10

15

20

25

30

35

40

WO 2022/129222 PCT/EP2021/085982

Verfahren zur optischen Klarung einer Gewebeprobe
mit einem Einbettungsmedium

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 benétigt, um die Gewebeproben zum Beispiel
mittels Lichtblattmikroskopie dreidimensional abbilden zu kénnen. Um die Transparenz von bio-
logischen Praparaten zu erreichen, sind insbesondere Ham-Gruppen des Blutfarbstoffs Hamo-
globin und Lipide aus den biologischen Praparaten zu entfernen. Bei den “entwéssernden” 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 durchgefihrt, um das Wasser vollstédndig 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 “entwassernden” 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 abschéatzen. Ein dermaf3en hoher
Brechungsindex erfordert den Einsatz aromatischer Verbindungen, die generell nicht mit Was-
ser mischbar sind. Spalteholz nutzte flir seine Untersuchungen Mischungen aus Wintergrindl
(Methylsalicylat) und Benzylbenzoat oder Isosafrol in einem den unterschiedlichen 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): €33916. https://doi.org/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 Lésung nicht angemischt und dann auf den Brechungsindex Gberpruft 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 akute und chronische Toxizitat als die anderen zur Gewebebehandlung
eingesetzten aromatischen Verbindungen, wie Dibenzylether, Benzylalkohol oder Benzylben-
zoat. Da es als reine Substanz den gewinschten Brechungsindex erreicht, entfallt ein Misch-

schritt und damit ein Arbeitsschritt und eine mégliche 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 Toxizitat, sein Schmelzpunkt liegt aber bei 6- 9°C, so dass die mit Ethylcinna-
mat geklarten Proben nicht im Kihlschrank aufbewahrt werden kénnen, 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 insbesondere mit weniger Aufwand verbunden ist,

als Mischungen als Einbettungsmedium herzustellen, Einbettungsmedien erhdhter Toxizitat ver-

meidet und das gekuhlte Lagern der entwasserten Gewebeproben erlaubt.

Die Aufgabe wird erfindungsgema&n gelést durch ein Verfahren gemafR Patentanspruch 1. Die
Aufgabe wird weiterhin geldst durch ein Kit gemar Patentanspruch 9 und die Verwendung ge-

maf Patentanspruch 11.

Weitere Ausflihrungsformen 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) Entwéssern 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 Benzaldehyd-Anisol-Ether, bevorzugt ausgewahlt aus 3-
Methoxybenzaldehyd, 4-Methoxybenzaldehyd, 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd oder 4-
Ethoxy-benzaldehyd.

Das erfindungsgemaRe 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.

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, Uberfuhrt. Das Einbettungsme-

dium muss mit dem Lésungsmittel des Entwasserungsschritts mischbar sein.
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Das Einbettungsmedium enthélt in einer Ausfuhrungsform 10 bis 100 Vol.-% des Benzaldehyd-
Ethers und 0 bis 90 Vol.-% eines optisch geeigneten, inerten organischen Lésungsmittels mit
einem Brechungsindex von etwa 1,3, bevorzugt von etwa 1,5. Beispielsweise enthalt das Ein-
bettungsmedium 90 bis 100 Vol.-% des Benzaldehyd-Ethers.

Das Einbettungsmedium enthélt in einer anderen Ausfihrungsform 10 bis 100 Vol.-% des Ben-
zaldehyd-Ethers 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-
halt das Einbettungsmedium 90 bis 100 Vol.-% des Benzaldehyd-Ethers.

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

In der bevorzugten Ausfuhrungsform besteht das Einbettungsmedium aus einem der erfin-
dungsgemaien Benzaldehyd-Anisol-Ether, d.h. der Benzaldehyd-Anisol-Ether wird als Rein-
substanz eingesetzt. Als Reinsubstanz wird dabei der Benzaldehyd-Anisol-Ether in der tech-

nisch verfligbaren Reinheit verstanden.

Der Benzaldehyd-Ether ist ein Benzaldehyd-Anisol-Ether. Bevorzugt ist der Benzaldehyd-
Anisol-Ether ausgewahlt aus 3-Methoxybenzaldehyd (meta-Anisaldehyd; CAS Nr. 591-31-1), 4-
Methoxybenzaldehyd (para-Anisaldehyd; CAS Nr. 123-11-5), 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd
(6-Hydroxy-m-Anisaldehyd; CAS Nr. 672-13-9) oder 4-Ethoxy-benzaldehyd (HomoAnisaldehyd;
CAS Nr. 10031-82-0). 3-Methoxybenzaldehyd weist als technisches Produkt eine Reinheit von
ca. 97,0 % auf. 4-Methoxybenzaldehyd weist als technisches Produkt eine Reinheit von ca.
97,0 % auf. 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd weist als technisches Produkt eine Reinheit von
ca. 98,0 % auf. 4-Ethoxy-benzaldehyd weist als technisches Produkt eine Reinheit von ca. 99 %

auf.

Der Entwasserungsschritt a) dient dazu, eine wasserfreie Gewebeprobe zu erhalten. Die Gewe-
beprobe wird in einer Ausfiihrungsform in mehreren Durchgéngen bevorzugt mit verschiedenen
Dehydratisierungs-Zusammensetzungen mit einer absteigenden Wasserreihe behandelt, d.h.
Mischungen mit einem aufsteigenden Anteil eines mit Wasser mischbaren organischen L6-
sungsmittels, um das Wasser aus dem Gewebe zu entfernen. Als entwasserndes Medium wer-
den Alkohole, Ketone oder Ether eingesetzt. Geeignete entwéssernde Lésungsmittel sind z.B.
Ethanol, Methanol, Isopropanol, Tert. Butanol (IUPAC: 2-Methylpropan-2-ol), Tetrahydrofuran

oder Aceton.

Das Entwéasserungsmedium hat dabei folgende Eigenschaften: 1. es mischt sich vollstdndig mit
Wasser, damit (ber eine aufsteigende Konzentrationsreihe dem Gewebe schrittweise das Was-

ser und das Fixationsmittel entzogen werden kann und 2. es mischt sich vollstandig mit dem
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Einbettungsmedium, welches den Brechungsindex an den des entwésserten Gewebes an-
gleicht.

In einer alternativen Ausfuhrungsform 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.

Beim erfindungsgeméfRen Verfahren umfasst der Entwasserungsschritt a) in einer Ausfihrungs-
form zum Erhalt einer wasserfreien Gewebeprobe die Anwendung von Dehydratisierungs-Zu-
sammensetzungen
- 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, Ketons oder Ethers, wobei die
Lésungsmittelkonzentration der Dehydratisierungs-Zusammensetzungen von 30% bis
100 Vol-% reichen.

In einer alternativen Ausfliihrungsform des erfindungsgeméaBen Verfahrens wird der Entwésse-
rungsschritt a) zum Erhalt einer Gewebeprobe mit einem Restwassergehalt >2 % unter Anwen-
dung von Dehydratisierungs-Zusammensetzungen
- aus wassrigem Ethanol mit steigenden Konzentrationen von Ethanol, wobei die Ethanol-
konzentrationen der Dehydratisierungs-Zusammensetzungen von 50% bis 98 Vol-%, be-
vorzugt 70 % bis 98% , besonders bevorzugt 75 bis 98 Vol.% reichen oder
- aus einer wassrigen Mischung eines anderen Alkohols, Ketons oder Ethers, wobei die
Lésungsmittelkonzentration der Dehydratisierungs-Zusammensetzungen von 50% bis
98 Vol-%, bevorzugt 70 % bis 98% , besonders bevorzugt 75 bis 98 Vol.% reichen.
Die eingesetzten Dehydratisierungs-Zusammensetzungen enthalten bevorzugt, auch in der letz-
ten Stufe des Entwasserungsschritts noch 2-30 Vol.-% Wasser. In dieser Ausfuhrungsform
kann beispielsweise auch vergéllter Ethanol mit einem Restwassergehalt von z.B. 4-6 Vol.-%

eingesetzt werden.
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In einer weiteren alternativen Ausflhrungsform des erfindungsgemagen Verfahrens wird der
Entwésserungsschritt a) in einem Gradientenmischer durchgefihrt. Hierzu wird eine Gewebe-
probe in ein Mischgefafl® (Gradientenmischer) eingebracht. Es wird Gber einen Eingang ein ent-
wasserndes Lésungsmittel eingebracht bis ein Restwassergehalt von 5 bis 20 Vol.-% erreicht
ist. Das entwéassernde Lésungsmittel kann eine Lésungsmittelkonzentration von 100 Vol.-% ha-
ben oder einen Restwassergehalt zwischen 2 und 50 Vol-% aufweisen. In einer Variante wird
die Gewebeprobe im Gradientmischer zu Beginn direkt in ein entwasserndes Lésungsmittel mit
einer Lésungsmittelkonzentration von 50 Vol.-% eingebracht und der Gradient dann in kleinen
Schritten erhéht.

Bevorzugt wird die Gewebeprobe direkt aus dem Gradientenmischer in das Einbettungsmedium
Uberfuhrt, ohne dass es vorher in hochreinem Lésungsmittel inkubiert wird. Ein Inkubierungs-

schritt in hochreinem Lésungsmittel findet bevorzugt in Schritt a) und Schritt b) nicht statt.

Es ist Gberraschend, dass eine Klédrung der Gewebeproben auf diese Weise mdglich ist. Nach
dem Stand der Technik 1&uft das Verfahren in einem Gradientenmischer wie folgt ab: Eine Ge-
webeprobe wird in ein Mischgefal (Gradientenmischer) eingebracht. Dieses hat z.B. einen Ein-
gang oben, und einen Ausgang seitlich. Wenn die Probe in 50% Ethanol in dieses Mischgefaf}
eingelegt wird und Uber den Eingang mit einer Dosierpumpe mit hoher Konzentration (> 95 Vol.-
% Loésungsmittel) eingebracht wird, dann baut sich ein Gradient auf, der asymptotisch den Wert
von 100 Vol.-% zu erreichen versucht. Auf diese Weise wird der Probe ein vorteilhafter stetig
ansteigenden Ethanolgehalt angeboten. Da bei der Mischung die 100% nie erreicht werden
kann, wird die Probe Ublicherweise nachtraglich noch in hochreinem Ethanol inkubiert. Nach
dem Stand der Technik wird dieser Inkubationsschritt mehrfach wiederholt. Daher kann die Do-
sierpumpe in der Praxis aus kostentechnischen Grinden mit technischem Ethanol befullt wer-

den.

Erfindungsgemag ist 1. der letzte (gegebenenfalls wiederholte) Inkubationsschritt mit absolutem
Ethanol Uberfllissig geworden und 2. ist der mit dem Gradientenmischer erreichte Endpunkt, so
lange er Uber etwa 80% Ethanol liegt, fir die weitere Kldrung der Gewebeprobe in Schritt b)

ausreichend.

In einer weiteren alternativen Ausflhrungsform wird der Entwésserungsschritt a) in einem einzi-
gen Durchgang durchgeftihrt. Es wird keine Entwasserungsreihe mit mehreren Durchgéngen
verwendet, sondern die Entwasserung gemaf Schritt a) erfolgt in einem einzigen Durchgang
durch Einlegen der Gewebeprobe in entwasserndes Lésungsmittel mit einer Losungsmittelkon-
zentration von mindestens 70 Vol.-%. Diese Ausflhrungsform eignet sich besonders fir Gewe-

beproben mit kompaktem Gewebe, die wenig Wasser aufnehmen. Im nachfolgenden Schritt b)
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wird die Gewebeprobe sofort in das Einbettungsmedium gegeben, wiederum ohne Inkubation in
einem hochreinen Lésungsmittel zur vollstdndigen Entwésserung. Dieses fuhrt zu einem deutli-
chen Zeitgewinn und gleichzeitig auch zu einer deutlichen Einsparung bei den verwendeten Re-
agenzien. Die Einsparung bei den Reagenzien ergibt sich dabei zum einen aus der geringeren
Menge Lésungsmittel, die bendtigt wird. Zum anderen ist es nicht mehr notwendig ein hochrei-
nes wasserfreies Losungsmittel einzusetzen, sondern es kann ein Lésungsmittel in technischer
Qualitat verwendet werden. Bei Ethanol muss beispielsweise nicht teurer 100% hochreiner
Ethanol verwendet werden, sondern es kann der deutlich kostengtnstigere vergallte Ethanol
verwendet werden. Nach dem Stand der Technik wird die Inkubation mit hochreinem wasser-
freien Losungsmittel wiederholt, um die letzten Reste Wasser vollsténdig zu entfernen, auch
wird in vielen Protokollen die Inkubation in dem Einbettungsmedium aus dem gleichen Grund
wiederholt. Da erfindungsgeman in beiden Ausflihrungsformen die abschlieBenden Inkubatio-
nen zur sicheren Entfernung von Restwasser aus dem Gewebe entfallen, werden gemaR des

erfindungsgeméien Verfahrens Reagenzien eingespart.

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

o 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

o mit Aminoalkoholen entfarbt.

In einer Ausfiihrungsform des erfindungsgemaRen 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 durchgefihrt. Die im erfindungsgemé&fien Verfahren behandelte
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Gewebeprobe ist somit bereits vorbehandelt. Die Vorbehandlung durch Elektrophorese erfolgt
bevorzugt gemafl dem in DE 10 2016 123 458 B3 beschriebenen Verfahren zur elektrophoreti-
schen Klérung. Fur die Durchfihrung der elektrophoretischen Klarung wird Bezug genommen
auf die Patentschrift DE 10 2016 123 458 B3, deren Inhalt hiermit in diese Anmeldung aufge-

nommen wird.

Die optisch geklarte Gewebeprobe wird im erfindungsgeméaRen 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 erfindungsgemaien Benzaldeyd-Anisol-Ethern besitzt z. B. 3-Methoxybenzal-
dehyd einen Brechungsindex von n = 1.552 und 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd eine Bre-
chungsindex von n = 1.580. Bei der Verwendung der erfindungsgemaRen Benzaldehyd-Anisol-
Ether als Einbettungsmedium fir Gewebeclearing von entwasserten Gewebeproben konnte
eine zumindest identische Durchsichtigkeit, teilweise eine verbesserte Durchsichtigkeit gegen-
Uber Gewebeproben erzielt werden, die mit Methylsalicylat/Benzylbenzoat und mit Ethylcinna-

mat behandelt wurden.

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 Mischungsverhéltnisses 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 altere Embryonen (2:1) < Gehirn und Ricken-
mark (1:1). Diese Variabilitét hat direkte Folgen fur die Durchsichtigkeit der unterschiedlichen
Gewebe und deren mikroskopischen Untersuchung und insbesondere fir quantitativ-spektro-
skopische Bestimmungen, welche mit einem Mikroskop durchgeflihrt werden kénnen. Das erfin-
dungsgemaie 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 anzun&hern.

Gegenuber den bisher Ublicherweise benutzten Einbettungsmedien Benzylbenzoat/Benzylalko-
hol-Mischungen (BABB) und Methylsalicylat-BenzylBenzoat-Mischungen besitzen die Benzal-

dehyd-Anisol-Ether somit den Vorteil, dass sie, genau wie Dibenzylether, als reine Substanz
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eingesetzt werden kénnen: Da bereits die reine Substanz den gewtinschten Brechungsindex
erreicht, muss der Brechungsindex nicht durch Anmischen des Einbettungsmediums eingestellt
werden. Somit entféllt ein Mischschritt und damit ein Uberfliissig gewordener Arbeitsschritt und

eine mogliche Fehlerquelle.

Uberraschenderweise dringen die erfindungsgemafien Benzaldehyd-Anisol-Ether deutlich
schneller in das entwésserte Gewebe ein als die bisher bekannten Einbettungsmedien und ma-
chen das Gewebe schnell durchsichtig. Bei der Vorbereitung der Probe lasst sich hierdurch Zeit
einsparen und die Probe kann schneller der Untersuchung unter dem Lichtmikroskop zugefuhrt
werden. Entsprechend liegen auch schneller die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersu-
chungen vor. Die Dichte des entwasserten Gewebes wird durch die Dichte des noch im Ge-
webe enthaltenen entwéssernden Lésungsmittels, z.B. Ethanol bestimmt. Da das Einbettungs-
medium typischerweise eine hdhere Dichte aufweist, ist die vollstdndige Eindringung des Ein-
bettungsmediums in die Gewebeprobe gut durch das Absinken der Gewebeprobe im Einbet-
tungsmedium nachzuverfolgen. Beispielweise wird mit 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd be-
reits nach 30-45 min ein vollstdndiges Eindringen des Einbettungsmediums in die Gewebe-
probe erreicht d.h. die Gewebeproben liegen auf dem GefaRboden. Bei herkdmmlichen Einbet-
tungsmedien wie Dibenzylether oder und Methylsalicylat-BenzylBenzoat-Mischungen sind da-
gegen typischerweise mehrere Stunden bis Uber Nacht fir diesen Verfahrensschritt Ublich. Das
erfindungsgemaéfe Verfahren bietet somit den Vorteil, dass das Einbettungsmedium schneller in
das Gewebe der Gewebeprobe diffundiert und bei der Vorbereitung der Probe eine deutliche
Zeitersparnis erreicht wird. Die Gewebeproben kénnen somit schneller lichtmikroskopisch unter-

sucht werden.

Wenn die Gewebeprobe Restwasser enthélt und in ein organisches Lésungsmittel als Einbet-
tungsmedium Uberflhrt wird, in dem sich dieses Wasser nicht mehr 16sen kann, wird das Was-
ser im Gewebe gefangen und fihrt auf Grund der unvollstédndigen Mischbarkeit zu einer die
Durchsichtigkeit beeintrachtigenden Turbiditat. Die Gewebeproben werden deshalb bisher z.B.
Ublicherweise mehrfach mit hoch-reinem Ethanol und oft anschlieBend wiederholt mit Einbet-
tungsmedium inkubiert, um eine Beeintrachtigung der Transparenz der Probe zu vermeiden.
Nach dem Stand der Technik wird deshalb, wie bereits erlautert, die Inkubation mit hochreinem
wasserfreien Lésungsmittel wiederholt, um die letzten Reste Wasser vollstdndig zu entfernen,
auch wird in vielen Protokollen die Inkubation in dem Einbettungsmedium aus dem gleichen

Grund wiederholt.

Erfindungsgeman erfolgt die Klarung des Gewebes mit einem Benzaldehyd-Anisol-Ether. Es
hat sich Uberraschenderweise gezeigt, dass eine gute Transparenz auch bei Gewebeproben

erreicht werden kann, die Restwasser enthalten. Bei kleinen Restwasseranteilen von 2-5 Vol.-%
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ist keinerlei Beeintrachtigung der Transparenz zu beobachten, und selbst bei hohen Wasseran-
teilen von bis zu 20 % bzw. bis zu 30 Vol.-%, abhdngig von der behandelten Gewebeart, wird
nur eine sehr geringe Turbiditét beobachtet, die noch eine lichtmikroskopische Untersuchung

der Probe zul&sst.

Das erfindungsgemafe Verfahren bietet daher ein besonders schnelles und einfaches Verfah-
ren zur Entwésserung einer Gewebeprobe, da anders als bei allen bisher bekannten Einbet-
tungsmedien ein geringer Restwasseranteil bis zu 10 Vol.-% keine Beeintrachtigung der licht-
mikroskopischen Ergebnisse bedingt und auch gréRere Restwassermengen noch zu einer ak-

zeptablen Transparenz der Gewebeprobe flhren.

Das erfindungsgemaRe Verfahren erlaubt auch eine vereinfachte Verfahrensfihrung gegentiber
Klarungsverfahren mit herkdmmlichen Einbettungsmedien. Geman Stand der Technik wird die
Gewebeprobe beim Entwassern von Gefaly zu Gefa Uberfuhrt mit einer dabei steigenden Kon-
zentration des entwassernden Lésungsmittels, also z.B. mit einer steigenden Ethanolkonzentra-
tion. Es werden also recht viele Einzelschritte nétig und die Schritte sind diskret. AuBerdem
muss im letzten Schritt bzw. den letzten Schritten immer hochreines Lésungsmittel z.B. hochrei-

ner Ethanol eingesetzt werden.

Beim erfindungsgemé&Ren Verfahren kann auch ein entwasserndes Losungsmittel mit einem
Restanteil an Wasser verwendet werden. So kann z.B. vergéllter 95-97 %-iger technischer
Ethanol anstelle des hochreinen Ethanols eingesetzt werden. Das erfindungsgemafe Verfahren

fuhrt daher auch zu einer Kosteneinsparung bei den eingesetzten Lésungsmitteln.

Das erfindungsgemaRe Verfahren erlaubt auch eine vereinfachte Verfahrensfiihrung bei Ver-
wendung eines Gradientmischers, weil hier ebenfalls keine anschlieBende vollstédndige Entwas-

serung mit einem hochreinen Lésungsmittel erfolgen muss.

Die Benzaldehyd-Anisol-Ether weisen zudem eine geringe Toxizitat auf. Dieses ist bei der Be-
nutzung als Einbettungsmedium vorteilhaft, da sich die Gewebeprobe im Mikroskop unmittelbar
unterhalb der Atemwege des Benutzers befindet und dieser von der Probe aufsteigende
Dampfe einatmen kann. Die Toxizitat von para-Anisaldehyd ist laut der Europaische Chemika-
lienagentur ECHA toxikologisch unbedenklich, anders als Dibenzylether oder Benzylben-

zoat/Benzylalkohol-Mischungen.

Das erfindungsgemaRe Kit zur Praparation von biologischen Gewebeproben fir die Lichtmikro-

skopie, enthalt:



10

15

20

25

30

35

WO 2022/129222 -11- PCT/EP2021/085982

- ein entwasserndes Lésungsmittel zum Entwéssern der Gewebeprobe und
- ein Einbettungsmedium zum Kl&ren der entwésserten Gewebeprobe durch Einlegen in
das Einbettungsmedium,
wobei
das Einbettungsmedium ein Benzaldehyd-Anisol-Ether, wie vorstehend beschrieben, ist, ausge-
wahlt aus 3-Methoxybenzaldehyd, 4-Methoxybenzaldehyd, 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd
und 4-Ethoxy-benzaldehyd. Der Benzaldehyd-Anisol-Ether wird bevorzugt in den vorstehend

beschriebenen Konzentrationen und Reinheiten eingesetzt.

Das entwéassernde Losungsmittel im Kit ist ein Ether, Keton oder Alkohol, bevorzugt ist das L6-
sungsmittel ausgewahlt aus Ethanol, Methanol, Isopropanal, tert. Butanol, 2,2 Thiodiethanol,

Trichloroethanol, Tetrahydrofuran und Aceton.

Erfindungsgeman erfolgt die Verwendung eines Benzaldehyd-Anisol-Ethers

ausgewahlt aus 3-Methoxybenzaldehyd, 4-Methoxybenzaldehyd, 2-Hydroxy-5-methoxybenzal-

dehyd oder 4-Ethoxy-benzaldehyd

als Einbettungsmedium fiir die Praparation einer biologischen insbesondere humanen Gewebe-
probe fiir die lichtmikroskopische Untersuchung.

Der erfindungsgemaf verwendete Benzaldehyd-Anisol-Ether wird bevorzugt in den vorstehend

beschriebenen Konzentrationen und Reinheiten verwendet.

Beispiele

Beispiel 1
Es wurden mehrere Gewebeproben (Schweinelunge) mit einem Volumen von etwa 0,25 ml
(0,5x0,5x1 cm?®) in absolutem Ethanol entwassert und fotografiert. Die mit Ethanol entwasserten

Gewebeproben sind in Figur 1, linke Seite dargestellt.

Die entwéasserten Gewebeproben wurden dann fur 3 Stunden in 5 ml des jeweiligen Einbet-
tungsmediums gegeben. Als Einbettungsmedien wurden erfindungsgeman 2-Hydroxy-5-me-
thoxybenzaldehyd und als Vergleichsbeispiel ein Gemisch von Methylsalicylat mit Benzylben-
zoat mit dem 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd angeglichenen Brechungsindex verwendet.
Das Resultat des Klarungsschritts wurde ebenfalls fotografiert. Die Ergebnisse sind in Figur 1,
rechte Seite dargestellt. Es zeigt sich, dass zwar bereits die Klarung mit Methylsa-
licylat/Benzylbenzoat zu einer guten Durchsichtigkeit der Gewebeprobe fuhrt. Mit dem erfin-
dungsgemaien 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd konnte aber eine noch bessere Transparenz

erzielt werden.
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Beispiel 2

Es wurden mehrere Gewebeproben (Schweinelunge) mit einem Volumen von etwa 0,25 ml
(0,5x0,5x1 cm?®) wie in Beispiel 1 beschrieben, vorbereitet, wobei als Einbettungsmedien 2-Hyd-

roxy-5-Methoxybenzaldehyd, EthylCinnamat und Dibenzylether verwendet wurden.

Dann wurden die Gewebeproben in absolutem Ethanol tiber Nacht gelagert und das Einbet-
tungsmedium so wieder aus den Gewebeproben rausgewaschen. Die Gewebeproben wurden
in Ethanol mit definierten Wassergehalten Gberflhrt, um einen definierten Restwasseranteil im
Gewebe zu erreichen, 2 Stunden inkubiert und anschlieRend wieder in das jeweilige Einbet-
tungsmedium gegeben, um fotografiert zu werden. Die Gewebeproben wurden in Ethanol mit
95 Vol.-% Ethanolgehalt, 90 Vol.-% Ethanolgehalt und 80 Vol.-% Ethanolgehalt gegeben. Die
Resultate wurden fotografiert und sind in Figur 2 dargestellt. Die erste Reihe zeigt die zu 100 %
entwésserten Gewebeproben in den Einbettungsmedien, die zweite Reihe zeigt die in Ethanol
mit 5 Vol.-% Wassergehalt inkubierten Gewebeproben im Einbettungsmedium, die dritte Reihe
zeigt die in Ethanol mit 10 Vol.-% Wassergehalt inkubierten Gewebeproben im Einbettungsme-
dium und die vierte Reihe zeigt die in Ethanol mit 20% Wassergehalt inkubierten Gewebepro-
ben im Einbettungsmedium. Die untere Reihe zeigt die gleichen Gewebeproben in absolutem
Ethanol, d.h. bevor sie in die jeweiligen Einbettungsmedien gegeben werden. Vollstandig ent-

wassert in Ethanol sind alle Proben gleichermafien undurchsichtig.

Es zeigt sich, dass die aus dem Stand der Technik bekannten Einbettungsmedien Di-
benzylether und Ethylcinnamat nur bei keinem Restwasser oder nur einer sehr geringen Rest-
wassermenge die gewilnschte Transparenz erreichen. Bei DBE reicht bereits eine Restwasser-
menge von 5 Vol.-% aus, damit die Probe nicht mehr durchsichtig wird und daher nicht mikro-
skopiert werden kann. Auch ECi zeigt bei einer Restwassermenge von 95 % schon eine deutli-
che Eintribung, und die Gewebeprobe ist nichtmehr vollstdndig durchsichtig. Die mit 2-Hyd-
roxy-5-Methoxybenzaldehyd geklarten Gewebeproben bleiben hingegen selbst bei einer Rest-
wassermenge von 10 Vol.-% (90 Vol.-% Ethanol) vollstdndig durchsichtig und zeigen erst bei 20

% Restwasser (80% Ethanolgehalt) eine leichte Eintribung.

Beispiel 3
Gewebeproben mit einem Volumen von etwa 0,25 ml (0,5x0,5x1 cm?®) wurden in absolutem
Ethanol entwdassert. AnschlieRend wurden sie in ein Einbettungsmedium in einem Probengefal

Uberfuhrt. Als Einbettungsmedien wurden erfindungsgemaf 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd
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und als Vergleichsbeispiel Dibenzylether und Mischungen von Methylsalicylat mit Benzylben-
zoat verwendet. Es konnte beobachtet werden, dass bei 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd die
Gewebeprobe schon nach 15 min deutlich unter der Oberfldche hing und abhangig von der Art
des Gewebes nach 30-45 min auf dem Boden des GeféRRes lag. In Dibenzylether sank die Ge-
webeprobe erst nach mehreren Stunden zu Boden, vergleichbar mit der Zeit, die Mischungen

von Methylsalicylat/Benzylbenzoat und DBE bendtigen.

In einem weiteren Versuch wurden die Geschwindigkeit bestimmt, mit der das entwassernde
Lésungsmittel Ethanol in einer Gewebeprobe durch die Einbettungsmedien ersetzt wurde. Als
Einbettungsmedien wurden das erfindungsgemafe 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd und als
Vergleichsbeispiele Dibenzylether und Ethylcinnemat verwendet. Die Gewebeproben wurden
fir 15 min, 30 min und 70 min in das Einbettungsmedium gelegt und dann fotografiert. Die Er-
gebnisse sind in Figur 3 dargestellt. In der oberen Reihe sind die Gewebeproben nach 15 min
Klarung fotografiert. In der mittleren Reihe sind die Gewebeproben nach 30 min Klarung foto-
grafiert. In der unteren Reihe sind die Gewebeproben nach 70 min Klarung fotografiert. Es ist zu
erkennen, dass die mit 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd behandelte Gewebeprobe bereits
nach 70 Min durchsichtig ist, wahrend die mit ECi behandelte Probe nur eine leichte Durchsich-
tigkeit zeigt und die mit DBE behandelte Gewebeprobe noch gar nicht durchsichtig ist. Mit dem
erfindungsgemaéen Klarungsverfahren wird somit eine deutlich schnellere Klarung der Gewe-

beprobe erreicht.

Die Erfindung ist nicht auf eine der vorbeschriebenen Ausfuhrungsformen beschrankt, sondern

in vielféltiger Weise abwandelbar.

Samtliche aus den Anspruchen, der Beschreibung und der Zeichnung hervorgehenden Merk-
male und Vorteile, einschlieBlich Verfahrensschritten, kénnen sowonhl fir sich als auch in den

verschiedensten Kombinationen erfindungswesentlich sein.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Herstellung transparenter Gewebeprobe eines biologischen Gewebes zur

lichtmikroskopischen Untersuchung, umfassend die Schritte:

a) Entwéssern der Gewebeprobe mit einem entwassernden Lésungsmittels und

b) Klaren der entwasserten Gewebeprobe durch Einlegen in ein Einbettungsme-
dium enthaltend einen Benzaldehyd-Anisol-Ether ausgewéahlt aus 3-Methoxyben-
zaldehyd, 4-Methoxybenzaldehyd, 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd oder 4-
Ethoxy-benzaldehyd.

Verfahren gemaR Patentanspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass das Einbettungsme-
dium 10 bis 100 Vol.-% des Benzaldehyd-Anisol-Ethers enthalt und 0 bis 90 Vol.-% eines
optisch geeigneten, inerten organischen Lésungsmittels mit einem Brechungsindex von

etwa 1.3, bevorzugt 1.5 enthalt.

Verfahren gemagR Patentanspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass das Einbettungsme-
dium 10 bis 100 Vol.-% des Benzaldehyd-Anisol-Ethers enthalt und 0 bis 90 Vol.-% eines
optisch geeigneten, inerten organischen Ldsungsmittels mit einem Brechungsindex von

etwa 2.0, bevorzugt 1.65 enthalt.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
das Einbettungsmedium aus einem Benzaldehyd-Anisol-Ether ausgewéahlt aus 3-Me-
thoxybenzaldehyd, 4-Methoxybenzaldehyd, 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd oder 4-
Ethoxy-benzaldehyd besteht.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass
der Entwéasserungsschritt a) die Anwendung von Dehydratisierungs-Zusammensetzun-
gen aus wassrigem Alkohol, Keton oder Ether umfasst und die Dehydratisierungs-Zu-
sammensetzungen eine wassrige Mischung eines Alkohols, Ketons oder Ethers mit einer
Lésungsmittelkonzentration der Dehydratisierungs-Zusammensetzungen von 50 Vol.-%
bis 98 Vol-%, bevorzugt 70 Vol.-% bis 98 Vol.-% , besonders bevorzugt 75 bis 98 Vol.%
ist, bevorzugt eine wassrige Mischung aus wassrigem Ethanol mit steigenden Konzent-
rationen von Ethanol, wobei die Ethanolkonzentrationen der Dehydratisierungs-Zusam-

mensetzungen von 50 Vol.-% bis 98 Vol-%reichen.

Verfahren gemaR einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass

der Entwésserungsschritt Schritt a) in einem Gradientenmischer durchgefihrt wird und
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die Gewebeprobe bevorzugt zu Beginn des Entwésserungsschritts direkt in ein entwés-
serndes Lésungsmittel mit einer Losungsmittelkonzentration von 50 % eingebracht und
der Gradient dann in kleinen Schritten erhéht wird.

7. 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

. mit Formaldehyd fixiert wird und/oder

. gewaschen wird und/oder

. mit Wasser gewaschen wird und/oder

. in einer wassrigen alkalischen Lésung inkubiert wird und/oder
. mit einer Detergenzienldésung 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 gemé&R einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
die Gewebeprobe, bevor sie in Schritt a) dehydriert und Schritt b) optisch geklart wird, fi-
xiert wird und das Fixierungsmittel ausgewahlt ist aus

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

- koagulierenden Fixantien wie Alkoholen und anderen organischen Lésungsmitteln, Sau-
ren, Kaliumdichromat, Bleinitrat, Kupfersulfat und Quecksilberchlorid und Mischungen

hiervon.

9. Verfahren geméafR einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
die optisch gekléarte Gewebeprobe in einem weiteren Schritt unter einem Mikroskop unter-
sucht wird, um ein Bild der inneren Struktur der Probe zu erhalten, wobei das Mikro-
skop ein Lichtmikroskop ist.

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

- ein entwasserndes Losungsmittel zum Entwassern der Gewebeprobe und
- ein Einbettungsmedium zum Kl&ren der entwésserten Gewebeprobe durch Einlegen in
das Einbettungsmedium,

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

das Einbettungsmedium ein Benzaldehyd-Anisol-Ether ausgewanhlt aus 3-Methoxybenzaldehyd,

4-Methoxybenzaldehyd, 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd oder 4-Ethoxy-benzaldehyd ist.
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11. Kit gemafR Patentanspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der Benzaldehyd-Anisol-
Ether ausgewahlt ist aus 3-Methoxybenzaldehyd, 4-Methoxybenzaldehyd, 2-Hydroxy-5-
5 methoxybenzaldehyd und 4-Ethoxy-benzaldehyd.

12. Kit gemaf Patentanspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass entwassernde L6-
sungsmittel ausgewahlt ist aus Ethanol, Methanol, Tetrahydrofuran, Isopropanol, tert.
Butanol, 2,2 Thiodiethanol, Trichloroethanol oder Aceton.
10
13.  Verwendung Benzaldehyd-Anisol-Ethers ausgewahlt aus 3-Methoxybenzaldehyd, 4-Me-
thoxybenzaldehyd, 2-Hydroxy-5-methoxybenzaldehyd oder 4-Ethoxy-benzaldehyd

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

15 mikroskopische Untersuchung.



