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Geleitwort

Diagnosen, die auf Basis histologischer Préparate erstellt werden, besitzen den héchs-
ten Sicherheitsgrad und die groBte Aussagekraft gegeniber allen sonstigen diagnos-
tischen Untersuchungen am Patienten. AuBerdem haben sie einen weiteren, nicht zu
unterschatzenden Vorteil, namlich den der niedrigen Kosten. Wie gelangt man ei-
gentlich zu einem guten oder — besser gesagt — schdnen, histologischen Schnitt, Ziel
und Wunschtraum eines jeden Pathologen? Die Verarbeitung eines Préparates be-
ginnt bekanntlich bereits bei seiner Entnahme. Wie kann falsche Behandlung, die zu
Schaden am Praparat flihrt, bereits bei der Entnahme vermieden werden? SchlieBlich
kann die beste histologische Technik eine einmal eingetretene Veranderung nicht
mehr wettmachen. Diese und viele weitere Fragen beantwortet dieses Buch. Beste
technische Verarbeitung stellt nicht nur die Grundlage fiir einen qualitativ hochwerti-
gen Befund dar, sondern ist unabdingbar fir alle weiterfihrenden Untersuchungen
wie Immunhistochemie und PCR.

Seit langerer Zeit ist zu diesem Thema im deutschen Sprachraum keine so umfassen-
de Publikation erschienen. Daher wird dieses Buch nicht nur den Biomedizinischen
Analytikerinnen in Ausbildung und bei der téglichen Laborarbeit eine wertvolle Stitze
sein, sondern sollte auch allen angehenden Pathologlnnen helfen, sich mit der Tech-
nik der Aufarbeitung von Gewebe auseinander zu setzen. Nur wer die beste techni-
sche Qualitat kennt und weil3, wie man sie erreichen kann, ist im Stande unzureichen-
des Material zurtickzuweisen und damit Fehler zu vermeiden.

Univ. Doz. Dr. Gerhard Syré Linz, Februar 2006
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Vorwort

Das histologische Labor 16st bei Vertretern unserer Berufsgruppe sehr unterschiedli-
che Reaktionen aus. Die eine Hélfte denkt an unangenehme Gerliche, monotone Ta-
tigkeiten und unapettitliche Eindrlicke. Die andere Halfte denkt an einen sehr ab-
wechslungsreichen Tagesablauf, an handwerkliches Geschick, an Teamwork und ver-
antwortungsvolles Arbeiten. Als langjéhrige ,Histotechnikerin” teile ich die Begeiste-
rung fur diesen Bereich der Laboratoriumsmedizin und halte ihn fir anspruchsvoll,
auch wenn die Biomed. AnalytikerIn hier nicht selbst befundet. Die histologische
Technik ist Grundlage flr die Erstellung von pathologischen Befunden aber auch Ba-
sis fir Forschungsarbeiten und Studien. Erkenntnisse daraus beeinflussen wiederum
die Entwicklung neuer Therapieformen.

Die Verantwortung den Patientlnnen gegeniiber ist hoch. Wir sind uns als Histotech-
nikerlnnen bewusst, dass hinter jedem Préparat ein Mensch steht, der ungeduldig auf
Antworten wartet. Proben, die uns Uberantwortet werden, sind Unikate und unwie-
derbringlich. Im Gegensatz zu bspw. Blutproben kann ein auffalliges Gewebeareal
kein zweites Mal exzidiert werden. Wir verarbeiten die Gewebeproben lber eine Viel-
zahl an Arbeitsschritten zu mikroskopierbaren Préparaten. Dabei befolgten wir schon
immer Gesetze der Qualitatssicherung, noch bevor sie als solche bezeichnet wurden.
Dies geschieht in dem Bewusstsein, dass auch die besten Mediziner aus schlecht ver-
arbeitetem Material nichts mehr ablesen kénnen und so eine Befunderstellung un-
moglich wird. So bilden im pathologischen Institut Medizinerlnnen und Technikerln-
nen ein Team im Dienste des Patienten.

Mit diesem Buch méchte ich den umfangreichen theoretischen Hintergrund unserer
Tatigkeit beleuchten. Ich habe mich dabei bemiht, vor allem relevante Fakten aus der
Sicht der Biomed. AnalytikerIn hier einzubringen. Im Vordergrund stehen die Ablaufe
im modernen, histodiagnostischen Labor.

Vielleicht wird es verwundern, dass es sich hier nicht um ein ,Rezeptbuch” handelt.
Der Grund liegt einerseits im Umfang, den genaue Testvorschriften mit entsprechen-
den Tipps und Tricks einnehmen wiirden, andererseits darin, dass veréffentlichte Re-
zepte entweder durch eigene Erfahrung oder durch genaue Quellen legitimiert sein
sollten. Aufgrund der Vielzahl an funktionierenden Verarbeitungswegen kann man die
eigenen nicht unbedingt als die ultimativ besten darstellen, wenn man die anderen in
der Praxis nicht kennt. Ich habe deshalb Rezepte als ,Beispiele” angefiihrt bzw. nur
allgemein beschrieben.

Die , Basis"-Kapitel wie Fixierung, Einbettung, Schneide- und Farbetechnik sind recht
ausfihrlich behandelt. Die ,modernen” Methoden wie Zellkultur, in-situ-Hybridi-
sierung, PCR, Microarrays sind eher theoretisch umrissen. Es handelt sich bei diesen
Bereichen um Spezialgebiete, die aus der Routine ausgelagert sind oder erst seit kur-
zem ihren Weg hinein finden.

Fir einen Einblick in die Farbenvielfalt der Histologie empfehle ich das Internet als
leicht zugangliche Quelle. Eine Auswahl von interessanten Links mit Gewebebildern,
Beschreibungen und Online-Protokollen habe ich im Anhang zusammengestellt.

Ansprechen méchte ich mit diesem Buch Mitarbeiter im histologischen Labor, die die
theoretischen Grundlagen ihrer Arbeit nicht auBer Acht lassen wollen. Allen, die neu-
gierig sind, méchte ich den Zugang etwas erleichtern. Es ist mir wichtig, dass sich un-
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sere Berufsgruppe als Trager des histotechnischen Wissens sieht. Und ich denke, dass
dieses Buch fiir Studenten der Laboratoriumstechnik als praktische Lernunterlage die-
nen kann.

Mein Dank geht vor allem an meine Familie, die meine ungeteilte Aufmerksamkeit
doch fur langere Zeit entbehren musste. Ich bedanke mich auch bei Fr. Kreuzberger
fur das Korrekturlesen, bei Fr. Fliesser fur ihre Unterstltzung bei der EM-Technik, und
bei Hrn. Univ. Dozent Syré fir seine einleitenden Worte. Bei allen Firmen bedanke ich
mich flr das freundliche Bereitstellen der Gerateabbildungen. AuBerdem danke ich
all jenen, die mir zeigten, wie wichtig eine selbststandige Fortbildung, das berufliche
Selbstbewusstsein und der Mut zur Umsetzung einer Idee sind.

Gudrun Lang
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Aufgaben der histologischen Technik / Pathologie

Man kénnte sagen: Der Zweck der histologischen Technik liegt darin, die Neugier des
Menschen auf sein Inneres zu befriedigen.

Die medizinische Forschung versucht schon seit Jahrhunderten, die Geheimnisse des
menschlichen Lebens zu ergriinden. Mit den Leichen&ffnungen im Mittelalter wurde
die Anatomie erkundet. Der erste Riesenschritt gelang mit der Erfindung des Mikro-
skops (1621). Dazu musste man auch Techniken entwickeln, die es méglich machten,
Préparate von Zellen und Gewebe herzustellen. Damit wurde der Schritt von der
Makroskopie in die Mikroskopie gemacht. Die Techniken wurden immer mehr verbes-
sert und die darstellbaren Strukturen immer kleiner. Die Elektronenmikroskopie brach-
te uns in die Zelle hinein. Und die Molekularbiologie zeigt uns die Welt der Erbinfor-
mation, der menschlichen Codierung. Wer weil3, wie der néchste Schritt aussieht?

Der Pathologe ist jener Mediziner, der die krankhaften Veranderungen im menschli-
chen Organismus untersucht. Er mdchte herausfinden, wie diese Veranderungen aus-
sehen und wodurch sie ausgel&st werden. Je nachdem, wie sich die Verdnderung dar-
stellt, wird er sie einer Erkrankung zuordnen kénnen. Er liefert dem Kliniker Informati-
onen, die flr die Diagnose, Therapie und Prognose des Patienten ausschlaggebend
sind.

Als Untersuchungsmaterialien dienen dem Pathologen einerseits gewonnene Zellen
(Zytologie) oder Gewebe (Histologie). Friher lag die Hauptaufgabe des Pathologen in
der Leichenbeschau (Obduktion) zur Feststellung der Todesursache und Erforschung
des Krankheitsverlaufs. Dieser Teil wird zu Gunsten der morphologisch-mikrosko-
pischen Untersuchung von bioptischem Material zurlickgedrangt.

Als moderne Gebiete in der Pathodiagnostik kommen die Techniken der Zell- und
Gewebekulturen, Immunologie, Molekularbiologie und Gentechnik dazu.

Aufgaben der Obduktion:

e Uberpriifung der klinischen Diagnose und der Therapieeffekte

e Aussagen Uber Entstehung und Verlauf von Krankheiten

e Abklérung der Folgezustdnde von Krankheiten

e Erfassung der Todesursachen

¢ Grundlagen fir Statistiken Uber Krankheiten und Todesursachen
e  Erkennung von Erbkrankheiten (Familienplanung)

e Ausbildung von Medizinern

e  Gerichtsmedizinische Erkenntnisse

e Forschung

Aufgaben der morphologischen Untersuchungen:

e Instrument der Vorsorgeuntersuchung (z.B. Portioabstrich)
e Sicherung der klinischen Diagnose

e Frihdiagnose von Tumoren (z.B. Magenbiopsien)

¢ Differenzierung von gut- und bdsartigen Tumoren
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Erkennen von Stoffwechselerkrankungen, parasitaren, bakteriellen, entziindlichen
Erkrankungen

Nachweis von immunpathologischen Vorgangen
Informationen zur Therapiewahl
intraoperatives Instrument zur Diagnosesicherung (Schnellschnittuntersuchung)

Forschung

Aufgaben der molekularbiologischen Methoden in der Histotechnik:

Nachweis von Erbkrankheiten (in-situ-Hybridisierung, Gen-Array)

Untersuchung von Wirkstoffen (genomspezifische Wirksamkeit von Medikamen-
ten)

Darstellung von viralen Erregern (Human Papilloma Virus)
allgemein Darstellung von Genen
Forensik

Forschung

Aufgaben der Elektronenmikroskopie:

allgemein Darstellung von Ultrastrukturen
Nachweis von Viren

bioptische Diagnostik von Niere, Leber und Muskel
Forschung

Aufgaben von Zell- und Gewebekulturen:

Nachweis von Viren

Herstellung von Antikérpern

Zytogenetik

Nachweis von zellschadigenden Substanzen (Gifte, Strahlung, Onkogene)
Uberpriifung von Medikamenten

tissue engineering (Gewebe- und Organersatz)

Forschung

Die unmittelbare Aufgabe der Histotechnik umfasst alle Prozeduren, die notwendig
sind, um aus Gewebe mikroskopierbare Praparate zu fertigen.

Im weiteren Sinne umfasst die Histotechnik auch die modernen Prozeduren, wo Ge-
webe in irgendeiner Form aufgearbeitet wird, um daraus Informationen zu gewinnen.

Mit der Histotechnik verwandte Methoden findet man auch in der Botanik und in der
Werkstoffanalyse.
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Ablauf in einem modernen, histodiagnostischen Labor

Dieses Buch will anhand des Ablaufs in einem modernen, histodiagnostischen Labor
die grundlegenden Prozeduren der Histotechnik beschrei-
ben. Im Weiteren werden noch Spezialtechniken bzw.
Spezialgebiete behandelt. VA

Zur Veranschaulichung wollen wir den Weg einer
Appendix verfolgen. (Abb.1)

1. Unser Patient hat seit mehreren Tagen heftige Unter- ABb1

bauchschmerzen. Er beschlieBt sich in der chirurgi-
schen Ambulanz untersuchen zu lassen und erfahrt die
Diagnose ,Appendicitis”. Die Operation wird gleich
angesetzt. (Abb.2)

2. Wéhrend der Operation wird dem Patienten im endo-
skopischen Verfahren die Appendix entfernt. Wir er-
halten ein Operationspréaparat.

3. Um die Appendix Abb.2
moglichst gut zu erhal-
ten, wird sie sofort in die Fixierldsung gebracht.
Das Gewebe wird in einem mit Formalin gefillten
ProbengefaB, das mit dem Datenetikett des Pati-
enten beklebt ist, untergetaucht und | fixiert".
(Abb.3)

4. Der Chirurg fullt einen Begleitschein aus. Darauf
findet man die Daten des Patienten und die klini-
schen Angaben zur Operation.

5. Gewebeprobe (Appendix) und Begleitschein wer-
den ins Labor gebracht.

6. In der ,Materialannahme” im pathologischen Institut wird
die Probe entgegengenommen. Dabei werden die Anga-
ben auf dem GefaB und dem Begleitschein lberprift. Die
Gewebeprobe bekommt eine Einlaufnummer zur Identifika-
tion. Die zugehdrigen Daten werden im EDV-System er-
fasst.

7. Der néchste Schritt ist die ,makroskopische Beurteilung”
der Appendix. Der Pathologe beschreibt Aussehen, Form,
GroBe und Besonderheiten an der Gewebeprobe. Ist die
Appendix schon gut durchfixiert, wird sie zurechtgeschnit-
ten. Die aussagekréftigen Teile der Appendix kommen in
eine Kunststoffkassette (2,5 x 3 x 0,5 cm), die mit der |denti-
fikationsnummer beschriftet ist. (Abb.4)
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8. Gemeinsam mit vielen anderen Kassetten wird
die Appendix liber Nacht in einem Einbettungs-
automat (processing) entwéssert und dabei von
der Fixierflissigkeit in ein Paraffinbad Uberge-
fuhrt. (Abb.5)

9. Am nachsten Morgen werden die Gewebe-
stickchen in einen Paraffinblock ausgegossen
(eingeblockt). Man hat nun einen kleinen Paraf-
finquader, in dem man die Gewebeteile erken-
nen kann. Dieser Quader ist fest verbunden mit
dem gekennzeichneten Unterteil der Kunststoff-
kassette.

Der gekiihlte Block kann nun in ein Mikrotom eingespannt werden. Mit diesem
Gerat schneidet man mikrometerdiinne Schnitte von der Appendix, die man auf
Glasobjekttréager aufbringt.

Diese Schnittpraparate werden mit der ublichen
Ubersichtsfarbung (Hématoxylin-Eosin-Farbung)
angefarbt.

SchlieBlich hat man ein fertiges histologisches
Préparat, das zur mikroskopischen Befundung
einem Pathologen vorgelegt wird. (Abb.6)

Der Pathologe erstellt einen histologischen Be-
fund. In unserem Fall passt die Morphologie des
Préparates mit der Diagnose ,akute Appendici-
tis” zusammen.

Der Befund wird in der Datenverarbeitung erfasst und an die Einsenderabteilung
geschickt.

Der Chirurg kann nun seinem Patienten die Bestatigung seiner klinischen Diagno-
se vorlegen. In ein paar Tagen wird dieser das Krankenhaus wieder verlassen
kénnen.

In der Pathologie werden alle Préparate im Archiv lber viele Jahre aufgehoben.
Der Befund ist Teil der Patientengeschichte. Der Rest der Appendix wird nach
Fertigstellung des Befundes entsorgt.

Bei einem komplikationslosen Fall dauert es von der Entnahme des Gewebes bis zum
histologischen Préparat ein bis zwei Tage, je nach GréBe des Gewebes. Die Befun-
dung des Praparates héangt von der Schwierigkeit des Falles ab, sollte lblicherweise
aber auch innerhalb eines Tages erfolgen, sofern keine weiteren, technischen Verar-
beitungen notwendig sind. (Hier wurde der Postweg ins Labor und zuriick zum Ein-
sender nicht berlicksichtigt.)

Aus der kleinen Geschichte kann man vier Prozeduren der Histotechnik ableiten:

Fixierung

Einbettung (processing) und Ausblocken
Schneidetechnik (Mikrotomie)
Histologische Farbung

Powbd -~
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AuBerdem kann man erkennen, dass die Qualitat der Untersuchung nicht nur vom La-
bor allein abhéngt. Auch die Probengewinnung und -behandlung vor dem Eintref-
fen im Labor ist Ausschlag gebend und sollte mittels , Einsenderichtlinien” festgelegt
werden. Im Allgemeinen sollte Qualitdtssicherung im Labor groB3 geschrieben wer-
den (Probenidentifikation, einheitliche Arbeitsvorschriften, Fehlermanagement, etc.).

Im modernen Histolabor spielt natiirlich auch die elektronische Datenverarbeitung
eine immer gréBer werdende Rolle. Einerseits kann sie in der Textverarbeitung, ande-
rerseits in der Datenverwaltung und auch zur Statistik und Befundauswertung einge-
setzt werden.

Da wir im Histolabor bleibende Préparate herstellen, die man als ,Patientendoku-
ment” ansehen kann, werden sie entsprechend den gesetzlichen Vorschriften jahre-
lang im Archiv aufbewahrt.
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Biochemie

Um die Vorgange bei der Fixierung und anderen histotechnischen Prozessen zu ver-
stehen, muss man Uber die Bestandteile von Gewebe bzw. Zellen und deren bioche-
mischen Eigenschaften Bescheid wissen.

Der Inhalt dieses Kapitels wurde grofBteils dem Roche Lexikon Medizin, 5. Auflage
© Urban & Fischer Verlag Miinchen entnommen. Fir umfangreichere und detaillierte-
re Erklarungen siehe die Lehrblcher von Zytologie, Histologie und Biochemie.

A. Aufbau der Zelle

1. Schematische Darstellung einer Epithelzelle

Schematische Darstellung einer Epithelzelle mit den wichtigsten Organellen und typischen Oberflachendiffe-
renzierungen. Einige der Zellbestandteile, die im Schnittpraparat zweidimensional erscheinen, sind zum besse-
ren Verstandnis dreidimensional und vergréBert herausgezeichnet.

1 Kern mit Hetero- (dunkel) und Euchromatin (heller) sowie Nucleolus; 2 Golgi Apparat; 3 Mikrovilli (mit Glyko-
kalix); 4 Sekretgranulum (mit Exozytose); 5 Zentriolen; 6 Kinozilie; 7 Zonula occludens; 8 terminales Netz mit
Zonula adhaerens; 9 Lysosom; 10 glattes endoplasmatisches Retikulum (glattes ER); 11 Peroxisom (ein Zyto-
som); 12 Verbindung (»gap junction«); 13 klathrinbedeckte Endozytosefigur; 14 Desmosom; 15 Glykogen;
16 Interzellularspalt; 17 Einfaltung des basalen Labyrinths; 18 Lamina densa der Basallamina; 19 Polysomen;
20 Hemidesmosom; 21 Mikrotubuli und Keratinfilamente; 22 Mitochondrium; 23 rauhes endoplasmatisches
Retikulum (rauhes ER); 24 multivesikulérer Kérper
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2. Zellkern (Nukleus)

Die groBte Organelle der Zelle ist gegen das Zytoplasma abgegrenzt durch die Kern-
membran (porése, Stoffaustausch erméglichende Doppelmembran). Der Zellkern ent-
hélt in seiner Matrix (Karyoplasma, Karyolymphe) Erbgut in Form der DNS (die bei der
Mitose und Meiose als sichtbare Chromosomen erkennbar wird; Chromatin) und das
Kernkérperchen (Nucleolus).

Besteht zu 75% aus EiweiBkorpern (Nucleoproteine; u.a. an DNS gebunden, darunter
Histone, und frei als Enzyme. Die Proteine kdnnen unter Umstanden die Bildung anti-
nukledrer Autoantikdrper hervorrufen.

3. Nukleolus

Der Nukleolus beschreibt einen scharf begrenzten, homogenen, RNS und basische
Proteine enthaltenden Raum im Zellkern; bildet sich solitar oder multipel in der spéten
Telophase an Nucleolarchromosomen, wéchst in der Interphase, 16st sich zwischen
Pro- und Metaphase auf oder ab.

Bildungs- und primé&rer Sammelraum fiir m-RNS, r-RNS und Ribosomen.

4. Cytoplasma

Das Protoplasma der Zelle (in der Elektronenmikroskopie bezeichnet als ,Hyaloplas-
ma”, in der Biochemie als ,Zytosol”, in den Muskelzellen als ,Sarkoplasma”) ist
durchsetzt von Zellorganellen, Neuro-, Tono-, Myofibrillen; ist der Ort des Glucose-
stoffwechsels, der Fettsduresynthese, Porphyrinbiosynthese, der Aktivierung von Ami-
nosduren und deren Ubertragung auf die t-RNS, des Abbaus von Aminosauren und
Pyrimidinen; steht in lebhaftem Stoffaustausch (meist Gber Carrier) mit den Mito-
chondrien; ist beteiligt (zusammen mit der Zellmembran an der Bildung von Pseudo-
podien, Mikrovilli etc.

5. Endoplasmatisches Reticulum (ER)

Das ER ist ein im Zellplasma (Endoplasma) gelegenes Zellorganell als System kommu-
nizierender, blaschen- oder schlauchférmiger Hohlrdume und konzentrischer Memb-
ran-Doppellamellen, welches mit dem kernnahen Raum (perinukledre Zisterne) und,
Uber den Golgi-Apparat, mit dem Extrazellularraum verbunden ist; liegt in der Néhe
des Zellkemns, ist v.a. bei Zellproliferation sowie in Driisen-, Nerven- und Embryonal-
zellen reichlich ausgeprégt (fehlt aber in reifen, kernlosen Erythrozyten, in Thrombozy-
ten und in Bakterien).

Die aus Phospholipiden und Proteinen bestehenden Wande enthalten RNS; sie sind
z.T. mit Ribosomen besetzt (= rauhes endoplasmatisches Reticulum), z.T. aber ohne
Ribosomenbesatz (= glattes endoplasmatisches Reticulum).

Die Rauhform sieht man gelegentlich als dicht gelagerte parallele Zisternen = ,Er-
gastoplasma®”. Es enthalt als , Retikuloplasma” von den Ribosomen gebildete Poly-
peptide in Form von Granula, welche anschlieBend im Golgi-Apparat zur Endform der
Proteine heranreifen; ist im Ubrigen elektronenoptisch kontrastarm.

Wird in seiner Glattform gebildet durch Knospung aus der Rauhform, von der auch
die Kernmembran gebildet wird.

Funktionen: Polypeptid-Transport, Synthese von Glykogen, Potentialverteilung in der
Zelle (Calcium-lonen-Akkumulation), Entgiftung von Endo- und Exotoxinen.
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6. Ribosomen

Bei allen Organismen in Vielzahl vorhandene, elektronenmikroskopisch kleine, rundli-
che bis ellipsoide Zellpartikel (15-25 nm), in denen die Biosynthese der Eiweil3korper
stattfindet (Anlagerung von t-RNS an die Codons der m-RNS und Verknlpfung der
aktivierten Aminosauren).

Sie sind den Membranen des endoplasmatischen Retikulums angelagert (= ge-
bundene Ribosomen; bilden v.a. Sekretproteine wie Verdauungsenzyme, Immunglo-
bulin) oder frei im Zytoplasma, evtl. in Gruppen und v.a. zelleigene Proteine bildend.
Sie enthalten basische Proteine, niedermolekulare Basen sowie v.a. RNS.

7. Mitchondrien

Stabchenférmiges bis kugeliges Organell der Zellen, das zahlreich im Zellleib der
Eukaryoten vorkommt als ,Kraftwerk” der Zelle fir Umwandlung von Substraten in
energiereiches ATP. Besteht aus feingranuldrem Grundplasma und zwei Elementar-
membranen; Von der inneren, eng der duBeren anliegenden Membran springen Fal-
ten und/oder Réhrchen, selten gestielte Blaschen in die Matrix vor (Crista-, Tubulus-
bzw. Sacculus-Typ).

Die Matrix enthalt auBer DNS und RNS-Ribosomen zu Einheiten geordnete Multi-
Enzymsysteme fir den Citratzyklus und oxidativen Fettsdureabbau;

In der inneren Membran sind fir die Atmungskette an ATP-Bildung beteiligte Enzy-
me eingelagert.

Die Mitochondrien sind halbautonom; bilden einige ihrer Bauproteine, sind zu identi-
scher Vermehrung = Reduplikation befahigt.

8. Lysosome

Von einfacher Elementarmembran (Lipoproteine) umgebene, im Golgi-Apparat gebil-
dete Zellorganellen, die reichlich Hydrolasen (wirksam bei saurem pH; z.B. Glucosi-
dasen, Lipasen, Proteinasen etc.) enthalten.

Ort der intrazelluldren Verdauung von Kernsduren, Glykogen, Proteinen, Glykosami-
noglykanen, Lipiden;

Bei Freisetzung der Enzyme (z.B. Zelltod): Autolyse der Zelle.

9. Golgi-Apparat

Organell jeder kernhaltigen Zelle, das mikroskopisch — nach Schwarzung mit Osmium-
sdure oder Silbersalzen — als Kn&duel- und Bélkchenstruktur oder als Netz erkennbar
wird; weist eine lipidfreie, nicht geschwérzte Innenstruktur auf;

wird unterteilt in Cis-Golgi-Netzwerk und Trans-Golgi-Netzwerk; liegt meist in Kern-
nahe, im sog. Golgi Feld.

Der Golgi-Apparat ist u.a. Sitz von Enzymen, die liberwiegend an der Synthese und
Modifizierung von Oligo- und Polysacchariden beteiligt sind. Er spielt eine zentrale
Rolle im Zellstoffwechsel (chem. Abwandlung von Produkten des endoplasmatischen
Retikulums, Speicherung, Transport).
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10. Zentriol

Ein sich in der Interphase spontan verdoppelndes, zylinderférmiges, meist zweiteili-
ges, aus Mikrotubuli bestehendes Zellorganell im Zentroplasma.

Zu Beginn der Mitose wandert je 1 Zentriol(enpaar) in Richtung der gegentiiberliegen-
den Zellpole unter Bildung der Polstrahlung; besteht aus Mikrotubuli.

In der Mitose ist das Zentriol Ansatzpunkt der polaren Fasern des Spindelapparates.

11. Paraplasma

Die, meist tropfig-granuléren, ,toten” Stoffe im Zytoplasma (paraplasmatische Ein-
schlisse), z.B. Wasser, Salze, Kohlenhydrate, Fette, Nahrungseiweif3, Vitamine, Pig-
mente, auch Viruspartikel.

12. Zellmembran

Die jede tierische Zelle umgebende und deren inneres Milieu aufrechterhaltende,
elastisch verformbare, lichtmikroskopisch nicht erfassbare Membran.

Bestandteile:

a. Lipide, v.a. Phosphatide, Cholesterin, Glykolipide, deren polare, hydrophile En-
den in die wassrige Phase ragen, wahrend die apolaren, hydrophoben Enden
herausragen.

b. EiweiBkorper; tauchen in den Lipidfilm ein,

e sind z.T. mehr zur Innen- bzw. AuBenflache hin gelagert oder durchdringen die
Lipidschicht véllig (= Tunnelproteine), stehen durch ihre hydrophoben Bezirke
mit den Lipiden in Wechselwirkung;

e verfestigen als Strukturproteine die Membran und sind kontraktil (z.B. als
Spectrine, Actin und Glykophorin der Ery-Membran)

e als Glykoproteine ragen sie, wie auch die Glykolipide (v.a. Ganglioside), gegen
die duBere Oberflache vor und bestimmen weitgehend deren Elektronegativitat,
sind Trager der Antigenitat (z.B. als Blutgruppensubstanz, Transplantationsanti-
gene), besitzen Rezeptoreigenschaft (z.B. der Neuraminséaurerest der Ganglioside
als Virusrezeptor), sind aber auch Ladungstréger;

e andere wirken als Transportproteine oder als Enzymproteine.

Besondere Membrangebilde sind z.B. Mikrovilli, pseudopodienartige Fortsatze bzw.
Membraneinstilpungen (fiir Phago- und Pinozytose), Zellkontaktgebilde.

13. Mikrovilli

Fingerférmige, meist unverzweigte Ausstiloungen der Plasmaoberfléche (100-
800 nm; 50-100 nm dick) am Resorptionspol bestimmter Epithelzellen, z.B. der Ente-
rozyten der Darmwand, in Nierentubuli, Plexus choroidei;

bilden den sog. Blrstensaum dieser Epithelien; sind von einer Filamentschicht
(= fuzzy coat = Glykokalix) bedeckt; besitzen Verdauungsenzyme, aktive Transport-
aktivitdten, Energiekonvertanten und im Inneren Langs- und Querfilamente.
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14. Gewebe

Ein durch sperzifische Leistungen gekennzeichneter Verband gleichartig entwickelter
= ,differenzierter” Zellen (samt deren Interzellularsubstanz); z.B. Epithel, Binde-,
Stutz-, Muskel-, Nervengewebe, Blut.

15. Interzellular-Substanz

Von Kérperzellen gebildete und in den Interzellularraum ausgeschiedene, dem Ge-
webeaufbau dienende Stoffe, die sich z.T. zu retikuléren, kollagenen und elastischen
Fasern zusammenfugen (= geformte Interzellularsubstanz), teils strukturlos bleiben
und als Grund- oder Kittsubstanz (= ungeformte Interzellularsubstanz) das Binde-
bzw. Einschlussmittel fir die Fasern bilden. Geformte und ungeformte Interzellular-
substanz treten stets gemeinsam auf, am reichlichsten im Knorpel- und Knochenge-
webe.

B. Bausteine

Der Organismus ist aus anorganischen und organischen Stoffen aufgebaut. Ein
Mensch besteht zu 70% aus Wasser, zu 15% aus Eiweil3, zu 10% aus Fett und zu 5%
aus Mineralien. Anorganische Stoffe liegen mit Ausnahme von Wasser tiberwiegend in
Form von Salzen vor. Gelést im Wasser sind die lonen fiir das Milieu (pH-Wert, osmo-
tischer Druck) verantwortlich, das fur die biologischen Reaktionen notwendig ist.

Osmose ist die einseitige Diffusion einer Flissigkeit durch eine semipermeable
Membran mit der Tendenz, die Konzentrationsunterschiede gel6ster Teilchen auf bei-
den Seiten auszugleichen. Durch die semipermeable Membran ungehindert durchtre-
tende Wassermolekiile verdiinnen die
einseitig héhere Konzentration gréBerer
Teilchen. Der dabei wirksame osmoti-
sche Druck entspricht dem, den die

Osmose durch eine
semipermeable Membran

gleiche Menge geloster Substanz bei

gleicher Temperatur und gleichem Vo- ® PY ..
lumen in Gaszustand auf die einschlie- e o 9000 ....
Benden Raumwande ausiiben wirde. TP ....... 0e0¢ 0 ®0
Der osmotische Druck in den Zellen und

Koérperfliissigkeiten betragt 0,3 osm. —_—>

(Abb8) Abb.8 Osmose

1. Wasser

Wasser hat eine sehr groBe Bedeutung im Organismus. Alle Stoffe werden darin
transportiert, alle Reaktionen laufen im wassrigen Milieu ab. Wasser bindet sich als
Hydratationswasser an Kolloide, wie Eiwei3 und Glykogen. Es steht hier in enger
réaumlicher Verbindung zu den Strukturen und bewahrt sich gleichzeitig die Eigen-
schaft als Losungsmittel fir Salze.
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Tabelle 1: entnommen aus H.C. Burck, histologische Technik

Gewebe Wassprgehalt Gewebe Wass.ergehalt [20% Lymphe,
in % in % transzelluldres @
Zahnschmelz 0,2 Lunge 79 OEEED g
- 5% Plasmawasser 2
Zahnbein 10 Herz 79 ; - =
15 % interstitelles =
Knochen 22 Niere 80 Wasser v
Fettgewebe 30 Bindegewebe 80
Knorpel 55 Blut 80
Gehirn (Mark) 70 Gebhirn (Rinde) 86 T e
Leber 71 Lymphe 96 Wasser
Haut 72 Trénen 98
Muskel 78 Schweil3 99,5
Pankreas 78 Speichel 99,5
Abb.9

Die verschiedenen Gewebetypen bzw. Organe haben einen unterschiedlich hohen
Wassergehalt. Zahnschmelz enthélt z.B. nur 0,2% Wasser, wéhrend Bindegewebe zu
80% aus Wasser besteht. Innerhalb des Gewebes verteilt sich das Wasser auf den in-
trazelluldren Raum und die interstitielle Flussigkeit. Zwischen diesen Rdumen kommt
es zu standigen Wasserumlagerungen (Abb.9). In Bezug auf die histologische Verar-
beitung muss man bedenken, dass wasserreiches Gewebe sich hier empfindlicher
verhalt als wasserarmes wie z.B. Knochengewebe.

Die histologische Darstellung von Wasser gelingt im eigentlichen Sinne nicht. Wasser
ist in den verwendeten Fixierreagenzien |6slich und wird dann bei der Entfernung die-
ser Reagenzien herausgesplilt. Optisch leere Hohlraume innerhalb von Zellen gelten,
wenn sie kein Fett enthalten, als intrazelluldare Wasseransammlungen (Vakuolen).

2. Salze

Die gelosten Salze befinden sich in Form von geladenen Teilchen (lonen) in unter-
schiedlicher Konzentration im intra- bzw. extrazellularen Raum. Am meisten vertreten
sind hier Natrium-, Kalium- und Kalziumionen als positiv geladene Teilchen. Natrium
kommt fast ausschlieBlich extrazelluldr vor, Kalium dagegen hauptsachlich intrazellu-
l&r. Den anionischen Teil der Salze bilden Chloride, Phosphate und Karbonate.

Um das osmotische Gleichgewicht zu erhalten, muss die Zelle sténdig lonen hinaus-
bzw. hineintransportieren. Bei einer relativen Erhéhung des inneren osmotischen
Drucks kommt es zur Zellschwellung durch Wasseraufnahme. Im Gegensatz dazu
kommt es zur Zellschrumpfung bei relativer Abnahme des inneren osmotischen
Drucks. Will man in der histologischen Verarbeitung diese Verédnderungen vermeiden,
muss man den osmotischen Druck der Fixierldsung an den physiologischen Zustand
anpassen.

3. Proteine

Proteine sind weitverbreitete Naturstoffe in tierischen und pflanzlichen Zellen, die aus
Aminosduren zusammengesetzt sind. Die Aminosduren sind durch Peptidbindungen
miteinander verbunden. Sie bilden charakteristische Ketten- und Raumstrukturen (Ei-
weilBstruktur) und bestehen durchschnittlich aus 50% Kohlenstoff, 7% Wasserstoff,
16% Stickstoff, 20% Sauerstoff und 2% Schwefel.
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Nach GréBe (Molekulargewicht) kann man sie unterscheiden in:
e Oligopeptide (mit weniger als 10 Aminosauren)

e Polypeptide (mit 10 bis 100 As.)

e Proteine (Makropeptide; mit mehr als 100 As.)

Nach ihrer Gestalt kann man sie unterscheiden in:

e langgestreckte (fibrillére) Proteine, die als Stiitz- und Struktursubstanzen dienen
(z.B. Keratin, Kollagen, Elastin, Myosin)

e kugelige (globuldre) Proteine (Globulin, Albumin), die vielféltige Funktionen in
Zellkern, Zellmembran und Zytoplasma sowie in Koérperflissigkeiten erfiillen
(Plasmaproteine, Immunglobuline, Peptid- und Proteohormone, Enzyme) oder
dem Sauerstofftransport dienen (Hdmoglobin, Myoglobin).

Proteine, die mit Stoffen ohne Eiwei3charakter zusammengesetzt sind, werden auch
Proteide genannt (Chromo-, Glyko-, Hamo-, Lipo-, Nucleo-, Metall-, Phosphoproteide
oder -proteine).

3.1. Aminosauren

Aminoséuren sind frei oder gebunden (als EiweilBbaustein) vorkommende, mit einer
Aminogruppe substituierte, aliphatische Carbonsduren und aromatische Sauren. Die
natlrlichen Aminoséuren tragen die Aminogruppe allgemein an dem der endsténdi-
gen Carboxylgruppe nachsten C-Atom, dem ,0-C-Atom” (sind also Alphaamino-
Karbonsduren = a-Aminosauren, Abb.10). Seltener findet man sie an einer weiter ent-
fernten Position z.B. als B-Alanin oder y-Aminobutterséure. Die a-Aminosduren stellen
insgesamt als Peptid- und Proteinbausteine eine fiir die Kérpersubstanz, aber auch fiir
den Intermediarstoffwechsel wichtige Stoffgruppe dar.

Sie werden unterschieden nach verschiedenen Kriterien: 0{3 ||-|

Nach dem isoelektrischen Punkt in: CH— ?_COO_
e neutrale Aminoséuren CH3 NHé"

e saure Aminosauren Abb 10 Valin

e basische Aminosauren

e amphoter: Aminosauren mit je einer NHz- und COOH-Gruppe sind amphoter. |h-
re Lésungen sind Ampholyte. Sie liegen in neutralen Lésungen als Zwitterionen,
in saurem Milieu als Kationen, im alkalischen als Anionen vor.

Unterscheidung nach der Polaritat der Seitenketten, und zwar als Aminosdure mit:
e neutraler und hydrophober (= unpolarer) Seitenkette

e neutraler und hydrophiler (= polarer) Seitenkette

e saurer und hydrophiler Seitenkette

e basischer und hydrophiler Seitenkette

Nach Stoffwechselbesonderheiten werden unterschieden:

e ketoplastische (Ketokdrper bildend)

e aketoplastische

e glukoplastische, d.h. in Zucker umwandelbare = metabolisierbare
e aglukoplastische
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Nach Biosynthese-Aspekten werden unterschieden:
¢ nichtessentielle Aminoséuren

e essentielle Aminosauren (in der Nahrung unentbehrlich, da nicht durch kérperei-
gene Biosynthese ersetzbar; sind daher ausreichend zuzufihren)

a-Aminosduren als Bausteine der Proteine

Alanin, Leucin, Arginin, Lysin, Asparagin, H H
Methionin, Aspartat, Phenylalanin, Cystein, + ~ « | ~
Prolin, Glutamin, Serin, Glutamat, Threonin, H3N_{|;_COO H3N—(|3—CUU

Glycin, Tryptophan, Histidin, Tyrosin, Isoleu- R, R,

cin, Valin

Aminosauren haben die Fahigkeit sich durch H.0
2

Peptidbindungen miteinander zu verketten.
Dabei wird die OH-Gruppe einer Aminosau-

re durch eine NH2-Gruppe substituiert. Es H O H
entsteht ein Saureamid. Wird nun ein + | |
H-Atom daraus durch einen Aminoséurerest H;N—C—C—N—C—C00~
ersetzt kommt man zur Peptidbindung. I|1 H Ili

Durch Wiederholung entsteht ein Polypep- ! 2

tid. (Abb.11) Abb.11 Peptidbindung

3.2. Proteinstruktur

Als Primarstruktur bezeichnet man die wahrend der EiweiBbiosynthese festgelegte
Reihenfolge (Aminosdurensequenz) und Zahl der Aminosauren.

Als Sekundarstruktur bezeichnet man die rdumliche Anordnung der Molekiile, z.B.
schraubenférmig gewunden (Helix) oder regelmaBig abgewinkelt (Faltblattstruktur).

Als Tertiarstruktur bezeichnet man die raumliche, Uber die Sekundarstruktur hinaus-
gehende Anordnung der Polypeptidketten, z.B. in Form von Knaueln (globulére Struk-
tur), die Uber langere Strecken durch Wasserstoffbindungen, Disulfidbindungen, lo-
nenbeziehungen und Fremdmolekiile stabilisiert werden, ferner durch Einstiilpung
hydrophober Gruppen in das Innere der Ketten, bedingt durch das umgebende wéss-
rige Milieu.

Als Quartarstruktur bezeichnet man die rédumliche Anordnung mehrerer Untereinhei-
ten (Polypeptidketten) zu einem funktionsfahigen Proteinmolekiil, wie z.B. beim Hé-
moglobin.

Zur Analyse der Primérstruktur werden Proteine entweder unkontrolliert durch starke
Sauren oder Basen abgebaut oder kontrolliert durch Einwirkung proteolytischer En-
zyme (Endopeptidasen, Exopeptidasen) in kleinere Bruchstlicke zerlegt (Proteolyse).
Bei der Sequenzanalyse nach Pehr Edman (1950) reagiert die N-terminale (d.h. au-
Benstehende, nichtgebundene) Aminogruppe mit Phenylisothiocyanat, wodurch die
Peptidkette schrittweise um eine Aminosaure verkiirzt wird; in einer Apparatur (Se-
quenator) kann die Aminosdurensequenz von Polypeptiden automatisch bestimmt
werden.

Die Analyse der Tertidr- und Quartérstruktur erfolgt durch Beugung kurzwelliger
Strahlen (Elektronen, Neutronen, Rontgen- oder y-Strahlen) an kristallisierten Moleki-
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len oder mit hochstauflésender Elektronenmikroskopie auch an geldsten Proteinen.
Die Ergebnisse werden in GroBBrechnem zu einem dreidimensionalen Molekdilbild zu-
sammengeflgt.

3.3. Hydratation

Darunter versteht man in wassrigen Losungen die Anlagerung von Wassermolekilen
durch Nebenvalenzen an lonen oder Molektle (z.B. Proteine, Kolloide).

Die Wassermolekdiile werden in die EiweiBstruktur raumlich eingelagert und umgeben
das Protein mit einer Hydratationshille, wodurch das Protein ,in Schwebe” gehalten
wird. Ursache hierfirr ist die Dipoleigenschaft von Wasser.

3.4. Denaturierung

Als Denaturierung bezeichnet man die im Allgemeinen nicht umkehrbare, den ur-
spriinglichen Zustand zerstérende Strukturverédnderung von EiweiBkérpern durch Fél-
lung, Lésung von Peptidbindungen, Einwirkung verdlnnter Sauren, Alkalien etc., Er-
hitzen oder Bestrahlung. Bei der Denaturierung kommt es zum Ubergang von einer
hoheren Struktur zu einem wahrscheinlicheren, ungeordneten Zustand. Man kann
leichte und starke Denaturierung unterscheiden. Leichte Denaturierung z.B. durch
Entfernen der Hydratationshllle kann reversibel sein. Bei starker Denaturierung wer-
den Peptidbindungen aufgebrochen.

Bei der histologischen Fixierung kann man durch eine méglichst geringe Denaturie-
rung den Erhalt der biologischen Reaktivitét der Proteine erreichen, was beim Nach-
weis von Enzymen oder antigenen Strukturen wichtig ist.

3.5. Proteide
Proteide sind aus Proteinen und anderen Stoffgruppen zusammengesetzte Molekiile.
Je nach Stoffgruppe unterscheidet man:

e Phoshoproteide (z.B. Casein)
e Chromoproteide (z.B. Hdmoglobin)

e  Glykoproteide (Eiweif3e mit einem Kohlenhydratanteil, der aus kurzen, Galaktose,
Mannose, Fucose, Galaktose und Glucosamin oder Sialinsdure enthaltenden Sei-
tenketten besteht; Mucine, Mucoide; Teil der Glykokalix)

¢ Nukleoproteide (Chromatin)

e Lipoproteide (fiir den Transport der wasserunldslichen Lipide (v.a. Cholesterin,
-ester, Triglyceride, Phospholipide) im Blut)

Nukleoproteide:

Chromatin ist das spezifisch anférbbare Material des Zellkerns. Es ist eine fadige
Struktur, bestehend v.a. aus DNA und Histonen (basisches Chromosomenprotein),
die gemeinsam Nucleosomen bilden, sowie aus internukleosomaler DNA, kleineren
Mengen RNA und nichtbasischen Proteinen (Hertone).

Die Arbeitsform von Chromatin ist im Zellkern dekondensiert und ausgebreitet; im
Gegensatz zur Transportform, d.h. zu den in bestimmten Phasen des Zellzyklus mikro-
skopisch erkennbaren Chromosomen (siehe Nukleinsauren).
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Fir die histologische Technik spielt die Darstellung des Chromatins eine groB3e Rolle.
Man spricht von gekrauseltem (crisp), lockerem oder verdichtetem Kernchromatin. Um
Kerne in der Zellteilungsphase gut zu erkennen, verwendet man zur Fixierung Mittel,
die eine relative Kernschwellung hervorrufen und die mitotischen Chromosomen kdir-
zer und dicker erscheinen lassen. (Abb.12)
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Abb.12 Chromatin

3.6. Enzyme

Enzyme sind fur den Stoffwechsel aller Organismen unentbehrliche EiweiBkérper, die
als Biokatalysatoren die biochemischen Vorgange durch Senkung der notwendigen
Aktivierungsenergie erméglichen, sie beschleunigen und in eine gewiinschte Richtung
ablaufen lassen, ohne selbst verdndert zu werden. Durch ihre EiweiBstruktur sind sie
befahigt, den Stoff, dessen Reaktion sie steuern sollen, zu erkennen (Substratspezifi-
tat), und ermdglichen so die Vielfalt gleichzeitiger Stoffwechselvorgénge. Die Eiweil3-
biosynthese der Enzyme kann dem Bedarf angepasst werden und ist organabhéngig
unterschiedlich sowie individuell verschieden.

Manche Enzyme bendtigen fir ihre Wirkung niedermolekulare Stoffe (Cofaktoren, z.B.
Metallionen), prosthetische Gruppen oder Coenzyme (Das vollsténdige Enzym wird
als Holoenzym, der EiweiBbestandteil als Apoenzym bezeichnet.) oder aber den
raumlichen Zusammenhang mit anderen Enzymen (Multienzymkomplex).

Enzyme kénnen im Kérper entsprechend ihrer Funktion an Strukturen gebunden sein
(Zell- und Zellkernenzyme, Mitochondrienenzyme; auch an der Zellmembran usw.)
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oder frei in Kérperflissigkeiten vorliegen (z.B. Exkretions-, Serum-, Verdauungsenzy-
me).

Sie werden meist nach der von ihnen katalysierten Reaktion oder nach dem spezifi-
schen Substrat benannt. Dies geschieht durch das Anhangen der Silbe ,-ase” entwe-
der an das umgesetzte Substrat (Phosphatase) bzw. an den Reaktionstyp (Hydrolase).
Wie in jeder dynamischen Forschung wurde mit zunehmender Anzahl an entdeckten
Enzymen die Benennung verwirrender. Als Abhilfe wurde ein Nummernsystem durch
eine Kommission etabliert (EC-Nummern). Fir die Histotechnik verbleibt man bei der
Verwendung von gewohnten Bezeichnungen. Flr detaillierte und umfangreiche In-
formation Uber Enzyme verweise ich auf Literatur der Biochemie. (Enzymnomenklatur
unter: www.expasy.org/enzyme)

Nach internationalen Empfehlungen werden sie in sechs Hauptgruppen eingeteilt:

1. Oxidoreductasen: katalysieren Reaktionen, wo das Substrat oxidiert (gibt Elekt-
ronen ab) bzw. reduziert (nimmt Elektronen auf) wird. Bsp.:
Oxidasen (Cytochromoxidasen), Dehydrogenasen

2. Transferasen: Enzyme, die best. Gruppen zwischen Donor und Akzeptor
Ubertragen; z.B. Transaminasen, Phosphorylase

3. Hydrolasen: Enzyme, die Substrate in reversibler Reaktion hydrolytisch
spalten, z.B. Esterase

4. Lyasen: Oberbegriff fiir alle, die Spaltung von Molekilen katalysieren-
den Enzyme: Katalasen, (De-)Carboxylasen, Aldolase etc.

5. Isomerasen: Enzyme, die die reversible Umwandlung eines Substrats in ein
Isomer katalysieren; v.a. Razemasen, Epimerasen, cis-trans-
Isomerasen

6. Ligasen: Enzym, das eine C-C-, C-N-, C-O- oder C-S-Bindung bewirkt

Lokalisation in den Zellorganellen:

e Mitochondrien: Enzyme der oxidativen Stoffwechselvorgange (z.B. Succinatde-
hydrogenase, Lactatdehydrogenase); bei Schadigung der Mitochondrien gehen
die Enzyme ins Zytoplasma und weiter ins Blutplasma Uber (Nachweismdglich-
keit).

e Lysosome/endoplasmatisches Retikulum: Enzyme zur Regulation des Blutgluko-

sespiegels, (z.B. Glucose-6-Phosphatase; Cytochrome; Saure Phosphatase, Ester-
asen); die Enzyme sind an der Struktur fixiert.

In der histologischen Technik spielen Enzyme einerseits als Markermolekdile zur Identi-
fikation von bestimmten Zellen eine Rolle. Andererseits sind sie in der Immunhisto-
chemie beim Antigenretrieval und als Teil des Detektionssystems eingesetzt.

Beim Umgang mit Enzymen muss man ihre Empfindlichkeit gegeniiber Fixierlésun-
gen, hohen Temperaturen, pH-Wertverschiebungen und Verunreinigungen beden-
ken.

4. Kohlenhydrate

Unter Kohlenhydraten versteht man die im Allgemeinen aus Kohlen-, Wasser- und
Sauerstoff zusammengesetzten Zucker sowie deren chemische Abkémmlinge und
monomeren Bausteine (Monosaccharide). Kohlenhydrate sind kalorisch hochwertige
Energielieferanten und Baustoffe, die im Kérper einer raschen, hormonal gesteuerten
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Verwertung unterliegen (Kohlenhydratstoffwechsel), z.T. aber in polymerer Form (Gly-
kogen) gespeichert werden.

Kohlenhydrate stellen eine wichtige Organkomponente dar. Chemisch gehdren sie zu
den Ketonen oder Aldehydderivaten von Alkoholen (mit vielen OH-Gruppen). Man
kann sie unterteilen in Mono-, Oligo- und Polysaccharide nach Anzahl der Zuckerein-
heiten (= Saccharide). Als Polysaccharide sind sie wenig 16slich und relativ stabil, als
Mono- und Oligosaccharide gut I8slich und von siBem Geschmack. Kohlenhydrate
findet man in Kombination mit Lipiden als Glykolipide und weiters als Anteil der Nuk-
leinsauren. Die Gbrigen im Histoschnitt darzustellenden Kohlenhydratderivate werden
als Mucosubstanzen oder Schleimstoffe zusammengefasst.

Kohlenhydrate kann man unterteilen in:
¢ einfache Kohlenhydrate (= Monosaccharide)

e zusammengesetzte Kohlenhydrate
d.h. Disaccharide, Oligosaccharide, Polysaccharide

e konjugierte Verbindungen
Glykolipide und proteingebundene Kohlenhydrate (Glykoproteide).

4.1. Einfachzucker

6

CH,OH
Monosaccharide sind einfache, hydrolytisch nicht weiter . .
aufspaltbare Zucker der allgemeinen Formel [CH20].. . 5 \?;

H

Mono- und Oligosaccharide kdnnen wegen ihrer Wasserlds- |5 ™\ / 1
lichkeit im Histoschnitt nicht dargestellt werden. (Abb.13) & OZH
Die einfachen Zucker werden unterteilt in: Abb.13 Glucose

e Aldosen (mit Aldehydgruppe)
o Ketosen (mit Ketogruppe)

Nach der Zahl der Kohlenstoffatome werden sie unterteilt in:
Di- bis Nonosen (letztere mit 9 C-Atomen)

o  ber-Zucker: Glucose, Galaktose, Fructose

e 5er-Zucker: Ribose, Desoxyribose

4.2. Zweifachzucker

Disaccharide sind aus zwei Monosaccharid-Molekillen bestehende Zucker z.T. mit
halbacetalischer OH-Gruppe und mit reduzierenden Eigenschaften.

z.B. Maltose, Lactose, Saccharose (besteht aus Glucose und Fructose)

4.3. Mehrfachzucker

Polysaccharide sind hochmolekulare Kohlenhydrate aus mehr als zehn glykosidisch
verkniipften Monosacchariden. Sie werden unterteilt in

e Homo-Polysaccharide aus nur einem Kohlenhydrattyp als Baustein, z.B. Glykogen
e Hetero-Polysaccharide aus verschiedenen KH-Bausteinen
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4.3.1. Glykogen

Glykogen (CsH10Os), ist ein Makromolekdl von zweigartiger Struktur. Es besteht aus
einer linearen Kette mit a-1,4-glucosidischen Bindungen und Verzweigungsstellen
nach jeweils 8-12 Glucose-Einheiten durch a-1,6-glucosidische Bindungen. Glykogen
hat ein Molekulargewicht von 10°-107. Es ist optisch aktiv, reduziert nicht die Fehling-
Lésung und gibt mit Jod eine Braun- bis Violettfarbung. Glykogen ist gegen Alkalien
stabil; wird jedoch durch S&uren zu Glucose gespalten (Hydrolyse). Enzymatisch wird
es von Amylase zu Maltose gespalten. Glykogen stellt die Kohlenhydrat-Speicher-
form beim Menschen dar. Es wird vor allem in der Leber und Muskulatur gespeichert.
(Abb.14)

Glykogen bildet infolge des hohen Molekulargewichts eine kolloidale Lésung und
muss deshalb in der histologischen Technik wie wasserlsliche Stoffe behandelt wer-
den. Es kann aber bei rascher Fixierung dargestellt werden (wird in Protein-Netz sozu-
sagen gefangen).

2<30H Hs COH 2COH Hs COH HZCOH

KPP

Abb.14 Glykogen

4.3.2. Glykokonjugate (Schleimstoffe)

Die Erforschung der Schleimstoffe begann in der Mitte des 19. Jahrhunderts. Im Laufe
des folgenden Jahrhunderts wurden Eigenschaften verschiedener Schleimstoffe defi-
niert (I16slich, unléslich, sialin-, neuramin-héltig). Die wichtigsten Farbungen wurden in
der zweiten Hélfte des 20. Jh. entdeckt, wie z.B. Perjodacid-Schiff (PAS)-, Alcian- oder
Aldehydfuchsin-Farbung. Spezifische Identifikationen werden erst heutzutage durch
immunhistologische und molekularbiologische Techniken erreicht, was aber vorerst
nur in der Forschung Anwendung findet. Aufgrund der laufenden, neuen Erkenntnisse
ist die Terminologie und Klassifikation der Kohlenhydratderivate recht unibersichtlich.
Zu den mehrdeutigen Begriffen gehéren , Mucine (Schleime), Mucoid, Mucopoly-
saccharid, Mucoprotein, Sialomucin, Sulphomucin”. Es gibt Einteilungen, denen die
histochemischen Eigenschaften zugrunde liegen, und solche, die auf dem biochemi-
schen Aufbau basieren. Der neue Begriff fiir Kombinationen von Proteinen und Koh-
lenhydraten ist Glykokonjugate. Glykokonjugate werden unterteilt in Proteoglykane
und Glykoproteine.

a. Proteoglykane

Proteoglykane haben unverzweigte Kohlenhydrat-Seitenketten (= Glykosaminogly-
kane, Mucopolysaccharide), bestehend aus wiederholten Einheiten aus zwei oder
mehr verschiedenen Monosacchariden. Diese Einheiten beinhalten immer einen stick-
stoffhaltigen Zucker und eine Zuckersdure. Zu den Zuckersduren gehoren Uronséure
und Sulfatester einer Hexose. z.B.: Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat,
Keratansulfat, Heparin. Sie bestimmen die Affinitdt zu kationischen Farbstoffen (ba-
sophile Anfarbung). (Abb.15)
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Ein Proteoglykanmolekil besteht
aus Chondroitin-, Dermatan- oder
Keratansulfat mit einer typischen
Lange von 50-200 nm gebunden
an ein Tragerprotein von ca.
300 nm Lange. Oligosaccharide,
dhnlich den Glykoproteinen (5-15
Einheiten), sind ebenso an das
Tragerprotein gebunden. Die ext-
razelluldre Matrix enthédlt kleinere

Verbindungsproteine und lange
Strange von Hyaluronsdure als
dreidimensionales Geflecht, das

den Raum zwischen den Kollagen-
fasern ausflllt. Proteoglykane stel-

Biochemie

Hyaluronsaure

Proteoglykane mit
Kohlenhydratseitenketten

Abb.15 Proteoglykan-Struktur und Hyaluronsaure

len die Hauptkomponente der Bindegewebe neben Kollagen dar. Die Zusammenset-
zung der Komponenten variiert in den Gewebetypen.

Mucopolysaccharide (= Glykosaminoglykane) sind nicht-verzweigte Polysaccharid-
Ketten. lhre Bausteine sind evtl. sulfatierte Disaccharide, die aus einem Hexosamin
(Aminozucker, z.B. Glucosamin, Galaktosamin) und einem Monosaccharid ohne Stick-

stoff bestehen.

Saure Mucopolysaccharide lassen sich mit Alzianblau oder Toluidinblau anfarben.

Neutrale Mucopolysaccharide sind in der Perjodacid-Schiff'schen-Reaktion positiv.

Tabelle 2 Proteoglykane

Proteoglykan

Seitenketten (Zahl der
Ketten pro Molekiil)

Gewebe, Zellen

Subzelluldre Lokalisation

agreean Chondroitinsulfat ca. 100 Knorpel K“omplemelilt HyaIL_JI_ron-II
3 saure u. Kollagen-Typ-II-
Keratansulfat gy | BUmEET) Fasern P
Fibromodulin Keratansulfat 4 kgllagenes bindet Kollagenfibrillen
Bindegewebe
Decorin Chondroitinsulfat 1 kgllagenes bindet Kollagenfibrillen
Bindegewebe
. kollagenes . - .
Biglycan Keratansulfat 2 [ E perizelluldre Matrix
. " Wand von bindet Hyaluronsaure u.
Versican Chondroitinsulfat 20-25 Sllres e alleganialen
Perlecan Heparansulfat 3 Basallamina slie s EmLIELE]ES
gen Typ IV
Basalmembran- Basallamina
Proteoglykan Heparansulfat 4 (u.a. der bindet Laminin
hoher Dichte Nierenglomeruli)
Heparansulfat 3 basal im einfachen Epithel,
Plasmamembran . R
Syndecan Keratansulfat 1 . cirkumferentiell im mehr-
von Epithelzellen oo :
schichtigen Plattenepithel
Dermatansulfat 1
Serglycin Heparin ca. 12 Mastzellen Mastzellgranula
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b. Glykoproteine

Glykoproteine haben eine Polypeptidstruktur mit verzweigten Kohlenhydrat-Seiten-
ketten, die aus 2-12 Monosaccharideinheiten bestehen kénnen. Glykoproteine sind in
groBerer Zahl und Variationen vorhanden als Proteoglykane. Oft findet man als Zucker
Galaktose, Mannose, Glukosamin, Galaktosamin, Fucose (= ,neutrale Zucker”) und
Sialinsaure.

Glykoproteine kommen an Zelloberflachen als Glykokalix (cell coat) und als Kompo-
nenten der Basallamina sowie der anschlieBenden Kollagenfibrillenschicht vor. Sie
haben mechanische Aufgaben und bilden wahrscheinlich eine regulierende Stoff-
transportschranke zwischen interstitiellem Raum und anliegenden Zellen, wobei sie
Stoffe an Zelloberflachen akkumulieren kénnen. Weiters kommen sie als Enzyme und
Hormone vor. Die schleimigen Sekrete der Drisen von Verdauungs-, Bronchial- und
Genitaltrakt sind groBteils Glykoproteine und PAS-positiv. Glykoproteine gehdéren zu
den Grundsubstanzen des Bindegewebes wie auch die Proteoglykane und die inter-
stitielle Fliissigkeit. Amyloidablagerungen bestehen aus Glykoproteinen mit Sialin-
sauren, sulfatierten Zuckern und neutralen Monosaccharidresten.

Einteilung nach Culling (1985):

I.  Neutrale Polysaccharide
e Glucose beinhaltend (Glykogen, Starke, Cellulose)

o N-Acetyl-glucosamine beinhaltend (Chitin)

Diese Gruppe gibt eine sehr starke PAS-Reaktion und eine negative Reaktion mit Al-
cianblau.

II. Saure Mucopolysaccharide (Proteoglykane)
e mit Karboxylgruppen (Hyaluronsaure; Bindegewebe)

e mit Sulfatgruppen und Karboxylgruppen (Knorpel, Hornhaut, Blutzellen;
Haut, Bindegewebe, Aorta, Lunge)

e nur mit Sulfatgruppen (Aorta, Rinderhornhaut)

Es sind sogenannte Bindegewebsschleime und PAS-negativ.

lll. Glykoproteine (Mucine, Mucoid, Mucoproteine, Mucosubstanzen)
¢ neutral (Eiwei3, Magenschleim, Epithelzellgranula)
e mit Karboxylgruppen (Sialoglykoproteine; Mucine von Gl. submaxillaris; Gl.
Sublingualis, Diinndarm, oberer Teil der Colonkrypten; Serumglycoproteine,
Blutgruppensubstanzen)

e mit Sulfaltgruppen und Karboxylgruppen (Mucine vom Colon)

Diese Glykoproteine sind hauptsachlich epitheliale Mucine. Manche kénnen auch im
Bindegewebe auftauchen. Diese Glykoproteine kénnen, miissen aber nicht PAS-
positiv sein.

IV. Glykolipide

e Cerebroside (Fettsdurerest gebunden an Kohlenhydrat)

e Phosphatide (beinhaltet kein Kohlenhydrat aber PAS positiv; Lecithin,
Cephalin, Sphingomyelin)
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Weitere Form der Einteilung (Bancroft 2002):

e  Saure Mucine
o stark sulfatierte Bindegewebsmuzine (Alcianblau pos. bei pH 1)
o stark sulfatierte epitheliale Muzine (Alcianblau pos. bei pH 1, PAS pos.)
o schwach sulfatierte epitheliale Muzine (Sulfomuzine, Alcianblau pos.
bei pH 2,5)
o sulfatierte, histochemisch atypische Muzine (Alcianblau pos., keine Reaktion
mit Ublichen Techniken fir sulfatierte Muzine)
o carboxylierte Muzine (Sialidase labile/-resistente Sialomuzine)
o sulfatierte Sialomuzine
o Hyaluronsaure (gleiche Anfarbbarkeit mit Alcianblau wie Sialomuzine)
e Neutrale Muzine

4.3.3. Glykokalix

Glykokalix nennt man den Kohlenhydratanteil
der Zellmembran (Glykoproteine und -lipide). %
Sie enthélt saure und neutrale Mukoide mit QF’ i

Carboxyl- und Sulfatgruppen, ferner Im-
munglobulin-Rezeptoren und auBerdem zahl-
reiche Antigene (darunter solche des HLA-
Systems). Die Glykokalix wirkt durch ihren En-

zymgehalt mit an der Aufnahme von Substra- I [l g

ten in die Zelle (Abb.16). aadidlll| 7

4.3.4. Basalmembran Abb.16 Zellmembran mit Doppellipidschicht,
. . . . integrale Membranproteine und

Die Basalmembran stellt die lichtmikrosko- I?ohlenhydratsei?enketten

pisch erkennbare, glasklare, aus Gitterfasern

und proteoglykanhaltiger Kittsubstanz bestehende Grenzschicht (Lamelle) zwischen
Bindegewebe und nicht-bindegewebigen Bestandteilen dar. Man findet sie bspw. un-
terhalb von Epithelien.

Elektronenmikroskopisch ist es die 0,5-1 ym breite, zweischichtige Grenzlamelle mit
dufBerer, elektronendichter Lamina densa (die Topographie entspricht der lichtmikro-
skopischen Basalmembran).

Histotechnisch |asst sich die Basalmembran durch die PAS-Reaktion und durch Silber-
impragnation darstellen.

5. Lipide

.Lipide” ist die Sammelbezeichnung fiir Fette und fettdhnliche Stoffe (= Lipoide) mit
unterschiedlicher, chemischer Struktur. Gemeinsam ist ihnen die schlechte Loslichkeit
in Wasser (und gute in organischen Lésungsmitteln), die auch die besonderen physi-
kalisch-chemischen und biochemischen Eigenschaften der Lipide bestimmt: z.B. er-
folgt der Transport im Blut durch Vereinigung mit EiweiBstoffen (Lipoproteine, Trans-
portproteine flr Steroidhormone, Albumin u.a.m.), in Fetttrépfchen und an Zellmemb-
ranen von Blutzellen.
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Fett als exogenes (zugefiihrtes) Nahrungsfett und Depotfett ist ein wesentlicher
Energielieferant und -speicher. Fette werden auch als K&rperbaustoff (ca. 160 g/kg)
und Warmeisolator eingesetzt.

Fette sind Tréger essentieller Fettsduren und fettléslicher Vitamine.

Zur Darstellung der Fette in der histologischen Technik muss man bedenken, dass sie
durch die Ublicherweise verwendeten, organischen Ldsungsmittel aus dem Gewebe
herausgelést werden. Deshalb erfolgt die Anférbung von Neutralfett am Gefrier-
schnitt mittels spezieller Fettfarbung (Sudan, Olrot). Lipoide kénnen beim Fixiervor-
gang durch die umgebenden, vernetzten Proteine ,eingefangen” werden.

Tabelle 3 entnommen aus: Burck, histologische Technik

Gewebe Fettgehalt in % | Gewebe | Fettgehaltin %
Knochenmark 65 Skelett 10
Leber 21,3 Herz 8,3
Haut 15,0 Muskulatur 7,5
Gehirn 12,6 Nieren 52
Pankreas 10,5 Milz 3,0

5.1. Triglyceride

Eine Lipid-Unterklasse der Neutralfette sind Triglyceride, die mit drei Molekiilen glei-
cher oder verschiedener Fettsauren pro Glycerinmolekdl verestert sind. Diese Sauren
sind v.a. Ol-, Linol-, Linolen-, Palmitin- und

Stearinsdure. Triglyceride enthalten meist un- H
. . .. . o
verseifbare Begleitstoffe (Carotinoide, Sterine, I 1] _
Squalen etc.). H'?-O'g_(CH2)2 CHg Bultersiure
i
Abhéngig vom Gehalt an ungesattigten Fett- |H-C-0-C-(CHy)4~CH3 Capronsaure
sduren sind sie flissig bis fest, unléslich in | ?
Wasser (hydrophob), 16slich in organischen (li- |H-C-0-C-(CHy)g -CHy Caprylsaure
pophilen) Lésungsmitteln und empfindlich ge- Y

genlber Sauerstoff, Mikroorganismen, Enzy-
men, Warme und hydrolytischen Stoffen.
(Abb.17)

Abb.17 Triglycerid

Fettsduren:

Gesattigte Fettsauren sind aliphatische Monocarbonsauren der allgemeinen Formel
CnHz2n+1—=COOH. (z.B. die Essig-, Butter-, Palmitin-, Stearinséure)

Ungeséttigte Fettsduren haben die allgemeinen Formel CnHzn-1,35-COOH.

Sie werden unterschieden in einfach, doppelt oder dreifach bis mehrfach ungesattigte
Fettsiuren. (z.B. die Olsiure bzw. Linolsiure bzw. Linolensiure bzw. Arachidonsaure).
Einige der ungeséttigten Fettsduren sind essentielle Fettsduren (Linolséure, Arachi-
donséure). Diese werden vom Saugetierorganismus nicht synthetisiert, und ihr Fehlen
in der Nahrung hat Mangelerscheinungen zur Folge. Sie sind Bestandteil von



