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(54) Title: FORMALIN-FREE FIXATION AGENT FOR HISTOLOGICAL STAINS OF TISSUE SAMPLES
(54) Bezeichnung : FORMALINFREIE FIXIERUNGSMITTEL FUR HISTOLOGISCHE FARBUNGEN VON GEWEBEPROBEN

(57) Abstract: The invention relates to the

development of a fixation solution which effects a clear
improvement of the known histological and
immunological staining techniques as well as the
staining techniques used in pathology. In particular,
the present invention improves the quality and staining
of tissue samples or tissue sections that have not been
fixed with formalin. The present invention is especially
advantageous for sensitive tissue that is difficult to cut
when tixed with formalin, which can not only be cut
with a better quality without artefacts, but also has a
higher brilliance and colour stability of the stain.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine
Entwicklung einer Fixierlosung, die eine eindeutige
Verbesserung der bekannten histologischen und
immunologischen Férbetechniken sowie der in der
Pathologie eingesetzten Féarbetechniken bewirkt.
Insbesondere verbessert die vorliegende Erfindung die
Qualitdt und Farbung von Gewebeproben bzw.
Gewebeschnitten, die nicht mit Formalin fixiert
wurden. Besonders vorteilhaft erweist sich die

FiG.1B

vorliegende  Erfindung, fiir empfindliche, bei
Formalinfixierung schwierig schneidbare Gewebe, die
sich nicht nur in besserer Qualitdt ohne Artefakte
schneiden lassen, sondern in der Farbung auch héhere
Brillanz und Farbstabilitdt aufweisen.
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Formalinfreie Fixierungsmittel fiir histologische Firbungen von Gewebeproben

(1)

@)

(3)

4)

Die Erfindung betrifft cine Entwicklung einer Fixierlésung, dic eine eindeutige Verbesserung der
bekannten histologischen und immunologischen Firbetechniken sowie der in der Pathologie
eingesetzten Firbetechniken bewirkt. Insbesondere verbessert die vorliegende Erfindung die
Qualitit und Firbung von Gewebeproben bzw. Gewebeschnitren, die nicht mit Formalin fixiert
wurden. Besonders vorteithaft erweist sich die vorliegende Erfindung, fiir empfindliche, bei
Formalinfixierung schwierig schneidbare Gewebe, dic sich nicht nur in besserer Qualicit ohne
Artefakte schneiden lassen, sondern in der Farbung auch héhere Brillanz und Farbstabilitii

aufweisen.

Fiir histologische Untersuchungen in Biologie und Medizin werden Gewebeproben, einem
Organismus iiblicherweise frisch entnommen, oder auch ganze Organe oder ganze Tiere /
Tierkorper/Pllanzen bzw. Organismen in speziellen, so genannten Fixierlosungen cingelegt
(Infiltration), bzw. mit der Fixierlosung iiber eine Perfussions- oder Instillationseinrichtung
durcheridnkt, Die Fixierung dient dazu den Zustand des Gewebes zum Zeitpunkr der Entnahme zu
fixieren (= festlegen), um eben diesen Zustand zu einem spiteren Zeitpunkt direkt mikroskopisch
zu untersuchen und/oder anzufirben und dann die angefirbren Zell- oder Gewebeteile anhand
ihrer chemischen Eigenschaften mikroskopisch zu differenzieren und somit zu untersuchen bzw.

Diagnosen zu stellen.

Wird cine Gewebeprobe in die Fixierldsung eingelegt, so spricht man von ¢iner
~lmmersionsfixierung®, wird das Gewebestiick bzw. Organ oder der ganze Organismus tiber sein
Gefiflsystem mit der Fixierlosung durchtrinke, spricht man von Perfussions- oder
Instillationsfixierung. Der Fixiervorgang ist eine chemische Reaktion des eigentlichen
Fixierungsmittels mit den Proteinen des Gewebes. Auf diese Weise wird eine Probe haltbar
gemacht, d.h. es werden Zersetzungsvorginge durch Enzyme, Bakterien oder Pilze verhindert.
Zudem wird das Gewebe gehirtet und damir iiberhaupt erst in einen Zustand verserzt, dass man es

mit einem Mikrotom in diinne, wenige pm dicke Scheiben schneiden kann.

Im Anschluss an die Fixierung kann die Gewebeprobe beispielsweise in Paraffin cingebettet
werden. Hierzu wird iiblicherweise die Probe in einer Alkoholrethe mit aufsteigenden
Konzentrationen zunichst entwissert. Anschliefend wird iiber ein so genanntes Intermedium der
Alkohol entfernt, die Probe dann iiber Xylol oder einen Xylolersatzstoff in mehreren Schritten mit

Paraffin durcherdinks und schliefflich mittels einer Form in Paraffin eingegossen. Nach dem
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Erstarren des Paraffins, wird der so gewonnene Paraffinblock an einem Mikrotom zu
Diinnschnitten verarbeitet (i.d.R. zwischen 2 und 5 pm Dicke).

Ein Paraffinblock kann prakisch unbegrenzt bei Raumtemperaturbedingungen bzw. leicht gekiihli
gelagert werden d.h., dass beispielsweise cinzelne Schnitee erstellt werden kénnen, der Block dann

wieder eingelagert und fiir spitere Weiterverarbeitung aufbewahrt werden kann.

Anstat Paraffin kénnen auch andere Polymere fiir die Einbertung von Proben zum Einsatz

kommen wic Celloidin, hochmolekulares PEG, Acrylate und andere.

Solche Diinnschnitte werden tiblicherweise auf Glasobjekrtriger aufgezogen und anschliefend
gem. spezieller Anweisungen (so genannter histologischer Firbeprotokolle oder Firbevorschriften)
gefirbt. Erst durch die Firbung wird es moglich, Unterschiede im Gewebeaufbau mikroskopisch
zu differenzieren, krankhaftes von gesundem Gewebe zu unterscheiden und diagnostische
Beurteilungen durchzufithren, da die verwendeten Farbstoffe spezifisch an bestimmte Strukturen
oder chemische Komponenten der Gewebestrukruren binden, und diese somit spezifisch, d.h.
abhingig von ihrem Chemismus cinfirben. So lassen sich z.B. Zellkerne deutlich vom Zellplasma
differenzieren, es werden verschiedene Zelltypen unterschiedlich angefirbt, ebenso Fasern und
andere Gewebebestandteile, Das Gesamtbild ciner Firbung erlaubt dann eine diagnostische

Beurteilung der untersuchten Gewebe.

Das gingigste Fixiermittel in der Histologie ist Formalin. Es wurde von Isaak und Ferdinand Blum
am Forschungsinstitut Senckenberg in Frankfurt am Main in den frithen 1890er Jahren als
Fixierungsmirtel fiir Gewebeproben erstmals eingesetzt und erwies sich von Anfang an als
wesentlich besser geeignet, als z.B. Spiritus (Ethanol), Terpentin und andere Substanzen (vgl. L.
Blum: 1893). Schr schnell nahm Formalin seinen Siegeszug durch die Medizin und hat sich
schlielich als das ultimative Fixiermittel weltweit durchgesetzt, weil es leicht zu beschaffen und
leicht zu handhaben war, und die Ergebnisse tiber ein breites Anwendungsgebiet hinweg

miteinander vergleichbar sind.

Neben dem Formalin wurden und werden in der Histologie auch noch viele weitere Fixiermittel
verwendet, die auf der Basis von Methanol, Ethanol, Essigsiure, Chloroform, Chloralhydrat,
Pikrinsdure, Quecksilberdichlorid, Kaliumdichromat, Chromsiure, Osmiumtetroxid und
verschiedenen Salzlgsungen und Salzgemischen beruhen. All diese Fixiermittel sind jedoch nicht
universell, sondern nur jeweils spezifisch fiir bestimmte Gewebetypen, bestimmte Fragestellungen
und Weiterverarbeitungen geeignet. Es besteht cin direkter Zusammenhang zwischen Fixierung
(Fixiermittel), Gewebeerhaltung und Ergebnis der Firbung, die schlieflich im Mikroskop

ausgewertet werden kann. Da die Fixierung in den allermeisten Fillen eine chemische Reaktion
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darstellt (siche hierzu ,Histological Techniques, Laboratory Manual Columbia University, 1975),
welche die chemischen Eigenschaften der Gewebe beeinflusst ist schon lange bekannt, dass
bestimmue Farbstoffe bzw. bestimmte Farbstofflosungen nur mit bestimmren Fixiermirteln bzw.
Fixierverfahren kompatibel bzw. inkompatibel sind. Wenn z.B. mit Ethanol oder mit Ethanol-
Essigsduregemischen fixiert wurde, lassen sich Gewebedifferenzierungen grundsiwzlich nur noch
schr schwer durchfithren, sowohl weil Zellen und Gewebe bei Ethanolfixierung stark dehydriert
werden und schrumpfen, als auch, weil 2.B. Beizenfarbstoffe keine zufriedenstellenden Ergebnisse
liefern. Andererscits sind Firbungen z.B. bei Verwendung von Pikrinsiure wesentlich brillanter
und krifriger in ihrer Ausprigung, als bei Verwendung von Formalin als Fixiermittel, so dass in
manchen Firbeprotokollen auch Vorbehandlungen der Schnitte mit Pikrinsdure empfohlen

werden.

(9)  Obwohl Formalin sich anfangs als hervorragendes Fixiermittel auszeichnete, zeigte sich mit der
Zeit, dass bei zahlreichen Firbetechniken in der Histologie und Pathologie einige Probleme
auftraten. Da Formaldehyd in Losung und in Kontake mir der Luft zu Ameisensiure oxidiert,
bilden sich in blutreichen Proben die so genanten ,Formalin Pigmente®. Diese hoch refringenten
Kristalle bilden sich aus der Reakrion von Ameisensiure und Blut und werden in der Histologie
und Pathologie als stérende Artefakte wahrgenommen. Auch Stabilisatoren gegen die
Polymerisierung, die der kommerziellen Formalinlgsung zugegeben werden, wie Methano! und
Butanol, kénnen die Ergebnisse histologischen Firbung negativ beeinflussen, da sie — dhnlich wie

Ethanol ~ dehydrierend wirken und manche Farbstoff-Gewebe-Verbindungen storen.

(10) Auch in einem speziellen Zweig der Histologie, der so genannten Immunhistochemie spielt
Formalin eine zentrale Rolle. Hier wird es i.d.R. aber nicht als ,Formalin 4%ig*, sondern als
»Paraformaldehyd-Losung” verwendet. Paraformaldehyd (PFA) ist die polymerisierte Form des
Formalin, die als Pulver im Handel erhaldich ist und in heifSer, alkalischer Losung vollstiindig
gelost werden kann.

Formalin (die wissrige Losung des Formaldehyd-Gases) hat die Eigenschaft in wissriger Lésung
Ketten von Paraformaldehyd zu bilden, die ausfillen konnen. Des Weiteren zersetzt sich
Formaldehyd unter Licht-, Wirme- und/oder Sauerstoffeinwirkung zu Ameisensiure. In einer
wissrigen Formalinlosung finden stindige Abbau- und Polymerisierungsreaktionen statt, denen
zur Folge das Formaldehyd kontinuierlich abgebaut wird. Da es auch Riickbildungsreaktionen gibt
(Depolymerisierung der PFA-Ketten, sowie Gleichgewichtsreaktionen) kann der prozentuale
Anteil des Formaldehyds in einer wissrigen Losung niemals genau benannt werden.

Dic ,Stammlésung”, die unter dem Handelsnamen ,,Formol* bekannt ist, hat eine Formaldehyd
Konzentration von 35 - 37 %, teilweise auch 37 - 38 %. Formol wird in verschiedenen Qualititen

angeboten: technisch, stabilisiert und gepufferr. Hierbei werden dieser gesittigten
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Formaldehydlésung Zusitze beigemengt: stabilisiert wird mit Methano! (zur Verhinderung der
PFA-Bildung), gepuffert wird mit Calciumkarbonat, Borax oder einem Phosphat-Gemisch (gegen
die Absenkung des pH-Wertes bei Zersetzung zu Ameisensiure). AnschlieRend wird aus dieser
Stammldsung eine 4%ige Formalinlésung durch Verdiinnung (etwa 1 + 9) hergestellr, die
demzufolge eben nicht exake 4%ig, sondern cher 3,5 - 3,9 %ig ist. Manche Hersteller bieten
4%iges Formalin als ,echres” 4%iges Formalin an, d.h. es wird dic Stammlésung nicht 1 + 9,

sondern nach tatsichlichen Massenprozenten verdiinnt.

Nichtsdestotrotz ist das Ergebnis weiterhin eine Losung, in der der Gehalt an Formalin schwanke
und sukzessive absinke. Fiir ,normale® histologische Fragestellungen ist dies weitgehend
unproblematisch, fiir immunhistochemische Fragestellungen jedoch, kann diese schwankende
Zusammensetzung, die zudem durch die Bildung von Ameisensiure auf einen schwankenden pH-
Wert haben kann, unvorteilhaft. Auch einige histologische Firbungen werden von einem zu
niedrigen pH-Wert des Formalins negativ beeinflusst (z.B. die Differenzierung oxidativer und
glycolytischer Muskelfasern). Daher wird fiir IHC-Fragestellungen eine Fixierlosung aus
Paraformaldehyd mit exakten Konzentrationen von 4%, 6% oder 8 % hergestellr, die iiber einen
Puffer auf einen exakten pH-Wert justiert wird (2.B. 7,0, 7,2 oder 7,4, was dem einem iiblichen
pH-Wert tierischer / menschlicher Gewebe entspricht). Allerdings sind solche gepufferten PFA-
Losungen nur kurze Zeit haltbar, d.h. sic miissen innerhalb weniger Tage verbraucht werden, weil
ansonsten eben die gleichen Zersetzungs- und Gleichgewichtsreaktionen ablaufen wie bei der
normalen Formalinlésung. Fiir [HC-Fragestellungen, bei denen der Vernetzungsgrad der Proteine
untereinander eine wichtige Rolle spielt, wird deshalb gepuffertes PFA verwendet, weil hierbei

gleichmifigere und nachvollzichbarere Fixier- und Reaktionsbedingungen erzielt werden.

Die Nachteile und Unzulinglichkeiten des Formalin (ebenso des PFA) sind lange bekannt und
liegen nicht nur in seinem stechend beiflenden Geruch, der als stérend und unangenehm auffill,
sondern stellen nach neueren Erkenntnissen auch eine signifikante Gesundheitsgefahr dar. In der
EU wird in Rahmen der REACH Verordnung (EG Verordnung 1907/2006, mit Anderungen in
EG Nr 1354/2007 und 1272/2008, umgesetzt in deutsches Recht im Chemikaliengesetz vom 2.
Juli 2008) eine Liste der gefihrlichen Chemikalien gefithre und akualisiert, VHCC (very high
concern chemicals), sowie Auflagen erlassen, wann und wie solche VHCC zukiinftig zu vermeiden

bzw. ihr Einsatz einzuschrinken oder zu ersetzen ist.

Weiterhin ist als Nachteil von formalinfixierten Gewebestiicken aufzufithren, dass solche bei langer
Lagerung hinaus neigen zu verhirten, was sich negativ auf die Schneidbarkeit und die Farbbarkeit

der Gewebe auswirkt. Generell sind manche Gewebe, die in Formalin fixiert wurden, spréde und
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rissig und lassen sich kaum oder nur schwer schneiden (z.B. Leber, Niere, Milz, Muskulatur,

Nervengewebe, Gehirn).

Ein weiterer negativer Effekt des Formalin ist dic Schrumpfung und die Herauslosung von Fetten
und Glykogen. Eine Schrumpfung von bis zu 10% des Gewebevolumens ist bei
Formalinfixierungen normal. Dies fithrt zu Rissen im Gewebe und auch zu der einen oder anderen

Fehldeutung hinsichtlich der Ausdehnung und Gréfe bestimmrer Strukeuren.

Insgesamt betrachtet ist Formalin ebenso wie gepuffertes PFA im Gesamtblick auf die bekannten
Fixiermitrel nicht dasjenige Fixiermittel, welches die besten Ergebnisse licfert, sondern vielmehr
dasjenige, welches wegen der langjihrigen Erfahrung vergleichbare Ergebnisse licfert und

kostengiinstig zu verwenden und zu beschaffen war.

Eine andere Variante, Gewebe in méglichst frischem Zustand zu untersuchen, ist der
Gefrierschnitt. Hier erfolge die Fixierung des Zustandes durch sofortiges Einfrieren nach der
Probennahme. Dabei erfolgt jedoch keine Vernetzung der Proteine untereinander. Die Probe ist
nur so lange haltbar, wie sie auf entsprechend niedriger Temperatur gehalten wird. Zudem muss
das Einfrieren schlagartig auf sehr niedrige Temperaturen erfolgen (i.d.R. < -78 °C), weil
ansonsten die Bildung von Wasserkristallen Feinstrukturen des Gewebes zerstoren konnte. Der
»Gefrierschnit® ist der so genannte Schnellschnitt und wird i.d.R. nur fiir spezielle Anwendungen
hergestellt, bei denen z.B. die Zeit fehlt, die chemische Fixierreaktion abzuwarten (z.B.
Schnelldiagnostik wihrend einer Operation), oder wenn von vorneherein die Firbung bzw. ein
immunhistochemischer Nachweis durch die Fixierung selbst gestért wiirde. Unter diesen
Umstdnden, kann mit den Nachteilen des Gefrierschnittes eine diagnostische Entscheidung

getroffen werden.

Generell besteht allerdings die Erfahrung, dass Firbungen am frischen Gewebe oft intensiver und
kriftiger sind und dass Firbezeiten reduziert werden miissen. Dies liegt woméglich daran dass die
Bindung der Farbstoffe oft nicht an den chemischen Veranderungen durch die Fixierung
gekoppelt ist, sondern weil die Farbstoffe an den Gewebekomponenten selbst binden. Die
chemische Fixierreaktion kann hier also in weiten Bereichen als stérend fiir eine gut

differenzierende Firbung bezeichnet werden.

Folglich wire der Gefrierschnitt, wenn er nicht so schwierig zu handhaben und aufzubewahren

wire, der fiir viele Firbungen qualitativ bessere Weg,

Die Nachteile bei Gefrierschnitten sind z.B. der technische Aufwand der Konservierung

(unverziigliches Einfrieren nach Entnahme), das Problem einer lingerfristigen Aufbewahrung (die
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Lagertemperatur darf nichr iiberschritten werden), die verhilimismifiig dicken Schnitte (i.d.R. um
10 um), die Unmaglichkeit, einen gefrorenen Schnitr zu entkalken, etc. Aus diesem Grund ist die
Fixierung einer Gewebeprobe ein notwendiger Schritt, um eine dauerhafte und lingerfristige

Konservierung zu gewihrleisten.

Aus diesen Griinden besteht ein erheblicher Bedarf weitere Alternativen bereitzustellen, die
vergleichbare oder sogar bessere Firbbarkeit von Gewebeproben und Schnitten erlauben, und

somit die diagnostische Forschung verbessern.

Die erfindungsgemifle Bereitstellung eines alternativen Fixierungsmittels fiir Gewebeproben aller
Art, insbesondere fiir die Histologic und Immunhistochemie steht vor dem Hintergrund eben

dieser Gesamusituation und stelle sich die Aufgabe zu gewihtleisten, dass Gewebeproben aller Art
bei Einsatz der erfindungsgemiflen Fixierung weiterhin allen Firbetechniken zuginglich sind und

wenigstens vergleichbare, wenn nicht bessere Firbeerfolge erméglichen.

Hierzu stellr die Erfindung eine formalinfreie Losung bereit, die geeignet ist Gewebeproben aller
Art zu fixieren und die Firbbarkeit der Proben zu verbessern. Die erfindungsgemifle Losung
zeichnet sich durch die Tatsache aus, dass durch die vorliegende Sdure in der erfindungsgemifien
Zusammensetzung eine Gesamt-Aldehydkonzentration von wenigstens 0,5 Mol/l, aber bei Bedarf

auch deutlich mehr, freigesetzt werden kann.

Die erfindungsgemifle Losung beinhaltet hierzu die Komponenten des Anspruches 1. Bevorzugte

Ausfithrungsformen oder Anwendungen sind in den Unteranspriichen ausformuliert.

Insbesondere enthile die erfindungsgemiifie Losung

- wenigstens ein Polyamin, ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus Urotropin, Triazinen,
Mono-, Di-, Tri-, Tetra-, Penta- oder Hexamethylolmelamin, Dimethylol-dihydroxyethylenurea,
Tetramethylol-acetylendiurea, Dimethylol-propylenurea, Acetoguanamin oder 5,5-
Dimethylhydantoin und Mischungen derselben, und

- wenigstens ein Sduerungsmittel ausgewihlt aus der Gruppe der freien zwei- oder mehrwertige
Siure bestehend aus Oxalsiure, Fumarsiure, Weinsiure, Maleinsiure, Succinsiure, Salzsiure,
Essigsdure, Propionsiure, Ameisensiure, Mono-, Di-, Tri-, Chloressigsdure. Borsiure,
Phosphorsiure oder Mischungen derselben, dadurch gekennzeichner dass das Polyamin mit den
von der Sdure freigesetzten Protonen reagiert und dabei Aldehyde bildet. Besonders bevorzugr sind
Zusammensetzungen die z. B. Formaldehyd, Glyoxal, Glutaraldehyd, Ethanal oder Propanal

bilden und ggf. in der Lage sind diese freizusetzen.



(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

WO 2013/131816 7 PCT/EP2013/054146

Das molare Verhilnis zwischen Konzentration der maximalen freisetzbaren Aldehyde in Mol zu
der Konzentration der maximalen freisetzbaren Protonen in Mol ist in der erfindungsgemifien
Losung 1:0,7 bis 1:1,5, vorzugsweise 1:0,7 bis 1:0,9, weiter vorzugsweise 1:0,8 bis 1:1, weiter
vorzugsweise 1:0,9 bis 1:1,2, weiter vorzugsweise 1:1 bis 1:1,4 und/oder weiter vorzugsweise 1:1,2
bis 1:1,5 und ist damir so gewihlt, dass sich zwischen ,Gesamt freiserzbaren Aldehyd’ und ,Gesamt

aus der Siure freisetzbaren Protonen’ ein Verhilinis von mindestens 0,5 und maximal 2 einstellt.

Weiterhin zeichnet sich die erfindungsgemiifien Losung dadurch aus, dass die Lésung mindestens
ein weiteres polyfunktionelles Aldehyd ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus Citral, 3,7-
Dimethylocta-2,6-dienal, Geranial, (E)-3,7-Dimethylocta-2,6-dienal, Propanal, Butanal,
Valerianaldehyd, Pentanal, Hexanal, Heptanal, Octanal, Nonanal, Decanal, (2 E)-3-Phenylprop-
2-enal, Benzaldehyd, Phenylmethanal, Vanilinaldehyd, 4-Hydroxy-3-methoxyphenylmethanal

und Mischungen derselben umfasst.

Diese Verbindungen sind vorzugsweise Aldehyde, die noch eine oder mehrete zusitzliche
chemische Funktionsgruppen besitzen. Diese chemischen Funktionsgruppen kénnen ausgewihlr
sein aus den Folgenden: - Arylgruppe, sei es Phenyl, Naphthyl, Thienyl, Indolyl, etc, lineare oder
ramifizierte Akyl-, Alkenyl- oder Alkin-Gruppen wie auch dementsprechende halogenierte
Gruppen; - Gruppen mit Sauerstoff Hydroxil, Carbonyl, Aldehyd, Halogenformyl, Carbonatester,
Carboxilat, Carboxil, Ester, Hydroxiperoxi, Hydroxi, Ather; - Gruppen mir Stickstoff, wie 2.B.
Carboxamid, Amine, Imine, Imide, Azide, Azo, Cianate, Nitrate, Nitril, Nitrosooxi, Nitroso und
Pyridyl; - Gruppen mit Schwefel wie z.B. Sulfidryl, Sulfide, Disulfide, Sulfinyl, Sulfonyl, Sulfino,
Sulfate, Thiocyanate, Carbonothyoil; - Gruppen mit Phosphor wie z.B. Phosphino, Phoshono,

Phosphat.

Diese Gruppen kénnen einzeln oder mehrfach auftreten, oder auch in Kombinationen

miteinander vorliegen.

Hierbei sind z.B. die Aldehyde mit einer oder mehrere Funktionen, die gewihlt sind aus der
genannten Gruppen, sogenannte multifunktionelle Aldehyde, denn sie kénnen sich durch ihre
Aldehydfunkrion an verschiedenen Stellen der Probe tiber verschiedene chemische Mechanismen
binden und bieten tiber ihre andere an sich gebundene und mitgetragene chemischen Funktionen
Andockstellen fiir die cingesetzten Farbstoffe, die zur Firbung der Probe verwendet werden. Durch
den Zusatz polyfunktioneller Aldehyde werden daher wihrend dem Schritt der Gewebefixierung

zusitzliche chemische Funktionsgruppen an die Gewebeprobe gebunden.

Die chemischen Funktionen der multifunktionellen Aldehyde sind so gewihlt, dass bestimmre

Arten von Farbstoffe besser gebunden werden als andere oder auch derart gewihlt, dass bestimmte
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Arten von Farbstoffe an der Bindung mit der Probe behindert oder abgeschwicht werden. Somit
wird durch die unterschiedliche Affinitdt der Probe, der auch als differenzierter Chemismus der
unterschiedlichen Gewebe bezeichnet wird, eine riumliche Differenzierung der Firbbarkeit der
Probe erzielt. Der so erzielte Steuermechanismus ist ein Vorteil der Erfindung, mit dem der
Farbkontrast der Probe durch den Zusatz der multifunktionelle Aldehyde zusitzlich gesteuert
wird, denn durch Bindung dieser Funktionsgruppen an die Gewebeprobe werden zusitzliche
Andockungsstellen und Reakrionsstellen fiir die Molekiile der Farbstoffe bereitgestellt, so dass eine
optimale Farbung nicht nur in kiirzerer Zeit erreichbar ist, sondern insbesondere auch eine héhere

Farbintensitit, Brillanz und/oder Kontrast erzielt werden kann.

Gemifl einer weiteren Ausfithrungsform enthilt eine weitere Fixierlosung im Sinne dieser
Erfindung Hexamethylolmelamin, Borsiure, Natriumhydroxid, Phenylmethanal, Tween 20,
wobei Hexamethylolmelamin ein Formaldehydabspalter ist, und Phenylmethanal als
polyfunktionelles Aldchyd dient. Die praktische Ausfithrung zur Herstellung dieser

Zusammensetzung wird in den Beispiclen ausgefithre.

Die molare Konzentration des gesamt verfiigbaren Aldehyds in der erfindungsgemifen Losung,
welches sich aus dem Polyamin zusammen mit der Siure bildet, bzw. welches durch das
polyfunktionelle Aldehyd erzeugt wird, wird in der erfindungsgemifien Losung vorzugsweise auf
mindestens 0,5 Mol/l, vorzugsweise 0,6-0,69 Mol/l, weiter vorzugsweise 0,7-0,79 Mol/l, weiter
vorzugsweise 0,8-0,89 Mol/l, weiter vorzugsweise 0,9-0,99 Mol/l, weiter vorzugsweise 0,99-1,2
Mol/l eingestellt. Mit ciner solchen Lésung ist eine optimale Fixierung von Gewebeproben
gewihrleistet, die sowohl die Schneidbarkeit der Probe verbessert wie auch positiven Einfluss auf

die Firbbarkeit der Probe hat.

Um das Austrocknen der Probe zur vermeiden, kann als weiterer Zusatz eine stark hygroskopische
Chemikalie dazugegeben werden, welche ausgewihlt ist aus der Gruppe enthaltend
Monopropylenglykol, Dipropylenglykol, Polypropylenglykol, Glyzerin, Pentaerytriol, Sorbitol,
Ethylenglykol, Diethylenglykol und Polyethylenglykol.

Um die Oberflichenspannung der Losung zu reduzieren und die Kriecheigenschaften zu
verbessern kann als weiterer Zusatz ein Tensid dazugegeben werden, welches ausgewihlr ist aus der
Gruppe enthaltend ethoxylierte nicht ionische Tenside mit hohen und/oder niedrigen HLB Werr,
Polysorbate besonders Polysorbat 20, 40, 60 oder 80, Saponine, Alkalisalze von Decilsulphate,
Decilsulphonate, Dodecilsulfate, Dodecilsulphonate, Dodecilbenzenosulphonate, Oleate, Stearate,

Caprate, Caprilate und Betaine.
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Um die Isotonie und Osmolaritit der Losung anzupassen kénnen auch organische oder
anorganische Salze zum Einsatz kommen, die ausgewihlt sind aus der Gruppe der Lithium-,
Natrium-, Kalium-, Kalzium-, Strontium- / -chloride, -sulfate, -acetate, -citrate, -nitrate, -

succinate und/oder -formiate.

Um die Fliefeigenschaften der Losung anzupassen, kénnen auch organische oder anorganische
Verdickungsmittel zum Einsatz kommen, die ausgewihlt sind aus der Gruppe der Karbomere,
Stirke und modifizierte Stirke, Agarose, Dextrose, Methyl-, Ethyl- oder Propyl-Zellulose,

Akryllsdure und PVA.

Gemif einer weiteren Ausfithrungsform liegt die angemeldete Losung in wissriger Form vor.
Weiterhin — gemifd einer weiteren Ausfithrungsform - werden die Bestandteile der angemeldeten
Losung als wasserfreie Mischung aus kristallinen und/oder wasserfreien Bestandreilen, die in Form
von loslichem Pulver oder als 18sliche, gepresste Tablette bereitgestellt. Dieser Pulver oder diese
Tablette wird durch den Zusatz von Wasser oder eines anderen geeigneten Losungsmittels oder

Mischung daraus aufgelést, um eine gebrauchsfertige Fixierlosung bereit zu stellen.

Ein Vorteil der erfindungsgemifien Losung ist auch deren pH Stabilidit. Die erfindungsgemiifle
Losung ist in pH Bereichen von pH 3-8, vorzugsweise pH 3-6 stabil. Diese Stabilitit wird durch
die Einstellung des molaren Verhiltnisses der Amin-Gruppe zur Siure-Gruppen in einem
Verhiltnis von annihernd 1:1 erreicht. Solange freies Polyamin in der Losung vorhanden ist,
funkrioniert dieses als Depot und der pH kann nicht steigen. Diese pH Stabilirit beruht auf der
starken Pufferkapazitit der Polyamine, die in der Regel etwas alkalisch reagieren. Durch die
Reaktion des Polyamins, z.B. Urotropin mit dem Proton der Sdure (z.B. Zitronensiure), bilden
sich ein Aldehyd und das entsprechende Ammoniumsalz. Es stellt sich hierbei ein Gleichgewicht
ein, welches von der Dissoziationskonstante der Siure und der Hydrolysekonstante des Polyamins
beeinflusst wird und dabei den pH auf ein bestimmtes Niveau - bei ca. pH 4 bis pH 8-
einreguliert. Im Fall von Urotropin, kann 1 Mol von Urotropin 6 Mol Protonen verbrauchen,
womit schon geringe Mengen von Urotropin oder Polyaminen grofle Mengen von Siure puffern

und damit den pH der Losung auf einem konstanten Wert gehalten wird.

Durch diese Stabilitit kdnnen pH Schwankungen nahezu ausgeschlossen werden. So wird z.B.
auch eine pH Verinderung durch Bildung von Ameisensiure vermieden und damit sind auch
keine ,Formalin Pigmente® beim Einsatz der erfindungsgemiflen Lésung zu finden.
Erfreulicherweise sind daher auch dem Fachmann bekannte Zusitze zur Stabilisierung von

Lésungen, welche cine Firbungen stoéren kénnten, wie z.B. Methanol und Butanol, nicht notig,
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Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemiflen Losung ist die Farbbrillanz und Farbintensitit der mit
der erfindungsgemifen Losung fixierten Proben. So zeigen die Ausfithrungsbeispiele 4-5 fiir die
exemplarisch durchgefiihrten Fixierungen eine deutliche Verbesserung der morphologischen
Erhaltung und Schneidbarkeit der fixierten Proben. Weiterhin zeigt sich bei den durchgefiihreen
Farbungen, namlich Himatoxylin & Eosin, Masson Goldner Trichrom, MSB-Lendrum und Azan
nach Geidies, beschrieben in Beispiel 4 und 5, dass durch Einsatz der erfindungsgemiflen Losung
zur Fixierung eine deutliche Verbesserung der Firbbarkeit allgemein und insbesondere der
Farbsittigung und der Farbbrillanz erzielt wird. Dariiber hinaus sind zahlreiche schwierig zu
bearbeitende Gewebe, wic z.B. Gehirn, Haut und Hoden mit der neuen Fixierung deutlich besser

zu schneiden und anzufirben.

Es wird angenommen, ohne jedoch durch diese Annahme eine Beschrinkung einzufiihren, dass
die Verbesserung der Farbbarkeit auch schon bei geringem Zusatz der multifunktionalen Aldchyde
wie z.B. Citral, 3,7-Dimethylocta-2,6-dienal, Geranial, (E)-3,7-Dimethylocta-2,6-dienal,
Propanal, Butanal, Valerianaldehyd, Pentanal, Hexanal, Heptanal, (2 E)-3-Phenylprop-2-cnal,
Benzaldehyd, Phenylmethanal, Vanilinaldehyd, 4-Hydroxy-3-methoxyphenylmethanal, Hepranal,
Octanal, Nonanal, Decanal, und Mischungen derselben darauf zuriickzufiihren ist, dass diese sich

in der Gleichgewichtreaktion aufaddieren.

In der angemeldeten Lésung findet eine solche Gleichgewichssreaktion statt, bei der das Polyamin
mit den Protonen, die von der Sdure freigesetzt werden, z.B. in ein Aldehyd tbergehr. Die
zugegebenen zusitzlichen multifunktionellen Aldehyden summieren sich auf der Aldehydseite auf
und kénnen dann auch in der Probe eingebaut werden. Die multifunktionellen Gruppen dieser
Aldehyde dienen dabei als zusitzliche Andockstellen fiir Farbstoffe, die tiber polare Bindungen,
Wasserstoffbriicken oder selbst kovalente Bindung an diese Stellen gebunden werden kénnen, und
dadurch die Farbreaktionen der eingesetzten histologischen und/oder immunhistochemischen

Firbungen verbessern.

Erfreulicherweise zeigte sich, dass auch weitere Probleme, die bei anderen formalinfreien-
Fixierungen bekannt sind, durch die Verwendung der angemeldeten Losung umgangen oder

vermieden werden.

Zu nennen ist beispielsweise die HOPE-Fixierung (Hepes-Glutamic acid buffer mediated Organic
solvent Protection Effect), die sich besonders fiir molekularbiologische Fragestellungen eignet, da
durch dieses Fixierungsmittel Nukleinsiuren und Antigenstrukeuren besonders gut erhalten
werden. Diese Fixierung lisst sich jedoch nur in einer aufwendigen Apparaturen und mit einer

aufwendigen Verarbeitungsprozedur durchfiihren, so dass sie sich nur schwer fiir die tigliche



(44)

(45)

WO 2013/131816 11 PCT/EP2013/054146

Routine eignet.

Ein anderes formalinfreies Fixierungsmittel wird von der Firma Anatech als ,Prefer-Fixativ®
angeboten. Dieses enthilt Glyoxal, Ethanol und Puffer; hier liegen bislang aber nur wenige
Erfahrungswerte in der histologischen Anwendung vor. Schon das Vorliegen von Alkohol in der
Lésung, ldsst sic aber fiir zahlreiche Farbungen ausscheiden.

Ein weiteres Produkr stammt von der Firma Sigma und wird unter der Bezeichnung Accustain

vertrieben. Auch hier ist Ethanol der Grundbestandteil des Fixierungsmittels.

Derzeit liegt fiir keines der alternativen Fixiermittel eine umfassende Priifung und
wissenschaftliche Evaluierung der Ergebnisse histologischer Firbungen vor. Die Anforderungen an
ein formalinfreies Fixiermittel sind dabei primir cine Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit
bisherigen Ergebnissen von formalinfixierten Proben, sowie eine identische oder verbesserte
Handhabung in der Routine, identische oder ihnliche Fixierdauern und identische oder bessere

Firbeeigenschaften.

Die erfindungsgemifle Losung erfiille diese Anforderungen und erlaubt erstmals das Fixieren und
Anfirben von formalinfrei fixierten Gewebeproben unter Beibehaltung und sogar deutlicher
Verbesserung der Farbsittigung, Farbbrillanz und Farbintensitit in den nachfolgend aufgeziihlten

Verfahren:

a) Himatoxylin & Eosin Firbung, unter Verwendung verschiedener
Himaroxylinlésungen (nach Mayer, Gill, Harris, Weigert, Verhoff, Hansen, etc.)
und Eosinlosungen (in wissriger, alkoholischer oder methanolischer Form mit
verschiedenen Konzentrationen und Zusitzen von Essigsiure oder anderen pH-

senkenden Zusirzen).

b) Trichromfirbung wie beispielsweise nach Masson, Masson-Goldner, Azan,
Crossmon, Mallory, Cason, und andere Firbeprotokolle, welche eine ein-, zwei,
drei- oder mehrstufige Firbung tiber Kernfirbungen, Plasmafirbungen und

Faserfirbungen erzielen.

¢} Tri-, Tetra-, Penta- und Polychromatische Ubersichts- und Spezialfirbungen, wie
beispielsweise Movat Pentachrom, Mollier Vierfachfirbung, van Gieson, Hansen,
Weigert und andere Fiarbungen zur physikalischen oder chemischen Firbung von

speziellen Gewebestrukturen.

d) Spezialfirbungen bzw. Spezialnachweise von Fasern, Gewebebestandteilen,

Zellkernen, Plasmabestandteilen und chemischen Eigenschaften, wie z.B. Elastica-
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Firbungen, Aldehydnachweise, Eisennachweise, andere Metallnachweise,
Amyloidnachweise, Ferfirbung, Darstellung von Mucopolysaccariden,
Silberfirbungen und Goldtonierungen, selektive Kernfirbungen, zytologische und
himatologische Firbungen, Calciumnachweise, Knochen- und Knorpelfirbungen,

Nervenfirbungen, etc.

Fiir alle erwihnten Firbeverfahren ist auszufithren, dass im Nachgang zu der Fixierung, die im
Fixierungsmittel eingelegten Gewebestiicke oder mit dem Fixierungsmittel durchtriinkten
Gewebestiicke, Organe oder ganzen Organismen einer klassischen, laboriiblichen
Weiterverarbeitung unterzogen, d.h. sie werden entwissert und anschliefend mit Paraffin oder
auch anderen Einbettmedien (Celloidin, Acrylate) infiltriert und zu Probenblécken verarbeiter, die

schliefllich am Mikrotom geschnitten werden kénnen.

(47) Die Erfindung verbessert hierbei die plastischen Eigenschaften des fixierten Materials, so dass bei der

(48)
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Verarbeitung zu Diinnschnitten, Schneideartefakte gar nicht oder nur in geringem Mafle
auftreten, weil zum einen keine Gewebeverhirrung durch , Uberfixieren® auftritt und zum anderen

die Gewebe nichrt so stark schrumpfen, wie bei Formalinfixierungen iiblich.

Hierbei zeigt sich im Ergebnis, dass die mit der Erfindung behandelten Gewebestiicke sich
vergleichbar, teilweise sogar leichter als formalinfixierte Gewebeproben verarbeiten lassen. Somit
ist ein weiterer Vorteil der erfindungsgemiflen Losung die Tatsache, dass Gewebeproben die mit
dieser Losung fixiert wurden, hervorragende Schneideigenschafren aufweisen, und bei solchen
Geweben die, wenn sie mit formaldehydhaltigen Losungen fixiert wurden, schwierig zu schneiden

sind (z. B. Gehirngewebe), es zu deutlichen Verbesserungen der Schneideeigenschaften kommt.

Damit werden weniger Artefakte in den histologischen Schaitt eingefiihre, was eine wesentliche
Verbesserung der mikroskopischen Untersuchung der Probe erméglicht und damit die Diagnose

von histologischen Anomalien und Auffilligkeiten erheblich erleicheert.

Im Ergebnis sind die Firbungen nicht nur identisch, sondern wesentlich kriftiger und besser
differenzierbar, als Firbungen an formalinfixierten Proben, da Farbunterschiede im histologischen
Schnite schidrfer und kriftiger sind, als bei formalinfixierten Proben, die Farben selbst sind

leuchtender und selektiver fiir Unterschiede im Chemismus der Gewebe.

Vorteilhaft ist zudem die Gewebeerhaltung. Schrumpfungen treten kaum, und wenn, dann in
deutlich geringerem Mafle als bei Formalinfixierungen auf. Zellkerne behalten ihre runde Form

und lassen sich sehr gut mit {iblichen Kernfarbstoffen anfirben. Bis in feinste Strukturen hinein ist
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cine hervorragende Erhaleung zu beobachten, die sogar der Erhaltung von Fixierungen mic

Sublimat- und pikrinsiurchaltigen Fixierungsmitteln gleichkommt.

Vorteithaft ist weiterhin die einfache Handhabung. Die etablierten Laborroutinen miissten nicht
gedndert werden, da Fixierzeiten und Anwendung identisch bleiben kénnen. Gewebeproben
werden in die Probengefifie mit der Erfindung gegeben und verbleiben dort bis zur
Weiterverarbeitung. Die Fixierzeiten entsprechen denen des Formalin. Lingere Fixierungen sind
unproblematisch, bzw. sogar vorteilhaft. In keinem Fall aber ist cine ungewiinschte Uberfixierung
der Gewebe bei Behandlung mit der erfindungsgemifien Losung zu beobachten. Ferner ist die
angemeldete Losung aus gefahrstoff- und gefahrguerechdicher Sicht unbedenklich und kann auch

in der Entsorgung gehandhabr werden, wie unbedenklicher Chemikalienabfall.

Im weiterem betrifft die Erfindung auch die Anwendung der Losung als Konservierungsmitiel fiir
makroskopische Priparate, mit unter also ganze Tierkdrper oder Leichen, wie sie in der Anatomie-
Lehre Verwendung finden. Dariiber hinaus findet sie auch Anwendung fiir die Fixierung und
dauerhafte Konservierung von biologischem Probenmaterial in naturkundlichen Museen,

zoologischen oder botanischen Sammlungen, Forschungssammlungen und Lehrsammlungen.

Die Erfindung bezieht sich auch anf die Anwendung des Fixierungsmiteels fiir
immunhistochemische Farbungen mit paraffingingigen Antikdrpern, ebenso wie fiir Antikorper,

die fiir Gefrierschnitte oder fiir Kunststoffpriparate geeignet sind.

Beschreibung der Figuren:

Figur 1: zeigt eine Gegeniiberstellung von Firbeergebnissen einer AZAN Firbung an einer
Gewebeprobe, nimlich Kleinhirn Ratte, wobei die fiir Figur 1A verwendete Probe mit Formalin
4%, gemifl Standardverfahren fixiert wurde und die fiir Figur 1B verwendete Probe im
identischen Verfahren allerdings mit der erfindungsgemiflen Losung fixiert wurde. Deutlich ist
erkennbar dass Figur 1B weniger Risse aufweist, eine bessere Erhaltung des Priparates und der

Neuronen zeigt sowie eine kriftigere Firbung annimmt.

Figur 2: zeigt eine Gegeniiberstellung von Firbeergebnissen einer HAMATOXYLIN & Eosin (H&E)
Firbung an einer Gewebeprobe, nimlich Hoden Ratte, wobei die fiir Figur 2A verwendete Probe
mit Formalin 4%, gemiR Standardverfahren fixiert wurde und die fiir Figur 2B verwendete Probe
im identischen Verfahren allerdings mit der erfindungsgemifen Losung fixiert wurde. Deutlich ist
erkennbar dass Figur 2B klarer umgrenzte Strukeuren aufweist, Feinstrukturen besser erhalten sind

sowie dass die Probe eine kriftigere Firbung annimmt.
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Figur 3: zeigt eine Gegeniiberstellung von Firbeergebnissen einer MSB LENDRUM Firbung an
einer Gewcebeprobe, nimlich Hoden Ratte, wobei die fiir Figur 3A verwendete Probe mit Formalin
4%, gemif Standardverfahren fixiert wurde und die fiir Figur 3B verwendete Probe im
identischen Verfahren allerdings mit der erfindungsgemifien Lésung fixiert wurde. Deutlich ist
erkennbar dass in Figur 3B die Differenzierung der Feinstrukruren besser herauskommz sowie dass

die Probe eine kriftigere Firbung annimmt.

Figur 4: zeigt cine Gegeniiberstellung von Firbeergebnissen einer MOVAT FEirbung an einer
Gewebeprobe, nimlich Lunge Ratte, wobei die fiir Figur 4A verwendete Probe mit Formalin 4%,
gemifl Standardverfahren fixiert wurde und die fiir Figur 4B verwendete Probe im identischen
Verfahren allerdings mit der erfindungsgemiflen Lésung fixiers wurde. Deutlich ist erkennbar dass
Figur 4B klarer umgrenzte Strukturen aufweist, Feinstrukeuren (Bronchien und Aviolen) besser

erhalten sind sowie dass die Probe eine kriftigere Firbung annimmt.

Figur 5: zeigr eine Gegeniiberstellung von Firbeergebnissen einer MASSON TRICHROM Firbung
an einer Gewebeprobe, nimlich Zunge Ratte, wobei die fiir Figur 5A verwendete Probe mit
Formalin 4%, gemif Standardverfahren fixiert wurde und die fiir Figur 5B verwendete Probe im
identischen Verfahren allerdings mit der erfindungsgemifien Losung fixiert wurde. Deutlich ist
erkennbar dass Figur 5B eine schirfere Differenzierung der Feinstrukturen aufweist, die Firbung

zu kriftiger gefirbten Zellkernen fithrt und die Probe insgesamt eine kriftigere Farbung annimmt.

Beispiele
Beispiel 1: Zusammensetzung und Komponenten eines Fixierungsmittels
POS. PRODUKT % G/L Verwendungsbereich
1 Urotropin 4 40 bis zu 20%
2 Zitronensiure 5,43 54,29 bis zu 35%
3 TWEEN 80 1,43 X 10E-2 0,143 bis zu 5%
4 Monopropylenglycol 2,86 28,57 bis zu 20%
5 (2 E)-3-Phenylprop-2-enal | 4,29 X 10E-2 0,429 bis zu 5%
6 SPAN 80 0,71X10E-2 0,07 bis zu 5%
7 H20 oder geeignetes 87,65 876,5 Auffiillen auf 100%
Losungsmittel.
TOTAL 1000




WO 2013/131816 15 PCT/EP2013/054146

Beispiel 1.1: Berechnung der molaren Verhiltnisse des Fixierungsmittel zur Gewebefixierung

Bei einer Zusammensetzung gemifd Beispiel 1 mit den Komponenten Urotropin und

Zitronensiure berechnet sich das molare Verhilenis wie folgt:

Urotropin setzt bis 6 Mol Formaldehyd aus 1 Mol Urotropin frei. Zitronensiure: setrzt bis 3 Mol
Protonen aus fiir 1 Mol Zitronensiure. 1 Mol Zitronensiure (wasserfrei) = 192,124 g/Mol =>

192,124 g; weiterhin entspricht 1 Mol Urotropin = 140,19 g/Mol => 140,19 ¢

Eine Losung, die 4% Urotropin und 5,5% Zitronensiure (wic in dieses Beispiel 1 vorgeschlagen)
enthilt, erreicht damir eine molare Konzentration Urotropin von 0,28 M und kann maximal bis
1,71 M Formaldehyd bilden. Ferner ist die molare Konzentration Zitronensiure 0,28 M und kann

maximal bis 0,85 M Proronen bilden,

Das bedeutet, dass in der Losung aus Beispiel 1 0,85 Mol Formaldehyd aus HMTA gebildet
werden kénnen und es weiterhin ein Uberschuss von HMTA in der Losung bleibt. Das Molare
Verhiltnis zwischen gesamt freisetzbaren Aldehyd und gesamt aus der Siure freisetzbaren Protonen

ist in diesen Fall ca. 2:1, wobei zu beriicksichtigen ist, das Urotropin im Uberschuss vorliegt.

Bei einer Gleichgewichtsreaktion, bei der 0,85 Mol Formaldehyd gebildet werden kénnen,
funktioniert dic Losung hervorragend als Fixierldsung fiir die Histologie (siehe Beispiel 5, sowie

Figuren 1 bis 5).

1.2. Vergleichsrechnung: am Beispiel einer anderen iiblichen Losungen:

Eine bekannte Losung enthaltend 1% Hexamethylentetramin (HMTA) und 1% Zitronensiure,
weist nach entsprechender Berechnung wie unter Beispiel 1.1. eine molare Konzentration HMTA
von 0,07M auf und kann maximal bis 0,42 M Formaldehyd bilden. Die molare Konzentration

Zitronensiure ist hier bei 0,052M und kann maximal bis 0,156 M Protonen bilden.

Das bedeutet, dass bei dieser bekannten Lésung maximal 0,156 Mol Formaldehyd aus HMTA
gebildet werden konnen und ein Uberschuss von HMTA in der Losung bleibt. Das molare
Verhilinis zwischen gesamt freisetzbaren Aldehyd und gesamt aus der Siure freisetzbaren Protonen

ist in diesen Fall ca. 2,6:1.

Wenn maximal 0,156 Mol Formaldehyd gebildet werde, funktioniert die Losung NICHT als
Fixierlosung fiir die Histologie, da alle bekannten Nebeneffekte — wie auch im Text oben

beschrieben wie auch Schrumpfungen und morphologische Verinderungen bis auf beginnende
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Degeneration von dem Gewebe auftreten. Die genannten Werte wurden experimentell fiir HMTA

und Zitronensiure bestitigt.

Beispiel 2 : Zusammensetzung und Komponenten einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform

PRODUKT % G/L Verwendungsbereich
Hexamethylolmelamin 6 60 0-20%
Borsiure 3 30 0-35%
Natriumhydroxid 0,4 4 0-5%
Dipropylenglycol 2,86 28,57 0-20%
Phenylmethanal 0,01 0,1 0-5%
Polysorbate 20 0,01 0,1 0-5%
H20 oder geeignetes 87,65 876,5 10-99%
Losungsmirtel
TOTAL 1000

Das Hexamethylolmelamin, im weiteren HMM genannt, geht folgende Gleichgewichtreaktion

ein:
HORGS._CHN
W'/ Ty HTH A HOH #HoOH 3 HOTH 8 H
3 st Bl e {34 Te w Tetra- = Panta. . " { o
A o " ? “ HMG. ﬁ i&,l\ AT
MO Thy WOOHT T
CHa 4,00
1 2
Melamin HMM

Diese Reaktion, lauft am besten bei pH 6-8 ab, weshalb gemif vorliegender Ausfiihrungsform eine
schwache Sdure, nimlich Borsaure verwendet wird. Der pH wird mit Natriumhydroxid angepasst.

Es kénnen pro Mol HMM -> 6 Mol Formaldehyd freigesetzt werden. Hieraus errechnet sich:

1 Mol HMM 270g
1 Mol Formaldehyd 30g
1 Mol HMM enthilt 6 Mol Aldehyd oder 180g

Um eine Losung mit gesamtfreiserzbarem Formaldehydgehalt von 4%/1 zu erhalten, braucht man

folglich 40g freisetzbares Formaldehyd oder 60g HMM.
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Von der Borsdure spalten sich 3 Protonen ab. Borsiure ist darstellbar mit der Formel H3BO3 und
weist eine Molmasse von 61,83g auf. Um 6 Mol Protonen zu bekommen, braucht man daher

27,5g, mit etwas Uberschuss gerechner 30g Borsiure, bezogen auf 1000 ml Losung,

Bei der vorliegenden Zusammensetzung stellt sich ein Verhilinis von Gesame-freisetzbarem-

Aldehyd / Gesamt-freisetzbaren-Protonen von ca. 1:1 ein.

Beispiel 3: Weitere alternative Ausfithrungsformen

Gemif$ den oben in Beispiel 1.1. und auch Beispicl 2 dargestellten Berechnungen kénnen weitere
alternative Zusammensetzungen zubereitet werden. Die alternativ einsetzbaren Bestandreile sind in

nachfolgender Tabelle aufgefiihre.

Jede Kombination der Substanzen angegeben unter Position 1 mit den Substanzen aus Position 2
ist darstellbar. Gegebenenfalls werden die Substanzen aus Position 5 hinzu kombiniert z.B. um
damir den Antcil an gesamt-freiserzbarem- Aldehyd einzustellen. Erfindungsgemifl muss eine
durch diese Kombinationen zusammengestellte Losung, mindestens 0,5 Mol/l gesamt freisetzbares
Aldehyd aufweisen. Die Substanz Alternativen der Positionen 3 und 4 sowie 6 und 7 sind

optional und nach Bedarf kombinierbar.

POSITION | ALTERNATIVE KOMPONENTEN
bezogen auf
die Tabelle
in Beispiel 1

1 Urotropin, Triazinen, Dimethylol, Dihydroxyethylenurea, Tetramethylol-
acetylendiurea, Mono-, Di-, Tri-, Tetra-, Penta- oder Hexamethylolmelamin,
Dimethylol-propylenurea, Acetoguanamin oder 5,5-Dimethylhydantoin oder

Mischungen derselben

2 Oxalsiure, Weinsdure, Succinsiure, Salzsiure, Essigsiure, Propionsiure,
Ameisensiure, Mono-, Di-, Tri-, Chloressigsdure, Harnsiure, Zitronensiure,

Borsdure, Phosphorsiure, oder Mischungen derselben

3 TWEEN 80, Polysorbate 20, 40, 60 oder 80, Alkaline, Laurilsulfate;
Dodecilsulfate, Dodecilsulfonate, Dodecilbenzenosulfonate; Fettsiuren ethoxyliert;
lonische und nicht-ionische Tenside mit hohem HLB (HLB-Wert (engl. Abk.:
hydrophilic-lipophilic-balance) beschreibt in der Chemie den hydrophilen und
lipophilen Anteil von hauptsichlich nicht-ionischen Tensiden und wurde 1954 von

W. C. Griffin vorgeschlagen. Tenside mit einem hohen HLB-Wert bewirken eine
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gute Benetzung hydrophiler Oberflichen) oder Mischungen derselben

4 Mono-, Di-, oder weitere Poly-Propylenglykole; Glyzerin; Mono-, Di-, oder
weitere Poly-Ethylenglycole; Sorbitol, Pentaeritriol, PEG niedermolekular, PEG

hochmolekular und Mischung derselben

5 Cirral, 3,7-Dimethylocta-2,6-dienal, Geranial, (E)-3,7-Dimethylocta-2,6-dienal,
Propanal, Butanal, Valerianaldehyd, Pentanal, Hexanal, Hepranal, Octanal,
Nonanal, Decanal, (2 E)-3-Phenylprop-2-enal, Benzaldehyd, Phenylmethanal,
Vanilinaldehyd, 4-Hydroxy-3-methoxyphenylmethanal und Mischungen derselben

6 SPAWN 80, Polysorbate, Laurilsulfate, Fettsiuren ethoxyliert, ionische, nicht

ionische Tenside mit niedrigen HLB oder Mischungen davon

7 H20; Alkohole; Acetone; Dimethylsulfoxid; Akylcarbonate; polare organische

Losungsmittel und Mischungen davon

Beispiel 4: Verfahren zur Priiparation von histologischen Proben zur mikroskopischen Untersuchung.

Gemifl dem erfinderischen Verfahren sollte die Gewebeprobe so frisch wie méglich in der
Fixierlosung z.B. die Losung gemifd Beispiel 1, gebracht werden. Allgemein iiblich ist es dass die
Menge der Fixierlosung dem zwanzigfachen des Probenvolumens entspricht und die Fixierzeit
abhingig von der Probengrofie ist. Je nach Grofe bleiben die Proben von 12 bis 36 Stunden,
gréflere Proben auch 72 Std. oder linger in der Fixierlosung liegen. Man geht von einer

Diffusionsdistanz bzw. Eindringgeschwindigkeit von 1 mm in 2-4 Std. aus.

Um die Probe anschlieffend in Paraffin oder anderen Einschlussmitteln einzuberten ist eine
vollstindige Entwisserung der Probe notwendig. Zunichst wird die Probe aus der Fixierldsung
genommen, in fliefendem Wasser gewaschen und in einer Reihe von Alkoholen in aufsteigender
Konzentration getaucht. Die Schritte zwischen den Konzentrationsstufen sind hier z.B. 30 — 50 -
60 70 - 80 — 90 — 96 - 100. Als Alkohole werden iiblicherweise Ethanol oder Isopropanol
verwendet. Im Anschluss an die Entwisserung wird die Probe in einem geeignetes organisches
Lésungsmittel getaucht, welches sowohl mit Alkohol, wie auch mit dem Einbettmedium mischbar
ist, dann folgt die Infiltration mit dem eigentlichen Einbettmedium (Paraffin) in mehreren Stufen,
fiir jeweils mehrere Stunden (abhingig von der Probengrdfe). Zum Abschluss wird die Probe wird
mit einer kleinen Menge Paraffin in eine passende Form eingegossen. Nachdem der Block erstarrt

ist, wird der Block aus der Form entfernt kann dann geschnitten werden. Mit einem geeigneten
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Mikrotom werden Schnitte in der Dicke von 4-6 um hergestellt und diese auf Glasobjekttriiger

aufgezogen.

Die Glasobjckttriger mit den Paraffinschnitten kénnen tiber lingere Zeit gelagert werden. 1d.R.
jedoch erfolgt cine dirckte Weiterverarbeitung, d.h. Firbung. Hier muss zunichst das Paraffin
wieder entfernt und der Gewebeschnitt selbst gewissert werden. Es wird die zuvor beschricbene
Prozedur in umgekehrter Reihenfolge angewandt, d.h. Herauslésen des Paraffin mit Xylol,
anschlielend Alkohol 96 %, 90 %, 80 %, 70 %, o. A. cine ahnliche Abfolge, bis hin zum Wasser.
Erst dann beginnt die Firbung, wobei bei Farbstoffen, dic in alkoholischer Losung vorliegen die
Schritte bis zur vollstindigen Wisserung entfallen kénnen und die Objekteriger direke in die

alkoholische Firbelosung getaucht werden.

Beispiel 5: Beurteilung der morphologischen Erhaltung, Schneid- und Firbbarkeit von

Paraffinpriparaten

Mit Hilfe von klassisch histologischen Farbungen konnte eine diagnostische Auswertung von
Schnittproben durchgefithre werden. Die Schnitte wurden aus Geweben angefertigt, welche zuvor
entweder in der Losung aus Beispiel I oder in 4%-igen Formalin fixiert wurden. Die qualitative
Auswertung erfolgte auf vier exemplarisch ausgewihlten Firbungen (1) Himatoxylin & Eosin
(HE), (2) Azan nach Geidies, (3) Masson Goldner Trichrom und (4) MSB Lendrum. Die
histologisch diagnostische Auswertung erfasst die Parameter Morphologische Erbaltung und
Fiirbbarkeit der Schnitte. Die Bewertung des Parameters Schneidbarkeit erfolgte wihrend des

Schneidevorgangs auf verschiedenen Geweben.

Exemplarisch eingesetzte Firbungen

HAMATOXYLIN & EOSIN: Die klassische H & E - Farbung verwender die Farbstoffe Himaroxylin
in der Zusammensetzung nach Mayer und Eosin. Beide Farbstoffe werden in wissriger Losung
(Eosin ggf. auch als alkoholische Lsung) mit einem definierten pH-Wert bzw. einem definierten
Sdurezusatz angeboten und liefern ein charakreristisches Farbebild. Zellkerne firben sich hier i.d.R.
blau-violetr an. Hierbei reagiert der Farbstoff Himatoxylin, der als Alaun-Komplex angeboten
wird, mit dem Chromatin der Zellkerne. Um einen stabilen, wasser- und alkoholunléslichen Lack
zu erhalten wird diese Verbindung anschlieend in Leitungswasser oder in eine mit einwertigen
Metallionen versetzten Salzlésung getaucht. Die Eosinlésung wird in wissriger Form auf einen

pH-Wert von etwa 4,0 cingestellt, was zu einem charakreristisch leuchtend orangenen Farbbild
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fithre. Eosin binder in unterschiedlicher Intensitit an verschiedene Gewebe- und Zellstrukeuren

und erlaubt somit eine gute Differenzierung des histologischen Schnittes.

MASSON GOLDNER TRICHROM: Die Masson Goldner Trichrom sowie die Crossmon-Firbung
sind ebenfalls klassisch-histologische Farbungen, die als Trichromfirbung mit drei (bzw. vier)
Farbstoften arbeiten. Die Kerne werden auch hier mit Himatoxylin angefirbt, jedoch nicht mit
einem Alaun-Komplex, sondern iiber einen Eisenkomplex. Dies fithrt nicht zu einem blau-violett
gefirbren Zellkern, sondern zu einem braun-schwarzen Zellkern, der sich sehr deutlich auch gegen
blau gefirbre Gewebekomponenten differenzicren lisst. Als zweiter Farbstoff wird eine Mischung
aus Sdurefuchsin, Ponceau und Azophloxin verwendet, die sich in verschiedener Weise mit
unterschiedlichen Gewebebereichen verbindet und es gestattet Zellplasma und andere
intrazelluldre Strukruren zu identifizieren. Dieser Farbstoffkomplex reagiert direkt mit den
jeweiligen Gewebestrukruren. Ein weiterer Farbstoff, Orange G ist ein sogenannter Beizfarbstoff,
der erst in Gegenwart eines zweiwertigen Metallions, wie es z.B. von Phosphorwolframsiure oder
Phosphormolybdinsiure bereit gestellt wird, einen wasser- und alkoholunléslichen Lack mit
bestimmen Gewebestrukturen bildet. Mit diesem Farbstoff lassen sich vor allem Erythrozyten und
Muskeln darscellen und deutlich von anderen Geweben unterscheiden. Auch keratinéses Material
farbt sich mit Orange G deudlich an. Als vierter Farbstoff wird alternativ Anilinblau oder
Lichtgriin verwendet. Hierbei handelt es sich um klassische Faserfarbstoffe, die sich vor allem mit
Kollagenen und interzelluliren Strukturen verbinden. Ebenso Knorpel- und Knochenmarterial
verbindet ~ je nach Chemismus — mit diesen Farbstoffen. Unterschiedliche Blau- bzw.
Griinintensititen erlauben schliefllich diagnostische Aussagen iiber die Faserzusammensetzung,

wobei Anilinblau i.d.R. das differenziertere Bild ergibt.

MSB-LENDRUM: Die MSB-Lendrum-Farbung ist eine der Masson Goldner Trichrom verwandte
Firbung, bei der jedoch statr Siurefuchsin-Azophloxin-Ponceau und statt Orange G die Farbstoffe
Martiusgelb und Kristallponceau angeboten werden. Im Ergebnis ist ein vergleichbares, jedoch
noch weiter differenziertes Bild zu beobachten, wobei die Aussagekraft der MSB-Farbung vor
allem fiir Gefiflstrukeuren von besonderem Wert ist, weil hier Muskelstringe, Faseranordnung
und Gefiflinnenwinde besser differenziert werden, als bei den zuvor genannten

Trichromfirbungen.

AZAN NACH GEIDIES: Die AZAN-Firbung gehort ebenfalls in die Reihe der klassischen

Trichromfirbung. Die urspriingliche Varainte nach Heidenhain arbeitet in der Vorbehandlung der
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Schnitte mit Anilinalkohol, Azokarmin zur Kernfirbung, Phosphorwolframsiure zum Beizen und
einem Farbegemisch aus Anilinblau und Orange G und dauert mehrere Stunden. Die nach
Geidies modifizierte Variante hingegen verzichter auf Anilinalkohol, verwendet statt des
Azokarmin Kernechtrot und verkiirzt die Beizzeiten drastisch. Das Ergebnis der Firbung ist so
dhnlich, dass die klassische AZAN-Firbung weitgchend ersetzt werden kann. Die Ergebnisse sind
im Wesentlichen mit denen der Masson-Goldner und MSB-Lendrum zu vergleichen. Zellkerne
werden durch das in Aluminiumsulfatlésung angebotene Kernechtrot kriftig rot angefirbe und
heben sich gut von dem durchgehend blauen Hintergrund ab. Anilinblau und Organge G
erzeugen die Gegen- bzw. Hintergrundfirbung (blau) und eine gur differenzierte Firbung der
Erythrozyten (Orange) und des Muskelplasmas (ebenfalls kriftig Orange). Zudem firben sich
Kreatin, verhornte Epithelien ebenfalls deutlich orange an. Grundsubstanz und Fasern erhalten
durch das Anilinblau verschiedene Blauabstufungen. Das Ergebnis der Anilinblau-Farbung wird

insgesamr sehr stark von der Beizdauer beeinflusst.

5.1. Morphologische Erhaltung

Zur Beurteilung der morphologischen Erhaltung auf lichtmikroskopischer Ebene kénnen folgende
Parameter herangezogen werden, (A) Fragmentierung des Gewebes (Rissbildungen) sowie (B) die

Darstellung der Zellkerne (Nuklei) und (C) der Zellkérper (Somata).

Die Fragmentierung des Gewebes durch die Bildung von einzelnen Rissen oder ausgebreiteten
Rissnetzen resultiert aus einer mangelhaften Fixierung und manifestiert sich bei der Streckung des
Gewebeschnittes auf dem Warmwasserbad bzw. der Heizplatte sowie wihrend des Firbeprozesses.
Im Zuge der wirmebedingten Streckung des Paraffins und somit auch des von Paraffin
durchdrungenen und eingehiillten Gewebeschnittes kommt es zu einer physikalischen Belastung
des Paraffin/Gewebe-Verbandes, die bei mangelnder Fixierung im Aufbrechen des Gewebes
resultieren kann. Die wihrend der Entparaffinierung und Firbung des Gewebeschnittes
auftretenden Zug- bzw. Spannungskrifte setzen besonders an diesen wihrend der Streckung
bereits strapazierten Gewebestellen an, erweitern diese oder brechen das Gewebe zur Ginze auf.

Die Tendenz zur Rissbildung ist proportional zur Hafteigenschaft des verwendeten Objekurigers.

Die Wertung erfolgt zwischen (keine Fragmentierung des Gewebes, 1) sowie (Zellkerne und
Zellkk6rper in ihrer natiirlichen Form, 1) und (Gewebe durch Rissbildung zerstért und abgeldst, 4)
sowie (Zellkerne eckig und stark eingefallen, Zellkérper massiv geschrumpft mit starker

,Hofbildung®, 4).



WO 2013/131816 22 PCT/EP2013/054146

Generelle Kriterien

Fragmentierung Wertung | Zellkerne Wertung | Zellkorper Wertung

Keine Fragmentierung 1 Natiitlich |1 Nattirlich 1

Leichte Fragmentierung | 2 Leichrt eckig | 2 Minimale 2
Schrumpfung

Moderate 3 Moderat 3 Moderate 3

Fragmentierung eckig Schrumpfung

Extreme 4 Zellkerne | 4 Massive 4

Fragmentierung; eckig und Schrumpfung

Gewebe ist grofiflichig stark d/ ode

STOLL eingefallen e et
“ers & Hofbildung

5.2. Schaeidbarkeit

Ein weiteres Kriterium in der histologischen Verarbeitung von Gewebeproben ist die sog.
Schneidbarkeit des Gewebes. Die unterschiedlichen Eigenschaften von Fixierungsmitteln
resultieren ~ meist in Abhingigkeit von der Inkubationszeit ~ in einer unterschiedlichen
Schneidbarkeit bzw. Belastbarkeit des Gewebes. Ein Gewebe kann durch Fixierung 2.B. sprode
und briichig (keine Schneidbarkeit, 4) oder aber geschmeidig und widerstandsfihig (hohe
Schneidbarkeit, 1) werden. Unterschiedliche Gewebeeigenschaften verschiedener Gewebetypen

miissen in der Bewertung beriicksichtigt werden.

Generelle Kriterien

Schneidbarkeit Wertung
Hohe Schneidbarkeit 1
Uberdurchschnittliche Schneidbarkeit 2
Unterdurchschnittliche Schneidbarkeit 3
Keine Schneidbarkeit 4

5.3. Firbbarkeit

Histologische Firbungen von Gewebeschnitten erlauben, in Abhingigkeit der verwendeten
Farbstoffkombinationen oft mannigfaltige Unterscheidungen zwischen einzelnen Zellen aber auch
Gewebetypen. Diese in der Human- und Veterinirdiagnostik aber auch in der medizinischen,
zoologischen und botanischen Forschung angewandte histologische Differenzialdiagnose basiert
auf der Differenzierung von Zellkerntypen aber insbesondere auch auf der Differenzierung von
Farbniederschligen auf Zellen bzw. Geweben. Eine méglichst hohe Farbsittigung, gleichmifiger

Farbniederschlag, gute Kontrastierung (zwischen Zellkern und Zellkérper) sowie eine hohe
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Farbbrillanz sind deshalb nicht nur wiinschenswerte, sondern auch dringend erforderliche

Anforderungen an eine Firbung.

Chemische Reaktionen zwischen dem Fixierungsmitte] und dem Gewebe beeinflussen nicht nur
die Schneidbarkeit und dic Belastbarkeit des Gewebes sondern auch dessen Firbbarkeit.
Verschiede Fixierungsmittel kénnen, in Abhingigkeit der Inkubationszeit die Farbbarkeit eines
Gewebeschnittes verbessern oder aber auch verringern. Um die Firbbarkeit von Geweben zu
bestimmen werden folgende Kriterien herangezogen, 1. Farbsittigung, 2. Gleichmifiger
Farbniederschlag, 3. Kontrast zwischen Zellkern und Zellksrper und 4. Farbbrillanz. Die
cinzelnen Farbungen miissen getrennt voneinander beurteilt werden, da Firbungen, bzw. deren

Komponenten unterschiedlich auf den Einfluss von Fixierungsmitteln reagieren.

Generelle Kriterien

1. Farbsittigung Wertung
Sehr gute Farbsittigung 1

Gute Farbsittigung 2
MifRige Farbsittigung 3
Mangelhafre Farbsitrigung 4

2. Farbniederschlag Wertung
Gleichmifliger Farbniederschlag ohne Ubersittigung 1
Farbniederschlag mit geringen Schwankungen 2

Teils unregelmifliger Farbniederschlag 3
Vollkommen unregelmifliger Farbniederschlag 4
3. Kontrast (Zellkern / Zellkorper) Wertung
Schr guter Kontrast (gencrell gute Differenzierbarkeit von 1
Kernbestandteilen und/oder Kernmembranen)
Guter Kontrast (grofitenteils gute Differenzierbarkeit von 2
Kernbestandteilen und/oder Kernmembranen)
Mifiger Kontrast (wenig Differenzierbarkeit von 3
Kernbestandteilen und/oder Kernmembranen)
Schlechter Kontrast (keine Differenzierbarkeit von 4
Kernbestandteilen und/oder Kernmembranen)
4. Farbbrillanz Wertung
Sehr hohe Farbbrillanz 1
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Hohe Farbbrillanz 2
Niedrige Farbbrillanz 3
Sehr niedrige Farbbrillanz 4

5.4. Auswertung / Ergebnis

Der beschricbene Kriterienkatalog bildet die Grundlage fiir die anschlieBende rabellarische
Darstellung der Ergebnisse. Von folgenden Geweben wurden nach 24 — stiindiger Fixierzeit in der
Losung gemif Beispiel 1 oder 4% Formalin Schnittproben hergestellt: Gehirn, Herz, Lunge,
Niere, Haut und Hoden. Diese wurden dann gleichzeitig mit HE, Azan n. Geidies, Masson
Goldner Trichrom und MSB Lendrum geférbt.

1. Morphologische Erhaltung:

Kriterium

Losung nach Beispiel 1

Formalin

Fragmentierung

1

Zellkerne

2

Zellkorper

2

2. Schneidbarkeit:

Gewebetyp

Losung nach Beispiel 1

Formalin

Gehirn

Herz

Lunge

Niere

Haut

Hoden

L I NS I A

N2 R I AV ARG I R

3.a. Firbbarkeit (H & E):

Kriterium

Losung nach Beispiel 1

Formalin

1. Farbsittigung

1

2

2. Farbniederschlag

3. Kontrast

4, Farbbrillanz

2
1
1

3
2
2
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3.b. Firbbarkeit (Azan nach Geidies):

Kriterium Lésung nach Beispiel 1 Formalin

1. Farbsittigung ]

o

2. Farbniederschlag

3. Kontrast

4, Farbbrillanz

L B S R 0
Wi e

3.c. Firbbarkeit (Masson Goldner Trichrom):

Kriterium Losung nach Beispiel 1 Formalin
1. Farbsittigung 1 2
2. Farbniederschlag 2 3
3. Kontrast 1 2
4. Farbbrillanz 1 3

3.d. Firbbarkeit (MSB Lendrum):

Kriterium Lésung nach Beispiel 1 Formalin

1. Farbsittigung 1 3

2. Farbniederschlag

2 3
3. Kontrast 2 4
4. Farbbrillanz 2 4
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Anspriiche

Fixierungsmittel fiir Gewebeproben enthaltend

- wenigstens ein Polyamin, ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus Urotropin, Triazinen,
Dimethylol-dihydroxyethylenurea, Mono-, Di-, Tri-, Tetra-, Penta- oder Hexamethylolmelamin,
Tetramethylol-acetylendiurea, Dimethylol-propylenurea, Acetoguanamin oder 5,5-
Dimethylhydantoin und Mischungen derselben, und

- wenigstens ein Siuerungsmittel ausgewihlr aus der Gruppe der freien ein-, zwei- oder
mehrwertige Sdure bestehend aus Oxalsiure, Fumarsiure, Weinsiure, Maleinsiure, Succinsiure,
Salzsdure, Essigsiure, Propionsiure, Ameisensdure, Mono-, Di-, Tri-, Chloressigsiure, Borsiure,
Phosphorsiure und Mischungen derselben, dadurch gekennzeichner, dass

das Polyamin mit den von der Sdure freigesetzten Protonen reagiert und dabei Aldehyde bildet
oder freisetzt, und das molare Verhilinis zwischen der molaren Konzentration des freiserzbaren
Aldehyds per Mol Polyamin zu der molare Konzentration der freisetzbaren Protonen per Mol

Sdure in einem Bereich von 1:0,7 bis 1:1,5 liegt.

Fixierungsmittel gemifl Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass das Fixierungsmiteel
mindestens ein weiteres polyfunktionelles Aldehyd ausgewihlt aus der Gruppe bestchend aus
Citral, 3,7-Dimethylocta-2,6-dienal, Geranial, (E)-3,7-Dimethylocta-2,6-dienal, Propanal,
Butanal, Valerianaldehyd, Pentanal, Hexanal, Heptanal, Octanal, Nonanal, Decanal, (2 E)-3-
Phenylprop-2-enal, Benzaldehyd, Phenylmethanal, Vanilinaldehyd, 4-Hydroxy-3-

methoxyphenylmethanal und Mischungen derselben umfasst.

Fixierungsmittel gemifl Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, dass die molare

Konzentration des gesamt verfligharen Aldehyds in der Lésung mindestens 0,5 Mol/l betrigt

Fixierungsmittel gemifS einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch gekennzeichnet, dass es

in wissriger Losung vorliegt.

Fixierungsmittel gemif einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch gekennzeichnet, dass es

auf einen pH-Bereich von 3-8 eingestellt ist.

Fixierungsmittel gemif$ cinem der vorangegangenen Anspriiche dadurch gekennzeichnet, dass es
stark hydrophile Verbindung enthilt ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus
Monopropylenglykol, Dipropylenglykol, Polypropylenglykol, Glyzerin, Pentaerytriol, Sorbitol,
Ethylenglykol, Diethylenglykol und Polyethylenglykol.
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Fixierungsmittel gemifl einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch gekennzeichner
dadurch, dass es cin Tensid enthilt ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus ethoxylierte nicht
ionische Tenside mit hohen und/oder niedrigen HLB Wert, Polysorbate besonders Polysorbat
20, 40, 60 oder 80, Saponine, Alkalisalze von Decilsulphate, Decilsulphonate, Dodecilsulfate,
Dodecilsulphonate und Dodecilbenzenosulphonate, Oleate, Stearate, Caprate, Caprilate und

Betaine.

Fixierungsmirtel gemif einem der vorangegangenen Anspriiche dadurch gekennzeichnet, dass es
als wasserfreie Mischung aus kristallinen oder wasserfreien Bestandteilen, die in Form von
16slichen Pulver oder als l6sliche gepresste Tablette einem geeigneten Losungsmittel zugegeben

werden, vorliegt.

Verfahren zur Anfirbung von formalinfrei fixierten Gewebeproben dadurch gekennzeichnet, dass
- in einem ersten Schritt die Gewebeprobe mit dem Fixierungsmittel gemif einem der Anspriiche
1 bis 8 fixiert wird,

- in einem zweiten Schritt die Gewebeprobe zur Firbung vorbereitet wird und optional
geschnitten wird,

- in einem dritten Schritt die Gewebeprobe angefirbe wird, und

- mikroskopisch ausgewertet wird.

Verwendung des Fixierungsmittels gemifd einem der Anspriiche 1 bis 8 zur Vorbereitung und
Fixierung von Gewebeproben fiir histologische oder immunhistochemische Firbungen der

Gewebeprobe.
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