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1. Aligemeines

Fir die Herstellung von gleichmallig diinnen Gewebeschnitten ist eine Einbettung
unerlasslich. Dem wasserfreien Gewebe wird hierbei ein Intermedium, dann ein flissiges
Einbettmedium zugefiihrt, welches nach dem Erstarren durch physikalische oder chemische
Reaktion alle Zellen und Zellzwischenraume einnimmt. Ziel der Einbettung ist es, das Gewebe
in einem Medium zu stabilisieren und einen Zustand der Homogenitat zu erreichen, bei dem
beide Komponenten ,wie aus einem Guss“ miteinander verbunden sind.

Der Prozess der Einbettung besteht in der Regel aus vier Schritten:
[l Entwasserung
"I Infiltration mit dem Intermedium
"] Infiltration mit dem Einbettmedium
"] Aushartung des Einbettmediums

2. Entwasserung

Oft befindet sich das Gewebe in einer wassrigen Fixierlosung oder in einer Waschlésung um
Fixiermittelreste zu entfernen. Um es nun mit einem, meist hydrophoben Intermedium oder
wasserunldslichen Einbettmedium zu verbinden, ist eine Entwasserung notwendig. Ein
weiterer Vorteil des Wasserentzugs ist die Verdichtung und Hartung der Gewebeprobe und
dem damit verbundenem Stabilitatsgewinn.

2.1 Entwasserungsmittel

Voraussetzung fir ein Entwasserungsmittel ist eine hohe Affinitat zu Wasser. In der Praxi s hat
sich besonders das Losungsmittel Ethanol bewahrt und ist flir die Einbettung in Paraffin meist
das Mittel der Wahl. Fir lichtmikroskopische Zwecke sind vergdllte Alkohole zur
Entwasserung, vollkommend ausreichend.

2.1.1 Durchfiihrung der Entwasserung

Grundsatzlich wird zu einer stufenweisen Entwdasserung, der so genannten Alkoholreihe
geraten. Dabei wird das Gewebe einer langsam steigenden Alkoholkonzentration (30%, 50%
70%, 80%, 90%, 96% 100%) ausgesetzt, was Rissbildungen und Schrumpfungen vermeiden
soll, und eine gleichmallige Dehydration beglinstigt.. Hier sollte auch bei den geringen
Alkoholkonzentrationen genug Zeit zum Entwassern gegeben sein. Anderenfalls kommt es zu
einer schnellen Verhartung des daulBeren Bereiches, wahrend im Inneren immer noch Wasser
zurickbleibt.

Des Weiteren ist zu empfehlen die Probe hoch liegend oder hangend zu entwassern, da sich
wasserreicher Alkohol immer am Boden des Gefales sammelt. Auch ein Bewegen der Proben
mittels Schuttler erweist sich als hilfreich. Die hochprozentigen Alkohole sollten haufiger
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erneuert werden, da sich dort schnell Wasser aus der Raumluft, und geldste Fette aus den
Gewebeproben ansammeln. Auch sollte man das Loésungsvolumen nicht zu gering halten. Fur
ein ca. 10x5x5 mm grofles Gewebsstlick, ist ein Volumen von etwa 5 ml zu empfehlen. Die
Dauer der Entwasserungszeit ist je nach Wassergehalt, GrolRe und Beschaffenheit der Probe
verschieden.

3. Intermedium

Als Intermedium wird die Losung bezeichnet, die das Verbindungsglied zwischen
Entwdsserungslosung und Einbettmedium darstellt. Es muss sowohl mit dem
Entwasserungsmedium mischbar, als auch das Losungsmittel fur das Einbettmedium sein. Als
gebrauchlichste Intermedien sind Xylol, Toluol, Benzol und Chloroform zu nennen. Bei einer
Paraffineinbettung, wird beispielsweise Xylol als Intermedium zwischen Alkohol und Paraffin
eingesetzt, da es mit Alkohol mischbar und in Paraffin |6slich ist.

Um gewebeschonend vorzugehen ist es sinnvoll, die Gewebeprobe nicht direkt vom Alkohol
in das Xylol zu Uberfiuhren, sondern Zwischenschritte einzulegen. Z.B. Alkohol und Xylol im
Verhaltnis 1:1. Bei Kunststoffeinbettungen gibt es in der Regel kein richtiges Intermedium.
Hier erfolgt der Ubergang zwischen Entwisserungslésung und Polymerisationsldsung direkt
oder Uber eine Zwischenkomponente ohne polymerisierenden Harter. Hier sind ebenfalls
Zwischenschritte empfehlenswert.

Xylol und Toluol sind als gesundheitsschadlich eingestufte Losungsmittel. Eine geslindere
Alternative bieten daher Ersatzstoffe, die schon seit vielen Jahren in die histologischen Labore
eingezogen sind. Auf Benzol ist wegen seines krebserregenden Potentials zu verzichten.

4. Einbettmedium

Die Moglichkeiten bei der Wahl des Einbettmediums sind vielseitig und stark abhangig von
der Beschaffenheit des zu schneidenden Materials. Ebenso von der weiteren Verwendung der
Schnitte. Einbettmedien sind fliissig um in das Gewebe eindringen zu kénnen, und harten auf
unterschiedliche Weise aus. Flissiges Paraffin hartet durch Abkuhlen, Epoxidharze und
Methacrylate polymerisieren unter Hitzeeinwirkung, und Spezialkunststoffe bei Kalte oder
UV- Bestrahlung. Bei der Wahl des Einbettmediums ist vor allem zu beachten, dass es stets
mindestens so hart sein muss wie das zu schneidende Objekt. Je diinner die gewtlinschten
Schnitte, desto harter sollte das gewahlte Einbettmedium sein. Als Standartmethode in der
Routinepathologie ist Paraffin als am haufigsten eingesetztes Einbettmedium zu nennen.

Wichtige Einbettmedien in der Histologie:
1 Paraffin
I Methacrylate
| Epoxidharze



5. Einbettformen und Probenorientierung

Einbettformen sind malRgeblich fir die Formgebung des Probenblocks verantwortlich. Das
gewadhlte Volumen richtet sich dabei nach der GrofRe der Probe und sollte moglichst nicht zu
grol} sein. Unnotig grofle Blocke bedeuten oft langere Polymerisationszeiten bei
Kunststoffeinbettungen und aufwendigeres Trimmen und Zuschneiden der Blocke. Die
Formen sollten des Weiteren so beschaffen sein, dass sie nicht durch das Einbettmedium
|6slich sind oder das Einbettmedium in die Form hineindiffundiert. Auch sollten sich die
ausgeharteten Blocke wieder gut aus den Formen entnehmen lassen.

5.1 Einbettung in Paraffin

Die Einbettung von Proben in Paraffin erfolgt zumeist mit Hilfe von Einbettrahmen , Einmal-
Kunststoffformen oder Metallschdlchen bei der Verwendung von Kassettensystemen. Die
Proben werden in den Formen orientiert so lange das Einbettmedium von flissiger Konsistenz
ist. Die Formen kénnen ggf. vor dem Beflillen diinn mit Glycerin eingerieben werden, was das
spatere Ausblocken erleichtert. Bei einer unbefriedigenden Ausrichtung der Proben kénnen
die Blocke problemlos wieder bei 60°C eingeschmolzen, und die Proben neu eingebettet
werden.

5.2 Einbettung in Acrylate und Epoxidharze

Fir Kunststoffeinbettungen empfehlen sich Silikon- oder Kunststoffformen, Gelatine oder
Kunststoffkapseln oder aus Aluminiumfolie geformte Mulde n. Fir einige Einbettsysteme sind
auch spezielle Einbettformen erhaltlich. Kapseln lassen sich verschlieRen, was fur
sauerstoffsensitive Einbettmedium von Vorteil ist. Flache Formen kdénnen mit Folie oder
Glasplattchen abgedeckt werden. Fir eine genaue Ausrichtung und Orientierung der Proben
sind hingegen flache Einbettformen im Vorteil. Nach dem Polymerisieren werden die Formen
mit den Blocken auf Raumtemperatur gebracht, und kénnen dann problemlos aus den Formen
entnommen werden. Gelatinekapseln lasst man am besten kurz in heiBem Wasser quellen um
die Blockchen zu befreien. Unbefriedigend ausgerichtete Objekte in Methyl- oder
Butylmethacrylat lassen sich durch Losungsmittel, vorwiegend Xylol, aus den Blocken
herauslosen. Objekte in Epoxidharzen kénnen aus den Blocken herausgetrimmt oder gesagt
werden.

6. Einbettung in Paraffin

6.1 Paraffin

Paraffinwachs ist eine Mischung aus gesattigten, festen Kohlenwass erstoffen, welche durch
Raffinierung von Erd6l gewonnen werden. Die Festigkeit ist abhangig vom Molekulargewicht,
welche durch die Kettenlange der Kohlenwasserstoffe bestimmt wird . Dies hat Einfluss auf die
Schmelztemperatur. Je fester das Paraffin, desto h 6her liegt die Schmelztemperatur. Sie liegt
in einem Bereich von etwa 38 bis 68°C. In flissiger Form ist Paraffin leichtfllissig und dringt
gut in das vorbehandelte Gewebe ein. Hierbei ist zu beachten, dass es nicht mit Wasser oder
Alkohol mischbar ist. Eine Entwasserung und eine Infiltration mit einem Intermedium (z.B.
Xylol, Toluol, Chloroform) ist daher unbedingt notwendig. Das Erstarren des Paraffins erfolgt
durch Auskiihlen (Kristallisation) auf Eis oder bei Raumtemperatur. Je schneller dies erfolgt,
desto feiner und homogener ist die Paraffinstruktur.



Festigkeit und Schneideeigenschaften konnen auch durch Zugabe weiterer Komponenten
beeinflusst werden. So z.B. Bienenwachs oder nicht vulkanisiertes Gummi (Naturkautschuk).

Als positive Eigenschaften sind die unbegrenzte Haltbarkeit der Paraffinblocke und die gute
Schneidbarkeit zu nennen. Negativ ist die relativ groBe Schrumpfung des Gewebes (10-20%)
und die hohen Schmelztemperaturen. Eine mehrstiindige Infiltration bei 60°C kann sich unter
Umstanden negativ auf Proben fiir molekularbiologische Fragestellungen auswirken (da
Nukleinsduren geschadigt werden konnen). Die Paraffinschnitttechnik bietet eine Vielfalt von
moglichen  Farbevarianten. In  Bezug auf die Schnittdicke, kénnen mit der
Paraffinschnitttechnik keine so diinnen Schnitte hergestellt werden als dies bei
Kunststoffeinbettungen der Fall ist. Ebenso ist mit Paraffin keine Einbettung bei niedrigen
Temperaturen moglich.

6.2 Durchfiihrung der Paraffineinbettung

Wie zuvor beschrieben folgt vor der Einbettung mit Paraffin eine griindliche Entwasserung
und die Infiltration mit einem Intermedium. Die Paraffininfiltration bei 60°C sollte in
geoffneten Gefallen oder Schalen mit moglichst grofler Oberflache erfolgen. Nur so kdnnen
die Reste des Intermediums vollstandig aus dem Paraffin verdampfen.

Paraffin-Einbettprotokoll

Schritt | Stufe Zeit Temperatur
1 Alkohol 30% 2h Bei Raumtemperatur
2 Alkohol 50% 2h
3 Alkohol 70% 2h
4 Alkohol 80% 2h
5 Alkohol 90% 2h
6 Alkohol 96% 2h
7 Alkohol absolut | 2h
8 Alkohol absolut Il 2h
10 Alkohol absolut — Xylol 1:1 2h
11 Xylol | 2h
12 Xylol Il 2h
12 Paraffin | 4h Bei 60°C
14 Paraffin Il 4h
AusgieBen

Zum AusgieRBen wird stets frisches Paraffin verwendet. Uberhitztes und durch Oxidation
gelblich gefarbtes Paraffin ist flr die Einbettung unbrauchbar.

Einbettung mit AusgiefSrahmen:

Die Einbettrahmen und eine glatte Unterlage, z.B. eine Glasplatte, werden mit einer diinnen
Schicht Glycerin eingerieben um die fertigen Blockchen spater leichter entfernen zu kénnen.
Die Vorgewarmten Rahmen werden auf der Glasplatte ausgerichtet und bis zur Halfte mit
frischem Paraffin ausgegossen. Es folgt das Einlegen und Orientieren der, mit Paraffin
durchtrankten Probe. Diese wird so lange angedriickt bis das Paraffin leicht fest wird und die
Probe so fixiert ist. Dann wird die Gussform vollstandig mit Paraffin aufgefillt und abgekihlt.



Einbettung mit Kassetten und Einbettformen:

Die Einbettform wird vorgewarmt und zur Halfte mit flissigem Paraffin geflllt. Die Probe wird
aus der Kassette genommen und wie oben beschrieben orientiert. AnschlieRend wird die
Form vollstandig mit Paraffin gefullt und das untere Kassettenteil ohne Deckel aufgesetzt. Zum
Abklhlen werden die Formen zligig auf eine Kiihlplatte oder auf Eis Gberfihrt.

Einbettung mit Einmal-Kunststoffformen:

Die Form wird mit fliissigem GielRparaffin beflillt und die Probe darin ausgerichtet. Nach dem
vollstandigen Erstarren des Paraffins, kann der Block einfach aus der Form herausgedruiickt
werden.

Zum Einsetzen und Orientieren der Proben wird stets mit vorgewarmten Instrumenten
gearbeitet. Das Abkiihlen sollte immer schnell erfolgen. Zlgig erkaltetes Paraffin ist
feinkristallin, von glasigem Aussehen und gewahrt gleichmaRig ausgehartete Blocke von guter
Schneidbarkeit.

Aufblocken

Verwendet man zur Einbettung Blocke mit Kassettenteil, so kdnnen diese in spezielle Halter
im Mikrotom eingespannt werden. In Rahmen gegossene Paraffinblécke hingegen missen
zum Einspannen erst aufgeblockt werden. Hierfir eignen sich am besten kleine
Holzbl6ckchen. Das erkaltete Blockchen wird aus dem Rahmen genommen und mit einer
Klinge getrimmt. Anschliefend wird die Unterseite des Blockchens mit einem heilden Spatel
angeschmolzen und auf dem Holzblockchen fixiert.

Schneiden

Das Schneiden von Paraffinblocken erfolgt am Schlitten- oder Rotationsmikrotom mit
Einmalklingen. Die Schnitte werden in einem ca. 40°C warmen Wasserbad gestreckt und auf
beschichtete Objekttrager aufgezogen. Die fertigen Objekttrager werden auf der Heizplatte
bei ca. 50°C getrocknet. Anschlieflend erfolgt das Festbacken der Schnitte fiir 20-30 min bei
55°C im Trockenschrank.

7. Einbettung in Acrylate

Besonders bei harteren Probenmaterialien kommen Kunststoffe als Einbettmedium zum
Einsatz. Der Vorteil von Methacrylaten ist die Moglichkeit sehr diinne Schnitte herzustellen.
Moderne kaltpolymerisierende Methacrylate erlauben zudem auch die Durchfihrung von
immunbhistologischen Untersuchungen und In situ Hybridisierungen weil das Gewebe durch
die niedrigen Temperaturen bei der Aushartung nur wenig beansprucht wird und
Nukleinsdauren und Antikorper besser erhalten bleiben. Wahrend Butyl- und
Methylmethacrylate durch Losungsmittel wie z.B. Xylol wieder aus den Schnitten herausgel6st
werden kann und damit die Méglichkeit fiir eine Vielzahl von Farbemethoden bietet, ist dies
bei Hydroxyethylmethacrylaten nicht der Fall. Der Kunststoff bleibt hier in den Schnitten und
wird nicht herausgelost. Diese Art von Acrylaten sind so konstruiert, dass Antikdrper,
Hybridisierungssonden oder Farbstoffe den Kunststoff diffundieren und das Gewebe anfarben
kénnen.



Beispiele fiir Acrylate in der Histologie sind:
(] Butylmethacrylat
[l Methylmethacrylat
[l Hydroxyethylmethacrylat bzw. Glycolmethacrylat z.B. Technovit 8100, LR white

8. Einbettung in Epoxidharze

Eine Einbettung in Epoxidharze eignet sich ganz besonders fiir die Anwendungen in der
Elektronenmikroskopie. Auf Grund der hoheren Resistenz gegeniliber Elektronenstrahlen
eignen sich Epoxide in diesem Bereich deutlich besser als Acrylate. Aber auch in der
Lichtmikroskopie hat die Epoxideinbettung ihren Platz gefunden. Aus den harten und
gleichmaBig ausgeharteten Blocken lassen sich sehr dinne Schnitte von hoher Qualitat
herstellen, die in morphologischen Untersuchungen Anwendung finden. Auch die Herstellung
von lickenlosen Serien ist mit Epoxiden wesentlich einfacher als mit anderen Einbettmedien.
So eignen sich diese Schnitte beispielsweise hervorragend als Grundlage fir die Fertigung 3-
dimensionaler Rekonstruktionen aus Schnittserien. Epoxidharze setzten sich aus mehreren
Komponenten (Monomer, Harter, Beschleuniger, Katalysator) zusammen, die je nach
Mischungsverhaltnis Einfluss auf die Viskositat und Harte haben.

Da die meisten Epoxide nicht mit Wasser mischbar sind, ist auf eine griindliche Dehydrierung
der Proben zu achten. In der Regel sind die Harze auch nicht vollstandig mit Alkoholen
mischbar, deshalb werden Aceton- Stufen zwischen Dehydration und Harz-Infiltration
eingelegt. Das Harz kann nach dem Schneiden nicht bzw. nur sehr schwer aus den Schnitten
gelost werden. Die Farbemoglichkeiten sind also sehr begrenzt und beschranken sich auf nur
wenige Ubersichtsfarbungen.

Beispiele fiir Epoxidharze in der Histologie sind:
[l Araldit
[l Epon
L1 Spurr
[l Durcupan

Einbettung fir Semidiinnschnitte Paraffineinbettung: links nicht angeschnittenes Material



Fragen zum Einbettungsvorgang

1. Aus welchen vier Schritten besteht eine Einbettung?

2. Bei der Paraffineinbettung findet Xylol Anwendung!
Die Eignung des Xylols begriindet sich welche Eigenschaften?

3. Welche vier Eigenschaften des Paraffins machen es zum gebrauchlichsten Einbettunsmittel
in der Histologie?

4. Worin liegen die Vorteile, wenn ein Paraffinblock zligig erkaltet?

5. Welche Forteile haben kaltpolymerisiernde Methacrylate?
6. Methyl- und Butylmetacrylate haben welchen Vorteil gegeniiber Hydroxyethylmetacrylaten?

7. Welches Einbettungsmittel wird fiir die Elektronenmikroskopie verwendet?



