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Zusatzmaterial online

Zusétzliche Informationen ,Das histologische
Verfahren von His” Originalfassung aus [15]
sind in der Online-Version dieses Artikels
(https://doi.org/10.1007/500292-021-00943-
8) enthalten.

Hintergrund

Das Verfahren der Einbettung dient der
Vorbereitung von Gewebeproben fiir die
mikroskopische Untersuchung. Dabei
wird die Probe in eine feste Substanz
eingebracht, um sie mit einem Mikrotom
schneiden zu kénnen [22]. Die Substanz
sollte hart genug sein, um das Gewebe zu
stiitzen, aber auch weich genug, um eine
einfache Schnittfithrung zu erlauben. Es
gibt 2 Arten der Einbettung [7]. Bei der
peripheren Einbettung wird das Gewebe
lediglich umschlossen und nur von au-
Ben gestiitzt. Die Infiltrationseinbettung
oder interstitielle Einbettung dagegen
stiitzt das Gewebe von aufen und innen,
da das Einbettungsmedium es vollstin-
dig durchdringt. Die Infiltration kann
ein Intermedium erfordern, das heift
ein Losungsmittel, das sowohl mit dem

Die englische Version dieses Beitrags ist unter
https://doi.org/10.1007/5s00292-021-00947-4
zufinden.
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Alkohol fiir die Gewebeentwisserung
als auch mit dem Einbettungsmedium
mischbar ist [7, 21, 22]. Viele Interme-
dien wirken auch als Klarmittel, die das
Gewebe optisch transparent machen [22,
S. 68].

Ein weit verbreitetes Einbettungsme-
dium ist Paraffin. Paraffin wird aus Erd-
6l gewonnen und besteht aus einer Mi-
schung von gerad- und verzweigtketti-
gen Kohlenwasserstoffen [37]. In Alkohol
ist es schlecht 16slich [30, S. 356], wes-
halb es fiir die Infiltrationseinbettung nur
in Kombination mit einem Intermedium
verwendbar ist. Eine der vielen niitzli-
chen Eigenschaften von Paraffin besteht
darin, dass die erhaltenen Diinnschnitte
(5-7 um) bei ihrer Anfertigung dazu nei-
gen, in einem Band aneinander zu haften,
sodass in einem Zug mehrere Schnitte
auf den Objekttrager verbracht werden
kénnen.

Die paraffinbasierte histologische Un-
tersuchung findet heute so breiten Ein-
satz, dass sie nicht selten als histologi-
scher ,,Standard® bezeichnet wird [3, 26,
27]. Sie wird in der diagnostischen His-
topathologie zur Untersuchung abnor-
mer Zellen und Gewebestrukturen ein-
gesetzt [32]. Zudem findet sie in vie-
len Bereichen der biomedizinischen For-
schung Anwendung, wo Gewebestruktu-
ren [26] und Genexpressionsmuster un-
tersucht werden [24].

Histologische Technik bis in die
1860er-Jahre

In den frithen 1860er-Jahren waren Bo-
taniker schon lange in der Lage, histo-
logische Schnitte anzufertigen. Frische

Pflanzengewebe sind hiufig ausreichend
stabil fiir eine manuelle Schnittfithrung
mit einer Rasierklinge [36]. Auch Mi-
krotome gab es bereits. Im Jahr 1770 be-
schrieb Hill ein von Cummings fir das
Schneiden von Holzgewebe entworfenes
Mikrotom (,,cutting engine®, Schneidma-
schine) [12]. Zur Befestigung der Probe
wihrend der Schnittfithrung klemmten
Botaniker sie hdufig zwischen Streifen ei-
nes weichen Stiitzmaterials, etwa aus dem
Mark junger Holunderzweige (Sambucus
nigra) [5].

Anders als pflanzliche Gewebe sind
frische tierische und menschliche Gewe-
be in der Regel zu weich fiir die Anferti-
gung diinner Schnitte, weshalb sie gehar-
tet oder eingebettet werden miissen. Ge-
wohnlich wurden tierische Weichgewebe
mit Alkohol oder einem Fixiermittel ge-
hirtet [29, S. 460-473] oder man lief8 sie
zur Winterzeit im Freien gefrieren [38].
Geeignete Einbettungsverfahren gab es
fiir tierische Gewebe noch nicht. Botani-
ker begannen aber, mit Einbettungsme-
dien zu experimentieren.

Laut einem anekdotischen Bericht
hatte Eduard Fenzl ,vor Jahren“ Kklei-
ne Pflanzengewebestiicke in Tristearin
eingebettet, um sie fiir das Schneiden
vorzubereiten [17, S. 11]. Laut Apathy
war unter Botanikern die Ansicht ver-
breitet, dass Fenzl auch Paraffin als Ein-
bettungsmedium einfiihrte [2, S. 80-81
Fuflnote 3], aber auch dieser Bericht ist
anekdotisch. Schatz empfahl, geschmol-
zenes Tristearin in trockene, miirbe
Holzproben zu spritzen, um sie schneid-
bar zu machen [35, S. 66]. Tristearin ist
ein Triglyzerid der Stearinsdure [41] und
wurde zur damaligen Zeit in unreiner
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Form aus tierischen Fetten gewonnen
[33, S. 52].

1864: Infiltrationseinbettung mit
Bienenwachs und Tristearin

Salomon Stricker erkannte in seinen
Studien zur Entwicklung von Froschen
(Bufo spp.), dass das Gewebe fiir eine
hinreichende mikroskopische Untersu-
chung zu undurchsichtig war [39]. Da-
her entschloss er sich, mikroskopische
Schnitte anzufertigen. Zuerst fixierte er
die Embryonen und Larven mit Chrom-
sdure, dann entwisserte und klarte er
sie in reinem Alkohol und Terpentinél.
Durch dieses Verfahren wurde das Ge-
webe transparent [39, S. 53] - und das
Terpentinol wirkte vermutlich als Inter-
medium. Dann traufelte Stricker eine
geschmolzene Mischung von weiflem
Wachs und Tristearin auf die geklarten
Embryonen. Das ,weifle Wachs®, wie er
es nannte, war wahrscheinlich an der
Sonne gebleichtes Bienenwachs [30, S.
603]. Schlief3lich fertigte Stricker Schnit-
te der Embryonen an (siehe seine Tafel I,
(39]).

Abb. 1 <« Portrat
von Wilhelm His
Sen.Gemilde (Ol
auf Leinwand),

62 X% 49 cm, signiert
von Albert Winther,
datiert auf 1898
(7). Das Datum ist
schwer lesbar. Das
Portrat konnte His
im friihen mittle-
ren Alter zeigen, in
den 1870er- oder
1880er-Jahren.
(Kunstbesitz der
Universitat Leipzig,
Bestandsnummer
1951:004, Bildrech-
te: Kustodie der
Universitat Leipzig.
Mit freundlicher
Genehmigung. Das
Foto wurde aufge-
nommen von Karin
Kranich)

1867: Edwin Klebs und die
periphere Einbettung mit Paraffin

Paraffin wurde von Edwin Klebs als
Einbettungsmedium eingefiihrt [9, 30,
40]. Klebs, Professor fiir Pathologie an
der Universitit Bern, forschte an La-
rynxtumoren [18]. Er erkannte, dass
die Histopathologie und deren Anwen-
dung zur Untersuchung und Diagnostik
von Tumorerkrankungen damals noch
immer ein schwach entwickelter Wis-
senschaftszweig war. Mit der von ihm
sog. Einschmelzungsmethode stellte er
mikroskopische Schnitte der Tumoren
her. Nach seiner Erinnerung wurde die-
ses Verfahren wahrscheinlich erstmals
von Stricker in embryologischen Studien
eingesetzt [18, S. 207-208 Fufinote]. Spi-
ter korrigierte er sich jedoch [19, S. 164]
und schrieb die Erfindung der ,Ein-
schmelzung® Rudolf Heidenhain zu, der
eine konzentrierte Gummi-arabicum-
Losung als Medium verwendete. Noch
spiter erklirte Klebs, dass Heidenhain
ihm gegeniiber schriftlich verneint hitte,
der Erfinder des Verfahrens zu sein [20,
S. 206 Fufinote].

Klebs ersetzte das von Stricker ver-
wendete Bienenwachs und Tristearin
durch Paraffin und fiihrte Letzteres auf
diesem Wege in die Histologie ein. Er
traufelte geschmolzenes Paraffin auf
das Gewebe, das zuvor mit oder ohne
Alkohol vorbereitet worden war [18,
S. 207-208 Fufdnote]. Wie er feststellte,
waren die Schnitte besser als die von
frischem Gewebe [18, S. 215].

In einem spdteren Beitrag schrieb
Klebs, dass er Paraffin seit 5 Jahren
verwendete und dass andere Wissen-
schaftler, einschliefllich Wilhelm His
Senior, es ebenfalls fiir niitzlich hielten
[19, S. 164]. Er monierte aber auch, dass
das Wachs nicht vollstindig am Gewebe
anhaftete, sodass Hohlrdume bestanden.
Diese Hohlrdaume sind stérend, da sie
dem Gewebe beim Schneiden Bewe-
gungsspielraum bieten [19, S. 165]. Die
geringe Mischbarkeit von Paraffin mit
Alkohol ist eine wahrscheinliche Er-
kldrung fiir diese Probleme. Jedenfalls
riickte Klebs vom Paraffin ab und wen-
dete sich stattdessen einer Mischung von
Glycerin und Hausenblase (Fischleim)
zu, die in das Gewebe eindringt [19,
S. 165].

Seltsamerweise wird Klebs’ Veroffent-
lichung von 1869 héufig zitiert, um die
Einfithrung von Paraffin in die Histolo-
gie zeitlich zu bestimmen [6, 40], wo sie
doch eigentlich Klebs’ Abkehr von Pa-
raffin markiert. Dieses Missverstindnis
konnte seinen Ursprung in Longs 1928
erschienenem Buch A History of Patho-
logy genommen haben (Nachdruck in

(25]).

Wilhelm His Senior (1868) —
Infiltrationseinbettung mit Paraffin

Wilhelm His Sen. (1831-1904) war Em-
bryologe und Professor fiir Anatomie und
Physiologie, zunéchst an der Universitt
Basel, spater in Leipzig (8 Abb. 1). Er pu-
blizierte eine Vielzahl bedeutender For-
schungsarbeiten im Bereich der Patholo-
gie, Anatomie und Embryologie [8]. Sein
Sohn Wilhelm His Junior (1863-1934) ist
der Entdecker des Fasciculus atriovent-
ricularis (His-Biindel) [1].

His Senior hielt es fiir unmoglich,
mit den Methoden seiner Zeit qualitativ
hochwertige Schnitte anzufertigen [15].
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Zusammenfassung

Die paraffinbasierte histologische Un-
tersuchung ist eines der wichtigsten
angewendeten Laborverfahren in der
diagnostischen Histopathologie. Die
Entwicklung der Paraffineinbettung wird oft
dem Pathologen Edwin Klebs zugeschrieben.
Klebs orientierte sich an den Arbeiten von
Stricker, der Embryonen in eine Mischung aus
heiBem Tristearin und weiem Bienenwachs
einbettete, und experimentierte mit Paraffin,
um Tumorgewebe einzubetten. Er verwarf

nicht infiltrierte. Klebs stand im Briefwechsel
mit dem Embryologen Wilhelm His Senior,
der von dessen Experimenten erfuhr und
beschloss, sich an der Paraffineinbettung

den Ansatz aber rasch, da Paraffin das Gewebe
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zu versuchen. His entwdsserte Hilhnerem-
bryonen in Alkohol, klérte sie mit Lavendeldl
und traufelte heiBes Paraffin dariiber. Dieses
Verfahren ermdglichte ihm die Anfertigung
guter Schnitte. In der vorliegenden Arbeit
haben wir His’ Protokoll der Paraffineinbet-
tung nachvollzogen, um zu ermitteln, ob

His tatséchlich die Infiltrationseinbettung

mit Paraffin gelungen ist. Wir befolgten

das Protokoll aus seiner 1868 erschienenen
Monografie. Anhand der Anweisungen von His
gelang es uns nicht, Schnitte mit der von ihm
illustrierten Qualitat herzustellen. In der Regel
zerfiel das Gewebe beim Schneiden wegen
schlechter Wachsinfiltration. Brauchbare
Schnitte wurden nur bei Abwandlung von

His' Protokoll durch das Wiedereinschmelzen
der eingebetteten Embryos in frischem
Paraffin erreicht. Moglicherweise ist es

uns nicht gelungen ist, das Protokoll von

His detailgetreu zu replizieren, oder das
Protokoll war unvollstdndig. Nach unserer
Einschatzung hat His wahrscheinlich die
Infiltrationseinbettung mit Paraffin erfunden
und perfektioniert, aber kein vollstandiges
Protokoll verdffentlicht.

Schliisselworter
Hiihnerembryo - Histologie - Mikrotom -
Histopathologie - Gewebeeinbettung

Abstract

and commonly used laboratory techniques
in diagnostic histopathology. The discovery
of paraffin embedding is often attributed

to the pathologist Edwin Klebs. Klebs was
following the lead of Stricker, who embedded
embryos in a mixture of hot stearin and white
beeswax. We show that Klebs experimented
with paraffin wax for embedding tumour
tissue. But he quickly rejected it as unsuitable
because paraffin wax did not infiltrate

the tissue. One of Klebs' correspondents,
embryologist Wilhelm His, Sr., learned of
Klebs' experiments and decided to try paraffin

Paraffin histology is one of the most important

embedding. His dehydrated chicken embryos
in alcohol, cleared them in lavender oil, and
dripped hot paraffin wax onto them. This
process allowed His to cut good sections. Here,
we have replicated His's paraffin embedding
protocol in order to determine whether His
had indeed made the landmark discovery of
infiltration embedding with paraffin wax. We
followed the protocol that he gives in his 1868
monograph on the early development of the
chicken. The protocol described by His failed,
in our hands, to yield sections of the quality
that he illustratesin his monograph. Typically,
the tissue disintegrated when sectioned due

Wilhelm His, Sr., and the development of paraffin embedding. German version

to poor infiltration of the wax. Usable sections
could only be obtained if His's protocol was
modified by melting the embedded embryos
in fresh paraffin wax. One explanation for our
findings is that we failed to faithfully replicate
His's protocol. Another is that his protocol
was incomplete. We suggest that His is likely
to have discovered and perfected infiltration
embedding with paraffin wax but did not
publish a complete protocol.

Keywords
Chick embryo - Histology - Microtome -
Histopathology - Tissue embedding

Als er erfuhr, dass Klebs Paraffin ver-
wendete, erkannte er dessen Potenzial
[15, S. 181]. In der Folge wandelte er
Klebs’ Verfahren ab, indem er es um ei-
ne Entwidsserung mit Alkohol und eine
Klérung mit Lavendel6l oder Kanadabal-
sam erganzte. Als Klarmittel verwendete
er Lavendelol (destilliert aus Lavandula
sp., hdufig L. angustifolia).

Wilhelm His hielt an Paraffin fest,
wo Klebs davon abgekommen war, wie
Klebs selbst kommentierte [19, S. 164].
His bezeichnete Paraffin als ,vorziigli-
chen Stoff, von dem er durch Klebs er-
fahren habe [15, S. 181]. Dass His La-
vendel6l verwendete, ist ausgesprochen
interessant, da es als Intermedium ge-
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wirkt und das Eindringen des Wachses
in das Gewebe ermdglicht haben kénn-
te. Somit konnte His, vielleicht zufillig,
den Prozess der Infiltrationseinbettung
mit Paraffin entdeckt haben.

His beschrieb sein Protokoll fiir die
Einbettung von Hithnerembryonen in
der Monografie zur Entwicklung des
Hiithnchens im Ei [15, S. 180-182; Nach-
druck im Rahmen des vorliegenden
Beitrags, Zusatzanmerkung 1]. Das Pro-
tokoll scheint Schnitte von hoher Quali-
tat ermoglicht zu haben (@ Abb. 2). His
entwisserte Embryonen mithilfe einer
aufsteigenden Alkoholreihe und trinkte
sie in Lavendeldl als Klarmittel, um sie
fiir eine Untersuchung im Ganzen trans-

parent zu machen. Gelegentlich legte er
einen Embryo in Kanadabalsam auf und
schloss ihn mit Deckgldsern in einem
gekammerten Objekttréger ein, sodass er
ihn von beiden Seiten betrachten konn-
te (Entwdsserung und Klarung waren
bereits etablierte Verfahren [43, S. 12]).
In Lavendelol geklirte Embryonen
wurden daraufhin eingebettet. His legte
die Embryonen auf ein Guttaperchaplatt-
chen und tréufelte Paraffin dariiber. Nach
Anfertigung von Schnitten mit seinem
eigenen Mikrotom [13] legte er diese auf
Glastriger und entfernte das Paraffin mit
Chloroform oder Benzin [15, S. 181].
Hensen erinnerte sich, dass His die
Verwendung von Paraffin befiirwortete
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Abb. 2 A Histologische Schnitte, dargestellt von His in seiner Monografie zu Hiihnerembryonen. Ta-

fel VIaus Quelle [15]. Man beachte die hohe Qualitét der Schnitte und die dargestellten zelluldren De-
tails, was auf eine griindliche Paraffininfiltration des Gewebes hinweist. Transversalschnitte von Hiih-
nerembryonenin seinen Stadien I-1V (von der Bildung des Entoderms bis zur Bildung des ersten Somi-

ten)

[11]. Apéthy spricht von der ,Paraffin-
methode von His“ [2, S. 83]. Nur ein Jahr
nach His’ Publikation wendete Dr. Mo-
ritz Roth in Greifswald die ,von W. His
fir Embryonen angegebene Methode®an
[34, S. 246]. Waldeyer schreibt die Par-
affineinbettung Klebs und His zu [42].

So wie die Paraffineinbettung heut-
zutage von Pathologen und Forschern
durchgefithrt wird, gleicht sie in den
grundlegenden Schritten bemerkenswert
der Technik von His. Die wichtigsten
Verbesserungen betreffen die Wahl der
Zwischenflissigkeit, die Rezeptur der
Paraffinmischung und das Schnittver-
fahren, fiir das heutzutage automatische
Mikrotome verwendet werden, die rou-
tinemiflig Schnitte von 5-7 um liefern.
Fir Details zur Verbesserung der Paraf-
fineinbettung im Laufe der Jahre siehe
[22, 31].

Protokoll von His und dessen
Uberpriifung

Betrachtet man die Qualitit der in His’
Monografie dargestellten Schnitte, ist
ihm vermutlich eine Infiltration mit
Paraffin gelungen. Im vorliegenden Bei-
trag gehen wir der Frage nach, ob mit
dem von ihm veréffentlichten Protokoll
[15] tatsichlich eine Infiltration erreicht
werden konnte.

Wir versuchten, das Protokoll von His
detailgetreu zu befolgen. His berichtete,

dass er heifles Wachs auf die Gewebe
traufelte, wihrend diese auf einem Gut-
taperchaplattchen lagen. Allerdings geht
er kaum ins Detail. Nach unserer Vermu-
tung verwendete His Guttapercha, weil
dessen geringe Wirmeleitfihigkeit [28]
dafiir sorgte, dass das Wachs eine ge-
wisse Zeit geschmolzen blieb, bevor es
abkiihlte und fest wurde. Da wir kein
Guttaperchaplittchen beschaffen konn-
ten, verwendeten wir Plittchen aus Ba-
kelit oder Kork, die beide eine geringe
Wirmeleitfahigkeit haben [10, 23]. Daes
uns nach dem Protokoll von His nicht
gelang, brauchbare Schnitte herzustellen,
testeten wir verschiedene Modifikatio-
nen (Zusammenfassung in @ Tab. 1). Un-
ter anderem nahmen wir einen zusitz-
lichen Verfahrensschritt mit Einschmel-
zenderin Paraffin eingebetteten Embryo-
nen in frisch geschmolzenem Paraffin
auf. In allen Fillen fertigten wir 50-um-
Schnittean, dadiesdievon His verwende-
te Standarddicke fiir das Schneiden von
Hithnerembryonen war [14, S. 383].

Material und Methoden

Erklarung zur Einhaltung ethischer
Richtlinien

Alle tierexperimentellen Verfahren wur-
den im Einklang mit lokalen und inter-
nationalen Bestimmungen durchgefiihrt.
Die lokalen Bestimmungen werden ge-

regelt durch das Wet op de dierproeven
(»Tierversuchsgesetz“; Artikel 9) des nie-
derlindischen Rechts (national), das vom
Biiro fir die Genehmigung von Tier-
versuchen der Universitit Leiden (lokal)
verwaltet wird. Mit dieser lokalen Rege-
lung ist die Richtlinie zum Schutz von Ver-
suchstieren (Rat der Europdischen Uni-
on, Richtlinie 86/609/EEC) umgesetzt,
welche die Verwendung von Hithnerem-
bryonen vor dem Zeitpunkt des Schliip-
fens erlaubt (ungefihr 21 Tage der Inku-
bation bei 38 °C). Da die hier verwende-
ten Embryonen nicht ldnger als 3 Tage
inkubiert wurden, war keine Genehmi-
gung nach der Richtlinie 86/609/EEC des
Europarats (1986) oder von der Ethik-
kommission der Universitit Leiden er-
forderlich.

Embryonen

Befruchtete Eier des Weiflen Leghorn-
Huhns (Gallus gallus) wurden von einem
gewerblichen Anbieter bezogen (Drost
Loosdrecht B. V, Loosdrecht, Niederlan-
de). Die Eier wurden fiir 2,5 Tage bei
38°C in einem Inkubator mit Luftbe-
feuchter und unbeweglichen Ablagen in-
kubiert. Das Entwicklungsstadium der
Embryonen wurde gemif der Klassifika-
tion von Hamburger und Hamilton be-
stimmt, dann wurden sie aus den Eiern
in phosphatgepufferte Salzlgsung (PBS)
verbracht.

Fixierung, Einbettung und
Schnittfiihrung

Als Positivkontrollen wendeten wir
zundchst herkémmliche histologische
Préparationsverfahren an [4, 26, 32],
um Schnitte von 2,5 Tage alten Hiih-
nerembryonen anzufertigen (7 pum, Ha-
matoxylin-Eosin-Farbung; @ Abb. 3a).
Daraufhin versuchten wir, Schnitte von
2,5 Tage alten Hithnerembryonen nach
dem von His beschriebenen Protokoll
(Zusatzanmerkung 1) herzustellen. Da
im Protokoll Details fehlten, nahmen
wir einige Anderungen vor (aufgefiihrt
in @ Tab. 1). Kurz zusammengefasst wur-
den die Embryonen durch Betrdufeln
mit 0,5% Osmium(VIII)-oxid-Losung
fixiert bis eine Braunfirbung einsetz-
te (30-60s). Danach wurden sie in
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einer aufsteigenden Ethanolreihe bis
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Abb. 3 A Histologische Schnitte aus der vorliegenden Studie. a Kontrollschnitt eines Hiithnerembryos
nach modernem histologischem Standardverfahren [4, 26, 32] (7 um, Hdmatoxylin-Eosin-Férbung).

b Hiihnerembryo auf Korkplattchen nach Betraufelung mit Paraffin gemaR dem Protokoll von His.

c Hiihnerembryo, behandelt gem&R dem Protokoll von His, Versuch der Schnittfiihrung (50 um). Man
beachte, dass das Gewebe nichtinfiltriertist. EsreiBt und hinterldsst bei Schnittfiihrung ein Loch im Par-
affinblock.d Hiihnerembryo, behandelt gemaR dem Protokoll von His, aber mit erneuter Einbettungin
geschmolzenem Paraffin. Die Infiltration ist nun ausreichend fiir die Anfertigung von Schnitten hoher
Qualitét (50 um, die Braunfarbung geht auf das Fixiermittel Osmium[VIll]-oxid zuriick)

an denen etwa 20ul Lavendeldl haftete,
drang das Paraffin nicht in das Gewebe.
Die Schnitte zerfielen, wenn sie auf die
Objekttriger verbracht wurden, wahr-
scheinlich wegen der Persistenz von
Lavendel6l im Einbettprozess. Nur mit
einigen wenigen verbliebenen Gewe-
bestreifen gelangen zufriedenstellende
Schnitte. Das Abtupfen von tiberschiis-
sigem Lavendelol bewirkte eine maflige
Verbesserung bei manchen Schnitten,
fihrte aber ebenfalls nicht zu annehmba-
ren Schnittergebnissen. Wir vermuteten,
dass das Paraffin nicht lange genug
geschmolzen blieb, um sich mit dem La-

vendeldl zu mischen und in das Gewebe
einzudringen. Zur Prifung dieser Hy-
pothese erginzten wir das His-Protokoll
um einen zusitzlichen Schritt: Die Probe
(die mit Paraffin betriufelt worden war)
wurde erneut geschmolzen und dann in
geschmolzenes Paraffin gelegt (bei 62°C
im Ofen). Das Ergebnis war eine enor-
me Verbesserung der Paraffininfiltration
und eine entsprechende Verbesserung
der Schnittqualitit (8 Abb. 3c). Eine al-
ternative Erginzung von His™ Protokoll
wurde ebenfalls getestet: ein Infiltra-
tionsschritt in einer 50:50-Mischung
von Lavendel6l und Paraffin. Dies fiithr-

te zu einer gewissen Verbesserung der
Schnittqualitét, aber in einem geringeren
Mafle als das Verfahren mit erneutem
Schmelzen und verlingerter Infiltration
in geschmolzenem Paraffin.

Diskussion

Mehr als frither wird jetzt von Demjeni-
gen, welcher eine Untersuchung mittheilt,
verlangt, dass er auch die angewende-
ten Untersuchungsmethoden einldsslich
darlege. Dieser Forderung will ich in den
nachfolgenden Zeilen zu geniigen suchen
(Wilhelm His Sen. [15]).

Es erscheint uns wenig wahrscheinlich,
dass mit dem von His 1868 beschrie-
benen Protokoll [15] Schnitte von aus-
reichender Qualitdt angefertigt werden
kénnen. Sicherlich nicht die hervorra-
genden Schnitte, die in seiner Arbeit dar-
gestellt sind (@ Abb. 2). Ebenso wenig
die liickenlose Serie qualitativ hochwer-
tiger Schnitte, die er gebraucht haben
muss, um seine herrlichen 3D-Modelle
von Embryonen herzustellen [16]. Wenn
wir sein Protokoll streng befolgten, war
das Gewebe schlecht infiltriert und die
Schnitte grofitenteils zerrissen und un-
brauchbar. Nur bei Erganzung des His-
Protokolls um einen Infiltrationsschritt
mit geschmolzenem Paraffin hatten die
Schnitte eine annehmbare Qualitit.

Moglicherweise haben wir His’ Pro-
tokoll nicht genau genug befolgt, auch
wenn mehrere Varianten seines Verfah-
rens erfolglos getestet wurden. Selbst
wenn wir die Embryonen 25min in
heiflem Wachs belieflen (durch Be-
traufeln der auf einem Korkplittchen
ruhenden Proben mit geschmolzenem
Paraffin), wurde keine Paraffininfiltra-
tion erreicht. Denkbar ist, dass sich
die von uns und von His verwendeten
Paraffine in ihren Eigenschaften unter-
schieden. Wir verwendeten Paraclear,
das aus Paraffin und einigen zugesetz-
ten Kunststoffpolymeren besteht (nach
Angaben des Herstellers Sigma Merk
ist die genaue Zusammensetzung ein
Betriebsgeheimnis).

Das wirft die Moglichkeit auf, dass His
eine ldngere Infiltration durchfiihrte, dies
aber nicht in seinem Protokoll vermerk-
te. Eine andere mogliche Erklarung ist,

Der Pathologe 4 - 2021 | 429



Geschichte in der Pathologie

dass His Wachs mit einer viel hoheren
Temperatur verwendete als die 62 °C, die
heute inhistologischen Standarduntersu-
chungen iiblich sind (und auch von uns
gewdhlt wurden). Prinzipiell kénnte sehr
heifles Wachslinger fliissig geblieben und
schneller ins Gewebe eingedrungen sein.
Leider gibt His die Temperatur des von
ihm verwendeten Wachses nicht an.

Die Liicken in His’ Protokoll konnten
ein simples Versehen sein. Ansons-
ten wollte er vielleicht wissenschaftli-
che Konkurrenten daran hindern, seine
Technik nachzuahmen. Erwdhnenswert
istauch, dass die Anfertigung von Schnit-
ten die Grundlage seiner kommerziell
erfolgreichen Modelle war. Wir sind der
Ansicht, dass His fiir die bahnbrechende
Erfindung der Infiltrationseinbettung
mit Paraffin gewiirdigt werden sollte. Es
ist bedauerlich, dass His kein vollstindi-
ges Protokoll verdffentlicht hat, denn ein
solches hitte seine wichtige Innovation
fir die Nachwelt festgehalten.
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