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Vom Organismus zum mikroskopischen Praparat -
Schritte eines Konstruktionsprozesses

Abtoten des Organismus Schneiden und Aufziechen
] mechanische Storung
Entnahme des Gewebes Glatten
Mittel zum Aufkleben
mechanische Storung
chemische Verinderungen Farben
(Zeit)
selektive chemische
Fixieren Veranderungen, Verteilung
der Farbstoffe

Ausfillen der Eiweil}e

chemische Verinderungen Einschlieflen

(Hartung, Impragnierung) Verianderung der optischen

: Eigenschaften, Brechkraft
Einbetten von Objekt und Medium
Entwissern, Austausch gegen Mikroskopieren

das Einbettungsmedium

(Entfetten, Hartung) Deuten der Strukturen



Farbemethoden fiir Nervengewebe:

» allgemeine Farbemethoden, z.B. Kernfarbungen

e spezifische Farbemethoden, z.B. Nissl-Methode,
Markscheidenfarbungen

* Impragnierungen mit Metallsalzen (Silber, Osmium)
Golgi-Methode; Neurofibrillenbild (Cajal)

* Injektion z.B. nach elektrophysiologischer Ableitung

* histochemische Verfahren
direkte und indirekte Immunfluoreszenz
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Monopolare Zelle, Golgi Farbung (Optischer Lobus, Leuchtkafer)
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Isoliertes Motoneuron aus dem Rickenmark (Hund, Karminfarbung)
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Abb. 130 Bau der Hirnrinde des Menschen, dargestellt mit drei verschiadenen Firbever-
fahren. Schema nach Brodmann (aus Rauber, A., F. Kopsch: Lehrbuch und Atlas dar
Anatomie des Menschen, 19. Aufi. Bd. . Thieme, Stuttgart 1955).
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Abb. 131 Schema der Neuranenverbindungen in der Grofhirnrinde. Aerentes System:
1 = Fasern aus dem Thalamus (Projeiionsfasern); 2 = Fasem aus anderen Rindenge-
bieten (Assoziationsfasern). Sie enden in den oberen Rindenschichien. EfNerentes
System: 3 = Projektionsfasemn, z. B. der Pyramidenbahn; 4 = Assozlationsfassm zu
andaren Rindengebleten. Sie verlassen die unteran Rindenschichten. Sie biiden die
Grundiage zur Bidung von Emegungskreisen in verschiedenen Schichten. P = Pyrami-
denzellen; 5t = Stemzellen; G = granulierte oder Kimerzellen: ax = Axone (nach Lovente
de No u. Larsell aus Schwisgk, H.: Handbuch der inneren Medizin, Bd. V1. Springer,
Berlin 1853).
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Abb. 128 Kleinhirn. a) Ubersicht. Rinde: 1 = Stratum moleculare, 2 = Stratum gan-
gliosum (Purkinje-Zellschicht), 3 = Stratum granulosum. 4 = Mark, 5 = Pia mater.
Versitberung (Bodian). b} Rinde in Ubersichtsfarbung {Luxol Fast Blue). ¢) Purkinje-Zelle
im Golgi-Praparat, 6 = Dendrit, 7 = Axon. d) Starkere VergroBerung aus c), 8 =
Synapsen am Dendriten sichtbar. Vergr. a) 70fach, b) und ¢) 220fach, d) 560fach.
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Abb_ 129 Kleinhirnrinde, Versilberung, Auswahl siniger typischer Zeflen, 1 = Purkinje-
Zefle mit Dendritenbaum 2 und Neurit 3 (mit zelinaher rickiiufiger Kollaterale), 4 = Golgi-
Zeile mit Dendriten 5 und Neurit 8, 7 = Kdmerzalle mit Dendriten 8 und Neurit 9 (teilt sich
im Stratum moleculare auf und lauft eine lange Strecke in Richtung des Gyrusverlauts,
kann deshalb an diesem Querschnitt nicht weiter verfolgt werden). 10 = Korbzelle mit
Dendriten 11 und Neurit 12, der Kollateralen zu den Purkinje-Zellen abgibt, 13 =
Stemzelle mit Dendriten 14 und Neurit 15, 18 = Moosfaser (= Neurit), 17 = Kletlerfaser
(= Neurit). Die Pfeile geben die Varaufsrichtung der Enagungalaﬂurgan an. a} E:
Schema siner Synapse einer K&merzelle am Purkinje-Zelldendriten. b) E: Schema von
Synapsan einer Klstterfaser am Purkinje-Zelidendriten (,Parallelkontakt*), Hatbschema-
tisch, Links unten verideinertes Schema der rAumlichen Anordnung der Purkinje-Zelkden-
driten und des Verlaufs der Kdmerzelineurten.
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Ausschnitt aus dem Kleinhirn der Ente in zwei Vergrolderungen
Farbung mit Luxol-Fast-Blue und Kresylviolett




Isolierte Nervenfasern (Frosch)
Impragnation mit Osmium-
tetroxid zur Darstellung

der Myelinhulle
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Ausschnitt aus dem Stammhirn der Ente
Farbung mit Luxol-Fast-Blue und Kresylviolett




Ausschnitt aus dem Stammhirn der Ente
Farbung mit Luxol-Fast-Blue und Kresylviolett
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Ausschnitt aus dem Stammhirn der Ente
Versilberung nach Bodian (Neurofibrillen




Ausschnitt aus dem Stammhirn der Ente
Versilberung nach Bodian (Neurofibrillen




Antikorper sind Polypeptide mit zwei unterschiedlichen Eigenschaften

<. >
A ‘ Binden von Antigen

Fab-Teil (= “Fragment
antigen-binding”)

Fc-Teil (= “Fragment %,
crystallizable or %
complement-binding”) %‘6,}
Effektorfunktionen:
- Aktivierung von
Variabler Teil Kom 'pl o
gezﬂtggrg'r‘;g_ I'::; Diversitat des - Reaktion mit Phagozyten
- Cl-REPeTtol und anderen Zellen

Verantwortlich flr Spezifitat der
Antikorper




Antikorper sind Antigene und rufen die Bildung von
anti-Antikorpern (Antiglobulinen) hervor.
Verwendet man einen Antikdrper als Antigen

und injiziert sie in gereinigter Form in ein
Versuchstier, bilden sich:

(, \Tb Anti-idiotypische Antikbrper
Schwierig zu induzieren; meist nur sehr schwache

Immunantwort

Meist nur schwache Immunantwort; Spezies-spezifisch

Anti-Isotypische AntikGrper

Meist sehr gute Immunantwort.
Einerseits spezifisch fiir die schwere Kette (bestimmt den Isotyp bzw.
die Subklasse), anderseits auch Spezies-spezifisch.

Die in der Immundiagnostik verwendeten Antiglobuline sind solche
Spezies-spezifischen anti-lsotypen.



Polyklonale Antikérper

Gelchromatographie
Protein-A, Protein-G-Saule

Antigen ——Jp Q e Antlserum

™
Affinitatschromatographie
geremlgte
Antikorper
Pepsin, Papain etc.
-
Monoklonale Antll-r.-::rrper Aﬁ'”,'t‘?ts'
Myelomzellen gereinigte

Antigen —F-

Antikorper
F(ab’)2,
Fab, Fc
Y etc.
Fusion; Kultur
in Selektivmedium
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Kulturiiberstand mit |—P Gereinigte monoklonale Antikérper
monoklonalen Antikdrpern

In der Schweiz verboten

T

Gelchromatographie
Protein-A, Protein-G-Saule

Aszites mit
monoklonalen
Antikorpern




Einstufige Reaktion

Konjugierter
Marker

Antigen

Mehrstufige Reaktionen

Antiglobulin



Beispiel: Zwei Primarantikorper aus Maus

Die im UberschuB eingesetzten Fab-Fragmente decken den ersten Primérantikorper
vollstandig ab, so daB keine freien Bindungsstellen mehr vorhanden sind. AnschlieRend
kann der zweite Primarantikorper mit einem uiblicherweise eingesetzten Sekundarantikorper

detektiert werden.
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Zwei Primarantikorper aus Kaninchen

Die im UberschuB eingesetzten Fab-Fragmente decken den ersten Primérantikorper

vollstandig ab, so daB keine freien Bindungsstellen mehr vorhanden sind. Zusatzlich wird der

erste Primarantikorper aus Kaninchen mit den Fab-Fragmenten aus Ziege maskiert, der

dadurch mit einem gebrauchlichen Maus anti-Ziege Antikorper detektiert werden kann.

AnschlieBend kann der zweite Primarantikorper mit einem ublicherweise eingesetzten
Sekundarantikorper nachgewiesen werden.
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Prinzip:

Bei der Immunfluoreszenz verwendet man immunologische Reagenzien (z.B. Antikorper), die mit
fluoreszeierenden Farbstoffen konjugiert sind. Wird ein solches Fluoreszein mit Licht geeigneter
Wellenlange angereqgt, sendet es langerwelliges Licht aus (es “leuchtet”). Das Fluoreszenzlicht wird durch
geeignete Filter herausgefiltert und aufgefangen.

Die Immunfluoreszenz ist nichts anderes als ein Mikroskop mit einem Praparat, das bei geeigneter
Emissionswellenlange betrachtet wird. Das natiirliche Licht (inkl. Anregungslicht) wird weggefiltert, man
sieht nur noch das Fluoreszein, welches auf das Vorhandensein von Antigen schliessen lasst.

Anregung Lichtquelle

Emission

Absorption

Detektor

Wellenldnge

Abwandlungen: Filter

« Flowzytometrie: Die Fluoreszenz wvon Einzelzellen werden im Durchfluss erfasst (siehe zelluldre
Methoden).

= “Laser Confocal Microscope”: Immunfluoreszenzmikroskopie kombiniert mit schichtweisem Erfassen
der Information und Speicherung der Information mittels Computer.



