendet. Das Prinzip beruht auf einer direkten
Nachweismethode, wobei das mit Fluoreszein konjugierte Lektin direkt an den
Zucker bindet. Weiters wurden 3 biotinylierte Lektine (Fa. Vector, Burlingame,
USA) eingesetzt. Bei dieser indirekten Methode wurden die Schnitte mit einem
Biotin-gekoppelten Lektin behandelt und anschliefend in einer Streptavidin-
FITC-LOsung inkubiert. Die Bindung von Avidin an Biotin an den Lektinen zeigt

sich durch Fluoreszenz der Bindungsstellen der Lektine im Gewebe.

Folgende Kontrollen wurden fiir den Spezifitatsnachweis der Lektinbindung
durchgefuhrt. Bei den Negativkontrollen wurde anstelle des Lektins eine PBS-

Pufferldsung aufgetragen.

Die Positivkontrolle erfolgte mit einer Gewebeprobe, bei der eine positive
Reaktion mit dem entsprechenden Lektin bekannt ist. Fir die Lektine ConA,
LCA, PSA, PNA, GSL-1, WGA, WGAs, UEA-1, PHA-E und PHA-L wurden
Schnitte vom Nebenhoden des Hundes herangezogen, fir die Lektine RCA und
SBA Schnitte vom Hoden des Rindes. Praparate vom Ovar des Rindes dienten der
Lektinuntersuchung von MAL-1 und SNA, das Ovar des Schweines fur DBA und
die Niere des Rindes fiir SJA.

Zum Nachweis der Lektinbindung wurde ein Auflichtfluoreszenzmikroskop
Dialux 20 (Fa. Leitz GmbH, Wetzlar) mit angeschlossener ProgRes® Kamera (Fa.
Jenaoptik, Jena) verwendet.
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3.2.2. Hemmzuckertests

Zusatzlich wurden bei den stark positiv reagierenden FITC-gekoppelten
Pflanzenlektinen ConA, LCA, PSA, RCA, WGA, WGAs, UEA-1, PHA-E und
PHA-L Hemmzuckertests zur Bewertung der Spezifitdt gemacht, wobei der
jeweilige in PBS-Puffer geloste Hemmzucker (Fa. Sigma-Aldrin, Steinheim) mit
dem Lektin 30-60 min. vorinkubiert wurde und auf die Objekttrager aufpipettiert
wurde. Dadurch wurde die Bindung der Lektine an den Farbstoff kompetitiv
gehemmt und somit die Spezifizitat der jeweiligen Lektinbindung nachgewiesen.
Die jeweilige Konzentration der spezifischen Hemmzucker ist in Tab. 5
angegeben. Die weitere Verfahrensweise entsprach der bereits beschriebenen
Methode in Kapitel 3.2.1. Anstelle des reinen Lektins wurde hier das Lektin-
Hemmstoff-Gemisch aufpipettiert.
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Tab. 4 Ubersicht (iber die verwendeten Pflanzenlektine, deren Herkunft,

Zuckerspezifitat und spezifische Hemmzucker

Lektin Herkunft Zucker- Hemmung
spezifitat
Concanavalin
ConA Agglutinin Schwertbohne Man/Glc
LCA Lens cul!ngrls Linse Man/Glc Methyl-a-Manno-
Agglutinin pyranoside?
Pisum sativum
PSA Agglutinin Erbse Man/Glc
Ricinus
RCA communis Rizinusstaude Gal
Agglutinin
Peanut Methyl-a-Galacto-
PNA Agglutinin Erdnuss Gal Pyranoside?
Griffonia I
oS Afrikanische
GSL-1 S|mpI|c_|f(_)I|a Schwarzbohne GalNAc
Agglutinin 1
Dolichos
DBA blflorys_ Pferdebohne GalNAc N-Acetyl-D-
Agglutinin . 5
Soybean ) Galaktosamin
SBA A g Sojabohne Gal/GalNAc
gglutinin
Wheat germ . . GIcNAc/
WGA o Weizenkeim
Agglutinin NeuNAc N-Acetyl-D-
Wheat germ Glukosamin?
WGASs Agglutinin Weizenkeim GIcNAc *
succinyliert
Ulex europaeus .
UEA-1 Agglutinin-1 Stechginstersamen Fuc a-L-Fucose
Maackia
MAL-1 amurensis 1 Asjatisches Gelbholz =
Leukoagglutinin
1
Sophora et N-Acetyl-D-
A | jmonca | e cana | SRS
Agglutinin alaktosamin
SNA | sambucus nigra | Schwarzer Holunder | Gal/ GalNAc
PHA-E Phaseolus
vulgaris Gartenbohne
Erythroagglutin *k
n Essigsaure3
Phaseolus
PHA-L vulgaris Gartenbohne *x
Leukoagglutinin

Grau unterlegte Zeilen enthalten biotinylierte Lektine.

Man = D-Mannose, Glc = D-Glukose, Gal = D-Galaktose, GalINAc = N-Acetyl-D-

Galaktosamin,

GlcNAc

= N-Acetyl-D-Glukosamin,

Neuraminsaure, Fuc = L-Fucose

*WGAs:

NeuNAc =

N-Acetyl-D-

bei physiologischem pH-Wert negativ geladen, WGA: positiv geladen

WGASs bindet nicht an Glykokonjugate, die N-Acetyl-D-Neuraminsdure enthalten,
bindet aber an N-Acetyl-D-Glukosamin enthaltende Glykokonjugate. Somit kann der N-
Acetyl-D-Neuraminsauregehalt ermittelt werden (Monsigny et al. 1980)

**keine Spezifitat fuir Monosaccharide bekannt
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Tab. 5 Konzentration der Lektine und der verwendeten Hemmzucker mit
entsprechenden Inkubationszeiten und Positivkontrollen

Lektin Positivkontrolle Konientl_fatlon Konzentration Inkubationszeit
ektin Hemmzucker
ConA Nebenhoden Hund 2 pg/ml 84,8 mg/ml 60 min.
LCA Nebenhoden Hund 5 pg/ml 84,8 mg/ml 60 min.
PSA Nebenhoden Hund 5 pg/ml 84,8 mg/ml 60 min.
RCA Hoden Rind 5 pg/ml 84,8 mg/ml 60 min.
PNA Nebenhoden Hund 5 pug/ml
GSL-1 Nebenhoden Hund 10 pg/ml
DBA Ovar Schwein 5 pug/ml
SBA Hoden Rind 5 pg/ml
WGA Nebenhoden Hund 2 pg/ml 1:4 30 min.
WGAs Nebenhoden Hund 5 pg/ml 1:4 30 min.
UEA-1 Nebenhoden Hund 5 pg/ml 84,8 mg/ml 60 min.
MAL-1 Ovar Rind 10 pg/ml
SJA Niere Rind 20 pg/ml
SNA Ovar Rind 10 pg/ml
PHA-E Nebenhoden Hund 5 pg/ml 24 pl/ml 60 min.
PHA-L Nebenhoden Hund 5 pg/ml 24 nl/ml 60 min.
Farbeverfahren:
1. Xylol 10 min.
2. Xylol 10 min.
3. Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.
4. 3 xin PBS-Puffer waschen je 5 min.
5. Lektin-Verdiinnungen herstellen:
e WGA/ConA: 1 ml PBS mit 1 pl Lektin verdiinnen
e GSL-1: 1 ml PBS mit 5 pl Lektin verdiinnen
e Alle Gbrigen nicht-biotinylierten Lektine 1 ml PBS mit
2,5 ul Lektin verdiinnen
e SJA: 1 ml PBS mit 10 pl Lektin verdiinnen
e Alle iibrigen biotinylierte Lektine: 1 ml PBS mit 5 pl
Lektin verdlnnen
6. Objekttrager in Inkubationskammern einbringen und mit
jeweils 100 ul der Lektin-Verdunnungen betréufeln )
7. Abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubieren _60 min.
8. 3 xin PBS-Puffer waschen je 5 min.
9. Kernfarbung mit Dapi (VECTOR, Burlingame, USA)
10. Deckglas mit Nagellack auf Objekttrager fixieren
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3.3. Immunhistochemische Untersuchungen

Im Zuge der Immunhistochemischen Untersuchungen wurden ,,smooth muscle
actin“ und Myosin als Teil der Strukturproteine des Zytoskeletts und Tubulin als
Untereinheit von Proteinen der Mikrotubuli untersucht. Weiters wurden die
Intermediérfilamente Vimentin und Cytokeratine und als spezifische Hormone des
Pankreas wurden zusatzlich noch Insulin und Glukagon immunhistochemisch

nachgewiesen.

In den immunhistochemischen Untersuchungen wurden Proben von allen 10
Tieren verwendet. Dabei wurde die ABC (Avidin-Biotin-Complex)-Methode (Hsu
et al. 1981; Guesdon et al. 1979), eine indirekte Immunmarkierung, verwendet.
Bei jedem Versuchsdurchlauf wurde zur Uberpriifung der Spezifitat der
Ergebnisse eine Positiv- und Negativkontrolle mitgefiihrt. Die ABC-Methode
basiert auf der hohen Bindungsfahigkeit des Glykoproteins Avidin mit dem
Vitamin Biotin, wobei Avidin vier Molekile von Biotin binden kann.
Streptavidin, ein aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliertes Produkt,
ersetzt hier Avidin. Ein biotinylierter Sekundarantikorper bildet das Bindeglied
zwischen dem Primdrantikorper und dem Komplex aus Streptavidin und einer
biotinylierten Peroxidase. Die frei bleibenden  Biotin-Bindungsstellen am
Molekil konnen nun mit dem Biotin des Sekunddarantikorpers reagieren. Im
Anschluss wird die Enzymaktivitat der Peroxidase durch DAB® als brauner

Farbung der Produkte sichtbar gemacht.
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Durchfiihrung:

Nach der Entparaffinierung und der Rehydrierung durch eine absteigende
Alkoholreihe wurden die Schnitte zundchst wie folgt beschrieben in A. dest. und
PBS-Puffer gewaschen. Bei manchen immunhistochemischen Nachweisen war
eine Vorbehandlung (Antigen-Retrieval) der Gewebeschnitte zur Antigen-
Demaskierung notwendig. Durch Vernetzung der Proteine durch Formalin ergibt
sich oft ein erschwerter Zugang der Antikdrper zu den Epitopen der
Antigenoberflache, sodass eine Vorbehandlung (z.B. Mikrowelle, Autoklav,
Dampfkochtopf, enzymatische Vorbehandlung) notwendig ist. Beim Nachweis
von Vimentin wurden die Schnitte mit einer 0,1%igen Protease (10 min. bei RT)
vorbehandelt. Beim Cytokeratin-Nachweis wurden die Schnitte einer
Vorbehandlung mit Trypsin (20 min. bei RT) unterzogen und dem Tubulin-
Nachweis ging eine Mikrowellenbehandlung mit einem Citratpuffer (3x10 min.
mit anschlieBender 20 min. Abkuhlung bei RT) voraus.

AnschlieBend erfolgte bei allen Schnitten eine Hemmung der endogenen
Peroxidase. Daraufhin wurde ein Protein Block Free Serum auf die Objekttrager
aufgebracht, um eventuelle Proteinverschmutzungen und somit unspezifische
Bindungen zu vermeiden. Das Protein Block Free Serum blockt im Zuge dessen
diese unspezifischen Proteine, um eine unspezifische Bindung der Antikdrper zu
vermeiden. AnschlieRend wurde ein mit Biotin markierter Antikorper aufgetragen.
An das Biotin kann Avidin binden, welches wiederum drei weitere
Kopplungsstellen besitzt. Als Bindungspartner und somit Marker wurde ein HRP-
Komplext® (Horseradish Peroxidase = Meerrettichperoxidase) verwendet, welcher
durch einen Sekundarantikorper seinerseits mit Biotin gekoppelt ist. Die
Peroxidase spaltet dann die zugegebene 30%ige Wasserstoffperoxidldsung in H,O
und O,. Das O, spaltet daraufhin das zugefiihrte 3,3-Diaminobenzidin (DAB-
Hydrogenperoxidlésung, Fa. Kem En Tec Diagnostics, Taastrup) zu einem
braunen Farbkomplex, wodurch die chemische Reaktion sichtbar gemacht wird.
Bei der Negativkontrolle wurde nur die Verdinnungslésung (Antibody Diluent
with Background-Reducing Components, Dako, Hamburg) ohne Primarantikorper
aufgetragen, der weitere Versuchsablauf Dblieb jedoch derselbe. Als
Positivkontrolle wurde ein Schnitt ausgewahlt, von dem ein positives Ergebnis fiir

die jeweilige immunhistologische Farbung bekannt war.
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Tab. 6 Ubersicht tiber die verwendeten Primar- und Sekundar-AK
Primér- Herkunft Her_ste__ller Inkubation ) Inkubation
AK Primar-AK Primar- u__nd Sekundar-AK u__nd
AK Verdinnung Verdinnung
o Dako, 1:40 Anti' Maus 19G 1:1_%00 _
SMA Maus Heidelberg | 1 Std. bei RT Kania'f;'e‘rf’(gako) 30min. bel
_ Abcam ) 1:250 Anti Kanincher) 1::_%00 _
Myo Kaninchen Cambridr:;]e uber_ Nacht 1gG vom Schwein 30 min. bei
bei 6°C (Dako) RT
Biocarta _1:100 Anti Maus 19G 1:300
PanCK Maus Hamburé uber_ Nacht vom Kaninchen 30 min. bei
bei 6°C (Dako) RT
Abcam _1:400 Anti Maus 19G 1:300
Tub Maus Cambridr:;]e uber_ Nacht 'blot. vom 30 min. bei
bei 6°C Kaninchen (Dako) RT
. Dako ) 1:500 Anti_ Maus 1gG 1:1_300 _
Vim Maus Heidelbérg uber_ Nacht _blot. vom 30 min. bei
bei 6°C Kaninchen (Dako) RT
Abcam ) 1:200 Anti_ Maus 19G 1:1_300 _
Ins Maus Cambridée uber_ Nacht _blot. vom 30 min. bei
bei 6°C Kaninchen (Dako) RT
. . . 1:200 Anti Goat 1gG vom 1:300 .
Glu Ziege Acris ut?)iri I(\sl‘?éht Kanincheng(Dako) 30 leq bei
a-SMA =, a-smooth-muscle-actin“, Myo = Myosin, Vim = Vimentin,
CK = Cytokeratine, Tub = Tubulin, Ins = Insulin, Glu = Glukagon
Farbeverfahren:
1. Xylol 10 min.
2. Xylol 10 min.
3. Absteigende Alkoholreihe bis Aqua dest.
4. 3 xin PBS-Puffer waschen je 5 min.
5. Hemmung der endogenen Peroxidase mittels 50 ml 10 min.
Hydrogenperoxid plus 150 ml Aqua dest.
6. Auswaschen in flieRendem Leitungswasser 10 min.
7. 3 xin PBS-Puffer waschen je 5 min.
8. Dako Protein Block Serum-Free’, anschlieRend abgieRen 10 min.
9. Primar-Antikorper in Antibody Diluent” applizieren und
uber Nacht im Kuhlschrank inkubieren
10. 3 x in PBS-Puffer waschen je 5 min.
11. Anti IgG (Sekundarantikdrper) (s. Tab. 6) 30 min.
12. 3 x in PBS-Puffer waschen je 5 min.
13. Streptavidin-Biotin Horseradish Peroxidase Complex’ 30 min.
14. 3 x in PBS-Puffer waschen je 5 min.
15. DAB-Hydrogenperoxidldsung® 8 min.
16. Kurz in PBS und Leitungswasser waschen
17. Kerne mit Hadmalaun gegenfarben 30 sek.
18. In Leitungswasser wassern 10 min.
19. Entwassern, Xylol, Eukitt®
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3.4. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen des Strauflenpankreas
wurden von allen Pankreasschenkeln aller untersuchter Tiere je vier 1x1xlmm
groRe Wiirfel mittels zwei gegenlaufenden Skalpellklingen entnommen und im
Zuge einer Immersionsfixierung in eine frisch angefertigte Gebrauchsldsung nach

Karnovsky uberfihrt.

Fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden Proben von 5 Tieren
zur Auswertung herangezogen. Die Gewebeproben wurden nach der Fixierung
dreimal in 0,1M Natriumcacodylatlésung (pH 7,2) gewaschen. Anschlielend
erfolgte eine zweistlindige Vorkontrastierung in 1%igem Osmiumtetroxid und
1,5%igem Kaliumferrocyanid. Dann wurden die Proben erneut dreimal in 0,1M
Natriumcacodylatlésung (pH 7,2) gewaschen. Die fixierten Gewebeproben
wurden bei Raumtemperatur auf einen Riittler (Fa. Gerhardt, Bonn) gestellt,
sodass die Fixierungslosung bis in die innersten Schichten vordringen konnte. Die

bisher genannten Schritte der Inkubation erfolgten bei 4°C.

AnschlieBend erfolgte eine Entwdasserung mittels einer aufsteigenden
Alkoholreihe je 20 min. in 30%igem und 50%igem Alkohol, dann je 30 min. in
70%igem, 90%igem und absolutem Alkohol. Daraufhin verblieben die Proben 2x
15 min. in Propylenoxid und anschliefend wurden sie in eine Mischung aus
Poly/Bed® 812-BDMA Embedding Kit** - Propylenoxid (im Nachfolgenden
Polyembed-Propylenoxid genannt) im Verhéltnis 1:2 fiir eine Stunde inkubiert.
Als néchstes erfolgte eine erneute Inkubation in Polyembed-Propylenoxid im
Verhaltnis 1:1 Gber Nacht.

Fur die Kunstharzeinbettung wurde das Pankreasgewebe am darauffolgenden Tag
flr eine Stunde in reines Polyembed auf einem Rdttler inkubiert, anschlieRend
zum Einbetten in Silikonformen gefullt und schlieBlich im Warmeofen 18-24 Std.
bei 60°C ausgehartet. Im Anschluss daran konnten die Proben vorsichtig aus den

Flachbettformen herausgeldst werden.

Es wurden zundchst Semidunnschnitte am Ultramikrotom (Ultracut E, Fa.
Reichert-Jung, Wien) angefertigt. Anschlielend wurde nach dem Férbeverfahren
nach Richardson (Richardson et al. 1983) angefarbt. Nach Auswahl eines

optimalen Abschnittes wurden die Schnitte stark zugetrimmt und im Anschluss
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Ultradiinnschnitte am Ultramikrotom mit Schnittdicken zwischen 40-60 nm
angefertigt. Diese Ultradiinnschnitte wurden dann auf sog. Grids (Kupfernetze)

aufgefangen.

Sie wurden daraufhin mit Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert (Reynolds
1963). Waéhrend Bleicitrat Ribosomen und Zytoplasmagrundsubstanzen
kontrastiert, farbt Uranylacetat Membranen und besonders Kernchromatin. Fir die
Kontrastierung wurde 80 — 100 ul Uranylacetat auf eine Haftplatte fiir jeden Grid
pipettiert und fur mindestens 20 min. inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte
dreimal in Aqua dest. gewaschen und kurz auf Filterpapier getrocknet. Die Grids
wurden dann auf eine zweite Haftplatte platziert und mit Bleicitrat kontrastiert.
Dafir wurden 80 — 100 pl Bleicitrat auf die Grids getropft. Die Kontrastierung
erfolgte maximal 3-5 min. AnschlieBend wurden die Schnitte erneut dreimal in

Aqua dest. gewaschen und auf Filterpapier getrocknet.

Die Auswertung und Fotodokumentation der Ultradlinnschnitte erfolgte am

Transmissionselektronenmikroskop EM 902 (Fa. Carl Zeiss, Oberkochen).



IV. Ergebnisse 52

V. ERGEBNISSE
1. Makroskopische Untersuchungen am Pankreas des
Straul3es

Das Pankreas des StraufRes liegt im rechten Teil der Abdominalhdhle und ist
zwischen den beiden Schenkeln des Duodenums eingelagert. Die
Bauchspeicheldruse erstreckt sich vom Muskelmagen bis anndhernd zum Ende

der Duodenalschleife. Die Farbe dieses Organs ist blassrosa bis teils kraftig rosa.

Das Pankreas kann in drei Lappen unterteilt werden, wobei die einzelnen Lappen
wiederum unregelmélRig gelappt sind, sodass eine genaue Grenzziehung der
Regionen schwer moglich ist. Es l&sst sich in einen Dorsalschenkel,
Ventralschenkel und Splenalschenkel untergliedern. Der Dorsalschenkel (Lobus
pancreatis dorsalis) ist dabei der langste Schenkel und verlauft parallel mit dem
absteigenden Teil des Duodenums (Pars descendens duodeni). Der etwas kirzere
Ventralschenkel (Lobus pancreatis ventralis) folgt dem aufsteigenden
Duodenalteil (Pars ascendens duodeni). Der dritte Schenkel ist bei den
untersuchten Tieren dem Lobus pancreatis dorsalis zur offenen Seite der

Duodenalschleife angegliedert und ist relativ klein.

Abb. 4 Pankreas Strau3, ménnlich, 14 Monate. Der Splenalschenkel (SP) grenzt
am Dorsalschenkel (DO) an. DU = absteigender Duodenalteil
SB=2cm
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Bezliglich des Gewichts und der MaRe der einzelnen Pankreasschenkel konnten
zwischen mannlichen und weiblichen Tiere keine signifikanten Unterschiede
ausgemacht werden. Das Gewicht der Dorsalschenkel der untersuchten Tiere
betrug im Mittel 60,8g (x11,2), das Gewicht der Ventralschenkel 21,69 (£5,3) und
die Splenalschenkel wogen durchschnittlich 12,49 (£2,8). Das insgesamte
durchschnittliche Pankreasgewicht der untersuchten StrauBe betrug somit 94,8g
(£13,8).

Tab. 7 Gewicht der einzelnen Pankreasschenkel aller untersuchten Tiere

Tier- Gewicht in Gramm
nummer Geschlecht Dorsal- Ventral- Splenal- Summe
schenkel schenkel schenkel
1 weiblich 58 22 12 92
2 maénnlich 64 24 16 104
3 weiblich 68 18 10 96
4 weiblich 70 26 14 110
5 mannlich 62 22 14 98
6 weiblich 56 20 12 88
7 maénnlich 74 34 6 114
8 mannlich 72 14 16 102
9 weiblich 48 18 12 78
10 maénnlich 36 18 12 66
Mittelwert 60,8 21,6 12,4 94,8
Standardabweichung 11,2 53 28 13,8

Die durchschnittliche Lange der Dorsalschenkel lag bei 37,6 cm (£6,1), ihre
mittlere Breite bei 2,6 cm (+0,5) und die Hohe dieses Organteils wies im Mittel
1,3 cm (£0,5) auf. Der Ventralschenkel mal3 durchschnittlich 18,9 cm (£3,7) (L) X
1,7 cm (x0,2) (B) x 1,0 cm (x0,1) (H). Die mittleren MaRe der Milzschenkel
betrug 8,0 cm (£2,0) (L) x 2,1 cm (£0,3) (B) x 1,0 cm (%0,2) (H).
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Tab. 8 GroRe der einzelnen Pankreasschenkel aller untersuchten Tiere

) Grole incm
T,\'le;- Geschlecht Dorsalschenkel Ventralschenkel Splenalschenkel
Lange | Breite | HOhe | Lange | Breite | Hohe | Lange | Breite | Hohe
1 weiblich 30,6 3 12 | 145 | 17 08 | 11,2 | 19 | 09
2 mannlich 42 2,1 2 22,1 | 21 1,2 7 23 | 08
3 weiblich 36,5 2,9 09 | 166 | 18 11 7,5 2 1,2
4 weiblich 39,2 2,6 15 [ 172 | 15 0,9 8,3 18 1
5 mannlich | 25,5 33 2,2 21 1,9 11 3,4 21 | 09
6 weiblich 38,1 2,7 1 16,9 | 1,7 11 8,1 26 | 09
7 mannlich | 41,5 2,2 1,1 | 256 | 1,7 11 7,6 16 | 0,7
8 mannlich | 32,5 3,2 11 13 1,6 11 8,2 24 | 09
9 weiblich 46 2,4 0,7 20 2 09 | 104 | 19 1
10 | mannlich | 43,6 1,9 1,2 22 1,4 0,9 8,5 21 | 14
Mittelwert 37,6 2,6 13 | 189 | 17 1,0 8,0 21 | 10
aif,fl‘gg";‘]ﬁ]‘g 61 | 05 | 05 | 37 | 02 | 01 | 20 | 03 | 02

Das Pankreas weist beim Straul} einen Hauptausfuhrungsgang auf, der in die

Papilla duodenalis des Dinndarms miindet.

Abb. 5 Pankreas Strauf3, 14 Monate. Der Ductus pancreaticus (DP) zieht vom

Pankreas (P) zum Duodenum (DU) und mindet dort in der Papilla duodeni (PA).

SB=2cm
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Die Blutversorgung erfolgt Uber die A. pancreaticoduodenalis, welche einzelne
Aste (Rami pancreatici) an die einzelnen Lappen der Bauchspeicheldriise
entsendet. Der ventse Abfluss erfolgt tber die V. gastropancreaticoduodenalis in
die Pfortader der Leber.

Abb. 6 Pankreas Straul3, 14 Monate, mannlich, Blutversorgung

Die Aste der A. pancreaticoduodenalis (A) versorgen den Pankreasschenkel (P).

DU = Duodenum

SB=3cm
2. Lichtmikroskopische Farbungen
2.1. Ubersichtsfarbungen

2.1.1. Exokrines Pankreas

Das Pankreas des Straufes ist von einer bindegewebigen Kapsel umhllt (Abb. 8).
Das Bindegewebe besitzt eine lockere Struktur und entldsst Septen ins Innere des
Pankreasgewebes (Abb. 10). Sie verlaufen zwischen den einzelnen Driisenazini
und geben diesen je nach Starke der Fasern eine lockere bis straffere Anordnung.
Bei allen Ubersichtsfarbungen stellt sich die Bauchspeicheldriise als
tubuloalveoldare Drise mit deutlicher Ldppchenstruktur dar. Die Azini sind
unterschiedlich gro und unregelméaRig angeordnet. Somit zeigen sich bei den
verschiedenen Anschnitten unterschiedliche Ebenen der Gewebsstrukturen. Die
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durch Bindegewebe verbundenen Lé&ppchen enthalten sowohl Azini als auch
Schaltstucke (Ductus intercalatus) mit ihren organtypischen Zentroazinaren Zellen
(ZAZ). Die Azinuszellen des exokrinen Pankreasgewebes erscheinen in einer
hochprismatischen bis pyramidendhnlichen Form und umgeben ein enges
zentrales Lumen. Sie besitzen eine zarte Basallamina. Die chromatinreichen
Zellkerne der Azini liegen basal und weisen einen oder mehrere deutlich sichtbare
Nucleoli auf. Die Region um die Zellkerne erscheint homogen und weist bei der
HE-Farbung nach Mayer eine deutlich basophile Farbung auf. Die apikale Zone
ist inhomogen und in der HE-Farbung teils sehr stark azidophil gefarbt (Abb.10).
In dieser Region befinden sich deutlich erkennbare, kérnig erscheinende
Zymogengranula, die sich deutlich von ihrer Umgebung abheben (Abb. 11/13).
Im Farbeverfahren nach Masson-Goldner zeigen sich die Sekretgranula hochrot
(Abb. 12/14). Diese je nach Verdauungsaktivitat unterschiedlich grof3en Vakuolen
erreichen Durchmesser bis 1 um (Abb. 14).

Die etwas Kleineren Zentroazinéren Zellen stellen sich heller als die Azinuszellen
dar und befinden sich in den Anschnitten zentral im Lumen der Azini, der
Zymogenzone zugewandt (Abb. 11). Sie besitzen keine Granula. Diese Zellen
kennzeichnen sich durch einen gut sichtbaren Zellkern, der ein wenig heller und
groRer im Durchmesser erscheint als die Zellkerne der Azinuszellen. Die Nuclei

weisen einen hellen Hof und einen oder mehrere Nucleoli auf.

Innerhalb der Driisenazini befinden sich kleine Ductus intralobulares (Abb. 15).
Sie besitzen ein plattes bis isoprismatisches einschichtiges Epithel und sind von
einer sehr zarten Bindegewebsschicht umgeben. Ihr Zellkern ist flach bis rund.
Zwischen den Drisenazini verlaufen von Bindegewebe und dinnen glatten
Muskelschichten umgebene Ductus interlobulares (Abb. 16-18). Sie weisen ein
einschichtiges isoprismatisches Epithel mit rundlich erscheinenden hellen
Zellkernen auf. Dieses Epithel wird mit Zunahme des Ganglumens hoher,

isoprismatische Zellen gehen langsam in hochprismatische Zellen tber.

Die Wand der Hauptausfiihrungsgange verfugt Gber drei Schichten: eine stark
geféltelte Schleimhautschicht mit hochprismatischen Zellen, eine innere
longitudinale und eine duRere zirkuldre Muskelschicht, sowie eine bindegewebige
Tunica adventitia (Abb. 19-21). Die hochprismatischen Zellen der groRen
Drisenausfiihrungsgénge haben eine stark ausgepragte apikale Zone, wobei das

ins Lumen der Gange abgeschnirte, in der HE-Farbung azidophil erscheinende
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Drisensekret deutlich sichtbar ist.

Beim Strauf3 gibt es neben dem reguldren exokrinen Pankreasgewebe auch noch
kleinere  exokrine Inseln, die meist in der Nahe wvon grof3en
Driisenausfiihrungsgangen oder sogar intramural in deren Wande liegen (Abb. 25)
und denselben strukturellen Aufbau besitzen wie das ubrige Gewebe. Zusammen
mit den Ausfiihrungsgadngen befinden sich im Bindegewebe zwischen den
Driisenazini auch zahlreiche BlutgefaRe, Nervenfasern und auch vereinzelt
Ganglien. Die grofRen Nervenfaserbiindel sind durch das Perineurium vom
kollagenen Bindegewebe des Epineuriums abgegrenzt (Abb. 26). Die Arterien
(Abb. 23/24) sind durch ein einschichtiges Endothel gekennzeichnet. Des
Weiteren bestehen sie aus mehreren Lagen glatter Muskulatur und sind schlieflich
von einer angrenzenden mehrschichtigen Bindegewebsschicht umgeben. Die
Venen (Abb. 23/24) kennzeichnen sich durch ein einschichtiges Endothel, einer
dunnen Schicht glatter Muskelzellen und einer diinnen bindegewebigen Tunica
externa. Zusatzlich befinden sich zwischen den L&ppchen und auch in den
Bindegewebssepten feine Blutkapillaren. Die in den BlutgefaRen enthaltenen
Erythrozyten sind kernhaltig. Elastische Fasern konnten mit Hilfe der
Resorcinfuchsin — van Gieson-Féarbung lediglich im Endothel der Arterien

nachgewiesen werden.
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Abb. 7 Pankreas Strauf}, exokrines
Pankreasgewebe, Bindegewebskapsel,
HE-Farbung

SB = 100 pm

Die Bindegewebskapsel (BG) umschliel3t
das exokrine Pankreasgewebe (EXO) und
gibt Bindegewebssepten (SPT) ins Innere
des Organs ab, wodurch Driisenazini
entstehen. Innerhalb der
Bindegewebssepten befinden sich kleine
Blutgeféale (GF)

BG

Abb. 8 Pankreas Straul3, exokrines
Pankreasgewebe, Resorcinfuchsin —
van Gieson-Farbung

SB =20 um

Eine zarte Bindegewebsschicht (BG)
entlasst Bindegewebssepten (SPT)
zwischen die Driisenazini (AZ). Das
miteinander kommunizierende
Gewebsgeflecht unterteilt das exokrine
Gewebe (EXO) in viele Driisenazini und
enthélt viele Kapillaren (KP)

Abb. 9 Pankreas Straul3, exokrines
Pankreasgewebe, Organkapsel, Masson-
Goldner-Farbung

SB =25 um

Von der Bindegewebskapsel (BG) ziehen
feine Bindegewebssepten (SPT) ins Innere
des Organs zwischen die einzelnen Azini
(AZ). Auch Gefalie (GF) sind darin
eingebettet.

Abb. 10 Pankreas Straul3, exokrines
Pankreasgewebe, Anordnung der
Drisenazini, HE-Féarbung

SB =20 pm

Zwischen den locker angeordneten
Drisenazini (AZ) liegen kleine GefaRe
(GF). Im Lumen (LU) mancher Azini sind
Zentroazinare Zellen (ZAZ) sichtbar,
teilweise ist auch azidophiles
Drisensekret zu erkennen. ZK = Zellkern
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Abb. 11 Pankreas Straul3, exokrines
Pankreasgewebe mit hoher sekretorischer
Aktivitat, HE-Féarbung

SB =20 um

Die apikale Azidophilie durch die
ausgepragte Produktion von
Zymogengranula (ZY) ist deutlich zu
erkennen. Die basophile Zone enthalt den
Zellkern (ZK). Grolie Zymogenvesikel
(VS) sind ebenfalls enthalten.

ZAZ = Zentroazinare Zelle, LU = Lumen

Abb. 13 Pankreas Strauf}, exokrines
Pankreasgewebe und Schaltstlick,
HE-Férbung

SB =20 pum

Im Bindegewebe, das die Driisenazini
umgibt liegen kleine Kapillaren (KP). Die
Schaltsttckepithelzellen (SSE) stellen den
Beginn des Ausflihrungsgangsystems dar
und gehen in einen Ductus intralobularis
tiber. ZY = Zymogenzone, VS = Vesikel
ZK = Zellkern, ZAZ = Zentroazinére Zelle

Abb. 12 Pankreas Strauf3, exokrines
Pankreasgewebe, Masson-Goldner-
Farbung

SB =20 um

Die Zymogengranula (ZY) liegen im
supranukledren Bereich der Azinuszellen
und werden ins Lumen der Drisenazini
(AZ) abgegeben. Auch Zentroazinére
Zellen (ZAZ) sind dort tw. zu finden.
BG = Bindegewebe

Abb. 14 Pankreas Straul3, exokrines
Pankreasgewebe mit hoher Sekretaktivitat,
Masson-Goldner-Farbung

SB =20 pm

In der Apikalzone der Azinuszellen liegen
reife Zymogenvesikel (VS)
unterschiedlicher GroRe. Die Zellkerne
(ZK) der Azinuszellen liegen in deren
homogenem Basalbereich.

SPT = Bindegewebssepten
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Abb. 15 Pankreas Strauf3, exokrines
Pankreasgewebe und Ductus intralobularis,
Masson-Goldner-Féarbung

SB =20 um

Der Ductus intralobularis mit seinem
einschichtigen, isoprismatischen Epithel
(EP) liegt im exokrinen Pankreasgewebe
eingebettet. Er ist von einer feinen
Bindegewebsschicht (BG) umhiillt.

LU = Lumen des Ductus intralobularis,
ZAZ = Zentroazinare Zelle

ol
Abb. 17 Pankreas Strauf}, Ductus
intralobularis, Masson-Goldner-Féarbung

SB =25 um

Das einschichtige isoprismatische Epithel
(EP) eines groReren Ductus intralobularis
ist von einer mehrschichtigen
Bindegewebsschicht (BG) umgeben. Das
Lumen (LU) des Ausflihrungsganges
enthalt Verdauungssekret. GF = BlutgefaR,
EXO = exokrines Pankreasgewebe

o

Abb. 16 Pankreas Strauf3, Ductus
interlobularis und BlutgefaR,
Resorcinfuchsin-van Gieson-Farbung

SB =25 pm

Das einschichtige, isoprismatische Epithel
(EP) eines Ductus intralobularis ist von
einer diinnen Bindegewebsschicht (BG)
zirkuldr umgeben. Das Bindegewebe zieht
zwischen die Driisenazini des exokrinen
Pankreasgewebes und umschlief3t auch
BlutgefaBe (GF). LU = Lumen des Ductus
intralobularis

interlobularis, HE-Féarbung

SB =20 um

Das einschichtige, hochprismatische
Epithel (EP) eines Ductus interlobularis
ist von einer dunnen Schicht glatter
Muskulatur (MU) und Bindegewebe (BG)
umgeben. Am apikalen Zellpol ist die
Abgabe des Verdauungssekrets (SE) ins
Lumen (LU) erkennbar. ZAZ =
Zentroazinare Zelle
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Abb. 19 Pankreas Strauf3, Ductus
interlobularis, Masson-Goldner-Farbung

SB =25 um

Das hochprismatische, gefalteltes
Epithel (EP) eines grofieren
Drisenausfiihrungsganges besitzt runde
Zellkerne im basalen Bereich der Zelle.
Das Verdauungssekret wird am apikalen
Pol ins Lumen (LU) des Ganges
abgegeben. MU = glatte Muskelzellen,
BG = Bindegewebe

Drisenausfiihrungsgang, HE-Farbung

SB =200 um

Der grof3e Drusenausfiihrungsgang enthalt
ein einschichtiges hochprismatisches
Epithel (EP) und mehrere Schichten glatte
Muskulatur (MU) sowie Bindegewebe
(BG). Innerhalb der Wand des
Ausfiihrungsganges befinden sich
Anschnitte von kryptendhnlichen,
intramuralen Sekretgdngen (IMSG). LU =
Lumen, EXO = exokrines Pankreasgewebe

LU

Abb. 20 Pankreas Straul3, grofler
Drisenausfiihrungsgang, HE-Farbung

SB =25 pm

Das mehrschichtige Epithel (EP) eines
grolReren Drisenausfiihrungsganges
sondert das Verdauungssekret ins Lumen
(LU) ab. Das Epithel ist von mehreren
Schichten glatter Muskulatur (MU) und
Bindegewebe (BG) umgeben. KP =
Kapillare, EXO = exokrines
Pankreasgewebe

Abb. 22 Pankreas Straul3, groRer
Drisenausfiihrungsgang, Resorcinfuchsin
—van Gieson-Féarbung

SB =100 um

Das aktive Epithel eines grof3en
Ausfiihrungsganges enthalt
hochprismatische Epithelzellen (EP) und
wird von mehreren Lagen glatter
Muskulatur und Bindegewebe (BG)
umgeben. Im Lumen (LU) befindet sich
der Bauchspeichel. EXO = exokrines
Pankreasgewebe, IMSG = intramurale,
kryptenahnliche Sekretgange
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Abb. 23 Pankreas Straul?, Gefalie,
Masson-Goldner-Farbung

SB =25 um

Die Arterie (A) ist von mehreren
Schichten glatter Muskulatur (Tunica
media = TM) und Bindegewebe (BG)
umgeben. Sie enthalt ein einschichtiges
Endothel (EZ). Daran angrenzend liegt
eine Vene (V) mit einer diinnen Schicht
glatter Muskulatur und Bindegewebe.
EXO = exokrines Pankreasgewebe

Abb. 25 Pankreas Strauf3, intramurales
exokrines Pankreasgewebe, HE-Farbung

SB =200 um

In der Wand von grof3en Sekretgangen
(SG) kénnen exokrine Pankreasinseln
(EXO) gefunden werden, die denselben
Aufbau wie das Ubrige exokrine
Pankreasgewebe aufweisen. LU = Lumen

Abb. 24 Pankreas Straul, Gefalie,
Resorcinfuchsin — van Gieson-Farbung

SB =100 um

Die Arterie (A) liegt in einem
weitlaufigen lockeren Bindegewebe (BG)
eingebettet. Daran grenzen mehrere
Venen (V) an. EXO = exokrines
Pankreasgewebe

Abb. 26 Pankreas Strau3, peripherer
Nerv, Masson-Goldner-Féarbung

SB =100 um

In der Bindegewebskapsel des Pankreas
liegt ein peripheres Nervenfaserbiindel
(N) im Querschnitt. Es wird von
Perineurium (PE) umgeben und enthalt
zahlreiche Nervenfasern, welche
wiederum von einem Endoneurium
umgeben sind. BG = Bindegewebe,
EXO = exokrines Pankreas, AR =
Artefakt
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Tab. 9 Ergebnisse der Morphologie der Strukturen im exokrinen Pankreasgewebe

des StrauRRes

Bindegewebskapsel | Anordnung des locker
Bindegewebes
Septen dinn
Drisenazini Lappchenbildung durch locker bis straffe
Septen Anordnung
Azinuszellen Zellform hochprismatisch bis
pyramiden&hnlich
Zellkern basale Lage,
chromatinreich
Nucleoli 1-3
basale Zone des Zytoplasmas | basophil
apikale Zone des azidophil
Zytoplasmas
Sekretgranula kleine bis groRe
Vakuolen
Zentroazinare Zytoplasma helles Zytoplasma ohne
Zellen Granula
Lage zentral im Azinuslumen
Zellkern hell-basophil mit hellem
Hof
Nucleoli 1-3
Ductus Epithel einschichtig, platt bis
intralobulares isoprismatisch
Zellkern flach bis rund

Ummantelung

diinne BG-Schicht

Ductus
interlobulares

Epithel einschichtig,
isoprismatisch,
zunehmend
hochprismatisch

Zellkern rund

Ummantelung

BG-Schicht mit diinner
Muskelschicht
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GroRe
Ausfuhrungsgange
und Ductus
pancreaticus

Epithel (bestehend aus drei
Schichten):
e Schleimhautschicht:

e (glatte
Muskelzellschicht

e Bindegewebsschicht

stark gefaltelt mit
hochprismatischen
Zellen

innere longitudinale,
aulRere zirkul&re Schicht

mehrschichtig

Zellkern rund
Zymogenzone mit apikaler
Sekretabsonderung
Intramurales Lage gelegentlich in der Wand
exokrines groRer
Pankreasgewebe Ausfuhrungsgénge
vorhanden
Morphologie wie Ubriges exokrines
Pankreasgewebe
Blutgefalie Arterien einschichtiges Endothel,
Tunica media (glatte
Muskulatur), Tunica
externa (Bindegewebe)
Venen einschichtiges Endothel,
dinne Tunica media,
diinne Tunica externa
Erythrozyten kernhaltig
Periphere Nerven Lage in Bindegewebskapsel
gelegen
Schichtung Epineurium, Perineurium

und Endoneurium

Morphologie der
Nervenzellen

helles Zytoplasma,
dunkler Zellkern
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2.1.2. Endokrines Pankreas

Die Pankreasinseln liegen eigenstandig inmitten des exokrinen Pankreasgewebes,
z.T. auch im interlobuldren Bindegewebe der Azini. Die Langerhans-Inseln
erscheinen im Pankreas als helle Inseln inmitten vom dunkleren sergs-exokrinen
Driisengewebe (Abb. 27).

Die Inselzellen besitzen eine unregelméBige polygonale Erscheinung. Die
Zellkerne dieser Zellen zeichnen sich durch ihre runde bis elliptische Form aus
und besitzen einen unterschiedlichen Gehalt an Heterochromatin. Dadurch zeigen
sich die Nuclei in unterschiedlicher Farbintensitat. Das Zytoplasma ist homogen,
teils blass, teils kraftig gefarbt. Innerhalb der Langerhans-Inseln befinden sich

viele Kapillaren.

Die groBte Anzahl an Langerhans-Inseln ist beim Straufl im Milzschenkel
angelegt. Generell findet man in den Pankreasschenkeln viele kleine runde
Zellansammlungen mit Durchmessern bis 100 um (Abb. 28). Des Weiteren lassen
sich mittelgroRe Inseln (Abb. 29; Durchmesser: 100 — 250 pum), groRe Inseln
(Abb. 30; Durchmesser: 250 — 400 um) und auch riesige Inseln mit Durchmessern
bis 600 um (Abb. 31) beobachten. Letztere zeichnen sich durch ihre gelappte
Form und eine heterogene Erscheinung der Zellkerne und des Zytoplasmas in der
HE- und Masson-Goldner-Farbung aus. Generell kann in der Ubersichtsfarbung
der vorliegenden Studie zwischen Zellen mit hellem Zytoplasma und
chromatinarmem, runden Zellkern sowie Zellen mit dunklem Zytoplasma und
kompaktem, heterochromatinreichen Zellkern unterschieden werden. Dies deutet
auf das Vorhandensein unterschiedlicher Zellen und Inseln hin. Die kleinen hellen
Zellgruppen werden den in der Literatur erwahnten B-Inseln (Nickel et al. 2004)
zugeordnet. Gruppen von dunklen Zellen finden sich vor allem in den groRen
Langerhans-Inseln, welche den A-Inseln zugeordnet werden. Auch eine
Zwischenform (Zellen mit méaRig dunklem Zytoplasma und Zellkerne mit
mittlerem Chromatingehalt) ist erkennbar. Die einzelnen Zelltypen der
Langerhans-Inseln lassen sich jedoch durch die konventionellen histologischen
Farbungen nicht eindeutig voneinander unterscheiden und zuordnen. Die Riesen-
Inseln befinden sich vor allem im Splenalschenkel und machen bis zu 69% vom

gesamten endokrinen Gewebe aus.
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Abb. 27 Pankreas Straul}, kleine
Langerhans-Insel, HE-Féarbung

SB =25 um

Das kleine endokrine Inselgewebe (LH)
enthalt vorrangig Zellen mit hellem
Zytoplasma und runden, hellen
Zellkernen. In der Néhe der Insel
befinden sich kleine Kapillaren (KP) und
Bindegewebe (BG) zwischen den
exokrinen Driisenazini (EXO) und
innerhalb der Insel.

Abb. 29 Pankreas Straul?, mittelgroRe
Langerhans-Insel, HE-Féarbung

SB =25 um

Innerhalb der mittelgroRen Langerhans-
Insel (LH) befinden sich zahlreiche
Kapillaren (KP) im Bindegewebe
eingebettet. Es lassen sich Zellen mit
hellem Zytoplasma und runden,
chromatinarmen Zellkernen (HZ) und
Zellen mit dunklerem Zytoplasma und
flacheren chromatinreichen Zellkernen
(DZ) unterscheiden. EXO = exokrines
Gewebe

Abb. 28 Pankreas Strauf3, kleine
Langerhans-Insel, HE-Féarbung

SB =20 um

Die kleine Langerhans-Insel (LH) enthalt
endokrine Zellen mit chromatinarmen
Zellkernen (ZK) und hellem Zytoplasma.
Innerhalb der Inseln befindet sich eine
Kapillare (KP) mit Erythrozyten. EXO =
exokrines Pankreasgewebe

Abb. 30 Pankreas Strauf3, groRRe
Langerhans-Insel, HE-Féarbung

SB =25 um

Innerhalb der groRen Langerhans-Insel
(LH) befinden sich drei verschiedene
Zellarten: Zellen mit hellem Zytoplasma
und runden, chromatinarmen Zellkernen
(HZ), Zellen mit dunklem Zytoplasma
und flacheren chromatinreichen
Zellkernen (DZ) und Zellen mit leicht
dunklem Zytoplasma mittlerem
Chromatingehalt (MZ). KP = Kapillare,
EXO = exokrines Gewebe
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Abb. 31 Pankreas Straul3, Riesen-
Langerhans-Insel, HE-Farbung

SB = 100 pm

Innerhalb der Riesen-Langerhans-Insel
(LH) befinden sich Areale mit hellen,
mittelhellen und dunklen Zellen.
Zwischen den endokrinen Zellen liegen
zahlreiche Kapillaren (KP) mit
Erythrozyten. EXO = exokrines
Pankreas-gewebe

Abb. 33 Pankreas Strauf3, Langerhans-
Insel, Resorcinfuchsin — van Gieson-
Farbung

SB =25 um

Endokrines Pankreasgewebe (ENDO) mit
Bindegewebssepten (BG) und Kleinen
Kapillaren (KP) zwischen den
endokrinen Zellen. EXO = exokrines
Pankreasgewebe

Abb. 32 Pankreas Strauf3, endokrines
Pankreasgewebe, HE-Farbung

SB =20 um

Innerhalb des endokrinen
Pankreasgewebes sind hier vor allem
zwei verschiedene Zellarten zu
unterscheiden: Zellen mit hellem
Zytoplasma und runden, chromatinarmen
Zellkernen (HZ), Zellen mit dunklem
Zytoplasma und flacheren
chromatinreichen Zellkernen (DZ).

KP = Kapillare

o RSP
Abb. 34 Pankreas Strauf3, kleine

Langerhans-Insel, Masson-Goldner-
Farbung

SB =20 pum

Die kleine Langerhans-Insel (LH) wird
von Bindegewebe (BG) umgeben,
welches sich auch zwischen den
Drlsenazini (AZ) des exokrinen
Pankreasgewebes (EXO) verlduft. Die
Zellen des endokrinen Gewebes besitzen
ein helles Zytoplasma und einen runden,
chromatinarmen Zellkern (ZK).

ZAZ = Zentroazindre Zelle
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Abb. 35 Pankreas Strauf?, Langerhans-
Insel mit unterschiedlichen Zelltypen,
Masson-Goldner-Farbung

SB =25 pm

Die endokrinen Inselzellen (ENDO)
bilden Zellanh&ufungen. Dabei kénnen
helle (HZ) und dunkle (DZ) Zellgruppen
unterschieden werden. Dazwischen
verlauft Bindegewebe (BG), darin sind
viele Kapillaren (KP) eingebettet.

PN
Abb. 37 Pankreas Strauf3, groRRe

Langerhans-Insel, Masson-Goldner-
Féarbung

SB =25 pm

Die groRe Langerhans-Insel (LH) enthalt
helle (HZ) und dunkle (DZ) Areale und
Bereiche mit Zellen mittleren
Chromatingehalts (MZ). Dazwischen
befinden sich lockeres Bindegewebe und
Blutgefale. AZ = Azinus,

EXO = exokrines Pankreasgewebe

J ot / \ 2 'n‘. )
Abb. 36 Pankreas Straul3, mittelgroRRe
Langerhans-Insel, Masson-Goldner-
Farbung

SB =25 pm

Die Zellen der Langerhans-Insel (LH)
zeige eine differenzierte Anfarbung des
Zytoplasmas. Auch hier lassen sich helle
(HZ) von dunklen (DZ)
Zellgruppierungen unterscheiden. BG =
Bindegewebe, KP = Kapillare, EXO =
exokrines Gewebe

. ¢
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Abb. 38 Pankreas-Strauf}, Riesen-
Langerhans-Insel, Masson-Goldner-
Féarbung

v
27

SB =100 um

Die Riesen-Langerhans-Insel (LH)
enthélt in den Randbezirken vor allem
dunkle endokrine Areale (DZ), im
Zentrum konnen hauptsachlich helle
Zellen (HZ) gefunden werden. EXO =
exokrines Pankreasgewebe
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Tab.

10 Morphologie der

Pankreasinseln und Typisierung der

darin

vorkommenden Zellen in den Ubersichtsfarbungen

Kleine Langerhans- GroRe bis 100 um
Inseln Morphologie runde Formation
VVorkommen in allen Schenkeln
o Hauptzellen: Zytoplasma homogen, hell; hoher Anteil
helle Zellen Zellkern rund, chromatinarm
Nucleoli 1-2
MittelgrofRe GroRe 100 — 250 pum
Langerhans-Inseln Morphologie helle und dunkle endokrine Zellen
VVorkommen in allen Schenkeln
Grof3e Langerhans- GroRe 250 — 400 pm
Inseln Morphologie helle und dunkle endokrine Zellen
VVorkommen in allen Schenkeln
Riesen-Langerhans- GroRe bis 600 um
Inseln Morphologie gelappte, polygonale Formation
VVorkommen besonders im Splenalschenkel
e Helle Zellen: Zytoplasma homogen, hell
Zellkern rund, chromatinarm
Nucleoli 1-2
e Dunkle Zellen | Zytoplasma homogen, dunkel
Zellkern flach-elliptisch, chromatinreich
Nucleoli 1-2
Sonstiges Kapillaren Lage: innerhalb der
Pankreasinseln
Haufigkeit Dorsalschenkel +
Langerhans-Inseln Ventralschenkel |+
Splenalschenkel | +++

+ = geringer Anteil an Langerhans-Inseln, +++ = sehr viele Langerhans-Inseln
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2.2. Substrathistochemische Farbungen

2.2.1. Exokrines Pankreas

2.2.1.1. PAS-Reaktion nach McManus

Das exokrine Pankreasgewebe ist hinsichtlich der PAS-Reaktion als negativ zu
betrachten. Die Azinuszellen zeigt keine Anteile von Polysacchariden, Muko-
oder Glykoproteinen. Lediglich im interstitiellen Bindegewebe zeigen die
retikuldren Fasern eine leichte Reaktion. Im Epithel der Sekretgdnge hingegen
kann eine PAS-positive Reaktion im supranukleédren Bereich und an der apikalen
Zellmembran beobachtet werden. Neben den hochprismatischen Epithelzellen
befinden sich zusatzlich noch vereinzelt Becherzellen in der Wand der grof3en

Ausfihrungsgange (Abb. 39). Die kollagenen Fasern in der Wand der Gefalie

zeigen ebenfalls eine sehr leichte Reaktion mit PAS.

7

Abb. 39 Pankreas Straul?, Ausfuihrungs- Abb. 40 Pankreas-Strauf3, exokrines

gang, PAS-Reaktion nach McManus Pankreasgewebe , PAS-Reaktion nach
McManus

SB =25 um SB =100 um

Im Bereich der apikalen Zellmembran Das exokrine Pankreasgewebe (EXO)

(AZM) und im Lumen (LU) des verhdlt sich bei der PAS-Reaktion

Ausfiihrungsganges befindet sich negativ. GF = Gefal}

Zymogensekret (SE). Das Epithel (EP)
selbst reagiert nur im apikalen Bereich
leicht PAS-positiv. Die Becherzelle (BZ)
farbt sich durch die PAS-Reaktion
deutlich an.
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2.2.1.2. PAS-Reaktion nach Amylaseverdau
Nach Vorinkubation mit a-Amylase zeigt sich im exokrinen Pankreasgewebe
keine positive Reaktion bei der PAS-Farbung.

B =3 . JaViiiiin ¥ ] h wgEay LSS S )
Abb. 41 Pankreas Straul3, exokrines Abb. 42 Pankreas-Straul}, Sekretgang,
Pankreasgewebe, PAS-Reaktion nach PAS-Reaktion nach Amylaseverdau
Amylaseverdau

SB =25 um SB =25 pm

Das exokrine Pankreasgewebe (EXO) Weder das Epithel der Sekretgénge (SG),
zeigt bei der PAS-Reaktion nach noch die kollagenen Fasern der Gefali-
Amylaseverdau keine Veranderungen. wénde (GF) reagieren bei der PAS-

Reaktion nach Amylaseverdau.

2.2.1.3. Alcianblaufarbung

2.2.1.3.1. Alcianblaufarbung 8GX pH 2,5

Beim Nachweis von sauren Muzinen und Glykosaminglykanen mittels der
Alcianblaufarbung bei einem pH-Wert von 2,5 konnte im exokrinen
Pankreasgewebe eine starke Farbung der apikalen Zellmembran der groRen
Drisenausfiihrungsgénge beobachtet werden (Abb. 43/44). Die Kerne der
hochprismatischen Epithelzellen erscheinen durch die Gegenfarbung mit
Kernechtrot leuchtend rot. Im supranukledren Bereich der Epithelzellen der
Sekretgange ist eine leichte, inhomogene Blaufarbung zu sehen. Der dem Lumen
zugewandte apikale Saum erscheint dagegen leuchtend blau. In diesem Bereich ist
die Absonderung des Verdauungssekrets deutlich sichtbar. Zwischen den
Epithelzellen kénnen vereinzelt Becherzellen gefunden werden (Abb. 44). Das
Bindegewebe zwischen Azini reagiert schwach positiv (Abb. 45). Im Gegensatz
dazu erscheint das Bindegewebe in den dickeren BlutgefaRen, besonders die
Endothelzellen der Tunica intima und externa intensiver gefarbt (Abb. 46). Die

Azinuszellen verhalten sich negativ, lediglich ihr Zellkern ist rot gefarbt.
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Abb. 43 Pankreas Straul3, Epithel Sekret-
gang, Alcianblaufarbung 8GX pH 2,5

SB =20 um

Die hochprismatischen Epithelzellen des
Drisenausfiihrungsganges besitzen einen
rot gefarbten Zellkern (ZK) und einen
blaulich-inhomogenen supranukledren
Bereich (SNB). An der apikalen
Zellmembran (AZM) sind sie leuchtend
blau gefarbt, auch das abgesonderte
Sekret (SE) erscheint leuchtend blau im
Lumen (LU). BG = Bindegewebe

BG

@

=L 5
&I SPT

Abb. 45 Pankreas Strauf?,
Bindegewebskapsel und Septen im
exokrinen Pankreasgewebe, Alcianblau
8GX pH 2,5

SB =25 um

Die leicht positiv reagierenden
Bindegewebssepten (SPT) ziehen von der
Bindegewebskapsel (BG) zwischen die
Drisenazini (AZ). Die Zellkerne (ZK) der
Azinuszellen farben sich rot an.

Abb. 44 Pankreas Straul3, Sekretgang,
Becherzelle, Alcianblaufarbung 8GX pH
2,5

SB =20 um

Zwischen den hochprismatischen
Epithelzellen des groRen Driisenaus-
flhrungsganges befindet sich eine
Becherzelle (BZ). Der supranukleare
Bereich, die apikale Zellmembran (AZM)
und das ins Lumen (LU) abgesonderte
Drisensekret (SE) zeigen ebenfalls eine
starke Blaufarbung. BG = Bindegewebe,
IMSG = intramuraler Sekretgang

MU

1 E

Abb. 46 Pankreas Strauf3, Arterie,
Alcianblau 8GX pH 2,5

SB =25 um

Die Zellen des Endothels (E) und der
Tunica externa (TE) reagieren etwas
stérker leuchtend blau. MU = glatte
Muskelzellen
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2.2.1.3.2. Alcianblaufarbung 8GX pH 1,0
Bei der Alcianblaufarbung mit einem pH-Wert von 1,0 werden stark sulfatierte
Hierbei

Zellmembran der hochprismatischen Epithelzellen der Sekretgédnge und das Sekret

Muzine und Glykoproteine nachgewiesen. reagieren die apikale
selbst stark positiv (Abb. 47/48). Der supranukledre Bereich der Azinuszellen
reagiert nur ganz schwach positiv. Die Zellkerne aller Zellen farben sich wie bei
der Alcianblaufarbung 2,5 leuchtend rot an. Das Bindegewebe verhdlt sich

negativ.
- ",?S‘ e
v , BG
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Abb. 47 Pankreas Strauf3,
Drisenausfiihrungsgang,
Alcianblaufarbung 8GX pH 1,0

SB =20 um

Die Glykokalyx der apikalen
Zellmembran (AZM) der
hochprismatischen Epithelzellen der
Sekretgange (SG) farbt sich leuchtend
blau, ebenso das Sekret (SE). Der
supranukleére Bereich (SNB) ist nur sehr
leicht inhomogen blau gefarbt.

BG = Bindegewebe

AZM —>

o)
LU f’
\

BG ZK

Abb. 48 Pankreas Strauf3,
Drisenausfiihrungsgang,
Alcianblaufarbung 8GX pH 1,0

SB =20 um

Die Glykokalyx der apikalen
Zellmembran (AZM) zeigt eine deutliche
leuchtend blaue Farbung. Die Zellkerne
(ZK) der hochprismatischen Epithelzellen
des groRen Ausflihrungsganges sind rot
gefarbt.

LU = Lumen, BG = Bindegewebe
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Abb. 49 Pankreas Strauf3, exokrines Abb. 50 Pankreas Strauf}, exokrines

Gewebe, Alcianblau 8GX pH 1,0 Gewebe Kapselbereich, Alcianblau 8GX
pH 1,0

SB =100 um SB =20 pum

Die Bindegewebssepten (SPT) zwischen Die von der bindegewebigen Kapsel (BG)

den Driisenazini des exokrinen (EXO) entsendeten Bindegewebssepten (SPT)

Pankreasgewebes reagieren nur sehr reagieren leicht positiv. AZ = Azinus

schwach positiv.

2.2.2. Endokrines Pankreas

2.2.2.1. PAS-Reaktion nach McManus
Die endokrinen Zellen der Pankreasinseln zeigen keine Reaktion bei der PAS-

Farbung. Lediglich die Fasern der bindegewebigen Septen innerhalb der Inseln

weisen eine leicht positive Reaktion auf.

P~ ':f‘;f'm

Abb. 52 Pankreas Strauf, Langerhans-

i & ~

B, Lngrhas

~

51 Pankreas Strau

Abb

Insel, PAS-Reaktion nach McManus Insel, PAS-Reaktion nach McManus

SB =100 um SB =25 um

Die von exokrinem Pankreasgewebe Die endokrinen Zellen der Langerhans-
(EXO) umgebene Langerhans-Insel (LH) Insel (LH) reagieren nicht mit PAS.

zeigt keine Reaktion mit PAS. Lediglich die Bindegewebsfasern innerhalb
SG = Sekretgang der Insel zeigen eine leicht positive

Reaktion. EXO = exokrines Gewebe
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2.2.2.2. PAS-Reaktion nach Amylaseverdau
Bei der PAS-Reaktion nach Amylaseverdau zeigt das endokrine Pankreasgewebe

wie auch schon bei der PAS-Reaktion ohne Amylaseverdau eine negative

Reaktion.

oY NS bras
A AR S R N e = D .
Abb. 53 Pankreas Strauf3, Langerhans- Abb. 54 Pankreas Strauf3, Langerhans-
Insel, PAS-Reaktion nach Amylaseverdau Insel, PAS-Reaktion nach Amylaseverdau
SB =100 um SB =25 um
Die von exokrinem Pankreasgewebe Die im exokrinen Pankreasgewebe
umgebene Langerhans-Insel (LH) zeigt eingebettete Langerhans-Insel (LH)
keine Reaktion mit PAS/Amylase. reagiert nicht mit PAS/Amylase.

2.2.2.3. Alcianblaufarbung

2.2.2.3.1. Alcianblaufarbung 8GX pH 2,5

Im endokrinen Pankreasgewebe konnten saure Glykosaminglykane mittels
Alcianblau 8GX 2,5 nur im Bindegewebe zwischen den endokrinen Zellen und im
Endothel der Kapillaren nachgewiesen werden (Abb. 56). Diese Reaktion ist
allerdings nur sehr schwach, fuhrt aber dennoch dazu, dass sich die endokrinen
Inseln vom exokrinen Pankreasgewebe farblich etwas abheben (Abb. 55). Die
Langerhans-Zellen selbst zeigen keine Farbreaktion. Lediglich die Zellkerne

farben sich rot an.
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Abb. 55 Pankreas Straufl?, Langerhans- Abb. 56 Pankreas Straul3, endokrines
Insel, Alcianblaufarbung 8GX pH 2,5 Gewebe, Alcianblaufarbung 8GX pH 2,5
SB =100 um SB =25 um

Innerhalb der Langerhans-Insel (LH) sind  Die im endokrinen Pankreasgewebe (LH)
kleine, leicht blau geféarbte verlaufenden Bindegewebsfasern (BG)
Bindegewebssepten (BG) zu finden. Das  reagieren schwach positiv. Auch das
Endothel der Kapillaren (KP) reagiert Endothel der Kapillaren (KP) férbt sich
ebenfalls schwach positiv. mit Alcianblau 8GX 2,5 leicht an.

EXO = exokrines Gewebe

2.2.2.3.2. Alcianblaufarbung 8GX pH 1,0
Die Langerhans-Inseln zeigen keine Reaktion mit Alcianblau 8GX 1,0. Lediglich
das Bindegewebe zwischen den endokrinen Zellen und die Kapillaren reagiert

sehr schwach positiv.

2.3. Ermittlung des mittleren Durchmessers der Langerhans-Inseln und
deren Verteilung innerhalb der Schenkel
Wie bereits erwahnt bemessen sich kleine Inseln auf ca. 80 — 100 um, mittelgrofe
auf 100 — 250 um und grofe Inseln auf 250 — 400 um. Die groBten Riesen-Inseln
messen bis 600 pm. Bei der Ermittlung der durchschnittlichen Grofe der
Pankreasinseln und der semiquantitativen Einteilung in vier Gruppen konnte
festgestellt werden, dass die meisten und grofiten Inseln im Splenalschenkel zu
finden sind. Innerhalb dieser Milzschenkel kénnen 36,68% (+20,86) der Riesen-
Zellgruppe zugeordnet werden, 22,98% (+4,74) der groRBen Inselzellgruppe,
21,85% (+10,01) den mittelgroBen und 18,49% (+10,56) den Kleinen Inseln. Bei
den Dorsal- und Ventralschenkeln ist der Anteil der kleinen, mittelgroRen und
grofRen Inseln in etwa gleichverteilt bei je ca. 30%, nur der Anteil der Riesen-

Inseln ist geringer (ca. 10%).
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3. Glykohistochemische Untersuchungen
3.1. Lektinbindungsstellennachweis fir Glukose/Mannose bindende
Lektine

3.1.1. Bindungsstellen fiir Canavalia ensiformis Agglutinin (ConA)

Das Pankreasgewebe zeigt insgesamt eine starke Bindung des Lektins ConA. Das
Zytoplasma der Azinuszellen besitzt eine deutliche inhomogene Fluoreszenz.
Diese leicht granulare Inhomogenitat im supranukleédren Bereich basiert auf der
fehlenden Fluoreszenz der Zymogengranula. Die Zellkerne heben sich ebenfalls
aufgrund ihrer fehlenden Bindungsbereitschaft fir ConA deutlich vom
Zytoplasma ab. Das endokrine Pankreasgewebe des Straufies besitzt dagegen nur
eine sehr leichte Fluoreszenzfarbung, sodass eine Abgrenzung zu den exokrinen
Driisenazini gut moglich ist (Abb. 58). Die Sekretgdnge weisen keine
Bindungsstellen fur ConA auf. Das Bindegewebe der Kapsel verhélt sich negativ,
ebenso die ins Organ ziehenden Bindegewebssepten (Abb. 57). Die
Basalmembranen zeigen keine Reaktion mit dem FITC-markierten Lektin ConA.
Gefalie weisen ebenso keine Bindungsstellen fur das Lektin ConA auf (Abb. 58).

Abb. 57 Pankreas StrauB3, exokrines Gewebe mit BG-Kapsel, Bindung von ConA-FITC
SB =25 um
Die Bindegewebskapsel (BG) zeigt keine Bindungsfahigkeit von ConA. Ebenso wenig

die Sekretgénge (SG). Das Zytoplasma der exokrine Zellen (EXO) erscheint hingegen
homogen fluoreszierend.
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Abb. 58 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe mit Langerhans-Insel, Bindung von
ConA-FITC

SB =25 um

Die endokrine Langerhans-Insel (LH) hebt sich aufgrund ihrer sehr geringen Fluoreszenz
deutlich vom umgebenden exokrinen Pankreasgewebe (EXO) ab. Weder die Gefale (A,
V) noch die Sekretgange (SG) zeigen eine Reaktion mit ConA.

ZK = Zellkern

Abb. 59 Pankreas StrauB3, Ductus interlobularis, Bindung von ConA-FITC
SB =25 um
Das Epithel (EP) der Ausfiihrungsgange zeigt keine Fluoreszenz. Das exokrine Gewebe

(EXO) hingegen weist eine starke Bindungsfahigkeit zu ConA auf.
SE = Sekret, BG = Bindegewebe, LU = Lumen eines Sekretganges
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3.1.2. Bindungsstellen fur Lens culinaris Agglutinin (LCA)

Das Pankreasgewebe des StraulRes zeigt ein starkes Bindungsvermdégen fur FITC-
markiertes LCA. Das Zytoplasma des exokrinen Driisengewebes fluoresziert
inhomogen. Diese Inhomogenitét ist jedoch nur bei stirkerer mikroskopischer
VergrolRerung  sichtbar. Durch die fehlende Bindungsfahigkeit der
Zymogengranula in der Apikalzone erscheint diese etwas weniger stark
fluoreszierend als der Basalbereich der Azinuszellen (Abb. 62). Die basal
liegenden dunklen Zellkerne heben sich durch ihre fehlende Fluoreszenz vom
Zytoplasma ab. Die endokrinen Langerhans-Inseln zeigen eine stark positive
Reaktion. Sie enthalten viele intensiv fluoreszierende Granula, die im Zytoplasma
der endokrinen Zellen liegen (Abb. 60). Die Kapillaren zwischen den exokrinen
Driisenazini und innerhalb der Langerhans-Inseln sind aufgrund der Fluoreszenz
ihrer Endothelien gut zu erkennen. Die Basalmembranen der glatten Muskelzellen
der Arterien, Venen und der groReren Sekretgédnge zeigen ebenfalls eine leichte
Fluoreszenz (Abb. 61).

Abb. 60 Pankreas Strauf, Langerhans-Insel, Bindung von LCA-FITC
SB =25 um
Die Granula (GRA) innerhalb der endokrinen Zellen der Langerhans-Inseln (LH) weisen

eine starke Fluoreszenz auf. Das exokrine Pankreasgewebe (EXO) erscheint relativ
homogen positiv. KP = Kapillare, BG = Bindegewebe
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Abb. 61 Pankreas Strau3, Gefale und Sekretgange, Bindung von LCA-FITC
SB =25 um

Die Basalmembran der glatten Muskelzellen der Arterien (Aa), Venen (Vv) und
Sekretgénge (SG) reagieren stark positiv. exo = exokrines Pankreasgewebe

Abb. 62 Pankreas StrauB3, Langerhans-Insel, Bindung von LCA-FITC
SB =50 pm

Innerhalb der endokrinen Zellen der Langerhans-Inseln (LH) sind kleine Granula (GRA)
sichtbar, die eine starke Fluoreszenz aufweisen.
ZK = Zellkern, EXO = exokrines Gewebe
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3.1.3. Bindungsstellen flir Pisum sativum Agglutinin (PSA)
PSA-Bindungsstellen sind in vielen Bereichen des Pankreasgewebes zu finden.
Das Zytoplasma der Azinuszellen zeigt eine homogene Fluoreszenz. Die
Basalmembran dieser Zellen reagiert stark positiv (Abb. 63). In der apikalen Zone
der Azinuszellen und im Lumen der Azini sind kleine, fluoreszierende
Zymogengranula erkennbar (Abb. 64/65). Die Langerhans-Inseln zeigen eine
starke Bindung von PSA-FITC. Hier sind, wie beim Lektin LCA, intensiv
leuchtende Granula im paranukleédren Bereich des Zytoplasmas zu finden (Abb.
63). Das Zytoplasma der endokrinen Inselzellen weist ebenfalls eine starke
Bindungsfahigkeit zu PSA auf. Sekretgénge sind schwach positiv, die Sekretzone
am Epithel der Ausfiihrungsgange ist als deutlich fluoreszierender Saum sichtbar
(Abb. 64/65).

Abb. 63 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe und Langerhans-Insel, Bindung von PSA-
FITC

SB =25 um

Das exokrine Pankreasgewebe (EXO) erscheint schwach und homogen fluoreszierend.
Die Basalmembranen (BM) der Azinuszellen zeigt eine hohe Bindungsfahigkeit zu PSA.
In den Lumina der Azini ist das feine Zymogensekret (ZY) erkennbar. Die Langerhans-
Inseln (LH) reagieren stark positiv, v.a. die endokrinen Granula.
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Abb. 64 Pankreas StrauB3, exokrines Gewebe und Sekretgang, Bindung von PSA-FITC
SB =25 um
Im apikalen Saum der Epithelzellen (EP) eines Driisenausfiihrungsganges ist das stark

fluoreszierende Sekret (SE) sichtbar, ebenso im Lumen (LU) dessen. In den Lumina der
Azini ist das Zymogensekret (ZY) ebenfalls sichtbar. EXO = exokrines Gewebe

Abb. 65 Pankreas StrauB3, exokrines Gewebe und Sekretgang, Bindung von PSA-FITC
SB =25 pum
Im apikalen Saum der Epithelzellen der grofien Ausfilhrungsgénge zeichnet sich das

fluoreszierende Zymogensekret (SE) ab, welches ins Sekretlumen (LU) abgegeben wird.
BM = Basalmembran, ZY = Zymogengranula
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3.2 Lektinbindungsstellennachweis fir Galaktose bindende Lektine

3.2.1. Bindungsstellen flir Arachis hypogaea Agglutinin (PNA)
Das exokrine und endokrine Pankreasgewebe des Straufles zeigte keine im

Fluoreszenzmikroskop sichtbaren Bindungsstellen fir PNA.

3.2.2. Bindungsstellen fir Ricinus communis Agglutinin (RCA)

Das exokrine Pankreasgewebe zeigt eine starke Reaktion nach der Inkubation mit
dem FITC-markierten Lektin RCA. Die Zellmembranen der exokrinen
Azinuszellen sind meist deutlich zu erkennen. Die Basalmembranen dieser Zellen
reagieren ebenfalls positiv (Abb. 68). Das Zytoplasma des exokrinen
Pankreasgewebes erscheint inhomogen fluoreszierend, wobei die apikale Zone
und das Azinuslumen eine starke Intensitat aufweisen (Abb. 66). Auffallend ist
zudem die ausgeprégte Bindungsfahigkeit von RCA mit dem Bindegewebe (Abb.
68). Die glatten Muskelzellen der Gefélle sind mé&Rig gefarbt. Das endokrine

Gewebe hingegen ist reaktionslos beziiglich RCA.

Abb. 66 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe und Langerhans-Insel, Bindung von RCA
-FITC

SB =25 pum

Die luminalen Bereiche der Azinuszellen zeigen eine besonderes Bindungsbereitschaft
fur RCA. Hierbei erscheint die apikale Zone und der luminale Bereich der Driisenazini
stark fluoreszierend. Die Langerhans-Inseln (LH) hingegen zeigen keine Reaktion mit
dem Lektin RCA. EXO = exokrines Gewebe
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Abb. 67 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe und Gefale, Bindung von RCA-FITC
SB =25 um
Die Bindegewebsschichten (BG) der Arterie (A) und Vene (V) zeigen eine starke

Bindung von RCA. Das exokrine Pankreasgewebe (EXO) zeichnet sich durch eine
starke Fluoreszenz von Material in den Lumina der Azini aus.

Abb. 68 Pankreas StrauB3, exokrines Gewebe, Bindegewebe, Bindung von RCA-FITC
SB =25 pum

Das Bindegewebe (BG) um die Sekretgdngen und kleinen Gefalie hebt sich deutlich vom
exokrinen Pankreasgewebe (EXO) ab. Die Basalmembranen (BM) der Azini treten
hervor. Auch die luminalen Bereiche der Azini zeigen eine starke Fluoreszenz.
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Abb. 69 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe und BG-Kapsel, Bindung von RCA-FITC
SB =25 um

Die Bindegewebskapsel (BG) um das Organ zeigt eine starke Bindung von RCA. Die
Azini (AZ) sind von einer fluoreszierenden Basalmembran (BM) umgeben, die
zusammen mit den feinen Bindegewebssepten die Driisenazini gut abgrenzen. EXO =
exokrines Pankreasgewebe

3.3. Lektinbindungsstellennachweis  fir  N-Acetyl-D-Galaktosamin
bindende Lektine

3.3.1. Bindungsstellen fir Dolichos biflorus Agglutinin (DBA)
Bei der Inkubation der Gewebeschnitte mit DBA konnten keine Bindungsstellen

mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgefunden werden.

3.3.2. Bindungsstellen flur Griffonia simplicifolia 1 Agglutinin (GSL-1)

Bei der Inkubation der Pankreasproben mit GSL-1-FITC zeigt sich insgesamt eine
maRige fluoreszierende Reaktion. Die Zellmembranen im Bindegewebe sind gut
erkennbar, das Bindegewebe selbst reagiert nur sehr leicht positiv, sodass die
Grenze zum exokrinen Pankreasgewebe gut sichtbar ist. Das exokrine

Pankreasgewebe selbst weist eine leichte homogene Fluoreszenz auf.
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Abb. 70 Pankreas Straul3, Bindegewebskapsel, Bindung von GSL-1-FITC
SB =25 um

Die Zellmembranen (ZM) der Bindegewebszellen (BG) heben sich vom homogenen
Zytoplasma ab. EXO = exokrines Pankreasgewebe

3.3.3. Bindungsstellen fur Saphora japonica Agglutinin (SJA)

Im Rahmen der lektinhistochemischen Untersuchungen konnten bei der
Inkubation  mit  SJA-FITC  beim Pankreas des StrauBes Kkeine
Lektinbindungsstellen festgestellt werden.

3.4. Lektinbindungsstellennachweis fir Galaktose und N-Acetyl-D-

Galaktosamin bindende Lektine

3.4.1. Bindungsstellen fir Glycine max Agglutinin (SBA)

Sowohl im exokrinen als auch im endokrinen Pankreasgewebe gibt es
Bindungsstellen fiir SBA. Die exokrinen Driisenzellen besitzen ein homogenes,
schwach positives Zytoplasma. Das Bindegewebe erscheint in schwacher
Fluoreszenz. Das endokrine Inselgewebe hebt sich durch die etwas stérkere
Fluoreszenz leicht vom exokrinen Pankreasgewebe hervor (Abb. 71). Dies basiert

auf einer Bindungsféahigkeit der endokrinen Granula fir SBA.
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Abb. 71 Pankreas StrauB3, exokrines und endokrines Gewebe, Bindung von SBA-FITC
SB =25 um
Das schwach inhomogen fluoreszierende Zytoplasma der Azinuszellen des exokrinen

Gewebes (EXO) weist Bindungsstellen fir SBA auf. Die Langerhans-Inseln (LH) heben
sich durch die Fluoreszenz ihrer Granula (GRA) hervor.

Abb. 72 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe, Bindegewebskapsel, Bindung von SBA-
FITC

SB =25 um

Die Bindegewebskapsel (BG) um das exokrine Pankreasgewebe (EXO) weist eine
leichte homogene Fluoreszenz auf, wobei die Zellmembranen (ZM) eine etwas starkere
Bindungsfahigkeit aufweisen. Das Zytoplasma der Azini (AZ) zeichnet sich durch eine
méRige inhomogene Fluoreszenz aus.
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3.4.2. Bindungsstellen fiir Sambucus nigra Agglutinin (SNA)

Nach Inkubation des Pankreasgewebes mit dem Lektin SNA ldsst sich eine
maRige Bindungsbereitschaft des Gewebes fur das Lektin feststellen. Das
Zytoplasma der Azinuszellen weist eine sehr geringe homogene Fluoreszenz auf.
Die Zellkerne zeigen keine Reaktion. Das Epithel der Sekretgange und das
Bindegewebe weisen Bindungsstellen fur SNA auf. Das endokrine
Pankreasgewebe zeigt eine homogene, sehr schwache Fluoreszenz, wobei sich die
Zellkerne dieser Inselzellen vom Zytoplasma aufgrund der fehlenden Fluoreszenz
abheben. Das Endothel der Geféale ist schwach positiv. Die Erythrozyten
innerhalb dieser GefaRe zeigen allerding eine hohe Bindungsfahigkeit fir SNA
(Abb. 74/75).

T

BG

Abb. 73 Pankreas StrauB3, exokrines Gewebe und Sekretgange, Bindung von SNA-
FITC

SB =50 um

Die Sekretgange (SG) und Bindegewebssepten (BG) weisen Bindungsstellen fiir SNA
auf. EXO = exokrines Gewebe
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Abb. 74 Pankreas Straul3, endokrines Gewebe, Bindung von SNA-FITC
SB =50 um

Die Erythrozyten (ERY) in den kleinen Kapillaren weisen eine hohe Bindungsfahigkeit
von SNA auf. Das endokrine Pankreasgewebe zeigt eine homogene, sehr schwache
Fluoreszenz. Die Zellkerne (ZK) der Inselzellen heben sich durch ihre fehlende Bindung
mit SNA ab.

Abb. 75 Pankreas StrauB, exokrines Gewebe und Gefalle, Bindung von SNA-FITC
SB =50 um

Das Zytoplasma der exokrinen Pankreaszellen besitzt ein méRiges Bindungsvermdgen
flr SNA und weist eine homogene Fluoreszenz auf. Die Reaktion der Zellkerne ist
dagegen negativ. Das Endothel der Gefalie ist schwach positiv. Erythrozyten innerhalb
der GefaRe zeigen eine hohe Bindungsbereitschaft fir SNA. A = Arterie, V = Vene,
KP = Kapillare, AZ = Azinus
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3.5. Lektinbindungsstellennachweis fur N-Acetyl-D-Glukosamin und N-
Acetyl-D-Neuraminsaure bindende Lektine

3.5.1. Bindungsstellen fur Triticum vulgare Agglutinin (WGA)

Die Bindung von WGA-FITC ist sehr stark. Die Fluoreszenz zeigt sich besonders
intensiv im endokrinen Anteil. Die Pankreasinseln treten mit ihren Granula
leuchtend aus dem umgebenden exokrinen Pankreasgewebe hervor (Abb. 76/77).
Die Zellkerne sowohl der exokrinen, als auch der endokrinen Zellen besitzen
keine Fluoreszenz und heben sich damit deutlich vom fluoreszierenden
Zytoplasma ab. Die im gesamten Organ, besonders aber im endokrinen Teil
enthaltenen Gefal3-/Kapillarendothelien weisen eine deutliche Bindung zu WGA
auf. Die Basalmembranen und auch die lateralen Zellmembranen der Azinuszellen
treten ebenfalls deutlich sichtbar in Erscheinung. In den Lumina der Drlsenazini
kdnnen bei hoher mikroskopischer VergroRerung sehr kleine Zymogengranula
beobachtet werden (Abb. 82). Im Epithel der Sekretgange kann das Fluoreszein-
positive Sekret ebenfalls nachgewiesen werden. Das Endo- und Perineurium der
peripheren Nervenstrange zeigt eine starke Bindung mit WGA (Abb. 78).

Abb. 76 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe und Langerhans-Insel, Bindung von
WGA-FITC

SB =25 um

Die Langerhans-Inseln (LH) heben sich aufgrund ihrer starken Bindungsfahigkeit fir
WGA-FITC vom exokrinen Gewebe (EXO) stark ab. Das Endothel der Kapillaren (KP)
zeigt ebenfalls eine sehr deutliche Bindungsbereitschaft zu WGA. Auch das Epithel der
Sekretgange (SG) besitzt eine starke Fluoreszenz. AZ = Azinus
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Abb. 77 Pankreas Straul3, exokrines und endokrines Gewebe, Bindung von WGA-
FITC

SB =25 um

Die Kapillaren (KP) innerhalb der Langerhans-Inseln (LH) reagieren stark positiv mit
WGA. Die endokrinen Zellen sind homogen fluoreszierend, ihr Zellkern bindet kein
WGA. Das Bindegewebe (BG) und die Sekretgange (SG) zeigen eine starke
Fluoreszenz. LU = Lumen, EXO = exokrines Pankreasgewebe

Abb. 78 Pankreas StrauB3, exokrines Gewebe, Gefdlie, Nerven, Bindung von WGA-
FITC

SB =25 um

Das Endothel der Arterien (A) und Venen (V) zeigt ein hohes Bindungsvermégen von
WGA, ebenso das Peri- und Endoneurium der peripheren Nervenstrange (N). Die Azini
(AZ) sind durch die starke Reaktion der Basal- und Zellmembranen deutlich abgrenzbar.
GF = Gefal3, SG = Sekretgang
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Abb. 79 Pankreas Strau3, Langerhans-Insel, Bindung von WGA-FITC
SB =50 um

Innerhalb der Langerhans-Insel (LH) ist das homogen fluoreszierende Zytoplasma der
endokrinen Zellen sichtbar. Die Granula (GRA) und Kapillaren (KP) treten noch starker
fluoreszierend in Erscheinung. Die Zellkerne (ZK) der Inselzellen reagieren nicht mit
WGA. BM = Basalmembran, EXO = exokrines Gewebe

Abb. 80 Pankreas StrauB3, Sekretgang, Bindung von WGA-FITC
SB =50 um
Das Epithel (EP) der Sekretgange (SG) weist ein hohes Bindungsvermdgen fir WGA

auf. Vor allem die apikale Zellmembran mit den Zymogengranula (ZY) zeigt eine starke
Fluoreszenz. LU = Lumen, KP = Kapillare
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Abb. 81 Pankreas StrauB, kleine Langerhans-Insel und Sekretgang, Bindung von
WGA-FITC

SB =50 um

Die Langerhans-Insel (LH) erscheint stark fluoreszierend im Gegensatz zum exokrinen
Pankreasgewebe (EXO). Hier treten vor allem die Kapillaren (KP) und groRere GeféaRe
(GF) durch ihre intensive Bindung von WGA stark hervor. Auch das Epithel des
Sekretganges (SG) zeigt eine hohe Bindungsbereitschaft fir WGA. LU = Lumen

Abb. 82 Pankreas StrauB, exokrines Gewebe, Bindegewebskapsel, Bindung von WGA-
FITC

SB =50 pm

Das Bindegewebe (BG) zeigt eine méRige Fluoreszenz, die Basalmembranen der
Azinuszellen reagieren deutlich positiv. Die Bindegewebssepten (SPT) entspringen der
Bindegewebskapsel und ziehen zwischen die Drisenazini (AZ). Die Kapillaren (KP)
besitzen viele Bindungsstellen fir WGA. LU = Azinuslumen
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3.5.2. Bindungsstellen fir Triticum vulgare Agglutinin succinyliert
(WGAS)

Das succinylierte  Weizenkeimagglutinin  weist wie WGA zahlreiche
Bindungsstellen im Pankreasgewebe auf. Die starkste Intensitit erweist sich in
den Geféllendothelien sowohl in exokrinen, als auch in endokrinen Organteilen
(Abb. 84/85). Die Basalmembranen und lateralen Membranen der Azinuszellen
sind nach Inkubation mit WGAs-FITC deutlich erkennbar. Auch die Ductus intra-
und interlobulares zeigen eine intensive Fluoreszenz, wobei in deren Lumina und
auch in den Azinuslumina das produzierte Sekret ebenfalls fluoresziert (Abb. 83).
Das Bindegewebe innerhalb des Organs reagiert ebenfalls positiv. Das endokrine
Inselgewebe weist eine starke Bindungsféhigkeit fur WGAs-FITC auf (Abb. 84).
Neben den nicht reaktiven Zellkernen findet man im homogenen Zytoplasma der
Inselzellen  stark  fluoreszierende  Granula, die  bereits bei den

UbersichtsvergréRerungen deutlich sichtbar sind.

Abb. 83 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe und Sekretgang, Bindung von WGAs-
FITC

SB =50 um

Das Epithel (EP) des Sekretganges zeigt eine hohe Bindungsbereitschaft fiur WGAs. Im
Lumen des Ausfiihrungsganges befinden sich stark fluoreszierende Zymogengranula
(ZY). Das Bindegewebe (BG) besitzt ebenfalls Bindungsstellen fir WGAs.

AZ = Azinus, EXO = exokrines Gewebe
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Abb. 84 Pankreas Strau3, Langerhans-Insel, Bindung von WGAs-FITC
SB =50 um

Das endokrine Gewebe der Langerhans-Insel (LH) erscheint stark fluoreszierend, die
Granula (GRA) der Inselzellen treten stark positiv hervor. Die Kapillaren (KP) zeigen
eine starke Bindung von WGAs, die Zellkerne (ZK) hingegen bleiben negativ. EXO =
exokrines Gewebe

Abb. 85 Pankreas Strau3, Gefalle, Bindung von WGAs-FITC
SB =50 um

Das Endothel der Vene (V) und Arterie (A) zeigt eine intensive Bindung von WGAs,
ebenso das umgebende Bindegewebe (BG).
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3.6. Lektinbindungsstellennachweis fur L-Fucose bindende Lektine

3.6.1. Bindungsstellen flir Ulex europaeus Agglutinin (UEA-1)

Das Ulex europaeus Agglutinin weist zahlreiche Bindungsstellen und eine
intensive Fluoreszenz im Pankreasgewebe des Strauf3es auf. Die Basalmembranen
zeigen eine starke Reaktion, ebenso das interstitielle Bindegewebe. Das homogen
erscheinende Zytoplasma der Azini l&sst eine Abgrenzung in basale und apikale
Bereiche nicht zu. Die Lumina der Azini enthalten UEA-1 positives Material. Die
Ausfuhrungsgange zeigen ebenfalls eine deutlich positive Reaktion. Die Inseln
erscheinen insgesamt etwas stdrker fluoreszierend als das exokrine
Pankreasgewebe.

Abb. 86 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe und Sekretgang, Bindung von UEA-1-
FITC

SB =25 pm
Die endokrinen Zellen der Langerhans-Insel (LH) links im Bild besitzen starke

Fluoreszenz. Die Wand der Sekretgénge (SG) zeigt ebenso eine starke Bindung von
UEA-1. EXO = exokrines Gewebe, LU = Lumen, EP = Epithel, BM = Basalmembran
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3.7. Lektinbindungsstellennachweis  flir  Oligosaccharid  bindende
Lektine

3.7.1. Bindungsstellen flir Maackia amurensis Leukoagglutinin 1
(MAL-1)

MAL-1 weist im Pankreasgewebe des Straulles wenige Lektinbindungsstellen auf.
Die Basalmembranen sind nicht erkennbar. Der Bereich der Lumina der exokrinen
Driisenazini sticht durch die intensive Fluoreszenz der lateralen und apikalen
Zellmembranen sehr deutlich hervor. Das Zytoplasma der Azinuszellen zeigt
jedoch nur eine minimale Reaktion mit MAL-1. Die endokrinen Pankreasinseln
reagieren negativ (Abb. 88). Bei den Gefélien erscheinen das Endothel und die
Erythrozyten sehr schwach positiv (Abb. 87).

Abb. 87 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe und Arterie, Bindung von MAL-1-FITC
SB =25 pm

Die luminalen und lateralen Zellmembranen im Bereich der Azinuslumina (LU) besitzen
im exokrinen Pankreasgewebe (EXO) eine starke Bindung von MAL-1. Das Zytoplasma
bleibt weitgehend negativ, lediglich am apikalen Pol erscheint es leicht fluoreszierend.

Das Endothel (E) der Arterie (A) besitzt eine minimale Fluoreszenz. BG = Bindegewebe
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Abb. 88 Pankreas Straul3, Langerhans-Insel, Bindung von MAL-1-FITC
SB =25 um

Die Langerhans-Insel (LH) hebt sich durch ihre fehlende Fluoreszenz deutlich vom
umliegenden exokrinen Pankreasgewebe (EXO) ab.
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3.7.2. Bindungsstellen fiir Phaseolus vulgaris E Agglutinin (PHA-E)

Sowohl die Basalmembran als auch die lateralen und apikalen Zellmembranen der
Drusenazini zeigen eine positive Reaktion nach Inkubation mit FITC-markiertem
PHA-E (Abb. 89). Das inhomogen erscheinende Zytoplasma der Azinuszellen
enthalt im apikalen Bereich kleine Sekretgranula. Eine granuldre Fluoreszenz
zeigt sich zudem in den Lumina der Azini und der Ausfiihrungsgénge. Das
Epithel der Ductus intra- und interlobulares erweist sich ebenfalls als positiv. Das
Inselparenchym weist auch Bindungsstellen zu PHA-E auf (Abb. 91). Darin

enthaltene fluoreszierende Granula kennzeichnen dieses endokrine Gewebe.

Abb. 89 Pankreas Straul3, exokrines Gewebe, Bindung von PHA-E-FITC
SB =50 pm
Die Basalmembranen (BM) der Drisenazini (AZ) und das Bindegewebe (BG) zwischen

den Driisenazini zeigen eine deutliche Bindung von PHA-E. Auch die lateralen
Zellmembranen (ZM) der Azinuszellen fluoreszieren leicht.
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Abb. 90 Pankreas StrauB3, exokrines Gewebe und Sekretgang, Bindung von PHA-E-
FITC

SB =50 um
Das Epithel (EP) des Sekretganges erscheint durch den hohen Zymogenanteil stark

fluoreszierend. Im Lumen (LU) dieses Ausfiihrungsganges befindet sich PHA-E-
positives Verdauungssekret (SE). EXO = exokrines Pankreasgewebe

Abb. 91 Pankreas Strauf, Langerhans-Insel, Bindung von PHA-E-FITC
SB =50 um

Die endokrinen Zellen der Langerhans-Inseln (LH) besitzen ein homogen
fluoreszierendes Zytoplasma mit einem geringen Anteil an kleinen fluoreszierenden
Granula (GRA). Die Zellkerne (ZK) reagieren nicht mit PHA-E.

SG = Sekretgang, EXO = exokrines Gewebe, BG = Bindegewebe
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3.7.3. Bindungsstellen fiir Phaseolus vulgaris L Agglutinin (PHA-L)

Im Pankreas des StrauRles gibt es Bindungsstellen fir PHA-L. Das exokrine
Pankreasgewebe erscheint in leichter homogener Fluoreszenz. Das Epithel der
Sekretgange und das umgebende Bindegewebe erscheint etwas stdrker positiv.
Die GefaRe heben sich aufgrund der Bindungsfahigkeit ihrer Endothelien fir
PHA-L hervor, Erythrozyten innerhalb dieser Gefal3e sind deutlich positiv. Die

Basalmembranen reagieren ebenfalls positiv.

Abb. 92 Pankreas StrauR, exokrines Gewebe und Sekretgange, Bindung von PHA-L-
FITC

SB =25 pm

Das homogene Zytoplasma der exokrinen Zellen (EXO) zeigt eine maRige Fluoreszenz.
Die Basalmembranen (BM) reagieren ebenfalls positiv. Das Bindegewebe um die
Sekretgange (SG) zeigt eine hohe Bindungsbereitschaft fiir PHA-L. Die GefaRe (GF)
beinhalten stark positive Erythrozyten. LU = Lumen
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Tab. 11 Ubersicht tiber die Lektinbindungsstellen im Pankreas des Straufes

Pflanzenlektin exo | endo | endokrine | BM | Sekretgdnge | Sekret | BG | Geféale
Granula

ConA ++ |+ - - - - - -

LCA ++ ++ +++ - + - - +

PSA + ++ +++ ++ + +++ - -

PNA - - - - - - - -

RCA +++ | - - ++ - + +++ | +

DBA - - - - - - - -
GSL-1 ++ |- - - - - =+ |-

SJA - - - - = i . i

SBA + ++ + ++ - - + -

SNA + + = i + B n o
WGA + +++ +++ ++ | ++ + ++ | +++
WGAs + +++ +++ ++ | ++ ++ ++ | +++
UEA-1 ++ | +++ - +++ | ++ + ++ | +++
MAL-1 + |- _ i N + N n
PHA-E + + + ++ |+ + ++ |+
PHA-L ++ + + + ++ + ++ -

Grau unterlegte Zeilen enthalten biotinylierte Lektine.

- = negativ, + = schwach positiv, ++ = deutlich positiv, +++ = sehr stark positiv

exo = exokrines Pankreasgewebe, endo = endokrines Pankreasgewebe,
BM = Basalmembran, BG = Bindegewebe
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3.8. Ergebnisse der Zuckerhemmung

Die stark positiv reagierenden FITC-gekoppelten Lektine ConA, LCA, PSA,
RCA, WGA, WGAs, UEA-1, PHA-E und PHA-L wurden nach Vorinkubation mit
den entsprechenden 0.g. Hemmzuckern bzw. mit Essigséaure (PHA-E und PHA-L)
hinsichtlich ihrer Bindungsfahigkeit erneut untersucht. Dabei konnte bei allen
Préparaten gezeigt werden, dass die Bindung des jeweiligen Lektins durch den
entsprechenden Zucker vollstandig oder zumindest deutlich gehemmt wurde. Dies
bedeutet, dass die bereits erwdhnten Lektinbindungen als spezifische Bindungen

angesehen werden kénnen.

Abb. 93 Pankreas Strault, exokrines Pankreasgewebe, Bindung von ConA-FITC mit
anschlieendem Einsatz des Hemmzuckers Methyl-o-Mannopyranoside!

SB =25 pm
Nach Vorinkubation des Préparates mit dem spezifischen Hemmzucker Methyl-a-

Mannopyranoside! konnte eine Lektinbindung des Gewebes zu ConA fast vollstandig
unterbunden werden.
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4, Immunhistochemische Untersuchungen

4.1. Immunhistochemischer Nachweis von
(a-SMA)

a-SMA kann ausschlieflich in den Zellen der glatten Muskulatur nachgewiesen

»smooth muscle actin“

werden. Glatte Muskelzellen finden sich als Tunica media von Arterien und
sich  a-SMA in
Drisenausfiihrungsgéngen nachweisen. Das Epithel der Sekretgange lasst sich

Venen. Weiters ldsst den mittleren und gréleren

durch seine immunnegative Reaktion deutlich von der immunpositiven glatten
Muskulatur abgrenzen. Alle weiteren Strukturen des Pankreas reagieren negativ

auf den immunhistochemischen Nachweis von a-SMA.

\{
)

(G)

Abb. 94 Pankreas Straul3, Arterie und
Venen, Ductus interlobulares,
Immunhistochemischer Nachweis von o-
SMA

SB =25 um

a-SMA kann in der Zellen der glatten
Muskulatur in der Tunica media von
Arterien (A) und Venen (V) gefunden
werden. Auch in der Muskelschicht (MU)
um die groReren Sekretgénge (SG) kann
a-SMA nachgewiesen werden.

EXO = exokrines Pankreasgewebe

Abb. 95 Pankreas Strauf3, Ductus
interlobulares, Immunhistochemischer
Nachweis von a-SMA

SB =25 pm

In der Wand der gréReren
Ausfithrungsgénge (SG) kann a-SMA in
der dunnen Schicht glatter Muskelzellen
nachgewiesen werden. LU = Lumen,
EXO = exokrines Pankreasgewebe
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4.2, Immunhistochemischer Nachweis von Myosin

Eine positive Reaktion beim immunhistochemischen Nachweis von Myosin kann
in Teilen der Langerhans-Inseln nachgewiesen werden. Hier sind allerdings nur
wenige Zellen positiv (Abb. 97). Sie befinden sich teils am Rand der Inseln, teils
durchziehen sie das endokrine Pankreasgewebe auch unregelmaRig. Weiters lasst
sich Myosin in den exokrinen Drusenausfiihrungsgdngen nachweisen. Es
lokalisiert sich im luminalen Bereich des Epithels der Ausfuhrungsgénge (Abb.
96). In den apikalen Zymogenzonen der Azinuszellen ist nur eine sehr schwache

immunpositive Reaktion erkennbar.

Abb. 96 Pankreas Straul?, Sekretgang,
Immunhistochemischer Nachweis von
Myosin

SB =20 um

Im apikalen Zellbereich (AZB) des
Epithels des Sekretganges (SG) lasst sich
Myosin nachweisen. AZ = Azinus, EXO
= exokrines Gewebe, LU = Lumen

Abb. 97 Pankreas Strauf3, Langerhans-
Insel, Immunhistochemischer Nachweis
von Myosin

SB =20 um

In der Langerhans-Insel (LH) inmitten des
exokrinen Pankreas (EXO) reagieren nur
einige Zellen immunpositiv (POS).
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4.3. Immunhistochemischer Nachweis von Cytokeratinen

Eine starke immunpositive Reaktion mit dem Pancytokeratin-Antikorper, der
sowohl an saure als auch an basische Cytokeratine bindet, bleibt auf das Epithel
des Ausfihrungsgangsystems beschrénkt. Es reagiert besonders am luminalen
Saum der Epithelzellen von grofRen Ausfiihrungsgangen (Abb. 98). Der Zellkern
dieser Zellen hebt sich durch seine fehlende Reaktion deutlich vom Zytoplasma
ab. Des Weiteren kann eine positive Reaktion im apikalen Saum der Azinuszellen
nachgewiesen werden. Alle anderen Strukturen des exokrinen Pankreas reagieren
nicht bei diesem immunhistochemischen Nachweis. Im endokrinen
Pankreasgewebe lassen sich zwischen den immunnegativen Zellen auch
immunpositiv reagierende Zellgruppen finden (Abb. 102/103).

Abb. 98 Pankreas Straul’, exokrines Abb. 99 Pankreas Strauf}, exokrines

Gewebe, Immunhistochemischer Gewebe, Immunhistochemischer
Nachweis von Cytokeratinen Nachweis von Cytokeratinen

SB =100 um SB =20 um

Eine immunpositive Reaktion ist im Die Epithelzellen im luminalen Bereich

Epithel der Driisenausfiihrungsgénge (SG) der Drisenazini (AZ), der

und im luminalen Bereich (LU) der Azini  Schaltstlickepithelzellen (ZAZ) und der

zu sehen. EXO = exokrines Gewebe Kleinen Sekretgange (SG) reagieren
immunpositiv.
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Abb. 100 Pankreas Straul3, Sekretgang,
Immunhistochemischer Nachweis von
Cytokeratinen

SB =20 um

Der apikale Zellbereich (AZB) der
hochprismatischen Epithelzellen (EP) des
groRen Ausfuhrungsganges zeigt eine
besonders starke positive Reaktion. BG =
Bindegewebe, LU = Lumen

Abb. 101 Pankreas Straul3, Sekretgang,
Immunhistochemischer Nachweis von
Cytokeratinen

SB =20 um

Die Epithelzellen des Sekretganges (SG)
weisen eine starke immunpositive
Reaktion auf. Die negativen Zellkerne
heben sich deutlich vom Zytoplasma ab.
AZ = Azinus, LU = Lumen, EXO =
exokrines Gewebe

Abb. 102 Pankreas Strauf3, Langerhans-
Insel, Immunhistochemischer Nachweis
von Cytokeratinen

SB =100 pm

Im endokrinen Pankreasgewebe (LH)
reagiert ein Teil der Zellen immunpositiv
(POS). Die restlichen endokrinen Zellen
bleiben negativ. EXO = exokrines
Pankreasgewebe

Abb. 103 Pankreas Strauf3, Langerhans-
Insel, Immunhistochemischer Nachweis
von Cytokeratinen

SB =20 pm

Einige wenige Zellgruppen sind
immunpositiv (POS). Die restlichen
endokrinen Zellen der Langerhans-Inseln
(LH) und das Bindegewebe (BG) bleiben
negativ. EXO = exokrines
Pankreasgewebe
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44. Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

Im Bereich der Sekretgénge zeigt sich eine stark positive Reaktion der zirkularen
Bindegewebsschichten (Abb. 104). Im Epithel der Sekretgdnge kann jedoch kein
Vimentin nachgewiesen werden. Die exokrinen Driisenazini sind ebenfalls
immunnegativ. Lediglich die Bindegewebssepten, die zwischen den Driisenazini
verlaufen féarben sich ganz leicht an, womit eine Abgrenzung der Azini relativ gut
moglich ist. In der arteriellen Tunica intima zeigen die Endothelzellen eine stark
positive Reaktion. Auch die Bindegewebsfasern und Fibrozyten der Tunica
adventitia der Arterien verhalten sich positiv (Abb. 106/107). Die Tunica media in
den Gefdlen zeigt jedoch keine Reaktion mit dem Vimentin-Antikérper. Die
endokrinen Inselzellen zeigen keine Reaktion, wobei die innerhalb der Inseln
verlaufenden Bindegewebssepten und Kapillarendothelien insgesamt aber zu einer
deutlichen Férbung der Inseln fihren (Abb. 105). Auch die peripheren

Nervenstrange zeigten eine starke immunpositive Reaktion.

Abb. 104 Pankreas Straul3, Sekretgang, Abb. 105 Pankreas Strauf3, Langerhans-
Immunhistochemischer Nachweis von Insel, Immunhistochemischer Nachweis
Vimentin von Vimentin

SB =25 um SB =20 um

Das Epithel (EP) des Sekretganges zeigt Die Bindegewebssepten (BG) und
keine Reaktion. Das umgebende Kapillaren (KP) zeigen eine maRige
Bindegewebe (BG) reagiert dagegen stark  immunpositive Reaktion innerhalb der
positiv. LU = Lumen Langerhans-Insel (LH).
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Abb. 106 Pankreas StrauR3, Gefalle, Abb. 107 Pankreas Strauft, Arterie,

Nerven, Immunhistochemischer Nachweis Immunhistochemischer Nachweis von
von Vimentin Vimentin

SB =100 um SB =25 pm

Das Endothel der Geféalie (A, V) reagiert ~ Das Endothel (E) der Arterie zeigt eine
stark positiv mit dem Vimentin- starke Reaktion mit dem Vimentin-
Antikdrper. Auch die peripheren Nerven  Antikorper. Die Tunica media (TM)

(N) zeigen eine starke Reaktion. BG = hingegen zeigt keine Reaktion. Das
Bindegewebe umgebende Bindegewebe (BG) férbt sich

nur leicht an. ERY = Erythrozyten

4.5. Immunhistochemischer Nachweis von Tubulin

Bei der immunhistochemischen Reaktion mit dem Tubulin-Antikdrper zeigt sich
eine deutliche Farbung im Epithel der Sekretgénge, v.a. im luminalen Bereich
(Abb. 108). Des Weiteren kann Tubulin im Bereich der zirkularen Muskelschicht
dieser Génge nachgewiesen werden. Auch die glatten Muskelzellen im Bereich
der Tunica media zirkular um die GefélRe reagieren leicht positiv. Das
GefaBendothel zeigt eine ausgeprégte Reaktion mit dem Tubulin-Antikdrper
(Abb. 109). Das Zytoplasma der Azinuszellen ist im luminalen Bereich mittelstark
gefarbt. Die peripheren  Nervenfaserbundel reagieren  positiv  beim
immunhistochemischen Nachweis von Tubulin (Abb. 111). Das Bindegewebe
zeigt keine Reaktion mit dem Tubulin-Antikérper. Das endokrine
Pankreasgewebe zeigt eine leichte Reaktion der endokrinen Zellen (Abb. 110).
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Abb. 108 Pankreas Straul3, Sekretgang,
Immunhistochemischer Nachweis von
Tubulin

SB =20 um

Der apikale Epithelbereich (AZB) der
Ausfiihrungsgéange zeigt eine stark
positive Reaktion. Im Bereich der
zirkuldren Muskulatur (MU) zeigt sich
eine schwach positive immunpositive
Reaktion. LU = Lumen, ZK = Zellkern

Abb. 110 Pankreas Straul3, Pankreasinsel,
Immunhistochemischer Nachweis von
Tubulin

SB =100 um

Innerhalb der Langerhans-Insel (LH) kann
eine leichte Reaktion des endokrinen
Gewebes mit dem Tubulin-Antikorper
festgestellt werden. EXO = exokrines
Pankreasgewebe

Abb. 109 Pankreas StrauB3, Arterie, Nerv,
Immunhistochemischer Nachweis von
Tubulin

SB =25 pm

Das Endothel (E) reagiert stark positiv,
die Tunica media (TM) der Arterie (A)
zeigt eine schwach positive Reaktion. AZ
= Azinus, N = peripherer Nerv

Abb. 111 Pankreas Straul3, peripherer
Nerv, Immunhistochemischer Nachweis
von Tubulin

SB =100 um

Im Querschnitt eines peripheren Nervs (N)
kann Tubulin nachgewiesen werden. BG =
Bindegewebe, EXO = exokrines
Pankreasgewebe
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4.6. Immunhistochemischer Nachweis von Insulin

Im endokrinen Gewebe kann in einem Groliteil der Langerhans-Zellen Insulin
nachgewiesen werden. Das Zytoplasma der B-Zellen reagiert stark positiv und
sorgt fir eine homogene Farbung ganzer Zellgruppen. In den Kleinsten
Langerhans-Inseln erfolgt eine Farbung meist aller endokrinen Zellen, bei den
groReren Inseln reagiert je nach Anteil der B-Zellen nur ein Teil der Zellen
positiv. Die Insulin-positiven Zellen sind meist im Inneren der Inseln zu finden.

Am Rand der groReren Inseln befinden sich meist immunnegative Zellen.

- b : ):_» v .
Abb. 112 Pankreas Strauf3, Langerhans- Abb. 113 Pankreas Strauf3, Langerhans-

Insel, Immunhistochemischer Nachweis Insel, Immunhistochemischer Nachweis
von Insulin von Insulin

SB =25 um SB =100 um

Das Zytoplasma der Insulin-positiven Die immunpositiven B-Zellen (B)

B-Zellen (B) weist eine homogen Farbung formieren innerhalb der Langerhans-
auf. Die randstandigen endokrinen Zellen  Inseln Zellgruppen aus.

sind meist immun-negativ (NEG). LH =

Langerhans-Insel
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4.7. Immunhistochemischer Nachweis von Glukagon
Die Inkubation der Gewebeschnitte mit dem Glukagon-Antikorper zeigte keine
immunpositive Reaktion. Die Versuchsdurchfihrung mit doppelter Antikorper-

Konzentration blieb bei den Proben und Positiv-Kontrollen ebenso erfolglos.

Abb. 114 Pankreas Straul3, Langerhans-
Insel, Immunhistochemischer Nachweis
von Glukagon

SB =20 pum
Innerhalb der Langerhans-Inseln zeigt sich
keine Reaktion der endokrinen Zellen

(NEG) nach Inkubation mit Anti-
Glukagon.

Tab. 12 Ubersicht tiber die Bindungsstellen der verwendeten Antikorper

Gewebe(-struktur) a-SMA | Myo | Vim |CK | Tub |Ins | Glu
Azinuszelle | Zellkern — — - — _ _ |
Zytoplasma — - — — ++ |- | =
Lumen - + - + - _ _
Epithel — — — — _ I
Sekretgang | Epithel — + — + + |- |
Muskulatur ++ — + — + I
Bindegewebe | — — + _ _ I
Exokrines Driusensekret — — — - — I
Langerhans-Inseln — + - - + ++ | —
Gefalde Endothel - + — ++ _ _
Muskulatur ++ - _ — + I
Basalmembran — — - _ _ _ _
Bindegewebe — — O — I
Muskulatur ++ - _ — + _ _
Erythrozyten — — - - — I
Nervenzellen - - ++ _ + _ _

(— = keine Reaktion, + = schwache bis méRige Reaktion, ++ = starke Reaktion)

a-SMA = a-smooth-muscle-actin®, Myo = Myosin, Vim = Vimentin,
CK = Cytokeratine, Tub = Tubulin, Ins = Insulin, Glu = Glukagon
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5. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

5.1. Ultrastruktur des exokrinen Pankreas im
Transmissionselektronenmikroskop (TEM)
Die exokrinen Zellen des Pankreas sitzen einer gut ausgepragten Basalmembran
auf. Zwischen den einzelnen Zellen ist zum Teil ein mehr oder weniger
ausgepragter Interzellularspalt ausgebildet. Bei den Azinuszellen kdnnen zwei
Zonen unterschieden werden, eine Basalzone und eine Apikalzone (Abb. 118). Im
Basalbereich befinden sich der runde Zellkern und viele Organellen. Die Kontur
der Kernmembran ist glatt und besitzt eine Vielzahl kleiner Poren. Das
Kernchromatin  erscheint aufgelockert und enthalt stellenweise dichte
Heterochromatin-Aggregate am Rand und auch im Inneren des Zellkerns.
Charakteristisch fur die Basalregion ist der Golgi-Apparat und das mit vielen
Ribosomen besetzte raue Endoplasmatische Retikulum (RER). Letzteres
entspricht einem ausgedehnten Hohlraumsystem, das viele parallel verlaufende
Zisternen besitzt und auen mit Ribosomen besetzt ist. Zwischen den Zisternen im
intermembrandsen Spaltraum befinden sich viele Mitochondrien vom Cristae-
Typ mit zahlreichen Einstlilpungen an der inneren Membran (Abb. 119). Des
Weiteren lassen sich nicht nur membrangebundene, sondern auch zahlreiche freie
Ribosomen im Zytoplasma der Azinuszellen lokalisieren. Im supranukleéren
Bereich kommen viele runde Sekretgranula und Vesikel unterschiedlicher GrofRe
vor. Sie besitzen vakuolenartiges Aussehen mit dichtem homogenen, teils fein
granuldarem, elektronendichten Inhalt. Die unreifen Vesikel besitzen eine
aufgelockerte Innenstruktur, die reifen Stadien sind von einer Membran umgeben
und kommen gehduft am apikalen Zellpol vor. Die schmalen apikalen Zellpole
eines Driisenazinus begrenzen das Azinuslumen. Innerhalb der Azinuslumina sind
ebenfalls Zymogenvesikel angesiedelt, die von der apikalen Zellmembran

abgeschnurt werden. Diese besitzen Durchmesser bis 1000 um.

Viele Drisenazini besitzen Zentroazinare Zellen (Abb. 117). Diese ragen in das
Lumen der Azini hinein und sind als Ubergangszellen in das
Ausfiihrungsgangsystem zu betrachten. lhre Zellkerne sind meist flacher als die

der Azinuszellen.
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Abb. 115 Pankreas StrauB, Azinuszellen um zentrales Lumen angeordnet,
TEM

SB = 2500 nm

Die Azinuszellen (AZ) sind um ein Lumen (LU) herum angeordnet, in das die
Zymogenvesikel (VS) abgegeben werden. In der apikalen Zone befinden sich
unreife Vesikel mit lockerer Struktur und reife VVesikel mit einer feinen Membran.
Die  Zellorganellen  (Golgi-Apparat GA, Mitochondrien  MI, raues
endoplasmatisches Retikulum RER) befinden sich im basalen Bereich der
Azinuszellen. Die Azinuszellen besitzen eine zarte Basalmembran (BM) und
zwischen den Zellen einen mehr oder weniger ausgepréagten Interzellularspalt.
KM = Kernmembran, ZK = Zellkern, NU = Nucleolus



IV. Ergebnisse 115

Abb. 116 Pankreas Straul3, exokrine Azinuszellen, TEM

SB = 5000 nm

Der basale Zellkern der Azinuszellen (AZ) besitzt zahlreiche Membranporen (PO)
und Heterochromatin (HC). Supranukledr schniiren sich vom Golgi-Apparat (GA)
Zymogenvesikel (VS) ab, die durch Exozytose in das Azinuslumen freigegeben
werden. In der Basalzone befinden sich das raue endoplasmatische Retikulum
(RER) und viele freie Ribosomen. Die Mitochondrien sind vom Cristae-Typ. Im
Gewebe zwischen den Azinuszellen befinden sich Fibrozyten (FZ) und Gefale.
ZK = Zellkern, NU = Nucleolus, BM = Basalmembran
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Abb. 117 Pankreas StrauR, exokrines Gewebe, Zentroazinare Zellen, TEM

SB = 2500 nm

In der apikalen Zone der Azinuszellen (AZ) befinden sich zahlreiche
Zymogenvesikel (VS), die eine Membran besitzen und einen Durchmesser bis
1000 um aufweisen. Die Zentroazindre Zellen (ZAZ) ragen in das Lumen (LU)
der Azini hinein und besitzen meist flache Zellkerne (ZK). PO = Kernpore, HC =
Heterochromatin, NU = Nucleolus, SE = Sekret
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Abb. 118 Pankreas StrauR, exokrine Azinuszelle, TEM

SB = 2500 nm

Die Basalzone der Azinuszellen enthélt den Zellkern (ZK) und die Zellorganellen
(Golgi-Apparat GA, Mitochondrien Mi, raues endoplasmatisches Retikulum
RER). Der heterochromatinreiche (HC) Kern besitzt hier einen Nucleolus (NU)
und zahlreiche Kernporen (PO). Im Zytoplasma kommen viele freie Ribosomen
vor. Die Apikalzone ist gepragt von mehr oder weniger reifen Sekretvesikeln
(VS). ZM = Zellmembran
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Abb. 119 Pankreas Straul3, Zellorganellen exokrines Pankreas, Heranreifung
der Zymogenvesikel, Stadium der vermehrten Vesikelsynthese

SB =1000 nm

In der Basalzone der exokrinen Pankreaszellen befindet sich ein ausgedehntes
raues endoplasmatisches Retikulum (RER). Manche Zisternen des RER
erscheinen stark ausgeweitet und enthalten in groBer Menge filamentdses Material
(FM). Im Zytoplasma der Zellen liegen zahlreiche Mitochondrien (MI) vom
Cristae-Typ mit zahlreichen Einstilpungen an der inneren Membran. Des
Weiteren lassen sich nicht nur membrangebundene, sondern auch zahlreiche freie
Ribosomen (FR) mit hoher Elektronendichte im Zytoplasma der Azinuszellen
lokalisieren. VS = Vesikel, ZM = Zellmembran, ZI = Zisterne, IMS =
Intermembrandser Spaltraum
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Abb. 120 Pankreas StrauR, Venole, TEM
SB = 2500 nm

Der Querschnitt einer Venole (VEN) zeigt ein diinnes Endothel (EN) mit einem
Anschnitt einer Endothelzelle (EZ). Innerhalb des Gefédlles befinden sich
Erythrozyten (ERY). Um das Gefal befindet sich Bindegewebe. Dies beinhaltet
zahlreiche Fibrozyten (FZ) und kollagene Fibrillen (KF).
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5.2 Ultrastruktur des endokrinen Pankreas

Innerhalb der endokrinen Pankreasinseln des StrauBes sind im Rahmen der
elektronenmikroskopischen Untersuchungen in allen Lappen vier deutlich
unterscheidbare Zelltypen zu differenzieren. Sémtliche hormonproduzierende

Zellen grenzen an Kapillaren.

Die erste Zellart (A-Zellen) ist meist in der Peripherie der Pankreasinseln
lokalisiert und besitzt eine hochprismatische Form (Abb. 122). Die A-Zellen
besitzen einen runden bis ovalen Zellkern mit relativ.  hohem
Heterochromatingehalt und einem oder mehreren Nucleoli. Der Anteil an rauem
endoplasmatischem Retikulum ist gering, der Golgi-Apparat ist relativ sparlich
ausgebildet. Wenige freie Ribosomen kommen ebenfalls vor. Die Mitochondrien
sind klein und in geringer Anzahl vorhanden. Die runden bis ovalen Granula der
A-Zellen sind ca. 400-500 nm grol} und besitzen eine inhomogene dunkle
Struktur. Die meisten Granula besitzen einen dunklen, elektronendichten
Zentralanteil und einen sehr kleinen hellen Hof. Sie sind membranbegrenzt und

oft am vaskularen Pol lokalisiert.

Die zweite Zellart (B-Zellen) ist in allen Pankreasschenkeln anzutreffen und meist
innerhalb der endokrinen Inseln lokalisiert. Die B-Zellen bilden den Hauptteil der
Inselzellen und sind groRer als die A-Zellen. Sie besitzen einen runden bis ovalen
Zellkern mit locker strukturiertem Chromatin (Abb. 124). Die Kerne der B-Zellen
besitzen einen unterschiedlichen Anteil an Heterochromatin und einen oder
mehrere Nucleoli. Im Vergleich zu den A-Zellen ist das Zytoplasma der B-Zellen
reich an Zellorganellen wie raues endoplasmatisches Retikulum, freie Ribosomen
und Mitochondrien. Zum Teil sind mehrere Golgi-Areale ausgebildet. Die bis zu
600 nm grofRen B-Zell-Granula zeigen sich in runder bis ovaler Form. Sie besitzen

einen dichten kristalloiden Inhalt und einen charakteristischen hellen Hof.

Die dritte Zellart (D-Zellen) ist nur spérlich vorhanden. Die D-Zellen besitzen
eine heterogene Erscheinung, oft besitzen sie eine spindelartige Form. Sie
befinden sich in direkter Nahe zu den Kapillaren, wobei sie entweder isoliert oder
in kleinen Zellgruppen erscheinen. Innerhalb der Zelle erfolgt eine Zentralisierung
der Organellen. Die Hormongranula lokalisieren sich charakteristischerweise am
vaskul&ren Pol, wahrend sich die tbrigen Zellorganellen am gegentberliegenden

Zellpol konzentrieren. Die ca. 300-500 nm grof3en Granula sind etwas kleiner und
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weniger elektronendicht als die der A- und B-Zellen. Der Golgi-Apparat ist klein
und nur wenige Mitochondrien und freie Ribosomen sind im Zytoplasma dieser

Zellen enthalten.

Die vierte Zellart (APP-Zellen) ist nur in ganz geringer Anzahl vorhanden. Sie
siedeln sich meist isoliert zwischen den exokrinen Azinuszellen an (Abb. 125)
oder kommen verstreut innerhalb der Langerhans-Inseln zu liegen. Sie besitzen
eine polygonale Form mit feinen Zellfortsétzen, mit denen sie die nahe gelegenen
Kapillaren erreichen kdnnen. Ihre ca. 300-400 nm groRen Granula sind rund mit

homogener, méRiger Elektronendichte.
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Abb. 121 Pankreas Strauf?, Ubersicht tiber A- und B-Zellen, TEM

SB =5000 nm

Die A-Zellen (A) liegen randstandig in direkter Néhe zu den Kapillaren (KP). Ihr
Zellkern ist heterochromatinreich und rund-oval. Im Zytoplasma befinden sich
wenige Zellorganellen. Die B-Zellen (B) liegen eher zentral innerhalb der
Pankreasinsel und verfligen uber einen grof3en runden Zellkern.
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Abb. 122 Pankreas StrauB, A-, B- und D-Zellen um eine Kapillare
angeordnet, TEM

SB = 2500 nm

Die endokrinen Zellen sind um eine Kapillare herum angeordnet, welche einen
Erythrozyt (ERY) beinhaltet. Die B-Zellen besitzen einen charakteristischen
hellen Hof um die Granula. Die A-Zelle enthalt runde inhomogen erscheinende
Granula mit teilweise einem sehr zarten hellen Hof. Die D-Zelle enthélt wenige
Granula, die Zellorganellen sind an der gegenuberliegenden Zellseite lokalisiert.
EZ = Endothelzelle
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Abb. 123 Pankreas Straul3, A- und B-Zelle mit typischen Granula, TEM

SB =1000 nm

Die B-Zellen (B) der Pankreasinsel enthalten zahlreiche inhomogene Granula
(GRA-B) mit kristalloidem Inhalt. Sie besitzen einen typischen hellen Hof. Die
Granula (GRA-A) der A-Zellen (A) sind von einer zarten Membran umgeben und
besitzen z.T. einen sehr feinen hellen Hof. RER = raues endoplasmatisches
Retikulum, FR = freie Ribosomen, M| = Mitochondrium
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Abb. 124 Pankreas StrauR}, B-Zelle, TEM

SB =1000 nm

Der anndhernd runde Zellkern (ZK) der B-Zelle besitzt einen Nucleolus (NU) und
ist heterochromatinarm. Die Kernmembran (KM) liegt geschlossen um den
Zellkern. Die Granula (GRA-B) besitzen peripher einen hellen Hof (HO). Die
Struktur der Granula ist inhomogen kristalloid. Im Zytoplasma (ZP) befindet sich
ein hoher Anteil an freien Ribosomen (FR) und Mitochondrien (MI). RER = raues
endoplasmatisches Retikulum
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Abb. 125 Pankreas StrauR, Azinuszellen, APP-Zellen, TEM

SB = 2500 nm

Zwischen den Azinuszellen (AZ) befinden sich zwei APP-Zellen (APP).
Charakteristischerweise  besitzen sie Fortsétze, die sich zwischen den
Azinuszellen (AZ) erstrecken. ZK = Zellkern, VS = Vesikel, 1ZS = Interzellularer
Spaltraum, NU = Nucleolus, ZM = Zellmembran, BG = Bindegewebe
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V. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde das Pankreas des StrauRes (Struthio camelus)
licht- und elektronenmikroskopisch untersucht. Daflir wurden konventionelle
Féarbemethoden, Lektin- und Immunhistochemie sowie
Transmissionselektronenmikroskopie angewandt. In der Studie wurde zwischen
dem exokrinen und dem endokrinen Pankreasanteil unterschieden. Die Préparate
der verwendeten histologischen Schnitte entstammten dem Afrikanischen Strauf3
(Struthio camelus). Die untersuchten zehn Tiere waren bei der Schlachtung in
etwa 14-18 Monate alt. Der Aufbau der Bauchspeicheldriise des Straul3es
entspricht grundséatzlich dem von anderen Vogelarten.

Die Bauchspeicheldrise des Straufes ist eine gegliederte, langgestreckte Drise,
die in einer Serosadoppellamelle zwischen dem absteigenden und aufsteigenden
Schenkel des Duodenums lokalisiert ist. Sie liegt wie bei allen VVogeln in der
rechten Abdominalhéhle (Nickel et al. 2004). Sie erstreckt sich vom
Muskelmagen bis anndhernd zum Ende der Duodenalschleife. Diese
makroskopischen Beobachtung deckt sich mit den Untersuchungen am Pankreas
des StrauRes von Cooper und Mahroze (2004) und auch beim Falken (Simsek et
al. 2009). In der durchgefiihrten Studie konnten in jedem der Tiere drei
Organschenkel makroskopisch differenziert werden: der Duodenalschenkel, der
Ventralschenkel und der Splenalschenkel (Milzschenkel), wobei letzterer meist
dem Dorsalschenkel angegliedert war. Diese Feststellung entspricht den
Untersuchungen von McClish und Eglitis 1969 bei der Ente, von Scheuerer
(1988) bei der Japanischen Wachtel und von Al-Agele und Mohammed (2012)
beim Goldadler. Laut Stornelli et al. (2006) konnte der Milzschenkel beim Strauf3
jedoch nur mikroskopisch dargestellt werden, makroskopisch war er nicht von
dem anliegenden Schenkel abzugrenzen. Beim Hirtenstar (Mynah/Acridotheres
tristis) konnten in einer Studie von Saadatfar und Asadian (2009) die
Splenalschenkel weder makroskopisch noch mikroskopisch identifiziert werden.
Bei der Wachtel konnte ein sog. Drittlappen identifiziert werden, der zwischen
dem Dorsal- und Ventralschenkel liegt (Smith 1974), ebenso beim Huhn (Mikami
und Ono 1962; Ruffier et al. 1998), beim Hirtenstar (Saadatfar und Asadian 2009)
und bei anderen galliformen Vogelarten (Guha und Ghosh 1978). Bei der Ente

wurden wiederum nur drei Pankreasschenkel dargestellt (Lucini et al. 1996).
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Nach Bezuidenhout (1986) betrdgt die durchschnittliche Lange der gesamten
Druse 20 cm. In der vorliegenden Studie wurden die einzelnen Schenkel separat
vermessen. Dabei betrug die mittlere Lange der Dorsalschenkel 37,6 cm (%6,1),
die durchschnittlichne Lange der Ventralschenkel 18,9 cm (%3,7) und die
Splenalschenkel waren im Mittel 8,0 cm (£2,0) lang. Die Dorsalschenkel waren in
der Regel langer als die Ventralschenkel. Diese Beobachtungen entspricht nicht
den Untersuchungen zum Pankreas der Japanischen Wachtel (Scheuerer 1988).
Hier war der Ventralschenkel gréi3er als der Dorsalschenkel.

Das Pankreas weist beim Strauf? einen Ductus pancreaticus auf, der in die Papilla
duodenalis des Diinndarms miindet. Diese Beobachtung stimmt mit der Aussage
von Stornelli et al. (2006) und Deeming (1999) Uberein. Laut Stornelli et al.
(2006) wurden beim Strauf3 in seltenen Féllen auch zwei separat verlaufende
Hauptsausfuhrungsgange beschrieben. Bei der Gans wurden ebenfalls zwei
Hauptausfiihrungsgange beobachtet (Gulmez 2003). Liu et al. (1998) berichten
bei der Ente von zwei bis vier Hauptausfiihrungsgéngen. Nickel et al. (2004)
beschreiben beim Hausgeflligel drei Ausfihrungsgange, welche nicht miteinander
kommunizieren: den Ductus pancreaticus dorsalis, den Ductus pancreaticus
ventralis und den Ductus pancreaticus accessorius. Auch beim Falken (Simsek et
al. 2009) werden drei Hauptausfuhrungsgéange beschrieben: zwei dorsale und ein
ventraler Ductus pancreaticus. Ansonsten entspricht der tbrige makroskopische
Aufbau und die Blutversorgung der Bauchspeicheldriise des StraulRes den
Beobachtungen von Nickel et al. (2004).

Das exokrine Pankreas des Straufes stellt wie bei den anderen Vogelarten den
Hauptteil des Gesamtgewebes dar. Die Bauchspeicheldriise ist eine tubuloazinare
Driise  mit deutlicher L&ppchenstruktur. Das Organ wird von einer
bindegewebigen Kapsel mittlerer Dicke umhllt, welche Septen ins Innere dieses
Organs entsendet und die traubenférmig angeordneten Azini umgibt. Bei der
Taube konnte nur eine sehr diinne Kapsel festgestellt werden (Mobini 2013). Der
Truthahn besitzt im Gegensatz dazu eine sehr dicke Bindegewebskapsel (Mobini
und Aghaabedi 2009). Die serdsen Azini sind Drisenendstiicke mit einem Lumen,
in welchem das Verdauungssekret sezerniert wird. Diese Tatsachen entsprechen
den Beobachtungen von Das et al. (2003) bei der Ente, Simsek et al. (2009) beim
Falken und Gilmez (2003) bei der Gans. Die Lappchen enthalten Schaltstiicke
und viele Zentroazindre Zellen, welche wie auch bei der Gans (Mobini 2011)
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keine Zymogengranula besitzen. Diese Feststellung machten auch Sinowatz und
Hees (2012) und Williams und Kendall (1981) beim Star. Beim Hirtenstar
(Mynah/Acridotheres tristis) konnten in einer Studie von Saadatfar und Asadian

(2009) keine Zentroazinare Zellen aufgefunden werden.

Die hochprismatischen Zellen der Azini beinhalten einen basal liegenden Zellkern
mit einem oder mehreren Nucleoli. Diese Beobachtung machten auch Stornelli et
al. (2006) beim StrauB. Innerhalb der Azinuszellen l&sst sich eine basale basophile
Zone von einer apikalen azidophilen Zone unterscheiden. In diesem dem Lumen
zugewandten Bereich befinden sich zahlreiche Sekretblédschen (Zymogengranula/-
vesikel). Diese Feststellungen konnten unter anderem auch bei der Gans (Mobini
2011) und bei der Taube (Mobini 2013) gemacht werden. Die verschiedenen
Zonen in den exkretorisch wirksamen Azinuszellen spiegeln die unterschiedlichen
Produktionsstufen der Verdauungsenzyme und die hohe Syntheseleistung der
exokrinen Zellen wieder. Das im apikalen Zellbereich lokalisierte Sekret konnte
auller beim Straull (Stornelli et al. 2006) auch bei der Ente (Mobini und
Aghaabedi 2009) und bei der Gans (Gulmez 2003) festgestellt werden. Beim
Straul} war gut zu erkennen, dass die Ductus intralobulares ein einschichtiges
isoprismatisches Epithel mit dlnner Bindegewebsschicht und die Ductus
interlobulares  ein  hochprismatisches ~ Epithel ~und eine  dickere
Bindegewebsschicht besitzen. Dies wird auch in einer Studie Uber Tauben erortert
(Mobini 2013). Beim Strauf? umgibt noch eine diinne Schicht glatter Muskulatur
die letztgenannten Ductus interlobulares. Diese Feststellung und die Tatsache,
dass das hochprismatische Epithel der groRen Ausfiihrungsgange zirkulér eine
mehrschichtige glatte Muskulatur besitzt, wurde auch von Gilmez (2003) bei der
Gans, von Saadatfar und Asadian (2009) beim Hirtenstar (Mynah/Acridotheres
tristis) und von Al-Agele und Mohammed (2012) beim Goldadler beobachtet.
Zwischen den Epithelzellen in den Drisenausfihrungsgéngen konnten, wie auch
Das et al. (2003) bei der Ente und Nickel et al. (2004) beschreiben vereinzelt
Becherzellen vorgefunden werden. Bei der Taube konnte diese Beobachtung nicht
gemacht werden (Mobini 2003).

Innerhalb des Bindegewebes im Bereich der Organkapsel und der
Drisenausfiihrungsgénge liegen vereinzelt Nervenfaserblindel, was auch bei
anderen Vogelarten gefunden wurde (von Das et al. (2003) bei der Ente, von
Ohmori et al. (1991) beim Huhn, von Mobini und Aghaabedi (2009) beim
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Truthahn und von Mobini (2013) bei der Taube).

In der Wand einiger grofRer Drlsenausfiihrungsgange befinden sich zum Teil
intramurale Drusenzellansammlungen und kleine kryptenahnliche Sekretgange,
welche auch bei der Gans (Gilmez 2003) gefunden werden konnten. Diese
Beobachtung machten bereits auch Stornelli et al. (2006) beim StrauB. Bei der
Taube konnte dies nicht festgestellt werden (Mobini 2013).

Das endokrine Pankreasgewebe, die Langerhans-Inseln sind in allen drei
Schenkeln zu finden. Der grofite Anteil an inkretorisch wirksamem Gewebe
befindet sich im Splenalschenkel. Diese Beobachtungen wurden unter anderem
auch beim Huhn (Mikami und Ono 1962; Rawdon und Andrew 1999), bei der
Japanischen Wachtel (Scheuerer 1988) und bei der Gans (Gillmez 2004) gemacht.
Die Pankreasinseln besitzen unterschiedliche Grolie, Gestalt und verschiedene
Anteile an endokrinen Zellen. Bei den meisten Autoren wurde nur zwischen zwei
Inseltypen unterschieden: kleine helle Inseln (B-Inseln), die in allen Schenkeln
anzutreffen waren und groRRe gelappte, dunkle Inseln (A-Inseln), die vor allem im
Milzschenkel lokalisiert sind (Scheuerer 1988, Saadatfar und Asadian 20009,
Gulmez 2004). In der vorliegenden Studie wurde, wie auch beim Falken (Simsek
2009) die Beobachtung gemacht, dass sowohl kleine als auch groRe gelappte
Inseln in allen Pankreasschenkeln vorkommen. Hierbei wurde jedoch noch etwas
genauer zwischen kleinen, mittelgrof3en, groBen und Riesen-Inseln differenziert,
die aufgrund ihrer GroRe definiert wurden. Die grof3en Langerhans-Inseln besitzen
Durchmesser bis zu 600 um, was den Aussagen von Scheuerer (1988) bei der
Japanischen Wachtel entspricht. Die kleinsten Pankreasinseln bestehen meist nur
aus hellen B-Zellen. Bei den grdReren Inseln konnte in der vorliegenden Arbeit
bereits zum Teil in den Ubersichtsfarbungen zwischen hellen und dunklen Zellen
bzw. Zellgruppierungen unterschieden werden. Hierbei ist vor allem bei der
Masson-Goldner-Féarbung, aber auch bei der HE-Farbung eine Unterscheidung
zwischen Zellen mit dunklem Zytoplasma und ovalem, kompaktem Zellkern und
Zellen mit hellem Zytoplasma und rundem, chromatinarmem Zellkern méglich.
Auch ein dritter Zelltyp (Zwischenform) ist differenzierbar. Dies deutet auf das
Vorhandensein unterschiedlicher Zellen (A-, B-, D-, APP-Zellen) hin, die
einzelnen Zelltypen lassen sich allerdings durch die konventionellen
Farbemethoden nicht eindeutig zuordnen. Nach Aussagen von Nickel et al.
(2004), Simsek et al. (2009) und Scheuerer (1988) ist eine histomorphologische
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Unterscheidung der endokrinen Zellen in Ubersichtsfarbungen nicht maglich.

A-Zellen lassen sich vor allem im peripheren Randbereich der Langerhans-Inseln
lokalisieren. Studien am StrauR (Tarakcy et al. 2007), an der Ente (Lucini 1996;
Tomita et al. 1985), an der Gans (Gullmez 2004) und am Goldadler (Al-Agele und
Mohammed 2012) bestétigten dieses Ergebnis. B-Zellen sind meist im Zentrum
der Inseln vorzufinden sind. Dies entspricht den Aussagen von Bagnell et al.
(1989) beim Huhn, von Gullmez (2004) bei der Gans und von Tomita et al. (1985)
bei der Ente. B-Zellen stellen, wie auch Nickel et al. (2004) darlegen, den
Hauptteil der endokrinen Zellen dar. Dies ist ein wesentlicher Unterschied zu den
Beobachtungen von (Al-Agele und Mohammed 2012) beim Goldadler. In allen
Pankreasschenkeln konnten kleine B-Inseln festgestellt werden, die einheitliche
Zellen mit hellem Zytoplasma und runden chromatinarmen Zellkernen enthielten.
Dies ist nach Simsek et al. (2009) auch bei der Taube und nach Mobini (2011) bei
der Gans zu beobachten. Die groRen gelappten Langerhans-Inseln sind in der
vorliegenden Studie oftmals gemischte Inseln. Sie enthalten vorwiegend B-Zellen,
wobei vereinzelt auch A- und D-Zellen eingelagert waren. Dies entspricht den
Ausfuhrungen von Hummel (2000) und Studien Uber Enten (Das und Biswal
1967) und Falken (Simsek et al. 2009). Sdmtliche endokrinen Inseln des Huhnes
konnen laut Watanabe (1990) dem gemischten Inseltyp zugeordnet werden. Bei
der Gans (Mobini 2011) und bei Tauben (Mobini 2013) konnten hingegen keine
gemischten Langerhans-Inseln differenziert werden. Innerhalb der Langerhans-
Inseln befinden sich zahlreiche BlutgeféRe, was durch die Beobachtungen von
Scheuerer (1988) bei der Japanischen Wachtel bestatigt wird.

Neben den Ubersichtsfarbungen kamen in der vorliegenden Arbeit auch noch
substrathistochemische Farbungen zum Einsatz. Bei der PAS-Reaktion nach
McManus zeigte sich eine deutliche Farbung des Epithels der Sekretgange,
genauer gesagt im supranukledren Bereich der Epithelzellen und im apikalen
Zellbereich. Dies lasst auf einen hohen Anteil an Mukopolysacchariden und
Glykoproteinen in diesen Lokalisationen schlieBen. Weder im (brigen exokrinen
Gewebe noch in den endokrinen Pankreasinseln konnte eine Reaktion mit PAS
festgestellt werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungen am
Pankreas des StrauBes durch Stornelli et al. (2006) Uberein. Durch die
Vorbehandlung mit Amylase kann Glykogen geldst werden. Der Amylaseverdau
fuhrte bei der anschlieBenden PAS-Farbung zu keinen wesentlichen



V. Diskussion 132

Veranderungen, sodass das VVorhandensein von gréReren, gespeicherten Mengen
Glykogen in den Zellen des exokrinen und endokrinen Pankreas des Straufles

ausgeschlossen werden kann.

Die Farbung mit Alcianblau 8 GX ermdglicht eine selektive Farbung von sauren
Glykoproteinen (Muzinen). Bei der Durchfihrung bei einem pH-Wert von 2,5
konnte im exokrinen Pankreasgewebe des Straues das Epithel der
Driisenausfiihrungsgange gut dargestellt werden. Dies lasst auf das
Vorhandensein von sulfatierten und carboxylierten Makromolekilen schlieRen.
Das Epithel zeigte im supranukledren Bereich und im apikalen Zellbereich eine
inhomogene, teilweise intensive blaue Farbung. Dies zeigt das VVorhandensein von
sauren Mukosubstanzen, die Teil der Verdauungssekrete sein durften, an. Auch
Schleim produzierende Becherzellen konnten vereinzelt im Epithel aufgefunden
werden. Durch die Durchfuhrung der Alcianblau-Farbung bei einem pH-Wert von
1,0 wurde die Dissoziation von Carboxylgruppen in den Glykosaminglykanen und
Glykoproteinen unterdrickt, sodass nur noch sulfatierte Glykokonjugate angefarbt
wurden. Hierbei konnte eine mittelstarke Reaktion des Epithels der
Drusenausfiihrungsgange beobachtet werden. Das endokrine Gewebe war bei
beiden pH-Werten negativ.

Mithilfe der Transmissionselektronenmikroskopie konnten die Feinstrukturen der
exokrinen und endokrinen Zellen im Pankreas des Straufles analysiert werden.
Das Zytoplasma der exokrinen Azinuszellen kann in eine basale und eine apikale
Zone eingeteilt werden. Im Basalbereich liegen neben dem Zellkern viele
Zellorganellen: Mitochondrien vom Cristae-Typ, der Golgi-Apparat, das raue
endoplasmatische Retikulum und viele freie Ribosomen. Dies entspricht den
Befunden am Pankreas des StrauBes von Stornelli (2006). In der apikalen Zone
der Azinuszellen befinden sich zahlreiche Zymogenvesikel von unterschiedlicher
Elektronendichte und GroRe. Die zunehmende Elektronendichte zeigt den

Reifungsprozess bei der Bildung der Zymogengranula an.

Die endokrinen Langerhans-Inseln lassen sich vor allem durch die
charakteristischen Besonderheiten der im Zytoplasma enthaltenen Hormongranula
unterscheiden. Die membranhaltigen A-Zellen besitzen einen runden bis ovalen
Zellkern mit einem oder mehreren Nucleoli. Die sparlich ausgebildeten
Zellorganellen sind im perinukledren Bereich lokalisiert. Die Granula besitzen

einen dunklen, elektronendichten Zentralanteil mit einem sehr kleinen hellen Hof.
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Sie befinden sich meist am vaskuldren Pol der Zelle. Diese Beobachtungen
stimmen mit den Untersuchungen von Nickel et al. (2004) bei der Wachtel und
von Mikami (1971) beim Huhn Uberein. Die B-Zellen erscheinen in der
vorliegenden Studie etwas groRer als die A-Zellen. Hier liegen also Unterschiede
zur Wachtel vor (Scheuerer 1988; Nickel et al. 2004), wo die A-Zellen als die
groiten Zellen der Pankreasinseln beschrieben werden. Die Granula der B-Zellen
enthalten einen dichten kristalloiden Inhalt mit charakteristischem hellen Hof und
einer zarten Membran. Auch D-Zellen konnten in meiner Arbeit nachgewiesen
werden. lhre Granula weisen eine geringere Elektronendichte auf als die der
anderen endokrinen Zellen des Pankreas beim Strau3. Des Weiteren konzentrieren
sich die Hormongranula am vaskuléren Zellpol wahrend die restlichen
Zellorganellen an der gegeniberliegenden Zellseite lokalisiert sind. Dies
entspricht den Beobachtungen von Scheuerer (1988) bei der Japanischen Wachtel
und von Kobayashi (1969) bei der Taube. Gillmez (2003) konnte diese Tatsache
bei der Gans nicht bestatigen. Hier liegen die Granula gleichmé&Rig im Zytoplasma
verteilt. APP-Zellen konnten vereinzelt im exokrinen Gewebe gesichtet werden.
Die Lokalisation und Struktur entspricht den Verhaltnissen beim Huhn (Larsson
et al. 1974; Alumets et al. 1978). Typ IV-Zellen, welche bei der Wachtel
nachgewiesen wurden (Smith 1974) konnten beim Strauf3 nicht entdeckt werden.
Auch die ,,enterochromaffindhnlichen Zellen“, wie sie von Scheuerer (1988) und
Nickel et al. (2004) beschrieben wurden, konnten nicht lokalisiert werden. Auch
die von Mikami und Mutoh (1971) beschriebenen ,,Acinar-islet cells®, welche
endokrine und exokrine Komponenten enthalten, konnten in der durchgefiihrten
Studie nicht nachgewiesen werden.

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen wurden Antikérper zum
Nachweis von a-SMA, Myosin, Cytokeratinen, Vimentin und Tubulin, sowie zum
Hormonnachweis von Insulin und Glukagon verwendet. Zur Detektion von
Strukturen des Zytoskeletts konnten die daftir verantwortlichen Proteinstrukturen
mittels immunhistochemischen Farbemethoden nachgewiesen und somit die
Herkunft der Zellen bestimmt werden. Das Zytoskelett besteht aus
Intermediarfilamenten, Aktinfilamenten und Mikrotubuli. Das ,,smooth muscle
actin“ (a-SMA\) findet sich in glatten Muskelzellen. Es konnte in der vorliegenden
Studie vor allem in den GefdBwéanden und im zirkuldren Bereich des

Ausfiihrungsgangsystems nachgewiesen werden. Aktinfilamente werden als
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Marker fir kontraktile Zellen angesehen, sodass eine kontraktile Aktivitat der
grolReren Sekretgdnge (Ductus interlobulares und Ductus pancreaticus)
angenommen werden kann. Nach Studien von Vandekerckhove und Weber (1978)

sind diese Zellen wichtig fur den Weitertransport des Driisenprodukts.

Myosin ist ein Motorprotein und ist neben Muskelkontraktionen auch am
intrazelluldaren Transport beteiligt (Eckert et al. 2002). Des Weiteren spielt es eine
zentrale Rolle bei der Kontrolle der Zelladhédsion und —bewegung (Vicente-
Manzanares et al. 2009). Myosin konnte im Pankreas des Straufes vor allem im
Bereich des apikalen Epithelbereichs der Driusenausfiihrungsgénge lokalisiert
werden. Des Weiteren finden sich Myosin-positive Zellen innerhalb der
Pankreasinseln. Laut Arous et al. (2013) konnte in B-Zellen des Pankreas von der
Ratte eine Interaktion des non-muscle Myosin Il mit F-Aktin beobachtet werden.
Es agiert hier als Aktin-Motorprotein und ist an der Insulin-Sekretion beteiligt.
AuRerdem ist es am Transport der Hormon-Granula zur basalen Zellmembran, wo

das Hormon dann in das GefaRsystem abgegeben wird, beteiligt.

Als wichtigster Bestandteil des Zytoskeletts wurden Cytokeratine nachgewiesen.
Sie gehoren der Gruppe der Intermediarfilamente an und bauen einen
intrazellularen Zusammenschluss aus, der mit den Desmosomen in Verbindung
steht (Palacios et al. 1993). Bei den bisher bekannten Cytokeratinen wird
zwischen sauren und basischen Cytokeratinen unterschieden. In der vorliegenden
Arbeit wurde ein Antikorper (Pancytokeratin-Antikorper) eingesetzt, der gegen
beide Cytokeratingruppen gerichtet ist. Eine immunpositive Reaktion im
Pankreasgewebe des StrauRes bleibt auf das Ausflihrungsgangsystem beschrankt.
Besonders am Epithel der Sekretgdnge zeigt sich eine starke Reaktion. Bei
Untersuchungen am Pankreas der Ratte durch Bouwens et al. (1995) und
Bouwens und DeBlay (1996) konnte ebenfalls eine starke positive Reaktion des
Cytokeratin-Antikorpers festgestellt werden. Auch im Pankreas des Menschen
zeigt sich vor allem im Epithel der Ausfiihrungsgéange eine stark positive Reaktion
des Cytokeratin-Antikorpers (Real et al. 1993; Bouwens 1998). Im endokrinen
Gewebe konnten neben negativen Inselzellen auch immunpositive Zellgruppen
gesichtet werden. Dies entspricht den Beobachtungen von Bouwens und DeBlay
(1996).

Vimentin ist wie die Cytokeratine und Desmin ein Vertreter der

Intermediérfilamentproteine. Es findet sich im Zytoplasma von Zellen
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mesenchymalen Ursprungs. Bei der Verankerung der Zellorganellen im
Zytoplasma und ihren Interaktionen spielt es eine wichtige Rolle (Katsumoto et al.
1990). Im Pankreasgewebe des Straufles zeigt sich eine positive Reaktion auf
Vimentin im Zytoplasma der Bindegewebszellen, welche die Sekretgénge zirkulér
umgeben. Das Epithel dieser Driisenausfiihrungsgange bleibt negativ, was ihren
entodermalen Ursprung bei der Embryonalentwicklung bestétigt. Eine starke
Reaktion kann im Endothel der Gefédle (vor allem der Arterien) und im
Bindegewebe der Nerven beobachtet werden. Innerhalb der Langerhans-Inseln
kann lediglich eine Reaktion des interstitiellen Bindegewebes und der
Kapillarendothelien festgestellt werden. Das endokrine Parenchym verhalt sich
negativ. Dieselben Beobachtungen machten auch Bouwens und DeBlay (1996)
sowohl im endokrinen als auch im exokrinen Pankreasgewebe der Ratte.

Tubulin bildet zusammen mit den Aktin- und Intermedidrfilamenten das
Zytoskelett von Zellen. Es spielt als Untereinheit von Proteinen der Mikrotubuli
eine wichtige Rolle im intrazelluldren Transport und anderen Zellfunktionen.
Tubulin ist unter anderem am Transport von exportfahigen Proteinen
mitverantwortlich (Launay et al. 1983). In der Bauchspeicheldriise des Straufles
zeigt sich eine starke Reaktion am Epithel der Sekretgange, besonders im
luminalen Bereich. Auch in den glatten Muskelzellen der Tunica media der
GefaBe kann eine positive Reaktion auf Tubulin nachgewiesen werden. Die
GefaBendothelien zeigen eine ausgepragte Immunfarbung. Auch das endokrine
Inselgewebe reagiert leicht positiv. Pipeleers et al. (1976) berichten in einer
Studie Uber das Pankreas von Ratten vom Einfluss der Insulinsekretion auf die
Tubulin-Synthese-Rate. Lacy et al. (1968) nahmen an, dass der Vektortransport
der B-Zell-Granula zur Zellmembran entlang eines mikrotubularen und
mikrofilamentaren Netzwerks erfolgt. Basierend auf dieser VVoraussetzung wurde
von Pipeleers et al. (1976) festgestellt, dass der Tubulin-Gehalt im Pankreas von
Ratten nach Futteraufnahme und Glukoseverabreichung stark anstieg. Bei Ratten,
die 0ber einen Zeitraum von 72 Stunden gefastet hatten, konnte ein

Tubulinriickgang von tber 27% gemessen werden.

Mit dem eingesetzten Glukagon-Antikorper (Anti Goat IgG vom Kaninchen,
Dako) konnte trotz unterschiedlicher Vorbehandlung und mehrfacher
Durchfuhrung der Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen des Glukagon-
Antikorpers keine Anfarbung der A-Zellen erzielt werden. In einer Studie am
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Pankreas des StrauBes von Tarakcy et al. (2007) wurde jedoch derselbe
Antikorper mit gleicher Vorbehandlung verwendet, wobei eine positive Reaktion
in Glukagon produzierenden A-Zellen festgestellt werden konnte. Das negative
Ergebnis in der vorliegenden Studie kdnnte auf eine fehlende Kreuzreaktion des

eingesetzten Antikorpers zurtickzufihren sein.

Mit dem immunhistochemischen Nachweis von Insulin lie} sich jedoch die fir
den Straul3 charakteristische Verteilung der endokrinen Zellen innerhalb der
Langerhans-Inseln relativ gut darstellen. Die grofiten und meisten Pankreasinseln
sind im Splenalschenkel vorzufinden. Diese Aussage trifft nach Simsek et al.
(2009) auch fur den Falken zu. Die kleinen B-Inseln sind beim Straul in allen
Schenkeln der Bauchspeicheldriise vorzufinden. Sie bestehen meist oder oftmals
auch komplett aus B-Zellen und sind kleiner als die groRen A-Inseln. Die
immunpositiven B-Zellen der groReren Inseln sind meist im Zentrum der Inseln
lokalisierbar. Die randstdndigen Zellen sind oftmals immunnegativ bzgl. der
Insulin-Reaktion. Zu diesem Ergebnis kamen auch Gililmez et al. (2004) bei
Untersuchungen an der Gans und Simsek et al. (2009) bei Studien am Falken.
Tarakcy et al. (2007) teilen die endokrinen Inseln beim StrauR in 3 Zonen ein:
Zentral-, Mantel- und Peripherzone. Dabei war Insulin nur im Zentrum
nachweisbar, wahrend Glukagon in der Mantel- und Peripherzone gefunden
werden konnte. Somatostatin hingegen wurde in allen drei Zonen zu gleichen
Teilen nachgewiesen. Die B-Inseln bestehen zu einem GroRteil aus B-Zellen.
Diese Beobachtungen machten auch Giuilmez et al. (2004) bei der Gans. In den A-
Inseln wurden in eben erwéhnter Studie jedoch keine B-Zellen gefunden. Dies
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden. Bei Huhn kdénnen
nach Watanabe (1990) samtliche Pankreasinseln dem gemischten Inseltyp
zugeordnet werden. Im endokrinen Pankreas der Gans konnten hingegen keine
gemischten Langerhans-Inseln beobachtet werden (Gulmez et al. 2004, Mobini
2011), auch nicht bei Tauben (Mobini 2013). Im endokrinen Pankreas von Enten
(Das und Biswal 1967, Lucini et al. 1996) und bei der Wachtel (Simsek et al.
2008) hingegen wurden gemischte Inseltypen festgestellt.

Mithilfe der Alcianblau-Farbung und der PAS-Reaktion konnten Dbereits
Glykoproteine und Glykosaminglykane nachgewiesen werden. Mittels FITC-
markierten  Lektinen ist eine  spezifische = Anfarbung  bestimmter

Kohlenhydratstrukturen moglich. Dabei wurde die Spezifitdt der Reaktionen
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durch die kompetitive Hemmung durch einen spezifischen Hemmzucker
verifiziert. Die 16 verwendeten FITC-markierten Lektine (ConA, LCA, PSA,
PNA, RCA, DBA, GSL-1, SJA, SBA, SNA, WGA, WGAs, UEA-1, MAL-1,
PHA-E und PHA-L) zeigten mit Ausnahme von PNA, DBA und SJA im Pankreas
des Straules ein charakteristisches Bindungsmuster. Dabei wurde ausschlief3lich
Bouin-fixiertes Material verwendet. Soderstrom et al. (1984) fanden heraus, dass
unterschiedliche  Fixierungen des Gewebes einen Einfluss auf die
Bindungsfahigkeit der Lektine zu den Kohlenhydratstrukturen besitzen. Bei
Bouin-fixierten Proben erfolgt eine starkere Bindung der Lektine ConA, PNA,
RCA, DBA, SBA, WGA und UEA-1 als in Formalin-fixierten Geweben. Bei
Proben in Formalin-Fixierung erfolgt keine Bindung mit ConA, WGA, WGAs
und RCA. PNA wiederum bindet nach Fixierung mit Formalin.

Bei meinen Untersuchungen im Pankreas des StrauBes konnten D-Mannose, D-
Galaktose, N-Acetyl-D-Galaktosamin, N-Acetyl-D-Glukosamin, Fucose und
komplexen Kohlenhydrate in bestimmten Gewebestrukturen nachgewiesen
werden. Zur Detektion von Mannose-Resten wurden die Lektine ConA, LCA und
PSA eingesetzt. Sowohl das exokrine als auch das endokrine Pankreasgewebe
zeigt viele Bindungsstellen mit dem Lektin ConA. Die Azinuszellen weisen eine
starke Fluoreszenz des Zytoplasmas auf. Die Sekretgange zeigen Kkeine
Bindungsstellen. Dieses Ergebnis stimmt iberein mit Untersuchungen bei Ratten
und Kaninchen (Jeraldo et al. 1996). Willemer und Adler (1989) hingegen
beschreibt in einer Studie Uber Ratten eine positive Reaktion von ConA an den
Sekretgangen. Das endokrine Pankreasgewebe zeigt in der vorliegenden Studie
nur eine sehr leichte Fluoreszenz nach Inkubation mit ConA-FITC. Gheri et al.
(1997) beschreiben in einer Studie Uber die Bauchspeicheldriise des Huhnes
ebenfalls eine starke Reaktion von ConA vor allem mit dem exokrinen aber auch
mit dem endokrinen Pankreasgewebe.

Auch LCA weist zahlreiche Bindungsstellen im Pankreasgewebe des Strauf3es
auf. Das Zytoplasma erscheint vor allem im Basalbereich der Azinuszellen
inhomogen fluoreszierend. Die Zellmembranen der Gefdfle und Sekretgange,
sowie die Zellmembranen der Azinuszellen zeigen eine deutliche Bindung von
LCA. Ebenso das endokrine Pankreasgewebe, vor allem die darin enthaltenen
stark fluoreszierenden Hormongranula. Jeraldo et al. (1996) bestatigen diese
Aussagen in ihren Studien Uber Ratten und Kaninchen. Auch Schulte und Spicer
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(1983) beschreiben in einer Forschungsarbeit Uber Méuse die starke Bindung der
Azinuszellen und der endokrinen Inseln mit LCA. Sowohl ConA als auch LCA
sind Mannose-/Glukose bindende Lektine und weisen somit &hnliche
Bindungseigenschaften auf. Dennoch gibt es geringfligige Unterschiede der
Bindungsmuster dieser Lektine und somit stellen sich manche Gewebestrukturen
unterschiedlich fluoreszierend dar. Dies beruht auf der Tatsache, dass LCA stérker
an Mannose-Strukturen mit einem a-1,6-Fucose-Rest bindet. Dieser Fucose-Rest
spielt eine entscheidende Rolle in der Wechselwirkung zwischen dem Lektin und
dem Mannose-Kern. Die Bindungsbereitschaft von ConA fir Glykane ist jedoch
unabhéngig von der Anwesenheit von Fucose (Roth 2011; Pavelka und Ellinger
1989).

PSA weist als weiteres Mannose-bindendes Lektin Bindungsstellen im
Zytoplasma und in der Basalmembran der Azinuszellen auf. Die Zymogengranula
erscheinen vor allem im Epithel der groReren Sekretgénge stark fluoreszierend.
Das Zytoplasma der Pankreasinseln und die beinhaltenden Hormongranula
besitzen eine hohe Bindungsfahigkeit fur PSA. Dieses Resultat stimmt mit den
Untersuchungen von Jeraldo et al. (1996) uberein, welche im Pankreas von Ratten
und Kaninchen eine hohe Bindungsbereitschaft von PSA zu Basalmembranen und
Zymogengranula festgestellt haben.

Das Galaktose-bindende Lektin RCA weist Bindungsstellen hauptsachlich im
exokrinen Pankreasgewebe und im interstitiellen Bindegewebe auf. Vor allem die
Basalmembranen der Azinuszellen sowie die apikalen und luminalen Bereiche
dieser Zellen erscheinen stark RCA-positiv. Auch das Bindegewebe zwischen den
Azini und in der GefaBwand weist eine starke Bindung von RCA-FITC auf. Dies
konnte auch im Pankreas von Ratten (Willemer und Adler 1989) festgestellt
werden. Das endokrine Gewebe hingegen weist keine Bindungsstellen fir RCA
auf. Dies ist ein Unterschied zu den Ergebnissen von Willemer und Adler (1989),
die RCA-Bindungsstellen im endokrinen Gewebe nachgewiesen hatten. Eine
Bindung von PNA konnte im Pankreas des Strauf3es nicht nachgewiesen werden.
Dies entspricht den Ergebnissen von Scheuerer et al. (1988) am Pankreas der

Japanischen Wachtel und von Schulte und Spicer (1984) bei der Ratte.

Bei den N-Acetyl-D-Galaktosamin bindenden Lektinen DBA, GSL-1, SJA
konnten im Pankreasgewebe des StrauBes nur Bindungsstellen fur GSL-1

nachgewiesen werden. Sowohl DBA als auch SJA besitzen, wie auch im Pankreas
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verschiedener anderer Tierarten schon beobachtet wurde, keine Bindungsstellen
im Pankreas des StrauBes. Scheuerer (1988) beschreibt in seiner Dissertation Uber
das Pankreas der Japanischen Wachtel ebenso eine negative Reaktion mit DBA
im Pankreasgewebe. Jeraldo (1996) fand Bindungsstellen von DBA im Pankreas
der Ratte, jedoch nicht beim Kaninchen. Schulte und Spicer (1983) konnten im
Pankreas der Maus keine Reaktion nach Inkubation mit DBA feststellen.

Beim  Lektinbindungsstellennachweis  fur Galaktose und N-Acetyl-D-
Galaktosamin konnten Bindungsstellen sowohl mit SBA als auch fir SNA
lokalisiert werden. Sowohl im exokrinen als auch im endokrinen Zytoplasma kann
bei beiden Lektinen eine leicht positive Reaktion festgestellt werden. Wahrend
SBA vor allem Bindungsstellen an der Basalmembran der Azinuszellen besitzt,
war diese fir SNA negativ. Schulte et al. beschreiben bei der Ratte (1984) und bei
der Maus (1983) die Bindung von SBA in den Azinuszellen, jedoch konnten bei
diesen Tierarten keine Bindungsstellen im endokrinen Pankreasgewebe lokalisiert
werden. SBA-Bindungsstellen wurden von Gheri et al. (1997) im Pankreasgewebe
des Huhnes vor allem in den Inselzellen beschrieben. Diese Befunde zeigen auf,
dass bei den von Schulte et al. (1984) untersuchten S&ugetieren keine
Bindungsstellen fur SBA-FITC im endokrinen Pankreasgewebe vorliegen. Bei
den Untersuchungen am Pankreas von Vogeln jedoch konnten Bindungsstellen fur

SBA in den Langerhans-Inseln nachgewiesen werden.

Die Bindung mit dem Weizenkeimagglutinin und seiner succinylierten Form ist
sowohl zum exokrinen als auch zum endokrinen Pankreasgewebe sehr stark. Auch
die GefaRendothelien besitzen zahlreiche Bindungsstellen fiir diese Lektine. Bei
den Azinuszellen treten die Basalmembranen und lateralen Zellmembranen stark
in Erscheinung und auch die Zymogengranula stellen sich stark fluoreszierend
dar. Das Inselparenchym besitzt ein hohes Bindungsvermégen fir WGA und
WGA:s. Die von den Inselzellen produzierten Hormone sind Glykoproteine und
weisen  viele  N-Acetylglucosamin- und  Sialinsaurereste in  ihrem

Kohlenhydratanteil auf.

L-Fucose konnte mit dem Lektin UEA-1 im Pankreas des StrauRes in nahezu allen
wichtigen Strukturen nachgewiesen werden. Die exokrinen Azinuszellen und die
endokrinen Inselzellen besitzen viele Bindungsstellen flr dieses Lektin. Die
Basalmembranen der Azini und das Epithel der Sekretgdnge besitzen eine hohe
Bindungskapazitat fir das Lektin UEA-1. Jeraldo et al. (1996) beschreiben in
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Untersuchungen am Pankreas von Ratten ebenfalls die Bindung dieses Lektins an
die basolateralen Membranen der Azinuszellen sowie an die Zymogengranula.
Beim Kaninchen konnten sie jedoch keine Bindungsstellen fur UEA-1
nachweisen. Willemer und Adler (1996) zeigten bei Ratten ebenfalls eine
deutliche Bindung von UEA-1 im exokrinen Pankreas. Im Inselparenchym

konnten sie mit UEA-1 keine Fucosereste nachweisen.

Die Oligosaccharid-bindenden  Lektine PHA-E und PHA-L weisen
Bindungsstellen sowohl im exokrinen als auch im endokrinen Pankreasgewebe
auf. MAL-1 bindet nur im exokrinen Pankreasgewebe. Im Gegensatz zu MAL-1
weisen die Phaseolus vulgaris Agglutinine eine hohere Bindung im
Pankreasgewebe des StraulRes auf. Sowohl an den Basalmembranen als auch an

den Drisengangepithelien konnte eine Bindung nachgewiesen werden.

Durch den Einsatz von glyko- und immunhistochemischen Verfahren in
Zusammenarbeit mit transmissionselektronenmikroskopischen Beobachtungen
konnten im Verlauf der Studie die histologischen wund funktionellen
Zusammenhange beschrieben werden und somit bestehende Erkenntnisse tber die
Enzym- und Hormonsynthese im Pankreas des Straufles verifiziert und erweitert

werden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Dissertation wurden die Bauchspeicheldriisen von zehn
Afrikanischen Strauflen (Struthio camelus) im Alter von 14-18 Monaten
entnommen und mit histologischen, glykohistochemischen,
immunhistochemischen und elektronenmikroskopischen Techniken untersucht.
Das Geschlecht der Tiere beeinflusste die Ergebnisse nicht. Meine
Untersuchungen zeigen, dass das Pankreas des Straufles in der Morphologie,
neben einigen Besonderheiten, viele Ubereinstimmungen mit anderen Vogelarten
aufweist. Das Pankreas des Straufles liegt in einer Serosadoppellamelle zwischen
dem absteigenden und aufsteigenden Duodenalschenkel in der rechten
Abdominalhthle. Der Dorsalschenkel ist im Gegenteil zu anderen Studien Uber
Vogel langer und schwerer als der Ventralschenkel. Der Splenalschenkel ist beim
StrauB schon makroskopisch gut identifizierbar. Das Pankreas weist beim Strauf3
nur einen Ductus pancreaticus auf, der in die Papilla duodenalis des Dinndarms
mindet. In der Wand groR3erer Driisenausfihrungsgange befinden sich vereinzelt
intramurale Drisenansammlungen und kryptendhnliche Sekretgange. Die groften
und meisten Pankreasinseln befinden sich im Splenalschenkel. Die Inseln wurden
im Zuge der Studie aufgrund ihrer GréRe in kleine homogene Inseln (bis 100 pum),
mittelgroRe Inseln (100 — 250 um), grofle Inseln (250 — 400 pum) und Riesen-
Inseln (bis 600 pum) eingeteilt. Innerhalb der groferen Inseln stellte sich beim
StrauB3, wie bei vielen anderen Vogelarten eine charakteristische Verteilung der
endokrinen Zellen heraus. B-Zellen liegen im Zentrum der Inseln, wahrend A-
Zellen eher im peripheren Randbereich liegen. Das interstitielle Bindegewebe der
Langerhans-Inseln ist reich kapillarisiert. Der apikale Zellbereich und der
supranukledare Bereich der Azinuszellen reagiert bei der PAS-Reaktion stark
positiv. In der Transmissionselektronenmikroskopie erweist sich das exokrine
Pankreasgewebe des StrauBes dhnlich dem der in bereits vorangegangenen
Studien beschriebenen Geweben bei anderen VVogelarten. Auch die endokrinen A-,
B-, D-, APP-Zellen besitzen vergleichbares Aussehen. Es konnten keine Typ IV-
Zellen, ,.enterochromaffindhnlichen* Zellen oder Acinar-islet cells beschrieben
werden. Die glykohistochemischen Studien zeigten eine besonders starke Affinitat
des Gewebes zu den Lektinen ConA, LCA, PSA, RCA, WGA, WGAs und UEA-
1. Die Lektine PNA, DBA und SJA zeigen weder im exokrinen, noch im

endokrinen Gewebe eine Bindungen. Bei immunhistochemischen Untersuchungen
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konnten im Pankreasgewebe des StrauBes die Intermedidrfilamentproteine
(Cytokeratine, Vimentin), a-SMA, Myosin und Tubulin nachgewiesen werden.
Insulin konnte mit dem eingesetzten Antikorper nachgewiesen werden und die
Verteilung der B-Zellen in den Inseln dargestellt werden. Der
immunhistochemische Nachweis von Glukagon verlief negativ, was auf die

fehlende Kreuzreaktion des eingesetzten Antikorpers zuriickzufihren sein drfte.
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VII. SUMMARY

Immunhistochemical, ultrastructural and glycohistochemical studies on the

pancreas of the African ostrich (Struthio camelus)

In the present thesis the pancreas of the African ostrich (Struthio camelus) was
studied using histological, histochemical and ultrastructural techniques. The
results did not depend on the sex of the animals. My results show that the
morphology of the pancreas of the ostrich is, apart from few characteristics, which
are typical for the ostrich, similar to other avian species. The pancreas of the
ostrich is located in the right abdominal cavity in a serosa duplicature between the
descending and ascending part of the duodenal limb. Different to previous studies
of other authors in several avian species | could demonstrate that in the ostrich the
dorsal limb exceeds the ventral limb in length and is also significantly heavier
than the ventral limb. In the ostrich, the splenic limb of the pancreas could already
be identified by the naked eye. The pancreas possesses one duct, which enters the
duodenum in the papilla duodenalis. Clusters of exocrine pancreatic tissue could
be regularly found in the wall of big excretory ducts. The pancreatic islands could
be classified according to their size in four classes: little islets (up to 100 pum),
midsize islets (100 — 250 um), large islets (250 — 400 um) and giant islets (up to
600 um). The bigger islet showed a characteristic arrangement of the endocrine
cell types. B-cells were mostly located in the centre of the islets, whereas A-cells
were usually found in the periphery. The apical cell area and the supranuclear area
of the acinar cells showed were strongly PAS-positive. The ultrastructure of the
exocrine and endocrine pancreatic tissue of the ostrich pancreas showed many
similarities to the pancreas of other avian species. At the ultrastructural level, A-,
B-, D- and APP-cells could be clearly identified. Also in the electron microscope,
no type IV-cells or ,enterochromaffin-like cells“ could be detected.
Glycohistochemical studies showed a strong binding of the lectins ConA, LCA,
PSA, RCA, WGA, WGAs and UEA-1 in the pancreatic tissue. The lectins PNA,
DBA and SJA showed no bindings, neither in the exocrine nor in the endocrine
part of the pancreas. The intermediate filament proteins (cytokeratins, vimentin),
a-SMA, myosin and tubulin could be immunohistochemically demonstrated in
distinct compartment of the pancreatic tissue. Also the histotopic of insulin could

be clearly immunohistochemically demonstrated and the distribution of the B-
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cells within the pancreatic islets could not enter a bonding in the endocrine tissue
of the ostrich pancreas in this study which might be ascribed to a missing cross
reaction of the applied antibody.
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IX. ANHANG

1. Lichtmikroskopie

1.1. Fixierung

Bouin’sche Losung:
o Geséttigte wassrige Pikrinséure? 375 ml
e 35%iges Formalint 125 ml
e Essigsdure 100%? 25 ml

Formalin:

35%ige Formaldehydlésung mit PBS-Puffer verdiinnt

Verhéltnis 1:10

1.2. Puffer
PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline): pH 7,4-7,6

e NaCl 42,5
e Na,HPO,_2H,0 6,35
L] NaH2PO4_H20 1,95
e Aqua dest. ad51
pH-Wert auf 7,4-7,6 einstellen
DEPC-Wasser:
e Diethylpyrocarbonat C¢H; (05t 1ml
e Agua dest. 11
im Anschluss autoklavieren

Citrat-Puffer (pH 6,0):
Stammldsung A: e 0,1M Citrat C4HgO,H,0? 21,01 ¢
e Agua dest. ad 11
Stammlésung B: e 0,1M Natriumcitrat Na;C4Hs0,2H,0? 29,419
e Aqua dest. ad 11
Gebrauchslésung: e Losung A 9ml
e Ldsung B 41 ml
e Aqua dest. ad 500 ml
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1.3. Lésungen fur histologische Farbungen
1.3.1. Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung nach Mayer
Hamalaun:
o HématOXiIin C16H14_O62 2 g
e Natriumjodat INaO32 044
e Kalialaun AIK(SO,),12H,02 100 g
e Chlorhydrat? 100 g
e Kiistalline Zitronensaure? 29
e Agua dest. 2]
Eosin:
1% Stammlésung: Eosin 29
Agua dest. ad 198 ml
37% Formaldehyd 5 Tropfen
Verdlnnung flr Farbung: Stammldsung 1 Teil
Aqua dest. 10 Teile
Essigsaure 100%?2 5 Tropfen/100ml
Verdinnung
1.3.2.  Alcianblau
Alcianblau pH 2,5:
e Alcianblau 8GX3 5¢
e ad 3% Essigsdure 500 ml
pH-Einstellung und Filtration
e Thymol Krist. 059
Alcianblau pH 1,0:
e Alcianblau 8GX3 5¢g
e ad0,1N Salzséure? 500 ml
pH-Einstellung und Filtration
e Thymol 05¢g
3% Essigsaure:
o Essigséure 100%? 15 ml
e Aqua dest. 485 ml
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Kernechtrot- Aluminiumsulfat (Al>(SO.)sx18H;0)3:
e Aluminiumsulfat? 59
e in Aqua dest. I6sen und Losung erhitzen 100 ml
e Kernechtrot? einriihren 019

1.3.3. PAS-Reaktion (Periodic Acid Schiff — Reaktion) nach McManus

a-Amylase 0,5%:

e o-Amylase? 10 mg
e Aqua dest. 2 ml
0,5% wassrige Perjodsaure:
e Perjodséaure? 1g
e Agqua dest. 200 ml
Schiffs Reagenz!
SO,-Wasser (Sulfit-Wasser):
N-Salzséure e Salzsdure konz. 2 3ml
e Aqua dest. 27 ml
10% wassrige Natriumdisulfitlésung e Natriumdisulfit2 349
e Aqua dest. 30 ml
Leitungswasser 600 ml
Hamalaun
1.3.4.  Trichromfarbung nach Masson-Goldner
Eisenhamatoxylin nach Weigert:
Losung A: e Hamatoxylin lg
e 96% Ethanol? 100 ml
eine Woche reifen lassen
Losung B: e Eisenllichlorid 2,489
e Aqua dest. 100 ml
e Salzsdure konz. 2 1ml

Losung A mit Losung B im Verhaltnis 1:1 direkt vor Gebrauch frisch anmischen
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Azophloxinldsung:
e Azophloxin 0549
e Agua dest. 100 ml
e Essigsdure 100%? 0,2 ml
1% Essigsaure:
e Essigsaure 100%?2 10 ml
e Aqua dest. ad 11
Phosphormolybdéansaure-Orange:
e Phosphormolybdénsdure? 3590
e Aqua dest. 100 ml
e Essigsdure 100%? 0,2 ml
Lichtgrun:
e Lichtgrin? 0,29
e Agua dest. 100 ml
e Essigsdure 100%? 0,2 ml
1.3.5. Resorcinfuchsin — van Gieson-Farbung
Resorcinfuchsin:
Losung A e Fuchsin 29
e Resorcin 49
Losung B e EisenllIchlorid 8¢
e Losung A bis zum Kochen erhitzen
e Losung B dazu geben und unter Schwenken 5 min. sieden
e Auf Raumtemperatur abkihlen lassen und anschlieend filtrieren
e Filter mit Niederschlag in Erlmeyerkolben geben, mit 350 ml 96%
Alkohol Ubergielien
e Bis zum Siedepunkt erhitzen, Niederschlag geht dabei in Losung
e Auf Raumtemperatur abkuhlen lassen und 2,8 ml konz. Salzsaure
zugeben, filtrieren

Kernechtrot- Aluminiumsulfat

Eisenhamatoxylin
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Pikrinsdure-Thiazinrot-Losung nach Domagk
Pikrinsdure?! (geséttigt) 100 ml
1% waéssrige Thiazinlosung e Thiazinpulver 01lg
e Aqua dest. 10 ml
7,5 ml 1% Thiazinldsung zu 100 ml Pikrinséure geben
2. Ldsungen fur die glykohistochemischen Untersuchungen
DAPI (4°, 6-Diamidino-2-phenylindol)-Verdinnung:
e DAPI-Verdiunnungt (1 pg/ul) 1l
e PBS 1ml
Natrium-Acetatpuffer (pH 5,5):
e Natrium-Acetat wasserfrei2 1364
e in Aqua dest. Losen 11
— pH 5,5 mit 10% Essigsaure! einstellen
Natrium-Acetat-Calcium-Chlorid-Puffer (pH 5,0):
e Natrium-Acetat wasserfrei? 8249
e in Aqua dest. lI6sen 11
e Calcium-Chlorid2 0,294 g

— pH 5,0 mit 1M HCI* einstellen

— Auf Wirmeplatte auf 37°C bis 40°C erwarmen

VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI ?
Protein Block Serum-Free 7

Streptavidin-FITC 7

Methyl-a-Mannopyranosid®3

Chitin Hydrolysat®
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Lektine
Lektin Abkurzung Zuckerspezifitat

Concanavalin Agglutinin ConA Man/Glc

Dolichos biflorus Agglutinin DBA GalNAc

Griffonia simplicifolia Agglutinin-1 GSL-1 GalNAc

Lens culinaris Agglutinin LCA Man/Glc

Maackia amurensis Agglutinin MAL-1 *x

Leukoagglutinin-1

Phaseolusvulgaris Erythroagglutinin | PHA-E **

Phaseolus vulgaris Leukoagglutinin PHA-L *x

Peanut Agglutinin PNA Gal

Pisum sativum Agglutinin PSA Man/Glc

Ricinus communis Agglutinin RCA Gal

Soybean Agglutinin SBA GalNAc

Sophora japonica Agglutinin SJA GalNAc

Sambucus nigra Agglutinin SNA Gal/GalNAc

Ulex europaeus Agglutinin 1 UEA-1 Fuc

Wheat germ Agglutinin WGA GIcNAc/NeuNAc

Wheat germ Agglutinin succinyliert WGAs GIcNAC *

*WGASs: bei physiologischem pH-Wert negativ geladen,

WGA: positiv geladen

WGAs bindet nicht an Glykokonjugate, die N-Acetyl-D-Neuraminsdure enthalten,
bindet aber an N-Acetyl-D-Glukosamin enthaltende Glykokonjugate. Somit kann
der N-Acetyl-D-Neuraminsauregehalt ermittelt werden (Monsigny et al. 1980)

**keine Spezifitat fir Monosaccharide bekannt

Grau unterlegte Zeilen enthalten biotinylierte Lektine.
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3. Ldsungen fur die immunhistochemischen Untersuchungen

PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline): pH 7,4-7,6

e NaCl 4259
e Na,HPO,_2H,0 6,359
¢ NaH,PO,_H,0 1,95 ¢
e Aqua dest. ad 5|

pH-Wert auf 7,4-7,6 einstellen

DAB-Hydrogenperoxidldsung: DAB = 3,3 Diaminobenzidin

Stammldsung: e PBS-Puffer 5mil
e 30% HzOz 15 lJ.I
(Hydrogenperoxidlésung)

Abgedunkelt auf dem Magnetrihrer auflésen und unter dem Abzug filtrieren

Gebrauchs-Losung: e Aqua dest. 60 ml
e Stammldsung 400 pl
e DAB 6 Tablettent®

Protein Block Serum Free with Background reducing components’
StreptAB-Complex

Methanol?

Antibody-Diluent’

VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI®

Antikorper:

CD8 a-Antikérper: Ms mAb to CDS8 a (FITC) ®
CD4-Antikérper: Ms mAb to CD4 (CT-4) (FITC) ®

Mouse anti-human Eosinophil Major Basic Protein (EMBP) ©
Rabbit anti-mouse-1gG-FITC’

Phalloidin-TRITC?

Mouse anti-vimentin’

Pancytokeratin plus®

Rabbit anti- non muscle myosin®

Fluorescein Anti-Rabbit IgG (made in Goat) °

0O 0O O O 0O O 0O O O
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4, Losungen fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
4.1. Fixierungen
Paraformaldehydlésung:
e Paraformaldehyd? 109
e in Aqua dest. bei 60-70°C auf Magnetriihrer I6sen 100 ml
e und 1M NaOH?! zugeben 1-2 Tropfen
Karnovsky-Stammldsung:
e 10% Paraformaldehydldsung 20 ml
e 0,2M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) 50 ml
e Calciumchlorid wasserfreit° 0,059
Karnovsky-Gebrauchsldsung:
e Karnovsky-Stammldsung 10 ml
e Glutaraldehyd 259% 1,37 ml
— erst kurz vor Gebrauch anmischen
4.2. Puffer
0,2M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2):
Stammlosung: e Natriumcacodylat?t 18,26 g
e in Aqua dest. l6sen 200 ml
Gebrauchsldsung: e Stammldsung 50 ml

e 0,2M Salzsdure!
e Agua dest.

pH 7,2 einstellen
auf 100 ml auffiillen

0,1M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2):

e 0,2M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2)
e Aqua dest.

50 mli
50 ml
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4.3. Kontrastierungslésungen

4.3.1.  Vorkontrastierungslésungen

3% Kaliumferrocyanid- e Kaliumferrocyanid? 03g

Stammldsung: e 0,1M Natriumcacodylatpuffer (pH| 10 ml
7,2)

2% Osmiumtetroxid- e 4% Osmiumtetroxid 2ml
Stammldsung: e 0,1M Natriumcacodylatpuffer (pH| 2 ml
7,2)

1,5% Kaliumferrocyanid + e Kaliumferrocyanid-Stammldsung 4ml
1% Osmiumtetroxid™ in e Osmiumtetroxid-Stammldsung 4ml

0,1M Natriumcacodylatpuffer

(pH 7,2):

4.3.2. Nachkontrastierungsmedien

Uranylacetat!2

Bleicitrat nach Reynolds:
e Bleinitrat® 1,339
e Natriumcitrat? 1,76 g
e Aqua dest. 30ml

— 30 Minuten regelmdpf3ig schiitteln, bis eine milchige Losung entsteht

e NaOH-Platzchen2

— einzeln nacheinander losen, bis zum Erreichen einer klaren Losung

e Aqua dest.

| auf 50 ml auffiillen

4.4. Einbettmedien
Ethanol?
Propylenoxidt

Epon

Poly/Bed® 812-BDMA Embedding Kit'!

Poly/Bed® 812
DDSA

NMA

BDMA

10 ml
8 ml
5mi

0,7ml
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4.5. Farbeldsungen

Methylenblau nach Richardson:

1% Methylenblau: e Methylenblau? 19
e Aqua dest. 100 ml

1% Borax: e Natriumtetraboratdecahydrat®® 1lg
e Aqua dest. 100 ml

— Methylenblau-Borax-Losung 1:1 mit Azurldsung mischen

1% Azur I1: e Azurll* 19
e Aqua dest. 100 ml

4.6. Sonstiges

Einbettform, 21 Vertiefungen 74 x 61 x 6mm?*
Film, orthochromatisch s/w unperforiert, 70mm x 30m?2*

Grids, hexagonal Copper 150 Mesht

1CARL ROTH, Karlsruhe, Deutschland

2 MERCK, Darmstadt, Deutschland

3 SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinheim, Deutschland
* WALDECK, Mnster, Deutschland

> ABCAM, Cambridge, GroRbritannien

¢ ABD SEROTEC, Kidlington, GroRbritannien

” DAKO, Hamburg, Deutschland

8 BIOCARTA, Hamburg, Deutschland

? VECTOR, Burlingame, USA

19SERVA, Heidelberg, Deutschland

11 POLYSCIENCES INC., Warrington, USA

12 AGAR SCIENTIFIC LTD, Essex, GroRbritannien

13 E-Y LABS, San Mateo, USA

1* PLANO GMBH, Wetzlar, Deutschland

15 LEICA, Newcastle Upon Tyne, GroRbritannien

16 KEM EN TEC DIAGNOSTICS, Taastrup, Danemark
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