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Chemisch aktivierte Glasobjekttriager fiir Gefrierschnitte
und ihre Anwendung in der Autoantikorper-Diagnostik

Von K. Stocker, W. Stocker, Y. Ritter-Frank und P. C. Scriba
(Klinik fiir Innere Medizin der Medizinischen Hochschule Liibeck)

Mit 22 Abbildungen und 2 Tabellen im Text

Im Rahmen der Diagnostik immunologischer Erkrankungen werden histochemische
Untersuchungsmethoden eingesetzt, um Autoantikérper gegen verschiedene Organe
nachzuweisen. Dabei inkubiert man in der Regel auf Glasohjekttriger Gefrierschnitte
mit verdiinntem Patientenserum und in einem zweiten Schritt mit fluoresceinmarkier-
tem Antihumanserum. Wihrend der Inkubation im wéfrigen Medium lgsen sich die
Gefrierschnitte haufig von den Objekttrdgern, und die Resultate kénnen nicht mehr
interpretiert werden. Um diesen Stérfaktor auszuschalten, haben wir erstmals fiir
Gefrierschnitte nativen Gewebes Methoden der Solid-Phase-Technik angewendet, mit
der man Einzelzellen oder auch lésliche Antigene, Antikérper und Enzyme an feste
Triger binden kann: Vor dem Aufbringen der Gefrierschnitte hahen wir Ohjekttrager
mit reaktiven chemischen Gruppen heschichtet und dadurch erreicht, dal} viele Ge-
wehe wesentlich hesser haften.

Tabelle 1. Herstellung Aminosilan-Glutardialdehyd-aktivierter Glasobjekttriiger (Glas-A,-G;)

Eintauchen : 3 hin 29 Aminoethyl-aminopropyl-trimethoxysilan in Ethanol/Wasser (1/1)
Waschen : 3% 1 min in Ethanol

Trocknen : mit Prefluft

Erwirmen: 2 h auf 70 °C

Eintauchen : 6 h in 59 Glutardialdehyd in Wasser

Waschen : 3% 15 min in Wasser

Trocknen: mit PreBluft

In Tabelle 1 ist ecines dieser Aktivierungsverfahren beschrieben: Man hehandelt
Glasobjekttriger mit einem Aminosilan (Aminoethylaminopropyltrimethoxysilan,
Firma Wacker, Miinchen: Silan GI 91) und anschlieBend mit Glutardialdehyd. Eine
theoretische Deutung fiir den Reaktionsmechanismus ist in Abb. 1 gegehen. Danach
werden durch die Aktivierung Aldehydgruppen kovalent an die Glasoherfliche ge-
koppelt, mit denen freie Aminogruppen der im Gewebe enthaltenen Skleroproteine
reagieren. Neben der Behandlung mit Aminosilan und Glutardialdehyd wurden wei-
tere Aktivierungsverfahren gepriift, z. B. eine Beschichtung der Glasoberfliche mit
Polyvlysin (Tabelle 2).

Mit Hilfe einer einfachen Versuchsanordnung wurde die Haftfestigkeit der Gefrier-
schnitte gemessen (,,Scherdruckversuch®,; Abh. 2). Fiir diesen Versuch wurden native
Gefrierschnitte frisch angefertigt, mit aktivierten oder unbehandelten (mit Chrom-
schwefelséiure gereinigten) Glasobjekttrigern vom Messer des Kryotoms abgenom-
men, aufgetaut und eine Stunde lang bei Zimmertemperatur getrocknet. Danach
wurden die Objekttriger 24 Stunden lang in phosphatgepufferte Kochsalzlésung ge-
taucht (PBS; 0,15 M; pH 7,0; mit 0,29, Tween 20). Durch einen diinnen Schlauch
wurden dann jeweils 500yl dieser Losung auf den eingetauchten Gefrierschnitt ge-
spritzt, zuerst mit 9 ul/s, dann mit stufenweise verdoppelter Geschwindigkeit. Der
Gefrierschnitt wurde dabei mit einem Stereomikroskop heobachtet.

19*
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Abb. 1. Theoretisches Modell fiir die chemische Kopplung cines Gefrierschnittes an die Glasober-
fliche mit Aminosilan und Glutardialdehyd.

Tabelle 2. Herstellung Polylysin-aktivierter Glasobjekttriger (Glas-PLy,,)

Uberschichten: 4 h mit 0,19, Polylysin in Wasser
Waschen : 3 x 15 min in Wasser
Trocknen: mit PreBluft

Abb. 2. Vorrichtung fir den ,,Scherdruckver-
such**,

Abb. 3a zeigt den Gefrierschnitt eines humanen Pankreas auf einem unhehandel-
ten Glasobjekttrager nach 24 Stunden Inkubation. Teile des Gewehes haben sich be-
reits abgeldst. Auf einem mit Aminosilan und Glutardialdehyd hehandelten Glas-
objekttriger waren dagegen noch alle Strukturen erhalten (Abh. 4a). Bei einer Be-
strahlung mit 625 ul/s 16ste sich im bestrahlten Bereich das gesamte Pankreasgewebe
vom unbehandelten Ohjekttriger (Abb. 3bh), vom aktivierten Objekttriger 19sten
sich die Zellen, das Bindegewebe blich aber stehen (Abh. 4h).
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Abb. 3. Humanes Pankreas auf unbehandeltem Glas: a) nach 24 Stunden Inkubation in PBS,
b) nach zusitzlicher Bestrahlung mit 623 pl PBS/s.

Dic Geschwindigkeit, die gerade aunsreichte, um die untersuchten Strukturen in
einem Bezirk von mindestens einem Millimeter Durchmesser vollstindig abzuldsen,
wurde als Mal} fiir die Haftfestigkeit der Strukturen verwendet. Sie wurde hei jedem
Ohjekttriger an je zehn verschiedenen Stellen hestimmt. Die kleinen Quadrate in den
Abbh. 5 und 8—10 gehen die Mittelwerte der Ergebnisse von fiinf Obhjekttriagern an,
daneben ist die Standardabweichung eingetragen.
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a

a b

Abb. 4. Humanes Pankreas auf Aminosilan-Glutardialdehyd-aktiviertem Glas: a) nach 24 Stun-
den Inkubation in BS, b) nach zusiitzlicher Bestrahlung mit 625 ul PBS/s.

Wie die Abb. 5 zeigt, hafteten die Acinuszellen des Pankreas auf dem Aminosilan-
Glutardialdehyd-aktivierten Objekttrager nicht viel besser als auf unbehandeltem
Glas: Sie wurden von Glas bei 19 ul/s, von der aktivierten Oberfliche bei 29 ul/s
abgelost. Das Bindegewebe trennte sich von Glasobjekttriagern bhei 19 ul/s, von den
aktivierten Objekttrigern dagegen erst bei 2500 ul/s. Kolonepithel lie sich in hei-
den Fillen bei niedrigen Geschwindigkeiten ablésen: von der unbehandelten Glas-
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Abb. 5. Haftfestigkeit des Pankreas auf unbehandeltem und auf Aminosilan-Glutardialdehyd-
aktiviertem Glas.

Abh. 6. Humanes Kolon auf unbehandeltem Glas: a) nach 24 Stunden Inkubation in PBS, b) nach
zusiitzlicher Bestrahlung mit 6235 il PBS/s.

oherfliche hei 19 ulfs, vom Aminosilan-Glutardialdehyvd-aktivierten Glas bei 39 ul/s.
Fiir die Tunica mucosae propria war aher heim aktivierten Objekttriger eine etwa
hundertmal héhere Strahlgeschwindigkeit erforderlich als heim unbechandelten Oh-
jekttrager. Auch fiir Submukosa und zirkuldre Muskelschicht wurde durch die Ak-
tivierung eine verbesserte Haftung erzielt (Abh. 6—8). Dic Ergebnisse waren iiber-
raschend gut reproduzierbar, wenn Schnittstéirke, Inkubationszeit und Zusammen-
setzung des Inkubationsmediums nicht verdndert wurden.

In Kontrollversuchen wurden Objekttriger nach dem gleichen Verfahren hehan-
delt wie bei der Aktivierung mit Aminosilan und Glutardialdehyd, aber einmal
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Abb. 7. Humanes Kolon auf Aminosilan-Glutardialdehyd-aktiviertem Glas: a) nach 24 Stunden
Inkubation in PBS, b) nach zusitzlicher Bestrahlung mit 625 ul PBS/s.
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Abh. 8. Haftfestigkeit des Kolons auf unbehandeltem und auf Aminosilan-Glutardialdehyd-
aktiviertem Glas.

wurde das Aminosilan (Glas-Ay-G;) und einmal der Glutardialdehyd (Glas-A,-G,) weg-
gelassen (Abb. 9). Diese Objekttriiger zeigten keine wesentlichen Unterschiede im
Vergleich zu unhehandeltem Glas (bei Glas-A,-G, liel sich fiir die Tunica mucosae
propria kein ausreichend genauer Schwellenwert ermitteln, sie wurde hei Geschwin-
digkeiten zwischen 9 und 156 ul/s abgelost). Blockierte man die freien Aldehyd-
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Abb. 9 Kontrollversuche zur Aktivierung der Glasoberfliche mit Aminosilan und Glutardialdehyd.
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@

gruppen der Aminosilan-Glutardialdehyd-hehandelten Objekttrager mit Ethanolamin
(Glas-A,-G, + Ethanolamin), dann wurde der Effekt der Aktivierung aufgehohen.
Dic Ergebnisse dieser Kontrollversuche unterstiitzen das in Abb. 1 dargestellte
Konzept des Reaktionsmechanismus bei der Aktivierung mit Aminosilan und Glutar-
dialdehyd. Dafl besonders das Bindegewebe so gut auf dem Aminosilen-Glutardial-
dehyvd-aktivierten Glas haftet, ist einc weitere Bestitigung des Konzeptes: Im Binde-
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a v b

Abb. 11. Humane adulte Schilddriise: a) Autoantikérper gegen Schilddrisenmikrosomen, b) Be-
fund mit dem Serum cines Gesunden.

13

Abb. 12, Humane fetale Schilddriise: Autoantikorper gegen Schilddriisenmikroxomen.
Abb. 13. Schilddriise, Schwein: Autoantikorper gegen Schilddrasenmikrosomen.
Abb. 14, Schilddrise, Ratte: Autoantikérper gegen Schilddriisenmikrosomen,

gewebe ist reichlich Kollagen vorhanden, und dieses enthélt als einziges Skleroprotein
sehr viel Hydroxylysin (1,5 %), dessen freie Aminogruppe fiir die Reaktion mit den
Aldehvdgruppen des aktivierten Objekttréagers zur Verfiigung steht.

Die Meflwerte fiir die Haftfestigkeit der Pankreaszellen, des Kolonepithels und der
Epidermis auf Objekttriagern, die nach verschiedenen Verfahren aktiviert wurden,
sind in Abb. 10a dargestellt. Die Ergebnisse fiir unbehandeltes und fiir Aminosilan-
Glutardialdehyd-aktiviertes Glas sind zum Vergleich noch einmal aufgefiihrt. Eine
Behandlung der Objekttriger mit Methacryloxypropyltrimethoxysilan und dann mit
Acrolein (Glas-Ma-Acrolein) verbesserte die Haftfestigkeit der Pankreaszellen und der
Epidermis. Eine Behandlung der Glasoberfliche mit Trimethylchlorsilan (Glas-CH,)
verringerte erwartungsgemdl die Haftfestigkeit. Die Beschichtung mit Polylysin
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Herkunft des Schilddrisengewebes (Antigen)

human human auton. auton. Struma Struma
Antiserum adult fetal Adenom Adenom Basedow coill. Schwein Ratte
8/9 1 2 nodosa

eeco eeoe

. . -

Abb. 15. Autoantikérper gegen Schilddritsenmikrosomen bei Struma-Patienten.

a a

Abb. 16. Humane adulte Nebenniere: a) Autoantikorper gegen Nebennierenrinde, b) Befund mit
dem Serum cines Gesunden.

(Glas-PLy, ;) eignete sich fiir alle drei Strukturen. Eine zuséitzliche Behandlung der
polylysinaktivierten Objekttrager mit 59, Glutardialdehyd (Glas-Ply, -G;) fiihrte
zu keiner weiteren Verbesserung. Nach Aktivierung der Objekttriager mit Acrolein
oder mit Polvlysin hafteten Tunica mucosae propria, Submukosa und Muskelschicht
des Kolons wesentlich besser als auf unbehandeltem Glas, Trimethylchlorsilan fithrte
dagegen auch hier zu einer Verschlechterung (Abh. 10b). Ebenso verhielten sich das
Bindegewebe des Pankreas, das Schilddriisengewebe und die Koriumschicht der
Haut (Abh. 10c¢).

Die mit Aminosilan und Glutardialdehyd aktivierten Ohjekttriger wurden hereits
bei vielen tausend Immunfluoreszenzuntersuchungen erproht. Sie sind leicht herzu-
stellen und kénnen mehr als sechs Monate lang aufbewahrt werden, ohne daf ihre
Aktivitdt merkbar nachlafit. Seit wir sie einsetzen, kommt es praktisch nicht mehr
vor, daf} sich Gefrierschnitte hei der Inkubation ablésen, auch kritische Gewehe wie
Pankreas, Lunge, Magen- und Darmschleimhaut haften immer zuverldssig. Durch
die Aktivierung werden die Immunfluoreszenzergebnisse nicht beeintrachtigt. Kin
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18

19
Abb. 17. Humane fetale Nebenniere: Autoantikérper gegen Nebennierenrinde.

Abb. 18. Nebenniere eines Patienten mit Morbus Cushing: Autoantikdrper gegen Nebennieren-
rinde.

Abb. 19. Nebenniere, Schwein: Autoantikérper gegen Nebennierenrinde.
Abb. 20. Nebenniere, Ratte: Autoantikorper gegen Nebennierenrinde.

a b

Abb. 21. Nebenniere, Katze: Autoantikorper gegen Nebennierenrinde. a) Nebennierenrinde,
b) versprengte Zellen der Rinde im Nebennierenmark?

Absittigen restlicher freier Aldehydgruppen nach dem Aufbringen der Gefrierschnitte
ist iiherraschenderweise nicht erforderlich.

Mit den Aminosilan-Glutardialdehyd-aktivierten Objekttriagern wurde untersucht,
wie gut sich verschiedene humane und tierische Gewebe fiir die Diagnostik mensch-
licher Autoantikérper eignen. Mit einer normalen Erwachsenenschilddriise ergaben
Autoantikérper gegen Schilddriisenmikrosomen einen positiven Immunfluoreszenz-
test (Abb. 11a; 11b zeigt die negative Kontrolle). Mit den Schilddriisen eines humanen
Fetus, eines Schweines und einer Ratte (Abb. 12—14) erhielt man bei positiven Reak-
tionen dhnliche Bilder. Gefrierschnitte verschiedener Schilddriisen wurden henutzt,
um in den Seren von 46 Patienten aus der Schilddriisen-Sprechstunde Autoantikorper



294 K. Stécker, W. Stocker, Y. Ritter-Frank und P. C. Scriba, Glasobjekttriiger usw.

Herkunft der Nebenniere (Antigen)

. human human human
Antiserum  aduilt fetal Morbus Schwein Ratte Kaninchen Katze
8/9 Cushing

positiv in 40% 44% 53% 40% 37% 33% 27%

Abb. 22. Autoantikérper gegen Nebennierenrinde bei Morbus Addison.

gegen Schilddriisenmikrosomen zu bestimmen (Abb. 15). Die Antikérperkonzentra-
tion wurde durch Titration ermittelt, fiir Antikérpertiter zwischen 1/10 und 1/3200
wurden 1 bis 6 Punkte eingetragen. Aus dem Diagramm geht hervor, daf sich die
Schilddriisen menschlicher Herkunft gleichgut fiir den Autoantikérpernachweis cig-
nen. Die Morphologie war hei den pathologischen Organen allerdings meist deutlich
schlechter. Die Schilddriisen von Schwein und Ratte ergaben oft auch hei hoher
Antikérperkonzentration schwache oder negative Ergebnisse. Vermutlich fehlen hei
diesen Spezies einige der Antigene, die in der humanen Schilddriise enthalten sind.

Autoantikérper gegen Nebennierenrinde wurden mit einer normalen humanen
Nehenniere nachgewiesen (Abh. 16a; die negative Kontrolle zeigt Abb. 16b) sowie
mit Nehennieren eines humanen Fetus, eines Patienten mit Morbus Cushing, eines
Schweines, einer Ratte, eines Kaninchens und einer Katze (Abh. 17—21). Im Nebhen-
nierenmark der Katze fielen vereinzelte Zellen auf, die eine gleichstarke positive
Reaktion zeigten wie die Zellen der Nebennierenrinde (Abb. 21b). Bei 30 Patienten
mit Morbus Addison und bei 30 gesunden Kontrollpersonen haben wir mit diesen
Organen Autoantikorper gegen Nebennierenrinde hestimmt (Abb. 22). Am empfind-
lichsten war die Nehenniere des Cushing-Patienten: Mit ihr lieen sich in den Seren
von 539, der Addison-Patienten Antikérper nachweisen, im Vergleich zu 44 9%, mit
der fetalen Nebenniere und 409, mit der gesunden Nehenniere eines Erwachsenen.
Die Nebennieren von Schwein, Ratte, Kaninchen und Katze zeigten bei 40—27 9/
der Addison-Patienten die Autoantikérper an. Keine der verwendeten Nehennicren
ergab mit den Seren der Kontrollpersonen einen positiven Befund. Im Gegensatz zu
den Schilddriisen sind nach diesen Ergebnissen die Nebennieren der untersuchren
Tiere in heschranktem Umfang fiir die Autoantikérper-Diagnostik geeignet, wenn
kein humanes Gewebe zur Verfiigung steht.

Wir danken Herrn Priv.-Doz. Dr. med. O. A. Miller, Medizinische Klinik Innenstadt der Uni-
versitit Munchen, fur die Seren einiger der Patienten mit Morbus Addison, und Herrn Dr. mied,
R. Gutekunst aus unserer Klinik fiir dic Seren der Schilddrisenkranken.
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