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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Immersionsfixierungen von Mause- und Rattennieren ermdglichen nur eine ungenigende
Strukturerhaltung fir licht- und elektronenmikroskopische Auswertungsansatze, als Goldstandard
gilt daher die Perfusionsfixierung. Etablierte Protokolle hierfir wurden in friilheren Arbeiten flr
Glutaraldehyd-haltige Fixierlosungen erstellt, welche sich jedoch allgemein nicht flr
immunhistochemische Praparationen eignen. Hierfur missen ublicherweise separate
Versuchstiergruppen mit Formaldehyd-haltigen Fixierldosungen per Immersion oder Perfusion
fixiert werden, was in beiden Fallen haufig mit starken qualitativen Einschrankungen der
Strukturerhaltung verbunden ist. Aufgrund der verbesserten Generierung von immer neuen
experimentellen Tiermodellen und neuen mikroskopischen Auswertungsansatzen wie
Konfokalmikroskopie und Super-Resolution-Lichtmikroskopie besteht daher ein immer gréRer
werdender Bedarf an hochwertig fixiertem Nierengewebe fir immunhistochemische sowie
ultrastrukturelle Auswertungen. Um samtliche konventionellen licht- und
elektronenmikroskopischen Methoden sowie auch immunhistochemischen und biochemischen
Methoden anhand von nur einem Versuchstier durchfiihren zu kénnen, optimierte ich im Rahmen
meiner Dissertation die Zusammensetzung von Formaldehyd-haltigen Fixierldsungen fir
Perfusionsfixierungen von Mausen und Ratten durch Anpassung der Vehikelosmolaritat, des
kolloidosmotischen Drucks, des Puffersystems und des Fixans. Durch diese optimierte Fixierung
erreichte ich eine hochwertige Strukturerhaltung von Rinde und auf3erem Mark durch zwei
Standardprotokolle (Protokoll 1 mit Zusatz von Hydroxyethylstarke, Protokoll 2 ohne Zusatz von
Hydroxyethylstarke), welche mit einem klassischen Protokoll zur Perfusionsfixierung mit
Glutaraldehyd verglichen wurden (Protokoll 3 mit Zusatz von Hydroxyethylstérke). Im Rahmen
von Variationen dieser Protokolle konnte durch verringerte Vehikelosmolaritat die ultrastrukturelle
Darstellung von Podozyten und kortikalen Tubuli optimiert werden, wéhrend sich eine hohe
Vehikelosmolaritat und ein hoher kolloidosmotischer Druck allgemein fiir gute Strukturerhaltung
des aulieren Marks eigneten. Zusatzlich optimierte ich die Auswertung von Nierengewebe durch
Anpassung der Gewebe- und Schnittpraparation sowie der verwendeten mikroskopischen
Techniken. Hierfir stellte ich durch neue Praparationsansatze qualitativ. hochwertige
UltradUnnschnitte fur gro3flachige Digitalisierungen mit dem Transmissionselektronenmikroskop
und neuartigen Techniken per Rasterelektronenmikroskop her. Dies erhielt den raumlichen
Zusammenhang komplexer Nierenstrukturen wie Glomeruli von der Ubersicht bis zum
hochauflésenden Detail und ermdglichte damit eine stufenlose VergroRerung. Die Nutzung von
Siliziumplattchen als Tragermaterial fir Ultradiinnschnitte im Rasterelektronenmikroskop zeigte
viele Vorteile im Vergleich zu klassischen Grids bei der Verwendung im
Transmissionselektronenmikroskop; sie vereinfachten die Probenpraparation, erhéhten drastisch

die Stabilitaét der Praparate und ermdglichten eine grof3flachige Abbildung barrierefreier
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Abstract

Ultradiinnschnittareale. Die Digitalisierung von Ultradiinnschnittarealen per
Rasterelektronenmikroskop konnte durch Verwendung eines neuartigen Mehrstrahl-
Rasterelektronenmikroskops dartiber hinaus um das ca. 100-fache beschleunigt werden,
wodurch komplette Ultradiinnschnitte innerhalb von ca. 30 min. in guter Qualitat digitalisiert

wurden.

Abstract

Immersion fixation of rodent kidneys leads to poor structural preservation for light- and electron
microscopical analysis. Thus, perfusion fixation represents the goldstandard. Therefore, protocols
for glutaraldehyde containing fixative solutions were established by previous authors for optimized
structural preservation of rodent kidneys. Glutaraldehyde-fixed tissue, however, is generally not
suitable for immunohistochemical approaches. Therefore, separate animal groups are usually
used to perform formaldehyde fixation via immersion or perfusion, both associated with severe
drawbacks in structural preservation. Based on today’s versatile experimental animal models and
innovative microscopy techniques, such as confocal microscopy and superresolution microscopy,
there is an increasing demand on high quality fixed tissue for combined immunohistochemical
and ultrastructural analysis. My aim was to provide high quality fixed tissue as a basis for all
conventional light- and electron microscopical techniques as well as immunohistochemical and
biochemical techniques using one single animal. Therefore, | optimized fixation solutions for
perfusion fixation of mice and rat kidneys by adapting vehicle osmolarity, colloidosmotic pressure,
buffer solution and fixative type. Based on this improved fixation, renal cortex and outer medulla
were preserved with superior quality using two standard protocols (protocol 1 containing hydroxy
ethyl starch and protocol 2 without addition of hydroxy ethyl starch). Morphology was compared
to a standard protocol, containing glutaraldehyde and hydroxy ethyl starch (protocol 3). Variations
of these protocols with reduced vehicle osmolarity improved ultrastructural preservation
especially of podocytes and cortical proximal tubular epithelium cells, whereas raised vehicle
osmolarity and colloid osmotic pressure improved ultrastructural preservation of medullary
components. In addition, improvements of tissue processing and section preparation further
increased overall quality. By combining new approaches in transmission- and scanning electron
microscopy with my adapted tissue processing protocols, | was able to digitize large thin section
areas with superior quality as compared to conventional approaches. As a result, complex
microanatomical architecture was preserved in the digitized datasets, facilitating smooth zooming.
Compared to traditional transmission electron microscopy, improvements of thin section
processing were mainly based on a more stable preparation using silicon substrate and imaging
using a scanning electron microscope. Thin section digitization was further sped up using a new
and powerful multi-beam scanning electron microscope by approximately 100-fold, enabling

whole thin section digitization in about 30 min. with satisfactory quality.

Vi
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1.1. Aufbau und Funktionen der Nieren

Die Nieren bilden ein lebenswichtiges Ausscheidungssystem und sind dariiber hinaus an der
Regulation des Saure-Basen-Haushalts und des Wasserhaushalts beteiligt. Als Teil des
endokrinen Systems spielen sie weiterhin eine wichtige Rolle in der Blutdruckregulation, der
Produktion von Erythrozyten und dem Knochenstoffwechsel (1).

Taglich werden beim Menschen ca. 180 L Primarharn gebildet und dieser durch nachfolgende
Aufarbeitung (Rlckresorption und Sekretion) in seiner Zusammensetzung verandert, bis
schlieBlich ca. 2 L Endharn Uber die harnleitenden Systeme ausgeschieden werden. Die
funktionell und strukturell abgrenzbaren Baueinheiten der Niere sind die Nephrone, von denen
jede menschliche Niere Uber ca. eine Million verfligt, jeweils bestehend aus einem Glomerulus
und einem daran angeschlossenen Tubulussystem (2). Dieses Tubulussystem setzt sich aus
speziell differenzierten Segmenten zusammen, die in ihrer mikroanatomischen Anordnung die

Zonengliederung der Niere definieren.

1.2. Methoden zur morphologischen Auswertung von Nierengewebe

Transgene Technologien haben in den letzten 30 Jahren die Entwicklung von zahlreichen
Tiermodellen im nephrologischen Sektor ermdéglicht (3). Verdnderungen des genetischen
Materials konnten dabei durch neue Techniken wie CRISPRY/Cas dariiber hinaus gezielter,
schneller und kostenginstiger durchgefiihrt werden (4). Fir die Untersuchung der eingeleiteten
Veradnderungen, die unmittelbar aus der Manipulation hervorgehen oder Folge von
pathophysiologischen Prozessen sind, finden neben physiologischen und biochemischen auch
immunhistochemische und morphologische Methoden Verwendung. Hier haben neue Techniken
das Spektrum erweitert; neben konventionellen histologischen und elektronenmikroskopischen
Verfahren bieten neuartige Ansatze wie Super-Resolution-Lichtmikroskopie (5) und verbesserte
Rasterelektronenmikroskopie (6) Vorteile bei Probenpraparation, Auflosung und korrelativer
Nutzung der licht- und elektronenmikroskopischen Signale (7, 8).

Die verschiedenen mikroskopischen Verfahren benétigen eine unterschiedliche Vorbereitung der
Proben. Mithilfe von in vivo Auflichtmikroskopie wurde die mikroskopische Anatomie von
Nierentubuli beschrieben (9); es waren offene proximale Tubuli mit ihrem Blrstensaum
abgrenzbar. Tiefere Einblicke wurden auRerdem durch intravitale Multiphotonenmikroskopie und
injizierte Farbstoffe erreicht; neben offenen Tubuli und zirkulierenden Erythrozyten (10) wurden

auch dynamische Prozesse auf subzellularer Ebene, wie z.B. die Endozytose im proximalen

1 CRISPR: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats.
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Tubulus (11), dargestellt. Eine hoéhere Auflésung von Strukturen in einer lebensnahen
Morphologie benétigt eine Praparation des Gewebes ex vivo, hierflr ist eine chemische Fixierung
fur die Niere der Standard. Immersionsfixierungen sind einfach durchzuftihren und erméglichen
leicht reproduzierbare Bedingungen, erhalten die Strukturen jedoch nur ungentigend und sind
deshalb fur Lokalisationsstudien und ultrastrukturelle Darstellungen von experimentellen
Tiermodellen nur eingeschréankt nutzbar (12, 13). Daher ist die Perfusionsfixierung fur eine
optimale Strukturerhaltung der Niere seit langem eine etablierte Technik, mit der organspezifische

Besonderheiten der Niere am besten bertcksichtigt werden kénnen (13, 14).

1.3. Zusammensetzung von Fixierldsungen

Von einer Fixierlosung ist eine Vorspullésung abzugrenzen, mit der das Blut eines Versuchstiers
aus dem Kreislauf gespllt wird, um eine Agglutination von Blutbestandteilen durch die
Fixierlosung mit negativem Einfluss auf die Strukturerhaltung zu vermeiden (15).

Innerhalb einer Fixierlosung werden zwei Komponenten unterschieden; die fixierende
Komponente (Fixans) und das Vehikel (16, 17). Als Fixans werden Formaldehyd, Glutaraldehyd,
Pikrinsaure oder eine Kombination dieser Stoffe verwendet. Als Formaldehyd wird in dieser Arbeit
eine wassrige LOosung von Formaldehyd verstanden, welche frisch aus Paraformaldehyd
(Pulverform) angesetzt wird. Hiervon abzugrenzen ist Formalin, welches 37%* Formaldehyd und
ggf. Zusatzstoffe wie Methanol zur Hemmung von Polymerbildung enthalt (18).

Die einzelnen Fixantien reagieren auf unterschiedliche Weise mit den Komponenten des
Gewebes (18, 19). Formaldehyd diffundiert schnell auch in grof3e Gewebevolumina und fixiert
schwach, die Reaktion ist reversibel. Glutaraldehyd diffundiert langsam und fixiert stark, die
Reaktion ist irreversibel. Glutaraldehyd und Formaldehyd fixieren hierbei vor allem Proteine,
wahrend Osmiumtetroxid, das in einem separaten Schritt nach der Perfusionsfixierung
angewendet wird, vor allem Lipide fixiert (20). Zum einen ermdglicht die starke quervernetzende
Wirkung von  Glutaraldehyd eine gute  Strukturerhaltung fir  hochauflésende
Elektronenmikroskopie, zum anderen induziert es jedoch auch Veranderungen der
Proteinstruktur, was die Diffusion von Antikérpern innerhalb des Gewebes erschwert und
Sensitivitdt und Spezifitat von Immunmarkierungen deutlich reduziert (19). Die schwache
guervernetzende Wirkung von Formaldehyd erhélt dagegen die Antigenitat besser, ermdglicht
aber keine vergleichbar gute Strukturerhaltung wie Glutaraldehyd (7, 20). Fir
Immersionsfixierungen mit dem Ziel einer qualitativ hochwertigen ultrastrukturellen Darstellung
sind Fixierlosungen mit einer Kombination von Formaldehyd und Glutaraldehyd beschrieben; die
schnelle Diffusion durch Formaldehyd ermdglicht eine schnelle Fixierung, die nachfolgend durch
Glutaraldehyd weiter stabilisiert wird (21).

1 bie Angabe von 37% Formaldehyd bezieht sich idR. auf g (Formaldehyd) pro g (L6sungsmittel; Wasser). Die Angabe 40%
Formaldehyd bezieht sich idR. auf g (Formaldehyd) pro ml (L6sungsmittel; Wasser).
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Das Vehikel besteht aus einer Pufferlésung, z.B. Na-Kakodylatpuffer oder Phosphatpuffer, der
fakultativ Kolloide oder Salze zugesetzt werden. Die Gesamtosmolaritat der Fixierldsung setzt
sich aus dem Anteil des Fixans (Fixansosmolaritdit) und dem Anteil des Vehikels
(Vehikelosmolaritat) zusammen. Trotz einer hohen rechnerischen Osmolaritdt von Formaldehyd
(3% =1 M; 1000 mOsmol) und Glutaraldehyd (2% = 0,2 M; 200 mOsmol) haben diese Fixantien
— im Gegensatz zur Vehikelosmolaritat (lblicherweise 200-300 mOsmol) — nur einen geringen
osmotischen Einfluss auf Gewebe (= effektive Osmolaritat). Auf Grundlage einer empirischen
Formel wurde der prozentuale Einfluss von Formaldehyd auf die effektive Osmolaritat mit 10%
und von Glutaraldehyd mit 30% beschrieben (17). Als Ergebnis dieses Zusammenhangs wird bei

der Zusammenstellung einer Fixierldsung primér die Vehikelosmolaritat bertcksichtigt.

1.4. Historische Entwicklung ausgewahlter Gewebefixierungen

Im Zeitintervall zwischen dem Beginn einer Immersionsfixierung bis zur effektiven Stabilisierung
von Zellen sind diese besonders vulnerabel gegeniber Veranderungen ihres Milieus (13). Als
zugrundeliegende Ursache wurde vermutet, dass durch Diffusion von Fixiergemischen innerhalb
des Gewebes ein Konzentrationsgradient entsteht, durch welchen Zellen in tiefen Schichten initial
von einer geringen Konzentration strukturell geschadigt werden, bevor sie durch eine
ausreichend hohe Konzentration effektiv fixiert und in diesem Zustand erhalten werden.
Immersionsfixierungen mit ungepufferten Losungen von Osmiumtetroxid, wie sie in den Anfangen
der renalen Ultrastrukturforschung tblich waren, verursachen einen Abfall des zellularen pH-
Wertes, der sich in der vulnerablen Phase der Fixierung negativ auf die Strukturerhaltung
auswirkt. Durch eine Pufferung des Osmiumtetroxids mit Veronalacetat wurde 1952 durch Palade
eine deutliche Verbesserung von Immersionsfixierungen erreicht (22). Eine modifizierte
Immersionsfixierung stellt das Auftropfen der Fixierlosung auf die Nierenoberflache des
lebendigen Tieres dar (13). Durch die erhaltene Blutzirkulation werden Zellen in einer fir sie
physiologischen Umgebung fixiert; eine verbesserte Strukturerhaltung wurde hierdurch
ermdglicht. 1962 haben Maunsbach et al. Nierengewebe mit dieser Technik bis in eine Tiefe von
ca. 200 um in guter Qualitat fixieren kénnen, welche durch offene Tubuli mit glatten Lumina
charakterisiert war. Eine hochwertige Fixierung auch von Gehirnen bis in tiefere
Gewebeschichten wurde 1962 von Palay et al. durch vaskulare Perfusion von Veronalacetat-
gepuffertem Osmiumtetroxid erreicht (14). Gehirngewebe, welches wie Nierengewebe sehr
anfallig gegenuber Ischamie ist, wurde auf diese Weise in hoher Qualitdt fir die
elektronenmikroskopische Auswertung fixiert. Die vasokonstriktorische Wirkung von
Osmiumtetroxid wurde hier durch die Verwendung von Vorspullung und Vasodilatatoren reduziert.
Zur weiteren Reduktion von hypoxischen Schaden wurde eine artifizielle Beatmung mit 95-97%
Sauerstoff und 3% Kohlenstoffdioxid durchgefuhrt. Mit der Einfihrung von Glutaraldehyd durch

Sabatini et al. 1963 wurde Osmiumtetroxid als Fixans zur Perfusionsfixierung weitestgehend
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abgel6st (23). Damit wurden aufgrund der hohen Kosten und der sehr hohen Giftigkeit von
Osmiumtetroxid besonders Perfusionsfixierungen deutlich vereinfacht.

Durch sequentielle Fixierung von Gewebe mit beiden Fixantien wurden darliber hinaus noch
bessere Ergebnisse erzielt als mit einer einfachen Fixierung (16). Zur optimierten
Strukturerhaltung von Nierengewebe wurden von Maunsbach verschiedene Perfusionsmodi fiir
Fixierlosungen tber den Blutweg getestet, dabei auch eine Variation der Perfusionsfixierung von
Palay et al. (15, 24). Die Ergebnisse wurden mit einer Immersionsfixierung und einer Auftropf-
Fixierung verglichen. Nur durch Perfusionsfixierungen war es moglich, kortikale und medullare
Strukturen zuverlassig in hoher Qualitdt zu fixieren. Die Perfusionsfixierung Gber den linken
Ventrikel und mit artifizieller Respiration (Palay et al. 1962) war dabei aufwandig und lieferte keine
entscheidenden Vorteile gegenuber der einfacheren retrograden Perfusionsfixierung tber die

Aorta abdominalis ohne artifizielle Respiration.

1.5. Ansatze zur Anpassung der Fixierung an die Niere
In friiheren Arbeiten wurde der Einfluss von Perfusionsparametern und Zusammensetzung der
verwendeten LoOsungen zur Vorspilung und Fixierung auf die mikroanatomische und

ultrastrukturelle Nierenmorphologie untersucht (9, 13, 24-27).

1.5.1. Anpassung der Vehikelosmolaritat

Die Konzentrierung des Harns wird durch passiven Wassertransport im Sammelrohr ermdglicht,
durch Anpassung an die Bedurfnisse des Kérpers ist hierdurch die Ausscheidung eines Urins mit
einer Osmolaritat zwischen 50-1200 mOsmol/l mdglich. Die hierfiir nétige hohe interstitielle
Osmolaritdat wird durch die Henle-Schleife aufgebaut. In der Folge steigt die interstitielle
Osmolaritat zonenabhangig von ca. 290 mOsmol in der Rinde auf bis zu 1200 mOsmol im Mark
(28). Im Rahmen der Perfusionsfixierung muss die Osmolaritéat der Fixierlésung auf diese zonale
osmotische Heterogenitat abgestimmt werden, um Schwellungen oder Schrumpfungen von
Zellen in der vulnerablen Phase der Fixierung zu vermeiden. Im Rahmen von tierexperimentellen
Versuchen mit Ratten wurden Glutaraldehyd-haltige Fixierlésungen mit dem Ziel einer optimierten
Fixierung der Rinde untersucht (15, 24). Dabei wurde die Vehikelosmolaritat der Fixierldosungen
als entscheidender Faktor identifiziert. So kam eine gute Strukturerhaltung des proximalen
Tubulus mit dem Resultat glatter luminaler Zelloberflachen bzw. der Abwesenheit apikaler
Zytoplasmablasen sowie einer guten Abgrenzbarkeit subzellulérer Details bei elektronenlichtem
Erscheinungsbild des Zytoplasmas bei 235 mOsmol zustande (15). Eine geringere
Vehikelosmolaritat (ca. 180 mOsmol) fuhrte zu vermehrt geschwollenen Zellen mit apikalen
Abschnirungen, eine hdhere (ca. 300 mOsmol) zu geweiteten InterzellularrAumen. Eine dartber
hinaus erhdhte Vehikelosmolaritat (ca. 530 mOsmol) fuhrte zu verstarkter Spaltbildung und

Zellenschrumpfung mit geringer Auflésung subzelluldrer Details bei unverhaltnismaRig
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elektronendichtem  Zytoplasma (15). Variationen in Pufferzusammensetzung und
Glutaraldehydkonzentration fihrten im Rahmen dieser Experimente nur zu maRigen
Abweichungen. Auswirkungen von Variationen der Vehikelosmolaritat wurden auch fiir die
Morphologie des Nierenmarks der Ratte untersucht (26). Losungen, die der regionalen
Osmolaritat der Nierenzonen angepasst waren, fuhrten generell zu guten Ergebnissen. Der
Innenstreifen (MarkaufRenzone) wurde mit einer Vehikelosmolaritat von ca. 360 mOsmol gut
fixiert; tiefere Markschichten waren geschwollen. Der &uf3ere Bereich der Markinnenzone wurde
mit einer Vehikelosmolaritat von ca. 650 mOsmol gut fixiert, der innere Bereich der
Markinnenzone mit einer Vehikelosmolaritat von 1000 mOsmol und die Papillenspitze mit 1500
mOsmol. Benachbarte Zonen waren hier jeweils schlecht fixiert; ausgehend von gut fixierten

Zonen waren Richtung Kapsel Schrumpfungen und Richtung Papille Schwellungen erkennbar.

1.5.2. Vaskulare Besonderheiten und Anfalligkeit gegentiber Ischamie

Eine Durchfuhrung von Perfusionsfixierungen an M&ausen oder Ratten mit dem Ziel einer
optimalen morphologischen Darstellung von Nierengewebe erfordert die Beriicksichtigung von
anatomischen und physiologischen Besonderheiten der Niere. Im Rahmen einer
Perfusionsfixierung muss die empfindliche Blutdruckregulation der Niere bedacht werden; ein
Abfall des Perfusionsdrucks kann iber eine reflektorische Vasokonstriktion eine erfolgreiche
Instillation der Fixierlosungen in Gefal3e und Tubuli verhindern und zu Ischdmie-bedingten
morphologischen Veradnderungen fihren. Weiterhin kann der Perfusionsdruck nur als auf3erer
Faktor kontrolliert werden; aufgrund unphysiologischer rheologischer Eigenschaften der
Fixierlosung und Verdnderungen des Gewebes wahrend der Fixierung bleibt der effektive
Perfusionsdruck im Gewebe ein unklarer Faktor (15). Unter stereomikroskopischer Kontrolle
wurde im Rahmen von Perfusionsfixierungen in vivo nach Erhéhung des Perfusionsdrucks eine
Dilatation der Tubuli festgestellt. Im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) fielen Tubuli, die
unter erhéhtem Perfusionsdruck fixiert wurden, durch abgeplattete Zellen und schrag orientierte
Mitochondrien auf (15, 29).

Ca. 20-25 % des Herzminutenvolumens flie3t durch die Nieren, wodurch sie sehr gut mit Blut
versorgt werden (30). Die Rinde ist dabei wesentlich besser durchblutet als das Mark (31). Das
Mark wird Uber ein Kapillarnetz versorgt, das nur aus postglomeruldren Vasa recta der
juxtamedullaren Glomeruli gespeist wird (32). Dieses Kapillarnetz ist im AuRRenstreifen und in der
Innenzone schwach ausgepréagt, wodurch diese Bereiche anfalliger gegentber Ischamie sind als
die Rinde und der Innenstreifen. Die geringere Versorgung des Nierenmarks wird zusatzlich

durch die Gegenstrom-Anordnung der Vasa recta verstarkt (31).
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1.5.2.1. Fixierung Uber die Filtrationsbarriere

In den Kapillarschlingen des Glomerulus wird das Blut filtriert und der Primarharn in den
Harnraum — umgeben von der Bowmankapsel — geleitet. Podozyten sitzen den Kapillarschlingen
auf und umfassen diese mit ihren Fortsédtzen. Das strukturelle Korrelat der Blutfiltration im
Glomerulus ist die Filtrationsbarriere, bestehend aus einem Porenendothel, den
Podozytenfortsatzen und einer gemeinsamen Basalmembran (32). In ihrer Gesamtheit ist die
Filtrationsbarriere gut durchlassig fir Wasser und darin geldste Stoffe. GroRere Stoffe werden
abhangig von ihrer Ladung und Gro63e filtriert; neutrale Stoffe werden bis zu einer Grof3e von 50
kDa (ca. 4 nm) filtriert, negative Ladungen erschweren die Filtration durch AbstoRung an der
ebenfalls negativ geladenen Filtrationsbarriere (31). Das Filtrationsverhalten von unreifen oder
geschadigten Glomeruli kann hiervon jedoch abweichen, wodurch die Passage von
makromolekularen Additiven wie HES nur schwer vorauszusagen ist und maoglicherweise auch
Stoffe mit einem Molekulargewicht von tiber 70 kDa die Filtrationsbarriere passieren kénnen (33).
Speziell im Rahmen der Perfusionsfixierung kann daher angenommen werden, dass es an der
Filtrationsbarriere zu strukturellen und funktionellen Verdnderungen mit Einfluss auf die
GroRRenselektivitat kommen kann. Der Perfusionsdruck im Glomerulus, damit auch der
Perfusionsdruck im postglomeruléren Kapillarbett in Rinde und Mark, wird physiologisch durch
den Autoregulationsmechanismus der Niere bestimmt (31). Wie sich die Komponenten dieses
Regelkreises bei der Perfusionsfixierung verhalten, ist unklar. Sicher ist jedoch, dass hierbei
Schwankungen von Perfusionsdruck und Vehikelosmolaritét die lokale glomeruléare Perfusion, die
Filtration und damit auch den Durchtritt von Fixierlosungen beeinflussen kann (34, 35).
Auswirkungen einer Unterbrechung des Filtrationsdrucks auf die Selektivitat des glomerularen
Filters wurden in diesem Kontext untersucht (34); eine Perfusionsfixierung mit voribergehender
Unterbrechung des Perfusionsdrucks ermdglichte die Passage von Albumin in den Harnpol,
wahrend ohne Unterbrechung des Perfusionsdrucks das Albumin auf Kapillarlumina und die

Filtrationsbarriere selbst beschrénkt war.

1.5.2.2. Proximaler Tubulus und Sensibilitat gegentber Ischamie

Der proximale Tubulus besitzt generell gegeniiber Ischamie und Anderungen des
Perfusionsdrucks eine hohe Sensitivitat (9, 15, 25, 36). Durch in vivo Auflichtmikroskopie wurde
die Reaktion von Nierentubuli auf Ischamie, verursacht durch Abklemmen der Arteria renalis,
studiert (9). 5 s nach Unterbrechung des Blutflusses durch GefaRklemme waren Lumina und
Blrstensaum der proximalen Epithelien nicht mehr abgrenzbar, 4-5 min. nach Wiedereréffnung
des Blutflusses konnte das morphologische Bild der Ausgangssituation — mit offenen proximalen
Tubuli und abgrenzbarem Birstensaum — wiederhergestellt werden. Eine &hnlich drastische
Reaktion war bei anderen Nephronabschnitten nicht festzustellen (9). Es wurde aufgrund des

gleichbleibenden  AuRRendurchmessers der proximalen Tubuli vermutet, dass der
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Lumenverschluss nicht primar Folge eines druckbedingten Kollapses sei, sondern das Ergebnis
eines Anschwellens der Zellen. Diese Schwellung wurde in einer anderen Arbeit durch einen
~Schutzpuffer, bestehend aus Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO.,) und
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO.) bei 274 mOsmol, verhindert; nach einer 2-miniitigen
Pause zwischen der Perfusion des Schutzpuffers und der Perfusion der Fixierlésung waren die
proximalen Tubuli im Semidtinnschnitt weiterhin offen (25). Als Vehikel der Fixierldsung wurde
ebenfalls dieser Schutzpuffer verwendet. Die Perfusion des Schutzpuffers verhinderte nach
Durchfiihrung einer Immersionsfixierung ebenfalls das Kollabieren der proximalen Tubuli,
wohingegen in Folge einer Perfusion von Phosphate buffered saline (PBS; 280-290 mOsmol) die
proximalen Tubuli nach 2-minttiger Pause sowie Immersionsfixierung kollabiert waren. Der Effekt
des Schutzpuffers wurde mit dem schitzenden Effekt von Kolloiden wie Polyvinylpyrrolidon und
Dextran verglichen, die ebenfalls ein Anschwellen von Zellen verhindern sollen. Im Vergleich zum
Schutzpuffer kénnen hohermolekulare Stoffe wie Saccharose diese schiitzende Zeitspanne
verlangern. Eine dem Effekt des Schutzpuffers &hnliche Wirkung wurden ex vivo an isolierten
Rattennieren erzielt. Diese wurden mit einer hyperosmolaren Mannitolldsung perfundiert und
zeigten nach Immersionsfixierung und paraffinhistologischer Praparation offene kortikale und
medullare Tubuli mit glatten luminalen Zelloberflichen (35). Weiterhin wurde in einem Tiermodell
zur Ischamie gezeigt, dass Mannitol im Gegensatz zu Dextran, Methylprednisolon und Allopurinol
die Nekrosebildung im S3-Segment des proximalen Tubulus signifikant reduziert (37). Die
Nutzung von Additiven wie Dextran, Mannitol, Polyvinylpyrrolidon, HES und Saccharose im
Rahmen von physiologischen Experimenten wurde jedoch auch kritisch betrachtet. So wurden
Auswirkungen einer intravendsen und subkutanen Applikation von Glukose, Mannitol, Dextran
und Saccharose im Tierversuch an Ratten untersucht (38). Alle Stoffe fiihrten zu einer starken
Vesikelbildung im proximalen Tubulus, die bei Mannitol am starksten ausgepragt war. In einer
anderen Arbeit wurde die Bedeutung von Kolloiden als Bestandteil in der Fixierlésung untersucht
(27). Leber, Pankreas und Dinndarm zeigten nach Perfusionsfixierung von Ratten in
Abwesenheit von kolloidosmotischen Stoffen wie Polyvinylpyrrolidon und Dextran eine
makroskopisch sichtbare Schwellung. Der Zusatz von Dextran zur Fixierlésung verbesserte
weiterhin die Fixierung des Nierenmarks; artifizielle Aufweitungen des Interstitiums lie3en sich

dadurch vermeiden (26).

1.5.2.3. Klinischer Zusammenhang

Morphologische Veranderungen in Nierenepithelien, wie sie nach Infusion von Kolloiden auftreten
kénnen, wurden unter dem Begriff ,osmotische Nephrose* zusammengefasst. Dies spielt auch
klinisch im Rahmen von Infusionstherapien eine wichtige Rolle, da sie bis zum Nierenversagen
fuhren kdnnen (39). Andererseits bieten sie einen gewissen Schutz vor den Folgen von Ischamie;

Zellschaden im Rahmen des Transports von Nierentransplantaten kénnen dadurch reduziert
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werden. Dies verbessert die Erreichbarkeit von passenden Empfangern, da auch weite Wege
zurlckgelegt werden koénnen. Eine Ursache der Reduktion von Ischamie-induzierten
Tubulusschaden wurde mit Hilfe der optischen Koharenztomographie untersucht (36). Vor
Entnahme eines Spenderorgans wurde die Zeitspanne zwischen einer Infusion mit Mannitol und
dem Abklemmen der Nierenarterie von 30 auf 15 min. reduziert. Dieses verkirzte Intervall
schitzte die proximalen Tubuli vor dem Kollabieren und verbesserte den klinischen Verlauf der
Empfanger. In einer Patentschrift wurde weiterhin eine Dextran-haltige Organperfusionslésung
zur Konservierung von u.a. Nierentransplantaten beschrieben, die als Verbesserung gegeniiber

anderen Konservierungslosungen eine langere Ischamiezeit erlaubt (40).

1.6. Angepasste Gewebe- und Schnittpraparation fir Nierenpraparate

Von der Perfusionsfixierung bis zur morphologischen Darstellung von Gewebe durch
mikroskopische Verfahren hat jeder Arbeitsschritt Einfluss auf das Ergebnis. Hier kénnen
unerwinschte Veranderungen entstehen (Artefakte), aber auch gezielt Einfluss auf das

gewunschte Ergebnis genommen werden (41).

1.6.1. Gewebepraparation

Bei der Entwasserung von Gewebe im Rahmen von Kunstharzeinbettungen werden Stoffe, die
nicht durch eine Fixierung stabilisiert wurden, ausgewaschen; folglich kdénnen sie nicht
ultrastrukturell dargestellt werden (42, 43). Zuckerverbindungen der endothelialen und
podozytaren Glykokalix sind ein Beispiel fur Strukturen, die durch konventionelle Fixantien (s.0.)
nur ungenigend fixiert werden. Eine Perfusionsfixierung mit Zusatz von Lanthanum dysprosium
glycosaminoglycan adhesion stabilisierte die glomeruldre endotheliale Glykokalix von Ratten,
wodurch sie als 200-400 nm dicker Saum im TEM erschien, die podozytare Glykokalix zeigte sich
als dunner Strich (44). Eine Perfusionsfixierung mit Zusatz von Gerbsaure erhohte die
Elektronendichte u.a. der glomerularen Filtrationsbarriere von Ratten, weiterhin ermdglichte sie
die verbesserte Darstellung von Mikrotubuli (16).

In der Kklinischen Praxis spielt die Reihenfolge von Fixierungen und die Spezifitdt der
zugrundeliegenden Reaktionen beim Umgang mit Nierenbiopsien eine wichtige Rolle. Eine frisch
entnommene Biopsie — schwimmend in isotoner Salzlésung gelagert — kann als Grundlage fur
den Zuschnitt in der Pathologie genutzt werden. Dort wird ein Teil des Zylinders im Rahmen des
Zuschnitts fur die Elektronenmikroskopie direkt in Glutaraldehyd fixiert (45). Als weitere
Moglichkeit kann vor dem Zuschnitt eine Fixierung des Zylinders in Formaldehyd erfolgen, die
auch vereinbar mit langeren Transportzeiten ist. Fir die Elektronenmikroskopie kann bei nur
geringem Qualitatsverlust die anschlieRende Fixierung eines Teils des Zylinders mit
Glutaraldehyd durchgefiihrt werden (46). Soll nach Einbettung des gesamten Materials in Paraffin

eine Praparation fir die Elektronenmikroskopie erfolgen, kann Material aus einem Paraffinblock
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1. Einleitung

oder einem Paraffinschnitt in Kunstharz umgebettet werden, was jedoch mit erheblichen
gualitativen Einbufen verbunden ist (47). Ursache hierfiir ist der Verlust von ungeniigend
stabilisierten Lipiden und Proteinen im Rahmen der Paraffineinbettung. Fir Anwendungen in
Forschung und Diagnostik ist daher, wenn mdglich, eine Lagerung von uneingebettetem
Nierengewebe (fixiert nur in Formaldehyd) empfehlenswert, sofern eine spatere ultrastrukturelle

Auswertung nicht ausgeschlossen werden kann (46).

1.6.2. Schnittpraparation

Eine ultrastrukturelle Auswertung von Nierengewebe am TEM erfordert neben einer guten
Perfusionsfixierung und stabilen Kunstharzeinbettung eine qualitativ  hochwertige
Schnittpraparation, bestehend aus den Praparationsschritten der Ultramikrotomie und der
Kontrastierung. Im Rahmen einer reprasentativen Auswertung von Nierengewebe muss dessen
strukturelle Heterogenitdt mit mehr als 26 verschiedenen Zelltypen und einem komplex
organisierten Tubulussystem bericksichtigt werden (48); dies erfordert grof3tmdagliche
Ultradinnschnittareale, frei von Artefakten wie Chatter, Falten und Verunreinigungen, um eine
systematische ultrastrukturelle Untersuchung zu ermoglichen (49). Die Herstellung solcher
Ultradiinnschnitte wurde als die groRte préaparatorische Herausforderung im Rahmen der
Arbeitsschritte beschrieben, die zum einen praktische Fahigkeiten und zum anderen ein
ausfihrliches Wissen bezliglich der mdglichen Artefakte erfordert (50). Ursachlich fiir die groR3e
Anfalligkeit von Ultradiinnschnitten sind ihre geringe Schnittdicke von ca. 50 nm und ihre freie
Lagerung — gestutzt entweder durch Mesh grids oder befilmte Schlitz-Grids — um einen Durchtritt
von Elektronen zu ermdglichen. In friiheren Arbeiten wurden qualitatsentscheidende Parameter
im Rahmen der Schnittpraparation beschrieben; darunter die Geometrie des Kunststoffblocks,
Umgebungsfaktoren beim Schneideprozess, Anforderungen an die verwendeten Messer,

Schnittaufnahme und die Kontrastierung (50-57) .

1.7. Herleitung der Fragestellung

Grundlage fur eine adaquate morphologische Auswertung der strukturellen und funktionellen
Heterogenitat der Niere sind prazise Methoden zur Probenpraparation und der mikroskopischen
Technik. Die verschiedenen mikroskopischen Auswertungen haben dabei jeweils spezielle Vor-
und Nachteile; so fehlen bei einer primar morphologischen Auswertung mit starker Fixierung
Informationen zur Biochemie von Zelle und Zellverband. Eine histochemisch auslesbare
Markierung von Proteinepitopen, Enzymaktivitat und Nukleinsdurekomponenten alleine erfordert
andererseits  eine  vorsichtige, schwache Fixierung, die fir hochauflésende
elektronenmikroskopische Analysen ungeeignet sein kann. Um Gewebe hierflr in hoher Qualitat
erhalten zu kénnen, wurde im Rahmen meiner Arbeit ein Schwerpunkt auf die kombinierte

morphologische und histochemische Darstellung gelegt. Die Kombination von schwacher
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1. Einleitung

Fixierung mit nachfolgender Aufteilung von Gewebe auch flr starkere Fixierung war hier
Grundgedanke. Dies sollte mit zeitgemafen Standard-Techniken durchfihrbar sein. Auch sollten
neuartige mikroskopische Techniken wie Super-Resolution-Lichtmikroskopie einbezogen
werden, die eine hochauflésende biochemische Charakterisierung auf Grundlage von Tag-
basierten oder immunhistochemischen Markierungen mit elektronenmikroskopischen Ansatzen
kombinieren (korrelieren) lasst. Weiterhin sollten diese kombinierten Anséatze jeweils mit nur
einem Versuchstier durchfiihrbar sein, um bei Gruppenversuchen separate Auswertungsgruppen
zu vermeiden. Eine Aufteilung von Versuchstiergruppen in Untergruppen fir jeweils
unterschiedliche  Methoden  wirde aufgrund interindividueller ~ Schwankungen zu
Einschrankungen der Vergleichbarkeit fihren. Aufgrund bestehender Tierversuchsrichtlinien sind
Genehmigungsverfahren mit gro3en Versuchstierzahlen heute auch schwer zu rechtfertigen (58).
Hier sollte eine Vereinfachung Ziel der vorliegenden Untersuchungen sein.

Um diese Ziele zu erreichen, wurden im Rahmen meiner Arbeit Anpassungen von
Fixierungsprotokollen fiir die Niere vorgenommen, um letztlich mit nur einem Versuchstier eine
breite Palette an morphologischen und histochemischen Methoden in hoher Qualitat abdecken
zu koénnen. Als Grundlage hierfur wurden zwei Standardprotokolle etabliert, mit denen Rinde und
auReres Mark hochwertig fixiert werden kénnen. Als Fixans wurde hier schwach fixierendes
Formaldehyd gewahlt, weil dieses in den nachfolgenden Arbeitsschritten immunhistochemische
Markierungen erlaubt. Separates Gewebe fur ultrastrukturell hochauflosende Darstellungen sollte
nachfolgend ohne wesentlichen Qualitatsverslust zuséatzlich starker mit Glutaraldehyd und
Osmiumtetroxid fixiert werden. Fur rein morphologische Ansdtze wurde ein weiteres
Standardprotokoll mit hoher Glutaraldehyd-Konzentration etabliert.

Einschrankungen der Auswertung von Nierengewebe kénnen auch nach optimaler Fixierung und
Gewebepraparation entstehen. Hier ist insbesondere eine mangelhafte Qualitdt der
Ultradinnschnitte bei der ultrastrukturellen Auswertung am TEM limitierend. Durch optimierte
Ultradinnschnittpraparationen und die Etablierung neuartiger elektronenmikroskopischer
Techniken durch TEM- und REM-Ansatze konnte die licht- und elektronenmikroskopische
Auswertung von Nierengewebe in meiner Arbeit daher entscheidend verbessert werden. Auch
die Darstellung von Gehirngewebe konnte durch diese praparatorischen und technischen
Ansatze optimiert werden. Limitationen der konventionellen Fotodokumentation von
Nierengewebe am TEM zeigten sich aufgrund der nur punktuellen Auswertung von kleinen
UltradUinnschnittarealen, der Zusammenhang zur mikroanatomischen Gewebestruktur ging hier
allgemein verloren. Nachfolgende Auswertungen anhand der angefertigten Einzelbilder konnten
allgemein nur ungenigend nachvollzogen werden. Hier ermdglichten hochauflosende
Digitalisierungen von Ultradiinnschnittarealen mit dem TEM und neuen REM-Anséatzen eine
zusatzlich optimierte Auswertung. Insgesamt konnten diese licht- und elektronenmikroskopischen

Verfahren an Gewebe von nur einem Versuchstier durchgefiihrt werden; zwei der ,3R-

10



1. Einleitung

Grundsatze* mit Reduktion (Reduction) und Verfeinerung (Refinement) konnten hierdurch

erfolgreich umgesetzt werden (58).
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2. Methodik

2.1. Verwendete Chemikalien, Gerate, Software, Gebrauchs- und Verbrauchsmaterial
sowie Rezepturen

Die Bezugsquellen fur das verwendete Material sind separat aufgelistet (2.9.; Tabelle 2-6).

2.2. Versuchstiere

Tierversuche wurden vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt
(Tierversuchsnummern: 0024/96, G0220/12, 00124/96, 00124/96, G0285/10). Weiterhin wurde
Gewebe im Rahmen von wissenschatftlichen Kooperationen ausgewertet (AG Peters; G0010/08,

AG Willnow; ,cytopl. Tail von Megalin®).

2.3. Fixierung von Versuchstieren
Mause und Ratten wurden retrograd Uber die Aorta abdominalis perfusionsfixiert. Fiur die
Préaparation wurden die Versuchstiere betdubt und anschlieRend in vivo erst die Vorspullésung

und dann die Fixierldsung appliziert.

2.3.1. Vorbereitung der Versuchstiere

Es wurden mannliche und weibliche Mause der Stdmme BALB/c und Black 6 mit einem Gewicht
von 10-40 g und Ratten der Stamme Sprague-Dawley und Wistar mit einem Gewicht von 150-
250 g verwendet. Alle Versuchstiere hatten bis zur Betdubung freien Zugang zu Wasser und
Futter.

2.3.2. Durchfuhrung der Anéasthesie
Die Versuchstiere wurden inhalatorisch mit Isofluran betaubt und durch intraperitoneale Injektion

von Nembutal anésthesiert (40 mg/kg Korpergewicht).

2.3.3. Praparation fur Perfusionsfixierungen

Zur retrograden Perfusionsfixierung tber die Aorta abdominalis wurde ein System mit hdngenden
1 L-Infusionsflaschen verwendet. In eine Infusionsflasche wurden Vorspulldsung und in eine
andere Infusionsflasche Fixierlosung gefillt. Die Infusionsflaschen wurden dber einen
Dreiwegehahn miteinander verbunden. Der Dreiwegehahn wurde durch einen Infusionsschlauch
mit einem Adapterstiick verbunden (Abb. 1A). Ein Polypropylenschlauch (Aortenkatheter) wurde
fir Mause und kleine Ratten durch Ausziehen Uber einer Gasbrennerflamme von 0,95 auf ca. 0,5

mm AufRendurchmesser reduziert und durch eine modifizierte Butterfly-Kanile und einer 5 ml
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Abbildung 1. Apparaturen zur Perfusionsfixierung.

System mit hangenden Flaschen (A), Druckluftanlage (B). Operationssitus (A); es wurden eine
Infusionsflasche fur Vorspulldsung (V) und eine Infusionsflasche fiir Fixierlosung (F) verwendet. Beide
Infusionsflaschen wurden Uber einen Verbindungsschlauch (1,2) an einen Dreiwegehahn (3)
angeschlossen. Uber einen Infusionsschlauch (4) wurde ein Adapterstiick befestigt (5), in das ein
Aortenkatheter (6) gesteckt wurde. Aortenklemme (7). Die distale Gefaliklemme und der Zwirnsfaden
(fur die spatere Befestigung des Aortenkatheters) wurden aus Ubersichtsgriinden nicht dargestelit.
Druckluftanlage (B); es wurde Druckluft aus einem Wandanschluss in einen Drucklufttank (D) geleitet.
Dieser war Uber ein T-Stlick mit einem Manometer (2) und Uber einen Verteiler mit zwei Glasflaschen
verbunden; eine Glasflasche fiir Vorspuillésung (V) und eine Glasflasche fiir Fixierlosung (F). Uber einen
Dreiwegehahn (3) wurden beide Glasflaschen mit einem Infusionsschlauch (4) verbunden, der tiber ein
Adapterstiick (5) mit dem Aortenkatheter (6) befestigt war.
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Spritze mit einer Schlauchlésung (2.9.; Tabelle 6) befillt. Der Aortenkatheter, zum Schutz vor
Luftblasen weiterhin mit der Butterfly-Kantle verbunden, wurde bis zum Einflhren in die Aorta
abdominalis griffbereit am Praparationstisch gelagert.

Méause und Ratten wurden allgemein auf gleiche Weise perfusionsfixiert, die Praparation von
Mausen und kleinen Ratten wurde unter stereomikroskopischer Kontrolle durchgefuhrt, fur
grolRere Ratten hingegen war eine gute Beleuchtung allein ausreichend. Die Vorspullung wurde
in ihrer Dauer an das Gewicht und die Grof3e der Versuchstiere angepasst und betrug bei Mausen
ca. 5 s und bei gréReren Ratten zwischen 15-40 s.

Versuchstiere wurden in Rickenlage auf einer saugfahigen Unterlage positioniert und mithilfe
von Klebeband an den Extremitaten fixiert (Abb. 1A). Ein Schmerzreiz wurde durch Kompression
einer Pfote gesetzt und erst nach Ausbleiben einer Reaktion mit der Praparation begonnen. Die
Bauchhohle wurde durch eine mediane Laparotomie vom Xiphoid bis zur peritonealen
Umschlagfalte der Blase eroffnet. Der abdominelle Situs wurde Uber gerade Scherenklemmen,
die seitlich des Tieres gelagert wurden, fir die folgende Préparation zuganglich gemacht. Mit
Wattestdbchen wurden Dinndarm und Dickdarm mobilisiert und seitlich am Rand des Situs
positioniert. Die Aorta abdominalis wurde durch stumpfe Préparation mit Wattestabchen und
Pinzetten (Typ #4 und #5) von Fettgewebe und Peritoneum befreit und in ihrem Verlauf vom
Abgang der Nierenarterien bis zur Bifurkation sauber dargestellt. Die Harnblase wurde bei starker
Fullung mit einer Kantile (26 Gauge) punktiert und der Urin abgesaugt, um den distalen Verlauf
der Aorta abdominalis komplett verfolgen zu kdnnen. Die Aorta abdominalis und die Vena cava
inferior (abdominelles GeféaRband) wurden proximal der Bifurkation mit einer schrégen
Scherenklemme abgeklemmt und leicht angehoben. Weiter wurde die Aorta abdominalis direkt
unterhalb der Nierenarterien mit einer geraden GefalRklemme (Aortenklemme) abgeklemmt. Das
abdominelle Gefal3band wurde nach der ventralen Positionierung im abgeklemmten Bereich
erneut, bis zur sicheren Abgrenzung beider Strukturen, préparativ sauber dargestellt. Ein
Zwirnsfaden, getrankt in 0,9% NaCl-Losung, wurde mit spitzen Pinzetten (Typ #4) in der
Adventitia dorsal des abdominellen GefaRbands durchgefiihrt und ein lockerer Knoten fir die
spatere Befestigung des Aortenkatheters ventral vorbereitet. Die Aorta abdominalis wurde im
distalen Bereich des abgeklemmten Areals mit einer Augenschere quer eroffnet und der
vorbereitete Aortenkatheter bis zur Aortenklemme retrograd vorgeschoben. Mit dem
vorbereiteten Zwirnsfaden wurde der Aortenkatheter in der Aorta abdominalis ligiert und sein
freies Ende mit einer Schere an der Butterfly-Kanile abgeschnitten und in das Adapterstick
gesteckt. AnschlieRend wurde Uberprift, dass bei diesem Vorgang keine Luft in das System
eingedrungen war. Der Infusionsschlauch wurde in seinem Verlauf — vom Infusionsstander bis
zum Praparationstisch — mit Klebeband punktuell fixiert. Der Aortenschlauch wurde fakultativ mit
Klebeband auf der Maus und der saugfahigen Unterlage fixiert, um ein Herausgleiten aus der

Aorta zu vermeiden. Der Perfusionsdruck wurde durch die Hohe der hdngenden Flaschen
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eingestellt; fir Mause wurde eine Hohe von 160-200 cm Wassersaule und fir Ratten eine Hohe
von 180-240 cm Wassersaule gewahlt. Die Perfusion wurde durch einen Einschnitt der Vena cava
inferior, proximal der Nierenvenen, gestartet. Unmittelbar danach wurde die Aortenklemme
er6ffnet und gleichzeitig von einer zweiten Person durch Bedienung des Dreiwegehahns die
Vorspulung initiiert. Die Dauer der Vorspulung betrug 5-10 s, je nach Koérpergewicht und
sichtbarem Erfolg der Perfusion durch Inspektion der Darm- und LebergefalRe. Das Volumen im
Infusionsschlauch musste grundsatzlich eingerechnet werden. Nach der Vorspulung wurde Giber
den Dreiwegehahn ohne Druckverlust auf die Fixierlésung umgestellt und fir 5 min. fixiert. Die
Nieren wurden — ohne Druck auf die Kapsel auszuliben — aus dem Situs herausprapariert und
auf Dentalwachs abgelegt. Fixierlosung wurde auf die Nieren getropft, um sie wahrend des
Zuschnitts vor Austrocknung zu schitzen. Mit Rasierklingen wurden die Nieren entsprechend
ihrer weiteren Verarbeitung in unterschiedlich groRe Gewebestlicke zugeschnitten. Eine
biochemische Analyse von Nierengewebe desselben Versuchstiers wurde bei Bedarf durch
Abklemmen und Entfernen einer Niere vor der Perfusion erméglicht. Fakultativ wurden weitere
Organe wie Gehirn, Darmabschnitte und Leber entnommen.

Ein alternatives System zur Vorspilung und Perfusionsfixierung bestand aus einem
Druckluftsystem (Abb. 1B). Es wurde Druckluft aus einem Wandanschluss mit einem Schlauch in
einen 5 L-Drucklufttank geleitet. Der Perfusionsdruck des Druckluftsystems wurde bei Mausen
auf einen Druck von 200 mmHg und bei Ratten auf einen Druck von 220 mmHg eingestellt.
Neben den Perfusionsfixierungen wurden konventionelle Immersionsfixierungen durchgefunhrt.
Hierfir wurden die Tiere mit einer Uberdosis Isofluran betaubt und durch zervikale Dislokation
getotet. Die unfixierten Nieren wurden anschlielend aus dem Versuchstier prapariert, auf

Dentalwachs zugeschnitten und fixiert.

2.4. Verwendete Losungen zur Vorspulung und Fixierung

Es wurden Fixierldsungen mit Formaldehyd fir eine kombinierte morphologische und
histochemische Darstellung (Kombinationsprotokolle; Protokoll 1 und 2) und mit Glutaraldehyd
fur eine rein morphologische Darstellung (Morphologie-Protokoll; Protokoll 3) verwendet.
Detaillierte Angaben zu den Versuchstieren sind entsprechend der drei Protokolle (P1-3)

zusammen mit ihren Variationen (V) aufgelistet (Tabelle 1).

2.4.1. Protokoll 1

Die Vorspllldsung bestand aus 0,1 M Na-Kakodylatpuffer (200 mOsmol) und 3% HES zur
Anpassung des kolloidosmotischen Drucks, das einen Salzanteil von 92 mOsmol NaCl enthélt.
Die errechnete Gesamtosmolaritat betrug 292 mOsmol. Die Fixierldsung wurde aus 0,063 M Na-
Kakodylatpuffer (126 mOsmol), 0,0029 M Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgClxx6H20; 9
mOsmoal), 2,7% HES (enthalten 83 mOsmol NaCl), 0,063 M Saccharose (63 mOsmol) und 1 M
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Formaldehyd (3%; 1000 mOsmol) hergestellt; die errechnete Vehikelosmolaritat betrug 281

mOsmol.

2.4.2. Variationen von Protokoll 1

Die Vehikelosmolaritdt von Protokoll 1 wurde auf ca. 250 mOsmol (P1 V1 in Tabelle 1) und auf
ca. 220 mOsmol (P1 V2 in Tabelle 1) reduziert. Der kolloidosmotische Druck wurde durch eine
auf 0,9% verringerte (P1 V3 in Tabelle 1) und auf 3,6% erhohte (P1 V4 in Tabelle 1) HES-
Konzentration variiert. Durch Verringerung der Formaldehydkonzentration auf 1,5% (P1 V5 und
P1 V6 in Tabelle 1) wurde grofRer Einfluss auf die Gesamtosmolaritaét genommen. Fakultativ
wurde der Fixierldsung 0,05% Glutaraldehyd zugesetzt (P1 V7 und P1 V8 in Tabelle 1). Es wurde
weiterhin Archivmaterial (P1 V12 in Tabelle 1) ausgewertet, hier war im Vehikel der
kolloidosmotische Druck auf eine HES-Konzentration von 7,2% (enthalten 221 mOsmol NacCl)

erhoht worden; die errechnete Vehikelosmolaritat betrug 283 mOsmol.

2.4.3. Protokoll 2

Die Vorspillésung bestand aus 0,089 M Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4; 178 mOsmol)
und 0,048 M Natriumdihydrogenphosphat (NaH:PO.; 96 mOsmol). Die errechnete
Gesamtosmolaritat betrug 274 mOsmol. Die Fixierlésung wurde aus dem gleichen Puffer unter
Zusatz von 3% Formaldehyd (1000 mOsmol) hergestellt; die errechnete Vehikelosmolaritat
betrug 274 mOsmol.

2.4.4. Variationen von Protokoll 2

Die Vehikelosmolaritat von Protokoll 2 wurde auf 200 mOsmol reduziert (P2 V1 in Tabelle 1; ,200
mOsmol Schutzpuffer (25)). Weiterhin wurde ein alternativer Phosphatpuffer nur aus
Dinatriumhydrogenphosphat angesetzt, mit einer Vehikelosmolaritat von 200 mOsmol (P2 V2 in
Tabelle 1; ,200 mOsmol alternativ) bzw. 230 mOsmol (P2 V3 in Tabelle 1; ,230 mOsmol
alternativ®). Fakultativ wurden der Fixierldsung von ,200 mOsmol alternativ® 0,05% Glutaraldehyd
oder 0,05% Glutaraldehyd und 0,21% Pikrinsaure zugesetzt.

2.4.5. Protokoll 3

Die Vorspullésung von Protokoll 3 wurde aus 0,1 M Na-Kakodylatpuffer (200 mOsmol), 1% HES
(enthalten 31 mOsmol NaCl) und 0,0992 M Saccharose (99 mOsmol) hergestellt; die errechnete
Gesamtosmolaritat betrug 330 mOsmol. Die Fixierlésung wurde aus 0,1 M Na-Kakodylatpuffer
(200 mOsmol), 1% HES (enthalten 31 mOsmol NaCl) und 2% Glutaraldehyd (200 mOsmol)

hergestellt; die errechnete Vehikelosmolaritat betrug 231 mOsmol.
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2.4.6. Variationen von Protokoll 3

Die Vehikelosmolaritat von Protokoll 3 wurde auf 323 mOsmol erhdht und ein erhohter
kolloidosmotischer Druck mit 4% HES verwendet (P3 V1 in Tabelle 1). Weiterhin wurde ohne
Zusatz von HES und mit anderer Zusammensetzung der salinen Komponenten eine
Vehikelosmolaritat von 240 mOsmol (P3 V2 in Tabelle 1), 336 mOsmol (P3 V3 in Tabelle 1) und
150 mOsmol (P3 V4 in Tabelle 1) verwendet. Verstarkte Fixierlosungen wurden aus 5%
Glutaraldehyd und 4% Formaldehyd (P3 V5 in Tabelle 1) und aus 2,5% Glutaraldehyd und 2%
Formaldehyd (P3 V6 in Tabelle 1) hergestellt.

2.5. Gewebepréaparation

Gewebe wurde nach dem Zuschnitt fur weitere Préparationen nachbehandelt. Zur
Gewebepraparation wurden dabei Paraffineinbettung, Einfrieren flr Gefrierschnitte,
Kunstharzeinbettungen, Kryo-Ultramikrotomie nach Tokuyasu und die Praparation fir

konventionelle REM-Anséatze gezahilt.

2.5.1. Paraffineinbettung

Ca. 3 mm dicke Nierenscheiben wurden bis zur Paraffineinbettung, mindestens aber tiber Nacht,
in Formaldehyd-haltiger Fixierlésung (idR. die Fixierlosung der Perfusionsfixierung) nachfixiert.
Die Paraffineinbettung wurde im Pathologischen Institut der Charité in einem

Einbettungsautomaten durchgefuhrt.

2.5.2. Einfrieren fur Gefrierschnitte

Ca. 3 mm dicke Nierenscheiben wurden tber Nacht in einer Lésung von 0,6 M Saccharose und
dem Puffer der Perfusionsfixierung (z.B. 0,1 M Na-Kakodylatpuffer; 800 mOsmol
Gesamtosmolaritat) bei 4 °C im Kdihilschrank gelagert. Am nachsten Tag wurden die
Nierenscheiben mit der spateren Schnittflache nach oben auf Styroporbléckchen platziert. Mit
einer langen Pinzette wurden die Styroporbldckchen in einem Plastik-Becherglas mit Stickstoff-
geklhltem Isopentan fir ca. 3 s untergetaucht und anschlielend fiir mindestens weitere 10 s an
der Oberflache schwimmen gelassen. Kryorohrchen wurden in flissigem Stickstoff vorgekunhlt
und die Proben darin verschlossen. Die eingefrorenen Proben wurden bei -80 °C in einer

Kahltruhe gelagert.
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Tabelle 1. Ubersicht der durchgefiihrten Perfusionsfixierungen und ihre Variationen.

Dunkelgrau; Zusammensetzung der Vorspillésungen, Hellgrau; Zusammensetzung der Fixierldsungen.

Bezeichnung T n Puffer % Osm. Puffer % Osm. Osm. % %
HES HES Vehikel Gesamt GA FA
P1 M 10 | Ka 3 292 Ka 2,7 281 1286 = 3
P1V1 M 1 Ka 3 242 Ka 2,7 249 1249 = 3
P1V2 M 1 Ka 3 192 Ka 2,7 218 1218 = 3
P1V3 R 1 Ka 1 231 Ka 0,9 279 1307 - 3
P1Vv4 R 1 Ka 4 323 Ka 3,6 282 1382 - 3
P1V5 R 1 Ka 1 231 Ka 0,9 279 807 - 1,5
P1V6 R 1 Ka 4 323 Ka 3,6 282 782 - 1,5
P1 V7 M 3 Ka 3 292 Ka 2,7 281 1286 0,05 3
P1vst M 1 Ka 3 292 Ka 2,7 281 1286 0,05 3
P1V9 R 1 Ka 1 330 Ka 0,68 279 2279 - 6
P1V10 M 8 Ka 2 262 Ka 1,8 280 1280 = 3
P1V11 R 7 Ka 5 354 Ka 4,5 287 1287 = 3
P1V12 R 7 Ka 8 306 Ka 7,2 283 1283 = 3
P2 M 6 SP - 274 SP - 274 1274 - 3
p2 V12 M 6 SP - 274 SP - 200 1200 - 3
p2 v23 M 20 RA - 280 PP - 200 1500 0,05* 4
P2 v3® M 4 |[RA - 280 PP - 230 1530 - 4
P3 B 10 | Ka 1 330 Ka 1 231 431 26 -
P3V1 B 4 Ka 4 323 Ka 4 323 523 2 -
P3 V2 M 1 Ka - 240 Ka - 240 440 2 -
P3 V3 M 1 Ka - 336 Ka - 336 536 2 -
P3 V4 R 2 sO - 150 sO - 150 400 2,5 -
P3 V5 M 2 Ka 1 330 Ka - 176 1976 5 4
P3 V6 M 2 Ka 1 330 Ka - 176 1076 2,5 2
P3 V7 R 1 (Immersionsfixierung) Ka 4 323 523 2 -

Abkirzungen: T; Tier, M; Maus, R; Ratte, B; beides (Maus und Ratte), Osm; Osmolaritédt, %GA; %
Glutaraldehyd, %FA; % Formaldehyd, Ka; Na-Kakodylatpuffer, RA; Ringer-Acetat, SP; Phosphatpuffer
(Schutzpuffer), PP; Phosphatpuffer (Dinatriumhydrogenphosphat), SO; Phosphatpuffer (nach Sérensen), P;

Protokoll, V; Variation.

2.5.3. Epon-Einbettung

Ca. 1 mm dicke Nierenscheiben aus den Experimenten zur kombinierten morphologischen und

histochemischen Darstellung (Protokoll 1 und 2) wurden tber Nacht in 1,5% Glutaraldehyd, 1,5%

Formaldehyd und 0,05% Pikrinsdure im jeweils verwendeten Puffer der Perfusionsfixierung

eingelegt. Ca. 1 mm dicke Nierenscheiben aus den Experimenten zur rein morphologischen

1 Hier wurde mit dem Ziel einer verbesserten Gehirnfixierung verkdrzt perfusionsfixiert (5 min. statt 10 min.), weiterhin wurden die
Gewebesticke fir die anschlieBende Nachfixierung mit Glutaraldehyd diinner zugeschnitten.

2 200 mOsmol Schutzpuffer.
3 200 mOsmol alternativ.

4 Fakultativ zugesetzt; 0,05% Glutaraldehyd (P2 V2/Glutaraldehyd) oder 0,05% Glutaraldehyd + 0,21% Pikrinséure (P2 V2/

Glutaraldehyd + Pikrinséure).
5 230 mOsmol alternativ.
6 Fakultativ auch 2,5% Glutaraldehyd.
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Darstellung (Protokoll 3) wurden tber Nacht in Glutaraldehyd-haltiger Fixierlosung eingelegt (idR.
die Fixierldsung der Perfusionsfixierung).

Die Nierenscheiben wurden in 0,1 M Na-Kakodylatpuffer ausgewaschen und zu Gewebeblécken
mit einer Kantenldnge von ca. 1 mm zugeschnitten, die anschlieRend erneut in 0,1 M Na-
Kakodylatpuffer ausgewaschen wurden. Die Gewebebldcke wurden zur Osmierung 2 Std. nach
Standardprotokoll in 2% Osmiumtetroxid in Aqua dest. oder mit reduziertem Osmium?! in 1%
Osmiumtetroxid + 0,08% Kaliumhexacyanoferrat (Ks[Fe(CN)s]) + 0,1 M Na-Kakodylatpuffer
eingelegt (59), in der aufsteigenden Ethanolreihe entwéassert und Uber Propylenoxid als
Intermedium mit Epon 812 (2.9.; Tabelle 6) infiltriert. Die Gewebebltcke wurden in Beem-Kapseln
mit frischem Epon 812 eingeschlossen und bei 60 °C fur 48 Std. in einem Warmeschrank

polymerisiert.

2.5.4. Einbettung in hydrophiles Kunstharz

Ca. 1 mm dicke Nierenscheiben wurden tber Nacht in 3% Formaldehyd und 0,05% Glutaraldehyd
im jeweils verwendeten Puffer der Perfusionsfixierung eingelegt. Am nachsten Tag wurden die
Nierenscheiben in Aufbewahrungspuffer (Puffer der Perfusionsfixierung mit Zugabe von 0.1%
Natriumazid) ausgewaschen und zu Gewebeblécken mit einer Kantenlange von ca. 1 mm
zugeschnitten. Die Entwéasserung mit Ethanol und Infiltration mit hydrophilem Kunstharz (London
resin; LR White) wurde mit einem Tieftemperatur-Einbettungssystem zur Gefriersubstitution
(Leica EM AFS) Uber einen Zeitraum von 8 Tagen durchgefuhrt. Die Blocke wurden in
Gelatinekapseln eingeschlossen und unter UV-Licht (Wellenlange 350 nm) Uber 48 Std. bei

Raumtemperatur polymerisiert.

2.5.5. Kryo-Ultramikrotomie nach Tokuyasu

Ca. 1 mm dicke Nierenscheiben wurden in der Fixierlosung der Perfusionsfixierung tber Nacht
bei 4 °C im Kuhlschrank nachfixiert. Am nachsten Tag wurden die Nierenscheiben in einem
Aufbewahrungspuffer (Puffer der Perfusionsfixierung mit Zugabe von 0,02% Natriumazid)
ausgewaschen und bis zur weiteren Verwendung, mindestens aber Uber Nacht, bei 4 °C im
Kihlschrank gelagert. Die Nierenscheiben wurden mit einer Rasierklinge zu Gewebeblécken mit
einer Kantenléange von ca. 1 mm zugeschnitten und mit 2,3 M Saccharoselésung (gel6st in Aqua
dest.) Uber Nacht bei 4 °C im Kuihlschrank infiltriert. Die Gewebeblécke wurden einzeln auf
Aluminium-Pins platziert und Uberschissige Saccharoselésung mit Filterpapier abgesaugt. Die
Aluminium-Pins wurden in einen Behalter mit flissigem Stickstoff eingefroren und in

Kryoréhrchen in einem Vorratstank mit flissigem Stickstoff gelagert.

1 Es findet eine chemische Reduktion durch das Kaliumhexacyanoferrat statt.
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2.5.6. Konventionelle REM-Anséatze

Gewebeblécke wurden bis zur aufsteigenden Ethanolreihe entsprechend der Epon-Einbettung
behandelt und in einem Kritisch-Punkt-Trockner mit flissigem CO; getrocknet. Hierflir wurden die
Gewebeblécke in kleinen Styroporboxen verschlossen. Die Kammer des Kritisch-Punkt-
Trockners wurde mehrmals mit flissigem CO- gesplilt und mit einem Wasserdurchlaufsystem auf
den Siedepunkt von CO; erwarmt (31,8 °C bei einem Druck von 73,8 bar). Der Druck wurde tber
einen Zeitraum von 30 min. abgelassen. Es wurden jeweils 4-5 der getrockneten Gewebebldcke
mit doppelseitigem Kohlenstoff-Klebeband auf einen Aluminium-Probenteller geklebt. Die Proben
wurden mit einem Sputter coater fur 1 min. bei einer Stromstarke von 30 mA und einem

Unterdruck von 5 x 102 mbar mit Gold-Palladium beschichtet.

2.6. Schnittpraparation
Gewebe wurde im Rahmen der Schnittpraparation fir immunhistochemische/
immunzytochemische Techniken und far rein morphologische licht- und

elektronenmikroskopische Techniken vorbereitet.

2.6.1. Paraffinschnitte
Paraffinblocke wurden an einem Rotationsmikrotom mit Einmalklingen geschnitten. 3-4 um diinne
Schnitte wurden auf einem kalten Wasserbad gesammelt, mit einem Objekttrager aufgezogen

und auf einem 48 °C warmen Wasserbad gestreckt.

2.6.2. Gefrierschnitte

Eingefrorene Gewebebldcke wurden mit Kryogel bei -25 °C in einem Kryostaten auf Probenteller
aufgefroren. 2-5 um dunne Gefrierschnitte wurden bei -25 °C mit Einmalklingen geschnitten. Ein
vorgekUhlter Superfrost Plus Objekttrager wurde plan auf die Gefrierschnitte gepresst, um diese
aufzunehmen. Mit Daumendruck auf die Unterseite des Objekttragers wurden die Gefrierschnitte
erwarmt und dadurch gestreckt. Die Gefrierschnitte wurden auRerhalb des Kryostaten fir

mindestens 10 min. an der Luft angetrocknet.

2.6.3. Semidunnschnitte

Polymerisierte Eponblocke wurden mit einer Mikrotomklinge aus ihren Beem-Kapseln geldst, in
einen Blockhalter eingespannt, unter einem Stereomikroskop mit einer Mikrotomklinge zu einer
Pyramide getrimmt und anschlieBend an einem Rotationsmikrotom fir Semidinnschnitte oder

einem Ultramikrotom geschnitten. Der Anschnitt erfolgte mit einem Glasmesser (Schnittdicke 0,5-
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Abbildung 2. Anfertigung von Semidiinnschnittserien.

Ein Eponblock wurde mit einem Trim 20° oder Trim 45° Diamantmesser zu einer Pyramide mit paralleler
Ober (N)- und Unterkante (S) getrimmt (A); eine Pattexlésung, 1:10 in Xylol verdinnt, wurde mit einer
Stecknadel dunn auf beide Kanten aufgetragen. Um eine gleichmafRig dinne Beschichtung zu
erreichen, wurde die Lésung grof3flachig — auch auf den nur grob getrimmten Bereich (dunkelgelb) —
verteilt. 4 Schnittbander (B; verwendete Schnittdicke 300 nm) wurden an der Grenze zwischen Wasser
und Objekttragerstreifen positioniert. Objekttréagerstreifen mit Semidiinnschnitten wurden fir spétere
Verwendung am Lichtmikroskop an einen weiteren Objekttragerstreifen geklebt (C).

1 pm), die Semidinnschnitte wurden daraufhin mit einem Histo Diamantmesser angefertigt
(Schnittdicke 0,5 pum). Die Semidiinnschnitte wurden auf dem Wasserbad, das im Diamantmesser
integriert ist, gesammelt und mit einem rund geschmolzenen Glasstab auf einen Tropfen Aqua
dest. auf einen Objekttrager tbertragen. Auf Warmeplatten wurden die Semidinnschnitte dann
bei 120 °C kurz gestreckt, bei 80 °C fir 5 min. angetrocknet und fur weitere 15 min. bei 120 °C
stabilisiert. Die Farbung mit Richardsons Farbelésung erfolgte bei 80 °C fir 1 min., anschliel3end
wurden die Semidiinnschnitte mit Aqua dest. aus einer Spritzwasserflasche abgespilt und
getrocknet. Danach wurden die Semidinnschnitte mit Vitro-Clud Einschlussmedium unter
Deckglas eingedeckt. Am Lichtmikroskop wurden dann Gewebebereiche von Interesse
ausgewdahlt und die jeweiligen Eponblocke auf diese Bereiche zur Anfertigung von
Ultradiinnschnitten zugetrimmt.

Zur  hochauflésenden, lichtmikroskopischen dreidimensionalen  Rekonstruktion  von
Nierengewebe wurden Semidinnschnittserien angefertigt (lichtmikroskopische Array
Tomographie; LM-Array Tomographiel). Hierbei wurde nach einem Protokoll von Blumer (60)
verfahren, welches fiir die Verwendung eines kleinen Diamantmessers angepasst wurde (Abb.
2A-C). Objekttrager wurden hierfir mit einem Glasschneider in ca. 10x20 mm grof3e Streifen

geschnitten und in einem Sputter coater durch Glimmentladung vor Gebrauch frisch

L Array Tomographie; Schnittpréaparate werden hier Ublicherweise auf hartes Tragermaterial (z.B. Objekttrager oder Silizium) als
Reihen bzw. Gruppen (Array) aufgezogen und kénnen licht- und elektronenmikroskopisch sowie zweidimensional und
dreidimensional (z.B. Schnittserien) ausgewertet werden.
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hydrophilisiert. Hierfir wurde bei einem Unterdruck von 2x10* mbar und mit Argon als
eingeleitetes Gas fur 20 s bei 6,5 mA die Glimmentladung durchgefihrt. Alternativ wurden
Glasstreifen durch Lagerung in Aqua dest. (mindestens 24 Std.) hydrophilisiert. Eponblécke
wurden mit Trim 20° oder Trim 45° Diamantmessern zu einem Trapez mit exakt parallelen Ober-
und Unterkanten getrimmt. Ein Gemisch aus Pattex und Xylol (1:10, frisch zubereitet) wurde mit
einer Stecknadel auf Ober- und Unterkante des getrimmten Eponblocks aufgetragen und fir 10
min. getrocknet. Auf die Unterkante wurde eine zweite Schicht aus Pattex-Xylol aufgetragen und
fur 15 min. getrocknet (Abb. 2A). Die hydrophilisierten Glasstreifen wurden dann schrag in das
Wasserbecken eines UltraSemi 35° Diamantmessers gelegt und der Wasserstand auf ein
niedriges Niveau eingestellt. Fertige Semidinnschnittbander, jeweils bestehend aus 10-20
Einzelschnitten, wurden einzeln oder in Gruppen auf dem Glasstreifen ausgerichtet und durch
weitere Absenkung des Wasserspiegels aufgezogen (Abb. 2B). Die Glasstreifen wurden dann
auf einer Warmeplatte bei 55 °C gestreckt und angetrocknet. Die Schnittbander wurden nach
dem gleichen Protokoll wie einzelne Semidunnschnitte gefarbt. Die Glasstreifen mit den gefarbten
Schnittbdndern wurden einzeln mit einem langs halbierten Objekttrdger durch Vitro-Clud
Einschlussmedium unter einem Deckglas verbunden, um sie spater in konventionelle Kreuztische

von Lichtmikroskopen einspannen zu kénnen (Abb. 2C).

2.6.4. Befilmung von TEM-Netzchen

Als Netzchen (Grids) wurden Schlitz-Grids und 75 Mesh grids ! aus Kupfer sowie Nickel gewahlt.
Die generell stabileren Schlitz-Grids wurden vor der Befilmung grindlich gesaubert. Hierfur
wurden sie in einem 15 ml Becherglas in einem Ultraschallbad jeweils 3x flr 2 min. in Aceton,
100% unvergalltem Ethanol und Aqua dest. gereinigt und anschlieRend in einer Glas-Petrischale
auf Filterpapier getrocknet. Zur Wiederbenutzung von friher befilmten, gebrauchten Schlitz-Grids
wurden diese zu Beginn der Reinigungsprozedur zusétzlich 3x fir 2 min. in Chloroform gesaubert.
Fur die Befilmung wurde entweder eine 1% Formvarlésung oder eine 0,65% Pioloformlésung in
Chloroform verwendet. Zur Herstellung der Lésungen wurde der Kunststoff direkt in eine
Glasflasche gewogen und mit Chloroform aufgeftillt, 3-5 Std. in der verschlossenen Glasflasche
bei ca. 120 Umdrehungen/ min. gerthrt und die Flasche Uber Nacht bei Raumtemperatur
stehengelassen. Die fertigen Losungen wurden dann im Kahlschrank bei 4 °C aufbewahrt und
vor Verwendung mindestens 3 Std. auf Zimmertemperatur erwarmt, um eine Verunreinigung der
Ldsung durch Wasserkondensation zu vermeiden.

Zur Herstellung des Films wurden Superfrost Objekttrager verwendet. Sie wurden in 100%
unvergéliten Ethanol getaucht und mit einem Kimberly-Clark Tuch getrocknet, anschlie3end bis

zu 15x mit trockener Kernseife bestrichen und diese mit einem Baumwolltuch auf einer stabilen

1 bie vorangestellte Zahl beschreibt bei Mesh grids die Anzahl der Maschen pro Zoll (1 Zoll entspricht 2,54 cm).
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Unterlage und Filterpapier minutenlang zu einer homogenen Schicht verrieben. Sichtbare
Staubpartikel wurden mit einem Kimberly-Clark Tuch entfernt. Der Objekttrager wurde dann mit
einer Metallklemme ca. 5 cm tief in einen die Befilmungslosung enthaltenden Messzylinder
eingetaucht, bei gleichmafiger Bewegung aus der Losung herausgezogen, fur weitere 15-25 s in
der Gasphase des verschlossenen Messzylinders aufbewahrt und dann auf3erhalb des
Messzylinders staubgeschutzt fir mindestens 1 min. getrocknet. Die Dicke des Films wurde durch
die Geschwindigkeit, mit welcher der Objekttrager aus der Lésung gezogen wurde (schnell= dick)
und die Zeit, die er in der Gasphase belassen wurde (kurz= dick), bestimmt. Der Film auf der mit
Kernseife behandelten Seite des Objekttragers wurde mit einer Rasierklinge an den langen
Seiten ca. 2-3 mm von der Kante entfernt eingeritzt. Der Film an der Kante der kurzen Seite wurde
vorsichtig — um die Bildung von Glassplittern zu reduzieren — abgeschabt und zusatzlich 3 mm
von der Kante entfernt eingeritzt. Der Objekttrager wurde, mit der behandelten Seite nach oben,
in einem Winkel von 30-45° langsam in ein Wasserbad mit Aqua dest. eingetaucht. Zur
Beurteilung des Films, auch bereits wahrend des Ablésens vom Objekttrédger, wurde eine
schwarze Unterlage fur das Wasserbad verwendet und mit reflektierendem Licht gearbeitet. Die
Grids wurden mit einer feinen Gegendruckpinzette mit der glatten Seite nach unten auf intakte,
grau bis silber erscheinende Areale des Films aufgelegt. Die Grids wurden dann mit einem
Parafilmstreifen, der vorsichtig auf die Grids gelegt wurde, aus dem Wasser gehoben und in einer

Petrischale staubgeschitzt getrocknet.

2.6.5. Ultradlinnschnitte fur TEM-Anséatze

Fur die Anfertigung von Ultradiinnschnitten wurden die getrimmten Eponblécke am Ultramikrotom
mit Ultra 35° oder UltraSemi 35° Diamantmessern bei einer Schnittdicke von ca. 200 nm
angeschnitten. Bei 50-70 nm Dicke wurde anschlieBend ultradiinn geschnitten. Anhand von
Interferenzfarben wurden die Ultradinnschnitte nach ihrer Dicke ausgewahlt (61). Mit einer
Schneidegeschwindigkeit von 1 mm/s und einem Freiwinkel von 6° lieBen sich gute
Ultradiinnschnitte erzeugen, bei schwer zu schneidenden Proben wurden diese Parameter
angepasst. LR-White-Blocke wurden mit niedrigerem Wasserstand als Eponblocke geschnitten.
Die Ultradiinnschnitte wurden mit einer Wimper an einem Zahnstocher auf dem Wasserbad
bewegt. Ultradiinnschnitte mit Kompressionen, erkennbar an einer matten und faltigen
Oberflache, wurden mit Xyloldampf gestreckt, bis sie eine glatte und glanzende Oberflache
hatten. AnschlieBend wurden die Ultradiinnschnitte auf die Grids aufgezogen. Fur speziell
hochauflésende Untersuchungen wurden die Ultradiinnschnitte auf unbefilmte, hexagonale 300
Mesh grids aus Nickel aufgezogen. Fur Ubersichtsaufnahmen oder schwer zu lokalisierende
Strukturen wurden Ultradiinnschnitte auf befilmte Schlitz-Grids (Kupfer oder Nickel) oder befilmte
guadratische 75 Mesh grids (Nickel) aufgezogen. Zur Reduktion von Aufnahme-bedingter

Faltenbildung wurden die Grids fakultativ mit einem Sputter coater durch Glimmentladung
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hydrophilisiert (s.u.). Die aufgezogenen Ultradiinnschnitte wurden staubgeschitzt in einer

Gridbox zum Trocknen gelagert.

2.6.6. Semidunnschnitte fir Elektronentomographie

Fur elektronentomographische Analysen wurden 200-300 nm dicke Semidiinnschnitte mit einem
UltraSemi 35° Diamantmesser angefertigt. Die Schneideparameter entsprachen denen der
Ultradinnschnitte fir die konventionellen TEM-Ansatze. Die Semidinnschnitte wurden mit
Xyloldampf gestreckt, bis sie eine glatte und glanzende Oberflache hatten und auf Grids
aufgezogen. Fur hohe Stabilitdt sowie Auflosung wurden bevorzugt unbefilmte 300 Mesh grids
verwendet. Alternativ wurden befilmte Schlitz-Grids verwendet, um grol3ere Schnittareale

untersuchen zu kénnen.

2.6.7. Ultradunnschnitte fir TEM-Nanotomie

Es wurden Ultradiinnschnitte wie fir die konventionellen TEM-Ansatze angefertigt und fir
barrierefreie Darstellungen von grof3en Ultradinnschnittarealen von bis zu 300x300 pm auf
Schlitz-Grids (Kupfer oder Nickel) aufgezogen. Zur Reduktion von Faltenbildung im Rahmen der
Aufnahme und Antrocknung der Ultradiinnschnitte wurden Schlitz-Grids 1 bis 3 Tage nach
Befilmung mit Pioloform mit einem Sputter coater durch Glimmentladung hydrophilisiert (10 s bei
6,5 mA) und am gleichen Tag verwendet. Die Antrocknung der Ultradiinnschnitte auf den Grids

wurde stereomikroskopisch kontrolliert; eine Faltenbildung konnte hierdurch in den meisten

%,

Abbildung 3. Anfertigung von Ultradinnschnittpraparaten fur TEM-Nanotomie.

Fur die TEM-Nanotomie wurden Ultradiinnschnitte auf Pioloform-befilmte, hydrophilisierte Schlitz-Grids
aufgezogen (A); fur eine erhéhte Stabilitdt und erleichterte Positionierung wurden Ultradiinnschnitte
fakultativ iberlappend auf einen oder beide Rander der Grids aufgezogen. Unter stereomikroskopischer
Kontrolle wurde der Antrocknungsvorgang beobachtet, es haben sich auf der hydrophilisierten
Oberseite — zentral beginnend — Newton-Ringe ausgebildet (B). Beim Antrocknungsvorgang konnten
mikroanatomische Strukturen wie Nierentubuli differenziert werden (C), weiterhin konnten kleinste
Verunreinigungen lokalisiert werden. Eine Faltenbildung konnte wahrend dieser stereomikroskopischen
Kontrolle weitestgehend ausgeschlossen werden (D).

Fallen bereits ausgeschlossen werden (Abb. 3A-D).

24



2. Methodik

2.6.8. Ultradinnschnitte fur REM-Array Tomographie

Deckglaser wurden mit einem Glasschneider und einem Lineal in ca. 3x5 mm grof3e Stlicke
geschnitten und in einem 50 ml Becherglas mit Aqua dest. gesammelt. Die Deckglasstiicke
wurden fur 1 min. in 100% Ethanol (unvergallt) und anschliel3end fir 1 min. in Aceton gereinigt
und dann auf Rundfilter getrocknet. Die Glassticke wurden am Tag der weiteren Praparation
frisch mit Kohlenstoff bedampft, bis sie eine dunkelbraune, spiegelnde Oberflache hatten. Fir die
Kohlenstoffoedampfung wurden 2-3 Paare Kohlenstofffaden in einen Sputter coater eingespannt
und ein Unterdruck von 5x10° mbar aufgebaut. Es wurde mit der Flash Funktion (3-6 StoRe fur
je 1-2 s) die Kohlenstoffbedampfung durchgefiihrt. Die Glasstiicke wurden mit der bedampften
Seite nach oben staubgeschiitzt in einer Glas-Petrischale gelagert. Fakultativ wurden die
Deckglaser mit einem Sputter coater durch zuséatzliche Glimmentladung hydrophilisiert, um eine
Aufnahme-bedingte Faltenbildung der Ultradiinnschnitte zu reduzieren (Abb. 4A).

Alternativ wurden als leitfahiges Substrat 5x5 mm grol3e Siliziumtrager mit einer glatt geatzten
Seite verwendet. Die Siliziumtrager wurden mit Aceton und einem Kimberly-Clark Tuch
abgewischt, anschlieRend mit einer Pinzette mehrmals in ein Becherglas mit Aceton eingetaucht
und auf Rundfilter in einer Petrischale getrocknet. Zur Hydrophilisierung der glatt geatzten
Oberseite wurde mit einem Sputter coater eine Glimmentladung fiir 60 s durchgefiihrt (Abb. 4B).
Die Aufnahme von einzelnen Ultradiinnschnitten oder Schnittbdndern auf Kohlenstoffstoff-

bedampften Deckglasern und Siliziumtragern wurde wie fir die TEM-Grids durchgefuhrt.

Abbildung 4. Anfertigung von Ultradinnschnittpraparaten fir REM-Array Tomographie.

Fur die REM-Array Tomographie wurden Ultradiinnschnitte entweder auf Kohlenstoff-bedampfte
Glastrager (A; Schnittserie mit 34 Einzelschnitten, Schnittdicke 50 nm) oder Siliziumtrager (B; 2
Einzelschnitte, Schnittdicke 50 nm) aufgezogen. Das Tragermaterial wurde mit Leitsilber auf einen
Aluminium-Probenteller aufgeklebt (B).
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2.6.9. Kontrastierung der Ultradiinnschnitte

Vor der Kontrastierung mit 5% Uranylacetat (geldst in 50% Ethanol; 2.9.; Tabelle 6) und Bleizitrat
(nach Reynolds; 2.9.; Tabelle 6) wurde eine Vorbehandlung mit 1% wassrigem
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) zur Reduktion von Préazipitaten durchgefiihrt (53). Diese
Losungen wurden kurz vor Verwendung filtriert und auf Parafilm, der in Glas-Petrischalen
ausgelegt war, aufgetropft. Waschschritte fur die Grids wurden wie folgt durchgefihrt: Die Grids
wurden einzeln mit einer selbstschlieRenden Pinzette gefasst und in schneller Bewegung 30x in
Aqua dest. im 15 ml Becherglas eingetaucht und der Vorgang in zwei weiteren Becherglasern
wiederholt. Zur Bindung von CO. wurden Natriumhydroxid (NaOH)-Platzchen in der Glas-
Petrischale mit Bleizitrat platziert, um die Bildung von Bleikarbonat-Prazipitaten (PbCOs) zu
vermeiden (62). Das Aqua dest. fur die Waschschritte der Kontrastierldosungen wurde fakultativ
kurz vor der Kontrastierung 5 min. lang abgekocht und bei einer Temperatur von ca. 50 °C
verwendet, um ebenfalls eine CO2-bedingte Prazipitatbildung zu vermeiden. Die Grids wurden
mit der Schnittseite nach oben in Tropfen mit den verschiedenen Losungen platziert. Es wurde
fir 4-5 min. in EDTA vorbehandelt, fir 4-12 min. in Uranylacetat und dann fir 1,5-3,5 min. in
Bleizitrat kontrastiert. Nach jedem Schritt wurden die Grids gewaschen.

Ultradtinnschnitte fiir die REM-Array Tomographie wurden auf ahnliche Weise kontrastiert. Kleine
Glasstucke wurden mit der Schnittseite auf die Tropfen gelegt. Auf gréRere Glasstiicke (Deckglas
oder Objekttrager) und Siliziumtrager wurden die Losungen aufgetropft. Die Glasstiicke und
Siliziumtrager wurden entweder mit Leitsilber oder mit doppelseitigem Kohlenstoffklebeband auf
Aluminium-Probenteller geklebt (Abb. 4B). Zur besseren Leitfahigkeit der Préparate wurde

Leitsilber am Rand des Tragermaterials aufgetragen.

2.6.10. Immunhistochemie

Fur immunhistochemische Markierungen wurden Paraffinschnitte und Gefrierschnitte verwendet.
Die Paraffinschnitte wurden in Xylol entparaffiniert und Uber eine absteigende Ethanolreihe in
Aqua dest. und anschlieBend in Zitratpuffer Uberfiihrt. Die Gefrierschnitte wurden nach
Lufttrocknung direkt in Zitratpuffer gestellt. Zur Reduktion unspezifischer Bindungen wurden alle
Schnitte mit 5% Milchpulver in PBS als Blockierlésung inkubiert. Der Primarantikbrper wurde in
Blockierlosung gel6st, auf die Schnitte aufgebracht und fir 2 Std. bei Raumtemperatur und
anschlie3end Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte fir 1-2 Std.
mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundérantikoérper (Cy2, Cy3; Dianova) inkubiert. Verwendete
Primarantikorper waren Annexin Al (rabbit; LS-C20640, Lifespan Bioscience, Seattle, USA) und
Natrium/ Phosphat Kotransporter (rabbit anti-NaPi-lla). Zellkerne wurden mit 4‘,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) und filamentdses Aktin (f-Aktin) mit Fluorochrom-gekoppeltem Phalloidin
gefarbt.
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2.6.11. Immunzytochemische Goldmarkierungen an hydrophilen Kunstharzschnitten

LR-White Ultradiinnschnitte auf Grids wurden fir 30 min. in Mikrotiterplatten mit 5% Milchpulver
in 0,1 M PBS geblockt. Anschlie@end wurde die Lésung mit Filterpapier abgesaugt. Die
Ultradiinnschnitte wurden mit Primarantikdrper, verdinnt in 5% Milchpulver in PBS, in
Mikrotiterplatten fur eine Stunde bei Raumtemperatur und ber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank
inkubiert. Die Ultradiinnschnitte wurden dann in PBS gewaschen und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit passendem Sekundarantikérper inkubiert, an den 1, 5 oder 10 nm grol3e
Goldpartikel (BBInternational) gebunden waren. AnschlieRend wurde der Sekundarantikdrper fiir
15 min. mit 2,5% Glutaraldehyd in PBS fixiert und die Ultradtiinnschnitte dann in PBS gewaschen.
Das Signal wurde fakultativ mit einer Silberreaktion fiir eine bessere Detektion verstarkt. Hierfur
wurden zwei fertige Losungen aus einem SilbervergroRerungskit (Plano) mit Gummi Arabicum im
Verhéltnis 1:1:3 gemischt; fir Semidinnschnitte wurde die Dauer lichtmikroskopisch kontrolliert,
fur Ultradinnschnitte wurde die Dauer empirisch ermittelt und lag bei ca. 2-5 min. Die
Ultradiinnschnitte wurden dann fir 15 min. bei Raumtemperatur mit Phosphorwolframséaure
kontrastiert und mit Aqua dest. gewaschen. Anschlielend wurden sie fir 15 min. bei
Raumtemperatur mit 5% wassrigem Uranylacetat kontrastiert, mit Aqua dest. gewaschen und

dann getrocknet.

2.6.12. Kryo-Ultramikrotomie nach Tokuyasu

In flissigem Stickstoff tiefgekiihlte Proben wurden in der Kammer eines Ultramikrotoms mit Kryo-
Aufsatz auf -80 °C erwarmt. Aluminium-Pins mit aufgefrorener Probe wurden in den Probenhalter
des Mikrotoms eingespannt und die Proben bei einer Temperatur von -80 °C, einer
Schneidegeschwindigkeit von 50 mm/s und einer Schnittdicke von 300 nm mit einem Trim 45°
Diamantmesser zu einer Pyramide mit parallelen, gleich langen Kanten getrimmt. Fr
Ultradlinnschnitte eingesetzte Glasmesser wurden aus Glasleisten an einem Glasbrecher
gebrochen und unter einem Stereomikroskop hinsichtlich ihrer Qualitat kontrolliert. Bander von
Ultradiinnschnitten (Schneidegeschwindigkeit von 1 mm/s, 70-100 nm Schnittdicke) wurden mit
einer Wimper auf dem Messerriicken gesammelt. Eine Drahtschlinge wurde in eine Pick up
Losung aus 2% Methylzellulose und 2,3 M Saccharose, 1:1 gemischt, getaucht und in der
Kammer des Mikrotoms heruntergekunhlt, bis in der Mitte der Drahtschlinge die Losung milchig-
triibe wurde. In diesem Moment wurde in einer schnellen, geraden Bewegung die Drahtschlinge
auf die Ultradinnschnitte gedrtickt. Die Pick up Lésung wurde auBerhalb der Kammer bei
Raumtemperatur erwarmt und die Ultradiinnschnitte auf ein befilmtes Mesh grid Gibertragen und

bis zur Weiterbehandlung bei 4 °C in einem Kiihlschrank gelagert.
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2.6.13. Immunzytochemische Goldmarkierungen an Kryo-Ultradinnschnitten

Grids mit Ultradiinnschnitten wurden griindlich in PBS gewaschen und 30 min. in 5% Milchpulver
in PBS geblockt. Die weiteren Schritte bis zur Fixierung des Sekundarantikérpers mit 2,5 %
Glutaraldehyd in PBS entsprachen denen der immunzytochemischen Goldmarkierung der LR-
White Ultradlinnschnitte. Die Ultradiinnschnitte wurden danach mit Aqua dest. gespult und 3 min.
in 5% wassrigem Uranylacetat bei 4 °C im Kuhlschrank, dann fur 3 min. mit einer Mischung aus
0,5% Uranylacetat, 2% Methylzelluloselésung und Aqua dest. im Verhaltnis 1:7:2 im Kihlschrank
kontrastiert. AnschlieRend wurden die Grids mit Drahtschlingen aus der Methylzelluloselésung
aufgenommen und Uberschissige Losung mit Filterpapier aufgesaugt. Dieser Vorgang bestimmt
die Dicke des verbleibenden Methylzellulose-Films und damit die Stabilitdt und Elektronendichte
der Ultradiinnschnitte. Die Grids wurden in den Drahtschlingen zum Trocknen aufgestellt und

anschliel3end mit einer feinen Pinzette herausgelost.

2.7. Mikroskopische Verfahren
Eine optimierte Darstellung von Gewebe auf licht- und elektronenmikroskopischer Ebene wurde
durch gezielte Auswahl und ggf. Optimierung und Anpassung von mikroskopischen Verfahren

erreicht.

2.7.1. Konventionelle LM-Ansatze

Histologische Praparate und Semidinnschnittserien wurden an einem Lichtmikroskop im
Hellfeldmodus untersucht. Fotos wurden mit einer Zeiss CCD-Kamera und dem Programm
AxioVision gemacht. Beleuchtungseinstellungen wurden durch Kdéhlern angepasst und die
Aperturblende am Kondensor auf eine mdoglichst weite Position eingestellt. Nach jedem
Objektivwechsel zur Fotografie wurde eine Shadingkorrektur zur Ausblendung von Artefakten im
Strahlengang und inhomogener Beleuchtung durchgefihrt; dafir wurde ein Bereich ohne
Strukturen, aber mit Deckglas bedeckt, gewahlit und bis zum Verschwinden von préaparateigenen
Artefakten defokussiert. Nach der Shadingkorrektur wurden ein manueller WeiRabgleich und
Helligkeitseinstellungen durchgefiihrt. Semidinnschnittserien wurden manuell fotografiert und
durch Drehung der Kamera oder des Kreuztischs eine grobe Korrektur der Rotation
vorgenommen. Fakultativ wurde durch Mittelwertaufnahmen das Hintergrundrauschen reduziert,
was besonders bei hochauflosenden Aufnahmen (63x planapochromatisches Objektiv mit
numerischer Apertur von 1,4) die Qualitdt der Rohbilder im Sinne einer Rauschreduktion

verbesserte.

2.7.2. Konfokalmikroskopie
Schnitte mit immunhistochemischen Markierungen wurden an einem Zeiss Laser scanning

microscope (Exciter 5) und dem Programm Zen untersucht. Die Markierungen wurden im
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konventionellen Fluoreszenzmodus kontrolliert und Bereiche fir konfokale Aufnahmen
ausgewahlt. Scan-Parameter der verwendeten Kanale wurden entsprechend der Signalintensitat
aufeinander abgestimmt. Es wurde mit einem mittleren Scanspeed von 2-4, einer Bildgréf3e von

2048x2048 Pixel und einem VergroRerungsfaktor von 0,5-2,5x gearbeitet.

2.7.3. Konventionelle TEM-Ansatze

Ultradinnschnitte wurden an einem Zeiss 906 und einem FEI Tecnai G2 mit
Beschleunigungsspannungen von 80-200 KV untersucht. Am Zeiss 906 wurden analoge
Filmnegative verwendet; es wurden pro Durchgang 40 Planfilme bei Rotlicht in Halterungsbleche
gesteckt und diese in eine Filmkassette einsortiert. Nach Einschleusen der Filmkassette in das
TEM wurde das Praparat am Leuchtschirm untersucht. Zur Fotografie wurde die kleinstmdgliche
Objektivblende fiir den besten Kontrast ausgewahlt. Die Intensitat des Elektronenstrahls wurde
fur Fotos auf einen Zielbelichtungswert von 1 s eingestellt. Die belichteten Negative wurden bei
Rotlicht aus dem TEM ausgeschleust und in einer lichtundurchlassigen Verpackung in die
Entwicklerkammer getragen. Unter Rotlicht wurden dort die Negative in Drahtgestelle
eingespannt und fir ca. 6 min. in ein Entwicklerbad gestellt. Zur Reduktion von
Entwicklerartefakten (inhomogene Entwicklung; Streifen) wurden die Drahtgestelle jede Minute
10x vertikal im Entwicklerbad bewegt. Die Negative wurden zum Auswaschen 30x in eine Wanne
mit flieRendem Leitungswasser eingetaucht und dann fir 6 min. in ein Fixierbad gestellt. Die
Negative wurden dann — nach 10x Eintauchen in Leitungswasser — zum Auswaschen fur 15 min.
in die Wanne mit flieRendem Leitungswasser gestellt und anschlieRend in einem bellfteten
Trockenschrank fir mindestens 30 min. bei 60 °C getrocknet. Die Negative wurden vorzugsweise
direkt nach dem Herauslésen aus den Drahtgestellen einzeln in Negativhillen einsortiert, um
mechanische Schaden durch Aneinanderreiben der empfindlichen Gelatineoberflache zu
vermeiden. Die Negative wurden mit einem Flachbettscanner und Abstandshaltern, zur
Vermeidung von Newton-Ringen, bei einer Auflésung von 900 dpi eingescannt.

Am FEI Tecnai G2 wurde mit einer Veleta CCD-Kamera (2kx2k ChipgroRe?) zum Suchen mit
schnellem Livebild und mit einer Eagle CCD-Kamera (4kx4k ChipgroRe?) fur hochauflésende
Bilder® gearbeitet. Das FEI Tecnai G2 wurde mit dem Programm User Interface gesteuert. Die
Kameras wurden mit dem Programm Tecnai Imaging & Analysis bedient. Es wurde in
regelmafRigen Abstanden die Gain reference der CCD-Kameras durch Bilder Uberprtft, indem

"leere” Areale ohne Ultradlinnschnitt und ohne Stitzfilm fotografiert wurden.

12k entspricht einer Chipgré3e von etwa 2000 Pixel.
2 4k entspricht einer Chipgrof3e von etwa 4000 Pixel.

3 Der Begriff ,Auflésung“ bezieht sich in meiner Arbeit auf optische Aufldsung (als Grundlage hierfiir auch die préaparationsbedingt
notwendige Abgrenzbarkeit durch z.B. Grauwertunterschiede von Strukturen) und die GréR3e von digitalen Aufnahmen (z.B.
Pixelanzahl von aufgenommenen Bildern).
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2.7.4. Konventionelle REM-Anséatze

Praparate wurden an einem Zeiss DSM 982 untersucht. Der Probentisch wurde in X/Y/Z-Achse
manuell an Drehschrauben bewegt. Strukturen wurden mit Scanspeed 1 (schneller Scan fir
Livebild) gesucht und mit Scanspeed 3-4 (langsamer Scan fur hohe Qualitat) und einer BildgroRe
von 1280x1024 oder 2560x2048 Pixel aufgenommen.

2.7.5. LM-Array Tomographie

Bildstapel von neonatalen, adulten und pathologischen adulten Glomeruli wurden in das jpg-
Dateiformat konvertiert und mit dem Programm Bulk Rename Utility in aufsteigender Zahlenfolge
nummeriert. In einer Textdatei wurden alle Dateinamen eines Bildstapels gespeichert und diese
Uber den Import der Textdatei in Amira 5 getffnet. Die Bilder wurden automatisch ausgerichtet
und zu einem neuen Bildstapel exportiert. Es wurde durch manuelle Segmentierung eine
Modellierung von glomerularen Kapillarlumina und fakultativ weiteren Strukturen (Macula densa,
proximaler Tubulus, interstitielle Kapillaren) durchgefiihrt. Ein Datensatz von modellierten
Kapillarschlingen eines adulten Glomerulus wurde in das stl-Dateiformat exportiert und mit einem
3D-Drucker im Filamentverfahren gedruckt (www.youin3d.de). Stitzstrukturen wurden manuell

mit einer Pinzette entfernt.

2.7.6. Elektronentomographie

Es wurde mit einem FEI Tecnai G2 und einer Beschleunigungsspannung von 200 KV gearbeitet.
Mit der Veleta CCD-Kamera wurden Strukturen fur die Elektronentomographie! gesucht. Zur
Einstellung der euzentrischen Hohe wurde bei 10000x VergréRerung zur Korrektur der Z-Achse
gewobbelt. Es wurde dann zur Eagle CCD-Kamera gewechselt und die Kalibrierung des
Elektronenstrahls mit den Parametern Beam shift, Beam shift pivot points und Rotation center
durchgefuhrt. Anschlieend wurde die Tomographie-Funktion gedffnet, die weitestgehend
automatisch durch die Arbeitsschritte der Tomographie leitet. Es wurden Kippserien von +65° bis
-65° in 1°-Schritten durchgefiihrt, das finale Datenpaket im mrc-Dateiformat gespeichert und an
einer Grafik-Workstation bearbeitet. Mit Inspect 3D wurde die Volumenrekonstruktion

durchgefuhrt und der fertige Datensatz mit Amira 5 betrachtet und bearbeitet.

2.7.7. TEM-Nanotomie
Es wurden Ultradlinnschnittareale zwischen 5x5 und 350x350 pum mit einem FEI Tecnai G2 und
der Photomontage-Funktion digitalisiert. Hierfir wurde mit der Eagle CCD-Kamera ein Foto in

UbersichtsvergroRerung im LM-Modus? aufgenommen und der zu digitalisierende Bereich

1 200-500 nm dicke Kunstharzschnitte werden hier in unterschiedlichen Winkeln an einem TEM durchstrahit und mit nachfolgender
Datenverarbeitung hochauflésend dreidimensional rekonstruiert.

2 Hier: Low magnification mode.
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manuell markiert. AnschlieBend wurden Kalibrierungen (gewlnschte VergréfRerung, Einstellung
der Blenden, Gain reference, Fokussierung, Strahlintensitat) in einem benachbarten Areal
durchgefiihrt, um Elektronenstrahlschaden in der Region of interest zu reduzieren. Die
Photomontage-Funktion hat die Anzahl und Positionierung der Einzelbilder automatisch
berechnet. Es wurde mit einer Uberlappung der Einzelbilder zwischen 10-20% gearbeitet. Im
Durchschnitt dauerte ein Foto mit der Eagle CCD-Kamera ca. 15 s. Bildserien von bis zu ca. 4300
Einzelbildern mit einer Gesamtaufnahmezeit von ca. 20 Std. wurden direkt auf dem Support-PC
gespeichert.

Fur die TEM-Nanotomie® wurden die Einzelbilder mit der Software Fiji und dem Plug-in TrakEM2
verarbeitet. Hierfir wurde zuvor mit Bulk Rename Ultility eine automatisierte Nummerierung der
Bilder durchgefihrt. Fir den Import in TrakEM2 wurde die Anzahl der Bilder auf der X-Achse
(Spalten) und Y-Achse (Zeilen) definiert und der verwendete Grad an Uberlappung eingestellt.
Die Einzelbilder wurden anschlieBend importiert und mit einem Phase correlation alignment oder
einem Least square alignment Verzerrungen, verursacht z.B. durch Verformungen des
Praparates im Rahmen der Aufnahmen, zu einem homogenen Datensatz verrechnet. Alignment
beschreibt in diesem Kontext die Ausrichtung von Einzelbildern zueinander durch z.B. Rotation,
GroRenanderung und  Verzerrung (bzw. Entzerrung) (63). Ein anschlieRender
Helligkeitsausgleich wurde mit der Funktion Match intensities durchgefihrt, wodurch
Helligkeitsunterschiede einzelner Bilder, verursacht durch Belichtungsanpassungen der Eagle
CCD-Kamera an Locher oder elektronendichte Strukturen, weitestgehend herausgerechnet

wurden.

2.7.8. REM-Array Tomographie; Einzelbilder

Praparate wurden an einem Zeiss Sigma mit einem Inlense-Sekundérelektronendetektor
untersucht. Fokussierung und Astigmatismuskorrektur wurden aufgrund der Induktion von
Elektronenstrahlschaden am Ultradiinnschnitt mit Auflagerung von elektronendichten Elementen
in einem Bereich neben der Region of interest durchgeftihrt. Bilder wurden mit einer Gré3e von
3072x2304 oder 1024x768 Pixel an einem Zeiss Sigma aufgenommen. Diese Bildgrol3e ist
gebréuchlich fur viele REM-Anwendungen. Als Einzelbilder werden bei der REM-Array
Tomographie? in meiner Arbeit einzelne Bildaufnahmen mit dieser gebrauchlichen BildgréRe
beschrieben und von hochauflosenden Aufnahmen (Uber 15000x15000 Pixel messend)
abgegrenzt, welche mit speziellen Scan-Generatoren z.B. fir REM-Nanotomie hergestellt werden

koénnen.

1 Hochauflésende Digitalisierung von Ultradiinnschnittarealen an einem TEM.

2 Analog zur LM-Array Tomographie werden hier Schnitte auf einen harten Trager aufgebracht und anschlieBend
elektronenmikroskopisch mit einem REM entweder fiir 2D- oder 3D-Anwendungen digitalisiert.
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2.7.9. REM-Array Tomographie; Nanotomie-Datensétze im Einzelstrahl-REM

Nanotomie-Datensatze wurden mit einem Zeiss Ultra und einem Zeiss Merlin im
Einzelstrahlverfahren erstellt. Es wurden Bildkacheln mit einem Uberlappungsgrad von 10-20%,
jeweils ca. 15000x15000 Pixel messend, bei einer Pixelgréf3e von 2-3 nm mit einem Inlense-
Sekundarelektronendetektor, Backscattered electron (BSE)-Detektor oder Energy selective
Backscattered (EsB)-Detektor digitalisiert. Diese Bildkacheln wurden mit der Software ATLAS 5,
Adobe Photoshop CS4 oder Fiji (mit dem Plug-in TrakEM2) zu einem Panoramabild
zusammengefiigt. Weiterhin wurden kleinere Nanotomie-Datensatze mit einer GréR3e von 5000-
15000 Pixel (Kantenlange) in einem Durchgang, ohne Aufteilung der Region of interest in

Bildkacheln, aufgenommen.

2.7.10. REM-Array Tomographie; 3D-Datenséatze im Einzelstrahl-REM

Es wurde eine Schnittserie, bestehend aus 34 Ultradiinnschnitten (je 50 nm dick, auf einen mit
Kohlenstoff bedampften Objekttragerstreifen aufgezogen), im Demolabor von Carl Zeiss
Microscopy in Oberkochen an einem Zeiss Sigma 500 mit einer Pixelgrdf3e von 5 nm und einem
Ruckstreuelektronendetektor (BSD4) aufgenommen. Die 34 Einzelbilder wurden mit der Software
Fiji und dem Plug-in TrakEM2 ausgerichtet, hierflir wurden die ca. 6000x5000 Pixel messenden
Einzelbilder manuell per Maus erst grob ausgerichtet und anschlieBend ein Least square
alignment mit Standardparametern fiir eine feine Ausrichtung der Einzelbilder zueinander
durchgefuhrt. Die ausgerichteten Einzelbilder wurden durch die Exportfunktion in TrakEM2 in das
tif-Dateiformat exportiert und weiter in 3Dmod (64) bearbeitet. Hier wurde durch manuelle

Segmentierung eine Modellierung von Strukturen durchgefihrt.

2.7.11. REM-Array Tomographie; Nanotomie-Datenséatze im Mehrstrahl-REM

Nanotomie-Datensatze wurden mit einem Zeiss MultiSEM 505 im Mehrstrahlverfahren erstellt.
Ultradiinnschnitte wurden Uber eine Flache von bis zu 1000x2000 pum und mit einer PixelgroRe
von 4 nm mit einem Sekundarelektronendetektor digitalisiert. Zur Reduktion von
Aufladungseffekten wurden die Ultradinnschnitte fakultativ mit Kohlenstoff bedampft. Die

Bildkacheln wurden mit Fiji und TrakEM2 (65-67) zusammengefiigt und bearbeitet.

2.7.12. Bildbearbeitung

Die Bildbearbeitung wurde mit einem Lenovo ThinkPad T540p, per Mini display port an einen
externen Eizo-Monitor angeschlossen, durchgefiihrt. Der Monitor wurde mit einem Vollspektrum-
Farbsensor zur farbechten Darstellung kalibriert. Bilder wurden mit Adobe Photoshop CS4 und
Corel Draw 12 in Helligkeit, Kontrast und Intensitat angepasst. Grauwerte wurden mit einer
Tonwertkorrektur abgestimmt, um maoglichst viele Details — besonders bei TEM-Bildern —

differenziert darzustellen. Weiterhin wurde fakultativ, zur deutlicheren Darstellung von Details,
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eine Unscharfmaske angewendet. Panoramabilder wurden in Adobe Photoshop CS4 mit der
Photomerge-Funktion aus einzelnen, Uberlappenden Einzelfotos zusammengefiigt. Fur
gleichartige Bearbeitungen an Bildstapeln (z.B. fir eine 3D-Rekonstruktion aus bis zu 376
Semidunnschnitten) wurde die Stapelbearbeitung von Adobe Photoshop CS4 genutzt. Einzelne
Bildausschnitte wurden zur Reduktion von Artefakten ausgetauscht, um maglichst viel Material
der Semidunnschnittserien auswerten zu koénnen und die anschlieRende manuelle

Segmentierung mit Amira 5 zu erleichtern.

2.8. Nichteigene Arbeitsschritte

Im Rahmen meiner Arbeit wurde ich in Techniken der Probenpréparation und mikroskopischen
Auswertung eingearbeitet und habe einige dieser Ansatze wie Elektronentomographie, TEM-
Nanotomie und REM-Array Tomographie dartber hinaus im Labor eigenstandig etabliert.
Einzelne Techniken bzw. Arbeitsschritte dieser Techniken wurden von Mitarbeitern der AG
Bachmann oder externen Wissenschatftlern in unterschiedlichem Ausmal tbernommen.
Perfusionsfixierungen und Organentnahmen von Versuchstieren wurden von Prof. Dr. Sebastian
Bachmann, Dr. Kerim Mutig und Dr. Alexander Paliege unter Assistenz von Kerstin Riskowsky
durchgefuihrt. Weiterhin wurden einzelne immunhistochemische Markierungen sowie die in
meiner Arbeit gezeigte in situ Hybridisierung mit kombinierter Immunhistochemie und
preembedding Techniken (Peroxidase-Reaktion mit nachfolgender Kunstharzeinbettung) von
Kerstin Riskowsky durchgefiihrt. Die Maus-Zeichnung der Abbildung 1 wurde von mir leicht
modifiziert, das Original wurde von Nese Yorguner erstellt. Weiterhin wertete ich im Rahmen
meiner Doktorarbeit Bildmaterial aus, welches von Nese Yorguner im Rahmen ihrer Arbeit im
Institut fiir Vegetative Anatomie (AG Bachmann) angefertigt wurde (P1 V12, Archivmaterial in situ
Hybridisierung).

Kunstharzeinbettungen sowie Praparationen der konventionellen REM-Ansétze und
immunzytochemische Markierungen wurden von Petra Schrade und John Horn in der Core
Facility Elektronenmikroskopie der Charité durchgefihrt, hier habe ich fir ein besseres
Verstandnis der Techniken mehrmals Kunstharzeinbettungen begleitet. Kryo-Ultramikrotomie
nach Tokuyasu habe ich im Rahmen des Cryo-Royale workshops der Deutschen Gesellschaft fir
Elektronenmikroskopie in Regensburg erlernt und auch mit den Geraten der Charité testweise
umgesetzt, jedoch wurde diese Technik ansonsten ausschlie3lich von John Horn angewandt.
Die mikroskopische Auswertung von REM-Array Tomographie-Proben wurden von Eckhard
Volcker (Penard Labs) an einem Zeiss Sigma in meinem Beisein in Berlin durchgefiihrt. REM-
Array Tomographie Nanotomie-Datensatze im Einzelstrahlverfahren wurden von Dr. Irene
Wacker in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Rasmus Schroder (Centre for Advanced Materials,
Universitat Heidelberg) an einem Zeiss Merlin und einem Zeiss Ultra durchgefihrt. REM-Array

Tomographie Nanotomie-Datenséatze im Mehrstrahlverfahren wurden von Dr. Anna Lena Eberle
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und Tomasz Garbowski im Demolabor von Carl Zeiss Microscopy in Oberkochen durchgefiuhrt.
Hier wurde weiterhin von Dr. Geertje Bammert die Digitalisierung der REM-Array Tomographie-
Schnittserie durchgefiihrt. In beiden REM-Nanotomie Ansatzen habe ich anteilig die Bearbeitung

der Rohdaten ibernommen.

2.9. Bezugsquellen
2.9.1. Chemikalien
Tabelle 2. Chemikalien.

Name [Ergénzende Bezeichnung] Bezugsquelle

0,9% NaCl-Lésung Braun, Melsungen, DEU

25% Glutaraldehyd Serva, Heidelberg, DEU

Aceton Apotheke Charité

Aqua ad iniectabila Braun, Melsungen, DEU

Agua bidest. Braun, Melsungen, DEU

Aqua Spillésung Braun, Melsungen, DEU

Azur Il Serva, Heidelberg, DEU

Bleinitrat Merck, Darmstadt, DEU

Bleizitrat Merck, Darmstadt, DEU

Borax Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Calciumchlorid Dihydrat Merck, Darmstadt, DEU

Cytoseal 60 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
DAPI Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
DDSA [Harter fur Epon, Dodecenylbernsteinsdureanhydrid] Serva, Heidelberg, DEU
Dinatriumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe, DEU
Dinatriumhydrogenphosphat-Lésung Merck, Darmstadt, DEU

EDTA Serva, Heidelberg, DEU
Einbettmedium Leica microsystems, Nussloch, DEU
Ethanol [100%, unvergallt] Serva, Heidelberg, DEU

Ethanol [96%, vergallt] Roth, Karlsruhe, DEU

Formvar Merck, Darmstadt, DEU
Glycerindiepoxid [Epon 812] Serva, Heidelberg, DEU
Heparin-Natrium [25000] Ratiopharm, Uim, DEU
Hydroxyethylstarke [10% ,200 kDa, in 0,9% NacCl] Fresenius, Bad Homburg, DEU
Isofluran [Forene] Abbott, Wiesbaden, DEU
Isopentan Riedel-de Haen, Seelze, DEU
Isopropanol Roth, Karlsruhe, DEU
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe, DEU
Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe, DEU
Kaliumdihydrogenphosphat-L&sung Merck, Darmstadt, DEU

Leitsilber Plano, Wetzlar, DEU

LR-White Science Services, Miinchen, DEU
Methylenblau Merck, Darmstadt, DEU
Milchpulver [skim milk] Becton Dickenson, Franklin Lakes, USA
MNA [Harter fir Epon, Methyl nadic anhydride] Serva, Heidelberg, DEU
Na-Kakodylatpuffer Serva, Heidelberg, DEU
Natriumazid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Natriumchlorid Merck, Darmstadt, DEU
Natriumhydroxid-Platzchen Merck, Darmstadt, DEU
Natriumzitrathydrat Merck, Darmstadt, DEU
Nembutal Fagron, Barshiittel, DEU

Neutol Liguid ne [print ne b&w print developer, Apne 41] Adfa, Leverkusen, DEU
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, DEU

Pattex Compact Gel Henkel, Diisseldorf, DEU
Phalloidin [Alexa Fluor 488] Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Phosphorwolframsaure Merck, Darmstadt, DEU
Polyethylenglykol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Propylenoxid Serva, Heidelberg, DEU
Pioloform Plano, Wetzlar, DEU
Ringer-Acetat Braun, Melsungen, Deutschland
Ringer-Acetat-Lésung Serumwerk Bernburg, Bernburg, DEU
Saccharose Roth, Karlsruhe, DEU

Salzséure Merck, Darmstadt, DEU
SilbervergréRerungsset Plano, Wetzlar, DEU
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Tetenal superfix plus [Universalfixierbad] Adfa, Leverkusen, DEU
Uranylacetat Serva, Heidelberg, DEU
Vitro-Clud R.Langenbrick, Emmendingen, DEU
Xylol Merck, Darmstadt, DEU

2.9.2. Gerate

Tabelle 3. Verwendete Geréte.

Name [Ergéanzende Bezeichnung]

Bezugsquelle

Digitales Belichtungsgeréat fir Positive [Digital Timer]

Kaiser, Buchen, DEU

Eizo-Monitor [Eizo EV2736WFS-BK 68,6 cm LED]

Eizo, Hakusan, Japan

Entwicklerautomat fiir Positive [2150 RL]

llfolab, Mobberley, GBR

Externe Leuchtquelle fiir Praparation [KL 5120]

A.Kriss Optronic, Hamburg, DEU

FEI TEM Tecnai G2

FEI, Eindhoven, NLD

Flachbettscanner [Perfection V700 Photo]

Epson, Suwa, Japan

Glasbrecher [7800 Knifemaker]

Pharmacia LKB, Uppsala, SWE

Kritisch-Punkt-Trockner [E3000]

Gala Gabler, Wiesbaden, DEU

Kryo-Aufsatz fir Ultramikrotom [EMFCS]

Leica, Wetzlar, DEU

Kryostat [CM3050]

Leica, Wetzlar, DEU

Lenovo ThinkPad T540p

Lenovo, Morrisville, USA

Lichtmikroskop fir Fotodokumentation [DMRB]

Leica, Wetzlar, DEU

Manometer [Boso Clinicus]

Boso, Jungingen, DEU

Rotationsmikrotom fiir Paraffinschnitte

Leica, Wetzlar, DEU

Rotationsmikrotom fiir Semidiinnschnitte [RM 2065]

Leica, Wetzlar, DEU

Rotator fiir Eponeinbettung [B7925]

Agar Scientific, Stansted, GBR

Sputter coater [MED 020]

Balzer, Bingen, DEU

Stereomikroskop fir Perfusionsfixierungen

Carl Zeiss Jena, Jena, DEU

Trockenschrank fur Negative

Kindermann, Eibelstadt, DEU

Ultramikrotom fiir Kryo-Ultradiinnschnitte [Ultracut S]

Reichert, Leica, Wetzlar, DEU

Ultramikrotom fiir Kunstharzschnitte [Ultacut E]

Reichert Jung, Wetzlar, DEU

VergroRerer fur Positive [Universal Camera Repro, Laborator 54]

Durst, Brixen, ITA

Vollspektrum-Farbsensor [Spyder 4 Elite]

Datacolor, Luzern, Schweiz

Warmeplatte fir Semidinnschnitte

Medax, Neum{inster, DEU

Warmeschrank fir Epon-Polymerisation [Typ UT20]

Heraeus, Hanau, DEU

Wasserbad fur Paraffinschnitte [Typ 1052]

GFL, Leverkusen, DEU

Zeiss CCD-Kamera fir Lichtmikroskop [AxioCam MRc]

Carl Zeiss, Jena, DEU

Zeiss Laser scanning microscope [Exciter 5]

Carl Zeiss, Jena, DEU

Zeiss REM DSM 982

Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

Zeiss REM Merlin

Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

Zeiss REM Ultra

Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

Zeiss REM Sigma

Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

Zeiss TEM 906 [Leo]

Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

2.9.3. Software

Tabelle 4. Verwendete Software.

Name [Ergéanzende Bezeichnung]

Bezugsquelle

3Dmod Open source Software (http://bio3d.colorado.edu/imod/)
Adobe Photoshop CS4 Adobe, Mountain View, USA

Amira 5 FEI, Eindhoven, NLD

ATLAS 5 Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

AxioVision Carl Zeiss, Jena, DEU

Bulk Rename Utility

Freeware Software (http://www.bulkrenameutility.co.uk/)

Corel Draw 12

Corel, Ottawa, CAN

Fiji [inklusive Plug-in TrakEM2]

Open source (http://fiji.sc/)

Inspect 3D

FEI, Eindhoven, NLD

Tecnai image & acquisition

FEI, Eindhoven, NLD

User Interface

FEI, Eindhoven, NLD

Zen

Carl Zeiss, Jena, DEU
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2.9.4. Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5. Verwendetes Gebrauchs- und Verbrauchsmaterial.

Name [Ergénzende Bezeichnung]

Bezugsquelle

10 cm Glas-Petrischalen

Biologie-Bedarf Thorns, Deggendorf, DEU

5 cm Glas-Petrischalen

Biologie-Bedarf Thorns, Deggendorf, DEU

5 ml Spritzen

BD, Franklin Lakes, USA

Aluminium-Pins

Plano, Wetzlar, DEU

Aluminium-Probenteller

Plano, Wetzlar, DEU

Augenschere [15003-08]

FST, Heidelberg, DEU

Beem-Kapseln

Plano, Wetzlar, DEU

Butterfly-Kanile [Multifly Set]

Sarstedt, Nimbrecht, DEU

Dentalwachs

Omnident, Rodgau Nieder-Roden, DEU

Diamantmesser [Messer fir Kryo-Ultradiinnschnitte]

Diatome, Nidau, CHE

Diamantmesser [Histo Jumbo]

Diatome, Nidau, CHE

Diamantmesser [Trim 20°]

Diatome, Nidau, CHE

Diamantmesser [Trim 45°]

Diatome, Nidau, CHE

Diamantmesser [Ultra 35°]

Diatome, Nidau, CHE

Diamantmesser [UltraSemi 35°]

Diatome, Nidau, CHE

Dreiwegehahn

Pvb Medizintechnik, Kirchseeon, DEU

Einmalklingen [Kryostat, Typ 818]

Leica, Wetzlar, DEU

Einmalklingen [Paraffin, N35]

Feather, Osaka, JPN

GefaRklemme [18050-50]

FST, Heidelberg, DEU

Glasleisten [fur Anfertigung von Glasmessern]

Pharmacia LKB, Uppsala, SWE

Glasschneider [Diamant-Schreiber]

Usbeck, Radevormwald, DEU

Gridbox

Plano, Wetzlar, DEU

Kaniile 26 Gauge [Microlance 3]

BD, Franklin Lakes, USA

Kohlenstoff-Klebeband

Plano, Wetzlar, DEU

Mesh grids [hexagonal, 300 Mesh]

Plano, Wetzlar, DEU

Mesh grids [quadratisch, 200 Mesh]

Plano, Wetzlar, DEU

Mesh grids [quadratisch, 75 Mesh]

Plano, Wetzlar, DEU

Negativhillen

Hama, Volketsvil, SWE

Objekttrager [Superfrost plus]

Menzel-Glaser, Braunschweig, DEU

Objekttrager [Superfrost]

Menzel-Glaser, Braunschweig, DEU

Parafilm [M]

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA

Pinzette Typ #4 [11241-30]

FST, Heidelberg, DEU

Pinzette Typ #5 [91150-20]

FST, Heidelberg, DEU

Pinzette Standard [91100-12]

FST, Heidelberg, DEU

Pinzette gebogen [11009-13]

FST, Heidelberg, DEU

Pinzette lang [11010-17]

FST, Heidelberg, DEU

Planfilme [Electron Image Film SO-163, 8,3x10,2 cm]

Kodak, Rochester, USA

Polypropylenschlauch [0,95 cm AuRendurchmesser]

Kronlab, Dinslaken, DEU

Puffertank fir Perfusionsfixierung [Vollentsalzungspatrone]

Charité

Rasierklingen [Rotbart extra diinn]

Gillette, Boston, USA

Rundfilter

Whatman, Maidstone, GBR

Saugféahige Unterlage [Rechteck-Vorlagen 15x40 cm, Kolibri]

Igefa, Essenbach, DEU

Schere [14088-10]

FST, Heidelberg, DEU

Schere fein [14084-08]

FST, Heidelberg, DEU

Schere grob [14001-12]

FST, Heidelberg, DEU

Scherenklemme gebogen [91309-12]

FST, Heidelberg, DEU

Scherenklemme gerade [91308-12]

FST, Heidelberg, DEU

Schlitz-Grids

Plano, Wetzlar, DEU

SelbstschlieRende Pinzette [11261-30]

FST, Heidelberg, DEU

Siliziumtrager, 5x5 mm [G3388]

Plano, Wetzlar, DEU
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2.9.5. Rezepturen

Tabelle 6. Rezepturen.

Bleizitrat nach Reynolds

1,33 g Bleinitrat und 1,76 g Natriumzitrathydrat wurden in einer 50 ml Glasflasche mit 30 ml Aqua dest. Gber 30 min. zu einer
triben Mischung aufgeschuttelt und durch Zugabe von 8 ml 1 N NaOH gelost. Der pH wurde auf exakt 12,0 eingestellt und mit
Aqua dest. auf 50 ml aufgefilllt (68).

Epon 812

Grundliche Mischung von Lésung A (186 ml Glycerindiepoxid und 300 ml DDSA; Dodecenylbernsteinsaureanhydrid) und Losung
B (250 ml Glycerindiepoxid und 222 ml MNA; Methyl nadic anhydride). Lagerung bei -20 °C (69).

Richardson Farbelésung

Es wurden 1% Methylenblau in 1% Boraxldsung zusammen mit 1% Azur in Aqua dest. im Verhaltnis 1:1 gemischt.
Schlauchlésung

Eswurden 1 ml Heparin-Natrium, 2 ml 0,9% NaCl-Lésung, 1 ml Procainhydrochlorid und 1 ml CaCl,x2H,0-Lésung (16%) gemischt.
Uranylacetat (5% Ldsung in 50% Ethanol)

Es wurde 0,75 g Uranylacetat mit 7,5 ml Aqua dest. gemischt und anschlieRend 7,5 ml Ethanol (100%, unvergéllt) hinzugegeben.
Die Losung wurde in einer braunen Flasche (lichtgeschiitzt) im Kahlschrank gelagert.

10x PBS Stammldsung

400 g NaCl, 12 g KH,PO,, 89 g Na,HPO,, und 10 g KCL wurden in 5 L Aqua dest. geldst und vor Gebrauch auf die nétige
Konzentration verdinnt.

Basisrezept fur Protokoll 1 (3% Formaldehyd in 0,063 M Na-Kakodylatpuffer und 2,7% HES)

Lésung A) Na-Kakodylat-Saccharose-Puffer: Es wurden 21,4 g Na-Kakodylat und 34,23 g Saccharose gemischt, auf 1000 ml Aqua
dest. aufgefullt und der pH-Wert durch Zugabe von Salzsaure eingestellt.

Lésung B) Na-Kakodylat-HES: 700 ml von Lésung A wurde mit 300 ml HES und 0,66 g MgCl,x6H,0 gemischt.

Lésung C) Formaldehyd-Ansatz: Fiir 1000 ml Fixans wurden 30 g Paraformaldehyd und 90 ml Aqua dest. auf einer Heizplatte bei
60 °C unter einem Abzug gemischt und das Losen durch 1 N NaOH (10 bis 20 Tropfen) erleichtert.

Mischung: Lésung C wurde durch Lésung B auf 1000 ml aufgefullt, der pH-Wert mit NaOH oder HCL auf 7,4 eingestellt und zum
Schluss filtriert.
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3. Ergebnisse

3.1. Perfusionsfixierung von Versuchstieren

Ziel der Perfusion war prinzipiell das schnelle Auftreffen der Lésungen im gesamten Gefal3bett
der Niere einerseits, andererseits aber auch die Passage durch die glomerulare
Filtrationsbarriere, sodass grundsatzlich alle Tubulusepithelien von zwei Seiten rasch und
effizient erreicht werden sollten. Eine erste direkte Qualitdtsbeurteilung einer Perfusionsfixierung
erfolgte durch die makroskopische Inspektion der Nieren in situ. Eine homogen gelbliche
Oberflache der Nierenkapsel sowie eine bei Formaldehyd maRige, bei Glutaraldehyd
ausgepragte Hartung des Organs zeigten jeweils eine erfolgreiche Perfusion an. Eine
inhomogene, dunkel-fleckige Oberflache der Nieren oder weiche Konsistenz waren dagegen
Kriterien einer schlechten Perfusionsfixierung.

Die Erfahrung in den vorgestellten Experimentreihen hat deutlich gemacht, dass die
Arbeitsschritte der Perfusionsfixierung méglichen Verlaufsfehlern unterliegen, die, jeder fir sich,
den Erfolg der Fixierung tiefgreifend infrage stellen kénnen. Daher war besonders in der
Anasthesie und der chirurgischen Praparation der Versuchstiere eine Reihe von Punkten zu

beachten, die im Verlauf der Experimente analysiert wurden.

3.1.1. Anasthesie

Mause und Ratten wurden im Allgemeinen nach dem Wiegen in einem Glasgefal3 mit von oben
Uber Zellstoff evaporierendem Isofluran (0,5-2 ml) leicht sediert, um die intraperitoneale Injektion
von Nembutal zu erleichtern. Die Regeldosis von Nembutal (Richtwert: 40 mg/kg Kérpergewicht)
war vormittags in der Regel erfolgreich, am Nachmittag musste diese haufig um bis zu 50% erhdht
werden. Eine &hnlich hohe Dosis war aufgrund ungenigender Ruhezeit nach dem Tiertransport
notwendig; hier wurde aufgrund guter Erfahrungswerte eine Dauer von 6 Std. anvisiert. Bei
Krankheitsmodellen war ein Uberschreiten der Regeldosis deutlich kritischer fiir das Uberleben
als bei gesunden Tieren. Generell waren die Tiere nach ca. 5 min. Einwirkzeit operierbar.
Aufgrund der atem- und kreislaufdepressiven Wirkung von Nembutal war eine Uberdosierung mit
der Gefahr von Hypoxie verbunden, welche die Nierendurchblutung gefahrden und besonders
proximale Tubuli in Mitleidenschaft ziehen konnte. Der Grad der Sauerstoffsattigung war durch
Kontrolle der Atemfrequenz und Inspektion von Schnauze, Pfoten sowie abdominellen Organen
leicht abschatzbar; eine rosa Farbe wurde als Kriterium einer ausreichenden Kreislauffunktion

gewertet.
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3.1.2. Chirurgische Praparation

Mause und junge Ratten wurden generell unter stereomikroskopischer Kontrolle und externer
Glasfaserbeleuchtung perfundiert, bei groBeren Ratten ab 100 g Korpergewicht war im
Allgemeinen gute Beleuchtung allein ausreichend. Lebensalter und Fettvolumen machten es bei
Mausen und Ratten ggf. erforderlich, den Praparationsablauf erheblich anzupassen. So
bereiteten junge und normalgewichtige Tiere deutlich weniger Schwierigkeiten als altere und
adipése, bei welchen z.B. abdominales Fettgewebe den freien Blick auf die GefalRachse
verhinderte; eine aufwandigere und langere Praparation war dann erforderlich, bei welcher
haufiger Blutungen eintraten. Um Verletzungen zu vermeiden, wurde hier ein Grof3teil der
Gefalldarstellung stumpf mit Wattestabchen oder Zellstofflagen durchgefuhrt. Weiterhin knnen
Gefalvarianten das Setzen der proximalen Aortenklemme erschweren. Die Erdffnung der Aorta
abdominalis durch queren Einschnitt barg die Gefahr einer paravasalen Einfihrung des
Aortenkatheters in die umgebende Adventitia, was eine spéatere Infusion der L&sungen
verhinderte. Die Form des Aortenkatheters und seine exakte Lage innerhalb der Aorta spielten
weiterhin eine wichtige Rolle. Eine zu diinn ausgezogene Spitze lieferte nicht den erforderlichen
Fluss, wahrend ein zu gro3er Durchmesser das Einfiihren in die Aorta erschwerte. Eine konische
Form mit zu kurzer Spitze brachte die Gefahr des Herausgleitens des Katheters aus der Aorta.
Die Qualitat der Ligierung des Aortenkatheters durch Doppelknoten, der unter genauer
Sichtkontrolle zusammengezogen wurde, war hier ebenfalls sehr bedeutsam. Der Einschnitt der
Vena cava inferior proximal oder nahezu auf Hohe der Vena renalis-Eintritte musste so
durchgefuhrt werden, dass sich ein guter Fluss ohne zu starken Druckverlust bilden konnte. Die
danach erfolgende Entfernung der Aortenklemme musste mit geringstmdéglichem Zeitverzug
erfolgen, um eine kritische Senkung des renalen Blutflusses zu verhindern. Der Einsatz einer
zweiten Person war hier fir das Umlegen des Dreiwegehahns zur Freigabe der Vorspillésung
nach Klemmenentfernung vorteilhaft. Der gesamte Perfusionsvorgang profitierte generell von
einer ruhigen Arbeitsplatzumgebung. Absauganlagen fir entstehende Dampfe aus den
Fixierldésungen haben sich fir die Experimentatoren sehr bewahrt, sofern ihre Justierung die

erforderliche Effizienz erbrachte.

3.1.3. Makroskopische Auswertung im Rahmen des Zuschnitts

Nach Entfernung der Nieren wurden diese makroskopisch oder durch Stereomikroskop einer
Qualitatskontrolle unterworfen. Durch selektive Gewebeauswahl nach dem Zerteilen konnten
hierdurch auch bei weniger gut fixierten Proben brauchbare Areale gewonnen werden. Es wurde

routinemafig eine Unterteilung der Nieren in Pol-, L&ngs- oder Querschnitte vorgenommen.
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Abbildung 5. Kriterien zur Beurteilung der Mikroanatomie von Nierengewebe.

Paraffinhistologie (A,B), TEM-Morphologie bei UbersichtsvergréRerung (C,D). Wahrend eine
erfolgreiche Perfusionsfixierung mikroanatomisch durch gut perfundierte kortikale und medullare Tubuli
charakterisiert ist (A), zeigt eine schlechte Perfusionsfixierung, vergleichbar mit einer
Immersionsfixierung, viele Areale von kollabierten Tubuli und Spaltbildungen im Tubulusepithel (B).
Eine erfolgreiche Perfusionsfixierung zeigt weiterhin proximale Tubuli mit glatter luminaler und basaler
Kontur und einem homogenen Zytoplasma (C), wahrend eine schlechte Perfusionsfixierung, z.B. nach
Schwankungen des Fixierflusses, verstarkt proximale Tubuli mit basolateraler Spaltbildung zeigt (D).

3.2. Strukturelle Bewertungskriterien

Fur die morphologische Auswertung der zelluldaren Strukturen der Niere wurden einige Kriterien
festgelegt. Generell wurde die Normalitat der Gewebeerhaltung den Schaden, wie sie bei Verlust
des Perfusionsdrucks, Hypoxie oder bei ungeeigneter Wahl der Osmolaritat der
Perfusionsmedien entstehen, gegentibergestellt. Zwei Bildtafeln mit LM- (Abb. 5A,B), TEM- (Abb.
5C,D, Abb. 6A-C) und REM-Techniken (Abb. 6D-F) veranschaulichen dies beispielhaft.
Fehlerhafter Fluss bzw. Druck resultierte vielfach in einem allgemeinen Kollaps von Teilen oder
der Gesamtheit der Nephronabschnitte, sodass zwar eine interstitielle Perfusion mit dem
Fixiergemisch erreicht wurde, nicht aber eine Perfusion Uber die Filtrationsbarriere hinweg in das
Tubulussystem (Abb. 5A,B). Auf der GefaRebene wurde in solchen Fallen auch vielfach der
Verschluss medullarer Vasa recta durch Anhaufung halbfixierter Erythrozyten in den
Gefal3bundeln von Aufen- und Innenstreifen beobachtet, die weitere Verschlechterung der
Gewebserhaltung mit sich brachte. Auch zeitweise Unterbrechung, Druckverlust oder andere,
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Abbildung 6. Kriterien zur Beurteilung der Ultrastruktur von Nierengewebe.
TEM-Morphologie (A-C) und REM-Morphologie (D-F). Typische morphologische Befunde von normalen
(A,D), geschwollenen (B,E) und geschrumpften (C,F) Zellen. Kriterien von normalen Zellen sind glatt
begrenzte Tubuli (A) mit guter Abgrenzbarkeit subzellularer Strukturen von magig elektronenlichtem
Zytoplasma und gut erkennbaren Somata von Podozyten (D). Kriterien von geschwollenen Zellen sind
kollabierte Tubuli mit sehr guter Abgrenzbarkeit subzellularer Strukturen (B) von elektronenlichtem
Zytoplasma und geblaht wirkende Podozyten mit fleischigen Fortsatzen (E). Kriterien von
geschrumpften Zellen sind glatt begrenzte, groBlumige Tubuli mit schlecht sichtbaren subzellularen
Details (C), schlechter Abgrenzbarkeit subzellularer Strukturen von elektronendichtem Zytoplasma und
geschrumpften Somata und Fortsatzen von Podozyten (F).

geringfugige Normabweichungen der Perfusion konnte zu Spaltbildung im Epithelgewebe und
partiellem Kollaps vorzugsweise proximaler Epithelien fihren (Abb. 5D, Abb. 6B).

Weiterhin zeigte die Strukturerhaltung der Nierenzonen eine starke Abhangigkeit von der
verwendeten Osmolaritat der Perfusionsmedien. Praparate mit normalen Strukturen — fixiert in
einer isotonen Vehikelldsung — zeigten eine gut erhaltene mikroskopische Anatomie mit offenen
und luminal glatt begrenzten Tubuli und in der TEM-Morphologie eine gute Abgrenzbarkeit von
subzellularen Strukturen (Abb. 6A).

Infolge der Wahl einer hypotonen Vehikellosung kam es zum Anschwellen von
Nephronepithelien, apikalem Platzen und Erguss von Zytosol mit Einengung der Tubuluslumina
(Abb. 6B). Das intrazellulare Detail der Epithelzellen war dennoch im TEM aufgrund der
elektronenlichten Zusammensetzung vielfach gut abgrenzbar.

Umgekehrt kam es bei Wahl einer hypertonen Vehikelldsung zur Schrumpfung von Zellverb&nden
bis zu einem maschenartigen, sehr lichten Gewebebild, abgeflachten Tubulusepithelien,
dilatierten Lumina und kondensiertem Zellinneren mit schlechter Abgrenzbarkeit subzellularer
Strukturen (Abb. 6C). In der REM-Morphologie wirkte sich die Wahl der Vehikelosmolaritat
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entsprechend stark aus, indem besonders bei Zellschwellung luminale Epithelvorwdlbungen im
Tubulusepithel beobachtet wurden. Podozytensomata und deren Zellfortsatze zeigten gleichfalls
eine starke Schwellung (Abb. 6E). Bei hyperosmolaren Bedingungen stellten sich
Oberflachenstrukturen im Nephron eher giinstig dar, jedoch waren die Podozyten und deren

Fortsatze durch Schrumpfung auch hier stark verandert (Abb. 6F).

3.3. Optimierte Membrandarstellung durch reduzierte Osmierung

Die Abgrenzbarkeit von subzellularen Details héngt nicht nur vom beschriebenen
Zusammenhang zwischen der Osmolaritdt der Vehikellosung und der daraus resultierenden
zytoplasmatischen Elektronendichte ab (siehe 3.2). Auch die Nachbehandlung des Gewebes im
Rahmen der weiteren Gewebepraparation ist ein wichtiger Faktor. Die Osmierung dient dabei
primar der Fixierung von Lipiden, weiterhin findet eine Kontrastierung statt. Die Osmierung mit
Standardprotokoll wurde 2%ig in wassriger Losung durchgefuhrt, Membranen wurden hier jedoch
mit den unten angegebenen Fixierungsprotokollen nur ungeniigend dargestellt. Die Zugabe von
Kaliumhexacyanoferrat (Osmierung in 1% Osmiumtetroxid und 0,08% Kaliumhexacyanoferrat in
0,1 M Na-Kakodylatpuffer) mit dem Ergebnis einer reduzierten Osmierung (70, 71) konnte hier
signifikante Verbesserung bringen. Hierdurch wurde im Vergleich zur Standardosmierung der
Kontrast von Membranen in allen untersuchten Zelltypen stark erhéht (Abb. 7A-F). Generell
erschien durch die reduzierte Osmierung auch das Zytoplasma homogener und etwas
elektronenlichter, jedoch fiel ein stark verminderter Kontrast zwischen Hetero- und Euchromatin

in einigen Zelltypen negativ auf (Abb. 7C,D).

3.4. Fixierungsprotokolle fiir kombinierte histochemische und morphologische Methoden
Zur Anwendung kamen zwei verschiedene Protokolle (Protokoll 1 und 2), die eine kombinierte
Anwendung sowohl histochemischer und immunzytochemischer als auch morphologischer

Methoden zum Ziel hatten.

3.4.1. Protokoll 1
Es wurde ein Protokoll mit dem Ziel erstellt, von ein und demselben Versuchstier sensitive
immunhistochemische/immunzytochemische Methoden sowie rein morphologische licht- und

elektronenmikroskopische Auswertungen der Niere zu ermdglichen.
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Abbildung 7. Optimierte Membrandarstellung durch reduzierte Osmierung.

TEM-Morphologie (A-F). Verbesserte Membrandarstellung von Podozyten (A,B), proximalen Tubuli
(C,D) und glatten Muskelzellen (E,F) im TEM durch reduzierte Osmierung (B,D,F) im Vergleich zu
Osmierung nach Standardprotokoll (A,C,E). Nach Standardprotokoll kann eine Membranstruktur durch
benachbarte helle Zonen vorgetauscht werden (Detailausschnitte: A,E; perinukleére Zisterne, C; Golgi-
Apparat). Nach reduzierter Osmierung zeigen sich Zellmembranen hier in ihrer typischen trilaminar
kontrastierten Weise (Detailausschnitte; B,F; perinukleére Zisterne, D; Golgi-Apparat).
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3.4.1.1. Perfusion und Gewebeaufarbeitung

Mause und Ratten wurden nach Protokoll 1 perfusionsfixiert (Tabelle 1). Hierbei wurde zur
Vorspllung eine Lsung aus Na-Kakodylatpuffer und dem Plasmaexpander HES (3%) mit einer
Gesamtosmolaritédt von etwa 290 mOsmol angewandt. Die Fixierlésung enthielt die gleiche
Losung (Vehikellosung mit einer Osmolaritét von ca. 280 mOsmol) unter Zusatz von Saccharose,
Magnesiumchlorid und Formaldehyd (3%). Diese Zusammenstellung sollte eine gute licht- und
elektronenmikroskopische Strukturerhaltung von kortikalen und medullaren Gewebsbereichen
gewahren. Die im Methodenteil detaillierten Nachbehandlungsprotokolle wurden eingesetzt, um
das beabsichtigte breite Spektrum immunhistochemischer, immunzytochemischer und
morphologischer Aufarbeitung umzusetzen. Hierzu gehdérten standardméaRig die Uberfiihrungen
von Nierenscheiben a) in Saccharose-Gefrierschutzldsung zum Einfrieren fir die Anfertigung von
Gefrierschnitten, b) in Fixierlésung (Perfusionslésung) fur anschlieRende Paraffinhistologie, c) in
Pufferlosung oder Fixierlosung mit anschlieBender Nachbehandlung in Saccharose-
Gefrierschutzlésung zum Anfertigen von Kryo-Ultradiinnschnitten oder alternativ in Pufferldsung
zur Lagerung und spéateren Einbettung in LR-White (hydrophiles Kunstharz) und d) in
Formaldehyd/Glutaraldehyd/Pikrinsaure-Lésung zum Nachfixieren fir die Epon-Einbettung oder

Entwasserung mit nachfolgender Kritisch-Punkt-Trocknung fiir konventionelle REM-Ansatze.

3.4.1.2. Auswertung im Rahmen von Perfusionsfixierung und Zuschnitt

In situ waren die Nieren nach Perfusion in ihrer Oberflache homogen gelb geféarbt und von leicht
geharteter Konsistenz. Nierenscheiben zeigten nach Zuschnitt typische Kontraste der einzelnen
Zonen mit gelber Rinde und wei3lich hellem Mark. Blutansammlungen in den GefalZbiindeln des

Marks, die gewdhnlich eine schlechte Perfusion anzeigen, fehlten.

3.4.1.3. Lichtmikroskopische Auswertung

Lichtmikroskopisch waren sowohl Tubulus- wie auch GefalZslumen offen und weit und zeigten
optimale histologische Strukturerhaltung (Abb. 8A-C). Im Detail konnten bereits auf
Semidunnschnittebene glomeruldare Zellen und Nephron- bzw. Sammelrohrepithelien gut
bewertet werden. Der Harnraum der Bowman'schen Kapsel war weit und durchgangig gut
abgrenzbar gegen das Schlingenkonvolut (Abb. 8A). Proximale Tubulusepithelien zeigten
innerhalb ihrer Subsegmente gleichbleibende Strukturerhaltung. Distale kortikale Tubuli
(aufsteigende Schleifenschenkel, Macula densa, Post-Maculasegment, distales Konvolut,
Verbindungstubulus) konnten anhand ihrer charakteristischen Morphologie gut zugeordnet
werden. Sammelrohre waren geringfugig erweitert mit flacherem Epithel und schwach sichtbaren
Schaltzellen. Strukturen des Interstitiums waren locker angeordnet und gut identifizierbar. Im
Mark zeigte sich ebenfalls ein gut perfundiertes, lockeres Gesamtbild mit klar abgrenzbaren

Epithellibergdngen, gut ansprechbaren Segmentabschnitten und klar abgrenzbaren
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peritubularen Kapillaren (Abb. 8B). Im Inneren Mark war die Strukturerhaltung ebenfalls
hervorragend mit typisch hoheren, jedoch nicht geblahten Sammelrohrepithelien und freien
Lumina der diinnen Schleifenschenkel und der GefalRe (Abb. 8C).

Nachteile auf LM-Ebene zeigten sich in einer auffalligen Verdichtung von Zellen des
Schlingenkonvoluts sowie in verschiedenen Formen von intra- und interzellularer Spaltbildung
proximaler und distaler Subsegmente; besonders im S3-Segment konnten intrazellulére
Spaltbildungen subapikal festgestellt werden. Medullare aufsteigende Schleifensegmente zeigten
ofters ausgedehnte hydropische Veranderungen im apikalen Epithelbereich. Charakteristisch war
bei diesen Artefaktbildungen, dass sie haufig nur fokal auftraten und gelegentlich eine Zonierung
im &uf3eren Mark zeigten; der Aul3enstreifen, hier besonders die Schleifensegmente, war in der

Regel besser erhalten als der Innenstreifen.

Abbildung 8. Protokoll 1; Semidiinnschnitt-Morphologie.

Gewebe, das nach Protokoll 1 (ca. 280 mOsmol Vehikelosmolaritat und 2,7% HES) perfusionsfixiert
wurde. Es zeigen sich gut perfundierte kortikale (A) und medullare (B; Innenstreifen, C; Innenzone)
Tubuli. Sammelrohre (X), aufsteigende Schleifenschenkel (+) sowie peritubulére Kapillaren (o) sind im
Innenstreifen sowie in der Innenzone mit offenen Lumina gut fixiert.
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3.4.1.4. Elektronenmikroskopische Auswertung

Ultrastrukturell zeigte sich im TEM eine Uberwiegend gute Strukturerhaltung hinsichtlich der
Darstellung von Membranen und Zellorganellen, die jedoch je nach Zelltyp und Nierenzone
vielfach nicht ganz an die Qualitat reiner Glutaraldehyd-Perfusionsfixierungen heranreichte. Das
Zufugen von 0,05-0,1% Glutaraldehyd zur Fixierlésung brachte hier fallweise Verbesserungen.
Im einzelnen erschienen Podozyten und Mesangialzellen stark kondensiert bis geschrumpft mit
zu elektronendichtem Zytoplasma und damit verringerter Feinauflosung, wéahrend sich die
Filtrationsbarriere allgemein recht gut darstellte, bei jedoch ebenfalls leicht kondensiertem
Zytoplasma und schmalen FuRR3fortsatzen (Abb. 9A). Epithelien des proximalen Tubulus zeigten
wiederum eine erhohte Elektronendichte mit verringerter Feinauflésung und maRige
Erweiterungen intra- und interzellularer Raume fokal bis generell (Abb. 9B,C). Distale Epithelien
lieBen sich ebenfalls segmenttypisch gut klassifizieren und zeigten vielfach ausgezeichnetes
zellulares Detail mit geringfugigen Schrumpfungen und Spaltbildungen (Abb. 9D,E). Im Mark war
die Strukturerhaltung neben fokal kollabierten Tubuli &hnlich wie in der Rinde, mit vielfach
exzellenter Erhaltung auch des aufsteigenden Schleifensegments (Abb. 9F, Abb. 10A) und
Sammelrohre (Abb. 10B). Im AuRRenstreifen zeigten die S3-Segmente oft ausgepragte
Entmischungen im Zytosol und luminale Blasen freigesetzter Zytosolmassen. Das Interstitium von
Rinde und Mark war gut auflosbar bis ins Detail fenestrierter Endothelien. Interstitielle
Fibroblasten, besonders in der Rinde, waren fokal geschrumpft, sonst jedoch von guter
Feinstruktur. Arteriolare Wandstrukturen waren von maRiger bis guter Strukturerhaltung, zeigten
jedoch fokal auch hohe zytoplasmatische Verdichtung und leichte interzellulare Aufweitung bzw.
Lamellierung der Basalmembranen der Media. Im REM-Bild spiegelte sich der TEM-Befund mit
guter Darstellung der Glomeruli und aller Tubulussegmente sowie Endothelien von der luminalen
Perspektive her mit typischen Zellgrenzen, Mikrovilli- und Zilienbesatz (Abb. 10C-F). Das
glomeruldare Schlingenkonvolut zeigte allerdings die auch im TEM offenbare Schrumpfung der
Podozyten bei sonst passabler Auswertungsmaoglichkeit (Abb. 10C). Laterale Epithelmembranen
lieBen sich durch Bruch sehr gut darstellen (Abb. 10D). Sammelrohrschaltzellen lieRen sich
ebenfalls hervorragend abbilden (Abb. 10F).
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Abbildung 9. Protokoll 1; TEM-Morphologie.

Filtrationsbarriere (A); zwischen Podozytenfortsatzen (F) lassen sich Schlitzdiaphragmata (Pfeilspitzen)
gut abgrenzen, weiterhin zeigt sich die glomerulare Basalmembran (GBM) sowie das glomeruldre
Kapillarendothel (E) mit Poren (*). Das Zytoplasma von Podozyten und Endothelzellen ist allgemein
mittelgradig kondensiert, Zellmembranen lassen sich hier dennoch gut abgrenzen. Proximaler Tubulus
in Ubersicht (B) und Detail (C); aufgrund von elektronendichtem Zytoplasma kénnen Organellen nur
schwer abgegrenzt werden (B). Bei starkerer VergroRerung (C) zeigt sich dennoch eine gute
Ultrastruktur. Distales Konvolut in Ubersicht (D) und Detail (E); Organellen kénnen gut abgegrenzt
werden, es zeigen sich jedoch Anzeichen von Schrumpfungen. Aufsteigender Schleifenschenkel aus
dem AuRenstreifen (F); Organellen wie Mitochondrien und Lysosomen lassen sich gut vom
elektronenlichten Zytoplasma abgrenzen.
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Abbildung 10. Protokoll 1; TEM- und REM-Morphologie.
TEM-Morphologie (A,B) und REM-Morphologie (C-F). Distale Tubulusepithelien im Innenstreifen zeigen
eine glatte luminale und basale Kontur und eine gute Abgrenzbarkeit von subzellularen Details (A,B).
Podozyten zeigen geschrumpfte Somata (C), bei jedoch ansonsten typischer Oberflachenstruktur und
guter Auflésbarkeit der interdigitierenden Fuf¥fortsatze. Proximaler Tubulus mit Blurstensaum und
glatten  Bruchkanten entlang der interdigitierenden Zellmembranen (D). Aufsteigender
Schleifenschenkel aus der Rinde (E) mit typischer Oberflachendifferenzierung; die Zellen zeigen
meanderférmig verlaufende Zellgrenzen mit Ansammlungen von kleinen Mikrovilli und je ein zentrales
Kinozilium (Pfeilspitzen). Kortikales Sammelrohr (F) mit gut abgrenzbaren Haupt- (Sterne) und
Schaltzellen (Pfeilspitzen).
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3.4.1.5. Immunhistochemische Auswertung

Eine vorsichtige, schwache Perfusionsfixierung mit Formaldehyd-Lésungen erdffnete ein breites
Spektrum an immunhistochemischen Auswertungsansatzen. Praparatorische Grundlage hierftr
waren Kryostat- und Paraffinschnitte. Generell empfahl sich ein Vergleich von Kryostat- und
Paraffinschnitten bei komplexeren Markierungen. Histochemische Spezialfarbungen wie die
PAS-Reaktion konnten zuverlassig durchgefuhrt werden (Abb. 11A). Immunhistochemische
Farbungen wie auch radioaktiv und non-radioaktiv markierte in situ Hybridisierung (ISH) waren
bei exzellenter Sensitivitdt und hoher Reproduzierbarkeit mdglich (Abb. 11B-D).

Am Beispiel einer immunhistochemischen Markierung des Natrium/Phosphat Kotransporters
(NaPi-2a) in proximalen Tubulusepithelien anhand von Gefrierschnitten zeigte sich fokal eine
sensitive, auf den Birstensaum beschrénkte Markierung (Abb. 11B). Weiterhin konnten anhand
von Gefrierschnitten kombinierte Darstellungen durch in situ Hybridisierung (ISH) und
immunhistochemische Markierung durchgefihrt werden. Am Beispiel der kombinierten
Lokalisation von mRNA und Protein fir Tamm-Horsfall-Protein zeigte sich hier eine Kolokalisation
im aufsteigenden Schleifenschenkel (Abb. 11C,D).
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Abbildung 11. Protokoll 1 und Variation; Histochemie, Inmunhistochemie und ISH.
Lichtmikroskopie (A-D). Protokoll 1 (A,B), Variation von Protokoll 1 (C,D; nicht in Tabelle 1 enthalten).
Paraffinschnitt mit PAS-Reaktion (A); starke Farbung von Birstensaum und Basalmembranen.
Gefrierschnitt mit Immunmarkierung fir NaPi-2a (B; rot, DAPI Kernfarbung; blau, Phalloidin-Farbung
von f-Aktin; grun). Doppelmarkierung vom aufsteigenden Schleifenschenkel (+) im Aul3enstreifen; in
situ Hybridisierung/ differentieller Interferenzkontrast (C) und Immunhistochemie (D) zeigen eine
gemeinsame Lokalisation von mRNA und Protein fir Tamm-Horsfall-Protein. Proximale Tubuli (PT)
werden nicht markiert.
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3.4.1.6. Immunzytochemische Auswertung

Immunzytochemische Markierungen auf Ultradiinnschnittebene wurden fir die Auswertung am
TEM auf drei verschiedenen Wegen durchgefiihrt. Hydrophiles Kunstharz zeigte eine allgemein
gute Schneidbarkeit, jedoch Einschrankungen bei einigen Immunmarkierungen. Am Beispiel
einer Immunmarkierung von Megalin, ein an der Endozytose beteiligtes Protein, zeigte sich eine
starke luminale und apikale Markierung in proximalen Tubulusepithelien (Abb. 12A,;
Einfachmarkierung). Kryo-Ultradiinnschnitte nach Tokuyasu ermdéglichten allgemein sehr
sensitive Markierungen, waren jedoch sehr aufwéandig in der Schnittpraparation (Abb. 12B;
Doppelmarkierung von Tamm-Horsfall-Protein und Na-K-Cl-Kotransporter; pNKCC2). Alternativ
zu Goldmarkierungen von Ultradiinnschnitten wurden Peroxidase-Reaktionen anhand von
Gefrierschnitten, Paraffinschnitten oder Vibratomschnitten durchgefiihrt und anschlieRend das

Material fir die Anfertigung von Ultradiinnschnitten in Epon eingebettet (Abb. 12C,D).

A & B

-
-
4

Abbildung 12. Variationen von Protokoll 1; Immunzytochemie.

Variation von Protokoll 1 (A,B; wie P1 V4 fixiert), Variation von Protokoll 1 (C,D; P1 V10 in Tabelle 1).
Ultradtinnschnitt mit proximaler Tubulusepithelzelle (A; hydrophiles Kunstharz), markiert mit Antikdrper
gegen Megalin (Sekundarantikérper mit 10 nm Goldpartikeln, Signalverstarkung mit Silberreaktion).
Kryo-Ultradiinnschnitt nach  Tokuyasu (B) mit Tubulusepithelzelle des aufsteigenden
Schleifenschenkels in der Rinde, Doppelmarkierung gegen Tamm-Horsfall-Protein (Sekundérantikdrper
mit 10 nm Goldpartikeln; Pfeilspitzen) und pNKCC2 (Sekundérantikdrper mit 5 nm Goldpartikeln; Pfeile).
Ultradiinnschnitt  einer  Immunperoxidase  preembedding-Reaktion fir Caveolin 1 in
Sammelrohrepithelien (C,D); das Caveolin 1 Signal ist in den basolateralen Einfaltungen der
Zellmembranen in Hauptzellen (PC) konzentriert (C; Wildtyp) und nicht vorhanden in Schaltzellen (C;
IC) und Caveolin 1 knockout Mausen (D).
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3.4.2. Variationen von Protokoll 1

Ein Ziel der Variationen von Protokoll 1 war eine verbesserte Fixierung von Podozyten und
proximalen Tubuli zur ultrastrukturellen Darstellung im TEM durch Reduktion der
Vehikelosmolaritat. Weiterhin sollten Variationen der HES-Konzentration die Strukturerhaltung
der Rinde verbessern. Einflussnahme auf die Viskositdt der Fixierlosung wirde einen
verbesserten Durchfluss bei der Perfusionsfixierung bedeuten konnen. Eine qualitative
Beeintrachtigung durch den Plasmaexpander wurde daher vermutet. Zum einen ist denkbar, dass
das hohe Molekulargewicht von HES die Passage der Fixierldsung Uber die Filtrationsbarriere
einschrankt und so zu einem Missverhaltnis zwischen vaskularer und tubularer Fixierung mit den
moglichen Folgen kollabierter und minderfixierter Tubuli fihrt. Zum anderen kann die erschwerte
Passage durch das Schlingenkonvolut aufgrund der erhdhten Viskositat auch die Fixierung der
nachgeschalteten vaskuldren Abschnitte beeintrachtigen. Andererseits sollte eine verringerte
Formaldehyd-Konzentration Uber niedrigere Gesamtosmolaritat das Ausgangsvolumen von
kortikalen Zellen besser konservieren. Der beobachtete, unerwartete Volumenverlust von
Podozyten und kortikalen Tubulusepithelien nach Fixierung mit einer geringen Vehikelosmolaritat
von 220 bzw. 250 mOsmol (s.u.) lield vermuten, dass der osmolare Beitrag von Formaldehyd

hierfir urséchlich sein kénnte; 3% entsprechen jedenfalls rein rechnerisch 1000 mOsmol (17).

3.4.2.1. Perfusion und Gewebeaufarbeitung

Es wurde eine gegeniber Protokoll 1 verringerte Vehikelosmolaritat von etwa 250 (P1 V1 in
Tabelle 1) bzw. 220 mOsmol (P1 V2 in Tabelle 1) verwendet. Bei unveranderter Osmolaritat
wurde fur die Variationen der HES-Konzentration in der Vehikellosung eine niedrige HES-
Konzentration von 0,9% (P1 V3 in Tabelle 1) und eine hohe HES-Konzentration von 3,6% (P1 V4
in Tabelle 1) verwendet. Im Rahmen von Vorversuchen zu Protokoll 1 wurde weiterhin eine
verringerte Formaldehydkonzentration von 1,5% (P1 V6 in Tabelle 1) mit der 3%igen Losung (P1
V4 in Tabelle 1) verglichen. Die Vehikelosmolaritat lag in diesen beiden Fallen bei ca. 280

mOsmol, die HES-Konzentration bei 3,6%.

3.4.2.2. Licht- und elektronenmikroskopische Auswertung

Im Semidunnschnitt zeigten sich bei der gegeniiber Protokoll 1 abgesenkten Vehikelosmolaritat
in beiden Fallen (250 mOsmol Vehikelosmolaritat; Abb. 13A, 220 mOsmol Vehikelosmolaritat;
Abb. 13B) weiterhin geschrumpfte Podozyten und kondensierte kortikale proximale Tubuli, wenn
auch allgemein alle kortikalen Epithelien bei 220 gegeniiber 250 mOsmol besser aufgehellt
waren. Eine ultrastrukturelle Untersuchung dieser Proben im TEM wurde nicht durchgefihrt, weil
bereits im Semidunnschnitt das geschrumpfte Erscheinungsbild der Podozyten und proximalen

Tubuli sichtbar war.
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Im Semidinnschnitt zeigte sich bei niedriger HES-Konzentration von 0,9% (P1 V3 in Tabelle 1)
in Vorspul- und Fixierlosung eine normale bis leicht verringerte Zellhéhe kortikaler
Tubulusepithelien (Abb. 14A), eine hohe HES-Konzentration von 3,6% (P1 V4 in Tabelle 1) fuhrte
hingegen zu einer deutlich verringerten Zellhdhe kortikaler Tubulusepithelien, besonders von
proximalen Tubuli und zu einem dilatierten Schlingenkonvolut (Abb. 14B). Ultrastrukturell zeigte

sich bei der niedrigen HES-Konzentration (P1 V3 in Tabelle 1) eine schlechte Markperfusion mit

il o, R
Abbildung 13. Variation von Protokoll 1; Semidunnschnitt-Morphologie.
MaRig reduzierte Vehikelosmolaritat (P1 V2 in Tabelle 1: A; ca. 250 mOsmol Vehikelosmolaritat und
2,7% HES) und stark reduzierte Vehikelosmolaritdt (P1 V1 in Tabelle 1: B; ca. 220 mOsmol
Vehikelosmolaritat und 2,7% HES); beide Variationen zeigen offene kortikale Tubuli. Die Podozyten
zeigen bei beiden Variationen Schrumpfungen, jedoch erscheint das Gesamtbild bei geringerer
Vehikelosmolaritat etwas turgeszenter (B).

erweitertem Interstitium und Schrumpfung der Kapillarwande (Abb. 14C). Eine hohe HES-
Konzentration (P1 V4 in Tabelle 1) fihrte hingegen zu einer guten Markperfusion mit engem
Interstitium und glatten interstitiellen Kapillaren (Abb. 14D).

Nierengewebe, das mit der verringerten Formaldehydkonzentration (P1 V6 in Tabelle 1)
perfundiert war, zeigte auf Semidinnschnittebene weiterhin geschrumpfte kortikale Zellen. Im
TEM zeigten Podozyten und proximale Tubuluszellen bei 1,5% und 3% Formaldehyd (1,5%
Formaldehydkonzentration; P1 V6 in Tabelle 1, 3% Formaldehydkonzentration; P1 V4 in Tabelle
1) die bekannten Schwachstellen eines elektronendichten Zytoplasmas mit unzureichender
Abgrenzbarkeit subzellularer Details. Medullare Tubuli zeigten nach Fixierung mit 1,5%
Formaldehyd (Uberdies vermehrt Artefaktbildungen; besonders im  aufsteigenden
Schleifenschenkel waren apikale Entmischungen des Zytoplasmas und geschwollene
Mitochondrien erkennbar; die 3%ige Fixierung rat sich daher auch aus dem Blickwinkel

allgemeiner Fixierungsqualitat an.
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3.4.3. Zusammenfassende Beurteilung von Protokoll 1 und Variationen

Die Perfusionsfixierung nach Protokoll 1 ermdglicht eine zuverlassige und qualitativ hochwertige
Gewebeerhaltung fir licht- und elektronenmikroskopische Techniken in der experimentellen
Nierenforschung. Mikroanatomische Auswertungen der verschiedenen Nierenzonen und
histochemische sowie immunzytochemische Techniken lassen sich in voller Breite hervorragend
umsetzen. Hochauflésende TEM-Ansétze werden durch Nachfixierung per Immersion ermdglicht,
doch gibt es Einschrankungen durch starke Zellverdichtung und verschiedene Artefaktbildungen
im Bereich der Glomeruli und einzelner Nephronepithelien. REM-Auswertung ist mit geringen
Qualitatsdefiziten der Strukturerhaltung von Zelloberflachen gut mdglich. Durch verringerte
Vehikelosmolaritat (250 mOsmol Vehikelosmolaritdt; P1 V1 in Tabelle 1, 220 mOsmol
Vehikelosmolaritat; P1 V2 in Tabelle 1) und Variationen der Konzentration von HES (0,9% HES;
P1 V3 in Tabelle 1, 3,6% HES; P1 V4 in Tabelle 1) bzw. Formaldehyd (1,5% Formaldehyd; P1

e S SHESEE : L ?
Abbildung 14. Variationen von Protokoll 1; Semidinnschnitt- und TEM-Morphologie.
Semidunnschnitt-Morphologie (A,B) und TEM-Morphologie (C,D). Eine reduzierte HES-Konzentration
(P1 V5 in Tabelle 1: 0,9% HES bei ca. 280 mOsmol Vehikelosmolaritat) fihrt zu normal perfundierten
kortikalen Tubuli (A) und verschlechterter Fixierung interstitieller Strukturen im &uf3eren Mark (C). Im
Vergleich dazu fiihrt eine hohe HES-Konzentration (P1 V10 in Tabelle 1: 3,6% HES bei ca. 280 mOsmol
Vehikelosmolaritat) zu dilatierten kortikalen Tubuli (B) und guter Fixierung interstitieller Strukturen im
auBeren Mark (D).
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V6 in Tabelle 1, 3% Formaldehyd; P1 V4 in Tabelle 1) konnte keine weiter verbesserte

Strukturerhaltung der Podozyten und kortikalen proximalen Tubuli erreicht werden.

3.4.4. Protokoll 2

Die beschriebenen Schwachstellen von Protokoll 1, vor allem eine eingeschrankte
Abgrenzbarkeit von subzellularen Details der Podozyten und kortikalen proximalen Tubuli mit
dem TEM, sollten mit einem angepassten Protokoll selektiv verbessert werden; dieses Protokoll
wurde als Protokoll 2 bezeichnet. Mit diesem sollten weiterhin gleichzeitig sensitive
histochemische, immunhistochemische, immunzytochemische und rein morphologische
Auswertungen ermdglicht werden. Die Auswahl der verwendeten Komponenten fiir Protokoll 2
wurde auf Grundlage der Erkenntnisse von Protokoll 1 und seinen Variationen sowie von
Informationen aus Literaturrecherchen getroffen. Im Gegensatz zu Protokoll 1 wurde kein HES
verwendet; Grund fir diese Entscheidung war der verbesserte Durchfluss der Fixierldsung bei
herabgesetzter HES-Konzentration. Mogliche Nachteile in der Sicherheit des Perfusionsablaufs,
der Entstehung von extrazelluldren Flissigkeitsansammlungen sowie QualitdtseinbufRen der
Markfixierung durch Weglassen von HES wurden in Kauf genommen, da mit Protokoll 2 primé&r
kortikale Strukturen erhalten werden sollten. Auch sollte einer Dilatierung von glomerularen
Kapillarschlingen, interstitiellen Kapillaren und der Abflachung kortikaler Epithelien, wie sie bei
groéBeren HES-Konzentrationen auftreten, entgegengewirkt werden zugunsten eines

physiologischeren Erscheinungsbildes.

3.4.4.1. Perfusion und Gewebeaufarbeitung

Fur die Vorspll- und Fixierldosung wurde ein Phosphatpuffer, bestehend aus
Dinatriumhydrogenphosphat und Natriumdihydrogenphosphat, verwendet, der nach friheren
Erkenntnissen im Allgemeinen einen schiitzenden Einfluss auf Tubulusepithelien hat (25). Die
Wirkungsweise dieses ,Schutzpuffers® wurde mit der Wirkung von kolloidosmotischen Stoffen wie
Saccharose und Dextran verglichen. Mdglichen Schaden durch das Weglassen von HES sollte
hier entgegengewirkt werden, ohne dass eine erhdhte Viskositdt der L&sungen negative
Auswirkung hatte. Die Vorspulldsung aus Phosphatpuffer hatte eine Osmolaritét von etwa 270
mOsmol. Das Vehikel der Fixierlosung enthielt den gleichen Puffer unter Zusatz von 3%
Formaldehyd. Mause und Ratten wurden mit Protokoll 2 perfusionsfixiert und enthommenes
Gewebe auf gleiche Weise wie fiir Protokoll 1 nachbehandelt. Lichtmikroskopische Auswertung
erfolgte an Gefrier-, Paraffin- und Semidiinnschnitten. Fir die TEM-Technik wurden

Ultradiinnschnitte aus Epon-eingebettetem Material verwendet.
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3.4.4.2. Licht- und elektronenmikroskopische Auswertung

Die makroskopische Beurteilung der Nieren in situ ergab nach Perfusion einen ahnlichen Befund
wie bei Protokoll 1; die Nieren waren homogen gelb gefarbt und leicht gehartet. Es konnten auch
nach Zuschnitt keine Anzeichen einer schlechten Fixierung identifiziert werden.
Paraffinhistologisch und auf Semidinnschnittebene war eine optimale mikroanatomische
Strukturerhaltung der Rinde, aber auch, trotz Abwesenheit von HES, des aufleren Marks
erkennbar, und Tubuli und GefalRe waren weit offen (Abb. 15A,B). Im inneren Mark waren
hingegen vermehrt apikal in den Epithelzellen Schwellungen und Zytoplasmablasen erkennbar.
Im Detail zeigten die Glomeruli ein gegenuber Protokoll 1 verbreitertes Zytoplasma und glattere
AulRRenkontur der Podozyten. Proximale Tubuli zeigten konstante ZellhGhe innerhalb ihrer
Subsegmente, erschienen jedoch im Vergleich zu Protokoll 1 turgeszenter. Weiterhin waren
weniger subapikale intrazellulare Spaltbildungen im S3-Segment feststellbar. Proximale und
distale Subsegmente zeigten in der Rinde und im Mark auf3erdem keine gré3eren basolateralen
Spaltbildungen. Ultrastrukturell zeigte sich eine verbesserte Strukturerhaltung von Podozyten; sie
waren weniger kondensiert als bei Protokoll 1 und Zellorganellen konnten besser abgegrenzt
werden (Abb. 15C,D), jedoch waren weiterhin deutliche Schrumpfungszeichen wie irregulére
Konturen von Zellkern und Zellbegrenzung sichtbar (Abb. 15D). S1-Segmente des proximalen
Tubulus waren geringgradig kondensiert bei méafig beeintrachtigter Feinauflésung. Zellen der S2-
Segmente des proximalen Tubulus waren besonders gut erhalten (Abb. 16A), hier waren keine
deutlichen Schrumpfungszeichen erkennbar. Distale Epithelien zeigten in der Rinde keine
Beeintrachtigung durch Schrumpfungsartefakte; subzellulare Details konnten hier gut abgegrenzt
werden. Epithelien der S3-Segmente des proximalen Tubulus wiesen im hierflr kritischen
AuRenstreifen des dauReren Marks nur selten Entmischungen im Zytosol auf, Blasen aus luminal
freigesetzten Zytosolmassen zeigten sich selten (Abb. 16B). Im Innenstreifen waren unruhige
luminale Abgrenzungen im apikalen Epithelbereich von aufsteigenden Schleifensegmenten
erkennbar. Auch in der Innenzone waren alle Epithelien aufgehellt und zum Teil maRig

hydropisch.

3.4.5. Variationen von Protokoll 2
Variationen von Protokoll 2 hatten die selektive Verbesserung der Fixierung von Podozyten und

S1/S2-Segmenten des proximalen Tubulus fir hochauflosende Darstellung im TEM zum Ziel.

3.4.5.1. Perfusion und Gewebeaufarbeitung

Es wurde die Vehikelosmolaritat der Fixierlosung von Protokoll 2 von ca. 270 auf 200 mOsmol
bei sonst unveranderten Parametern gesenkt (P2 V1 in Tabelle 1; ,200 mOsmol Schutzpuffer®).
Eine weitere Variation wurde mit Vehikelosmolaritaten von 200 mOsmol (P2 V2 in Tabelle 1; ,200

mOsmol alternativ®) bzw. 230 mOsmol (P2 V5 in Tabelle 1; ,230 mOsmol alternativ®) erstellt, um
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Abbildung 15. Protokoll 2; Semidinnschnitt- und TEM-Morphologie.
Semidunnschnitt-Morphologie (A,B) und TEM-Morphologie (C,D). Morphologische Darstellung von
Gewebe, das nach Protokoll 2 (ca. 270 mOsmol Vehikelosmolaritat, kein HES) perfusionsfixiert wurde.
MaRig geschrumpfte Podozyten (A), offene Tubuli mit glatt begrenzten Lumina in Rinde (A) und dem
Ubergang von AuRenstreifen und Innenstreifen (B). Podozyt mit angrenzenden
Glomeruluskapillarschlingen und Mesangium (C); gute Abgrenzbarkeit von subzellularen Details wie
Golgi-Apparat, Mitochondrien und Multivesicular bodies (D).

eine breitere Streuung der Variablen zu ermdglichen; fir diese alternativen Protokolle wurden
Ringer-Acetat als Vorspulung und Dinatriumhydrogenphosphat-Puffer als Vehikel fir das in
diesem Fall 4%ige Formaldehyd verwendet. Einer erwarteten, tbermaRigen Zellschwellung bei
dem ,200 mOsmol alternativ‘-Protokoll sollte neben der erhéhten Formaldehydkonzentration
fakultativ durch Zusatz von 0,05% Glutaraldehyd (P2 V2/Glutaraldehyd in Tabelle 1) bzw. 0,05%
Glutaraldehyd und 0,21% Pikrinsédure (P2 V2/Glutaraldehyd + Pikrinsaure in Tabelle 1) begegnet
werden. Es wurden Mause und Ratten mit diesen Variationen von Protokoll 2 perfusionsfixiert.
Eine lichtmikroskopische Auswertung erfolgte an Gefrierschnitten, Paraffinschnitten und
Semidinnschnitten. Eine elektronenmikroskopische Auswertung erfolgte anhand von
Ultradiinnschnitten von Epon-eingebettetem Material mit dem TEM und der REM-Array

Tomographie, weiterhin anhand von Kritisch-Punkt-getrocknetem Material nach Besputterung mit
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konventionellen REM-Ansatzen. Weiterhin wurden immunhistochemische Markierungen mit
einem Annexin Al-Antikérper an Gefrierschnitten durchgefiihrt.

In situ waren die Nieren nach Perfusion mit einer Vehikelosmolaritat von ,200 mOsmol
Schutzpuffer” (P2 V1 in Tabelle 1) und ,200 mOsmol alternativ® (P2 V2 in Tabelle 1) in ihrer
Oberflache vermehrt dunkel gefleckt und von geringerer Hartung im Vergleich zu Protokoll 2.
Nierenscheiben zeigten nach Zuschnitt typischerweise Areale von dunklerer Farbung in Rinde
und Mark als Zeichen tubularen Kollapses, sowie Blutansammlungen in den GefaRbindeln des
Marks. Die Verwendung von ,230 mOsmol alternativ® (P2 V3 in Tabelle 1) zeigte eine
Verringerung dieser makroskopisch sichtbaren Schaden. Der Zusatz von geringen
Konzentrationen Glutaraldehyd bzw. Glutaraldehyd und Pikrinsaure brachten makroskopisch nur

geringflgige Verbesserungen.

3.4.5.2. Licht- und elektronenmikroskopische Auswertung

Histologisch zeigten sich im Semidunnschnitt bei einer Vehikelosmolaritat von 200 mOsmol (,200
mOsmol Schutzpuffer®; P2 V1 in Tabelle 1 sowie ,200 mOsmol alternativ®; P2 V2 in Tabelle 1) im
Vergleich zu den von Protokoll 2 verwendeten ca. 270 mOsmol kortikale und medullare Tubuli
mit einer deutlichen Zunahme ihrer Zellhéhe und in vermehrt kollabiertem Zustand. Fokal waren
Tubulusepithelien jedoch auch mikroanatomisch gut erhalten und ohne starkere Zellschwellung.
Glomerulare Strukturen waren im Vergleich zu Protokoll 2 in einem deutlich turgeszenter
erscheinenden Zustand erhalten; Podozyten zeigten ein klar abgrenzbares Zytoplasma und glatte
Konturen. S1-Segmente des proximalen Tubulus erschienen ebenfalls turgeszent, zeigten jedoch

apikale, einer Quellung dhnliche Zytoplasmablasen. Kortikale distale Tubuli waren seltener und

Abbildung 16. Protokoll 2; TEM-Morphologie.
Proximaler Tubulus mit guter Abgrenzbarkeit von subzellularen Details (A; S2-Segment, B; S3-
Segment).
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Abbildung 17. Variation von Protokoll 2; Imnmunhistochemie und TEM-Morphologie.
Immunhistochemie (A) und TEM-Morphologie (B,C). Variation von Protokoll 2 (P2 V2 in Tabelle 1: 200
mOsmol Vehikelosmolaritat, ,alternativer Puffer). Gefrierschnitt mit immunhistochemischer Markierung
(A: Annexin A1, rot, DAPI Kernfarbung; blau, Phalloidin-Farbung von f-Aktin; grun); die Podozyten (P)
zeigen turgeszente Zellleiber und eine glatte Begrenzung. Weiterhin sind glomeruldre Endothelzellen
(E) sowie die Kapillarlumina (K) gut abgrenzbar. Turgeszente glomerulére Strukturen und proximale
Tubuli (PX) mit guter Abgrenzbarkeit von subzellularen Details (B). Glomerulare Filtrationsbarriere (C);
Schlitzdiaphragmata, Zellmembranen und subzellulare Details wie Vesikel lassen sich sehr gut vom
elektronenlichten Zytoplasma abgrenzen.
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weniger stark kollabiert als proximale Tubuli und zeigten klar segmenttypische Differenzierung.
Epithelien des aufReren und inneren Marks waren weitestgehend kollabiert und wiesen starke
apikale Zytoplasmablasen bei einem insgesamt kompakten Gesamtbild auf. In der
Immunhistochemie zeigte sich am Beispiel einer Annexin Al-Markierung mit Gegenfarbung von
Zellkernen (DAPI) und f-Aktin Uber Phalloidinmarkierung ein sehr sensitives Signal, welches
besonders stark im Zytoplasmasaum von Podozyten vorhanden war (Abb. 17A). Ultrastrukturell
zeigten kortikale und medullare Strukturen insgesamt ein elektronenlichtes Gesamtbild mit guter
Abgrenzbarkeit von intrazellularen Strukturen, jedoch eine maskierte Chromatinstruktur der
Zellkerne (Abb. 17,19,20). Glomerulare Zellen zeigten ein elektronenlichtes Zytoplasma mit
herausragend guter Strukturerhaltung besonders in den Podozyten (Abb. 17B,18). Die

Filtrationsbarriere stellte sich ebenso mit gut auflésbarer Substruktur dar (Abb. 17C). Epithelien
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des proximalen Tubulus zeigten in den S1- und S2-Segmenten geringe Elektronendichte mit sehr
guter Auflosung des zytoplasmatischen Details (Abb. 19A,B, Abb. 20A,B). Distale Epithelien
zeigten kortikal in allen Segmenten ebenfalls ausgezeichnetes zellulares Detail (Abb. 19C,D und
Abb. 20C,D). Medulléare Epithelien und Fibroblasten waren aufgrund von schwellungsbedingten

Veranderungen wenig gut erhalten.
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Abbildung 18. Variation von Protokoll 2; colorierte REM-Aufnahme eines Podozyten.
Variation von Protokoll 2 (P2 V2 in Tabelle 1: 200 mOsmol Vehikelosmolaritat, ,alternativer Puffer®). Die
Interdigitation von Podozytenfortsdtzen zwischen benachbarten Podozyten ist klar erkennbar, der
Podozyt zeigt einen turgeszenten Zellleib.
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Abbildung 19. Variation von Protokoll 2; TEM-Morphologie.
Variation von Protokoll 2 (P2 V1 in Tabelle 1; 200 mOsmol Vehikelosmolaritat). Es kénnen proximale
Tubuli (A,B) sowie aufsteigender Schleifenschenkel in der Rinde (C) in hoher Qualitat dargestellt
werden. Auch weitere kortikale Strukturen zeigen eine exzellente Auflésbarkeit von mikroanatomischer
Struktur und ultrastrukturellen Details (D); Sammelrohre (SR), Arteriole (A) mit Endothel (E), Media (M)
und Adventitia (*; Varikositaten-Nervenendigungen). Im Zentrum zeigt sich vermutlich eine Schwann-
Zelle (S), welche ein Axon einer Nervenzelle (Pfeilspitze) umschlief3t.
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Abbildung 20. Variation von Protokoll 2; TEM-Morphologie.
Variation von Protokoll 2 (P2 V2 in Tabelle 1: 200 mOsmol Vehikelosmolaritat und Zusatz von 0,05%
Glutaraldehyd, ,alternativer Puffer*). Proximaler Tubulus in Ubersicht (A) und Detail (B); es zeigt sich
eine sehr gute mikroanatomische Strukturerhaltung mit ausgezeichneter Abgrenzbarkeit von
subzellularen Details. Post-Maculasegment des aufsteigenden Schleifenschenkels mit turgeszentem
Gesamtbild in der Ubersicht (C) und im Detail (D); der Zellkern zeigt eine glatte Kontur und eine
verwaschene Chromatinstruktur. Sammelrohr in Ubersicht (E) und Detail (F) mit guter Abgrenzbarkeit
von subzelluldren Details. Weiterhin ist eine Arteriole im Langsschnitt getroffen (E); es lassen sich
Endothel, glatte Muskelzellen und Basalmembranen differenzieren.
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Abbildung 21. Variation von Protokoll 2; Semidiinnschnitt-Morphologie.
Variation von Protokoll 2 (P2 V3 in Tabelle 1: 230 mOsmol Vehikelosmolaritat, ,alternativer Puffer®).
Glomerulus (A) mit afferenter (A) und efferenter (E) Arteriole, Macula densa (M), gut perfundiertem
Schlingenkonvolut und durchgangigem Harnpol (H); Podozyten zeigen mittelgradige Schrumpfungen.
Kortikale Tubuli sind in turgeszentem Zustand erhalten und zeigen keine erkennbaren Schrumpfungen
(A,B), jedoch fokal einige basolaterale Spaltbildungen (B). S3-Segmente des proximalen Tubulus
zeigen eine weitestgehend gute Fixierung, mit nur wenigen subapikalen Spaltbildungen (C).

Nierengewebe von ,230 mOsmol alternativ® (P2 V3 in Tabelle 1) wurde ausschlie3lich
lichtmikroskopisch anhand von Gefrierschnitten und Semidinnschnitten ausgewertet. Es zeigte
sich hier gegenitber Protokoll 2 mit ca. 270 mOsmol Vehikelosmolaritdt eine ahnliche
mikroanatomische Struktur auf SemidlUnnschnittebene mit gut perfundierten kortikalen und
medullaren Tubuli (Abb. 21A-C). Podozyten zeigten hier einen vergleichbaren Schrumpfungsgrad
wie bei Protokoll 2 (Abb. 21A) und damit einen héheren Schrumpfungsgrad als beide Variationen
mit 200 mOsmol (,200 mOsmol Schutzpuffer®; P2 V1 in Tabelle 1, ,200 mOsmol alternativ®; P2
V2 in Tabelle 1), wie anhand von Gefrierschnitten mit Annexin Al-Markierung und auf

Semidunnschnittebene deutlich wurde. Proximale Tubuli zeigten kortikal eine gute
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segmenttypische Strukturerhaltung (Abb. 21B,C). Distale Epithelien zeigten bei 230 mOsmol (P2
V3 in Tabelle 1) kortikal eine héhere Turgeszenz und kleinere Lumina (Abb. 21B), wahrend bei
Protokoll 2 kortikale aufsteigende Schleifenschenkel, Post- Maculasegmente des aufsteigenden
Schleifenschenkels und Sammelrohre vermehrt mittelgradig dilatiert waren und ein ausgedinntes
Tubulusepithel zeigten. S3-Segmente des proximalen Tubulus waren weitestgehend sehr gut
erhalten, zeigten jedoch stellenweise subapikale Spaltbildungen (Abb. 21C).

Der Zusatz von 0,05% Glutaraldehyd zum Protokoll ,200 mOsmol alternativ® (P2 V2/
Glutaraldehyd in Tabelle 1, Abb. 20A-F) verbesserte die mikroanatomische Struktur stellenweise
deutlich; es zeigten sich in kortikalen Tubulusepithelien weniger Entmischungen und luminale
Blasen. Eine Fixierung ohne Zusatz von 0,05% Glutaraldehyd (P2 V1 in Tabelle 1) erméglichte
ebenfalls eine ausgezeichnete Strukturerhaltung der Rinde (Abb. 19A-D), aufgrund groferer
Bereiche von kollabierten Tubuli jedoch mit quantitativen Einschréankungen. Der Zusatz von
0,05% Glutaraldehyd und 0,21% Pikrinsdure zum Protokoll ,200 mOsmol alternativ* (P2 V2/
Glutaraldehyd + Pikrinsdure in Tabelle 1) zeigte eine zusatzliche Verbesserung gegeniber dem

Zusatz von 0,05% Glutaraldehyd allein.

3.4.6. Zusammenfassende Beurteilung von Protokoll 2 und Variationen

Protokoll 1 erméglicht eine gute Fixierung der meisten Strukturen in Rinde und Mark, jedoch sollte
durch ein weiteres Standardprotokoll — Protokoll 2 — speziell eine verbesserte hochauflésende
Strukturerhaltung kortikaler Zellen erméglicht werden. Die einfachere Zusammensetzung im
Vergleich zu Protokoll 1 erleichtert und beschleunigt die Herstellung von Vorspll- und
Fixierlosung. Die Lésungen enthalten auf3erdem keine Kolloide, die uber rheologische
Eigenschaften den Ablauf der Perfusionsfixierung beeintréchtigen kénnen. Protokoll 2 erméglicht
somit eine gute Fixierung fir LM- und besonders fir TEM-Techniken, mikroanatomische
Strukturerhaltung sowie Hochauflosung werden erreicht. Die Struktur der Podozyten und
kortikalen proximalen Tubuli ist gegenlber Protokoll 1 besser, allerdings um den Preis eines
generell etwas unsichereren Fixierungserfolges. Die Herabsetzung der Vehikelosmolaritat auf
200 mOsmol optimiert die Ultrastruktur von Podozyten und kortikalen proximalen Tubuli weiter,
wenn auch bei reduzierter genereller Perfusionsqualitét. Diese konnte allerdings wiederum durch
Zusatz von Glutaraldehyd und weiter durch Zusatz von Glutaraldehyd und Pikrinséure verbessert
werden. Diese Variationen empfehlen sich als Spezialprotokolle fir die hochauflosende
Strukturuntersuchung von Podozyten und kortikalen proximalen Tubuli im TEM. Die mittlere
Vehikelosmolaritat von 230 mOsmol erhdhte die Turgeszenz kortikaler Epithelzellen, lie? jedoch
die Podozyten und fokal kortikale proximale Tubuli geschrumpft erscheinen und empfiehlt sich

daher nicht fir eine selektiv verbesserte Fixierung dieser Zelltypen.

3.5. Fixierungsprotokolle fur rein morphologische Methoden
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Zur Anwendung kam ein Fixierungsprotokoll (Protokoll 3), das rein morphologische Methoden

zum Inhalt hatte.

3.5.1. Protokoll 3

Zusatzlich zu den Formaldehyd-basierten Fixierungsprotokollen 1 und 2 wurden
Perfusionsfixierungen mit hoheren Glutaraldehydkonzentrationen durchgefuhrt. Morphologische
Auswertungen in hoher Qualitat standen hier im Vordergrund. Hierdurch sollte Gberdies eine
vergleichende licht- und elektronenmikroskopische Qualitatsbewertung der Protokolle 1 und 2

erreicht werden.

3.5.1.1. Perfusion und Gewebeaufarbeitung

Mause und Ratten wurden nach Protokoll 3 perfusionsfixiert. Hierbei wurde zur Vorspllung eine
Losung aus Na-Kakodylatpuffer, Saccharose und HES (1%) mit einer Gesamtosmolaritat von
etwa 330 mOsmol angewandt (Tabelle 1). Die Fixierlosung enthielt die gleiche L6sung als
Vehikel, jedoch ohne Zusatz von Saccharose, dazu enthielt sie 2% Glutaraldehyd.
Nierenscheiben wurden standardmafig fur die elektronenmikroskopische Aufarbeitung tber
Nacht in Perfusionslésung nachfixiert und fir TEM- bzw. REM-Ansatze konventionell
weiterbehandelt. Epon-eingebettetes Material wurde lichtmikroskopisch anhand von
Semidinnschnitten und elektronenmikroskopisch anhand von Ultradiinnschnitten ausgewertet.
Weiteres Material wurde nach Kritisch-Punkt-Trocknung und Besputterung mit konventionellen

REM-Ansatzen ausgewertet.

3.5.1.2. Licht- und elektronenmikroskopische Auswertung

In situ waren die Nieren nach Perfusion auf der Oberflaiche homogen gelb gefarbt und von stark
geharteter Konsistenz. Nierenscheiben zeigten nach Zuschnitt zonentypische Helligkeiten und
waren weitestgehend frei von Blutansammlungen in den Gefal3bindeln des Marks. Auf
Semidinnschnittebene zeigte sich eine hervorragende Strukturerhaltung. Gut perfundierte Tubuli
und GefaRe von Rinde und duRerem Mark wurden bis zum Ubergang vom AufRenstreifen zum
Innenstreifen angetroffen (Abb. 22A,B). Im Detail war das Schlingenkonvolut der Glomeruli gut
perfundiert und glomerulére Zellen konnten eindeutig identifiziert werden. Podozyten zeigten ein
deutlich abgrenzbares Zytoplasma und glatte Zellumrisse (Abb. 22A). Proximale S1- und S2-
Segmente zeigten eine glatte luminale und basale Kontur und eine gleichbleibende Zellhéhe.
Distale Segmente stellten sich in ihrer Zelltyp-spezifischen Morphologie gut dar. Im &uf3eren Mark
zeigten sich gut erhaltene S3-Segmente und aufsteigende Schleifensegmente mit homogener
Zytoplasmaverteilung (Abb. 22B). Im tiefen Innenstreifen und vermehrt im inneren Mark zeigten

sich allerdings hydropische Veranderungen in den Epithelien.
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Abbildung 22. Protokoll 3; Semidinnschnitt-, TEM- und REM- Morpholog|e
Semidiinnschnitt-Morphologie  (A,B), TEM- Morphologle (C,D) und REM-Morphologie (E,F).
Morphologische Darstellung von Gewebe, das nach Protokoll 3 (ca. 230 mOsmol Vehikelosmolaritat
und 1% HES) perfusionsfixiert wurde. Geringgradig geschrumpfte Podozyten (A), offene Tubuli mit glatt
begrenzten Lumina in Rinde (A) und im Bereich des Ubergangs vom AuRenstreifen zum Innenstreifen
mit guter Abgrenzbarkeit von subzellularen Details (B). Podozyt mit zugehdriger Kapillarschlinge (C);
normaler Zellleib mit glatter Begrenzung. S3-Segment des proximalen Tubulus am Ubergang zum
dunnen absteigenden Schleifensegment, die Abgrenzbarkeit subzellularer Details wie Mitochondrien ist
gut (D). Proximaler Tubulus mit Birstensaum und Bruchkanten im Bereich der interdigitierenden
Zellmembranen (E) und durch die Zellen. Aufsteigendes, kortikales Schleifensegment mit gut erhaltener
Oberflachendifferenzierung (F); die Zellen zeigen meanderformig verlaufende Zellgrenzen (Pfeil) mit
Ansammlungen von kleinen Mikrovilli und weiterhin je ein zentrales Kinozilium (Pfeilspitzen).
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Ultrastrukturell zeigte sich im TEM eine gute Strukturerhaltung séamtlicher Zelltypen in Rinde und
auRerem Mark. Einschrankungen bestanden jedoch in den S1 und S2-Segmenten in Gestalt von
zytoplasmatischer Verdichtung und verringerter Abgrenzbarkeit des subzellularen Details.
Hinsichtlich der Darstellung von Membranen, Zellorganellen und Chromatinstruktur zeigten sich
die in 3.3. beschriebenen charakteristischen Unterschiede zwischen Standardosmierung und
reduzierter Osmierung (Abb. 7A-F); eine deutlich verbesserte Abgrenzbarkeit von subzelluléaren
Details, auch bei S1- und S2-Segmenten, konnte durch reduzierte Osmierung erreicht werden.
Im REM zeigte das Gewebe eine intakte, zelltypische Oberflachendifferenzierung der Glomeruli

und aller Tubulussegmente sowie der Endothelien (Abb. 22E,F).

3.5.2. Variationen von Protokoll 3

Eine selektiv verbesserte Fixierung medullarer Tubulusepithelien sollte durch Verwendung von
erhdhter Vehikelosmolaritdt und HES-Konzentration erreicht werden. Weitere Variationen hatten
die verbesserte Fixierung sowohl von kortikalen als auch medullaren Strukturen ohne Zusatz von
HES zum Ziel, um eine mogliche Passagestorung durch die Filtrationsbarriere zu vermeiden und
einen verbesserten Durchfluss des Fixans zu erméglichen. Weiterhin sollte hierdurch eine
verbesserte Reproduzierbarkeit von Perfusionen geprift werden, da die Zusammensetzung von
HES seitens des Herstellers mehrfach geandert wurde und dies einen Unsicherheitsfaktor

darstellte.

3.5.2.1. Perfusion und Gewebeaufarbeitung

Es wurde fur die Vorspullésung eine gegeniiber Protokoll 3 erhdhte Gesamtosmolaritat von etwa
320 mOsmol und eine erhdhte HES-Konzentration von 4% verwendet. Die gleiche Lésung wurde
fir das Vehikel der Fixierlosung unter Zusatz von 2% Glutaraldehyd (P3 V1 in Tabelle 1)
verwendet. Die HES-freien Losungen wurden mit einer mittleren (P3 V2 in Tabelle 1), hohen (P3
V3 in Tabelle 1) oder geringen (P3 V4 in Tabelle 1) Vehikelosmolaritat zusammengestellt. Als
Vorsplllésung wurden fur die mittlere Vehikelosmolaritat Na-Kakodylatpuffer und Natriumchlorid
mit einer Gesamtosmolaritat von 240 mOsmol verwendet, fur die hohe Vehikelosmolaritat wurde
diese Lésung auf 336 mOsmol eingestellt; die gleichen Losungen wurden jeweils auch als Vehikel
fur die Fixierldésung unter Zusatz von 2% Glutaraldehyd verwendet. Fir die niedrige
Vehikelosmolaritat wurde Phosphatpuffer nach Sérensen mit einer Gesamtosmolaritat von 150
mOsmol verwendet. Die gleiche Lésung wurde auch als Vehikel fiir die Fixierldsung, unter Zusatz

von 2,5% Glutaraldehyd, verwendet.

3.5.2.2. Licht- und elektronenmikroskopische Auswertung
Die im Vergleich zu Protokoll 3 erhéhte Vehikelosmolaritat und HES-Konzentration (P3 V1 in

Tabelle 1; Abb. 23A,B) filhrte zu einer verbesserten Markfixierung, kortikale Epithelien zeigten
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jedoch lichtmikroskopisch eine Schrumpfung. Im Ubergangsbereich zwischen AuRenstreifen und
Innenstreifen waren S3-Segmente des proximalen Tubulus ebenfalls stark kondensiert und
abgeflacht, wahrend aufsteigende Schleifenschenkel gut fixiert waren (Abb. 23B). Im inneren
Mark waren die Sammelrohre und Vasa recta gut perfundiert, stellenweise jedoch mit
hydropischen Veranderungen im apikalen Epithelbereich. Ultrastrukturell bestatigte sich fur die
Rinde eine Epithelschrumpfung, indem das intrazellulare Detail verschlechtert abgrenzbar war
(Abb. 23C). Medullare Segmente waren mit Ausnahme der S3-Segmente des proximalen
Tubulus jedoch gut fixiert und zeigten keine erkennbaren Schrumpfungen (Abb. 23D). Im REM
zeigten sich kortikale und medullare Tubulusepithelien mit  zelltypischer
Oberflachendifferenzierung (Abb. 24). Podozyten hatten einen geschrumpften Zellleib bei sonst

guter Auflésbarkeit ihrer Ful3fortsatze.
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Abbildung 23. Variation von Protokoll 3; Semidunnschnitt- und TEM-Morphologie.
Semidinnschnitt-Morphologie (A,B) und TEM-Morphologie (C,D). Variation von Protokoll 3 (P3 V1 in
Tabelle 1: Ca. 320 mOsmol Vehikelosmolaritéat und 4% HES). Geschrumpfte Podozyten und offene
kortikale Tubuli mit glatt begrenzten Lumina in der Rinde (A). Offene Tubuli mit schlechter
Abgrenzbarkeit subzellularer Details im Bereich des Ubergangs vom AuRRenstreifen zum Innenstreifen
(B;*). Geschrumpfter Podozyt mit elektronendichtem Zytoplasma (C). Offenes, glatt begrenztes Lumen
eines dunnen absteigenden Schleifenschenkels im Innenstreifen (D).
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Abbildung 24. Variation von Protokoll 3; REM-Morphologie.
Variation von Protokoll 3 (P3 V1 in Tabelle 1: Ca. 320 mOsmol Vehikelosmolaritat und 4% HES).
Proximaler Tubulus mit Birstensaum und glatten Bruchkanten entlang der interdigitierenden
Zellmembranen.

Die im Vergleich zu Protokoll 3 &hnlich hohe (mittlere) Vehikelosmolaritat (P3 V2 in Tabelle 1),
ohne HES-Zusatz, fiihrte auf Semidiunnschnittebene zu gut perfundierten Tubuli bis zum
Ubergang vom AufRenstreifen zum Innenstreifen (Abb. 25A,B). Podozyten erschienen turgeszent
und zeigten ein deutlich abgrenzbares Zytoplasma bei abgerundeter Zellkontur (Abb. 25A). S1-
und S2-Segmente des proximalen Tubulus waren gut perfundiert. Distale kortikale Tubuli zeigten
hohes Epithel bei charakteristischer Morphologie. Im Auf3enstreifen zeigten S3-Segmente und
aufsteigende Schleifensegmente eine gute Struktur ohne Beeintrachtigungen durch
Schrumpfungen oder Zytoplasmainhomogenitdaten (Abb. 25B). Ultrastrukturell zeigten
glomeruldre Zellen klar abgrenzbare Zelldifferenzierungen; Podozyten zeigten ein deutlich
ausgebildetes Zytoplasma mit guter Abgrenzbarkeit von Zellorganellen (Abb. 25C).
Endothelzellen und glatte Muskelzellen zeigten eine typische Ultrastruktur (Abb. 25D). Im
AuRenstreifen und Innenstreifen waren die Tubulusepithelien in guter Ultrastruktur erhalten; es
waren keine Zytoplasmainhomogenitaten oder apikale Zellschwellungen sichtbar (Abb. 25E,F).
Im inneren Mark waren jedoch vermehrt Schwellungen und Zytoblasmablasen mit Vorwdlbung in

das Tubuluslumen erkennbar.
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Abbildung 25. Variation von Protokoll 3; Semidinnschnitt- und TEM-Morphologie.
Semidiinnschnitt-Morphologie (A,B) und TEM-Morphologie (C-F). Variation von Protokoll 3 (P3 V2 in
Tabelle 1: 240 mOsmol Vehikelosmolaritat, kein HES). Geringgradig geschrumpfte Podozyten (A),
offene Tubuli mit glatt begrenzten Lumina in Rinde (A) und im Bereich des Ubergangs vom
AuRRenstreifen zum Innenstreifen (B). Podozyt mit guter Abgrenzbarkeit von subzellularen Details wie
Mitochondrien und Golgi-Apparat vom elektronenlichten Zytoplasma (C). Afferente Arteriole (D) mit
Endothel (E) und Renin-produzierender Zelle, dicht gepackt mit Renin-Granula (R). Proximaler Tubulus
mit schlechter Abgrenzbarkeit von Membranorganellen nach Standardosmierung (E), deutlich
verbesserte Abgrenzbarkeit von Membranorganellen nach reduzierter Osmierung (F).
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Die im Vergleich zu Protokoll 3 erhthte Vehikelosmolaritat (P3 V3 in Tabelle 1), ohne HES-
Zusatz, fuhrte auf Semidinnschnittebene zu vermehrten Schrumpfungen von Podozyten,
kortikalen Tubuli sowie S3-Segmenten im AuRenstreifen; Tubulusepithelien zeigten hier eine
verringerte Zellhbhe bei vergroRertem Lumen (Abb. 26A,B). Im Aullenstreifen waren
aufsteigende Schleifensegmente ohne verstarkte Schrumpfungen sichtbar, wahrend sie im
Innenstreifen fokal Zellschwellungen zeigten. Ultrastrukturell zeigte sich im TEM das Zytoplasma
von Podozyten, kortikalen proximalen Tubulusepithelien sowie S3-Segmenten des proximalen
Tubulus im AuBenstreifen im Vergleich zur mittleren Vehikelosmolaritat (P3 V2 in Tabelle 1) eher
elektronendicht, mit der Folge von erschwerter Abgrenzbarkeit des intrazellularen Details.
Kortikale distale Tubulusepithelien sowie aufsteigende Schleifensegmente im auf3eren Mark

waren gut erhalten.

Abblldung 26. Variation von Protokoll 3; Semidunnschnitt-Morphologie.

Variation von Protokoll 3 (P3 V3 in Tabelle 1: Ca. 340 mOsmol Vehikelosmolaritat ohne HES). Eine
hohe Vehikelosmolaritat fuhrte zu geschrumpften Podozyten und dilatierten kortikalen (A) und
medullaren Tubuli (B).

Die Variante mit im Vergleich zu Protokoll 3 stark verringerter Vehikelosmolaritat (P3 V4 in Tabelle
1) erh6hte im Vergleich zur mittleren Vehikelosmolaritat (P3 V2 in Tabelle 1) die Turgeszenz von
Podozyten und kortikalen Tubuli (Abb. 27A,B) weiter. Proximale kortikale sowie medullare Tubuli
waren weitestgehend kollabiert und zeigten eine vergrof3erte Zellhéhe mit apikalen Schwellungen
und Zytoplasmablasen. Ultrastrukturell war im TEM die zytoplasmatische Elektronendichte
samtlicher kortikaler und medullarer Zellen im Vergleich zur mittleren Vehikelosmolaritat (P3 V2
in Tabelle 1) stark verringert (Abb. 27C,D). Im REM zeigten sich in kortikalen und medullaren
Tubuli Gberwiegend luminale Zellabschniirungen; in proximalen Tubuli war dies besonders stark
ausgepragt (Abb. 27E), wahrend kortikale distale Tubuli und Sammelrohre meist nur
geringgradige Schwellungszeichen zeigten (Abb. 27F).
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Abbildung 27. Variation von Protokoll 3; Semidinnschnitt-, TEM- und REM-Morphologie.
Semidinnschnitt-Morphologie (A,B), TEM-Morphologie (C,D) und REM-Morphologie (E,F). Variation
von Protokoll 3 (P3 V4 in Tabelle 1: 150 mOsmol Vehikelosmolaritdt ohne HES). Eine niedrige
Vehikelosmolaritat fiihrt zu geschwollenen Podozyten und geschwollenen kortikalen und medullaren
Tubuli (A,B). Geschwollener Podozyt (C) und proximaler Tubulus (D) mit elektronenlichtem Zytoplasma,
Mitochondrien und Lysosomen zeigen eine gute Strukturerhaltung (C,D; Standardosmierung).
Proximaler Tubulus mit Birstensaum und Bruchkanten im Bereich der interdigitierenden
Zellmembranen und durch die Zellen; artifizielle apikale Abschnirungen wdélben sich in das tubulare
Lumen (E). Nachkolorierte Aufnahme eines Kkortikalen Sammelrohrs mit typischer
Oberflachendifferenzierung (F; Hauptzellen hellgriin, Schaltzellen dunkelgriin).

3.5.3. Zusammenfassende Beurteilung von Protokoll 3 und Variationen

Protokoll 3 ermdoglicht eine hochwertige Fixierung fiur rein morphologische licht- und
elektronenmikroskopische Techniken. Mikroanatomisch kdnnen so Tubulusepithelien kortikal und
medullar bis zum Ubergangsbereich zwischen AuRRenstreifen und Innenstreifen gut fixiert werden.

Die ultrastrukturelle Auswertung mit dem TEM ist gut méglich, Einschrankungen durch eine leicht
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erhdhte zytoplasmatische Elektronendichte von kortikalen proximalen Tubuli konnten durch
reduzierte Osmierung weitestgehend kompensiert werden. Eine im Vergleich zu Protokoll 3
erhdhte HES-Konzentration und Vehikelosmolaritat (P3 V1 in Tabelle 1) ermdéglicht eine
verbesserte licht- und elektronenmikroskopische Darstellung von distalen Tubulusepithelien des
Innenstreifens sowie von Sammelrohrepithelien der Innenzone. Aufgrund von erheblichen
Schrumpfungen kortikaler Zellen war hier besonders die elektronenmikroskopische Auswertung
mit dem TEM eingeschrankt, wahrend mit dem REM weiterhin zelltypische
Oberflachendifferenzierungen aufgeldst werden kénnen. Eine im Vergleich zu Protokoll 3 ahnlich
hohe (mittlere) Vehikelosmolaritat, ohne Zusatz von HES (P3 V2 in Tabelle 1), ermdglicht eine
vergleichbar gute Fixierung von kortikalen und medullaren Strukturen. Eine im Vergleich zu
Protokoll 3 verringerte (P3 V4 in Tabelle 1) Vehikelosmolaritat, ebenfalls ohne Zusatz von HES,
konnte keine entscheidenden Verbesserungen in der Fixierung der Rinde erwirken. Eine erhéhte
Vehikelosmolaritat (P3 V3 in Tabelle 1) verbesserte die Fixierung von &uferem und innerem
Mark.

3.6. Orientierende vergleichende Beurteilung der vorgestellten Fixierungsprotokolle

Der Schwerpunkt meiner Arbeit lag auf der licht- und elektronenmikroskopischen
Charakterisierung von Fixierungsprotokollen (Standardprotokollen) sowie ihrer Variationen.
Aufgrund der unterschiedlichen Anzahl von Versuchstieren fur die jeweiligen Protokolle sowie nur
fokal systematisch variierten Parameter (siehe Tabelle 1) kann eine vergleichende
morphologische Beurteilung der Fixierungsprotokolle nur orientierend erfolgen (siehe Tabelle 7).
Die Essenz der Gegenuberstellung kann anhand der Kriterien zur Beurteilung der Ultrastruktur
von Nierengewebe (Abb. 6) zusammengefasst werden.

Allgemein erscheinen Zellen bzw. Tubulussegmente nach Fixierung mit isotoner Ldsung
ultrastrukturell normal (Abb. 6), so wurden die meisten kortikalen Tubuli bei Verwendung einer
Vehikelosmolaritat von ca. 220-240 mOsmol gut fixiert. Fur lichtmikroskopische Kriterien einer
guten Fixierung (insbesondere offene Tubuli) eignen sich leicht hyperosmolare Lésungen; 240-
280 mOsmol fixieren die meisten kortikalen Tubuli mit offenem Lumen. Dieser Zusammenhang
gilt fur Fixierldosungen mit Formaldehyd sowie Glutaraldehyd. Weiterhin gilt dies fur Fixierlosungen
mit sowie ohne Zusatz von Kolloiden.

Nach Fixierung von Zellen bzw. Tubulussegmenten mit hypoosmolarer Lésung (z.B. 200 mOsmol
Vehikelosmolaritdt fir kortikale Tubuli und Zellen) koénnen subzelluldre Details wie
Membranorganellen und Komponenten des Zytoskeletts idR. sehr gut abgegrenzt werden.

Nachteilig wirkt sich dies jedoch mit iberwiegend kollabierten Tubuli aus.
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Tabelle 7. Orientierende vergleichende morphologische Beurteilung ausgewéhlter
Fixierungsprotokolle.

Dunkelgrau; Zusammensetzung Fixierungsprotokolle, hellgrau mitte; Semidiinnschnitt-Morphologie,
hellgrau rechts; TEM-Morphologie.

Bezeichnung  Osm. Osm. % % % Rinde AS IS Rinde AS IS
Veh Ges HES GA FA

P1 281 1286 2,7 - 3 ++ +++ +++ + ++ +++
P1V2 218 1218 2,7 = 3 St A + n.a. n.a. n.a.
P1V1 249 1249 2,7 - 3 St A T n.a. n.a. n.a.
P2 274 1274 - - 3 +++ +++ +++ ++ ++ ++
P2 V3 230 1530 - - 4 +++ ++ ++ n.a. n.a. n.a.
P2 V1 200 1200 - - 3 - - +++
P3V3 336 536 - 2 - ++ +++ +++ - ++ +++
P3V1 323 523 4 2 - ++ +++ +++ - ++ +++
P3V2 240 440 - 2 - +++ ++ ++ ++ ++ +
P3 231 431 1 2 - +++ +++ ++ ++ ++ ++
P3 V5 176 1976 - 5 4 + ++ ++ + ++ ++
P3 V6 176 1076 - 2,5 2 + + + + ++ ++
P3 V4 150 400 - 25 - = = = + - -

Abkirzungen: Osm; Osmolaritat, %GA; % Glutaraldehyd, %FA; % Formaldehyd, P; Protokoll, V; Variation,
+++; sehr gute Strukturerhaltung, ++; gute Strukturerhaltung, +; befriedigende Strukturerhaltung, -;
unbefriedigende Strukturerhaltung, --; schlechte Strukturerhaltung, ---; sehr schlechte Strukturerhaltung

3.7. Fixierungsprotokolle fiir andere Organe

Fixierlésungen und Praparationen wurden fur eine optimale Strukturerhaltung von Nierengewebe
ausgewahlt. Eine gute Fixierung von weiteren Organen, die fakultativ entnommen und parallel
zum Nierengewebe verarbeitet wurden, sollte jedoch ebenfalls ermdéglicht werden. Spezielle
Anforderungen an die Perfusionsfixierung bzw. die verwendeten Lésungen konnten fir diese
Organe daher jedoch nur bedingt bertcksichtigt werden. Von einigen Versuchstieren wurde
selektiv Gewebe von Gehirn, Dinndarm und Leber entnommen und ausgewertet, um eine
Orientierung fur organspezifische Strukturerhaltung nach Anwendung der Protokolle 1-3 zu
geben. Weiterhin wurden Anpassungen durchgefuhrt, um gezielt die Fixierung von Gehirngewebe

und Dianndarm zu optimieren.

3.7.1. Fixierung von Gehirngewebe

Empfehlungen zur Fixierung von Gehirngewebe sehen die Fixierung mit einer hohen
Konzentration von Glutaraldehyd vor, auch in Kombination mit einer hohen Konzentration von
Formaldehyd (72). Solche Fixierlosungen bringen offenbar keine Vorteile in der
Perfusionsfixierung von anderen Organen, vielmehr kdénnen sie hier sogar schadliche
Auswirkungen zeigen. Fir eine allgemein flexible Auswahl sollte daher die Ultrastruktur von
Gehirngewebe nach Fixierung mit einem Formaldehyd-basierten sowie einem Glutaraldehyd-

basierten Standardprotokoll untersucht werden. Eine Modifikation des Glutaraldehyd-basierten
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Abbildung 28. Fixierung von Gehirngewebe, TEM-Morphologie.
Variation von Protokoll 1 (P1 V7 in Tabelle 1: A: Protokoll 1 mit Zusatz von 0,05% Glutaraldehyd); stark
ausgewaschenes Neuropil, Synapsen sind lediglich an ihren Verdichtungen (schwarze Pfeilspitzen) zu
erkennen. Deutlich bessere Morphologie nach verkirzter Perfusionsfixierung (5 min. statt 10 min.) und
Zuschnitt in besonders diinne Gewebescheiben (P1 V8 in Tabelle 1: B); deutlich bessere Erhaltung von
Synapsen mit erkennbaren synaptischen Vesikeln, Membranbegrenzungen und dichtem Neuropil.
Variation von Protokoll 3 (P3 V6 in Tabelle 1: C,D; ca. 175 mOsmol Vehikelosmolaritat, fixiert mit 2,5%
Glutaraldehyd und 2% Formaldehyd); geringgradige Lamellierung von ZNS-Myelinscheiden mit guter
Erhaltung von Axonen, Mitochondrien und Mikrotubuli (C). Gute Darstellung von subzellularen Details
in einer Nervenzelle; es lassen sich Mitochondrien, raues endoplasmatisches Retikulum und Golgi-
Apparat auflosen (D).

Standardprotokolls mit erhdhter Konzentration von Glutaraldehyd sowie einem Zusatz von

Formaldehyd sollte eine darliber hinaus optimierte Gehirnfixierung ermdglichen.
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3.7.1.1. Perfusionsfixierung mit Formaldehyd

Es wurden Mause mit einer Variation von Protokoll 1 (P1 V7 in Tabelle 1; Protokoll 1 unter Zugabe
von 0,05% Glutaraldehyd) flr 10 min. perfusionsfixiert. Das Gewebe wurde in Glutaraldehyd
nachfixiert und nach Standardprotokoll osmiert. Das Neuropil war ultrastrukturell sehr lickenhaft
und das Gehirngewebe erschien stark ausgewaschen (Abb. 28A). Nervenzellen waren nur
anhand ihrer gro3en Zellkerne identifizierbar und Membranorganellen waren nicht abgrenzbar.
Synapsen waren nur anhand ihrer Verdichtungen identifizierbar, Begrenzungen durch
Zellmembranen waren nicht sichtbar.

Eine verbesserte ultrastrukturelle Qualitét sollte durch verkirzte Perfusionsfixierung erreicht
werden (P1 V8 in Tabelle 1; 5 min. Perfusionsfixierung), um hierdurch eine friilhere Nachfixierung
mit dem starker vernetzenden Glutaraldehyd erreichen zu kdnnen. Weiterhin wurden die
Gewebeblécke besonders klein zugeschnitten (Kantenlange unter 1 mm), um die Nachfixierung
zu beschleunigen. Das Neuropil war im Vergleich zur 10-minttigen Perfusionsfixierung (P1 V7 in
Tabelle 1) ultrastrukturell dichter und es konnten Synapsen, Mikrotubuli und synaptische Vesikel

verbessert abgegrenzt werden (Abb. 28B).

3.7.1.2. Perfusionsfixierung mit Glutaraldehyd

Es wurden Mause mit Protokoll 3 fir 5 und 10 min. perfusionsfixiert. Nach 5- bzw. 10-mindtiger
Perfusionsfixierung war das Neuropil qualitativ hochwertig erhalten. Myelinscheiden zeigten eine
kompakte Schichtung mit geringgradiger Lamellierung. Perikaryen von Nervenzellen waren mit
gut abgrenzbaren Organellen wie Golgi-Apparat, rauem endoplasmatischem Retikulum und
Mikrotubuli erhalten. Synapsen konnten eindeutig anhand der Verdichtung und der synaptischen
Vesikel identifiziert werden. Kapillaren hatten glatte Lumina. Das perikapillare Bindegewebe war
als dunner, kontinuierlicher Streifen — ohne artifiziellen Virchow-Robin-Raum — erhalten.
Mitochondrien von Nervenzellen, Astrozyten und Endothelzellen waren fokal geschwollen und
manchmal geplatzt. Eine verbesserte Strukturerhaltung von Mitochondrien und Myelinscheiden
in Gehirngewebe sollte durch eine verstarkte Fixierung, bestehend aus 5% Glutaraldehyd und
4% Formaldehyd (P3 V5 in Tabelle 1; ,vollstindiges Griffith-Gemisch®), erreicht werden.
Alternativ wurde die halbe Konzentration der Fixantien verwendet (P3 V6 in Tabelle 1; ,halbiertes
Griffith-Gemisch®, Abb. 28C,D). Es wurde bei allen Tieren die Vorspilung von Protokoll 3
verwendet; 0,1 M Na-Kakodylatpuffer, 1% HES und Zusatz von Saccharose bis zu einer
Gesamtosmolaritdt von 330 mOsmol. Als Vehikel der Fixierlosung wurden 0,08 M Na-
Kakodylatpuffer und Kalziumchlorid mit einer Gesamtosmolaritat von 175 mOsmol verwendet. Es
wurde jeweils ein Tier mit dem vollstandigen und dem halbierten Griffith-Gemisch fir 5 bzw. 10
min. perfusionsfixiert. Das Gewebe wurde im Fixans Uber Nacht nachfixiert und reduziert osmiert.
Die Fixierung mit dem vollstandigen Griffith-Gemisch verbesserte die Strukturerhaltung von

Mitochondrien deutlich, es konnten keine geschwollenen oder geplatzten Mitochondrien
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gefunden werden. Eine deutliche Qualitatsverbesserung durch langere (10-mindtige)
Perfusionsfixierung konnte bei den Griffith-Gemischen nicht festgestellt werden. Die Fixierung mit
dem halbierten Griffith-Gemisch (P3 V6 in Tabelle 1) zeigte nur geringfligig mehr Artefakte in
Form von geschwollenen Mitochondrien und Lamellierung von Myelinscheiden im Vergleich zum
vollen Gemisch (P3 V5 in Tabelle 1; Abb. 28C,D). Beide Griffith-Gemische fuhrten zu einer
starken Gewebehartung von Gehirn, Niere und Leber. Nierengewebe und Lebergewebe zeigten
nach Fixierung mit diesen Gemischen ein ultrastrukturell dichtes Erscheinungsbild, wie es sonst

nur bei einer hohen Vehikelosmolaritat beobachtet wurde.

3.7.2. Fixierung von Dinndarm

Lichtmikroskopisch zeigte sich auf Semidiinnschnittebene nach Perfusionsfixierung mit einer
Variante von Protokoll 1 (P1 V12 in Tabelle 1; enthalt 7,2% HES, Abb. 29A) sowie nach
Immersionsfixierung mit einer Variante von Protokoll 3 (P3 V7 in Tabelle 1; enthalt 4% HES) eine
intakte Epithelschicht der Lamina epithelialis mucosae. Es konnten Enterozyten und Becherzellen
gut abgegrenzt werden. Die Lamina propria mucosae zeigte gut perfundierte GeféalRe und ein
zellreiches Interstitium mit dicht gepackten Zellen. Nach regelhafter Perfusionsfixierung mit den
anderen Varianten von Protokoll 1 (z.B. P1 V4 in Tabelle 1; enthalt 3,6% HES, Abb. 29B) oder
mit Protokoll 3 zeigte sich eine starke basolaterale Spaltbildung der Enterozyten. Weiterhin war
die Lamina propria mucosae durch erweitertes Interstitium und sternférmige, dunkle Zellen

charakterisiert. Kapillaren waren jedoch gut perfundiert.

3.7.3. Fixierung von Lebergewebe

Wahrend der Perfusionsfixierung von Mausen und Ratten mit Protokoll 1-3 sowie ihren
Variationen konnte makroskopisch bei erfolgreicher Perfusion der Leber ein Abblassen der
Organoberflache beobachtet werden. Typischerweise erfolgte dabei ein Farbwechsel von
rétlichbraun zu rétlichgelb. Eine unvollstandige Perfusion fuhrte hier zu einer rot gefleckten

Organoberflache.

3.7.3.1. Protokoll 2 und Variationen

Lichtmikroskopisch auf Semidinnschnittebene zeigten Lebergefal3e nach Fixierung mit Protokoll
2 gut perfundierte Lumina bei nur seltenen und fokal erkennbaren Blutansammlungen. Es zeigten
sich eine charakteristische mikroanatomische Struktur von Hepatozyten und Sinusoiden;
Endothelzellen sowie Makrophagen konnten differenziert werden. Die Strukturen der
Glisson’schen Trias mit Arteria interlobularis, Vena interlobularis und Ductus biliferi interlobulares
waren in ihrer typischen mikroanatomischen Anordnung und Substruktur darstellbar. Bei hoher
Aufldsung zeigte sich lichtmikroskopisch eine fein differenzierte Substruktur von Hepatozyten;

Zellkerne zeigten eine glatte Begrenzung, einen klar erkennbaren Nucleolus und fein gezeichnete
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' ' \ &
Abbildung 29. Fixierung von Dinndarm, Semidunnschnitt-Morphologie.
Variation von Protokoll 1 (P1 V12 in Tabelle 1: A; enthélt 7,2% HES); Dinndarmzotte mit intakter
Epithelschicht und Interstitium. Variation von Protokoll 1 (P1 V4 in Tabelle 1: B; enthalt 3,6% HES);
Dunndarmzotte mit starker intraepithelialer Spaltbildung und artifizieller Erweiterung des Interstitiums.

Heterochromatinschollen. Weiterhin konnten homogene, helle Areale (vermutlich Glykogen;
vergleichbar mit Abb. 30C) sowie dunklere Schollen (vermutlich raues endoplasmatisches
Retikulum) abgegrenzt werden. Mitochondrien waren erkennbar. Nach Fixierung mit ,200
mOsmol Schutzpuffer® (P2 V1 in Tabelle 1) zeigten Zellkerne eine lichtmikroskopisch leicht
gequollene Struktur mit weniger Heterochromatinschollen als bei Protokoll 2. Die Substruktur der

Hepatozyten war sonst vergleichbar gut erhalten.

3.7.3.2. Protokoll 3 und Variationen

Nach Perfusionsfixierung mit Protokoll 3 waren Lebergefal3e lichtmikroskopisch gut perfundiert.
Im Semidinnschnitt konnten Organellen voneinander abgegrenzt werden (Abb. 30A). Nach
Perfusionsfixierungen mit einer verringerten Vehikelosmolaritat (P3 V4 in Tabelle 1; 150 mOsmol
Vehikelosmolaritat) zeigten Hepatozyten im Semidinnschnitt verbessert abgrenzbare
Organellen, besonders Mitochondrien und Glykogen zeigten einen starken Kontrast gegeniber
dem hellen Zytoplasma (Abb. 30B). Hier zeigten Zellkerne von Hepatozyten eine hydropische

Struktur mit verwaschenem Chromatin. Ultrastrukturell zeigten die Hepatozyten ein

77



3. Ergebnisse

elektronenlichtes Bild (Abb. 30C). Mitochondrien, raues endoplasmatisches Retikulum und
Glykogenpartikel konnten gut abgegrenzt werden; aufgrund der hier durchgefiihrten
Standardosmierung konnten Zellmembranen jedoch nicht in ihrer typischen Struktur abgegrenzt
werden (Abb. 30C).

Nach Perfusionsfixierung mit dem vollstandigen bzw. halbierten Griffith-Gemisch (P3 V5 und P3
V6 in Tabelle 1; 5% Glutaraldehyd und 4% Formaldehyd bzw. 2,5% Glutaraldehyd und 2%
Formaldehyd), welches, wie bei 3.7.1.2. beschrieben, fir eine optimierte Strukturerhaltung von
Gehirngewebe verwendet wurde, waren Hepatozyten und Erythrozyten im Semidinnschnitt
geschrumpft. Ultrastrukturell zeigten Hepatozyten ein elektronendichtes Bild, bei jedoch guter
Abgrenzbarkeit von subzellularen Details wie Mitochondrien und rauem endoplasmatischen
Retikulum. Diese unerwartet gute Abgrenzbarkeit kann vermutlich auf die hier durchgefiihrte

reduzierte Osmierung zuriickgefuhrt werden.

3.7.4. Zusammenfassende Beurteilung der Fixierung von anderen Organen

Gehirngewebe kann nach 5-minutiger Perfusionsfixierung mit Protokoll 1 und Nachfixierung in
Glutaraldehyd bei geringen Einschrénkungen hochauflosender TEM-Ansétze gut ausgewertet
werden. Weiterhin wird Gehirngewebe nach Perfusionsfixierung mit Protokoll 3 ultrastrukturell
sehr gut erhalten. Einschrédnkungen zeigen sich hier bei der Fixierung von Mitochondrien und
Myelinscheiden. Diese Einschrénkungen kdnnen durch verstarkte Fixierung mittels vollstandigem
sowie halbiertem Griffith-Gemisch deutlich reduziert werden, jedoch mit negativem Einfluss auf
die Ultrastruktur von Nieren- und Lebergewebe in Form von eingeschrankter Abgrenzbarkeit des
intrazellularen Details. Eine gute Perfusionsfixierung flur die mikroanatomische und
ultrastrukturelle Auswertung von Dunndarmgewebe benttigt eine Fixierlésung mit einem sehr
hohen kolloidosmotischen Druck. Eine zu geringe HES-Konzentration fihrt hier bei
Perfusionsfixierung zu starker intraepithelialer Spaltbildung innerhalb der Zotten. Lebergewebe
kann mit allen angewandten Protokollen mikroanatomisch gut fixiert werden. Eine gute
ultrastrukturelle Darstellung wird bei geringer bis mittlerer Vehikelosmolaritat erreicht und

weiterhin durch reduzierte Osmierung deutlich verbessert.

3.8. Mikroskopische Verfahren zur optimierten Auswertung von Nierengewebe

Eine optimierte Auswertung von Nierengewebe sollte zusatzlich zu den beschriebenen
Fixierungsprotokollen auch durch gezielte Auswahl und ggf. Anpassung von mikroskopischen
Verfahren ermdglicht werden. Hierfir wurde eine Auswahl von licht- und
elektronenmikroskopischen Verfahren hinsichtlich ihres Potentials untersucht, den komplexen
mikroanatomischen und ultrastrukturellen Aufbau von Nierengewebe verbessert darzustellen.
Praparatorische  Grundlage der ausgewahlten mikroskopischen Verfahren waren

Semidinnschnitte und Ultradinnschnitte von Gewebe, das in Epon eingebettet wurde.
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Abbildung 30. Fixierung von Lebergewebe, Semidiinnschnitt- und TEM-Morphologie.
Semidunnschnitt-Morphologie (A,B) und TEM-Morphologie (C). Protokoll 3 (A; ca. 230 mOsmol
Vehikelosmolaritat); Hepatozyten mit guter Abgrenzbarkeit von Zellstrukturen. Variation von Protokoll 3
(P3 V4 in Tabelle 1. B,C; ca. 150 mOsmol Vehikelosmolaritat); verbesserte Abgrenzbarkeit von
Zellstrukturen. Ultrastrukturell zeigen sich gruppierte Zonen mit rauem endoplasmatischem Retikulum,
Mitochondrien, ein Gallenkanélchen mit Mikrovilli sowie Glykogen (unkontrastiert; helle Inseln).

Charakteristika von Fixierungsprotokollen sowie Arbeitsschritte der Gewebe- und
Schnittpraparation, die sich im Rahmen dieser Versuche als qualitatsbestimmend herausstellten,

wurden auRerdem bewertet.

3.8.1. LM-Array Tomographie

Zur  dreidimensionalen  Auswertung  auf  lichtmikroskopischer =~ Ebene  wurden
Semidinnschnittserien angefertigt. Hierdurch sollte eine prézise morphologische Darstellung
vom hochaufgeldsten lichtmikroskopischen Detail neonataler, adulter und pathologischer adulter
Glomeruli ermdglicht werden. Es wurden hierfur Bildpunkte (Pixel) von geringer Gré3e in X- und
Y-Achse angestrebt; die Kombination eines 63x Planapochromat Objektivs und einer CCD-
Kamera mit verwendeter Bildgréf3e von 1388x1040 Pixel ergab eine Pixelgréfie von ca. 150 nm.
Weiterhin wurden Pixel von geringer Grol3e auch in Z-Achse (entspricht Schnittdicke) angestrebt,
hierfir wurden 300 nm diinne Semidinnschnitte angefertigt. Es ergaben sich durch diese Werte

raumliche Pixel (Voxel) mit einer Kantenlange von 150x150x300 nm. Weiterhin dienten die
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Semidinnschnittserien der Etablierung von Protokollen, die neben einer lichtmikroskopischen
Auswertung zusatzlich auch die Mdglichkeit einer elektronenmikroskopischen Auswertung durch

REM-Array Tomographie erlauben.

3.8.1.1. Optimale Fixierung fur Segmentierungen luminaler Strukturen

3D-Modellierungen anhand von 2D-Schnittbildern setzen eine Markierung von Strukturen voraus
(Segmentierung), welche anschlieBend als 3D-Modell visualisiert werden kénnen. Daher sollte
fur eine geplante Segmentierung von Lumina, wie z.B. von Glomeruluskapillarschlingen, eine
Fixierung gewahlt werden, welche diese Strukturen im offenen Zustand erhalt. Zur
Perfusionsfixierung von adulten und neonatalen Ratten wurden daher Protokoll 3 (231 mOsmol
Vehikelosmolaritat) und eine Variation von Protokoll 3 mit erhghter Vehikelosmolaritat und HES-
Konzentration verwendet (P3 V1 in Tabelle 1; 323 mOsmol Vehikelosmolaritat). Pathologische
Glomeruli wurden am Beispiel einer fokal-segmentalen Glomerulosklerose anhand von adulten
Ratten untersucht. Hierfiir wurde mit 3% Formaldehyd in PBS fixiert (nicht in Tabelle 1 enthalten;
ca. 275 mOsmol Vehikelosmolaritat). Diese hier verwendete mittlere (Protokoll 3 und PBS) bzw.
hohe Vehikelosmolaritat (P3 V1 in Tabelle 1) fixierte glomerulare Kapillarschlingen sowie kortikale
Tubuli mit offenen, groRen Lumina. Die nachfolgende Segmentierung war hierdurch gut mdglich,
eine geringe Vehikelosmolaritat hatte hier zu hohen Epithelien mit Obstruktion der Lumina gefuhrt

und dadurch die Qualitat des 3D-Modells stark beeintréchtigt.

3.8.1.2. Gewebe- und Schnittpraparation fir LM-Array Tomographie

Eponblocke wurden zu Pyramiden mit paralleler Ober- und Unterkante getrimmt. Durch Auftragen
von Pattex-Klebstoff auf die Ober- und Unterkante konnten Schnittb&nder von Semidinnschnitten
erzeugt werden. Durch Entfernung von weichen Arealen aus reinem Epon konnte eine hohe
Stabilitat der Semidinnschnittbander erreicht werden. Weiterhin konnte eine sehr homogene und
dunne Klebeschicht durch Mischung von Xylol und Pattex Gel Kompakt unmittelbar vor dem
Auftragen erreicht werden. Eine gute Losung von homogener Konsistenz wurde durch Erwarmen
auf ca. 50°C und kraftiges Schutteln erreicht. Die Lésung wurde unmittelbar nach dem
Mischvorgang, noch warm, mit einer Nadel aufgetragen (Abb. 2A). Die Haftung einzelner
Semidunnschnitte innerhalb der Schnittbander war stark abhangig von der aufgetragenen Pattex-
Klebeschicht (Dicke, Homogenitat) und der Blocksymmetrie (Abb. 2A,B). Eine zu dick
aufgetragene Klebeschicht auf der Oberkante wurde vom UltraSemi 35° Diamantmesser nicht
abgel6st, eine zu diinne Schicht fiihrte zu instabilen Semidinnschnittb&ndern. Weiterhin wurden
gerade wund stabile Semidunnschnittbander nur bei symmetrischer Streckung der
Semidunnschnitte produziert. Blockareale mit grof3en GefaRen, purem Epon oder kollabierten
Tubuli lieBen aufgrund von verandertem Streckverhalten krumme Semidinnschnittbédnder mit

stellenweise auftretender Abldsung der Pattexverbindung entstehen.
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== //’/«\ J i
Abbildung 31. 3D-Rekonstruktionen anhand von Semidiinnschnittserien.
LM-Array Tomographie von Semidiinnschnittserien zur 3D-Rekonstruktion eines adulten (A-C, E) und
eines neonatalen (D) Glomerulus mit umgebenden Strukturen. Es wurden Glomeruluskapillarschlingen
(rot) und die Macula densa (griin) zusammen mit 3 Schnittebenen visualisiert (A; frontal die native
Schnittebene, senkrecht dazu zwei rekonstruierte Ebenen). In schrager Orientierung rekonstruierte
Ebene (B), Modellierung von interstitiellen Kapillaren (C; blau). Digitales Modell von
Glomeruluskapillarschlingen mit zufihrendem Gefaf3 (rot), Macula densa (griin), Harnpol/ Lumen des
proximalen Tubulus (gelb) zusammen mit 3 Schnittebenen (D). Der Datensatz der modellierten
Glomeruluskapillarschlingen des adulten Glomerulus wurde in das stl-Dateiformat exportiert und mit
einem 3D-Drucker im Filamentverfahren gedruckt (E).

3.8.1.3. Auswertungen der 3D-Datenséatze

Das in Amira 5 zusammengesetzte Gewebevolumen ermdglichte eine Rekonstruktion von
digitalen Schnittebenen senkrecht zur realen Schnittebene sowie schrdge Ebenen mit frei
wahlbarer Orientierung (Abb. 31B). Die dreidimensionale Darstellung modellierter Strukturen wie
Glomeruluskapillarschlingen, Macula densa, interstitiellen Kapillaren und Ubergange der
Bowman’schen Kapsel in den proximalen Tubulus hat eine exakte Beurteilung von
GroRRenverhaltnissen und rdumlichen Beziehungen erlaubt (Abb. 31A-C). Im virtuellen
dreidimensionalen GefaBmodell des adulten Glomerulus konnte eine Lappchenstruktur der
Glomeruluskapillarschlingen visualisiert werden. Die reale Modellierung dieses Modells durch 3D-
Druckverfahren (Abb. 31E) hat zusétzlich die dreidimensionale morphologische Beurteilung

verbessert. Das virtuelle dreidimensionale GefaBmodell von neonatalen Praparaten zeigte
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Kaliberschwankungen von GefaRanschnitten unterschiedlicher Gro3e (Abb. 31D). Hier war am
Semidunnschnitt keine klare Zuordnung der beobachteten Anschnittmuster maoglich. Die
Herstellung dieser 3D-Datensatze war aufgrund der vielen manuellen Arbeitsschritte allgemein
sehr zeitaufwéndig. Der 3D-Datensatz des adulten Glomerulus (Abb. 31A-C,E), welcher aus 376
Einzelschnitten zusammengesetzt wurde, benétigte insgesamt ca. 40 Std.; die Schnittpraparation
dauerte ca. 8 Std. (ca. 800 Einzelschnitte), die Aufnahme der lichtmikroskopischen Bilder ca. 12
Std. und die Segmentierungen zur Modellierung ca. 20 Std. Aufgrund dieses hohen Zeitaufwands
wird daher die Verwendung von optimiert fixiertem Gewebe sowie allgemein eine prazise
Fragestellung zur Ausrichtung der Aufnahmeparameter und der nachfolgenden Bildbearbeitung

entscheidend.

3.8.2. Elektronentomographie

Bergeron et al. beschrieben Zelltyp-abhdngige morphologische Unterschiede von glattem
endoplasmatischem Retikulum (gER) in renalen Tubuluesepithelien (73). Eine Osmium-
Impragnierung des Gewebes erlaubte eine selektive Kontrastierung dieser Organellen, welche
anhand von 300-1000 nm dicken Kunstharzschnitten im TEM dargestellt wurden. In proximalen
Tubulusepithelien war das gER basolateral besonders dicht ausgepragt, es konnte eine
netzartige Struktur mit sehr regelméaRig angeordneten, ca. 50 nm durchmessenden
Fenestrierungen (porenartige Strukturen) dargestellt werden.

Dieses gER konnte in meiner Arbeit mit dem TEM nach Fixierung mit einer Variation von Protokoll
2 (P2 V2 in Tabelle 1; 200 mOsmol Vehikelosmolaritat) und Protokoll 3 (ca. 230 mOsmol
Vehikelosmolaritat) bereits in der Ubersicht hervorragend abgegrenzt werden (Abb. 19B, Abb.
20B). Eine Darstellung der Fenestrierungen war in meiner Arbeit durch konventionelle TEM-
Ansatze aufgrund des geringen Durchmessers anschnittsbedingt jedoch nur stellenweise
moglich. Grund hierfur sind die im Vergleich zur Porengrof3e relativ dicken Ultradiinnschnitte, die
routinemafig 50-70 nm dinn geschnitten wurden. Die Fenestrierungen konnten daher nur bei
idealer Orientierung der Ultradiinnschnitte dargestellt werden. Weiterhin  konnten
Nachbarschaftsbeziehungen zu anderen Organellen, wie Mitochondrien und dem Golgi-Apparat,
nicht aufgelost bzw. von Uberlagerungen dieser Strukturen abgegrenzt werden. Um die
Substruktur des gER sowie seine Nachbarschaftsbeziehungen exakt aufldsen zu kdnnen, wurden
daher dreidimensionale Rekonstruktionen durch die Elektronentomographie von 200-250 nm
dicken Semidinnschnitten durchgeftihrt. Im Allgemeinen werden bei der Elektronentomographie
Kippungen des Praparats von ca. +65 his -65° als Serie durchgefuhrt und die Projektionen als
Rohdatensatz aufgenommen (74). Dieser Datensatz wird anschlieRend durch Datenverarbeitung
zu einem digitalen Volumen mit einer VoxelgréRe im Subnanometerbereich verrechnet. Eine
digitale Schnittdicke von wenigen Nanometern ermdglichte in meiner Arbeit eine adaquate

Auflésung der Substruktur des gER (Abb. 32). Elektronentomographien von Nierengewebe,
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welches mit einer Variation von Protokoll 2 (P2 V2 in Tabelle 1) angefertigt wurde, konnten nach
Rekonstruktion des Volumens durch Inspect3D mit Amira 5 betrachtet werden; hier war eine
Darstellung des Volumens in jeder gewtinschten digitalen Schnittrichtung, &hnlich wie bei einer
Computertomographie, moglich. Die Membranen des gER konnten exakt durch das
Schnittvolumen verfolgt werden (Abb. 32A-D); hierdurch konnte ihre netzartige Struktur im
Vergleich zur konventionellen Darstellung mit dem TEM (Abb. 20B) verbessert dargestellt
werden. Weiterhin konnten Nachbarschaftsbeziehungen, wie eine Verbindung zum Golgi-
Apparat und eine Fortsetzung des gER um Mitochondrien herum, sicher aufgelést und von
Uberlagerungen abgegrenzt werden. Die beschriebenen Vorteile in der hochauflésenden
Darstellung durch Elektronentomographie im Vergleich zu konventionellen TEM-Ansatzen,
besonders in Verbindung mit verbesserter Auflosung von Volumeninformationen, mussten in
meiner Arbeit mit der zeitaufwandigen Generierung von Kippserien (ca. 2,5 Std. pro Serie) sowie
der nachfolgenden Datenverarbeitung (ca. 2 Std. pro Serie) abgewogen werden. Daher wurden
in meiner Arbeit insgesamt nur ca. 20 Elektronentomographien angefertigt, primér zur

technischen Etablierung dieser Methode.

L s
Abbildung 32. Elektronentomographie von Membranzisternen des gER.
Digitale Schnittebene (A) mit Mitochondrien (M), Golgi-Apparat (GA), diagonal verlaufenden
Zellgrenzen (Pfeile) und Zisternen von gER in einer proximalen Tubuluszelle. Ausschnitte von 3
digitalen Schnittebenen durch das rekonstruierte Volumen; Zisternen des gER zeigen abwechselnd
eine Verbindung und sind in tieferen Schichten getrennt (Pfeilspitzen; A-D).
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3.8.3. TEM-Nanotomie

Die konventionelle Auswertung meiner Daten am TEM erforderte grundsatzlich reprasentative
Aufnahmen unter Verwendung verschiedener VergroRerungsstufen; in Ubersichtsaufnahmen
wurden zur Orientierung mikroanatomische Strukturen wie gesamte Glomeruli fotografiert,
wahrend intrazellulare Strukturen mit héchster Vergrof3erung dargestellt wurden. Eine solche
reprasentative Auswertung anhand von Einzelbildern war im Falle von Nierengewebe, besonders
wenn mehrere Zelltypen bertcksichtigt werden sollten, zeitaufwandig. Die Einzelbilder wurden
anfangs am Zeiss 906 mit analogen Planfilmen und spater am FEI Tecnai G2 mit CCD-Kameras
angefertigt. Planfilme ermdglichten grundsétzlich eine Abbildung in sehr hoher Qualitét, jedoch
war ihre Verwendung durch hohe Kosten von tber einem Euro pro Foto und ein nur 40 Planfilme
fassendes Magazin limitiert. CCD-Kameras ermoglichten verbesserte und vielfaltigere
Auswertungsmodalitaten, da hier Bildaufnahmen nicht mit zusatzlichen Kosten und Magazin-
Wechseln verbunden sind. Die digitalen Fotos waren in ihrer optischen Qualitat und Auflésung
jedoch allgemein den analogen Planfilmen unterlegen. Konventionelle Auswertungen anhand von
Einzelbildern konnten in meiner Arbeit durch CCD-Kameras jedoch allgemein gut durchgefihrt
werden. Die dadurch jedoch nur punktuell durchfiihrbare Auswertung mit Verlust des exakten
mikroanatomischen Zusammenhangs, bei nur mittlerer BildgréRe, blieb allerdings ein
Schwachpunkt des konventionellen Ansatzes per CCD-Kamera.

Eine verbesserte ultrastrukturelle Auswertung sollte daher durch Digitalisierung von
Ultradiinnschnittarealen erreicht werden (TEM-Nanotomie). Auf diesem Wege sollte die
Auswertung von z.B. kompletten Glomeruli nach Digitalisierung auch unabhangig von einem TEM
ermdglicht werden. Hierfir wurden bei mittlerer bis starker VergroRerung Uberlappende
Einzelfotos angerfertigt, durch nachfolgendes Zusammenfligen der Einzelfotos wurden
hochauflésende Datenséatze mit einer Grof3e von bis zu 40 Gigapixel erstellt.

Konventionell angefertigte TEM-Praparate eigneten sich fur diese grof3flachigen Digitalisierungen
nicht, weil hier naturlicherweise Artefakte wie Falten oder Prazipitate sowie Balken von Mesh
grids Ultradlinnschnittareale in unterschiedlichem Ausmalfd verdeckten. Es sollten fiir die TEM-
Nanotomie daher durch Anpassungen der Ultradinnschnittpraparation besonders hochwertige
Préaparate hergestellt werden. Grundlage dieser Praparate waren Schlitz-Grids, die mit Pioloform
befilmt wurden, welches stabilere Filme als Formvar erméglicht und daher keine nachtréagliche
Beschichtung durch Kohlenstoff bendétigt. Eine intensive Reinigung der Grids sowie die
Vermeidung einer Kontamination der Befilmungslosung durch Wasser reduzierte allgemeine
Filmartefakte wie Locher, weil3e Punkte und Schlieren. Eine Hydrophilisierung dieser Schlitz-
Grids innerhalb von 1-3 Tagen nach Befilmung ermdglichte ein faltenfreies Antrocknen von
Ultradiinnschnitten, wodurch weiterhin auch die anschlieRend durchgefiihrte Kontrastierung

deutlich verbessert wurde. Durch diese praparativen Anpassungen konnten zuverlassig grof3e
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Ultradiinnschnittareale hergestellt werden, die frei von Falten und Prézipitaten waren (Abb. 3A-
D) und sich daher besonders gut fir TEM-Nanotomie eigneten.

Es wurden komplette Ultradiinnschnitte von Nierengewebe und Gehirngewebe manuell in
UbersichtsvergroRerung abfotografiert (Abb. 33A,C). Ultradiinnschnittareale wurden bei mittlerer
Vergrof3erung mit ca. 500 Einzelfotos (im Einzelfall tber 4300 Einzelfotos) qualitativ hochwertig
digitalisiert (Abb. 33B,D). Die Datensétze von Glomeruli und Gehirngewebe konnten mit TrakEM2
virtuell bis zum hochaufgelosten Detail mikroskopiert werden, bei erhaltener raumlicher
Orientierung durch einen zusammenhangenden Datensatz. Innerhalb von digitalisierten
Glomeruli konnten subzellulare Details wie Mitochondrien, Golgi-Apparat und raues
endoplasmatisches Retikulum gut abgegrenzt werden, Schlitzdiaphragmata waren ebenfalls
darstellbar.

Die Digitalisierung von Ultradiinnschnittarealen ermdoglichte in dieser Arbeit eine deutlich
verbesserte Auswertung von Nierengewebe. Fur eine Digitalisierung von kortikalen Strukturen
eignete sich im Besonderen Nierengewebe, welches mit den Standardprotokollen (1-3) fixiert
wurde, weil hier kortikale Strukturen mikroanatomisch sowie ultrastrukturell gut erhalten wurden.
Die Vorteile der TEM-Nanotomie mussten mit der hierfir notwendigen Aufnahmezeit (ca. 2,5 Std.
fur 500 Bilder) und der nachfolgenden Datenverarbeitung (ca. 2 Std. pro Serie) abgewogen
werden. Die Wahl einer angemessenen Auflosung musste weiterhin bertcksichtigt werden. Eine
Verdopplung der Pixelgrof3e (z.B. von 2 nm auf 1 nm) bendtigt allgemein eine Vervierfachung der

Bildaufnahmen.
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Abbildung 33. TEM-Nanotomie von Nieren- und Gehirngewebe.

TEM-Nanotomie von Ultradiinnschnitten, aufgezogen auf Pioloform-befiimte Schlitz-Grids.
Nierengewebe (A,B), Gehirngewebe (C,D). Ubersichtsaufnahme; 31 manuell angefertigte TEM-
Aufnahmen wurden mit Fiji/f TrakEM2 zusammengesetzt (P3 V2 in Tabelle 1: A; Pixelgro3e ca. 70 nm).
TEM-Nanotomie Datensatz eines Glomerulus; 484 automatisch angefertigte TEM-Aufnahmen wurden
mit Fiji/ TrakEM2 zusammengesetzt (P3 V2 in Tabelle 1: B; Pixelgrée ca. 1,7 nm); gute Abgrenzbarkeit
von subzellularen Details wie Golgi-Apparat und Mitochondrien (Ausschnitt). Ubersichtsaufnahme; 18
manuell angefertigte TEM-Aufnahmen wurden mit Fiji/ TrakEM2 zusammengesetzt (P3 V6 in Tabelle
1: C; PixelgréRBe ca. 110 nm). TEM-Nanotomie Datensatz von Gehirngewebe; 484 automatisch
angefertigte TEM-Aufnahmen wurden mit Fiji/ TrakEM2 zusammengesetzt (P3 V6 in Tabelle 1: D;
PixelgréRe ca. 1,7 nm); gute Abgrenzbarkeit von subzelluldaren Details wie raues endoplasmatisches
Retikulum, Mitochondrien und Lysosomen (Ausschnitt). Die TEM-Nanotomie Datensatze konnten in
TrakEM2 mit einem stufenlosen Zoom schnell und komfortabel betrachtet werden. TrakEM2
ermoglichte ein  nahezu Uberblendungsfreies Zusammensetzen der Einzelbilder mit
Helligkeitsausgleich, wodurch sichtbare Bildibergénge weitestgehend herausgerechnet wurden.

86



3. Ergebnisse

3.8.4. REM-Array Tomographie

Ansatze flr verbesserte Auswertungen von Ultradinnschnitten wurden mit REM-Array
Tomographie getestet. Hierflir wurden Ultradlinnschnitte auf leitfahige, harte Trager wie
Siliziumstiicke und Kohlenstoff-bedampfte Deckglaser aufgezogen und kontrastiert.

Die Auswertung von Ultradiinnschnitten am TEM setzt die Durchstrahlbarkeit der Préparate
voraus; die nur 50-70 nm diinnen Ultradiinnschnitte sind allgemein sehr anfallig fir die Bildung
von Falten und Prazipitaten (Abb. 34B). Hinzu kommen Tragerfilm-eigene Verunreinigungen wie
Abl6ésungsartefakte, Locher und weil3e Punkte. Die Verformbarkeit der Tragerfilme verstarkt diese
Problematik zusétzlich; im Rahmen meiner Arbeit konnte bei der Schnittaufnahme eine Ursache
der Faltenbildung stereomikroskopisch beobachtet werden. Ein punktuelles Antrocknen von
Ultradinnschnitten mit nachfolgenden Relativbewegungen zwischen Tragerfim und
Ultradiinnschnitt fihrte zu Faltenbildungen. Diese Falten fuhrten im Rahmen der Kontrastierung
wiederum vermehrt zu Prazipitaten. Aufgrund dieser praparatorischen Limitationen war selbst
eine fur die TEM-Nanotomie optimierte Schnittpraparation fallweise mit vielen Artefakten
verbunden. Weiterhin war im Rahmen meiner Arbeit keine hochwertige Abbildung von Strukturen
bei sehr schwacher VergroRerung (z.B. kompletter Glomerulus; Durchmesser 100 um) am TEM
durch Einzelbilder méglich. Ursachlich hierfir ist das Linsensystem eines konventionellen TEM,
welches allgemein fir héhere Vergrol3erungen ausgelegt ist.

Die Verwendung von Ultradinnschnitten am REM ermdglichte den Einsatz von harten
Tragersubstraten wie Glas und Silizium (Abb. 34C). Die Oberflache dieser Stoffe erlaubte eine
grundliche Reinigung inklusive Hydrophilisierung durch Glimmentladung, wahrend Artefakte von
Tragerfilmen fur Schlitz-Grids nicht entfernt werden konnten. Weiterhin konnten hierdurch
Tragerfilm-eigene Artefakte vermieden werden. Die massiven Tragersubstrate kdnnen weiterhin
nicht durch Wechselwirkungen mit der Oberflachenspannung von Wasser verformt werden, was
die Faltenbildung im Rahmen der Schnittantrocknung zusatzlich reduzierte (Abb. 34C). Die
Stabilitat von Ultradlinnschnitten auf massiven Tragersubstraten ermdéglichte auf3erdem eine
erleichterte Kontrastierung; Waschschritte konnten intensiver und ohne Gefahr von

Verformungen oder Zerreil3ungen durchgefihrt werden.

3.8.4.1. Praparation fir REM-Array Tomographie

Es konnten qualitativ sehr hochwertige Préaparate flur die REM-Array Tomographie hergestellt
werden. Die Verwendung der harten Tragersubstrate, welche in variabler Gréf3e (bis zu 25x10
mm) zugeschnitten wurden, ermdglichte weiterhin das Auftragen von mehreren grof3en
Ultradiinnschnitten sowie Schnittb&ndern. Schlitz-Grids fur das TEM limitierten aufgrund des ca.
1x2 mm grof3en Lochs das Auftragen grof3erer Ultradiinnschnitte sowie Schnittb&nder deutlich.

Auf einen harten Trager (z.B. 5xX5 mm messende Siliziumstiicke) wurden im Rahmen meiner
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Arbeit Ublicherweise 2-4 Ultradtinnschnitte aufgezogen (Transfereinheit!), deren Flache aufgrund
geringer Artefaktbildung zu fast 100% ausgewertet werden konnte. Die sehr hydrophile und
ebene Oberflache der harten Trager erméglichte ein Antrocknen der Ultradiinnschnitte in sehr
flacher Orientierung (parallel zum Tragersubstrat), wodurch die Entstehung von Falten im
Ultradiinnschnitt vermieden werden konnte. Im Gegensatz dazu fihrte das Antrocknen auf
hydrophoben Oberflachen wie Schlitz-Grids oder harten Tragersubstraten, die nicht durch
Glimmentladung hydrophilisiert wurden, zu deutlicher Faltenbildung. Die Ultradiinnschnitte
wurden mit dem Stereomikroskop des Ultramikrotoms wahrend der Trocknung kontrolliert
(Farbwechsel von grau nach hellgelb) und konnten vor der Kontrastierung hinsichtlich ihrer
Qualitat somit gut beurteilt werden. Fir die Auswertung mit der REM-Array Tomographie wurden
nur 1-2 Transfereinheiten pro Gewebeblock bendtigt; dies beschleunigte den Schneideprozess
und die Kontrastierung und reduzierte den Verschlei3 der Diamantmesser. Eine faltenfreie
Antrocknung der Ultradiinnschnitte auf den harten Tragern einerseits und eine Kontrastierung mit
effektivem Auswaschen und schonender Trocknung andererseits erméglichten die Herstellung

von faltenfreien und nahezu Préazipitat-freien Ultradinnschnitten (Abb. 3, Abb. 35).

3.8.4.2. REM-Array Tomographie; Einzelbilder

Die Anfertigung von Einzelbildern mit normaler BildgroRe (3072x2304 oder 1024x768 Pixel)
wurde mit einem Zeiss Sigma und einem Inlense-Sekundérelektronendetektor durchgefihrt.
GroRe Strukturen konnten durch Ubersichtsaufnahmen in hoher Qualitat aufgenommen werden
(Abb. 35). Im Vergleich zu Ubersichtsaufnahmen am TEM (Einzelbilder) wurden keine
QualitatseinbuRen aufgrund der geringen VergroRerungen beobachtet. Die stabile Praparation
der REM-Array Tomographie ermoglichte eine gut reproduzierbare Herstellung von nahezu
perfekten Einzelbildern (Abb. 35-37). Eine &hnliche Qualitat konnte mit TEM-Praparationen im
Rahmen meiner Arbeit bei vergleichbar geringem Aufwand nicht erzielt werden. Es waren
Aufnahmen von grof3en Arealen (Abb. 35) in hoher Qualitat — ohne Falten und Prazipitate —
mdglich. Auch Aufnahmen bei mittleren VergréZerungen (Abb. 36) waren in hoher Qualitét
maoglich. Aufgrund einer grof3en Auswahl von Motiven und einer erhaltenen Mikro-Ultra-
Korrelation wurden spezifische Tubulussegmente oder Zellen in einer gewinschten
Schnittorientierung sehr schnell gefunden. Héchste VergréRerungen waren maoglich (Abb. 37),
jedoch aufgrund von Aufnahmezeiten zwischen 3-5 min., verbunden mit einer hohen Anfalligkeit
fur Vibrationsartefakte, limitiert. Membranen wurden mit der REM-Array Tomographie sehr
kontrastreich dargestellt, ihre typische trilamin&re Struktur war jedoch weniger deutlich auflésbar
als mit dem TEM (Abb. 37).

1 Hiermit wird die préaparatorische Grundlage fiir die Kontrastierung und nachfolgende Schritte beschrieben (Tréagersubstrat und 1-x
Ultradiinnschnitte).
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Die Aufnahmen durch REM-Array Tomographie waren durch Elektronenstrahl-induzierte
Kontaminationen und eine betonte Darstellung von weiteren Oberflachen-nahen Artefakten (z.B.
Scharten) bei Verwendung des Inlense-Sekundéarelektronendetektors limitiert. Um die Abbildung
dieser Kontaminationen auf Bildern zu vermeiden, wurden Fokussierung und
Astigmatismuskorrektur in benachbarten Regionen durchgefihrt (Abb. 36, Abb. 37). Durch
Verwendung von mehreren Einzelschnitten oder Schnittbdndern (bis zu 150 Ultradinnschnitte
auf einem Objekttragerstreifen) konnte weiterhin, im Falle von artifiziell veranderten
Ultradiinnschnittarealen, auf benachbarte Ultradiinnschnitte ausgewichen werden. Alternativ
konnte durch Verwendung eines EsB- oder BSE-Detektors (an einem Zeiss Merlin bzw. an einem
Zeiss Sigma 500 verwendet) eine Unterdriickung der oberflachennahen Artefakte erfolgen, bei

jedoch geringgradig verringerter Auflosung und langerer Aufnahmezeit.
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Abblldung 34. Funktlonswe|se der REM-Array Tomographle
Ultrastruktur von Gewebe, welches mit einem konventionellen REM-Ansatz (A), konventionellen TEM-
Ansatz (B) und mit der REM-Array Tomographie (C) dargestellt wurde. Im konventionellen REM-Ansatz
wird eine massive Probe — besputtert mit leitfahigem Material — mit einem Primérelektronenstrahl
abgerastert und so ein Bild mit topografischen Informationen erzeugt (A; interdigitierende Fortsétze von
Podozyten). Im konventionellen TEM-Ansatz wird ein Ultradinnschnitt mit einem Elektronenstrahl
durchleuchtet — ein Projektionsbild der gesamten Volumeninformation entsteht und mit einem Detektor
abgebildet (B). In der REM-Array Tomographie wird ein Ultradiinnschnitt auf eine leitfahige Unterlage
aufgetragen. Mit einem Priméarelektronenstrahl wird das Préparat abgerastert; das Bild ist vergleichbar
mit dem des konventionellen TEM-Ansatzes (C). Abkirzungen: PE; Primarelektronen, ET; Everhard-
Thornley-Detektor, SE; Sekundérelektronen, IL; Inlense-Detektor.
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3.8.4.3. REM-Array Tomographie; Nanotomie-Datensétze im Einzelstrahl-REM

Bei der Auswertung von konventionellen Ultradiinnschnitten im TEM wurden zwei Arten von
Elektronenstrahl-induzierten Veranderungen der Praparate festgestellt. Die Bestrahlung von
Ultradiinnschnittarealen fiihrte zur Abblassung des jeweiligen Areals; diese war umso deutlicher
sichtbar, je homogener die Struktur des Areals war (stark ausgepragt z.B. bei Gewebe-freiem
Hintergrund wie GefalR3lumina) und je starker die Strahlintensitat eingestellt war. Weiterhin waren
im Live-Modus der Veleta CCD-Kamera Bewegungen des Praparats feststellbar, welche als
Elektronenstrahl-induzierte Verformungen des Praparats gewertet wurden. Im Rahmen von
grol3flachigen Digitalisierungen durch TEM-Nanotomie konnten diese Elektronenschaden durch
vorherige Bestrahlung (,Stabilisierung®) des Préparats und durch Reduktion der Strahlintensitat
reduziert werden, jedoch erschwerten auch verbleibende geringgradige Elektronstrahlenschaden
am Praparat das Zusammensetzen der Einzelbilder zu homogenen Datenséatzen.

Die hohe Stabilitat der Préaparation von Ultradinnschnitten auf festem Tragermaterial bei der
REM-Array Tomographie zeigte gegeniber der Verwendung von konventionellen TEM-
Préaparaten entscheidende Vorteile bei der Digitalisierung groR3flachiger Ultradinnschnittareale.
Hier konnten auf einfache Weise viele Ultradinnschnitte (ein Array, vergleichbar mit der hohen
Dichte von untersuchbaren Einheiten eines Microarrays) auf einem Tragermaterial platziert
werden, sodass Ultradlinnschnitte einfacher ausgewertet werden konnten. Es wurden komplette
physiologische und pathologische Glomeruli bis zu einer Gré3e von ca. 150x150 pm und einer
PixelgroRe von 3 nm digitalisiert (Abb. 38). Es wurden mikroanatomische Strukturen sowie auch
subzellulare Details in hoher Qualitéat abgebildet. Die Datenséatze wurden bis zu einer Grof3e von
ca. 2 GB im tif- oder jpg-Dateiformat gespeichert und mit Fiji betrachtet. Analog zu den TEM-
Nanotomie Datensatzen konnten auch die Datensatze der REM-Array Tomographie nach einem
initialen Ladevorgang mit stufenloser VergroRerung betrachtet und unabhangig von einem
Elektronenmikroskop bearbeitet werden (virtuelle Elektronenmikroskopie).

Vergleichbar mit den Elektronenstrahl-induzierten Schaden an TEM-Praparaten waren auch an
Praparaten der REM-Array Tomographie Veranderungen nach Kontakt mit dem Elektronenstrahl
feststellbar. Speziell bei Verwendung des Inlense-Sekundarelektronendetektors, welcher
besonders das oberflachliche Volumen der Schnittpraparate darstellt, zeigten sich
elektronendichte Kontaminationen. Diese Zonen wurden in meiner Arbeit stellenweise manuell
mit Adobe Photoshop CS4 in ihrer Helligkeit an umgebende Zonen angepasst. Die Verwendung
eines BSE- sowie eines EsB-Detektors reduzierte die Darstellung dieser elektronendichten

Kontaminationen, weil diese Detektoren tieferliegende Volumina der Schnittpraparate darstellen.
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Abbildung 35. REM-Array Tomographie, Einzelbild.

REM-Array Tomographie Einzelbild eines Glomerulus (Protokoll 3); der Ultradliinnschnitt wurde auf ein
mit Kohlenstoff bedampftes Deckglas aufgezogen. Die digitalisierte Flache entspricht ca. 130x170 pum,
der originale Datensatz besteht aus 3072x2304 Pixel (Pixelgrof3e; ca. 55 nm). Es wurde ein Inlense-
Sekundarelektronendetektor verwendet, wodurch oberflichennahe Artefakte wie geringgradige
elektronendichte Kontaminationen (Pfeilspitzen), induziert durch den Elektronenstrahl bei der
Fokussierung, abgebildet wurden. Ansonsten war der gesamte Ultradinnschnitt, bis auf sehr
vereinzelte Falten und wenige Verunreinigungen, tber die komplette Flache auswertbar.
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Abbildung 36. Vergleich von konventionellem TEM-Ansatz mit REM-Array Tomographie.

Einzelbild einer proximalem Tubuluszelle; konventioneller TEM-Ansatz (A) und REM-Array
Tomographie (B) bei mittlerer VergréRerung. Variation von Protokoll 2 (P2 V2 in Tabelle 1; 200 mOsmol
Vehikelosmolaritat). Der Ultradinnschnitt wurde auf ein mit Kohlenstoff bedampftes Deckglas
aufgezogen. Zwischen TEM-Ansatz und REM-Array Tomographie besteht kaum ein morphologischer
Unterschied, Membranen erscheinen bei der REM-Array Tomographie allgemein etwas deutlicher (B).
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Abbildung 37. Vergleich von konventionellem TEM-Ansatz mit REM-Array Tomographie.

Konventioneller TEM-Ansatz (A) und REM-Array Tomographie (B) bei hoher VergréRerung,
Detailausschnitte aus Abb. 36. Membranen erscheinen in der REM-Array Tomographie allgemein etwas
deutlicher (B), ihre typische trilamindre Struktur (A; Bildausschnitt) ist jedoch weniger deutlich

abgrenzbar. Weiterhin ist das allgemeine Erscheinungsbild der REM-Array Tomographie weniger
"kornig"”.
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Abbildung 38. REM-Array Tomographie, Nanotomie-Datensatz im Einzelstrahl-REM.
Digitalisierter Glomerulus, Variation von Protokoll 2 (P2 V2 in Tabelle 1; 200 mOsmol
Vehikelosmolaritat), aufgenommen im Einzelstrahlverfahren. Der Ultradiinnschnitt wurde auf ein
Siliziumplattchen aufgezogen. Es wurden 4 hochauflésende Einzelbilder automatisch angefertigt und
mit Adobe Photoshop CS4 zusammengesetzt. Die digitalisierte Flache entspricht ca. 80x80 um, der
originale Datensatz besteht aus ca. 30000x30000 Pixel (Pixelgréf3e 3 nm). Es wurde ein EsB-Detektor
verwendet, wodurch oberflichennahe Artefakte wie Scharten, Prazipitate und Elektronenstrahl-
induzierte Kontaminationen deutlich abgeschwéacht dargestellt wurden. Fokale Helligkeitsunterschiede
im Bereich der Uberlappungen wurden manuell reduziert. Der Bildausschnitt zeigt das zytoplasmatische
Detail eines Podozyten; subzellulare Details wie zwei Zentriolen und ein Golgi-Apparat sind vom
elektronenlichten Zytoplasma gut abgrenzbar.

i

Die Aufnahmezeit bei der REM-Array Tomographie Nanotomie war vergleichbar mit der TEM-
Nanotomie und lag bei ca. 1-2 Std. fur eine Flache von 100x100 um (PixelgréRe 3 nm, BSE-
Detektor; Demozentrum von Carl Zeiss Microscopy in Oberkochen). Allerdings war die
Aufnahmezeit bei der REM-Array Tomographie Nanotomie stark abhangig von den eingestellten
Parametern und den verwendeten Detektoren. Eine eingestellte hohe Dwell time! (z.B. 25 ps)

und die Verwendung eines EsB-Detektors fur eine verbesserte Aufnahmequalitat erhéhten im

1 Verweildauer des Elektronenstrahls eines REM pro Pixel.
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Rahmen dieser Arbeit die Aufnahmezeit im Einzelfall auf bis zu ca. 20 Std. Im Vergleich zur TEM-
Nanotomie wurden mit der REM-Array Tomographie deutlich groRere Bildkacheln erzeugt. Diese
waren mit bis zu ca. 16000x16000 Pixel (TEM-Nanotomie; 4096x4096 Pixel) ca. 16x groRer.
Hierdurch konnten lberlappende Bereiche und damit die Aufnahmezeit reduziert werden. Das
nachfolgende Zusammenfiigen per TrakEM2 wurde hierdurch ebenfalls beschleunigt und auch

gualitativ verbessert, da weniger anpassende Berechnungen durchgefihrt werden mussten.

3.8.4.4. REM-Array Tomographie; 3D-Datensétze im Einzelstrahl-REM

Eine radumliche Darstellung von glomerularen und tubuldren  Strukturen durch
Semidinnschnittserien ermoglichte in meiner Arbeit eine Auflosung von mikroanatomischen
Details, jedoch konnten subzellulare Details hierdurch aufldsungsbedingt nur ungenigend
dargestellt werden. Auf ultrastruktureller Ebene zeigten konventionelle Ultradiinnschnitte am TEM
auf der Basis von angepassten Praparationen ausgezeichnet fixierte Zellstrukturen, jedoch
konnten Organellen anschnittsbedingt nur in einer Ebene zweidimensional bzw. als Summation
des Ultradinnschnittvolumens dargestellt werden. Serienschnitte zur 3D-Rekonstruktion waren
mit dem TEM-Ansatz zwar moglich gewesen, jedoch bei allgemein duf3erst hohem Aufwand und
zahlreichen Préaparationsartefakten sowie weiteren Limitationen aufgrund mangelnder
Probenstabilitdt. Elektronentomographien ermdglichten eine sehr hohe raumliche Auflésung,
jedoch war diese Technik durch die verwendete Schnittdicke von ca. 250 nm limitiert, bei
weiterhin kleinem Field of view?, limitiert durch den Chip der CCD-Kamera. Konventionelle REM-
Ansatze boten in meiner Arbeit den Vorteil einer allgemein hohen rdumlichen Auflésung, jedoch
konnten die hier erlangten Informationen nicht in einen Kontext zum subzellularen Detail wie
Organellen und Zellmembranen gesetzt werden.

Durch die REM-Array Tomographie konnte eine dreidimensionale Darstellung auf
ultrastruktureller Ebene bei grol3em Field of view und mittlerer X/Y/Z-Auflésung erreicht werden.
Es wurde ein Volumen von ca. 30x25x1,7 um mit einer PixelgroRe von 5 nm digitalisiert (Abb.
39A-G). Hierdurch konnten Organellen wie Zellkerne, Mitochondrien, Autophagosomen und
Lysosomen innerhalb einer Zelle des aufsteigenden Schleifenschenkels aufgeldst und in einem
mikroanatomischen Kontext betrachtet werden. Es zeigte sich nach Segmentierung und
Modellierung die vernetzte Struktur von Mitochondrien. Weiterhin zeigte sich ein r&umlicher
Zusammenhang zwischen Autophagosomen und dem rauen endoplasmatischen Retikulum;
sichelférmige Membranenstrukturen der Autophagosomen zeigten hier einen Kontakt mit den
Zisternen des rauen endoplasmatischen Retikulums. Jedoch war aufgrund der gewdhlten
mittleren Aufldsung in X/Y/Z nur eine orientierende Beurteilung der Membranenzisternen méglich
(Abb. 39C-G).

1 Der Begriff Field of view beschreibt die einsehbare Gewebeflache eines mikroskopischen Praparats (Gesichtsfeld).
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Abbildung 39. REM-Array Tomographie, 3D-Datensatz.

Das Gewebe wurde mit einer Variation von Protokoll 2 fixiert (P2 V2/ Glutaraldeyhd in Tabelle 1: 200
mOsmol Vehikelosmolaritat). Es wurden 34 Ultradiinnschnitte durch hochaufgeléste Einzelbilder (ca.
6000x5000 Pixel) einer Zelle eines aufsteigenden Schleifenschenkels mit einer PixelgréRe von 5 nm
digitalisiert. Es wurden &auf3ere Tubulusbegrenzung (grin), innere Tubulusbegrenzung (Gelb), ein
Zellkern (blau) und Zellkern-nahe Mitochondrien (rot) fir eine 3D-Darstellung modelliert (A,B). Anhand
des 3D-Modells konnten der vernetzte Aufbau der Mitochondrien exakt nachverfolgt sowie
Nachbarschaftsbeziehungen zu anderen Organellen festgestellt werden (B). In einer weiteren 3D-
Darstellung wurden zwei Autophagosomen modelliert (gelb; C, E-G), hier kann die
Nachbarschaftsbeziehung zum rauen endoplasmatischen Retikulum (griin) visualisiert werden. Die
native PixelgréRe in X/Y von 5 nm (C; horizontal) zeigt das hochaufgel6ste ultrastrukturelle Detail der
Zelle; anhand einer rekonstruierten Schnittebene (C; vertikal) ist die geringere Pixelgrof3e in Z von ca.
50 nm mit groberer Struktur feststellbar. Die Auflosung in X/Y/Z ist fur die Auflésbarkeit von
Membranzisternen nicht optimiert, es kdnnen jedoch die Membranen von Autophagosomen (D; Multi
slice view in 3Dmod) orientierend aufgelost werden.
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3.8.4.5. REM-Array Tomographie; Nanotomie-Datenséatze im Mehrstrah|-REM
Ultradlnnschnittdigitalisierungen durch TEM- und REM-Ansatze stellten in meiner Arbeit
aufgrund der langen Aufnahmezeiten eine Limitation dar, welche die Einsetzbarkeit dieser
Techniken deutlich einschrénkte. Eine routinem&Rige Anwendung zur Auswertung der
Fixierungsprotokolle war mit der TEM-Nanotomie daher nicht méglich. Der kooperationsbasierte
Zugang zur REM-Array Tomographie schrnkte diesen Ansatz zusatzlich ein. Das Potential der
Digitalisierung von Ultradinnschnittarealen schatzte ich jedoch aufgrund der verbesserten
Auswertungsmadglichkeiten als auBerordentlich hoch ein. Auf der Grundlage meiner Vorarbeiten
bot sich mir die Moglichkeit, im Demozentrum von Carl Zeiss Microscopy in Oberkochen ein
neuartiges REM zu testen, welches zur Digitalisierung 61 Elektronenstrahlen simultan nutzt und
damit die Aufnahmezeit um das ca. 100-fache reduziert (Zeiss MultiSEM 505). Ziel hierbei war
die Beurteilung der Bildqualitat von Standard-Ultradiinnschnittpréaparaten der REM-Array
Tomographie, weil u.a. spezielle neuartige Detektorsysteme im Mehrstrahl-REM eingesetzt
werden und daher eine orientierende Testung ohne Anpassung der Kunstharzpréparation fur eine
erste Beurteilung sinnvoll erschien. Hierfur wurden Ultradiinnschnitte auf Siliziumplattchen
untersucht. Aufgrund von Aufladungsartefakten in Form von verdunkelten und unscharfen
Bildarealen wurden die Praparate fakultativn mit Kohlenstoff bedampft. Komplette
Ultradiinnschnitte wurden mit einer Pixelgré3e von 4 nm innerhalb von nur 20-30 min. digitalisiert.
So wurden z.B. mikroanatomische Strukturen wie Glomeruli mit typischem Erscheinungsbild ihrer
Zellen und Auflésbarkeit von subzellularen Details dargestellt. Eine optimierte Schnittpraparation
mit einem neuwertigen UltraSemi 35° Diamantmesser zur Anfertigung einer glatten Oberflache
und eine optimierte Aufnahmetechnik ermdglichten eine qualitativ hochwertige Digitalisierung von
ca. 150x150 um groRRen Ultradiinnschnittarealen innerhalb von ca. 1 min. (Abb. 40A,B). Die
Auflosung der Praparate wurde jedoch durch oberflachennahe Artefakte limitiert; Schnittartefakte
und Prazipitate wurden durch den verwendeten Sekundarelektronendetektor sehr deutlich
dargestellt. Diese konnten weiterhin nicht durch alternative Detektorsysteme wie einen BSE-
Detektor reduziert werden, weil lediglich ein Sekundarelektronendetektor fiir das Gerat verfligbar
ist. Weiterhin wurde das Bild durch Aufladungsartefakte verschlechtert. Dennoch konnten grol3e
Ultradinnschnittareale ohne spezielle Anpassung der Fixierung oder Kunstharzeinbettung
innerhalb sehr kurzer Zeit qualitativ hochwertig digitalisiert werden (Abb. 40A,B).
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Abbildung 40. REM-Array Tomographie, Nanotomie-Datensatz im Mehrstrahl-REM.

Digitalisierter Glomerulus, Protokoll 3 (ca. 230 mOsmol Vehikelosmolaritdt, Osmierung nach
Standardprotokoll). Der Ultradinnschnitt wurde auf ein Siliziumplattchen aufgezogen. Es wurden 7
hexagonale Bilder, bestehend aus jeweils 61 Einzelbildern, automatisch innerhalb von ca. 1 min.
angefertigt und anschlieBend mit Fiji/TrakEM2 zusammengesetzt. Die digitalisierte Flache entspricht
ca. 250x250 pum, der originale Datensatz besteht aus ca. 65000x65000 Pixel (Pixelgrol3e 4 nm). Es
wurde ein Sekundérelektronendetektor verwendet. Der Glomerulus zeigt eine der TEM-Morphologie
ahnliche Erscheinung mit guter mikroanatomischer Struktur; verbliebene geringgradige
Helligkeitsunterschiede zwischen den Einzelbildern sind erkennbar. Im Detail kénnen subzellulare
Details wie Mitochondrien sowie die Komponenten der Filtrationsbarriere abgegrenzt werden
(fenestriertes Endothel, Basalmembranen, Podozytenfortsétze und Schlitzmembranen).
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3.8.5. Zusammenfassende Beurteilung der mikroskopischen Verfahren
Semidunnschnittserien ermdglichten eine hochauflésende lichtmikroskopische dreidimensionale
Rekonstruktion von Strukturen wie Tubuli und kompletten Glomeruli. Damit erlaubten sie eine
Anfertigung von virtuellen Schnittebenen in gewiinschter Orientierung und eine virtuelle
Modellierung, wodurch die komplexe Struktur von Glomeruli verbessert visualisiert werden
konnte. Limitierend ist die LM-Array Tomographie jedoch durch eine Vielzahl von zeitaufwandigen
manuellen Arbeitsschritten wie Praparation, Bildaufnahme und Segmentierung.

Die REM-Array Tomographie ermdglichte eine hochauflésende ultrastrukturelle dreidimensionale
Rekonstruktion zellularer und subzellularer Strukturen, war jedoch durch lange Aufnahmezeiten
am REM limitiert. Eine weiter gesteigerte Auflosung fur dreidimensionale Rekonstruktionen wurde
durch Elektronentomographie ermdglicht, jedoch war diese durch das geringe Schnittvolumen
von ca. 250 nm, einer langen Aufnahmezeit und einer sehr aufwéandigen Datenverarbeitung nicht
als Routineanwendung nutzbar.

Die zweidimensionale Digitalisierung von grof3en Ultradinnschnittarealen mit der TEM-
Nanotomie erméglichte Auswertungen auch unabhangig von einem Elektronenmikroskop. Diese
Technik ermdglichte den Erhalt von rdumlichen Beziehungen zwischen mikroanatomischer und
ultrastruktureller Ebene und somit eine verbesserte morphologische Auswertung der strukturellen
Heterogenitat von Nieren- und Hirngewebe. Limitationen zeigten sich im Rahmen meiner Arbeit
in Form von Praparationsartefakten und dem zeitlichen Aufwand bei Anfertigung und
Verarbeitung der Datenséatze. Die REM-Array Tomographie erleichterte die Anfertigung von
gualitativ hochwertigen Praparaten fur grol3flachige Digitalisierungen. Einzelbilder konnten in
hoher Qualitéat von geringer bis hoher Vergré3erung angefertigt werden, bei guter Auffindbarkeit
auch seltener kortikaler und medullarer Strukturen durch barrierefreie
Ultradiinnschnittdarstellung. Hochauflésende Nanotomie-Datensatze konnten weiterhin im
Vergleich zur TEM-Nanotomie durch stabilere Praparation verbessert erzeugt werden. Durch
Verwendung eines Mehrstrahl-REM  konnte aufRerdem die Digitalisierung von
Ultradiinnschnittarealen um den Faktor 100 beschleunigt werden, wodurch in Zukunft die

Verfugbarkeit der Ultradlinnschnitt-Digitalisierung deutlich verbessert werden kénnte.
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Im Rahmen meiner Arbeit konnte durch Anpassung von Protokollen zur Formaldehyd-basierten
Perfusionsfixierung sowie der Gewebe- und Schnittpraparation eine optimierte morphologische
und histochemische Auswertung von Nierengewebe erreicht werden. Das primar durch schwach
vernetzende Formaldehydl6sung fixierte und entsprechend der weiteren Methoden
aufgearbeitete Material erlaubt eine Verwendung der in meiner Arbeit vorgestellten
mikroskopischen Verfahren an nur einem Versuchstier. Hierdurch kdnnen zwei der "3R-
Grundsatze" mit Reduktion (Reduction) und Verfeinerung (Refinement) getroffen werden (58).
Die Verwendung von nur einem Versuchstier fir alle Methoden ermdglichte eine stringentere
Korrelation untersuchter Parameter. Weiterhin konnte Nierengewebe in dieser Arbeit durch
Verwendung neuer mikroskopischer Verfahren wie TEM-Nanotomie und REM-Array
Tomographie (75, 76) verbessert ultrastrukturell ausgewertet werden. Wie ausfuhrlich in den
Methoden dieser Arbeit beschrieben, beinhaltet eine Standardpraparation fur TEM- und REM-
Ansatze eine Vielzahl an Arbeitsschritten; von der Zusammensetzung der Perfusionslésungen
bis zur Auswertung der Bilder am PC muss jeder Schritt als Variable mit potentiellem Einfluss auf
das finale morphologische Erscheinungsbild angesehen werden; dieses ist dabei als Summation
aller Arbeitsschritte zu sehen, zu denen auch die Bildentstehung per CCD-Kamera und die
Darstellung per Monitor gehdren. Diese Variablen zu identifizieren und hinsichtlich ihres
Einflusses auf das finale morphologische Erscheinungsbild zu charakterisieren stellt eine kritische

Aufgabe dar und soll im Folgenden diskutiert werden.

4.1 Fixierungsprotokolle zur optimierten morphologischen und histochemischen
Auswertung der Niere

Organspezifische physiologische und morphologische Eigenheiten der Niere kdnnen
bekanntermal3en durch Perfusionsfixierung am besten bertcksichtigt werden; so kann ohne
Druckverlust ein schnelles Auftreffen der Fixierldsung ermdglicht und Nierengewebe in einem
lebensnahen Zustand erhalten werden (9, 13, 15, 24). In umfangreichen Untersuchungen wurden
zuvor Parameter der Perfusionsfixierung und verwendete Ldsungen in friheren Arbeiten
untersucht; als Fixans wurde hier zumeist hochvernetzendes Glutaraldehyd verwendet (9, 15, 24-
27). Durch eine starke Fixierung per Glutaraldehyd konnten hierdurch Protokolle fir
hochauflésende licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen etabliert werden, jedoch
eignet sich so fixiertes Gewebe aufgrund der Maskierung von Antigenen generell nicht fur
histochemische Untersuchungen (19). Hierfur wurde klassischerweise in einem separaten Ansatz
durch Organentnahme an getdteten Versuchstieren Material in Formaldehyd per Immersion fixiert
(77); die hieraus resultierenden negativen Folgen wie Kollaps von Tubuli und allgemeine

Zellschwellung mit eingeschrénkter ultrastruktureller Auswertbarkeit konnten auch in meiner
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Arbeit gezeigt werden. In fruheren Arbeiten wurden bereits Formaldehyd-Fixierungen durch
entsprechende Nachbehandlungen mit TEM-Anséatzen kombiniert (24), jedoch bisher ohne
Untersuchung von methodischen Ansatzen mit dem Ziel einer verbesserten ultrastrukturellen
Darstellung dieses Materials. Hierflr zuverldssige Standardprotokolle zu erstellen und zu
diskutieren war zentrales Ziel im ersten Abschnitt meiner Arbeit. Durch Variationen dieser
Protokolle konnten weiterhin Ansatzpunkte fir eine selektiv weiter verbesserte Ultrastruktur

spezieller Nierenzonen und Zelltypen erreicht werden.

4.1.1. Perfusionsfixierung

Eine Perfusionsfixierung kann aufgrund der vielen Praparationsschritte und der damit
verbundenen Labor-eigenen Handhabungen im Rahmen der Vorbereitung generell als erschwert
reproduzierbar betrachtet werden (9, 14, 15). Ausgangspunkt meiner Experimente waren im
Labor bereits gut etablierte Techniken fir Perfusionsfixierungen und nachfolgende
Préaparationen. Auf dieser Grundlage konnte durch gezielte Anpassung von Arbeitsschritten eine
Qualitatsoptimierung durchgefiihrt werden. Die Orientierung an publizierten Ergebnissen diente

als eine Form der Qualitatskontrolle.

4.1.1.1. Praparatorische Standards

Eine Orientierung an Labor-eigenen Erfahrungswerten zu Perfusionsfixierungen ermdglichte eine
hohe Reproduzierbarkeit der Experimente. Hier wurden speziell die Anasthesie und die
chirurgische Préparation als entscheidende Punkte der Perfusionsfixierung abgegrenzt. Die
Inspektion der Nierenoberflache im Rahmen der Praparation der Perfusionsfixierung sowie kurz
vor und nach Infusion der Vorspillésung und Fixierldsung war dabei zentraler Bestandteil der
makroskopischen Qualitatsbeurteilung. Auch in friheren Arbeiten wurde durch makroskopische
und stereomikroskopische Inspektion der Nierenoberflache wahrend der Perfusionsfixierung eine
erste Qualitatseinschatzung unternommen (9, 15). Hierdurch konnten verschiedene
EinflussgroRen wie Anasthesietiefe, Blutverlust, Vasokonstriktion und Gefaflokklusion beurteilt

werden.

4.1.1.2. Anéasthesie

Versuchstiere haben im Rahmen der Experimente meiner Arbeit z.T. sehr unterschiedlich auf die
Anéasthesie mit Isofluran und Nembutal reagiert (3.1.1.; Anéasthesie). Ziel der Anéasthesie war
generell eine sehr tiefe Sedierung mit Ausbleiben einer Reaktion nach Setzen eines
Schmerzreizes. Bei Verwendung von deutlich héherer Dosierung von Nembutal (Richtwert: 40
mg/kg Korpergewicht), wie sie z.B. bei fettleibigen Tieren notig war, wurde vermehrt eine fleckige
Nierenoberflache beobachtet. In einer friheren Arbeit wurde dieser Zusammenhang bereits

beschrieben; es wurden Blutdruckschwankungen und damit auch Schwankungen des renalen
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Blutflusses als Ursache von kollabierten proximalen Tubuli vermutet (15, 24). In friheren Arbeiten
wurden die Versuchstiere ebenfalls mit Nembutal anasthesiert (9, 13, 24-27, 34, 78, 79), die
verwendete Dosis betrug 35-50 mg/kg Koérpergewicht.

Alternativ zu Nembutal wurde in meiner Arbeit Ketanest (Ketamin) als Anésthetikum gewéhlt, da
dieses allgemein eine verbesserte hdmodynamische Stabilitat bietet. Hierdurch sollte die
Durchblutung der Nieren verbessert und dadurch Artefakte wie kollabierte Tubulussegmente
reduziert werden. Es zeigten sich hier jedoch haufiger eine fleckige Nierenoberflache und damit
Anzeichen von ischdmischen Schaden. Dies ist vermutlich auf einen erhdhten Tonus der
NierengefalRe mit Neigung zur Vasokonstriktion zurtickzufuhren.

In einer friheren Arbeit wurden negative Auswirkungen einer Ather-Anasthesie auf das
Nierenmark beschrieben (26). Eine vor-Sedierung mit Isofluran, wie in meiner Arbeit zur
erleichterten nachfolgenden Injektion von Nembutal durchgefiihrt, wurde in diesen Arbeiten
jedoch nicht beschrieben (9, 13, 24-27, 34, 78, 79).

4.1.1.3. Chirurgische Praparation und Perfusionsdruck

Einige Autoren haben unmittelbar nach dem Start der retrograden Perfusionsfixierung proximal
der Aa. renales eine GefaRklemme an der Aorta abdominalis gesetzt (subdiaphragmale Klemme)
(9, 15, 25). Die Praparation dieses Areals ist jedoch aufgrund der zarten Gefal3e und der
unmittelbaren Nahe zu den Nierenarterien sowie den Nieren selbst zeitaufwandig und bringt eine
Blutungsgefahr mit sich. Daher wurde dieser Arbeitsschritt in meiner Arbeit nicht durchgefunhrt,
auch wenn hierdurch ein verbesserter Fluss der Vorspll- und Fixierlésung durch die Nieren zu
erwarten ware, da der Weg Uber die Aorta abdominalis in die kraniale Kérperregion durch die
subdiaphragmale Klemme versperrt ist. In der Folge wére auch eine verbesserte Perfusion der
Nieren denkbar. Im Rahmen meiner Arbeit konnten jedoch auch ohne subdiaphragmale Klemme
und die damit erhodhte Blutungsgefahr exzellente und reproduzierbare Ergebnisse erreicht
werden.

Neben dem kompletten Kollaps von proximalen Tubuli in Folge von Druckverlust wurde in meiner
Arbeit eine starke Abhéngigkeit der Zellhéhe sowie des Tubulusdurchmessers vom applizierten
Perfusionsdruck beobachtet. Dieser wurde neben der HOhe der Infusionsflaschen bzw. des
eingestellten pneumatischen Drucks offenbar auch stark durch die Geometrie des
Aortenkatheters, seiner Lage innerhalb der Aorta sowie die GroRRe der Inzision in der Vena cava
inferior bestimmt. Die besonders hohe Sensitivitat von proximalen Tubuli gegentber ungeeignet
justierten Parametern der Perfusionsfixierung wurde zuvor beschrieben (9, 25, 80). In einer
friiheren Arbeit konnte weiterhin die Abhangigkeit der Zellhéhe von proximalen Tubulusepithelien
vom intratubularen Perfusionsdruck im Molch (Necturus) gezeigt werden; durch Okklusion eines
Glomerulus wurde hier der Perfusionsdruck im nachgeschalteten Nephron selektiv reduziert,

wahrend eine Okklusion im distalen Nephron den Perfusionsdruck in proximalen Segmenten
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erhéhte. Ein erhdhter intratubuldarer Druck fiuhrte hier zu abgeflachten proximalen
Tubulusepithelien, wahrend ein reduzierter intratubularer Druck eine Zunahme ihrer Héhe
bewirkte (29). Vergleichbare Beobachtungen wurden bei der Mikroperfusion von Nephronen in
vivo gemacht (24); durch Glaspipetten wurde hier Glutaraldehyd selektiv in proximale Tubuli
injiziert. Ein erhohter intratubulérer Perfusionsdruck zeigte in der TEM-Ultrastruktur neben einer
Abflachung der proximalen Tubulusepithelien eine schrége Orientierung der Mitochondrien.
Ahnliche Beobachtungen habe ich in meiner Arbeit gemacht. Besonders proximale
Tubulusepithelien zeigten nach Fixierung mit deutlich supraphysiologischem Perfusionsdruck
eine starke Abflachung. Als positive Auswirkung zeigten sich jedoch auch weniger

Tubulussegmente kollabiert.

4.1.2. Artefaktbildung wéahrend der Perfusionsfixierung

Im Rahmen von Perfusionsfixierungen konnte stereomikroskopisch indirekt die Bildung von
Artefakten wie Tubuluskollaps anhand von Flecken auf der Nierenoberflache beobachtet werden.
Diese Beobachtungen decken sich weitestgehend mit Beschreibungen in friiheren Arbeiten (15).
Auf mikroskopischer Ebene anhand von Schnittpraparaten beobachtete ich dartiber hinaus
weitere Artefakte wie interzellulare Spaltbildungen sowie Schwellungen und Schrumpfungen von
Zellen. Diese betrafen die verschiedenen Nephronabschnitte in unterschiedlichem Ausmal3. Im
Folgenden sollen fir einige Zelltypen bzw. Tubulussegmente typische Artefakte sowie ihre
magliche Entstehung diskutiert werden. Podozyten und proximale Tubulusepithelien sind hierbei
von besonderer Bedeutung, weil diese Zelltypen einerseits sehr sensibel auf suboptimale
Fixierbedingungen reagieren und andererseits durch ihre Veranderungen groRen Einfluss auf

jeweils stromabwarts gelegene Nephronabschnitte haben.

4.1.2.1. Podozyten

Podozyten waren nach den meisten Fixierungen in meiner Arbeit entweder geschrumpft (z.B.
Protokoll 1 und 2; ca. 280 mOsmol Vehikelosmolaritat) oder geschwollen (z.B. Variationen von
Protokoll 2 und 3 mit einer Vehikelosmolaritdt von 200 mOsmol oder weniger). Eine
physiologische Struktur mit turgeszent erscheinendem Zellleib einerseits, ohne Zeichen von
schwellungsbedingten Veranderungen wie aufgequollenem (elektronenlichtem) Heterochromatin
oder deutlich elektronenlichtes Zytoplasma andererseits, konnte allgemein nicht zuverlassig
erreicht werden. Ursachlich hierfur konnte ihre groRe Oberflache in Form von
Podozytenfortsatzen und ihr enger Kontakt zum Kapillarlumen und dem Harnraum mit hierdurch
allgemein schneller Reaktion auf Fixierlosungen sein. Weiterhin sind die Zellleiber der Podozyten
nicht wie die Tubulusepithelien Uber Zellkontakte verbunden, sodass fixierabhangige
Veranderungen ihres Volumens sich daher starker auswirken kénnten. In friiheren Arbeiten

wurden diese Uberlegungen bisher nicht offen diskutiert.
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Neben dem direkten Einfluss einer suboptimalen Fixierung auf die Morphologie von Podozyten
in Form von Artefakten zeigte sich in meiner Arbeit eine direkte Abhangigkeit zwischen dem
Schwellungsgrad der Podozyten und dem Perfusionserfolg von nachgeschalteten
Tubulussegmenten. Podozyten mit stark turgeszenter Erscheinung, wie nach Fixierung mit
Variationen von Protokoll 2 und 3 (200 mOsmol Vehikelosmolaritdt oder weniger), zeigten
Uberwiegend kollabierte Tubulussegmente. Ursachlich hierfir kdnnte einerseits ein direkter
Einfluss einer hypoosmolaren Fixierlosung auf die Tubulussegmente mit der Folge von
Zellschwellung sein. Andererseits kdnnte auch ein Anschwellen von Podozytenfortséatzen die
Filtration der Fixierlosung uber die Filtrationsbarriere einschranken und hierdurch zu einem
intratubularen Druckverlust fihren. Hierzu passend zeigten sich in meiner Arbeit nach Perfusion
mit einer hypoosmolaren Fixierlésung plumpe Podozytenfortsdatze mit elektronenlichtem
Zytoplasma. Nach Perfusion mit einer hyperosmolaren Fixierlosung waren die
Podozytenfortsatze hingegen ,spinnenbeinartig“ ausgedinnt und ihr Zytoplasma elektronendicht.
Eine weitere Reduktion des intratubularen Flusses ist auch durch Anschwellen von
Endothelzellen mit teilweiser Obstruktion des Kapillarlumens oder Verédnderung des
Porenendothels zu erwarten. Mdglicherweise ist hier eine Kombination beider Faktoren die
wabhrscheinlichste Ursache. In einer friiheren Arbeit konnte nach Perfusion einer hyperosmolaren
Mannitollésung Uber die Filtrationsbarriere eine Reduktion des Flusswiderstands festgestellt
werden (35), die Folge war ein verbesserter intratubulérer Fluss. Die morphologische Grundlage
dieses intravital feststellbaren Ph&nomens wird mdoglicherweise eine Ausdiinnung der
Podozytenfortsdtze in Folge des Kontakts mit der hyperosmolaren Mannitolldsung sein,
vergleichbar mit der in meiner Arbeit festgestellten Ausdinnung im Rahmen einer
Perfusionsfixierung mit hyperosmolarer Fixierldsung.

Der Kollaps von Nierentubuli in Folge einer Perfusionsfixierung mit einer hypoosmolaren
Fixierlosung ist daher sehr wahrscheinlich auf die kombinierte Wirkung eines verminderten

Perfusionsflusses sowie einer Schwellungsreaktion von Tubulusepithelien zurickzuftuhren (15).

4.1.2.2. Proximale Tubuli

Der proximale Tubulus gilt allgemein als ein sehr sensibler Nephronabschnitt, welcher stark auf
suboptimale Fixierbedingungen reagiert. Ich konnte zwei typische Artefakte in proximalen
Tubulusepithelien voneinander abgrenzen, die in sehr unterschiedlichem Ausmafd auftraten;
namlich basolaterale Spaltbildungen und kollabierte Tubuli.

Basolaterale Spaltbildungen in proximalen Tubulusepithelien betrafen sowohl kollabierte als auch
offene Tubuli. Sie konnten vereinzelt, gruppiert sowie grof3flachig verteilt beobachtet werden.
Weiterhin entstanden sie nach Perfusionsfixierung mit Formaldehyd sowie Glutaraldehyd.
Ahnliche Artefakte wurden als Folge von Perfusionsfixierungen mit einem hyperosmolaren

Vehikel beschrieben (15); hier wurde weiterhin von einer eingeschrankten Abgrenzbarkeit
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subzellularer Details aufgrund eines elektronendichten Zytoplasmas berichtet. Auch eine
Unterbrechung des Perfusionsdrucks fiir 2 min. zwischen Vorspilung und Applikation der
Fixierldsung fuhrte zur Bildung von basolateralen Spalten im proximalen Tubulus (25). In einer
anderen Arbeit wurde eine mdgliche Ursache hierfir beschrieben. Unter physiologischen
Bedingungen sei der intratubulare Druck hoher als der intravaskulare (24), nach Druckverlust
wirde sich dies umkehren und der intratubulare Fluss sistieren, mit der Folge eines
Tubuluskollapses. Eine Perfusionsfixierung in diesem Zustand wirde diese Tubuli wieder
eréffnen, wobei die artifiziellen basolateralen Spalten entstehen wiirden. Ahnliche
Beobachtungen wurden weiterhin nach mechanischer Manipulation der Nierenoberflache
wahrend einer Auftropffixierung beschrieben; nach Rubbeln der Nierenoberflache mit einer
Glaspipette wahrend der Fixierung konnten vermehrt basolaterale Spalten im proximalen Tubulus
festgestellt werden, andere Tubulussegmente waren hiervon nicht betroffen (13). Auf Grundlage
dieser Veroffentlichung ist anzunehmen, dass ahnliche Artefakte auch nach einer nur 5-mindtigen
Perfusionsfixierung mit (allgemein schwach fixierendem) Formaldehyd induziert werden kdnnen.
Daher wurde der Zuschnitt von Nierengewebe in meiner Arbeit sehr vorsichtig und ohne
Ausuibung von Druck durchgefihrt.

Eine fleckige Nierenoberflache konnte stereomikroskopisch im Rahmen meiner Arbeit gehauft
nach starkeren Blutungen des Versuchstiers, bei eingeschréankter Respiration, nach verspatetem
Start der Vorspulung und bei Verwendung einer hypotonen Fixierlosung beobachtet werden.
Diese Beobachtungen decken sich mit Beobachtungen durch Maunsbach (15); hier traten diese
Veranderungen nach zu tiefer Anasthesie und eingeschréankter Respiration bei Ratten ebenfalls
gehauft auf. Nach der Perfusionsfixierung zeigten diese Areale beim Zuschnitt unter dem
Stereomikroskop kollabierte proximale Tubuli, die gruppiert kapselnah lokalisiert werden konnten.
Ahnliche Beobachtungen wurden durch Griffith et al. beschrieben (9); durch Auflichtmikroskopie
konnten in vivo kapselnahe Tubuli untersucht werden. Proximale Tubuli wurden durch ihren
Blrstensaum identifiziert, distale Tubuli durch glatte luminale Kontur. Nach Abklemmen der
Arteria renalis waren alle proximalen Tubuli innerhalb von 5 s kollabiert, wahrend die distalen
Tubuli weiterhin ein offenes Lumen zeigten. 4-5 min. nach Wiedererdffnung der Arteria renalis
war der urspringliche Zustand mit offenen proximalen Tubuli wiederhergestellt.

Der genaue Zeitpunkt des Tubuluskollapses wahrend der Perfusionsfixierung konnte in der Arbeit
von Griffith et al. nicht festgestellt werden. Areale mit gruppierten kollabierten Tubuli entstehen
maoglicherweise schon vor dem Start der Perfusionsfixierung als Folge eines Druckverlusts (9).
Denkbar ware weiterhin auch Inaktivitat von Nephronen bzw. Nephrone mit verandertem
funktionellem Status (9). In der Arbeit von Griffith et al. wurde vermutet, dass sich Versuchstiere
als Folge von Anésthesie und invasiver Operationsprozedur im Rahmen der Perfusionsfixierung

generell in einem antidiuretischen Zustand befinden.
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Um basolaterale Spaltbildungen sowie den Kollaps von proximalen Tubuli zu vermeiden, achtete
ich auf einen schnellen und reibungslosen Ablauf der ganzen Prozedur, besonders aber den Start
der Perfusionsfixierung; Druckverlust durch verspateten Start und GefaRRokklusion durch
verschleppte Fremdkorper standen im Verdacht fur kollabierte Tubulusareale. Ein Verschluss von
NierengefaRen durch Luftblasen mit segmentalen Arealen von kollabierten Tubuli wurde
beschrieben (15). Als Ursache waren hier ebenfalls agglutiniertes Blut oder gréRere
Fremdpartikel als Verunreinigung in den verwendeten Lésungen denkbar. Durch Verwendung
von heparinisierter Schlauchlésung und einer Vorspllung sowie generell filtrierten Losungen
konnten die letzten beiden Punkte in eigenen, vorangehenden Untersuchungen jedoch
weitestgehend ausgeschlossen werden. Luftblasen wurden bei einigen Praparationen zwar
beobachtet, jedoch konnte kein klarer Zusammenhang mit kollabierten Tubulusarealen
hergestellt werden. Eine klare Differenzierung bezlglich des Entstehungszeitpunktes von
kollabierten Tubuli konnte in meiner Arbeit allgemein nicht getroffen werden. Denkbar ware hier
eine Einschéatzung anhand der unterschiedlichen Schwere an ischamischen Schaden; ein Kollaps
von Tubuli zu einem frihen Zeitpunkt der Perfusionsfixierung hatte bis zur Stabilisierung der
Morphologie durch das Fixans eine schlechtere Ultrastruktur erwarten lassen, als ein Kollaps zu
einem Zeitpunkt gegen Ende der Perfusionsfixierung. Allgemein konnten in meiner Arbeit jedoch
keine deutlichen qualitativen Abstufungen bei Gruppen von kollabierten proximalen Tubuli
beobachtet werden; licht- und elektronenmikroskopisch waren sie entweder sehr gut fixiert oder
im Falle von kollabierten Gruppen sehr schlecht. Vergleichbare Ergebnisse wurden von Griffith et
al. beschrieben (9); eine Auftropffixierung von Nieren unmittelbar nach Abbinden der Arteria
renalis zeigte eine vergleichbar schlechte Ultrastruktur wie 5 min. nach dem Abbinden. Proximale
Tubuli zeigten apikale Zytoplasmablasen und waren komplett kollabiert. Aufgrund dieser stark
ausgepragten ultrastrukturellen Schaden, selbst bei friher Fixierung, kann davon ausgegangen
werden, dass die von Griffith et al. beschriebene wiederhergestellte Nierenstruktur nach
Reperfusion bei ultrastruktureller Darstellung des Gewebe deutliche Zeichen von Ischamie
gezeigt hatte (9). Ultrastrukturelle Schaden nach Reperfusion wurden auch von anderen Autoren
beschrieben (81, 82); initiale ultrastrukturelle Schaden wie ein Verlust des Blrstensaumbesatzes
waren in S1- und S2-Segmenten reversibel, wahrend S3-Segmente besonders sensibel auf den
ischamischen Schaden reagierten und Zeichen von irreversibler Zellschadigung zeigten. Als
Schlussfolgerung dieser Uberlegungen muss davon ausgegangen werden, dass besonders
proximale Tubuli vor und wahrend der Perfusionsfixierung sehr anféllig gegentber unpassenden
Perfusionsparametern sind und auf verschiedene Stérungen des Fixierablaufs mit Kollaps oder
basolateraler Spaltbildung reagieren. Weiterhin ist anzunehmen, dass ischmische Schaden
proximaler Tubulusepithelien im Rahmen einer Perfusionsfixierung nur bedingt reversibel sind,

auch wenn sie unmittelbar vor Beginn oder sogar wahrend der Perfusionsfixierung entstehen.
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4.1.2.3. Distale Tubuli und Sammelrohre

Distale Tubuli waren in meiner Arbeit allgemein seltener kollabiert als proximale Tubuli. Haufig
zeigten Nephrone, in welchen die proximalen Tubuli kollabiert waren, offene distale Tubuli. Hier
waren jedoch &hnliche Artefakte wie in proximalen Tubuli identifizierbar, nur schwéacher
ausgepragt; nach Perfusion mit einer hyperosmolaren Fixierlosung (z.B. Protokoll 1; ca. 280
mOsmol Vehikelosmolaritat) zeigten kortikale distale Schleifensegmente erweiterte
Interzellularraume, welche jedoch in der Regel gleichartig und symmetrisch ausgepragt waren.
Zellen der Macula densa zeigten nach Verwendung von hypotonen sowie hypertonen
Fixierlosungen ihre typischen basolateralen Erweiterungen. Jedoch waren nach Fixierung mit
einer hyperosmolaren Fixierlosung bei beiden distalen Segmenten weitere Zeichen einer
hyperosmolaren Schadigung sichtbar, wie eine erweiterte perinukleare Zisterne und ein allgemein
elektronendichtes Zytoplasma. Ahnliche Schrumpfungsraume waren auch im distalen
Schleifenkonvolut nach Fixierung mit einer hyperosmolaren Fixierlosung sichtbar. Sammelrohre
und Verbindungstubuli zeigten speziell nach Fixierung mit hyperosmolaren Fixierlésungen haufig
ein besonders weites Lumen und z.T. zum Lumen hin spitz zulaufende apikale Zellpole, wodurch
ein ,sdgezahnartiges“ Muster entstand. Die Zugabe von HES verstarkte diesen Effekt weiter. In
friheren Arbeiten zeigten sich distale Tubuli allgemein weniger sensibel gegeniiber suboptimalen
Fixierbedingungen als z.B. proximale Tubuli. Sie bendtigten fur eine optimale Strukturerhaltung
zwar vergleichbar mit proximalen Tubuli eine fur ihre Zone typische Osmolaritét, jedoch schienen
sie deutlich robuster gegeniiber Schwankungen der Osmolaritat und des Perfusionsdrucks zu
sein (9, 26).

4.1.3. Kombinierte histochemische und morphologische Methoden

Perfusionsfixierungen mit Glutaraldehyd-haltigen Fixierungsgemischen fiihrten in meiner Arbeit
allgemein zu besseren morphologischen Ergebnissen als mit Formaldehyd-haltigen
Fixiergemischen. Nierengewebe konnte hier mikroanatomisch sowie ultrastrukturell in hoher
Qualitdt erhalten werden; z.B. flhrten Fixierungen mit Protokoll 3 (ca. 230 mOsmol
Vehikelosmolaritdt) zuverlassig zu einer guten mikroanatomischen Struktur in Rinde und
aullerem Mark, auch ultrastrukturell konnten hier samtliche Zelltypen sehr gut ausgewertet
werden. Ein Formaldehyd-haltiges Protokoll mit vergleichbarer Vehikelosmolaritat (P2 V3 in
Tabelle 1; ca. 230 mOsmol) ermdglichte nur innerhalb der Rinde eine gute mikroanatomische
Strukturerhaltung, dartber hinaus war die Reproduzierbarkeit in Form von vermehrt
geschwollenen oder geplatzten Tubulusepithelien eingeschrankt.

Die Ursache dieser allgemein schlechteren Strukturerhaltung durch Formaldehyd-haltige
Fixierlosungen liegt vermutlich in der schwachen und zeitverzdgerten Fixierreaktion von
Formaldehyd. In friheren Arbeiten wurde beschrieben, dass Formaldehyd in wassriger Losung

fast zu 100% in seiner hydratisierten Form, als Aldehydhydrat, vorliegt (18). Dieser Form verdankt
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es seine schnelle Gewebediffusion, jedoch findet die Fixierung nur als Formaldehyd statt, wobei
es im Rahmen der vernetzenden Fixierung aus dem chemischen Gleichgewicht entfernt wird und
seine Nachlieferung aus dem Aldehydhydrat beguinstigt wird. Aufgrund dieser Dynamik ergibt sich
eine Zeitspanne von ca. 24 Std., bis Formaldehyd ein Gewebe selbst bei vernachlassigbar
geringer Diffusionsstrecke stark fixiert (18). Daher ist auch bei einer Perfusionsfixierung, die ein
schnelles Durchtranken mit Fixierlosung erlaubt, keine sofortige Stabilisierung von Zellen und
Tubuli zu erwarten. Wéahrend der in meiner Arbeit Ublichen 5-minltigen Perfusionsfixierung und
des anschlieBenden Zuschnitts ware daher eine Induktion zahlreicher Artefakte denkbar.
Glutaraldehyd hingegen ermdglicht eine starkere Stabilisierung von Zellen und Tubuli durch
Perfusionsfixierung, wodurch weniger Artefakte im Rahmen der Fixierung und des Zuschnitts
induziert werden (19, 20). Als Konsequenz dieser Uberlegungen ergibt sich fiir eine
Perfusionsfixierung mit Formaldehyd-haltigen Fixiergemischen eine allgemein héhere Anfalligkeit
fur Artefakte, welche man durch Anpassungen der Fixierldsung, wie in meiner Arbeit geschehen,
reduzieren kann. Durch Einbettung einer grél3eren Anzahl von Gewebebldcken kann dariber
hinaus die Wahrscheinlichkeit erhéht werden, gut fixierte Gewebeareale zu erreichen, welche
nach Kunstharzeinbettung durch Inspektion der Semidiinnschnitte lokalisiert und fur folgende
Ultradlinnschnittpraparationen ausgewahlt werden kénnen. Eine verbesserte
Ultradinnschnittpraparation mit weniger Falten und Préazipitaten ermdglicht weiterhin eine
beschleunigte und verbesserte ultrastrukturelle Auswertung.

Immunmarkierungen konnten zuverlassig an Gefrier- und Paraffinschnitten durchgefiihrt werden,
jedoch wurden hier bevorzugt Gefrierschnitte aufgrund besserer Antigen-Erhaltung verwendet.
Generelle Aussagen uber die Eignung von Fixierungen oder Gewebepréparationen fir bestimmte
Immunmarkierungen konnten aber nicht getroffen werden. Hier hat sich jeweils eine Austestung
mit verschiedenen Préparationen und Verdinnungen der Antikérper bewahrt. Allgemein kann
aber aufgrund der schonenderen Verarbeitung von Gefrierschnitten von einem nativeren
Gewebezustand ausgegangen werden, da Gewebe im Rahmen der Paraffineinbettung mit
Ethanol und Xylol behandelt und tGber mehrere Stunden bei 60°C in Paraffin inkubiert wird (83).
Antigen Retrieval Methoden ermdglichen jedoch auch optimierte immunhistochemische
Markierungen an Paraffinschnitten (84). Hierdurch kann ihr Vorteil einer besseren
Histomorphologie mit verbesserten immunhistochemischen Markierungen verbunden werden
(85). Im Vergleich zu immunhistochemischen Markierungen bereiteten immunzytochemische
Markierungen in meiner Arbeit generell gré3ere Probleme. Hier war eine Balance zwischen guter
Strukturerhaltung (hohe Glutaraldehyd-Konzentration) und guter Immunmarkierung (geringe
Glutaraldehyd-Konzentration) stets schwer zu erreichen. Hydrophiles Kunstharz wurde aufgrund
einer einfacheren Schnittpraparation der Tokuyasu-Technik haufig vorgezogen. Bei sensiblen
Markierungen konnte durch die Tokuyasu-Technik jedoch oft ein besseres Ergebnis erreicht

werden. Griinde hierfir sind vermutlich der starker hydratisierte Zustand (nativere

108



4. Diskussion

Antigenkonformation) und eine verbesserte Antikdrperbindung (gréRere Schnittoberflache) im
Vergleich zu Kunstharzschnitten (86). Die Bedeutung einer kombinierten immunzytochemischen
und ultrastrukturellen Darstellung hat in den letzten Jahren aufgrund korrelativer Techniken (s.u.)
deutlich zugenommen. Collman et al. verbesserten Protokolle der Gefriersubstitution, wodurch
eine exzellente Strukturerhaltung von Gehirngewebe mit Mdglichkeit von Immunmarkierungen
erreicht wurde (7). Das Potential fur Verbesserungen von Immunmarkierungen und
Strukturerhaltung auch von Nierengewebe kann daher als sehr hoch angesehen werden,
wodurch in Zukunft auf Grundlage von optimierten Praparationsprotokollen vielversprechende

Ansatze fur korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie etabliert werden kénnen.

4.1.3.1. Standardprotokolle und Variationen

Mit der Etablierung von Standardprotokollen zur Perfusionsfixierung von Nieren verfolgte ich
mehrere Ziele. Eine grindliche morphologische Analyse des Nierengewebes auf licht- und
elektronenmikroskopischer Ebene sollte eine detaillierte Charakterisierung von Protokoll 1 und
Protokoll 2 ermdglichen. Hierdurch konnten die spezifischen Vor- und Nachteile beider Protokolle
exakt beschrieben werden. Hierdurch konnte die Zonen- und Zell-spezifische Strukturerhaltung
dokumentiert werden, sodass fir zuklnftige Fragestellungen eine Orientierung an der hier
beschriebenen, Zu erwartenden Morphologie ermoglicht  wird. Vergleichbare
Methodensammlungen wurden bisher fir Nierenfixierung mit einem Schwerpunkt auf rein
morphologische Methoden (13, 15, 24-27, 38) sowie auch fur andere Organe und Gewebe
verfolgt (14, 22, 72, 87-91).

Standardprotokolle zeigten in meiner Arbeit jedoch auch Nachteile; speziell der sehr heterogene
Aufbau der Niere mit zonen- und zellspezifischen Anforderungen an die Fixierung verhinderte die
Etablierung eines ,magischen Protokolls®, welches samtliche Komponenten ideal erhalt.
Vergleichbare Beobachtungen wurden auch in friiheren Arbeiten beschrieben, speziell fur die
Niere benétige man genaue, zonenspezifische Anpassungen der Fixierlosung (15, 24, 26).
Dennoch konnte ich durch eine Formaldehydfixierung mit einer mittleren Vehikelosmolaritét
(Protokoll 1 und 2) ein breites Areal von Nierenrinde bis zum auBBeren Mark gut fixieren.
Ultrastrukturell erméglichte im TEM-Ansatz dieser Protokolle die reduzierte Osmierung eine
verbesserte Abgrenzbarkeit subzellularer Details. Die Vorteile dieser Osmierung wurden in
friheren Arbeiten beschrieben. In meiner Arbeit zeigten sich jedoch auch Nachteile, wie eine
deutliche Hartung des Gewebes. In der Folge musste das Anschneiden der Eponblocke mit
deutlich verringerter Schnittdicke erfolgen (0,5-1 pm anstatt 2-5 pm wie nach der
Standardosmierung). Weiterhin zeigten sich nach reduzierter Osmierung ultrastrukturell im TEM
haufiger Locher und Risse im Gewebe, bevorzugt traten diese an stark osmierten Strukturen wie
Membranorganellen und insbesondere Myelinscheiden in Gehirngewebe auf. Diese Artefakte

wurden in friheren Arbeiten als Zeichen einer ungenliigenden Gewebeentwasserung und
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mangelhafter Kunstharzinfiltration beschrieben (92, 93). Durch Anpassung der Praparation, wie
durch reduzierte BlockgroRe und verlangerte Infiltrationszeiten, kénnen diese Artefakte jedoch
reduziert werden.

In meiner Arbeit war die Vehikelosmolaritdt der wichtigste Faktor fir die Anpassung von
Fixierlosungen. Die Art des verwendeten Puffers oder der Zusatz von Additiven wie HES hatte
deutlich weniger Einfluss auf das morphologische Ergebnis. Diese Beobachtungen decken sich
mit Beschreibungen in friiheren Arbeiten (9, 15, 26); hier zeigten sich weiterhin wichtige
Ansatzpunkte fur die Verwendung von speziellen Puffern (z.B. Na-Kakodylatpuffer zur
Vermeidung von Embedding pepper (94)) oder fir den Zusatz von kolloidosmotisch aktiven
Substanzen (z.B. fir eine verbesserte Strukturerhaltung des Interstitiums der Niere und des
Pankreas (27)). Dennoch wurde auch in diesen Arbeiten die Vehikelosmolaritat als der wichtigste
Parameter beschrieben (15, 26).

Die Verwendung von HES-haltigen Fixierlosungen zeigte in meiner Arbeit unterschiedliche
Auswirkungen. Wahrend der Perfusion war aufgrund der hohen Viskositat der Fixierldsungen eine
allgemein verminderte Flussrate im Vergleich zu HES-freien Fixierlosungen feststellbar.
Mikroanatomisch zeigten sich hier vermehrt dilatierte Kapillarschlingen und Tubuli, Zellen hatten
ultrastrukturell auRerdem ein elektronendichteres Zytoplasma. Letzteres konnte durch eine
reduzierte Osmierung zwar z.T. kompensiert werden, jedoch zeigte sich kein natirlich-
turgeszenter Eindruck der Zellen und Tubuli. Protokoll 2 ermdglichte auch ohne Zusatz von HES
eine qualitativ hochwertige Fixierung, bei nur geringgradig verminderter Reproduzierbarkeit. Es
zeigte sich hier ein insgesamt turgeszenteres Zellbild im Vergleich zu Protokoll 1. HES wird
Ublicherweise als Bestandteil von Infusionslésungen zur Anpassung des kolloidosmotischen
Drucks verwendet (33). Sie besteht aus Ketten von Starkemolekilen, welche mit
Hydroxyethylgruppen (Substitution) erganzt werden (95). Kettenldnge (Angabe in kDa) und
Substitutionsgrad (Hydroxyethylgruppen pro Glukosemolekil) wurden in den letzten Jahren
seitens des Herstellers mehrfach verandert. Ein Grund hierfir ist das weiterhin unbekannte
Ausmalfd an Nebenwirkungen durch HES. Aufgrund der wechselnden Zusammensetzung und der
komplexen Bauweise sowie GrolRe dieses Stoffs mit unbekanntem Verhalten beziglich der
Perfusionsfixierung und Gewebeverarbeitung (ggf. Abbau zu Monomeren mit ver&nderten
osmotischen Eigenschaften) wurde mit Protokoll 2 ein alternatives Protokoll ohne Zusatz von
HES eingefiihrt. Grund fur die Wahl eines alternativen, HES-freien Protokolls waren weiterhin
frihere Arbeiten, in denen schadliche Auswirkungen einer Infusion von diversen kolloidosmotisch
aktiven Subtanzen wie Saccharose, Dextran und Mannitol beschrieben wurden (38). Hier wurden
diese Subtanzen zwar in vivo per Infusion oder subkutan vor Durchfihrung der
Perfusionsfixierung appliziert, jedoch zeigten sich hier Tubulusschaden, welche auch in anderen

Arbeiten unter dem Begriff ,osmotische Nephrose* beschrieben wurden (96).
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4.1.4. Rein morphologische Methoden

Fur Perfusionsfixierungen mit Glutaraldehyd wurde ein zuverlassiges Standardprotokoll
(Protokoll 3) zur hochauflésenden Elektronenmikroskopie etabliert, weiterhin ermdglichten
Variationen eine selektiv verbesserte Fixierung ausgewdahlter Nierenzonen und Zellen. Eine
Orientierung war aufgrund von vielfaltigen Vorarbeiten auf dem Gebiet der hochauflésenden
elektronenmikroskopischen Darstellung von Glutaraldehyd-fixiertem Nierengewebe mdglich.
Glutaraldehyd-fixiertes Gewebe wurde in meiner Arbeit weiterhin als Vergleichsmaterial fir
Fixierungen mit Formaldehyd-haltigen Fixierloésungen benétigt. Es bestand auch angesichts
neuer Techniken wie der hochauflosenden Elektronentomographie vermehrt Nachfrage fir
zuverlassige rein morphologische Darstellungen. Die zonale Heterogenitat der Strukturerhaltung
von Nierengewebe war nach Fixierung mit Glutaraldehyd-haltigen Fixierldsungen in meiner Arbeit
allgemein weniger stark ausgepragt als nach Fixierung mit Formaldehyd-haltigen Fixierldsungen.
Nach Glutaraldehyd-Fixierung zeigten jedoch bevorzugt proximale Tubuli eine Tendenz fir
Zytoplasmakondensationen  mit  besonders  eingeschrénkter  Abgrenzbarkeit  von
Membranorganellen, dies war nach Standardosmierung deutlich starker ausgepragt als nach
reduzierter Osmierung. In friiheren Arbeiten war nach Perfusionsfixierung mit Glutaraldehyd-
haltigen Fixierldosungen bei vergleichbarer Vehikelosmolaritat die Abgrenzbarkeit von
Membranorganellen in Tubulusepithelien auch nach Standardosmierung besser als in meiner
Arbeit (15, 26). In diesen Arbeiten wurde jedoch haufig eine Glutaraldehyd-Konzentration von nur
1% verwendet, wahrend ich mit 2% gearbeitet habe. Eine um 1% erhohte Glutaraldehyd-
Konzentration erhéht die rechnerische Gesamtosmolaritat um 100 mOsmol, auf Grundlage der
Maunsbach-Formel (17) erhdht sich hier die effektive Osmolaritat jedoch nur um 30 mOsmol.
Ursachlich fir das in meiner Arbeit nach Perfusionsfixierung mit Glutaraldehyd-haltigen
Fixierlosungen allgemein elektronendichtere Zytoplasma von kortikalen proximalen Tubuli ist
daher vermutlich auch eine verstarkte Fixierung ihres Zytoplasmas. Dies wirde die
Abgrenzbarkeit subzellularer Details einschranken (97). Ahnliche Beobachtungen habe ich im
Rahmen meiner Arbeit nach Fixierung mit dem vollstandigen Griffith-Gemisch (5% Glutaraldehyd
und 4% Formaldehyd) gemacht. Bei hier nur geringer Vehikelosmolaritat (ca. 175 mOsmol) hat
diese Fixierung zu einem unerwartet elektronendichten Zytoplasma von kortikalen Zellen gefihrt,
dies lasst sich unter anderem mit einer verstarkten Fixierung erklaren. Vergleichbare
Beobachtungen wurden in friilheren Arbeiten nach Gefrierimmobilisierung durch High-pressure
freezing gemacht; eine nur geringgradige Extraktion von Zytoplasma, wie sie im Rahmen der
Entwéasserung durch Gefriersubstitution allgemein typisch ist, wurde hier als Grund fir eine
reduzierte Abgrenzbarkeit von Membranorganellen beschrieben (97). In meiner Arbeit stieg durch
die sehr hohe Konzentration von Formaldehyd und Glutaraldehyd jedoch auch die effektive
Osmolaritdit an. Wahrend beim halbierten und vollstandigen Griffith-Gemisch die

Vehikelosmolaritat nur bei ca. 175 mOsmol liegt, betragt die effektive Osmolaritdt nach
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Berechnung mit der Maunsbach-Formel beim halben Griffith-Gemisch 351 mOsmol und beim
vollen Griffith-Gemisch 455 mOsmol.

4.1.3.1. Standardprotokolle und Variationen fir rein morphologische Methoden

Die Verwendung von HES stellte in meiner Arbeit bei Protokoll 3, vergleichbar mit Protokoll 1,
ebenfalls einen Unsicherheitsfaktor dar. Als Variation von Protokoll 3 wurden daher ebenfalls
Fixierungen ohne Zusatz von kolloidosmotischen Stoffen durchgefihrt. Eine geringe
Vehikelosmolaritat von 150 mOsmol (P3 V4 in Tabelle 1) resultierte in einem hohen kortikalen
Zellvolumen, mit der Folge eines turgeszenten Erscheinungsbildes. Eine hohe Vehikelosmolaritat
von 332 mOsmol (P3 V3 in Tabelle 1) resultierte in einem geringen kortikalen Zellvolumen und
verbesserte selektiv die Fixierung von tiefer gelegenen Nierenzonen wie dem Innenstreifen und
dem inneren Mark. Meine Ergebnisse von Variationen der Vehikelosmolaritat bei Glutaraldehyd-
Fixierung entsprechen damit weitestgehend den Ergebnissen friherer Arbeiten (15, 26). In einer
Arbeit von Maunsbach zeigten sich nach Perfusionsfixierung mit einer Vehikelosmolaritat von 181
mOsmol (stark hypoton) stark geschwollene proximale Tubuli mit geplatzten Zellen und sehr
elektronenlichtem Zytoplasma (15). Eine Vehikelosmolaritdt von 235 mOsmol (leicht hypoton)
ermdglichte eine optimale Fixierung von proximalen Tubuli mit glatten Lumina und intakten Zellen
bei elektronenlichtem Zytoplasma und guter Abgrenzbarkeit von subzelluldren Details. Eine leicht
hypertone Vehikelosmolaritat von 298 mOsmol fihrte in proximalen Tubuli zu erweiterten
ExtrazellularrAumen. Eine stark hypertone Vehikelosmolaritat von 532 mOsmol fuhrte zu stark
erweiterten Extrazellularrdumen, ausgedinnten Zellleibern und einem sehr elektronendichten

Zytoplasma mit stark eingeschrankter Abgrenzbarkeit von subzellularen Details.

4.2. Morphologische Beurteilung nach chemischer Fixierung und Gefriermethoden

Zu Beginn meiner Arbeit bestand die Vermutung, dass aufgrund der Vielzahl an Arbeitsschritten
fur die Perfusionsfixierung und nachfolgende Praparationen das finale morphologische
Erscheinungsbild der Niere nicht exakt und zuverlassig beherrscht werden kann. Trotz diverser
Unterschiede zwischen den Versuchstieren (z.B. Alter, Gewicht, Geschlecht, Art) und Parametern
der Perfusionsfixierung (z.B. individueller Ablauf, exakte Gro3e und Position des Aortenkatheters)

konnten die drei vorgestellten Standardprotokolle jedoch zuverlassig reproduziert werden.

4.2.1. Das Aquivalentbild

Die morphologischen Unterschiede von Podozyten und Tubulusepithelien nach Fixierung mit
Losungen unterschiedlicher Vehikelosmolaritét demonstrieren den starken Einfluss der Fixierung
auf die mikroanatomische sowie ultrastrukturelle Morphologie. Ein verbesserter Membrankontrast
durch reduzierte Osmierung verdeutlicht weiterhin auch den Einfluss der nachfolgenden

Praparation auf das finale morphologische Erscheinungsbild. Vergleichbare Abhangigkeiten
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zwischen Praparation und Morphologie wurden bereits in frihen Zeiten der Histologie ausfihrlich
diskutiert. Nissl pragte dabei den Begriff ,Aquivalentbild“ (98). Ein mikroskopisches Praparat sei
als MalRstab der lebendigen Zelle zu betrachten, welches aufgrund reproduzierbarer

Préaparationsschritte als gleichwertig, Aquivalent, mit dieser anzusehen sei.

4.2.2. Gefriermethoden

Wahrend chemische Fixierungen starke Veranderungen im Gewebe oder an Zellen verursachen,
bieten Gefriermethoden Ansatze, eine lebensnahe Morphologie ,einzufrieren“ und in der Folge
licht- und elektronenmikroskopisch darzustellen (99, 100). Hierdurch kdénnen zwar verbessert
Informationen Uber eine lebensnahe Ultrastruktur erhalten werden, jedoch sind diese Ansétze
haufig durch eingeschrankte Reproduzierbarkeit oder neue Artefakte limitiert (99-101).
Gefrierschnitte, Einbettung in hydrophiles Kunstharz und Kryo-Ultramikrotomie nach Tokuyasu
ermdoglichten in meiner Arbeit als Gefriermethoden Ansétze fir eine verbesserte lebensnahe
Strukturerhaltung. Allgemein koénnen durch Gefriersubstitution (Entwasserung bei tiefen
Temperaturen fir z.B. Einbettung in hydrophiles Kunstharz) Artefakte, welche beim
Entwasserungsvorgang bei Raumtemperatur entstehen, reduziert werden (102). Weiterhin
kénnen Antigene in hydrierter Umgebung erhalten werden, wodurch sie ihre natlrliche
Konformation behalten und allgemein sensitivere Immunmarkierungen ermdglichen. Ohne
spezielle Vorbehandlung der Proben, wie Infiltration mit Gefrierschutzstoffen, bilden sich bei
diesen Techniken jedoch Eiskristalle, die angrenzende Gewebeareale verdrangen und dadurch

die Gewebestruktur zerstéren (100).

4.2.2.1. Strukturerhaltung durch Gefriermethoden

Fir Kryo-Ultramikrotomie nach Tokuyasu wurde in meiner Arbeit Gewebe nach vorangegangener
Fixierung in 2,3 M Saccharoseldosung als Gefrierschutz infiltriert (103). Generell werden
penetrierende (z.B. Glycerin und Ethylenglykol) und nicht-penetrierende Gefrierschutzstoffe (z.B.
HES und Dextran) unterschieden (104); penetrierende Gefrierschutzstoffe haben dabei
besonders aufgrund von osmotischen Wirkungen ein grol3eres Schadenspotential.
Ultradinnschnitte nach Tokuyasu haben verschiedene Vorteile; Immunmarkierungen kénnen
aufgrund der naturlicheren Konformation der Antigene mit sensitiverer Reaktion durchgefiuhrt
werden. Weiterhin ist die Oberflache der Gefrierschnitte deutlich groer im Vergleich zu
Kunstharzschnitten, wodurch mehr Antikérper binden kénnen (103). In meiner Arbeit stellten sich
Membranen mittels dieser Technik aufgrund der fehlenden Osmierung allgemein als
elektronenlichte Strukturen dar, welche sich in stark schwankender Qualitdt vom
elektronendichten Hintergrund abgrenzen lieBen. Vermutlich war dies auch eine Folge von
Schwankungen der Schnittdicke sowie der Dicke der Methylzellulose-Schicht. Ein Ansatz fir

einen verbesserten Membrankontrast durch Osmierung von Ultradlinnschnitten wurde
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beschrieben (105, 106); hierdurch wurde eine hohe Sensitivitat der Immunmarkierung mit einem
guten Membrankontrast verbunden. Die Umsetzung dieser Technik ermdglichte in meiner Arbeit
einen verbesserten Membrankontrast, bei jedoch reduzierter Qualitdt der Immunmarkierung. Der
Einsatz der Tokuyasu-Technik war allgemein durch eine sehr zeitaufwandige Schnittpraparation
limitiert. Die Verwendung von hydrophilem Kunstharz (LR-White) ermdglichte eine
Schnittpraparation mit vergleichbarem Zeitaufwand wie Epon. Das Gewebe wurde hierflir nach
Infiltration mit 0,8 M Saccharoselésung als Gefrierschutz auf -80°C abgekuhlt. Das hydrophile
Kunstharz ermdglicht einen Restwasser-Anteil im Gewebe, wodurch Antigene in einem
naturnahen Zustand erhalten werden konnten (107). Weiterhin reagiert das hydrophile Kunstharz
im Gegensatz zum Epon nicht mit den biologischen Komponenten des Gewebes, sodass die
Antigene nicht maskiert werden (108). Es zeigten sich in meiner Arbeit deutliche Limitationen
hinsichtlich der Qualitat der Strukturerhaltung bei Verwendung von LR-White; im Vergleich zur
sehr hochwertigen Strukturerhaltung bei konventioneller Einbettung in Epon war diese generell
unbefriedigend. Ahnliche Erfahrungen wurden in frilheren Arbeiten beschrieben (7, 107). Durch
Anpassung von Fixierungsprotokollen sowie der Gefriersubstitution konnte z.B. durch Collman et
al. (7) eine deutlich verbesserte Strukturerhaltung mit dem hydrophilen Kunstharz Lowicryl
erreicht werden, bei sehr sensitiv erhaltener Antigenitat. Eine vergleichbare Anpassung von
Protokollen zur Gefriersubstitution und Einbettung in hydrophiles Kunstharz kdénnte auch die
Qualitat von Nierengewebe deutlich verbessern. Auf Grundlage der friilheren Arbeiten ergeben
sich hierfir zwei konkrete Ansatzpunkte. Der Gefriersubstitution-Losung konnen diverse
fixierende Additive wie Uranylacetat zugesetzt werden, welche im Gegensatz zu Osmiumtetroxid
die Antigenitat nicht reduzieren, mit dem Ergebnis einer verbesserten Strukturerhaltung.
Weiterhin empfiehlt sich eine Polymerisation des hydrophilen Kunstharzes bei tiefen
Temperaturen, wodurch subzellulare Details mit geringeren Strukturschaden die Infiltration und
Polymerisation Uberstehen kénnen.

Goldstandard zur lebensnahen Strukturerhaltung ist das Einfrieren ohne vorhergehende
chemische Fixierung; hier werden verschiedene Methoden unter dem Begriff Ultrarapid freezing
zusammengefasst (99, 100). Die Abkiuhlung verlauft bei diesen Techniken so schnell, dass die
Wassermolekule vor der Formierung zu sichtbaren Eiskristallen einfrieren (Plunge freezing, Slam
freezing, Jet freezing), beim High-pressure freezing wird zusatzlich mit hohem Druck gearbeitet.
Das Ergebnis dieses Prozesses ist amorphes (vitrifiziertes) Eis. Das bei diesem Vorgang
entstehende Eis wirkt auf tiefere Schichten jedoch isolierend, wodurch Gewebe nur bis in eine
Tiefe von ca. 200 pm vitrifiziert werden kann (99, 100). Gegen den Gebrauch des
Hochdruckgefrierens sprachen in meiner Arbeit vor allem die zu erwartenden mechanischen und
ischamischen Schéden des Nierengewebes vor dem Zeitpunkt des Einfrierens, wie sie besonders
bei Exzision und Zuschnitt von Nierengewebe induziert werden (9, 101, 109). Weiterhin ware das

Probenvolumen und damit die rdumliche Reproduzierbarkeit bei Verwendung von
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Mikrobiopsiesystemen deutlich eingeschrankt (ca. 200 pm im Durchmesser), wodurch sich
Limitationen der internen Reproduzierbarkeit (s.u.) bei Nierenfixierungen ergeben hatten (90).

In meiner Arbeit hatte die Anwendung einer anderen Gefriermethode diverse Vorteile fir eine
lebensnahe Strukturdarstellung erbringen konnen; die Cryo in vivo Fixierung. Hiermit kann
Gewebe mit flussigem Stickstoff im Situs des lebendigen Tieres eingefroren werden (78), was
Artefakte durch die Enthnahme vermeiden wirde. Fir diverse Organe wurde nach Cryo in vivo
Fixierung mit nachfolgender Gefriersubstitution eine glattere Membranstruktur im Vergleich zu
konventionellen Préparationen festgestellt (79, 110, 111). Neben primar morphologischen
Vorteilen wurde fur diese Methode auch eine Immobilisierung von Antigenen in ihrer nattrlichen
Lokalisation beschrieben (110, 111). Durch diese Préparation konnten daher verbesserte
Lokalisationsstudien an renalen Tubulusepithelien durchgefiihrt werden, da bei einer chemischen
Fixierung bis zu mehrere Minuten vergehen kdnnen bis sichtbare Bewegungen — damit auch
Antigene und subzellulare Kompartimente — innerhalb von Zellen zum Erliegen kommen (100).
In meiner Arbeit entschied ich mich gegen die Cryo in vivo Fixierung, weil ultrastrukturell
erkennbare Gewebeschaden aufgrund von Eiskristallbildung hier allgemein ab einer Gewebetiefe
von nur 5 um (78, 79) entstehen. Ahnliche Limitationen wurden bei einer vergleichbaren
Gefrierfixierung von Lungengewebe 1982 durch Weibel et al. beschrieben (90). Hierbei wurde
durch flussigen Stickstoff Lungengewebe von lebendigen Versuchstieren eingefroren und im
Rahmen einer Gefriersubstitution in Epon eingebettet. Zur Bewertung der Methoden wurden
durch Weibel et al. externe Qualitatsstandards (z.B. Vereinbarkeit mit bekannter Struktur von
Zellen und Geweben) und interne Qualitdtsstandards (Reproduzierbarkeit, Homogenitat,
vergleichbare Ergebnisse bei verschiedenen Methoden) unterschieden. Die in dieser Arbeit
vorgestellte Gefrierfixierung ermoglichte stellenweise zwar eine Strukturerhaltung, die
vergleichbar mit dem etablierten Aquivalentbild war, jedoch nur mit eingeschrankter
Reproduzierbarkeit; dies wurde speziell fir morphometrische Studien als unpassend
beschrieben, sodass die Gefrierfixierung flr Lungengewebe nicht empfohlen wurde.

Eine optimierte Nierenfixierung, wie sie mit den drei vorgestellten Standardprotokollen in meiner
Arbeit erreicht werden konnte, zeichnete sich ebenfalls durch ihre gute Reproduzierbarkeit aus.
Eine gute Strukturerhaltung von Nierengewebe tber ein groRtmogliches Volumen erlaubte hier
auch eine gute Auswertung seiner strukturellen Heterogenitat mit einer Vielzahl an Zelltypen und
Tubulusdifferenzierungen. Eine selektiv optimierte Strukturerhaltung von Podozyten sowie S1-
und S2- Segmenten des proximalen Tubulus zur hochauflésenden Darstellung mit dem TEM, wie
es durch Variationen von Protokoll 2 mit einer Vehikelosmolaritat von 200 mOsmol moéglich war,

musste daher gegen eine hier eingeschrankte Reproduzierbarkeit abgewogen werden.
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4.2.3. Zusammenfassung beziglich lebensnaher Strukturerhaltung

Neben direkten Beobachtungen von Nierengewebe in vivo oder an vitrifiziertem Material kdnnen
auch durch Vergleiche von verschiedenen Fixiertechniken wie Immersionsfixierung, Dripping in
vivo, Gefriertechniken oder Perfusionsfixierung Qualitatskriterien einer lebensnahen Struktur
definiert werden (9). Strukturen, die nach einer Fixierung unter schlechten Bedingungen sichtbar
sind (z.B. lange Ischamiezeit), nicht aber nach einer Fixierung unter guten Bedingungen, kénnen
mit einer hohen Wahrscheinlichkeit als artifiziell beschrieben werden (15, 24).

Aufgrund einer fehlenden idealen Fixierung sind Aussagen Uber lebensnahe bzw. gute oder
schlechte Ultrastruktur daher ein Ergebnis von Konsens und dem Vergleich verschiedener
Methoden. So schrieb Gilkey 1986 in dem Artikel "Advances in Ultrarapid Freezing for the
Preservation of Cellular Ultrastructure" (100): "We believe that, on the basis of intuition, common
sense, and the cumulative experience of 40 years of progress in ultrastructural studies, it is
possible to define a few reasonable conditions that must be met by a fixation technique if it is to
yield a good approximation of the "true nature" of the living state." Fir eine morphologische
Untersuchung von Nierengewebe muss jedoch ebenso die von Weibel et al fir
Lungenfixierungen beschriebene Reproduzierbarkeit und Homogenitat einer Fixierung beachtet
werden (90). Durch eine chemische Perfusionsfixierung war dies fir Nierengewebe am besten

umsetzbar.

4.3. Optimierte Strukturerhaltung von anderen Organen und Geweben

Standardprotokolle ermdglichten in meiner Arbeit eine gute Strukturerhaltung von Nierengewebe.
Weiterhin war durch sie auch eine gute Fixierung von Gehirngewebe und Lebergewebe maglich,
Organ-typische Fixieranforderungen fiir beste Strukturerhaltung konnten hierbei jedoch nur

eingeschrankt berlcksichtigt werden.

4.3.1. Optimierte Strukturerhaltung von Gehirngewebe

Fur eine optimale ultrastrukturelle Qualitdt benétigte Gehirngewebe in meiner Arbeit eine
besonders starke Fixierung mit einer hohen Konzentration von Glutaraldehyd, welche ich mit
Formaldehyd kombinierte (Griffith-Gemisch (72)). Hierdurch war, im Vergleich zu Protokoll 3 mit
2% Glutaraldehyd, eine verbesserte Strukturerhaltung mit reduzierter Zahl von geschwollenen
Mitochondrien mdoglich. Der Nutzen einer selektiv verbesserten Fixierung von Gehirngewebe
muss jedoch mit den Nachteilen abgewogen werden; in meiner Arbeit zeigten kortikales
Nierengewebe sowie Lebergewebe nach Fixierung mit dem vollstandigen sowie dem halbierten
Griffith-Gemisch eine schlechte Abgrenzbarkeit von subzellularen Details aufgrund von
elektronendichtem Zytoplasma. Diese Spezialprotokolle fir eine optimierte rein morphologische
Gehirnfixierung sind daher nicht vergleichbar gut fir Auswertungsansitze an mehreren

Organsystemen verwendbar wie die vorgestellten Standardprotokolle. Grund fir das
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elektronendichte Zytoplasma und weitere allgemeine Schrumpfungszeichen sind vermutlich eine
hohe effektive Osmolaritat der Fixierldsung sowie eine starke Fixierung des Zytoplasmas durch
die Griffith-Gemische.

In einer friiheren Arbeit wurde fir eine Immersionsfixierung von Gehirngewebe ebenfalls eine
verbesserte Fixierung durch Verwendung einer hohen Konzentration (4% und 6%) im Vergleich
zu einer normalen Konzentration (2%) von Glutaraldehyd beschrieben (112). Die verbesserte
Ultrastruktur wurde jedoch auf die hierdurch erhéhte Osmolaritat zurtickgeftuhrt.

In einer anderen Arbeit wurden verschiedene Vehikelosmolaritdten und Konzentrationen von
Glutaraldehyd im Rahmen von Perfusionsfixierungen getestet (113). Hier zeigten hypertone
Fixierlosungen (als Ergebnis einer hohen Vehikelosmolaritdt sowie durch hohe
Glutaraldehydkonzentrationen) allgemein einen besseren Perfusionsfluss als hypotone
Fixierldosungen. Als Ursache fir den schlechteren Perfusionsfluss wurde eine bereits
makroskopisch sichtbare Odembildung vermutet, wodurch die GefaRRe komprimiert wiirden. Eine
hohe rechnerische Osmolaritat als Folge einer hohen Konzentration von Glutaraldehyd fuhrte in
dieser Arbeit zu keinen ultrastrukturellen Schrumpfungszeichen, wahrend eine hohe rechnerische
Osmolaritdt als Folge einer hohen Vehikelosmolaritdt zu deutlichen Schrumpfungen mit
erweiterten Extrazellularraumen und elektronendichten sowie ausgedinnten Zellfortsatzen
fuhrte. Fur eine gute Gehirnfixierung wurde in dieser Arbeit eine leicht hypertone Fixierldsung
zwischen 400-600 mOsmol empfohlen.

In einer Arbeit von Palay et al. wurde eine spezielle Perfusionsfixierung (mit Losungen von
Osmiumtetroxid) inklusive artifizieller Respiration beschrieben, mit welcher das Ischamie-
empfindliche Gehirngewebe verbessert erhalten werden konnte (14). In meiner Arbeit wurde eine
vergleichbar aufwandige Perfusionsfixierung nicht durchgefiihrt, dennoch konnte eine sehr gute
Strukturerhaltung erreicht werden. Limitationen zeigten sich in meiner Arbeit besonders bei der
Perfusionsfixierung von Gehirngewebe mit Formaldehyd-haltigen Fixierldosungen wie Protokoll 1.
Ultrastrukturell zeigte Gehirngewebe hier, nachfixiert mit Glutaraldehyd und Osmiumtetroxid im
Rahmen der Kunstharzpréaparation, haufig eine stark ausgewaschene Ultrastruktur. Eine
verbesserte Strukturerhaltung mit Protokoll 1 wurde durch eine verklrzte Perfusionsfixierung
erreicht, hier sollte eine frihere Nachfixierung mit Glutaraldehyd erreicht werden. Meine
Annahme war hier eine wahrend der Perfusionsfixierung eingeschrankte Diffusion von
Formaldehyd Uber die Blut-Hirn-Schranke. In einer friiheren Arbeit wurde die Abhangigkeit der
Strukturerhaltung von der beobachteten Hirnzone beschrieben; endokrin aktive Areale mit gut
durchgéngiger Blut-Hirn-Schranke, wie die Eminentia mediana, zeigten eine gute
Strukturerhaltung bei Verwendung von Fixierlosung mit einer isotonen Vehikelosmolaritét.
Hirnzonen mit dichter Blut-Hirn-Schranke hingegen zeigten hier deutliche Schwellungen mit

erweiterten Extrazellularrdumen (114).

117



4. Diskussion

4.3.2. Optimierte Strukturerhaltung von Dinndarm

Dinndarm konnte in meiner Arbeit nach Perfusionsfixierung mit einer hohen Konzentration von
HES (P1 V12 in Tabelle 1; enthalt 7,2% HES) gut erhalten werden, ein vergleichbar gutes
Ergebnis gelang ebenfalls durch Immersionsfixierung. In beiden Fallen zeigte sich als Zeichen
einer guten Fixierung eine intakte Epithelschicht der Lamina epithelialis mucosae. Die
Fixierqualitéat der Immersionsfixierung war jedoch sehr heterogen; in Richtung des Darmlumens
zeigten die DUnndarmzotten eine artifizielle Abhebung der Lamina epithelialis mucosae, wahrend
periphere Zottenanteile besser fixiert waren. Die Perfusionsfixierung mit der hohen HES-
Konzentration wirkte sich jedoch negativ auf die Nierenfixierung aus, ursachlich hierfir war
vermutlich die sehr hohe Viskositat der Fixierldsung. Dies zeigte sich als reduzierter Durchfluss
wahrend der Perfusion sowie durch das Vorkommen von dilatierten Kapillarschlingen und Tubuli
im Semidinnschnitt. Daher ist dieses Spezialprotokoll mit stark erhéhter HES-Konzentration nicht
geeignet fir Auswertungsansatzen an anderen Organsystemen. In einer Arbeit von Shimo et al.
wurden verschiedene Fixiertechniken fir eine optimierte Strukturerhaltung von Dinndarm der
Maus verglichen (111). Hier zeigte sich nach Perfusionsfixierung mit 2,5% Glutaraldehyd in 0,1
M Phosphatpuffer ebenfalls eine starke basolaterale Spaltbildung, die nach Immersionsfixierung
nicht beobachtet wurde. Weiterhin wurde hier Gewebe nach Exzision sowie in vivo mit flissigem
Stickstoff eingefroren und flr Schnittpraparationen verarbeitet. Auch hier konnte keine
vergleichbare basolaterale Spaltbildung beobachtet werden. Die basolaterale Spaltbildung wurde
von Shimo et al. auf einen erhohten interstitiellen Druck wahrend der Perfusionsfixierung mit
artifiziell hohem Perfusionsdruck zurlickgefuhrt. Moéglicherweise liegt dieser Anfélligkeit des
Dinndarms gegeniber Veranderungen des Perfusionsdrucks auch das relativ durchlassige

fenestrierte Kapillarendothel zugrunde.

4.3.3. Optimierte Strukturerhaltung von Lebergewebe

Lebergewebe zeigte in meiner Arbeit nach Fixierung mit verschiedenen Fixierloésungen eine gute
Strukturerhaltung und war daher weniger aufwdndig in hoher Qualitat zu fixieren als
Nierengewebe und Hirngewebe. Bei Verwendung einer Fixierlosung mit sehr geringer
Vehikelosmolaritat (P3 V4 in Tabelle 1; 150 mOsmol) war eine qualitativ hochwertige Fixierung
auf mikroanatomischer und ultrastruktureller Ebene mdglich; subzellulare Details konnten gut
vom elektronenlichten Zytoplasma abgegrenzt werden. Mikroanatomisch zeigte das
Lebergewebe keine geplatzten Zellen, jedoch machte es einen insgesamt turgeszenten Eindruck
in Form von volumindsen Zellen, welche bereits auf mikroanatomischer Ebene im
Semidinnschnitt eine Abgrenzung von subzelluldren Details wie Mitochondrien erméglichten.
Auch eine Fixierung bei mittlerer Vehikelosmolaritat (Protokoll 3; 231 mOsmol) und hoher
Vehikelosmolaritat (P3 V1 in Tabelle 1; 323 mOsmol) zeigte mikroanatomisch eine gute

Strukturerhaltung mit Abgrenzbarkeit von subzellularen Strukturen; weiterhin zeigten Zellkerne in
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beiden Fallen glatte Konturen und einen groRen Anteil von Euchromatin. Auch nach
Perfusionsfixierung mit Formaldehyd-haltigen Fixierldsungen konnte eine gute Strukturerhaltung
von Lebergewebe erreicht werden. Fixierungen mit geringer Vehikelosmolaritat (P2 V1 in Tabelle
1; 200 mOsmol) bzw. mit mittlerer Vehikelosmolaritdt (Protokoll 2; ca. 270 mOsmol) zeigten
mikroanatomisch runde Zellkerne mit einem grof3en Anteil von Euchromatin und eine gute
Abgrenzbarkeit von subzellularen Strukturen. Ursé&chlich fir diese Vielfalt an Fixierlésungen, die
sich fur eine gute Strukturerhaltung von Lebergewebe eignen, konnte eine im Vergleich zu
Nierengewebe geringere zellulare und osmolare Heterogenitdt sowie eine weniger sensible
Blutdruckregulation sein (89). Somit ist die Qualitat der Leberfixierung primar von der
Zusammensetzung der Fixierldosung abhéngig, wodurch die Leber allgemein eine deutlich
grolRere Robustheit als die Niere zeigt. Immersionsfixierungen, wie sie im Rahmen meiner Arbeit
auch durchgefiihrt wurden, konnten Lebergewebe ultrastrukturell ebenfalls gut erhalten. Hier
zeigte sich jedoch eine Schichtung mit Arealen unterschiedlicher Gewebequalitat; aul3ere
Bereiche und das Zentrum von immersionsfixiertem Lebergewebe waren schlecht fixiert,
dazwischenliegende Zonen waren deutlich besser erhalten. Durch eine langsame Diffusion von
Glutaraldehyd werden oberflachliche Gewebeschichten bei Immersionsfixierungen allgemein
friher fixiert, wahrend zentrale Schichten durch die spéte Fixierung bereits autolytische Schaden
zeigen. In einer Arbeit von Petersen wurde anhand von menschlichen Leberbiopsien eine
vergleichbare Schichtung der Fixierqualitat beschrieben (12). Die &ulR3ere (erste) Schicht des
Biopsiezylinders war durch mechanische Schaden im Rahmen der Entnahme zerstort,
ultrastrukturell zeigten die Zellen hier Schwellungen und geplatzte Zellleiber. Die
darunterliegende zweite Schicht zeigte die beste Fixierqualitat, Zellorganellen waren gleichférmig
fixiert. In der dritten Schicht waren vermehrt geschwollene Mitochondrien sichtbar, in der vierten
Schicht (Zentrum des Biopsiezylinders) zeigten sich deutlich geschwollene Mitochondrien mit
ausgewaschener Matrix und fragmentiertes endoplasmatisches Retikulum.

Maunsbach zeigte in einer Arbeit, dass Lebergewebe durch Immersionsfixierung sogar nach
einem Zeitintervall von 6 Stunden sehr gut fixiert werden kann (16). Nach Exzision von
Lebergewebe wurde dieses bei 4°C gelagert und anschlieend mit 2% Osmiumtetroxid in
Phosphatpuffer durch Immersion fixiert. Erst nach 24 Stunden bei 4°C bzw. nach 6 und 24
Stunden bei 22°C Lagerung zeigten sich deutliche postmortale ultrastrukturelle Veranderungen
wie geschwollene Mitochondrien und ein fragmentiertes endoplasmatisches Retikulum. Diese
Experimente zeigen, dass Organe sehr unterschiedliche Anspriiche an optimale
Fixierbedingungen haben und postmortale Verdnderungen in der Leber erst relativ spat
entstehen. Weiterhin zeigen diese Experimente, dass das Zeitintervall zwischen Exzision und
Fixierung, zumindest bei Lebergewebe, nicht alleine entscheidend fiir die Fixierqualitat ist. In
einer anderen Arbeit von Maunsbach zur Fixierung von Nierengewebe wurde ein mdglicher

Grund fr die haufig schlechte Ultrastruktur von immersionsfixiertem Gewebe diskutiert (15, 24).
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Zellen in tiefen Gewebeschichten wirden vor dem Zeitpunkt einer ausreichenden Stabilisierung
durch ein Fixans durch eine geringe Konzentration des Fixans strukturell geschadigt werden.
Durch verschiedene Techniken kdnnen Limitationen der Immersionsfixierung z.T. aufgehoben
werden. Wisse et al. beschrieben eine verbesserte Ultrastruktur von Lebergewebe durch Injektion
von Fixierlosung in das Gewebe (89). Weiterhin erlaubt eine Behandlung mit
Mikrowellenstrahlung eine nicht-thermische Beschleunigung der Fixierung. Dieser Ansatz kann
deutlich verbesserte Fixierungen in Sonderfallen ermdglichen, die keine konventionelle
Perfusionsfixierung erlauben (z.B. in der pathologischen Diagnostik und bei sehr kleinen

Organismen wie Embryonen, Zebrafischen oder Caenorhabditis elegans) (115, 116).

4.4. Optimierte Gewebe- und Schnittpraparation

Allgemein kénnen nicht alle Gewebekomponenten nach Fixierung mit Formaldehyd oder
Glutaraldehyd stabilisiert werden (18, 20). Der Zustand nach initialer Fixierung mit Formaldehyd
sollte daher als ein Rohzustand angesehen werden, der durch anschlieBende Nachfixierung mit
Glutaraldehyd und weitere Behandlung mit Additiven oder Osmierung stark beeinflusst werden
kann. Bei der nachfolgenden Entwasserung werden Stoffe, welche nicht durch Fixierungen
stabilisiert wurden, ausgewaschen. In meiner Arbeit konnte eine optimierte Strukturerhaltung
durch reduzierte Osmierung durchgefihrt werden; hierdurch lieRen sich Membranen verdeutlicht
darstellen. Weiterhin konnten durch eine verbesserte Schnittpraparation Schnittartefakte deutlich

reduziert und damit die Auswertung der Praparate am TEM optimiert werden.

4.4.1. Osmierung

In meiner Arbeit war eine deutlich verbesserte Darstellung von Membranen durch Zusatz von
Kaliumhexacyanoferrat zum Osmiumtetroxid mdglich. Auf Grundlage einer friheren Arbeit (59)
wurde hier zusatzlich eine Pufferung durch Na-Kakodylatpuffer durchgefihrt, wéhrend im
Rahmen der Standardosmierung nur Aqua dest. verwendet wurde. In meiner Arbeit konnte durch
die reduzierte Osmierung eine herausragende Verbesserung des Membrankontrasts aller
untersuchten Zelltypen im Vergleich zur Standardosmierung erreicht werden. Die Verwendung
der reduzierten Osmierung machte in meiner Arbeit jedoch auch eine Anpassung weiterer
Praparationsschritte notwendig; Eponblocke zeigten eine erhdhte Brichigkeit wahrend des
Anschneidens, weiterhin erschien das Kunstharz gehéauft ungenigend polymerisiert. Die
reduzierte Osmierung wurde bereits flr verschiedene Zell- und Gewebetypen beschrieben (70,
71, 117); eine  selektive Kontrastierung  von Membrankompartimenten  fir
Ultradinnschnittmaterial sowie eine allgemein verbesserte Membranstruktur wurde hierdurch
erreicht. Weiterhin wurde eine sehr gute Membranerhaltung proximaler Tubulusepithelien durch
reduzierte Osmierung beschrieben (16). Die herausragende Qualitatsverbesserung

verschiedener Zelltypen der Niere, wie sie im Rahmen meiner Arbeit im direkten Vergleich mit
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der Standardosmierung prasentiert wurde, wurde bisher jedoch nicht gezeigt. Als Konsequenz
empfiehlt sich daher generell die Evaluation einer Anwendung der reduzierten Osmierung fir
perfusionsfixiertes Nierengewebe. Die nachteiligen Auswirkungen einer reduzierten Osmierung
auf die Gewebepraparation, wie eine erhohte Gewebeharte mit eingeschrénkter Diffusion von
Einbettungslosungen, wurden auch in friiheren Arbeiten beschrieben (92); Praparationsartefakte
wurden hier durch Mikrowellensysteme und durch Verwendung von nur 100-200 um diinnen
Vibratomschnitten reduziert. Durch Verringerung der BlockgroRe auf ca. 1x1x0,5 mm konnte ich
in meiner Arbeit jedoch auch ohne Mikrowelleneinbettung eine verbesserte Diffusion der

Einbettungslosungen erreichen.

4.4.2. Schnittpraparation

Die Verwendung von hexagonalen 300 Mesh grids als Tragermaterial fir Ultradinnschnitte
ermoglichte in meiner Arbeit eine qualitativ hochwertige Fotodokumentation am TEM.
Voraussetzungen hierfir waren ein hochwertiges Diamantmesser, faltenfrei aufgezogene
Ultradiinnschnitte und eine saubere Kontrastierung. Der letzte Punkt war dabei am schwersten
zu realisieren. Nach dem Kontrastiervorgang konnten im TEM Prazipitate und weitere
Verunreinigungen in unterschiedlichem Ausmal3 und ohne vorhergehende offensichtliche Fehler
wahrend des Kontrastierens beobachtet werden. Durch Modifikation des Kontrastiervorgangs
konnte jedoch auf3erst zuverlassig das Ausmald an Verunreinigungen reduziert werden. Hierfr
inkubierte ich die Praparate auf Grundlage einer friheren Arbeit vor der Kontrastierung in 1%
wassriger EDTA-L6sung (53). In dieser Arbeit wurde eine moégliche Blockade von Bindungen im
Ultradtinnschnitt durch EDTA sowie HCL vermutet, welche als eine Art Kristallisationskern
wahrend des Kontrastiervorgangs eine Prazipitatbildung induzieren kénnen. Weil hier weiterhin
ein Ausbleichen der Ultradiinnschnitte als Folge der Inkubation in HCL beschrieben wurde,
verwendete ich in meiner Arbeit EDTA. Ich nutzte weiterhin NaOH-Platzchen zur Reduktion des
CO2-Gehalts innerhalb der geschlossenen Petrischale mit Bleizitrat, um eine Reaktion beider
Stoffe zu unléslichem Bleikarbonat zu vermeiden. Dieser Ansatz wurde in friheren Arbeiten
empfohlen (118, 119). Die Umsetzung dieser beiden Modifikationen des Kontrastiervorgangs
ermoOglichte in meiner Arbeit die Herstellung nahezu Falten- und Prazipitat-freier
Ultradinnschnittpraparate bei Verwendung von 300 Mesh grids. Publizierte Empfehlungen
bezuglich der Blockgeometrie und der Umgebungsbedingungen wahrend der Ultramikrotomie
wurden im Rahmen meiner Arbeit recherchiert und erfolgreich umgesetzt (51). Aufgrund der nur
ca. 40 um grofRen Maschen der hexagonalen 300 Mesh grids war die auswertbare Flache der
Ultradiinnschnittpraparate jedoch deutlich eingeschrankt. Mesh grids mit grél3eren Maschen
fuhrten aber zu verstarkter Faltenbildung der aufgezogenen Ultradinnschnitte, wodurch bei der
Kontrastierung vermehrt Prazipitate entstanden. Die Verwendung von befilmten Schlitz-Grids

fuhrte zu Beginn meiner Arbeit zu starker, unkontrollierbarer Faltenbildung wahrend der
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Schnittaufnahme und der Kontrastierung. Weiterhin war die allgemeine Qualitdt der Praparate
hier aufgrund von Film-Artefakten reduziert. Wéahrend meiner Etablierungsarbeiten zur
verbesserten Ultradlinnschnittpraparation fir TEM-Nanotomie konnte ich einige entscheidende
Quellen von Artefakten identifizieren und hierdurch die Qualitdt der Pr&parate deutlich
verbessern. Ich entschied mich fur Pioloform, weil dieses im ,Wormatlas” als stabiler gegeniber
Formvar empfohlen wurde und keine nachtragliche Kohlenstoffoedampfung als Stabilisierung
bendtigt (http://www.wormatlas.org/EMmethods/Gridmaking.htm).

Durch Vermeidung von Wasserkontaminationen der Befilmungslosung war eine deutliche
Reduktion von weil3en Punkten und Filmléchern mdglich. Hierfur wurde die im Kihlschrank
gelagerte Losung erst nach Erwéarmen auf Zimmertemperatur getffnet. Weiterhin wurden in
spateren Schritten nur vollstandig getrocknete Objekttrager in die Befilmungslésung getaucht. In
einer frlheren Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen Wasserkontamination und
Artefaktbildung bereits beschrieben (120). Die Beschichtung der verwendeten Objekttrager mit
Kernseife war eine weitere Quelle haufiger Artefakte; das griindliche und gleichmaRige Verreiben
der Kernseife reduzierte drastisch Schlierenartefakte, wie sie vermutlich aufgrund einer unebenen
Oberflache entstehen. Neben den Schlierenartefakten konnten weiterhin helle Abdriicke von
massiven ,Krimeln® gefunden werden, was ebenfalls als Ursache ein ungenigendes Verreiben
der Kernseife vermuten lasst. In fritheren Arbeiten wurden verschiedene Techniken zur Befilmung
beschrieben. Hier wurde z.B. Kernseife nass verarbeitet (121) oder keine vergleichbare
Beschichtung verwendet (122).

In meiner Arbeit konnte ich Faltenbildungen wahrend der Schnittaufnahme durch
Hydrophilisierung der Schlitz-Grids drastisch reduzieren, was bei der anschlieRenden
Kontrastierung ebenfalls eine deutliche Reduzierung von Prazipitaten ermoglichte. Die
Hydrophilisierung von befilmten Schlitz-Grids wurde bisher vor allem fir Techniken wie Negative
staining zur Darstellung von z.B. Viren beschrieben (122), jedoch ergeben sich heutzutage fur
grol3flachige Auswertungen von Ultradinnschnitten (speziell fur Digitalisierungen von
Ultradiinnschnittarealen) neue, sehr vielversprechende Anwendungsgebiete. Weiterhin wurde
zur Reduktion von Faltenbildung bei der REM-Array Tomographie eine Hydrophilisierung von

Kapton-Band und Deckglasern durch Glimmentladung empfohlen (92).

4.5. Mikroskopische Verfahren zur optimierten morphologischen Darstellung der Niere

In meiner Arbeit habe ich auf Grundlage der verbesserten Nierenfixierung und nachfolgenden
Praparationen  ausgewahlte  methodische  Ansdtze fir verbesserte licht- und
elektronenmikroskopische Auswertungsverfahren getestet, um morphologische Besonderheiten
von Nierengewebe optimiert darstellen zu kdnnen. Zu diesen Besonderheiten der Niere zahlte
ich die Heterogenitat von mikroanatomischen Zonen (15, 24, 26) sowie die mit Uber 26

verschiedenen Zelltypen (48) bedeutende zelluldre Heterogenitat. Es sollte hierflr der
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Zusammenhang von Mikroanatomie (Nierenzonen und Zellarchitektur) und Ultrastruktur per
Digitalisierung von Ultradiinnschnittarealen (Nanotomie) erhalten bleiben (75, 123, 124) und per
Big data Ansatz dezentral fir telepathologische Auswertungen verfiigbar gemacht werden (125,
126).

4.5.1. LM-Array Tomographie

Eine konventionelle lichtmikroskopische Untersuchung von Semidlnnschnitten ermdéglichte in
meiner Arbeit eine Auswertung nur auf zweidimensionaler Ebene. Aufgrund der bekannten
Nierenanatomie und Histologie reicht dieser Auswertungsansatz fir die meisten Fragestellungen
aus, es waren durch zuféllige Anschnitte die meisten Strukturen gut auswertbar. Fur die
Auswertungen der Fixierungsprotokolle konnten geschrumpfte, normale sowie geschwollene
Zellen eindeutig klassifiziert werden. Eine Limitation dieser zweidimensionalen
lichtmikroskopischen Auswertung war jedoch die mangelhafte Beurteilbarkeit von
mikroanatomisch komplex gebauten Strukturen wie Glomeruli. Speziell fir von der Norm
abweichende Morphologien wie neonatale oder pathologische Glomeruli sollte daher eine
Methode zur exakten dreidimensionalen mikroanatomischen Auswertung von Glomeruli evaluiert
werden. Fir eine verbesserte und direkte Beurteilung von Volumeninformationen verwendete ich
Semidunnschnittserien, welche optional durch REM-Array Tomographie auswertbar gemacht
werden konnen. Eine Schnittdicke von 300 nm ermdglichte eine Abbildung von Strukturen mit
annahernd isometrischen Voxeln; bei Verwendung eines 63x Planapochromats mit einer
numerischen Apertur von 1,4 ergab sich mit der verwendeten CCD-Kamera eine Voxelgré3e von
150x150x300 nm. Die Alignierung der fotografierten Schnittserien ermdglichte eine
Rekonstruktion von virtuellen Anschnitten in jeder gewtinschten Ebene. Hierdurch konnte eine
exakte morphologische Beschreibung des komplexen mikroanatomischen Aufbaus der Glomeruli
ermoglicht werden. Eine manuelle Segmentierung von z.B. Kapillarlumina erlaubte weiterhin
durch Modellierung eine sehr prazise und aussagekraftige dreidimensionale Visualisierung von
Strukturen. Dies erlaubte eine exakte Darstellung des rdumlichen Zusammenhangs der
modellierten Strukturen. Glomeruli wurden bereits in friheren Arbeiten anhand von
Semidinnschnittserien untersucht (127-129); hier wurde jeweils eine Schnittdicke von 1 pm
verwendet. Im Rahmen frherer  Arbeiten wurden eine Kartierung der
Glomeruluskapillarschlingen mit seinen Verzweigungen (127) sowie ein Modell der
Oberflachentopographie (128) erstellt. Weiterhin wurden die einzelnen Komponenten durch
Modellierung visualisiert und hierdurch ein verbessertes Verstdndnis des exakten
mikroanatomischen Aufbaus des Glomerulus erreicht (129). Weitere technische Ansatze zur
dreidimensionalen Darstellung von Glomeruli wurden beschrieben; darunter Ausgusspréparate
fur konventionelle REM-Ansatze (130) und Nano-Computertomographie (131) sowie Praparate

fur Multiphotonenmikroskopie (132). Ausgusspraparate zeigten lediglich die Lumina der
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Glomeruluskapillarschlingen, sodass keine Informationen tber die Gewebszusammensetzung
erhalten werden konnten (130, 131), weiterhin waren die Ausgusspraparate im REM nur
entsprechend ihrer Orientierung von auf3en einsehbar, detaillierte Informationen Uber zentrale
Bereiche der Glomeruluskapillarschlingen sowie die dem REM-Detektor abgewandte Seite
wurden nicht erhalten. Wéhrend durch Multiphotonenmikroskopie mit normalem Gewebe nur ein
limitiertes Gewebevolumen von 30-40 um visualisiert werden kann (128), ermdglicht eine
spezielle Transparenzerhéhung (Clearing) eine Visualisierung von tber 1 mm dicken Proben
(132); Auflésung und Gewebsveranderungen in Folge des Clearing kdnnen hier jedoch
limitierende Faktoren sein. Volumen-Datensatze, wie sie in meiner Arbeit von neonatalen, adulten
und pathologischen adulten Glomeruli durch Semidunnschnittserien hergestellt wurden, erlauben
generell vielfaltige und hochaufldésende Auswertungsmodalitdten, besonders auch durch neue
Techniken wie REM-Array Tomographie, sind jedoch sehr aufwéndig in der Herstellung und
Datenverarbeitung. Eine Kombination und Korrelation von Techniken verschiedener
GroRRenskalen anhand eines Praparats, wie z.B. Mikro-Computertomographie,
Multiphotonenmikroskopie und licht- bzw. elektronenmikroskopische Auswertungen von
Semidinnschnitten, wirden die jeweiligen Vorteile der Techniken kombinieren, sodass grof3es
Volumen (Mikro-Computertomographie und Multiphotonenmikroskopie) sowie hochauflésende
Struktur (licht- und elektronenmikroskopische Auswertung von Semidlnnschnitten) von einem
grol3en Praparat ausgewertet werden kdnnen. Mit diesem Ansatz wurden in einer friiheren Arbeit
Zebrafische exakt morphologisch kartiert; hier wurde Mikro-Computertomographie mit
nachfolgender Semidinnschnittpraparation fur licht- und elektronenmikroskopische Auswertung
(REM-Array Tomographie) kombiniert (133).

4.5.2. Elektronentomographie

In meiner Arbeit konnte durch Elektronentomographie gER im proximalen Tubulus hochaufgeltst
dargestellt werden. Im Gegensatz zur konventionellen hochauflésenden Darstellung am TEM war
hierdurch, neben einer hohen Auflésung in X/Y, eine ebenfalls hohe digitale Schnittauflésung (Z)
von ca. 1-2 nm moéglich. Hierdurch konnten die Membranstrukturen des gER, die konventionell
nur als Projektion darstellbar sind, exakt morphologisch beschrieben werden. Es zeigte sich eine
maschenartige Struktur des gER mit einer Porengréf3e von ca. 50 nm, welches entlang der
lateralen Zellgrenzen verlief und auch Organellen wie Mitochondrien und Peroxisomen umgab.
In einer friheren Arbeit wurde das gER im proximalen Tubulus durch Osmiumimpragnation
dargestellt. Hierbei wurden durch Inkubation von Nierengewebe in einer Osmiumtetroxid-Lésung
Membranzisternen des gER selektiv kontrastiert. Es wurden Kunstharzschnitte mit einer Dicke
zwischen 300-1000 nm verwendet, sodass Projektionen der Membranzisternen am TEM
dargestellt werden konnten. Hier zeigte sich eine maschenartige Struktur, die vergleichbar mit

den elektronentomographischen Aufnahmen meiner Arbeit sind. Durch diese konnten in meiner
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Arbeit die Membranzisternen exakt im Volumen des ca. 250 nm dicken Kunstharzschnitts verfolgt
werden. Die Anfertigung von elektronentomographischen Aufnahmen erforderte jedoch einen
grol3en Zeitaufwand, wahrend hierbei nur geringste Volumina bzw. Ultradiinnschnittareale
ausgewertet werden konnten. Uber die technische Etablierung dieser Technik ergaben sich keine
wichtigen Einsatzbereiche dieser Technik, da sich hier diverse Limitationen ergaben. Aufgrund
der in meiner Arbeit routinemafRig durchgefihrten chemischen Perfusionsfixierung ist im
hochaufgeldsten ultrastrukturellen Detail mit starken morphologischen Veranderungen wahrend
der Fixierung zu rechnen. Daher hatte die reprasentative Auswertung gro3er Flachen hier flr
mich Prioritat. In friheren Arbeiten wurden elektronentomographische Aufnahmen jedoch auch
von Material durchgefiihrt, welches durch High-pressure freezing und Gefriersubstitution
verarbeitet wurde (134). Sofern durch High-pressure freezing die Mdglichkeit einer lebensnahen
morphologischen Darstellung per hochauflosender Elektronentomographie besteht, nimmt ihre
Aussagekraft auch bei nur kleinen Probenvolumina bzw. Flachen drastisch zu. Dieser Ansatz
konnte jedoch fur Nierengewebe nicht verfolgt werden, da eine mechanische Manipulation von
Nierengewebe, wie sie im Rahmen der Praparation fiir das High-pressure freezing notwendig
ware, zu starken morphologisch fassbaren Veranderungen mit Zellschwellungen und
Tubuluskollaps gefiihrt hatte (9, 101). Eine Anwendung dieses Ansatzes ware daher primar fir
Zellkultur und kleinste Modellorganismen wie Caenorhabditis elegans als Goldstandard zu
betrachten, welche ein Einfrieren ohne vorherige mechanische Manipulation erlauben (135). In
friheren Arbeiten wurden, trotz der offensichtlichen Limitationen, jedoch auch in
morphologischen Studien mit Nierengewebe Darstellungen durch Elektronentomographie
durchgefihrt. Cheng et al. zeigten hochaufgeloste Datensiatze der glomerularen
Filtrationsbarriere, durch virtuelle Schnitte und Modellierungen wurden
Nachbarschaftsbeziehungen von subzellularen Details beschrieben (136). Hier wurde jedoch
ausschlie3lich mit chemischen Fixierungen gearbeitet, appliziert wurden diese konventionell
(nicht per Injektion oder unterstitzt durch Mikrowellenstrahlung) per Immersion oder Perfusion.
In einer anderen Arbeit zeigten Arkill et al. ultrastrukturelle Studien des dreidimensionalen
Aufbaus der glomeruldaren endothelialen Glykokalix mit einem Serial block face REM (SBF-REM),
Focused ion beam milling REM (FIB-REM) und Elektronentomographie (44). Auch in dieser Arbeit
wurde mit chemisch fixiertem Material gearbeitet. Die Substruktur der Glykokalix wurde
beschrieben, jedoch wurde auf den hier unbekannten Grad an Artefaktbildung als Limitation
hingewiesen, weitere Arbeiten, unter anderem durchgefuhrt mit Gefriertechniken, seien hier als
verbesserte  Aufklarung notwendig. Eine  Kombination von  Techniken  der
Volumenelektronenmikroskopie mit der von Ohno et al. beschrieben Cryo in vivo Fixierung (78)

kénnte dies ermdglichen, jedoch wurde dieser Ansatz bisher nicht publiziert.
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4.5.3. Nanotomie und REM-Array Tomographie zur 3D-Rekonstruktion

Eine konventionelle ultrastrukturelle Auswertung am TEM ermdéglichte in meiner Arbeit eine
punktuelle Auswertung von Ultradlinnschnitten. Eine vorangegangene lichtmikroskopische
Untersuchung des zum Gewebeblock gehorigen Semidinnschnitts erlaubte hier eine
Orientierung innerhalb des Praparats. Aufgrund der Heterogenitéat von Nierengewebe ware eine
reprasentative Auswertung mit Erfassung samtlicher Zonen und Zelltypen auf ultrastruktureller
Ebene auRerst zeitaufwandig gewesen. Ich fokussierte mich daher auf kortikale Zellen und hier
besonders auf Podozyten und proximale Tubuli. Besprechungen der Ultrastruktur meiner
Praparate waren generell nur anhand der angefertigten Fotos mdglich, wahrend
Semidinnschnitte direkt live an einem Diskussionsmikroskop gemeinsam betrachtet werden
konnten. Im direkten Vergleich von licht- und elektronenmikroskopischer Auswertung war daher
die Informationsdichte sowie die Nutzbarkeit von Expertenwissen bei ultrastrukturellen
Auswertungen allgemein deutlich eingeschrankt. Grund hierfiir war das Fehlen einer schnellen
Auswertungsmadglichkeit von Praparaten an einem TEM durch ein schnelles und qualitativ
hochwertiges Livebild sowie die geringe Verfligbarkeit und zeitaufwandige Bedienung von
Elektronenmikroskopen. Um technische Ansatze fir eine verbesserte ultrastrukturelle
Auswertung von Nierengewebe zu etablierten, wurde im zweiten Teil meiner Arbeit ein
Schwerpunkt auf die Digitalisierung von Ultradinnschnittarealen (Nanotomie) gelegt. Hierflr
testete ich verschiedene TEM- und REM-Anséatze. Dieses Vorgehen wurde bereits in friiheren
Arbeiten als sehr effektive Moglichkeit beschrieben, um eine ultrastrukturelle Analyse vom
zellularen sowie subzellularen Detail bei erhaltenem Kontext zur Mikroanatomie durchzufuhren
(75, 137). Hierfir wurden vor der Zeit von CCD-Kameras mit Planfiimen sehr aufwéandige
Montagen anhand von Positiv-Abziligen erstellt (138). Das groRe Potential dieses Ansatzes ist
heutzutage auf verbesserte CCD-Kameras, neue REM-Techniken, innovative und offen
zugangliche Software sowie leistungsfahige Computer und schnelle Internetverbindung

zurtickzuftihren.

4.5.3.1. TEM-Nanotomie

In meiner Arbeit wurden Ultradiinnschnittareale mit einer Gré3e von bis zu 350x350 um und einer
PixelgréRe von 1,6 nm digitalisiert. Als Grundlage hierfir wurden Ultradinnschnittpraparate durch
Anpassung der Praparation in hoher Qualitat angefertigt, wodurch Falten und Prazipitate deutlich
reduziert werden konnten. Die Verwendung von Schlitz-Grids ermdglichte eine effiziente Auswahl
von geeigneten Motiven sowie eine barrierefreie Digitalisierung dieser Bereiche.

Ein optimierter Ansatz zur Alignierung? der Einzelbilder (bis zu 4300 Bilder mit je 4084x4084 Pixel)

ermdglichte das Zusammensetzen zu einem homogenen Datensatz, nahezu frei von

1 Mit JAlignierung” wird das Zusammenfiigen von Einzelbildern durch automatisierte Anpassung (Verschieben, Rotation,
GroRRenanderung, Strecken) zu einem 2D- oder 3D-Datensatz beschrieben.
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Uberblendungsartefakten. Die Datensétze konnten per interner Festplatte, externer Festplatte
oder Charité-Laufwerk (dezentral) eingesehen werden. Durch die zusammenhédngenden
Datensatze konnten komplexe mikroanatomische Strukturen wie Glomeruli sehr prazise
ausgewertet werden. Weiterhin konnte eine gemeinsame Diskussion der Datensétze zusammen
mit Experten, unabhangig von einem Elektronenmikroskop, erfolgen. Hier war eine &hnlich
effiziente Auswertung wie bei lichtmikroskopischen Praparaten mdoglich. Der Ansatz der TEM-
Nanotomie war primar durch das zeitaufwandige Anfertigen der Datensétze limitiert. Die
Anfertigung von 500 Einzelbildern dauerte ca. 2,5 Std., das Zusammenfiigen bendétigte weitere
ca. 2 Std. Anhand der fertigen Datensétze konnte jedoch die Ultrastruktur der Praparate deutlich
besser ausgewertet werden, als es durch eine konventionelle (punktuelle) Auswertung maglich
war. Unabhangig vom Ansatz der TEM-Nanotomie konnte die hierfir etablierte verbesserte
Ultradiinnschnittpraparation auch fiir konventionelle Auswertungen genutzt werden.

Eine verbesserte ultrastrukturelle Auswertung von peripheren Nerven durch Verwendung von
TEM-Nanotomie wurde bereits 2003 beschrieben (139). Hier wurden einige 100 Einzelbilder
angefertigt und digital zu einem gro3en Datensatz zusammengefiigt, insgesamt dauerte dies
zwischen 2-8 Std. Weiterhin konnte hierdurch eine Software-gestitzte Bildanalyse durchgefiuihrt
und die Auswertung dezentral durchgefiihrt werden; analoge Montagen hétten hier bereits eine
unhandliche GréRRe von vielen Quadratmetern erreicht. In einer Arbeit von Lee wurde 2011 ein
kompletter Workflow zur Digitalisierung von Glomeruli pathologischer Praparate zu
diagnostischen Zwecken (Telepathologie) beschrieben (137); innerhalb von ca. 1,5 Std. konnte
ein Areal von 200x200 um mit einer PixelgroRe von ca. 4 nm digitalisiert und zusammengeflugt
werden. Dieser Ansatz war schon soweit optimiert, dass die konventionelle Auswertung am TEM
anhand von Einzelbildern durch die Digitalisierung im Rahmen der pathologischen Diagnostik von
Nierenbiopsien ersetzt werden konnte. In der Arbeit von Lee war aufgrund der verwendeten
Photomontage-Software jedoch die Anzahl der Einzelbilder auf 500 beschrankt, sodass gré3ere
Areale nur mit sehr geringer Auflésung aufgenommen werden konnten. Weiterhin wurde in dieser
Arbeit mit Mesh grids gearbeitet, die einen grof3en Teil der Glomeruli verdeckt haben. In meiner
Arbeit war hingegen durch Anpassung der Software (persdnliche Kommunikation mit FEI; Max
Otten) das Anfertigen von bis zu 20000 Einzelbildern mdglich, wodurch ein Field of view von bis
zu 375 um hochauflésend digitalisiert werden konnte. Weiterhin erlaubte die Verwendung von
hochwertigen Ultradlinnschnittpraparaten auf Schlitz-Grids eine barrierefreie Digitalisierung von
Glomeruli, wodurch auch kleine bzw. segmentale Veradnderungen besser ausgeschlossen
werden konnten. In der Arbeit von Lee wurde die Alignierung der Einzelbilder ohne elastische
Anpassung  durchgefuihrt,  weiterhin  zeigten  sich  noch  deutlich  erkennbare
Helligkeitsunterschiede zwischen den Einzelbildern. Durch Verwendung von sehr
leistungsfahigen Alignierungen in Fiji/ TrakEM2 konnte ich in meiner Arbeit sehr viel homogenere

Datensatze erstellen, allerdings koénnen durch aufwandige Alignments auch geometrische
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Verzerrungen induziert werden. Da in diesen Datensétzen jedoch auch eine Verlinkung mit den
originalen Bildern in Fijii TrakEM2 gegeben ist, konnte ich bei einem Verdacht auf solche
Verzerrungen die Originalbilder einsehen.

Ein weiterer Vorteil der Digitalisierung von Ultradiinnschnittarealen ist die Nutzung dieser
Datensatze online in einem Viewer!. Dieser Ansatz wurde im Rahmen meiner Arbeit bereits in
einem ersten Stadium etabliert. Auch Datensatze aus friiheren Arbeiten wurden online per Viewer
zuganglich gemacht, wodurch dezentrale Auswertungen im Rahmen von Forschungsarbeiten
und verbessertes Lehrmaterial verfiigbar wurden. In einer friheren Arbeit wurden komplette
Glomeruli mit einer Pixelgrof3e von ca. 1,4 nm digitalisiert, um eine verbesserte Auswertung des
glomeruléaren Kapillarendothels zu ermdéglichen (140). Eine Auswahl dieser Datensétze ist online
verfugbar. In einer anderen Arbeit wurde ein Zebrafisch mit ca. 25000 Einzelfotos Uber 4,5 Tage
mit einer PixelgrofRe von 1,6 nm digitalisiert, auch dieser Datensatz ist online verfligbar (123).
Durch Digitalisierung mit TEM-Nanotomie kdnnen allgemein qualitativ hochwertige Datensatze
fir dezentrale und effektive Auswertungen erstellt werden. Limitationen der TEM-Nanotomie sind
jedoch eine anspruchsvolle Ultradiinnschnittpraparation und zeitaufwandige Schritte bei der

Digitalisierung, Alignierung, Datenverarbeitung und Datenspeicherung.

4.5.3.2. REM-Nanotomie und REM-Array Tomographie zur 3D-Rekonstruktion

In meiner Arbeit konnten auf der Grundlage der qualitativ hochwertigen Aufnahmetechnik
moderner REM-Ansétze bereits durch Einzelbilder nahezu perfekte Bilder in normaler Auflésung
in  UbersichtsvergroBerung sowie hochster VergroRerung erstellt werden. Speziell bei
UbersichtsvergroRerungen konnte durch die REM-Array Tomographie eine Qualitéat erreicht
werden, die flr mich mit TEM-Anséatzen nicht erreichbar war. Aufnahmen mit hoher Vergrof3erung
waren jedoch aufgrund einer relativ langen Aufnahmezeit von ca. 2-3 min. durch Vibration-
induzierte Aufnahmeartefakte limitiert. Dass allgemein durch Aufnahme eines Ultradiinnschnitts
mit einem REM ein mit dem TEM-Ansatz vergleichbares Bildaquivalent entsteht, konnte bereits
1985 gezeigt werden (141). Hier war jedoch die Qualitat der Bilder deutlich schlechter als bei
damaligen TEM-Ansatzen. Verbesserte Detektorsysteme und Praparationsprotokolle
ermdglichten ab 2004 eine Nutzung der REM-Ansétze in deutlich verbesserter Qualitat (107, 142,
143). Heutzutage wird hierdurch eine bisher unerreichte Effizienz von dreidimensionalen
Rekonstruktionen ermdglicht (6).

In meiner Arbeit konnten Ultradiinnschnittareale auch hochauflésend durch REM-Nanotomie
digitalisiert werden. Hierfir wurde ein spezieller Scan-Generator mit dem Zeiss ATLAS-System
verwendet, wodurch grof3e Einzelbilder mit bis zu 16384x16384 Pixel aufgenommen werden

konnten. Hierdurch konnten komplette Glomeruli mit nur 4-6 Einzelbildern bei einer Pixelgrof3e

1 software, die fiir online-Betrachtung grofer Bilder optimiert ist. In der Regel wird nur der jeweils aktuell betrachtete Bildausschnitt
des gesamten Datensatzes geladen, wodurch selbst Datensatze in der Gro3e mehrerer Gigapixel schnell einsehbar sind.
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von 3 nm digitalisiert werden. Dies reduzierte Bilduberlappungen im Vergleich zur TEM-
Nanotomie deutlich, wodurch eine Induktion von Artefakten wahrend der anschlieRenden
Alignierung weniger wahrscheinlich wurde. Weiterhin war die Praparation der REM-Nanotomie
deutlich einfacher und hochwertiger im Vergleich zur TEM-Nanotomie. Die hdhere
Praparationsstabilitdt der Ultradiinnschnitte vermied auf3erdem eine Elektronenstrahl-induzierte
Verformung, wie sie bei TEM-Praparaten auftritt. Aufgrund der gréRReren Einzelbilder und der
hoheren Praparationsstabilitdit konnten Ultradlinnschnittareale mit der REM-Nanotomie im
Vergleich zur TEM-Nanotomie zuverlassiger und mit verringerter Induktion von Verformungen
wahrend der Aufnahme und wahrend des anschlieenden Alignments erstellt werden. Im
Rahmen meiner Arbeit ergab sich jedoch eine entscheidende Limitation, welche die Verwendung
der REM-Nanotomie einschrankte. Die Aufnahmen der REM-Einzelbilder bendtigten eine im
Vergleich zum TEM-Ansatz bis zu 10-fach langere Aufnahmezeit, stark abhéngig vom
verwendeten Detektor. Durch eine angepasste Préparation zur Reduktion von oberflachennahen
Artefakten und Verwendung eines BSE-Detektors konnten jedoch Aufnahmezeiten erreicht
werden, die mit dem TEM-Ansatz vergleichbar waren. Der Zeitfaktor als limitierender Punkt wurde
fur die REM-Ansétze bereits beschrieben (144); die Digitalisierung von 1 mm? wiirde mit einer
PixelgréRe von 3 nm bei einer Dwell time von 6 ps ca. 1 Woche benétigen. Eine Verwendung der
REM-Array Tomographie zur dreidimensionalen Rekonstruktion muss daher generell sehr kritisch
betrachtet werden, da aufgrund der langen Aufnahmezeiten und des Aufwands der Alignierung
und Segmentierung viele weitere Limitationen hinzukommen und ein Erkenntnisgewinn im
Vergleich zu zweidimensionalen Auswertungen mitunter nur gering ist (6). In meiner Arbeit zeigte
die ultrastrukturelle 3D-Darstellung einer Zelle eines aufsteigenden Schleifenschenkels
hochaufgeldst subzellulare Details wie Mitochondrien und Membranzisternen, auch interstitielle
Strukturen wie Zellfortsatze von Fibroblasten konnten exakt nachverfolgt werden. Es zeigte sich
aul3erdem ein rAumlicher Zusammenhang zwischen Autophagosomen und Membranzisternen
des rauen endoplasmatischen Retikulums. Aufgrund der hier gewéhlten Technik der Array
Tomographie, welche im Gegensatz zu SBF-REM und FIB-REM im Allgemeinen nicht invasiv!
ist, kann weiterhin eine mehrstufige Aufnahme durchgefiihrt werden. Die in meiner Arbeit
gewahlte PixelgroRe betrug 5 nm. Nach Lokalisation einer Region of interest in einem grof3en
Field of view kann hier in einem weiteren Schritt z.B. ein Autophagosom mit einer PixelgréRe von
1-2 nm gescannt werden. Auf diese Weise ist generell eine hohe Flexibilitdt der REM-Array
Tomographie gegeben, wodurch Anpassungen in X/Y (Pixelgréf3e) und Z (Anpassung der
Schnittdicke, Auslassen mehrerer Ultradiinnschnitte) die zeitlichen Limitationen zumindest

teilweise auflosen lassen. Ein vergleichbares Vorgehen ist mit invasiven Techniken wie SBF-REM

1 Die Ultradiinnschnitte werden hier fur nachfolgende Aufnahmen angefertigt und kdnnen als stabile und lang haltbare Praparate
auch mehrfach aufgenommen werden, bei SBF-REM und FIB-REM wird die Blockoberflache aufgenommen. Die Ultradiinnschnitte
werden verworfen, sodass eine nachfolgende Aufnahme nicht méglich ist.
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und FIB-REM nicht moglich, jedoch kann durch diese Techniken durch sehr diunn abtragbare
Schichten eine anndhernd isometrische Voxelgré3e von ca. 4 nm erreicht werden (FIB-REM), bei
weiterhin deutlich erleichterten Alignments, da hier nicht deformierte Ultradlinnschnitte sondern
die Blockoberflache aufgenommen werden (6). Es ergibt sich bei SBF-REM und FIB-REM jedoch
eine weitere Limitation, die Aufnahmen in sehr hoher X/Y-Auflosung einschrankt. Wéahrend das
Abtragen von 4 nm Schichtdicke mit dem FIB-REM gut moglich ist, hangt das Aufnahmevolumen
allgemein  von der verwendeten Beschleunigungsspannung ab; eine  hohe
Beschleunigungsspannung fur hohe X/Y-Aufldsung geht daher mit einer verringerten Z-Auflésung
aufgrund erhoOhter Eindringtiefe des Primarelektronenstrahls einher. In der Folge ist das
aufgenommene Volumen einer Schicht grofl3er als das vorher abgetragene Volumen durch den
lonenstrahl. Dass auch mit der REM-Array Tomographie hdochste Aufldsungen erreichbar sind,
wurde in einer frilheren Arbeit gezeigt; es wurden die Membranzisternen des rauen
endoplasmatischen Retikulums mit hier erkennbaren helikalen Subdoméanen beschrieben (145).
Einige Schnittartefakte konnen hier weiterhin durch einen Ultraschalldiamanten! reduziert
werden, wodurch eine Schnittdicke von ca. 20 nm sowie reduzierte Kompressionen ermoglicht
werden (146).

Hochauflésende 3D-Rekonstruktionen von glomerularen Strukturen wurden u.a. von Ichimura et
al. durchgefihrt (147, 148). Hier wurden mit SBF-REM und FIB-REM die Interdigitationen von
Podozytenfortsatzen ultrastrukturell verfeinert beschrieben und Stadien der podozytaren
Entwicklung demonstriert. Die Vor- und Nachteile der aktuellen 3D-Ansatze fir neue REM-
Verfahren (Array Tomographie, SBF-REM, FIB-REM) muissen generell gut gegeneinander
abgewogen werden, um eine passende Auswabhl treffen zu kdénnen. Allgemein eignen sich SBF-
REM und FIB-REM fur hochaufgeloste 3D-Rekonstruktionen mit geringsten Verformungen,
jedoch bendtigen sie spezielle Anpassungen der Kontrastierung, Einbettung und sind anfallig fur
Aufnahmefehler (keine erneute Aufnahme bei z.B. fehlerhaftem Autofokus moglich) (6). Weiterhin
wird hier idR. das Field of view Aufnahme-bedingt durch die GroRRe der Einzelbilder limitiert.

Auf Grundlage der REM-Technik kdnnen zeitliche Limitationen von Bildaufnahmen
weitestgehend aufgehoben werden, hier bietet das Zeiss MultiSEM 505 eine Aufnahmetechnik
mit 61 parallel arbeitenden Elektronenstrahlen, bei einer festen PixelgroRe von 4 nm (144, 149).
Aufgrund der 61 Elektronenstrahlen, einem speziellen Sekundéarelektronendetektorsystem sowie
weiterer Ansatze zur Beschleunigung der Aufnahme kann hier 1 mm? Ultradiinnschnittareal
innerhalb von ca. 6,5 min. digitalisiert werden. Eine Anpassung der Gewebepréparation sowie
des gesamten Workflows der Datenverarbeitung und Speicherung ist hier jedoch Ublicherweise

notwendig; mit einem MultiSEM 505 kénnen bis zu 100 TB Primé&rdaten pro Tag generiert werden,

1 Verwendbar an einem konventionellen Ultramikrotom. Durch horizontal oszillierende Schwingungen des Diamantmessers wird
eine ,schneidende* Bewegung durchgefiihrt, dies reduziert Kompressionen und damit verbundene Verformungen der
Ultradiinnschnitte deutlich, weiterhin kann hierdurch dunner (ca. 15 nm) geschnitten werden.
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mit dem MultiSEM 506 (91 Elektronenstrahlen bei 8 nm Pixelgréf3e) bis zu 160 TB. In meiner
Arbeit konnte durch eine Standardpraparation auf Siliziumwafern ein Ultradliinnschnittareal mit
einem Field of view von ca. 250 um innerhalb von nur einer Minute mit dem Zeiss MultiSEM 505
digitalisiert werden, ein vergleichbares Areal hatte mit einem TEM bzw. einem einfachen REM
bei hierfur jeweils typischen Parametern mehrere Stunden Digitalisierungszeit bendétigt. Es konnte
durch diesen Ansatz bereits mit meiner Standardpréparation der REM-Array Tomographie ein
hochwertiger Datensatz mit Auflosbarkeit von subzellularen Details und geringer Artefaktbildung
erreicht werden. In friheren Arbeiten wurden bereits erste Datensétze, die mit dem Zeiss
MultiSEM 505 bzw. 506 erstelit wurden, publiziert (149). Weiterhin wurden spezielle
Praparationstechniken wie verstarkte Kontrastierungen und Ansatze fur leitfahige Kunstharze
entwickelt, mit denen die Aufnahme von Proben fir REM-Array Tomographie weiter verbessert

und beschleunigt werden konnten (6, 92, 150).

4.5.4. Korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie

Durch Optimierung von Fixierung und weiterer Praparation konnte in meiner Arbeit hochwertiges
Ausgangsmaterial fir kombinierte morphologische sowie immunzytochemische Methoden von
nur einem Versuchstier generiert werden. Immunzytochemische Anséatze anhand von
Goldmarkierungen (Kunstharzmaterial oder Tokuyasu-Technik) zeigten jedoch generell eine
unbefriedigende Strukturerhaltung und bendtigten eine zeitaufwandige Dokumentation am TEM.
Weiterhin waren Mehrfachmarkierungen mit diesem Ansatz nur schwer zu realisieren.

Ein neuartiger methodischer Ansatz ermdglicht durch Kombination verschiedenartiger
bildgebender Techniken in vielen Fallen eine Auflésung dieser klassischen Limitationen. Hierbei
werden mit den verschiedenen Techniken dieselben Zell- oder Gewebestrukturen dargestellt und
miteinander korreliert; daher wird dieser Ansatz als korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie
bezeichnet (correlative light- and electron microscopy; CLEM) (108). Die Vorteile der jeweiligen
Techniken kénnen somit verbunden werden, z.B. die sensitive Detektion von transgen
induziertem GFP-Signal durch Konfokalmikroskopie mit nachfolgender Kunstharzeinbettung und
hochwertiger ultrastruktureller Darstellung derselben Strukturen mit einem TEM.

Durch das breite Spektrum an bildgebenden Techniken, darunter auch Computertomographie
von Kunstharzblocken, kann hier eine entsprechend der Fragestellung individualisierte
Kombination der Techniken vorgenommen werden. Cheng et al. fihrten an Zebrafischen eine
korrelative  Darstellung durch  Mikro-Computertomographie, lichtmikroskopische und
elektronenmikroskopische Array Tomographie durch (133), wodurch Methoden mit sehr
unterschiedlichen Groflienordnungen kombiniert werden konnten.

Ein vielversprechender CLEM-Ansatz zur optimierten Darstellung von Nierengewebe wird in
Zukunft vermutlich die Array Tomographie nach Collman et al. sein (7). Auf Grundlage einer

optimierten Gefriersubstitution koénnte Nierengewebe hierdurch sehr zuverlassig verbessert
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ausgewertet werden. In ersten Vorarbeiten (nicht Teil der vorherigen Kapitel) konnte ich nach
dem Protokoll von Micheva et al. (107) Semidlunnschnitte von hydrophilem Kunstharz mit
pNKCC2 und DAPI-Kernfarbung markieren und mit einem konventionellen Weitfeld-
Fluoreszenzmikroskop aufnehmen, anschlieBend war nach Farbung (Richardson) eine
Korrelation mit dem lichtmikroskopischen Semidunnschnitt-Signal per TrakEM2 maoglich (7). Die
stabile Praparation der Array Tomographie ertffnet hier auf einfache Weise durch Schnittserien
3D-Rekonstruktionen und durch mehrfache Zyklen von Immunmarkierungen ein prazises
molekulares Mapping von Proteinepitopen anhand der selben Ultradiinnschnitte. Weiterhin
ertffnet das lichtmikroskopische Signal im Vergleich zu klassischen immunzytochemischen

Ansatzen mit dem TEM ein sehr viel grofl3eres Field of view.

4.5.5.Ausblick: Mehrstrahl-REM erméglicht Hochdurchsatzverfahren

Mein Zugang zu Praparation und Auswertung elektronenmikroskopischer Proben war aufgrund
der freien Nutzbarkeit der Core Facility Elektronenmikroskopie der Charité sehr gut. Die Planung
von Fixierexperimenten wurde auf Grundlage der vorangegangenen Experimente durchgefihrt,
in einem Takt von 4-8 Wochen konnten so die notwendigen Fixierungen, Einbettungen,
Schnittpraparationen und Auswertungen durchgefiihrt werden. Eine zeithahe Auswertung von
Fixierungen und modifizierter Schnittpraparation erlaubte eine effiziente Anpassung der
Praparationen und damit eine Annaherung an héchste Qualitdtsstandards. Allgemein ist jedoch
der Zugang zu diesen Techniken aufgrund langer Wartezeiten in Core Facilities und limitierten
Mdglichkeiten von Anpassungen der Préparation und Auswertung sehr beschrankt. Weiterhin
sind in den meisten Arbeitsgruppen EM-Préparationen aufgrund der hohen Spezialisierung der
Techniken nicht eigenstandig durchfuhrbar. In vielen Forschungsprojekten kénnte eine
ultrastrukturelle Auswertung von Proben jedoch Vorteile bringen, Wartezeiten von einigen
Monaten, je nach Abteilung, schrecken aber viele potentielle Nutzer dieser Techniken ab (151,
152).

Die Kunstharzeinbettungen und Schnittpraparationen wurden in meiner Arbeit noch
ausschlie3lich manuell durchgefuhrt. Elektronenmikroskopische Techniken auf TEM-Basis
wurden in den letzten Jahren mehrfach durch Ansatze zur Hochdurchsatzpraparation verbessert
(115, 153); Kunstharzeinbettungen sind inklusive der Fixierung innerhalb von nur 3,5 Std.
madglich, sodass durch nachfolgende Schnittpraparation und Auswertung z.B. eine
ultrapathologische Diagnostik am selben Tag ermdglicht wird. Dieser Fortschritt wurde vor allem
durch kommerzielle Mikrowelleneinbettungssysteme (z.B. Leica Automatic microwave tissue
processor) ermdoglicht. Weiterhin wurden kommerzielle Kontrastierautomaten zur Kontrastierung
von TEM-Grids (z.B. Leica Automatic contrasting instrument) konstruiert. Heutzutage werden
Techniken zur beschleunigten Praparation in einigen pathologischen Instituten fur eine zeithahe
EM-Diagnostik verwendet (119, 153), jedoch bleibt bei diesem Ansatz weiterhin mit der TEM-
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Auswertung ein stark limitierender Faktor bestehen. Wahrend einige pathologische
Fragestellungen theoretisch durch eine gezielte Bilddokumentation in kurzer Zeit aufgeklart
werden konnten, wird dennoch das Anfertigen von reprasentativen Fotos auch in diesen Fallen
empfohlen (49), um die Open view (154) der EM-Technik voll ausschdpfen zu kénnen. Hierdurch
ist auch die Detektion von unerwarteten pathologischen Veradnderungen mdglich, die bei
oberflachlicher Analyse eher Ubersehen werden kann. Speziell in der biomedizinischen
Forschung erfordert die Anwendung von EM-Techniken reprasentative Auswertungen, da das
Ausmall von pathologischen Veranderungen bei z.B. Tiermodellen oder Zellkulturen nicht
vorausgesagt werden kann. Eine ultrastrukturelle Auswertung von mehreren Organsystemen, wie
sie zur Charakterisierung von pathologischen Tiermodellen notwendig werden kann, erfordert
daher eine solche reprasentative Auswertung, was pro Praparat viele 100 Bilder benétigen kann.
Benutzungszeiten am TEM kénnen so flir groRe Projekte unerschwinglich werden, selbst bei nicht
kostendeckender interner Leistungsverrechnung. Im Gegensatz zu Auswertungen mit
konventionellen Lichtmikroskopen, die in der Regel in jedem Labor mehrfach vorhanden sind, ist
eine nachtragliche bzw. erneute Auswertung am TEM mit einem grof3en Aufwand verbunden.
Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit von TEM-Ansétzen in Forschung und Diagnostik (152)
muss die Nutzung dieser Technik in den meisten Fallen daher als mangelhaft angesehen werden.
Die Verfugbarkeit ist dabei jedoch ein kritischer Punkt, der eine sinnvolle Nutzung der
Elektronenmikroskopie erst ermoglicht.

Eine verbesserte bzw. ideale Nutzbarkeit kann nun, erstmals seit Erfindung des
Elektronenmikroskops, durch Beschleunigung des gesamten Arbeitsablaufs fir REM-Array
Tomographie inklusive Digitalisierung und dezentraler Auswertung, z.B. zum Ziel der
Telepathologie (125), ermdglicht werden (Abb. 41A-L). Das Mehrstrahl-REM ist hier das letzte
Bindeglied, um mit einer zentralisierten EM-Abteilung innerhalb von nur 24 Std. 100-200
Praparate fixieren, einbetten, schneiden, kontrastieren und digitalisieren zu koénnen. Eine
beschleunigte Schnittpraparation, wie in dieser Arbeit vorgeschlagen (Abb. 41E-J) und in ersten
Ansatzen getestet, konnte dabei mit neuartigen Kontrastierautomaten eine weitere
Beschleunigung bzw. Automatisierung ermdoglichen. Hierbei ist auch aufgrund der neuen
Maoglichkeiten zur korrelativen Nutzung des licht- und elektronenmikroskopischen Signals mit
einer steigenden Nachfrage fir EM-Ansatze zu rechnen. Weiterhin werden diese Techniken
vermutlich aufgrund neuer Anwendungen von Nanotechnologie in Diagnostik (155, 156) und
Therapie (157) und ihrer méglichen gesundheitlichen Gefahren (158) einen neuen Stellenwert in
der Toxikologie erreichen. Aufgrund der verbesserten Verfigbarkeit von experimentellen
Tiermodellen  durch z.B. CRISPR/Cas bieten sich besonders hier neue
Anwendungsmoglichkeiten ~ fir  eine  verbesserte  routinemallige  ultrastrukturelle

Charakterisierung von Organsystemen. Insgesamt ergibt sich, wie im Rahmen meiner Arbeit
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gezeigt werden konnte, die Moglichkeit einer vielversprechenden Neubewertung von

elektronenmikroskopischen Techniken fur biomedizinische Anwendungen.
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Abbildung 41. Mégliche Hochdurchsatzverfahren fir Praparate der REM-Array Tomographie.
Limitationen von TEM-Grids (A-D); Mesh grid (A; 2 Ultradinnschnitte) und Schlitz-Grid (B; 1
Ultradiinnschnitt). Mesh grids verdecken einen grolRen Teil der Schnittflache; grolie,
zusammenhangende Bereiche kdénnen nicht ausgewertet werden (C). Schlitz-Grids sind anfallig fur
Falten und tragen Filmartefakte (D). Serielles Trimmen (E,F,H,I) bzw. Schneiden (G,J) von mehreren
Blécken (Epon pur) fur beschleunigte Schnittpraparation. Vereinfachte schematische Darstellung eines
Workflows zur Dokumentation an einem TEM (K) und einem Zeiss MultiSEM 505 (L); einschleusen
einer Probe und Kalibrierung des Elektronenstrahls (1), Suche nach einer Region of interest (2),
Einstellungen (3), Foto (4) und Speicherung/Bearbeitung (5). Durch das MuliSEM 505 ist eine
beschleunigte und vereinfachte Dokumentation per Digitalisierung mdglich, nachfolgende
Auswertungen kénnen anhand eines zusammenhangenden Datensatzes auch unabhangig von einem
Elektronenmikroskop erfolgen.
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Fotodokumentation.

Anteile an den Bildtafeln des Papers: Abbildung 2; Optimierung der Gewebepraparation und
Schnittpraparation, TEM-Aufnahmen (2e-h).

Publikation 4: Abstract (Erhalt des Feroze Ghadially Awards)

Dittmayer C, Volker E, Wacker |, Schroder R, Bachmann S. Scanning electron microscopy of thin
sections: A technique to overcome limitations in kidney ultrastructural research. Ultrastuct Pathol.
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Digitale Elektronenmikroskopie: Potential fur nephrologische Forschung. Dittmayer C, Vdélcker E, Wacker |, Schroder
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