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Leitfaden zur Fixierung von Gewebeproben in
,2Formalin“ — was ist zu beachten?

Bei der Qualitatssicherung und Standardisierung der Immunhistochemie spielen die praanalytischen
Schritte, insbesondere die Gewebefixierung, eine entscheidende Rolle. Falsche Fixierung kann die
Ursache sein fur

falsch-negative Ergebnisse (keine oder sehr schwache Anfarbung durch Antigenverlust)
unerwiinschte, erhohte Hintergrundfarbung

unprazise (verwaschene), zu blasse bzw. nicht korrekt lokalisierte Immunreaktivitat
Risse im Gewebe (hartes Gewebe) oder anderweitig schlechte Morphologie

schlechte Erhaltung der Morphologie, insbesondere nach Epitopdemaskierung
mangelnde Haftung der Gewebeschnitte auf dem Objekttrager (Abschwimmen)

Antigenverlust bei langerer Lagerung des Paraffinblocks (Oxidationsprozess)

Doch was heildt ,falsche Fixierung“?

® Zu kurze Fixierung
® Verzogerte Fixierung (nach Gewebeentnahme)

® Falsches Fixativ

Externe Qualitatssicherungsprogramme wie z.B. NordiQC betonen in ihren Empfehlungen
ausdrucklich, dass in der Routine eine zu kurze (inkomplette) Fixierung das Hauptproblem
darstellt. Je nach Zuschnitt des Gewebes (Gewebedicke etwa 5 mm) sollte die Fixierungszeit, also
die Verweildauer der Gewebeprobe in 10% neutral-gepuffertem Formalin (engl. 10% NBF, neutral-
buffered formalin), keinesfalls kiirzer als etwa 8 Stunden betragen. Um eine ,Unterfixierung“ zu
vermeiden wird empfohlen, Gewebeproben von etwa 5-10 mm Durchmesser besser 16-24 Stunden
bei Raumtemperatur zu fixieren (Ref. 13)

Pathologische Labors sollten auch auf ihre Einsender einwirken, dass die Zeit zwischen Gewebe-
entnahme und Uberfiihren in ein Gefal mit frischem Fixativ méglichst nicht Ianger als 30 Minuten
betragt. Diese Verzogerung, auch als warme Ischamiezeit bezeichnet, kann eine Ursache fur falsch-
negative Ergebnisse sein. Mdglichst kurze Ischamiezeiten sollten stets sichergestellt werden, wenn
notig mit logistischer Unterstutzung der Einsender, z.B. durch Bereitstellung mit geeignetem Fixativ
geflllter Probengefalle. Fixierungszeiten sind mdglichst zu dokumentieren.
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Die obigen Empfehlungen bilden die Grundlage und Voraussetzung fir gute IHC-Farbungen und
werden haufig unterschatzt. lhre exakte Einhaltung ist insbesondere bei Auftreten der oben
aufgelisteten Farbeprobleme stets zu Uberprifen.

Ein haufiges Missverstandnis betrifftimmer wieder die Begriffe Formalin und Formaldehyd, die nicht
als Synonyme aufzufassen sind!

® Formalin ist Markenname & Synonym fur eine gesattigte wassrige Formaldehyd-
Losung (ca. 37%). Das eigentliche Standardfixativ der Pathologie ist jedoch eine 1:10
Verdiinnung dieser gesattigten Formaldehydlosung in physiologischem PBS Puffer
(pH 7,2-7,4). Genau diese Gebrauchslosung verbirgt sich hinter dem viel zitierten 10%
neutral-gepufferten Formalin.

e ™~
® Formaldehyd ist dagegen der
Trivialname fir die chemische
Verbindung CH20, synonym O
auch als Methanal bezeichnet
(=,Methan-aldehyd®). Der Name ||

Formaldehyd leitet sich von dem
lateinischen Namen Formica
(Waldameise) ab, da Formaldehyd

durch Oxidation in Ameisensaure H H

uberfuhrt werden kann.

10% neutral-gepuffertes Formalin (10% NBF) ist mit Sicherheit das gebrauchlichste Fixativ in der
Routinehistologie, und es bezeichnet die Gebrauchslésung, in der das Gewebe zur Fixierung 16-24
Stunden eingelegt wird zwecks kompletter Fixierung. 10% NBF entspricht einer 3,7%igen
Formaldehydlosung (Volumen/ Gewicht-Prozent) bzw. 4% (Gewicht/Gewicht) Formaldehyd.
Diese Losung hat nur eine begrenzte Haltbarkeit, da das Formaldehyd mit der Zeit zu Ameisensaure
oxidiert, was an einem sinkenden pH-Wert trotz PBS-Pufferung erkennbar ist. Als Daumenregel
sollte 10% neutral-gepuffertes Formalin nicht langer als 3 Monate nach Ansatz im Gebrauch sein.
Die Losung sollte farblos und klar sowie frei von Prazipitaten sein. Der pH-Wert ist zu Uberprifen und
sollte nicht unter einen Wert von 6,5 sinken.

Wenn die gesattigte Formaldehyd-Stammlosung (ca. 37%) farblos und klar ist und keine
Prazipitate aufweist, kann die Losung in einer gut verschlossenen Flasche (- Vermeidung der

Oxidation zu Ameisensaure) unter Lichtabschluss auch Uber langere Zeitraume bei Raumtemperatur
gelagert werden.
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Vor einer Lagerung von Formalin Gber mehr als 1 Jahr wird abgeraten. Bereits gedffnete Flaschen mit
37%iger Formaldehydlosung sollten moglichstinnerhalb eines halben Jahres verbraucht werden.
Die Einkaufsmengen von Formalin sind dem zu erwarteten Verbrauch anzupassen, um Verfall zu
vermeiden. Formaldehyd sollte generell bei Raumtemperatur gelagert werden, weil niedrige
Temperaturen die Bildung von Trioxymethylen (=1,3,5-Trioxan, zyklisches Trimer von Formaldehyd,
das sich bei saurem pH bildet) fordern, erkennbar an einem weil3en Niederschlag. Prazipitate oder
Kristalle kbnnen bei der weiteren Verarbeitung des Gewebes Probleme bereiten. Formalinlésungen
wird haufig Methanol als Stabilisator zugesetzt, als Schutz vor der Bildung von Formaldehyd-
Polymeren (=Paraformaldehyd).

Fixierung

Zum Verstandnis der Fixierung ist es wichtig, sich vor Augen zu halten, dass 10% NBF das Gewebe
relativ schnell durchdringt, jedoch langsam fixiert: etwa 1 Millimeter pro Stunde. Die Temperatur hat
starken Einfluss auf die Kinetik der Gewebefixierung. Bei zu kurzen Fixierungszeiten (weniger als 8
Stunden bei Raumtemperatur), bei zu geringer Formaldehydkonzentration oder in der Kalte kommt
es folglich zu einer unvollstédndigen Fixierung (ein Teil des Gewebes wird bei der Einbettung nur
alkoholfixiert). Formaldehyd ist im Gegensatz zu koagulierenden Alkoholen ein kreuzvernetzendes
Fixativ: durch Bildung von Methylenbricken werden u.a. bestimmte Aminosaureseitenketten der
Proteine miteinander kreuzvernetzt, was zu einer Deformation der dreidimensionalen Proteinstruktur
und damit der Veranderung von Epitopen fuhrt. Dieser Prozess wird im Zuge der hitzeinduzierten
Epitopdemaskierung (engl. antigen / epitope retrieval) wieder rickgangig gemacht — v.a. durch
hydrolytische Spaltung der Methylenbricken. Probleme mit zu kurzer Fixierung zeigen sich bei vielen
immunhistochemischen Markern, wie z.B. Vimentin, vor allem jedoch bei semi-quantitativen,
pradiktiven Markern wie ER, PR, Her2, Ki-67. Dies ist ein wesentlicher Grund fur die Etablierung von
Empfehlungen und Leitfaden fur die praanalytischen (v.a. Fixierung & Retrieval) und analytischen
(IHC-)Protokollschritte, die zu einer besseren Standardisierung der Ergebnisse uber die
Laborgrenzen hinweg flihren soll.

In der Regel gibt erst die detaillierte Rezeptur bzw. die Standardvorgehensweise (SOP) dartber
Auskunft, ob ein geeignetes Protokoll fur die Gewebefixierung zum Einsatz kommt. Das Standard-
fixans erhalt man nach 1:10 Verdlinnung der Formalinstammldsung [37% Formaldehyd in Wasser] in
PBS-Puffer pH 7.2. Leider gehen nicht alle publizierten Leitfaden (z.B. DAKkS, Ref. 8, 9) auf die
Details der Gewebefixierung ein. An dieser Stelle sei auf die Literaturliste sowie auf die CAP/ASCO-
Guidelines fur die Hormonrezeptoren und Her2 verwiesen (Ref. 11, 12). Eine langere Lagerung
aufgezogener Paraffinschnitte vor der IHC-Farbung ist zu vermeiden (Ref. 2). Es herrscht Konsens,
dass ohne eine sorgfaltige Validierung der Lagerbedingungen fur das betreffende Antigen bereits
aufgezogene Gewebeschnitte mdglichst nicht langer als 1-2 Wochen gelagert werden sollten, bevor
sie immunhistochemisch gefarbt werden. Eine weitergehende Empfehlung lautet sinngemal,
angefertigte Schnitte noch ,innerhalb der gleichen Arbeitswoche® zu farben und nichtlanger zu lagern
-auch bei 2-8 °C nicht.
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