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Einleitung 

 1 

1 Einleitung  

 

Die immunhistologische Darstellung einiger für die histopathologische Diagnostik und For-

schung bedeutsamer Gewebsantigene (sogenannter fixierungs- und prozessierungssensitiver 

Antigene (Hicks et al., 2006)) ist in routinefixiertem und paraffineingebettetem Material nicht 

möglich, sodass zu diesem Zweck auf die Gefrierschnitttechnik zurückgegriffen werden muss 

(Blaschitz et al., 2008; Harley et al., 2011; Kiupel et al., 1999; Kunder et al., 2007; Waly et 

al., 2001). Diese gilt zwar nach wie vor als Goldstandard für den immunhistologischen 

Nachweis von Antigenen (Goldmann et al., 2012), ist allerdings mit einigen praktischen und 

logistischen Nachteilen behaftet und oftmals mit einem schlechteren Morphologieerhalt des 

Gewebes verbunden (Blaschitz et al., 2008; Braun et al., 2011; Breugelmans et al., 2011c; 

Gonzalez et al., 2001; Hadler-Olsen et al., 2010a; Kähler et al., 2010; Kothmaier et al., 2011; 

Leong et al., 2010; Löhler et al., 2009; Paavilainen et al., 2010; Preusser et al., 2010). 

 

Erstrebenswert wäre daher die Etablierung eines Fixierungsverfahrens, das einen zuverlässi-

gen immunhistologischen Nachweis auch formalin- und prozessierungssensitiver Epitope wie 

des Leukozytenoberflächenantigens CD8 gestattet und dabei gleichzeitig aufgrund guter mor-

phologischer Detailerkennbarkeit eine zufriedenstellende histologische Beurteilung des Un-

tersuchungsmaterials ermöglicht (Collings et al., 1984; Paavilainen et al., 2010; Wester et al., 

2003). Zudem sollte es sich im Idealfall durch ein einfaches und flexibles Anwendungsproto-

koll möglichst reibungslos in die zeitlichen Abläufe eines histodiagnostischen Routinelabors 

einfügen.  

 

Ziel dieser Arbeit war, unter Verwendung des Zinksalzfixans (ZSF) nach Beckstead (1994) 

und der kommerziellen Hepes-Glutamic Acid Buffer-Mediated Organic Solvent Protection 

Effect (HOPE®)-Fixierung (Olert et al., 2001) die Eignung dieser beiden aldehydfreien Fixie-

rungsmethoden für den zuverlässigen immunhistologischen Nachweis des fixierungs- und 

prozessierungssensitiven T-Lymphozytendifferenzierungsantigens CD8 in paraffineingebette-

tem, lymphatischem Gewebe der Katze zu untersuchen.  
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2 Literaturübersicht 

 

2.1 Immunhistologie 

 

2.1.1 Bedeutung und Einsatzgebiete  

Immunhistologische Verfahren sind auf dem Gebiet der Pathologie sowohl in der Forschung 

als auch in der Diagnostik von entscheidender Bedeutung für die Darstellung bestimmter An-

tigene (Dapson, 2007b; Goldstein et al., 2007; Leong und Wright, 1987; Werner et al., 2000). 

Seit ihrer Einführung Mitte des letzten Jahrhunderts immer wieder modifiziert und optimiert, 

finden sie in der Human- und Veterinärmedizin u. a. bei der Erforschung physiologischer 

hormoneller, enzymatischer und immunologischer Zusammenhänge, beim Nachweis von In-

fektions- und Autoimmunerkrankungen und genetischen Aberrationen sowie bei der Diagnose 

und Prognose von Tumoren und hier beim Menschen sogar bei der Therapiewahl vielfältige 

Anwendung (Blaschitz et al., 2008; Coons et al., 1942; Dapson, 1993; De Marzo et al., 2002; 

Fitzgibbons et al., 2000; Haines und West, 2005; Jambhekar et al., 2008; Leong und Wright, 

1987; Leong und Leong, 2006; Leong et al., 2010; Ponce et al., 2004; Ramos-Vara et al., 

2008; Sanchez-Cordon et al., 2005; Tammer et al., 1995; Valli et al., 2011; Van Alstine et al., 

2002; Webster et al., 2009, 2010; Werner et al., 2000). Der Grund hierfür liegt darin, dass die 

Immunhistologie die Sensitivität und Spezifität eines immunologischen Nachweisverfahrens 

mit der Möglichkeit einer gleichzeitigen histologischen Beurteilung des Untersuchungsmate-

rials kombiniert und so eine Aussage über das Vorhandensein des gesuchten Antigens und 

dessen genauer Lokalisation im Gewebe und sogar auf zellulärer Ebene zulässt (Coons et al., 

1942; Gonzalez et al., 2001; Haines und West, 2005; Leong et al., 2010; Ramos-Vara et al., 

2008; Webster et al., 2009).  

 

In der überwiegenden Zahl histopathologischer Labore wird für die Routinediagnostik forma-

linfixiertes, paraffineingebettetes Material verwendet (Blaschitz et al., 2008; Hewitt et al., 

2008; Preusser et al., 2010; Srinivasan et al., 2002; Vollmer und Goldmann, 2011). Dieses ist 

jedoch im Folgenden für eine weiterführende immunhistologische Untersuchung nicht immer 

geeignet, da manche für die angestrebte Zelldifferenzierung bedeutsame Epitope durch die 

Fixierung und Prozessierung so stark verändert werden, dass sie von den jeweiligen Antikör-

pern nicht mehr gebunden werden (Barranco et al., 2011; Brenes et al., 1986; Breugelmans et 

al., 2011c; Collings et al., 1984; Dapson, 1993, 2007b; Fivenson et al., 1992; Gutierrez et al., 

1999; Leong und Milios, 1993; Mepham, 1982; Meyer und Hornickel, 2010; Rathkolb et al., 
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1997; Salguero et al., 2001; Shetye et al., 1996). Insbesondere viele Leukozytenoberflächen-

antigene werden als auffällig schwer nachweisbar angesehen (Engelhardt et al., 2002).  

 

Für die immunhistologische Darstellung sogenannter fixierungs- und prozessierungssensitiver 

Antigene (Beckstead, 1994; Hicks et al., 2006), die in formalinfixiertem, paraffineingebette-

tem Material nicht nachweisbar sind (wie z. B. einige Leukozytenoberflächenantigene), muss 

auf die Gefrierschnitttechnik zurückgegriffen werden (Blaschitz et al., 2008; Harley et al., 

2011; Kunder et al., 2007; Waly et al., 2001).  

 

2.1.2 Leukozytendifferenzierungsantigene 

Der Nachweis von bestimmten Antigenen auf der Oberfläche von Leukozyten (sogenannte 

Cluster of Differentiation oder CD-Antigene) ermöglicht deren genaue Unterteilung in funkti-

onelle Subpopulationen sowie die Differenzierung in unterschiedliche Aktivitäts- und Reife-

stadien (Abbas et al., 2007b; Monteith et al., 1996; Tizard, 2009a). Diese sogenannte Im-

munphänotypisierung spielt sowohl in der Human- als auch in der Veterinärmedizin vor allem 

bei der Diagnose und Erforschung pathologischer Prozesse des Immunsystems eine bedeut-

same Rolle. Anwendung findet sie z. B. bei der Einteilung von Entzündungs- und Infektions-

geschehen und Autoimmunerkrankungen, bei Toxizitätsstudien und Untersuchungen zur Pa-

thogenese von Tumoren, bei der Erkennung und Erforschung von Immundefizienzkrankheiten 

und bei der Diagnose, Klassifizierung, Prognose sowie beim Menschen auch bei der Auswahl 

der Therapie von Neoplasien des lympho-haematopoetischen Gewebes (Anderson et al., 

2007; Berg et al., 2002; Buxton et al., 2002; Callanan et al., 1996; Ferrero et al., 2000; Frag-

kou et al., 2010; Gulbahar et al., 2006; Haines und West, 2005; Harley et al., 2011; Huntley et 

al., 2005; Joehrens et al., 2006; Keresztes et al., 1996; Kunder et al., 2007; Lara-Garcia et al., 

2008; Leong et al., 2010; Liebana et al., 2007; Maley et al., 2006; Matthews et al., 2007; 

Paltrinieri et al., 1998; Ponce et al., 2004; Randall und Pearse, 2008; Rios-de Alvarez et al., 

2008; Roccabianca et al., 2000; Roccabianca et al., 2006; Roosje et al., 1998; Roosje et al., 

2004; Sanchez-Cordon et al., 2005; Spinardi-Barbisan et al., 2004; Swerdlow et al., 2008; 

Valli et al., 2002; Valli et al., 2011; van den Broek et al., 2005; Waly et al., 2001; Waly et al., 

2004; Waly et al., 2005).  

 

Mit der Verfügbarkeit hochaffiner Antikörper, der Einführung immer sensitiverer Detektions-

systeme und der Anwendung von Antigen-Retrieval-Verfahren erhöhte sich die Anzahl von 

Antigenen, die in formalinfixiertem, paraffineingebettetem Material zuverlässig nachweisbar 
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waren, in den letzten 20 Jahren deutlich (Bos et al., 2000; Gown, 2004; Haines und West, 

2005; Kunder et al., 2007; Leong und Leong, 2006; Malisius et al., 1997; Paavilainen et al., 

2010; Ramos-Vara et al., 2008). Das Angebot von Antikörpern, die in der Humanmedizin zur 

Darstellung von Leukozytendifferenzierungsantigenen auf formalinfixiertem, paraffineinge-

bettetem Material eingesetzt werden können, ist umfangreich (Boenisch, 2005; Cattoretti et 

al., 1993; Leong und Milios, 1993; Namimatsu et al., 2005; Pileri et al., 1997; Taylor et al., 

1996). So ist z. B. der immunhistologische Nachweis des Leukozytendifferenzierungsantigens 

CD8 in humanem Gewebe inzwischen auch in routinefixiertem Material möglich (Boenisch, 

2002; Cuevas et al., 1994). 

 

Hingegen ist die Verfügbarkeit von qualitativ hochwertigen Antikörpern mit hoher Sensitivi-

tät und Spezifität in der Veterinärmedizin insbesondere im Hinblick auf Zelldifferenzie-

rungsmarker bei den Haustierarten deutlich begrenzter (Chianini et al., 2001; Keresztes et al., 

1996; Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara et al., 2008; Tingstedt et al., 2003; Ward et al., 2006). 

Zwar hat sich auch hier das Angebot an Antikörpern, die auf routinefixiertem Paraffinmaterial 

eingesetzt werden können (sogenannte paraffingängige Antikörper), in den letzten Jahren 

deutlich vergrößert. Für die Darstellung einiger Leukoyztenoberflächenmarker, wie z. B. 

CD8, musste allerdings bei tierischen Geweben - trotz aller Fortschritte auf dem Gebiet der 

Immunhistologie - z. T. auf die Gefrierschnitttechnik zurückgegriffen werden (Arzi et al., 

2011; Chianini et al., 2001; Fivenson et al., 1992; Fournel-Fleury et al., 2002; Harley et al., 

2011; Keresztes et al., 1996; Kiupel et al., 1999; Kunder et al., 2007; Waly et al., 2001). Der-

artiges Ausgangsmaterial steht jedoch nicht immer zur Verfügung (Waly et al., 2004). Dies 

gilt insbesondere für postalisch eingesandte Proben. So kann u. U. beispielsweise zum Zeit-

punkt des chirurgischen Eingriffs noch gar kein Verdacht auf eine Erkrankung, deren Diagno-

se ein immunhistologisches Nachweisverfahren erfordert, bestanden haben, und somit lag 

vorerst keine Notwendigkeit vor, ein anderes Verfahren als die herkömmliche Formalinfixie-

rung zu wählen (Williamson et al., 1998). An dieser Stelle wird die praktische Relevanz eines 

Fixans deutlich, das nachfolgend sowohl eine aussagekräftige morphologische als auch eine 

immunhistologische Untersuchung erlaubt, da sich oftmals die Notwendigkeit eines gesonder-

ten immmunhistologischen Nachweises erst im Anschluss an eine histopathologische Beurtei-

lung des Gewebes ergibt (Collings et al., 1984; Mueller et al., 2011; Paavilainen et al., 2010).  

 

Die erschwerte immunhistologische Nachweisbarkeit von Zelloberflächenantigenen wird auf 

ihre besondere Empfindlichkeit gegenüber den nachteiligen Einflüssen der Fixierungs- und 
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Prozessierungsvorgänge zurückgeführt, die auf ihrer Lokalisation in der Phospholipid-

membran beruht. Diese Antigene stehen innerhalb der Zellmembran neben Lipiden auch mit 

Glycoproteinen in Kontakt, und diese Interaktion ist für die Epitopintegrität von entscheiden-

der Bedeutung. Viele Fixantien greifen aber sowohl an der Lipidstruktur als auch an Protein-

elementen an, sodass membranständige Antigene von den Einflüssen der Fixiermedien in sehr 

viel stärkerem Maße betroffen werden als andere (Pollard et al., 1987). 

 

2.1.3 CD8 – Charakterisierung und Bedeutung des immunhistologischen Nachweises 

Bei CD8 handelt es sich um ein in der Zellmembran verankertes Glykoprotein, das zur Im-

munglobulinsuperfamilie gehört (Abbas et al., 2007a; Tizard, 2009b). CD8 fungiert auch bei 

der Katze als Co-Rezeptor des T-Zellrezeptors, bindet spezifisch an den Klasse-I-

Haupthistokompatibilitätskomplex (Major Histocompatibility Complex (MHC) Class I) und 

wird abgesehen von verschiedenen Thymozytenstadien auch von zytotoxischen und regulato-

rischen T-Zellen exprimiert (Tizard, 2009a, b). Das feline CD8 ist aus α- und β-Ketten aufge-

baut und liegt entweder als Homodimer (αα) oder als Heterodimer (αβ) vor (Shimojima et al., 

1998b). Bei der Katze findet sich CD8 auf zytotoxischen T-Zellen in den peripheren lympha-

tischen Einrichtungen vornehmlich in Form des Heterodimers (αβ) (Roccabianca et al., 2006). 

 

Während die immunhistologische Darstellung einiger Leukozytenoberflächenantigene wie 

z. B. CD3 (Beebe et al., 1994) und CD45R (Monteith et al., 1996) in formalinfixiertem, paraf-

fineingebettetem, felinem Gewebe möglich ist, wird der Nachweis des 

T-Lymphozytensubtypmarkers CD8 in paraffineingebetteten Geweben speziesübergreifend 

allgemein als schwierig beschrieben (Breugelmans et al., 2011c; Gutierrez et al., 1999; Hicks 

et al., 2006; Hofman, 2002; Holgate et al., 1986; Kunder et al., 2007; Leong und Milios, 

1993; Pollard et al., 1987; Randall und Pearse, 2008; Rathkolb et al., 1997; Taylor et al., 

1996; Tingstedt et al., 2003; Whiteland et al., 1995) und erfolgt daher bei der Katze an Ge-

frierschnitten (Harley et al., 2011; Paltrinieri et al., 1998; Roccabianca et al., 2006; Roosje et 

al., 1998; Roosje et al., 2004; Waly et al., 2001; Waly et al., 2004). Somit kann bei der Katze 

immunhistologisch innerhalb der Gesamtleukozytenpopulation eine Unterteilung in B- und T- 

Lymphozyten mittels der Lymphozytenoberflächenmarker CD45R und CD3 an routinefixier-

tem, paraffineingebettetem Gewebe durchgeführt werden (Beebe et al., 1994; Monteith et al., 

1996). Für eine weitere Differenzierung in T-Zell-Subpopulationen wie z. B. CD8+ zytotoxi-

sche/regulatorische T-Zellen anhand des Markers CD8 (Tizard, 2009a, b; Tompkins et al., 
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1990) muss hingegen auf die Gefrierschnitttechnik zurückgegriffen werden (Harley et al., 

2011; Roccabianca et al., 2006; Waly et al., 2001; Waly et al., 2004). 

 

Bei der Katze spielt der Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten u. a. bei der Pathogenesefor-

schung von durch feline Retroviren induzierten Immundefizienzerkrankungen (z. B. Felines 

Immundefizienz Virus, FIV) im Rahmen der Differenzierung der betroffenen Leukozytensub-

populationen eine Rolle (Beebe et al., 1994; Rideout et al., 1992; Shimojima et al., 1998a; 

Shimojima et al., 2004). An dieser Thematik besteht auch seitens der Humanmedizin ein er-

höhtes Interesse, da feline Formen der lentivirusinduzierten Immundefizienz aufgrund ähnli-

cher immunpathologischer Vorgänge als Studienmodell für Forschungen auf dem Gebiet der 

Infektion mit dem Humanen Immundefizienz Virus (HIV) Verwendung finden (Crawford et 

al., 2001; Howard und Burkhard, 2007; Howard et al., 2010; Novotney et al., 1990; Reche et 

al., 2010). Weitere Einsatzgebiete für die Phänotypisierung von CD8+ T-Lymphoyzten bei der 

Katze sind Studien über die Pathogenese der Inflammatory Bowel Disease (Marsilio, 2007; 

Waly et al., 2001; Waly et al., 2004) und allergisch bedingter Dermatitiden (Roosje et al., 

1998; Roosje et al., 2004). Anwendung findet dieses Verfahren auch bei der Diagnose und 

Erforschung von Tumoren (Lara-Garcia et al., 2008; Roccabianca et al., 2006).  



Literaturübersicht 

 7 

2.2 Gewebefixierung 

 

2.2.1 Grundlagen 

Ziel eines jeden Fixierungsverfahrens ist es, die Strukturen des Gewebes möglichst dauerhaft 

zu konservieren und die einzelnen Bestandteile dabei idealerweise hinsichtlich Aufbau, Größe 

und Lokalisation so nah wie möglich am nativen Zustand in vivo zu erhalten, um eine zuver-

lässige pathologische Untersuchung des Gewebes zu gewährleisten (Kothmaier et al., 2011; 

Meyer und Hornickel, 2010; Mulisch und Welsch, 2010; Prento und Lyon, 1997). Dies soll 

erreicht werden, indem der Zellstoffwechsel zum Stillstand gebracht und die Zersetzung des 

Gewebes durch Autolyse und Fäulnisprozesse auf ein Minimum reduziert wird. Zudem soll 

der Fixierungsvorgang das Gewebe vor dem Verlust von Gewebebestandteilen und den schäd-

lichen Einflüssen während der nachfolgenden Prozessierung und Einbettung schützen sowie 

anschließende Schneidevorgänge und Färbungsmaßnahmen erleichtern (Dapson, 1993; Mu-

lisch und Welsch, 2010; O'Leary et al., 2009; Prento und Lyon, 1997; Srinivasan et al., 2002; 

Titford und Horenstein, 2005; Vollmer und Goldmann, 2011). Allerdings muss bei jedem 

Fixierungsverfahren unabhängig vom eingesetzten Fixans grundsätzlich von der Möglichkeit 

der Artefaktbildung sowie der chemischen Modifizierung von Gewebebestandteilen und da-

mit auch von einer verminderten Verfügbarkeit reaktiver Epitope ausgegangen werden 

(Dapson, 1993; Srinivasan et al., 2002; Titford und Horenstein, 2005; Vollmer et al., 2006; 

Werner et al., 2000). Da sich die verschiedenen Komponenten von Zellen und Geweben in 

ihren Eigenschaften unterscheiden und daher sehr unterschiedlich auf die jeweiligen Fixie-

rungsbedingungen reagieren können, hängt die Wahl einer geeigneten Fixierungsmethode von 

dem jeweiligen Untersuchungsziel ab (Larsson, 1993; Mulisch und Welsch, 2010; Titford und 

Horenstein, 2005). 

 

Die Wirkungsweise der verschiedenen Fixierungsverfahren kann auf physikalischen Effekten 

wie Trocknung, Hitzeeinwirkung und Frost oder der gezielten Initiierung chemischer Prozesse 

durch Einsatz bestimmter Substanzen beruhen (Mulisch und Welsch, 2010; Prento und Lyon, 

1997). Die Vielfalt dieser sogenannten Fixantien ist groß. Häufig finden koagulierende oder 

additive Fixantien Anwendung (Larsson, 1993). Erstere (z. B. Ethanol, Methanol, Aceton) 

führen zu einer Präzipitation von Proteinen, während letztere (z. B. Formalin) chemische Bin-

dungen mit Proteinen eingehen und so stabilisierend wirken (Ramos-Vara et al., 2008; Srini-

vasan et al., 2002; Zhao et al., 2011). Um die Vor- und Nachteile der einzelnen Komponenten 

auszugleichen, werden auch häufig kombinierte Fixantien verwendet (Mulisch und Welsch, 
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2010; Prento und Lyon, 1997). Im Anschluss an die Fixierung werden die Proben üblicher-

weise entwässert und einer Paraffineinbettung unterzogen (Hewitt et al., 2008; Werner et al., 

2000). 

 

Bei der Gefrierschnitttechnik findet hingegen keine Prozessierung und Paraffineinbettung 

statt. Allerdings werden auch bis dahin unbehandelte Gefrierschnitte vor ihrer weiteren Ver-

wendung im Rahmen der immunhistologischen Färbung in der Regel einer kurzen Fixierung 

(z. B. mit Aceton) unterworfen. Auch bei dieser Methode befindet sich das Gewebe zum Zeit-

punkt der Untersuchung also nicht in einem völlig nativen Zustand, gleichwohl die Einwir-

kung möglicherweise modifizierender chemischer Substanzen hier im Vergleich zu den ande-

ren Fixierungsmethoden auf ein Minimum reduziert werden kann (Daneshtalab et al., 2010).  

 

Mit Einsatz des Lichtmikroskops in der Medizin und dem Beginn der histopathologischen 

Forschung und Diagnostik in der zweiten Hälfte des 19. Jahrhunderts lag bei der Entwicklung 

von Fixierungsverfahren zunächst ein möglichst detaillierter Morphologieerhalt im Fokus des 

Interesses (Vollmer und Goldmann, 2011). In der modernen Pathologie wird an einer fixierten 

Gewebeprobe je nach Fragestellung neben einer histologischen Beurteilung allerdings oftmals 

auch die Durchführung von histochemischen, immunhistologischen oder molekularbiologi-

schen Untersuchungen notwendig. Hierdurch haben sich die Ansprüche, die an eine Fixie-

rungstechnik im Hinblick auf den zu leistenden Erhalt einzelner Gewebebestandteile wie Pro-

teine und Nukleinsäuren gestellt werden, enorm erhöht (Dapson, 1993; Leong und Milios, 

1993; Nadji et al., 2005; Srinivasan et al., 2002; Wester et al., 2003). Über den rein morpho-

logischen Strukturerhalt hinaus wird nun eine bestmögliche Konservierung aller Gewebe-

strukturen bis auf molekularer Ebene angestrebt (Hewitt et al., 2008; Moelans et al., 2011; 

Mueller et al., 2011; Paavilainen et al., 2010; van Essen et al., 2010; Wester et al., 2003). 

 

2.2.2 Herkömmliche Fixierungsmethoden 

2.2.2.1 Formalinfixierung  

2.2.2.1.1 Einführung 

Formalin gehört zur chemischen Gruppe der Aldehyde. Die Herstellung erfolgt aus einer kon-

zentrierten 37 - 40%igen Formaldehydlösung, wobei üblicherweise nach Verdünnung mit 

Wasser eine 10%ige Formalin-Gebrauchslösung verwendet wird (Manoonkitiwongsa und 

Schultz, 2002). Der komplexe Fixierungsvorgang beruht auf einer schnellen Gewebepenetra-

tion, die Autolyse und Fäulnisvorgänge stoppt, gefolgt von einer langsameren kovalenten 
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Bindung an Gewebestrukturen und schließlich im dritten Schritt der Ausbildung von Quer-

vernetzungen (Buesa, 2008).  

 

Der hervorragende nukleäre sowie zytoplasmatische Strukturerhalt, die Eignung für nachfol-

gende Spezialfärbungen, die unkomplizierte Prozessierung sowie eine gewebeunabhängige 

Einsatzmöglichkeit, die einfache und kostengünstige Herstellung, Lagerung und Anwendung 

der Gebrauchslösung und die desinfizierende Begleitwirkung (Fox et al., 1985; Grizzle, 2009; 

Hewitt et al., 2008; Moelans et al., 2011; Preusser et al., 2010; Su et al., 2004; Titford und 

Horenstein, 2005; Werner et al., 1996; Werner et al., 2000) haben Formalin seit seiner Vor-

stellung im Jahre 1893 zu dem am häufigsten verwendeten Fixans in der histopathologischen 

Routinediagnostik werden lassen (Blum, 1893, 1894; Buesa, 2008; Kothmaier et al., 2011; 

Leong et al., 2010; Moelans et al., 2011; Paavilainen et al., 2010; Preusser et al., 2010; Srini-

vasan et al., 2002; Vollmer und Goldmann, 2011). In den aktuellen Leitlinien des American 

College of Veterinary Pathologist’ Oncology Committee für die Einsendung chirurgischer 

Proben in der Veterinärmedizin wird explizit 10%iges Formalin als Standardfixans empfohlen 

(Kamstock et al., 2011). Die Möglichkeit der unkomplizierten Aufbewahrung der Paraffinblö-

cke erlaubt zudem auch nach mehreren Jahren Lagerzeit noch retrospektive Studien ohne gro-

ßen Kostenaufwand (Hewitt et al., 2008; Preusser et al., 2010; Su et al., 2004). Doch trotz der 

guten Übereinstimmung mit den praktischen Erfordernissen eines histopathologischen Dia-

gnostiklabors beinhaltet der Einsatz von Formalin den für immunhistologische Untersuchun-

gen entscheidenden Nachteil, dass die immunologische Integrität von Molekülen im Verlauf 

der Fixierung stark beeinträchtigt werden kann (Dapson, 1993, 2007b; Leong und Gilham, 

1989; Mepham, 1982; von Wasielewski et al., 1998; Werner et al., 2000). 

 

2.2.2.1.2 Maskierung von Antigenen - chemische Grundlagen 

Der dem sogenannten „Phänomen der Maskierung“ zugrunde liegende Mechanismus beruht 

nach gegenwärtigem Wissensstand größtenteils auf der Kreuzvernetzung von extra- und intra-

zellulären Proteinen durch Methylenbrückenbindungen. Das Formaldehydmolekül reagiert 

zunächst mit ungeladenen hydrophilen Gruppen (v. a. Aminogruppen) von Proteinen und an-

deren Makromolekülen, wodurch hochreaktive Hydroxymethylgruppen entstehen, die sich 

wiederum unter Bildung von Methylenbrücken mit anderen funktionellen Gruppen desselben 

oder eines anderen Makromoleküls verbinden können. So entsteht im Verlauf der Fixierung 

eine immer dichter werdende intra- und intermolekulare Quervernetzung von Proteinen, Gly-
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coproteinen, Nukleinsäuren und Polysacchariden (Boenisch, 2002; Dapson, 2007c; Fox et al., 

1985; O'Leary et al., 2009; Puchtler und Meloan, 1985; Werner et al., 2000). 

 

Das Ausmaß dieser Prozesse hängt dabei maßgeblich von dem pH-Wert und der Dauer der 

Fixierung ab (Leong et al., 2010; Pollard et al., 1987; Puchtler und Meloan, 1985). Durch das 

relativ starre Methylenbrückennetzwerk zwischen den Seitenketten der Aminosäuren können 

Proteine in ihrer nativen Tertiär- und Quartärstruktur verändert werden, was in Abhängigkeit 

von Ladung und Lage der reaktiven Gruppen im Molekül zu einer mehr oder weniger starken 

Konformationsänderung relevanter Antigenabschnitte führen kann (Dapson, 2007c; Leong 

und Leong, 2007; Paavilainen et al., 2010; Pollard et al., 1987; Wester et al., 2003). Deshalb 

werden diese dann auch als „maskierte“ Epitope bezeichnet (Mepham, 1982). Es wird zudem 

vermutet, dass Formalin auch Wasserstoffbrückenbindungen auflösen und elektrostatische 

Interaktionen sowie Ladungen von Proteinabschnitten beeinflussen kann, was ebenfalls in 

einer Destabilisierung der Proteinkonfiguration und einer reduzierten Avidität von Epitopen 

resultieren kann (Boenisch, 2002, 2006; Dapson, 1993; Leong und Leong, 2007; Leong et al., 

2010).  

 

Auch wenn der Verlust der antigenen Strukturen auf der Kombination einer Vielzahl von Ef-

fekten während der Fixierung, Prozessierung und Paraffineinbettung wie z. B. auch einer er-

höhten Temperatur und verlängerten Prozessierungsdauer beruht (Arnold et al., 1996; Col-

lings et al., 1984; Larsson, 1993; Pollard et al., 1987), so wird letztlich doch der Einfluss des 

Formalins während der Fixierung als besonders entscheidend hierfür angesehen. Insbesondere 

eine verlängerte Immersionszeit im Fixans wird kritisch beurteilt (Goldstein et al., 2007; Stein 

et al., 1984; Werner et al., 2000). Letzteres wird als Phänomen der Überfixierung bezeichnet 

(Werner et al., 2000). Es konnte nachgewiesen werden, dass eine verlängerte Inkubationsdau-

er in Formalin je nach Empfindlichkeit des jeweiligen Antigens zu einem deutlichen Verlust 

dessen immunhistologischer Nachweisbarkeit und damit auch zu falsch negativen Ergebnis-

sen führen kann (Cattoretti et al., 1993; Coons et al., 1942; Dapson, 1993; Leong und Gilham, 

1989; Leong et al., 2010; Ott, 2008; von Wasielewski et al., 1998; Werner et al., 2000).  

 

Manche Antigene erfahren bei der Fixierung je nach ihrer Lokalisation und Ladung hingegen 

lediglich so geringe Konformationsänderungen, dass sie von den jeweiligen Antikörpern wei-

terhin gebunden werden können (Boenisch, 2002, 2005; Cattoretti et al., 1993; Daneshtalab et 

al., 2010; Ramos-Vara und Beissenherz, 2000; Shi et al., 1991; Werner et al., 1996; Wester et 
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al., 2003). Sie werden als resistente Antigene bezeichnet (Hicks et al., 2006; Larsson, 1993). 

Dies würde auch die beobachteten Unterschiede hinsichtlich der Nachweisbarkeit verschiede-

ner Antigene in einheitlich fixiertem Gewebe erklären (Fivenson et al., 1992; Leong und Gil-

ham, 1989; Leong und Milios, 1993; von Wasielewski et al., 1998).  

 

Die herkömmliche Formalinfixierung ist neben der schlechten Konservierung von Antigenen 

auch mit einer Degradierung und dem Verlust hochmolekularer DNA und RNA verbunden. 

Dies kann die Eignung von routinefixiertem Material für nachfolgende molekularbiologische 

Untersuchungen, die in der modernen pathologischen Diagnostik zunehmend an Bedeutung 

gewonnen haben, stark limitieren (Braun et al., 2011; Cox et al., 2006; Hewitt et al., 2008; 

Marwitz et al., 2011; Mc Sherry et al., 2007; Sen Gupta et al., 2003; Srinivasan et al., 2002; 

Su et al., 2004; Wester et al., 2003; Williams et al., 1999; Witchell et al., 2008). 

 

2.2.2.1.3 Antigen Retrieval 

Mit der Erkenntnis, dass maskierte Epitope durch die Formalinfixierung nicht zwangsläufig 

irreversibel zerstört, sondern infolge der Konformationsänderung auch lediglich vorüberge-

hend verdeckt sein können, suchte man nach Methoden, diese entsprechenden Antigenab-

schnitte vor der immunhistologischen Färbung wiederherzustellen (Puchtler und Meloan, 

1985). Dieser Vorgang wird als „Antigen Retrieval“ bezeichnet (Shi et al., 1991). In der Lite-

ratur ist eine beträchtliche Vielfalt dieser Antigen-Retrieval-Verfahren beschrieben (Cattoretti 

et al., 1993; D'Amico et al., 2009; Dapson, 2007c; Emoto et al., 2005; Gown et al., 1993; 

Lang et al., 2007; Leong und Milios, 1993; Leong und Leong, 2007; Leong et al., 2010; Or-

donez et al., 1988; Pileri et al., 1997; Ramos-Vara, 2005; Shi et al., 1991; Shi et al., 1995; Shi 

et al., 2011; Taylor et al., 1996; van den Berg et al., 1993; Ward et al., 2006). Neben der Ver-

wendung von unspezifisch wirkenden proteolytischen Enzymen wird hauptsächlich eine In-

kubation in heißen Pufferlösungen (auch in Kombination mit Mikrowellen und Druckverfah-

ren) durchgeführt, um die maskierten Epitope den Antikörpern wieder zugänglich zu machen 

(Cattoretti et al., 1993; D'Amico et al., 2009; Dapson, 2007c; Kim et al., 2004; Mepham, 

1982; Ramos-Vara, 2005; Ramos-Vara et al., 2008). Über die dem Effekt des Antigen Retrie-

val zugrunde liegenden Mechanismen wurden viele Theorien aufgestellt, die jedoch bislang 

letztlich alle als spekulativ angesehen werden (D'Amico et al., 2009; Gown, 2004; Leong und 

Leong, 2007; Leong et al., 2010). 
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Prinzipiell bedeutete die Einführung der Antigen-Retrieval-Methoden aufgrund der erzielten 

Sensitivitätserhöhung einen enormen Fortschritt für den immunhistologischen Nachweis von 

Antigenen in formalinfixierten Paraffinschnitten (Leong und Leong, 2006; Leong et al., 2010; 

Paavilainen et al., 2010; Ramos-Vara, 2005; Shi et al., 2011; Taylor et al., 1996). Neben einer 

Verstärkung der Färbeintensität, der Verkürzung von Inkubationszeiten und der Herabsetzung 

der notwendigen Antikörperkonzentrationen wurde auch der Nachweis von Antigenen ermög-

licht, die bis dahin nur in Gefrierschnitten darstellbar waren (Boenisch, 2006; Cattoretti et al., 

1993; Cuevas et al., 1994; Gown et al., 1993; Leong und Gilham, 1989; Leong und Milios, 

1993; Namimatsu et al., 2005; Ordonez et al., 1988; Shi et al., 1991; Taylor et al., 1996). Es 

gelang die Darstellung vieler als sehr sensitiv angesehener humaner Leukozytendifferenzie-

rungsantigene in formalinfixiertem, paraffineingebettetem Material, darunter auch CD8 (Boe-

nisch, 2005; Cuevas et al., 1994; Kim et al., 2004; Leong und Milios, 1993; Namimatsu et al., 

2005; Pileri et al., 1997; Williamson et al., 1998). Auch in der Veterinärpathologie konnte 

durch die Anwendung von Antigen-Retrieval-Verfahren die Anzahl nachweisbarer Antigene 

ernorm gesteigert werden (Ramos-Vara und Beissenherz, 2000).  

 

Einschränkend ist bei der Beurteilung dieser Antigen-Retrieval-Verfahren jedoch zu berück-

sichtigen, dass kein universell einsetzbares Verfahren verfügbar ist, sondern die Ergebnisse je 

nach Antikörper, Typus und Lokalisation des nachzuweisenden Antigens, Gewebe, Art und 

pH-Wert des verwendeten Fixans, Fixierungsdauer und Art des eingesetzten Antigen-

Retrieval-Verfahrens z. T. erhebliche Unterschiede aufweisen können (Barranco et al., 2011; 

Brandtzaeg und Rognum, 1983; Cattoretti et al., 1993; D'Amico et al., 2009; Dapson, 2007b; 

Emoto et al., 2005; Goldstein et al., 2007; Gown et al., 1993; Kim et al., 2004; Leong und 

Gilham, 1989; Leong und Milios, 1993; Löhler et al., 2009; Mengel et al., 2002; Moelans et 

al., 2011; Namimatsu et al., 2005; Ordonez et al., 1988; Ramos-Vara und Beissenherz, 2000; 

Salguero et al., 2001; Shi et al., 1995; van der Loos, 2007). Die optimale Methode ist somit 

zunächst für jedes Antigen empirisch mittels Versuchsreihen unter Variation der eingesetzten 

Pufferlösung und deren pH-Wert oder dem eingesetzten Enzym sowie der Inkubationsdauer 

und -temperatur zu ermitteln, wobei die Parameter für das gleiche Antigen auch durchaus bei 

verschiedenen monoklonalen oder polyklonalen Antikörpern differieren können (Gonzalez et 

al., 2001; Gutierrez et al., 1999; Kim et al., 2004; Leong und Gilham, 1989; Leong und Mili-

os, 1993; Leong und Leong, 2007; Leong et al., 2010; Löhler et al., 2009; Ramos-Vara und 

Beissenherz, 2000; van der Loos, 2007). 
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Und trotz Applikation einer breiten Palette von Antigen-Retrieval-Verfahren gab es Antigene 

(insbesondere die als sehr sensitiv eingestuften Zelloberflächenmarker), die in formalinfixier-

tem, paraffineingebettetem Material nicht nachgewiesen werden konnten (Breugelmans et al., 

2011c; Cattoretti et al., 1993; Fivenson et al., 1992; Gutierrez et al., 1999; Hicks et al., 2006; 

Keresztes et al., 1996; Randall und Pearse, 2008; Rathkolb et al., 1997; Salguero et al., 2001; 

Shi et al., 1997). Zudem kann auch trotz Auswahl einer sonst geeigneten Antigen-Retrieval-

Methode und Etablierung eines sonst funktionierenden immunhistologischen Protokolls das 

Phänomen der Überfixierung dazu führen, dass ab Überschreitung einer gewissen Immer-

sionsdauer in Formalin einzelne Antigene unter Einsatz der entsprechenden Antigen-

Retrieval-Maßnahme nicht mehr nachweisbar sind (Boenisch, 2005; Leong und Gilham, 

1989; Monteith et al., 1996; Van Alstine et al., 2002; Webster et al., 2009). 

 

Bei manchen Antigenen hingegen wurde eine reduzierte Färbeintensität beobachtet, wenn 

eine bestimmte Fixierungsdauer unterschritten wurde (Phänomen der Unterfixierung) (De 

Marzo et al., 2002). Unterschiede hinsichtlich der Fixierungsdauer, die gerade bei Diagnostik-

laboren oftmals außerhalb ihres Einflussbereichs liegen, können somit bei immunhistologi-

schen Untersuchungen zu inkonsistenten Ergebnissen führen (Leong et al., 2010). Diese hohe, 

auch schon präanalytisch bedingte Variabilität der Färbeergebnisse nach Anwendung von 

Antigen-Retrieval-Verfahren bei formalinfixiertem, paraffineingebettetem Material ließ im-

mer wieder die Notwendigkeit einer Standardisierung immunhistologischer Verfahren insbe-

sondere bei der Beurteilung prognostischer und für die Therapieauswahl relevanter Marker 

deutlich werden (Goldstein et al., 2007; Hammond et al., 2010; Leong et al., 2010; Mengel et 

al., 2002; Taylor und Shi, 2000). 

 

Im Hinblick auf die Gewebemorphologie ist anzumerken, dass die Erhitzungs- und Abküh-

lungsprozesse bei temperaturabhängigen und der unspezifische Gewebeverdau bei enzymati-

schen Antigen-Retrieval-Verfahren durchaus zu einem Verlust der histologischen Detailer-

kennbarkeit oder sogar zum Probenverlust durch Abschwimmen des Schnittes führen können 

(Cuevas et al., 1994; Daneshtalab et al., 2010; Goldstein et al., 2007; Leong und Leong, 2007; 

Vince et al., 1997). Auch eine Zunahme der unspezifischen Hintergrundfärbung, ein abwei-

chendes Expressionsmuster und sogar das Auftreten falsch positiver und falsch negativer Fär-

beergebnisse konnten beobachtet werden, weshalb für jeden Antikörper im Rahmen der Etab-

lierung eines Protokolls zunächst ein Abgleich mit parallel inkubierten Gefrierschnitten indi-

ziert ist (Cattoretti et al., 1993; Cuevas et al., 1994; Goldstein et al., 2007; Hartmannsberger et 
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al., 2011; Hunt et al., 1996; Leong und Leong, 2007; Ordonez et al., 1988; Ramos-Vara et al., 

2008; Shi et al., 1991; Tingstedt et al., 2003). 

 

2.2.2.2 Gefrierschnitttechnik 

Für die Darstellung von fixierungs- bzw. prozessierungssensitiven Antigenen muss oftmals 

auf die Gefrierschnitttechnik zurückgegriffen werden (Blaschitz et al., 2008; Kunder et al., 

2007; Waly et al., 2001). Diese gilt zwar aufgrund ihrer hohen Sensitivität und Spezifität als 

Goldstandard für den Antigennachweis in Geweben, ist jedoch mit einigen nicht unwesentli-

chen Nachteilen verbunden (Breugelmans et al., 2011c; Collings et al., 1984; Daneshtalab et 

al., 2010; Goldmann et al., 2012; Ismail et al., 2003; Kothmaier et al., 2011; Paavilainen et al., 

2010; Tingstedt et al., 2003).  

 

Hier ist zunächst die von vielen Autoren bemängelte, im Vergleich zu herkömmlichen Paraf-

finschnitten verminderte morphologische Auswertbarkeit von Gefrierschnitten zu nennen 

(Blaschitz et al., 2008; Bos et al., 2000; Braun et al., 2011; Brenes et al., 1986; Breugelmans 

et al., 2011c; Casey et al., 1988; Collings et al., 1984; Gonzalez et al., 2001; Hadler-Olsen et 

al., 2010a; Hicks et al., 2006; Holgate et al., 1983; Kähler et al., 2010; Kim et al., 2004; Kun-

der et al., 2007; Leong et al., 2010; Linder, 1991; Löhler et al., 2009; Mueller et al., 2011; 

Paavilainen et al., 2010; Rathkolb et al., 1997; Shi et al., 2008; Stein et al., 1984; Vincek et 

al., 2005; Vollmer et al., 2006; Whiteland et al., 1995; Williamson et al., 1998). Diese beruht 

zum einen auf der verminderten Anfärbbarkeit (Kothmaier et al., 2011) sowie zum anderen 

auf der Zerstörung der Gewebsstruktur durch die häufige Bildung von Eiskristallen (Ismail et 

al., 2003; Mueller et al., 2011) und lässt oftmals lediglich eine eingeschränkte Beurteilung 

einzelner Zellen oder intrazellulärer Abläufe zu (Cox et al., 2006; Whiteland et al., 1995). 

Häufig ist insbesondere in zellreichen Arealen die exakte topographische Lokalisation des 

Farbstoffniederschlags nicht erkennbar, sodass eine genaue Differenzierung der markierten 

Antigen-exprimierenden Zelle im Gewebe schwierig ist (Casey et al., 1988; Gonzalez et al., 

2001; Shi et al., 2008; Tanaka et al., 1984; Whiteland et al., 1995). Eine im Zuge von Auftau-

vorgängen stattfindende Diffusion löslicher Antigene kann zudem zu einer Verfälschung ihrer 

Lokalisation führen (Collings et al., 1984; Larsson, 1993). Die Anfertigung von Serienschnit-

ten mit akzeptablem Morphologieerhalt, insbesondere von fragilen oder härteren Geweben, 

wird als schwierig beurteilt (Bos et al., 2000; Bourque et al., 1993; Chilosi et al., 1983; Whi-

teland et al., 1995). 
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Ein bedeutsamer Nachteil ergibt sich auch unter rein praktischen und logistischen Aspekten 

(Holgate et al., 1983). Die Herstellung und Lagerung von Gefrierblöcken sowie die Anferti-

gung von Gefrierschnitten setzt die Verfügbarkeit von flüssigem Stickstoff und das Vorhan-

densein spezieller Apparaturen und gesonderter Kühllagerkapazitäten voraus, was mit hohen 

Anschaffungs- und Unterhaltskosten verbunden ist (Braun et al., 2011; Brenes et al., 1986; 

Cox et al., 2006; Gonzalez et al., 2001; Hewitt et al., 2008; Kähler et al., 2010; Mueller et al., 

2011; Preusser et al., 2010; Sato et al., 1986; Stein et al., 1984; Wester et al., 2003). So sind 

zumindest im tiermedizinischen Bereich im Hinblick auf die hierfür nötige Ausstattung die 

Möglichkeiten der Gewinnung von Gefriermaterial auf Forschungsinstitute und im diagnosti-

schen Bereich auf gut ausgestattete Labore und große Kliniken beschränkt (Keresztes et al., 

1996). Hinzu kommt noch, dass der Transport von Gefrierproben mit einem sehr hohen Auf-

wand verbunden ist (Rathkolb et al., 1997), sodass diese Technik überwiegend bei Probeent-

nahmen vor Ort im Zuge von Sektionen und nicht bei Einsendungsproben Anwendung findet. 

Zudem ist der Umgang mit Gefriermaterial unter Gesichtspunkten des Infektionsschutzes 

nicht unbedenklich, da es sich wie bei jeder Gewebeprobe um potenziell infektiöses Material 

handelt, welches im Unterschied zur Formalinfixierung jedoch keiner keimabtötenden Be-

handlung unterzogen wurde (Collings et al., 1984; Gonzalez et al., 2001; Hicks et al., 2006; 

Rathkolb et al., 1997; Sanchez-Cordon et al., 2010; Williamson et al., 1998).  

 

2.2.3 Interessenkonflikt bei der Gewebefixierung 

Somit besteht bei der Gewebefixierung ein bislang nicht zufrieden stellend lösbarer Interes-

senkonflikt: Die Formalinfixierung mit nachfolgender Paraffineinbettung stellt aufgrund der 

hervorragenden Detailerkennbarkeit die Methode der Wahl für die histopathologische Unter-

suchung von Gewebeproben dar (Buesa, 2008; Leong et al., 2010; Moelans et al., 2011; Ra-

mos-Vara, 2005; Titford und Horenstein, 2005). Allerdings sind diese infolge des schlechten 

Antigenerhalts als Ausgangsmaterial für immunhistologische Verfahren in manchen Fällen 

ungeeignet (Boenisch, 2006; Breugelmans et al., 2011c; Grizzle, 2009; Leong und Gilham, 

1989; Paavilainen et al., 2010). Demgegenüber ermöglicht die Gefrierschnitttechnik zwar den 

Nachweis vieler besonders sensitiver Antigene (Blaschitz et al., 2008; Breugelmans et al., 

2011c; Leong und Gilham, 1989; Tingstedt et al., 2003; Waly et al., 2001), ein Einsatz in der 

histopathologischen Routinediagnostik ist aber aufgrund des schlechten Morphologieerhalts 

unbefriedigend (Bos et al., 2000; Collings et al., 1984; Hewitt et al., 2008; Kunder et al., 

2007; Mueller et al., 2011). 
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Die von manchen Instituten gewählte Praxis, bei einer pathologischen Untersuchung sicher-

heitshalber sowohl Gefriermaterial als auch formalinfixiertes, paraffineingebettetes Gewebe 

zu archivieren, birgt neben dem erheblichen logistischen Mehraufwand den Nachteil der 

schlechten direkten Vergleichbarkeit der Ergebnisse, da die Untersuchungen nicht an dersel-

ben Gewebeprobe erfolgen und die potentielle Inhomogenität einer Gewebeprobe unberück-

sichtigt bleibt (Collings et al., 1984; Hewitt et al., 2008; Mueller et al., 2011; Preusser et al., 

2010; Waly et al., 2001; Waly et al., 2004). Insbesondere bei kleineren Proben wie z. B. Biop-

sien ist zudem von einer Teilung der Probe abzusehen, da für eine adäquate Diagnosestellung 

die gesamte Gewebeprobe für die histologische Beurteilung zur Verfügung stehen sollte (He-

witt et al., 2008). 

 

2.2.4 Alternative Fixierungsmethoden 

2.2.4.1 Zielsetzung 

In der Vergangenheit gab es verschiedene Versuche, ein Fixierungsverfahren zu entwickeln, 

das den Erhalt sensitiver Antigene mit einer guten morphologischen Detailerkennbarkeit 

kombiniert und zudem so einfach durchführbar ist, dass es sich gut in den labordiagnostischen 

Routineablauf integrieren lässt (Collings et al., 1984; Dapson, 1993; Ramos-Vara, 2005; 

Tingstedt et al., 2003). Dies würde die histopathologische Untersuchung ebenso wie eine sich 

in deren Verlauf eventuell als nötig erweisende immunhistologische Färbung von paraffinein-

gebettetem Material vereinfachen (Dapson, 1993; Prento und Lyon, 1997). Nicht zuletzt be-

weist das vielfältige Literaturangebot zu diesem Thema dessen Praxisrelevanz (Brenes et al., 

1986; Buesa, 2008; Collings et al., 1984; Dapson, 1993; Holgate et al., 1986; Larsson, 1993; 

Löhler et al., 2009; Lykidis et al., 2007; Moelans et al., 2011; Mueller et al., 2011; Paavilai-

nen et al., 2010; Pollard et al., 1987; Prento und Lyon, 1997; Shi et al., 1997; Titford und Ho-

renstein, 2005; Vince et al., 1997). Im Folgenden soll lediglich ein kurzer Überblick über die 

Vielzahl von Lösungsstrategien mit besonderem Schwerpunkt auf dem immunhistologischen 

Nachweis von Leukozytenoberflächenantigenen, insbesondere CD8, gegeben werden.  

 

2.2.4.2 Lösungsansätze  

Ein Ansatz, einen besseren Antigenerhalt in formalinfixiertem, paraffineingebettetem Materi-

al zu erzielen, bestand in der Modifikation herkömmlicher Fixierungs- und Prozessierungsver-

fahren. Hierbei konnten im Einzelnen beim Nachweis sensitiver Leukozytenoberflächenmar-

ker positive Ergebnisse erzielt werden. Insbesondere eine Herabsetzung der Prozessierungs-

temperatur, eine Verkürzung der Inkubationsdauer in Xylol und den Ethanolstufen sowie die 
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Verwendung von Paraffinwachsen mit einem niedrigen Schmelzpunkt wurden im Hinblick 

auf einen besseren Antigenerhalt als förderlich angesehen (Collings et al., 1984; Pollard et al., 

1987). Durch eine Absenkung der Temperatur während des Fixierungsprozesses gelang u. a. 

die Darstellung von CD8 in porzinem Gewebe (Tingstedt et al., 2003).  

 

Die Verwendung zusätzlicher Komponenten bei der Aldehydfixierung ermöglichte (meist in 

Verbindung mit einer modifizierten Prozessierung und Einbettung) in Einzelfällen den Nach-

weis sensitiver Leukozytenoberflächenmarker, wie z. B. CD8, in Paraffinschnitten von Ratten 

und Mäusen unter Verwendung von Periodat-Lysin-Paraformaldehyd sowie von Formalin-

Dichromat in Paraffinmaterial von Rindern (Gendelman et al., 1983; Gutierrez et al., 1999; 

Rathkolb et al., 1997; Whiteland et al., 1995). Der Einsatz von Bouinscher-Lösung gestattete 

u. a. den Nachweis von CD8 in porzinem, paraffineingebettetem Gewebe (Sanchez-Cordon et 

al., 2005). 

 

Ein weiterer Ansatz, die Problematik der maskierenden Effekte der Formalinfixierung zu um-

gehen, lag in der Verwendung aldehydfreier Fixierungsverfahren, die aber möglichst einen 

vergleichbaren morphologischen Strukturerhalt des Gewebes bewirken sollten (Collings et al., 

1984; Leong et al., 2010; Prento und Lyon, 1997). In zahlreichen Studien mit diesem Ziel 

wurde für die Darstellung sensitiver Leukozytenoberflächenmarker u. a. die Verwendung von 

Aceton, z. T. auch in Verbindung mit nachfolgender Plastikeinbettung, propagiert (Casey et 

al., 1988; Tanaka et al., 1984). Mittels der Aceton-basierten AMeX (Aceton, Methylbenzoat, 

Xylol)-Methode und der modifizierten ModAMeX-Methode gelang u. a. die Darstellung von 

CD8+ T-Lymphozyten in humanem Gewebe (Delsol et al., 1989; Sato et al., 1986). Durch 

Gefriertrocknung mit anschließender Paraffineinbettung konnte neben anderen sensitiven 

Leukozytenoberflächenmarkern ebenfalls CD8 in humanem Gewebe nachgewiesen werden 

(Stein et al., 1984).  

 

Auch der Einsatz von Zinkkomponenten hat bei der Gewebefixierung bereits eine längere 

Tradition. Seit Anfang der 30er Jahre des vergangenen Jahrhunderts findet der Zusatz von 

Zinkkomponenten zu herkömmlichen Fixantien in der Literatur Erwähnung (Dapson, 1993; 

Mugnaini und Dahl, 1983; Sheinin und Davenport, 1931). Es wurden verschiedene kommer-

zielle und nicht kommerzielle Fixantien auf Alkohol- wie auch auf Aldehydbasis vorgestellt, 

die Zinksalze enthielten und unter Hinweis auf eine geringe Toxizität und einen guten Mor-

phologie- und Antigenerhalt empfohlen wurden (Bonds et al., 2005; Dapson, 1993). Die Ver-
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wendung von mit Zinkkomponenten versetztem Formalin bot abgesehen von einem verbes-

serten Antigenerhalt zudem den Vorteil, dass das Problem der Überfixierung nicht beobachtet 

wurde (Ott, 2008; Tome et al., 1990). 

 

In den letzten Jahren hat sich zudem das Angebot kommerzieller sowohl aldehydhaltiger wie 

auch aldehydfreier Fixantien stark vergrößert (Buesa, 2008; Dapson, 2007a; Leong et al., 

2010; Löhler et al., 2009; Moelans et al., 2011; van Essen et al., 2010; Vince et al., 1997; 

Vincek et al., 2003).  

 

Allerdings hat sich die Anwendung keines dieser alternativen Verfahren allgemein durchge-

setzt (Buesa, 2008; Gonzalez et al., 2001; Hewitt et al., 2008; Leong et al., 2010; Moelans et 

al., 2011; Vincek et al., 2005). Ein Grund hierfür ist, dass aufwändige und streng zu befolgen-

de Fixierungs- und Prozessierungsprotokolle oder eine mangelnde Haltbarkeit des Fixans eine 

in der Routinediagnostik unabdingbare Verfahrensflexibilität und ein hohes Probenaufkom-

men nicht gewährleisteten (Beckstead, 1994; Gonzalez et al., 2001; Randall und Pearse, 2008; 

Vincek et al., 2005). Zudem waren die Methoden z. T. aufwändig oder mit der Anschaffung 

von speziellen Geräten verbunden (Sato et al., 1986; Stein et al., 1984) und die mit ihnen er-

zielten Verbesserungen nicht so überzeugend, dass ein derartiger Mehraufwand für den dia-

gnostischen Routinelaborbetrieb gerechtfertigt wäre (Moelans et al., 2011). Meist waren die 

im Hinblick auf den Antigenerhalt erzielten Verbesserungen auch nicht universell sondern auf 

bestimmte Antigene beschränkt, während die Nachweisbarkeit anderer Antigene abnahm oder 

sogar nicht mehr gegeben war (Arnold et al., 1996; Beckstead, 1985; Collings et al., 1984; 

Delsol et al., 1989; Gonzalez et al., 2001; Gutierrez et al., 1999; Holgate et al., 1986; Löhler 

et al., 2009; Moelans et al., 2011; Nadji et al., 2005; Pollard et al., 1987; Rathkolb et al., 

1997; Whiteland et al., 1995). Zudem sind die Verfahren im Fall von kommerziellen Fixan-

tien häufig mit deutlich höheren Kosten verbunden (Moelans et al., 2011; Nadji et al., 2005). 

Auch erfüllten die Verfahren oftmals die für diese Einsatzmöglichkeit nötige Anforderung 

einer hervorragenden morphologischen Detailerkennbarkeit nicht (Buesa, 2008; Dapson, 

1993; Gutierrez et al., 1999; Holgate et al., 1986; Leong et al., 2010; Moelans et al., 2011; 

Nadji et al., 2005; Prento und Lyon, 1997; Randall und Pearse, 2008; Rathkolb et al., 1997; 

Shi et al., 1997; Tingstedt et al., 2003; Werner et al., 2000; Wester et al., 2003).  
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2.2.4.3 ZSF-Fixierung 

2.2.4.3.1 Einführung 

Beckstead publizierte 1994 ein aldehydfreies, zinksalzhaltiges Fixans, mit dem der Nachweis 

mehrerer sensitiver humaner Leukozytenoberflächenantigene in paraffineingebettetem Gewe-

be gelang (Beckstead, 1994). Die Herstellung dieses Zinksalzfixans (ZSF) erfolgt über einen 

0,1 M Tris/HCl-Puffer (pH 7,4) unter Zugabe von 0,05 % Kalziumacetat sowie 0,5 % Zink-

acetat und 0,5 % Zinkchlorid (endgültiger pH-Wert 6,5-7,0). Detaillierte Angaben bezüglich 

der Herstellung von ZSF sind im Anhang zu finden (siehe unter 8.2.1).  

 

Unter Verwendung von ZSF konnten in bei Raumtemperatur fixierten und anschließend her-

kömmlich prozessierten Proben aus humanen Tonsillen u. a. auch die sonst nur in Gefrier-

schnitten darstellbaren Leukozytendifferenzierungsantigene CD1, CD4, CD7, CD8 und CD19 

nachgewiesen werden, ohne dass hierfür der Einsatz eines Antigen-Retrieval-Verfahrens not-

wendig war. 

 

Im Rahmen dieser Studie (Beckstead, 1994) wurden verschiedene zinksalzhaltige Fixantien 

mit herkömmlichen, routinemäßig verwendeten Fixantien (u. a. Formalin) und kommerziell 

erhältlichen Produkten sowie Gefrierschnitten im Hinblick auf die Nachweisbarkeit sensitiver 

Antigene in paraffineingebettetem Gewebe verglichen. Die mit den selbst hergestellten, zink-

salzhaltigen Pufferlösungen fixierten Gewebeproben zeigten dabei überwiegend den gleichen 

exzellenten Antigenerhalt wie die parallel immunhistologisch gefärbten Gefrierschnitte, und 

das über eine weite Spannbreite von Immersionszeiten (4 h - 10 d), Temperaturen und Kon-

zentrationen. Allerdings wies nur ZSF bei allen in der Studie untersuchten Antigenen Resulta-

te auf, die in Anzahl und Intensität der markierten Zellen durchweg mit denen der Gefrier-

schnitte vergleichbar waren. Zugleich ermöglichte dieses Fixans im Vergleich zu den Gefrier-

schnitten eine präzisere Lokalisierung des immunhistologischen Signals im Gewebe, da die 

erzielte morphologische Detailerkennbarkeit abgesehen von einer geringgradigen zytoplasma-

tischen Schrumpfung derjenigen der fomalinfixierten Proben entsprach. Die Zinksalzlösung 

erwies sich als bei Raumtemperatur stabil und war auch drei Monate nach Ansatz noch ver-

wendbar, ohne dass eine erkennbare Beeinträchtigung der Resultate vorgelegen hätte. Des 

Weiteren zeigten die Paraffinblöcke auch nach einer Lagerungsdauer von drei Jahren keinen 

Antigenverlust. 
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2.2.4.3.2 Wirkungsprinzip 

Auf welchem molekularen Mechanismus die epitopbewahrende Wirkung von zinkhaltigen 

Fixiermedien genau beruht, ist nicht bekannt (Hadler-Olsen et al., 2010a; Hermo et al., 2008; 

Jensen et al., 2010; Naresh et al., 2006; Ott, 2008; Titford und Horenstein, 2005; Zhao et al., 

2011). Grundsätzlich wird Fixantien zugesetzten Metallionen ein stabilisierender Effekt zuge-

schrieben (Pollard et al., 1987).  

 

Dapson (1993) vermutete, dass Zinkionen, die Formalin zugegeben werden, Antigene in ihrer 

dreidimensionalen Struktur stabilisieren und sie damit vor Konformationsänderungen wäh-

rend der Formaldehydfixierung schützen. Er nahm an, dass Zinkionen eine Bindung der Sei-

tenketten der Aminosäuren durch das Formaldehydmolekül und ihre Einbeziehung in das Me-

thylenbrückennetzwerk verhindern und dass dies auf der Bildung von sogenannten Koordina-

tionskomplexen beruhen könnte. Hierbei bindet ein Zinkatom an vier Liganden (zumeist Be-

standteile von Aminosäuren) auf demselben Makromolekül, wodurch die Makromoleküle in 

ihrer ursprünglichen Konformation gehalten werden. Aufgrund der hohen Affinität der Zink-

ionen zu diesen Gruppen hielt Dapson einen Vorteil dieser gegenüber den Formaldehydmole-

külen bei der Konkurrenz um die Besetzung der Bindungsstellen für möglich. Von einem fi-

xierenden Effekt der Zinkionen selber ging er nicht aus. 

 

Ergebnisse ihrer Studie ließen Pajak et al. (2000) vermuten, dass eine Inkubation von Gewe-

beproben in aldehydfreien Zinksalzlösungen eine Stabilisierung der Proteinstrukturen bewirkt 

und die Proteine so vor einer Denaturierung während des nachfolgenden Dehydratations- und 

Einbettungsprozesses weitestgehend bewahrt werden. Sie beobachteten, dass CD8 in murinem 

Gewebe nach einer sechsstündigen Inkubationszeit in Aceton nicht nachweisbar war. Wurde 

das Material zuvor jedoch einer mehrtägigen Immersion in einer aldehydfreien Zinksalzlö-

sung unterzogen, gelang die immunhistologische Darstellung von CD8. Diesen Effekt führten 

sie ebenfalls auf die Fähigkeit von Zinkionen zurück, Bindungen mit bestimmten Aminosäu-

ren einzugehen und so Proteine in ihrer Struktur zu stabilisieren.  

 

Im Hinblick auf das von Beckstead (1994) entwickelte ZSF postulierten Jensen et al. (2010), 

dass die in der Lösung enthaltenen Zinkionen die destabilisierenden Effekte der chaotropen 

Azetationen möglicherweise ausgleichen und deren Zusammenspiel zu einer Stabilisierung 

der Zellmembran sowie der darin enthaltenen Antigene führen könnte.  
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2.2.4.3.3 Literaturübersicht über die Verwendung der ZSF-Fixierung 

2.2.4.3.3.1 Immunhistologie 

2.2.4.3.3.1.1 Probenspektrum 

Die ZSF-Fixierung hat in der Folge bei vielen immunhistologischen Studien an humanem 

Organmaterial Verwendung gefunden (Baker und Southgate, 2008; Jennings und Carroll, 

2010; Pineda et al., 2011; Rojo-Botello et al., 2012; Wester et al., 2003). Sie wurde zudem 

auch an zahlreichen Geweben verschiedener Spezies wie Ratten (Caluwaerts et al., 2005; 

Geusens et al., 2008; Geusens et al., 2010; Sueda et al., 2000), Mäusen (Ismail et al., 2003; 

Lang et al., 2000; Löhler et al., 2009; Longhi et al., 2007; Taylor et al., 2011), Kaninchen 

(Anderson et al., 2007; Richter et al., 2000; Sai et al., 2001; Wenneras et al., 2000), Hühnern 

(Kilarski et al., 2005; Nowak-Sliwinska et al., 2010), Katzen (Champion et al., 2004; Shiraha-

ta et al., 2004), Schafen (Athanasiadou et al., 2008; Benavides et al., 2006; Breugelmans et 

al., 2011b; Breugelmans et al., 2011c; Buxton et al., 2002; Fragkou et al., 2010; Gonzalez et 

al., 2001; Matthews et al., 2007; Stanley et al., 2001), Rindern (Breugelmans et al., 2011a; 

Casteleyn et al., 2008; Cocquyt et al., 2008; Liebana et al., 2007; Mahajan et al., 2005; Maley 

et al., 2006), Ziegen (Breugelmans et al., 2011a), Schweinen (De Spiegelaere et al., 2010a; De 

Spiegelaere et al., 2010b; De Spiegelaere et al., 2010c), Rhesusaffen (Levin et al., 1997) und 

Großen Achatschnecken (Martynova et al., 2007) eingesetzt. Die ZSF-Methode hat sich auch 

bei immunhistologischen Untersuchungen an knöchernen und im Anschluss an die Fixierung 

entkalkten Geweben bewährt (Löhler et al., 2009; Wong et al., 2009; Wong et al., 2010). 

 

2.2.4.3.3.1.2 Nachweis von Leukozytenoberflächenantigenen 

Der gute Antigenerhalt der ZSF-Fixierung wurde in verschiedenen Studien bestätigt (Geusens 

et al., 2008; Gonzalez et al., 2001; Gulbahar et al., 2006; Rojo-Botello et al., 2012; Rundle et 

al., 2008; Vercruysse et al., 2006; Wester et al., 2003). ZSF erwies sich hierbei insbesondere 

im Bezug auf Zelloberflächenantigene gegenüber aldehydhaltigen Fixantien als deutlich über-

legen (Bouzeghrane et al., 2004; Breugelmans et al., 2011c; van den Broek et al., 2005; Wang 

et al., 1996). Mehrere Arbeitsgruppen beobachteten, dass sich in ZSF-fixiertem, paraffinein-

gebettetem Gewebe Zelloberflächenantigene nachweisen ließen, die in formalinfixiertem, 

paraffineingebettetem Gewebe, z. T. auch unter Einsatz verschiedener Antigen-Retrieval-

Maßnahmen, nicht darstellbar waren (Ismail et al., 2003; Johansson et al., 2000; Wang et al., 

1996).  
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Die ZSF-Fixierung wurde zudem erfolgreich für den immunhistologischen Nachweis von 

verschiedenen Leukozytenoberflächenantigenen in paraffineingebetteten, humanen und tieri-

schen Geweben eingesetzt (siehe Tabelle 1). 

 

Tabelle 1: Übersicht über den immunhistologischen Nachweis von Leukozytenoberflächen-

antigenen in ZSF-fixiertem, paraffineingebettetem Gewebe verschiedener Spezies 

Spezies Literaturquelle 

Kaninchen Anderson et al., 2007; Anderson et al., 2008 

Maus 

Berg et al., 2002; Corona et al., 2011; Elson et al., 2003; Elson et al., 

2004a; Elson et al., 2004b; Ferrero et al., 2000; Hattori et al., 2009; 

Havouis et al., 2000; Hicks et al., 2006; Kimura et al., 2005b; Lang et 

al., 2000 

Mensch Bingle et al., 2006 

Ratte 
Bezuidenhout et al., 2010; Bouzeghrane et al., 2004; Nayak et al., 

2009; Spinardi-Barbisan et al., 2004 

Rind 
Breugelmans et al., 2011a; Casteleyn et al., 2008; Cocquyt et al., 

2008; Liebana et al., 2007; Mahajan et al., 2005; Maley et al., 2006 

Schaf 

Breugelmans et al., 2011a; Breugelmans et al., 2011b; Breugelmans et 

al., 2011c; Buxton et al., 2002; Fragkou et al., 2010; Gonzalez et al., 

2001; Gulbahar et al., 2006; Huntley et al., 2005; Matthews et al., 

2007; Rios-de Alvarez et al., 2008; Stanley et al., 2001; Summers et 

al., 2005; van den Broek et al., 2005 

Ziege Breugelmans et al., 2011a 

 

 

2.2.4.3.3.1.3 Nachweis von CD8  

Nach Beckstead (1994) gelang auch Wang et al. (1996) unter Anwendung der ZSF-Fixierung 

die immunhistologische Darstellung von CD8 in humanem, paraffineingebettetem Gewebe. 

Darüber hinaus wurde der immunhistologische Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in ZSF-

fixiertem, paraffineingebettetem Material bei mehreren tierischen Spezies beschrieben (siehe 

Tabelle 2). 
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Tabelle 2: Übersicht über den immunhistologischen Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in 

ZSF-fixiertem, paraffineingebettetem Organmaterial verschiedener Spezies 

Spezies Organ Literaturquelle 

Kaninchen Leber 

 Lunge 

 Lymphknoten 

 Milz 

 Niere 

 Zäkum 

Anderson et al., 2007; Anderson et al., 2008 

Maus Darm Berg et al., 2002; Hicks et al., 2006 

 Leber 

 Lymphknoten 

 Milz 

 Thymus 

Hicks et al., 2006 

Mensch Mamma Wang et al., 1996 

Ratte Darm Nayak et al., 2009; Spinardi-Barbisan et al., 2004 

 Leber 

 Lunge 
Spinardi-Barbisan et al., 2004 

 Milz Nayak et al., 2009; Spinardi-Barbisan et al., 2004 

 Niere 

 Thymus 
Spinardi-Barbisan et al., 2004 

Rind Lymphknoten 
Casteleyn et al., 2008; Cocquyt et al., 2008; Liebana et 

al., 2007 

 Plazenta Maley et al., 2006 

 Rektum Mahajan et al., 2005 

Schaf Haut 
Gulbahar et al., 2006; Matthews et al., 2007; van den 

Broek et al., 2005 

 Lunge Gulbahar et al., 2006; Summers et al., 2005 

 Lymphknoten Fragkou et al., 2010; Gonzalez et al., 2001 

 Nasenschleimhaut Stanley et al., 2001 

 Plazenta Buxton et al., 2002 

 Tonsille Breugelmans et al., 2011b; Breugelmans et al., 2011c 

 Zitze Fragkou et al., 2010 
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2.2.4.3.3.1.4 Antigen-Retrieval 

In der überwiegenden Zahl der Studien, in denen ZSF-fixiertes, paraffineingebettetes Gewebe 

verwendet wurde, wurde für die immunhistologische Untersuchung keine Antigen-Retrieval-

Maßnahme beschrieben. Hierbei ist hervorzuheben, dass bei keiner der unter 2.2.4.3.3.1.3 

genannten Studien für den Nachweis von CD8 der Einsatz einer Antigen-Retrieval-

Maßnahme beschrieben wurde oder ein solcher sogar explizit verneint wurde (Breugelmans et 

al., 2011c; Gonzalez et al., 2001; Liebana et al., 2007). 

 

Gonzalez et al. (2001) und Hicks et al. (2006) sahen genau hierin einen großen Vorteil gegen-

über der Formalinfixierung. Hicks et al. (2006) gelang ohne Antigen-Retrieval-Maßnahmen 

der Nachweis mehrerer Leukozytenoberflächenmarker in murinem, ZSF-fixiertem Gewebe, 

die in formalinfixiertem Material z. T. nur unter Anwendung von Antigen-Retrieval-

Maßnahmen, z. T. jedoch selbst dann nicht nachweisbar waren, wie z. B. CD8. Ähnliche Be-

obachtungen machten Breugelmans et al. (2011c) an ovinem Gewebe.  

 

Manche Autorengruppen hingegen geben an, ein Antigen-Retrieval-Verfahren durchgeführt 

zu haben, ohne allerdings näher auf den Grund hierfür einzugehen (Benavides et al., 2006; 

Croke et al., 2007; Ericsson et al., 2005; Ismail et al., 2003; Johansson et al., 2000; Johansson 

et al., 2002; Johansson et al., 2004; Löhler et al., 2009; Nowak-Sliwinska et al., 2010; Paavi-

lainen et al., 2010; Richards et al., 2010; Rojo-Botello et al., 2012; Shirahata et al., 2004; 

Shynlova et al., 2007; Spinardi-Barbisan et al., 2004; Taylor et al., 2011; Williams et al., 

2005; Williams et al., 2010; Yamaguchi et al., 2003). Lediglich Wester et al. (2003) erklären 

explizit, dass bei 3 von 9 Antigenen für deren immunhistologische Darstellung in ZSF-

fixiertem Material auf Antigen-Retrieval-Verfahren zurückgegriffen werden musste. 

 

2.2.4.3.3.2 Zytologie 

Der Einsatz von ZSF hat sich auch für immunzytologische Untersuchungen als geeignet er-

wiesen (Higashi et al., 2003; Ocklind, 1998; Westbroek et al., 2001; Zhao et al., 2011). Des 

Weiteren zeigten Jensen et al. (2010) und Zhao et al. (2011), dass an ZSF-fixierten Zellen 

sowohl Durchflusszytometrie wie auch bildgebende Zytometrie (Laser Scanning Cytometry) 

durchgeführt werden konnte. Zhao et al. (2011) wiesen zudem nach, dass die morphometri-

schen Eigenschaften der ZSF-fixierten Zellen hierbei in Bezug auf den Grad der Chromatin-

kondensation vergleichbar mit den von formalinfixierten Zellen waren. 
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2.2.4.3.3.3 Histologie 

2.2.4.3.3.3.1 Morphologieerhalt 

Der gute Morphologieerhalt, den die ZSF-Fixierung neben dem guten Antigenerhalt bietet, 

wurde in mehreren Arbeiten bestätigt (Benavides et al., 2006; Ferrero et al., 2000; Hicks et 

al., 2006; Ismail et al., 2003; Nagai et al., 2002) und sogar als vergleichbar mit formalinfixier-

tem Gewebe bewertet (Hadler-Olsen et al., 2010a). Lediglich eine gegenüber formalinfixier-

tem Material leicht vermehrte Schrumpfung des Gewebes wurde beobachtet (Benavides et al., 

2006; Gonzalez et al., 2001).  

 

In mehreren Studien wurde bei histologischen Untersuchungen ZSF als vollständiger Ersatz 

für Formalin eingesetzt (Anderson et al., 2007; Caturegli et al., 2003; Coxon et al., 2010; Fer-

rero et al., 2000; Gerard und Doillon, 2010; Hadler-Olsen et al., 2010b; Hattori et al., 2009; 

Kimura et al., 2005a; Kimura et al., 2005b; Lateef et al., 2009; Liebana et al., 2007; Longhi et 

al., 2007; Manenti et al., 2005; Nagai et al., 2002; Nowak-Sliwinska et al., 2010; Richards et 

al., 2010; Spinardi-Barbisan et al., 2004; Stanley et al., 2001; Taylor et al., 2011; Wong et al., 

2009; Zargham und Thibault, 2005).  

 

2.2.4.3.3.3.2 Spezialfärbungen 

ZSF-fixiertes Material wurde auch erfolgreich für verschiedene Spezialfärbungen wie die 

Picrosiriusrot-Färbung (Gerard und Doillon, 2010), die Elastica-van-Gieson-Färbung (Hattori 

et al., 2009), die Trichrom-Masson-Färbung (Benavides et al., 2006) und die Perjodsäure-

Schiff (PAS)-Reaktion (Caluwaerts et al., 2005; Dechend et al., 2005; Geusens et al., 2010; 

Trzpis et al., 2008; Vercruysse et al., 2006) verwendet.  

 

2.2.4.3.3.4 Molekularbiologie 

An ZSF-fixiertem, paraffineingebettetem Gewebe fanden auch molekularbiologische Metho-

den wie PCR, z. T. auch nach vorheriger Laser-Mikrodissektion, Anwendung (Lykidis et al., 

2007; Wester et al., 2003). Wester et al. (2003) stellten fest, dass der Gehalt an isolierbarer 

DNA in ZSF-fixiertem, paraffineingebettetem Material deutlich höher war als in formalinfi-

xiertem, paraffineingebettetem Material. Er lag allerdings unter dem von Gefriermaterial. Der 

Gehalt an intakter RNA in ZSF-fixiertem, paraffineingebettetem Gewebe war hingegen ge-

ring. Dies deckt sich mit Beobachtungen von Rojo-Botello et al. (2012), wonach sich ZSF-

fixiertes, paraffineingebettetes Gewebe für die Analyse von RNA als ungeeignet erwies. 
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2.2.4.3.3.5 Modifizierung der Methode 

In der Literatur ist eine gewisse Variabilität hinsichtlich der Anwendung der Fixierungsme-

thode zu beobachten. Einige Arbeitsgruppen führten z. B. den Fixierungsvorgang nicht wie 

von Beckstead (1994) vorgeschlagen bei Raumtemperatur, sondern bei 4 °C durch (Champion 

et al., 2004; Johansson et al., 2004; Lang et al., 2000; Levin et al., 1997; Nayak et al., 2009; 

Taylor et al., 2011; Wong et al., 2009; Wong et al., 2010). Andere wechselten das Fixans nach 

einer gewissen Zeit (Anderson et al., 2007; Buxton et al., 2002; Gonzalez et al., 2001; Hicks 

et al., 2006; Pineda et al., 2011; Rojo-Botello et al., 2012). In wieder anderen Studien wurden 

die Gewebeproben nach dem eigentlichen Fixierungsvorgang Waschschritten unterzogen (Ca-

luwaerts et al., 2005; Johansson et al., 2000; Johansson et al., 2002; Lang et al., 2000; Verc-

ruysse et al., 2006; Williams et al., 2005).  

 

Zudem ist anzumerken, dass einigen Studien hinsichtlich der weiteren Verfahrensweise be-

züglich des Prozessierungsvorgangs oftmals keine präzisen Angaben zu entnehmen waren 

(Anderson et al., 2007; Benavides et al., 2006; Caturegli et al., 2003; De Spiegelaere et al., 

2010a; Ismail et al., 2003; Jennings und Carroll, 2010; Johansson et al., 2000; Johansson et 

al., 2004; Kimura et al., 2005b; Longhi et al., 2007; Nowak-Sliwinska et al., 2010). Bei ande-

ren wurde an dieser Stelle auf nicht näher erläuterte interne Standardprotokolle verwiesen 

(Breugelmans et al., 2011a; Buxton et al., 2002; Caluwaerts et al., 2005; Casteleyn et al., 

2008; Cocquyt et al., 2008; Fragkou et al., 2010; Geusens et al., 2008; Hicks et al., 2006; 

Stanley et al., 2001; Trzpis et al., 2008; Vercruysse et al., 2006; Wester et al., 2003). In man-

chen Studien wichen die angegebenen Inkubationsschritte (Dauer und Temperatur, Konzen-

tration und z. T. auch Art der eingesetzten Dehydrierungs- und Clearingsubstanzen) sogar 

explizit von der von Beckstead (1994) ursprünglich beschriebenen Methode ab (Breugelmans 

et al., 2011b; Gonzalez et al., 2001; Lang et al., 2000; Löhler et al., 2009; Lykidis et al., 2007; 

Paavilainen et al., 2010; Pineda et al., 2011; Rojo-Botello et al., 2012; Sai et al., 2001; Suraud 

et al., 2007; Taylor et al., 2011; van den Broek et al., 2005).  
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2.2.4.4 HOPE
®
-Fixierung 

2.2.4.4.1 Einführung 

Bei der von Olert et. al. (2001) publizierten HOPE®(Hepes-Glutamic Acid Buffer-Mediated 

Organic Solvent Protection Effect)-Fixierung handelt es sich um ein patentiertes (Patent-

schrift DE 10021390 C2), aldehydfreies Fixierungsverfahren mit anschließender Paraffinein-

bettung, das von einer Firma (DCS Innovative Diagnostik Systeme Dr. Christian Sartori 

GmbH & Co. KG, Hamburg) kommerziell vertrieben wird. Den Entwicklern zufolge gewähr-

leistet es neben einer hervorragenden Konservierung von Nukleinsäuren einen exzellenten 

Erhalt von Antigenen. Es soll für deren immunhistologischen Nachweis sogar ohne Antigen-

Retrieval-Maßnahmen den Einsatz sogenannter kryogängiger, eigentlich nur für die Verwen-

dung auf Gefriermaterial vorgesehener Antikörper an paraffineingebettetem Material erlau-

ben. Der mit der HOPE®-Technik erzielte Morphologieerhalt soll dabei vergleichbar mit dem 

formalinfixierter, paraffineingebetteter Proben sein und die Methode somit eine umfassende 

histopathologische Untersuchung sämtlicher humaner Weichteilgewebe ermöglichen (Olert et 

al., 2001). 

 

Hinsichtlich der Zusammensetzung der kommerziellen wässrigen Protektionslösung HOPE® I 

geben die Autoren lediglich an, dass es sich um einen hyperosmolaren organischen Puffer 

handelt, der verschiedene Aminosäuren in Konzentrationen von 10-100 mM enthält und einen 

pH-Wert von 5,8-6,4 bei Raumtemperatur aufweist (Olert et al., 2001). 

 

2.2.4.4.2 Wirkungsprinzip 

Das gewebeschonende Prinzip der HOPE®-Methode beruht auf der Kombination einer Inku-

bation der Proben in einer kommerziellen organischen Pufferlösung (der sogenannten Protek-

tionslösung HOPE® I) bei 0-4 °C, einer ausschließlichen Verwendung von Aceton als dehyd-

rierendes Agens und einer schonenden Einbettung mit reinem Paraffin mit einem niedrigen 

Schmelzpunkt bei 52-54 °C (Olert et al., 2001).  

 

Der genaue zugrunde liegende Mechanismus des protektiven Effekts der HOPE®-Fixierung 

ist in der Literatur nicht näher beschrieben. Die Entwickler geben lediglich an, dass die anti-

genen Gewebestrukturen durch die Protektionslösung stabilisiert werden, was sie auf den 

Verbleib von präzipitierten Komponenten der Protektionslösung im Gewebe zurückführen, 

die im Zuge des Entwässerungsvorgangs mit Aceton ausgefällt werden (Olert et al., 2001). 

Die Denaturierung von Proteinen durch die im Verlauf der Prozessierung und Einbettung 
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verwendeten Substanzen (insbesondere organische Lösungsmittel) wird so auf ein Minimum 

reduziert, ohne dass es dabei zur Quervernetzung von Molekülstrukturen durch chemische 

Bindungen kommt. Des Weiteren soll die Protektionslösung eine Öffnung des Kapillarsys-

tems bewirken, was im Folgenden eine bessere Durchdringung des Gewebes mit Aceton und 

damit eine schnellere Dehydratation ermöglichen soll.  

 

2.2.4.4.3 Literaturübersicht über die Verwendung der HOPE
®
-Fixierung

 

2.2.4.4.3.1. Immunhistologie 

2.2.4.4.3.1.1 Probenspektrum 

Die HOPE®-Fixierung wurde bei zahlreichen immunhistologischen Studien an verschiedenen 

humanen Geweben eingesetzt (Anderle et al., 2008; Braun et al., 2011; Droemann et al., 

2007; Goldmann et al., 2003; Grzmil et al., 2006). Verwendung fand sie auch an Geweben 

verschiedener tierischer Spezies wie z. B. Maus (Bergthaler et al., 2007; Pinschewer et al., 

2010), Ratte (Hornickel et al., 2011a, 2011b; Merkler et al., 2006; Uhlig et al., 2002), Pferd, 

Ziege, Rind, Schwein, Hund und Katze (Hornickel et al., 2011a, 2011b). 

 

2.2.4.4.3.1.2 Nachweis von Leukozytenoberflächenantigenen 

Unter Einsatz der HOPE®-Fixierung gelang u. a. der immunhistologische Nachweis von ver-

schiedenen Leukozytenoberflächenantigenen in paraffineingebetteten, humanen Geweben 

(Blaschitz et al., 2008; Esendagli et al., 2008; Middel et al., 2006; Nikitina et al., 2011; Pilling 

et al., 2009; Xu et al., 2008). Hierbei wurden z. T. sogenannte kryogängige Antikörper ver-

wendet, die laut Hersteller nur für den Gebrauch auf Gefriermaterial vorgesehen waren (Bla-

schitz et al., 2008; Middel et al., 2006). Die Verwendung dieser Antikörper an formalinfixier-

tem, paraffineingebettetem Material verlief hingegen auch unter Einsatz von Antigen-

Retrieval-Methoden mit negativem Ergebnis (Blaschitz et al., 2008). Leukozytenoberflächen-

antigene wurden zudem in HOPE®-fixiertem, paraffineingebettetem Gewebe von Ratten im-

munhistologisch dargestellt (Merkler et al., 2006).  

 

2.2.4.4.3.1.3 Nachweis von CD8 

Die immunhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten konnte unter Einsatz der 

HOPE®-Fixierung in paraffineingebettetem Lebergewebe von Mäusen (Bergthaler et al., 

2007) sowie Gehirnmaterial von Mäusen (Pinschewer et al., 2010) und Ratten (Merkler et al., 

2006) erzielt werden. Zudem gelang der immunzytologische Nachweis von CD8+ T-Lympho-
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zyten in HOPE®-fixierten, paraffineingebetteten Zellpellets aus humanen Lungenspülproben 

(Marwitz et al., 2011).  

 

2.2.4.4.3.1.4 Antigen-Retrieval 

Im Hinblick auf den Nachweis von CD8 und anderen Leukozytenoberflächenmarkern in  

HOPE®-fixiertem Gewebe ist zu betonen, dass bei den unter 2.2.4.4.3.1.2 und 2.2.4.4.3.1.3 

genannten Arbeiten die Durchführung einer Antigen-Retrieval-Maßnahme entweder nicht 

beschrieben (Esendagli et al., 2008; Merkler et al., 2006; Pilling et al., 2009; Pinschewer et 

al., 2010; Xu et al., 2008) oder sogar explizit verneint wurde (Blaschitz et al., 2008; Marwitz 

et al., 2011; Middel et al., 2006; Nikitina et al., 2011). Bei der Studie von Bergthaler et al. 

(2007) bleibt unklar, ob die beschriebene Antigen-Retrieval-Maßnahme nur auf das formalin-

fixierte Material oder auch auf das HOPE®-fixierte Material angewendet wurde.  

 

Bereits bei der Erstbeschreibung wurde der Aspekt betont, dass bei der HOPE®-Fixierung 

aufgrund des guten Antigenerhalts und der fehlenden Quervernetzung im Unterschied zur 

Formalinfixierung die Notwendigkeit der dort oftmals unabdingbaren Antigen-Retrieval-

Maßnahmen entfällt (Olert et al., 2001). Die These wurde auch durch Studien von Braun et al. 

(2011) und Goldmann et al. (2003) gestützt, bei denen für die Darstellung der jeweiligen An-

tigene in HOPE®-fixiertem Material im Unterschied zu parallel inkubiertem, formalinfixier-

tem Material keine Antigen-Retrieval-Methoden notwendig waren. 

 

2.2.4.4.3.2 Zytologie 

Die HOPE®-Methode hat sich auch für die Fixierung zytologischer Proben als geeignet erwie-

sen. So wurde an HOPE®-fixierten Zytozentrifugenpräparaten die erfolgreiche Durchführung 

von immunzytologischen Untersuchungen (Abdullah et al., 2012; Blumenthal et al., 2006; 

Coupland et al., 2005; Droemann et al., 2005a; Lang et al., 2007; Marwitz et al., 2009; Um-

land et al., 2003) sowie von in situ-Hybridisierung (Blumenthal et al., 2006; Droemann et al., 

2005b; Fricke et al., 2006; Umland et al., 2003) beschrieben. Wiederholt wurde hierbei der 

hervorragende Morphologieerhalt der HOPE®-fixierten Proben betont (Coupland et al., 2005; 

Droemann et al., 2005b; Umland et al., 2003). Coupland et al. (2005) beurteilten HOPE®-

fixierte Zytozentrifugenpräparate hinsichtlich Zellularität, Morphologie und Antigenerhalt als 

vergleichbar mit standardmäßig verwendeten nativen Präparaten. 
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Die HOPE®-Fixierung und nachfolgende Paraffineinbettung von mittels bronchoalveolärer 

Lavage gewonnener Zellpellets gestattete sowohl eine immunzytologische Untersuchung als 

auch den Einsatz von in situ-Hybridisierung, quantitativer RT-PCR, Transkriptionsanalyse 

sowie zweidimensionaler Gelelektrophorese und erlaubte außerdem die bislang problemati-

sche langfristige Archivierung und retrospektive Untersuchung des Materials (Marwitz et al., 

2011). 

 

2.2.4.4.3.3 Histologie 

2.2.4.4.3.3.1 Morphologieerhalt  

Die gute morphologische Detailerkennbarkeit von HOPE®-fixiertem Gewebe wurde wieder-

holt bestätigt (Anderle et al., 2008; Droemann et al., 2003; Droemann et al., 2005a; Kothmai-

er et al., 2011; Marwitz et al., 2011; Meyer et al., 2007; Middel et al., 2006). Sie wurde im 

direkten Vergleich mit Gefrierschnitten als deutlich überlegen beurteilt (Anderle et al., 2008; 

Blaschitz et al., 2008). Der Morphologieerhalt wurde von manchen Arbeitsgruppen sogar als 

vergleichbar mit dem von formalinfixiertem Material eingestuft (Blaschitz et al., 2008; Braun 

et al., 2011; Goldmann et al., 2002; Goldmann et al., 2003; Goldmann et al., 2006; Kähler et 

al., 2010; Schewe et al., 2005; Sen Gupta et al., 2003). In einigen Studien erfolgte die histo-

pathologische Beurteilung vollständig an HOPE®-fixiertem Gewebe (Esendagli et al., 2008; 

Merkler et al., 2006; Meyer et al., 2007).  

 

2.2.4.4.3.3.2 Spezialfärbungen 

Auch Spezialfärbungen wie die Silberimprägnierung nach Bielschowsky, die Markscheiden-

färbung mit Luxol Fast Blue und die Perjodsäure-Schiff (PAS)-Reaktion (Merkler et al., 

2006), die Ziehl-Neelsen-Färbung (Schewe et al., 2005; Sen Gupta et al., 2003), Masson-

Goldner-Trichrom-Färbung (Hornickel et al., 2011a), Movat-Pentachrom-Färbung (Kothmai-

er et al., 2011) sowie die Auramin-Rhodamin-Fluoreszenzfärbung (Schewe et al., 2005) wur-

den an HOPE®-fixiertem Material durchgeführt. 

 

2.2.4.4.3.4 Molekularbiologie 

Zahlreiche Studien belegen, dass die HOPE®-Fixierung neben einer guten Konservierung von 

Antigenen (Blaschitz et al., 2008; Goldmann et al., 2003; Kähler et al., 2010) auch einen ex-

zellenten Erhalt von Nukleinsäuren bietet und so den Nachweis von Proteinen sowie die Ex-

traktion von hochmolekularer, intakter DNA (bis zu 24 kbp) und sogar mRNA (bis zu 2462 

Nukleotide) aus paraffineingebettetem Gewebe über einen Zeitraum von mindestens acht Jah-
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ren ermöglicht (Vollmer et al., 2006; Wiedorn et al., 2002). HOPE®-fixiertes Paraffinmaterial 

erwies sich hierbei gegenüber formalinfixiertem Paraffinmaterial im Hinblick auf Quantität 

und Qualität der isolierten DNA und RNA als deutlich überlegen (Braun et al., 2011; Gold-

mann et al., 2006; Mc Sherry et al., 2007; Sen Gupta et al., 2003; Wiedorn et al., 2002; Wit-

chell et al., 2008).  

 

Zahlreiche Publikationen haben die hervorragende Eignung von HOPE®-fixiertem, paraffin-

eingebettetem Material für die Anwendung moderner molekularbiologischer Techniken wie 

PCR (Braun et al., 2011; Schewe et al., 2005; Sen Gupta et al., 2003; Wiedorn et al., 2002), 

RT-PCR (Droemann et al., 2003; Droemann et al., 2005a; Radtke et al., 2010; Wiedorn et al., 

2002), Real-Time RT-PCR (Boddu-Jasmine et al., 2008; Braun et al., 2011; Witchell et al., 

2008), Western Blot (Abdullah et al., 2009; Abdullah et al., 2012; Braun et al., 2011; Kähler 

et al., 2010; Kothmaier et al., 2011; Uhlig et al., 2004b), Northern Blot (Goldmann et al., 

2004), Transkriptionsarray (Droemann et al., 2010; Goldmann et al., 2004), Laser-

Mikrodissektion mit nachfolgender Real-Time RT-PCR (Goldmann et al., 2006), zweidimen-

sionale Gelelektrophorese mit nachfolgender Massenspektroskopie (Kähler et al., 2010) und 

in situ-Hybrisierung (DNA und mRNA) (Abdullah et al., 2009; Blumenthal et al., 2006; 

Braun et al., 2011; Droemann et al., 2003; Droemann et al., 2005a; Droemann et al., 2005c; 

Droemann, 2006; Droemann et al., 2007; Droemann et al., 2010; Goldmann et al., 2002; 

Pechkovsky et al., 2006; Prasse et al., 2006; Radtke et al., 2010; Rupp et al., 2004; Schultz et 

al., 2008; Uhlig et al., 2004a; Xu et al., 2008) an humanen, murinen und bovinen Geweben 

demonstriert.  
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3 Material und Methoden 
 

3.1 Untersuchungsmaterial 

Die Untersuchung erfolgte an Milz und Mesenteriallymphknoten von zwölf Katzen aus dem 

Sektionsgut des Instituts für Veterinär-Pathologie der Justus-Liebig-Universität Gießen. Die 

Katzen wurden dem Institut im Rahmen der Routinediagnostik zwischen 2006 und 2010 zum 

Zwecke der Feststellung der Todesursache übergeben. Bei der Auswahl geeigneter Tiere wur-

de darauf geachtet, dass bei der makroskopischen Untersuchung im Rahmen der Sektion und 

auch bei der nachfolgenden histopathologischen Untersuchung keine Hinweise auf eine Er-

krankung vorlagen, die mit einer Depletion von T-Lymphozyten einhergeht wie zum Beispiel 

die feline infektiöse Panleukopenie. 

 

Auf die Lagerungsdauer (Zeitspanne zwischen Eintritt des Todes und Beginn der Sektion), 

Lagerungsart und den Erhaltungszustand des Tierkörpers hat das untersuchende Institut bis 

zum Erhalt des Tierkörpers naturgemäß keinen Einfluss. Hinzu kommt, dass neben der per-

sönlichen Übergabe häufig auch eine postalische Zustellung der Tierkörper erfolgt, deren 

Dauer sich über mehrere Tage erstrecken kann. Überdies muss berücksichtigt werden, dass 

Tierkörper vor Abgabe bzw. Versendung nicht selten eingefroren werden. Neben besonders 

frischen Tieren wurden so bewusst auch Tiere mit einer längeren Lagerungsdauer untersucht 

sowie Proben von zuvor gefrorenen Tierkörpern gewonnen, um zu gewährleisten, dass das 

Probenmaterial das in einem Routinediagnostiklabor real vorkommende Probenspektrum wi-

derspiegelt. Angaben bezüglich der Lagerungsdauer (unter Kennzeichnung postalisch zuge-

stellter oder gefrorener Tierkörper) finden sich im Anhang in Tabelle 8.1.1.  

 

3.2 Vorberichte 

Alle Angaben bezüglich Rasse, Alter, Geschlecht, Lagerungsdauer, Lagerungsart, Tagebuch-

nummer und pathologischer Gesamtdiagnose wurden den Tagebüchern des Instituts für  

Veterinär-Pathologie der Justus-Liebig-Universität Gießen entnommen und sind in Tabelle 

8.1.1 im Anhang aufgeführt. Auf dem Vorbericht unvollständig vorhandene Angaben wurden 

durch telefonische Nachfrage bei dem Besitzer oder dem behandelnden Tierarzt soweit wie 

möglich vervollständigt. 
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3.3 Herstellung von Gewebeblöcken 

Von den im Rahmen der Sektion entnommenen Gewebeproben von Milz und Mesenterial-

lymphknoten wurden jeweils Gefrierblöcke sowie Paraffinblöcke von Formalin-, HOPE
®

- 

und ZSF-fixiertem Material angefertigt. Hierzu wurde jede der Gewebeproben zunächst mehr-

fach geteilt und anschließend parallel zu Gefrierblöcken weiterverarbeitet oder dem Protokoll 

der jeweiligen Fixierungsmethode unterzogen (siehe Abb. 1). Eine Zusammenstellung des 

Probenmaterials unter Angabe von Tagebuchnummer, Fixierungsart, -dauer und Gewebetyp 

findet sich in Tabelle 8.1.2 im Anhang. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Parallele Aufbereitung des Probenmaterials zu Gewebeblöcken 

 

3.3.1 Herstellung von Gefrierblöcken 

Die Proben wurden in kleine Stücke von maximal 0,8 x 0,8 x 0,8 cm Kantenlänge geteilt und 

diese wurden jeweils einzeln in einen aus Aluminiumfolie geformten zylinderförmigen Behäl-

ter mit einem Durchmesser von 1,5 cm verbracht. Anschließend wurden sie mit O.C.T.TM 

Einbettmedium (Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen) überschichtet. Das Einfrieren er-

folgte mittels eines flüssigen Stickstoff enthaltenden Styroporbehälters, in den ein mit 

2-Methylbutan gefüllter Metallbecher gestellt wurde. Die Aluminiumbehälter wurden in das 

vorgekühlte, als Kältevermittler fungierende 2-Methylbutan verbracht und dort bis zum Aus-

härten des Einbettmediums belassen. Die Gefrierblöcke wurden in Aluminiumfolie eingewi-

ckelt und bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert. 

 

Gefriermaterial HOPE®-FixierungFormalinfixierung ZSF-Fixierung

Milz 
Mesenteriallymphknoten

Gefriermaterial HOPE®-FixierungFormalinfixierung ZSF-Fixierung

Milz 
Mesenteriallymphknoten
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3.3.2 Herstellung von formalinfixiertem, paraffineingebettetem Material 

Die Proben wurden in Scheiben von maximal 3 mm Dicke geschnitten. Anschließend wurden 

sie für 24-49 h in 10%igem Formalin bei Raumtemperatur in einem Glas mit Schraubver-

schluss fixiert, routinemäßig im Gewebeeinbettungsautomaten (Tissue-Tek® VIPTM 5 Jr.,  

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen) prozessiert und danach an einer Ausgießstation 

(Tissue-Tek® TECTM 5, Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen) bei 65 °C in Paraffin  

(Roti®-Plast, Schmelzpunkt 56-58 °C, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) in den übli-

chen Metallformen ausgegossen. Milz und Mesenteriallymphknoten desselben Tieres wurden 

jeweils zusammen in eine gemeinsame Form ausgegossen. Die jeweilige Verweildauer der 

Proben im Fixans (Fixierungsdauer) ist Tabelle 8.1.2 im Anhang zu entnehmen. Das Prozes-

sierungsprotokoll, das standardmäßig auch bei der Aufbereitung der routinediagnostischen 

Gewebeproben des Instituts Anwendung findet, ist in Tabelle 8.1.3 im Anhang aufgeführt.  

 

Die Paraffinblöcke wurden bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert. 

 

3.3.3 Herstellung von HOPE
®
-fixiertem, paraffineingebettetem Material 

Die Herstellung von HOPE®-fixiertem, paraffineingebettetem Material erfolgte gemäß den 

Empfehlungen des Herstellers DCS Innovative Diagnostik-Systeme Dr. Christian Sartori 

GmbH und Co. KG, Hamburg. 

 

3.3.3.1 Fixierung 

1. Die Gewebeproben wurden auf eine Kantenlänge von maximal 0,8 x 0,8 x 0,8 cm zuge-

schnitten, wobei darauf geachtet wurde, möglichst keine bekapselten, sondern ange-

schnittene Organscheiben zu verwenden, um eine möglichst große Diffusionsfläche zu 

schaffen. 

2. Die Gewebeproben wurden in ein Reagenzglas mit 5 ml vorgekühlter Protektionslösung 

HOPE® I (DCS Innovative Diagnostik-Systeme Dr. Christian Sartori GmbH und 

Co. KG, Hamburg) verbracht und für 17 h bis 10 d auf zerstoßenem Eis im Kühlschrank 

inkubiert. Die Protektionslösung wurde anschließend verworfen. 

 

Anmerkung zu Schritt 2: 

Der Hersteller gibt in der Gebrauchsanweisung eine Verweildauer von 12-72 h in der Protek-

tionslösung HOPE® I vor. Für „dicht gepackte“ Gewebe, wie z. B. Lymphknoten, wird expli-

zit eine Fixierungsdauer von mindestens 40 h empfohlen. Um die Eignung der Fixierungsme-
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thode für die Anwendung in einem Routinediagnostiklabor zu testen, wo es aufgrund von 

postalischen Teileinsendungsproben und eingeschränktem Wochenendbetrieb zwangsläufig 

zu einer unterschiedlichen Fixierungsdauer der einzelnen Proben kommt, sollte überprüft 

werden, ob die Fixierungsdauer - sowohl innerhalb als auch außerhalb des seitens des Herstel-

lers empfohlenen Zeitrahmens - einen Einfluss auf den Antigenerhalt hat. Hierzu wurden, 

soweit dies in Anbetracht der Menge des jeweils vorhandenen Organmaterials möglich war, 

von Milz und Mesenteriallymphknoten desselben Tieres jeweils mehrere Proben gleichzeitig 

in die Protektionslösung HOPE® I verbracht, dort unterschiedlich lange inkubiert und an-

schließend dem Protokoll entsprechend weiterprozessiert. Die jeweilige Verweildauer der 

Gewebeproben in der Protektionslösung ist Tabelle 8.1.2 im Anhang zu entnehmen. Paraffin-

blöcke mit unterschiedlich lange fixiertem Material derselben Tagebuchnummer wurden ent-

sprechend der jeweiligen Fixierungsdauer (FD) mit dem Zusatz FD und Angabe der Fixie-

rungsdauer gekennzeichnet (z. B. Tgb.-Nr. S161/10 (HOPE®, FD 40 h). Da es sich bei 

Tgb.-Nr. S606/10 um einen sehr frischen Tierkörper handelte und zudem ausreichend Materi-

al zur Verfügung stand, wurden von diesem Tier zur Klärung dieser Frage von HOPE®-

fixiertem Material über eine weite Spanne unterschiedlicher Fixierungszeiträume Paraffinblö-

cke angelegt (siehe Abb. 2). 

 

Abbildung 2: Gewinnung von HOPE®-fixiertem Material unterschiedlicher Fixierungsdauer 

von Tgb.-Nr. S606/10 
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3.3.3.2 Prozessierung 

1. Die Proben wurden mit einer vorgekühlten Lösung aus 5 ml reinem Aceton versetzt mit 

5 µl HOPE® II-Lösung (DCS Innovative Diagnostik-Systeme Dr. Christian Sartori 

GmbH und Co. KG, Hamburg) überschichtet und für 2 h auf zerstoßenem Eis im Kühl-

schrank inkubiert. Die Lösung wurde anschließend verworfen. 

2. Den Proben wurde 5 ml vorgekühltes, reines Aceton zugegeben. Es folgte eine Inkuba-

tion für 2 h auf zerstoßenem Eis im Kühlschrank. 

3. Das Aceton wurde entfernt und durch frisches, ebenfalls vorgekühltes, reines Aceton er-

setzt. Es folgte eine weitere Inkubation für 2 h auf zerstoßenem Eis im Kühlschrank. 

4. Schritt 3 wurde wiederholt. 

5. Das Aceton wurde entfernt und die Proben wurden unverzüglich in ein Glasschälchen 

mit vorgewärmtem, flüssigem Paraffin (Low Melting Paraffin, Schmelzpunkt: 52-54 °C, 

DCS Innovative Diagnostik-Systeme Dr. Christian Sartori GmbH und Co. KG, Ham-

burg) verbracht und bei 54-55 °C über Nacht in einen Wärmeschrank gestellt.  

6. Die Gewebeproben wurden am nächsten Morgen im geöffneten Wärmeschrank mit fri-

schem, vorgewärmtem Paraffin (Low Melting Paraffin, Schmelzpunkt: 52-54 °C, DCS 

Innovative Diagnostik-Systeme Dr. Christian Sartori GmbH und Co. KG, Hamburg) in 

den üblichen Metallformen ausgegossen und anschließend wie gewohnt auf der Kühl-

platte einer Paraffinausgießstation (Tissue-Tek® TECTM 5, Sakura Finetek Germany 

GmbH, Staufen) weiterbearbeitet. Milz und Mesenteriallymphknoten desselben Tieres 

wurden jeweils in einen gemeinsamen Block eingebettet. 

7. Die Paraffinblöcke wurden bis zur weiteren Verwendung im Kühlschrank gelagert. 

 

3.3.4 Herstellung von ZSF-fixiertem, paraffineingebettetem Material 

Die Herstellung von ZSF-fixiertem, paraffineingebettetem Material erfolgte auf Grundlage 

der von Beckstead (1994) beschriebenen Methode, die allerdings hinsichtlich des Prozessie-

rungsvorgangs den automatisierten Abläufen des institutseigenen Routinediagnostiklabors 

entsprechend modifiziert wurde (siehe unter 3.3.4.2.1). 

 

3.3.4.1 Fixierung 

Die Gewebeproben wurden in Scheiben von maximal 3 mm Dicke geschnitten. Anschließend 

erfolgte eine Inkubation über 24 h bis 41 d bei Raumtemperatur in der zuvor angesetzten 

ZSF-Lösung nach Beckstead (1994). Das Protokoll zur Anfertigung der ZSF-Lösung findet 

sich im Anhang unter 8.2.1). 
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Beckstead (1994) empfiehlt eine Fixierungsdauer von 24-48 h. Aus den unter 3.3.3.1 genann-

ten Gründen sollte im Hinblick auf die Eignung der Methode für den Einsatz in einem Routi-

nediagnostiklabor auch bei dieser Fixierungsmethode überprüft werden, ob die Fixierungs-

dauer einen Einfluss auf den Antigenerhalt hat. Hierzu wurden, wie unter 3.3.3.1 für die Ge-

winnung der HOPE®-fixierten Proben beschrieben, in Abhängigkeit von der Menge des ja 

naturgemäß nur begrenzt zur Verfügung stehenden Organmaterials, jeweils mehrere Proben 

von Milz und Mesenteriallymphknoten desselben Tieres gleichzeitig in ZSF-Lösung ver-

bracht und nach unterschiedlich langer Inkubationszeit weiter prozessiert. Die jeweilige Fixie-

rungsdauer der Gewebeproben ist Tabelle 8.1.2 im Anhang zu entnehmen. Die Kennzeichung 

von Paraffinblöcken mit unterschiedlich lange fixiertem Material der gleichen Tagebuch-

nummer erfolgte entsprechend der jeweiligen Fixierungsdauer durch den Zusatz FD und An-

gabe der Fixierungsdauer (z. B.: Tgb.-Nr. S161/10 (ZSF, FD 46 h). Wie unter 3.3.3.1 für die 

Herstellung der HOPE®-fixierten Proben angegeben, wurden von der außergewöhnlich fri-

schen, viel Probenmaterial bietenden Tgb.-Nr. S606/10 auch von ZSF-fixiertem Material über 

eine weite Spanne unterschiedlicher Fixierungszeiträume Paraffinblöcke angelegt (siehe 

Abb. 3). 

 

Abbildung 3: Herstellung von ZSF-fixiertem Material unterschiedlicher Fixierungsdauer von 

Tgb.-Nr. S606/10 
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3.3.4.2 Prozessierung 

3.3.4.2.1 Modifizierung des von Beckstead (1994) publizierten Protokolls 

Das von Beckstead (1994) angegebene Prozessierungsprotokoll unterschied sich hinsichtlich 

Prozessierungstemperatur und -dauer von dem institutsinternen Protokollablauf, nach dem 

sämtliche routinediagnostischen Proben des Instituts im dementsprechend programmierten 

Gewebeeinbettungsautomaten prozessiert werden (siehe Tabelle 8.1.3 im Anhang). Theore-

tisch wäre eine Prozessierung im Automaten nach Programmierung eines gesonderten Proto-

kollablaufs gemäß der Methode von Beckstead (1994) in Erwägung zu ziehen gewesen. Diese 

Möglichkeit erwies sich jedoch aufgrund der langen Dauer des programmierten Routinepro-

zessierungsprotokolls samt nachfolgendem Reinigungsgang und der Enge der zeitlichen Ab-

läufe im Routinediagnostiklabor als nicht durchführbar. In Ermangelung eines zweiten Gewe-

beeinbettautomaten wäre eine manuelle Prozessierung die einzige Alternative gewesen wäre. 

Um zu überprüfen, ob nicht eine Angleichung der Methode nach Beckstead (1994) an die 

bestehenden, institutsinternen Routinelaborabläufe möglich wäre, wurden ZSF-fixierte Pro-

ben zunächst versuchsweise dem Routineprozessierungsprotokoll im Gewebeeinbettungsau-

tomaten unterzogen. Da in Vorversuchen in diesen Proben trotz höherer Prozessierungstem-

peraturen und längerer Prozessierungsdauer der immunhistologische Nachweis von 

CD8+ T-Lymphozyten gelang, wurden in der Folge auch die übrigen Proben nach der Fixie-

rung in ZSF nach dem institutsinternen Protokoll im Gewebeeinbettungsautomaten prozes-

siert (siehe unter 3.3.4.2.2). 

 

Es sollte allerdings überprüft werden, ob sich bei Einhaltung des von Beckstead (1994) publi-

zierten Prozessierungsprotokolls ein erkennbar besserer Antigenerhalt erzielen ließ als bei der 

modifizierten, den institutsinternen Gegebenheiten angepassten Prozessierung bei höheren 

Temperaturen und längerer Dauer im Gewebeeinbettungsautomaten. Hierzu wurden Gewebe-

proben von einem sehr frischen Tierkörper (Tgb.-Nr. S359/07) nach der Fixierung in ZSF 

jeweils der automatisierten Prozessierung im Entwässerungsautomaten unterzogen (siehe un-

ter 3.3.4.2.2) und gleichartige Proben parallel dazu von Hand entsprechend dem Protokoll von 

Beckstead (1994) prozessiert (siehe unter 3.3.4.2.3). Dieser Vorgang der parallelen Prozessie-

rung ist in Abbildung 4 unter 3.3.4.2.3 schematisch veranschaulicht. Eine Aufstellung der 

unterschiedlich prozessierten ZSF-fixierten Proben von Tgb.-Nr. S359/07 findet sich in Ta-

belle 8.1.2 im Anhang. 
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3.3.4.2.2 Prozessierung im Gewebeeinbettungsautomaten nach modifiziertem Protokoll 

Um eine Kontamination der ZSF-fixierten Proben mit möglicherweise im Gewebeeinbet-

tungsautomaten in den ersten beiden Alkoholstufen noch in niedriger Konzentration vorhan-

denem Formalin zu vermeiden, wurden die Proben erst zur dritten Alkoholstufe (80 % Etha-

nol) in den Automaten nachgelegt. Der Entwässerungsvorgang in den ersten beiden Alkohol-

stufen wurde zeitgleich parallel zu den Abläufen im Automaten manuell ausgeführt.  

 

Die Gewebeproben wurden hierzu nach der Fixierung in eine Küvette mit 50 % Ethanol ver-

bracht und für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Proben in 

eine Küvette mit 70 % Ethanol umgesetzt und die Proben für eine Stunde bei Raumtemperatur 

darin belassen. Beide Entwässerungsschritte wurden auf einem Rüttler durchgeführt, um 

durch die Agitation eine höhere Diffusionsrate des Alkohols zu erzielen. Anschließend wur-

den die Proben zur dritten Entwässerungsstufe (80 % Ethanol) in den Gewebeeinbettungsau-

tomaten (Tissue-Tek® VIPTM 5 Jr., Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen) nachgelegt und 

routinemäßig weiterprozessiert (siehe Abb. 4). Das Protokoll des automatisierten Prozessie-

rungsvorgangs ist in Tabelle 8.1.3 im Anhang aufgeführt.  

 

Nach Beendigung des automatisierten Prozessierungsvorgangs wurden die Proben an einer 

Ausgießstation (Tissue-Tek® TECTM 5, Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen) bei 65 °C 

in Paraffin (Roti®-Plast, Schmelzpunkt 56-58 °C, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) in 

der üblichen Weise ausgegossen. Sofern von beiden Geweben ausreichend Material zur Ver-

fügung stand, wurden von jedem Tier Milz und Mesenteriallymphknoten der gleichen Fixie-

rungsdauer jeweils in ein gemeinsames Blöckchen verbracht.  

 

Die Paraffinblöcke wurden bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.  

 

3.3.4.2.3 Manuelle Prozessierung nach dem Protokoll von Beckstead (1994) 

Die Proben, die nach der Fixierung in ZSF gemäß dem Protokoll von Beckstead (1994) ma-

nuell prozessiert wurden, werden nachfolgend mit „ZSF-M“ bezeichnet.  

 

1. Die Proben wurden in einer Glasküvette mit 50 % Ethanol für 2 h bei Raumtemperatur 

inkubiert. 

2. Die Proben wurden in eine Küvette mit 70 % Ethanol verbracht und für 2 h bei Raum-

temperatur darin belassen. 
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3. Es folgte eine Inkubation in 95 % Ethanol für 2 h bei Raumtemperatur. 

4. Die Proben wurden in eine Küvette mit 100 % Isopropanol gegeben und hierin für 2 h 

bei Raumtemperatur inkubiert. 

5. Die Proben wurden in eine Küvette mit Xylol überführt, worin sie für 30 min bei 

Raumtemperatur verblieben. 

6. Schritt 5 wurde wiederholt. 

7. Die Proben wurden in ein Glasschälchen mit vorgewärmtem, flüssigem Paraffin 

(Schmelzpunkt: 50-52 °C, SAV LP GmbH, Flintsbach am Inn) überführt und 10 min 

in einem Wärmeschrank bei 58 °C inkubiert. 

8. Schritt 7 wurde wiederholt. 

9. Schritt 7 wurde wiederholt. 

10. Die Gewebeproben wurden im geöffneten Wärmeschrank mit frischem, vorgewärm-

tem Paraffin (Schmelzpunkt: 50-52 °C, SAV LP GmbH, Flintsbach am Inn) in den üb-

lichen Metallformen ausgegossen und anschließend wie gewohnt auf der Kühlplatte 

einer Paraffinausgießstation (Tissue-Tek® TECTM 5, Sakura Finetek Germany GmbH, 

Staufen) weiterbearbeitet.  

11. Die Paraffinblöcke wurden bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gela-

gert. 

 

Um zu überprüfen, ob eine verlängerte Inkubation in Paraffin über die empfohlenen 

30 Minuten hinaus, wie von Beckstead (1994) beobachtet, zu einem wahrnehmbaren Anti-

genverlust führt, wurden einige Gewebeproben (aufgrund begrenzten Probenmaterials aus-

schließlich Mesenteriallymphknoten) länger als 30 Minuten im warmen Paraffin belassen und 

erst nach einer Gesamtinkubationsdauer von 12,5 h in der unter Schritt 10 beschriebenen 

Weise ausgebettet. Entsprechend der jeweiligen Gesamtinkubationsdauer in Paraffin (Paraffi-

nierungsdauer, PD) wurden die ZSF-M Blöcke der Tgb.-Nr. S359/07 mit der Bezeichnung 

PD 30 min bzw. PD 12,5 h belegt. 

 

Die Abläufe der manuellen Prozessierung sind in Abbildung 4 schematisch dargestellt. 
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PD: Paraffinierungsdauer (Gesamtinkubationsdauer der ZSF-M Proben von Tgb.-Nr. 

S359/07 in Paraffin); RT: Raumtemperatur  

 

Abbildung 4: Schema der parallelen Prozessierung der in ZSF fixierten Gewebeproben von 

Tgb.-Nr. S359/07 nach der modifizierten Methode im Gewebeeinbettungs-

automaten (ZSF-fixiertes Material; linke Spalte) und manuell nach dem Proto-

koll von Beckstead (1994) (ZSF-M Material; rechte Spalte). Zudem Darstel-

lung der Gewinnung von ZSF-M Material unterschiedlicher Paraffinierungs-

dauer (von Beckstead (1994) empfohlene Paraffinierungsdauer von 

30 Minuten durch Fettdruck hervorgehoben) 
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Prozessierung im Automaten Manuelle Prozessierung nach 
Beckstead (1994) 

50 % Ethanol 1 h, RT 

70 % Ethanol 1 h, RT 

90 % Ethanol 45 min, 37 °C 

2 x Xylol 1,5 h, 40 °C 

2 x Isopropanol 1 h, 37 °C 

Xylol 1 h, 40 °C 

3 x Paraffin 1 h, 60 °C 

Paraffin 1,5 h, 60 °C 

80 % Ethanol 1 h, 37 °C 

Einsetzen der Proben in 
den Automaten 

95 % Ethanol 2 h, RT 

Isopropanol 2 h, RT 

2 x 30 min Xylol, RT 

2 x 10 min Paraffin, 58°C 

Paraffin, 58°C 

70 % Ethanol 2 h, RT 

50 % Ethanol 2 h, RT 

PD      

30 min 

PD      
12,5 h  

10 min 700 min 

Fixierung in ZSF 
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3.4 Immunhistologische Untersuchung 

 
3.4.1 Aufbereitung der Gewebeblöcke für die immunhistologische Untersuchung 

3.4.1.1 Gefrierblöcke 

Die Anfertigung der Gefrierschnitte erfolgte immer am Morgen des Tages, an dem die im-

munhistologische Untersuchung durchgeführt wurde. 

 

1. Die Gefrierblöcke wurden zur Temperaturangleichung bereits 1 Stunde vor Beginn des 

Schneideprozesses bei einer Kammertemperatur von -40 °C in ein Kryomikrotom  

(Frigocut 2700, Reichert-Jung, Nußloch) gelegt. 

2. Danach wurden die Gefrierblöcke auf dem Probenblock angefroren. 

3. Bei einer Blocktemperatur von -8 bis -18 °C wurden möglichst dünne Schnitte erzeugt 

und unverzüglich auf Objektträger (SuperFrost®Plus-Objektträger, Gerhard Menzel 

Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig; nach Lieferantenwechsel: Su-

perFrost®Plus Objektträger, R. Langenbrinck, Teningen) aufgeschmolzen. Milz und 

Mesenteriallymphknoten eines Tieres wurden hierbei jeweils auf denselben Objektträger 

aufgebracht. 

4. Die Objektträger wurden bis zur Beendigung des gesamten Schneideprozesses bei 

Raumtemperatur luftgetrocknet. Für den zuletzt angefertigten Schnitt wurde eine Trock-

nungszeit von mindestens 10 min eingehalten. 

5. Es folgte eine Fixierung der Schnitte in Aceton für 10 min bei Raumtemperatur. 

6. Anschließend wurden die Schnitte bis zum Beginn der immunhistologischen Untersu-

chung 1 h bei Raumtemperatur luftgetrocknet. 

 

3.4.1.2 Paraffinblöcke mit formalinfixiertem Material 

Die Paraffinschnitte von formalinfixiertem Material wurden immer am Vortag der immunhis-

tologischen Untersuchung angefertigt. 

 

1. Die Paraffinblöcke wurden zur besseren Schneidbarkeit bei -20 °C für 30 min in einem 

Eisschrank auf einer mit Eis gefüllten Schale vorgekühlt. 

2. An einem Rotationsmikrotom (je nach Verfügbarkeit Rotationsmikrotom RM 2255, 

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nußloch oder Rotationsmikrotom HM 335E, Mic-

rom International GmbH, Walldorf) wurden möglichst dünne Paraffinschnitte angefer-

tigt. (Welches Rotationsmikrotom verwendet wurde, richtete sich jeweils nach der Bele-
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gung der Geräte durch die Routinediagnostik. Alle Schnitte eines immunhistologischen 

Inkubationsansatzes wurden jeweils am gleichen Gerät angefertigt.) 

3. Die Paraffinschnitte wurden anschließend auf der Oberfläche einer mit Leitungswasser 

gefüllten Glasschale bei Raumtemperatur gesammelt. Eventuell vorhandene Falten wur-

den mit Hilfe eines Pinsels vorsichtig geglättet.  

4. Die Paraffinschnitte wurden jeweils mit einem Objektträger (SuperFrost®Plus-

Objektträger, Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig; 

nach Lieferantenwechsel: SuperFrost®Plus Objektträger, R. Langenbrinck, Teningen) 

aufgenommen, in einem beheizten Streckbad bestehend aus 42-45 °C warmem Lei-

tungswasser kurz gestreckt und auf den Objektträger aufgezogen. 

5. Die Paraffinschnitte wurden über Nacht bei Raumtemperatur luftgetrocknet. 

 

3.4.1.3 Paraffinblöcke mit HOPE
®
-fixiertem Material 

Die Paraffinschnitte aus HOPE®-fixiertem Material wurden immer am Tag vor der immunhis-

tologischen Untersuchung gemäß den Herstellervorgaben angefertigt.  

 

1. - 2. Wie unter 3.4.1.2 beschrieben. 

3. Die Paraffinschnitte wurden zunächst auf der Oberfläche einer mit destilliertem 

Wasser gefüllten Glasschale bei Raumtemperatur gesammelt. Eventuell vorhandene 

Falten wurden mit Hilfe eines Pinsels vorsichtig geglättet. 

4. Die Paraffinschnitte wurden jeweils mit einem Objektträger (SuperFrost®Plus-

Objektträger, Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braun-

schweig; nach Lieferantenwechsel: SuperFrost®Plus Objektträger, R. Langenbrinck, 

Teningen) aufgenommen, in einem beheizten Streckbad bestehend aus 35-39 °C 

warmem destillierten Wasser kurz gestreckt und möglichst rasch auf den Objektträ-

ger aufgezogen. Hierbei ist darauf zu achten, dass die Verweildauer auf der Oberflä-

che des warmen Wasserbades so kurz wie möglich gehalten wird, um ein Auseinan-

derstreben der Schnitte zu vermeiden. 

5. Die Schnitte wurden über Nacht bei 37 °C in einem Wärmeschrank getrocknet. 
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3.4.1.4 Paraffinblöcke mit ZSF-fixiertem Material 

Die Paraffinschnitte von ZSF-fixiertem Material wurden immer am Vortag der immunhisto-

logischen Untersuchung hergestellt. 

 

3.4.1.4.1 Im Gewebeeinbettungsautomaten prozessierte Proben 

Die Herstellung der Paraffinschnitte entsprach den unter 3.4.1.2 beschriebenen Abläufen. 

 

3.4.1.4.2 Manuell prozessierte Proben (ZSF-M) 

Das Vorgehen zur Anfertigung der Paraffinschnitte unterschied sich lediglich im Bezug auf 

Schritt 4 von den unter 3.4.1.2 genannten Abläufen. Da die ZSF-M Blöcke von der Tgb.-Nr. 

S359/07 aus einem Paraffin mit niedrigerem Schmelzpunkt (Schmelzpunkt: 50-52 °C, SAV 

LP GmbH, Flintsbach am Inn) hergestellt wurden, betrug die Wassertemperatur des beheizten 

Streckbades 35-39 °C. 
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3.4.2 Seren und Antiseren 

3.4.2.1 Seren  

Vollblut von gesunden Ratten wurde nach einer Standzeit von 2-4 h bei Raumtemperatur bei 

1500 x g für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurde das Serum abgesaugt. Nach Portionie-

rung wurde das Serum bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

3.4.2.2 Antiseren 

3.4.2.2.1 Primärantikörper 

Das verwendete Antiserum und seine Bezugsquelle sind in Tabelle 3 aufgelistet. 

 

Tabelle 3: Primärantikörper und Bezugsquelle, Nachweismethode  

Antikörper/Klon 
Bezugsquelle 

[Bestellnummer] 
Methode Blocken 

Maus anti-Katze CD8 

(α- und β-Kette des CD8) 

Klon vpg 9 

Serotec, 

Kidlington, UK 

[MCA1347] 

PAP 10 % Rattenserum 

 

PAP: Peroxidase anti-Peroxidase 

 

Um für das Gefriermaterial sowie die Formalin-, HOPE®- und ZSF-fixierten Proben die je-

weils optimale Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers zu ermitteln, wurden zunächst 

folgende, in einer aufsteigenden Verdünnungsreihe angesetzten Antikörperkonzentrationen 

auf die Gefrierschnitte bzw. die HOPE®- und ZSF-fixierten Proben der relativ frischen 

Tgb.-Nr. S161/10 aufgetragen: 1:25, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000). Da 

bei dem formalinfixierten Material aller Voraussicht nach keine positive immunhistologische 

Reaktion zu erwarten war, wurden hier lediglich die niedrigen Verdünnungsstufen 1:25, 1:50, 

1:100, 1:250 und 1:500 eingesetzt. Aus den ermittelten optimalen Verdünnungsstufen (siehe 

unter 4.1.1), die im Folgenden für die Reihenuntersuchungen an den jeweils unterschiedlich 

fixierten Gewebeproben der übrigen Katzen eingesetzt wurden, ergaben sich die in Tabelle 4 

dargestellten Gebrauchsverdünnungen des Primärantikörpers. Wie zu erwarten war, konnte 

bei dem formalinfixierten Material der Tgb.-Nr. S161/10 mit keiner der eingesetzten Primä-

rantikörperkonzentrationen eine positive Reaktion erzielt werden. So wurde für die Reihenun-

tersuchungen an formalinfixiertem Material die auch bei HOPE®- und ZSF-fixierten Proben 

verwendete Verdünnungsstufe 1:50 ausgewählt, um zu überprüfen, ob sich hiermit mögli-
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cherweise bei einer der anderen Tagebuchnummern ein positives Ergebnis in formalinfixier-

tem Gewebe erzielen ließ.  

 

Die Herstellung sämtlicher Verdünnungsstufen erfolgte immer über die Anfertigung einer 

aufsteigenden Verdünnungsreihe, wobei als Verdünnungsmedium Tris-buffered saline (TBS, 

pH 7,6; siehe unter 8.2.1 im Anhang) eingesetzt wurde. 

 

Tabelle 4: Verdünnung des Primärantikörpers in Abhängigkeit von der jeweiligen Fixie-

rungsmethode 

Fixierungsmethode Verdünnung 

GF 
1: 50 

1:500 

Formalin 1:50 

HOPE® 1:50 

ZSF 1:50 

 

GF: Gefrierschnitttechnik 

 

3.4.2.2.2 Sekundärantikörper 

Der verwendete Sekundärantikörper und seine Bezugsquelle sind in Tabelle 5 aufgelistet. 

 

Tabelle 5: Sekundärantikörper, Bezugsquelle und Verdünnung 

Antikörper 
Bezugsquelle 

[Bestellnummer] 
Verdünnung 

Ratte anti-Maus IgG (H+L) Dianova GmbH,  

Hamburg 

[415005166] 

1:100 in TBS 

 

Ig: Immunglobulin; TBS: Tris-buffered saline 
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3.4.2.2.3 Tertiärantikörper 

Der verwendete Tertiärantikörper und seine Bezugsquelle sind in Tabelle 6 aufgelistet. 

 

Tabelle 6: Tertiärantikörper, Bezugsquelle und Verdünnung  

Antikörper 
Bezugsquelle 

[Bestellnummer] 
Verdünnung 

PAP von der Maus Dianova GmbH,  

Hamburg 

[223005024] 

1:500 in TBS 

 

PAP: Peroxidase anti-Peroxidase; TBS: Tris-buffered  

saline 

 

 

3.4.3 Immunhistologischer Nachweis von CD8 

Der immunhistologische Nachweis von CD8 erfolgte mit dem kommerziell hergestellten, 

monoklonalen Antikörper gegen die α- und β-Kette des felinen CD8-Moleküls (Shimojima et 

al., 1998b; Willett und Callanan, 1995). Es wurde die Peroxidase-anti-Peroxidase-(PAP)-

Methode angewandt (Sternberger et al., 1970). Um eine angemessene Vergleichbarkeit des 

immunhistologischen Färbeergebnisses der Gefrierschnitte und des jeweils unterschiedlich 

fixierten, paraffineingebetteten Materials zu gewährleisten, wurden das Gefriermaterial sowie 

die Formalin-, HOPE®- und ZSF-fixierten Proben der einzelnen Tagebuchnummern immer 

parallel zueinander im selben Inkubationsansatz immunhistologisch gefärbt. 

 

3.4.3.1 Immunhistologischer Nachweis von CD8 in Gefriermaterial 

1. Die Schnitte wurden 5 min bei Raumtemperatur in TBS (pH 7,6; siehe unter 8.2.1 im 

Anhang) inkubiert. 

2. Anschließend erfolgte die Inaktivierung der endogenen Peroxidase in TBS mit 

0,05 % frisch zugesetztem H2O2 (Perhydrol® 30 % H2O2 p. a., Merck KGaA, Darm-

stadt) bei Raumtemperatur für 10 min. 

3. Die Schnitte wurden 5 min bei Raumtemperatur in TBS gewaschen. 

4. Die Objektträger wurden auf mit TBS benetzte CoverplatesTM (Life Science Internati-

onal, Frankfurt am Main) aufgebracht und diese anschließend in die zugehörige Halte-

rung eingesetzt.  
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5. Zum Blocken unspezifischer Bindungen folgte eine Inkubation mit 10 % Rattenserum 

in TBS für 10 min bei Raumtemperatur. 

6. Der Primärantikörper Maus anti-Katze CD8 oder der Kontrollantikörper T1 wurden in 

den jeweiligen Verdünnungsstufen aufgetragen (siehe unter 3.4.2.2.1 bzw. 3.4.4), wo-

bei die Verdünnung des Kontrollantikörpers der jeweils niedrigsten der verwendeten 

Verdünnungsstufen des Primärantikörpers entsprach. Als Verdünnungsmedium wurde 

jeweils TBS eingesetzt. Die Schnitte wurden anschließend für 12-18 h bei 4 °C inku-

biert.  

7. Die Schnitte wurden durch das Einbringen von 2 ml TBS in den Spalt zwischen Co-

verplateTM und Objektträger bei Raumtemperatur für 5 min gewaschen. 

8. Schritt 7 wurde zweimal wiederholt. 

9. Der Sekundärantikörper Ratte anti-Maus IgG (1:100 in TBS) wurde auf die Schnitte 

aufgetragen und diese wurden anschließend für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

10. Die Schnitte wurden wie unter Schritt 7 beschrieben dreimal mit TBS gewaschen. 

11. Der Maus-PAP-Komplex (1:500 in TBS) wurde aufgetragen und die Schnitte wurden 

anschließend für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

12. Die Schnitte wurden wie unter Schritt 7 beschrieben zweimal mit TBS gewaschen. 

13. Die CoverplatesTM wurden aus der Halterung genommen, die Objektträger anschlie-

ßend abgelöst, in eine Küvette mit frischem TBS überführt und dort für 5 min bei 

Raumtemperatur belassen. 

14. Es folgte eine Inkubation in 0,05 % 3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB, 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) mit frisch zugesetztem 0,01 % H2O2 

(Perhydrol® 30 % H2O2 p. a., Merck KGaA, Darmstadt) in 0,1 M Imidazolpuffer 

(pH 7,1; siehe unter 8.2.1 im Anhang) unter ständigem Rühren mittels eines 

Magnetrührers für 10 min bei Raumtemperatur. 

15. Die Schnitte wurden 5 min bei Raumtemperatur dreimal in TBS gewaschen. 

16. Die Schnitte wurden in eine Küvette mit Aqua dest. verbracht und dort für 5 min bei 

Raumtemperatur belassen. 

17. Es folgte eine Gegenfärbung mit Papanicolaous Hämatoxylin (1:10 in Aqua dest., Pa-

panicolaous Lösung 1b Hämatoxylinlösung S, Merck KGaA, Darmstadt) für ca. 20 s 

bei Raumtemperatur. 

18. Anschließend wurden die Schnitte für 5 min bei Raumtemperatur in lauwarmem Lei-

tungswasser gebläut.  
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19. Die Schnitte wurden in eine Küvette mit Aqua dest. verbracht und dort für 5 min bei 

Raumtemperatur belassen. 

20. Die Schnitte wurden in der aufsteigenden Alkoholreihe (1 x 50 % Ethanol, 

1 x 70 % Ethanol, 1 x 80 % Ethanol, 1 x 96 % Ethanol, 2 x Isopropanol) für jeweils 

3 min bei Raumtemperatur entwässert und 3 x 3 min bei Raumtemperatur in Xylol-

Ersatz (Roti®-Histol, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) geklärt. 

21. Anschließend wurden die Schnitte in Xylol verbracht und in einem Eindeckautomaten 

(Tissue-Tek®, Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen) mit Folie (Tissue-Tek® 

SCATM Eindeckfilm, Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen) überzogen. 

 

3.4.3.2 Immunhistologischer Nachweis von CD8 in formalinfixiertem Material 

1. Die Schnitte wurden 3 x 3 min bei Raumtemperatur in Xylol-Ersatz (Roti®-

Histol, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) entparaffiniert. 

2. Es folgte eine Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe (2 x Isopropanol, 

1 x 96 % Ethanol, 1 x 80 % Ethanol) für jeweils 3 min bei Raumtemperatur. 

3. Die Schnitte wurden 5 min bei Raumtemperatur in TBS (pH 7,6; siehe unter 

8.2.1 im Anhang) inkubiert. 

4. Anschließend erfolgte die Inaktivierung der endogenen Peroxidase in TBS mit 

0,5 % frisch zugesetztem H2O2 (Perhydrol® 30 % H2O2 p. a., Merck KGaA, 

Darmstadt) bei Raumtemperatur für 10 min. 

5. - 18. Es wurde verfahren wie unter 3.4.3.1 unter den Schritten 3 - 16 beschrieben. 

19. Zur Entfernung des Formalinpigments wurden die Schnitte 5 min bei Raumtem-

peratur in Kardasewitsch (siehe unter 8.2.1 im Anhang) inkubiert. 

20. Die Schnitte wurden durch Schwenken in einem mit Aqua dest. gefüllten Plas-

tikbecher gründlich gewaschen und anschließend in eine Küvette mit Aqua dest. 

verbracht und dort für 5 min bei Raumtemperatur belassen. 

21. - 25. Es wurde verfahren wie unter 3.4.3.1 unter den Schritten 17 - 21 beschrieben. 

 

3.4.3.3 Immunhistologischer Nachweis von CD8 in HOPE
®

-fixiertem Material 

1.  Die Schnitte wurden in einer Küvette mit vorgewärmtem Isopropanol bei 60 °C 

im Wärmeschrank für 10 min inkubiert. 

2. Die Schnitte wurden in frischem, 60 °C warmem Isopropanol gewaschen. 

3. Es folgte ein kurzer Abtropfvorgang bei Raumtemperatur. 



Material und Methoden 

 50 

4. Die Schnitte wurden in vorgekühltes 70 % Aceton verbracht und bei 2-8 °C für 

10 min inkubiert. 

5. Schritt 4 wurde wiederholt. 

6. Schritt 3 wurde wiederholt. 

7. Die Schnitte wurden zweimal kurz in Aqua dest. bei Raumtemperatur gewa-

schen. 

8. Die Schnitte wurden in eine Küvette mit Aqua dest. überführt und darin 5 min 

belassen. 

9. Die Schnitte wurden in TBS (pH 7,6; siehe unter 8.2.1 im Anhang) verbracht 

und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.  

10. Anschließend erfolgte die Inaktivierung der endogenen Peroxidase in TBS mit 

0,5 % frisch zugesetztem H2O2 (Perhydrol® 30 % H2O2 p. a., Merck KGaA, 

Darmstadt) bei Raumtemperatur für 10 min. 

11. - 29. Es wurde weiter verfahren wie unter 3.4.3.1 unter den Schritten 3 - 21 beschrie-

ben. 

 

Anmerkung zu den Schritten 1-8 

In den Herstellerangaben wird explizit darauf hingewiesen, dass eine herkömmliche Entparaf-

finierung mit Xylol und eine Rehydrierung über die Ethanolreihe zu einem verminderten An-

tigenerhalt in HOPE®-fixiertem Material führen kann. Deshalb wird bei der Verwendung des 

HOPE®-fixierten Materials für immunhistologische Untersuchungen ausdrücklich die in die-

sem Abschnitt unter den Schritten 1-8 beschriebene Entparaffinierung und Rehydrierung mit 

Isopropanol und 70 % Aceton empfohlen. Anhand Tgb.-Nr. S359/07 sollte überprüft werden, 

ob die Verwendung der herkömmlichen Entparaffinierungs- und Rehydrierungsweise wirklich 

einen wahrnehmbaren Verlust des Antigenerhalts zur Folge hätte. Hierzu wurden a) Paraffin-

schnitte von Tgb.-Nr. S359/07 (HOPE®) wie unter 1-8 beschrieben entsprechend den Herstel-

lerangaben inkubiert und b) Folgeschnitte desselben Paraffinblocks parallel dazu wie in den 

Schritten 1 und 2 unter 3.4.3.2 beschrieben der herkömmlichen Entparaffinierung und Re-

hydrierung mit Xylolersatz und Ethanol unterworfen. An dieser Stelle ist anzumerken, dass 

im Labor des Instituts aus Aspekten der Gesundheitsgefährdung heraus bei allen manuell aus-

geführten Schritten grundsätzlich wann immer möglich statt Xylol Xylolersatz (Roti®-Histol, 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) verwendet wird, was auch auf den Entparaffinie-

rungsvorgang zutrifft. Anschließend erfolgte eine parallele immunhistologische Inkubation 

der Proben in einem Ansatz gemäß den Schritten 9-29 in diesem Abschnitt.  



Material und Methoden 

 51 

3.4.3.4 Immunhistologischer Nachweis von CD8 in ZSF-fixiertem Material 

1. Die Schnitte wurden 3 x 3 min bei Raumtemperatur in Xylol-Ersatz (Roti®-Histol, 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) entparaffiniert. 

2. Es folgte eine Rehydrierung in der absteigenden Alkoholreihe (2 x Isopropanol, 

1 x 96 % Ethanol, 1 x 80 % Ethanol) für jeweils 3 min bei Raumtemperatur. 

3. Die Schnitte wurden 5 min bei Raumtemperatur in TBS (pH 7,6; siehe unter 8.2.1 

im Anhang) inkubiert.  

4. Anschließend erfolgte die Inaktivierung der endogenen Peroxidase in TBS mit 

0,5 % frisch zugesetztem H2O2 (Perhydrol® 30 % H2O2 p. a., Merck KGaA, Darm-

stadt) bei Raumtemperatur für 10 min. 

5. - 23. Es wurde verfahren wie unter 3.4.3.1 unter den Schritten 3 - 21 beschrieben.  

 

3.4.4 Immunhistologische Kontrollen 

Im Hinblick auf den Nachweis von CD8 in Formalin-, HOPE®- und ZSF-fixiertem Material 

dienten die parallel inkubierten Gefrierschnitte des jeweiligen Tieres als immunhistologische 

Positivkontrollen (Gefrierschnittkontrolle).  

 

Als immunhistologische Negativkontrollen wurden Folgeschnitte des Gefriermaterials sowie 

der Formalin-, HOPE®- und ZSF-fixierten Paraffinblöcke verwendet, die jeweils parallel mit 

einem nicht reagierenden Antikörper inkubiert wurden (T1, gegen ein Oberflächenantigen von 

Thymus-Lymphozyten von Hühnern gerichtet (Hirschberger, 1987)). In Abhängigkeit von der 

jeweiligen Fixierungsmethode entsprach die eingesetzte Verdünnungsstufe des Kontrollanti-

körpers T1 bei jeder Inkubation der jeweils niedrigsten der bei dieser Probenart verwendeten 

Verdünnungsstufen des Primärantikörpers (siehe unter 3.4.2.2.1).  

 

3.4.5 Auswertung 

3.4.5.1 Immunhistologischer Nachweis von CD8 

Beim Nachweis von CD8 war die positive Reaktion an einer zellassoziierten, diffusen, mäßig 

starken bis starken, mittelbraunen, zytoplasmatischen, im Bereich der Zellmembran deutlich 

intensiver ausgeprägten Anfärbung von Lymphozyten zu erkennen, die bei einer Inkubation 

mit dem Kontrollantikörper T1 nicht zu beobachten war. 

 

Zur Beurteilung wurden jeweils nur wellen-, riss- und faltenfreie Areale eines Schnittes he-

rangezogen, sodass ein zufrieden stellender morphologischer Strukturerhalt gewährleistet war.  
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3.4.5.2 Beurteilungsverfahren 

3.4.5.2.1 Ermittlung der optimalen Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers in 

Abhängigkeit von der jeweiligen Fixierungstechnik 

Als optimale Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers wurde aus der hergestellten Ver-

dünnungsreihe (siehe unter 3.4.2.2.1) für die unterschiedlich fixierten Gewebeproben von 

Tgb.-Nr. S161/10 jeweils diejenige definiert, die bei maximalem Signal-Rausch-Verhältnis 

die höchstmögliche Verdünnung des Primärantikörpers erlaubte, ohne dass im Vergleich zur 

nächstniedrigeren Verdünnungsstufe ein Verlust der Färbeintensität (Intensität des braunen 

Farbniederschlags und Anzahl der eindeutig markierten Zellen) auftrat. Hierzu wurden die 

verschiedenen Verdünnungsstufen der jeweiligen Fixierungsmethode miteinander verglichen, 

entsprechend den Kriterien des in Tabelle 7 dargestellten Beurteilungsschemas in Bezug zu 

einander gesetzt und absteigend sortiert. 

 

Tabelle 7: Kriterien zur Beurteilung der Färbeintensität bei Ermittlung der Gebrauchsver- 

dünnung 

Symbol Bedeutung 

= 
Kein Unterschied hinsichtlich der Intensität des Signals und der Anzahl 

der eindeutig markierten Zellen im Vergleich zur vorhergehenden Probe 

(>) 

Geringgradige Abnahme der Intensität des Signals, kein Unterschied hin-

sichtlich der Anzahl der eindeutig markierten Zellen im Vergleich zur 

vorhergehenden Probe 

> 
Geringgradige Abnahme der Intensität des Signals und der Anzahl der 

eindeutig markierten Zellen im Vergleich zur vorhergehenden Probe 

>> 
Deutliche Abnahme Intensität des Signals und der Anzahl der eindeutig 

markierten Zellen im Vergleich zur vorhergehenden Probe 

- Keine eindeutig markierten Zellen erkennbar 
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3.4.5.2.2 Vergleich von Formalin-, HOPE
®
- und ZSF-fixiertem Gewebe mit Gefrierma-

terial hinsichtlich der immunhistologischen Darstellung von CD8 

Die Färbeintensität des paraffineingebetteten Formalin-, HOPE®- und ZSF-fixierten Materials 

wurde jeweils mit der des parallel immunhistologisch inkubierten Gefriermaterials verglichen, 

wobei dieses als Standard diente und Milz sowie Mesenteriallymphknoten im Falle einer ein-

deutigen Markierung von CD8+ T-Lymphozyten stets die Färbeintensität „+++“ zugewiesen 

wurde. Gefrierschnitte, in denen keine eindeutig markierten Zellen nachgewiesen werden 

konnten, wurden mit „-“ belegt. Mit „+++“ wurden Formalin-, HOPE®- und ZSF-fixierte Pro-

ben bewertet, wenn sie eine dem zugehörigen Gefrierschnitt vergleichbare Färbeintensität 

aufwiesen. Mit „(+++)“ wurden die Schnitte beurteilt, die im Vergleich zum Gefriermaterial 

lediglich eine etwas geringere Intensität des Signals aber keine verminderte Anzahl eindeutig 

markierter Zellen aufwiesen. „++“ bedeutete einen geringgradigen Verlust der Intensität des 

Signals und eine geringgradige Abnahme der Zahl eindeutig markierter Zellen. Mit „+“ wur-

den Schnitte belegt, die eine deutlich schwächere Intensität des Signals und eine deutliche 

geringere Anzahl eindeutig markierter Zellen zeigten. Wurden im gesamten Schnitt keine 

eindeutig markierten Zellen gefunden, so wurde dieser mit „-“ bewertet. Die Einteilungskrite-

rien und die verwendeten Symbole sind in Tabelle 8 zusammengefasst.  

 

Um eine angemessene Vergleichbarkeit zwischen Paraffin- und Gefriermaterial zu gewähr-

leisten, wurden die als Standard dienenden Gefrierschnitte mit der gleichen Verdünnungsstufe 

des Primärantikörpers (1:50) inkubiert wie die Formalin-, HOPE® -und ZSF-fixiertem Gewe-

be, auch wenn dies insbesondere im Milzgewebe zu einer hohen Hintergrundfärbung in den 

Gefrierschnitten führte (siehe unter 4.1.1.1). Allerdings wurde bei jeder Tagebuchnummer 

zusätzlich auch ein Gefrierschnitt mit der zuvor als optimal ermittelten Verdünnungsstufe 

1:500 inkubiert (siehe unter 4.1.1.1), um zu überprüfen, ob an Gefriermaterial der Einsatz 

einer im Vergleich zum paraffineingebettetem Gewebe zehnfach höheren Verdünnung durch-

gehend möglich gewesen wäre. 
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Tabelle 8: Beurteilung der Färbeintensität des Formalin-, HOPE® -und ZSF-fixierten Ge-

webes im Vergleich zu dem jeweils parallel inkubierten Gefrierschnitt (Gefrier-

schnittkontrolle) 

Symbol Bedeutung 

+++ Kein Unterschied hinsichtlich der Intensität des Signals und der Anzahl 

der eindeutig markierten Zellen im Vergleich zur Gefrierschnittkontrolle 

(+++) Geringgradige Abnahme der Intensität des Signals, kein Unterschied hin-

sichtlich der Anzahl der eindeutig markierten Zellen im Vergleich zur 

Gefrierschnittkontrolle 

++ Geringgradige Abnahme der Intensität des Signals und der Anzahl der 

eindeutig markierten Zellen im Vergleich zur Gefrierschnittkontrolle 

+ Deutliche Abnahme der Intensität des Signals und der Anzahl der eindeu-

tig markierten Zellen im Vergleich zur Gefrierschnittkontrolle 

- Keine eindeutig markierten Zellen erkennbar 

 

 

3.4.5.2.3 Einfluss der Fixierungsdauer auf den Antigenerhalt in HOPE
®

- und ZSF-

fixiertem Material 

Um den Einfluss der Fixierungsdauer auf den Antigenerhalt zu untersuchen, wurden die un-

terschiedlich lange im jeweiligen Fixans belassenen HOPE®- und ZSF-fixierten Proben der 

Tgb.-Nr. S606/10 (siehe Tabelle 8.1.2 im Anhang) parallel immunhistologisch gefärbt, an-

schließend jeweils hinsichtlich der Färbeintensität miteinander verglichen und absteigend sor-

tiert. Dies erfolgte nach dem in Tabelle 7 unter 3.4.5.2.1 dargestellten Beurteilungsschema. 

Zusätzlich wurden die Proben hinsichtlich der Färbeintensität mit der zugehörigen Gefrier-

schnittkontrolle verglichen und gemäß den in Tabelle 8 unter 3.4.5.2.2 genannten Kriterien 

beurteilt. Um einen eventuell vorhandenen Unterschied im Antigenerhalt anhand der Färbein-

tensität stärker hervortreten zu lassen, wurde bei diesem Versuchsansatz, anders als unter 

3.4.2.2.1 beschrieben, nicht die für HOPE®- und ZSF-Material als optimal ermittelte 

Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers von 1:50 eingesetzt, sondern die nächsthöhere 

Verdünnungsstufe 1:100. 
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3.4.5.2.4 Einfluss der Modifizierung des Prozessierungsprotokolls auf den Antigener-

halt bei der ZSF-Fixierung 

3.4.5.2.4.1 Vergleich von nach modifiziertem Protokoll im Gewebeeinbettungsautoma-

ten prozessiertem, ZSF-fixiertem Material mit manuell nach dem Protokoll 

von Beckstead (1994) prozessiertem ZSF-M Material 

Es sollte beurteilt werden, ob sich die aus den unter 3.3.4.2 genannten Gründen durchgeführte 

Modifizierung des von Beckstead (1994) vorgegebenen Prozessierungsprotokolls bei der 

ZSF-Fixierung auf den immunhistologischen Nachweis von CD8 auswirkt. Hierzu wurden die 

nach dem Routineprotokoll im Gewebeeinbettungsautomaten prozessierten ZSF-fixierten 

Proben (Tgb.-Nr. S359/07 (ZSF)) mit den manuell nach den Vorgaben von Beckstead (1994) 

prozessierten ZSF-M Proben (Tgb.-Nr. S359/07 (ZSF-M, PD 30 min)) nach paralleler im-

munhistologischer Inkubation jeweils hinsichtlich des Färbeergebnisses miteinander vergli-

chen. Aus den unter 3.4.5.2.3 genannten Gründen wurde bei diesem Versuchsansatz der Pri-

märantikörper in der Verdünnung 1:100 verwendet. 

 

3.4.5.2.4.2 Vergleich von manuell nach dem Protokoll von Beckstead (1994) prozessier-

tem ZSF-M Material unterschiedlicher Paraffinierungsdauer  

Um zu überprüfen, ob eine verlängerte Paraffinierungsdauer einen Einfluss auf den immun-

histologischen Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in manuell nach dem Protokoll von 

Beckstead (1994) prozessiertem ZSF-M Material hat, wurden die unterschiedlich lange in 

Paraffin inkubierten ZSF-M Proben von Tgb.-Nr. S359/07 (siehe unter 3.3.4.2.3 sowie Tabel-

le 8.1.2 im Anhang) in einem Inkubationsansatz immunhistologisch gefärbt. Anschließend 

wurden sie bezüglich ihrer Färbeintensität miteinander verglichen und entprechend den in 

Tabelle 7 unter 3.4.5.2.1 genannten Kriterien beurteilt. Aus den unter 3.4.5.2.3 erläuterten 

Gründen wurde bei diesem Versuchsansatz der Primärantikörper in der Verdünnung 1:100 

eingesetzt. 

 

3.4.5.2.5 Einfluss der Entparaffinierung und Rehydrierung auf den Antigenerhalt in 

HOPE
®
-fixiertem Material 

Es sollte überprüft werden, ob sich bei HOPE®-fixiertem Material eine herkömmliche Entpa-

raffinierung und Rehydrierung mit Xylolersatz und Ethanol wie in den Herstellerangaben be-

schrieben nachteilig auf den Antigenerhalt auswirken würde (siehe unter 3.4.3.3). Hierzu 

wurden die jeweils unterschiedlich entparaffinierten und rehydrierten sowie anschließend pa-

rallel immunhistologisch gefärbten Schnitte von Tgb.-Nr. S359/07 (HOPE®) hinsichtlich der 
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Färbeintensität miteinander verglichen und gemäß dem in Tabelle 7 unter 3.4.5.2.1 aufgeführ-

ten Beurteilungsschema bewertet. Der Primärantikörper wurde bei diesem Inkubationsansatz 

aus den unter 3.4.5.2.3 dargelegten Gründen in der Verdünnung 1:100 verwendet. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Immunhistologie 

 

4.1.1 Ermittlung der optimalen Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers in 

Abhängigkeit von der jeweiligen Fixierungstechnik 

Anhand der in einer aufsteigenden Verdünnungsreihe angesetzten Antikörperkonzentrationen 

ergaben sich für die verschiedenen Fixierungsmethoden nachstehende optimale Gebrauchs-

verdünnungen. 

 

4.1.1.1 Gefriermaterial 

Als optimale Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers für die Gefrierschnitte wurde an-

hand von Tgb.-Nr. S161/10 die Verdünnungsstufe 1:500 ermittelt. Zwar war bei den niedrige-

ren Verdünnungsstufen bei gleicher Anzahl eindeutig markierter Zellen eine geringfügig hö-

here Intensität des Signals zu beobachten, doch trat hier gleichzeitig insbesondere im Milz-

gewebe eine wesentlich höhere Hintergrundfärbung auf. So wurde im Hinblick auf ein opti-

males Signal-Rausch-Verhältnis die Verdünnungsstufe 1:500 gewählt.  

 

Die detaillierten Ergebnisse sind in Tabelle 9 aufgeführt.  
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Tabelle 9: Ermittlung der optimalen Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers für 

Gefriermaterial anhand Tgb.-Nr. S161/10  

Bewertung der Färbeintensität Verdünnungsstufe 

LK Milz 

1:25 
= = 

1:50 

(>) (>) 

1:100 

= = 

1:250 

(>) (>) 

1:500 

> > 

1:1000 

1:2000 
>> >> 

1:4000 - - 

 

LK: Mesenteriallymphknoten; Symbole: zur Erläuterung 

siehe Tabelle 7 unter 3.4.5.2.1 

 

Die positive immunhistologische Reaktion stellte sich als starke mittel- bis dunkelbraune dif-

fuse zytoplasmatische Anfärbung der Zellen dar, die im Bereich der Zellmembran deutlich 

intensiver ausgeprägt war (siehe Abb. 5).  

 

Um Unterschiede zwischen den Ergebnissen hinsichtlich der Färbeintensität nicht zu verwi-

schen, wurde bei allen nachfolgenden fotografischen Abbildungen auf eine digitale Bildbear-

beitung der Gewebeareale durch elektronische Programme zur Verbesserung der optischen 

Struktur- und Reaktionsdarstellung verzichtet. Da dadurch beim Ausdruck der Abbildungen 

ihre Qualität nicht im üblichen Ausmaß zu erkennen ist, sind die Abbildungen bei den 

DIN A4-Exemplaren zusätzlich als Datei auf einem Datenträger beigefügt. 
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a    b 

    

 

    c 

                                      

 

Abbildung 5: a, b und c: Immunhistologischer Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in Ge-

friermaterial unter Verwendung der optimalen Verdünnungsstufe 1:500. Diffu-

se zytoplasmatische Anfärbung mit deutlicher membranassoziierter Betonung. 

LK, Tgb.-Nr. S161/10 (GF); a: Obj. x 20, b: Obj. x 40, c: Obj. x 100. Maus  

anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Gegenfärbung 
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4.1.1.2 Formalinfixiertes Material 

In formalinfixiertem Material von Tgb.-Nr. S161/10 konnte mit keiner der eingesetzten Ver-

dünnungsstufen eine positive immunhistologische Reaktion erzielt werden (siehe Tabelle 10 

und Abb. 6). Die parallel inkubierten Gefrierschnitte, die gleichzeitig auch als Positivkontrol-

len dienten, zeigten hingegen bei allen hier getesteten Verdünnungsstufen (siehe Tabelle 10) 

eine positive immunhistologische Reaktion (siehe Tabelle 9 unter 4.1.1.1). Um zu überprüfen, 

ob sich CD8 möglicherweise in formalinfixiertem Gewebe einer anderen Tagebuchnummern 

darstellen ließe, wurde für die folgenden Reihenuntersuchungen an formalinfixiertem Materi-

al die auch bei HOPE®- und ZSF-fixierten Proben verwendete Verdünnungsstufe 1:50 ausge-

wählt (siehe unter 4.1.2.2).  

 

 

Tabelle 10: Ermittlung der optimalen Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers für  

formalinfixiertes Material anhand Tgb.-Nr. S161/10 

Bewertung der Färbeintensität Verdünnungsstufe 

LK Milz 

1:25 - - 

1:50 - - 

1:100 - - 

1:250 - - 

1:500 - - 

 

LK: Mesenteriallymphknoten; -: keine eindeutig mar-

kierten Zellen erkennbar 
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a             b 

    

 

Abbildung 6: a und b: Ausbleibende immunhistologische Anfärbung von Zellen in formalin-

fixiertem Material (Verdünnungsstufe 1:50). LK, Tgb.-Nr. S161/10 (Formalin); 

a: Obj. x 10, b: Obj. x 100. Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Häma-

toxylin Gegenfärbung 
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4.1.1.3 HOPE
®
-fixiertes Material 

Für HOPE®-fixiertes Material wurde anhand von Tgb.-Nr. S161/10 (HOPE®, FD 40 h) als 

optimale Gebrauchsverdünnung die Verdünnungsstufe 1:50 festgelegt. Die ausführlichen Er-

gebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt. 

 

Tabelle 11: Ermittlung der optimalen Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers für 

HOPE®-fixiertes Material anhand Tgb.-Nr. S161/10 (HOPE®, FD 40 h) 

Bewertung der Färbeintensität Verdünnungsstufe 

LK Milz 

1:25 
= = 

1:50 

(>) > 

1:100 

> >> 

1:250 

> (>) 

1:500 

1:1000 
>> >> 

1:2000 - - 

1:4000 - - 

 

LK: Mesenteriallymphknoten; Symbole: zur Erläuterung 

siehe Tabelle 7 unter 3.4.5.2.1 

 

Die immunhistologische Markierung der CD8+ T-Lymphozyten war an einer mäßigen bis 

mittelstarken, mittelbraunen, diffusen, zytoplasmatischen Anfärbung zu erkennen, welche im 

zellmembranassoziierten Randbereich der Zelle intensiver ausgeprägt war (siehe Abb. 7). 
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a   b 

    

 

                        c 

                                                                

 

Abbildung 7: a, b und c: Immunhistologischer Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in 

HOPE®-fixiertem Material unter Verwendung der optimalen Verdünnungsstu-

fe 1:50. Diffuse zytoplasmatische Anfärbung mit membranassoziierter Akzen-

tuierung. LK, Tgb.-Nr. S161/10 (HOPE®, FD 40 h); a: Obj. x 20, b: Obj. x 40, 

c: Obj. x 100. Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Gegen-

färbung 
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4.1.1.4 ZSF-fixiertes Material 

Anhand von Tgb.-Nr. S161/10 (ZSF, FD 46 h) wurde für ZSF-fixiertes Gewebe die Verdün-

nungsstufe 1:50 als optimale Gebrauchsverdünnung ermittelt. Es fiel auf, dass die Färbeinten-

sität innerhalb des Schnittes nicht in allen Arealen von einheitlicher Stärke war. Allerdings 

war diesbezüglich zwischen den Verdünnungsstufen 1:25 und 1:50 kein Unterschied festzu-

stellen, sodass die höhere Verdünnungsstufe gewählt wurde. Die detaillierten Ergebnisse sind 

in Tabelle 12 wiedergegeben. 

 

Tabelle 12: Ermittlung der optimalen Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers für ZSF-

fixiertes Material anhand Tgb.-Nr. S161/10 (ZSF, FD 46 h) 

Bewertung der Färbeintensität Verdünnungsstufe 

LK Milz 

1:25 
= = 

1:50 

> > 

1:100 

> > 

1:250 

> = 

1:500 

1:1000 
>> >> 

1:2000 - - 

1:4000 - - 

 

LK: Mesenteriallymphknoten; Symbole: zur Erläuterung 

siehe Tabelle 7 unter 3.4.5.2.1 

 

In ZSF-fixiertem Material stellte sich die immunhistologische Reaktion als mäßige bis mittel-

starke, diffuse, hell- bis mittelbraune, zytoplasmatische Markierung dar, die in Nähe der Zel-

lembran deutlich intensiver ausfiel (siehe Abb. 8). 
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a            b 

    

 

           c 

                                    

 

Abbildung 8: a, b und c: Immunhistologischer Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in ZSF-

fixiertem Material unter Verwendung der optimalen Verdünnungsstufe 1:50. 

Diffuse zytoplasmatische Anfärbung mit deutlicher Intensivierung in Nähe der 

Zellmembran. LK, Tgb.-Nr. S161/10 (ZSF, FD 46 h); a: Obj. x 10, 

b: Obj. x 40, c: Obj. x 100. Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Häma-

toxylin Gegenfärbung 
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4.1.2 Bewertung des immunhistologischen Nachweises von CD8
+
 T-Lymphozyten in 

Formalin-, HOPE
®
- und ZSF-fixiertem Material im Vergleich zu Gefriermaterial 

4.1.2.1 Gefriermaterial 

Bei den Reihenuntersuchungen an Gefriermaterial gelang bei zehn von elf Tagebuchnummern 

in beiden untersuchten lymphatischen Organen die immunhistologische Darstellung von 

CD8+ T-Lymphozyten. Lediglich in der Milz von Tgb.-Nr. S180/10, die infolge fortgeschrit-

tener postmortaler Veränderungen einen vollständigen Verlust der morphologischen Struktu-

ren über die gesamte Probe hinweg aufwies, konnte kein Nachweis von CD8 erzielt werden. 

 

Eine Übersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 8.1.4 im Anhang aufgeführt.  

 

Sofern man von Arealen absah, an denen aufgrund technisch bedingter Riss- und Faltenbil-

dung (siehe auch unter 4.2.1) oder morphologischen Strukturverlusts infolge fortgeschrittener 

postmortaler Veränderungen (Milz von Tgb.-Nr. S179/10) keine Auswertung möglich war, 

wiesen die als positiv beurteilten Gefrierschnitte durchgehend eine einheitliche Färbeintensi-

tät über den ganzen Schnitt hinweg auf (siehe Abb. 9). 

 

       

 

Abbildung 9: Gefrierschnitt. Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten. Färbeintensität über den 

ganzen Schnitt einheitlich stark. LK, Tgb.-Nr. S193/10 (GF); Obj. x 1,25. 

Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Gegenfärbung 

 

Die Gefrierschnitte dienten jeweils als Positivkontrolle sowie als Standard für den Vergleich 

mit dem parallel inkubierten paraffineingebetteten Material. Die Färbeintensität im Falle eines 

immunhistologischen Nachweises von CD8+ T-Lymphozyten wurde folglich immer mit 
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„+++“ bewertet (siehe unter 3.4.5.2.2). Diese Bewertung erfolgte auch für das Milzgewebe 

von Tgb.-Nr. S179/10, obwohl dies überwiegend einen hochgradigen Verlust der morphologi-

schen Strukturen infolge postmortaler Veränderungen aufwies und lediglich in den verbliebe-

nen kleinen Arealen mit erhaltener Gewebestruktur einzelne positive CD8+ T-Lymphozyten 

nachgewiesen werden konnten. 

 

Grundsätzlich war festzustellen, dass bei Proben, die histologisch Areale mit einem morpho-

logischen Strukturverlust infolge postmortaler Veränderungen aufwiesen (Tgb.-Nr. S179/10 

und Tgb.-Nr. S180/10), die immunhistologische Markierung anders als unter 4.1.1.1 be-

schrieben granulärer erschien und nicht mehr so präzise lokalisierbar war (siehe Abb. 10). In 

Verbindung mit einer gleichzeitig deutlich vermehrten Hintergrundfärbung erschwerte dies 

die Beurteilung der spezifischen Anfärbung von Zellen in diesen Schnitten, was letztlich zu 

einer niedrigeren Anzahl der als eindeutig positiv zu bewertenden Zellen führte. Aus oben 

genannten Gründen wurden diese Proben trotzdem mit der Färbeintensität „+++“ belegt, so-

lange sich im Schnitt überhaupt eindeutig positiv zu beurteilende Zellen fanden. 

 

a            b 

    

 

Abbildung 10: Gefriermaterial. a: Frisches Gewebe. Präzise lokalisierbare Markierung der 

CD8+ T-Lymphozyten. Tgb.-Nr. S161/10 (GF); b: Gewebe mit fortgeschrit-

tenen postmortalen Veränderungen. Signal wesentlich unschärfer begrenzt 

und schlechter lokalisierbar. Höhere Hintergrundfärbung. Beurteilung ein-

deutig positiver Zellen deutlich erschwert. Tgb.-Nr. S179/10 (GF). 

a und b: LK,  Obj. x 100. Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Häma-

toxylin Gegenfärbung 
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Wie bereits unter 3.4.5.2.2 und 4.1.1.1 erläutert, war die Hintergrundfärbung in den mit der 

Verdünnungsstufe 1:50 inkubierten Gefrierschnitten, die jeweils als Positivkontrolle und 

Standard für das Paraffinmaterial dienten, insbesondere im Milzgewebe in einigen Proben 

hoch. Die jeweils parallel mitinkubierte, zuvor anhand von Tgb.-Nr. S161/10 als optimal er-

mittelte Verdünnungsstufe 1:500 wies bei jeder Tagebuchnummer bei deutlich geringerer 

Hintergrundfärbung eine vergleichbare Färbeintensität wie die zehnfach konzentriertere Ver-

dünnungsstufe auf. In einigen Fällen war lediglich eine geringgradige Abnahme der Intensität 

des Signals zu verzeichnen, das aber immer noch sehr stark war. Eine Abnahme der Anzahl 

der eindeutig markierten Zellen konnte hingegen nicht festgestellt werden. 

 

Zusammenfassend konnte Folgendes festgestellt werden. Solange im Hinblick auf den Grad 

der durch Autolyse- und Fäulnisprozesse bedingten postmortalen Veränderungen noch ein 

morphologischer Strukturerhalt des Gewebes gegeben war, konnte in den Gefrierschnitten 

unabhängig von Erhaltungszustand, Lagerungsart und -dauer der Tierkörper stets eine im-

munhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten erfolgen. Es gelang der Nachweis 

auch an zuvor gefrorenen und über den Postweg eingesendeten Proben (z. B. Tgb.-Nr. 

S179/10 und S174/10). Anhand von den Proben der Tagebuchnummern S176/06 und 

S1525/06 zeigte sich, dass ein immunhistologischer Nachweis des Antigens auch nach einer 

Einlagerungsdauer der Gefrierblöcke von über 5 Jahren möglich war. 

 

4.1.2.2 Formalinfixiertes Material 

Bei keiner Tagebuchnummer gelang die immunhistologische Darstellung von 

CD8+ T-Lymphozyten in formalinfixiertem Material. Die jeweils parallel inkubierten Gefrier-

schnitte, die als Positivkontrollen dienten, zeigten hingegen bis auf eine Ausnahme in allen 

Fällen eine positive immunhistologische Reaktion. Lediglich in Milzgewebe von 

Tgb.-Nr. S180/10 konnte im Gefrierschnitt aufgrund des Verlusts der morphologischen Struk-

turdetails infolge hochgradiger fortgeschrittener postmortaler Veränderungen kein immunhis-

tologisches Signal erzielt werden (siehe unter 4.1.2.1).  

 

Eine detaillierte Übersicht der Ergebnisse ist in Tabelle 8.1.5 im Anhang zusammengestellt.  
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4.1.2.3 HOPE
®
-fixiertes Material 

Bei den Reihenuntersuchungen an HOPE®-fixiertem Material konnte abgesehen von einer 

Ausnahme bei allen Proben, die in den Gefrierschnittkontrollen eine positive Reaktion zeig-

ten, auch eine immunhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten erzielt werden. 

Lediglich in Milzgewebe von Tgb.-Nr. S179/10, das aufgrund fortgeschrittener postmortaler 

Veränderungen überwiegend einen hochgradigen Verlust der morphologischen Strukturen 

aufwies, gelang in HOPE®-fixiertem Material kein Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten. 

Hierbei ist anzumerken, dass auch die zugehörige Gefrierschnittkontrolle infolge fortgeschrit-

tener postmortaler Veränderungen überwiegend einen hochgradigen morphologischen Struk-

turverlust aufwies und nur in den verbliebenen kleinen Arealen mit erhaltener Gewebestruktur 

einzelne wenige CD8+ T-Lymphozyten nachgewiesen werden konnten (siehe unter 4.1.2.1). 

In HOPE®-fixiertem Milzgewebe von Tgb.-Nr. S180/10 war ebenfalls keine immunhistologi-

sche Markierung von CD8+ T-Lymphozyten zu beobachten. Jedoch war in diesem Fall auch 

die Gefrierschnittkontrolle negativ, die gleichfalls über die gesamte Probe hinweg einen voll-

ständigen Verlust der morphologischen Strukturen infolge fortgeschrittener postmortaler Ver-

änderungen aufwies (siehe unter 4.1.2.1). 

 

Die Färbeintensität der immunhistologischen Reaktion lag in dem HOPE®-fixierten Material 

durchgehend unter der des als Standard dienenden Gefriermaterials. Mit Ausnahme des Milz-

gewebes von Tgb.-Nr. S179/10 wiesen alle HOPE®-fixierten Proben eine geringfügig (mit 

„++“ bewertete Proben, siehe Abb. 11) oder deutlich (mit „+“ bewertete Proben, siehe 

Abb. 12) niedrigere Färbeintensität als die zugehörigen Gefrierschnittkontrollen auf. In keiner 

der HOPE®-fixierten Proben war eine identische oder höhere Färbeintensität als in der Ge-

frierschnittkontrolle zu beobachten. 

 

Eine detaillierte Zusammenstellung der Ergebnisse ist in Tabelle 8.1.6 im Anhang zu finden. 
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a                      b 

    

 

Abbildung 11: a: Färbeintensität in dem HOPE®-fixierten Material geringfügig niedriger als 

in der zugehörigen Gefrierschnittkontrolle (b). Tgb.-Nr. S176/06 (HOPE®); 

b: Gefrierschnittkontrolle. Tgb.-Nr. S176/06 (GF); a und b: LK, Obj. x 10, 

Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Gegenfärbung 

 

 

a           b 

    

 

Abbildung 12: a: Färbeintensität in dem HOPE®-fixierten Material deutlich niedriger als in 

der zugehörigen Gefrierschnittkontrolle (b). Tgb.-Nr. S176/06 (HOPE®); 

b: Gefrierschnittkontrolle. Tgb.-Nr. S176/06 (GF); a und b: Milz, Obj. x 20, 

Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Gegenfärbung 
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Solange der Strukturerhalt des Gewebes nicht durch schnittbedingte Artefakte (z. B. Rissbil-

dung) und fortgeschrittene postmortale Veränderungen beeinträchtigt war, wiesen die als po-

sitiv beurteilten HOPE®-fixierten Proben durchgehend eine einheitliche Färbeintensität über 

den ganzen Schnitt hinweg auf (siehe Abb. 13). Aufgrund der durchgehend schwächeren In-

tensiät des immunhistologischen Signals ließen sich einzeln (und nicht in Gruppen) liegende 

positive CD8+ T-Lymphozyten, z. B. im Markbereich des Mesenteriallymphknotens, deutlich 

schwieriger ausmachen als in den Gefrierschnittkontrollen. 

 

                                  

 

Abbildung 13: Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in HOPE®-fixiertem Material. Färbein-

tensität über den ganzen Schnitt einheitlich stark. Tgb.-Nr. S193/10 (HOPE®, 

FD 44 h), LK, Obj. x 2,5. Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Häma-

toxylin Gegenfärbung 

 

Im Hinblick auf den erforderlichen Erhaltungszustand des Ausgangsmaterials war festzustel-

len, dass der Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten an frischen und nicht mehr frischen Gewe-

ben gelang, deren Lagerungsdauer von einer Stunde (Tgb.-Nr. S359/07) bis drei Tage  

(Tgb.-Nr. S111/10) reichte und die z. T. auch über den Postweg eingesendet worden waren. 

Bei Tgb.-Nr. S180/10 und Tgb.-Nr. S179/10 erfolgte der Nachweis sogar an zuvor eingefro-

renem Material. 
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Anhand der Tagebuchnummern S359/07, S176/06 und S1525/06 ließ sich nachweisen, dass 

die immunhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten in HOPE®-fixiertem Material 

auch nach einer Einlagerungsdauer der Paraffinblöcke von 4 bzw. 5 Jahren gelang. 

 

Es sollte im Hinblick auf die Eignung der Fixierungsmethode für den Einsatz in einem Routi-

nelabor zudem überprüft werden, ob die Fixierungsdauer einen Einfluss auf den Antigenerhalt 

von CD8 in HOPE®-fixiertem Gewebe hat (siehe unter 3.3.3). Hierzu wurden die bei man-

chen Tagebuchnummern gewonnenen Proben mit unterschiedlicher Fixierungsdauer bei den 

Reihenuntersuchungen mitinkubiert und ebenfalls im Hinblick auf die Färbeintensität mit den 

jeweiligen Kontrollgefrierschnitten verglichen. Die in Tabelle 8.1.6 im Anhang zusammenge-

fassten Ergebnisse lassen gewisse Unterschiede hinsichtlich der Färbeintensität zwischen den 

Proben mit unterschiedlicher Fixierungsdauer erkennen. In den kürzer fixierten Proben einer 

Tagebuchnummer konnte im Vergleich zu den länger fixierten Proben derselben Tagebuch-

nummer stets eine mindestens gleichstarke oder höhere Färbeintensität beobachtet werden. In 

keinem Fall wies die länger fixierte Probe eine höhere Färbeintensität auf. Grundsätzlich 

konnte hierbei aber festgestellt werden, dass trotz der beobachteten Schwankungen hinsicht-

lich der Färbeintensität die Nachweisbarkeit des Antigens auch in den länger fixierten Proben 

stets erhalten blieb, wobei die untersuchte Zeitspanne die für Einsendungen relevante Fixie-

rungsdauer von 40 h bis 67 h umfasste. 

 

Um den Einfluss der Fixierungsdauer auf den Antigenerhalt genauer zu überprüfen, wurde 

wie unter 3.3.3 ausführlich beschrieben anhand der sehr frischen Tagebuchnummer S606/10 

ein gesonderter Fixierungsversuch über eine wesentlich weitere Spanne von Fixierungszeiten 

durchgeführt (siehe unter 4.1.3.1). 

 

Analog zum Gefriermaterial zeigte sich, dass die Lokalisierbarkeit des immunhistologischen 

Signals von dem Grad der postmortalen Veränderungen des Gewebes abhing. Bei dem Me-

senteriallymphknotengewebe von Tgb.-Nr. S179/10 und Tgb.-Nr. S180/10, das in beiden Fäl-

len Areale mit fortgeschrittenen postmortalen Veränderungen aufwies, fiel auf, dass das im-

munhistologische Signal auch in HOPE®-fixiertem Gewebe wesentlich weniger präzise loka-

lisierbar war als dies bei den anderen HOPE®-fixierten Proben der Fall war. Vorherrschend 

fand sich hier anders als unter 4.1.1.3 beschrieben eine granuläre Braunfärbung in der Peri-

pherie der einzelnen Zellen, die diesen nicht präzise zuzuordnen war, sodass diese nicht als 

eindeutig positiv anzusprechen waren (siehe Abb. 14). Erschwerend kam noch eine deutlich 
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erhöhte Hintergrundfärbung hinzu. Beim Vergleich der beiden Mesenteriallymphknotenpro-

ben von Tgb.-Nr. S179/10 fiel auf, dass dieses Phänomen in der Probe mit der Fixierungsdau-

er von 67 h deutlich stärker ausgeprägt war als bei der Probe mit der kürzeren Fixierungsdau-

er von 43 h, wodurch sich im direkten Vergleich auch eine schlechtere Färbeintensität der 

länger fixierten Probe ergab.  

 

a            b 

    

 

Abbildung 14: HOPE®-fixiertes Material. a: Frisches Gewebe. Präzise zu lokalisierende 

Markierung der CD8+ T-Lymphozyten. Tgb.-Nr. S161/10 (HOPE®, 

FD 40 h); b: Gewebe mit fortgeschrittenen postmortalen Veränderungen. 

Signal wesentlich unschärfer begrenzt und schlechter lokalisierbar. Höhere 

Hintergrundfärbung. Beurteilung eindeutig positiver Zellen deutlich er-

schwert. Tgb.-Nr. S179/10 (HOPE®, FD 43 h); a und b: LK, Obj. x 100. 

Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Gegenfärbung 
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4.1.2.4 ZSF-fixiertes Material 

Bei den Reihenuntersuchungen an ZSF-fixiertem Material konnte lediglich bei zwei von elf 

untersuchten Tieren (Tgb.-Nr. S161/10 und Tgb.-Nr. S193/10) eine immunhistologische Dar-

stellung von CD8+ T-Lymphozyten erzielt werden. Die sowohl als Positivkontrollen als auch 

als Standard für die Färbeintensität dienenden, jeweils parallel inkubierten Gefrierschnitte 

(Gefrierschnittkontrollen) zeigten bis auf eine Ausnahme in allen Fällen eine positive immun-

histologische Reaktion. Lediglich in Milzgewebe von Tgb.-Nr. S180/10 konnte auch im Ge-

frierschnitt kein positives immunhistologisches Signal erzielt werden, wobei das Gewebe ei-

nen vollständigen morphologischen Strukturverlust infolge fortgeschrittener postmortaler 

Veränderungen aufwies.  

 

Bei den ZSF-fixierten Proben der beiden Tagebuchnummern, in denen eine positive Reaktion 

verzeichnet werden konnte, wurde die Färbeintensität im Vergleich zur zugehörigen Gefrier-

schnittkontrolle durchgehend deutlich niedriger eingestuft. Eine detaillierte Übersicht der Er-

gebnisse ist in Tabelle 8.1.7 im Anhang zu finden. 

 

Auffällig war, dass die ZSF-fixierten Proben im Falle einer positiven immunhistologischen 

Reaktion im Unterschied zu den Gefrierschnittkontrollen überwiegend keine einheitliche Fär-

beintensität über einen Schnitt hinweg aufwiesen (siehe Abb. 15 und 16). Die einzige Aus-

nahme hiervon war das Milzgewebe von Tgb.-Nr. S193/10, das über alle Fixierungszeiten 

eine einheitliche Färbeintensität zeigte. Bei den übrigen Proben waren in jedem Schnitt Area-

le zu finden, die eine hohe Anzahl eindeutig markierter CD8+ T-Lymphozyten mit einer ho-

hen Intensität des Signals aufwiesen, und für sich genommen im Vergleich zur Gefrier-

schnittkontrolle durchaus mit „++“ beurteilt werden konnten. Allerdings war dieses gute Fär-

beergebnis nicht einheitlich über den ganzen Schnitt hinweg zu beobachten. Vielmehr fielen 

in allen Proben dieser Tagebuchnummer auch große T-Zellareale auf, in denen deutlich weni-

ger oder keine eindeutig positiven Zellen beobachtet wurden. Ein Morphologierverlust oder 

eine sonstige Beeinträchtigung durch Schnittartefakte war in diesen Bereichen nicht zu erken-

nen. Die mangelnde Einheitlichkeit der Färbeintensität wurde bei der Beurteilung dergestalt 

berücksichtigt, dass der Schnitt trotz der Bereiche mit der intensiven Anfärbung insgesamt 

mit „+“ bewertet wurde. 

 

Im Hinblick auf die unterschiedlichen Fixierungszeiten der Gewebeproben war zu beobach-

ten, dass die ZSF-fixierten Gewebeproben bei längerer Fixierungsdauer eine Abnahme der 
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Intensität des Signals und der Anzahl der eindeutig markierten Zellen sowie auch eine Ver-

stärkung des oben beschriebenen Phänomens der uneinheitlichen Färbeintensität aufwiesen. 

So war bei beiden Organen von Tgb.-Nr. S161/10 und bei Milzgewebe von Tgb.-Nr. S193/10 

bei längerer Fixierungsdauer im direkten Vergleich eine geringgradige bis deutliche Abnahme 

der Färbeintensität zu beobachten. Bei Milzgewebe von Tgb.-Nr. S161/10 konnte nach einer 

Fixierungsdauer von 70 h kein positives Signal mehr erzielt werden. Um den Einfluss der 

Fixierungsdauer auf den Antigenerhalt bei der ZSF-Fixierung genauer zu überprüfen, wurde, 

wie unter 3.3.4.1 ausführlich beschrieben, anhand der sehr frischen Tagebuchnummer 

S606/10 ein gesonderter Fixierungsversuch über eine wesentlich weitere Spanne von Fixie-

rungszeiten angelegt (siehe unter 4.1.3.1). 

 

Aufgrund der durchgehend schwächeren Intensität des immunhistologischen Signals an sich 

ließen sich in ZSF-fixiertem Gewebe einzeln (und nicht in Gruppen) liegende positive 

CD8+ T-Lymphozyten, z. B. im Markbereich des Mesenteriallymphknotens, deutlich schwie-

riger ausmachen als in den zugehörigen Gefrierschnittkontrollen. 

 

                            

 

Abbildung 15: Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in ZSF-fixiertem Material. Lediglich 

sehr schwache immunhistologische Anfärbung. Färbeintensität über den 

Schnitt hinweg nicht einheitlich. Tgb.-Nr. S161/10 (ZSF, FD 46 h), LK, 

 Obj. x 2,5. Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Gegen-

färbung 
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a                       b           

    

        c 

                                         

 

Abbildung 16: a: Bereich von ZSF-fixiertem Mesenteriallymphknoten mit starker Färbein-

tensität; b: Anderes Areal desselben Schnitts, das eine deutlich niedrigere 

Färbeintensität aufweist; c: Gefrierschnittkontrolle. Beeinträchtigung der 

Gewebemorphologie durch in Gefrierschnitten häufig zu beobachtende Riss-

bildung. a und b: Tgb.-Nr. S161/10 (ZSF, FD 46 h), c: Tgb.-Nr. S161/10 

(GF); a, b und c: LK, Obj. x 20. Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous 

Hämatoxylin Gegenfärbung 



Ergebnisse 

 77 

4.1.3 Bewertung des Einflusses der Fixierungsdauer auf den Antigenerhalt bei 

den alternativen Fixierungstechniken 

Im Hinblick auf die Eignung der HOPE®- und ZSF-Fixierungsmethode für den Einsatz in 

einem Routinediagnostiklabor, in dem zwangsläufig eine uneinheitliche Fixierungsdauer für 

die einzelnen Proben auftritt, sollte überprüft werden, innerhalb welcher Zeitspanne die 

Nachweisbarkeit des Antigens gegeben bleibt sowie ob und in welchem Rahmen die Fixie-

rungsdauer einen Einfluss auf den Antigenerhalt hat. Die Klärung dieser Frage gewann zudem 

im Hinblick auf die Ergebnisse der Reihenuntersuchungen der ZSF-fixierten Proben mit un-

terschiedlicher Fixierungsdauer an Bedeutung (siehe unter 4.1.2.3 und 4.1.2.4). Diese ließen 

es notwendig werden, auszuschließen, dass möglicherweise die gewählte Zeitspanne der Fi-

xierungsdauer für die fehlende oder nicht zufrieden stellende Nachweisbarkeit von 

CD8+ T-Lymphozyten verantwortlich war. Proben von Tgb.-Nr. S606/10 wurden unterschied-

lich lange im jeweiligen Fixans inkubiert, anschließend parallel immunhistologisch gefärbt 

und hinsichtlich der Färbeintensität miteinander verglichen (siehe unter 3.3.3.1 bzw 3.3.4.1).  

 

4.1.3.1 HOPE
®
-fixiertes Material 

Im Milzgewebe gelang bis auf eine Ausnahme in allen HOPE®-fixierten Proben die Darstel-

lung von CD8+ T-Lymphozyten. Lediglich in der Milzprobe mit der Fixierungsdauer von 89 h 

konnte keine positive Reaktion erzielt werden. Die Zeitspanne der Fixierungsdauer reichte 

hierbei von 17 h bis 10 d. Alle Proben, die eine positive Reaktion aufwiesen, zeigten lediglich 

eine geringfügig geringere Färbeintensität als die jeweilige Gefrierschnittkontrolle.  

 

Im Mesenteriallymphknoten erbrachten alle Proben ein positives Färbeergebnis. Im Vergleich 

zur jeweiligen Gefrierschnittkontrolle konnte in den Proben mit einer Fixierungsdauer von 

17 h, 66 h, 103 h und 10 d lediglich eine geringfügig herabgesetzte Färbeintensität festgestellt 

werden. Hingegen wiesen die Proben mit der Fixierungsdauer von 89 h und 42 h eine deutlich 

geringere Färbeintensität als die Gefrierschnittkontrolle auf. Die detaillierten Ergebnisse sind 

in Tabelle 13 dargestellt. 
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Tabelle 13: Ergebnisse des Vergleichs der Färbeintensität in HOPE®-fixiertem Material mit 

unterschiedlicher Fixierungsdauer anhand Tgb.-Nr. S606/10 

Bewertung der Färbeintensität 

LK Milz 

Vergleich 

zu GF 
FD 

Vergleich 

untereinander 

Vergleich 

zu GF 
FD 

Vergleich 

untereinander 

++ 17 h ++ 42 h 

= = 

++ 103 h ++ 103 h 

> = 

++ 66 h ++ 17 h 

= > 

++ 10 d ++ 66 h 

>> 

+ 89 h ++ 10 d 
> 

+ 42 h 
>> 

- 89 h - 

 

GF: Gefrierschnitttechnik; FD: Fixierungsdauer; LK: Mesenteriallymphknoten; Symbole: zur 

Erläuterung siehe Tabelle 7 unter 3.4.5.2.1 und Tabelle 8 unter 3.4.5.2.2 
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4.1.3.2 ZSF-fixiertes Material 

In ZSF-fixiertem Milzgewebe wurde über eine Zeitspanne von 24 h bis 10 d eine Darstellung 

von CD8+ T-Lymphozyten erzielt. Die Proben mit einer Fixieungsdauer von 72 h, 96 h und 

120 h wiesen eine deutlich geringere Färbeintensität auf als die übrigen positiv beurteilten 

Proben. In der Probe mit der Fixierungsdauer von 41 d konnte keine positive Reaktion beo-

bachtet werden. Bei der Probe mit der Fixierungsdauer von 24 h fiel eine uneinheitliche Fär-

beintensität auf. In manchen Arealen dieser Probe konnten zahlreiche, intensiv angefärbte 

Zellen beobachtet werden. Diese Areale hätten für sich genommen im Vergleich zur Gefrier-

schnittkontrolle mit „++“ beurteilt werden können. In anderen T-Zellarealen waren hingegen 

lediglich vereinzelte oder keine positiven Zellen zu erkennen. Die mangelnde Einheitlichkeit 

der Färbeintensität wurde bei der Beurteilung dergestalt berücksichtigt, dass der Schnitt trotz 

der Bereiche mit der intensiven Anfärbung insgesamt mit „+“ bzw. „>“ bewertet wurde. Alle 

anderen positiv beurteilten Proben zeigten hingegen über den ganzen Schnitt hinweg eine 

einheitliche Färbeintensität. 

 

Im Vergleich mit der zugehörigen Gefrierschnittkontrolle wiesen die Proben mit der Fixie-

rungsdauer von 48 h und 10 d die beste Färbeintensität auf.  

 

In keiner der Proben vom Mesenteriallymphknoten konnte ein Nachweis von 

CD8+ T-Lymphozyten erzielt werden. Der im gleichen Inkubationsansatz gefärbte, als  

Positivkontrolle dienende Gefrierschnitt zeigte in beiden Organen das übliche positive  

immunhistologische Signal. 

 

Eine detaillierte Übersicht der Ergebnisse findet sich in Tabelle 14. 
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Tabelle 14: Ergebnisse des Vergleichs der Färbeintensität in ZSF-fixiertem Material mit  

unterschiedlicher Fixierungsdauer anhand Tgb.-Nr. S606/10 

Bewertung der Färbeintensität 

LK Milz 

Vergleich 

 zu GF 
FD 

Vergleich 

untereinander 

Vergleich 

zu GF 
FD 

Vergleich 

untereinander 

- 24 h - ++ 48 h 
> 

- 48 h - ++ 10 d 

>> 

- 72 h - + 24 h 

> 

- 96 h - + 72 h 

>> 

- 120 h - + 96 h 

- 10 d - + 120 h 
= 

- 41 d - - 41 d - 

 

GF: Gefrierschnitttechnik; FD: Fixierungsdauer; LK: Mesenteriallymphknoten; Symbole: zur 

Erläuterung siehe Tabelle 7 unter 3.4.5.2.1 und Tabelle 8 unter 3.4.5.2.2 
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4.1.4 Bewertung des Einflusses der Modifizierung des Prozessierungsprotokolls auf den 

Antigenerhalt bei der ZSF-Fixierung 

4.1.4.1 Einfluss der Prozessierung im Gewebeeinbettungsautomaten nach modifiziertem 

Protokoll 

Vorversuche hatten ergeben, dass auch bei einer Angleichung des von Beckstead (1994) pub-

lizierten Prozessierungsprotokolls an die institutsinternen Abläufe ein Nachweis von 

CD8+ T-Lymphozyten in ZSF-fixiertem Material möglich war. Es gab somit keinen Grund, 

von der gewählten Vorgehensweise der Prozessierung der Proben im Gewebeeinbettungsau-

tomaten nach dem modifizierten Protokoll abzuweichen. In den Reihenuntersuchungen stellte 

sich allerdings unerwartet heraus, dass der Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in den ZSF-

fixierten, lymphatischen Organen bei der überwiegenden Anzahl der untersuchten Katzen 

nicht gelang (siehe unter 4.1.2.4). 

 

Deshalb sollte anhand von parallel nach beiden Verfahrensweisen prozessierten Proben von 

Tgb.-Nr. S359/07 überprüft werden, ob sich bei manueller Prozessierung der Proben gemäß 

des von Beckstead (1994) publizierten Protokolls ein besserer Antigenerhalt als bei der modi-

fizierten Prozessierung im Gewebeeinbettungsautomaten erzielen läßt (siehe unter 3.3.4.2). 

 

In den nach dem modifizierten Protokoll im Gewebeeinbettungsautomaten prozessierten ZSF-

fixierten Proben (Tgb.-Nr. S359/07 (ZSF)) konnte weder in der Milz noch im Mesenterial-

lymphknoten eine immunhistologische Markierung von CD8+ T-Lymphozyten beobachtet 

werden (siehe Abb. 17a). 

 

In ZSF-M Material derselben Tagebuchnummer, das nach der Fixierung in ZSF parallel ent-

sprechend den Vorgaben von Beckstead (1994) einer manuellen Prozessierung unterzogen 

wurde (S359/07 (ZSF-M, PD 30 min); siehe unter 3.3.4.2), konnte hingegen in beiden Orga-

nen eine positive immunhistologische Reaktion erzielt werden. In der Milz fanden sich ver-

einzelt CD8+ T-Lymphozyten, die eine nur schwach erkennbare Markierung aufwiesen (siehe 

Abb. 17b). Auch im Mesenteriallymphknoten fanden sich einzelne positive Zellen, wobei die 

Intensität der Anfärbung sehr schwach war. In beiden Organen waren die markierten Zellen 

nicht gleichmäßig über den gesamten Schnitt verteilt, sondern ihr Vorkommen war auf weni-

ge Areale begrenzt. 
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Die Anzahl der als eindeutig positiv zu beurteilenden Zellen und die Intensität des Signals in 

Milz und Mesenteriallymphknoten des ZSF-M Materials lagen deutlich unter der des jeweili-

gen, als Positivkontrolle dienenden, parallel inkubierten Gefrierschnitts, der sowohl im Me-

senteriallymphknoten als auch in der Milz über den ganzen Schnitt hinweg eine starke positi-

ve immunhistologische Reaktion zeigte (siehe Abb. 17c). 

 

    a                     b           c 

           

 

Abbildung 17: a: Fehlender Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in ZSF-fixiertem Material 

nach modifizierter Prozessierung im Gewebeeinbettungsautomaten. Tgb.-Nr. 

S359/07 (ZSF); b: Einzelne schwach angefärbte Zellen in ZSF-M Material. 

Tgb.-Nr. S359/07 (ZSF-M, PD 30 min); c: Zahlreiche stark angefärbte Zel-

len im Gefrierschnitt. Tgb.-Nr. S359/07 (GF); a, b und c: Milz; Obj. x 20, 

Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Gegenfärbung 

 

 

4.1.4.2 Einfluss der Paraffinierungsdauer bei der manuellen Prozessierung nach dem 

Protokoll von Beckstead (1994) 

Zwischen den unterschiedlich lange in Paraffin eingebetteten, manuell nach dem Protokoll 

von Beckstead (1994) prozessierten ZSF-M Proben von Tgb.-Nr. S359/07 konnte nach paral-

leler immunhistologischer Inkubation hinsichtlich der Färbeintensität kein Unterschied festge-

stellt werden (siehe Abb. 18; siehe unter 3.3.4.2.3 und 3.4.5.2.4.2). Der parallel inkubierte 

Gefrierschnitt, der als Positivkontrolle diente, zeigte eine positive immunhistologische Reak-

tion.  

 

Die detaillierten Ergebnisse sind in Tabelle 15 dargestellt. 
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Tabelle 15: Daten zur Bewertung des Vergleichs der Färbeintensität der immunhisto-

logischen Reaktion in ZSF-M Proben mit unterschiedlicher Paraffinierungsdauer 

anhand Tgb.-Nr. S359/07 

 Bewertung der Färbeintensität 

Paraffinierungsdauer LK Milz 

30 min 

12,5 h 
= nv 

 

LK: Mesenteriallymphknoten; nv: nicht vorhanden; Symbole: 

zur Erläuterung siehe Tabelle 7 unter 3.4.5.2.1 

 

a                       b 

    

 

Abbildung 18: a und b: Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten in ZSF-M Material unter-

schiedlicher Paraffinierungsdauer. Kein Unterschied in der Färbeintensität er-

kennbar; a: Tgb.-Nr. S359/07 (ZSF-M, PD 30 min); b: Tgb.-Nr. S359/07 

(ZSF-M, PD 12,5 h). a und b: LK; Obj. x 20, Maus anti-Katze CD8, PAP, 

Papanicolaous Hämatoxylin Gegenfärbung 
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4.1.5 Bewertung des Einflusses der Entparaffinierung und Rehydrierung auf den Anti-

generhalt in HOPE
®
-fixiertem Material 

Der mit Xylolersatz entparaffinierte und über die Ethanolreihe rehydrierte HOPE®-fixierte 

Paraffinschnitt von Tgb.-Nr. S359/07 wies eine geringfügig (Mesenteriallymphknoten) bis 

deutlich (Milz) höhere Färbeintensität auf als der im gleichen Inkubationsansatz gefärbte Fol-

geschnitt desselben Paraffinblocks, dessen Entparaffinierung und Rehydrierung gemäß den 

Herstellerangaben mittels warmem Isopropanol und eiskaltem Aceton erfolgte (siehe Abb. 19; 

siehe unter 3.4.3.3 und 3.4.5.2.5). Der parallel inkubierte, als Positivkontrolle dienende Ge-

frierschnitt derselben Tagebuchnummer wies in Milz und Mesenteriallymphknoten eine posi-

tive immunhistologische Reaktion auf. Eine Aufstellung der detaillierten Ergebnisse findet 

sich in Tabelle 16. 

 

Tabelle 16: Daten zur Bewertung der Färbeintensität der immunhistologischen Reaktion in 

gemäß den Herstellerangaben entparaffinierten und rehydrierten HOPE®-

fixierten Proben (HOPE® Regulär) im Vergleich zu HOPE®-fixierten Proben, die 

mit Xylolersatz entparaffiniert und über die Ethanolreihe rehydriert wurden 

(HOPE® Xylolersatz), anhand Tgb.-Nr. S359/07 

 Bewertung der Färbeintensität 

Entparaffinierung/Rehydrierung LK Milz 

HOPE® Xylolersatz 

HOPE® Regulär 
> >> 

 

LK: Mesenteriallymphknoten; Symbole: zur Erläuterung siehe Tabelle 7 

unter 3.4.5.2.1 
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a           b 

    

 

Abbildung 19: Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten in HOPE®-fixiertem Material nach 

Entparaffinierung und Rehydrierung mit a: Isopropanol und Aceton gemäß 

den Herstellerempfehlungen und b: Xylolersatz und Ethanol. Hier höhere 

Färbeintensität als bei a zu beobachten. a und b: Tgb.-Nr. S359/07 (HOPE®), 

LK; Obj. x 20, Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Ge-

genfärbung 

 

4.1.6 Immunhistologische Kontrollen 

In Geweben aller Fixierungsmethoden fanden sich vereinzelt zytoplasmareiche Zellen von 

makrophagenartigem Erscheinungbild, deren Zytoplasma eine hauchzarte, hellbraune, 

feingranuläre teils diffuse, teils lokal begrenzte Anfärbung aufwies (siehe Abb. 20). Im Me-

senteriallymphknoten fanden sich derartige Zellen vor allem im Bereich des Parakortex, sel-

tener auch in den Follikeln und im Markbereich. In der Milz waren sie eher selten zu erken-

nen. Die Anfärbung wurde sowohl in den Negativkontrollen als auch in mit dem Primäranti-

körper inkubierten Schnitten beobachtet und zeigte auch bei höherer Verdünnung keinen In-

tensitätsunterschied. In manchen Tagebuchnummern war die Anfärbung in einigen Schnitt-

arealen vermehrt zu beobachten (z. B. S606/10, S161/10), während sie bei anderen Tage-

buchnummern gar nicht auftrat. 

 

Bei sukzessiver Auslassung des Primärantikörpers, des nicht reagierenden Antikörpers T1 

und des Sekundärantikörpers blieb die Anfärbung erhalten. Erst bei Auslassung des Tertiäran-

tikörpers (PAP-Komplex) war die zytoplasmatische Anfärbung in den jeweiligen Zellen nicht 

mehr zu beobachten (siehe Abb. 20). 
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a            b 

    

 

Abbildung 20: a: Hellbraune, feingranuläre, zytoplasmatische Anfärbung von Zellen mit 

makrophagenartigem Erscheinungsbild am Beispiel von ZSF-fixiertem Ge-

webe. T1 1:50, PAP; b: Nach Auslassung des Tertiärantikörpers (PAP) keine 

Anfärbung mehr zu erkennen. a und b: Tgb.-S606/10 (ZSF, FD 48 h), LK, 

 Obj. x 100. Papanicolaous Hämatoxylin Gegenfärbung 
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4.2 Morphologieerhalt 
 
Die nachstehenden Ergebnisse beziehen sich naturgemäß nur auf Proben von Tagebuchnum-

mern, die im Hinblick auf postmortale Veränderungen einen Erhaltungszustand aufwiesen, 

bei dem ein Erhalt der Gewebestruktur grundsätzlich gewahrt war.  

 

4.2.1 Gefriermaterial 

Trotz Einhaltung höchster Sorgfalt bei der Aufbereitung der Gefrierblöcke für die immunhis-

tologische Untersuchung zeigten die Gefrierschnitte oftmals Areale mit ausgeprägter Wellen-, 

Riss- und Faltenbildung, an denen keine Auswertung erfolgen konnte.  

 

Zudem fiel durchgehend auf, dass der Morphologieerhalt des Gewebes sowohl im Hinblick 

auf die Organstruktur als auch auf einzelne Zellen (Detailerkennbarkeit von Zellgrenzen, Zy-

toplasma, Kernmembran und Chromatinstruktur) in den Gefrierschnitten im Vergleich zu dem 

parallel inkubierten Formalin-, HOPE®- und ZSF-fixierten Paraffinmaterial derselben Tage-

buchnummer deutlich schlechter war. Eine morphologische Beurteilung einzelner Zellen und 

deren Strukturen war aufgrund der schlechten Detailerkennbarkeit in Gefrierschnitten über-

wiegend nicht möglich (siehe Abb. 21a). 

 

4.2.2 Formalinfixiertes Material 

Der Morphologieerhalt von formalinfixiertem Material war hinsichtlich der Organstruktur 

und der einzelnen Zellen durchgehend gut. Formalinfixiertes Material erwies sich diesbezüg-

lich gegenüber dem parallel inkubierten Gefriermaterial derselben Tagebuchnummer als deut-

lich überlegen. Bei der überwiegenden Anzahl der Zellen waren die zellulären Strukturen 

(Detailerkennbarkeit von Zellgrenzen, Zytoplasma, Kernmembran und Chromatinstruktur) 

aufgrund der hohen Detailerkennbarkeit gut zu beurteilen (siehe Abb. 21 b). 

 

4.2.3 HOPE
®
-fixiertes Material 

Das HOPE®-fixierte Material wies grundsätzlich einen guten Erhalt der Organstrukturen auf, 

der überwiegend mit dem von formalinfixiertem Material vergleichbar war. Bei zu langer 

Verweildauer der Paraffinschnitte auf der Oberfläche des warmen Wasserbades vor dem Auf-

ziehen auf den Objektträger neigten diese jedoch dazu, auseinander zu streben (siehe unter 

3.4.1.3), was sich histologisch in einer verstärkten Spaltenbildung und Ausfransung im Rand-

bereich der Schnitte niederschlug. Bei zügiger Durchführung dieses Arbeitsschrittes ließ sich 

dieses Problem jedoch weitgehend vermeiden.  
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Der Morphologieerhalt auf zellulärer Ebene war bei HOPE®-fixiertem Material schlechter als 

bei formalinfixiertem Material. Bei der überwiegenden Anzahl der Zellen in HOPE®-

fixiertem Gewebe waren die Zellgrenzen nicht so deutlich sichtbar wie in formalinfixiertem 

Material. Auch die Detailerkennbarkeit der nukleären Strukturen (Kernmembran und Chro-

matinstruktur) war im Vergleich zu formalinfixiertem Material überwiegend herabgesezt (sie-

he Abb. 21c). 

 

Der Morphologieerhalt des HOPE®-fixierten Materials erwies sich gegenüber dem der paral-

lel inkubierten Gefrierschnitte derselben Tagebuchnummer hinsichtlich Zell- und Organstruk-

tur durchgehend als überlegen. 

 

4.2.4 ZSF-fixiertes Material 

Das ZSF-fixierte Material wies hinsichtlich der Zell- und Organstruktur durchgehend einen 

guten Morphologieerhalt auf. Die Detailerkennbarkeit der zellulären Strukturen war gut und 

ließ bei der überwiegenden Anzahl von Zellen eine Beurteilung von Zellgrenzen, Zytoplasma, 

Kernmembran und Chromatinstruktur zu (siehe Abb. 21d). 

 

Der Morphologieerhalt des ZSF-fixierten Materials konnte als durchaus vergleichbar mit dem 

von formalinfixiertem Material bewertet werden. In ZSF-fixiertem Material erschienen ledig-

lich die Zwischenräume zwischen den Zellen etwas größer und die Kerne wiesen ein gering-

fügig kompakteres Erscheinungsbild auf als bei formalinfixiertem Material. 

 

Im Vergleich zu dem Morphologieerhalt der parallel inkubierten Gefrierschnitte derselben 

Tagebuchnummer konnte der Morphologieerhalt des ZSF-fixierten Materials hinsichtlich 

Zell- und Organstruktur insgesamt durchgehend als deutlich überlegen bezeichnet werden. 
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a              b 

    
 

c            d 

    
 

Abbildung 21: Morphologieerhalt in Abhängigkeit vom verwendeten Fixierungsverfahren. 

a: GF. Beurteilung zellulärer Strukturen nicht möglich; b: Formalin. Gute 

Detailerkennbarkeit zellulärer Strukturen. Zellgrenzen, Zytoplasmasaum, 

Kernmembran und Chromatinstruktur deutlich erkennbar; c: HOPE®. Zell-

grenzen und Chromatinstruktur meist undeutlicher als in formalinfixiertem 

Material (b); d: ZSF. Detailerkennbarkeit zellulärer Strukturen vergleichbar 

mit formalinfixiertem Material (b). a, b, c und d: LK, Tgb.-Nr. S161/10; 

Obj. x 100. Maus anti-Katze CD8, PAP, Papanicolaous Hämatoxylin Gegen-

färbung 
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5 Diskussion 
 
Ziel der Arbeit war es, die beiden alternativen aldehydfreien Verfahren der HOPE®- und der 

ZSF-Fixierung auf ihre Eignung für die immunhistologische Darstellung des fixierungs- und 

prozessierungssensitiven T-Lymphozytendifferenzierungsantigens CD8 in paraffineingebette-

tem, lymphatischem Gewebe der Katze zu untersuchen. Als ein Nebenaspekt war dabei auch 

der mit der jeweiligen Methode erzielte Morphologieerhalt zu beurteilen. Zudem sollte die 

Handhabbarkeit der beiden Methoden insbesondere im Hinblick auf die zeitlichen Abläufe 

eines Routinediagnostiklabors bewertet werden.  

 

5.1 Immunhistologie 
 

5.1.1 Eignung der Fixierungsmethoden für die immunhistologische Darstellung von 

CD8
+
 T-Lymphozyten in felinem, lymphatischem Gewebe 

5.1.1.1 Herkömmliche Methoden 

5.1.1.1.1 Gefrierschnitttechnik 

5.1.1.1.1.1 Ergbnisse der Reihenuntersuchung 

Mittels der Gefrierschnitttechnik konnte bei allen untersuchten Proben ein zuverlässiger im-

munhistologischer Nachsweis von CD8+ T-Lymphozyten erfolgen, solange der morphologi-

sche Strukturerhalt des Gewebes hinsichtlich postmortaler Veränderungen gegeben war (siehe 

unter 4.1.2.1).  

 

5.1.1.1.1.1.1 Analyse negativer Nachweise 

Bei den Reihenuntersuchungen an Gefriermaterial stellte das Milzgewebe von 

Tgb.-Nr. S180/10 die einzige Ausnahme dar, da in dieser Probe kein immunhistologischer 

Nachweis von CD8 gelang (siehe unter 4.1.2.1). Da das auf demselben Objektträger inkubier-

te Lymphknotenmaterial eine positive Reaktion aufwies, kann ein Verfahrensfehler bei der 

immunhistologischen Inkubation als Ursache für die fehlende Anfärbung ausgeschlossen wer-

den. 

 

Im Hinblick auf den vollständigen morphologischen Strukturverlust der gesamten Probe, der 

histologisch charakteristisch für den Zustand von Geweben nach fortgeschrittenen postmorta-

len Veränderungen ist, kann man von einem Zusammenhang bezüglich des schlechten Erhal-

tungszustands des Gewebes und der fehlenden Nachweisbarkeit von CD8 ausgehen. Studien 

mit verschiedenen monoklonalen Antikörpern an humanen Geweben haben ergeben, dass 
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unter den Leukozytenoberflächenantigenen insbesondere CD8 sehr empfindlich gegen Auto-

lyse und Fäulnisprozesse war (Pollard et al., 1987). Pallesen und Knudsen (1985) konnten bis 

zu 72 h post mortem einen stetig nachlassenden Antigenerhalt beobachten, wobei der Verlust 

der Nachweisbarkeit in Milzgewebe stärker ausgeprägt war als im zervikalen Lymphknoten. 

Ähnlich empfindlich gegenüber postmortalen Veränderungen zeigte sich CD8 auch in porzi-

nem Gewebe. Auch hier wies die Milz einen deutlich schlechteren Antigenerhalt bezüglich 

CD8 auf als die anderen lymphatischen Vergleichsgewebe (Wintzer et al., 1988). Die Autoren 

führen dies auf den relativ hohen Gehalt an neutrophilen Granulozyten in der Milz zurück, 

was durch freiwerdende lysosomale Enzyme zu einer Verstärkung der postmortalen Auflö-

sungsprozesse führt. Diese Beobachtungen decken sich mit den in dieser Studie erzielten Er-

gebnissen hinsichtlich Tgb.-Nr. S180/10, bei der CD8 in Milzgewebe nicht nachgewiesen 

werden konnte, während der Nachweis im Mesenteriallymphknoten jedoch gegeben war. 

 

5.1.1.1.1.1.2 Erhaltungszustand Ausgangsmaterial 

Unter Verwendung der Gefrierschnitttechnik gelang der Nachweis in allen Proben unabhän-

gig von Lagerungsart (postalisch zugesandtes sowie zuvor gefrorenes Material) und Lage-

rungsdauer (eine Stunde (Tgb.-Nr. S359/07) bis drei Tage (Tgb.-Nr. S111/10)) solange der 

morphologische Struktuerhalt hinsichtlich postmortaler Veränderungen noch gewahrt war 

(siehe unter 4.1.2.1). Die Methode hat sich damit als geeignet erwiesen für die Anwendung an 

einem bezüglich des Erhaltungszustands sehr heterogenen Probenspektrum, das in einem 

Routinediagnostiklabor zwangsläufig auftritt. 

 

5.1.1.1.1.2 Antigenerhalt 

Die in der jeweiligen Gefrierschnittkontrolle ermittelte immunhistologische Färbeintensität 

erwies sich ausnahmslos in allen Fällen als überlegen gegenüber Formalin-, HOPE®- und 

ZSF-fixiertem Gewebe. Zudem erlaubte die für Gefriermaterial als optimal ermittelte 

Gebrauchsverdünnungsstufe von 1:500 durchgehend eine zehnfach höhere Verdünnung des 

Primärantikörpers als bei der Anwendung an paraffineingebettetem Material nach HOPE®- 

oder ZSF-Fixierung (siehe unter 4.1.1.1). 

 

Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass die Gefrierschnitttechnik von den vier 

untersuchten Fixierungsmethoden im Hinblick auf den immunhistologischen Nachweis von 

CD8 in lymphatischem Gewebe der Katze den höchsten Grad des Antigenerhalts gewährleis-

tete. 
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Diese Beboachtungen entsprechen der Einstufung der Gefrierschnitttechnik in den Status des 

Goldstandards für den immunhistologischen Nachweis von Antigenen, der dieser Methode 

nach wie vor zuerkannt wird (Goldmann et al., 2012). 

 

5.1.1.1.1.3 Fazit 

Die Gefrierschnitttechnik kann als sehr gut geeignet für den immunistologischen Nachweis 

des fixierungs- und prozessierungssensitiven T-Lymphozytenmarkers CD8 an lymphatischem 

Gewebe der Katze beurteilt werden. 

 

5.1.1.1.2 Formalinfixierung 

5.1.1.1.2.1 Ergebnisse der Reihenuntersuchung 

Bei keiner der untersuchten Proben gelang die immunhistologische Darstellung von 

CD8+ T-Lymphozyten in formalinfixiertem Material (siehe unter 4.1.2.2).  

 

5.1.1.1.2.1.1 Analyse negativer Nachweise 

Da die bei jeder Inkubation mitgeführte jeweilige Gefrierschnittkontrolle stets eine positive 

immunhistologische Reaktion zeigte und die fehlende Anfärbung in formalinfixiertem Gewe-

be bei verschiedenen Inkubationsansätzen auftrat (siehe unter 4.1.2.1 und 5.1.1.1.1), kann ein 

verfahrensbedinger Fehler während der Inkubation als Ursache für die fehlende Anfärbung in 

den formalinfixierten Proben mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden. 

 

Vielmehr ist davon auszugehen, dass das Ergebnis, dass bei keiner der untersuchten formalin-

fixierten Gewebeproben eine immunhistologische Darstellung von CD8 erzielt werden konn-

te, auf dessen Status eines fixierungs- und prozessierungssensitiven Antigens zurückzuführen 

ist. Diese Folgerung deckt sich mit der in der Literatur verbreiteten Einschätzung, wonach der 

Nachweis von CD8 in paraffineingebettetem Gewebe speziesübergreifend als schwierig ange-

geben wird (Breugelmans et al., 2011c; Gutierrez et al., 1999; Hicks et al., 2006; Holgate et 

al., 1986; Kunder et al., 2007; Randall und Pearse, 2008; Rathkolb et al., 1997; Tingstedt et 

al., 2003; Whiteland et al., 1995) und hierfür bei der Katze auf die Gefrierschnitttechnik zu-

rückgegriffen werden muss (Harley et al., 2011; Roccabianca et al., 2006; Waly et al., 2001; 

Waly et al., 2004). 
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5.1.1.1.2.1.2 Erhaltungszustand Ausgangsmaterial 

Im Hinblick auf die fehlende Nachweisbarkeit von CD8 in den untersuchten formalinfixierten 

Gewebeproben konnte kein Zusammenhang mit dem Erhaltungszustand des Ausgangsmateri-

als festgestellt werden, da auch in sehr frischem Material (Tagebuchnummern S1525/06, 

S359/07, S161/10, S606/10) kein Nachweis erfolgte. Der fehlende Nachweis ist vielmehr auf 

die Tatsache zurückzuführen, dass es sich bei felinem CD8 um ein fixierungs- und prozessie-

rungssensitives Antigen handelt, dessen Darstellung in formalinfixiertem Material nicht mög-

lich ist (siehe unter 5.1.1.1.2.1.1). 

 

5.1.1.1.2.2 Antigenerhalt 

Da im Unterschied zur Gefrierschnitttechnik sowie den HOPE®- und ZSF-fixierten Proben in 

formalinfixiertem Material bei keiner der untersuchten Proben ein Nachweis von CD8 gelang, 

kann die Methode hinsichtlich des erzielten Antigenerhalts - zumindest bezogen auf die Nach-

weisbarkeit von CD8 in felinem, lymphatischem Gewebe - im Vergleich zu den drei anderen 

Methoden als unbrauchbar beurteilt werden. 

 

Der bei den Untersuchungen verwendete Antikörper ist laut Herstelleremfehlungen explizit 

nur für den Gebrauch an Gefriermaterial, nicht aber an formalinfixiertem Material vorgese-

hen. Es kann sicherlich nicht völlig ausgeschlossen werden, dass sich möglicherweise unter 

Verwendung eines Antigen-Retrieval-Verfahrens oder eines sensitiveren Detektionsverfah-

rens auch in formalinfixiertem Gewebe ein immunhistologischer Nachweis von CD8 erzielen 

ließe. Allerdings ist dies sehr unwahrscheinlich, da davon auszugehen ist, dass Antikörper von 

kommerziellen Anbietern aus finanziellem Interesse im Hinblick auf ein möglichst breites 

Einsatzspektrum des Antikörpers im Vorfeld auf ihre mögliche Eignung für formalinfixiertes 

Material ausgiebig getestet werden (Blaschitz et al., 2008). 

 

5.1.1.1.2.3 Fazit 

Die Formalinfixierung kann somit als ungeeignet für den immunhistologischen Nachweis des 

fixierungs- und prozessierungssensitiven T-Lymphozytenmarkes CD8 in lymphatischem Ge-

webe der Katze beurteilt werden. 
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5.1.1.2 Alternative Fixierungsmethoden 

5.1.1.2.1 HOPE
®
-Fixierung 

5.1.1.2.1.1 Ergebnisse der Reihenuntersuchung 

Unter Verwendung der HOPE®-Fixierung konnte, von einer Ausnahme abgesehen, bei allen 

untersuchten Proben, die in den jeweils parallel inkubierten Gefrierschnittkontrollen eine po-

sitive Reaktion zeigten, eine immunhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten er-

zielt werden. 

 

5.1.1.2.1.1.1 Analyse negativer Nachweise 

Als einzige Ausnahme bei den Reihenuntersuchungen an HOPE®-fixiertem Material konnte 

in Milzgewebe von Tgb.-Nr. S179/10 kein Nachweis von CD8 erbracht werden, wobei die 

zugehörige Gefrierschnittkontrolle positiv war (siehe unter 4.1.2.3). Dies galt sowohl für die 

Probe mit einer Fixierungsdauer von 43 h (Tgb.-Nr. S179/10 (HOPE®, FD 43 h)) als auch von 

67 h (Tgb.-Nr. S179/10 (HOPE®, FD 67 h)). Da das auf demselben Objektträger mitinkubier-

te Lymphknotengewebe jeweils eine positive Reaktion aufwies, kann ein Verfahrensfehler 

während der immunhistologischen Inkubation als Ursache für die fehlende Anfärbung ausge-

schlossen werden. 

 

Es ist jedoch anzumerken, dass das Milzgewebe dieser Tagebuchnummer überwiegend einen 

infolge fortgeschrittener postmortaler Veränderungen hochgradigen morphologischen Struk-

turverlust aufwies und auch in der Gefrierschnittkontrolle nur in den verbliebenen kleinen 

Arealen mit erhaltener Gewebestruktur einzelne wenige positive CD8+ T-Lymphozyten nach-

gewiesen werden konnten (siehe unter 4.1.2.1). Es ist somit davon auszugehen, dass die feh-

lende immunhistologische Reaktion in HOPE®-fixiertem Gewebe auf die fortgeschrittenen 

postmortalen Veränderungen zurückzuführen ist. Da die Proben einer Tagebuchnummer je-

weils parallel und bis auf einen Unterschied von wenigen Minuten fast zeitgleich der jeweili-

gen Fixierungsmethode unterworfen oder zu Gefrierblöcken verarbeitet wurden, kann davon 

ausgegangen werden, dass alle Proben zu Beginn der Fixierung hinsichtlich des Grades der 

postmortalen Veränderungen den gleichen Erhaltungszustand hatten. Zudem wurden die ein-

zelnen Probenstücke jeweils aus direkt benachbarten Arealen des Organs entnommen, um die 

Heterogenität zwischen diesen auch in Hinblick auf äußere Einflüsse wie z. B. einen unter-

schiedlichen Erhaltungszustand möglichst gering zu halten. Der Unterschied des Färbeergeb-

nisses zwischen HOPE®-fixiertem Gewebe und Gefriermaterial in der Milz von 

Tgb.-Nr. S179/10 ist also vermutlich nicht auf einen uneinheitlichen Erhaltungszustand zu-
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rückzuführen. Es ist somit anzunehmen, dass die im Hinblick auf den Grad postmortaler Ver-

änderungen „längere“ Nachweisbarkeit des Antigens in Gefriermaterial auf die grundsätzlich 

höhere Sensitivität dieser Methode zurückzuführen ist, die sich eben auch in Bezug auf den 

Antigenerhalt in postmortal verändertem Gewebe als überlegen äußert (Pelstring et al., 1991). 

 

Der fehlende Nachweis von CD8 in HOPE®-fixiertem Milzgewebe von Tgb.-Nr. S180/10 ist 

zu vernachlässigen, da in diesem Fall aufgrund fortgeschrittener postmortaler Veränderungen 

auch in der zugehörigen Gefrierschnittkontrolle kein positives Signal erzielt wurde (siehe un-

ter 4.1.2.3 und 5.1.1.1.1). 

 

Analog zu den Beobachtungen bei Gefriermaterial (5.1.1.1.1.1.1) war anhand von 

Tgb-Nr. S179/10 und Tgb.-Nr. S180/10 auch bei HOPE®-fixiertem Material zu bemerken, 

dass der Antigenerhalt von CD8 in Milzgewebe offensichtlich durch postmortale Verände-

rungen stärker beeinträchtigt wird als im Mesenteriallymphknoten, was auch von anderen 

Arbeitsgruppen beschrieben wurde (Pallesen und Knudsen, 1985; Wintzer et al., 1988). 

 

5.1.1.2.1.1.2 Erhaltungszustand Ausgangsmaterial 

Unter Verwendung der HOPE®-Fixierung gelang der Nachweis von CD8 in allen untersuch-

ten Proben unabhängig von Lagerungsart (postalisch zugesandtes und somit nicht gekühltes 

sowie zuvor gefrorenes Material) und Lagerungsdauer (eine Stunde (Tgb.-Nr. S359/07) bis 

drei Tage (Tgb.-Nr. S111/10)), solange der morphologische Strukturverlust durch postmortale 

Veränderungen nicht zu weit fortgeschritten war (siehe unter 4.1.2.3).  

 

Da in den Herstellerempfehlungen der HOPE®-Fixierung explizit darauf hingewiesen wird, 

dass zuvor gefrorene Proben vor Inkubation in der Protektionslösung HOPE® I keinesfalls 

auftauen dürfen, ist der erfolgreiche immunhistologische Nachweis von CD8 an Lymphkno-

tenmaterial der zuvor eingeforenen und während der postalischen Beförderung wieder aufge-

tauten Tagebuchnummern S179/10 und S180/10 um so bemerkenswerter, auch wenn der 

morphologische Erhaltungszustand dieser beiden Proben im Vergleich zu den übrigen unter-

suchten Proben deutlich herabgesetzt war. Da der herabgesetzte morphologische Strukturer-

halt auch in den Proben der anderen Fixierungsarten zu beobachten war, ist allerdings eher 

davon auszugehen, dass dieser auf den schlechten Erhaltungszustand des Ausgangsmaterials 

an sich zurückzuführen ist. 
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Die HOPE®-Fixierung hat sich im Hinblick auf den Nachweis von CD8 für Proben mit unter-

schiedlichem Erhaltungszustand als geeignet erwiesen. Lediglich bei Proben im Zustand fort-

geschrittener postmortaler Veränderungen erbrachte sie ein unzureichendes Fixierungsergeb-

nis, was zu vernachlässigen ist, da die Untersuchungsmöglichkeiten an derartigem Material 

ohnehin beschränkt sind. Sie wäre demnach auf das diesbezüglich heterogene Probenspekt-

rum eines Routinediagnostiklabors anwendbar. 

 

Naturgemäß ist ein für die humanmedizinische Diagnostik und Forschung entwickeltes Fixie-

rungsverfahren wie die HOPE®-Technik grundsätzlich für den Einsatz unter optimalen Be-

dingungen an frischen, erst kurz zuvor entnommenen Gewebeproben vorgesehen. Auf die 

Veterinärpathologie übertragen bedeutet dies, dass die Zeitspanne zwischen dem Eintritt des 

Todes des Tieres, der Probenentnahme und dem Fixierungsbeginn idealerweise so kurz wie 

möglich zu halten ist, um ein bestmögliches Fixierungsergebnis zu erhalten. Andernfalls ist 

im Hinblick auf immunhistologische Untersuchungen die Gefahr von Antigenverlust und Ar-

tefaktbildung nicht auszuschließen (Meyer und Hornickel, 2010). Während diese zeitlichen 

Restriktionen bei chirurgisch entnommenen Gewebeproben und bei Studien an Versuchstieren 

sehr gut einzuhalten sind, liegt dies allerdings in der routinediagnostischen veterinärpatholo-

gischen Praxis hinsichtlich der Verfügbarkeit der Tierleichen und deren Lagerungsbedingun-

gen ausserhalb des Einflussbereichs des Pathologen. In der täglichen Routine eines veterinär-

pathologischen Untersuchungsinstituts muss zwangsläufig mit Gewebematerial unterschiedli-

cher Frischegrade gearbeitet werden (Meyer und Hornickel, 2010). Es ist somit bei der Beur-

teilung zu berücksichtigen, dass die realen Bedingungen in der veterinärpathologischen Dia-

gnostik nicht die Gegebenheiten widerspiegeln, unter denen das Fixierungsverfahren entwi-

ckelt wurde. Umso mehr ist die gute Fixierungsleistung der HOPE®-Technik gerade im Hin-

blick auf nicht mehr frisches Ausgangsmaterial hervorzuheben .  

 

5.1.1.2.1.2 Einfluss der Fixierungsdauer 

Anhand von Tgb.-Nr. S606/10 konnte nach Gewinnung von HOPE®-fixierten Proben unter-

schiedlicher Fixierungsdauer (siehe unter 3.3.3.1 und 3.4.5.2.3) festgestellt werden, dass 

grundsätzlich über einen Fixierungszeitraum von 17 Stunden bis zehn Tagen in den unter-

suchten Proben ein Nachweis von CD8 möglich war (siehe unter 4.1.3.1).  

 

Das Ergebnis des Teilversuchs ist insbesondere im Hinblick auf die in den Milz- und Lymph-

knotenproben mit einer Fixierungsdauer von 17 h erzielte gute Färbeintensität bemerkenswert, 
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da in den Herstelleranweisungen für Lymphknoten als „zellreiches“ Gewebe explizit eine 

Fixierungsdauer von mindestens 40 h empfohlen wird. Zudem konnte gezeigt werden, dass 

auch eine Überschreitung der dort angegebenen Kernfixierungsdauer von 12 - 72 h nicht zu 

einem Verlust der Nachweisbarkeit des Antigens führte. 

 

Die beobachteten Schwankungen hinsichtlich der Färbeintensität beim internen Vergleich 

zwischen den HOPE®-fixierten Proben mit unterschiedlicher Fixierungsdauer sind im Hin-

blick auf die Gesamtaussage des Versuchs zu vernachlässigen. Dieser hatte die grundsätzliche 

Festlegung eines Zeitrahmens für die Fixierungsdauer zum Ziel, innerhalb dessen der Anti-

generhalt von CD8 gewahrt bleibt. Die Schwankungen sind möglicherweise durch die Ver-

wendung des Primärantikörpers in der eigentlich zu hohen Verdünnungsstufe 1:100 (statt der 

üblichen 1:50) erklärbar. Diese Verdünnung wurde absichtlich gewählt, um einen eventuell 

vorhandenen tendenziellen Abfall des Antigenitätserhalts eher erkennen zu können. 

 

Worauf der fehlende Nachweis von CD8 in Milzgewebe nach einer Fixierungsdauer von 89 h 

zurückzuführen ist, bleibt unklar. Eine fehlerhafte Ausführung des Fixierungs- und Prozessie-

rungsprozesses kann ausgeschlossen werden, da die stets parallel bearbeitete und während 

aller Prozessschritte in demselben Probengefäß inkubierte Probe vom Lymphknoten mit der-

selben Fixierungsdauer eine positive Reaktion aufwies. Somit ist mit der gleichen Sicherheit 

ein Fehler im Rahmen der immunhistologischen Inkubation zu verneinen, da sich das Lymph-

knotenmaterial auf demselben Objektträger wie das Milzgewebe befand und somit als interne 

Positivkontrolle angesehen werden kann. 

 

Im Hinblick auf die eigentliche Aussage des Versuchsansatzes entscheidend ist jedoch die 

Tatsache, dass in sämtlichen länger fixierten Milzproben (Tgb.-Nr. S606/10 (HOPE®, 

FD 103 h) und Tgb.-Nr. S606/10 (HOPE®, FD 10 d)) der Nachweis von CD8 weiterhin gege-

ben war. Daher kann ausgeschlossen werden, dass der fehlende Nachweis von CD8 nach einer 

Fixierungsdauer von 89 h auf eine in der Länge der Fixierungsdauer begründete Abnahme des 

Antigenerhalts zurückzuführen ist. Da auch in allen Proben der Milz mit einer kürzeren Fixie-

rungsdauer ein Nachweis von CD8 erfolgte, kann auch eine ungenügend lange Fixierungs-

dauer als Ursache verneint werden. Ein punktueller Abfall des Antigenerhalts um den Zeit-

raum einer Fixierungsdauer von 89 h ist als sehr unwahrscheinlich anzusehen und auch das 

Untersuchungsergebnis vom Lymphknotenmaterial spricht dagegen. Somit ist davon auszu-

gehen, dass der Grund für die fehlende Nachweisbarkeit des Antigens möglicherweise in dem 
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Ausgangsmaterial selbst lag, auch wenn sich die Probe zumindest morphologisch nicht von 

den anderen unterschied und alle Proben stets in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander am 

jeweiligen Organ entnommen wurden (siehe unter 5.1.1.2.1.1.1). 

 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die HOPE®-Fixierung - bezogen auf das 

untersuchte Antigen CD8 - grundsätzlich eine flexible Fixierungsdauer über einen Zeitraum 

von 17 h bis zehn Tagen ermöglichte, ohne dass ein Verlust der Nachweisbarkeit eintrat. Da-

mit erfüllt die HOPE®-Fixierung die Anforderungen, die in der Routinediagnostik an ein Fi-

xierungsverfahren gestellt werden, da dort im Hinblick auf eingeschränkte Arbeitszeiten der 

Mitarbeiter an Wochenenden und postalisch eingesandter, bereits fixierter Proben mit unter-

schiedlich langen Transportwegen zwangsläufig erhebliche Schwankungen in der Fixierungs-

dauer hingenommen werden müssen. Zudem kann sich eine verlängerte Fixierungsdauer auch 

durch eine Rückstellung und längere Aufbewahrung der Probe im Labor zwecks einer eventu-

ell notwendigen Nacheinbettung ergeben (Moelans et al., 2011).  

 

Vergleichbare Untersuchungen über den Einfluss der Fixierungsdauer auf den Erhalt von An-

tigenen bei der HOPE®-Fixierung sind in der Literatur nicht beschrieben. Dieser Aspekt wur-

de bislang lediglich hinsichtlich des Qualitätserhalts von RNA untersucht (Wiedorn et al., 

2002). Dieser Studie zufolge hatte eine Fixierungsdauer von zehn Tagen auch im Hinblick auf 

RNA keinen wahrnehmbaren Qualitätsverlust zur Folge. 

 

5.1.1.2.1.3 Einfluss der Entparaffinierung und Rehydrierung 

Die anhand Tgb.-Nr. S359/07 erhobenen Ergebnisse belegen, dass auch nach einer von den 

Herstellerempfehlungen abweichenden Entparaffinierung und Rehydrierung mit Xylolersatz 

und Ethanol eine immunhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten in HOPE®-

fixiertem Material gelang (siehe unter 4.1.5). 

 

Hiernach bestätigte sich die in den Empfehlungen des Herstellers enthaltene Einschränkung 

nicht, dass es bei Verwendung des herkömmlichen Entparaffinierungs- und Rehydrierungs-

verfahrens zu einem deutlichen Verlust des Antigenerhalts in HOPE®-fixiertem Gewebe kom-

men kann. Überraschenderweise lag die Färbeintensität dieser Proben sogar über derjenigen 

der gemäß den Herstellerangaben behandelten Proben. Diese Beobachtung wurde hingegen in 

der Studie von Blaschitz et. al (2008), die HOPE®-fixiertes, humanes Plazentamaterial eben-

falls beiden Verfahrensweisen unterzogen, nicht gemacht. Im Gegenteil bemerkten die Auto-
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ren bei einem von vier kryogängigen Antikörpern (Maus anti-human HLA-G1 und HLA-G5; 

clone MEM-G/9) eine Abnahme der Signalstärke in den mit Xylol entparaffinierten Schnitten.  

 

Das herkömmliche Entparaffinierungs- und Rehydrierungsverfahren wurde auch von anderen 

Arbeitsgruppen bei immunhistologischen Studien an HOPE®-fixiertem Gewebe angewendet, 

wobei u. a. auch Leukozytenoberflächenmarker nachgewiesen wurden (Boddu-Jasmine et al., 

2008; Nikitina et al., 2011; Schultz et al., 2008).  

 

5.1.1.2.1.4 Antigenerhalt 

Die in den HOPE®-fixierten Proben mit positiver Reaktion ermittelte Färbeintensität lag in 

allen Fällen geringfügig oder deutlich niedriger als in der jeweiligen Gefrierschnittkontrolle. 

In Verbindung mit der Tatsache, dass die optimale Gebrauchsverdünnung im Vergleich zum 

Gefrierschnitt eine zehnfach höhere Konzentration erforderte, kann aus den Ergebnissen ge-

schlossen werden, dass die HOPE®-Fixierung mit nachfolgender Paraffineinbettung hinsicht-

lich CD8 einen etwas schlechteren Antigenerhalt aufweist als die Gefrierschnitttechnik.  

 

Im Unterschied zur Formalinfixierung ermöglichte die HOPE®-Fixierung die immunhistolo-

gische Darstellung des fixierungs- und prozessierungssensitiven T-Lymphozytenmarkers CD8 

in paraffineingebettetem Gewebe unter Verwendung eines Antikörpers, der nach den Herstel-

lerempfehlungen nur für den Gebrauch auf Gefriermaterial vorgesehen war. Somit ist die 

HOPE®-Fixierung der Formalinfixierung hinsichtlich des Antigenerhalts von CD8 in felinem, 

lymphatischem Gewebe deutlich überlegen. 

 

Wie bereits beschrieben, lag die Färbeintensität in manchen HOPE®-fixierten Proben deutlich 

niedriger als in der jeweiligen Gefrierschnittkontrolle. Allerdings ließe sich diese Einschrän-

kung bei routinemäßigem, diagnostischem Gebrauch eventuell durch die Verwendung eines 

Detektionssystems mit einer höheren Sensitivität als PAP ausgleichen (Ramos-Vara, 2005). 
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5.1.1.2.1.5 Fazit 

Die HOPE®-Fixierung kann nach den Ergebnissen dieser Arbeit als grundsätzlich geeignet für 

die immunhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten in paraffineingebettem, 

lymphatischem Gewebe der Katze beurteilt werden. 

 

Solange im Bezug auf postmortale Veränderungen ein morphologischer Strukturerhalt des 

Ausgangsmaterials gegeben war, konnte bei allen Tieren in allen untersuchten Organen ein 

Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten erbracht werden, ohne dass hierfür die Durchführung 

eines Antigen-Retrieval-Verfahrens notwendig war. Einschränkend muss allerdings bemerkt 

werden, dass die Färbeintensität bei manchen Proben deutlich schwächer war als bei der Ge-

frierschnitttechnik. Dem stehen wiederum die Vorteile gegenüber, die die Verwendung von 

paraffineingebettetem Material im Vergleich zu Gefriermaterial im Hinblick auf den Morpho-

logieerhalt sowie hinsichtlich logistischer und praktischer Aspekte mit sich bringt. Außerdem 

ließe sich die Färbeintensität durch den Einsatz eines sensitiveren Detektionssystems vermut-

lich deutlich erhöhen (Ramos-Vara, 2005). 
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5.1.1.2.2 ZSF-Fixierung 

5.1.1.2.2.1 Ergebnisse der Reihenuntersuchung  

Unter Verwendung der ZSF-Fixierung mit anschließender modifizierter Prozessierung im 

Gewebeeinbettungsautomaten konnte lediglich bei zwei der elf Tagebuchnummern in den 

untersuchten Proben eine immunhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten erzielt 

werden (Tgb.-Nr. S161/10 und Tgb.-Nr. S193/10). Hierbei fiel überwiegend eine uneinheitli-

che Färbeintensität innerhalb des Paraffinschnitts auf (siehe unter 4.1.2.4). 

 

5.1.1.2.2.1.1 Analyse negativer Nachweise  

Bei neun Tagebuchnummern konnte in keinem der beiden untersuchten ZSF-fixierten, 

lymphatischen Gewebe eine positive immunhistologische Reaktion erzielt werden. 

 

Da die jeweiligen Gefrierschnittkontrollen stets eine positive Reaktion aufwiesen, ist ein 

grundsätzlicher Verfahrensfehler während der immunhistologischen Inkubation als Ursache 

für die fehlende Anfärbung mit hoher Wahrscheinlichkeit auszuschließen. Zudem wurde in 

denselben Inkubationsansätzen jeweils auch der positive Nachweis von CD8 in den ZSF-

fixierten Geweben von Tgb.-Nr. S161/10 und Tgb.-Nr. S193/10 erzielt. Somit können diese 

als zusätzliche Positivkontrollen für diejenigen Prozessschritte zu Beginn der immunhistolo-

gischen Inkubation gewertet werden, bei denen sich die ZSF-fixierten Gewebe von den Ge-

frierschnittkontrollen unterschieden (Entparaffinierung und Rehydrierung und Hemmung der 

endogenen Peroxidase, siehe unter 3.4.3.1 und 3.4.3.4). 

 

Unwahrscheinlich erscheint auch, dass der ausbleibende Nachweis von CD8 auf eine fehler-

hafte Ausführung des Fixierungs- oder Prozessierungsverfahren bei diesen Proben zurückzu-

führen ist, da die von Beckstead (1994) geforderte maximale Probengröße eingehalten wurde 

und sämtliche Prozessschritte stets einheitlich durchgeführt wurden. Diese Möglichkeit kann 

als Ursache für den inkonstanten Nachweis des Antigens in ZSF-fixiertem Gewebe bei eini-

gen Fällen sogar sicher ausgeschlossen werden. Denn auch bei Tagebuchnummern, deren 

Proben jeweils parallel mit denen der einzigen beiden Tagebuchnummern, bei denen ein posi-

tiver Nachweis erzielt werden konnte (Tgb.-Nr. S161/10 und Tgb.-Nr. S193/10), im selben 

Ansatz fixiert und prozessiert wurden und somit denselben Abläufen unterworfen waren, ge-

lang der immunhistologische Nachweis von CD8 nicht. So wurden z. B. die Proben von 

Tgb.-Nr. S158/10 mit denen von Tgb.-Nr. S161/10 in einem gemeinsamen Ansatz fixiert und
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prozessiert. Dies galt ebenso für Tgb.-Nr. S174/10, S176/10, S180/10 und S193/10. Für Pro-

ben eines gemeinsamen Fixierungsdurchgangs wurde stets eine demselben Ansatz entstam-

mende ZSF-Lösung verwendet. Die Dauer der Fixierung war für diese Proben ebenfalls exakt 

gleich, und die Prozessierung erfolgte mit Ausnahme der zwei manuellen Dehydrierungs-

schritte, die ebenfalls an allen Proben parallel in einer gemeinsamen Küvette durchgeführt 

wurden, im Gewebeeinbettungsautomaten. 

 

Da Unterschiede hinsichtlich der Abläufe während der Fixierung, Prozessierung, Einbettung 

sowie immunhistologischen Inkubation als Begründung für den inkonstanten Nachweis von 

CD8 in ZSF-fixiertem Gewebe weitestgehend ausgeschlossen werden konnten, bleibt noch 

die Möglichkeit einer intrinsischen Ursache zu beleuchten, was unter 5.1.1.2.1.2 erfolgt.  

 

5.1.1.2.2.1.2 Erhaltungszustand Ausgangsmaterial 

Im Hinblick auf den inkonstanten immunhistologischen Nachweis von CD8 in ZSF-fixiertem 

Material ist auch an einen möglichen Einfluss des Erhaltungszustands des jeweiligen Aus-

gangsmaterials zu denken. So wäre zu überlegen, ob der Frischegrad des Ausgangsmaterials 

für die Wirksamkeit der Fixierung von Bedeutung sein könnte.  

 

Mit Tgb.-Nr. S161/10 wies eine der beiden Tagebuchnummern, bei denen ein Nachweis von 

CD8 erzielt werden konnte, tatsächlich nur eine kurze Lagerungsdauer von zwölf Stunden auf 

(siehe Tabelle 8.1.1 im Anhang). Hingegen konnte in den übrigen Proben mit einer sehr kur-

zen Lagerunsgdauer von nur einer Stunde (Tgb.-Nr. S359/07) oder von vier Stunden 

(Tgb.-Nr. S1525/06) keine positive Reaktion erzielt werden. Bei der zweiten durch einen po-

sitiven Nachweis von CD8 aufgefallenen Tagebuchnummer S193/10 handelte es sich um eine 

postalisch versandte Probe mit einer Lagerungsdauer von einem Tag. Diese Beobachtungen 

sprechen gegen die Möglichkeit, dass der Erhaltungszustand des Ausgangsmaterials im Hin-

blick auf den Frischegrad eine maßgebliche Rolle für den erfolgreichen Verlauf der ZSF-

Fixierung spielt. 

 

Mit Ausnahme von Tgb.-Nr. S179/10 und Tgb.-Nr. S180/10, die analog zu den jeweiligen 

Gefrierschnittkontrollen einen morphologischen Strukturverlust infolge fortgeschrittener 

postmortaler Veränderungen aufwiesen, zeigten die ZSF-fixierten Proben, in denen kein posi-

tiver Nachweis erzielt werden konnte, keinerlei morphologische Veränderungen, die auf eine 

Ursache für die fehlende Nachweisbarkeit von CD8 hindeuten. 
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Aufgrund der fehlenden Nachweisbarkeit von CD8 in der überwiegenden Anzahl der unter-

suchten ZSF-fixierten Proben erübrigt sich eine Wertung, inwieweit sich die Fixierungsme-

thode hinsichtlich des Erhaltungszustands des untersuchten Probenspektrums für den Einsatz 

in einem routinediganostischen Labor eignet. 

 

5.1.1.2.2.1.3 Uneinheitliche Anfärbung 

In den ZSF-fixierten Proben der beiden Tagebuchnummern (Tgb.-Nr. S161/10 und 

Tgb.-Nr. S193/10), bei denen im Rahmen der Reihenuntersuchungen ein positiver immunhis-

tologischer Nachweis von CD8 gelang, war überwiegend eine uneinheitliche Färbeintensität 

zu beobachten. Wie schon unter 4.1.2.4 erläutert wurde, konnte in den Arealen mit schwacher 

oder fehlender Anfärbung keine morphologische oder technisch bedingte Ursache für das 

schwächere Färbeverhalten beobachtet werden.  

 

Derartige Unterschiede in der Färbeintensität innerhalb des gleichen Schnittes fielen bei den 

jeweils parallel immunhistologisch inkubierten HOPE®-fixierten Proben sowie den Gefrier-

schnittkontrollen der beiden Tagebuchnummern nicht auf. Somit erscheint ein grundsätzlicher 

Verfahrensfehler beim immunhistologischen Färbeprotokoll unwahrscheinlich. Dies umso 

mehr, als alle Inkubationsschritte nach dem Blockieren der endogenen Peroxidase (Was-

serstoffperoxidkonzentration bei Gefrierschnitten zehnfach niedriger als bei Paraffinschnitten) 

bis zum Ende der enzymatischen Reaktion in der DAB-Lösung bei HOPE®- und ZSF-

fixierten Proben sowie bei den Gefrierschnitten identisch waren. Somit bleibt vor allem der 

Prozess der Entparaffinierung und Rehydrierung, der im Fall der ZSF-fixierten Proben mit 

Xylolersatz und Ethanol erfolgte (siehe unter 3.4.3), um diese Unterschiede zu erklären. 

 

Whiteland et al. (1995) beobachteten bei ihren Versuchen zum Nachweis von CD8+ T-Zellen 

in murinem Milzgewebe unter Verwendung der Periodat-Lysin-Paraformaldehyd-Methode 

ebenfalls eine uneinheitliche Färbeintensität innerhalb der Paraffinschnitte. Parallel inkubierte 

Gefrierschnitte zeigten hingegen auch bei dieser Forschungsgruppe eine einheitliche Anfär-

bung. Die Autoren vermuteten eine ungenügende Entparaffinierung durch zu häufig benutzten 

Xylolersatz als Ursache. Allerdings wurde in der vorliegenden Arbeit bei der Entparaffinie-

rung und Rehydrierung explizit auf die Verwendung frischer Reagenzien geachtet, sodass 

dieser Erklärungsansatz zwar nicht völlig ausgeschlossen werden kann, aber nicht als sehr 

wahrscheinlich anzusehen ist. 
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Ein weiterer Erklärungsansatz ist, dass die ZSF-Fixierung nicht in angemessener Zeit eine 

vollständige Durchdringung des Gewebes bewirkt, sodass es in den Arealen, in denen keine 

ausreichende Fixierung stattfand, zu einem Antigenverlust kommen kann. Die immunhistolo-

gische Nachweisbarkeit mancher Antigene hängt stark von ihrer Empfindlichkeit gegenüber 

den Zersetzungsprozessen ab, sodass ein verzögerter Fixierungsbeginn durchaus zu einem 

fortschreitendem Verlust der Immunreaktivität eines Antigens bis hin zu dessen fehlender 

Nachweisbarkeit führen kann (Ramos-Vara et al., 2008; von Wasielewski et al., 1998; Webs-

ter et al., 2009; Werner et al., 2000). So führten Webster et al. (2009) ein uneinheitliches im-

munhistologisches Färbeverhalten innerhalb eines Schnittes auf unterschiedlich weit fortge-

schrittene Auolyse- und Fäulnisprozesse zurück. Sie stützten ihre These mit der Beobachtung, 

dass die Färbeintensität in den peripheren Bezirken deutlich höher war als im Zentrum, was 

sie auf eine mangelnde Fixierung im Inneren der Probe zurückführten.  

 

Allerdings konnte bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten ZSF-fixierten 

Proben diese Beobachtung nicht gemacht werden. Hier war die Verteilung der angefärbten 

Areale, die eine positive Reaktion aufwiesen, unregelmäßig und es gab auch immer wieder in 

zentralen Schnittanteilen Regionen mit starker Anfärbung. Diese Beobachtung spricht auch 

gegen die Möglichkeit, dass sich die Bekapselung der Organe oder die Probengröße nachteilig 

auf die Fixierung auswirken könnten, wobei auch stets darauf geachtet wurde, die von 

Beckstead (1994) vorgegebene Probenbreite von 3 mm einzuhalten und die Proben an mehre-

ren Seiten anzuschneiden, um möglichst große und hindernisfreie Diffusionsflächen zu schaf-

fen. Ferner fiel bei Durchsicht der Schnitte auf, dass kleinere Proben kein besseres Färbever-

halten aufwiesen als solche mit einer größeren Kantenlänge.  

 

Gegen die Theorie einer letztlich unzureichenden Fixierungsleistung von ZSF infolge einer 

mangelnden Durchdringung des Gewebes spricht zudem die bei den Reihenuntersuchungen 

anhand von Tgb.-Nr. S161/10 und Tgb.-Nr. S193/10 gemachte Beobachtung, dass das Phä-

nomen der ungleichmäßigen Anfärbung bei längerer Fixierungsdauer zunahm und die Färbe-

intensität insgesamt abnahm (siehe unter 4.1.2.4). 

 

Die Tatsache, dass bei allen untersuchten ZSF-fixierten Proben mit entsprechend frischem 

Ausgangszustand auch im Zentrum stets ein hervorragender Morphologieerhalt beobachtet 

werden konnte (siehe unter 4.2.4), spricht ebenfalls gegen diesen Erklärungsansatz. Bei unge-

nügender Fixierungsleistung wäre nämlich im Zentrum der jeweiligen Probe ein verstärktes 
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Auftreten von morphologischem Strukturverlust infolge von Fäulnis und Autolyseprozessen 

zu erwarten gewesen. 

 

Es ist daher davon auszugehen, dass die ungleichmäßige Anfärbung innerhalb der Proben als 

Anzeichen dafür zu werten ist, dass der mit der ZSF-Fixierung erzielte Antigenerhalt im Hin-

blick auf das eingesetzte Detektionssystem (PAP) zu niedrig ist und offensichtlich dessen 

Nachweisgrenze unterschritten wird.  

 

5.1.1.2.2.2 Einfluss der Fixierungsdauer  

Analog zu den Beobachtungen bei den Reihenuntersuchungen fiel auch bei den Untersuchun-

gen zum Einfluss der Fixierungsdauer auf den Antigenerhalt anhand von Tgb.-Nr. S606/10 

die inkonstante Nachweisbarkeit von CD8 in ZSF-fixiertem Gewebe auf, da lediglich im 

Milzgewebe ein Nachweis von CD8 zu erzielen war (siehe unter 4.1.3.2). Hingegen konnte 

das Antigen in keiner der unterschiedlich lange fixierten Proben des Lymphknotens nachge-

wiesen werden. Da beide Proben gemeinsam auf demselben Objektträger inkubiert wurden, 

kann ein Verfahrensfehler während des immunhistologischen Inkubationsansatzes als Ursache 

für den fehlenden Nachweis im Lymphknoten sicher ausgeschlossen werden. Da auch der 

Fixierungs- und Prozessierungsvorgang für beide Proben parallel ablief, kann auch hierin kei-

ne mögliche Begründung für den offensichtlich eingetretenen Verlust der Nachweisbarkeit 

des Antigens im Sinne einer fehlerhaften Behandlung der Probe gefunden werden. Worauf der 

fehlende Nachweis im ZSF-fixierten Lymphknotenmaterial zurückgeführt werden kann, bleibt 

auch in diesem Fall unklar. Wiederum muss an eine intrinsische, im Ausgangsmaterial selber 

liegende Ursache gedacht werden. Allerdings konnte auch bei diesem Versuch analog zu den 

Reihenuntersuchungen bei keiner der Proben eine morphologische Veränderung oder eine 

schnittbedingte Artefaktbildung beobachtet werden, die auf eine Ursache für die fehlende 

Anfärbbarkeit im Hinblick auf CD8 hindeuten würde. 

  

Hinsichtlich der Fixierungsdauer konnte anhand der Milzproben festgestellt werden, dass 

grundsätzlich über einen Fixierungszeitraum von 24 Stunden bis zehn Tagen in den unter-

suchten Proben ein Nachweis von CD8 möglich war (siehe unter 4.1.3.2). Dies entsprach den 

Aussagen von Beckstead (1994) und wurde auch von Benavides et al. (2006) in einer ähnli-

chen Studie beschrieben. Die beobachteten Schwankungen hinsichtlich der Färbeintensität 

beim internen Vergleich zwischen den ZSF-fixierten Milzproben mit unterschiedlicher Fixie-

rungsdauer sind im Hinblick auf die Gesamtaussage des Versuchs zu vernachlässigen. Bei 
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diesem Vergleich sollte der Zeitrahmen der Fixierungsdauer festgelegt werden, in dem grund-

sätzlich der Antigenerhalt von CD8 gewahrt blieb. Die Schwankungen sind möglicherweise 

durch die Verwendung des Primärantikörpers in der eigentlich zu hohen Verdünnungsstufe 

1:100 (statt der üblichen 1:50) erklärbar, die absichtlich gewählt wurde, um einen eventuell 

vorhandenen tendenziellen Abfall des Antigenitätserhalts eher erkennen zu können. 

 

Im Unterschied zu den Reihenuntersuchungen konnte bei diesem Teilversuch lediglich bei 

einer ZSF-fixierten Probe eine uneinheitliche Färbeintensität beobachtet werden. Allerdings 

ist im Hinblick auf diese Diskrepanz zu den Ergebnissen der Reihenuntersuchungen anzumer-

ken, dass es sich bei den für diesen Teilversuch entnommmenen Proben jeweils um sehr klei-

ne Proben handelte, um genügend Material für alle Fixierungszeiten zur Verfügung zu haben. 

Somit konnte anders als bei den Reihenuntersuchungen, bei denen stets ganze Organscheiben 

verwendet wurden, kein Querschnitt über das ganze Organ beurteilt werden. 

 

Des Weiteren ist zu anzumerken, dass das Phänomen der uneinheitlichen Anfärbung auch bei 

den Reihenuntersuchungen im Lymphknoten deutlich stärker ausgeprägt war als in der Milz 

(siehe unter 4.1.3.2). Lymphknotenmaterial lag allerdings aufgrund der fehlenden positiven 

Reaktion bei diesem Versuch gar nicht zur Beurteilung vor. 

 

Anhand der Ergebnisse dieses Teilversuchs konnte zumindest ausgeschlossen werden, dass 

die in den Reihenuntersuchungen aufgefallene inkonstante Nachweisbarkeit von CD8 auf die 

Wahl einer falschen Fixierungsdauer zurückzuführen war. Denn im Milzgewebe war der 

Nachweis von CD8 über eine weite Spanne von Fixierungszeiten gegeben. Hingegen war im 

Lymphknotengewebe zu keinem untersuchten Zeitpunkt der Fixierungsdauer ein Nachweis 

von CD8 möglich, was eher für eine intrinsische Ursache bei dieser Probe spricht. 

 

5.1.1.2.2.3 Einfluss des Prozessierungsprotokolls 

5.1.1.2.2.3.1 Einfluss der modifizierten Prozessierung im Gewebeeinbettungsautomaten 

Für die fehlende Nachweisbarkeit von CD8 bei der Mehrzahl der im Rahmen der Reihenun-

tersuchungen betrachteten ZSF-fixierten Proben konnte keine stichhaltige Erklärung gefunden 

werden (siehe unter 5.1.1.2.2.1.1). Da diese Ergebnisse der Aussage der Studie von Beckstead 

(1994) bezüglich des hervorragenden Antigenerhalts bei der ZSF-Fixierung widersprachen, 

sollte überprüft werden, ob durch Einhaltung des von Beckstead in seiner Publikation angege-
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benen Prozessierungsprotokolls ein besserer Antigenerhalt in den ZSF-fixierten Proben erzielt 

werden konnte (siehe unter 3.3.4.2 und 3.4.5.2.4.1).  

 

Hierzu ist vorab anzumerken, dass vor der Probengewinnung für die Reihenuntersuchung 

anhand von Vorversuchen überprüft worden war, ob sich auch nach Angleichung des von 

Beckstead (1994) beschriebenen Prozessierungsprotokolls an die insitutsinternen Abläufe ein 

Nachweis von CD8+ T-Lymphozyten in den ZSF-fixierten, lymphatischen Organen der Katze 

erzielen ließ. Da sich dies im Rahmen der Vorversuche bestätigte, bestand kein Grund, von 

der gewählten modifizierten Vorgehensweise der Prozessierung im Gewebeeinbettungsauto-

maten abzuweichen. 

 

Zudem konnten zahlreiche Studien gefunden werden, die eine erfolgreiche Verwendung der 

ZSF-Fixierung, z. T. auch für den immunhistologischen Nachweis von Leukozytenoberflä-

chenantigenen, unter Einsatz von nicht näher erläuterten internen Standardprotokollen (Breu-

gelmans et al., 2011a; Buxton et al., 2002; Caluwaerts et al., 2005; Casteleyn et al., 2008; 

Cocquyt et al., 2008; Fragkou et al., 2010; Geusens et al., 2008; Hicks et al., 2006; Stanley et 

al., 2001; Trzpis et al., 2008; Vercruysse et al., 2006; Wester et al., 2003) oder sogar eines 

explizit von den Vorgaben von Beckstead (1994) abweichenden Prozessierungsprotokolls 

belegten (Breugelmans et al., 2011b; Gonzalez et al., 2001; Lang et al., 2000; Löhler et al., 

2009; Lykidis et al., 2007; Paavilainen et al., 2010; Pineda et al., 2011; Rojo-Botello et al., 

2012; Sai et al., 2001; Suraud et al., 2007; Taylor et al., 2011; van den Broek et al., 2005). Bei 

den Studien von Breugelmans et al. (2011b), Gonzalez et al. (2001) und van den Broek et al. 

(2005) gelang trotz Abweichung vom Prozessierungsprotokoll nach Beckstead (1994) sogar 

die erfolgreiche immunhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten in ovinen Gewe-

ben. 

 

Die Ergebnisse des Vergleichs der manuell nach dem Protokoll von Beckstead (1994) prozes-

sierten ZSF-M Proben mit den nach dem modifizierten Protokoll im Gewebeeinbettungsau-

tomaten prozessierten ZSF-fixierten Proben anhand von Tgb.-Nr. S359/07 deuten darauf hin, 

dass die Wahl des Prozessierungsverfahrens bei der ZSF-Fixierung offensichtlich einen Ein-

fluss auf den Antigenerhalt von CD8+ T-Lymphozyten in lymphatischen Geweben der Katze 

hat (siehe unter 4.1.4.1). Während in den nach dem modifizierten Protokoll im Gewebeeinbet-

tungsautomaten prozessierten Proben in beiden Organen kein Nachweis von CD8 erzielt wer-

den konnte, gelang bei Einhaltung des von Beckstead (1994) publizierten Prozessierungspro-
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tokolls in den ZSF-M Proben ein Nachweis von CD8. Hieraus kann geschlossen werden, dass 

im Rahmen der ZSF-Fixierung durch manuelle Prozessierung nach dem Protokoll von 

Beckstead (1994) im Hinblick auf die Nachweisbarkeit von CD8+ T-Lymphozyten in felinem 

Gewebe offensichtlich ein besserer Antigenerhalt erzielt werden kann. 

 

Diese Beobachtung deckt sich mit der von Beckstead (1994) im Rahmen seiner Studie ge-

wonnenen Einschätzung, wonach sich insbesondere eine Erhöhung der Prozesstemperatur auf 

37 °C, eine Ausdehnung der Inkubationszeit in Xylol auf mehr als eine Stunde und eine Ver-

längerung der Paraffinierungsdauer über die von ihm empfohlenen 30 Minuten hinaus negativ 

auf den Antigenerhalt der von ihm untersuchten Leukozytenoberflächenmarker auswirkten. In 

dem insitutsinternen Prozessierungsprotokoll werden alle drei Bedingungen erfüllt (siehe Ta-

belle 8.1.3 im Anhang). Durch die in diesem Teilversuch gemachten Beobachtungen ließe 

sich unter Berücksichtigung der Erkenntnisse von Beckstead (1994) ein nach der Anwendung 

des modifizierten Protokolls in allen Proben gleichmäßig herabgesetzter Antigenerhalt zufrie-

denstellend erklären. 

 

Allerdings lassen sich mit diesem Erklärungsansatz nicht die bei den Reihenuntersuchungen 

beobachteten Unterschiede zwischen den einzelnen Tieren hinsichtlich des erzielten Nachwei-

ses von CD8 begründen (siehe unter 4.1.2.4). Denn alle ZSF-fixierten Proben wurden (bis auf 

die manuell ausgeführten ersten beiden Dehydrierungsstufen in 50%igem und 70%igem  

Ethanol) einem automatisierten Prozessierungsverfahren unterzogen und waren damit densel-

ben Prozessbedingungen unterworfen. Hinzu kommt noch die bereits unter 5.1.1.2.2.1.1 dar-

gelegte Tatsache, dass diese Unterschiede in Bezug auf die Nachweisbarkeit von CD8 sogar 

bei Proben beobachtet wurden, die gemeinsam im selben Ansatz prozessiert wurden.  

 

Grundsätzlich muss bei jedem Fixierungsverfahren von einer möglichen Reduzierung der 

reaktiven antigenen Bindungsstellen im Gewebe ausgegangen werden, wobei dies sowohl auf 

das Fixans selber als auch auf die im Rahmen der Fixierung und Prozessierung eingesetzten 

Substanzen zurückgeführt werden kann (Daneshtalab et al., 2010; Dapson, 1993, 2007c; Sri-

nivasan et al., 2002; Titford und Horenstein, 2005; Vollmer et al., 2006; Werner et al., 2000). 

Diese Einschätzung wird auch von Dapson (1993) gestützt, demzufolge jedes Molekül, das 

mit einem Makromolekül im Gewebe eine chemische Bindung eingeht, potenziell eine Ver-

änderung von dessen Tertiär- und Quartiärstruktur auslösen kann. Danach ist also nicht auszu-

schließen, dass im Zuge des ZSF-Fixierungs- und Prozessierungsvorgangs eine wie auch im-
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mer geartete Maskierung des felinen T-Lymphozytenmarkers CD8 auftritt und somit ein im 

Vergleich zur Gefrierschnittkonrolle herabgesetzter Antigenerhalt auftreten kann. Jedoch las-

sen sich auch mit diesem Erklärungsansatz nicht die beobachteten Abweichungen zwischen 

den ZSF-fixierten Proben hinsichtlich des Nachweises von CD8 erklären. 

 

Auch wenn durch den Einsatz der manuellen Prozessierung nach Beckstead (1994) eine Ver-

besserung des Antigenerhalts erzielt werden konnte, so muss doch einschränkend gesagt wer-

den, dass die hierbei erreichte Färbeintensität in den ZSF-Proben beider Organe jeweils so 

schwach war, dass sie keinesfalls als zufriedenstellend bezeichnet werden kann. Sie war in 

beiden Proben im Vergleich zur Gefrierschnittkontrolle deutlich herabgesetzt. Damit stehen 

die Ergebnisse dieses Versuchsteils im Widerspruch zu den Ergebnissen von Beckstead 

(1994), der in seiner Arbeit in den ZSF-fixierten Proben einen vergleichbar guten Antigener-

halt wie in den Gefrierschnitten beobachtete.  

 

5.1.1.2.2.3.2 Einfluss der Paraffinierungsdauer 

Ein Nachteil des von Beckstead (1994) beschriebenen Prozessierungsprotokolls bestand darin, 

dass es - auch bei Verwendung eines Gewebeeinbettungsautomaten mit Laufzeit über Nacht - 

aufgrund der Limitierung der Paraffinierungsdauer auf 30 Minuten eine Bearbeitung der Pro-

ben innerhalb der üblichen Tagesarbeitszeiten in einem Routinelabor nicht ermöglichte. Eine 

andere Beurteilung wäre jedoch dann geboten, wenn eine Ausdehnung der Paraffinierungs-

dauer durchführbar wäre, ohne dass ein wahrnehmbarer Antigenverlust aufträte. Vor diesem 

Hintergrund der Integrierbarkeit der Methode in die Abläufe in einem Routinediagnostiklabor 

wurde dieser Teilversuch durchgeführt. Allerdings erbrachte die Anwendung des Prozessie-

rungsprotokolls nach Beckstead (1994) zwar eine Verbesserung des Antigenerhalts, jedoch 

war dieser nur so unwesentlich, dass auch die hiermit erzielte Färbeintensität nicht als zufrie-

den stellend gewertet werden konnte (siehe unter 5.1.1.2.2.3.1). 

 

Damit lassen sich aus den unter 4.1.4.2 gewonnenen Ergebnissen keine Anhaltspunkte dafür 

erkennnen, dass sich bei einer Prozessierung der Proben nach dem Protokoll von Beckstead 

(1994) eine Verlängerung der Paraffinierungsdauer auf bis zu 12,5 h nachteilig auf den Anti-

generhalt auswirkt, wenngleich Beckstead (1994) in seiner Studie gegenteilige Ergebnisse 

erzielte. 
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5.1.1.2.2.4 Antigenerhalt 

Der unter Verwendung der ZSF-Fixierung erzielte Antigenerhalt von CD8 ist im Vergleich zu 

Gefriermaterial als deutlich unterlegen anzusehen, da lediglich bei drei von zwölf untersuch-

ten Katzen ein immunhistologischer Nachweis von CD8 gelang. Im Falle eines positiven 

Nachweises lag die ermittelte Färbeintensität des ZSF-fixierten Materials dabei immmer ge-

ringfügig oder deutlich unter derjenigen der jeweiligen Gefrierschnittkontrolle. Die Färbein-

tensität war zudem bei der überwiegenden Zahl der ZSF-fixierten Proben innerhalb eines 

Schnittes uneinheitlich.  

 

In Verbindung mit der Tatsache, dass die optimale Gebrauchsverdünnung des Primärantikör-

pers im Vergleich zur Gefrierschnitttechnik eine zehnfach höhere Konzentration erforderte, 

kann aus den Ergebnissen geschlossen werden, dass die ZSF-Fixierung bei lymphatischem 

Gewebe der Katze hinsichtlich CD8 einen deutlich schlechteren Antigenerhalt gewährleistet 

als die Gefrierschnitttechnik.  

 

Die Notwendigkeit einer niedrigeren Gebrauchsverdünnung des Primärantikörpers für den 

Einsatz auf ZSF-fixiertem Gewebe im Vergleich zu Gefriermaterial deckt sich mit Beobach-

tungen von Breugelmans et al. (2011c), wonach die Gebrauchsverdünnung des Primäranti-

körpers für den Nachweis von CD8 an Gefriermaterial im Vergleich zu ZSF-fixiertem Mate-

rial sogar um das 1000fache erhöht werden konnte. 

 

Da im Unterschied zur Formalinfixierung immmerhin bei drei Tagebuchnummern ein positi-

ver immunhistologischer Nachweis des fixierungs- und prozessierungssensitiven 

T-Lymphozytenmarkers CD8 in paraffineingebettetem Gewebe gelang, ist der Antigenerhalt 

von ZSF-fixiertem Gewebe im Vergleich zu formalinfixiertem Material als besser einzustu-

fen, zumal der verwendete Antikörper nur für den Gebrauch auf Gefriermaterial vorgesehen 

war. Dies stimmt mit den Ergebnissen der Studie von Hicks et al. (2006) überein, in der eben-

falls ohne Antigen-Retrieval-Maßnahmen der Nachweis von CD8 in murinem, ZSF-fixiertem 

Gewebe gelang, während dies in formalinfixiertem Material auch unter Anwendung von An-

tigen-Retieval-Verfahren nicht möglich war. Ähnliche Beobachtungen machten Breugelmans 

et al. (2011c) an ovinem Gewebe. Auch Ihnen gelang neben drei anderen Lymphozytenmar-

kern die Darstellung von CD8 in ZSF-fixiertem Gewebe, während in formalinfixiertem Ge-

webe auch nach Anwendung von Antigen-Retrieval-Methoden für kein Antigen ein positives 
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Ergebnis erzielt werden konnte. Allerdings wurde in diesen Studien kein inkonstanter Nach-

weis von CD8 beschrieben. 

 

5.1.1.2.2.5 Fazit 

Da unter Verwendung der ZSF-Fixierung mit modifizierter Prozessierung im Gewebeeinbet-

tungsautomaten eine immunhistologische Darstellung von CD8 nur inkonstant in ZSF-

fixiertem Gewebe gelang, ist das Fixierungsverfahren für den Nachweis dieses Antigens in 

felinem, lymphatischem Gewebe im Rahmen der Routinediagnostik nicht geeignet. 

 

Auch eine manuelle Prozessierung nach dem Originalprotokoll von Beckstead (1994) führte 

nicht zu zufrieden stellenden Ergebnissen, die einen verlässlichen Antigennachweis von CD8 

in felinem, lymphatischem Gewebe belegen. 

 

 

5.1.2 Immunhistologische Kontrollen 

Wie unter 4.1.6 beschrieben, konnte in Geweben aller Fixierungsmethoden nach erfolgter 

immunhistologischer Inkubation vereinzelt eine unerwünschte, nicht antigenspezifische, zy-

toplasmatische Anfärbung von mononukleären, makrophagenartigen, zytoplasmareichen Zel-

len beobachtet werden. 

 

Aufgrund des charakteristischen Erscheinungbildes dieser Zellen und ihrer Lokalisation (im 

Mesenteriallymphknoten vor allem im Bereich des Parakortex, seltener auch im Follikel- und 

Markbereich, sowie in der Milz in der roten Pulpa) handelt es sich bei den von der uner-

wünschten Anfärbung betroffenen Zellen vermutlich um Zellen des mononukleären Phagozy-

ten-Systems (MPS) (Abbas et al., 2007b; Tizard, 2009c, d). 

 

Das Auftreten der Anfärbung in Negativ- und Positivkontrolle sowie die fehlende Abnahme 

der Intensität des Signals bei der Verwendung höherer Verdünnungsstufen des Primärantikör-

pers und des nicht reagierenden Antikörpers T1 ließen bereits vermuten, dass die beschriebe-

ne Anfärbung nicht auf einer alleinigen spezifischen Bindung durch einen dieser beiden Anti-

körper beruhte. Die Tatsache, dass die unerwünschte Färbung erst verschwand, wenn der Ter-

tiärkörper (PAP) ausgelassen wurde, und auch bei Auslassung der beiden anderen Antikörper 

nicht wahrnehmbar abnahm, spricht dafür, dass die Anfärbung zumindest hauptsächlich auf 

den Tertiärantikörper zurückzuführen war. In der Literatur wurde das Auftreten einer uner-
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wünschten, nicht antigenspezifischen Anfärbung von Zellen im Zusammenhang mit der Ver-

wendung von PAP auch von anderen beschrieben (van der Beek et al., 1992). 

 

Ein Erklärungsansatz liegt in einer möglichen Bindung der Fc-Region des Tertiärantikörpers 

(PAP) durch Fc-Rezeptoren auf den Zellen des mononukleären Phagozyten-Systems. Aller-

dings ist dieses Phänomen, von Ausnahmen abgesehen (van der Beek et al., 1992), vor allem 

bei nativen Geweben zu beobachten, während es bei fixierten und paraffineingebetteten Ge-

webeproben und acetonfixierten Gefrierschnitten aktuellen Untersuchungen zufolge kaum 

von Bedeutung ist, da Fc-Rezeptoren üblicherweise im Rahmen der Fixierung und Prozessie-

rung zerstört werden (Buchwalow et al., 2011; Ramos-Vara, 2005). Im vorliegenden Fall 

sprechen sowohl die Tatsache, dass alle von der unerwünschten Anfärbung betroffenen Ge-

webe (auch die Gefrierschnitte) einem Fixierungsprozess unterzogen wurden sowie das un-

einheitliche Verteilungsmuster der angefärbten Zellen gegen eine Fc-Rezeptor-vermittelte 

Bindung des Tertiärantikörpers. Denn insbesondere in der Milz wäre aufgrund der hohen An-

zahl von mononukleären Zellen des MPS eine zumindest gleich starke Ausprägung der An-

färbung wie im Lymphknoten zu erwarten gewesen. 

 

Eine weitere Erklärungsmöglichkeit liegt in der hohen Affinität, die bestimmte bakterielle 

Proteine wie z. B. die Zellwandbestandteile Protein A (Staphylococcus aureus) und Protein G 

(Streptococcus sp.) für die Fc-Region vieler Immunglobuline G (IgG) und damit auch für den 

PAP-Komplex aufweisen (Akerström et al., 1985; Björck und Kronvall, 1981; Hsu und Raine, 

1981). Dieses Phänomen ist in der Literatur mehrfach beschrieben und wurde beispielsweise 

auch im Rahmen von immunhistologischen Nachweisverfahren sowie zur Verringerung nicht 

antigenspezifischer Bindungen durch Blockierung der Fc-Region der verwendeten Antikörper 

genutzt (Akerström et al., 1985; Hsu und Raine, 1981; van der Beek et al., 1992). 

 

Es ist somit nicht auszuschließen, dass im vorliegenden Fall die Fc-Region des Tertiäranti-

körpers (PAP) an Zellbestandteile mit ähnlichen Eigenschaften wie Protein A und G von Bak-

terien bindet, die nach agonaler Passage der Darmschranke von Zellen des mononukleären 

Phagozyten-Systems phagozytiert wurden, wodurch die beobachtete feingranuläre, z. T. lokal 

begrenzte zytoplasmatische Anfärbung von makrophagenartigen Zellen in den beschriebenen 

Arealen auftreten könnte. Dieser Erklärungsansatz würde gleichzeitig begründen, warum die 

angefärbten Zellen häufiger im Mesenteriallymphknoten (und hier vor allem im Bereich des 

Parakortex) und seltener in der Milz zu beobachten waren. 
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Aufgrund ihres lediglich vereinzelten Auftretens sowie ihrer granulären Struktur und hauch-

zarten hellbraunen Farbe ließ sich die unerwünschte spezifische Anfärbung gut von der beab-

sichtigten immunhistologischen Markierung der CD8+ T-Lymphozyten, der eigentlichen Ziel-

zellen, abgrenzen. Zudem unterschieden sich die von der unerwünschten Anfärbung betroffe-

nen makrophagenartigen Zellen hinsichtlich ihrer charakteristischen Morphologie stark von 

CD8+ T-Lymphozyten, sodass stets eine eindeutige Ansprache der positiven 

CD8+ T-Lymphozyten möglich war. Die unerwünschte Anfärbung stellte somit hinsichtlich 

der Auswertbarkeit der immunhistologischen Reaktion keine Einschränkung dar. 

 

 

 

5.2 Morphologieerhalt 

 
5.2.1 Herkömmliche Methoden  

5.2.1.1 Gefrierschnitttechnik 

Die Gefrierschnitttechnik bot im Hinblick auf den Morphologieerhalt von Organ- und Zell-

strukturen eine lediglich eingeschränkte Detailerkennbarkeit (siehe unter 4.2.1), was mit der 

allgemein in der Literatur vorherrschenden Einschätzung diesbezüglich übereinstimmt (Bla-

schitz et al., 2008; Bos et al., 2000; Braun et al., 2011; Brenes et al., 1986; Breugelmans et al., 

2011c; Casey et al., 1988; Collings et al., 1984; Gonzalez et al., 2001; Hadler-Olsen et al., 

2010a; Hewitt et al., 2008; Hicks et al., 2006; Holgate et al., 1983; Kähler et al., 2010; Kim et 

al., 2004; Kunder et al., 2007; Leong et al., 2010; Linder, 1991; Löhler et al., 2009; Mueller et 

al., 2011; Paavilainen et al., 2010; Rathkolb et al., 1997; Shi et al., 2008; Stein et al., 1984; 

Vincek et al., 2005; Vollmer et al., 2006; Whiteland et al., 1995; Williamson et al., 1998). 

 

5.2.1.2 Formalinfixierung 

Der unter Verwendung der Formalinfixierung erzielte Morphologieerhalt konnte als sehr gut 

beurteilt werden (siehe unter 4.2.2). Dies entsprach dem Anspruch, den Formalin als Stan-

dardfixans für die histopathologische Beurteilung von Geweben erfüllt (Blum, 1893, 1894; 

Buesa, 2008; Kothmaier et al., 2011; Leong et al., 2010; Moelans et al., 2011; Paavilainen et 

al., 2010; Preusser et al., 2010; Srinivasan et al., 2002; Vollmer und Goldmann, 2011). 
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5.2.2 Alternative Methoden 

5.2.2.1 HOPE
®
-Fixierung 

Der Morphologieerhalt von HOPE®-fixiertem Gewebe war bezüglich der Detailerkennbarkeit 

der zellulären Strukturen geringfügig schlechter als der von formalinfixiertem Material (siehe 

unter 4.2.3). Damit entsprachen die Ergebnisse dieser Arbeit nicht der Einschätzung einiger 

Forschungsgruppen, welche den Morphologieerhalt von HOPE®-fixiertem Gewebe als ver-

gleichbar mit dem von formalinfixiertem Material beurteilten (Blaschitz et al., 2008; Braun et 

al., 2011; Goldmann et al., 2002; Goldmann et al., 2003; Goldmann et al., 2006; Kähler et al., 

2010; Schewe et al., 2005; Sen Gupta et al., 2003). 

 

In Übereinstimmung mit Anderle et al. (2008), Blaschitz et al. (2008), Braun et al. (2011) und 

Kähler et al. (2010) konnte der Morphologieerhalt von HOPE®-fixiertem Gewebe gegenüber 

Gefriermaterial als deutlich überlegen eingestuft werden.  

 

Lediglich in einer Studie wurde eine erhöhte Neigung zur Spaltbildung in HOPE®-fixiertem 

Ösophagusgewebe bei verschiedenen Tierarten bemängelt (Hornickel et al., 2011a). Die Mög-

lichkeit des Auftretens dieses Phänomens wurde allerdings bereits von den Entwicklern des 

Fixierungsverfahrens insbesondere bei zelldichten Geweben wie Lymphknoten beschrieben 

(Olert et al., 2001) und im Rahmen dieser Arbeit nicht als beeinträchtigend wahrgenommen. 

 

5.2.2.2 ZSF-Fixierung 

Der unter Verwendung der ZSF-Fixierung erzielte Morphologieerhalt konnte im Vergleich 

mit Gefriermaterial als deutlich überlegen eingestuft werden (siehe unter 4.2.4). Hinsichtlich 

der Formalinfixierung konnte in ZSF-fixiertem Gewebe ein vergleichbares Ergebnis erzielt 

werden. Zu diesem Ergebnis kam auch die Studie von Hadler-Olsen et al. (2010a). Dem wi-

dersprach die Auffassung von Löhler et al. (2009), wonach der Morphologieerhalt in ZSF-

fixiertem Material deutlich schlechter als der in formalinfixiertem Gewebe war.  

 

Die unter 4.2.4 beschriebene Beobachtung, dass bei ZSF-fixiertem Material die Zellzwischen-

räume geringfügig größer und die Kernstrukturen kompakter erschienen als bei formalinfi-

xiertem Material, wurde auch von der Arbeitsgruppe um Wester (2003) gemacht. Sie führte 

diese Phänomene auf eine im Vergleich zu formalinfixiertem Material um 37 % erhöhte 

Schrumpfung des Gewebes zurück 
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6 Zusammenfassung / Summary 

 
6.1 Zusammenfassung 

 
1. Ziel dieser Arbeit war es, unter Verwendung der ZSF-Fixierung nach Beckstead 

(1994) und der kommerziellen HOPE®-Fixierung die Eignung dieser beiden alternati-

ven aldehydfreien Fixierungsverfahren für die immunhistologische Darstellung von 

CD8+ T-Lymphozyten in paraffineingebettetem, lymphatischem Gewebe der Katze zu 

untersuchen. 

 

2. In der Literaturübersicht wird zunächst die Problematik der immunhistologischen Dar-

stellung von fixierungs- und prozessierungssensitiven Antigenen am Beispiel des 

T-Lymphozytendifferenzierungsantigens CD8 erläutert. Im Anschluss werden die bei-

den alternativen Fixierungsverfahren vorgestellt und ein kurzer Überblick über ihren 

bisherigen Einsatz in der Forschung unter besonderer Berücksichtigung des immunhis-

tologischen Nachweises von CD8+ T-Lymphozyten in diversen Geweben verschiede-

ner Spezies gegeben. 

 

3. Milz und Mesenterialllymphknoten von zwölf Katzen wurden jeweils parallel der 

Formalin-, HOPE®- und ZSF-Fixierung unterzogen, prozessiert und in Paraffin einge-

bettet. Zusätzlich wurden jeweils Gefrierblöcke angefertigt, die als Positivkontrollen 

und als Standard für die Beurteilung der Färbeintensität dienten. Bei der ZSF-

Fixierung erfolgte die Prozessierung nach einem institutsinternen modifizierten Proto-

koll, nachdem in Vorversuchen in dem auf diese Weise prozessierten Gewebe ein po-

sitiver Nachweis des T-Zelldifferenzierungsantigens CD8 hatte erzielt werden können. 

Die unterschiedlich fixierten Proben eines Tieres wurden jeweils parallel in einem In-

kubationsansatz gefärbt und die Formalin-, HOPE®- und ZSF-fixierten Proben hin-

sichtlich ihrer Färbeintensität (Intensität des Signals und Anzahl der eindeutig positi-

ven Zellen) mit der jeweiligen Gefrierschnittkontrolle verglichen. 

 

4. Eine immunhistologische Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten in formalinfixiertem 

Material war bei keiner Probe möglich. 

 

5. Unter Verwendung der HOPE®-Fixierung gelang bei allen Proben der Nachweis von 

CD8+ T-Lymphozyten, sofern im Hinblick auf postmortale Veränderungen ein mor-
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phologischer Strukturerhalt des Ausgangsmaterials gegeben war. Die Gefrierschnitt-

kontrollen wiesen jedoch gegenüber den HOPE®-fixierten Proben in allen Fällen einen 

überlegenen Antigenerhalt auf; hingegen zeigten sie einen deutlich schlechteren Mor-

phologieerhalt als diese. Im Vergleich zu formalinfixiertem Material war der Morpho-

logieerhalt von HOPE®-fixiertem Gewebe geringfügig herabgesetzt. 

 

6. In ZSF-fixiertem Material gelang lediglich bei drei von zwölf Tieren ein Nachweis 

von CD8+ T-Lymphozyten. Der Morphologieerhalt in ZSF-fixiertem Material wurde 

als vergleichbar mit formalinfixiertem Material beurteilt und war dem von Gefrier-

schnitten deutlich überlegen. 
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6.2 Summary 

 
1. The aim of the study was the immunohistological demonstration of CD8+ T cells in 

paraffin-embedded feline lymphoid tissues by using two alternative aldehyde-free 

fixation methods: the ZSF-fixation published by Beckstead (1994) and the commercial 

HOPE®-fixation. 

 

2. Using the example of the CD8-antigen of T-cells, the problem of the immunohis-

tological detection of fixation- and processing-sensitive antigens is briefly outlined. 

The two alternative fixation methods are introduced and a short review on their previ-

ous fields of application is given with particular regard to the immunohistological 

demonstration of CD8+ T-cells in tissues of various species. 

 

3. Specimens of spleen and mesenterial lymph nodes of twelve cats were fixed with for-

malin, HOPE® and ZSF, processed and subsequently embedded in paraffin respec-

tively. A portion of each tissue was snap-frozen for comparison. Regarding ZSF-

fixation, a modified in-house protocol was used after preceeding experiments had 

shown that the T-cell marker CD8 could be detected in specimens processed according 

to this modified protocol. The paraffin-embedded as well as the frozen sections were 

stained immunohistologically in parallel. Finally, the formalin-, HOPE®- and ZSF-

fixed sections were compared to the frozen section control with regard to number of 

cells staining and intensity of staining. 

 

4. CD8+ T cells could not be demonstrated in any of the formalin-fixed specimens. 

 

5. CD8+ T cells could be detected in all HOPE®-fixed specimens provided that structural 

preservation of tissue was given with regard to postmortal changes. Frozen sections 

showed superior antigen preservation but reduced morphological preservation com-

pared to HOPE®-fixed sections. Compared to formalin-fixed material morphological 

preservation of HOPE®-fixed tissue was slightly inferior. 

 

6. Positive labelling of CD8+ T-cells could be found in ZSF-fixed tissues of only three of 

twelve cats. Morphological preservation of ZSF-fixed specimens was comparable to 

formalin-fixed material and considerably superior to frozen sections.  
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8 Anhang 
 

8.1 Tabellen 

 
Tabelle 8.1.1 Daten zu Tagebuchnummer, Rasse, Alter, Geschlecht, pathologischer Gesamt-

diagnose und Lagerungsdauer (unter Kennzeichnung postalisch zugestellter 

oder gefrorener Tierkörper) 
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Tabelle 8.1.2 Daten zu Fixierungsart und Fixierungsdauer der Gewebeproben sowie 

Angaben zu abweichender Prozessierung und Paraffinierung (Fortsetzung) 

Tgb.-Nr. Fixierungsmethode FD Gewebe Bemerkungen 

GF  Milz, LK  

Formalin 48 h Milz, LK  

HOPE® 44 h Milz, LK  

S176/06 

ZSF 78 h Milz, LK   

GF  Milz, LK  

Formalin  nv  

HOPE® 47 h Milz, LK  

S1525/06 

ZSF 75 h Milz, LK   

GF  Milz, LK  

Formalin 42 h Milz, LK  

HOPE® 42 h Milz, LK  

ZSF 42 h Milz, LK  

Milz, LK PD 30 min 

S359/07 

ZSF-M 42 h 
LK PD 12,5 h 

GF  Milz, LK  

Formalin 24 h Milz, LK  

HOPE® 41 h Milz, LK  

S111/10 

 

 

ZSF 48 h Milz, LK  

GF  Milz, LK  

Formalin 46 h Milz, LK  

40 h Milz, LK  
HOPE® 

64 h LK  

46 h Milz, LK  

S158/10 

ZSF 
70 h Milz, LK  

 

 

 

 

 

   

 

Fortsetzung nächste Seite 
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Tabelle 8.1.2 Daten zu Fixierungsart und Fixierungsdauer der Gewebeproben sowie 

Angaben zu abweichender Prozessierung und Paraffinierung (Fortsetzung) 

Tgb.-Nr. Fixierungsmethode FD Gewebe Bemerkungen 

GF  Milz, LK  

Formalin 46 h Milz, LK  

40 h Milz, LK  
HOPE® 

64 h Milz, LK  

46 h Milz, LK  

S161/10 

ZSF 
70 h Milz, LK  

GF  Milz, LK  

Formalin 25 h Milz, LK  

42 h Milz, LK  
HOPE® 

66 h Milz, LK  

48 h Milz, LK  

S174/10 

ZSF 
72 h Milz, LK  

GF  Milz, LK  

Formalin 25 h Milz, LK  

43 h Milz, LK  
HOPE® 

67 h Milz, LK  

49 h Milz, LK  

S176/10 

ZSF 
73 h Milz, LK  

GF  Milz, LK  

Formalin 25 h Milz, LK  

43 h Milz, LK  
HOPE® 

67 h Milz, LK  

49 h Milz, LK  

S179/10         

 

 

 

 

 
ZSF 

73 h Milz, LK  

GF  Milz, LK  

Formalin 26 h Milz, LK  

44 h Milz, LK  

S180/10 

HOPE® 
67 h Milz  

 

 
   Fortsetzung nächste Seite 
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Tabelle 8.1.2 Daten zu Fixierungsart und Fixierungsdauer der Gewebeproben sowie 

Angaben zu abweichender Prozessierung und Paraffinierung (Fortsetzung) 

Tgb.-Nr. Fixierungsmethode FD Gewebe Bemerkungen 

26 h Milz, LK  

50 h Milz, LK  

S180/10 

ZSF 

74 h Milz  

GF  Milz, LK  

Formalin 26 h Milz, LK  

44 h Milz, LK  
HOPE® 

67 h Milz, LK  

26 h Milz, LK  

50 h Milz, LK  

S193/10 

ZSF 

74 h Milz, LK  

GF  Milz, LK  

Formalin 24 h Milz, LK  

17 h Milz, LK  

42 h Milz, LK  

66 h Milz,LK  

89 h Milz, LK  

103 h Milz, LK  

HOPE® 

10 d Milz, LK  

24 h Milz, LK  

48 h Milz, LK  

72 h Milz, LK  

96 h Milz, LK  

120 h Milz, LK  

10 d Milz, LK  

S606/10 

 

ZSF 

41 d Milz, LK  

 

GF: Gefrierschnitttechnik; ZSF: Zinksalzfixans; PD: Paraffinierungsdauer (Gesamtinkuba-

tionsdauer der fixierten Proben in Paraffin); LK: Mesenteriallymphknoten; FD: Fixierungs-

dauer 
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Tabelle 8.1.3: Prozessierungsprotokoll des Gewebeeinbettungsautomaten 

Stufe 1 10 % Formalin 1 h 37 °C 

Stufe 2 50 % Ethanol 1 h 37 °C 

Stufe 3 70 % Ethanol 1 h 37 °C 

Stufe 4 80 % Ethanol 1 h 37 °C 

Stufe 5 90 % Ethanol 45 min 37 °C 

Stufe 6 Isopropanol 1 h 37 °C 

Stufe 7 Isopropanol 1 h 37 °C 

Stufe 8 Xylol 1,5 h 40 °C 

Stufe 9 Xylol 1,5 h 40 °C 

Stufe 10 Xylol 1 h 40 °C 

Stufe 11 Paraffin 1 h 60 °C 

Stufe 12 Paraffin 1 h 60 °C 

Stufe 13 Paraffin 1 h 60 °C 

Stufe 14 Paraffin 1,5 h 60 °C 
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Tabelle 8.1.4: Daten zur immunhistologischen Darstellung von CD8+ T-Lymphozyten in  

Gefriermaterial 

Tgb.-Nr. Gewebe Färbeintensität 

(Standard) 

Milz +++ S176/06 

LK +++ 

Milz +++ S1525/06 

LK +++ 

Milz +++ S359/07 

LK +++ 

Milz +++ S111/10 

LK +++ 

Milz +++ S158/10 

LK +++ 

Milz +++ S161/10 

LK +++ 

Milz +++ S174/10 

LK +++ 

Milz +++ S176/10 

LK +++ 

Milz +++ S179/10 

LK +++ 

Milz - S180/10 

LK +++ 

Milz +++ S193/10 

LK +++ 

Milz +++ S606/10 

LK +++ 

 

LK: Mesenteriallymphknoten; Symbole: zur 

Erläuterung siehe unter 3.4.5.2.2 
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Tabelle 8.1.5: Daten zur Bewertung der Färbeintensität des immunhistologischen Nachweises 

von CD8+ T-Lymphozyten in formalinfixiertem Material im Vergleich zu pa-

rallel inkubiertem Gefriermaterial 

Bewertung der Färbeintensität Tgb.-Nr. Gewebe 

Formalinfixiertes 

Material 

Gefrierschnitt 

(Standard) 

Milz - +++ 
S176/06 

LK - +++ 

Milz nv  
S1525/06 

LK nv  

Milz - +++ 
S359/07 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S111/10 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S158/10 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S161/10 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S174/10 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S176/10 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S179/10 

LK - +++ 

Milz - - 
S180/10 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S193/10 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S606/10 

LK - +++ 

 

LK: Mesenteriallymphknoten; nv: nicht vorhanden; Symbole: zur 

Erläuterung siehe Tabelle 8 unter 3.4.5.2.2 
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Tabelle 8.1.6 Bewertung des immunhistologischen Nachweises von CD8+ T-Lymphozyten 

in HOPE®-fixiertem Material im Vergleich zu Gefriermaterial (Fortsetzung) 

Bewertung der Färbeintensität Tgb.-Nr. FD Gewebe 

HOPE
®
-fixiertes 

Material 

Gefrierschnitt 

(Standard) 

Milz + +++ 
S176/06 44 h 

LK ++ +++ 

Milz + +++ 
S1525/06 47 h 

LK ++ +++ 

Milz + +++ 
S359/07 42 h 

LK ++ +++ 

Milz + +++ 
S111/10 41 h 

LK ++ +++ 

Milz + +++ 
40 h 

LK + +++ 

Milz nv  
S158/10 

64 h 
LK + +++ 

Milz ++ +++ 
40 h 

LK ++ +++ 

Milz + +++ 
S161/10 

64 h 
LK ++ +++ 

Milz ++ +++ 
42 h 

LK ++ +++ 

Milz + +++ 
S174/10 

66 h 
LK ++ +++ 

Milz ++ +++ 
43 h 

LK ++ +++ 

Milz + +++ 
S176/10 

67 h 
LK + +++ 

 

 
   

Fortsetzung 

nächste Seite 
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Tabelle 8.1.6 Bewertung des immunhistologischen Nachweises von CD8+ T-Lymphozyten 

in HOPE®-fixiertem Material im Vergleich zu Gefriermaterial (Fortsetzung) 

Bewertung der Färbeintensität Tgb.-Nr. FD Gewebe 

HOPE
®
-fixiertes 

Material 

Gefrierschnitt 

(Standard) 

Milz - +++ 
43 h 

LK + +++ 

Milz - +++ 
S179/10 

67 h 
LK + +++ 

Milz - - 
44 h 

LK + +++ 

Milz - - 
S180/10 

67 h 
LK nv  

Milz ++ +++ 
44 h 

LK ++ +++ 

Milz ++ +++ 
S193/10 

67 h 
LK ++ +++ 

 

FD: Fixierungsdauer; LK: Mesenteriallymphknoten; nv: nicht vorhanden; 

Symbole: zur Erläuterung siehe Tabelle 8 unter 3.4.5.2.2 
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Tabelle 8.1.7 Bewertung des immunhistologischen Nachweises von CD8+ T-Lymphozyten 

in ZSF-fixiertem Material im Vergleich zu Gefriermaterial (Fortsetzung) 

Bewertung der Färbeintensität Tgb.-Nr. FD Gewebe 

ZDF-fixiertes 

Material 

Gefrierschnitt 

(Standard) 

Milz - +++ 
S176/06 78 h 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S1525/06 75 h 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S359/07 49 h 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S111/10 48 h 

LK - +++ 

Milz - +++ 
46 h 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S158/10 

70 h 
LK - +++ 

Milz + +++ 
46 h 

LK + +++ 

Milz + +++ 
S161/10 

70 h 
LK + +++ 

Milz - +++ 
48 h 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S174/10 

72 h 
LK - +++ 

Milz - +++ 
49 h 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S176/10 

73 h 
LK - +++ 

 

 
   

Fortsetzung 

nächste Seite 
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Tabelle 8.1.7 Bewertung des immunhistologischen Nachweises von CD8+ T-Lymphozyten 

in ZSF-fixiertem Material im Vergleich zu Gefriermaterial (Fortsetzung) 

Bewertung der Färbeintensität Tgb.-Nr. FD Gewebe 

ZDF-fixiertes 

Material 

Gefrierschnitt 

(Standard) 

Milz - +++ 
49 h 

LK - +++ 

Milz - +++ 
S179/10 

73 h 
LK - +++ 

Milz - - 
26 h 

LK - +++ 

Milz - - 
50 h 

LK - +++ 

Milz - - 

S180/10 

74 h 
LK nv  

Milz + +++ 
26 h 

LK + +++ 

Milz + +++ 
50 h 

LK + +++ 

Milz + +++ 

S193/10 

74 h 
LK - +++ 

 

FD: Fixierungsdauer; LK: Mesenteriallymphknoten; nv: nicht vorhanden; Sym-

bole: zur Erläuterung siehe Tabelle 8 unter 3.4.5.2.2 
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8.2 Lösungen, Puffer und Bezugsquellen 

 
8.2.1 Lösungen und Puffer 

Zinksalzfixans (ZSF, pH 6,5-7,0) nach Beckstead (1994) 

0,1 M Tris-buffered saline (TBS): 

12,1 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

900 ml Aqua dest. 

81,5 ml 1 N HCl 

Ad 1000 ml Aqua dest. 

 

0,5 g Calciumacetat 

5 g Zinkacetat  

5 g Zinkchlorid 

 

Auf eine Voreinstellung des pH-Wertes des Tris/HCl-Puffers auf 7,4, wie in der Publikation 

von Beckstead (1994) angegeben, wurde verzichtet, da in diesem Fall nach Zugabe von Cal-

ciumacetat, Zinkacetat und Zinkchlorid der endgültige pH-Wert von ZSF unter den von 

Beckstead (1994) vorgegebenen Wert von 6,5-7,0 sank. Der endgültige pH-Wert der Lösung 

wurde deshalb erst nach Zugabe der Salze mit 1 N HCl auf einen Wert zwischen 6,5 und 7 

eingestellt.  

 

Tris-buffered saline (TBS, pH 7,6) 

Stammlösung (10x): 

60,57 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

610 ml Aqua dest. 

390 ml 1 N HCl 

Einstellen des pH-Wertes auf 7,6 mit 1 N HCl 

 

Gebrauchslösung: 

100 ml Stammlösung 

900 ml NaCl 0,8 % in Aqua dest. 

Einstellen des pH-Wertes auf 7,6 mit 1 N NaOH/1 N HCl  
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Imidazol/HCL-Puffer 0,1 M (pH 7,1) 

6,81 g Imidazol 

Ad 1000 ml Aqua dest. 

500 ml 0,1 M HCl  

Einstellen des pH-Wertes auf 7,1 mit 0,1 M HCl 

 

3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Dihydrat-Lösung (DAB) 

100 mg DAB 

200 ml 0,1 M Imidazol/HCl-Puffer (pH 7,1) 

Mit Magnetrührer mischen, anschließend mittels eines Trichters und eines Filterpapiers (Filt-

rierpapier MN 615 ¼, Ø 320 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) filtrieren und 

unmittelbar vor Gebrauch 70 µl 30 % H2O2 (Perhydrol® 30 % H2O2 p.a.) zugeben 

 

Kardasewitsch 

200 ml 25% Ammoniaklösung 

800 ml 70% Ethanol 

 

Papanicolauos Gebrauchslösung 

Papanicolauos Hämatoxylin 1b und Aqua dest. im Verhältnis 1:10 mischen und anschließend 

filtrieren 
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8.2.2 Bezugsquellen für Chemikalien, Seren, Antiseren und Geräte  

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Aceton (9372.3) 

Aluminiumfolie (2596.1) 

Ammonia solution, reinst (5460.3) 

Formaldehyd (P733.3) 

Isopropanol (9866.4) 

Roti®-Histol (6640.2) 

Roti®-Plast (Schmelzpunkt 56-58 °C) (6642.6) 

 

DCS Innovative Diagnostik Systeme Dr. Christian Sartori GmbH & Co. KG, Hamburg 

HOPE® I (HL001R500) 

HOPE® II (HL002C001) 

Low Melting Paraffin (Schmelzpunkt: 52-54 °C) (PL003S2K) 

 

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig 

SuperFrost®Plus-Objektträger (J1800AMNZ) 

 

R. Langenbrinck, Teningen 

SuperFrost®Plus Objektträger (03-0060) 

 

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nußloch  

Rotationsmikrotom RM 2255 

 

Life Science International, Frankfurt am Main 

CoverplatesTM 721100013 

 

Macherey- Nagel GmbH & Co. KG, Düren  

Filtrierpapier MN 615 ¼, Ø 320 mm  
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Merck KGaA, Darmstadt 

Calciumacetat (2052) 

HCl Tritrisol® (1.09970.0001) 

Natriumchlorid (1.06400.5000)  

NaOH Tritrisol® (1.09956.0001) 

Papanicolaous Lösung 1b Hämatoxylinlösung S (1.09254.2500) 

Perhydrol® 30 % H2O2 p.a. (1.07210.0250)  

Zinkacetat (1.08802.0250) 

Zinkchlorid (1.08816.0250)  

 

Microm International GmbH, Walldorf 

Rotationsmikrotom HM 335E 

 

Reichert-Jung, Nußloch 

Kryomikrotom Frigocut 2700 

 

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen 

Tissue-Tek® O.C.T.TM Einbettmedium (4583) 

Tissue-Tek® SCATM Eindeckfilm (4770) 

Tissue-Tek® TECTM 5 Paraffinausgießstation mit Kühlplatte (5229) 

Tissue-Tek® VIPTM 5 Jr. Gewebeeinbettungsautomat (5905) 

 

SAV LP GmbH, Flintsbach am Inn 

Ethanol 96 %, verg. mit 1 % Methylethylketon 

Paraffin (Schmelzpunkt 50-52 °C) 

Xylol 

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) (D-5637) 

Imidazol (56750) 

2-Methylbutan (M3,263-1) 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Trizma® base) (93352) 

 

Vogel GmbH & Co KG, Gießen 

Tissue-Tek® Coverslipper (4765) 
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9 Abkürzungsverzeichnis 
 
Abb.  Abbildung 

BKH  Britische Kurzhaarkatze 

CD  cluster of differentiation 

d  Tag(e) 

DAB   Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid 

DNA  deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

dest.  destillata 

DR  Devon Rex 

EKH  Europäische Kurzhaarkatze 

et al.  et alii 

FD  Fixierungsdauer 

GF  Gefrierschnitttechnik 

h  Stunde(n) 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure  

HOPE® HEPES glutamic acid buffer mediated organic solvent protection effect 

IARC  international agency for research of cancer 

Ig  Immunglobulin 

J  Jahr(e) 

kbp  Kilobasenpaare 

LK  Mesenteriallymphknoten 

M  molar 

m  männlich 

MHC  major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitätskomplex) 

min   Minute(n) 

mk  männlich kastriert   

ml  Milliliter 

mm  Millimeter 

mM  Millimol 

Mo  Monat(e) 

mRNA  messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsäure) 

N  normal 

nb  nicht bekannt 

nv  nicht vorhanden 
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µl  Mikroliter 

Obj.  Objektivvergrößerung 

P  Tierkörper über den Postweg eingesandt 

p. a.  pro analysi 

PAP  Peroxidase anti-Peroxidase 

PCR  polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 

PD  Paraffinierungsdauer (Gesamtinkubationsdauer in Paraffin) 

RNA  ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction (Reverse Transkriptase 

Polymerasekettenreaktion) 

s  Sekunde(n) 

TBS  Tris-buffered saline 

Tgb.-Nr. Tagebuch-Nummer(n) 

Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

u. a.  unter anderem 

uÄ  unklarer Ätiologie 

UK  United Kingdom (Vereinigtes Königreich) 

u. U.  unter Umständen 

v. a.   vor allem 

verg.  vergällt 

w  weiblich 

wk  weiblich kastriert 

ZSF  Zinksalzfixans 

ZSF-M in ZSF fixierte und manuell nach dem Protokoll von Beckstead (1994) 

prozessierte Proben 

z. T.  zum Teil 

z. B.   zum Beispiel 

°C  Grad Celsius 
®  registered trade mark 
TM   unregistered trade mark 
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