ANATOMIE

Abteilung Mikroskopische Anatomie
Direktor: Prof. Dr. med. Dietrich Grube

Forschungsprofil

An der Abteilung sind sowohl die klassische Histologische Technik, die Histochemie und
Methoden der Ultrastrukturforschung, als auch die licht- und elektronenmikroskopische
Immunhistochemie sowie die digitale Bildananalyse etabliert. Das Methodenarsenal wird
ergdnzt durch biochemische und molekularbiologische Untersuchungstechniken.

Mit den genannten Methoden werden Forschungsprojekte zu Fragestellungen in ver-
schiedenen Organen und Systemen (Endokrinium, Atemtrakt, weibliches und ménnliches
Genitale) bearbeitet.

Quantifizierung in der Imnmunhistochemie

Mit immunhistochemischen Methoden lassen sich im Gewebeschnitt praktisch samtliche
Strukturproteine oder zelluldre ,Marker“ sowie sezernierte Substanzen spezifisch nachweisen.
Deshalb gehoren die entsprechenden Nachweisverfahren zum Standard in der zellbiologischen
Forschung. Dariiber hinaus werden immunhistochemische Substanznachweise seit 1dngerer
Zeit auch routinemdBig in der humanpathologischen Diagnostik angewandt. Dabei ist eine
Quantifizierung in immunhistochemischen Préparaten unproblematisch, soweit sie sich etwa
auf die Bestimmung von Fldchen oder Zellzahlen beschrénkt. Eine weitergehende Frage ist,
inwieweit die Intensitét (optische Dichte) des immunhistochemischen Reaktionsprodukts
mit der Menge des jeweils nachgewiesenen Antigens korreliert werden kann. Hierbei sind
zahlreiche Faktoren von Bedeutung, sowohl von seiten der histologischen Technik als auch
der einzelnen Schritte im immunhistochemischen Protokoll.

In einer langeren Untersuchungsreihe haben wir systematisch alle Variablen gepriift, die
in dieser Hinsicht zu beriicksichtigen sind. Diese Untersuchungen sollten gleichzeitig kldren,
unter welchen Reaktionsbedingungen eine wechselseitige Beziehung zwischen der Konzent-
ration des jeweiligen Antigens und der optischen Dichte des Reaktionsprodukts besteht.

Die entsprechenden densitometrischen Bestimmungen wurden - bei standardisierter
mikroskopischer Technik und kontrollierter Beleuchtung - mit einem Interaktiven Bildana-
lyse-Sytem (IBAS, Zeiss-Kontron) durchgefiihrt. Ein MeBprogramm mit 15 Arbeitsschritten
lieferte Histogramme der Immunreaktivitdten, die primdr als Grauwerte bestimmt und dann
in Transmission und optische Dichte {ibersetzt wurden.

Die Untersuchungen wurden durchgefiihrt an Gewebeproben aus dem Pankreas (Mensch,
verschiedene Sduger); Antiseren gegen pankreatische Hormone (Insulin, Glucagon, Somatos-
tatin) und gegen Chromogranin A dienten als primédre Antiseren. Als immunhistochemisches
Protokoll wurde meist die Peroxidase-Antiperoxoidase (PAP) Technik, in einigen Fdllen auch
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die Avidin-Biotin-Complex (ABC) Methode verwendet. Insgesamt wurden 14 Variable der
histologischen Technik und des immunhistochemischen Protokolls iberpriift. Wir beschrédn-
ken uns hier auf die Darstellung derjenigen Parameter, die sich als besonders wichtig in der
genannten Fragestellung erwiesen haben.

Hinsichtlich der Variablen von seiten der histologischen Technik waren hauptsdchlich
die Art der Gewebefixierung, des Einbettungsmediums und die histologische Schnittdicke
von Belang. Lyophilisiertes, dampffixiertes, in Kunstharz eingebettetes Gewebe ist dem {ibli-
cherweise verwendeten immersionsfixierten, paraffin-eingebetteten Gewebe vorzuziehen: In
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Abb. 1 und 2: Inmunhistochemische Reaktionen und entsprechende Histogramme der Grauwerte in Paraffin - und
Kunstharz-Schnitten (menschliches Pankreas, Glucagon-Zellen). Beim Paraffinschnitt ( 6 mm, Abb. 1a) ist im zugehdrigen
Histogramm (Abb. 1b) eine klare Trennung der Grauwerte zwischen Immunreaktivitdten und Hintergrund nicht moglich. Fiir
den Kunstharzschnitt (0,5 mm, Abb. 2a) zeigt das entsprechende Histogramm (Abb. 2b) eine klare Diskrimination zwischen
Immunreaktivitat (linker, kleiner Gipfel) und Hintergrund (rechter, hoher Gipfel).

Kunstharzschnitten ist zum einen die Schnittdicke konstant und kontrollierbar (hier mittels
Auflichtinterferometrie bestimmt), zum andern ergibt sich unter diesen Bedingungen eine
klare Separation zwischen den Grauwerten ,Hintergrund“ und ,Immunreaktion” (Abb. 1
und 2).

Das immunhistochemische Protokoll weist bei den heute {iblichen ,indirekten“ Techniken
eine grolle Anzahl von Variablen auf. Sie wurden an semid{innen (0.5 mm) Serienschnitten
iiberpriift, die jeweils alternativ immunhistochemisch prozessiert wurden. Solche Schnitte
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gehen nahezu durch die gleiche Ebene und sind deshalb fiir die Feststellung allfélliger Un-
terschiede zwischen Immunreaktivititen besonders geeignet (vgl. auch Abb. 4).

Von besonders grofer Bedeutung fiir die Dichte des immunhistochemischen Reakti-
onsprodukts waren (vorhersehbar) die Konzentration des primédren Antiserums oder der
verwendeten Chromogen-Losung (Di-aminobenzidin = DAB und H2 O2 ). Aber auch bisher
eher vernachldssigte Parameter erwiesen sich als wichtig in diesem Zusammenhang, zum
Beispiel Art und Zusammensetzung (Molaritdt) der Pufferldsungen, die zur Verdiinnung der
Seren oder als Spiilpuffer Verwendung fanden.

%
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40+ Abb. 3: Zusammenhang zwischen Dichte des immunhistochemischen
Reaktionsprodukts (Ordinate) und Konzentration des priméren Antiserums
201} (Abszisse). Ein Antiserum gegen Chromogranin A wurde in aufsteigen-
der Verdlinnung zwischen 1:4.000 (a) und 1: 64.000 (e) verwendet. In
, , , , . diesem Bereich besteht eine (pseudo-)linare Korrelation zwischen der

a b c d e Konzentration des Antiserums und der Dichte des immunhistochemischen
Reaktionsprodukts.

Abb. 4: Effekte der eingesetzten Pufferldsungen auf die Dichte der immunhistochemischen Markierung. Insulin-Nachweis
an zwei semidiinnen Nachbarschnitten einer Langerhansschen Insel. Das Chromogen (DAB) wurde in identischen Konzentra-
tionen eingesetzt, jedoch in unterschiedlichen Puffern geldst: im dblichen Tris-HCl-Puffer (4a) oder in Phosphat-gepufferter
NaCl-Lésung (4b).

Bei Verwendung aufsteigender Verdiinnungsreihen des 1. Antiserums zeigt sich eine
weitgehend parallele Abnahme der Dichte der immunhistochemischen Reaktionsprodukte
(Abb. 3).

Bei diesen Untersuchungen hat sich weiterhin gezeigt, dal eine stochiometrische Bezie-
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hung zwischen Antigen-Menge und optischer Dichte der Immunreaktivitdt offenbar erst bei
hoheren Verdiinnungen der Antiseren auftritt. Die fiir eine quantitative Immunhistochemie
optimale Verdiinnung eines Antiserums liegt also in einem hoheren Bereich als dem, der zur
dichtesten Immunreaktion fiihrt (!).

Von erheblichem EinfluBl auf die Dichte der Immunreaktion kénnen auch (wie oben
erwdhnt) die eingesetzten Pufferldsungen sein. Solche Effekte werden hier illustriert mit
Befunden zum Chromogen DAB. Dies wird seit seiner Einfiihrung als Farbgeber (1966)
iiblicherweise in Tris-HCl-Puffer angesetzt. Ein anderer Puffer erweist sich jedoch als viel
effizienter (Abb. 4).

SchlieBlich wurde auch die Reproduzierbarkeit immunhistochemischer Reaktionen
untersucht: Verglichen wurden identisch prozessierte Praparate aus ein und demselben
Versuchsansatz und Prdparate, die in unterschiedlichen Ansdtzen (mit jeweils neu ange-
setzten Reagenzien) bearbeitet worden waren. Die ,Intra-assay“-Varianzen erwiesen sich
als vergleichsweise geringfiigig; dagegen zeigten die ,Inter-assay“-Varianzen teilweise ein
erhebliches AusmaR.

Zusammenfassend haben sich also die Variablen einer immunhistochemischen Reaktion
nach Art und AusmaB im einzelnen charakterisieren lassen. Sie lassen sich (mit Ausnahme
der eben genannten Inter-assay-Varianz) durch entsprechende Beriicksichtigung minimieren.
Gleichzeitig tragen die vorliegenden Befunde dazu bei, die Effizienz immunhistochemischer
Substanznachweise zu verbessern.

Verantwortlich: D. Grube

Weitere Forschungsprojekte

Charakterisierung der ,,Pregnancy-associated glycoproteins” (PAG) aus der Rinderplazenta.
K. Klisch. Férderung: DFG

Die Bedeutung der Clara-Zellen fiir den Surfactant-Metabolismus der Lunge unter
experimentellen Bedingungen.

G. Bargsten

Migrationsstudien von Lymphozyten in einem in vitro-Modell.

G. Bargsten

Das endokrine Pankreas unter orthologischen und pathologischen Bedingungen.
D. Grube

Lokalisation und Funktion molekularer Bausteine der Synapse in nicht-neuronalen Zellen.
P. Redecker
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Clathrin-assoziierte Proteine in mannlichen Keimzellen.

P. Redecker

Rolle des Eisenstoffwechsel-regulierenden Proteins Hepcidin in endokrinen Zellen.

P. Redecker
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Abstracts
2004 wurden 5 Abstracts publiziert.

Weitere Tatigkeiten in der Forschung

D. Grube: Im Editorial Board der Zeitschrif-
ten Archives of Histology and Cytology und
des Journal of Electron Microscopy; Gutach-
ter flir Fachzeitschriften; Mitglied im Inter-
national Scientific Advisory Board des 16th
International Congress of the International
Federation of Associations of Anatomists
(IFAA, Kyoto, Japan).
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