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1. Einleitung

JArzte ohne Anatomie sind Maulwiirfen gleich:
sie arbeiten im Dunkeln,
und ihrer Hande Tagewerk sind Erdhugel.”

Friedrich Tiedemann (1781-1861) [1]

Das Fach Anatomie und das Erlernen der Anatomie werden noch immer als un-
verrickbarer Eckpfeiler der arztlichen Ausbildung angesehen [2]. Anatomisches
Wissen wird in Vorlesungen, Seminaren und traditionell im Préaparationskurs ver-
mittelt. Hinzu kommt die Notwendigkeit von chirurgischem ,Hands-on-Training®
zur arztlichen Weiterbildung [3, 4]. Sowohl die studentische Ausbildung als auch
das chirurgische Training in der &rztlichen Weiterbildung werden hauptsachlich
an fixierten menschlichen Korperspendern durchgefihrt [5, 6]. Eine grol3e Her-
ausforderung der heutigen Zeit sind neue chirurgische Techniken, die verbes-
serte Fortbildungsmdglichkeiten fiir Arzte erfordern [7]. Diese fihren zu einer
steigenden Nachfrage nach mdglichst lebensnahen Trainingsmaoglichkeiten an
menschlichen Korperspendern [8]. Somit ist der Bedarf an Fixierungstechniken
und -methoden, welche die Praparate lebensnah erhalten und dabei ohne ge-
sundheitliche Gefahren fir den Préparierenden sind, verstandlicherweise im-
mens. Allerdings gibt es auf dem Feld der Fixierungstechniken und -lI6sungen
noch viel Raum fur Verbesserungen. Die in der arztlichen Weiterbildung beliebte
,Fresh-frozen* Technik, bei der menschliche Kérper nach dem Tode tiefgefroren
werden und nach dem Auftauen als anatomische Préaparate dienen, ist sehr rea-
litatsnah [9-11]. Allerdings ist deren Verwendung durch die fortschreitende Auto-
lyse des Gewebes deutlich limitiert [12], zudem geht von diesen Praparaten eine
hohe Ansteckungsgefahr fir den Praparierenden aus [5, 13-15]. Zusatzlich ist die
natlrliche Totenstarre weiterhin ausgepragt [12]. Deshalb ist das Arbeiten an fi-
xierten und damit nicht ansteckenden Praparaten aus gesundheitlichen Griinden
zu bevorzugen. Die bisher bekannten Fixierungslosungen sind allerdings eben-
falls nicht ideal. Formaldehydhaltige Fixierungslosungen sind aufgrund des er-

hohten Auftretens von Leuk&mien bei Anwendern in Anatomien, Pathologien und



in der Begrabnisindustrie in den Vereinigten Staaten [16] und durch nachgewie-
sene genotoxische Effekte [17] in Verruf geraten. Die Arbeitsgruppe der IARC hat
im Jahr 2004 Formaldehyd als humankanzerogen eingestuft. Die EU stufte den
Stoff 2014 als mutagen und kanzerogen ein [18]. Die Unfallkassen nahmen sich
2003 des Themas Formaldehyd im Gesundheitsdienst an und stellten hohe For-
maldehydkonzentrationen in den anatomischen Praparierséalen fest [19-21]. 2015
wurde die maximale erlaubte Arbeitsplatzkonzentration (MAK) fir Formaldehyd
von 0,62 mg/m? auf 0,37 mg/m?3gesenkt [22]. Infolgedessen wurden eine Verbes-
serung des technischen Arbeitsschutzes, im Sinne von Liftungsanlagen, oder
ein kompletter Ersatz des Formaldehyds notwendig [19, 20]. Die Verbesserung
der Raumliftung ist fur die Anatomischen Institute aufwéandig, kostenintensiv und
teilweise aufgrund architektonischer Gegebenheiten unmdglich [23, 24]. Durch
diese Verscharfungen in Bezug auf Formaldehyd sind die studentischen und chi-
rurgischen Praparationskurse an den Anatomischen Instituten in Deutschland
existenziell gefahrdet. So wurde an der Universitat Frankfurt bereits der Prapa-
rationskurs im Sommersemester 2015 abgesagt [25, 26]. Die Anatomische Ge-
sellschaft veroffentlichte im April 2015 einen Brief des Vorstandes, in dem die
Problematik der weitverbreiteten Nutzung von mit Formaldehydlésungen fixierten
Kdrpern thematisiert wird [27]. Es wird darauf hingewiesen, dass die Méglichkeit
der SchlieBung von Anatomischen Instituten durch die Landesunfallkassen be-
steht [27].

Andere Fixierungslosungen wie beispielsweise alkoholhaltige Fixierungen fiihren
bei langerer Anwendung zu einer Schrumpfung und Hartung der Praparate [28],
welche mit einer Verdampfung des Alkohols und daraus resultierend mit einem
Verlust der Fixierungswirkung einhergehen [29, 30]. Bei alkoholhaltigen Fixierlo-
sungen besteht zudem das Problem der Explosionsgefahr entstehender Dampfe
und damit des Brandschutzes [31]. Fixierungen, die weniger Formaldehyd ent-
halten, wie unter anderem die Fixierung nach Thiel [32, 33], sollen die Gesund-
heitsgefahr minimieren und bieten gleichzeitig eine haptisch verbesserte Gewe-
befixierung, die von vielen Chirurgen bevorzugt wird [4, 34-37]. Allerdings ist die
Zusammensetzung dieser Fixierungen sowie deren Anwendung technisch sehr

komplex. Zudem ist die Fixierungslosung nach Thiel sehr teuer [24]. Es gibt eine
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Vielzahl von weiteren Fixierlosungen und Techniken, trotzdem ist die Suche nach
einer kostengtinstigen und nicht gesundheitsschadlichen Fixierungslosung, die
das Gewebe lebensnah erhalt, Gegenstand der aktuellen anatomischen For-
schung [38-43]. Aus diesem Grund wurde fur die vorliegende Arbeit nach einem
ungiftigen Wirkstoff mit fixierender Wirkung gesucht. Hierbei geriet ein Stoff mit
positiven antimikrobiellen Eigenschaften ins Blickfeld: Glucoprotamin®, ein Ten-
sid aus der Gruppe der Pyrrolidinderivate, das bisher nur im Zusammenhang mit
einer stark antibakteriellen Wirkung publiziert wurde [44-50]. Der Wirkstoff Glu-
coprotamin ist durch die Firma Ecolab Healthcare markenrechtlich geschutzt,
aufgrund der besseren Lesbarkeit der Arbeit wird auf eine dem entsprechende

gesonderte Kennzeichnung im Text verzichtet.

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob Glucoprotamin Uber die
antibakterielle Wirkung hinaus eine fixierende Wirkung aufweist. Weiter sollen
der genauere Wirkungsmechanismus und die Langzeitwirkung der Fixierung un-
tersucht werden. Dabei stellt sich die Frage, ob Glucoprotamin eine fixierende
Wirkung aufweist, die eine Hemmung der Gewebsautolyse und Veranderung der
Proteinstrukturen mit sich bringt, oder ob es sich lediglich um eine Verzdgerung
des Gewebszerfalls als Zeichen bakteriellen Abbaus handelt. Bevor diese Frage-
stellung im Hinblick auf diese Arbeit detailliert dargestellt wird, sollen in den fol-
genden Kapiteln die weiteren Grundlagen der Fixierung, der Mechanismus des
Gewebezerfalls und dessen Hemmung durch Fixierung, die Techniken der Fixie-
rung und der im Zusammenhang mit Fixierung bisher unbekannte Stoff Gluco-

protamin besprochen werden.

1.1 Postmortale Zersetzung des menschlichen Kdrpers

Man unterscheidet frihe von spaten Leichenveranderungen. Als friihe Leichen-
veranderungen gelten Totenflecken, Totenstarre und Totenkélte. Spate Leichen-
veranderungen sind Autolyse, Faulnis und Verwesung. Autolyse bezeichnet den
Prozess des Abbaus des Organismus durch korpereigene Enzyme. Hydrolyti-

sche Enzyme treten aus den Lysosomen ins Gewebe. Es kommt vor allem in



Organen, die wenig Bindegewebe enthalten, rasch zur Erweichung und zur Auf-
l6sung der Organstruktur (Gehirn, Milz). Faulnis ist die Zersetzung von Gewebe
durch anaerobe Bakterien. Dies geschieht uberwiegend durch Reduktion. Des
Weiteren kommt es zu oxidativen, aeroben Zersetzungsvorgangen, vor allem

durch Bakterien und Pilze. Diese Prozesse werden Verwesung genannt [51-53].

1.2 Fixierung

Auler der Verhinderung der postmortalen Veranderungen von Geweben werden
an die anatomische Fixierung weitere Anforderungen gestellt. Nach Coleman und
Kogan bedeutet Fixierung zum einen eine andauernde Erhaltung von Geweben
und Organen ohne Deformation [54]. Zum anderen sollte die Beweglichkeit der
inneren Organe weiter erhalten bleiben. Die Fixierungslésung darf nicht
austrocknend wirken und sowohl vom Praparat als auch von der
Fixierungslosung soll keine chemische oder mikrobiologische Gefahr fur die
Anwender ausgehen. Zudem soll das Gewebe in seiner naturlichen Farbe
erhalten bleiben [54]. Eine weitere Anforderung, die an eine Fixierung gestellt
wird, ist die Erhaltung des natiurlichen, momentanen Zustands, bei dem die
Eigenschaften Grolke und Form des Gewebes unverandert bleiben [28]. In der
Literatur werden zwei unterschiedliche Definitionen fir die Erhaltung des
Gewebes unterschieden [55]: Dabei ist die Fixierung der primare Arrest der
enzymatischen Aktivitat, die fur die kdrpereigene Autolyse und die mikrobielle
Verwesung des Gewebes verantwortlich ist. Dagegen wird die Konservierung als

Erhaltung des Fixierzustandes definiert [38].

1.3 Fixierungstechniken

1.3.1 Physikalische Fixierungstechniken

Unter den physikalischen Fixierungstechniken werden im Bereich der makrosko-
pischen Anatomie nur das Kihlen bzw. das Gefrieren von Praparaten eingesetzt.
Hierbei werden die Zersetzungsvorgange verlangsamt [29], so dass von einer
Fixierung an sich keine Rede sein kann. Diese Methode wird bei den sogenann-

ten Fresh-frozen-Praparaten angewandt. Diese Methode wird sehr haufig fir
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anatomisch-biomechanische Untersuchungen im Bereich der Orthopadie/Trau-
matologie verwendet [56-58] und wird als wertvoll in der plastischen Chirurgie
angesehen [59]. Problematisch ist, dass die Zersetzung nicht gestoppt ist und
dass der Zerfall des Gewebes weiter fortschreitet, sobald das Praparat aufgetaut
wird [60, 61]. Die grof3e Gefahr durch Keime, Viren und Prionen fur den Anwen-

der widerspricht der Anforderung an eine Fixierungstechnik [5, 13-15].

1.3.2 Chemische Fixierungstechniken

Wenn das zu fixierende Praparat in das Fixierungsmittel eingebracht wird, spricht
man von Immersionsfixierung. Das Fixierungsmittel dringt von auf3en nach innen
in das Praparat ein. Zudem kénnen Fixierungsmittel auch durch Injektion einge-
bracht werden [28]. Kombinationen beider Techniken werden ebenfalls ange-
wandt. Das Fixierungsmittel soll das Praparat komplett durchdiffundieren. So
werden auch im Inneren des Préparates Verwesungsvorgadnge gehemmt. Mit zu-
nehmender Konzentration der Fixierlosung nimmt die Geschwindigkeit der Diffu-
sion zu. So diffundiert eine 4 % Formaldehydlésung in 16 Stunden 4 mm tief, eine
mit 10% in 16 Stunden 6 mm tief in das Gewebe ein [62].

1.4 Fixierungslésungen

1.4.1 Formaldehydhaltige Fixierldsungen

Die wassrige Losung des Formaldehydgases wurde Mitte des 19 Jahrhunderts
entdeckt. Ferdinand Blum und sein Vater beschrieben Ende des 19. Jahrhun-
derts zum ersten Mal den Einsatz von Formaldehyd als Fixierungsmittel [63-65].
Formaldehyd durchdringt Zellwande sehr gut und fihrt zur Ausbildung von stabi-
len Vernetzungen, sogenannten ,Cross-Links® zwischen Proteinen [66]. Des Wei-
teren wirkt es keimtotend und als Antioxidans [23]. Formaldehyd zeigt jedoch bei
hohen Konzentrationen und langerer Lagerung die Tendenz zur Organhartung
und zum Farbverlust [67] . Bei zu niedrigen Konzentrationen kommt es zudem
relativ schnell zu Pilzbefall [68]. Ein weiteres Problem bei der Verwendung von
Formaldehyd stellt die Flichtigkeit des Gases dar. Die 2015 nochmals reduzierte

maximale Arbeitsplatzkonzentration (MAK) ist streng geregelt [22] und flihrt dazu,
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dass in Anatomischen Instituten aufwandige Absaugeinrichtungen eingebaut
werden missen [68, 69]. Die MAK-Grenzwerte kdnnen von den meisten Anato-
mischen Instituten in Deutschland nicht eingehalten werden [21]. Diese neue
Problematik sorgt dafiir, dass der Suche nach alternativen Fixiermethoden eine
noch groRere Bedeutung zukommt [16, 17]. Die EU Klassifiziert Formaldehyd als
kanzerogen und mutagen [18]. Die WHO erkennt bei Formaldehyd einen starken
Zusammenhang zu dem Auftreten von Nasenrachen- sowie Nasennebenhoéhlen-
neoplasien und sieht als Grund hierfur die genotoxischen Effekte des Formalde-
hyds. Weiter gibt es moderate Hinweise fir gehauftes Auftreten von Leukdmien
im Zusammenhang mit Formaldehyd [70]. Hinzu kommt, dass Formaldehyd die

Atemwege reizt und Allergien hervorrufen kann [71].

1.4.2 Alkoholhaltige Fixierungslésungen

Alkoholhaltige Fixierungslésungen zahlen zu den altesten und etabliertesten Fi-
xierungslésungen. Die Wirkung entfalten Alkohole, zumeist Ethanol, vor allem
Uber den Entzug von Wasser aus Geweben, was gleichzeitig eine Schrumpfung
des Praparates bewirkt [72]. Ferner verdunstet Alkohol leicht, dies kann man je-
doch durch Zugabe von beispielsweise Glycerin verhindern [72]. Der weitverbrei-
tetste Alkohol, Ethanol, kann zu einer Hartung der Praparate fihren [28], was
ebenfalls durch Zumischung von Glycerin verhindert werden soll [72]. Praparate
bleiben so weicher als mit einer reinen Alkoholfixierung [72]. Solche Alkohol-
Mischfixierungen sind teurer als die klassische Formaldehydfixierung [38]. Zu-
dem wird beschrieben, dass Alkohole bei langerer Anwendung einen bleichen-
den Effekt auf Farben haben [72]. Alkoholdampfe sind leicht entflammbar, daher
missen zusatzliche Schutzmaflinahmen beziiglich der Brand- und Explosionsge-
fahr eingehalten werden [38].

1.5 Der desinfizierende Wirkstoff Glucoprotamin®
Der Stoff Glucoprotamin wurde 1994 von K.H. Disch (Henkel Hygiene GmbH
Dusseldorf) als ,Neue antimikrobielle Substanz® publiziert. Es gehoért zu Gruppe

der Pyrrolidinderivate. Das wachsartige, nicht fltiichtige Glucoprotamin ist das
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Umsetzungsprodukt von L-Glutaminsaure und Cocospropylenl,3—Diamin (Abbil-
dung 1). Es ist wirksam gegen Bakterien, Pilze, Mykobakterien und behillte [44,
45] sowie teilweise auch gegen unbehillte Viren. Bezlglich der Toxizitat gilt Glu-
coprotamin als weitgehend unkritisch. Bei Ratten ergab sich bei oraler Gabe eine
letale Dosis (LD 50) von >222<600 mg/kg, bei dermaler Anwendung eine LD50
von >400mg/kg [44]. Im Rahmen von Langzeittoxizitatstests an Ratten war bei
einer taglichen Applikation von 10mg/kg kein Effekt sichtbar [44]. Ferner wurde
keine Sensibilisierung und sowohl in vitro als auch in vivo keine Mutagenitéat
nachgewiesen [44]. Bezlglich seiner 6kologischen Wirkung gilt Glucoprotamin
als biologisch abbaubar [44, 47]. Glucoprotamin ist schadlich fir Wasserorganis-

men und kann in Gewassern langerfristig negative Wirkung haben [73]
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Abbildung 1: Strukturformeln Glucoprotamin als Stoffgemisch aus A: Pyroglutamat B: Dodecyl-
propyldiamin/ Tetradecylpropyldiamin C: Kondensationsprodukt aus A und B (nach [44])

1.6. Fragestellung

In dieser Arbeit soll die fixierende Wirkung des Stoffes Glucoprotamin untersucht
werden. Hierzu sollen im Detail die untenstehenden Fragen besondere Beriick-

sichtigung finden:

1. Hat der Wirkstoff Glucoprotamin eine ahnliche Fixierungswirkung wie die

etablierten Fixierungslésungen Formaldehyd und Ethanol-Glycerin?

Ermittlung einer geeigneten Konzentration des Wirkstoffes Glucoprotamin

fur die Fixierung.



Untersuchung der Fixierungswirkung von Glucoprotamin an verschiede-

nen Organen

. Wie ist die Qualitat von Glucoprotamin-fixiertem Gewebe im Vergleich zu

Formaldehyd- und Ethanol-Glycerin- fixiertem Gewebe?

Beurteilung der Eigenschaften von unterschiedlich fixiertem Gewebe im
Vergleich zu unfixiertem, frischem Gewebe durch eine Anwendergruppe
aus Arzten, Anatomen und Medizinstudenten mit Hilfe eines standardisier-

ten Fragebogens.
. Sind Glucoprotamin-fixierte Gewebe frei von Mikroorganismen?

Untersuchung des anti-mikrobiellen Effekts von Glucoprotamin im Ver-
gleich zu Formaldehyd und Ethanol-Glycerin mit Hilfe von Abstrichen aus

fixiertem Rattengewebe.
. Inhibiert Glucoprotamin die Gewebsautolyse durch Enzymhemmung?

Untersuchung der enzymhemmenden Wirkung von Glucoprotamin mit
Hilfe eines Forsters-Resonanzenergietransfers  (FRET)-basierten
Enzymaktivitatstests.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Fixierungslosungen

Standardchemikalien wurden, soweit nichts anders angegeben, von der Firma
Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder AppliChem (Darmstadt, Deutschland) bezo-
gen.

2.1.1.1 Formaldehyd-Fixierungslosung des Anatomischen Institutes der Univer-
sitat Tubingen (FFL)

Die FFL besteht zu 45,5% aus Ethanol (96%), zu 27,7% aus Glycerin (86%), zu
5,5% aus Formaldehyd (37%), zu 3,6 % aus Lysoformin (Dr. Hans Rosemann,

Berlin, Deutschland) in Wasser.

2.1.1.2 Ethanol-Glycerin-Fixierungslosung (EGFL)
Die EGFL besteht zu 70% aus Ethanol (96%), zu 29,83% aus Glycerin (86%) und
zu 0,17% aus Lysoformin (Dr. Hans Rosemann GmbH) in Wasser.

2.1.1.3 Glucoprotaminfixierungslésung (GPFL)
Premier Klercide-CR® Biozid T (Ecolab Healthcare Deutschland GmbH, Mon-
heim, Deutschland)

Incidin® PLUS (Ecolab Healthcare Deutschland GmbH, Monheim, Deutschland).

Beide Produkte enthalten pro 100 ml Lésung 26 g Glucoprotamin und stellen zu
verdiinnende Konzentrate dar. Beide Losungen wurden zur Herstellung der un-
terschiedlich konzentrierten Losungen mit dH20 entsprechend verdinnt. Des
Weiteren enthalten diese Produkte die Stoffe 2-(2-Butoxyethoxy) Ethanol (10-20
Volumenprozent), 2-Phenoxyethanol (10-20 Volumenprozent) und Fettalkoho-

lethoxylate (2-5 Volumenprozent).



GPFL Volumenprozentanteil Glucoprotamin

Glucoprotamin in der Endlésung (1D)
1 0,26% 2,6
2 0,39% 3,9
3 ‘ 1,04% 10,4
4 2,08% 20,8
5 ‘ 2,6% 26,0
6 3,12% 31,2
7 ‘ 3,90% 39,0
8 13,00% 130,0
9 ‘ 19,50% 195,0

Tabelle 1:In der vorliegenden Arbeit verwendete Losungen, Volumenprozentanteil sowie die je-
weilige Konzentration von Glucoprotamin

2.1.2 Puffer
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS): PBS-Puffertabletten pH 7,4 fur 11 (Appli-
Chem).

Eine Tablette in einen Kolben oder ein Becherglas vorlegen. Bei RT ca. 50 % des
Endvolumens entmineralisiertes Wasser zugeben und einige Minuten rihren. Mit

Wasser auf Endvolumen auffiillen und bis zum vollstandigen Lésen rihren.

Proteinlyse-Puffer: 20 mM Tris Base; 1% Triton-X-100, pH 8,0

2.1.3 Gerate
Reprosystem R1 (Kaiser Fototechnik GmbH, Buchen, Deutschland) Nikon D 300-
Kamera (Nikon Cooperation, Tokyo, Japan)

Nikon AF-S VR Micro-Nikkor 105 mm Teleobjektiv (Nikon Cooperation, Tokyo,
Japan)

Philips Mixer Pro Blend 6 HR 2093 (Koninklijke Philips N.V., Eindhoven, Nieder-
lande)

Minilyse- Arbeitsplatz- Homogenisator (PegLab, VWR International GmbH, Er-

langen, Deutschland)
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Qubit (Life technologies/ Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
Infinite M200 Microplate Reader (Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz)

10, 100 und 1000 pl Pipetten (Gilson Inc, Middleton WI, USA)

2.1.4 Kits
Qubit Protein Assay (PegLab, VWR International GmbH, Erlangen, Deutschland)

Precellys Keramik Kit 1.4 2.8 mm (PegLab, VWR International GmbH, Erlangen,
Deutschland)

2.1.5 Forster-Resonanzenergietransfer -(FRET-) Endoproteasenbibliothek

Die FRET-Endoproteasenbibliothek wurde freundlicherweise von AOR Dr. Hu-
bert Kalbacher, Interfakultares Institut fir Biochemie der Universitat Tubingen,

zur Verfugung gestellt [74].

2.1.6 Tiere

Die Wistarratten wurden von Charles-River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen und
in der hauseigenen Tierhaltung gehalten. Nach der durch das Regierungsprasi-
dium Stuttgart genehmigten Organentnahme (Tieranzeige Organentnahme vom
05.06.2014) fur andere Forschungsprojekte wurden die verbleibenden Organe

bzw. Tierkorper fur diese Untersuchungen verwendet.

2.1.7 Software

Software i-control™ V1.3 (Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz)
Adobe Photoshop CC (Adobe Systems, San Jose, USA 2015)
CorelDraw X6 (64-Bit) (Corel Corporation, Ottawa, Kanada 2013)

Graph Pad Prism for Windows (Version 5, GraphPad Software Inc., La Jolla, USA
2014)

Microsoft Excel und Word 2016 (Microsoft Cooperation, Redmond USA)
11



2.2 Methoden
2.2.1. Fixierung

In elf unabhangigen Versuchen wurden Wistarrattenkorper und Organe der post-
natalen Entwicklungsstufen Tag 4 (P4) und adulter Ratten (P31) in Formaldehyd-
Fixierungslosung, Ethanol-Glycerin-Fixierungslosung sowie Glucoprotamin-Fi-
xierungsloésung unterschiedlicher Konzentrationen immersionsfixiert. Die Kon-
trollgruppe wurde in dH20 verbracht. In den ersten drei Versuchen wurde das
Glucoprotamin-haltige Flachendesinfektionsmittel Incidin® PLUS benutzt. Dieses
Reinigungsmittel ist grin gefarbt, was eine Beurteilung der Farbe des fixierten
Gewebes erschwerte bzw. unmdéglich machte. Daher wurde in den darauffolgen-
den Versuchen das ungefarbte Reinraumdesinfektionsmittel Premier Klercide-
CR® Biozid T als Konzentrat verwendet. Die Organe sowie die Tiere wurden in
50 ml der jeweiligen Losung bei Raumtemperatur immersionsfixiert. Am zweiten
Tag wurde die Fixierlésung gewechselt. Im weiteren Verlauf wurden die Tierkor-
per/Organe nach funf bis sieben Tagen aus der Fixierldosung entnommen und in
Petrischalen Uberfiihrt. In diesen wurden die Préaparate bis zu 131 Tage (im
Durchschnitt 51 Tage) verwahrt, begutachtet und der Organ- bzw. Gewebeerhalt
sowie die Fixierwirkung und -Dauer wurde fotografisch dokumentiert. Da die Fi-
xierungswirkung des Stoffes Glucoprotamin bisher vollig unbekannt war, wurden
in ersten Versuchen unterschiedlich hohe Konzentrationen des Stoffes getestet.
Im Laufe der darauffolgenden Versuche wurden dann drei Konzentrationen mit

optimalen Ergebnissen gewahlt und verwendet.

2.2.2 Fotografie

Die Fixierwirkung, -dauer sowie der Gewebezustand der fixierten TierkOrper und
Organe wurden regelmal3ig fotografisch dokumentiert. Hierzu wurden die fixier-
ten Organe und Tiere aus den Petrischalen entnommen und mit einer Nikon D
300-Kamera und einem Nikon Micro-Nikkor 105 mm Teleobjektiv fotografiert. Die
Blendenzahl Betrug F/16, die Belichtungszeit 1/125 Sekunden, die Belichtungs-
empfindlichkeit betrug 1ISO 800 und der Abstand zum jeweiligen Objekt 55 cm.
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2.2.3 Anwenderbefragung

Vierzehn Probanden (Chirurgen, Anatomen und Medizinstudenten) wurden ge-
beten die unterschiedlich fixierten Organe mit Hilfe eines Fragebogens (siehe
Anhang 8.1) mit frisch entnommenen Organen zu vergleichen. Folgende Organe
aus adulten Wistarratten (P31) wurden evaluiert: Gehirn, Herz, Lunge, Magen,
Darm, Leber, Niere, Milz und Muskel.

Der Fragebogen enthielt drei Fragestellungen mit jeweils vier bzw. finf verschie-
denen Items. Die erste Fragestellung bezog sich auf allgemeine Gewebeeigen-
schaften. Mit einer 7—Punkt-Ratingskala wurden die Items Farbe, Abgrenzbarkeit
topografischer Strukturen, Festigkeit und Elastizitat von fixierten adulten Wistar-
ratten-Organen (eine Woche in jeweils Formaldehyd-Fixierungslésung, Ethanol-
Glycerin-Fixierungslésung, Glucoprotamin-Fixierungslésung) im Vergleich zu
frisch entnommenen adulten Organen abgefragt. Zusatzlich zu den Extremen
,Nicht erhebbar® (=0) sowie ,Wie Frisch“ (=6) und den 5 Punkten dazwischen
wurde noch die Antwortmdglichkeit ,Nicht untersucht” angeboten. Die zweite Fra-
gestellung bezog sich auf die Identifikationsqualitat von Strukturen. Hier wurde
die Vergleichbarkeit der Iltems Muskel, Faszien, Bander, Blutgefaf3e und Nerven
von fixierten adulten Wistarratten-Organen (eine Woche Fixierung in Formalde-
hyd-Fixierungslosung, Ethanol-Glycerin-Fixierungslésung, Glucoprotamin-Fixie-
rungslésung) im Vergleich zu frisch entnommenen adulten Organen abgefragt.
Ebenso wurde zu den Extremen ,Nicht erhebbar” (=0) sowie ,Wie Frisch® (=6)
und den 5 Punkten dazwischen wurde noch die Antwortmoglichkeit ,Nicht unter-
sucht® angeboten. Die letzte Fragestellung zielte mit einer 11-Punkt-Ratingskala
auf den Geruch ab. Es wurden zu den Extremen ,unangenehm® (=1) und ,ange-

nehm® (=10) noch die Mdglichkeit ,kein Geruch® (=0) angeboten.

Zur Auswertung wurde vor der Erstellung des Fragebogens ein Scoring-Modell
entwickelt, Uber das die Befragten nicht informiert waren. Dieses gab den ver-
schiedenen Items eine unterschiedliche Gewichtung, basierend auf der Bedeu-
tung von Fixiereigenschaften fur die Nutzung in studentischen Kursen und chi-
rurgischen Trainingskursen. So wurde den Items Farbe und Abgrenzbarkeit to-

pografischer Strukturen einfach, das Item Festigkeit doppelt und das Item Elasti-
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zitat dreifach bewertet. Die Eigenschaften Elastizitat und Festigkeit wurden des-
halb héher gewertet, weil diese fir ein realitdtsnahes Praparieren und Operieren

an fixierten Pr&aparaten die wichtigste Voraussetzung darstellen.

2.2.4 Mikrobiologie

Zehn Tierkorper von Wistarratten (P4) wurden in einem Mixer zerkleinert und das
Gewebe gleichmalig mit je 50 ml Formaldehyd-, Ethanol-Glycerin und Glucopro-
taminfixierungslosung versetzt. Als Kontrolle wurde ein Ansatz mit Aqua demin.
gewahlt. Die Tierkorper wurden zerkleinert um einen besseren Aufschluss der
keimtragenden Korperregionen wie beispielsweise des Gastrointestinaltrakts zu
erreichen. Nach einer Fixierungsdauer von drei Tagen wurden mikrobiologische
Abstriche aus dem Gemisch entnommen und im Labor Niebecker, Gynmedlab,
Ochtrup, Deutschland auf sechs Nahrbdden ausgestrichen (Blutagar, McConkey-
Agar, Chrom-Agar, Kochblutagar, Schaedler-Blut-Agar und Schaedler-Kochblut-
agar). Ebenso wurden eine anaerobe und eine aerobe Bouillon beimpft. Alle Pro-
ben wurden 48 Stunden bebritet. Die aeroben Medien wurden in einem COz-
Brutschrank verwahrt. Mit den anaeroben Medien wurde gleich verfahren, aller-
dings unter O2-Entzug. Die aeroben Nahrmedien wurden nach 24 Stunden be-
gutachtet. Nach 48 Stunden wurden alle Proben abschlieBend beurteilt. Somit

wurde das komplette Keimspektrum inklusive Pilzen erfasst.

2.2.5 Enzymaktivitatsmessung mithilfe einer Forster-Resonanzenergietransfer-
(FRET-) Endoproteasenbibliothek

2.2.5.1 Messprinzip

Um den Effekt von Glucoprotamin auf die Enzymaktivitat von Endoproteasen zu
bestimmen, wurde ein Tecan Spectra Flourometer (Tecan Group, Mannedorf,
Schweiz) und eine Forster-Resonanzenergietransfer- (FRET-) Endoproteasen-
bibliothek, die Gber 2,5 Millionen Peptide enthalt und auf der Fmoc/t-Bu Strategie
basiert, verwendet [74]. Das Prinzip dieses Hochdurchsatzmessverfahrens ba-
siert auf dem MCA-Fluorophor als Donor und dem 2,4-dinitrophenyl-Rest als

Quencher, die an die Peptide gekoppelt sind. Sobald die Protease die Peptide
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spaltet, werden der Donor und der Quencher voneinander getrennt und es kommt
zu einem starken Fluoreszenzsignal. Die Proteasenaktivitat ist somit direkt pro-

portional zum Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitat.

2.2.5.2 Ablauf

Fur die Durchfuhrung der Enzyminhibierungstests wurden je drei verschiedene
Organe (Gehirn, Herz, Lunge, Magen, Darm, Niere, Milz, Muskel) der juvenilen
Wistarratten (P3) entweder mit Glucoprotaminfixierungslosung 26 g/l, Formalde-
hydfixierungslésung oder Ethanol-Glycerin-Fixierungslésung inkubiert. Der L6-
sungswechsel fand nach 3 Tagen statt. Nach 7 Tagen wurden 50 mg der jeweili-
gen Organe dreimal in 1x PBS und einmal mit Aqua dest. gewaschen. Anschlie-
Rend wurde das Gewebe mit Hilfe eines Precellys Keramik-Kit in einem Minilyser-
Homogenisator in Proteinlysepuffer fir dreimal 30 s bei 5000 rpm homogenisiert.
Als Positivkontrolle dienten unfixiertes, frisch praparierte Rattenorgane (n=3).
Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem Qubit Protein Assay
wurden die Ansatze zentrifugiert und 10 ul des Lysatiiberstands mit 80 pl Tris-
Puffer (100mM, pH 7,4) und 10 uM der FRET-basierten Peptid-Bibliothek (2,5 x
10 Peptide; [74]) versetzt. Der Enzymtest wurde somit mit einem Endvolumen
von 100 ul pro Well in schwarzen Mikroliterplatten durchgefiihrt. Drei technische
Replikate wurden von jeder einzelnen Probe gemessen. Drei Replikate der Ne-
gativkontrolle ohne Lysattiberstand wurden ebenfalls in jedem Experiment mitbe-
stimmt. Die relative Fluoreszenzintensitat (RFU) wurde sofort mit Hilfe eines Infi-
nite M200 Microplate Reader (Tecan) bei einer Exzitation von 320 nm und einer
Emission von 405 nm bestimmt. Fiur jedes Experiment wurden 30 Zyklen mit ei-
nem Kinetikintervall von 60 s, bei einer Temperatur von 37°C durchgefthrt. Die
Auswertung erfolgte normalisiert zur jeweilig vorher gemessenen Proteinkon-

zentration.

2.2.6 Statistik
Die statistische Analyse wurde mit dem Programm GraphPad PRISM (Version 5)
durchgeftihrt. Die Normalverteilung der Daten wurde mit Hilfe des D'Agostino-

Pearson Test auf Normalverteilung tberprift.
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Die Daten waren nicht normalverteilt. Die Differenzen zwischen den Gruppen
wurden mit Hilfe der Kruskal-Wallis One Way Varianzanalyse ermittelt. P Werte

< 0,05 wurden als statistisch signifikant beurteilt.
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3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung einer Glucoprotaminkonzentration far
die Gewebefixierung

Zur Ermittlung einer geeigneten Fixierungs-Konzentration von Glucoprotamin
wurden unterschiedlich konzentrierte GPFL eingesetzt (GP in dH20 siehe Kapitel
2.1.1.3). In GPFL mit GP-Konzentrationen von 2,6 g/l, 3,9g/l, 10,4 g/l, 20,8 g/l,
26,0 g/l, 31,2 g/l, 39,0 g/I, 130,0 g/l, 195,0 g/l sowie in dH20 als Kontrolle wurden
insgesamt 14 Rattenkorper (postnatal Tag 14) eingebracht. Nach sieben Tagen
wurden die Kdrper aus der Fixierlosung entnommen und weiter trocken im offe-
nen Gefald bei RT gelagert. Innerhalb von drei Wochen wurden im Abstand von
jeweils zwei Tagen die GP-behandelten Kdrper begutachtet und mit den dH20-
behandelten Kontrollen verglichen. Nach vier Tagen in GPFL 2,6 g/l konnten
keine Anzeichen der Verwesung, wie Lyse des Gewebes, Faulnis, Schimmelbe-
fall und Gasbildung, der Rattenkérper festgestellt werden. Auch die in den GPFL-
Lésungen mit anderer Konzentration inkubierten Tierkorper zeigten keine Anzei-
chen von Verwesung. Mit allen verwendeten GPFL, von 2,6 g/l bis 195,0 g/I,
konnte somit eine Fixierung der Tierkorper erzielt werden. Im Gegensatz dazu
waren die Kontrollen bereits nach zwei Tagen unter starker Gasbildung komplett
verwest. Die Fixierungswirkung war nach drei Wochen Lagerung bei RT bei allen
mit unterschiedlichen GP-Konzentrationen behandelten Kérpern vorhanden Die
Tierkorper wiesen jedoch alle eine deutliche Griinfarbung, abhéngig von der Kon-
zentration der GPFL (je hoher die Konzentration, desto griner das Gewebe), auf.
Die Ursache hierfiir war, dass das Reinigungs- und Flachendesinfektionsmittel
Incidin® Plus gruin gefarbt ist.

Zwischen den mit unterschiedlich konzentrierten GPFL fixierten Tierkorpern zeig-
ten sich deutliche Unterschiede bezuglich der Gewebequalitat, der Farbe, der
Elastizitat der Haut und der Beweglichkeit der Extremitaten. Die niedrig GP-kon-
zentrierten GPFL 2,6 g/l, 3,99/l und 10,4 g/l zeigten eine Fixierungswirkung. Op-
tisch war das Gewebe bei diesen Konzentrationen graulich verfarbt, ohne dass
Schrumpfartefakte zu erkennen waren. Alle mit GPFL fixierten Gewebe waren
Uberwiegend weich und elastisch. Allerdings war bei Fixierung mit GPFL 10,4 g/l

die Elastizitat des Gewebes reduziert und der Darm bei GPFL 2,6 g/l schleimig
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und deutlich aufgeblaht (siehe Tabelle 2). Aul3erdem zeigten sich beim Lésungs-
wechsel bei diesen niedrig konzentrierten GPFL eine deutliche Tribung und viele
Schwebstoffe in der Fixierlosung. Die mit GPFL 20,8 g/l und 26,0 g/l fixierten
Tierkorper waren beziglich ihrer haptischen und visuellen Eigenschaften des Ge-
webes ahnlich der in vivo Situation. Das Gewebe war weich und elastisch ohne
Anzeichen von Schrumpfartefakten (siehe Tabelle 2). Aus der Fixierung mit
GPFL 130,0 g/l und 195,0 g/l resultierte eine deutliche Schrumpfung und Hartung
des Gewebes und eine Versteifung der Extremitaten. Der Geruch war bei allen
Fixierlésungen in Abhéangigkeit von der Konzentration durch die Parfimierung

des Incidin® Plus sehr angenehm (siehe Tabelle 2).
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GP —Konzentra- Optik Haptik Geruch

tion (g/l)
2,6 graue Verfarbung, keine Schrump- | weich, elastisch angenehm
fung
3,9 blasse Farbe, keine Schrumpfung | weich, elastisch angenehm
10,4 graue Verfarbung, keine Schrump- = sehr weich, keine angenehm
fung Elastizitat mehr
20,8 ahnlich in-vivo weich, elastisch angenehm
26,0 ahnlich in-vivo weich, elastisch angenehm
31,2 grune Verfarbung, keine Schrump- | fest, Extremitéten angenehm
fung steif
39,0 Grune Verfarbung, fest, Extremitaten angenehm
Gewebeschrumpfung steif
130,0 grune Verfarbung, starke Gewebe- | fest, Extremitaten angenehm
schrumpfung steif
195,0 grune Verfarbung, starke Gewebe- | fest, Extremitaten angenehm
schrumpfung steif

Tabelle 2: Auswirkungen verschiedener GP- Konzentrationen auf die optischen und haptischen Ei-
genschaften sowie den Geruch von fixierten Rattenkdrper (Altersstufe P4).

3.2 Fixierungsqualitat verschiedener Glucoprotaminkonzentrationen an
schwierig zu fixierendem Gewebe, wie zum Beispiel dem Gehirn

Das Gehirn stellt aufgrund seines hohen Lipidanteils und seiner bereits in vivo
grol3en Vulnerabilitat ein schwierig zu fixierendes Organ dar [54]. Zur Ermittlung
einer geeigneten GP-Konzentration fur die Fixierung des Gehirns wurden sagittal
halbierte Gehirnhalften von Ratten (P4) in GPFL 2,6 g/I, 10,4 g/l, 20,8 g/l, 26,0
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a/l, 39,0 g/l, GP-Konzentration) und dH20 (Kontrolle) eingebracht. Die Lésungen
wurden jeweils nach zwei Tagen gewechselt, die Organe nach sieben Tagen aus
der Losung entnommen und die Fixierungswirkung und Gewebequalitat tber ei-
nem Zeitraum von zwei Wochen im Abstand von zwei Tagen dokumentiert. In-
nerhalb dieses Zeitraums zeigte sich bei allen GP-Konzentrationen eine Fixie-
rungswirkung mit deutlichem Strukturerhalt des Gewebes, ohne Lyse des Gewe-
bes, Schimmelbefall, Faulnis und Gasbildung. Alle GPFL-Konzentrationen fuhr-
ten zu einer gewissen Entfarbung der Organe, allerdings mit weniger stark griner
Farbung durch Incidin® Plus als bei der Fixierung der vollstandigen Tierkorper
beobachtet wurde (siehe 3.1.1). Im Gegensatz dazu waren die Kontrollgehirne
nach funf Tagen fast aufgeldst und nicht mehr identifizierbar. Die mit GPFL 2,6
g/l fixierten Gehirnhéalften waren nach einer Woche ebenfalls komplett zersetzt.
Die mit GPFL 10,4 g/l fixierten Gehirnhalften wurden nach zwei Wochen brécke-
lig, trocken und zerfielen beim Anfassen mit der Pinzette. Die mit GPFL 20,8 g/l
fixierten Gehirnhélften zeigten nach knapp zwei Wochen deutliche Trocknungs-
erscheinungen und waren nicht mehr als Gehirn zu erkennen. Die mit GPFL 26
g/l fixierten Gehirnhéalften waren nach zwei Wochen elastisch, weich und makro-
skopisch als Gehirn zu erkennen. Die mit GPFL 39 g/l fixierten Gehirnhalften wa-
ren nach zwei Wochen sehr klebrig und weich.

Als Resultat der Versuche in Kapitel 3.1. wurde im weiteren Verlauf nur noch
GPFL 26 g/l verwendet. Diese GP-Konzentration zeigte in Bezug auf die visuellen

und haptischen Kriterien des fixierten Gewebes die beste Fixierungsqualitat.

3.3 Die Fixierungswirkung von GPFL (26 g/l) fixierten Organen im Vergleich
zu etablierten Fixierlésungen (FFL und EGFL) fixierten Organen

Um genauere Kenntnis tUber die Fixiereigenschaften und —qualitat von Glucopro-
tamin auf unterschiedliche Organe und Gewebe zu erhalten, wurden verschie-
dene Rattenorgane entnommen und direkt nach der Entnahme fotografiert. An-
schlief3end wurden die Organe mit GPFL 26 g/l, Formaldehyd-L6ésung (FFL) oder
Alkohol-Glycerin-Losung (EGFL) Uber sieben Tage immersionsfixiert, dann ent-
nommen und Uber einen Zeitraum von bis zu 131 Tagen bei Raumtemperatur in

Petrischalen gelagert. In den vorausgegangenen Versuchen (siehe 3.1 und 3.2)
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hatte sich gezeigt, dass Incidin® Plus durch seine Griinfarbung das Gewebe ver-
farbt. Um eine exakte Beurteilung der visuellen Eigenschaften von GP-fixiertem
Gewebe durchfiihren zu kénnen, wurde in den folgenden Untersuchungen das
Produkt Premier Klercide-CR Biozid T® gewahlt. Dieses kaufliche Produkt ist in
seiner GP-Konzentration und sonstigen Zusammensetzung (siehe 2.1.1.3) iden-
tisch mit Incidin® Plus, ist aber als Reinraumdesinfektionsmittel nicht griin einge-
farbt, sondern als klare Losung erhaltlich. Als Negativkontrolle dienten in dH20
eingelegte Organe. Die einzelnen Organe wurden haptisch und visuell mindes-
tens einmal wochentlich tber einen Zeitraum von 131 Tagen beurteilt und doku-
mentiert. Zusatzlich wurde die Fixierungswirkung von Tag sieben (Enthahme aus
der Fixierldsung) bis zum Tag 32, also sieben Tage in der Fixierungsldsung und
25 Tage bei Raumtemperatur, fotografisch dokumentiert. Die Fotodokumentation
erlaubte eine visuelle Beurteilung der unterschiedlich fixierten Organe im Ver-
gleich zu frisch entnommenem Gewebe. Bei den Negativkontrollen kam es aus-
nahmslos innerhalb der ersten Woche zur Lyse, begleitet vom Entstehen von
Faulnisgasen. Zusammenfassend zeigte sich, dass GPFL fixiertes Gewebe bis
zu 131 Tage (maximaler Beobachtungszeitraum) in einer Petrischale bei Raum-
temperatur aufbewahrt werden konnte. Die Qualitat der Fixierung und der Erhalt
der Gewebseigenschaften der mit den unterschiedlichen Lésungen fixierten Or-
gane unterschieden sich jedoch deutlich voneinander. So zeigte mit GPFL fixier-
tes Gewebe im Gegensatz zur Fixierung mit FFL und EGFL keine Schrumpfung
des Gewebes im Vergleich zu frischem Gewebe. Bei Gehirn, Darm und Magen
kam es zu einer GroRenzunahme der GPFL-fixierten Organe im Vergleich zu
frisch entnommenem Gewebe. Der Farberhalt des GPFL ist im Vergleich zu FFL
bei den meisten Organen schlechter. Die mit EGFL fixierten Organe verfarbten
sich ebenfalls nach der Fixierung, allerdings nicht wie bei GPFL grau-weil3lich,
sondern braun-gelblich. Die Fixierwirkung auf den Darm und die Lunge war durch
GPFL nicht ausreichend. Der Darm war nach der Fixierung mit GPFL weich und
aufgedunsen und die Lunge zerfiel bereits nach Entnahme aus der Fixierldsung.

Im Folgenden wird auf die Organe einzeln eingegangen.

21



3.3.1 Gehirn

Nach sieben Tagen in GPFL 26 g/l war das fixierte Gehirn makroskopisch gut
erhalten. Es kam im Vergleich zu frisch enthommenem Gewebe (Tag 0) zu einer
kompletten Entfarbung des Gewebes. Nach sieben Tagen in Losung sowie wei-
teren 25 Tagen bei Raumtemperatur war die Struktur des Organes noch erhalten.
Das Gehirn war im Vergleich zum frisch entnommenen Gewebe aufgequollen
und die charakteristische Furchung des Gehirns war kaum noch erkennbar. Die
Blutgefal3e waren visuell nicht mehr zu erkennen. Mit FFL fixiertes Gewebe war
makroskopisch gut erhalten. Nach Entnahme aus der Fixierldsung (Tag 7) war
das Gehirn im Vergleich zu frisch entnommenem Gewebe geschrumpft, diese
Schrumpfung war nach weiteren 25 Tagen an Luft bei RT noch deutlicher zu er-
kennen. Das Gehirn war nach Entnahme aus der Fixierungslosung im Vergleich
zu frisch enthommenem Gehirn ebenfalls stark entfarbt, im Vergleich zu GPFL-
fixiertem Gehirn aber nicht komplett weil3 verfarbt. Wahrend der Lagerung bei RT
verfarbte sich das Gehirn gelblich. Die Blutgefal3e waren nur noch undeutlich zu
erkennen. Das mit EGFL fixierte Gewebe war makroskopisch gut erhalten. Es
zeigte sich nach Enthahme aus der Fixierlésung an Tag 7 im Vergleich zu den
anderen Fixierungslosungen und zu frischem Gewebe eine deutliche Schrump-
fung des Gehirns, die sich nach weiteren 25 Tagen noch verstéarkte. Das Gewebe
entfarbte sich nach der Fixierung ebenfalls, allerdings nicht wie bei den beiden
anderen Fixierungen ins Weil3liche, sondern deutlich braun. Die Blutgefalie wa-

ren wie bei GPFL fixiertem Gewebe fast nicht mehr zu erkennen (Abbildung 2).
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nach Entnahme nach 7 Tagen in nach 25 Tagen Lagerung
Loésung bei Raumtemperatur

GPFL

FFL

EGFL

Abbildung 2: Vergleich unterschiedlich fixierter Gehirne nach Entnahme aus dem Tier-
korper, nach sieben Tagen in der jeweiligen Fixierlésung (GPFL, FFL und EGFL) und
nach 25 Tagen in einer Petrischale bei RT (Mal3stabsbalken = 1 cm).
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3.3.2 Herz

Die Fixierung mit GPFL fuhrte zu einer braun-blassen Entfarbung des Prapara-
tes. Nach 25 Tagen hatte das Herz eine beige Farbe angenommen. Die Farbun-
terschiede der Gefal3e und des Myokardes waren im Verlauf der Lagerung weni-
ger deutlich ausgepragt als beim frisch entnommenen Organ. Die Struktur des
Organs blieb tber die Zeit erhalten. Die Abgange der GefalRe waren nach Ent-
nahme aus der Fixierungslosung weiter erkennbar. FFL fiihrte zu einer makro-
skopisch guten Fixierung des Organs, allerdings kam es zu einer Verringerung
der OrgangrofRe. Auch im weiteren Verlauf der Lagerung konnte eine Schrump-
fung festgestellt werden. Die Fixierung mit FFL entfarbte das Gewebe im Ver-
gleich zum frisch enthommenen Gewebe, nach langerer Lagerung kam es zu
einer braunen Verfarbung. Die priméare Entfarbung durch FFL war allerdings nicht
S0 ausgepragt wie bei GPFL. Die Strukturen des Herzens waren nach der Ent-
nahme aus der Fixierungslosung sowie wahrend der weiteren Lagerung gut er-
kennbar. Die Fixierung mit EGFL flihrte bereits nach sieben Tagen in Losung im
Vergleich zum frischen Préparat zu einer deutlichen Schrumpfung. Diese war bei
EGFL im Vergleich zu den beiden anderen Fixierungslosungen am deutlichsten
ausgepragt. Nach Entnahme aus der Fixierungslosung zeigte das EGFL-fixierte
Herz dunkle Flecken, die sich im Verlauf der weiteren Lagerung jedoch zurtick-
bildeten. Die Abgéange der Gefale waren nach der sieben Tage dauernden Fi-
xierung in EGFL und auch im Verlauf der Lagerung gut zu identifizieren (Abbil-
dung 3).
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nach Enthahme nach 7 Tagen in nach 25 Tagen Lagerung
Lésung bei Raumtemperatur

GPFL

FFL

B . .

Abbildung 3: Vergleich unterschiedlich fixierter Herzen nach Entnahme aus dem Tier-
korper, nach sieben Tagen in der jeweiligen Fixierldsung (GPFL, FFL und EGFL) und
nach 25 Tagen in einer Petrischale bei RT (Maf3stabsbalken = 1 cm).
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3.3.3 Lunge

Eine sieben Tage andauernde Immersionsfixierung der Lunge in GPFL hatte eine
deutliche Veranderung des Gewebes zur Folge. Die makroskopische Struktur
des Organes war nicht mehr zu erkennen. Eine ldentifizierung der Lungenlappen
war nicht méglich. Durch die weitere trockene Lagerung der fixierten Organe fur
25 Tage bei RT verschlechterte sich die Morphologie nochmals, die Lunge war
makroskopisch als solche nicht mehr zu identifizieren, es verblieb ein schleimiger
Klumpen. Die Fixierungswirkung des Lungengewebes durch GPFL war somit
nicht befriedigend. FFL flhrte zu einer guten Fixierung. Die makroskopische
Struktur der Lunge blieb Uber den gesamten Beobachtungszeitraum gut erhalten.
Die Lunge verfarbte sich durch die FFL-Fixierung braunlich, diese Verfarbung
veranderte sich im weiteren Beobachtungszeitraum nicht mehr. Die FFL-Fixie-
rung fuhrte zu keiner Organschrumpfung. Die Behandlung der Lungen mit EGFL
fuhrte zu einer dauerhaften Fixierung. Die makroskopische Struktur der Lunge
mit ihren Lappen blieb Gber den gesamten Beobachtungszeitraum sehr gut er-
halten. Es kam durch die Fixierung mit EGFL zu einer deutlichen Verfarbung des
Organs. Die nach Entnahme rétlich erscheinende Lunge war nach sieben Tagen
in EGFL braun-schwarz verfarbt, nach weiteren 25 Tagen an Luft anderte sich
diese deutliche Verfarbung in helles Braun. Bei der Fixierung der Lunge mit EGFL

trat eine deutliche Schrumpfung des Organes auf (Abbildung 4).
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nach Entnahme nach 7 Tagen in nach 25 Tagen Lagerung
Lésung bei Raumtemperatur

GPFL

FFL

EGFL

Abbildung 4: Vergleich unterschiedlich fixierter Lungen nach Entnahme aus dem Tier-
korper, nach sieben Tagen in der jeweiligen Fixierlésung (GPFL, FFL und EGFL) und
nach 25 Tagen in einer Petrischale bei RT (Mal3stabsbalken = 1 cm).
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3.3.4 Magen

Nach sieben Tagen in GPFL war der Magen gut fixiert. Es zeigte sich eine Ent-
farbung des Gewebes im Vergleich zum frisch entnommenen Praparat, diese
Entfarbung anderte sich mit der Lagerung nicht. Bei der Lagerung in der Fixierlo-
sung konnte eine starke Vergroéf3erung des Magens im Vergleich zum frisch ent-
nommenen Organ beobachtet werden, der Mageninhalt wurde weiter im Organ
gehalten. Nach der Entnahme aus der Fixierungslosung fiel das Organ ein wenig
in sich zusammen, der Mageninhalt verblieb weiter im Magen. Anders als kurz
nach der Entnahme, waren Blutgefal3e nach Enthahme aus der Fixierungslésung
nicht mehr zu erkennen. Der Magen, der mit FFL fixiert wurde, war makrosko-
pisch gut erhalten. Es kam im Vergleich zum frisch entnommenen Magen sowohl
nach sieben Tagen in Losung als auch nach weiterer Zeit an der Luft nicht zu
einer wesentlichen Schrumpfung oder Schwellung. Allerdings entfarbte sich der
Magen stark. Die nach Enthahme aus dem Tierkorper deutlich erkennbaren Blut-
gefalRe waren bereits nach sieben Tagen nicht mehr zu identifizieren. Der Ma-
geninhalt verblieb Uber den ganzen Beobachtungszeitraum im Organ. EGFL
fuhrte ebenfalls zu einer makroskopisch guten Erhaltung des Magens. Es zeigte
sich eine geringe GroRenabnahme nach Entnahme aus der Fixierungslosung,
die Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nicht fortschritt. Das Organ ver-
farbte sich bis Tag 7 sowie im weiteren Verlauf zunehmend ins Braunliche. Auch
bei EGFL fuhrte die Fixierung dazu, dass kein Mageninhalt austrat und das Organ

weiter prall und geftllt war (Abbildung 5).
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nach Enthahme nach 7 Tagen in nach 25 Tagen Lagerung
Lésung bei Raumtemperatur

GPFL

FFL

EGFL

Abbildung 5: Vergleich unterschiedlich fixierter Magen nach Entnahme aus dem Tier-
korper, nach sieben Tagen in der jeweiligen Fixierlésung (GPFL, FFL und EGFL) und
nach 25 Tagen in einer Petrischale bei RT (Maf3stabsbalken = 1 cm).
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3.3.5 Darm

Die sieben Tage andauernde Immersion in GPFL 26 g/l fihrte am Darm zu einer
schleimigen Auftreibung des Gewebes wahrend der Zeit in der Fixierungslosung
und auch im weiteren Verlauf an der Luft. Die Struktur des Gewebes war nach
Entnahme aus der Losung schlecht erhalten. Dieser Prozess hielt auch im Ver-
lauf an. Die Farben des Organes waren bis zur Entnahme aus der Fixierungsl6-
sung blass und grau. Wéahrend der Zeit bei RT trat eine braunliche Verfarbung
ein. Die einzelnen Darmabschnitte konnten nach der Entnahme aus der Fixie-
rungslésung und im weiteren Beobachtungszeitraum nicht mehr eindeutig vonei-
nander unterschieden werden. Die Fixierung des Darmes durch GPFL war man-
gelhaft. FFL fuhrte zu einem besseren Erhalt der makroskopischen Struktur des
Organes. Nach Entnahme aus der Fixierungslosung zeigte sich das Organ im
Vergleich zum frisch entnommenen entfarbt. Die Farbe war im weiteren Verlauf
und der Lagerung in der Petrischale bei RT gleichbleibend. Die Darmabschnitte
konnten wahrend des gesamten Zeitraums identifiziert werden. Bei der Fixierung
mit FFL kam es nach einer anfanglichen Schrumpfung im weiteren Beobach-
tungszeitraum zu keiner weiteren Anderung der PraparatgroRe. EGFL fiihrte zu
einem makroskopisch guten Erhalt der Organstruktur. Das Darmpaket war nach
Entnahme aus der Losung geschrumpft, jedoch kam es im weiteren Verlauf zu
keiner GréRenanderung. Das Praparat verlor im Vergleich zum frisch entnomme-
nen Gewebe an Farbe. Die unterschiedliche Farbung des Diinn- und Dickdarmes
war sowohl nach Entnahme aus der Fixierungsldsung als auch nach 25 Tagen
bei RT gut zu erkennen und die Unterscheidung von Dinn- und Dickdarmab-

schnitten somit moglich (Abbildung 6).
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nach Entnahme nach 7 Tagen in nach 25 Tagen Lagerung
Lésung bei Raumtemperatur

GPFL

FFL

EGFL

Abbildung 6: Vergleich unterschiedlich fixierter Darme nach Entnahme aus dem Tier-
korper, nach sieben Tagen in der jeweiligen Fixierlosung (GPFL, FFL und EGFL)
und nach 25 Tagen in einer Petrischale bei RT (MaRRstabsbalken =1 cm).
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3.3.6 Leber

Die siebentagige Immersionsfixierung mit GPFL fiuhrte bei der Leber zu einem
guten Erhalt der Struktur. Die Leberlappen waren sowohl nach Enthahme aus
der L6sung als auch nach 25 Tagen Lagerung gut zu unterscheiden. Das nach
Entnahme kraftig braun-rot gefarbte Organ wurde wahrend der Immersion deut-
lich blasser. Im weiteren Verlauf blieb die Farbe annéhernd konstant. Die Grol3e
der Leber nahm wahrend der Immersion geringfugig zu. Die FFL-fixierte Leber
zeigte nach sieben Tagen in Losung einen ebenfalls guten Erhalt der Struktur.
Es kam zum bleibenden Erhalt der lebereigenen Lappenstruktur. FFL fuhrt zu
einer Entfarbung, die jedoch im Vergleich zu GPFL weniger ausgepragt war.
Nach 25 Tagen Lagerung zeigte die FFL-fixierte Leber eine homogene braune
Farbe. Die Grol3e der FFL-fixierten Leber war Gber den Beobachtungszeitraum
konstant. Das EGFL Praparat der Leber zeigte einen guten Strukturerhalt. Uber
die Zeit kam es zu einer bleibend guten Abgrenzbarkeit der Leberlappen. Die
Farbe zeigte sich nach Entnahme aus dem Fixierungsmittel braun mit dunkleren
Bereichen. Im weiteren Verlauf der Beobachtungen wurde die Farbe homogener.

Die GroRRe dieses Praparates war Uber die Zeit konstant (Abbildung 7).
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nach Entnahme nach 7 Tagen in nach 25 Tagen Lagerung
Lésung bei Raumtemperatur

GPFL

FFL

EGFL

Abbildung 7: Vergleich unterschiedlich fixierter Lebern nach Entnahme aus dem Tier-
kérper, nach sieben Tagen in der jeweiligen Fixierlosung (GPFL, FFL und EGFL) und
nach 25 Tagen in einer Petrischale bei RT (Maf3stabsbalken = 1 cm).
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3.3.7 Niere

GPFL fuhrte zur einer makroskopisch guten Erhaltung des Organs. Es kam bei
der Niere zu einer Entfarbung verglichen mit dem frischen Gewebe. Anfanglich
zeigte sich das Organ in einer eher grauen Farbe, die sich in der weiteren Zeit in
der Petrischale in braun veranderte. Das die Niere umgebende Fettgewebe blieb
Uber die gesamte Dauer weil3. Allerdings kam es zu einer VergroRerung des Or-
gans im Verlauf der sieben Tage andauernden Immersionsfixierung, im Verlauf
der weiteren Lagerung blieb die Organgrél3e jedoch konstant. FFL fixierte die
Niere mit guten Strukturerhalt Gber die gesamte Dokumentationsdauer. Die Fi-
xierung ging mit einem Farbverlust einher. In der weiteren Zeit bei Raumtempe-
ratur zeigte sich die Farbe jedoch unveréandert. Die Farbe war nach der Fixierung
braun. Das Umgebungsfett zeigte im gesamten Verlauf keine Veranderung und
die Grol3e des Praparates war Uber die Zeit konstant. EGFL fuhrte an der Niere,
ahnlich den beiden vorgenannten Fixierungslésungen, zu einem guten Struktur-
erhalt. Allerdings hatte die Fixierung mit EGFL eine Schrumpfung des Organs
wahrend und nach der Immersion zur Folge. Die Gr63e blieb im weiteren Verlauf
jedoch konstant. Das Organ wurde durch EGFL braunlich verfarbt und wurde
blasser. Die an der Niere nach Entnahme anhaftenden Strukturen waren nach

den 25 Tagen in der Petrischale weniger deutlich zu erkennen (Abbildung 8).
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nach Entnahme nach 7 Tagen in nach 25 Tagen Lagerung
Lésung bei Raumtemperatur

GPFL

FFL

EGFL

Abbildung 8: Vergleich unterschiedlich fixierter Nieren nach Entnahme aus dem Tier-
korper, nach sieben Tagen in der jeweiligen Fixierlosung (GPFL, FFL und EGFL)
und nach 25 Tagen in einer Petrischale bei RT (Maf3stabsbalken =1 cm).
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3.3.8 Milz

Die Milz wurde durch die siebentéagige Immersionsfixierung in GPFL in ihrer
Struktur gut erhalten. Es kam jedoch zu einer ausgepragten Entfarbung vergli-
chen mit dem frisch entnommenen Organ. Das anfanglich kraftig rotbraune Or-
gan war im weiteren Verlauf und der Lagerung in der Petrischale bei Raumluft
blass entfarbt. Die GroR3e des Organes blieb nach Entnahme aus der Fixierungs-
|I6sung und nach der weiteren Lagerung konstant. Die mit FFL fixierte Milz zeigte
ebenfalls einen guten Strukturerhalt Gber die gesamte Beobachtungsdauer. Die
Farberhaltung war verglichen mit GPFL deutlich besser. Das Organ zeigte nach
Entnahme aus der Fixierungslésung eine braunliche Farbe. Das der Milz anhén-
gende Gewebe war wahrend der gesamten Dauer farblich und strukturell von der
Milz gut abgrenzbar. EGFL bewirkte nach sieben Tagen eine gute Erhaltung des
Gewebes. Diese zeigte sich Uber die weitere Beobachtungszeit konstant. Das
Organ schrumpfte wahrend der Immersion und zog sich zusammen. Die Farbe
veranderte sich bei der Fixierung verglichen mit dem frisch entnommenen Organ
ins leicht Braunliche (Abbildung 9).
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nach Entnahme nach 7 Tagen in nach 25 Tagen Lagerung
Losung bei Raumtemperatur

GPFL

FFL

EGFL

Abbildung 9: Vergleich unterschiedlich fixierter Milzen nach Entnahme aus dem Tier-
korper, nach sieben Tagen in der jeweiligen Fixierlosung (GPFL, FFL und EGFL) und
nach 25 Tagen in einer Petrischale bei RT (Maf3stabsbalken = 1 cm).
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3.3.9 Muskel

Am GPFL fixierten Muskel lie3 sich eine andauernde Fixierungswirkung erken-
nen. Der Muskel behielt nach der Enthahme aus der Losung seine Struktur. Im
weiteren Beobachtungszeitraum blieb die Struktur konstant erhalten. Die beim
frischen Organ zartrosa Farbung wurde in der Losung nach sieben Tagen blasser
und der Muskel nahm im Verlauf und wéahrend der Lagerung bei Raumtemperatur
eine blass-braune Farbe an. Die Sehnen und die Struktur des Muskels waren im
gesamten Beobachtungszeitraum zu erkennen. Die GroRe wurde durch die
GPFL Fixierung nicht verandert. FFL fuhrte zu einem konstanten Erhalt der Or-
ganstruktur. Wie GPFL fuhrte FFL zu einem Verblassen der Organfarbe. Bei FFL
war eine eher hellbraune Verfarbung sichtbar. Die Strukturen des Muskels sowie
die Sehnen waren im gesamten Verlauf gut abzugrenzen. Die Grof3e blieb im
gesamten Beobachtungszeitraum konstant. EGFL flihrte zu einem guten Struk-
turerhalt des Muskels und nach der Immersion zu einer Schrumpfung des Orga-
nes. Nach sieben Tagen zeigte sich eine braunliche Verfarbung. Nach Lagerung
wurde diese braunliche Verfarbung heller. Die Strukturen des Muskels blieben im

gesamten Verlauf identifizierbar (Abbildung 10).
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nach Entnahme nach 7 Tagen in nach 25 Tagen Lagerung
Lésung bei Raumtemperatur

GPFL

FFL

EGFL

Abbildung 10: Vergleich unterschiedlich fixierter Muskeln nach Entnahme aus dem Tier-
kérper, nach sieben Tagen in der jeweiligen Fixierlésung (GPFL, FFL und EGFL) und
nach 25 Tagen in einer Petrischale bei RT (Maf3stabsbalken = 1 cm).
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3.4. Haptische Beurteilung von GPFL fixierten Organen im Vergleich zu mit
etablierten Fixierlésungen (FFL und EGFL) fixierten Organen

Das mit GPFL fixierte Gewebe wies ahnliche haptische Eigenschaften wie fri-
sches, unfixiertes Gewebe auf: das Gewebe blieb weich und elastisch. Allerdings
war die Gewebeelastizitat etwas geringer als die von frischem Gewebe. Die or-
ganspezifischen haptischen Unterschiede (Bsp.: Muskel - fester oder Darm - wei-
cher) blieben bei der Fixierung mit GPFL erhalten. Im Gegensatz dazu fihrte die
Fixierung mit FFL zu einer ausgepragten Hartung der Organe. Das Gewebe
wurde fest, unelastisch und brach beim Bertuhren mit der Pinzette auseinander.
Ebenso war mit EGFL fixiertes Gewebe deutlich harter als frisches Gewebe und
GPFL-fixiertes Gewebe, brach aber bei Berlihrung mit der Pinzette nicht in Sti-
cke (Tabelle 3). Im Folgenden wird auf die kritisch zu fixierenden Organe oder
die Organe, die in der Fixierqualitat deutlich von den meisten Organen abwichen,

eingegangen:

3.4.1 Gehirn

Das mit GPFL 26 g/l fixierte Gehirn zeigte Uber den gesamten Beobachtungszeit-
raum von 131 Tagen eine weiche und elastische Gewebequalitat, die der Haptik
frisch entnommener Organe sehr &hnlich war. Die Fixierungen mit FFL und EGFL
fuhrten jedoch dazu, dass die Organe deutlich harter als die frischen Organe wur-
den. Diese Hartung war bei EGFL weniger stark ausgepragt als bei FFL. Beide
Fixierungslosungen fuhrten im Gegensatz zu GPFL dazu, dass die Organe im
Post-Fixierverlauf austrockneten und sprode wurden (Tabelle 3).

3.4.2 Lunge

Die GPFL-fixierte Lunge zeigte in Bezug auf die Haptik ein schlechtes Fixierungs-
ergebnis: Das Gewebe veranderte sich bereits nach kurzer Zeit deutlich, es
wurde sehr weich und schleimig. Im Gegensatz dazu wurde das mit EGFL und

FFL fixierte Gewebe sehr hart und sprdode (Tabelle 3).

40



3.4.3 Darm

Am Darm zeigte sich durch GPFL eine schlechte Fixierungsqualitat. Der Darm
zeigte sich schleimig und sehr weich. Die haptischen Eigenschaften des Darmes
waren sehr verschieden von der in-vivo Situation. Das Gewebe wurde durch die
Fixierungslosung deutlich weicher und schleimiger. FFL zeigte hier ein besseres
Ergebnis. Die Fixierung mit FFL fuhrte dazu, dass der Darm fest und elastisch
wurde. EGFL zeigte ebenfalls ein besseres Ergebnis als GPFL. Hier wurde das
Gewebe fest, wenngleich weniger elastisch als bei der Fixierung mit FFL (Tabelle
3).
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GPFL

FFL

EGFL

Gehirn

Herz

Lunge

Magen

Darm

Leber

Niere

Milz

weiche, elastische Gewe-

bequalitat, ahnlich in vivo

sehr weiche, schleimige
Gewebestruktur,
deutlicher Unterschied zur

in-vivo-Situation

weiche, elastische Gewe-
bequalitét,
ahnlich in vivo

sehr weiche, schleimige
Gewebestruktur,
deutlicher Unterschied zur

in-vivo-Situation

Weiche, elastische Gewe-
bequalitat,

ahnlich in vivo

feste, elastische Organhap-
tik,
deutlicher Unterschied zur

in-vivo-Situation

feste, elastische Organhap-
tik,
deutlicher Unterschied zur

in-vivo-Situation

feste, elastische Organhap-
tik,
deutlicher Unterschied zur

in-vivo-Situation

feste, elastische Organhap-
tik,
deutlicher Unterschied zur

in-vivo-Situation

Feste, elastische Organhap-

tik,
deutlicher Unterschied zur

in-vivo-Situation

feste, spréde Organ-
haptik,
deutlicher Unterschied

Zur in-vivo-Situation

feste, spréde Organ-
haptik,
deutlicher Unterschied

Zur in-vivo-Situation

feste, spréde Organ-
haptik,
deutlicher Unterschied

Zur in-vivo-Situation

feste, spréde Organ-
haptik,
deutlicher Unterschied

Zur in-vivo-Situation

Feste, spréde Organ-
haptik,
deutlicher Unterschied

Zur in-vivo-Situation

Tabelle 3: Ubersicht {iber die haptischen Eigenschaften unterschiedlich fixierter Organe.
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3.5 Beurteilung der Fixierungseigenschaften vor dem Hintergrund der Nutz-
barkeit der Fixierungen in studentischen und chirurgischen Kursen

Um genauere Kenntnisse Uber die Qualitatseigenschaften von mit Glucoprotamin
fixiertem Gewebe zu erhalten, wurden die haptischen und visuellen Eigenschaf-
ten mithilfe eines Fragebogens von einer Personengruppe (14 Personen: Arzte,
Anatomen und Studenten der Humanmedizin in héheren Fachsemestern) beur-
teilt. Es sollten frisch entnommene adulte Rattenorgane mit GPFL-, FFL-, und
EGFL-fixierten Organen verglichen werden. Die zu beurteilenden Organe waren:
Gehirn, Herz, Lunge, Magen, Darm, Leber, Niere, Milz und der Oberschenkel-
muskel. Der maximale Score von 72 Punkten (,wie frisch“) konnte von keiner der
Fixierungen bei keinem Organ erreicht werden. Jedes GPFL-Praparat erreichte
mindestens einen Score von 21 Punkten, dies entspricht der Bewertung ,ver-
gleichbar”. Der Durchschnittswert aller GPFL-fixierten Organe und einzelnen
Items betrug 26,17. FFL-fixierte Organe hingegen erreichten einen niedrigeren
Score. Der Durchschnitt betrug hier 13,67 Punkte. Bei EGFL-fixierten Organen
wurde im Durchschnitt ein Score von 11,07 erreicht.

3.5.1 Beurteilung von Gehirn, thorakalen Organen (Herz und Lunge) sowie des
Muskels

GPFL-fixiertes Gehirn erreichte im Vergleich zu frisch entnommenen Organen
einen maximalen Score von 38. Der minimale Score betrugt 9, der Median 25,5
Scoringpunkte. Das FFL-fixierte Gehirn erreichte einen maximalen Score von 25.
Das Minimum 10 Scoringpunkte. Das mit EGFL fixierte Gehirn erreichte ein
Maximum von 14 Scoringpunkten. Der Minimalwert betrug 2 und der Median 9,5
Scoringpunkte. Das Scoring des Gehirns lag bei allen Befragten bei GPFL-
fixiertem Gehirn signifikant héher als der von FFL- und EGFL -fixierten Gehirnen.
Das GPFL-fixierte Herz erreichte ein maximales Scoring von 37 Punkten. Der
minimale Wert lag bei 18, der Median bei 26. Das Formalin-fixierte Gehirn wurde
mit einem Maximum von 30 Punkten bewertet, das Minimum betrug 5 und der
Median 10 Punkte. EGFL erreichte niedere Werte. Hier betrug das Maximum 16,
das Minimum 7 und der Median 10 Scoringpunkte. Die Werte bei der Fixierung
mit GPFL waren signifikant hoher als die bei der Fixierung mit FFL und EGFL.
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Das Scoring der mit GPFL fixierten Lunge erreichte ein Maximum von 37 Punk-
ten, das Minimum betrug 14, der Median 26. FFL wurde mit einem Maximum von
35 bewertet, das Minimum betrug 8 und der Median 18,5. Die EGFL-fixierte
Lunge erreichte ein maximales Scoring von 20, das Minimum betrug 3 und der
Median 8 Punkte. Die Ergebnisse der Fixierung mit GPFL und der FFL unter-
schieden sich nicht signifikant. GPFL wurde signifikant héher bewertet als EGFL.
Der mit GPFL fixierte Muskel wurde mit einem Maximum von 37 Punkten bewer-
tet. Das Minimum betrug 6 Scoringpunkte und der Median 26,5. FFL wurde mit
maximal 24 Punkten bewertet, das Minimum betrug 9 und der Median 10,5. EGFL
erreichte ein Scoring von maximal 16 Punkten, das Minimum war 7 und der Me-
dian betrug 8,5 Punkte. Das Scoring der GPFL-Fixierung lag somit signifikant
Uber dem Scoring der FFL- und EGFL-Fixierung (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Darstellung des Scorings verschiedener Organeigenschaften (Elastizitat,
Festigkeit, Farbe, Abgrenzbarkeit topografischer Strukturen) der unterschiedlichen Fi-
xierungslosungen (GPFL, FFL, EGFL) im Vergleich zu frisch entnommenen abdominel-
len Organen der adulten Ratte (P31; **=p<0,01; ***= p<0,001; ****=p<0,0001)
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3.5.2 Beurteilung der Organe der Bauchhohle (Magen, Darm, Leber, Niere und
Milz)

Der GPFL-fixierte Magen erreichte ein maximales Scoring von 33, das Minimum
betrug 13 und der Median 23 Punkte. FFL erreichte ein Maximum von 22, das
Minimum war 22 und der Median 10 Scoringpunkte. EGFL wurde mit maximal 22
Punkten bewertet, das Minimum betrug 8 Punkte und der Median 10. Die Werte
der Fixierung mit GPFL waren signifikant héher als bei der Fixierung mit FFL und
EGFL. Der GPFL-fixierte Darm wurde mit einem Maximum von 38 Punkten be-
wertet, das Minimum betrug 15 und der Median 25. FFL wurde beim Darm mit
maximal 26 Punkten bewertet. Das Minimum betrug 11 und der Median 16. EGFL
erreichte ein Maximum von 16, ein Minimum von 6 und einen Median von 11
Punkten. Die Ergebnisse der Fixierung des Darmes mit GPFL waren signifikant
hoher als die der Fixierung mit FFL und EGFL. Das maximale Scoring betrug bei
der GPFL-fixierten Leber 34, das minimale 9 und der Median 24. FFL erreichte
an der Leber einen Maximalwert von 17 Punkten, der Minimalwert betrug 7 und
der Median 10. EGFL wurde bei der Leber mit maximal 17 Punkten bewertet, das
Minimum betrug 7 und der Median 10. Die Werte der Fixierung mit GPFL unter-
schieden sich signifikant von den Werten der Fixierung mit FFL sowie mit EGFL.
Die mit EGFL fixierte Niere wurde mit einem Maximum von 39 Punkten bewertet.
Das Minimum betrug 21 und der Median 28,5 Scoringpunkte. FFL wurde an der
Niere deutlich niederer bewertet, das Maximum betrug 24, das Minimum 1 und
der Median 4 Punkte. Die EGFL-fixierte Niere wurde mit maximal 28 Punkten
bewertet, das Minimum betrug hier 11 und der Median war 16 Punkte. Auffallig
bei der Bewertung der Niere ist, dass FFL niedrigere Werte als EGFL erreichte.
Die Werte der Fixierung der Niere mit GPFL unterschieden sich signifikant von
den Werten der Fixierung mit FFL und EGFL. Das Scoring der GPFL-fixierten
Milz erreichte einen maximalen Wert von 37, das Minimum betrug 20 und der
Median 30,5. FFL wurde an der Milz mit maximal 25 Scoringpunkten bewertet,
das Minimum und der Median betrugen 10. Die mit EGFL fixierte Milz erhielt ein
Scoring von maximal 19 Punkten, das Minimum hier war 7 und der Median lag
bei 10 Punkten. Die Bewertungen der Fixierung der Niere mit GPFL lagen somit
signifikant Gber der Bewertung der Fixierung mit FFL und EGFL (Abbildung 12).
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und der Milz (Altersstufe p 31) (**= p<0,01; ***= p<0,001;****=p<0,0001).
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3.6 Beurteilung makroskopisch sichtbarer Strukturen unterschiedlich fi-
xierter Organe im Vergleich zu frisch entnommenen Organen

Im zweiten Teil des Fragebogens wurden dieselben Befragten gebeten, die mak-
roskopisch sichtbaren Strukturen der unterschiedlich fixierten Organe (GPFL,
FFL, EGFL) mit frisch entnommenen Organen zu vergleichen. Die zu identifizie-
renden Strukturen waren: Muskeln, Faszien, Bander, Blutgefal3e und Nerven. Die
Antwortmoglichkeiten von ,nicht erhebbar (0) bis ,,sehr gut vergleichbar (6)“ wur-
den vorgegeben. Zudem die Moglichkeit ,Nicht untersucht®. Es zeigte sich, dass
haufig die Antwortmaoglichkeiten ,nicht erhebbar bzw. ,nicht untersucht“ angege-
ben wurden. Aus den Daten der Haufigkeitsverteilung lieR sich dadurch keine
Auswertung generieren. Der Fragebogen war in der Retrospektive ungunstig o-
der missverstandlich formuliert. Es wurden bei allen Organen alle Strukturen ab-
gefragt, obwohl diese nicht immer vorhanden oder sichtbar waren. Die richtige

Organdiagnose wurde nur von 89% der Befragten genannt.

3.7 Beurteilung des Geruches unterschiedlich fixierter Organe

Der Geruch der unterschiedlich fixierten Organe wurde auf einer numerischen
Rationalskala bewertet. Diese umfasste die Werte: 0 = kein Geruch, 1 = unange-
nehmer Geruch bis 10 = angenehmer Geruch. Die mit GPFL fixierten Organe
erreichten einen Mittelwert von 7 (SD 2,032), die mit FFL fixierten Organe einen
Mittelwert von 4 (SD 1,968) und die mit EGFL fixierten Organe einen Mittelwert
von 3 (SD 1,709). Die mit GPFL fixierten wurden ausnahmslos als angenehmer
im Geruch beurteilt als FFL- und EGFL-fixierte. Es unterschieden sich die GPFL-
fixierten Lunge, Magen, Darm, Leber, Niere, Milz und Muskel signifikant von den
jeweiligen mit FFL-fixierten Organen. Lediglich die Bewertung des Gehirns und
des Herzens ergab keine signifikanten Unterschiede. Jedes der GPFL- fixierten
Organe (Gehirn, Herz, Lunge, Magen, Darm, Leber, Niere, Milz und Muskeln)
wurde signifikant héher bewertet als die jeweiligen mit EGFL fixierten Organe
(Abbildung 19).
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49



3.8 Untersuchung der Wirkung unterschiedlicher Fixierungslésungen auf
pathogene Mikroorganismen

Zur Untersuchung der Wirkung auf pathogene mikrobielle Keime durch die unter-
schiedlichen Fixierlosungen wurden 10 fixierte und 3 unbehandelte Rattenkdrper
nach zwei Tagen in Lésung und sieben Tagen Lagerung an Luft bei RT maschi-
nell zerkleinert. Im Anschluss wurden bakterielle Abstriche entnommen und im
Labor Niebecker, Gynmedlab, Ochtrup, Deutschland auf sechs N&hrbdden aus-
gestrichen (Blutagar, McConkey-Agar, Chrom-Agar, Kochblutagar, Schaedler-
Blut-Agar und Schaedler-Kochblutagar). Ebenso wurden eine anaerobe und eine
aerobe Bouillon beimpft. Alle Proben wurden 48 h bebritet. Die aeroben Medien
wurden in einem CO2-Brutschrank verwahrt. Mit den anaeroben Medien wurde
gleich verfahren, allerdings unter O2-Entzug. Die aeroben Nahrmedien wurden
nach 24 h begutachtet. Nach 48 h wurden alle Proben abschlieRend beurteilt. Die
Testung erfolgte auf das Wachstum jeglicher Keime, das besondere Augenmerk
lag auf humanpathogenen Keimen. GPFL zeigte keinerlei Wachstum von Bakte-
rien und Sprosspilzen. Ebenso konnte bei FFL und EGFL keinerlei derartiges
Wachstum nachgewiesen werden. Bei der Kontrolle zeigte sich ausgepragtes
Wachstum von Proteus mirabilis, sowie nach Anreicherung Wachstum von

Enterococcus spp. und Escherichia coli (Tabelle 3).
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Fixierungslésung Kulturelle Anziichtung

GPFL 26 g/l kein Wachstum nach 48 Stunden Bebriitung,
kein kultureller Nachweis von Sprosspilzen.

Formaldehyd-Fixierungslésung kein Wachstum nach 48 Stunden Bebriitung,

kein kultureller Nachweis von Sprosspilzen.

kein Wachstum nach 48 Stunden Bebriitung,
Ethanol-Glycerin-Fixierungslosung kein kultureller Nachweis von Sprosspilzen.
Aqua demin (KOntrO”e) Wachstum von:

1. Proteus mirabilis ausgepragtes Wachstum
2. Enterococcus spp nach Anreicherung

3. Escherichia coli nach Anreicherung

Kein Nachweis von Sprosspilzen

Tabelle 4: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung unterschiedlich fixierter und unfixier-
ter Rattenkorper.

3.9 Die Untersuchung einer enzymhemmenden Wirkung von GPFL
Mit Hilfe einer FRET-gekoppelten Endoproteasenbibliothek wurde die Inhibierung

von Proteasen in GPFL-, FFL- und EGFL-fixierten Organen untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Endoproteasen-Aktivitat in mit GPFL-fixiertes
Gewebe bei den meisten Organen im Vergleich zu der Endoproteasen-Aktivitét
aus unfixiertem Gewebe vollstandig inhibiert wurde. Dieses Ergebnis zeigt sich
auch bei FFL-fixiertem Gewebe. Lediglich im Darm konnte bei beiden Fixierun-
gen nach 20 min eine verbleibende geringe Endoproteasen-Aktivitat gemessen
werden. Im Gegensatz dazu wurde die Enzymaktivitéat bei EGFL fixierten Herzen,
Nieren und dem Darm nicht vollstandig inhibiert. Generell zeigt sich bei der Fixie-
rung mit EGFL eine hohere verbleibende Proteasenaktivitat als bei FFL und
GPFL (siehe Abbildungen 14 und 15).
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3.9.1 Proteasenaktivitat von Gehirn, thorakalen Organen (Herz und Lunge) und
Muskeln

In den Kontrollen konnte im Beobachtungszeitraum von 30 Minuten ein deutlicher
Anstieg der zur Proteinkonzentration normalisierten relativen Fluoreszenzinten-
sitat gezeigt werden. Dieser Anstieg blieb bei den mit GPFL 26 g/l, FFL sowie bei
EGFL fixierten Gehirnen, Herzen, Lungen und Muskeln aus. Die Aktivitat war bei
GPFL und FFL auf ahnlich niederem Niveau. Beim EGFL fixierten Organen
konnte dagegen eine insgesamt héhere Endoproteasenaktivitat festgestellt wer-

den als bei den beiden anderen Fixierungslosungen (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Verlauf der zur Proteinkonzentration normalisierten relativen Fluoreszenzintensitat (RFU/ug/mi
Protein) Giber 30 Minuten am Beispiel unterschiedlich fixierter Gehirnen, Herzen, Lungen und Muskeln tber 30
min (n=3). Die Kinetikwerte der GPFL- und FFL-fixierten Gehirne Uberlagern sich. EGFL zeigt ein héheres

Aktivitatsniveau.
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3.9.2 Proteasenaktivitat von Magen, Darm, Leber, Niere und Milz

Im Beobachtungszeitraum von 30 Minuten zeigte sich bei der Kontrolle der Ma-
gen, des Darmes, der Lebern und der Milzen ein Anstieg der zur Proteinkonzent-
ration normalisierten relativen Fluoreszenzintensitat. Die Proteasenaktivitat von
Magen, Lebern und Milzen zeigte bei GPFL und FFL eine ahnlich niedere Aktivi-
tat im Beobachtungszeitraum, wahrend bei EGFL eine héhere Aktivitat detektier-
bar war. Beim mit GFPL 26 g/l fixierten Darm kam es zu einem leichten Anstieg
der Fluoreszenzintensitat. FFL zeigte am Darm ebenfalls einen leichten Anstieg
der Fluoreszenzintensitat, dieser war mit dem Anstieg bei GPFL vergleichbar.
EGFL zeigte am Darm einen deutlicheren Anstieg der Fluoreszenzintensitat als
GPFL und FFL, wenngleich dieser auch weniger ausgepragt als bei der Kontrolle
war. Bei den Nieren zeigte sich ein ahnliches Bild wie bei den Darmen. Bei GPFL
und FFL war ein leichter Anstieg der Fluoreszensaktivititen festzustellen, bei
EGFL jeweils ein deutlicher Anstieg der Fluoreszensaktivitat. Insgesamt war die
Fluoreszenzintensitat der Darme und Nieren auf einem deutlich héheren Niveau

als bei den anderen Organen (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Verlauf der zur Proteinkonzentration normalisierten relativen Fluoreszenzintensitét
(RFU/ug/ml Protein) tiber 30 Minuten am Beispiel unterschiedlich fixierter Magen, Darme, Lebern,
Nieren und Milzen (GPFL 26 g/l, FFL, EGFL) und einer Kontrolle (dH20). Es zeigte sich bei der
Kontrolle ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenzintensitat. Bei den mit Fixierungslésungen be-
handelten Organen kam es zu einer vergleichbaren Hemmung der Endoproteasenaktivitat. Je-
doch konnte bei EGFL ein insgesamt hheres Niveau der Endoproteasenaktivitat gezeigt werden.
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4. Diskussion

Das Fach Anatomie ist einer der Eckpfeiler der Ausbildung von Arztinnen und
Arzten [55, 75, 76]. Einen wichtigen Teil der Wissensvermittlung stellt hierbei
das Praparieren und Operieren an meist fixierten menschlichen Korpern dar
[77-79]. Auch in Zukunft wird es weiter notwendig sein, Praparate fir anato-
mische Zwecke zu fixieren [55]. Allerdings ist in vielen der bekannten und
verwendeten Fixierungslosungen bis zum heutigen Tag Formaldehyd enthal-
ten [33, 67, 80, 81, 82, 83]. Die heute noch immer weit verbreitete und ge-
schatzte sogenannte Thiel Fixierung [84-86] enthalt auch in ihrer neuesten
Rezeptur Formaldehyd [67, 83]. Die strengen Richtlinien Formaldehyd be-
treffend machen die Verwendung dieses Stoffes aus gesundheitlicher Sicht
zunehmend unmdglich [81, 87]. Die Européische Kommission und die WHO
stufen Formaldehyd als krebserregend und mutagen ein [18 , 88]. Zudem
wurde 2015 die maximale erlaubte Arbeitsplatzkonzentration (MAK) fur For-
maldehyd gravierend von 0,62 mg/m? auf 0,37 mg/m? gesenkt [22]. Zahlrei-
che Anatomische Institute in Deutschland sind daher von der Schlie3ung be-
droht [27]. Die notwendige technische Umristung von Anatomien ist teuer
und teilweise aufgrund baulicher Limitationen nicht méglich [24]. Es wurden
bereits studentische Praparationskurse wegen Nichteinhaltung der MAK-
Grenzwerte abgesagt [25, 31, 89]. Zur Diskussion um die Qualitat von Fixie-
rungen und deren Eignung fir Aus- und Weiterbildung tritt vermehrt die Frage
nach den gesundheitlichen Risiken [38, 81, 87]. Aufgrund der breiten Nut-
zung von Formaldehyd [33, 38, 67, 81, 87, 90] in Fixierungslésungen kommt
der Suche nach neuen, geeigneteren und vor allen Dingen ungiftigeren Stof-
fen eine grofRe Bedeutung zu [54]. Die hier vorgelegte Arbeit soll den Stoff
Glucoprotamin auf Anwendbarkeit in Fixierungslésungen untersuchen und

einen Beitrag zur aktuellen Diskussion um Fixierungslésungen leisten.
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4.1 Die Fixierungswirkung von Glucoprotamin

Bisher ist Glucoprotamin als Wirkstoff in Desinfektionsmitteln beschrieben [44-
50]. Nach Wissen des Autors sind die durchgefihrten Untersuchungen die ersten
in Bezug auf die Verwendung des Stoffes in Fixierungslosungen. Glucoprotamin
fixierte die verwendeten Rattenorgane Uber einen Zeitraum von 18 Wochen, wo-
bei sich die Wirkstoffkonzentration von 26 g/l bezlglich des Organerhalts, der
visuellen und haptischen Eigenschaften als am besten geeignet erwies. Bei die-
ser Konzentration kam es zu keinerlei Anzeichen von Verwesung. Damit hat Glu-
coprotamin neben der fixierenden auch eine konservierende Wirkung. Dieser
konservierende Effekt von Glucoprotamin auf die Organe konnte, durch die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefltihrten mikrobiologischen Untersuchungen bestéa-
tigt werden. Es kam bei Glucoprotamin sowie FFL und EGFL zu keinerlei Wachs-
tum von Keimen oder Sprosspilzen. Im unfixierten Kontrollgewebe kam es zum
Wachstum von Proteus mirabilis, Enterococcus spp. und Escherichia coli. Dieses
Ergebnis war zu erwarten, da Glucoprotamin ein etablierter Wirkstoff in diversen
kommerziellen Desinfektionsmitteln ist [44-50]. Inwieweit diese antimikrobielle
Wirkung von Glucoprotamin beim fixierten Kérperspender erhalten bleibt, ist noch
zu untersuchen. Es ergaben sich durch die Verwendung von Glucoprotamin je-
doch vor allen Dingen gegeniber Ethanol-Fixierungen einige Vorteile. Ethanol
hat Schwéachen in der Wirkung gegen Viren [71], insbesondere unbehdillte Viren,
Bakteriensporen und Prionen [5]. Es besteht der Verdacht, dass beim Ethanol-
fixierten Korperspender die fir eine bakterizide Wirkung bendétigten Konzentrati-
onen von 60-95% Ethanol [5] nicht erreicht werden [91]. Die Folge ware eine
unzureichende bakterizide Wirkung von EGFL am humanen Préparat und daraus
resultierend eine Gefahrdung der Arbeitssicherheit bei den Anwendern durch hu-

manpathogene Keime.

Im Gegensatz dazu ist Formaldehyd gut wirksam gegen Viren und Bakterien
(auch Mycobakterien) [92]. Problematisch bei der Verwendung von FFL, vor al-
lem wahrend langerer Kurse, ist das Wachstum von Schimmel [23]. Mit grol3er
Wahrscheinlichkeit hat Glucoprotamin aufgrund seiner hervorragenden Desin-
fektionswirkung Vorteile gegentiber den etablierten Fixierungen. So haben Stu-

dien unter Mitarbeitern in Anatomien ein erhéhtes Risiko fur Infektionen unter
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anderem mit Mycobakterium tuberculosis nachgewiesen [93]. In Desinfektions-
mitteluntersuchungen konnte eine besonders gute Wirksamkeit von Glucoprota-
min gegen Mykobakterien nachgewiesen werden [45]. Dartber hinaus zeigte
Glucoprotamin in Losung eine gute antivirale Wirkung [49]. Inwieweit diese Er-
gebnisse in die Fixierungstechnik tbertragen werden kénnen, muss noch unter-
sucht werden. Weitere Untersuchungen besonders unter Berucksichtigung der
Anwendersicherheit in Bezug auf das Wachstum von humanpathogenen Keimen,
Viren und Prionen am fixierten menschlichen Praparat im Sinne der Anwender-

sicherheit, waren wiinschenswert.

Die Verwendung von niedrigeren Konzentrationen Glucoprotamin (2,6 g/l, 3,9 g/l
und 10,4 g/l) in der Fixierldsung zeigte keine ausreichend fixierende Wirkung, es
kam zu einer Eintribung der Fixierungslosungen, und die Tierkdrper verwesten
nach kurzer Zeit. Hohere Konzentrationen von Glucoprotamin in der Fixierlésung
(130,0 g/l und 195,0 g/l) zeigten ebenfalls keine fixierende Wirkung auf das Ge-
webe. Eine Erklarung hierfr kdnnte in der wachsartigen Grundstruktur [44] des

Stoffes liegen, der somit wahrscheinlich nicht in das Gewebe eindringen kann.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass Glucoprotamin-fixiertes Gewebe an
Raumluft sehr schnell austrocknet. Dies ist auch bei weiteren in der Praxis ver-
wandten und etablierten Fixierungslésungen wie FFL und EGFL ein bekanntes
Problem. Ursachlich hierfir sind meist Verdunstungsvorgange [54, 94, 95]. Um
diesen entgegenzuwirken, wird bei Alkoholfixierungen z.B. Glycerin zugegeben
[94]. Glycerin wirkt aufgrund seiner hydrophilen Struktur der Verdunstung entge-
gen und ist bei Raumtemperatur viskds, neigt also selbst nicht zum Verdunsten
[96]. Es ware in weiteren Versuchen zu untersuchen, ob eine Mischung von Gly-
cerin und Glucoprotamin mdglich ist und dadurch die Verdunstung des Fixie-
rungsmittels verringert werden kann. In den beiden verwendeten glucoprotamin-
haltigen Produkten Incidin® PLUS und Premier Klercide-CR® Biozid T sind laut
Sicherheitsdatenblatt folgende weiteren Stoffe beigegeben: Fettalkoholethoxylat,
2-Phenoxyethanol sowie 2-2-Butoxyethoxy-Ethanol [73]. Fettalkoholethoxylat ist
ein Konservierungsmittel und nur in Konzentrationen unter 1 % als solches zuge-
lassen. 2-Phenoxyethanol ist ebenfalls wie 2-2-Butoxyethoxy-Ethanol ein L6-
sungsmittel [97]. Die spezifische Wirkung dieser Stoffe auf die Praparate wurde
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nicht untersucht. Phenoxyethanol wurde in der Vergangenheit als mégliches La-
gerungsmittel fur anatomische Praparate [98] beschrieben. Jedoch wurde zur ei-
gentlichen Fixierung der Praparate zunachst eine klassische 2%ige Formalde-
hydfixierungslésung verwandt, zur dauerhafteren Lagerung dagegen eine 1%ige
Phenoxyethanollésung. Mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann eine Wir-
kung nicht, daher waren fur die Zukunft Untersuchungen mit dem Reinstoff Glu-

coprotamin sinnvoll.

4.2 Einfluss von Glucoprotamin auf die Organstruktur, die haptischen und
visuellen Eigenschaften

Die Fixierung mit Glucoprotamin flihrte bei den meisten Organen zu einer dauer-
haften Erhaltung der Organstruktur. Die Haptik war zu weich. Mit Ausnahme des
Gehirns, der Lunge und des Darmes waren die anderen untersuchten Organe
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums als solche zu erkennen. Die Er-
weichung der Praparate ist moglicherweise durch die polare Struktur des Gluco-
protamin verursacht. Glucoprotamin hat eine hydrophile funktionelle Gruppe und
einen hydrophoben Kohlenstoffschwanz und wirkt somit als Detergens. Ein De-
tergens reduziert Grenzflachenspannungen. Offenbar wird auch die Oberflachen-
spannung der Organe und Praparate durch den Wirkstoff Glucoprotamin herab-
gesetzt. Im Gegensatz dazu waren die Formaldehyd-fixierten Organe deutlich
gehartet. Dies ist bekannt, da Formaldehyd irreversible, starre Verbindungen zwi-
schen Proteinen, sogenannte Cross-links, ausbildet [38, 63, 64]. Es gibt recht
wenig Literatur Uber die Wirkung von Ethanol in Fixierungslésungen [55]. Der
Wirkmechanismus von Alkoholen allgemein und Ethanol im Besonderen besteht
Uber eine Denaturierung der Proteine und durch Stérung von Wasserstoffbru-
ckenbindungen [38]. Chemische Bindungen, welche die Sekundar- und Terti-
arstruktur von Proteinen festigen, werden aufgebrochen [71]. Gleichzeitig kommt
es durch Entzug von Wasser zu einer Hartung der Praparate [28]. Diese Hartung
ist abhangig von der Dauer des Kontaktes mit Alkoholen [28]. In Ethanol-haltigen
Fixierungslosungen wird aus diesem Grund so wie in der vorliegenden Arbeit
Glycerin beigemischt, wodurch das fixierte Gewebe realitatsnaher und weicher

wird [24, 38]. In dieser Arbeit zeigte sich jedoch EGFL-fixiertes Gewebe ahnlich
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hart wie FFL-fixiertes Gewebe[44]. Dies mag durch die lange Einwirkzeit des
Ethanols und die daraus folgende starke Entwésserung der Organe verursacht
sein. Beim Darm war das Fixierungsergebnis durch GPFL nicht zufriedenstel-
lend. Die hohe Konzentration an Verdauungsenzymen im Gastrointestinaltrakt
[99] kdnnte fur die mangelhafte Wirkung von Glucoprotamin verantwortlich sein.
Es ware fur die weiteren Versuche an menschlichen Kérperspendern eine L6-
sung fur den Gastrointestinaltrakt mit h6herer Glucoprotamin-Konzentration zu
untersuchen, die rektal in den Darm injiziert wird[32, 83]. Zu bedenken ware je-
doch der daraus resultierende erhéhte technische Aufwand [100]. Die in dieser
Arbeit durchgefuhrte Untersuchung der Hemmung der enzymatischen Autolyse
durch die Fixierungslésungen mittels einer FRET-Endoproteasenbibliothek
zeigte jedoch fur Glucoprotamin- und Formaldehyd-fixiertes Gewebe eine na-
hezu vollstandige Inhibierung der Enzymaktivitat, auch fir das Darmgewebe.
Hierbei ist allerdings zu berilicksichtigen, dass das fir die enzymatische Testung
verwendete Gewebe vor der Fixierung stark mechanisch zerkleinert wurde und
damit auch der Darminhalt komplett mit der Fixierlosung in Verbindung stand. Bei
der Organfixierung fur die visuelle und haptische Untersuchung hingegen, wurde
der Darm in toto fixiert und der Darminhalt nicht vorher durch Spulung entfernt.
Interessanterweise waren die haptischen und visuellen Fixiereigenschaften von
EGFL-fixiertem Darm im Gegensatz zu GPFL-fixiertem Darm besser, obwohl die
EGFL-Fixierung im Darm und in der Niere nicht zu einer vollstandigen Inaktivie-
rung der Endoproteasen, sondern lediglich zu einer Reduktion der Proteasenak-
tivitat fihrte. Offenbar dringt GPFL weniger gut in das komplette Organ ein. Hier
scheinen die etablierten Fixierungslésungen gegeniber GPFL im Vorteil. Dabei
mag die Molekulgrol3e eine Rolle spielen, Ethanol- und Formaldehydmolekile
[96] sind deutlich kleiner als Glucoprotamin. Ob die polare Struktur des Gluco-
protamins ebenfalls eine Rolle in Bezug auf die Flusseigenschaften spielt, ware
in weiteren Untersuchungen zu klaren. Formalinhaltige Fixierungslésungen sind
bereits lange bekannt, aber es gibt einige Aspekte, vor allem in der chemischen
und physikalischen Theorie, die nicht untersucht sind [101, 102]. Zum Beispiel
die direkte Wirkung auf die Endoproteasenaktivitat. Formaldehyd wirkt auf Prote-

ine und bildet mit ihnen feste Verbindungen. Es kommt zu einer Denaturierung
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und folglich zum Verlust der Funktion der Enzyme [103]. In der vorliegenden Ar-
beit wurde nicht direkt Uberprift, ob Glucoprotamin ebenfalls eine Wirkung auf
die Strukturproteine austibt. Jedoch scheint es aufgrund seiner polaren Struktur,
die Wirkung eines Detergens aufzuweisen [44]. Eine Wirkung auf die Sekundéar-
und Tertiarstruktur ist anzunehmen. Daher scheint auch bei Glucoprotamin eine
Denaturierung von Proteinen wahrscheinlich. Eine Aufgabe zukunftiger For-
schung ware, die Wirkung des Stoffes Glucoprotamin auf ebenjene Strukturen zu
untersuchen. Geeignet erscheinen hierzu die CD - und die NMR- Spektroskopie,
mit denen Veranderungen in der Proteinstruktur durch Fixierungslésungen sicht-
bar gemacht werden kénnten. Auch an der Lunge war die Fixierung durch GPFL
mangelhaft. Das Gewebe zeigte sich schon wahrend der Zeit in der Fixierungs-
l6sung zusammengefallen. Mit weiterer Lagerung zersetzte sich die Lunge weit-
gehend. Die Untersuchung der Enzymaktivitat an GPFL-fixiertem Lungengewebe
fuhrte jedoch zu einer vollstandigen Hemmung der Proteasen, sodass Autolyse
als Grund fur den schlechten Gewebeerhalt unwahrscheinlich ist. Eine deutliche
Veranderung des Lungengewebes durch Fixierung ist schon lange bekannt. In
friheren Studien zeigte sich bei Fixierung mit vor allem Formaldehyd-haltigen
Fixierungslosungen die Neigung zum Kollabieren der Lunge [104, 105]. Als
Grund werden die Retraktionskrafte der elastischen Fasern der Lunge genannt
[106]. Ein weiterer Grund mag ein Auswaschen des Surfactant mit konsekutivem
Kollaps der Atemwege sein. In der vorliegenden Arbeit wurden die Organe ent-
nommen und dann fixiert. Die Wirkung der Fixierung, speziell auf die Lunge, bei
Fixierung eines ganzen Praparates, ware in Zukunft zu untersuchen. Méglicher-
weise spielen auch hier die bereits beim Darm angesprochenen Molekulgrof3en
und die Penetrationsgeschwindigkeiten eine Rolle. Interessant ware, in weiteren
Versuchen die Wirkung von Fixierungslosungen auf die Struktur der Proteine zu

klaren.

Die Erhaltung der natirlichen, physiologischen Farbe eines Gewebes ist ein wei-
teres wichtiges Kriterium fur die Qualitat einer Fixierung. Im Rahmen dieser Ar-
beit konnten vorherige Untersuchungen bestatigt werden, die zeigen, dass alle

Fixierungslosungen die natirlichen Farben von Organen, Praparaten und Gewe-
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ben verandern [7, 107]. GPFL fuhrte zu einem deutlichen Ausbleichen der Pra-
parate. Die Veranderungen der Farbe der Organe durch GPFL sind teilweise
durch einen nicht zu verhindernden Blutverlust verursacht. Zum anderen kann es
durch die lytische Detergenzienwirkung von Glucoprotamin auf Membranen von
Erythrozyten [108] zu einer Hamolyse und damit zu einer starken Entfarbung ge-
kommen sein. Dem Blutverlust unterliegen jedoch auch die mit anderen Fixie-
rungslésungen (FFL und EGFL) fixierten Organe. FFL-fixiertes Gewebe zeigte
eine Farbveranderung ins eher Braunliche. Dies resultiert aus einer raschen Blut-
gerinnung durch Koagulation der Blutproteine [40]. EGFL verfarbte die Organe in
der vorliegenden Arbeit ebenfalls braun. Als Griinde hierfir werden, neben dem

Blutverlust in der Literatur, haufig oxidative Vorgénge genannt [54].

In der anatomischen Forschung ist es Ublich die Gute von Fixierungsqualitat
durch Anwender in standardisierten Fragebdgen zu Uberprifen [109-113]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde eine Gruppe von Anwendern (Arzte, Anatomen,
Studenten der Humanmedizin) mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens be-
fragt. Es wurden die haptischen, visuellen und olfaktorischen Eigenschaften von
Glucoprotamin-, Formaldehyd-, und Ethanol-Glycerin- fixierten Rattenorganen im
Vergleich zu frisch entnommenen, unfixierten Rattenorganen abgefragt. Die stan-
dardisierten Fragebdgen basierten auf einer numerischen Rationalskala, ein gan-
giges und besonders in der Schmerzevaluation oft benutztes und validiertes
Hilfsmittel [114, 115]. Auch in der anatomischen Forschung werden zu der Beur-
teilung von Fixierungen Rationalskalen verwendet [113]. Vorteile der verwende-
ten Skala sind die Mdglichkeit einer Rangordnung [116] und die Messung von
subjektiven Eindricken, beispielsweise von der Farbe. In der anatomischen For-
schung gibt es eine Vielzahl von Methoden der Evaluation von Fixierungsqualitét.
Teilweise werden dichotome Fragen (ja /nein) gestellt [116], diese sind lediglich
nominalskaliert und lassen somit keine Rangbildung zu. Mitunter mangelt es an
standardisierten Fragebdgen und die Menge der Probanden variiert stark [117].
Teilweise bleibt unklar, wie viele Personen die Glite einer Fixierung beurteilen
[34]. Es fehlt an objektiven Vergleichsmethoden von fixierten anatomischen Préa-
paraten und der in vivo Situation. Die Beurteilung der Fixierungsqualitat hangt
demnach hauptsachlich von der Meinung von weniger Anatomen ab [76, 109].
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Im ersten Teil des in dieser Arbeit verwendeten Fragebogens wurden die Krite-
rien Farbe, Abgrenzbarkeit topografischer Strukturen, Festigkeit und Elastizitat
abgefragt. Die Kriterien Elastizitat und Festigkeit wurden in der vorliegenden Ar-
beit héher als die Kriterien Farbe und Abgrenzbarkeit topografischer Strukturen
bewertet und wurden mithilfe eines vorher festgelegten Scores ermittelt. Dies ge-
schah aus der Uberlegung heraus, dass FFL und EGFL eine Tendenz zur Har-
tung der Praparate zeigen [38] und dass fir realitatsnahes Préparieren eine wei-
che Fixierung winschenswert ist [38, 63, 64, 95]. Fur chirurgische Kurse ist eben-
falls eine weiche, lebensechte Fixierung notwendig, um realistisches Training zu
ermdglichen. Die Farberhaltung war bei FFL und EGFL deutlich besser als bei
GPFL. Der Score legt jedoch weniger Wert auf Farbe, da der Fokus vor allem auf
wirklichkeitsnaher Haptik in chirurgischen Trainingskursen lag. Die Elastizitat da-
gegen wurde bei GPFL deutlich besser bewertet. Keines der untersuchten Or-
gane erreichte im Scoring das Maximum an Punkten, was in allen Kategorien
,wie frisch“ entsprochen hatte. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da die Fixie-
rungslésungen entnommenes Gewebe verandern und zu einer Veréanderung der
Struktur, der Farbe und der biomechanischen Eigenschaften fihren [87, 109,
118, 119]. Die GPFL-Fixierung wurde jedoch bei jedem Organ héher bewertet als
die mit FFL und EGFL fixierten Organe.

Im zweiten Teil des Fragebogens wurden die Befragten gebeten, die makrosko-
pisch sichtbaren Strukturen der unterschiedlich fixierten Organe (GPFL, FFL,
EGFL) mit frisch entnommenen Organen zu vergleichen. Es zeigte sich, dass die
Probanden mit der Anatomie der verwendeten Rattenorgane nicht vertraut wa-
ren, da die Organe in 11 % der Falle nicht richtig erkannt wurden. Der Fragebo-
gen war in der Retrospektive ungunstig und missverstandlich formuliert. Es wur-
den bei allen Organen alle Strukturen abgefragt, obwohl diese nicht immer vor-
handen oder sichtbar waren. Ein generelles Problem der Beurteilung ist die doch
mitunter sehr subjektive und folglich unterschiedliche Wahrnehmung und Beur-
teilung von Kriterien wie Elastizitat oder Farbe [117]. Vor allem in der Beurteilung
feiner anatomischer Strukturen zeigten auch Fragebdgen in anderen Studien
Schwachen [117]. Erschwerend kam hinzu, dass die untersuchten Organe eine
Gro3e von wenigen Zentimetern hatten, ein deutlicher Unterschied zu der, den
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Untersuchern bekannten, Anatomie der menschlichen Organe. Die vorliegende
Arbeit zeigte, dass es im Bereich der Forschung an objektiven Standards in der
Beurteilung von Fixierungsqualitdt mangelt. Dieses Ergebnis entspricht der Be-

urteilung in der Literatur [76].

Um zu genaueren Aussagen Uber die Vergleichbarkeit von Veranderungen der
Praparate durch Fixierungen zu kommen, kénnten in Zukunft Gerate zur Materi-
alprifung eingesetzt werden [112, 120]. Es gibt bereits Versuche mit dem Cuto-
meter® [117], einem in der Dermatologie verwendeten Messgerat von Hautelas-
tizitat [121, 122]. Hiermit konnten Unterschiede und Veréanderungen der Elastizi-
tat von Haut und Organen durch Fixierungslésungen objektiviert werden. Ein wei-
teres Gerat zur Messung der Beweglichkeit von Gelenken ist das Goniometer,
welches auch im Bereich der Fixierungsbeurteilung angewandt wird [40, 123]. Mit
dem Goniometer kénnen die Bewegungsausmalie der Gelenke von fixierten Kor-
pern gemessen werden. Zudem kann die Farbe Uber Messung der Rot-, Gelb-
und Blauanteile (RGB) in Fotografien beurteilt und verglichen werden [123]. Al-
lerdings stellt die Suche nach weiteren objektiven Messmethoden von Fixie-

rungsqualitat eine Aufgabe flr die Zukunft dar [76].

4.3 Beurteilung des Geruches verschiedener Fixierungslésungen

Der Geruch von fixiertem Gewebe und auch der Fixierlésungen ist ein weiteres
wichtiges Kriterium. Formaldehyd gilt als schlecht riechend und beil3end [111,
124], teilweise auch als stérend. Der Geruch des Formaldehyds wird neben der
Gesundheitsgefahr als problematisch angesehen [125]. Weiterhin gilt er als sehr
einpragsam, teilweise wird er mit den Erinnerungen an das erste Praparieren an
menschlichen Kdrpern in Verbindung gebracht [126]. Der Geruch von ethanol-
haltigen Fixierungen wird demgegenuber als allgemein weniger stark und ange-
nehmer als Formaldehyd angegeben [38]. Der Geruch des Ethanols wird als wiir-
zig beschrieben [96]. In den Untersuchungen dieser Arbeit wurde der Geruch von
GPFL bei allen Organen signifikant besser beurteilt als FFL und EGFL. Jedoch
wurden FFL und EGFL insgesamt weniger negativ als in der Literatur bewertet.

Dies ware durch den aus dem Anatomischen Institut und dem Préparationskurs
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vertrauten und eher positiv besetzten Geruch zu erklaren [126]. Zur Herstellung
der GPFL wurde das glucoprotaminhaltige Desinfektionsmittel Premier Klercide-
CR® Biozid T verwendet. Dieses Reinraumdesinfektionsmittel enthalt laut Her-
stellerangaben Parfime und Duftstoffe. Diese Parfume und Duftstoffe fihren
dazu, dass die mit GPFL fixierten Rattenorgane einen ungewdhnlich guten Ge-
ruch aufweisen. Der direkte Vergleich mit den herkdmmlichen Fixierungslésun-
gen ist somit nicht moglich, da diesen keine Duftstoffe oder Parfime zugesetzt
wurden. Aus diesem Grund ware, wie bereits fir die Beurteilung der anderen
Eigenschaften erwahnt, eine weitere Studie mit dem Reinstoff Glucoprotamin
notwendig. In der Literatur gibt es bereits weitere Fixierungslosungen, die mit
Geruchsstoffen wie beispielsweise Thymol versetzt sind [38]. Hier werden neben
dem angenehmen Geruch nach Thymian, die bakteriziden Eigenschaften des
Stoffes hervorgehoben. Auch der Einsatz von Geruchsstoffen mit positiven Ei-
genschaften wie Hemmung von Keimwachstum macht Mischfixierungen mit bei-

spielsweise Thymol interessant.

4.4 Weitere mogliche Vorteile der Verwendung des Stoffes Glucoprotamin
in Fixierungslésungen

4.4.1 Gesundheitliche Aspekte

Die Gesundheitsgefahr durch Fixierungslosungen fir Anwender ist in den letzten
Jahren mehr in den Fokus der Forschung gertckt [21, 81, 87, 124, 127-129]. Die
Suche nach Methoden ohne Gefahr fir den Anwender ist deshalb ein zentraler
Gegenstand der aktuellen Forschung. Besonders hier ist Glucoprotamin mit sei-
nen relativ geringen gesundheitsschéadlichen Eigenschaften interessant. Gluco-
protamin fuhrt zu keiner Bildung von Aerosolen [130]. Diese positive Eigenschatft
bewirkt, dass von dem Stoff keine Gefahr beim Einatmen ausgeht [131]. Es sollte
lediglich der direkte Kontakt mit dem Stoff vermieden werden. Glucoprotamin ist
bei seiner Verwendung als Desinfektionsmittel gering toxisch und von geringer
Gefahr fur den Anwender [49]. Die Gesundheitsgefahren von Formaldehyd wur-

den bereits ausfuhrlich dargelegt. Es gilt als krebserregend und mutagen [18 ,
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88] und neigt zur Aerosolbildung, sodass haufig die geforderten Messwerte tber-
schritten werden [21]. Ethanol gilt als mdgliches Kokarzinogen [132], jedoch als
weniger gesundheitsschadlich als Formaldehyd [24, 38, 133-135]. Problematisch
bei Ethanol in Fixierungslésungen ist zudem die nicht vorhandene Abtotung von
Bakteriensporen sowie eine eingeschrankte Wirksamkeit auf Viren [71]. Es be-
steht die Gefahr der Ubertragung von Krankheiten. Eine Gefahr geht zuséatzlich
von den brennbaren Dampfen des Ethanols aus, daher missen die Raumlichkei-
ten explosionsgeschutzt sein [38].

4.4.2 Kosten

Die zunehmenden finanziellen Zwénge, denen sich auch Universitaten und Klini-
ken nicht entziehen kénnen, werfen auch die Frage nach den Kosten von Fixie-
rungslésungen auf [24, 38, 39, 61]. Im Folgenden werden nur die Kosten flr Che-

mikalien erortert.

Die Anforderungen an technische Ausstattung, die GPFL, FFL und EGFL stellen
und die sich auch auf die Kosten auswirken, sind unterschiedlich. So ist beispiels-
weise die Lagerung von Formaldehyd und die Absaugung von Formalde-
hyddampfen sehr aufwandig, teuer und teilweise, aufgrund gestiegener Anforde-
rungen, nicht mehr durchfuhrbar [24]. Fur die Lagerung von Ethanol gibt es auf-
grund seiner Explosionsgefahr spezielle Erfordernisse [38]. Glucoprotamin ist
diesbeziiglich unproblematisch und durch die Verwendung wéren etwaige Um-
baumalnahmen unndtig. Dies kdnnte enorme, hier in der weiteren Betrachtung
nicht berdcksichtigte Kosten einsparen. Die Kosten fir 15-20 Liter EGFL, wie es
fur einen Korperspender im Anatomischen Institut der Universitat Tubingen ge-
nutzt wird, betragen ca. 30-40 €. Die Chemikalien fur einen mit 20-28 Litern FFL
fixierten Korperspender betragen rund 55-77€. Im Vergleich hierzu stellt GPFL
aktuell die teuerste Fixierungslésung dar. Durch das relativ teure Reinraumdes-
infektionsmittel Premier Klercide-CR Biozid T wirden die Kosten pro fixiertem
Korper (15-20 Liter) 450-600€ betragen. Das Produkt Incidin Plus kostet rund 23€
pro Liter [136]. Bei Verwendung dieses Produktes in der hier optimalen Konzent-

ration von 26 g/l waren die Kosten im Bereich der vorbekannten Fixierungslésun-
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gen. Es konnte auch versucht werden die GP-Konzentration in Fixierungslosun-
gen zu reduzieren, was folglich ebenfalls eine Kostenreduktion nach sich ziehen

wirde.

4.4.3 Mogliche Verwendung von Glucoprotamin in der Histologie

Auch im Bereich der Histologie und Histopathologie ist der Ersatz von Formalde-
hyd aufgrund seiner bisher breiten Verwendung ein Thema [137]. Formaldehyd-
haltige Fixierungslosungen sind im Bereich der Routinepathologie die am brei-
testen eingesetzten Fixierungslosungen [138]. Immer wieder werden Versuche
unternommen das Formaldehyd zu ersetzen [137-139]. Interessant ware vor die-
sem Hintergrund die Testung von Glucoprotamin auf dessen Eignung in Fixie-
rungslosungen der Histopathologie.

4.5 AbschlieRende Bemerkungen

Das Pyrrolidinderivat Glucoprotamin zeigte eine eingeschrénkte fixierende Wir-
kung auf Rattenpraparate. Aufgrund der hier in der Arbeit vorgestellten Ergebnis-
sen scheinen jedoch weitere Versuche, nach Mdglichkeit mit dem Reinstoff, an
menschlichen Koérperspendern gerechtfertigt. Der Farberhalt der Fixierung mit
GPFL war nicht optimal. GPFL hatte beim Darm und der Lunge unzureichende
Fixierung zur Folge, eventuell waren Mischfixierungen mit z.B. Ethanol in weite-
ren Versuchen zu untersuchen. Auch die Eignung von glucoprotaminhaltigen Fi-
xierungslésungen in Praparationskursen sollte untersucht werden. In der vorlie-
genden Arbeit zeigte sich, dass GPFL, ahnlich wie die bekannten Fixierungslo-
sungen, zum Austrocknen neigt. Durch konsequentes Abdecken und Beimi-
schung von Glycerin in die Fixierungslosung kénnte diesem Vorgang begegnet
werden. Aufgrund der enzymhemmenden Eigenschaften erscheinen Pyrrolidin-
derivate jedoch als Inhaltsstoff in moglichen zukinftigen Fixierungslésungen ge-

eignet.
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5. Zusammenfassung

Das Erlernen der menschlichen Anatomie gilt als unverrickbarer Grundpfeiler
der arztlichen Ausbildung. Die Vermittlung anatomischen Wissens wird in Kursen
und Seminaren bis zum heutigen Tag an fixierten menschlichen Korpern durch-
gefuhrt. Fixierungsldsungen, welche den menschlichen Koérper in mdglichst le-
bensechtem Zustand erhalten sollen, beinhalten haufig Formaldehyd. Formalde-
hyd gilt als kanzerogen und die Grenzwerte wurden in den letzten Jahren dahin-
gehend verscharft, dass ein weiterer Gebrauch in Anatomien aus gesundheitli-
cher und finanzieller Sicht zunehmend untragbar wird. Die Suche nach Fixie-
rungslésungen, die den menschlichen Kérper méglichst nahe an der in vivo-Situ-
ation erhalten und gleichzeitig ohne gesundheitliche Gefahren fir Anwender sind,

ist Gegenstand aktueller Forschung.

In der vorliegenden Arbeit wurde am Tiermodell in standardisierten Testreihen
die fixierenden Eigenschaften des antimikrobiell wirksamen Pyrrolidinderivats
Glucoprotamin®an ganzen Rattenk6rpern und unterschiedlichen Rattenorganen
untersucht. Fir diese Analysen wurden post mortem Rattenkérper und resek-
tierte Rattenorgane in Glucoprotamin®- Fixierungslosung unterschiedlicher Kon-
zentrationen inkubiert und fur bis zu 131 Tage bei Raumtemperatur an Luft gela-
gert. Ausgewertet wurde das generelle Erscheinungsbild der fixierten Rattenge-
webe, die Beurteilung der haptischen und visuellen Gewebeeigenschaften durch
mehrere Anatomen, Chirurgen und Medizinstudenten und die mikrobiologische
Belastung der jeweiligen Rattenkérper. Dabei stellten sich mit 269/l Glucoprota-
min®-fixierte Rattenk&rper und —organe, mit Ausnahme von Lunge und Darm, im
Gegensatz zu den unnaturlich geharteten Formalinpréparaten als gut fixierte Pra-
parate mit einer realititsnahen Haptik heraus. Im Vergleich zu Ethanol-fixiertem
Gewebe und frischem Gewebe waren Glucoprotamin®-fixierte Rattenorgane je-
doch deutlich zu weich. Auch war der Farberhalt des Gewebes schlechter als bei
den etablierten Fixierlosungen. Ferner wurde die antimikrobielle Wirkung von
Glucoprotamin® tberprift; nach Fixierung der Rattenkorper mit Glucoprotamin®
konnten keine Keime im Gewebe nachgewiesen werden. Zu einer ersten Analyse

der maglichen fixierenden Wirkungsweise von Glucoprotamin® wurde ein FRET-
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basierter Endopeptidase-Assay durchgeflihrt. Dieser ergab eine komplette Hem-

mung der Enzymaktivitat durch Glucoprotamin®.

Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, ist Glucoprotamin® nur be-
dingt als Fixierungsmittel geeignet. Die neu identifizierte Wirkungsweise der En-
zymaktivitaitshemmung von Glucoprotamin® stellt jedoch einen vielversprechen-
den Ansatz fur die Entwicklung neuer fixierender und konservierender Wirkstoffe

aus der Gruppe der Pyrrolidinderivate dar.
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