III. Material und Methoden

II1.1. Material

Zur lichtmikroskopischen Untersuchung wurden Gehirnschidel und Meningen von 66
Vogelspezies aus 21 der 50 Ordnungen der Klasse Aves verwendet. Die insgesamt 89
Tiere erreichten ein Alter zwischen wenigen Tagen und liber 35 Jahren, allerdings war bei
vielen nur eine Unterscheidung aufgrund des Federkleides in juvenil und adult méglich.
Beide Geschlechter sind vertreten, es war aber nicht immer eine Geschlechtsbestimmung
moglich. Eine Ubersicht iiber die zoologische Einordnung der verwendeten Spezies

einschlieBlich Anzahl der Individuen und deren Geschlecht gibt Anhang 1.

Das Material wurde ausschlieBlich aus intakten Kopfen von Leichen oder Schlachttieren
gewonnen. Die liberwiegende Anzahl der Tierkorper stammt aus dem Bestand des
Zoologischen Gartens Berlin, ein Teil von der Wattenmeerstation Sylt (in der Alfred-
Wegener-Stiftung fiir Polar- und Meeresforschung), der Klinik und Poliklinik fiir
Kleine Haustiere der FU Berlin, Tierarztpraxen und Hofschlachtereien. Alle Vogel,
die nicht aufgrund eines Traumas gestorben oder euthanasiert worden waren, wurden vor
der Probenentnahme durch das Institut fiir Lebensmittel, Arzneimittel und Tierseuchen des
Berliner Betriebs fiir zentrale gesundheitliche Aufgaben auf Zoonosen untersucht und

zur weiteren Bearbeitung freigegeben.

Tiere mit perforierenden Schéddeltraumata gelangten nicht zur Untersuchung, solche mit
intaktem Hirnschédel (z.B. nach Flug gegen Glasscheiben etc.) wurden akzeptiert.

Bis auf zwei tiefgefrorene Tierkorper (-18°C) wurde nur gekiihltes (+2°C, bis zu 36 h post
mortem) oder frisches Material (bis 2 h post mortem) verwendet. Zur Materialgewinnung
wurden die Kopfe enthdutet und entfleischt, die Kieferknochen und iibrigen Anteile des

Gesichtsschéddels wurden entfernt, bis das intakte Neurocranium iibrig blieb.

Fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen standen je zwei weibliche Ratten und
Hiihner zur Verfligung. Die Ratten mufiten krankheitsbedingt euthanasiert werden, die
Vogel waren Schlachtgefliigel. Die Ratten hatten ein Alter von ca. sechs und acht

Monaten, die Hithner waren beide fiinf Monate alt.
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AuBerdem wurden Schnitte aus Material angefertigt, das aus fritheren Untersuchungen des
Instituts fiir Veterindr-Anatomie stammt. Es handelt sich dabei um Priparate der

Riechschleimhaut von einer Katze und einer Taube.

II1.2. Methoden

I11.2.1. Paraffinhistologie

I11.2.1.1. Vorversuch

Im Vorversuch wurden von ganzen Gehirnen dreier Enten, eines Huhns, eines
Wellensittichs und eines Kronenkranichs Paraffin-Serienschnitte angefertigt, um die in
Frage kommenden Meningenabschnitte auszuwéhlen. Zu Préaparation, Einbettung und

Schnitttechnik siehe die Schemata 1 und 2 der Hauptversuche.

I11.2.1.2. Hauptversuche

Wegen der unterschiedlichen GroBe der Kopfe wurde das Material in zwei Gruppen geteilt.

a) grofle Schéidel

Bei Vigeln, deren Schidelgrofle mindestens der des Huhns entsprach, wurde das Foramen
magnum mit einer Laminektomie-Zange nach Friedmann unter Schonung der Dura mater
bis auf wenigstens 0,5 cm Durchmesser erweitert. Die Schddel wurden in 10%igem
Formalin oder Bouin-Fixans vorfixiert, bis das Gehirn fest war (mind. 1 Woche).

Danach konnte mit der Laminektomiezange und feinen Pinzetten der Schadelknochen so
entfernt werden, dal3 die Dura am Gehirn verblieb. Das vom Knochen vollstindig befreite,
von allen Hirnhduten umschlossene Gehirn wurde je nach Vorfixierung in 4%igem

Formalin oder Bouin-Fixans, gefolgt von 70%igem Ethanol, nachfixiert (mind. 1 Woche).

Da das Vorhandensein PACCHIONIscher Granulationen an Durasinus gekniipft ist, fanden
in dieser Untersuchung nur die Meningen um den Bulbus olfactorius, dorsal zwischen den
GroBhirnhélften und dorsal des Cerebellum Verwendung. Sie enthalten den basalen Sinus
sagittalis olfactorius (SSO), der {iber die Sinus olfactorii (SO) Verbindung mit dem Sinus
sagittalis dorsalis (SSD) erhélt, sowie die Venae cerebrales dorsorostrales, die Sinus

transversi (ST) und den Sinus occipitalis (SOC).
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Abb. 7: Lage der verwendeten Meningenanteile und ihrer Sinus durae matris am Beispiel
eines schematisierten Hithnerhirns von dorsal. Kasten: verwendete Meningenanteile. 1

Sinus sagittalis dorsalis, 2 Sinus olfactorius, 3 Vena cerebralis dorsorostralis, 4 Sinus

transversus, 5 Sinus occipitalis.
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Die zur Untersuchung vorgesehenen Abschnitte der Meningen wurden mittels einer
Irisschere ausgeschnitten und unter Erhalt ihres natiirlichen Zusammenhangs vom Hirn
abgezogen. Dabei riss meist der Bulbus olfactorius vom Hirn ab und verblieb an den
Meningen. Entwissert wurde in aufsteigender Alkoholreihe, die Paraffinloslichkeit wurde
durch Xylol ermoglicht. Vor dem Einbringen in Xylol erwies sich Methylbenzoat als
vorteilhaft, um das Gewebe weicher und damit besser schnittfdhig zu machen. Nach dem
Vor-Paraffinieren in weichem Paraffin (Schmelzpunkt 37-40°C) wurde zur Einbettung

hartes Paraffin (Rotiplast® oder eine Hausmischung, Schmelzpunkt 56-59°C) verwendet.

Waren die Gehirne sehr grofl (>4cm), wurden die Meningen vor dem Einbetten in zwei bis
drei Abschnitte geteilt. Um zu iiberpriifen, ob beim Abziehen der Meningen vom Gehirn
alle Leptomeninxschichten im Préparat enthalten waren, wurde bei einer Elster, einer Ente
und einem Kronenkranich der fragliche Bereich als eine Scheibe durch zwei
Paramedianschnitte mit einer scharfen Rasierklinge aus dem Gehirn herausgetrennt,
eingebettet und in paramedian geschnittenen Serien untersucht. Diese Préparate enthielten
auch die groflen basalen Blutsinus. Alle Schichten der mit dem Hirn zusammenhédngenden

Meningen fanden sich auch in den durch Abziehen gewonnenen Préparaten wieder.

Es wurden Serienschnitte von den Proben angefertigt, wobei sich die paramedianen
Léangsschnitte gegeniiber den Querschnitten als {ibersichtlicher erwiesen. Jeder zweite
Schnitt (Schnittdicke 10 um) wurde in Reihe in destilliertem Wasser aufgefangen und
aufbewahrt. Alle 100 um wurde ein Schnitt aufgezogen und mit Himalaun-Erythrosin
(HE) geférbt und beurteilt. Bestand der Verdacht, es konne eine Granulation angeschnitten
sein, wurden die dazwischenliegenden Schnitte ebenfalls aufgezogen und mit einer
Trichrom-Methode zur besseren Differenzierung des Bindegewebes geférbt. Fand sich kein

Anschnitt einer Granulation, wurden alle Schnitte verworfen.

Beurteilt wurden die gefundenen PACCHIONIschen Granulationen in Hinblick auf
Verteilung, GréBBe, Form und Bestandteile.

Genaue biometrische Messung iiber die Grofle der PACCHIONIschen Granulationen
wurden zwar in dieser Untersuchung nicht vorgenommen, weil dies wegen der zum Teil
sehr deutlichen postmortalen Verdanderungen, der starken Schrumpfung des Materials bei
Fixation und Entwésserung und der Abtrennung von der Hirnunterlage durch Zug nicht

zuverléssig erschien. Es wurde jedoch von der Anzahl der Serienschnitte (2 10 um), die
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Anschnitte einer Granulation zeigten, auf ein Mindestmal} geschlossen und mit einem
Eichokular eine grobe Schitzung der angeschnittenen Fliache vorgenommen, um auf die

Form und Ausdehnung der PACCHIONIschen Granulationen schlieen zu koénnen.

b) kleine Schiidel

Da sich der sprode Vogelknochen nicht leicht ohne Perforation der Dura entfernen lésst,
konnten die Gehirne kleiner Vogelarten (Tauben und kleiner) ohne Beschiddigung der
Meningen nicht vom Knochen befreit werden. Deshalb wurde bei diesen Tieren das
gesamte Neurocranium fixiert (iber die Opticus-Scheide, das Foramen magnum und die
iibrigen Schidellocher dringt bei Kleinvogeln ausreichend Fixans ein). Die Fixation
erfolgte meist mit 10%igem Formalin, teilweise auch in Bouin-Fixans, iiber mindestens
eine Woche. AnschlieSend wurden die Schidel tiber fiinf bis sieben Tage in einer
wassrigen EDTA-Tris-Puffer-Losung entkalkt, griindlich mit Wasser ausgespiilt, wie oben

entwdssert und eingebettet.

Die bei der Fixation und Entwisserung entstandenen Schrumpfungsrdume fiillten sich mit
Luft, die kurz vor dem Einbetten in einem Vakuumschrank entfernt wurde. Die Einbettung

der Neurocrania erfolgte mit den gleichen Materialien wie bei den gro3en Gehirnen.

Vor dem Schneiden wurden die in toto eingebetteten Neurocrania getrimmt, wobei ein
Sicherheitsabstand zum gewiinschten Bereich von mindestens 2 mm eingehalten wurde.
Serienschnitte wurden von den in Schema 1 beschriebenen Meningenanteilen angefertigt;
naturgemdl kamen hier auch die basalen Durasinus zur Untersuchung. Die Schnittdicke
betrug ebenfalls 10 um. Es wurden alle 50 um HE-Kontrollfarbungen angefertigt, bei
Verdacht auf PACCHIONIsche Granulationen wurden die Zwischenschnitte mit derselben

Trichrom-Methode wie in Schema 1 gefarbt und nach den gleichen Kriterien beurteilt.
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I11.2.2. Elektronenmikroskopie

a) Ratten

Bei den Ratten wurde direkt nach der Euthanasie die rostrale Schidelkalotte erdffnet und
das rostrale Hirnstiick ca. 2-3 mm caudal des Bulbus olfactorius mit einem Skalpell quer
abgetrennt. Das Dach und die Wénde der Nasenhohle wurden erdffnet und die caudalen
Conchae nasales, die Siebbeinplatte und der abgetrennte Teil des Gehirns mit Meningen in
einem Stiick entfernt. AnschlieBend wurde das bilateralsymmetrische Stiick langs in seine

beiden Hélften geteilt.

Die Fixation erfolgte in 4%iger Glutaraldehydldsung mit Cacodylatpuffer, um die
Schrumpfungsartefakte gering zu halten. Nach ca. zwei Stunden wurden die Proben in
hinreichend kleine Stiicke aus folgenden Bereichen unterteilt: Concha nasalis,

Siebbeinplatte mit rostralem Bulbus, caudaler Bulbus mit GroBhirn.

Wihrend der nachsten 24 Stunden wurde die Fixation mit Glutaraldehyd in
Cacodylatpuffer fortgesetzt. Nach der Entkalkung in EDTA-Tris-Puffer und
Kontrastierung mit 1%igem Osmiumtetroxyd (OsO4) und 5%igem Uranylacetat wurden
die Proben in EPON eingebettet. An mit Methylenblau gefarbten Semidiinn-Schnitten
(2um) wurde der Bereich ausgewihlt, von dem Ultradiinn-Schnitte angefertigt wurden. Die

Untersuchung erfolgte an einem ZEISS EM 10 Transmissionselektronenmikroskop.

b) Hiihner

Prinzipiell wurde bei den untersuchten Vogeln genau so verfahren wie bei den Ratten, nur
dass durch das Fehlen einer Siebbeinplatte die Nervi olfactorii aus dem Knochenkanal
herausgelost wurden. Lediglich am Bulbus olfactorius verblieb wegen zu groB3er Gefahr

von ZerreiBungen ein kleiner Knochenrest.

Die Proben wurden in folgende Stiicke unterteilt: Concha nasalis, Nervus olfactorius,
Bulbus olfactorius mit Ubergang in den Nervus olfactorius. Die weitere Behandlung der

Proben erfolgte wie bei den Ratten.
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¢) Katze und Taube

Das Material von Katze und Taube lag in Form von bereits angeschnittenen Blockchen aus
EPON vor, die im Rahmen friiherer Untersuchungen im Institut fiir Veterindr-Anatomie
angefertigt wurden und jetzt mit genutzt werden konnten. Die Fixation wurde seinerzeit
mittels Perfusion mit Glutaraldehyd durchgefiihrt, die weitere Verarbeitung entspricht dem

oben beschriebenen Vorgehen.

-43 -



	III.  Material und Methoden
	
	
	
	III.1. Material

	III.2.  Methoden
	
	III.2.1. Paraffinhistologie
	III.2.1.1. Vorversuch



	III.2.1.2. Hauptversuche

	a\) große Schädel
	b\) kleine Schädel


