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Mit 7 Textabbildungen 

(Eingegangen am 31. Mdirz 1962) 

Sei t  4 J a h r e n  b e n u t z e n  wi r  v o r w i e g e n d  ffir h i s t o c h e m i s c h e  Z w e c k e  den  

K r y o s t a t e n  y o n  D i t t e s - D u s p i v a ,  de r  es g e s t a t t e f ,  j edes  u n f i x i e r t e  Gewebe  in  

be] iebiger  D i c k e  zu  schne iden .  D ie  F r i s c h g e f r i e r s c h n i t t e  ze igen  m o r p h o l o g i s c h  

e in ige  A b w e i c h u n g e n  y o r e  g e w o h n t e n  B i l d  des  P a r a f f i n s c h n i t t e s .  W i r  h a b e n  

v e r s u c h t ,  d iesen  E i n d r u c k  zu o b j e k t i v i e r e n .  

Material und Methodik 

Vergleich yon Endometrien mit der Frisehgefrier- und ParMfineinbettungsmethode ~. Es 
wurden 38 Endometrien ~us Uteri, welche bei Oper~tionen gewonnen wurden, untersucht, 
sowie 9 Endometrien, die bei tier Curettage aus dem Uterus entfernt worden waren. 

Das Material wurde lebenswarm verarbeitet. Um die histologischen Schnitte gut ver- 
gleichen zu k6nnen, pr~parierten wir gleiche Gewebsbl6cke aus den Uteri. Dafiir wurde der 
Uterusfundus medial zwischen beiden Tubenwinkeln in sagittMer l~ichtung his zum 
Cavum uteri eingeschnitten. Eine 0,5--1 cm dicke Scheibe wurde so aus dem Uterus- 
fundus herausgeschnitten, dab 1--2 cm des Uteruscavums mit Schleimhaut getroffen war. 
Aus dieser Gewebsscheibe pr~parierten wit ein etwa 2 m a l ]  cm grol~es Gewebsstiick, welches 
in tier Mitre Endometrium enthielt. Das Gewebsstiick bestand also aus der Umschlagstelle 
des Endometriums am Fundus uteri mit umgebender Muskul~tur und war in senkrechter 
Richtung geschnitten. In  Mlen F~llen zeigten die Schnitte die ganze Ausdehnung des Endo- 
mefriums vom Deckepithel his zur BasMis und in d~s Myometrium hiuein. 

Sch]eimhautstreifen einer Curettage wurden vorsiehtig unter Vermeidung jeglicher Quet- 
schung auf dem Objekttisch des Kryostaten dicht aneinandergelegt. 

Das ]ebenswarme Gewebe wurde auf dem zimmerwarmen Objekttisch des Kryostaten 
basal mit  einigen Tropfen Wasser umgeben und so schnell wie m6glich mit C02-Schnee durch- 
froren. Die Wasserbenetzung ist zu empfehlen, damit der Gewebsblock beim Sehneiden nicht 
yore Objekttisch abf~]lt. 1kTach dem Einfrieren wurde das Pr~parat im K~lteraum des Kryo- 
staten yon Dittes-Duspiv~ bis zum Schnitt aufbewahrt (einige Minuten his zu 2 Tagen). Eine 
Beehlflussung des Schnittm~terials durch eine liingere Aufbewahrungszeit im K~lteraum bei 
- - 2 1  o C konnte nicht beobachtet werden. Die Gewebsbl6cke befanden sich, wenn sie nicht 
sofort geschnitten wurden, im K~tlteraum in einem verschlossenen Gefi~B mit Eis, so dab eine 
Trocknung des Bl6ckchens durch Sublimation vermieden wurde. Diese tr i t t  andernfalls im 
Kryostaten yon Dittes-Duspiva rasch ein, d~ tin Ventilator den. K~lteraum trockenhiilt und 
damit das Mikrotom vor Eisbildung und Korrosion schiitzt. 

Schnittgewinnung. Das Gewebsbl5ckchen wird bei --210 C 4--6  # dick gesehnitten. 
W~ihrend des Schneidens gleitet der Gewebsschnitt auf das ~ikrotommesser (Mikrotom der 
Firma Jung). Man n~hert dann in planparalleler HMtung zum 3/Iesser dem Gewebsschnitt 
einen zimmerwarmen, entfetteten Objektfr~ger. Das gefrorene Gewebe wird durch den 
Temperaturunterschied von dem Objekttr~ger angezogen und schmilzt sofort. Der Schnitt 
wird aus dem Kiihlraum entnommen und trocknet bei Zimmertemperatur rasch. Durch das 

1 Die Untersuchung der Endometrien war Gegenstand einer Dissertation yon M. W/iCnTER. 
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pl6tzliche Auftauen und die Gewebstrocknung erfolgt eine gewisse Denaturierung der Gewebs- 
proteine, so dab der Schnitt fast auf dam entfetteten Glas halter und wie ein aufgeklebter 
Paraffinschnitt aufbewahrt und verwendet werden kann. Die Fiirbung kann sofort nach 
Trocknung des Schnittes auf dem Objekttr~ger angeschlossen warden, aber auch beliebig 
spgter, wenn man die Nativschnitte in staubfreien K~isten aufbewahrt. Endometrien mit 
umgebendem Myometrium liegen sich trotz unterschiedlicher Konsistenz der Median ohne 
Schwierigkeiten schneiden. Ffir Currettagematerial ist diese Schnitteehnik besonders vorteil- 
haft, da dig einze]nen Sehleimhautstreifen zu einem Block zusammenfrieren und beim Schnitt 
nieht auseinanderfallen. 

Nach der serienmKgigen Anfertigung von etwa zehn gleichmiiBig diinnen Gewebsschnitten 
wurde das gefrorene GewebsblSckchen aus dem Kryostaten entnommen und in zimmer- 
warmes Formalin (40% Formaldehyd 150 ml, 1% CaC12 850 ml) gebracht. Hier taute es auf 
und fixierte gleichzeitig. Der Anschnitt des KryostatblSckchens wurde markiert, so dab 
mOglichst dieselbe Schnittfliiche des KryostatblSckehens ffir das ParaffinblOekchen wieder 
in Frage kam, um bei den zu vergleichenden Schnitten zwisehen Kryostat- und Paraffinsehnitt 
die gleiche Gewebsstelle wiederzufinden. Allerdings mug mit einer Differenz bis zu 1 mm 
gereehnet warden, da bei der Fixierung das Gewebe etwas wellig wird und augerdem beim 
Anschnitt des Paraffinbl6ckehens einiges Material verlorengeht. Die Einbettung des fixierten 
Gewebes erfolgte nach folgendem Schema: 1. neutrales Formalin bis zu 24 Std, 2. Spfilen in 
Wasser 1 Std, 3. Alkohol 70% 12 Std, 4. Alkohol 96% 6 Std, 5. abs. Alkohol I 3 Std, 6. abs. 
Alkohol I I  3 Std, 7. Methylbenzoat 12 Std, 8. Paraffin I (Schmelzpunkt 560 C) 3 Std, 9. Paraf- 
fin I I  bis zu 12 Std. Die Paraffinbl6ckchen wurden auf einem Schlittenmikrotom in 6,u 
Dicke geschnitten, auf mit EiweiBglycerin bestrichene Objekttri~ger aufgeklebt und im 
Paraffinofen bei 56 o C etwa 2 Std getroeknet. 

Kontrollversueh. Im bisherigen Versuchsgang wurde lebensfrisches Gewebe mit CO 2- 
Schnee durchfroren, Frischgefrierschnitte hergestellt und das gefrorene B16ckehen in neutra- 
lem Formalin aufgetaut und fixiert. In  einem Parallelversueh wurde an zwei GewebsblScken 
fiberi0rfift, ob die Frierung des Gewebes einen Einflug auf das Gewebe hat im Vergleieh zu 
Gewebe, welches lebensfrisch in Formalin fixiert wurde. Zu diesem Zwecke 10riil0arierten 
wir aus dam Uterusfundus yon zwei operativ gewonnenen Uteri zwei planparallele Gewebs- 
scheiben, fixierten die eine unmittelbar in Formalin, wghrend die andere den oben gesehilderten 
Gang fiber den durchfrorenen Block ins Formalin nahm. 

Fi~rbung. Alle Schnitte wurden gleichartig mit H~matoxylin-Eosin in iiblieher Weise 
gefgrbt. Die lufttrockenen Kryostatschnitte wurden direkt in das Hiimatoxylin eingesetzt, 
die Paraffinsehnitte naeh einer Passage durch Xylol und die absteigende Alkoholreihe. 

Vergleichende lIIessnngen am Gewebssehnitt. Um einen genauen Anhalt fiber die Art der 
Vergnderung wiihrend Fixierung und Einbettung bzw. Gefrierung des Sehnittes zu erhalten, 
haben wir vergleichende Messungen zwischen Kryostat- und Paraffinschnitt angestellt. 

1. HShe des Endometriums in  Millimeter. Mit einer auf das Prgparat aufgesetzten MeBlupe, 
die mit  einer 0,1 mm-Skala ausgerfistet war, wurde die HShe des Endometriums von der 
Grenze Myometrinm-Basalis bis zum Deckepithel gemessen. An jedem Sehnitt wurden 
10 Messungen vorgenommen und der Mittelwert errechnet. 

Alle folgenden Messungen wurden mit einem MeBokular 10fach bei 45fachem Objektiv vor- 
genommen. Die Eichung erfolgte mit  einem Objektmikrometer (ein Teflstrich entsprach 
1,82 #). 

2. Dri~sendurchmesser in  re. Bei einer fiir den jeweiligen Funktionsgrad charakteristischen 
Driise, welche in der Lgngsrichtung gctroffen war, wurdc der Abstand yon Basalmembran 
zu Basalmembran gemessen. Es wurden je zehn Werte ermittelt  und daraus die iVlittelwerte 
errechnet, wobei eventuelle HShen und Tiefen gleichm~Big berficksichtigt wurden. Lediglich 
bei einigen Curettageendometrien waren die Drfisen nur quer getroffen. Es wurde der Durch- 
messer yon zehn verschiedenen Drfisen ausgemessen. 

Die folgenden Werte wurden an der gleichen Drfise wie Punkt 2 ermittelt. 
3. Driisenlumen in  re. Abstand der lumenwiirts gerichteten Epithelgrcnzen, Mittelwert 

aus zehn Megwerten. 
4. Epithelh6he in  it. Messung zwischen Basalmembran und lumenwiirts gerichtetem Eloi- 

thelsaum. Mittelwert aus zehn MeBwerten. 
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Von den ovalen Kernen des Driisenepithels und des Stromas wurde der Liings- und Quer- 
durchmesser ebenfalls in je zehn Werten mit Mittelwert erreehnet. 

Vergleieh yon Kryostat[risehgetriersehnitt und Paraffinsehnitt an sonstigem gyn~kologi- 
sehem Material. Neben dieser systematischen Untersuchung verffigen wir fiber eine groBe 
Zahl yon vergleichbaren Schnitten desselben Materials, die bei sog. Schnelldiagnosen ge- 
wonnen wurden. Es handelt sieh um Material, welches bei Operationen makroskopisch einen 
unklaren Eindruck machte, so dag eine histologische Sicherung erwfinscht war. Wir haben zu 
diesem Zweck Schnelldiagnosen bei 70 Mammae, zwei Tumoren des Ovars, zehn Tumoren 
des Uterus, 17 unklarem Curettagematerial, zwSlf BrSckelentnahmen aus der Cervix, zwei 
Beckenlymphknoten, eine Tube und eine Probeexeision der Vagina gestellt. 

Die Herstellung der Kryostatscimitte an diesem Material ist die gMche wie oben beschrie- 
ben, die Fixierung erfolgte naeh Herstellung des Frischgefriersehnittes, jedoch nicht in neutra- 
lem Formalin, sondern in Stievescher FixationslSsung. Die Einbettung und Aufarbeitung 
erfolgte in unserem histologisehen Laboratorium nach iiblichen Gesichtspunkten. 

Ergebnisse 

Endometr ium.  Vergleieht m a n  die morphologisehen Bilder des Endomet r iums  
im Paraf f inschni t t  mi t  denen  des Kryos ta tsehni t tes ,  so f indet  m a n  zun/~ehst die 

Abb .  l a u. b. P r o l i f e r i e r e n d e s  E n d o m e t r i n m ,  H ~ k m a t o x y l i n - E o s i n - F ~ r b u n g .  a F r i s c h g e f r i e r s e h n i t t ,  
b P a r a f f i n s c h n i t t .  Vergr .  224 • 

b e k a n n t e n  S t ruk tu ren  nieht .  Ganz allgemein l/~llt auf, dal3 im Kryos t a t s ehn i t t  
keine Gewebslfieken vorhanden  sind. Die L u m i n a  der Endomet r iumdr t i sen  sind 
mi t  Sekre~ geIfillt. Aueh alle anderen  im  Paraf f insehni t t  als optiseh leer ersehei- 
nenden  Gewebsl/ieken sind mi t  einer tells blag eosinophilen, teils blag-bl/ iuliehen 

1" 
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Substanz angef/irbt. Die [Tberg/~nge yon einem Gewebselement zum anderen, 
z. B. Stroma zum Epithel, Epithel zum Sekret, erseheinen fugenlos und dadureh 
weniger seharf abgesetzt als im Paraffinsehnitt.  Man vermigt  z. B. im Kryosta t -  
sehnitt die eharakteristisehe Glykogenvaeuolenbildung unterhalb des Kernes 
naeh Einsetzen der Progesteronwirkung. Das Cytoplasma aller Zellen ist st/trker 
eosinophil angef/~rbt als im Paraffinsehnitt.  Das Kernehromatin ist weniger stark 
angef&rbt als im Paraffinsehnitt.  Abb. 1 zeigt ein Beispiel des morphologisehen 

Abb. 2a u. b. Endometrim kurz nach der Ovulation. H~imatoxylin-Eosin-Fhrbnng. a Frischgefrier- 
schnitt, b Paraffinsehnitt. Vergr. 22~ • 

Bildes beim Vergleieh beider Sehnittverfahren im Kryostat-  nnd Paraffinsehnitt  
aus einem proliferierenden Endometr ium und Abb. 2 ein gleiehes Bildpaar yon 
einem Endometr ium kurz naeh der 0vulation.  

Die Sehrumpfung des Gewebes naeh Paraffineinbettung ist im Vergleieh zum 
Kryos~atsehnitt  bereits makroskopiseh erkennbar. Abb. 3 zeigt eine Ubersieht 
eines Endometriums yon der Basalis bis zum Deekepithel mit  beiden Methoden. 
I m  Bildaussehnitt ist das Lumen des Uteruseavum getroffen. W~hrend es im 
Kryosta tsehni t t  nur als feiner Spalt imponiert, klafft es im Paraffinsehnitt  weir 
auseinander. Das Endometr ium hat  dureh die Sehrumpfung des Gewebes wesent- 
lieh an HShe verloren. Die st&rkere Anf~irbbarkeit der Drfisenkerne ~st aueh in 
der lJbersiehtsvergr6gerung erkennbar. Die Ergebnisse der vergleiehenden 
Messungen mit der MeBlupe fiber die H6he des Endometriums in Millimetern zeigt 
Abb. ~. In  dieser Abbildung wurden 27 naeh Funktionsznst/~nden geordnete 
Endometrien verwandt.  I m  Kryosta tsehni t t  ist das Endometr ium stets h6her 
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als im Paraffinschnitt.  Die Differenz ist nicht immer gleiehmgl~ig, sondern steigt 
mit  dem Wassergehalt des Endometriums. Je  wasserreieher das Gewebe ist, um 
so mehr wirkt sieh die dehydrierende Prozedur der Paraffineinbettung mit  einer 
st~rkeren Schrumpfung aus. Die enorme Volumensehwankung des Endometr iums 
w~hrend eines Cyelus wird in Abb. 4~ besonders deutlich. Um den Zeitpunkt  der 

A b b .  3~ u. b. P r o l i f e r i c r e n d e s  E n d o m e t r i n m ,  H ~ m ~ t o x y l i n - E o s i n - F / i r b u n g .  a F r i s c h g e f r i e r s c h n i t t ,  
b P a r a f f i n s c h n i t t .  - -  A m  o b e r e n  B i l d r a n d  i s t  das  C a v u m  n t e r i  a n g e s e h n i t t e n .  Die  E r w e i t e r u n g  i s t  

i n fo lge  der  S e h r u m p f u D g  i m  P a r a f f i n s c h n i t t  d e u t l i c h  s i c h t b a r .  Vergr .  35 x 

Ovulation ist die H5he des Endometriums um mehr ~ls das Zehnfache gegeniiber 
der postmenstruellen Phase angestiegen. Diese Volumenschwankung kommt  im 
Kryosta tschni t t  sehr deutlich zum Ausdruck. Sie ist bei Betraehtung des mor- 
phologischen Bildes zu einem wesentlichen Teil - -  neben dem Gewebswachstmn - -  
anf eine Zunahme des Flfissigkeitsgehaltes im Endometr ium zurfickzuffihren. 

Abb. 5 zeigt die Ausmessungen der Driisendurchmesser, Drfisenlumhla und 
HShe der Drfisenepithelien. Der Driisendurehmesser ist bei beiden Pr/~parations- 
arten praktisch gleich. Die gemessenen Differenzen liegen im Fehlerbereich der 
Methode. Dagegen ist das Drfisenlumen im Paraffinschnitt  immer weiter als 
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im Kryostatschnit t .  Dies ist besonders auff~llig im ersten Drittel des Cyclus. 
Entsprechend dieser Ver~nderung ~st bei gleiehbleibendem Drfisendurchmesser 
die ]:IShe der Epithelzellen verschieden. Auch h]er scheint eia besonderer Wasser- 
reichtum der Epithelzellen w~hrend der Proliferation vorzuliegen. 
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~kbb. 5. Vergleichende Mess ing  des Driisenl~mens,  des Drfisen- 
dlu 'chmessers ~nd  der  HShe der  Drfisenepithelien in ~ a m  Frisch- 

gefrier- und Paraf f inschni t t  

Die Ausmessungen des 
Lgngs- und Querdurch- 
messers an den Zellkernen 
der Drfisenepithelien und 
Stromazellen zeigen im 
Kryostatschni t t  in allen 
Fi~llen einen grSBeren 
Durchmesser als im Paraf- 
finschnitt. 

Kontrollversueh. Die 
Schrumpfung des Gewebes 
war in den Gewebsbl6cken 
noch starker, die ohne vor- 
herige Einfrierung mit CO s- 
Schnee in Formalin fixiert 
wurden. Dies ist leicht ver- 
st~ndlich, da das gleiehzeitige 
Auftauen und Fixieren in 
Formalin den Gewebsblock 
mehr in der starreren ge- 
frorenen Form hielt. Wird 
]ebenswarmes Gewebe in For- 
malin gegeben, ist dessen 
Kontraktilit~t grSBer als bei 
dem durchfrorenen Block. 

Ergebnisse an anderem 
gynSlcologischem Material 

Wird im klinisehen 
Sektor eiue histologi- 
sche Sehnelldiagnose ge- 
wfinseht, so ist der Kryos- 
tatschnellschnitt zweifellos 
sehr geeignet. Innerhalb 
yon 5 rain wird ein Schnitt 
hergestellt, der einem 
Paraffinschnitt  in nichts 

nachsteht.  Wenn im lebensfriseh gewonnenen Material keine Verkn5eherungen 
oder Verkalkungen vorliegen, gelingt die Schnitteehnik in ]edem Falle. Stark 
fetthaltiges Gewebe (z. B. Mammaexcisionen) hat  sich lfieht als ttindernis er- 
wiesen. Aueh besonders hartes Gewebe, wie Cervixwand oder derbe Fibrome, 
konnteu ohne Miihe gesehnitten werden. Fiir die Schnelldiagnose haben wir e~ne 
verkiirzte H~matoxylin-Eosin-F~rbung gew~hlt (2 rain Kernf~rbung in MAYEt~s 
tI~malaun,  Bl~uen in flie~endem Wasser, kurz in Eosin eintauchen und 
dehydrieren). Eine gewisse Schwierigkeit sehen w~r ffir die Schnelldiagnostik mit  
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Abb. 6a u. b. BrSckelentnahme aus dem Cervicalkanal. H~tmatoxylin-Eosin-F~rbllng. Plattencpithel- 
carcinom, a Frischgefrierschnitt, b Paraffinschnitt. Vergr. 140 • 

Abb.  7 ~ u. b. P r o b e e x e i s i o n  aus  der  h i n t e r e n  S c h e i d e n w a n d .  H ~ m a t o x y l i n - E o s i n - F ~ r b u n g .  P l a s m a -  
eeIluI/~res I n f i l t r ~ t .  a F r i s c h g e f r ] e r s c h n i t t ,  b P a r a f f i n s c h n i t t .  Verga'. 560 • 
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dem Kryostatsehnit t  in der ungewohnten Morphologie des Gewebes. In den 
meisten F/~llen maeht die Diagnostik aber keine Schwierigkeiten. Zwei Beispiele 
sollen dies er]/~utern: Abb. 6 stellt eine BrSekelentnahme aus dem Cerviea]kanal 
dar bei einem kliniseh nicht sieheren Careinom. Die Tumordiagnose ist in beiden 
Veriahren vSllig klar, im Kryostatschnit t  bestieht die fugenlose Gewebsstruktur, 
die Tumorzapfen liegen den Verh/~ltnissen in vivo entspreehend ohne Spalt- 
raum im Tumorstroma, w/thrend im Paraffinschnitt grol~e Spaltraume ent- 
standen sind. 

Ge]egentlieh maeht jedoeh die Diagnostik im Kryostatschnit t  Sehwierigkeiten. 
Abb. 7 zeigt ein Beispiel : Es handelte sieh um eine makroskopiseh suspekte Stelle 
an der hinteren Vaginalwand einer/~lteren Patientin. Es wurde eine Probeexeision 
durehgefiihrt und eine Schnelldiagnose gew/inscht. Im Kryostatsehnit t  hatte man 
den Eindruek einer ausgedehnten zelligen Infiltration unter dem intakten Platten- 
epithel der Vagina. Die Zellen sehienen in Str/ingen zusammenzuliegen, so dal~ 
histologiseh der Eindruck eines epithelialen Tumors entstand. Da das histologische 
Bild ungewShnlich war, wurde vor einer weiteren therapeutischen Intervention 
der Paraffinschnitt abgewartet. Die Dehydrierung und Sehrumpfung des Gewebes 
fiihrte zu einem bekannten Bild. Es handelte sieh um eine stark plasmacelluls 
Infiltration unter dem Vaginalepithel. Die Dehydrierung rundete die Plasma- 
ze]len ab und isolierte sie, so dab das Infil trat  yon Einzelze]len deutlieh zu er- 
kennen war. 

Diskussion 

Wit haben Endometrien und andere Gewebe mit versehiedenen Verfahren 
histo]ogisch verarbeitet und sind zu untersehiedliehen morphologisehen Bildern 
gekommen. Bei welehen Verfahren kann man damit reehnen, ein Abbild zu 
bekommen, welches den Verh~ltnissen in vivo n/~herkommt ? 

Betrachten wir zun/tehst die Verarbeitung des Gewebes im Frisehgefrier- 
sehnitt. Das ]ebensfriseh gewonnene Material wird noch warm in wenigen Seknn- 
den mit CO.)~Schnee eingefroren. Kohlens~ture hat eine Sublimationstemperatur 
yon --78,5 o C. Dureh das rasche Uberfiihren aller Gewebsfl/issigkeiten in den 
festen Zustand bei derart tiefen Temperaturen wird eine Eiskristallbildung ver- 
hindert. Danaeh wird das Gewebsbl6ekehen in einen Luftraum yon --210 C 
fiberfiihrt und hier bis zu dieser Temperatur ,,aufgew/~rmt". Sowohl die Ein- 
frierungs- wie Aufbewahrungstemperatur ist niedrig genug, um alle fermentativen 
und katalytischen Vorg/~nge im unfixierten Gewebe zu stoppen, ohne diese zu- 
nachst irreversibel zu seh/tdigen. Der Schnitt des Gewebes erfolgt bei - -21  o C, 
ohne Verzerrung desselben. Bei der Abnahme des etwa 4--6,u dfinnen, --210 C 
kals Gewebsscheibehens durch den zimmerwarmen Objekttr/~ger sehmilzt 
dieses sofort, klebt lest und faltenlos auf dem Objekttr/~ger an und versehiebt 
sich aueh bei der anseh]ieBenden rasehen Troeknung durch Verdunstung des 
Gewebswassers nicht mehr. Das Gewebe ist also einer zweimaligen rasehen 
Temperaturschwankung (yon -~37 ~ auf --78,50 und yon - - 2 ]  o auf Zimmer- 
temperatur) sowie einer anschlieBenden Troeknung unterworfen, Vorgange, die 
auf physikalischem Wege eine chemisehe Beeinflussung (Denaturierung) der 
Gewebsproteine bedingen. Mit der Troeknung kommt es s wie beim 
,,freeze-drying" zu einer Fixierung, ohne deren Schrumpfungserseheinungen. Der 
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Frisehgefriersehnitt ist bis zu seiner Zufiihrung in eine F/~rbereihe yon jegliehen 
Chemikalien unberiihrt geblieben. 

Dagegen ist der Entwieklungsweg eines zur F/~rbung bereitstehenden Paraffin- 
sehnittes sehr viel langwieriger, komplizierter und mit irreversiblen Eingriffen 
in die Gewebsstrukturen verbunden. Wir haben lediglieh die Formalinfixierung 
und die mitgeteilte Einbettungsmethode vergleiehend herangezogen, ohne auf das 
weite Gebiet andersartiger Fixationsmittel und Einbettungsarten eingehen zu 
kSnnen. Die Formalinfixierung ist ein irreversibler Vorgang, bei dem es zu ehemi- 
sehen und physikochemisehen Umsetzungen im Gewebe kommt, z. B. die Methy- 
lierung yon Aminogruppen, eine starke Versehiebung des isoelektrisehen Punktes 
znm Basisehen, ausgedehnte Polymerisations- und Kondensationsvorg~nge im 
Gewebe, die LSsung bestimmter Eiweigsubstanzen, eine v611ige Entfernung der 
Gewebssalze und anderes mehr (HAuG 1959). Mit der Ver~nderung der Gewebs- 
strukturen geht die Stabilisierung dieser Strukturen einher. Bei der naehfolgenden 
Entwgsserung in versehieden konzentrierten Alkoholen kommt es zu einer 
starken Sehrumpfung des Gewebsbloekes. l~ber den Chemismus der Hgrtung 
und naehfolgenden Behandlung in Methylbenzoat und Paraffin ist nur wenig 
bekannt. Wir stehen also im Paraffinsehnitt einer vergnderten Materie gegeniiber. 
Dureh Variationen der Fixations- und EntwgssernngslSsungen kann man zweifel- 
los aueh am Paraffinmaterial die eine oder andere Gewebssubstanz sehonen. Wir 
sind uns dessen bewuBt, dag besonders die Formalinfixierung eine ffir das Endo- 
metrium nieht optimale Fixierungsm6glichkeit darstellt. Die Sehonnng des 
Gewebes w/thrend der Fixation und Einbettung und die m6gliehe Ver/~ndernng 
derselben bei Variationen der Methodik war Gegenstand zahlreieher Arbeiten 
(B E~  1907, HERTWm 1931, KAISERLING und GE~M~ 1893, PATTEX und Pg~L- 
POTT 1920/21, SCgILL~R 1930, TELLYES~ICZKY 1898, 1901, WE~XE~ 1934, 1936 
u.a.). Nan mug hervorheben, dag alle bisherigen Kenntnisse der Histologie auf 
der M6gliehkeit der Fixierung und Einbettnng tierisehen und mensehlichen 
Materials bernhen. Daher haben sieh mit der Betraehtung histologiseher Pr/~- 
parate bestimmte Eindrfieke eingepr/igt, so dab ver/~nderte Bilder als ungewohnt 
und fremd erseheinen. Xhnliehes widerf~hrt dem Betraehter des unfixierten, 
mit Its gefarbten Kryostatsehnittes. Man vermiBt die seharf 
konturierende Trennung versehiedener Gewebselemente, die gut durehzeiehnete 
Chromatinstruktur des Kernes mit dem profilierten Nueleolus und der Kern- 
membran. Dureh die ungewohnte, fast v611ige Erhaltung des Glykogens im 
Gewebe entstehen z. B. Sehwierigkeiten bei der Endometriumdiagnostik. ;J'ber- 
sieht man jedoeh die Anamnese beider Sehnittverfahren, betraehtet Abbildungen 
und MeBergebnisse, so muB man zu dem Ergebnis kommen, dab der unfixierte 
Frisehgefriersehnitt ein lebenstreueres Abbild wiedergibt als der fixierte Paraffin- 
sehnitt. Besonders die Volumensehwankung des Endometriums ws eines 
Cyelus wird mit dem Frisehgefrierverfahren den Verh/tltnissen in vivo ent- 
spreehend dargestellt (Abb. 3 und 4). Morphologiseh konnte bisher das Ansmag 
der Volumensehwankung nieht derart naehgewiesen werden. 

Wie LANGI~EDEt~ und STI~AtrSS 1957 bereits mitteilten, eignet sieh das Kryo- 
statverfahren ausgezeiehnet zur tterstellung sog. Sehnellsehnitte. Bei der Dia- 
gnostik muB allerdings bertieksiehtigt werden, dab es einer gewissen Erfahrung 
fiir das sich morpho]ogiseh anders darbietende Gewebe bedarf. 
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Die zentralste Rolle spielt der unfixierte Kryostatschnit t  auf dem Gebiet der 
Histochemie. F/Jr den Nachweis einer Reihe empfindlicher Fermentsysteme ist 
die tIerstellung eines unfixierten Schnittes Vorbedingung, f/Jr viele andere Sub- 
stanzen braehte der unfixierte Schnitt eine bessere Erhaltung der Substanz und 
eine lebenssehtere Lokalisation derselben. 

Keine ausreichende Erfahrung besteht zur Zeit fiber die Konservierung 
unfixierter GewebsblScke in der K~lte. Wir betten unser l~estmaterial stets in 
Paraffin ein, so dab wir fiber die Haltbarkeit  des Gewebsblockes in der Kalte- 
kammer keine Aussage maehen k6nnen. Ffir grSl~eres Material scheint die Auf- 
bewahrung als Paraffinbloek sieher einfacher, da dieser keines Kiilteraumes 
bedarf. Die Aufbewahrung yon unfixierten, lufttrockenen, ungef~rbten Friseh- 
gefrierschnitten in staubfreien Kgsten bei Zimmertemperatur kann genauso 
vonstatten gehen wie die yon Paraffinschnitten. Wir haben Erfahrungen mit 
4 Jahre Mtem Schnittmaterial, welches mit Hiimatoxylin und anderen F~rbungen 
noch vSllig normal behandelt werden kann. 

Zusammenfassung 

Von Endometrien und anderem gyn~kologischem Material wurden unfixierte 
Frischgefrierschnitte mit dem Kryostaten yon Dittes-Duspiva hergestellt und 
das gleiche Material fixiert, eingebettet und Paraffinschnitte angefertigt. Von 
beiden Schnittherstellungen wurden gleichartige tti~matoxylin-Eosin-Fiirbungen 
hergestellt. Die Gewebsschnitte wurden vergleichend auf morphologische und 
f~rberische Unterschiede untersucht. An den Endometrien wurden vergleichende 
Messungen zur Gr6~e der einzelnen Gewebselemente im Frischgefrier- und 
Paraffinsehnitt angestellt. Der Vergleich beider Methoden ergab, dal] im Frisch- 
gefrierschnitt die Verhs mehr denen in vivo entsprechen. Der Frisch- 
gefrierschnitt eignet sich gut ffir das Gebiet der histologischen Schnelldiagnostik 
und nimmt eine zentrale Stellung im Bereich der ttistochemie ein. 

The morphology of tissues in fresh frozen sections and after fixation 
and embedding in paraffin 

Summary 
Fresh frozen sections and paraffin sections, both stained with haematoxylin 

and eosin, have been compared in the same tissue (endometrium and other 
gynaecologieal specimens) and differences in the morphology and staining results 
have been described. 

In the endometrium, exact measurements of certain tissue elements were 
performed in both types of section (mucosal thickness; glandular diameter; 
luminal diameter; length of the epithelial cells and two diameters of the nuclei 
of the epithelial and stromal cells). A comparison of both techniques by these 
means suggests tha t  the histological picture in fresh frozen sections is more similar 
to the conditions in vivo than the appearances seen in paraffin sections. 

Fresh frozen sections are highly suitable for rapid diagnosis in histology and 
are of particular value in the field of histochemistry. 
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