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Technovit — Histotechnik

Polymerisationssysteme
fiir histologische Anwendungen



Technovit

Polymerisationssysteme fiir die Histotechnik

Die von Heraeus Kulzer, in Zusammenarbeit mit namhaften Wissenschaftlern und Instituten, entwickelten Systeme zur
Einbettung von Gewebe in Kunststoff fiir histologische Untersuchungen haben sich in der Praxis seit Jahrzehnten
bewahrt. Sie werden zu Diagnose und Forschungszwecken in der Medizin, der Tiermedizin und der Botanik erfolgreich
eingesetzt. Ebenso in der Schneidetechnik fiir industrielle Anwendungen und Biomaterialien.

Die Systeme erflillen wichtige Anforderungen, wie
Einbetten bei niedriger Temperatur, Diinn- und Semidinn-
schnitt-Technik sowie optimale Trenn- und Schleifeigen-
schaften. Die Schnitte lassen sich gut strecken und im
Lichtmikroskop zeigen die geférbten Préparate eine
hervorragende Morphologie.

Mit der Histo-Technik von Heraeus Kulzer werden die
wissenschaftlichen und wirtschaftlichen Bedingungen fir
histologische Untersuchungen von Gewebe wesentlich
verbessert.

B Einfache, rationelle Handhabung, da alle Komponen-
ten aufeinander abgestimmt sind

B Durch die besonderen Materialeigenschaften kdnnen
die in histologischen Laboratorien eingesetzten
Standard-Farbemethoden, Enzym- und Immunhisto-
chemie einschlieBlich In-situ-Hybridisierung durchge-
fuhrt werden

Warum Kunststoff?

Im Gegensatz zu allen anderen in der Lichtmikroskopie
verwendeten Einbettmitteln fiir die histologische Technik
kdnnen nach einer Kunststoffeinbettung gleichmaBige
Dinn- und Semidlnnschnitte angefertigt werden. Dabei
bleiben morphologische Details ausgezeichnet erhalten. In
unentkalkten, in Kunststoff eingebetteten Proben lassen
sich die mineralisierten und zellularen Strukturen besser
bestimmen. Sowohl die Mineralmatrix als auch die
knorpeligen und ligamentdsen Gewebe sind sehr gut
erhalten.

Die Ergebnisse enzymatischer, immunhistochemischer
Untersuchungen und auch In-situ-Hybridisierung zeigen
eine sensiblere und spezifischere Aktivitat, da alle
Technovit-Kunststoffe durch die spezielle Zusammenstel-
lung der Polymerisationssysteme bei niedrigen Temperatu-
ren und auch Minusgraden ausharten.
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TECHNOVIT 7100

Technovit 7100

Schnitte fiir histologische und industrielle Anwendung

Technovit 7100 ist ein Kunststoffeinbettsystem auf Basis von HEMA* (2-Hydroxyethylmethacrylat). Verwendung findet
das hydrophile Harz in Medizin, Botanik, Zoologie sowie in der Industrie zur Einbettung von Geweben fiir lichtmikrosko-
pische Untersuchungen. Die Schnitte konnen fiir histologische Farbungen und Enzymnachweise genutzt werden.

Technovit 7100 polymerisiert transparent aus. Aus den
Blocken lassen sich am Rotationsmikrotom gleichmaBig
diinne Schnitte herstellen. Ein Herauslésen des Kunst-
stoffes aus dem Block und dem Schnitt ist nicht erforder-
lich und auch nicht méglich.

Materialeigenschaften

Die chemische Polymerisation von Technovit 7100 wird
mit Hilfe eines Barbitursaurederivates in Kombination mit
Chloridionen und Benzoylperoxid eingeleitet. Das
Katalysatorsystem enthalt, im Vergleich zu herkdémmlichen
Systemen, keine aromatischen Amine.

Die Vorteile auf einen Blick

®  Unkomplizierte Handhabung

B Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit der Einbettun-
gen durch standige, dokumentierte Qualitatskontrollen
der einzelnen Komponenten

B Niedrige Polymerisationstemperatur durch Teflon-
einbettformen

B GleichmaBige Harte des Blockes, dadurch gleichmaBi-
ge, dinnste Schnitte

B Geringe Schrumpfungsartefakte, deshalb hervorragen-
de Morphologie der Gewebe

B Neben Routinefarbungen auch Enzymnachweise
moglich

B Weniger toxisch durch den Katalysator aus Barbitur-
saure

B Polymerisation bei Raumtemperatur (20 °C)

B Kein luftdichtes AbschlieBen wahrend der Aushartung
erforderlich

B Bei hamatologischen Beckenkammbiopsien kein
Entkalken erforderlich

Anwendung

Technovit 7100 der Step-by-Step-Anleitung entsprechend
ansetzen. Die fixierten und dehydrierten Proben zuerst in
die Prainfiltrations-, danach in die Infiltrationslésung
legen. Vakuumintervalle und/oder Agitation wahrend der
einzelnen Schritte beschleunigen den Einbettvorgang.
Proben fir industrielle Anwendung werden direkt in die
Infiltrationslésung gelegt oder auch ohne Vorbehandlung
ausgehartet.

Polymerisation

Das Polymerisationsgemisch nach Anleitung ansetzen und
die Einbettmulden damit flllen. Sofort darin die infiltrier-
ten Proben orientieren. Die Polymerisation erfolgt bei
Raumtemperatur.

Polymerisationstemperatur in:
® HistofoormS 32°C-38°C
® HistoformQ 40°C-45°C

Nach der Aushartung (ca. 1% Std.) mit Histobloc® und
Technovit 3040 aufblocken (siehe auch Seite 15).

* HEMA ist auch unter der Bezeichnung GMA (Glycolmethacrylat)
bekannt



Weitere Anwendungsgebiete

Immer wenn es darum geht, Schnitte von den eingebette-
ten Materialien anzufertigen, ist Technovit 7100 DAS
Material der Wahl. Das urspriinglich fiir die Histologie
entwickelte Technovit 7100 hat sich aufgrund seiner
universellen Anwendungsmoglichkeiten seit Jahren auch
in der Industrie bewahrt.

Anwendungsgebiete sind zum Beispiel
Einbettungen und Schnitte von:
Kunststoffen

Folien

Papier

Textilien

organischen Praparaten

Fasern

Materialeigenschaften

In Féllen, in denen Materialproben geschnitten und
lichtmikroskopisch untersucht werden, erméglicht die
Einbettung mit Technovit 7100 Schnitte im p-Bereich.
Mit dem auf dieses System abgestimmten Einwegmesser
Technovit Histoblade kénnen die Proben kostenglinstig in
hoher Qualitat geschnitten werden.

Die Praparationen dieser Art von Proben unterscheidet
sich nur geringfligig von den medizinischen Proben. In
vielen Fallen ist das Einlegen in die Vorbereitungsldsung
nicht notwendig, wie bei Folien und Kunststoffen.

Hinweise zum Einbetten nicht medizinischer

Gewebeproben

B Bei Papier und Textilien ist eine Infiltration in der
Vorbereitungslésung mit Vakuum zu empfehlen

B Biologische Praparate werden wie medizinische
behandelt (fixiert, entwassert und anschlieBend
infiltriert)

B Materialien, die weniger temperaturempfindlich sind,
kdnnen auch als groBere Proben eingebettet werden
(Histoform S und Q, 0. A.)

TECHNOVIT 7100

Technovit 7100

findet in vielen Bereichen
Anwendung: organische
Praparate, Kunststoffe,
Folien & Papier, Fasern
und viele mehr ...

Produktdaten
Art.-Nr. Bezeichnung Inhalt
64709003 Technovit 7100 Kombipack 1x 500 ml Basislésung

5x 1g Harter 1
1 x40 ml Harter 2

Technische Daten

Farbe transparent
Dichte = spez. Gewicht g/cm® 1,07

(DIN 53479)

Brechungsindex

monomer 1,4540
polymer 1,5050
Lagertemperatur max. 25 °C
Haltbarkeit 2 Jahre




TECHNOVIT 7100

Step by Step

Je nach Beschaffenheit der industriellen Probe z.B. nicht
porése Materialien wie Folien etc. kann auf die Schritte
1-4 (Fixierung bis Infiltration) verzichtet werden. Es kann
direkt mit der Polymerisation begonnen werden.

Fixierung
Die Gewebestlicke wie erforderlich fixieren und
nachbehandeln.

Entwasserung

Die Dehydration erfolgt in Ethanol oder auch Aceton, eine
stufenweise Entwasserung mit HEMA in Puffer ist moglich
(+4 °C).

Wechselvakuum und Agitation sind zur besseren Durch-
dringung wahrend des Einbettprozesses hilfreich. Ein
Intermedium ist vor der Prainfiltration nicht erforderlich.

Préinfiltration

Letzte Konzentration der Entwasserungsreihe zu gleichen
Teilen mit Basisldsung Technovit 7100 ansetzen.

Ca. 2 Stunden bei Raumtemperatur (20 °C) z. B. 50 ml
96 % Ethanol : 50 ml Basislésung Technovit 7100.

Infiltration

Herstellung der Infiltrationslésung:

B Basislésung Technovit 7100 100 ml

B+ Technovit 7100 Harter 1 1 g (1 Beutel)

In einem sauberen (spillmittelfreien) Glas- oder Polyethy-
len-GefaB ca. 10 Min. I6sen. Die Infiltrationslosung ist
verschlossen bei 4 °C maximal 4 Wochen stabil.

In einem geniigend groBen Volumen der Infiltrationslésung
die Proben, je nach GroBe, bis zu 24 Stunden (Raumtem-
peratur) oder langer bei 4 °C infiltrieren. Ein kurzes
Vakuum (Wasserstrahlpumpe) und Agitation sind hilfreich.

Polymerisation

Herstellung der Polymerisationslésung:

B |[nfiltrationsmedium (ungenutzt) 15 ml

B+ Technovit 7100 Harter 2 1 mil

ca. 3-5 Min. mischen.

Handelsibliche Pipettierhilfen und Einmalgefa benutzen!

Die Einbettmulden der Histoform zur Halfte mit der
Polymerisationsldsung auffillen (Einmalpipette) und die
vorbereitete Probe darin orientieren und Form auffillen
(Achtung, nur die Mulde, nicht die gesamte Aussparung).
Die Polymerisation erfolgt entweder komplett (2 Std.) bei
Raumtemperatur oder 1 Stunde bei Raumtemperatur und
anschlieBend 1 Stunde bei 37 °C im Warmeschrank.

Die leicht klebrige Oberflache (Inhibitionsschicht) kann
mit einem fusselfreien Einmal-Tuch abgewischt werden.
Eine zu hohe Luftfeuchtigkeit begiinstigt eine starkere

Inhibitionsschicht!

Abhangigkeit der maximalen Polymerisationstemperatur
von der Umgebungstemperatur

Umgebungstemp. Histoform S Histoform Q
Raumtemp. ca. 20 °C 32 37
Kiihlschrank +4 °C 16 23
Kithlschrank auf Eis 0 °C 10 18

Aufblocken und Archivieren

Um die ausgeharteten Proben aus der Teflonform
entnehmen zu kénnen, werden diese mit Histobloc® und
Technovit® 3040 aufgeblockt (s. Seite 15).

Weiterverabeitung

Die Blocke in die Backenklemmvorrichtung am Rotations-
mikrotom fest einspannen. Zum Schneiden das Technovit
Histoblade (in Kombination mit dem Heraeus Messer-
halter) oder Hartmetallmesser (Messerwinkel beachten)
benutzen. Den Schnitt trocken mit einer Pinzette
abnehmen und auf ein Streckbad (Aqua dest.) aufbringen.
Auf saubere, fettfreie, auch beschichtete, Objekttrager
aufziehen. Vor der Farbung mindestens 15 Minuten oder
Gber Nacht bei 60 °C trocknen lassen. Die nicht entplas-
teten Schnitte direkt in die Farblésung bringen. Ein
1-p-Schnitt muss fir die gewiinschte Farbintensitat langer
gefarbt werden als ein 5-p-Schnitt.

Herstellung der Losungen im Uberblick

Losung Ethanol Basislosung Harter 1 Infiltrations- Harter 2 Anwendungs-
Technovit 7100 Technovit 7100 losung Techovit 7100 temperatur
Prainfiltration 2.B. 50 ml 2.B. 50 ml Raumtemperatur
Infiltration 100 ml 1 g (1 Beutel) Raumtemperatur / 4 °C
Polymerisation 15ml I ml Raumtemperatur / 37 °C
30 ml 1,5 ml Raumtemperatur / 37 °C




Technovit 8100
Schnitte speziell fiir die Immunhistochemie

TECHNOVIT 8100

Schnitte mit Technovit
8100 kénnen nicht nur
flr histologische Farbung
genutzt werden, sondern
auch fir Enzym- und
Immunhistochemie.

Technovit 8100 ist ein Kunststoffeinbettsystem auf Basis von HEMA fiir lichtmikroskopische Untersuchungen. Es eignet
sich zum Einbetten von allen Geweben in Medizin, Zoologie und Botanik. Schnitte von entkalkten oder kurzentkalkten
Beckenkammbiopsien und implantierte Biomaterialien konnen nicht nur fiir histologische Farbungen genutzt werden,

sondern auch fiir Enzym- und Immunhistochemie.

Materialeigenschaften

Technovit 8100 ist eine Kombination von einem nahezu
geruchsfreien Weichmacher und einem hydrophilen
Kunststoff. Technovit 8100 ist speziell fir die Kéltepoly-
merisation (+4 °C) entwickelt worden.

Wahrend der Hartung muss die Einbettform absolut
luftdicht verschlossen sein, da das Polymerisationssystem
sauerstoffempfindlich ist.

Die Vorteile auf einen Blick

B Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit der Einbettun-
gen durch standige und dokumentierte Qualitatskon-
trollen der einzelnen Komponenten

B Niedrige Polymerisationstemperatur von 10 °C bis
0 °C durch das spezielle Katalysatorsystem und die
Teflonformen

®  Uniforme Harte des Blockes, dadurch gleichmaBige,
dinnste Schnitte

m  Geringe Schrumpfungsartefakte, deshalb hervorragen-
de Morphologie der Gewebe

B Routinefarbungen, Enzymnachweise und Immunhisto-
chemie moglich

B Hamatologische Beckenkammbiopsien missen nicht
entkalkt werden

B Geringe Toxizitat durch spezielle Kombination von
Weichmacher und Katalysatorsystem

Anwendung

Technovit 8100 der Step-by-Step-Anleitung entsprechend
ansetzen. Die fixierten und dehydrierten Proben in die
Infiltrationslésung legen. Eine niedrige Temperatur und
Agitation der Proben wéhrend des gesamten Einbettvor-
gangs sind vorteilhaft.

Polymerisation

Das Polymerisationsgemisch nach Anleitung ansetzen und
in die Einbettmulden fillen. Die infiltrierten Proben darin

orientieren. Mit Folien die Mulden luftdicht abdecken. Zur
Aushértung die Einbettform auf eine vorgekiihlte Gelplatte
oder diinne Eisschicht bei 4 °C stellen.

Nach Abschluss der Polymerisation werden die Folien
entfernt und mit Histobloc® und Technovit 3040 aufge-
blockt.

Ein Herauslosen des Kunststoffes vor der Farbung oder
Reaktion ist nicht moglich.

Produktdaten
Art.-Nr. Bezeichnung Inhalt
64709012 Technovit 8100 Kombipack 1x 500 ml Basisldsung
5x0,6 g Harter 1
1x 30 g Hérter 2

1x500 Stk. PE-Folien




TECHNOVIT 8100

Technische Daten

Farbe transparent
Dichte = spez. Gewicht g/cm? 1,08

(DIN 53479)

Brechungsindex

monomer 1,4485
polymer 1,4990
Lagertemperatur max. 25 °C
Haltbarkeit 2 Jahre

Die folgende Anleitung zur Fixierung und Dehydrierung ist
nicht zwingend erforderlich. Technovit 8100 kann auch
nach einer anderen Vorbehandlung infiltriert und polyme-
risiert werden.

Fir den ganzen Prozess sind dichtschlieBende Glas- oder
PE-EinmalgefaBe (ca. 20 ml) zu verwenden!

Tipp:
Bei der Fixierung, Entwasserung und Infiltration miissen
die Proben stdndig bewegt werden!

Fixierung

Um optimale immunhistochemische Ergebnisse zu
erzielen, wird empfohlen, wahrend des gesamten Einbett-
vorganges bei 4 °C zu arbeiten und kurze Fixationszeiten
anzustreben. Moglichst kleinste Gewebestiicke (Imm
Dicke) in 2%-igem Paraformaldehyd in Phosphatpuffer pH
7.4 bei 4 °C 3-4 Stunden fixieren. AnschlieBend

12 Stunden (iber Nacht) in Phosphatpuffer pH 7,4 mit
einem Zusatz von 6,8%-iger Saccharose bei 4 °C
nachbehandeln.

Entwésserung

Das Gewebe in kaltem Aceton 100 % mindestens

1 Stunde bei 4 °C dehydrieren. Wahrend der ersten
Minuten so haufig wechseln, bis das Aceton klar bleibt.

Infiltration

Herstellung der Infiltrationsldsung:

B Technovit 8100 Basislosung 100 ml

B+ Technovit 8100 Harter 1 1 Beutel, 0,6 g

In einem sauberen, spllmittelfreien PE- oder Glasgefal3
|6sen und dann in 4 °C stellen. Die Infiltrationslésung ist
bei 4 °C verschlossen maximal 4 Wochen stabil.

Probe aus dem Aceton direkt in die vorgekihlte Infiltra-
tionslésung lberfiihren. Darin bleiben die Proben 6-10
Stunden bei 4 °C.

Polymerisation

Herstellung der Polymerisationslésung:
B [Infiltrationslésung, 4 °C

B+ Technovit 8100 Harter 2, gekiihlt

15 ml
0,5 ml

Mit handelstiblichen Pipettierhilfen abmessen und im
PE- oder GlasgefaB gut mischen. Danach die infiltrierte
Probe ca. 5 Minuten vorsichtig im geschlossenen GefaR
zusammen mischen.

Die Farbe der Polymerisationslésung verandert sich zuerst
gelblich-griinlich, wird aber farblos nach der Aushartung.

Mit einer Einmalpipette die Mulden der Histoform
vollstéandig fillen, das Gewebe darin orientieren und sofort

Herstellung der Losungen im Uberblick

Losung Ethanol Basisldsung Harter 1 Infiltrations- Harter 2 Anwendungs-
Technovit 8100 Technovit 8100 losung Techovit 8100 temperatur

Infiltration 100 ml 0,6 (1 Beutel) 4°C

Polymerisation 15 ml 0,5ml 4°C




mit der transparenten PE-Folie abdecken. Um die Mulde
luftdicht zu verschlieBen, kénnen auch mehrere Folien fir
eine Mulde benutzt werden. Blasen nicht herausdriicken,
sondern Polymerisationslésung nachlegen und neue Folie
auflegen. Wahrend der Polymerisation (mindestens 3
Stunden) muss die Einbettform auf einer Kihiplatte oder
dinnen Eisschicht bei 4°C stehen. Form und Proben nicht
mit Feuchtigkeit in Kontakt bringen.

Material Raumtemp. KiihIschrank KiihIschrank
ca. +20 °C +4°C auf Eis 0 °C

Technovit 8100 - 69 48

30:1

Technovit 8100 - 52 42

35:1

Technovit 8100 - 50 41

40:1

Material Raumtemp. Kiihlschrank Kiihlschrank
ca. +20 °C +4°C auf Eis 0 °C

Technovit 8100 69 21 12

30:1

Technovit 8100 67 19 11

35:1

Technovit 8100 65 - -

40:1

Aufblocken und Archivieren

Nach der Hartung die Folien bei Raumtemperatur mit
einer Pinzette entfernen. Um die ausgeharteten Proben
aus der Teflonform entnehmen zu kénnen, werden diese
mit Histobloc® und Technovit® 3040 aufgeblockt

(s. Seite 15). Nicht sofort bendtigte Blocke (fir die
Immunhistochemie) in Plastikbeuteln oder ahnlichem
kahl lagern.

Weiterverarbeitung

Beste Schneideergebnisse erzielt man mit einem
Rotationsmikrotom, mit dem Technovit Histoblade in
Kombination mit dem Heraeus Messerhalter oder einem
Hartmetallmesser (Glas-Diamantmesser). Die Blécke fest
im Backenklemmsystem am Mikrotom einspannen. Die
Schnitte mit einer Pinzette trocken abnehmen und auf
einem Streckbad (Aqua dest.) aufbringen. Direkt auf

TECHNOVIT 8100

beschichtete Objekttrager aufziehen und 2 Stunden oder
langer bei 37 °C trocknen. Nicht sofort benétigte Schnitte
(fir die Immunhistochemie) bei Raumtemperatur trocknen
und maximal 5 Tage bei 4 °C lagern.

Objekttragerbeschichtung

Zum Beispiel Objekttréager 15 Minuten in eine Lésung von
0,5 % Alcianblau (8GXL Sigma) bei 65 °C tauchen oder
den Objekttrager mit 0,1 % Poly-L-Lysine flissig (Sigma)
beschichten. Alle handelsiiblichen beschichteten Objekt-
trager kénnen benutzt werden.

Die Schnitte missen mindestens 2 Stunden bei 37 °C
getrocknet sein. Die nichtentplasteten Schnitte direkt in
die Farbldsung bringen oder mit der enzymatischen
Vorbehandlung beginnen.

Ein Beispiel

B Enzymatische Vorbehandlung: Schnitt 5-10 Minuten
in 0,01 % Trypsin mit 0,1 % CaCl, (Calciumchlorid)
pH 7,8 inkubieren (37 °C)

B Mehrmals in Phosphatpuffer (PBS) 5 Minuten
auswaschen

m 2 Stunden bei 37 °C mit Priméarantikdrper inkubieren,
mehrmalig wechseln

B Blockieren der endogenen Peroxidase mit 0,06 %
Hydrogenperoxyd in Phosphatpuffer (PBS)

(30 Minuten bei Raumtemperatur)

B Mehrmals in Phosphatpuffer (PBS) 5 Minuten
auswaschen

B 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem zweiten

Antikdrper inkubieren

Mehrmals in Phosphatpuffer (PBS) 5 Minuten

auswaschen

Diaminobenzidin (DAB) wie bei Kryostat-Schnitten

10-15 Sekunden Gegenfarbung mit Hamatoxyllin

Unter flieBendem Wasser 3 Minuten blauen

Mit Glyzerin-Gelatine eindecken

Die Immunbestimmung ist mit der AP-, PAAP-, APAAP-,
ABC-, Avidin-Biotin-, Strept-Avidin- und der Immunfluo-
reszenz-Methode moglich.

Vor der Anwendung eines Netzmittels z. B. Tween im
Spulpuffer wird abgeraten. Die Peroxidase soll in Puffer
gelost sein.

Bei dem standig wechselnden Angebot an neuen Produk-
ten fur Histochemie und Immunhistochemie ist es immer
ratsam, sich an den jeweiligen Herstellerangaben zu
orientieren.
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TECHNOVIT 9100

GefaBprothese (Stent)
Elastika Van Gieson

Ausschnitt GefaBprothese
Elastika Van Gieson

Technovit 9100
Schnitte und Schliffe

Appendix Pentachromfarbung
Toluidinblaufarbung nach Movat

Mehrkernige Riesenzellen

Technovit 9100 ist ein Kunststoffeinbettsystem auf Basis von MMA (Methylmethacrylat).
Verwendung findet Technovit 9100 in der Medizin, Botanik und Zoologie.

Technovit 9100 wurde speziell zur Einbettung von
mineralisierten Geweben, aber auch Weichgewebe mit
erweitertem Untersuchungsspektrum in der Lichtmikros-
kopie entwickelt. Die entplasteten Schnitte eignen sich fir
histologische Ubersichtsfarbungen, enzym- und immun-
histologische Untersuchungen, einschlieBlich In-situ-
Hybridisierung.

Dinnschliffe fir die Immunhistologie kdnnen auf Glas-
objekttragern aufgeklebt und entplastet werden.

Anwendungsbereiche

B Hartschnitt-Technik zur Herstellung von
Diinnschnitten
Beispiele: Beckenkammbiopsien, kleinere spongiése
und kompakte Knochengewebeproben

B Trenn-Diinnschliff-Technik (Trennverfahren in
Punktkontakt-Technologie)
Beispiele: Zahn-Kiefer-Segmente mit und ohne
Implantat, nichtzementierte Endoprothesen mit
Schaftknochen

®  Kombinierte Trenn-Diinnschliff-Technik und Hart-
schnitt-Technik (Zielpraparation)
Beispiele: Grenzflachen- und Umgebungsbeurteilung
bei Metallimplantaten und nichtzementierten Endo-
prothesen

Nicht schneidbare Gewebe sind zahntragende Kiefer-
abschitte mit Fillungen, Kronen und Biicken, dicke
Corticalis, implantattragende (Metall oder Keramik)
Kiefer- oder Réhrenknochen oder auch spréde, hyper-
mineralisierte Knochenteile.

Materialeigenschaften

Die Polymerisation des hydrophoben Technovit 9100
erfolgt unter Sauerstoffausschluss, mit Hilfe eines
Katalysatorsystems aus Peroxid und Amin. Zusatzliche
Komponenten wie PMMA-Pulver und -Regler erméglichen
eine gesteuerte Polymerisation bei Kalte (im Bereich von
-2 bis =20 °C, je nach Volumen), die eine vollstandige
Ableitung der Polymerisationswarme garantiert.

Die Vorteile des Systems auf einen Blick

B Polymerisation bei Minusgraden

B Reproduzierbarkeit der Einbettergebnisse und
Zuverlassigkeit durch standige und dokumentierte
Qualitatskontrollen

®  Uniforme Harte des Blocks

Der PMMA-Block bleibt transparent

B Bessere Ergebnisse bezlglich Schneiden und Féarben,
da Technovit 9100 ein Hydrophilierungsmittel enthalt

B Sowohl fir Dinnschnitt- als auch Sage- und Schliff-
technik einsetzbar

B Enzym- und Immunhistologie und In-situ-Hybridisie-
rung moglich (Schnitte und Schliffe)

Produktdaten

Art.-Nr. Bezeichnung Inhalt

64715444 Technovit 9100 Kombipack 1x 1000 ml Basislosung
1x120 g PMMA-Pulver
8x 1 gHarter 1
1x 10 ml Harter 2
1 x5 ml Regler

66006735 Technovit 9100 Basisfliissigkeit 5000 ml

66010251 Technovit 9100 PMMA-Pulver 1000 g

64709022 Technovit 9100 Harter 1 100x1¢g

66039185 Technovit 9100 Harter 2 9x 10 ml

66039184 Technovit 9100 Regler 12x5ml




Die Komponenten

Technovit 9100 Basisfliissigkeit — Komponente (1)

Die Basisldsung Technovit 9100 besteht aus stabilisier-
tem Methylmethacrylat. Die Hydrophilie wird durch den
Zusatz eines geeigneten Hydrophilierungsmittels verbes-
sert. Technovit 9100 Basislésung kann sowohl stabilisiert
als auch entstabilisiert verwendet werden.

Technovit 9100 PMMA-Pulver — Komponente (2)

Das PMMA-Pulver wird verwendet, um eine deutliche
Absenkung des Polymerisationsschrumpfes, eine
Reduktion der frei werdenden Polymerisationswarme und
einen besseren Polymerisationsablauf zu gewéahrleisten.

Technovit 9100 Harter 1 — Komponente (3)
Das Harterpulver 1 ist eine Peroxidverbindung, die
zusammen mit dem Harter 2 die Polymerisation startet.

Technovit 9100 Harter 2 — Komponente (4)

Die Harterflissigkeit 2 wirkt katalytisch auf den Harter 1,
um auch bei sehr niedrigen Temperaturen [< O °C] eine
gezielte Polymerisation zu ermdoglichen.

Technovit 9100 Regler — Komponente (5)

Dieser besteht aus einer reaktiven organischen Verbin-
dung, die auch bei groBen Polymerisationsmengen eine
geregelte Polymerisation mit kontrolliert niedrigen
Temperaturspitzen ermoglicht.

Die Anwendung

Fixation — Vorbehandlung des Gewebes

Die Fixierung erfolgt je nach GréBe des Gewebes und dem
nachzuweisenden Antigen/Enzym fir 12 bis 24 Stunden
in unterschiedlichen Fixierldsungen. Eine Uberfixation ist
in jedem Fall zu vermeiden.

Zum Nachweis der Antigene/Enzyme sind folgende

Fixierungsmethoden maglich:

a) 4 % neutrale gepufferte Formalinlésung (0,1 M
Phosphat- oder 0,02 M Phosphatpuffer fiir Becken-
kammbiopsien)

b) 10 % gepufferte Formalinlosung (0,1 M Phosphat-
puffer)

c) Fixierlosung nach Schaffer (Formol/Alkohol)

d) 1,4 % Paraformaldehyd-Lésung in Kalte (+4 bis
+8 °C) fur 24 — 28 Stunden (empfindlicher Enzym-
nachweis wie z. B. alkalische Phosphatase, fixations-
empfindliche Antigene)

TECHNOVIT 9100

Bezeichnung Menge Komponenten
Technovit 9100 Basislosung 1x 1000 ml 1

stabilisiert

Technovit 9100 PMMA-Pulver 120 g 2

Technovit 9100 Harter 1 8 Beutel 41¢g 3

Technovit 9100 Harter 2 10 ml 4

Technovit 9100 Regler 5ml 5

Dehydration, Intermedium und Immersion
(Préinfiltration 1 - 3, Infiltration)

Die Verarbeitung darf ausschlieBlich in PE- oder
GlasgefaBen erfolgen!

Die Dehydration erfolgt in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe (Entwasserungsautomat) bei Raumtemperatur. Im
mangelhaft entwasserten Gewebe entstehen sogenannte
Lunkerstellen, die aus weiBem Perlpolymerisat bestehen
und das Schneiden sowie die Schnittqualitat negativ
beeintrachtigen. Als Intermedium wird Xylol eingesetzt.

Die Immersion (Prainfiltration 1 — 3, Infiltration) erfolgt in
3 Stufen (im Entwéasserungsautomaten bis zur Prainfiltra-
tion 2). Die angegebenen Zeiten sind Mindestzeiten und
beziehen sich auf kleine spongidse und kortikale Knochen-
gewebeproben und Beckenkammbiopsien (fiir groBere
Gewebeproben sind die Zeiten und das Volumen
anzupassen).
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TECHNOVIT 9100

Entstabilisierung der Basislésung — Verarbeitung der
Komponenten
Stufe Losung Konzen- Zeit/ Die Basislésung Technovit 9100 kann sowohl stabilisiert
tration Temperatur als auch entstabilisiert verwendet werden. Die Verwen-
Entwésserung 1 Ethanol 70% >1h/RT dung von entstabilisierter Basisldsung garantiert das
Entwésserung 2 Ethanol 80 % >1h/RT Ergebnis fiir alle immunhistochemischen Untersuchungen
Entwasserung 3 Ethanol 96 % >1h/RT analog der Paraffinhistologie.
Entwésserung 4 Ethanol 96 % >1h/RT Chromatographieséaule mit ca. 50 g Al,O, (aktiv, basisch,
Entwésserung 5 Ethanol abs. >1h/RT 90) fillen und langsam Technovit 9100 Basislésung
Entwasserung 6 Ethanol abs >1h/RT (Materialnummer 1) durchlaufen lassen. Eine Saulenfil-
Entwésserung 7 Ethanol abs >1h/RT lung mit Al O, reicht zur Entstabilisierung von 3-4 Litern
Intermedium 1 Xylol >1h/RT der Basislésung. Die entstabilisierte Losung wird in
Intermedium 2 Xylol >1h/RT verschlieBbare Braunglasflaschen portioniert und bei
Prainfiltration 1 Xylol/ Technovit 1+1 >1h/RT +4 °C fur die laufende Verarbeitung gelagert (max. 5
9100 Basis Tage) oder bei —15 °C bis —20 °C aliquotiert auf Vorrat
(stab.) gelegt. Ab Préinfiltration 3 kann mit entstabilisierter
Prainfiltration 2 Technovit 9100 >1h/RT Basislosung gearbeitet werden. Wenn mit entstabilisierter
(letzte Stufe Basis (stab.) + MMA-Basislésung gearbeitet wird, kann die geringere
im Automaten) Harter 1 Menge Peroxid verwendet werden fiir die Infiltrations-
Préinfiltration 3 Technovit 9100 >1h/ I6sung und Stammldsung A.
(Kithlschrank) (entstab.) + 4°C
Hater 1 Herstellung der Lésungen
Infiltration Technovit 9100 >1h/ B Gebrauchslésung
(Kithlschrank) (entstab.) + 4°C Herstellung der Prainfiltrations-, Infiltrations- und
Hater 1 + nach Stammlésungen nach genauer Vorschrift entsprechend
PMMA-Pulver 5 Tagen, der Gebrauchsinformation fir Technovit 9100.
Lésung Lagertemperaturen beachten!
wechseln
B Polymerisationslosung
Die gekihlten Stammldsungen A und B sind unmittel-
TIPP: bar vor Gebrauch im Verhaltnis 9 Teile (v/v) Stamm-
Flr besonders groBe Proben (Endoprothesen) kann I6sung A (Messzylinder) und 1 Teil Stammltsung B
zusatzlich ein handelsiibliches PMMA-Granulat benutzt (Pipette) in einem Becherglas mit Hilfe eines Glas-
werden. Dadurch wird die Menge an benétigter Polymeri- stabes zu mischen.

sationslésung reduziert.

Herstellung der Gebrauchslosungen

Komponenten-Nr. 1 2 3 4 5
Bezeichnung Basislosung PMMA- Harter 1 Harter 2 Polymerisations- Bearbeitungs- Lagerfahigkeit
Pulver regler temperatur

Erkldarung ,ad”: Bei der Zubereitung von Losungen aus Festsubstanz wird das Volumen erst endgiiltig eingestellt, wenn gesamter

Stoff gelost ist. Bitte Messkolben verwenden.
*Bei Verwendung von stabilisiertem Technovit 9100 NEU muss die gréBere Menge an Harter 1 eingesetzt werden.



Polymerisation

Das Polymerisationsgemisch wird in die vorgekihlte
Einbettform gegossen. Das infiltrierte Gewebe darin
orientieren, mit dem Polymerisationsgemisch randvoll
GbergieBen und anschlieBend evakuieren. Die Evakuierung
lasst sich entweder im vorgekiihlten Exsikkator bei 4 °C
(leichtes Vakuum, z. B. Wasserstrahlpumpe oder Vakuum-
pumpe bei 200 mbar) oder im Tiefklihlschrank mit extern
angeschlossener Vakuumpumpe fiir ca. 10 Minuten
durchftihren. Form luftdicht verschlieBen!

Die Polymerisation erfolgt im Bereich von -2 °C bis

-15 °C.

Zum Beispiel:
Einbettform 25 mm (10 ml) und dem Schiffcheneinsatz:
-2 °C bis -4 °C in ca. 24 Std.

Die Polymerisation ist in etwa 24 Stunden abgeschlossen.
Die Polymerisationszeiten sind abhangig vom Polymerisa-
tionsvolumen sowie der Temperatur. Je gréBer das
Volumen der Einbettform, umso niedriger die Temperatur
wahlen!

GroBere Proben sind somit bei niedrigeren Temperaturen
auszuharten. Dabei ist die Kaltekapazitat der verwendeten
explosionsgeschiitzten Kihleinrichtung (Tiefkihlfach im
Eisschrank, Tiefkihltruhe, Tiefkiihlschrank, Tiefkiihlwanne
z.B. fir Paraffinblocke mit Deckelverschluss) zu beachten.
Reproduzierbare Ergebnisse fiir verschiedene Proben-
groBen werden in einem Tiefklhlschrank mit variabel
einstellbaren Temperaturen zwischen —2 °C bis —25 °C bei
einer Temperaturkonstanz von +/- 0,5 °C erzielt. Wahrend
der Polymerisation die GefaBe nicht 6ffnen!

Aufblocken und Archivieren

Haben sich die Proben nach der Aushartung auf Raum-
temperatur erwarmt, wird beim Einsatz der Histoform N
mit dem Histobloc® N und Technovit® 3040 aufgeblockt
(s. Seite 15). Vorher Schraube I6sen und Deckel und Folie
abnehmen. Der Block wird in der Standard-Objektklam-
mer am Rotationsmikrotom fiir Hartschnitte fest einge-
spannt.

Bei Verwendung der runden Histo-Einbettformen werden
Deckel und Boden entfernt und die Probe durchgedriickt.
Sie kann dann direkt ohne Aufblocken im Rundprobenhal-
ter am Rotationsmikrotom flr Hartschnitte eingesetzt
werden.

Verarbeitung der Polymerisate
Je nach Fragestellung erfolgt die Weiterverarbeitung durch
Hartschnitt- oder Trenn-Dlnnschliff-Technik
B Herstellung von Hartschnitten mit entsprechen-
den Hartschnittmikrotomen

TECHNOVIT 9100

Das Gleiche gilt fiir Semidinnschnitte unter Verwen-
dung von Glas- und Diamantmessern. Die Blocke
werden zuvor getrimmt

Verwendung von 16-cm-Hartmetallmessern mit
Schliff D

Zum Schneiden der polymerisierten Technovit-9100-
Blocke 30%-iges Ethanol, sog. Schneideflissigkeit,
verwenden

Schnitte auf beschichtete Objekttrager aufziehen, mit
50%-igem Ethanol, sogenannte Streckflissigkeit,
strecken und mit PVC-Folie abdecken

Uberschiissige Flissigkeit mit Filterpapier absaugen,
Objekttrager stapeln und unter Druck (Schnittpresse)
Gber Nacht bei +50 °C trocknen. Presse erst nach
Abkuhlung 6ffnen. Abdeckfolie vorsichtig vom kalten
Objekttrager abziehen.

Schnitt-Entplastung

Xylol 2 —3x20 Min. Raumtemperatur
2-Methoxyethylacetat (MEA) 1x20 Min. Raumtemperatur
Aceton reinst 2 x5 Min. Raumtemperatur
Aceton reinst 2 x 2 Min. Raumtemperatur
Aqua dest.

Alternativ:

2-Methoxyethylacetat (MEA) 3 x 20 Min. Raumtemperatur
Absteigende Alkoholreihe

3. Trenn-Diinnschliff-Technik

Trennen in Punktkontakt-Technologie sowie Schleifen im
Flachen- oder Linienkontaktverfahren mit entsprechenden
Geraten.

Technische Daten

Farbe transparent
Dichte = spez. Gewicht g/cm® 1,07

(DIN 53479)

Brechungsindex

Monomer 1,4175
Polymer 1,4720
Lagertemperatur max. 25 °C

Empfohlene Laborausstattung fiir die Anwendung des
Technovit 9100 Systems

Chromatographiesaule

AL,O, (aktiv, basisch, 90)

regelbarer Kihlschrank

Glasexikkator

Vakuumpumpe

Magnetrihrer

13
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ZUBEHOR

Zuhehor Technovit — Histotechnik

Histoformen

Um den Temperaturverlauf bei der Polymerisation in
niedrigen Bereichen zu halten, wurden spezielle Einbett-
formen aus Teflon mit Edelstahlboden zur Warmeabfiih-
rung entwickelt. Dariiber hinaus ermoglicht das spezielle
Profil der Einbettformen anwendungs- und schneidfreund-
liche Einbettungen.

Die Vorteile auf einen Blick:

B Einbettmaterial sparendes Volumen

B Schneidfreundliche Form (S + N)

B |ange Lebensdauer

B |eichtes Herauslosen der Einbettungen durch

konische Form und das Material Teflon

Ausgezeichnete Temperaturabfiihrung durch

Edelstahlboden

B Genaues und leichtes Befestigen der Histobloc-
Tragerteile durch spezielle Aussparung

Histoform S:
Technovit 7100/8100
10 Mulden

MaBe: Bx H x T:

ca. 10 x 16 x 6,5 mm

Histoform Q:

Technovit 7100/8100

fur Aufnahmen von gréBeren Praparaten
10 Mulden

MaBe:B x H x T:

ca. 20 x 16 x 10 mm

Histoform N:
Technovit 9100

mit 4 Abdeckplatten
4 Mulden

MaBe: Bx Hx T:

ca. 12 x 20 x 10 mm

Einbettformen speziell fiir Technovit 9100

Polyethylen-Einbettférmchen 25 mm & ,,Schiffchen*-
Einsatz fiir den Rundprobenhalter am Rotationsmikrotom.
Weitere GroBen: 15 - 30 - 40 - 50 mm (nur Zylinder)

Anwendung:
1. Boden der Form
abnehmen, Schiffchen

und Form zusammen-
stecken

2. Einsatz
auffillen

3. Probe im Schiffchen
orientieren

4. Bis zum Rand auffil-
len. Vakuum ziehen
(ca. 10 min. im
Exikkator)
max. 200 mbar,
Vakuum ablassen

5. Deckel aufsetzen
(luftdicht).
In den Kihlschrank bei
-2 °C /-4 °C stellen




ZUBEHOR

Technovit 3040 / Histobloc

Technovit 3040 ist ein schnellhdrtender 2-Komponenten-
Kunststoff auf Methymethacrylat-Basis (MMA). Zum
Aufblocken und Befestigen eingebetteter Kunststoffpro-
ben mit dem Histobloc oder auch zur Sockeleinbettung.
Aufgrund der chemischen Zusammensetzung ist eine
stabile, dauerhafte Verbindung mit dem ausgehérteten
Block Technovit 7100, Technovit 8100 oder Technovit
9100 gegeben.

Histobloc — Tragerteile
Die Histobloc-Trager sind adaptierbar fir die Histoform
S + Q oder auch fir die Histoform N.

Aufblocken

Nachdem Technovit 7100, Technovit 8100 oder Technovit
9100 ausgehartet ist, wird das Tragerteil Histobloc in die
dafiir vorgesehene Aussparung der Tefloneinbettform
Histoform S/Q oder Histoform N eingelegt [Bild 1].
Wurde mit Technovit 8100 eingebettet, ist vor dem
Aufsetzen des Tragerteils Histobloc die Abdeckfolie von
der Probe zu entfernen.

Bei der Histoform N wird der Aluminiumdeckel abgenom-
men und die aufgelegte PE-Folie entfernt.

Technovit 3040 moglichst dickflissig anrithren
(Mischungsverhéltnis 2—-3 Volumenanteile Pulver zu 1
Volumenanteil Flissigkeit). Das angemischte Material in
die Aussparung des Histobloc® gieBen. [Bild 2]

Je nach Raumtemperatur ist Technovit 3040 in 5 - 10
Minuten ausgehértet und der Histobloc mit der Probe fest
verbunden.

Die Probe kann jetzt aus der Form gelést werden und ist
schneidefertig [Bild 3]. Durch das Aufblocken mit dem
sehr harten Technovit 3040 wird das elastische Technovit
7100 bzw. Technovit 8100 so stabilisiert, dass auch
dinnste Schnitte moglich sind.

Einspannen der Probe im Mikrotom

Durch die rechteckige Form des Histoblocs ist ein direktes
Einspannen in die Backenklemmvorrichtung des Rotations-
mikrotoms moglich.

Hinweis fiir Technovit 9100:

Bei Verwendung der runden Histo-Einbettform fir
Technovit 9100 kann die Probe direkt in den Rundproben-
halter eingespannt werden, aufblocken ist nicht notwendig.

Lagern und Archivieren der Proben 7100 und 8100
Zur besseren Archivierung lassen sich die Histoblocs
aneinanderstecken. Damit werden eine fortlaufende
Nummerierung und platzsparende Lagerung ermoglicht.

Fir histochemische und immunhistologische Untersu-
chungen ist es empfehlenswert, die Blocke in PE-Titen
bei +4 °C oder langer auch bei —20 °C aufzubewahren.

15
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Technovit Histoblade und Messerhalter

Das Technovit Histoblade ist speziell zum Schneiden von
in HEMA (2-Hydroxyethylmethacrylat) eingebetteten
Gewebeproben sowie auch Materialien in der industriellen
Anwendung bis zu 1y Schnittdicke geeignet.

Zusammen mit dem auBerordentlich stabilen Klingenhal-
ter steht somit eine preisgiinstige Alternative zu anderen
Messern zur Verfligung.

Die Vorteile:

B Schwere, stabile Ausfiihrung

Einfache Handhabung

Gute Schneideergebnisse bis 1p Schnittdicke
Optimierte Schnittqualitat

Verbesserte Standzeit

Der Messerwinkel beim Einsatz des Technovit Histoblade
sollte bei Mikrom/Thermo-Rotationsmikrotomen bei 9°
liegen. Sie benotigen einen Messerhalter ,,NR*, ,,SL" oder
,N“. Bei Reichert-Jung/Leica-Rotationsmikrotomen bei
0°. Sie bendtigen einen Messerhalter ,,NZ". Bei weiteren
Fragen wenden Sie sich bitte an Ihren Mikrotomlieferan-
ten.

MaBe
Histoblade: 60 x 19 x 1 mm, 2 Bohrungen a 4 mm
Messerhalter: 170 x 34 x 10 mm

Objekttragerpresse

Presse aus Metall zum planen Aufpressen der MMA-
Schnitte auf dem Objekttréager beim Trocknungsvorgang.
Mindestens 50 — 70 Objekttrager passen in die Objektra-
gerpresse (zwischen jeden Objekttrager ein Filterpapier
legen).

Abdeckfolien

PE-Folie zum Abdecken der MMA-Schnitte auf dem
Objekttrager nach dem Strecken (z.B. Technovit 9100),
Format: 25 x 75 mm

Die Folie wird auch zum sauberen VerschlieBen der
Histoform N mit der Aluplatte verwendet.

Handprobenhalter und Einsatze

Der Handprobenhalter ist ein wichtiges Hilfsmittel fur die
Erstellung von planparallelen Dinnschliffen und der
Zielpraparation bei Anschliffen.

Handprobenhalter H

Fir die Anfertigung von Diinnschliffen wird der Hand-
probenhalter ,H“ (= Histologie) verwendet.

Auf der planen Edelstahloberflache des Handprobenhal-
ters entweder einen runden oder rechteckigen Glas- oder
PMMA-Objekttrager, auf dem die Probe (planparallel) mit
einem transparenten Kleber aufgebracht ist, anpressen.
Dazu kann ein Tropfen Wasser, Ol oder Kanadabalsam
verwendet werden. Proben kénnen auch direkt auf die
Metallflache geklebt werden.

Durch die Noniuseinstellung am Einstellring des Handpro-
benhalters ist es moglich, einen definierten Materialabtrag
zu erzielen. Der Feststellring verhindert ein Verstellen des
vorgegebenen MalBes wahrend des Schleifvorganges. Der
Keramikring gewahrleistet ein sicheres Abtragen bis zur
gewiinschten Ebene und verhindert ein Uberschleifen.

Handprobenhalter M plus Einsatze

Von einer eingebetteten Probe kann auch ein Anschliff fur
die Zielpraparation angefertigt werden. Dazu verwendet
man den Handprobenhalter ,M* (= Materialographie).

Der Standarddurchmesser ist 40 mm. Fir kleinere
Durchmesser kénnen in den Standardhalter die Einsatze
32 mm, 30 mm und 25 mm eingesetzt werden.

Soll von einem Anschliff ein Dinnschliff erstellt werden,
ist es moéglich, in den Handprobenhalter M (Standard
40mm) den Einsatz H einzusetzen. Dann kann wie in
Abschnitt Handprobenhalter H verfahren werden.



Liefereinheiten

Art.-Nr. Beschreibung / Inhalt

66038248 Histoform N, Einbettform aus Teflon,
Abdeckplatten aus Aluminium 1 Stk.

64708992 Histoform Q, Einbettform aus Teflon, 1 Stk.

64708991 Histoform S, Einbettform aus Teflon, 1 Stk.

64708955 Einbettform 25 mm, 1 Pk. (3 Zylinder, 3 Deckel)

66009903 Schiffchen-Einsatz fiir Einbettform 25 mm, 1 Pk. (3 Stk.)

64713126 Einbettform 15 mm, 1 Pk. (3 Zylinder, 3 Deckel)

64708956 Einbettform 30 mm, 1 Pk. (3 Zylinder, 3 Deckel)

64708957 Einbettform 40 mm, 1 Pk. (3 Zylinder, 3 Deckel)

64713127 Einbettform 50 mm, 1 Pk. (3 Zylinder, 3 Deckel)

64708805 Technovit 3040 gelb Kombipackung, 1 x 100g / 1 x 80 ml

64708806 Technovit 3040 gelb Pulver, 1000g

66022678 Technovit Universalliquid, 500 ml

64712817 Histobloc fiir Histoform N, 50 Stk.

64708995 Histobloc fiir Histoform S & Q, 100 Stk.

66021102 Anriihrbecher

64701106 Spatel

64701107 Loffel

64708996 Mikrotom-Messerhalter, 17 cm

66045730 Technovit Histoblade 1 x 50 Stk.

66031158 Handprobenhalter H

66031155 Handprobenhalter M @ 40 mm

66031159/60/61 Einsatz fiir Handprobenhalter M 25, 30, 32

66031157 Einsatz H

64712819 Objekttragerpresse

64712818 Polyethyethylenfolien 75 x 25 mm, 200 Stk.

ZUBEHOR

Grundlegende Informationen
zur Anwendung der Technovit Histotechnik

Anwendungshinweis

Bei den beschriebenen Einbettsystemen handelt es sich
um Chemikalien, daher sind einschlagige Laborvorschrif-
ten und -richtlinien, die den Umgang mit Chemikalien
regeln, zu beachten.

B Monomere nicht mit Arbeitsmitteln aus Metall in
Verbindung bringen (z. B. Rihrstab oder Pinzette aus
Metall)

B Reinigen der GefaBe ohne Spilmittel

B MMA-verunreinigte GefaBe mit Aceton/Alkohol
reinigen

B Reste in Ldsungsmittelabfall entsorgen oder Kunst-
stoffabfall polymerisieren

B AusschlieBlich PE- oder GlasgefaBe benutzen

B Chromatographiesaule (zum Entstabilisieren von
Technovit 9100 Basislésung) direkt nach Benutzung
mit Aceton/Alkohol reinigen

B Entsorgung von Aluminiumoxid mit Stabilisator:
unter dem Abzug auf Aluminiumfolie abdampfen,
in Restmll geben oder in einer Reststofftonne fiir
kontaminierte Stoffe entsorgen

B Zum Loésen des PMMA-Pulvers in Technovit 9100
Basislosung einen Magnetriihrer ohne Heizplatte
verwenden

Entsprechende Sicherheitsdatenblatter sind abrufbar
unter: www.technovit.de/Service/Downloads

Wir danken fir die fachliche Unterstiitzung:
HIK-Hannover, Maren Cassens,

Histologie fiir Implantate und Knochen,
Feodor-Lynen-StraBe 21, 30625 Hannover.
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FARBUNGEN UND REAGENZIEN

Technovit 7100

Routinefarbungen, Enzymhistochemie nach Gerrits

HAMATOXYLIN - EOSIN

Farbeverfahren
1. Die Schnitte farben in Hamatoxylin nach Gill*

(die Farbstofflésung filtrieren) 15 Min.
2. Blauen in Leitungswasser 10 Min.
3. Spilen in Aqua dest.
4. Schnitte gegenfarben mit Eosin 2-5 Min.
5. Entwassern tber Ethanol 96 % und 100 %
6. Klaren mit Xylen und eindecken in Eukitt
Ergebnis
Zellkerne blau
basophiles Cytoplasma blau
acidophiles Cytoplasma rosa
Muskelgewebe rosa
Bindegewebe rosa
Losungen
Hématoxylin nach Gill
Hamatoxylin (C.l. 75290) 6g
Natriumjodat 0,6g
Alumninumsulfat 52,8 ¢g
Aqua dest. 690 ml
Ethylenglykol 250 ml
Eisessig 60 ml
Eosin
Eosin Y-(alkoholisch) C.I. 45380 0,5g
Ethanol 96 % 100 ml
Eisessig 2 Tropfen

*Nach Farbung mit Hamatoxylin (1) kann die Kunststoff-
matrix mit 0,5 ml HCL (36 %) in Ethanol 70 % entfarbt
werden: kurz eintauchen und danach schnell in Leitungs-
wasser weiterverarbeiten (2).

PERIODIC - ACID — SCHIFF (PAS)

Farbungsverfahren
. 0,4 % Perjodsaure
. Spiilen in Leitungswasser
. Aqua dest. 3 x spilen

. Schiffs Reagenz 15 Min.
. Kraftig in Leitungswasser spllen

. Spilen in Aqua dest.
. Schnitte mit Hamatoxylin nach

Gill gegenfarben 10 Min.
. Bléuen in Leitungswasser 10 Min.
9. Entwassern, kldren mit Xylen und

eindecken in Eukitt

30 Min., 56 °C

NO o~ wN =

00

Bemerkung: Um einen unspezifischen rosa Farbschimmer
zu vermeiden, kann man auch anstatt mit Leitungswasser
(5) mit Sulfitwasser spiilen, siehe auch Feulgen.

Ergebnis:

Zellkerne blau

Glykogen violett / rot

Basalmembranen violett / rot

Mucin violett / rot

Ldsungen:

Schiffs Reagenz

Losung 1: Pararosanilin (C.I. 42500 ) 0,b¢g
1 N Salzsaure 15 mi

Losung 2: Kaliummetabisulfit (K,S,0,) 05¢g
Aqua dest. 85 ml

Losung 2, Losung 1 zufligen. Nach 24 Stunden

(im Dunkeln) wird die hellbraune Lésung mit 200 mg
Knochenkohle (ungefédhr 2 Min.) entfarbt und anschlie-
Bend filtriert.

Das farblose Reagenz (Leucofuchsin) im Kihlschrank
aufbewahren.

Gill's Hamatoxylin: s. Hamatoxylin-Eosin

FEULGEN

Farbungsverfahren

1. Hydrolisieren in Salzsaue 5 N 20 Min. ZT
2. Spulen in Aqua dest. 3 x
3. Schiffs Reagenz 15 Min.
4. Natriumhydrogensulfit 0,5 % 3 x 2 Min.
5. Kréaftig mit Leitungswasser spilen
6. Entwassern, klaren mit Xylen und eindecken

in Eukitt
Ergebnis
DNS violett / rot
andere Gewebeelemente farblos
Lésungen

Schiffs Reagenz

Salzsdure 5 N
42 ml Salzsaure 36 % bis 100 ml auffillen

Natriumhydrogensulfit

NaHSO, 05¢g
Aqua dest. 100 ml
Farbungsverfahren

1. Schnitte farben in der
Giemsa-Lo6sung (20 %) 1,5 Std. ZT
(Giemsa Merck: 1:5 mit Aqua dest. verdiinnen)



2. Kurz in Essigsaure-Ldsung:

4 Tropfen auf 100 ml Aqua dest. 2 Sekunden
3. Alkohol 96 % eintauchen
4. Alkohol 96 % eintauchen
5. Isopropanol 3 x 2 Min.
6. Klaren mit Xylen und eindecken in Malinol
Ergebnis
Zellkerne violett
Cytoplasma blau
Erythrozyten rosa
Farbungsverfahren
1. Kaliumferrocyanid-L6sung 15 Min.

Die Losung erst auf 60 °C erwdrmen und

anschlieBend filtrieren
2. Spulen in Aqua dest.

3. Safranin 0. 0,2 % 2-5 Min.
4. Spilen in Essigsaure 1 %

5. Entwassern, kldren mit Xylen und eindecken in Eukitt
Ergebnis

Zellkerne rot
Hamosiderin blau / griin
Lésungen

Kaliumferrocyanid-Ldsung

Kaliumferrocyanid lg
Aqua dest. 50 ml
Salzséaure 2 % 50 ml
Safranin-Lésung

Safranin O. (C.I. 50240) 0,2¢g
Essigsaure 1 % 100 ml

PERIODIC ACID METHENAMINE SILVERC (PAMS) NACH JONES

Bemerkung: Es empfiehlt sich, die Kunststoffschnitte mit
Mayers Albumin aufzukleben.

Farbungsverfahren

1. Perjodsaure 1 % 30 Min.

2. Spilen in Aqua dest. 3x

3. Methenamin-Silber-Lésung

4. Spilen in Aqua dest., mikroskopische
Kontrolle. Zu schwach eingeférbte Schnitte
wieder in 3

5. Falls die Schnitte trotz der Vorbehandlung dazu
neigen, sich zu I6sen, diese dann nach Punkt 4
auf einer Streckplatte bei 60 °C trocknen

60 Min., 60 °C

FARBUNGEN UND REAGENZIEN

6. Goldchlorid 0,2 % 1-2 Min.
7. Spiilen in Aqua dest.
8. Natriumthiosulfat 2 % 5 Min.

9. Spllen in Leitungswasser
10. Gegebenfalls kann mit HE oder
Safranine O. gegengefarbt werden
11. Entwéassern, klaren in Xylen und eindecken in Eukitt.

Ergebnis

Basalmembranen braun / schwarz
Losungen

Stammlésung Methenaminsilber

a) Hexamethylentetramin 3 % 100 ml
b) Silbernitrat 5 % 5 ml

a) und b) kénnen getrennt aufbewahrt werden.

Farblésung Methenaminsilber
Stammlésung 50 ml
Borax 5 % 5 ml

Perjodsaure: 1 % (Sigma Nr. P 7875)
Goldchlorid: 0,2 %

Natriumthiosulfat-Lésung: 2 % (Na,S,0,.5H,0)

BESTIMMUNG VON ENZYMAKTIVITAT

Bestimmung von Enzymaktivitat in Geweben, die in
2-Hydroxyethyl-Methacrylat (GMA) — insbesondere
Technovit 7100 - eingebettet sind

Frisch entnommenes Gewebe wird in 4 % neutralem
Formaldehyd bei 4 °C wahrend 2 Stunden fixiert (Immer-
sion). Falls Perfusionsfixierungen gemacht werden, kénnen
erheblich kiirzere Fixierungszeiten eingehalten werden,
und die Enzymaktivitat bleibt besser erhalten.

Spiilfliissigkeit
0,1 M Cacodylatpuffer pH 7,4, hierin kann das Material
evtl. Gber Nacht bei 4 °C aufbewahrt werden.

Entwasserung
1. Alkohol 70 % Aceton 70 %, 30 Min. bei 4 °C
2. Alkohol 96 % Aceton 96 %, 30 Min. bei 4 °C
3. Alkohol 100 % Aceton 100 %, 30 Min. bei 4 °C

Préinfiltration
4. Alkohol 100 % Technovit 7100 1:1, 2 Std. bei 4 °C
oder
Aceton 100 % Technovit 7100 1:1, 2 Std. bei 4 °C
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Infiltration
Technovit 7100, 12 Std. bei 4 °C

Polymerisation
15 Teile Technovit 7100 (L6ésung A)
1 Teil Technovit 7100 Harter II, bei 4 °C

Das Gewebe kann in den Histoformen S oder Q, oder

im Sorvall Einbettsystem eingebettet werden. Da die
Polymerisation bei 4 °C erfolgt, wird diese langsamer als
bei Zimmertemperatur erfolgen. Sicherheitshalber ist eine
Polymerisationszeit von 12 Stunden bei 4 °C einzuhalten.
Die 2-p-Schnitte werden auf einem Aqua dest. auch bei
Zimmertemperatur getrocknet. Enzymreaktionen kénnen
vorgenommen werden, ohne die Kunststoffmatrix zu
entfernen.

Bemerkung: Dehydrogenasen nachzuweisen ist
problematisch.

ALKALISCHE PHOSPHATASE NACH BURSTONE

Farbungsverfahren

1. Die Kunststoffschnitte in das
Inkubationsmedium inkubieren 1-3 Std.
Bemerkung: In viele Féllen erweist sich eine
Inkubationszeit von 2 Std. als ausreichend.

2. Spiilen in Aqua dest. 2 Min.
3. Die Schnitte mit kernechtrot gegenfarben 5-10 Min.
4. Spilen in Aqua dest.

5. An der Luft trocknen

6. EinschlieBen in Malinol

Ergebnis

Zellkerne rot
Enzymaktivitatsstelle blau

Bemerkung: Bei dieser Reaktion ist die Wahl des
Einschlussmittels von groBer Wichtigkeit, da Nadelbildung
des Reaktionsproduktes auftreten kann.

Lésungen

Pufferlésung

0,2 M Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 24¢g
Aqua dest. 100 ml

Den pH-Wert mit verdiinnter HCL auf 8.9
einstellen und den Puffer bei 4 °C aufbewahren.

Inkubationsmedium

Naphtol AS-MX Phospaht, Dinatriumsalz (Sigma) 5¢g
N,N-Dimethylformamid 0,25 ml
Nach dem Auflésen anschlieBend hinzufiigen:

Aqua dest. 25 ml
Pufferlésung (pH 8,9) 25 ml
MgS0,.7H,0 10 % 2 Tropfen
Fast Blue BB (Sigma) 30 mg

Gut schitteln und anschlieBend vor dem Gebrauch
filtirieren.

Bemerkung: Das Inkubationsmedium stets frisch
zubereiten.

ATP-ASE (WACHSTEIN UND MEISEL)

Farbungsverfahren
1. Die Kunststoffschnitte in das
Inkubationsmedium inkubieren
(vor Gebrauch filtrieren)
Bemerkung: In viele Fallen erweist sich
eine Inkubationszeit von 2 Std. als ausreichend.
2. Spilen in Aqua dest. 2 Min.
3. Natriumsulfid-Lésung 30 Sek.
4. Spilen in Aqua dest.
5. Die Schnitte mit kernechtrot gegenféarben 5-10 Min.
6
7
8.

1-3 Std., 37 °C

. Spilen in Aqua dest.
. An der Luft trocknen
Mit Eukitt oder Malinol eindecken

Ergebnis

Zellkerne rot
Enzymaktivitatsstelle braun
Ldsungen

1. Tris Maleinsaurepuffer pH 7.2 Lésung A.

Maleinsaure 29¢g
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 30,3 g
Aqua dest. 500 ml

2 g Aktivkohle hinzufiigen, 10 Min. schitteln und
filtrieren. Dann figt man zu 40 ml der Stammlésung A,
20 ml IN NaOH hinzu und fallt mit Aqua dest. bis
100 ml auf (pH 7,2).

2. Bleinitratlosung

Bleinitrat 2g
Aqua dest. 100 ml
3. Magnesiumsulfat-Losung

MgSO0,.7H,0 1,2¢g
Aqua dest. 100 ml
Inkubationsmedium

Aqua dest. 22 ml
Dinatriumadenosin-5-Triphosphat

(Boehringer, Mannheim) 25 mg
Tris-Maleinsaurepuffer pH 7,2 20 ml
Magnesiumsulfatlésung 5 ml
Bleinitratlésung (tropfenweise hinzufiigen,

auf 42 °C erwarmen und filtrieren) 3ml

Sulfid-Lésung

Natriumsulfid 2g
Aqua dest. 100 ml
Den pH-Wert mit 1 N HCL auf 7,0-7,5 einstellen
(Kontrolle mit pH-Papier)



Technovit 9100
Routinefarbungen, Inmunreaktionen,
Enzymhistochemie In-situ-Hybridisierung

Die nachfolgenden Farbungen und Nachweisreaktionen sind
nur wichtige exemplarische Beispiele fiir die Bearbeitung
von Hartschnitten. Sie gelten analog fir MMA-Dinnschliffe.
Reagenzien, Antikorper, Sonden, Detektionssysteme sind
variabel.

1. Routinefdarbungen

Gegenfarben der Schnitte fiir Inmun- und Enzymhistochemie

® Hamatoxylin n. Mayer flieBend 30 Sec./RT
wassern in Leitungswasser Uberfiihren 10 Min./RT
in Aqua dest.

m Kernechtrot spilen in Aqua dest. 10 Min./RT

B Methylgrin (gereingt; s. Romeis) 10-20 Min./RT

spllen mit Aqua dest.

B Analog zur Farbung von Paraffinschnitten

Giemsa-Farbung

B Schnitte entakrylieren

B Giemsa-Lsg. (frisch ansetzen!) 30-40 Min./RT
Differenzieren und Entwassern

W Aceton / Xylol (95 : 5)

B Aceton / Xylol (70 : 30)

B Aceton / Xylol (30 : 70)

| Xylol

Masson-Goldner-Farbung

B Schnitte entakrylieren

® Haemalaun (Mayer) 10 Min./RT
B | eitungswasser

B Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin 45 Min./RT
B 1%-ige Essigsaure

M Phosphormolybdansaure / Orange G 7 Min./RT
B 1%-ige Essigsaure

B Lichtgrin 40 Min./RT

B 1%-ige Essigsaure

m aufsteigende Alkoholreihe

= Xylol

B Eindecken mit Eukitt oder Ahnlichem

*RT = Raumtemperatur

FARBUNGEN UND REAGENZIEN

2. Durchfiihrung der Immunreaktion

Antikorperinkubation

H Spilen in 0,01M Phosphatpuffer (pH 7,4)

B Primarantikdrper 16 h/4 °C oder
verdiinnt in DAKO Antibody Dilutent 30-45 Min./RT

m Spllpuffer

m DAKO EnVision Polymer

(GAM/GAR), AP gekoppelt 30 Min./RT

Nachweisreaktion

| Spllpuffer
B Substrat-Chromogen-Lésung:

Fast Red 15-20 Min./RT
B Gegenfarbung mit Hamatoxylin n. Mayer

3. Durchfiihrung der Enzymhistochemie

Alkalische und saure Phosphatase

H Spilen in 0,1M Tris-Puffer (pH 9,4) 10 Min./RT
B |nkubation in der Reaktionslésung 2 h/37 °C
0,1M Tris-Puffer (pH 9,4)
Echtblau Salz
Naphthol-AS-BI-Phosphat
B Spilen in Aqua dest.
m Spilen in 0,1M Acetat-Puffer (pH 5,6) 10 Min./RT
B |nkubation in der Reaktionslésung 1 h/37 °C

0,1M Acetat-Puffer (pH 5,6)
Hexonium-Pararosanilinléosung
Naphthol-AS-BI-Phosphat

B Spilen in Aqua dest.

B Nachfixieren in 4 % Formalin 2-3 h/RT

B Spilen in Leitungswasser

B Gegenfarbung mit Methylgriin

Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase (ASD)

H Spilen in 0,01M Phosphat-
puffer (pH 7,4)

B |nkubation in der Reaktionsldsung 1 h/RT
0,1M Phosphatpuffer (pH 6,5)
Naphthol-AS-D-Chloracetat
Hexonium-Pararosanilinldsung

B Spilen in Aqua dest.

B Gegenfarbung mit Hamatoxylin n. Mayer

5 Min./RT
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Technovit 9100
Kurzgebrauchsanleitung
In-situ-Hybridisierung fir Schnitte

1. Anfertigen von ca. 5 pm dicken Schnitten
2. Schnittentplastung bei Raumtemperatur
m Xylol 2 x 20 Min.

B 2-Methoxyethylacetat (2-MEA) 1 x 20 Min.
B Aceton reinst 2 x 5 Min.
B Aqua dest. 2 x 5 Min.

Eventuell langer entplasten auch ohne 2-MEA
3. Schnitte umranden
4. Blockieren der endogenen Peroxidase 3%

H,0, in Methanol 30 Min.
5. Aqua dest. 2 x 5 Min.
6. Andauung

B Fast Enzyme 10 Min. bei RT.

B Pronase 0,1%, 37 °C 10 Min.
7. Aqua dest. mind. 10 Min.
8. frisches Aqua dest. evtl. auch Gber Nacht
9. Schnitte trocknen lassen

10. Sonde auf die Schnitte auftragen, mit Deckglas
verschlieBen und mit Fixogum abdichten

11. Schnitte in den Hybridizer
legen und 2 Stunden bei 55 °C hybridisieren

12. Schnitte aus dem Gerat nehmen, Fixogum ablésen

13. Schnitte in Wasch-Puffer stellen 2 x 2 Min. bei RT

Detektion:

1. AP-anti Biotin auf die

Schnitte geben 30 Min., 37 °C
2. In Puffer waschen 2 x 2 Min., RT
3. AP Substrat auf die Schnitte geben 30 Min., 37 °C
4. In Puffer waschen 2 x 2 Min., RT
5. HRP-anti Dig. auf die

Schnitte geben 30 Min., 37 °C
6. In Puffer waschen 2 x 2 Min., RT
7. HRP Substrat auf die Schnitte geben 30 Min., 37 °C

HRP Substrat aus Kit fir Formalin und Kunststoff-
fixierte Beckenkamme:
HRP Substrat fir Schafer-fixierte Beckenkdmme:
B 10,5 mg 3-Aminoethylcarbazot (Sigma a 5754)
= 1 ml DMSO
B in 50 ml Acetatpuffer pH 5,6 (0,1 molar)
m 5l H0,

8. Schnitte unter flieBendem Wasser spiilen und evtl.
kurz mit verdiinntem Hamalaun gegenfarben.

9. Wassrig eindecken

HINWEIS:
Weiterfiihrende Angaben zur ISH erfragen Sie bitte bei

den entsprechenden Sondenherstellern.

Quelle: Selbstversuch mit Reagenzien der Firma Zytomed Systems GmbH

Reagenzien

2M NATRIUMACETAT-STAMMLOSUNG

74,13 g Natriumacetat
5,5 ml Eisessig
ad. 500 ml Aqua dest.

0,1M NATRIUMACETAT-PUFFER (pH 5,6)
50 ml 2M Natriumacetat-Stammlésung
ad. 1000 ml Aqua dest. (pH auf 5,6 einstellen)

1M PHOSPHAT-STAMMLOSUNG
112,5 g Na,HPO,
30 g KH,PO,
ad. 1000 ml Aqua dest.

0,1M PHOSPHATPUFFER (pH 6,5)
100 ml 1M Phosphat-Stammlésung
ad. 1000 ml Aqua dest. (pH auf 6,5 einstellen)

0,01M PHOSPHATPUFFER (pH 7,4)
10 ml 1M Phosphat-StammIésung
ad. 1000 ml Aqua dest. (pH auf 7,4 einstellen)

0,04M PHOSPHATPUFFER + 10% SUCROSE (pH 7,4)
40 ml 1M Phosphat-Stamml6sung
100 g Sucrose
10 ml 10% NaN,-Solution
ad. 1000 ml Aqua dest. (pH 7,4)

1M TRIS-STAMMLOSUNG
121,14 g Tris
ad. 1000 ml Aqua dest.

0,1M TRIS-PUFFER (pH 9,4)
100 ml 1M Tris-Stamml6sung
ad. 1000 ml Aqua dest. (pH auf 9,4 einstellen)

Gepufferte 4%-IGE FORMALINLOSUNG
100 ml 37%-ges Formol
4 g NaH,PO,. H,0
6,5 g Na,HPO,
ad. 1000 ml Aqua dest. (pH 7,0)

8%-IGE PARAFORMALDEHYD-STAMMLOSUNG
40 g Paraformaldehyd
ad. 500 ml Aqua dest.



1,4%-IGE PARAFORMALDEHYD-LOSUNG
35 ml 8% Paraformaldehyd-Stammlésung
65 ml Aqua dest.
100 ml 0,04M Phosphatpuffer + 10% Sucrose
(pH 7,4)

Reaktionsansitze

FAST RED LOSUNG
3 ml Substratpuffer in ein Plastikrohrchen geben
1 Fast Red Tablette in die Losung geben und l6sen
120 pl Levamisol zugeben und mischen
Lsg. ca. 1h haltbar

REAKTIONSLOSUNG: ALKALISCHE PHOSPHATASE
50 ml  0O,1IM Tris-Puffer (pH 9,4)
50 mg Echtblau Salz
25 mg Naphthol-AS-Bl-Phosphat (geldst in
0,5 ml DMSO/Triton X 100)

REAKTIONSLOSUNG: SAURE PHOSPHATASE

50 ml  0,1M Natriumacetat-Puffer (pH 5,6)

500 pl Hexonium-Pararosanilin (250 pl 4 %
Pararosanilin in 2N HCI + 250 ul 4 %
Natriumnitrit in Aqua dest.; 1 Min. vortexen,
5 Min. reagieren lassen)

25 mg Naphthol-AS-BI-Phosphat (gel6st in 0,5 ml
DMSO/Triton X 100)

REAKTIONSLOSUNG: ASD-CHLORACETAT-ESTERASE
50 ml 0,1M Phosphatpuffer (pH 6,5)
15 mg Naphthol-AS-D-Chloracetat (gel6st in 0,5 ml
DMSO/TritonX 100)
250 pl Hexonium-Pararosanilin

Farbeldsungen

GIEMSA-LOSUNG
3%-ige Lsg. aus der Stammldsung (Merck) herstellen
1-2 Tropfen 1%-ige Essigsaure

LICHTGRUN
lg Lichtgrin gelblich
2 mi Eisessig

ad 1000 ml Aqua dest.

FARBUNGEN UND REAGENZIEN

PHOSPHORMOLYBDANSAURE / ORANGE-G

30¢g Phosphormolybdansaure
ad. 500 ml Aqua dest.
20¢g Orange-G

ad. 500 ml Aqua dest.
— beide Lésung zusammengeben
— filtrieren

PONCEAU-SAUREFUCHSIN-AZOPHLOXIN
100 ml Masson-Lsg.
20 ml Azophloxinlsg.
880 ml 0,2%-ige Essigsaure

Masson-Lsg.: 1 Teil Lsg. A + 2 Teile Lsg. B

Lsg. A: 1 g Saurefuchsin (Fuchsin-S)
ad. 100 ml Aqua dest.
— kochen
1 ml Eisessig
— filtrieren

Lsg. B: 2 g Ponceau de Xylidine
ad. 200 ml Aqua dest.
— kochen
2 ml Eisessig
— filtrieren

AZOPHLOXINLOSUNG

0,5g Azophloxin
ad. 100 ml Aqua dest.
2 mi Eisessig
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