8. Anhang

8.1 Verwendete Substanzen

Tabelle 15: Tabellarische Aufstellung der verwendeten Substanzen

Substanz

Hersteller Firma Farbung

Aceton

J.T.Baker

Aluminiumsulfat

Riedel de Haen Silberimpragnation nach Gomori, modifizierte QuinckeReaktion

Ammoniumeisen(lll)-Sulfatlésung

Riedel de Haen Silberimpragnation nach Gomori

Ammoniumsulfid Merck modifizierte Quincke Reaktion
Chloralhydrat Merck HE

Eisen Il Chlorid Merck Weigert-Elastica-van Gieson
Eosin gelblich Merck HE

Ethanol Schering / Merck

Eukitt Kindler

Formaldehydlésung 37% Merck

Fuchsin, basisches- Merck Weigert-Elastica-van Gieson
Fuchsin, Resorcin- Merck Weigert-Elastica-van Gieson
Goldchloridlésung Merck Silberimpragnation nach Gomori
Hamatoxylin Merck HE, Weigert-Elastica-van Gieson
Isopropanol Schering Olrot O

Kalilauge (Kaliumhydroxid Platzchen) Merck Silberimpragnation nach Gomori
Kaliumaluminiumsulfat Riedel de Haen HE

Kaliumdisulfid Merck Silberimpragnation nach Gomori

Kaliumhexacyanoferrat(l11)

Riedel de Haen modifizierte Quincke Reaktion

Kaliumpermanganat

Riedel de Haen Silberimpragnation nach Gomori

Kernechtrot Merck Silberimpragnation nach Gomori, modifizierte Quincke Reaktion
Natriumiodat Merck HE

Natriumthiosulfat Riedel de Haen Silberimpragnation nach Gomori

Olrot O Merck Olrot O

Pikrinsaure Fluka Weigert-Elastica-van Gieson

Silbernitrat Merck Silberimpragnation nach Gomori

Thiazinrot Chroma Gesellschaft |Weigert-Elastica-van Gieson

Xylol Merck

Zitronensaure Riedel de Haen HE

Tabelle 16: Herstellernachweise

Puffer

Als Puffer fur die immunhistochemischen Nachweise wurde TBS verwandt: TRIS-
gepuffertes Kochsalz-Konzentrat pH=7,6 der Fa. Quartett Immundiagnostika und
Biotechnologie GmbH, Schichauweg 16, 12307 Berlin.

Die konzentrierte Pufferldsung wurde laut Arbeitshinweis quantitativ in einen 1 |
MaRkolben uberfuhrt und mit dest. Wasser exakt auf 1l aufgefillt und gemischt.

Primar-Antikorper

Fa. Dako Cytomation )

Monoclonal Mouse Anti- Human CD14, Monocyte Clone TUK4, M0825; Verdinnung:
1:20

Monoclonal Mouse Anti-Human CD68, Macrophage Clone EBM11, M0718;
Verdiinnung: 1:200

Link Ziege Anti-Maus Immunglobuline, Biotin, (E0433), Firma DAKO; Verdiinnung 1:200
Label Streptavidin Alkaline Phosphatase, Verdiinnung 1.20; Firma Biogenex (HK321-UK)
Substrat/Farbstoff Chromogen Fast Red, Substrate Pack von Biogenex (HK182-5K)

Powerblock Universal Blocking Reagent, Firma Biogenex (HK085-5K)

Avidin-Biotin-Block

Fa. Dako Cytomation

Antibody-Diluent

Reagent solution (00-3118) Firma Zymed, s. San Francisco, California, USA (650)871-
4494

Link-Diluent

(HK165-5K) Firma Biogenex

Common Antibody Diluent

(HK156-5K) Firma Biogenex
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e DAKO Diagnostika GmbH, Postfach700407 22004 Hamburg

e Biogenex: San Remon, CA 94583 USA. Vertrieb in D: Innovativ Diagnostik-Systeme, Dr. Ch.
Sartori, Poppenbutteler Chaussee 36, 22397 Hamburg

8.2 Histologische Farbungen
8.2.1 Farbeanleitungen

8211 HE-Farbung:

Herstellen der Lésungen:
Saures Hamalaun nach Mayer

e 1 g Hamatoxylin werden in 1000 ml Aqua dem. Gelést, dazu werden 0,2 g Natriumiodat und 50
g Kaliumaluminiumsulfat gegeben und gel6st. Dabei wird die Losung blauviolett.

e 50 g Chloralhydrat und 1 g werden anschlieBend in a) gel6st, dabei schlagt die Farbe in
rotviolett um.

Eosin L6sung: 400 mg Eosin gelblich (vor Gebrauch 0,1 ml Eisessig p.A. auf 100 ml Farblésung

zugeben) werden in 100 ml 60 %igem Ethanol geldst.

Die HE-Farbung erfolgte mittels Farbeautomat der Firma Bavimed nach Fixation der Schnitte in
Formalin nach Lillie (10 Minuten). Die in Farbegestellen eingeordneten Schnittpraparate werden im

Rotationsverfahren im Tauchverfahren im jeweiligen Zeitrhythmus von zwei Minuten gefarbt.

Da es sich nicht um Parafinschnitte, sondern um fixierte Kryoschnitte handelte wurde der Farbe-

vorgang durch Wassern in Aqua dest. begonnen.

1. Hamalaun nach Mayer
. Hamalaun nach Mayer
. Hadmalaun nach Mayer

. Leitungswasser

2

3

4

5. Leitungswasser
6. Leitungswasser

7. 60%iges Ethanol

8. 0,4 %ige Eosin-Losung in 60%igem Ethanol
9. 80%iges Ethanol

10.96%iges Ethanol

11.Isopropanol
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12.1sopropanol
13. Xylol
14.Xylol
15.Xylol

8.2.1.2 Weigert-Elastica-van-Gieson-Farbung:
Herstellen der Lésungen:
1. Weigerts Fuchsin (Resorcinfuchsin)

e Losung A) 2,5 g Basisches Fuchsin und 5 g Resorcin werden unter Erwarmen in 250 ml VE-

Wasser gel6st.
e Losung B) 17 g Eisen(lI)-Chlorid in 50 ml VE-Wasser lésen.

Lésung A kochen, Losung B dazugeben und weitere 5 Minuten kochen lassen. Nach Erkalten den
Niederschlag auf einem Filter sammeln. Filter und Niederschlag in einen Kolben bringen, mit 350-
500 ml 96 %igem Ethanol UbergieBen und vorsichtig bis zum Kochen erhitzen, bis der
Niederschlag in Lésung geht. Nach dem Erkalten3,5 ml konz. HCL (37%ig) zugeben und erneut

filtrieren.

2. Eisenhamatoxylin nach Weigert:

e Losung A) 5 g Hamatoxylin in 500 ml 96%igem Ethanol I6sen, eine Woche reifen lassen und

filtrieren.

e LoOsung B) 12,4 g Eisen(lll)-chlorid in 500 ml VE-Wasser l6sen und 5 ml konzentrierte HCL (37

%ig) zusetzen.

L6sung A) und B) unmittelbar vor Gebrauch im Verhéltnis 1+1 mischen.
3. Pikrinsaure-Thiazinrotldsung nach Domagk

15 ml 1%ige Thiazinrotlosung mit 185 ml gesattigter Pikrinsdurelésung mischen. Vor Gebrauch

ansetzen

4. 1%ige Thiazinrotldsung

1 g Thiazinrot in 100 ml VE-Wasser lsen.

5. Gesattigte wassrige Pikrinsédurelésung

Ca. 25 g Pikrinsdure in 100 ml heiBem VE-Wasser losen.

Vor der manuellen Farbung werden die Préparate in Formalin nach Lillie fixiert.
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Farbevorgang:

1. Wassern in VE-Wasser

2. Spilen in 50%igem Ethanol

3. Spilen in 70%igem Ethanol

4. Spulen in 80%igem Ethanol

5. 20 Minuten Farben in Resorcinfuchsin

6. Spllen in Leitungswasser

7. Spulen in VE-Wasser

8. 2 Minuten Farben in Eisenhdmatoxylin nach Weigert
9. Kurz spulen in VE-Wasser

10.10 Minuten spulen in flieBendem Leitungswasser
11.4 Minuten Farben in Pikrins&ure-Thiazinrot
12.Kurz spulen in VE-Wasser

13.Differenzieren  der  Elastikfarbung und  Auswaschen der  Uberschiissigen

Pikrinsaurelésung in 2 Portionen 96%igem Ethanol
14.Spilen in 2 Portionen Isopropanol

15.Spiilen in Xylol

8.2.1.3 OlrotO-Farbung

Herstellen der Lésungen:

OlrotO-Losung:

Stammldsung: 1 g OlrotO in 100 ml 99%igem Isopropylalkohol l6sen.

Gebrauchslosung: 6 Teile der Stammlosung A mit 4 Teilen VE-Wasser mischen, 24h stehen

lassen. Danach filtrieren.

Manueller Farbevorgang der durch Formalin nach Lillie fixierten Kryoschnitte:
1. Wassern in VE-Wasser

2. 5 Minuten in 60%igen Isopropanol bringen.

3. 15 Minuten farben in frisch filtrierter OlrotO-Lésung.

4. Kurz differenzieren in 60%igem Isopropanol.
5

. Kurz auswaschen in VE-Wasser
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6. 3-5 Minuten Kernfarbung mit Hamalaun nach Mayer (siehe HE-Farbung)

7. Abspulen in VE-Wasser und 10 Minuten in flieRendem Leitungswasser blauen.

8.2.1.4 Nachweis fir 2- und 3-wertiges Eisen (modifizizierte Quincke Reaktion)

Herstellen der Losungen:

1. Ammoniumsulfidldsung: 500 ml 20%ige gebrauchsfertige Ammoniumsulfidlésung wird zu 500 ml

VE-Wasser gegeben.

2. Kaliumhexacyanoferrat (l11)-HCI-Losung:

e Losung A): 20 g Kaliumhexacyanoferrat in 100 ml VE-Wasser losen
e Losung B): 1%ig Salsaure

Gebrauchslésung: Loésung A) und B) im Verhéltnis 1+1 mischen.

3. Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Farbeldsung:

50 g Aluminiumsulfat in 1000 ml VE-Wasser I6sen. Die Aluminiumsulfatiésung erhitzen und 1g

Kernechtrot einriihren, bis sich der Farbstoff geldst hat. Die LOsung nach dem Erkalten filtrieren.

Manueller Farbevorgang der formalinfixierten Schnittpraparate:
1. Wassern in VE-Wasser

15 Minuten Einstellen in 10%ige Ammoniumsulfidiésung
Je 2 Minuten spulen in 3 Portionen VE-Wasser

10 Minuten Kernfarbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat
Spulen in VE-Wasser

Spulen in aufsteigender Ethanolreihe

Spulen in Isopropanol

© N o 0 k w0 D

Spilen in Xylol

8.2.1.5 Silberimprégnation nach Gomori

Zur manuellen Farbung gelangen in Formalin nach Lillie fixierte Schnittpréparate.
Herstellung der Losungen:

1. 0,5%ige Kaliumpermanganatlosung:

1 g Kaliumpermanganat in 200 ml VE-Wasser l6sen.

2. 2%ige Kaliumdisulfidlésung:
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4 g Kaliumdisulfid in 200 ml VE-Wasser losen.

3. 2%ige Ammoniumeisen (ll1)-sulfatiésung:

4 g Ammoniumeisen (ll)-sulfat in 200 ml VE-Wasser l6sen.
4. Ammoniakalische Silbernitratlosung (explosionsgeféhrlich):

A) 100 ml 10%ige Silbernitratldsung mit 20 ml 10%iger Kalilauge verriihren. Es entsteht sofort ein

Niederschlag.

B) Tropfenweise Zugabe von Ammoniaklésung (konz.) bis der Niederschlag vollstandig geldst ist.

Nach jedem Tropfen die Reaktion beobachten.

AnschlieBend wieder tropfenweise Zugabe von Silbernitratldsung bis die entstehenden Schlieren

nur noch langsam verschwinden.

1+1 mit Wasser verdinnen.

5. 0,1%ige Goldchloridldsung:

0,2 g Tetragold(lll)-saure Trihydrat gelb in 200 ml VE-Wasser |l6sen. Frisch ansetzen.
6. Formol-Leitungswasser:

100 ml Formaldehydlésung (ca. 37%ig) und 900 ml Leitungswasser mischen.

7. 1%ige Natriumthiosulfatldsung:

2 g Natriumthiosulfatiésung in 200 ml VE-Wasser losen.

8. Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Farbelésung:

50 g Aluminiumsulfat in 1000 ml VE-Wasser l6sen. Die Aluminiumsulfatldsung erhitzen und 1g

Kernechtrot einrtihren, bis sich der Farbstoff gelést hat. Die Losung nach dem Erkalten filtrieren.

Farbevorgang:
1. Wassern in VE-Wasser
. 1 Minute 30 Sekunden oxidieren in 0,5%iger Kaliumpermanganatldsung

. 5 Minuten spulen unter flieRendem Leitungswasser

. 10 Minuten auswaschen in Leitungswasser

2

3

4. 1 Minute entfarben in 2%iger Kaliumdisulfidldsung

5

6. 1 Minute Sensibilisierung in 2%iger Ammoniumeisen (ll1)-Sulfatlésung
y

. 5 Minuten spulen unter flieRendem Leitungswasser
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8. Je 2 Minuten zweimal spilen in VE-Wasser

9. 1 Minute impragnieren in ammoniakalischer Silbernitratiésung
10.30 Sekunden spiilen in VE-Wasser

11.5 Minuten reduzieren in Formol-Leitungswasser

12.5 Minuten spullen unter flieBendem Leitungswasser

13.Mindestens 10 Minuten Tonisierung in 0,1%iger Goldchloridldsung bis sich alle

Brauntone in blau-schwarz umgewandelt haben (ggf. mikroskopische Kontrolle)
14.Spulen in VE-Wasser
15.1 Minute reduzieren in 2%iger Kaliumdisulfidldsung
16.Maximal 1 Minute fixieren in 1%iger Natriumthiosulfatlosung
17.5 Minuten spulen unter flieBendem Leitungswasser
18.Spiilen in VE-Wasser
19.10 Minuten Kernechtfarbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat
20.Spulen in VE-Wasser
21.Spulen in aufsteigender Ethanolreihe
22.Spulen in Isopropanol

23.Spilen in Xylol

8.3 Immunhistochemie

8.3.1 Immunhistochemische Nachweisverfahren

Zur Darstellung von Monozyten und Makrophagen atherosklerotischer Lasionen wurden die
restlichen  Serienschnitte des ersten Versuchsteils folgenden immunhistochemischen

Nachweisverfahren unterzogen:
e Makrophagen Nachweis: Monoklonal Maus anti-human CD68 (DAKO)
¢ Monozyten Nachweis: Monoklonal Maus anti-human CD14 (DAKO)

Zur Prufung eines moglichen Zusammenhangs zwischen Kontrastmittelanreicherung und LDL
Prasenz innerhalb der Plaques, wurden stichprobenweise ein Apolipoprotein B 100-Nachweis

durchgefihrt:

e Apolipoprotein B 100-Nachweis: Goat polyclonal to human Apolipoprotein B 100 (ab7616-100)
mit zugehdérigem Link: Rabbit polyclonal to goat Ig G H&L (Biotin) (ab 6740-1) von der Firma
Abcam Ltd, Science Park, Cambridge, CB4 0FX UK.
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Als Nachweissystem wurde ein Biotin-Streptavidin Nachweissystem verwendet, bei dem der

Sekundar-Antikorper (Ziege Anti-Maus) biotinyliert war. Als Label wurde Streptavidin konjugiert mit

alkalischer Phosphatase verwendet. Die Anfarbung der Antigen-Antikbrperkomplexe erfolgte mit

Hilfe eines Chromogen-Fast Red-Substrat-Systems.

Farbevorgang:

Die tiefgefrorenen nativen Kryoschnitte wurden vor der manuellen Farbung 3 Sekunden mit Aceton

fixiert. Als Waschlésung wurde die Pufferldsung ProTagstura der Firma Quartett benutzt. Die

Farbungen erfolgten in einer feuchten Kammer:

1.

2
3
4
5.
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

2 Minuten rehydrieren der Schnitte in Pufferldsung

5-10 Minutenblocken der Schnitte mit Powerblock

3 x spulen in Pufferldsung fir insgesamt 5 Minuten

15 Minuten blocken mit Avidin

3 x spulen in Pufferldsung fur insgesamt 5 Minuten

15 Minuten blocken mit Biotin

3 x spulen in Pufferldsung fir insgesamt 5 Minuten

Auftragen des Primar-Antikorpers, 60 Minuten einwirken lassen

3 x spulen in Pufferldsung fur insgesamt 10 Minuten

Auftragen des biotinylierten Briicken-Antikdrpers (Link), 20 Minuten einwirken lassen
3 x spulen in Pufferldsung fur insgesamt 5 Minuten

Auftragen von Alkalische-Phosphatase-Streptavidin (Label), 20 Minuten einwirken lassen
3 x spuilen in Pufferldsung fir insgesamt 5 Minuten

Substrat (Fast Red) auftragen, einwirken lassen unter mikroskopischer Kontrolle (ca. 3-5

Minuten)
Waschen in VE-Wasser

3-5 Minuten mit Hamalaun zur blauen Kernfarbung gegenfarben, anschlieRend unter

flieRend Wasser blauen.
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8.4 Rohdaten-Ergebnistabelle

Tabelle 17: Ergebnisse der histologischen und MRT-Untersuchungen in tabellarischer Form
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8.4.2 Bewertungssystem zur Auswertung der Fluoreszenz- und MRT-Signalintensitat

Tabelle 18: Codierung der Signalintensitaten

Codierung Auspragung MRT-Signalintensitéat Auspragung: Fluoreszenzsignalintensitét

1 Schlechte his keine MR-Signalintensitat | Keine bis schwache Fluoreszenzsignalintensitat
2 MittelIméRige MR-Signalintensitat MittelméRige Fluoreszenzsignalintensitat

3 Hohe MR-Signalintensitat Hohe Fluoreszenzsignalintensitat
Fl-Lokalisation: Kolokalisation vorhanden: +

Kolokalisation nicht vorhanden: --

8.5 Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

Abb.
AHA
Fl

FI-S
G2

Gd
GfM

h

HE
HDL
V.

KM
KR
LDL
Mf
MPS
MR
MRI
MRT
MRT-S
p.i.
p.a.
PS

Sl

SZ
Tab.
Tier-Nr.
THl

UE
VLDL
WHHL
WHO
WN
Zeilennr.
ZP

Abbildung

American Heart Association
Fluoreszenz
Fluoreszenzsignalintensitat
Gadophrin-2

Gadolinium

Gadofluorine-M

Stunde

Hamatoxylin und Eosin

High Density Lipoprotein
intra vends

Kontrastmittel
Kaninchenrasse

Low Density Lipoprotein
fettige, zellarme, faserreiche, entziindlich 6dematdse Matrix (extrazellular)
Monozytares Phagozytensystem (Monozyten und Makrophagen)
Magnetresonanz
Magnetresonanzimaging
Magnetresonanztomographie
MRT-Signalintensitéat

post injectionem

post applicationem
Plaquestadium
Signalintensitat
Schaumzellen

Tabelle

Tiernummer

turboflash
Untersuchungseinheit

Very Low Density Lipoprotein
Watanabe Heritable Hyperlipidemic (Rabbit)
World Health Organization
White New Zeeland (Rabbit)
Zeilennummer

Zeitpunkt
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