Histologi@

Einfuhrung in die
Zytologie und Histologie

Begleitskript zum Kursus
Zytologie, Histologie und Mikroskopische Anatomie

e

Anatomische Anstalt der LMU Munchen
Wintersemester 2015/16



Histologi@:
Einfuhrung in die Zytologie und Histologie

Begleitskript zum Kursus
Zytologie, Histologie und Mikroskopische Anatomie

Muinchen, WS 2015/2016



Histologi@:
Einfuhrung in die Zytologie und Histologie

Begleitskript zum Kursus
Zytologie, Histologie und Mikroskopische Anatomie

Histologi@:

Einfihrung in die Zytologie und Histologie
Begleitskript zu Lehrveranstaltungen der Lehrstahle Il und i
an der Anatomischen Anstalt der Medizinischen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat
Manchen

Federfihrend erstellt von:
Prof. Dr. H.-G. Frank

Minchen, den 29. September 2015



Histologi@: Einfiihrung in die Zytologie und Histologie
© 2015 Hans-Georg Frank, Anatomische Anstalt der LMU Minchen, Lehrstuhl I

Verlagshaus Monsenstein und Vannerdat OHG Munster, 2015
www.mv-wissenschaft.com

in Zusammenarbeit mit der Universitatsbibliothek der Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen

Open-Access-Version dieser Publikation verfligbar unter:
http://nbn-resolving.de/ urn:nbn:de:bvb:19-epub-25350-9

ISBN: 978-3-95925-007-8 (Druckausgabe)
ISBN: 978-3-95925-008-5 (elektronische Version)


www.mv-wissenschaft.com

Vorwort

Die Zytologie, die direkt am Anfang des Studiums der Humanmedizin in Miinchen steht, hat eine Reihe
besonderer Herausforderungen zu meistern:

e Sie muss Studierende abholen und zusammenfiihren, deren Vorkenntnisse in den Lebenswissen-
schaften in der Regel sehr heterogen sind.

e Sie muss ein Versténdnis der Zellarchitektur erreichen, das in der Histologie und der mikroskopi-
schen Anatomie systematisch weiterentwickelt und verwendet werden kann.

e Sie muss ausserdem ein Verstandnis der Zellarchitektur liefern, das als Propadeutik fur die
Biochemie und Physiologie sinnvoll ist. Ein gewisser Uberlapp mit Grundlagen dieser Facher ist
dabei nicht ganz zu vermeiden.

Die Flexibilitat des Unterrichtes in der Zytologie wurde durch die Einflhrung der digitalen Mikroskopie
(Projekt: Histologi@) in Miinchen wesentlich verbessert. Damit ist die Bindung an Préparate, die nur mit
Kursmikroskopen mikroskopiert werden kénnen entfallen. Nunmehr kdnnen Préparate, die an Hochleis-
tungsmikroskopen erstellt wurden in uneingeschrankter Qualitat digital in der Lehre eingesetzt werden.
Das bedeutet auch, dass die Studierenden mehr (iber die Méglichkeiten der modernen histologischen
Technik erfahren missen. Sie nutzen deren Produkte (Fluoreszenzpraparate, Immunhistochemie) jetzt
auch im Kurs.

Lehrende und Studierende in den Vorlesungen und Kursen des ersten Studiensemesters miissen diese
ehrgeizigen Ziele gemeinsam innerhalb nur weniger Wochen nach Studienstart erreicht haben.

Das hier jetzt vorliegende Skript versucht, die Mdglichkeiten der histologischen Technik umfassender
zu beschreiben. In den Lehrbiichern ist das haufig kurz abgehandelt.

Es wird ein Zugang zur Zellarchitektur beschritten, der einerseits von viel Stoff entlastet ist, den die
Biochemie und Physiologie spater besser unterrichten kébnnen, andererseits aber trotzdem die oben
umschriebenen Ziele erreichen kann.

Dazu wird hier der Stoff der Zellenlehre so zusammengestellt, dal3 er sich an primar ,anatomischen”
Ansatzen ausrichtet: Die Zelle wird anhand von Grenzen, Rdumen und Transportwegen beschrieben.
Anhand dieser Schemata wird eine funktionell anatomische Beschreibung der Zellarchitektur als
eine Art zellularer Landkarte versucht. Diese Betrachtungsweise ist aus Lehrblichern der Zellbiologie
in verkdrzter Form Gbernommen (z.B. Alberts, Molekularbiologie der Zelle); sie wird aber in den
Histologielehrblichern i.d.R. nicht verwendet und ist daher erganzend zur Standard-Lehrbuchlektlre.

In die so umrissene zelluldre Landkarte mit Grenzen, R&umen und Transportwegen kdénnen dann spater
biochemische und physiologische Inhalte einsortiert werden. Von hier aus kann auch die Histologie und
die mikroskopische Anatomie entwickelt werden.

Das Skript konzentriert sich auBerdem auf die Beschreibung einer virtuellen Einzelzelle. Daher werden
Zellkontakte z.B. in der gegenwartigen Fassung nicht erwahnt. Sie sind natirlich wichtig, werden aber
sinnvollerweise direkt in Vorbereitung der Gewebe der Histologie vorgestellt. In der gegenwartigen
Fassung des Skriptes bleibt das noch auf3en vor.

Dieses Skript wurde flir den Gebrauch in der universitaren Lehre der LMU erstellt. Es wird primar
den Lehrenden und Studierenden der LMU fiir Arbeit bzw. Studium als lehr- und lernunterstiitzende
Leistung zur Verfigung gestellt.

Prof. Dr. Hans-Georg Frank
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Teil L.

Prinzipien der Mikroskopie und
Histologischen Technik



1. Mikroskopie: Ein bildgebendes Verfahren

In der Mikroskopie werden Licht- oder Elektronenstrahlen kombiniert mit Linsensystemen eingesetzt,
um hohe VergréBerungen zu erzielen. Ganze Organe und Organteile sind i.d.R. zu grof3, um in einem
Stiick mikroskopisch untersucht zu werden. Die VergréBerung, die das Instrument “Mikroskop” erzielen
kann, bedeutet darum auch, dass nur kleine “Proben” eines Organs fiir die Untersuchung prapariert
werden; von diesen Ergebnissen muss dann auf das ganze Organ geschlossen werden.

Lichtstrahlen (noch mehr: Elektronenstrahlen) haben nur eine sehr geringe Durchdringungsféhigkeit far
Gewebe. Daher muss die durchstrahlte Schichtdicke diinn genug gehalten werden, um den Durchtritt
der Licht- oder Elektronenstrahlen zu erlauben.

e In der Lichtmikroskopie werden meist diinne Gewebescheiben mit einer Schichtdicke im
ein- bis zweistelligen pm-Bereich (1-15um) eingesetzt. Die Gewebescheiben haben einen
Durchmesser von ein bis zwei cm und sind auf Glas (Objekttrager) aufgezogen.

e In der Elektronenmikroskopie werden sehr diinne Gewebescheiben mit einer Schichtdicke im
zweistelligen nm-Bereich (20-100nm) eingesetzt. Die Gewebescheiben haben einen Durch-
messer im Bereich von 1-2mm und sind auf folienbeschichtete Metallgitter (Grids, max. 2x2mm)
aufgezogen.

Die Mikroskopie dringt also mit hochwertigen bildgebenden Instrumenten in ,abstrakte* Dimensionen
vor, die mit bloBem Auge nicht wahrgenommen werden kénnen. Sie ist damit das, was in der Medizin
generell als “bildgebendes Verfahren” bezeichnet wird. Die Mikroskopie ist das alteste bildgebende
Verfahren in der Medizin und nach wie vor ein Schllsselverfahren der medizinischen Diagnostik. Sie
hat im Rahmen ihrer Einflihrung in die Medizin eine Revolution der diagnostischen Konzepte ausgeldst
(Virchow sche “Zellularpathologie”) und wird bis heute kontinuierlich weiterentwickelt und verbessert .
Folgende Elemente kennzeichnen bildgebende Verfahren der Medizin allgemein:

e Generierung optischer Bilder von Strukturen, die eigentlich auBerhalb der Méglichkeiten der
menschlichen Sinnesorgane sind (Histologie, Ultraschall, Réntgen, CT, MR,...)

¢ Aufwandige technische Apparate und Einrichtungen zur Bildgebung (Mikroskopie, Schallgebung,
Schallrezeption, Strahlengenerierung, Strahlenrezeption, Algorithmen der Bildgenerierung bei
tomographischen Verfahren, ...)

e Bildgebende Verfahren generieren technisch sogenannte abstrahierte “Aquivalentbilder’. Die
Interpretation setzt Kenntnis des technischen Vorgangs der Bildentstehung voraus.

Die histologische Technik enthalt folgende basale Verfahrenselemente:

e Die mikroskopische Struktur entnommener Proben muss rasch und effizient vor Verfall geschitzt
und méglichst lebensnah erhalten werden (Fixierung).

e Um ausreichend diinne Gewebescheiben herzustellen, miissen technische Schneideverfahren
angewandt werden. Dafiir muss das Gewebe in spezielle schneidbare Medien eingeschlossen
werden (Einbetten und Schneiden).

e Ausreichend diinne durchstrahlbare Gewebescheiben (Schnitte) sind zunéchst einfach nur durch-

sichtig. Diagnostisch bedeutsame Strukturen muissen erst noch dargestellt werden. (Farben,
Kontrastieren).

"Es wurden mehrere Nobelpreise fiir Physik/Chemie oder Physiologie/Medizin fiir Entdeckungen mit Bezug zur Mikroskopie
vergeben. Der letzte davon erst 2014 (u.a. an Stefan Hell fir “Ultrahochauflésende Fluoreszenzmikroskopie”)

2Réntgenbilder zeigen nur réntgendichte Strukturen, nicht die ganze Wirklichkeit, die sie zum Beispiel im Préparierkurs sehen.
Am bildgebenden Punkt sind sie der Wirklichkeit aber ,aquivalent*. Gut, wenn Sie den bildgebenden Punkt verstehen kénnen;
schlecht, wenn nicht. ..
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1.1. Herkunft, Vorbereitung und Verarbeitung von Proben

1.1.1. Herkunft von Proben

Post mortem Untersuchungen in

der Anatomie, Pathologie oder Konservative Facher _
der Rechtsmedizin sind nur eine Pathologie (z.B. Innere Medizin, Dermatologie)

- . Rechtsmedizin Operative Fdacher
mogliche Quelle von Proben. Die  apatomie (2.B. Chirurgie, HNO)
meisten Proben fiir die Histologie = Experimentelle Medizin Experimentelle Medizin

werden aus gréBeren Organen
intra vitam entnommen (s. Abb.
1.1). In der Klinik sind Proben
hauptséachlich Biopsien (Stanzbi-
opsien, Nadelbiopsien, Biopsien
mittels Biopsiezangen z.B. bei
der Endoskopie). Dazu kommen Proben

Organe oder Organteile, die im Entnahme
Rahmen von Operationen (z.B.
Tumorchirurgie, aber auch die

=

Post Mortem Intra Vitam

i

einfache Appendektomie, Tonsil- c Fixierung

lektomie, oder Amputation von '5

Korperteilen, etc.) entnommen l“_’ l/

wurden. Flissige Proben (Blut, o)

Knochenmark, Harn) oder Abstri- = Einbetten/ Schneiden
. N Q

che (z.B. Cervix uteri) kbnnen als o

Ausstrichpraparate fir die Beurtei- (=] 1/

lung von Einzelzellen verwendet % ) )

werden. Der rein zahlenmaBige ] Férben / Eindecken

Umfang solcher Untersuchungen T

in der Medizin ist erheblich. Die
allermeisten Diagnosen von Kar-
zinomen und malignen Tumo-

ren, aber auch viele Diagnosen Abbildung 1.1.: Im FluBschema wird der Prozess der Bilderzeugung in der
von chronischen entziindlichen Histologie zusammengefaBt. Proben stammen aus vielen medizinischen Fachern.
Verénderungen werden durch Die zentrale Stellung der histologischen Technik bei der Produktion von Préparaten

) ; (blau hervorgehoben) und damit letztlich bei der Interpretation der zu beurteilenden
histologische Untersuchung ge-  gider wird deutlich. Im ,Histokurs* wird besonderer Wert darauf gelegt, die Beurtei-
stellt. In einem gréBeren Zentrum lung histologischer Praparate zu vermitteln und zu tiben. Ein Grundverstindnis der

fir Routinepathologie mit breit Prinzipien der Préparateherstellung ist daflr erforderlich.

gefachertem Spektrum kénnen

ohne weiteres hunderte solche Proben pro Tag verarbeitet werden. In vielen klinischen Ablaufen
sind histologische Befunde zentrale Entscheidungskriterien.

v

Beurteilung

1.1.2. Vorbereitung von Proben

1.1.3. Probenentnahme und initiale Verarbeitung

Proben werden entweder méglichst rasch post mortem gewonnen oder vom lebenden Kérper getrennt.
Die nachfolgenden Verarbeitungsschritte erfordern Zeit. Daher muss die Struktur der Proben méglichst
gut erhalten werden, indem der autolytische Zerfallsprozess nach Trennung von der Zirkulation rasch
gestoppt wird. Daflr gibt es verschiedene Prinzipien:

Fixierung mit chemischen Mitteln: Diese Form der Fixierung ist der Regelfall. Die Probe wird mit
einer Mischung durchtrénkt, die eine reaktive Substanz - meist Formaldehyd, bei der Elektronen-
mikroskopie oft auch Glutardialdehyd - enthalt. Die Aldehydfunktion dieser Substanzen reagiert
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in komplexer Weise mit den Seitenketten und den e-Aminogruppen der Proteine. Die Fixierung
stoppt den Zerfall und vernetzt die Proteine dreidimensional sowie weitgehend ortsrichtig. Das
erlaubt die zeitaufwandigen nachfolgenden Schritte ohne weiteren Strukturverlust durch Autolyse.

Einfrieren: Einfrieren ist ein probates Mittel, um die Autolyse zu stoppen. Allerdings kann gefrorenes
Wasser spater nicht ideal geschnitten werden und einfaches Einfrieren flhrt zur Kristallbildung
und Ausdehnung des Wassers. Durch diesen Vorgang werden viele Strukturen auf der mikrosko-
pischen Ebene beschadigt. Die Strukturerhaltung in gefrorenen Geweben ist im Regelfall deutlich
schlechter als in fixierten Geweben.

Wasserentzug durch Alkohol: Sehr viel seltener als die Formaldehydfixierung werden Alkohole oder
Alkoholmischungen (z.B. 70% Ethanol) als Fixantien eingesetzt. Solche Mischungen wirken fixie-
rend, weil sie die Wasser-Konzentration deutlich absenken und Biomolekdle, vor allem Proteine,
ausféallen. Wasser ist das essentielle Lésemittel und Reaktionsmedium fiir alle Lebensvorgange,
auch die Autolyse.

Wasserentzug durch Trocknung: Die Trocknung kann erfolgreich zum Beispiel bei Ausstrichpraparaten
eingesetzt werden. Im Kurs ist das Praparat des Blutausstriches nach initialer Lufttrocknung
weiterverarbeitet worden.

In manchen Fallen werden die oben genannten Prinzipien miteinander kombiniert (z.B. Lufttrocknung
von Ausstrichpraparaten und anschlieBende Fixierung in Methanol). Ziel aller dieser Verfahren ist es
aber, die nachfolgenden Schritte der Histotechnik ohne Zeitdruck bei grundsatzlicher Stabilitat der
wichtigsten Strukturen durchfiihren zu kénnen.

1.1.4. Verarbeitung von Proben

Um die Durchdringung des Gewebes mit Licht (LM) oder Elektronenstrahlen (Transmissions-EM) zu
ermoglichen, miissen sehr diinne, strahlendurchlassige Gewebescheiben hergestellt werden. Dazu
muss das Gewebe aus seiner weichen und heterogenen Beschaffenheit in einen homogenen, mit
technischen Mitteln bearbeitbaren Block verwandelt werden. Die Herstellung solcher Blécke (Einbetten)
und das nachfolgende technische Abheben diinner Scheiben (Schneiden) sind aufeinander bezogene
Schritte. Man bettet ein, um schneiden zu kénnen.

1.1.4.1. Einbetten

Wie oben ausgeflhrt, ist die Einbettung im Grunde nichts anderes als die technische Vorbereitung
des Schneidens, weil Gewebe in natirlicher Konsistenz in der Regel nicht reproduzierbar genau
und dunn genug geschnitten werden kann. Ziel ist es dabei, eine gleichméaBige Harte des Materials
zu erreichen, die die Schneidbarkeit mit technischen Vorrichtungen garantiert. In der Regel wird zu
diesem Zweck die Harte deutlich tber die Ursprungsharte des Gewebes erhdht. Wird das Wasser
nicht aus der Probe entfernt, wird diese Hartung durch Einfrieren erreicht. Einfrieren ist damit ein
Vorgang, der Fixierung und Einbettung in einem Schritt ermdglicht, allerdings wegen der schlechten
Schneideeigenschaften von Eis und der Kristallisation von Wasser auf Kosten der Strukturqualitat. Im
Regelfall wird allerdings in der Histologie und Elektronenmikroskopie das Gewebewasser gegen ein
geeignetes - harteres - Einbettmittel ausgetauscht. Die Wahl der Einbettmittel ist grundsatzlich grof3;
allerdings folgen Einbettungsverfahren allgemeinen Regeln:
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Abbildung 1.2: Die Abbildung zeigt typische
Gerate und Hilfsmittel fir die Einbettung in Par-
affin. A: Ein handelsiblicher Einbettautomat der
den Austausch von Wasser gegen zuné&chst Al-
kohol und danach bis in Paraffin vollautomatisch
3 Koo durchflihren kann. B: Paraffin flr die Histologie

als Granulat sowie verschieden Kassetten flr
die Einbettung von Material. C: Der Prozess des
AusgieB3ens, durch den das bereits in heiBem
Paraffin befindliche Gewebe in ein schneidbares
Bléckchen eingeschlossen wird.

1. Kassette mit Gewebe-
Progg im Paraffingad

4, Der erstante Paraffinblock kann aus
dem Firmchen entnommen werden.

Allgemeine Regeln fiir die Einbettungen:

Prinzip 1: Das Einbettmedium muss hérter sein als die hérteste Stelle des eingebetteten Gewebes.
Prinzip 2: Je harter das Einbettmedium, desto diinner kédnnen die Schnitte werden.

Prinzip 3: Je diinner die Schnitte werden sollen, desto kleiner wird die Anschnittsflache (um den
Anpressdruck beherrschbar zu halten).

Prinzip 4: Je dinner die Schnitte und je kleiner die Anschnittsflache, desto héher sind die An-
spruiche an die (Fein-)Mechanik der Schneidgerate (sogenannte Mikrotome).

Prinzip 5 : Das Messer muss viel harter sein als das Einbettmedium, um gute Schnitte machen
zu kénnen (Edelstahimesser in der Lichtmikroskopie, (sehr teure) Diamantmesser in der
Elektronenmikroskopie).

Prinzip 6: Bei Ausnahmepraparaten und sehr harten Medien/Objekten mit groBen Anschnitts-
flachen (z.B. bei nicht entkalkten Knochen in Methylmethacrylat (Plexiglas)) oder keramik-
bzw. metallhaltigen Implantaten), kann nicht mehr geschnitten werden, es kommen alternative
Verfahren, z.B. Diamantsagen, zum Einsatz.

In der Lichtmikroskopie ist das gebrauchlichste Einbettmittel Paraffin mit einer Schmelztemperatur nahe
60°C. Dafir muss zunachst das Wasser in der Probe vollstandig gegen Alkohol (Ethanol) ausgetauscht
werden, anschlieBend wird Ethanol gegen ein Losemittel ausgetauscht, das sowohl mit Ethanol wie mit
Paraffin mischbar ist (i.d.R. Xylol). Am Ende wird dann bei Temperaturen (ber 60°C das Xylol durch
flissiges Paraffin ersetzt. Dieser Vorgang findet haufig in Prozessautomaten statt (s. ABB. 1.2 A) Der
Block erstarrt dann, sobald das Paraffin abkihlt. Die gréBten Vorteile der Paraffin-Einbettung sind

der pragmatische Kompromiss zwischen Strukturerhaltung und billigem Verfahren
nahezu unbegrenzte Lagerfahigkeit eingebetteter Proben bei Raumtemperatur
die Umkehrbarkeit (d.h. das Paraffin kann nach dem Schneiden wieder herausgel6st werden)

die breite Einsetzbarkeit (nahezu alle Standardfarbungen kénnen an Schnitten von Paraffinmate-
rial angewandt werden)

In der Elektronenmikroskopie, aber auch in der hochauflésenden Lichtmikroskopie, werden gerne
auch Polymere als Einbettmedien eingesetzt. Auch dabei wird meist das Wasser teilweise oder ganz
durch monomerhaltige Losungen ersetzt. Sobald das Gewebe mit ausreichenden Konzentrationen
des Monomers durchtrankt ist, wird dann die Polymerisation ausgeldst. So kdnnen z.B. sehr harte
Einbettungen in Kunstharze erreicht werden, die Voraussetzung fiir die Herstellung sehr dlinner Schnitte
fUr die Elektronenmikroskopie sind. Polymere kdnnen allerdings nach dem Schneiden i.d.R. nicht mehr
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Alkoholgehalt des Ausgangsgemisches

Vol.% | 95 | 90 85 80 75 70 65 60 55 50 | 45 | 40 | 35
90 6,5
85 13 | 65
80 21 14 | 68
75 30 | 22 | 145 | 72
70 38 | 31 23 15 | 76
65 50 | 42 | 33 | 25 16 8
60 63 | 54 | 445 | 35 | 265 | 18 | 88
55 78 | 68 | 58 | 48 | 35 29 19 | 95
50 9 | 85 74 | 63 | 48 42 31 | 205 | 10
45 118 | 105 | 93 | 81 | 695 | 58 46 | 345 | 23 | 11,5
40 145 | 131 | 117 | 104 | 91 | 775 | 645 | 51,5 | 39 | 255 | 12
35 179 | 164 | 148 | 133 | 118 | 103 | 88 73 58 | 435 | 28 | 14
30 224 | 206 | 189 | 171 | 154 | 136 | 119 | 102 | 845 | 68 | 51 | 33 | 18
Volumen (ml) Wasser zu 100ml Ausgangsgemisch

Alkoholgehalt Endgemisch

Tabelle 1.1.: Tabelle zur Verdiinnung von Alkohol (auf 100ml-Basis): 100ml einer Ausgangsmischung mit einem bekann-
ten Alkoholgehalt wird mit Wasser durch Zugabe des angegebenen Volumens verdinnt, um ein Endgemisch mit dem links
angegebenen Alkoholgehalt zu erhalten. Modifiziert nach Romeis Romeis und Mulisch 2010

depolymerisiert und entfernt werden, was dann ganz andere Farbe- und Kontrastierungsverfahren als
in der Paraffintechnik erfordert.

Die Entwasserung ist also eine besonders haufig vorkommende Prozedur in der Histologie. Die
Entwasserung setzt die Herstellung sogenannter Alkoholreihen voraus. Ein Beispiel, wie solche Reihen
angesetzt werden kénnen, ist in Tabelle 1.1 gegeben.

1.1.4.2. Schneiden

Das ,,Schneiden” in der Histologie hat wenig zu tun mit dem Brotmesser, das durch Brot gezogen
wird. Technisch sind diejenigen Vorgange am ahnlichsten, die als ,,spanabhebende” Bearbeitung
bekannt sind. Beispiele fiir spanabhebende Bearbeitungsmethoden sind z.B. Hobeln und Drehen beim
Bearbeiten von Holz oder Metall. In der Technik kommt es beim Hobeln oder auch beim Drehen in der
Regel darauf an, eine glatte Oberflache bestimmter Gestalt (oder eines bestimmten MaBes) zu erstellen.
Die abgehobenen Bestandteile (Spane) sind nicht primar Ziel der Technik, sondern ein Abfallprodukt
der spanabhebenden Bearbeitung und werden weggeworfen.

Das ist bei der Histologie anders. Histologische Schnitte sind technisch nichts anderes als ,,Spéne
definierter und gleichméBiger Dicke und Beschaffenheit. Histologische Messer werden ganz analog
zu Hobelmessern leicht schrag angesetzt (Anstellwinkel). In der Histologie sollen allerdings Spéne
definierter reproduzierbarer Dicke (oder eher: Diinne) entstehen. Darum sind die Anforderungen an die
technischen Apparaturen viel héher als beim Hobeln. Hobelspéne am Holz sind nicht gleichmaBig dick;
ihre Dicke liegt im Bereich von mehreren Millimetern. In der Histologie ist gleichmaBige Diinne von
wenigen Mikrometern gefragt. Der Genauigkeitsunterschied in den Anforderungen hat Konsequenzen
far Apparaturen und Schneidetechniken sowie fur die eingesetzten Gerate.

“

Um die Dicke der Schnitte gering und gleichzeitig reproduzierbar zu halten missen Voraussetzungen
gegeben sein:

e Auf Seiten des Materials muss die Einbettung folgende Ergebnisse geliefert haben:
— Homogene Materialeigenschaften, die ausschlieBen, dass es beim Voranschreiten des

Messers zu grof3en Spannungen zwischen weichen und harten Zonen im Material kommt.
Diese wirden den entstehenden Schnitt zerrei3en.

— Fir Schnitte im um-Bereich sind bestimmte minimale Harten erforderlich, damit die beim
Durchziehen des Messers entstehenden Scherkréfte einen Hobelspan freisetzen und nicht
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etwa nur das Material unter dem Messerdruck zusammenpressen.
e Auf Seiten der Schneideapparatur muss die Technik gewahrleisten, dass

— Messerhalterung und Messer- sowie Blockflihrung exakt und genau im um-Bereich arbeiten.
Daflr sind mikromechanische Anforderungen zu erfllen.

— Messerhalterung und Messer- sowie Blockfiihrung groBen Anpressdrucken gegen das zu
schneidende Material gewachsen sind; dabei muss die Qualitat der Mikromechanik stets
erhalten bleiben.

— das Spiel der Mikromechanik (in Gewinden, Fiihrungen, etc) und in der gesamten Apparatur
muss so klein und kontrollierbar sein, dass beim Durchziehen des Messers durch das
Objekt keine Schwingungen beim Vorschub auftreten. Diese wiirden zu einer rhythmischen
Schwankung der Schnittdicke (Shatter) fiihren, der gut sichtbar ist und ein unerwiinschtes
Artefakt darstellt.

Eine Ubersicht zu haufigen Kombinationen von Einbettungsmedium, Schneideapparatur, Messertyp
und erzielter Schnittdicke ist in Tabelle 1.2 gegeben.

Gefrierschnitte Paraffinschnitte = Semidiinnschnitte  Ultradiinnschnitte

Schnittdicken 8-100um 4-6um 0,5-1,5um 0,04-0,06um
Schneidgerat Kryostat Schlittenmikrotom  Rotationsmikrotom Ultramikrotom
Messertyp Stahl Stahl Stahl, Glas Diamant (Glas)
Einbettmedium Eis Paraffin Kunstharz Kunstharz

Tabelle 1.2.: Ubersicht zu haufigen Kombinationen von Schneidgeraten, Messertypen und Einbettungen sowie der damit
Ublicherweise erzielten Schnittdicken.

1.1.4.3. Farben (LM) bzw. Kontrastieren (EM)

Sobald - nach dem oben erlauterten erheblichen technischen Aufwand - durchstrahlbare Praparate
entstanden sind, ist ein weiteres Problem zu I6sen. Die diinnen histologischen Schnitte haben zunéchst
keinerlei Kontrast und es sind keine Strukturen in ihnen zu erkennen.

I Die Schnitte sind durchstrahlbar, aber eben auch einfach kontrastlos ,durchsichtig”.

Um jetzt also einzelne Zellen, Zellbestandteile, extrazelluldres Material etc. erkennen und unterscheiden
zu kénnen, missen optische Kunstgriffe eingesetzt oder/und diese Bestandteile besonders angefarbt
oder kontrastiert werden.

I Was nicht optisch oder farberisch markiert wird, ist im Mikroskop unsichtbar!

Die Abhangigkeit von Kontrastierung ist auch in anderen bildgebenden Verfahren wohl bekannt. Wenn
Sie in einem Réntgenbild Arterien oder Darmlumen darstellen méchten, missen Sie Kontrastmittel
einsetzen, die diese Gebilde rdntgendicht machen. Auch hier gilt: Wo kein Kontrastmittel hinkommt,
sehen Sie kein Gefal3 oder kein Darmlumen. Sie sehen immer nur das Kontrastmittel an bzw. in der
Zielstruktur: Das ist in der Histologie nicht anders.

Die gréBte Starke der histologischen Technik ist, daf3 eine ungeheure Vielzahl von Farbe- und Nach-
weismethoden existieren, mit denen Gruppen von Molekulen, Eigenschaften von Molekulen, und sogar
einzelne, spezifische definierte Molekiile nachgewiesen und im Strahlengang sichtbar gemacht werden
kénnen. Viele dieser Methoden kdnnen auch miteinander kombiniert werden. In der Histologie ist es
bevorzugt - wo immer das geht - die Praparate anzufarben. Aber auch Uber die optischen Systeme
kénnen Strukturen schon ohne vorhergehende Bearbeitung des Praparates sichtbar gemacht werden.
Beide Themen werden hier im Skript kurz angerissen, ndmlich:
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e Manipulationen an der optischen Ausstattung, an der Beleuchtung und dem Strahlengang des
Mikroskops (s. Kap. 1.2).

e Farbung oder Kontrastierung von Strukturen im Schnitt bei “normalem” Strahlengang des Mikro-
skops (s. Kap. 2).

1.2. Optische Prinzipien und Verfahren der Lichtmikroskopie

1.2.1. Kontrast und Beleuchtung in der Lichtmikroskopie: Durchlicht oder
Auflicht?

Das Grundproblem durchstrahlbarer dinner Praparate ist der zunachst geringe Kontrast. Auch wenn
Mikroskope mit hdchster Korrektur und optischer Auflésung verwendet werden, ist ohne Kontrast nichts
zu erkennen. Kontrast kann man beschreiben als die Differenz des Lichtsignals, das aus dem Praparat
beim Betrachter ankommt, zum Hintergrundsignal. Die Starke des Hintergrundsignals wird wesentlich
vom Beleuchtungsmodus beeinflusst:

Durchlicht, Hellfeldmikroskopie Bei Durchlichtverfahren wird das Licht der Beleuchtungsquelle durch
das Praparat hindurch lber das optische System in das Auge des Untersuchers gelenk.
Bei diesen Verfahren ist also grundsatzlich das Hintergrundsignal sehr stark (daher auch
die Bezeichnung’Hellfeld”-mikroskopie). Das Praparat muss beim Durchtritt des Lichts star-
ke Verédnderungen des Signals im Vergleich zum sehr hellen Hintergrund verursachen, um
kontrastreich wahrgenommen zu werden. Die Mikroskopie im Durchlicht ist das klassische mi-
kroskopische Standardverfahren und die meisten optischen Kontrastverfahren (Phasenkontrast,
Interferenzkontrast, Polarisationsverfahren) wurden auf Basis der Durchlichtmikroskopie entwi-
ckelt.

Durchlicht, Dunkelfeldmikroskopie Eine Variante der Durchlichtmikroskopie ist die Dunkelfeldmikro-
skopie. Bei diesem Durchlichtverfahren wird das Licht so (schrédg am Objektiv vorbei) durch das
Praparat geleitet, dass der Betrachter nur das im Praparat selbst in die optische Achse gebeugte
Licht wahrnimmt. Ohne Praparat ist das Gesichtsfeld dunkel.

Auflicht Bei der Auflicht-Mikroskopie wird das Licht der Leuchtquelle aus Sicht des Betrachters
auf das Préparat aufgebracht, wird also in einem speziellen Strahlengang durch das Objektiv
hindurch auf das Praparat und von ihm weggerichtet. Ohne Praparat ist das Gesichtsfeld dann
dunkel. Nur Licht, das vom Praparat reflektiert wird oder im Praparat als Folge der Beleuchtung
entsteht (z.B. bei Fluoreszenz), kann - dann sehr kontrastreich - wahrgenommen werden. Die
Fluoreszenzmikroskopie ist das wichtigste Teilverfahren der Auflichtmikroskopie.

Grundsaétzlich gilt, dass die im Kurs zur Verfligung stehenden Kursmikroskope nur die einfachste Vari-
ante des Durchlicht- bzw. Hellfeldverfahren zulassen. Optische Kontrasierungsverfahren oder gar um-
gekehrte Beleuchtungsrichtung wie bei der Auflichtmikroskopie sind nicht méglich. Fir die Erstellung
der digitalen Prédparate werden aber Hochleistungsmikroskope mit vielen technischen Mdglichkeiten
eingesetzt. Daher sollten die Grundprinzipien der optischen Kontrastierung und Mikroskop-Technik
verstanden sein. Sie sind hilfreich, um Fluoreszenzprdparate oder Phasenkontrast-Prdparate zu
interpretieren; die Zahl hochwertiger digitaler Praparate, die mit den Kursmikroskopen nicht mehr
betrachtet werden kénnen, wird im Kurs mit der Zeit stetig zunehmen.

1.2.2. Durchlichtverfahren

Das normale Durchlichtverfahren kann in seiner primitivsten Form (ohne “Kéhlerung” der Beleuchtung)
mit festem Kondensor auch an den Kursmikroskopen durchgefiihrt werden (s. ABB. 1.3). Von der
Leuchtquelle wird Uber ein Linsensystem (“Kondensor”) unter dem Praparat ein Lichtkegel gebildet, mit
dem das Préaparat durchleuchtet wird. Ohne Praparat wird bei optimaler Einstellung ein gleichmafig
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Betrachter
g 3 Bild

P Okular
x £~ 'e'—"' -s Zwischenbild Abbildung 1.3: Schema des Strahlengangs eines

einfachen Durchlichtmikroskopes, wie es auch die im

Kurs verwendeten Mikroskope sind. Die Leuchtquelle

ist so angeordnet, dass das Licht zunéchst Uber das

Linsensystem des Kondensors gebundelt wird und

als konzentrierter Lichtstrahl zum Praparat gelangt.

/\ . . Mit einer Blende, der Aperturblende des Kondensors,
l 1 Objektiv kann die Lichtmenge reguliert werden. Sie beeinflusst
] ; Priaparat auch die Aufldsung und den Kontrast des mikrosko-
pischen Bildes. Das Linsensystem des Objektivs er-

zeugt ein bereits vergréBertes virtuelles Zwischenbild.

Dies ist die erste Stufe der GesamtvergréBerung, die

vom Objektiv erzielt wird (rote Klammer und Kenn-

< > Kondensor zeichnung mit A). Das Zwischenbild wird mit einem
— [ Apertur Okular (letztlich nichts anderes als ein kleines Fern-
glas) angeschaut, das eine zweite VergréB3erungsstufe

hat (rote Klammer und Kennzeichnung mit B). Die

GesamtvergréBerung des Mikroskops errechnet sich

durch Multiplikation der ObjektivvergréBerung A mit
der OkularvergréBerung B.

helles, weiBes Gesichtsfeld sichtbar sein (s. ABB. 1.3). Kommt ein (farbiges) Praparat in den Strahlen-
gang, wird Licht verschiedener Wellenldngen absorbiert und durch die Dicke des Praparat auch die
Lichtstarke insgesamt reduziert. Man erhalt ein farbiges und etwas dunkleres Bild (s. ABB. 1.3).

Das Durchlichtverfahren ist das Standardverfahren der Lichtmikroskopie schlechthin. Die Kontrastierung
wird hier nicht primar durch Eingriff in das optische System erzeugt, sondern durch die Farbung und
Vorbehandlung des Praparates. Die Farbe ist das wichtigste Kontrastmittel®(s. Kap. 2). Die optische
Auflésung in der Durchlichtmikroskopie wird physikalisch durch das Abbe’sche Prinzip limitiert. Dem-
nach kénnen Strukturen, die kleiner sind als die Wellenlange des eingestrahlten Lichtes nicht mehr
aufgeldst werden.

Als Faustregel kann gelten, dass die Durchlichtmikroskopie Strukturen, die kleiner als 1um sind,
nicht mehr einzeln aufldsen kann.

Dunkelfeldmikroskopie und auch die Auflichtmikroskopie arbeiten mit ,Lichtpunkten® vor dunklem
Hintergrund. Dabei kann das Abbe’sche Limit im Einzelfall unterschritten werden.
Allerdings wollte man schon friih auch ungeférbte Praparate und/oder lebende Zellen in Kulturschalen

mikroskopisch untersuchen. Daher wurden auch verschiedene Verfahren der optischen Kontrastierung
eingeflihrt, die auch ohne Farbstoffe optische Kontrastierung in Grenzen erlauben.
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Lib A

fT? 1_— Amplitudenobjekt Abbildung 1.4: Die Abbildung zeigt wie verschiedene Ob-
jekte prinzipiell auf Amplitude oder Phase des Licht einwirken
, kénnen. Das menschliche Auge kann stets nur Helligkeitsun-

B terschiede (d.h. Unterschiede in der Amplitude des Lichts)

wahrnehmen. Alle Objekte im Strahlengang missen daher
letztendlich die Helligkeit beeinflussen, um sichtbar zu sein.
T FT Y F Yt I Beim Amplitudenobjekt (A), dem Standardfall beim Durch-
lichtmikroskop wird einfach ein Teil der Lichtenergie absor-
biert. Dadurch wird die Amplitude kleiner und das Bild wird
dunkler wahrgenommen. Geschieht diese Lichtabsorption be-
zogen nur auf Teile des Lichtspektrums, wird durchtretendes
Ui Licht farbig wahrgenommen. Phasenobjekte (B) fiihren nicht
direkt zu einer wahrnehmbaren Verkleinerung der Amplitude
oder einer Verschiebung des Farbspektrums. Sie flihren aber
zu einer Phasenverschiebung, die nur durch den optischen
Trick der Uberlagerung verschobener Phasen (Interferenz)
Phasenobjekt sichtbar gemacht werden kann. Negative Interferenz fiihrt
4 dabei zu einer Verkleinerung der Amplitude, wahrend positi-
ve Interferenz (im Bild nicht gezeigt), die Amplitude erhéhen

kann.

negative

1.2.2.1. Phasenkontrast

Die Abschwéachung (entspricht: Verkleinerung der Lichtamplitude, entspricht auch: dunklere Wahr-
nehmung) des durch ein ungefarbtes Praparat durchtretenden Lichtes ist zu schwach, um vom Auge
oder einer Kamera wahrgenommen werden zu kdnnen. Allerdings wird das Licht beim Durchtritt durch
solche Strukturen trotzdem und unabhangig von der Amplitude (Helligkeit) verandert. Licht wird beim
Durchtritt an Dichtegrenzen “abgebremst” (d.h. in der Phase verschoben) und leicht gebeugt. In den
1930er Jahren hat Frits Zernike durch seine Arbeiten* die Méglichkeit geschaffen, diese diskreten
Veranderungen fur das menschliche Auge sichtbar zu machen, indem die Phasenverschiebung durch
das Phanomen der “Interferenz” in eine Helligkeitsveranderung umgesetzt wird. Man redet von “ne-
gativer bzw. destruktiver Interferenz”, wenn das Bild an Strukturen dunkler wird und von “positiver
bzw. konstruktiver Interferenz”, wenn das Bild an Strukturen heller wird. Dichte Strukturen haben
Ublicherweise eine negative Interferenz. Damit wurde es zum ersten mal mdéglich, auch lebende Zellen
mit ihren intrazellularen Organellen ohne Farbung im Mikroskop zu beobachten.

1.2.2.2. Polarisationsmikroskopie und Interferenzkontrast

Kristalle und viele hoch geordnete biologische Strukturen (Zellulose, Fasern in Sehnen, ...) haben
die Eigenschaft der Doppelbrechung des Lichtes. Die Doppelbrechung fiihrt zu einer Drehung der
Schwingungsebene des Lichtes und wird durch Kontrolle der Schwingungsebene des Lichtes vor und
nach dem Prparat im Strahlengang sichtbar gemacht. Dazu wird das Préparat mit linear polarisiertem
Licht beleuchtet (Uber einen Polarisation-Filter, der als Polarisator bezeichnet wird). Im Strahlengang
nach dem Objekt befindet sich ein zweiter Polarisations-Filter (der Analysator), in der Regel so positio-
niert, dass er genau um 90° zum Analysator gedreht steht. Das Licht des Polarisators kann dann den
Analysator nicht passieren und das Bild bleibt dunkel. Befinden sich im Praparat aber doppelbrechende
Strukturen, so leuchten diese im Bild hell auf.

3Die Entwicklung der “farberischen Lichtmikroskopie” fallt nicht von ungefahr mit der Hochzeit der aufbliihenden chemischen
(Farbstoff-) Industrie (Ende des 19. und Beginn des 20. Jahrhunderts) zusammen. In Zusammenarbeit mit der Industrie
wurden neusynthetisierte Farbstoffe systematisch unter dem Mikroskop ausprobiert.

“Nobelpreis fiir Physik 1953 fiir die Entwicklung des Phasenkontrasts
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Auf Basis der Polarisationsmikroskopie wurde durch den Physiker G. Normarski Mitte des 20. Jahrhun-
derts dann der Differentielle Interferenzkontrast (DIC) etabliert. Beim DIC wird das Objekt mit 2 sehr
eng benachbarten Lichtstrahlen durchstrahlt, deren Schwingungsebenen genau senkrecht aufeinander
stehen. Bei der Passage durch das Gewebe werden dann - bevorzugt an Kanten - die beiden Strahlen
unterschiedlich in der Phase verschoben. Uber die Einstellung des nachgeschalteten Prismas kann
dann eine Interferenz erzeugt werden, die diese Information in Helligkeitsunterschiede umsetzt. Die
Kantenbetonung beim DIC erzeugt fir das Auge eine Art “Pseudo-Relief” effekt. Noch sensitiver als
beim Phasenkontrast kbnnen auch minimale Dichteunterschiede als Helligkeitsunterschiede sichtbar
gemacht werden. Der Kontrast kann stufenlos verstellt werden und die Anwendbarkeit des DIC umfasst
auch Praparate, die dem Phasenkontrast nicht zuganglich sind. DIC ist neben dem Phasenkontrast
heute das am weitesten verbreitete optische Kontrastierungsverfahren.

1.2.3. Auflichtverfahren

Auflichtverfahren sind generell durch einen anderen Lichtweg als die Durchlichtverfahren gekenn-
zeichnet: Das Licht wird tber Prismen zwischen Betrachter und Praparat in das optische System
eingespiegelt und in Betrachtungsrichtung durch das Objektiv hindurch auf das Objekt aufgebracht.
Der Betrachter sieht also grundsatzlich kein helles, sondern ein dunkles Bild, solange nicht Teile des
aufgestrahlten Lichtes reflektiert werden und so Uber die optische Achse sichtbar werden. In der
Histologie spielen nur die Epipolarisation und - besonders wichtig - die Fluoreszenzmikroskopie eine
Rolle. In den Ingenieurwissenschaften werden bei Materialuntersuchungen auch echte Reflexionsbilder
genutzt.

1.2.3.1. Epipolarisation

Epipolarisation nutzt polarisiertes Licht im Auflichtmodus. Dabei werden gekreuzte Polfilter genutzt, so
dass eigentlich keinerlei Licht im Bild sichtbar werden kann. Wird aber an reflektionsfahigen Partikeln
Licht reflektiert (Nanopartikel in der Medizintechnik und Pharmakologie oder auch Abrieb metallischer
Gelenkimplantate im Gewebe, Mikrokristalle, etc.), so wird auch die Schwingungsebene des Lichtes
etwas gedreht. Daher leuchten solche Partikel im Auflichtbild hell auf. Die Epipolarisation kann auch
Partikel, die deutlich kleiner als 1um sind, sichtbar machen.

1.2.3.2. Fluoreszenz-Mikroskopie

In den Lebenswissenschaften ist die Fluoreszenzmikroskopie (in der Biochemie auch Fluoreszenz-
spektroskopie) ein besonders wichtiges und haufig eingesetztes Verfahren zur sensitiven Detektion
definierter Molekdle. Fluoreszierende Molekiile sind komplexe organische Molekiile mit der besonderen
Eigenschaft, Licht einer bestimmten Wellenlange (Exzitationsmaximum) zu absorbieren und einen Teil
der aufgenommenen Energie als Licht héherer Wellenlange (Emissionsmaximum) wieder abzugeben.
Die Differenz zwischen Exzitationsmaximum und Emissionsmaximum wird als “Stokes-Shift” bezeich-
net und ist eine wichtige KenngrdBe fluoreszierender Molekille. Fluoreszenzmikroskope haben einen
Auflicht-Strahlengang, bei dem Licht der Wellenlange des Exzitationsmaximums auf das Objekt gestrahlt
wird, wahrend die (kirzere) Exzitationswellenlange im Strahlengang nach dem Objekt durch Filter
eliminiert wird. BloBe Reflexionen (Wellenlanger dann unverandert) kénnen also nicht gesehen werden,
wahrend die bei niedrigerer Wellenlange auftretenden Fluoreszenzsignale vor dunklem Hintergrund
sehr sensitiv wahrgenommen werden kénnen. Der fir die Fluoreszenz typische “Negativkontrast” vor
dunklem Hintergrund erlaubt die Darstellung von Strukturen, die kleiner als 1um sind; das Abbe’sche
Limit der Aufldsungsgrenze gilt damit in der Fluoreszenzmikroskopie (gilt auch in der Epipolarisation
und in der Dunkelfeldmikroskopie) nicht.

Fluoreszierende Molekile kommen bereits natlrlicherweise im Kérper vor. Die aromatischen Ami-
nosauren in Proteinen haben beispielsweise fluoreszierende Eigenschaften, die aber insgesamt fiir den
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Abbildung 1.5.: Der Strahlengang beim Auflichtverfahren beginnt mit dem von der Leuchtquelle gespeisten Beleuchtungsab-
schnitt (Strahlengang Beleuchtung). Das Licht wird Uiber eine halbdurchlassige Platte (Prisma, Strahlenteiler) durch das Objektiv
hindurch auf das Praparat aufgestrahlt. Nur Licht, das vom Praparat zurlickgeworfen wird, wird Uber den Strahlenteiler und die
Tubuslinsen zum Okular geleitet und damit sichtbar. Ohne Préparat oder Licht vom Praparat bleibt das Bild dunkel. Am haufigsten
wird das Auflichtverfahren fir die Fluoreszenzmikroskopie genutzt. Dann befindet sich im Beleuchtungsstrahlengang vor dem
Strahlungsteiler das Filter fiir die Wellenlange der Exzitation (Exzitation), im Abbildungsstrahlengang nach dem Strahlungsteiler
das Filter fUr die Wellenldnge der Emission des Fluoreszenzfarbstoffes, der sichtbar gemacht werden soll. Soll Epipolarisation
durchgefiihrt werden, befinden sich vor (Exzitation) und nach dem Strahlungsteiler (Emission) Polarisationsfilter im Strahlengang,
die typischerweise gekreuzt stehen. Sie lassen dann nur solches Licht durch, dessen Schwingungsebene im Rahmen der
Reflektion vom Praparat verandert wurde.

mikroskopischen Nachweis noch zu schwach sind. Da im Korper komplexe Mischungen solcher bei un-
terschiedlichen Wellenlangen fluoreszierender Molekiile vorliegen, ist Gewebe Ublicherweise nicht véllig
frei von Fluoreszenz, sondern zeigt - abhangig von Wellenlange und Gewebe - unterschiedliche Grade
an Autofluoreszenz (manchmal auch als Primarfluoreszenz bezeichnet). Auf Fluoreszenz optimierte
Proteinsequenzen kommen natiirlicherweise in bestimmten Quallen vor 5. Deren genetischer Code ist
bekannt und sie werden als fluoreszierende Markierungsmolekdle in der rekombinanten Technologie
verwendet.

Am weitesten verbreitet sind Technologien, bei denen hochspezifische Sonden (DNA-Molekile, RNA-
Molekule, Antikdrper) mit speziell entwickelten, stark leuchtkraftigen Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert
wurden. Werden solche Sonden an Schnitten eingesetzt, wird die Leuchtkraft der Fluoreszenzfarbstoffe
Uber die Sonde an die spezifischen Bindungspartner der Sonde gebunden. Gebrauchliche Sonden sind
z.B. Antikérper gegen definierte Proteine oder auch DNA-Sequenzen, die mit genau passenden RNA-
oder auch DNA-Sequenzen hybridisiert werden kdnnen. Damit kdnnen dann definierte Proteine in der
Immunhistochemie (z.B. Nachweis von Zytoskelet-Proteinen in Zellen oder Oberflachenrezeptoren auf
der AuBenseite z.B. von Lymphozyten) oder definierte DNA-Sequenzen in der in-situ-Hybridisierung
(Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)-Technologie bei der Erstellung von Karyotypen) genau
lokalisiert werden.

In einigen Bereichen der experimentellen Medizin werden fluoreszierende Farbstoffe als Lebendfarbstof-
fe im Tierexperiment eingesetzt. Eine dieser Anwendungen ist die Darstellung des Knochenwachstums

52.B. Green Fluorescent Protein (GFP, Entdeckung ausgezeichnet mit einem Nobelpreis) und seine Modifikationen wie Yellow
Fluorescent Protein (YFP) oder Blue Fluorescent Protein (BFP), alles Standardwerkzeuge in den Lebenswissenschaften
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Abbildung 1.6: Viele Schnitte in der Histologie fir die
Lichtmikroskopie sind mehrere pm dick. Gefrierschnitte, die
an Kryomikrotomen (Kryostaten) hergestellt werden, haben
haufig Schnittdicken von 10-20um. Bei hohen Objektivver-
groBerungen ist die Tiefenscharfe jedoch auf 0,5-1um be-
grenzt. Vor allem bei Fluoreszenzverfahren ist dieser Dicken-
unterschied sehr stérend, weil Licht aus den ,unscharfen”
Zonen ausserhalb der optischen Dicke das scharfe Bild stets
Uberlagert. Bei konfokalen Mikroskopen wird nur Licht zum
Beobachter (hier meist eine Kamera oder Photomultiplier) ge-
lassen, das exakt aus der Ebene der Tiefenschérfe stammt.
Damit wird eine Art ,optischer Schnitt* aus einem Préparat
erstellt, der Uberlagerungsfreie Beobachtung erlaubt.

wrQT :21p3NuyYds

nach z.B. experimentellen Frakturen und Einbringen von Osteosynthesematerialien (Schrauben, Négel,
Platten). Die Farbstoffe werden in Intervallen zeitlich gestaffelt appliziert und in den Knochen bleibend
eingebaut. Dadurch lasst sich nach Entnahme die Entstehung neuer Knochensubstanz und die Heilung
rekonstruieren.

1.2.4. Konfokale Mikroskopie

Die konfokale Mikroskopie wird nahezu ausschliesslich im Modus der Fluoreszenzmikroskopie betrieben.
Sie eliminiert Stérlicht aus den Ebenen ausserhalb der aktuellen Fokusebene des Mikroskops. Dieses
Stdrlicht ist tatsachlich ein wesentliches Problem in der Mikroskopie. Bei hdheren VergréBerungen
hat die Ebene, die im Bild scharf erscheint, haufig nur eine Dicke von 0,5 bis 1um. Die Schnittdicke
ist schon im Regelfall jedoch ein mehrfaches dieser Tiefenschéarfe. Das scharfe Bild wird also stets
von Licht aus “unscharfen” Regionen Uberlagert und daher erheblich verschlechtert (s. ABB. 1.6). Bei
der Fluoreszenzmikroskopie ist dieser Effekt besonders stérend. In vielen Anwendungen ist es jedoch
hilfreich, sogar dickere Schnitte als die Gblichen maximalen Schnittdicken von ca. 10um zu verwenden.
Besonders in der Neuroanatomie, bei der Kultur von dicken Scheiben neuronalen Gewebes und auch
ausserhalb der Neuroanatomie sind solche Anwendungen sinnvoll. De facto ermdglicht die konfokale
Mikroskopie ein “optisches Schneiden” von Préparaten, so daB nur Licht aus der aktuellen Fokusebene
auch wirklich zum Betrachter oder der Kamera gelangen kann. Mikroskope fir die konfokale Mikroskopie
sind in der Regel vollstandig durch Rechner gesteuert und haben neben einer exzellenten optischen
Ausstattung auch andere aufwandige apparative Kontroll- und Steuerelemente. Dazu gehéren regelhaft
Module, mit denen aus den einzelnen Fokusebenen wieder dreidimensionale Ansichten erstellt werden
kénnen. Konfokale Mikroskope sind GroB3gerate der Forschung und Diagnostik, deren Preis hohe
sechsstellige Summen erreichen kann. Es gibt zwei unterschiedliche Konstruktionsarten, mit denen
das Prinzip der Konfokalitat in der Mikroskop-Konstruktion eingefiihrt werden kann.

Confocal Laser Scanning Microscopy: Der am weitesten verbreitete Bautyp nutzt Laser als Licht-
quellen. Diese sind auf die wichtigsten Wellenlangen der gebrauchlichen Fluoreszenz-Farbstoffe
eingestellt (eigentlich eher: die Fluoreszenzfarbstoffe wurden nach den verfligbaren Lasern
ausgewahlt). Die dreidimensionale Probe wird dabei zunachst in Schichten aufgeteilt und in
jeder Schicht die dort liegenden Bildpunkte mit dem Laser exakt angesteuert und punktuell be-
leuchtet; die von diesem Punkt kommende Fluoreszenz wird in Photomultiplier-Tubes registriert.
Das emittierte Licht kommt dann jeweils nur von dem einen im Fokus liegenden Bildpunkt. Das
Gesamtbild entsteht durch ein “Abrastern” des gesamten Probenraumes mit dem Laserstrahl.
Dieser Vorgang wird Uber ein rechnergesteuertes System von Spiegeln und Blenden erreicht. Es
ist also zu keinem Zeitpunkt wirklich ein echtes sichtbares Mikroskop-Bild vorhanden. Die Bilder
entstehen aus den Einzelpunkten in der rechnergestitzten Verarbeitung. Eine Mikroskopie in
“Echtzeit”, wie Sie beim normalen Durchlicht- oder Fluoreszenzmikroskop Ublich ist, ist hier nicht
maoglich. Die Laserbeleuchtung und das aufwandige Spiegelsystem verursachen die Kosten flir
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diese Mikroskope. Dieses Verfahren wird Ublicherweise als “confocal laser scanning microscopy”
(CLSM) bezeichnet.

Spinning Disc Confocal Microscopy: Konfokalitdt kann auch erreicht werden, wenn eine lichtstarke
Hellfeld-Beleuchtungsquelle eingesetzt wird und kein “Rasterbild” im Rechner zusammengesetzt
werden muss. Dabei ist dann auch eine konfokale Echtzeit-Mikroskopie mdéglich. Das Prinzip
dieses Verfahrens stiitzt sich auf eine rotierende Scheibe im Strahlengang, die ein komplexes,
mathematisch abgeleitetes Lochmuster aufweist (Nipkow-Scheibe). Ohne auf die Details hier
einzugehen, hat dieses Vorgehen zwei wesentliche Effekte:

e Licht, das aus Bereichen oberhalb und unterhalb der Fokusebene des Objektives kommt,
wird mit Hilfe der bei definierter Geschwindigkeit rotierenden Nipkow-Scheibe aus dem
Strahlengang entfernt (Konfokalitat)

e Der GroBteil des eingestrahlen Lichtes und auch des emittierten Lichtes (Fluoreszenz) wird
mit entfernt. Um das Bild auf der Kamera zu erzeugen, sind dann Hochleistungskameras
mit extremer Empfindlichkeit notwendig.

Dieses Verfahren erlaubt auch Fluoreszenzfarbstoffe ausserhalb der iblichen Laser-Wellenlangen
und kann theoretisch sogar im Durchlicht angewandt werden. Die Option der Mikroskopie in
Echtzeit erlaubt zum Beispiel die kontinuierliche Verfolgung von Bewegungen innerhalb lebender
Zellen.

1.3. Grundprinzipien der Elektronenmikroskopie

Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM): Es handelt sich hier um ein Verfahren, das dem
Durchlicht-Prinzip bei der Lichtmikroskopie analog ist. Allerdings wird kein Licht benutzt, um
die Probe zu durchstrahlen, sondern Elektronenstrahlen. Diese missen im Hochvakuum bei
sehr hohen Spannungen (viele kV) in speziellen Kathoden erzeugt werden. Alle Elemente des
Strahlengangs befinden sich im Hochvakuum, die Linsensysteme bestehen nicht aus Glas
sondern sind elektromagnetische Felder, die Uber Spulenringe gesteuert und im Hochvakuum
positioniert werden. Nach Durchtritt durch die Probe treffen die Elektronenstrahlen auf einen
Rezeptor, der im konventionellen Elektronenmikroskop eine Phosphoreszenzscheibe ist, die
bei Auftreffen von Elektronen leuchtet. Alternativ gibt es flr denselben Zweck heute digitale
Kameravorrichtungen. Die Bilder sind grundsatzlich schwarz-weiss. Beim Durchtritt durch die
Probe wird ein Teil der Strahlen durch schwere, bzw. hochdichte Zonen im Praparat abgelenkt und
trifft den Rezeptor nicht. An diesen Stellen bleibt der Detektor dann dunkel. Da die Wellenlange
der Elektronenstrahlen um ein vielfaches kirzer ist als die Wellenlange sichtbaren Lichtes,
kénnen extrem hohe Auflésungen, im Extremfall bis hinein in den Grenzbereich einzelmolekularer
Aufldsung, erreicht werden.

Raster-Elektronen-Mikroskopie (REM, engl. SEM): Bei der REM wird ein fokussierter Elektronen-
strahl auf die Oberflache eines dreidimensionalen Objektes aufgestrahlt. Die Praparate sind
keine Schnitte und kénnen sogar relativ grol3 sein (z.B. ganze Insekten, etc.). Allerdings miissen
die Oberflachen der Praparate leitend sein und zur Reflexion/Ablenkung der Elektronenstrahlen
fihren. In der Regel sind diese Praparate daher im Hochvakuum mit Gold bedampft worden, das
als diinne metallische Lage diese Eigenschaften vermittelt. Das Praparat wird mit dem Elektro-
nenstrahl abgerastert (scanning) und an jedem Punkt der Winkel der Reflexion und die Laufzeit
erfasst. Damit entstehen dann in der nachgelagerten Verarbeitung im Rechner perspektivische
Bilder mit dreidimensionaler Anmutung und sehr hoher Auflésung.



2. Darstellung von Strukturen in
Histologischen Praparaten

Fir die Darstellung biologischer Strukturen in Gewebeschnitten gibt es eine Vielzahl von Methoden.
Es wurde zu weit fihren, diese hier erschépfend abzuhandeln. Dafir sei auf entsprechende Referenz-
werke verwiesen (Romeis und Mulisch 2010; Horobin und Kiernan 2002). Diese Kurzdarstellung folgt
einer Gliederung nach zunehmender molekularer Spezifitdt der Nachweisverfahren. Dabei folgt die
Darstellung auch weitgehend der historischen Entwicklung von Nachweisverfahren in der Histologie,
denn die Farbeverfahren standen am Anfang der Entwicklung, sind aber gleichzeitig auch die am
wenigsten auf Einzelmolekile ausgerichteten Methoden. Diese einfachen und preiswerten Verfahren
sind bis heute das Riickgrat der histopathologischen Diagnostik. Nur bei Bedarf werden dort auch
spezifischere (und teurere) Methoden eingesetzt. Auf den parallelen Linien des Zeitstrahles und der
zunehmenden Spezifitdt und Sensitivitét finden sich als nachstes die sogenannten histochemischen Me-
thoden (untergliedert nach Substrat- und Enzymhistochemie), die (bio-)chemische Nachweisreaktionen
in der komplexen Umgebung eines Schnittes durchfiihren. Modern sind schliesslich die immunhi-
stochemischen Verfahren und die molekularbiologischen Nachweise, die tatsachlich imstande sind,
die ortsrichtige Verteilung einzelner Proteine/Molekile/Nukleinsauresequenzen in der heterogenen
Molekiilmischung eines Gewebeschnittes abzubilden.

2.1. Histologische Farbungen

Zweck einer Farbung ist es, intensiven und dauerhaften farblichen Kontrast in einem Gewebeschnitt
zu erzeugen. Dabei werden bei einem klassischen chemischen Farbstoff bestimmte Teile des weif3en
Spektrallichtes absorbiert, andere durchgelassen. Der nicht-absorbierte Teil des weiBen Spektrums tritt
dann durch den Schnitt hindurch und ist fiir den Betrachter farbig. Wegen der geringen Lichtwege durch
einen Schnitt (in der Regel wenige um) und der Tatsache, dass in der Histologie gro3e Lichtstérken
im Durchlicht eingesetzt werden, missen die Farbstoffe flr die Histologie sehr intensiv absorbieren,
lichtecht (d.h. lichtbesténdig) sein und Farbverschiebungen im sichtbaren Bereich des Lichtes auslésen.

Viele Farbungen wurden in der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts und auch noch in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts
entwickelt. Die Histologie entwickelte sich dabei parallel zur Industrialisierung und zum Aufbliihen der chemischen Industrie, die
sich ebenfalls intensiv mit der Farbung von Stoffen und Oberflachen beschéftigte und in groBem Mafstab an Farbstoffen forschte.
Viele Begriffe, die bis heute in der Histologie gebrauchlich sind, stammen aus der chemischen Industrie und wurden von dort
gepragt. Dazu zéhlen z.B. Begriffe wie ,,Farblacke”, Beizen, Farbpigmente, etc. Auch die Abkilrzungen, die bei vielen Farbstoffen
bis heute in Gebrauch sind, wurden in der chemischen Industrie eingefiihrt, um die Anwendungsbereiche von Farbstoffen zu
kennzeichnen. Die dazu benutzten GroBBbuchstaben stellen eine Mdglichkeit der anwendungsorientierten Systematisierung
(allerdings leider nicht fir die Histologie) dar: Die Buchstaben nach Farbstoffnamen nach diesem System haben folgende
Bedeutung: A: fir Acetatseide, B: blaustichig, C: chlorecht, D: zum Drucken, F: klare Téne, G: griinstichig, H: hitzebesténdig,
J: gelblich (jaunatre), L: lichtecht, M: Mischung, N: neu, R: rotstichig, RR: stark rotstichig, S: I6slich (soluble), T: tiefer Farbton,
W: wasserldslich, Y: gelblich (yellowish). Um die Intensitat dieser Eigenschaften hervorzuheben werden die Symbole doppelt
genannt (z. B. RR) oder mit Ziffern verwendet (z.B. 6R). Haufig werden Farbstoffe mit Trivialnamen benannt, da chemische
Bezeichnungen zu kompliziert wéren. Eine fir die Farbungen in der Histologie in besonderer Weise relevante Klassifizierung von
Farbstoffen wurde durch die Biological Stain Commission (USA) vorgenommen, die Farbstoffe in einem Colour Index (abgekdirzt
mit C.l.) erfasst hat und auch die Qualitat von Produkten fur die Histologie kontrolliert (Horobin.2002). In Klammern gesetzte
Zahlen nach dem Namen eines Farbstoffes verweisen auf die Nummer in diesem Colour Index: z.B. Gallocyanin (C.I. 51030)
oder kurz Gallocyanin (51030).
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2.1.1. Prinzipien der Farbung
2.1.1.1. Charakteristika von Farbstoffen

Die allermeisten Farbstoffe sind letztlich Derivate von Substanzen der aromatischen Reihen und in
diesem Sinne mit Benzol (CgHg) oder Analoga von Benzol mit groBeren aromatischen Ringsystemen
verwandt. Im Benzol formen die sechs beteiligten Kohlenstoffatome einen Ring, in dem die 7-Elektronen
der C-C Bindungen Uber das gesamte Kohlenstoffsystem delokalisiert, d.h. annahernd gleich verteilt
sind. Die so entstandene ,,Elektronenwolke”, ein konjugiertes w-Elektronensystem, ist die Basis fur
die Farbigkeit von Substanzen, weil diese Systeme mit Photonen, d.h. mit Licht, interagieren kénnen.
Farbstoffe enthalten ein oder mehrere solcher konjugierten m-Elektronensysteme. Haufig werden in
Abwandlung des Grundprinzips auch sogenannte heterozyklische Ringe eingesetzt, in denen ein oder
mehrere Kohlenstoffatome des Systems gegen ein anderes Atom (z.B. haufig Stickstoff) ausgetauscht
sind.

Homozyklische oder heterozyklische Ringsysteme absorbieren Licht i.d.R. zunachst nur im UV-Bereich,
d.h. auBerhalb des sichtbaren Teils des Spektrums. Darum ist Benzol zum Beispiel fir das menschliche
Auge nicht farbig, bestenfalls gelblich. Um das Absorptionsspektrum von Farbstoffen in den sichtbaren
Bereich zu verschieben, missen in die Ringe sogenannte chromophore Gruppen eingefiihrt werden.
Chromophore Gruppen fiihren Asymmetrien in die konjugierten 7-Elektronensysteme ein und fiihren
zur gewiinschten Verschiebung der Farbe aus dem ultravioletten in den sichtbaren Bereich des Lichts.
Einige grundlegende chromophore Gruppen sind zum Beispiel: C=C Ethylen, C=0O Carbonyl, C=S
Sulfin, C=N Carbimin, N=N Azo, N=O Nitroso, NO2 Nitro.

Auf diesem Weg kdnnen also Substanzen erhalten werden, die selbst farbig sind. Diese Substanzen
sind aber - von wenigen Ausnahmen (Lipidfarbstoffe) abgesehen - nicht wirklich in der Lage, stabile
Anlagerungen an Stoffe im Sinne einer Farbung einzugehen. Um dies zu ermdglichen, werden so-
genannte ,,auxochrome” Gruppen eingefuhrt, die haufig entweder Sauren oder Basen sind und/oder
koordinativ bzw. kovalent mit funktionellen Gruppen des Gewebes reagieren kdnnen. Auxochrome
Gruppen kénnen Uber elektrostatische Interaktionen an geladene Gruppen von Gewebebestandeteilen
binden, kénnen Uber koordinative Bindungen haufig unter Einbeziehung von Metallionen an funktionelle
Gruppen des Gewebes binden oder auch kovalent gebunden werden. Ein Sonderfall ist die Inklusion
von Farbstoffen in besondere Strukturen von groBen Biomolekiilen. Dies ist zum Beispiel bei den
interkalierenden Farbstoffen (Ethidiumbromid, Propidiumjodid, Bisbenzimid) fir die Farbung von DNA
oder bei der Einbindung von Jod in Starke der Fall.

In einem histologisch brauchbaren Farbstoff sind also in der Regel aromatische Kerne, chromophore
Gruppen und auxochrome Gruppen enthalten. Fiir die farberischen Eigenschaften sind Anordnung
und Eigenheiten der auxochromen Gruppen die wichtigsten Determinanten.

2.1.2. Mechanismen der Farbung

Die meisten Farbungen waren empirisch bestimmte und optimierte Verfahren. Die entwickelnden
Histologen haben in der Bliitezeit der Farbenindustrie die neuen Farbstoffe einfach systematisch an
Geweben ausprobiert und dabei die zuverlassigsten und bis heute erprobten Verfahren entwickelt.
Trotzdem lassen sich aus den verschiedenen etablierten Verfahren, den chemischen Eigenschaften der
Farbstoffe und den im Gewebe erzielten Farbungen einige Zusammenhange ableiten.

Elektrostatische Farbungen: beruhen auf der Bindung stark geladener Farbstoffe an gegensatzliche
Ladungen im Gewebe. Solche Farbungen sind immer stark abhangig von der Fixierung (Veranderung
der Ladung z. B. durch Addition von Formaldehyd an Aminofunktionen) und von der Einbettung
(Epoxid-Harze tberlagern die Ladungsverteilungen sehr stark) und von den Bedingungen (vor
allem dem pH) der Farbelésung. Auf Basis dieser Betrachtungen wurden die bis heute benutzten
Begriffe ,,basophil” (fir Gewebekompartimente, die basische Farbstoffe binden) und eosinophil
(auch: azidophil, fir Gewebekompartimente, die saure Farbstoffe wie Eosin binden) gepragt. Gute
Kontraste erreichen Farbungen nach diesem Prinzip zum Beispiel bei der Unterscheidung von
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nukleinsaurereichen Arealen (Zellkern, rER) von proteinreichen Arealen (Zytosol, Mitochondrien),
sowie etwas weniger gut von kohlehydratreichen Arealen (Mucus, keine Farbung).

Indirekte Farbungen: Solche Farbungen sind eigentlich Zweischrittverfahren, bei denen eine soge-
nannte Beize mit einem Farbstoff zu einem Farblack kombiniert wird. Der Begriff des Beizens
stammt aus der Textilchemie, nicht aus der Histochemie. Meist enthalten Beizen Metallionen,
die dem Gewebe angeboten werden und koordinative (komplexchemische) Bindungen an ver-
schiedene Gewebebestandteile eingehen. Dabei bleiben koordinative Valenzen noch frei (de
facto voriibergehend mit dem schwachen Liganden Wasser besetzt) und kénnen anschlieBend
mit einem Farbstoff zum sogenannten Farblack weiter reagieren. Kennzeichnend ist, dass die
resultierenden Farblacke chemisch recht stabil im Gewebe verankert sind, weil sie die Metallio-
nen als Brickenkopf zur Bindung an Gewebe benutzen. Obwohl diese Zweischrittigkeit eines
der Grundprinzipien der indirekten Farbungen ist, wird nicht immer tatsachlich in zwei Schrit-
ten gefarbt. Haufig wird der Farblack bereits in Ldsung hergestellt und dann mit einer solchen
Farbelésung inkubiert. Das klassische Beispiel einer solchen einschrittigen Farblackmethode ist
die Hamatoxylinfarbung. Das Hamytoxylin wird in leicht saurer Lésung als Farblack angeboten,
bindet an die basophilen Strukturen des Gewebes (Zellkerne) und anschlieBend wird durch
Spulen (entfernen Uberschissiger Farbe im ebenfalls leicht sauren Milieu) und ,,Blauen” die feste
Verbindung des Farblackes mit der Struktur etabliert. Blauen erfolgt bei leicht alkalischem pH,
meist ausreichend durch Leitungswasser, das leicht alkalisch ist. Aufgrund der komplexchemi-
schen Grundnatur der indirekten Farbstoffchemie sind praktisch alle Farblacke Substanzen, die fiir
die Farbung basophiler Zonen hervorragend geeignet sind. Durch Behandlung mit Sauren kdnnen
diese Farbungen haufig wieder abgeschwacht (differenziert) werden, wenn dies notwendig sein
sollte.

Physikalisch-Chemische Verteilung: Verteilungskoeffizienten liber Grenzflichen hinweg bilden die
Grundlage fur physikalisch-chemische Verfahren. Hier wird hdufig mit nicht entwassertem Material
und zum Beispiel an Schnitten von eingefrorenem Gewebe gearbeitet, weil die Entwasserung in
der Alkoholreihe Grenzflachen zerstort, Lipide extrahiert und viele dieser Farbungen unméglich
macht. Fettfarbungen mit Sudan-Farbstoffen sind sicherlich die besten Beispiele fiir diese Gruppe
von Farbungen.

2.1.3. Gebrauchliche Standardfarbungen

Hier wird auf die flr diesen Kurs besonders relevanten Farbungen in Kapitel 3 verwiesen.

2.2. (Bio-)chemie am Gewebeschnitt: Histochemie

Ein Sonderfall der Farbungen stellen Versilberungen dar, die in der Mikroskopie schon friih eingesetzt
wurden und in verschiedenen Bereichen der mikroskopischen Anatomie bis heute eine wichtige Stellung
einnehmen. Die Golgi-Farbung z.B. ist eine selektive Versilberung einzelner Neurone, die diese bis in
die kleinsten Verastelungen darstellt und sie ist bis heute ein wichtiges Verfahren zur Kartierung der
neuronalen Gestalt. Auch der Golgi-Apparat kann mit Hilfe von Versilberungen (s. ABB. 3.5) dargestellt
werden. Die durch Versilberungen darstellbaren sogenannten ,Retikulinfasern“ (s. ABB. 3.5) sind
- wie inzwischen klar ist - tatsachlich Fibrillen des Kollagens Typ lll. Versilberungen sind eher als
,Histochemie“, denn als Farbung einzustufen, weil es - nach chemischer Vorbehandlung des Schnittes
- an bestimmten Stellen zur Ausfallung kolloidalen metallischen Silbers kommt. Die nur wenige nm
groBBen kolloidalen Silberpartikel streuen das eingestrahlte Licht und erscheinen im Lichtmikroskop
deswegen kontrastreich schwarz vor weissem Hintergrund.

2.2.1. Substrathistochemie

Zu den Klassischen substrathistochemischen Reaktionen gehéren zum Beispiel
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e der Nachweis von Glykogen oder anderen Kohlehydraten, die sogenannte vicinale Diole enthalten,
mittels der PJS oder PAS (Perjodsaure-Schiff) Reaktion,

e der qualitative oder quantitative spezifische Nachweis von DNA mit Hilfe der Feulgen-Reaktion

e der Nachweis von Metallionen mit Hilfe farbiger Chelatbildner (z.B. Berliner Blau-Reaktion zum
Nachweis von Eisen).

Davon abzugrenzen sind die oben schon erwdhnten Méglichkeiten, Fette mit fettldslichen Farbstoffen in
Lipidtrépfchen nachzuweisen. Dabei findet nur eine Partitionierung Uber eine Phasengrenze hinweg
statt, bei der sich ein Farbstoff in der fettigen Phase anreichert.

Substrathistochemische Verfahren hangen sehr stark von Fixation und Einbettung ab. Glykogen zum
Beispiel wird bei der Entwasserung nicht nur weitgehend herausgeldst, sondern teilweise auch delokali-
siert (Phanomen der ,,Substanzflucht).

2.2.1.1. Prinzip der PJS-Reaktion

Bei dieser Reaktion wird ein Schnitt zunéchst mit Perjodsaure oxydiert.
Dabei werden sehr selektiv sogenannte vicinalen Diole in polymeren
Zuckern oxydiert. Vicinale Diole sind direkt benachbart stehende
Hydroxylfunktionen. Es entstehen durch die Oxydation vicinale Car-
bonylfunktionen. Solche vicinalen Carbonylfunktionen kénnen sehr
selektiv mit dem Schiff’'schen Reagenz nachgewiesen werden das mit
den Carbonylen zu intensiv roten Schiff’schen Basen reagiert '. Die
in der Histologie tblichen Mischungen basieren auf Neufuchsin oder
Pararosanilin zur Bildung der Schiff’'schen Basen. Die Farbstoffe sind
auch in Spuren zu detektieren, weil sie in hoher Verdiinnung schon
stark fluoreszieren, lange bevor sie im Durchlicht sichtbar werden.

Die Perjodsaure-Oxidation ist spezifisch fir vicinale Diole, die aller- Abbildung 2.1.: Kurspraparat: Dar-
dings nicht nur in Glykogen vorkommen kénnen, sondern auch in  stellung von Kohlehydraten in Mu-
vielen anderen makromolekularen Kohlehydraten auftreten. Die Spezi- > Die rot gefarbten Areale sind die
\y L . . ) ucus-haltigen Areale von Becherzel-
fitat der Reaktion ist also immer nur indirekt und muss durch geeignete  ien im Epithel des Diinndarms. Die Ker-
Kontrollreaktionen demonstriert werden. Neben Schiff’'schem Rea- ne sind mit Hamytoxylin blau gegen-
genz kénnen auch andere chemische Reaktionsmechanismen zum  gefarbt.

Nachweis von Aldehyden eingesetzt werden. Am weitesten verbreitet

sind hier Versilberungen.

2.2.1.2. Prinzip der Feulgen-Reaktion

Bei der Feulgen Reaktion werden ebenfalls zunachst Aldehyde erzeugt, die anschlieBend mit Schiff’'schem
Reagenz nachgewiesen werden. Diese Reaktion ist DNA-spezifisch; RNA wird nicht erfasst. AuBBerdem
wird sie von den Ublichen histologischen Einbettungsprozeduren nicht behindert, und DNA wird - im
Unterschied zu verschiedenen Formen der RNA - nicht bei der Einbettung extrahiert. Die Feulgen-
Reaktion ist nicht nur als qualitativer Nachweis der DNA zu verwenden, sondern auch als quantitatives
Nachweisverfahren geeignet. Mit Hilfe der Feulgen-Reaktion kdnnen unter gut standardisierten und kon-
trollierten Bedingungen auch am Gewebeschnitt DNA-Mengen in Zellkernen vergleichend quantifiziert
werden. Folgende Schritte werden durchgefihrt:

1. Durch milde saure Hydrolyse I6sen sich die Purinbasen von der DNA ab, und es entstehen freie
Aldehydgruppen (meistens wird dazu 1 N HCI bei erh6hter Temperatur verwendet).

2. Reaktion der freien Aldehydgruppen der depurinierten DNA mit dem Schiff-Reagenz.

"Das Schiff-Reagenz enthélt in schwefliger Saure geldstes - eigentlich tiefrotes - Neufuchsin oder Pararosanilin. In dem mit der
schwefligen Saure gebildeten Komplex werden Doppelbindungen umgeordnet, und dadurch wird das Molekdil farblos (dann
als Leukofuchsin bezeichnet). Eine chemische Reaktion zwischen Leukofuchsin und den freien Aldehydgruppen ergibt die
Wiederherstellung der Doppelbindungen und der roten Farbe
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2.2.2. Enzymhistochemie

In der Enzymhistochemie wird die Aktivitat eines Enzyms? im Gewebe nachgewiesen. Enzymhistoche-
mische Verfahren werden darum auch haufig als aktivitatshistochemische Verfahren - in Abgrenzung
zu den substrathistochemischen Verfahren - bezeichnet. Letztlich wird durch das aktive Enzym ein
Farbstoff> am Ort des Enzymproteins produziert und so die Aktivitat des Enzyms nachgewiesen. Diese
Art des Nachweises eines endogenen Enzyms wird heute zum Zweck der biochemischen Analyse der
Enzymaktivitat nur noch sehr selten angewandt, weil nur in wenigen Fallen tatsachlich die Notwendig-
keit besteht, z.B. die Enzymkinetik im originalen Gewebeumfeld genau und ortsrichtig zu bestimmen.
Enzyme werden durch die Fixierung und Einbettung i.d.R. stark gehemmt oder sogar inaktiviert. Nimmt
man Schnitte von gefrorenem Material so ist die Aktivitdtserhaltung meist besser, aber leider die
Strukturerhaltung dann schlechter.

Trotzdem spielt die Enzymhistochemie bis heute eine groBe Rolle in der praktischen Histologie, weil ei-
nige wenige Enzyme (alkalische Phosphatase, Galactosidase, Peroxidasen) bei hochspezifischen
Nachweisverfahren als Signalverstérker (,Lampe®) eingesetzt werden. Dabei wird ihr erheblicher
Verstarkungsfaktor zur Produktion ausreichender Mengen lichtmikroskopisch sichtbaren Farbstoffs
eingesetzt (s. ABB. 3.6, Nachweis von Cytokeratin).

2.3. Hochspezifische Nachweisverfahren

Die modernen Verfahren der Histologie weisen einzelne und genau definierte Molekile oder Epito-
pe ortsrichtig im Gewebe nach. Solche Prazision ist mit den farberischen Methoden gar nicht und
mit der Substrat- oder Enzymhistochemie bestenfalls in Ausnahmefallen erreichbar. Die modernen
hochspezifischen Nachweisverfahren hdngen von zwei wesentlichen Grundvoraussetzungen ab:

Spezifische und Sensitive ,,Sonden“: Die nachzuweisenden Molekile oder Epitope (Membranre-
zeptoren, Zytoskelettmolekile, Transkriptionsfaktoren, etc.). liegen in einem diinnen Schnitt in
sehr geringer Konzentration vor, die i.d.R. bestenfalls im femto- oder attomolaren Bereich liegt.
Die Sonden* miissen in diesen niedrigen Konzentrationsbereichen hochaffin und spezifisch
binden. Wo solche Sonden nicht vorliegen, sind hochspezifische Nachweise nicht durchfihrbar.

Signalverstarkung: Auch wenn eine Sonde hochspezifisch und hochaffin an ihr Zielmolekiil gebunden
hat, ist zun&chst noch nicht viel gewonnen: Die Sondenmolekiile selbst sind in der Regel mikrosko-
pisch nicht sichtbar und ihre Konzentration auch nicht primar héher als die der nachzuweisenden
Zielmolekiile. Allerdings sind die Sonden so konstruiert, dass Sie den Ausgangspunkt einer histo-
chemischen Signalverstarkungskaskade darstellen kdnnen. Uber die Signalverstarkungskaskade
wird dann sekundar die Lokalisation der Sonde im Gewebeschnitt sichtbar gemacht.

Im Folgenden wird zunachst auf einige wichtige Mdglichkeiten der Histologie eingegangen, histo-
chemische Signalverstarkungskaskaden zu implementieren. AnschlieBend werden einige typische
Sondensysteme dargestellt und in einem dritten Kapitel die im Kurs verwendeten hochspezifischen
Nachweise dargestellt. Sondensysteme und Signalverstarkungskaskaden sind als eine Art Werkzeug-
kasten der Histologie anzusehen, aus dem die fir die jeweilige Fragestellung geeignetsten Methoden
ausgewahlt und umgesetzt werden kénnen. Die benétigten Reagenzien sind vielfach kommerziell
verfligbar.

2 Enzyme sind biochemisch meist Proteine, die sich durch die Eigenschaft auszeichnen, biochemische Reaktionsschritte zu
erleichtern und zu ermdglichen. Sie wirken dabei sehr spezifisch auf einzelne Reaktionsschritte. Enzyme sind also hochspezi-
fische Katalysatoren und erméglichen - pro Enzymmolekdil - viele Umsetzungen pro Zeiteinheit. Dieser Multiplikationsfaktor
macht Enzymnachweise oft sehr sensitiv.

3Die speziellen Substrate fir die Enzymhistochemie werden daher oft auch als ,chromogene" Substrate bezeichnet. Sie werden
speziell fir diesen Zweck synthetisiert.

4Typische Sonden sind z. B. Antikérper oder kurze DNA- oder RNA-Sequenzen
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2.3.1. Moglichkeiten der Signalverstarkung

2.3.2. “Lampen”, oder: Wie sieht man einen Antikérper?

Unabhéngig von ihrer stofflichen Natur werden die in der Histologie eingesetzten hochspezifischen
Nachweismolekule im Folgenden zusammenfassend als Sonden bezeichnet. Sonden sind selbst nicht
gefarbt und in der Regel nicht ohne weiteres nach Bindung im Schnitt oder an anderen Praparaten
sichtbar. Biochemisch sind solche Sonden

e Proteine, z. B. Antikdrper , die haufig an andere Proteine binden oder auch Lektine, die durch
spezifische Zuckerbindung charaterisiert sind;

o Nukleinsduren (RNA oder DNA), deren Spezifitat (iber die Abfolge der Nukleotide in den meist
synthetisch hergestellten kurzen Sondensequenzen gewahrleistet wird,

e Naturstoffe, z.B. hochspezifisch bindendende Toxine wie das Phalloidin, das an Actin bindet.

Sonden sind ohne besondere Vorkehrungen bzw. Veranderungen zunachst nicht im Schnitt sichtbar
weil sie in der Regel weder ausreichend farbig noch fluoreszierend sind. Zwei wesentliche Strategien
werden genutzt, um Sonden sichtbar zu machen:

Direkte Markierung der Sonde mit Fluorochromen (Direkte Fluoreszenz) Wie oben ausgefihrt,
wird bei der Fluoreszenzmikroskopie der Bildhintergrund insgesamt schwarz. Nur die fluoreszierenden
Molekile leuchten vor dem schwarzem Hintergrund auf und kénnen dann sehr sensitiv wahrgenommen
werden. Ein Beispiel fr ein solches Fluoreszenzbild ist das Kurspréparat zum Tubulin-Nachweis (s. ABB.
3.6, rechte Seite). Die Reduktion der Hintergrundhelligkeit ist bei der direkten Fluoreszenzdetektion im
Mikroskop der effektivste - hdufig auch der einzige - Verstarkungsmechanismus. Die Sonden wurden
fir das direkte Verfahren vor ihrem Gebrauch mit fluoreszierenden Farbstoffen kovalent verknUpft
(markiert). Meist kénnen dabei aber nicht mehr als ein bis héchstens vier Fluorophor-molekiile an
eine Sonde gebunden werden. Nach der spezifischen Bindung der Sonde im Schnitt leuchten die
durch die Bindung der Sonden markierten Regionen im Fluoreszenzbild ohne weitere Reaktionsschritte
auf. Da bei der direkten Markierung die Verstarkungskaskade noch fehlt, ist die Schwarzung des
Hintergrunds zur Kontraststeigerung unbedingt notwendig. In vielen Fallen reicht die Sensitivitat, die
mit diesen Schritten erreicht werden kann, aber noch nicht aus. Ausserdem mussen hier haufig hohe
Antikérperkonzentrationen eingesetzt werden, um ein ausreichendes Signal im Mikroskop zu erhalten.
Die Verfugbarkeit hochspezifischer Antikérper ist aber haufig limitiert oder sehr kostspielig. Nach
Anwendung der direkten Technik wird im Praparat ein Komplex sichtbar, wie er in ABB. 2.2 im linken
Teil dargestellt ist.

Indirekte Markierung im Zweischrittverfahren (Indirekte Fluoreszenz und Lichtmikroskopie)
Das Zweischrittverfahren macht sich die Tatsache zunutze, dass Antikérper zum Gebrauch als Sonde
Ublicherweise nach Immunisierung von Tieren (Mause: monoklonale Antikdrper®; andere Tierarten
wie Schaf, Rind, Ziege, Huhn, etc. polyklonale Antikérper®) entstehen. Das heisst, dass diese Sonden
letztlich Immunglobuline einer bestimmten und bekannten Tierart sind. Meist werden monoklonale
Antikérper der Maus als Sonden eingesetzt, die in vitro produziert werden kénnen. Beim Zweischrittver-
fahren bezeichnet man diese Antikdrper als Primarantikdrper; diese sind die eigentliche Sonde.

Werden Tiere (Ziegen, Schafe, Esel, Pferde, Hihner, etc.) mit unspezifischen Antikérpern aus dem
Serum von Mausen immunisiert, so entwickeln sie selbst Antikdrper, die hochspezifisch an Maus-
Antikérper binden. Solche Antikrper kdnnen an Schnitten von z.B. menschlichem Material eingesetzt
werden, um dort spezifisch gebundene Primarantikdrper der Maus zu detektieren. Sie kébnnen dann
als Universal-SekundérantikGrper gegen jeden beliebigen Primérantikdrper aus der Maus eingesetzt
werden. Solche Sekundarantikérper sind kommerziell als Konjugate mit Fluorochromen oder Enzy-
men (z.B. Peroxidase) erhaltlich. Weil diese Konjugate bereits einen optimierten und sehr hohen

5Nobelpreis fiir Kéhler und Milstein fiir die Technik der Klonierung von Antikdrpern aus der Maus, die sogenannte Hybridoma-
Technik

SPolyklonale Antikérper sind im Serum der immunisierten Tiere vorhanden und werden entweder direkt als Serum eingesetzt
oder aber aus dem Serum vor der histochemischen Verwendung extrahiert.
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Gehalt an Signalgebern pro Antikdrper aufweisen und gleichzeitig mehrere dieser Antikérper an einen
Primarantikérper binden kénnen, wird mit dem Zweischrittverfahren bereits eine erhebliche Verstarkung
erreicht (s.Abb. 2.2).

Indirekte Markierung im Mehrschrittverfahren (Indirekte Fluoreszenz und Lichtmikroskopie)
Bei diesen Verfahren wird der Sekundarantikdrper nicht mit einem fluoreszierenden Molekiil konjugiert,
sondern mit einem Briickenmolekiil, das als Beginn einer technisch implementierten Signalverstarkung
wirken kann. Molekile, die zu diesem Zweck haufig an Sekundarantikérpern verwendet werden sind
zum Beispiel Biotin (bei Proteinen) oder Digoxigenin (bei Nukleinsauren). Gemeinsam ist allen diesen
Molekilen, dass es spezifische Bindungspartner fir diese Brickenmolekile gibt (Streptavidin als
Bindungsparter fur Biotin oder Antikérper als Bindungspartner fir Digoxigenin). Diese Bindungspartner
fr die Brickenmolekile sind dann mdglichst optimiert mit Fluoreszenzfarbstoffen oder Enzymen
gekoppelt (s.Abb. 2.2).

In der Durchlichtmikroskopie werden im letzten Schritt enzymhistochemische Reaktionen genutzt,
um die Bindungsstelle der primaren Sonden sichtbar zu machen. Das Prinzip, dass zunachst eine
primare Sonde bindet, an die dann eine sekundéare oder sogar noch eine tertidare Sonden gebunden
wird, bleibt fur die Verstadrkungskaskade hier erhalten. Diese mehrschrittigen Reaktionen werden auch
haufig in der Durchlicht-Visualisierung priméarer Antikdrper oder anderer Sonden eingesetzt. Dann wird
die Signalverstarkung noch einmal wesentlich effizienter gemacht, indem Enzyme mit einer hohen
Wechselzahl und guter Farbdetektion im letzten Schritt als ,Lampe” bzw. Signalgeber eingesetzt werden.
Die Enzyme (meist Peroxidase, aber auch alkalische Phosphatase oder Galactosidasen) werden durch
eine Farbreaktion sichtbar gemacht. Die enorme Signalverstarkung durch Enzyme ist wegen der
hohen Umsetzungszahl der Enzyme auch im normalen Durchlichtmikroskop sichtbar und mit vielen
Standardfarbungen der Histologie kombinierbar (s. auch linker Teil der Abb. 3.6). Ein Enzym kann eine
ungeheure Anzahl an Farbstoffmolekilen aus farblosen Vorlaufern erzeugen.

Primérer

el Sekundarer Streptavidin
AotikeIpen Antikérper Biotin Fluoreszenzmolekiil
/ \ Nachweis Peroxidase

Abbildung 2.2.: Die Abbildung zeigt drei verschiedene Eskalationsstufen (in punkto Komplexitat der Reaktion und
Verstarkungsfaktor) von Signalamplifikationen bei hochspezifischen Nachweisverfahren am Beispiel einer Antikdrperreaktion.
Links ist ein flr das Antigen spezifischer Primar-Antikérper gezeigt, der direkt mit einer Lampe®, d.h. einem optischen Signalgeber,
konjugiert ist. Im mittleren Bereich ist gezeigt, wie sogenannte Sekundarantikorper, die gegen den Primarantikrper gerichtet
sind, mit dem Signalgeber konjugiert sind. Hier ist der Verstarkungsfaktor beeits deutlich héher. Rechts im Bild ist gezeigt, wie
nach dem Primar- und Sekundéarantikdrper (letzterer war dann bereits mit Biotin konjugiert), durch spezifische Bindung von
Streptavidin (dieses ist dann bereits mit dem Signalgeber konjugiert) eine nochmals um vieles héhere Signalamplifikation erreicht
werden kann.



3. In den Kurspraparaten mehrfach
eingesetzte Routinetechniken

3.1. Farbungen

3.1.1. Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE-Farbung)

Abbildung 3.1.: Die Abbildung zeigt vergleichbare Zonen aus der menschlichen Milz (Zentralarterie mit periarterieller
Lymphozytenscheide (PALS). Von links nach rechts wird der Farbefortschritt und der Effekt auf das histologische Bild gezeigt.
Hamatoxylin farbt die basophilen Zellkerne der Zellen (Runde kleine Zellkerne der Lymphozyten sowie die Zellen der GefaBwand),
Eosin farbt zusatzlich die intra- und extrazellularen Proteine, was an den zytoplasmareichen Zellen der arteriellen Wand deutlich
wird. Auch um die blauen runden Kerne der Lymphozyten herum wird der schmale rétliche Plasmasaum sichtbar. )

Die HE Farbung (s. ABB. 3.1 und 3.2) ist die histologische Stan-
dardférbung schlechthin und wird auch bei nahezu allen histopatho-
logischen Untersuchungen als Routinefarbung mitgefiihrt. Sie besteht
aus zwei Komponenten:

e Hamatoxylin, einem Farblack, der bevorzugt an Strukturen im
Gewebe bindet, die durch einen Reichtum an sauren Endgrup-
pen gekennzeichnet sind. Diese sauren Regionen werden auch
als ,basophil* bezeichnet, weil sie besonders gut durch basische
Farbstoffe wie Hamatoxalin gefarbt werden kénnen.

o Azidophiler Farbstoff Eosin, eine Substanz, die die neutral bis
basisch vorliegenden Proteine und Zellorganellen wie Mitochon-
drien tief orange/rot farbt und darstellt. Strukturen, die Eosin
binden werden gerne auch als ,eosinophil* bezeichnet. Nicht
ganz synonym ist der Begriff ,azidophil®, der aber haufig auch
im selben Sinn wie eosinophil gebraucht wird.

Abbildung 3.2.: Kurspréparat:
Farbeergebnis  einer  typischen
HE-Farbung, dargestellt an der Skelett-
muskulatur. Proteine im Bindegewebe
(leicht rosa) und die dicht liegenden
kontraktilen Filamente (tiefrot); dazwi-
schen die vom Hamatoxylin in blau
gegengefarbten Zellkerne.
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Im Schnitt werden als basophile Regionen in der Regel vor allem die Regionen gefarbt, die viele
Nukleinsauren enthalten. Dazu gehéren besonders der Zellkern und das raue endoplasmatische Reti-
kulum im Zellleib. Die Farbung der basophilen Regionen mit Hamatoxylin ist intensiv und kontrastreich.
Auch in den sauren Regionen der Biomembran - vor allem des Plasmalemms - kann Hdmatoxylin eine
schwache Farbung auslésen. Diese hilft, Zellgrenzen zu erkennen. Eosin farbt eher diffus und ohne
spezifische Betonung primar nach der Menge und Dichte von Proteinen und Zellorganellen, insbeson-
dere Mitochondrien. Insgesamt ergibt sich als Farbeergebnis bei der HE Farbung ein nuancenreiches,
vor allem auf der Verteilung von Proteinen und Nukleinsduren beruhendes Farbeergebnis.

3.1.2. Trichromfarbungen (AZAN-Farbung und Masson-Goldner Farbung)

Abbildung 3.3: Kurspraparate: Myo-
metrium in der HE-Farbung (links) und
der AZAN-Farbung (rechts). Die AZAN-
Farbung hebt die Kollagenfasern im Bin-
degewebe blau hervor, intrazellulare Pro-
teine und Zellkerne sind rétlich gefarbt.

Die Trichromféarbungen (s. ABB. 3.3) enthalten &hnlich wie die HE Férbung einen basophilen Farbstoff,
der vor allem die Regionen farbt, die reich an Nukleinsauren sind sowie einen azidophilen Farbstoff, der
vorwiegend Proteine und Mitochrondrien darstellt. Die dritte Farbstoffkomponente (daher der Begriff
»1richrom..”) farbt ein nur extrazellular vorkommendes Faserprotein, ndmlich fibrillares Kollagen. Dazu
werden die Farbstoffe Anilinblau (AZAN-Farbung) und Lichtgriin (Goldner-Farbung) verwendet.

Diese beiden Farbstoffe integrieren sich in kleine regelhaft auftretende Liicken der hochorganisierten
Kollagenfasern und stellen diese sehr spezifisch dar. Solche genau definierten ,Hohlrdume®, die zur
Bindung von Anilinblau oder Lichtgriin taugen, treten in anderen Proteinen oder Protein-Aggregaten
nicht auf. Blaue Farbstoffe flir den Zellkern werden bei diesen Farbkombinationen dann nicht eingesetzt.
Insgesamt wird bei den Trichromfarbungen der Farbkontrast zwischen basophil und acidophil schwacher
herausgearbeitet. Daflr werden aber intrazellulare Proteine von extrazellular vorkommenden, kollagen-
reichen Regionen deutlich unterschieden. Hilfreich sind Trichromfarbungen daher an allen Stellen, wo
Bindegewebe und glatte Muskulatur sicher unterschieden werden sollen. Muskelgewebe sind reich an
intrazellularem Protein, den kontraktilen Proteinfilamenten. Bindegewebe sind reich an extrazellularem
Fasermaterial.

3.1.3. Elastica Farbung

Eine weitere spezielle Farbung zur Darstellung von extrazellularem Fasermaterial ist die Gruppe
der ,Elastica“-Farbungen (s. ABB. 3.4). Dabei zielt die Farbung auf das extrazellular in manchen
Bindegeweben vorkommende Molekil Elastin ab, das Bestandteil elastischer Fasern ist.

Elastische Fasern kommen in vielen Organen in kleinen Mengen vor. Sie sind aber essentieller
funktioneller Bestandteil des elastischen Knorpels, der GefaBwand der herznahen Gefale und der
Lunge, um die wichtigsten Vorkommen zu nennen. Elastische Fasern kénnen durch Orcein oder
Resorcin-Fuchsin in einer dunkelbraun bis violetten Farbe dargestellt werden. Diese Farbstoffe binden
sehr spezifisch an elastische Fasern und farben keine anderen extrazellularen Faserelemente. Meist
werden solche Farbungen einfach mit einer Hamytoxylin-Farbung kombiniert, um auch die Zellkerne
gut erkennen zu kénnen. Ahnlich wie bei den Farbungen mit Anilinblau und Lichtgriin werden die
Elastica-Farbstoffe sehr spezifisch in die elastischen Fasern eingelagert, wahrend sie im restlichen
Bindegewebe wenig gebunden werden.
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Abbildung 3.4: Kurspraparate: Elas-
tisches Bindegewebe in der Wand der
Aorta. Links ist die HE Farbung, rechts
treten die braun-violett gefarbten elas-
tischen Faserbiindel hervor. In der Ela-
stica Farbung sind die Zellkerne durch
H&matoxylin hervorgehoben.

3.1.4. Versilberungen

Bei Versilberungen wird Silbersalz, das als Silber-Komplex (entweder mit Wasser als schwachem
Liganden oder aber mit Aminen (Ammoniak, Hexamethylentetramin, Glycin, etc.)) in Lésung vorliegt,
als Metallkolloid im Gewebe ausgeféllt. Die versilberten Stellen wirken im Durchlichtbild schwarz,
weil kolloidales metallisches Silber im Schnitt an diesen Stellen abgelagert wurde. Die Silberkolloide
brechen das Licht aus dem Strahlengang und ,schwéarzen* das mikroskopische Bild. Letztlich sind
solche Silberfallungsreaktionen nur eine Form der lichtmikroskopischen Visualisierung, die man - je
nach Vorbehandlung des Gewebes und der Zusammensetzung der Silberlésung - fiir verschiedene
Zwecke nutzen kann. Sehr viel mit Versilberungen gearbeitet hat der Nobelpreistrager Camillo Golgi;
nach ihm ist z.B. der Golgi-Apparat und eine bis heute zentrale Versilberung in der Neurohistologie
benannt. Wichtige Beispiele im Kurs fur Versilberungen sind:

e Die Versilberung sogenannter retikularer Fasern (Retikulinfasern sind biochemisch Fasern aus
Kollagen Ill). Diese Reaktion wird zur Darstellung retikularen Bindegewebes (z.B. Lymphknoten)
oder aber auch zur Darstellung einzelner verstreut vorkommender retikulérer Fasern (z.B. Leber)
eingesetzt (Beispiel in ABB 3.5, linke Seite).

e Die Darstellung der besonderen reduktiven Fahigkeiten des Golgi-Apparates mit speziellen
Versilberungen (Beispiel in ABB 3.5, rechte Seite).

e Die Darstellung vollstandiger einzelner Neurone mit allen Fortsatzen und Verastelungen bis
ins kleinste Detail (Golgi-Farbung in der Neurohistologie); diese Farbung liegt nahezu allen
klassischen Hirnkartierungen und Schaltschemata (Kleinhirnrinde, Hippocampus, Hirnrinde, etc.)
zugrunde.

Abbildung 3.5: Kurspraparate: Versil-
berungen mit verschiedenen Versilbe-
rungsprotokollen, die auf der linken Seite
retikulare Fasern im Lymphknoten zei-
gen, auf der rechten Seite eine Versilbe-
rung des Golgi-Apparates im Epithel des
Nebenhodens.
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3.2. Imnmunhistochemische Nachweisreaktionen

Die im Kurs enthaltenen Préparate mit hochspezifischen Nachweisreaktionen sind alle auf Antikdrper-
Reaktionen (Immunhistochemie) aufgebaut. Die typische Sequenz fir die immunhistochemischen
Nachweise im Kurs beginnt mit einem monoklonalen Antikérper (in der Regel ist das ein Antikérper der
Maus), der an ein kursrelevantes menschliches Antigen (Insulin, Proliferationsmarker, Zytoskeletmolekiil,
etc.) bindet.

e Durch Inkubation mit einer L6sung, die diesen monoklonalen Maus-Antikrper enthalt, wird im
ersten Schritt der spezifische Antikérper an das Zielmolekll im Schnitt gebunden.

e Im nachsten Schritt wurde dieser Antikdrper mit einem zweiten Antikérper (sekundare Sonde,
aus einer anderen Tierart und polyclonal: z.B. polyclonaler Ziege anti-Maus Antikdrper) detektiert.
Dieser Zweitantikérper war zuvor mit dem organischen Molekdl Biotin konjugiert worden. Nach
diesem Schritt liegt also - gebunden an das nachzuweisende Zielmolekdil - ein Komplex aus zwei
Antikdrper vor: dem Primarantikérper und einem dazu passenden Zweitantikrper, letzter mit
Biotin konjugiert.

e Im nachsten Schritt nutzt man die Tatsache, dass Biotin sehr hochaffin und spezifisch an das
Protein Streptavidin bindet. Der Schnitt wird also mit einer Streptavidin-haltigen Lésung inku-
biert. Dafur wird aber modifiziertes Streptavidin verwendet, das vor der Inkubation am Schnitt
biochemisch mit der ,Lampe” konjugiert worden war. Damit wird Uber Streptavidin das Werkzeug
eingeflihrt, das genutzt werden kann, um die ganze mehrschrittige Bindungskaskade im Mikro-
skop sichtbar zu machen. Streptavidin kann mit einem Fluoreszenzmolekil (z.B. Streptavidin-
Alexa488) oder aber einem der gut nachweisbaren Enzyme (z.B. als Streptavidin- Peroxidase)
konjugiert sein.

e Im Falle der Fluoreszenzdarstellung kann direkt nach der Strepavidin-Inkubation mikroskopiert
werden. Im Falle des Nachweises Uber ein Enzym wie Peroxidase muss zunachst noch die
Farbstoffreaktion durchgefiihrt werden, mit der dann (bei Peroxidase in der Regel als brauner
Farbstoff) die Sichtbarkeit im Durchlichtmikroskop erreicht werden kann.

Abbildung 3.6.: Kurspraparate: Beide Nachweisreaktionen wurden mit Hilfe von Antikérpern gegen Zytoskelettproteine
menschlicher Zellen durchgefuhrt. Auf der linken Seite wurde das Intermediarfilament Cytokeratin in einem Gewebeschnitt
nachgewiesen. Die Darstellung der gebundenen Antikorper erfolgt hier mit Sekundérreagentien, die mit dem Enzym Peroxidase
konjugiert waren. Die Farbreaktion liefert dann ein braunes Reaktionsprodukt an der Stelle der Antikérperbindung. Auf der
rechten Seite wurden Tubuline in einzelnen Zellen in Kultur nachgewiesen. Hier wurden mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugierte
Sekundarreagentien eingesetzt, so dass die Stellen, an denen die Antikérper gebunden haben, griin vor dunklem Hintergrund
aufleuchten.



3.2 Immunhistochemische Nachweisreaktionen 26

Weiterlesen, Schmokern, Keine Pflicht...

Celis, J E. u.a. (2005). Cell biology: a laboratory handbook. 3. Aufl. San Diego: Academic Press.

Chalfie, M. u. a. (1994). “Green fluorescent protein as a marker for gene expression.” In: Science 263,
S. 802-805.

Frank, J. (2003). “Electron microscopy of functional ribosome complexes.” In: Biopolymers 68.2, S. 223—
233.

Giepmans, B. u.a. (2006). “The fluorescent toolbox for assessing protein location and function.” In:
Science 312, S. 217-224.

Miyawaki, A., A. Sawano und T. Kogure (2003). “Lighting up cells: labelling proteins with fluorophores.”
In: Nat Cell Biol Suppl, S1-S7.

Tsien, RY. (2003). “Imagining imaging’s future.” In: Nat Rev Mol Cell Biol Suppl, SS16-SS21.

Zernike, F. (1955). “How | discovered phase contrast.” In: Science 121, S. 345-349.



Teil Il.

Einfuhrung in die Zytologie und
Medizinische Zellbiologie



4. Grundstrukturen von Zellen und Geweben

4.1. ,Leben” und ,,Struktur® hangen zusammen

Zellen und Gewebe sind lebendig. Sie erinnern noch aus
der Schule, dass die Gesetze der Chemie und Physik univer-
sell sowohl fir die lebende wie die tote Materie gelten. Fir
die Medizin als ein Unterteil der ,Lebens®-wissenschaften
ist es also nicht nebensachlich, etwas genauer zu sagen,
was denn eine Ansammlung von komplexen organischen
Molekilen in Raum und Zeit als Jebendig* erkennen lasst.
Wesentliche Unterschiede zu ,unlebendiger® Materie sind
z.B. klassisch biologische Kriterien wie Fortbewegung, Fort-
pflanzung, etc. Im Folgenden gehen wir aber zunéchst noch
eine Stufe basaler vor und betrachten eine Besonderheit, die
allen Lebensformen eigen ist:

Das Entropieprinzip der unbelebten Natur: In der unbe-
lebten Natur (s. ABB. 4.1) streben alle natirlichen
Vorgange zu einem Zustand minimaler Energie, der
haufig auch als ein Zustand minimaler Struktur ver-
standen werden kann. Eine Substanz beispielsweise,
die in einen zu fillenden Raum eindringt, wird sich in
diesem Umfeld immer einer méglichst gleichmaBigen,
d.h. energiearmen, Verteilung annahern.

Das Neg-Entropieprinzip der belebten Natur: Lebewesen
stemmen sich dem Entropieprinzip aktiv entgegen (s.
ABB. 4.2). Sie sind durch einen hohen Energiegehalt,
einen hohen Energiewechsel (Aufnahme von Energie
bzw. Energiedquivalenten und Verbrauch von Energie)
sowie korrespondierend dazu durch eine sehr hohe
innere Strukturierung bzw. Ordnung gekennzeichnet.
Lebewesen haben Wege gefunden, sich - in Raum und
Zeit begrenzt - aus dem allgemeinen Entropieniveau
hervorzuheben.

e Fir die Anatomie ist dabei grundlegend, dass mit
Leben das Phanomen der ,Ordnung®, d.h. der
biologischen Struktur, verbunden ist.

e Fir die Medizin insgesamt ist eines der
grundlegenden diagnostischen Prinzipien, dass

Negentropie

Energie

Struktur

Abbildung 4.1.: Entropieniveau in beleb-
ten (rot: Negentropie) und unbelebten
(blau: Entropie) Systemen

Negentropie

Mikr. Anatomie

Histologie

Energie

Zytologie Struktur

(Lern-) Arbeit
e mm = ——>

Abbildung 4.2.: Entropieniveau und Ler-
narbeit: Lernarbeit ist das, woran ein
Student wirklich merkt, dass auch die
Struktur selbst schon Energie enthielt.
(®) Das gilt fur alle Skalen-Niveaus der
Mikroskopie, also Zytologie, Histologie,
und mikroskopische Anatomie der Orga-
ne.

Stérungen dieser Struktur und Ordnung auf allen Ebenen mit Krankheit und im dussersten

Fall mit dem Tod verbunden sind.

Aus diesen Vorbemerkungen ergibt sich zwangslaufig, daf3 die Medizin in vielen Bereich sehr auf
Bildgebung und Interpretation von Strukturen ausgerichtet ist. Nicht nur die operativen Facher der
Medizin beschaftigen sich mit Anatomie. Uberall, wo Bildgebung eingesetzt wird (Réntgenverfahren,
Ultraschall, tomographische Verfahren (CT, MRT), ist Medizin strukturorientiert und letztlich anatomisch.
Es ist eine Grunderfahrung der Medizin, dass viele Erkrankungen sich anhand veranderter Strukturen
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ZytoIogie(—loi"l- skalensp:ng: 108 --l-o-m-> Histologie
Lysosomenmembran }  Epidermis Abbildung 4.3: Das Schema zeigt eine kompartimentierende
: Grenzflache als schwarze Linie. Beispiele fir Kompartimente,
die durch solche Grenzflache voneinander getrennt werden, sind
aufgefiihrt. Auf der linken Seite sind es Grenzflachen auf zel-
lularem Niveau, deren Dicke nur wenige nm betragt. Auf der
_-’_-_-_, rechten Seite sind Grenzflachen aufgefiihrt, die in Organen oder
im Kérperinnern auf dem Skalenniveau der Histologie (d.h. meh-
rere uym Dicke) vorkommen. Im Rahmen diese Kapitels zur Zyto-

Membran des rER

Mesothel
Plasmalemm

<—_-_

LCLL L e logie konzentrieren wir uns zunachst auf die linke Seite dieser

- Tubulusepithel Graphik; die rechte Seite wird zu Beginn der Histologie wieder

Innere aufgenommen. Die Epithelgewebe als erstes Kapitel in der His-

Mitochondrienmembran : tologie werden sich erneut mit der Bildung von Grenzflachen
[ ) Follikelepithel beschéﬂigen.

verraten; sehr viele Diagnosen sind primar strukturbasiert. Das ist ein wesentlicher Grund daflir, warum
Sie ihr Studium mit den Grundlagen der Anatomie beginnen.

4.2. Kompartimentierende Grenzflachen als Grundstruktur

Aus den eben gemachten Betrachtungen ergibt sich, dass Lebewesen eine grundlegende Ordnung
aufweisen. Solche biologische Ordnung ist wissenschaftlicher Erfassung zugénglich und wird in der
Wissenschaft in entsprechende Namensordnungen' umgesetzt. Es gibt verschiedene essentielle
Elemente der Lebensordnung, die man als die entscheidende Grundlegung betrachten kénnte, z.B.:

¢ Die Informationsspeicherung in DNA oder RNA kénnte als grundlegende Lebensordnung heran-
gezogen werden.

e Die Struktur von Proteinen kénnte als grundlegende Lebensordnung beschrieben werden.

Tatsachlich entfalten diese beiden Vorgange ihre volle Funktionalitat aber erst, wenn sie in einem
lebenden, organisierten Gesamtsystem vorkommen. Beide sind sicher essentielle Lebensvorgange,
aber sie stellen die Lebensordnung nicht selbst dar, sondern sind funktionell in diese eingebettet. Als
vielleicht allgemeinstes und gleichzeitig auch ,primitivstes” Merkmal zellularer Lebensordnung kann
gelten, daB3 der von der Lebensordnung erfasste Bereich stets raumlich von der unbelebten Materie
abgegrenzt ist. Es gibt eine scharfe und definierbare Grenze, an der unbelebte Materie in den Bereich
des Lebens (der Zelle, des Organismus) Ubergeht. Verwischen diese Grenzen, ist die zugehdrige Zelle
oder Organismus auch nicht mehr ,Jebend“. Analoge scharfe und definierbare Grenzen existieren auch
oft innerhalb von Lebewesen und kompartimentieren diese weiter in Unterteile. Beispiele fiir solche
trennenden und kompartimentierenden Grenzflachen sind in Abb. 4.3 aufgezeigt. Dieses Prinzip der
Kompartimentierung gilt dabei auf verschiedenen Skalenniveaus der mikroskopischen Anatomie. Es
gilt fir die einzelne Zelle selbst, die sich von der Umgebung (im Organismus dann auch extrazelluldre
Matrix genannt), abgrenzt (Dicke der Grenzschicht im nm-Bereich). Es gilt auch fir die Oberflachen
ganzer Organismen. Das funktionelle Hauptelement der Haut als AuBBengrenze unseres Korpers
beispielsweise ist ein sogenanntes Epithelgewebe (Dicke der Grenzschicht viele um). Das gleiche
kompartimentierende Organisationsprinzip wird also auf unterschiedlichen - um den Skalenfaktor 1000
verschiedenen - GréBenskalen verwendet.

e Lebewesen sind von unbelebter Materie durch Grenzschichten vollstandig abgetrennt

e Solche Grenzschichten umgrenzen den ,Lebensinnenraum” gegeniiber dem unbelebten
AuBenraum und sind die Voraussetzung fir zelluléres Leben jeder Art

e Grenzschichten derselben Art kdnnen auch den Lebensinnenraum selbst weiter in Subkom-
partimente aufteilen.

'das zur wissenschaftlichen Namensordnung gehérige, Studenten regelmaBig schreckende Folterinstrument: Nomenklatur
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4.3. Grenzflachen definieren Raume und Richtungen

Grenzflachen sind zunachst einmal vom
Verstandnis her nur ,Wande", die zunachst
nur logisch voneinander getrennte Raume de-
finieren. Bei ndherer Betrachtung wird durch
die Grenze allerdings wesentlich mehr als
nur der Raum selbst definiert. Wenn man
die Grenzflache betrachtet, so lassen sich
an ihr nun auch zwei logisch unterschiedli-
che Seiten definieren, die an unterschiedli-
che Raume grenzen (s. ABB. 4.4). Uber die
Grenzflache hinweg kénnen grundsatzlich
Richtungen (von Raum A nach Raum B
und umgekehrt) definiert werden. Als dritte
Raumrichtung kommt hinzu, dass die Grenz-
flache auch als eine Art flachige ,Schiene”
die Ebene der Grenzflache selbst definiert.
Damit wird klar, dass die Grenzflachen ne-
ben Raumen auch Vektoren (x: von A nach
B; y: von B nach A; z: entlang der Grenze)
definiert haben, die ebenfalls als essentielle
Elemente lebendiger Struktur von Bedeutung
sind (s. ABB. 4.5). Beispiele fiir durch solche
Grenzflachen getrennte Raume auf den Ska-
len der Zytologie und der Histologie sind in
ABB. 4.6 zusammengestellt.

Biologische Grenzflachen haben tatsachlich
alle Eigenschaften, die eben postuliert wur-
den. Sie grenzen nicht nur Rdume ab, son-
dern kontrollieren den Stoffaustausch zwi-
schen den R&umen (in beide Richtungen).
Die den beiden Raumen zugewandten Sei-
ten der Grenzflachen sind tatsachlich auch je-
weils anders zusammengesetzt: Biologische
Grenzflachen sind polarisierte Strukturen.
Entlang biologischer Grenzflachen (Biomem-
branen) kénnen daran angebundene oder
auch eingebettete Molekiile wie auf Schie-
nen in festgelegter raumlicher Ausrichtung
diffundieren; das hat weitreichende Konse-
quenzen.?

Eine wichtige Erganzung der reinen Kom-
partimentierungsfunktion ist daher die polare
Grundstruktur biologischer Grenzflachen (gilt
fir Biomembranen und fir Epithelgewebe):
Die auBeren Grenzflachen (Membranen) von
Zellen besitzen eine der unbelebten Seite zu-

Raum: A

Trennschicht st
intrinsisch polar
aufgebaut!

Raum: B

Abbildung 4.4.: Polare Grenzschicht mit den beiden an die Raume
A und B angrenzen Oberflachen.

Raum: A

A-B

Trennschicht st
intrinsisch polar
aufgebaut!

B->A

Raum: B

Abbildung 4.5.: Polare Grenzschicht mit den an ihr definierbaren
Vektoren.

°m 10°m

10
Zytologie €===== Skalensprung: 10° = m m = » Histologie

extern | Zytosol [Lysosom : apikal | Gallengang| Primarharn

intern [ ER Zytosol : basal | Sinusoid | Kapillare

Abbildung 4.6.: Polare Grenzschicht mit Beispielen fir Rdume, die
durch polare Grenzschichten in der Zelle (linke Seite) oder im Orga-
nismus (rechte Seite) auf unterschiedlichen Skalenniveaus definiert
werden.

2|n Biomembranen eingebettete Molekile diffundieren nicht mehr frei im dreidimensionalen Raum, sondern nur noch in der
Flache der Membran. Der Verteilungsraum ist sehr klein, weil er aus der Membranfldche und héchstens der Dicke der
Biomembran (wenige nm) besteht. Wegen des kleinen Verteilungsraumes kénnen schon sehr wenige membrangebundene
Molekdle in diesem Raum ausserordentlich hohe Konzentrationen erreichen. Ausserdem sind Molekile in/an den Membranen
in definierter Orientierung assoziiert; das erleichtert viele biochemische Reaktionen sterisch und erlaubt es, Membranen als
flieBbandahnlich funktionierende ,Werkbanke" fir Stoffwechselprozesse (Bsp. Phospholipidsynthese) zu organisieren.
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gewandte Oberflache und eine dem Lebens-(Zell-)innenraum zugewandte Seite. Die Polaritat ist dabei
nicht primar durch die Rdume aufgezwugen, sondern sie ist eine Eigenschaft der Grenzflachen selbst.
Die ,AuBBen“seite einer zellbegrenzenden Membran hat eine andere Oberflache und andere Eigen-
schaften als die ,Innen“seite einer zellbegrenzenden Membran. Innerhalb der Zellen werden durch
weitere Grenzflachen wiederum Raume voneinander abgetrennt, und auch hier gilt, dass die beiden
Oberflachen solcher Grenzschichten unterschiedlich sind, d.h. auch diese Grenzflachen sind polar
aufgebaut.

e Membranen kompartimentieren Raume und definieren Vektoren im ,Lebensraum®

e Membranen sind intrinsisch polar organisiert; ihre beiden Seiten sind unterschiedlich zusam-
mengesetzt und unterschiedlich funktionalisiert.

4.4. Die polaren Grenzflachen verandern angrenzende Raume
aktiv

Tatsachlich ist es nicht so, dass die Unterschiede in den beiden Membranoberflachen von den angren-
zenden Raumen - sozusagen als ,Abdruck® passiv ibernommen wirden. Die polaren Grenzflachen
sind selbst aktive Spieler und haben mannigfache Mdglichkeiten, die angrenzenden Raume aktiv zu
verandern. Dabei kdnnen die Konzentrationen von lonen, der pH-Wert, metabolisch wichtige Molekiile
wie Glucose oder Aminosauren und viele andere Eigenschaften bzw. Konzentrationen von Membranen
oder auch von membran-assoziierten Molekdilen Uber die Membran hinweg aktiv verandert werden.
Weil viele dieser Vorgénge Energie verbrauchen, sind solche Grenzflachen auch ein wichtiger Ort, an
dem zellulare Energie verbraucht wird. Es war oben ja erwahnt worden, dass Zellen einen hohen Ener-
giewechsel aufweisen. Es ist nicht Uberraschend, dass ein guter Teil dieser Energie dann folgerichtig
auch an Membranen und in membran-assoziierten Prozessen verbraucht wird. Ausserdem werden tber
Membranen hinweg aufgebaute Konzentrationsgradienten in z.B. der Atmungskette, auch instrumentali-
siert, um Energie fUr die Zelle verfligbar zu machen. Sowohl bei der Energiegewinnung (ATP-Synthese)
wie auch beim Verbrauch dieser zellularen Energie (z.B. bei aktiven Transportvorgéngen) spielen also
aktive Grenzflachen und die von ihnen aufgebauten transmembranaren Gradienten eine wichtige Rolle.



5. Die Biomembran: Archetyp einer aktiven
polaren Grenzflache

Die im vorigen Abschnitt ausgefihrten grundlegenden Eigenschaften biologischer Grenzflachen werden
in geradezu idealer Weise von den Bauprinzipien der Biomembran umgesetzt. Das Bauprinzip der
Biomembran erméglicht:

e duBerst dinne (im Kern bimolekulare) flachige Schichten in wassriger Umgebung
¢ unterschiedlich zusammengesetzte Seiten der diinnen Schicht als Grundlage der Polaritat
e Barrierefunktion durch einen hydrophoben (,6ligen”) flachigen Innenbereich der Schicht.

e fluiden* Charakter des hydrophoben flachigen Innenbereichs: Voraussetzung fir die Diffusi-
on in/entlang der Membranflache und gleichzeitig Voraussetzung fir die Verankerung groBer
Molekiile in der Membran

e zahlreiche Méglichkeiten, an den basalen Membranbausteinen Veranderungen vorzunehmen
e spontane Assoziation der Membran unter geeigneten Bedingungen

5.1. Phospholipide sind die Grundbausteine der Biomembran
und Basis fur ihre Polaritat

Phospholipide (s. ABB. 5.1) bestehen aus unterschiedlichen Grundele-
menten, die kovalent miteinander kombiniert sind:

e einem hydrophilen Bestandteil, der polar strukturiert ist und La-
dungen enthalten kann. In diesem Bereich kénnen auch gréf3ere
Molekile wie z.B. Kohlehydrate angekoppelt sein.

e einem als Brlcke fungierenden Bestandteil, oft ein mehrwertiger
Alkohol, z.B. Glycerin

e mehreren hydrophoben und langkettigen Bestandteilen, soge-
nannte Fettsduren

Wenn man Phospholipide in das relativ polar gebaute Wasser als
Losemittel einbringt, so versuchen die Phospholipidmolekile, sich spon-
tan so zu orientieren, dass die langkettigen hydrophoben Bestandteile
der Molekile méglichst wenig in Kontakt mit Wasser kommen. Verschie-
dene Varianten, wie sich diese Orientierung in Wasser ausbilden kann,
sind in ABB. 5.2 dargestellt. Im Bereich der Luft-Wasser Grenze ori-
entieren sich die hydrophoben Schwéanze in Richtung Gasphase. Im
Wasser selbst kénnen rundliche oder ovoide Kérper aus einer einzigen Abbildung 5.1.: Phospholipide
Lage Phospholipide entstehen, sogenannte Micellen. In Micellen bilden  bestehen aus einem wassermisch-
die hydrophoben Schwinze einen Kernbereich. Micellen kénnen daher  2aren (hydrophilen) Kopfteil und ei-
. . - .. . . nem nicht wassermischbaren (hy-
nicht unendlich gro3 werden. SchlieBlich kdnnen sich Blasen bilden, g opnoben), langkettigen Schwanz,
deren Wand aus einer bimolekulare Phospholipidschicht besteht (so i.d.R. zwei Fettsauren
etwas wird auch Vesikel genannt). Die Wand solcher Vesikel enthalt
eine diinne hydrophobe Zone, in der sich die hydrophoben Anteile der
Phospholipide befinden. Diese hauchdiinne hydrophobe Schicht trennt einen inneren Bereich, den
Inhalt des Vesikels, von der Umgebung. Sowohl der Inhalt des Vesikels wie auch seine Umgebung sind
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hydrophil, d.h. in Zellen wassrig. Einfache Vesikel haben bereits die Eigenschaft der Kompartimentie-
rung. Auch Richtungen sind definierbar. Technisch hergestellte Vesikel werden in der Pharmakologie
zum Beispiel eingesetzt, um Arzneimittel einzuschlieBen und im Kérper als VerschluBsache zu transpor-
tieren, bis diese unter bestimmten Bedingungen und an definierten Orten durch Fusion der Vesikel mit
Zielstrukturen in die Umgebung freigesetzt werden. Allerdings ist die Membran einfacher technischer
Vesikel noch nicht selbst aktiv. Es fehlen ihr noch wesentliche Parameter, die man bei einer Membran
in lebenden Systemen erwarten muss.

Eine wesentliche Grundeigenschaft biologischer Membranen ist die intrinsische Polaritat, die unter
Verwendung von Energie aufrechterhalten werden muss. Diese Polaritat beruht auf der Tatsache,
daf verschiedene Phospholipide nicht gleichmaBig Uber die beiden monomolekularen Lagen verteilt
sind. In der Plasmamembran (Plasmalemm), der &uBeren Membran einer Zelle ist z.B. im Regelfall
das Phospholipid Phosphytidylethanolamin nur auf der Innenseite enthalten. Taucht es doch auf der
AuBenseite in der auBBeren Lage der Doppelmembran auf, ist das ein Zeichen fir den beginnenden
Zelltod (Apoptose). Ohne aktive GegenmafBnahmen mit Hilfe von Hilfsmolekillen (Floppasen und
Flippasen') wére also die Asymetrie der Lipidverteilung als Basis der Polaritat der Biomembran nicht
aufrechtzuerhalten. Solche enzymtischen Hilfssysteme fehlen einem einfachen Phospholipidvesikel
noch.

Lu‘{’f Abbildung 5.2: Die Abbildung illustriert das
Verhalten von Phospholipiden in Kontakt mit

Wasser. Sie schieben die hydrophoben Anteile
dabei stets vom Wasser weg, weil diese An-
l\/qsscf’ ordnung energiedrmer ist, indem sie die Ober-
flachenspannung an der Grenze zum Wasser
g , minimiert. Zur Luft hin werden die hydropho-
e Vesihel ben Schwénze ganz aus dem Wasser heraus-
PCAES 0900000000000 0 o, gestreckt. In Micellen, die nur eine Lage Phos-

*
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o. % * ® pholipide aufweisen, werden die hydrophoben

‘o. ... Py P LT TTTTT L Y TP .. Schwénze zu globuldren oder auch elliptoiden

.4 : : = Bereichen angeordnet, aus deren hydropho-

$ .o....“......o' 3 bem Kernbereich Wasser dann ausgeschlos-

e 0000000, L & sen ist. In Vesikeln wird Wasser von einer bimo-
b > L PV lekularen Phospholipidschicht eingeschlossen.
®e00c0000® Solche Vesikel kdnnen sehr gro3 werden und

haben bereits die kompartimentierende Grund-
eigenschaft der Biomembran.

5.2. Beispiel einer typischen Biomembran: Das Plasmalemm

Als Plasmalemm bezeichnet man die auBere Membran einer Zelle, die sie von lhrer Umgebung ab-
grenzt. Diese Membran ist sehr gut untersucht und dient hier jetzt als Beispiel fir die grundsatzliche
Konstruktion von Biomembranen. Andere Membranen hangen eng mit dem Plasmalemm zusammen
und weisen analoge Verteilungsunterschiede auf. Die Herkunft des Plasmalemms und sein Zusam-
menhang mit anderen Membranen sind Gegenstand des nachsten Kapitels (Kapitel 6) in diesem
Skript. Abbildung 5.3 zeigt, dass bereits der Grundbau des Plasmalemms der Vorgabe einer polaren
Verteilung der Phospholipide auf die beiden Blatter der Membran voll und ganz entspricht. Nur auf der
AuBenseite des Plasmalemms finden sich z.B. Phospholipide, die in ihrem hydrophoben Molekulbereich
mit vielgliedrigen Zuckerketten verbunden sind. Auf der zum Zytosol (dem Zellinnern) liegenden Sei-
te der Membran finden sich keine solchen Zuckerreste (Glykosylierung). Bestimmte Phospholipide
(Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin) kommen praktisch nur auf der zytosolischen Seite
der Plasmamembran vor, wahrend andere (Phosphatidylcholin und Sphingosin-haltige Phospholipide)

kein Witz ©: Eine Floppase ist ein Protein, das den ,outward" flip eines Phospolipids bewirkt, wahrend eine Flippase den
Jnward” flip bewirkt.



5.2 Beispiel einer typischen Biomembran: Das Plasmalemm 34

ganz Uberwiegend auf der AuBBenseite vorkommen. Das hydrophobe Innere dieser Doppelmembran ist
bei Kérpertemperatur fluide (d.h. 6lig); aus diesem FlUssigkeitscharakter ergibt sich, dass Molekiile,
die in die Membran eingebettet sind, in diesem zentralen Ol-“film* geradezu schwimmen und in der
Ebene der Membran diffundieren kénnen. Zuallererst gilt das natirlich fir die Phospholipide selbst, die
in ihrer jeweiligen monomolekularen Hélfte der Doppelschicht jederzeit lateral diffundieren kénnen. Die
hohe Oberflachenspannung des Wassers und die Hydrathllle, die an den hydrophilen Képfen in der
Interaktion mit Wasser entsteht, verhindern allerdings, dass Phospholipid oder auch andere Molekile
einfach und in groBer Zahl von einer Seite der Membran auf die andere wechseln kénnen. Dieser
Prozess ist zwar nicht unméglich, 1auft aber relativ langsam ab.

Plasmalemms die asymetrische

000000000 0000000 Eiomembranen, m Plaamalemm
1{11 ', ., ] y] N kommen Phosphatidylcholin,

Sphingosin-haltige Phospholipide

Clykolipide Abbildung 5.3: Die Abbil-
Extrazellulér ; dung zeigt am Beispiel des

und glykosylierte Phospholipide

besonders im &uBeren Blatt der

O .Og' O gO O O. O . O .Dg%o . O Membran vor. Phosphtidylserin

und  Phosphatidylethanolamin

kommen nur im inneren Blatt vor.

Intrazellular Indirekt steuern die Phospholipide

damit bereits eine asymetrische

. ', Verteilung von Ladungen und

Zuckerresten (viele von diesen

Cholesterin sind ebenfalls geladen) Uber die

Membran hinweg. Die Asymetrie

der Verteilung gilt allerdings

nicht fir alle Membranlipide:

Cholesterin ist nicht asymetrisch
verteilt .
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Damit ist auch klar, dass der Fluid-charakter des Plasmalemms eine wichtige Voraussetzung fur die
Membranfunktion Uberhaupt ist. Gleichzeitig soll diese Lipidschicht aber auch koharent und geschlossen
bleiben, um die Integritat des Zellinnenraumes zu gewahrleisten. Bei der Sicherung und Kontrolle der
Fluiditat/Stabilitat spielen die Fettsduren der Phospholipide und das Cholesterin eine wesentliche Rolle.
Cholesterin ist ein essentieller Bestandteil vieler Biomembranen, jedenfalls tierischer und menschlicher
Biomembranen (nicht bei Pflanzenzellen). Cholesterin hat ein Sterol-Grundgerist, das auch als Aus-
gangspunkt fir die Biosynthese der Steroidhormone dient. Sein Hauptvorkommen im Kérper aber sind
die Biomembranen, wo es mit dem hydrophoben und sperrigen Sterolkern in die zentrale hydrophoble
Schicht der Doppelmembran hineinragt (s. ABB. 5.4). Im hydrophoben Inneren der Membran grenzen
also nicht nur Fettsduren an Fettsauren, sondern es ist Cholesterin in erheblichem Ausmaf3 eingestreut
und bewirkt letztlich zwei scheinbar gegensatzliche Effekte:

e Der sehr hydrophobe Sterolkern des Cholesterins verstarkt den hydrophoben Charakter vor allem
in den &uBeren Randzonen des hydrophoben Membranbereichs.

e Cholesterin wirkt wie eine Art Losemittel fir die Fettsdurenreste und erleichtert die laterale
Beweglichkeit der Phospholipide

Zusammengenommen wird die hydrophobe Wechselwirkung im Auf3enbereich der hydrophoben Zo-
ne verstarkt und damit die Stabilitat erhéht, wahrend gleichzeitig durch den ,Ldsemittel-Effekt” des
Cholesterins die laterale Mobilitat der Phospholipide - die Fluiditat - verbessert wird.

Auch die Fettsauren leisten einen Beitrag zur Kontrolle der Fluiditat des Plasmalemms. Die meisten
Fettsauren sind 18 Kohlenstoffatome lang und gesattigt. Gesattigt bedeutet hier, dass zwischen den
C-Atomen der Fettsdurekette keine Doppelbindungen vorliegen. Wo solche Doppelbindungen auftreten,
versursacht die andere Bindungsgeomtrie der Doppelbindungen einen Knick im Kettenverlauf, der
die Wechselwirkung mit benachbarten (gesattigten) verschlechtert und damit die Fluiditat erhéht.
Am haufigsten liegen solche Doppelbindung ca. in der Mitte der Kohlenstoffkette, im Bereich der
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Kohlenstoffatome 8-15. Damit treten diese Knickpunkte unterhalb der Region auf, in die das Cholesterin

integriert wird (s. ABB. 5.4).
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Abbildung 5.4: Die Abbildung zeigt auf der linken Seite in nm
die ungeféahre Dicke eines Blattes einer Biomembran an. Innerhalb
eines solchen Blattes lassen sich die rechts aufgefihrten Unter-
abschnitte als Zonen beschreiben. Im AuBenbereich dominieren
hydrophile Képfe, danach eine durch Cholesterin in der Hydro-
phobizitat verstarkte Zone (Barrierefunktion, hydrophobe Wech-
selwirkung, Fluiditat), danach ein Bereich, in dem der Anteil der
ungesattigten (geknickten) Fettsduren Uber die dort in der Regel
héhere Fluiditat mitentscheidet. Cholesterin hat eine einzige OH-
Gruppe, die als polare Molekdileinheit dazu fihrt, dass es sich
selbsttatig gerichtet in die Membran einfiigt. Das hydrophobe und
starre Skelett des Cholesterins ragt in die hydrophobe Schicht mit
hinein. Dort verstarkt es hydrophoble Wechselwirkungen insge-
samt, verhindert aber auch, da3 Phospholipide in der Membran
aggregieren.

5.2.1. Barrierencharakter der Biomembran: Durchlassigkeit fiir Biomolekiile

Die hydrophobe Kernzone der Biomembranen ist Hauptgrund-

lage ihrer physikalisch-chemischen Barrierewirkung. Diesen o l
Lligen® Film kdnnen viele Molekile nicht durchdringen (s. ABB. €0,

5.5). Dabei sind vor allem physikalisch-chemische Voraussetzun-

gen fiir die mégliche Penetration der hydrophoben Barriere von

N2
Steroid
hormone

Bedeutung?®. Wichtige physikalisch-chemische Parameter, die =~ ==--===--==----=---- s -~ i has

die Pentration einer Biomembran beeinflussen, sind:

GroBe des Molekiils GroB3e Molekiile wie ganze Proteine, die

meist in Wasser l6slich, also leidlich hydrophil sind, kénnen
nicht als Ganzes in die hydrophobe Zwischenschicht par-
titionieren und die Membran nicht durchdringen. Bei Klei-
neren Molekilen héngt die Penetration vor allem von der
Hydrophobizitat ab.

Hydrophobizitat Diese Eigenschaft ist vor allem bei Gasen und

bei kleineren organischen Molekilen von Bedeutung. Ga-
se wie Sauerstoff und Stickstoff kénnen die Membranen
gut per Diffusion durchdringen. Sie I6sen sich auch in
der hydrophoben Mittelphase. Ahnliches gilt auch fir die
Steroidhormone, die mit dem Membranbestandteil Cho-
lesterin biochemisch verwandt sind. Organische Molekdle
wie Glucose (Kohlehydrate generell) sind aber polar auf-
gebaut und gut wasserléslich. Solche Substanzen kénnen
die Membran nicht durchdringen, weil in der hydrophoben
Innenschicht keine ausreichende Léslichkeit erreicht wird.

Ladung, Polaritat Teilweise findet dieser Parameter schon bei

der Hydrophobizitat Berilicksichtigung. Ein wichtiges Mo-

H20
urea
Glycerin
-
Glucose
GroBe der
Molekiile

Saccharose

polare ungeladene Molekiile

H*,Na™
HCO3 K™
Ca™*, aI
MQH

—_—

Hydrophobe
Hydrophil Barriere Hydrophil

Abbildung 5.5.: Die Abbildung illustriert
die Grundpermeabilitat, die die Phospholipid-
bilayer einer Biomembran fir verschiedene
biologisch wichtige Molekile hat.

lekdl, das Biomembranen nur sehr schlecht durchdringen kann, ist das Wasser. Wasser ist

2Diese Themen werden hier nur zur Vollstandigkeit angerissen, aber nicht erschépfend behandelt: Sie sind ein Kernthema

der Physiologie und Biochemie. Gleiches gilt fiir die weiter unten besprochenen Funktionen vor allen Dingen integraler
Membranproteine als Carrier, Transporter, Kanéle, etc.. Die Erwahnung in diesem Skript ist Propadeutik fiir diese Facher. Es
wird von den Kollegen in diesen Fachern aber erwartet, da3 Sie mindestens Uber die basalen Grundgegebenheiten schon
Bescheid wissen. Darum werden wir diese Themen bis zu dem hier umrissenen Detailgrad auch in der Anatomie schon

prifen.
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grundsatzlich ein recht polar gebautes Molekil, das kaum Méglichkeiten fir hydrophobe Inter-
aktionen bietet. Mit Olen bildet es Giblicherweise zweiphasige Systeme und mischt sich nicht.
Obwohl es also sicher klein genug fiir eine Penetration durch die Membran ware, kann es faktisch
nicht durch Biomembranen diffundieren. Wasser ist selbst nur polar gebaut, aber nicht geladen.
Bei geladenen Molekilen treten diese Zusammenhange noch deutlicher hervor. Auch sehr kleine
geladene Molekile (Natriumionen, Kaliumionen, geladene organische Molekule) kdnnen Bio-
membranen ohne Hilfestellung praktisch nicht durchdringen. Hilfestellung erfolgt durch gezielte
Interaktionen mit Transportproteinen, die die Querung der Membran (aktiv oder auch passiv)
dann je nach Membran und Gewebe unterschiedlich ermdglichen kénnen. Diese organ- und
gewebespezifischen Transportmechanismen sind Hauptthemen der Physiologie, teilweise auch
der Biochemie. Sie machen dort einen nicht unerheblichen Teil des Lernstoffes aus.

5.2.2. Proteine des Plasmalemms und die Glykokalyx

Die Membranen - auch das Plasmalemm - sind noch tber die Phospholipide hinaus funktionalisiert.
Auch hier gilt, dass die Vektoren, die an der Membran definiert werden kénnen, eine wesentliche
Rolle fiir die Anordnung bzw. Ausrichtung zusatzlicher Funktionalisierungen spielen. Die wichtigste
Gruppe von Molekilen sind dabei Membranproteine. Membranproteine kénnen z.B. mit nur einem Blatt
einer Membran verbunden (verankert) sein; in diesem Fall kdnnen sie mit einem Phospholipid kovalent
verbunden sein, dessen Fettsduren in den hydrophoben Bereich eines Membranblattes hineinreichen.
In einem solchen Fall ist das ganze Protein nur entweder an der Auf3enseite oder an der Innenseite
der Membran prasent. Komplexer ist das Ganze, wenn es um sogenannte integrale Membranproteine
geht. Diese Proteine reichen durch die Membran - teilweise auch mehrfach, im Sinne einer Art ,Naht* -
hindurch. Ein Teil des Proteins liegt dann auf der AuBenseite, ein anderer auf der Innenseite. Diejenigen
Teile des Proteins, die in der hydrophoben Zone der Membran sind, bestehen aus sehr hydrophoben
Aminosauren. Damit sind auch diese Proteine Uber hydrophobe Wechselwirkung in der hydrophoben
Zone der Membran verankert. Integrale Membranproteine kdnnen ebenfalls lateral in der Membran
diffundieren und sind auBerdem stets gerichtet eingebaut: AuBBen liegt immer derselbe Teil eines
Proteins, innen dann entsprechend ein anderer Teil, den man beim Plasmalemm auch als zytosolische
Doméane bezeichnen kann. Neben den Phospholipiden gilt auch flir die Membranproteine, daB sie mit
Zuckerresten verbunden (glykosyliert) sein kénnen. Auch dabei gibt es wieder eine polare Dominanz:
Die Glykosyierung von Membranproteinen bezieht sich praktisch ausschliesslich auf die Domanen und
Proteine, die auf der AuBenseite des Plasmalemms vorkommen. Auf der zytosolischen Seite kommt
Glykosylierung nicht oder bestenfalls als extreme Ausnahme vor. Die Glykosylierung der Proteine
auf der AuBenseite mit - haufig langerkettigen und verzweigten Zuckerrketten fuhrt dazu, dass diese
Zuckerketten (Kohlehydrate) auf der AuBBenseite einen viele nm hohen dichten ,Zuckerwald® aufbauen,
der als Glykokalyx bezeichnet wird. Solche rasenartigen und dichten Kohlehydratketten findet man
nicht nur auf der AuBenseite des Plasmalemms, sondern auch auf der Innenseite vieler Vesikel und
Organellen, z.B. auch der Lysosomen.

5.2.3. Pumpen, Kanale, Cotransporter, etc. machen Membranen zu selektiven
und aktiven Grenzflachen

Das wichtigste Funktionsprinzip biologischer Membranen ist, dass die grundsatzliche Barrierefunktion
gezielt durch - meist integrale - Membranproteine durchbrochen und abgeandert werden kann. Dies
erfolgt sehr variabel und unterscheidet sich von Gewebe zu Gewebe und Organ zu Organ. Membran-
proteine kdnnen dabei in vielen verschiedenen Funktionen auftreten (s. ABB. 5.6):

Kanéale Kanale sind integrale Membranproteine, die sich teilweise 6ffnen oder schliessen kénnen.
Sie sind integrale Tunnelproteine und so gebaut, dass bestimmte, definierte Molekiile oder
lonen durch sie in geéffnetem Zustand hindurchtreten und dabei die Membran ohne Kontakt mit
der hydrophoben Innenschicht der Biomembran passieren kdnnen. Typische Kanale sind zum
Beispiel die Aquaporine, die Wasserdurchtitt durch Membranen erméglichen. Andere Kanéle
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sind selektiv fiir definierte lonen. Kanéle sind nur Offnungen. Der Ubertritt von Substanzen durch
Kanéle folgt bestehenden Konzentrationsgradienten.

Transporter Diese Proteine ermdglichen oder erleichtern den Transport meist kleiner organischer
Molekdle, z.B. von Glucose oder von Aminosauren.

Pumpen Pumpen sind i.d.R. ebenfalls integrale Membranproteine, die aber unter Verbrauch von ATP
(d.h. von zellulédren Energieaquivalenten) Stoffe selektiv und gerichtet Uber eine Biomembran
transportieren. Dies erfolgt meist gegen Konzentrationsgradienten. Damit sind Pumpen ein
wesentlicher aktiver Mechanismus, mit dem Biomembranen die angrenzenden Raume gegen
reine Verteilungsgleichgewichte verandern kénnen. Typische Pumpen sind zum Beispiel die Na/K
ATPasen, die sich in der basolateren Membran von Nierentubuluszellen oder in Streifenstlicken
der Mundspeicheldriisen finden. Auch Protonenpumpen, die z.B. den pH-Wert in Lysosomen
oder Endosomen absenken, fallen in diese Gruppe von Membranfunktionalisierungen.

Cotransporter, etc. Sind - z.B. von Pumpen - Konzentrationsgradienten liber die Membran aufgebaut
worden, so kénnen diese Konzentrationsgradienten wiederum genutzt werden, um weitere
Molekile, sozusagen ,huckepack®, zu transportieren.

Neben diesen Proteinen, deren Funktion im Wesentlichen eine kontrollierte und teilweise aktive

Veranderung der Membranpermeabilitat ist, sind noch weitere wichtige Funktionen mit den Mem-

branproteinen assoziiert. Dazu gehdéren die Rezeptorfunktionen, die von integralen Membranrezeptoren

ausgeulbt werden. Membranrezeptoren fallen i.d.R. ebenfalls in die Gruppe der integralen Membran-
proteine und binden an ihrer AuBenseite an Botensubstanzen, die selbst in der Regel auch Proteine
sind. Das Ereignis der ,Bindung”“ des Botenproteins (Zytokine, Hormone wie Insulin, etc.) an den

Membranrezeptor 16st eine Konfigurationsanderung des Gesamtproteins aus, die auch innen auftritt

und biochemisch Folgen hat. Damit fungieren Membranrezeptoren als eine Art ,Sinnesorgan” der Zelle,

mit dem die Gegenwart oder Abwesenheit wichtiger Botenstoffen wahrgenommen werden kann.

Einige Membranproteine fungieren primar als Strukturproteine, die Uber die Membran hinweg Verbin-

dungen zwischen extrazellularen und intrazellularen Proteinen des Zytoskeletts ermdglichen. Eine

solche Rolle spielen zum Beispiel die Glycophorine in der Membran der Erythrozyten oder auch die

Integrine in der Membran vieler Epithelzellen.

e Die Biomembran ist eine polare Grenzflache: lhre beiden Seiten enthalten unterschiedliche
Molekiile und Funktionen.

e Die Polaritat wird aktiv aufrechterhalten.
e Die an diese Oberflachen grenzenden Raume sind ebenfalls unterschiedlich.
e Die Biomembran ist das fundamentale Substrat zellularer Ordnung (Struktur) und Funktion.

e Biologische Membranen bestehen aus einem Phospholipid-Bilayer, der Cholesterol zur Opti-
mierung der Fluiditat enthalt (Fluid-mosaic membrane). Die Fettsauren der Phospholipide sind
partiell ungesattigt.

e Integriert in oder auf verschiedene Weise assoziiert an diese Doppelschicht kommen Proteine
und Kohlehydratketten vor. Letztere kénnen kovalent mit Lipiden verbunden sein (Glykolipide)
oder aber kovalent an Membranproteine gebunden sein (glykosylierte Membranproteine).

o Diese Molekullgruppen sind ungleich tber die beiden Lagen der Membran verteilt, so dass die
Membran zwei funktionell unterschiedliche Seiten aufweist.

e Die Membran ist fUr kleine lipophile Substanzen und Gase gut durchlassig.

e Polare Substanzen (Wasser und héher polar) brauchen zum Durchtritt die funktionelle As-
sistenz von speziellen Proteinen, die diesen Ubertritt katalysieren oder auch aktiv bewirken
kénnen.

Weiterlesen, Schmokern, Keine Pflicht...

Bretscher, M S. (1973). “Membrane structure: some general principles.” In: Science 181, S. 622—-629.



5.2 Beispiel einer typischen Biomembran: Das Plasmalemm 38

Wi Ionen Gl Extrazellular
Steroide asser ucose
‘ Na" Glucose Na" 2K+f
P — — — — — — ——— ——
e — — — — . A—
Y ' + ' \
| |aTe \ADP ATP ADP
a o +P +P
2 ;;_ £ 3 Na+ .
& ol g g
= e i o £
S EX g o 2
= L & |I: s ' =dJ & =q;. %
= E Q L £ = ,9-‘:. o -
S o] = =
o (o= [T Q Ev i
g 7 £ 25 g 2 1 Gz 3t
3 E 1] 7] t ' £ 4 7 o <
£ 50 G © = = i
e e =Y 1 o < ' Intrazellulir

Passiv Sekundar Aktiv Aktiv

Abbildung 5.6.: Um die Barriere der Membran zu iberwinden, werden verschiedene Mechanismen genutzt. In der Abbildung
sind oberhalb der Membran typische Beispielsubstanzen fiir einzelne dieser Wege erwahnt. Links, im griin unterlegten Bereich
der Abbildung sind Substanzen, die ohne Assistenz durch die Membran diffundieren kénnen (s. auch der griin unterlegte Bereich
in ABB. 5.5). Die Querungsvorgange Uber die Membran sind in der Abbildung mit schwarzen Pfeilen dargestellt, wenn es sich um
passive, diffusionsgetriebene Querungen handelt, die bereits bestehenden Konzentrationsgradienten folgen. Wenn Substanzen
gegen Konzentrationsgradienten Uber die Membran transportiert werden (griine Pfeile), kann dies entweder unter Ausnutzen
anderer, bestehender Konzentrationsgradienten (Symport, Antiport; hier dann ein indirekter Einsatz von Energie, die zuvor in den
Aufbau der Konzentrationsgradienten gesteckt werden muBte und nun aus dem besthenden Konzentrationsgradienten wieder
mobilisiert wird) oder aber unter direkter Aufwendung von Energie (als zelluldre Energie in Form von ATP-Verbrauch, s. rote
Beschriftung) bewerkstelligt werden.

Die Darstellungen in dieser Abbildung sind nur beispielhaft und propadeutisch fir die Méglichkeiten des Membranstransports
Uberhaupt. Vor allem in der Physiologie, aber auch in der Biochemie und spéter in der Pharmakologie werden Sie dazu in vielen
Organen Beispiele bis hin zu quantitativen Abschatzungen von Transportkapazitaten vorgestellt bekommen.

Haberkant, P. und G. van Meer (2009). “Protein-lipid interactions: paparazzi hunting for snap-shots.” In:
Biol Chem 390.8, S. 795-803.

Jacobson, K., E D. Sheets und R. Simson (1995). “Revisiting the fluid mosaic model of membranes.” In:
Science 268.5216, S. 1441-1442.

Rothman, J E. und J. Lenard (1977). “Membrane asymmetry.” In: Science 195, S. 743-753.

van Meer, G. (2005). “Cellular lipidomics.” In: EMBO J 24.18, S. 3159-3165.



6. Topologie der Membransysteme und
Kompartimente eukaryotischer Zellen

6.1. Zellulare Grundbauplane: Prokaryoten versus Eukaryoten

6.1.1. Einfach, erfolgreich und ,individualistisch”: Prokaryoten

Das einfachste denkbare Organisationsmodell zellulédren Lebens ist das eines membranumgrenzten
Innenraumes, in dem alle Lebensvorgange ablaufen. Dieses einfache Organisationsprinzip findet sich
bis heute in vielen einzelligen Organismen. Alle diese Zellen sind vollstandig und lebensféhig, obwohl
sie zum Beispiel keinen Zellkern haben. Tatsachlich sind Zellen mit diesem Grundbauplan bis heute
die mit Abstand am haufigsten vorkommenden und am weitesten verbreiteten Lebewesen Uberhaupt.
Das Grundprinzip ist also keineswegs ein Auslaufmodell: Der Charme der ,einfachen” Organisation
verleiht auch Robustheit und Anpassungsfahigkeit. Typische Beispiele fir solche Organismen sind
Bakterien, die in mannigfaltiger Form mit der Medizin in Beriihrung kommen: Positiv als Darmbakterien,
die als ,Verdauungsassistenten* wirken, als Wirtsorganismen fir die gentechnische Produktion von
Arzneimitteln, aber auch negativ als Trager von Infektionskrankheiten. Wenn man beim Beispiel eines
Bakteriums bleibt, so sind die Grundelemente der zellularen Organisation relativ einfach: Aussen
herum eine Membran', innen das Zytosol: ein Raum, in dem alle Lebensvorgange des Bakteriums -
sozusagen im Eintopf - stattfinden. Diese Lebensvorgdnge umfassen dann z.B. die Produktion und
den Verbrauch von Energie, die Unterhaltung der Membransysteme, die Synthese von Enzymproteinen
fir den Stoffwechsel, die Reproduktion, etc.. Auch die Erbinformation liegt einfach frei als zyklisches
Molekil in diesem Innenraum. Einen Zellkern zur ,Aufbewahrung* und Verpackung gibt es nicht. Dieses
Organisationsprinzip ist in der Evolution nach wie vor ungeheuer erfolgreich; es ist schlank, robust, an-
passungsfahig und effizient. Prokaryoten haben aber in der Evolution nicht die Fahigkeit hervorgebracht,
sich in arbeitsteilig organisierten und differenzierten vielzelligen Strukturen zu organisieren. Alle Zellen
sehen so aus wie die Vorgangerzellen, aus denen sie mitotisch hervorgegangen sind. Prokaryoten
bleiben allein und bilden keine vielzelligen Organismen. Das gibt ihr simplizistischer Grundbauplan
nicht her.

6.1.2. Komplex, vielseitig, leistungsstark, ,,organismenbildend“: Eukaryoten

In praktisch allen arbeitsteilig organisierten vielzelligen Lebewesen (Pflanzen, Tiere) weisen die Zellen,
die solche Organismen? bilden einen wesentlich komplexeren Grundbauplan als den prokaryotischen
auf. Das archaische Organisationsprinzip der Prokaryoten findet sich noch in der &uBBeren Zellmembran
(hier auch als Plasmalemm bezeichnet), und im Zytosol, das nach wie vor der zentrale Stoffwechselraum
der Zelle ist. Innerhalb der Zelle finden sich aber bei Eukaryoten vielfaltige membranumgrenzte intrazel-
lulare Kompartimente, die vollstandig in das Zytosol eingebettet sind und keineswegs nur Einstllpungen
oder Einbuchtungen des Plasmalemms sind. Die Umgrenzung durch Membranen schafft intrazellulére
Unterrdume, die spezifischen Teilfunktionen gewidmet werden kénnen. Diese Teilfunktionen greifen
ineinander, teilweise werden Prozesse kettenartig tber verschiedene Kompartments hinweg organisiert.
Die Vielzahl membranumgrenzter Rdume entspricht gro3en - jeweils spezifisch funktionalisierten -
Membranflachen, an denen sehr komplexe Vorgange koordiniert werden. Eukaryotische Zellen kénnen

'Die Existenz einer &uBeren Wand bei manchen Bakterien interessiert fiir den eigentlichen Grundbauplan hier nicht.
20rganismus hier verstanden als arbeitsteiliger, durch Differenzierung von Zellgestalt und Zellfunktion konstruierter ,Zellstaat*
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Leistungen vollbringen, zu denen Prokaryoten prinzipiell nicht imstande sind®. Nur auf Basis eukaryo-
tischer Zellen sind bisher in der Evolution hochkomplexe, arbeitsteilige Organismen entstanden, in
denen Zellen mit der gleichen Erbinformation ganz unterschiedliches Aussehen erlangen und ganz
unterschiedliche Funktionen tbernehmen kdnnen. Die Differenzierung von Gestalt und Funktion auf
Basis eines einheitlichen Genoms (innerhalb eines ,Zellstaats"= individueller Organismus) setzt eine
enorm wandlungsféhige und gleichzeitig kontrollierte Maschinerie in den Zellen voraus, die tatsachlich
nur auf Basis eukaryotischer Zellen gegeben ist. Angesichts des bis hier Gesagten ist auch nicht
Uberraschend, daB eukaryotische Zellen um ein Vielfaches grdBer sind als typische prokaryotische
Zellen. In der Medizin geht es um den Menschen und in der aktuellen Phase ihres Studiums um den
Aufbau des menschlichen Kérpers. Menschliche Zellen sind eukaryotische Zellen. Es geht also kein
Weg daran vorbei, sich mit den Organisationsprinzipien eukaryotischer Zellen vertraut zu machen.

Vieles, wovon der eine oder andere schon im Vorfeld, z.B. in der Schule gehért hat, bezieht sich
eigentlich nur auf eukaryotische Zellen und ihre intrazellularen Membransysteme und ist fir die
prokaryotische Minimalform zellularen Lebens sogar entbehrlich:

der Zellkern (genauer eigentlich: die Kernmembran, die den Zellkern definiert)

das endoplasmtische Retikulum mit seinen Unterabschnitten:
— glattes endoplasmatisches Retikulum
— raues endoplasmatisches Retikulum
der Golgi Apparat mit seinen Unterabschnitten:
— cis-Golgi
— Golgi-Zisternen
— trans-Golgi
Sekretvesikel

Endosomen
Lysosomen

Die Fahigkeit zur Differenzierung der Zellgestalt und Zellfunktion hangt mit diesen eukaryotischen
Membran-Organellen zusammen. Stérungen dieser Grundfahigkeit fiihren zu Erkrankungen. Wie kann
man den Zusammenhéngen und Funktionen dieser Organellen naherkommen? Um einen ersten Blick
auf die Zusammenhénge zwischen diesen verschiedenen Organellen zu werfen, gehen wir noch einmal
zu den Prokaryoten zuriick und betrachten hypothetische Konzepte, wie man sich den Ubergang von
prokaryotischen zu eukaryotischen Zellen vorstellt.

Dieser hypothetische Weg vom Pro- zum Eukaryoten wird hier im Skript verfolgt, weil er ein grundle-
gendes Verstandnis der Beziehungen aller oben genannter Organellen ermdglicht. Fiir die anatomisch
orientierte Zellbiologie stehen hier Raume und Oberflachen im Mittelpunkt. Sie brauchen dieses
Grundverstandnis aber auch in der Biochemie und der Physiologie.

e Der Begriff ,eukaryot® (kernhaltig) bedeutet mehr als nur die Anwesenheit eines Zellkerns. Wo
der Zellkern vorhanden ist, sind auch die anderen intrazellularen Membransysteme (eR, Golgi,
etc.) vorhanden.

e Mit den Begriffen prokaryot und eukaryot werden sehr unterschiedlich komplexe zellulare
Organisationsformen unterschieden.

e Prokaryotische Zellen konstituieren keine vielzelligen, differenziert strukturierten und arbeits-
teilig funktionalisierten Organismen. Sie sind typische ,Einzelganger”.

e Eukaryotische Zellen kdnnen als Einzeller vorkommen, aber vor allem sind sie flexibelst diffe-
renzierbare und funktionalisierbare Grundelemente praktisch aller hochkomplexer, arbeitsteilig
organisierter Lebewesen. Sie sind also ,staatenbildend” und &uBerst flexibel einsetzbare
Mannschaftsspieler.

3Beispiel: Komplexe Glykosylierungsmuster
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6.2. Ein hypothetischer Weg vom Prokaryoten zum Eukaryoten

Die Ausgangslage: Zuné&chst betrachten wir drei Grundfunktionen einer prokaryotischen Zelle (s.
ABB. 6.1, A), die mit ihrer AuBenmembran verbunden wurden und nun an drei spezifisch funktionali-
sierten Regionen dieser AuBenmembran konzentriert werden (s. ABB. 6.1, B). Dabei handelt es sich
um:

Bindung von DNA Eigentlich liegt die DNA in Prokaryoten frei im Zytosol. Die Anbindung an bestimm-
te zytosolische Domanen von Proteinen der AuBenmembran fiihrt zu einer primitiven rdumlichen
Organisation der DNA. Das erlaubt es, DNA effizienter in raumlich organisierter Sequenz zu tran-
skribieren und ggf. auch, die Transkription bestimmter DNA-Abschnitte durch Membranbindung
oder rdumlich-sterische Effekte zu kontrollieren.

Synthese der Membranphospholipide Die Membranphospholipide miissen regelmaBig ausgetauscht
und zu diesem Zweck nachsynthetisiert werden. Dies erfolgt in darauf spezialisierten Membran-
abschnitten und zwar in dem Blatt der Lipid-Bilayer, das dem Zytosol zugewandt ist.

Synthese von Protein und Ausschleusung in den Extrazellular-Raum Viele Prokaryoten haben um
die duBere Membran herum eine versteifende Hiille, die Zellwand, in der auch Proteine eingela-
gert sind, die aus dem Zytosol (wo sie hergestellt werden) nach drauBen kommen missen. Hier
stellt man sich vor, dass sich membrangebundene Mechanismen entwickelt haben, mit denen die
Translation dann durch die Membran hindurch erfolgen konnte. Die fir diese Vorgdnge wichtigsten
Enzymkomplexe der Zelle sind die Ribosomen. Fur diese Art von Proteinsynthese muissen die
Ribosomen dann in dafir geeigneten Regionen der Zellmembran an der zytosolischen Seite der
AuBenmembran (d.h. an der Innenseite der Bilayer) gebunden sein.

Verlagerung nach innen: Effizienzsteigerung: In einem ersten Schritt kdnnten sich die drei oben
erwdhnten Regionen durch Einstllpung der AuBenmembran in den Innenraum verlagert haben (s. ABB.
6.1, C). Die mit der DNA verbundenen Regionen dienen haufig auch rein endogenen, lebenserhaltenden
Funktionen und wiirden dabei am weitesten eingestllpt, die DNA wirde teilweise, aber nicht vollstandig,
von diesen Membranteilen eingeschlossen (s. ABB. 6.1, C). Durch die Einstllpung ist die Membran jetzt
an vielen Stellen doppellagig oder bildet Réhren; zwischen den beiden Lagen und in den Réhren befindet
sich ein ins Innere verlagerter Raum. Dieser Raum bildet ein von Membran umgrenztes Tunnelsystem,
bleibt dabei aber Gber diese Tunnel auch in offener Verbindung zum Extrazellularraum (s. ABB. 6.1, C).
Die Regionen, an denen die Phospholipidsynthese fir den Membranunterhalt und Proteinsynthese fiir
~EXportproteine” stattfinden, sind ebenfalls eingestulpt worden und sind nun wandbildender Teil des
Tunnelsystems, das in die Zelle hineinreicht (s. ABB. 6.1, C).

Schon diese raumliche Organisation muss grof3e Vorteile fiir die Zelle gehabt haben. Einer der Vorteile
ist zum Beispiel, dass Proteine, die in das Tunnelsystem statt direkt in den Extrazellularrum sezerniert
werden, nur wenig verdinnt werden und dann noch in hoher Konzentration in dem kleinen Volumen des
Tunnelsystems vorliegen: Sie kénnen dort also zum Beispiel nach der Synthese der Aminosduresequenz
noch nachverarbeitet werden. Waren sie direkt im Extrazellularraum, waren sie flir die Zelle unerreichbar
und im - potenziell sehr gro3en - extrazellularen Volumen stark verdinnt. Der sensible Prozess der DNA-
Organisation durch raumliche Konzentrierung kann nun unter kontrollierten Bedingungen stattfinden;
die Phospholipidsynthese findet fernab von méglichen Stérungen durch extrazelluldre Einflisse statt.
Neusynthetisierte Phospholipide kénnen im Tunnelsystem ggf. noch nachprozessiert werden, &hnlich
wie Proteine.

Der Schritt zum Eukaryoten: Vesikulédre Shuttle als Transportprozesse Mit dem oben beschrie-
benen Schritt ist allerdings auch Gber das Tunnelsystem nach wie vor eine offene (d.h. nicht durch
Membranen kontrollierte) Verbindung von extrazelluldr in topographisch tief innerhalb der Zelle liegende
Regionen mdglich: Méglicherweise ist dies ein Nachteil. Das Tunnelsystem ist stets gleichermaf3en
JAuBenwelt® (extrazellular) wie auch ,Innenwelt* (topographisch tief intrazellular; metabolischer ,Vorhof*)
der Zelle.
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Diese Situation wird durch den letzten Schritt geandert:

Das réhrenférmige, kontinuierliche Tunnelsystem zerfallt (s. ABB. 6.1, D):

Anstatt des , Tunnelsystems® findet sich ein diskontinuierliches System, in dem Blaschen (Vesi-
kel) die nunmehr ganzlich in der Zelle liegenden Membrangebilde tber eine Art ,Shuttlesystem*
miteinander, mit der AuBenmembran und auch mit der AuBenwelt verbinden.

Die Funktionen der DNA-Bindung und Unterstitzung der rdumlichen Organisation der DNA
(Kernmembran), der Phospholipid-Synthese (glattes ER) und der Proteinsynthese fiir den
Weg nach drauf3en (raues ER) sind nunmehr ganz ins Zellinnere verlagert und ohne direkte
morphologische Verbindung zur AuBenwelt. Sie bleiben aber allesamt mit dem intrazellularen
Membransystem assoziiert.

Die DNA wird zwar von den nach innen verlagerten Membransystemen vielfach gebunden,
organisiert und in ein kleines Kompartiment der Zelle zusammengedrangt (Zellkern); dieser
DNA-haltige Raum bleibt aber tber Poren der umschliessenden Membransysteme in offener
Verbindung zum Rest des Zytosols (Kernporen).

So wie der Inhalt der Vesikel letztlich als auf dem Weg zum (oder: vom) AuBenraum gesehen
werden kann, so kann analog auch die Seite der vesikel-begrenzenden Bilayer, die auf der
Innenseite der Vesikel liegt als auf dem Weg zur (oder: von der) AuBenseite des Plasmalemms
interpretiert werden.

Diese kleinen Blaschen (Vesikel) enthalten Produkte, die wahrend des Transports von Enzy-
men der umgrenzenden Membran noch ungestért von duBBeren Einfliissen und vollstandig
endogen kontrolliert weiterprozessiert werden kénnen .

In den Vesikelmembranen selbst kdnnen neusynthetisierte Phospholipide metabolisch ausge-
reift und als Teil der Vesikelmembran zur AuBenmembran gebracht werden.

Umgekehrt kdnnen gealterte Teile der Membran und auch Substanzen aus der AuBBenwelt
zunéchst in solche Vesikel einbezogen oder eingeschlossen werden. Dort kénnen sie nachbe-
arbeitet und beispielsweise zerstort oder ,verdaut® werden.

Die Etablierung des vesikularen Shuttlesystems in eukaryotischen Zellen ist ein gro3er Sprung weg vom
prokaryotischen System hin zur Effizienzsteigerung und Funktionsvielfalt eukaryotischer Zellen. Um das
Tunnelsystem mit einem vesikularen Shuttlesystem zu ersetzen, miissen in der Zelle Voraussetzungen
gegeben sein:

e Vesikel miissen transportiert werden kdnnen

Vesikeltransport muss gerichtet sein
Vesikel missen sich kontrolliert aus (Ursprungs-)Membranen abschnilren kénnen

e Vesikel missen genauso kontrolliert mit (Ziel-)Membranen verschmelzen kénnen

Zur Koordination der ganzen vesikularen Systeme muss es eine Art Adref3system in der Zelle

geben.
e Es muss Méglichkeiten geben, den Inhalt der Vesikel zu kontrollieren und zu modifizieren

Die Vorgange des Vesikeltransports, der Generierung und Verschmelzung von Vesikeln mit Membranen
sind essentielle Lebensvorgénge (in Eukaryoten), die in vielen Zusammenhangen im Organismus eine
Rolle spielen:

e Bei nahezu allen proteinergen exokrinen oder endokrinen Sekretionsvorgdngen, sei es die
Becherzelle im Darmepithel, die endokrine Zelle in der Schilddriise, der Zytokine produzierende
Leukozyt, etc.

e Bei retrogradem und anterogradem axonalen Transport in den Axonen der Nervenzellen

e Bei synaptischer Ubertragung in allen Varianten, die vorkommen, dh bei der neuro-neuronalen
Synapse, in der motorischen Endplatte bei der neuromuskularen Ubertragung, etc.

e Bei Resorptionsvorgdngen, wie sie zum Beispiel im Epithel der Nierentubuli vorkommen.
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e Bei physiologischen Um- und Abbauvorgdngen, wie sie beispielsweise bei der Mauserung
gealterter Erythrozyten in der Milz vorkommen.

e Bei Abwehrvorgéngen, die die Zerstérung und Entfernung in den Organismus eingedrungener
Mikroorganismen zum Ziel haben, beispielsweise bei der Phagozytose von Bakterien durch
kérpereigene Makrophagen.

e Bei Pinozytose und der Aufnahme von Substanzen aus dem Extrazellularraum.

e Beim Signalling, seien es die sezernierten Botenproteine selbst oder aber die fiir die Erkennung
bendtigten Membranrezeptoren im Plasmalemm.

e Bei praktisch allen Differenzierungsvorgdngen in Zellen/Geweben z.B. im Rahmen der Gestaltung
der AuBenseite einer Zelle, die je nach Zelltyp oder Gewebe ganz unterschiedliche Membranpro-
teine aufweist.

Stérungen der intrazellularen vesikularen Systeme haben schwerste Erkrankungen zur Folge. Als ein
Beispiel daftir mag der Wundstarrkrampf (Tetanus) dienen: Tetanustoxin und Botulinustoxin (Botox)
hemmen* Vesikelfusionen; mehr dazu in der Physiologie und Biochemie.

Phospholipid Membrangebundene Kernpore
i Synthese DNA Kernmembran
[
Internalisierung Organisation
w»Tunnelsystem” »vesikuldre Shuttle"
freie Membrangebundene

Ribosomen Ribosomen

Abbildung 6.1.: Die Abbildung erldutert Prinzipien der Veranderungen der Zellorganisation beim Ubergang von pro- zu
eukaryotischen Zellen, wie sie auch der menschliche Organismus aufweist. Der prokaryotische Urtyp ist in Teilbild A zu sehen:
Nur die Membransynthese ist zwingend an die AuBenmembran gebunden. Sowohl die DNA wie auch die Ribosomen, an denen
die Proteinsynthese stattfindet, liegen frei im Zytosol. Teilbild B zeigt, wie - hypothetisch - auch DNA-bindende Regionen der
AuBBenmembran bei der Organisation der DNA zu assistieren beginnen. Auch Ribosomen kdnnen jetzt membrangebunden
vorkommen und dienen dann dazu, das synthetisierte Protein direkt durch die Membran hindurch in den Extrazellularraum
auszu“fadeln”. Teilbild C zeigt, wie die an diese Funktionen gebundenen Membranregionen in das Zellinnere eingestilpt
werden. Die DNA-Bindung und auch die anderen Bereiche spezialisieren sich weiter. In der Zelle entsteht - hypothetisch - ein
Tunnelsystem, das noch eine offene Verbindung zur AuBenwelt hat. Teilbild D zeigt bereits das Grundprinzip der Organisation
einer eukaryotischen Zelle. Aus den inneren Membranen gibt es keine direkte Verbindung nach auf3en mehr: Alle internen
Abschnitte des Membransystems sind Uber vesikulare Shuttlesysteme verbunden. Wichtige Stationen in diesem internen System
sind die Kernmembran (wegen der Einstllpung doppellagig, das endoplasmatische Retikulum (eR, in glatter und rauer (rER)
Variante vorhanden) und in Stapeln konzentrierte Membran, die man als Golgi-Apparat bezeichnet. Das glatte ER ist zum Ort dere
Membranbildung geworden, das raue ER tragt membrangebundene Ribosomen, die ihr Produkt ins Innere des Membransystems
einbringen. Vesikulare Shuttle verbinden ER, Golgi-Apparat und das Plasmalemm miteinander. Der Golgi Apparat ist fur viele
Produkte der intrazelluldren Membransysteme eine wichtige Zwischenstation und dient der biochemischen Maturierung und der
Sortierung von Molekilen in andere Abschnitte des Membransystems.

4liber Wechselwirkungen mit SNARE Komplexen
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6.3. Die topologischen Beziehungen der Zellkompartimente
zueinander und die Transportwege zwischen
Zellkompartimenten bedingen einander

Mehrere wesentliche Punkte werden durch den im vorigen Kapitel durchgespielten evolutiven Ubergang
von der prokaryotischen zur eukaryotischen Zellorganisation deutlich:

e Das Zytosol bleibt der zentale Stoffwechselraum der Zelle. Als eine Art ,Sonderwirtschafts-
zone" bleibt der neu definierte Kerninnenraum mit der DNA darin Uber die Kernporen ohne
Membranbarriere an das Zytosol angebunden.

e Es entstehen groB3e, in das Zytosol eingebettete, aber durch Membranen von ihm getrennte
Kompartimente, deren Inhalt als Material betrachtet werden kann, das vom extrazelluldren Raum
kommt oder auf dem Weg zu ihm ist. Das gilt auch, wenn einige der Inhaltsstoffe letztlich immer
in diesen Kompartimenten verbleiben und den Extrazellularraum nie erreichen.

e Die Innenseite der Membranen dieses Systems kann als auf dem Weg zur (bzw. von der)
AuBenseite des Plasmalemms interpretiert werden, selbst wenn einige Teile des Systems nie
direkt mit dem Plasmalemm fusionieren.

e Die komplexen vesikularen Knospungs- und Verschmelzungsvorgange werden von zytosolischen
Molekdilen, d.h. aus dem zytosolischen Kompartiment der Zelle heraus gesteuert. Die Membran-
systeme hangen an zytosolischen Zytoskelettelementen und an zytosolischen Assistenzproteinen
far Knospung und Fusion von Vesikeln wie eine Marionette an Faden hangt: Das Zytosol bleibt
also der ,Puppenspieler’ im Hintergrund.

Damit wird es jetzt méglich, die Prinzipien der topologischen Aquivalenz® zellularer Kompartimente zu
definieren:

Topologisch Aquivalente Kompartimente: Zelluldre Kompartimente sind dann zueinander oder
auch zum Extrazelluldrraum topologisch dquivalent, wenn Inhaltsstoffe von einem Komparti-
ment zum anderen gelangen kénnen, ohne eine Membran durchqueren zu missen.

Zur topologischen Aquivalenz gehérige Transportwege sind:
o Diffusion in durchgehender wéassriger Phase, auch im Falle der eingeschrankten Diffusion
(Kernporen)
e Knospung von Vesikeln aus einem Donorkompartiment, Transport und anschlieBende Fusion
des Vesikels mit einem Akzeptorkompartiment.

Topologisch NICHT Aquivalente Kompartimente: Zelluldre Kompartimente sind nicht topologisch
dquivalent zueinander oder auch zum Extrazelluldrraum, wenn Inhaltsstoffe von einem Komparti-
ment zum anderen nur dann gelangen kénnen, wenn eine begrenzende Membran (iberwunden
(d.h. durchdrungen) wird.

Fir Transporte zwischen Kompartimenten, die nicht topologisch aquivalent zueinander sind,
durfen Sie eine jeweils spezifische, meist sehr aufwandige Maschinerie zur Bewerkstelligung des
Transportes erwarten®, z.B.:

e Mitochondrien und ihr Innenraum sind nicht topologisch aquivalent zum Zytosol oder zum
intrazellularen Membransystem. Hier gibt es spezifische Transportmolekile (z.B. TIM und
TOM)

¢ Die membrandurchquerende Proteinsynthese®, bei der die Synthese von Proteinen gerich-
tet aus dem zytosolischen Kompartiment Gber eine Membran hinweg in das Innere des
endoplasmatischen Retikulums erfolgt.

5s. auch Kapitel 12.1 in Alberts u.a. 2011; die Darstellung in dem Buch von Alberts ist fiir Medizinstudierende im ersten
Semester deutlich zu umfangreich. Flr den, der nur mal schmokern méchte, gerne. ..

8Viele Details dazu werden in der Biochemie und Physiologie besprochen. Die topologischen Beziehungsn selbst sind aber
bereits ein anatomisch/strukturelles Thema.

7Nicht zu verwechseln mit TIM und STRUPPI (®); TIM steht tatsachlich fiir Translocator Internal Membrane und TOM fiir
Translocator Outer Membrane.

8haufig auch als cotranslationale vektorielle Translation bezeichnet
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Damit ergeben sich zwei groBe, voneinander getrennte Aquivalenzraume. Diese sind in der ABB. 6.2
farbig codiert. Die Innenrdume der gesamten intrazelluldren Membransysteme, beginnend tief in der
Zelle mit dem Raum zwischen den beiden Lagen der Kernmembran, dann ER, Golgi, Vesikel und
Lysosomen, etc. sind mit dem extrazellularen Raum topologisch aquivalent. Alle diese Raume sind blau
dargestellt. Der wesentliche Modus des Stoffflusses hier ist das vesikulare Shuttlesystem. Der griine
Bereich umfaBt den zweiten groBen Aquivalenzraum in eukaryotischen Zellen, das Zytosol und der tiber
die Kernporen angebundene Kerninnenraum. Zwischen Zytosol und Kerninnenraum findet Diffusion
statt, auch wenn diese Uber Kernporen sekundar modifiziert werden kann und der Kerninnenraum
funktionell vom Zytosol verschiedene Aufgaben hat. Lést sich die Kernhlle wéhrend der Mitose auf, wird
die grundséatzliche Einheit von Zytosol und Kerninnenraum wieder offensichtlicher; dann dehnt sich das
Zytosol auch auf den vorherigen Kerninnenraum aus. Alle Tranporte von ,blauen” in ,griine” Bereiche
oder umgekehrt, d.h. iber die trennenden Membranen zwischen den beiden Aquivalenzrdumen hinweg
sind flr die Zelle mit besonderen Schwierigkeiten verbunden und brauchen ,Spezialwerkzeug".

Im Abseits dieser beiden summarischen Raumkomplexe finden sich einzelne Organellen, die keinem
dieser beiden topologischen Aquivalenzraume zugehérig sind und dann jeweils mit speziellen Me-
chanismen in die intrazellularen Stofftransfers eingebunden sind. Die wichtigsten Zellorganellen in
solcher ,Eremiten“position sind Mitochondrien und Peroxisomen (s. Kap. 10). Beide stehen auBBerhalb
der groBen Aquivalenzzusammenhénge der Zellen und sind folgerichtig auch (iber ganz spezielle
Transportwege in den Stoffwechsel eingebunden.

ay
Plasmamembran

/

Extra-
Zellular

Abbildung 6.2.: Die Abbildung zeigt ein Grundschema einer eukaryotischen Zelle mit den Organellen in schematisierter
Anordnung. Die Membranen sind als orange Linien dargestellt. Die Farben blau und griin verdeutlichen die beiden gro3en, jeweils
zusammenhangenden topologischen Aquivalenzraume:

Aquivalenzraum I (in blau) umschliesst auch den Extrazelluldrraum und beinhaltet die intrazelluldren Membransysteme mit ihren
wichtigsten Teilkompartimenten, wie Kernhiille, ER, Golgi, Vesikel, Lysosomen, etc.

Aquivalenzraum Il (in griin) beinhaltet das Zytosol, den nach wie vor entscheidenden Stoffwechselraum der Zelle sowie den tber
Poren in der Kernhiille daran angebundenen Kerninnenraum.



7. Topologischer Aquivalenzraum: Zytosol
und Zellkern

7.1. Das Zytosol

Grundfunktionen des Zytosols: Das Zytosol entspricht in seiner Funktion nach wie vor dem
archaischen universellen Stoffwechselraum des Prokaryoten. Basale Stoffwechselwege, die im Zytosol
ablaufen, sind, z.B.

e die Synthese von Aminosauren

e die Synthese von Monosacchariden (monomere Zucker/Kohlehydrate)

e der Abbau von Glucose (die sogenannte Glykolyse)

e die Synthese von Fettsduren (hieran sind hochkomplexe Multienzymkomplexe beteiligt)
o der Abbau gealterter Proteine liber das im Zytosol liegende Proteasom'’

¢ die Synthese von Proteinen mit Hilfe sogenannter Ribosomen (die Translation. Ribosomen sind
groBe aus RNA und Proteinen bestehende Enzymkomplexe an denen die aus dem Zellkern
stammenden RNA-Matrizen (messenger RNA, kurz mRNA) in die Proteinsequenz Ubersetzt
werden. mRNA, Ribosomen und alle notwendigen Reagentien fiir diesen Prozess liegen im
Zytosol vor.

e Zellgestalt, Organellentransport und vieles mehr wird vom Zytoskelett im Zytosol bestimmt.

Zelleinschliisse sind im wéassrigen Milieu des Zytosols nicht mehr gelost:  Im Zytosol befinden
sich auch die sogenannten Zelleinschlisse. Zelleinschlisse sind nicht mehr in wéassriger Lésung,
sondern kolloidal, in anderem Aggregatzustand oder in anderer Phase - jedenfalls nicht wassrig geldst -
im Zytosol vorhanden. Wichtige Zelleinschliisse sind das Glykogen® und Lipide, hier im wesentlichen
als Lipidtrépfchen. Auch kristalline Einschlisse kann es im Zytosol geben.

Glykogen wird in der Histologie teilweise bei der histotechnischen Verarbeitung extrahiert und verla-
gert; Glykogen ist mit den histologischen Routinefarbungen nicht farbbar und glykogenhaltige Zonen
erscheinen daher in der Histologie schwach gefarbt oder ungefarbt. Die sogenannte PAS-Raktion kann
genutzt werden, um Glykogen oder andere hochpolymere Zucker substrathistochemisch darzustellen.
Ein Beispiel fir einen solchen Nachweis aus einem Kurspraparat ist in ABB. 2.1 zu sehen.

Die Lipide sind nicht wassermischbar und aggregieren in der Phase getrennt als 6lige Tropfchen im
Zytosol. An der Oberflache sind solche Lipidtropfen nicht von einer klassischen Bilayer umkleidet, son-
dern es lagern sich einzelne Phospholipide und auch einige spezialisierte Proteine in die AuBBenschicht
der Fettrépfchen ein. Lipide werden regelméBig bei Paraffineinbettungen vollstandig herausgeldst und
erscheinen dann hinterher als unfarbbare ,L6cher* in den Schnitten. Lipidfarbungen missen also an
Praparaten durchgefiihrt werden, die nicht liber eine Alkoholreihe gefihrt wurden.

Das Zytoskelett: Durch die hohe Protein- und Metabolitkonzentration im Zytosol hat dieses eher eine
gelartige Konsistenz. Die Viskositat des Zytsols ist aber nicht Gberall gleich, sondern hangt vor allem
auch von der Menge der polymeren und funktionsbereiten Zytoskelettelemente ab. Das Zytoskelett ist
tatsachlich einer der wichtigsten funktionellen Beitage des Zytosols zur Zellfunktion Gberhaupt und wird
darum in diesem Skript in einem separaten Kapitel behandelt (Kapitel 9).

"Das Proteasom ist kein Vesikel, sondern ein Multienzymkomplex; Stoff der Biochemie
2ein hochpolymerer und als partikulares Aggregat vorliegender Speicherzucker, auf der Basis von Glucose.
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7.2. Der Zellkern

7.2.1. Ein paar essentielle Informationen vorab

Der Zellkern ist kein extra Kérperchen, das in die Zelle eingestreut ist. Trotz des Wortes ,Kern®, das
in ihm vorkommt, ist er in keinster Weise vergleichbar mit Kernen von Friichten. Sein zellbiologisch-
histologisches Verstandnis wird von folgenden Faktoren bestimmit:

Der Zellkern ist ein Produkt der Membransysteme: Die dopellagige Hille des Zellkernes ist gleich-
zeitig der innerste Abschnitt des endoplasmatischen Retikulums. Vorhandensein oder Fehlen
des Zellkerns signalisieren also nicht unbedingt die An- oder Abwesenheit seines wesentlichen
Inhaltsmolekiils DNA, sondern vor allem die An- bzw. Abwesenheit der Membransysteme.

Die perinukleédre Zisterne ist ein Teil der Zisterne des ER: Der membranumschlossene Innenraum
wird auch als ,Zisterne’des ER bezeichnet. Ganz analog zum ER wird der Raum zwischen den
beiden Lagen der Kernmembran als perinukleare ,Zisterne bezeichnet. Die perinukledre Zisterne
ist nicht nur analog zur Zisterne des ER benannt, sie ist ein Teil von ihr.

Poren in der Kernhiille halten die Verbindung zum Zytosol offen: Die Kernhdille hat Poren, die
durch Membranproteine offengehalten werden, die an diesen Stellen die Porenstruktur gezielt
stabilsieren. Diese Poren halten die Verbindung zum Zytosol offen; kleine Molekile kénnen
frei durch die Poren zwischen Zytosol und Kerninnenraum diffundieren. Die am Porenrand
sitzenden Proteine verhindern aber den Zutritt (bzw. Austritt) aller gréBeren Molekile aus dem
Kerninnenraum bzw. dem Zytosol, die nicht fir den jeweiligen Raum vorgesehen sind.

Der Zellkern ist nicht immer im Zellzyklus vorhanden: Zellen, die sich teilen, treten aus der Inter-
phase in die Mitose ein (mehr dazu in Kapitel 11). W&hrend der Mitose verschwindet der Zellkern
und es tritt die in Chromosomen verpackte DNA in Erscheinung. Wéhrend dieser kernlosen Phase
der Zellexistenz sind die Membransysteme also dysfunktional (nicht nur die Kernhiille, auch das
ER und der Golgi zerfallen in viele kleine Vesikel) und die Zelle verliert passager Merkmale der
Differenzierung.

Voll ausdifferenzierte Zellen ausserhalb der Mitose haben einen Zellkern: Umgekehrt gilt die Re-
gel, daf3 ausdifferenzierte Zellen einen Zellkern und die zugehdrigen Membransysteme haben.
Sie sind voll leistungsféhig geman ihres jeweiligen Differenzierungs- und Funktionsprogramms.

Die DNA im Zellkern ist komprimiert und organisiert: Verdichtete DNA stellt sich histologisch oder
auch elektronenmikroskopisch als stark farbbare basophile Struktur dar. Solche schollig dunklen
Bereiche werden als Heterochromatin bezeichnet. Die helleren Zonen des Zellkerns sind nicht
frei von DNA, sondern die DNA ist hier dekomprimiert und der Transkription zuganglich (wird als
Euchromatin bezeichnet).

Der Nucleolus ist ,,das Kernchen im Kern“: Neben der scholligen Verteilung der DNA fallen in vie-
len Zellkernen runde, extrem dunkle (d.h. nukleinsaurereiche) Bereiche auf, die Nucleoli. Sie
enthalten auch hochverdichtete Proteine. lhre Anzahl und Erscheinungsbild ist ein enorm wich-
tiges histologisches Kriterium: In den Nucleoli wird RNA aus DNA transkribiert und werden
Ribosomenuntereinheiten produziert. Die Farbung wird hauptsachlich durch die hohe RNA-
und Proteindichte an diesen ,hot spots” verursacht. Ribosomen-untereinheiten in gro3er Zahl
brauchen nur solche Zellen, die auch im Rahmen der Proteinsynthese aktiv sind.

7.2.2. Kernhiille und Kernporen

Die Kernmembran stellt sich elektronenmikroskopisch als zweilagige (zwei benachbarte schwarze
Zonen mit hellem Inneren) Struktur dar, die von den Kernporen unterbrochen wird (s. Abb. 7.1). Die
Kernporen 6ffnen sich zwischen Kerninnenraum und Zytosol. Das im Kerninnenraum befindliche
Erbmaterial ist in der Nahe der Kernhlle haufig stark verdichtet; die DNA wird Uber verschiedene
Brickenmolekiile an die Kernhille angebunden und hier mit fixiert. Die Zone direkt unter der inneren
Lage der Kernmembran ist reich an Lamin, einem im Kern lokalisierten Zytoskelettmolekll aus der
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Gruppe der Intermediarfilamente (s. Kapitel 9), das im Zellkern mit fiir die Erhaltung der Zellkerngestalt
und der DNA Anbindung zusténdig ist. Wo Kernporen sind, fallen solche Anheftungsméglichkeiten weg
und es entstehen hellere, chromatinarme Zonen. Auf der AuBBenseite der Kernhiille sind der auBeren
Membran bereits im Regelfall Ribosomen aufgelagert. Dieser Bereich ist also auch funktionell bereits
Teil des rauen endoplasmatischen Retikulums.

Abbildung 7.1: Kurspréparat: A zeigt eine elektronenmikrosko-
pische Ansicht einer Kernhtille (der kugelige Bereich in der Mitte
von A). Das Gewebe wurde tiefgefroren und in Tiefkalte gebro-
chen; die Bruchflachen wurden mit Metall beschichtet und im
Rasterelektronenmikroskop untersucht (eine sogenannte Gefrier-
bruchansicht). a flachiger Abschnitt der inneren Kernmembran, b
Die Pfeile zeigen auf Kernporen.

B und C sind transmissions-elektronenmikroskopische Bilder.

B Ausschnitt aus der Kernhille einer exokrinen Pankreaszelle
(Schwein) mit kleinen Pfeilen, die die Kernporen markieren. Die
Kernporen unterbrechen auch die Kontinuitat der diinnen, hell
erscheinenden perinuklaren Zisterne, die an ihren Langsseiten
von der inneren und auBeren Lage der Kernmemban eingefasst
ist. Die Sterne markieren die Zisterne des endoplasmatischen
Retikulums (&hnlich hell wie die perinuklare Zisterne). Kernporen
6ffnen sich in das dunklere Zytosol zwischen den Zisternen des
endoplasmatischen Retikulums. Gut zu sehen ist auch, dass im
Bereich der Kernporen die dunklen, komprimierte DNA enthalten-
den Chromatinstrukturen aufgelockert sind. Ribosomen befinden
sich auf der zytosolischen Oberflache der duBeren Kernmembran.
(x 40000)

C Im Flachschnitt (Tangentialschnitt entlang der kugeligen Ober-
flache) durch die Kernhille sind die Kernporen (Pfeile) in der
Aufsicht sichtbar. Der dunkle, schwarz granulierte Bereich in der
Mitte zeigt bereits intranukledre DNA (Chromatin). Hier ist die
Kernhiille im Schnitt schon durchdrungen. Im Ubergangsbereich
nach aufB3en sind die Kernporen zu sehen. (x 34000)

7.2.3. Der Kerninnenraum

Im Kerninnenraum ist die DNA der Zelle auf sehr engem Raum konzentriert und in hochverdichteter
Weise ganz Uberwiegend im sogenannten Heterochromatin verpackt. Weniger stark farbbare, aufge-
lockerte Zonen werden als Euchromatin bezeichnet; DNA kommt praktisch Uberall im Zellkern vor.
Chromosomen sind zwar natirlich ebenfalls im Kern enthalten, aber nicht einfach identisch mit dem
Begriff Heterochromatin, weil sie in der Interphase (d.h. in den Phasen des Zellzyklus, in denen ein
Zellkern sichtbar ist) mikroskopisch nicht voneinander unterscheidbar sind; Abschnitte verschiedenster
Chromosomen sind wahrend der Interphase auch als Euchromatin vorhanden. Erst, wenn die Kern-
struktur sich auflést und die Chromosomen als einzelne grof3e Verpackungseinheiten separiert werden,
sind sie auch lichtmikroskopisch sichtbar. Auch wenn die farberische Lichtmikroskopie Chromosomen
in der Interphase nicht sichtbar machen kann, ist die DNA aber nicht irgendwie chaotisch im Zellkern
einsortiert. Mit speziellen Verfahren (chromosome painting, Fluoreszenz in situ Hybridisierung) kann
man zeigen, dass auch im Interphasekern die Chromosomen in abgrenzbaren Bezirken des Zellkerns
auftreten, den sogenannten chromosomalen Territorien. Fir die einfache férberische Histologie ist aber
im Interphasekern mehr als die Unterscheidung in Hetero- und Euchromatin nicht méglich.

Neben dem Heterochromatin sind auch sogenannte Nucleoli als intensiv farbbare Strukturen im Zellkern
zu sehen. Die starke Farbung der Nucleoli ist nicht auf einen héheren Verdichtungsgrad der DNA
zuriickzufihren: Im Gegenteil, sie lokalisieren in Bereichen, an denen Transkription von DNA in RNA
stattfindet, also Euchromatin vorliegt. Es werden hier aber ungeheure Mengen an RNA produziert,
die fir Ribosomen-untereinheiten bendtigt und vor Ort auch zu diesen zusammengebaut werden.
Neben groBen Mengen RNA treten hier auch Proteine konzentriert auf, die an dem Prozess der
Bildung von Ribosomenuntereinheiten beteiligt sind bzw. mit in diese integriert werden. Die extrem
hohe Molekdildichte verursacht in diesen Bereichen eine entsprechend intensive Farbstoffbindung, die
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zu auffalligen, rundlichen und dunklen Zonen im Zellkern fiihrt. Ribosomen, die aus den im Nucleolus
zusammengebauten Untereinheiten dann entstehen, sind Fabriken fur die Proteinsynthese. Solche
Synthesemaschinen bauen die Zellen nur dann in groBer Zahl, wenn auch viele Proteine herbgestellt
werden mussen. Intensive Proteinsynthese geht also u.a. mit prominenten Nucleoli einher.

e Nucleoli sind kein eigenes, membranumgrenztes Kompartiment. Sie sind eine funktionelle
Verdichtungszone im Kerninnenraum

o Nucleoli sind kein Heterochromatin, sondern primar eine RNA-Struktur mit hohem Proteinge-
halt!

Abbildung 7.2: Kurspraparat: A Kern eines Fibroblasten. E,
Euchromatin; H, Heterochromatin; Der Raum zwischen den Pfei-
len wird als Lamina fibrosa bezeichnet; dieser - hier sehr dicke
- Bereich enthalt als eines der Hauptstrukturproteine Lamin?. (x
32000) B Euchromatinreicher Kern einer Darmepithelzelle in Kul-
tur mit prominentem Nucleolus. Im Lichtmikroskop wére nur ein
dunkler Punkt erkennbar; die hier sichbare Binnenstruktur des
Nucleolus ist im Lichtmikroskop normalerweise nicht zu erkennen.
(x 6200)

C Nucleolus mit hellen fibrillaren Zentren (Transkription DNS in
prae-rRNS), schwarzen dichten Fibrillen (Splicing der prae-rRNS)
und grauen granularen Anteilen (Ribosomen-Untereinheiten aus
rRNS und Protein). (x 16000)

4nicht zu verwechseln mit Laminin, einem extrazellularen Glyko-
protein, das im Zellkern nicht vorkommt

7.2.4. Stoffaustauschen zwischen Zytosol und Zellkern-Innenraum

Zytosol und der Innenraum des Zellkern gehéren zu einem einheitlichen Aquivalenzraum, in dem
Molekiile im Grundsatz frei diffundieren kénnen. Die Kernporen sind tatsachlich nicht durch Membranen
verschlossen sondern - im Prinzip - frei durch Diffusion passierbar. Freie Diffusion ist gegeben fir alle
kleinen Molekile (lonen, Salze, Aminosauren, Nukeotide, etc.). Die Passage von Makromolekilen
der Zelle, v.a. Proteine und DNA bzw. RNA wird aber kontrolliert. Ein Beispiel fir die durch die
Kernporen bedingte Raumpraferenz ist, dass Ribosomen als RNA-Protein-Komplexe zu grof3 sind,
um die Kernporen passieren zu kénnen. lhre Untereinheiten kénnen daher zwar im Kern hergestellt
werden und Uber die Kernporen ins Zytosol gelangen, die Ribosomen nach Zusammenbau aus den
Untereinheiten aber nicht mehr zurtick. Auf diese Weise kommt es zu Funktionsteilungen zwischen
Zytosol und Kern-Innenraum: Proteinsynthese (braucht Ribosomen) kann nur im Zytosol stattfinden
und zwar auch firr solche Proteine, die spater wieder im Kern-Innenraum gebraucht werden.

Nicht nur fir Ribosomenuntereinheiten und Ribosomen, auch fiir Proteine gilt, daB ihre Verteilung tber
Zytosol und Kern-Innenraum genau kontrolliert wird. Eine komplizierte Proteinmaschinerie kontrolliert
den Durchtritt durch die Kernporen, die oft auch als ,Nuclear Pore Complex‘ (NPC) bezeichnet werden.
Diese Protein-Interaktionen im Bereich der Kernporen sind ein Thema der Biochemie.

7.2.5. Der Zellkern ist eine essentielle histologische Leitstruktur

Der Zellkern ist in der Histologie die am einfachsten und deutlichsten farbbare Struktur und ist in
der Standardfarbung HE stets sehr gut sichtbar. Seine Struktur spielt in der histologischen Analyse
von Gewebe eine bedeutende Rolle; er wird nach Kriterien wie Groe, Gestalt (rund, langs, gelappt,
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segmentiert), Anordnung des Heterochromatins (schollig, ,Radspeichenkern® bei Plasmazellen), Anzahl
und Farbbarkeit der Nucleoli beurteilt. Die Diagnose maligner Tumoren in der Histopathologie stitzt
sich u.a. auf sogenannte Kernatypien® Auch Sie werden bei Ihrer Arbeit an den Kurspréparaten
bald feststellen, daB Sie schon allein anhand der Kernverteilung und der Kerngestalt viele Gewebe
treffsicher erkennen kénnen. KerngréBenvariabilitat durch unterschiedlichen DNA-Gehalt bei gleichartig
differenzierten Zellen wird im Kurs am Beispiel der Hepatozyten der Leber gezeigt. Die Variabilitat
der Kerngestalt erschlie3t sich beim Vergleich der Zellkerne von Hepatozyten mit den Zellkernen
nicht-hepatozytarer Zellen der Leber (s. ABB. 7.3).

Abbildung 7.3.: Kurspréparat: Die Abbildung zeigt die GroBen- und Gestaltvariabilitat von Zellkernen in der Leber. Die
auffélligsten Zellen der Leber sind die Leberepithelzellen, sogenannte Hepatozyten, die recht grof3 sind und sehr gleichmaBig
differenziert. Zellkerne dieser Hepatozyten sind im linken Bild blau eingekreist. Hepatozyten kénnen aber polyploidisieren (bis
zu 16n), dann enthalten sie mehr DNA: die Zellkerne werden auch gréBer (grin: mittelgrof3, gelb: gro3); manche sind auch
doppelkernig (rot gestrichelt).

Dieser Vergleich ist nur moglich, weil Sie Hepatozyten untereinander vergleichen. Vergleichen Sie verschiedene Zelltypen
miteinander (Hepatozyten mit Endothelzellen der Leber), kénnen Sie aus der KerngréBe nicht mehr auf unterschiedlichen
DNA-Gehalt schlieBBen.

Das rechte Bild hebt nicht-hepatozytare Zellkerne in der Leber hervor. Zum Einen sind dies (gelb eingekreist) die Zellkerne von
Leberendothelzellen, zum Anderen sind dies noch in den sogenannten Sinusoide verbleibene kernhaltige Blutzellen (Granulozyten
und Lymphozyten, weiss eingekreist).

3 Hyperchromasie: Eine vermehrte und heterogene Anférbbarkeit der Zellkerne. Anisonukleose: Hohe Variabilitit der KerngréB3en.
Pleiomorphie: Hohe Variabilitt der Kerngestalt.



8. Topologischer Aquivalenzraum: Die

Membransysteme

8.1. Endoplasmatisches Retikulum

Das endoplasmatische Retikulum (ER) besteht
aus tubularen oder auch plattenartig angeord-
neten, membranumgrenzten Raumen (diese In-
nenraume des ER werden auch als ,Zisterne* ),
die in unmittelbarer Kernnéhe beginnen, sich aber
durch weite Teile der Zelle erstrecken kénnen.
Der innerste dieser Rdume ist die sogenannte pe-
rinuklare Zisternen; die Kernhulle ist damit eben-
falls ein Unterbestandteil des ER. Grundsatzlich
kann man diese - insgesamt eher labyrinthartige -
Struktur in zwei morphologisch und biochemisch
unterscheidbare Hauptabschnitte unterteilen:

Glattes ER: Das glatte endoplasmatische Re-
tikulum ist eher ein tubuldres (d.h. aus
Réhren bestehendes) Netzwerk, auf des-
sen zytosolischer Seite sich keine Riboso-
men anlagern.

Raues ER: Das raue endoplasmatische Retiku-
lum besteht aus plattenartig Gbereinander
gelagerten und miteinander verbundenen
Membranstapeln, auf deren zytosolischer
Seite viele Ribosomen aufgelagert sind’.

Grundsétzlich gilt, dass raues und glattes endo-

plasmatisches Retikulum in einem dynamischen
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Abbildung 8.1.: Schematische Darstellung, die die beiden
Hauptkomponenten des endoplasmatischen Retikulum (ER, in
gelb hervorgehoben) im Zusammenhang mit den anderen intra-
zellularen Membransystemen zeigt. Die Beteilung des ER an
der Kernhlle und auch die Unterteilung in glattes und raues ER
sind dargestellt. Ribosomen kommen grundsétzlich im Zytosol
vor und missen nicht an das ER gebunden sein. Sie liegen auch
als freie Ribosomen vor, an denen dann die Proteine des Zyto-
sols synthetisiert werden. Das ganze System ist dynamisch: Die
Menge des gesamten ER und die Anteile an rauem und glattem
ER kénnen funktionsabhangig variieren.

Ubergehend kdnnen. Der Anteil dieser beiden Unterabschnitte am gesamten endoplasmatischen Reti-
kulum ist funktionsabhangig. Eine schematische Darstellung derjenigen Anteile der Membransysteme,
die man zum endoplasmatischen Retikulum z&hlt, zeigt ABB. 8.1, eine dreidimensionale Darstellung
dieser intrazelluldaren Membran-Organellen findet sich in ABB. 8.2.

8.1.1. Glattes endoplasmatisches Retikulum

Wie oben in Abschnitt 6.2 ausgeflihrt und in den Abbildungen 5.6 und 8.2 dargestellt, ist im glatten
endoplasmatischen Retikulum die Synthese neuer Membranbestandteile, vor allem der Phospholipide,
lokalisiert. Diese miissen regelmaBig erneuert werden; ihre Nachsynthese ist unverzichtbar fir das
Uberleben der Zellen. Die Teilschritte dieses Prozesses sind Thema der Biochemie. Die gesamte
Synthese neuer Phospholipid findet jedoch in der dem Zytosol zugewandten Halfte der ER-Membran

"Im elektronenmikroskopischen Bild erscheinen die vielen Ribosomen als kleine schwarze ,Punkte* auf der zytosolischen Seite;

daher der Begriff raues ER.
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statt?. Nur im Zytosol sind die Edukte, Enzyme und Hilfsreagentien fir die Synthese vorhanden. Am
Ende der Synthese werden die neusynthetisierten Phospholipide auf beide Seiten der ER-Membran
verteilt. Neben diesem essentiellen Prozess sind auch viele andere metabolische Vorgange, die mit
Lipiden oder mit hydrophoben Substanzen zu tun haben, im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert.
Der fiir die Medizin méglicherweise wichtigste Prozess aus diesem Spektrum ist die Metabolisierung
vieler Arzneimittel. Werden Medikamente (z.B. bestimmte Psychopharmaka) chronisch eingenommen
kann dies zu einer reaktiven ,Induktion“ der Leberenzyme flihren, die diese Medikamente metaboli-
sieren. Morphologisch fallt dabei eine Vermehrung des glatten endoplasmatischen Retikulums in den
Leberepithelzellen auf.

Neben diesen auf den Lipidmetabolismus bezogenen Funktionskreis beim glatten ER gibt es auch noch
eine Spezialfunktion, die in vielen Zusammenhangen im Kérper eine gro3e Rolle spielt: Die Fahigkeit
des glatten ER, Calcium anzureichern. Flr diesen Zweck gibt es die Méglichkeit Calcium aktiv Uber
die Membran des ER hinweg in der Zisterne des ER an- und parallel im Zytosol abzureichern. Diese
asymmetrische Verteilung von Calcium wird genutzt um z.B. den raschen Calcium-Einstrom in das
Zytosol zu bewerkstelligen, der bei der Kontraktion von Muskelgeweben bendtigt wird. Aber auch in
vielen anderen Zusammenhéngen, kénnen solche Calciumverschiebungen genutzt werden °.

e Im glatten ER werden Membranlipide (Phospholipide und Cholesterol) synthetisiert.
e Das glatte ER ist auch in die Synthese der Speicherlipide einbezogen.

e Das glatte ER stellt die Lipidkomponenten flr Lipoproteine her.

e Im glatten ER werden Steroidhormone aus Cholesterol als Edukt hergestellt.

e Im glatten ER werden lipophile Substanzen wasserléslicher gemacht, damit diese dann
ausgeschieden werden kdénnen (Arzneimittelmetabolismus, Cytochrom P450)

e In der Zisterne des glatten ER kénnen C'a®* lonen angereichert werden. Diese werden von
dort - z.B. bei der Initiierung von Kontraktionsvorgangen - in das Zytosol freigesetzt.

8.1.2. Raues endoplasmatisches Retikulum

Im rauen ER werden die beiden groBen Aquivalenzraume (Kern und Zytsol auf der einen Seite;
Membransysteme und extrazellularer Raum auf der anderen Seite) Uber einen sehr komplexen und
gerichteten (vom Zytosol in die Zisterne des rER fUhrenden) Vorgang miteinander verbunden. Dieser
Vorgang ist eine Proteinsynthese (biochemisch: Translation*), bei der die Edukte, Enzyme und Hilfs-
reagentien im Zytosol vorliegen, die synthetisierten Proteine aber in der Zisterne des ER zu liegen
kommen bzw. in die Membran des ER - naturlich ,richtigrum® orientiert - eingebaut sind.

Um den bei der Translation ggf. miBverstandlichen Begriff der ,vektoriellen® Translation zu umgehen,
wird in diesem Skript sehr beschreibend von der ,membrandurchquerenden” Translation geredet.

Proteinsynthese ist generell ein zytosolischer Vorgang, einer der essentiellen Lebensvorgange in Zellen
Uberhaupt. Alle benétigten Ausgangssubstanzen (Ribosomen, Aminosaurebausteine, mRNA, tRNA,
Hilfsreagentien, etc.) liegen im Zytosol vor. Im Inneren der Membransysteme, z.B. im endoplasmatischen
Retikulum, fehlen alle diese Voraussetzungen fiir die Translation. Wenn die Proteinsynthese im Zytosol
stattfindet, liegt auch das synthetisierte Protein im Zytosol.

Wie aber kommen Proteine in das Innere der Membransysteme, also zum Beispiel in die Zisterne des
endoplasmatischen Retikulums? Diese Frage muf3 beantwortet werden, denn die mit dem endoplasma-
tischen Retikulum beginnenden Membransysteme sorgen fir:

2Genau genommen, finden die Reaktionen tatséchlich am Phaseniibergang von hydrophober Innenschicht der Membran und
der hydrophilen AuBenzone der Membran - aber auf der zytosolischen Seite - statt. Wahrend der Synthese sind die Fettsauren,
an denen die Syntheseschritte erfolgen, in der hydrophoben Innenschicht (iber Wechselwirkungen mit ihren hydrophoben
Ketten verankert.

3Es flhrt hier zu weit, dieses Thema zu vertiefen. Aber sowohl in der Histologie der Muskelgewebe und vielfach in der Physiologie
wird darauf Bezug genommen werden.

“Details zur Translation sind Gegenstand der Biochemie.
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glattes
endoplasmatisches i raues
Retikzlum Ribosomen endoplasmatisches

Retikulum

Abbildung 8.2.: Die Abbildung zeigt eine dreidimensionale Sicht der Netzwerke des endoplasmatischen Retikulums. Diese
liegen héufig in unmittelbarer Nachbarschaft zum Zellkern (s. Zellschema als Insert). Der Binnenraum dieses Netzwerkes steht
liber das ganze endoplasmatische Retikulum miteinander in Verbindung und wird als Zisterne des endoplasmatischen Retikulums
bezeichnet. Die kernnachste Lamelle dieses Netzwerkes ist die Kernhdille, deren Innenraum als perinukledre Zisterne bezeichnet
wird. Die perinukleére Zisterne ist ein Teilabschnitt der Zisterne des endoplasmatischen Retikulums. Die Kernhtille ist also nicht
nur doppellagige Kernmembran, sondern auch ein Teil des endoplasmatischen Retikulums.

Im rauen endoplasmatischen Retikulum Uberwiegen flachig ausgepragte Bereiche, die haufig in Lagen dicht an dicht
Ubereinander gestapelt sind. Das glatte endoplasmatische Retikulum ist nicht nur frei von Ribosomen, sondern weist auch
eine Uberwiegend tubulare (d.h. réhrenférmige) Grundstruktur auf. Abbildung modifiziert aus Wikimedia Commons Blausen.com
staff. "Blausen gallery 2014”. Wikiversity Journal of Medicine. DOI:10.15347/wjm/2014.010. ISSN 20018762.

e Ldsliche Proteine, die sezerniert werden: Hormone, Bindegewebsfasern, Zytokine, etc..

e Losliche Proteine, die in den dem endoplasmatischen Retikulum nachgelagerten Abschnitten der
Membransysteme als Funktionsproteine verbleiben, also im Golgi Apparat, in den Endosomen
und Lysosomen.

e Membranproteine, die spater im Plasmalemm auftauchen und z.b. als Rezeptoren fiir Hormone,
oder Bindegewebsfasern, etc. bendtigt werden.

e Membranproteine, die in den Membranen der Membransysteme als Funktionsproteine resident
sind.

Der einzige Weg, wie Proteine aus dem Zytosol in die Membransysteme geschickt werden kdnnen,
ist die membrandurchquerende Translation. Es handelt sich um den zentralen Weg, Uber den alle
Teilkompartimente der Membransysteme mit Proteinen bestiickt und funktionalisiert werden.
Folgende Teilschritte (s. ABB. 8.3) gehéren dazu®:

Start: Die Translation beginnt im Zytosol. Dort tritt die ganze Synthesemaschine zu einem grof3en
Komplex mit dem Ribosom zusammen.

Kettenverlangerung und Membrandurchquerung: Handelt es sich um ein Protein fir die Membran-
systeme oder den Extrazellularraum (daflir gibt es Signale), dockt die ganze Synthesemaschine
an die Membran des ER an und beginnt damit, das wachsende Protein durch einen sogenannten

5Details sind Thema der Biochemie. In diesem Skript wird die membrandurchquerende Translation am ER nur als Beispiel fiir
Prozesse angefiihrt, die Aquivalenzraume verbinden. ABB. 8.3 enthélt ein stark vereinfachtes Schema; andere komplexe
Transporte wie die zwischen Zytosol und mitochondrialem Matrixraum und Zytosol und Peroxisom werden in diesem Skript
nicht dargestellt. Diese sind - genau wie die Details der membrandurchquerenden Translation - Gegenstand der Biochemie,
auch wenn Sie schon um die besondere topologische Thematik bei diesen Organellen wissen sollten.
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Translokator durch die Membran zu fadeln. Wahrend das passiert, werden im Inneren erste
synthesebegleitende Modifikationen (z.B. Glykosylierungen) angebracht.

Freisetzung des Produktes im Zielkompartiment Wenn die mRNA abgelesen und das Protein fertig
ist, werden die Produkte in der Zisterne und die Synthesekomponenten auf der zytosolischen
Seite freigesetzt. Das Produkt ist im Zielkompartiment; das Ribosom kann im Zytosol mit der
néchsten Translation beginnen.

Dass bei der membrandurchquerenden Translation die beiden groBen Aquivalenzraume durch die
Membran des ER hindurch funktionell miteinander verbunden werden, sollten sie wissen. Die Details
dazu sind aber ein Schwerpunktthema der Biochemie und werden dort vertieft. Ein Schema zu
den Grundgegebenheiten der cotranslationalen membrandurchquerenden Translation eines I8slichen
Glykoproteins ist in ABB. 8.3 wiedergegeben

Translation (Kettenverlangerung)
Membrandurchquerung

- > Modifikation a

Start Freisetzung

L)
° Zytosol
Ribosom | AQUivalenz-
® “ Raum I
%RNA @
Protein mit
' 5
G|7‘< \
Signal- . i
Peptidase Aquwalenz-
Glyk Raum II
_ Translokator
geschlossen
Glyk
I I Translokator . 7
elitn Zisterne des rauen ER

Abbildung 8.3.: Das Schema der membrandurchquerenden Translation soll beispielhaft den Aufwand erlautern, den euka-
ryotischen Zellen treiben, um Membranen zu tiberwinden, die Aquivalenzraume trennen. Die Abbildung zeigt ein vereinfachtes
FluBschema der membrandurchquerenden Translation, bei dem zur Vereinfachung z.B. Strangorientierungen fir mRNA (blau))
und Protein (griin) weggelassen wurden. Alle firr die Translation benétigten Edukte und das Ribosom liegen auf der zytosolischen
Seite vor. An einem Ribosom im Zytosol beginnt auch die Translation der mRNA in die Proteinsequenz. Wenn eine auf das
ER verweisende Signalsequenz (hier: hellgriin) im Protein synthetisiert wurde, bindet der ganze Synthesekomplex uber diese
Signalsequenz an einen dazu passenden Translokator der ER-Membran. Ab diesem Moment ist die Synthesemaschine mit
der zytosolischen Seite der ER-Membran assoziiert. Der Translokator 6ffnet sich und die wachsende Peptidkette wird Glied
(Aminoséure) um Glied wahrend der fortschreitenden Translation durch den Translokator in die Zisterne des ER gefadelt. Nur auf
der Zisternenseite der ER-Membran finden - direkt begleitend zur Synthese - Faltungs- und Glykosylierungsvorgange (Glyk)
statt. Am Ende wird durch enzymatische Spaltung des Signalpeptids (Signalpeptidase, gelb) das Produkt in die Zisterne des
ER freigesetzt. Ribosom und andere Hilfsreagentien bleiben frei im Zytosol. Genau wie im Schema dargestellt, werden an
dem langen Faden einer einzigen mRNA viele Ribosomen sequentiell angeordnet, die jeweils in kurzem Abstand nacheinander
die mRNA in das Protein translatieren. So kommt es zustande, daB Ribosomen in elektronenmikroskopischen Bildern an der
zytosolischen Seite der ER-membran wie an einer Perlschnur aufgereiht aussehen und in regelméBigen Abstanden - meist
in spiraler Anordnung - vorkommen. Diese Perlschnur ist tatsachlich vorhanden: Es ist die mRNA. Haufig lesen nicht nur 3
Ribosomen (wie in der Abbildung oben) eine mRNA ab, sondern 30-40. So werden also in hoher Geschwindigkeit aus einer
einzigen mRNA viele Proteine hergestellt. Die Membran fungiert dabei als Werkbank, entlang der der mRNA Faden Uber eine
Serie von Translations-Komplexen gefiihrt wird.
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e Sezernierte Proteine menschlicher Zellen werden durch membrandurchquerende Translation
im rauen ER auf den Weg gebracht.

e Integrale Membranproteine des Plasmalemms und der Membransysteme werden durch mem-
brandurchquerende Translation im rauen ER auf den Weg gebracht.

e Was eine menschliche Zelle an Signal- und Botenproteinen in die Umgebung, Nachbarzellen,
den Korper abgibt, wird durch die membrandurchquerende Translation auf den Weg gebracht.

e Welche Membranrezeptoren in der Membran einer menschlichen Zelle vorkommen und
damit, welche Signal- und Botenproteine bei der Zelle eine Wirkung auslésen, wird durch die
membrandurchquerende Translation bestimmt.

e Das gilt auch, wenn viele der im rauen ER Uber die membrandurchquerende Translation
synthetisierten Proteine nicht den ganzen Weg bis zum Plasmalemm oder zum Extrazel-
lularraum gehen. Sie bleiben als residente Funktionsproteine im ER oder den nachgelagerten
Kompartimenten der Membransysteme.

e Im Rahmen der membrandurchquerenden Translation beginnen bereits erste Modifikationen
der Proteine, z.B. Verbindungen mit Zuckern, sogenannte Glykosylierungen.

o Umgekehrt gilt daher auch: Typische Glykoproteine (z.B. das Hormon hCG oder auch An-
tikérper und viele, viele andere wichtigde Proteine) sind Uber die membrandurchquerende
Translation und die nachfolgenden Wege produziert und sezerniert worden.

Das ER in verschiedenen Kurspraparaten Das glatte ER tragt keine Besonderheiten, die die
Farbbarkeit oder auch andere einfache lichtmikroskopische Visualisierungsmethoden direkt unterstitzen.
Beim rauen ER ist das anders: Es ist mit vielen Ribosomen fiir die membrandurchquerende Translation
besetzt. Diese bestehen aus gut farbbarer RNA (s. oben beim Nucleolus). Wenn Zellen also in groBBen
Mengen Proteine fir den Eigenbedarf (z.B. groBe Nervenzellen) herstellen oder aber fiir den Export
(z.B. Driisenzellen der Bauchspeicheldriise), dann kann das féarberisch sichtbar werden. In der alten
histologischen Literatur gibt es flr diese durch das rER verursachte Basophilie verschiedene Namen,
die bis heute Ublich sind. Die Beispiele im Kurs sind (i) Nervenzellen: Hier redet man von sogenannten
Nissl-Schollen (s. ABB. 8.4) und (ii) Zellen des exokrinen Pankreas (Bauchspeicheldrlse); hier benutzt
man eher den allgemeineren histologischen Begriff des ,Ergastoplasmas” fur die durch das rER be-
dingte zytoplasmatische Basophilie (s. ABB.8.5). Ergastoplasma und Nissl-Schollen sind also stark
basophile Bereiche, die nicht im Zellkern, sondern im Zellleib liegen.

Im Elektronenmikroskop (ABB. 8.6) zeigt sich das raue ER als dichter Stapel von Membranen, zwischen
denen sich zwei deutlich unterscheidbare Rdume finden. Die Ribosomen liegen immer im zytosolischen
Kompartiment; sie verraten also, auf welcher Seite der Membranstapel das Zytosol zu suchen ist.

Abbildung 8.4: Kurspraparat: Die Abbildung zeigt
zytoplasmatische Basophilie ausserhalb des Zellker-
nes: Nissl-Schollen.
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Zellkerne
Acinus

S

hergestellt, d.h. fur

Plasmamembran
Golgi-Apparat

- ER

Sekretion (extrazellularer Raum)

Endosomen, Lysosomen

Abbildung 8.5: Kurspraparat: Die Abbil-
dung zeigt basophil (blau) gefarbtes Ergasto-
plasma (lichtmikroskopisches Aquivalent des
rER) in Driisenzellen der Bauchspeicheldriise.
Der Vergleich mit den Zellkernen zeigt, dass
die zytoplasmatische Basophile hier sogar fast
ausgepragter ist als die Kern-Basophilie.

Abbildung 8.6: Kurspraparat: Die Abbil-
dung zeigt dichte Membranstapel, zwischen de-
nen sich zwei deutlich unterscheidbare Rdume
erkennen lassen. Ein etwas hellerer Raum, in
dem aber membranassoziiert schwarz Granula
(Ribosomen) vorkommen. Dieser Raum ist das
Zytosol, der andere, etwas gleichméaBiger grau
kontrastierte Raum ist die Zisterne des rauen
ER.

e Funktioneller Hauptvorgang am rauen ER ist die membrandurchquerende Translation.

e Durch membrandurchquerende Tanslation am rauen ER werden lésliche Proteine und die
Membranproteine fir alle zur Zisterne des ER topoaquivalenten Raume und Membranen

e In der Zisterne des rauen ER werden Glykosylierungsmotive angefiigt, die fiir die Faltungsun-
terstitzung von Bedeutung sind.

e In der Zisterne des rauen ER werden Disulfidbriicken geschlossen.

e Signalsequenzen steuern die Zuordnung der Produkte der membrandurchquerende Translati-
on zu den verschiedenen nachgelagerten topodquivalenten Raumen.
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8.2. Der Golgi-Apparat

8.2.1. Der Golgi-Apparat ist polar organisiert

Der Golgi Apparat besteht aus 3-5 ausge-
dehnten flachen Membranrdumen (Golgi-
Zisternen), die zwischen ER und Plasma-
lemm - meist in der N&he des Zellkerns - in
der Zelle liegen (s. ABB. 8.7). In Schnitten
hat er meist eine leicht gebogene Grundan-
ordnung, deren konkave Seite dem ER zu-
gewandt ist. Die konvexe Seite ist dem Plas-
malemm zugewandt. In der Umgebung des
Golgi Apparates finden sich zahlreiche Vesi-
kel; bei sekrektorisch aktiven Zellen sind ei-
nige davon mit konzentriertem Sekret gefillt.
Wenn in sekretorisch oder bei der Protein-
produktion besonders aktiven Zellen mehre-
re Golgi-Apparate vorkommen, so bezeich-
net man diese als Golgi-Felder. Auch der
Begriff Dictyosom wird fir Golgi-Felder ver-
wendet.

Der Golgi Apparat mit seinen Zisternen und
Vesikeln ist ein metabolischer Reifungsraum,
in dem auch Sortierungsleistungen fir die

Zytosol <o -
Y e, Extrazellular
e

4 Golgi Apparat \
. . ® ®
' o [
e L3 { ] ‘. ~
[ ]
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Abbildung 8.7.: Schematische Darstellung, die das ER mit dem
Golgi Apparat als Funktionseinheit zeigt. Der Golgi Apparat ist unterteilt
in die drei Hauptabschnitte cis-Golgi, Golgi-Zisternen und trans-Golgi.
Die Maturationsrichtung von Produkten, die flr den konstitutiven Erhalt
von Plasmalemm, Lysosomen, Endosomen sowie ggf. auch fur die
Anreicherung von Sekreten in Sekretvesikeln erforderlich ist, wurde mit
einem Pfeil markiert.

nachgelagerten und umgebenden Zellkom-

partimente erbracht werden. Seine Ausstat-

tung mit in den Zisternen und Vesikeln gelésten Proteinen sowie mit Membranproteinen der Golgi-
Grenzmembranen stammt aus der membrandurchquerenden Translation im ER. ER und Golgi Apparat
stehen also miteinander in Verbindung. Diese Verbindung folgt dem allgemeinen zellularen Prinzip
des vesikularen Shuttles: Vesikel aus dem ER schniren sich ab, werden zum Golgi transportiert und
verschmelzen mit den zum ER hin gelegenen Zisternen des Golgi-Apparates. Sowohl Membranen
als auch Inhaltsstoffe werden so transportiert. Diese auf der konkaven Seite des Golgi Apparates
liegende ,Input‘-region wird als cis-Golgi bezeichnet. Von der konvexen Seite des Golgi Apparates
(auch ,transGolgi bezeichnet) schniiren sich ebenfalls Vesikel ab, die dann zum Beispiel das Plasma-
lemm, Endosomen oder in Golgi-Nachbarschaft liegende und mit Sekret zu ,betankende” Sekretvesikel
erreichen kdnnen.

Der Golgi Apparat weist metabolische und strukturelle Gradienten auf, die fur seine Funktion es-
sentiell sind. Das favorisierte Modell zur Erklarung dieses Phanomens basiert auf den vesikularen
Shuttlesystemen im und entlang des Golgi-Apparates.

8.2.2. ER und Golgi Apparat sortieren Proteine fiir Zielkompartimente

Proteine, die im rauen ER auf dem Weg der membrandurchquerenden Translation in das Innere oder
die Membran des ER gelangen, werden im ,default’ nach drauf3en oder zum Plasmalemm transportiert.
Die Sortierung zielt also vor allem auf Proteine, die als interne Funktionsproteine an bestimmten
Stellen innerhalb des Membranapparates bleiben sollen (s. ABB. 8.8 ). Die Sortierung basiert auf
Signalsequenzen in Proteinen, aber auch auf bestimmten Glykosylierungen. Signalsequenzen sind ein
Teil der biochemischen Diskussion und werden dort detaillierter besprochen. Sie kdnnen hier im Umfeld
des topologischen Konzeptes im Skript einfach als so etwas ahnliches wie Postleitzahlen begriffen
werden.

Hat man erst einmal AdreBinformationen, muss man aber auch die Packchen transportieren und den
zur Verteilung nétigen Transportaufwand leisten. Der Golgi Apparat ist die Stelle, an der das geschieht.
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Die im nachsten Abschnitt vorgestellte dynamische Lokalisation von Molekdlen beschreibt Grundprinzip,
wie Uber Signalsequenzen und zugehérige Rezeptoren und Transportprozesse eine im Flie3gleich-
gewicht stabilisierte Verteilung von Molekilen und Funktionen entlang des Golgi Apparates zustande
kommt.

Prozessierung ——' Sortierung
)

1 Signale:
Lysosomen

T "Korbmolekiil"

\r Rezeptor I

Mannose-6-Phosphat '
= Default:
S Konstitutiver
Weg
*
* Signale:
Regulierte
Sekretion
L | - Regulator:
ER Golgi Apparat Hormon,

Zytokin, etc.

Abbildung 8.8.: Die Abbildung stellt im Schema die Sortierung von Molekiilen aus dem Golgi Apparat (dem trans-Golgi)
auf wichtige nachgelagerte zellulare Kompartimente dar. Der Weg in die Lysosomen und die regulierte Sekretion wird Uber
Signalsequenzen angesteuert. Ohne Signalsequenzen (Defaul:) geht es in das Plasmalemm bzw. den Extrazellularraum.
Signalsequenzen steuern aber nicht nur die dem Golgi nachgelagerten Kompartimente an. Es gibt Signale (in diesem Schema
nicht gezeigt und vertieft), die eine ER-Lokalisation kodieren oder fiir bestimmte Golgi Abschnitte kodieren.

8.2.3. Vesikulare Transportsysteme als Basis der Gradientenbildung im
Golgi-Apparat

Das sogenannte vesikulare Transportmodell® geht davon aus, dass Vesikel vom ER zum cis-Golgi,
zwischen den Zisternen des Golgi und den dem Golgi nachgelagerten Zellkompartimenten mit Hilfe des
Zytoskeletts transportiert werden. Dabei werden Vesikel in Richtung vom ER zum trans-Golgi genauso
gebildet und transportiert wie in Gegenrichtung, d.h. vom trans-Golgi in Richtung ER.

Vom ER uUber den Golgi hinweg entstehen auf Basis dieser Mechanismen gegenldufige Substanz-
und Membranflisse, die zur dynamischen Partitionierung von Membranbestandteilen und I6slichen
Inhaltsstoffen Gber das ganze ER-Golgi System hinweg fiihren (s. ABB. 8.9). Fiir jedes Membran-
oder I6sliche Protein im System ergeben sich - abhangig von Produktionsmengen, Rezeptoren fiir den
Transport, etc. - unterschiedlichen Vorwarts- und Rickwartsgeschwindigkeiten dieser Transporte. Ist
das ganze System dann im dynamischen FlieBgleichgewicht, kénnen so die fiir bestimmte metabolische
Schritte (im Golgi haufig: Glykosylierungen) notwendigen Werkzeuge (Enzyme) auf definierte Bereiche
des ER-Golgi Systems konzentriert werden. Diese Sichtweise bedeutet aber auch, dass ein Versiegen
der gegenlaufigen Transportflisse zum Zusammenbruch der Golgi-Gradienten und der ganzen Golgi-
Organisation fihrt.

Vesikulare Shuttlesysteme werden letztlich vom Zytosol aus gesteuert und kontrolliert. In diesem
Sinn hat das Zytosol durch die Entstehung der Membransysteme bei Eukaryoten nicht an Bedeutung

6 Alternativ gib es das auf der Maturierung von Zisternen basierende Transportmodell, auf das hier nicht eingegangen wird.
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verloren, sondern an Bedeutung zugenommen. Um die komplexen vesikularen Shuttlesysteme zu
steuern, missen elementare Voraussetzungen fir die vom Zytosol ausgehende Steuerung gegeben
sein:
e Vesikel missen gezielt und kontrolliert aus Membrankompartimenten abgeschnirt werden
kénnen.
e Vesikel missen mit definierbarer Fracht beladen werden kénnen.

e Vesikel mussen gezielt und gerichtet zwischen den Kompartimenten transportiert werden kdnnen.

A

cis Golgi
Netzwerk

Cis
Zisterne

Golgi
mediale | Stapel
Zisterne

Golgi

trans
Zisterne

trans Golgi
Netzwerk

\4 \4

Flusse [Verteilungsprofil Flisse Verteilungsprofil

Lysosomen Plasmalemm Sekretvesikel
Protein: ER resident Protein: trans Golgi resident

Abbildung 8.9.: Die Abbildung zeigt im linken Bereich ein Schema von ER und Golgi-Apparat. Zur Vereinfachung sind
die Vesikelflisse im Membransystem rechts und links in gegenlaufiger Richtung dargestellt. Im Inneren der Golgi-Netzwerke
und Golgi-Raume sind Beispiele fiir typische strukturierende (Sortierung) bzw. metabolische Schritte in den betreffenden
Kompartimenten genannt (gelb). Man steht dabei flir Mannose, GlcNac fiir N-Acetylglucosamin, Gal flr Galactose und NANA fir
N-Acetyl-Neuraminsaure. Vom trans-Golgi Netzwerk aus erfolgt die Addressierung der nachgelagerten Zellkompartimente und
des Plasmalemms. Auf der rechten Seite ist beispielhaft fiir ein im ER vorkommendes Protein und ein in der trans-Golgi Zisterne
vorkommendes Protein dargestellt, wie die ortstypische Verteilung von Molekilen Gber die Inhalte und Membranen des Golgi
Apparates von den Vesikeltransporten mit sichergestellt wird. Die Material- und Membranfliisse der vesikuldren Shuttlesysteme
sind eine wesentliche Grundlage inhomogener Verteilung von z.B. Enzymen innerhalb des Golgi Komplexes.

Vesikulare Knospung aus Zellkompartimenten wird durch Hilfsproteine erleichtert: Zytosoli-
sche Hilfsproteine, die bei der Knospung von Vesikeln aus Membrankompartimenten assistieren sind
z.B. Clathrin und die Coat-Proteine COPI und COPII. Diese Molekile haben die Fahigkeit, die Abknos-
pung von Membranen und die bildung von Vesikeln zu katalysieren. Sie kénnen (iber Adaptoren eine
Vielzahl von Frachtmolekulen binden, die dann spezifisch zum Vesikelinhalt werden. Diese Vorgange
sind sehr komplex und Gegenstand der Biochemie.. In der Elektronenmikroskopie werden solche sich
bildenen Vesikel, die eine verdickte, proteinhaltige Hille haben, auch als ,coated vesicles* bezeichnet.
Handelt es sich z.B. um Clathrin, dann auch genauer als ,Clathrin-coated vesicles®. Die ,Korbmolek(le*
Clathrin, COPI und COPII, wie sie hier im Skript genannt werden, sind also Werkzeuge zur Katalyse
vesikularer Knospung aus Biomembranen.

Vesikel kénnen spezifisch beladen werden: Die vesikulare Knospung selbst ist iber Adaptormo-
lekiile” bereits mit der spezifischen Beladung assoziiert. Die Kombination von Coat-Proteinen mit
Adaptoren erlaubt den Transport und die Lokalisation vieler |6slicher Proteine und auch Membranprotei-
ne.

7 Adaptor heiBt hier: Gleichzeitige Bindung an Coat-Protein und Bindung an ,Frachtmolekiil*
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Vesikel werden vom Zytoskelett bewegt: In der Wand der Membransysteme und vor allem der
Vesikel selbst finden sich nicht nur Proteine, die der Knospung oder dem selektiven Fracht-Transport
dienen. Es gibt hier auch Proteine, die - i.d.R. wieder Uber Adaptormolekiile - Kontakt aufnehmen
zum Zytoskelet. Das Zytoskelett (s. Kapitel 9) ist genau wie die Coat-Proteine im Zytosol lokalisiert.
Zytoskelettelemente bestehen aus Filamenten und aus sogenannten Motorproteinen, die sich unter
Energieverbrauch entlang der Filamente bewegen kénnen. Von diesem Traktionssystem im Zytosol
kénnen also Vesikel von zwischengeschalteten Adaptorproteinen ,huckepack® genommen und im
wahrsten Sinne des Wortes durch die Zelle geschleppt werden. Beide Zytoskelettsysteme, die Gber
Motorproteine verfligen, beteiligen sich in unterschiedlicher Weise am Transport von Vesikeln:

e Das Tubulinsystem ist fir die Transporte vom ER zum Golgi und zurlick von besonderer Bedeu-
tung. Die Tubuline sind aber nur unzureichend an das Plasmalemm angebunden; es gibt wenig
Molekiile, die Tubuline direkt am Plasmalemm verankern.

e Das ist anders flr das Actin-System. Dieses kontraktile System ist besonders ausgepragt in
der auBBeren Zone der Zellen, wo es besonders stark verdichtet ist. Sollen Vesikel also durch
diese Zone hindurch zum Plasmalemm (kommt haufig vor. . .), muss das Actin-System die letzten
Schritte Gbernehmen.

Der Golgi-Apparat in verschiedenen Kurspraparaten: Die farberische Lichtmikroskopie hat ver-
gleichsweise wenig Mdglichkeiten, den Golgi Apparat selektiv anzufarben oder darzustellen. Die Fiille
an Enzymen der Proteinglykosylierung®, die im Golgi Apparat vorkommen, haben es aber médglich
gemacht, diese Region mit speziellen Versilberungen darzustellen. Im Kurs werden Sie dazu ein
Praparat einer Versilberung des Golgi Apparates in Epithelzellen des Nebenhodens (Ductus epidi-
dymidis) mikroskopieren (s. ABB. 8.10). Lichtmikroskopisch gibt es noch die Option, spezifisch im
Golgi-Apparat lokalisierende Proteine in der Immunhistochemie nachzuweisen. Im Transmissions-
Elektronenmikroskop treten die Membranraume des Golgi Apparates auch ohne besondere Farbung
hervor und kénnen sichtbar gemacht werden (s. ABB. 8.11). Besonders deutlich ist der Golgi Apparat
haufig in Zellen, die glykosylierte Sekretproteine herstellen.

r

Abbildung 8.10: Kurspréaparat: Versiloerung des Golgi Apparates
nach Lascano; Kerngegenfarbung mit Kernechtrot. Die schwach ro-
ten runden Bereiche im Bild sind Zellkerne der Zellen. In den
stdbchenférmigen Epithelzellen sind diese langsoval, im darunterlie-
genden Bindegewebe unregelméssiger geformt. Die Silberniederschlége
iber den Golgi-Komplexen fithren zu Schwarzungen. In den Epithelzellen
liegen die groBen Golgi-Komplexe oberhalb der Zellkerne in Richtung
Lumen. Die Nebenhodenzellen stellen u.a. stark glykosylierte Proteine
her. Die kleinen schwarzen Granula tiber dem Bindegewebe zeigen an,
dass auch dort Golgi-Apparate sind. Diese sind aber viel kleiner und
dienen funktionell nur dem Selbsterhalt der Zellapparate.

8viele davon katalysieren Redoxreaktionen
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Weiterlesen, Schmokern, Keine Pflicht...

Abbildung 8.11: Kurspréaparat:
Die elektronenmikroskopische Ab-
bildung zeigt einen Ausschnitt
aus einer Zelle des Trachealepi-
thels des Hundes. (1) bezeichnet
das raue endoplasmatische Reti-
kulum, (2) bezeichnet einen An-
schnitt des Golgi Apparates mit
den Zisternen des Golgi, (3) be-
zeichnet ein Prosekretgranulum,
in dem bereits Sekret vorhanden
ist, allerdings noch nicht in hoher
Konzentration, (4) zeigt ein Sekret-
granulum, das hoch konzentriert
mit Sekret beladen wurde.
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9. Das Zytoskelett: ,,Puppenspieler® im
Hintergrund

Das Zytoskelett wurde bereits mehrfach als wichtiger Spieler im Zellgeschehen erwahnt. Der Begriff
~Skelett fihrt allerdings bei Studierenden, die gleichzeitig am Knochenskelett im Prapariersaal lernen,
zu einem MiBverstandnis: Was man in der Zelle als ,Skelett’ bezeichnet ist alles andere als ein
statisches Gebilde, das sich nur langsam umformen kann. Das Zytoskelett ist Skelett und Muskulatur in
einem: Es ist fur die Form der Zelle verantwortlich, aber gleichzeitig auch fur zelluldre Bewegungen.
Einige wesentliche Baumerkmale lassen sich jedoch zusammenfassen und als allgemeine Kennzeichen
des Zytoskeletts definieren:

e Die Proteine des Zytoskelettsystems sind zytosolische Proteine.

e Die verschiedenen Bestandteile des Zytoskelettsystems funktionieren nach dem Prinzip der
Selbstorganisation: Kleinere Bausteine werden rasch und nicht-kovalent zu tubuléren oder fadigen
Filamenten zusammengebaut.

e Esist ein rascher Auf- und Abbau dieser Filamente aus den Untereinheiten méglich (Prinzip der
,,Ameisenstraf3e” oder auch ,Tretmihle®).

e Es gibt 3 Subtypen von Zytoskelettelementen, jeweils mit spezifischem Aufbau und Funktion in
der Zelle; zwei davon sind kontraktile Systeme.

e Neben den zentralen filamentbildenden Proteinen gibt es eine Unzahl an assoziierten Proteinen
(Hilfsproteine), die fiir die Funktion des Zytoskeletts, seine Form, Verankerung und Beweglichkeit
mitverantwortlich sind.

e Die wichtigsten Hilfsproteine der beiden kontraktilen Zytoskelettsysteme (Tubulinsystem und
Actinsystem) sind die sogenannten Motorproteine.

e Motorproteine sind ATPasen, Uber die die Energie flir Kontraktionen und Gestaltdnderungen
aufgebracht wird.

In der Elektronenmikroskopie wurden die Filamentsysteme des Zytoskeletts zuerst im Detail unter-
sucht. Dabei fielen die Unterschiede in den Durchmessern der Filamentsysteme auf. Die aus Tubulin-
Untereinheiten bestehenden Mikrotubuli haben sehr groBe Durchmesser, Actinfilamente sehr kleine
Durchmesser. Das dritte - nicht kontraktile - Filamentsystem hat dazwischen liegende Kaliber und
wurde in dieser Zeit beschreibend als ,Intermediarfilamente” bezeichnet.

Unter dieser Bezeichnung verbirgt sich allerdings das stofflich heterogenste, mehr als 40 Subgruppen
umfassende zytoskeletale Filamentsystem in menschlichen Zellen. Eine tabellarische Zusammenfas-
sung zu wesentlichen Eigenschaften der drei groBen Zytoskelettsysteme ist in Tab. 9.1 zu finden.

Die zentralen Aufgaben des Zytoskelettsystems werden meist nicht nur von einem der drei gro3en
Systeme wahrgenommen, sondern sind haufig auf mehrere dieser Systeme verteilt:

e Mechanische Stabilisierung der Zelle selbst und ihrer Auslaufer:

— Alle drei Zytoskelettsysteme auf je eigene Art, v.a. Actine und Intermediarfilamente
e Bewegungen der ganzen Zelle oder von Zellverbanden:

— Vorwiegend das Actinsystem, aber auch Tubuline (Geisseln)
e Bewegungen und vesikuldre Transporte innerhalb der Zelle:

— Im Zellinneren vorwiegend die Tubuline, im unmittelbaren Randbereich der Zellen vorwie-
gend das Actinsystem
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Familie ] Form Lokalisation

Actine 7nm (verzweigte) Einzelfilamente, Kortikales Zytoplasma,
Filamentblndel, Netzwerke Mikrovilli,

Adhaerens-Zellkontakte

Mikrotubuli 25nm unverzweigte tubulare Zytoplasma, Kinozilien
Einzelfilamente

Intermediarfilamente +10nm  Einzelfilamente, Zytoplasma,
Filamentblndel Desmosomen

Lamin +10nm Netzwerk innere Kernmembran

Tabelle 9.1.: Tabellarische Zusammenfassung einiger wesentlicher Merkmale der drei groBen Haupt-
gruppen von Molekilen des Zytoskeletts. Lamin ist vom Durchmesser her auch in Intermediarfilament
und wird in dieser Gruppe haufig mit eingeschlossen. Es ist hier wegen seiner besonderen Rolle bei
der Stabilisierung der Chromatin- und Kernstruktur separat aufgefiihrt.

9.1. Actine

Actine sind eine gro3e Familie von globularen zytosolischen Proteinen. In allen menschlichen Zellen
kommen Varianten (Isoformen) der Actine vor. In den Zellen der kontraktilen Gewebe (Herzmuskelzelle,
glatte Muskelzelle, Skelettmuskelfaser) kann mehr als die Halfte des intrazellularen Proteins aus Actinen
bestehen. In den kontraktilen Geweben dominieren a-Actine. In muskularen und auch nicht-muskuléren
Zellen kommen auch verschiedene j3- bzw. y-Actine vor. Uber spezifische Antikérper gegen einzelne
dieser Isoformen kdnnen Differenzierungsvorgange von Fibroblasten Uber Myofibroblasten hin zu
glatten Muskelzellen in Geweben verfolgt und untersucht werden.

Im Zytosol liegen die monomeren Actine als globulére Proteine (G-Actin) vor. G-Actin kann sich in
einem ATP-abhangigen Vorgang zu filamentaren Strangen zusammenlagern (F-Actin). Die neuen G-
Actine werden dabei an einem schnellwachsenden Ende des Filamentes angelagert, das man auch als
(+)-Ende bezeichnet; analog wird das gegensatzliche Ende des Filamentes als (-)-Ende bezeichnet. Am
(+)-Ende des F-Actins ist ein besonders schneller Auf- und Abbau des Filamentes méglich. Allerdings
kénnen Zellen auch am (-)-Ende auf- und abbauen, wenn auch langsamer. Der Auf- und Abbau
von Actinfilamenten findet vor allem in nicht-muskularen Zellen statt, wo z.B. zellulare Bewegungen
(amoboide Bewegung von Makrophagen im Gewebe) erforderlich ist. Dabei kdnnen (-)-Ende freigesetzte
G-Actine am (+)-Ende direkt wieder angebaut werden, wodurch sich eine Art ,Tretmiihlenmechanismus*
ergibt. In den muskularen Zellen sind die F-Actine von Hilfsproteinen stabilisiert und werden nur bei
Regenerationsvorgangen nach z.B. Verletzungen netto um- und aufgebaut.

Das Actinsystem zeichnet die gro3e Flexibilitat aus, die es beim Aufbau kontraktiler Systeme aus seinen
Filamenten entwickelt. Diese Flexibilitat wird von Hilfsproteinen erreicht, die verschiedene Grundformen
des intrazelluldren Arrangements von F-Actin ermdglichen:

e Die Biindelung von vielen F-Actinen zu gr6Beren, parallel ausgerichteten Strukturen wird von
Proteinen wie Fimbrin, Villin oder Espin unterstitzt. Je nach Hilfsprotein werden dabei die
Abstande zwischen den Einzelfilamenten genau eingestellt, was z.B. in Muskelgeweben fiir die
genau dazwischen eingepassten Motorproteine von Bedeutung ist.

e Netzartige Strukturen (rechtwinklig aufeinander stehende F-Actin Filamente) konnen z.B. mit
Hilfe des Proteins Filamin erzielt werden.

e Verzweigte Anordnungen von F-Actinen (spitzwinklig auseinander hervorgehende F-Actine)
werden von Arp-Hilfsproteinen erméglicht.

Eine Zone, die in besonderer Weise in nicht-muskularen Zellen mit dem Vorkommen von Actinen
assoziiert ist, ist der auBere, direkt sub-plasmalemmale Bereich der Zellen. In dieser Zone ist der
Nukleationsbereich (d.h. das (-)Ende) der meisten Actin Filamente. Dieser kortikale Rand enthalt
eine Verdichtung von Actin-Filamenten die als kortikales Netz bezeichnet wird. Filamin ist eines der
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Hilfsproteine, die hier bei der Ausbildung der Verflechtungen assistieren. Das kortikale Actinnetz ist tber
jeweils gewebespezifische Molekiile mit der Plasmamembran und (ber integrale Membranproteine des
Plasmalemms hinweg auch mit der extrazellularen Umgebung (extrazellulare Matrix) verbunden. Die
hohe Konzentration von F-Actin im kortikalen Bereich verursacht eine erhdhte Viskositat des Zytosols
unterhalb des Plasmalemms; in Verbindung mit den Proteinbriicken ins Plasmalemm wird die auf3ere
Zellgestalt ganz wesentlich vom kortikalen Actinnetz gepragt.

Myosine sind die Motorproteine des Actin-Systems: Mpyosine sind nichts anderes als F-Actin
assoziierte ATPasen. Sie haben die Eigenschaft, sich unter ATP-Verbrauch an F-Actin entlang zu
.hangeln“; diese Bewegung erfolgt stets in Richtung auf das (+)-Ende. Letztlich wird die Energie aus dem
ATP in Konformationsanderungen der Myosine umgewandelt; die Entspannung dieser energiegeladenen
Konformationen I6st dann Bewegung im molekularen MaBstab aus. Weil solche Vorgange - wie bei
Enzymen ja sonst auch der Fall - rasch und haufig wiederholt werden, kommen Bewegungen entlang
der F-Actin Filamente zustande.

Die an F-Actinen wandernden Myosine existieren in verschiedenen Subklassen, die mit rémischen
Buchstaben unterschieden werden. Je nach Anordnung der F-Actine in Bezug zu den zugehdrigen
Myosinen kénnen sehr unterschiedliche Funktionen der Actin-Myosin Interaktionen ermdéglicht werden:

Verspannung der duBeren Zellgestalt: Solche Verspannung sind zum Beispiel erforderlich bei der
Bildung von Microvilli, die ein Actin-Skelett aufweisen und eine zylindrische Grundgestalt wahren
mussen. In solchen Verspannungen im Bereich des kortikalen Actinnetzes wird haufig Myosin |
beobachtet.

Transport von Vesikeln auf den letzten nm zum/vom Plasmalemm: Auf den letzten nm unterhalb
des Plasmalemms muss das kortikale Actinnetz bei allen Transporten von Vesikeln von oder
zum Plasmalemm durchquert werden. In dieser Region sind die Tubuline nicht mehr zusténdig,
Actin-Myosin Komplexe tibernehmen den Vesikeltransport. Myosin V ist ein Myosin, das hier
typischerweise zum Einsatz kommt. Uber verschiedene Adaptorproteine (binden an Myosin V
und gleichzeitig an Signalmolekiile auf der zytosolischen Seite der zu transportierenden Vesikel)
kénnen mit demselben Schlepptau-System ganz unterschiedliche Vesikel transportiert werden.

Kontraktion in hochdifferenzierten Muskelgeweben: In Skelettmuskelfasern passen Myosin Il Mo-
leklle exakt in die Licken zwischen gegenlaufig ausgerichteten F-Actinen. Diese Anordnung ist
extrem effizient auf die Entwicklung groBer Kontraktionskraft ausgerichtet.

Histologische Strukturen, die mit Actinen assoziiert sind: Im Wesentlichen werden zwei immer
wiederkehrende Merkmale bzw. Eigenschaften mit dem Actin-Zytoskelett assoziiert:

Microvilli: In typischen Microvilli, die ca. 1um lang sind, findet sich ein innenliegendes coaxial ausge-
richtetes, meist aus 10-100 F-Actin Filamenten bestehendes Actin-Innengerist. Dieses ist Uber
verspannende Briickenmolekile mit dem Plasmalemm verspannt und garantiert die Gestalt des
Microvillus. Microvilli kbnnen sich in ihrer L&ngsachse kontrahieren.

Kurzlebige ,,Podien“: Pseudopodien werden von amdboid wandernden Zellen (z.B. bei Makropha-
gen, die durch ein Gewebe wandern) im Rahmen der Fortbewegung ausgebildet und im Zellinnern
von ,Actin-TretmUhlen®“, also durch gerichteten gleichzeitigen Ab- und Aufbau von F-Actinen im
Bereich des kortikalen Actinnetztes vorangetrieben.
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e Actine kommen in verschiedenen Isoformen in allen menschlichen Zellen vor
e Die Motorproteine der Actine sind Myosine

e Das Actinsystem ist die funktionelle Basis der kontraktilen Gewebe (Herzmuskulatur, Skelett-
muskulatur, Glatter Muskulatur)

e Das Actinsystem ist wesentlich an der Stabilisierung von Mikrovilli z.B. in resorbierenden
Epithelien beteiligt

e Das Actinsystem ist fir die amdboide Fortbewegung von Zellen mit verantwortlich

e In vielen Zelltypen (ausserhalb der kontraktilen Gewebe) kommen Actine vor allem im plasma-
lemmnahen Bereich (kortikales Actinnetz) vor und bestimmen die duBere Zellgestalt mit.

9.2. Tubuline und Microtubuli

Tubuline assoziieren im Zellinneren zu réhrenférmigen Gebilden, den Mikrotubuli. Die Wandung von
Mikrotubuli besteht aus spiral angeordneten Tubulinen, Innenraum und Wandung addieren sich zu
einem Gesamtdurchmesser der Mikrotubuli von rund 25nm. Ahnlich wie bei den Actinen werden die
Mikrotubuli rasch aus ihren Tubulin-Untereinheiten auf- und abgebaut und kénnen ,tretmiihlenartig"
organisiert werden. Die - und - Varianten der Tubline werden alternierend in die Mikrotubuli eingebaut.
Ihre spezielle rdumliche Struktur erzwingt die Réhrenform der Mikrotubuli. Mikrotubuli sind stets
unverzweigt und bilden keine Netzwerke. Ahnlich wie bei F-Actin werden Mikrotubuli von einem
(-)-Ende aus in Richtung auf das (+)-Ende aufgebaut. Der Aufbau von Mikrotubuli aus den Tubulin-
Untereinheiten beginnt an Ringkomplexen aus ~-Tubulin', die sich stets an einer Stelle befinden, die
dann als Mikrotubulus-Organisations-Zentrum (MTOC) bezeichnet wird. Im MTOC befindet sich dann
auch im Regelfall das (-)-Ende der Mikrotubuli. In vielen Zelltypen ist das MTOC identisch mit dem
Zentrosom. Als morphologisch auffallige Struktur findet sich im MTOC/Zentrosom auch das Zentriol,
ein spezielles Arrangement praformierter Mikrotubuli. Ein Zentriol besteht aus 9 Mikrotubulus-Tripletten
in einer streng geometrischen Anordnung. Jede dieser Tripletten enthalt ein rundes (vollstandiges)
und zwei damit assoziierte, nicht ganz vollstdndige Mikrotubuli. Zentriolen sind im Rahmen der Mitose
verdoppelungsfahig, kdnnen dann als neue Zentrosomen zu den beiden Zellpolen wandern und von
dort die Mikrotubuli der Mitosespindel aufbauen.

Das Tubulinsystem kann nicht so universell adaptiert und aufgebaut werden wie die Actinsysteme. Es
verflgt auch nicht tiber die reichhaltigen Méglichkeiten der Actine, sich am Plasmalemm zu verankern.
Der Funktionsraum der Mikrotubuli ist das Zellinnere, wo sie von besonderer Bedeutung fir zwei
Kernfunktionen der Zellen sind:

Vesikeltransport zwischen Organellen: Das System der Tubuline istin der Interphase hauptsachlich
fir den Transport von Organellen, Vesikeln, etc. innerhalb durch das Zytosol zustandig. Es exis-
tieren viele Brickenmolekile, die die Motorproteine des Tubuline binden und gleichzeitig die
zytosolische Seite integraler Membranproteine der betroffenen Vesikel erkennen. Auf diese Weise
kann das Tubulinsystem vielfaltige Aufgaben beim Vesikeltransport bewéltigen. In Nervenzellen ist
der sogenannte anterograde und retrograde Transport von Vesikeln entlang der Axone (Verkehr
zwischen Synapsen und dem Zellleib) nichts anderes als ein Spezialfall dieser Funktion der
Mikrotubuli.

Aufbau der Mitosespindel: Wahrend der Mitose zerfallen die intrazellularen Membransysteme in
viele isolierte kleine Vesikelchen; dementsprechend verschwindet auch die Kernmembran und
die Chromosomen liegen im Zytosol. Hier Gbernimmt die Mitosespindel, die ausschlieBlich aus
Mikrotubuli besteht, die Verteilung des Erbmaterials auf die beiden Tochterzellen.

Dyneine und Kinesine sind die Motorproteine der Tubuline: Beide Motorproteine haben die
Eigenschaft, an den Mikrotubuli entlang zu wandern. Dabei wird ATP verbraucht. Dyneine wandern

"Der ~-Tubulinringkomplex, abgekiirzt v-TuRC
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Abbildung 9.1: Kurspraparat: Die Abbil-
dung zeigt den immunhistochemischen Nach-
weis (Fluoreszenzmikroskopie) von Tubulinen
in menschlichen HL-60 Zellen in Kultur. HL-
60 Zellen sind mit kernhaltigen Blutzellen ver-
wandt. In den Zellen sind die grinen Mikro-
tubuli zu erkennen; auch das Zentrosom als
Ursprungspunkt der Mikrotubuli ist zu erken-
nen.

zum (-)Ende, die Kinesine zum (+)-Ende der Mikrotubuli. Verschiedenste Vesikel und Organellen
kénnen Uber adaptierende Briickenmolekile an diese Schleppvorrichtung angekoppelt werden. Wie
bedeutsam die Option des gegenlaufigen Transports fiir die Zellfunktion ist, wurde oben im Kapitel Gber
die intrazellularen Membransysteme, speziell Gber den Golgi-Apparat, ausgefiihrt.

Histologische Strukturen, die mit Tubulin assoziiert sind: Die in der Histologie der Epithelien
bedeutsamste Mikrotubuli-assoziierte Struktur an der Oberflache von Epithelzellen ist die Kinozilie.
Kinozilien sind Oberflachendifferenzierungen von Zellen, die primar nicht der VergréBerung der resor-
bierenden Oberflache, sondern der Bewegung von Material entlang der Oberflache von Epithelzellen
dienen. Jede Kinozilie hat an ihrer oberflachennahen Ursprungsstelle in der Zelle ein sogenanntes
Kinetosom, das wie ein Zentrosom gebaut ist (9x3-Struktur). Von dort nehmen die coaxial verlaufenden
Mikrotubuli ihren Ursprung (in einer strengen Anordnung aus 9 Mikrotubulus-Dubletten (9x2) auBBen und
zwei zentralen Mikrotubuli, die sich mittig innerhalb der 9x2 Struktur befinden (9x2+2)). Mit dem kon-
traktilen Apparat dieser Anordnung (Dyneine) kénnen Verbiegungen der Kinozilie erreicht werden, die
sich aus einem sogenannten Férderschlag und einer langsamen Riickholbewegung zusammensetzen.

e Tubuline kommen in allen menschlichen Zellen vor

e Tubuline lagern sich zu linearen, unverzweigten, hochmolekularen Aggregaten von ca. 25nm
Durchmesser - den Mikrotubuli - zusammen

e Die Bildung der Mikrotubuli wird vom MTOC aus kontrolliert. Dieses befindet sich am minus-
Ende des Mikrotubulus

e In den meisten Zellen sind Zentrosomen das MTOC

e Die Motorproteine der Mikrotubuli sind Dyneine und Kinesine, die sich gegenlaufig am Mikro-
tubulus bewegen

e Der Mikrotubulusapparat wird fir gerichteten Organellentransport, im Rahmen der Mitose und
far den Aufbau von Zilien und Flagellen eingesetzt
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9.3. Intermediarfilamente

Die Intermediarfilamente sind die gréBte und von der Mitgliederzahl umfangreichste Gruppe der
Zytoskelett-Molekile. Vereinfachend ist eigentlich nur, dass keine Motorproteine bekannt sind und die
Eigenschaft der Kontraktilitat entfallt. Auch die Intermediarfilamente entstehen aus monomeren Unter-
einheiten, die sich in einer komplexen Geometrie zu den Filamenten zusammenlagern. Sie kénnen nicht
so rasch auf- und abgebaut werden wie die Actine und die Tubuline und sind in differenzierten Zellen
jeweils in typischer Zusammensetzung vorhanden. Es gibt ca. 40 beschriebene Filamenttypen, die man
in sechs gréBeren Familien ordnen kann. Die Zytokeratine sind die mitgliederstarkste dieser Familien
(mit allein bei den Zytokeratinen mehr als 20 Mitgliedern). Intermediarfilamente sind primar zugstabil
und stellen eine Grundverspannung des Zellinneren zur Verfigung. In die netz- oder gitterartigen
Grundstrukturen der Intermediarfilamente werden andere zytosolische Komponenten eingebunden.

Die flr die Medizin bedeutendste Eigenheit von Intermediarfilamenten ist, daf sie sehr zellartspezifisch
sind (s. ABB. 9.2). So treten z.B. die Desmin-Intermediarfilamente nur in Zellen auf, in denen grof3e
Mengen Actin vorkommen; Desmin organisiert die Anordnung der Actin-Filamente in Muskelgeweben.
Auch in Nervenzellen, in Gliazellen, in Zellen des Bindegewebes oder Derivaten bestimmter Epithelien
treten jeweils typische Muster an Intermediarfilamenten auf. Im Folgenden einige Beispiele fur Zuord-
nungen der Familien der Intermediarfilamente zu bestimmten Zelltypen im menschlichen Organismus:

Zytokeratine — Epithelien

Vimentin— Nicht-epitheliale und nicht-neuronale Zellen, v.a. Bindegewebszellen, Endothel; gene-
rell in Zellen mesenchymaler Herkunft.

Desmin— Glatte Muskulatur, quergestreifte Muskulatur

Neurofilamente (NF)—Zentrale und periphere Nervenzellen, incl. Fortsatze
Saures Glia-Fibrillenprotein (GFAP)— Glia, Astrozyten

Abbildung 9.2.: Kurspréparate: Die Abbildung zeigt den immunhistochemische Nachweise (Peroxidase mit braunem Re-
aktionsprodukt) verschiedener Intermediarfilamente in Schnitten menschlicher Plazentazotten. In den Bildern A bis C wurde
jeweils eine Zotte nahezu bildfiillend fotografiert. Die Oberflache der Zotten enthélt das plazentare Epithel, im Inneren finden sich
Bindegewebsderivate und einige kontraktile Zellen in der Umgebung der GefaBe. Diese Gewebskompartimente weisen jeweils
unterschiedliche Intermediarfilamente auf. In Bild A wurde Zytokeratin nachgewiesen, das nur im Epithel vorkommt, aber nicht im
Innern der Zotte. In Bild B wurde Vimentin nachgewiesen, das nicht im Epithel, dafir aber in nahezu allen Zellen im Inneren der
Zotte vorkommt. In Bild C wurde Desmin nachgewiesen, das nur in solchen Zellen vorkommt, die auf Kontraktion spezialisiert
sind. Davon gibt es hier nur wenige, die direkt um die BlutgefaBe in der Zotte herum vorkommen. Die Abbildung zeigt, dass der
Nachweis von Intermediarfilamenten Zellen verschiedener Herkunft und Funktion einfach aufgrund eines bekannten Musters an
Intermediarfilamenten gut unterscheiden kann. Diese Unterscheidungsfahigkeit geht weit Giber die bloBe Unterscheidung mittels
histologischer Farbung hinaus.

Diese - fUr jede Zellart recht spezifische Zusammenstellung von Intermediarfilamenten - bleibt oft
auch bei pathologischen Veranderungen der Differenzierung (besonders wichtig: bei Karzinomen)
noch lange konstant. Viele andere Erkennungszeichen der Herkunft von Zellen gehen bei malignen
Zellen aber rasch verloren. Kliniker und Pathologen stehen immer wieder vor dem Problem, dass



9.3 Intermediarfilamente 68

eine Malignomdiagnose des Pathologen zunachst nur auf einer symptomatisch gewordenen und
entnommenen Metastase beruht. Bei der Suche nach dem Ursprung des Malignoms - dem Priméartumor
- kann der immunhistochemische Nachweis von Intermediérfilamenten diagnostisch wegweisend sein.

e Intermediarfilamente kommen zellartspezifisch vor.
e Es gibt rund 40 beschriebene Filamenttypen, die in sechs Familien geordnet werden.
e Sie sind zugfest, aber nicht kontraktil. Motorproteine sind nicht bekannt.

e Intermediarfilamente interagieren z.B. mit interzellularen Kontakten und werden fir die Stabili-
sierung von Zellform und Zellgestalt verantwortlich gemacht.

o In der Pathohistologie macht man sich vor allem ihr zellartspezifisches Vorkommen zunutze,
um z.B. Tumoren unbekannter Herkunft einzuordnen.
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10. Topologische “Eremiten”: Mitochondrien
und Peroxisomen

10.1. Mitochondrien und Peroxisomen haben Gemeinsamkeiten

Mitochondrien und Peroxisomen sind topologische ,Eremiten® Beide Organellen sind nicht Be-
standteil der Vesikeltransportprozesse, die kontinuierlich tiber ER und Golgi zum und vom Plasmalemm
laufen. Sie liegen neben diesen Transportwegen. Das bedeutet auch, dass sowohl Peroxisomen als
auch Mitochondrien aus dem Zytosol nur Uber jeweils spezifische - und von allen anderen vesikularen
Strukturen im Zellinneren verschiedene - Transportwege erreicht werden kénnen. Diese Transportme-
chanismen sind in der Regel komplex und Thema der Biochemie. Vesikulére Fusionen spielen keine
Rolle.

Transport in Mitochondrien Die Mitochondrien kénnen nur einen kleinen Teil der von ihnen benétigten
Proteine selbst aus dem mitochondrialen Genom transkribieren und translatieren. Der gréi3te
Teil der mitochondrialen Funktionsproteine wird im Zytosol hergestellt und muss in die Mitochon-
drien transferiert werden. Aufgrund ihrer Entstehungsgeschichte haben die Mitochondrien eine
Doppelmembran (Erklarung: sog. Endosymbiontenhypothese), liber die hinweg kooperierende
Translokatoren den Transport ermdglichen. Diese werden als TIM und TOM' bezeichnet. Details
zu diesen Vorgangen werden in der Biochemie besprochen.

Transport in Peroxisomen Die Signalsequenz fur die Translokation von Proteinen aus dem Zytosol
in die Peroxisomen ist die relativ kurze Aminosauresequenz Ser-Lys-Leu. Der Protein- und
Lipidimport aus dem Zytosol ist fir die normale Funktion der Peroxisomen essentiell, Defekte
fuhren zu schweren Erkrankungen?. Mehr als 25 sogenannte Peroxine, die sich an diesen
Transportvorgangen beteiligen, sind bekannt. Allerdings sind viele Details beim Proteinimport in
die Peroxisomen noch immer Gegenstand der Forschung. Details zu diesen Vorgangen werden
in der Biochemie besprochen.

Sowohl Peroxisomen als auch Mitochondrien haben einen Bezug zum Sauerstoff Sauerstoff
ist in menschlichen Zellen - und eukaryotsichen Zellen im Allgemeinen - ein wichtiges Substrat der
Energiegewinnung. Die Verwertung von Sauerstoff im Rahmen der Atmungskette ist an die Mitochon-
drien gebunden, die diese Fahigkeit haben. Die Gegenwart von Sauerstoff und seine Verarbeitung
bedingen auch Risiken fiir Zellen. Sauerstoff ist nicht nur niitzlich, sondern auch toxisch, weil er poten-
ziell als hoch-reaktionsfahiges Radikal vorliegen kann und dann diffusen Schaden durch Reaktionen
mit zellularen Molekilen anrichten kann. Dieses Phanomen wird auch gerne als ,oxidativer Stress"
bezeichnet. Reaktive Sauerstoffspezies kdnnen gezielt verarbeitet und kontrolliert in oxidative Prozesse
eingeschleust werden. Diese Art der Elimination von Sauerstoff kann gleichzeitig benutzt werden, um
potentiell ebenfalls schadliche organische Molekile zu metabolisieren. Diese Art von kombinierter
~Entgiftung® ist eine wichtige Aufgabe der Peroxisomen.

Mitochondrien und Peroxisomen sind die Orte der 5-Oxidation von Fettsauren Die Verwertung
von Fettsauren findet Uber die sogenannten S-Oxidation von Fettsduren statt. Diese kann nur in

'TIM: Translocator Internal Membrane; TOM: Translocator Outer Membrane

2Zum Beispiel: Beim Zellweger-Syndrom ist Pex2 defekt. Diese peroxisomale Membranprotein ist am Import von Proteinen aus
dem Zytosol beteiligt. Die Betroffenen haben schwersten Gehirn- Leber- und Nierenstdérungen; sie sterben meist kurz nach
der Geburt
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Mitochondrien und Peroxisomen erfolgen. Die beiden Organellen kooperieren bei diesem Prozess: Die
Peroxisomen kénnen ungeradzahlige (hier méglich: a-Oxidation) und/oder sehr langkettige (z.B. 22
C-Atome) Fettsauren verarbeiten und geben dann die auf das ideale mitochondriale Maf3 verkirzten
Fettsduren zur weiteren g-Oxidation an die Mitochondrien ab. Details zur 5-Oxidation sind Gegenstand
der Biochemie.

10.2. Spezifika der Mitochondrien

Die Mitochondrien (Bauschema s. ABB. 10.1) haben ei-
ne - von der Zelle getrennte - DNA und kdnnen selbst
transkribieren und translatieren. Allerdings ist diese
Fahigkeit nur noch residual und nur wenige der von
Mitochondrien benétigten Proteine werden noch von
ihnen selbst hergestellt. Die im Inneren der Mitochon-
drien liegenden Ribosomen weisen einen anderen Bau
auf als die zytosolischen Ribosomen der eukaryoti-
schen Zellen. Das hat zur sogenannten ,Endosymbion-
tenhypothese” geflihrt, mit der man die Herkunft dieses
Organells mit seiner vielfaltigen Sonderstellung erklart.
Danach wurden archaische Prokaryoten von eukaryo-
tischen Zellen - diese haben ohne Mitochondrien kei-
ne Moglichkeit der effizienten Sauerstoffverwertung - - Appildung 10.1.: Schematische Darstellung der Grund-
als Symbionten in das Zytoplasma integriert (,Endo“- gliederung eines Mitochondriums vom Crista-Typ. (1): In-
symbiont). Neben der Gegenwart des mitochondrialen nere Mitochondriepmembran, (2).: &uBere Mitochondrien-
Genoms erklart das auch die mitochondriale Doppel- :’“embra”’ (3): Crista, (4): Matrixraum, mitochondrialer
. R ! nnenraum. Bild aus Wikimedia Commons

membran: Die duBBere Membran des Mitochondriums

ware danach urspriinglich eine zelluldre Biomembran -

ein Vesikel - gewesen. Die innere Membran des Mitochondrium entspréache der Plasmamembran des
integrierten Prokaryoten. Der von der inneren mitochondrialen Membran umschlossene Raum, der
sogenannte Matrixraum des Mitochondriums, entspréache dann dem urspriinglichen Zytosol des Proka-
ryoten. Die Endosymbiontenhypothese passt auch zu einer weiteren Eigenschaft der Mitochondrien:
Sie kdnnen sich durch Sprossung und Teilung innerhalb von Zellen vermehren. Ihre duBBere Gestalt
kann sich in lebenden Zellen kontinuierlich und rasch andern.

Sowohl die auBere als auch die innere Membran der Mitochondrien wie auch der Matrixraum weisen
Besonderheiten auf:

auBere Mitochondrienmembran: Die duBBere Mitochondrienmembran ist zwar von ihrer Herkunft
geman Endosymbiontenhypothese eine vesikulare Membran, aber sie nimmt an den vesikularen
Materialtransferprozessen nicht mehr teil. Trotzdem ist inzwischen bekannt, dass es zwischen
Membranen des ER und der duBeren Mitochondrienmembran raumlich enge Beziehungen gibt,
mdoglicherweise mediiert durch interagierende Membranproteine der beiden Membranen. Diese
Mitochondrium-assoziierten Membranen (MAM) sind Gegenstand aktiver Forschung und spielen
maoglicherweise eine wichtige Rolle bei der Calcium- Homdostase im Mitochondrium und bei der
Phospholipid-Erneuerung.

innere Mitochondrienmembran: Die innere Mitochondrienmembran enthélt die ATP-Synthasen der
Atmungskette und ist damit die wesentliche funktionale Membran des Mitochondriums. Die Flache
dieser Membran wird in den meisten Zellen des menschlichen Kérpers durch faltenférmige
OberflachenvergrdBerungen (Cristae in den Mitochondrien vom Crista-Typ) erhéht (s. ABB. 10.2).
Nur in den Steroidhormon-produzierenden Zellen (z.B. Nebennieren, Hoden, Ovar) haben die
Mitochondrien réhrchenférmige (tubulare) OberflachenvergréBerungen (Tubuli in Mitochondrien
vom Tubulus-Typ).

Matrixraum: Im Matrixraum befindet sich die ringférmige DNA der Mitochondrien, die hier auch
repliziert und transkribiert werden kann. Fir die Translation der wenigen im Mitochondrium



10.3 Spezifika der Peroxisomen

71

produzierten Proteine werden die hier liegenden Ribosomen prokaryotischen Bautyps eingesetzt.
Im Matrixraum liegen auch die elektronenmikroskopisch sichtbaren sogenannten Matrixgranula.

Neben den essentiellen Rollen bei der
Verwertung von Sauerstoff und Fettsauren
Ubernehmen die Mitochondrien auch regu-
latorische Aufgaben. Von groBer Bedeutung
sind die Mitochondrien zum Beispiel bei der
Regulation des physiologischen Zelltodes,
der sogenannten Apoptose.

10.3. Spezifika
der Peroxisomen

Fir die Peroxisomen gibt es keine Endo-
symbiontenhypothese. Sie entstehen ganz
urspriinglich aus den intrazellularen Mem-
bransystemen, haben aber keine Rezepto-
ren und Signalmolekile, die die Teilnahme
am Vesikeltransfer erlauben. Genau wie nor-
male Vesikel haben sie nur eine begrenzen-
de Membran und meist einen elektronen-
mikroskopisch gleichmassig fein granulier-
ten Inhalt. Ahnlich wie bei Mitochondrien
kénnen sich Peroxisomen bei funktioneller
Beanspruchung durch einfache Knospung
vermehren. Allerdings muss das Material,
das daflrr vorher in den Peroxisomen an-
gesammelt werden muss, im Zytosol her-
gestellt und in die Peroxisomen transferiert
werden. Auf diesem Weg kontrollieren also
die Zellen letztlich die Anzahl der Peroxiso-
men.

Abbildung 10.2.: Kurspréparat: Elektronenmikroskopische Aufnah-
men von Mitochondrien des Crista-Typs (B) und des Tubulus-Typs (C)

Weiterlesen, Schmokern, Keine Pflicht...

Mokranjac, D. und W. Neupert (2005). “Protein import into mitochondria.” In: Biochem Soc Trans 33.Pt

5, S.1019-1023.

van der Zand, A. u.a. (2006). “The return of the peroxisome.” In: J Cell Sci 119.Pt 6, S. 989—994.



11. Integration zu: Mitose und Zellzyklus

11.1. Die Mitose

Zellen kénnen sich vermehren und dabei teilen. Der Vorgang der Zellteilung selbst wird als Mitose
bezeichnet und ist morphologisch so aufféllig, dass er schon sehr gut im Rahmen der farberischen
Lichtmikroskopie gesehen und beobachtet werden kann. Die Mitose selbst wird auch im Kurs zunéchst
in Kurspraparaten studiert wird. Darum wird sie auch hier im Skript zunachst vorgezogen, obwohl
sie natdrlich nur ein kleiner Abschnitt des Zellzyklus ist. Sie kann in verschiedene Abschnitte mit
morphologisch je spezifischen Erkennungszeichen unterteilt werden:

Abbildung 11.1.: Kurspréparat: In dem Préparat von der Zwiebelwurzel (gefarbt mit Eisenhamatoxyylin, daher schwarzes
Chromatin) sind typische Stadien der Mitose hervorgehoben. 1: typische Interphasekerne, mit dicker Umrandung hervorgehoben,
2-7: verschiedene Mitosestadien, mit Punktierung und Numerierung hervorgehoben. 2: ein Kern in der Prophase, 3-4: Zellkerne
in der Prometaphase (3) bzw. Metaphase (4) mit den Chromosomen als Metaphasenplatte mittig angeordnet, 5-6: friihe (5) bzw.
spate (6) Anaphase, 7: Telophase mit beginnender Rekonstituierung des Zellkernes.

e Trennung des zuvor bereits verdoppelten genetischen Materials auf 2 Tochterkerne (Karyokinese)

— Prophase
— Prometaphase
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Abbildung 11.2.: Ausschnitte aus Kurspréparat: 4-Kanal Fluoreszenzpréaparat, konfokal von einer Monolayer-Kultur der
Chorionkarzinom-Zelllinie Jeg3. Rot: Tubuline (Antikérper-Nachweis), Griin: Actine (Phalloidin-Nachweis), Gelb: Proliferations-
marker ki67 (Antikérper-Nachweis), Blau: Farbung der DNA mit DAPI. Aufgabe: Suchen Sie die Mitosestadien und beobachten
Sie das Zytoskelett wahrend der Mitose.

— Metaphase
— Anaphase
— Telophase

e Teilung des Zytoplasmas, wobei die beiden Kerne und die in intrazellularen Membransystem auf
die 2 Tochterzellen verteilt werden (Zytokinese)

Weil Chromatin sich i.d.R. sehr gut farben 1asst und wahrend der Phasen der Karyokinese deutliche
Veranderungen in der Verteilung und Struktur des Chromatins auftreten, nehmen die morphologischen
Merkmale der einzelnen Phasen in der Regel Bezug auf die Stadien der Karyokinese.

Die Zytokinese ist histologisch nicht so gut sichtbar, was sie aber biologisch nicht unwichtiger macht. Es
soll hier noch einmal hervorgehoben werden, dass die Karyokinese wesentlich durch den Tubulinapparat
vorangetrieben wird, wahrend die Zytokinese von Actinen abhangt. Daher treffen Stérungen dieser
beiden kontraktilen Systeme je unterschiedliche Abschnitte der Mitose.

Die einzelnen Phasen der Karyokinese kdnnen gut morphologisch unterschieden werden (s. auch ABB.
11.1,11.2):

e Prophase

— Die in der S-Phase des Zellzyklus (s.u.) verdoppelten Chromosomen (2 Chromatiden)
kondensieren zu fadigen Strukturen im Zellkern

— Die Kerngestalt ist noch erkennbar; die Kernhlle ist intakt
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— Die Mitosespindel bildet sich im Zytoplasma zwischen den beiden Zentrosomen (Zentriolen-
paar), kdbnnen aber die noch im Kern liegenden Chromatiden nicht erreichen.

Prometaphase
— Die Kernhdille und mit ihr die intrazellularen Membransysteme zerfallen in viele Vesikel
— Die Mikrotubuli der Mitosespindel setzen an den Chromosomen (am Kinetochor) an
— Die Chromosomen beginnen sich zu bewegen und suchen ihren Platz

Metaphase

— Die Chromosomen sind in der Aquatorialebene angeordnet (in der Mitte zwischen den
Spindelpolen)
— Damit ist die Metaphasenplatte sichtbar geworden

— Kinetochor-Mikrotubuli setzen jeweils an dem Chromatid an, das dem Pol zugewandt ist

Anaphase
— Die Chromatiden eines Chromosoms werden voneinander getrennt, wobei
— jedes Chromatid (Tochterchromosom) langsam zu dem jeweiligen Pol gezogen wird
— Kinetochor-Mikrotubuli verkirzen sich, die Pole wandern auseinander

Telophase

Die Tochterchromosomen sind an den Spindelpolen angekommen

Dekondensation der Chromosomen

Neubildung der Kernhdlle
Ende der Kernteilung
Teilung des Zytoplasmas beginnt mit Kontraktion des kontraktilen Schnirrings

Mitosefiguren sind aufféllig, vor allem die Metaphasenplatten stellen eine deutlich sichtbare und gut - z.B.
mit Hamytoxylin - farbbare Struktur dar. Mitosen kdnnen daher auch in Schnitten von Paraffinprédparaten
noch gut beurteilt werden und wurden viele Jahrzehnte als einzige Méglichkeit genutzt, um das
Vermehrungs- (= Proliferations-) verhalten bestimmter Zellen und Gewebe zu beurteilen. Bis heute ist
die Auszahlung von Mitosen in Schnitten (Wie viel Prozent der Zellen sind in Mitose? - sogenannter
Mitoseindex -) ein einfaches aber ziemlich unelegantes’ und vergleichsweise unsensitives Mittel
der Proliferationsanalytik. Beispiele fir Metaphasenfiguren (sog. Mitosefiguren) in menschlichem
Dinndarmepithel finden sie in ABB. 11.3.

Die Beurteilung der Proliferation in Geweben des Menschen ist aber eine haufige medizinische Frage-
stellung. Nahezu in allen Tumoren (benigne, maligne, durch Infektionen (Viren) verursacht, etc.) kommt
es zu Stoérungen der Kontrolle des Organismus Uber die Proliferation. Neben der puren Massenzunah-
me durch vermehrte Zellzahl? ist der Kontrollverlust (iber die Zellteilung das wesentlich bedrohlichere
Phanomen bei vielen Erkrankungen; bei bésartigen Tumoren gehort der Verlust der Proliferationskon-
trolle zu den Kernkomponenten der Erkrankung. Viele Arzneimittel zur Behandlung maligner Tumoren
haben die erhdéhte Proliferation in malignen Tumorzellen als Angriffspunkt. Das Thema der Proliferation
ist also wichtig.

Darum ist in das Verstandnis der Regulation der Proliferation in Zellen und Geweben viel Arbeit
investiert worden, auch um neue Therepiemdglichkeiten fiir maligne Tumoren identifizieren zu kénnen.
Die Bestimmung des Mitoseindex ist tatsachlich nur eine Notfall-Lésung und wird heute von der
histologischen Proliferations- und Zellzyklus-Analytik Gbernommen. Die Mitose ist ndmlich nur ein
kurzer Ausschnitt aus dem Gesamtgeschehen der Proliferation, das man auch als zyklisch betrachten
kann, weil Tochterzellen erneut in die Mitose eintreten kénnen.

T Auszahlen macht Arbeit; Mediziner sparen Arbeit, wo sie kénnen. . ..®, bt man schon im Studium
2sogenannte Hypertrophie: eher ein funktionelles Problem denn ein zellbiologischer Kontrollverlust
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Abbildung 11.3.: Kurspréaparat: Eine HE-Farbung vom menschlichen Dinndarm. In den Epithelien des Dinndarmes kénnen
Sie mit gelb hervorgehobene Metaphasenplatten (Mitosefiguren) erkennen. Es sind nicht alle Mitosefiguren markiert, die sichtbar
sind (selber suchen, wie im Kurs. .. .). Die roten Kreise markieren Staubpartikel oder andere Artefakte.

11.2. Der Zellzyklus

11.2.1. Die Mitose ist nur eine kurze Phase des ganzen Zellzyklus

Die eben vorgestellte, der Mophologie einfach zugangliche Mitose ist nur ein kurzer Abschnitt des
zyklisch sich wiederholenden Vermehrungsgeschehens, des sogenannten Zellzyklus. Die meisten
anderen Abschnitte des Zellzyklus dauern wesentlich langer als die Mitose selbst: Die nicht-mitotischen
Phasen des Zellzyklus sind vor- oder nachbereitend fir die eigentliche Zellteilung.

Vor der Zellteilung muss nicht nur das genetische Material kopiert und bereitgestellt werden. Es missen
auch Zellorganellen und Membransysteme zumindest in einem Ausmaf vermehrt werden, daf3 die
Tochterzellen eine entwicklungsfahige Mitgift erhalten. Um also eine Mitose durchfiihren zu kdnnen,
muss eine Zelle einen langen und komplexen Anlauf unternehmen. Unmittelbar nach einer Mitose folgt
in der Regel eine Phase, in der die neu gebildeten Tochterzellen sich zunachst organisieren und in
die Umgebung des Gewebes einordnen. Erst wenn das erfolgreich abgeschlossen ist, kann die Zelle
erneut in die Vorbereitung einer neuen Mitose eintreten und DNA und Organellen vermehren. Treten
Zellen immer wieder in neue Mitosen ein, so redet man davon, daf3 sie ,im Zellzyklus® sind.

Der Zellzyklus wird in die folgenden Phasen (s. ABB. 11.4) unterschieden:

M: Die M-Phase ist nichts anderes als die eigentliche Mitose.

G1: Als G1 Phase wird die unmittelbar auf die Mitose folgende Phase bezeichnet. Die Abkirzung G
steht flir Gap, weil in einer solchen Phase von aussen keine wirklich auf den Zellzyklus bezogene
Aktivitat der Zelle beobachtbar ist.

S: Der Buchstabe S steht hier fir Synthese; mit diesem Kirzel wird diejenige Phase bezeichnet, in
der sich die DNA exakt verdoppelt und auch die restlichen Zellbestandteile in Vorbereitung der
Mitose vermehrt werden.
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G2: Auf die S-Phase folgt die Mitose nicht unmittelbar, sondern eine Zeit der scheinbaren Inaktivitat,
eine neue G-Phase, die als G2 Phase bezeichnet wird. In dieser Zeit fallt die Entscheidung,
endgiiltig in die Mitose einzutreten.

Abbildung 11.4: Das Schema illustriert im oberen Teil die zykli-

sche Abfolge der Phasen des Zellzyklus. Im unteren Abschnitt sind

die drei wichtigsten Kontrollpunkte flir den Weitergang des Zellzyklus
markiert. A: An dieser Stelle ist der Ubergang von G2 in M. Hier wird
Uberpruft, ob die DNA wirklich repliziert wurde und ob die (z.B. nutriti-
ve Umgebung giinstig ist. B: In der spaten Metaphase wird tberprft,
ob wirklich alle Chromosomen mit der Spindel verbunden sind. Erst
dann kann die Anaphase beginnen. C: Vor Beginn der S-Phase, am
Ende von G1 wird die Entscheidung fiir den grundsétzlich Eintritt in
eine neue Runde des Zellzyklus getroffen.

wn

In Zellen die im Zellzyklus sind, folgen diese Phasen fir die Ursprungs- und die Tochterzellen theoretisch
in vielen Zyklen aufeinander.

Kontrollpunkte im Zellzyklus lberpriifen die Voraussetzungen fiir die folgende(n) Phase(n):
Die Zelle passiert wahrend des Ablaufes des Zellzyklus ,checkpoints®. Der Eintritt in den Zellzyklus und
wichtige Abschnitte seiner verschiedenen Phasen werden durch solche Kontrollpunkte Gberwacht. Meist
wird an solchen Kontrollpunkten sichergestellt, dass die Voraussetzungen fiir die Passage der folgenden
Schritte vorliegen. Erst dann werden diese auch ausgeldst. Die drei wichtigsten Kontrollpunkte sind in
ABB 11.4 dargestellt.

e G2/M: Hier wird am Ubergang in die eigentliche Mitose sichergestellt, dass die Synthese von
DNA und Organellen abgeschlossen ist.

¢ Mitose, Ubergang von Meta- zu Anaphase: Hier wird sichergestellt, dass alle Chromosomen
mit der Spindel verbunden wurden.

e G1/S: Vor dem Eintritt in die S-phase wird hier die Entscheidung Uber eine neue Runde getroffen.

11.2.2. Proliferation und Terminale Differenzierung sind getrennt

Im menschlichen Organismus sind aber keineswegs alle Zellen im Zellzyklus. Viele Zellen sind aus
dem Zellzyklus ausgeschieden und haben sich stattdessen morphologisch und funktionell differenziert,
d.h. sie haben gewebetypisches Aussehen und Funktion ibernommen (s. ABB. 11.5). Solche Zellen
treten - als Regel - nicht mehr in den Zellzyklus ein und werden auch als ,No-Growth-Fraction (NGF)*
bezeichnet. Oft bleiben sie eine Zeit lang (Wochen, Monate, Jahre, bei Nervenzellen ein Leben lang)
noch funktional und gehen dann in den regulierten Zelltod, die Apoptose, Uber. Aus Sicht der Systematik
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K] Abbildung 11.5: Das Schema zeigt den Prolifera-
E ting Pool (PP, blau unterlegt) und die Non-Growth-
a', Fraction (NGF, griin unterlegt) eines Beispielgewebes.
= Der relative Anteil von PP und NGF am Gesamtpool
o einer bestimmten Zellpopulation kann je nach Gewebe
% sehr unterschiedlich sein. Fir Nervenzellen beispiels-

weise gilt, dass der PP gleich null ist. Bei Erythroblas-
ten im Knochenmark ist der PP viel gréBer als die NGF.
Als eine Regel gilt, dass vollstéandig differenzierte und
voll funktionale Zellen in GO sind, d.h. Teil der NGF.
Zellen in GO kénnen nur noch aus dem PP erneuert
werden, so es einen solchen fur die betreffende Zell-
population Giberhaupt noch gibt. Die Entscheidung, ob
eine Zelle in GO oder wieder in G1 eintritt, ist also sehr
grundsétzlicher Art.

des Zellzyklus werden solche nicht mehr proliferierenden Zellen als Zellen in GO bezeichnet. Zellen in
GO sind per definitionem aus dem Zellzyklus ausgeschieden; sie haben den ,Proliferating Pool (PP)" in
Richtung ,No-Growth-Fraction (NGF)“ verlassen.

Proliferation und funktionelle Spezialisierung, die man auch als Maturation oder terminale Differenzie-
rung bezeichnen kdnnte, schlie3en sich im Kdrper im Regelfall gegenseitig aus.

e Proliferierende Zellen sind nicht vollstandig ausdifferenziert, weil sie noch Ressourcen flr die
Proliferation bereithalten missen.

o Ausdifferenzierte, funktionell ausgereifte Zellen kdnnen sich in der Regel nicht mehr teilen. Sie
haben den Zellzyklus verlassen.

In der Einhaltung dieser Trennung zwischen Differenzierung und Proliferation liegt offenbar eine
Sicherheitsregel im Organismus verborgen. Eine der wichtigsten Ausnahmen von dieser gegenseitigen
Ausschliessung sind ndmlich maligne Tumoren, bei denen Differenzierung (zumindestens eine partielle)
und Proliferation in derselben Zelle kombiniert vorliegen kdnnen.

Viele hochspezialisierte Zellen in unserem Kérper (Nervenzellen im Nervensystem, Sertoli-Zellen im
Hoden, etc.) sind in GO (d.h. nicht mehr teilungsfahig; manchmal auch als postmitotisch bezeichnet).
Die GO Phase kann lange dauern und ist in den meisten Fallen terminal, d.h. sie geht irgendwann in
die Apoptose, den physiologischen Zelltod, Uber. Nur in solchen Geweben, in denen noch ein Pool
proliferierender (oder zumindestens zur Proliferation reaktivierbarer Zellen) vorhanden ist, kann der
Verlust von ausdifferenzierten Zellen durch Nachschub von Zellen im Zellzyklus ausgeglichen werden.

Das ist in menschlichen Geweben allerdings sehr unterschiedlich. Es gibt im menschlichen Kérper
Gewebe (Knochenmark, Blut; Darmepithel) in denen eine konstante und rege proliferierende Population
vorhanden ist. Zellen in GO, die ausscheiden, kénnen dann ersetzt werden. In anderen Geweben
(Nervenzellen, Sertoli-Zellen im Hoden) fehlt ein proliferierender Pool, der ausscheidende Zellen
ersetzen konnte. Wenn diese Zellen zugrunde gehen, ist auch ihre Funktion unwiderbringlich verloren.
Das Verhaltnis von proliferierendem Pool (Zellen im Zellzyklus) zur No-Growth-Fraction (Zellen in GO,
terminal differenziert) ist also eine wichtiger Determinante der Zellzusammensetzung in Geweben. Sie
bestimmt liber die Regenerationsfahigkeit wesentlich mit.

Diese Zusammenhénge spielen nicht nur in der Diagnostik, sondern auch in der therapeutischen
Forschung eine Rolle. Wenn nur noch Zellen in GO, aber kein proliferierender Pool mehr vorhanden ist -
wie bei Nervenzellen - limitiert das jede Form von Therapie mittels Zellrestitution aus einem internen
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Reservepool. Die Stammzellforschung zielt genau auf dieses Defizit und versucht, therapeutisch
nutzbare proliferierende Zellpools zu erzeugen, mit denen dann - nach erneuter Differenzierung -
Zellverluste ersetzt werden kdnnen.

In den meisten Geweben des menschlichen Kérpers kommen allerdings Mischungen proliferierender
Zellen oder zur Proliferation noch aktivierbarer Zellen (proliferating pool (PP)) mit Zellen in GO (No-
Growth-Fraction, (NGF)) vor. Das gilt z.B. fir praktische alle Epithelien und die meisten Bindegewebe.

11.2.3. Proliferation kann in der Histologie zellartspezifisch gemessen werden

In vielen Zusammenhangen der Medizin (Embryologie, Wachstumsstérungen, Tumordiagnostik und
Tumorprognostik) ist die Frage nach der Proliferationsaktivitat einzelner Zellen von Bedeutung. In
der Histologie kann die Proliferation morphologisch einzelnen Zelltypen zugeordnet werden, was es
erlaubt, eine nach Zelltyp spezifische Proliferationsdynamik in einem aus verschiedenen Zelltypen
zusammengesetzten Gewebe bzw. Organ zu betrachten.

Die alteste Methode zur Abschatzung der Proliferation ist das Zahlen von Mitosefiguren im Schnitt
(s. Abb. 11.3) und die Bestimmung des Mitoseindex (Wie viel Prozent der Zellkerne sind in der
Mitose?). Weil dabei nur Mitosen in den Epithelzellen, nicht aber im Bindegewebe gezahlt werden
kénnen, kann man diese beiden Gewebe und ihre Zellen im Beispiel von Abb 11.3 getrennt (d.h.
zellartspezifisch) bestimmen. Das Repertoire der Methoden zur Bestimmung der Proliferation in Zellen
hat sich aber - als Resultat u.a. der Forschung am Zellzyklus - wesentlich erweitert. Im Rahmen der
Zellzyklusforschung wurden viele Proteine beschrieben, die nur im Zellkern von Zellen exprimiert
werden, die im Zellzyklus sind, also zum proliferierenden Pool (PP) gehdren. Solche Proteine sind
sogenannte ,Proliferationsmarker” und kdnnen mit Antikérpern im Schnitt nachgewiesen werden. Im
Kurs werden Sie Beispiele des Nachweises der beiden Proliferationsmarker ki67 und PCNA (Kelman
1997; Scholzen und Gerdes 2000; Endl und Gerdes 2000) in rasch proliferierenden Zellpopulationen
mikroskopieren, néamlich in der menschlichen Placenta und in Lymphfollikeln der Milz. ABB. 11.6
zeigt die Farbung mit diesen Proliferationsmarkern in Lymphfollikeln der Milz. Sie kdnnen unmittelbar
erkennen, dass die beiden Marker unterschiedlich gro3e Populationen markieren. Das liegt nicht etwa
daran, dass die proliferierenden Pools in beiden Préparaten unterschiedlich waren (ganz im Gegenteil:
sie sind identisch), sondern daran, daf3 die Abdeckung der verschiedenen Phasen des Zellzyklus bei
den beiden Proliferationsmarkern sehr unterschiedlich ist. PCNA ist im Zellzyklus wegen seiner langen
Halbwertszeit viel langer nachweisbar als ki67 und Mitosen sind nur ein ganz kurzer Ausschnitt des
Zellzyklus. Diese Zusammenhange sind auch graphisch in ABB. 11.7 erlautert.

Ki67 Abbildung 11.6: Kurspréaparat: In der Abbildung sehen sie Aus-

schnitte aus Lymphfollikeln in der menschlichen Milz. Zellen des
proliferierenden Pools wurden mit den beiden Proliferationsmar-
kern ki67 und PCNA ( proliferating cell nuclear antigen) detektiert
(braunes Reaktionsprodukt des immunhistochemischen Nachwei-
ses). Obwohl der nachzuweisende Zellpool sich nicht unterschei-
den kann (die Schnitte stammen vom selben Block und auf beiden
Schnitten ist derselbe Lymphfollikel abgebildet), sehen sie deutli-
che Unterschiede. PCNA ist haufiger positiv als der Nachweis von
ki67. Wirden sie Mitosen zahlen, wéare es schwierig, in der Abbil-
dung Uberhaupt eine verwertbare Anzahl zusammenzubekommen.
Das liegt daran, dass die nachzuweisen Proteine unterschiedlich
lang wahrend des Zellzyklus exprimiert werden. Flr eine prak-
tische Bestimmung eines Indexes ware hier ki67 zu empfehlen;
PCNA erkennt zu viele Zellen fiir eine praktikable Indexbestim-
mung, Mitosen sind zu selten. Diese Zusammenhange sind auch
in ABB. 11.7 noch einmal erlautert.

Wie in der Abbildung zu erkennen, ware eine Indexbestimmung hier praktikabel auf der Basis von
ki67. Bei PCNA sind nahezu alle Zellen positiv, wahrend Mitosefiguren zu selten sind. PCNA-basierter
Proliferationsindex und Mitoseindex sind also hier sozusagen ,out of range” fir eine quantitative
Bestimmung.
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Fir die Prognostik von malignen Tumoren sind solche Bestimmungen von gro3er Bedeutung. In der
Forschung (als Beispiel sei hier die Embryologie mit ihren multipel ineinander verzahnten Prolifera-
tionsvorgangen genannt) ist dieses Werkzeug als Basis fir das Verstandnis der Gewebedynamik
unverzichtbar.

—
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Abbildung 11.7.: Das Schema fasst die wichtigsten Grundlagen der Bestimmung proliferativer Gewebedynamik an histo-
logischen Schnitten zusammen. Ein wichtiger gewebeseitig vorgegebener Parameter ist die Anteil des poliferierenden Pools
(PP) relativ zur Non-Growth-Fraction (NGF) an der gesamten Zellpopulation. Dieses Verhaltnis ist je nach Gewebe sehr unter-
schiedlich und muss nicht der in der Abbildung gezeigten Relation entsprechen. Prinzipiell kann zur Quantifizierung z.B. der
Prozentsatz der mit einem Marker (Mitose oder jeweiliger Proliferationsmarker) positiven Zellkerne pro Zellart (von 100 Prozent,
umschliesst PP und NGF) bestimmt werden. Daraus ergibt sich ein fir jeden dieser Marker unterschiedlicher Index, der nun
von der Expressionsdauer (Mitosendauer bei der Mitose, Expressionsdauer bei einem Marker) relativ zur Gesamtzyklusdauer
bestimmt wird.
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12. Integration zu: Exozytose und
Endozytose

Wie bei der Vorstellung eines hypothetischen Weges vom Pro- zum Eukaryoten schon hervorgehoben,
ermdoglicht die Ausbildung der intrazellularen Membransysteme der Zelle,

e |6sliche Proteine in den Extrazellularraum abzugeben,
o die AuBBenseite des Plasmalemms gezielt mit Proteinen und Kohlehydraten zu versehen, und
e Substanzen aus dem Extrazellularraum in die intrazellularen Membransysteme zu transportieren.

Mit der Abgabe und der Aufnahme von Material Uber Vesikel ist stets auch ein Membranfluss
verbunden. Die Substanz- und Membranfllisse der vesikuldren Transportsysteme sind stets in einem
delikaten Gleichgewicht zu halten und mussen bei allen Vorgdngen der Exo- und Endozytose fein
aufeinander abgestimmt werden.

12.1. Wege aus der Zelle: Exozytose und Modi der Sekretion

Sprachlich bezeichnet Exozytose zunachst jede Form des Transfers von Material/Stoffen aus dem
Zellinneren nach drauBen. Allerdings wird Exozytose in vielen Biichern explizit auf den sekretorischen
Weg, d.h. auf den Weg Uber ER, Golgi und die Membransysteme nach drauf3en bezogen. Der gleiche
Vorgang wird in der klassischen histologischen Nomenklatur aber auch als merokrine Sekretion bezeich-
net. Davon abzugrenzen sind andere Modi der Sekretion, die durch spezielle Eigenheiten der Sekrete
erforderlich werden. Beide nutzen den Weg Uber ER und Golgi nicht als primare Sekretionsstraf3e und
sind zurtickzufiihren auf:

e besondere biophysikalische Eigenschaften des Sekretes (Lipide, apokrine oder holokrine Sekreti-
on)

e Wasser als Hauptinhaltsstoff der Sekretion (Kammerwasser, Schweil3, ekkrine Sekretion)

Bitte beachten Sie, daf3 die Begriffe ekkrine und merokrine Sekretion leider haufig nicht genau von-
einander unterschieden werden. Meist wird vor allem der Begriff ekkrin der apokrinen/holokrinen
Sekretion als Gegenpol entgegengestellt. Dann bedeutet ekkrin aber nur: nicht apokrin/holokrin. Im
Folgenden werden zunachst die beiden wichtigsten Varianten des sekretorischen Weges (ber die
Membransysteme beschrieben (ABB. 12.1).

12.1.1. Der konstitutive Modus der Sekretion

Die standige Notwendigkeit, gealtertes Membranmaterial gegen neu synthetisiertes auszutauschen
fOhrt zu kontinuierlichen Vesikeltransporten aus dem trans-Golgi Bereich in Richtung Plasmalemm
(und vom Plasmalemm in Richtung lysosomales System). Auf diesem Weg werden kontinuierlich auch
Vesikelinhalte in den Extrazellularraum freigesetzt und damit sezerniert. Dieser Weg ist deswegen
konstitutiv, weil er bereits zum Selbsterhalt und zur Stabilisierung der Membranen einzelner Zellen
funktionieren muss. Es handelt sich also nicht in erster Linie um einen spezifischen Sekretionsvorgang,
der schon im Dienst des Gesamtorganismus steht. Diese Form der Sekretion wird aber trotzdem im
Organismus instrumentalisiert um kontinuierliche Sekretion von Produkten der Zellen in den Extrazel-
lularraum zuwege zu bringen. Ein typisches Beispiel fur Sekretionsvorgange auf dem konstitutiven
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Weg ist die Produktion von Bindegewebsfasern und anderen extrazellularen Komponenten des Binde-
gewebes durch die Bindegewebszellen (sog. Fibroblasten). Niemand wird diese Zellen spater in der
Histologie als typische ,sezernierende” Zellen ansprechen und doch werden die Materialien fiir Sehnen,
Bander und Faszien unter Inanspruchnahme des konstitutiven Weges von Fibroblasten produziert.
Entscheidend ist hier, dass es zum Differenzierungsprogramm von Fibroblasten gehért, solche Matrix
zu produzieren. Der konstitutive Weg wird haufig genutzt, wenn Sekretionsvorgange nicht individuell
reguliert werden, sondern quasi eingebettet in Differenzierungsvorgange als Teilaspekte der Zellreifung
in z.B. bestimmten Stadien der Differenzierung vorkommen. Hier bestimmt also letztlich die Anzahl der
adaquat differenzierten Zellen Gber die Menge des kontinuierlich sezernierten Produktes.

renzierung der sezernierenden Zellen gesteuert. Der Sekretionsvorgang selbst wird nicht direkt

‘ Die konstitutive Sekretion wird indirekt Gber die Anzahl und die Aktivierung/Hemmung der Diffe-
modifiziert.

Default:
Konstitutiver
Weg

Signale:
Regulierte
Sekretion

transy

Regulator:
Hormon,
Zytokin, etc.

Abbildung 12.1.: Die Abbildung ist ein Teilausschnitt von Abb. 8.8 und zeigt die beiden mit den Membransystemen direkt in
Verbindung stehenden Modi der Sekretion in einer schematischen Gegeniberstellung. Der konstitutive Weg ist ein Fluf3 von
Vesikeln und Material, der primér der funktionsgerechten Verteilung von Proteinen und Membranbestandteilen liber die Zelle gilt.
Er kann aber als Sekretionsweg genutzt werden.

Der regulierte Weg ist in vielerlei Hinsicht optimiert. Er kann Produkte in Sekretvesikeln anreichern und bereithalten. Diese Se-
kretvesikel werden erst bei Vorliegen physiologischer Stimuli zum Plasmalemm gebracht und die Produkte durch Membranfusion
freigesetzt. Der regulierte Weg ist also in héhere funktionelle Regelkreise einbezogen. Die Stations eines Proteins auf dem
regulierten sekretorischen Weg sind auch in elektronenmikroskopischen Kurspréparaten abgebildet; hier im Skript in Abb. 8.11.

12.1.2. Regulierte Sekretion

Bei der regulierten Sekretion handelt es sich um einen Sekretionsvorgang, bei dem ein spezifisches
Produkt (in der Regel einzelne l6sliche Proteine oder eine Mischung I6slicher Proteine) in groBen
Mengen und als Antwort auf einen physiologischen Stimulus freigesetzt werden soll. Die Produkte der
intrazellularen Sekretion werden wie Gblich ber ER und Golgi-Apparat gefihrt und dann vom trans-Golgi
aus nicht direkt zum Plasmalemm, sondern in spezifische Sekretvesikel Gberflihrt. Zwischen diesen im
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Zytsol in der Nahe des Golgi Apparates liegenden Sekretvesikeln und dem Golgi Apparat findet ein reger
Pendelverkehr statt, iber den das Produkt in den Sekretvesikeln immer starker aufkonzentriert wird
(ABB. 12.1). Die Sekretvesikel werden durch den Pendelverkehr mit Produkt quasi repetitiv betankt. Sie
wandern aber zun&chst nicht zur Zellmembran und nehmen am kontinuierlichen Vesikel-Linienverkehr
des konstitutiven Weges (vom Golgi zum Plasmalemm) nicht teil. Um die Aufkonzentrierung der Sekrete
in den Vesikeln zu erreichen, missen Uber die vesikularen Pendelverkehre die nicht zum spateren
Sekret gehdrenden ,Nebentransporte®, die in jedem aus dem Golgi ankommenden Transportvesikel
enthalten sind, auch wieder zum Golgi zuriicktransportiert werden. Bei der regulierten Sekretion gibt es
also im Regelfall Signalmolekile und Rezeptoren zum spezifischen Transport, ahnlich wie zwischen
den verschiedenen Bereichen des Golgi-Apparates. Diese Hintergriinde begriinden die gesonderte
Stellung der regulierten Sekretion aus rein intrazellularer Sicht heraus eigentlich schon ausreichend.
Es kommt aber eine weitere Besonderheit, namlich die Einbindung in bergeordnete physiologische
Regelkreise hinzu.

Zwar tritt regulierte Sekretion nur in bestimmten Zelltypen - d.h. abhangig von der Differenzierung
einer Zelle - auf, aber der Sekretionsvorgang selbst wird jetzt von auBerhalb der sezernierenden Zelle
ausgeldst. In vielen Fallen sind solche regulierenden Faktoren von auf3erhalb der Zelle Botenstoffe
wie Hormone oder Zytokine (ABB. 12.1). Die Mechanismen regulierter Sekretion fUhren zu einer
intrazellularen Bereithaltung von Sekreten, die dann ohne Produktionsvorlauf in wirklich groBen Mengen
und notfalls aus vielen Zellen gleichzeitig freigesetzt werden kdnnen. Die regulierte Sekretion ist also
funktionell nicht primar dem Selbsterhalt der sezernierenden Zelle zuzuordnen. Sie ist in Ubergeordnete
Funktionsbeziehungen eingebunden.

Die regulierte Sekretion setzt zwar ein bestimmtes Differenzierungsstadium der sezernierenden Zel-
len voraus, aber die Sekretion wird hier direkt in physiologischen Regelkreisen (z.B. iber Hormone)
kontrolliert, nicht indirekt Gber die Kontrolle der Differenzierung der sezernierenden Zellen.

12.1.3. Spezielle Modi der Sekretion

Das Problem der Sekretion von Lipiden: Apokrine und Holokrine Sekretion Ein besonderes
Problem bei der Sekretion tritt auf, wenn groBe Mengen Lipide sezerniert werden miissen. Bei der
Milchsekretion in der Brustdriise oder auch in den Duftdriisen der Haut (Duftstoffe sind hydrophob und
mussen mit Lipiden gemeinsam abgegeben werden) taucht dieses Problem z.B. auf.

Lipide sind nicht wasserléslich wie Proteine und kénnen nicht einfach in das vesikulare Shuttlesystem
der Membransysteme eingebunden werden. Sie laufen im Zytosol zu Lipidtropfen zusammen, in deren
Randbereich auch monomolekulare Schichten von Phospholipiden vorkommen kénnen. Lipidtropfen
sind aber nicht durch die typischen Bilayer der Biomembran vom Zytosol abgegrenzt.

Die Lipidtropfen kdnnen nicht in die Membransysteme einbezogen werden. Um diese Tropfen loszuwer-
den, muss die Zelle einen ganz anderen und recht radikalen Weg beschreiten. Das randsténdige (i.d.R.
sehr actin-haltige) Zytsol mit den Lipidtropfen schnrt sich aktiv von der Zelle ab. Um den Lipidtropfen
bildet sich bei der Abschniirung eine Plasmalemmhdlle mit etwas Zytosol darunter. Plasmalemm und
Zytosol werden also stets zwangslaufig mitsezerniert. Diese Form der Sekretion wird als apokrine
Sekretion bezeichnet. Sie ist eine Art ,Selbstamputation® der Zelle, die einen Teil ihrer Hiille und ihres
randstandigen Zytosols opfern muss, um die hydrophoben Tropfen loszuwerden. Bleibt die Zelle dabei
am Leben und kann neues Sekret bilden und abschniiren, redet man von einer apokrinen Sekretion
(z.B. Brustdriise, Duftdriisen). Stapelt die Zelle so viele Lipidtropfen auf, dal3 sie am Ende zugrunde
geht und mit den Lipiden gemeinsam als Sekret abgegeben wird, redet man von holokriner Sekretion
(z.b. Talgdrisen der Haut).

Das Problem der Sekretion von Wasser: Ekkrine Sekretion muss eine Zelle gro3e Voumenein-
heiten Wasser abgeben, entstehen andere Probleme. In den Schwei3driisen der Haut z.B. muss viel
Wasser (Protein ist nicht so entscheidend und niedrig konzentriert) mit etwas Elektrolyten abgegeben
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werden. Die Produktion des Sekretes erfolgt iber den regulierten Weg, aber nur, sofern es um den
(niedrigen) Proteingehalt im Schweil3 geht. Wasser und Elektrolyte sind Hauptkomponenten des Schwei-
Bes und werden liber Membran-assoziierte Prozesse aus dem Extrazellularraum in den Driisenraum
transferiert. Diese Form der Sekretion folgt in ihrem Grundmuster ebenfalls nicht dem Schema der
Produktion des Sekretes im ER und Golgi Apparat. Die Produktion des Kammerwassers im Auge ist
zum Beispiel ebenfalls ein solcher Sekretionsprozess. Fir diese Form der Sekretion wurde urspriinglich
die Bezeichnung der ekkrinen Sekretion gepréagt, die sich mehr und mehr unter EinschlieBung der
merokrinen Sekretion zu einem Uberbegriff fir alles entwickelt hat, das nicht dem apo- oder holokrinen
Schema folgt.

12.2. Wege in die Zelle: Endozytose und der lysosomale Weg

Die Zelle nimmt Substanzen und Partikel aus ihrer Umgebung aus den verschiedensten Griinden
auf. Vielfach aber geht es darum, Substanzen, Teile von Organismen oder ganze Organismen zu
zerstoren und dabei méglichst auch noch zu hydrolysieren, d.h. zu verwerten. Dieser Aufnahme- und
Verdauungsapparat fihrt also zu Verwertungssystemen, die primar nicht fir den Verdau externen
Materials entstanden sind, sondern auch daflir zustandig sind, gealterte Zellbestandteile zu verdauen
und ihre Bestandteile wieder zu verwerten.

Es gibt dabei zelluldre ,Wertstoffhdfe®, die priméar den jeweiligen Aquivalenzraumen zugeordnet sind:

Zytosol: Das Proteasom ist der zytosolische Multienzymkomplex der fiir die Entsorgung gealterter
Proteine zustandig ist. Daflir werden bestimmte Markierungen an den Proteinen angebracht
(Ubiquitinylierung, Thema der Biochemie).

Membransysteme: Lysosomen sind diejenigen Kompartimente der Membransysteme, die zur Zerstdrung
nahezu aller zellularen Stoffklassen befahigt sind. Lysosomen

e enthalten ca. 40-50 verschiedene lytische Enzyme (sog. saure Hydrolasen)

e weisen einen sauren (d.h. niedrigen) pH-Wert auf

e haben Membranproteine (Protonenpumpen), die die Erniedrigung des pH-Wertes bewirken

o verfligen Uber Transporter um Endprodukte der Lyse ins Zytosol zurlickzutransferieren

e sind auf ihrer Innenseite dicht mit Zuckerketten besetzt, die u.a. dem Selbstverdau vorbeu-
gen.

e werden aus dem trans-Golgi durch Transportvesikel mit Protein- und Membran-Nachschub
versorgt.

e werden Uber Mannose-6-phosphat als Adre3signal vom trans-Golgi aus angesteuert

Der Import von externem Material direkt in Vesikel der Membransysteme durch Abschnirrung von
Vesikeln des Plasmalemms nach innen ist der bevorzugte Weg der Endozytose bei eukaryotischen
Zellen. Aber in besonderen Fallen (Immunsystem; Prasentation von Antigenen) Gbernimmt auch das
Proteasom wichtige Aufgaben. Das Proteasom und seine Sonderaufgaben bleiben in diesem Skript
aber unbericksichtigt. Diese Themen sind bevorzugt in der Biochemie angesiedelt.

12.2.1. Station 1: Von drauBen in ein Vesikel

Die Aufnahme von Substanzen in das Membransystem funktioniert Gber die Abschniirung von Vesikeln
ins Innere der Zelle. Dabei kann man verschiedene Wege unterscheiden:

(Mikro-)Pinozytose: Die Abschnurung kleiner Vesikel vom Plasmalemm ohne sichtbare Proteinhille
wird auch gerne als Pinozytose bezeichnet. Diese Form der Aufnahme von Material ist im
Regelfalle als Teil der konstitutiven Endozytose zu interpretieren. Mindestens so wichtig wie die
Aufnahme von Material aus dem AuBenraum ist die Entfernung gealterten oder tberschiissigen
Membranmaterials aus dem Plasmalemm. Alle Zellen sind zur Pinozytose grundsatzlich befahigt.
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Phagozytose: Am anderen Ende der Skala steht die sogenannte Phagozytose. Dabei handelt es um
die Aufnahme groB3er Partikel oder ganzer Organismen (Bakterien) in Zellen. Solche Vorgange fin-
den auch im menschlichen Kérper bei der Abwehr bakterieller Infektionen oder bei der Abraumung
zerstérten Gewebes in Wundbereichen statt. Phagozytose ist keine generelle Féhigkeit aller
Zellen des menschlichen Kérpers, sondern ist auf bestimmte Zelltypen begrenzt. Diese Zellty-
pen (Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, etc.) sind oft auch zur améboiden Zellbewegung
befahigt. Sie bilden groRe Pseudopodien, mit denen sie die aufzunehmende Partikel umschlies-
sen und dann als Vesikel ins Zellinnere abschniiren kénnen.

Rezeptor-vermittelte Endozytose (abhéangig von Clathrin): Neben Pinozytose und Phagozytose
ist die Aufnahme definierte Molekile eine Fahigkeit von Zellen. Werden Molekile (z.B. Lipo-
proteine) gezielt aus einer die Zelle umgebenden Flissigkeit herausgepickt, so geschieht dies
Uber Rezeptoren. Diese Rezeptoren werden im Wege der Rezeptor-vermittelten Endozytose
tiber Clathrin und geeignete Adaptoren' in Clathrin-coated pits (Grilbchen) konzentriert, die sich
dann als Clathrin-coated vesicles von der Plasmamembran in Zellinnere abschniren. Diese
Mechanismen sind analog zu den Vesikelknospungsprozessen und den Aufreinigungsprozessen,
die in den Membransystemen und speziell im Golgi ablaufen.

Clathrin unabhangige Endozytose: Vor allen Dingen in der glatten Muskulatur und in Endothel-
zellen, seltener auch in anderen Zelltypen des menschlichen Organismus, treten sogenannte
Caveolae auf. Deren Funktion ist nicht wirklich ganz klar; sie werden auch im Zusammenhang mit
z.B. der Calcium-homdostase von Zellen diskutiert. Diese kleinen Abschnirungen an Zellober-
flachen treten haufig in girlandenartiger Anordnung direkt nebeneinander auf. Bei den Caveolae
ist ein entscheidendes Protein der caveolaren Wand das sog. Caveolin. Auf diesem Weg kann
offensichtlich auch Endozytose erfolgen.

12.2.2. Station 2: Das endo-lysosomale Kompartiment

Nach ihrer Abschnirung ins Zellinnere und dem Verlust méglicher Coat-Proteine wie Clathrin verschmel-
zen die als endozytotische Vesikel bezeichneten Blaschen in der Regel mit etwas gréBeren, vielgestaltig
geformten vesikularen Strukturen im Randbereich der Zellen, den sogenannten Endosomen (s. ABB.
12.2).

Endosomen stammen aus den intrazellularen Membransystemen und dienen ihrerseits auch als
Wanderungsziel fir sogenannte primére Lysosomen. Primére Lysosomen schniren sich als coated
vesicles aus dem trans-Golgi ab und enthalten I6sliche und Membranproteine, die Mannose-6-phosphat,
das Signal fur die lysosomale Lokalisation, tragen (s. ABB. 8.8). Primare Lysosomen werden zu
Endosomen transportiert und verschmelzen mit Endosomen.

Die Endosomen erhalten also vesikulare Zufuhr aus endozytotischen Vesikeln aus dem Plasmalemm
mit extrazellularem Inhalt und von primaren Lysosomen aus dem trans-Golgi Bereich. AuBBerdem
kénnen auch alternde Zellorganellen, die zur Entsorgung anstehen, in die Endosomen einbezogen
werden (s. ABB. 12.2). Die priméren Lysosomen bringen die membranstandigen Protonenpumpen und
die lysosomalen Hydrolasen mit. Der pH in den Endo-Lysosomen erniedrigt sich durch die von den
primaren Lysosomen mitgebrachten Protonenpumpen und die Zersetzung des Inhaltes beginnt. Der
Selbstverdau der Endosomen wird u.a. durch die spezielle Glykosylierung der lysosomalen Seite der
lysosomalen Membran verhindert. Die Endosomen treten in eine Art Reifungsprozess ein, in dessen
Verlauf sie sich durch mehrfache Abschnirung und durch Inkorporation von Zellorganellen (Autophagie)
zwischenzeitlich in nur transient existierende multi-vesikulare Kérper (multi-vesicular bodies, s. ABB.
12.2) umformen. Die verdauten Inhaltsstoffe der Endosomen werden Uber spezielle Transportproteine
in das Zytosol zur Wiederverwertung zurlcktransportiert. Am Ende eines solchen Weges steht ein
sekundares Lysosom, das haufig auch einfach nur als Lysosom bezeichnt wird. Solche sekundaren
Lysosomen kdnnen wieder mit Endosomen fusionieren oder zunachst weitere primére Lysosomen
aufnehmen, bevor sie mit Endosomen fusionieren.

"Die Adaptoren binden dann an Clathrin und den Rezeptor. Sie rekrutieren damit den Rezeptor und sein Cargo fir Clathrin-
coated vesicles.
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E :' Endosom ze Pfeile kennzeichnen die Verbindung
o s zum trans-Golgi System. Hier besteht ein
() / &. reger Austausch von Vesikeln. Die Gber
®] / den Mannose-6-phosphat fir das endo-
[92] lysosomale System bestimmten Molekile
zl‘ @ - Endc’lysosom werden hier zum endo-lysosomalen Sys-
1 tem transportiert. Grine Pfeile kenn-
o \ i zeichnen die Méglichkeit der Autophagie,
'8 \ d.h. der Entsorgung gealterter und dys-
. funktionaler Zellorganellen. Die orangen
E C) — Lysosom Pfeile stellen den Hauptweg des endo-

lysosomalen Systems dar.

Darstellung des endolysosomalen Kompartiments in Kurspraparaten: Das endo-lysosomale
System kann grundsatzlich durch verschiedene histologische Techniken dargestellt werden. Méglich
waren vor allen Dingen natirlich Nachweise lysosomaler Enzyme oder anderer Inhaltsstoffe. Im Kurs
wird die Darstellung u.a. durch zwei verschiedene Vitalfarbungen erreicht (s. ABB. 12.3). Zum einen
wurde Trypanblau verwendet. Diese Substanz wurde Ratten injiziert, zirkuliert dann im Blut und wird
Uber die Nieren ausgeschieden. Es wird allerdings in den Tubuli der Niere kraftig riickresorbiert und
zwar in das endo-lysosomale Kompartiment. Dort sinkt der pH-Wert und der Farbstoff fallt aus. Er
akkumuliert also in Lysosomen. In ahnlicher Weise wurde eine kleine Menge Tusche einem Versuchstier
appliziert. Die Tusche besteht aus kleinen Partikeln, die z.B. in der Leber in phagozytierende Zellen
(sog. v. Kupffersche Sternzellen) am Rand der Lebersinusoide aufgenommen werden.

Im endo-lysosomalen Kompartiment kann die Zelle Material aus extra- und intrazellularen Quellen in
seine Bestandteile zerlegen und diese dann wieder innerhalb der Zelle verwerten. Diese Funktion
ist fir den Selbsterhalt der Zelle wichtig, aber sie wird auch bei Abwehrvorgangen und fiir wichtige
Transporte (Beispiel: Lipoproteine (LDL)) genutzt.

Weiterlesen, Schmokern, Keine Pflicht...

Bonifacino, J S. und L M. Traub (2003). “Signals for Sorting of Transmembrane Proteins to Endosomes
and Lysosomes™”. In: Annual review of biochemistry 72.1, S. 395-447.
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Abbildung 12.3.: Kurspraparate: A und B zeigen Lysosomen nach einer Vitalfarbung. Bei A handelt es sich um eine Leber
(Ratte). Nach Injektion von Tusche werden die Tuschepartikel von phagozytierenden Zellen der Leber (sog. v. Kupffersche
Sternzellen, mit Pfeilen gekennzeichnet) aufgenommen. Diese liegen am Rand der BlutgefaBe der Leber, der sogenannten
Lebersinusoide. Bei B wurde einer Ratte der Vitalfarbstoff Trypanblau appliziert. Dieser Farbstoff zirkuliert im Blut, wird in der
Niere filtriert und dann aus dem Tubulus in das endo-lysosomale System rlickresorbiert. In dem sauren Milieu der Lysosomen
fallt der Farbstoff aus und bleibt in den Lysosomen liegen. Lysosomen stellen sich dann als unterschiedlich intensiv blau gefarbte
Punkte dar. Entlang des Tubulussystems nimmt die Farbstoffmenge ab. G: Glomerulum; hier findet die Filtration statt. PT:
Proximaler Tubulus; hier wird die groBte Menge an Farbstoff zurlickresorbiert. DT: Distaler Tubulus; hier ist nur noch wenig
Farbstoff zur Riickresorption im Lumen vorhanden gewesen. Die Lysosomen sind seltener und schwécher geféarbt.

Burgess, T L. und R B. Kelly (1987). “Constitutive and regulated secretion of proteins”. In: Annual review
of cell biology 3.1, S. 243-293.

Conner, S D. und S L. Schmid (2003). “Regulated portals of entry into the cell”. In: Nature 422.6927,
S. 37-44.

Martin, T F J. (1997). “Stages of regulated exocytosis”. In: Trends in cell biology 7.7, S. 271-276.

Mellman, 1. (1996). “Endocytosis and molecular sorting”. In: Annual review of cell and developmental
biology 12.1, S. 575-625.
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