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1. Gewebe-Aufarbeitung

Die zu untersuchenden Organe kdnnen auf verschiedene Weise fur eine histologische
Untersuchung vorbereitet werden. Man kann die Gewebe in flussigem Stickstoff
tiefgefrieren und danach am Kryostat bei ca. -20°C bis -30°C schneiden. Alternativ werden
auch von zuvor in Formalin oder in anderen Substanzen fixierte Gewebe Gefrierschnitte
an speziellen Gefriermikrotomen angefertigt. Uberwiegend jedoch erfolgt eine Fixierung
der Gewebe in Formalin. Die fixierten Stucke werden dann entwassert und in Paraffin

oder seltener, fur spezielle Fragestellungen in verschiedene Kunststoffe einbettet.

1.1 Kryostat-Histologie
Um Schnitte am Kryostat anfertigen zu kénnen, mussen zuerst die Gewebe als kleine

Blocke mit wenigen mm Kantenlange in flissigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren



werden. Die weitere Zwischenlagerung erfolgt meist bei -80°C. Eine Fixierung des
Gewebeblockes vor dem Schneiden, wie bei der Paraffinhistologie erfolgt nicht. Direkt vor
dem Schneiden werden die Gewebe auf einen Halter mit “Gewebeeinbettmedium fir
Gefrierschnitte” aufgebracht. Jetzt kénnen mit dem Kryostat Schnitte, Ublicherweise
zwischen 3 pm bis 15 ym angefertigt werden. Die Schnitte werden auf Objekttrager
aufgezogen und getrocknet. Danach erst werden sie in Aceton oder Methanol fur etwa 10
min fixiert. Man kann auch beide Fixiermittel im Verhaltnis 1:1 mischen. Eine weitere
Moglichkeit ist eine Fixierung in wassrigem Formalin oder Paraformaldehyd (jeweils 4%
bis 10%). Falls die Schnitte nicht sofort weiter verarbeitet werden, erfolgt die weitere
Lagerung der fixierten und trockenen Praparate gut verpackt bei -20°C. Kryostat-Schnitte
werden als Schnellschnitte, als Fettfarbungen, in der Immunhistologie (IH) und in der in

situ Hybridisierung (ISH) verwendet.

1.2 Paraffin-Histologie

Die Paraffin-Einbettung erfordert eine aufwendigere Bearbeitung der Organe als die
Kryostat-Histologie. Jedoch ist die Strukturerhaltung deutlich besser. Nachfolgend ist die
ubliche Vorgehensweise beschrieben, die mit der Fixierung und der eventuell
notwendigen Entkalkung von Knochen oder Zahnen beginnt. Es folgt die Einbettung und

schlieBlich das Anfertigen von Schnittpraparaten.

1.2.1  Fixierung
Damit Gewebe moglichst naturlich erhalten bleiben und sie in ihrer urspringlichen
Architektur beurteilt werden kdnnen, mussen Fixierungsmethoden angewendet werden.

Einige Ubliche Fixative werden nachfolgend vorgestellit.

1.2.2 Formalin-Fixierung

Ublicherweise werden Gewebe oder auch Zellausstriche in wassrigen Formalinlésungen
mit 4% oder 10% Formaldehydgehalt fixiert. Diese Form der Fixierung ist die
gebrauchlichste Art der Gewebeerhaltung und wird fir die Routine, die in situ
Hybridisierung und die Immunhistologie angewandt. Gepuffertes Formalin ist dem

ungepufferten vorzuziehen.



gepuffertes Formalin:

9,07 g KH,PO4

11,86 g Na;HPO4

in 860 ml aqua dest. I6sen, und

140 ml Formalin (37% Stammldsung) hinzugeben und gut mischen

den pH bei 7,4 einstellen

Protokoll: Formalin-Fixierung

8-18 h Gewebe in der fertig angesetzten Formalinldsung
bei RT fixieren (Dauer je nach Grolie des Gewebes)

2-6 h Spulen der Gewebe in Leitungswasser
danach aufsteigende Alkoholreihe:

45-60 min  Isopropanol, 20%, in aqua dest.

45-60 min  Isopropanol, 40%, in aqua dest.

45-60 min  Isopropanol, 60%, in aqua dest.

45-60 min  Isopropanol, 80%, in aqua dest.

45-60 min  Isopropanol, 90%, in aqua dest.

45-60 min  Isopropanol, 100%, Nr. 1

45-60 min  Isopropanol, 100%, Nr. 2

8 bis 16 h  Isopropanol, 100%, Nr. 3

1 Stunde  Xylol, Nr. 1

1 Stunde  Xylol, Nr. 2

1 Stunde Xylol, Nr. 3

4 h Paraffin, 55°-65°C, Nr. 1
8-16 h Paraffin, 55°-65°C, Nr. 2
4 h Paraffin, 55°-65°C, Nr. 3

danach in heiRem Paraffin einblocken

1.2.3 Paraformaldehyd-Fixierung
Paraformaldehyd-Lésungen werden immer dann eingesetzt, wenn es notwendig ist, reines
Formaldehyd zur Fixierung zu verwenden. Die gangigen Formalin-Stammlésungen sind

zur Stabilisierung des Formaldehyds mit bis zu 10% Methanol versetzt. Dennoch bildet



sich im Laufe der Zeit aus dem Formaldehyd Ameisensaure. Muss man saurefreies und
methanolfreies Formalin zur Fixierung verwenden, so wird Paraformaldehyd eingesetzt

und direkt vor der Verwendung zubereitet.

Paraformaldehyd-Ldsung:
49 Paraformaldehyd-Pulver in

100 ml aqua dest. mischen (= 4%)

es entsteht eine milchig, weil’e Flussigkeit,
danach vorsichtige Zugabe von Natronlauge,
bis sich das Paraformaldehyd |6st (bei pH = 7)

Losung nur frisch verwenden

Die Fixierungsdauer und die weitere Verarbeitung der Gewebe entsprechen den

Arbeitsschritten, wie nach Formalin-Fixierung (Kapitel 1.2.2).

1.2.4 Bouin-Hollande-Fixierung

Die Fixierung nach Bouin-Hollande fuhrt zu einer optimalen Erhaltung der antigenen
Strukturen, so dass diese Art der Fixierung insbesondere flr die Immunhistologie geeignet
ist. Dagegen wird durch die im Fixativ vorhandene Pikrinsaure die DNA angegriffen, was
dieses Verfahren fur die Hybridisierung eher ungeeignet erscheinen last. Ein Verdau der

Schnitte mit Trypsin oder ahnlichem ist in der Regel nicht notwendig.

Bouin-Hollande-Fixativ:

5¢ Kupfer(ll)-Acetat Monohydrat (z.B. Fluka; 61148)
8¢ Pikrinsaure (z.B. Fluka; 80450) in

200 ml aqua dest. I6sen und filtrieren

20 ml einer 37%igen Formalin-Stammldsung

2ml Eisessig dazugeben und gut mischen

(nur frisch angesetzt verwenden)



Die Gewebe werden 8 bis 24 Stunden in der Fixierlosung bei Raumtemperatur fixiert und
danach mit Wasser oder 70%igem Ethanol fur weitere 8 bis 24 Stunden gut
ausgewaschen. Danach erfolgt die ubliche Dehydratation der Gewebe in Alkohol

(Isopropanol oder Ethanol) und Xylol sowie die Einbettung in Paraffin (siehe Kapitel 1.2.2).

1.2.5 PLP-Fixierung

Eine weitere Alternative, die eine gute antigene Erhaltung gewahrleistet stellt die PLP-
Fixierung (Paraformaldehyd-Lysin-Perjodat-Fixierung) dar. Auch hier ist eine
enzymatische oder andere Vorbehandlung der Schnitte in der Regel nicht notwendig. Um
Gewebe mit dem PLP-Fixativ konservieren zu konnen, missen vorher einige

Stammldsungen angesetzt werden.

PLP-Stammldsungen:

PLP-A 18,26 g L-Lysin Monohydrochlorid (0, 2 M),
z.B. Sigma; L 6027 in 500 ml aqua dest. Losen

(Lagerung im Kuhlschrank)

PLP-B 7,1 g Na;HPO4 (0,1 M) in 500 ml aqua dest. Lésen

(Lagerung im Kuhlschrank)

PLP-C 5 g aD+Glucose, z. B. von Roth;
in 100 ml aqua dest. bei 60°C l16sen
dazu 8 g Paraformaldehyd und 2-4 Tropfen
1 molare NaOH bis der Ansatz klar erscheint

(Lagerung <1 Wo im Kuhlschrank)

PLP-D Es hat sich bewahrt, das Sodiumperjodat, z.B. Sigma; S 1878

in einzelne 0,855 g Portionen abzuwiegen

Kurz vor Gebrauch:
100 ml PLP-A (Endkonz. des Lysins: etwa 0,1 M) und



100 ml PLP-B mischen und auf pH 7,4 einstellen
0,855¢ Sodiumperjodat (Endkonz. 0,02 M) I6sen und
6,452 ml  PLP-C einruhren (Endkonzentration des Paraformaldehyds: 0,25%)

Es sollten relativ kleine Gewebestliicke geschnitten und flir 4 bis 12 Stunden im

Kuhlschrank fixiert werden. Die weiteren Schritte sind wie folgt:

Weiteres Vorgehen nach PLP-Fixierung:

30 min Auswaschen der Gewebe in PBS, Nr. 1
30 min Auswaschen der Gewebe in PBS, Nr. 2
30 min Auswaschen der Gewebe in PBS, Nr. 3
30 min inkubieren in 70% Isopropanol

30 min inkubieren in 90% Isopropanol

30 min inkubieren in 100% Isopropanol, Nr. 1
30 min inkubieren in 100% Isopropanol, Nr. 2
30 min inkubieren in 100% Isopropanol, Nr. 3

20 min inkubieren in Xylol, Nr. 1
20 min inkubieren in Xylol, Nr. 2
20 min inkubieren in Xylol, Nr. 3

3h inkubieren in heiRem Paraffin, Nr. 1
3h inkubieren in heiRem Paraffin, Nr. 2
3h inkubieren in heiRem Paraffin, Nr. 3

schlieBlich einblocken in Paraffin (Paraffintemperatur: 55°-65°C)

1.2.6 Entkalkung



Knochenhaltige Gewebeteile miussen in der Regel vor dem Schneiden entkalkt werden.
Hierzu steht eine Reihe von Substanzen zur Verflgung, von denen zwei vorgestellt

werden.

1.2.7 EDTA-Entkalkung

Die EDTA-Entkalkung ist relativ gewebeschonend. Die Strukturen sind nach der
Behandlung gut beurteilbar. In situ Hybridisierungen oder auch eine Immunhistologie sind
prinzipiell méglich. Grolkere Gewebe bendtigen allerdings langere Entkalkungszeiten.
Zahne brauchen bis zu 4 Wochen, bis sie problemlos schneidbar sind. Es kdnnen 10%ige

bis 25%ige Lésungen eingesetzt werden.

EDTA-Entkalkung (20%ig):

200 g Na-EDTA
800 ml aqua dest.

unter standigem ruhren erhitzen und
ca. 50 ml  NaOH (40%) zugeben, bis der pH =7.4

ad 11 auffullen mit aqua dest.

Kleine Knochen (Dicke: wenige mm) benétigen etwa 1-3 Tage fur eine vollstandige
Entkalkung. Die Losung sollte man nicht mehrmals benutzen. Nach dem Entkalken
mussen die Gewebe in Leitungswasser gespdult, in Alkohol dehydriert und uber Xylol in

Paraffin eingebettet werden (siehe Kapitel 1.2.2).

1.2.8 Trichloressigsaure-Entkalkung

Die Trichloressigsaure-Entkalkung ist etwas aggressiver als die vorher genannte Methode.
Die Gewebe schrumpfen und die Anfarbbarkeit der Zellen und Zellkerne ist vermindert,
was zu einer Erhdhung der Farbezeiten fuhrt. Die Trichloressigsaure 16st Nukleinsaure
aus dem Schnitt heraus. Somit ist diese Art der Entkalkung nicht die Methode der Wahl
fur die in situ Hybridisierung. Immunhistochemische Untersuchungen sind jedoch

prinzipiell moglich.



Trichloressigsaure-Entkalkung (5%):

50¢ Trichloressigsaure, z.B. von Roth
40 ml Formalin (4%)
ad 11 aqua dest.

(Lagerung bei Raumtemperatur)

Nach der Entkalkung sollten die Gewebe sofort in hochprozentigem Alkohol (z.B. 96%
Ethanol) gespullt werden um Schrumpfungsartefakte zu minimieren. Das Wassern der
Gewebe und die aufsteigende Alkoholreihe entfallen, bis auf die 100%-Stufen. Nach
Inkubation in Xylol kann dann in Paraffin eingebettet werden (siehe Kapitel 1.2.2). Kleine
Knochen (Dicke: wenige mm) bendtigen, wie auch nach einer EDTA Behandlung etwa 1-2
Tage fur eine vollstandige Entkalkung. Die Losung sollte man auch hier nicht mehrmals

benutzen.

1.2.9 Einbettung

Die fixierten und gegebenenfalls entkalkten Gewebe mussen, bevor man von ihnen nur
wenige um-Dicke Schnitte anfertigen kann eingebettet werden. Dies erfolgt in der Regel in
Paraffin. Die Einbett-Temperaturen kdnnen je nach verwendetem Paraffin zwischen 50°C
und 70°C schwanken. Auch Kunststoff-Einbettungsmethoden sind flr spezielle
Fragestellungen moglich, jedoch in ihrer Handhabung auf3ert kompliziert. Bevor jedoch die
Gewebe in das Paraffin gelegt werden kdnnen, mussen Schritte der Entwasserung
durchgefuhrt werden. Hierfir wird zuerst das Fixierungsmittel, meist in Wasser
ausgewaschen. Danach erfolgt die eigentliche Entwasserung mit einer in der
Konzentration aufsteigenden Alkoholreihe, z.B. Isopropanol 20%, 40%, 60%, 80%, 90%,
100%. Es folgt eine Inkubation in einem Intermedidrmedium, z.B. Xylol, danach das
Einbringen der Gewebe in das heilRe Paraffin. Aus dem heilden Paraffin werden die
Gewebe in Blockchen eingegossen und sind nach dem Erkalten fertig zum schneiden
(siehe Kapitel 1.2.2).

1.2.10 Schnitte-Anfertigung



Zum Anfertigen von Schnitten wird ein Mikrotom benutzt. Hiermit ist es moglich bis zu 0,5
um dicke Scheiben eines eingebetteten Gewebes anzufertigen. Ublicherweise betragt die
Schneiddicke etwa 2 um bis 6 um. Hierzu werden die Paraffin-Bléckchen zuerst auf -20°C
gekuhlt. Nach mindestens 2 Stunden Lagerung bei —20°C kénnen dann mit dem Mikrotom
Schnitte angefertigt werden. Die erhaltenen Schnitte werden zuerst auf einem
Kaltwasserbad (ca. 20°C) aufgefangen und dann auf einem HeilRwasserbad (ca. 45°C)
gestreckt um glatt auf einen Objekttrager aufgezogen werden zu koénnen. Die
aufgezogenen Schnitte mussen jetzt noch Uber Nacht bei etwa 37°C bis 45°C getrocknet
werden und kénnen schlielRlich am nachsten Morgen flr histologische Untersuchungen

verwendet werden.

1.3 Gefrier-Histologie

Nach dem Fixieren von Geweben, z.B. in Formalin (4%) konnen diese auch, alternativ zur
Einbettung in Paraffin in flissigem Stickstoff schockgefroren und sofort mit einem
Gefriermikrotom geschnitten werden. Wegen relativ schlechter Gewebeerhaltung wird
diese Methode nur selten angewandt. Eine Anwendung stellt unter anderem die Farbung

von Fetten dar.

2. Sonstige Vorbereitungen
Eine wichtige Voraussetzung fir die Anwendung der in diesem Skript angesprochenen
Techniken ist die Vorbehandlung der Objekttrager. Sie ist insbesondere fur die

Behandlung in der Mikrowelle oder fur die in situ Hybridisierung unumganglich.

2.1 Vorbehandlung der Objekttrager

Die Objekttrager sollten so vorbereitet sein, dass ein starkes Haften des Schnittes an den
Objekttrager gewahrleistet ist. Eine gebrauchliche Methode fur die Erhéhung der Haftung
stellt die Silanisierung der Objekttrager dar. Hierzu werden die Objekttrager zuerst in

Chloroform und Alkohol entfettet und gereinigt und danach in einer Silanlésung silanisiert.

Silanisierung von Objekttragern:

10 min Chloroform (100%)



10 min Isopropanol (100%)

10 min 3-Aminopropyltriethoxysilan (APES) in Aceton
(5 ml APES in 250 ml Aceton; = 2%ig),
APES, z.B. von Sigma Nr. A 3648

10 min spulen in Aceton Nr. 1
10 min spulen in Aceton Nr. 2
10 min spulen in aqua dest. Nr. 1
10 min spulen in aqua dest. Nr. 2
10 min spulen in aqua dest. Nr. 3

18-24 h trocknen im Brutschrank
bei 37°C bis 45°C

3. Routine-Farbung

Um die Architektur des Gewebes und pathologische Veranderungen beurteilen zu
koénnen, helfen verschiedene Farbemethoden. Es gibt Farbungen, die speziell geeignet
sind, z.B. Fasern darzustellen, andere wiederum sind fur die Darstellung von Knochen
oder Knochenmarkzellen vorteilhaft. Die Ublicherweise in der Routine eines histologischen

Labors durchgefuhrte Farbung ist die HE-Farbung.

3.1 HE-Farbung

Die HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) stellt die Routine-Farbung der Wahl dar.
Mit ihr gelingt eine gute Darstellung des Gewebes, wobei Zellkerne blau-violett und
Zytoplasma rosa erscheinen. Interzelluldare Substanzen farben sich ebenfalls an, so

erscheinen, z.B. Knorpel in violett oder Fasern in rosa.

4. Gegenfarbungen

Nachdem spezifische Untersuchungsmethoden Proteine oder Nukleinsdure in-situ
markiert haben, ist es haufig sinnvoll die nicht spezifisch gefarbten Anteile des Gewebes
in einer anderen Farbe gegenzufarben. So ist bei einer roten oder braunen spezifischen
Anfarbung der blaue Farbstoff Hamatoxylin als unspezifische Hintergrundfarbung
geeignet. Ist das spezifische Produkt schwarz oder blau, so stellt der rote Farbstoff

Kernechtrot eine geeignete Farbe zum gegenfarben dar.



4.1 Hamatoxylinfarbung

Der blaue Farbstoff Hamatoxylin oder das Derivat Hamalaun sind geeignete Farbstoffe,
um nicht spezifisch angefarbte Gewebeteile blau gegenzufarben. Insbesondere Kerne
werden gefarbt, andere Strukturen dagegen nur in geringerem Umfang. Die Farbedauer
sollte nur wenige Sekunden in der unverdiunnten Losung (z.B. Hadmalaun nach Mayer)

betragen.

4.2 Kernechtrotfarbung
Eine Alternative zum Hamatoxylin stellt der rote Farbstoff Kernechtrot dar. Er ist angesetzt

nicht sehr lange haltbar (1-2 Monate) und muss daher haufiger erneuert werden.

5 g Aluminiumsulfat in 100 ml aqua dest. l16sen

danach 0,1 g Kernechtrot dazugeben, |6sen lassen, danach filtrieren

Die Schnitte fur etwa 2 bis 10 min (je nach Alter der Losung) in der Farbeldosung bei

Raumtemperatur inkubieren

5. Immunhistologie

Mit Hilfe der Methode der Immunhistologie gelingt der Nachweis von Antigenen im Schnitt.
Hierzu werden Antikorper eingesetzt, die spezifisch gegen das gesuchte Antigen gerichtet
sein mussen und dadurch an diesen Strukturen im Schnitt haften. Es gibt zahlreiche
Methoden. Bei der direkten Methode ist der Primarantikrper mit einem Marker konjugiert,
z.B. mit einem Enzym oder einem fluoreszierenden Farbstoff. Diese Methode ist nicht
sehr sensitiv und kann nur dort eingesetzt werden, wo das gesuchte Antigen in grolder
Menge vorhanden ist. Bei der indirekten Methode erfolgt der Nachweis mit einem weiteren
Antikorper, dem so genannten Sekundarantikorper. Dieser bindet an den ersten und ist
selbst mit einem Marker versehen. Die letzte Methode ist etwa sensitiver als die
vorgenannte und erlaubt es dartber hinaus fur verschiedene Primarantikbrper immer den
gleichen markierten Sekundarantikdrper zu verwenden. Bei der APAAP (alkalische
Phosphatase anti-alkalische Phosphatase)-Methode werden nacheinander 3 Antikérper

verwendet. Der erste bindet an das gesuchte Antigen, der zweite Antikdrper bindet an den



ersten Antikorper, der dritte Antikdrper wiederum sollte an den zweiten Antikérper binden
und muss daher aus der gleichen Tierart wie der Primarantikorper stammen. Hierbei Ubt
der zweite Antikorper quasi eine Brickenfunktion zwischen den beiden anderen
Antikérpern aus. Aus diesem Grunde wird er auch als Bruckenantikérper bezeichnet. Der
letzte Antikorper ist gegen die alkalische Phosphatase gerichtet und bereits mit dem
Enzym markiert. Dieses als APAAP-Komplex bezeichnete Reagenz kann bereits fertig
markiert gekauft werden. Bei der PAP (Peroxidase anti-Peroxidase)-Methode, die der
APAAP-Technik sehr ahnlich ist, wird quasi als dritter Antikdrper ein Komplex aus dem
Enzym Peroxidase und Antikorper gegen Peroxidase verwendet. Eine neuere Methode
stellt die Dako Envision™ Technik dar. Hier ist der Zweitantikorper mit einem
Dextrankomplex konjugiert, der wiederum Trager zahlreicher Peroxidase- oder Alkalischer
Phosphatase-Molekiile ist. Diese Methode ist einfach durchzufiihren und sehr sensitiv.
Die am haufigsten benutzte Methode jedoch ist noch immer die ABC-Methode. Hier bindet
ein mit Biotin gekoppelter Zweitantikdrper an den Primarantikorper. Als weiterer Schritt
folgt eine Inkubation mit dem so genannten Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex (ABC). Der
Nachweis bei allen Methoden, die mit Peroxidase (POD) oder Alkalische Phosphatase
(AP) arbeiten, wird dadurch gefihrt, dass man ein farbloses Substrat des jeweiligen
Enzyms auf den Schnitt aufbringt. Dieses Substrat wird durch das Enzym zu einem
farbigen Niederschlag umgebaut und farbt schlieBlich die Strukturen an, an die der
Primar-Antikorper ursprunglich gebunden hat. Insbesondere Formalin-fixierte und
Paraffin-eingebettete Gewebe mussen haufig speziell vorbehandelt werden, damit der
Nachweis gelingt. Alternative Fixierungsmethoden, die diese Vorbehandlungen umgehen

konnen, sind im Kapitel 1.2.4 und 1.2.5 beschrieben.

5.1 Vorbereitung von Paraffinschnitten

Werden Formalin-fixierte Paraffinschnitte in der Immunhistologie eingesetzt, so ist oftmals
eine enzymatische Vorbehandlung notwendig. Hierbei werden die Formalin-bedingten
Eiweillvernetzungen, die einige Antigene quasi demaskieren kénnen und somit einer
immunhistologischen Untersuchung unzuganglich machen aufgebrochen. Viele Antigene
sind jedoch auch trotz Formalin-bedingter Proteinvernetzung mit oder ohne Andauung
nachweisbar. Einige Antigene werden sogar durch eine enzymatische Vorbehandlung

zerstort und sind dann nicht mehr nachweisbar. Die Zeitdauer des enzymatischen



Verdaus wird durch die Wahl der wurspringlich gewahlten Fixierungs- und
Einbettbedingungen bestimmt (z.B. Starke und Dauer der Fixierung, Paraffintemperatur).
Eine Erganzung und Alternative zum enzymatischen Verdau stellt die

Mikrowellenbehandlung der Schnitte dar.

5.1.1 Mikrowellenbehandlung

Zur Detektion einiger Antigene muss der Formalin-fixierte Paraffinschnitt durch
Mikrowellenbehandlung oder durch Autoklavieren in einem Autoklaven oder
Dampfdruckkochtopf vorbehandelt werden. Es wird vermutet, dass durch diese
Behandlung demaskierte, also in ihrer raumlichen Struktur durch die Fixierung veranderte
Proteine im Schnitt quasi wieder “renaturiert” werden. Die Schnitte werden hierflr in ein
offenes, mikrowellengeeignetes, hitzestabiles Gefal gestellt, das z.B. mit Citratpuffer (10
mM, pH 6,0) gefullt ist.

Citrat-Puffer
294 g Tri-Na-Citrat-Dihydrat (10 mM)
ad 11 aqua dest.;

pH = 6,0 einstellen

Fur etwa 5 min wird dann der Ansatz bei einer starkeren Einstellung zum Kochen
gebracht. Sprudelt die Losung, muss das Mikrowellengerat auf eine geringere Leistung
eingestellt werden. Die Schnitte durfen wahrend dieser Behandlung nicht austrocknen. Im
allgemeinen werden 1 bis 4 Zyklen zu je 5 min durchgefuhrt, wobei zwischen den Zyklen
die Ansatze einige Minuten ruhen sollten. Am Ende der Prozedur sollten die Objekttrager

in der Losung verbleiben und fiur etwa 30 min bei RT abkuhlen.

5.1.2 Trypsin-Verdau

Die Verwendung von Trypsin fur die Andauung des Schnittes hat sich insbesondere fur
die Immunhistologie bewahrt. Im Einsatz flr die Immunhistologie kann fir alle Organe
eine empirisch festgelegte Inkubationszeit bei 37°C eingehalten werden. Bei der in situ
Hybridisierung jedoch muss fir jedes Organ die Dauer der Trypsin-Behandlung individuell

ermittelt werden.



Trypsin-Losung:

8¢ NaCl
029 KCl
0,2 g KH2P04

1,15¢g Na;HPO4

1,25¢g EDTA

ad 11 aqua dest. pH = 7,4 einstellen
autoklavieren, danach

1,259 Trypsin einrihren, Lagerung bei 8°C

Protokoll: Trypsin-Verdau

Durchfuhrung des Verdaus in einer Kiivette bei 37°C

das Trypsin sollte vor Benutzung bereits etwa 15 min vorgewarmt sein

Schnittpraparate in der ISH:

Organe zw. 15-30 min, je nach Einbettmethode und Schnittdicke

Schnittpraparate in der IH:

alle Organe 15 min

5.1.3 Proteinase K-Verdau
Alternativ zum Trypsin kann auch die Proteinase K verwendet werden. Sie wird bevorzugt

in der in situ Hybridisierung eingesetzt.
Proteinase K-Stammldsung:
25 mg Proteinase K (z.B. von Sigma P 0390) in

6667 ul aqua dest. I6sen (ergibt: 75 pg / 20 ul)

diese in 20 pl Portionen bei -20°C einfrieren



Protokoll: Proteinase K-Verdau

Ein Proteinase K-Aliquot mit 1,5 ml aqua dest. oder

Prot. K-Puffer (10 mM NaCl, 50 mM Tris (pH=7,4),

10 mM EDTA) auffillen, (Endkonzentration: 50 ug /1 ml)

Proteinase K Verdau in einer feuchten Kammer bei 50°C fir ca. 18 min, verschiedene

Gewebe kdnnen unterschiedliche Zeiten bendtigen

5.1.4 Pepsin-Verdau

Das Trypsin und die Proteinase K stellen die gebrauchlichsten Verfahren zur Andauung
eines histologischen Praparates dar. Falls sich jedoch beide Substanzen bei einer
speziellen Fragestellung als ungeeignet erweisen sollten, liegen noch weitere Alternativen

bereit, wie z.B. der Pepsin-Verdau.

Pepsin-Stamml&sung:
25¢ Pepsin (z.B. von Sigma P 7000) in

125 ml aqua dest. l6sen

in 1 ml Portionen aliquotieren (Endkonzentration: 0,2 g / ml) Lagerung bei -20°C

Protokoll: Pepsin-Verdau

1750 pl HCI conc. (25%) Endkonz.: 0,2 M
ad 60 ml  aqua dest., danach Zugabe von
150 pl Pepsin-Stammlésung (Endkonzentration: 0,5 mg / ml)

Schnitte fur etwa 15-25 min in die 37°C warme LOsung
5.1.5 Pronase E-Verdau
Eine weitere, mogliche Alternative zu den bisher genannten Enzymen und Prozeduren

stellt der Pronase E Verdau dar.

Pronase E-Puffer



1,1 g CaCl, (Endkonz.: 10 mM)

100 ml 1 M TrisHCI, pH 7,5 (Endkonz.: 100 mM)
900 ml aqua dest.

ergibt: 1 Liter Pronase E-Puffer

Pronase E-Ansatz
50 mg Pronase E: Protease Typ XIV (Sigma, Nr. P 5147) abwiegen
und in 50 ml Pronase E-Puffer |6sen (Magnetrihrer),

dies entspricht einer 0,1%-Ldsung

die Schnitte fur 8 min bei Raumtemperatur in der frisch angesetzten Losung inkubieren

5.2 ABC-Methode

Die ABC-Methode stellt die gebrauchlichste Methode zum in situ Nachweis von Antigenen
dar (siehe auch Kapitel 4). Der Name leitet sich vom Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex
ab, der als ein wichtiger Schritt in dieser Untersuchung fur die hohe Sensitivitat
verantwortlich ist. Als Substrate steht insbesondere das 3'3’-Diaminobenzidin (DAB) zur
Verfugung, was zu einer Braunfarbung des gesuchten Antigens fuhrt. Nach hinzufiigen
verschiedener Metallionen konnen blaue oder schwarze Prazipitate entstehen, z.B.
bewirkt Nickel eine Schwarzfarbung des gesuchten Antigens. Das DAB ist Alkohol- und

Xylol-stabil, so dal® Xylol-haltige Eindeckmittel verwendet werden kénnen.

Bilder 1 und 2: Beispiele fur eine immunhistochemische Darstellung von viralem Protein in einem murinen
Leberpraparat mit der ABC-Methode. Zur Farbung wurde DAB (Bild 1; spezifisches Signal braun) oder DAB
in Kombination mit Ammonium-Nickel-Sulfat (Bild 2; spezifisches Signal schwarz) verwendet. das hier
nachgewiesene virale Protein ist im Kern der infizierten Leberzelle konzentriert. Insbesondere der
Kerneinschlusskorper farbt sich intensiv an. Gegengefarbt wurde mit dem Farbstoff Hamatoxylin, der das
Zytoplasma aller Zellen schwach und die Kerne der nicht infizierten Zellen etwas kontrastreicher blau
anfarbt. Die Infektion beginnt herdférmig und breitet sich quasi konzentrisch um diese primaren

Infektionsherde im Organ aus.



Bild 3: Beispiel fur eine immunhistochemische Darstellung von viralem Protein in verschiedenen murinen
Organen, ebenfalls mit der ABC-Methode. Die Farbung wurde hier wiederum durch Zugabe von Ammonium-
Nickel-Sulfat zum DAB verstérkt, das spezifische Produkt erscheint nun schwarz. Gegengefarbt wurde mit

dem blauen Farbstoff Hamatoxylin. Die Tafel wurde der Publikation ,In vivo replication of recombinant



murine cytomegalovirus driven by the paralogous major immediate-early promoter-enhancer of human
cytomegalovirus® von Grzimek, N.K.A., Podlech, J., Steffens, H.-P., Holtappels, R., Schmalz, S.,
Reddehase, M.J.; aus dem Journal of Virology 73: 5043-5055 (1999) entnommen. A1-A3 zeigen die Leber,
B1 und B2 die Milz, C das Knochenmark, D das Nebennierenmark, E die Nebennierenrinde, F die
submandibulére Speicheldrise, G die Lunge, H das Herz und J die Mucosa des Magens. Die Pfeile zeigen

auf infizierte Zellen. Die Balken in allen Bildern reprasentieren 25 ym.



1999

5043-5055,

b

Journal of Virology, Vol. 73

Copyright © American Society for Microbiology,

APAAP-Methode

5.3



Als eine Alternative zur ABC-Methode steht die APAAP-Technik zur Verfigung. Sie wird
gerne in Kombination mit der ABC-Methode in einer Doppelanfarbung angewendet. Sie ist
etwas weniger sensitiv, erlaubt aber eine intensive rote Anfarbung (Neufuchsin) des
gesuchten Antigens. Das rote Reaktionsprodukt ist jedoch nicht vollstandig Alkohol und
Xylol-stabil. Es sollte daher fur die gefarbten Praparate ein Glycerin-haltiges Eindeckmittel
verwendet werden. Alternativ zum roten Reaktionsprodukt kann auch ein Substrat (NBT /
BCIP) gewahlt werden mit dunkelblauem Produkt.

Bild 4: Beispiele fur eine immunhistochemische Darstellung von viralem Protein in einem Leberpraparat mit
der APAAP-Methode. Zur Farbung wurde Neufuchsin verwendet. Es entsteht ein leuchtend rotes Signal in
den Kernen der infizierten Zellen, insbesondere im Einschlusskorper. Die Gegenfarbung wurde mit dem

blauen Farbstoff Hamatoxylin durchgefiihrt.
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54 Unspezifitaten und Kontrollen



Unspezifische Anfarbungen des Gewebeschnittes konnen durch eine Reihe von Fehlern
an allen mdglichen Stellen im Protokoll hervorgerufen werden. So kann ein Uberlanger
Verdauungs- oder Demaskierungsschritt, die mangelnde Blockierung der endogenen
Peroxidase oder eine mangelhafte Entparaffinierung zu unspezifischen Anfarbungen
fuhren. Die haufigste Art der unspezifischen Anfarbung jedoch wird durch eine nicht
gewollte Bindung eines eingesetzten Antikdrpers an Strukturen im Gewebe hervorgerufen.
Um die Spezifitat der immunhistologischen Farbung zu kontrollieren muissen daher
verschiedene Kontrollen durchgeflihrt werden. Um eine eventuelle Bindung des nach dem
Primarantikorper nach geschalteten Nachweissystems zu untersuchen, sollte die gesamte
Untersuchung ohne den Primarantikérper durchgeflihrt werden. Bindet also einer der
nachfolgenden Komponenten an Strukturen im Gewebe (in der Regel ist es der
Zweitantikorper oder der Bruckenantikdrper), ohne dass der spezifische Antikorper
eingesetzt wurde, so liegt eine unspezifische Bindung vor. Unspezifische Bindungen von
Primar oder Sekundar-Antikrpern kdnnen mitunter durch eine Inkubation des Schnittes in
Trichloressigsaure (Protokoll siehe Kapitel 1.2.8) fir 30 min unterdrickt werden. Eine

weitere Moglichkeit ist die Vorinkubation der Schnitte in so genannte Normalseren.

Kann man durch seine immunhistochemische Untersuchung eine vermeintlich positive
Anfarbung hervorrufen, die nicht durch den Zweitantikbrper oder eine andere Komponente
des Nachweissystems erklarbar ist, so sollte man die Spezifitdt des Primarantikorpers
belegen. Hierzu kann man den Primarantikdrper (insbesondere bei polykolonalen
Antikdrpern) mit dem Zielantigen pra-absorbieren, das heifl3t, zum Primarantikorper wird
das gesuchte Antigen im Uberschuss zugegeben. Der so neutralisierte Antikorper sollte
nun im Gewebeschnitt nicht mehr in der Lage sein, an das im Gewebe befindliche Antigen
zu binden. Tritt die vermeintlich spezifische Anfarbung jetzt dennoch unverandert auf, so
ist eine unspezifische Anfarbung zu vermuten. Eine weitere Kontrolle ist die so genannte
Isotypkontrolle, die nur bei monoklonalen primaren Antikdrpern durchgefuhrt werden kann.
Hier wird der spezifische Antikorper durch einen, nicht spezifischen, gleichen Antikorper
(z.B. 1gG2a der Maus) ersetzt. Es sollte nun auch hier keine spezifische Anfarbung mehr

erfolgen.

6. in situ Hybridisierung



Die in situ Hybridisierung ist zum Nachweis von RNA oder DNA in Gewebeschnitten
sowohl am Kryostatschnitt wie auch am Formalin-fixierten Paraffinschnitt geeignet.
Allerdings muss die gesuchte Nukleinsaure in einer ausreichenden Kopienzahl vorliegen.
Fixierungslosungen, die Pikrinsaure enthalten, sind nicht geeignet, weil Pikrinsaure
Nukleinsaure zerstort und damit den Nachweis erheblich stéren kann. So stellt die Bouin-
Hollande-Fixierung hier nicht die Methode der Wahl dar. Es existieren in situ
Hybridisierungs-Protokolle, in denen radioaktiv markierte Sonden (32P, ¥p oder **S mit
deutlichen Kontaminationsproblemen) eingesetzt werden. Diese haben den Vorteil einer
hoéheren Sensitivitdt gegenliber den alternativen Techniken. Jedoch ist die hierfur
notwendige, lange Expositionszeit der Schnitte (mehrere Tage bis zu mehreren Wochen)
ein schwerwiegender Nachteil. Im Folgenden werden daher nur Methoden beschrieben,
die auf nicht-radioaktive Markierungen beruhen. Insbesondere die Marker Digoxigenin und
Biotin haben eine weite Verbreitung gefunden. Es wird geschatzt, dass 100
Digoxigeninmolekule in situ ausreichend sind, um die Basis fir ein mikroskopisch
sichtbares Signal zu legen (z.B. mit Antikdrper gegen Digoxigenin, AP konjugiert). Wird
eine lange Sonde verwendet, so sollen mit diesem System bis hinunter zu 10 Kopien pro
Zelle sichtbar gemacht werden kénnen. Je langer eine Sonde ist, desto mehr Digoxigenin-
Molekulle enthalt sie. So wirde z.B. eine 100 bp Sonde in etwa 4, oder eine 1000 bp

Sonde in etwa 40 Digoxigenin-Molekule enthalten.

6.1 DNA in situ Hybridisierung

Die Gewebeschnitte werden nach Vorbehandlung mit einer, zur gesuchten Sequenz
komplementaren Nukleinsdure inkubiert. Dieses, als Sonde bezeichnetes Nukleinsaure-
Fragment muss mit einer Markierung (z.B.Fluorescein, Biotin oder Digoxigenin) versehen
sein. Neben DNA-Sonden kénnen auch RNA-Sonden erfolgreich eingesetzt werden, da
Heterodimere zwischen RNA und DNA entstehen kdnnen. Der Gewebeschnitt wird dann
fur die DNA in situ Hybridisierung einer Behandlung ausgesetzt, die in der Lage ist die
Doppelstrange aufzubrechen (z.B. Hitzedenaturierung bei Uber 90°C). Hiermit wird eine
Spaltung der DNA-Doppelstrange sowohl der DNA des Gewebeschnittes, als auch der
DNA-Sonde bewirkt. Ohne diesen Denaturierungsschritt kbnnen nur Hybridisierungen
zwischen einstrangigen RNA-Sonden und komplementaren einstrangigen RNA-

Zielsequenzen entstehen, was dann einer RNA in situ Hybridisierung entsprache. RNA-



Molekule zeigen haufig intramolekulare Tertiarstrukturen, die nur durch diese
Hitzebehandlung geldst werden kdnnen, so dass eine Hitzedenaturierung auch fur RNA-
Sonden sinnvoll sein kann. Eine nachfolgende Inkubation bei einer deutlich tieferen
Temperatur (20°C bis 50°C) erlaubt den getrennten homologen Strangen wieder zu
hybridisieren, also sich wieder zu einem Doppelstrang zusammen zu legen (Berechnung
der Hybridisierungstemperatur, siehe Kapitel 5.3). Hierbei kommt es auch zu den
gewunschten Heterodimeren zwischen Sonden-DNA und gesuchter Ziel-DNA. Die
Markierung an der Sonden-DNA ist damit im Gewebeschnitt durch diese
Heterodimerisierung verankert. Geeignete Detektionssysteme, wie z.B. ein Fluoreszenz-
Mikroskop falls man eine Fluoreszein-markierte Sonde verwendet hat, zeigen die positiven

Zellen.

Bild 5: DNA-ISH mit einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde in einem murinen Leberschnitt. Die infizierten
Leberzellen zeigen ein deutliches leuchtend rotes Signal ausschliefllich im Kerneinschlusskérper. Zum
Nachweis wurde ein mit Alkalischer Phosphatase konjugierter anti-Digoxigenin Antikdrper und Neufuchsin

als Substrat verwendet.
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Bild 6: Doppel-DNA-ISH. Die Aufnahmen zeigen Serienschnitte eines mit 2 Zytomegalie-Viren infizierten
Lebergewebes. Die virale DNA eines Virus wurde hier mit einer Digoxigenin-markierten DNA-Sonde, mit
Peroxidase-konjugierten anti-Digoxigenin-Antikérpern und Nickel-DAB als Substrat (schwarzes Signal); die
andere virale DNA mit einer Fluoreszein-markierten DNA-Sonde, mit Alkalischer Phosphatase-konjugierten
anti-Fluoreszein-Antikdrpern und Neufuchsin als Substrat (rote Farbung) nachgewiesen. Teilbild A zeigt den
Einsatz nur einer der beiden Sonden. Es farben sich nur die nuklearen Einschlusskorperchen der mit diesem
Virus infizierten Zellen an. Teilbild B zeigt den Einsatz der anderen Sonde. Hier farben sich nur die
Kerneinschlisse der durch das andere Virus infizierten Zellen an. Es gibt keine Zellen, die mit beiden Viren
infiziert sind. Teilbild C zeigt den Einsatz beider Sonden zusammen in einem Hybridisierungsansatz.

Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Die Pfeile zeigen auf infizierte Zellkerne. Der Balken reprasentiert 50 um.



Copyright © American Society for Microbiology, Journal of Virology, Vol. 73, 5043-5055, 1999



Bild 7: Doppel-DNA-ISH. Die Detailaufnahme zeigt zwei rdumlich sehr nahe Leberzellen, die mit zwei
verschiedenen Zytomegalie-Viren infiziert wurden. Virale DNA eines Virus wurde auch hier mit der
Digoxigenin-markierten DNA-Sonde nachgewiesen, die andere virale DNA mit einer Fluoreszein-markierten

DNA-Sonde, wie im Bild 6. Der Balken reprasentiert 50 pm.

F

Copyright © Nature Publishing Group, Nature Reviews Immunology, Vol. 2, 831-844, 2002

6.2 RNA in situ Hybridisierung

Auch der Nachweis von RNA in situ ist mdglich, jedoch mit deutlich gréReren
Schwierigkeiten verbunden. Die Instabilitat der RNA im Gewebe scheint hierbei das
groflite Problem zu sein. Die Kryostat-Histologie oder die Formalin-Fixierung und Paraffin-
Einbettung sind auch hier die Ublichen Gewebevorbehandlungen. Die Vorgehensweise ist
der DNA in situ Hybridisierung sehr ahnlich, jedoch bedarf es ublicherweise keinem
Hitzeschritt bei 90°C bis 95°C, weil die Sonden-RNA und die Ziel-RNA im Gewebe

Uberwiegend bereits einzelstrangig vorliegen. Es kann sein, dass starke intramolekulare



Sekundarstrukturen der RNA gelést werden mussen, um die Bindung der
komplementaren Sonden-RNA an die Ziel-RNA im Gewebe zu ermdglichen. Dies kann

gegebenenfalls doch eine Inkubation bei einer hdheren Temperatur erforderlich machen.

Bild 8: Mit der RNA-ISH kann virale RNA in situ im Lebergewebe nachgewiesen werden. Die Digoxigenin-
markierte RNA-Sonde wurde mit Alkalischer Phosphatase-konjugierte anti-Digoxigenin-Antikdrper und dem
Substrat Neufuchsin nachgewiesen. Das spezifische Produkt ist leuchtend rot. Es zeigt sich sowohl im

Zytoplasma als auch im Kern der infizierten Zelle ein deutliches Signal. Gegenfarbung Hamatoxylin.
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6.3 Sonden

Sowohl fur die RNA- als auch fur die DNA-in situ Hybridisierung kdnnen wahlweise DNA-
Sonden oder RNA-Sonden verwendet werden. Man muss also nicht fur eine DNA-in situ
Hybridisierung eine DNA-Sonde verwenden, sondern kann auch eine geeignete RNA-
Sonde konstruieren. Dies trifft ebenso fir die RNA-in situ Hybridisierung zu, wo auch
DNA-Sonden zum Einsatz kommen koénnen, die dann vorher jedoch separat Hitze-

denaturiert werden missen. Sonden sind von sehr unterschiedlicher GroRe. So kdénnen



mit DNA-Fragmenten von 20 Basen bis zu 100.000 Basenpaare, in Abhangigkeit von der
Menge der gesuchten Ziel-Nukleinsaure im Schnitt, gute Ergebnisse erzielt werden. RNA-
Sonden sollten zwischen 200 - 2000 Basen grol} sein. Die gewahlte Sonde muss markiert
sein, um die erfolgreiche Hybridisierung im Mikroskop zu erkennen. Markierungen sind
z.B. fluoreszierende Molekile (Fluoreszein, Rhodamin, etc.), die nach Beleuchtung mit
einem kurzwelligen Licht (Quecksilberdampflampe) langwelliges Licht (Fluoreszenzlicht)
emittieren. Dies kann mit einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Weitere
Markierungen sind Biotin oder Digoxigenin. Hier kénnen in einem weiteren Schritt nach
der Hybridisierung Antikorper, die gegen diese Marker gerichtet sind verwendet werden.
Diese Antikdrper sind dann selbst meist mit einem Enzym (Alkalische Phosphatase,
Peroxidase) gekoppelt. Der Nachweis erfolgt dann wie bei der Immunhistologie, mittels
eines I0slichen, farblosen Substrates, welches durch die Aktivitdt des Enzyms zu einem
farbigen Niederschlag reagiert. Die DNA-Sonde selbst kann am einfachsten durch eine
PCR amplifiziert werden. Hat man geeignete Primer gewahlt und die gesuchte Ziel-DNA
isoliert und gereinigt vorliegen, kann man hiervon ausgehend in einem PCR-Ansatz
sowohl die Sonde herstellen, als auch gleichzeitig die jeweilig gewlnschte Markierung in
die Sonde einbringen. Die in situ Hybridisierung besteht aus 2 Teilschritten. Der erste
Schritt ist die Denaturierung bei einer sehr hohen Temperatur (z.B. 93°C). Diesen Schritt
wird man fur die verschiedensten Sonden, die man einsetzt relativ konstant halten. Der
zweite Schritt, die Hybridisierung kann dagegen von Sonde zu Sonde etwas variieren.
Man kann hierfur orientierend den Schmelzpunkt (T,) von groReren DNA-Fragmenten ( >
1000 bp) anhand einer Annaherung bestimmen und erhalt somit einen Anhaltspunkt, bei
welcher Temperatur der Hybridisierungsschritt durchgefuhrt werden sollte. Die
angestrebte Hybridisierungstemperatur sollte etwa 25°C unter dieser berechneten

Schmelztemperatur (T,,) liegen.

Tm = 0,41( GC%) + 16,6logM - 500/n - 0,61(% Formamid) + 81,5

|

entspricht dem %-Anteil




des Formamids im Puffer

n = entspricht der Anzahl

der Basenpaare der Sonde

M = entspricht der Molaritat mono-

valenter Kationen im Puffer (Na")

GC% = entspricht dem Anteil von

Guanosin und Cytosin in der Sonde

Als Beispiel fur die Berechnung der Schmelztemperatur einer Sonde mit dieser
Annaherung sei eine 1546 bp lange DNA-Sonde bestehend aus 47% Guanosin und
Cytosin genannt, die in einem Hybridisierungspuffer aus 50% Formamid und 4 fach SSC
und einer daraus berechneten Molaritat des Na* von 0,78 (20 fach SSC: entspricht 3,9
molar; 3,9/5 = 0,78) aufgenommen wurde. Die Berechung wirde eine Schmelztemperatur

von

Tm

19,27 - 1,79 - 0,323 - 30,5 + 81,5
68,2°C ergeben.

Wdirde auf das Formamid verzichtet, betrige T, = 98,6°C.

Eine einfachere Formel findet sich im Boehringer Mannheim Manual, Seite 29 (Referenz:

Kapitel 9.3.2) fiir Na* Konzentrationen (iber 0,4 molar.

7. Abkurzungen

ABC avidin-biotin-peroxidase-complex

(Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex)



AP

BSA-TBS

Bp

DAB

DNA

EDTA

HE

ISH

PBS

PCR

PLP

POD

RT

TBS

Tris

alkalische Phosphatase

1% bovines Serum Albumin in Tris-gepufferter Kochsalzlésung

base pairs (Basenpaare)

3'3'-Diaminobenzidin

desoxyribo nucleic acid (Desoxyribo-Nukleinsaure)

Ethylen Diamin Tetra Acetat

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Immunhistologie oder Immunhistochemie

in situ Hybridisierung

Phosphate buffered saline (Phosphat gepufferte Kochsalzlésung)

polymerase chain reaction (Polymerase Ketten Reaktion)

Paraformaldehyd-Lysin-Perjodat Fixativ

Peroxidase

Raumtemperatur

Tris buffered saline (Tris gepufferte Kochsalzldsung)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan



8. Puffer und Lésungen

Die einzelnen Puffer und Losungen, die bendtigt werden, sind in den jeweiligen Kapiteln
beschrieben. In diesem Kapitel sind Rezepte fur die haufig benutzten, allgemeinen

Laborpuffer zusammen getragen.

PBS (1 fach) 8¢ NaCl
0,2g KCI
1,39 Na,HPO,
0,29 KH2PO,4
add 11 aqua dest.;

pH = 7,4 einstellen

SSC (20 fach) 175,32 g NaCl (3 M)
88,23 g Tri-Na-Citrat-di-Hydrat (0,3M)
ad 11 aqua dest.;

pH = 6,3 einstellen

TBS (1 fach) 12,19 Tris-HCI (0,1 M)
8,89 NaCl (0,15 M)
ad 11 aqua dest.;

pH = 7,4 einstellen

BSA-TBS (10 fach) 10g Bovines Serum Albumin
(BSA; Sigma Nr. A 7906)
ad 100 ml  TBS, ergibt eine 10% Stammldsung
(Lagerung bei -20°C)
Die Stammlésung kann mit TBS 1:10 weiter verdiinnt werden. Hieraus resultiert dann die

1% Gebrauchslosung (Lagerung bei -20°C)



AP-Puffer (1 fach) 799 Tris-HCI (0,1 M)

29¢ NaCl (0,1 M)
5149 MgCl, (0,05 M)
ad 500 ml  aqua dest,;
pH = 9,5 einstellen

Citrat-Puffer 2,94 g Tri-Na-Citrat-Dihydrat (10 mM)

9.

ad 11 aqua dest.;

pH = 6,0 einstellen
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