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Einleitung

Die Praparation hochwertiger Schnitte fiir die Histopathologie erfordert Geschick und
Erfahrung - aber wir haben ja alle einmal klein angefangen. Die vorliegende Broschiire
soll Anfangern in der Mikrotomie und Praparation von Paraffinschnitten als Starthilfe
dienen, wahrend sie erfahreneren Histologen die Auffrischung des vorhandenen
Wissens ermdglicht. Es werden die wichtigsten Aspekte angesprochen, die bei der
Einrichtung und dem sicheren Betrieb eines Rotationsmikrotoms zur Darstellung
von Paraffinschnitten zu beachten sind. Dabei werden auch einige der haufigsten
Fehler besprochen, die zu suboptimalen Schnittergebnissen fiihren, und es werden
Vorschlage gemacht, wie sich diese vermeiden lassen.

In dieser Broschiire finden Sie Abbildungen des manuellen Mikrotoms RM2235,
jedoch gelten die hier gegebenen Empfehlungen und Anmerkungen gleichermalen
fiir die meisten modernen Rotationsmikrotome. Eine Beschreibung der technischen
Daten und Sicherheitsfunktionen anderer Mikrotommodelle sowie die zugehdrigen
Gebrauchsanweisungen finden Sie in den Benutzerhandbiichern der jeweiligen
Instrumente.
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2 / Mikrotomie und Paraffinschnittdarstellung
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1. Proben richtig fixieren

Der wichtigste Schritt bei der Praparation histologischer Proben ist die
Fixierung. Sie konnen beim Infiltrieren und Schneiden des Gewebes noch so
sorgfaltig vorgehen, die wirklich wichtigen morphologischen Details werden
nur erkennbar, wenn das Gewebe unverziiglich und fachgerecht fixiert wurde.

» Unzureichend fixierte Proben lassen sich haufig wesentlich schlechter
schneiden als gut fixierte.

» AuBerdem geht eine mangelnde Fixierung mit Defiziten in der Morphologie
einher, selbst wenn nachfolgende Schritte wie Infiltration und Schnitterstellung
optimal verlaufen.
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2. Gewebe fachgerecht infiltrieren

Paraffinblocke lassen sich nur dann miihelos schneiden, wenn eine gut
fixierte Probe iiber eine angemessene Zeit korrekt infiltriert wurde.

» Probleme resultieren sowohl aus der unzureichenden (Probe zu groR, Zeit
zu kurz) als auch der iibermaRigen (Zeit zu lang fiir GroRe und Art der Probe)
Infiltration. In beiden Féllen lassen sich die Blocke nur schwer oder unter
Umstanden gar nicht schneiden.

» Mit Hilfe verschiedener Techniken kénnen auch aus schwierigen Blocken noch
Schnitte erstellt werden.

» Wenn sich das Schneiden des Blocks problematisch gestaltet, weil das Gewebe pjaser pankreasblock wurde unzureichend
hart oder briichig ist, kann die freiliegende Flache in kaltem Wasser oder einem fixiert und nach einem viel zu kurzen

Weichmacher getrankt werden, beispielsweise in einem milden Detergens, Protokoll infiltriert. Er weist die typischen
Zeichen einer mangelhaften Infiltration auf,

die zu einer betrachtlichen Schrumpfung
» Aus kalziumhaltigen Proben lassen sich unter Umstdnden mehrere Schnitte der Probe innerhalb des umgebenden

erstellen, wenn man einen Oberflachenentkalker verwendet und fiir 10 Minuten Wachses fiihrte. Das Gewebe erwies

oder ldnger auf das freiliegende Gewebe einwirken I4sst. Spiilen Sie diese sich als weich und schwammig und

Bléck b.b SR e B ohenhalter desMik = lieB sich nicht schneiden. Daher war
ocke gut ab, bevor Sie sie in den Probenhalter des Mikrotoms einsetzen sine eme e EE Piotia

und den Schneidevorgang fortsetzen, da Riickstande des Entkalkers die

Andruckplatte des Klingenhalters beschadigen konnen.

einem Gewebeweichmacher oder Mollifex.

»  Fiir schwierige Blocke, die vielleicht unsachgemaR fixiert oder infiltriert wurden
und daher mit den herkdmmlichen Schneidverfahren nicht bearbeitet werden
konnen, wird das Paraffin-Tape-Transfer-System empfohlen.

» Falls Sie aus einem Block gar keine Schnitte erzeugen kdnnen, weil die
Probe ungeniigend infiltriert wurde, wird eventuell eine erneute Infiltration
erforderlich.
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3. Proben sorgféltig einbetten

Das Einbetten ist ein wichtiger Schritt, der umsichtig angegangen werden muss.
Andernfalls konnen sich bei der Mikrotomie groRere Schwierigkeiten ergeben.

»

»

»

»

Einerseits ist eine unzureichende Fiillung der Einbettkassette zu vermeiden,
da dies zur Instabilitdt bei der Einspannung im Mikrotom und somit zu
variierenden Schnittdicken und anderen Problemen fiihren kann.

Andererseits darf die Kassette aber auch nicht tiberfiillt werden, weil dies die
Ausrichtung der Schnittflache des Blocks behindern kdnnte.

Vor dem Einspannen sollte iiberschiissiges Wachs von den AuBenflachen der
Kassette entfernt werden, um sicherzustellen, dass der Block beim Schneiden
fest arretiert bleibt.

Dariiber hinaus ist auf die richtige Probenausrichtung zu achten (siehe Punkt 8
auf Seite 11).

\ Knowledge
h athway

Beispiele fiir Kassettenfiillung: zu wenig
Wachs (links), zu viel Wachs (rechts) und
richtig befiillt (Mitte). Enthalt die Kassette
zu viel oder zu wenig Wachs, kann das zu
Problemen bei der Schnittdarstellung fiihren.
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4. Einen geeigneten Standort fiir das

Mikrotom auswahlen

Die Bedeutung des Mikrotomstandorts im Labor ist nicht zu unterschéatzen.

»

»

»

»

6/

Stellen Sie das Mikrotom auf eine stabile Arbeitsflache. Achten Sie

auf ausreichenden Abstand zu Tiiren oder Durchgangen, die haufig

von Mitarbeitern benutzt werden, und vermeiden Sie Zugluft. Jegliche
Luftbewegung, wie sie auch unter Klimaanlagen entsteht, kann die Handhabung
der Schnitte massiv erschweren.

Vorzugsweise sind ein hohenverstellbarer Arbeitstisch und ein ergonomischer
Stuhl anzubieten.

Die Anwender sollten bei der Arbeit am Mikrotom nicht abgelenkt werden,

um Verletzungen durch die duBerst scharfen Klingen zu vermeiden. Aus
Sicherheitsgriinden ist bei der Aufstellung des Mikrotoms im Labor also auch
die Moglichkeit der Ablenkung durch andere Mitarbeiter zu beriicksichtigen.
In der direkten Umgebung des Mikrotoms ist es ratsam, einen rutschfesten
Bodenbelag zu wahlen, da bei der Arbeit am Mikrotom unweigerlich
Schnittabfalle und Wachs auf den Boden fallen und die Rutschgefahr erhdhen.
In vielen Labors entscheidet man sich fiir rutschfeste Matten, um die
Arbeitssicherheit zu verbessern.



5. Sicherheitsfunktionen korrekt verwenden

Machen Sie sich mit den Sicherheitsfunktionen des von lhnen bedienten
Mikrotoms vertraut und beachten Sie beim Schneiden einige Grundregeln.

»

»

»

»

»

»

Mikrotommesser und Einwegklingen sind besonders scharf und kdnnen

bei unsachgemaRer Handhabung ernsthafte Verletzungen hervorrufen.
Arbeitsunfélle drohen insbesondere, wenn der Anwender abgelenkt oder
unkonzentriert ist.

Nutzen Sie eine Pinzette oder einen Pinsel, um Schnitte zu manipulieren oder
Wachsreste von der Klinge oder der Schnittflache des Blocks zu entfernen.
Um einen sicheren Betrieb zu gewahrleisten, sind die Rotationsmikrotome
von Leica mit einem Fingerschutz, einer Handradverriegelung und einer
Handradbremse ausgestattet.

Der Fingerschutz kann so eingestellt werden, dass die Messerschneide auf
ihrer gesamten Lange abgedeckt ist.

Die Handradverriegelung, mit der der Objektkopf am oberen Anschlag des
Schneidehubs arretiert wird, ist beim Wechseln von Blécken zu aktivieren.
Bevor ein Block in die Kassettenklammer eingespannt oder aus ihr entfernt
wird oder wenn der Block bei eingespannter Klinge manipuliert werden soll,
muss der Fingerschutz verwendet und das Handrad verriegelt werden. Der
Fingerschutz ist auRerdem anzubringen, wenn das Mikrotom unbeaufsichtigt
ist.

\ Knowledge
A athway

Diese Abbildung zeigt den roten
Fingerschutz des Leica-Mikrotoms
RM2235, wie er nach oben geklappt und
damit in Position gebracht wurde. Er deckt

die Messerschneide vollstandig ab.

\ 4

%

Hier ist die Handradverriegelung
dargestellt. Das Handrad befindet sich

in der 12-Uhr-Position und ist in dieser
Stellung verriegelt. Die Verriegelung kann
nur in dieser Position, am oberen Anschlag
des Schneidehubs, aktiviert werden.
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»

»

»

8/

Mit der Handradbremse kann das Mikrotom in jeder beliebigen Handradposition
arretiert werden. Sie kommt bei der Neuausrichtung eines Blocks oder beim
Verstellen des Grobtriebs zum Einsatz.

Messer oder Klinge sollten aus dem Mikrotom genommen werden, wenn das
Gerdt unbeaufsichtigt bleibt oder gereinigt wird. Dazu wird die Klingenklemme
gelost, dann die Klingenauswurfhilfe aktiviert, die sich links am Fingerschutz
befindet, um die Klinge schlieBlich seitwarts aus der Klammer zu schieben.
Dann kann sie mit einer Pinzette oder einem Magneten gefasst werden.
Verwenden Sie dazu nicht Ihre bloRen Finger. Gebrauchte Klingen sind
ordnungsgemal in einem Behdlter fiir spitze und scharfe Abfélle oder in dem
entsprechenden Fach im Boden des Klingendispensers zu entsorgen.

Messer und Klingen diirfen nie mit nach oben gerichteter Schneide auf die
Arbeitsfldche oder in eine beliebige Kiste gelegt werden. Falls Ihnen eine
Klinge aus der Hand rutscht, lassen Sie sie zu Boden fallen. Versuchen Sie
unter keinen Umstanden, sie aufzufangen. Das Greifen nach dem fallenden
Gegenstand ist ein natiirlicher Reflex, den Sie unterdriicken miissen.

Diese Abbildung zeigt die arretierte
Handradbremse des RM2235. Die
Bremse kann in jeder beliebigen
Handradposition aktiviert werden.
Unerwiinschte Mikrotombewegungen
konnen iiber die Handradverriegelung
oder Handradbremse verhindert werden.
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b. Klingenfreiwinkel optimal einstellen

Der Klingenfreiwinkel ist verstellbar und muss eingestellt werden, um eine optimale

Schnittqualitat zu erreichen.
Schliffwinkel

» Der Freiwinkel verhindert, dass der Klingenschliff die Schnittfliche des
Blocks beriihrt.

» Der Schliffwinkel ist der Winkel zwischen den beiden Seiten, die die
Messerschneide bilden. Fiir Routineschnitte eingesetzte Messer und
Einwegklingen weisen einen Schliffwinkel von ca. 35° auf, wobei dieser Winkel

je nach Klingentyp und Hersteller variieren kann.
Freiwinkel

» Daher muss der Freiwinkel unter Beriicksichtigung des Klingentyps
eingestellt werden.

» Richten Sie sich dabei nach den Empfehlungen des Mikrotomherstellers.
Fiir Messer und Klingen von Leica wird ein Freiwinkel von 1-5° empfohlen'.
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/. Klingenlebensdauer maximieren

Ein paar einfache Tipps helfen, die Lebensdauer der Klingen zu verlangern.

»

»

»

»

»

Wenn Sie die Klinge reinigen, sollten Sie nichts an der Schneidkante
entlangziehen. Selbst Zellstofffasern kdnnen diese beschadigen.

Beriihren Sie die Schneidkante unter keinen Umstanden mit harten Objekten
wie einer Pinzette oder einem Pinsel.

Nutzen Sie die Klinge systematisch, von einem Ende zum anderen. So konnen
Sie jeden Abschnitt der Klinge bestmdglich nutzen.

Verwenden Sie einen Klingenabschnitt zum Trimmen und einen anderen zur
Schnittdarstellung oder wechseln Sie fiir diese beiden Vorgdnge die Klinge.
Bei Mikrotomen mit Probenriickzug verldngert sich die Lebensdauer der
Klingen dadurch, dass die Probe beim Aufwartshub von der Klinge abgeriickt
wird und sich somit an der Klingenriickseite keine Riickstande ansammeln
konnen.
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8. Proben prazise ausrichten

Wie leicht sich beim Schneiden ein Schnittband erzielen lasst, ist unter anderem von
der Ausrichtung der Probe zur Klinge abhéngig. Damit nimmt die Probenausrichtung
wahrend des Schneidehubs auch direkten Einfluss auf die Schnittqualitat.

» Inden meisten Labors werden alle Kassetten mit derselben Ausrichtung in die
Objektklammer eingesetzt, z. B. Beschriftungsfeld nach links bei waagrechter
Ausrichtung oder Beschriftungsfeld nach oben bei senkrechter Ausrichtung.
Dies erleichtert die Grobbearbeitung mehrerer Bldcke vor der Darstellung der
endgiiltigen, hochwertigen Schnitte. Auch lassen sich auf diese Weise tiefere
Schnitte oder Wiederholungsschnitte ohne ibermdRige Gewebeverluste
vornehmen. Die Ausrichtung der Proben zur Klinge muss daher bereits beim
Einbetten beriicksichtigt werden. Das wird oftmals iibersehen.

» Die Abbildung auf Seite 12 zeigt die bevorzugte Ausrichtung einiger typischer
Proben. Sicherlich gibt es bei manchen Probentypen unterschiedliche
Meinungen zur optimalen Ausrichtung - aber beziiglich der grundsatzlichen
Bedeutung der Probenausrichtung ist man sich einig.

» Beispiel A. Darm: Die Schleimhaut wird zuletzt passiert.

» Beispiel B. Zervix: Es wird empfohlen, die Klinge an dichtem Gewebe
anzusetzen, nicht an einer geraden Kante.

» Beispiel C. Haut: Die Epidermis wird zuletzt geschnitten.

» Mikrotome wie das RM2235 verfiigen liber eine Feinorientierung mit
kalibrierten Bedienelementen, mit deren Hilfe sich ohne groRere Miihe eine
Nullposition oder eine definierte Position auf der x/y-Achse einstellen lasst.
Diese Vorrichtung ist besonders beim erneuten Schneiden von Blocken
hilfreich, die in anderen Labors prépariert oder auf anderen Mikrotomen
bearbeitet wurden. Eine prazise Ausrichtung hilft in diesen Fallen, unndtigen
Gewebeverlust zu vermeiden. Beim routinemaBigen Schneiden mehrerer Blocke
ist darauf zu achten, dass der Probenhalter vor Beginn des Schneidevorgangs
auf beiden Achsen in die Nullposition gebracht wird. Dies ist mit Hilfe der
roten Indikatoren, der klickenden Einrastpunkte und der Markierungen
miihelos maglich.

\ Knowledge
A athway
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A.Darm B. Zervix C. Haut
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9. Ausstattung des Mikrotoms und
Anwendung von Zusatzfunktionen

Bei Mikrotomen mit Probenriickzug wird die Probe im Aufwartshub
von der Klinge abgeriickt. Vergewissern Sie sich, ob lhr
Mikrotom (iber einen derartigen Mechanismus verfiigt.

» Der Probenriickzug ist eine Funktion, die beim Schneiden wesentliche Vorteile
bietet und die Lebensdauer der Klinge verlangert.

» BeiVerwendung eines Mikrotoms mit Probenriickzug muss die Ausrichtung
der Blockschnittflache zur Messerschneide wahrend des Abwartshubs
vorgenommen werden, also in der Vorwartsposition, nicht wahrend des
Riickzugs.

» Wenn der Block wahrend des Probenriickzugs an der Messerschneide
ausgerichtet wird, ergibt sich daraus in der ndchsten Umdrehung des
Handrads eine Vorwartsbewegung um den Riickzugswert plus die ausgewahlte
Schnittdicke. Dabei wird ein besonders dicker Schnitt erstellt, wobei Probe und
Klinge beschadigt werden konnen.

» Mikrotome gibt es in manuellen, halbautomatischen und vollautomatischen
Versionen.

» Die automatischen Gerate erfordern weniger repetitive, manuelle Bewegungen,
die zu Erkrankungen des Bewegungsapparats fiihren konnen.
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1 0 Vorsicht beim Trimmen, Frasen und bei
der Grobbearbeitung

Diese Arbeitsschritte erfordern besondere Sorgfalt, da sie
schnell zum irreversiblen Verlust oder der Beschadigung von
diagnostisch relevantem Gewebe fiihren kdnnen.

» Vergewissern Sie sich vor dem Trimmen grundsatzlich, dass alle
Klemmvorrichtungen fest angezogen sind.

» Beim Trimmen geht es darum, das Gewebe soweit freizulegen, dass an der
neuerlichen Oberflache ein reprasentativer Schnitt erzeugt werden kann.

» Normalerweise wird mit einer Schnittdicke von 10-30 pm getrimmt.

» Beim schnellen Grobtrimmen von sprodem Gewebe besteht eine besonders
groRe Gefahr zur Beschadigung der Probenoberflache?. Seien Sie daher vor
allem beim mechanischen Trimmen in 30-um-Schnitten vorsichtig.

» Zum Abschluss des Trimmens wird die Schnittflache geglattet, indem einige
Diinnschnitte abgetragen werden. Damit vermeiden Sie das in Abbildung 18B
auf Seite 24 dargestellte Problem.

14/
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Der Klemmhebel A fiir die
Messerhalterbasis, der Klemmhebel B

fiir die seitliche Verschiebung sowie der
Klemmbhebel C fiir die x/y-Ausrichtung

N miissen fest angezogen sein, bevor Sie mit
~ dem Trimmen beginnen. Andernfalls kdnnen
der Block und die Klinge beschadigt werden.

Die mechanische Trimmvorrichtung ist
vorsichtig einzusetzen, inshesondere bei der
Grobbearbeitung in der unteren Einstellung,
die einer Trimmschnittdicke von 30 ym
entspricht und mit - gekennzeichnet ist.

Konzentration ist auch bei der Betatigung
des Grobtriebrads wahrend der
Grobbearbeitung geboten, um nicht
ungewollt dicke Schnitte zu erzeugen und
Schaden an der Probe zu vermeiden.

/15



1 1 . Faktoren, die die Schnittdicke
beeinflussen

Stellen Sie die gewiinschte Schnittdicke am Mikrotom ein. Beachten Sie aber,
dass die tatsachlich erzeugte Schnittdicke von verschiedenen Faktoren abhangt.

» Ein kohdsiver Schnitt mit einer Dicke von 4 um liefert unter Umstanden mehr
Informationen als ein Schnitt von 2 ym Dicke, der zahlreiche Briiche aufweist.

» Beim Schneiden eines kalten Blocks kann es aufgrund der thermischen
Ausdehnung passieren, dass die ersten Schnitte eines Schnittbands eine
groBere Schnittdicke aufweisen, als am Gerat angezeigt wird®*. Siehe dazu
Schnitte 1, 2 und 3 in der nachfolgenden Abbildung.

» Weitere Faktoren wie die Rotationsgeschwindigkeit, der eingestellte Freiwinkel
und der Zustand der Messerschneide konnen die tatsdchliche Schnittdicke
ebenfalls beeinflussen.




1 2 AusschliefRlich kalte Blocke schneiden

Die Schnittqualitat lasst sich haufig verbessern, wenn darauf geachtet wird,
dass Probe und Wachs eine dhnliche Harte aufweisen. Aus diesem Grund
sollten in den allermeisten Fallen kalte Blocke geschnitten werden. Die Art und
Weise, wie der Block gekiihlt wird, ist wesentlich fiir das Schnittergebnis.

» Kaltes Wachs bietet insbesondere den harteren Segmenten einer Probe
besseren Halt und ermdglicht somit geringere Schnittdicken.

» Legen Sie die Blocke fiir einige Minuten auf eine KiihIplatte oder eine kalte,
feuchte Oberflache, z. B. auf schmelzendes Eis.

» Wasser dringt in die oberen Schichten des Blocks ein und verursacht ein
Aufschwellen des Gewebes, das sich so leichter schneiden lasst. Dies ist
besonders bei zu stark entwasserten, trockenen oder briichigen Proben
malgeblich.

» Wenn Sie Ihre Blocke stattdessen in ein Gefrierfach legen, konnen

oberflachliche Risse entstehen, die aus einem Verlust der Adh&sion zwischen

Gewebe und Wachs resultieren. Das erschwert die Darstellung biindiger,
kohasiver Schnitte.

\ Knowledge
A athway

Die links dargestellten Schnitte wurden
aus einem relativ warmen, nicht
gekiihlten Block erstellt. Die Schnitte
auf der rechten Seite stammen aus
demselben Block, der jedoch zuvor auf
abschmelzendem Eis gekiihlt wurde.
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1 3 Technik zur Herstellung gleichformiger,

hochwertiger Diinnschnitte

Erfahrung lasst sich durch nichts ersetzen, aber es gibt gewisse Grundregeln, die
den Weg zum erfahrenen Histologen und die anstehenden Aufgaben erleichtern.

»

»

»

»

»

»

»

Verwenden Sie einen Abschnitt der Klinge, der nicht zum Trimmen eingesetzt
wurde.

Wenn Sie den Grobtrieb nutzen, achten Sie darauf, nicht ungewollt dicke
Schnitte zu erzeugen, um Schédden an der Klinge und vor allem an der Probe
vorzubeugen.

Wenn der Block warm wird oder tiefere Gewebeschichten dargestellt werden
sollen, muss unter Umstanden eine erneute Kiihlung erfolgen.

Eine langsame, gleichformige Schneidbewegung steht fiir minimale
Gewebestauchung und liefert grundsatzlich die besten Ergebnisse.

Die Schneidbewegung darf nicht unterbrochen und dann fortgesetzt werden, da
sonst innerhalb eines Schnitts Bereiche unterschiedlicher Dicke entstehen.

In manchen Labors ist es gangige Praxis, die Schnittflache des gekiihlten
Blocks unmittelbar vor dem Schneiden vorsichtig anzuhauchen. Der warme,
feuchte Atem fordert die interne Kohésion der Schnitte, er fiihrt jedoch auch zur
thermischen Ausdehnung, was wiederum in dickeren Schnitten resultiert?.
Verunreinigungen an der Unter- oder Oberkante des Blocks oder der Riickseite
der Klinge konnen die Kohdsion innerhalb eines Schnittbands beeintrachtigen
und das Band wahrend der Aufwartshewegung von der Klinge drangen.
Entfernen Sie gegebenenfalls vorhandene Verunreinigungen, kiihlen Sie den
Block erneut und beginnen Sie dann von vorn.

18/

Dieses Schnittband wurde in einer
langsamen, gleichmé@Bigen Bewegung
aus einem gut infiltrierten und gekiihlten
Block geschnitten. Die Schnitte weisen
selbst vor dem Aufschwimmen kaum
Anzeichen fiir eine Stauchung auf.



14. Richtige Auswahl von Objekttragern und
Beschichtung

Objekttrager und Beschichtung werden in Abhangigkeit von der
anschlieBend einzusetzenden Farbemethode gewahlt.

» Objekttrager miissen grundsatzlich fett- und staubfrei sein. Achten Sie
auRerdem auf eine ordnungsgemafe Lagerung und Handhabung.

» Wenn eine immunhistochemische Féarbung, eine Enzymvorbehandlung zur
In-situ-Hybridisierung oder generell eine langere Inkubation vorgesehen ist,
sind geladene Objekttrager oder Beschichtungen wie Aminoalkylsilan (AAS)
zu verwenden. Auch einige Spezialfarbungen, inshesondere jene, bei denen
alkalische Reagenzien verwendet werden, konnen zur Ablosung der Schnitte
fihren.

» Objekttrager miissen immer exakt und entsprechend der jeweiligen
Laborrichtlinien gekennzeichnet werden.

\ Knowledge
A athway
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15. Sschnitte vorsichtig im Wasserbad

aufschwimmen lassen

Beim Aufschwimmen soll sich der Schnitt auf seine urspriinglichen
Abmessungen ausdehnen und vollstandig entfalten.

»

»

»

»

»

»

»

»

Achten Sie unbedingt auf die richtige Temperatur, die 5-9 °C unter dem
Schmelzpunkt des Wachses liegen soll.

Vergewissern Sie sich, dass das Wasser sauber und frei von Blasen und
Schnittresten ist, um einer Kreuzkontamination vorzubeugen.

Legen Sie die Schnitte mit der glatten, glanzenden Seite nach unten in das
Wasserbad.

Platzieren Sie sie mit einer vorsichtigen, streichenden Bewegung auf der
Wasseroberflache.

Die Schnitte konnen leicht beschadigt werden, wenn Sie versuchen, Falten oder
Blasen mit einem Pinsel oder einer Pinzette herauszustreichen.

Priifen Sie die Schnitte an der Wasseroberflache auf Fehler, die jetzt besonders
gut erkennbar sind.

Lassen Sie die Schnitte nur so lange aufschwimmen, bis sie vollstandig
abgeflacht sind. Bleiben sie zu lange im Wasser, kann darunter die Morphologie
in empfindlichen Gewebezonen leiden.

Nehmen Sie die Objekttrager vertikal aus dem Wasser, damit das Wasser gut
ablaufen kann. Auf diese Weise wird auch verhindert, dass der Schnitt vom
Objekttrager rutscht.
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» Halten Sie die Objekttrager noch kurz senkrecht, um iiberschiissiges Wasser
abtropfen zu lassen, bevor Sie sie in einen Trockner oder Warmeofen legen.

» Ziehen Sie die Wasseroberflache zwischen Proben mit einem fusselfreien Tuch
ab, um Gewebereste zu entfernen und einer Kreuzkontamination vorzugreifen.

» Um Verwechslungen zu vermeiden, sollten Sie immer nur Schnitte aus ein und
demselben Block im Wasserbad haben.

Schnitte aus zwei verschiedenen Blocken diirfen nicht gleichzeitig im Wasserbad
bearbeitet werden. Selbst wenn die Schnitte von unterschiedlichen Probentypen
stammen, besteht ein erhohtes Risiko fiir Verwechslung und Kreuzkontamination.
Daher ist ein derartiges Vorgehen konsequent zu vermeiden.



16. Objekttrager angemessen trocknen

Angemessenes Trocknen tragt wesentlich dazu bei, dass die Schnitte
vollstandig entwassert und geglattet sind, keine Warmeschaden
aufweisen und sich beim Farben nicht abheben.

»

»

»

»

»

»

Unter dem Schnitt befindliches Wasser muss vor dem Trocknen ablaufen
kdnnen. Dies ist von besonderer Relevanz, wenn die Objekttrager flach auf
einer Warmeplatte getrocknet werden sollen®.

Objekttrager konnen senkrecht ins Rack gestellt und dann in einem Warmeofen
getrocknet werden.

In der Regel sollte die Trocknungstemperatur 65 °C nicht iiberschreiten.

Eine libermaRige Erwarmung beim Trocknen kann zum Sieden von
Wassertropfen fiihren, die sich eventuell noch unter dem Schnitt befinden, was
entsprechende Gewebeschaden hervorruft.

Die Trocknungszeit sollte 10-30 Minuten betragen.

Bei manchen empfindlichen Proben lassen sich bessere Ergebnisse

erzielen, wenn fiir Iangere Zeit und bei 37 °C getrocknet wird. Hier kann der
Trocknungsprozess mehrere Stunden dauern, erfolgt teilweise {iber Nacht.
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17. Mikrotom griindlich reinigen und
instand halten

Gewebe- und Wachsreste sind nach jeder Verwendung des Mikrotoms zu
entfernen. AuBerdem ist eine regelméaBige vorbeugende Wartung zu empfehlen.

» Reinigen Sie das Gerat taglich.

» Entfernen Sie Messer und Klingen, bevor Sie mit der Reinigung beginnen.

» Der Messerhalter lasst sich entnehmen, damit alle Bereiche gut zuganglich und
leicht zu reinigen sind.

» Entfernen Sie Schnittreste am besten mit einem trockenen Pinsel.

» Die AuBenflachen des Instruments diirfen nicht mit Alkohol oder Xylol
gereinigt werden, da sie gegen diese Losemittel nicht bestandig sind. Generell
ist die Exposition gegeniiber Xylol zu vermeiden. Stattdessen werden ein
Paraffinentferner, ein milder, handelsiiblicher Haushaltsreiniger oder Wasser
und Seife empfohlen.

» Achten Sie darauf, dass bei der Reinigung keine Fliissigkeit in das Innere des
Gerdts gelangt.

» Lassen Sie das Gerat mindestens einmal jahrlich durch einen qualifizierten
Servicetechniker iiberpriifen.

» Befolgen Sie die im Geratehandbuch vermerkten Wartungshinweise und
verwenden Sie die empfohlenen Schmiermittel.
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1 8 Haufige Fehler erkennen und korrigieren

Die folgenden Fehler treten bei Paraffinschnitten haufig auf:

fé

B. Locher infolge des Trimmens

24/

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

Mikrometer falsch eingestellt
Anhauchen des kalten Blocks, um
das Schneiden zu erleichtern
Erster Schnitt eines Schnittbands
Zu hohe Schnittgeschwindigkeit
Unzureichende Infiltration
Neukalibrierung des Mikrotoms
erforderlich

Block wurde zu schnell getrimmt
Schnittflache nach dem Trimmen
nicht durch Diinnschnitte geglattet
Falsche Schnittdicke beim Trimmen
Getrimmter Block sprode
(ibermaRige Infiltration?) oder zu
kalt



D. Gewebebriiche

j.‘»p f

»

»

»

»

»

»

»

»

»
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Messer oder Klinge beschadigt
Unzureichende Infiltration

Block enthalt harte Segmente, z. B.
Kalk

Verunreinigungen in ungefiltertem
Wachs

Ausfall von Puffersalzen in der Probe

Unachtsame Handhabung der Probe
beim Trimmen

Unzureichende Infiltration
(unvollstandige Entwasserung,
Kldrung oder Infiltration)

Grobes Vorgehen zur Entfernung von
Falten beim Aufschwimmen

Zu lange Verweilzeit im Wasserbad
oder zu hohe Temperatur des
Wasserbads
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» UbermaRige Infiltration des Gewebes

» Block zu kalt

» Zu hohe Schnittgeschwindigkeit

» Klemmvorrichtungen nicht fest
angezogen

» Freiwinkel falsch eingestellt

» Klemmvorrichtungen nicht fest
angezogen

» Sehr harte oder sehr groRe Probe

» Unzureichende Infiltration

» Freiwinkel zu klein

» Zu hohe Schnittgeschwindigkeit

» Mikrotomverschleifl

'

F. Grobe Rattermarken
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H. Deutliche Gewebestauchung

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»

»
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Fehler beim Aufschwimmen
Unzureichende Fixierung oder
Infiltration (Gewebe hat keinen Halt)
Warmer Block

Schnitt zu diinn

Freiwinkel zu groR

Wasserbad zu heil

Unzureichende Infiltration (Gewebe
hat keinen Halt)

Warmer Block

Zu hohe Schnittgeschwindigkeit
Messerschneide stumpf

Freiwinkel zu groR

Wachs schlechter Qualitat
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» Blasen am Boden und an den
Wanden des Wasserbads

» Probleme beim Aufziehen mit
Blasenbildung unter dem Schnitt

» Wasserbad zu heifl

» Verweildauer des Schnitts im
Wasserbad zu lang

» Unzureichende Fixierung
oder Infiltration
(Losungsmittelriickstande)
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» Unzureichende Schnittqualitat
(Falten, Blasen)
» Wasserbad zu kalt

» Verwendung nicht beschichteter
Objekttrager

»  Schnitt nach dem Aufschwimmen
nicht ausreichend abgetropft

» Trocknungszeit zu kurz

» Trockungstemperatur zu niedrig

K. Nicht abgeflachter Schnitt mit
schlechter Haftung am Objekttrager
; » Objekttrager verschmutzt

» Wasseroberflache nicht abgezogen
oder Wasserbad kontaminiert

» Objekttrager mit Schnitten in
staubiger Umgebung abgetropft,
getrocknet oder gelagert

» Reste der Bleistiftmine nach
Beschriftung
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