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1 Einleitung

Uber die Struktur der Leber der Saugetiere existiert eine Vielzahl von Arbeiten. Insbe-
sondere unter physiologischen Aspekten war die Ultrastruktur der Leber der Ratte und
der Maus sowie des Menschen Bestandteil vieler Arbeiten (z.B. Wake, 1980; De Leeuw et
al., 1984; Blomhoff und Wake, 1991; Wisse et al., 1996). Auch tiber die makroskopische
sowie die mikroskopische Struktur der Leber zahlreicher Vogelarten ist eine Vielzahl
von Studien zu finden (z.B. Gadow, 1879; Simi¢ und Jankovi¢, 1960; Bhatnagar und
Singh, 1982; Ohata, Tanuma et al., 1982; Ohata und Ito, 1986; Abdelwahab, 1987;
Heidbrink, 2003). Das Haushuhn war dabei besonders héufig unter den untersuchten
Vogelarten (z.B. Purton, 1969; Hodges, 1972; Hodges, 1974; Ghoddusi und Kelly, 2004).
Arbeiten den Straufl betreffend befassten sich hauptsichlich mit der Topographie, der
Anatomie und der Physiologie desselben (z.B. Macalister, 1864; Bezuidenhout, 1986;
Wagner und Kirberger, 2001; Cooper und Mahroze, 2004; Iji, 2005; Abidu-Figueiredo et
al., 2006). Nur vereinzelt waren Arbeiten tiber den ultrastrukturellen Aufbau der Leber
des Straufes zu finden (Attia und Soliman, 2005).

Der Afrikanische Straufl (Struthio camelus) zahlt mit dem Kiwi, dem Emu, dem Rhea
und dem Kasuar zur Ordnung der Struthioniformes (Cooper, Mahrose et al., 2009) (ITIS,
Integrated Taxonomic Information System). Die Familie der Struthionidae beinhaltet als
einzigstes die Spezies Struthio camelus mit den Subspezies S. c. syriacus, S. c. australis,
S. ¢. massaicus and S. c. camelus (ITIS, Integrated Taxonomic Information System).
Der Straufl kann eine Grofie von 2,7 m erreichen und wird bis zu 154 kg schwer (Roots,
2006). Er ist der grofite Vogel und mit einer maximalen Laufgeschwindigkeit von 80
Stundenkilometern auch der schnellste (Roots, 2006).

Wiahrend der Straufl frither vor allem wegen seiner Federn gehalten und geziichtet
wurde, wird heutzutage besonders sein Fleisch und sein Leder vermarktet (Roots, 2006).
Dabei ist Stidafrika mit 75 % Marktanteil Weltmarktfiihrer in der Strauenproduktion
(Directorate Marketing, 2014). Infolge von Ausbriichen der Vogelgrippe in Siidafrika
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wurde der Handel mit Europa fiir Strauflenprodukte 2011 eingeschrankt. 2014 dominierte
Deutschland den Markt von StrauBenfleisch in Europa (Directorate Marketing, 2014).
StrauBenfleisch ist in Europa sehr beliebt (Directorate Marketing, 2014). Das vergleichs-
weise Fett- und Cholesterinarme Fleisch des Straufles bietet bei gleichem Proteingehalt
eine kalorienarme Alternative zu rotem Rindfleich (Paleari et al., 1998; Andrews et al.,
2000). Auch die Leber wird gegrillt, gekocht oder in Form von Leberwurst verwendet.

Diese Arbeit wurde erstellt, um einen besseren Einblick in die Struktur der Leber des
Straufles zu bekommen. Dafiir wurde sie auf ihre histologischen, immunhistochemi-
schen, glykohistochemischen und ultrastrukturellen Besonderheiten hin untersucht. Die-
se Grundlage konnte fiir mogliche Vergleiche bei Erkrankungen eines Strauflenbestandes
herangezogen werden, sowie zum Nachweis von morphologischen und ultrastrukturellen

Verdnderungen der Leber des Straufles dienen.

Abb. 1.1 Afrikanischer Straufl, Zuchtfarm, Abu Dhabi
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2 Literaturiibersicht

2.1 Anatomie der Leber

Lucas und Denington (1956) haben mehr als hundert Lebern von Hithnern untersucht
und konnten dabei keine ,typische“ Leber ausmachen, da diese sich alle in ihrer Gro-
e, Form und Ausbildung ihrer Impressionen und Inzisuren unterscheiden. Auch in
zahlreichen anderen Arbeiten wurden oft differierende Beschreibungen der Lebern der
verschiedenen Arten untereinander gegeben.

Die Leber des Vogels nimmt etwa ein Drittel bis mehr als die Halfte der Lange der
Korperhohle ein (Ibrahim et al., 1992).

Ibrahim et al. (1992) fanden die Leber bei Haushuhn, Reiher und Taube im mittleren
Drittel der Korperhohle gelegen, bei der Ente in den mittleren zwei Vierteln, beim Falken
im kranialen Viertel der kaudalen Hélfte sowie bei der Wachtel in der kranialen Hélfte.
Letztere Lagebeschreibung gaben auch Lucas und Denington (1956) fiir die Position der
Leber des ,,Single-comb White Leghorn®. Die Leber des Blasshuhns liegt im ventralen Teil
der Kérperhohle (Selman, 2013). Bezuidenhout (1999) beschrieb die Leber des Straufies
im kaudoventralen Teil des Thorax in einem hepato-peritonealen Hohlraum gelegen. Bei
der Houbara Trappe liegt die Leber, zusammen mit dem Herz, auflerhalb des von Fett
durchsetzten Peritoneums (Bailey et al., 1997).

Die konvexe, glatte, kranioventral gerichtete Facies parietalis passt sich ebenso an die
Konturen des Korpers an wie die konkave, kaudodorsal oder dorsal gerichtete Facies
visceralis. Die zahlreichen Impressionen Letzterer werden von den anliegenden Organen,
wie Osophagus, Magen, Milz und Darmschlingen, geformt (Lucas und Denington, 1956;
Feder, 1969; Ibrahim et al., 1992). Im Gegensatz zu den meisten Vogelarten, wie Wald-
schnepfe (Berlich, 1979), Haushuhn, Wachtel, Reiher, Taube und Falke, bei denen sich
die Facies parietalis beidseits an die Rippen anlegt, fanden Ibrahim et al. (1992) fiir die

Ente nur die rechte Seite der Leber von den Rippen umschlossen.
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Ventral legt sich die Leber mit ihrer Facies parietalis dem Sternum an (Berlich, 1979;
Ibrahim et al., 1992; Heidbrink, 2003) und endet bei den verschiedenen Arten mit ihrem
kaudalsten Punkt in unterschiedlicher Entfernung zum kaudalen Ende des Sternums.
Beim Fischadler, Rotmilan, Turmfalke, teilweise beim Wespenbussard, mit den Spitzen
der beiden Lappen beim Wanderfalken (Heidbrink, 2003) und sogar 2 bis 2,9 cm bei Ente
und Reiher (Ibrahim et al., 1992) ragt sie dabei kaudal noch tber das Sternum hinaus
und liegt dort der Bauchwand an.

Ibrahim et al. (1992) beschrieben fiir den Falken und das Haushuhn, dass die Leber
mit ihrem kaudalen Rand 0,5 bis 1,5cm kranial des kaudalen Endes des Sternums
endet. Auch bei der Taube, der Wachtel (Ibrahim et al., 1992) und dem Strauf (Fowler,
1991) beriihrt die Leber die Bauchdecke nicht und endet auf Hohe des kaudalen Endes
des Sternums. Beim Méusebussard reicht der linke Leberlappen weiter kaudal als der
rechte. Er liegt grofitenteils dem Brustbein auf und reichte bei manchen der sezierten
Mausebussarde mit seinem Kaudalrand bis auf die Bauchwand (Heidbrink, 2003).

Des Weiteren befindet sich in der Facies parietalis bei Haushuhn, Wachtel, Falke (Ibrahim
et al., 1992), Fischadler, Rohrweihe, Rotmilan, Sperber, Turmfalke, Wanderfalke, Wes-
penbussard (Heidbrink, 2003), Straufl (Macalister, 1864) und Wellensittich (Feder, 1969)
im cranio-ventralen Bereich die tiefe Impressio cardiaca. Beide Leberlappen umschlieflen
in dieser Impression die apikale Halfte des Herzens. Bei Reiher und Taube dagegen
bertihrt die Leber mit ihren beiden Leberlappen nur die Herzspitze und bei der Ente
besteht der Kontakt nur zwischen dem rechten Leberlappen und dem Herzen (Ibrahim
et al., 1992).

An der Dorsalfliche der Leber, der konkaven Facies visceralis (Ibrahim et al., 1992),
findet sich beim Fischadler eine Impressio splenalis, in welcher die Milz der Leber
anliegt (Heidbrink, 2003). Auch beim Rhode Island Red Chick (Al-Dabagh und Abdulla,
1963) und dem Haushuhn (Latimer und Pedersen, 1923) befindet sich die Milz in enger
Néhe zur Facies visceralis. Latimer und Pedersen (1923) sowie Kern (1963) beschrieben
auBerdem, dass beim Haushuhn die Lunge, der Osophagus und der kraniale Teil des
Muskelmagens an die Facies visceralis angrenzen. Des Weiteren finden sich auf dieser
zusétzliche Impressionen, verursacht durch anschliefende Eingeweide, wie unter anderem
Magen, Darm und bei den meisten Vogelarten auch der Gallenblase (Ibrahim et al.,
1992). Diese Eingeweide grenzen bei den unterschiedlichen Arten verschieden stark an
die Leber. So sind es bei Fischadler, Rotmilan, Sperber, Turmfalke, Wanderfalke und

Wespenbussard nur die Lunge, der Driisenmagen (Proventriculus) und der kraniale Teil
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des Muskelmagens (Ventriculus). Die dabei durch die Magenabschnitte entstehenden
Eindellungen sind die Impressio partis glandularis ventriculi und die Impressio partis
muscularis ventriculi (Heidbrink, 2003). Bei der Rohrweihe grenzt die Leber nur an
den Drisenmagen und den kranialen Teil des Muskelmagens (Heidbrink, 2003). Beim
Strauf liegt nur der linke Leberlappen am Ventriculus an (Fowler, 1991). Auflerdem hat
bei letzterem die Dorsalfliche der Leber Kontakt mit dem Osophagus und der Lunge
(Fowler, 1991).

Auf der Facies visceralis beider Leberlappen findet sich eine querverlaufende Rinne,
Fissura transversa (Simi¢ und Jankovi¢, 1960), oder Fossa transversa (Nickel et al., 1992),
aus der die Gallengdnge (Feder, 1969; Berlich, 1979; Bailey et al., 1997) hervortreten und
die zuleitenden GeféaBle der Leber eintreten (Kern, 1963; Berlich, 1979). Diese Rinne wird
auch als Leberhilus oder Porta hepatis bezeichnet (A. S. King und McLelland, 1979:
Kapitel VI. S 156f.).

Am dorsalen Rand des Lobus hepatis dexter kann es eine Impressio testis durch die
anliegenden Hoden geben und grofiere Dotterkugeln der Eierstocke kénnen sogar den
rechten und den linken Leberlappen berithren (Kern, 1963).

In ihrem kaudalen, bei Turmfalke, Wanderfalke und Rohrweihe, oder kaudoventralen,
bei Fischadler und Rotmilan, Bereich bertiihrt die Leber das Darmkonvolut bzw den Ein-
geweidebauchfellsack (Heidbrink, 2003). Beim Wespenbussard (Heidbrink, 2003), beim
Haushuhn (Kern, 1963) und beim Straufi (Fowler, 1991) reicht der rechte Leberlappen
bis an die Darmschlingen heran und liegt beim Sperber mit seiner Spitze ventral unter
der Flexura duodenojejunalis (Heidbrink, 2003).

Die Leber kommt mit allen Luftsicken in Berithrung (Kern, 1963).

Die Leber besteht sowohl bei den von Heidbrink (2003) untersuchten Greifvogeln als
auch bei Haushuhn, Wachtel, Reiher, Ente, Taube, Falke (Ibrahim et al., 1992), Single-
comb White Leghorn (Lucas und Denington, 1956), Rhode Island Red Chick (Al-Dabagh
und Abdulla, 1963), Nandu (Rhea americana) (Feder, 1972), Wellensittich (Feder, 1969)
und Blasshuhn (Selman, 2013) aus zwei nebeneinander liegenden Lappen. Einem Lobus
hepatis dexter und einem Lobus hepatis sinister, welche durch die Incisura interlobaris
cranialis et caudalis getrennt sind (Berlich, 1979; Ibrahim et al., 1992; Nickel et al., 1992;
Bailey et al., 1997; Heidbrink, 2003). Beim Sekretar (Sagittarius serpentarius), bei der
Riesentrappe (Ardeotis kori) (Maloiy et al., 1987) und bei der Waldschnepfe (Scolopax
rusticola) (Berlich, 1979) sind die beiden Leberlappen proximal durch eine Briicke aus

Parenchym verbunden.
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Diese beiden Lappen sind bei Haushuhn, Wachtel, Ente, Taube, Reiher, Falke (Ibrahim
et al., 1992) und Trappen (Bailey et al., 1997) kranial in der Mitte zwischen den zwei

Incisuren mit einer Pars interlobularis oder Pars interlobaris verbunden.

Bei den Trappen (Bailey et al., 1997) sowie bei Sperber, Turmfalke und Wanderfalke
(Heidbrink, 2003) findet sich keine weitere Unterteilung der beiden Leberlappen.

Eine Unterteilung des linken Leberlappens ist dagegen beim Blédsshuhn (Selman, 2013)
und beim Nandu zu finden. Bei letzterem findet sich an der Dorsalfliche des linken
Leberlappens eine spaltartige Einziehung (Feder, 1972). Auch beim Strauf ist der linke
Leberlappen, Lobus hepatis sinister durch eine tiefe seitliche Incision in einen kleinen
kaudodorsalen, Pars caudodorsalis, und einen grofleren kaudoventralen Lappen, Pars
caudoventralis, geteilt (Gadow, 1879; Bezuidenhout, 1986; Nickel et al., 1992; Bezui-
denhout, 1999). Bei Haushuhn und Wachtel dagegen ist die Pars caudoventralis kleiner
als die Pars caudodorsalis und von dieser durch eine tiefe intralobuldre Fissur getrennt
(Ibrahim et al., 1992). Bei der Taube ist der linke Leberlappen in zwei fast gleichgrofie
Teile und bei der Schellente (Anas clangula = Bucephala clangula) in drei Teile gespalten
(Gadow, 1879).

Zusatzlich gibt es beim Straufl kaudal der Pars caudodorsalis gelegen noch einen kleinen
intermedidren Abschnitt (Bezuidenhout, 1986), Processus intermedialis sinister (Nickel
et al., 1992). Bei der Taube befindet sich der Processus intermedialis auf der Vis-
zeralfliche des rechten und bei Wachtel und Haushuhn auf der des rechten und linken
Leberlappens (Ibrahim et al., 1992). Ebenso befindet sich beim Helmkasuar (Casuarius
indicus) ein kleines, spitzes Lappchen zwischen den beiden Leberlappen, sowie beidseits

noch ein plattes Lappchen (Gadow, 1879).

Bei den Trappen (Bailey et al., 1997), dem Bldsshuhn (Selman, 2013), dem Wellensittich
(Melopsittacus undulatus) (Feder, 1969) und tiblicherweise auch beim Huhn (Latimer
und Pedersen, 1923; Al-Dabagh und Abdulla, 1963) sowie bei den meisten der von
Gadow (1879) untersuchten Vogelarten und beim Strau (Wagner, 2002) ist der rechte
Leberlappen grofler als der linke. Auch beim Nandu ist der linke Lappen wesentlich grofier
als der rechte Lappen (Feder, 1972). Lucas und Denington (1956) beschrieben fiir das
Single-comb White Leghorn, dass der linke Leberlappen entweder klein oder mittelgrof3
ist. In einzelnen Féllen ist dieser groffer als der rechte Leberlappen, meistens aber kleiner
(Lucas und Denington, 1956). Die gleiche Beobachtung machte Fowler (1991) bei den
von ihm untersuchten Haushiihnern, bei denen sich der linke Leberlappen auch sehr

unterschiedlich in seinem Groflenverhéltnis zum Rechten zeigte. Ebenso hat Gadow
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(1879) bei der Trottellumme (Uria troile) und den Pinguinen einen grofleren linken

Leberlappen beschrieben.

Die Farbe der Leber variiert von gelbbraun bei der Ente, hellbraun beim Haushuhn,
rotbraun bei Reiher, Falke (Ibrahim et al., 1992) und Blésshuhn (Fulica atra) (Selman,
2013) bis hin zu dunkel-rotbraun bei den Trappen (Bailey et al., 1997) und dunkelbraun
beim Wellensittich (Feder, 1969). Beim Schliipfen hat die Leber des Hausgefligels und
der Taube eine helle bla-gelbliche Farbung, welche im Lauf der weiteren Entwicklung
zu einem tiefen rotbraun, rot-kastanienbraun oder dunkel-rot-gelblich-kastanienbraun
wechselt (Kingsbury et al., 1956; Simi¢ und Jankovié, 1960), (A. S. King und McLelland,
1979: Kapitel VI. S. 156).

Die Leber ist von vier Leberbauchfellsiacken umgeben (Simié¢ und Jankovié¢, 1960; Heid-
brink, 2003), von denen drei vollig voneinander und vom Eingeweidebauchfellsack abge-
schlossen sind und einer sich als Nische des Hauptbauchfellsackes darstellt (Kern, 1963).
Es gibt sowohl einen rechten dorsalen und ventralen, als auch einen linken dorsalen
und ventralen Leberbauchfellsack (Bittner, 1925; Kern, 1963). Die beiden ventralen,
Cavum peritonaei hepatis ventrale dextrum et sinistrum (Simié¢ und Jankovié, 1960),
sind etwa gleich grof}, enthalten je eine Leberhéalfte zwischen Herzspitze und kaudalem
Brustbeinrand (Bittner, 1925) und sind durch das Ligamentum falciforme vollstédndig
voneinander abgetrennt (Bittner, 1925; Simi¢ und Jankovi¢, 1960; Kern, 1963; Heidbrink,
2003) Die beiden dorsalen, Cavum peritonaei hepatis dorsale dextrum et sinistrum (Simié
und Jankovié, 1960), unterscheiden sich voneinander, da der rechte Anteil einen kleinen
Teil des Lobus hepatis dexter aufnimmt, durch den die Vena cava caudalis zieht (Bittner,
1925; Simi¢ und Jankovié, 1960). Der linke Anteil des dorsalen Leberbauchfellsackes
hingegen nimmt zusétzlich zu einem kleinen dorsalen Teil des Lobus hepatis sinister
(Simi¢ und Jankovi¢, 1960) im kaudalen Bereich den Geschlechtsapparat und den Darm
auf (Bittner, 1925).

Die Befestigungsbander des Halteapparates der Leber bestehen aus zwei langen Seiten-
béndern und einem medianen sichelformigen Band, dem Ligamentum falciforme (Bittner,
1925). Das Ligamentum falciforme, welches die ventralen Leberbauchfellsicke voneinan-
der trennt, setzt kranial an der Herzbeutelspitze am Perikard an und zieht bis zur Kloake.
Dabei ist es ventral an der Innenseite des Sternums befestigt und spannt sich nach dorsal
zwischen die beiden Leberlappen auf (Simi¢ und Jankovié, 1960; Kern, 1963; Feder,
1969). Das Ligamentum falciforme entlasst kranial die beiden Seitenbénder, die auch am

Herzbeutel befestigt sind (Kern, 1963). Sie werden bei Simi¢ und Jankovié¢ (1960) beide
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als diinne Bauchfellduplikaturen bezeichnet, wihrend bei Bittner (1925) zu finden ist,
dass der kaudale Teil des inneren Blattes des rechten Seitenbandes vom Bauchluftsack
gestellt wird. Das rechte Seitenband (Bittner, 1925), Ligamentum triangulare dextrum
(Kern, 1963) oder Plica peritonaei suspensoria hepatis dexter, setzt latero-dorsal am
rechten Leberlappen an und teilt somit das Cavum peritonaei hepatis dextrum in einen
dorsalen und einen ventralen Anteil (Simi¢ und Jankovié, 1960; Kern, 1963). Von der
Leber zieht dieses zur rechten Thoraxwand und heftet sich dort an (Simi¢ und Jankovi¢,
1960). Das linke Seitenband (Bittner, 1925), Ligamentum triangulare sinistrum (Kern,
1963) oder Plica peritonaei suspensoria hepatis sinister verlduft seitenverkehrt zum
Rechten und spannt sich zwischen dem linken Leberlappen und der linken Thoraxwand
auf (Simi¢ und Jankovi¢, 1960).

Bailey et al. (1997) haben den Verdauungstrakt und seine anhdngenden Driisen bei
mehreren Trappenarten, der Rotschopftrappe (FEupodotis ruficrista), der Senegaltrappe
(Eupodotis senegalensis), der Kragentrappe ( Chlamydotis undulata) und der Riesentrap-
pe (Ardeotis kori) untersucht und verglichen. Dabei haben sie fir die Kragen- und
die Riesentrappe herausgefunden, dass das durchschnittliche Gewicht der Leber bei
den mannlichen Tieren verglichen mit den weiblichen grofler ist. Das Verhéltnis von
Lebergewicht zu Korpergewicht betragt bei den Trappen 1,41-2,1 %.

Latimer und Rosenbaum (1926) machten eine quantitative Studie zur Anatomie der Pute
und stellten ein durchschnittliches Lebergewicht von 92,3 Gramm fest. Das prozentuale
Gewicht der Leber (2,25 %) verglichen sie mit dem beim Huhn (2,40 %). Beim weiflen
Leghorn macht die Leber 2,7 % (Souba, 1923) bzw 1,6 - 2,2 % (Hopkins und Biely, 1935)
vom Korpergewicht aus. In einer Arbeit von Ibrahim et al. (1992) tber die Leber und
das Gallengangssystem verschiedener Vorgelarten ist fiir das Haushuhn ein Leber- zu
Korpermasse-Verhéltnis von 1,3-1,6 % beschrieben. Simié¢ und Jankovi¢ (1960) dagegen
haben ein Verhaltnis von 2,4-3 % angegeben.

Weitere Untersuchungen fanden den prozentualen Anteil des Lebergewichtes an der
Gesamtkorpermasse bei 2,2-2.8% fiir die Taube (Simi¢ und Jankovié, 1960), 2-2,3%
fir die Wachtel und 2-2.8% fiir den Reiher und den Falken (Ibrahim et al., 1992).
Fowler (1991) berichtete von einem Lebergewicht von 2,2kg bei einer 122kg schweren
Strauflenhenne. Das entspricht 1,8 % vom Gesamtkorpergewicht.

Es existieren mehrere Arbeiten iiber die Leber bei verschiedenen Entenarten. Bei der
Neuseelandente (Anas chlorotis) fanden Moore und Battley (2006) heraus, dass schwerere

Enten eine verhaltnisméfig groflere Lebermasse haben. Im Vergleich macht die Leber
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bei wildlebenden Neuseelandenten 2,21 % des Korpergewichts und bei in Gefangenschaft
lebenden Neuseelandenten 2,9 % (Moore und Battley, 2006) aus. Bei von Ibrahim et al.
(1992) untersuchten Enten betrug das Lebergewicht 2,4-2,7% der Gesamtkoérpermasse
und bei normalen Hausenten (Anas boschas domestica) 3-4 % (Simi¢ und Jankovié, 1960).
Das Gewicht der Leber der Vogel verdndert sich im Zusammenhang mit dem Alter und
dem Gewicht des Vogels (Al-Dabagh und Abdulla, 1963). Auch die Jahreszeit spielt eine
Rolle. Bei Untersuchungen an Stockenten haben Whyte und Bolen (1985) festgestellt,
dass das Gewicht der Leber im Verlauf des Jahres deutlich schwankt. Das niedrigste
Gewicht fanden sie im spaten Winter und das héchste um die Wintersonnwende herum.
Bei Meerentenarten, die in Neufundland tiberwinterten, wurden verhaltnisméfig grofle
Lebern gefunden. Diese machen bei der Eiderente (Somateria mollissima) und der Prach-
teiderente (Somateria spectabilis) 3,8 %, bei der Trauerente (Melanitta nigra americana)
4,0 %, bei der Eisente (Clangula hyemalis) 4,96 % und bei der Kragenente (Histrionicus
histrionicus) 4,42 % vom Gesamtkoérpergewicht aus (Goudie und Ryan, 1991).

Bei Untersuchungen an der kleinen Schneegans (Anser caerulescens caerulescens) konnte
festgestellt werden, dass das Gewicht der Leber sich dem Level der Futteraufnahme und
des Stoffwechsels anpasst. Bei der Ankunft vor der Brut wiegt die Leber der weiblichen
Schneegans 60 % mehr als zum Ende der Brut hin (Ankney, 1977). Dies konnten Ankney
und Scott auch in spateren Studien bestéatigen, in denen sie feststellten, dass die Lebern
der Weibchen und Ménnchen nach der Eiablage das grofite Gewicht aufweisen (Ankney
und Scott, 1980; Ankney und Scott, 1988). Diese Feststellung spiegelt die erhéhte Stoff-
wechselrate der Tiere in dieser Phase wieder, in welcher sie Fettreserven anlegen.

Bei der Brautente (Aixz sponsa) kommt es beim weiblichen Tier zu einer Gewichtszunah-
me der Leber um 50 % zu Beginn der Legeperiode. Wahrend der Eiablage nimmt dieses
wieder ab, bedingt durch die grole Menge an Fetteinlagerung in die ovarialen Follikel
und erreicht ein Tief bei den briitenden Weibchen. Auch bei den ménnlichen Tieren ist
die Leber von briitenden Tieren geringfiigig, aber eindeutig, leichter als wahrend der
Herbstbalz (Drobney, 1984).

Bei den Vogeln ist die Struktur der gallefiihrenden Gefafle innerhalb der Leber iiber-
wiegend gleich. Im linken Leberlappen finden sich der Ramus dorsalis lobi sinistri, der
Ramus lateralis lobi sinistri und der Ramus ventralis lobi sinistri, die sich zum Ductus
hepaticus sinister vereinen (Miyaki, 1973; Gupta et al., 1982). Der rechte Leberlappen
besitzt einen Ramus dorsalis lobi dextri und einen Ramus ventralis lobi dextri, die beide

wiederum ein linkes und ein rechtes Einzugsgebiet versorgen und meistens in den Ductus



2. Literaturiibersicht 10

hepaticus dexter miinden (Miyaki, 1973; Gupta et al., 1982).

Im Bereich der Porta hepatis vereinen sich der Ductus hepaticus dexter und der Ductus
hepaticus sinister zu einem Sinus (Crompton und Nesheim, 1972), dem Ductus hepatoen-
tericus (Miyaki, 1973; Gupta et al., 1982; Bailey et al., 1997) oder Ductus hepatoentericus
communis (Turk, 1982; Metz, 1988; Ibrahim et al., 1992; Nickel et al., 1992), durch
welchen ein Austausch der Galle aus den beiden Leberlappen stattfindet (Crompton
und Nesheim, 1972). Die Leber entldsst diesen Ductus durch die rechte Leberpforte
(Gupta et al., 1982), von wo aus dieser zum distalen Teil des Duodenum ascendens
zieht (Crompton und Nesheim, 1972; Ibrahim et al., 1992). Bailey et al. (1997) hat bei
der Trappe beobachtet, dass dieser Ductus aus dem linken Leberlappen austritt. Beim
Reiher entlasst der Ductus hepaticus dexter einen Ductus hepatoentericus dexter, der
im proximalen Teil des Duodenum descendens endet (Ibrahim et al., 1992).

Bei den Vogelarten, die eine Gallenblase besitzen, entlédsst der Ductus hepaticus dexter
einen Ductus hepatocysticus zur Vesica fellea (Miyaki, 1973; Turk, 1982; Gupta et al.,
1982; Maloiy et al., 1987; Ibrahim et al., 1992; Bailey et al., 1997). Vom Gallenblasenhals
ausgehend zieht ein Ductus cystoentericus zum distalen Teil des Duodenum ascendes
und miindet dort distal der Ausfiithrungsgénge des Pankreas und proximal des Ductus
hepatoentericus (Gadow, 1879; Miyaki, 1973; Turk, 1982; Maloiy et al., 1987; Metz, 1988;
Ibrahim et al., 1992; Bailey et al., 1997). Latimer und J. L. Osborn (1923) beschrieben fur
das Haushuhn die Miindung der beiden Gallengédnge im Duodenum descendens. Dagegen
berichtete Metz (1988) bei der japanischen Wachtel, dass sich die beiden Gallengénge in
das Duodenum ascendens entleeren.

Bei den Papageien (Gadow, 1879), dem Wellensittich (Feder, 1969), den Tauben (Gadow,
1879; Ibrahim et al., 1992), den Kolibris (Gadow, 1879), sowie dem Afrikanischen Straufi
(Struthio camelus) (Macalister, 1864; Gadow, 1879; Fowler, 1991) ist keine Gallenblase
vorhanden.

Bei den Arten ohne Gallenblase entliasst der Ductus hepaticus dexter einen Ductus
hepatoentericus dexter, der direkt in das Duodenum ascendens miindet (Feder, 1969;
Ibrahim et al., 1992). Es sind somit zwei Gallengénge vorhanden, die aus dem rechten
Leberlappen nahe des Leberhilus austreten und getrennt in das Duodenum ascendens
miinden (Feder, 1969).

Die Gallenblase, Vesica felleae kann von unterschiedlicher Grofie und Gestalt sein. So
besitzt der Helmkasuar eine grofle Gallenblase mit einer mittigen Einschntirung, aus der

der Ductus cysticus hervortritt (Gadow, 1879), der Nandu dagegen eine kleine, deutlich
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abgesetze Blase (Feder, 1972). Bei Haushuhn, Wachtel und Reiher ist sie von zylindri-
scher Form (Ibrahim et al., 1992), bei Ente und Falke ist sie kugelférmig (Ibrahim et al.,
1992), bei der Rohrweihe bohnenférmig (Heidbrink, 2003) und bei den Spechtvogeln ist
sie langgestreckt, wurmformig (Gadow, 1879).

Die Gallenblase liegt der Facies viszeralis an (Al-Dabagh und Abdulla, 1963) und formt
dort eine Fossa vesicae felleae (Koch, 1978; Ibrahim et al., 1992). Beim Helmkasuar
(Gadow, 1879) befindet sich die Gallenblase auf der Viszeralflache des rechten Leberlap-
pens und hangt aus diesem herausragend herab. Beim Huhn dagegen befindet sich der
vordere Teil der Gallenblase kaudodorsal im rechten Leberlappen und ist bindegewebig
mit seiner Umgebung verwachsen, der hintere Teil liegt frei und kann bei Haushuhn
und auch bei der Wachtel von der parietalen Seite der Leber aus gesehen werden
(Latimer und Pedersen, 1923; Bittner, 1925; Ibrahim et al., 1992). Bei einigen Arten
der Greifvogel befindet sich die Gallenblase eingebettet im rechten Leberlappen und ist
durch eine diinne Serosafalte mit der Leber verbunden (Gadow, 1879; Heidbrink, 2003).
Bei einigen Arten der Pygopodes liegt die Gallenblase in der Mitte zwischen den zwei
Lappen (Gadow, 1879) wihrend sie bei manchen anderen Arten, wie zum Beispiel dem

Nandu, dem linken Leberlappen dorsal aufliegt (Feder, 1972).

Der rechte Leberhilus wird von Vena portalis hepatica dexter, Arteria hepatica dexter,
Ductus hepatoentericus und Ductus hepatocysticus gebildet, der linke von Vena portalis
hepatica sinister und Arteria hepatica sinister (Miyaki, 1973).

Als zuleitendes Gefafl zur nutritiven Versorgung der Leber (Nickel et al., 1992) entlasst
die Arteria coeliaca, welche sich aus der Aorta descendens abgespalten hat, eine A.
gastrica dexter et sinister (Purton, 1969) oder Ramus dexter et sinister (Nickel et al.,
1992). Diese entlassen die A. hepatica dexter mit mehreren Asten und die A. hepatica
sinister mit zwei schmalen Asten (Purton, 1969). Erstere versorgt den Lobus hepatis
dexter und letztere den Lobus hepatis sinister (Miyaki, 1973). Die beiden Aste der
Leberarterien sind durch einen Ramus communicans miteinander verbunden, welcher
mit dem Truncus sinister der Portalvene verlauft (Miyaki, 1973).

Das zuleitende funktionelle Gefaf} ist die Vena portalis hepatica (Nickel et al., 1992). Sie
sammelt das nahrstoffreiche Blut des gesamten Magen-Darm-Traktes von Proventriculus
bis Rectum, Milz und Pankreas iiber eine Vena portalis hepatica dextra und eine schwa-
chere Vena portalis hepatica sinistra (Simi¢ und Jankovié¢, 1960; Purton, 1969; Miyaki,
1978; Nickel et al., 1992). Diese beiden anastomosieren im Bereich der Leberpforte

durch einen Ramus communicans venae portae dextrae et sinistrae (Simi¢ und Jankovi¢,
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1960). Die Vena portalis hepatica dextra wird durch die Vereinigung von den Venae
mesentericae, Vena proventriculosplenica und Vena gastropancreaticoduodenalis gebildet
(Miyaki, 1978). Der Hauptast der grolen Pfortader, die Vena portalis hepatica dextra
(Simi¢ und Jankovi¢, 1960), tritt zusammen mit den Asten der Leberarterie und den zwei
hervortretenden Gallengéngen durch die Leberpforte, auch Hilus genannt, in den rechten
Leberlappen ein (Bittner, 1925; Simi¢ und Jankovié, 1960; Kern, 1963; Purton, 1969).
Intrahepatisch teilt sich dieser grofiere Ast in einen Truncus dexter und einen Truncus
sinister und versorgt dann neben dem rechten auch den linken Leberlappen (Miyaki,
1973). Der Truncus sinister nimmt iiber den Ramus lateralis lobi sinistri eine Verbindung
zur Vena portalis hepatica sinistra auf (Miyaki, 1973). Uber den kleineren linken Ast der
Pfortader, Vena portalis hepatica sinistra, der entlang des dorsalen Randes des linken
Leberlappens verliuft und diesen mit mehreren Asten versorgt (Purton, 1969), gelangt
Blut aus den Venen des linken, ventralen Teiles des Muskelmagens, Venae gastricae und
teilweise auch die des Driisenmagens, Venae proventriculares in die Leber (Simi¢ und
Jankovi¢, 1960), (Nickel et al., 1992: S. 220).

Die Vena hepatica dextra nimmt das Blut aus dem rechten Leberlappen (Miyaki, 1973)
und die Vena hepatica media aus der Pars interlobaris (Nickel et al., 1992: S. 220) auf.
Die rechte und die linke Lebervene miinden in die Vena cava caudalis, kurz bevor diese
kranial den Rand des rechten Leberlappens wieder verlasst (Kern, 1963; Purton, 1969).
Die Vena hepatica accessoria miindet getrennt von den beiden anderen Lebervenen weiter
kranial in die Vena cava caudalis (Miyaki, 1973). Die Vena cava caudalis durchbohrt den
rechten Leberlappen dorsal an seinem latero-kaudalen Rand und bildet dabei auf der
Facies visceralis das Foramen caudale venae cavae caudalis und auf der Facies parietalis
das breitere Foramen craniale venae cavae caudalis, welches sich in der Impressio cordis
(Simi¢ und Jankovi¢, 1960; Kern, 1963) oder Impressio cardiaca (Nickel et al., 1992)
befindet. Die Nabelvene, Vena umbilicalia, welche im Ligamentum falciforme verlauft,
entleert sich in die Vene hepatica sinistra ohne den linken Leberlappen zu versorgen
(Simié¢ und Jankovié¢, 1960; Miyaki, 1973).

Miyaki (1973) konnte zahlreiche Variationen in der Aufzweigung der Blutgefafie und
Gallengénge bei den verschiedenen Individuen dokumentieren und feststellen, dass es

nicht einmal innerhalb einer Art ein einheitliches Verlaufschema der Geféfle gibt.
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2.2 Embryologie der Leber

Die Leber entwickelt sich beim Vogel aus zwei entodermalen Divertikeln, die im Verlauf
der Entwicklung miteinander anastomosieren und den mittleren Teil der Leber bilden.
Zu Beginn zeigt sich das vordere Divertikel des Entoderms am Rand der vorderen
Darmpforte (dem spateren Duodenum mit seinem hepatopankreatischen Ring (Riisse
und Sinowatz, 1998)), dorsal der Venae omphalomesentericae und des Ductus venosus
(Kingsbury et al., 1956). Zu einem etwas spateren Zeitpunkt der Entwicklung entsteht
das zweite, kaudal gelegene Divertikel, welches ventral der Venae omphalomesentericae
und des Ductus venosus liegt. Dieses Divertikel teilt sich in eine rechte und eine linke
Knospe. Die Divertikel wachsen kranial von der vorderen Darmpforte weg (Stephens
und Bils, 1967), ins Mesenchym des ventralen Mesenteriums (Kingsbury et al., 1956),
das zwischen der Perikardhohle und dem Dottersackgang gelegen ist und eine breite
Platte, das Septum transversum bildet (Riisse und Sinowatz, 1998). In dieser frithen
Entwicklungsphase nimmt die Leber den groiten Teil der Zolomhohle ein (Alcantara et
al., 2013). Sowohl in den Entodermalzellen an der vorderen Darmpforte, als auch in den
von dieser weggewanderten Zellen, zeigen sich zahlreiche freie Ribosomen, ein kompakter
Golgi-Apparat und wenige Mitochondrien (Stephens und Bils, 1967). Es besteht ein
Kontakt zwischen den Entodermzellen und den Bestandteilen des Dottersacks (Stephens
und Bils, 1967). Am caudalen Ende des hinteren Divertikels kommt es zu einer deutlichen
Verdickung des Epithels, aus welcher spéater die Gallenblase entsteht (Kingsbury et al.,
1956).

Auf der Oberflidche der beiden Divertikel bilden sich zahlreiche feste oder hohle Knospen,
die miteinander anastomosieren und ein Netzwerk aus Leberzellbalken im Mesenchym
bilden. Dieses Netzwerk entsteht ringartig um den mittleren Teil des Ductus venosus
herum, welcher buchtartige Fortsatze in die Region der Leberzellen entlésst. Es entsteht
eine Verbindung zwischen der zukiinftigen Gallenblase und dem Anteil der Leber der
von dem vorderen Divertikel gebildet wird. Zwischen den anastomosierenden Zylindern
erscheinen grofle, mit Endothel ausgekleidete Rdume (Kingsbury et al., 1956). Wéhrend
dieser Entwicklungsphase lassen sich dicht gepackte Hepatozyten beobachten, die 0,2 ym
grofle, fadenféormige Mitochondrien, einen Nukleus mit Kernporen, kleine, elektronen-
dichte Lipidtropfen, ein kleines raues Endoplasmatisches Retikulum mit Ribosomen und
autophagozytierende Vesikel beinhalten Stephens und Bils (1967). Diese kleinen Lipid-
tropfen unterscheiden sich von den spéter erscheinenden groflen Lipidtropfen. Gallengén-

ge sind noch keine zu erkennen (Stephens und Bils, 1967). Das raue Endoplasmatische
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Retikulum besteht nur aus wenigen, kurzen Zisternen mit einer Lange von 1,5 ym und
liegt im Zytoplasma ohne Verbindung zu den Mitochondrien, der Zellmembran oder dem
Zellkern (Sandstrom und Westman, 1971).

In der medianen Masse des Septum transversum bilden sich buchtartige und kapilldre
Strukturen des Endothels bevor die Leberknospen einwandern. Die Buchten gehen vom
Ductus venosus aus und bilden entweder eine offene Verbindung oder abgegrenzte Hohl-
rdume mit endothelialer Auskleidung. Dadurch entstehen typische Sinusoide mit einer
Auskleidung aus Endothelzellen. Es beginnt ein sehr starkes Wachstum der Leber, bei
dem der vordere Anteil in die Zoélomhohle hineinwéchst. Wéahrend dieses Wachstums
formen sich die Leberzellanhdufungen zu den typischen Leberzellbalken um. Gleichzeitig
infiltrieren die Sinusoide diese Anhdufungen aktiv und beteiligen sich so an der Bildung
der Leberzellbalken. In den zylinderartigen Leberzellbalken erscheinen Lumina (Kings-
bury et al., 1956).

Aus den urspriinglich vorhandenen Divertikeln entstehen die zwei Haupt-Gallengénge.
Um die Lumina der Leberknospen erhalten die Zellen eine kubische Form. Zwischen
den Leberzellbalken und diesen Lumina werden Verbindungen sichtbar. Die beiden
Leberlappen werden durch das dorsale Ligamentum gastrohepaticus und das ventrale
Ligamentum falciforme getrennt (Kingsbury et al., 1956).

Etwa zu dem Zeitpunkt, zu dem Kingsbury et al. (1956) beim linken Lappen den
Ductus hepato-entericus und beim rechten den Ductus hepato-cysticus beobachteten,
die getrennt in das Duodenum miindeten, erschienen die ersten Canaliculi biliferi in
den histologischen Untersuchungen von Stephens und Bils (1967). Die Canaliculi biliferi
zeigen sich als Trennung zwischen zwei Zellen und es sind sechs oder mehr Zellen rund
um einen Canaliculus biliferus herum angeordnet (Stephens und Bils, 1967). Auch bei
Kingsbury et al. (1956) entstehen Zylinder rund um ein Lumen herum, die anfangs aus
8-10 Zellen bestehen. Spater reduziert sich ihre Anzahl auf sechs (Kingsbury et al., 1956).
Am bilidren Pol zeigen sich die Mikrovilli als einfache Vorwo6lbung der Plasmamembran.
Im Zytoplasma der Zellen um die Canaliculi biliferi herum lésst sich ein deutlicher An-
stieg der Zahl der Mitochondrien, nur wenig raues Endoplasmatisches Retikulum, viele
freie Ribosomen und ein etwas grofler gewordener Golgi-Apparat mit drei verschiedenen
Arten von Vesikeln nachweisen (Stephens und Bils, 1967). Die einen Vesikel besitzen eine
einfache Membran und sind mit moderat elektronendichten Granula gefillt. Aulerdem
gibt es noch zahlreiche kleine Vesikel mit dichten Partikeln im Zentrum und Vesikel mit
grofiflachigen hellen Bereichen (Stephens und Bils, 1967).

Nach dieser Entwicklung nimmt die Vaskularisation des Parenchyms weiter zu. Die
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Leberarterie wandert sekundar, entlang des die Portalvene begleitenden Bindegewebes,
in das Lebergewebe ein und die Leber erscheint etwas roter in ihrer Farbe. Retikulare
Fasern bilden sich um die Leberzellbalken herum (Kingsbury et al., 1956).

Die Canaliculi biliferi vergroflern sich. In ihrer Nachbarschaft kénnen Lysosomen beob-
achtet werden. Verteilt im Zytoplasma findet sich jetzt deutlich mehr endoplasmatisches
Retikulum, hauptséachlich in vesikuldarer Form, teils auch als kurze Zisternen zu sehen.
Glykogen ist zum ersten Mal zu erkennen und liegt in seinen Ansammlungen in enger
Beziehung zu den kleinen Lipidtrépfchen. Es sind drei Formen von Glykogen vorhanden.
Die v-Form mit circa 3nm, die sich zu den #-Granula von 20-40 nm Grofle zusammen-
lagern. Aus diesen wiederum entstehen durch Anlagerung die a-Rosetten, mit einem
Durchmesser von 150 nm oder mehr (Stephens und Bils, 1967).

Die Mitochondrien, deren Zahl deutlich zugenommen hat, haben sich von Fiaden zu
Stabchen umgeformt und lagern sich der Léange nach zur langen Achse der Hepatozyten
(bilidrer zu sinusoidalem Pol) (Dalton, 1934).

Im Septum transversum liegt jetzt die Leber in ihrer gesamten Ausdehnung zwischen
lateralem Mesocardium und der Nabelvene. Die Vena cava caudalis wird von Teilen
des Leberparenchyms umschlossen. Das Lebergewebe erhéilt eine kompaktere Konsistenz
durch die Zunahme der Anzahl der Leberzellbalken und der Sinusoide (Kingsbury et al.,
1956).

In einigen Zellen finden sich erste Glykogendepots, durchzogen von glattem Endoplas-
matischem Retikulum. Zu diesem Zeitpukt haben die Mitochondrien einen Durchmesser
von 0,5 um (Stephens und Bils, 1967). Verzweigungen der Vena porta und Vena he-
patica wachsen in das Leberparenchym ein und es entstehen die ersten Zentralvenen
(Kingsbury et al., 1956). Die Gallenblase mit einer epithelialen Auskleidung aus einem
einfachen, kubischen Epithel ist zu erkennen (Alcdntara et al., 2013). Gleichzeitig sind
vereinzelt Lipidtropfchen von 1 um Grofe zu finden, die Glykogenareale nehmen an Zahl
und Ausdehnung zu und die Mitochondrien verlieren ihre elektronendichten Granula in
ihrem Inneren (Stephens und Bils, 1967). In der weiteren Entwicklung finden sich erste
eosinophile Lymphozyten intra- und extravaskulér im Leberparenchym (Kingsbury et al.,
1956). Letzteres breitet sich weiter aus und enthélt jetzt spaltartig verengte Sinusoide
(Kingsbury et al., 1956). Es entsteht ein gut ausgebildetes Gefafinetz (Kingsbury et al.,
1956), dessen Blutgefafiwéinde an Dicke zunehmen (Pal et al., 1991). In den mit ihrer
Basis zu den Sinusoiden und der Spitze zu den Canaliculi biliferi gelagerten Hepatozyten
(Kingsbury et al., 1956) finden sich jetzt ausgedehnte Glykogendepots (Stephens und
Bils, 1967). Ab diesem Zeitpunkt nimmt die Zahl der Lipidtropfen in den Hepatozyten
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deutlich zu (Kingsbury et al., 1956; Stephens und Bils, 1967). Anfangs sind sie noch
verhéltnismafBig klein mit 1-2 ym, erreichen aber schnell ihre maximale Gréfle von 3-
4 pm, mit der sie nun nahezu die Grole des Zellkerns der Hepatozyten erreicht haben
(Stephens und Bils, 1967).

Das raue Endoplasmatische Retikulum ist in Form von einzelnen Zisternen vor allem
in der Peripherie der Zelle zu finden. Teilweise liegt es den Mitochondrien an. Die
in vesikulérer Form vorliegenden Golgi-Apparate nehmen an Zahl zu. Die Canaliculi
biliferi erscheinen im Querschnitt geordneter, besitzen aber noch keine gut entwickelten
Mikrovilli (Stephens und Bils, 1967).

Zu diesem Zeitpunkt ist der Dissé-Raum vollstandig entwickelt (Sandstrom und West-
man, 1971).

Die Mikrovilli der Canaliculi biliferi, die von zehn oder mehr Zellen geformt werden,
entwickeln sich, bis sie als normale Fortsitze der Plasmamembran zu erkennen sind. Die
Mitochondrien strecken sich und erreichen eine Lange von 1 pum. Es tauchen zahlreiche
Mikrobodies auf, die von einer einfachen Membran begrenzt werden und in ihrer homo-
genen Matrix eine kleine elektronendichte Region im Zentrum enthalten (Stephens und
Bils, 1967).

Zu diesem Zeitpunkt konnen Lymphozyten und eosinophile Granulozyten im interlobulé-
ren Bindegewebe nachgewiesen werden (Yasuda, 1962). Kurz vor dem Schlupf, zum Ende
der Embryonalphase hin, konnen in den von-Kupffer-Zellen phagozytierte Zellbestand-
teile beobachtet werden (Yasuda, 1962). Die Menge an Glykogen nimmt bis kurz vor dem
Schlupf weiter deutlich zu (Stephens und Bils, 1967), eine Beobachtung die auch Pal et
al. (1991) mittels PAS-Farbung machten, um dann bis kurz nach dem Schlipfen stark
abzunehmen (Stephens und Bils, 1967). Danach nehmen die Glykogendepots wieder
deutlich zu und enthalten in ihrem Umfeld Mikrobodies und Gruppen von Polyriboso-
men. Gleichzeitig werden die sehr groflen Lipidtropfen weniger und kleiner. Wahrend
der Weiteren Entwicklung des Kiikens bilden die groflen Lipidtropfen kleinere Tropfchen
an ihrer Peripherie und werden weniger. Die Mitochondrien werden wieder kleiner. Sie
haben eine langgestreckte Form, eine Grole von 0,5 ym und enthalten teilweise wieder
elektronendichte Granula in ihrem Inneren. Erst einige Tage nach dem Schliipfen legt
sich das raue Endoplasmatische Retikulum in Zisternenform und ist dann meistens
benachbart zu den Mitochondrien zu finden. Das glatte Endoplasmatische Retikulum
ist nicht mehr in den Glykogenareas zu finden. Die Mikrovilli der Canaliculi biliferi sind
jetzt gut entwickelt und ragen in ihr Lumen hinein. Die Zahl der Mikrobodies nimmt ab
(Stephens und Bils, 1967).
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Die Farbe der Leber wandelt sich von hellem Gelb am Anfang zu einem dunklen Rot,
nachdem die Vaskularisation begonnen hat. An dem Tag, an dem die Anzahl der Lipid-
tropfen in den Hepatozyten zunimmt, fiarbt sich die Leber in einem kraftigen Gelb. Diese
Farbe verliert sich wieder zugunsten eines roteren Farbtons nach dem Schliipfen, wenn
die Lipidtropfchen wieder kleiner und weniger werden bis die Fettdepots verschwunden
sind (Kingsbury et al., 1956; Stephens und Bils, 1967).

Die Struktur der Leber entsteht sowohl aus der Proliferation der anastomosierenden
Leberzellbalken als auch durch die Einwanderung der Gefiafle in die verdichtete Masse
von Leberzellen. Dadurch entsteht ein gleichmafliges Netzwerk aus Leberzellbalken und
Sinusoiden. Kurz vor dem Schlupf ist die Struktur der Leber gleich der eines ausgewach-

senen Vogels (Kingsbury et al., 1956).
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2.3 Histologie der Leber

Bei einer umfangreichen Untersuchung der Leber zahlreicher Greifvogelarten konnte
Heidbrink (2003) keine individuellen und speziesspezifischen Unterschiede im histolo-

gischen Aufbau erkennen.

2.3.1 Bindegewebsstrukturen der Leber

An der Oberflache wird die Leber von einer einschichtigen Tunica serosa bedeckt (Nickel
et al., 1992; Liebich, 2010), die iiber ein Gekrose in die Wand des Leberbauchfellsackes
tibergeht (Heidbrink, 2003). Unter dieser befindet sich eine vergleichsweise diinne, kom-
pakte Bindegewebsschicht, die Glisson-Kapsel (Malewitz und Calhoun, 1958; Al-Dabagh
und Abdulla, 1963; Feder, 1969; Hodges, 1974; Selman, 2013), Capsula fibrosa hepatis
(Hees und Sinowatz, 2000) oder Tunica fibrosa (Heidbrink, 2003). Sie besteht aus Kol-
lagenfasern und teilweise auch aus elastischen Fasern (Liebich, 2010). Von dieser Bin-
degewebskapsel ausgehend ziehen lockere Kollagenfaserbiindel, als Bindegewebssepten,
in das Leberparenchym, begleitet von den zu- und abfiihrenden Gefalen, Gallengdngen
und Nervenfasern (Hodges, 1974; Liebich, 2010: S. 241ft.).

Das Bindegewebsskelett ist, genau wie die sehr diinne duflere Kapsel, im ganzen Organ
vermindert und nur im Umfeld der grofleren Zweige der Vena porta und Arteria hepatica
deutlich zu sehen. Da diese interlobularen Septen beim Vogel sehr undeutlich sind, er-
scheint die Leber im histologischen Schnitt als eine mehr oder weniger homogene Masse,
bestehend aus Leberparenchym mit durchgehend unregelméflig verteilten intralobuléren
Venen und interlobulidren Gefaflen sowie ohne klar erkennbare Lappchenzeichnung (Ma-
lewitz und Calhoun, 1958; Al-Dabagh und Abdulla, 1963; Feder, 1969), (Hodges, 1974:
Kapitel 2.11. S.88ff.), (Heidbrink, 2003; Nishimura et al., 2009).

2.3.2 GefaBstrukturen innerhalb der Leber

Eine Lappchenzeichnung ist im Leberparenchym nicht sichtbar (Feder, 1969). Aber Heid-
brink (2003) konnte bei den von ihr untersuchten Greifvogeln einen Lebertrias feststellen,

wie er auch in der Sdugetierleber vorkommt. Eine Beschreibung der Gefastrukturen in



2. Literaturiibersicht 19

der Leber des Vogels findet sich bei Purton (1969); Miyaki (1978); Nickel et al. (1992)
sowie Liebich (2010). Die Pfortader verlduft ausgehend vom Hilus in die Peripherie
(Purton, 1969) und verzweigt sich dort iiber Venae interlobulares bis hin zu kleinsten
Kapillaren (Liebich, 2010). Am Hilus teilt sich die Vena portae hepatica in einen Ast fiir
den rechten und einen Ast fiir den linken Leberlappen. Das Verzweigungsmuster dieser
zwei Aste ist schon innerartlich sehr unterschiedlich. Teilweise versorgt der rechte Ast
nur den rechten Leberlappen und der linke Ast den linken Leberlappen. Bei manchen
Individuen teilen sich der rechte und der linke Ast der Pfortader ein Versorgungsgebiet
(Miyaki, 1978). Arterielles Blut gelangt iiber die Arteria hepatica in die Leber, die
sich dort parallel zu den Venae interlobulares in Arteriae interlobulares und weiter
bis hin zu Kapillaren teilt, die zusammen mit den vendsen Kapillaren rechtwinkelig
in das Leberparenchym eindringen (Liebich, 2010). Zusatzlich zweigen von der Arteria
hepatica Kapillaren ab, die miteinander anastomosieren und so Netzwerke um die Vena
portae und die Gallengdnge herum bilden, den peribilidren Plexus (PBP) und den
periportalen Plexus (PPP) (Yoshida et al., 2010). Yoshida et al. (2010) fanden eine
gemeinsame Aufzweigung der terminalen Aste der Pfortader und der Leberarterie und
des peribilidren Plexus (PBP) und des periportalen Plexus (PPP) in die Sinusoide. Diese
anastomosierenden Endstrombahnen begrenzen Leberldppchen (Liebich, 2010), die keine
eigenstiandigen vaskuldren Einheiten bilden, weil die Sinusoide benachbarter Lappchen
miteinander anastomosieren (Nickel et al., 1992).

Die Sinusoidalen Geféfle bilden ein dreidimensionales Netzwerk aus anastomosierenden
Kapillaren. Dieses umgibt Hohlraume mit einem Durchmesser von 20,3 - 21,1 um. Die
Sinusoide verlaufen hochstens 30 um gerade, bevor sie sich wieder verzweigen (Yoshida et
al., 2010). Danach laufen sie in den Aufzweigungen der Lebervene, den Venae centrales
zusammen (Yoshida et al., 2010; Liebich, 2010). Diese Zentralvenen miinden in die Venae
sublobulares und von dort in die Venae hepaticae (Liebich, 2010).

Besonders in der Leber junger Vogel, aber auch in anderen normalen Lebern, finden
sich Ansammlungen von basophilen Lymphozyten, gemischt mit einigen eosinophilen
Zellen. Diese Ansammlungen finden sich besonders um die Aste der Vena portae aber
auch um die Zentralvenen herum (Al-Dabagh und Abdulla, 1963; Kingsbury et al., 1956).
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2.3.3 Histologischer Feinbau der Leberlappchen

Im Feinbau teilt sich die Leber in die Leberlappchen (Lobuli hepatici) mit den Zentral-
venen in der Mittelachse und mit auf sie zulaufenden, radiar verzweigten, anastomisie-
renden Strangen von Leberzellen (Nickel et al., 1992; Heidbrink, 2003; Selman, 2013).
Zwischen den Leberzellbalken liegen die unregelméflig weiten, anastomisierenden Leber-
sinusoide (Elias und Bengelsdorf, 1952; Purton, 1969) mit einem Durchmesser bis zu
30 pm, die durch den perisinuidalen Raum (Dissé Raum) von den Hepatozyten getrennt
werden (Abdelwahab, 1987). Diese beiden Netzwerke werden miteinander vernetzt und

bilden ein Geflecht, das zwischen den Verzweigungen der Portal- und der Lebervene liegt
(Abdelwahab, 1987).

A. Leberzellbalken

Elias und Bengelsdorf (1952) sowie Hickey und Elias (1954) konnten beobachten, dass
die niedriger entwickelten Vogel, wie die Galliformes oder die Anseriformes, entweder
ein- oder zweischichtige Leberzellbalken, oder einschichtige und zweischichtige Le-
berzellbalken aufwiesen. Die hoher entwickelten, wie die Passeriformes, besitzen nur
einschichtige Leberzellbalken (Elias und Bengelsdorf, 1952; Hickey und Elias, 1954).
Purton (1969) fand beim Haushuhn (Gallus gallus), dass die Leberzellbalken zwei
Zellen breit sind. Auch bei den von Heidbrink (2003) untersuchten Greifvogelarten,
dem Blésshuhn (Selman, 2013) und dem Truthahn (Bhatnagar und Singh, 1982)
lagen die Hepatozyten in zweischichtigen Platten zusammen. Diese Leberzellbalken
haben beim Huhn einen Durchmesser von 23 um (Hodges, 1972) und bei der Taube
sind sie 30 pm breit (David, 1961).

Die Hepatozyten sind als sich verzweigende Rohren angelegt (David, 1961). Diese
bestehen bei der Taube aus vier bis funf (David, 1961), bei Huhn (Ghoddusi und
Kelly, 2004) und Ente (Abdelwahab, 1987) aus vier bis sechs sowie beim Truthahn
(Bhatnagar und Singh, 1982) aus vier oder mehr Hepatozyten, die kreisférmig um
ein zentrales Gallenkanélchen angeordnet sind (Abdelwahab, 1987; Ghoddusi und
Kelly, 2004). Dabei befinden sich zwischen den Sinusoiden nie mehr als zwei Hepa-
tozyten (Ghoddusi und Kelly, 2004) und diese grenzen mit einer Oberfliche an die
benachbarten Lebersinusoide (Heidbrink, 2003).

Die grofien Hepatozyten besitzen eine unregelméifig polygonale Form mit einem

Zytoplasma aus schwach elektronendichter, feingekornter Matrix (Purton, 1969;
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Bhatnagar und Singh, 1982; Heidbrink, 2003; Selman, 2013). Sie haben an ihrer
langsten Stelle, vom vaskuldren zum bilidren Pol gemessen, einen Durchmesser von
12 pm (Hodges, 1972). Ihre Zellmembran besteht aus einer normalen Plasmamem-
bran (Hodges, 1972), die sich in drei funktionell und raumlich differierende Bereiche
gliedern lasst (Bhatnagar und Singh, 1982). Erstens in den grofiflachigen, vaskularen
Teil, der auf der Seite der Sinusoide liegt und heterogene Mikrovilli verschiedens-
ter Lénge entlasst (David, 1961; Abdelwahab, 1987; Ghoddusi und Kelly, 2004).
Hauptséachlich finden sich hier 700 nm lange, 40 nm dicke, sich teilende Mikrovilli
(Abdelwahab, 1987). Zweitens in den interzelluldren Bereich zwischen den einzelnen
Hepatozyten, die dort mittels zahlreicher ,,gap junctions® miteinander in Verbindung
stehen (Bhatnagar und Singh, 1982; Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly,
2004) und drittens in den schmalen, bilidren Pol zum Lumen der Canaliculi biliferi
hin. Diese bilidren Pole sind mit 300-330nm langen, 85-120nm breiten Mikrovilli
besetzt und stehen zwischen benachbarten Hepatozyten mittels ,tight junctions®
und einer kurzen Zonula adherens miteinander in Kontakt (Hodges, 1972; Bhatna-
gar und Singh, 1982; Abdelwahab, 1987; Ghoddusi und Kelly, 2004). Im Bereich
der aneinandergrenzenden Hepatozyten betrigt die Breite des Interzellularspaltes
beim Huhn 17-26 nm (Hodges, 1972) und bei der Taube 70-200 nm (David, 1961).
Die Leberzelle ist in diesem Abschnitt von einer einfachen osmiophilen Membran
umgeben, der Doppelmembransysteme des glatten Endoplasmatischen Retikulums
anliegen (David, 1961). Hodges (1972) hat im Bereich des interzelluldren Spaltes
,pits® mit einer elektronendichten inneren Auskleidung gefunden, die sich in den

Interzellularspalt 6ffnen und scheinbar Bestandteile aus dem Spalt aufnehmen.

Meistens enthalten die Hepatozyten einen einzigen, am vaskuldren /perisinusoidalen
Pol der Zelle gelagerten, grolen Zellkern (Purton, 1969; Hodges, 1972; Bhatnagar und
Singh, 1982; Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Der Nukleus
ist ungefédhr 1 (Abdelwahab, 1987) - 5,5 um grofi (Hodges, 1972) und von runder bis
ovaler Form (Heidbrink, 2003; Selman, 2013). Er enthélt feingranulédres Chromatin
und elektronendichtere Nukleoli (Bhatnagar und Singh, 1982). Die Kernmembran
besteht aus einer glatten Doppelmembran die in ihrer gesamten Ausdehnung mit
einem Diaphragma verschlossene Poren enthélt (Hodges, 1972; Bhatnagar und Singh,
1982). Diese kénnen einen Durchmesser von 58 nm haben (Hodges, 1972). Wie von
Hodges (1972) auflerdem beschrieben ist der Zwischenraum zwischen den zwei Mem-

branschichten der Kernmembran etwa 33 nm breit und kann sich bis auf 60 nm weiten.
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Die Struktur des Zellkerns besteht aus einer zentral liegenden, feingranulédren Pars

fibrosa und einer peripher liegenden, grobkornig granuldren Pars granulosa (Hodges,

1972).

Das raue Endoplasmatische Retikulum (rER) breitet sich zu einer gleichméfiigen
Fléche entlang der Zellmembran des interzelluldren Abschnittes aus oder ist in ihrer
Néhe zu finden (Abdelwahab, 1987). In den Bereichen der Zellmembran, an denen
diese Mikrovilli ausbildet, ist es nicht zu finden (Abdelwahab, 1987). Des Weiteren
bildet das rER schmale Stapel aus ein oder zwei Zisternen rund um die einzelnen
Mitochondrien herum und auch zwischen diesen (Hodges, 1972; Bhatnagar und
Singh, 1982; Ohata, Tanuma et al., 1982; Abdelwahab, 1987; Ghoddusi und Kelly,
2004). Da tiber die ganze Lénge der Zisternen Vesikel entstehen konnen, zeigt sich
das rER in sehr unterschiedlicher Gréfie und Form (Hodges, 1972). Auch an ihren
Enden weiten sich die Zisternen und geben Ribosomen ab (Bhatnagar und Singh,
1982), die in grofler Zahl im gesamten Zytoplasma und auf den Membranen des rER
zu finden sind (Schildmacher et al., 1968; Hodges, 1972; Bhatnagar und Singh, 1982).
Im Zytoplasma liegen sie einzeln oder in einer ,polyribosomen Konfiguration® vor

(Bhatnagar und Singh, 1982).

Am auffilligsten sind die, in den Hepatozyten am héufigsten vorkommenden, Mit-
ochondrien, die von einer Doppelmembran begrenzt werden (Hodges, 1972; Abdel-
wahab, 1987; Ghoddusi und Kelly, 2004) und eine gleichméfig granuliare (Hodges,
1972), méaBig elektronendichte (Bhatnagar und Singh, 1982) Matrix beinhalten. Sie
nehmen nahezu die Halfte des Volumens des Zytoplasmas ein (Ohata, Tanuma et al.,
1982). In diesem kommen die Mitochondrien dicht beieinander liegend vor allem im
elektronendichten Teil der Hepatozyten vor (Abdelwahab, 1987; Ghoddusi und Kelly,
2004). Mit einer Lange von 1-10 pm und einem Durchmesser von 2 gm unterscheiden
sie sich sehr in ihrer GroBe (Abdelwahab, 1987). Sie konnen viele Formen anneh-
men, von rund iiber oval und birnenférmig bis hin zu hantelférmig. Am héufigsten
sind unregelméaBig stabchenformige Mitochondrien zu sehen (Hodges, 1972; Ohata,
Tanuma et al., 1982; Bhatnagar und Singh, 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Die
Doppelmembran dieser Zellorganellen stiilpt sich nach innen zu Leisten ein (Hodges,
1972), die hauptséchlich in transversaler Richtung angeordnet sind (Ghoddusi und
Kelly, 2004). In der Matrix der Mitochondrien findet sich einige elektronendichte
Granula mit einem Durchmesser von 35nm, die von deutlich kleineren, elektronen-
dichten Granula umgeben sind (Hodges, 1972).



2. Literaturiibersicht 23

Bhatnagar und Singh (1982) konnten beim Truthahn eine gewisse Polaritét in der Lo-
kalisation des Golgi-Apparates beobachten, der haufig nahe dem Nukleus gelegen ist.
Auch Ghoddusi und Kelly (2004) beschrieben beim Huhn mehrere Golgi-Komplexe,
die um den Zellkern herum und in seiner Néhe zu finden sind und aus abgeflachten
Zisternen bestehen. Diese Beobachtungen passen zu den von Abdelwahab (1987)
gemachten, dass der Golgi-Apparat nur in den dunklen Zonen zu finden ist, welche
sich laut diesem immer um den Zellkern herum befinden. Diese flachen und glattwan-
digen (Hodges, 1972) Zisternen bilden Stapel aus vier bis sechs von ihnen, die sich
s- oder c-formig, oder in einer relativ geraden Form anordnen (Abdelwahab, 1987).
Die sich an ihren Enden, oder teilweise an anderen Stellen, zu Vakuolen weitenden
Zisternen (Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004) schniiren raue,
elipsenformige Vesikel ab, die in ihrem Inneren kleine Granula von 0,3-0,5 ym Gréfe
enthalten (Abdelwahab, 1987). Hodges (1972) beschrieb, dass die Golgi-Komplexe
an ihrer konvexen Seite unregelméflig verteilte Ausbeulungen besitzen, die zu granu-
lar gefiillten Vesikeln abgeschniirt werden. Beim weiblichen Truthahn sind deutlich
ausgeprigtere Golgi-Komplexe zu finden, die in ihren geweiteten Zisternen ,very low
density lipoproteins“ (VLDL) enthalten (Bhatnagar und Singh, 1982).

Das glatte endoplasmatischen Retikulum (SER) zeigt eine rundliche, gewolbte oder
gestreckte Form (Hodges, 1972) und ist in geringerer Zahl als das rER im Zyto-
plasma vorhanden (Hodges, 1972; Bhatnagar und Singh, 1982). Ersteres lasst sich
insbesondere im Umfeld der Glykogendepots (Bhatnagar und Singh, 1982; Ghoddusi
und Kelly, 2004) und am bilidren Pol (Bhatnagar und Singh, 1982) beobachten. An
manchen Stellen ist eine Verbindung der Tubuli des sER untereinander oder mit de-
nen des rER zu finden (Hodges, 1972). Ohata, Tanuma et al. (1982) konnten dagegen

in ihren Untersuchungen kein sER im Zytoplasma der Hepatozyten beobachten.

Glykogengranula bilden unterschiedlich grofle, elektronendichte Depots (Karrer,
1961; Bhatnagar und Singh, 1982; Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly,
2004). Diese finden sich sowohl in den dunklen als auch den hellen Zonen des Zy-
toplasmas der Hepatozyten (Abdelwahab, 1987). In den hellen Zonen erscheint das
Glykogen diffus verteilt, wihrend es in den dunklen Zonen gréfiere Ansammlungen
bildet (Adamiker, 1969). Die Depots sind iiber das Zytoplasma verteilt und scheinen
oft mit dem glatten Endoplasmatischen Retikulum gemeinsam aufzutreten (Hodges,
1972; Ghoddusi und Kelly, 2004). Diese Beobachtung machte auch Karrer (1960), der
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feststellte, dass sich im Elektronenmikroskop in Bereichen, die mittels Perjod-Séure-
Schiff-Reaktion als glykogenhaltig identifiziert worden sind, Zisternen des ERs und
kleine Granula zeigen. Die Glykogengranula lagern sich in unterschiedlicher Menge
zu Haufen oder Rosetten zusammen (Karrer, 1960; Adamiker, 1969) und sind in
verschiedenen Formen zu finden. Es gibt kleine von 33 nm Gréfe, die sich zu grofieren
Haufen mit einenm Durchmesser von 100-140 nm zusammenlagern oder gleichméafig
verteilt liegen. In anderen Regionen sind die Granula von nicht so gut definierter
Gestalt mit einer Grofle von 50-130nm und nicht so elektronendicht wie Erstere
(Karrer, 1961).

Beim weiblichen Gefltigel finden sich 6fter Lipid-Tropfen im Zytoplasma, als beim
ménnlichen (Bhatnagar und Singh, 1982). Auch beim Jungtier kommen sie in grofler
Zahl vor (Adamiker, 1969). Diese finden sich vor allem in den dunklen Zonen des
Zytoplasmas (Abdelwahab, 1987). Ohata, Tanuma et al. (1982) haben bei mehreren
Vogelspezies Lipidtropfen unterschiedlichster Grole gefunden. Beim Huhn sind sie
sehr klein und nur von geringer Anzahl (Ohata, Tanuma et al., 1982), eine Beob-
achtung, die auch Hodges (1972) machte, bei dem die kleinen Lipidtropfchen einen
Duchmesser von 1-2 um haben. Schildmacher et al. (1968) fanden in der Leber der
Bergfinken wenige, oft herdférmig auftretende tropfenféormige Fettablagerungen, die
héaufig eine enge Lagebeziehung zu den Mitochondrien eingehen. Auflerdem sind
kleine Fettpartikel in den Zisternen des Endoplasmatischen Retikulums zu finden
(Schildmacher et al., 1968). Bei der Taube machen die Lipidtropfen etwa 0,7 % des
Volumens des Zytoplasmas aus (Silverman und Hikida, 1977).

Im Zytoplasma der Hepatozyten finden sich, vor allem in den Bereichen zum Dissé
Raum hin, pinozytische Vesikel, die teilweise elektronendichtes Material enthalten
und vermutlich Endozytose betreiben (Ghoddusi und Kelly, 2004). Desmosomen sind
ebenfalls vorhanden und lassen sich im Bereich um die Canaliculi biliferi herum und
besonders im Bereich der Heringschen Kanélchen beobachten (Ghoddusi und Kelly,
2004).

Des Weiteren sind im gesamten Zytoplasma noch zahlreiche elektronendichte Lysoso-
men zu erkennen, die zu den Canaliculi biliferi hin gehauft auftreten (Hodges, 1972;
Bhatnagar und Singh, 1982; Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004).
Die von einer Membran begrenzten Lysosomen stellen sich sehr variabel in Form und
Grofle dar, wobei die meisten mit 0,27-0,80 um kleiner als die Mitochondrien sind
(Hodges, 1972).
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Die in deutlich geringerer Zahl vorkommenden Peroxisomen stellen sich als von einer
einfachen Membran begrenzte Mikrobodies dar und sind deutlich weniger elektro-
nendicht als die Lysosomen (Hodges, 1972; Ghoddusi und Kelly, 2004), aber elek-
tronendichter als die Mitochondrien (Ohata, Tanuma et al., 1982). Thre Matrix zeigt
sich feingranuldr und sie enthalten keine Kernkorperchen (Hodges, 1972). Sie sind
mit 290 nm etwa halb bis ein Drittel so gro wie die Mitochondrien (Hodges, 1972).
Teilweise besteht Kontakt zwischen ihnen und den Zisternen des sER (Bhatnagar
und Singh, 1982).

Als weitere Organellen enthélt das Zytoplasma der Hepatozyten noch paarige Zen-
triolen und Mikrotubuli (Hodges, 1972). Erstere finden sich am bilidren Pol der
Hepatozyten, nahe dem Rand der Canaliculi biliferi (Hodges, 1972; Bhatnagar und
Singh, 1982). Die Mikrotubuli sind ebenfalls am bilidren Pol vorhanden und stellen
sich dort in grofler Menge als Biindel aus sehr langen Bahnen dar, die die Strecke
vom Rand der Canaliculi biliferi bis zu den Golgi-Komplexe iiberwinden und von
dort ausgehend zum Zellkern und dem vaskuldren Pol ziehen (Bhatnagar und Singh,

1982).

Abdelwahab (1987) bestatigte in seiner Arbeit die Berichte iiber helle und dunkle
Hepatozyten mit hellen (,electron-lucent”) und dunklen (,electron-dense”) Zonen
im Zytoplasma. Auch Purton (1969) und Adamiker (1969) berichteten von diesem
Phénomen. Bei den dunklen Zellen ist das Zytoplasma zum grofiten Teil elektro-
nendicht und enthélt kleine Bereiche mit hellerem Zytoplasma (Abdelwahab, 1987).
Bei den hellen Zellen verhélt es sich genau anders herum (Abdelwahab, 1987). Bei
beiden Zelltypen finden sich die meisten der Zellorganellen im Bereich der dunklen
Zone (Abdelwahab, 1987). Auch Hodges (1972) berichtet von wenigen schwach an-
gefarbten Hepatozyten, bei denen dies mit einer verminderten Anzahl an Organellen
einhergeht. Aufflerdem findet sich bei beiden Zelltypen eine dunkle Zone, die reich an
Mitochondrien und rauem Endoplasmatischen Retikulum ist und um den Zellkern
herum und entlang der Zellmembran gelagert ist (Abdelwahab, 1987). Adamiker
(1969) stellte die Vermutung an, dass diese Differenzierung als Folge unterschiedlicher
Aktivitdt des Stoffwechsels dieser Zellen vorkommt und nicht als Fixationsartefakt.
Fiir Ersteres spricht, dass das Glykogen in hellen Zellen verstreut liegt und in dunklen
an einzelnen Stellen lokalisiert ist. Gegen Zweiteres spricht, dass bei anderen Tierar-
ten mit der gleichen Fixation das Phdnomen nicht auftritt. Aber Abdelwahab (1987)
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fand noch keine befriedigende Erklérung fiir diese Aufteilung in helle und dunkle
Zellen in der Vogelleber.

B. Gallengange

Die Spitzen von drei bis sechs, beim Wellensittich fiinf, benachbarten Hepatozyten
bilden einen schmalen interzellularen Raum, der in Form der sogenannten Canaliculi
biliferi den Anfang des Gallengangsystems darstellt (Purton, 1969; Feder, 1969; Oha-
ta, Tanuma et al., 1982; Abdelwahab, 1987; Ghoddusi und Kelly, 2004). Im Bereich
der Canaliculi biliferi ist der interzellulare Spaltraum zwischen den Hepatozyten
disenartig verengt (David, 1961) und mittels spezieller Schlussleistensysteme, ,tight
junctions® Zonulae occludentes und ,intermediate junctions“ Zonulae adhaerens,
gesichert (Purton, 1969; Hodges, 1972; Bhatnagar und Singh, 1982; Abdelwahab,
1987).

Die Gallekanalchen verlaufen mit den sich verzweigenden Leberzellbalken und stellen
sich als schmale Rohren von 1-4 yum Durchmesser dar (Abdelwahab, 1987). Beim
Huhn haben sie einen Durchmesser von 1,5 um (Hodges, 1972). In das Lumen die-
ser Canaliculi biliferi entlésst der schmale apikale Pol der Hepatozyten zahlreiche
Mikrovilli in unterschiedlicher Anzahl, Form und Gréfle (David, 1961; Purton, 1969;
Ohata, Tanuma et al., 1982; Abdelwahab, 1987) deren Plasmamembran sich stark
elektronendicht darstellt (Hodges, 1972). Das Zytoplasma der Hepatozyten gibt sich
in diesem Bereich granuldr (David, 1961) und grobkornig fibrillar und ist eindeutig
elektronendichter als in angrenzenden Gebieten (Hodges, 1972). In den Mikrovilli
selbst zeigt sich das Zytoplasma mit zahlreichen lings angeordneten Fibrillen (Hod-
ges, 1972). Im Lumen der Canaliculi biliferi befindet sich eine feingranulére Substanz,

die in fibrilldrer Form angeordnet ist (Hodges, 1972).

Die Canaliculi biliferi miinden periportal in die Heringschen Kanélchen, die von
Gallengangszellen und Hepatozyten begrenzt werden (Ghoddusi und Kelly, 2004).
Die Heringschen Kanélchen beginnen auflerhalb der periportalen Felder und sind
bereits mit einem einschichtigen kubischen Epithel ausgekleidet (Purton, 1969; Feder,
1969; Nickel et al., 1992; Ghoddusi und Kelly, 2004). Diese Epithelzellen enthalten
einen runden bis ovalen Zellkern, weniger Organellen als die benachbarten Hepato-
zyten und sind mittels ,tight junctions® verbunden (Ghoddusi und Kelly, 2004). Die
Heringschen Kanélchen fithren dann im weiteren Verlauf die Galle in Richtung der
Area interlobularis, wo sie in den interlobuldren Gallengang, Ductus interlobularis,

miinden (Purton, 1969; Feder, 1969; Nickel et al., 1992).
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Die Ductus interlobulares verlaufen parallel zu den Zweigen der Portalvene und der
Leberarterien (Ibrahim et al., 1992). Ihre Wénde bestehen in diesem Bereich aus
einem einfachen kubischen oder iso- bis hochprismatischen Epithel, mit in das Lumen
ragenden Mikrovilli und einem verhéltnisméflig groflen Zellkern von geringer Dichte
(Purton, 1969; Heidbrink, 2003). Unter den Epithelzellen ist eine Basalmembran
wechselnder Dicke zu finden, die sich dem Fiillzustand des Gallengangs anpasst
(Purton, 1969).

Vom Ductus interlobularis flieit die Galle in die Ductuli biliferi, die im rechten
Leberlappen in den Ductus hepaticus dexter und im linken Leberlappen in den
Ductus hepaticus sinister miinden (Ibrahim et al., 1992; Nickel et al., 1992). Die
Anzahl der lobuldren Gallengénge, Ductuli biliferi, unterscheidet sich bei den von
Ibrahim et al. (1992) untersuchten Vogelarten. Sie fanden bei Haushuhn und Ente
fiinf bis sechs fiir den rechten Lappen und drei bis vier fiir den linken Leberlappen.
Bei Taube, Wachtel, Reiher und Falke waren es dagegen zwei bis drei fiir den rechten
und den linken Lappen. Die Gallengangsepithelzellen, die nur wenige Organellen
enthalten, zeigten bei Ghoddusi und Kelly (2004) die Féhigkeit groBe Mengen an
Fett in ihrem Zytoplasma zu speichern. Diese Fetttropfchen besitzen eine dhnliche
Elektronendichte wie die im Zytoplasma der Hepatozyten.

Die Gallengange liegen meist in der Nahe einer Vene und werden haufig auch von
einer Arterie begleitet (Feder, 1969; Heidbrink, 2003). Sie treten als Ductus hepatoen-
tericus und Ductus hepatocysticus aus der Leber aus und besitzen hier ein einschich-
tig hochprismatisches Epithel mit basalstandigem Kern (Feder, 1969). Auflerdem
besitzen diese von hier an eine kréiftige Zirkuldrmuskelschicht. Die Schleimhaut zeigt
starke Primér- und Sekundarfalten (Feder, 1969; Weyrauch und Schnorr, 1978).
Weyrauch und Schnorr (1978) haben an der Basis der Mukosafalten gelegentlich
isoprismatische Zellen gefunden. Sie haben auflerdem weitere Untersuchungen am
Epithel der Gallengénge unternommen und dabei verschiedene Zelltypen nachgewie-
sen. Zum Einen die am haufigsten auftretenden Zellen mit apikalen Sekretgranula.
Ihr Hauptmerkmal sind kleine, 0,2-0,9 um messende, unregelmaflig runde Granula,
die sich histologisch mittels PAS- bzw Alcianblau-Farbung anfiarben und von einer
zweischichtigen Membran umgeben sind. Diese Granula kénnen sich im apikalen
Zellbereich zu einer Art Sekretpfropfen zusammenlagern und nach Verschmelzung
mit der Zelloberfliche vermutlich ihren Inhalt in das Ganglumen entleeren. Der
Zellkern liegt im mittleren oder unteren Zelldrittel und enthélt in seinem aufgehellten

Kernplasma einen deutlichen Nukleolus. Des Weiteren enthalten diese Zellen noch
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Mitochondrien vom Cristae-Typ, raues Endoplasmatisches Retikulum und einen
deutlich sichtbaren, supranukledr gelagerten Golgi-Apparat, der im Lumen seiner
Schlauche Sekretgranula bildet. Auflerdem sind am apikalen Ende der Zelle Mikrovilli
zu beobachten, die in das Ganglumen hineinragen (Weyrauch und Schnorr, 1978).
Als weitere Zellart treten unspezifische Gangzellen auf, die den Zellen mit apikalen
Sekretgranula sehr ahnlich sind, aufler, dass ihnen die Granula fehlen und sie mehr
Mitochondrien enthalten. Auflerdem gibt es noch Geiflelzellen und Wanderzellen. Bei
den Geiflelzellen handelt es sich um unspezifische Gangzellen oder Zellen mit apikalen
Sekretgranula, die eine Zilie tragen. Die Wanderzellen sind im Interzellularraum zu
finden, wo sie sich zwischen die Epithelzellen schieben und diese teilweise verformen.
Diese haben keinen Kontakt zu den Nachbarzellen und gehéren moglicherweise zu
den lymphoiden Zellen. Sie besitzen einen kleinen chromatinreichen Kern und ein im
Vergleich helleres Zytoplasma mit kleinen runden bis ovalen Mitochondrien (Wey-
rauch und Schnorr, 1978).

Die Ductus hepatici sind nun nicht mehr von den Ductus pancreatici zu unterschei-
den. An der Eintrittsstelle in den Darm ist kein Sphinkter ausgebildet (Feder, 1969).

C. Gallenblasenstruktur

Die Gallenblase kann Léngsfalten (Crompton und Nesheim, 1972) oder eine unge-
faltete Schleimhaut besitzen (Feder, 1972). Ihre Wand besteht aus Zylinderepithel-
zellen mit einem zentralstiandigen, lingsovalen Kern. Die Zellen tragen héufig in
der apikalen Hélfte einen Schleimpfropf. Auler den Epithelzellen finden sich in der
Wand der Gallenblase zwischen Ersteren noch sekretleere Zellen mit einem dunkleren,
schmalen Zellkorper und einem stabchenférmigen Zellkern. Des Weiteren besteht die
Blasenwand aus einer Lamina propria, die reich an Kapillaren ist und einer Subserosa
mit groferen Gefafien. Eine Lamina muscularis mucosae ist nicht vorhanden (Feder,
1972).

D. Sinusoide
Zwischen den Leberzellen befindet sich ein Labyrinth aus unregelméflig weiten Sinu-
soiden (Purton, 1969). Sie werden auch sinusoide Kapillaren genannt und haben einen
Durchmesser von 4-15 (Nickel et al., 1992) oder sogar 30 um (Abdelwahab, 1987). Die
bis zu 0,5 mm langen Sinusoide anastomisieren miteinander und besitzen unregelmé-
Bige Ausbuchtungen, die dazu fiihren, dass sich der Blutstrom verlangsamt und somit
der Stoffaustausch erleichtert wird (Liebich, 2010). Sie formen eine dreidimensionales

Netzwerk, das mit dem der Leberzellbalken korrespondiert (Abdelwahab, 1987). Die
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perforierten Wénde der Sinusoide bestehen aus Endothelzellen und verteilt liegenden
von-Kupffer-Zellen und stellen eine Verbindung zwischen dem sinusoidalen und dem

perisinusoidalen Raum dar (Purton, 1969).

Die flachen Endothelzellen der Voégel setzen sich aus einem Zellkérper mit dem
Zellkern und diinnen membranahnlichen Zytoplasmaauslaufern zusammen (Purton,
1969; Ohata, Tanuma et al., 1982). Die Auslaufer bilden den grofiten Teil der Si-
nusoidwand (Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Im Bereich
des grofien, ovalen oder spindelférmigen (Ohata, Tanuma et al., 1982) Zellkerns
entsteht eine Ausbuchtung in dem schmalen Band aus Zytoplasma (Purton, 1969).
Ansonsten wolben sich die Endothelzellen nicht in das Lumen der Sinusoide hinein
(Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Der Nukleus beinhaltet
in seiner Matrix ein oder zwei elektronendichte Nukleoli, ein kleines Kernkorperchen
von geringerer Elektronendichte und einen charakteristischen hellen Ring (Ohata,
Tanuma et al., 1982). In den diinneren Abschnitten ihrer Zytoplasmaauslaufer be-
sitzen die Endothelzellen zahlreiche Poren (Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi
und Kelly, 2004), die haufig als kleine Gruppe die sogenannten Siebplatten bilden
(Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Teilweise kommt es auch zu
intrazelluliren Offnungen. Durch diese und die Poren kann Plasma aus den Sinusoi-
den in den perisinuidalen Raum gelangen (Purton, 1969; Ghoddusi und Kelly, 2004).
Blutzellen konnen nicht tbertreten (Hees und Sinowatz, 2000: S.278). Auflerdem fehlt
eine geschlossene Basalmembran als Grenzschicht, wodurch der Ubertritt zusétzlich
erleichtert wird (Purton, 1969; Ghoddusi und Kelly, 2004; Liebich, 2010).

Zwischen benachbarten Endothelzellen bilden sich an manchen Stellen gut entwi-
ckelte Desmosomen aus (Purton, 1969; Ohata, Tanuma et al., 1982). Gelegentlich
tiberlappen die Rander der Auslaufer iiber eine kurze Strecke (Purton, 1969; Ghod-
dusi und Kelly, 2004).

Die Endothelzellen sind auffallend reich an Organellen, die sich vor allem im Bereich
des Zellkorpers, aber auch in breiteren Abschnitten der Zytoplasmaauslaufer befinden
(Ohata, Tanuma et al., 1982). Ghoddusi und Kelly (2004) andererseits konnten in
den sinusoidalen Endothelzellen nicht sehr viele Zellorganellen feststellen und nutzten
dieses Merkmal unter anderem, um diese von den von-Kupffer-Zellen unterscheiden
zu kénnen. Ohata, Tanuma et al. (1982) haben verschiedene Vogelspezies untersucht
und bei diesen im Zytoplasma als auffalligste Organelle gewundene, glattwandi-

ge tubuldre Strukturen gefunden, die elektronendichtes Material enthalten. Dabei
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handelt es sich vermutlich um glattes Endoplasmatisches Retikulum. Eine weitere
auffallig haufige Struktur sind , bristle-coated mikropinozytotische Vesikel, die im
Durchmesser etwa 130 nm grof§ sind und entlang der Membran des Zellkorpers, aber
auch auf der Oberfliche der Auslaufer zu finden sind (Ohata, Tanuma et al., 1982;
Ghoddusi und Kelly, 2004).

AuBerdem ist noch eine betriachtliche Anzahl an makropinozytotischen Vesikeln mit
einem méfig elektronendichten Inhalt und einem Durchmesser von circa 630 nm
vorhanden (Ohata, Tanuma et al., 1982). Diese wurden von Ghoddusi und Kelly
(2004) auch auf der Oberfliche der Endothelzellen gefunden. Sowohl die mikro-
als auch die makropinozytotischen Vesikel sind an der Endozytose beteiligt (Ohata,
Tanuma et al., 1982).

Die verstreut liegenden Mitochondrien der Endothelzellen sind von runder, ovaler
oder langlicher Gestalt. Auf einer Seite des Zellkerns befindet sich der Golgi-Komplex
mit seinen Stapeln aus flachen, manchmal langgezogenen Zisternen und Vesikeln.
Zudem sind im Endothelzellzytoplasma noch Zisternen des rauen Endoplasmatischen
Retikulums und freie Ribosomen zu finden. Die elektronendichten Korper, bei denen
es sich vermutlich um Lysosomen handelt, kommen nicht in allen Endothelzellen in
gleicher Anzahl und Gré8le vor. Die hier ebenfalls vorhandenen Mikrotubuli bilden,
anders als in den Hepatozyten, keine Biindel und ziehen gemeinsam mit Mikrofila-

menten in die Zytoplasmaausldufer hinein (Ohata, Tanuma et al., 1982).

Zwischen den Endothelzellen, die den grofiten Teil der Sinusoid-Wand bilden, finden
sich von-Kupffer-Zellen (benannt nach von-Kupffer (1876)) (Ghoddusi und Kelly,
2004). Zwischen diesen beiden Zelltypen besteht ein enger Kontakt (Ohata, Tanuma
et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Die von-Kupffer-Zellen sind die stationiren
Makrophagen der Sinusoidalwand der Leber (Ohata, Tanuma et al., 1982).

Das eindeutigste Unterscheidungsmerkmal (Ohata, Tanuma et al., 1982) zu den
Endothelzellen sind die zahlreichen ungleich geformten Pseudopodien (Ohata, Ta-
numa et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004) der von-Kupffer-Zellen, da diese beiden
sinusoidalen Zellen annéhernd gleich viele Zellorganellen besitzen (Ohata, Tanuma
et al., 1982). Ghoddusi und Kelly (2004) nutzen dagegen die zahlreichen Poren und
intrazelluliren Offnungen in den Ausliufern der Endothelzellen und die Tatsache,
dass sie in den Endothelzellen weniger Zellorganellen als in den von-Kupffer-Zellen

gefunden haben, zur Unterscheidung dieser beiden Zelltypen.
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Mit ihren Pseudopodien dringen die von-Kupffer-Zellen in das Lumen der Sinusoi-
de und auch in den Dissé-Raum vor (Ohata, Tanuma et al., 1982; Abdelwahab,
1987; Ghoddusi und Kelly, 2004). Beim Huhn findet man die von-Kupffer-Zellen
verhaltnisméfig oft (Ohata, Tanuma et al., 1982), wéihrend Abdelwahab (1987) beim
Truthahn nur wenige beobachten konnte. Sie haben meistens nur einen unregelmaflig
geformten Zellkern (Purton, 1969; Ghoddusi und Kelly, 2004) mit stark elektronen-
dichten Nukleoli und eine dhnliche Dichte der Matrix wie bei den Endothelzellen
(Ohata, Tanuma et al., 1982). Bei den von-Kupffer-Zellen ist das Verhéltnis zwischen
Zytoplasma und Zellkern groBer als bei den Endothel- und den Ito-Zellen (Ohata,
Tanuma et al., 1982).

Im Zytoplasma der von-Kupffer-Zellen findet sich ein gut ausgebildeter Golgi-
Apparat, der sich in der Umgebung des Zellkerns auf einer grofien Flache mit seinen
Stapeln aus zahlreichen flachen Zisternen und Vesikeln ausbreitet (Ohata, Tanuma
et al., 1982). Ghoddusi und Kelly (2004) konnten nicht in allen von-Kupffer-Zellen
einen Golgi-Apparat beobachten.

Die von-Kupffer-Zellen haben relativ wenige Mitochondrien (Purton, 1969). Diese
sind von runder oder ovaler Form und, genauso wie der Golgi-Komplex, grofer als
bei den Endothel- und den Ito-Zellen (Ohata, Tanuma et al., 1982).

Die Phagolysosomen, mit elektronendichtem Material in ihrem Inneren, konnen sehr
grofl werden und kommen in unterschiedlicher Anzahl vor (Ghoddusi und Kelly,
2004). Das elektronendichte Material ldsst eine aktive Phagozytose vermuten (Ghod-
dusi und Kelly, 2004). Beim Huhn kann Erythrophagozytose beobachtet werden, bei
der oftmals auch zwei oder mehr Erythrozyten gleichzeitig aufgenommen werden
(Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Dabei heften sich die
Erythrozyten im Sinusoidalraum an die von-Kupffer-Zellen an, werden von den
Pseudopodien umschlossen und dann in die phagozytischen Vakuolen aufgenommen,
in denen sie verdaut werden (Ohata, Tanuma et al., 1982).

Es sind auflerdem grofle elektronendichte Korperchen, sowie kleine Vakuolen, &hn-
lich den macropinozytotischen Vesikeln der Endothelzellen, und kleine Fettvakuolen
vorhanden (Ohata, Tanuma et al., 1982). Zahlreiche Polysomen sind im ganzen
Zytoplasma, aufler um den Golgi-Apparat herum, verteilt zu finden (Ohata, Tanuma
et al., 1982). Die von-Kupffer-Zellen besitzen zudem zahlreiche langgestreckte, flache
Zisternen des rauen Endoplasmatischen Retikulums mit vielen Ribosomen (Ohata,
Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Die tubuldren Zisternen des glatten
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Endoplasmatischen Retikulums sind dagegen selten zu sehen (Ohata, Tanuma et al.,
1982). Die Tubuli enthalten elektronendichtes Material in ihrem Lumen. Beim Huhn
ist eine ,worm-like“ Struktur im Zytoplasma der von-Kupffer-Zellen beschrieben, die
Ohata, Tanuma et al. (1982) bei anderen untersuchten Vogelarten nicht nachweisen
konnten. Diese Struktur stellt sich als ein von einer Membran begrenzter Tubulus
mit einer elektronendichten Mittellinie dar. Ghoddusi und Kelly (2004) konnten fiir
das Huhn keine ,worm-like* Struktur beobachten.

Sowohl auf der perisinusoidalen als auch auf der sinusoidalen Seite der von-Kupffer-
Zellen befinden sich ,bristle-coated“ mikropinozytotische Pits und Vesikel (Ohata,
Tanuma et al., 1982).

E. Dissé Raum

Der perisinusoidale Raum, oder auch Dissé Raum, befindet sich zwischen den Endo-
thelzellen der Lebersinusoide und dem vaskuldren Pol der Hepatozyten (Purton,
1969; Hodges, 1972; Purton, 1976). Wie bei David (1961); Purton (1976); Ohata,
Tanuma et al. (1982) und Abdelwahab (1987) beschrieben ragen in den Dissé Raum,
ausgehend von der Zellmembran des vaskuldren Pols der Leberzellen, eine grofie
Anzahl von Mikrovilli hinein. Diese zeigen sich um einiges langer, gewundener und
schmaler, als die Mikrovilli des bilidren Pols (Hodges, 1972; Abdelwahab, 1987). Sie
zeigen sich in sehr unterschiedlicher Form und Gréfle und auch die Anzahl differiert
bei den verschiedenen Vogelarten (Ohata, Tanuma et al., 1982). Die Mikrovilli erho-
hen die Oberfliche der Hepatozyten im Bereich des vaskularen Pols um ein vielfaches
und erleichtern so den Stoffaustausch (David, 1961). Die Weite des perisinusoidalen
Raumes lasst sich nicht genau bestimmen, da sie sehr vom funktionellen Zustand
der Leber abhéangt (Purton, 1976) Abdelwahab (1987) maf fir den Dissé Raum eine
Weite von 1 pm. In seinem Lumen kénnen, neben den [to-Zellen und den ,intercalated
cells“ diinne Kollagenfasern und méfig elektronendichtes Material gefunden werden.
Bei Letzterem handelt es sich vermutlich um Proteine aus dem Sinusoidalraum
(Ghoddusi und Kelly, 2004). Purton (1969) hat einige retikuldre Kollagenfasern im
perisinusoidalen Raum gefunden.

Die Aufgabe des Dissé Raums ist der Stoffaustausch zwischen den Leberzellen und
dem Blut (Nickel et al., 1992) in den Sinuskapillaren. Der Dissé-Raum stellt da-
bei einen strukturellen und funktionellen Reaktionsraum dar, der die Phagozytose,

Transportvorgénge und die Mikrozirkulation beeinflusst (Liebich, 2010).
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Beim Huhn konnte Purton (1976) zwei Zelltypen im perisinusoidalen Raum beob-
achten.

Zum einen die Ito-Zellen, die 1876 erstmals von von Kupffer (1876) als ,Sternzel-
len“ erwahnt wurden. Dieser konnte sie lichtmikroskopisch mittels Gold-Methode
nachweisen. Zu einem spéateren Zeitpunkt beschrieb Toshio Ito beim Saugetier einen
neuen perisinusoidalen Zelltyp der reich an Fettvakuolen ist (Wake, 1971). Fur diesen
konnte Wake (1971) mittels der von von Kupffer verwendeten Gold-Impréagnierung,
einer Silber-Impragnierung, Fluoreszenzmikroskopie und Elektronenmikroskopie zei-
gen, dass die bei von Kupffer beschriebenen Sternzellen und die fettspeichernden
Ito-Zellen die gleichen Zellen sind. Gleichzeitig wurde noch nachgewiesen, dass diese
Zellen Vitamin A speichern (Wake, 1971).

Die Ito-Zellen, auch als ,hepatic stellate cells* (Handharyani et al., 2001), ,fat-
storing-cells“ oder ,Lipozyten“ bezeichnet, sind in der avidren Leber haufiger zu
finden als in der der Saugetiere (Ohata, Tanuma et al., 1982). Sie befinden sich im
Dissé Raum (Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004) und werden
durch die Endothelzellen und deren Auslédufer vom Sinusoidalraum abgetrennt (Oha-
ta, Tanuma et al., 1982). Bei der Ratte beschrieb Wake (1971), dass die Ito-Zellen
ihre Gestalt verandern und sich ihrer Umgebung anpassen. Ebenso konnten Ohata,
Tanuma et al. (1982) bei Hihnern, Wachteln, Tauben und Finken sowie Ghoddusi
und Kelly (2004) beim Huhn beobachten, dass die Sternzellen sehr unterschiedlich
in ihrer Gestalt sind.

Ihr Zellkern ist von ovaler Form mit haufigen Deformationen durch die Fetttropfchen
(Ghoddusi und Kelly, 2004) und besitzt in seinem Inneren ein oder zwei elektronen-
dichte Nukleoli (Ohata, Tanuma et al., 1982).

Das auffilligste Merkmal der Ito-Zellen sind die zahlreichen grofien und kleinen
Fetttropfchen in ihrem Zytoplasma, die sehr héufig kleiner sind als die der Hepa-
tozyten (Purton, 1976; Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Thre
Fetttropfchen haben eine ahnliche Elektronendichte wie die in den Hepatozyten, kon-
nen aber teilweise auch elektronendichter erscheinen und besitzen keine begrenzende
Membran (Ghoddusi und Kelly, 2004). Wake (1971) konnte in seinen Untersuchungen
nachweisen, dass in den Fetttropfchen Vitamin A gespeichtert wird. Teilweise werden
auch sogenannte leere Ito-Zellen ohne die typischen Fetttropfchen gefunden (Ohata,
Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004).

Die Sternzellen bilden mit ihrem Zytoplasma langgestreckte Auslaufer, die sich ent-

lang des perisinusoidalen Raumes (Purton, 1976) subendothelial ausbreiten (Ohata,



2. Literaturtibersicht 34

Tanuma et al., 1982). Es wurden bipolare, tripolare, tetra- und sogar pentapolare
Sternzellen beobachtet. Letztere scheint die typische Form darzustellen (Wake, 1971).
Neben den sehr auffalligen Fetttropfchen enthalten die Ito-Zellen ein grofies raues En-
doplasmatische Retikulum mit zahlreichen abgeflachten Zisternen und freien Riboso-
men (Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Im Bereich des gut aus-
gebildeten Golgi-Komplexes findet sich kein rER (Ohata, Tanuma et al., 1982). Die
flachen Stapel des Golgi-Komplexes mit kleinen Vesikeln lassen sich in der Umgebung
des Zellkerns nachweisen (Ohata, Tanuma et al., 1982). Die nur spéarlich vorhandenen
Mitochondrien der Ito-Zellen sind tiber das gesamte Zytoplasma verteilt zu finden
(Ghoddusi und Kelly, 2004) und sind genauso grof§ wie die der Endothelzellen der
Sinusoide (Ohata, Tanuma et al., 1982). Schon fiir die Ratte konnten im Zytoplasma
der Ito-Zellen Zentriolen nachgewiesen werden (Wake, 1971). Ohata, Tanuma et al.
(1982) beschrieben spéter fiir verschiedene Vogelarten paarige Zentriolen, die sich in
der Néahe des Golgi-Komplexes befinden und von denen ausgehend sich beim Huhn
eine einzelne Zilie bildet, die in den Disseé hineinragt. Auflerdem wurden bei diesen
Vogelarten im Zytoplasma noch Mikrotubuli und Mikrofilamente gefunden, die bis
in die Zytoplasmafortsitze ziehen. Des Weiteren sind wenige kleine und vereinzelt

auch grofie Lysosomen vorhanden.

Purton (1976) beschrieb noch einen weiteren Zelltyp im perisinusoidalen Raum,
der ein typisches unregelméafiges Aussehen hat, mit langen Fortsidtzen seines Zy-
toplasmas. Diese Zellen konnen sich auch zwischen zwei Hepatozyten befinden und
scheinen teilweise an der Bildung der Canaliculi biliferi beteiligt zu sein. Purton
(1976) bezeichnete diesen Zelltyp als mesenchymale Zelle oder Histiozyt. Ohata
und Ito (1986) bestitigten spater das Auftreten dieses Zelltyps und bezeichneten
diesen als extrasinusoidalen Makrophagen. Ghoddusi und Kelly (2004) beschrieben
einen dhnlichen Zelltyp, und nannte ihn intercalated cell“. Auch in dieser Studie
befinden sich diese Zellen hauptséchlich im Dissé Raum und teilweise zwischen den
Hepatozyten. Sie konnen aber auch im Sinusoidalraum beobachtet werden.

Ihr Zytoplasma ist elektronenoptisch durchsichtig und enthélt neben dem ovalen
Zellkern noch einige wenige Organellen (Ghoddusi und Kelly, 2004). Diese sind vor
allem ein paar relativ grofle Mitochondrien, die in etwa so grof sind wie die der von-
Kupffer-Zellen (Ohata, Tanuma et al., 1982; Ohata und Ito, 1986), kleine Lysosomen,
zahlreiche Polysomen, kurze Zisternen des rauen Endoplasmatischen Retikulums und
einen Golgi-Apparat, der sich in der Ndhe des Zellkerns befindet (Ohata und Ito,
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1986; Ghoddusi und Kelly, 2004). Des Weiteren enthalten sie haufig noch groe Fett-
tropfchen (Purton, 1976). Sie bilden ein paar diinne Zytoplasmafortséitze aus (Ohata,
Tanuma et al., 1982). Letztere konnen sich durch die endotheliale Abgrenzung bis in
den sinusoidalen Raum erstrecken (Ohata und Ito, 1986).

Purton (1976) vermutete, dass die mesenchymalen Zellen sich zu Ito-Zellen umfor-
men koénnen. Ohata und Ito (1986) dagegen vermuteten, dass die intralobuldren
Makrophagen in den Sinusoidalraum einwandern und sich dort zu von-Kupffer-
Zellen umwandeln. Diese Vermutung wird durch die Feststellung verstéarkt, dass
diese Makrophagen, wenn sie den Hauptteil ihres Zellkorpers durch die endotheliale
Abgrenzung gebracht haben, charakteristische Eigenschaften der von-Kupffer-Zellen
zeigen, wie Pseudopodien, zahlreiche Lysosomen und Anheftung von Farbpartikeln

an die Plasma-Membran.
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2.4 Physiologie der Leber

Die Leber spielt als Anhangsdriise des Verdauungstrakts nicht nur eine Rolle im In-
termedidrstoffwechsel (Hummel, 2000), sondern als Hauptstoffwechselorgan auch bei
der Resynthese von Energietriagern, der Proteinsynthese (Engelhardt und Ahrens, 2005:
s.423) und der Biotransformation (Heinrich et al., 2014: Kapitel 62, S.770-). Dabei laufen
die metabolischen Aktivitadten vor allem in den Hepatozyten ab. Die Leber besteht, mit
60-70 % der Gesamtzellzahl, zum groiten Teil aus Hepatozyten (Engelhardt und Ahrens,
2005).

Aufgrund der anatomischen Lage der Leber gelangt das, mit Nahrstoffen angereicherte,
Blut zunéchst zu den Hepatozyten, wo Ab- und Umbauprozesse ablaufen, bevor es iiber
die Vena cava an die anderen Organe weitergeleitet wird (Whittow, 2000),(Engelhardt
und Ahrens, 2005: Kapitel 16). Die Leber sorgt fiir die Glukosehomoostase. Wéhrend
der Resorptionsphase wird Glukose, aber auch andere Monosaccharide wie Fruktose, zu
Glykogen umgewandelt und gespeichert (Heinrich et al., 2014: Kapitel 62). Wahrend
Phasen des Hungerns werden anfangs diese Glykogendepots (Heinrich et al., 2014: Kapi-
tel 62) durch Glukagon aus der Bauchspeicheldriise (Hazelwood, 1973) mobilisiert und
bei der Glykogenolyse von Glucose-6-Phosphatase bis zu Glukose abgebaut (Hazelwood,
1973)(Mehner und Hartfiel, 1983: S.713-734). In ldngeren Hungerphasen beginnt in
der Leber die Glukoneogenese aus Nicht-Kohlenhydrat-Vorstufen (Aminosduren), um
eine kontinuierliche Energieversorgung zu gewéahrleisten (Engelhardt und Ahrens, 2005:
Kapitel 16).

Als weiteren Teil der Beteiligung der Leber am Intermediarstoffwechsel sind die Ablaufe
der Fettsdureoxidation und die Synthese von Lipoproteinen und Lipiden zu nennen
(Engelhardt und Ahrens, 2005: Kapitel 16). Diese findet beim Vogel zum grofiten Teil im
Zytoplasma und den Mitochondrien der Hepatozyten statt (Farner und J. R. King, 1972:
Chapter 8) und kann in Legeperioden noch deutlich zunehmen (Mehner und Hartfiel,
1983: S.691-710). Ostrogen stimuliert die Enzyme der Leber zu einer iibersteigerten
Fettsynthese bei gleichzeitiger Drosselung des Mitochondrienstoffwechsels. Der Fettge-
halt der Leber nimmt stark zu und diese produziert Dotterproteine (z.B. Vitellin) und
Dotterlipoproteine (z.B. Cholesterin) (Mehner und Hartfiel, 1983: S. 703f. und 953ft.).
Die Biosynthese einer Vielzahl von Plasmaproteinen, wie die meisten der Blutgerinnungs-
faktoren, Proteine der Fibrinolyse, Transportproteine sowie Hormone und Prohormone,
ist ebenfalls ein Teil der Aufgaben des Leberparenchyms (Heinrich et al., 2014: Kapitel

62). Diese findet in den Ribosomen des rauen Endoplasmatischen Retikulums statt
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(Nickel et al., 1992).

Eine weitere wichtige Aufgabe der Leber ist die Engiftung des Blutes (Hummel, 2000).
Da bei den Vogeln die Carbamylphosphat-Synthetase nicht vorhanden ist, wird Ammo-
niak, der im Zusammenhang mit der Energiegewinnung aus Aminoséuren entsteht, auf
dem gleichen Weg wie die Nukleinséduren (iiber die Synthese von Purinbasen und den
Abbau zu Harnsdure) ausgeschieden (Mehner und Hartfiel, 1983: S. 741). Im glatten
Endoplasmatischen Retikulum der Hepatozyten befinden sich die meisten der fiir die
Biotransformation von Endo- und Xenobiotika zustdndigen Enzyme (Heinrich et al.,
2014: Kapitel 62). Zu den Xenobiotika zdhlen korperfremde Stoffe wie Arzneimittel
und Umweltgifte. Endobiotika sind korpereigene Stoffe wie Hormone und auch Bilirubin
(Engelhardt und Ahrens, 2005: Kapitel 16). Letzteres wird beim Vogel aufgrund der
nur wenig vorhandenen Glucoronyl-Transferase und der wenig bis garnicht vorhande-
nen Biliverdin-Reduktase als Biliverdin ausgeschieden (Lin et al., 1974). Somit ist die
Ausscheidungsrate von Biliverdin im Verhaltnis zu Bilirubin sehr hoch und der Kot des
Gefliigels wird griin gefarbt (Whittow, 2000).

In den Hepatozyten werden neben Glykogen und Lipiden auch manche Vitamine und
Spurenelemente gespeichert (Heinrich et al., 2014: Kapitel 62). Vitamin D3 wird mit Hilfe
der Gallensauren aus dem Darm resorbiert, bei erhohtem Ca-Bedarf im Endoplasmati-
schen Retikulum der Hepatozyten zu einem wirksamen Metaboliten hydroxyliert und bei
Uberschuss wieder iiber die Galle ausgeschieden (Mehner und Hartfiel, 1983: S.7791f.).
Vitamin A wird in gréferen Mengen von den Ito-Zellen aufgenommen, gespeichert und
bei Bedarf wieder freigesetzt (Wake, 1971). Eine Fahigkeit die sie als primitive Stern-
zellen schon ab dem neunten Tag der Entwicklung im Hithnerembryo besitzen (Tatsumi
und Fujita, 1983).

Die in der Leber synthetisierten und von dieser sezernierten Gallensduren gelangen tiber
zwei Gallengénge in das Duodenum, wo sie mafigeblich an der Fettverdauung beteiligt
sind (Whittow, 2000) und die Resorption vieler Vitamine erleichtern (Mehner und Hart-
fiel, 1983: S.768-850). Die in der Galle enthaltenen Gallensalze bilden mit den Fettsauren
Mizellen. Diese erleichtern durch die niedrigere Oberflichenspannung die Losung und
Absorption derselben (Mehner und Hartfiel, 1983: S. 633-634) und werden zu bis zu 90 %
der Leber wieder zur Verfiigung gestellt, indem sie im Jejunum und Ileum reabsorbiert
werden (Hurwitz et al., 1973).

Anders als beim Saugetier ist die Leber der Végel in der Embryonalentwicklung nicht an
der Hamatopoese beteiligt. Diese findet stattdessen in den extraembryonalen Blutinseln
des Dottersackes und in der Keimblase statt (Mehner und Hartfiel, 1983: S.287; Zon,
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1995). Dieterlen-Liévre und Martin (1981) beschrieben zahlreiche Stellen mit Héma-
topoese in embryonalen Hithner und Wachteln. In der embryonalen Anlage der Leber
haben sie keine beobachten konnen. Andererseits haben Wong und Cavey (1993) in einer
Studie nachgewiesen, dass in der Vogelleber durchaus Granulopoese und Erythropoese
stattfinden. Auch Kingsbury et al. (1956) fanden einzelne eosinophile Leukozyten extra-
und intravaskular in der embryonalen Leber.

Unter normalen Bedingungen sind die Ito-Zellen durch Kollagen- und Laminin-Synthese
an der Produktion der extrazelluliren Matrix des Disse-Raums beteiligt (Engelhardt
und Ahrens, 2005) und sind dabei die Hauptquelle fiir Kollagen (Tsukada et al.,
2006). Sie konnen sich, unter anderem bei Leberfibrose oder -zirrhose, in aktivierte,
myofibroblasten-ahnliche, fortsatzreiche Zellen umwandeln, die intensiv Proteoglykane
und Kollagenfibrillen produzieren und so den Disse-Raum damit anfillen (Handharyani
et al., 2001; Tsukada et al., 2006; Welsch und Sobotta, 2006). Handharyani et al. (2001)
zeigten, dass zwischen der Anzahl an Ito-Zellen und dem Fortschritt der Fibrosierung
der Leber ein Zusammenhang besteht. In ultrastrukturellen Untersuchungen konnten
sie um die Ito-Zellen herum neugebildete kollagene Fasern nachweisen. Somit liegt
die Vermutung nahe, dass die Ito-Zellen eine zentrale Rolle in der Fibrosierung mit
einer Verstarkung der Immunreaktion spielen. Diese Beobachtungen machte auch Wake
(1980).
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2.5 Histochemie der Leber

2.5.1 Immunhistochemie, (IHC)

A. Definition,Anwendung und Technik
Bei der Immunhisto- oder Immunzytochemie werden antigene Strukturen auf oder
in Zellen und Geweben mittels daran bindender, markierter Antikérper sichtbar
gemacht (Pschyrembel, 2004).
Dem spezifischen Nachweis von Makromolekiilen, wie z.B. Proteinen, Polysacchari-
den und Lipiden, mittels Antikérpern kommt eine zentrale Bedeutung in der Medizin
und der Forschung zu. Dort werden sie unter anderem in der Tumordiagnostik,
Genforschung und Pathologie eingesetzt (Mulisch et al., 2010).
Fir den histochemischen Nachweis eines bestimmten Antigens werden spezifische
Antikorper aus Tieren gewonnen und fur die licht- oder elektronenmikroskopische
Darstellung an einen Marker gekoppelt. Haufig verwendete Markersubstanzen sind
Fluoreszenzfarbstoffe wie Fluoresceinisothicyanat (FITC), Enzyme wie Horseradish
Peroxidase (Meerrettichperoxidase) oder elektronendichtes kolloidales Gold. Letzte-
res wird insbesondere fiir die Elektronenmikroskopie verwendet (Sinowatz und Hees,
2012).
Durch die Umsetzung eines geeigneten Substrates in ein farbiges Endprodukt werden
die sehr haufig verwendeten enzymgekoppelten Antikorper sichtbar (Mulisch et al.,
2010).
Ein schnelleres immunhistochemisches Verfahren ist die sogenannte direkte Methode,
bei der sich der markierte Antikérper direkt an das Antigen bindet. Wesentlich
haufiger wird dagegen die indirekte Methode verwendet, bei der zunéchst ein unmar-
kierter Priméarantikorper an das gesuchte Antigen bindet. In einem zweiten Schritt
wird diese Bindung durch einen gegen den Primarantikorper gerichteten, markierten
Sekundérantikorper sichtbar gemacht (Sinowatz und Hees, 2012).
Durch diese mehrfache Bindung kommt es zu einer Signalverstarkung. Dies macht die
indirekte Methode wesentlich sensitiver als die direkte. Eine weitere Signalverstér-
kung kann man durch die (Strept-)Avidin-Biotin- oder ABC-Technik erreichen. Diese
Methode ist sehr sensitiv und macht es moglich auch geringe Antigenmengen zu loka-
lisieren. Sowohl das aus Hithnereiweifl gewonnene Avidin als auch das Streptavidin,

ein Protein aus Streptomyces avidinii, haben eine hohe Affinitat fiir Biotin. Durch
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Mischung von Streptavidin oder Avidin mit einem biotinylierten Marker entsteht ein
(Strept-)Avidin-Biotin-Enzymkomplex der nach der Antikérperinkubation an den
biotinylierten Antikorper bindet (Mulisch et al., 2010).

B. Antigene Strukturen
Von den antigenen Strukturen in Geweben und Zellen eignen sich fiir die immun-
histochemische Untersuchung besonders die Intermediarfilamente aus der Gruppe
der komplexen Proteinstrukturen des Zytoskeletts. Die Intermediarfilamente bilden
neben den Mikrotubuli und den Mikrofilamenten die dritte Hauptkomponente des
Zytoskeletts. Im Gegensatz zu den zwei anderen, sich stdndig im Umbau befindlichen
kugelféormigen Komponenten des Zytoskeletts, sind die Intermediarfilamente perma-
nent stabile Strukturelemente aus fadenféormigen Protein-Untereinheiten (Liebich,
2010; Wendl, 2012) mit einem Durchmesser von 10nm (Alberts et al., 2011).
Die Intermediérfilamente werden in zelltypspezifischer, und somit auch gewebsspezi-
fischer, Weise exprimiert und eignen sich deshalb besonders gut zur Identifizierung
bestimmter Zellarten (Heinrich et al., 2014).
Bei den Intermediérfilamenten lassen sich sechs Typen unterscheiden (Wendl, 2012).
Typ I und I umfassen die Zytokeratine. Wobei zu Typ I die Zytokeratine (CK) 9-28
und 31-40 gehéren und zu Typ 11 CK 1-8, 71-74 und 81-86 (Schweizer et al., 2006; Kim
und Coulombe, 2007). Beide Typen werden vor allem in einfachen Epithelien und
epidermalen Zellen gefunden. Fuchs und Coulombe (1992) sowie Fuchs und Weber
(1994) haben nachgewiesen, dass Zytokeratine paarweise auftreten und je aus einem
Typ I und einem Typ II Keratin bestehen.
Zu den Intermediarfilamenten vom Typ III gehoren Vimentin und Desmin. Ersteres
ist in Zellen mesenchymalen Ursprungs zu finden und letzteres in Muskelzellen (Kim
und Coulombe, 2007). Bei den Typ IV Filamenten handelt es sich hauptséchlich um
Bestandteile des Nervensystems und Typ V sind die Lamine (Lamin B1, B2, A und
C), die nicht im Zytoplasma sondern im Zellkern vorkommen (Fuchs und Weber,
1994; Kim und Coulombe, 2007). Zu Typ VI zéhlen die Intermediarfilamente Phaki-
nin und Filensin, die nur in der Linse des Auges vorkommen (Kim und Coulombe,
2007; Wendl, 2012).
Die kleinen Mikro- oder Aktinfilamente mit einem Durchmesser von 5-9nm legen
die Form der Zelloberflache fest und sind hauptséachlich direkt unter der Oberflache
der Plasmamembran der Zellen zu finden (Alberts et al., 2011). Die Aktinfilamente
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verleihen der Lipid-Doppelschicht der Plasmamembran Festigkeit und Form. Teil-
weise bilden die Aktinfilamente dynamische Strukturen, die eine Zelle zur eigenen
Bewegung nutzen kann. Dabei kann das Aktin-Zytoskelett rasch auf- und wieder
abgebaut werden (Alberts et al., 2011).

Das Protein Aktin kann in ,,a-smooth-muscle-actin®, . y-smooth-muscle-actin® (glat-
te Muskelzellen), ,,a-sceletal-actin“ (Skelettmuskelzellen) und ,,a-cardiac-actin® (Herz-
muskel) unterschieden werden (Vandekerckhove und Weber, 1981). "a-smooth muscle
actin'(a-SMA) ist vorwiegend in kontraktilen Zellen zu finden und eignet sich deshalb
sehr gut als Marker fiir glatte Muskelzellen (Skalli, 1986; Skalli et al., 1989).

C. Antigene Strukturen in der Leber
Immunhistochemische Untersuchungen an der Leber befassen sich oftmals nur mit
einzelnen Zellen des Leberparenchyms und beschreiben fiir diese die Bindung ver-
schiedener Antikorper.
Fir die Ito- oder Sternzellen haben Handharyani et al. (2001) mittels der oben
beschriebenen ABC-Technik Bindungsstellen fiir Vimentin, Desmin, ,mouse anti-
muscle-actin® (HHF35) und Zytokeratine mit hohem und mit niedrigem Moleku-
largewicht nachgewiesen. Liebich (2010) beschrieb die Ito-Zellen als Abkémmlinge
undifferenzierter Mesenchymzellen des embryonalen Septum transversum mit kon-
traktilen Eigenschaften durch die Einlagerung von Desmin und Actin. Miyazaki et
al. (1986) haben, bei ihren Untersuchungen zu den Sternzellen in verschiedenen
Wirbeltierlebern, fiir die Wachtel und eine Finkenunterart eine positive Reaktion
mit dem Desmin-Antikérper entlang der Sinusoidwand in Form von sternférmigen
Zellen mit fingerformigen Fortsidtzen festgestellt. Beim erwachsenen Huhn konnten
Fujimoto und Singer feststellen, dass neben den Ito-Zellen auch die Endothelzellen
fiir Desmin positiv reagieren (Fujimoto, 1986; Fujimoto und Singer, 1987).
Bei Ratten haben Yokoi et al. (1984) als Erste das Zytoskelett der Sternzellen
untersucht. Dabei fanden sie in diesen das Intermedidrfilament Desmin, indem
sie einen polyklonalen Antikérper gegen Hithnermagen-Desmin benutzten, der mit
,Horse-Radish-Peroxidase,, markiert wurde. Sie beschrieben die gefundenen Zellen
als spindelférmig mit einem dunkelbraunem Zytoplasma und lichtdurchléssigen Fett-
vakuolen. Spéter bestatigten Tsutsumi et al. (1987) sowie Rockey et al. (1992) das
Vorhandensein von Desmin in den Sternzellen der Leber bei der Ratte.
Durch die Eigenschaft der Sternzellen Desmin zu binden, kann dieses als Marker ge-

nutzt werden, um die Sternzellen im Lichtmikroskop darzustellen (Burt et al., 1986).
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Auch Kiassov et al. (1995) benutzten Desmin in Kombination mit a-SMA als Marker
fir [to-Zellen, da diese unter bestimmten Bedingungen a-SMA enthalten (Tsukada et
al., 2006). Bei Untersuchungen an Broilern konnten Ochiai et al. (2002) feststellen,
dass zwei unterschiedliche Typen von Sternzellen vorliegen. Der eine Typ, der oft
in fibrosiertem Gewebe und seinem Umfeld vorkommt, reagiert stark mit ,,mouse
anti-muscle-actin® (HHF35) und Desmin. Der zweite Typ zeigt eine starke Reaktion
mit HHF35 und mit GFAP (,glial fibrillary acidic protein“) sowie eine schwache
mit Desmin. Dieser Typ ist im Bereich der nicht-fibrosierten Perisinusoidalraume zu

finden. Beide Zelltypen zeigen eine Bindungsaffinitiat zu Vimentin.

Keine Reaktion zeigt sich mit dem Desmin-Antikérper in den Hepatozyten der Rat-
tenleber. Dafiir reagiert dieser im Lebertrias positiv mit den glatten Muskelzellen der
Tunica media der Portalvene, der Leberarterie und der grofieren Aste der Lebervene.
Diese Gefafistrukturen sind anders als die Parenchymzellen auch positiv fiir a-SMA
(Kiassov et al., 1995).

Fujimoto (1986) konnte in den von-Kupffer-Zellen nur Vimentin, aber kein Desmin
nachweisen. Die Ito-Zellen sind nicht nur Desmin-positiv, sondern enthalten auch
Vimentin (Fujimoto und Singer, 1987).

Ochiai et al. (2002) konnten beim Broiler in den glatten Muskelzellen der Gefafie
,mouse anti-muscle-actin® (HHF35), Vimentin and Desmin nachweisen. Fujimoto
(1986) hat in Untersuchungen nachgewiesen, dass die Endothelzellen der Venae
interlobulares Desmin-positiv und Vimentin-negativ und die der Arteriae interlobu-
lares Vimentin-positiv und Desmin-negativ sind. In einer spateren Untersuchung von
Handharyani et al. (2001) fiir die GefédBendothelien waren alle der mittels der oben
beschriebenen ABC-Technik untersuchten Bindungsstellen fiir Vimentin, Desmin,
HHF35 und Zytokeratine mit hohem und mit niedrigem Molekulargewicht negativ.
Fiir die Cholangiozyten beim Huhn waren die von Handharyani et al. (2001) mittels
der ABC-Technik untersuchten Bindungsstellen fiir Vimentin, Desmin, HHF35 und

Zytokeratine mit hohem und mit niedrigem Molekulargewicht negativ.

In den sekretorischen Epithelien der Leber finden sich hauptsachlich die Zytokeratine
(CK) 8 und 18 sowie 19 (Omary und Ku, 1997). Zytokeratin 8 zeigt eine stark
positive Reaktion in den Epithelzellen der Ductus interlobulares und Ductuli biliferi
der Ratte (Sanzen et al., 1995). Auch in den Hepatozyten und in Zellen der Glisson-
Kapsel ist CK 8 positiv (Blouin et al., 1992). Zytokeratin 14 positive Zellen zeigen

sich in der Leber der Ratte in allen Teilen, aber vor allem im Portalbereich und der
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Glisson-Kapsel. Im ersteren Bereich zeigen sich alle CK 14 positiven Zellen negativ
fir Vimentin, wahrend die positiven Zellen in der Glisson-Kapsel auch Vimentin
positiv sind. Die Hepatozyten sind in allen Bereichen der Leber negativ fiur CK 14.
Die Gallengangsepithelzellen sind nicht alle positiv fiir CK 14, meist finden sich die
positiv reagierenden Zellen im Portalbereich (Blouin et al., 1992). Die Hepatozyten
der Leber der Ratte und der Maus enthalten neben CK 8 auch CK 18 (Blouin et
al., 1992; Fickert et al., 2009), sind aber negativ fiir CK 14 und CK 5 (Blouin et al.,
1992). Deshalb benutzten Kiassov et al. (1995) in ihrer Untersuchung CK 8 und CK
18 als Marker fiir Hepatozyten.

2.5.2 Glykohistochemie

A. Definition und Vorkommen

Im 19.ten Jahrhundert hat Hermann Stillmark erstmals aus Samen von Rizinus
communis eine toxische Substanz gewonnen, die er Rizin nannte und die die Eigen-
schaft besal Erythrozyten zu agglutinieren (H. J. Gabius, 2009: Kapitel 15). Damit
war der Grundstein in der Lektinforschung gelegt und es wurden in den folgenden
Jahren weitere Lektine, sogenannnte Phythédmagglutinine, entdeckt. Landsteiner,
der schon die ABO-Blutgruppen des Menschen charakterisierte, zeigte spéter, dass
Lektine Proteine sind (Franz, 1990; Ridiger und H. J. Gabius, 2001). Boyd und
Shapleigh (1954) pragten den Namen Lektine, welcher sich vom lateinischen ,lege-
re, auswéhlen, ableitet. In den folgenden Jahren definierte Goldstein et al. (1980)
die Lektine als zuckerbindende Proteine oder Glykoproteine nicht-immunogenen
Ursprungs die Zellen agglutinieren und/oder Glykokonjugate prézipitieren. Leider
reicht diese Definition heute nicht mehr aus um ein Lektin zu beschreiben. Deshalb
definierten Riidiger und H. J. Gabius (2001) drei eindeutige Vorraussetzungen, die
ein Lektin gleichzeitig erfilllen muss. Zum Einen ist ein Lektin ein (Glyko)protein,
das Kohlenhydrate bindet. Des Weiteren werden Lektine von den Immunglobulinen
abgegrenzt, da sie selbst keinen Stimulus bendtigen, um gebildet zu werden. Als
letzte Bedingung fiir die Lektine ist zu nennen, dass sie die Kohlenhydrate mit ihrer
Bindung nicht biochemisch verdandern. Damit sind Enzyme wie Glykosidasen oder
Glykosyltransferasen ausgeschlossen..

Die Lektine kommen in unterschiedlicher Konzentration in Pflanzen, Pilzen, Mi-
kroorganismen (Roth, 2011), Tieren und Menschen vor (H. J. Gabius, 2009). Die
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grofite Quelle fiir die Lektine sind die Pflanzen und bei diesen vor allem die Samen.
Aber auch in den Knollen, Wurzeln und Blattern werden Lektine gefunden (Ridiger
und H. J. Gabius, 2001). Mehr als die Hélfte aller bisher beschriebenen Lektine
aus Pflanzen stammen aus Leguminosen (H. J. Gabius, 2009: Kapitel 18), die diese
unter anderem als sogenannte Erkennungsproteine nutzen, um stickstofffixierende
Bakterien der Gattung Rhizobium an sich zu binden (Riidiger, 1981). Des Weiteren
nutzen die Pflanzen wie z.B. Ricinus communis Lektine um sich gegen Fressfeinde
und Pilze zu schiitzen (Riidiger und H. J. Gabius, 2001).

Aufgebaut sind die Lektine in der Regel aus mehreren Protein-Untereinheiten, welche
wiederum aus den tblichen Proteinaminosauren bestehen. Die meisten der Lektine
sind Glykoproteine und enthalten zu mind 5 % Monosaccharide. Wenige Ausnahmen
sind z.B. Concanavalin A und das Weizenkeim-Lektin WGA, die kohlenhydratfrei
sind(Rudiger, 1978).

B. Anwendung und Technik

Auch heute noch finden die Lektine Anwendung in der Medizin bei der Blutgrup-
pendiagnostik, aber auch zur Analyse des normalen und pathologischen Kohlenhy-
dratmusters von Zellen (Mulisch et al., 2010). Auch als Zellmarker zu diagnostischen
Zwecken einschliellich der Erkennung von Infektionserregern wie Viren, Bakterien
und Pilzen werden sie genutzt (Riidiger und H. J. Gabius, 2001). Durch die gute Ver-
fiigharkeit einer Vielzahl von Lektinen mit verschiedenen Kohlenhydrat-Spezifitdten
werden diese heute in der Wissenschaft zur Identifizierung von Zellen verwendet (Lis
und Sharon, 1986). In der Zellforschung dienen sie als Modelsubstrat fiir Studien
tiber Zellaggregation und -adhésion (Riidiger und H. J. Gabius, 2001). Des Weiteren
werden sie in der Zellforschung als Sonden in verschiedenen Analysetechniken, wie
Zelltypisierung und -sortierung, Geldiffusionstechniken und Affinitatsreinigung, und
im morphologischen Bereich in der Lektinhistochemie verwendet (Mulisch et al.,
2010: s. 233ft.). Fiir die Detektion von Glykanen in Zellen und Geweben mittels Licht-
oder Elektronenmikroskopie werden die Lektine mit einem Marker versehen, &hnlich
wie Antikorper in der Immunhistochemie. Dieser Marker kann ein Enzym oder ein
Fluoreszenzfarbstoff sein, oder es werden biotinylierte (mit Biotin markierte) Lektine
verwendet. Diese verbinden sich wiederum mit Avidin oder Streptavidin, an das ein
Marker gekoppelt ist (Mulisch et al., 2010: s. 233).
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C. Einteilung der Lektine und dazugehorende Zuckerspezifitaten
Laut Roth (2011) ist es moglich die Lektine entsprechend ihrer nominalen Zucker-
spezifitat in Gruppen einzuteilen. Debray et al. (1981) zeigten in ihrer Untersuchung
iiber die Spezifitdt von zwolf Lektinen, dass die starksten spezifischen Hemmzucker
fiir ein bestimmtes Lektin nicht zwingend die tatsachlichen Zelloberflachenglykokon-
jugate reprasentieren miissen, an welche dieses Lektin bindet.
Zu den Glucose/Mannose bindenden Lektinen gehéren ConA, LCA und PSA. ConA
bindet an a-Mannopyranosyl und a-Glucopyranosyl (Soares et al., 2011) und hat
die hochste Affinitdt zu Mannose (Hardman und Ainsworth, 1976). LCA bindet
am stiarksten an Mannose-présentierende Strukturen mit einem Fucoserest in «a-1,6-
glykosidischer Bindung (Roth, 2011).
PNA zeigt eine Zuckerspezifitat fiir Galaktose (Henry, 1995) und Galg3(1-3)GalNAc
(Lotan et al., 1975), aber seine Bindung an diesen Liganden kann durch die An-
wesenheit von Neuraminsidure verhindert werden (Lotan et al., 1975). Das zweite
verwendete Lektin aus der Gruppe der Galaktose-bindenden Lektine, RCA, erkennt
p-D-Galaktose Reste (Nicolson, Blaustein und Etzler, 1974; Takahashi und Howes,
1986). Nicolson und Blaustein (1972) konnten auBerdem fir RCA-II eine starke
Affinitat fiir N-Acetyl-D-Galaktosamin nachweisen.
Zu den L-Fucose bindenden Lektinen gehort das hier verwendete UEA-I (Henry,
1995). Dieses zeigt eine starkere Affinitdt zu a-L-Fucose als zu deren -Anomeren
(H. J. Allen et al., 1977).
Das stark basische (Monsigny, Sene et al., 1979) WGA bindet an N-acetyl-glucosamine
(Burger und Goldberg, 1967; A. K. Allen et al., 1973) und zeigt auferdem, im
Gegensatz zu dem succinylierten WGA (Monsigny, Sene et al., 1979; Monsigny,
Roche et al., 1980), eine Bindungsaffinitdt zu N-Acetyl-Neuraminsiure (Greenaway
und Levine, 1973). DBA bindet an N-Acetylgalaktosamin mit einer Préferenz fiir
N-Acetylgalaktosamin-a(1,3)-N-Acetylgalaktosamin-Gruppen, SBA zeigt die stérks-
te Bindungsaffinitat fiir a- und [-N-Acetyl-D-Galaktosamin (Hammarstrom et al.,
1977; Henry, 1995).
Die Lektine PHA-E und PHA-L binden beide in &dhnlicher Weise an komplexe
Oligosaccharide, deren Galaktose-Reste eine wichtige Rolle in dieser Verbindung
spielen (Cummings und Kornfeld, 1982). MAA-I zeigt ebenfalls eine Affinitat fiir
Oligosaccharide mit a-2,3-gebundener Neuraminsédure (Wang und Cummings, 1988;
Roth, 2011).
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Die folgende Tabelle 2.1 zeigt eine nach Ridiger (1978); Monsigny, Roche et al.
(1980); Riidiger (1981); Spicer und Schulte (1992); Riidiger und H. J. Gabius (2001);
H.-J. Gabius et al. (2004); H. J. Gabius (2009) sowie Habermann et al. (2011)

modifizierte Finteilung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pflanzenlektine.

Tabelle 2.1 Lektine

Zuckerbindungs-spezifitdit Herkunft des Lek- Name des Lektins Abk.
tins
Mannose/Glukose Canavalia ensiformis Concanavalin ConA
(Jackbohne) Agglutinin
Lens culinaris Lens culinaris LCA
(Linse) Agglutinin
Pisum sativum Pisum sativum PSA
(Gartenerbse) Agglutinin
Galaktose Arachis hypogaea Peanut PNA
(Erdnuss) Agglutinin
Ricinus communis Ricinus communis RCA
(Rizinusbohne) Agglutinin
L-Fucose Ulex europaeus Ulex europaeus UEA-I
(Stechginster) Agglutinin
N-Acetyl-Glukosamin und Triticum vulgaris Wheat germ WGA
N-Acetyl-Neuraminsdure (Weizen) Agglutinin
Triticum vulgaris Wheat germ WGAs
(Weizen) Agglutinin succinyliert
N-Acetyl-Galaktosamin Dolichos biflorus Dolichos biflorus DBA
(Afrik. Pferdebohne) Agglutinin
Saphora japonica Saphora japonica SJA
(Chin. Schnurbaum) Agglutinin
Griffonia simplicifolia Griffonia simplicifolia GSL-I
(Afrik. Schwarzbohne)  Agglutinin-I
Glycine max Soybean SBA
(Sojabohne) Agglutinin
N-Acetyl-Galaktosamin Sambucus nigra Sambucus nigra SNA
und Galaktose (Schwarzer Holunder) Agglutinin
kein Monosaccharid als Li- Maackia amurensis Maackia amurensis MAA-I
gand bekannt (Asiatisches Gelbholz)  Agglutinin
Phaseolus vulgaris Phaseolus vulgaris PHA-E
(Gartenbohne) Erytho-Agglutinin
Phaseolus vulgaris Phaseolus vulgaris PHA-L

(Gartenbohne)

Leuko-Agglutinin
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D. Lektinbindungsstellen in der Leber
Die Ergebnisse der glykohistochemischen Untersuchungen hangen von verschiedenen
Faktoren ab. Witt und Klessen (1989) erzielten gute Ergebnisse der Lektinbindung
nach der Fixierung der Proben in einer Bouin-Losung. Murnane et al. (1989) be-
richteten fir die Lektine RCA-I, DBA und SBA von einem unterschiedlichen Re-
aktionsmuster bei Gefrier- oder Paraffinschnitten. Bernard et al. (1982) konnten bei
Untersuchungen an Hithnerembryonen keine Verdnderungen der Bindungsreaktionen

abhéngig von der Versuchstemperatur feststellen.

Die Lektinhistochemie wird in der Leber zur Analyse der Zuckerstrukturen der ver-
schiedenen Zellen derselben eingesetzt. Fiir das Lektin ConA konnten Bernard et al.
(1982) eine positive Reaktion mit embryonalen Fibroblasten des Huhnes feststellen.
Auch mit Kollagen, Retikulin und Basalmembranen der Maus (Kiernan, 1975) und
Plasmamembranen in der Leber der Ratte (Chandramouli et al., 1977) findet eine
positive Reaktion statt. Ebenso zeigt sich eine positive Reaktion von WGA mit
den Plasmamembranen der Leber gesunder Ratten (Chandramouli et al., 1977).
Kawakami und Hirano (1984) konnten bei Untersuchungen zu den Bindungsstellen
auf Plasmamembranen der Leberzellen der Ratte keine Bindung mit UEA-I und
PNA nachweisen. Auch beim Schaf reagiert ConA, ebenso wie UEA-I, positiv mit
Strukturen der Leber. DBA und SBA dagegen verhalten sich negativ (Murnane et
al., 1989).

Ausfiithrliche Untersuchungen sind iiber die Bindung von Lektinen an Strukturen
in der Leber von Maus und Ratte gemacht worden. Bei der Ratte (Kawakami und
Hirano, 1984; McMillan et al., 1988) wird von einer starken bis sehr starken Bindung
von ConA an die Oberflache der Hepatozyten berichtet. Kawakami und Hirano (1984)
verwendeten dabei Ferritin-fixiertes ConA, dass sowohl an die sinusoidale als auch
an die bilidre Oberflache der Hepatozyten bindet.

Auch fir RCA und WGA konnten Kawakami und Hirano (1984) bei der Ratte eine
Bindung an die Hepatozytenoberflaiche nachweisen. Am stérksten féllt die Reaktion
fiir beide Lektine auf der bilidren Seite der Hepatozyten aus (McMillan et al., 1988).
WGASs, welches ausschliefilich S-NAc-Glukosamin-Gruppen bindet, bleibt dagegen
auf der Hepatozytenoberfliche negativ bei (McMillan et al., 1988). WGA wird ver-
mutlich hauptséchlich durch Reste der Sialinsdure gebunden (McMillan et al., 1988).
Beim Schaf fillt die Reaktion mit RCA in formalinfixierten Proben ebenso wie die
Bindung an PNA und WGA negativ aus (Murnane et al., 1989).
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Fiir die Ratte existieren unterschiedliche FErgebnisse zu den Bindungsstellen von DBA
an die Endothelzellen der Lebersinusoide und an die Hepatozyten. Bei McMillan et
al. (1988) bindet DBA nicht an die genannten Zellen, wohingegen Kawakami und
Hirano (1984) feststellten, dass DBA an die Oberfliche der Endothelzellen und auf
der sinusoidalen Seite an die Zellmembran der Hepatozyten bindet. Erstere vermuten,
dass diese unterschiedliche Reaktion mit den verschiedenen verwendeten Lektin-
Konzentrationen zusammenhangt.

Dariiber hinaus konnten McMillan et al. (1988) fiir PHA eine starke bis sehr starke
und fiir LCA eine starke Reaktion mit den sinusoidalen Zellwandabschnitten der He-
patozyten nachweisen. LCA band auflerdem schwach an die interzellularen Flachen,
wahrend sich mit der biliaren Seite keine Reaktion zeigt.

Das Zytoplasma der Hepatozyten reagiert positiv mit PSA, WGA, UEA-I. Eine
schwache Reaktion zeigt es mit DBA und RCA-I und keine Reaktion wird mit PNA,
SBA und WGAs erreicht (Witt und Klessen, 1989).

SBA war bei McMillan et al. (1988) auch negativ auf der Oberfliche der Hepatozy-
ten. Dagegen konnten Kawakami und Hirano (1984) eine Bindung von SBA an die
Mikrovilli der sinusoidalen Seite der Hepatozyten nachweisen.

Fur FITC-markiertes ConA kann eine positive Reaktion mit Glykogen in der Leber

der Maus nachgewiesen werden (Kiernan, 1975).

Witt und Klessen (1989) haben Bindungsstellen verschiedener Lektine in den Canali-
culi biliferi und den Ductuli biliferi untersucht. Sie konnten keine Bindung von PSA
an die Epithelzellen der Canaliculi biliferi, aber eine schwache an die der Ductuli
biliferi feststellen.

SBA und PNA reagieren bei der Ratte nicht mit den Canaliculi biliferi und erst
nach Neuraminidasevorbehandlung mit den Ductuli biliferi (Witt und Klessen, 1989).
Ein dhnliches Bindungsverhalten beobachteten auch Sanzen et al. (1995), bei denen
sich nach Neuraminidasebehandlung eine starke Bindungsaffinitdt an die luminale
Oberfliache der Epithelzellen der Canaliculi biliferi und der Ductuli biliferi sowie eine
positive Reaktion mit dem Zytoplasma derselben zeigte. Ohne Neuraminidase bleibt
die Bindung von SBA und PNA aus.

Witt und Klessen (1989) wiesen keine Bindung von DBA und UEA-I mit den Epi-
thelzellen der Canaliculi biliferi und den Ductuli biliferi nach, wohingegen sich bei
den Untersuchungen von Sanzen et al. (1995) eine positive Reaktion des Zytoplas-

mas der Ductus interlobularis und Ductulus biliferus Epithelzellen mit UEA-I zeigt.
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DBA ist auch in dieser Untersuchung negativ fiir die Epithelzellen der untersuchten
Gallengange.

Fir WGA und WGAs konnten Witt und Klessen (1989) eine deutliche Reaktion in
den Canaliculi biliferi feststellen. In den Ductuli biliferi erhielten sie dagegen nur
eine schwache Reaktion fiir WGAs und keine Bindung an WGA. Auch Sanzen et al.
(1995) konnten eine schwach positive Reaktion mit WGAs im Zytoplasma der Zellen
der Ductuli biliferi und in den Ductus interlobulares nachweisen. Dagegen zeigte sich
in dieser Untersuchung auf der zum Lumen hin gerichteten Oberfliche dieser Zellen
eine stark positive Reaktion mit WGAs.

Im Zytoplasma der Zellen der Ductus interlobulares und den Ductuli biliferi der Ratte
konnten Sanzen et al. (1995) eine deutlich positive Reaktion mit ConA feststellen,
wahrend die luminale Oberflache dieser Zellen nur schwach positiv reagiert.

Fir das Lektin RCA-I wird von einer starken Reaktion in den Canaliculi biliferi,
aber nur einer deutlichen in den Ductuli biliferi berichtet (Witt und Klessen, 1989).

In Muskelzellen von Hithnern und Wachteln binden SNA-I, MAA und WGA glei-
chermafen an die Endothelzellen von Kapillaren, Arterien und Venen (Nartika et al.,
2001). GSA-I (Griffonia simplicifolia) bindet nicht. In den MikrogeféBlen embryo-
naler Hithner zeigt RCA-I eine starke Bindungsaffinitit an das Zytoplasma und
die abluminale Oberfliche der Endothelzellen (Nico et al., 1998). Fur WGA ist
beim Huhn eine bevorzugte Bindung an die luminale Oberfliche der Endothelzellen
festzustellen (Nico et al., 1998). Bei der Untersuchung des Bindungsverhaltens ver-
schiedener Lektine wiahrend der normalen Angiogenese beim Hithnerembryo konnten
Henry (1995) verschiedene Zuckerstrukturen in den Kapillaren und den anschlie-
Benden Gefiflen finden. Neben Fucose, Galaktose und Neuraminsdure fanden sie
auch N-Acetylglukosamin und -galaktosamin. Ein dhnliches Bild ergibt sich bei der
Angiogenese adulter Rinder. Dort finden sich an den Endothelzellen Mannose, N-
Acetylglukosamine, Neuraminsaure und Galaktose (Augustin-Voss und Pauli, 1992).
Bei einer Studie iiber die differierenden Lektin-bindungs-Muster in den Lebersinu-
soiden der Maus konnten Barberd-Guillem et al. (1991) feststellen, dass es in den
GefaBwénden der zu- und ableitenden Blutgefafle in der Leber keine Bindungsstellen
fir SJA, SBA, PNA und DBA gibt. Eine deutliche Bindung konnte mit ConA
und RCA in allen Strukturen des GefaBsystems der Maus erreicht werden. PHA-E,
PSA und WGA haben bevorzugt Bindungsstellen in einem bestimmten funktionellen
Abschnitt des Acinus.
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Einige Untersuchungen befassen sich mit den Bindungsstellen der von-Kupffer-Zellen
fiir verschiedene Lektine. In einer Arbeit von Witt und Klessen (1989) zeigte sich
eine sehr starke Reaktion mit SBA und WGAs, eine deutliche mit RCA-I und PNA
und eine schwache mit PSA. Alle diese Lektine banden erst nach Neuraminidase-
vorbehandlung. Keine Reaktion kann mit DBA, WGA und UEA-I erzielt werden.
Murnane et al. (1989) erhielten fir die von-Kupffer-Zellen der Schafsleber eine schwa-
che Reaktion mit RCA-I und WGA.

Die Endothelzellen der Sinusoide in der Leber der Ratte reagieren sehr stark mit
RCA-I und zeigen eine deutliche Bindungsaffinitdt zu WGA, PSA und WGAs (Witt
und Klessen, 1989). McMillan et al. (1988) konnten eine starke Reaktion von RCA
und WGA mit der Oberflache der Endothelzellen feststellen. Bei der Untersuchung an
Ratten konnten Masson et al. (1986) nachweisen, dass WGA aufler an die Endothel-
zellen der Sinusoide nur noch in Gallengangszellen bindet. Kawakami und Hirano
(1984) haben das Bindungsverhalten von RCA und WGA an die Endothelzell-
Oberfliche genauer untersucht und konnten sowohl auf der sinusoidalen Seite als
auch zum Dissé Raum hin eine positive Reaktion darstellen. Beim Schaf dagegen
konnten Murnane et al. (1989) nur eine schwache Reaktion mit RCA-I und WGA
feststellen. Mit PNA und SBA reagieren sie erst nach Neuraminidasevorbehandlung
und fiir DBA und UEA-I kann keine Reaktion erzielt werden (Witt und Klessen,
1989). Kawakami und Hirano (1984) stellten eine positive Reaktion von SBA mit
der Entothelzell-Plasmamembran fest, wohingegen McMillan et al. (1988) von einer
negativen Reaktion berichteten.

Bei der Ratte wird von einer starken bis sehr starken Bindung von ConA an die
Oberflachen von Endothelzellen berichtet (Kawakami und Hirano, 1984; McMillan et
al., 1988). AuBlerdem zeigt LCA eine starke Bindungsaffinitéat an dieselben (McMillan
et al., 1988).
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial dienten die Lebern von dreizehn frisch geschlachteten Afrika-
nischen Strauflen (Struthio camelus) der Strauenfarm Donaumoos (Familie Engelhardst,
Herdweg 2, 89340 Leipheim). Dort wurden sie geziichtet, aufgezogen und geschlach-
tet. Von den dreizehn verwendeten Tieren im Alter von ca. 15 - 17 Monaten waren
sieben méannliche und sechs weibliche Tiere. Die Tiere zeigten keine Symptome einer
Erkrankung und die Lebern erschienen makroskopisch unauffillig. Eine Ubersicht der

verwendeten Tiere ist der Tabelle 3.1 zu entnehmen.

Tabelle 3.1 Ubersicht iiber die, fiir die Untersuchungen verwendeten, Straufe

Proben Nr. Geschlecht Fixierung LM EM GHC IHC

1 mannlich F+B X X X
2 weiblich F+B X X X
3 mannlich F+ B X X X
4 méannlich F+ B X X

5 mannlich F+ B X X X
6 weiblich F+B X X X
7 weiblich F+B X

8 mannlich F+ B X

9 weiblich B X X X
10 weiblich F+B X X X
11 mannlich - X

12 mannlich - X

13 weiblich - X

Nr.: Nummer; LM: Lichtmikroskopie; EM: Elektronenmikroskopie;
GHC:Glukohistochemie; IHC: Immunhistochemie
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3.2 Probenentnahme und Fixierung

Nach elektrischer Betdubung und Ausblutung durch Hals- und Herzstich wurden die
Tiere gerupft und im Zuge der Dekapitation gehautet. Unmittelbar darauf erfolgte das
Eroffnen der Kérperhohle und die Entnahme der inneren Organe. Nach der Entfernung
des Magen-Darm-Traktes erfolgte die Entnahme der Lebern aus dem Schlachttierkor-
per. Darauthin wurden bei jeder Leber an vier verschiedenen Stellen Gewebewiirfel der
Kantenlinge 1x1x1cm? entnommen. Eine schematische Ubersicht der Probenentnah-

mestellen ist der Abbildung 3.1 zu entnehmen.

Proc. intermed. sin.

Pars caudodorsalis

L. h. dex.
L. h. sin.

Pars Ccaudoventralis

Abb. 3.1 Probenentnahmestellen, Leber, Straufl, skizziert
L. h. dex: Lobus hepatis dexter; L. h. sin.: Lobus hepatis sinister;
Proc. intermed. sin.: Processus intermedius sinister

Die Proben fiir die lichtmikroskopischen, glykohistochemischen und immunhistochemi-
schen Untersuchungen wurden in Probenbehélter mit Bouin’scher Losung (gesittigte

wassrige Pikrinsaure : Formalin 37 % : Eisessig im Verhéltnis 15:5:1) und 3,7 %igem,
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PBS-gepuffertem Formalin verbracht (Mulisch et al., 2010) und 24 Stunden bei Raum-
temperatur immersionsfixiert. Die genaue Zusammensetzung der Fixierungs- und Ein-
bettungsmedien sowie aller anderen im Laufe der Arbeit erwédhnten Losungen, Puffer und
Chemikalien sowie deren Herstellungsfirmen befinden sich unter Kapitel 11., Anhang.
Die in Bouin’scher Losung fixierten Gewebeblocke wurden danach in 70 %igen Alkohol
verbracht. Letzterer wurde zusétzlich drei Mal alle 24 Stunden erneuert. Am folgenden
Tag wurden die Proben nochmals auf eine Kantenlinge von ca. 0,5x0,5x0,5 cm?® zuge-
schnitten, in kleine Einbettkassetten (TissueTek®, Firma Sakura, Staufen) verbracht
und nochmals fir 24 Stunden in 70 %igem Alkohol auf dem Riittler gelagert.

Das Formalin in den Gefiflen der Gewebeproben wurde am folgenden Tag und weite-
ren drei Tagen mit 3,7 %igem Formalin erneuert. Dazwischen wurden die Proben auf
dem Riittler gelagert. AnschlieBend wurden die Proben auf eine Kantenldange von ca.
0,5x0,5x0,5cm? zugeschnitten, eingekapselt (sieche Bouin’sche Losung) und nochmals
in PBS-gepufferte Formalin-Losung eingelegt. Darauf folgte die Auswaschung des Fixans
mittels DEPC-Wasser und 70 %igem Alkohol. Dazu wurden die Proben zunéchst drei
mal alle 40 Minuten in frisches DEPC-Wasser und danach drei mal alle 40 Minuten in
frischen 70 %igen Alkohol verbracht.

Anschlieflend wurden die Einbettkassetten mit den Proben fur 22,5 (Formalin) bzw.
24 (Bouin) Stunden zur Einbettung in je einen Einbettautomaten (Shandon Citadel
2000, Firma Shandon, Frankfurt) gebracht. Dort wurden sie zunéchst mittels einer
aufsteigenden Alkoholreihe (2 x 80 %iger Alkohol, 2 x 96 %iger Alkohol, 2-3 x Isopropanol
und 3 x Xylol; genaue Verweildauer in den einzelnen Alkoholen siehe Tabellen 3.2 und
3.3) dehydriert und anschlieend mit 56 °C warmem, fliissigem Paraplast® (Monoject
Scientific Inc. Kildare, Irland) durchtrankt.
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Tabelle 3.2 Verweildauer in der aufsteigenden Alkoholreihe, Bouin

Stufe Alkohol Verweildauer

Stufe 1 80 %iger Alkohol 2 Stunden
Stufe 2 80 %iger Alkohol 2 Stunden
Stufe 3 96 %iger Alkohol 2 Stunden
Stufe 4 96 %iger Alkohol 2 Stunden

Stufe 5 Isopropanol 2 Stunden
Stufe 6 Isopropanol 2 Stunden
Stufe 7 Xylol 2 Stunden
Stufe 8 Xylol 2 Stunden
Stufe 9 Xylol 2 Stunden
Stufe 10 Paraplast 2 Stunden
Stufe 11 Paraplast 3 Stunden

Tabelle 3.3 Verweildauer in der aufsteigenden Alkoholreihe, Formalin

Stufe Alkohol Verweildauer

Stufe 1 80 %iger Alkohol 1,5 Stunden
Stufe 2 80 %iger Alkohol 1,5 Stunden
Stufe 3 96 %iger Alkohol 1,5 Stunden
Stufe 4 96 %iger Alkohol 1,5 Stunden

Stufe 5 [sopropanol 1,5 Stunden
Stufe 6 Isopropanol 2 Stunden
Stufe 7 Isopropanol 2 Stunden
Stufe 8 Xylol 1,0 Stunden
Stufe 9 Xylol 1,5 Stunden
Stufe 10 Xylol 1,5 Stunden
Stufe 11 Paraplast 2 Stunden
Stufe 12 Paraplast 3 Stunden

An das Durchlaufen der Einbettautomaten schloss sich in beiden Fallen das Ausblocken
der Praparatewiirfel mit Hilfe des Ausblockautomaten Histostat Tissue Embedding
Center® (Firma Reichert-Jung, Wien) an. Dazu wurden Metallformen aus dem Warme-
schrank entnommen, die Proben mit einer Pinzette vorsichtig aus ihren Plastikkapseln
herausgelost, zentral in die Metallformen gelegt und mit fliissigem Paraplast® aufgefiillt.
Darauf wurden zu Kennzeichnung die beschrifteten Halften der Einbettkassetten gelegt.
Die Metallform wurde ca. eine Stunde auf eine Kalteplatte gestellt bis das Paraplast

erstarrt war und die fertigen Paraffinblocke aus den Formen gelost werden konnten.
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Die Probenblocke wurden am Rotationsmikrotom Mikr0m®Typ HMB340E ( Firma Leitz,
Wetzlar) mit einer Schichtdicke von 5pum geschnitten und je nach Verwendungszweck
auf unbeschichtete (SuperFrost®, Carl Roth Karlsruhe) oder beschichtete (SuperFrost
Ultra Plus®, Menzel-Gliser Braunschweig) Objekttrager aufgetragen. Diese Objekttra-
ger wurden zundchst fir zehn Minuten auf einer Warmeplatte (Firma Medax) bei 40°C

angetrocknet. Anschliefend folgte eine mindestens 24 Stunden dauernde Trocknungszeit
im Wérmeschrank (Firma Bender & Hobein, Karlsruhe),bei ca. 37°C.
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3.3 Konventionelle histologische Farbungen fiir die

Lichtmikroskopie

Fiir die fiinf verschiedenen verwendeten Ubersichtsfirbungen wurden Schnitte von zehn
Tieren verwendet. Zur Vorbereitung fiir alle Farbungen wurden diese in Xylol entpar-
affiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die genauen Verweildauern
sind der Tabelle 3.4 zu entnehmen. Nach der Farbung wurden die Praparate in einer auf-
steigenden Alkoholreihe (in umgekehrter Reihenfolge) wieder dehydriert. Anschliefend
wurden die Schnitte mit Eukitt® Quick Hardening Mounting Medium (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim) und diinnen Deckglasplattchen (Roth, Karlsruhe) eingedeckelt und
dadurch langfristig fixiert. Anschliefend wurden sie in Objekttrégerkésten dunkel auf-
bewahrt.

Tabelle 3.4 Vorbereitung der Proben in einer abstei-
genden Alkoholreihe

Alkohol Verweildauer
Xylol 10 Min
Xylol 10 Min
Isopropanol kurz schwenken
Isopropanol kurz schwenken

96 %iger Alkohol kurz schwenken
70 %iger Alkohol kurz schwenken
A. dest. 10 Min

NGt W

Die einzelnen Farbungen wurden nach Protokollen aus ,,Romeis Mikroskopische Technik*
(Mulisch et al., 2010) durchgefiihrt.

Die Untersuchung und Auswertung der gefiarbten Praparate erfolgte unter dem Lichtmi-
kroskop Leitz Aristoplan® (Leitz, Wetzlar). Die Erstellung von digitalen Fotoaufnah-
men erfolgte mit Hilfe der, an das Mikroskop angeschlossenen, Kamera Lumenera USB

Camera® Release 3.8 (Lumenera Corporation, Ottawa,Ontario Canada).
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3.3.1 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Féarbung ist die wichtigste Farbung in der Histologie um Uber-
sichtsbilder des gewonnenen Gewebes zu erhalten. Durch den basischen Farbstoff Hé-
malaun farben sich die Zellkerne, Knorpelgrundsubstanz und Bakterien blau-violett an,
wahrend durch den sauren Farbstoff Eosin das Zytoplasma der Zellen, Kollagenfasern
und Erythrozyten in einem roten Farbton erscheinen (Vgl Mulisch et al., 2010: S.214;
Sinowatz und Hees, 2012: S. 14).

In Tabelle 3.5 sind die einzelnen Schritte der HE-Féarbung dargestellt:

Tabelle 3.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

1. Kernfarbung mit Himalaun 20 Min

2. Abspiilen mit Aqua dest. kurz 1-2 mal durch-
schwenken

3. Leitungswasser flielend 20 Min

4. Eosin 10 Min

5. Abspiilen in Aqua dest. kurz 1-2 mal durch-
schwenken

3.3.2 Trichromfarbung nach Masson und Goldner

Bei der Trichromfirbung nach Masson und Goldner werden durch Eisenhdmatoxylin
nach Weigert die Zellkerne blauschwarz gefarbt (Mulisch et al., 2010: S.204). Azo-
phloxin verleiht dem Zytoplasma und der Muskulatur eine ziegelrote Farbe. Durch
Phosphormolybdénsaure-Orange und Lichtgriin werden Erythrozyten orangegelb sowie
Bindegewebe und saure Mucine griin angefdrbt (Mulisch et al., 2010: S. 216, 217).
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Tabelle 3.6 Trichromfirbung nach Masson und Goldner

1.

10.

11.

15.
16.

Eisenhdmatoxylin nach Weigert
(Zeit exakt einhalten!)

Abspiilen mit Aqua dest.

(3 separate Kiivetten und jeweils
gut spiilen)

Leitungswasser flielend
Azophloxin

1 %ige Essigsaure

(gut ausspiilen)
Phosphormolybdéansaure-Orange
(unter mikroskopischer Kontrolle
entfiarben)

1 %ige Essigsaure

(gut ausspiilen)

Gegenfiarbung mit Lichtgriin

1 %ige Essigsaure

(gut ausspiilen)

96 %iger Alkohol

(2 separate Kuvetten, kurz aus-
sptilen)

Isopropanol

(3 separate Kivetten, kurz aus-
spiilen)

Xylol

Xylol

3.3.3 Alcianblau-Farbung

1 Min

3 x

10 Min

5 Min
kurz durchschwenken

15 Sek. - 30 Min.

kurz durchschwenken

5 Min
kurz durchschwenken

2x

5 Min
5 Min

Die Alcianblau 8GX Farbung wird verwendet um saure Muzine, Heparin und Glykosa-

minoglykane darzustellen. Durch den Phthalocyaninfarbstoff farben sich diese leuchtend

blau an, wiahrend das Kernechtrot die Kerne hellrot und der Hintergrund zartrosa er-

scheinen lasst (Mulisch et al., 2010: S. 228). Zur Differenzierung zwischen Carboxyl- und

Sulfatgruppen wird nach einer Farbung bei einem pH-Wert von 2,5 nocheinmal dieselbe

Farbung bei einem pH-Wert von 1,0 vorgenommen. Nur stark sulfatierte Muzine und

Glykosaminoglykane farben sich in der Folge leuchtend blau.
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Tabelle 3.7 Alcianblau-Farbung bei pH 2,5

1.
2.

SRR AN

Tabelle 3.8 Alcianblau-Farbung bei pH 1,0

3 %ige Essigsaure

1% Alcianblau 8GX

(in 3% Essigsdure, pH 2,5)
3 %ige Essigsaure

Aqua dest.

Kernechtrot

Aqua dest.

3 Min

kurz abspiilen
kurz abspiilen
3-5 Min

kurz abspiilen

1.
2.

SIS AN

3.3.4 Perjodsaure-Schiff (PAS)-Reaktion nach McManus, mit und

0,1 N Salzsaure

1% Alcianblau 8GX

(in 0,1 N Salzséure, pH 1,0)
0,1 N Salzsaure

Aqua dest.

Kernechtrot

Aqua dest.

ohne Amylase

3 Min

kurz abspiilen
kurz abspiilen
3-5 Min

kurz abspiilen

Die PAS-Reaktion ist ein allgemeiner histochemischer Test zum Nachweis von Kohlen-

hydraten. PAS-positive Substanzen, wie Glykogen, Kollagen Typ III, Basalmembranen

und Glykolipide, farben sich leuchtend rot (magenta, pink, violettrot).

Die a-Amylase baut eventuell vorhandenes Glykogen ab und im Folgenden kénnen von
PAS-positiv-gefarbte Substanzen differenziert werden (Mulisch et al., 2010: S. 227, 228,

232).
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Tabelle 3.9 Perjodsdure-Schiff-Reaktion nach McManus

1. 0,5 % wassrige Perjodsdure 5 Min

2. Aqua dest. kurz spiilen

3. Schiff‘sches Reagenz 15 Min
(Fuchsinschweflige Séure)

4. SO5-Wasser 3x2 Min
(3 separate Kiivetten)

5. Leitungswasser flieend 5 Min

6. Hamalaun 3-5 Min
(nur bei Bedarf, zur Kern-
farbung)

7. Leitungswasser flielend 15 Min

(nur nach Hamalaun, an-
sonsten von 5. direkt zur
aufsteigenden Alkoholreihe)

Bei der PAS-Reaktion mit Amylasevorbehandlung wird wie oben beschrieben verfah-
ren. Nach erfolgter Dehydrierung mittels einer absteigenden Alkoholreihe werden die
Objekttrager in feuchte Kammern gelegt und auf jeden Schnitt 100 ul der 0,5 %igen
Amylase pipettiert. Danach kommen die Feuchtkammern bei 37 °C fiir zehn Minuten in
den Brutschrank. Mit Aqua dest. kurz abspiilen und die PAS-Reaktion bei Punkt eins

wieder fortsetzen.
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3.4 Immunhistochemische Untersuchungen

Durch die bei der Immunhistochemie angewendete Antigen-Antikérper-Komplexbindung
konnen bestimmte Makromolekiile sehr genau und spezifisch innerhalb einer Zelle lokali-
siert werden (Mulisch et al., 2010). In dieser Arbeit wurden alle immunhistochemischen
Untersuchungen mittels der sehr sensitiven ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex)
nach Hsu et al. (1981) mit enzymgekoppelten Sekundérantikorpern durchgefithrt. Das
hier verwendete Enzym war Horseradish Peroxidase. Fiir die Untersuchungen wurden
je verwendetem Antigen acht Bouin fixierte Schnitte auf unbeschichteten Objekttra-
gern SuperFrost UltraPlus® ausgewéhlt. Avidin kann vier Molekiile Biotin binden und
besitzt eine sehr hohe Bindungsaffinitat zu demselben. In den hier durchgefiihrten Un-
tersuchungen wurde Avidin durch Streptavidin, ein biotechnologisch aus dem Bakterium
Streptomyces avidinii gewonnenes Produkt, ersetzt (Mulisch et al., 2010).

An den Komplex aus Primérantikoérper und gesuchtem Antigen bindet ein biotinylierter
Sekundarantikorper. Dieser erméglicht wiederum die Bindung eines ABC-Komplexes aus
Streptavidin und einem biotinylierten Marker (HRP, Meerrettich-(Horseradisch) Peroxi-
dase). Die Peroxidase spaltet das hinzugegebene Wasserstoffperoxid (H,O) in Wasser
(H50) und Sauerstoff (Os). Der Sauerstoff oxidiert das zugegebene 3-3‘-Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid (DAB-Hydrogenperoxidlosung, Firma Sigma-Adrich, Steinheim) und
es entsteht eine Braunfarbung der positiven Strukturen (Mulisch et al., 2010).

Parallel zu den zu untersuchenden Proben liefen je eine Negativ- und eine Positivkon-
trolle mit, um Riickschliisse auf die Spezifitat der Ergebnisse und eventuelle Fehler in
der Methodik zu ziehen. Fiir die Negativkontrolle wurde jeweils ein Schnitt der auf das
ausgewdhlte Antigen zu untersuchenden Probe verwendet. Dabei wurde dieser Schnitt
statt mit der Primarantikorperlosung nur mit der Verdiinnungslosung (Antibody Di-
luent, Dako, Hamburg) versehen und im weiteren Verlauf der Untersuchung genauso
wie die anderen Schnitte behandelt. Bei den Positivkontrollen handelte es sich um

bekanntermaflen positiv reagierende Gewebe.
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Tabelle 3.10 Labortechnische Daten der verwendeten Priméar- und Sekundaranti-

korper
Priméar- Verd. Herkunft Sekundar-AK Herkunft
AK Hersteller Verdiinnung Hersteller
Vimentin  1:500 Maus Anti Maus IgG Kaninchen
Dako 1:300 Dako
CK 8 1:500 Maus Anti Maus IgG Kaninchen
Novus Biologicals 1:300 Dako
K14 1:100 Meerschweinchen ~ Anti Meerschwein Ziege
Progen IegG Vector
1:300
PanCK 1:100 Maus Anti Maus IgG Kaninchen
Biocarta 1:300 Dako
K 18 1:200 Meerschweinchen  Anti Meerschwein Ziege
Progen IegG Vector
1:300
K 19 1:200 Meerschweinchen — Anti Meerschwein Ziege
Progen IgG Vector
1:300
Desmin 1:200 Maus Anti Maus IgG Kaninchen
Gene Tex 1:300 Dako
a-SMA 1:40 Maus Anti Maus IgG Kaninchen
Dako 1:300 Dako

AK: Antikorper; Verd.: Verdinnung; CK: Zytokeratin; K: Keratin; a-SMA:

,a-smooth-muscle-actin®

Dako, Heidelberg; Novus Biologicals, Cambridge, UK; Progen, Heidelberg;
Gene Tex, Irvine, California, USA; Vector Laboratories, Burlingname, USA

Biocarta, Hamburg;

Die Untersuchungen wurden nach den Férbeprotokollen des Lehrstuhls fiir Anatomie,

Histologie und Embryologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen durchgefiihrt.

Bezeichnungen der Priméar- und Sekundéarantikérper, Konzentrationen, zur Antikorperi-

solation verwendete Tierarten sowie Hersteller der eingesetzten Primar- und Sekundaran-

tikorper sind der Tabelle 3.10 zu entnehmen. Fiir die Antigennachweise Zytokeratin 8

und Vimentin wurde ein zusatzlicher Behandlungsschritt nach Schritt 5 mit 0,1 %iger



3. Material und Methoden

63

Protease, sowie fiir den Nachweis von Panzytokeratin an gleicher Stelle eine Vorbehand-

lung mit Trypsin eingefiigt. Die Protease dient der Antigendemaskierung zur besseren

Antigenerkennung.

Tabelle 3.11 Protokoll fiir den Antikérpernachweis

1.
2.
3.

4.
d.

bA.

5B.

*®

10.

11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.
22.
23.

Xylol
Xylol
Absteigende Alkoholreihe

Aqua dest.

PBS-Puffer (pH 7.4)

Vorbehandlung mit 0,1 % Protease, 10041, in einer
Feuchtkammer bei Raumtemperatur

oder mit Trypsin

PBS-Puffer (pH 7,4)

Endogene Peroxidase in 7,5%iger Hydrogenper-
oxidlosung hemmen, bei Raumtemperatur
Leitungswasser flieBend

PBS-Puffer (pH 7,4)

Dako Protein Block Serum-Free (Dako)

(danach nur abgiefien)

Priméar-Antikérper verdinnt in Antibody Diluent
(Dako) (siehe Tabelle 3.10)

PBS-Puffer (pH 7,4)

Sekundérantikorper (siche Tabelle 3.10)
PBS-Puffer (pH 7,4)

Streptavidin-Biotin Horseradish Peroxidase Com-
plex (Leica)

PBS-Puffer (pH 7,4)
DAB-Hydrogenperoxidlosung

in Leitungswasser waschen

evtl. Kerne in Hamalaun gegenfarben

in Leitungswasser wassern
Aufsteigende Alkoholreihe

Xylol
Xylol
Eindecken mit Eukitt®

30 Min

30 Min

kurz  durch-
schwenken

5 Min

3x5 Min

10 Min

20 Min
3x5 Min
10 Min

10 Min
3x5 Min
10 Min
iber Nacht
bei 6°C

3x5 Min

30 Min

3x5 Min

30 Min

3x5 Min

5 Min

1 Min

30 Sec - 1 Min
10 Min

kurz  durch-
schwenken

5 Min

5 Min

Die Untersuchung und Auswertung der immunhistochemischen Préparate erfolgte unter

dem Lichtmikroskop Leitz Aristoplan® (Leitz, Wetzlar). Die Erstellung von digitalen
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Fotoaufnahmen erfolgte mit Hilfe der, an das Mikroskop angeschlossenen, Kamera Lume-

nera USB Camera® Release 3.8 (Lumenera Corporation, Ottawa, Ontario Canada).
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3.5 Glykohistochemische Untersuchungen

Die bei der Lektinhistochemie oder glykohistochemischen Untersuchung angewendete
Methodik dhnelt den bei der Immunhistochemie verwendeten Techniken. Anstelle eines
Priméarantikorpers wird ein spezifisches Lektin eingesetzt, welches an einen Mono- oder
Oligosaccharid auf Zelloberflachen oder in der Gewebematrix bindet. Der Nachweis der
Bindung der Lektine an ihre spezifischen Kohlenhydrate erfolgt entweder direkt, durch
eine Markierung der Lektine mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszeinthioisocyanat
(FITC), oder indirekt. Bei der indirekten Methode werden die Schnitte zunéchst mit
biotinylierten, also an ein Biotinmolekiil gekoppelten, Lektinen inkubiert. Diese Bindung
wird dann in einem weiteren Arbeitsschritt sichtbar gemacht, in dem die Praparate mit
einer FITC-markierten Streptavidin-Losung bedeckt werden. Das Streptavidin bindet
an die Biotinmolekiile der biotinylierten Lektine und FITC zeigt die erfolgte Bindung
durch Fluoreszenz an (Mulisch et al., 2010).

Fiir die Glykohistochemische Untersuchung wurden sechs bis zwo6lf Formol und Bouin
fixierte Schnitte auf unbeschichteten Objekttréagern (SuperFrost Ultra Plus®, Menzel-
Glaser, Braunschweig) ausgewahlt.

Aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Fluoreszenzfarbstoffes wurden die fertigen Pré-
parate bis zur Auswertung in abgedunkelten Boxen bei ca. 7°C im Kiihlschrank auf-
bewahrt. Ausgewertet wurden die Prédparate am Auflichtfluoreszenzmikroskop Leitz
Dialux 20 EB (Firma Leitz, Wetzlar). Die Fotoaufnahmen wurden mit der Kamera

ProgRes®CF cool (Firma Jenoptik, Jena) angefertigt.

3.5.1 FITC markierte Lektine

Fir dreizehn an den Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) gekoppelte
Pflanzenlektine (Firma Sigma-Aldrich, Steinheim) wurde die Bindungsaffinitat an die
Strukturen der Strauflenleber in Praparaten von acht Tieren untersucht. Tabelle 3.12
zeigt die hier verwendeten FITC-markierten Lektine und ihre Zuckerspezifitiaten. In
Tabelle 3.13 ist das entsprechende Protokoll zu finden.
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Tabelle 3.12 Verwendete FITC-markierte Lektine

Herkunft des Lek-

Name des Lektins

Abkiirzung Zuckerbindungs-

tins spezifitat
Canavalia ensiformis Concanavalin ConA Man > Glc
(Jackbohne) Agglutinin

Lens culinaris Lens culinaris LCA Man > Glc
(Linse) Agglutinin

Pisum sativum Pisum sativum PSA Man/Gle
(Gartenerbse) Agglutinin

Arachis hypogaea Peanut PNA Gal
(Erdnuss) Agglutinin

Ricinus communis Ricinus communis RCA Gal
(Rizinusbohne) Agglutinin

Ulex europaeus Ulex europaeus UEA-I L-Fuc
(Stechginster) Agglutinin

Triticum vulgaris Wheat germ WGA GlcNAc/NeubSNAc
(Weizen) Agglutinin

Triticum vulgaris Wheat germ WGAs GlcNAc
(Weizen) Agglutinin succinyliert

Dolichos biflorus Dolichos biflorus DBA GalNAc
(Afrik. Pferdebohne) Agglutinin

Griffonia simplicifolia Griffonia simplicifolia GSL-1I GalNAc
(Afrik. Schwarzbohne)  Agglutinin-I

Glycine max Soybean SBA GalNAc
(Sojabohne) Agglutinin

Phaseolus vulgaris Phaseolus vulgaris PHA-E Olig.
(Gartenbohne) Erythro-Agglutinin

Phaseolus vulgaris Phaseolus vulgaris PHA-L Olig.

(Gartenbohne)

Leuko-Agglutinin

groflere Affinitéat; Man: Mannose; Gle: Glukose; Gal: Galaktose; L-Fuc: L-Fukose; GlcNAc:

Oligosaccharide, hier sind keine Monosaccharide als Bindungspartner bekannt

Tabelle modifiziert nach Riidiger, Monsigny, Gabius, Mulisch und Welsch sowie Habermann

((Rudiger, 1978; Monsigny, Roche et al., 1980; Riidiger, 1981; Riidiger und H. J. Gabius, 2001;
H.-J. Gabius et al., 2004; H. J. Gabius, 2009; Mulisch et al., 2010; Habermann et al., 2011)).

N-Acetyl-Glukosamin; NeubNAc: 5-N-Acetyl-Neuraminsdure; GalNAc: N-Acetyl-Galaktosamin; Olig.:
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Tabelle 3.13 Protokoll fiir die Farbungen mit FITC-markierten Lektinen

1.
2.
3.

No Ot

° |

10.

11.

Xylol
Xylol
Absteigende Alkoholreihe

Aqua dest.

Aqua dest.

PBS-Puffer (pH 7,4)

Verdiinnung der Lektine fiir Schritt 8 herstellen
(siehe Anhang Tabelle 11.1)

ab hier im Dunkeln arbeiten

Objekttrager vorsichtig mit fusselfreiem Papier
trocknen, Schnitte in eine mit Alufolie abgedun-
kelte Feuchtkammer legen

je 100pl der jeweiligen Verdiinnung des Lektins
auf den Schnitt pipettieren

PBS-Puffer (pH 7,4), Kiivetten mit Alufolie ab-
gedunkelt

mit DAPI eindeckeln und mit handelsiiblichem
Nagellack versiegeln

3.5.2 Biotinylierte Lektine

30 Min

30 Min

nur kurz durch-
schwenken

5 Min

5 Min

3x5 Min

60 Min bei Zim-
mertemperatur
3x5 Min

Fir drei biotinylierte Pflanzenlektine (Firma Vector, Burlingame, USA) wurde die

Bindungsaffinitit an die Strukturen der StrauBlenleber mittels der Streptavidin-Biotin-

Methode untersucht. Dazu wurden Praparate von acht Tieren verwendet.

Tabelle 3.14 und 3.15 zeigen die verwendeten biotinylierten Lektine sowie das Protokoll

fir Farbung mit denselben.
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Tabelle 3.14 Verwendete biotinylierte Lektine

Herkunft des Lek- Name des Lektins Abk. Zuckerbindungs-
tins spezifitat
Saphora japonica Saphora japonica SJA Gal

(Chin. Schnurbaum)  Agglutinin

Sambucus nigra Sambucus nigra SNA Gal/GalNAc
(Schwarzer Holunder)  Agglutinin

Maackia amurensis Maackia amurensis ~ MAA-I  Olig

(Asiatisches Gelbholz) Agglutinin

Abk.: Abkiirzung; Gal: Galaktose; GalNAc: N-Acetyl-Galaktosamin; Olig: Oligosaccharide,
hier sind keine Monosaccharide als Bindungspartner bekannt

Tabelle modifiziert nach Riudiger, Gabius, Mulisch und Welsch sowie Habermann
(Riudiger, 1978; Riidiger, 1981; Riidiger und H. J. Gabius, 2001; H.-J. Gabius et al., 2004)

(H. J. Gabius, 2009; Mulisch et al., 2010; Habermann et al., 2011).

Tabelle 3.15 Protokoll fiir die Farbungen mit biotinylierten Lektinen

1. Xylol

2. Xylol

3. Absteigende Alkoholreihe
4. Aqua dest.

5. Aqua dest.

6. PBS-Puffer (pH 7,4)

7.

(siche Anhang Tabelle 11.2)

° |

ab hier im Dunkeln arbeiten
Objekttrager vorsichtig mit fusselfreiem Papier
trocknen, Schnitte in eine mit Alufolie abgedun-
kelte Feuchtkammer legen, mit Dako-Protein-

Verdiinnung der Lektine fir Schritt 8 herstellen

Block-Serum-Free den Schnitt bedecken

9. Objekttrager vorsichtig mit fusselfreiem Papier
trocknen, je 100ul der jeweiligen Verdiinnung
des biotinylierten Lektins auf den Schnitt pi-

pettieren

10. PBS-Puffer (pH 7,4)

11. Objekttrager trocknen und 100ul aufgetautes

Streptavidin/ FITC (1:500) aufpipettieren
12. PBS-Puffer (pH 7,4)

10 Min

10 Min

nur kurz durch-
schwenken

5 Min

5 Min

3x5 Min

10 Min

60 Min bei Zim-
mertemperatur

3x5 Min

30 Min bei Zim-
mertemperatur
3x5 Min
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Anschliefilend an die Farbung wurden alle Préaparate mit DAPI (Vectashield Mounting
Medium for Fluorescence with DAPI, Vector Laboratories Inc., Burlingame) eingedeckelt

und mit klarem Nagellack versiegelt.

3.5.3 Negativkontrolle

Zur Absicherung, dass es sich tatsachlich um Fluoreszenz aus gebundenen Lektinen und
nicht um Eigenfluoreszenz des untersuchten Gewebes handelt, wurde bei jedem Lektin
ein Schnitt als Negativkontrolle mit untersucht. Dazu wurde bei Punkt neun anstelle

des verdiinnten Lektins nur 100 ul PBS-Puffer aufpipettiert.

3.5.4 Positivkontrolle

Um falsch negative Ergebnisse ausschlieSen zu konnen wurde ein Schnitt eines Gewebes
ausgewahlt, an das die Bindung des zu testenden Lektins bereits nachgewiesen worden
ist (Nebenhoden Hund fiir WGA, LCA, PHA E, PHA L, CON A, PSA, UEA, WGAs,
PNA; Hoden Rind fir RCA und SBA; Ovar Rind fiir MAL-I und SNA; Ovar Schwein
fir DBA und GSL-1; Niere Rind fiir SJA).

3.5.5 Zuckerhemmung

Zur Uberpriifung der Spezifitit der deutlich positiv reagierenden Lektine wurde eine
kompetitive Hemmung mit den jeweils korrespondierenden Zuckern durchgefithrt. Dazu
wurden die Lektinverdiinnungen (siche Anhang Tabelle 11.1 und 11.2) mit dem zu-
gehorigen Hemmzucker dreifig bzw. sechzig Minuten (siehe Tabelle 3.16) vorinkubiert
und dann weiterverfahren wie oben. Anstelle der reinen Lektinverdiinnung wurde die
Lektin-Hemmzuckermischung verwendet. Zur Kontrolle wurde je Lektin ein Praparat

nur mit der Lektinverdiinnung inkubiert.
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Tabelle 3.16 Verwendete Hemmzucker

Lektin  Zuckerspezifitat Hemmzucker Konz. Zeit
(Min)
WGA N-Acetyl-Glukosamin  Chitin-Hydrolysat 1:4 30
WGAs  N-Acetyl-Glukosamin  Chitin-Hydrolysat 1:4 30
PNA N-Acetyl- Methyl-a-D- 172,4 mg/ml 60
Galaktosamin Galaktopyranoside
GSL-1  N-Acetyl- Methyl-a- 84,8 mg/ml 60
Galaktosamin Galaktopyranoside
PHA-E Oligosaccharide Essigsaure 24 pl/ml 60
PHA-L  Oligosaccharide Essigsdure 24 pl/ml 60
PSA Glukose, Mannose Methyl-a-Mannopyranoside 84,8 mg/ml 60
LCA Glukose, Mannose Methyl-a-Mannopyranoside 84,8 mg/ml 60
SBA N-Acetyl- N-Acetyl-D-Galaktosamin ~ 172,4 mg/ml 60
Galaktosamin

Die hier verwendeten Hemmzucker stammen von folgenden Herstellern: N-Acetyl-D-
Galaktosamin, Methyl-a-Mannopyranoside, Methyl-a-Galaktopyranoside und Chitin-
Hydrolysat von Sigma Aldrich, Deisenhofen; Essigsdure von Roth, Karlsruhe
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3.6 Elektronenmikroskopie

3.6.1 Probengewinnung

Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde Probenmaterial von sechs
Strauflenlebern und je vier Leberlappen gewonnen. Es wurde an den gleichen Lokalisa-
tionen wie fiir die Lichtmikroskopie Gewebe mit einer Skalpellklinge herausgeschnitten
und in mindestens fiinf bis sechs kleinste Wiirfel mit einer Kantenlinge von 1x 1x1mm3
zerkleinert.

Die fertigen Grids wurden zur Aufbewahrung in eine Gridbox (Plano GmbH, Wetzlar)
einsortiert.

Die Auswertung und Photodokumentation der Praparate erfolgte an einem Transmissi-
onselektronenmikroskop EM 902 (Firma Zeiss, Oberkochen).

3.6.2 Fixierung

Die hier verwendete Fixierung ist eine sogenannte Immersionsfixierung mit vernetzenden
Fixanzien um die Feinstruktur des Gewebes zu erhalten. Das Glutaraldehyd reagiert
insbesondere mit den Aminogruppen und bildet innerhalb von Sekunden bis Minuten
irreversible Quervernetzungen der zelluldren Proteine (Mulisch et al., 2010). Nach dem
Zuschneiden wurden die Wiirfelchen in 2 ml - Eppendorf-Réhrchen mit rundem Boden
verbracht und mit der auf circa 4°C gekiihlten Fixierungslosung nach Karnovsky (2%
Glutaraldehyd in Karnovsky-Stock-Solution, gepuffert mit 0,2 molarem Natriumcaco-
dylatpuffer) versetzt. Dabei sollte die Fixierungslosung etwa das zwanzigfache Volumen
der Proben einnehmen (Mulisch et al., 2010). Die Karnovskylosung wurde tiber Nacht

belassen.

3.6.3 Waschen

Fir die Kontrastierung ist es notwendig tberschiissige Fixierungsmittel mit mehr-
fach gewechseltem (3x10 Minuten (Mulisch et al., 2010)) 4°C kaltem 0,1 molarem

Natriumcacodylat-Puffer von pH 7,2 griindlich auszuwaschen.
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3.6.4 Vorkontrastieren

Zum Vorkontrastieren wurden die Probenwtrfel fiir zwei Stunden bei 4 °C und im Dun-
keln in eine 1 %ige Osmiumtetroxid (OsO,)- und 1,5 %ige Kaliumferrocyanid (K4 (Fe(CN)g))-

losung verbracht.

3.6.5 Waschen

Danach folgte ein dreimaliger Wechsel in 4°C kaltem 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer
mit einem pH-Wert von 7,2 zur Beseitigung der Osmiumtetroxid- und Kaliumferrocya-

nidlosung.

3.6.6 Entwadsserung

Nachdem die vorhergehenden Schritte bei 4 °C erfolgten wurde im weiteren Verlauf bei
Raumtemperatur unter dem Abzug gearbeitet.

Der Schritt der Entwésserung entzieht dem Gewebe das darin befindliche Zellwasser,
um die Proben in nicht mit Wasser mischbare Einbettmedien tibertragen zu kénnen.
Zur Vermeidung von Zerreifungen und Schrumpfungen erfolgte dieser Schritt mittels
Inkubation in einer Alkoholreihe mit aufsteigender Konzentration (je 20 Minuten in 30
und 50 %igen Alkohol, dann je 30 Minuten in 70, 90 %igen und zuletzt noch dreimal 30
Minuten in absolutem Alkohol (100 %iger Ethanol)) (Mulisch et al., 2010).

Im Anschluss an das Entwéssern wurden die Proben auf die Kunstharzeinbettung vor-
bereitet, indem sie zweimal 15 Minuten in Propylenoxid (Merck, Darmstadt) getaucht
wurden. Propylenoxid dient als Zwischenmedium zur Vermeidung von Polymerisations-
artefakten, da Alkoholreste Gasbliaschen bilden wiirden und somit die Schneidbarkeit

beeintrachtigt wére.
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3.6.7 Epon-Einbettung

Um eine gleichméfiige Durchsetzung der Gewebeproben mit dem Einbettmedium (in
diesem Fall Poly/ Bed® 812, identisch mit Epon 812 nach Luft (1961)) zu erreichen,
erfolgte die Einbettung in drei Schritten. Zunéchst kamen die Proben fiir eine Stunde
in ein zuvor aufgetautes Propylenoxid-Polyembed-Gemisch im Verhéltnis 2:1 auf den
Schiittler. Danach, auch auf dem Schiittler, iiber Nacht in ein Propylenoxid-Polyembed-
Gemisch im Verhéltnis 1:1. Am néchsten Tag wurde Polyembed laut Tabelle (siehe
Anhang) neu angesetzt. Anschliefend wurden die Proben noch fiir eine Stunde in reinen
Polyembed auf den Schiittler verbracht.

Nach dieser weiteren Stunde im Einbettmedium wurden die Gewebewdirfel mit dem
Igelstachel gefasst und gleichméfig auf die Flacheinbettungsformen (Plano, Wetzlar)
verteilt. Die Nummerierung der Flachbettform und der Proben wurde protokolliert. Die
Polymerisation des Kunstharzes erfolgte nach Glauert nun fiir 48 Stunden bei 60°C
im Wérmeschrank. Unterstiitzt wurde die Hartung durch die Verwendung von BDMA
als Katalysator (Beschleunigung der Hértung) und von NMA als Hérter (Vernetzung
der Kunstharzmolekiile). Danach wurden die Blécke vorsichtig aus den Flachbettformen
gelost und in durchsichtige Plastikboxen verpackt. Der Originalzettel wurde mit in die

Box gelegt.

3.6.8 Herstellung von Semidiinnschnitten

Die Semiduinnschnitte der Schnittdicke 1 pm wurden mit Hilfe eines Ultramikrotoms (Ul-
tracut E, Firma Reichert-Jung, Wien) erstellt. Dabei wurden die Blocke zuerst mittels
eines Glasmessers zurechtgetrimmt und dann mit einem Diamantmesser (Diatome Histo-
Diamantmesser 45° 6 mm, Reichert-Jung, Wien) geschnitten. Nach der Herstellung eines
Semidiinnschnitts wurde dieser mit der Farbelésung nach Richardson (1960) (Mulisch et
al., 2010) gefarbt. Zur Durchfithrung der Farbung wurden die getrockneten Schnitte auf
dem Objekttrager mit einigen Tropfen Farbelosung bedeckt und auf einer Warmeplatte
fiir circa 30 Sekunden auf 70°C erhitzt. Danach wurde die Farbelosung griindlich mit
H50 aus einer Spritzflasche abgespiilt und die Schnitte erneut auf der Warmeplatte
getrocknet (Mulisch et al., 2010: S.139). Anhand dieses gefiarbten Semidiinnschnitts
wurden qualitativ hochwertige und optimale Abschnitte fir die Anfertigung von Ul-

tradiinnschnitten ausgewahlt.
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3.6.9 Herstellung von Ultradiinnschnitten

Fiir die Herstellung von Ultradiinnschnitten mit einer Schnittdicke von 40-60 nm wurde
am Ultramikrotom (Ultracut E, Firma Reichert-Jung, Wien) mit einem Diamantmes-
ser (Diatome Ultra-Diamantmesser 45° 3mm, Reichert-Jung, Wien) gearbeitet. Die
erstellten Ultradiinnschnitte wurden auf Kupfernetzen, sogenannten Grids (hezagonal,

150 mesh, Copper, Polyscience) aufgefangen.

3.6.10 Nachkontrastieren der Ultradiinnschnitte

Da eine Vorkontrastieren der Blocke mit Osmiumtetroxid/Kaliumferrocyanid nicht aus-
reichend ist, erfolgte im letzten Schritt eine Nachkontrastierung der Ultradiinnschnitte
mit Schwermetallionen. Dabei wurden in der vorliegenden Arbeit Uranylacetat, welches
Membranen und insbesondere Kernchromatin kontrastiert, und Bleicitrat nach Reynolds
(1963) (Herstellung sieche Anhang) verwendet. Letzteres kontrastiert Ribosomen und
Zytoplasmagrundsubstanzen. Die beiden Kontrastierungslosungen werden in Alubtichsen
bei 4°C gelagert und nur mit Handschuhen gehandhabt.

Zur Nachkontrastierung mit Uranylacetat wurden 80-100 pl Uranylacetat fiir jeden Grid
auf eine in einer Petrischale gelagerte Haftplatte (Plano GmbH, Wetzlar) aufpipettiert.
Danach wurden die Grids mit der matten Seite nach unten auf die vorbereiteten Haft-
platten aufgelegt und mindestens 20 Minuten belassen. Das iiberschiissige Uranylacetat
wurde mittels dreimaligem Waschen in drei verschiedenen Becherglasern mit Aqua dest.
entfernt und die Grids zum kurzen Trocknen auf Filterpapier gelagert. Fiir den néchsten
Schritt wurden die Grids mit der matten Seite nach oben auf eine zweite Haftplatte
platziert.

Anschlieflend erfolgte das Nachkontrastieren mit Bleicitrat, welches vor Gebrauch fiir
zehn Minuten bei 11.400 Umdrehungen zentrifugiert und dann filtriert werden muss, um
sogenannte schwere Storfaktoren auszuschalten. Anschlieend wurden 80-100 ul Bleici-
trat auf die Grids aufgetropft und zwei Natriumhydroxid-Pellets in die Petrischale gelegt,
um ein Ausfillen des Bleicitrats zu verhindern. Die Zeit von drei bis fiinf Minuten muss
genau eingehalten werden. Danach wurden die Grids erneut dreimal in drei verschiedenen
Bechergléasern mit Aqua dest. gewaschen und zum kurzzeitigen Trocknen auf Filterpapier

ausgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der makroskopischen Untersuchungen an

der Leber des StrauBes

Die rotbraune Leber des Afrikanischen Straufies (Struthio camelus) liegt im kaudoven-
tralen Teil des Thorax, eingebettet in einen hepato-peritonealen Hohlraum. Kranial wird
sie begrenzt vom Herz und kaudal vom Magen. Das Herz hinterlédsst in den Leberlappen
eine tiefe Einbuchtung in die es zu Teil in Situ gelagert ist. Sieche Abbildung 4.1.
Durch zwei tiefe Einziehungen kann die Leber in zwei grofle Lappen, einen Lobus hepatis
dexter und einen Lobus hepatis sinister, unterteilt werden. Der linke Leberlappen ist
durch eine kleine Einziehung in eine Pars caudodorsalis und eine Pars caudoventralis
gegliedert. Dazu siehe auch Abbildung 4.2.

Des Weiteren findet sich auf der viszeralen, dem Magen zugewandten Seite des linken
Lappens ein kleiner zungenférmiger Lappen (Abbildung 4.2) mit einer durchschnittlichen
GroBe von 34cmx8,2cm (£1,4cmx2,0cm) und einer Hohe von 1,4cm. Unterhalb
dieses Lappens befindet sich eine horizontal verlaufende, bindegewebige Briicke, in welche
eingebettet grofie Gefafle zu finden sind.

Die Leber ist medial mit 6,5 bis 8,5 cm am hochsten und verjiingt sich lateral zu scharfen
und flachen Réandern. Der rechte Leberlappen ist mit einer durchschnittlichen Grofie
von 24.8cmx156cm (+£50cmx3,0cm) etwas grofler als der linke Lappen, der im
Ganzen durchschnittlich 23,5cmx12,8cm (£5,0cmx3,0cm) grof ist. Dabei entfallen
an den kranialen Teil der zwei Teillappen des linken Leberlappens 7,7cmx12,8 cm
(£2,0cmx3,0cm) und an den kaudalen Teil 15,8 cmx 12,7 cm (£ 3,0 cmx 3,0 cm).

Die Lebern der untersuchten Tiere wiegen zwischen 1254 und 2583 Gramm. Siehe auch

Tabelle 4.1 und 4.2. Sie macht damit etwa 1,8 % der Gesamtkorpermasse aus.
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Tabelle 4.1 Erhobene Daten iiber das Gewicht und die Gesamtgriéfie der Leber des

Straufles.
Tier Nr Geschlecht Gewicht in g Breite in cm  Lénge in cm Hohe in cm
1 méannlich 1254 28,0 23,5 7,0
2 weiblich 1686 32,0 32,0 6,5
3 maéannlich 1300 26,0 26,0 7,5
4 mannlich 1411 30,0 25,0 8,5
5 méannlich 2002 31,0 22,0 8,5
6 weiblich 2250 32,0 25,0 7,5
7 weiblich 2583 33,0 31,0 8,0
8 maéannlich 1733 27,5 27,0 8,0
9 weiblich 2218 32,0 29,0 8,0
10 weiblich 1664 29,0 26,0 7,5
11 méannlich 1636 30,0 27,0 7,0
12 mannlich 1662 27,5 25,0 7,5
13 weiblich 1872 31,0 25,0 8,0
Ges. 1790 29,92 26,42 7,65

Nr: Nummer; g: Gramm; cm: Zentimeter; Ges.: Gesamtdurchschnitt

Tabelle 4.2 Erhobene Messdaten der Abmessungen an den Leberlappen des Strau-

Bes
Tier Nr L. hep. sin. L. hep. sin. L. hep. sin. L. hep. dex.
Pars caudodors. Pars caudoventr. Proc. intermed.
1|b 1|b 1|b 1|b
1 8,0 | 11,0 12,5 | 12,0 3,5 18,0 20,0 | 13,0
2 55| 11,0 26,5 | 12,5 3,585 28,0 | 15,0
3 10,5 ] 10,0 15,51 11,0 25|75 22,0 | 12,0
4 7,0 | 15,0 13,0 | 10,0 11,5170 23,0 | 15,0
5 6,0 | 12,5 16,0 | 13,0 20|75 24,0 | 18,0
6 85| 11,0 17,0 | 15,0 3,6 19,0 27,5 | 17,0
7 9,0 | 14,0 16,5 | 14,0 20178 30,0 | 18,0
8 6,5 | 14,0 15,0 | 13,5 5,019,0 24,0 | 15,0
9 10,0 | 15,0 14,5 ] 16,0 4,0 | 12,0 24,0 | 17,5
10 7,0 13,0 13,51 14,0 4519,0 23,0 | 16,0
11 6,0 | 12,0 16,0 | 12,0 3,5 6,0 27,0 | 17,0
12 7,0 | 13,0 14,0 | 10,0 4,5 18,0 25,0 | 12,5
13 8,5 | 15,0 15,0 | 12,0 40170 25,0 | 17,0
Ges. 771128 15,8 | 12,7 3,4 | 8,2 24,8 | 15,6

L. hep. sin.: Lobus hepatis sinister; L. hep. dex.: Lobus hepatis dexter; Pars caudodors.:

Pars caudodorsalis; Pars caudoventr.: Pars caudoventralis; Proc. intermed.: Processus intermedius

sinister; 1: Lange; b: Breite; Ges: Gesamtdurchschnitt
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Abb. 4.1 Leber, Strauf}, weiblich, 16 Monate, In situ.
Die beiden Leberlappen, Lobus hepatis dexter (Ld) und Lobus
hepatis sinister (Ls), liegen kaudal vom Herz (H) eingebettet in
serose Bauchfellsécke (Pfeile), die lateral an der Bauchwand (B)

und ventral am Sternum (St) befestigt sind. Kaudal der Leber
stellt sich der Eingeweidesack dar (E).

Abb. 4.2 Leber, Strauf}, weiblich, 16 Monate, makroskopische Betrachtung

A: Kraniale, konvexe Leberflache; Zwei tiefe Einziehungen (I) teilen die Le-
ber in den Lobus hepatis dexter (Ld) und den Lobus hepatis sinister (Ls).
Letzterer ist durch eine weitere Einziehung (I2) in eine Pars caudoventralis
(Pcv) und eine Pars caudodorsalis (Pcd) geteilt. Der kranioventrale Rand
(R) beider Lappen formt und umschliefit die Einbuchtung des Herzens
(Pfeile).

B: Kaudale, konkave Leberfliche; Auf dieser Fliache ist am Lobus hepatis
sinister ein weiterer, akzessorischer Lappen zu sehen, Processus inter-
medialis sinister (Proc, Abgrenzung durch Pfeile angedeutet), sowie eine
bindegewebige Briicke (P) mit der Leberpforte. Die Einziehung (12) teilt
den linken Leberlappen.
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4.2 Ergebnisse der lichtmikroskopischen

Untersuchungen an der Leber des StrauBles

4.2.1 Ubersichtsfarbungen mit Hamatoxylin-Eosin und

Masson-Golder

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung und die Masson-Goldner-Farbung geben einen ersten
Eindruck der Struktur und der Bausteine der Leber des Straufles. Das Leberparenchym
wird von auflen von straffen Bindegewebsfasern eingefasst, die von Peritoneum bedeckt
sind und eine bindegewebigen Kapsel, die Glisson-Kapsel, bilden (Abb. 4.3). Von dieser
Kapsel ausgehend ziehen sehr diinne bindegewebige Septen in die Tiefe zwischen das
Parenchym (Abb. 4.3 B). Durch das nur schwach ausgebildete Bindegewebe ist keine
Unterteilung des Leberparenchyms in einzelne Lappchen zu erkennen.

Das Leberparenchym stellt sich als homogene Masse dar, die zum grofiten Teil aus
polygonalen Hepatozyten mit einem 3-5 ym grofien Zellkern besteht (Abb. 4.4 A und C).
Als Grundgertist sind Leberzellbalken zu erkennen, bestehend aus zwei nebeneinander
liegenden Leberzellen und in der Lénge eine unterschiedliche Anzahl von Zellen (Abb. 4.5
D). Zwischen diesen verlaufen sinusoidale Hohlraume (Abb. 4.4 B). Die Leberzellbalken
verlaufen unregelmafig verteilt (Abb. 4.5 A).

Die Sinusoide werden von einer diinnen, bindegewebigen Membran ausgekleidet (Abb.
4.5 A und C) und weiten sich in ihrem Lumen zur ableitenden Vena intralobularis hin,
in die sie sich entleeren (Abb. 4.4 B und 4.5 A). Das Lumen der Sinusoide betrégt in
der Nahe der Zentralvene 12 ym. Zwischen den anastomosierenden Sinusoiden befinden
sich nie mehr als zwei Hepatozyten. Die nicht immer eindeutig zu identifizierende Vena
intralobularis ist von einem einschichtigen Endothel, mit gelegentlichen Fenestrationen,
ausgekleidet (Abb. 4.5 A).

Im Leberparenchym finden sich groflere Venen, die Venae sublobulares, die eine Drei-
schichtung der Venenwand zeigen. Die Dreischichtung zeigt eine fiir Venen untypische
ungleichméfige Dicke ihrer bindegewebigen Begrenzung (Abb. 4.5 D).

Das von der Glisson-Kapsel in die Tiefe zichende Bindegewebe weitet sich im Bereich der
Area interlobularis flichig aus und beinhaltet in diesem Bereich die zueinander parallel
verlaufende Lebervene (Vena interlobularis), Leberarterie (Arteria interlobularis) und
den Gallengang (Ductus interlobularis) (Abb. 4.5 B). Dabei konnen in diesem Bereich
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auch mehrere Ductus vorkommen.

Die Gallekanélchen beginnen als tubuléres Abflusssystem welches von vier bis acht
Hepatozyten gebildet wird (Abb. 4.5 C). Der Zellkern der Hepatozyten liegt tubulusfern
und enthélt ein bis drei Nukleoli (Abb. 4.4 C und 4.5 C). Der Canaliculus biliferus
besitzt keine eigene Wand sondern wird von der Zellmembran der Hepatozyten begrenzt.
Im Bereich der Area interlobularis besitzen die Ductuli interlobulares ein einschichtig,
isoprismatisches Epithel mit einem runden Zellkern von 3-5pum Durchmesser (Abb.
4.4 C). Grofere Gallengénge werden von einem hochprismatischen Epithel ausgekleidet
(Abb. 4.4 D), dessen Zellkerne lumenfern gelagert sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden Proben aus verschiedenen Bereichen der Leber des
Straufles verwendet. Sowohl bei den in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung als auch bei
den in der Trichrom-Farbung nach Masson-Goldner gefarbten Préparaten lassen sich
beziiglich des Parenchyms, der Gallengénge, der Glisson-Trias und der sinusoidalen
Zwischenraume mikroskopisch keine Unterschiede zwischen den einzelnen Leberlappen
beobachten.

Abb. 4.3 Leber, Strauf}, weiblich, Bindegewebskapsel

A: Kapselwand, Leber, Straufl, Processus intermedialis sinister, HE-
Férbung. Von der Leberkapsel (2) ziehen Bindegewebsfasern zwischen die
Hepatozyten (1). Zwischen diesen finden sich Sinusoide (3) mit Erythro-
zyten.

B: Kapselwand, Leber, Straufl, Processus intermedialis sinister, Masson-
Goldner-Farbung. Die bindegewebige Leberkapsel (2) besteht aus verschie-
denen Schichten. Von dieser ausgehend ziehen Bindegewebsfasern (4) zwi-
schen die Hepatozyten (1) und kleiden auch die zwischen diesen liegenden
Sinusoide (3) aus.
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Abb. 4.4 Aufbau und Bestandteile des Leberparenchyms, HE-Farbung
A: Leber, Straufl, weiblich, Lobus hepatis dexter, Area interlobularis mit
Lebertrias. Die Hepatozyten (1) bilden zwei Zellen breite Leberzellbalken
zwischen welchen die anastomosierenden Sinusoide (5) verlaufen. In der
Area interlobularis verlaufen Gallengang (2), ein Ast der Pfortader/Vena
interlobularis (4) und der Arteria interlobularis (3).
B: Leber, Straufl, ménnlich, Lobus hepatis sinister, Pars caudodorsalis,
Zentralvene mit Sinusoiden. Nie mehr als zwei Hepatozyten (1), mit sinu-
soidnah gelagertem, rundem Zellkern, liegen zwischen den untereinander
anastomosierenden sinusoidalen Zwischenrdumen (2). In letzteren befin-
den sich kernhaltige Erythrozyten. Die Sinusoide weiten sich zu der mit
einschichtigem Endothel ausgekleideten Zentralvene (3) hin.
C: Leber, Strauf}, weiblich, Lobus hepatis dexter, Gallengang. In frithen
Abschnitten der Ductuli interlobulares besitzen diese ein einschichtig, iso-
prismatisches Epithel (2) mit groem, rundem Zellkern (3). Der Zellkern
der Hepatozyten besitzt meist zwei Nukleoli (1).
D: Leber, Straufl, ménnlich, Lobus hepatis sinister, Pars caudoventralis,
Area interlobularis. Die groferen Gallengénge (1), Ductus interlobulares,
besitzen ein hochprismatisches Epithel (2). Die Zellkerne liegen tubulusfern
und sind rund-oval. Eingebettet in das Interstitium (4) der Area interlobu-
laris liegen Arteriae interlobulares (3) mit einem einschichtigen Endothel.



4. FErgebnisse

Abb. 4.5 Aufbau und Bestandteile des Leberparenchyms, Masson-Goldner-Farbung
A: Leber, Strauf, weiblich, Processus intermedialis sinister, Vena intralo-
bularis/Zentralvene. Polygonale Hepatozyten (1) bilden einen Tubulus (2).
Der runde Zellkern (6) der Hepatozyten liegt peripher des Tubuluslumens.
Zwischen den Hepatozyten befinden sich sinusoidale Gangsysteme (3) mit
bindegewebiger Auskleidung. Die Sinusoide erweitern sich, bis sie sich in
die Zentralvene (4) entleeren (7). In den Sinusoiden befinden sich kernhal-
tige Erythrozyten (5).

B: Leber, Strauf3, weiblich, Lobus hepatis dexter, Area interlobularis. Die
Hepatozyten (7) bilden tubuldre Systeme (1). Im sich flichig ausbreitenden
Interstitium (6) eingebettet finden sich die Gefifie der Area interlobularis,
der Ductus interlobularis (2), die Vena interlobularis (3) und die Arteria
interlobularis (4). Die Sinusoide sind bindegewebig ausgekleidet (5).

C: Leber, Strauf3, weiblich, Lobus hepatis dexter, Leberzellbalken. Vier bis
acht Hepatozyten (1) bilden einen Canaliculus biliferus (2). Die Zellkerne
der Hepatozyten liegen peripher des Tubuluslumens zu den Sinusoiden (3)
hin. Bindegewebige Auskleidung (Pfeile) der Sinusoide.

D: Leber, Straufl, ménnlich, Lobus hepatis sinister, Pars caudodorsalis,
Vena sublobularis. Zwei Zellen dicke Leberzellbalken (1) getrennt durch
Bindegewebe und Sinusoide (2). Vena sublobularis (3) mit dreischichtiger
Wandauskleidung (Tunica intima mit Endothelzellen (4), Tunica media
(5) und Tunica externa aus Bindegewebe und einzelnen Muskelzellen (6)).
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4.2.2 Farbung mit Alcianblau 8GX

Bei der Farbung mit Alcianblau 8 GX, mit einem pH-Wert von 2,5, werden die Hepato-
zyten nicht angefiarbt (Abb. 4.6 A).

Im Gegensatz zu der negativ ausfallenden Farbung des Leberparenchyms zeigt sich das
Bindegewebe der Leber im Bereich der Area interlobularis schwach bis deutlich positiv
(Abb. 4.6 A und C). Besonders gut zu sehen im néheren Umfeld der Gefafie in diesem
Bereich.

In den Gallengéngen farbt sich das begleitende Bindegewebe schwach Alcianblau-positiv,
wohingegen die apikalen Anteile der Epithelzellen der Gallengénge und darin enthaltenes
Sekret stark positiv reagieren (Abb. 4.6 A und C). Das die Vena intralobularis umge-
bende Bindegewebe reagiert sehr schwach positiv auf Alcianblau 8GX (Abb. 4.6 B).
Im Parenchym der Leber, insbesondere im Bereich der Area interlobularis, farbt sich
vereinzelt das Zytoplasma in Zellen stark Alcianblau-positiv an (Abb. 4.6 A).

Auch bei der Alcianblau 8GX-Féarbung unter pH 1,0 zeigt sich das Bindegewebe der
Geféfle und der Gallengénge in der Area interlobularis schwach bis deutlich positiv. Die
apikalen Anteile der Gallengdnge und das im Lumen enthaltene Sekret verhalten sich
bei pH 1,0 negativ. Das Zytoplasma der unter pH 2,5 stark positiven Zellen zeigt sich
auch bei Alcianblau 8 GX pH 1,0 schwach bis deutlich positiv angefarbt.
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Abb. 4.6 Alcianblau-Farbung, pH 2,5 und 1,0
A: Leber, Straufl, weiblich, pH 2,5, Lobus hepatis dexter, Area interlo-
bularis. Deutlich positive Reaktion im Lumen der Ductuli interlobulares
(2) und im Interstitium der Area interlobularis (1). Negative Reaktion bei
den Hepatozyten (4). Vereinzelt auftretende stark positive Reaktion im
Zytoplasma von Zellen (3).
B: Leber, Strauf3, weiblich, pH 2,5, Lobus hepatis sinister, Pars caudo-
ventralis, Vena intralobularis. In die Zentralvene/Vena intralobularis (1)
entleeren sich die Sinusoide (2). Das Bindegewebe (3) der Zentralvene
reagiert sehr schwach positiv.
C: Leber, Strauf3, weiblich, pH 2,5, Lobus hepatis sinister, Pars caudoven-
tralis, Area interlobularis. Schwach positives Bindegewebe der Area inter-
lobularis (1). Stark positive Reaktion im apikalen Bereich der Epithelzellen
des Ductus interlobularis (2) und deutlich positive Reaktion im Lumen des
Ductus (3).
D: Leber, Straufl, ménnlich, pH 1,0, Lobus hepatis sinister, Pars caudo-
dorsalis, Area interlobularis. Vereinzelt schwach bis deutlich Alcianblau-
positive Zellen im schwach positiven Interstitium der Area interlobularis
(1). Negative Reaktion der Ductus-Lumina (3).
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4.2.3 Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS) nach McManus

Die Perjodséure-Schiff-Reaktion als histochemischer Nachweis von Kohlenhydraten wie
Glykogen, Kollagen Typ III, Basalmembranen und Glykolipiden reagiert mit den ver-
schiedenen Strukturen der Leber des Straufles auf unterschiedliche Weise. Das Zytoplas-
ma der Hepatozyten reagiert insbesondere in der Region um die Vena intralobularis,
aber auch in anderen Bereichen, stark PAS-positiv (Abb. 4.7 B und C). In den weiteren
Arealen des Parenchyms ist das Zytoplasma der Hepatozyten schwach bis deutlich positiv
angefiarbt (Abb. 4.7 A und C).

Das Bindegewebe im Bereich der Area interlobularis zeigt eine stark positive Reaktion
(Abb. 4.7 A), wohingegen das die Vena intralobularis umgebende Bindegewebe nur
schwach positiv reagiert (Abb. 4.7 B).

Die apikalen Anteile des Zytoplasmas der Epithelzellen der Gallengénge reagieren stark
positiv (Abb. 4.7 C).

Die Sinusoide sind stellenweise deutlich PAS-positiv (Abb. 4.7 A), wéhrend sie an anderer
Stelle eine negative Reaktion zeigen (Abb. 4.7 B).

In der unter Amylase-Vorbehandlung durchgefiihrten PAS-Reaktion reagiert das Zyto-
plasma der Hepatozyten negativ. Bei den iibrigen Strukteren bleiben die Reaktionen
unverdandert stark positiv (Abb. 4.7 D).
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Abb. 4.7 PAS-Farbung mit und ohne Amylase
A: Leber, Straufl, weiblich, PAS-Farbung, Lobus hepatis dexter, Area
interlobularis. Das die Vena interlobularis (1), den Ductus interlobularis
(2) und die Arteria interlobularis (3) umgebende Bindegewebe (5) reagiert
stark PAS-positiv. Die Sinusoide (4) farben sich deutlich positiv an. Das
Zytoplasma der Hepatozyten (6) zeigt eine schach positive Reaktion.
B: Leber, Straufl, weiblich, PAS-Farbung, Lobus hepatis dexter, Vena
intralobularis. Das Bindegewebe (4) der Vena intralobularis (1) reagiert
schwach positiv. Die Reaktion im Zytoplasma der Hepatozyten (3) ist
stark positiv. Die sinusoidalen Rdume (2) sind im Umfeld der Zentralvene
negativ.
C: Leber, Straufl, ménnlich, PAS-Farbung, Processus intermedialis sinis-
ter, Ductus interlobularis. Die Epithelzellen der Gallengénge (1) reagiert
insbesondere im apikalen Abschnitt (2) deutlich positiv.
D: Leber, Strauf}, ménnlich, PAS-Farbung mit Amylasevorbehandlung,
Lobus hepatis dexter, Area interlobularis. Das Bindegewebe der Area
interlobularis (4) (mit Vena (1), Arteria (3) und Ductus (2) interlobularis)
reagiert ebenso wie die Epithelzellen des Ductus unverindert stark positiv.
Das Zytoplasma der Hepatozyten (5) und die Sinusoide (6) zeigen eine
negative Reaktion nach der Amylase-Vorbehandlung.
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4.3 Ergebnisse der Immunhistochemie

4.3.1 Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

Beim immunhistochemischen Nachweis von Vimentin zeigt die Auskleidung der Sinusoide
stellenweise eine deutlich positive Reaktion. Die Endothelzellen der Intima der Venen
farben sich deutlich positiv an. Thre Bindegewebsfasern zeigen eine vergleichsweise schwa-
che Reaktion. In der Tunica intima der Arterien hingegen farben sich die Endothelzellen,
Fibroblasten und Bindegewebsfasern stark positiv an. Die diinnen Bindegewebsfasern,
die zwischen den Muskelzellen der Tunica media der Arterien verlaufen, zeigen eine
schwach positive Reaktion, bei den Venen reagieren sie deutlich Vimentin-positiv. Die
arterielle und die venose Adventitia zeigt eine schwach bis deutlich positive Reaktion. Im
umgebenden Interstitium ist eine deutlich bis stark positive Reaktion der Fibroblasten
und deren Fasern zu beobachten. Aber nur eine kaum bis schwach positive Reaktion der
Matrix. Die Gallengénge sind von einer deutlich bis stark positiv reagierenden Lamina
propria umgeben. (Abb. 4.8 und Tab. 4.3 )
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Tabelle 4.3 Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

Struktur Reaktionsintensitat

Arterien Intima 3
Media 1
Adventitia 1-2

Venen Intima 1-2
Media 2
Adventitia 1-2

Zentralvene  Endothelzellen 0
Bindegewebe 0

Sinusoide Endothelzellen 1-2
Bindegewebe 1-2

Interstitium  Bindegewebszellen 2-3
Bindegewebsfasern 1-3
Matrix 1
Glatte Muskelzellen

Hepatozyten Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

Gallengange Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

SO o | oo o O

0: negativ; 1: schwach positiv; 2: deutlich positiv; 3: stark positiv
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Abb. 4.8 Leber, Straufl, Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin
A: Vena intralobularis; Deutlich positive Reaktion der Endothelzellen
(Pfeilspitzen) der Vena intralobularis (1) und der Sinusoidwénde (3). Kein
Nachweis in den Hepatozyten (2).
B: Vena interlobularis; Deutlich Vimentin-positives Endothel und nur
schwach positives Bindegewebe in der Intima der Vena interlobularis (1).
Deutlich Vimentin-positive Bindegewebsfasern und Fibroblasten in der
Media und der Adventitia. Deutlich bis stark positive Fibroblasten und
Fasern im Interstitium (3) der Area interlobularis und den Ductus inter-
lobularis (2) umgebend.
C: Arteria und Ductus interlobularis; Sehr stark Vimentin-positives Endo-
thel und Bindegewebe in der Tunica intima der Arteria interlobularis (1).
Schwach positive, einzelne Fasern zwischen den Muskelzellen der Tunica
media. Vereinzelt stark positive Fasern in der Adventitia. Deutlich bis
stark positive Fibroblasten und Fasern im Interstitium (3). Stark positive
Reaktion in der Bindegewebsschicht um den Ductus interlobularis (2) und
Ductulus biliferus (4) herum.
D: Area interlobularis; Starker Vimentin-positive Reaktion der Intima der
Arteria interlobularis (2) im Vergleich zur Intima der Vena interlobularis
(1). Schwach bis deutlich Vimentin-positive Fasern im Interstitium (3).
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4.3.2 Immunhistochemischer Nachweis von Desmin

Der immunhistochemische Nachweis von Desmin zeigt eine deutlich bis stark positive

Reaktion im Zytoplasma der Epithelzellen der Ductus interlobulares sowie auch der

Ductuli biliferi. Die Muskelzellen der Tunica media der Venae interlobulares reagieren

deutlich Desmin-positiv. In den groferen Asten der Vena portae hepatis zeigen diese eine

stark positive Reaktion. Thre Fasern sind schwach bis deutlich positiv. An den Wéanden

der Sinusoide zeigen sich vereinzelt ovale bis ldngliche Zellen mit einer stark positiven

Reaktion (Abb. 4.9 C). Die Zentralvene, Vena intralobularis und die anastomosierenden

Sinusoide zeigen keine Reaktion mit Desmin. Das Interstitium der Area interlobularis
reagiert negativ. (Abb. 4.9 und Tab. 4.4)

Tabelle 4.4 Immunhistochemischer Nachweis von Desmin

Arterien

Struktur

Reaktionsintensitat

Intima
Media
Adventitia

Venen

Intima
Media
Adventitia

oSO OO

2

|
w

Zentralvene

Endothelzellen
Bindegewebe

Sinusoide

Endothelzellen
Bindegewebe

Interstitium

Bindegewebszellen
Bindegewebsfasern
Matrix

Glatte Muskelzellen

Hepatozyten

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

Gallengange

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

(el i es R es i el el oMo el Re ol el ol Ne)

o »
w

0: negativ; 1: schwach positiv; 2: deutlich positiv; 3: stark positiv



4. FErgebnisse

Abb. 4.9 Leber, Straufl, Immunhistochemischer Nachweis von Desmin
A: Area interlobularis; Deutlich Desmin-positive Reaktion des Zytoplas-
mas der Epithelzellen der Ductus interlobulares (3). Schwach bis deutlich
positive Reaktion der Muskelzellen der Tunica media (2) der Vena interlo-
bularis (1). Deutlich bis stark positive Erythrozyten im Lumen der Vene.
Das umgebende Bindegewebe (4) ist negativ.
B: Venenwand; Stark positive Reaktion der Muskelzellen (Pfeile) zwischen
den Bindegewebsfasern der Tunica media gréferer Aste der Vena portae
hepatis. Schwach bis deutlich positive Reaktion der Fasern der Muskelzel-
len (1).
C: Vena intralobularis; Negative Reaktion der Vena intralobularis (1) und
der angeschlossenen Sinusoide (Pfeile). Stark positive Reaktion einzelner
ovaler bis langlicher Zellen (2) an den Wénden der Sinusoide.
D: Ductulus biliferus; Deutlich bis stark Desmin-positive Reaktion des Zy-
toplasmas der Epithelzellen (2) des Ductulus biliferus (1). Das umgebende
Interstitium (3) zeigt keine Reaktion.
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4.3.3 Immunhistochemischer Nachweis von ,,a-smooth muscle
actin“ (a-SMA)

In der Tunica media der zuleitenden Gefafle der Straulenleber ist eine stark positive
Reaktion mit dem a-SMA-Antikérper zu sehen (Abb. 4.10 A und B) wéahrend sich die
Intima negativ verhélt. In der Adventitia der Gefafle und im Interstitium der Area
interlobularis sind einzelne Zellen und Fasern zu beobachten, die eine deutliche bis starke
Bindung mit a-SMA eingehen. Die Bindegewebsstrukturen sind von dieser Reaktion
ausgenommen.

Die Vena intralobularis besitzt in ihrer Endothelauskleidung deutlich bis stark a-SMA-
positive Zellen (Abb. 4.10 D). Eine deutliche bis starke Bindung an den a-SMA-
Antikérper ist auch in den Wandstrukturen der Sinusoide zu beobachten (Abb. 4.10
C). Sehr vereinzelt lassen sich dunkelbraun angeférbte, runde Zellen in der Wand der
Sinusoide beobachten (Abb. 4.10 B). Siehe dazu auch Tabelle 4.5.
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Tabelle 4.5 Immunhistochemischer Nachweis von a-SMA

Arterien

Struktur

Reaktionsintensitat

Intima
Media
Adventitia

2-3

Venen

Intima

Media
Adventitia

2-3

Zentralvene

Endothelzellen
Bindegewebe

2-3
2-3

Sinusoide

Endothelzellen
Bindegewebe

2-3

Interstitium

Bindegewebszellen
Bindegewebsfasern
Matrix

Glatte Muskelzellen

Hepatozyten

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

Gallengange

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

S OO DO NO OO

0: negativ; 1: schwach positiv; 2: deutlich positiv; 3: stark positiv
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Abb. 4.10

Leber, Straufl, Immunhistochemischer Nachweis von a-SMA

A: Arteria interlobularis; Deutlich bis stark a-SMA-positive Reaktion der
Tunica media (2) der Arteria interlobularis (1). Vereinzelt stark positive
Zellen (Pfeile) zwischen den Bindegewebsfasern (3) der Area interlobula-
ris.

B: Area interlobularis; Deutlich bis stark positive Immunreaktion der Tu-
nica media (2) der Vena interlobularis (1). Einzelne stark a-SMA-positive
Zellen und Fasern in der Adventitia der Vene und dem Interstitium (3).
Stark positive Tunica media der Arteria interlobularis (4). Einzelne stark
positive runde Zellen (5) in der Sinusoidwand.

C: Leberparenchym; Deutlich bis stark positive reagierende Zellen in den
Sinusoidwénden (1).

D: Vena intralobularis; Stark a-SMA-positive Reaktion der Media der
Vena intralobularis (1).
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4.3.4 Immunhistochemischer Nachweis von Panzytokeratin

Beim immunhistochemischen Nachweis von Panzytokeratin zeigen die kubischen Epithel-

zellen der Heringschen Kanélchen und Ductus interlobulares und die hochprismatischen

Epithelzellen der Ductuli biliferi eine starke Bindung an den Antikorper. Ihre Zellkerne

sind von dieser Reaktion ausgenommen. Eine deutlich positive Reaktion ist auch an den

bilidren Polen der Hepatozyten in Form von dunkelbraunen Granula im Zytoplasma zu

beobachten. Alle weiteren Strukturen des Leberparenchyms sind beziiglich dem Nachweis
von Panzytokeratin negativ. (Abb. 4.11 und Tab. 4.6)

Tabelle 4.6 Immunhistochemischer Nachweis von Panzytokeratin

Arterien

Struktur

Reaktionsintensitat

Intima
Media
Adventitia

Venen

Intima
Media
Adventitia

Zentralvene

Endothelzellen
Bindegewebe

Sinusoide

Endothelzellen
Bindegewebe

Interstitium

Bindegewebszellen
Bindegewebsfasern
Matrix

Glatte Muskelzellen

Hepatozyten

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

Gallengénge

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

S WO | OO oo | oo oo ool oo oo oo oo

0: negativ; 1: schwach positiv; 2: deutlich positiv; 3: stark positiv
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Abb. 4.11 Leber, Straufl, Immunhistochemischer Nachweis von Panzytokeratin
A: Ductulus biliferus; Stark Panzytokeratin-positive Epithelzellen des
Ductulus biliferus (1).
B: Ductus interlobularis; Stark Panzytokeratin-positive Epithelzellen des
Ductus interlobularis (1) und eines Heringschen Kanélchens (2). Deutlich
positive granuldre Zeichnung am bilidren Pol der Hepatozyten (3).
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4.3.5 Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 8

Der immunhistochemische Nachweis von Zytokeratin 8 ist aussschliellich in den bilidren
Abschnitten der Hepatozyten positiv. Dort zeigt sich eine positive granuliare Reaktion im
Zytoplasma derselben. Alle weiteren Strukturen der Strauenleber zeigen keine Bindung
an Zytokeratin 8. (Abb. 4.12 und Tab. 4.7)

Tabelle 4.7 Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 8

Struktur Reaktionsintensitat Besonderheiten

Arterien Intima
Media
Adventitia

Venen Intima
Media
Adventitia

Zentralvene  Endothelzellen
Bindegewebe

Sinusoide Endothelzellen
Bindegewebe

Interstitium  Bindegewebszellen
Bindegewebsfasern
Matrix
Glatte Muskelzellen

Ol OO OO | OO0 | o0 | o0 oo oo

Hepatozyten Zellkerne

Zytoplasma 1-2 granular am bilidren Pol
Zellmembran 0
Gallengange Zellkerne 0
Zytoplasma 2-3
Zellmembran 0

0: negativ; 1: schwach positiv; 2: deutlich positiv; 3: stark positiv
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Abb. 4.12 Leber, Straufl, Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 8
A: Area interlobularis; Schwach positive Granula (Pfeile) in den bilidren
Abschnitten der Hepatozyten (1).
B: Parenchym; Schwach bis deutlich positive Granula (Pfeile) in den
bilidren Abschnitten der Hepatozyten (1).

4.3.6 Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 14

Beim immunhistochemischen Nachweis von Zytokeratin 14 zeigt das Zytoplasma der
Epithelzellen der Gallengange als einzigste Struktur der Leber des Straufles eine starke
Bindung an den Antikérper. Die kubischen Epithelzellen des Ductus interlobularis (Abb.
4.13 A) und die hochprismatischen Epithelzellen des Ductulus biliferus (Abb. 4.13
B) sind in ihrer Reaktion etwas stérker positiv als die Epithelzellen der Heringschen
Kandlchen (Abb. 4.13 A).

Alle weiteren Strukturen der Leber sind negativ beziiglich des immunhistochemischen
Nachweises von Zytokeratin 14.

Gut darstellen lassen sich die kernhaltigen Erythrozyten, die eine deutlich positive

Reaktion in ihrem Zytoplasma aufweisen.
(Abb. 4.13 und Tab. 4.8)
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Tabelle 4.8 Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 14

Arterien

Struktur

Reaktionsintensitat

Intima
Media
Adventitia

Venen

Intima

Media
Adventitia

Zentralvene

Endothelzellen
Bindegewebe

Sinusoide

Endothelzellen
Bindegewebe

Interstitium

Bindegewebszellen
Bindegewebsfasern
Matrix

Glatte Muskelzellen

Hepatozyten

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

Gallengange

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

SOOI | DD DO | OO0 | OO0 oo 0| oo o

o
w

0: negativ; 1: schwach positiv; 2: deutlich positiv; 3: stark positiv



4. FErgebnisse

99

Abb. 4.13 Leber, Straufl, Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 14
A: Area interlobularis; Stark Zytokeratin 14-positives Zytoplasma der
Ductus interlobularis Epithelzellen (1). Etwas schwécher positive Reak-
tion der Heringschen Kanélchen (3). Deutlich positives Zytoplasma der
Erythrozyten (2).
B: Area interlobularis; Deutlich positive Reaktion der hochprismatischen
Epithelzellen des Ductulus biliferus (1).
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4.3.7 Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 18

Zytokeratin 18 ist in mehreren Abschnitten der Gallengidnge der Leber des Straufles zu

finden. Eine starke Bindung erhélt man in den Epithelzellen der Ductuli biliferi, wiahrend

die Epithelzellen der Ductus interlobulares etwas schwécher positiv reagieren. (Abb. 4.14

und Tab. 4.9)

Tabelle 4.9 Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 18

Arterien

Struktur

Reaktionsintensitat

Intima
Media
Adventitia

Venen

Intima
Media
Adventitia

Zentralvene

Endothelzellen
Bindegewebe

Sinusoide

Endothelzellen
Bindegewebe

Interstitium

Bindegewebszellen
Bindegewebsfasern
Matrix

Glatte Muskelzellen

Hepatozyten

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

(ool el el el ol Nel ol el el el Nl o Re)

o P
—

Gallengange

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

=
w

0

0: negativ; 1: schwach positiv; 2: deutlich positiv; 3: stark positiv
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Abb. 4.14 Leber, Straufl, Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 18
A: Area interlobularis; Stark Zytokeratin 18-positives Zytoplasma der
Epithelzellen des Ductulus biliferus (1).
B: Area interlobularis; Deutlich positive Epithelzellen der Ductus inter-
lobulares (1).

4.3.8 Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 19

Bei der Bindung von Anti-Zytokeratin 19 reagieren die Bestandteile der Strauflenleber
ahnlich wie mit den Antikérpern der anderen untersuchten Zytokeratine. Die Gallen-
génge reagieren insgesamt deutlich schwécher positiv als bei den Untersuchungen auf
Zytokeratin 14 und 18. Die Epithelzellen der Ductuli biliferi zeigen eine starke Bindung
an den Antikérper, die der Ductus interlobulares eine schwécher positive Reaktion. Bei
den Heringschen Kanélchen ist nur eine sehr schwach positive Reaktion der Epithelzellen
zu beobachten. Bei den Hepatozyten zeigt sich ein ahnliches Bild wie bei der Untersu-
chung auf Zytokeratin 8. Eine schwach positive, granuldre Reaktion ist am bilidren Pol
des Zytoplasmas zu beobachten.

In der Tunica media der Venen zeigen sich sehr schwach positiv angefarbte Fasern.
(Abb. 4.15 und 4.16 und Tab. 4.10)
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Tabelle 4.10 Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 19

Arterien

Struktur

Reaktionsintensitat

Besonderheiten

Intima
Media
Adventitia

=
—

Venen

Intima

Media
Adventitia

Zentralvene

Endothelzellen
Bindegewebe

Sinusoide

Endothelzellen
Bindegewebe

Interstitium

Bindegewebszellen
Bindegewebsfasern
Matrix

Glatte Muskelzellen

Ol oo | oo | oo o O

*
—

o O

Hepatozyten

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

0
0-1
0

granuldr am biliaren Pol

Gallengange

Zellkerne
Zytoplasma
Zellmembran

0
1-2
0

0: negativ; 1: schwach positiv; 2: deutlich positiv; 3: stark positiv
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Abb. 4.15

Leber, Straufl, Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 19

A: Parenchym mit Zentralvene (2); Deutlich Zytokeratin 19-positive Gra-
nula im bilidren Zytoplasma der Hepatozyten (1).

B: Heringscher Kanal; Sehr schwach positive Reaktion der Epithelzellen
des Heringschen Kanals (1) in Nachbarschaft zu einer negativ reagieren-
den Vena intralobularis (2).

Abb. 4.16 Leber, Straufl, Immunhistochemischer Nachweis von Zytokeratin 19

A: Area interlobularis; Deutlich positives Zytoplasma der Epithelzellen
(1) des Ductulus biliferus. Schwach positives Zytoplasma der Epithel-
zellen des Ductus interlobularis (2). Schwach positive, granulér verteilte
Reaktion am bilidren Pol der Hepatozyten (3). Keine bis sehr schwach
positive Reaktion der Tunica media der Vena interlobularis (4) und von
Fasern im Interstitium (5).

B: Area interlobularis; Schwach bis deutlich positive Reaktion der Epi-
thelzellen der Ductus interlobulares (1).
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4.4 Ergebnisse der Glykohistochemie

4.4.1 Bindungsstellen fiir Canavalia ensiformis Agglutinin (ConA)

Zuckerspezifitit: a-D-Mannose > «a-D-Glukose

Bei der Untersuchung der Bindungsstellen von Canavalia ensiformis Agglutinin (ConA)
in der Leber des Straufles zeigt sich im Zytoplasma der Hepatozyten eine stark positive,
diffus verteilte Reaktion, von welcher der Nukleus ausgeschlossen ist (Abb. 4.17). Deut-
lich zu sehen ist die positive Reaktion der kernhaltigen Erythrozyten des Straufles.

Die Gefifiwande weisen ebenso wie die Epithelzellen der Gallengénge und das Intersti-

tium eine negative Reaktion mit ConA auf.

Abb. 4.17 Leber, Strau, Vena intralobularis, Bindung von
ConA-FITC
Das Zytoplasma der Hepatozyten (1) weist eine diffuse
Reaktion mit ConA auf. Dabei zeigt der Nukleus (4)
der Hepatozyten eine negative Reaktion. Die kernhal-
tigen Vogelerythrozyten (3) zeigen eine deutlich posi-
tive Reaktion.
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4.4.2 Bindungsstellen fiir Lens culinaris Agglutinin (LCA)

Zuckerspezifitit: a-D-Mannose > a-D-Glukose

Eine stark positive Reaktion zeigen sinusoidale oder perisinusoidale Zellen, die von ovaler
Gestalt sind und keine Ausléufer besitzen (Abb. 4.18 und 4.20). Das Zytoplasma der He-
patozyten reagiert deutlich positiv mit einer schwécheren Reaktion auf der sinusoidalen
Seite und einer stérkeren zu den Gallekanélchen hin (Abb. 4.18 und 4.19).

Eine schwach bis deutlich positive Reaktion erhdlt man von den Wanden der Vena
interlobularis und Vena intralobularis (Abb. 4.18, 4.19 und 4.20 ), wohingegen das
Bindegewebe der Arteria interlobularis und des Ductus interlobularis eine schwache
Bindung an LCA zeigt.

Abb. 4.18 Leber, Strauf3, Vena intralobularis, Bindung von LCA-
FITC
Das Bindegewebe (3) der Vena intralobularis (1) rea-
giert schwach positiv. Im Zytoplasma der Hepatozy-
ten reagieren insbesondere die den Canaliculi biliferi
zugewandten Anteile (2) deutlich positiv. Sinusoida-
le oder perisinusoidale Zellen (4) reagieren auf LCA
stark positiv.
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Abb. 4.19 Leber, Straufl, Area interlobularis, Bindung von LCA-

FITC

Starke Reaktion von sinusoidalen oder perisinusoida-
len Zellen (5). Schwach positive Reaktion des Bin-
degewebes der Vena interlobularis (3). Sehr schwach
positive bis negative Reaktion des Bindegewebes von
Arteria (2) und Ductus interlobularis (1). Im Zyto-
plasma der Hepatozyten reagieren die den Canaliculi
biliferi zugewandten Anteile (4) deutlich positiv.

Abb. 4.20 Leber, Strauf3, Area interlobularis, Bindung von LCA-
FITC, Kernfarbung mit DAPI

Stark positive Reaktion des Interstitiums (1) der Area
interlobularis. Stark positive Reaktion in den Win-
den der Vena (2) und Arteria (3) interlobularis. Sehr

stark positive Reaktion sinusoidaler und perisinusoi-
daler Zellen (4).
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4.4.3 Bindungsstellen fiir Pisum sativum Agglutinin (PSA)

Zuckerspezifitit: Glukose/Mannose

Stark positiv reagiert PSA mit Zellen im gesamten sinusoidalen Raum. An den Wéanden
ist fast in allen Sinusoiden eine fadenférmige Fluoreszenz zu beobachten (Abb. 4.21).
Eine deutlich bis stark PSA-positive Reaktion ist im Bindegewebe der Gefawande und
um die Gallengéinge herum zu sehen (Abb. 4.22). Die Hepatozyten zeigen durchgehend
eine negative Reaktion mit PSA (Abb. 4.21 und 4.22).

Abb. 4.21 Leber, Strauf}, Parenchym, Bindung von PSA-FITC
Stark PSA-positive Reaktion sinusoidaler Zellen (2)
mit fadenférmiger Ausbreitung entlang der Sinusoid-
winde. Negative Reaktion der Hepatozyten (1).
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Abb. 4.22 Leber, Straufl, Area interlobularis, Bindung von PSA-
FITC
Deutlich bis stark PSA-positive Reaktion des Binde-
gewebes (4) der Arterien- (2), Venen- (3) und Gallen-
gangswénde (1).

4.4.4 Bindungsstellen fiir Peanut Agglutinin (PNA)

Zuckerspezifitit: GalB(1-3)GalNAc

Bei der Untersuchung auf Bindungsstellen mit dem Lektin Peanut Agglutinin (PNA)
lasst sich in der Strauflenleber eine besonders starke Reaktion mit Zellen des sinusoidalen
oder perisinusoidalen Raumes feststellen. Diese stellen sich langlich mit teilweise vorkom-
menden negativ reagierendem nahezu rundem Inhalt im Zytoplasma dar. Eine schwach
positive Reaktion erhédlt man von den Endothelzellen der Intima der Gefawédnde. Die

Hepatozyten und Gallengédnge zeigen genauso wie das Bindegewebe der Leber keine
Reaktion. (Abb. 4.23)
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Abb. 4.23 Leber, Strauf3, Area interlobularis, Bindung von PNA-
FITC

Stark PNA-positive Reaktion sinusoidaler oder perisi-
nusoidaler Zellen (2) mit teilweise vorkommender ne-
gativer Reaktion im Zytoplasma derselben. Schwach
positive Reaktion der Intima der Venen- (1) und Ar-
terienwand (3).

4.4.5 Bindungsstellen fiir Ricinus communis Agglutinin (RCA)

Zuckerspezifitit: 5-D-Galaktose

Bei der Inkubation mit dem Ricinus communis Agglutinin (RCA) wiesen die Hepato-
zyten eine deutlich bis stark positive Reaktion auf. Diese erscheint im Zytoplasma in
granularer Form und zeigt eine starkere Fluoreszenz im Bereich der Zellmembranober-
fliche (Abb. 4.24). Eine schwach RCA-positive Reaktion zeigt das Lumen des Ductus
interlobularis. Die Epithelzellen desselben zeigen eine negative Reaktion (Abb. 4.25).
Die Hepatozyten in unmittelbarer Nahe des Ductus interlobularis wiesen eine diffus
verteilte, stark positive Reaktion ihres Zytoplasmas auf. Die Zellkerne der Hepatozyten
binden nicht an das Lektin RCA. In der Peripherie des Ductus zeigen die Hepatozyten
wieder eine deutlich RCA-positive, granulire Reaktion mit einer stérkeren Fluoreszenz
im Bereich der Zellmembran (Abb. 4.25).
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Abb. 4.24 Leber, Strauf}, Hepatozyten, Bindung von RCA-FITC
Die Hepatozyten (1) zeigen eine deutlich bis stark
RCA-positive Reaktion, besonders im Bereich der
Zellmembranoberfléche.

Abb. 4.25 Leber, Strauf, Ductus interlobularis, Bindung von
RCA-FITC

Schwach positive Reaktion im Lumen des Ductus in-
terlobularis (1). Die Hepatozyten im Ductus nahen
Bereich (2) zeigen eine stark RCA-positive Reaktion
des gesamten Zytoplasmas, bei den peripher gelegenen
(3) ist eine deutlich positive, granuldre Reaktion zu
erkennen, die besonders stark im Bereich der Zellmem-
bran zu sehen ist.
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4.4.6 Bindungsstellen fiir Wheat Germ Agglutinin (WGA)

Zuckerspezifitit: GleNAc/Neu5SNAc

Bindungsstellen fir Wheat Germ Agglutinin (WGA) sind unter anderem in den Epi-
thelzelle der Gallengéinge zu finden. Diese zeigen in ihren apikalen Anteilen eine starke
Bindungsaffinitit zu WGA. Die Endothelzellen der Vena und Arteria interlobularis
reagieren nur schwach positiv auf WGA. Die iibrigen Strukturen der Strauflenleber zeigen
keine Fluoreszenz. (Siehe Abb. 4.26)

Abb. 4.26 Leber, Strau; Ductus interlobularis, Bindung von
WGA-FITC
Die Epithelzellen des Ductus interlobularis (1) rea-
gieren apikal (2) stark positiv auf das Lektin WGA.
Bei den Endothelzellen der Arteria interlobularis (3)
zeigt sich nur eine schwache Fluoreszenz, ebenso bei
der Vena interlobularis (4).
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4.4.7 Bindungsstellen fiir Wheat Germ Agglutinin succinyliert
(WGAs)

Zuckerspezifitit: GleNAc

Insgesamt reagieren zahlreiche Strukturen der Leber des Straufles positiv mit dem
succinylierten Wheat germ Agglutinin (WGAs). In den Ductus interlobulares zeigen
die apikalen Anteile der Epithelzellen eine starke Fluoreszenz (Abb. 4.27). Mit der
gleichen Intensitéat zeigt sich auch die Reaktion der Endothelzellen der Intima der Vena
interlobularis und der Vena intralobularis (Abb. 4.27 und 4.30). Eine schwach positive
Reaktion ist in der Intima der Arteria interlobularis zu beobachten (Abb. 4.29).

In den Sinusoiden sind Zellen mit einer starken Bindungsaffinitat zu WGAs zu be-
obachten. Diese sind langlich-oval mit negativ reagierenden runden Einschliissen. Die
Wandauskleidung der Sinusoide reagiert stark WGAs-positiv (Abb. 4.30).

Die kollagenen Fasern des Bindegewebes der Leber zeigen ebenfalls eine stark positive
Reaktion nach Inkubation mit WGAs. Besonders deutlich zu sehen ist diese Reaktion in
der Glissonschen Kapsel (Abb. 4.28).

In den Hepatozyten ist keine Bindung mit dem succinylierten WGA (WGAs) zu beob-

achten.
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Abb. 4.27 Leber, Strauf}, Area interlobularis, Bindung von
WGAs-FITC
Die Endothelzellen der Vena interlobularis (1) und die
apikalen Anteile der Epithelzellen der Ductus interlo-
bulares (2) sind stark positiv. Vereinzelt zeigen sich
deutlich positive Fasern im Interstitium (3) der Area
interlobularis.

Abb. 4.28 Leber, Straufl, Glisson-Kapsel, Bindung von WGAs-
FITC
Die kollagenen Bindegewebsfasern der Glissonschen
Kapsel stellen sich stark positiv dar (1).
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Abb. 4.29 Leber, Strauf}, Area interlobularis, Bindung von
WGASs-FITC, Kernfarbung mit DAPI
Die Tunica intima der Vena interlobularis (1) und
die Arteria interlobularis (3) zeigen eine schwache bis
deutliche Fluoreszenz. Deutlich positive Fasern im In-
terstitium (4) der Area interlobularis und um den
Ductus interlobularis (5) herum stark positiv.

¢

Abb. 4.30 Leber, StrauB, Vena intralobularis, Bindung von
WGASs-FITC
Die Endothelauskleidung der Vena intralobularis (1)
zeigt eine stark positive Reaktion mit WGAs. Auf
die gleiche Weise verhalten sich sinusoidale Zellen und
Teile der Sinusoidwénde (2).
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4.4.8 Bindungsstellen fiir Dolichos biflorus Agglutinin (DBA)

Zuckerspezifitit: GalNAc-a(1,3)-GalNAc

Die Inkubation mit dem Lektin Dolichos biflorus Agglutinin (DBA) war fiir alle Struk-

turen der Leber des Straufles negativ.

4.4.9 Bindungsstellen fiir Griffonia simplicifolia Agglutinin |
(GSL-1)

Zuckerspezifitit: GalNAc

Die Hepatozyten zeigen eine stark positive Reaktion auf Griffonia simplicifolia I Agglu-
tinin (GSL-I) mit einer granuldren Verteilung und stellenweise verstérkter Fluoreszenz.
Ihre Nuklei sind von dieser Reaktion ausgenommen. Die zwischen den Hepatozyten
verlaufenden Sinosoide weisen eine negative Reaktion auf (Abb. 4.31). Alle weiteren
Strukturen der Strauflenleber, wie Gefawénde, Gallengénge und Bindegewebe regieren
nicht mit GSL-I.
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Abb. 4.31 Leber, Strauf3, Parenchym, Bindung von GSL-I-FITC
Teile des Zytoplasmas der Hepatozyten (1) zeigen eine
stark GSL-I-positive Reaktion. Die Sinusoide (2) sind
negativ.

4.4.10 Bindungsstellen fiir Saphora japonica Agglutinin (SJA)

Zuckerspezifitit: GalNAc

Die Inkubation mit dem Lektin Saphora japonica Agglutinin (SJA) war fiir alle Struk-

turen der Leber des Straufles negativ.

4.4.11 Bindungsstellen fiir Soybean Agglutinin (SBA)

Zuckerspezifitit: a- und B-GalNAc

Im Sinusoidalraum zeigen Zellen eine deutlich bis stellenweise stark positive Reaktion auf
die Inkubation mit Soybean Agglutinin (SBA). Diese sind von ovaler Form und zeigen
teilweise in ihrem Zytoplasma SBA-negative Vakuolen (Abb. 4.32). In den dazwischen
liegenden Hepatozyten zeigt sich keine Bindung an SBA.
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Die Endothelzellen der Intima der Venenwénde zeigen eine schwache Fluoreszenz nach
der Inkubation mit SBA (Abb. 4.33). Die weiteren Schichten der Venenwénde, sowie
auch die Gallengangs- und Arterienwdnde gehen keine Bindung mit SBA ein. Das

Bindegewebe der StrauBenleber reagiert negativ.

Abb. 4.32 Leber, Straufl, Parenchym, Bindung von SBA-FITC
Deutlich bis stark positive Reaktion einzelner Zellen
(2) im Sinusoidraum. Negative Reaktion der Hepato-
zyten (1).
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Abb. 4.33 Leber, Strauf3, Area interlobularis, Bindung von SBA-
FITC

Deutlich bis stark positive Reaktion des Sinusoidendo-
thels (2). Schwach positive Reaktion der Endothelzel-
len (Pfeile) der Vena interlobularis (1).

4.4.12 Bindungsstellen fiir Sambucus nigra Agglutinin (SNA)

Zuckerspezifitit: Galaktose/GalNAc

Nach der Inkubation mit dem Lektin Sambucus nigra Agglutinin (SNA) zeigt sich in

keiner der Strukturen der Leber des Straufles eine Fluoreszenz.

4.4.13 Bindungsstellen fiir Ulex europaeus Agglutinin | (UEA-I)

Zuckerspezifitit: a-L-Fucose

Das Lektin Ulex europaeus I Agglutinin (UEA-I) reagiert mit keiner Struktur in der
Leber des Straufes.
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4.4.14 Bindungsstellen fiir Maackia amurensis Leukoagglutinin |
(MAL-1)

Zuckerspezifitit: Oligosaccharid mit a-NeuAc

Bei der Inkubation mit dem Lektin Maackia amurensis Leukoagglutinin I (MAL-I)

reagierten alle Strukturen der Leber des Straufes negativ.

4.4.15 Bindungsstellen fiir Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin
(PHA-E)

Zuckerspezifitat: Oligosaccharid mit Galaktoserest

Die Inkubation mit Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin (PHA-E) ruft in der Leber
zahlreiche positive Reaktion hervor. Im Ductus interlobularis zeigt sich eine stark posi-
tive Reaktion der apikalen Anteile der Epithelzellen, wohingegen sich diese im Ductulus
biliferus nur schwach positiv bis negativ zeigen (Abb. 4.34).

Das Bindegewebe der Area interlobularis ist, genauso wie die Endothelwédnde der Vena
und Arteria interlobularis, deutlich PHA-E-positiv (Abb. 4.34). Auf die gleiche Weise
reagieren die Endothelzellen der Vena intralobularis, sie zeigen eine deutliche Fluoreszenz
(Abb. 4.36). AuBlerdem zeigen sinusoidale oder perisinusoidale Zellen eine deutlich bis
stark positive Reaktion (Abb. 4.35). Die Leberzellbalken weisen im Lumen der von ihnen
gebildeten Canaliculi biliferi eine stark positive Reaktion auf (Abb. 4.35).
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Abb. 4.34 Leber, Strauf3, Area interlobularis, Bindung von PHA-
E-FITC

Deutlich PHA-E-positive Reaktion des Bindegewebes
(4) der Area Interlobularis, der Wénde der Vena (1)
und Arteria (2) interlobularis und der Wande der Epi-
thelzellen der Ductus interlobulares (3). Stark positive
Reaktion der apikalen Bereiche des Ductus interlobu-
laris (5), nur schwach positive Reaktion im apikalen
Anteil des Ductulus biliferus (6).

Abb. 4.35 Leber, Straufl, Parenchym, Bindung von PHA-E-
FITC

Stark PHA-E-positive Reaktion im Lumen der von
den Hepatozyten (1) gebildeten Canaliculi biliferi
(Pfeile). Deutlich bis stark positive Reaktion des Si-
nusoidendothels (2).
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Abb. 4.36 Leber, Strauf, Vena intralobularis, Bindung von PHA-
E-FITC

Deutlich positive Reaktion der Endothelzellen (Pfeile)
der Vena intralobularis (1).

4.4.16 Bindungsstellen fiir Phaseolus vulgaris Leukoagglutinin
(PHA-L)

Zuckerspezifitit: Oligosaccharid mit Galaktoserest

Die Leber des Straufles weist fir das Lektin Phaseolus vulgaris Leukoagglutinin (PHA-
L) andere Bindungsstellen auf, als fiir das Lektin PHA-E. Die Fibrozyten der venésen
Geféfle zeigen eine stark positive Reaktion mit PHA-L, wahrend die der Arterienwéande
negativ reagieren (Abb. 4.37 und 4.38). Im Lumen der Ductus interlobulares zeigt
sich eine schwach PHA-L positive Reaktion (Abb. 4.38). Die weiteren Strukturen der
StrauBenleber zeigen keine Bindungsfahigkeit mit PHA-L.
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Abb. 4.37 Leber, Straufl, Venenwand, Bindung mit PHA-L-
FITC
Stark positive Reaktion der Fibrozyten zwischen den
Endothelzellen der Tunica intima (1) der Venenwand.
Deutlich positive Reaktion der Fibrozyten zwischen
den Muskelfasern der Tunica media (2).

Abb. 4.38 Leber, Strauf}, Area interlobularis, Bindung mit PHA-
L-FITC

Stark positive Reaktion der Fibrozyten der Vena in-
terlobularis (1). Schwach positive Reaktion im Lumen
des Gallengangs (2).



Tabelle 4.11 Bindungsstellen der verwendeten Lektine in der Straulenleber

’ H Hepatozyten \ Sinusoide \ Blutgefafle \ Gallenginge \ Interstitium ‘
Lektin || ZP Kern Zellen | Wand | End. Bdgew. | Musk. | Ep. | Bdgew.
ConA 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LCA 2 0 3 0 0 V:2,A:1 0 0-1 0 2
PSA 0 0 3 3 0 2-3 0 0 2-3 3
PNA 0 0 3 0-1 1 0 0 0 0 0
RCA 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
WGA 0 0 0 0 1 0 0 3 0 0
WGAs || 0 0 0 3 3 3 0 2-3 2-3 3
DBA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GSL-1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SJA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SBA 0 0 2-3 0 V:1,A:0 0 0 0 0 0
SNA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
UEA-1 || O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MAL-1 || 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PHA-E || 0O 0 2-3 0 2 2 0 1-3 0 2
PHA-L || 0 0 0 0 0 V:3,A:0 0 0 0 0

7ZP: Zytoplasma, Bdgew.: Bindegewebe, Musk.: Muskulatur, End.: Endothel, Ep.: Epithel, Fibr.: Fibrozyten;

0: negativ, 1: schwach positiv, 2: deutlich positiv, 3: stark positiv

OSSIUQOSI]

€cl
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4.4.17 Ergebnisse der Zuckerhemmung

Die stark positiv reagierenden FITC-markierten Lektine LCA, PHA-E, PHA-L, PNA,
PSA, SBA, WGA und WGAs wurden nach Vorinkubation mit den fiir sie spezifischen
Hemmzuckern (siehe Tabelle 3.16) erneut beziiglich ihrer Bindungsfiahigkeit untersucht.
Nach dieser Vorbehandlung kann eine deutlich schwéchere Bindung von PHA-E (Abb.
4.39) und PHA-L als in den gleichzeitig erstellten Positivkontrollen beobachtet werden.
Fir die Lektine LCA (Abb. 4.40), PNA, PSA, SBA, WGA und WGAs erfolgt eine

vollstandige Hemmung der Bindung an die Strukturen der Leber des Straufles.

Abb. 4.39 Leber, Strauf}, Parenchym, Bindung von PHA-E-FITC
A: ohne Hemmzucker-Vorbehandlung: keine Reaktion der He-
patozyten (1). Stark positive Reaktion sinusoidaler Zellen (2).
B: mit Hemmzucker-Vorbehandlung: keine Reaktion der Hepa-
tozyten (1). Sehr schwach positive Reaktion der sinusoidalen
Zellen (2).
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Abb. 4.40 Leber, Strauf}, Area interlobularis, Bindung mit LCA-FITC
A: ohne Hemmzucker-Vorbehandlung: Stark positive Reaktion
des Interstitiums (1) der Area interlobularis. Sehr stark positive
Reaktion sinusoidaler Zellen (2). Stark positive Reaktion in den
Winden der Vena (3) und Arteria (4) interlobularis.

B: mit Hemmzucker-Vorbehandlung: Keine Reaktion des Inters-
titiums (1) und der Geféfe (2).
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4.5 Ergebnisse der Ultrastrukturellen Untersuchungen

4.5.1 Hepatozyten

Die Lange der Auflenkanten der groflen, polygonalen Hepatozyten unterscheidet sich
individuell bei den einzelnen Zellen. Die Zellmembran der Leberzellen besteht aus einer
einfachen Membran die sich in drei Abschnitte unterteilen lasst: 1) den Sinusoiden
zugewandte Bereiche, 2) Abschnitte des Kontaktes zwischen den Hepatozyten und 3)
bilidrer Bereich dem Canaliculus biliferus zugewandt. Der interzelluldre Spalt zwischen
zwei benachbarten Hepatozyten ist mit einem Durchmesser von 41-51 nm deutlich zu
erkennen.

Die Hepatozyten besitzen einen grofien Zellkern, der meistens der sinusoidalen Seite
zugewandt gelagert ist. Im Schnitt hat er einen Durchmesser von 5 um. Der Zellkern ist
in der Regel von runder Form, kann aber auch eine leicht gewellte Zellmembran aufweisen
oder manchmal Einbuchtungen in dieser besitzen (Abb. 4.41 und 4.42). Im Inneren des
Nukleus lasst sich zum einen fein granuldres Euchromatin finden und zu circa einem
Viertel verdichtetes Euchromatin. Das stark elektronendichte Heterochromatin ist vor
allem in kleinen, aber auch vereinzelt in grofen Ansammlungen an den Randbereichen
des Nukleus der Kernmembran angelagert (Abb. 4.42 und 4.43). Das Heterochromatin
kann aber auch in seltenen Fallen fransige oder flichige Ansammlungen im Zentrum des
Zellkerns bilden. Hier finden sich auch die Nucleoli der Zellkerne, von denen héufig einer,
in den iiberwiegendenen Fallen aber zwei vorhanden sind. Diese setzen sich aus einer sehr
kompakt wirkenden, elektronendichten Matrix zusammen, die elektronenoptisch leere
oder dem Kernplasma gleichende Hohlrdaume einschliefft. Die Kernmembran, die aus
einer Doppelmembran mit einem mehr oder weniger gleichméflig weitem Zwischenraum
besteht, stellt sich generell glatt mit regelméfig verteilt auftretenden Poren dar (Abb.
4.43). Die Poren haben einen Durchmesser von etwa 80 nm und sind von einem diinnen
Diaphragma verschlossen.

Auflen an die Zellkernmembran und in ihrer direkten Nachbarschaft lagern sich mehrere
Zisternen des rauen Endoplasmatischen Retikulums mit nur zwei oder drei Stapeln an
(Abb. 4.43). In der Nahe zu den Zellmembranen, vor allem in den Abschnitten zweier
aneinandergrenzender Parenchymzellen, bilden sich gréflere Stapel des rauen Endoplas-

matischen Retikulums aus bis zu neun parallel angeordneten Tubuli. Die Tubuli bestehen
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aus langgestreckten, diinnen, mit méaflig elektronendichtem Material gefiillten rohrarti-
gen Strukturen, die von einer diinnen, mit runden, stark elektronendichten Ribosomen
besetzten Membran begrenzt werden (Abb. 4.44). Diese Ribosomen finden sich auch
teilweise an der Auflenfliche der Kernmembran.

Rund um den Nukleus und insbesondere im Bereich der Canaliculi biliferi finden sich
Mitochondrien vom Cristae-Typ, die im tiberwiegenden Fall von ein oder zwei Zisternen
des rauen Endoplasmatischen Retikulums umschlossen werden. Der Durchmesser dieser
Organellen betrigt etwa 850 nm. Sie sind die am haufigsten beobachteten Zellorganellen
im Zytoplasma der Hepatozyten und haben meistens eine runde oder ovale Form. Sie
konnen aber auch ldngliche oder birnenférmige Gestalt annehmen. Die Mitochondrien
bestehen aus einer méaflig elektronendichten, granuldren Matrix. Begrenzt wird diese von
einer Zelldoppelmembran, die sich stellenweise einstiilpt und Cristae formt. Vereinzelt
finden sich in den Mitochondrien elektronendichtere Granula die sich aus kleineren
Granula zusammensetzen. (Abb. 4.42 | 4.44 und 4.45)

Als weitere Struktur findet sich in den Leberzellen ein eher wenig enwickelter Golgi-
Apparat aus mehreren Doppelmembran-Séackchen, die Vesikel abschniiren (Abb. 4.42
4.44, 4.48 und 4.50). Es sind zahlreiche Peroxisomen zu sehen. Diese haben eine elektro-
nendichte, feinkornige Matrix mit einer stark elektronendichten, kerndhnlichen, kristal-
linen Struktur in dieser. Die Peroxisomen haben einen Durchmesser von 500-800 nm.
In unterschiedlich starker Auspriagung sind Glykogengranula zu beobachten. Diese sind
deutlich dunkler als Ribosomen und deutlich grofler als diese. Zu finden sind sie iiber
das gesamte Zytoplasma der Leberzelle verteilt.

Die runden Lysosomen, mit einem Durchmesser von 300-500 nm, stellen sich deutlich
elektronendichter als das umliegende Zytoplasma dar. Die Lysosomen werden von einer

Membran begrenzt.
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Abb. 4.41 Leber, Straufl, Parenchym, TEM
Mehrere Hepatozyten (Hz) bilden einen Canaliculus biliferus (Bc). Zwi-
schen den Hepatozyten finden sich die Sinusoide (S). N: Nukleus; E:
Erythrozyt mit Zellkern; F: Fett, teilweise gelost; Pfeile: Zellmembranen
zwischen den Hepatozyten; SB = 5000 nm
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Abb. 4.42 Leber, Straufl, Parenchym, TEM
Mehrere (hier vier) Hepatozyten (Hz) bilden einen Canaliculus biliferus
(Bc). M: Mitochondrium; N: Nukleus; Px: Peroxisomen; V: Vakuolen; G:
Golgi-Apparat; F: Fett, teilweise gelost; Pfeile: Zellmembranen zwischen
den Hepatozyten; SB = 2500 nm
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Abb. 4.43 Leber Straufl, Hepatozytennukleus, TEM
Nucleus (N) mit zwei Nucleoli (Nc¢). Ec: Euchromatin; He: Heterochroma-
tin; Pfeile: Kernmembran mit Fenestrae; rER: raues Endoplasmatisches
Retikulum; M: Mitochondrium; SB = 500 nm
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Abb. 4.44 Leber Straufl, Hepatozyten-Zellmembran interzellular, TEM
raues Endoplasmatisches Retikulum (rER) in groen Stapeln in der Néhe
der Zellmembran (weile Pfeile). N: Nukleus; Nc: Nukleolus; M: Mit-
ochondrium; G: Golgi-Apparat; sER: glattes Endoplasmatisches Retiku-
lum; Gly: Glykogengranula; L: Lysosom; Px: Peroxosom; Ve: Vesikel; Be:
Canaliculus biliferus; SB = 1000 nm

4.5.2 Gallenkanalchen

Aus mehreren, meistens vier, Hepatozyten wird an ihren bilidren Polen ein Canaliculus
biliferus, Gallekandlchen gebildet (Abb. 4.42). Dieses hat keine eigene Zellmembran

sondern wird nur von den Membranen der angrenzenden Leberzellen umschlossen. Zu
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den Gallekanélchen hin verengt sich der meist sehr breite interzellulare Spalt und wird
hier durch ,tight junctions® abgedichtet. In das Lumen des Canaliculus biliferus ragen
zahlreiche Mikrovilli hinein, die von der sich ausstiilpenden Leberzellmembran gebildet
werden. Das Zytoplasma in den Bereichen um die Canaliculi biliferi stellt sich homogen
granular und ohne Zellorganellen dar. Im Inneren der quer angeschnittenen Mikrovilli

lassen sich strangartige Strukturen erkennen (Abb. 4.45).

Abb. 4.45 Leber Straufl, Canaliculus biliferus, TEM
Canaliculus biliferus (Bc) mit zahlreichen Mikrovilli (Mv). M: Mitochon-
drium; V: Vakuole; Gly: Glykogengranula; Pfeil: quer angeschnittene
Mikrovilli mit strangartigem Inhalt; Tj: Tight junction; Iz: Interzellularer
Spalt; Px: Peroxisom; MPx: Miktoperoxisom; Ve: Vesikel mit Inhalt; G:
Golgi-Apparat; rER: raues Endoplasmatisches Retikulum; SB = 500 nm
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4.5.3 Sinusoidale Endothelzellen

Die Winde der Sinusoide bestehen zum grofiten Teil aus Endothelzellen und deren
Zytoplasmaauslaufern. Die Gestalt der Zelle stellt sich langgestreckt dar mit einer
Ausbuchtung im Bereich des Zellkerns. Dieser ist unregelméfig geformt und meistens
in die Lénge gestreckt. Die Matrix des Nukleus besteht etwa zur Halfte aus stark
elektronendichtem Heterochromatin, welches sich in schmalen Bahnen der gesamten
Kernmembran anlagert. Stellenweise verbreitern sich diese Bahnen zu grofieren Flecken.
Die Membran des Zellkerns stellt sich als eine Doppelmembran mit einem schmalen
Zwischenraum dar. (Abb. 4.46 und 4.47)

Zellorganellen sind in den Endothelzellen nur wenige zu finden, von denen die meisten
im naheren Umfeld des Nukleus gelagert sind. Die Mitochondrien sind mit 280 nm
deutlich kleiner als die der Hepatozyten und der von-Kupffer-Zellen. Auch hier sind
sie vom Cristae-Typ. Vor allem an der Zellmembran zu Sinusoidlumen hin kénnen
,bristle-coated” Vesikel beobachtet werden. Daneben kénnen noch groflere Vesikel mit
elektronendichterem Inhalt beobachtet werden.

Das Zytoplasma der Endothelzellen der Sinusoide bildet lange diinne Ausldufer, die die
Begrenzung des sinusoidalen Raumes zum Dissé Raum darstellen. Stellenweise verjiingen
sich diese Auslaufer auf unter 150 nm, in der Regel haben sie eine Weite von 300 nm. Oft
wird diese Auskleidung von intrazelluliren Poren mit einem Durchmesser von 250 nm

unterbrochen (Abb. 4.46).
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Abb. 4.46 Leber Strauf}, Sinusoid, TEM
Sinusoid mit Endothelzelle (E) und von-Kupffer-Zelle (K). N: Nukleus;
M: Mitochondrium; G: Golgi-Apparat; Ve: Vesikel; Hz: Hepatozyt; 1:
Auslédufer des Endothelzellenzytoplasmas; 2: Pore in der Endothelzellaus-
kleidung des Sinusoids; Ps: Pseudopodium; L: Lysosom; D: Dissé Raum;
SB = 2500 nm
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Abb. 4.47 Leber Straufl, Endothelzelle des Sinusoids, TEM
Sinusoid (S) mit Endothelzelle (E) mit Zytoplasmaausldufern (Pfeile) und
von-Kupffer-Zelle (K); N: Nukleus; SB = 2500 nm

4.5.4 von-Kupffer-Zellen

Eine weitere Zelle die im sinusoidalen Raum und mit engem Kontakt zu dessen Wand zu
finden ist, ist die von-Kupffer-Zelle (Abb. 4.46). Diese sind von unregelméafiger Gestalt
mit zahlreichen Pseudopodien. Mit diesen durchdringen sie teilweise die endotheliale

Auskleidung, tberwinden den Dissé Raum und verankern sich an der Membran der
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Hepatozyten. Des Weiteren nehmen sie Kontakt zu der gegeniiberliegenden Sinusoidal-
wand auf (Abb. 4.48). Mit den Pseudopodien umschlieflen sie auch Bestandteile des
sinusoidalen Raumes und nehmen diese in sich auf.

Der Nukleus der von-Kupffer-Zelle ist oval oder birnenférmig und kann teilweise Aus-
buchtungen zeigen. Er enthélt in seinem Zentrum einen stark elektronendichten Nukleo-
lus (Abb. 4.46 und 4.47). Der Zellkern wird von einer Doppelmembran mit zahlreichen
Poren begrenzt. Auf seiner Auflenseite finden sich Stapel des rauen Endoplasmatiscchen
Retikulums. Die von-Kupffer-Zelle besitzt im Verhéltnis zu ihrem Nukleus deutlich mehr
Zytoplasma mit Zellorganellen, als dies bei den Endothelzellen der Fall ist.

Die von-Kupffer-Zelle enthélt einen verhaltnismafig grolen Golgi-Apparat aus flachen
Zisternen und zahlreiche von diesem abgeschniirte Vesikel. Ebenso sind viele Lysosomen
zu beobachten. Als weitere Organellen des lysosomalen Endozytosesystems sind die
,brizzle coated“ Mikropinozytosevesikel zu beobachten. Diese zeigen sich als spindelfor-
mige Vesikel mit granulédrem, elektronendichtem Inhalt. Die meist ovalen Mitochondrien
sind etwa 410nm grofl (Abb. 4.48).
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Abb. 4.48 Leber Strauf}, Sinusoid mit Dissé Raum, TEM
Dissé Raum (D) zwischen Sinusoid (S) und Hepatozyten (Hz). Ito: Ito-
Zelle; eGr: pseudo-eosinophiler Granulozyt; K: von-Kupffer-Zelle; Ps:
Pseudopodien; Pfeilspitzen: Endothelzellauslaufer; rER: raues Endoplas-
matisches Retikulum; bcM: brizzle-coated Mikropinozytosevesikel; G:
Golgi-Apparat; Hz: Hepatozyten; N: Nukleus; M: Mitochondrium; Mv:
Mikrovilli (hier der Hepatozytenmembran); SB = 2500 nm

4.5.5 Dissé Raum

Der Dissé Raum befindet sich zwischen dem sinusoidalen Raum und den Hepatozy-

ten. Zum Sinusoid hin wird er hauptsichlich von den Auslidufern der Endothelzellen
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abgegrenzt. Die Begrenzung zu den Hepatozyten hin besteht aus der Zellmembran
derselben. Ebenso finden sich auf letzterer stellenweise sehr zahlreiche Mikrovilli, die
in den Dissé Raum hineinragen (Abb. 4.46, 4.48 und 4.50). Die Mikrovilli werden von
der Leberzellmembran ausgestiilpt und verzweigen sich in ihrem weiteren Verlauf (Abb.
4.49). In den meisten Bereichen stellt sich der Dissé Raum als sehr schmaler, kaum
erkennbarer Spalt dar. Er kann sich aber auch weiten, insbesondere an den Stellen, an
denen er die Ito-Zellen beinhaltet. Ein weiterer Zelltyp der im Dissé Raum zu beobachten
ist, der Histiozyt, besitzt einen unregelméflig geformten, langlichen Nukleus und schlief3t
in seinem Zytoplasma Lysosomen ein. (Abb. 4.49)

Héufig enthélt der Dissé Raum retikuldre Fasern, die von der Zellmembran der Hepato-
zyten zu den Endothelzellen ziehen (Abb. 4.51).
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Abb. 4.49 Leber, Straufl, Dissé Raum, TEM
Dissé Raum (D) zwischen Sinusoid (S) und Hepatozyten (Hz). Ito: Ito-
Zelle; Pfeilspitzen: Endothelzellauslaufer; Hi: Histiozyt; Hz: Hepatozyten;
N: Nukleus; M: Mitochondrium; Mv: Mikrovilli (hier der Hepatozyten-
membran); SB = 2500 nm

4.5.6 lto-Zellen oder Fat-Storing-Cells

An manchen Stellen dehnt sich der Dissé Raum aus um eine weitere Zellform aufzu-

nehmen, die Ito-Zellen, auch Sternzellen oder Fettspeicherzellen genannt. Diese sind
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unregelméaflig, oft langgestreckt, geformte Zellen mit einem verhaltnisméfig grofien Zell-
kern. Dieser ist in seiner Form sehr variabel und enthélt mindestens einen elektronen-
dichten Nukleolus. Die Matrix des Nukleus besteht zum grofiten Teil aus sehr wenig
elektronendichtem Chromatin und enthéalt nur in den Randbereichen, angelagert an die
Zellmembran, etwas dichteres Chromatin. Der Zellkern wird von einer Doppelmembran
mit zahlreichen Poren begrenzt. (Abb. 4.50)

Im Zytoplasma der Ito-Zellen finden sich vor allem die namensgebenden Lipidtropfen in
grofer Zahl. Thr Durchmesser betrigt zwischen 0,5 und 2 pm. Diese verdriangen durch ihr
grofles Volumen das Zytoplasma und die Zellorganellen der Ito-Zellen. Auch der Zellkern
wird in seiner Ausdehnung eingeschrankt und vielfach eingedriickt (Abb. 4.51 und 4.50).
Des Weiteren finden sich noch wenige Mitochondrien im Zytoplasma, die im Vergleich
zu denen der Hepatozyten deutlich kleiner sind (Abb. 4.51). In der Nahe des Zellkerns
befinden sich Stapel aus wenigen Tubuli des rauen Endoplasmatischen Retikulums.

Die Ito-Zellen bilden Pseudopodien, die sich teilweise sehr weit in den Dissé Raum hinein

erstrecken.
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Abb. 4.50 Leber, Strauf3, Ito-Zelle, TEM
Sinusoid (S) mit Makrophage (Mp) und angrenzendem Dissé-Raum (D)
mit Ito-Zelle (Ito). Li: Lipidtropfen; Pfeilspitzen: Endothelzellausldufer;
Hz: Hepatozyten; N: Nukleus; Nc: Nukleolus; M: Mitochondrium; rER:
raues Endoplasmatisches Retikulum; Mv: Mikrovilli; SB = 2500 nm
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Abb. 4.51 Leber, Straufl, Zellen des sinusoidalen und perisinusoidalen Raumes,
TEM
Sinusoid (S) mit von-Kupffer-Zelle (K) und angrenzendem Dissé-Raum
(D) mit Ito-Zelle (Ito). Li: Lipidtropfen; rF: retikuldre Fasern im Dissé
Raum; Pfeilspitzen: Endothelzellauslaufer; Hz: Hepatozyten; N: Nukleus;
Nc: Nukleolus; M: Mitochondrium; Ps: Pseudopodium; SB = 2500 nm
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5 Diskussion

Fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefithrten licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen an der Leber des Afrikanischen Straufles (Struthio camelus) wurden
Proben von 13 Tieren im Alter von etwa 16 Monaten genommen und bearbeitet. Die
Tiere stammten aus kommerzieller Nutztierhaltung von der Strauflenfarm Donaumoos
(Familie Engelhardt, Herdweg 2, 89340 Leipheim). Fiir die Untersuchungen wurden
konventionelle Farbemethoden, Glyko- und Immunhistochemie sowie Transmissionselek-

tronenmikroskopie angewandt.

Die anatomische Lage der Leber des Straufies wurde von Bezuidenhout (1986); Be-
zuidenhout (1999) beschrieben. Sie befindet sich im kaudoventralen Teil des Thorax,
eingebettet in eine hepato-peritoneale Hohlung. Kranial wird sie vom Herz mit einer
dazugehorigen Impressio cardiae und kaudal von Magen begrenzt. Durch eine dorsale
und eine tiefe, ventrale Finziehung kann die Leber in zwei grofle Lappen unterteilt
werden, einen rechten und einen linken Leberlappen, Lobus hepatis dexter und Lobus
hepatis sinister (Nickel et al., 1992). Der linke Lappen ist wiederum durch eine kleine
Einkerbung in einen kranialen und einen kaudalen Teil gegliedert, Pars caudodorsalis
und Pars caudoventralis. Des Weiteren findet sich auf der Magen zugewandten Seite des
Lobus hepatis sinister ein kleiner zungenféormiger Lappen, Processus intermedialis. Die
Strauflenleber besitzt, anders als die des Nandus (Feder, 1972), keine Gallenblase und der
Gallengang tritt links von der Vena porta und der Arteria hepatica an der Leberpforte
aus, was auch bei Macalister (1864); Bezuidenhout (1986) und Bezuidenhout (1999)
beschrieben ist.

Wie der Tabelle 4.1, welche anhand der in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten
erstellt wurde, zu entnehmen ist und iibereinstimmend mit Arbeiten von Fowler (1991)
sowie Cooper und Mahroze (2004), hat die Leber des StrauBes im Durchschnitt ein
Gewicht von zwei Kilogramm und eine Gréfle von 30cm x 27c¢m x 7,5cm. Die Leber

hat somit einen prozentualen Anteil von 1,8 % an der Gesamtkorpermasse des Straufles.
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Damit liegt die verhéltnisméaflige Grofie der Leber des Straufies im Vergleich mit anderen
Vogelarten in der unteren Héalfte. Bei der Trappe macht die Leber etwa 1,4-2,1 % aus
(Bailey et al., 1997) wohingegen sie beim Huhn bis zu 2,7% (Souba, 1923) und bei der
Ente bis zu 4 % (Simi¢ und Jankovi¢, 1960) ausmachen kann. Entsprechend Beobachtun-
gen, die Wagner (2002) fir den Straufl gemacht hat, stellt sich der Lobus hepatis dexter
mit einer Grofle von 24,8 cm x 15,6 cm etwas grofler als der 23,5 cm x 12,8 cm grofie Lobus
hepatis sinister dar. Beim Nandu ist dagegen der linke Leberlappen deutlich gréfler als
der rechte Lappen (Feder, 1972).

5.1 Konventionelle Lichtmikroskopie

Bei der Betrachtung der konventionell gefarbten Praparate der Leber des Straufles lassen
sich histologisch keine Unterschiede zwischen den einzelnen Leberlappen feststellen.
Deshalb wird im Folgenden nicht weiter auf einzelne Lappen und deren Struktur einge-
gangen, sondern diese als ein Ganzes beschrieben. Der Grundaufbau der Strauflenleber
entspricht dem fiir Vogel typischen.

An der Oberflaiche wird die Leber von einer dinnen Kapsel tiberzogen. Diese besteht
aus straffen Bindegewebe und entlésst sehr diinne, kaum sichtbare, Septen in das Paren-
chym. Ahnliches haben auch Attia und Soliman (2005) bei ihren Untersuchungen an der
Straulenleber gefunden. Die Kapsel der Leber besteht hauptséchlich aus Kollagenfasern
(Attia und Soliman, 2005).

Bei der genaueren Betrachtung des Bindegewebes zwischen den Leberzellplatten zeigt
sich, insbesondere in der Goldner Farbung, dass dieses nur schwach ausgebildet ist.
Gehéuft tritt es um zuleitende Gefafle (Vena und Arteria interlobularis) und den Ductus
interlobularis herum auf. Diese Verteilung der bindegewebigen Strukturen macht es
unmoglich eine Lippchenzeichnung im klassischen Sinn zu erkennen. Ahnliche Beobach-
tungen machte Purton (1969) als er die Struktur der Leber beim Bangivahuhn (Gallus
gallus) untersuchte. Auch Abdelwahab (1987) berichtete davon, dass bei Enten durch
das nur mafig auftretende Bindegewebe keine Lappchenzeichnung erkennbar ist.

In der PAS-Féarbung mit dem Perjodsdure-Schiff-Reagenz reagieren die Gefaflwande
deutlich positiv, wihrend das umgebende Bindegewebe, insbesondere das der Area

interlobularis und der Glisson-Kapsel, stark positiv reagiert. Da diese Reaktion auch bei
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Amylasevorbehandlung in dieser Form bestehen bleibt, bekommt man einen Hinweis auf
in der Kapsel und dem tibrigen Bindegewebe enthaltene Glykoproteine, wahrscheinlich
Kollagen Typ IIT Fasern (Mulisch et al., 2010). Die gleiche Reaktion konnten auch
Attia und Soliman (2005) beobachten. In den meisten der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Praparate ist zusétzlich eine stark positive Reaktion der Sinusoidwéande
zu beobachten. Vermutlich handelt es sich hier, &hnlich wie beim Huhn (Purton, 1969;
Ghoddusi und Kelly, 2004), um kollagene Fasern im Disse Raum.

Das homogen erscheinende Leberparenchym besteht zum grofiten Teil aus Hepatozyten.
Die Hepatozyten besitzen eine polygonale, konische Form mit einem relativ groflen Kern
von 3-5pum Durchmesser. Er befindet sich in der Regel auf der sinusoidalen Seite der
Zelle und enthalt ein bis drei Nukleoli. Mehrere Autoren beschrieben beim Huhn ( Gallus
domesticus) die polygonale Struktur (Purton, 1969) der Hepatozyten mit einem grofien
Kern von ca 5,5 um Durchmesser (Hodges, 1972) der einen bis mehrere Nukleoli enthielt
(Hodges, 1972; Wong und Cavey, 1992) und sich meistens auf der perisinusoidalen Seite
der Hepatozyten befand (Purton, 1969; Wong und Cavey, 1992; Ghoddusi und Kelly,
2004). Ubereinstimmend mit meinen Befunden berichteten Ghoddusi und Kelly (2004)
davon, dass der Kern teilweise auch nahe den Gallekanalchen zu sehen ist.

Wie auch fiir andere Vogellebern dokumentiert, sind die Hepatozyten kreisférmig an-
geordnet. Sie bilden beim Straufl aus vier bis acht von ihnen zentral in ihrer Mitte
die Gallekanédlchen. Davon differierend besteht beim Bangivahuhn die Begrenzung der
Kanélchen aus drei bis fiinf Leberzellen (Purton, 1969). Karrer (1961) berichtete nach
Untersuchungen am Hithnerkiiken, dass vier bis sieben Hepatozyten um einen zentralen
Kanal zu sehen sind. Bei Ohata, Tanuma et al. (1982) war zu finden, dass bei Huhn,
Taube, Wachtel und Finken vier bis sechs konische Hepatozyten um ein zentrales Gal-
lekanalchen herum angeordnet sind. Diesen Befund bestatigten Ghoddusi und Kelly
(2004) fiir das Huhn und beschrieben zusétzlich, dass die Leberzellplatten als tubulére
Striange um ein zentrales Gallekanélchen herum verlaufen.

Gut erkennbar ist in den vorliegenden Untersuchungen, dass die Leberzellen, um die
Kanélchen herumgelagert, Zellbalken unterschiedlicher Lange bilden, die miteinander
anastomosieren. Wong und Cavey (1992) bezeichneten die Vogelleber als eine Masse
aus verzweigten Parenchymstréngen mit Bahnen in zylindrischer Form. Zwischen diesen
Zellbalken liegen miteinander anastomosierende Sinusoide, die nie mehr als zwei Hepa-
tozyten zwischen sich liegen haben, so dass jede Leberzelle mit einem groflien Teil ihrer
Oberflache Kontakt zum Lumen der Sinusoide hat. Hickey und Elias (1954) erforschten
sehr ausfiihrlich die Struktur der Leberzellbalken bei Végeln. Aufgrund von fritheren
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Erkenntnissen, dass die einzelnen Gruppen sich in der Struktur ihrer Leber unterscheiden
(Elias und Bengelsdorf, 1952), verwendeten sie bei diesen Untersuchungen 20 Vogelspe-
zies aus moglichst verschiedenen Gruppen. Thre Arbeit diente als Grundlage um die
Theorie zu festigen, dass Leberzellbalken, welche die Breite einer Zelle aufweisen, eine
stabilere Konstruktion darstellen und dass die Entwicklung dieser Struktur der Leber ein
wichtiger Faktor im Aufstieg der Sédugetiere war. Sie verwendeten domestizierte und wild
lebende Vogel aus den Ordnungen Anseriformes, Columbiformes, Galliformes, Gruifor-
mes und Passeriformes. Gefunden wurden sowohl zweischichtige Leberzellbalken bei den
weniger entwickelten Arten, wie den Fasanartigen (Phasianidae) und den Krallenvogeln
Rallidae, als auch einschichtige bei den hoéherentwickelten, wie den Sperlingsvogeln
(Passeriformes). Teilweise wurden auch beide Typen bei einer Art gefunden, wie bei
den Entenvogeln (Anatidae). Fir das Huhn beschrieb Purton (1969) die Sinusoide als
miteinander verbundenes, dreidimensionales Netz, bei dem Purton (1969); Ghoddusi
und Kelly (2004) nie mehr als zwei Hepatozyten zwischen zwei benachbarten Sinusoiden
gefunden haben. Abdelwahab (1987) korrigierte spater die Annahme es seien ein- oder
zweischichtige Leberzellbalken und dokumentierte die Struktur des Leberparenchyms
als Strange oder Rohren aus 4-6 Hepatozyten, die um einen zentrales Gallekanélchen
angeordnet sind.

Bei der StrauBenleber kann keine eindeutige zirkuldre Anordnung der Zellbalken und
Sinusoide gefunden werden. Letztere weiten sich in ihrem Lumen zu den Zentralvenen
hin und entleeren sich in diese. Anders als bei Abdelwahab (1987), bei dem fiir Enten ein
Sinusoiddurchmesser von bis zu 30 um angegeben wurde, haben die Sinusoide in meiner
Arbeit einen Lumendurchmesser von bis zu 12 um. Aber auch sehr enge Sinusoide sind
zu sehen, durch die gerade noch ein einzelner Erythrozyt hindurch passt. Letzteres ist
auch fur das Huhn beschrieben (Hodges, 1972).

Die von den ringférmig angeordneten Hepatozyten gebildeten Gallekanélchen gehen in
Ductus interlobulares iiber, die ein einschichtig, isoprismatisches Epithel besitzen. Im

weiteren Verlauf erhalten sie ein einschichtig, hochprismatisches Epithel.

Nach Mulisch et al. (2010) kénnen mit Hilfe der Alcianblau 8GX Farbung saure Mucine,
Heparin und Glykosaminoglykane nachgewiesen werden. Je nachdem unter welchem pH-
Wert die Farbung stattfindet, kann gezeigt werden, dass diese Bausteine Carboxyl- und
Sulfatgruppen (pH 2,5) oder nur Sulfatgruppen (pH 1,0) enthalten. Demnach enthélt
das sich bei beiden pH-Werten schwach bis deutlich positiv verhaltende Bindegewebe

der Leber des Straufles in seinen Proteoglykanen und Glykoproteinen sowohl Carboxyl-
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als auch Sulfatgruppen.

Die stark Alcianblau-positive Reaktion der apikalen Anteile der Gallengangsepithelzellen
bei einem pH-Wert von 2,5 ist beim pH-Wert 1,0 nicht mehr zu sehen. Daraus lasst
sich vermuten, dass diese Epithelzellen vorwiegend Carboxylgruppen und kaum bis
keine Sulfatgruppen enthalten. In etwas schwécherer Form ist eine Alcianblau-positive
Reaktion auch im Lumen der Gallengange zu beobachten. Diese stark positive Reaktion
der Gallengangsepithelzellen und des von ihnen gebildeten Lumens lésst vermuten, dass
die Epithelzellen saure Mucine (Mucopolysaccharide) aktiv produzieren, sezernieren und

diese als Beimengungen zur Galle in das Lumen abgeben.

Die stark positive Reaktion der Hepatozyten auf das Perjodsaure-Schiff-(PAS)-Reagenz
und ihre negative Reaktion auf dieses nach Amylasevorbehandlung gilt als Hinweis, dass
im Zytoplasma der Hepatozyten Glykogen vorhanden ist. Vergleiche dazu Mulisch et al.
(2010).

In einzelnen Préparaten ist in den Bereichen um die Vena intralobularis eine gering-
gradig intensivere PAS-Reaktion der Hepatozyten zu beobachten. Aber in Betrachtung
der gesamten untersuchten Praparate war keine bevorzugte Lokalisation bei der PAS-
positiven Reaktion in einer bestimmten Region zu sehen. Diese Beobachtungen lassen
den Schluss zu, dass es in der Strauflenleber eine gleichméflige Verteilung des Glkogens
auf alle Hepatozyten gibt. Eine dhnliche Verteilung des Glykogens konnten auch Karrer
(1961) beim adulten Huhn und Dalton (1937) beim Hiihnerkiiken feststellen. Hier zeigten
die Schnitte eine gleichméfiige PAS-Reaktion des Zytoplasmas tiber die gesamte Leber
verteilt, ohne die Bildung von bestimmten Glykogen-reichen Regionen.

Eine weitere Beobachtung, die in den Préparaten der Strauflenleber gemacht werden
kann, ist die unterschiedliche Auspragung der Glykogen-Speicher in den Hepatozyten
verschiedener Praparate und somit bei den verschiedenen untersuchten Tieren. Diese
Befunde héngen vermutlich mit der unterschiedlichen Stoffwechsellage der einzelnen
Tiere zusammen. Auch Dalton (1937) konnte beim Hiihnerkiiken eine groBle Variation
im Verteilungsmuster des gespeicherten Glykogens erkennen. Bei diesen wurde eine
Abhéangigkeit des Auftretens von Glykogen vom physiologischen Alter der Tiere und

der Starke der metabolischen Rate in der Leber zu diesem Zeitpunkt vermutet.
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5.2 Immunhistochemische Untersuchungen

Mittels immunhistochemischer Methoden wurden in der vorliegenden Arbeit verschiede-
ne Intermediarfilamente des Zytoskeletts der unterschiedlichen Leberzellen nachgewie-
sen. Es besteht kein Unterschied in der Morphologie des Zytoskeletts aus Intermedi-
arfilamenten bei gefrorenen Proben oder ungefrorenem Material. Auch der Ablauf der
Probengewinnung scheint keinen Einfluss auf die Ergebnisse zu haben (Katsuma et al.,
1988).

Vimentin als ein Intermediarfilament, das in Zellen mesenchymalen Ursprungs vorkommt
(Kim und Coulombe, 2007; Wendl, 2012), ist in deutlich mehr Zelltypen der Leber des
Straufles zu finden als Desmin. Insgesamt kann fiir die Leber des Straufles ein dhnliches
Verteilungsmuster von Vimentin wie fir die Ratte (Ballardini et al., 1988) festgestellt
werden. Bei der Leber der Ratte findet sich Vimentin in allen Mesenchymzellen der
Leber, inklusive den Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Zellen der Blutgefifle,
Makrophagen, sinusoidale und perisinusoidale Zellen.

In der Auskleidung der Sinusoide der Leber des Straufles kann Vimentin in deutlich
groferer Menge als Desmin nachgewiesen werden. Desmin zeigt sich nur in einzelnen
sinusoidalen oder perisinusoidalen ovalen Zellen. Diese besitzen in ihrem stark positiven
Zytoplasma hellere bis durchsichtige Vakuolen.

Yokoi et al. (1984) machten Untersuchungen zum Zytoskelett der Sternzellen und be-
schrieben die Desmin-positiven Zellen als spindelférmig mit Fettvakuolen im Zytoplasma.
Spéter bestitigten Tsutsumi et al. (1987) sowie Rockey et al. (1992) das Vorhandensein
von Desmin in den Sternzellen der Leber bei Ratten. Auflerdem zeigten De Leeuw
et al. (1984), dass die Ito-Zellen in der Rattenleber Vimentin unter allen Umstédnden
exprimieren.

Beim Huhn wurde von Fujimoto und Singer (1987) sowie Handharyani et al. (2001)
nachgewiesen, dass die Sternzellen neben Desmin auch Vimentin enthalten. Nach den
Untersuchungen von Fujimoto (1986) enthalten die von-Kupffer-Zellen nur Vimentin und
kein Desmin. Bei den Endothelzellen der Sinusoide verhélt es sich genau andersherum.
Diese Untersuchungen fithren zu dem Schluss, dass es sich bei den Vimentin-positiven
Strukturen der Sinusoide in der Leber des Straules um von-Kupffer-Zellen und einzelne
Sternzellen handelt. Vergleiche mit Untersuchungen an der Leber von Hithnern (Fuji-
moto, 1986; Fujimoto und Singer, 1987) und die Tatsache, dass die Desmin-positiven
Zellen nur vereinzelt vorkommen, lassen vermuten, dass es sich bei diesen um Ito- oder

Sternzellen handelt. Auch durch ihre spezifische Position am Rand der Sinusoide liegt
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die Vermutung nahe, dass es sich hierbei um Sternzellen handelt.

Fiir eine genauere Differenzierung, ob es sich bei diesen hier gefundenen Zellen tatsédchlich
um [to-Zellen handelt, sind weitere Untersuchungen notig. Zum einen kénnte man eine
Gold-Imprégnation mit Gold-Chlorid durchfithren, um diese Zellen eindeutig als die be-
schriebenen Sternzellen zu identifizieren (Kupffer, 1876; Wake, 1971). Zum anderen wére
eine Injektion von kolloidalen Kohlenstoff moglich, welcher nicht von den Sternzellen,
aber von den von-Kupffer-Zellen aufgenommen wird (Yokoi et al., 1984). Des Weiteren
konnte man eine Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung durchfithren, um zu zeigen,
ob in den Vakuolen Vitamin A gespeichert wird (Wake, 1971). Diese Untersuchung
machten auch Yokoi et al. (1984) mit zusétzlich vorab erfolgter, hochdosierter Vitamin
A Injektion, um die Anreicherung in den Fettvakuolen und somit die Autofluoreszenz zu
erh6hen.

Fujimoto (1986) hat beim Huhn das Vorkommen von Desmin und Vimentin in den
Sinusoidalen Zellen der Leber untersucht und herausgefunden, dass die Endothelzellen
nur Desmin-positiv sind, wiahrend die von-Kupffer-Zellen sich nur fiir Vimentin positiv
sind. Entlang der sinusoidalen Wande wurden héufig beide Intermediérfilamente nachge-
wiesen. Fujimoto (Fujimoto, 1986) ging davon aus, dass die so reagierenden Abschnitte
in den Pseudopodien der Sternzellen liegen und somit die Vimentin-positiv gefarbten
Strukturen nur im Dissé Raum vorkommen. Bestatigt wurde diese Annahme durch
Immuno-Elektronenmikroskopie. Vor allem das gefundene Vimentin in den Sternzellen
fithrt zu der Vermutung, dass diese Zellen mesenchymalen Ursprungs sind und sich wie
Fibroblasten verhalten (De Leeuw et al., 1984), ein Verdacht der sich durch den Nachweis

von Desmin bestatigen lasst.

Die Endothelzellen der Intima der Venen des Straufles fiarben sich deutlich Vimentin-
positiv an, mit einer nur schwachen Reaktion der Bindegewebsfasern. In der Tunica
intima der Arterien hingegen férben sich die Endothelzellen, Fibroblasten und Binde-
gewebsfasern sehr stark positiv an. Eine dhnliche Beobachtung machte Fujimoto (1986)
bei Untersuchungen an Hiihnern, bei denen das Vorhandensein von Vimentin allein,
Vimentin mit Desmin und Desmin allein in Endothelzellen im Vergleich betrachtet
wurde. Auch Wislsperger (2013) berichtete von der Tunica intima der Arterien als der
am Vimentin-reichsten Struktur in der Leber des Rindes.

Die diinnen Bindegewebsfasern, die zwischen den Muskelzellen der Tunica media der
Arterien verlaufen, zeigen eine schwach positive Reaktion, bei den Venen reagieren sie

deutlich Vimentin-positiv. Die arterielle und die venése Adventitia zeigt eine schwach
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bis deutlich positive Reaktion. Desmin ist nur in den Muskelzellen der Tunica media
der Vena interlobularis festzustellen und nicht in denen der Arteria interlobularis. Diese
Beobachtungen fithren zu der Erkenntnis, dass sich die Zytoskelette der untersuchten
Gefafitypen deutlich voneinander unterscheiden.

Beim den von Fujimoto (1986) untersuchten Hithnern sind die Endothelzellen der Venae
interlobulares Desmin-positiv und Vimentin-negativ und die der Arteriae interlobulares
Vimentin-positiv und Desmin-negativ. Handharyani et al. (2001) konnten weder Desmin
noch Vimentin in den Gefastrukturen der Leber des Huhnes nachweisen. Bei Yokoi et al.
(1984) zeigte sich in der Rattenleber eine Desmin-positive Anférbung der Muskelzellen
der Blutgefde in der Glisson-Trias, wohingegen Ballardini et al. (1988) eine positive
Reaktion in allen Blutgefdflen beschrieb.

Ein stark positiver Nachweis von Desmin im Zytoplasma der Epithelzellen der Ductus
interlobulares sowie der Ductuli biliferi ist in der Leber des Straufles zu beobachten.
Der immunhistochemische Nachweis von Vimentin ist, anders als fiir die Gallengénge
des Rindes berichtet (Wislsperger, 2013), fur alle Abschnitte der Gallengénge negativ.
Entgegen der Befunde fiir den Strauf sind die Gallengangsepithelien beim Huhn fiir den
Nachweis von Vimentin und Desmin negativ (Handharyani et al., 2001). Auch fiir die
Epithelzellen der Gallengénge bei der Ratte ist kein Vorkommen von Desmin beschrieben
(Ballardini et al., 1988; Yokoi et al., 1984).

Die Muskelzellen in den Wénden der interlobuldren Blutgefifie der Strauflenleber rea-
gieren mit dem ,a-smooth muscle actin® (a-SMA) Antikorper. Insbesondere in der
Tunica media ist dieser in grofler Menge nachzuweisen. Ebenso ist diese Reaktion fiir
die intralobularen Venen zu beobachten, welche im Gegensatz zu ersteren kein Desmin
enthalten. Die Intima aller dieser Geféfle zeigt keine Reaktion mit dem Antikorper. Auch
bei der Ratte kann eine stark Actin-positive Reaktion festgestellt werden (Ballardini et
al., 1988). Tanaka et al. (1991) konnten das gleichzeitige Vorkommen von Desmin in den
stark SMA exprimierenden Zellen nachweisen.

Ein grofler Teil der sinusoidalen Wandauskleidung reagiert positiv auf den a-SMA-
Antikérper. Eine Beobachtung, die auch in der Leber der Ratte gemacht wird (Ballardini
et al., 1988). Dazwischen finden sich sehr vereinzelt runde, sich dunkelbraun anfarbende
Zellen. Diese ahneln in Aussehen und Positionierung den schon beschriebenen Desmin-
positiven Strukturen, bei denen es sich vermutlich um Sternzellen handelt. Bei der
gesunden Ratte beschrieben Tanaka et al. (1991) ein zahlreiches Vorkommen Desmin-

positiver sternformiger Zellen, die bei einer Doppel-Immunofluoreszenz Untersuchung
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fast immer negativ fiir a-SMA waren. Im weiteren Verlauf der Studie von Tanaka et
al. (1991) zur Leberfibrose konnten mit dem Fortschreiten der Fibrose immer mehr
Desmin- und a-SMA-positive Zellen insbesondere im Umfeld der fibrotischen Abschnitte
nachgewiesen werden. Auch bei Handharyani et al. (2001) nahm die Expression von Actin
in den Sternzellen der Hithnerleber mit dem Fortschreiten der Proliferation derselben
zu. Diese Studien lassen den Schluss zu, dass die in der Leber des Straufles gefundenen
a-SMA-positiven Zellen proliferierte Ito-Zellen sind. Eine genaue Differenzierung ware
nur mittels weiterer histochemischer Untersuchungen moglich.

In den luminalen Anteilen der Gallengénge, den Gallekandlchen und in der Peripherie
der Hepatozyten der Ratte konnten Ballardini et al. (1988) Actin nachweisen. Diese
Befunde bestatigen sich nicht fiir die Leber des Straufles.

Zytokeratine, die zu den Intermediarfilamentproteinen gehoéren, werden vor allem von
Epithelzellen exprimiert (M. Osborn und Weber, 1982). Bei der Diskussion der im-
munhistochemischen Nachweise der Zytokeratine ist festzustellen, dass Zytokeratin 8
und 14 beim Straufl nur in den Strukturen des Gallengangssystems und in den bilidren
Abschnitten der Hepatozyten vorkommen. Beim Rind sind zusétzlich zu Zytokeratin 8
und 14 auch 18 und 19 nur in den Gallengéngen zu finden (Wislsperger, 2013). Bei der
Ratte und der Maus sind dagegen auch die Hepatozyten und die Glissonsche Kapsel
Zytokeratin 8- und 18-positiv (Blouin et al., 1992; Kiassov et al., 1995; Fickert et al.,
2009). Im Bereich der bilidren Pole der Hepatozyten zeigt sich die Zytokeratin 8-positive
Reaktion in Form kleiner Granula. Auch bei der Taube und dem Huhn stellt sich das
Zytoplasma der Hepatozyten im Bereich der Canaliculi biliferi granular (David, 1961)
und grobkornig fibrillair dar und ist eindeutig elektronendichter als in angrenzenden
Gebieten (Hodges, 1972). Im gesamten Zytoplasma der Hepatozyten lasst sich auBerdem
in kleiner Menge Zytokeratin 18 nachweisen.

Die Canaliculi biliferi flieBen in den Heringschen Kanélchen zusammen (Nickel et al.,
1992). Diese werden zum Teil aus einschichtig, kubischen Gallengangsepithelzellen und
zum anderen Teil aus Hepatozyten gebildet (Purton, 1969; Feder, 1969; Nickel et al.,
1992; Ghoddusi und Kelly, 2004). Die Heringschen Kanélchen gehen in die Ductus
interlobulares iiber, die von einem einfachen kubischen oder iso- bis hochprismatischen
Epithel mit in das Lumen ragenden Mikrovilli begrenzt werden (Purton, 1969; Heidbrink,
2003). Diese vereinen sich zu den Ductuli biliferi, die von hochprismatischen Epithelzellen

umgeben sind. Die Differenzierung der einzelnen Abschnitte der Gallengénge lasst sich
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auch anhand der Zytokeratine erkennen. Nur im Bereich der Canaliculi biliferi ist Zyto-
keratin 8 zu finden. Die Heringschen Kanélchen sind deutlich positiv fiir Zyotkeratin 14
und sehr schwach positiv fiir Zytokeratin 19. In den kubischen Epithelzellen der Ductus
interlobulares zeigt sich Zytokeratin 14 stark positiv, Zytokeratin 19 schwach positiv und
Zytokeratin 18 ist deutlich positiv. Im letzten Abschnitt, den Ductuli biliferi, stellen
sich in den hochprismatischen Epithelzellen Zytokeratin 14 und 18 stark positiv und
Zytokeratin 19 deutlich positiv dar. Wislsperger (2013) machte bei der Leber des Rindes
die Beobachtung, dass Zytokeratin 8 eher in zentralen Abschnitten der Gallengénge
und Zytokeratin 14 in etwas peripherer gelegenen vorkommt. Auch Blouin et al. (1992)
haben bei Untersuchungen an der Rattenleber festgestellt, dass Zytokeratin 14 in den
Gallengangszellen vor allem im Portalbereich der Leber vorkommt. Beim Straufl kann
eine Gliederung in zentral und peripher nicht vorgenommen werden, da die Leber, wie
auch bei anderen Vogelarten (Feder, 1969), keine Lappchenzeichnung aufweist. Aber
eine Lebertrias (Heidbrink, 2003) mit Arteria und Vena interlobularis und Ductus inter-
lobularis ist zu erkennen. Die Canaliculi biliferi und die Heringschen Kanalchen verlaufen
auBerhalb dieser Trias zwischen den Hepatozyten. Nachdem nur die Ductuli biliferi stark
Zytokeratin 18 und deutlich Zytokeratin 19 positiv sind, ist davon auszugehen, dass sich
deren Zytoskelett von dem der Heringschen Kanélchen und auch teilweise von dem der
Ductus interlobulares unterscheidet.

Ferner ist festzustellen, dass die Tunica media der interlobuldren Venen Intermediarfila-
mente vom Typ Zytokeratin 19 enthalt.

Der Antikorper Panzytokeratin bindet in den Epithelzellen aller Abschnitte des Gallen-
gangsystems. Die hochprismatischen Epithelzellen der Ductuli biliferi zeigen eine ebenso
stark positive Reaktion wie die kubischen Epithelzellen der Ductus interlobulares und
der Heringschen Kanalchen. Eine etwas schwacher positive Reaktion ist in den Canaliculi
biliferi und dem angrenzenden Zytoplasma der Hepatozyten zu beobachten.

Im Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit erstellten Ergebnissen konnten Handha-
ryani et al. (2001) in den Cholangiozyten der Hithnerleber keine Zytokeratine nachweisen.
Dagegen enthalten die Ito-Zellen, fiir die in der Strauflenleber kein positiver Nachweis
auf Zytokeratine erfolgte, in der Leber des Huhnes Zytokeratine.

Die in dieser Untersuchung gemachten Beobachtungen lassen vermuten, dass die Vertei-
lung der Intermediarfilamente speziesabhéngig ist. Eine Beobachtung, die auch Made-

kurozwa (2007) nach Untersuchungen am Ovar des Emus auBerte.
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Omary und Ku (1997) fassten in einer Ubersichtsarbeit iiber die Intermediirfilamentpro-
teine der Leber beim Sdugetier zusammen, dass in den Hepatozyten Zytokeratin 8 und
18, in den Gallengangsepithelzellen Zytokeratin 7, 8, 18, und 19, in der Glissonschen
Kapsel Vimentin und Zytokeratin 8, 14 sowie in den perisinusoidalen Zellen Desmin
und Vimentin exprimiert werden. Diese Erkenntnisse lassen sich in dieser Form fiir den

Strauf nicht bestétigen (siehe oben).

5.3 Lektinhistochemische Untersuchungen

Mittels der glykohistochemischen Untersuchungen wurden spezifische Zuckerbindungs-
stellen in den Strukturen der Leber des Straufles nachgewiesen. Es wurden sowohl
FITC-konjugierte als auch biotinylierte Lektine verwendet. Aus ersterer Gruppe wurden
Canavalia ensiformis Agglutinin (ConA), Dolichos biflorus Agglutinin (DBA), Griffonia
simplicifolia Lektin I (GSL-I), Lens culinaris Agglutinin (LCA), Phaseolus vulgaris
Erythroagglutinin (PHA-E) und Phaseolus vulgaris Leukoagglutinin (PHA-L), Peanut
Agglutinin (PNA), Pisum sativum Agglutinin (PSA), Ricinus communis Agglutinin
(RCA), Soybean Agglutinin (SBA), Ulex europaeus Agglutinin I (UEA-I), Wheat germ
Agglutinin (WGA) und succinyliertes Wheat germ Agglutinin (WGAs) untersucht. Zur
zweiten Gruppe gehoren die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Lektine Sophora
japonica Agglutinin (SJA), Sambucus nigra Agglutinin (SNA) und Maackia amurensis
[ Agglutinin (MAA-T).

Bei den Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit konnten Bindungsstellen fiir ConA,
LCA, PSA, PNA, RCA, WGA, WGAs, GSL-1, SBA, PHA-E und PHA-L nachgewiesen
werden. Keine Reaktion zeigten hingegen DBA, SJA, SNA, UEA-1 und MAA-I.

Die Ergebnisse der glykohistochemischen Untersuchungen hangen von verschiedenen
Faktoren ab. Unter anderem von der Art der Fixation und einer eventuellen Vorbe-
handlung mit Proteasen (Witt und Klessen, 1989). Witt und Klessen (1989) erzielten
gute Ergebnisse der Lektinbindung nach der Fixierung der Proben in einer Bouin-Loésung
und Murnane et al. (1989) berichteten fiir die Lektine RCA-I, DBA und SBA von ei-
nem unterschiedlichen Reaktionsmuster bei Gefrier- oder Paraffinschnitten. Ein weiterer

Faktor, der die Bindung eines Lektins beeinflusst, ist die Hohe der Konzentration des
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verwendeten Lektins (Chandramouli et al., 1977). Auch Hixson et al. (1979) demonstrier-
ten anhand der Ergebnisse ihrer Untersuchungen, dass das Bindungsmuster der Lektine
von der Konzentration derselben abhangt. Die verwendete Konzentration eines Lektins
kann die Bindung des Lektins insofern beeinflussen, als dass dieses stark, schwach oder
garnicht bindet. Diese Abhéngigkeit fiihrt unter anderem zu den sehr differierenden
Ergebnissen, von denen McMillan et al. (1988) berichteten. Bernard et al. (1982) konn-
ten, anders als Chandramouli et al. (1977), bei Untersuchungen an Hiithnerembryonen
keine Verdnderungen der Bindungsreaktionen abhingig von der Versuchstemperatur

feststellen.

Mit dem FITC-markierten ConA, welches seine hochste Affinitdt zu Methyl-a-D-
Mannopyranosid besitzt und eine deutlich geringere zu Glucopyranosyl-Resten (Hard-
man und Ainsworth, 1976; Soares et al., 2011), reagiert vor allem das Zytoplasma der He-
patozyten sehr stark. Ebenso erhalt man eine starke Reaktion des Zytoplasmas der kern-
haltigen Strauflenerythrozyten. Sumner und Howell (1936) haben nachgewiesen, dass
ConA in einer Losung mit Glykogen agglutiniert und ausfallt. Unter Beriicksichtigung
der Befunde vorhergehender Untersuchungen, insbesondere denen der PAS-Reaktion,
ist davon auszugehen, dass es sich bei den hier positiv reagierenden Bestandteilen der
Hepatozyten um Glykogengranula handelt. Auch in den Hepatozyten der Ratte kann
eine Bindung von Glykogen mit FITC-markiertem ConA nachgewiesen werden (Kiernan,
1975).

Im Gegensatz zu der Reaktion auf ConA zeigt sich bei LCA, dass eine stiarkere Bin-
dungsneigung zu Mannose-tragenden Strukturen hat, die einen Fucoserest in «-1,6-
glykosidischer Bindung an ihrem N-Acetylglucosaminkern présentieren (Roth, 2011),
eine schwachere positive Reaktion des Zytoplasmas der Hepatozyten, die sich zu den
Gallekanélchen hin verstirkt. Dieses Bindungsschema lasst vemuten, dass im Zyto-
plasma der Hepatozyten weniger Oligosaccharidketten vorhanden sind, die an ihrem
N-Acetylglucosaminkern iiber einen Fucoserest mit einem mannosehaltigen Glykan ver-
bunden sind. Die Zellkerne der Hepatozyten zeigen keine Bindung an ConA. PSA als
drittes untersuchtes Lektin aus der Gruppe der Glucose/Mannose bindenden Lektine
bindet nicht im Zytoplasma der Hepatozyten.

RCA zeigt eine stark positive Reaktion im Zytoplasma der Hepatozyten, mit einer
granuldren Verteilung und einer Anhadufung in der Néhe der Zellmembran. Im Gegensatz

zu dieser Reaktion zeigt PNA, das auch zur Gruppe der Galaktose bindenden Lektine



5. Diskussion 155

gehort, keine Bindung an die Hepatozyten. Dieses Reaktionsbild lasst sich dadurch erkla-
ren, dass RCA neben einer Bindung an Galaktose auch eine starke Bindung an N-Acetyl-
D-Galaktosamin aufweist (Nicolson und Blaustein, 1972). Somit liegt die Vermutung
nahe, dass die positive Reaktion des Lektins RCA von der Bindung an N-Acetyl-D-
Galaktosamin stammt.

Eine weitere positive Reaktion ist fiir GSL-1 zu beobachten. WGA, WGAs, DBA, SJA,
SBA, SNA, UEA-1, PHA-E, PHA-L und MAL-1 reagieren neben PSA und PNA auch
nicht mit den Hepatozyten der Strauflenleber. Aufgrund der durchgefiihrten Unter-
suchungen und ihrer Ergebnisse kann man den Schluss ziehen, dass im Zytoplasma
der Hepatozyten des Straufles Kohlenhydratketten mit Glucose, Mannose, N-Acatyl-D-

Galaktosamin und Galaktose vorhanden sind.

Die Gallengénge der Leber des Straufles gehen eine Bindung mit den Lektinen RCA,
WGA, WGAs, PHA-E und PHA-L ein. In den Gallekanélchen reagiert PHA-E stark
positiv. Genauso stark reagiert es mit den apikalen Anteilen der Epithelzellen der Ductus
interlobularis. In den apikalen Anteilen der Epithelzellen der Ductuli biliferi ist dagegen
nur noch eine sehr schwache Fluoreszenz zu beobachten. PHA-L bindet nur schwach
im Lumen der Ductus interlobulares. Alle anderen Abschnitte des Gallengangsystems
verhalten sich negativ. Eine &hnliche Reaktion wie in den Gallekanalchen der Ratte
(Witt und Klessen, 1989) zeigt RCA auch beim Strauf, bei dem dieses Lektin mit
einer deutlichen Fluoreszenz bindet. Unter der Berticksichtigung, dass PNA in den von
mir durchgefithrten Untersuchungen negativ ist, kann davon ausgegangen werden, dass
die Gallengénge des Straufles N-Acetyl-D-Galaktosamin- aber keine Galaktose-Reste
exprimieren.

Fiir die Lektine WGA und WGAs aus der Gruppe der N-Acetyl-D-Glukosamin (Burger
und Goldberg, 1967; A. K. Allen et al., 1973) und N-Acetyl-D-Neuraminsiure bindenden
Lektine kann eine starke Bindung an die apikalen Bereiche der Epithelzellen der Gal-
lenginge des Straules beobachtet werden. Auch in der Leber der Ratte sind WGA und
WGASs positiv (Witt und Klessen, 1989; Sanzen et al., 1995). Bei diesen reagieren die
beiden Lektine, anders als beim Strauf}, hauptsachlich im Zytoplasma der Epithelzellen
der Gallengénge. Nur WGAs bindet auch am apikalen Ende der Zellen (Sanzen et al.,
1995). Die Gallengénge weisen keine Affinitat zu den Lektinen ConA, LCA, PSA, PNA,
SJA, DBA, GSL-1, SNA und UEA-1 auf.
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An den apikalen Anteilen der Epithelzellen der Gallengénge und an den Mikrovilli in de-
ren Lumen sind beim Straufl somit N-Acetyl-D-Glukosamin, N-Acetyl-D-Neuraminsaure

und Oligosaccharide zu finden.

Eine stark positive Reaktion der Sinusoide und ihrer Zellen zeigt sich mit den Lektinen
LCA, PSA, PNA, WGAs, SBA, PHA-E. PNA bindet sehr stark an einzelne langli-
che Zellen, die in der Néhe der Area interlobularis gehauft auftreten. Vereinzelt sind
auch lange schmale Ausldufer dieser Zellen zu beobachten, die entlang der Wénde der
Sinusoide verlaufen. Nicht zu erkennen ist, ob diese Zellen im Sinusoidal- oder Perisinu-
soidalraum auftreten. Aufgrund ihrer Form, Lokalisation und ihrem Verteilungsmuster
ist aber davon auszugehen, dass es sich um von-Kupffer-Zellen oder Ito-Zellen handelt.
Die von-Kupffer-Zellen binden bei der Ratte nach Neuraminidase-Vorbehandlung an
SBA, WGAs, RCA-I und PNA sowie schwach an PSA (Witt und Klessen, 1989).
Takahashi und Howes (1986) sahen die Interpretation der Bindung von Lektinen in
Neuraminidase-vorbehandelten Praparaten als schwierig an. Beim Schaf kann nur eine
schwache Reaktion mit RCA und WGA erreicht werden (Murnane et al., 1989).
Dagegen sind die Zellen, die mit PSA interagieren, im gesamten Sinusoidalraum zu beob-
achten. Die leicht fluoreszierenden Ausléaufer laufen fast an der gesamten Sinusoidwand
entlang. Durch das sehr verbreitete Vorkommen dieser PSA-bindenden Zellen und ihrer
Auslaufer in den Sinusoiden kann davon ausgegangen werden, dass es sich um sinusoidale
Endothelzellen handelt. Ein sehr &hnliches Verteilungsmuster zeigt sich bei der Reaktion
mit PHA-E. Dieses reagiert aber deutlich stérker in den Sinusoidalwanden als PSA. Auch
LCA zeigt eine starke Bindungsaffinitat zu Zellen im Sinusoidalraum. Diese zeigen sich
im Gegensatz zu den zwei zuvor genannten von ovaler Gestalt und ohne Auslaufer. Ein
ahnliches Reaktionsbild wie LCA zeigt SBA in den sinusoidalen Zellen. Bei der Reaktion
mit WGASs reagieren die Zellen im Sinusoidalraum stark positiv, die Wande der Sinusoide
nur stellenweise schwach positiv. Bei den von verschiedenen Forschern (Kawakami und
Hirano, 1984; McMillan et al., 1988; Witt und Klessen, 1989) untersuchten Ratten waren
die Endothelzellen der Sinusoide positiv fiir RCA-I, WGA, PSA, WGAs,ConA, LCA und
SBA. Beim Schaf waren sie dagegen nur schwach positiv fir RCA-I und WGA (Murnane
et al., 1989). Keinerlei Bindungsaffinitat zeigen die Zellen der Sinusoide zu den Lektinen
ConA, WGA, SJA, DBA, GSL-1, SNA, UEA-1 und PHA-L.
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Bei den Geféafistrukturen in der Leber des Straufles zeigen sich teilweise deutliche gly-
kohistochemische Unterschiede zwischen den zu- und ableitenden Gefaflen. Bei Untersu-
chungen an Geféflen von Hithnern konnten keine Unterschiede zwischen dem Bindungs-
verhalten von Arterien und Venen festgestellt werden. Dort binden SNA, WGA, MAA
und RCA gleichermafien an die Endothelzellen (Nanka et al., 2001; Nico et al., 1998).
Bei der Maus binden ConA, RCA und PNA ohne Unterschied an die Arterien und Venen
(Barbera-Guillem et al., 1991). LCA bindet nur an die zu- und ableitenden Venen der
Leber und PHA-E, PSA und WGA zeigen ein auf bestimmte funktionelle Abschnitte
des Acinus beschrianktes Bindungsverhalten (Barbera-Guillem et al., 1991).

In der Intima groBerer Venae interlobulares des Straufles lassen sich einzelne Zellen
mit dem Lektin WGA anfarben. Sie bilden lange Auslaufer an der Venenwand entlang.
Ihr Zellkern zeigt dabei keine Reaktion. Vermutlich handelt es sich hierbei um die
Endothelzellen der Tunica intima der Venen. Eine etwas schwéchere Reaktion erhalt man
fiir die Endothelzellen der Arteriae interlobulares. Eine sehr viel stéarkere Fluoreszenz ist
mit dem Lektin WGAs zu beobachten. Die Endothelzellen der Venae intralobulares und
Venae interlobulares verhalten sich stark positiv. Bei den Arteriae interlobulares féllt die
Reaktion deutlich schacher aus als bei den Venen. Da sowohl WGA als auch WGAs zu der
Gruppe der N-Acetyl-D-Glukosamin und N-Acetyl-D-Neuraminsidure bindenden Lektine
gehoren, ist zu vermuten dass in der Zellmembran und dem Zytoplasma der Endothel-
zellen der Arterien weniger N-Acetyl-D-Glukosamin- und N-Acetyl-D-Neuraminséure-
Glykokonjugate vorkommen.

Des Weiteren kann eine schwache Bindung von SBA an die Intima der Venenwénde beob-
achtet werden. Eine starke Bindung zeigt PHA-E an die Endothelwédnde der zuleitenden
Gefafle. Dagegen ist keinerlei Reaktion dieses Lektins mit den Venae intralobulares zu
beobachten. Ein etwas anderes Reaktionsbild liefert das Lektin PHA-L aus der gleichen
Gruppe der Oligosaccharid-bindenden Lektine. Dieses bindet nur an die Fibrozyten der
venosen Gefialwande.

Keine Reaktion zeigen die Geféfie der Leber des Straues mit den Lektinen ConA, SJA,
DBA, GSL-1, SNA, RCA und UEA-1. Bei den Arterien der Leber sind aulerdem die
Untersuchungen mit den Lektinen LCA, PHA-L und SBA negativ.
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5.4 Ultrastrukturelle Untersuchungen

Fiir zahlreiche Gefliigelarten, wie zum Beispiel dem Huhn, bestehen bereits ausfiihrliche
Arbeiten und Studien beziiglich des strukturellen und ultrastrukturellen Aufbaus der
Leber (Purton, 1969; Hodges, 1972; Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly,
2004). Fur den Afrikanischen Strauf lasst sich nur wenig finden (Attia und Soliman,
2005), trotz seiner kommerziellen Haltung und Nutzung. Die in dieser Arbeit mit dem
Transmissionelektronenmikroskop gemachten Aufnahmen der Strukturen der Strauflen-

leber sollen einen weiteren Einblick in deren ultrastrukturellen Aufbau bringen.

Es besteht grundsitzlich eine groe Ahnlichkeit der in der vorliegenden Arbeit gefunde-
nen und beschriebenen Strukturen der Leber des Straufles mit den bereits untersuchten
und beschriebenen Strukturen bei zahlreichen anderen Vogelarten, wie fir Huhn (Pur-
ton, 1969; Hodges, 1972; Ghoddusi und Kelly, 2004), Ente (Abdelwahab, 1987), Pute
(Bhatnagar und Singh, 1982), Wachtel und Haustaube (Ohata, Tanuma et al., 1982).
Aber anders als fiir manche Vogelarten wie die Passeriformes, bei denen die Leberzellen
einschichtige Leberzellbalken bilden (Hickey und Elias, 1954), zeigen sich die Hepato-
zyten beim Straufl als zweischichtiger Balken zwischen zwei benachbarten Sinusoiden.
Purton (1969); Hodges (1972); Ghoddusi und Kelly (2004) beschrieben diesen Aufbau

auch fir das Huhn.

Entsprechend vorhandener Befunde fiir das Huhn (Hodges, 1972; Ghoddusi und Kelly,
2004), die Ente (Abdelwahab, 1987) und den Truthahn (Bhatnagar und Singh, 1982),
zeigen die verhdltnisméBig groflen Hepatozyten in der vorliegenden Arbeit eine poly-
gonale Form mit ungleichlangen Seitenkanten. Wong und Cavey (1992) beschrieben die
Hepatozyten bei den Hithnerkiiken als zylinderférmig, was sehr gut mit der Form der hier
beschriebenen Leberzellen des Straufles ibereinstimmt. Die Oberfliche der Hepatozyten
ldsst sich in drei Bereiche einteilen (David, 1961). Den interzelluldren Abschnitt an der
Kontaktflache zwischen zwei Leberzellen, den bilidren Bereich mit dem die Canalicu-
li biliferi begrenzt werden und ein sinusoidaler Abschnitt. Mit letzterem grenzen die
Hepatozyten iiber den Dissé Raum an die Sinusoide. Der den Sinusoiden zugewandte
Abschnitt zeigt sich als deutlich breiterer Anteil als der ihm ungefdhr parallel gegen-
iiberliegende biliare Pol. Die Zellmembran dieser beiden Abschnitte stiilpt sich aus und
formt Mikrovilli. Auf der Seite der Sinusoide ragen diese in den Dissé Raum hinein und

verzweigen sich. In den Mikrovilli des biliaren Pols zeigen sich strangartige Strukturen,
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die in dhnlicher Weise schon von David (1961) fiir das Kaninchen beschrieben wurden. In
diesem Bereich der Hepatozyten stellt sich das Zytoplasma ohne Zellorganellen und ho-
mogen granular dar. Als dritter Abschnitt sind die lateralen Membranwéande zu nennen,
die den Kontakt zwischen zwei Parenchymzellen darstellen. Ausgehend von Berichten
tiber eine Breite des Interzellularspalts beim Huhn von 17-26 nm (Hodges, 1972) und
bei der Taube von 70-200nm (David, 1961), liegt der Durchmesser beim Straufi mit
41-51 nm genau zwischen diesen beiden Vogelarten.

Die Leberzellen des Straufies besitzen, genauso wie die des Truthahns (Bhatnagar und
Singh, 1982), einen einzelnen, grofien, runden Nukleus, der meistens exzentrisch auf der
sinusoidalen Seite des Hepatozyten liegt, aber auch dem bilidren Pol zugewandt sein
kann. Wie auch von Attia und Soliman (2005) fir den Straufl beschrieben, enthielt der
Nukleus in der vorliegenden Arbeit hédufig einen oder zwei Nukleoli. In gleicher Weise
beschrieben es Purton (1969); Hodges (1972) und Wong und Cavey (1992) fir das Huhn.
Die Nukleoli bestehen aus einer elektronendichten Matrix mit elektronenoptisch leeren
oder dem Kernplasma gleichenden Hohlrdumen. Begrenzt wird der 5 um groflie Nukleus
von einer meistens glatten, teilweise mit Ribosomen besetzten, Doppelmembran, die sich
stellenweise einbuchtet und gleichmafig verteilt mit einem Diaphragma verschlossene
Poren aufweist. In deren Bereich verengt sich der ansonsten gleichméflig weite Spalt
zwischen den zwei Membranschichten. An die Kernmembran angelagert ist stark elek-
tronendichtes Heterochromatin zu sehen. Im tbrigen Kernplasma tritt zu dreivierteln
feingranuldres Fuchromatin auf. Im Vergleich mit anderen Arbeiten (Hodges, 1972;
Abdelwahab, 1987) besitzt der Strauf einen verhaltnisméfig grofen Zellkern.

Ubereinstimmend mit Berichten iiber die Leber beim Huhn (Abdelwahab, 1987; Wong
und Cavey, 1992), sind im Zytoplasma der Hepatozyten des Straufies die grofieren Stapel
des rauen Endoplasmatischen Retikulums vor allem entlang der lateralen Zellmembran
zwischen den Leberzellen zu finden. Ein bis zwei Zisternen befinden sich auch um die
meisten Mitochondrien herum. Entgegen dieser Erkenntnisse befanden sich in einer
Arbeit von Ohata, Tanuma et al. (1982) iiber Hithner, Wachteln und Tauben sowie
einer Studie tiber Truthdhne von Bhatnagar und Singh (1982) die Tubuli vor allem um
die Mitochondrien herum, zu denen sie engen Kontakt hielten. Es konnen Stapel aus
bis zu neun Tubuli gefunden werden. Die Tubuli bestehen aus langgestreckten, diinnen,
mit méfBig elektronendichtem Material gefiillten, rohrartigen Strukturen, die von einer
diinnen, mit runden, stark elektronendichten Ribosomen besetzten Membran begrenzt

werden.
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Die Mitochondrien vom Cristae-Typ sind die am héufigsten im Zytoplasma der He-
patozyten gefundene Zellorganelle und sind meist rund oder oval. Als weitere Form
zeigen diese sich auch birnenférmig oder langlich. Letztere Form und ovale Mitochondrien
beschrieben auch Bhatnagar und Singh (1982) fiir den Truthahn. In der von mir erstellten
Arbeit sind sie am héufigsten rund um den Nukleus und insbesondere im Bereich der
Canaliculi biliferi zu finden. Der Durchmesser dieser Organellen betragt etwa 850 nm.
Die Mitochondrien bestehen aus einer mafiig elektronendichten, granuldren Matrix. Be-
grenzt werden diese von einer Zelldoppelmembran, die sich stellenweise einstiilpt und die
typischen Cristae formt. Vereinzelt finden sich in den Mitochondrien elektronendichtere
Granula, die sich aus kleineren Granula zusammensetzen. Insgesamt ahnelt die Struktur
der Mitochondrien des StrauBes denen von Huhn, Wachtel und Taube (Ohata, Tanuma
et al., 1982).

Etwas kleiner, mit einem Durchmesser von 500-800 nm, und nicht ganz so zahlreich
sind die Peroxisomen mit einer elektronendichteren Matrix als die Mitochondrien und
einem stark elektronendichten Kern. Des Weiteren sind noch runde Lysosomen mit
einem Durchmesser von 300-500 nm zu beobachten, die sich deutlich elektronendichter
als das umliegende Zytoplasma darstellen und von einer Membran begrenzt werden. Der
Golgi-Apparat ist eher schlecht enwickelt und besteht aus mehreren Dictyosomen und

in Abschniirung befindlichen Vesikeln.

Bei der Betrachtung der Verteilung der Glykogengranula im Zytoplasma der einzelnen
Hepatozyten fallt auf, dass diese keinem eindeutigen Muster folgt. Die Glykogengranula
erscheinen deutlich dunkler als die beobachteten Ribosomen und auch wesentlich grofier
als diese. Zu finden sind sie iiber das gesamte Zytoplasma der Leberzelle verteilt. Wie
auch schon bei der PAS-Farbung der Préaparate zu beobachten, liegen glykogenreiche und
-arme Zellen oft nahe beieinander. Dieses heterogene Verteilungsmuster beschrieben auch
Karrer (1961); Bhatnagar und Singh (1982); Ohata, Tanuma et al. (1982) und Ghoddusi
und Kelly (2004) fir Huhn und Pute. Bei embryonalen Hithnern und frisch geschliipften
Kiiken haben Stephens und Bils (1967) sowie Pal et al. (1991) nachgewiesen, dass die
Menge an gespeichertem Glykogen bis kurz vor dem Schlupf stark zunimmt, kurz danach
deutlich absinkt und dann wieder zunimmt. Es liegt die Vermutung nahe, dass die Gly-
kogendepots in ihrer Auspragung stark vom Stoffwechselstatus der verschiedenen Tiere
abhéngig sind. Innerhalb eines Tieres ist die ungleichméfiige Verteilung des Glykogens
auf die Hepatozyten ein Hinweis auf die unterschiedliche Mobilisierung des gespeicherten

Glykogens aus den Depots.
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Es ist fir die Ente, die Taube und den Truthahn beschrieben, dass die Hepatozyten
keine flachen Balken bilden, wie von Purton (1969) und Hodges (1972) fiir das Huhn
beschrieben, sondern sich zu 4 oder mehr zirkulir um ein Gallenkanalchen anordnen
(David, 1961; Bhatnagar und Singh, 1982; Abdelwahab, 1987; Ghoddusi und Kelly,
2004). Dabei bilden diese tubuli-artige Strukturen um die Gallenkandlchen herum und
verzweigen sich in einem dreidimensionalen Netzwerk aus anastomosierenden Strangen
(Abdelwahab, 1987), die um sich herum die Sinusoide liegen haben. Zwischen diesen fin-
den sich nie mehr als zwei Hepatozyten. Diese Befunde kénnen auch in der vorliegenden
Arbeit fir den Strau bestdtig werden. Bei diesem findet sich am bilidren Pol von in
der Regel vier Hepatozyten ein Canaliculus biliferus ohne eigene Zellmembran. In das
Lumen der Gallekanélchen ragen von der Hepatozytenzellmembran gebildete Mikrovilli.
Der Verschluss der Kanalchen zu den verhéltnisméfiig weiten Interzellularspaltraumen
zwischen den Hepatozyten erfolgt, wie fir das Huhn (Ghoddusi und Kelly, 2004) und
den Truthahn (Bhatnagar und Singh, 1982) beschrieben, durch Tight junctions.

Die Endothelzellen der Sinusoide bilden mit ihrem Zytoplasma lange, diinne Ausldufer
mit denen sie den Grofiteil des Sinusoidlumens vom Dissé Raum abgrenzen. In der Regel
haben sie eine Weite von 300 nm, stellenweise verjiingen sich diese Auslaufer jedoch
auf unter 150nm. Durchsetzt ist diese Auskleidung von intrazelluliren Poren ohne
Diaphragma, die den Austausch von Stoffen mit dem Dissé Raum ermdoglichen. Der
unregelméfige langestreckte Zellkern befindet sich in einer Ausbuchtung der Endothel-
zelle, in der auch die meisten der vorhandenen Zellorganellen zu finden sind. Im Nukleus
der Endothelzellen ist deutlich mehr Heterochromatin als im Hepatozytenzellkern zu
finden und im Gegensatz zu diesem enthélt er keine Nukleoli. Die Mitochondrien der
Endothelzellen sind mit einem Durchmesser von 280nm deutlich kleiner als die der
Hepatozyten (850 nm) und auch vom Cristae-Typ. Im Gesamten ist zu sagen, dass die
Endothelzellen der Strauflenleber im Aufbau denen des Huhnes (Ghoddusi und Kelly,
2004), der Wachtel und der Taube (Ohata, Tanuma et al., 1982) entsprechen.

Eine weitere Zellart, die im sinusoidalen Raum zu finden ist und teilweise am Aufbau der
Sinusoidwand beteiligt ist, ist die von-Kupffer-Zelle. In der vorliegenden Arbeit zeigen
sich diese von unregelméfliger Gestalt mit zahlreichen Pseudopodien, die durch den
Dissé Raum bis zu den Hepatozyten vordringen und Kontakt zu diesen aufnehmen. Des
weiteren nehmen sie Kontakt mit der Endothelauskleidung auf der anderen Seite des
Sinusoids auf. Diesen Kontakt konnte Purton (1969) beim Huhn nur selten beobachten.

Attia und Soliman (2005) beschrieben dagegen auch beim Strauf} ein starkes Vordringen
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der von-Kupffer-Zellen in den Sinusoidalraum.

Der Nukleus der von-Kupffer-Zellen ist in seiner Form und seinem Aufbau wie in zahl-
reichen Arbeiten iiber Huhn, Wachtel und Taube bereits beschrieben (Ohata, Tanuma
et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004). Um den Kern finden sich Stapel des rauen
Endoplasmatischen Retikulums.

Anders als bei Ohata, Tanuma et al. (1982) beschrieben, zeigen sich im Zytoplasma der
von-Kupffer-Zelle der Strauflenleber deutlich mehr Zellorganellen, als dies bei den Endo-
thelzellen der Fall ist. Das Zytoplasma/Zellkern-Verhaltnis hingegen ist, wie bei diesem
beschrieben, grofler als es fiir die Endothel- und die Ito-Zelle der Fall ist. Bei der Leber
des StrauBles kann, ebenso wie bei Ohata, Tanuma et al. (1982) fiir die Wachtel und die
Taube, aber anders als bei Ghoddusi und Kelly (2004) fiir das Huhn beschrieben, in den
von-Kupffer-Zellen ein relativ grofler Golgi-Apparat mit einigen Zisternen beobachtet
werden, der zahlreiche Vesikel abschntirt.

Die in grofler Zahl vorkommenden Lysosomen sind als starker Hinweis auf die Funk-
tion der von-Kupffer-Zellen als Makrophagen zu betrachten. Als weitere Organellen
des lysosomalen Endozytosesystems sind die ,,brizzle coated* Mikropinozytosevesikel zu
beobachten. Diese zeigen sich als spindelférmige Vesikel mit granularem, elektronendich-
tem Inhalt. Diese Beobachtungen sind auch fiir Huhn, Wachtel und Taube beschrieben
(Ohata, Tanuma et al., 1982). Eine ,worm-like“ Struktur, wie sie Ohata, Tanuma et
al. (1982), anders als Ghoddusi und Kelly (2004), fir das Huhn beschrieben, kann
in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Die meist ovalen Mitochondrien sind mit
410 nm ungefahr halb so grof§ wie die der Hepatozyten und deutlich gréfler als die der
Endothelzellen.

Auf der gegeniiberliegenden Seite der Canaliculi biliferi befindet sich zwischen den Hepa-
tozyten und den Endothelzellen der Sinusoide ein schmaler Spaltraum, der perisinusoi-
dale oder Dissé Raum. Nicht in allen Bereichen der Leber kann dieser immer beobachtet
werden. Ein Phanomen, dass Wassermann (1958) fiir die Ratte schon beschrieben hat.
Unter Umstanden liegt es an der hier angewendeten Form der Perfusionsfixation, bei der
nicht alle perisinusoidalen Spaltrdume und auch die hier zu findenden Mikrovilli erhalten
bleiben.

Die Begrenzung des Dissé Raumes zu den Hepatozyten hin bildet die Leberzellmembran.
Von dieser ausgehend bilden sich an manchen Stellen verzweigte Mikrovilli, die in den

Spaltraum hineinragen und damit die Oberfliche der Zellmembran erhéhen. In den



5. Diskussion 163

meisten Bereichen stellt sich der Dissé Raum als sehr schmaler, kaum erkennbarer Spalt
dar. Stellenweise weitet er sich um in ihm enthaltene Zellen herum. Sehr ausfiihrlich und
weitestgehend mit den hier erstellten Befunden tibereinstimmend beschrieb David (1961)
den Dissé Raum bei der Taube. Beim Huhn hat Purton (1976) Mikrovilli gefunden, die
den Dissé Raum durchqueren und direkten Kontakt mit den Endothelzellen oder sogar

mit dem Lumen der Sinusoide aufnehmen.

Mehrere Autoren (Purton, 1976; Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004)
haben mittlerweile zwei verschiedene Zelltypen beschrieben, die sich im perisinusoidalen
Spaltraum aufhalten. Zum einen die in den Ausdehnungen des Dissé Raums befindlichen
[to-Zellen, die an ihren zahlreichen Fettvakuolen zu erkennen sind. Wegen dieser werden
sie auch Fettspeicherzellen genannt. Dazu war in einer Studie von Wake (1971) zu lesen,
dass die Fettvakuolen oder Lipidtropfen bei Vitamin A-Injektion stark an Grofle und
vor allem Anzahl zunehmen. Das lésst den Schluss zu, dass sie Vitamin A in grofler
Menge speichern und spéter wieder abgeben kénnen. In der vorliegenden Arbeit haben
die Lipidtropfen eine Gréfe von bis zu 2 ym, dies entspricht dem, was Wake (1971) fiir
Ratten und Kaninchen gemessen hat.

Der grofle Zellkern ist sehr unterschiedlich in seiner Form und an vielen Stellen eingedellt
durch die grofien Fettvakuolen. Dies beschrieben auch Ghoddusi und Kelly (2004) fiir
das Huhn. Der Zellkern enthalt mindestens einen Nukleolus und in den Randbereichen
an der Kernmembran elektronendichtes Heterochromatin.

Von Kupffer (1876) beschrieb schon einen speziellen Zelltyp in der Leber, den er mittels
einer Goldimpréagnation als tief schwarze sternartige Struktur darstellen konnte. Wake
(1971) zeigte dann, dass es sich hierbei um Sternzellen der Leber handelt, die sich im
Perisinusoidalen Raum aufhalten, eine unregelméflige, langgestreckte Gestalt aufweisen
und Zytoplasmaausldufer bilden. Diese Beobachtungen werden auch fiir die Ito-Zellen
der Strauflenleber gemacht. Die Zytoplasmaauslaufer oder Pseudopodien erstrecken sich
weit in den Dissé Raum hinein. Dagegen kann hier nicht dargestellt werden, dass sie
auch durch die Endothelzellwand in den sinusoidalen Raum eindringen.

Die nur in geringer Zahl vorhandenen Zellorganellen werden von den Fettvakuolen stark
verdréangt. Beim Straufl sind nur wenige kleine Stapel des rauen Endoplasmatischen
Retikulums zu sehen, wohingegen dieses beim Huhn sehr gut zu erkennen ist und aus
vielen Zisternen besteht (Ohata, Tanuma et al., 1982; Ghoddusi und Kelly, 2004).

Ein weiterer Zelltyp, der im Dissé Raum liegt, wurde in veschiedenen Arbeiten unter-

schiedlich bezeichnet. Zum einen von Purton (1976) als freie ,Mesenchymal Cell“ oder



5. Diskussion 164

Histiozyt. Spater beschrieben sowohl Ohata, Tanuma et al. (1982) als auch Ghoddusi und
Kelly (2004) diese als hauptsachlich interzellular zwischen den Hepatozyten gelegen. Bei
letzteren wurde dieser Zelltyp deshalb als ,intercalated cells* bezeichnet. Dieser Zelltyp

kann in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden.
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6 Zusammenfassung

Zur morphologischen und ultrastrukturellen Untersuchung der Leber des Straufles wur-
den in der vorliegenden Doktorarbeit lichtmikroskopische Farbungen sowie die Elektro-
nenmikroskopie verwendet. Zur genaueren Charakterisierung des Zytoskeletts der einzel-
nen Leberzellen wurden immunhistochemische Methoden herangezogen. Die Glykohisto-
chemie half bei der Untersuchung der Kohlenhydratstrukturen der verschiedenen Zellen
der Leber. Die untersuchten Organe stammten von dreizehn Afrikanischen Strauflen
(Struthio camelus) im Alter von 15 - 17 Monaten aus kommerzieller Haltung von der
StrauBlenfarm Donaumoos. In meinen Untersuchungen konnte ich keine geschlechtsspezi-
fischen Unterschiede in der Leber des Straufles feststellen. Uberwiegend stimmen meine
Befunde tiber die Straulenleber mit bisher bekannten Berichten tiber die Lebern bei
anderen Vogelarten iiberein.

Die rotbraune Leber liegt im kaudoventralen Teil des Thorax und wird kranial vom
Herz sowie kaudal vom Magen begrenzt. Zwei tiefe Einziehungen teilen die Leber in
zwei grofle Lappen. Der rechte, ungeteilte Leberlappen ist mit durchschnittlich 24,8 x
15,6 cm etwas grofer als der 23,5 x 12,8 cm grofie linke Leberlappen. Letzterer wird durch
eine kleine Einziehung in einen kranialen und einen kaudalen Abschnitt unterteilt. Auf
seiner viszeralen Seite befindet sich ein kleiner zungenférmiger Lappen. Die Leber des
Straufles ist mit einem Anteil von 1,8 % an der Gesamtkorpermasse im Vergleich zu
vielen anderen Vogelarten verhaltnismafig klein.

Ich konnte in meinen Untersuchungen keine Unterschiede in der Struktur der einzelnen
Leberlappen erkennen.

An ihrer Oberfliche ist die Leber von einer bindegewebigen Kapsel bedeckt. Histomor-
phologisch ist bei der Leber des Straufles weder eine Unterteilung des Parenchyms
in Léppchen, noch eine zirkuldre Anordnung der zweischichtigen Leberzellbalken zu
erkennen. Die Areae interlobulares mit Venae interlobulares, Arteriae interlobulares
sowie Ductus interlobulareis zeigen sich unregelmafig verteilt im Parenchym liegend.

Das Grundgeriist desselben besteht aus parallel zueinander verlaufenden Leberzellbalken
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und Sinusoiden. Die polygonalen Hepatozyten ordnen sich zu einem Kreis aus vier bis
acht von ihnen um einen Canaliculus biliferus herum, der keine eigene Zellmembran
besitzt. Dadurch lasst sich ihre Oberfliche in drei Abschnitte unterteilen. Einen schmalen
bilidren, den gegeniiberliegenden, breiteren sinusoidalen Abschnitt und die Kontaktfliche
zwischen zwei Hepatozyten. Die Hepatozyten des Straufles besitzen einen 5 um grofien
Zellkern. Aulerdem beinhalten sie diffus verteilt Glykogendepots, die sowohl mittels
der PAS-Farbung nachgewiesen, als auch in den elektronenmikroskopischen Bildern
als Glykogengranula gefunden werden konnten. Die Verteilung und Auspriagung dieser
Depots unterschied sich deutlich zwischen den einzelnen Tieren.

Die Wandauskleidung der Sinusoide wurde von Zellfortsatzen der Endothelzellen und
den Pseudopodien der von-Kupffer-Zellen gebildet. Im schmalen Dissé Raum fanden
sich Ito-Zellen mit bis zu 2 um groflen Lipidtropfen.

Mit Hilfe der Immunhistochemie wurden verschiedene Komponenten des Zytoskeletts der
Leberzellen untersucht. Dabei konnten in meiner Arbeit Intermedidrfilamente (Zytoke-
ratine,Vimentin und Desmin) sowie das Protein a-SMA nachgewiesen werden. Die Zyto-
keratine waren vor allem in den Gallengangszellen zu finden. Durch die unterschiedliche
Verteilung der untersuchten Zytokeratine auf die einzelnen Abschnitte des Gallengang-
systems lassen sich diese voneinander abgrenzen. Zytokeratin 8 konnte nur in den biliaren
Abschnitten der Hepatozyten gefunden werden. Vimentin und Desmin konnten in den
Sinusoiden und den Gefdfiwdnden der Leber nachgewiesen werden. Auflerdem zeigten
die Epithelzellen der Gallengédnge eine positive Reaktion mit dem Desmin-Antikorper.
Bei den Untersuchungen in meiner Arbeit mit Methoden der Glykohistochemie konnten
Bindungsstellen fiir ConA, LCA, PSA, PNA, RCA, WGA, WGAs, GSL-1, SBA, PHA-E
und PHA-L nachgewiesen werden. Anhand dieser Befunde konnten in den Hepatozy-
ten Zuckerketten mit Glucose-, Mannose-, N-Acetyl-D-Galaktosamin- und Galaktose-
Resten differenziert werden. Bei den gallefiihrenden Strukturen konnten Zuckerketten
mit N-Acetyl-D-Glukosamin-, N-Acetyl-D-Neuraminsédure- und Oligosaccharid-Resten
nachgewiesen werden. Die Zellmembran und das Zytoplasma der Endothelzellen der
Arterien zeigen eine geringere Reaktion auf den Nachweis von N-Acetyl-D-Glukosamin-

und N-Acetyl-D-Neuraminsaure-Glykokonjugaten als die der Venen.
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7 Summary

Histological, histochemical and ultrastructural studies of the liver of common

ostrich (Struthio camelus)

In the present thesis I used light microscopy and transmission electron microscopy for the
morphological characterization of the liver of the ostrich. Immunhistochemical methods
were used to characterisize the cytosceleton of the livercells. Using glycohistochemistry
the sugar structures of the various celltypes of the liver were studied. The studied organs
came from thirteen African ostriches (Struthio camelus) from commercial farming with
an age between 15 and 17 months. No morphologica differences were found between
male and female ostriches. My results for the ostrich liver are mostly in accordance with
studies of other bird species.

The liver has a reddish brown colour and is situated in the caudo-ventral part of the
thorax. It is bordered by the heart on the cranial side and the ventriculus on the caudal
side. Two deep incisures divide the liver in two lobes. The right, undivided lobe of the
liver with an average size of 24,8 x 15,6 cm is somewhat bigger than the left one with
an average size of 23,5 x 12,8 cm. The left lobe is subdivided into a cranial and a caudal
part. On the visceral side of the left lobe a little tongue-shaped lobule can be observed.
With an average percentage of 1,8 % of the body mass, the liver of an ostrich is small
compared to other bird species.

The histological structure of the liver appears similar to that of other bird species.
During my study I did not observe differences in the histological structure between the
individual lobes. The liver surface is covered with an capsule of connective tissue. There
is neither a subdivision of the parenchym into lobules nor a circular arrangement of
the two-layered hepatic cell plates. The areae interlobulares with venae interlobulares,
arteriae interlobulares and Ductus interlobulares are irregulary distributed within the
parenchym. The parenchym is formed by hepatic cell plates, which run parallel to each

other and to the sinusoids. 4-8 polygonal hepatocytes are usually arranged circularly
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around a bile canaliculus. This has no own wall. Thus their surface can be divided in
three parts. The intercellular space between between two adjacent liver cells is between
41 and 51 nm. The cell nucleus has a diameter of 5 um.

Additionally the hepatocytes contain diffusely distributed glycogen deposits. These could
be detected with the PAS-staining as well as in ultrastructural fotos as glycogen granules.
The distribution and occurrence varied significantly between the individual animals. The
lining of the sinusoids is formed by cytoplasmic extensions of the endothelial cells and
the pseudopodia of the von-Kupffer cells. Ito-cells with lipid droplets are found in the
narrow Dissé space. The diameter of the lipid droplets is about 2 pym.

By means of immunohistology I examined the components of the cytoskeleton of the liver
cells. Thereby I could identify several classes of intermediate filaments (cytokeratins,
vimentin, desmin) and a-SMA. The cytokeratins were mainly localized in the bile duct
cells. Due to characteristic distribution patterns of the studied cytokeratins the different
parts of the biliary system could be distinguished easily. Cytokeratin 8 could be found
only in the biliary part of the hepatocytes. Vimentin and desmin could be detected in
the sinusoids and the vascular walls of the liver. Additionally, the epithelial cells of the
bile ducts showed a positive reaction with the desmin antibody.

With glyco histochemically methods I could proof binding sites for ConA, LCA, PSA,
PNA, RCA, WGA, WGAs, GSL-1, SBA, PHA-E and PHA-L. With these findings I
showed Glucosyl-, Mannosyl-, N-Acetyl-D-Galactosamin- and Galactosyl-residuals in the
hepatocytes. N-Acetyl-D-Glucosamin-, N-Acetyl-D-Neuraminicacid- and Oligosaccarid-
residuals could be detected in the biliary structures. The endothelialcells of the arteriae
have less N-Acetyl-D-Glucosamin- and N-Acetyl-D-Neuraminicacid-Glycoconjugates in

their cytoplasma and cellwall than the venae.
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11 Anhang

11.1 Losungen fiir die Lichtmikroskopie

11.1.1 Fixierungslosungen

Bouinlosung
750 ml geséttigte, wissrige Pikrinsdure! in einen groBen Glaszylinder filtern und mit
250 ml 37 %igem Formaldehyd! mischen. Diese Mischung in eine braune Flasche fiillen

und 50 ml Eisessig! (100 %ige Essigsiure) dazugeben.

Formalin 3,7 %ig
Fiir einen Liter 3,7 %iges Formalin werden 100ml 37 %ige Formaldehydlosung! mit
90 ml konzentriertem PBS und 810 ml DEPC-Wasser gemischt.

11.1.2 Puffer

PBS-Puffer

Der PBS-Puffer besteht aus 11,652 g Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat! (Nay H PO,),
2,174 ¢ Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat! (NaH,PO,) und 90 ¢ Natriumchlo-
rid! (Sodiumchloride for analysis, NaCl) in 11 DEPC-Wasser gelost.

DEPC-Wasser
11 demineralisiertes Wasser wird mit 1000 1 DEPC ? (Diethylpyrocarbonat CgH;005)

vermischt, iiber Nacht stehengelassen und dann autoklaviert.
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11.1.3 Farbelosungen

A. Allgemeines

Methanol > 99,9 %?2

Eukitt®?3 (Quick hardening mounting medium)
B. HE-Farbung

Saures Hamalaun nach Meyer

2 ¢ Hamatoxylin' werden zusammen mit 0,4 g Natriumjodat! (NaJOj3), 100g Ka-
lialaun p.A.! (Aluminiumkaliumsulfat AIK(SO,)x12H,0), 100g Chloralhydrat
(CyH3C1305) und 2g Zitronensdure krist.? in 2000ml Aquadest. auf dem Ma-
gnetrithrer gelost und anschlieflend filtriert (Mulisch et al., 2010: S.214). Die so
entstandene Losung ist rot-violett und in einer dunklen Flasche lange Zeit haltbar.

Vor jedem Gebrauch sollte sie filtriert werden.

Eosin
Zuerst wird eine 1 %ige Stammlésung aus 2 g Eosin! (gelblich) und 198 ml Aqua dest.
hergestellt. Zur langeren Haltbarkeit werden ihr einige Tropfen Formol zugesetzt.
Fiir die Farbung wird eine Verdiinnung aus einem Teil 1 %ige Stammlosung, zehn
Teilen Aquadest. und 1-5 Tropfen Eisessig! pro 100 ml fertiger Firbelosung herge-
stellt.

C. Trichromfarbung nach Masson und Goldner

Eisenhidmatoxylin nach Weigert

Losung A: 1 g Himatoxylin! wird in 100 ml 96 %igem Alkohol gelost und muss dann
eine Woche reifen.

Losung B: 2,48 ¢ Eisen(III)clorid' (FeCl3x6H,0) in 100 ml Aqua dest. losen und
anschliefend 1 ml konzentrierte Salzsiure! (37 %ige HCL) zugeben.

Die zwei Losungen in dunklen Flaschen gut verschlossen aufbewahren. Erst vor
dem Gebrauch wird eine Mischung im Verhéltnis 1:1 hergestellt. Dabei Losung A
zu Losung B geben. Diese fertige Mischung ist eine Woche haltbar und kann in

dieser Zeit mehrmals verwendet werden.
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Azophloxin
Man 16st 0,5g Azophloxin? in 100ml Aqua dest. und gibt dann 0,2ml Eisessig!
dazu. Losung ist in einer dunklen, gut verschlossenen Flasche haltbar und muss vor

Gebrauch immer filtriert werden.

Phosphormolybdénsiure-Orange
4 g Phosphormolybdénsaure! in 100 ml Aquadest. lésen und 2g Orange G! hinzu-

fiigen. Die Losung immer frisch ansetzen und nach Gebrauch verwerfen!

Lichtgriin

0,1-0,2 g Lichtgriin! in 100ml Aqua dest. l6sen. AnschlieBend kommen 0,2ml Ei-
sessigl dazu und die Losung wird gefiltert. Die Losung ist in einer dunklen, gut
verschlossenen Flasche lange haltbar. Nach Gebrauch Lésung filtern und zuriick in
die Flasche fiillen.

1 %ige Essigsiaure
10ml Eisessig! auf 1000 ml Aqua dest..

D. Alcianblau 8GX

Alcianblau pH 2,5
Es wird 1g Alcianblau8 GX? in 100ml 3 %iger Essigsidure! gelost, der pH-Wert
auf 2,5 eingestellt, die Losung filtriert und eine Messerspitze Thymolkristall' zur

Haltbarkeit zugesetzt.

Alcianblau pH 1,0

Fiir die Farbung unter dem pH-Wert 1,0 wird 1 g Alcianblau8 GX? in 100ml 0,1 N
Salzsaure? gelost, der pH-Wert eingestellt, die Losung filtriert und eine Messerspitze
Thymolkristall! zur Haltbarkeit zugesetzt.

Beide Losungen sind in einer dunklen Flasche gut haltbar.

3 %ige Essigsiure
Es werden 30 ml Eisessig? (100 %ige Essigsdure) mit Aqua dest. auf 11 aufgefiillt.

Kernechtrot?!

E. PAS-Reaktion nach McManus
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0,5 % wissrige Perjodsiure
Zur Herstellung der 0,5 %igen wéssrigen Perjodsiure wird 1 g Perjodsaure? in 200 ml

Aqua dest. gelost.
Schiff’sches Reagenz?

Sulfit-(S0O,)-Wasser

Es werden 200 ml Leitungswasser mit 10 ml n-Salzsiure? (im Verhiltnis 1:10 ge-
mischt, 9 ml Aqua dest. mit 1ml konzentrierter Salzsidure) und 10ml 10 %ige
Natriumdisulfitlosung! gemischt.

Zur Herstellung der 10 %igen Natriumdisulfitlésung! werden 3,003 g Natriumdisulfit
in 30 ml Aquadest. gelost. SOo-Wasser immer frisch herstellen.

Hamalaun
sieche HE-Farbung

0,5 %ige Amylase
Man mischt 10 g a-Amylase-Pulver? mit 2ml Aqua dest. (auf pH 5,5-6,0 mit 10 %iger

1

Essigsaure' einstellen) und ldsst diese Losung zwei Stunden bei Raumtemperatur

inkubieren.

11.2 Losungen fiir die immunhistochemischen

Untersuchungen

PBS (Phosphate-Buffered-Saline-Solution) pH 7,4

Fiir den PBS-Puffer werden 42,5 g Natriumchlorid! (NaCl), 6,35 g Di-Natriumhydrogen-
phosphat-Dihydrat! (Nay H POy) und 1,95 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat!
(NaH;POy) in 51 Aquadest. gelost und am pH-Meter auf den pH-Wert 7,4-7,6 einge-
stellt. Der Puffer ist circa eine Woche haltbar.

Protein Block Serum-Free®

7,5%ige Hydrogenperoxidlosung
Dazu werden 50 ml Hydrogenperoxid! mit 150 ml Aqua dest. vermischt.
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Streptavidin-Biotin Horseradish Peroxidase Complex?®

DAB-Hydrogenperoxidlosung

Zunichst stellt man eine Stammlésung aus verdiinnten Hydrogenperoxid! her. Dazu
werden 5 ml PBS-Puffer (pH 7,4) mit 15 ul 30 %iger Hydrogenperoxidlosung vermischt.
Von dieser Stammlésung werden nun 0,4ml zu einer Mischung aus 60 ml Aqua dest.
und 6 DAB(=3-3"-Diaminobenzidin- Tetrahydrochlorid)-Tabletten® (10 mg) gegeben.

Abgedunkelt auf dem Magnetriithrer gut vermischen.

11.3 Losungen fiir die glykohistochemischen

Untersuchungen

PBS-Puffer
Herstellung des PBS-Puffer (pH 7,4) siehe oben, Immunhistochemie.

Verdiinnung der Lektine

Die Konzentration der unverdiinnten Lektine betragt hier immer 2ug/ul. Es wer-
den Verdiinnungsreihen angelegt und dabei mit einer hohen Verdiinnung begonnen.
Verdinnt wird mit PBS-Puffer. Fir 2 ug/ml werden 1 pul Lektin auf 1 ml PBS-Puffer
gemischt. Bei 5 ug/ml sind es 2,5 ul Lektin auf 1 ml PBS-Puffer.
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Tabelle 11.1 verwendete Konzentrationen FITC-markierter Lektine
Lektin  Konzentration

WGA 2 pug/ml
WGAs 5 pug/ml
PNA 5 pug/ml
PSA 5 ug/ml

PHA-E 5 ug/ml
PHA-L 5 ug/ml
CON A 2 pg/ml

LCA 5 ug/ml
SBA 5 pug/ml
UEA 5 ug/ml
DBA 5 ug/ml
GSL-1 5 pg/ml
RCA 5 ug/ml

Tabelle 11.2 Verwendete Konzentrationen biotinylierter Lektine
Lektin  Konzentration

SJA 20 pg/ml
MAL-1 5 ug/ml
SNA 5 ug/ml

Roti®-Mount FluorCare DAPI? (4’,6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid)
Protein-Block-Serum-Free®

Streptavidin-FITC?

11.4 Losungen fiir die Elektronenmikroskopie

11.4.1 Fixierungslosungen

Fixierungslosung nach Karnovsky
Die Fixierungslosung nach Karnovsky wird aus 1,097 ml 25 %igem Glutaraldehyd® und

8 ml Karnovsky-Stock-Solution direkt vor Gebrauch angemischt.
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Karnovsky-Stock-Solution
Fiir die Karnovsky-Stock-Solution werden 20ml 10 %iges Paraformaldehyd?® mit 50 ml
0,2 molarem Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) und 0,05 ¢ Calciumchlorid” gemischt.

10 %iges Paraformaldehyd
Hierfiir werden 10 g Paraformaldehyd in 100 ml Aquadest. gegeben und bei maximal
60 — 70 °C auf dem Magnetriihrer gelost. Dann 1-2 Tropfen Natriumhydroxid! zugeben,

um eine klare Losung zu erhalten.

11.4.2 Puffer

0,2 M Natriumcacodylat-Puffer, Stammlésung
4,28 ¢ Natriumcacodylat® (NaCyHgAsO,23H,0) in 50ml Aquadest. 16sen. Achtung!
Sehr giftig, da arsenhaltig!

0,2 M Natriumcacodylat-Puffer, pH 7,2
Fiir die Gebrauchslésung 50 ml der Stammlésung mit 0,2 M Salzsaure! (HC1) auf den
pH 7,2 einstellen. Mit Aquadest. auf 100 ml auffiillen.

0,1 M Natriumcacodylat-Puffer, pH 7,2
Zu 50ml der Stammlosung tropfenweise 0,2M Salzsiaure' (HCI) zugeben bis ein pH-
Wert von 7,2 erreicht ist. Dann mit Aquadest. auf 100 ml auffiillen.

11.4.3 Kontrastierungslosungen

A. Vorkontrastierungslésungen
Als Kontrastierungslosung zum Vorkontrastieren der Proben werden gleiche Volumi-

na der beiden Stammlésungen gemischt. Dies ergibt ein Verdiinnungverhaltnis von

3:2 bzw. 1,5:1 (K4(Fe(CN)g) : OsOy).
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Kaliumferrocyanid-Stammlésung
Zur Herstellung einer 3 %igen Kaliumferrocyanid-Stammlosung werden 0,3 g Ka-
liumferrocyanid® in 10ml 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer gelost und 24 Stunden

ruhen gelassen.

Osmiumtetroxid-Stammlésung Zur Herstellung einer 2 %igen Osmiumtetroxid-
Stammlosung aus 4 %igem Osmiumtetroxid® werden 2ml von zweiterem mit 2ml

0,1 M Natriumcacodylat-Puffer in Glasrohrchen mit einer Pasteurpipette pipettiert.
B. Nachkontrastierungslosungen
Uranylacetat®

Bleiacetat

Um Bleicitrat nach Reynolds anzusetzen werden fiir ein Endvolumen von 10ml
0,266 g Bleinitrat® (Pb(Noz)s) mit 0,352 ¢ Natriumcitrat® (Naz(CsH;O7)x2H50)
und 6 ml Aqua dest. durch mindestens eine Minute dauerndes starkes Schiitteln und
dann in 30 Minuten nur ab und zu erfolgendes Schiitteln vermischt. Danach werden
circa 1,6 ml 1N Natriumhydroxid® tropfenweise dazupipettiert bis zum Erreichen
einer durchsichtigen Losung mit dem pH 12. Bleicitrat ist in Plastikrohrchen und
bei 4°C gelagert circa drei Monate haltbar und muss vor Gebrauch mit 11400

Umdrehungen pro Minute abzentrifugiert und dann filtriert werden.

11.4.4 Einbettmedien

Propylenoxid®

Epon

Zur Herstellung von Epon bzw Poly/ Bed® 81210 mit BDMA?® (N-Benzyl-dimethylamin)
werden die Volumina mit einer Einmalspritze abgemessen oder laut Tabelle abgewogen.
Generell gilt fiir die Mischung, dass durch mehr NMA? (Nadic-Methyl-Anhydride) die
Blécke hérter werden und durch mehr DDSA® (Dodecenylbernsteinséure-anhydrid)

weicher.
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Tabelle 11.3 Epon

Substanz ml g ml g ml g
1. Poly/Bed® 812 5 63 10 126 20 252
2. DDSA 4 41 8 82 16 164
3. NMA 25 325 5 65 10 129
4. BDMA 0,35 0,7 1,4

Wiéhrend des Mischvorgangs werden die Substanzen auf dem Magnetrithrer homoge-
nisiert. Zuerst wird Poly/Bed® 812 mit DDSA verrtihrt. Dann erfolgt die Zugabe
von NMA. Bei der Zugabe von BDMA wird zuerst mit einem Glasstab vorgeriihrt,
da BDMA sehr fliissig ist. Wenn alle vier Substanzen zugegeben sind wird die ganze
Losung noch einmal fiir 30 Minuten auf dem Magnetrithrer homogenisiert, aber nicht

zu intensiv gerithrt, da sich sonst Blasen bilden (Polysciences, 0.D.).

11.4.5 Farbelosungen

Methylenblau nach Richardson

Fiir die Farbelosung nach Richardson werden 1 %iges Methylenblau® (1g auf 100 ml
Aquadest.) mit 1 %igem Borax® (Natriumtetraboratdecahydrat p.A., NayB4O7 x 10H,0)
im Verhéltnis 1:1 gemischt. Danach werden im Verhéltnis 1:1 1 %iges Azur II* mit dem

Methylenblau-Borax-Gemisch vermischt.
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