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Verbessertes Verfahren zur optischen Kldrung einer Gewebeprobe
zur lichtmikroskopischen Untersuchung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren gemaR dem Oberbegriff von Anspruch 1, ein Kit zur Prépa-
ration von biologischen Gewebeproben gemaR Anspruch 10 und eine Verwendung geman An-

spruch 13.

Transparente biologische Gewebeproben werden bendtigt, um die Gewebeproben zum Beispiel
mittels Lichtblattmikroskopie dreidimensional abbilden zu kénnen. Um die Transparenz von bio-
logischen Préparaten zu erreichen, sind insbesondere Hadm-Gruppen des Blutfarbstoffs Hamo-
globin und Lipide aus den biologischen Préparaten zu entfernen. Bei den “entwédssernden” Ver-
fahren wird das Gewebe mit verschiedenen Mischungen eines mit Wasser mischbaren organi-

schen Lésungsmittels und Wasser behandelt. Die Behandlung wird mit einem aufsteigenden
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Anteil des organischen Lésungsmittels durchgefuhrt, um das Wasser vollstandig aus dem Ge-
webe zu entfernen. Hier gibt es mehrere Méglichkeiten, wie z.B. Tetrahydrofuran, Methanol,
Isopropanol, tert. Butanol und Ethanol. Fir das pathologische Gewebeclearing ist Ethanol zur-
zeit das meist genutzte Entwasserungsmedium. Das Endresultat aller “entwéssernden” Verfah-

ren ist eine wasserfreie Probe.

Der letzte Schritt der verschiedenen Clearingverfahren ist das Angleichen des Brechungsinde-
xes an den Brechungsindex des zu mikroskopierenden Gewebes. Der Brechungsindex von ent-
wassertem Gewebe betrégt laut Spalteholz (,Uber das Durchsichtigmachen von menschlichen
und tierischen Praparaten®, Verlag von S. Hirzel, 1911, Deutsches Reichs-Patent Nr. 229044) n
= 1.547 fur Knochen. Der Brechungsindex anderer Gewebe l&sst sich anhand der von ihm em-
pirisch ermittelten optimalen Mischungen auf ca. n = 1.551 abschatzen. Ein dermaf3en hoher
Brechungsindex erfordert den Einsatz aromatischer Verbindungen, die generell nicht oder nur
geringfugig mit Wasser mischbar sind. Spalteholz nutzte fir seine Untersuchungen Mischungen
aus Wintergrandl (Methylsalicylat) und Benzylbenzoat oder Isosafrol in einem den unterschiedli-

chen Geweben angepassten Mischungsverhaltnis.

Eine Variante des Spalteholz’sche Verfahrens ist aus Dodt, Leischner, Schierloh, Jahrling,
Mauch, Deininger, Deussing, Eder, Zieglgansberger, Becker ,Ultramicroscopy: three-dimensio-
nal visualization of neuronal networks in the whole mouse brain®“. Nat Methods. 2007;4(4):331—
6.) bekannt, bei dem “Murray’s clear” (eine 2:1 Mischung aus Benzylbenzoat und Benzylalkohol
mit einem Brechungsindex von n = 1.559) als Einbettungsmedium eingesetzt wird. Eine weitere
Variante ist aus Becker, Jahrling, Saghafi, Weiler, Dodt H ,Chemical Clearing and Dehydration
of GFP Expressing Mouse Brains* (2012) PLoS ONE 7(3): e33916. htips://doi.ora/10.137 1/jour-

nal.pone.0033916 bekannt. Es werden Einbettungsmedien von Spalteholz sowie einige weitere

aromatische Verbindungen getestet. Dibenzylether (DBE, Brechungsindex n = 1.562) stellte

sich als am besten geeignete Verbindung heraus und hat sich zum de facto Goldstandard beim
Gewebeclearing etabliert. Der Vorteil des DBE beruht auch darauf, dass es in der Nutzung ein-
fach ist, weil die Losung nicht angemischt und dann auf den Brechungsindex Gberprift werden

muss; es kann direkt als Reinstoff genutzt werden.

Aus WO 2017/093323 A1 ist die Verwendung von Ethylcinnamat (ECi) und verwandter Cinna-
mylester als ungiftige Alternativen zu den bis dahin gangigen Einbettungsmedien bekannt. Es
zeigt eine geringere Toxizitat als die anderen zur Gewebebehandlung eingesetzten aromati-
schen Verbindungen, wie Dibenzylether, Benzylalkohol oder Benzylbenzoat. Da es als reine
Substanz den gewiinschten Brechungsindex erreicht, entfallt ein Mischschritt und damit ein Ar-

beitsschritt und eine mogliche Fehlerquelle.
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Der Auswahl an flissigen Reinstoffen, die sich als Einbettungsmedien fur entwasserte Proben
eignen, beschrankt sich somit zurzeit auf die zwei Verbindungen Dibenzylether und Ethylcinna-
mat. Beide Substanzen haben aber jeweils Nachteile: Dibenzylether ist giftig. Ethylcinnamat hat
zwar eine geringe Toxizitdt, sein Schmelzpunkt liegt aber bei 6- 9°C, so dass die mit Ethylcinna-
mat geklarten Proben nicht im Kihischrank aufbewahrt werden kdnnen, da das Einbettungsme-
dium dort auskristallisiert. Ethylcinnamat hat auRerdem einen vergleichsweise hohen Dampf-

druck.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung transparenter Gewebe-
probe eines biologischen Gewebes zur lichtmikroskopischen Untersuchung bereitzustellen, das
die vorstehenden Nachteile Gberwindet und das insbesondere mit weniger Aufwand verbunden
ist, als Mischungen als Einbettungsmedium herzustellen, Einbettungsmedien erhdhter Toxizitat

vermeidet und das gekihlte Lagern der entwasserten Gewebeproben erlaubt.

Die Aufgabe wird erfindungsgemag gelést durch ein Verfahren gemaf Patentanspruch 1. Die
Aufgabe wird weiterhin geldst durch ein Kit gemal Patentanspruch 10 und die Verwendung ge-

maf Patentanspruch 13.

Weitere Ausfuhrungsformen sind Gegenstand der Unteranspriiche oder nachfolgend beschrie-

ben.

Das erfindungsgemaRe Verfahren zur Herstellung transparenter Gewebeproben eines biologi-
schen Gewebes zur lichtmikroskopischen Untersuchung umfasst die Schritte:
a) Entwéassern der Gewebeprobe mit einem entwassernden Lésungsmittel und
b) Klaren der entwasserten Gewebeprobe durch Einlegen in ein flissiges Einbet-
tungsmedium mit einem zum Gewebe passenden Brechungsindex.

Das Einbettungsmedium enthélt einen aromatischen Ester geman der Formel | oder Formel 1V:

R® R*

o Formel |



10

15

20

WO 2022/129221 -4 - PCT/EP2021/085981

wobei
R'=-H, -CHs oder -CH,-CHjsiist,

R2 ein Rest der Formel Il oder der Formel Ill ist

b )~
n Formel Il

n

™~
CHy © Formel III,
R® = -H, -CHa, -CH2-CH3 oder -OCHjsist
R* = -H oder -CHj ist
RS> = -H oder -CHg ist und
n =1 oder 2 ist;
oder
H H

Formel IV.
Bevorzugt ist der erfindungsgemé&Re Ester ein aromatischer Ester gemagt Formel |.
Das erfindungsgemafe Verfahren dient dazu, die optische Transparenz einer biologischen bzw.

humanen Gewebeprobe flr die Lichtmikroskopie zu erreichen. Das biologische Gewebe ist bei-

spielweise humanes Gewebe oder tierisches Gewebe.
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Der Klarungsschritt des Clearingverfahrens ist das Angleichen des Brechungsindexes an den
Brechungsindex des zu mikroskopierenden Gewebes. Die Gewebeprobe wird hierzu in eine
Brechungsindex-angleichende Ldsung, das Einbettungsmedium, Uberfihrt. Das Einbettungsme-

dium muss mit dem Lésungsmittel des Entwésserungsschritts mischbar sein.

Das Einbettungsmedium enthalt in einer Ausfihrungsform 10 bis 100 Vol.-% des aromatischen
Esters und 0 bis 90 Vol.-% eines optisch geeigneten, inerten organischen Losungsmittels mit
einem Brechungsindex von etwa 1,3 bevorzugt von etwa 1,5. Beispielsweise enthalt das Einbet-
tungsmedium 90 bis 100 Vol.-% des aromatischen Esters gemaf Formel |.

Das Einbettungsmedium enthalt in einer anderen Ausflihrungsform 10 bis 100 Vol.-% des aro-
matischen Esters und 0 bis 90 Vol.-% eines optisch geeigneten, inerten organischen Lésungs-
mittels mit einem Brechungsindex von etwa 2,0, bevorzugt von etwa 1,65. Beispielsweise ent-
hélt das Einbettungsmedium 90 bis 100 Vol.-% des aromatischen Esters gemafR Formel |.

Alle erfindungsgemaien Prozentangaben erfolgen in Volumenprozent (Vol.-%).

In der bevorzugten Ausfihrungsform besteht das Einbettungsmedium aus einem aromatischen
Ester gemaR Formel | oder der Formel |V, bevorzugt der Formel |, d.h. der aromatische Ester
wird als Reinsubstanz eingesetzt. Als Reinsubstanz wird dabei der Ester in der technisch ver-

flUgbaren Reinheit verstanden.

Der aromatische Ester ist bevorzugt ein Phenylessigsdureester mit aromatischen Alkoholen.
Der aromatische Ester ist besonders bevorzugt ausgewahlt aus Benzyl-2-phenylacetat, 4-Me-
thoxybenzyl-phenylacetat, Phenethylbenzoat oder 2-Furylmethyl-phenylacetat, besonders be-
vorzugt Benzyl-2-phenylacetat. Benzyl-2-phenylacetat (CAS Nr. 102-16-9) weist als technisches
Produkt eine Reinheit von ca. 98,0 % auf. 4-Methoxybenzyl-phenylacetat (CAS Nr. 102-17-0)
weist als technisches Produkt eine Reinheit von ca. 99,0 %auf. 2-Phenethylphenylacetat (CAS
Nr. 102-20-5) weist als technisches Produkt eine Reinheit von ca. 99,0 % auf. 2-Furylmethyl-
phenylacetat (CAS Nr. 36707-28-5) weist als technisches Produkt eine Reinheit von ca. 96,0 %
auf. Phenethylbenzoat (CAS Nr. 94-47-3) weist als technisches Produkt eine Reinheit von ca.
98 % auf.

Der Entwasserungsschritt a) dient dazu, eine wasserfreie Gewebeprobe zu erhalten. Die Gewe-
beprobe wird in einer bevorzugten Ausfihrungsform in mehreren Durchgdngen bevorzugt mit
verschiedenen Dehydratisierungs-Zusammensetzungen mit einer absteigenden Wasserreihe
behandelt, d.h. Mischungen mit einem aufsteigenden Anteil eines mit Wasser mischbaren orga-
nischen Lésungsmittels, um das Wasser vollstdndig aus dem Gewebe zu entfernen. Als ent-
wasserndes Medium werden Alkohole, Ether oder Ketone eingesetzt. Geeignete entwéssernde

Lésungsmittel sind z.B. Ethanol, Methanol, Isopropanol, Tert. Butanol (IUPAC: 2-Methylpropan-
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2-ol), Tetrahydrofuran oder Aceton. Beim erfindungsgemafen Verfahren umfasst der Entwasse-

rungsschritt a) beispielsweise die Anwendung von Dehydratisierungs-Zusammensetzungen

- aus wassrigem Ethanol mit steigenden Konzentrationen von Ethanol, wobei die Ethanol-

konzentrationen der Dehydratisierungs-Zusammensetzungen von 30% bis 100 Vol-%

reichen oder

- aus wassrigem Tetrahydrofuran mit steigenden Konzentrationen von Tetrahydrofuran,

wobei die Tetrahydrofurankonzentration der Dehydratisierungs-Zusammensetzungen
von 30% bis 100 Vol-% reichen oder

- aus wassrigem Methanol mit steigenden Konzentrationen von Methanol, wobei die Me-

thanolkonzentrationen der Dehydratisierungs-Zusammensetzungen von 30% bis 100

Vol-% reichen oder

- aus einer wassrigen Mischung eines anderen Alkohols, Ethers oder Keton, wobei die L§-

sungsmittelkonzentration der Dehydratisierungs-Zusammensetzungen von 30% bis 100

Vol-% reichen.

Das Entwéasserungsmedium hat dabei folgende Eigenschaften: 1. es mischt sich vollstandig mit

Wasser, damit Uber eine aufsteigende Konzentrationsreihe dem Gewebe schrittweise das VWas-

ser und das Fixationsmittel entzogen werden kann und 2. es mischt sich vollstédndig mit dem

Einbettungsmedium, welches den Brechungsindex an den des entwésserten Gewebes an-

gleicht.

In einer alternativen Ausflihrungsform erfolgt der Entwésserungsschritt a) mit 2,2-Dimethoxy-

propan (DMP), das durch eine chemische Reaktion mit dem im Gewebe enthaltenen Wasser

dieses Wasser aus dem Gewebe entfernt.

In einer Ausfuhrungsform des erfindungsgeméafRen Verfahrens wird die Gewebeprobe, bevor sie
in Schritt a) dehydriert und Schritt b) optisch geklart wird,

fixiert und/oder

mit Formaldehyd fixiert und/oder

gewaschen und/oder

mit Wasser gewaschen und/oder

in einer wassrigen alkalischen Lésung mit nicht-ionischem Detergens inkubiert.
und/oder

mit einer Detergenzienldsung delipidiert (Delipidierung) und/oder

mit einem organischen Lésungsmittel delipidiert (Delipidierung) und/oder

mit oxidierenden Reagenzien gebleicht und/oder

mit Aminoalkoholen entférbt.
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In einer Ausfuhrungsform des erfindungsgeméafRen Verfahrens wird die Gewebeprobe, bevor sie
in Schritt a) dehydriert und Schritt b) optisch geklart wird, fixiert und das Fixierungsmittel ausge-
wahlt aus

- vernetzenden Fixantien wie Formaldehyd, Glutaraldehyd, Acrolein, Carbodiimide, Diethylpyro-
carbonat, Bisimodo-Ester oder Glyoxal oder Mischungen hiervon, und/oder

- koagulierenden Fixantien wie Alkoholen und anderen organischen Lésungsmitteln, Sauren,

Kaliumdichromat, Bleinitrat, Kupfersulfat und Quecksilberchlorid und Mischungen hiervon.

Das erfindungsgemaRe Verfahren wird bevorzugt nach Gewebevorbereitungsschritten und
nach Elektrophorese-Schritten durchgeflhrt. Die im erfindungsgematen Verfahren behandelte
Gewebeprobe ist somit bevorzugt bereits vorbehandelt. Die Vorbehandlung durch Elektropho-
rese erfolgt bevorzugt gemaR dem in DE 10 2016 123 458 B3 beschriebenen Verfahren zur
elektrophoretischen Klarung. Fur die Durchfihrung der elektrophoretischen Klérung wird Bezug
genommen auf die Patentschrift DE 10 2016 123 458 B3, deren Inhalt hiermit in diese Anmel-

dung aufgenommen wird.

Die optisch geklarte Gewebeprobe wird im erfindungsgematen Verfahren bevorzugt in einem
weiteren Schritt unter einem Mikroskop untersucht, um ein Bild der inneren Struktur der Probe
zu erhalten, wobei das Mikroskop ein Lichtmikroskop, bevorzugt ein Lichtscheibenmikroskop,
ein Konfokal-Mikroskop, ein Zwei-Photonen-Mikroskop oder ein optisches-Projektionstomogra-
phie-Mikroskop (OPT) ist.

Das bisher verwendete Einbettungsmedium Dibenzylether (DBE) weist einen Brechungsindex
von n = 1.562 auf. Der zweite Reinstoff Ethylcinnamat besitzt einen Brechungsindex von n =
1.559.

Von den aromatischen Estern gemaR Formel | besitzt z. B. Phenylmethylbenzylacetat einen
Brechungsindex von n = 1.555-1.558, 4-Methoxybenzyl-phenylacetat einen Brechungsindex
von n = 1.559, 2-Phenethylphenylacetat einen Brechungsindex von n=1,551 und 2-Furylmethyl-
phenylacetat einen Brechungsindex von n=1,548 (berechnet). Bei der Verwendung der aromati-
schen Ester gemafR Formel | als Einbettungsmedium fir Gewebeclearing von entwésserten Ge-
webeproben konnte eine identische Durchsichtigkeit zu mit Methylsalicylat/Benzylbenzoat und
mit Ethylcinnamat behandelten Gewebeproben erzielt werden. Neben Alkoxy-Substitutionen lie-
fern insbesondere kurze Alkylsubstitutionen der Phenylessigsaureester ebenfalls Brechungsin-
dices in diesem Bereich, der dem von Spalteholz ermittelten Brechungsindizes der Gewebe ah-

nelt.
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Die Arbeiten von Spalteholz lassen bereits vermuten, dass sich die Brechungsindices unter-
schiedlicher Gewebe leicht voneinander unterscheiden. In seiner Originalveréffentlichung von
1911 wird folgende, an Hand des optimalen Mischungsverhaltnisses von Methylsalicylat und BB
empirisch bestimmten Reihe menschlicher Gewebe mit aufsteigendem Brechungsindex aufge-
fuhrt: junge Embryonen (5:1-3:1 je nach Gewicht) < erwachsene entkalkte Knochen (5:3) n =
1.547 < erwachsene Muskulatur ungefahr wie dltere Embryonen (2:1) < Gehirn und Ricken-
mark (1:1). Diese Variabilitadt hat direkte Folgen fir die Durchsichtigkeit der unterschiedlichen
Gewebe und deren mikroskopischen Untersuchung und insbesondere fur quantitativ-spektro-
skopische Bestimmungen, welche mit einem Mikroskop durchgeflihrt werden kénnen. Das erfin-
dungsgemaéle Verfahren bietet den Vorteil, dass verschiedene Reinstoffe als Einbettungsme-
dium eingesetzt werden, die je nach Gewebe ausgewahlt werden kdnnen, um sich dem Bre-

chungsindex des Gewebes anzundhern.

Gegenuber den bisher Ublicherweise benutzten Einbettungsmedien Benzylbenzoat/Benzylalko-
hol-Mischungen (BABB) und Methylsalicylat-BenzylBenzoat-Mischungen besitzen die aromati-
schen Ester gemaR Formel | somit den Vorteil, dass sie, genau wie Dibenzylether, als reine
Substanz eingesetzt werden kénnen: Da bereits die reine Substanz den gewlinschten Bre-
chungsindex erreicht, muss der Brechungsindex nicht durch Anmischen des Einbettungsmedi-
ums eingestellt werden. Somit entfallt ein Mischschritt und damit ein Uberflissig gewordener Ar-

beitsschritt und eine mégliche Fehlerquelle.

Die aromatischen Ester gemaf Formel | weisen zudem eine geringe Toxizitdt auf. Dieses ist bei
der Benutzung als Einbettungsmedium vorteilhaft, da sich die Gewebeprobe im Mikroskop un-
mittelbar unterhalb der Atemwege des Benutzers befindet und dieser von der Probe aufstei-
gende Dampfe einatmen kann. Die Toxizitdt von Phenylmethylbenzylacetat ist laut der Européi-
sche Chemikalienagentur ECHA toxikologisch unbedenklich, anders als Dibenzylether oder

Benzylbenzoat/Benzylalkohol-Mischungen.

Die Phenylessigsdureester geméaf Formel | sind zudem schwer flichtig, da sie eine deutlich ge-
ringe Dampfspannung als die bekannten Einbettungsmedien haben, so dass weniger Dampfe
von der Gewebeprobe aufsteigen. Dieses reduziert zusatzlich die ohnehin geringe Toxizitat der

aromatischen Ester gemaR Formel |.

Ein Nachteil der bisher als Einbettungsmedien benutzten aromatischen Verbindungen ist ihre
korrosive Wirkung. Es ist bekannt, dass die aromatischen Verbindungen das Objektiv und das
Mikroskop angreifen, und dass schon die Dampfe dieser flichtigen Verbindungen ausreichen,

um mit der Zeit die der Flissigkeit zugewandten Oberflaichen des Mikroskops zu korrodieren.
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Durch die geringere Fllchtigkeit der aromatischen Ester gemaf Formel | bieten die erfindungs-
gemafen Einbettungsmedien eine deutlich hdhere Materialvertraglichkeit, da wesentlich weni-
ger Dampfe aufsteigen, die zu einer Korrosion fihren kénnten. Zusammenfassend gilt: die ge-
ringe FlUchtigkeit der aromatischen Ester gemaR Formel | verringert die Geruchsbildung und die

Atmungsreizung und -toxizitét sowie die korrosive Einwirkung der Dampfe auf das Mikroskop.

Phenylmethylbenzylacetat hat auch einen angenehmen Geruch, da es sl blumig, mit Noten
von Jasmin und Schokolade riecht, was die Akzeptanz des Einbettungsmediums beim Labor-
personal erhéht. Beim Mikroskopieren wird der Benutzer also nicht durch unangenehme Geri-
che beeintrachtigt, die vom Objekttisch aufsteigen, wie dies bei den herkdmmlich genutzten Ein-
bettungsmedien der Fall ist: Dibenzylether riecht unangenehm nach Plastik und Benzylalkohol

riecht phenolisch.

Die Phenylessigsdurester gemafR Formel | und Formel IV erlauben zudem eine Aufbewahrung
der geklarten Proben im Kuhilschrank. Der Schmelzpunkt von beispielsweise Phenylmethyl-
benzylacetat liegt zwischen -13.54 °C bis -9 °C, d.h. die Verbindung ist somit Kihischrank-taug-

lich und erlaubt sogar eine Aufbewahrung oder Transport auf Eis oder Kihlpackungen.

Das erfindungsgemale Kit zur Praparation von biologischen Gewebeproben fur die Lichtmikro-

skopie, enthalt:

- ein entwasserndes Ldsungsmittel zum Entwéassern der Gewebeprobe und
- ein Einbettungsmedium zum Kléren der entwésserten Gewebeprobe durch Einlegen in
das Einbettungsmedium,
wobei
das Einbettungsmedium ein aromatischer Ester der Formel | oder Formel IV, wie vorstehend
beschrieben, ist. Bevorzugt ist der aromatische Ester im erfindungsgemaien Kit Benzyl-2-phe-
nylacetat, 4-Methoxybenzyl-phenylacetat, Phenethylbenzoat oder 2-Furylmethyl-phenylacetat,
bevorzugt Benzyl-2-phenylacetat. Der aromatische Ester wird bevorzugt in den vorstehend be-

schriebenen Konzentrationen und Reinheiten eingesetzt.

Das entwéassernde Lésungsmittel im Kit ist bevorzugt ein Ether, Keton oder Alkohol, bevorzugt
ist das Loésungsmittel ausgewahlt aus Ethanol, Methanol, Isopropanol, tert. Butanol, 2,2° Thio-

diethanol, Trichloroethanol Tetrahydrofuran, oder Aceton.

Erfindungsgeman erfolgt die Verwendung eines aromatischen Esters geméaf Formel | oder For-

mel IV mit
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Formel IV

als Einbettungsmedium fir die Praparation einer biologischen, insbesondere humanen, Gewe-

beprobe fir die lichtmikroskopische Untersuchung.

Bevorzugt ist der aromatische Ester Benzyl-2-phenylacetat , 4-Methoxybenzyl-phenylacetat,
Phenethylbenzoat oder 2-Furylmethyl-phenylacetat, besonders bevorzugt Benzyl-2-phe-
nylacetat. Der aromatische Ester wird bevorzugt in den vorstehend beschriebenen Konzentrati-

onen und Reinheiten verwendet.

Die Dampfspannungen verschiedener Einbettungsmedien sind in der Literatur bekannt.

Fig. 1 zeigt die Dampfspannungen verschiedener Einbettungsmedien. Das erfindungsgemagie
Phenylmethylbenzylacetat (Benzylphenylacetat (BPA)) besitzt eine deutlich geringere Dampf-
spannung als die nach heutigem Stand eingesetzten Einbettungsmedien. BPA ist von den ver-
glichenen Einbettungsmedien das am geringsten fllichtige mit der niedrigsten Dampfspannung.
Die Dampfspannung von BPA (bei 25 °C) ist ungefahr 275-fach geringer als die von Ethylcinna-
mat. Auch die beiden Einbettungsmedien BABB und BBMS besitzen deutlich (ung. 180-fach)

héhere Dampfspannungen.

In einem vergrofierten Ausschnitt in Figur 1 ist erkennbar, dass BPA noch weniger (etwa 4-
fach) flichtig als das ebenfalls zwei aromatische Ringgruppen enthaltende DBE ist, welches
auch weniger flichtig ist als ECi aufgrund der deutlich geringeren Dampfspannung, mit geringe-

rer Starke als Methylsalicylat (auch in der Mischung mit BB) und ECi.
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Beispiele

Eine Gewebeprobe (Schweinelunge) mit einem Volumen von etwa 0,25 ml (0,5x0,5x1 cm?®)
wurde mit Ethanol in mehreren Durchgéngen entwéssert. Im letzten Durchgang wurde hochrei-
ner Ethanol verwendet und die entwasserte Gewebeprobe fotografiert. Die Ergebnisse sind in
Figur 2, linke Seite dargestellt. Die Gewebeprobe wurde dann fir 3 Stunden in 5 ml der jeweili-
gen Einbettungsmedien gegeben. Als Einbettungsmedien wurden ein Gemisch von Methylsa-
licylat mit Benzylbenzoat und das erfindungsgemaie Benzylphenylacetat verwendet. Das Re-

sultat des Klarungsschritts wurde ebenfalls fotografiert und in Figur 2 rechte Seite dargestelit.

Es zeigt sich, dass zwar bereits Methylsalicylat/Benzylbenzoat zu einer guten Durchsichtigkeit
der Gewebeprobe fuhrt. Mit dem erfindungsgeméaRen Benzylphenylaectat konnte aber eine

noch bessere Transparenz erzielt werden.

Die Erfindung ist nicht auf eine der vorbeschriebenen Ausflihrungsformen beschrénkt, sondern

in vielfaltiger Weise abwandelbar.

Samtliche aus den Anspriichen, der Beschreibung und der Zeichnung hervorgehenden Merk-
male und Vorteile, einschliellich Verfahrensschritten, kénnen sowohl fir sich als auch in den

verschiedensten Kombinationen erfindungswesentlich sein.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung transparenter Gewebeprobe eines biologischen Gewebes zur
5 lichtmikroskopischen Untersuchung, umfassend die Schritte:
a) Entwéassern der Gewebeprobe mit einem entwassernden Lésungsmittel und
b) Klaren der entwasserten Gewebeprobe durch Einlegen in ein Einbettungsme-

dium enthaltend einen aromatischen Ester geméanR Formel | oder Formel IV, mit

R® R*

10 0 Formel |

wobei
R'=-H, -CHs oder -CH»-CHjsiist,

R2? ein Rest der Formel Il oder der Formel 111 ist

15
4O
n Formel Il
20 CHy © Formel Il

R® = -H, -CHs, -CH»2-CH3 oder -OCH3 ist
R* = -H oder -CHj ist
RS = -H oder -CHjs ist und

n =1 oder 2 ist;
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oder

Formel IV

Verfahren gemag Patentanspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass das Einbettungsme-
dium 10 bis 100 Vol.-% des aromatischen Esters enthélt und O bis 90 Vol.-% eines op-
tisch geeigneten, inerten organischen Lésungsmittels mit einem Brechungsindex von
etwa 1.3, bevorzugt 1.5, enthalt

Verfahren gemag Patentanspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass das Einbettungsme-
dium 10 bis 100 Vol.-% des aromatischen Esters enthalt und 0 bis 90 Vol.-% eines op-
tisch geeigneten, inerten organischen Lésungsmittels mit einem Brechungsindex von
etwa 2.0, bevorzugt 1.65, enthalt.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
das Einbettungsmedium aus einem aromatischen Ester gemaR Formel | oder Formel V-
besteht.

Verfahren gemaf einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
der aromatische Ester Benzyl-2-phenylacetat, 4-Methoxybenzyl-phenylacetat, Phenethyl-

benzoat oder 2-Furylmethyl-phenylacetat, bevorzugt Benzyl-2-phenylacetat, ist.

Verfahren gemag einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
der Entwéasserungsschritt a) die Anwendung von Dehydratisierungs-Zusammensetzun-

gen aus wassrigem Alkohol, Keton oder Ether umfasst.

Verfahren gemag einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
die Gewebeprobe, bevor sie in Schritt a) dehydriert und Schritt b) optisch geklart wird,

o fixiert wird und/oder

o mit Formaldehyd fixiert wird und/oder

e gewaschen wird und/oder
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° mit Wasser gewaschen wird und/oder
e in einer wassrigen alkalischen Lésung inkubiert wird und/oder
e mit einer Detergenzienlésung delipidiert wird und/oder
° mit einem organischen Lésungsmittel delipidiert wird und/oder
° mit oxidierenden Reagenzien gebleicht wird und/oder
o mit Aminoalkoholen entfarbt wird.
8. Verfahren gemaf einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass

die Gewebeprobe, bevor sie in Schritt a) dehydriert und Schritt b) optisch geklart wird,
fixiert wird und das Fixierungsmittel bevorzugt ausgewéahlt ist aus vernetzenden Fixan-
tien wie Formaldehyd, Glutaraldehyd, Acrolein, Carbodiimide, Diethylpyrocarbonat,
Bisimodo-Ester oder Glyoxal oder Mischungen hiervon, und/oder koagulierenden Fixan-
tien wie Alkoholen und anderen organischen Losungsmitteln, Sauren, Kaliumdichromat,

Bleinitrat, Kupfersulfat und Quecksilberchiorid und ihre Mischungen.

9. Verfahren gemé&R einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
die optisch geklarte Gewebeprobe in einem weiteren Schritt unter einem Mikroskop unter-
sucht wird, um ein Bild der inneren Struktur der Probe zu erhalten, wobei das Mikroskop

ein Lichtmikroskop ist.

10. Kit zur Praparation von biologischen Gewebeproben fir die Lichtmikroskopie, enthaltend:

- ein entwasserndes Ldsungsmittel zum Entwassern der Gewebeprobe und
- ein Einbettungsmedium zum Kléren der entwésserten Gewebeprobe durch Einlegen in
das Einbettungsmedium,

wobei das entwassernde Lésungsmittel ein Alkohol, Keton oder Ether ist und

das Einbettungsmedium ein aromatischer Ester der Formel | oder der Formel IV ist, mit

R® R*

o Formel |
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wobei
R'=-H, -CHs oder -CH,-CHjsiist,

R2 ein Rest der Formel Il oder der Formel Ill ist

5
{cr@—@-ﬁ
o Formel I
10
N D
O
CHa Formel Il
R® = -H, —CHs, —CHz—CH3 oder OCH3 ist
R#* = -H oder -CHg ist
R5 = -H oder -CHjs ist und
15 n =1 oder 2 ist;
oder
H H
H
o
o]
Formel IV.
11. Kit gemafR Patentanspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der aromatische Ester
20 Benzyl-2-phenylacetat , 4-Methoxybenzyl-phenylacetat, Phenethylbenzoat oder 2-Furylme-

thyl-phenylacetat, bevorzugt Benzyl-2-phenylacetat, ist.
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12. Kit geméaf Patentanspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass entwassernde L6-
sungsmittel ausgewahlt ist aus Ethanol, Methanol, Isopropanol, tert. Butanol, 2,2° Thio-

diethanol, Trichloroethanol, Tetrahydrofuran oder Aceton.

5 13,  Verwendung eines aromatischen Esters gemaR Formel | oder gemaR Formel IV mit

/

o Formel |

10 wobei
R' = -H, -CH3 oder -CH>-CHaiist,
R2? ein Rest der Formel Il oder der Formel 111 ist

15
O
n Formel Il
N D
O
CH Formel IlI,
20 R® = -H, -CHas, -CH2-CH3; oder OCHjs ist

R#* = -H oder -CHj ist
R5 = -H oder -CHj3 ist und

n =1 oder 2 ist; oder
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Formel IV

als Einbettungsmedium flr die Praparation einer biologischen Gewebeprobe flr die licht-

mikroskopische Untersuchung.



