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Vorwort.

Die Absicht, die der Verfasser des vorliegenden Biichelchens
verfolgt, ist die, dem Anfinger, der seine mikroskopischen Kurse
absolviert hat, die Bahnen zu weisen, auf denen er bei eignen Unter-
suchungen mit einiger Aussicht auf Erfolg vorgehen kann, und dem
erfahrenen, selbstiindigen Forscher eine leichte Orientierung iiber die
bisher zu histiologischen Zwecken empfohlenen Methoden zu ermig-
lichen, die hier und da verstreut und hiufig unter anderen Notizen
versteckt sich finden.

Aus dieser Absicht heraus ergab sich die Einteilung des Stoffes.
Es mulste zuerst die Beschreibung der Methoden selber gegeben
werden und daran sich eine kurze Auseinandersetzung iiber ihre Ver-
wendbarkeit bei der histiologischen Analyse der (Gewebe und Organe
des Metazoénkirpers kniipfen.

Hinsichtlich des zweiten Punktes, der Anwendung der Methoden,
glaubte Verfasser sich aller der Auseinandersetzungen enthalten zu
diirfen, welche tiefer auf die mikroskopische Anatomie eingingen.
Histiologische Details sind daher nur so weit erwiihnt, als sie mit
dem rein Technischen verkniipft sind. Der erfahrene Forscher weils
diese Details selber, und der Anfiinger soll den Leitfaden nur bei
gleichzeitiger Konsultierung eines Lehrbuches der Histiologie oder
unter den Auspizien des Lehrenden benutzen,

Hinsichtlich der Methoden war Verfasser bestrebt, Vollstindigkeit
zn erreichen, und er hofft, dafs ihm dies gegliickt ist. Die den ein-
zelnen Kapiteln vorausgeschickten Einleitungen enthalten fiir den
Erfahrenen nichts Neues. Dem Anfiinger aber diirfte wohl anzuraten
sein, die darin gegebenen Regeln zu beachten; er wird dann vor
manchem Fehlschlag, vor unniitz verwendeter Arbeitskraft und vor
Materialvergeudung bewahrt bleiben.

Die in Kap. V des ersten Abschnittes empfohlenen Farbstoffe
sind sowohl in Substanz, wie in Lisungen, wenn letztere sich haltbar
herstellen lassen, aus dem chemischen Laboratorium von Dr. GRUBLER,
Leipzig, Bayer'sche Strafse 12, wie aus dem Magazin fiir Mikroskopie
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von (. Kinig, Berlin N.W. Dorotheenstr. 29 zu beziechen. Ist fiir die
Karmine und Himatoxyline die Bezugsquelle im allgemeinen gleich-
giltiz, so ist dieselbe von grofser Wichtigkeit fiir die Anilinfarbstoffe,
da die verschiedenen Fabriken dieselben in verschiedener Giite und
oft mit ganz verschiedenen elektiven Eigenschaften herstellen. Ver-
fasser bezieht seit Jahren die Aniline in Substanz durch das Institut
von G. KONIG, seine Angaben haben daher auch nur fiir die von
dort entnommenen Giltigkeit. Dieselben Fabriken liefern iibrigens
auch fiir das Laboratorium von Dr. GRUBLER.

Bei manchen Methoden der Fixierung wie Fiirbung ete. hat Ver-
fasser, wenn er die originale Darstellung nicht auffinden konnte, mit
erofsem Vorteil die Lehrbiicher der Histiologie von StiHR und ORTH,
die Techniken von Frey und For, sowie die Tabellen von BEHRENS
benutzt.

Am Schlusse des Vorworts erfiillt Verfasser noch die angenehme
Pflicht, den Herren Professor Dr. F. E. ScnuLze, Professor Dr.
W. FremMing und Custos Dr, v. MAHRENTHAL seinen aufrichtigsten
Dank abzustatten fiir die liebenswiirdige Bereitwilligkeit, mit der sie
sein Unternehmen unterstiitzten. Professor Dr. F. E. ScHULZE und
Dr. v. MABRENTHAL hatten die Giite, dem Verfasser einige neue, im
zoologischen Institute hiesiger Universitiit seit langem geiibte, aber
noch gar nicht oder nur versteckt publizierte Methoden zu iibergeben.
Professor FLEMMING teilte mit liberalster Zuvorkommenheit dem Ver-
fasser mehrere Details mit, die seine eignen Methoden sowie die von
anderen Forschern herriihrenden betrafen.

Berlin, Juni 1889,

Rawitz.
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Einleitune.

Je nach dem Objekte, welches einer mikroskopischen Unter-
suchung unterzogen werden soll, ist der (Gang, den dieselbe zu nehmen
hat, ein verschiedener. Handelt es sich darum, die morphologische
{J'E!Eta]tll]l" eines Organes oder eines ganzen Tieres festzustellen, die
weder mlt dem blofsen Auge ohmne weiteres, noch nach vurher-
gegangener Priiparation mittels Messer, Schere und Pinzette voll-
stiindig klar erkannt werden kann, so ist es notwendig, das erhiirtete
Objekt moglichst ohne Verlust in zahlreiche Schnitte zu zerlegen,
Man ksmn dann durch Vergleichung der Schnitte miteinander und
durch Kombination der dabei erhaltenen Resultate den Zusammen-
hang der einzelnen Organe bez. Organteile und ihre gegenseitige
Liagerung erschlielsen und so das, was man absichtlich zerstirt hat,
im Geiste neu und lebendiger wieder aufbauen. Einen derartigen
Gang der Untersuchung verfolgen z. B. alle die Beobachter, welche
den Faserverlauf der Nerven im Gehirn oder die Ontogenie einer
Tierform erforschen wollen. Es ist niimlich unmiglich ].'ua]m Grehirn
alle die zu einem Nerven gehirigen, die verschiedenen Hirnteile durch-
ziehenden Nervenfaserbiindel mittels blolser Priiparation zur An-
schauung zu bringen. Dazn sind die Biindel zu zart und zn sehr
durchkreuzt von anderen zu anderen Nerven gehirenden. Und es
1st ferner unmiglich, die Anlage der einzelnen Organe und die Zu-
sammengehirigkeit derselben namentlich in den friithen Stadien em-
bryonaler Entwicklung ohne weiteres zu erkennen; daran hindert die
Kleinheit und leichte Vergiinglichkeit der Objekte. Die Untersuchung
hat daher den oben erwiihnten Weg zu gehen.

Handelt es sich aber nicht blofs um morphologische Erkenntnis,
ist vielmehr der Zweck der Untersuchung der, die feinere Zusammen-
setzung eines Organes und die intimere Struktur der Zellen desselben
festzustellen, so geniigt es keineswegs, das vorher gehiirtete Material
in eine Anzahl Schnitte zu zerlegen, sondern man mufs zu dieser
Methode noch solche hinzufiigen, welche es erméglichen, die einzelnen
Elementarteile des Organes in frischem oder muglluhst frischem Zu-
stande und aufserdem isoliert von einander zu betrachten. Wiihrend
es selten moglich ist, im Schnitt, zu Folge der Einwirkung der er-
hiirtenden Reagentlen die f:lme]nen ein Organ charakterisierenden
Elementarteile in ihrer natiirlichen Furm zu sehen, ist es das Be-
streben bei der Isolation, diese natiirliche Form zu erhalten, und
ferner wird beabsichtigt, die Verbindung mancher Teile, die der Schnitt
meist zerstirt, z, B, das Ubergehen einer Nervenfaser in ihre terminale
Zelle, sichtbar zu machen. Gelungen ist eine Isolation zu nennen,
nach welcher beiden Anforderungen Geniige geschehen ist.

¥



-
i

9 I. Abschnitt, Die Methoden der [Tntersuchung.

Durch die dem Anfertigen eines Schnittes voraufgehende Behandlung
eines Organes, das Schnittfertigmachen oder die Hirtung desselben,
werden Verhiiltnisse geschafien, die von denen vielfach verschieden
sind, welche sich wihrend des Lebens in dem betreffenden Organe
finden. Durch die Untersuchung an frischem Material kann eine
Kontrole des Sechnittbildes ermiglicht, es kann erforscht werden, ob
durch die Hirtung die einzelnen Organteile Verinderungen in ihrem
natiirlichen Awussehen erlitten haben, und wenn dies der Fall, in
welchem Grade sich im Schnitte diese Verinderungen dokumentieren
und nach welecher Richtung sie sich erstrecken. Diese Methoden er-
giinzen einander also, und man sollte nie eine Untersuchung, bei der
es sich um feinere histiologische Details handelt, als abgeschlossen be-
trachten, wenn man den geschilderten Weg der Untersuchung nicht
vollstiindig gegangen ist.

l. Abschnitt. Die Methoden der Untersuchung.

Die Beobachtung frischer Gewebe oder Organe kann man so vor-
nehmen, dals man mit einer feinen gebogenen Schere ein kleines
Stiickchen des zu untersuchenden Objektes abschneidet und in humor
aqueus oder sogenannter ,physiologischer® Kochsalzlisung (0,75%)
entweder in toto oder leicht zerzupft unter das Mikroskop bringt.
Oder man schneidet das frische Organ an, wie es bei allen denen
zweckmiilsig ist, die sehr zellenreich, kompakt sind, streift den hervor-
quellenden Inhalt auf den Objekttriiger und deckt nach miilsigem
Zerzupfen ohne weiteren Zusatz oder nach Beigabe eines Tropfens
der oben erwiilinten indifferenten Fliissigkeiten mit einem Deckgliischen
ein.*) Eine dritte, namentlich von pathologischen Anatomen vielfach

eiibte Methode besteht darin, dals man mit einem VALENTIN'schen

%umwelmesser einen moglichst feinen Schnitt durch das Organ macht,
und denselben in einer indifferenten Fliissigkeit untersucht. Man hat
dabei den Vorteil, dals man eine grifsere Partie des Organes iiber-
sehen kann, als dies miglich ist, wenn man nur einen kleinen Bruch-
teil desselben mit der Schere abgetragen hat. Oder endlich man
untersucht das Gewebe oder Organ am lebenden, durch Curare,
Morphium, Chloroform. Chloral etc. vorher unbeweglich gemachten
Tiere.

So wichtig nun auch diese Methoden mikroskopischer Betrachtung
sind — und sie sollten niemals versinumt werden —, so kann man
durch dieselben doch nur zu provisorischen, nie zu definitiven Resul-
taten gelangen. Die einzelnen Teile, welche ein Organ zusammen-
setzen, haften in natiirlichem Zustande zu fest aneinander, als dals
sie sich so leicht isolieren liefsen, bez. sind die durch das Doppel-
messer angefertigten Schnitte infolge der Elastizitiit der frischen Ge-
bilde nicht diinn oder die einzelnen Schichten des lebenden Organes
nicht durchsichtig genug, um alle Details zu enthiillen.

*) Wasser, destilliertes und gewihnliches, wirkt auf frische Gebilde hiichst
deletiir ein.

s



Kap. 1. Die Methoden der Isolation. 3

In neuerer Zeit sind frische Gewebe oder Organe hiufig unter-
sucht worden, nachdem man sie hat gefrieren lassen. .an benutzt
dazu eines der gebriuchlichen Mikrotome. Das frische Material wird
auf eine ranhe Metallplatte gelegt und durch Einwirkung von Ather-
diimpfen, die mit einem Spray auf dasselbe gerichtet werden, zum
Gefrieren gebracht. Mit abgekiihltem Messer fertigt man dann mig-
lichst feine Schnitte an, die man auf dem Objekttriiger auftaven liifst
und dann in einer indifferenten Fliissigkeit oder nach geeigneter
Fiirbung in verdiinntem Glycerin untersucht. Diese Methode ist in-
dessen ziemlich eingreifend, da die beim Gefrieren entstehenden Eis-
krystalle hiiufig Zerstirungen ausgedehnter Artin den Zellen hervorrufen.

Um zuniichst eine ausgiebige Isolation zu ermiglichen, mufs man
verschiedene Reagentien anwenden, die im folgenden Kapitel aunf-
gezilhlt werden sollen.

Kap. I. Die Methoden der Isolation.,

Als allgemeine, nur mit einer Ausnahme giltige Regel ist anzu-
sehen, dals Organe oder Gewebe, die der Einwirkung die Isolation
ermiglichender Reagentien unterworfen werden sollen, stets frisch,
noch kérperwarm sein miissen. Sind diese Bedingungen nicht erfiillt,
1st z. B. bei Warmbliitern bereits vollstiindige Abkiihlung emgetretan
oder hat bei anderen Tierformen die Tidtung lingere Zeit vor der
zn beginnenden Untersuchung stattgefunden, so ist eine befriedigende,
gute Resultate ergebende anur‘::kolnsche Bearbeitung nicht mehr
miiglich. Denn nun ist bereits der Zelltod eingetreten und es haben
kadaverise Veriinderungen in den Zellen Platz gegriffen, so dals eine
Erkennung der wirklich intra vitam ml'laan{lenrern Verhiiltnisse aus-
geschlu%sen ist. Eine Verwertung der durch Untersuchung solcher
abgestorbener Organe erhaltenen Resultate wiirde zu den bedenk:
lichsten Ilrtumem hinfiihren.

Eine einzige Ausnahme ist hier zuzugeben, niimlich wenn es sich
um menschliche Organe handelt. Diese kommen naturgemiils fast
niemals frisch in den Besitz des Forschers; zur richtigen Wiirdigung
der an solchen Objekten gewonnenen Resultate wird man daher stets
eine Yergleichung mit dhnlichen, von hiheren Siugetieren entnom-
menen Organen anstellen miissen.

Eine fernere, stets zu beachtende Regel, gegen welche Anfiinger
hiiufig verstolsen, ist die, dals das zur Isolation vorzubereitende Stiick
und das Quantum der Isolationsfliissigkeit in geradem Verhiltnisse
zu einander stehen. ID. h. bei kleinen Objekten mufs wenig, bei grofsen
entsprechend viel Fliissigkeit genommen werden. Tut man das nicht,
nimmt man z B. bei kleinen Objekten viel Fliissigkeit, so bekommt
man Hirtung statt Mazeration.

Ist die Vorbereitung zur Isolation beendet, hat die betreffende
Fliissigkeit lange genug eingewirkt, dann nimmt man entweder das
ganze Objekt oder ein Stiickchen desselben heraus und bringt es in
nur einen Tropfen der verwendeten Fliissigkeit oder in einen Tropfen
Wasser auf den Objekttriiger. Zu viel F’fhsmgkalt hier schadet, weil
dann das aufgelegte Deckglas schwimmt und Strémungen unter de‘m
selben entstehen. welche die isolierten Elemente mit sich fortreilsen.
Die TIsolation, das Zerzupfen geschieht mit feinen, in besonderen

1*
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Haltern steckenden Nilnadeln., Das zu zerzupfende Objekt muls, wie
gesagt, moglichst klein sein; es wird mit der einen Nadel festgehalten,
wihrend die andere in schneller Aufeinanderfolge mit kurzen Ziigen
an seinem Rande zerrt und dadurch die Teile aus ihrer gegenseitigen
Lagerung lost. Hat man ein Gebilde von fasriger Struktur vor sich,
so zieht man dasselbe mit beiden Nadeln sorgfiiltie auseinander.
Auch hier darf die Grifse nicht zu betriichtlich sein, ungefiihr 2 mm.
nicht iibersteigen, sonst ist eine ausgiebige Zerteilung nicht miglich.

Von Emfsﬂm Einfluls auf die Isolation, sowohl was die Zeitdauer,
nach welcher, als auch den Grad anlangt, in welchem dieselbe muglmh
ist, ist die Temperatur. Im heilsen Sommer ist zuweilen schon nach
}mrret nur wenige Stunden dauvernder Einwirkung des Reagens eine

ute Resultate ]Iﬂ'fii'l nde Zerzupfung ausfithrbar, wihrend in der kalten
Jahreszeit bei demselben Objekt und derselben Fliissigkeit oft Tage
erfﬂrderlic:]l sind.

Um auf Zupfpriiparate, namentlich wenn dieselben von sehr zarten
Objekten angefertigt worden sind, das System des Mikroskops gut
einstellen zu kinmen, empfiehlt es sich, in das Priiparat ein Haar oder
eine feine Wollfaser zu bringen. Diese sucht man zuerst im mikros-
kopischen Bilde zu erfassen und kann dann bequem die isolierten
Elemente auffinden. Andernfalls, wenn man ein solches Hilfsmittel
nicht gebraucht, kann man den Tubus leicht zu tief senken und dabei
Linse und Priiparat zerstiren,

Ieh wende mich nun zu den einzelnen Isolationsfliissigkeiten,

Die oberste Stufe nelinen unter denselben meines Erachtens die
Verdiinnungen des Alkohols, der Chromsiiure und deren Salze ein.

1) Y; Alkohol: Ranvier (Alcool au tiers.). Man verdiinnt 1 Vo-
lumen 9{1“ Alkohol mit 2 Volumina destillierten Wassers, Die sehr
kleinen {)h]ekte kommen in die Fliissigkeit auf 24 Stunden und Linger.
Nach drei Tagen, wenn eine mmgr:-mi{- Isolationsfiihigkeit noch nicht
vorhanden, muls die Fliissigkeit gewechselt werden, weil sonst Fiulnis
eintritt, Ist ganz vorziiglich fir Epithelien und Driisenzellen.

2) 1. Alkohol:; Solbrig. Man verdiinnt 1 Teil kiiuflichen Wein-
geistes mit 5 Teilen destillierten Wassers. Schon nach 24 Stunden
ist eine ausgiebige Isolation miglich. Besonders fiir das Nervensystem
wirbelloser Tiere zu empfehlen.

3) ', Alkohel. Man verdiinnt 1 Teil Alcohol absolutus mit
3 Teilen Aqua destillata, Ich habe diese Konzentration als ganz
aunsgezeichnet bei meinen Untersuchungen iiber das centrale Nerven-
system der Muscheln befunden. Noch nach 4—5 Wochen, d. h. wenn
die Ganglien solange in der etwa alle 5—6 Tage gewechselten Fliissig-
keit mazeriert wurden, waren die Teile ausgezeichnet erhalten. Die
Isolation ist schon nach 48 Stunden miglich. Ich kann fiir das Studium
des Nervensystems der Evertebraten diesen '/, Alkohol angelegentlichst
empfehlen. Er ist auch fiir Isolation von Epithelien geeignet.

4) Chromsiinre. Wie der Alkohol, so bewirkt auch die Chrom-
siiure in starken Verdiinnungen leichte Isolation. Der Grad der Ver-
diinnung richtet sich nach dem Objekt, um das es sich handelt. Je
zellenreicher, d. h. je kompakter dasselbe ist, desto stiirker muls die
YVerdiinnung, je zarter dasselbe, desto konzentrierter muls die Siure
sein; die Schwankung findet zwischen 0,1°, und 0,005, statt. Be-

-

-
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stimmte Konzentrationen lassen sich daher allgemein nicht angeben,
jeder Forscher mufls den fiir seine Zwecke geeigneten Verdiinnungs-
grad sich selber ausprobieren.

5) BUCHHOLZ'sehe Methode. Dieser Forscher hat zur Isolation
von Ganglienzellen bei Evertebraten zuniichst eine Lisung von 0,019,
Uhmnmmw 24—48 Stunden einwirken lassen. dann eine solche von
0,059, 1,—1 Stunde und erweichte schliefslich in indifferenter Fliissig-
keit Smlm Resultate waren ausgezeichnet.

6) ARNOLD'sche Methode, Diese ganz vortreffliche Methode ist
namentlich fiiv Spinal- und sympathische Ganglien verwendbar, sowie
fiir alle die Orgzane, deren zellige Elemente in vieler Bindesubstanz
eingebettet sind. Man legt das Objekt auf 5—10 Minuten in eine
0.1%, Essigsiiure, dann direkt fir 24—48 Stunden in 0,01%, Chrom-
siinre. Die Tsolation ist jetzt sehr leicht. Man kann in Plkmka.rmm
oder in 0,1%, Goldehloridlisung nachfirben. Namentlich mit letzterer
(Reduktion in angesiiuertem Wasser im Tageslicht) erhiilt man sehr
schine Bilder. Zerzapfen in verdiinntem (Glycerin.

7 0,01°,—0,05%, Chromsiiure. Organe, welche glafte Muskel-
fasern enthalten, kommen auf 24—48 Stunden in die Lisung. Darnach
ist eine ausgiebige Isolation der Muskeln moglich.

Besser als die Chromsiiure, weil konstanter und leichter kontro-
lierbar in ihren Wirkungen sind die doppelt chromsauren Salze, das
Ammonium bichromicum und namentlich das Kali bichromicum.

8) Ammoninm bichromicum 0,025%, —0.1",. Zur Isolation
von Epithelzellen bei Evertebraten geeignet, fiir Ganglienzellen nicht zu
empfehlen.

9) Kali bichromicnm 0.1",. Von DEITERS zur Isolation der
Vorderhornzellen des BRiickenmarks und der Hirschgeweihzellen des Cere-
bellmm mit Recht sehr empfohlen. Nach dem zweiten Tage fiihrt die
Zerzupfung zu guten Resultaten. Awuch fiir Nervenzellen von Eperte-
braten kann ich diese Konzentration rithmen, doch kommt man hier
mit Verdiinnungen von 0,05°; und 0,025°; bei 8 —24 stiindiger Ein-
wirkung ebenfalls zum Ziele. Nachfiirben in Pikrokarmin und dann
Zerzupfen in verdiinntem (3lycerin.

10) Kali biehromicum 0,01°,—0,005",. DEITERS verwandte
diese Verdiinnung, um die allerfeinsten Axencylinder, die von den
Protoplasmafortsiitzen entspringen, deutlich darstellen zu kiénnen.
Die Dauner der Einwirkung ist durch wiederholtes Probieren festzu-
stellen. Sind mehrere Tage notwendig, ehe eine Isolation miglich
ist, so ist die Fliissigkeit zu wechseln.

11) Kali bichromieum 4°,—-5",. Von FLEMMING zur Isolation
von Epithelien indifferenten Charakters und von Sinneszellen fiir Siifs-
wassermuscheln verwendet. Die Wirkung tritt friithestens nach einer
Woche ein ; eine Zerzupfung ist nicht mehr notwendig. Durch Klopfen
mit der Nadel auf das Priiparat, das in der Isolierungsfliissigkeit unter-
sucht wird, fallen die indifferenten Epithelien ab und die Sinneszellen
treten deutlich erkennbar hervor.

Die Osmiumsiinre, welche ein vorziigliches Fixirungsmittel ist,
ermiglicht anch ansgezeichnete Isolationen.
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12) 0,1%, Osminmsiiure. Dauer der Einwirkung bis zu 24 Stunden,
Abspiilen in Wasser, Zerzupfen in verdiinntem Glycerin oder in 50
Liisung von essigsaurem Igali. Fiir die verschiedensten Organe, be-
sonders epitheliale, geeignet,

13) 1%, Osmiumsiiure. Nerven von Wirbeltieren werden nach NEu-
MANN einer 24 stiindigen Einwirkung dieses Reagens unterworfen,
kommen dann auf 24—48 Stunden in destilliertes Wasser. Jetzt ist
eine leichte Isolation miglich.

14) 0,05%, Osmiumsiiure und 0,2"/, Essigsiiure; HERTWIG
(citiert nach Brurexs), werden zu gleichen Teilen gemischt. Ver-
wendbar fiir Actinien ; die Dauer der Einwirkung ist einige Minuten.

15) DroST'sches Gemiseh, 0,25", Chromsiiure, 0,1, Osmium-
giiure, Eisessig 0.1%, in Seewasser. Zur Isolation von Epithelien nie-
derer Tiere nach mehrtigicem Verweilen des Objektes in dem Gemisch
sehr geeignet. Verwendet man statt See- destilliertes Wasser, so
kann man auch bei Wirbeltieren gute Resultate erzielen,

16) Verdiinnte Pikrinsiiurelésung. 5—10 Tropfen der kalt-
gesittigten Lisung auf 15 Kubikzentimeter destillierten Wassers,
Nach 12—24 Stunden erhiilt man vom Nervensystem wirbelloser Tiere
vorziigliche Priiparate. Bei kiirzerer Einwirkungsdauer (4—8 Stunden)
erhiilt man sehr zute Isolationen von Epithel- und Driisenzetlen. Die
Zerzupfung geschieht in destilliertem Wasser,

17) Jodserum; MAX SCHULTZE. Man vermischt die Amnios-
fliissigkeit von Wiederkiiuerembryonen mit sehr viel Jodtinktur und
filtriert. Zur Verhiitung der leicht eintretenden Fiinlnis giebt man
einige Stiickchen Kampher zu. Dieses Gemisch, das oft schon nach
24 Stunden, unter Umstiinden aber, die in dem zu untersuchenden

Objekte liegen, auch erst nach Wochen wirkt, ist ein ausgezeichnetes

Isolationsmittel fiiv verschiedenartigste Organe,

18) Kalt gesiittigte wiissrige Oxalsiiurelisung. Meines Wissens
wurde die Oxalsiiure zuerst von Max Scuvurrtze empfohlen, dann in
ausgiebigster Weise von BoLlL angewendet. Sie ist ein vorziigliches
Isolationsmittel fiiv FEpithel- wnd Driisenzellen. Nach 12—24 stiindiger
Einwirkung werden die Objekte in destilliertem Wasser abgespiilt
und in demselben mit Nadeln zerzupft.

19) HALLER'sches Gremisch. Bei Mol/usken verwendete BELA
HALLER zur Isolation von Sinneszellen folgende Mischung: 1,2 Raum-
teile Aqua destillata, 0,4 Raumteile Glycerin und 0,4 Raumteile kon-
zentrierter Essigsiiure. Schon nach halbstiindiger Einwirkung erhielt
er brauchbare Priiparate. Vielleicht auch fiir Vertebraten (Schmeck-
becher) geeignet.

20) 209, Salpetersiiure. Von REICHERT (citiert nach FREY)
zur Isolation der glatten Muskeln angegeben. Nach 24 Stunden zer-
legen sich die Biindel derselben in die kontraktilen Faserzellen, nach
circa 3 Tagen fallen sie bei leichtem Schiitteln auseinander.

21) Chlorsaures Kali mit Salpetersiiure. Diese Methode wurde
von Ki{THNE (citiert nach Frey) zur Isolation der guergestreiften Muskeln
angegeben, Man bedeckt den Boden eines Becherglases mit krystalli-
siertem Kali chloricum, befeuchtet ein wenig mit destilliertem Wasser

il b
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und iibergiefst mit dem vierfachen Volumen reiner konzentrierter
Salpetersiiure. Nun rithrt man um, bringt einen Muskel, z. B. Frosch-
muskel, auf den Boden des Glases unter die Krystalle. Meistens
schon nach einer halben Stunde kann man ihn entfernen und in einem
Reagensglase mit Wasser schiitteln. Er zerfillt dann leicht in seine
Fibrillen. Tritt der Zerfall nuch nicht ein, so bringt man ihn in das
Gremisch zuriick und kann von 5 zu 5 Minuten von neuem das Schiitteln
vornehmen.

22) Sehwellige Siure, von SANDMANN zur Isolation quergestreifter
Muskeln umpluhlm: Man lmngt den Muskel in ein wohlverkorktes
Reagensglas mit schwefliger Siiure (30,), je nach der Grilse und dem
Bindegewebsreichtum auf 1—8 Tage. Ist der Muskel zu voluminds,
so zerteilt man ihn in passende Streifen parallel seiner Faserung.
Nach der Behandlung mit schwefliger Siure wird der Muskel sorg-
filltig ausgewaschen, und zwar in destilliertem Wasser, dann 3—4 mal,
wobei jedesmal das Wasser zu erneuern ist, in destilliertem Wasser
gekocht. Nach der Abkiihlung schiittelt man ihn im Reagensglase
tiichtig und nun zerfillt er in seine Fibrillen. Fiirbung mit Gold-
chlorid ist jetzt noch moglich. Man giebt in 10 cem. Aqua destillata
1—3 Tropfen einer 19, Goldehloridlosung, lifst den Muskel darin,
bis eine gelbe Firbung eintritt, wiischt aus und kocht von neuem in
Wasser, das mit einem bis mehreren Tropfen Essigsiure angesiiuert
ist. Die Nervenendigungen sind trotz dieser eingreifenden Manipulation
noch erhalten.

23) Reine Salzsiinre (citiert nach STour). Um Driisenkandlchen
zn isolieren, legt man kleine Stiicke des betreffenden Organes in etwa
10 cecm. reiner Salzsiiure. Nach 10 —20 Stunden Einwirkung wird in
destilliertem, hiiufiz zu wechselndem Wasser 24 Stunden lang ausge-
waschen. Leichte Isolation. Untersuchung in verdiinntem Glycerin.

Als eine Art Isolation kann man auch die Hi1s'sche Pinselmethode
und die Methode des Schiittelns von Schnitten betrachten.

24) Bei der His'sehen Pinselmethode behandelt man mit einem
feinen Kameelhaarpinsel den vom gehiirteten Objekt gemachten Schnitt,
der am besten in einem Tropfen Wasser auf dem Objekttriger sich
befindet. Man fiithrt den Pinsel senkrecht iiber den an einer Seite mit
einer Nadel festgehaltenen Schnitt in sanfter Bewegung hinweg, ent-
fernt so alle Zellen und isoliert dadurch die bindegewebige Grund-
substanz.

24a) Eine Modifikation dieser Methode ist die Schiittelmethode.
Den vom gehiirteten Objekte gemachten Schnitt bringt man in ein
Reagensglas mit Wasser und schiittelt tiichtiz und anhaltend. So
entfernt man schonender als bei der vorigen Prozedur die zelligen,
das Organ charakterisierenden Gebilde und isoliert die Grundsubstanz.

Beide Methoden sind hauptsiichlich bei den Organen verwendbar,
bei denen die den physiologischen Wert bedingenden zelligen Elemente
in einem bindegewebigen Stroma liegen. also bei allen echten Driisen,
allen Blutgefilsdriisen ete.

25) Die KUHNE'sche Verdanungsmethode. Als eine Art Iso-
lation ist ferner folgende, zuerst von KUnNE und EWALD angewandte
Behandlungsweise der Ohjekte zu betrachten (citiert nach ORTH).
Dieselbe besteht in der Verwendung des Pankreasfermentes, des
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Trypsins. Man stellt sich dasselbe dadureh her, dafls das Pankreas
eines eben geschlachteten Rindes mittelst kalten Alkohols und Athers
im Extraktionsapparate so lange behandelt wird, dafls eine weilse,
leicht zu zerreibende Masse zuriickbleibt. Ein Gewichtsteil derselben
wird mit 3—10 Gewichtsteilen Salicylsiiure von 0,19, 3—4 Stunden
bei 40 C. behandelt, dann wird durch Leinwand und nach dem Er-
kalten durch Papier filtriert. Man bringt in ein mit der so erhaltenen
Fliissigkeit gefiilltes Reagensglas Organteile und setzt dieselben
mehrere Tage einer Temperatur von 37,5 " C. im Briitofen aus. Dann
werden die Objekte in einem Reagensglase mit Wasser tiichtig ge-
schiittelt und in physiologischer Kochsalzlosung (0,75°,) untersucht.
Statt der sauren Lisung ist unter Umstiinden eine alkalische er-
wiinseht. Dieselbe wird so hergestellt, dals man die saure Lisung
mit Soda erst neutralisiert, dann alkalisch macht, Solche alkalische
Lésung schimmelt leicht und wird dadurch unbrauchbar; man setzt
daher, um dies zu verhiiten, soviel von einer alkoholischen 20°/, Thy-
mollisung zu, dals die Mischung 0,5°, Thymol enthiilt.

So rationell die eben beschriebene Methode erscheint, so sind
doch die bisher damit erzielten Resunltate recht wenig Vertrauen er-
weckend und reizen nicht gerade zur Nachahmung.

Kap. II. Die Methoden der Fixierung und
Erhartung,

Durch die Isolation werden die ein Organ oder Gewebe konsti-
tuierenden Elemente unter moglichster Erhaltung ihrer natiirlichen
Gestalt getrennt von einander zur Erscheinung gebracht, ihr Zu-
sammenhang und ihre gegenseitige Gruppierung also absichtlich zer-
stort. Man kann demnach niemals den Bau eines Organes oder Ge-
webes blofs durch die Isolation erkenmen. Dazu kommt noch ein
Moment. Die im vorhergehenden Kapitel aufgeziihlten Methoden
miissen, sollen sie anders eine Wirkung entfalten, mehr oder minder
deletiir auf das zu untersuchende Objekt einwirken, sie miissen daher
auch die feineren Strukturen der Zellsubstanz und des Kernes zer-
storen. Um also den inneren Aufbau eines Organes und die feinere
Strulktur der Elemente desselben zu erforschen, muls man nunmehr
zu anderen Methoden greifen, zumal auch, wie bereits auseinander-
gesetzt, Priiparate von frischen Objekten keinen definitiven Aufschluls
gewiihren konnen.

Diese Methoden sind die der Fizierung und Evhdrtung. So leicht
der letztere Zweck, das Sehnitifertigmachen, zu erreichen ist, so schwer
sind die Forderungen zu erfiillen, welche man in ersterer Absicht an
eine Methode stellen muls; wir haben in der That kein Fixierungs-
mittel, welches allen idealen Anspriichen Geniige leistet.

Die beim Fizieren verfolgte Absicht ist einmal, das Plasma der
Zellen und Gewebe zur sofortigen Gerinnung zu bringen. Und zweitens
soll diese gerinnende Eigenschaft gleichzeitig durch alle Schichten,
durch den ganzen Dickendurchmesser des zu fixierenden Objektes hin-
durch sich entfalten. Dieser Anspruch ist darum nicht vollstindig
erfiilllbar, weil jedes fixierende Reagens eben durch die von ihm be-
wirkte Gerinnung sich zuniichst seine Grenzen selbst setzt, iiber die
es erst allmiihlich hinausdringen kann, Dies ist namentlich der Fall
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bei zellenreichen, kompakten Organen. Die Folge davon ist, dals
die im Zentrum des (Shjektes sich findenden Teile erst sehr viel
spiter dem Einflufs des Reagens unterworfen werden, als die an den
(Grenzen liegenden, dals im Zentrum daher bereits Veriinderungen
eingetreten sein Adnnen, die von der Norm bedeutend abweichen.
Aus dieser Betrachtung heraus ergiebt sich demnach die Haupt-
vegel, die in erster Linie zu beobachten ist, dals das zu fixierende Ob-
jekt miglichst klein sein (sein Volumen darf etwa 1 cem. nicht iiber-
steigen) und dafs die zum Fixieren verwandte Fliissigkeit sehr reichlich
vorhanden sein, das 50 —100 fache des Volumen des Objektes betragen
mufs. Quantitiit der Fliissigkeit und Dauer ihrer Einwirkung werden
sich stets nach dem Objekte richten; bei zarten, leicht permeablen
Gebilden werden also beide geringer, bei kompakten, zellenreichen
beide grifser sein miissen. Dabei ist stets daranf zu halten, dafs
die Fixierungsfliissigkeit wiihrend der Dauer ihrer Einwirkung klar
bleibt. Tritt Triibung ein, so ist ein Fliissigkeitswechsel vorzunehmen,
der so lange zu wiederholen ist, bis keine Triibung mehr sich zeigt.
Die Anfordernng, dafls das zu fixierende Objekt miglichst klein
gewiihlt werden soll, kann natiirlich nicht erfiillt werden, wo es sich
um die morphologische Untersuchung von Embryonen, von (Gehirnen
oder von ganzen Tieren handelt, Bei den ersteren Objekten wird
eine absichtliche Zerkleinerung erst dann Platz greifen diirfen, wenn
die Entwickelung so weit gedichen ist, dals die Liagebeziehungen der
einzelnen Teile zu einander durch Priiparation mit Messer und Pin-
zette klar erkannt werden kénnen. Solange dies nicht der Fall ist,
werden die Embryonen unversehrt in die Fixierungsfliissigkeit kommen
miissen. Indessen sind die Gewebe in frilhen embryonalen Stadien
im allgemeinen sehr leicht permeabel, so dals die Grifse hier nicht
von betriichtlichem Nachteil ist. Anders liegt die Situation bei Ge-
hirnen. Ist man gezwungen, dieselben in toto zu fixieren, so muls
man unter allen Umstiinden auf Gewinnung feinerer histiologischer
Details Verzicht leisten.
Ferner ist bei jeder Fixierung in Betracht zu ziehen, dals die an-
ewandten Reagentien in mehr oder minder hohem Grade als Reize
auf die Objekte wirken, Daher kontrahieren sich muskelreiche Or-
gane oder Tiere, welch letztere bei zoologischen Untersuchungen oft
in toto der Einwirkung der Fixierungsfliissigkeit unterworfen werden
miissen, bisweilen derart, dafls eine vollstiindige Verzerrung der dulseren
Form und damit auch eine Verlagerung der inneren Teile stattfindet,
wodurch selbstverstiindlich eine mikroskopische Analyse unmiglich
gemacht wird. Um muskelveiche Organe oder Gewebe in moglichst
ausgestrecktem Zustande fixieren zu kinnen, befestigt man dieselben
daher am besten mit Igelstacheln oder mit zugespitzten hilzernen
Schusterniigeln auf einem Stiickchen Kork und wirft dasselbe, das
hefestigte Objekt nach unten, in das Reagens. Ganz zn fixierende
Tiere miissen vorher unbeweglich gemacht, gelihmt oder langsam ab-
getidtet werden. Welches Mittel dafiiv verwendbar ist, richtet sich
nach der Species, hiiufiz auch nach dem Individuum. Chloral-,
Morphiumlisungen, in welche die hetreffenden Tiere iibergefiihrt
werden kiénnen, Chloroform, in das Wasser gebracht, in dem die
Tiere sich befinden, Curareeinspritzungen ete. sind hier manchmal
von Vorteil. Indessen lassen sich dafiiv keine bestimmten Regeln
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erteilen; mit Geduld ausgeriistet muls sich Jeder das fiir seine Zwecke
geeignete Verfahren auspriifen.

In folgendem werden eine grifsere Anzahl Fixierungsmethoden
aufgezihlt werden. Da mag denn wohl der Anfinger und weniger
Geiibte fragen: welches der empfohlenen Fixierungsmittel soll ich ge-
gebenen Falls anwenden? Meine Antwort wiirde lauten: alle die,
welche sich bewiihrt haben und welche der Erfiilllung der oben er-
wiihnten idealen Forderungen am niichsten kommen. Ich pflege stets
eine grifsere Zahl von Fixierungsmitteln fiir dasselbe Objekt zu be-
nutzen, weil die verschiedenen verschieden einwirken. Das eine ist
geeigneter fiir Plasmastrukturen, das andere geeigneter fiir Kern-
strukturen, jenes erschwert die Anwendung einer Anzahl Farbstoffe,
wiithrend dieses dieselbe erleichtert; und umgekehrt. Zu einem rich-
tigen histiologischen Verstiindnis eines Organes oder Gewebes kann
man meines Erachtens erst dann gelangen, wenn man verschiedene
Methoden vergleichend anwendet.

Auf die Fixierung folgt die Evhdrtuny. Diese nimmt man unter
bestimmten, bei den einzelnen Methoden anzugebenden Ausnahmen
stets so vor. dals das Objekt zuniichst in 70 9, dann in 80 9, endlich
in 90 9, Alkohol gebracht wird. Soll das Objekt liingere Zeit auf-
hewahrt bleiben, ehe es zur Untersuchung gelangt, so geschieht dies am
besten in 80 9/, oder 909/, Alkolol: 70 9, Alkohol, den einige Forscher
vielfach anwenden, wirkt auf die Dauer zerstorend ein. Aus dem
90 9/, kommt das Objekt, wenn es fiir das Schneiden vorbereitet
werden soll, in 96 %, dann in absoluten Alkohol. Die weitere Be-
handlung wird in Kap. ITI auseinandergesetzt werden.

Bei der Uberfiilhrung der Objekte aus dem fixierenden in das er-
hirtende Reagens entfaltet der Anfiinger hiinfiz eine Sparsamkeit im
Gebrauch des Alkohols, die ganz deplaciert ist. Dieselbe Regel, die
bei der Fixierung gilt, die Anwendung grofser Fliissigkeitsquantitiiten,
greift auch hier Platz. Besonders deshalb, weil durch den Austausch
des in den Geweben enthaltenen Wassers mit Alkohol letzterer in
seiner Konzentration kontinuierlich geiindert wird und schon nach
kurzer Einwirkungsdauer keineswegs mehr erhiirtende. sondern, wie
alle diinnen Alkohole, hiiufiz mazerierende Eigenschaften entwickeln
kann. Also: viel Alkohol und. was aus den obigen Griinden als
selbstverstiindlich erscheint, hiiufizer Wechsel desselben, bis die Hirtung
beendet ist.

Das alles, Fixieren wie Hiirten, wie iiberhaupt alle zur Vorbe-
reitung fiir die endliche mikroskopische Untersuchung notwendi
Methoden kosten Zeit und Aufmerksamkeit: und wer die letztere nicht
anwenden kann und die erstere nicht iibrig hat. der tut besser, von
mikroskopischen Arbeiten abzustehen. Verwendet man aber beide in
ausgiebigem Malse, dann wird man auch dureh gute, wissenschaftliche
Resultate ergebende Priiparate entschiidigt.

Ich wende mich nun zur Beschreibung der einzelnen Methoden.

1) Alkohol absolutus. Man stellt sich denselben am besten selber
dar, indem man Cuprum sulfuricom im Metalltiegel gliiht, wndjlruh
es zu einem weilsen, fiufserst hygroskopischen Pulver wird. Dieses
bringt man in grofser Quantitit in eine Flasche und giefst 96 9, Alko-
hol hinzu. Das gegliihte Kupfer nimmt dem Alkohl den Rest Wasser
und wird dadurch griinlich, Die Alkohol-Flasche ist mit einem Kork-
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stipsel zu versehen, da die eingeschliffenen Glasstipsel niemals luft-
dicht schliefsen. Vor dem Gebrauch ist der Alkohol durch ein
doppeltes Faltenfilter zu gielsen, da sonst ganz kleine Kupferpartikel
mit dem zu hiirtenden Gewebe in Beriihrung kommen und eine leichte
Bliuung desselben hervorrufen kimnen. Zur Fixierung ohne andere
Reagentien darf man nur den absolufen Alkohol verwenden. Die
Wasser entziehende Wirkung desselben tritt gegen die das Eiweils
gur Gerinnung bringende zuriick, wiihrend bei Alkohol von geringerer
Konzentration die erstere iiberwiegt. Letaterer verursacht daher ohne
Anwendung von fixierenden Reagentien hochgradige Schrumpfungen.
Im Alkohol absolutus bleiben die Objekte etwa 3 Tage, wobei der
Alkohol mindestens tiiglich zu wechseln ist. Sollen sie nicht sofort
verwandt werden, so sind sie nach 3 Tagen in 90 ), Alkohol zu iiber-
tragen, weil sie andernfalls zu hart werden wiirden.

Im allgemeinen ist der Alkohol kein sehr empfehlenswertes Mittel ;
er steht meines Erachtens jedem der spiiter zu erwiihnenden Reagen-
tien entschieden nach, sowohl was die Erhaltung der Teile, wie ihre
Fiirbbarkeit anlangt; in Alkohol fixierte Objekte nehmen z. B. Kar-
min sehr schlecht an. Nur fiir die grolsen Verdauungsdriisen der
Wirbeltiere und fiir pathologisch-anatomisches Material ist er von
einigem V orteil.

2) Alkohol-Eisessig. Diese Methode wurde zuerst von E. van
BENEDEN zur Abtitung und Fixierung der Fier von Ascaris megalocephala
verwendet. Die in den folgenden Zeilen notierte Modifikation der-
selben ist von Zacharias beschriehen. Zu 4 Raumteilen starken Alko-
hols wird 1 Raumteil Eisessig gesetzt: dann werden auf je 10 cem.
dieser Mischung 2—3 Tropfen einer 19, Osmiumsiiurelésung hinzu-
gefiigt. Je nach den zu fixierenden Stadien mufs das Material ver-
schieden lange in der Mischung bleiben, bis zu 20—25 Minuten. Beim
Erwiirmen auf 24° C. geniigen 10—15 Minuten. Dann werden die
Objekte 2—3 Stunden lang in absolutem Alkohol gewaschen und in
70 v, Alkohol aufbewahrt. Firbung mit alkoholischer Boraxkarmin-

lésung (siehe Kap. V).

3) Chromsiiure '/, %, —19,. Dieses Mittel ist zur Fixierung
namentlich von Kernstrubtuien ausgezeichnet, Man fiingt im allgemeinen
mit der schwachen Libsung ('), %) an und steigt dann allm&hlich bis
19,. Hiiufig geniigt ein 24 Stunden langes Einlegen des natiirlich
sehr kleinen Objektes, denn die Chromsiure dringt schwer ein, in
die '/, %, Losung. Nachher mufs wman sorgfiltiz in destilliertem
Wasser auswaschen, weil sonst mit dem Alkohol, der zur Nachhiirtun
verwendet wird, Niederschliige entstehen. Die Hirtung in Alkoho
mufs allmihlich durch successive Anwendung der oben erwiihnten Kon-
zentrationsstufen erfolgen. Der einzige Nachteil des Reagens besteht
darin, dals das Firbungsvermiigen der einzelnen (Gebilde durch das

Chrom leidet. Fiir alle Organe verwendbar.

4) Chromameisensiiure; RABL. Zu 200 cem. einer '/, ), Chrom-
siimre kommen 4—5 Tropfen konzentrierter Ameisensiiure. Diese
Mischung ist jedesmal vor dem Gebrauche frisech zu bereiten. Die
Objekte werden in kleinen Stiicken auf 12 — 24 Stunden in die Liosung
gebracht, dann in destilliertemmn Wasser gut ausgewaschen und langsam
erhiirtet. RABL hat damit beim Studium von Zellfeilungen ausgezeich-
nete Resultate erhalten.
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5) Chromessigsiiure; SEMPER. Zu der etwa '/, %, Chromsiure-
losung wird so viel Essigsiiure zugesetzt, dals die umgeschiittelte Mischung
schwach sfiuerlich riecht. Nach verschieden langer Einwirkungsdauer
werden die Objekte in Wasser ausgewaschen und langsam in Alkohol
erhiirtet.

6) Chromessigsiinre: FLEMMING. 19, Chromsiiure 25 cem.,
2 0/, Essigsiiure 50 cem, Aqua destillata 25 cem. werden gemischt.
Einwirkungsdauer verschieden. Auswaschen in Wasser; langsames
Erhiirten in Alkohol. Fiir alle Gewebe wund Organe empfehlenswert,
besonders zum Studium von Kernteilungen.

7) Chromsalpetersiiure:; PERENYI (citiert nach For). 4 cem.
10 9, Salpetersiiure, 3 ccm. Alkohol, 3 cem. 0,5 9, Chromsiiure werden
gemischt. Die Objekte kommen in diese Mischung fiir 4—>5 Stunden,
dann in Alkohol. Soll fiiv Amphibien- und Fischeier ein gutes Fixierungs-
mittel sein.

8) MULLER'sche Fliissigkeit. 2—2,5 gr. Kali bichromicum und
1,0 gr. Natron sulfuricum werden in 100 cem. Wasser gelost. Dieses
so vielfach fiir alle miéghchen Objekte verwandte Reagens sollte in
seinem Gebrauch allein auf das Zentralnervensystem besehriinkt werden.
So vorziiglich die Resultate sind, die man mittels desselben an diesen
Organen erhiilt — fiir die voluminésen, in toto zu behandelnden Ge-
hirne der Siugetiere ist es das einzige iiberhaupt anwendbare Fixie-
rungsmittel —, so schlecht sind dieselben, wenn es sich um andere
Organe handelt. Epithelien werden zum Theil darin mazeriert, und
vor allen Dingen werden Kern- und Plasmastrukturen vollig zerstirt.
Ganz zu verwerfen ist die Lisung fiir Fixierung von Embryonen.
Sie dringt viel zu langsam ein, selbst wenn man die Fixiernng durch
Briittemperatur zu beschleunigen sucht; infolgedessen sind die
inneren Teile fast stets in Fiiulnis, ehe sie mit der Lisung in Be-
rithrung kommen.

Die geniigende Durchtriinkung von Hirn und Riickenmark hiingt
selbstverstiindlich von der Masse dieser Gebilde ab; die Zeitdauer
schwankt daher zwischen 8 Tagen und 2—3 Monaten; bei mensch-
lichen Gehirnen vergeht oft mehr als ein Jahr. Nach dieser Zeit
sind die Objekte ohne weiteres schnittfiihig., Man kann aber noch
nachhiirten in Alkohol. Hans Virchow hat dafiir empfohlen, die
Priparate aus MULLER scher Lisung nicht in Wasser auszuwaschen,
sondern direkt in Alkohol von eirea 967, zu iibertragen und im
Dunkeln aufzobewahren. Der Alkohol mufs hiiufiz gewechselt
werden. Das Aufbewahren im Dunkeln findet statt, damit sich keine
Niederschlige im Alkohol bilden, wie das unter dem Einfluls des
Lichtes stets der Fall ist.

9) ERLICKI'sche Fliissigkeit. Zur Erhiirtung des Zentralnerven-
systems empfiehlt Ervickr folgende Mischung: 2,5 gr. Kali bichromi-
eum und 0,5 gr. Cuprum sulfuricum werden in 100 cem. destil-
lierten Wassers gelist. Hierin erhiirtet sich Zentralnervensystem,
wenn man es in den Briitofen bei 37 © C. bringt. innerhalb 8—10 Tagen,
Die Mischung ist nicht zu empfehlen, da sie Sehrumpfungen in den
Ziellen hervorruft,

10) Salpetersiinre — Kali hichromicum, von BENDA empfollen.
Die frischen Objekte kommen in eine Lisung der offizinellen Salpeter-
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siiure von 10 Vol. auf 90 Vol. Wasser. Nach 24—48 Stunden ohne
vorheriges Auswaschen dirvektes Ubertragen in Kali bichromicum. Zu
Anfang wird 1 Vol. der kalt gesiittigten Lisung dieses Salzes mit
3 Vol. Wasser verdiinnt angewandt. Nach einigen Stunden Erneuerung
der Kali bichromicum-Liosung und allmiihliches Steigen in der Kon-
zentration bis zu 1 Vol. Kali bichromicum auf 1 Vol. Wasser. Nach
2—3 Tagen ist die Durchiriinkung meistens vollendet, nur Gehirn
und Riickenmark bediirfen 14 Tage. Auswaschen und dann Schneiden
entweder mit dem Gefriermikrotom oder nach Anwendung einer der
noch zu besprechenden Methoden der Einbettung., Mit Ausnahme
fiir Embryonen soll diese Fixierung fiir Alles geeignet sein; nur werden
die Objekte sehr hart und ihre Firbbarkeit ist verlangsamt,

11) Osminmsiiure, 0.5°,, 19, -2, in wiissriger Lisung.
Dieses Reagens ist zur Fixierung der verschiedensten Gebilde mit aus-
gezeichnetem Resultate zu verwenden. Je nach dem Objekt richtet
sich die zn gebrauchende Konzentration; also bei zarten Objekten
die schwiicheren Lisungen, bei kompakteren die stivkeren. KEbenso
hiingt von der Beschaffenheit des Objektes die Einwirkungsdauer ab,
die zwischen ', und 24 Stunden schwankt. Die Organe sind sorg-
filtig in destilliertem Wasser zu waschen und nachher langsam in
Alkohol zu erhiirten. Nachtriigliche Fiirbung in Karmin, Hiimatoxylin,
Fuchsin oder Safranin. Bei Anwendung der Osmiumsiiurelosung ist ganz
besonders zn beachten, dals dieses Heagens seinem tieferen Eindringen
in die Gewebe in viel hitherem Malse, als andere }*lxmlu:ngsmltte]
selber eine Grenze setzt, sodals man hiiufig selbst nach 24 stiindiger
Einwirkung, bei vollstindiger Schwiirzung der Randpartieen, das
Zentrum des Objektes von Osmium durchaus unberiihrt antrifit. Mehr
als bei anderen Reagentien hat man daher hier darauf zu achten,
dals das zu fixierende Stiick klein, die verwendete Fliissigkeit reich-
lich vorhanden sei. Man tut gut, sich nur 50 cem. einer 2°;, Lidsung
als Stammfliissigkeit, aus der die gewiinschten geringeren Konzen-
trationen mit Leichtigkeit sich herstellen lassen, vorritig zu halten,
da die Lisung bei lm;,uun Stehen verdirbt. Die mit einem Korken
zu verschliefsende Flasche, in der die Losung sich befindet, mufs
dunkelfarbig sein und im Dunkeln aufbewahrt werden. Bei Anwendung
des Osmiums ist Vorsicht nitig; die Diimpfe desselben bewirken sehr
leicht heftige Entziindungen der Augenbindehaut und der Schleimhaut
der Luftwege.

12) Osmiumsiinre in Dampfform. Ranxvisk hat wohl zuerst
darauf aufmerksam gemacht, dals Osmiumdimpfe viel besser ein Organ
durchdringen als die Lésung. Will man mit Osmiumdimpfen fixieren,
s0 hiingt man das Objekt in einer Flasche oder Schale, deren Boden
eine nur wenige Millimeter hohe Schicht der 2 9),-Liosung bedeckt, so
auf, dafs es in diese Schicht nicht eintaucht. Um allzu starke Kriim-
mungen zu vermeiden, wie sie unter der Einwirkung der Dimpfe in
kontraktilen Organen auftreten, kann man in geeigneter Weise den
unteren Rand des Objektes durch ein kleines Gewicht anspannen.
Nach 24 Stunden wird langsam in Alkohol erhiirtet,

[P Chromosminmsiiure ist von FLESCH (citiert nach FoL) in
folgender Mmﬂhung empfohlen worden: Osmiumsiiure 19, — 10 cem,
Chromsiiure 19, — 25 cem, Aqua destillata 65 cem. Dauar der Ein-
wirkung 24—36 Stunden. Auswaschen nicht in Wasser, sondern in
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709, Alkohol und langsames Erhiirten. Soll namentlich fiir das
innere Ohr der Vertebraten zweckmiifsig sein.

14) Chromessigosmiumsiiure ; FLEMMING sehe Lisung. Dieses
von FLEMMING empfohlene Gemisch ist unstreitig eines der vortrefflichsten,
fitr alle Organe verwendbaven Firierungsmittel, das wir in der histio-
logischen Technik besitzen. Es zeichnet sich sowohl durch die vor-
ziigliche Erhaltung der Teile, wie durch eine relativ leichte Durch-
dringungsfiihigkeit aus. Die Zusammensetzung ist: 15 Teile 19,
Chromsaure, 4 Teile 29, Osmiumsiiure und 1 Teil Eisessig. Die
Dauer der Einwirkung schwankt zwischen einigen Stunden bis 1 Tag.
Auswaschen in destilliertem Wasser und Hiirten in 969, Alkohol,
oder eventuell direktes Ubertragen in diesen Alkohol, der in den
ersten Tagen tiglich zu wechseln ist und Aufbewahren fiir lingere
Zeit (aber nicht iiber 2 Monate) in 90°, Alkohol.

Professor FLEMMING hatte die Liebenswiirdigkeit, mir auf meine
Bitte einige Notizen iiber die Verwendnngz dieses Gemisches mit-
zuteilen, dIE ich in folgenden Zeilen wiedergeben will. Das Gemisch
hiilt man sich in der oben notierten Konzentration vorriitig. In diesem
starken (Gemisch werden schwer permeable, dichte und etwas grofsere
Objekte fixiert. Bei kleineren und weicheren kann man dasselbe ziem-
lich beliebiz verdiinnen, bei sely diinnen und zarten mit dem 10 bis
20 fachen Vol. destillierten Wassers, Eine genaue Einhaltung der
hestimmten hochgradigen Verdiinnungen, wie sie von FLEMMING In
seinem Zellenbuche (pag. 380) angegeben wurden, sind nach den mir
gewordenen schriftlichen Mitteilungen dieses Forschers nicht notwendig,
ebensowenig wie bei den mittleren; es kommt, wie FLEMMING sich
ausdriickt, ,auf einen ,Schuls“ mehr oder weniger von einer der
Siuren nicht viel an.* I]me Nachfiirbung der so fixierten Ohbjekte findet
am besten mit Hiimatoxylin, Fuchsin oder Safranin statt (siche Kap. V).

Die FLemMING'sche Lisung ist, wie schon bemerkt, fiir alle Or-
gane und Gewebe verwendbar und erhiilt namentlich gut Plasma- wnd
Kernstrukturen.

15) FoL'sehe Lisung. Als eine Modifikation der FLEMMING schen
Lisung ist folgendes von FoL empfohlene Gemisch zu betrachten:
19, Osmiumsiinre 2 Raumteile, 2° Essigsiiure 5 Raumteile, 19
Chromsiiure 25 Raumteile, Wasser 68 Raumteile. Auswaschen in
Wasser und Nachhiirten in Alkohol. Dals, wie FoL angiebt, dieses
Gemisch fiir den allgemeinen Gebrauch am besten sich bewiihrt, kann
ich nach den iiblen Erfahrungen, die ich mit demselben gemacht habe,
und die darin bestanden, dals die Priiparate hochgradige Quellungen
zeigten, nicht zugeben. Fiir Eier von Siiugetieren, die in der
FrLeMMNG'schen Lisung sich nicht gut fixieren — diese Angabe ver-
danke ich wiederum der schriftlichen Mitteilung von Professor FLEMMING
— mag die FoL'sche Modifikation geeignet sein.

16) Osminmfixierungen mlt nachfolgender Holzessighehand-
lung; MAHRENTHAL, Dr. v. MingeNTHAL, Kustos am hiesigen
zuoluglschen Institute, teilte mn, mit giitiger Erlaubnis von Professor
F. BE. ScnuLzE, folgendes von ihm ersonnenes, im genannten Institute
seit langem geiibtes Verfahren mit. Osmmmpmpamte, migen sie In
der reinen Siure, oder in der FrLemmiNG'schen Lisung oder in einem
anderen Osminm enthaltenden Gemisch fixiert sein, haben den Nach-
teil, dals die Rednktion des Osmium in den Gewehen nicht iiberall
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gleichmiifsig eintritt. MAnrexTHAL verwandte nun, um eine solche
ausgiebige Reduktion herbeizufithren, rohen Holzessig (Acetum pyroli-
gnosum erudum der deutschen Pharmacopoe). Die aus der Osmium-
siiure oder aus einem Osmiumsiiure enthaltenden Gemisch entnommenen
DhJektL werden in destilliertemm Wasser ausgewaschen und kommen
dann in den rohen Holzessig, dessen Einwirkung man von 2 bis auf
24 Stunden ausdehnen kann, Dann werden die Objekte gewaschen,
langsam gehiirtet und in Paraffin (Kap. ITI) geschnitten. Ein Nach-
fiirben der Schnitte in Alaunkavrmin ist miglich, aber nicht nitig.
Diese Methode ist namentlich geeignet, feinste nervise Elemente zur
Anschauung zu bringen. Sinneszellen und Nerven erscheinen ganz
dunkel, das iibrige Gewebe grau, aber mit deutlicher Differenzierung
der einzelnen Bestandteile, die Kerne sind hell. Das mikroskopische
Bild gleicht, wie sich Professor SCHULZE mir gegeniiber einmal aus-
driickte, .,einem gut ausgefiihrten Lithogramm®. Die Methode liefert
ausgezeichnete Resultate,

17) Pikrinsiiure. Vielfach wird die reine Pikrinsiure als kalt
gesiittigte wiissrige Lisung zur Fixierung angewendet. Die Objekte
verweilen in derselben einige Minuten bis einige Stunden, werden
dann, nach Angabe einiger Autoren, w omiglich in fliefsendem Wasser
ausgewaschen, “bis letzteres farblos abfliefst, und in Alkohol nach-
gehiirtet. Das Auswaschen von Pikrinpriparaten in Wasser ist, wie
auch FoL bemerkt, sehr gefihrlich fiir die gute Erhaltung der Tmle,.,
will man also iiberhaupt reine Pikrinsiure benutzen, so wasche man
nicht in Wasser aus, sondern suche das Pikrin durch diinnen Alkohol
zu entfernen, 60°,—70",. Es gelingt dies freilich nicht immer; An-
wendung von Briittemperatur soll nach For hier von Vorteil zu
sein, Die Pikrinsiure soll sowoll Zellsubstanz- wie Kernstrukturen
ﬂt erhalten. Nach den bisen Erfahrungen, die ich mit diesem

agens gemacht habe, michte ich vor der Anwendung desselben,
d. h. der reinen Pikrinsiiure, ganz entschieden warnen. Ganz entgegen
den Angaben der Autoren habe ich stets Schrumpfungen der ver-
schiedensten Art in der Zellsubstanz, Verzerrung in der Lagerung
der Teile und nur selten gute Kernbilder erhalten. Firbung nach
Pikrinfixierung mit allen Farbstoften miglich.

Viel besser als die reine Pikrinsiiurelisung wirken deren Ver-
mischungen mit anderen Siuren.

18) KLEINENBERG'sche Fliissigkeit — Pikrinschwefelsiinre,
Die Mischung wird in folgendem Verhiiltnisse vorgenommen: kalt ge-
siittigte wiissrige Pikrinsiurelisung 100 cem, konzentrierte Schwefel-
siure 2 cem, Aqua fontana 300 cem. Bei Zusatz von H,S0, zur
Pikrinsiiure schlagen sich Pikrinkrystalle nieder, die sich indessen
bei der YErdiinnung mit Wasser wieder losen. Je nach der Natur
des Objektes richtet sich die Dauer des Aufenthaltes desselben in
dem Gemisch, die 3 Stunden nicht iibersteigen darf. Das Objekt
kommt aus dem Reagens direkt in 70°, Alkohol und wird in diesem
so lange ausgewaschen, d. h. der Alkohol wird so lange gewechselt,
bis er farblos bleibt, das Pikrin also ausgezogen ist. Dann 809,
90 %/, Alkohol. Diese Mischung wirkt auf die Bindesubstanzen quellend
ein, was durch Zusatz von Kreosot zu derselben, soviel sich lisen
will, vermieden werden kann. Fiir zarte Drganmmen — Célenteraten,
Sﬁfsuwwrm yozoen ete. — ist die KLEINENBERG'sche Fliissigkeit ein
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ganz aulserordentlich wertvolles und kaum zu entbehrendes Fixierungs-
mittel. Sobald es sich aber um zellenreiche, kompakte Organe handelt,
ist sie wertlos, weil ihre Durchdringungsfiihigkeit eine ganz geringe
ist; und sind in dem zu fixierenden Objekte Kalksalze vorhanden, so
wirkt sie geradezu verderblich, weil durch die Verbindung der Schwefel-
siiure mit dem Kalk unloslicher Gyps entsteht, der eine weitere Ver-
wendung des Materiales zu mikroskopischen Zwecken unmiglich macht.
Das Fiirbungsvermigen ist fiir alle Farbstoffe erhalten,

19) Chrompikrinsehwefelsiiure; FoL. Um die quellenden Eigen-
schaften der Pikrinschwefelsiiure zu vermindern oder aufzuheben,
nimmt FoL statt Kreosot '/, des Volumens 1%, Chromsiure hinzu.
Was fiir die Pikrinschwefelsiiure gilt, gilt auch fiir die Foi'sche
Modifikation derselben, nur dafs hier noch der Nachteil hinzukommt,
dals durch die Chromsiiuse das Fiirbungsvermigen leidet.

20) Pikrinsalpetersiinre; P. MAYER. In Neapel habe ich dieses
Gemisch kennen gelernt, das ich mir stets in folgender Weise dar-
stelle: Zu 100 cem. kalt gesiittigter, wiissriger Pikrinlosung setze ich
2 cem. offizineller Salpetersiiure. Durch den Zusatz wird Pikrin in
Krystallen ausgefillt. Man schiittelt im Anfang hiiufig um, iiberlilst
dann die Mischung 24 Stunden sich selber, schiittelt von neunem um
und filtriert. In diese klare Lisung kommen die Objekte auf eine
Zeitdauer, die von 10 Minuten bis 3 Stunden schwankt. Kalkhaltige
Organe konnen auch linger in der Pikrinsalpetersiiure verweilen.
Doch ist die vollstindige Entkalkung von Organen, welche z. B.
Knochen enthalten (Nase, Gehiirschnecke), ohne voraufgegangene Hir-
tung nicht gut moglich; denn 24 stiindiges Verweilen des Materiales in
dem Gemisch bewirkt leichte Schrumpfung der Zellen. Aus der Siure
kommen die Objekte direlt in 70, Alkohol und werden langsam er-
hiirtet. Das Uberfithren in Wasser statt direkt in Alkohol ist unter
allen Umstiinden zu vermeiden; es entstehen unter dem Einfluls des
Wassers hilufig Schrumpfungen der verschiedensten Art, welche den
Wert dieses Fixierungsmittels villig aufheben. Der einzige Nachteil,
der dieser Mischung anhaftet, besteht darin, dals sich das Pikrin
selten vollstiindig aus dem Objekte entfernen lilst. Dieser Ubel-
stand ist belanglos, wenn man nach der Hirtung durchfiirben will;
er kann beseitigt werden, wenn man bei Einzelfirbung den Schnitt
etwa 24 Stunden in 709, Alkohol lifst, bevor man den Farbstoff an-
wendet. Es ist das letztere darum notwendig, weil manche Firbe-
mittel gegen Siiuren iiberaus empfindlich sind. TIm iibrigen aber
kann ich die Pikrinsalpetersiiure, in direktem Gegensatze zu For, nur
m{ das wirmste empfellen. Sie wird in ilwen fixierenden Eigen-
schaften nur von der FLEMMING'schen Lisung iibertroffen, ist dagegen
in vielen Fiillen besser, als das noch zu erwiihnende Sublimat. Die
Zilien an Flimmerepithelien, die Strulkturen des Zellplasma, die gegen-
seitigen Grenzen der Zellen werden auf das vortrefflichste erhalten. Ob
sie Kernteilungsfiguren konserviert, dariiber habe ich keine Erfahrung.
Das Firbungsvermégen ist fiir alle Farbstoffe ein gutes.

21) Pikrinosmiumsalpetersiiure. Zur Fixierung sehr zarter Ge-
webe habe ich mit Erfolg folgende Kombination versucht. 3 Vol. Pikrin-
salpetersiiure werden mit 1 Vol. 2, Osmiumsiiure vermischt. Darin ver-
weilt das Objekt 1—3 Stunden. Es wird dann direkt in 70°, Alkohol
iibergefiihrt und langsam erhiirtet. Es diirfte fiir manche Zwecke sich

[
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empfehlen, den Osmiumgebalt der Mischung zu verstiirken. Selbst-
verstiindlich kann man, nach kurzem Auswaschen in 70°, Alkohol,
rohen Holzessig nach der MAnrRENTHAL'schen Methode anwenden.

22) Chrompikrinsiiure; FoL. 10 Vol. konzentrierter wiissriger
Pikrinsiiurelisung werden mit 25 Vol. 19, Chromsiiure und 65 Vol,
Wasser gemischt, Soll eine ausgezeichnete Hirtung der meisten Or-
gane liefern, ohne die Firbbarkeit derselben einzuschriinken. Thre
Penetrationskraft ist nur eine geringe, daher sind nur kleine Objekte
zu verwenden. Vor dem jedesmaligen Gebrauch kann man zur Er-
gielung einer energischen Wirkung noch 0,005 Osminmsiiure zusetzen,

23) Konzentrierte wiissrige Sublimatlisung wurde, soviel ich
weils, als Fixierungsmittel zuerst in der zoologischen Station zu Neapel
angewandt. Sie ist nebst FLEMMING scher Lijsung und Pikrinsalpeter-
silure eines der besten Reagentien, das wir besitzen. Ich stelle mir die
Lisung, indem ich von der komplizierten, in den BEnrexs’schen Ta-
bellen citierten Liana’schen Vorschrift absehe, nach dem Vorgange
von HEIDENHAIN so dar, dals ich in eine 0,5 %, Kochsalzlosung so
viel Sublimat bringe, als sich wiihrend des Kochens losen will. Die
heilse Fliissigkeit ist triibe, man lilst sie langsam erkalten, und nun
scheiden %th "}thlmslt-kl'lrﬁ-t:lllL in Form Lln"el Nadeln s‘mb withrend
die Fliissigkeit klar wird., Der fiir die twusr,hen {JE“EhE unschiid-
liche Kochsalzzusatz ist darum notwendig, weil sich durch denselben
mehr Sublimat lost, als ohne denselben. Die Lisung wird in eine
dunkle oder an dunklem Orte aufzubewahrende Flasche abgegossen,
weil im Licht leicht eine Zersetzung des Sublimats eintritt. In diese
konzentrierte Liosung kommt das Objekt auf 10 Minuten bhis 2 Stunden;
HEeEDENnAIN empfiehlt fir Siugetierdarm eine 24 stiindige Einwir-
kuug, was fiir andere Organe xml @ lange ist, Sublimat dringt schwer
ein, deswegen miissen die einzulegenden Stiicke recht klein gewiihlt
werden. Aus dem Sublimat wird das Objekt direkt in 709, Alkohol
iibergefiihrt; Auswaschen in Wasser wirkt nach meinen Eliahrungen
geradezu schiidlich. Dem 70°, Alkohol wird so viel Jodtinktur zu-
gesetzt, dals er die Farbe des Portweins annimmt. Das Jod verbindet
sich mit dem in den Geweben zuriickgebliebenen Sublimat und ent-
fernt so dasselbe aus dem Objekt. Die Abgabe von Quecksilber an
das Jod dokumentiert sich durch das Eintreten einer Entfirbung des
Aleohols, die sich auf dem Boden des Glases, in welchem sich das
Pripa,mt befindet, zeigt. Man schiittelt in solchem Falle um, damit
auch die hoheren Alkoholschichten mit dem Priiparate in Beriihrung
kommen, und man erneuert den Jodalkohol so lange, bis keine Ent-
fiirbung mehr auftritt. Die hiiufig sich zeigende leichte Briiunung
des fixierten Objektes hat nichts zu sagen, da die Wenigkeit Jod, welche
in die Gewebe eingedrungen ist, wiihrend der nachfolgenden, Eehr lang-
sam vorzunehmenden El]lmtung durch den Alkohol entfernt wird.
Zuweilen passiert es, dals das Jod mit dem Quecksilber sich zu rotem
Quecksilberjodid verbindet und in kleinen Krystallen auf dem Prii-
parate niederschligt. Zur Entfernung dieser Verbindung tut man,
wie mir P. MAYER empfahl, einige Krystalle von Jodkalium in den
Alkohol, wodurch sich das Quecksilberjodid auflist. Das Sublimat
ist fiir alle Gewebe und Organe zu gebrauchen, besonders zweckmiilsig
ist es bei Embryonen. Nur beim Verdauungsapparat der Crustaceen
hat es mich im Stich gelassen; fiir diese Organe ist FLEMMING'sche
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Lisung und Pikrinsalpetersiiure vorzuziehen. Das Fiirbungsvermigen
in Sublimat fixierter Objekte ist fiir alle Farbstoffe ein gutes.

24) 0.1", Palladinmehloriir, von F. E, SCHULZE empfohlen.
Um das Salz in destilliertem Wasser zu liosen, ist ein Minimum von
Salzsiiure erforderlich, Kleine Objekte kommen fiir 2 oder 3 Tage
oder fiir noch liingere Zeit in viel Fliissigkeit; sie werden darin schnitt-
fiithig und firben sich gablich. Das Chlorpalladium ist besonders zum
Nachweis glatter und quergestreifter Muskeln geeignet, die darin ein
stroh gelbes Kolorit annehmen. Es erhiilt gut Zellstrukturen, Nach-
firben in Karmin,

25) 1,5 "—" ", Platinehloridlésung: RABL. Zum Studium
von Zellteilungserscheinmungen fixiert Rapr Salamanderlarven in einer
der angegebenen Konzentrationen, wiischt sie nach 24 Stunden in
Wasser und erhiirtet langsam in Alkohel. Die zu untersuchenden
Partieen werden in Haematoxylin oder Cochenille gefiirbt und in
Methylalkohol beobachtet.

Vor Jahren hat derselbe Forscher zur Fixierung von Fumbiyonen
1. 0, Platinehloridlisung empfohlen, in welcher die Objekte 24 Stunden
verweilen. Sie werden sorgfiltig ausgewaschen und langsam erhiirtet.

26) Salpetersaures Silber. Dasselbe wurde, wie mir Professor
FLeEMMING schreibt, zuerst von Raxvier als fixierendes Mittel ein-
gefiihrt. Man verwendet Losungen von 02",—2",. Die frischen
Objekte kommen auf circa 1 Stunde in das Reagens, werden in
destilliertem Wasser abgewaschen und ebenfalls in destilliertem Wasser
24—48 Stunden dem Tageslicht ausgesetzt. Zerzupfen in verdiinntem
Glycerin. Im Dunkeln aufbewahrt, sind solche Zupfpriparate haltbar.
Zur Sichtbarmachung der Grenzen der Endothelzellen und zur Er-
kennung mancher Strukturverhiltnisse der markhalligen Nervenfaser
sehr wertvoll.

27) GoLGI'seche Methode der Yersilberung. Hine ganz eigen-
artige Verwendung des Silbersalpeters hat in neuester Zeit GOLGI
gefunden, indem er bereits anderweitig fixierte Teile von Gehirn und
Riickenmark mit Silber behandelte und dadurch die Ramifikationen der
Ganglienzellen in bisher ungeahnter Weise sichtbar machte. Sein Ver-
fahren ist folgendes: 1—17/, ccm. grofse Stiicke von Gehirn oder
Riickenmark werden in MULLER'scher Lisung oder in Kali bichromi-
cum von 29,. dessen Konzentration schnell bis 5, steigt, fixiert.
Stets mufs sehr viel Fliissigkeit angewendet und dieselbe hiinfig ge-
wechselt werden. Dauer der Einwirkung 14—50 Tage und mehr, eﬂe
nach der Jahreszeit; in der heilsen ist weniger, in der kalten mehr
Zeit erforderlich. Die gehiirteten Objekte werden in ganz diinner
Liésung von Argentum nitricum ausgewaschen, kommen dann in eine
grofse Quantitiit einer 0,75°, Losung von Silbersalpeter, die hiufig
zu erneuern ist. Es ist gleichgiiltig, oh man das zu versilbernde Ob-
jekt dem Lichte aussetzt oder nicht. In der Silberlosung bleiben die

riiparate 2—3 Tage und linger. Sie werden dann in Alkohol iiber-
gefiihrt, der hiiufig zu wechseln ist. Die feucht hergestellten Schnitte
sind sorgfiiltiz in absolutem Alkohol zu entwiissern, kommen dann
auf einige Minuten in Kreosot, dann auf 10—15 Minuten in Terpentin
und werden schliefslich in Dammarharz iibertragen. Sie diirfen nicht
mit einem Deckglase eingedeckt werden,
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Fiir das Gehirn der Knochenfische hat FUsARl die Methode in
folgender Weise modifiziert. Kleine Stiickchen des Organes kommen
fiir 2 Tage in MULLER'sche Lissung 4 ', des Volumens Wasser,
dann fiir 2 Tage in ein gleiches Quantum reiner MUULLER'scher Lisung,
Aus derselben fiir 2 Tage in Y, MULLER -4 '/, 1", Osminmsiiure,
dann in 0,75, Lisung von Argentum nitricum. Weitere Behand-
lung wie bei der urspriinglichen GoLGr'schen Methode,

Die Resultate sind fiir die Ganglienzellen des Gehivns, des Riicken-
marks und der Retine sehr beachtenswert.

28) COHNHEIM'sche Goldmethode (citiert nach Frey). In eine
1Y, wiissrige Liosung von Goldchlorid kommen ganz frische Objekte
fiir 15 Minuten bis ', Stunde, bis eine strohgelbe Firbung eingetreten
ist. Die Objekte sind im Dunkeln zu lassen. Man wiischt in Wasser ab
und bringt dann in Wasser, dem einige Tropfen Essigsiiure oder Ameisen-
siiure zugesetzt sind, fiir mehrere Tage. Dabei kann das Objekt dem
Licht ausgesetzt sein. Ist die Reduktion vollendet, so muls eine in-
tensiv rote oder vielette Firbung sich zeigen. Die Goldreduktion ist
die beste, ja fast einzige Methode, welche die lefzten Endigungen der
Nerven zur Anschauung bringt: leider ist sie sehr launisch und in
ihren Resultaten durchaus unberechenbar. Man kann auch statt
Goldehlorid — Goldebloridkalium und -patrium mit dem gleichen
Effekte verwenden.

29) PRICHARD'sche Mischung, Zur Reduktion ist eine von
PrICHARD angegebene Mischung geeignet, die folgende Zusammen-
setzung hat: Amylalkohol 1, Ameisensiiure 1, Wasser 98,

30) HENoCQUE'sche Goldmethode (citiert nach FrEy)., Zur
schnelleren Reduktion bringt HExOCQUE mit Gold wie bei der Copx-
HEIM'schen Methode behandelte und ausgewaschene Objekte in ein mit
Glasstopfen zu verschlielsendes Flischchen, das eine konzentrierte
Libsung von Weinsteinsiiure enthiilt. Dieses Gefiils wird wihrend
15—20 Minuten der Temperatur des beinahe siedenden Wassers aus-
gesetzt. Die Reduktion 1st in der Tat erfolgt; indessen sind die
Resultate, wenigstens nach meinen Erfahrungen, nicht sehr riilhmens-
wert; die Behandlung der Objekte ist auch eine ziemlich rohe.

31) LOWITT sche Goldmethode (citiert nach Frey). Dieselbe
ist zur Vergoldung von Musheln vielfach geriihmt worden. Die Prozedur
ist folgende: In eine Lisung von 1 Teil Ameisensiure und 2 Teilen
destillierten Wassers kommen kleine Stiicke des Objektes fiir etwa
1 Minute. Darauf werden sie in eine kleine Quantitiit einer 1"/, Gold-
chloridlosung iibertragen, bis sie gelb werden, was 5—10 Minuten er-
fordert. Hierauf erst in verdiinnte Ameisensiure iibergefiihrt, dann
in konzentrierter Ameisensiiure fiir 1 Tag im Dunkeln stehen gelassen.
Untersuchung in Wasser oder verdiinntem Glycerin.

32) RANVIER sche Goldmethode., Zur Untersuchung der Horn-
haut hat RaNVIER folgendes Verfahren empfohlen: Die frisch ab-
getragene Cornea kommt auf 5 Minuten in frisch geprelsten und fil-
trierten Zitronensaft, dann fiir 20 Minuten in 19, Goldehloridlisung
mindestens 3 cem. fiir jede Hornhaut), und endlich fiir 3—4 Tage
em Licht ausgesetzt in 30 cem, mit 2 Tropfen Essigsiure angesiiuerten
Wassers. Schneiden in Alkohol.

2%
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33) FLEMMING'sche Goldmethode. Um bei Mollusken das Ein-
dringen der Goldlosungen zu erleichtern, emptichlt FrumMinG folgendes
Verfahren: Die frischen Objekte kommen in Salzsiiure von 0,1°
auf 1 Stunde, dann bis zu 12 Stunden in Y/, *,, Goldchloridlésung
und werden in leicht mit Essigsiiure angesiiuertem Wasser bis zu
10 Tagen dem Lichte ausgesetzt. Langsames Nachhiirten in Alkohol.

34) Goldehlorid 4+ Ameisensiiure (citiert nach STOHR). In einem
Reagensglase werden 8 cem. einer 1Y, Goldehloridlosung 4+ 2 cem.
Ameisensiiure bis zum Sieden erhitzt. In die erkaltete Mischung kommen
sehr kleine Stiickchen auf 1 Stunde, wobei sie im Dunkeln zu halten
sind, werden in destilliertem Wasser fliichtiz abgzewaschen und zur
Reduktion, die in 24—48 Stunden erfolgt, in eine Lisung von 10 ecm.
Ameisensiiure und 40 cem. Wasser iibergefiilhrt. Die Reduktion hat
im Tageslicht zu erfolgen. Nachher langsames, im Dunkeln vor-
zunchmendes Erhiirten.

35) Osmiumgoldmethode; RETZIUS. Zur Untersuchung der
Grehiirschiecke bei Wirvbeltieren empfiehlt Rerzivs das Objekt, dessen
Knochenschale vorsichtiz eriffnet warde, in eine 1/, "}, Osmiumsiinre-
losung zu bringen. Nach '/, Stunde wird in Wasser ausgewaschen
und in eine ', ", . Goldchloridlisung fiir ebenfalls '/, Stunde iiber-
tragen. Darauf Uberfiihren in 2%, Ameisensiiure fiir 24 Stunden.
Der Knochen darf nicht decalciniert werden, sondern wird mit dem
Skalpell abgetragen und die Priiparate werden mit einer feinen Schere
hergestellt.

An diese Fixierungsmethoden will ich noch anschlielsen als An-
hang zu diesem Kapitel die Methoden der Enthallung wnd Entfiirbing.

36) 3°,—9", Salpetersiiure. StOiR empfiehlt das vorher gut
fixierte und erhiirtete Objekt aus dem Alkohol in ein sehr grolses
Quantum einer 3, —9 %, Salpetersiiure zu iibertragen. Der Eintritt
der volligen Entkalkung ist mittels einer feinen Nadel zu kontrolieren.
Die Objekte sollen nach STonr dann womiglich in fliefsendem Wasser
ausgewaschen und vorsichtig wieder erhiirtet werden,

Besser ist es, die reine Salpetersiure statt mit Wasser mit
konzentrierter Kochsalzlisung zu einem der oben angegebenen Konzentra-
tionsgrade, der dem Objekte entsprechend ausgewiihlt wird, zu ver-
diinnen und statt die eingreifende Prozedur des Auswaschens in flielsen-
dem Wasser die Entfernung der Salpetersiiure in destilliertem Wasser
vorzunehmen. Vorsichtiges Nachhiirten in Alkohol.

37) EBNERS Entkalkungsfliissigkeit (citiert nach OrTH). Man
bringt Knochen in eine mit 1"/,—3 ", reiner Salzsiiure vermischte 109,
bis 15"/, Kochsalzlésung. Zur Erkennung der fibrilliren Beschaffen-
heit der Grundsubstanz des Knochens wertvoll.

38) Chlorpalladinmsalzsiiure; WALDEYER (citiert nach STOHR).

Zu einer 1), Salzsiiure wird so viel 1°/, Chlorpalladiumltsung hinzu-
fiigt, dals 100 cem. des Gemisches 0,001 °f, Chlorpalladium enthalten.
TOHR riit an, in 1000 cem. Aqua destillata 1 cem. Chlorpalladinm
und 10 cem. reiner Salzsiiure zu lisen. Nachdem die Entkalkung
vollendet, was durch vorsichtizes Einstechen mit eciner Nadel fest-
gestellt wird, wird sorgfiiltiz ausgewaschen und langsam nachgehiirtet.
Die Entkalkung, der jedesmal die Fixierung und Erhiirtung vor-
anszngehen hat, ist eine eingreifende Prozedur schon darum, weil das
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vorher in Alkohol befindliche Objekt fiir liingere Zeit in eine wiiss-
rige Lisung iibertragen werden mufs. Es ist daher gut, den Prozels
miglichst zu beschleunigen, damit das Priiparat wieder in Alkohol
iibergefiihrt werden kann; man muls also schnell enthallen.

39) GRENACHERS Entffirbungsfliissigkeit. Um das intensiv
dunkle Pigment aus den Augen wirbelloser Tiere zu entfernen, hat
GRENACHER folgende Mischung angegeben: 1 Teil Glyeerin, 2 Teile
Alkohol von 80%, und 2%/, —3", reiner Salzsiiure, Man kann entweder
Schnitte oder ganze Organe hierin entfiirben, muls aber den Ent-
fiirbungsvorgang sorgfiiltiz iiberwachen. Ist das Pigment gelist, so
ist das Priiparat aus der Fliissigkeit sofort zu entfernen und in 809,
Alkohol sorgfiiltig abzuspiilen,

40) Alkoholische Natronlange. Das FPigment, welches im Mantel-
vande der Muscheln und in den hier sich findenden Sinnesorganen vor-
kommt, widersteht der Einwirkung der Siure in GRENACHERS Gemisch
vollstiindig ; noch nach monatelangem Liegen in jener Fliissigkeit ist
es unveriindert. Ich habe zu seiner Entfernung ganze Organteile oder
Schnitte in etwa 15—50 cem Alkohol von 969, gebracht, dem ich
3—9 Tropfen offizineller Natronlange zugefiigt hatte. Die Entfiirbung
war in kiirzester Frist bewirkt, ohne dals die zellizen Elemente des
betreffenden Objektes gelitten hatten. Iech kann daher diesen alkalischen
Alkohol fiir alle die Objekte empfehlen, die ein siurebestiindiges
Pigment haben,

Entfiirbung mittels Chlordimpfen. P, MAYER hat zur Ent-
firbung zu dunkel gewordener Osmivmpriparate folgendes Verfahren
angegeben. In ein mit Alkohol gefiilltes Glas, in dem sich das zu
dunkle Priiparat befindet, werden Krystalle von Kali chloricum ge-
bracht und dazu etwas Salzsiiure getan, so dals ein etwa 1Y, salz-
saurer Alkohol entsteht; die Flasche ist wol zu verschlielsen. Jetzt
entwickeln sich Chlordiimpfe, welche das Priparat ausbleichen. Man
mufs den Prozels sehr genau iiberwachen, damit nicht die Einwirkung
des Chlors eine zu intensive wird. Aus der Fliissigkeit entnommene
Priiparate diirfen nicht ausgewaschen werden, sondern kommen direkt
in Alkohol. Diese histiologisch wohl nicht ganz ungefihrliche Methode
ist auch fiir Pigment verwendbar.

Kap. III. Die Methoden der Einbettung.

Die Objekte, die man einer histiologischen Analyse unterwerfen
will, sind also fixiert und erhiirtet; um sie weiter studieren zu kinnen,
mufls man nunmehr von ihnen feine Schnitte anfertigen.

Die primitivsten Methoden zur Erreichung dieses Zwecks sind
die folgenden drei:

1) Einklemmen in Leber. Die Leber des Rindes und die soge-
nannte Speckleber, die bei vielen Krankheiten des Menschen vor-
kommt, haben in Alkohol erhiirtet eine gleichmiifsige Konsistenz,
welche das Anfertigen von Schnitten derselben sehr erleichtert. In
ein Stiickchen solcher Leber, das man gespalten hat, klemmt man
nun das zu untersuchende Objekt ein. Man schneidet mit einem ge-
wihnlichen scharfen Rasiermesser. dessen Klinge mit Alkohol be-
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fenchtet ist. Wasser zur Befeuchtung ist nicht geeignet, da dasselbe
sich nicht iiber der Klinge ausbreitet, sondern in Tropfen auf der-
selben sich ansammelt. Man kann so bei geniigender Ubung ziemlich
feine Schnitte erhalten. Der Nachteil dieser Methode, der meines
Erachtens so grols ist, dals man dieselbe fiir histiologische Zwecke
ganz 1e1we1fen sollte, lst der, dafs das Objekt durch den Druck der
den Leberspalt schlielsenden Hand mehr oder minder stark gequetscht
wird, so dals man ganz unkontrollierbare Verletzungen im Priiparat
hervorrufen kann. Fiir eine vorldufige Orientierung kann man indessen
gelegentlich so verfahren.

2) Einklemmen in Hollundermark. In den gangbaren, fiir den
Anfiinger bestimmten Lehrbiichern der Histiologie von STOHR und
OrtH findet sich als eine besondere Methode der Einbettung das
Einklemmen in Hollundermark, die der Vollstindigkeit halber auch
hier Platz finden soll. Man nimmt trockenes Hollundermark, sticht
mit einer Nadel ein Loch hinein, welches so grofs sein mufs, dals das
Objekt hineinpalst. Dieses wird in das Loch gebracht und mitsamt
dem Hollundermark fiir einige Minuten in Wasser geworfen. Das
Objekt steckt jetzt in Folge {lm Quellung des Hnllundmmarks fest
und kann unter Alkohol ""E‘-‘.ichmtten werden. Dals diese ziemlich
rohe Methode fiir eingehende Studien sich nicht eignet, liegt auf der
Hand; ob es zweckmiifsig ist, sie von einem Anfiinger iiben zn lassen,
da durch dieselbe doch nur in den allerseltensten Fiillen instruktive
Schnitte erzielt werden kionnen, miichte ich bezweifeln.

3) Aufkleben mit Gummi. Statt der einfachen, aber nicht ganz
gefalirlosen Methode des Einklebens in Leber oder Hollundermark
kann man die Priparate auf Kork mit Gummi aufkleben. Man bringt
auf einen Korken einen Tropfen dicker Gummiarabicumlisung, stellt in
dieselbe das Priiparat und legt in 969, Alkohol ein. Jetzt wird
der Gummi hart und das Priiparat steht; geschnitten wird unter 96/,
Alkohol, da diinnerer den Gummi wieder losen wiirde. Will man
sich zum Schneiden eines Mikrotoms hedienen, so kann man das
Priparat mit einer diinnen Schicht Wallrath oder Paraffin umziehen,
gewissermalsen candieren. Man bringt einen dieser Stoffe so auf das
Priiparat, dafs man ilm von einem erwirmten Messer oder Spatel
auf dessen freie Flichen auftropft. Zum feuchten Schneiden kleinerer
Objekte ist dies die beste Methode.

Wiihrend mit letzterer Methode unter Umstinden befriedigende
Resultate erzielt werden kiéinnen, so sind die durch die ersteren beiden
erhaltenen sehr geringfiigiger Natur. Wohl kann man ab und zu
einen wirklich feinen Schnitt bekommen, doch ist das im allgemeinen
trotz grisfster Ubung und Geschicklichkeit immerhin selten, und die
aufgewendete Miihe und das verbrauchte Material stehen in gar keinem
Verhiiltnis zu dem, was man tatsiichlich erreicht. Es riihrt dies
daher dals die allermeisten Organe, sie migen noch so gut gehiirtet
sein, sehr elastisch sind und daher dem schneidenden Messer nicht
den Widerstand leisten, der notwendig ist, um gute Schnitte zu er-
halten. Man muls daher die fixierten und erhiirteten Objekte von
neuem einer besonderen Behandlung unterwerfen. deren Endzweck es
ist, denselben eine solche Hiirte zu verleihen. dals das Herstellen
feinster und gleichmifsiger Schnitte mit Lemhtlgkelt zu bewirken ist,
und dafs man im Stande ist, von einem Objekte eine grofse Zahl von
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Schnitten, eine sogenannte Schnittserie, anzufertigen. Der zweite,
wenn ein solches Ziel zu erreichen ist, dabei zn erhaltende Vorteil
bestiinde noch darin, dals man unter Ersparung von Material und
von Arbeitskraft zu besseren Resultaten gelangt,

Nur zwei Organe machen eine Ausnahme, das sind Gehirn
und Riickenmark. Die Fixierung derselben in MULLER scher Lisung
bewerkstelligt zugleich eine so ausgiebige Erhiirtung, dals, auch ohne
Nachbehandlung in Alkohol und ohme weitere Manipulationen, fiir das
Studium des Faserverlaufes hinreichend feine Schnitte angefertigt werden
kinnen. Man Aann daher Gehirn und Riickenmark, ohne sie weiter
einzubetten, in vollstiindige Schnittreihen zerlegen, man mufs es thun,
wenn man Schnitte von ihnen in Karmin firben will. Um derartige Or-
gane bequem und raseh fir mikroskopische Zwecke zu zerlegen, bringt
man sie in das noch zu erwiihnende GuDDENsche Mikrotom, in dessen
Cylinder sie mittels folgender, von GUDDEN angegebener Masse be-
festigt werden.

4) GUDDEN'sche Masse. 12 Teile Stearin, 12 Teile Schweinefett
und 1 Teil Wachs werden zusammen geschmolzen und heils in den
Cylinder des Mikrotoms von GUDDEN gegossen. In die heifse Masse
kommt das direkt aus MULLER'scher Lisung oder Kali bichromieum
entnommene Priiparat. Damit die Masse besser an dem (Gehirn oder
Riickenmark anhaftet, ist es nach dem Vorschlage von FOREL wohl-
getan, das Objekt vorher eine Zeitlang in warmem Wasser zu er-
wiirmen. Je nach dem Priiparat ist sowohl die Temperatur der Masse
wie die Wassererwiirmung eine verschiedene; man kann den richtigen
Grad nur durch Ubung kennen lernen. Nach dem Erstarren retra-
hiert sich aber die Masse meistens von dem Metalleylinder, so dals
das Priiparat bei der Messerfilhrung wackelt. Zur Verhiitung dieses
Ubelstandes kann man, wie FOREL angiebt, zwischen den Metall-
cylinder und das Priiparat kleine Holzsplitter einkeilen. Auf die
Dauer schaffen diese aber auch keine Hilfe, da sie bald locker werden.
Besser 1st es, nach Anraten desselben Autors, das Priiparat mit der
es fest umgebenden Einbettungsmasse aus dem Mikrotomeylinder
herauszuziehen und in den letzteren entweder von neuem heifse Masse
zu gielsen oder seine Wandung mit einer Mischung von Terpentin und
Wachs (heils hergestellt) zu bestreichen. Dann wird die Peripherie
des Priiparates rasch erwiirmt und das Ganze schnell und sorgfiiltig
in den Cylinder eingeschoben.

Indessen ist diese Methode der Einbettung. die eigentlich nur
eine Umschmelzung ist, nur fiir Gehirn und Riickenmark geeignet;
fiir alle anderen Objekte, die, wie ich in Kap. II Nr. 8 pag. 12 aus-
einandergesetzt habe, nie in MULLER'scher Fliissigkeit oder in einer
anderen Kali bichromicum-Liisung fixiert werden sollten, ist sie meines
Erachtens nicht verwertbar. Fiir andere Objekte miissen wir Methoden
wiihlen, welche dieselben so hart machen, dafs die Anfertigung feinster
Schnitte miglich ist.

Solche Methoden sind die Einschmelzung in FParaffin und das
Durchtriinken mit Celloidin,

5) Paraffineinschmelzung. So ohne weiteres sind die dem 90Y,
Alkohol entnommenen Priiparate nicht zur Einschmelzung geeignet.
Man mufs vielmehr dieselben erst villlig wasserfrei machen und dann
mit einer Fliissigkeit durchtriinken, welche sich mit Paraffin mischt.
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Man bringt daher aus dem 909, die Priiparate auf 24 —48 Stunden
in 96", und dann auf 24 —48 Stunden in absoluten Alkohol, den man
sich selber in der Kap. IT Nr. 1 pag. 10 beschriebenen Weise her-
gestellt hat. Die Angabe der Zeitbestimmungen hat selbstverstiindlich
nur einen relativen Wert, oft muls man die Entwiisserung viel linger
dauern lassen. Man darf eben, wie schon einmal bemerkt, keinen Zeit-
mangel haben und nichts iiberhasten.

Yiel schonender und dabei absolut sicher in threm Endeflekt kann
man die Entwiisserung in dem von F. E. ScuuLze angegebenen Ent-
wiisserungsapparat, dem sogenannten Dialysator vornelimen. Dieser
Apparat besteht aus einer Flasche mit weitem Halse und zwei inein-
ander und in den Hals der Flasche zu steckenden ftrichterartigen
Einsiitzen. Auf den Boden der Flasche kommt gegliihtes schwefelsaures
Kupferoxyd, gefiillt wird sie mit 269/, Alkohol, dem das Kupfer jede Spur
von Wasser entzieht, ihn also absolut macht. In den Hals der Flasche
kommt der weitere der beiden trichterfirmigen Einsiitze, dessen eine dem
Alkohol absolutus zugewandte Offnung mit einem Blittchen diinnsten
Papieres,sogenannten , Naglers Postverdruls® verklebtist. DiesVerkleben
geschieht mit Eiweilslosung. In diesen Einsatz kommt der zweite engere,
der in der gleichen Weise verschlossen ist. In den ersten Einsatz
kommt etwa 909, in den zweiten 70"/, oder 80", Alkohol und in
den letzteren auch das zu entwiissernde Objekt. Zugedeckt wird mit
einer Glasplatte. Nun beginnen durch das Papier hindurch die Diffu-
sionsstromungen in den Alkoholen der verschiedenen Grade, deren Re-
sultat nach 24 Stunden das ist, dals in allen drei ineinander steckenden
Gefiilsen sich absoluter Alkohol befindet. Die Verwiisserung niimlich,
die durch die Diffusion der absolute Alkohol des Hauptgefiilses er-
leidet, wird durch das gegliihte Kupfersulfat, das Wasser begierig
aufnimmt, sofort wieder paralysiert.

Den Alkohol kann man dann durch Terpentinél, Xylol oder
Chloroform ersetzen. Es geschieht dies bei Anwendung der ersteren
beiden so, dafs man das Priiparat, das gut entwiissert sein muls, in
die Durchtrinkungsfliissigkeit bringt und so lange darin lilst, bis es
durchsichtig geworden ist, was 10 Stunden und mehr beansprucht.
Anders verfihrt man bei Gebrauch von Chloroform. Mittels einer
Pipette bringt man vorsichtig auf den Boden des das im abso-
luten Alkohol liegende Priiparat enthaltenden Gefiilses Chloroform.
Da dasselbe schwerer ist als der absolute Alkohol, so sinkt es zu
Boden und Priiparat und Alkohol werden dadurch in die Hihe ge-
hoben, derart, dals das Priiparat an der deutlich sichtbaren Grenze
beider Fliissigkeiten schwimmt. (Natiirlich muls man vom Chloro-
form ein solches Quantum nehmen, dafs das Priiparat, wenn es in
dasselbe hineingesunken ist, vollstiindig davon bedeckt ist.) Jetat
beginnen innerhalb des Priiparates immer an der Stelle, welche auf
der schwereren Fliissigkeit aufruht, Diffusionsstrimungen, wodurch
der Alkohol zum Teil verdriingt wird und an seine Stelle Chloroform
tritt. Infolge dieses Ersatzes des einen Reagens durch das andere
sinkt das Priiparat zu Boden. Die Zeit, die zur Vollendung dieses
Prozesses notwendig ist, ist eine ganz unbestimmbare. Sie hiingt ab
von der Dichtigkeit des Priiparates und von der Temperatur des Tages.
Die erste Eedmgung aber, dafs ein Gelingen eintritt, ist die véllige
Entwiisserung: man geize daher nieht zu sehr mit dem absoluten
Alkohol. Man nennt diese Methode, die fiir andere Zwecke von
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F. E. ScuvLze angegeben wurde und die ich in Neapel zuerst kennen
lernte, die Senkmethode. 1st das Priiparat auf den Boden des Glases
herabgesunken, so gielst man vorsichtiz beide Fliissigkeiten ab und
bringt es in ein grofses Quantum reinen Chloroforms. In diesem
miissen die Objekte noch lingere Zeit verweilen, damit sich das ganze
Gewebe mit Chloroform durchtriinkt. Das dauert mindestens 24
Stunden, oft aber mehrere Tage, namentlich wenn es sich um Gebilde
handelt, die entkalkten Knochen oder Knorpel enthalten oder die
eine epidermoidale Decke besitzen. Geht man lhierbei zu schnell vor,
so mifsgliickt die Prozedur villig, und man darf dieselbe nicht etwa
durch Erwiirmung im Briitofen beschleunigen, da sonst die Priiparate
im Paraffin bis zur Unkenntlichkeit schrumpfen, Der lange Aufent-
halt in Chloroform schadet nichts, wenn vorher nur gut fixiert und
geniigend entwiissert wurde. Auf diese Weise wird der Alkohol viel
schonender verdriingt, als wenn'man die Priiparate direkt in Terpentin
oder Xylol bringt; die heftigsten Zerrungen und Schrumpfungen kiinnen
durch die plitzlich eingetretenen und energisch wirkenden Diffusions-
stromungen in letzteren Fiillen hervorgerufen werden.

Die Frage, welche der drei Fliissigkeiten, ob Terpentinil, Xylol
oder Chloroform vorzuziehen ist, ist daher nach meinen Erfahrungen
dahin zu beantworten, dals das Chloroform die anderen beiden, was
die Schonung der Gewebteile anlangt, bedeutend iibertrifft; in folge-
dessen ist die Langsamkeit, mit der das Chloroform wirkt, ganz
nebensiichlich.

Nun kommt noch eins hinzu. Das in den Priiparaten enthaltene
Terpentin oder Xylol, wenn man eine dieser Fliissigkeiten angewandt
hat, verdirbt, wenn das Priparat in das geschmolzene Paraffin kommt,
wovon gleich die Rede sein soll, das Paraffin in der Weise, dals
der Schmelzpunkt desselben dadurch allmiihlich heruntergesetzt wird.
Hatte man im Anfange eine Paraffinsorte von hohem Schmelzpunkt,
also hartes Paraffin, so wird dasselbe, wenn man es hiiufiz ber Prii-
paraten verwendet, die mit Terpentin oder Xylol durchtrinkt waren,
allmiihlich schinierig und die Schnitte kleben infolgedessen am Messer.
Dies ist aber niemals der Fall bei Chloroform, dies Reagens greift Paraffin
in der beregten Richtung nicht an. Auflserdem habe ich die Er-
fahrung gemacht, dafs bei Terpentin- oder Xyloldurchtriinkung die
Priiparate briichig werden, wihrend ein solcher Ubelstand bei Chloro-
formdurchtrinkung sich nicht zeigt.

In reinem Chloroform sinken die Objekte nicht immer unter und
werden nicht durchsichtig. .

In Terpentin oder Xylol bleibt das Material mindestens 10 Stun-
den, manchmal auch linger, in reinem Chloroform, wie bereits be-
merkt, mindestens 24 Stunden bis zu 3 oder 4 Tagen. Dann bringt
man die Priparate in eine Mischung von einer der Fliissigkeiten mit
Paraffin, die man so herstellt, dafs man von dem Paraffin, welches
zur definitiven Einschmelzung bestimmt ist, sich so viel in eine der
Fliissigkeiten schabt. dafs eine dicke Liisung entsteht. In Chloroform
lost sich Paraffin nur in der Wirme, in der Kiilte ist in dem Boden-
teil des Gefiilses das Chloroform, dariiber das Paraffin. In ein Ge-
fifs mit einer solchen Mischung werden die Priiparate mit einem
Horn- oder Metallspatel auf den Boden gebracht und bleiben darin
iiber Nacht, nicht zugedeckt. Den anderen Tag setzt man das die
Priiparate enthaltende Gefiifs und das Gefils, in welchem das reine
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Paraffin sich befindet, das erstere offen, das letztere bedeckt in einen
sogenannten Wiirmeschrank oder auf das Wasserbad, welches von
P. MAYER in Neapel angegeben wurde und durch Juxe in Heidel-
berg zu beziehen ist. Man stellt die Gasflamme so niedrig ein, dafs
das reine Paraffin etwa 4—5 Stunden Zeit zum Schmelzen braucht.
Wiihrend dessen ist Terpentin, Xylol oder Chloroform villig oder
fast villig verdunstet, so dals man im ersteren Gefilse fast reines
Paraffin hat. Jetzt bringt man die Priiparate mit einem Hornspatel
oder mit einer erwiirmten Pinzette aus dem ersten in das zweite, das
reine Paraffin enthaltende Gefifs und Lilst sie darin, je nach ihrer
Konsistenz, 1—3 Stunden, zarte kiirzere, massige lingere Zeit. Sind
die Priiparate mit dem reinen Paraffin villig durchzogen, dann muls
man sie noch einschmelzen. Man benutzt dazu entweder Metallwinkel,
sogenannte Paraffinriihmehen, wie sie Juxe in Heidelberg nach den
Angaben der Neapler Station liefert, oder Glaswinkel, wie sie
F. E. SCHULZE angegeben hat, oder endlich man verfertigt sich ein
Papierkiistchen. Die Metallwinkel setzt man auf eine Platte von
Spiegelglas, die Glaswinkel auf eine diinne Platte von Metall. Platte
und Winkel, welch’ letztere gut schliefsen miissen, und die man in
einer der Grilse des einzubettenden Objektes adiquaten Weise anein-
ander verschiebt, d. h. der von den Winkeln becrenzte Raum mufs
grifser sein als das Objekt, befeuchtet man mit etwas Glycerin. Ein
Papierkiistchen stellt man sich in folgender Weise dar. Man schnei-
det sich ein rechteckiges Stiickchen nicht zu weichen, aber auch nicht
zu harten Papiers, weil es in letzterem Falle beim Kniffen brechen
wiirde, in (estalt eines Rechtecks ab und knifft zuerst die beiden
Langseiten etwa 1 cm, dann, nachdem man jene anfeeklappt, die bei-
den Kurzseiten etwa 2 em. ein, so dals ein rechteckiges centrales Feld
iibrig bleibt, das an Grifse das Priiparat ungefiihr um das Doppelte
iibertrifft. Dann legt man die eine Langseite in threm Kniff um und
biegt die Ecken nach hinten so zuriick, dals die Kniffe der Lang-
seite die Kniffe der Kurzseite decken. Ebenso verfiilirt man mit der
anderen Langseite. Nun richtet man die eine Kurzseite in ihrem
Kniff hoch, biegt erst auf der einen, dann auf der anderen Seite das
gwischen ihr und der Langseite sich zeigende Papierohr nach auflsen
um, schligt den iiberstehenden Teil der Kurzseite zuriick, damit die
beiden Ohren festrehalten werden, und wverfiihrt in gleicher Weise
mit der anderen Kurzseite, Diese Beschreibung lifst die kleine
Manipulation etwas schwieriger erscheinen, als sie in der Tat ist;
hat man aber etwa zwei bis drei Versuche in der angerebenen Weise
angestellt, so wird man sich mit Leichtigkeit Papierkiistchen wvon
grofser Regelmiifsigkeit und beliebigem Raumgehalte anfertigen kiinnen.
Ich ziehe die Kiistchen den Winkeln vor, weil sie erstens billiger als
diese, und dann. weil sie absolut dicht sind, was bei den Winkeln
nicht immer der Fall ist. Die Kiistchen stellt man auf eine diinne
Metallplatte, auf der sich etwas geschmolzenes Paraffin befindet. Mit
dem Paraffin durchtriinkt sich der Boden des Kiistchens, und dieses
haftet dann beim Erkalten fest an der Metallplatte.

In ein solches Kiistchen oder in den von den Winkeln begrenzten
Raum gielst man nunmehr das geschmolzene reine Paraffin (Kiistchen,
Winkel und Platten miissen daher die Temperatur des Paraffins
haben) und bringt mit einem erwiirmten Metallspatel das Priiparat
hinein. Dieses wird mit heils gemachten Nadeln orientivt, d. h. so
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eordnet, dafs es die fiir die gewiinschte Schnittrichtung angemessene

Emgemng hat. Die Orientierung ist gleichgiltig, wenn es sich um
ein in allen seinen Teilen gleichmiifsiges Organ, z. B. ein Stiick
Leber handelt, wichtig aber ganz insbesondere fiir embryologische
Priiparate. Die Orientierung muls daher sorgfiiltig und schnell ge-
schehen, damit das Paraffin sich nicht abkiihlt. Hat man orientiert,
so hebt man die Platte mit den Winkeln oder dem Kiistchen vor-
sichtiz, um die Lagerung des Priiparates nicht zu veriindern, in die
Hihe (bei dem Neapler Wasserbad ist dies in sehr sinnreicher und
einfacher Weise vermieden) und bringt sie in eine Schiissel mit kaltem
Wasser. Hier wird sie so weit eingetaucht, dafs Kiistchen bezw. die
Winkel bis zu ihrer halben Hihe im Wasser stehen. Man muls nun
so lange warten, bis sich auf der ganzen Oberfliiche des geschmolze-
nen Paraffins eine gleichmiifsige diinne Haut gebildet hat. Dann
taucht man vorsichtiz tiefer, bis das Wasser an einer KEcke langsam
in den Raum des Kiistchens oder der Winkel hineingelaufen ist.
Dadurch wird die Oberfliche hart, Nun wirft man das Ganze in
das kalte Wasser. Nach 10 Minuten ist die Masse so weit erstarrt,
dals man das Papierkiistchen, und nur bei diesem ist die folgende
Manipulation notwendig, herausnehmen und entfernen kann; den
Paraffinblock legt man wieder ins Wasser zuriick und beschwert
ihn, damit er nicht schwimmt, mit der Platte. Es ist das darum
erforderlich, weil nach zu langem Verweilen im Wasser das Papier
sich nicht mehr glatt vom Paraffinblock abziehen lifst. Im allge-
meinen kann man sagen, dals zum vollstindigen Hartwerden des
Paraffins etwa '/,—%, Stunde erforderlich ist; ein iiufseres Kenn-
zeichen dafiir wird dadurch gegeben, dals sich die Winkel leicht vom
Paraffinblock und dieser leicht von der Platte losen.

Die schnelle, in den vorstehenden Zeilen geschilderte Abkiihlung
des Paraffins ist notwendig, weil bei langsamer Abkiihlung desselben
Luftblasen in ihm entstehen und es infolge davon beim Schnitt
kriimelt.

Welche Sorte von Paraffin soll man nun wiihlen? Vielfach findet
man in den Lehrbiichern der Histiologie und in Handbiichern, welche
der Technik gewidmet sind, die Angabe, man solle ein hartes Paraffin
nehmen und dasselbe durch Zusatz von sogenanntem fliissigen Paraffindl,
von fadenzichendem Paraffin (schmilzt bei eirca 40° C.) oder von
Vaselin in seinem Schmelzpunkte so herabdriicken, dals dieser 50" C.
nicht iibersteigt. Ich kann diese Angabe nicht gut begreifen. Pa-
raffin von einem derartigzen Schmelzpunkte schneidet sich sehr schlecht,
weil es zu fett ist; die Schnitte kleben am Messer fest, reifsen infolge-
dessen hiiufig ein und sind dann natiirlich wertlos. Will man gar
eine grifsere Schnittserie anfertizen, so kiinnen diese Eigenschaften
des Paraffins Einen geradezu zur Verzweiflung bringen, weil durch
sie die mechanische und ermiidende Arbeit des Schneidens ungemein
verlangsamt wird, Man soll von einem solchen Paraffin auch feine
Schnitte herstellen kénnen. Da fragt es sich zuniichst, was versteht
man unter einem feinen Schnitt? In der Histiologie ist die Malsein-
heit das Milromillimeter. ENGELMANN hat vor vielen Jahren den seit-

dem allgemein acceptierten Vorschlag gemacht, 0,001 mm. als Mikro-

millimeter oder 1 & zu bezeichnen. Nun kann man von Paraffin mit
50 C. Schmelzpunkt wohl Schuitte von 10 ¢ gleich 0,01 mm, an-
fertigen, will man aber diinner schneiden, so gelingt das nur ansnahms-
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weise. KEs ist gar nicht zu leugnen, dafls Schnitte von 10 x Dicke
fiir manche Zwecke geniigen, so z. B. dann, wenn man morphologische
Tendenzen verfolgt, die gegenseitige Lagerung und den Zusammen-
hang verschiedener Organe untereinander studieren will an Objekten,
wo eine makroskopische Priiparation nicht miglich ist. Bei solchen
Absichten kinnten diinnere Schnitte unter Umstiinden schiidlich sein,
da durch sie der gesuchte und eventuell vorhandene Zusammenhang
getrennt wiirde. Man wiirde sich also durch zu diinne Schnitte die
ceistige Rekonstruktion der morphologischen Verhiiltnisse sehr er-
schweren. Da aber, wo es sich um feinste histiologische Details handelt,
wo der innere Aufbau eines Organs genauer erkannt werden soll, wo
Plasmastrukturen, Kernfigzuren, Ubergiinge feinster Nervenfasern in
Sinneszellen ete. zu eruieren sind, da reichen Schnitte von 10 4 meines
Erachtens nicht mehr ans. Und zwar darum, weil man in der weitaus
iiberwiegenden Mehrzahl der Fiille in solchen Schnitten nicht eine,
sondern mehrere Zellenlagen erhiilt. Das aber ist die ideale Forde-
rung, die der Histiologe an ein mikroskopisches Priiparat zu stellen
hat, dals er nur eine Zellschicht, nicht weniger, aber auch nicht
“ mehr, in demselben zu iiberblicken hat. Wer beispielsweise Plasma-
strukturen erforschen, wer die zarten, einander durchflechtenden Striinge
der Zellsubstanz in ihren Einzelheiten verfolgen will. wird sich vor
einem unlosbaren Riitsel befinden, hat er im Priiparate eine mehrfache
Zelllage vor sich. Denn nun ist es schlechterdings unmiglich, zu
entscheiden, welcher Zelllage die einzelnen Striinge angehiren, ob
man es mit einem wirklichen Netz zu tun hat oder ob die Zeich-
nung eines solchen nur dadurch vorgetiuscht wird, dals die Striinge
der tiefer liegenden Zellen in einer anderen Richtung verlaufen, als
die der hiher liegenden. Wie gesagt, fiir solche Zwecke ist Paraffin
mit einem bei 50" C. liegenden Schmelzpunkt, weil es zu weich ist,
und Schnitte von 10 », weil sie zu dick sind, nicht zu verwenden. Ich
benutze ausschliefslich, wie ich dies in der Neapler Station zuerst ge-
lernt, Paraffin von 56—58" C. Schwnelzpunkt. Damit lassen sich Schnitte
von 5 u Dicke, also ,,, mm, sehr leicht anfertigen, die allein fiir
histiologische Zwecke Wert haben. Dickere Schnitte mache ich fiir
meine Untersuchungen eigentlich nie. es sei denn, dals die Textur
des betreffenden Organes eine solche ist, dals man keinen 5 » Schnitt
zu Stande bringt. Dann aber ist das hichste zulissize Dickenmals
7.5 1; solche Schnitte kann man von jedem Organ erhalten. Ja unter
Umstiinden ist auch 5 4 noch zu dick. man muls unter dieses Mals
noch heruntergehen bis zu 3 ». Hat man nur ein scharfes Messer,
so lassen sich derartige diinne Schnitte ganz gut herstellen, wie ich
dies zu wiederholten Malen zu probieren Gelegenheit hatte. Von dem
hiirteren Paraffin kann man also sehr feine Schnitte und natiirlich
auch dickere anfertigen: es ist daher dem weicheren in jeder Be-
ziehung iiberlegen.,

Dem Einwande michte ich noch begegnen, als ob der hohe Schmelz-
punkt des Paraffins, also die hohe Temperatur, in die das Priiparat
hineinkommt, dem letzteren schiidlich sein kinnte. Dieser Einwand
ist ganz und gar hinfiilllig. Ein gut fixiertes und gut und vorsichtig
gehiirtetes Priiparat mufs eine Temperatur von 56 *—58 * C. anshalten
kinnen und hiilt sie auch aus. Schrumpft es dennoch in dem heilsen
Paraffin zusammen. so war es eben nicht gut vorbereitet, hatte nament-

* !
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lich micht lange genug in absolutem Alkohol und nachtriigheh in
Chloroform gelegen.

Will sich der Anfiinger in selbstindigen mikroskopischen Ax-
beiten vor Milserfolgen und Irrtiimern schiitzen, so wiihle er nicht ein
Paraffin von niedrigem, sondern ein solches von hohem Schmelzpunkt.

Ein grofser Vorteil der Paraffinmethode ist darin zu sehen, dals
trocken geschnitten wird, dals die Arbeit also eine durchaus saubere
ist. In welcher Weise man Paraffin schuneidet, soll im niichsten
Kapitel erirtert werden.

6) Celleidineinbettung. Dieselbe ist in neunester Zeit von
ScHIEFFERDECKER empfohlen worden und hat sich bald sehr viel Freunde
erworben, Man verfiihrt dabei folgendermalsen: Das kiiufliche Celloudin
ist meistens nicht véllig lufttrocken, infolge dessen undurchsichtig, von
weilslicher Farbe. Man zerschneidet daher dasselbe in ganz kleine
Partikel und lifst dieselben, vor Staub geschiitzt, so lange llegen bis
sie lufttrocken sind. Die vollstindize Lufttrocknung erkennt man
daran, dals die Celloidinstiickchen ganz hart sind, ein briunliches
Aussehen haben und durchsichtig erscheinen. Nun bringt man in ein
mit einem guten Kork versehenes (Glasgefiils (eingeschliffene Glas-
stopsel sind unter allen Umstinden zu vermeiden, da sie nie genaun
schliefsen und da sie durch das geliste Celloidin so fest angeheftet
werden, dals man sie nicht mehr entfernen kann) eine Mischung aus
absolutem Alkohol und Ather zu gleichen Teilen und gibt so viel
Celloidin hinzu. dals daraus eine Liisung von Honigkonsistenz wird.
Dazu sind oft Wochen erforderlich. Die Liésung muls klar und durch-
sichtiz sein. Ist das nicht der Fall, so war entweder das Celloidin
nicht lufttrocken oder der Alkohol nicht absolut. In solchem Falle
schiittet man am besten die Liisung in eine offene Schale und wartet,
bis Alkohol und Ather verdunstet sind und das Celloidin wieder luft-
trocken ist; denn triibe Liisungen sind von Nachteil, weil sie die
DI‘IE[ltlEI‘l.ln" des Priiparates erschweren. Die oben erwiihnte Celloidin-
lésung von Humckmmste:n? benutzt man als Stammfliissigkeit, aus
der man sich durch Verdiinnung, die wiederum mittels eines Ge-
misches aus Alkohol absolutus und Ather zu gleichen Teilen her-
gestellt wird, zwei weitere Lisungen anfertigt, von denen die eine
etwa Glycerinkonsistenz hat, die andere noch diinner ist. Das
Priiparat, das celloidiniert werden soll, wird zuniichst in abso-
lutem Alkohol entwiissert und kommt dann, um etwaige letzte
Spuren von Wasser noch auszutreiben, auf circa 24 Stunden in
Schwefelither. Man muls fiir jedes Objekt sich selber ausprobieren,
wie lange der Aufenthalt in Ather zu dawern hat; zu lange Ein-
ww]mng desselben macht das Priiparat leicht briichig. Aus dem
Ather kommt das Priiparat auf etwa 8 Tage zuniichst in die diinnste
Celloidinlésung, dann aunf ebenso lange Zeit in die mittlere und schliels-
lich auf 4—5 Tage etwa in die dickfliissige Lisung. Nun bereitet
man sich einen guten Kork, so dals er in die Klammer des Mikrotoms
palst, bestreicht dessen eine Fliche mit dem Celloidin und bringt
auf dieselbe das Priiparat, das mit vielem dickfliissigen Celloidin iiber-
gossen wird und das man mit den dabei allerdings sehr schmutzig
werdenden Fingern so lange festhalten muls, his das Celloidin eine
leichte Kruste zeigt. Dann wirft man Kork und Priiparat in ein
Gefiifs mit 80", Alkohol; das Priiparat natiirlich nach unten. Em-
pfehlenswert ist es, das Alkoholgefiils so zu wiihlen, dals sein Lumen
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nur wenig griolser ist, als der Durchmesser des Priiparates oder des
Korkes; letzterer schwebt dann senkrecht in der Fliissigkeit. Man
tut ferner gut, recht viel Alkohol zu nehmen, weil dann die Er-
hiirtung des Celloidin schneller vor sich geht. Bis dieselbe vollendet
ist, muls der Alkohol tiiglich gewechselt werden; die eingetretene
Erbhiirtung erkennt man daran, dals das Celloidin sich auf Druck des
Fingernagels nicht mehr einbiegt. Nachher kann man in 70"/, Alkohol
aufheben. An Stelle des direkten Auftragens des Priiparates kann
man auch so verfahren, dals man dickfliissiges Celloidin in ein wie
beim Paraffin angegeben verfertigtes Papierkiistchen giefst und dann
das Priiparat zugiebt, das selbstverstiindlich vollstiindig von Celloidin
bedeckt sein mufs. Man wartet, bis sich eine zarte Haut gebildet
hat, und legt dann das Kiistchen in 80"/, Alkohol ein. Ist das Celloidin
hart geworden, dann schneidet man sich dasselbe, nach Ablésung des
Papieres, dem Priiparat entsprechend zurecht und klebt den so her-
gestellten Celloidinblock auf Kork mit Celloidin anf und hiirtet nochmals.
Absoluter Alkohol oder Alkohol von stiirkerem Grade als 809, darf
vor dem Schneiden nicht mit dem Celloidin in Beriihrung kommen,
weil dieses sonst schmierig wird.

Bei selir kleinen Objekten kann man diinne Schnitte anfertigen;
im allgemeinen aber ist diese Methode fiir histiologische Zwecke
darum nicht recht geeignet, weil bei griilseren Priaparaten die Schnitte
zu dick werden. Ein fernerer Nachteil ist der, dals Celloidin fast
alle Farbstoffe aufnimmt und dals man dieselben, namentlich wenn es
Plasma fiirbende Stoffe sind, nicht mehr entfernen kann, ohne das
ganze Objekt zu zerstiren. Eine Ausnahme machen nur die WEIGERT sche
Hiimatoxylinfirbung und deren Modifikationen (sieche Kap. V). Man
mufs daher die Objekte durchgefirbt haben, ehe man sie in Celloidin
bringt, was wieder aus spiiter zu erbrternden Griinden nicht immer
gweckmiifsizg ist. In dieser Hinsicht steht die Celloidineinbettung der
Paraffineinschmelzung nach.

Ein grofser Vorteil der Methode aber besteht darin, dals es relativ
leicht ist, voluminise Organe, wie z. B. ein Siiugetiergehirn, in kurzer
Zieit zu durchtriinken, und ferner, dals alle Teile eines Organes oder
Organkomplexes in ihrer gegenseitigen Lagerung erhalten werden.

Geschnitten werden Celloidinpriiparate unter 80 %, Alkohol, der
in so reichlicher Menge auf das Mikrotommesser aufgetropft werden
muls, dals die Schnitte schwimmen, und mit dem ferner das Priiparat
stets selr feucht zu erhalten ist, weil sonst das Celloidin eintrocknet.
Aufgehellt wird in Bergamottol; Nelkeniil list das Celloidin.

Es finden sich in den Lehrbiichern auflser den hier erwiihnten
Methoden noch eine ganze Anzahl anderer Einbettungsmedien an-
gegeben. Ich verzichte darauf, dieselben anzufiithren; die Paraffin-
und Celloidin-Technik haben alle anderen Verfahren in den Hinter-
egrund gedriingt. So auch die FLEMMING'sche Einbettung in Trans-
Ei';lrentaeif&, die der Urheber derselben, wie er mir mitzuteilen die

ite hatte, schon seit Jahren nicht mehr verwendet. Nur vor einer
Methode, die auch jetzt noch vielfach benutzt wird und deren ich mich
vor Jahren selber bediente, miichte ich warnen: das ist die Methode
des Einlegens in Gummilisung oder in Gummiglycerin. Die dabel
notwendigen Manipulationen, namentlich die Wiederauflosung des
Gummi, sind fiir zarte Gebilde geradezu verderblich, weil Zerrungen
und Zerreifsungzen der verschiedensten Art dabei unvermeidlich sind,
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Kap. IV. Schneiden und Aufkleben.

Wir haben gesehen, dals das Schneiden der Objekte mit freier
Hand beim Einklemmen in Leber oder Hollundermark, wobel die
andere Hand als Objekthalter fungiert, nur selten zu befriedigenden
Resultaten fiihrt. Nach Paraffin- und Celloidin-Einbettung ist ein
solehes Verfahren iiberhaupt unmiglich, weil man im ersteren Falle
anderer Messer als der gewdhnlichen Rasiermesser bedarf und weil
{iberhaupt diese Methode zu unsicher und zu zeitraubend ist.

Man bedient sich daher zum Schneiden seit lingerer Zeit beson-
derer Lustrumente, sogenannter Mikrotome. Den ersten Vorliufer der-
selben stellt der seinerzeit von HENSEN angegebene Querschnitter
dar, der es erlaubte, unter dem Mikroskope das Objekt zu schneiden.
Das Prinzip des Mikrotoms ist dann meines Wissens zuerst von His
erfunden und seitdem mannigfach vervollkommnet worden, so dafls wir
gegenwiirtig iiber eine ganze Reihe verschiedener Modelle fiir den ge-
dachten Zweck verfiigen.

Hier sollen nur drei Formen des Mikrotoms besprochen werden,
die sich weitester Verbreitung erfreuen. Die erste Form ist das

1) GUDDEN's¢he Mikrotom. Dasselbe ist ein sogenanntes Cylin-
der- oder Schranbenmikrotom. KEs besteht aus einem festen Metall-
eylinder, in welchem sich ein Stempel befindet, dessen hithere oder
tiefere Stellung mittels einer Mikrometerschraube reguliert wird, Der
Cylinder ist am Boden einer grofsen Wanne eingelassen. Geeignet
ist das Instrument nur fiir Gebirn und Ruclmnmmk welche unter
Wasser, das die Wanne des Instrumentes erfiillt, gp‘,bhuitten werden
und zu deren Befestigung die in Kap. 111 erwiihnte Mischung ver-
wendet wird. Als praktisch wichtig beim Gebrauche dieses Instru-
mentes sind folgende Regeln zu beachten, die FOREL, ein Schiiler
GUDDENS, in einer Arbeit genauer angegeben, und deren Vernach-
liissigung ein Milslingen der Priiparate zur Folge hat. Die Ein-
bettungsmasse dient nur als Stiitze des Priparates im Cylinder, nicht
aber der einzelnen Schnitte. Man muls sie daher beim Beginn des
Schneidens um das Priiparat so weit abtragen, als es ohne Gefiihrdung
des sicheren Haltes desselben miglich ist. An der zu schneidenden
Stelle selber darf keine Masse haften, denn dieselbe wiirde das Messer
verunreinigen, es fettig machen, wiirde die Sicherheit der Messer-
filhrung beeintriichtizen und hinderte infolge dessen die Anfertigung
einer liickenlosen Schnittserie. Will man das Schneiden unterbrechen,
so lilst man das Wasser aus der Wanne ablaufen und iibergielst
das sorgfiiltie abgetrocknete Priiparat mit heilsgemachter GUDDENscher
Masse. Die Schnitte schwimmen im Wasser, aus dem sie vorsichtig
mittels einer befeuchteten Glasplatte oder mit einem breiten Spatel
herausgenommen werden.

2) SCHANZE's¢hes Mikrotom. Wiihrend man mit dem GUDDEN'-
schen Instrumente nur feucht schneiden kann, kann man mit dem
SCcHANZE'schen auch in Paraffin eingebettete Objekte zerlegen. Das
Prinzip dieses Mikrotoms ist ein kombiniertes, es ist ein Schrauben-
und Schienenmikrotom, An dem einen Ende desselben findet sich
eine um zwei Achsen drehbare Vorrichtung, welche die Klammer fiir
das Priiparat triigt. Darunter ist eine mit einer grofsen graduierten
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Scheibe versehene Mikrometerschraube, durch deren Umdrehung, die
man beliebig grols machen kann, jene das Priiparat tragende Vor-
richtung in die Hohe gehoben wird. An einer breiten, die ganze Liinge
des Instrumentes einnehmenden Metallplatte, welche an einer Stelle
einen Einschnitt fiir die Scheibe enthillt, ist diese ganze Einrichtung
befestigt. Auf der von derselben abgewendeten Seite der Platte, etwa
in halber Héhe derselben, ist eine in einem nach oben offenen, spitzen
Winkel gestellte Schiene angebracht, ebenfalls in der ganzen Liinge
des Instrumentes. Auf der Schiene, sich anlehnend an die Platte,
befindet sich der Schlitten, welcher das Messer trigt. Indem man
diesen langsam die Schiene entlang zieht, schneidet man den Teil
des Priiparates ab, der iiber das Niveau des Messers iibersteht. Da-
mit die Schlittenbewegung eine gleichmiilsige und sanfte ist, muls die
Schiene gut mit Knochendl eingeilt sein.

Der Nachteil des Instrumentes besteht in der Schraubeneinrich-
tung, welche das Priparat bewegt; die Schraube schlottert leicht und
hat vielfach sogenannte ,todte” Giinge.

Zum Aufschmelzen der Paraffinblicke bedient man sich am besten
kleiner linglicher, in die Klammer passender und mit Paraffin durch-
trinkter Holzklotzchen ; mittels eines heils gemachten Eisens wird das
Priiparat auf dem Klotzchen aufgeschmolzen.

3) JUNG'sches Mikrotom. von Tnoama zuerst angegeben. Wie
beim Scuaxzges'chen wird das Messer anf einem Schlitten in einer
Schienenbahn geschoben, abweichend von demselben wird aber auch
der Priiparatentriiger auf einer Schiene mittels Mikrometerschraube
vorwiirts bewegt. Die allgemeine Ansicht geht wohl dahin, dafs dieses
Mikrotom, namentlich in dem Neapler Modell, allen Anforderungen
geniigt, welche man an ein solches Instrument stellen kann., Die Be-
wegung des Priiparates, wie ich dies am eignen Instrumente erprobt,
ist eine absolut gleichmiilsige, ,,todte** Giinge kommen an der vorziig-
lich gearbeiteten Mikrometerschraube nicht vor. Der Schlitten, welcher
das Messer triigt, ist, im Gegensatze zum Scuanzg’schen Instrumente,
sehr schwer, so dals er nicht durch den Widerstand des harten Pa-
raffinblocks aus seiner Bahn gehoben werden kann. Auflserdem ist
das Instrument mit allen Hilfsmitteln fiir das Sechneiden (Metall-
eylinder zum Aufschmelzen der Priiparate, Schnittstrecker ete.) vollauf
ausgestattet.

Bedingung fiir eine gute Funktion des Mikrotoms nach SCHANZE
oder JUNG ist die Sauberkeit der Schlittenbahn des Messertriigers.
Man reinigt dieselbe vor dem jedesmaligen Gebrauche durch einen
mit Benzin befeuchteten Lappen und @6lt sie dann sehr reichlich
mit Knochenil ein. Der Schlitten mufs angestolsen mit Leichtigkeit
die ganze Bahn durchgleiten. Um ferner einen guten Zustand der
Messerschlittenbahn zu erhalten, soll man beim Schneiden den Schlitten
stets die ganze Bahn entlang ziehen, damit die Abnutzung derselben
iiberall eine gleichmiilsige ist.

Die wichtigste Rolle beim Schneiden mittels des Mikrotoms spielt
das Messer. Ist dasselbe nicht scharf genug oder schartig, so rmniert
man sich die Priiparate oder bekommt keine guten Schnitte. Im letzteren
Falle, wenn das Messer schartig ist, ist dasselbe an den Instrumenten-
macher, aus dessen Fabrik das Mikrotom stammt, zur Reparatur zu-
riickzusenden. Die sogenannten chirurgischen Instrumentenmacher ver-



Kap. IV. Schneiden und Aufkleben, 33

stehen zwar Skalpelle, Scheren und gewihnliche Rasiermesser zu
schleifen, Mikrotommesser aber werden von ihnen meistens ruiniert.
Ist das Messer blols stumpf, so ist es am besten, es selber zu schleifen;
gelingt diese Manjpulation auch nicht sofort, so erspart man sich doch
wenigstens den Arger, den Einem ein ruiniert vom Instrumenten-
macher zuriickgeschicktes Instrument bereitet. Ubrigens gehirt zur
Erlernung der Kunst des Schleifens nichts weiter als Geduld, mit
der man schliefslich doch zum Ziele kommt. Zum Scharfimachen bei
ganz stumpfem Messer benutzt man einen Schleifstein, zum Abziehen
einen sogenannten chinesischen Streichriemen von ZiMMER in Berlin.
Der bei dem letzteren vorhandene Stein ist niemals zu gebrauchen,
weil er fiir Mikrotommesser zu rauh und daher gefibrlich ist. Als
Schleifstein dient ein sogenannter franzisischer oder Ol-Stein, der sehr
lang und breit sein muls; schmale und kurze Steine gewiihren einen zu
geringen Spieltaum. Zur Befeuchtung des Steines empfiehlt Fou ein
(Gemisch aus 2 Teilen Glycerin und 1 Teil Alkohol. Viel besser hat
gich mir fiir diesen Zweck das ameribanische Knochendl bewihrt, welches
sich von dem in Deutschland verfertigten dadurch unterscheidet, dals
es ganz wasserklar ist und in der Kiilte nicht flockig wird. Man
fiihrt nun das Messer so auf dem Stein, dals man es flach auflegt und
mit der Schueide voran es langsam ohwe jeglichen Druck schriig vor-
schiebt. Dann dreht man auf dem Ricken wm und schiebt, ebenfalls
mit der Schneide voran, langsam in entgegengesetzter schriger Rich-
tung zuriick. Diese Bewegung fiilhrt man etwa 30—50mal aus, wo-
bei man darauf zu achten hat, dals der Stein nicht trocken wird,
sondern dals stets eine hinreichende Quantitiit von Ol vorhanden ist,
welche die Schneide des Messers vollstiindig bedecken muls, Darnach
reinigt man sorgfiltiz mit einem trocknen Leinwandlappen den Stein
und das Messer. Jetzt wird dasselbe noch auf dem Streichriemen
abgezogen, was iliberhaupt vor dem Gebrauche jedesmal zu geschelien
hat. Man legt das Messer, genau wie auf den Stein, gleichmiilsig
mit Riicken und Schneide auf und fiihrt, zuniichst auf dem roten Leder,
dieses Mal aber den Riicken voran, dasselbe ohne jeden Druck schrig
nach vorn, dreht auf dem Riicken win und zieht, wiederum den Riicken
voran, in entgegengesetzter Richtung zuriick. Auf dem roten Leder
streicht man etwa 6 —8mal, auf dem schwarzen 10—15mal, auf dem
weilsen 30—50mal, Jetzt wischt man das Messer sorgfilltiz ab und
priift dessen Schiirfe dadurch, dals man ein Kopfhaar langsam iiber
die Schueide fiihrt. Ist das Messer gut geschliffen, so muls es das Haar
durchschneiden. ;

Der Druck beim Abziehen auf dem Streichriemen wie beim
Schleifen auf dem Schleifstein mufls darum vermieden werden, weil
derselbe die Schneide abstumpft, statt sie zu schirfen. Will man
nunmehr schneiden, so klemme man bei Celloidinpriiparaten den
Kork in die Priparatenklammer so fest ein, dafls keine Pendelung
des Objektes moglich ist. Bei Paraffinpriiparaten schneidet man sich
den Block zurecht, zuniichst als ein reguliires Oktaeder, dessen eine
Fliche man entweder auf ein Holzklitzchen oder auf den mit Pa-
raffin ausgegossenen Metalleylinder des Juncs'ehen Mikrotoms auf-
schmilzt, Ist das geschehen, das Priiparat also ganz fest, dann
schneidet man sich die Seiten in beliebiger Weise zurecht, am besten
derart, dafs die Oberfliiche die Gestalt eines rechtwinkligen Dreiecks
hat, und man richtet das Priiparat so zum Messer, dals letzteres

b
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einer der Katheten parallel ist. Es ist stets notwendig, eine 2—3 mm.
breite Schicht Paralfin um das Priiparat herum stelien zn lassen,  da-
mit die Schnitte glatter werden. Paraffinpriiparate haben den Ubel-
stand, dals sie beim Schneiden sich rollen und dann nicht mehr aus-
breiten lassen. Um dies zn vermeiden, hat man sogenannte Schnitt-
strecker konstruiert, deren einfachster wohl der von P. MAYER in
Neapel angegebene ist. Besitzt man keinen Schnittstrecker, so kann
man sich in folgender Art behelfen, wie ich es friither tat: An einem
etwa 2 cm. breiten Streifen Pergamentpapier, dessen Liinge beliebig
gewiihlt werden kann, rundet man die Ecken der beiden schmalen
Seiten sorgfiltig ab. Kommt das Messer in das Paraffin, so hiilt
man den Papierstreifen dicht iiber das Priiparat und zieht das
Messer durch. Man darf dabei die das Papier haltende Hand nicht
bewegen, weil sonst der Schnitt beschiidigt wird; auch muls man
gich hiiten, mit der Hand das Messer zu driicken, weil man dadurch
die Neigung des letzteren zum Priiparate veriindert und die Schnitte
ungleichmiifsig ausfallen. Beobachtet man diese Kautelen, so bleibt
der Schnitt unter dem Papierstreifen platt und kann nun mit einer
feinen glatten Pinzette oder sonst einem geeigneten Instrumente ab-
genommen werden., _

Noch einige Bemerkungen michte ich iiber die Stellung, die man
dem Messer beim Schneiden zu geben hat, hinzufiigen. Ihe ratio-
nellste Einstellung ist unstreitig die, wo das Messer ziemlich lings
steht. Man nutzt dabei die ganze Schneide aus und durchtrennt am
schonendsten das zu untersuchende Objekt. Je schriiger man ein-
stellt, desto mehr wird aus dem Schneiden ein (Quetschen, und bei
ganz querer Messerstellung wird das Objekt iiberhaupt nur noch
durchquetscht. Bei grofsen voluminésen Objekten soll man daher
stets liings einstellen. Es ist zwar manchmal langweilig, namentlich
wenn man eine grofse Schnittserie anzufertigen hat, auf jeden einzel-
nen Schnitt so viel Zeit anwenden zu miissen, wie zur langsamen
Durchfiihrung der Klinge und zum Abheben des Schnittes notwendig
ist; indessen entschiidigen die Resultate vollaufl fiir die angewandte
Miihe. Auch hat starke Schriigstellung oder gar Querstellung des
Messers den Nachteil, dals sich feine Schnitte von 5 u Dicke filteln
und dals diese Filtelungen sich nicht entfernen lassen. Nur bei
ganz kleinen Gegenstiinden kann man das Messer ohne Nachteil
querstellen. Man schneidet zu dem Zwecke den Paraffinblock so zu-
recht, dals die dem Messer zugekehrte und die abgekehrte Fliche
einander parallel sind; die anderen beiden Flichen sollen es auch
sein, die Oberfliche mufs also ein Rechteck hilden. Jetat bringt
man mit einer erwiirmten Messerklinge aunf die ersten beiden Flichen,
also auf die, welche dem Messer gegeniiber stehen, eine ganz geringe

uantitit sogenannten fadenziehenden Paraffins (schmilzt bei cirea
40 C.). Driickt man das Messer nun langsam durch, so bleibt der
Schnitt auch ohne Schnittstrecker glatt und jeder folgende klebt
durch das weiche Paraffin am vorhergehenden fest, so dals man ein
langes Band aneinander gereihter Schnitte erhiilt. Diese ,, Bandwurm-
methode®, wie man sie auch nennt, wurde meines Wissens zuerst von
SPEE angegeben.

Was das Tempo anlangt, in welchem man den das Messer tragen-
den Schlitten bewegt, so bin ich der Ansicht, dafls man ihn stets lang-
sam fiihren soll, namentlich dann, wenn das Messer sehr lings gestellt
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ist. Meinen Erfahrungen nach werden die Schnitte, wenn man das
Messer schnell durch das Priparat zieht, ungleichmiifsig, wiihrend das
bei langsammem Schneiden nicht der Fall ist.

Die Schnitte sind nun gemacht und miissen, bevor sie weiter be-
handelt werden und bevor die Priparation definitiv beendet ist, noch
einigen Prozeduren unterworfen werden. Die diinnen Paraffinschnitte
kann man nicht so ohne weiteres der Einwirkung von Terpentin oder
Xylol aussetzen, sie wiirden bei den Manipulationen zu leicht zer-
reifsen, namentlich wenn sie zu fiirben sind und so aus alkoholischen
in wiissrige Fliissigkeiten, dann wieder in alkoholische und endlich
in tlige iibergefiihrt werden miissen. Ganz abgesehen davon, dals es
ein fast aussichtsloses Beginnen wiire, dieselben, wenn sie feucht sind,
in Reih und Glied zun erhalten. Man wmufs die Schnitte jetzt auflieben.

a. GIESBRECHT-MAYER'sche Methode. Diese Methode des Auf-
klebens ist fiiv dwrchgefirbte Priiparate unstreitig die beste, weil ein-
fachste und absolut sicher wirkende. Man macht sich eine konzen-
trierte Lissung von Schellack, indem man in absoluten Alkohol so viel
weilsen Schellack bringt, als sich darin lésen will. Durch den das
Gefiifs verschliefsenden Kork steckt man einen feinen Glasstab. Vor
dem Schneiden richtet man sich die Objekttriiger her, indem man die
sorgfiltiz gereinigten iiber einer Spiritusflamme erwirmt, damit die
an denselben haftende Feuchtigkeit entfernt wird. Tiite man dies
nicht, so wiirde der Alkohol der Schellacklosung die Feuchtigkeit
begierig aufnehmen und sich triiben. Man nimmt jetzt den Glasstab
mit dem Kork von der Schellackflasche ab, lifst ihn abtropfen und
streicht den ganz glatt angelegten gleichmiifsig und schnell, damit der
Alkohol nicht verdunstet, auf dem erwiirmten Objekttriiger entlang.
So breitet man eine diinne Schellackschicht auf demselben aus, die
infolge der schnellen Verdunstung des Alkohols bald trocken wird.
Ist der Aufstrich milsgliickt, und das wird dem Anfiinger bei den
ersten Versuchen stets passieren, hat man zu viel Schellack genommen,
oder nicht gleichmiifsig den Glasstab iiber den Objekttriiger hingefiihrt,
oder endlich war der letztere nicht ganz trocken, so entfernt man den
Schellackiiberzug durch Aufspritzen von absolutem Alkohol. Der-
artige Objekttriiger mit Schellackiiberzug stellt man sich immer erst
vor dem Gebrauche in der voraussichtlich nétigen Zahl her. Die-
jenigen. deren man nicht gleich bendtigt, schiitzt man durch eine
(Glasglocke vor dem Einstauben.

Nach der #lteren GiEsprECHT'schen Methode verreibt man nun
auf jedem Schellackiiberzug in der gewiinschten Ausdehnung mit dem
Finger etwas Nelkenil oder Kreosot, so dafls eine leichte Klebrigkeit
der Oberfliche entsteht. Jetzt werden die Schnitte anf die Schellack-
decke aufzelegt und mit einem feinen Metallschiiufelchen oder noch
besser und schonender mit einem feinen Hornspatel, dessen verdiinntes
eines Ende gegen die Fliche gebogen ist (durch das Institut von
G. Konie sind solche Hornspatel erhiltlich), leicht angedriickt. Ist
der auszufiillende Raum mit Schnitten bedeckt, so bringt man den
Objekttriiger in den Wiirmeschrank oder auf das Neapler Wasserbad.
Nach 10 Minuten ist das Ol verdunstet und das Paraffin gelist, und
die Schnitte kénnen jetzt, ohne sich nur im geringsten zu verschieben,
eingelegt werden in einer Weise, die in Kap. VI beschrieben werden
soll. ]gie Lislichkeit des Schellacks in Alkohol erfordert, dafs, sollen
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die aufgeklebten Schnitte nicht wegschwimmen, Alkohol mit ihnen
nicht mehr in Berihrung kommen darl.

P. Mayegr hat diese Methode in der Art modifiziert, dafs das
Bestreichen mit Nelkenil iiberfliissig wird. Man legt jetzt die Schnitte
ohne weiteres auf die Schellackdecke und driickt sie leicht an. Nach
Beendigung der Schnittanordnung bringt man den Objekttriiger in ein
Gefiifs, in das er gerade hineinpalst, auf dessen Boden sich eine ganz
kleine Quantitit von Ather befindet. Man senkt das Gefiils so, dals
die Atherdimpfe die Schnitte beriihren, nimmt nach einigen Sekunden
den Objekttriiger heraus und bringt ibn, wie vorher, in den Wiirme-
schrank oder auf das Wasserbad, Die weitere Behandlung deckt
sich mit der fiir die erste Methode zu beschreibenden.

b. Eiweifslésung. Diese unstreitiz beste aller Aufklebemethoden
fiir einzeln zu firbende Schnitte ist von P. Mayegr in Neapel, dem die
moderne Technik so viel verdankt, zuerst angegeben worden. Man nimmt
das Weilse eines frischen Hiihnereies, milst seine Quantitiit im Mals-
eylinder, schliigt es zn Schnee, vermischt es mit dem gleichen Volumen
Glycerinum purissimum und filtriert. Zur Verhiitung von Fiulnis
kommen einige Stiickchen Kampher in die Liosung. Will man Schnitte
aufkleben, so bringt man mit einem feinen Glasstabe ein ganz kleines
Triipfchen der Eiweilslisung anf das Deckglas (ich klebe stets anf dem
Deckglase auf, weil die Nachbehandlung bequemer istals beim Aufkleben
auf den Objekttriiger) und verreibt es auf demselben so lange mit dem
Finger, bis das Deckglas nicht mehr fencht, sondern nur noch klebrig ist.
Dann legt man die Schnitte auf das Deckglas ant. driickt sie leicht
an und bringt auf 10—15 Minuten das Ganze in den Wiirmekasten
oder auf das Wasserbad bei einer Temperatur von 56" C. Jetzt ist
das Eiweils geronnen und die Priiparate kleben absolut fest. Ich
bringe aus alter Gewohnheit das Deckglas nicht gleich warm in die
das Paraffin liésende Fliissigkeit, sondern lasse erst abkiihlen; doch
diirfte das sofortige Einlegen des noch warmen Glases auch nicht
schaden. Hat man das Eiweils in der oben angegebenen Weise ver-
rieben, dann tritt spiiter keine oder nur minimale Mitfiirbung desselben
ein. Dem Anfiinger wird freilich zuerst manches Priiparat mifsgliicken;
entweder er nimmt zuviel Eiweils und dann hat er nach dem Firben ein
schmieriges Priiparat, oder er nimmt zu wenig und dann schwimmen
die Schnitte fort. Hier hilft erst Ubung das richtige Mals treffen.

Unbrauchbar dagegen ist die Eiweilsmethode, wenn man mit
Fliissigkeiten fiirben will, die stark alkalisch sind; dann wird das
Eiweils gelost und die Schnitte schwimmen fort.

¢. Kollodinmnelkeniil; Sehiillibaum. Man mischt 1 Raumteil
Eollodium mit 3 Raumteilen Nelkenil, streicht von dem Gemisch
ein wenig auf den Objekttriiger, legt die Schnitte auf und bringt fiir
H—10 Minuten auf ein Wasserbad, damit das Nelkenil verdampft.
Hat man zuviel der Mischung aufgestrichen, so schwimmen beim Ab-
dampfen die Schnitte fort. Nach Beendigung des Aufklebens kann
nachgefirbt werden.

d. 509, Alkohol ; Gaule. Man befeuchtet das Deckglas mit dem
genau 509, Alkohol, legt die Schnitte auf und lilst 24 Stunden an-
trocknen. Dann zieht man das Deckglas zweimal schnell durch die
Spiritusflamme und bringt auf ', Minute in Terpentin.  Wenn die

.
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Methode gelingt, kleben die Schnitte ganz fest; meistens aber schwim-
men sie fort.

e. WEIGERT sche Kollodinmmethode. Eine etwas umstiindliche
Methode hat WEGERT angegeben, um Schuitte von celloidinierten
Gehirnen, die mit seiner Hiimatoxylinfiicbung behandelt werden sollen,
aneinander zu kleben und sie dadurch gleichzeitig vor dem Briichig-
werden zu schiitzen, das in jenem Himatoxylin stets eintritt. Die
Methode bis zum Einlegen der Schnitte in die Fiirbefliissigkeit besteht
aus 4 Abschnitten.

Abschnitt. Priparation der Glasplatten. Grolse Glasplatten
werden mit Kollodium iiberzogen, indem man auf die Mitte der wage-
recht gehaltenen Platte Kollodium aufgielst und dies gleichmiilsig
nach allen Seiten laufen lLilst. Man stellt dann die Platten auf die
hohe Kante und lilst sie abtrocknen.

2. Abschnitt. Anfertigen der Schnittserien. Man bringt einen
Schnitt auf einen Streifen Klnwttmpml und legt jeden anderen Schnitt
rechts daneben. Das Uberfiihren auf das Papier geschieht so, dafs
man den Streifen anspannt und unter das Messer fiihrt, auf dem der
Schnitt sich befindet. Um die Schnitte feucht zu halten, legt man
den Streifen jedesmal, nachdem man einen Sechnitt abgenommen, in
einen flachen Teller. auf dem sich mehrere Bogen Flielspapier be-
finden, die gut mit Spiritus durchfeuchtet sind. Die Oberfliiche dieses
Flielspapiers darf nicht unter Spiritus stehen, da auf dieselbe der
Streifen mit den Schnitten kommt. Auf jeden Streifen kommt nur
eine Schnittreihe.

3. Abschnitt. Ablegen der Schnitte auf die Kollodiumplatte.
Hat man eine geniicende Anzahl von Schnittreihen angeordnet, so
legt man jeden Klosettpapierstreifen, die Schnitte nach unten, auf die
Kollodiumschicht, driickt sanft an und zieht das Papier ab. Die
Schnitte haften jetzt. Uberfliissigen Spiritus entfernt man durch Ab-
sangen mittels 4facher Flielspapierlage.

4, Abschnitt. Zweite Kollodiumschicht. Man gielst jetzt rasch,
damit die Schnitte nicht vertrocknen, ein zweites Mal Kollodium anf
die Platte, das man wie beim ersten Male sich wverbreiten lifst, Will
man noch nicht fiirben, so kommen die Platten in 80°, Alkohol; will
man aber die Farbfliissigkeit anwenden, so bringt man die Platte in
dieselbe. Jetzt list sich die Kf}llmhuchhmht leicht ab und man
hat nun einen Kollodiumlappen, mit dem man alles anfangen kann.
Nach geschehener Aufhellung schneidet man mit der Schere den
Lappen so zurecht, wie man ihn braucht.

f. APATHY s¢he Methode. Eine andere Methode zur Serienan-
ordnung fiir Celloidinschnitte ist von APATHY angegeben. Sie ist
nur fiir dorchgefiirchte Objekte geeignet. Die bereits in Bergamottil
anfgehellten Schnitte werden auf einem der Griifse des Deckglases
entsprechenden Streifen Pergamentpapier in geeigneter Weise geordnet.
Man legt dann den Streifen mit den Schnitten nach unten aunf den
Objekttriiger, driickt leicht und gleichmiifsig an und zieht das Papier
ab. Die Schpitte bleiben dabei auf dem Objekttriiger kleben. Das
iiberfliissige Ol wird mit etwas Fliefspapier abgetrocknet und man
deckt ein.

Aufser den angefiihrten gibt es noch eine ganze Reihe anderer
Methoden des Aufklehens, deren Anfilhrung ich mir aber erspare,



34 L. Abschnitt, IMe Methoden der Untersuchung.

weil dieselben sich nie in weiteren Kreisen haben einfithren kimnen.
Wer ein spezielleres Interesse daran nimmt, sei anf die BunrENS'schen
Tabellen verwiesen.

Kap. V. Die Methoden der Farbung,

Je nach den Absichten, die man beim Fiirben des zur mikrosko-
pischen Untersuchung bestimmten Materiales verfolgt, richtet sich die
Methode, nach welcher die Fiirbung vorzunehmen ist. Kommt es blofs
darauf an, die einzelnen Bestandteile des Objektes deutlicher zu machen,
als sie ungefiirbt sich darstellen, so geniigt es, einen einzigen Farb-
stofl anzuwenden, mit dem man das ganze Objekt auf einmal behandelt.
Es ist dies die Methode der fhwehfidrbuny. So verfihrt man gewdhn-
lich bei Untersuchung von Embryonen, von ganzen Tieren oder von
Organen wenn es sich um morphologische Probleme handelt, wenn
die innere Gestaltung des Embryo, des Tieres oder der morphologische
Habitus des D‘tg.mm erforscht werden sollen. Die Durchfiirbung hat
daher der Entwiisserung und Einbettung des hetreffenden Ohjektes
voranzugehen,

Will man aber die feinere Struktur der ein Orzan konstituieren-
den Elemente erkennen und will man die wahrscheinliche physiolo-
gische Dignitiit der ein Tier zusammensetzenden Organsysteme fest-
zustellen versuchen, dann muls man Schnittfirbung vornehmen. Die
Zellen von Organen verschiedener physiologischer Funktion zeigen in
der Regel, wenn auch nicht immer, ein verschiedenes Verhalten gegen
Farbstoffe. und aus gewissen Affinitiiten beider lifst sich ein Wahr-
scheinlichkeitsschluls aufbauen. Es ist darum auch nitig, bei Schnitt-
firbung sich nicht mit einem Tinktionsmittel zu begniigen, sondern
deren eine grisfsere Zahl vergleichend anzuwenden; und zwar so-
wohl solche, welche das Plasma, als auch solche, welche nur die
Kerne firben. Wie Isolation und Schneiden, so ergiinzen sich
Durchfiirben und Schnittfiirchen. Man kann aber eher die Durch-
firbung als die Schnittfiirbung entbehren, denn was durch jene er-
reicht werden sofl, die grifsere Verdeutlichung der Teile, das wird
durch diese fafsdchlich und viel ausgiebiger bewirkt. Der Vor-
zug der Schnittfirbung besteht auch noch darin, dals die dadurch
erzielten Bilder klarer. iibersichtlicher und, meines Bediinkens, zuver-
liissiger sind, als diejenigen, welche die Durchfiirbung liefert.

Bei der Schnittfiirbung kann man jeden Farbstoff fiir sich allein
verwenden, wenn derselbe nur deutlich differenzierte Bilder liefert.
Hiinfig aber ist es wiinschens- und empfehlenswert, mehr als einen
Farbstoff anf einmal in Gebrauch zu nehmen, um die verschiedene

hysiologische Wertigkeit der einzelnen Teile in ein noch helleres
Eliﬂht zu setzen, als dies durch einen Farbstoff méglich ist. Man
nennt das Dﬂppf?fr?rbrmq Bei derselben sind selbstverstiindlich die
Tinktionsmittel so zu wiihlen, dafs sie sich ergiinzen, dafls der eine
Dinge fiirbt, die der andere nicht angreift, und umgekehrt.

Unter Umstiinden kann man sogar Dre’:'iﬁmfiﬁh'bnﬂy anwenden.
Doch wird man in der Kombination der Anzahl der Farbstoffe nicht
zn weit gehen diirfen. Man erhiilt bei Dreifach- und noch mehr bei
Vierfachfiirbung schliefslich so bunte Bilder, dafs man vor' lauter
Distinktion der Fiirbung nichts mehr distinguieren kann. In dem Wirr-
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warr der verschiedenen Farbennuancen, — denn fast jeder einzelne Farb-
stoff zeigt an den Elementen, an denen er angreift, verschiedene
Téne, — wird schlielslich fiir das Auge kein Halt mehr sein. Solche
bunten Bilder erscheinen zu unruhig und stehen meines Erachtens
dann selbst hinter den nach Durchfirbung erhaltenen zuriick.

Wiihrend bei Schnittfiicbung die Zeit, welche der Farbstoff zur
Entfaltung seiner tinktorialen Eigenschaften braucht, selten 24 Stun-
den iibersteigt, sind zur Durchfiirbung je nach der Besonderheit des
Farbstoffes und der Natur des Objektes oft mehrere Tage erforderlich.
Kann man daher in ersterem Falle ohne Bedenken wiissrige Fliissig-
keiten nehmen, so wird man in letzterem, wenn irgend moglich, nur
alkoholische anwenden.

Vielfach wird empfohlen, die Einwirkung gewisser Farbstoffe
durch Erwiirmung zu beschleunigen. Handelt es sich darum, ge-
schwind ein Demonstrationsobjekt darzustellen, so wiire das allenfalls
zuliissig, wenngleich es mir bedenklich erscheint, dem Schiiler ein
Verfahren zu zeigen, das tatsiichlich eine Aunsnahme von der gewihn-
lichen Prozedur ist. Denn allgemein in der Wiirme zu fiirben, davon
mochte ich abraten; die Bilder, die man warm erhilt, sind, wie mich
meine Erfahrung lehrt. bei weitem nicht so schiin und klar, als die
langsam bei Tagestemperatur erzielten,

Es gibt einige Methoden der Firbung, die ungemein kompliziert
sind, wo man nach der Vorschrift des betreffenden Autors mit der
Uhr in der Hand dasitzen muls, um auof die Sekunde die einzelnen
Manipulationen vorzunchmen; ich werde spiiter einige solche erwiihnen.
Derartige Methoden verwerfe ich, nachdem ich sie gepriift, immer.
Isolieren, Fixieren und Hiirten, Einbetten: das sind Verrichtungen,
welche die ganze Aufmerksamkeit des Forschers in Anspruch nehmen
und nehmen miissen, denn von ihrer sorgfiiltizen Ausfiihrung hiingt
die Gewinnung guten Materiales ab, es sind geistige Verrichtungen.
Schneiden aber, Aufkleben, Fiirben und Einlegen sind mechanische
Prozeduren, bei deren Ausfiihrung man nicht mehr Zeit, als unum-
giinglich nitig, aufzuwenden genitigt sein sollte. Wenn man durch
die Lage der Untersuchung gezwungen ist, viele hundert Schnitte
anzufertigen, wozu schon eine betriichtliche Zeit gehort, dann mufs
man nicht noch niétig haben, jeden einzelnen Schnitt oder jedes Deck-
glaspriiparat so genau abzuwarten, wie es manche Vorschrift verlangt.
Diejenigen Firbungsmethoden sind daher am besten, die am wenigsten
Handreichungen beniitizen, wo man einfach den Schnitt in die Farb-
stofffliissigkeit bringt und ihn, gleichgiltig ob nach einer Stunde _oder
nach einem Tage, aus derselben entnehmen kann, ohne eine Uber-
fiirbung befiirchten zu miissen, die sich nur durch eingreifende Mani-
pulationen redressieren liifst. Dals das Himatoxylin ein solcher
Farbstoff ist, der einiger Abwartung bedarf, ist der einzige Nachteil,
der ihm anhaftet,

Objekte, die durchgefirbt werden sollen, kommen aus dem 809
oder 90", Alkohol, in welchem sie verweilen, in die Farbstofflisung,
werden nach einiger Zeit ans derselben herausgenommen, schnittfertig
gemacht und geschnitten,

Bereits angefertigte und aufgeklebte Schwitte aber — und man
sollte Schnitte, nur wenn sie aufgeklebt sind, fiirben, wenn es sich
nicht um Celloidinpriiparate, die vom Messer direkt in den Farhstoff
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kommen, handelt — miissen vorher noch einigen Manipulationen
unterzogen werden.

Zuniichst muls man das Paraffin entfernen. Die Deckgliiser, auf
welchen die Schnitte aufgeklebt sind, kommen auf 10—15 Minuten
in Terpentinil oder auf kiirzere Zeit in Xylol. Letzteres lost das
Paraffin schneller als das erstere, ist aber auch bedeutend teurer,

Aus dem Terpentin oder Xylol werden die Priiparate in ein Uhr-
schiilchen mit 96 ", Alkohol iibergefiihrt. In den iligen Fliissigkeiten
waren sie ganz durchsichtig geworden. im Alkohol, der dieselben aus-
treibt, werden sie wieder undurchsichtigz. Die Zeit, die zur Aus-
treibung der das Paraffin lisenden Fliissickeiten erforderlich ist, be-
triigt etwa 5 Minuten. Dann kommen sie in rascher Reihenfolge in
80°%,, 70%,, b0* Alkohol und endlich in den Farbstoff. Die all-
méihliche Verminderung der Alkoholkonzentration ist notwendig,
damit die beim Einbringen in die wiissrizgen Farbstofflisungen ent-
stehenden Diffusionsstrémungen nicht zu heftie sind. In alkoholische
Farbstofflisungen werden die Priiparate direkt aus dem 969/, Alkohol
iibergefiihrt.

Ich wende mich jetzt zu den einzelnen Farbstoffen. Zuerst soll
Karmin. dann Haematoxylin, dann die Anilinstoffe und endlich die
Doppel- und Mehrfachfivbungen beschrieben werden.

e Karmin. Gerracn hat diesen wertvollen Farbstoff, den vor
ihm schon die Botaniker verwandten, in die histiologische Technik
eingefiihrt. Es existiert fiir die Anwendung desselben eine grofse
Anzahl von Vorschriften. von denen viele, z. B. Beales Karmin, Essig-
karmin, meines Erachtens nur noch historischen Wert haben. Hier
sollen nur die wirklich brauchbaren Erwiihnung finden,

1) Ammoniakalisches Karmin. 1 gr, gepulverten Karmins wird
in 100 cem. destillierten Wassers durch Zusatz von einigen Tropfen
Ammoniak gelist. Nach dem Filtrieren bleibt die Fliissigkeit in einer
offenen Schale so lange an der Luft stehen, bis der Ammoniakgernch
verschwunden ist, und wird dann von neuem filtriert. Priiparate in
dieser Lisung gefirbt, werden in Wasser, das mit etwas Essigsiiure
angesiinert ist, ausgewaschen. Man erhiilt eine sehr intensive rote
Fiirbung, doch zeigen Zellsubstanz und Kern verschiedene Nuancen.
Zur Firbung des Zentraluervensystems, sowie zur Sichtbarmachung
des Achsencylinders ist es eins der besten Reagentien. Zu diesem
Zwecke bringt man nach GERLACH einige Tropfen der konzentrierten
Libsung in 50 cem. Wasser, so dals eine hell rosenrote Farbe entsteht
(etwa die des sogenannten Rosenliqueurs). Darin bleiben die Schnitte
24 Stunden bis 3 und 4 Tage. Abwaschen in angesiinertem Wasser,
Aufbewahrung beliebig. Schnitte, die mit Eiweils aufgzeklebt sind,
schwimmen in diesem Karmin fort, weil das in ihm enthaltene Am-
moniak das Eiweils 1dst.

2) Lithionkarmin: ORTH. 2.5 gr. Karmin werden in 100 cem.
kalt gesiittigter, wiissriger Lisung von Lithium carbonicum aufgelist.
Zur Differenzierung kommen die Schnitte direkt fiir einige Zeit in
salzsauren Alkohol (1 Teil Salzsiiure auf 100 Teile 709, Alkohol).
Aufbewahrung beliebig, Dieser Farbstoff ist bei Schnitten, die mit
Eiweils aunfgeklebt sind, nicht zu verwenden, da er dasselbe auflist.

" 8) Salzsaures Karmin; P. MAYER. 4.0 gr. Karmin werden in
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15 cem. Aqua destillata und 30 Tropfen reiner Salzsiture durch Kochen
gelist. Nach dem Erkalten wm'ull{-.u 95 cem. Alkohol von 969, zu-
gesetzt. (Maver empfiehlt zwar 85", Alkohol zu nehmen; indessen
halte ich es fiir richtiger, bei Farbfliissigkeiten, die wie diese zum
Durchfiirhen bestimmt sind, stets 96%, Alkohol zu nehmen, damit
die IPliissickeiten stark alkoholisch sind und so gleichzeitiz Wasser
entzichend wirken,) Jetzt wird filtriert und mit liquor ammonii cau-
stici vorsichtig neutralisiert. Das Material kommt auf 24 Stunden
und linger in die Lisung. Will man reine Kerntinktion haben, so
werden die durchgefiirbten Stiicke in salzsauren Alkohol von 96,
(1 Salzsiiure auf 1000 Alkohol) iibergefiihrt; der Alkohol wird so lange
gewechselt, bis kein Farbstoff mehr ansgeht. Will man aufser der
Kerntinktion noch Plasmafiirbung, so nimmt man zum Auswaschen
reinen 96, Alkohol, der ebenfalls so lange gewechselt wird, bis er
sich nicht mehr rot fiirbt, was oft Tage in Anspruch nimmt. Fiir
Schnittpriiparate ist dies Karmin nicht geeignet, da das Eiweils sich
sehr stark mitfiirbt, fiir Durchfiirhung vorziiglich.

4) Alkoholisehes Boraxkarmin: GRENACHER, 2—3 gr. Karmin
werden mit 4 gr. Borax in 100 cem. Aqua destillata gekoecht und nach
dem Erkalten mit dem gleichen Volumen 969, Alkohol vermischt.
Dann wird filtriert. Nur zum Durchfiithen geeignet. Die Objekte
kommen auf 1—3 Tage und linger in die Lisung und dann direkt
in salzsauren Alkohol (1 pro mille) von 96°,. Hierin bleiben sie so
lange, oft Tage lang, bis kein Farbstoff mehr ausgeht. Gute Kern-
und leichte Plasmafiirbung.

5) Wiissriges Boraxkarmin; GRENACHER. 2 gr. Borax mit
8 —1 gr. Karmin in 100 cem. Aqua destillata gekocht. Nach dem
Erkalten vorsichtizes und tropfenweises, unter stetem Umriihren, Zu-
setzen von Essigsiiure, bis die Fiirbung des ammoniakalischen Karmins
erreicht ist. War das Karmin nach dem Kochen nicht klar gelost,
so mufs vor dem Essigsiiurezusatz filtriert werden. Nach dem Essig-
siiurezusatz iiberliifst man die Lisung 24 Stunden sich selber und
filtriert durch ein mehrfaches Filter. Die Filtration geht sehr lang-
sam vor sich. Die Schnitte bleiben in der Farblésung 5 Minuten
bis 24 Stunden. Dann werden sie fliichtiz in destilliertem Wasser ab-
gespiilt und mit salzsanrem Alkohol (1 pro mille) von 969, so lange
behandelt, bis keine Farbstoffwolken mehr aus dem Schnitt entweichen,
Aus dem salzsauren kommen sie in reinen Alkohol. Art des Ein-
legens gleichgiiltiz. Gute Kerntiktion, schwache Plasmafirbung.

6) Wiissriges Alaunkarmin: GRENACHER. 3 gr. gepulverten
Alauns werden mit 1 gr. Karmin in der Reibschale verrieben und dann
in 100 cem, Wasser 10—20 Minuten gekocht; nach dem Erkalten wird
filtriert. Die Lisung schimmelt leicht, daher mufls man eine Spur
Karbolsiiure zusetzen. Die Schnitte bleiben in der Liosung 10 Mi-
nuten bis 24 Stunden: Auswaschen in Wasser; Art des Aufhebens
gleichgiltiz. Es tritt nie Uberfiirbung ein. Dies Reagens ist eins
der besten Kerntinktionsmittel, denn nur die Kerne sind gefiirbt,
und zwar violett, allenfalls noch quergestreifte Muskeln und Knochen-
grundsubstanz: diese beiden ritlich.

7) Alkoholisches Alaunkarming MAHRENTHAL. Zur Verhiitung
der Schimmelbildung setzt Dr. v. MAHRENTHAL, der mir diese Modi-
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fikation der vorigen Methode giitigst mitgeteilt hat, zu 4 Volumina

GRENACHER'schen Alaunkarmins 1 Volumen Alkohol von 96°%,. Es

muls wiederholt filtriert werden, weil etwas Karmin und Alaun durch

ﬁd,,frn Alkoholzusatz ausfallen. Nwr Schnittfirbung; Auswaschen in
asser.

8) Alauncochenille; CZOKOR. 7 gr. Cochenille und 7 gr. ge-
brannten Alauns werden zun einem feinen Pulver zerrieben, dann in
700 ccm. Aqua destillata gekocht und schlielslich bis 400 ecm. ein-
gedickt. Sebhr hiufiges Filtrieren nitig. Zur Verhiitung von Schimmel-
bildung Zusatz einer Spur Karbolsiure, Die Lisung wird vielfach
geriihmt, doch ist sie meiner Erfalirung nach sehr unzuverliissig, da
trotz wiederholten Filtrierens sich Farbstoffkirnchen im Priiparate
niederschlagen.

4. Himatoxylin. Dieser Farbstoff kommt in zwei Hauptmetho-
den zur Verwendung. Erstens als eigentliches Kernfiirbemittel, das
auch das Plasma leicht tingiert. Die zweite Verwendungsart besteht
darin, dals das Gewebe mit Hiimatoxylin iiberfiirbt und der Farb-
stoff durch ein anderes Reagens ausgezogen wird, so dafs jetzt entweder
eine gleichmiifsige Firbung von Plasma und Kern eintritt, jedoch mit
dentlicher und charakteristischer Nuancirung der einzelnen Elemente
des gefiirbten Objektes, oder dals bei fast vollstindiger Entfirbung
des ganzen Schnittes ganz bestimmte Elemente allein deuntlich gefirbt
hervortreten.

Fiir das Himatoxylin als Kernfirbemittel existieren folgende Vor-
schriften:

9) Alannhiimatoxylin; BOHMER. 0,35 gr. Himatoxylin werden
in 10 cem. absoluten Alkohols gelést. Davon kommen einige Tropfen
in eine Losung von 0,1 gr. Alaun in 30 cem. Aqua destillata, bis eine
schone violette Fiirbung entsteht.

10) Alaunhiimatoxylin; FREY. 1 gr. Hiimatoxylin wird in 30 cem,
absoluten Alkohols gelist. Davon werden einige Tropfen in eine Lisung
von 3,0 gr. Alaun in 100 ccm. Wasser gegeben, bis eine tief violette
Farbe entsteht.

11) Alaunhiimatoxylin: DELAFIELD (citiert nach BEHRENS)
Fiilschlich GRENACHER'sches Hiimatoxylin genannt. 4 gr. Hiimatoxylin
werden in 25 cem. absoluten Alkohols gelost und kommen dann in
400 cem, einer konzentrierten wiissericen Ammonalaunlisung. Man
lifst die Mischung 3—4 Tage offen am Lichte stehen, filtriert und
fiigt je 100 cem. Glycerin und Methylalkohol zu, lilst einige Zeit
stehen und filtriert von neunem. Zum Gebranch wird ein Quantum
davon nach Beliehen mit Wasser verdiinnt. Beim Studium von Zell-
teilungserscheinungen nach RaApL'scher Fixierung (Kap. II Nr. 25)
werden die mit diesem Himatoxylin gefiirhten Priiparate in Methyl-
alkohol untersucht.

12) Alaunhiimatoxylin; RENAUT-FRIEDLANDER (citiert nach
BeHRENS). 2 gr. Himatoxylin, 2 gr. Alaun werden in einer Mischung
von je 100 cem, Glycerin, Aqua destillata und Alkohol gelost. Zur
Differenzierung ist ein Einlegen in salzsiinrehaltigen Alkohol nitig.

13) Glyeerinalaunhiimatoxylin. Um die bei dem RENAUT-
FriEDLANDER'schen Hiimatoxylin nach BEHRENS™ Angabe notwendige
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Nachbehandlung in salzsaurem Alkohol zu vermeiden, sowie ferner in
der Absicht, den Alkohol bei der Zubereitung des Farbstoffes fiir
histiologische Zwecke ganz auszuschliefsen und eine miaglichst leicht
herstellbare Lisung zu schaffen, stelle ich mir seit langem in folgender
Weise ein Himatorylin dar: 1 gr. Himatoxylin, 1 gr. gepulverten
Alauns werden in 65 cem. Aqua destillata und 35 cem. Glycerin ge-
list. Man schiittelt im Anfang hiiufig um, muls aber dann etwa
14 Tage warten, bis alles vollstiindig gelost ist. Die Firbung mit
dieser E‘lischung zeigt einen glinzenderen und lenchtenderen Ton, als
er nach Anwendung von BOHMERS oder FREYS Himatoxylin erreicht
wird. Ich kann daher meine Modifikation sehr empfehlen.

14) Eisessigalaunhiimatoxylin; EHRLICH (citiert nach BEHRENS).
2 gr. Hiimatoxylin werden in 10 cem. Eisessig, je 100 _ccm. Glycerin,
Alkohol absolutus und Wasser gelist und Alaun im Uberschuls hin-
zugefiigt. Gutes Reagens, das auch zum Durchfiirben sich eignen soll.

15) Alaunhiimatoxylin; KLEINENBERG. Man macht drei Lo-
sungen: 1) gesiittigte Lidsung von krystallisiertem Chlorcaleium in
70 %, Alkohol, dazn so viel Alaun, als sich lisen will, 2) gesiittigte
Lisung von Alaun in 70 ¢, Alkohol. Liisung 2 wird mit Lisung 1
im Verhiiltnis 8:1 gemischt. 3) Konzentrierte Liosung von Hima-
toxylin entweder in Alkohol oder in der Lisung 1. Von der Hiima-
toxylinlosung werden einige Tropfen zu der Mischung von 1 und 2

geben (citiert nach GIERKE, Firberei zu mikroskopischen Zwecken).
oll sich zur Durchfiirbung eignen, doch miissen die Objekte ganz
séurefrei sein.

An diese Vorschriften will ich einige allyemeine Bemerkungen
iiber ihre Anwendung kniipfen. Ob dieselben auch fiir DELAFIELD'-
sches, RENAUT-FRIEDLANDER'sches und KLEINENBERG'sches Hima-
toxylin Giltigkeit haben, weils ich nicht; ich habe iiber diese Rea-
gentien keine Erfahrung, Nach welchem der Rezepte, die unter 9,
10, 13 und 14 erwihnt wurden, man auch eine Alaunhiimatoxylin-
losung sich hergestellt hat, zuerst ist der Farbstoff hellviolett und
fast ohne Wirkung auf die tierischen Gewebe, Man mufs ihn daher
erst ausreifen lassen, d. h. man mufs so lange warten, bis die Mischung
unter der allmiihlichen Einwirkung des diffusen Tageslichtes tief
dunkelviolett geworden ist, ehe man sie mit Erfolg anwenden kann,
Das dauert stets lange, circa 14 Tage und mehr. Ferner ist eine
Bedingung fiir die Hiimatoxyline, dals sie in gut verkorkten Flaschen
vor dem direkten Sonnenlichte miglichst geschiitzt aufbewahrt werden,
weil sie sonst leicht verderben,

Die Einwirkung der Farbstofflisung auf den Schnitt, und die in
diesem Passus erwiihnten Himatoxyline sind nwr zur Schnittfirb
geeignet, darf bei Bomugrs, Frevs und meiner Vorschrift 8 Minuten
nicht iibersteigen, in der Regel geniigen 2 -5 Minuten, weil sonst
Uberfirbung eintritt, infolge deren nichts mehr zu erkennen ist. In
EnrvLicHs Hiimatoxylin dagegen kinnen die Schnitte lingere Zeit,
bis zu ', Stunde verweilen, weil in demselben die Firbung lang-
samer erfolgt. Je dunkler das Hiimatoxylin ist, desto schneller
wirkt es im allgemeinen ein. Wie lange man die Schnitte zu fiirben
hat, das lernt man leicht durch Ubung.

Die Hiimatoxyline, die nach BonMERs, FREYS, DELAFIELDS oder
nach meiner Vorschrift hergestellt sind, sind jedesmal vor dem Ge-
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brauche zu filtrieren, d. h. man gielst in ein Uhrschiilchen oder eine
Glasdose die zu verwendende Quantitiit durch ein Faltenfilter; das
ist bei EnRLICHs Hiimatoxylin nicht nitig,

Ist die Firbung beendigt, so miissen die Priparate abgewaschen
werden, was am besten in gewihnlichem Wasser geschieht. Teh habe
niimlich die Beobachtung gemacht, dals Himatoxylinpriiparate in ge-
wohnlichem Wasser abgewaschen eine viel klarere, distinktere und
leuchtendere Firbung zeigen, als solche, die man in Aqua destillata
abgespiilt hat.

Damit Hiimatoxylinfirbungen haltbar sind, ist es notwendig, dafs
die zu firbenden Objekte vollstiindiz siurefrei sind: in Schnitten,
die von nicht siiurefreiem Material herriibren. blafst das Hiimatoxy-
lin allmiihlich aus. Die Siduren wirken nimlich auf den Farbstoff
bleichend ein, daher muls man auch iiberfiirbte Schnitte in eine ganz
diinne Essigsiiure bringen. Man hat dabei den Grad der Entfiirbung
sorgfiltiz zu beachten; ist derselbe erreicht, so mufs wieder lingere
Zeit in gewilinlichem Wasser ausgewaschen werden.

Diese Nachteile, die Moglichkeit der Uberfirbung und die daher
notwendige Uberwachung der Tinktion, die Vergiinglichkeit in siiure-
haltigem Materiale sind indessen bei weitem iiberwogen durch die
Schinheit und Klarheit der erhaltenen Bilder. Die Kerne wer-
den intensiv dunkelblau gefirbt, wihrend alle iibrigen Teile der zu
untersuchenden Gewebe ein schwaches Blau zeigen, das sich an den
verschiedenen Gewebsarten in verschiedener Nuancierung zeigt. Mu-
cinhaltige Driisen, namentlich wirbelloser Tiere, zeizen eine inten-
sive Blinung, doch ist der Kern der Driisenzellen stets deuntlich
zu sehen.

Die ziceite Verwendungsart des Himatoxylins ist von HEIDENHAIN
erfunden und dann in der verschiedensten Weise von verschiedenen
Autoren modifiziert worden.

16) HEIDENHAIN sche Himatoxylinfirbung. Man stellt sich
eine 1/, %, wiisserige Lisung von Hiimatoxylin dar. Da dasselbe sich
bei gewihnlicher Temperatur schwer in blofsem destillierten Wasser
lost, kann man leicht iiber der Flamme erwiirmen. Die Liisung braucht
keine Zeit znm Ausreifen und kann daher frisch verwandt werden.
Bei liingerem Stehen im Lichte wird sie hiinfiz flockig und ist dann
unbranchbar. In ein nicht zu geringes Quantum dieser Lisung kommen
die in verschiedenster Weise fixierten und in Alkohol nachgehiirteten
Objekte auf 24—48 Stunden. Dann werden sie direkt iibergefithrt
in ein ebenso grofses Quantum einer '/, "/, wiissrigen Lisung des
einfach chromsauren Kali, also des neutralen gelben Salzes, Alsbald
nach der Uberfiilhrung heginnen aus dem Priiparate dunkelblan-
schwarze Farbstoffwolken zu entweichen. die allmiihlich eine solche Inten-
sitiit erlangen, dafs man das Priiparat nicht mehr sehen kann. Man
mufs daher das chromsaure Kali mehrmals wechseln. Tn demselben
verbleihen die Objekte ebenfalls 24—48 Stunden. mindestens aber so
lange, his keine Farbstoffwolken mehr entweichen. Dann werden sie
sehr sorgsam ausgewaschen, langsam erliirtet, entwiissert und in
Paraffin eingeschmolzen. So behandelte Ohjekte sind dunkelschwarz,
die von ihmen anzufertizenden Schnitte miissen daher fiufserst fein
sein, mehr als 5 u Dicke diirfen sie keineswegs besitzen, weil sonst
nichts zu sehen ist. Das Bild, das ein von einem derartigen Priiparate
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gemachter Schnitt darbietet, gleicht nach Herpexuans Ausdruck
ginem ,eut ausgefiithrten Holzschnitte®, In diinnen Schuitten hat man
ein bliulichschwarzes, gleichmiilsizes Kolorit, das sich in feinster
Nuance an den verschiedenen Gewebselementen abstuft; die Kerne
sind hell, ihre Strukturen deutlich zu erkennen. Bei driisigen Organen
wirbelloser Tiere erhiilt man ausgezeichnete Bilder. Nach FLEMMING
kann man solche Schnitte in Alauncarmin mit Vorteil nachfiirben.

17) APATHY sc¢he Hiimatoxylinfiirbung. Um den Ubelstand,
der der HErpENHAIN'schen Methode dadurch anhaftet, dals die Ohjekte
aus dem Alkohol entnommen und einer mehrtigigen Einwirkung von
wiissrigen Medien unterworfen werden miissen, zu beseitigen, hat
Araray folgende Modifikation angegeben. Das Material kommt in
eine '/, ", alkoholische Hiimatoxylinlosung (alkoholische Himatoxylin-
lisungen miissen ausreifen) fiir etwa 24 Stunden. Dann werden sie
fiir die gleiche Dauer in eine alkoholische Liisung des doppelchrom-
sauren Kali iibergefiihrt — dieses Salz hatte HEIDENHAIN zuerst an
Stelle des neutralen verwandt — ; ApAruy stellt sich letztere so dar,
dals er einer 5%, wiissrigen Lisung von Kali bichromicum etwa das
doppelte Volumen starken Alkohols zusetzt. Da durch den Alkohol
das Chromsalz ausfillt, so muls die Auslaugung des Himatoxylins
im Dunkeln vorgenommen werden. Der Farbenton ist derselbe wie
bei der eigentlichen HEipENHAIN'schen Firbung.

18) BENDA'sehe Eisenhiimatoxylinfiivbung. Schuitte vom Zen-
tralnervensystem (und nwr fiir dieses Organ ist diese Modifikation des
HepENHAIN'schen Verfahrens anwendbar), die in reiner Pikrinsiiure
erhiirtet sind, kommen zunichst anf Minuten bis Stunden in eine
konzentrierte Lissung von schwefelsaurem Eisenammonium, werden dann
sehr sorgfiltiz in destilliertem Wasser gewaschen und in eine 1Y,
wiissrige Himatoxylinlisung iibergefilhrt. Hier bleiben sie, bis sie
schwarz sind, was etwa nach 10 Minuten der Fall ist. Darnach
kommen sie auf etwa 5 Minuten in eine Liosung der Chromsiiure von
1:2000. Nach gutem Auswaschen werden sie vor dem Einlegen wie
alle Schnitte behandelt. Soll fiir Ganglienzellen von Wert sein.
Farbenton wie hei der HEiDENHAIN'schen Methode.

18a) BENDA'sche Kupferhiimatoxylinfiirbung. Sich anlehnend
an die von WEIGERT angegebene Kupferung von Objekten, die in
MiULLER'scher Losung fixiert sind, hat BExpA fiir solches Material,
das in FremMiNG'scher Lissung fixiert wurde, folgendes Verfahren er-
sonnen: Die Schinitte kommen in eine konzentrierte wiissrige Lisung
von neutralem Cuprum aceticum und bleiben 24 Stunden in derselben
im Briitofen bei Briittemperatur. Nach gutem Auswaschen werden
sie in eine 1", wiissrige Hiimatoxylinfiicbung iibergefiibrt, verweilen
darin, bis sie schwarz geworden sind, und kommen dann zur Ent-
firbung in eine Salzsiiurelosung von 1:300—500 Wasser. Hierin
bleiben sie, bis sie gelb sind. welcher Zeitpunkt sehr genau abzupassen
ist. Nachher werden sie zur Neutralisierung der Siure von neuem
in die Kupferlisung iibertragen, bis sie bliulich sind, und sorgfiiltig
gewaschen. Farbenton wie bei HEIDENHAIN. Zum Studium der
Spermatogenese geeignet,

19) WEIGERT'sche Hiimatoxylinfiivhung. Diese Methode ist die
wertvollste Errungenschaft der letzten Zeit zur Untersuchung des
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Zentralnervensystems der Wirbeltiere.  Das ganze vorher in Celloidin ein-
gebettete und auf Kork aufzeklebte (Gehirn kommt aus dem Alkohol auf
24 —72 Stunden in eine konzentrierte wiissrige Liisung von Cuprum aceti-
cum. Das Gefils, welches Priiparat und Fliissigkeit enthiilt. wird auf die
genannte Dauer der Temperatur des Briitofens unterworfen (37°—38°CL).
(zegliickt ist die Kupferung, wenn das Celloidin einen bliulichgriinen
Farbenton hat. Nach der Kupferung wird sorgfiltig in destilliertem
Wasser ausgewaschen und dann in 70", oder 5'1“",.. Alkohol iiber-
fiihrt. Die Schnitte von Gehirn und Riickenmark, und nur fiir dlese
Organe ist die Methode verwertbar, werden 24 Stunden in einer
Lithionhdmatoxylinlosung gefirbt, die folgendermalsen hergestellt wurde,
Hiimatoxylin 1 gr, Aqua destillata 90 cem, Alkohol absolutus 10 cem.
und kalt gesiittigte wiissrige Libsung von Lithion carbonicum 1 cem.
Man lést das Himatoxylin im Wasser durch Erwiirmen und fiigt nach
dem Erkalten den Alkohol hinzu. Das Lithion earbonicum wird erst
unmittelbar vor dem Gebrauche beigemischt, weil sonst die Lisung
bei lingerem Stehen verderben wiirde; sie wiirde braun, statt rétlich-
violett sein. Nach 24stiindigem Verweilen in der Firbefliissigkeit
werden die Schnitte in ue'l.mhnlw}mn Wasser abgewaschen und werden
dann in folgende fufﬁn.’mrnr;eﬂ.-rmrﬂ‘.m rrel;n[ht Ferrideyankalium
2.6 pr, Borax 2,0 gr, Aqua destillata 100 cem. In dieser Fliissigkeit
tritt die Entf irbung und Differenzierung sehr schnell ein, in etwa
15 Minuten. Es ist aber besser, langsam zu entfiirben, und man kann
zu diesem Zwecke die Entfiir hl]ﬂgﬁﬂllk'ﬁlgki_.]t mit dem gleichen,
doppelten oder dreifachen Volumen destillierten Wassers verdiinnen
und so die volle Entfirbung bis zu 24 Stunden verzigern. Im all-
gemeinen ist zu bemerken, dals die Ferrideyankaliumlbsung im An-
fange sehr schnell wirkt, dafs aber die letzten Reste des Farbstoffes
vor vollendeter Differenzierung sehr langsam entweichen. Nach be-
endeter Einwirkung wird sorgsam in Wasser ausgewaschen; die
weitere Behandlung cfr, das folgende Kapitel. Der Fndeffelt dieser
Methode ist der, ﬁiﬂfh nur die .imnf.i'auﬁ‘:q.rfu Nervenfasern sich gefirbt
haben, und zwar in gelungenen Priiparaten dunkelblau mit einem
leichten Stich in’s Grunlm}m alles andere ist braun oder gelbbraun.
Zwar sind die Nervenzellen noch zu erkennen, indessen nur als stroh-
gelbe oder braune Gebilde; bei Anwendung schwacher Systeme aber,
wie sie beim Studium des Faserverlaufes in Gehirn und Riickenmark
allein gebraucht werden, treten alle Elemente gegen die Nervenfasern
guriick und deren Verteilung im Gehirn und Riickenmark ist daher der
Beobachtung in einer Weise zugiinglich gemacht, wie bei keiner anderen
Methode. Die WEIGERT 'sche Fiirbung hat daler alle friiher iiblichen
Behanﬂlungen namentlich die Vergoldungen, vollstiindig verdriingt.

Der einzige Ubelstand, der dem Verfahren anhaftet, ist, dals die
Schnitte in Himatoxylin h1uclug werden. Zur Vermeidung desselben
ist von dem gleichen Autor die in Kap. IV sub e beschrichene Kollo-
diummethode angegeben.

Um, wenn es notwendig sein sollte, noch eine Kernfiirbung zm
erhalten, kann man die in Ferrideyankalium entfiirbten Schnitte in
Alaunkarmin nachfirben.

20) PAL'sche Hiimatoxylinfiirbung. Als eine Modifikation der
WEIGERT schen Fiirbung ist die von PAL anzusehen, zu deren Aus-
fiihrung. da dieselbe mit Sekunden rechnet, es nutweudng ist, die
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einzelnen Schnitte mit Kollodinm nach WecerT (Kap., 1V sub e)
aneinander zu kleben, Die Schoitte vom Zentralnervensystem kommen
in eine ¥, ", heils bereitete, wdssilge Himatorylinldsung, der nach dem
Erkalten Alfohol, etwa im Verhiiltnis wie es WEIGERT angegeben,
gugesetzt wird; auf je 100 cem. werden dann noch 2 cem. kalt gesdttigter
wdssriger Lithion carbonicwm-Lasung zugeliigt, Nach der Fiirbung, also
nach etwa 5—6 Stunden wird in Wasser, dem etwas Lithion carboni-
eum zugesetzt ist, abgewaschen. Daranf kommen die Schnitte fir
15—20 Sekunden in eine '/, °[, Libsung von Kali hypermanganicum
und damnn bis zur vollstiindigen Entfiirhung des Zwischengewebes
in folgende Entfirbungsflissighkeit: 1 gr. Acidum oxalicum, 1 gr. Kali
sulfurosum in 200 cem. Aqua destillata gelost. Man kann zur Kern-
tinktion in Alaunkarmin nachfirben. Die markhaltigen Nervenfasern
sind hellblau und heben sich scharf von den Zellen und rot gefirbten
Kernen ab.

21) KULTSCHITZKY sche Hiimatoxylinfiirbung. In eine Mischung
von 20 cem. einer gesiittigten Borsiiurelisung und 80 cem. destillierten
Wassers gielst man 1 gr. in einer geringen QQuantitit absoluten Al-
kohols gelisten Himatoxylins. Die Lisung braucht 2—3 Wochen
zum Ausreifen und ist dann erst brauchbar. Vor Anwendung tut man
2—3 Tropfen Essigsiiure in ein Uhrschiilchen voll dieser Libsung. Fiir
Zentralnervensystein, das in MULLER'scher oder ErRLICKI'scher Fliissig-
keit fixiert, i Alkohol erhiirtet und in Celloidin eingebettet war.
Die Schnitte bleiben in der Liisung 18—24 Stunden, dann Abwaschen
in Alkohol. Die markhaltigen Nervenfasern sind ausschlieflslich und
gwar blau gefiirbt, alles iibrige fast farblos oder leicht gelblich. Be-
dingung fiir das Gelingen der Firbung ist die Ansiiuerung mit Essig-
silure.

Noch einfacher ist folgende Mischung desselben Autors, die den
gleichen Effekt haben soll. 29 Essigsiure 100 cem, Himatoxylin,
in einer keinen Quantitit absoluten Alkohols gelist, 1 gr. Diese
Mischung braucht selir lange Zeit zum Ausreifen. Darin Fiirben bis
24 Stunden. Auswaschen in Alkolol. Fiir Zenfralnervensystem der
Wirbeltiere.

v, Anilinfarben. Seit WALDEYER und FREY im Jahre 1863
gleichzeitic und unabhiingig voneinander das Fuchsin fiir histiologische
Zwecke zuerst verwandten, sind eine Uberfiille von Anilinstoffen von
verschiedensten Forschern empfohlen worden, so dals wir gegenwiirtig
daran an einem embarras de richesse leiden. Mit wenigen Ausnahmen
habe ich alle gepriift, will aber in den folgenden Zeilen nur diejenigen
anfiihren, die meines Erachtens wirklich histiologisch verwertbare
Resultate geben. Manche Stoffe, die wvielleicht fiir bakteriologische
Untersuchungen von Wert sind oder bei pathologischen Priiparaten
brauchbare Bilder liefern, sind doch fiir histiologische Zwecke sensu
strictiori nicht sehr geeignet. Teils darum, weil bei ihrer Anwendung
so iiberaus penibel verfahren werden mufs, wie z. B. bei der noch zu
erwiihnenden Gentianaviolettfiirbung nach B1zzoZzZERO und VASSALE,
teils weil die mit einigen Farben erhaltenen Bilder nicht dauerhaft
sind und in nichts die Tinktionen iibertreffen, die man mit anderen
haltbaren Anilinstoffen erhiilt. Zu den letzteren, nur wenig verwert-
baren Anilinen rechne ich die griinen, zu den ersteren, den umstind-
lichen, die violetten Farben. Alle beide sind aber auch noch dadurch
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ausgezeichnet, dals sie weit mehr Neigung zeigen, die Hiinde des
Arbeitenden ziemlich waschecht zu firben, als im Priparate den ge-
wiinschten Effekt hervorzubringen.

Die Methode der Anilinfirbung ist zuerst durch E. HERMANN
und FLEMMING und durch Engricn griindlich ausgearbeitet worden,
von den ersteren fiir histiologische, von dem letzteren namentlich
fiir bakteriologische Zwecke., Das Prinzip ist kurz das der mari-
malen Uberfirbung und der darauf folgenden maximalen Entfirbung.
E. HEpMANN und FLEMMING haben das Verfalhren so entwickelt, dals
sie in alkoholischen, zum Gebrauch mit Wasser verdiinnten Lisungen
fiirbten und dann so lange in Alkohol extrahierten, bis keine Farbstofi-
wolken mehr aus dem Priiparat entwichen. Sie erhielten dann reine und
dawerhafte Kernfiirbungen, in denen die Kernstrukturen auf das deut-
lichste sichtbar gemacht waren. So verfahre ich nur, wenn ich Fuchsin
und Safranin verwende. Sonst aber stelle ich mir eine konzentrierte
wiissrige Livsung des betreffenden Farbstoffes dar, firbe in demselben
24 Stunden lang, wasche dann fliichtic in Wasser ab und ziehe nun
mit Alkohol von 967, aus, so lange noch Farbstofl ausgeht. Der
Unterschied beruht also nur darin, dafls ich rein wiissrige Lisungen
nehme, deren Konzentration gleichgiltig ist, denn auf eine Prise Farb-
stoff mehr oder weniger kommt es tatsiichlich nicht an; sonst aber
ist das Vorgehen genau dasselbe, wie es im Prinzip von E. HERMANN
und FLEMMING ausgebildet worden,

Die sogenannten basischen Anilinfarben, die wesentlich Kerntink-
tionsmittel sind, haben noch eine Eigenschaft, die ich hier erwiihnen
will. Sie zeigen nimlich eine ungemeine Affinitit zu Mucin,  Stark
mucinhaltige Organe werden in ilmen iiufserst intensiv und dauerhaft
gefiirbt, wiihrend sie das Plasma nicht mucinhaltiger Organe ganz
oder fast ganz verschonen. Sie diirften daher zur Erkennung der
physiologischen Dignitiit mancher Driisen, namentlich bei Evertebraten,
wo das Experiment schwer ausfiihrbar ist, von grolsem Werte sein.
Wie schon im Vorwort bemerkt, beziehen sich diese Angaben nur
auf die Aniline, die durch die Institute von Dr. GrUBLER bezw,
(3. KON1G zu erhalten sind. Namentlich ist das betrefts des Bismarck-
brauns der Fall. Dieser Farbstoff, wenn ich nicht irre, aus der
Berliner Anilinfabrik stammend, ist ein ganz anderer wie derjenige,
der unter demselben Namen z. B. von MErK bezogen wird., Letzteres
Bismarckbraun, das ich in der zoologischen Station zu Neapel kennen
lernte, hat die an ersterem zu riilhmenden Eigenschaften nicht.

Es sollen nun zuerst die beiden meines Erachtens allein anwend-
baren Plasma firbenden Anilinstoffe erwiihnt werden, dann die basischen
und endlich das Siurefuchsin nach der WEeiGErT schen Methode.

22) Eosin. Fiirbt in konzentrierter wiissriger Liosung Zellsub-
stanzen, Muskeln, rote Blutkérperchen, sowie das Sekret mancher
nicht mucinhaltiger Driisen von Evertebraten tiefrot.

23) Orange (. Firbt in gesiittigter wiissriger Liosung, die jedes-
mal vor dem Gebrauch zu filtrieren ist, Muskeln hellgelb, Zellsub-
stanzen hellorange. Orange G. in Lisung schimmelt leicht, darf daher
nicht in grofsen Quantitiiten vorriitig gehalten werden.

Diese beiden Farbstoffe sind fiir sich allein nicht verwertbar,
da sie eine diffuse Fiirbung geben, sie bilden aber fiir Doppelfirbungen
eine ganz vorziigliche Grundlage. Die vorhergegangene Methode der
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Fiz ierung iibt auf die Firbbarkeit im allgemeinen keinen Einflufs,
nur Fremming'sche Lisung und Chromsiiure hindern ein wenig das,
Angreifen des Farbstoffes.

Die basischen Anilinfarben.

24) Bismarckbraun. In konzentrierter wiissriger Lisung wird
das Priiparat 24 Stunden lang gelassen, dann fliichtig in Wasser ab-
gewaschen und so lange in Alkohol von 96°, extrahiert, bis kein
Farbstoff mehr entweicht. Firbt Kerne und mucinhaltige Driisen,
namentlich mit Sekret gefiillte Becherzellen dunkelbraun. Das Plasma
der Zellen wird hellbraun, ebenso Bindegewebsfibrillen. Muskeln,
glatte und quergestreifte, sowie das Plasma gewisser Driisen von
Evertebraten, die vielleicht als Eiweilsdriisen zu betrachten sind, werden
strohgelb. Einer der vorziiglichsten Farhstoffe, fiir dessen Anwendung
die vorhergegangene Fixierungsmethode meist gleichgiiltig ist; nur
FremminG'sche Lisung macht ihn unwirksam.

25) Dahlia. Nach Eunrvicn fir Mastzellen in folgender Weise
anzuwenden: Alkohol absolutus 50 cem, Aqua destillata 100 cem,
Acetum glaciale 12Y, cem, Dablia bis zur Siittigung. Die Schnitte,
die nur von Priiparaten genommen werden diirfen, die in absolutem
Alkohol fixiert waren, kommen fiir, mindestens 12 Stunden in die
Lisung. Einlegen in Terpentin. Uber diesen Farbstoff habe ich
keine Erfahrung,

26) Fuchsin: FREY. Fuchsin 0,01 gr. in Aqua destillata 15 cem.
und 20—25 Tropfen Alkohol absolutus gelist. (Giebt fiir meinen Ge-
schmack keine sehr schinen Bilder.

27) Fuehsin: E. HERMANN, von FLeuminG empfohlen. 0,25 gr.
Fuchsin werden in 20 cem. 96°%, Alkohol und 20 cem. destillierten
Wassers gelist. Nach vollendeter Fiirbung wird so lange in Alko-
hol absolutus extrahiert, bis keine Farbstoffwolken mehr entweichen.
Reine Kernfirbung.

28) Verdiinnte alkoholische Fuchsinlésung. In meiner Erst-
lingsarbeit habe ich zur Darstellung der RANVIER'schen Einschniirungen
folgendes Verfahren empfohlen. 6 —7 Tropfen einer 4 °, alkoho-
lischen Fuchsinlosung werden in ein Ubrschillchen mit destilliertem
Wasser gegeben. Dahinein kommen die frischen Nerven auf 4—24
Stunden und werden dann ausgewaschen. Die RaANVIER'sche Ein-
schniirung tritt an Zupfpriiparaten als dunkelbraunroter Ring plastisch
hervor, der Axencylinder ist tiefrot, der doppelte Kontur hellrosa.
Ich kann auch heute noch diese Methode warm empfehlen. Die Prii-
parate sind nicht haltbar.

29) Gentianaviolett. Nach Bizzozzero und VAssALE verfihrt
man folgendermafsen: Die Objekte werden in absolutem Alkohol
fixiert. Die Schnitte kommen in die EnrLici’sche Gentianaviolett-
losung, die nachstehende Zusammensetzung hat: Gentianaviolett 1 gr,
Alkohol 15 cem, Anilinél 2 cem, Aqua destillata 15 cem. Darin
verweilen die Schnitte 5—10 Minuten. Darauf werden sie 5 Sekun-
den lang in absolutem Alkohol abgewaschen und kommen fiir 2 Minuten
in eine Jodjodkaliumlésung: Jod 1 gr, Jodkalium 2 gr, Aqua destil-
lata 300 cem. Darauf fiir 20 Sekunden in absoluten Alkohol, dann
fiir 30 Sekunden in Chromsiiure 1 pro mille, dann 15 Sekunden in

4
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absoluten Alkohol, dann 30 Sekunden in Chromsiure 1 pro mille,
dann 60 Sekunden in absoluten Alkohol und endlich Aufhellen in
Nelkeniol. Man erhiilt reine Kerntinktion; umstiindlicher aber kann
wohl eine Methode nicht sein, denn bis zum Aufhlellen sind nicht
weniger als 8 meist nur wenige Sekunden wiihrende Operationen
nitig. .

Ahnlich wie Gentianaviolett wirkt Methylviolett B extra.

30) Nigrosin. Nach SaNkey (citiert nach Benrexs) fiir Zentral-
nervensystem in folgender Libsung brauchbar: Nigrosin 0,5 gr, Alko-
hol 99 cem, Wasser 1—2 cem. Die Tinktion erfolgt in wenigen
Minuten ; die Schnitte kommen nach dem Auswaschen in eine Chloral-
hydratlisung oder auch in eine Losung von Lithium ecarbonicum.
Uber diesen Farbstofi habe ich nur geringe eigne Erfahrung.

31) Safranin. FremMmiN:, wie ich durch diesen Forscher brief-
lich belehrt wurde, nicht Prirzyer, wie Benrins angiebt, hat den
Farbstoff zuerst empfohlen, und zwar in alloholischer Libsung, von der
ein kleines Quantum zum jedesmaligen (Gebrauche halb mit destillier-
tem Wasser zu verdiinnen ist, Die Schnitte werden nach vollendeter
Fiirbung so lange in 96 *, Alkohol extrahiert, bis sie ein in der gewiihlten
Farbe durchscheinendes Aussehen bekommen haben.  Vorzigliches
Kernfiirbemittel, macht namentlich, besser als Bismarckbraun, die
mitotischen Stadien sehr deutlich, zeigt aulserdem dieselbe Mucin-
reaktion, wie Bismarckbraun, wenn auch nicht so priignant. Bei
einigen Autoren finde ich die Angabe, dals Safraninpriiparate in salz-
saurem Alkohol ausgewaschen werden sollen. Bei meinem Safranin
hat mir ein derartiges Verfahren stets die Firbung verdorben, indem
nunmehr ein schmutzig violetter, statt des schinen, flammendroten
Tones vorhanden war. Stets salzsauren Alkohol zur Extraktion zu
verwenden, ist daher entschieden abzuraten. Uberhaupt ist Safranin,
soweit ich diesen Farbstoff kennen gelernt habe, fiulserst siinreempfind-
lich, ganz im Gegensatze zu Bismarckbraun. Pikrinsalpetersiiure-
priiparate oder Priiparate aus Flemmings'cher Lisung, fir welch’
letztere namentlich das Safranin ganz ansgezeichnet ist, miissen absolut
siurefrei sein, sonst erhiilt man schmierige und darum unbrauchbare
Fiirbungen.

32) Siinrefuehsin; WEIGERT. Mit dieser, jetzt wegen ihrer Um-
stiindlichkeit fast ganz verlassenen, Methode erhiilt man sehr schine
Bilder der Nervenfasern im Gehirn. Die Methode ist folgende: Die
Schnitte von Gehirnen, die in MiLLER scher Lissung fixiert und nach-
her in Alkohol gehiirtet waren, kommen auf Stunden oder Tage in
eine gesiittigte wiissrige Lisung von Siiurefuchsin. Dann werden sie
in Wasser abgespiilt und kommen in eine alkoholische Kalilosung.
Diese letztere stellt man sich so dar, dals man in 100 cem Alkohol
absolutus 1 gr. Kali causticum fusum wirft, 24 Stunden wartet, bis
das, was ldslich ist, gelost ist. Von dieser Stammiliissigkeit verdiinnt
man 10 cem. mit 100 cem, Alkohol absolutus. In dieser Verdiinnung
wird der Schnitt bewegt, wobei er sofort Farbstoff verliert; das Be-
wegen wird so lange fortgesetzt, bis die graue Substanz hervortritt.
Dann wird wiederholt in reinem Wasser abgewaschen, bis keine Farb-
stoffwolken mehr ausgehen. Die Fiirbung ist gelungen, wenn die
weilse Substanz rot, die grave Lell ist. Nwr die Nervenfasern sind
dann gefirbt,
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d. Doppelfiirbungen.

33) Hiimatoxylin-Karmin: STRELZOFF (citiert nach Frey). Nur
geeignet fiir Priiparate sich entwickelnder, vorher entkalkter Knochen.
Sechnitte, in Alaunhiimatoxylin gefiirbt, werden in destilliertem Wasser
ansgewaschen und dann in eine miglichst ammoniakarme Karmin-
lisung gebracht. Sie werden wiederum ausgewaschen und kinnen noch-
mals in diinne Alaunlisung gebracht werden. Knorpel blau, Knochen
rot. Die Priiparate sind nicht haltbar.

34) Pikrokarmin; RANVIER. Der franzosische Histiologe hat
zuerst diese Doppelfiirbung ersonnen, die viel gelobt und angewendet
wird. Ich muls offen gestehen, dals mir die knallrote Fiarbung der
Kerne, die jedes Strukturbild derselben verdeckt, nicht sehr sympathisch
ist, und dals mir ferner sowohl bei dieser wie bei den noch zu er-
wiihmenden Modifikationen des RaNVIER'schen Prinzipes die Doppel-
fiirbung ziemlich problematisch erscheint. Das Pikrin entweicht
meistens rapide aus dem Gewebe, mag man nun in Wasser auswaschen
oder direkt in Alkohol bringen, was immer bedenklich ist, da sich
dann leicht amorphe Karminniederschlige bilden. Am rationellsten
ist es noch Karminpriiparate in Alkohol zu entwiissern, dem eine Spur
Pikrinsiiure beigesetzt ist, oder in Karmin durchgefiirbte Priparate
mit einem Terpentin aufzuhellen, in welchem man Pikrin in beliebiger
Menge gelist hat.

Die Raxvier'sche Vorsehriff nun lautet folgermafsen: In eine
ammoniakalische Karminlosung wird kalt gesiittigte wiissrige Pikrin-
losung eingetragen und das Gemisch auf '/, des Volumens eingedampft.
Nach dem Abkiihlen wird filtriert und wieder abgedampft, bis das
Pikrokarmin als krystallinisches Pulver ausfillt. Mit einer 1"/, wiiss-
rigen Lisung dieses Pulvers wird gefirbt. Die Vorbehandlung der
Priparate ist gleichgiltig.

35) Pikrokarmin; WEIGERT (citiert nach BEHRENS). Zu 2 gr,
Karmin kommen 4 cem. Ammoniak; nach 24 Stunden werden 200 cem.
kalt gesiittigter wiissriger Pikrinlosung hinzugefiigt. Nach ferneren
94 Stunden Essigsiiurezusatz, bis ein stiirkerer Niederschlag entsteht,
dann wird Ammoniak tropfenweise zugefiigt, bis die Libsung klar ist.

36) Pikrokarmin (citiert nach STOHR). Zu 50 cem, Aqua destillata
werden 5 cem. liquor ammonii caustici gegossen und 1 gr. hesten Karmins
hineingeschiittet. Das Karmin ist nach etwa 5 Minuten gelist. Jetat
gielst man 50 ccem. gesiittigter wiissriger Pikrinlosung zn und Lifst
die Mischung 2 Tage in weit offenem Gefiilse stehen; dann wird filtriert.
Selbst reichliche Pilzentwickelung vernichtet nicht die Firbekraft des
Reagens.

36a) Pikrokarmin; HOYER. 1 gr. Karmin wird in einer Mischung
von circa 1—2 cem. starker Ammoniakliosung und 6—8 ccm. Wasser
gelost und in einem Glaskolben im Sandbade so lange erwiirmt, bis
das iiberschiissige Ammoniak sich verfliichtigt hat. Man erkennt das
Eintreten der Verflichtigung daran, dafs in der erwiirmten Fliissig-
keit kleine Bliischen aufsteigen und die Farbennuance hellrot ist. Nach
dem Erkalten wird filtriert. Zu dieser neutralen Karminlésung wird
das 4—6 fache Volumen starken Alkohols zugesetzt; dadurch entsteht
ein hellroter Niederschlag. Man filtriert, wiischt den auf dem Filter

4_*
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zuriickbleibenden Niederschlag und trocknet ihn zn einem Pulver oder
bereitet durch Ubergielsen mit Alkohol, in welchem etwas Glycerin
und Chloral gelost ist, eine Pasfe. Man list nun, um Pikrokarmin
zu erhalten, Pulver oder Paste in einer konzentrierten Solution von
neutralem pikrinsauren Ammoniak. Die grofse Umstindlichkeit, mit
der dieses Pikrokarmin herzustellen ist, lilst es ratsam erscheinen,
dasselbe durch das GRUBLER'sche Institut. welches es in Pulverform
oder Liisung liefert, zu beziehen.

37) Pikrolithionkarmin: ORTH. Zu 1 Teil einer 2,59, Lithion-
karminlésung, die nach der unter Nr. 2 in diesem Kap. angegebenen
Vorschrift angefertigt worden, werden 2—3 Teile kalt gesiittigter
wiissriger Pikrinsiiurelosung hinzngefiigt. Sollte eine von beiden
Farbennuancen zu sehr vorwiegen, so kann man beliebig von der
minder hervortretenden Lisung zusetzen.

Die Pikrokarmine fiirben die Zellkerne knallrot, Epithel- und
Driisenzellen sowie Muskeln gelb, Bindegewebe gar nicht.

38) Boraxkarmin-Indigearmin: NORRIS und SHAKESPEARE
(citiert nach BEHRENS). Man macht durch Kochen eine Lisung von
2 gr. Karmin, 8 gr. Borax und 130 cem. Aqua destillata, und eine
zweite von 8 gr. Indigcarmin, 8 gr. Borax und 130 cem. Aqua destil-
lata. Nach dem Erkalten filtriert man beide und mischt sie zu gleichen
Teilen. Schnitte von Alkohol-, Pikrinsalpetersiure- oder Sublimat-
priparaten werden 24 Stunden in der Mischung gefiirbt, kommen dann
direkt in kalt gesittigte Oxalsiiurelosung fiir 15—20 Minuten, werden
gut ansgewaschen und weiter behandelt. Vor der Oxalsiiureeinwirkung
diirfen die Schnitte nicht mit Wasser in Beriihrung kommen, weil
sonst das Indigkarmin entweicht. Aus demselben Grunde darf keine
diinne Oxalsiiure genommen werden. Das Resultat der Fivbung ist ein
anz ausgezeichnetes. Die Kerne sind tiefrot, die Bindegewebsfibrillen

ellrot, das Plasma der Epethilien griinlich, und Muskeln, glatte wie
quergestreifte, leuchtend blaugriin. Namentlich zur Unterscheidung
von Muskelfasern und Bindegewebsfibrillen bei Wirbellosen erhilt
man hochst instruktive Bilder. Ich kann diese Fiirbungsmethode anf
das angelegentlichste empfehlen. Die Mischung hilt sich liingere Zeit.

39) Hiimatoxylin-Safranin ; RABL, Zum Studinum der Zellfeilungs-
uren hat RaBL folgende Fiirbung empfohlen. Priiparate, die in
hromameisensiiure fixiert sind (cfr. Kap. IT Nr. 4), firbt dieser

Forscher zuerst in DeLAFIELD'schem Himotoxylin so schwach, dals
sie ohne weiteres nicht brauchbar sind. Sie werden gut in Wasser
ausgewaschen und kommen in Safranin. Dieses wird so dargestellt,
dals man in iiberschiissiger Menge den Farbstoff in absoluten Alkohol
giebt, tiichtig umriihrt, abfiltriert und das Filtrat mit dergleichen Menge
Wasser verdiinnt — also im wesentlichen FLEMMING'sche Safranin-
losung. Hierin bleiben die Priiparate 24 Stunden und werden dann
S0 la].::ge in Alkohol absolutus extrahiert, bis kein Farbstofi mehr ent-
weicht.

40) Eosin-Anilingriin, Diese Doppelfiirbung ist von SCHIEFFER-
DECKER zur Darstellung der Plasmastrukturen der Driisenzellen em-
pfohlen worden.

41) Bosin-Himatoxylin: RENAUT (citiert nach For). Konzen-
trierte wiissrice Fosinlésung 30 cem. abgestandene gesiittigte Auf-



Kap, V. Die Methoden der Firbung. 53

losung von Himatoxylin in Alkohol 40 ccm, mit Kalialaun gesiittigtes
Glycerin 130 eem. Die Mischung mufs 5—6 Wochen in einem mit
durchlochertem Papier bedeckten Gefiifse stehen, bis der Alkohol
verdunstet ist, dann filtriert man, Beim (Gebrauch wird mit 1—2 Teilen
reinen Glycerins verdiinnt. Zur Entwiisserung der Schnitte wird eosin-
haltiger Alkohol genommen.

42) Fosin-Hiimatoxylin. Seit Jahren verfahre ich bei dieser
Doppeltirbung folgendermafsen: Die Schnitte werden 24 Stunden
lang in konzentrierter wiissriger Eosinlosung gefiirbt. Darauf kommen
sie nach fliichtigem Abwaschen in destilliertem Wasser fiir 2—5 Minuten
in BOHMER'sches, FrEY'sches oder mein Himatoxylin, werden nach
dieser Zeit 20—25 Minuten in gewdihnlichemm Wasser gewaschen und
dann in reinem 96 Y Alkohol extrahiert, bis kein Eosin mehr ent-
weicht. Hiermit habe ich nach fast jeder Fixierungsmethode, aus-
genommen reine Chromsiiure, ganz vorziigliche Priiparate bekommen,
die sich Jahre lang gehalten haben. Das Eosin, das ich stets ver-
wendete, ist sehr bestindig bei dieser Methode, fiirbt Muskeln, Zell-
lasma, gewisse Driisensekrete bei Evertebraten intensiv rot, die
erne sind dunkelblau, Bindegewebe graublau. Lilst man die Schnitte
#zu lange in der Himatoxylinlosung, so verdriingt die Himatoxylin-
fiirbung etwas die des Eosins. Fiirbt man umgekehrt, erst mit Hima-
toxylin, dann mit Eosin, so sind die Resultate sehr viel schlechter,
denn nunmehr geht das Eosin nicht mehr an die Gewebteile heran
und wird, wenn man reinen Alkohol nimmt, fast ganz ausgezogen.
Ich kann daher nur dringend anraten, sich meines zweizeitigen Ver-
fahrens zu bedienen, Mifserfolge mit demselben sind nach meinen Er-
fahrungen absolut auag&schlnssen

43) Orange G-Himatoxylin. Seit einiger Zeit habe ich diese
Farbstofikombination bei Pikrinsalpetersiure-, Pikrinschwefelsiure-,
Sublimat- und Alkoholpriiparaten angewendet und damit ganz aus-
gezeichnete Bilder erhalten. Die Schnitte kommen fiir 24 Stunden
in eine gesiittigte wiissrige Lisung von Orange G, werden nach ganz
fliichtigem Abwaschen in destilliertem Wasser auf 2—5 Minuten in
BoOaMER'sches, FREY sches oder mein Hiimatoxylin iibergefithrt. Danach
werden sie 20—25 Minuten in gewdhnlichem Wasser abgewaschen
und in Alkohol von 96, extrahiert. Zu lange darf ror der Hima-
toxylinanwendung nicht ausgewaschen werden, da sonst das Orange G
fast volliz entweicht. Muskeln, glatte und quere. hellgelb; Driisen-
Easma und Driisensekret gewisser Driisen von Evertebraten, sowie

nochengrundsubstanz orangefarben; Bindesubstanz leicht blaugrau;
Driisenplasma mucinhaltiger Driisen und sekretgefiillte Becherzellen,
sowie Knorpelgrundsubstanz veilchenblau; Kerne dunkelblan. Die
Fiirbung ist sehr viel zarter und distinkter als nach Eosin-Hima-
toxylin, hat lange nicht das massive Aussehen wie letztere und ist
fiir das Auge sehr sympathisch. Bei rein epithelialen Bildungen steht
sie allerdings der vorigen Doppelfirbung nach. [ITch kann diese Kom-
bination als ganz vorziglich empfehlen.

. Dreifachfiirbungen.

44} Pikrokarmin-Himatoxylin; FLFMMING. Hautschnitte werden
bis zu 24 Stunden in eine mittelstarke Pikrokarminlisung getan,
dann fiir einige Stunden in DELAFIELD'sches Hiimatoxylin. Nach
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Waschen in Wasser Weiterbehandlung, wie sie im folgenden Kapitel
beschrieben werden wird. Das Bindegewebe ist rosa, die Muskeln
gelbristlich, ebenso die Zellkorper, die Zellkerne dunkelpurpurn bis
violett, die hornige Substanz des Haares pikringelb, die innere Wurzel-
scheide, soweit sie vorhanden, brillant lichtblau. Brascoko hat fiir
das gleiche Gebilde dieselbe Kombination angewandt, nur dals er
BonMeR'sches Hiimatoxylin nahm. In den Brascnko’schen Priiparaten
ist das stratum lucidum griin.

45) Orange G-Siurefuchsin-Methylgriin; EHRLICH-BIONDL
Eine von Enrricn angegebene Methode der Fiirbung mit den drei
Stoffen ist von Bioxpi etwas modifiziert und dann dourch HEIDEN-
HAIN bekannter geworden. Die Mischung wird hergestellt aus 100 cem.
wiissriger Orange G-16sung. 20 cem. gesiittigter wiissriger Siurefuchsin-
lisung und 50 cem. gesiittigter wiissriger Methylgriinlisung. Letatere
wird unter stetem Umriihren in die Mischung der ersteren beiden
eingetragen. Zum Gebrauch wird ein Quantum der Lisung mit dem
60—100 fachen an destilliertem Wasser verdiinnt; die Dauer der Ein-
wirkung ist 24 Stunden. Fiir Sublimat-, weniger fiir Pikrinsalpeter-
siiurepriiparate zu verwenden. Nach dem Fiirben wird fliichtig in
Wasser abgewaschen und in Alkohol von 96", extrahiert, bis keine
Farbstoffwolken mehr entweichen. Da es sehr schwer ist, fiir diese
Lisung die richtigen Konzentrationen der einzelnen Bestandteile zu
treffen, so tut man am besten, das EnrpLicn-Broxpi'sche Gemisch
durch das GRUBLER'sche Institut zu beziehen.

Kap. VI. Das Aufheben der Praparate.

Priiparate, die ohne weitere Vorbereitung von frischem Materiale
angefertigt und in indifferenten Fliissigkeiten untersucht wurden, sind
ans leicht ersichtlichen Griinden einer daunernden Aufbewahrung nicht
fiihig. Das Gleiche gilt von Zupfpriiparaten, die man nach kiirzerem
oder lingerem Verweilen in einer der in Kap. I heschriebenen Isola-
tionsfliissigkeiten hergestellt und keiner weiteren Nachbehandlung
unterworfen hat. Nur Osmiom-, Gold- und Silberpriiparate und Prii-
parate, die man nach der Mazeration in irgend einer Weise gefiirbt
hat, lassen sich aufheben. Manchmal erhalten sie sich Jahre lang
gut; hiiufig aber gehen sie schon nach kurzer Zeit, nach einigen Mo-
naten zu Grunde,

Als Aunfbewahrungsmittel ist am beliebtesten das

1) Glyeerin. Gefivrbte Objekte zerzupft man, nachdem sie aus-
gewaschen sind, entweder in reinem oder halb mit destilliertem Wasser
verdiinntem Glycerin. Das reine Glycerin hat viele Nachteile. Ein-
mal macht es die Priiparate zu durchsichtig, so dals namentlich feinere
Strukturen dadurch verschwinden. Dann entzieht es den Geweben zu
viel Wasser und bewirkt dadurch nachtriiglich mehr oder minder be-
deutende, das Priiparat wertlos machende Schrumpfungen. Endlich
drittens zieht es namentlich die Anilinfarben, aber auch das Hiima-
toxylin sehr stark aus, so dals Priiparate, die beim Einlegen eine
ziemlich intensive Tinktion zeigten, nach kurzer Zeit villig abgeblalst
sind. Viel besser ist es daher, halb mit Wasser verdiinntes, statt
reines Glycerin zu nehmen.
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Bei der Anwendung hat man in erster Linie zu beachten, dafls
man den Tropfen, in dem die Zerzupfung vorgenommen wird, nicht
zu klein und nicht zn grols nimmt. Hat man zu viel Glycerin ge-
nommen, so schwimmt beim Auflegen des Deckglases das Zerzupfte
nach allen Richtungen auseinander und das Glycerin tritt iiber den
Rand des™—Y=lases hervor, wodurch das Umranden fast zur Unmig-
lichkeit wird. Hat man zu wenig genommen, so treten beim Auflegen
des Deckglases eine Unmenge kleinster Lnftblasen im Priiparate auf,
welche dessen schnelles Verderben herbeifiihren, Das richtige Mafs
zwischen beiden Extremen zu finden ist nicht leicht, dazu hedarf es
vieler UThung.

2) 50", Kali aceticnm. Statt des Glycerins sollte man sich
mehr der von MAX Scuurtze empfohlenen 509 wiissrigen Lisung
des Kali aceticam bedienen. Es besitzt alle Vorteile des reinen und
verdiinnten Glycerins, ohne an dessen Ubelstiinden Anteil zu haben;
namentlich Osminmzupipriparate halten sich in ithm viel hesser. als
in Glycerin. Anilinfarben blassen aber mit der Zeit auch aus.

Priiparate, die in Glycerin oder Kali aceticum zerzupft sind,
sogenannte feuchte Priparate, konnen indessen nicht so ohne weiteres
aufbewahrt werden, weil bei der geringsten Neigung, die man dem
Objekttriiger zur Horizontalen giibe, die Deckgliser wegschwimmen
wiirden. Zur dauernden Aufbewahrung miissen solche Priiparate noch
wumrandet werden.

Die einfachste Methode zu diesem Behufe, wie ich sie seinerzeit
durﬁh meinen verstorbenen Lehrer Dr. KarL SAcus kennen lernte,
st die

3) Umrandung mit Waehs, Man nimmt ein diinnes Wachslicht,
giindet es fiir einen Augenblick an, so dals das im Dochte enthaltene
Wachs schmilzt, lioscht aus und fihrt nun rasch mit dem noch
warmen Dochte an dem Rande des Deckglases hin. Der Docht
hinterliifst einen schnell erstarrenden Streifen Wachs, welcher das
Deckglas an dem Objekttriger befestigt, vorausgesetzt, dals man so
umrandet hat, dals der Wachsstreifen zur Hilfte auf dem Deckglase,
zur Hiilfte anf dem Objekttriiger ruht. Man setzt die Prozedur des
Anziindens, Auslischens und Aufstreichens so lange fort, bis ein ge-
niigend breiter Rahmen von Wachs das Deckglas fixiert. Solcher
Art hergestellte Priiparate halten sich sehr lange.

4) Asphaltlack. Er stellt cine Auflésung von Asphalt in Lein-
und Terpentinil dar und kommt in dieser Form im Handel vor.
Trocknet schwer und wird leicht spride, ist daher wenig empfehlenswert,

5) Maskenlaek. Er ist eine alkoholische Lissung, deren Zusammen-
setzung ich nicht kemne. Er ist viel besser als Asphaltlack, da er
sehr schnell hart wird, ohne zu springen. Im Handel vorriitig.

6) KrONIG'sehe Masse. Dieselbe besteht aus weilsem Waelis
2 Teilen und Kolophonium 9 Teilen, welche in der Wiirme vereinigt
werden., Die nach dem Erkalten harte Masse wird mit heilsgemachter
Messerklinge auf den Rand des Deckglases aufgetragen. Niichst
Maskenlack eins der besten Umrandungsmittel, da es sich gut an-
legt, schnell erstarrt und nicht briichig wird.

Aulser den genannten gibt es noch eine grofse Menge von soge-
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nannten Versehlufslacken, auf deren Anfiihrung ich aber verzichte, da
dieselben allgemeinere Verwendung kaum gefunden haben.

Priparate, die von gehiirtetem Materiale gemacht wurden, in
einer der im vorigen Kapitel angegebenen Weisen gefiirbt sind und
nunmehr davernd aufbewahrt werden sollen, werden wohl nur in den
allerseltensten Fiillen in Glycerin oder 509, Kali aceticum aunfge-
hoben. Zu dem Zwecke nimmt man vielmehr Kanadabalsam oder
Dﬂﬂ! marharz.

Ehe sie aber mit einem von beiden Mitteln durchtrinkt werden
kinnen, miissen noch einige Manipulationen mit ihnen vorgenommen
werden. Schnittpriiparate, die mit wiissrigen oder alkoholischen Farb-
stofflosungen gefiirbt wurden, werden zuniichst in absolutem Alkohol
oder Alkohol von 96"/, sorgfiltig entwiissert. Celloidinschnitte diirfen
nicht zn lange in dem Alkohol weilen, weil sonst das Celloidin leicht
schmierig wird. Nach der Entwiissrung Linnen sie direkt in Balsam
ubertragen werden. Doch ist das nicht ganz ungefihrlich; denn ist
auch nur eine Spur von Wasser im Prap,uat noch ‘l.nrhanden 50
dringt der Balsam nicht ein und das Priparat ist dann verdorben.
Man mufls daher durch ein iitherisches Ol den Alkohol erst austreiben
und den Schnitt durchsichtiz machen. Das hierfiir mit Recht belieb-
teste Ol ist das

7) Nelkendl. Man bewahrt dasselbe am besten in einer Flasche
auf, in welche eine Pipette als (Glasstipsel eingeschliffen ist. Deck-
gliser, auf denen Schnitte aufgeklebt sind, nimmt man aus dem
Alkobol und legt sie auf ein kleines Uhrschiillchen so auf, dals die
Schnitte nach oben kommen und die vier Ecken nur lose auf dem
Schiilchen ruhen, das ganze Deckglas also hohl liegt. Dann gibt
man mit der Stopselpipette einige Tropfen Nelkenil auf die Schnitte.
Nach kurzer Zeit sind letztere durchsichtigz geworden. Man saungt
dann das Ol moglichst vollstiindig mit der Stipselpipette weg, trock-
net noch einmal vorsichtig mit Flielspapier ab und legt das Pripa-
rat auf den Objekttriiger, auf den man vorher einen Tropfen Kuuaga
balsam oder Dammarlack getan hat. Schligt sich. wie das zuweilen
geschieht, etwas Nelkenil auf der Oberseite des Deckglases nunmehr
nieder, so wartet man. bis Balsam oder Lack trocken geworden sind,
und reibt dann vorsichtigz mit einem Lemwandlappen ab, auf den
man eine Spur Alkohol gebracht hat.

8) Kreosot. Dieser Stoff hat vor dem Nelkenil nur das eine vor-
aus, dals er noch wasserhaltige Schnitte aufhellt, ist aber sonst wenig
empfehlenswert, da er vielfach Schrumpfungen hervorruft.

9) Bergamottl. [eses sehr angnehm riechende (O dient vor-
zugsweise zur Aufhellung von Celloidinschnitten, die aus 95" oder 969
Alkohol in dasselbe iibertragen werden. Nachdem man die Schnitte,
die nicht aufgeklebt sind, auf den Objekttriiger gebracht hat, giebt
man auf dieselben einen Tropfen Kanadabalsam oder Dammarlack und
legt das Deckglas auf. Sehr vorteilhaft ist es, wenn man letzteres,
bevor man es auflegt, ein paarmal durch die Spiritusflamme zieht,
damit die an ihm haftende Feuchtigkeit entfernt wird. da dieselbe
unter Umstiinden leicht im Priiparate sich niederschlagen kinnte.

An Stelle von Bergamottil hat man auch Origanumil verwandt:
indessen ist dasselbe nicht sehr empfelilenswert, da es sehr iibel riecht
und durch den Gernch leicht Kopfschmerzen hervorruft.
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10) Xylol. Zur Aufhellung von Schnitten, die mit einer Anilin-
farbe oder mit Hiimatoxylin gefiirbt sind, ziehe ich das Xylol dem
Nelkenol vor. Die Farben treten dadurch schiirfer und klarer her-
vor und scheinen sich besser zu halten. Man legt das Deckglischen,
welches die gut in absolutem Alkohol entwiisserten Schnitte trigt, in
das Xylol, bringt anf den Objekttriiger einen Tropfen Kanada oder
Dammar und deckt das Deckgliischen, nachdem die Schnitte durch-
sichtig geworden, iiber. Das auf der Oberseite desselben vorhandene
Xylol ist sehr bald verdunstet, ohne Spuren zu hinterlassen, voraus-
gesetzt, dals man vorher geniigend entwiissert hatte.

11) WEIGERT sche Aufhellung. Da die nach WEIGERTS Methode
mit Kollodium aneinander geklebten Schnitte eine Entwiisserung in
absolutem Alkohol und eine Durchtriinkung in Ol nicht vertragen,
weil sich darin das Kollodium lisen wiirde, so bringt WEIGERT die
Kollodiumlappen aus dem 90°, Alkohol in eine Mischung von
3 Volumina Xylol mit 1 Volumen Acidum ecarbolicum liquefactum.
Um letzteres Reagens stets wasserfrei zu erhalten, kommt auf den
Boden des Gefiifses, in dem die Mischung sich befindet, etwas ge-
gliithtes Cuprum sulfuricom. In der Mischung bleiben die Lappen,
bis sie durchsichtig geworden sind.

Durchgefiirbte Priparate, die mit der GIESBRECHT-MAYER'schen
Schellackmethode aufgeklebt sind, sind einfacher, als nachtriiglich
gefiirbte Schnitte, zu behandeln. Im Wirmekasten oder auf dem
Neapler Wasserbade, wo sie sich befinden, damit die Schnitte fest
anhaften, schmilzt gleichzeitig das Paraffin. Man gielst nun iiber den
warmen Objekttriiger Terpentinil, welches alles Paraffin wegnimmt,
lifst ablaufen und bringt einen Tropfen Balsam auf, iiber den man
ein Deckgliischen legt. Dasselbe muls vorher ein Paar mal durch
die Spiritusflamme gezogen werden, damit die an ihm haftende Feuch-
tigkeit, welche in dem Schellack Triibungen hervorrufen kinnte,
schwindet.

Die Deckgliiser werden so aufgelegt, dals sie, mit einer feinen Pin-
zette gefalst, zuniichst nur mit einer Kante den Objekttriger be-
rilhren, wiihrend ihre Fliche in leichter Neigung zum Objekttriger
zwischen den Branchen der Pinzette ruht. Indem man das Deckglas
senkt und die Pinzette langsam fortzieht, bewirkt man so eine gleich-
miilsige Ausbreitung des Kanada- oder Dammartropfens und verhiitet
gleichzeitig den Eintritt von Lufthlasen.

Die zum dauernden Einschlufs bestimmten Mittel sind Kanada-
balsam und Dammarlack.

12) Kanadabalsam. Man liost in einem Glasgefifs, das mit
einem aufgeschliffnen Deckel bedeckt wird, und in dem sich ein fei-
ner Glasstab-zum Auftropfen des Balsam befindet, den dickfliissigen
Balsam am besten in Xylol. so dafs er ganz diinn wird und beim
Herausheben des Stabes nicht mehr Faden zieht. Xylol als Losungs-
mittel ist dem Terpentin vorzuziehen, da in Terpentinbalsam difficile
Farben abblassen. Dickfliissiger Terpentinbalsam ist zum Einschluls
von Knochenschliffen empfehlenswert. Man mufls unter allen Um-
stiinden nur sehr wenig Balsam nehmen, nur so viel, dals der vom
Deckglase bedeckte Raum gerade ausgefiillt ist. Nimmt man zu viel,
so hat man einen doppelten Nachteil. Erstens trocknet eine solche
dicke PBalsamschicht sehr schwer, ist oft nach Monaten noch nicht
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fest. Und zweitens wird durch dieselbe die Beobachtung, namentlich
mit starken Trockensystemen erschwert, wenn die Schnitte nicht aunf-
reklebt waren (in welchem Falle zwischen ihnen und Linse nur das
Deckglas ist), sondern direkt auf den Objekttriiger gebracht wurden.
Dann hindert bei starken Systemen die Balsamschicht zuweilen die
genaue Einstellung.

13) Dammarlack. Dieses Reagens besitzt nach FLEMMING vor
dem Kanadabalsam den Vorzug, dals es fiir die Erhaltung feinerer
Strukturen giinstiger ist. Man bereitet sich am besten die Lisung
selber:; fertig gekaufter Liack wird hiinfig im Priiparate tritbe. Man
lost Dammarharz, das sehr rein aussehen mufs, in einem Gemisch von
Benzol und Terpentin zu gleichen Teilen in der Wiirme und filtriert
warm. Ist der Lack in der Flasche trotz sorgfiltizer Zubereitung
triibe geworden, so bringt man ihn, wie mir Professor FLEMMING
wiitigst geschrieben hat, bei 50 —800 C. eine Zeitlang in den Briit-
ofen und filtriert ihn dann warm durch ein mit Chloroform bhenetztes
Flielspapier. Dann bleibt der Lack wieder lingere Zeit klar,

Kap. VII. Die Methoden der Injektion,

Um die Vaseularisation der einzelnen Organe genauner zu studieren,
ist es notwendig, die Gefiifse dadurch sichtbar zu machen, dafls man sie
mit einer farbigen, transparenten Masse erfiillt. Fiir diesen Zweck,
die Injeltion, giebt es zwei Methoden, die Einspritzung swariner und
die Einspritzung kalter Fliissigkeiten, von denen die letzteren fliissig
bleiben, die ersteren in der Kiilte erstarren, Der modus procedendi
ist dabei der, dafs man in die Hauptarterie oder in die Hauptvene
gines Oreanes eine Kaniile einsticht und einbindet, diese dann mit
einer Spritze vereinigt, deren Stempel man nun kontinuierlich, unter
stets gleichem Drucke langsam vorschiebt. bis die Injektion vollendet
ist, d. h. bis das betreffende Orzan eine gleichmiilsize, der Farbe der
Injektionsmasse entsprechende Firbung angenommen hat.  Will man
Arterie nnd Vene gleichzeitig injizieren, so hat man natiirlich zwei
Kaniilen einzubinden, die mit zwei Spritzen in Verbindung zn setzen
sind, oder kann erst die Verzweicung der Arterie, dann die der Vene
mit den Injektionsmassen ausfiillen. Zur Injektion der Lymphgefiilse
bedient man sich des Einstichverfahivens, Man macht dabei mit einer in
die Injektionsmasse getauchten Staarnadel oder mit einer feinen,
ebenfalls in die Tnjektionsmasse getauchten Scherenspitze einen
kleinen Einstich in das Organ, schiebt in denselben, der sich als ge-
fiirhter Punkt dokumentiert, die Kaniile vorsichtiz ein und fiilllt so
die Lymphbahnen an. Nimmt man warme Massen, so miissen die In-
strumente die Temperatur der Massen haben und die zu injizierenden
Organe in warmem Wasser liecen. Die Injektion hat selbstverstiind-
lich der Fixierung und Hiirtung voranzugehen. Von injizierten Or-
ganen gemachte Schnitte kann man zur Deutlichmachung der zelligen
Elemente in einem beliebigen Farbstoffe nachfirben, oder man kann
das ganze injizierte Organ durchfirben.

Als Kaniile bedient man sich entweder der mit den kiiuflichen
Spritzen mitgegebenen metallenen Ansiitze oder feiner Glasrihren,
deren eines Ende iiber der Stichflamme in eine kapillare Spitze aus-
gezogen ist.
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Statt der Spritzen, deren Stempel man mit der Hand vorschieben
mufls, wodurch zuweilen die Druckintensitiit geiindert wird, kann man
sich, namentlich bei kaltfliissigen Massen, eines Apparates mit kon-
stantem Druck bedienen. Man hat dazu zwei grolse Flaschen niitig,
von denen jede mit einem doppelt durchbohrten Kork verschlossen
wird. In die eine Flasche kommt die [nmktmnsmussﬂ in die eine
Offnung des zugehiirigen Korkes derselben wird eine bis auf den
Boden reichende, an ihrem oberen Ende rechtwinkliz gebogene Rihre
gesteckt, an deren freier Miindung ein mit der Injektionskaniile ver-
sehener Schlauch befestigt wird, In die andere Korkiffnung kommt
aine doppelt knieftrmig gebogene Glasrihre, deren Miindung nur um
weniges durch den Kork in die TInjektionsflasche reicht, die In-
jektionsmasse aber nicht beriihren darf. Die zweite Flasche ist der
Windkessel. In die eine Offnung des zogehirigen Korkes kommt
der noch unbesetzte Schenkel der doppelt knieformig gebogenen Rihre,
der nur bis dicht unter den Kork reicht. In die andere Offnung
kommt ein mit einem Trichteransatz versehenes, selr hohes und
nicht zu weites Steigrohr, das bis auf den Boden des Windkessels
reicht und durch ein geeignetes Stativ lotrecht erhalten wird., Gielst
man nun in den Trichteransatz Quecksilber, so lduft dieses in den
Windkessel und komprimiert dadurch die Luft, welche nach der In-
jektionstlasche durch die doppelt-knieférmige Rishre entweicht und
dadurch die Injektionsmasse aus leicht ersichtlichen Griinden in die
Kaniile treibt,

Zu warmen farvbigen Injeltionsmassen existiert eine sehr grofse
Anzahl von Vorschriften. von denen hier nur drei Erwiihnung finden
sollen. Nach diesen kann man sich nach Geschmack andere Fiir-
bungen beliebig darstellen.

1) GERLACHs¢he Karminmasse (citiert nach FREY). 5 gr. feinsten
Karmins werden mit 4 cem. Wasser und ', ecem. liquor ammonii cau-
stici gelist. Man lifst die Mischung mehrere Tage lang in nicht zu
fest verschlossenem Gefiifse stehen und bringt sie dann in eine kon-
zentrierte Liosung feiner weilser franzisischer Gelatine. Letztere stellt
man so dar, dals man 6 er. Gelatine in 80 cem. Wasser in der Wiirme
lisst. Nach Vereinicung des Kariiins mit der Gelatine wird durch
einige Tropfen Essigsiiure neutralisiert und bei einer Temperatur von
40°—45" C. injiziert.

2) Berliner Blan mit Oxalsiiure ; HARTING (citiert nach FrEY).
1 Teil Oxalsiiure wird in einem Mérser zerrieben, dazu dann 1 Teil
Berliner Blau gesetzt. Unter stetem Reiben werden 12 Teile Wasser
zugefiigt und die Lisung mit 12 Teilen warmer Leimmasse vermengt.

3) Tranbpareufps Gelh; THIERSCH (citiert nach Frey). 1 Teil
einer wiissrigen Lisung von einfach chromsaurem Kali (1:11) wird
mit 4 Teilen einer konzentrierten Leimlosung vermischt, die man aus
feiner weilser franziisischer Gelatine hergestellt hat. 2 Teile einer
wiissrigen Liosung salpetersauren Bleioxyds (ebenfalls 1:11) werden
mit 4 Teilen konzentrierter Leimlisung vermengt. Bei einer Tempe-
ratur von 25" 32" C, werden langsam und vorsichtig unter bestiindigem
Umriithren beide Mischungen miteinander vereinigt und dann etwa
1 Stunde lang auf 70°—100" C. auf dem Wasserbade erhitzt. Fil-
triert wird durch Flanell.
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4) Kaltfliissige Injektion mit Berliner Blan unter konstantem
Druck; PAUL MAYER. Die Injektionsfliissigkeit wird folgendermalsen
hergestellt: Man liést, da das kiiufliche Berliner Blau selten gut ist,
20 gr. gelbes Blutlaugensalz (Ferrocyankalium) in 500 cem. Wasser,
verdiinnt 10 cem des liquor ferri sesquichlorati der deutschen Pharma-
copoe mit ebenfalls 500 cem. Wasser, gielst unter stetem Umriihren
die zweite Losung in die erste, sodals stets ein Uberschufs von Blut-
laugensalz vorhanden ist, und Lifst 12 Stunden lang stehen. Dann
wird die gelbe Lisung, so gut es geht, abgegossen, die blaue Lisung
wird filtriert, und man wiischt nun mit destilliertem Wasser so lange
aus, bis das Filtrat tiefblau ist. Das dauert 1-—2 Tage. Das tief-
blaue Filtrat wird aufgefangen und man 16st durch wiederholtes Auf-
gielsen von Wasser den Niederschlag auf dem Filter villig auf. Seo
erhiilt man 1 Liter Fliissizkeit. Um bei Injektion derselben in alkalisch
reagierende Organe ein Ausblassen der Farbe zu verhiiten, mufls man
mit etwas Essigsiiure ansiiuern.

Die Injection geschieht mittels Lonstanfen Drucks. Man bringt
an eine etwa 10 Liter fassende leere Flasche in gecigneter Weise ein
Doppelgebliise an, wie es beim LisTER’schen Spray verwendet wird.
Durch Zusammendriicken des Gummiballons wird die Luft in der Flasche
komprimiert, und da diese mit dem Gefiifse in Verbindung steht,
welches die Fliissigkeit enthiilt, so wird letztere in die in geeigneter
Weise angebrachte Kaniile getrieben. Zur Messung des Druckes ist
an der Luftflasche ein Manometer vorhanden.

5) ALTMANN'sche Korrosionsmethode. ALTMANN injiziert die
Gefiifse eines Organes mit einem Gemisch ans 2 Teilen Oleum Rieini
und 1 Teil Alkohol. Die injizierten Organe kommen darauf in 19,
Osmiumsiiure, bis sie villig schwarz sind, was etwa 1—2 Tage dauert;
dann wird in Alkohol gehiirtet. Schnitte, die nun angefertigt werden,
behandelt man mit Eau de Javelle (liquor natri hypochlorosi). Die
Dauer der Einwirkung dieses Reagens richtet sich nach dem Objekte.
Es werden durch dasselbe alle zelligen und bindegewebigen Teile
zerstirt und nur die Gefiifse bleiben iibriz. Die Schnitte diirfen nicht
zu diinn sein,

6) Injektion mit Silbersalpeter. Zur Darstellung der endotheli-
alen Zusammensetzung der Kapillaren injiziert man kleine Gefiils-
bezirke mittels einer PrRAvVAZ'schen Spritze mit einer ', *,—1", Lisung
von Argentum nitricum. Nach Vollendung der Reduktion des Salzes,
die man an der Briunung erkennt, kann in Alkohol gehiirtet werden.

Il. Abschnitt. Die Anwendung der Methoden.

In den einzelnen Teilen dieses Ahbschnittes soll ganz kurz an-
gegeben werden, welche Methoden der Isolation, der Fixierung und
der Firbung fir die (Gewebe und Organe des tierischen Organismus
nach allcemeinen Erfalirungen als am meisten geeignet erscheinen. Es
ist ganz selbstverstiindlich, dafs diese Angaben nur den Zweck haben,
dem Anfinger in histiologischen Untersuchungen einen Anhalt zu
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gewithren, wie er am besten und sichersten mit Ersparung von Material
und Arbeitskraft zu instruktiven Resultaten gelangen kann, Die ge-
wiihlte Einteilung schliefst sich aus leicht ersichtlichen Griinden eng
an die Histiologie des Vertebratenkiorpers an. Was aber bei den
einzelnen Organen und Geweben gesagt wird, das hat auch Giltigkeit,
wenigstens im allgemeinen, fiir die gleichen Gebilde wirbelloser Tiere.
Zur Konservierung von Korperteilen der Tracheaten ist es notwendig,
die anzuwendenden Fixierungsmittel heils, etwa mit einer Temperatur
von 70" C., einwirken zu lassen.

a. Blllf.

Zur frischen Untersuchung dient ein dem eignen Finger oder
ein aus der Haut oder der Ader eines Tieres entnommener Tropfen.
Derselbe darf nicht zu grofs sein, sonst sieht man infolge der Massen-
haftigkeit der roten Blutkiirperchen gar nichts. Zur Ziithlung derselben
ist der ZEiss'sche fiir diesen Zweck konstruierte Apparat anzuwenden.
Um die amiboiden Bewegungen der weilsen Korperchen zu studieren,
bedient man sich eines heizbaren Objekttisches nach MaAX SCHULTZE
oder STRICKER oder des Wiirmekastens von Zgiss. Zur Anfertigung
von Dauerprdparaten bringt man auf ein Deckglas einen kleinen
Tropfen Blut. deckt mit einem anderen Deckglase zu, zieht beide,
nachdem sich der Tropfen ausgebreitet, auseinander und lilst an-
trocknen. Dann wird noch bei 56° C. im Wiirmekasten erwirmt,
damit die Feuchtigkeit entweicht und 24 Stunden mit Eosin-Hima-
toxylin, Orange G-Hiimatoxylin oder Ehrlich-Biondi'scher Fliissigkeit
%ﬂﬁirht (Kap. V Nr. 42, 43, 45). Nach fliichtigem Abspiilen in Wasser

xtrahieren des iiberschiissigen Farbstoffes in Alkohol, Aufhellen in
Xylol, Aufheben in Kanada oder Dammar. Zur Herstellung von
TEICHMANN'schen Hiaminkrystallen liillst man einen Tropfen Blut auf
dem Objekttriiger antrocknen, streut einige feine Kirnchen Kochsalz
darauf und gibt 2—3 Tropfen Eisessig zu. Ehe der Eisessig ausein-
anderfliefst, wird ein Deckglas aufgelegt und iiber der Spiritusflamme
s0 schnell erwiirmt, dafls der Eisessig kocht, ehe er verdampft. Nach
dem Kochen ist das Priiparat fertig.

b. Gewebe der Bindesubstanz.

a. Hyaliner Knorpel wird untersucht, indem man von frischem
Materiale aus freier Hand mit dem Rasiermesser einen miglichst
feinen Schnitt macht und unter dem Deckglase mit einer Jodjod-
kaliumlésung fiirbt (Jod 1,0, Jodkalinm 2,0, Aqua destillata 50.0).
Knorpelkapseln und Kerne zeigen sich sehr distinkt gefiirbt. Auch
Behandlung mit starkem Alkohol ist sehr geeignet. In Himatoxylin
firbt sich die Knorpelgrundsubstanz veilchenblau, die Kerne dunkel-
blau, die Kapseln bleiben ungefiirbt. In Ehrlich-Biondi'scher Mischung
(Kap. V Nr. 45) wird die Knorpelsubstanz leuchtend griinlich.

Elastischer oder Netz-Knorpel wird entweder wie der hyaline
behandelt oder vergoldet (Kap. Nr. 28 u. ff.) und in Alkohel
gehiirtet.

Faserknﬂnial wird in KLEINENBERG'scher Liésung (Kap. IT
Nr. 18) fixiert, langsam erhiirtet und beliebig gefiirbt.

Organe, welche Knorpel enthalten, durchtriinken sich in Paraffin
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sehr schwer, sie miissen daher sehr lange, 3—4 Tage, in Chloroform
verweilen.

g. Knochen. Knochenschliffe stellt man dar, indem man einen
feinen Sigeschnitt zwischen zwei Schleifsteinen so lange reibt, bis er
durchsichtiz und papierdiinn geworden i1st. Einschluls in eingedick-
tem Terpentinkanada. Will man Schuitte machen, so mufs man
fixieren, erhiirten und dann entkalken (Kap. IT Nr. 36 —38); nach
vollendeter Entkalkung wird nochmals gehiirtet. Hierfiir ist beson-
ders Pikrinsalpetersiure (Kap. II Nr. 20) zu empfehlen. Firbung
mit Plasma- und Kernfarbstofien; vorziiglich ist Orange G-Himatoxy-
lin (Kap. V Nr. 43). Knochenhaltige Organe. wie die Nase, die
Gehirschnecke ete. durchtriinken sich sehr schwer; sie miissen daher,
wie knorpelhaltige, lange in Chloroform verweilen. Zur Darstellung
der Sharpey’schen Fasern werden Knochenschnitte in 0,75 °/, Kochsalz-
lisung zerzupft (citiert nach STOUR).

Ahnlich wie Knochen werden Zihne untersucht.

Knochenmark wird beliebig fixiert, erhiirtet und dann gefiirbt.

y. Bindegewebe. Das gallertige Bindegewebe studiert man am
Nabelstrang, den man in Chromsiiure, FLEMMING scher Liosung, Pikrin-
salpetersiiure oder Sublimat fixiert (Kap. IT Nr. 3, 14, 20, 23) und
in Paraffin eingebettet hat (Kap. I1I). Die Schnitte firbt man
beliebig.

Das fibrilliire Bindegewebe wird am Omentum eines Siugetieres
am besten studiert, und zwar entweder frisch in 0,75 °, Kochsalz-
losung oder nach Firbung in Alaunhiimatoxylin oder Bismarckbraun
(Kap. V).

Pﬁ':'as!isc.’w Fasern sieht man bei Beobachtung des vorigen Objektes
nach Zusatz von Essigsiiure. Versilberung diirfte hier auch von Vor-
teil sein (Kap. IT Nr. 26).

Sehnen, am besten aus dem Schwanze kleiner Siiuger entnom-
men, zerzupft man leicht und fiirbt sie in einem Alaunhiimatoxylin
(Kap. V).

Die interstitiellen Bindesubstanzen, namentlich wirbelloser Tiere,
werden nach der Empfehlung von BrOCK aus Sublimatpriiparaten
entnommen, indem man die feinen Lamellen vorsichtig herauspriipa-
riert und sie dann mit Alaunhiimatoxylin (Kap. V) intensiv fiirbt.

c. Muskel- und Nervengewebe,

a. Quergestreifte Muskeln werden frisch nach leichtem Zer-
zupfen in 0,75 9, Kochsalzlosung oder nach Zusatz von Essigsiiure
am besten vom Frosch oder vom Flulskrebs untersucht. Namentlich
der langfasrige extensor abdominis des letzteren Tieres liefert ein
ausgezeichnetes Objekt. Querschnitte derselben werden mit dem Ge-
friermikrotom gemacht (cfr. I. Abschnitt). Ferner sind zu eingehen-
den Studien die verschiedenen Vergoldungsmethoden zu benutzen
(Kap. IT Nr. 28, 29, 31, 34), sowie zur Jsolation der einzelnen Fibrillen
die Kiinxg'sche und die SaxpManN'sche Methode, letztere mit nach-
folgender Vergoldung (Kap. I Nr. 21, 22). Um die sogenannten
Sarcous elements (efr. die Lehrbiicher der Histiologie und Physiologie)
darzustellen, sind geeignet ein Einlegen in 0,5 °[,—1 |, Essigsiiure
oder noch besser 0,5 9/, 0.1 °, oder 0,05 °, Salzsiiure. Schon nach
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einigen Stunden Einwirkung ist der gewiinschte Effekt eingetreten.
Ovgane, welche Muskeln enthalten, fiziert man am besten in Chrom-
silure, Chromessigsiiure, FrLEMMinG' scher Liosung, Pikrinschwefélsiure,
Pikrinsalpetersiiure oder Palladiumehloriie (Kap. 11 Nr. 3, 5, 6, 14,
18, 19, 20, 21, 24) und ficbt beliebig. In Orange G-Hdmatoxylin
(Kap. V Nr. 43) nehmen die Muskeln emen schonen gelben Farben-
ton an, wiithrend die Kerne blau werden, in Alaunkarmin (Kap. V
Nr. 6) fiirbt sich hiiufig die quergestreifte Substanz ritlich. Bei Fiir-
bung mit Indigkarmin — l‘iﬁhnhdnuln (Kap. V Nr. 38), die ausge-
zeichnete Resultate liefert, ist die quergestreifte Substanz bei deut-
licher Erhaltung ihrer histiologischen Eigentiimlichkeiten leuchtend
blaugriin, die Kerne tiefrot. Die Bestandteile der quergestreiften
Muskelfaser_zeigen im polarisierten Lichte verschiedene optische Eigen-
schaften. Uber die Anwendung eines Polarisationsapparates, sowie
iiber die Bedeutung der damit an diesem Objekt gewonnenen Resul-
tate geben die Lehrbiicher der Histiologie und Physiologie den niti-
gen Aufschluls.

g. Die glatte Muskulatnr studiert man frisch am besten an dm
Blase des ]*1::1-.1’,11% unter Zusatz indifferenter Fliissigkeiten (0,75
Kochsalzlosung, humor aqueus ete.). Zur Isolation der “einzelnen zﬂellen
ist diinne Chromsiiure oder 20 ° o Salpetersiiure (Kap. 1 Nr. 7, 20)
empfehlenswert. Organe, welche gla,tte Muskeln enthalten, werden zur
Untersuchung von Schuitten beliebig fixiert gehiirtet und gefiirbt., Zur

Firbung, namentlich bei hw:tehmteln ist mit brillantem Effekt Indig-
karmin-Boraxkarmin (Kap. V Nr. 38) zu verwenden.

y. Markhaltige Nervenfasern untersucht man frisch am besten
vom ischiadicus des Frosches nach Zerzupfen in 0,75%, Kochsalz-
losung. Man darf nur ein hichstens 2 mm. langes Stiick, das auch
nicht zu dick zu wiihlen ist, nehmen und entfernt zuniichst mit den
Nadeln das Neurilemma. Bei grifseren und voluminidseren Partieen
gelingt das Zerzupfen in nur miifsigem Grade. Um den Axencylinder
am frischen Materiale schuell und deutlich zur Anschauung zu bringen,
zerzupft man den vom eben getodteten Tiere entnommenen Nerven
schnell auf dem Objekttriiger olne Zusatz, gielst dann entweder einen
Tropten Kollodium oder Afher auf, deckt geschwind ein und unter-
sucht. Namentlich mit der ersten, von PFLUGER angegebenen Methode
erhiilt man ganz ausgezeichnete Bilder. Um die Details der Nerven-
faser, namentlich um die Raxvier'sche Einschniirung gut sehen zu
kinnen, behandelt man ein Stiickchen Froschischiadicus mit 0,29
Argentum nitricum-Lisung und zerzupft nach eingetretener Reduktion
in Glycerin; solche Priiparate kinnen aufgehoben werden (Kap. II
Nr. 26)., Oder man fiirbt 24 Stunden in diinner Fuchsinlosung, wiischt
aus und zerzupft in Kali aceticum (Kap. V Nr. 28). Oder endlich
man zerzupft in 0,1°%,—1%, Osmiumséure (Kap. I Nr. 12). Ein
solches Priparat kann man auswaschen, indem man an die eine
Seite des Deckglases einen Tropfen destillierten Wassers bringt und
auf der anderen mit Flielspapier das Osmium absaugt. Ersetzt man
in derselben Weise durch Glycerin das Wasser, so kann man der-
artige Zupfpriiparate oft lange aufheben. Um Nervenfasern leicht zu
isolieren , 1st das von NEUMANN angegebene Verfahren anzuwenden
(Kap. I Nr. 13). Wasser, Alkalien wirken in hiichstem Grade alte-
rierend auf den Nerven ein, doch ist ihr Gebrauch beim Studium
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der Myelinformen notwendig, Am Jebenden Tiere studiert man mark-
haltige Nerven am besten am Frosch, und zwar in der Zunge, in dem
Mesenterium, oder nach der HoLMmGrEN'schen Methode in der Lunge
des curaresierten Tieres. Um Schnitte anzufertigen, fixiert man mark-
haltige Nerven am besten in MULLER scher Fliissigkeit (Kap. IT Nr. 8).
Damit das Verkriimmen in der fixierenden Fliissigkeit vermieden wird,
schiebt man unter den Nerven einen schmalen Holzstab, der etwas
breiter als der Nerv sein muls, und bindet auf demselben den Nerven
an beiden Enden fest. Dann wirft man den Holzstab, das Objekt
nach unten, in die Fixierungsfliissigkeit. Nach 8—10 Tagen wird
direkt in 96 °|, Alkohol iibergefiihrt, der hiiufiz zu wechseln ist. Man
fairbt mit Pikrokarmin (Kap. V Nr. 34 - 37) durch und schmilzt in
bekannter Weise in Paraffin ein. Die Schnitte brauchen nicht zu
diinn zu sein. Die Axencylinder sind intensiv rot, das Mark farb-
los oder, wenn noch Pikrin im Préparate geblieben ist, gelb. Um
das in letzter Zeit beschriebene Geriist des Achsencylinders dar-
zustellen, fixiert man in 1", Osmiumsiure und firbt mit wiissriger
Lisung von Siurefuchsin. Auch die KUn~g'sche Verdauungsmethode
(Kap. I Nr. 25) ist gelegentlich anzuwenden, um die sogenannten
Hornscheiden sichtbar zu machen.

d. Die marklosen oder granen Fasern untersucht man im Sym-
pathicus des Frosches, in den Nerven der Cyclostomen oder bei
Evertebraten, hier am besten bei Mollusken. Und zwar entweder
frisch zerzupfte in 0,75 %, Kochsalzlisung oder nach Behandlung mit
0,1%,—1°%, Osmiumlésung oder endlich nach Firbung in 0,19, Gold-
chloridlésung. Die Reduktion des letzteren wird in angesiiuertem
Wasser vorgenommen.

e. Die Endigungsweise der motorischen Nerven studiert man
am besten an Muskeln von Kaltbliitern (Frosch, Eidechse). Kleine
Stiickchen der Muskeln werden vergoldet (Kap. IT Nr. 29, 31, 34),
dann in verdiinntem Glyecerin leicht zerzupft und eingedeckt. Halt-
bar sind die Priiparate nicht, da mit der Zeit das Gold so nach-
dunkelt, dafs fast nichts mehr zu erkennen ist.

¢ Die Endigungsweise der sensiblen Nerven wird ebenfalls
am besten nach Vergoldung der Objekte untersucht. Hierfiir eignen sich
die im Kap. 1T unter Nr. 28, 30, 32, 33 und 34 angefiihrten Vergoldungs-
methoden. Die Schnitte, die man durch die violett gefirbte Gewebs-
partie legt — und diese Nuance ist die beste — sind moglichst fein
zuo machen. Ob sich Paraffineinschmelzung fiir olle vergoldeten Ob-
jekte eignet, kann ich aus eigner Erfahrung nicht sagen. Um die
sogenannten GRANDRY'schen Tastkirperchen zu erkennen, fixiert man
kleine Stiickchen der gelben, den Seitenrand des Oberschnabels von
Ente oder Gans iiberziehenden Haut 24 Stunden in 29, Osmium-
sdure, wischt gut in hiinfiz zu wechselndem, destilliertem Wasser aus
und hértet in 96 %, Alkohol. Man kann die diinnen Schnitte eventuell
auch mit einem Kernfirbemittel nachtriiglich behandeln. Vielleicht
ist gerade fiir diese Gebilde die Osmiumgoldmethode von RETZIUR
(Kap. TI Nr. 35) geeignet. Die VATER'schen Tastkiorper untersucht
man aus dem Omentum einer frischgetiidteten Katze in einer indiffe-
renten Fliissigkeit. Man erkennt sie schon makroskopisch als weilse
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Knitchen. Zur dauvernden Aufbewahrung fixiert man 1—2 Stunden
in 1%, Osmiumsiiure, wiischt aus und schlielst in Glycerin oder 50/,
Kali aceticum ein,

d. Verdauungsapparat,

«. Der YVerdauungskanal. Zur fsolation der Epithelien des Magens
und des Darmkanals ist '), Alkohol, '/, Alkolol, diinne Chromsiiure
oder 0,1", Osmiumsiiure gemgnet [Kd.]l I Nr. 1, 3, 4, 12). Die
Firierung erfolgt am besten in Chromsiiure, FreMMING scher Lisung,
Pikrinsalpetersiiure oder Sublimat (Kap. IT Nr. 3, 14, 20, 23). Auch
absoluter Alkohol (Kap. IT Nr. 1) liefert gute REHlllt"ltL Widerraten
mochte ich nach meinen Beobachtungen M{LLER sche Liosung, Pikrin-
schwefelsiiure, reine Pikrinsiiure. Fiir Tracheaten sind die empfohlenen
Mischungen heils, bei circa 60"—70" C., anzuwenden. Es ist, soweit
meine eigne Erfahrung reicht, sehr schwer, die einzelnen Partieen des
Verdanungskanales, besonders den Diinndarm, gut zu fixieren: man
bekommt, namentlich von den Darmdriisen, trotz der grilsten ange-
wandten Sorgfalt sehr hiiufig ganz unbrauchbare Bilder, wo man mit
Sicherheit auf einen giinstigen Erfolg glaubte rechnen zu kinnen. Das
zuverlissigaste Reagens ist noch die FLEMMING'sche Lisung. Unter
allen Umstinden mufs der Darmkanal vom eben getodteten Tiere ge-
nommen werden, er muls bei Warmbliitern noch warm sein und noch
peristaltische Bewegungen zeigen: ist das nicht der Fall, so ist das
Material ganz unbrauchbar. Awuch tut man gut, bei Siugern nicht
alte, sondern junge Tiere zu wiihlen. Bei alten Tieren ist die Submu-
cosa meistens so zih, fast sehnig, dals ihre Durchtrinkung in Paraffin
fast unmoglich ist, Uberhaupt g aeht Paraffin in den Verﬂmllnlﬂsk:mal
namentlich in den Magen schwer hinein; die Objekte miissen daher
sehr lange in Chloroform verweilen. Infolge seines grofsen Muskel-
reichtums kontrahiert sich der Darmkanal bei der Fixierung sehr
heftig; man mufls ihn daher, will man anders brauchbares Unter-
sm.:hunnqm iterial erhalten, sehr sorgfiiltig auf Kork mit Igelstacheln
oder :ruges[utztcn hilzernen Schusterniigeln festheften. Man wirft den
Kork mit dem Objekt nach unten in die Fixierungsfliissigkeit. Mehr
als bei jedem anderen Organe ist hier auf ein absolutes Klarbleiben
der Fixierungsfliissigkeit zu achten. Der dem Epithel des Darm-
traktus anlmftenﬂe Schleim triibt das Reagens, das daher hiufig zu
erneuern ist. Die dem Darm anhaftenden Kotpartikel, wenn sie nicht

ifsere Ballen darstellen, entfernt man am besten durch hiufiges

chiitteln des Korkes in der Fixierungsfliissigkeit; Abstreifen der-
selben ist zu widerraten. Zur Untersuchung der Magendrisen ist be-
sonders Himatoxylin (Kap. V) als Firbungsmittel zu empfehlen, fiir
den Diinn- und Dickdarm Bismamkhraun, da in diesem Reagens
die Becherzellen als intensiv dunkelbraune Gebilde sich von den hell-
braun oder gelblich gefiirbten iibrigen Elementen auf das schiirfste
abheben. Ferner liefert die Fiirbung mit dem EnrLICH-BroNDr'schen
Gemisch (Kap. V Nr. 45) sehr instruktive Bilder. Sehr gut ist endlich
fiir die Organe die Anwendung der HEIDENHAIN'schen Himatoxylin-
methode (Kap. V Nr. 16): doch ziehe ich hier die Schnittfiirbung
der Durchfiivbung vor. Widerraten michte ich die ﬁnwandung von
Eosin- Hamatux}'lm, diese Fiirbung liefert zu massive Bilder, sie ist
meist so intensiv, dals man feinere Details kaum erkennen kann.
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Der Nervenappearat des Darmes ist bekanntlich ein doppelter; man
unterscheidet den submukosen Plexus von Memssyer und den soge-
nannten Plexus myentericus von AUERBACH. Um den ersteren zu
priiparieren, legt man ganz frische Diinndarm- oder Kolonstiicke vom
Meerschweinchen oder der Maus — Kaninchen und Hund sind hier-
fiir weniger geeignet, weil die einzelnen Darmbiiute zu dick sind —
in eine diinne L{ﬁuxlg gereinigten Holzessigs oder in eine Essigsiure
von etwa 0,1% . Noch besser aber fiillt man ein Stiick unaufge-
schnittenen Darmes, dessen eines Ende zugebunden ist, mit einer der
Losungen an, bindet das andere Ende ebenfalls zu und legt das Stiick
in den Hulmamg oder die Essigsiiure, Hiufig schon nach 24 Stunden,
manchmal nach 2 oder 3 Tagen ist die Priparation moglich, die so
vorgenommen wird, dals man am aufgeschuittnen und fest ausgespannten
Darm mit einer auf die Fliiche gehu;;enmt feinen Schere die Mucosa
leicht anschneidet, in die Schnittéffnung eine feine Pinzette mit platten
Branchen schieht, zuerst die Mucosa und dann die sehr diinne Sub-
mucosa sorgfiltic und schonend abzieht. Letztere untersucht man
entweder in diinnem Glycerin oder man vergoldet, indem man auf
24 Stunden in eine 0,1, Goldchloridlisung bringt, nach Abwaschen
in destilliertem Wasser, in leicht angesiinertem Wasser bei Tageslicht
die Reduktion sich \'n!l.rmlmn lilst und dann in verdiinntem (3lyecerin
aufhebt. Das Nervengeflecht mit den Ganglienhaufen tritt jetzt sehr
schin hervor. In glﬂic]mr Weise kann man verfahren, wenn man den
Plexus myentericus AUERBACHS untersuchen will, nur dals man in
diesem Falle die Submucosa zusammen mit der Mucosa abzieht. Auch
hier liefert die Vergoldung sehr schine Bilder. Zur Untersuchung
des Darmnervenapparates der Lungenschnecken (derselbe hildet
hier keine Plexus) geniigt ein etwa 12stiindiges Einlegen in diinne
Essigstiure mit nachfolgender Vergoldung. Anstatt des Holzessigs
oder der Essigsiure kann man auch nach der Angabe von LE0O
GErLACH fiir 12—24 Stunden in verdiinnte Lissung des doppelt chrom-
sauren Kali einlegen oder fiir gleiche Zeit in 10", Kochsalzltsung
bringen. Letztere Methoden ermiiglichen ein Nachfiirben in Karmin.

Sehr wichtig ist das Studium der Lymphgefifse der Darmzotten.
Entweder nimmt man dazu injiziertes Material, das durch Einstich-
injektion hergestellt wurde, oder man untersucht den frischen Darm
eines Tieres, das circa 5—6 Stunden nach einer reichlichen Mahlzeit
getidtet wurde.

g. Die grolsen Yerdauungsdriisen. Bei diesen Gebilden, der
Parotis, Submaxillaris, Sublingunalis, dem Pankreas und der Leber,
haben Isolationen wenig Zweck. Will man einzelne Driisenschlinche
haben, so kann man Oxalsiiure oder reine Salzsiiure verwenden, nach
den in Kap. I Nr. 18 und 23 gegebenen Vorschriften. Wirklich ver-
wertbare Bilder erhiilt man nur an Sehniften, die von sorgfiiltig fixiertem
und in Paraffin eingebettetem Materiale angefertigt wurden. Durch-
firbung ist hier durchaus zu vermeiden, da dabei die in den Driisen,
mit Ausnahme der Leber, vorhandenen verschiedenen Sekretionsstadien
nicht so deutlich zu Tage treten, wie nach Schnittfiirbungen. Die
genannten Driisen sind sehr zellenreiche kompakte Organe, die sich
schwer fixieren lassen; man muls daher hier stets sehr kleine Stiicke
in viel Fliissigkeit 'hrmrrr-n Als Fizierungsmittel stehen meines Er-
achtens obenan FLEMMING'sche Lissung und Pikrinsalpetersiiure (Kap, 1T
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Nr. 14 und 20), weniger gut ist Sublimat und absoluter Alkohol
(Kap. II Nr. 23 und 1), ganz zu widerraten sind reine Pikrinsiure
und MULLER'sche Lissung. Schnitte von der Leber fiirbt man am
besten einfach, bei den andern Driisen sind aufserdem Doppelfiirbungen
und die Enrvicu-Broxpr'sche Fliissigkeit sehr angebracht. Um die
verschiedenen Phasen der Sekretion, das Stadium der Sekret gefiillten
und der Sekret leeren Zelle genauer studieren zu kinnen, hat man
die Nerven der Driisen mit dem inducierten Strome gereizt. Hier-
iiber sind die Lehrbiicher der Histiologie und Physiologie zu Rate
zu ziehen. Rationeller diinkt es mir zu sein, wenn man die nicht ge-
reizte Driise untersucht. Alle diese Organe sondern bestiindig ihr
Sekret ab, man muls also, sind iiberhaupt tiitige und ruhende Driisen-
zellen voneinander verschieden, die einzelnen Stadien auch in der
nicht gereizten Driise nebeneinander finden, wenn das auch bei dem
Yolumen der Organe nicht gerade leicht ist. Bequemer zum Studium
dieser Erscheinungen, weil weniger voluminds, sind die Driisen wirbel-
loser Tiere, namentlich der Mollusken.

Um die Vascularisation der Leber zu studieren, ist es notwendig,
eine dreifache Injektion vorzunehmen, nimlich die der Arterie. der
Vena portarum und des Ductus hepaticus. Dazu ist grofse Ubung
erforderlich und man wird. ehe man dieselbe erlangt hat, nur Mils-
erfolgze zu verzeichnen haben. Schnitte von gelungenen Injektionen
kann man zur Deutlichmachung der Kerne der Zellen nachfirben.

e. Atmungs- und Kreislaufsapparat.

a. Atmungsapparat. Frisch sind die Schleimhiute der Luftwege
zn untersuchen, um die Bewegungen der Haare des Flimmerepithels
studieren zu kiinnen. Man ofinet zu diesem Zwecke von einem kleinen
Siiugetiere die Trachea, hebt mit einer feinen Pinzette eine Schleim-
hautfalte hoch, schneidet diese an ihrer Basis ab und bringt sie in
einen Tropfen 0,75, Kochsalzlosung. Man stellt auf den Rand des
Priiparates ein. Zur Fizieruny, um eventuell Dauerpriiparate zn er-
halten, ist absoluter Alkohol und Pikrinsalpetersiure (Kap. II Nr. 1
und 20) zu empfehlen, Ebenso sind diese Fixierungsfliissigkeiten zur
Untersuchung von Lungen und Kiemen geeignet. Um das die Lungen-
alveolen auskleidende Fndothel zur Anschauung zu bringen, behandelt
man entweder einen vom frischen Material mit VALENTIN'schem Doppel-
messer (cfr. I. Abschnitt) angefertigten Schnitt mit Argentum nitricum-
Lissung (Kap. IT Nr. 26) und zerzupft nach eingetretener Reduktion in
verdiinntem Glycerin., Oder man injiziert mit einer kleinen Spritze
eine 1,%,—1 %, Argentum nitricum-Liisung in einen Bronchiolus, hiirtet
nach eingetretener Reduktion in Alkohol und untersucht den femcht
angefertigten, nicht gar zu diinnen Schnitt in Glycerin.

#. Kreislaufsapparat. Die Muskulatur des Herzens untersucht
man entweder an frischen Zupfpriparaten oder man sucht die einzelnen
Muskelfasern in ihnlicher Weise zu isolieren, wie dies bei Besprechung
der quergestreiften Muskulatur (Abschnitt II ¢) niiher angegeben
wurde. Zur Fivierung eignet sich am besten Pikrinsalpetersiure
(Kap. I1 Nr. 20), zur Fiirbung Indigkarmin-Boraxkarmin und Orange
(-Himatoxylin (Kap, V Nr. 38, 43). Die Nervenapparate des Herzens

E,*
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lassen sich am leichtesten im Septum atriorum des Froschherzens
beobachten. Man pripariert dasselbe unter Wasser aus dem noch
schlagenden Herzen heraus, vergoldet dann (Kap. IT Nr. 28 -34) und
zerzupft ganz leicht nach eingetretener Reduktion in verdiinntem
Glycerin oder Kali aceticum.

Die Struktur der Aorta und der grifseren Arterien studiert man
an Schnitten, die von einem beliebig fixierten Material entweder feucht
oder nach Einschmelzung in Paraffin gemacht wurden. Die an-
zuwendende Tinktionsfliissigkeit kann nach Geschmack gewihlt
werden.

Die Eleineren Avterien untersucht man am besten in den Organen.
Man findet in denselben stets eine Menge Quer-, Schriig- und Lings-
schnitte der Gefilse, die geniigend instruktive Bilder liefern.

Zur Erkennung der endothelialen Zusammensetzuny der Kapillaren
injiziert man eine Arterie des Mesenteriums eines Frosches oder eines
kleinen Siugers mit Argentum nitricum-Lisung (Kap. VII Nr. 6).

Sehr schine und instruktive [bersichtspriparate von lleinen Ar-
terien, Kapillaren wund Venen erhillt man nach der Empfehlung ven
OrTH., wenn man die Pia mater eines Siugetiergehirnes untersucht.
Man falst ein Stiick Pia mit einer Pinzette, so dals die Gefiif[se aus
der Gehirnrinde sich herausziehen. Mit einem feinen Pinsel, der stets
mit 0,75 %, Kochsalzlisung feucht zu erhalten ist. entfernt man unter
sanften Bewegungen die anhaftenden Hirnteile. Man kann das so
erhaltene Priiparat noch ganz leicht zerzupfen. Firbung beliebig.

Die Venen behandelt man wie die Arterien.

f. Blutgefiils- und Lymphdriisen.

Die zelligen Elemente der Blutgef;ifadrii%f_n niimlich der Milz,
Nebenniere, Thymus und Thyreoidea, sowie die der L}mphtllusen
untersucht man frisch so, dafs man einen Schnitt durch das vom ehen
getodteten Tiere entnommene Organ macht und das, was auf dem
Messer dabei haften bleibt, mit einem in 0,75 ", Kochsalzlisung ge-
tanchten Pinsel anf einen ':_}I}]ELtt]:l rer in einen Tropfen gleich starker
Kochsalzlisung iiberfiihirt. Oder man driickt das Messer auf die Schnitt-
fliiche fest auf, streicht den hervorquellenden Inhalt des hetreffenden
Organes mit dem Messerriicken ab und bringt ihn in derselben Weise,
wie vorhin beschrieben, in einen Tropfen 0,75, Kochsalzlésung anf
einen Objekttriger. Zur Fizierung der genannten Organe eignen sich
am besten Chromsiure, FLEMMING'sche Lisung, Pikrinsalpetersiiure
und Sublimat (Kap. II Nr. 3, 14, 20, 23). Da die Milz, Neben-
niere ete. sehr zellenreiche, also kompakte Organe sind, so sind mog-
lichst kleine Stiicke in viel Fixierungsfliissigkeit zu bringen. Die
Firbung der von Paraffinpriiparaten gemachten Schnitte ist vorteil-
haft als Doppel- oder Dreifachfiirbung vorzunehmen (Kap V). Die
Untersuchung der Lyﬂghgcff?ﬁa in diesen Organen erfolgt an Priipa-
raten, die mittels der Einstichmethode (Kap. VII) gewonnen wurden.

g. Harnapparat,

Zur Isolation der einzelnen Bestandteile der Niere ist konzentrierte
wiissrige Oxalsiiurelosung oder reine Salzsiiure zu nehmen (Kap. I
Nr. 18 u. 23). Bei Fivieruny in Alkohol ist es vorteilhaft, vorher
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die Nierenarterie mit diesem Reagens zu injizieren. Bei der Niere
wirbelloser Tiere ist FrLemyinG'sche Lisung, Pikrinsalpetersiiure oder
Sublimat (Kap, IT Nr. 14, 20, 23) zur Fixierung zu verwenden. Die
Fiirbung kann beliebig vorgenommen werden. Bei kleinen Nieren,
z B. von der Maus, gelingt es leicht, diinne Schnitte durch das ganze
Organ zu erhalten, bei grifseren ist dies dagegen sehr schwer, hier
muls man die einzelnen Teile, Mark und Rinde, gesondert schneiden.
Gute Injeltionen von der Niere zu erlangen, ist selir schwer, da man,
wenn die Bilder instruktiv sein_sollen, die Verzweigungen der Arterie
und der Vene anfiillen mufs. Uber die Injektion mit indigschwefel-
saurem Natron cfr. die Lehrbiicher der Histiologie und Physiologie.

Um bei der Firierung des Urefer Verkriimmungen zn vermeiden,
ist es notwendig, denselben in der gleichen Weise aufzuspannen, wie
dies fiir die markhaltigen Nerven angegeben wurde (Abschnitt II e).
Fixierung und Fiirbung beliebig.

Die Muskulatur der Blase ist als Paradigma fiir glatte Muskeln
anzusehen (iiber die Methoden siehe Abschnitt TI ¢). Die Epithelien
der Blase, die sehr interessante Bilder liefern, isoliert man mittels
1, Alkohol, diinner Chromsiiure oder diinmer Pikrinsiure (Kap. I
Nr. 1, 4, 16). Zum Studium der Nerven dient die Untersuchung
frischer oder vergoldeter Harnblasen. Um das Eindringen des Goldes
zu erleichtern, entfernt man durch Pinseln der Innenfliche, was unter
0,75 %, Kochsalzlosung zu geschehen hat, zuerst das Epithel. Um
Sehnittpriparate von der Blase anfertigen zu konnen, diirfte es sich
empfehlen, damit Zerrungen und Verkriimmungen vermieden werden,
das Organ mit der Fixierungsfliissigkeit anzufiillen, zuzubinden und so
in seiner natiirlichen Ausdehnung in ein grofses Quantum derselben
Fixierungsfliissigkeit, die beliebig gewiihlt werden kann, fiir liingere
oder kiirzere Zeit einzulegen. Zur langsamen Erhiirtung lifst man
guniichst das ins Tnnere der Blase gebrachte Reagens heraus und
filllt mit dem Alkohol der jeweiligen Konzentrationsstufe an.

h. Genitalapparat.

Um die Samenfiden und die Hodenzellen frisch zu untersuchen,
schneidet man den Hoden an und bringt von dem hervorguellenden
Inhalt etwas auf einen Objekttriiger. Man deckt ohne weiteren Zu-
satz mit einem Deckgliischen ein und kann nun, um die einzelnen
Elemente durch Firbung deutlicher sichtbar zu machen, seitlich einen
Tropfen einer Bismarckbraun- oder Alaunhiimatoxylin-Lisung hinzu-
setzen. Die Bismarckbraunliisung wird so hergestellt, dafs man ein wenig
von dem Farbstoff in einer diinnen Essigsiiure (hischstens 1 9/,) list. Zur
Isolation der Hodenelemente ist '/, Alkohol. diinne Chromsiiure etc.
zn empfehlen (Kap. T Nr. 1, 4 ete.). Zur Fixierung sind vor allen
andern Mitteln FLEMMING sche Lissung und Pikrinsalpetersiinre (Kap. 1T
Nr, 14 und 20) verwertbar, andere Fixierungen sind nicht recht ge-
eignet. Man fiirbt Schnitte vom Hoden in Fuchsin, Safranin (Kap. V
Nr. 27, 31), in Himatoxylin nach HEipENHAIN scher Vorschrift, wenn
in Pikrinsalpetersiiure fixiert worden, (Kap. V Nr. 16); auch kann
man die BExDA'sche Kupferhiimatoxylinfirbung anwenden (Kap. V
Nr. 18a), etc. ete.

Das in vorstehenden Zeilen Gesagte findet auf Nebenhoden, Vas
deferens, Prostata und Urethra sinngemiifse Anwendung.
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Die Ovarien fixiert man in Alkohol absolutus, FrLemmiNG'scher
Lisung, Pikrinsalpetersiiure oder Sublimat (Kap. TI 1, 14, 20, 23)
und firbt beliebig. Vorziigliche Bilder erhiilt man bei Anwendung
der HeipEXHAIN'schen Himatoxylinfirbung (Kap. V Nr. 16); doch
miissen dann die Schnitte sehr diinn sein, 5 » Dicke auf keinen Fall
iibersteigen: noch besser ist es, wenn man sie nur 3 . stark macht.

Die Milchdriisen untersucht man frisch in derselben Weise, wie
dies fiir die frische Untersuchung des Hodens angegeben wurde. Zur
Fizierung und Firbung sind die fiiv die Behandlung der Ovarien an-
gefiihrten Methoden zu verwenden.

Tuben, Uterus, Vagina fixiert und fiirbt man in beliebiger Weise,
oder man isoliert die Muskulatur so, wie dies fiir glatte Muskeln iiber-
haupt unter ¢ dieses Abschnittes beschrieben wurde.

i. Zenfralnervensystem.

Zr Isolation der Nervenzellen in (Gehirn und Riickenmark sind
die in Kap. T Nr. 2, 3, 5, 9, 10, 16 und 17, fiir die Spinal- und
sympathischen Ganglien die in Kap. T Nr. 6 beschriebenen Methoden zu
verwenden. Man muls selbstverstiindlich kleine Stiicke in ein entsprechen-
des Quantum Fliissigkeit einbringen. Nachfiirben kann man mit einer be-
liebig diinnen Goldlisung oder mit Pikrokarmin (Kap. V Nr. 34—37);
Zerzupfen und Aufheben nach der Firbung in verdiinntem Glyeerin.
Noch besser fast, als nach Anwendung der citierten Isolationsmethoden,
kann man die Veriistelungen der polyklonen Ganglienzellen in Gehirn
und Riickenmark durch die GonLGr'sche Methode erkennen (Kap. II
Nr. 27). Zur Firierung kleiner Stiickchen soll sich reine Pikrinsiiure-
losung (Kap. IT Nr. 17) eignen, auf die dann die BeExpa'sche Eisen-
himatoxylinfirbung zu folgen hiitte (Kap. V Nr. 18). Ganze (Gehirne
und Riickenmarke lassen sich gnt nur i MULLER'scher Fliissigkeit
(Kap. IT Nr. 8) fixieren und hiirten, weniger empfehlenswert ist die
ErLICEI'sche Mischung (Kap. IT Nr. 9). Nach lingerem oder kiirzerem
Verweilen in der MiULLER'schen Liisung kann man mit Hilfe des
GuppEN'schen Mikrotoms (Kap. IV Nr. 1; cfr. auch Kap. ITI Nr, 4)
vollstiindige Schnittserien herstellen. die einzelnen Schuitte werden
in ammoniakalischem Karmin (Kap. V Nr. 1) oder in einem Pikro-
karmin (Kap. V 34—37) gefiirbt. Oder man bringt die Objekte aus
der MULLER'schen Lisung direkt in 96 °,, Alkohol, in welchem sie
wihrend mehrerer Wochen, bei Aufbewahrung im Dunkeln, nachge-
hiirtet werden. Dann bettet man in Celloidin ein (Kap. III Nr. 6)
und firbt die einzelnen Schnitte in Himatoxylin nach der WEIGERT -
schen Methode oder nach einer Modifikation derselben (cfr. Kap. V
Nr. 19, 20, 21). Zur Erleichterung der Firbung und zur besseren
Erhaltung der Schnitte kann man sich auch WEIGERT's Methode der
Collodiumlappen (Kap. IV e) mit der dafiir bestimmten Aufhellung
(Kap. VI Nr. 11) bedienen. Spinaljanglien, sys;gmtischs Ganglien, so-
wie die grofsen Ganglien des Trigeminus und Vagus firbt man wie
Gehirn und Riickenmark,

k. Haut.

Die Untersuchung der Hautdecke geschieht am besten ausschlielslich
an fixiertem Materiale. Am geeignetsten zur Fixierung sind meines
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Erachtens Chromsiure, Fremsizag'sche Lisung, Pikrinsalpetersiure
und Pikrinosmiumsalpetersiurve (Kap. 11 Nr. 3, 14, 20 und 21); allen-
falls kann man noch, wenn es sich nur um die Herstellung von Uber-
gichtsbildern handelt, MULLER'sche Lidsung (Kap., 1L Nr. 8) in An-
wendung nehmen. Man muls bei Fixierung von Hautstiicken auf
zweierlei ganz besonders achten. Erstens verkriimmen sich kleine
Hautstiickchen im fixierenden Reagens ganz aulserordentlich, so dals
man dann jede Miglichkeit, das Objekt richtig zu orientieren, verliert.
Mehr als an jedem anderen Organe hat man daher vor dem KEin-
bringen in das Reagens fiir eine ausreichende Befestigung auf starrer
Unterlage zu sorgen. Zweitens durchdriinkt sich die Haut selir schwer,
man muls daher stets viel Fliissigkeit verwenden. Der gleiche Ubel-
stand, das schwere Durchtriinken, hat auch statt, wenn man in Paraffin
einschmilzt. Ieh kann fiir den letzteren Zweck nach meinen Erfah-
rungen nur raten, die Hautstiickchen, ehe sie in Chloroformparaffin
kommen, 4—5 Tage in reinem Chloroform zu lassen; erst dann ist
man sicher, dals das Paraffin alle Schichten gleichmiilsig durchdringt.
Will man die Fettbildung studieren, dann wird man von der Paraffin-
oder Celloidinmethode iiberhaupt Abstand nehmen und die Sehnitte,
wie dies in Kap. 11 Nr. 3 angegeben wurde, feucht anfertizen miissen.
Sehr empfehlenswert ist hier die Nachbehandlung des mit FLEMMING'-
scher Libsung oder Pikrinosmiumsalpetersiiure-Mischung behandelten
Materiales mit rohem Holzessig nach der Methode von MAHRENTHAL
(Kap. IT Nr. 16); man ist der nachtriiglichen Firbung der Schnitte
enthoben und erhiilt ungemein instruktive Bilder.

Zur Darstellung der Nervenendigungen in der Haut ist die Ver-
goldung anzuwenden, und zwar am zweckmiilsigsten wohl nach der
FremsinGg'schen Methode (Kap. 1I Nr. 33). Zur Sichtbarmachung
des elastischen Fasernetzes ist die Versilberung frischer Hautteile vor-
zunehmen.

Um die Leisten der Haut zu studieren, hat BLASCHKO einer ori-
inellen Methode sich bedient. In der Haut sogenannter faultodter
friichte losen sich intrauterin Epidermis und Cutis voneinander,
ohne dals die Gewebselemente zerstort werden, Man reinigt die
Oberliaut der Frucht und zieht dann die Haut in grolsen Liappen
von der Unterlage ab. Der abgezogene Liappen wird mit der Schleim-
schicht nach oben auf einem Objekttriiger ausgebreitet und in halb
trocknem Zustande mit BOHMER'schem Himatoxylin (Kap. V Nr. 9)
ibergossen. Nach 3—5 Minuten wird das Objekt abgespiilt und ent-
weder in Glycerin untersucht oder nach Entwiisserung in Alkohol,
Aufhellung in Nelkendl, in Kanadabalsam eingeschlossen, oder end-
lich anf dem Objekttriiger angetrocknet. In letzterem Falle ist das
Priiparat nach 1—2 Tagen geniigend trocken und kann als papier-
diinne Schicht vom Objekttriiger abgehoben werden. Man bringt
das Priiparat auf einen neuen Objekttriiger und begielst mit einer
reichlichen Menge Kanadabalsam, der nach wenigen Tagen lufttrocken
ist. Solche Priiparate, die man lange aufbewahren kann, liefern be-
ziiglich der Demonstration der Hautleisten die instruktivsten Bilder.

Um die Absonderungsgebilde der Haut, Haare, Niigel, Federn ete.
zu untersuchen, unterwirtt man sie entweder einer liingeren Einwir-
kung starker Siuren (Essig-, Salz-, Schwefelsiiure) oder kocht sie in
Alkalien (Natron-, Kalilauge). Der damit erzielte Effekt ist selbst-



79 IT. Abschnitt. Die Anwendung der Methoden.

verstindlich ein verschiedener, woriiber die Lehrbiicher der Histiologie
zu konsultieren sind.

Um die Elemente der Haargebilde an Schnitten gut sichtbar zu
machen, ist die Dreifachfirbung Pikrokarmin-Hiimatoxylin (Kap. V
Nr. 44), um die Muskelfasern der Haut deutlich hervorzuheben, ist
die Doppelfirbung mit Indigkarmin-Boraxkarmin oder Orange-Hiima-
toxylin (Kap. V Nr. 38, 43) anzuwenden. ]

. Zunge,

Zur Isolation der zelligen Elemente des Geschinacksorganes diirfte
konzentrierte wiissrige Oxalsiiurelésung oder das HavLLeRr'sche Ge-
misch am geeignetsten sein (Kap. I Nr. 18 und 19). Zur Fivierung
empfiehlt sich Chromsiure, Fremwming'sche Lisung, Pikrinsalpeter-
siure und Pikrinosmiumsalpetersiure (Kap. I1 Nr. 3, 14, 20, 21). Bei
letzterer Methode, sowie bei Anwendung FremminG'scher Lisung
liefert die Nachbehandlung mit rohem Holzessig nach MAHRENTHAL
(Kap. V Nr. 16) ausgezeichnete Bilder. Bei Fixierung und Paraffinierung
von Teilen der Zunge sind genau dieselben Kautelen zu beobachten
wie bel der Haut. denn auch luer durchtriinken sich die Gewebs-
elemente selir schwer, sei es mit dem fixierenden Reagens, sel es mit
Paraffin, wihrend die Verkriimmung bei der Fixation in viel ge-
ringerem Grade statthat. Zur Firbung von Priiparaten aus Pikrin-
salpetersiiure kann ich die Doppelfiirbung mit Orange G-Himatoxylin
(Kap. V Nr. 43) ganz besonders empfehlen: die damit erhaltenen
Bilder iibertreffen an Zartheit des Kolorits wie an Feinheit der
Nuancen meines Erachtens alle iibrizen Farbstoffe bei weitem. Die
Doppelfirbung mit Indigkarmin-Boraxkarmin (Kap. V Nr. 38) gibt
die vorziiglichsten Bilder hinsichtlich der Muskelverteilung.

m. Auge,.

Um Ubersichisbilder iiber den Bau des Sehorganes bei Vertebraten
zn empfangen, ist es gut, den ganzen Bulbus waeriffnet auf mehrere
Wochen in hiiufig zu wechselnder MULLER scher Flissigkeit (Kap. I1
Nr. 8) zu fixieren, in Alkohol nachznhiirten, mit Pikrokarmin (Kap. V
Nr. 34—37) durchzufirben und in Celloidin (Kap. ITT Nr. 6) ein-
zubetten. Man verzichtet dann aber auf feinere histiologische Details.
Das Auge der cephalopoden Mollusken kann unter gleichem Verzicht
ebenso behandelt werden, die Augen der Schwecken dagegen werden
durch MULLER'sche Lisung meist vollstindig mazeriert; sie miissen
vorsichtig mit dem vollstiindig ausgestreckten Fiihler fixiert werden.
Es ist aber sehr schwer, solch vollstiindig ausgestreckte Fiihler zu
erhalten, da dieselben, wenn man das Tier nicht vorher gelihmt hat,
sich heftig kontrahieren, wodurch das Studium des betreffenden Or-
ganes vollig unmiglich wird, Die Augen der Arthropoden diirfen eben-
falls nicht mit MULLER'scher Fliissigkeit behandelt, sondern miissen
vor der Untersuchung sorgsam fixiert werden: bei den Tracheaten
sind heifse Fliissigkeiten, bis 70° C. zu benutzen. Bei der in den
folgenden Zeilen beobachteten Einteilung will ich mich an das Auge
der Vertebraten halten.

e. Cornea. Die Hornhaunt eines Frosches wird frisch in eine
0,5—1°, Lisung eines Eisenoxydulsalzes auf einige Zeit gebracht.

. 6 .
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Dann wird sie herausgenommen, durch Pinseln wird das Epithel der
Vorderseite entfernt, und nun wird sie zum zweiten Male in die Eisen-
salzlisung gethan, so dals sie im ganzen in derselben 5 Minuten ver-
weilt hat. Man spiilt sie in Wasser ab und schwenkt sie dann in
einer 1%, Liisung von Ferrideyankalium, bis eine intensiv blaue, gleich-
miifsige Fiirbung eingetreten ist, was einige Minuten daunert. Nach
Abspiilen in Wasser zeigt sich die Grundmasse gefiirbt, wiithrend die
Hornhautkiirperchen und -Kaniile hell geblieben sind. Eine Kern-
firbung kann noch nachtriiglich vorgenommen werden. Diese Methode
stammt von LEBER (citiert nach Frey). Zur differenten Darstellung
der die Hornhaut zusammensetzenden Elemente empfiehlt es sich,
das frische Organ in eine 1°, Lisung von Argentum nitricum zu
bringen (Kap. II Nr. 26) und nach erfolgter Reduktion langsam in
Alkohol zu hiirten. Die angefertigten Schnitte kann man noch eventuell
nachfiirben. Man erhiilt die Liicken und Kaniile weils auf braunem
Grunde. Um ein positives Bild zu erlangen, d. h. schwarz gefiirbte
Hornhautliicken und -Kaniile auf weilsem Grunde, ist es nach STOHR
notwendig , die versilberte Cornea vor dem Eintritt der Reduktion
in eine 3%, Kochsalzlisung auf 5 Minuten zu iibertragen und sie dann
in destilliertem Wasser dem Sonnenlichte auszusetzen. Nachhiirten
in Alkohol. Um die Nervenendigungen in der Cornea zu sehen, ist
dieselbe zu vergolden, und zwar nach der ConvzsEmM'schen oder
RaNvViER'schen Methode (Kap. II Nr. 28 oder 32).

g. Iris. Um Schnitte durch die Iris anfertigen zu kinnen, legt
man die vordere Hiilfte eines Bulbus ohne Linse in ein fixierendes
Reagens und bettet nach erfolgter Hiirtung in bekannter Weise in
Paraffin ein, Die Firbung kann man dazu beliebig vornehmen.

y. Linse. Die Struktur der Linse wird am besten an frischen
oder mit Isolationsfliissiqkeiten behandelten Objekten studiert. Schnitte
lassen sich durch die Linse nicht anfertigen, da das Zentrum derselben
sich nicht durchtriinkt. Zur Isolation ist am geeignetsten '/; Alkohol
(Kap. I Nr. 1), dessen Einwirkung sich bis auf 48 Stunden erstrecken
kann. Man zerzupft in 0.75°, Kochsalzlosung. Um die Linsenkapsel
von der Fliche betrachten zu konnen, kann man mit der Pinzette
von der etwa 1 Stunde in !, Alkohol verweilenden Linse dieselbe
von der vorderen Wand abziehen und in Alaunhiimatoxylin nach-
firben (Kap. V Nr. 9—14); Aufheben entweder in verdiinntem (lycerin
oder nach der iiblichen Vorbehandlung in Kanada oder Dammar.

d. RETINA. Die Struktur der Retinaelemente erkennt man am
klarsten an Zupfpriparaten, zu deren Herstellung nach den klassischen
Untersuchungen von MAX ScHULTZE die Mazeration in Jodserum zu
empfehlen ist (Kap. T Nr. 17). Bei wirbellosen Tieren kann man zu
dem gleichen Zwecke diinne Chromsiiurelisungen (Kap. I Nr. 4),
MiULLER'sche Fliissigkeit (Kap. IT Nr. 8) oder diinne Pikrinsiure-
losung verwenden (Kap. I Nr. 16). Zur Anfertigung von Schnitten
empfiehlt sich die Fixierung in Chromsiiure, Osmiumsiure oder
FLEMMING'scher Lésung (Kap. IT Nr. 3, 11, 14); allenfalls kann man
noch Pikrinsalpetersiiure verwenden (Kap. IT Nr. 20). Alle anderen
Fixierungsmittel mochte ich widerraten. Um die Retina der Verte-
braten gut fixieren zu kiinmen, schneidet man mit einer scharfen
Schere den Bulbus im Aquator durch und bringt die hintere Hiilfte
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in viel Fliissigkeit; die Retina herauszupriiparieren und allein zu
fixieren ist nicht sehr ratsam, weil bei dieser Manipulation Ver-
letzungen ausgedehnten Grades oft nicht zu vermeiden sind. Man
bettet daher auch zur Schonung der Netzhaut dieselbe mit Chorioidea
und Sclera in Paraffin ein. Zur Fixierung von Netzhiituten wirbelloser
Tiere kann man auch mit Erfolg KLeiNExpERG'sche Fliissigkeit und
Sublimat verwenden (Kap. IT Nr. 18 und 23). Bei Evertebraten sind
die lichtempfindlichen Teile der Netzhaut von einem dichten Pigment-
mantel umhiillt, den man entfernen muls, ehe man an das Studium
der betreffenden Organteile denken kann. Zur Entfiirbung dient das
GrENACHER sche Gemisch, oder alkoholische Natronlauge nach mieiner
Angabe oder die P. Mayer'sche Methode (Kap. IT Nr. 39, 40, 41).
Fiir die Erkennung der Verzweigungen der Ganglienzellen der Retina
ist die GorGI'sche Methode nach der Modifikation von FUSARI zu
empfehlen (Kap. II Nr. 27).

¢ Chorioidea. Zupfpriparate von frischem Materiale zeigen
die einzelnen Teile der Gefiilshaut. Zur Erkennung der Gefiifsver-
teilung in derselben ist wohl die ALTMANN'sche Methode der Injektion
mit nachfolgender Mazeration (Kap. VII Nr. 5) diejenige, welche die
besten Resultate liefert.

o, Selera. Thre Struktur erkennt man auf Schnitten, die man
nach beliebiger Fixierung und nach Einschmelzung in Paraffin an-
fertigt.

v, Zur Untersuchung der Thriinendriisen gelten die fiir die

grofsen Verdauungsdriisen (Submaxillaris etc.), zur Untersuchung der
Augenlider die fiir die Haut empfohlenen Methoden.

n. Ohr,

Um den wichtigsten Teil des Gehirorganes, die Schnecke, an
Zupfpriparaten studieren zu kinnen, verwendet man mit Erfolg die
Osmiumgoldmethode von Rerzivs (Kap. IT Nr. 35). Zupfpriiparate
allein geniigen aber nicht; man mufs, um namentlich iiber die Hor-
zellen ins Klare zu kommen, Sehnitte von dem Organe anfertigen.
Zur Firierung ist Chromosmiumsiiure von Fresci, FLEMMING'sche
Losung und allenfalls noch Pikrinsalpetersiiurepriiparate zu verwenden
(Kap. IT Nr. 13, 14, 20). Vielfach wird angegeben, die Knochen-
kapsel der Schnecke an einer kleinen Stelle aufzubrechen, damit die
Fixierungsfliissigkeit besser eindringen kann. Tch halte das nicht fiir
richtig. Die Spannungsverhiltnisse der CorTI'schen Membran werden
durch das Aufbrechen wesentlich veriindert und man erhiilt dann auf
dem Schnitt, wenigstens ist es mir so gegangen, dieselbe gefaltet und
aus der Liage gerissen. Bei Schnecken kleiner Siugetiere, z. B, Maus,
Cavia, erfolgt das Eindringen der Fixierungsfliissigkeit sehr leicht. Um
bei grifseren Siugern das Aufbrechen zu vermeiden und das Ein-
dringen zu erleichtern, diirfte es sich empfehlen, die Knochenkapsel
durch Abschaben mittels eines scharfen Skalpells zu verdiinnen. Nach
Fixierung und Erhiirtung mufs das Organ enthalkt werden; die dafiir
gebriiuchlichen Methoden sind in Kap. 1T unter 36, 37, 38 beschrieben.
Kleinere Gehiornschnecken mit diinnen Knochenteilen, z. B. von Cavia,
werden schon in der FLEMMING schen Lisung, wiithrend des 24 stiindigen
Verweilens in derselben, hinreichend entkalkt. Vor dem Einschmelzen



1L, Abschnitt. Die Anwendung der Methoden. 75

in Paraffin ist die Gehirschnecke genau in der Liingsaxe mit einem
scharfen Rasiermesser zn halbieren. Tut man das nicht, so ist die
nachherige Orientierung fiir die Schnittrichtung fast unméglich. Da
die Knochengrundsubstanz sich sehr schwer mit Chloroform durch-
triinkt, so miissen die Objekte in dieser Fliissigkeit mehrere Tage
verweilen.

Die Bogenginge untersucht man am besten frisch nach Firbung
mit Pikrokarmin (Kap. V Nr. 34—37) und nach leichtem Zerzupfen
in Glycerin.

Sacculus wund Utriculus fixiert man in FLEMMING'scher Libsung oder
in Pikrinsalpetersiiure (Kap. II Nr. 14, 20).

Zur Erkennung der Nerven des Trommelfells diirfte die FLEMMING'-
sche Methode der Vergoldung am zweckmiilsigsten sein (Kap. IT Nr. 33).

Die Gehirknichelchen werden wie alle Knochen, die Ohrmuschel
wird zur Untersuchung wie Haut oder Netzknorpel behandelt.

0. Nase.

Um die zelligen Elemente der regio olfactoria, wie respiratoria zu
isolieren, sind als die besten Reagentien das Jodserum und diinne Chrom-
siiure (Kap.I Nr. 17 und 4) zu empfehlen. Aufserdem ist 0,1 %, Osmium-
siiure (Kap. I Nr. 11) sehr geeignet. Zur Firierung kann man Chrom-
siure, FLEMMING'sche Lisung, Pikrinsalpetersiure, Pikrinosmiom-
salpetersiiure (Kap. II Nr. 3, 14, 20, 21) verwenden. Bei An-
wendung der Osmiumsiiure enthaltenden Fixierungsmittel ist die
Nachbehandlung mit rohem Holzessig nach MinrextHan (Kap. IT
Nr. 16) sehr angebracht; man erhilt darnach ganz ausgezeichnete
Bilder. Fiir die nach dem Fixieren und Erhiirten notwendige Ent-
kalkung ist eine der in Kap. IT sub Nr. 36—38 angegebenen Methoden
zu verwenden. Zur Firbung der Schnitte von Pikrinsalpetersiure-
Priiparaten ist besonders empfehlenswert die Doppelfirbung mittels
Orange G-Himatoxylin (Kap. V Nr. 43).



















