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Vorwort.

Das vorliegende Biichlein soll eine leicht verstiandliche
Anleitung zur Herstellung mikroskopischer Priparate dar-
stellen. FEs schildert und erklart fiir den Anfinger den
Gang und den Sinn der oft verwickelten mikrotechnischen
MaBnahmen und bietet doch auch dem Fortgeschrittenen
alle diejenigen Spezialvorschriften, die sich bei mikro-
skopischen Arbeiten der Zoologen, Anatomen usw. als vor-
teilhaft erwiesen haben. Die speziellen Methoden zur
Untersuchung der Bakterien und parasitischen Protozoen
multen unberiicksichtigt bleiben; diese Seite der Mikro-
technik hat sich zu einem besonderen Gebiet ausgewachsen,
fiir das zahlreiche und auch kurz gefalite Leitfaden wvor-
liegen. Dem Studenten und dem Lehrer, die fiir sich oder
fiir den Unterricht eine Demonstrationssammlung von
Praparaten anlegen, diirfte das Buch ein bequemer Fiihrer
sein. DBesonders ist auch Riicksicht genommen auf die
Bediirfnisse der Doktoranden und aller derjenigen Forscher,
die nicht selbst durch fortwiahrendes Probieren ein sicheres
Urteil bei der Auswahl unter der Unzahl veroffentlichter
Anweisungen besitzen. Daher sind in den meisten Ab-
schnitten die bewihrten und unbedingt zuverldssigen Me-
thoden stark in den Vordergrund geschoben, so dall der
Suchende immer einen bestimmten gut gebahnten Weg
vorgezeichnet findet. Nur in den Abschnitten iiber Fixieren
und Firben mullte die Aufzihlung verschiedener Rezepte
naturgemifl einen breiteren Raum einnehmen.

Die allgemeinen mikrotechnischen Methoden sind in der
Form geschildert, in der sie im hiesigen zoologischen Institut
seit Jahren erprobt und angewendet werden. Der Kenner
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IV Vorwort,

der Literatur wird nicht wenige neue Verfahren finden, die
wir auf Grund hinreichender Erfahrung empfehlen kénnen.
Unsere Namen sind dabei nicht genannt, wie denn iiber-
haupt meist von einer Anfithrung von Autoren und Lateratur
zu gunsten der erstiebten Kiirze und Billigkeit des Werk-
chens abgesehen werden mufite. Fs versteht sich von selbst,
dafl trotzdem neben eigenen Eifahrungen die Angaben
anderer Autoren reichlich beriicksichtigt sind. Besonders
mullten natiirlich nicht wenige Rezepte nach den Original-
arbeiten oder nach schon vorhandenen Zusammenstellungen
gegeben werden. Fiir die Niederschrift haben wir den Stoff
des Biichleins in der Weise verteilt, daf} der eine (Becher)
die Einleitung, das Finbetten und Schneiden, die FEin-
schluBmittel, die Impriagnationen und das Schleifen be-
handelte, wiahrend der andere (Demoll) die {ibrigen Kapitel
iibernahm. Die Abschnitte iiber Einbetten und Schneiden
stellen eine leichte Umarbeitung der von E. Leitz heraus-
gegebenen ,, Anleitung zum Gebrauch des Mikrotoms* (von
5. Becher) dar. Die Einheitlichkeit der Darstellung diirfte
durch diese Arbeitsteilung nicht gelitten haben, da jeder
von uns im allgemeinen nur Interpret des vorher besprochenen
Gegenstandes oder gemeinsam gemachter Erfahrungen war,
Auch wurde die erste Niederschrift natiirlich gemeinsam
iiberarbeitet.

Hinweise auf Mingel unserer Darstellung und auf neue
technische Fortschritte werden wir dankbar begriilen.

Gieflen, Zoologisches Institut
der Universitit.

Dr. Becher. Dr. Demoll.
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Einleitung.

Es ist ein diingendes Erfordernis und eine Pflicht des
Forschers, in seinen Darlegungen die wirklich beobachteten
Tatsachen von den darauf gegriindeten Hypothesen nach
Moglichkeit zu trennen. Andererseits aber darf man nicht
vergessen, dal} sich die wissenschaftliche Arbeit selbst nicht
in blofl passive Beobachtung und in deren nachtrigliche
theoretische Verwertung zerlegen lafit. Die gedankliche
Verkniipfung Aalterer Beobachtungen dringt uns zu neuen
Untersuchungen und leitet zu neuen Beobachtungen, und die
Beobachtung ist oft schon im Moment, wo sie gemacht wird,
fiir den Forscher Zeuge fiir oder gegen irgend eine Hypothese
oder Meinung. Beobachtung und gedankliche Verwertung
treten bel wissenschaftlicher Arbeit in engster Verflechtung
auf, das eine zieht das andere nach sich und nur, wo beides
zusammengegeben ist, kann es zu wirklich forderlichem
Flusse der wissenschaftlichen Forschung kommen. So wird
verstindlich, daf} im allgemeinen der klarere Denker auch der
bessere Beobachter sein wird.

Es i1st schwer und liegt jedenfalls nicht im Ziel der-
folgenden Darstellung, die Fihigkeit, Tatsachen gedanklich
zu verkniipfen, erheblich zu steigern. Dagegen besteht fiir
jeden angehenden Forscher in ausgedehntem Mafle die
Moglichkeit, andere Voraussetzungen guter wissenschaftlicher
Beobachtung erheblich giinstiger zu gestalten. Diese Miglich-
keit liegt in der schnellen und griindlichen Aneignung der
Technik einer Wissenschaft, die sich selbst durch miihsame
Arbeit einzelner Forscher im Laufe wvon Jahrzehnten
entwickelt hat. Allerdings liegen auch in der technischen
oeite wissenschaftlicher Arbeit Momente, die nicht durch

Beclhier und Demoll, Mikroskopische Technik, 1



9 Einleitung,

das Studium eines Buches vermittelt werden konnen, namlich
angeborenes technisches Geschick und die hier wie iiberall
duBerst forderliche lange Ubung.

Auch fiir die Aneignung eines grollen Teils der tech-
nischen Methoden selbst ist das Studium eines Buches nicht
der beste Weg. Die direkte Anleitung eines erfahreneren
Lehrers an Objekt und Instrumenten selbst wird in den
meisten Fillen besser zum Ziele fithren. Aber auch fiir den-
jenigen, fiir den giinstige techmische Unterrichtsgelegenheit
besteht, ist ein technischer Leitfaden nicht diberfliissig.
Er bietet Gelegenheit zu Repetition und zur Aneignung
von Methoden, die man selbst nicht Gelegenheit hatte,
direkt gezeigt zu bekommen. Die mikroskopische Technik
ist zurzeit schon ein sehr ausgedehntes Gebiet, ein Gebiet,
in dem es zudem sehr vieles gibt, das sich nicht als Gedachtnis-
material eignet und trotzdem unentbehrlich i1st, man denke
zum Beispiel an die zahlreichen Rezepte fiir Fixierungs-
und Farbungsmittel. Neben der allgemeinen Erklirung der
einzelnen technischen Mafinahmen ist daher ein grofler Teil
der folgenden Abschnitte der kurzen Mitteilung iiber Zu-
sammensetzung, Herstellung und Gebrauch einzelner Hilfs-
mittel gewidmet.

Ineser erste Abschnitt soll einigen Beobachtungsregeln
allgemeinerer Natur gewidmet sein.

Zunachst kann als ganz allgemeiner Grundsatz micht
geniigend betont werden, dall man immer versuchen
soll, mit seinem Untersuchungsgegenstand nach
jeder Richtunghin moéglichst vertraut zuwerden. An
einem neuen Untersuchungsobjekt sieht man zu Anfang
gewohnlich sehr wenig. Dabei kann es gar nichts nutzen —
in den meisten Fillen sogar nur schaden — wenn wir durch
starkere und stirkste Vergroflerung oder durch Anwendung
komplizierter vorbereitender Beobachtungsmethoden mehr
zu sehen versuchen. Wir sind noch nicht mit dem Gegenstand
vertraut, wir beobachten allerhand, ohne es niher zu beachten



Einleitung. 3

und ohne seine Bedeutung zu erfassen. Es geht, wie wenn
wir einen uns bisher fremden Menschen allmihlich ndher
kennen lernen. Irst ganz allmihlich lernen wir allerhand
Kleinigkeiten beachten und kommen endlich dahin, seine
Meinung oder Stimmung aus den geringfiigigsten Ausdrucks-
bewegungen richtig erkennen zu konnen. Auch die erste
Betrachtung des zoologischen Objektes hat oft etwas auller-
ordentlich Entmutigendes. Man fragt sich oft, wie war es
fritheren Beobachtern moglich, an einem solchen Gegenstand
soviel zu erkennen. Hier hilft es nur, sich immer wieder
mit dem Gegenstand zw 1 »schaftigen. Man lernt bald in
einen Wust von inneren Organen, der wvielleicht schwach
durch die Korperwand durchschimmert, Ordnung zu be-
kommen, zunidchst vielleicht nur an einem Punkte und all-
mahlich immer weiter fortschreitend. Wir lernen an kleinen
geringfiigigen Merkmalen wichtige Teile auseinanderhalten,
deren Verschiedenheit uns zunichst ausgeschlossen schien usw.
Auch wenn der Eindruck entsteht, auf diese Weise ist an
einem Objekt nichts Neues mehr zu srhen, sollte man sich
wenigstens zu Anfang immer wieder - a der scheinbar aus-
sichtslosen Beobachtungsarbeit zwingen. FEin giinstiger
Zufall, ein kleiner Fortschritt ebnet uns dann plétzlich den
Weg. Man bemerkt nicht selten schon zu Anfang Kleinig-
keiten, die nebensichlich erscheinen und in denen man nicht
wagt, etwas Wichtiges zu erblicken. Erst allmahlich bemerken
wir, wie konstant jene Kleinigkeit ist, wie sie vielleicht mit
diesem oder jenem anderen Umstande gesetzmiiBig zusammen-
hangt. Viele bahnbrechende Beobachtungen sind dadurch
gemacht worden, daBl der Entdecker unermiidlich seine
Aufmerksamkeit gerade auf diejenigen Punkte richtete,
die frithere KErforscher wvielleicht gesehen, aber als neben-
sachliche Kleinigkeiten nicht niher verfolgt hatten.

Das vollige Vertrautwerden mit einem Gegenstand der
Beobachtung setzt auch die genaue Kenntnis dessen voraus,
was von fritheren Beobachtern {iber das Objekt mitgeteilt

l*



4 Einleitung.

worden ist. Es geniigt weder erst seine eigenen Beobachtungen
anzustellen und dann die Literatur iiber den Gegenstand
spiter nachzulesen, noch auch reicht es hin, erst die Literatur
zu studieren und dann spater lediglich der Beobachtung
obzuliegen. Beides muf} Hand in Hand gehen. Die Lektiire
beeinflulit unsere Beobachtung, zuweilen in ungiinstiger,
meist aber in sehr forderlicher Weise. Das von anderen
Gesehene, Beschriebene und Gezeichnete wiederzufinden, ist
nicht annihernd so schwer, wie es selbst von neuem zu ent-
decken. Diesen Vortell miissen wir uns zunutze machen.
Und umgekehrt lesen wir spiter mit dem durch die
eigene Anschauung gescharften Blick aus der Darstellung
fritherer Beobachter weit mehr heraus als zu Anfang. Daraus
ergibt sich, dal} wir unsere Beobachtung durch fortwihrende
neue Lektite und unsere Iektiire durch fortgesetzte Beob-
achtung fruchtbarer zu machen versuchen miissen.

Gelegentlich kann es allerdings vorteilhaft sein, an ein
Objekt in unbeeinflufiter Weise heranzutreten. Aber man
sollte diese Objektivitat nicht durch Unkenntnis erkaufen.
Tiirchtet man eine zu starke Wirkung einer suggestiven
Theorie oder Hypothese auf die eigenen Beobachtungen,
so empfiehlt es sich in manchen Fillen, die Arbeit an geeig-
netem Punkte fiir einige Zeit zu unterbrechen und dann
spater womoglich von anderer Seite aus oder mit Hilfe einer
neuen Methode an die Sache heranzutreten. Wihrend solcher
Pausen mag man irgend etwas allgemein Zoologisches lesen,
das fiir den speziellen Gegenstand in Frage kommen konnte
oder sich einem sorgfaltigen Studium gerade der entgegen-
gesetzten Anschauungen anderer Autoren widmen.

So sehr es zum Erfolg vonniten sein kann, nicht all-
zuweit abzuschweifen und bei dem eigenen Problem zu
bleiben, so unmoglich ist es doch, andererseits seine Beob-
achtungen in unnatiirlicher Weise abzugrenzen und ein-
zuschranken. Die Aussicht, eine wesentliche Entdeckung zu
machen, vermindert sich wesentlich, wenn man sich etwa
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bei anatomischen Studien lediglich auf die Kenntnis eines
einzelnen Objektes beschrinken wollte. Zum mindesten
muf} die Literatur der grioferen oder kleineren Gruppe genau
studiert werden. Sobald sich Beobachtungen ergeben, die
Berithrungspunkte mit allgemeineren Fragen darbieten,
so mull die jene Probleme behandelnde Literatur heran-
gezogen werden, auch dann, wenn in derselben das eigene
Objekt niemals erwihnt worden ist.

Auch bei dem Objekt selbst sollte man seine Studien
nicht unnatiirlich begrenzen. Man kann nicht Unter-
suchungen iiber den Prothorax eines Insektes machen, ohne
Kopf und die ganze Brust und die Organisation iiberhaupt
zu beriicksichtigen. Wer Ei- oder Samenbildung untersucht,
mull mit der Lebensweise, speziell mit Fiablage und DBe-
fruchtung, mit der Zeit der Geschlechtsreife und mit Ent-
wicklung usw. vertraut sein. Gerade die hochausgebildete
Fixierungs- und Fiarbungstechnik hat manchen dazu ver-
leitet die biologische und physiologische Orientierung zu
vernachlissigen. Dem Anfinger mag man es noch allenfalls
verzeithen, wenn er in der Freude iiber die Beherrschung
einer neuen Technik eine Zeitlang Prdparat auf Praparat
herstellt, ohne der eigentlichen Beobachtung die gebiihrende
Zeit zu widmen und wenn fiir ihn eine Zeitlang das Tier
sozusagen erst nach dem Fixieren (also im abgetoteten Zu-
stande) anfingt interessant zu werden.

Fiir die wissenschaftliche Arbeit selbst ist derartige
Einseitigkeit dullerst gefihrlich. Es kommt nicht selten vor,
dafl sich innerhalb der Wissenschaft derartige Tendenzen
zu einer Art Mode ausbilden. Gerade das Aufkommen her-
vorragender technischer Fortschritte kann solche Richtungen
begiinstigen.  So hat ohne Zweifel die fortgeschrittene
Schneide- und Firbungstechnik das FEinseitigwerden der
morphologischen Richtung und ihre Trennung von physio-
logischer und biologischer Betrachtungsweise gefordert. Noch
jetzt ist die mikroskopische Technik im wesentlichen morpho-
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logische Technik, obwohl der Phyvsiologe und Biologe das
Mikroskop ebensogut brauchen und auch ihre eigenen tech-
nischen Methoden fiir ihre besonderen Zwecke ausgebildet
haben.

Jedentfalls sollte auch der Morphologe nicht unterlassen,
physiologische und biologische Gesichtspunkte immer mit
im Auge zu behalten, auch wenn sich das fiir das spezielle
Ziel als nicht unbedingt erforderlich erweist. Ibenso sollte
der Physiologe oder der Experimentator und der biologische
Beobachter nie den Bau des Tieres auller Acht lassen, denn
wir wissen, dall Form und Funktion in einer engen Beziehung
stehen.

Dem angehenden Morphologen kann vor allen Dingen
nicht genug geraten werden, die Beobachtung des lebenden
Tieres nicht zu vernachlissigen. Idie hohe Ausbildung der
Untersuchungsmethoden |, fixierter'* Objekte, die wvielfach
Resultate geben, wo die direkte Beobachtung versagt, ver-
leitet gar zu leicht dazu, mit der Beobachtung des Tieres im
Leben gar nicht ernstlich anzufangen. Und doch hat auch
diese Methode — auch fiir den Morphologen — ihre ganz
besonderen Vorteile. An dem oft etwas durchsichtigen
lebenden Objekt 1iBt sich auch abgesehen von den Bewegungen
des Tieres und seiner Organe manches sehen und besonders
im Zusammenhang {iberblicken, was durch keine andere
Methode in der Schonheit dargestellt werden kann. Die
mikroskopischen Arbeiten eines K. E. v. Baer, eines
Joh. Miiller und wvieler anderer, die im wesentlichen
noch auf die Beobachtung des lebendigen Objektes ange-
wiesen waren, sind denkwiirdige Zeugnisse dafiir, was sich
alles mit dieser einfachsten Methode sehen und finden 1afit.

Uberhaupt ist es im allgemeinen von groBtem Nutzen,
jede Methode in ihrer Eigenart fiir die Untersuchung vollig
auszunutzen. Eine wirklich griindliche Untersuchung des
lebenden Objektes gibt die wichtigsten Anhaltspunkte fiir
die spdtere Untersuchung des konservierten Materiales.
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Auch das getdtete Objekt sollte nicht sogleich eingebettet
und in Schnitte zerlegt, sondern vorher in toto genau unter-
sucht werden. Uber einem bestimmten inneren Organ ist
in der Haut vielleicht eine Ausbuchtung, eine besondere
Art von Kalkkorpern oder dergleichen anzutreffen. Die
vorherige Untersuchung in toto gibt uns dann bei der Schnitt-
untersuchung sofort einen Zusammenhang, der uns sonst
wahrscheinlich entgangen wire. Die Untersuchung des
ganzen Objektes bietet uns ferner bei der gedanklichen
Rekonstruktion, die sich jeder nach den Schnitten macht,
die besten topographischen Anhaltspunkte. Obwohl man,
wie wir sehen werden, auch Methoden ersonnen hat, die es
gestatten, aus Schnittserien ein Objekt exakt zu rekon-
struieren, so wird gleichwohl wegen der Umstandlichkeit
dieser Methoden die gedankliche Rekonstruktion mit Unter-
stiitzung durch die Beobachtungen des ganzen Objektes
stets seinen Wert behalten.

Auch nachdem einmal ein Objekt fixiert und zerlegt
ist, sollte bei der weiteren Untersuchung nicht in einseitiger
Weise verfahren werden. TIiir den Anatomen sind die
Leistungen einer Injektion, fiir den Histologen diejenigen der
Zellisolierung (Maceration) oft von unersetzlichem Nutzen,
obwohl sie vielfach zugunsten des beliebteren Schneidens
vernachlassigt werden. Doch it auch die Schnittmethode
selbst wieder verschiedene Moglichkeiten offen, aus denen
man Nutzen ziehen kann. Die Einbettung in Paraffin bietet
die besseren Aussichten in bezug auf spatere Farbung, die
etwas umstindlichere Celloidinmethode gibt uns dagegen
unbedingte Gewdhr fiir die Erhaltung der richtigen Lagerungs-
verhiltnisse der Teile eines Schnittes. Das Celloidin braucht
namlich ungleich dem Paraffin nicht aus den Geweben ent-
fernt zu werden, so dall jeder an sich wvielleicht im Schnitt
freischwebende Teil in richtiger Lagerung gehalten wird.

Beim Schneiden selbst hat man nicht selten genug zu
varileren, um eine tadellose Folge von Schnitten zu erhalten.
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Fiir die Untersuchung selbst kommt die Wahl verschiedener
Schnittdicken und der Schnittrichtung am meisten in Frage.
Im allgemeinen kann man raten, nicht diinner zu schneiden
als irgendwie notig, denn mit der Verringerung der Schnitt-
dicke steigt die Schwierigkeit der Rekonstruktion erheblich.
Auch vergrofert sich mit der Schnittzahl natiirlich die Miihe
des Durchsehens in entsprechendem Male. Ganz diinne
Schnitte braucht man im allgemeinen nur zu histologischen
Untersuchungen, es empfiehlt sich, neben der Anfertigung
liickenloser Serien in der dem betreffenden Ziele am meisten
angepalten Schnittdicke noch einige Serien in geringerer
Schnittdicke gnzufertigen. Oft ergibt sich die Notwendigkeit,
einige Partien des Objektes diinner zu schneiden. Gelegent-
lich — bei Mangel an Material — mull man sich damit helfen,
nach einer Anzahl normaler Schnitte in derselben Serie
einen diinneren Schnitt einzuschalten. Diese Methode emp-
fiehlt sich aber durchaus nur in Ausnahmefillen; denn die
verschiedene Schnittdicke bietet spater gewohnlich Schwierig-
keiten fiir das Erhalten einer gleichméafBigen Farbung.

Die Variation der Schnittrichtung ist in den meisten
Fillen zu empfehlen, in wvielen unumginglich. Aus drei
Serien, deren Schnittrichtung etwa drei aufeinander senk-
rechten Ibenen entsprechen (Quer-, Frontal- und Sagittal-
schnitte) wird man sich ein besseres Bild des Ganzen machen
konnen, als aus einer einzigen Folge von Schnitten. Oft
handelt es sich darum, gerade eine bestimmte Schnitt-
richtung zu treffen, weil nur diese ein vollstindiges Uber-
sichtsbild von dem Zusammenhang verschiedener Teile
darbietet. Dies ldaBt sich oft nur durch immer erneutes Pro-
bieren erreichen. Im allgemeinen richtet man sich in der
Wahl der Schnittebene nach Symmetrieebenen oder besondern
Organisationsverhaltnissen des betreffenden Objektes; denn
ein wahllos schrig verlaufender Schnitt durch ein vielleicht
noch kontrahiertes oder gekriimmtes Tier bietet nicht selten
ein sehr schwer verstindliches Durcheinander dar.
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Auch in bezug auf Farbung ist, wie bei den {ibiigen
Etappen der Behandlung, ein Variieren sehr am Platze.
Oft wird dies schon durch die verschiedenen Fixierungs-
methoden erfordert, die man angewendet hat; denn manche
Fixierungsmittel gestatten nur ganz bestimmte Fiarbungs-
methoden. Wie beim Fixieren, so lialdt sich auch beim Firben
oft nicht von vornherein sagen, welche Methode die besten
Resultate liefert. Ein gewisses Probieren ist also in beiden
Fillen zu empfehlen. Indessen soll durchaus nicht dem
unverninftigen Durchprobieren aller moglichen Rezepte
das Wort geredet werden. Iis gibt eine Reihe von Methoden,
die meist von vornherein die besten Resultate erwarten
lassen. FEine ganze Anzahl anderer Methoden bieten dem-
gegeniiber nichts Neues. So hat es keinen Zweck, sie alle
in jedem Falle zu versuchen. Besser ist es, neben einer all-
gemeinen IYirbungsmethode solche mit speziellen Leistungen
anzuwenden oder neben der Firbung ein Imprignierungs-
verfahren in Anwendung zu bringen.

Die Variierung der Untersuchungsmethoden macht es
unbedingt notwendig, sich genaue Notizen iiber die ver-
schiedene Vorbehandlung der einzelnen Praparate zu machen.
So sollte ein Objekttrager selbst schon auf Etiketten Angaben
fiber Namen der Tiere usw., iiber Iixierung, Firbung und
Schnittdicke enthalten. Daneben ist es ganz allgemein emp-
fehlenswert, bei jeder Untersuchung ein Buch zu fiithren,
in dem alle Schiitte der technischen Vorbereitung wie auch
alle Beobachtungen kurz aber prizis eingetragen werden.
Die Notizen, die wir withrend der Beobachtung eines lebenden
Objektes z. B. am Meere niederschreiben, sind uns spiter,
wenn wir vielleicht nur noch konserviertes Material
zur Verfiigung haben, von grofitem Nutzen und durch das
Gedichtnis nicht zu ersetzen. Es schadet gar nichts, wenn
wir in dieses Buch auch Beobachtungen eintragen, von denen
wir gar nicht wissen, ob wir sie spiter gebrauchen konnen.
Gerade solche zufilligen gelegentlichen Beobachtungen kiinnen



10 Einleitung,

im ILichte der fortgeschrittenen Untersuchung plétzlich von
groffer Bedeutung werden. In den meisten Fallen werden wir
auch zum Schlufl der Untersuchung finden, dall manches,
was wir zunichst niedergeschrieben haben, nicht frei von
Irrtum war oder unter dem Einfluf} einer falschen Ansicht
stand. Auch dies schadet durchaus nicht; denn das Beob-
achtungsjournal ist eben nicht die definitive Veroffentlichung.

Fast noch wichtiger als die fortlaufende genaue Notierung
aller Beobachtungen und techmischen Mabnahmen ist das
Zeichnen des Beobachteten. Zunidchst ist das Zeichnen
von groftem didaktischen Wert. Wer zeichnet, zwingt
sich zu genauerer Beobachtung. Fiir den Anfinger ist
daher das Zeichnen ohne Hilfe eines Zeichenapparates
zu empfehlen. Die genauere Beobachtung und die mit dem
Zeichnen - verbundene intensivere Beschaftigung bedingt
auch ein weit besseres Haften des Gesehenen 1m Gedachtnis.
Lis ist ein groller Unterschied, ob man etwas aus einem Lehr-
buche sich fiir kurze Zeit angeeignet hat, oder etwas demon-
striert bekommen hat, oder ob man es selbst gefunden und
Einzelheit nach Einzelheit zeichnerisch wiedergegeben hat.
Das Vertrautwerden mit dem Objekt, von dem wir oben
sprachen, erreicht man auf keinem anderen Wege besser,
als durch die von fortwihrendem Zeichnen unterstiitzte
Beobachtung.

Aber auch fiir den Forscher ist moglichst eifriges Zeichnen
von grofter Bedeutung. Wenn es sich um Dinge handelt,
die spater in der Verdffentlichung wiedergegeben werden
sollen, so ist die Anwendung eines Zeichenapparates (etwa
eines Abbe'schen, eines Zeichenokulars oder des Projektions-
zeichenapparates) der Exaktheit wegen anzuraten. Besonders
ist es empfehlenswert, die Umrisse der in einer Figur dar-
gestellten Gegenstinde mit dem Zeichenapparat festzulegen.
Diese Umrillskizzen konnen dann spiater — natiirlich unter
fortwiahrender Beobachtung — mit freier Hand weiter schat-
tiert und sonstwie weiter ausgefiihrt werden. Die Ubung im
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Freihandzeichnen ist also auch durch den Gebrauch eines
Zeichenapparates durchaus nicht iiberfliissig geworden. Viele
zeichnerisch wenig Begabte verlieren zu Anfang oft gegeniiber
der Aufgabe, ein kompliziertes mikroskopisches Bild darzu-
stellen, den Mut. Demgegeniiber mul} gesagt werden, dafl nach
tausendfiltiz bestitigter Erfahrung fast jeder durch Ubung
sich so viel vom Zeichnen aneignen kann, dall es fir die
allermeisten Zwecke des Mikroskopikers geniigt. Denn obwohl
unter sonst gleichen Umstanden eine zeichnerisch und kiinst-
lerisch bessere Figur natiirlich vorzuziehen ist, mull man be-
denken, dal peinliche Genauigkeit in dem, was man darstellen
will, dasHaupterfordernis der biologischen Zeichnung ist. Diese
Genauigkeit darf weder unter mangelhafter Zeichnung leiden,
noch auch einer kiinstlerischen Darstellung zu Liebe geopfert
werden. Genauigkeit in der Wiedergabe ist auch noch hoher
zu schitzen als die Klarheit der Zeichnung, wir diirfen der
Klarheit zu ILiebe nicht auf die hochste Genauigkeit ver-
zichten. In den meisten Fillen ist das allerdings sehr wohl
zu vereinigen. In Fillen aber, wo grollere suggestive Kraft
von einer Zeichnung gewiinscht wird, als die direkte genaue
Wiedergabe leisten kann, ist es besser, mit einer neuen
schematischen (und als schematisch charakterisierten) Figur
nachzuhelfen. Fs ist jedoch sehr wohl gestattet, Figuren,
die in bestimmter Hinsicht eine Wiedergabe des Objektes
darstellen, in anderer Hinsicht unausgefiihrt zu lassen und
durch Anwendung wverschiedener Farben zu wverdeutlichen.
In einer Abbildung, in der es uns nur auf das gegenseitige
Lagerungsverhiltnis von Organen ankommt, brauchen viel-
leicht nur deren Umrisse genau wiedergegeben zu sein, die
histologische Struktur, die sich im mikroskopischen Bild
darbietet, kann unter solchen Verhiltnissen weggelassen
werden. Auch kann man die verschiedenen Teile einer solchen
Figur noch durch Anlegen mit verschiedenen Farben deut-
licher gegeneinander abgrenzen. In derartigen Fillen, die
sehr haufig vorkommen, ergibt sich gewohnlich schon von
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selbst, inwieweit eine Iigur genau sein will, und inwieweit
sie der Ubersichtlichkeit halber verdeutlicht ist. Nur mul}
man peinlich vermeiden dort zu vereinfachen und zu schema-
tisieren, wo die Verhiltnisse eine genaue Wiedergabe er-
warten lassen. Wenn die Moglichkeit vorliegt, dall ein
Schema fiir eine direkte Zeichnung gehalten wird, sollte man
nie versiumen, den schematischen Charakter hervorzuheben.

In neuerer Zeit hat die Mikrophotographie haufige An-
wendung zur Wiedergabe des Gesehenen gefunden. Aus dem
eben Gesagten geht aber schon hervor, dali die Photographie
trotz ithrer Genauigkeit nicht das Ideal einer mikroskopischen
Abbildung darzustellen braucht. Bei der Zeichnung kann
man FEinzelheiten, die sich bei verschiedener Einstellung des
Mikroskopes zeigen, nebeneinander zur Darstellung bringen,
wahrend die Photographie immer nur eine dinne Ebene
des Priparates schaif wiedergibt. In der Zeichnung konnen
wir schon immer eine beschrinkte Rekonstruktion wvoll-
ziehen. Dies ist oft ein Vorteil, zuweilen allerdings auch ein
Nachteil gegeniiber der Photographie. Im allgemeinen
garantiert auch die Anwendung eines Zeichenapparates
die erforderliche Exaktheit in dem, was gezeigt werden soll;
doch ist in manchen strittigen Fillen, in denen sich das
subjektive Moment des Beobachters leicht in der Darstellung
und vielleicht ohne Absicht bemerkbar macht, das Zeugnis der
Photographie von groffem Nutzen. Wo es sich um Darstellung
flachenhafter Gebilde handelt und wo es auf die Wiedergabe
des Ganzen mit allen seinen Einzelheiten ankommt, ist die
Photographie von unschitzbarem Wert, wahrend sie meist
dort nicht anzuwenden ist, wo es angebracht erscheint,
vieles als nicht in Betracht kommend wegzulassen. Villig
ersetzen kann die Mikrophotographie das Zeichnen
dem Mikroskopiker unter keinen Umstinden.

Die allgemeinen technischen Hilfsmittel des Mikro-
skopikers sind natiirlich zu einem grollen Teile dieselben,
die er als priaparierender Zootom oder als Biologe auf der
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Exkursion braucht. Solche Instrumente, wie Netze zum
Fangen kleiner Wassertiere, Aquarien zur Zucht von Beob-
achtungsmaterial usw. sollen an dieser Stelle keine besondere
Besprechung erfahren. Der Arbeitsplatz fiir mikroskopische
Untersuchungen soll ein Fenstertisch sein. Gutes Licht ist
eins der ersten Erfordernisse. Deshalb braucht das Fenster
aber durchaus nicht Sonne zu haben und nach Siiden gerichtet
zu sein. Das gleichméllige Licht eines nordlichen Fensters
ist sogar vorzuziehen. Bei direktem Sonnenlicht pflegt man
sich durch Vorstellen eines mit Leinen bespannten Rahmens
eine gleichmiliger beleuchtete Fliche herzustellen, von der
man das Licht nehmen kann.

Der Tisch zu mikroskopischem Arbeiten kann etwas
niedriger sein als ein gewohnlicher Tisch. Auf den Tisch
sollten Flaschen mit destilliertem Wasser, mit 50 %,, 70 Y,
96 9, und absolutem Alkohol immer zur Hand sein. Ferner
je eine Flasche mit Xylol, mit Chloroform und ein Flaschchen
mit Kanadabalsam. Die immer gebrauchten kleinen Hilfs-
mittel, die man zweckmiflig in einem gemeinsamen Kasten
aufbewahrt, sind Skalpells verschiedener Grofle, Rasier-
messer, Spatel aus Metall und Horn zum Ubertragen der
Objekte aus den verschiedenen Medien, ferner eine grofle
und eine ganz feine Schere, weiter Nadeln und Priparier-
nadeln mit Handgriff usw. Dann sollten groflere und feinere
Pipetten mit Gummikappe, weitere und engere Glasrohren
und Glasstabe stets zur Hand sein. AuBerdem ist es zweck-
malig, in dem Instrumentenkasten Urschidlchen oder andere
kleine Schalen, Pinsel von verschiedener GroBe und der-
gleichen immer bereit zu halten.

Uber Objekttriger und Deckglischen und iiber die
besonderen Instrumente fiir die einzelnen technischen Mal3-
nahmen wird in spidteren Abschnitten berichtet werden.
Uber unser wichtigstes Hilfsmittel, das Mikroskop selbst und
die iibrigen in Betracht kommenden optischen Instrumente
mull auf Spezialdarstellungen verwiesen werden.
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Untersuchung lebender Tiere unter dem
Mikroskop.

Nur kleine Tiere konnen fiir eine mikroskopische Unter-
suchung in toto und ohne voraufgegangene Abtitung in
Betracht kommen, und unter diesen eignen sich auch wieder
nur die, die mehr oder weniger durchsichtig sind, Bedingungen,
die wir am hidufigsten bei den im Wasser lebenden Tieren
erfiillt finden. (Protozoen, Larvenformen der verschiedensten
Tiergruppen, kleinere Formen der Wiirmer, der Krehse etc.)
Es wird sich also meist darum handeln, das Objekt in Wasser
zu untersuchen. Besondere Malbnahmen sind erforderlich,
um die Tiere in der gewiinschten Lage festzuhalten, ohne
ihnen Schaden zuzufiigen. In vielen Fillen wird dies dadurch
erreicht, dall man das Tier in einem Wassertropfen auf den
Objekttriager bringt, und nun vorsichtig ein Deckglas auflegt.
Der Deckglasdruck geniigt hédufig, um kleineren Krebsen,
Insektenlarven u. a. ihre Bewegungsfreiheit zu nehmen.

Sind die Tiere aber zu zart, um diesen Druck auszuhalten,
so miissen die Deckglischen mit Fiiichen versehen werden.
Hierzu wahlt man Wachs oder Plastilina und verfahrt so,
daB man mit den Ecken des Deckglaschens leicht iiber die betr.
Masse hinritzt. Die abgeschabte Masse bildet an den Ecken
kleine ,,Fiilichen*, die durch zarten Druck beim Aufsetzen
beliebig erniedrigt werden konnen. Sowohl in diesem Falle,
als auch bei den kleinsten Formen, bei denen der Deckglas-
druck iiberhaupt nicht in Betracht kommen kann, mull das
Ruhigstellen des Tieres auf andere Weise erstrebt werden.
Man kann eine leichte Betaubung (s. spater) anwenden, oder
man bringt die Tiere in ein indifferentes, zihfliissiges, aber
klares Medium wie Gummilosung (Kirschgummi). Dies
empfiehlt sich besonders fiir einige Protozoengruppen. Es
bietet diese Methode gegeniiber dem Betauben noch den
Vorteil, dall die Bewegungen der einzelnen KXorperteile
erhalten bleiben und so infolge ihres verlangsamten Tempos
leicht eingehender untersucht werden konnen.
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Wenn es sich darum handelt, dieselben Objekte lingere
Zeit ohne Schidigung zu beobachten, wenn z. B. die Ent-
wicklung einer Iarvenform untersucht werden soll, so sind
besondere MaBnahmen erforderlich, einmal um ein Verdunsten
des Wassers zu verhindern und dann, um dem Tier immer
frisches Wasser zu bieten.

Verlduft die Entwicklung sehr langsam, und sind die
Larven widerstandsfihig, so lassen sich alle Schwierigkeiten
dadurch umgehen, dafl man das Objekt von Zeit zu Zeit
betdubt und zur Untersuchung auf den Objekttrager bringt.
Insektenlarven erholen sich jeweils wieder sehr schnell
und entwickeln sich ungestort weiter.

Doch gestatten nicht alle Tiere eine derartige Behandlung.
Je nach der Grifle der Objekte geniigt es dann schon, einen
hohlgeschliffenen Objekttrager zu verwenden; wird hier
das Deckglas flach aufgelegt, so tritt im Verhdltnis zu der
grolieren Flissigkeitsmenge die Verdunstung schon wesentlich
zuriick. Und da der Brechungsexponent von Wasser und
* (Glas nmicht allzu verschieden ist, so wird durch die Konkavitat
des Objekttrigers die Helligkeit nicht nennenswert herab-
gesetzt. Die Wasserzirkulation wird in einfachster Weise
dadurch hergestellt, dall man etwas erhoht ein kleines Gefall
mit Wasser aufstellt, aus dem eine fein ausgezogene Rohre
auf den Objekttrager fithrt. In die freie Offnung dersciben
wird das eine Ende eines Streifens Flieipapier oder eines
Wollfadens eingepalit, dessen anderes Ende sich direkt an
dem Rand des Deckglases dem Objekttrager auflegt. Auf der
entgegengesetzten Seite des Deckgldschens wird in gleicher
Weise mit Hilfe eines Fliefpapierstreifens oder eines Woll-
fadens das Wasser wieder abgesaugt.

Besonders intensiv wird die Verdunstung bei der
Untersuchung im hingenden Tropfen. Hierbei wird
das Deckglas, auf das ein Fliissigkeitstropfen samt dem zu
untersuchenden Objekt gebracht worden ist, umgedreht
und in der Weise hohl aufgelegt, dal sich nun das Tier
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in einem hédngenden Tropfen befindet. Ist eine derartige
Untersuchung von langerer Dauer, so erfordert sie unbedingt
irgendwelche Vorrichtungen, die das Verdunsten des Wassers
verhindern. Man hat hierfiir zahlreiche, verschiedene feuchte
Kammern konstruiert, von denen wir nur eine, die sich durch
ihre Finfachheit auszeichnet, kennen lernen wollen. Man
schneidet sich aus Pappe ein Plittchen von der Breite des
Objekttrigers, aber nicht so lang. Dann bringt man in der
Mitte einen Ausschnitt an, der kleiner ist als das Deckglas.
Nachdem man jetzt die Pappe mit Wasser vollstindig durch-
trinkt, und dann dem Objekttriger angepalit hat, wird das
Deckglas mit dem Tropfen nach unten dem Ausschnitt
aufgelegt. Der Tropfen hingt jetzt in einer Kammer, die
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Fig. 1.

durch die in der Pappe enthaltene Feuchtigkeit stets mit
Wasserdampf gesattigt ist.

Wenn es sich darum handelt, lingere Zeit ein Objekt in
bestimmter Lage fixiert zu beobachten, so wird man am
zweckmibBigsten zu dem Ziegler'schen Durchstréomungs-
Kompressorium greifen (zu haben bei Firma Ilbs, Frei-
burg i. Br. oder L. Leitz, Wetzlar). Es besteht aus (Fig.1) zwei
Metallplatten, die durch einen Ring aus festem Gummi (k) von-
einander getrennt sind. Durch Schrauben (sr) kann jedoch der
Abstand beliebig verringert werden. In der Mitte sind beide
Platten durchbrochen. Hier ist eine stiarkere (s) und eine
diinnere (d) Glasplatte eingelegt, zwischen die das Objekt
gebracht wird. Durch zwei Ansatzrohre, ein zufithrendes (z)
und ein abfithrendes (a) wird das Wasser standig erneuert.
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Dieselbe Vorrichtung kann auch als Gaskammer Verwendung
finden, wenn das Objekt dem Einflul} bestimmter Gase aus-
gesetzt werden soll.

Bei manchen Untersuchungen ist es wiinschenswert,
die Objekte in vollig normaler Lage zu beobachten; und dann
wird man bisweilen gezwungen sein, das Mikroskop nicht
senkrecht, sondern wagrecht zu stellen. Wenn wir z. B.
bei Culex-Larven die Aufnahme von Luft in die Tracheen
verfolgen wollen, so gelingt dies nur, wenn wir die Tiere in
ein kleines Aquarium einschliefen, auf das wir das Mikro-
skop horizontal richten kénnen, da die Larven wihrend dieses
Vorganges senkrecht unter der Wasseroberfliche hingen.
Man wird sich zu solchen Untersuchungen leicht ein kleines
Aquarium aus Deckgliaschen herstellen konnen, die man mit
Kanadabalsam, Wasserglas, Syndetikon oder Plastilina mit-
einander verkittet. Bei sehr kleinen Tieren wende man das
von Schaudinn empfohlene Mikro-Aquarium an. An
der Lingsseite eines Objekttrigers wird ein Ausschnitt an-
gebracht von der GriBe, in der man den Behilter wiinscht.
Kittet man nun auf beiden Seiten mit Kanadabalsam ein
Deckgliaschen auf, so ist das Aquarium bereits fertig.
Obwohl dieser Behilter seitlich offen ist, so kann er doch
wie ein gewohnlicher Objekttriger auch auf den horizontalen
Objekttisch aufgelegt werden, da das enge Lumen wie eine
Kapillare das Wasser festhdlt. Zur Durchliifftung konnen
Algen verwendet werden oder man leitet mit einem Wollfaden
frisches Wasser zu.

Die mikroskopische Untersuchung von lebenden ILuft-
tieren (= Tiere, die in Luft untersucht werden miissen)
wird nur selten vorteilhaft sein, da die durch das Land-
leben bedingte, stirkere dulere Schutzhiille die Tiere meist
vollig undurchsichtig macht. Dagegen wird es oft nitig sein,
diese Objekte in auffallendem Licht unter der Lupe zu be-
trachten. Beim Fesseln von Insekten und Spinnen geniigt
es bisweilen, die Beine mit irgendeinem Kitt festzukleben.

Becler und Demoll, Mikroskopische Technik, 9
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Soll der Kopf eines Insekts ruhig ges:tellt werden, so wird man
vorteilhaft auch die Fiihler straff angespannt mit dem Kitt
belegen. Plastilina und Wachs haben hier den Vorzug, dafl die
Tiere nachher nicht unter den noch anklebenden Teilchen zu
leiden haben. Kommt es darauf an, durchsichtigere Korper-
anhinge der Insekten oder Spinnen zu untersuchen, so kann
man die lebenden Tiere auch fiir kurze Zeit in Ol
bringen, um die storend hohe Brechungsdifferenz des
Chitins gegeniiber der Luft zu beseitigen. Auch vertragen die
Fier und Embryonen mancher Insekten und Arachniden
einen kiirzeren Aufenthalt in Ol: man hat nur darauf zu
achten, dal das Ol nicht tiefer eindringt. Es gibt Eier und
FEmbryonen, die {iberhaupt keine besondere Malinahmen
erfordern. So kénnen Ascaris-Embrvonen einfach trocken
auf einen Objekttriger gebracht werden, wo sie sich je
nach der herrschendenTemperatur schnell oder langsam weiter-
entwickeln. Wiinscht man die Beobachtung auszusetzen,
so bringt man den Objekttrager in Kalte, und wird dann die
Embryonen nach Tagen noch auf demselben Stadium finden,
auf dem man sie verlassen hat. In die Wirme gebracht,
setzt alsbald die Entwicklung von neuem ein.

Uber Fiarbung intra vitam siehe S. 112,

Die Wirtkung des Wimperschlags bei Protozoen und
Rotatorien ist ohne besondere Maflnahmen meist nicht
deutlich zu erkennen. Ist das Wasser, in dem untersucht
wird, sehr reich an Bakterien, die durch den Strudel, den
die Wimpern erzeugen, mitgerissen werden, so kann dies
das Studium schon sehr unterstiitzen. Fehlen diese, so hilft
man sich in der Weise, daBl man dem Wasser unlosliche
und leicht erkennbare, d. h. farbige Partikelchen beimengt,
die fiir die zu untersuchenden Tiere unschadlich sind. Am
geeignetsten ist hierfiir fein zerriebenes Karmin (lost sich
in dest. Wasser nur in Spuren), Tusche oder Indigo. Dabei
wird nicht nur die Richtung des Wasserstrudels, sondern
oft auch der Vorgang der Nahrungsaufnahme usw. sehr
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schon demonstriert. Da bei Protozoen, Turbellarien, Rota-
torien u. a. die unschiadlichen Farbkornchen wie Nahrungs-
partikelchen der Mundéffnung zugefithrt und aufgenommen
werden, um schlieBlich wieder mit Nahrungsresten den Korper
zu verlassen, so kann man durch die zu jeder Zeit leicht
erkennbaren Farbstoff-Partikelchen den ganzen Prozefl der
Nahrungsaufnahme und Abgabe leicht wverfolgen.

Es ist hier der Ort, noch auf einige Hilfsgriffe hin-
zuweisen, die zwar bei Beobachtung des lebenden Tieres
angewandt werden, die aber das Absterben der betreffenden
Tiere zur Folge haben. So bedient man sich bei Protozoen
eines minimalen Zusatzes von Essigsaure zum Wasser, um
ihre Kerne durch Quellen deutlicher sichtbar zu machen.
Doch nehme man nicht so viel, daB der Kosper der Tiere
gleich zu platzen beginnt. Die Geifleln der Flagellaten usw.
treten sehr deutlich hervor, wenn man dem Wasser etwas
Jodtinktur zusetzt.

Bei den Coelenteraten erreicht man durch vorsichtige Bei-
mengung von Essigsdure ein Explodieren vieler Nesselzellen.

Um die ersten Entwicklungsstadien von Eiern zu erhalten,
bedient man sich hiufig der kiinstlichen Befruchtung.
Bei den wirbellosen Wassertieren und auch bei Lufttieren
gelingt es in manchen Fillen ohne Schwierigkeit, das Sperma
mit den Eiern in der erforderlichen Weise zusammenzubringen.
Meist geniigt es, den Eiern die zerstiickelten Vasa deferentia
und Hoden beizumengen. Bei Knochenfischen werden zu-
niachst dem Weibchen die Eier durch leichten Druck auf den
Bauch ausgestrichen; dann wird der in gleicher Weise aus-
gedriickte Samen dariibergegossen, nun etwas Wasser hinzu-
gegeben und nach wenigen Minuten, wenn das Eindringen
der Spermatozoen erfolgt ist, bringt man dann die Eier
in flieBendes Wasser. Bei Echinodermen ist auf geniigende
Verdiinnung des Spermas durch Seewasser (ein kleiner Tropfen
auf ein Urglaschen) zu achten, bevor es den Fiern zugesetzt
wird, da sonst hiufig Polyspermie eintritt. Auch sollen die
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Eier nicht in gedringter Schicht den Boden des Schilchens
bedecken.

Das Operieren von kleinen Metazoen und von
Protozoen geschieht am besten in Kirscheummilosung
oder in einer 3 Y% igen Losung von Gelatine, die dem gleichen
Volum Wasser, in dem sich die Tiere befinden, zugefiigt
wird; auch Quittenschleim ist brauchbar. Die Vorteile, die
diese Methode gegeniiber der Betiubung bietet, liegen auf
der Hand.

Bei Untersuchung iberlebender Gewebe oder
freier Zellen hat man auf die Temperatur zu achten,
unter der sich die Gewebe normal befinden. Schwieriger als
das Erzielen der richtigen Temperatur ist es, ein geeignetes
Milieu zu schaffen, das einerseits durchsichtig genug ist,
um die Untersuchung nicht zu behindern, andrerseits dem
Gewebe. moglichst giinstige Lebensbedingungen bietet. Hier-
fiir konnten die Gewebesifte und das Blutserum in Betracht
kommen, doch neigen sie beide sehr zum Gerinnen. Unter-
sucht man in Wasser, so hat man diesem so viel Salz zuzu-
setzen, bis die Losung mit dem Gewebe isotonisch ist. Denn
es kommt darauf an, die abnormalen, fiir das lebende Plasma
verderblichen Diffussionsstromungen zu vermeiden. Am
verbreitetsten ist die Anwendung der sog. physiologischen
Kochsalzlosung. Sie ist 0,750Y%1g; doch erfordern wviele
Gewebe eine stirkere Konzentration (0,9 bis 1,1%). Bei
Haien und bei wirbellosen Meerestieren wird Meerwasser
angewandt, oder eine physiologische Kochsalzlosung, deren
osmotischer Druck gleich ist dem des Meerwassers. Auch
eine 1—109%,ige Losung von Chlormangan in destilliertem
Wasser wird empfohlen.

Von den Korpersaften werden am besten angewandt:
Humor aqueus oder Amnionwasser. Beiden wird, um
die Zersetzung zu verhiiten, Jod zugefiigt, das in geringer
Menge in Losung geht. Auch Hithnereiweill, filtriert,
und mit 9 Teilen physiol. Kochsalzlosung vermischt, ist
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brauchbar. Ebenso eine Losung von Zucker in gleichem
Gewicht Wasser. Die Gewebsteile werden gewonnen durch
Abschaben, durch feines Zerschneiden oder dadurch, dall
man das betreffende Organ gegen ein groBlocheriges Sieb
andriickt und nun mit einem Rasiermesser an der freien
Wand herabfihrt. Dabei werden von dem durch die Off-
nungen geprefiten Gewebe jeweils kleine TFetzchen abge-
schnitten.

Macerieren.

In fritherer Zeit, als die Technik des Schneidens noch nicht
so weit ausgebildet war, wie heutigen Tages, spielte die Beob-
achtung der kiinstlich isolierten Gewebselemente eine wichtige
Rolle. Heute dagegen wird sie iiber Gebiihr vernachlissigt.
Hiaufig gelingt es auch mit den besten Schnitten nicht,
Klarheit zu gewinnen iiber die Gestalt einzelner Zellen.
Ist ein Organ aus zahlreichen differenten Zellen zusammen-
gesetzt (z. B. Retina), so ist der Nachweis der einzelnen Ele-
mente oft nur durch Isolation zu erbringen. Auch die
Isolierung einzelner Zellgruppen (Harnkandlchen ete.) kann
das Studium eines Organs oft schon sehr erleichtern.
Die primitivste Art, die zelligen Elemente wvoneinander
zu trennen, ist das Zerzupfen der Gewebe. Da aber der Zell-
inhalt meist viel weniger resistent ist, als die die Zellen mit-
einander verbindende Kittsubstanz, so wird in der Haupt-
sache das Gegenteil von dem erreicht, was beabsichtigt ist:
es zerreillen die Zellen und die Zwischensubstanz bleibt er-
halten. Allerdings findet sich unter der Triimmermasse
auch dann und wann ein brauchbares Bild.

Man war daher von jeher darauf bedacht, die Gewebe
Bedingungen auszusetzen, die zu einer Auflosung der Kitt-
substanz und zugleich zu einer Hirtung des Zellinhalts fithren.
Doch ist ein erfolgreiches Macerieren auch mdoglich, ohne dafd
der Zellinhalt gehdrtet wird. Uber das Hirten siehe bei
,Fixieren*.
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Fast alle Fliissigkeiten, die sich zum Fixieren eignen,
konnen auch zum Macerieren verwandt werden. Bei manchen
ist nur eine lingere Finwirkung nétig, und die Auflosung der
Kittsubstanz macht sich bemerkbar. Bei den meisten ist
es eine verdiinntere oder konzentriertere Losung, die dann
neben der fixierenden auch eine macerierende Wirkung
zeigt. Es weist uns dies darauf hin, wie wichtig bei den
verschiedenen Fixationsmedien der Grad der Konzentration
ist. Auch reines Wasser kalt, warm oder kochend angewandt,
kann in einigen Tagen eine macerierende Wirkung ausiiben.
Fiir einige Gewebe (Darmepithel) geniigt es auch, das Ein-
treten der ersten Faulnisprozesse abzuwarten, um brauch-
bare Macerationspriparate zu erhalten.

Die in einer der nachstehenden Fliissigkeiten behandelten
Gewebe werden entweder zerzupft, oder besser unter ein
Deckglas mit Wachs- oder Plastilinafiilichen gebracht;
dann wird mit einem leichten Instrument auf das Deckglas
aeklopft, bis die Flemente geniigend isoliert sind. Auch
empfiehlt es sich, die macerierten Objekte in einem Reagenz-
glischen mit wenig Fliissigkeit tiichtig umzuschiitteln.
Mit einer Pipette bringt man dann Proben des zu Boden
sinkenden Satzes auf den Objekttrager. Gefarbt wird
meist nach dem Macerieren; doch gestatten auch einige
Macerationsfliissigkeiten (wie Alkohol) den Zusatz von
Farben. Dauerpriparate konnen in der iiblichen Weise
hergestellt werden.

Der Erhaltungszustand der Zellen ist nach der Macera-
tion meist nicht mehr so gut, wie in fixiertem Material.
Denn das Quaien der Gewebe ist ein Faktor, der die Iso-
lierung wesentlich erleichtert und insofern erwiinscht und
erstrebenswert ist. Andrerseits leiden hierdurch aber auch
die Zellen und verindern ihre Form. Dennoch ist uns in dem
Macerieren ein wichtiges Hilfsmittel an die Hand gegeben, das
oft gestattet Fragen zu losen, auf die uns Schnittpriparate
keine prizise Antwort geben.
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Die einzelnen Macerationsfliissigkeiten folgen hier in einer
Anordnung, die lediglich auf ihre chemische Natur Riicksicht
nimmt. Thr Anwendungsbereich ist jeweils beigefiigt. Doch soll
damit nicht gesagt sein, daB sich damit nicht auch bei anderen
Geweben dann und wann gute Resultate erzielen lassen.

Kalilauge, konzentriert, 30—409%ig. %—3 Stunden
Einwirkungsdauer, fiir Bindegewebe und Muskel. In groferer
Verdiinnung 16st sie organische Substanz.

Salpetersaure: konzentriert laflit man sie etwa
4 Stunden auf Muskelfasern einwirken. Auch zur Isolierung
von Harnkanilchen empfohlen. Nachher in 2 Teile Glyzerin
und 1 Teil Wasser.

409, ige, rauchende. Zur Isolation wvon Harn-
kanalchen 2—4 Stunden.

39, 1g, fiir zarte Gewebe. Nach 14 Stunde kommen
die Objekte auf 1 Stunde in 259%igen Alkohol.

Salpetersaure (15 Teile) — Eisessig (15 Teile) —
Glyzerin (100 Teile) — Alkohol von 509 (200 Teile). Fiir
Nerven von Hirudineen. 1 Tag in dieser Fliissigkeit in
ausgespanntem Zustande, dann 1 Tag in 709%,igen Alkohol,
worin starke Quellung auftritt, dann 50 9% iges Glyzerin, das
zu wechseln ist, bis es nicht mehr sauer reagiert.

Salpetersdure-Kaliumchlorat. Man gieBt zu dem
Kaliumchlorat das 4fache Volumen Salpetersiaure. Muskel
wird darin in 14 Stunde maceriert.

Salzsdure-Alkohol. 909%jiger Alkohol +0,5 9, konzen-
trierter Salzsdure. Die Objekte werden darin einige Stunden
lang gekocht.

Schwefelsdure, konzentriert, kalt oder erwirmt.
Angewandt fiir verhorntes Gewebe. (Nigel, Haare, Epidermis).

Chromsdure 0,01—0,04 g auf 100 cm?® Wasser.
Fiir die verschiedensten Gewebe (Nerven, Muskeln) von Kalt-
bliitern mit gutem FErfolg angewandt. Dauer der Ein-
wirkung 1 bis 3 Tage oder linger. Zu kleine Dimensionen
des Praparates sind eher nachteilig.
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0,19%ige Chromsdure wird fiir Driisenzellen und zur
Isolation des Achsenzylinders der Nerven empfohlen.
Einwirkungsdauer bis zu 8 Tagen.

Osmiumsdure 0,19%ig. Auf Retinastiicke lafit man
1,—24 Stunden lang einwirken. Auf Nervenzellen 14 Tage
lange Einwirkung.

Osmium-Essigsidure 0,009 ige Osmiumsiure 1 Teil,
0,2 % ige Essigsiure 1 Teil. Medusen verbleiben in diesem
Gemisch 2—3 Minuten. Aktinien 5—10 Minuten. Dann wird
die Osmiumsiure in 0,1Y;iger Essigsiure 1 Tag lang aus-
gewaschen, dann Wasser.

Wasserstoffsuperoxvyd, kiaufliche Losung. Fiir Haut.
Dauer der Einwirkung 1 Tag oder mehr.

Jod-Serum, dargestellt aus Amnionwasser (von der
Kuh oder vom Schaf), das mit reiner Jodtinktur gemischt
und dann filtriert wird. Von dieser Lisung gielit man dem
zum Gebrauch bestimmten Serum etwas zu. Die Priparate
diirfen nicht zu grofl sein. Sie bleiben 1n verschlossenem Glas
1 Tag oder linger in dieser Fliissigkeit. Nur fiir frische Gewebe.

Salpetersaures Natron, 109%ig. Fiir Epithelien.
Einwirkungsdauer mehrere Tage.

Kochsalz, konzentrierte Losung. Gibt bei mehrtagiger
Einwirkung brauchbare Maceration von Iipidermis.

Chloralhydrat, 2—5Y;ig. Besonders nach Fixieren
mit 14 %iger Osmiumsaure fiir Gehirn, Retina der Arthro-
poden, Muskel u. a.

Kohlensaures Kali oder Natron; 10 g in 100 cem
259, igem Alkohol. Man 146t das Gemisch bei 40° 1—2 Tage
lang einwirken. Fiir die Epidermis sehr gelobt.

Kohlensaures Ammoniak, gesittigt. TFir Sar-
kolemm. Finwirkungsdauer 3—5 Minuten.

Miillers Gemisch (siehe Fixieren), Kaliumbichromat
2 g, Natriumsulfat 1 g, Wasser 100 cem. Fiir verschiedene
Gewebe mit gutem Erfolg anwendbar. Die Einwirkungsdauer
betrigt meist mehrere Wochen.




Maceration durch verdaunende Fermente. 95

109% ige L,osung von Miillers Gemisch wird fiir Epi-
thelien empfohlen. Man 1aBt einige Stunden bis einige Tage
einwirken.

Chromsaures Ammoniak (Landois’ Gemisch).
Je 5 Teile einer gesittigten Lésung von Kaliumphosphat,
Natriumsulfat und doppelchromsaurem Ammonium. Hierzu
100 Teile Wasser. Kleine Stiicke bleiben 1—5 Tage darin
und werden dann in ein Gemisch iibertragen, das zu gleichen
Teilen aus obiger Iliissigkeit und Karminammoniaklosung
besteht. Auswaschen und zerzupfen in Glyzerin. Besonders
fiir das Zentralnervensystem empfohlen.

Alkohol 309 ig, sogenannter Ranvier’scher oder
Drittel-Alkohol; vielfach angewandt und bei frischem Gewebe
(z. B. Darmepithelzellen) sehr zu empfehlen. Dauer der Ein-
wirkung 15—1 Tag oder ldnger.

Alkohol 20 bis 25 9,1g, wie 30%,iger. Gibt auch noch
nach wochenlanger Einwirkung brauchbare Priparate.

Fisessig-Glyzerinwasser (Haller's Gemisch). Eis-
essig 25, Glyzerin 25, destilliertes Wasser 100 Teile. Maceriert
Sinnesepithelien schon in 14 Stunde.

Pikrinsaure. Zu 30 cem destillierten Wassers werden
10—20 Tropfen einer gesattigten Pikrinsiure-Lisung zu-
gefiigt. Iir Epithel und Driisen 4—8 Stunden, fiir Nerven-
svstem 12—24 Stunden.

Gerbsaure 0,5—1,6Y%ig. Einwirkungsdauer 1—2 Tage.
Fir Muskeln und Sehnen sehr gelobt.

Methylalkoholgemisch; 10 Teile Glyzerin, 1 Teil
Methyvlalkohol, 20 Teile destilliertes Wasser. TFiir die Retina
empfohlen.

Maceration dureh verdauende Fermente.

Angewendet werden hauptsichlich Pepsin und die Pan-
kreas-Enzyme. Das Pepsin gewinnt man entweder nach der
Operationsmethode von Pawlow durch die Magenfistel
oder man bereitet sich aus frischem Magen einen Glyzerin-
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extrakt (1 Teil) und setzt diesem 3 Teile einer 1/,9,igen
Salzsaure und etwas Thymol zu. Auch sind im Handel ent-
sprechende Priaparate zu bekommen. Man maceriert bei
379 (im Thermostat) 1 bis 3 Stunden. Fiir elastische Fasern
zu empfehlen. Handelt es sich darum, nicht die einzelnen
Zellen, sondern Zellbestandteile (Nukleine) zu unter-
suchen, so lifit man die Verdauung weiter fortschreiten
(Maximale Verdauung, im Gegensatz zu der unterbrochenen
sog. fraktionierten Verdauung).

Die Macerationswirkung des Pankreatins (kiuflich bei
Witte, Rostock) ist in der Hauptsache dem eiweil3ver-
dauenden Trvpsin zuzuschreiben. Fiir Bindegewebe zu
empfehlen, das entweder frisch oder in Alkohol fixiert ist.
Es wird einige Stunden in eine gesattigte, filtrierte Losung
von Pankreatin bei Korpertemperatur eingelegt.

Korrodieren.

Um Skelettelemente oder Ausgiisse von Kanalsyvstemen
(mit Woodschem Metall oder dergl) von den Weichteilen
zu befreien, bedient man sich folgender Mittel:

Kalilauge oder Natronlauge. Die Objekte (Arthro-
poden, Schwimme, Echinodermen usw.) werden in ver-
diinnter Losung gekocht oder lingere Zeit darin gelassen.
Greift Kalknadeln etwas an.

Eau de Javelle (Kaliumhypochlorit und Chlorkalium)
und KEau de ILabarraque (Natriumhypochlorit und
Chlornatrium). Um Praparate von Schwamm- oder Holo-
thurien-Skelettelementen zu erhalten, bringt man auf dem
Objekttriger das Objekt 14 bis 1 Stunde in Eau de Javelle
oder Labarraque von der kauflichen Konzentration. Auch
zum Erweichen des Chitins der Arthropoden leisten beide
Fliissigkeiten gute Dienste. Sollen die Weichteile dabei
geschiitzt werden, so bettet man das Objekt zundchst
in weiches Paraffin ein. Dabel ist jedoch zu beachten,
daB das Objekt nur solange im Ofen bleibt, wie notig
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ist, um die Weichteile mit Paraffin zu durchtranken. Ent-
fernt man dann von dem eingebetteten Stiick das Paraffin,
das dem Chitin auBen aufsitzt, so kann das Eau de Javelle
jetzt nur das Chitin angreifen, da hier das Paraffin noch nicht
eingedrungen ist, die Gewebe dagegen sind vollstindig ge-
schiitzt. Um eine sicherere Kontrolle dariiber zu ermoglichen,
wann das Chitin zum Schneiden weich genug ist, wendet
man die kiufliche Fliissigkeit etwa auf '/; verdiinnt an.
Puppen, die angeschnitten werden mufiten, um der Fixations-
flissigkeit den Eintritt zu gestatten, kann man durch
Eintauchen der Schnittfliche in fliissiges Paraffin vor dem
Eindringen des Eau de Javelle ins Innere schiitzen.

Auch beim Fixieren von Amphibieneiern, die schwer
aus der Gallerthiille frei zu priparieren sind, liflt man auf
diese am besten Eau de Javelle einwirken, bis dann das Ei
samt der noch bleibenden diinnen Haut fixiert werden kann.

Entkalken.

Alle Fixationsgemische, die Sduren enthalten, entkalken.
Doch darf man sich nur bei sehr kleinen Objekten auf ihre
Wirkung allein verlassen (kleine Krebse etc.). Zu vermeiden
sind bei kalkhaltigen Objekten alle Schwefelsiure-Gemische
wegen der Bildung des unléslichen Gipses. Handelt es sich
darum, gréBere Kalkmengen zu entfernen so bedarf es einer
besonderen Behandlung des Objekts mit Sdure. Da aber Sauren
meist Quellung verursachen (nicht Chromsaure und Salpeter-
siure) und besonders bei dem in den Knochen stark vertretenen
kollagenen Gewebe, so ist es notig, mit der Saure ein Agens
einwirken zu lassen, das fiir sich allein angewendet, dazu
neigt, Schrumpfung zu erzeugen. Die Quellung wird schon
vermieden, wenn man in ziemlich hochprozentigem (80—909;)
Alkohol entkalkt. Da auflerdem alle Sauren bei langerer Ein-
wirkung die Gewebe mehr oder weniger angreifen, der Iint-
kalkungsprozell aber andrerseits nicht zu sehr beschleunigt
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werden darf, so ergibt sich weiter die Forderung, dal} sich die
zu entkalkenden Gewebe bereits in gut gehiirtetem Zustand
befinden miissen. Nach der Entkalkung werden die Objekte
grindlich ausgewaschen, da zuriickbleibende Sdure die
Firbbarkeit beeintrichtigt. Bei groBeren Objekten (Echino-
dermen, kleinere Schidel etc.) verfihrt man am schonendsten
in der Weise, dafi man zundchst in Zelloidin einbettet, und
dann den geharteten Zelloidinblock in etwa 809%igem
Alkohol der Saure (Salpetersidure, Trichloressigsiure) aus-
setzt, Man kann in diesem Falle die Sdure wesentlich kon-
zentrierter anwenden (10—509%), ohne dali die Gewebe
Schaden nehmen. Alle Entkalkungsfliissigkeiten miissen
entsprechend dem Sauregehalt und der Menge des zu losenden
Kalkes besonders im Anfang ofter gewechselt werden, da
sie sich verbrauchen und dann leicht Konzentrationen ent-
stehen, die macerierend wirken.

Salpetersdure. Soll keine Quellung verursachen,
wenn in nicht zu schwacher Konzentration (unter 29,)
angewandt. Kann daher in wissriger Losung gebraucht
werden. Alkohol verzigert die Wirkung, gestattet aber
Benutzung von 10 bis 509, der gew. (259 igen) Salpeter-
siure (Spez. Gewicht 1,4), besonders wenn die Objekte in
Zelloidin eingeschlossen sind. Doch ist 59, Salpetersidure
in 909 igem Alkohol wohl am meisten zu empfehlen. (Ofters
wechseln.)

Da die schadliche Wirkung stark verdiinnter wassriger
Salpetersaure sich auch beim Auswaschen einer hochprozen-
tigen Salpetersiure bemerkbar machen wiirde, so darf nicht
in Wasser ausgewaschen werden, sondern die Objekte sind
zundchst einen Tag in eine 59;ige Alaunlosung zu bringen.
Meist wird natiirlich in 809 igem Alkohol ausgewaschen.

Um die schidigende Wirkung der Salpetersaure aufzu-
heben, wird auch Phloroglucin in verschiedenen Quanti-
titen zugesetzt. Z.B.kann man 1 g Phloroglucin und 10 cem
Siéure (Salpetersiure oder Salzsiure) in 100 cem warmem
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Wasser losen und nach dem Abkiihlen 200 cem 709%,igen
Alkohol hinzufiigen. FEntkalkt langsam. Ofter wechseln.
Auswaschen in Alkohol.

Schweflige Sdure in gesittigter (b 9)) wissriger
Losung. Entkalkt schnell und schonend nach Formolfixation.
Nicht zu empfehlen nach Sublimat und Osmiumgemischen.
Auswaschen in Wasser in einem Tag.

Trichloressigsidure DYjige wissrige Losung. Haufig
wechseln. Auswaschen ein bis mehrere Tage in Wasser
(Zelloidinblécke entkalke man in 85 %jigem Alkohol mit
10 9, Siure).

Chromsaure. Sie kann in'/, bis 29/jiger Lsung zum Ent-
kalken Verwendung finden. Einwirkungsdauer mehrere Tage.

Chromosmiumessigsidure = Flemmings Gemisch.
(Siehe S. 38.) Wirkt besonders durch die Essigsiure. Ent-
kalkt langsam, ist aber dennoch empfehlenswert, da auch
eine monatelange Einwirkung nicht schadet. Ofter wechseln.

Entkieseln.

Fiir das Entkieseln kommt nur Flufisaure oder Fluor-
natrium mit Salzsaure in Betracht. DBei beiden ist eine
Schrumpfung nicht zu vermeiden. Man schlieit daher die
Objekte am besten vorher in Zelloidin ein, und bringt sie
dann fiir 1 bis 2 Tage in ein Gemisch von 100 Teilen Alkohol
909, und 20 Teile FluBsiaure. Ofter umschiitteln. Griind-
liches Auswaschen in 80—90%igem Alkohol. Objekte,
die mnicht in Zelloidin eingebettet sind, kommen in
Alkohol, dem tropfenweise TFlullsiure zugesetzt wird.
Fiir kleine Objekte empfiehlt sich die angenehmer zu
handhabende ILosung wvon Fluornatrium, der Salzsiure
zugesetzt wird.

Die Gliser miissen innen mit Paraffin iiberzogen werden,
um sie vor der Einwirkung der Flullsiure zu schiitzen. Auch
ist zu beachten, daf} die Dampfe der Sdure die Schleimhiute
stark reizen.
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Bleichen.

Pigmente konnen entfernt werden durch oxydierende
und durch reduzierende Mittel, oder durch ILoOsungsmittel.
Von den erstgenannten ist Chlor in statu nascendi an
erster Stelle anzufithren. Die Objekte oder (bei Schnitten)
die Objekttrager werden in ein Gefall mit 709 igem Alkohol
gebracht, in dem sich einige Kristalle Kaliumchlorat befinden.
Dann lifit man mit Hilfe einer Pipette etwas Salzsdure
direkt auf das Kaliumchlorat flieBen. Die Objekte konnen
tagelang auf diese Weise dem Chlor ausgesetzt werden.
Ist das Pigment zu widerstandsfahig, so kann man etwas
erwarmen. Hiufig fithit aber auch dies noch nicht zum Ziel,
und dann miissen energischere Methoden Anwendung finden
(Augenpigment der Arthropoden). FKau de Javelle und
Fau de Labbaraque (verdiinnen!) wirken gleichfalls
durch Chlorentwicklung. Zum Bleichen des Chitins sind sie
hiiufig vorzuziehen, da sie dieses zugleich erweichen. (Uber
Bleichen wvon Objekten, die durch Osmium geschwirzt
wurden, siehe S. 37).

Wasserstoffsuperoxyd in 3—109%1ger Lisung, wirkt
nicht intensiv, maceriert aber bei lingerer Einwirkung.
Magnesiumhyperoxyd bleicht langsam. Anwendung wie
beir Erzeugen von Chlor.

Natriumperborat. Konzentrierte d. h. 2,5% ige (bei
30—35° 59/,) Losung wirkt sehr energisch, doch ohne den
Objekten zu schaden und die Farbbarkeit zu beeintrach- »
tigen. FEin Zusatz von wenig Citronen- oder Weinsiure,
der bei Losung des Borates in 50—70 9/, Alkohol unent-
behrlich ist, verstarkt die Wirkung aullerordentlich.

Von reduzierenden Mitteln ist nur die schweflige Sdure
in alkoholischer Losung in Gebrauch.

Von Losungsmitteln fiir Pigment kommt hauptsichlich
Salzsaure, Salpetersiiure und Natronlauge meist in
alkoholischer Lisung in Betracht. Salzsdure und Salpeter-
siure bieten beim Augenpigment der Arthropoden oft die
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einzige Moglichkeit, das Pigment zu entfernen. Haufig
(Spinnen) mufl man sie in starker Konzentration anwenden,
um zum Ziel zu gelangen. Doch nehmen gut aufgeklebte
Schnitte dabei keinen nennenswerten Schaden. Auch warme
Gemische von Glyzerin (33 Teile), 809 igem Alkohol (67 Teile)
und Salpetersiure (2 Teile) sind empfehlenswert.

Fixieren und Hiirten.
Allgemeines.

Nur wenige Objekte sind so klein und durchsichtig,
dall sie im lebenden Zustande eine eingehende Untersuchung
gestatten. Meist handelt es sich um groflere, undurchsichtige
Tiere oder um Organe, deren histologisches Studium ein
Zerlegen in feine Schnitte, mithin auch ein Abtiten des
Objektes erfordert. Aber auch da, wo die Bedingungen fiir
die Untersuchung am I.ebenden giinstig sind, wird das Studium
des gefarbten Tieres in toto wertvolle Vertiefungen der Er-
kenntnis bieten. Da aber die vitale Farbung sowohl hinsicht-
lich der verwendbaren Farben als auch hinsichtlich der
distinkt farbbaren Organe eine beschrinkte ist, so wird auch
dann spatere Untersuchung am toten Objekt wvorteil-
haft sein.

Mit dem Abtoten ist aber eine wichtige Forderung ver-
kniipft: das Gewebe soll nachher bis in die feinsten Details
noch dieselben Formen zeigen wie im lebenden Zustande, es
mub , fixiert werden. Ferner mufl dasObjekt, das geschnitten
werden soll, eine hierfiir geeignete Konsistenz erhalten.
Beides wird — wenn wir von der Gefriermethode zunichst
absehen wollen — durch Gerinnen des TIiweiBes erreicht.

Die Schnelligkeit, mit der ein Reagenz die Fillung herbei-
fithrt, sagt nichts aus iiber seine Giite als Fixierer. Die Er-
fahrung hat gelehrt, daB solche Gemische von Reagentien
die besten Resultate liefern, deren eine Komponente — eine
Sdure — ein rasches Abtioten der Zelle herbeifithrt und die



392 Fixieren und Héarten.

Fillung einleitet, die nun erst durch das andere, weniger rapid
eindringende Reagenz vollstandig durchgefithrt wird. Als
eine besonders schnell abtiotende und daher sehr haufig
gebrauchte Siaure ist die Kssigsdure zu erwidhnen,

Die totale Gerinnung des Fiweilles kann identisch sein
mit der Hartung. Im allgemeinen jedoch hat die Resistenz
der Objekte noch durch vorsichtiges Entziehen von Wasser
in Alkohol eine Steigerung zu erfahren. Dies wird am wenig-
sten dann erforderlich sein, wenn der Fixierer mit dem Eiweil}
eine chemische Verbindung eingegangen ist (Osmiums.
Chroms). Solche Objekte sind widerstandsfihig genug, um
ohne Gefahr der Schrumpfung in héheren Alkohol gebracht
werden zu konnen.

Das Eingehen chemischer Reaktionen mit dem Eiweil ist
durchaus nicht Bedingung fiir einen guten Fixierer. Wichtig
ist nur, dafl er ein rapides Abtoten und eine schnelle aber
dennoch maflig einsetzende Gerinnung herbeifithrt. Ir darf
nicht losend wirken; daher sind Alkalien und Séduren in
stirkerer Konzentration zu vermeiden.

Wir haben hier das ,rapide* Abtoten als eine wichtige
Forderung aufgestellt, weil dies der allgemeinen Auffassung
entspricht. Wir selbst haben beobachtet, dal man die
giinstigsten Resultate erzielt, wenn man die zu fixierenden
Tiere vorher stark betdubt. Merkwiirdigerweise erhalt man
sogar oft hervorragend gute Ergebnisse, wenn man die Tiere
oder Gewebsstiicke erst langsam absterben ldfit und dann
erst fixiert. Die giinstigen Resultate, die damit erzielt
werden, scheinen dadurch bedingt zu sein, dal} bei derartig
vorbehandelten Geweben die Zellen nicht mehr imstande
sind, dem Eindringen der Fliissigkeit Widerstand entgegen-
zusetzen, da dieser in der Hauptsache an die LebensauBerungen
gebunden ist. Der Fixierer dringt infolgedessen schnell und
gleichmaflig aber nicht stiirmisch ein. Bei frischem Gewebe
jedoch miissen die osmotischen Druckdifferenzen vielleicht
erst einen hedeutenden Grad erreichen, bevor sie den Wider-



Fixieren und Hirten. 33

stand, den die Zelle dem eindringenden Fixierer setzt,
iiberwinden. Dadurch erhdlt hier das Eindringen etwas
Stiirmisches, Explosionsartiges, das nach unseren Erfahrungen
nicht das Erstrebenswerte ist.

Eine Gruppierung der Fixationsgemische nach ihrer
Wit kungsweise vermag dem Anfinger die Ubersicht iiber die
zahllosen Gemische zu erleichtern, wenn es auch nicht maglich
ist von diesem einen Gesichtspunkt aus zu einer befrie-
digenden Einteilung zu gelangen.

Wir kénnen gruppieren in:

1. Osmium-Essigsiure-Kombinationen; gehen chemische
Verbindungen mit dem Eiweill ein und wirken dabei
teilweise optisch differenzierend und braunend (Fett!).
Fiarbung in vieler Hinsicht erschwert.
Chrom-Essigsdure-Kombinationen; Firbung weniger
erschwert als bei 1.
Metallsalze-Essigsaure-Kombinationen(Sublimat etc.).
Pikrinsdure-Kombinationen.
Alkohol-Essigsaure-Kombinationen.
Formol-Essigsaure-Kombinationen.

. Heilles Wasser.

Nach Veiwendung wvon 3 bis 7 besteht ausgedehnte
Farbbarkeit der Objekte, wenn die tiberschiissige Fixierungs-
flitssigkeit somgfdltig entfernt ist. Darch das Fixieren wird
nichts optisch differenziert.

Ein und derselbe Fixierer ist weder fiir die verschiedenen
Gewebe desselben Tieres, noch fiir die gleichen Gewebe
verschiedener Tiere in gleichem Malle glinstig. Es muf} daher
meist von Fall zu Fall erprobt werden, welche Kombinationen
die besten Resultate liefern. Mit Bestimmtheit voraussagen
lalit sich dariiber nichts.

Die Dauer des Fixierungsprozesses hangt ab
von der Geschwindigkeit, mit der das Reagenz eindringt,
und von der Gréfle des Objekts. Wird hierdurch eine be-
stimmte Minimalzeit gefordert, so laBt sich andrerseits

Becher und Demoll, Mikroskopische Technik, 3
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eine Maximalzeit nicht absolut festsetzen. Wenn auch im
allgemeinen ein guter Fixierer das fixierte Objekt fiir einige
Zeit gut konserviert, so ist doch bei Gebrauch der meisten
Reagentien ein dauerndes Belassen in ihnen nicht zu emp-
fehlen,

Die Menge der zu verwendenden Fliissigkeit
hingt von der Grolle des Objektes ab. Sie hat das Objekt
mehrmals an Volumen zu {ibertreffen.

Der Uberfiihrung in andere Medien, wie sie die Weiter-
behandlung fordert, geht zumeist ein griindliches Aus-
waschen des Fixierers voraus. Es kann dies in Wasser
geschehen, wenn die Hirtung schon durch den Fixierungs-
prozel} einen hohen Grad erreicht hat und wenn sich hierbei
nicht vorher entstandene Verbindungen, die den Hirtegrad
bedingen, wieder losen. Ist dies letztere der Fall, wie nach
der Pikrinsidurefixierung, oder ist eine Nachhirtung erforder-
lich, so mull mit Alkohol ausgewaschen werden.

Das Fixieren von Seetieren erfordert eine gesonderte
Besprechung, da hier die Salze, die im Meerwasser enthalten
sind, meist beriicksichtigt werden miissen. Damit diese
sich micht beim Fixieren als Kruste auf den Objekten nieder-
schlagen und so das weitere Eindringen verhindern, hat
man, falls sich das Objekt nicht einfach griindlich abspiilen
laft, womoglich solche Reagentien zu wihlen, in denen die
Meersalze nicht ausfallen, wie z. B. Pikrinsidure. Alkohol mull
angesauert werden. Das Auswaschen hat in niederem,
die Salze noch in Losung haltenden Alkohol zu erfolgen,
besonders dann, wenn ein in Meerwasser geloster Fixierer
zur Verwendung kam,

SchlieBlich mufl noch die Methode, das Objekt
gefrieren zu lassen, Erwdhnung finden. Sie gestattet
eine Hartung ohne Eiweigerinnung, oft sogar ohne Abtotung.
Ihre Anwendung ermoglicht es, in kiirzester Zeit ein Gewebe
in Schnitte zu zerlegen. Sie kommt daher in erster Linie fiir
den Chirurgen und auch fiir den Pathologen in Betracht.
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Doch auch sonst bietet die Vermeidung der Eiweilifillung,
sowie die Moglichkeit, die Objekte am Leben zu erhalten,
geniigend Vorteile, um dieser Methode auch in Kreisen
der Biologen eine allgemeinere Verwendung, besonders zur
Kontrolle der auf anderem Wege gewonnenen Resultate zu
sichern. '

Fixieren stark kontraktiler Objekte. Beikleinen
Tieren wird das Fixieren der Gewebe durch Fixieren des ganzen
Tieres erfolgen. Da aber jedes Tier auf starke Reize mit Muskel-
kontraktionen antwortet, so ist es erforderlich, bet den Tieren,
deren Kontraktilitit des ganzen Korpers besonders stark
entwickelt ist (Protozoen, Coelenteraten, Mollusken) besondere
MafBnahmen zu ergreifen, um wihrend des Tixierens die
Organe in ausgestrecktem Zustande zu erhalten.

Zwet Wege stehen uns offen, um dies zu erreichen.
Einmal: so plotzliche Abtétung, dall Kontraktionen
nicht mehr ausgefithrt werden konnen; oder aber vorherige
Lahmung des Tieres.

Schnelles Abtoten. Das erste erreicht man am besten
durch Hitze. Temperaturenvon 60°—100%bewirken bei kleinen
Tieren nicht nur fast momentanes Absterben, sondern sie
fixieren auch zugleich. Das Optimum der Temperatur ist fiir
verschiedene Objekte verschieden. Jedenfalls wihle man die
Temperatur nicht héher als nétig und lasse die Hitze nicht
linger als wenige Sekunden einwirken.

Betduben. Besser als das UbergieBen mit heiflem
Fixierer, bewdhrt es sich, die Objekte vorher zu betduben,
da das momentane Abtoten durch Wirme mit einem zu
plotzlichen Gerinnen des FEiweifles und infolge davon mit
Schrumpfungen oder Quellungen verbunden ist.

Es stehen uns als Betdaubungsmittel die verschiedensten
Reagentien zur Verfiigung. Alle verlangen sie die Beachtung
der gleichen Regel: man nehme stets so wenig als eben nétig.

Fiir Protozoen:

Cocain 0,1%g0; Antipyrin 1%ge; Strychnin 0,19/gp.
3‘
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Fiir Coelenteraten:
salzsaures Hydroxylamin®*); Cocain; Menthol;
Tabakrauch; COs durch Zusatz von Selterswasser:
Chloralhydrat; Chlormagnesium; Magnesinmsulfat
mit nachfolgendem Zusatz von Atherwasser. Ferner
eine Mischung von 1 Teil Glyzerin, 2 T. 70 9,igen
Alkohol und 2 T. Seewasser; sie wird in das Wasser
gegossen, in dem sich die Objekte befinden.

FFiir Echinodermen;
allmahlicher Zusatz von konzentrierter Magnesium-
sulfatlosung und darauf von Atherwasser.

Fir Wiirmer:
Chloroform; Chloralhydrat 194e; Curare 0,29,
in die Leibeshohle zu injizieren ; Hydroxylamin 0,19,; -
Bei kleinen Tieren Einwirkung von Kohlensiure
am bequemsten vermittels Selterswasser.

Fiir Mollusken:
Man erstickt das Tier, indem man es auf 24 Stunden
in geringes Quantum abgekochten Wassers bringt;
die Wirkung wird beschleunigt durch Zusatz von
Hydroxylamin (19.)*); Alkohol (59/g9), oder Chloral-
hydrat (1—3Y;), oder Tabakrauch.

Bei Cephalopoden wendet man subkutane Injektionen

von 1%, cem Bromathyl an.

Fixationsmittel.
Osmiumsiiure: Os O4; farblose, leicht sich verfliichtigende
Kristalle. Sie wird angewandt in Losung und in Dampfform.
Losung. Die Osmiumsiure lést sich zu 59, in dest.
Wasser. Reduziert und schwirzt sich aber leicht bei Zutritt von
Staub am Licht. Sieist daher in dunklen mit Glasstopfen ver-
sehenen Flaschen am besten als 2 Y ige Losung aufzubewahren.

*) Bei Verwendung von Hydroxylamin ist darauf zu achten,
daB die Losung mit Soda neutralisiert werden mufl. Da es stark
reduziert, sind die Objekte vor Nachbehandlung mit reduzierbaren Sub-
stanzen (Osmiumsiure, Sublimat, Chromsiure etc.) gut auszuwaschen,
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Lost man die Kristalle statt in Wasser in 1% iger Chromsédure
auf, so wird die Haltbarkeit dadurch gesteigert. Denselben
Effekt hat Zusatz einiger Tropfen einer 59igen Sublimat-
losung.

Fixiert wird mit einer 0,5—29% igen Losung im Dunkeln.
Doch wird reine Osmiumsiure selten angewandt, da sie zu
schlecht in die Tiefe dringt. GroBere Objekte miissen daher
in kleinere Stiicke zerschnitten werden, und die Einwirkungs-
dauer mufl bis zu mehreren Tagen betragen. Die dulleren
Zellen sind haufig iiberosmiert, d. h. sie bekommen ein
olasiges, homogenes Aussehen.

Dampfe. Man liBt entweder die Dampfe der Kristalle
oder einer Losuhg einwirken. Durch Erwidrmen kann die
Fliichtigkeit erhéht werden. Die Objekte werden in einer
Flasche aufgehingt, die die Kristalle enthalt, oder auf einem
Kork aufgespannt in verschlossenem Gefill den Dampfen
ausgesetzt.

Die Osminmdampfe fixieren gleichmafBiger als die Losung.
Die Dauer der Einwirkung wvariliert von einigen Sekunden
(bei Strichpraparaten) bis zu mehreren Stunden. Osmium-
dampffixierung eignet sich gut fiir Protozoen, isolierte Zellen,
Eiter, Sputum.

Nachbehandlung. Sorgfiltiges Auswaschen in flieen-
dem Wasser 1—2 Tage. Das Aufkleben der Schnitte der
mit Osmium fixierten Objekte ist erschwert, die Ver-
wendung von Eiweil-Glyzerin als Klebemittel unbedingt
erforderlich.

Je nach ihrem Reduktionsvermogen werden die Gewebe
beim Fixieren hellbraun bis schwarz, so dall bisweilen heson-
dere Fiarbung tiberfliissig ist. So werden fettartige Korper
schwarz osmiert und konnen als solche leicht erkannt werden.
Elastische Fasern und Schleimzellen zeigen eine erhiéhte Firb-
barkeit gegeniiber Hamatoxylin und Anilinfarben. Doch ist
man bei Osmiumfixation hinsichtlich der Kernfarben auf
nur wenige angewiesen.
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Die Braunung der osmierten Objekte kann abgeschwicht
und die Farbbarkeit gebessert werden durch Oxydierung
vermittels nascierendem Sauerstoffs oder durch Einwirkung
von Chlor, das aus Kaliumchlorat und HCl gewonnen wird
(vergl. S. 30). Oxydiert wird durch Behandeln der Objekte
mit Terpentinl in Sonnenlicht oder durch Wasserstoff-
superoxyd. Aus Schnitten 148t sich das Osmium durch
Gold verdrdngen. Man bringt die Objekttrager iiber Nacht
(im Dunkeln) in 1—2 9ige wisserige Goldchloridlésung und
nach leichtem Abtupfen in 1 9/ ige Ameisensidure in nicht
zu starkes Sonnenlicht. Die resultierende Purpurfarbung
kann in schwachem Alkohol mit 3—59igen Jod entfernt
und die Farbbarkeit durch lingeres Waschen in angesiduertem
Alkohol gehoben werden.

Chromsiiure: Cr Og4, rote, in Wasser leicht-lﬁs]jche und
stark hygroskopische Kristalle. Man fixiert einige Stunden
in einer 1/,,—1%igen Losung und wiascht sehr sorgfiltig in
flieendem Wasser oder im Dunkeln mit Alkohol aus. In
letzterem Falle entfarbt man die braun oder griin gewordenen
Objekte mit salzsaurem Alkohol. Das Plasma wird in reiner
Chromsiure meist mangelhaft fixiert.

Das Hirten groferer Objekte erfordert Tage und Wochen.
Die Fliissigkeit mull sehr reichlich bemessen sein (200 ccm
pro 1 cem Objekt) oder dfter gewechselt werden. Man geht
am besten wvon einer 1f;%igen Losung aus und steigt
allmahlich zu 1% 9%. Zusatz von wenig Glyzerin verhin-
dert das DBriichigwerden, das sonst die Folge langeren
Hartens 1st.

Chrom-Essigsiiure: Chromsiure 2—21; g, Eisessig 1 ccm,
Wasser 1 Liter. Einwirkungsdauer bei kleineren Objekten
1 Tag. Hierauf ebensolange wissern. Das Plasma wird nicht
besonders gut fixiert. ;

Perényis Gemiseh: 4 Teile 10Y%iger Salpetersaure,
3 Teile starken (90%igen) Alkohols, 3 Teile 1;°iger Chrom-
saurelosung. Da sich die Chromsaure mit dem Alkohol
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bald zersetzt, so fillt ihre Wirkung bei nicht ganz frischen
Gemischen weg.
v Flemmings Chrom-0smium-Essigsiure.

Schwaches Gemisch: Chromsiure 2145 g, Osmium-
saure 1 g, Eisessig 1 cem, Wasser 1 Liter.

Starkes Gemisch: Chromsidure 1 g, Osmiumsiure
1/, g, Eisessig 6 ccm, Wasser 120 ccm. Dieses Gemisch dringt
besser ein als das schwache. Wiinscht man fiir kleine zarte
Objekte und Aufstrichpriaparate ein schwicheres Gemisch,
so tut man gut, nicht das ,,schwache zu wihlen, sondern
das starke Gemisch auf die Hilfte, auf das Dreifache, ev.
bis auf das Zehnfache zu verdiinnen. FEine bisweilen vorteil-
hafte Modifikation des starken Gemischs enthalt statt 4 nur
2 g Osmiumsdure.

Die Objekte bleiben 1 Tag bis mehrere Wochen in der
Fliissigkeit. Lichtzutritt schadet nicht; doch nehme man
keinen zu alten Fixierer. Die Fliissigkeit braucht das Objekt
nur wenigemal an Volumen zu {ibertreffen. Nur kleine Objekte
werden gut fixiert, da die Osmiumsdure schlecht eindringt.
Kalkhaltige Teile werden durch das saure Gemisch entkalkt.

Die Nachbehandlung sowie die Reduktion der Osmium-
braunung erfolgt wie beim Fixieren mit Osmiumsaure. Das
Auswaschen 1n flieBendem Wasser hat mindestens 24 Stunden
zu dauern. Das starke Flemmingsche Gemisch ist besonders
empfehlenswert beim Studium des Kerns und des Chromidial-
apparates.

Platinehlorid-Chromsiiure. Merkels Gemisch.

Platinchlorid 1g (od. 2g); Chromsdure 1g (od. 2g);
Wasser 800 cem. Das stark hygroskopische Platinchlorid
— 1im Handel als Platinchlorwasserstoff Ha PtClg — wird
am besten als 10%/ige Lisung vorriitig gehalten.

Dringt langsam, ev. erst innerhalb mehrerer Tage ein,
fixiert aber besonders zarte Gewebe sehr gut und behindert
auch nicht die Farbung. Auswaschen mit 709 igem Alkohol.
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Platinehlorid-Osmium-Essigsiiure.  Hermanns Gemiseh.

1Y,ige Platinchloridlosung 15 Teile, (iiber Platinchlorid
sieche Merkels Gem.); 29%ige Osmiumsidure 4 Teile, oder
analog der Modifikation des Flemmingschen Gemisches
nur 2 Teile; Eisessig 1 Teil.

Das Gemisch dringt langsam ein, fixiert aber Kern
und Plasma sehr gut. Fixationsdauer: Stunden bis Wochen,
je nach Objektgrofe. Wie bei dem Flemmingschen Gem.,
so nehme man auch hier keine zu alte Lisung. DasAuswaschen
hat sehr sorgfiltig in Wasser zu erfolgen, da das iiberschiissige
Platinchlorid die Farbung hindert.

Kaliumbichromat.

Witd zum Harten in 2—59%ger wissiiger Lisung ver-
wendet, wobei man mit der 2 %igen beginnt und zu der
stirkeren ansteigt. Die Fliissigkeit ist ofter zu wechseln,
jedenfalls immer dann, wenn Niederschlige sich zeigen.
Diese treten in den ersten Tagen sehr bald auf; kénnen
aber dadurch, dall man das Objekt ins Dunkle stellt, ver-
zogert werden.

Fixiert Chromatin schlecht, Plasma gut. Wird heute
fast nur noch als Hartemittel angewendet. Die Hartung
ist der mit Chromsiure vorzuziehen, obwohl sie langsamer
fortschreitet. Das Gehirn des Menschen erfordert 1,—15
Jahr. Die Fixation wird in der Hitze beschleunigt, die
Hartung ungiinstig beeinflufit. Nachbehandlung wie bel
Chromsdure. Das Auswaschen mit Alkohol beeintrichtigt
sehr die Farbbarkeit.

. Miillersehe Fliissigkeit.

Kaliumbichromat 2—2,5 g; Natrium sulfuricum 1 g;
Wasser 100 ccm.

Anwendung wie Kaliumbichromat allein; doch fillt
naturgemall die allmahliche Steigerung der Konzentration
weg. Wirkt zugleich als sehr schonendes Entkalkungs-
mittel.
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Kaliumbichromat- Essigsiiure nach Tellyesniczky.
Kaliumbichromat 3 g; Essigsdure b cem; Wasser 100 cem.
Man braucht sich nicht genau an diese Vorschrift zu halten.
Kleine Objekte werden in 1—2 Tagen fixiert. Das Aus-
waschen geschieht in Wasser. Die Alkoholbehandlung
beginnt mit 15 Y igem Alkohol. Fixiert Plasma und Kern gut.

Kaliumbichromat- Kupfersulfat. Erlickis Gemisch.
Kaliumbichromat 2,5 g; Kupfersulfat 0,0 g; Wasser
100 cem. Das Fixieren erfordert mehrere Tage. Auswaschen
1—2 Stunden. Sehr gutes Hiartemittel fiir groflere Objekte.

Zweifaches Chromsalzverfahren.

Man fixiert entweder mit einem der genannten Chrom-
salz- oder Chromsiuregemische und hirtet mit reinem
Bichromat oder Miillerscher Fliissigkeit nach, oder aber die
Vorbehandlung geschieht mit einem beliebigen andeien

s ki Sublimat, Hg Cls.

Lost sich in etwa 15 Teilen Wasser. Loisungen in destil-
lierttem Wasser sind unbegrenzt haltbar. Wird meist in ge-
sattigter Losung kalt, oder wenn momentanes Abtoten des
ganzen Tieres erforderlich, auch heill angewandt. Fiir zarte
Objekte empfiehlt es sich, eine verdiinnte Lisung zu nehmen.
Beim Fixieren von Seetieren tritt an Stelle des dest. Wassers
Seewasser.

Witkt sehr schnell, bei kleinen Objekten innerhalb
weniger Minuten. Doch verhindert die starke Fillung eine
ausgiebige Tiefenwiikung. Die Objekte sollen daher nicht
grofler als 0,5 ccm sein. Man lasse die Objekte nicht linger
in dem Fixierer, als bis sie durchfixiert sind. Auswaschen in
70%igem Alkohol mit Zusatz von Jod-Jodkali, erst mehr,
spater nur wenig, solange bis keine Entfirbung der Flissigkeit
“mehr zu bemrerken ist. Man setze jedoch auch im Anfang nur
soviel zu, daB der Alkohol eine kognakbraune Faibe an-
nimmt. Die sog. Lugolsche Lisung, bestehend aus 1 Teil
Jod, 2 Teilen Jodkali und 100 Teilen Wasser, ist mit etwa
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3 bis 4 Teilen 709%igem Alkohol zu verdiinnen. Jodtinktur
ist weniger wirksam als Jod-Jodkali, da die bei Anwendung
des letzteren stattfindenden Umsetzungen die beste Loslich-
keit ergeben. Doch wird bei diesem Auswaschen nicht
callein das iiberschiissige Sublimat ausgezogen, sondern teil-
weise auch die Eiweillverbindungen desselben. Die Firb-
barkeit der Objekte ist, wenn das Jod wieder gut entfernt
wurde, eine sehr gute.

Alle Sublimatgemische greifen Metalle an. Man verwende
| daher Pinzetten und Spateln aus Holz, Hartgummi, Glas usw.,
' ferner als Nadeln Igel- oder Kaktusstacheln usw.

Sublimat- Kochsalzlosung.

Sublimat imUberschuf3! in physiologischer (0,5-0,75%iger)
Kochsalzlosung oder in Meerwasser. Es lost sich viel mehr
Sublimat als in reinem Wasser. Nachbehandlung wie
bei reinem Sublimat. Sublimatkochsalzlésungen werden
oft fiir Seetiere oder Wirbeltiergewebe empfohlen, sind
aber nicht einwandfrei, da ein Teil des gefdllten Eiweilles
gelost wird.,

Sublimat- Kaliumbiehromat.

Alkoholische Sublimatlosung 1 Teil; 2Y%jige wisserige
Kaliumbichromatlosung 1 Teil. Nur fiir kleine Objekte ver-
wendbar.

Sublimat- Kaliumbichromat-Essigsiiure: Zenkers Gemiseh,

Besteht aus 5%, Sublimat und 59, (oder nur 3%) Eisessig
in Miillerscher Fliissigkeit (s. diese). Zusatz von Formol (bis
zu 109,) kurz vor Gebrauch gibt klare Bilder mit scharfen
Zellkonturen. Fixationsdauer mehrere Stunden. Auswaschen
in Wasser, dann Jodalkohol (s. Sublimat). Fixiert Kern und
Plasma sehr gut. Doch entstehen bel zu langem Verweilen
in der Fliissigkeit schwer zu beseitigende Niederschlige.
Um sie zu vermeiden, fixiert man nur kurze Zeit und hartet
in reiner Miillerscher Fliissigkeit nach. Die Farbbarkeit
wird durch Zenkers Gemisch nicht beeintrachtigt.
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Sublimat-Essigsiiure.

Die Zusammensetzung ist wvon den wverschiedenen
Autoren sehr varitert worden. Meist verwendet man konzen-
trierte (6—7Y9,) Sublimat-Lisung in destilliertem Wasser mit
b9 Essigsiure-Zusatz; oder Alkohol abs. 200 ccm, Sublimat
1—10g, Eisessig 2—4 ccm. Die Essigsdure bewirkt ein schnelles
Eindringen und verhindert, daBl die Sublimateiweillverbin-
dungen in Jodkali in Losung gehen.

Sublimat-Platinchlorid.
1 Teil 1 9,1ge wiissrige Platinchloridlosung (s. Platinchlorid-
Chromsédure); 1 Teil konzentrierte wissrige Sublimatlosung ;
2 Teile dest.Wasser. Wird fiir jiingere Embryonen empfohlen.

sublimat-Pikrinsiure-Essigsiiure.

Konzentrierte wassrige Sublimatlosung 1 Teil; konzen-
trierte wissrige Pikrinsaure 1 Teil; dest. Wasser 2 Teile;
Essigsiure 1—29). Auswaschen in Jod-Alkohol. Fiir Stiitz-
substanz der Wirbeltiere empfohlen. wvom Rath nimmt
gleiche Teile konc. wiss. Pikrins. und konc. Sublimatlés. in
Wasser oder heifler Kochsalzlos., dazu (Y/,—) 19/, Eisessig.
Gab uns vortreffliche Fixationen bei Mollusken. Man kann
(z. B. fiir Wirbeltiere) auf 100 Teile des Gemisches 10 Teile
29/, iger Osmiums. zufiigen.

sublimat-Eisessig-salpetersiiure.

a) nach Gilson.

46 9%ige Salpetersiaure 15 cem?} Eisessig 4 cem; Sublimat

20 g; 60%;iger Alkohol 100 cem; Wasser 880 ccm.
b) nach Petrunkewitsch.

Wasser 300 ccm; Alkohol abs. 200 cem; Eisessig 90 com ;
Salpetersiure 10 cem; Sublimat bis zur Sittigung.

Beide Gemische werden sehr empfohlen und viel ange-
wandt. Tiir zarte Objekte ist off eine Verdiinnung ratsam.
Auch nehme man in solchen Fillen das Gemisch nicht heil3,
sondern hochstens angewdrmt. Auswaschen in 709%igem
Alkohol mit Jod-Jodkali-Zusatz (s. Sublimat).
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Eisenehlorid.

Man verwendet eine 2,5 bis 59 ige Losung von Eisen-
chlorid in 709igem Alkohol, oder eine 29%ige Losung in
nur 6Y;,1gem Alkohol. Niederschlige werden durch Zusatz
von einigen Tropfen HCl beseitigt. Dringt langsam ein;
jedoch besonders fiir kleine pelagische Organismen sehr
empfohlen. BeeinfluBit viele Fiarbungen sehr giinstig. Aus-
waschen in 509%igem Alkohol mit 14,—19, Oxalsdure-Zusatz.

Essigsiiure.

Als Fixierer wegen Quellungswirkung kaum allein zu
gebrauchen (bis 29 Losung oder auch konzentriert). Ihre
Hauptbedeutung liegt im Ansduern anderer Gemische. Ver-
wendung bei Beobachtung frischer Objekte siehe S. 19.

Eisessig - Kupieracetat - Kupferchlorid- etc.  Gemisch von
Ripart u. Petit. Kupferacetat 0,3 g; Kupferchlond 0,3 g;
Eisessig 1 ccm; schwaches Kampferwasser 75 cem ; dest. Wasser
75 cem; ev. Zusatz von Sublimat oder Osmiumsdure in
Spuren. Fiir zarte Objekte (niedere Pflanzen) in Frankreich
viel verwendet. Die Verbindung mit Methylgriin (siche dieses)
gestattet gleichzeitiges Farben des Objekts.

Pikrinsiiure. In gesattigter Losung kalt oder heill anzu-
wenden, da schwache Losung maceriert. Man fixiert 1 Minute
bis einen Tag. Auswaschen in Alkohol, da die Objekte in
Wasser wieder weich werden (s. 8. 34). Auch geschieht das
Farben aus diesem Grunde am besten in alkoholischer
Losung. Die Entfernung der Saure kann durch Erwarmen
des Alkohols beschleunigt werden.

Pikrinschwefelsiiure. In verschiedenen Mischungen an-
gewandt. Am gebréuchlichsten:

Gemisch von Kleinenberg, wissrige gesittigte
Pikrinsaurelosung 100 cem; Schwefelsdure 2 cem; filtriert
und mit 300 cem Wasser verdiinnt. Kreosotzusatz so wviel,
wie sich lost.

Gemisch von Maver, konzentr. Schwefelsiure 2 com;
Wasser 100 cem; Pikrinsdure bis zur Sittigung.
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Man fixiert mehrere Stunden, wischt am besten in
warmem 70 % igem Alkohol einige Stunden aus, dann in
909 igem solange, bis die Gelbfirbung hell wird oder ganz
verschwindet. Verursacht bei manchen Geweben Quellungen.
Fiir Objekte, die Kalk enthalten, ist sie unbrauchbar, da sie
diesen als Gips niederschligt. Thre Vorteile liegen darin,
daB sie schnell totet, gut eindringt, sich leicht entfernen lalit
und jede Firbung des Objekts gestattet.

Pikrinsalpetersiiure nach Maver. Wasser 100 ccm;
Salpetersdure (von 25 9%jiger N, Og) b ccm; Pikrinsdure bis zur
Sattigung. Auswaschen in 709,igem Alkohol, oder Alkohol
909% + 29 Salpetersidure. Der Pikrinschwefelsaure iiberlegen.
Gestattet auch das I'ixieren kalkhaltiger Objekte, da kein
Gips entsteht. Fiir Turbellarien besonders zu empfehlen,
da sich die Tiere darin beim Absterben ausstrecken.

Ahnlich wirkt:

Pikrinsalzsiure. Wasser 100 ccm; Salzsaure (von 259,
HCI) 8 cem; Pikrinsidure bis zur Sattigung.

Pikrinessigsiiure nach Bowveri: konzentr. wissrige
Losung von Pikrinsaure 100 cem; Wasser 200 cem; Essig-
sdure 3 ccem. Auswaschen in 709 jigem Alkohol.

Nach Davidoff: konzentr. wissrige Losung von Pikrin-
saure 3 Volumina; Essigsiure 1 Volumen. Auswaschen
in 709,igem Alkohol.

Pikrinosmiumessigsiiure nach vom Rath. Konzentr.
wassrige Losung von Pikrinsdure 100 cem; 2% ige Osmium-
saurelosung 6 ccm; Essigsaure 1 cem. Man kann. auch noch
1/, gr Platinchlorid in 5 ccm Wasser zusetzen und dann
12 cem, 6 cem oder gar keine Osmiumsaure nehmen. Je
nach der Griofle der Objekte wird Minuten bis Tage lang
fixiert. Dann Uberbringen in 759 igen Alkohol.

Alkohol gibt nur konzentriert oder sehr schwach (309;)
brauchbare Resultate.

Absoluter Alkohol wird kalt oder heil angewandt.
Dringt sehr schnell ein. Nur solange er nahezu absolut ist,
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tritt die Koagulation ein, bevor Schrumpfungsprozesse ein-
setzen konnen. Es ist demnach darauf zu achten, dal die dem
Objekt entzogene Iliissigkeitsmenge den Alkohol nicht zu
sehr verdiinnt. Man verwende daher moglichst grofle Mengen
Alkohol und lege ferner das Objekt nicht auf den Boden des
Gefalles, sondern halte es in der obersten Fliissigkeitsschicht,
da das spez. schwerere Wasser nach unten sinkt. Fixations-
dauer Minuten bis Stunden. Fiir Arthropoden und Schwimme
viel gebraucht.

30%iger Alkohol. Wegen der Macerierungsgefahr ist
bald in allméhlich steigenden und nachhirtenden Alkohol
iiberzufiihren.

Tabelle zum Verdiinnen des Alkohols mit Wasser.
Die mnge:l-:]ammertcn Zahlen geben das spezifische Gewicht an.

-— e = —_—

Dcr ver- Der zu verdiinmende Alkohol zeigt
diinnte Alko-| 909, | 859 | 80% | 75% | 70% | 65% | 60% | 55% | 50%
holsoll zeigenjg 833) (0,849)(0,863)(0,876) (0, BBQJ (0,901)(0,913)/(0,923) (0,933)

80% (0,863)| 13,79 6,83 — e e =
75% (0.876) | 21,89| 14,48 17,20| — =

709 (0,889) [ 31,05 23,14| 15,35 ?,64i -

659% (0,901) ] 41,53 33, n3| 24,66, lﬁ,ﬁ?l 8,15
60% (0,913) | 53,65 44,48/ 3544 2647 17,58 8,76 — i | -
559, (0,923) | 67,87| 57,90 48,07| 38,32| 28, ra3| 1902 947 — | —
509% (0,933) 54,'nl 73,90 63,04| 52,43 41,73| 31 25| 20,47 10,35 —

459, (0,943) [105,34) 93,30/ 81,38| 69,54 57,78| 46,00 34,46 22,90/ 11,41
40% (0,951) ]130,80/117,34/104,01( 90,76/ 77,58 64,48 51,43 38,46/ 25,55
359, (0,958) |163,28/148,01 ISIEBII?BEIGLB# 87,93 73,08 58,31 43,59
30% (0,965) |206,22/188,57171 ﬂ.:- 153,61/136,04118,94|101, ;1- 84,54 67.45
25% (0,970) [266,12 245, 15 224,30 203,53/182,83/162,21/141 L':-‘: 121, |ﬁ|1m 73
209 (0,975) |355,80 329,84 304,01/278,26/252 sﬂlzzﬁ 98 201 43;;5% 150,55
159 (0,980) [505,27 471,00 436, 55 402,81 aas 83/334,91 3{]1,01']2&?,29'233,64
10%, (0,986) |804,54 753, 65/702 8';'|552 21 um 60 551, nﬁism,sqrsﬂ,rgiagq,ss

Die Zahlen dieser Rubriken geben an, wieviel Raumteile
Wasser zu 100 cem des zu verdunnenden Alkohols zu-
zusetzen sind.

859 (0,849) ﬁ_5&|— - —!—-—-—'— -

. ;]i'
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Alkohol-Eisessig nach Carnoy. Absoluter Alkohol
3 Teile; Eisessig 1 Teil. Man fixiert Minuten bis 1 Stunde.
Auswaschen in abs. Alkohol, der nach 24 Stunden zu wechseln
ist. Besonders fiir schwer durchdringbare Objekte (Ascaris-
eier) sehr geeignet.

Modifikation von van Beneden u. Neyt. Abs.
Alkohol 1 Teil, Eisessig 1 Teil.

X Modifikation von Carnoy. Abs. Alkohol 6 Teile,
Chloroform 3 Teile, FEisessig 1 Teil. Dringt schneller
ein als die urspriingliche Mischung. FIixationsdauer selbst
fiir groflere Objekte nur 1 Stunde. Nachbehandlung wie
oben. Sehr oft angewandt.

Modifikation von Carnoy u. Lebrun. Zu dem
chloroformhaltigen Gemisch (s. vorhergehendes) wird Subli-
mat bis zur Sidttigung zugesetzt. Man fixiert bis das Objekt
zu Boden sinkt und bringt es dann erst in schwachen und
spater in 809,igen Alkohol.

vom Rath empfiehlt 19/, Eisessig und 1%, %, Sublimat
in Alkohol abs.

‘" Formaldehyd. CH; O, ein Gas, das in 409%1ger wasseriger
Losung als Formol, Formalin und Formalose im Handel ist.
Reagiert durch den Gehalt an Ameisensaure meist sauer
(entkalkt daher langsam) und enthilt gewchnlich Methyl-
alkohol; zersetzt sich andernfalls leicht unter Bildung von
Paraformaldehyd (weiler Niederschlag). Durch Zusatz von

slvzerin kann dies vermieden werden. Die TFixations-
wirkung beruht auf einer chemischen Verinderung (Methyl-
enierung) der Fiweilkorper. Bei dauerndem Gebrauch
wegen der Dampfe sehr gesundheitsschidlich.

Die besten Resultate ergibt eine 49 ige wissrige Formal-
dehydlosung = auf das Zehnfache seines Volumens verdiinntes
Formol. Sollen die Objekte zu histologischen Zwecken
Verwendung finden, so lasse man sie hochstens einige Wochen
im Fixierer und bringe sie dann in hochprozentigen Alkohol.
Andernfalls kénnen sie dauernd in Formol aufbewahrt werden.
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49%ige Tormaldehydlosung fixiert Plasma und Kern recht
annehmbar, hartet zugleich die meisten Gewebe vorziiglich
und gestattet jede Art der Nachbehandlung.

Formaldehyd-Gemische halten sich meist nur kurz,
da das Formaldehvd reduzierend wirkt.

109%/piges Formol und Alkohol in gleichen Mengen fixiert
Echinodermen vortrefflich. Wegen Entkalkungsgefahr bald
in Alkohol (70°/,) {iberfiihren.

Formaldehyd-Alkohol-Eisessig in verschiedenen Maodi-
fikationen: 95Y%iger Alkohol 20 Teile; Formol 6 Teile; Eis-
essig 1 Teil; Wasser 40 Teile. Oder: 95 %,iger Alkohol 15 Teile;
Formol 5 Teile; Eisessig 1 Teil; Wasser 30 Teile.

Formaldehyd-Pikrinsiiure. Eine grofle Anzahl Variationen
sind in Gebrauch, von denen hier nur eine angefiihrt sein moge:
wissrige, konzentr. Pikrinsidure 90 ccm; konzentr. Formol
10 cem. Man fixiert bis zu zwel Stunden und hartet dann
in aufsteigendem Alkohol nach.

Formol-Pikrin-Essigsiiure. Formol 8 cem; 19 1ge Pikrin-
saure in B8 9 igem Alkohol 20 ccm; Eisessig 2 ccm. Es
1st ratsam, sich die Mischung erst vor Gebrauch herzu-
stellen. Fiir Arthropoden und besonders fiir Spinnen sehr
empfehlenswert.

Die Objekte bleiben einen halben bis einen Tag in der
Fliissigkeit. Is folgt Auswaschen in etwa 809 jigem Alkohol.

Formaldehyd - Kupiersulfat - Sublimat - Eisessig. 7" 1ges
Formol 200 ccm; Eisessig 1 cem; Kupfersulfat 4 g; Sublimat
bis zur Sittigung. Fixationsdauer mehrere Stunden.

Schnellhiirten mit Formaldehyd. Das Objekt wird am
besten erst auf dem Gefriermikrotom geschnitten und dann
die Schnitte in Formaldehvd fixiert und gehartet. Man ver-
fahrt hierbei wie folgt: Anfertigung der Gefrierschnitte;
Ubertragen derselben in 49,ige Formaldehydlosung bis zu
1/, Minute, hierauf in Formaldehydalaunkarmin 2—3 Minuten ;
Auswaschen in Wasser 15 Minute; Alkohol 809, 14 Minute;
absoluter Alkohol 10 Sekunden; Uberfiithren in Karbolxylol
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1/, Minute; Kanadabalsam. Man kann mit dieser Methode
in weniger als 10 Minuten von frischen Objekten gefdarbte
Dauerpriaparate gewinnen.

HeiBes Wasser. Wurde bei Borstenwiirmern mit Erfolg
angewendet.

Einbetten und Schneiden.

Im lebenden Zustande sind viele Gewebe von Tieren
und Pflanzen etwas durchsichtig; man kann also einzellige
Lebewesen, andere kleine Organismen, diinne Hautchen
und dergleichen ohne weiteres bei durchfallendem ILicht
unter dem Mikroskop beobachten.

In den allermeisten Fallen kinnen wir aber die Beob-
achtung nicht damit beginnen, dall wir die Objekte auf dem
Objekttriger unter das Mikroskop bringen. Sie sind dazu
zu dick und undurchsichtigz. Bei der VergroBerung wird die
beleuchtende Lichtmenge einer kleinen Stelle auf die viel
groliere Flache des Bildes dieser Stelle verteilt, so dald sich
schon geringe Grade von Undurchsichtigkeit stark bemerkbar
machen. Grollere Objekte erscheinen daher einfach dunkel
ohne Einzelheiten, hichstens 1aBt sich die Oberfliche eines
Gegenstandes direkt untersuchen; das auffallende Licht kann
hier fiir schwache Vergriflerungen geniigen, fiir stirkere
miissen auch dann noch besondere Hilfsmittel (Vertikali-
luminator) in Anwendung gebracht werden.

Auch klemmere Objekte (bis etwa 1 mm Durchmesser
oder Dicke), die im lebenden Zustande noch direkte Beob-
achtung zulassen, werden nach der Fixierung und Konser-
vierung so undurchsichtig, dafl sie besonderer weiterer
Zurichtung bediirfen.

Man kann sich nun in vielen Fillen dadurch helfen,
daB man die Objekte zur Beobachtung in ,, Aufhellungsmittel*
bringt, die die Gewebe durchsichtig machen, indem sie griflere
Unterschiede im Brechungsvermigen ausgleichen. Als solche
kommen unter anderem manche Ole in Betracht (z. B.

Becher und Demoll, Mikroskopische Technik, 4
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Cedernholz- oder Nelkendl); besonders viel gebraucht werden
solche Stoffe, die aufhellend wirken und gleichzeitig als
definitive EinschluBmittel brauchbar sind: namlich Glyzerin
oder Glyzeringelatine, Laevulosemischungen in Wasser
(s. 5. 103), Venet. Terpentin in 96 9 igem Alkohol und Kanada-
balsam (oder Dammarlack) in Xylol. In erstere konnen die
Objekte direkt aus Wasser gebracht werden, in Terpentin
geht man aus etwa 909%jigem Alkohol; vor der Uberfithrung
in die letztgenannten Harze mufl durch absoluten Alkohol
das Wasser vollig entfernt und (zwischen Alkohol und Harz)
Xvlol als Zwischenmedium gebraucht werden. Von dem
EinschluBmittel wird ein Tropfen auf einen Objekttrager
gebracht, das Objekt hineingelegt und dann ein Deck-
glas (eventuell mit kleinen Wachsstiitzen an den Ecken)
aufgelegt.

Diese Methode reicht fiir manche Zwecke aus, sie ist
jedoch nur bei kleinen Objekten anwendbar, gibt bei diesen
aber, zumal nach vorheriger Braunung in Osmiumsiure oder
Farbung in Karmalaun, Alaunkarmin, Magnesiakarmin,
Boraxkarmin, Parakarmin oder Haematoxylin gute Uber-
sichtsbilder.

Die EinschlieBung in aufhellenden Medien kommt als
Hilfsmethode bei der Herstellung von fast allen mikrosko-
pischen Praparaten zur Anwendung. Sie geniigt aber fiir die
feinere Analyse groflerer Objekte allein nicht; diese bleiben
immer noch zu undurchsichtig und dazu kommt, dal
unregelmiallige Brechung in den hoheren Schichten eine
genaue mikroskopische Beobachtung der unteren Schichten
hindert usw.

Aus diesem Grunde mul} man zur Zerlegung des Objektes
in diinne Platten iibergehen: der Petrograph mufl Diinn-
schliffe seiner Mineralien, der Biologe Diinnschnitte seiner
Gewebe herstellen.

Solche Schnitte kann man aus freiler Hand mit dem
Rasiermesser anfertigen. Man nimmt das Objekt an einem
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Ende zwischen Daumen und Zeigefinger, schneidet dann ein
Stiick am freien Ende ab, um eine gute Schnittfliche zu
erzeugen und kann nun versuchen, ein diinnes Blattchen
abzuschneiden, in dem man das Messer auf sich zu durch das
Objekt ,,zieht" (nicht einfach durchdriickt).

Dabei ergeben sich zwei Schwierigkeiten.

Zunichst eignen sich nur wenige Gewebe (gehartete Leber,
Knorpel, viele pflanzliche Objekte) dazu, so geschnitten zu
werden. Die meisten Gewebe sind so weich, dall sie dem
Messer ausweichen, durch den Druck von Hand oder Messer
deformiert werden und nie eine glatte Schnittfliche ergeben.
Diesem Mangel kann man durch Einbetten der Objekte in
zum Schneiden besonders geeignete Substanzen oder durch
Gefrierenlassen abhelfen.

Die zweite Unvollkommenheit liegt in der Unimmoglichkeit
aus freier Hand Schnitte von gleichmédfiger Dicke herzu-
stellen. Dazu kommt, daB es fiir viele Zwecke nicht geniigt,
wenn nach mehreren Versuchen einmal ein guter Schnitt
gelingt, sondern daf es erwiinscht ist, ein Objekt vollstindig
in Schnitte von bestimmter Dicke zu zerlegen, aus denen sich
dann die ganze Anatomie oder Struktur rekonstruieren
lait.  Diesen Forderungen dienen besondere Schneide-
maschinen, die Mikrotome; bei ihnen wird das Objekt mit
Hilfe einer Mikrometerschraube um genau bestimmte, kleine
Betrage gehoben (bezw. vorgeschoben), wahrend ein Messer
in bestimmter Hohe dagegen bewegt werden kann.

Einbettungs- und Schneidetechnik haben sich in engstem
Anschlufl aneinander entwickelt; die Art des Schneidens
muf} sich nach der Einbettungsweise richten. Der Schilderung
der Schneidetechnik mufl daher eine kurze Besprechung
der Einbettungsmethoden vorangeschickt werden. Eine
Unzahl von Anweisungen liegt dariiber in der Literatur vor.
Wir beschrinken uns auf die bewdhrten, allgemein anwend-
baren Hauptmethoden.

4%
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1. Die Vorbereitung der Objekte zum Schneiden.
Einbettungsmethoden.

Eine primitive aber gelegentlich immer noch brauchbare
Finbettungsmethode besteht darin, die Objekte zwischen
zwel Stiickchen Holundermark oder (in Alkohol oder sonst-
wie geharteter) Leber einzuklemmen. Um eine zu starke
Pressung zu vermeiden, kann man in die Leber- oder Mark-
stiicke Kerben einschneiden, die sich im groben der Form
des zu schneidenden Objektes etwas anpassen. Gehirtete
Leber und das von den Botanikern viel gebrauchte Holunder-
mark lassen sich gut schneiden, und so schneidet sich das
eingeklemmte an sich ungeeignetere Stiickchen mit. Die
beiden Gewebe kommen meist beim Schneiden aus freier Hand
in Anwendung; es lassen sich auf diesem Wege brauchbare
Schnitte durch Vegetationskegel, Wurzelspitzen, Blatter, junge
Sprosse, auch wohl durch gehdrtetes Gehirn und dergleichen
machen. Man kann die Objekte auch samt dem Holunder-
mark in die Klemme des Mikrotoms einschrauben; Hand-
mikrotome, z. B. das sogenannte Zylindermikrotom diirften
dafiir besonders in Betracht kommen. Nachdem das Objekt
mit seiner Hiille in geeigneter Lage und Hohe in der Klemme
festgeschraubt worden ist, hebt man dasselbe um den ge-
wiinschten Betrag durch Drehen der Mikrometerschraube
(unten) und kann auf diese Weise eine Reihe gleich dicker
Schnitte erzielen. Das Messer wird dabei — auf der Glas-
bahn oder dem Glastisch der Handmikrotome gleitend —
durch das Objekt gezogen. So angefertigte Schnitte sind
meist zur direkten Beobachtung bestimmt. Besonders
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gelungene kinnen fixiert (in 709%igem Alkohol, Formol [10%,
der 409%igen Stammlosung von Formaldehyd in Wasser]
oder 19 iger Osmiumsiure) und dann durch Wasser in Glyzerin-
gelatine oder Gummilaevulose, durch 909%igen Alkohol in
Terpentin, oder durch Alkohol abs. und weiter durch Xylol
in Kanadabalsam auf den Objekttriger als Dauerpraparat
gebracht werden.

Sehr diinne Schnitte lassen sich auf dem angefithrten
Wege nicht erzielen: das Objekt kann trotz der Einklemmung
etwas zusammengedriickt werden und ausweichen. Auch
ist die Gesamtschnittfliche nicht homogen genug.

Um diinnere Schnitte mit grollerer Sicherheit herstellen
zu konnen, mulite man daher nach Substanzen suchen,
die sich nicht nur als Mantel um die Objekte legen, sondern
in alle kleinsten Liicken hineinbringen lassen. Solche Medien
mitssen in flissiger Form in die Objekte gebracht und nachher
wieder in den festen Aggregatzustand iibergefithrt werden.
Dazu eignen sich Seifen, Gelatine, Paraffin und Zelloidin
sowie Wasser bezw. EHis. Seife und Gelatine kommen nur
fiir besondere Fille in Betracht und werden nur von wenigen
gebraucht. Die Paraffin-, die Zelloidin- und die Gefrier-
methode sind jedoch allgemein gebrauchlich und bis ins ein-
zelne durchgearbeitet ; jede dieser Methoden ist unentbehrlich
und hat ihr besonderes Anwendungsfeld.

Am meisten gebraucht wird die Paraffinmethode;
sie wird angewendet bei kleineren Objekten (Querschnitt
kleiner als 1—2 qem) und fast ausschlieBlich wenn
es auf diinne Schnitte (0,02 bis 0,0025 mm = 20—2,5 w)
ankommt.

Die Zelloidinmethode ist indiziert, wenn es sich
um groliere Objekte handelt oder um Material, das die Er-
warmung auf den Schmelzpunkt des Paraffins nicht gut
vertragt. Sie bietet die besten Garantien fiir Erhaltung
ganz normaler Lagerungsverhéltnisse der Teile eines Schnittes.
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Die Zelloidinmethode ist umstandlicher und gestattet nicht
so geringe Schnittdicken wie die Paraffineinbettung. Die
meisten Vorteile der Paraffin- und Zelloidinmethode konnen
in einem kombinierten Verfahren vereinigt werden.

Die Gefriermethode kommt immer dann zur An-
wendung, wenn Schnitte in kiirzester Zeit (z. B. wahrend einer
Operation) fertiggestellt werden miissen. Sie wird am meisten
von Pathologen gebraucht.

1. Das Einbetten in Paraffin,

Um die giinstigsten Bedingungen fiir tadellose Schneid-
barkeit zu bekommen, mufl man, wie bemerkt, danach streben,
das Objekt mit dem Einbettungsmittel nicht nur zu umgeben,
sondern es damit villig zu durchtrinken. Die blofle Ver-
fliissigung des Einbettungsmittels, also in unserem Falle des
Paraffins, geniigt dazu nicht; wir miissen vielmehr dafiir
sorgen, dafl die in dem Objekt enthaltenen Fliissigkeiten
Paraffin losen und dasselbe nicht zum Ausfall bringen.
Vor dem Durchtranken mit Paraffin wird das Objekt also
zweckmiBigerweise in ein Losungsmittel des Paraffins
gebracht, das nun dem FEinbettungsmittel bei seinem FEin-
dringen als Vehikel dienen und selbst durch lingeres Verweilen
aus dem Objekt in das iiberschiissige Paraffin diffundieren
und durch Verdampfen vollig entfernt werden kann. Nun
mischen sich aber diese paraffinlosenden Intermedien meist
nicht mit Wasser (oder sie losen nur sehr wenig davon), so
daB wir vor der Uberfiihrung in das Intermedium das Wasser
durch absoluten Alkohol griindlich entfernen miissen.
Meist ist dem schon durch den 709jigen Alkohol, in dem wir
die Objekte gewihnlich aufheben, etwas vorgearbeitet. War
das Objekt in einem anderen Konservierungsmittel, z. B. in
109 igem Formol ( =109, von der kauflichen 40 9;igen Formal-
dehydlésung), das nicht selten als Fixierungsmittel und
Aufbewahrungsmittel in einem dient, so miissen wir erst
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in ;?{] 9 igen Alkohol iibergehen. Darnach ergibt sich folgendes
Schema fiir die Vorbereitungen zur Einbettung:

Lebendes Objekt
Fixierung (Sublimat, Siuren etc.), zuweilen auch 70% iger Alkohol od. 10%; iges Formol
| |

¥
Auswaschen des Fixierungsmittels (in Wasser od. 709;1gem Alkohol)

Konservierung (belieb. lang. Aufbewahr.) in 70%igem Alkohol od. 10%,igem Formol ><

-
K /
Vorbereitg. z. Einbetten: {Tberfiihren in 969 ig. Alkohol <— 70%ig. Alkohol

|

P ,, absoluten Alkohol

l (Chloroform-Alkohol)
¥ » Zwisehenmedium (Chlorof. od. Cedernholzdl)
| (Chloroform-Paraffin)
el » geschmolzenes Paraffin
Einbetten.

Man bewahrt die Objekte in 70Y%igem Alkohol auf, weil
stirkere Konzentrationen die Objekte briichig machen,
schwichere aber auf die Dauer Zerfall (Maceration bei
., Drittel-Alkohol* [33 9,]) nach sich ziehen konnen. Meist kann
man das Objekt aus dem 709igen Alkohol ohne weiteres
in den 96 9 igen bringen, bei ganz zarten, leicht schrumpfenden
Objekten kann man die Konzentration allmiahlich steigern
(ganz langsam z. B. durch einen Docht aus einem Gefil}
mit 96Y%igem zu dem mit 709jigem). Weit gefdhrlicher ist
der Ubergang in das Intermedium. Vortreffliche Paraffin-
loser, die gleichzeitig sich mit Alkohol abs. mischen und
schnell eindringen, sind Xylol und Benzol; sie werden auch
vielfach gebraucht. Man schaltet aber bei vielen Objekten mit
Vorteil vorher eine Mischung von gleichen Teilen Alkohol abs.
und Benzol (bezw. Xylol) ein, um die starken Diffusions-
stromungen und damit die Gefahr des Schrumpfens etwas
abzuschwichen. Zarter als bei Anwendung von Xylol oder
Benzol, vollzieht sich der Ubergang bei Anwendung von
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Chloroform alsIntermedium, das den Alkohol langsam entfernt,
besonders fiir kleine Objekte aber sehr empfohlen werden kann.
Auch diesem Mittel kann man mit Vorteil eine Mischung
gleicher Teile Alkohol abs. und Chloroform vorhergehen lassen.
Noch allmahlicher vollzieht sich der Ersatz des Alkohois,
wenn man denselben in einem kurzen etwa 5 c¢m hohen
(oben verschliefibaren!) Zylinderglas oder in einer Glasdose
iiber das schwerere Chloroform schichtet. Man gielit erst
Chloroform bis etwas unter die Hilfte ein und fiillt dann
langsam (eventuell Schriaghalten oder an einem (Glasstab)
absoluten Alkohol nach. Es bildet sich dabei nur eine diinne
Mischungsschicht der beiden verschieden schweren Medien.
In diese Mischungsschicht sinkt das Objekt, wenn wir es
nach geniigender Entwiasserung in absol. Alkohol in jenes
Gefald mit Alkohol und Chloroform bringen. Von unten nimmt
dann das Objekt mehr und mehr von dem spezifisch schweren
Chloroform auf und sinkt damit gleichzeitig mehr und mehr zu
Boden (,,Senkmethode®.) Durch Schiitteln kann man die
Mischungsschicht breiter machen und den Prozell, der sehr
lange dauern kann, beschleunigen. Zum Schlufl ist empfehlens-
wert, das Objekt zur volligen Beseitigung des Alkohols
einmal in ganz reines (wasserfreies!) Chloroform zu legen.
Neben Chloroform ist auch Cedernholzol als ausgezeichnetes
Intermedium zu nennen: es ersetzt den Alkohol schneller als
Chloroform, scheint aber andrerseits weniger schrumpfend
zu wirken als Xylol. Doch kann man auch dabei durch
Einschaltung einer Mischung schonender vorgehen.

Aus dem reinen (alkoholfreien!) Intermedium iibertragen
wir dann das Objekt gleich in geschmolzenes Paraffin. Bei
Anwendung von Cederndl als Uberfithrungsmittel pflegt man
direkt in Paraffin zu gehen. Das Ol verdunstet langsam und
tritt in das umgebende Paraffin iiber, so daf diesem Zeit bleibt
einzudringen. Allerdings 16st Chloroform mehr als doppelt so
viel Paraffin als Cedernholzol, und dasselbe gilt von Benzol
und Xvlol. Bei diesen letztgenannten Stoffen pflegt man
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zuweilen auch den Ubergang in Paraffin allmahlicher zu ge-
stalten: man kann schon zu dem kalten Intermedium Paraffin-
schnitzel allmihlich zusetzen, dann auf etwa 30° erhitzen und
noch mehr zugeben, endlich bei etwa 55° das Chloroform all-
méhlich verdunsten und so zu dem reinen, nunmehr fliissigen
Paraffin iibergehen. Chloroform sinkt im Paraffin zu Boden;
man hingt die Objekte also am bhesten dicht unter der
Oberfliche auf. Es ist empfehlenswert vor dem eigentlichen
definitiven Einschmelzen aus dem Chloroformparaffin fiir
lingere Zeit in reines Paraffin i{iberzugehen; Reste von
Chloroform schidigen die Schneidbarkeit. Das gilt nicht
vom Cedernholzol. Doch soll man immer etwa die Halfte
der Zeit, die die Objekte in der hoheren Temperatur zu-
bringen, auf das Verweilen im reinen Paraffin rechnen.

Zur Technik der Uberfithrungen mag noch gesagt sein,
dall man sich fiir das Paraffin am besten kleiner Porzellan-
tiegel (von etwa 5 em Durchmesser) bedient. Fiir den 96 95igen
Alkohol kann man ein etwas gréleres, fiir das Intermedium
ev. ein kleineres Gefill wihlen. Man tibertrigt das Objekt
nicht mit der Pinzette, sondern mit einem Horn- oder Metall-
spatel. Letzterer ist fiir die Arbeit im geschmolzenen Paraffin
zu empfiehlen; denn er lillt sich auf etwa 60° erhitzen, so
dall ein ldstiges Erstarren des Paraffins an dem Spatel
vermieden werden kann. Alle Uberfithrungen aus einer
Fliissigkeit in die andere vollzieht man natiirlich mdglichst
schnell; so wird ein Wasserdampfzutritt nach dem Alkohol
abs. und ein Lufteindringen durch schnelle Verdunstung
des flilchtigen Chloroforms vermieden. Natiirlich darf man
weder auf den Alkohol abs. noch auf die Intermedien hauchen,
in letzteren entsteht dabei eine Tritbung durch die Wasser-
teilchen. Uber die Zeit, die ein Objekt in den verschiedenen
Medien zuzubringen hat, lalit sich nichts Allgemeingiiltiges
sagen; es ist das je nach der Griofe, Durchlissigkeit usw.
der Objekte sowie bei den einzelnen Intermedien verschieden.
Vor allem ist auf villige Beseitigung des Wassers zu achten.
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Fiir ein gut durchldssiges Objekt von etwa 5 mm Durchmesser
mag man ungefahr 4 Stunden fiir 96 9,igen Alkohol, 2 Stunden
fiir absoluten und nochmals 2 Stunden fiir erneuerten abso-
luten Alkohol nehmen. Dann etwa 1 Stunde fiir Alkohol-
Cedernholzol, 2 Stunden fiir reines Cederndl, endlich kann
man das Objekt etwa 2 Stunden im ersten und nochmals
2 Stunden im reinen Paraffin lassen. Fiir die Uberfithrung
in Chloroform wird man etwas mehr Zeit nehmen (das Senk-
verfahren kann Tage in Anspruch nehmen), doch soll man
auch hier nicht zu weit gehen, weil die Objekte sonst zu sprode
werden. Zu langes Verweilen bei der hohen Temperatur
im fliissigen Paraffin kann (bei Gegenwart von H,0 oder
Alkoholspuren) gleichfalls schaden; daher z. B. das Bestreben
bei Anwendung von Chloroform schon bei niedrigerer
Temperatur moglichst viel Paraffin hineinzubringen. Auch
kann man erst Paraffin von niedrigem Schmelzpunkt nehmen.

Da das Objekt lingere Zeit in geschmolzenem Paraffin
liegen mull, und dieses weder erstarren noch auch iiberhitzt
werden darf, so bedient man sich am besten eines Thermo-
staten, obwohl man bel fortwahrendem Zusehen auch mit
einem Wasserbad oder noch einfacheren Mitteln auskommt.
In dem Thermostat soll immer ein Emailgefal (von ungefahr
14 Liter Inhalt) mit Handgriff und Ausgufl stehen, in dem
sich fliissiges reines Paraffin befindet. Daneben zwei Porzellan-
tiegel von 4—5 cm Durchmesser, einer fiir das (Chloroform-)
1. Paraffin, ein zweiter fiir das II. Paraffin, in das wir das
Objekt nach Verdunsten der Hauptmenge des Intermediums
ibertragen.

Im allgemeinen nimmt man Paraffin vom Schmelzpunkt
H0° Die Temperatur des Thermostaten wird dann etwas
hoher, also etwa auf bH2—5H5° gestellt. Im Sommer mull man
etwas schwerer schmelzbares Paraffin nehmen (55°-58°-60°).
Fiir grofle und dicke Schnitte (0,04—0,02 mm) nimmt
man weicheres (40°—489), fiir kleine diinne Schnitte
(0,006—0,0025 mm) hartes Paraffin (50°—60°). Aus einem
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harten und einem weichen Paraffin kann man sich eine ge-
wiinschte Mittelsorte zusammenschmelzen.

Am besten eignet sich zum Schneiden ein Paraffin, das
gemischt ist aus 1 Teil Ceresin (einem Paraffin von sehr
hohem Schmelzpunkt, etwa 73° aber sehr zidher Konsistenz)
und 19—20 Teilen Paraffin, das bei 42° schmilzt. Der
Schmelzpunkt dieses Gemischs liegt etwa bei 55% Im
Sommer fiigt man dem Gemisch noch 14 gewdhnliches
Paraffin von 56° zu oder nimmt Paraffin von 50° mit
2—39 Ceresin. Die Ceresinmischungen sind viel zaher und
geschmeidiger als das gewohnliche, ziemlich briichige Paraffin
von 56° Man erhilt daher sehr schone Biander; auch die
diinnsten Schnitte falten sich wenig und strecken sich
auf dem Warmeofen vorziiglich. Die Zahigkeit, die dieses
Gemisch besitzt, gestattet es, in ihm auch gréflere Objekte
(Eidechsenkdpfe etc.) zu schneiden. Da sich das Ceresin
in Xylol nur bei Erwirmen auf 40—500 lgst, so bringt
man die Objekttrager in einem Gefall mit Xylol etwa 20—30
Minuten in den Warmeofen und wiascht sie vor der Weiter-
behandlung in einem zweiten Gefdill mit warmem Xylol ab.

Wem die Verwendung von Ceresin wegen seiner Schwer-
loslichkeit nicht zusagt, der koche am besten das gewohn-
liche Paraffin, das bei 52—55? schmilzt, etwa 5 Minuten
bei starker Flamme in offenem Gefdal. Das Paraffin er-
halt dadurch eine fiir das Schneiden in jeder Hinsicht sehr
viel bessere Konsistenz, wenn es auch hinter dem Ceresin-
gemisch noch zuriickbleibt. Da sich beim Kochen des
Paraffins unangenehme Dampfe entwickeln, tut man gut,
jeweils grofere Mengen auf Vorrat abzukochen.

Ist das Paraffin vollig in das Objekt eingedrungen
und das Intermedium ganz verdriangt und verdunstet, so
kann man das Paraffin erstarren lassen. Man tut dies am
besten nach folgender Methode:

Zunachst wird aus etwa 0,1 mm dickem, steifem, aber
unschwer biegsamem Stanniol ein kleines Schiffchen geformt.
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Man bedient sich dazu eines 4 eckigen , Klitzchens” aus
Holz, Blei, Lotmetall oder dergleichen, das 3 verschiedene
Rechtecke als Begrenzungsflichen aufweist.

Wir schneiden ein Stanniolstiick von etwa Hx6 cm aus,
legen das Klotzchen in die Mitte des Stanniolrechteckes
und parallel zu seinen Grenzen. Dann schligt man das
Stanniol um die Seitenflichen des Klotzchens in die Hohe
und faltet es an den 4 senkrechten Kanten zu 4 Ohrchen aus,
von denen man zwei gegeniiberliegende noch umknicken
kann bis sie einer Seitenwand des Schiffchens anliegen.

Stanniolschiffchen zum Einbetten, GroBes Klotzchen mit
natiirliche Grobe. (etwas zu groben) Rillen.

Nun gieBen wir das Schiffchen fast mit Paraffin voll, {iber-
tragen das Objekt mit angewdrmtem Spatel hinein, legen
es in der Mitte zurecht und setzen dann das ganze Schiffchen
auf die Wasserfliche einer Schiissel mit kaltem Wasser,
worauf es schwimmt. Das Schiffchen wird an den Ohrchen,
oder bei Gefahr einer Verbiegung auf einer Glasplatte ins
Wasser getragen. Setzt man das Schiffchen auf eine Glas-
platte, so hat man auller der leichten Transportfihigkeit
noch den Vorteil, daf man durch vorausgegangenes FEr-
wirmen der Platte das Paraffin in dem Stanniolkastchen
linger fliissig halten kann. Fir genaue Orientierung der
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Objekte ist dies oft erwiinscht. KXiihlt man die Boden-
flache des mit Paraffin gefiillten Kistchens einen Augenblick
lang auf einer Wasserfliche oder einer Metall- oder Glas-
platte, so bildet sich ein diinner Belag von erstarrtem Paraffin
am Boden des Schiffchens, wodurch verhindert wird, dald
die nunmehr eingelegten Objekte ganz an den Rand des
Paraffinblocks zu liegen kommen. Wird das Stanniol-
kistchen auf Wasser gesetzt, so erstarrt das Paraffin in dem
gutleitenden Metallgefall sehr schmnell; an der Oberflache
kann das dort linger fliissig bezw. weichbleibende Paraffin
der Erstarrungskontraktion nachgeben, was man nicht durch
zu frithes Untertauchen hindern sollte. Nach ein paar Minuten
ist das Paraffin erstarrt, und das Stanniol kann ohne Schwierig-
keit aufgefaltet und abgezogen werden. Dann haben wir
unser Objekt in einem Paraffinblock eingeschmolzen vor uns.

In solchen Paraffinblécken kann man die Objekte ohne
Schaden beliebig lange aufbewahren.

Wiinscht man eine grofle Anzahl kleinerer Tiere in einem
einzigen Block vereint zu schneiden (Cladoceren, Blatt-
lause ete.), so macht man sich aus dem Stanniol eine Diite
mit abgestumpftem Ende. Man erhdlt dann einen obelisken-
formigen Block, in dessen Spitze sich die Objekte angesammelt
finden.

Fiir das Einbetten von kleinen Objekten kann man auch
Uhrschilchen benutzen, die jedoch vorher gut mit Glyzerin
einzureiben sind, da sich sonst das Paraffin nicht immer
leicht von dem Glas ablost. Das Glyzerin soll jedoch nur in
feinster Schicht das Glas fiberziehen und nicht in Tropfchen
darauf stehen bleiben.

Zum Einbetten groBerer Objekte wendet man auch viel-
fach die verschiebbaren Metallrahmen an. Zwei rechtwinkelig
abgeknickte Metallschienen kidnnen, auf eine Glasplatte auf-
gesetzt, durch gegenseitige Verschiebung ein beliebig langes
Kastchen bilden. Alle Flachen, die mit dem Paraffin in
Bertihrung kommen, miissen mit Glyzerin eingerieben
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werden. Diese Methode hat der Beniitzung des Stanniol-
kastchens gegeniiber den Nachteil, daBl man bei den dicken
Winden die Abkiihlung nicht so vollkommen in der Hand
hat und nicht so plétzlich erfolgen lassen kann. Auch
fillt ber Benutzung des Stanniols die Verwendung des
Glyzerins weg und der Paraffinblock lost sich hier noch
leichtef ab als von einer gut eingeriebenen Glasplatte. Ferner
lifit sich beim Stanniol nicht nur die Linge, sondern auch
Breite und Hohe des Kistchens beliebig wihlen. Und schlie3-
lich kénnen an einem Stanniolkdstchen in einfachster Weise
Richtlinien angebracht werden.

Mit dem FEinschmelzen pflegt man eine genaue Orien-
tierung des Objektes zu verbinden. Die Schnitte, die wir
durch ein Objekt legen, werden fast immer viel iibersichtlicher
und leichter zu deuten sein, wenn sie parallel oder senkrecht
zu einer Hauptachse oder einem Hauptorgan des Objektes
gefithrt werden. Nun ist das starre Paraffin ziemlich undurch-
sichtig; man muf} sich daher schon vorher merken, wie jene
Achsen oder die gewiinschte Schnittrichtung im Paraffin-
block liegt. Zu dem Zweck versehen wir unser Klotzchen
mit einer Schar scharfer paralleler Rillen, die man leicht in
den Boden des Schiffchens abdriicken kann, wenn man dasselbe
aus dem Stanniol herstellt. Diese , ,Richtlinien’ bleiben im
Boden des Schiffchens, nach ihnen kann man das Objekt
in dem noch fliissigen Paraffin mit einer angewédrmten Nadel
zurechtlegen. Nach dem Frstarren des Paraffins finden wir
dann unsere Richtlinien auf dem Paraffinblock wieder,
und daraus 1aBt sich sofort die Lage des Objektes ersehen
und die Schnittrichtung einstellen. Ist eine spitere exakte
Rekonstruktion des Objektes aus den Schnitten geplant,
so streicht man etwas , Nubian Blacking” (einen bei Dr.
Griibler, Leipzig und in grifleren Schuhgeschiften kauflichen
Schuhlack) mit einem Pinsel diinn iiber die Richtlinien
des Paraffinblockes. Diese Farbe iiberzieht man dann noch
wieder durch kurzes Lintauchen der Fliche in (60°—707°)
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heiffes Paraffin mit einem schiitzenden Hiutchen. Statt
des Nubian Blacking kann man auch eine Aufschwemmung
der blauen Masse von Schreibstiften fiir Glas in Chloroform
nehmen.

2. Einbettung in Zelloidin (oder Photoxylin).

Zelloidin  (reine SchieBbaumwolle) oder das ihm
nahestehende Photoxvlin werden in einer Mischung
gleicher Teile von Alkohol abs. und Ather gelost. Das
Zelloidin ist in Tafeln kiuflich; diese zerschabt man erst
in Spine, die man an der Luft trocknen lafit bis sie gelb
und hornig sind. Dann quillt man sie wihrend 24 Stunden
in etwas Alkohol abs. auf und setzt darauf das Alkohol-
Athergemisch zu.

Man bereitet zundchst eine 89Y,ige Losung, von dieser
Stammlosung kann man durch Verdiinnung mit Alkohol-
Ather eine 4- und eine 2 Yige oder eine beliebige Liosung her-
stellen. Bei kleineren Objekten (etwa 1 em Durchmesser)
kann Vorfirbung mit Chrom- oder Alaunhaematoxylin,
Karmalaun, Boraxkarmin, Parakarmin, oder Magnesiakarmin
(eventuell Pikrinsiure oder Indigkarmin als 2. Farbe fiir das
Plasma) sehr empfohlen werden.

Vor der Einbettung miissen die Objekte entwaissert
(in Alkohol abs.) und darauf in Alkohol abs.-Ather-Mischung
(1:1) gebracht werden. Dann legt man sie in ein geschlossenes
Gefald mit der diinnsten Zelloidinlosung (2 9,). Bei sehr durch-
lassigen kleinen Objekten kann man mit etwas stirkerer
Losung beginnen. In der diinnsten Losung bleiben kleine
Objekte 1—2 Tage, grofle bis zu Wochen und linger. Danach
wird in die mittlere Losung iibertragen, in der das Objekt
wieder langere Zeit bleiben mufl. Die dickste Losung wird
meist nur zum Einbetten benutzt. Man lillt diese 89Yjige
(gelegentlich geht das schon mit der 49,igen oder gar
der schwichsten) Losung mit dem Objekt darin etwas
eindicken. Zu dem Zweck bedient man sich nicht zu kleiner,
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flacher Glasdosen (5—10 cm Durchmesser), die mit einge-
schliffenem Deckel gut verschlossen werden konnen. Zwischen
Deckel und Dosenrand bringt man nun an einer Stelle ein
Fetzchen Papier, so dafl der Alkohol-Ather ganz langsam
verdunsten kann. Nun stiilpt man noch eine Glasglocke luft-
dicht iiber das Gefill, damit das Eindicken wirklich ganz lang-
sam vor sich geht und oben keine undurchlissige Kruste ent-
steht. Unter die Glocke (Exsikkator) bringt man aullerdem
ein offenes Gefill mit Schwefelsiure, Chlorcalcium oder
Phosphorpentoxyd, um der Luft den Wasserdampf zu ent-
ziehen. GleichmiBiges Eindicken ohne vorzeitige oberflach-
liche Krustenbildung und tadellose Schnittfahigkeit erreicht
man nur durch peinlichste Vermeidung von jedem Wasser-
zutritt. Der verwendete Alkohol-Ather mufl durch Zugabe
von Natriumdraht, oder gebranntem Cu SO, oder Na, SO,
entwissert werden. Um nicht wihrend des Eindickens (von
8 auf 169)!) nachgieflen zu miissen, nehme man reichlich
Zelloidinlosung. Das Eindicken dauert mehrere Tage bis
wochenlang.

Ist nun bei dem Eindicken die vorlaufige Héartung
soweit fortgeschritten, dall die Zelloidinmasse dem leichten
Druck der Fingerbeere nicht mehr stark nachgibt, so schneidet
man mit dem Messer einen viereckigen Block aus dem Zelloidin
aus, wobei das Objekt auf jeder Seite noch von einigen Milli-
metern Zelloidin umgeben bleiben soll.

Dieser noch etwas gelatinise Block mit dem eingeschlossenen
Objekt wird nun einer definitiven Hartung unterzogen.
Fiir diese gibt es verschiedene Methoden. 1. Ist das Objekt
noch nicht entkalkt, noch nicht gefirbt oder ziemlich groB
(iber 1,6 cm Kantenlinge) so bringt man das Objekt zum
Weiterhiarten in Alkohol von 709, (—85) Y, (24 Stunden bis
wochenlang). Diese Blocke konnen dann in 70 %;igem Alkohol
beliebig lange bis zum Schneiden aufbewahrt werden. (Auch
kann man die Blocke in geschmolzenes Paraffin tauchen
und dann trocken aufheben). Das Zelloidin ist fast ganz
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durchsichtig, das Anbringen von Richtlinien beim Einbetten
ist also nicht notig; spater wird man natiirlich orientierende
Nadelstiche oder eine Richtebene mit Riefen senkrecht zur
Schnittebene anbringen. Man trocknet diese Fliche und
kann den Nubian Blacking oder die Glasstiftmasse auf-
streichen. Handelt es sich um ein Kalk oder Knochen ent-
haltendes Objekt, das vorher noch nicht entkalkt war, so
bringt man den Zelloidinblock in 85 % igen Alkohol + 15 bis 50,
meist 259 Salpetersiure (spez. Gewicht 1,4), nach geniigend
langer {l1ge!j Entkalkung weiter. in 709 igen Alkohol mit
prizipitiertem Kalziumkarbonat (oder mit 5%, Natrinmsulfat)
zum FEntsiuren und in reichlich Alkohol von 709, zum
definitiven Auswaschen.

Die in 709 igem Alkohol gehirteten Blocke werden
feucht, d. h. unter Alkohol oder mit (Alkohol-) benetztem
Messer geschnitten oder durch 909 igen Alkohol direkt oder
besser unter Vermittelung einer entwissernden Alkohol abs.-
Chloroformmischung in Terpineol.

Handelt es sich um kleinere, entkalkte und besonders
vorgefarbte Objekte, so kann man auch in Chloroform ha.g:en.
Die Objekte werden darin (durch Spuren von Wasser) zuersts,
oft triibe, nach lingerem Verweilen aber wundervoll durch-
sichtig. (Gute Hirtung erzielt man auch mit Chloroform-
dampfen. Zu dem Zweck bringt man ein Schilchen mit
Chloroform unter eine Glasglocke, die gleichzeitig auf einer
Siebplatte oder sonstwie allseitig zugiinglich die Zelloidin-
blocke bedeckt. Mit dieser Art der Hiartung kann man friih
beginnen und die Vorhartung [siche oben| zum Teil ersetzen.)
Dem Chloroform kann man nunmehr (oder von vornherein)
1—2 Teile Cedernholzol oder Terpineol zusetzen und endlich
in reines Cedernholzol oder (wasserfreies) Terpineol iibergehen.
Die Blocke werden darin noch vollkommener durchsichtig.
Diese Art der Zubereitung erlaubt spiteres Schneiden
ohne Anfeuchtung des Messers; das Ol verdunstet
so langsam, dafl ein Eintrocknen nicht zu befiirchten ist.

Becher und Demaoll, Mikroskopische Technik, b5
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Terpineol lost etwas mehr Wasser als Cedernil und gibt
dem Zelloidin noch bessere Schneidbarkeit.

3. Doppelte Einbettung in Zelloidin und Paraffin.

Diese fiir kleine Objekte vortreffliche Methode vereinigt
einige wesentliche Vorteile der Zelloidineinbettung (Garantie
fiir Erhaltung normaler Lagerungsverhaltnisse, Nichtbriichig-
keit der Masse) und der Paraffinmethode (diinne Schnitte).
Sie schlieit sich eng an die Einbettung in Zelloidin mit
Chloroformhartung an. Vorfarbung der Stiicke ist micht
erforderlich. |

Das Objekt wird zunidchst in Zelloidin eingebettet,
dann in Chloroform definitiv gehdrtet oder nach Alkohol-
hirtung in Chloroform-Alkohol abs. griindlich entwéssert
und in Chloroform {ibergefithrt. Nachdem es hier vollig
durchtriankt und aufgehellt worden ist, schneiden wir “den
Block unter Chloroform ungefihr in die Form, in der er
geschnitten werden soll, nur an der der projektierten Schnitt-
fliche entgegengesetzt liegenden Seite soll reichlich Zelloidin
bleiben. Die Schnittfliche und eine auf dieser senkrecht
stehende Seitenfliche sollen hesonders eben geschnitten
und letztere eventuell schon jetzt mit einer geraden, scharfen
Lingsnute versehen werden. Dies ist fiir Rekonstruktionen
aus den Schnitten notwendig.

Dann wird der Block aus dem Chloroform in der Wirme
in Paraffin mit etwas Chloroform und endlich in reines
Paraffin gebracht. Nach geniigender Durchtrinkung (etwa
2 + 2 Stunden) nehmen wir den Zelloidinblock einfach heraus,
putzen das anhaftende Paraffin ab und werfen ihn zum
Abkiihlen in Wasser, wo er weill und undurchsichtig wird.
Spiter wird der paraffindurchtrinkte Zelloidinblock, wie
ein Paraffinblock behandelt.

Danach ergibt sich fiir die Reihenfolge der Prozeduren
zur Zelloidin- und Zelloidin-Paraffineinbettung folgendes

Schema:
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Fixieren Formelfixierung
| |
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ifiir grizsere Objekte Terpineol benetzt ifiir kleinere, besonders  (fiir kleinere Objekte, die dilnn
fiir vorgefiirbte Objekte) geschnitten werden miissen)
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II. Das Schneiden mit dem Mikrotom und
das Aufkleben der Schnitte.

1. Allgemeines iiber Mikrotome!, Messereinstellung usw.

Wenn wir nach Fertigstellung der Einbettung uns dem
Mikrotom zuwenden, so haben wir, zumal zur Orientierung,
unser Interesse auf zwei Punkte zu richten: auf das Messer
und auf die Befestigung und Bewegung des Objektes. Diese
Teile miissen beim Schneiden gegeneinander bewegt werden ;
bei einigen Mikrotomen (dem Grundschlitten-Mikrotom von
Leitz und dem nach Minot) ist diese Bewegung dem Objekt
fibertragen, bei den anderen wird umgekehrt das Messer
beim Schneiden bewegt. Ferner mull nach jedem Schnitt
bezw. vor jedem folgenden ein Aufeinanderzuriicken von
Objekt und Messer um die gewiinschte Schnittdicke statt-
finden. Dieses Vorriicken geschieht bei fast allen Mikrotomen
von Seiten des Objektes, so daBl das Messer entweder ganz
feststeht oder jedenfalls wdhrend des Schneidens immer
in derselben Ebene bewegt wird. Diese Ebene ist bei Hand-
und Zylindermikrotomen durch zwei Glasschienen bezw.
durch den Tisch gegeben, das Messer wird darauf lediglich
mit der Hand gehalten und ziehend durch das Objekt gefiihrt.
Bei den Demonstrations- Studentenmikrotomen beschreibt
jeder Punkt des Messers bei Bewegung in der Schnittebene
einen Kreishogen:; bei den meisten Mikrotomen wird das
Messer jedoch geradlinig bewegt, es ist dann auf einem
Schlitten befestigt, der zwischen einer senkrechten und
einer schrigen Metallbahn gleitet (,,Schlittenmikrotome®)
oder supportartig eine horizontale Gleitschiene umklammert
(,,Supportmikrotom®),

Von groBler Bedeutung ist die Stellung des Messers.
Dabei ist auf zweierlei zu achten. Zunichst auf die Stellung
der Schneide zur Schnittbahn. Zum Schneiden gefrorener

1 Bekannte Mikrotomfirmen sind Jung (Heidelberg), Leitz (Wetzlar),
Sartorius (Goéttingen), Zinunermann (Leipzig) u. a,
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Objekte und der meisten Paraffinblocke wird das Messer
oquer, d. h. senkrecht zur Schnittbewegung gestellt.
Studentenmikrotome** gestatten meist nur (ungefahr) quere
Messerstellung; sie eignen sich daher nur fiir Eis- und Paraffin-
schnitte. Bei fast allen anderen Mikrotomen lafit sich das
Messer auch schriag zur Schnittbewegung befestigen, man wahlt
meist einen Winkel von 46—30 Grad zwischen Schneide und
Schnittrichtung. Schrigstellung des Messers ist fiir Zelloidin-
schneiden unentbehrlich, es wird ferner gelegentlich bei harten,
inhomogenen Objekten in Paraffin und Zelloadinparaffin an-
gewendet. Die Schrigstellung des Messers wirkt namlich
wie eine Verdiinnung desselben; die Dicke des Messerriickens
wird auf lingerem Weg genommen als bei Querstellung.
Auch fillt dabei die bei dem Quermesser zuweilen aui-
tretende Zusammenschiebung der Schnitte in der Schnitt-
richtung fast ganz weg. Das Quermesser bietet aber beim
Paraffinschneiden andere grofle Vorteile, die ithm dort den
Vorrang sichern.

Der zweite Punkt betrifft die Stellung des Messers
zur Schuittflache. Steht das Messer zu steil zu dieser Ebene,
so kann es vibrieren und kratzt (zumal bei harteren Objekten)
anstatt weich zu schneiden. Andererseits darf man den Winkel
zwischen Messerebene und Schnittebene auch nicht zu klein
machen. Als Grundregel gilt ndmlich: es darf kein Teil
des Messers (z. B. der Riicken) mehr gegen die
Schnittebene vorragen als die Schneide, andern-
falls wiirde ja das Objekt von dem mehr vorspringenden
Teil gestreift und eventuell gedriickt und geschidigt werden.
Dies ist besonders bei den auch an der Blockseite hohl-
geschliffenen Messern, die zuweilen bei Minotschen Mikio-
tomen gebraucht werden, zu beachten. Aber auch die
itbrigen Messer, bei denen wenigstens die dem Objekt
zugekehrte Seite plangeschliffen ist, miissen mit dem Riicken
weiter vom Block entfernt werden als man zunichst denkt.
Das liegt an der sogenannten , IFFazette” der Messerschneide.
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Um néamlich beim Schleifen eines Messers nicht die ganze
Flache abtragen zu miissen, umgibt man den Riicken der
Messer dabel mit einer an einer Seite offenen Rohre.

Unsere untenstehende Figur lalit erkennen, wie dadurch
an der Schneide zwel Flichen entstehen, die einen etwas
grolleren Winkel bilden als die Hauptflichen des Messer-
keilles. Wenn also das Messer mit der hinteren
Fazettenkante nicht die Schnittflache des Blockes
driicken soll, so mul} das Messer gegen die Schnitt-
flaiche mindestens ebenso stark geneigt sein,
wie es auf dem Schleifstein bei Anwendung der
Abziehvorrichtung geneigt ist. Bei Anwendung
biegsamer Streichriemen wird die Fazette noch

steiler.

M ‘\\. “'t:‘\ a’%‘mm

Fig. 3. Entstehung der , Fazette” beim Abziehen des Messers mit
der Abziehvorrichtung (nach Schiefferdecker).

Man kommt fiir alle Zwecke mit einfach keilférmigen
Messern aus, doch sind fiir Paraffin und besonders fiir Zelloidin
auch plan-konkav geschliffene in Gebrauch. Sie haben
etwas diinnere Schneide und sind daher leicht zu schleifen.
Bei diesen Messern stellt man immer die konkave IFlache vom
Objekt ab. Bei stark konkaven Messern vertritt der vor-
springende Riicken auf der hohlen Seite die Abziehvorrichtung,
man braucht also beim Schleifen nur die andere Seite des
Riickens etwas zu erhohen. Dies geschieht durch Anbringen
eines Drahtes, der mit Vorrichtung zum Anschrauben ver-
sehen ist.

Die Mikrotommesser nach Thoma und Weigert haben
eine Art Handgriff, mit dem sie (bei Schlitten- und Support-
mikrotomen) direkt auf den Messerschlitten it einer
Schraube befestict werden konnen. Diese Messer sind so
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geschliffen, dal die plane, nach untengekehrte Seite dazu
gleich richtige Neigung hat. Die handgrifflosen Messer

Fig. 4. Kleines Schlittemmikrotom.

werden auf den Schlittenmikrotomen mittels besonderer
Klemmen befestigt. Die Klemme wird mit ihrem Gabelteil

Fig. b. Einfache Messerklemme.

unter der Mutter des Messerschlittens festgeschraubt. Die
handgrifflosen Messer werden nun zwischen den Backen der
Klemme befestigt und sie kinnen in ihrer Neigung gegen
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die Ebene des Schnittes verstellt werden. Gegeniiber den
grolien oberen Schrauben der Messerklemme besitzt die
untere Backe der Klemme nochmals 2 kurze (mit Schraub-
zicher verstellbare) Schrauben; je hoher wir dieselben wvor-
schrauben, je steiler wird das Messer stehen. Es werden auch
Klemmen mit noch bequemerer Verstellung und Ablesung
der Messerneigung hergestellt. Bei vielen Mikrotomen sind
Klemmen am -Mikrotom vorhanden, die eine ganz ent-
sprechende Stellvorrichtung haben. Sind die Schrauben
einmal richtig eingestellt, so liBt man sie am besten ein
fiir allemal in der Stellung stehen.

Der Objektteil der Mikrotome besteht im wesent-
lichen aus einem Schlitten, der durch eine Mikrometer-
schraube bewegt wird. Diese Schraube besitzt eine genaue
Teilung (in 0.01; 0,005 oder 0,001 mm d. h. 10u; 5 pu oder
1), so daB man durch Drehen um einen oder mehrere
Teilstriche das Objekt um den gewiinschten Betrag gegen
das Messer vorschieben kann. Diese Verschiebung wird bei
vielen groBen Mikrotomen automatisch vor jedem Schnitt
vollzogen, so dall man die gewiinschte Schnittdicke an
einer Skala nur einzustellen und nachher die Schnitt-
bewegung auszufithren braucht. Dhie griofite einstellbare
Schnittdicke betriagt meist 20 oder 25 p; will man noch dicker
schneiden, so mufl man die automatische Hebeeinrichtung
zweimal arbeiten lassen, bevor man den Schnitt durchfiihit.
Alle automatischen Hebungen beruhen darauf, dall beim
Riickweg der Schneidebewegung oder zwischen zwei Schnitten
die mit Ziahnen versehene Mikrometerschraube um eine
Reihe von Ziahnen von einem , Mitnehmer” gedreht wird,
beim Zurtickgehen des mitnehmenden Hakens setzt dieser
aus, so dall die Hebung nicht wieder riickgangig gemacht
wird. Dieses Mitnehmen wird nun durch die Einstellvor-
richtungen auf eine beliebige Zahl von Teilstrichen beschrankt.
Alle diese Einrichtungen sind ohne weiteres verstandlich.
Die Mikrometerschranbe lafit sich — eventuell nach Aus-
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schaltung der automatischen Hebung — zuriickschrauben,
wenn sie allmihlich zu weit vorgekommen war. Als allgemeine
Regel fiir Objekthebung beachte man, dall sie immer
erst dann vollzogen werden darf, wenn das Objekt
nach dem Schneiden wieder der Messerschneide und
nicht mehr dem Riicken gegeniibersteht. Andernfalls
tritt Quetschung des Objektes beim Zuriickfithren des
Messers ein. '

Auf dem Schlitten, der von der Mikrometerschraube
verschoben wird, sitzt der Trager fiir das zu schneidende
Objekt. Er besteht fiir Paraffinpriparate am besten aus
einem Eisentischchen mit rundem Stiel, das in verschiedener
Hihe festgeschraubt werden kann ; fiir Zelloidinschnitte ist eine
Klemme mit Schraube vorhanden, fiir Gefrierobjekte werden
besondere Einsitze gebraucht; alle diese Teile werden meist
mit ihrem Stiel wie das einfache Paraffintischchen ein-
gesetzt.

Bei Demonstrations- und Handmikrotomen ist das
Objekttischchen oder die Klemme oft nur in der Hohe
verschiebbar und um seine Achse drehbar. Man mufl hier
also dafiir sorgen, dall die untere Fliche des Paraffinblockes,
die auf das Tischchen aufgeklebt werden soll, der Schnitt-
ebene vorher parallel gemacht wird. Wird das Objekt jedoch
vorher auf Holz oder Stabilit befestigt und in die
Klemme gebracht, so besteht etwas groflere Fretheit fiir die
Orientierung?,

Bei allen grofieren Mikrotomen ist das Tischchen (bezw.
die Klemme) durch ein Kreuzkopfgelenk mit dem Schlitten
verbunden oder es ist eine Neapler Klemme vorhanden;
diese Einrichtungen gestatten Drehung um zwei aufeinander
senkrecht stehende Achsen, so dall man noch nach dem

I An Stelle des einfachen Paraffintischchens kann vielfach eine
eapeler Klemme'* eingeschraubt werden. Die Objekte werden auf ein
Holz- oder Stabilitklétzchen geschinolzen, eingespannt und konnen
nun durch zwei Schrauben in zwel aufeinander senkrecht stehenden
Ebenen gedreht und schr genau orientiert werden.
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Aufkleben oder FEinspannen des Blockes die gewiinschte
Schnittrichtung in die Messerebene einstellen kann. Am
vollkommensten ist das Grundschlittenmikrotom in bezug
auf Orientierungsmoglichkeit ausgeriistet: hier ist eine
Kugelgelenkklemme vorhanden, die neben der Beweglichkeit
nach allen Richtungen noch den Vorteil bringt, dafl das Objekt
seinen Ort bei einer Drehung in beliebiger Richtung moglichst
wenig andert.

Sind gewiinschte Schnittebene und Messerebene parallel
orientiert, so bringt man sie vor dem Schneiden dadurch
zum Zusammenfallen, dafl man das Objekttischchen oder die
Klemme an einem Stiele hoher oder tiefer festklemmt. Bei
den grollen Leitz'schen Instrumenten (Grundschlitten-, GroBem
Schlitten- und Minotmikrotom) kann diese Verschiebung noch
einfacher dadurch geschehen, dafi man die den Objektschlitten
tragende geteilte Mikrometerschraubenmutter mit der Zange
von der Spindel abhebt und in passender Hohe wieder ansetzt.

AubBerdem mag darauf hingewiesen werden, dafl man sich
nach richtiger Einstellung von Messer und Objekt vor dem
Schneiden iiberzeugen soll, dall alle in Frage kommenden
Schrauben gut angezogen sind. Nur dann kann die Stabilitit
erreicht werden und die genaue Fixierung aller Teile, die zur
Herstellung gleichmilBiger diinner Schnitte erforderlich sind.
Beim Grundschlittenmikrotom wahlt man den Abstand der
das Messer tragenden Saulen so klein wie moglich; so wird ein
eventuelles Vibrieren des Messers eingeschrankt. Ferner hat
man auf Sauberkeit aller Teile zu achten. Paraffinschnitzel
kleben besonders gern am Metall fest an, sie miissen vor allem
von Mikrometerspindel und Gleitbahn, von Messer- oder
Objektschlitten sorgfiltig entfernt werden (ev. mit etwas
Xvylol durchtrinktem Lappen). Die Gleitbahnen sind gleich-
méafBig aber nicht zu dick einzufetten. Die Mutter der Mikro-
meterspindel soll nicht schlottern, doch auch nicht zu fest
angezogen sein. Nach Gebrauch des Mikrotoms, besonders
nach dem Schneiden wvon Zelloidin, wobei eine Uber-
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schwemmung mit stark wasserhaltigem Alkohol (70%;) un-
vermeidlich ist, muB eine sorgfiltige Reinigung vorgenomimen
werden. Rostflecken und dergl. schidigen natiirlich die
Ebenheit der Bahnen und damit die ganze Leistung in

bedenklicher Weise.

2. Das Schneiden von Paraffin und Zelloidinparaffin,
Weiterbehandlung der Paraffinschnitte.

Der aus dem Erstarrungsschiffchen genommene Paraffin-
block ist gewohnlich fiir das Schneiden zu grofi; die grollen
Schnitte sind schwerer herzustellen und es wiirden nur
wenige Schnitte auf einen Objekttriger gehen. Wir schneiden
daher den Block zu. Man darf dabei nicht einfach ein starkes
Messer durch das Paraffin durchdriicken: das Paraffin wiirde
dabei brechen, und solche Briiche konnen unregelmilig
laufen, das Objekt treffen und so erheblich schaden. Am
besten ritzt man den Block langs der Linien, nach denen man
ihn zuschneiden mdochte, mit einer kraftigen Nadel. Man
ritzt immer tiefer und hat den Block sehr bald durchgetrennt.
Dann erst kann man die Flichen mit dem Messer genauer
abschaben. Mit dem Zuschneiden geht man so weit, dal}
auf jeder Seite des Objektes noch eine etwa 1146—2 mm dicke
Paraffinschicht vorhanden ist. Im allgemeinen schneidet
man den Block ungefihr parellel-epipedisch zu; bei langen
diinnen Objekten, die quer geschnitten werden sollen, 140t
man ihn nach der Basalseite hin etwas dicker, um ein Brechen
durch den Messerdruck zu vermeiden. .

Die Basalflache des Blockes soll eine grolere Entfernung
(mindestens 5 mm) vom Objekt haben als die anderen End-
flachen; diese Flache wird namlich bei dem Aufschmelzen
auf das Paraffintischchen des Mikrotoms etwas abgeschmolzen.
Wenn wir die Basalfliche des Einbettungskastchens als
Richtfliche benutzten und auf derselben Richtlinien an-
brachten, so darf diese Fliche nicht verschnitten werden.
Wir richten vielmehr nach ihr die iibricen. In Richtfliche
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und Richtlinie ist das Objekt gewihnlich so gelegt, dass die
Schnittrichtung senkrecht auf der Richtlinie stehen soll.
Wir schneiden also zunichst eine Ebene parallel zu dem ersten
Schnitt der das Objekt treffen soll und legen diese Fbene
moglichst genau senkrecht zu Richtlinien und Richtebene.
Gegeniiber der Schnittfliche wird dann die Basalfliche
in 5 mm Abstand vom Objekt gleichfalls senkrecht zur Richt-
linie zugeschnitten. Die iibrigen Flichen sind von geringerer
Bedeutung (s. Fig. 6).

Nunmehr schrauben wir ein Paraffintischchen auf das
Mikrotom in ungefihr horizontaler Stellung und schieben

Fig. 6. Fig. 7. Blechspatel zum Aufschmelzen.

Zugeschnittener Paraffinblock
mit getarbter Richtebene wnd
Richtlinien,

das Messer moglichst bel Seite. Dann erhitzen wir ein Stiick
etwa 14—1 mm dicken Blechs von Spatelform (s. Fig. 7) am
breiten Ende in der Bunsenflamme, driicken dasselbe auf das
Paraffintischchen (zum Anwiarmen), legen schnell eimige
Paraffinbrockchen darauf und schmelzen dieselben zu einer
einheitlichen Paraffingrundlage auf dem Tischchen durch Auf-
driicken mit dem heillen Spatelende fest. Wahrend diese
diinne Paraffinlage erstarrt, nehmen wir den zugeschnittenen
Block, fassen ihn mit einer Pinzette oder mit den
Fingern am Oberende, erhitzen wieder den Spatel und fahren
nun mit demselben iiber die Paraffinflache des Tischchens
und dann schnell unter der Basalflache des Blockes her.
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Darauf driicken wir den Block mit seiner Basisfliche
sofort auf das Mikrotomtischchen auf. Bei Demonstrations-
und Handmikrotomen ohne Orientierungseinrichtungen ist
genau darauf zu achten, daf} dabei die provisorische Schnitt-
fliche parallel (oder die Richtfliche senkrecht) zur Tischchen-
fliche kommt. Bei den anderen Mikrotomen i1st das auch
erwiinscht, doch 4Bt sich dort ja durch das Kreuzkopf- oder
Kugelgelenk spiter Parallelitit von projektierter Schnitt-
fliicllezund Messerebene erreichen. Gleich nach dem Auf-
schmelzen laft sich der Block auch noch um eine Kleinigkeit
zurechtdriicken. Dann kommt das Tischchen samt dem Block

Fig. 8,

zur Abkiithlung in eine Schale mit Wasser. Wenn die Farbung
und Uberkleidung der Richtebene noch nicht vorher aus-
gefithrt wurde, so hat sie jetzt zu erfolgen.

Inzwischen stellen wir das Messer des Mikrotoms
quer, so dafl die Schneide genau senkrecht zur Bahn steht.
Das ganze Instrument wird gepriift und in Stand gesetzt.
Dann wird das Tischchen mit dem Objekt abgetrocknet
und nahezu in Hohe der Messerschneide eingeschraubt.
Wir drehen das Tischchen so, dafl das Objekt dem Messer
seine kleinste Breite zukehrt (s. Fig. 8) und daf} die vordere
Kante der Schneide parallel liegt. Ist dagegen eine in anderer
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Richtung groller ausgedehnte harte Stelle im Objekt vor-
handen, so kann Drehung derselben in die Schnittrichtung
von Nutzen sein. Im allgemeinen schneidet man am besten,
wenn die hirtesten Stellen dem Messer mit ihrer geringsten
Breite entgegentreten (s. Fig. 8). Doch ist bei ganz harten
Objekten i{iberhaupt Schrigstellung des Messers oft emp-
fehlenswerter.

Dann stellt man die Messerschneide gerade {iber den Block
und schiebt den letzteren bis dicht an die Schneide vor.
Nun wird von verschiedenen Seiten visiert, ob die projek-
tierte Schnittebene parallel zur Bewegungsebene der Messer-
schneide liegt. Ist das nicht der Fall, so mull mit Hilfe von
Verstellung von Kugel- oder Kreuzkopfgelenk Parallelitiat
hergestellt werden.

Wenn dies erreicht ist, heben wir das Objekt auf dem
Tischchen oder mit Mikrometerschraube bezw. der Mutter-
zange bis ditekt unter die Schneide. Beim Verschieben mit
der Schraube oder der Zange mufl darauf geachtet werden,
dall noch genug Raum auf der Spindel bleibt, um nachher
das ganze Objekt mit der Schraube Schnitt fiir Schnitt bis
zum Ende heben zu koénnen.

Nunmehr kann man die ersten Schnitte machen. Man
stellt auf die gewiinschte Schnittdicke ein, und versucht
zu schneiden (etwa 5—20u). Die ersten Schnitte milllingen
oft; ihr Umschlagen iiber das Objekt verhindert man mit
einem leise aufgedriickten Papierstiickchen oder Pinsel.
Man lafit den ersten gelungenen Schnitt auf der Messerkante
hingen. Beim Weiterschneiden setzen sich dann die folgenden
Schnitte meist an die vorhergehenden an, schieben sie nach
dem Messertiicken zu und bilden zusammen ein mehr oder
weniger langes Band. Dann entfernen wir durch eine Reihe
besonders dicker Schnitte das Paraffin, das noch iiber dem
Objekt liegt und beginnen nun das eigentliche Schneiden
des Objektes. Zuerst macht man wiederum noch einige
leere Schnitte iiber dem Objekt, damit die ersten Objekt-
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schnitte nicht die immer gefihrdeten ersten Schnitte sind.
Schnurren die Schnitte zu einer engen Rolle zusammen,
so wihlt man besser etwas geringere Schmittdicke oder man
sucht durch in die Nihestellen eines Bunsenbrenners die
Hiarte des Paraffins etwas herabzusetzen. Wie bemerkt,
eignet sich Paraffin von 45—50° am besten zu Schnittdicken
von 256—10 u, solches von 55—60° zu Schnitten von 7—2 15 .
Imm heilen Sommer verschieben sich diese Verhiiltnisse
etwas, man nimmt etwas hirteres Paraffin. Es besteht also
nach dem Einbetten nicht mehr immer freie Wahl inbetreff
der Schnittdicke. Im allgemeinen gentigt fiir die anatomische
Untersuchung zumal bei grofleren Objekten eine Dicke von
20 go; fiir kleinere Objekte diirfte 10 u die gebrauchlichste,
fiir feine histologische Zwecke b u die geeignetste Schnitt-
dicke sein. Bei ganz kleinen Gegenstinden von homogener
Struktur kann man fiir manche Zwecke ohne Schwierigkeit
bis zu 215 x4 herunter gehen. Diinner zu schneiden gelingt
nur selten und hat auch nur sehr selten Zweck (Protoplasma-
struktur); man bestreicht dann die Schnittfliche vor jedem
Schnitt mit einer diinnen Losung von Schellack in Alkohol abs.
(oder mit Paraffin oder 19 Zelloidin), um das Reillen der
dublerst diinnen Blittchen zu verhindern.

Wenn die Schnitte geraten und sich gut aneinander
schieben, so nimmt man sie am Messerriicken im Zusammen-
hang ab, am besten mit lanzettenférmigen Messerchen.
Man lafit jedoch immer ein paar Schnitte am Messerrand,
damit die neuen Schnitte gleich Anhalt finden und sich nicht
rollen konnen.

Das Minotsche Mikrotom (s. TFig. 9) ist speziell fiir das
Schneiden langer zusammenhidngender Bander eingerichtet.
Die Schnitte rutschen hier iiber das senkrecht stehende Messer
nach unten. Man nimmt das Band iiber einen Prédparier-
nadelstiel mit der linken Hand und zieht es langsam weiter,
wihrend das einfache Drehen einer Kurbel immer neue
Schnitte liefert und in ein paar Minuten ein grofles Objekt
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in eine Schnittserie zetlegt. Auch kann man das Band auf
einer ,, Bandfithrung®, d. h. einem Riemen ohne Ende immer
welter bewegen. Das Minot-Mikrotom ist zum Schneiden
gut schneidbarer Objekte uniibertrefflich und spart sehr viel
Zeit; fir diffizile Sachen, bei denen keine Serien entstehen,
1st es weniger geeignet als andere Instrumente (obwohll
auch hier Schrigstellung des Messers moglich ist).

Fig. 9. Minotsches Mikrotom (von E. Leitz).

Dickere Schmitte wvon harterem Paraffin (55—609)
fiigen sich meist nicht zu Bidndern zusammen, das harte
Paraffin klebt zu wenig. Man kann dem dadurch abhelfen,
dall man den ganzen aufgeschmolzenen Block am Stiel des
Paraffintischchens nimmt und nun fiir einen Augenblick
in fliissiges Paraffin von niedrigem Schmelzpunkt (429 taucht.
Der dadurch entstehende Mantel ergibt klebrigere Saume
der Schnitte.
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Die kurzen oder grofleren Schnittbinder (langer als
30 cm sollte man sie nie werden lassen) legt man mit 2 Lan-
zetten, die man unterschieben oder mit denen man den Schnitt-
rand anstechen kann, in ihrer Reihenfolge auf FlieBpapier
oder am besten auf eine grofle Linoleum - Platte. Man
beachte, dall die Oberseite der Schnitte matt, die Unter-
seite glianzend ist und lege immer die matte Oberseite
nach oben. Von einem reichlich groflen Staubkasten bedeckt,
kann man die Schnitte gut ein paar Stunden liegen lassen.

\ Fig. 10. Fig. 11.

Natiirlich mufl man sie vor jedem Windhauch (Atem!)
schiitzen. Auch kleben die Schnitte manchmal fest an die
Unterlage an. So ist es jedenfalls geraten, sie so bald als
moglich weiter zu bearbeiten. :
Schneiden mit schrigem Messer. Schneidet sich
ein Objekt schlecht, so gehen wir zur Schrigstellung des
Messers iiber. Das Schragmesser ,,zieht mehr durch die
Objekte und schneidet daher harte Gegenstinde besser.
Parallelstellung von Blockkante und Messer ist dann iiber-
fliissig; da man jeden Schnitt einzeln abnimmt, so ist es sogar

Becher und Demoll, Mikroskopische Technik. H
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meist zu empfehlen, den Block zu einem dreikantigen Prisma
zuzuschneiden (s. Fig. 10), der dem Messer eine grofere
Paraffinzone zukehrt. Das Messer schneidet dann erst
Paraffin, so dafl man mit einem Pinsel glatten kann und tritt
an einem Punkt aus dem Block aus, so dafl der Schnitt
nicht fest an der Messerkante haftet und leicht abgenommen
werden kann. (Auch wenn man beim Schneiden mit dem
Quermesser jeden Schnitt abnehmen will, kann man mit
Vorteil dem Messer eine Kante des Blockes zu- und eine ab-
kehren [s. Fig. 11}.)

Man hebt die einzelnen Schnitte durch Anstechen (am
Rand) mit der Lanzette oder mit leicht angefeuchtetem
Pinsel ab.

Das Sehneiden von Zelloidinparaffin,

Die Zelloidinparaffinblocke werden genau so aufge-
schmolzen und geschnitten wie Paraffinmaterial. Man kann
auch genau so diinne Schnitte machen, wie bei reiner Paraffin-
einbettung; bei kleinen geeigneten Objekten bis 2 u. Dabei
ist die Masse weniger briichig und elastischer. Binder
erhilt man beim Schneiden der doppelt eingebetteten Objekte
nur bei geringer Schnittdicke. Man arbeitet daher auch gern
mit dem Schrigmesser.

Weiterbehandlung der Paraffinschnitte. Aufkleben.

Aus den Schnitten mull das schlecht durchsichtige
Paraffin durch ein Losungsmittel (Xylol, Chloroform) ent-
fernt werden; dabei wiirden aber in sehr vielen Fillen die
Teile des Schnittes ihren Zusammenhang verlieren, Zer-
reifungen und Verschiebungen erfolgen. Deshalb klebt man
die Schnitte auf die Objekttfager fest noch bevor das Paraffin
gelost ist. Dies ist besonders vorteilhaft, ja meist ganz unent-
behrlich, wenn die Schnitte noch gefarbt werden sollen,
also noch verschiedene Fliissigkeiten passieren miissen.
Nach dem Aufkleben lost man dann das Paraffin weg, der
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Schnitt ist nun mit allen seinen Teilen auf dem Glas festgelegt
und so kann in bequemster Weise damit hantiert werden.

War das Objekt schon in Haematoxylin oder Karmin
vorgefarbt, so braucht nach dem Aufkleben nur noch das
Paraffin durch Xylol entfernt zu werden, dann kann sofort
ein Tropfen Kanadabalsam zugegeben und das Deckglas
aufgelegt werden. Wenn grofle, dicke glatte Schnitte vor-
liegen, so kann man in diesem Falle mit Kollodium (1. Vol.
auf 3—4 Vol. Nelkendl) aufkleben. Die Losung wird diinn
auf den Objekttriager gestrichen, dann die Schnitte aufgelegt,
angedriickt und endlich auf dem Wasserbad bei etwa 35°
das Ol verdunstet. Dann kleben die Schnitte und das Paraffin
kann entfernt werden.

Als allgemeine Methode empfehlen wir dagegen das
sAufkleben mit Wasser” oder mit , Fiweillglyzerin
und Wasser®,

Das Aufkleben mit Wasser beruht auf der festen Adhision
von Schnitt und Glas, die eintritt, wenn eine kapillare
Wasserschicht zwischen beiden durch Verdunstung allmahlich
entfernt wird (siehe auch p.110). Die Methode wird folgender-
malen angewendet. Frische (ungebrauchte) Objekttrager
werden 1n Seifenlosung gestellt (eventuell Tage lang vorher).
Auf den Arbeitstisch zeichnen wir uns den Umrill der ge-
brauchten Objekttriger und tragen in diesen Umrif} den-
jenigen der zur Anwendung kommenden Deckgliser in der

Fig. 12, UmriB von Objekttriger und Deckgldschen
auf dem Arbeitstisch.

Mitte ein (s. Fig. 12). Fiir Einzelpraparate gebraucht man
kleine, fiir Schnittserien moglichst grofle Deckgliser (bis

g*
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20x50 auf Objekttriager 26x76). Dann nehmen wir einen
Objekttrager aus der Seifenlosung, reiben ihn naB kriftig ab,
spiillen thn dann rein und trocknen ihn mit reinem Tuche.
Ein gut gereinigter Objekttrager mull sich beim Anhauchen
gleichmallig beschlagen (nach dem Reibenerst abkiihlen lassen).
Nun legen wir ihn auf unseren Umril und streichen mit
einem Pinsel oder Glasstab von oben links einen Streifen
destilliertes Wasser parallel der oberen Deckglaszone. Dieses
Wasser darf sich nicht in einzelne Tropfchen zusammen-
ziehen, sondern muf} sich gleichmiBig ausbreiten (andernfalls
erneutes Reinigen)! Dann legen wir die ersten Schnitte,
die das Objekt getroffen haben, der Reihe nach von links
nach rechts in den Wasserstreifen, wobeil wir darauf achten,
dal alle Schnitte ihre matte Seite nach oben haben! Die
in einer Linie nebeneinander gelegten Schnitte sollen auf
jeder Seite einige Millimeter von der Deckglasgrenze entfernt
bleiben; sie dehnen sich namlich spiter noch aus. Wenn die
erste Reihe voll ist, ziehen wir einen neuen Wasserstreifen
und fangen wieder links an. So geht es fort bis der ganze
Deckglasraum belegt ist. Hat man zu viel Wasser genommen,
so schwimmen die Schnitte leicht durcheinander. Man
ordnet sie mit einer Nadel. War zu wenig genommen, so
kann man jetzt einen Tropfen unterfliefen lassen. Dann
nehmen wir den Objekttriger und legen ihn auf das (ebene!)
Tischchen eines Wasserbades, das auf 35—42° erhitzt sein
soll. Das Wasser erwarmt sich hier, das Paraffin der Schnitte
wird weich, und da sie schwimmen und ganz unbehindert
sind, so strecken sie sich in der vollkommensten Weise.
Sie diirfen unter keinen Umstdnden schmelzen, da dabei sehr
haufig ein Auseinanderweichen der Schnittteile und sonstige
Schidigungen der Gewebe auftreten. Sind die Schnitte gut
gestreckt (die nicht seltene Zusammenschiebung der Schnitte
gleicht sich dabei wieder aus), so ziehen wir an einer Seite
das Wasser mit FlieBpapier ab, ordnen die Schnitte noch ein-
mal definitiv und saugen dann den letzten nicht kapillar
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gebundenen Wasserrest weg. Dann bekommt der Objekt-
trager, wenn es sich um eine lingere Serie handelt, in einer
bestimmten Ecke (z. B. links unten) seine Nummer (mit
Olstift, Glastinte oder Schreibdiamant) und wird zum Trock-
nen gelegt.

Das Trocknen soll nicht zu schnell geschehen. Am besten
legt man die Objekttrager auf einen auf etwa 25° eingestellten
Wirmtisch (Wasserbad) oder in einen so regulierten Thermo-
staten. Dann verdunstet das zwischen Glas und Schnitten
kapillar gehaltene Wasser allmahlich und zieht die letzteren
auflerordentlich eng und fest an die Unterlage. Das Trocknen
sollte immer einen halben Tag dauern, oft kann man die
Schnitte allerdings schon nach ein paar Stunden weiter-
behandeln. Besser ist es aber, die Schnitte einen Tag und
langer an staubfreiem Orte liegen zu lassen.

Diese Methode ist an Reinlichkeit und Sicherheit fiir
die meisten Objekte ideal; sie sollte immer angewendet
werden, wenn die Objekte vorgefirbt waren und nachher
nicht mehr (oder nur in Xylol-Pikrinsiure) nachgefarbt werden
sollen. Aber auch wenn die Schnitte in wisserigen Lisungen
gefarbt werden sollen, ist diese Methode meist die beste.
Nur bet Objekten mit einzelnen diinnen Chitinlamellen, sowie
nach Fixierung mit Osmiumsdure greifen wir zu einer
Modifikation: zum Aufkleben mit Eiweil und
Wasser.

Man mischt 50 cem Eiweil und 50 cem Glyzerin, gibt
1 g Natriumsalizylat zu und filtriert. Von dieser Lisung
bringt man ein kleines Tropfchen (keinen Tropfen!) auf den
Objekttrager und reibt es mit der reinen Fingerbeere iiber
die Deckglaszone des Objekttragers aullerst diinn aus. Dann
bringt man Wasser darauf und verfihrt genau wie bei der
Wassermethode. Das Wasser breitet sich auf dem Eiweild
tadellos aus, man braucht also die Objekttriger nicht so
sorgfaltig zu reinigen. (Man kann auch — wenn keine
Streckung und Glittung — noétig ist, die Schnitte direkt auf
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das Fiweill andriicken und dann die Klebmasse iiber die
Flamme vorsichtig koagulieren.) Nach dem Aufkleben mit
Fiweiliglyzerin darf man nicht sofort aus dem paraffinlésenden
Xylolin Balsam gehen, sondern mufl das in Balsam Triibungen
gebende Glyzerin vorher durch Alkohol entfernen. Bei
sehr intensiver Plasmafarbung kann sich das Eiweill
— zumal wenn es zu dick aufgetragen wurde — etwas
mitfarben.

Die  Weiterbehandlung der aufgeklebten
Schnitte hat folgendermaBen zu erfolgen. Zunichst wird
das Paraffin aufgelost; dazu werden die Objekttrager mit
den Schnitten in Rillentroge oder in etwa 10 cm hohe Glas-
zylinder gebracht, die Xylol oder Chloroform enthalten
(Dauer: 1 bis wenige Minuten).

War das Objekt in toto gefdrbt und der Schnitt
ohne Glyzerin aufgeklebt, so kann dann sofort Kanada-
balsam zugegeben und ein Deckglas aufgelegt werden. FEine
Doppelfirbung zu Vorfirbung mit Haematoxylin oder Karmin
erhilt man, wenn man aus dem Xylol in eine Losung von
Pikrinsdure in Xylol geht (1 bis wenige Minuten);
dann in reinem Xylol abspiilt und Balsam und Deckglas
daraufbringt. Auch kann man aus dem Xylol in Alkohol abs.
mit darin gelosten Plasmafarbstoffen z. B. Fosin oder
Lichtgriin (letzteres fiir Karnmunvorfarbung) gehen (wenige
Minuten), in reinem Alkohol abs. abspiilen und dann wieder
den Weg: Xylol—Kanadabalsam—Deckglas gehen. Auch so
entstehen schone Doppelfarbungen.

War der Schnitt noch ungefdarbt, so miissen
wir durch wassrigen Alkohol auf dem Weg: Xylol-—Alkohol
96 9% — Alkohol 709, — Alkohol 509, in Wasser. Alle diese
Fliissigkeiten werden in jenen Zyvlindern oder Trogen bereit-
gehalten und die Schnitte nach dem Auflosen des Paraffins

1 Hier ist der meist gebrauchte Alkohol abs. nicht nétig! Doch
darf man an seiner Stelle nicht Alkohol unter 96°%, verwenden.
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auf den Objekttragern durchgefiihrt (in jeder Fliissigkeit
wenige Minuten). Aus dem Wasser gehen wir dann in die
Farblosung.

Vorschriften fiir einige Féidrbungen. (Ausfiibr-
liches dariiber siehe im speziellen Teil.) Man farbt mit
Karmin-, Haematoxylin-oder Teerfarbstoffen. Die wichtigsten
Karminfarbstoffe wurden oben schon erwihnt. Schnitte
brauchen meist nur kiirzere Zeit gefarbt zu werden. Nach
Karmalaun wird mit 29 Alaunlésung, dann in dest. Wasser
und endlich in Leitungswasser ausgewaschen. In alkohol.
Boraxkarmin, das nur langsam fiarbt und sich weniger fiir
Schnittfarbungen eignet, gehen wir direkt aus Alkohol 707,
Ausgezogen wird hier mit Salzsdurealkohol (70" iger Alkohol
mit 149, H Cl), dann Alkohol 709;,. Nach Karminfarbung kann
man mit Pikrinsdure in Xylol oder mit Wasserblau oder
Lichtgriin in Alkohol abs. nachfédrben.

Von Haematoxylinfirbungen wird am haufigsten Haema-
toxylin mnach Boehmer-Hansen gebraucht.  Schnitte
werden oft in wenigen Minuten (oder noch weniger Zeit)
gefarbt. Dann kann man (wenn reine Kernfarbung
erwiinscht ist) mit Alaunlosung (2 9ig), spdter mit dest.
Wasser auswaschen und mit ILeitungswasser ,blduen’.
Nachfirbung mit Fosin in Wasser (besser noch vor dem
Haematoxylin anwenden, Konzentration beliebig), mit
Orange G. in Alkohol abs. (oder Vorfirben mit wissr.
Orange) oder mit Pikrinsdure in Xylol. Fiir manche Zwecke
(Kernstudien etc.) ist bei diinnen Schnitten (10u und
darunter) Fisenhaematoxylin ausgezeichnet: die Schnitte
kommen aus Wasser fiir 6—12 Stunden in 214 % ige Lisung
(klarer wvioletter Kristalle) von Eisenalaun (schwefelsaurem
Eisenoxyd-Ammoniak; nicht erwdrmen), und nach Abspiilung
mitWasser ineinealte, wissrige 15—1 9 ige Haematoxylinlosung
(bis 24 Stunden und linger), werden dann wieder gewaschen
und zuriick in den FEisenalaun gebracht, in dem sie sich lang-
sam entfarben (sie waren im Haematoxylin schwarz geworden).
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Wenn der gewiinschte Grad der Entfarbung erreicht ist
(unter dem Mikroskop kontrollieren), bringt man die
Schnitte auf etwa 14, Stunde in flieBendes Wasser
zum Waschen. Nachgefarbt wird in kraftigen Losungen
von Wasserblau, Lichtgriin, Sdurefuchsin oder Bordeauxrot
in Wasser,

Mit Osmiumsaure (oder O.-gemischen) fixiertes Material
farbt man am besten mit Eisenhaematoxvlin oder mit Teer-
farben, die aber auch sonst gute Firbungen geben. Viele
Teerfarben verblassen in den Praparaten rasch, so das sonst
iiberaus schone und bequeme blaue Thionin. (Man farbt in
konzentrierter oder diinnerer Losung in Wasser, 19, igem
Karbolwasser oder 29/,igem Anilinwasser, spiilt in Wasser
ab, entfirbt in 709, Alkohol soweit man wiinscht, geht dann
in 969, Alkohol — Alk. abs. — Xylol-Balsam). Haltbar sind
die Farbungen mit Safranin und Gentianaviolett.

Das (rote) Safranin O (von Griibler und Hollborn in
Leipzig) wird in Wasser (mit 29, Anilin) event. mit 509,
Alkohol abs. konzentriert gelost. (Man kann auch ganz diinne
Losungen in Wasser nehmen). Die Farbung wird mit Alkohol
709, ev. mit 1°/,, H Cl (oder mit Methvlalkohol) differenziert ;
oft zieht aber schon Alkohol an sich zu stark aus. Man kann
aus der Farbe in konzentrierte Losung von Pikrinsdure in
Alkohol gehen; nach dem Alkohol abs. gieft man Nelkendl
auf den Schnitt zum differenzieren und geht dann in Balsam.
Gentianaviolett wird ebenfalls in wisseriger Losung (oder
in 509, Alkohol gelost) gebraucht. Wenn zu starke Lnt-
farbung in Alkohol eintritt, so geht man vorher in Wasser
mit 149 Jod und 2/;9% Jodkalium. (Dieses Mittel ist auch
beim Safranin anwendbar.) Eventuell Nachfirbung in
Orange.

Allgemein gilt, daBl die Schnitte, wenn sie in Kanada-
balsam eingeschlossen werden sollen, aus der meist wisserigen
TFarbungsfliissigkeit die Reihe der Alkohole: 50Y,iger —
709,iger — 96 % iger — abs. hinauf und durch Xylol hindurch-~
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gefithrt werden miissen, ehe sie in Balsam und unter das
Deckglas gebracht werden konnen. Kanadabalsam lost sich
in Xylol, dieses mischt sich aber nicht mit Wasser, so daB
Entwisserung in Alkohol abs. unumgénglich ist.

Unsere Bemerkungen iiber das Féarben lassen sich
kurz in dem Schema zusammenfassen:

Schoitte in Paraffin Fertiges Priiparat (aufgelegtes Deckglas)
Xylol (Entfernen des Paraffins) » Kanadabalsam Tropfen auf den Objektiriger)
e g
T3 Nylol-Pikrinsiure » Xylel
e e e e e e T
Lichtgriin ;
Alkohol 96%),ig oder abs, —p» { oder Eosin in Alk, abs. 3 Alkohol abs,
oder Wasserblau J o cocomeemnntr
Alkohol 70%ig » Boraxkarmin Alkohol 949),ijg ——3» Terpentin
L 4 A {Alkohol-
Alkohol 70 g -+ /.4, H Cl — 3 Alkohol 70%,ig balsam)

¥ _._—-—-—ﬂ‘#’fﬂ_—_’} T

. Safranin Jod-Todkali - Gummi-
— 4 - — —._.*
Alkohol s0%,ig _}{ foss el } : t! 3 » Wasser Laevulose
4 A (Glyzerin)
y Karmalaun 3= Alaun 2900z ¥ dest. Wasser ’

Wasser 3% Hacmatoxylin = , 3 s | on 3 Leitungsw, 3=
? Eisenhaematein (Hansen) —3= ,, | ,, i =
Eisenal. 2!/8/,ig 3 Wasch. i, Wass. f
_*.--"" |

Haematoxylin ¥/, %/ ig = Eisenal. ,, |e——| |—— i

I|
ﬂf‘f Yy
MNachfirben des Plasmas

JessrmsAunya |

Y ' in Eosin

Teerfarben nas oder Crange
(Thionin usw.) oder Sdurefuchsin S
oder Wasserblau usw,

L%
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3. Das Schneiden der Zelloidinblieke.

Zelloidin wird immer mit stark schriggestelltem Messer
geschnitten, der Winkel zwischen Schneide und Schnittbahn
kann 45—259 oder noch weniger betragen. An Stelle des
Paraffintischchens setzen wir die Schraubenklemme auf den
Objektschlitten der Mikrotome.



90 1I. Das Schneiden mit dem Mikrotom und das Aufkleben
der Schnitte.

Die Zelloidinblocke werden am besten auf Stabilit-
klotzchen aufgeklebt, die mit Riefen versehen sind. Stabilit
wird zur elektrischen Isolierung benutzt, es ist daher leicht
zu beschaffen. Dieses Material ist besser als Holz, das in
Alkohol quillt, manchmal Luftblasen ins Zelloidin abgibt und
jedenfalls vor dem Gebrauch mit einer hirteren Zelloidinschicht
iiberzogen werden mull. Zum Aufkleben geben wir einen kraf-
tigen Tropfen stirkster Zelloidinlosung (ev. mit 259% Benzyl-
benzoat) auf den Klotz, trocknen die Basalflache des Zelloidin-
blockes ab, feuchten sie leicht mit Alkohol-Ather an und driicken
sie fest auf die Stabilitfliche mit dem Zelloidintropfen. Wenn
eine Seite als Richtfliche ausersehen und mit Richtfurche
versehen war, so bestreicht man sie jetzt mit der Farbe und
schliel3t letztere durch einen anfgegossenen, ausgebreiteten
Zelloidintropfen von der AuBenschicht ab. Dann kommen die
in Alkohol gehirteten Blicke fiir kurze Zeit mit dem Kliotzchen
inAlkohol 709, die Chloroformgeharteten in Chloroformdampf.

Nunmehr kann das Stabilitklotzchen in die Mikrotom-
klemme geschraubt werden. Dabei achten wir schon darauf,
daf die provisorische Schnittfliche der Bewegungsebene
des Messers ungefahr parallel wird. Nach dem Einschrauben
wird definitiv orientiert.

Die in Alkohol gehdrteten Blocke werden unter
Alkohol oder mit Alkohol benetztem Messer geschnitten.
Man bringt deshalb mit einem dicken Aquarellierpinsel
reichlich Alkohol 709, auf Block und Messerschneide und
erneuert diese Benetzung nach jedem Schnitt. Bequemer
laBt sich die Benetzung mit einem Tropfapparat erreichen
(einem Kessel mit verstellbarem Ablaufhahn). Man stellt
den Hahn so, daB} der Tropfen nahe der Schneide auf das
Messer fallt; vom Messer flieit dann bei jedem Schnitt
genug Alkohol auf den Block. Von Sartorius in Gottingen
werden sog. Tauchmikrotome hergestellt, bei denen Objekt
und Messer unter Alkohol liegen, so dall direkt in der
Fliissigkeit geschnitten wird.
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Die Schnitte werden wihrend des weiteren Schneidens
in Alkohol 709, (— 909,) aufbewahrt, und zwar legt man am
besten immer so viele, wie auf einen Objekttrager zusammen
sollen, in ein enges , Salznipfchen® iibereinander; man mul3
natiirlich so viele Salznipfchen haben, wie Objekttrager
gebraucht werden. Sehr praktisch sind zu diesem Zwecke
auch groBere Aquarellierpaletten mit zahlreichen runden
Vertiefungen. Die Vertiefungen werden numeriert und in
jede eine kleine Anzahl Schnitte iibereinander gelegt (in
wenig Alkohol 709)). Man iibertragt die Schnitte mit einer
feinen Pinzette, mit der man sie an einer vom Objekt freien

Fig. 13. Salzniipfchen, nat. Grile.

Ecke faBt. Das Zelloidin braucht aus den Schnitten nicht
entfernt zu werden. Die natiirliche Lage der Teile wird also
tadellos erhalten. Das ganz durchsichtige Zelloidin hindert
die Beobachtung nicht. Auch farbt es sich beim Nachfarben
der Schnitte nicht nennenswert mit.

Man kann die Schnitte in Salznipfchen einzeln firben
und sie dann direkt in Glyzerin oder Laevulose, durch Alkohol
709%—909 in Terpentin (keine zarten Teerfarben und Haema-
toxylinfirbungen!) oder Alkoholbalsam oder aus 909%igem
Alkohol in Chloroform-Alkohol abs. (1:1), weiter in Xylol
und dann in Balsam bringen. Das EinschlieBen in Terpentin
ist nach Vorfarbung in Boraxkarmin sehr zu empfehlen. Man
schneidet unter 70—809) Alkohol (firbt ev. in 959, Alkohol
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mit etwas Lichtgriin und Pikrinsdure nach), spiilt in 959,
Alkohol ab und legt in Terpentin ein, der das Zelloidin
vollkommen aufhellt.

War dagegen das Objekt nicht vorgefiarbt, so ist es am
besten, die Schnitte aufzukleben. Von den vielen Methoden
zum Aufkleben raten wir zu dem sehr zuverlidssigen Gelatine-
aufkleben nach Olt. Man lost 10 g Gelatine in 100 ccm
Wasser (klart event. durch gerinnendes Liweil) und setzt
10 cem 59 iger Karbollosung zu (= Phenolgelatine). Davon
streicht man (dhnlich wie beim FiweiBaufkleben der
Paraffinschnitte) eine Kleinigkeit mit der Fingerbeere auf
der Deckglaszone des Objekttrigers ganz diinn aus, legt
die Schnitte in richtiger Reihenfolge (und immer dieselbe
Seite nach oben; auf Richtfurche achten!) auf und prefit
sie mit einem nassen Stiick FlieBpapier glatt an (ev.
durch Aufdriicken eines zweiten Objekttrigers). Dann
taucht man ein Stiickchen FlieBpapier in 109 ige Formal-
dehydlésung und driickt dieses mit einem Objekttriager
auf die Schnitte fest an. Die Gelatine wird dann durch das
aus dem Papiler austretende Formol gehartet. Um noch
sicherer zu gehen, kann man die Hirtung nach Entfernung
des Papiers durch Einstellen der Objekttriger in 109,ige
Formaldehyvdlosung (kurze Zeit) noch vollkommener machen.

Nunmehr konnen wir die Zelloidinschnitte ebenso
farben und weiterbehandeln wie die aufgeklebten Schnitte
aus Paraffin. Nur an einer Stelle, namlich beim Entwassern
ergeben sich Schwierigkeiten. Zelloidin 16st sich namlich in
absolutem Alkohol. Das Zelloidin soll jedoch in dem Schnitt
bleiben, nur dadurch gibt ja diese Methode die besten Garan-
tien fiir Erhaltung der Lageverhiltnisse im Schnitt. Wir
bringen daher die Objekttriger aus 85—90 % igem Alkohol gleich
in eine Mischung von Chloroform und Alkohol abs. (1:1).
Der absolute Alkohol entwassert, wahrend das hartende
Chloroform die Losung verhindert. Dann folgen Xylol
und endlich Kanadabalsam und Deckglas.
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Man kann die Alkoholblécke auch mit Glyzerin durch-
trinken (etwa 1 Tag), dann mit Glyzerin benetztem Messer
schneiden und in Glyzerin oder Glyzeringelatine einschlielien.

Die in Chloroform gehirteten und in Cedernol
gebrachten Blocke werden mit trockenem oder mit
etwas Cedernol benetztem Schragmesser geschnitten. Auch
die Blocke, die in Terpineol gebracht wurden, werden trocken,
oder unter Anfeuchtung durch Terpineol geschnitten. Man
kann die Schnitte aus Cederndl oder Terpineol sofort in
Balsam legen; oder wenn Nachfirbung der (in Haematoxylin
oder Karmin vorgefarbten) Schnitte erwiinscht ist, sie in
Pikrinsiure in Chloroform (oder Xylol) bringen, in reinem
Xylol (oder Chloroform oder Cedernol) abspiilen und sie
endlich in Balsam und unter das Deckglas bringen. Ent-
wissern und Aufkleben fallen bei dieser fiir kleinere vor-
gefarbte Objekte empiehlenswerten Methode weg.

III. Die Anfertigung von Gefrierschnitten.

Die Gefriermethode ist indiziert, wenn man in kiirzester
Zeit histologischen oder pathologisch-histologischen Auf-
schlufl iiber einen Organteil braucht. Das Hauptfeld der
Methode liegt also auf pathologischem Gebiet; die Forderung
einer Schnelldiagnose kann oft allein mit ihrer Hilfe erfiillt
werden. Dagegen bietet das Schneiden auf dem Gefrier-
mikrotom nicht die besten Aussichten fiir tadellose Erhaltung
der Lageverhiltnisse der Teile im Schnitt und sie ist ganz
unzuverlassig, wenn man eine liickenlose Serie von Schnitten
von einem Objekt herstellen will.

Fast jedes Mikrotom kann durch Einsetzen eines Gefrier-
tischchens statt eines Paraffintischchens in ein Gefriermikro-
tom verwandelt werden. Einfachheit ist eines der Haupt-
erfordernisse fiir ein Mikrotom, das zur Herstellung von Ge-
frierschnitten dienen soll. Man mull die Aufmerksamkeit
ganz auf das Gefrieren selbst richten kénnen und dieses genau
iiberwachen, daher wahlt man am besten ein handliches
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Mikrotom. Demonstrations- und Handmikrotome sind
besonders geeignet; letztere werden in einer Modifikation so
hergestellt, dall sie nach Bardeen direkt auf die Kohlen-
sdureflasche, deren Inhalt zum Abkiihlen benutzt werden
soll, aufgeschraubt werdenkoénnen. Da manbei Gefrierschnitten
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Fig. 14. Demonstrationsmikrotom mit Gefriertischchen
fur Kohlensiure,

gewohnlich keine liickenlosen Serien erstrebt, so wird oft
von einer mechanischen Messerfithrung abgesehen und nur
die Schnittebene durch zwei Glasschienen festgelegt (Bar-
deen’sches und Handmikrotom).
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Die zum Gefrieren notige Temperaturerniedrigung erzielt
man durch Verdunstung von Ather (oder Athylchlorid)
oder durch Ausdehnung stark komprimierter Kohlen-
siure. Bei dem Atherapparat wird durch ein Geblise der
Ather aus einem Gefill gedriickt und von unten gegen die
Platte des Gefriertisches zerstiubt. Objekte von weniger als
4 mm Dicke gefrieren dabei sehr schnell, zumal wenn die
Temperatur des Arbeitsraumes nicht allzu hoch ist. DBei
dem Kohlensduregefrierapparat stromt das stark komprimierte
Gas durch den eigenen Druck gegen die Unterfliche des
Objekttisches; bei ihrer Ausdehnung entnimmt die Kohlen-
sdure der Umgebung sehr schnell eine grolle Menge Wirme,
so daB das Gefrieren noch erheblich schneller als bei der Ather-
anwendung vonstatten geht. Dementsprechend kann man
auf dem Kohlensauregefriertisch Stiicke bis iiber 1 cm Hohe
und wvon sehr groBler Flache leicht zum Erstarren bringen.

Das Schneiden von frischem Material.

Bei sehr grofler Eile fiihrt das Schneiden des frischen
Objektes am schnellsten zum Ziele. Man schneidet aus dem
Objekt, wenn es als Ganzes zu grofl ist, Scheiben von etwa
3 mm Dicke heraus und legt sie auf den Gefriertisch, der vor-
her am Objektteil des Mikrotoms eingesetzt worden ist.
Die Unterseite des Objektes mull von Gewebssaft oder Blut
reichlich angefeuchtet sein, andernfalls muB man vorher
extra mit einem Tropfen Blut oder aber mit frischem Eiweif3
Tischchen und Unterseite des Objektes benetzen. Auch kann
man das Objekt von allen Seiten von Eiweill umfrieren
lassen. Anstelle von FEiweil wird zu demselben Zwecke
vielfach auch eine dickfliissige Losung von Gummiarabikum
oder von Gelatine genommen.

Bei frischen Geweben soll man die Temperatur nicht
allzutief sinken lassen; menschliches Blut gefriert schon bei
—0,57, die iibrigen Gewebe zwischen —0,57 und —0,9 Grad.
Man geht mit der Temperatur etwa so weit herunter, daf} die
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obersten Partien des Objektes noch nicht ganz fest sind.
Diese Zone schneidet man dann ev. weg. Aber auch die
unterste durch FEiskristalle weillgrau gewordene Schicht
ist weniger gut als die mittlere Zone, die schon gut schneidbar,
aber nicht durchkristallisiert ist. Im allgemeinen wird
man sich an eine Schnittdicke von 30—20 u halten,
doch gestatten manche Objekte eine sehr wviel geringere
Schnittdicke. Das Messer wird vor dem Schneiden zweck-
mallig abgekiihlt. Vielfach wird mit trockenem Messer
geschnitten, doch ist es empfehlenswert, das Messer mit
einer Flissigkeit anzufeuchten; beim Schneiden frischer
Gewebe nimmt man natiirlich am besten physiologische
Kochsalzlosung (0,769,). Dann {ibertragt man die Schnitte
direkt auf einen Objekttriager, um sie im eigenen Gewebssaft
oder in Kochsalzlosung oder in einem anderen indifferenten
Beobachtungsmittel zu untersuchen. Diese Untersuchung
der nie mit einem Fixierungsmittel in Berithrung gewesenen
Schnitte kann fiir manche Gegenstinde (Zelleinschliisse)
grofle Vorteile bieten.

In den meisten Fillen aber wiinscht man ein Dauer-
praparat. Dazu mul natiirlich zunidchst fixiert werden.
Die Fixierung fithrt man am besten dadurch aus, dall man
einen groflen Tropfen der Fixierungsfliissigkeit auf den auf
dem Objekttriger liegenden Schnitt bringt. Nach kurzer
Zeit (einige Minuten geniigen bei diinnen Schnitten gewohn-
lich) wird der Tropfen abgesogen und je nach dem Fixierungs-
mittel mit Wasser oder Alkohol nachgespiilt. Dann kann
man den Schnitt firben, und zwar mull das wiederum in
einem aufgelegten Tropfen geschehen. (Man nehme etwa
Alaunkarmin, Haematoxylin, oder Thionin eventuell mit
schwachem FEosin oder Lichtgriinzusatz oder spezielle Bak-
terien- oder Protozoenfirbungen.) Darauf mull wiederum
mit dest. Wasser gespiilt und endlich durch die steigende
Reihe der Alkohole und durch Xylol in Balsam gefiihrt
werden. Bei sehr grofler Eile kann man nach der Farbung
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und dem Abspiilen mit Wasser direkt einen Tropfen Glyzerin
oder Gummi- Laevulose und dann ein Deckglas darauf
bringen.

Bei Anwendung von Laevulose oder Glyzerin lalit sich
ein Schnitt in etwa 15 Minuten nach dem Schneiden unter
dem Mikroskop demonstrieren.

Will man aber in Balsam iiberfithren, so kann man sich
die Manipulationen mit dem nicht aufgeklebten Schnitt
dadurch vereinfachen, dafl man ein mit emnem kleinen Wachs-
fillchen an den 4 Ecken wversehenes Deckglas tiber den
Schnitt auf den Objekttriger legt und nun die Fliissig-
keiten von der Seite zustromen lalit bezw. nachher wieder
absaugt.

Noch besser ist es, den Schnitt vom Mikrotommesser
auf einen mit Phenolgelatine (vergl. oben) bestrichenen
Objekttrager zu bringen, ihn dort mit einem in Formol
(etwa 10—259)) getrinkten FlieBpapierstiickchen anzu-
driicken (und damit gleichzeitig zu fixieren) und zum
weiteren Erhirten der Gelatine in 109%jige Formaldehyd-
losung zu bringen (Olt). Nachher laBt er sich dann wie
ein gewbhnlicher Schnitt weiter behandeln.

Anfertigung von Gefrierschnitten von fixiertem Material.

Objekte, die schon fixiert worden sind, miissen vor dem
Gefrieren in Wasser gebracht werden. Dann werden sie direkt
oder mit Hilfe von Eiweill, Gummiarabikum, oder Gelatine
(etwa 5Yige) auf dem Gefriertisch festgefroren. Auch hier
kann man das Objekt mit einer dickfliissigen Lisung dieser
Medien umflieBen lassen. Die Schnitte fangt man am besten
in 1Y%;ger Gelatinelosung (mit schwachem Karbolzusatz) auf
und bringt sie auf einen Objekttriger, wo sie nach der Olt’-
schen Methode durch Héartung der Gelatine in Formol auf-
geklebt und dann wie aufgeklebte Paraffin- oder Zelloidin-
schnitte weiterbehandelt werden.

Becher und Demoll, Mikroskopische Technik.

=1
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Is sind verschiedene Methoden erdacht worden, die die
Erstarrung der Objekte erleichtern. An erster Stelle ist da
die Behandlung mit Formol zu nennen. Man fand, daB das
Gefrieren nach Fixierung in 109, Formol ( = 49, Formal-
dehyd) besonders gut ging. Die Formoilosungen gefrieren
leichter, geben allerdings ein etwas weniger hartes Fis.
(Man kann sogar nach Déllken das Formol durch Resorcin
bis zu Schnittfihigkeit hdrten.) Objekte, die nicht ohnehin
zum Fixieren und Aufbewahren in Formol waren, kann man
noch nachtraglich in die 109, Formollésung bringen bis
sie in derselben untersinken (Material aus Alkohol
schwimmt ndmlich zuerst). Dann wischt man die Haupt-
menge des Formols in Wasser wieder weg und geht zum
Gefrieren tiber.

Neben TFormol ist auch Anisél (von Schimmel in
Leipzig) zur Erleichterung des Gefrierens gebraucht worden.
Es erstarrt je nach Alter bei 6—21 Grad und mull eventuell
durch leichtes Erwarmen erst wverfliissigt werden. Man
trocknet die durch Alkohol gefiihrten Objekte aufllen gut ab,
bringt sie auf etwa 24 Stunden (bei 2 mm Dicke) in das
Ol, gefriert und schneidet dann und entfernt endlich das Ol
mit abs. Alkohol aus den Schnitten.

Endlich kann man auch Durchtrinkungen der Objekte
vor dem Schneiden auf dem Gefriermikrotom vornehmen.
Sie verhindern gewohnlich das Kristallisieren des FEises.
Man verwendet zu diesem Zweck ziemlich dicke Loisungen
von Gummiarabikum, von Gelatine, Dextrin oder Eiweil.
Mit der ganz dicken Lbsung umbhiillt man nachher noch
das ganze Objekt. Bevor man in den Gummischleim iiber-
fithrt, kann man durch eine Zuckerlosung hindurchgehen
(2 Teile Zucker auf 1 Teil Wasser) oder gleich eine Losung
von Gummiin Zuckersaft nehmen. Auch sind Mischungen von
Gelatine und Gummiarabikum empfohlen worden. Olt benutzt
eine Losung von Agar in Formol und sucht so die Vorteile
der beiden Substanzen fiir die Gefriertechnik zu vereinigen.



EinschluBmittel. 99

Einschlussmittel.

Wir wissen heute, da der Weg, der von dem lebenden
Objekt zu der fiir die Beobachtung und Erhaltung des Unter-
suchungsobjektes giinstigsten Montierung, zum Dauerpraparat,
fithrt, in ganz verschiedene Etappen zerlegt werden mul.
Noch vor hundert Jahren glaubte man ihn mit einem
Schritt zuriicklegen zu konnen, suchte man nach Universal-
mitteln, die die Objekte mit einem Schlage vor Zerfall
schiitzen und sie zur Beobachtung geeignet machen sollten.
Eines der am ersten und am meisten gebrauchten Universal-
mittel bestand im Trocknen der Priparate. Noch heute
besitzen wir in der Herstellung von Trockenausstrichen
fiir Bakterien- und Protozoen-Priparaten eine Methode,
die an jenes primitive Verfahren erinnert. Die Unzuldnglich-
keit des Austrocknungsverfahrens liegt auf der Hand und
blieb auch damals schon nicht verborgen, obwohl die da-
maligen optischen Hilfsmittel noch nicht eine so vernichtende
Blofstellung der Mingel derselben gestatteten, wie unsere
verbesserten Mikroskope. Man hat auch damals schon durch
Firnissen mit Terpentin oder durch Einlegen der Trocken-
praparate in Harze weiter zu kommen gesucht, ohne damit
natiirlich den einmal herbeigefithrten schlechten Erhaltungs-
zustand verbessern zu kénnen. Schon damals ist der Kanada-
balsam zu diesem Zwecke als FinschluBmittel (Bond und
Cooper 1832) benutzt worden, der heute eine so dominierende
Rolle unter den FEinschluBmitteln einnimmt, damals aber
hochstens durch seine aufhellenden Eigenschaften niitzen
konnte, die durch fehlende Fixierung und durch die Schrump-
fung bedingten Iehler aber nicht gutzumachen vermochte,
In der Tat ist die Mikrotechnik auch erst nach einem gewal-
tigen Umweg zu diesem Mittel zuriickgekehrt.

Sieht man von Fixierung, Konservierung und Differen-
zierung ab, also von Leistungen, die man zu Unrecht von
den EinschluBmitteln erwartete, so bleiben im wesentlichen
zwel Anforderungen bestehen: unverinderliche Aufbewahrung
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und Aufhellung, d.h. VergroBerung der Durchsichtigkeit,
die zumal frither, wo man auf Quetschpriparate und dicke
Schnitte angewiesen war, sehr in Betracht kam.

Der Grad der Aufhellung hangt vom Brechungsexponent
des Einschlufimittels ab. Ist dieser gering, so wird an den
Oberflachen der einzelnen Fasern und Bestandteile des
Objektes eine starke Brechung stattfinden, die das Licht
ablenkt und einen Teil desselben verhindert, in das Objektiv
aufgenommen zu werden. Ein Einschlufimittel mit hoherem
Brechungsindex, der etwa demjenigen der Gewebshestandteile
gleichkommt, wird im Gegenteil die Brechungsdifferenzen
mehr oder weniger ausgleichen, zumal, wenn das Mittel in
die Fasern usw. selbst aufgenommen wird. Die Folge ist
ein ziemlich geradliniger Durchtritt des von unten kommenden
Lichtes und eine groflere Helligkeit des Bildes. In einem
Idealfalle konnte die Vereinheitlichung soweit gehen, dal
die einzelnen Gewebshestandteile in dem Einschlulimittel
ebenso verschwinden wiirden, wie ein Glasstab in dem ein-
gedickten Cedernholz6l vom Brechungsexponent des (lases.
In diesem Falle miiften die einzelnen Teile des Objektes
durch ihr verschiedenes Absorptionsvermogen, also durch
Farbung gegen das EinschluBmittel abgehoben werden,
wenn sie iiberhaupt im mikroskopischen Bilde erscheinen
sollten, und in der Tat hat die Verwendung stark licht-
brechender Einschlufimittel (Harze) die Ausbildung einer
besonderen Fiarbetechnik nach sich ziehen oder wenigstens
stark fordern miissen. IEin solches reines ,, Absorbtionshild’,
das nur auf der Verschiedenheit der Farbung beruhte, be-
kommen wir freilich so gut wie nie zu Gesicht. Einige schwache
Brechungsdifferenzen bleiben und bringen es zum Beispiel
mit sich, daBl eine dicke Faser, ein Skelettstabchen oder
dergleichen wie Sammellinsen wirken und iiber ihrer Mitte
eine helle Brennlinie erzeugen, wiahrend ithr Rand durch die
Konvergenz der Strahlen dunkel erscheint. So bekommen
im mikroskopischen Bilde die Fasern usw. infolge der nicht
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vollig gehobenen Refraktionsunterschiede gewohnlich mehr
oder weniger breite dunkle Sdume, die die Deutlichkeit eines
Teiles sehr erhiohen konnen, andererseits aber zu dicke
Konturen vortauschen. Diese von dem Anteil der Refraktion
an dem Bilde beeinfluBten Taduschungen diirfen nicht zu
stark werden. Auch aus diesem Grunde ist daher die Wahl
eines hoheren Brechungsindex beim FEinschlufimittel im
allgemeinen zu empfehlen. Im einzelnen kann natiirlich
gelegentlich eine geringere Aufhellung bei wenig farbbaren
Objekten die Beobachtung erleichtern und daher indiziert sein.

Im allgemeinen aber mull es nach dem Gesagten doch
als ein wesentlicher Fortschritt bezeichnet werden, als man
gegen Ende der dreilliger Jahre des vergangenen Jahrhunderts
zum Einschluf} in fliissigen Medien iiberging. Die Goadby’-
sche Fliissigkeit (1839) war wohl die erste, die auf diesem
Gebiet Anklang fand. Sie bestand aus einer 1/,4, 9 igen Subli-
matlosung in Wasser mit etwa 59, Alaun und 10%, Kochsalz.
Der Brechungsindex war freilich noch zu niedrig, und die
konservierenden FEigenschaften waren noch viel schlechter.
Der Vorteil der Fliissigkeit lag eigentlich mehr in den fixie-
renden FEigenschaften der Sublimatlosung, nicht in der
Konservierungsfahigkeit derselben. Mit der Fiulnis, die
durch den Sublimatzusatz verhindert wurde, war durchaus
nicht ein anderweitiges Verderben des Objektes ausge-
schlossen, das auch in der Tat mit der Zeit auftritt. Andere
EinschluBmittel benutzten die fiaulnishindernden FEigen-
schaften von Kampher, Karbolsiure und Kreosot oder auch
Alkohol in sehr diinnen Loésungen, wesentlich mit demselben
Erfolg; wenig spater traten konzentriertere Losungen von
Alkalien(Atzkaliusw.),Sduren(Chromsiure, Salycilsdure, Essig-
saure, Holzessig, arsenige Sdaure) und besonders starke Salz-
losungen mehrinden Vordergrund. Vonden Sdurenwareneinige
gute Fixierungsmittel und eigneten sich zum Teil auch fiir
nicht zu lange Aufbewahrung; fiir dauernde Montierung
eines mikroskopischen Priaparates hatten sie indessen alle,
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auch vom zu geringen Brechungsvermogen abgesehen,
schlechte Eigenschaften. Dagegen fand man unter den zahl-
reichen damals angewendeten Salzlisungen (Kaliumbichromat
usw.) wenigstens einige, namlich die stark konzentrierte
Chlorkalzium- (n=1,404) und die Kaliumazetatlosung (n =
1,370), die mit einer Steigerung der Aufhellung auch sonst
giinstige Eigenschaften verbanden. FErstere wurde von Bo-
tanikern, letztere (in der sich Teerfarben gut halten sollen)
von Zoologen viel benutzt (eingefithrt von M. Schultze).
Von weit groflerer Bedeutung aber wurde fiir die Mikro-
technik das Aufkommen des Glyzerins als EinschluBmittel
etwa seit 1860; auch dieses Mittel war schon viel friiher,
namlich in den vierziger Jahren in England zuerst empfohlen
worden.

Das gewohnlich benutzte konzentrierte Glvzerin hat
den Brechungsindex 1,47, also recht betriachtliche Auf-
hellungsfihigkeit und dabei geringe Farbenzerstreuung,
es ist fast keiner Zersetzung und Verinderung unterworfen
und gibt eine vortreffliche Aufbewahrung. Da es sehr lebhaft
Wasser an sich reiflt, so empfiehlt es sich, mit zarteren
Objekten erst in Mischungen mit Wasser zu gehen, oder,
wenn man Alkoholmaterial hat, durch Verdiinnungen mit
etwa D0 prozentigem Alkohol die Geschwindigkeit des
Fliissigkeitsaustausches herabzusetzen. Das Glyzerin reagiert
etwas sauer, greift Kalkspikula an und zerstort Hamatoxylin
und Teerfarbstoffe in den Prdparaten. XKarminfarbungen
sind darin dauernd haltbar. Die im Verhiltnis zu den
Harzen geringe Refraktion des Glvzerins ist zuweilen
erwiinscht, sie kann durch Verdiinnungen mit Wasser
weiter heruntergesetzt, durch Zusatz von Chloralhydrat usw.
bis auf 1,561 gesteigert werden.

Da Glyzerin fliissig ist (und zudem aus der Luft noch
ungefihr 14 Volum Feuchtigkeit aufnimmt), so vermag es
dem Deckglas auf dem Objekttrager nicht geniigend Halt
zu verleihen. Obwohl also bei diesem Mittel ebenso wie bei
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dem hygroskopischen Chlorkalzium und Kaliumazetat ein
Eintrocknen nicht zu befiirchten ist, so mufl doch zum
Schutz gegen Verschmieren des Deckglases, Verunreinigung
der EinschluBfliissigkeit usw. ein Abschlufl der Flissigkeit
von der Luft durch eine Umrandung des Deckglases aus-
gefithrt werden.

Zum Umranden verwendet man am besten zunachst
Paraffin oder Wachs, die von Glyzerin auch auf die Dauer
nicht verindert werden. Man taucht einen Draht, dessen
eines Ende in Deckglaslinge rechtwinklig umgebogen und
erhitzt worden ist, in Paraffin und bringt davon zunachst
vier kleine Tropfen an die vier Fcken des Deckglases zur
ersten Befestigung. Dann legt man das neuerhitzte und in
Paraffin getauchte Drahtende auf die Deckglasseiten, wobei
genug von dem anhaftenden fliissigen Paraffin abflieit, um
einen vorliufigen diinnen Abschlufl zu bilden. Man kann
auch die kleinen diinnen aufgerollten Wachskerzen zum
Finrahmen benutzen, indem man ebenfalls zuerst vier kleine
Tropfchen an die vier Ecken bringt und dann mit dem Rand
der eben geloschten Kerze an der Deckglaskante vorbeifahrt.
Uber den Paraffin- oder Wachsrand wird dann der eigentliche
Lackrand gewdhnlich mit einem Pinsel aufgetragen. Man
benutzt einen der bei Griibler in Leipzig kéduflichen be-
kanntesten Lacke (Bernsteinlack; Asphaltlack; Maskenlack;
Goldgrund [Gold-size] oder stellt sich eine konzentrierteste
Losung von gleichen Teilen Gummi arabikum und Rohr-
zucker in etwa dem gleichen Volumen 1 9, Formollésung
(Apathy’s Gemisch) oder eine sehr dicke Losung von vene-
tianischem Terpentin in Alkohol zu dem Zweck her.

Voraussetzung fiir das Haften eines Kittes, an das bei
der Ausdehnung der abgeschlossenen Fliissigkeitsmenge
hohe Anforderungen gestellt werden, ist grofite Sauberkeit
von Deckglas und Objekttriger; vor allem soll kein iiber-
fliissiges Glyzerin die Stellen schmierig machen (es ist eventl.
mit FlieBpapier, das in Alkohol angefeuchtet wird, zu
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entfernen). Die Deckglaskitte selbst sollen geschmeidig sein,
da zu hohe Sprodigkeit ein spiteres Abspringen zur Folge
haben kann.

Die Unbequemlichkeit der Umrandung, die zudem erst
einige Zeit nach Herstellung des Priaparates erfolgen soll,
hat das Bestreben geweckt EinschluBmittel zu finden, die
mehr oder weniger fest werden und so eine stabilere Mon-
tierung geben.

Um dem Glyzerineinschlufl diesen Vorteil selbst zu
verschaffen, versetzt man das Glyzerin mit Gelatine. Diese
(oder Hausenblase) wird erst in wenig Wasser etwas auf-
gequollen, dann geschmolzen und schlieBlich das gleiche
oder 11 fache Volumen Glyzerin, sowie 1 9, Karbolsiure
zugesetzt. Dann mull durch Glaswolle, feinstes Leinen
oder dergleichen heifl filtriert werden. Glyzeringelatine ist
halbfest, verfliissigt sich aber bei gelinder Erwirmung.
Man benutzt sie in der Weise, dall man ein kleines Stiickchen
auf den Objekttrager bringt, diesen iiber der Flamme bis
zum Schmelzen schwach erhitzt, dann das Objekt hinein-
bringt und ein leicht angewirmtes Deckglas auflegt. Glyzerin-
gelatine dringt schlechter ein als Glvzerin, bei etwas dickeren
Objekten ist daher vorherige Uberfithrung in Glyzerin oder
warme Glyzeringelatine anzuraten. Es ist iibrigens trotz
des halbfesten Aggregatzustandes der Glyzeringelatine
spiateres Umranden der Priparate anzuraten. Der wesent-
lichste Nachteil der Mischung besteht darin, dall es schwer
ist, die Glyzeringelatine vollig schlierenfrer zu bekommen.,

Feste Einschlussmittel.

Neben den Vorziigen einer wirklich festen Montierung,
dem Fortfallen der Umrandung, laBt schon die geringe
chemische Aktivitat fester Stoffe den Einschlufl in erhar-
tende Mittel vorteilhaft erscheinen. Als solche kommen
fast nur die Sacharide und besonders die Harze in Frage.
Wir gruppieren die Stoffe hier nach ihrem geeignetsten
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Losungsmittel. Vor dem Einschluf} miissen die Objekte in
diese Losungsmittel, die daher auch Vormedien (Vorharze)
heilen, gebracht werden. Die Vorbehandlung hat sich also
nach dem Lisungsmittel zu richten.

1. In Wasser geloste festwerdende Einschlufmittel.

Hier kommen so gut wie ausschliefilich die Sacharide in
Betracht. Von diesen ist der Rohrzucker wegen verhiltnis-
malig niedrigem Brechungsindex, aber starker Neigung zur
Kristallisation wenig geeignet. Von den Monosachariden
kommt die TLaevulose, von Polysachariden das Gummi-
arabikum in erster Linie in Frage. DBeide haben einen
recht hohen Brechungsindex (etwa 1,5) und trocknen auf,
ohne zu kristallisieren. Ietzteres gilt allerdings nicht von
reiner Laevulose, die schon nach ein bis zwel Monaten in
den Priparaten in Form langer Nadeln zu kristallisieren
beginnt. Sonst ist ein unter Erwirmung hergestellter
konzentrierter dickfliissiger Sirup (etwas weniger destilliertes
Wasser als Laevulose und eine Kleinigkeit Formol oder
Karbol) wegen seines relativ leichten Eindringens zu
empfehlen. Gummiarabikum ist fiir sich allein auch nicht
zu gebrauchen, weil es viel zu schwer eindringt, es wurde
daher mit ungefihr der gleichen Menge von Glyzerin (und
Wasser) (Langerhans), oder Chloralhydrat bezw. Kalium-
azetat (Hoy er), zu Mischungen benutzt. Apathy bereitet
einen Sirup aus gleichen Teilen Gummi, Rohrzucker und
Wasser. Auch dieser Sirup dringt jedoch noch zu schlecht
ein, so dafl man vorher mit diinneren Losungen durchtrinken
mul.

Wir empfehlen 1.: einen Sirup von vier Teilen Laevulose,
einem Teil Dextrose und vier bis fiinf Teilen Wasser mit
einem kleinen Formol- oder Karbolzusatz. Die Mischung
der beiden Monosacharide kristallisiert nicht. Sie dringt gut

ein, so dall man ohne weiteres aus Wasser in dieselbe iiber-
fuhren kann.
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2.: Eine Gummilaevulose mit zwei Teilen Laevulose,
einem oder zwel Teilen Gummiarabikum und vier Teilen
Wasser mit etwas Formol oder Karbol. Dieses Gemisch

wird schneller fest, dringt aber langsamer ein als das erst-
genannte.

Luftblasen sind in den Sirupen zu vermeiden, da sie
nicht wie in Harzen allmiahlich verschwinden.

2. In Alkohol geléste EinschluBmittel.

Es gibt mehrere Balsame und Harze, die sich in Alkohol,
zumal bei Hrwirmung, lésen, doch haben sich die meisten
alkoholischen Harzlésungen nicht bewahrt. Am meisten zu
empfehlen ist der

Venetianische Terpentin, der in dem gleichen Volumen
96 9,igen Alkohols gelost und an einem warmen Orte bis zu
etwas zidherer Konsistenz eingedunstet wird. Man kann
also aus 96 % igem Alkohol oder gar aus 80Y;igem das Objekt
direkt einschlieflen, ohne vollige Entwasserung. Das ist bei
Herstellung wvieler Priaparate und besonders in feuchter
Luft am Meer usw. sehr bequem und fiir die Verhinderung
von Schrumpfungen vorteilhaft. Der Brechungsindex be-
tragt 1,473, 1st also noch hoher als der des Glyzerins. Der
Terpentin wird erst nach Monaten ganz fest, doch wird der
Rand sehr bald fest genug, um das Deckglas zu halten.
Hamatoxvlin und die meisten Teerfarbstoffe verbleichen im
Terpentin (der Sauerstoff abgibt); dagegen halten sich die
Karminfarbungen dauernd, auch fiir osmiertes Material
ist das Einschlufimittel sehr gut.

Alkoholilbalsam. Die Zusammensetzung des vene-
tianischen Terpentins zeigt den Weg, auf dem die Herstellung
eines brauchbaren Alkoholbalsams erreicht werden kann.
ngn‘gepuh—*erter Kanadabalsam 16st sich in etwa demselben
Volumen Alkohol abs. bei ldngerem Stehen im Thermostaten
bei 40—50° Dieser Alkoholbalsam trocknet aber sehr rasch
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und neigt zu bldttriger Briichigkeit, Ausscheidungen etc.
und ist deshalb allgemein aufgegeben worden. Im wvene-
tianischen Terpentin werden die unangenehmen Eigen-
schaften des darin enthaltenen festen Harzes, des Kolo-
phoniums, durch die Gegenwart des Terpentinéls hintan-
gehalten, das aber seinerseits schlechte Seiten besitzt. Es
erhellt daraus, dafl man zu den Alkoholbalsamlésungen
10—209/, eines aetherischen Ols zusetzen muB, und zwar
wihlt man dabei zweckentsprechend nicht das Terpentindl,
sondern die indifferenten Terpineol, Cedernholzdl, salizyl-
saures Methyl oder benzoesaures Benzyl je nach dem
gewiinschten Brechungsindex, der bei den genannten
Fliissigkeiten der Reihe nach 1481; 1,51; 1,63; 1,569
betragt.

Auch Sandarak ist in alkoholischer Lisung empfohlen
worden, ergibt aber keinen zuverlissigen Dauereinschlufl.
Gilson empfiehlt ein FHuparal genanntes Gemisch wvon
Paraldehyd, Fucalyptol und Sandarak mit dem Brechungs-
index 1,483, das fast alle Firbungen schonen soll und in das
man schon aus 70 9 igem Alkohol oder durch ein Gemisch
von Paraldehyd und Eucalyptol tiberfithren kann.

Cedernholzidl.  Cedernholzil, Gaultheriacl (Methyl-
salicylat) sind recht geeignete fliissige FinschluBmittel,
in die man die Objekte aus absolutem Alkohol i{iberfiihren
kann. Von diesen hat das Cedernol den Vorzug, dall es etwas
mehr Wasser lost und zudem mit der Zeit fest wird. Das
eingedickte, zu Immersionen benutzte Cedernholzil ist des-
halb eins der allerbesten EinschluBmittel, das Firbungen
kaum beeinflullt, sehr hell ist und den geeigneten Brechungs-
index 1,02 aufweist, der dem des Glases sehr nahe kommt.
Man kann die Objekte aus absolutem Alkohol oder aus diinnem
Cedernholzl einlegen, das nebenbei bemerkt auch fiir die
Beobachtung eines noch nicht eingeschlossenen Objektes,
das noch gerollt und von wverschiedenen Seiten betrachtet
werden soll, sehr zu empfehlen ist.
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3. In Vorharzen geloste Einschluflmittel.

Die als EinschluBmittel gebrauchten Harze enthalten
vielfach neben dem festen Harz noch erhebliche Mengen
dtherischer Ole, der natiirliche Kanadabalsam zum Beispiel
20 bis 25 9,. Diese Beimengungen sind im allgemeinen
nicht von Nachteil, denn die reinen Harze zeigen beim
schnellen Auftrocknen aus Losungen stark fliichtiger Losungs-
mittel wie Chloroform und Benzol und besonders Alkohol
Neigung zur Ausscheidung von Kristallen oder amorphen
Massen. Nur der relativ sehr weiche venetianische Terpentin
vertragt alkoholische Lidsung ohne weiteren Zusatz. Man
soll daher feste Harze, wie Kolophonium, festen Kanada-
balsam, Dammarharz, Sandarak, nicht in Chloroform oder
Benzol losen, sondern in dem weniger fliichtigen Xylol.
Noch viel langsamer wird die Losung in Terpentin fest,
die aber wegen ihrer verderblichen Eigenschaften gegeniiber
Hamatoxylin und Teerfarbstoffen nicht anzuraten ist.
Dagegen empfehlen wir bei der Losung von festen Harzen,
zumal wenn Chloroform oder Benzol aus irgendeinem
Grunde als Solvens dienen soll, einen Zusatz von Cedern-
holzol, Terpineol oder Methylsalizylat.

Die fiir mikroskopische Zwecke gebrauchlichsten Harze
sind: Dammarharz mit dem Brechungsindex 1,562, Kanada-
balsam mit 1,535 (in Losung weniger), Gum Thus, Kolo-
phonium, der dunkle Styrax mit 1,63, der sehr helle Liqui-
dambar und der Tolubalsam mit 1,64. Die Verschiedenheit
der Brechungsindices kann im einen oder anderen Sinne
ausgenutzt werden. Weitaus am meisten gebraucht wird der
Kanadabalsam in dickfliissiger Losung.

Die Objekte, die in einen der genannten Harze einge-
schlossen werden sollen, miissen vorher von dem Libsungs-
mittel durchtrankt werden. Da diese Losungsmittel der
Harze aber kein oder nur Spuren von Wasser losen, so miissen
die Objekte vor der Uberfiihrung in das Vorharz in abso-
lutem Alkohol griindlich entwassert werden, was bei kleinen
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Objekten eine halbe Stunde dauern kann, bei auf Objekt-
tragern aufgeklebten Schnitten jedoch in 5-—10 Minuten
erreicht zu sein pflegt. Jeder Schnitt und jedes Objekt
mull also, wenn es vorher, etwa zum Farben, 1im
Wasser war, erst in 50 9 igen, dann in 70 9 igen,
weiter in 96 9 igen und dann zur definitiven Ent-
wisserung in absoluten Alkohol und schliefilich in das
Vormedium, das gewohnlich sehr schnell eindringt und bei
besonders zarten Objekten erst noch in der Mischung 1 :1
mit absolutem Alkohol vorgeschaltet werden kann. Lose
Objekte iibertrigt man mit einem Spatel aus einem Salz-
nipfchen in ein entsprechendes Gefdll mit der folgenden
Fliissigkeit, um es schliefflich auf einen Objekttrager zu
bringen, einen Tropfen Einschlufmittel und endlich das
Deckglas aufzulegen. Sollen mehrere Objekte unter ein
Deckglas, so miissen sie vorher auf dem Objekttriger richtig
geordnet werden, und wenn Verschiebungen beim Deckglas-
auflegen zu befiirchten sind, vorher mit ganz eingedicktem
Harz festgeklebt werden. Die auf Objekttriger aufgeklebten
Schnitte werden gewihnlich zum Entwissern usw. in ver-
schlieBbare Zylindergliser von etwa 10 cm Hoéhe und
4—D5 em Durchmesser gebracht, von denen das eine Alkohol
von 70Y,, das folgende 96 Y,igen Alkohol, das nichste ab-
soluten und das letzte Xylol enthdlt. Man kann auch aus
Chloroform, das nicht so stiirmisch eindiingt, in Xylolbalsam
gehen. Die Langwierigkeit der Vorbehandlung und die Un-
umganglichkeit starker Diffusionsstromungen, die bel zarten
Objekten zur Schrumpfung fithren konnen, sind natiirlich
die Schattenseiten des sonst beinahe idealen Einschlusses in
festwerdende Harze.

A nhang Die Betrachtung der Beugungserscheinungen
bei der mikroskopischen Bilderzeugung lehrt, dafl die Auf-
losungsfahigkeit des Mikroskopes fiir feine Strukturen pro-
portional dem Brechungsindex des EinschluBmittels wachst.
Diese Strukturen miissen dann allerdings durch Farbung gut
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differenziert sein, da die ungefirbten Strukturen in den
starkbrechenden Medien noch mehr aufgehellt werden und
durch Fortfall der oben erwidhnten Refraktionsanteile am
Bild fast verschwinden. Schon Styrax, Liquidambar und
besonders der Tolubalsam haben hohe Brechungsexponenten.
Noch hoher kommt man mit Monobromnaphthalin (n =
1,661), Kaliumquecksilberjodid (n = 1,712) (bestehend aus
65 g Quecksilberjodid und 50 g Jodkalium auf 25 g Wasser),
Schwefel in Schwefelkohlenstoff gelost (n = 1,75), Phosphor
mSchwefelkohlenstoff (n=1,95) und endlich Bromschwefelarsen
(n=2,4). Diese Losungen haben zum Teil auch bei der Auf-
losung feinster Strukturen des Diatomeenkorpers eine Rolle
gespielt, sind aber zum allgemeinen Gebrauch ungeeignet.

Allgemeines iiber das Fiirben.

Das verschiedene Lichtbrechungsvermoigen der fixierten
Gewebe ldfit nur in geringem Mafle deren feinere Struktur
etkennen. Um diese deutlicher hervortreten zu lassen, werden
die Objekte in der Weise gefiarbt, daBl die verschiedenen
Gewebe, oder falls es sich um cytologische Untersuchungen
handelt, die verschiedenen Bestandteile der Zellen sich durch
den Grad der Farbstoffaufnahme voneinander unterscheiden.
Dies setzt ein ungleiches Verhalten der verschiedenen Eiweil3-
korper gegeniiber dem Farbstolff voraus. Die Moglichkeit,
durch Farben mit zwei oder mehreren Farbstoffen die Kon-
traste zu erhohen, zeigt ferner, dafl derselbe Eiweillkorper
auf den einen Farbstoff reagiert, auf einen anderen dagegen
nicht. Nicht in allen Fillen diirfen wir jedoch darin
eine Reaktion sehen, die dem betreffenden abgetdteten
Eiweillkorper an sich inhirent ist. Meist ist dieser durch
die Einwirkung der Fixationsfliissigkeiten in seinem Ver-
halten gegeniiber den Farbstoffen wesentlich verandert.

Die Eifahrung hat gelehrt, dafi das Fixieren der Gewebe
mit Alkohol die mnatiitliche , Farbbarkeit” sehr gut erhilt.
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Auch die Sublimatgemische sind in dieser Hinsicht sehr zu
empfehlen, wihrend andererseits die Osmiumgemische die
Farbbarkeit ganz erheblich herabsetzen. Pikrinsaure und
Chromsaure verindern manche Farbungen in ganz bestimmter
Weise. Doch kann der EinfluB dieser Sduren durch sorg-
faltiges Auswaschen stark abgeschwicht werden, sofern
nicht ihre Wirkung als Beize erwiinscht ist (s. spiter).

Wenn auch die verschiedenen Gewebe und deren einzelne
Teile sich den Farbstoffen gegeniiber verschieden verhalten,
so ist doch die Regel, dafl diese Differenzen nur gradueller
Natur sind. Es mull daher darauf geachtet werden, daf
dasjenige Mal} von Farbenaufnahme erreicht wird, bei welchem
die Kontraste fiir die Untersuchung die geeignetste Inten-
sitdt besitzen. Dies kann auf drei verschiedene Weisen
erzielt werden.

Man kann das Objekt einer Farblosung aussetzen,
die einen solchen Grad der Verdiinnung hat, dafl nur einige
Gewebsbestandteile den Farbstoff anzureichern wvermdogen,
wie lange man auch farben mag. Praktisch kommt jedoch
dieses sogenannte e le k t1v e Verfahren kaumn in Betracht.
Man farbt entweder progressiv, indem man dem Objekt
eine etwas konzentriertere Liosung bietet und nun den Prozell
kontrolliert, um ihn im geeigneten Moment zu unterbrechen.
Wir erzielen auch dann noch eine Fiarbung entsprechend
den spezifischen Affinititen der Gewebsbestandteile.

Diesen Vorteil geben wir auf, wenn wir regressiv
farben. Dabeil wird zunichst iiberfarbt und dann durch ein
passendes Extraktions- oder Differenzierungsmittel die Farbe
zum Teil wieder ausgezogen. Mit dieser Methode erzielt man
haufig sehr gute Konstraste in Fallen, wo eine progressive
Farbung versagen wiirde. Denn meist sind die Differenzen,
die die verschiedenen Struktuiteile hinsichtlich dem Fest-
halten der Farbstoffe zeigen, sehr viel grofler als die, die
sie in der Geschwindigkeit der Aufnahme derselben aus
konzentrierten Losungen duliern.
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Da dem Differenzierungsmittel notwendig alle Gewebs-
partien in gleicher Weise ausgesetzt sein miissen, so eignen
sich regressive Fiarbungen am besten fiir Schnitte, die zu-
dem gleichmiflig dick sein miissen, wenn eine einheitliche
Farbung entstehen soll.

Theorien der Firbung.

Be1 dem Versuch, zu erkliren, welcher Art die Krifte
seien, die die Gewebsteile befahigen, in verschiedener Weise
Farbstoffe aufzunehmen und festzuhalten, ist man bei den
verschiedensten Theorien auf Schwierigkeiten gestofen.
Am wenigsten gliicklich scheint der Versuch zu sein, nur
physikalische Krifte hierfiir in Anspruch nehmen zu wollen.
Aber auch eine rein chemische Lirklirung vermag nicht den
Tatsachen gerecht zu werden. Am aussichtsreichsten sind wohl
die Theorie von Witt und die von Heidenhain.

Witt sieht in dem Vorgang der Farbung einen che-
mischen ProzeB; jedoch ist fiir dessen Ablauf nicht das
Molekulargewicht bestimmend. Vielmehr wird angenommen,
daB} der Farbstoff in der Formeiner starrenLosung in
der kolloidalen Substanz zuriickgehalten wird, ebenso wie
bel den gefirbten Glasern. Bei der Farbung wandern durch
dialytische Wirkung zunidchst Farbstoffmolekille in das
Innere des Objekts solange, bis ein Gleichgewichtszustand
erreicht ist. Ist die Loslichkeit des Farbstoffs im Wasser
und in den EiweiBkérpern die gleiche, so wird es mdoglich
sein, durch reines Wasser den Farbstoff wieder vollstandig
aus dem Objekt auszuwaschen. Da dies aber meist nicht der
Fall ist, so mul man annehmen, dall die Loslichkeit in den
iiweiBkorpern im allgemeinen hoher ist als im Wasser
und im Alkohol.

Heidenhain geht davon aus, dafl die koagulierten
Eiweillkorper noch in derselben Weise auf Basen und Sauren
reagieren wie im nicht koagulierten Zustande. Sie gehen also
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auch in derselben Weise mit sauren oder basischen Farb-
stoffen chemische Verbindungen ein. Doch reagieren nicht
alle EiweiBmolekiile so, sondern vorzugsweise nur die, die
in ILosung gehalten werden. Dal} stets ein geringer Teil in
Losung geht, das lehrt nach Heidenhain schon die
Méoglichkeit, Schnitte mit reinem Wasser aufzukleben, wobei
das geliste Eiweill als Kitt dient. Da die Eiweillstoffe als
Kolloide nicht diffundieren, so werden sie von dem Farbstoftf
noch an Ort und Stelle angetroffen und als gefarbte Molekiile
ausgefallt.

Substantive und adjektive Farbstoite.
Beizen.

Die meisten Farbstoffe, die in der histologischen Technik
Verwendung finden, besitzen den abgetoteten Geweben gegen-
iiber eine Firbekraft, die vollstindig ausreicht, um sie ohne
besondere Vorbehandlung der Objekte in Anwendung bringen
zu konnen. In der technischen Firberei spricht man in diesem
Falle von substantiven Farbstoffen. Diesen werden die
adjektiven gegeniibergestellt, deren Affinitit zu dem zu
behandelnden Korper nicht ausreicht, um eine geniigende
Farbung zu erzielen. Hier mull eine bestimmt gerichtete
Vorbehandlung der Gewebe stattfinden, es mull eine Ver-
mittlerin gefunden werden, die einerseits mit dem Gewebe,
andrerseits auch mit dem Farbstoff reagiert. Hierfiir kommen
hauptsichlich Metallsalze und Metallhydrate in Betracht.
Man nennt diese Mittel Beizen.

Da eine grofle Anzahl der gebrauchlichen TFixierungs-
mittel Metallsalze enthalten, so werden die Gewebe beim
Fixieren haufig gleich gebeizt. Doch nicht, oder wenigstens
meistens nicht fiir alle Farben. Denn im allgemeinen gilt, daf}
saure Farben basische Beizen fordern und umgekehrt. So
konnen auch saure Anilinfarben als Beize wirken fiir eine
nachfolgende basische Farbe. In derselben Weise kann
bei umgekehrter Reihenfolge der basische Farbstoff fiir

Becher und Demoll, Mikroskopische Technik, g
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den nachfolgenden sauren die Rolle einer Beize iiber-
nehmen.

Bei gebeizten Objekten findet haufig zunichst eine
etwas diffuse T'arbung statt, so dall eine nachtriagliche Ent-
fernung eines Teils des Farbstoffs notig wird. Es mul also
differenziert werden; der Farbungsmodus nach dem Beizen
ist also ein regressiver.

Als Differenzierungsmittel kommen in Betracht: fiir
Hamatoxylin, das ungebeizte Gewebe iiberhaupt nicht farbt,
Alaun und Fisenalaun, dann aber schwache Sduren, Basen,
Reduktions- und Oxydationsmittel. Anilinfarben differen-
ziert man mit Alkohol, dem man eventl. etwas Saure zugefiigt
hat. Doch kann man auch an Stelle des angesiduerten Alkohols
eine saure Anilinfarbe (besonders Orange G.) setzen.

Saure und basische Teerfarbstoffe.

Nach Ehrlich kann man die Teerfarben in saure und
basische einteilen, je nachdem das farbende Prinzip
durch eine Saure oder eine Base gegeben ist. Durch Mischung
von beiden entstehen neutrale Farben. Im allgemeinen
sind die basischen Farben Kernfarbstoffe, die sauren
Plasmafarbstoffe. Doch ist damit nicht gesagt, dall man
mit diesen nicht auch das Chromatin der Kerne, und
mit jenen das Plasma fiarben kann. Besonders laBt die
regressive Farbemethode, bei der es weniger auf schnelle
Aufnahme der Farbe als auf intensives Festhalten derselben
ankommt, auch mit Plasmafarben starke Kernfarbung
erzielen.

1aBt man einen Plasmafarbstoff und einen Kernfarbstoff
einwirken, und zwar nacheinander oder zu gleicher Zeit,
so erhdlt man eine Mehrfachfirbung. Hierbel 1lat man
meist den Kernfarbstoff vorangehen; die saure Plasmafarbe
kann dann als Differenzierungsmittel fiir jenen verwendet
werden (s. regressive Farbung).
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Intravitale Fiirbung.

Unter Farbung intra vitam versteht man eine Farbung
von Geweben des lebenden Tieres, die von diesem ohne jeden
Schaden ertragen wird. Denn es zeigt sich, dafl die Farbe
ganz andere Teile der Zelle in Angriff nimmt, je nachdem die
Gewebe lebensfrisch, oder aber durch irgendwelche Scha-
digungen abgetitet oder dem Absterben nahe gebracht worden
sind. Im ersten Falle tritt bei Metazoen nie eine Kernfirbung
ein, so dall das Ausbleiben derselben direkt ein Indizium
fiir die Lebensfrische der Zellen abgibt. Tritt aber das fiir
die toten Gewebe charakteristische Farbungsbild auf, so
verliert die vitale Firbung vollstindig ihre Bedeutung.
Denn diese liegt ja eben zum Teil darin, festzustellen, welche
Zellelemente in der lebenden Zelle sich den Farbstoffen
gegeniiber aktiv verhalten. Derartige Untersuchungen haben
im allgemeinen das Resultat ergeben, dal zunichst die an sich
leblosen Stoffwechselprodukte der Zellen gefirbt werden,
wie Dotterelemente, Abbauprodukte, ferner Pigmentkornchen,
Fliissigkeitsvakuolen usw. Von besonderer Bedeutung ist
es aber, dafl auch bestimmte Granula in hohem Malle Farbe
aufnehmen, die einen integrierenden Bestandteil der Zelle
darzustellen scheinen. Sie sind in jeder Zelle vorhanden
und zeigen oft eine fiir die betreffende Zellart typische Form
und Anordnung. Man darf daher wohl annehmen, dal} sie
lebende Elementarteile der Zelle darstellen.

Bei der Wahl der Farbstoffe konnen natiirlich nur
solche in Betracht kommen, die in geringer Konzentration
keinerlei Schiadigung der Gewebe zur Folge haben, und die
andererseits auch befihigt sind, mit den FEiweiBkorpern
der lebenden Zelle in Reaktion zu treten. Farbstoffe, die
diese Bedingungen erfiillen, sind: Methylenblau, Bismarck-
braun, Neutralrot, Nilblau, ferner fiir Protozoen Cyanin
und wiassrige Hamatoxylinlosung, fiir Rotatorien Kongorot,
und fiir Amphibien Janusgriin. Dies sind, wie die Erfahrung
gelehrt hat, die brauchbarsten Farbstoffe, doch kénnen auch

8*
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andere wie Dahlia, Gentianaviolett, Eosin usw. Verwendung
finden.

Die Farbstoffe kinnen in gelostem oder in ungelostem
Zustande in den Tierkorper eingefithrt werden, und zwar
entweder per os oder per anum, oder sie werden in die Korper-
hohlen, in die Lymphbahnen usw. injiziert. Bei kleineren
Objekten verfihrt man haufig am besten so, dafl man die
Tiere in eine verdiinnte Farblosung setzt. Es zeigt sich hierbei,
dall auch bei iiberaus geringer Konzentration die Farbe
allmidhlich aus der Losung ausgezogen und in dem Tier-
korper aufgespeichért wird. Die Bilder, die man auf diese
Weise erhilt, sind viel distinkter als bel Anwendung einer
konzentrierteren ILoOsung.

Allgemeine Regeln iiber die beste Konzentration der
Losungen lassen sich nicht aufstellen. Soll die Aufnahme durch
die Korperoberfliche erfolgen, so geniigen sehr viel verdiinntere
Losungen (1:100 000 bis 1:1000 000), als bei Injektionen.

Ein Fixieren der intravitalen Farbung ist bis jetzt nicht
gelungen. Der Effekt kommt immer mehr oder weniger
dem einer direkten Farbung der abgetoteten Gewebe gleich.

Da nur basische Anilinfarben und zwar in unzersetzter
Form von der lebenden Zelle aufgenommen werden, und da
es auch diese Farben sind, die in Cholesterin und in Lecithin
loslich sind, so ist anzunehmen, dafl die Auswahl der Farben
von seiten der lebenden Zelle durch die Impragnation
der Plasmahaut mit diesen Stoffen bedingt ist. Die
basischen Anilinfarben, die sie in Losung zu halten ver-
mogen, lassen sie in die Zelle eintreten, wahrend die in thnen
meist unloslichen Sulfosaurefarbstoffe zuriickgehalten werden.

Spezielle Firbemethoden.
Firben mit Karminen.
Die Gemische, die mit Karmin, Karminsaure oder
Cochenille hergestellt sind, eignen sich besonders fiir Stiick-
farbung und fiir Farbung ganzer Tiere. Dem Anfanger sind
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Alaunkarmin, Karmalaun und Boraxkarmin besonders zu
empfehlen, da die Technik hier sehr einfach ist. Uberfirbung
findet kaum statt oder kann durch Alaunlésung bezw. schwach
saurenAlkoholwieder riickgingig gemacht werden. Fiir Schnitt-
farbung leistet Parakarmin oft sehr gute Dienste, besonders
wenn die Schnitte nicht in niederen Alkohol oder Wasser
gebracht werden diirfen. Auch bei dotterreichen Embryonen
bietet es Vorteile, da der Dotter kaum mit gefirbt wird.

Karmin ist eine Verbindung von Karminsiure mit
Tonerde, Kalk und Eiweilkorpern; die dhnlich farbende
Cochenille enthdlt ein karminsaures Alkali (P. Mayer),
das im alkoholischen Auszug allein fiir die Farbung in Be-
tracht kommt. Der wissrige Auszug mit Alaun firbt dagegen
viel kriftiger durch das in ihm enthaltene Aluminium-
karminat.

Alaunkarmin. 1—59%jiger Ammoniakalaun wird 10 bis
20 Minuten mit 1%—19% Karmin gekocht und nach FEr-
kalten filtriert. Reaktion alkalisch. Fiir Totalpraparate
(Plankton) sehr geeignet, doch darf es sich nur um kleine
Tiere handeln, da Alaunkarmin schlecht durchfarbt. Reine
Kernfarbung erreicht man durch Auswaschen mit Alaun (oder
mit schwacher Sdure in 70—809%igem Alkohol).

Karmalaun. 1 g Karminsiure und 10 g Alaun in
200 ccem warmem oder kaltem Wasser gelost, filtriert
und Antiseptikum (Formol 1 ccm oder Salizylsidure /g g)
hinzugefiigt. Reaktion sauer. Verwendung wie Alaunkarmin,
ist jedoch auch zu Stiickfirbung geeignet; doch muf} hier
besonderes darauf geachtet werden, daBl die Objekte nicht
alkalisch reagieren.

Alauneochenille. TFein zerriebene Cochenille in 59 iger
Alaunlésung lingere Zeit gekocht, filtriert und Antiseptikum
(etwas Salizylsaure) hinzu. Verwendung wie Karmalaun.
Reaktion sauer.

Eisenkarmalaun. Zu 200 ccm Karmalaun 0,1 g Eisen-
oxydulammonsulfat, filtriert, 2 Tropfen Salzsdure und als
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Antiseptikum etwas Thymol hinzu. Fiir Stiickfarbung ge-
eignet. Fiir Schnitte setzt man 20 cem dieser Mischung zu
80 cem einer 5Y%igen Alaunlosung und fiigt noch etwas
Salzsaure (1 Tropfen) und Thymol zu. Beide Gemische
reagieren sauer und geben reine Kernfirbung.

Pikrokarmin, Tines der dltesten Mittel fiir Doppel-
farbung, bei der die Kerne rot, das Plasma, insbesondere
verhornte Epidermis u. a. gelb werden. Es wird verschieden
hergestellt, in den Gemischen finden bezw. bilden sich immer
Ammoniumpikrat, Ammoniakkarmin und freies Ammoniak
(Mayer). Pikrokarmin nach Weigert kann bei Griibler in
Leipzig fertig bezogen werden. Jetzt ist es meist {iblich,
erst in einem Karmingemisch und nachtraglich in Pikrin-
saure in Wasser, Alkohol oder Xylol zu farben. Pikrokarmin
eignet sich auch zur Nachfarbung, wenn mit einem starken
Kernfarbstoff, z. B. Himatoxylin, vorgefarbt wurde.

Magnesiakarmin. Das Karmin wird hier in einer
Losung gebrannter Magnesia gelost, die die Gewebe weniger
angreift, als das sonst verwandte Ammoniak. Auch ist diese
Losung haltbarer. Starkes Magnesiakarmin: 1 g Karmin
und 0,1 g Magnesia usta mit 50 ccm dest. Wasser 5 Minuten
gekocht, filtriert und etwas Formol hinzu. Nicht alles Karmin
wird beim Kochen gelost. Schwaches Magnesiakarmin:
0,1 g Karmin in 50 ccm Magnesiawasser lu Stunde gekocht,
filtriert und Formol hinzu. Die beiden Lisungen firben
anniahernd gleich; sind fiir Schnitt- und Totalpriaparate
brauchbar. Gut auswaschen in Wasser.

Das Magnesiakarmin wird auch mit Zusatz wvon
Magnesiumpikrat verwendet. 1 Teil stark. Magnesia-
karmin zu 10 Teilen Magnesiumpikratlosung oder 1 Teil
schwaches Magnesiumkarmin zu 1 Teil Magnesiumpikratlésung.
Das Magnesiumpikrat kann bei Griibler bezogen werden;
man hat 0,6 g des Salzes in 100 cem dest. Wasser zu losen.
Oder man stellt es sich selbst her, indem man 0,25 g Magne-
siumkarbonat in 200 ccm einer %% igen wissrigen Pikrin-
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sdurelosung kochen und dann sich absetzen lait und
schlieBlich filtriert.

Kaliumkarmin: Karmin 3 g, Kalium carbonic. 1 g und
Chlorkalium (KCl) 5 g sind in 60 ccm dest. Wasser einige
Minuten in gréllerem Gefall, da stark schaumt, zu kochen.
Nach dem FErkalten werden 20 cem Liq. ammon. caust.
zugesetzt. Die Losung ist sofort gebrauchsfertig und hilt
sich in gut verschlossener Flasche einige Zeit. Fiir Glykogen-
farbung ist' sie im Sommer etwa 3 Wochen, im Winter
langer brauchbar. Die Farbfihigkeit fiir Kerne nmimmt mit
der Zeit zu.

Kaliumkarmin ist besonders fiir Glykogenfarbung auf
Schnittpraparaten geeignet (Best.). Man verfihrt wie folgt:
Einbetten in Zelloidin, da Glykogen in Wasser loslich ist,
jedoch diese Loslichkeit verliert, wenn es in Zelloidin ein-
geschlossen ist. Vorfirben in Zelloidin mit Himatoxylin nach
Bohmer oder Bohmer-Hansen. Dann kommen die Schnitte in
ein (nur kurze Zeit haltbares) Gemisch, das sich zusammen-
setzt aus der oben angegebenen

Kaliumkarminlosung ..... 2 Teile
[iq. ammon. caustic...... B iy
Methylalkohol............ <

Nach 5 Minuten wird differenziert in einem Gemisch von
Alkohol abs. ............ S0 Teile
Methylalkohol., ........... 1
Ly T [ B v

Nach einigen Minuten bleibt die zu wechselnde Differen-
zierungsfliissigkeit klar. Dann bringt man die Schnitte in
809%igen Alkohol, abs. Alkchol usw. Das Kaliumkarmin
farbt nur Glykogen, derbes Bindegewebe, ferner Sekretions-
zellen, Mucin, Kornelungen der Mastzellen, die Corpora
amylacea im Nervensystem, die noch nicht der Verkalkung
nahe stehen und osteoides Gewebe kurz vor der Verkalkung,

Lithiumkarmin. Durch Zusatz wvon Salzen wird die
Farbekraft von Lithiumkarmin wesentlich gesteigert. Best
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empfiehlt: Karmin 2 g, Ammon. chlorat 4 g, Lithium carbon.
1 g, i 100 cem Aq. dest. zu kochen. Nach dem Erkalten
smd 20 cem Liquor ammonii caustici hinzuzusetzen. Die
Farbekraft nimmt mit dem Alter zu. Gegen Schimmeln
kann etwas Thymol zugesetzt werden. Die Schnitte kommen
direkt in Alkohol, der 1—109, Salzsiure enthilt (nicht in
Wasser, da hier das Karmin sofort diffundiert).
Boraxkarmin. In einer 49,igen wissrigen Borax-
losung wird 2—39%, Karmin durch Kochen gelost, dann das
gleiche Volumen 709 iger Alkohol hinzugefiigt. Nach einiger
Zeit filtrieren. Die alkoholische Boraxkarminlosung ist ein
beliebtes Mittel zum Duchfiarben. Bei grofleren Objekten
kann es Tage beanspruchen, bis sie gut durchgefirbt sind.
Dann kommen sie direkt in Alkohol 709, der mit einigen
Tropfen Salzsdure (19,) angesauert ist. In Wasser wiirde die
Farbe wieder herausziehen, in hochprozentigem Alkohol da-
gegen ausfallen; in Sdurealkohol aber bleibt sie in Loésung
und wird in den Kernen fest gebunden, wihrend sie aus den
verschiedenen plasmatischenTeilen verschieden stark auszieht.
Das wassrige Boraxkarmin wird nicht mehr verwendet,
da es die Gewebe zu sehr maceriert. Man tut daher gut,
dem Boraxkarmin, wie es wvon Griibler in Tabletten
geliefert wird, und das nach der Vorschrift nur in Wasser
gelost werden soll, nach dem Kochen noch gleichen Teil
709%igen Alkohol zuzufiigen. In der alkoholischen Lésung
maceriert zwar das Boraxkarmin selbst weniger, wohl aber
kann hier der etwa 359ige Alkohol dhnlich wirken. Dies
ist bei groflen Objekten, die Tage brauchen, um sich gut durch-
zufirben, wohl zu beachten. Fiir diese eignet sich mehr das:
Parakarmin: Man lost 1 g Karminsaure, 15 g Chlor-
natrium und 4 g Chlorkalcium in 100 cem 709 igem Alkohol,
liBt absetzen und filtriert. Zum Durchfiarben namentlich
grofler Objekte recht geeignet, da es schneller eindringt als
Boraxkarmin. Hailt sich sehr lang, auch fallt hier die mace-
rierende Wirkung des niederen Alkohols weg, da in 709;igem
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Alkohol gelost wird. Doch diirfen die Objekte nicht alkalisch
reagieren und nicht viel Kalk enthalten, da sonst Nieder-
schlige entstehen. Handelt es sich um Totalpraparate, so
wird dem 709jigen Alkohol, in dem ausgewaschen wird,
etwas Chloraluminium oder 21,Y, FEisessig zugesetzt, um
die Farbe aus dem Plasma auszuziehen. Fiir grolle Objekte
kann das Parakarmin auch zweckmalig mit 70 9, igem
Alkohol stark verdiinnt angewandt werden; doch tut man
gut, in diesem Falle etwas anzusduern, um Niederschlage zu
vermeiden.

Cochenilletinktur: 1 Teil pulverisierte Cochenille kommt
in 10 Teile 709 igen Alkohol, wird ofter umgeschiittelt
und nach einigen ‘Tagen abfiltriert. Die Objekte werden aus
70%igem Alkohol in die Farbe gebracht. Auswaschen eben-
falls in Alkohol 709; bei Uberfirben Zusatz von etwas
Salz- oder Essigsiure. Dauer der Fiarbung Minuten bis Tage.
Das Plasma wird kaum gefirbt. Ausschlaggebend fiir den
Charakter der Farbung ist die Anwesenheit und auch die
Abwesenheit von Salzen. Daher hat die Art der Fixierung
einen wesentlichen EinfluBl. Am besten gelingt die Farbung
nach Fixieren (das Fixationsmittel wirkt als Beize) mit Pikrin-
saure oder Chromsauregemischen. Auch Alkoholmaterial
ist geeignet. Hat hauptsichlich fiir Plankton Bedeutung.

Fine neue Cochenilletinktur (nach Mayer) bringt
die fiir die Farbung giinstigen Salze gleich mit. Sie besteht
aus 5 g Cochenille, 5 g Chlorkalzium, 14 g Chloraluminium,
8 Tropfen Salpetersaure (von 1,20 spez. Gew.) und 100 cem
20 %igem Alkohol. Die Objekte kommen aus 509 igem Alkohol
in dieses Gemisch.

Chromalauneochenille (nach Hansen). Chromalaun 5 g,
dest. Wasser 200 g, Cochenille 10 g werden 15—20 Minuten
gekocht und dann filtriert. Die Kerne werden kraftig grau-
blau gefirbt, das Plasma weniger stark grau. Die Lésung
eignet sich gut zum Durchfarben.
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Fiirben mit Himatoxylin-(Himatein)-Gemischen.

Das Hamatoxylin (C,s H,, 0, genaue Konstitution
unbekannt) wird aus dem Blauholz (Blut- oder Campeche-
holz), dem Kernholz der mittelamerikanischen Ieguminose
,,Hamatoxylon campechianum’* durch Ausziehen mit wasser-
haltigem Ather gewonnen. Die Kristalle von Hiamatoxylin
sind farblos, werden aber in der Regel auBlen durch Oxydation
etwas gebriaunt; sie losen sich langsam in Wasser, Alkohol
und Glyzerin. Die Lisungen oxydieren sich schon an der
Luft und gehen innerhalb mehrerer Wochen in Himatein
(Cy6 Hys Of und noch hohere Oxvdationsstufen iiber.
Hamatoxylin reagiert wie eine schwache Siure und bildet
Salze.

Himatoxylin selbst ist zum Farben ungeeignet. Es mul}
erst durch mehrwochentliches Stehen an der Luft zu Hama-
tein oxydieren (,reifen®), ein Prozell, der durch haufiges
Umschiitteln und noch mehr durch Zusatz von Oxvdations-
mitteln (Wasserstoffsuperoxyd u. a.) beschleunigt wird. Die
reife Losung ist jedoch nicht dauernd haltbar, sondern geht
allmahlich in nicht firbende hoéhere Oxydationsstufen iiber.
FEine ,reife’’ Losung enthdlt stets unreife, reife und iiber-
reife Bestandteile in nicht zu berechnenden Mengen. Das
Hamatein vermag jedoch allein auch nur eine diffuse
Braunung in den Geweben zu erzeugen. Man gibt daher dem
wie eine Sdure reagierenden Farbstoff Gelegenheit ein Salz
(Farblack) zu bilden dadurch, daff man ihm in den Geweben
eine Base darbietet. Diese ist in seltenen Fallen in geeigneter
Menge bereits in dem Gewebe vorhanden. Wenn nicht, so
wird sie erst in die Gewebe hineingebracht, d. h. die Gewebe
werden gébeizt (siehe p. 1138) oder aber sie wird zugleich mit
dem Farbstoff dem Gewebe dargeboten. Diese Beize kann
auch zugleich dazu dienen, das Hidmatoxylin zu Himatein
und hoheren Héamateinverbindungen zu oxydieren.

Im allgemeinen verwendet man zur Beizung Alaun oder
ein anderes Tonerdesalz. Wird erst gebeizt und dann
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gefarbt, so gebraucht man meist Eisen- oder Chromalaun.
Mit dem nachher hinzugefiigten Hamatoxylin (Hamatein)
entsteht dann ein Salz (Farblack), indem das Hamatoxylin
wohl in noch hoherer Oxvdationsstufe als in Hamatein ent-
halten ist. Das Hamatein soll die blausten Farbtone liefern.
Mit zunehmender Oxydation werden die TOne mehr violett
bis schwarz, wahrend eine iiberreife Losung nur noch braun
zu farben vermag.

Die Fiarbungen mit Hédmatoxylingemischen haben den
Vorzug, dal sie auch bei vorausgegangener Chrom- oder
Osmiumfixierung distinkte Bilder lieferte. Besonders fiir
Kernstudien sind sie zu einem oft unentbehrlichen Hilfs-
mittel geworden. Doch laft sich auch Plasmafarbung
damit erzielen.

1) Hiimatein-Tonerde.

Die beiden Bestandteile werden dem Objekt meist in
derselben Losung dargeboten. Die Farbung ist mehr rot oder
blau, je nachdem das Gemisch sauer oder neutral reagiert.
Die rote Farbung wird in eine blaue iibergefithrt durch
Waschen in Brunnen- oder Leitungswasser, das meist geniigend
alkalisch reagiert. Wenn nicht, so setzt man etwas Ammoniak,
oder schonender etwas Natriumbikarbonat hinzu. Die hierbei
eintretende Blauung beruht nicht einfach auf dem Neutrali-
sieren der Gewebe. Maver und Fischer haben diesen Vor-
gang in verschiedener Weise zu erklaren versucht.

Schwache Losungen geben keine so distinkte Fiarbung
wie starke, besonders wenn sie nur mit Wasser verdiinnt
sind. Verdiinnt man dagegen mit angesiuertem Wasser
oder mit Alaunlésung, so wird dieser Nachteil etwas auf-
gehoben. Doch erzielt man eine reine Kernfirbung am besten
durch starke Gemische. Diese neigen aber wieder oft zum
Uberfarben. Dem begegnet man dadurch, dal man das Zuviel
hinterher wieder durch Alaunlésung oder ev. auch durch
schwach angesauertes Wasser (einige Tropfen Salzsidure in
die iiblichen Standglaser fiir Objekttriger) auszieht. Die
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Saure mull dann wieder gut ausgewaschen werden, entweder
in viel Wasser oder in Alkohol mit ganz wenig Natrium-
bikarbonat oder Ammoniak, da sonst die Haltbarkeit sehr
beeintriachtigt wird. Hat man Alaun benutzt, so muf auch
dieser griindlich wieder entfernt werden, da er sonst im
Balsam auskristallisiert. Bei Doppelfirbung wird meist erst
mit Hamatoxylin gefarbt, dem man dann eine Plasmafarbe
folgen 1aBt.

In Kanadabalsam leidet die Farbung mit der Zeit
meist nur wenig, nur am Rande des Deckglischens geht sie
oft in Rot {iber, um schlieBlich vollstindig auszubleichen.
Terpentinél ist zu vermeiden.

Alaunhiimatoxylin nach Béhmer. Zu einem Uhrschadlchen
voll Alaunlosung (0,4%ig) bringt man einige Tropfen einer
reifen Hamatoxylinlésung (1 Teil in 12 Teilen abs. Alkohol).
Nachbehandlung siehe: Allgemeines iiber Himatein-Tonerde.
Wenig gebraucht, da es erst reifen mufl, und durch das sofort
gebrauchsfertige Hamatoxylin nach Boéhmer - Hansen iiber-
holt 1st.

Alaunhimatoxylin nach Biéhmer - Hansen. Um  die
Mischung gleich gebrauchsfertig zu machen, wird dem Hama-
toxylin ein Oxydationsmittel beigegeben. 20 g Kalialaun
werden in 200 ccm warmem dest. Wasser gelost und darin
1 ¢ Hamatoxylin in Losung gebracht. Ferner lose man
0,18 g Kalinmpermanganat in einer kleinen Menge Wasser.
Beide Losungen werden kalt vermischt und dann kurze
Zeit zum Kochen erhitzt. Dadurch wird die Oxvdation
und die Lackbildung beschleunigt und das Gemisch sofort
gebrauchsfertig. Sehr empfehlenswerte Kernfarbung fir
Schnitte. Behandlung siehe: Allgemeines iiber Hamatein-
Tonerde. Kann mit 5Y%iger Alaunlosung verdiinnt werden,
zumal fiir Stiickfarbung. Zum Durchfarben groflerer Objekte
weniger geeignet als die schneller eindringenden Glyzerin-
gemische (s. nebenstehend).



Spezielle Farbemethoden. 1256

Alaunhéimatoxylin nach Mayer. 1 g Himatoxylin wird
in 1 Liter Wasser gelost und 50 g Alaun zugegeben.
Durch Zusatz von 0,2 ¢ Natriumjodat wird die Oxydation
des Hamatoxvlins beschleunigt. Mayver nennt das Gemisch
Himalaun, weil er frither das schon fertige Oxy-
dationsprodukt (Hamatein) statt Hamatoxylin verwendete.
Doch kehrte er zu der alten Vorschrift zurtick, da sich danut
priazisere Farbungen erzielen lassen und oxydierte statt
wie Hansen mit Kaliumpermanganat mit Natriumjodat.
Infolge der oxyvdierenden Kraft des Natriumjodat ist das
Gemisch sofort gebrauchsfertig.

Fiir Schnitte und zum Durchfarben (mit Alaun verdiinnt)
geeignet. Dringt jedoch nicht so schnell ein wie das Dela-
fields’sche (grollere Objekte miissen Tage darin verweilen).
Uber Firbung siehe: Allgemeines iiber Hamatein Tonerde.
Stets mull gut ausgewaschen werden, sei es auch nur, um den
Alaun zu entfernen, den sonst im Kanadabalsam aus-
kristallisiert.

Alaunhiimatoxylin nach Delafields. Zu 400 ccm einer
gesattigten Ammoniakalaunlosung bringt man eine Losung
von 4 g Hamatoxylin in 25 cem starkem Alkohol. Das
Gemisch bleibt einige Tage offen stehen; dann wird
filtriert, 100 cecm Glvzerin und 100 ccm Methylalkohol
hinzugefiigt und wieder filtriert. Hierauf bleibt es offen stehen,
bis es dunkel geworden ist (etwa 2 Monate). Vor Gebrauch
ist es mit Wasser zu verdiinnen. Von Griibler kann die
fertige Losung bezogen werden. Uber Farbung gilt das unter
Hamatein-Thonerde Gesagte. Das Delafields’'sche Alaun-
himatoxylin hat den Nachteil, daB es erst nach Monaten
gebrauchsfertig 1st, und dal es wieder schnell verdirbt. Doch
macht es sein Gehalt an Glyzerin zu einem schnell eindringen-
den und daher beliebten Durchfirbungsmittel.

Alaunhiimatoxylin nach Ebrliech. In 100 cem abso-
luten Alkohol bringt man 2 g Himatoxylin, 10 cem Eisessig,
100 cem Glyzerin, 100 cem Wasser und gegen 3 ¢ Alaun. Das
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Gemisch bleibt in offener Flasche stehen, bis es dunkelrot ist.
Wird es dann gut wverschlossen, so hilt es sich Jahre lang.
Gibt auf Schnitten und bei Stiickfarbung gute Kernfirbung.

Hiimateinlésung L A. Es wird gemischt zu gleichen
Teilen Glyzerin, eine Alaunlosung und eine Hamatein-
tinktur. Die Alaunlésung besteht aus 99 Alaun, 39, Eis-
essig und 1/, ,9% Salizylsidure in dest. Wasser. Die Himatein-
tinktur besteht aus einer 19%igen Hamatoxylinlosung in
709%igem Alkohol, die 6—8 Wochen offen gestanden hat.
Die Oxydation schreitet jedoch immer weiter fort und beein-
trachtigt die Haltbarkeit. Fiir Schnitte und zum Durch-
farben anwendbar.

Hiimakaleium: 1 g Himatein und 1 g Chloraluminium
werden fein zerrieben und in 10 cem Eisessig und 600 cem
709%igem Alkohol heifl oder kalt gelost. Zum Schlull setzt
man D0 g Chlorkalcium zu. Nicht gut haltbar. Farbt nicht
so prizis wie Alaunhdamatoxylin, gibt aber doch bisweilen
(Protozoen) sehr schone Bilder. Kommt auch als Ersatz fiir
jenes in Betracht, wenn die Objekte nicht in Wasser gebracht
werden diirfen. Reagieren diese neutral oder schwach sauer,
so ist ein Ausziehen der Farbe hinterher nicht nitig. Man
bringt sie daher am besten vorher in angesiauerten Alkohol.
Auswaschen in neutralem Alkohol, oder wenn sie darin nicht
blau werden, in 709igen Alkohol + 29 Chloraluminium.
Ist Ausziehen der Farbe notig, so geschieht dies mit saurem
Alkohol.

Mucin Himatein, wassrig: 0,2 g Hamatein werden
mit einigen Tropfen Glyzerin verrieben; dann 0,1 g Chlor-
aluminium, 40 cem Glyzerin und 60 cem dest. Wasser hinzu-
gegeben.

Alkoholisch: 0,2 ¢ Himatein, 0,1 g Chloraluminium,
100 cem Alkohol von 709, 1—2 Tropfen Salpetersiure.

Beide eignen sich zur Schleimfarbung. Besonders die
wissrige Losung farbt schnell und nur den Schleim; doch ist
da, wo der Schleim im Wasser zum Quellen neigt, wie in
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der Haut von Fischen, die alkoholische Farbung vorzuziehen.
Kernfarbungen lifit man vorausgehen.

2) Himatoxylin-Eisen, -Chrom, -Kupfer und -Molyhdiin.

Wihrend die Tonerde zugleich mit dem Hamatein
den Objekten geboten werden, findet hier meist eine getrennte
Behandlung statt. Die Gewebe werden zuerst gebeizt
(siche p. 113); am haufigsten werden hierzu Eisensalze ver-
wendet. Bel den Chrom-Hamatoxvlin-Farbungen kann das
Hiamatoxylin als Beize aufgefasst werden.

Eisen-Hiimatoxylin. Nur fiir Schnitte.

1. Nach Benda. Die Schnitte kommen auf einen Tag
in Liquor ferri sulfurici oxydati Pharm. Germ., der auf
die Halfte mit Wasser verdiinnt ist: nachdem darauf erst in
destilliertem, dann in gewdhnlichem Wasser gut ausgewaschen
ist, bringt man sie in eine 1Y% ige wissrige, reife Himatoxylin-
losung, bis sie schwarz geworden sind. Dann wieder
abwaschen und unter Kontrolle differenzieren in 309 iger
Essigsaure.

2. Nach Heidenhain. Als Beize wird eine Losung von
schwefelsaurem Eisenoxvd-Ammoniak verwendet. Man nehme
hierzu nur klare, violette Kristalle. Die Schnitte werden in
der 115 bis 4Y;igen Losung 14 bis 12 Stunden lang gebeizt.
Man tut gut, die Objekttriger in der Fliissigkeit senkrecht
zu stellen, damit sich nicht Niederschlige von FEisenoxvd
auf ihnen absetzen. Dann wird kurz in Wasser abgespiilt
und in einer 1,9%)igen reifen Himatoxyvlinlosung 1% Stunde
gefarbt. Hierauf wieder zuriick in den Eisenalaun zum
Infferenzieren. Dabei mull unter dem Mikroskop der Fort-
schritt der Differenzierung kontrolliert werden (ev. mit
Wasserimmersion). Durch Abspiilen in Leitungswasser kann
die Entfirbung sofort unterbrochen werden. Ist die Farbe
in der gewiinschten Weise ausgezogen, so wird gut in flieBen-
dem Wasser abgewaschen.

I'__-.;__
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Modifikation von Heidenhain. Gebeizt wird 6—24 Stunden
in 21, %iger Eisenalaunlosung, gefarbt etwa ein Tag in
1 %iger reifer Himatoxylinlosung. Differenzierung wie oben.

Bei FEiesenhimatoxvlin-Fiarbungen sind dtherische Ole
beim Uberfithren in Kanadabalsam zu vermeiden. Die
Vorbehandlung der Objekte (Fixierung) iibt keinen wesent-
lichen FEinfluf auf die Farbbarkeit aus. Dieser Umstand
macht diese Farbung besonders beliebt nach Fixieren mit
Osmium und Chromgemischen. Die Farbe ist je nach der
Dauer des Beizens und Firbens und nach der Oxvdations-
stufe des Hamatoxylins blau, violett oder schwarz. Da die
chromatischen Bestandteile des Kerns sehr prazis gefarbt
werden, findet diese Methode in der Zellforschung hiufig
Anwendung. Es ist darauf zu achten, dafy die Schnitte eines
Objekttragers genau gleiche Dicke besitzen, damit die
Differenzierung gleichmaflig fortschreitet. Aber auch wenn
diese Bedingung erfiillt ist, so wird es bei Schnitten, die
verschiedene Organe treffen, nicht immer moglich sein,
ein in allen Teilen gut differenziertes Schnittpriaparat zu
erhalten. Denn da die Gewebe die Farbe mit verschiedener
Intensitdt festhalten, mull man sich hiufig damit begniigen,
auf einem Objekttriger nur auf einen bestimmten Gewebe-
komplex zu differenzieren.

Nachfarben mit Pikrinsaure, mit Wasserblau-Pikrin-
saure, Lichtgriin, Sdurefuchsin, Pikrofuchsin usw.

Eisenhiimatoxylin nach Hansen. In diesem Gemisch
wird die Beize in der Farblosung dem Objekt dar-
geboten, Sie hat zugleich den Zweck, das Hamatoxylin
zu oxvdieren. Man lost in der Warme (auf dem Wiarmeofen)
10 g reinen Eisenalaun in 150 g dest. Wasser. Ferner wird
1,6 ¢ Himatoxylin in 75 g warmem dest. Wasser gelost.
In die erkaltete Himatoxvlinlosung wird die ebenfalls kalte
Alaunlosung unter stetem aber maligem (um zu starke
Oxydation durch die Luft zu verhindern) Umrithren ein-
gegossen. Dann wird durch langsames Frhitzen in einem

_— . e,
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Kolben die Oxydation durch das Alaun beschleunigt. Doch

lasse man hochstens Y4—1 Minute sieden. Die Farbe wird
erst braun, dann blau, dann dunkelviolett. Die fertige Liosung
soll dunkelbraun sein. Ein geringer Teil des Farbstoffs bleibt
ungelost, darf aber nicht abfiltriert werden. _

Die Losung hilt mehrere Monate. Die Aufbewahrung
geschiecht am besten in einer gut verschlossenen Flasche
mit einem Uberschufl des Farblacks. Vor dem Gebrauch ist
zu filtrieren. Man farbt die Schnitte Minuten bis mehrere
Stunden. In letzterem Falle sind sie stark tiberfarbt, jedoch
nicht gleichmifig, so dall auch in diesem Falle nicht immer
ein Differenzieren notig wird. Ist es doch erforderlich, so
verwendet man am besten verdiinnte Schwefel- oder Essig-
siure. Meist geniigt kurze Farbung eventl. unter Erwarmung
auf 40°—50°, ohne Differenzierung. Abspiilen in dest. Wasser
bis zu zehn Minuten lang, dann Leitungswasser. Das Chro-
matin wird schwarz, auch manche Plasmastrukturen treten
sehr schon hervor. Gegen saure Plasmafarben ist die
Farbung sehr resistent.

Gegeniiber der getrennten FEisenhdamatoxylinfarbung
hat diese den Vorzug der einfacheren Handhabung. Auch
spielt hier eine verschiedene Schnittdicke auf demselben
Objekttrager kaum eine Rolle. Beil altem Alkoholmaterial
findet man aufllerdem haufig, dall nach der getrennten
Methode eine fein abgestufte Differenzierung nicht moglich
ist, da der Farblack ziemlich plitzlich weicht. Auch dieser
Nachteil fallt hier weg, wenngleich gesagt werden mulb,
dafl manches alte Material auch dieser Farbung wider-
steht und nur wenig differenzierte braune Tonungen ergibt,
wo das Heidenhainsche Verfahren noch bessere Resultate
ermoglicht.

Hiimatoxylin-Chrom. Zum Durchfarben geeignet. Die
Stiicke, die vorteilhaft in Alkohol oder Pikrinsdure fixiert
worden sind, werden in einer 14 9%,igen Hiamatoxylinlosung
(in dest. Wasser) etwa 12—24 Stunden gebeizt, dann eben-

Becher und Demoll, Mikroskopische Technik, 9
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solange in eine 1,Y%jige wissrige Losung von Kaliummono-
chromat gebracht. Die Chromsalze miissen vor dem Einbetten
gut mit Wasser ausgewaschen werden. Bei der Einbettung
sind idtherische Ole zu vermeiden. Diese Methode ergibt sehr
gute Resultate, wenn sie gelingt; was leider nicht immer
der Fall ist. Bei Material, das in Sauren fixiert ist, lege
man besondere Sorgfalt auf das Auswaschen derselben.

Eine modifizierte Methode wurde von Apathy an-
gegeben. Da das Milllingen der Fiarbung unter anderem
auch auf Zersetzung der chromsauren Salze (Sdaureabspaltung)
zuriickgefiihrt wurde, so versuchte Apathy diesem Ubelstand
dadurch zu begegnen, dall er diese Salze in Alkohol von 70
bis 809, loste.

Chromalaundioxyhiimatein nach Hansen, 10 g chemisch
reiner Chromalaun werden in 250 cem dest. Wasser gelist
und die Losung gekocht, bis sie griin wird. In die noch
heille Lisung bringe man 1 g Himatoxylin unter stindigem
Umrithren. Nach dem Erkalten setzte man 0,5 ¢ Schwefel-
saure (also etwa D ccm einer 109%igen Schwefelsdure) hinzu.
Auflerdem lose man 0,60 g Kaliumbichromat in 20 ccm
warmem Wasser. Nach dem FErkalten wird diese Losung
tropfenweise unter stetem Umrithren in die erste Lisung
eingegossen. Durch das Kaliumbichromat findet nun eine
Oxvdation des Hamatoxvlins statt, die dadurch beschleunigt
wird, dafl man die Mischung erhitzt und etwa 2 Minuten
lang unter stetem Umriihren sieden lalit. Dadurch wird die
Oxvdation und die Lackbildung vollendet. FEin unloslicher
Uberschufl des Lacks schadet nicht, doch mufl vor dem
Gebrauch stets filtriert werden.

Die Losung hilt sich sehr lange. Die Schnitte werden
5—10 Minuten eventl. unter Erwarmung auf 50° gefarbt.
Uberfirben ist auch bei stundenlanger Einwirkung kaum zu
befiirchten. Man erzielt eine dullerst scharfe, tiefblaue
Kernfirbung, doch wird auch das Plasma etwas mitgefarbt.
Ist stirkere Plasmafirbung erwiinscht, so nehme man statt
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der 0,5 g Schwefelsiure nur die Hilfte bis ein Fiinftel so viel.
Ebenso kann durch vermehrten Zusatz der Schwefelsiure
eine reine Kernfirbung erzielt werden. Gegen Siduren ist
diese Chromalaunfirbung sehr widerstandsfihig.

Auch fir Stickfirbung ist diese Mischung geeignet.
Man firbt kleine Stiicke 3—4 Tage, wischt gut in dest.
Wasser aus, das ofter zu wechseln ist und am besten vorher
durch Auskochen von Sauerstoff befreit wird. Um die Auf-
nahme von Sauerstoff zu verhindern, fiille man das Gefal
bis an den Stipsel voll. Hat man in dieser Weise 3—5 Tage
ausgewaschen, so kann man das Objekt in die aufsteigende
Alkoholreihe bringen auch dann, wenn sich das Wasser noch
etwas gefirbt hat. Bei der Durchfarbung erreicht man
ebenfalls in der Hauptsache eine Kernfirbung, doch werden
auch Plasma, Bindegewebe, Muskeln usw. gut getdnt.

Kupfer-Himatoxylin. TFiir Schnitte von Material, das
in Flemmings Gemisch fixiert ist. Die Schnitte kommen
2 Tage in konzentrierte Losung von Kupferacetat, werden
gut ausgewaschen und dann einige Minuten in eine
19ige wissrige Hamatoxylinlosung eingetaucht. Differen-
zieren der Schnitte in 1/, %iger Salzsdaure bis sie hellgelb sind.
Die Saure wird dann in der Kupferlosung entfernt, wo die
Schnitte blaugrau werden. Auswaschen in Wasser.

Molyhdiin-Hiimatoxylin. Beizen in (/, ,%iger) Phosphor-
molybdansiure, firben in 19%iger reifer Hamatoxylinlosung,
der 6—109, Chloralhvdrat zugefiigt ist.

Teerfarbstoffe.

Uber die Teerfarbstoffe als Kern- und Plasmafarben
siehe S. 114.

Kerniiirbung mit Teerfarbstoiien.

Wihrend die Plasmafarben nur progressiv angewandt
werden, kommt fiir die Kernfarbstoffe sowohl progressive
als auch regressive Firbung in Betracht. Zur progressiven
Kernfarbung eignet sich nur das Thionin, das Methylgriin

O
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und das wenig gebrauchte Methylviolett. Thionin kann
progressiv und regressiv verwendet werden.

Difierenzieren der Teerfarbstoife.

Die Farben werden in Anilinwasser, in Wasser oder
wenn notig, in Alkohol gelost. Anilinwasser (Anilin mit
Wasser schiitteln; stets frisch zu bereiten) vermag am
meisten Farbstoff zu losen und eine derartige Farbstoff-
losung hat hohere Farbekraft als eine rein wassrige oder
alkoholische.

Es wird zunichst iiberfarbt und dann differenziert. Daher
mull man sorgfiltig, d. h. lange genug firben. Aus demselben
Grunde wendet man auch meist starke Losungen an. In
diesen bleiben Schnitte — und nur solche oder sehr diinne
Objekte kionnen in Betracht kommen — am besten mehrere
(bis zu 24) Stunden, wenn auch in manchen Fillen schon
wenige Minuten geniigen.

Differenziert wird mit neutralem oder ganz schwach
angesiuertem Alkohol oder mit Anilinwasser. Die entfarbende
Kraft des Alkohols kann auch durch Zusatz von Amnilin
verstirkt werden, ebenso wie man die des Anilins durch
Mischen mit Xylol abschwachen kann. Setzt man dem
Anilin einen sauren Farbstoff (Fosin oder Pikrinsdure)
zu, so differenziert das Gemisch starker als reines Anilin und
ergibt gleich eine Doppelfirbung. Vor dem Differenzieren
werden die Schnitte kurz in Wasser abgespiilt, dann in der Ent-
farbungsfliissigkeit gelassen bis die Farbwolken nachlassen
abzustromen. Gut differenzierte Schnitte sind ziemlich durch-
sichtig; bei Geweben, die in Chrom- und Osmiumgemischen
fixiert sind, kommt die braune Farbe zum Vorschein. Neu-
traler Alkohol entfirbt ruhende Kerne wiel schneller als
Mitosen. Die Differenzierung wird unterbrochen entweder
durch Abspiilen in Wasser, oder dadurch, dall man das
Objekt gleich durch das Zwischenmedium in Balsam bringt.
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Zwischenmedien, die an sich nicht differénzierend
wirken, sind Cederndl, Bergamottl und Xylol. In diese
geht man direkt nach dem Differenzieren, wenn vorher schon
stark genug differenziert ist. (Differenzieren in saurem
Alkohol.) Hat man dagegen mit neutralem Alkohol entfirbt,
wobei die Farbe dem Plasma meist nicht vollstandig ent-
zogen wird, dann liBt man die Schnitte vorher noch Nelkenol
oder Anilin passieren, die beide die Differenzierung noch
weiterfithren. Dann kommen auch derart behandelte
Objekte in Xylol, Cedernol oder Bergamottdl, um die Ent-
farbung zu unterbrechen, und von da erst in Kanadabalsam.
Chloroform ist zu vermeiden.

Die Fixierung der Objekte spielt keine entscheidende
Rolle, doch farbt sich Chromosmium-Material oft besser
und distinkter (obwohl langsamer) als solches, das in
Sublimat fixiert ist. Safranin farbt letzteres direkt schlecht.

Wir besprechen zunachst die eine direkte Farbung
ercebenden Kernfarben.

Thionin. (Lauths Violett.) Man firbt einige Minuten
oder ldnger in ganz diinner oder konzentrierterer wissriger
Losung. Auswaschen in Wasser. Ein Zuviel an Farbung
l6st sich in werdiinntem 50—70 9 igen Alkohol schnell aus.
Dagegen zieht in 969 igem Alkohol meist nur noch sehr wenig
aus, so daB man sich den gewiinschten Firbungsgrad in
hochprozentigem Alkohol sozusagen fixieren kann. ‘Thionin
gibt prachtvolle Kernfarbungen selbst nach Osmiumfixierung.
Es wirkt auflerdem metachromatisch, Bindegewebe und
manche Driisen (Schleim) und Granula werden nimlich
bordeauxrot. Eine Nachfarbung ist daher nur selten ratsam,
mit Fosin aber gut ausfithrbar. Anfingern ist das Thionin
wegen der leichten Handhabung besonders zu empfehlen.
Ein grofler Nachteil des Thionin besteht darin, daB es in
Kanadabalsam bald ausbleicht.

Fiir Schleimfirbungen ist es sehr gebrauchlich. Nach
Hari verfihrt man hierbei wie folgt: Fixieren in gesittigter
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(7%iger) Losung von Sublimat in 0,59%iger Kochsalzlosung;
einbetten in Zelloidin. Auf den Schnitten ist das Zelloidin
mit Ather-Alkohol aufzuldsen, dann abs. Alkohol, 3 Minuten
in Wasser, 10 Minuten wieder in die erwdhnte Sublimat-
losung, 5 Minute in Alkohol abs., ebensolange in Wasser,
3 Minuten in 19%ige Thioninlosung, 2 Minuten in dest. Wasser,
1—2 Minuten in abs. Alkohol. Differenzieren 1 Minute oder
linger in einem Gemisch von 1 Teil Karbolsiure, 2 Teile
Xvlol und 3 Teile Nelkendl. Gut auswaschen in reinem
Xylol. Kanadabalsam. Jodkali zum Auswaschen des Subli-
mats ist zu vermeiden. Der Schleim wird rotviolett.

Toluidinblau, Wird wie das Thionin verwendet, dem
es in seinen FEigenschaften gleicht. Es ist ein guter Kern-
farbstoff, und wird am besten in einer 0,3—19%jigen Losung
benutzt. Dem Thionin wird es oft wegen der etwas grifleren
Haltbarkeit der Firbung vorgezogen.

Fiir Nervenfarbung (Tigroid und Fibrillen) bringt man
die Schnitte (nach Lenhossék) in konzentrierte, wissrige
Toluidinblaulosung, farbt kurz in FErythrosinlésung nach
und differenziert in Alkohol. Auch zur vitalen Nerven-
farbung wird es empfohlen. Wie das Thionin ist es auch
zum Farben von Schleim zu verwenden.

Methylgriin (syn. Lichtgriin). Es wird aus Methyl-
violett gewonnen, das in geringen Mengen unzersetzt in
ihm enthalten i1st. Is kann dies durch Ausschiitteln der
wassrigen Losung mit Chloroform entfernt werden.

Da das Methylgriin gegen Alkalien sehr empfindlich ist,
so darf es nur mit neutralen oder schwachsauren Medien
in Berithrung kommen.

Es wird hauptsiachlich verwendet zum Farben von
frischem oder eben erst abgetotetem Gewebe. Im ersten
Falle wirkt der schnell eindringende in schwacher Issig-
siure angewendete Farbstoff selbst mit als Fixierungsmittel.
Es gibt eine gute Kernfirbung, farbt schnell ohne zu iiber-
farben. In fixierten Praparaten erscheint der ruhende Kern
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blaulichgriin, die Mitosen dagegen leuchtend griin. In
seinen Fiarbungen tritt die Affinitit zum Chromatin mehr
in den Vordergrund als bei anderen Farbstoffen. Auch fiir
Schleim- und Knorpelfarbung zu empfehlen.

Meist verwendet man es in diinner Lisung, der 0,5 bis
19, Essigsdure zugesetzt ist, oder man lost es in physio-
logischer Kochsalzlosung oder in 1/,, bis 1, %iger Osmium-
sdure. Auch dem Gemisch von Ripart und Petit
(sieche S. 44) lift es sich beimengen.

Mit Plasmafarben gemischt wird es hauptsichlich in
dem Ehrlieh-Biondischen Gemisch gebraucht (S. 147).

Die Priaparate sind nach dem Firben in Wasser gut ab-
zuwaschen. Alkohol zieht die Farbe stark aus.” In Kanada-
balsam bleicht sie schneller als in wassrigem EinschluBmattel.

Bismarckbraun. Man verwende konzentrierte, wissrige
Losungen, die mit etwas Essig- oder Osmiumsaure versetzt
sind, oder man nehme auf 3 Teile der konz. wissrigen
Lisung 1 Teil 909 jigen Alkohol. Im ersten Fall ist es notig,
die Losung ofter zu filtrieren. Kerne und Schleim werden
stark und schnell gefarbt, iiberfarben sich aber auch leicht.
In diesem Falle mull mit verdiinntem oder angesiduertem
Alkohol ausgewaschen werden. Infolge der groBen Affinitit
zu Knorpel eignet sich das Bismarckbraun auch zu embryo-
logischen Untersuchungen. Man lasse die Schnitte nicht
zu lange in der Farbe. Vorfirben des ganzen Stiickes
mit Boraxkarmin ist sehr zu empfehlen.

Kann auch zum Durchfirben gebraucht werden. Die
Farbe hilt sich in Balsam und in Glyzerin.

_ Gentianaviolett (Methylviolett mit Zusatz von Kristall-
violett). In starker wissriger oder alkoholischer Lisung
gebraucht. Ist jedoch auch in sehr verdiinnter Losung
zu verwenden. Differenziert wird in neutralem oder schwach
saurem Alkohol, oder man bringt, wenn die Farbe zu stark
auszieht, die gefirbten Objekte erst in eine Losung von 1 g
Jod und 2 g Jodkalium in 300 ccm Wasser, bis sie schwarz
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sind, von da in neutralen Alkohol, wo sie grau werden, und
differenziert in Nelkensl. Die Fiarbung bleicht mit der Zeit aus.

Eine vorziigliche Kernfirbung erhilt man nach der
von Bizozzero angegebenen Methode. Die Schnitte werden
0—10 Minuten gefarbt, 5 Sekunden in Alkohol abs. aus-
gewaschen, 2 Minuten in Jodjodkalium (Lugolsche Losung)
gebracht, dann wieder 20 Sekunden in Alkohol abs., 30 Sekun-
den in 1Y ige wassrige Chromsaure, 15 Sekunden wieder in
Alkohol abs. und dann nochmals 30 Sekunden in Chromsaure,
ebensolange in Alkohol abs., dann in Nelken6l und von da
in Balsam. Je nach der Schnittdicke und der Art des Materials
sind die Zeiten etwas zu modifizieren. Differenziert man
sehr stark, so bleiben nur noch die Mitosen und auch die
Nukleolen tiefblau gefarbt.

Man kann auch eine Plasmafarbung damit verbinden,
indem man an Stelle des Alkohols abs. eine konzentrierte
Losung eines sauren Farbstoffs in 95—100%;gem Alkohol
(Orange G., Rubin) setzt.

Safranin. Es wird meist in konzentrierter wassriger oder
alkoholischer Losung angewendet, oder man versetzt die
Losung mit Anilin. In diesem Falle nehme man eine konzen-
trierte Losung in 29 iger Anilinlosung, erwiarme auf 60°
und filtriere. Safranmin farbt schnell, doch lasse man die
Schnitte mehrere Stunden bis einen Tag in der TIarbe.
Differenziert wird wie bei Gentianaviolett in hochprozentigem
Alkohol, der hochstens eine Spur angesauert werden darf,
da sonst die Farbe momentan auszieht. Auch die Vor-
behandlung mit Jodjodkalium wie bei Gentianaviolett
wird empfohlen. Dies kann auch durch einen zweiten,
sauern Farbstoff ersetzt werden (Lichtgriin). Man bringt
dann die etwa 1 Tag lang gefarbten Schnitte in eine 19%;ige
Losung von Lichtgriin in 969 igem Alkohol und diffe-
renziert darin etwa 14—, Minute. (Benda.)

Safranin ist ein vorziiglicher und bestindiger Kernfarb-
stoff, doch kommt es nur bei Chrom- und Osmiummaterial
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voll zur Geltung. Auch zur Firbung von Schleim und
elastischen Fasern ist es geeignet. Doch ist die Farbe je
nach der Behandlung, dem Differenzierungsgrad und anderen
nicht immer feststellbaren Bedingungen verschieden.

Dahlia. In wissriger oder alkoholischer Losung ge-
braucht. Differenziert wird in schwacher Essigsiure, oder
es wird diese dem Farbstoff gleich beigegeben, z.B. 709, 1ger
Alkohol 100 Teile, Eisessig 8 Teile, Dahlia bis zur Sattigung.
Auch in Verbindung mit vorausgegangener Stiickfirbung zu
empfehlen. Die mit Flemmings Gemisch fixierten Stiicke
werden in Alaunkarmin durchgefarbt, und die Schnitte mit
Dahlia nachbehandelt. Dann Wasser, Alkohol und nochmals
kurz in Alaunkarmin. Die hierbei zu verwendende Dahlia-
losung setze man folgendermaflen an: Dahlia 0,2 Teile;
50 %igen Alkohol 20 Teile; nachdem sich der Farbstoff gelost
hat, fiige man nochmals 20 Teile 509%igen Alkohol und 2 Teile
Salpetersdure hinzu. Differenziert wird in verdiinnter Essig-
saure und ausgewaschen in Wasser. Sehr geeignet zum
Hervorheben elastischer Fasern (blau). Die Kerne werden
rot (Unna, Hansen).

Fuchsin. Da es sich in Wasser schlecht lost, wird meist
eine starke Loésung in 509,igem Alkohol verwendet (auch
in 2 bis 59, Karbolwasser). Doppelfarbung mit Methylenblau
oder Jodgriin.

Nigrosin, wasserloslich. Konzentriert und ganz verdiinnt
angewandt. TFir Nervenzellen zu empfehlen. Fiarbt die
Fasern, nicht aber die Zellen.

Benzoazurin. Guter Kernfarbstoff fiir in Sublimat
fixierte Objekte. Man firbt bis zu 14 Stunde in einer 19, igen
Losung, wascht in Wasser aus und geht von da gleich in
96 Y1gen Alkohol, da schwacher Alkohol die Farbe stark
auszieht.

Methylenblau. Es ist das Salz der Base Tetramethyl-
thionin, und kommt als salzsaures Salz und als Chlorhvdrat in
denHandel. Esistleicht inWasser, etwasweniger gut in Alkohol



138 Teerfarbstoffe.

loslich. Bel langerem Stehen bildet es Methylenazur und
Methylviolett (rotstichiges oder polychromatisches Me-
thylenblau). Auch das Pulver kann schon mit Beimengungen
von Methylenazur und Methylviolett bezogen werden;
denn fiir manche Fiarbungsmethoden (Fiarben von Zell-
granulationen) ist ein derartig unreines Methylenblau er-
wiinscht. , Nur absolut reinen Farbstoff darf man jedoch
ber Vitalfirbungen verwenden. Die Ungiftigkeit und die
spezielle Affinitat zum Nervengewebe haben dem Methylen-
blau einen weiten Anwendungsbereich bei Firbungen intra
vitam gesichert. Im fixierten Gewebe firbt es die Kerne
und Kernkorperchen, Zellgranulationen und Mucin. Es iiber-
farbt nie, kann daher in starker Konzentration angewendet
werden.
Spezielle Verwendung des Methylenblaus.

Impriagnieren von Lymphrdumen, Saftkanilen,
Epithelien usw. Man bringt diinne, frische Membranen
(Schleimhéiute oder serise Membranen) fiir 10 bis 20 Minuten
in eine 14 bis 15 %ige Losung von Methylenblau in physio-
logischer Kochsalzlosung, wischt in physiol. Kochsalzlosung
und darauf in einer Lésung von pikrinsaurem Ammonium aus,
und 1aBt sie dann 15 bis 1 Stunde in einer reinen Lisung vou
pikrinsaurem Ammonium stehen. Schliefflich kommen sie in
ein Gemisch, das zu gleichen Teilen aus Ammoniumpikrat
und Glyzerin besteht. Oder man bringt die Objekte nach
dem Auswaschen mit physiolog. Kochsalzlosung auf 1, bis
1 Stunde in eine Ammoniummolybdatlosung; dann wird
in dest. Wasser ausgewaschen, entwissert und durch Xylol
in Balsam iibergefiihrt. Damit sich bei dieser Behandlung
beim Auswaschen in Wasser das Epithel nicht von der
Oberflache ablost, tut man gut, zu je 50 ccm der Ammonium-
molybdatlosung 3 Tropfen einer 15%igen Osmiumsdure-
losung hinzuzufiigen.

Die Zellgrenzen treten bei dieser Farbung deutlich her-
vor, hiufig sind auch die Kerne und bisweilen auch die
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Interzellularbriicken gefarbt. Die Saftliicken, Saftkanale usw.
erscheinen weill (ungefirbt) in der blauen Grundsubstanz.
Bisweilen wird das Bild auch umgekehrt.

Nervenfarbung mit Methvlenblau. Der Farb-
stoff wird den Geweben dargeboten entweder indem man
eine Methylenblaulésung in die Gefifle des frisch getoteten
Tieres injiziert, oder indem man die ausgeschnittenen Gewebe
mit der Farblosung durchtrinkt; schlieBlich kann man auch
dem in Scheiben geschnittenen Organ (Gehirn), die Farbe als
Pulver mit einem Pinsel aufstiuben. Als Losungsmittel
bedient man sich der physiologischen Kochsalzlosung; die
Konzentration der Farbe ist verschieden. Fiir Wirbellose
nicht iiber 14 9% ; besser bedient man sich einer schwacheren
Losung. Besonders gilt dies beim Farben durch Eintauchen.
Jenach der Konzentration der Farbfliissigkeit und der Art der
Objekte bleiben die Stiicke Minuten bis mehrere Stunden (bei
Konzentr. 1: 100 000) darin (markhaltige Nerven der Wirbel-
tiere am langsten). Dann wischt man je nach der angewandten
Konzentration eine Stunde (1 :1000) oder nur ganz kurz
(1:100000) in physiolog. Kochsalzlésung aus.

Das Wasser, das fiir die Farblosung verwendet wird,
mull gut destilliert, das Kochsalz vollstindig rein sein.
Ebenso miissen alle Flaschen und Gefalle, die in Anwendung
kommen, nacheinander mit starker Salzsiure, dann mit
Wasser, mit Alkohol und schlieBlich mit physiologischer
Kochsalzlosung ausgewaschen werden. Hat sich ein Nieder-
schlag in der Losung gebildet, so ist diese vor dem Gebrauch
zu erwarmen und zu filtrieren. Zum Farben durch Eintauchen
der Gewebe kann man auch eine Losung in reinem Wasser
verwenden.

Die Gewebe sollen moglichst frisch sein. Doch erzielt
man bei Warmbliittern noch nach mehreren Stunden, bei
Kaltbliitern sogar nach einigen Tagen brauchbare Farbungen.
Die Tiere werden am besten durch Entbluten getotet. Die
GefiBe sind mit warmer physiol. Kochsalzlésung durchzu-
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spiilen. Auch die Farblosung mull Korperwdarme haben.
Nach der Injektion werden die Gewebsstiicke ausgeschnitten
und auf 14 bis 2 Stunden mit etwas Farblosung in offener
Schale in den Thermostaten gestellt.

Die Fiarbungsverfahren sind mannigfaltig. Imallgemeinen
zieht man fiir hohere Wirbeltiere die Injektion in Blut-
gefille oder Korperhohlen, fiir niedere und Wirbellose
das Einlegen der Organe in die Farblosung vor.

Es 1dBt sich stets nur ein Teil der Nervenelemente firben.
Diese konnen aber dann in ihrem ganzen Verlauf leicht ver-
folgt werden. Doch gibt die Firbung auch zu Tduschungen
Veranlassung. Die erst stark gefiirbten Gewebe verblassen
unter dem Deckglas bald, nehmen aber die urspriingliche
Farbung wieder an, sobald man sie der Luft aussetzt. — Ob
hierbei der Sauerstoff oder das Ammoniak der Luft wesentlich
in Betracht kommt, ist nicht festgestellt. — Man nehme
betm Farben durch Eintauchen moglichst wenig Fliissigkeit.

Eine besondere Methode ist erforderlich, wenn Dauer-
praparate gewonnen werden sollen. Die erste Forderung dabei
ist, daf} die Gewebe nach dem Firben fixiert werden und zwar
ohne daBl dadurch die Farbung beeintrachtigt wird. Nur
wenig Agentien haben sich bisher als hierfiir geeignet erwiesen.

Dogiel fixiert mit einer gesattigten, wassrigen Losung
von pikrinsaurem Ammonium.  Dieses bildet mit dem
Methylenblau einen dunkelvioletten Niederschlag, der sich
in einem Gemisch von Glyzerin (1 Teil) mit einer wassrigen
gesittigten Losung von Ammoniumpikrat (1 Teil) kaum
verandert. Tine Hartung tritt dabei nicht ein; daher ist
das Verfahren nicht anwendbar, wenn die Stiicke noch
geschnitten werden sollen. Fiir diinne Haute, Gewebe usw.
ist der Gang der Behandlung wie folgt: die Priaparate,
auf denen die Nerven intensiv gefiarbt sind, kommen zum
Fixieren in eine bei Zimmertemperatur gesidttigte, wissrige
Losung von pikrinsaurem Ammonium (in einer Glasschale
mit 30—100 cem Inhalt). Darin bleiben sie je nach ihrer
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GroBe und Dicke 2 bis 24 Stunden. Wird die Fixierungs-
fliissigkeit durch abgeloste Epithelien und durch Schleim
tritbe, so mull sie gewechselt werden. Dann kommen die
Stiicke auf dem Objekttriger in ein Gemisch, das zur Hilfte
aus dem Fixierer, zur Hailfte aus Glvzerin besteht, und
werden mit dem Deckglas bedeckt. Nach einigen Tagen
sind die Praparate vollstandig durchsichtig.

Bethe fand ein Verfahren, durch das die Gewebe beim
Fixieren auch geniigend gehirtet werden, um sie schneid-
fahig zu machen. Er benutzte molybdinsaures Ammonium,
das die Leukobase*) des Methylenblaus als weilles, allméhlich
sich blauendes Salz ausfillt. Je nach der Dicke der Objekte
werden etwas verschiedene Mischungen bei der Fixations-
fliissigkeit gewahlt. Bethes Verfahren wurde von Dogiel
vereinfacht und soll in dieser Form gleich leistungsfihig sein.
Danach werden die gefirbten Prdparate direkt in eine frisch
bereitete, wenn tritb, dann filtrierte 5—89ige Losung
von Ammoniummolybdat gebracht. Iie Menge hangt von
der Grolle der Objekte ab (20 cem fiir kleine, 300 cem fir
etwa 5—10 cm grofle Stiicke). Kleine Priparate bleiben
darin bei Zimmertemperatur 10 Minuten bis 2 Stunden,
grofle bis zu 24 Stunden. Dann werden die Stiicke in viel
dest. Wasser (eventl. O6fter wechseln) ausgewaschen. Nach
15 bis 3 Stunden kommen sie in absoluten Alkohol, doch
moglichst kurz (14 bis 3 Stunden), da darin die Farbe etwas
auszieht. (Doch macht sich dies erst nach mehreren Stunden
unangenehm bemerkbar.) Eingeschlossen wird in Xylol-
dammarlack oder Kanadabalsam. Sollen die Objekte ge-
schnitten werden, so wird in Zelloidin eingebettet und dieses
in 70%igem Alkohol gehiartet. Kann nicht sofort geschnitten
werden, so bringt man sie aus dem 709%igen Alkohol in

*) Die meisten organischen Farbstoffe werden durch reduzierende
Mittel in farblose Verbindungen, sog. Leukoverbindungen uibergefiihrt.
oie enthalten entweder ein Sauerstoffatom weniger, oder haufiger
zwel Wasserstoffatome mehr, Durch Oxydation kann der Farbstoff
wieder hergestellt werden.
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Wasser, wo sie 2—3 Tage aufgehoben werden konnen, ohne
dall die Farbung dadurch leidet. Die Schnitte kiinnen noch
nachgefarbt werden (Alaunkarmin). Sie werden in absolutem
Alkohol entwassert und durch Xylol in Xvloldammarlack
tibergefiihrt. Einbetten in Paraffin ist weniger zu empfehlen.
Das Verfahren kann auch Anwendung finden auf Priparate,
die nach der an erster Stelle angefithrten Methode her-
gestellt worden sind.

Apathy gibt eine Modifikation des Dogielschen Verfahrens
an, die im wesentlichen darin besteht, daf} er mit Ammoniak
differenziert. Die in starker Losung gefarbten Stiicke werden
erst in Salzwasser ausgewaschen, die in schwacher Losung
gefirbten kommen direkt in eine konzentrierte, wissrige
Losung von Ammoniumpikrat, ohne freie Pikrinsdure,
doch mit etwas Ammoniak (5 Tropfen auf 100 ccm) oder statt
dessen in eine 1—2%ige frische Losung von Ammonium-
karbonat, die mit Ammoniumpikrat gesattigt ist: darin 148t
er die Objekte etwa 1 Stunde oder mehr, am besten im
Dunkeln, fithrt sie dann in wenig 50%iges Glyzerin iiber,
das mit Ammoniumpikrat gesittigt ist, lilt sie hier gut durch-
trankt werden, und bringt sie dann in emn Gemisch,
das aus 1 Teil kaltgesittigter Zuckerlosung, 1 Teil kalt ge-
sattigter Gummilosung und 2 Teilen 50%igem Glyzerin
besteht und ebenfalls mit Ammoniumpikrat gesiattigt ist. Ein-
geschlossen werden sie schlieBlich in einem folgendermaflen her-
gestellten Gemisch: 50 g ausgesuchter Gummiarabikum und
50 g Rohrzucker werden in 50 ccm dest. Wasser gelost und
etwas (0,05 g) Thymol hinzugefiigt. Die Masse erstarrt sehr
bald, so dafl ein Umranden des Deckglases iiberfliissig ist.

Plasmafiirbung mit Teerfarbstoifen.
Uber die Teerfarben als Kern- und Plasmafarbstoffe
sieche S. 114,
Man kann unter den Plasma - Teerfarbstoffen zwei
Gruppen unterscheiden. Die einen, wie Pikrinsiure, Eosin,
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Orange, haben mehr Affinitdt zu den Muskeln, die anderen,
wie Wasserblau und Saurefuchsin, zu Bindegewebe. Wiinscht
man diese beiden Gewebsarten farberisch gegeneinander abzu-
heben, so kombiniert man einen Farbstoff der einen Gruppe
mit einem der anderen und zwar 148t man sie nacheinander
einwirken (Eosin-Wasserblau, Orange-Fuchsin) oder man stellt
sich eine Mischung her (Pikro-Fuchsin, Wasserblau-Pikrin-
saure.)

Pikrinsiiure. Man 16st sie am bequemsten in Alkohol,
Xylol oder Chloroform und bringt die Objekte nach guter
Kernfarbung nicht zu lange in die schwache Lésung, da die
meisten Kernfirbungen gegen Siure empfindlich sind.
Man kann sie auch anderen Farbstoffen direkt beimengen
(Pikrokarmin). Dem Wasserblau oder Sidurefuchsin bei-
gemischt eignet' sie sich sehr gut zur Plasmafarbung nach
vorausgegangener Farbung -mit Fisenhiamatoxylin. Auch
fiir schwer durchlissige Totalpraparate ist die schnell
eindringende Pikrinsdure bisweilen zu empfehlen. Teerfarb-
stoffe werden im allgemeinen stark von ihr ausgewaschen oder
es bilden sich Niederschlige.

Wasserblau. Mit Pikrinsiure gemischt liefert Wasser-
blau auch ohne vorangegangene Kernfirbung gute Bilder.
Eventl. vorfarben mit Fosin. Wasserblau-Pikrinsdure ist
besonders nach FEisen-Hamatoxylinfirbung sehr zu emp-
fehlen. Das Plasma bleibt auch bei starkerer Tonung sehr
klar und durchsichtig. Man nehme die wassrige Losung nicht
zu stark, da sie rapid firbt. In niederem Alkohol zieht es
etwas aus.

Bleu de Lyon. Das wasserlosliche ist empfehlenswerter
als das spirituslosliche. Man verdiinnt eine konzentrierte
wassrige Losung auf die Hélfte. Meist werden die Kerne mit
Karminen vorgefarbt, und zwar durch Schnittfirbung oder
im Stiick. Mit Karminen (Boraxkarmin) gemischt eignet
es sich auch zum Firben von voluminéseren Totalpraparaten.
Man gibt zu einem Teil Bleu de Lyon etwa 10 Teile Karmin.
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Fiir embryologische Zwecke empfiehlt es sich sehr,
die Objekte erst im Stiick in Boraxkarmin zu firben, dann
gut in Salzsdurealkohol zu differenzieren. Hierauf einbetten.
Die Schnitte kommen auf wenige Minuten in eine frische,
konzentrierte, wissrige LoOsung von Bismarckbraun und
werden hierauf solange ausgewaschen, bis nur noch der
Knorpel braun ist. Dann kommen sie in eine wissrige Lisung
von Bleu de Lyon (konzentriert und auf die Hilfte verdiinnt),
werden kurz in 70%igem Alkohol ausgewaschen, um dann
in abs. Alkohol, Xylol und Balsam gebracht zu werden.
Die Kerne sind rot, das Protoplasma, die Nerven, der junge
Knochen und die azidophilen Granulationen blau und der
Knorpel leuchtend gelbbraun.

Indigkarmin. Ahnlich wie Bleu de Lvon nach oder
gleichzeitig mit Karminen angewendet. Fiir die Mischung
ist zu empfehlen: 1 g Indigkarmin in 500 ccm Wasser oder
in der gleichen Menge 5Y,iger Alaunlisung. Dies wird mit
dem 4—20fachen an Karmalaun oder auch Himatoxylin
nach Bohmer - Hansen gemischt. Nur die alkoholische
Losung von Indigkarmin ist lange haltbar.

Orange G. Sehr guter Plasmafarbstoff. Am besten
wird mit diinner %9, 1ger wissriger Losung langere Zeit
gefarbt; doch sind auch konzentriertere wissrige und alko-
holische Losungen brauchbar. Um zu starkes Entweichen
der Farbe in Alkohol zu vermeiden, kann man ihm etwas
Orange zusetzen. Es ist vorteilhaft, der Lisung etwas
Salzsdure zuzufiigen. Fs mull dannaber hinterher wieder gut
neutralisiert werden. Nach Kernfarbungen mit Hamatoxylin
besonders zu empfehlen. Kann bei Eisenhdmatoxylinfarbung
dem Eisenalaun in schwacher Loisung zugesetzt werden.
Wirkt anderen Teerfarben gegeniiber als Differenzierer.

Dreifachfiirbung naeh Flemming. Die in Flemmings
oder Hermanns Gemisch fixierten Schnitte oder diinnen
Hiute kommen 2—3 Tage in eine wassrige Safraninlosung,
der etwas Anilinwasser zugesetzt wird. Auswaschen in
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dest. Wasser; Ausziehen der Farbe in absol. Alkohol mit ganz
geringem (19%,,) Salzsaurezusatz. Die Praparate miussen
aber noch bevor die Farbe nur noch von dem Chromatin
festgehalten wird, also noch iiberfarbt kurz in dest. Wasser
ausgewaschen und auf 1—3 Stunden in eine sehr starke
wissrige Gentiana-Losung gebracht werden. Wieder kurz
auswaschen in destill. Wasser und dann in starke, wissrige
Losung von Orange G, die zugleich als Ihfferenzierer wirkt.
Nach wenigen Minuten, wihrend noch blaue Farbwolken
ausziehen, kommen die Praparate in absoluten Alkohol,
wo zunachst braunliche und dann wviolette Wolken abge-
geben werden. Bevor dieser Prozell zu Ende geht, kommen
sie durch frischen absol. Alkohol und durch Nelkenol oder
Bergamottol (in dem noch Farbe auszieht) in Dammarlack
oder Balsam.

Reinke modifizierte und vereinfachte die Farbung
folgendermalien: 24 Stunden in Kalium sulfurosum; aus-
waschen in Wasser, 1—2 Stunden in Safranin, gut auswaschen
in Wasser, 24 Stunden in Gentiana-Orangegemisch, kurz
auswaschen in Wasser, kurz in absol. Alkohol, dann ebenso
in Nelkendl, Balsam. Das Gentiana-Orangegemisch stellt er
her, indem er zu einer wissrigen konzentrierten Lisung von
Gentianaeinige Tropfen einer ebensolchen Lisung von Orange G
zusetzt. Iis entsteht ein neutraler Farbstoff, der die Losung
tritbt. Man setzt dann Wasser zu, wodurch die Triibung
verschwindet und firbt darin.

Die Firbung wurde von Flemming benutzt zur Dar-
stellung der Centrosomen und chromatinlosen Zellstrukturen.
Das Chromatin von in Teilung begriffenen Kernen wird mehr
rot, ruhendes Chromatin mehr blau gefirbt. Auch zum
Studium der Nucleolen verwendet.

Josin. Die verschiedenen Fosine sind teils nur in Wasser
oder nur in Alkohol, teils in beiden Medien loslich. Sie werden
sehr viel in schwacher Lésung nach Kernfirbung mit Hima-
toxylin gebraucht. Figentlich soll man mit Eosin in diinner

Becher und Demoll, Mikroskopische Technik, 10
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Losung lingere Zeit oder in konzentrierter kurz vorfarben:
dann mufl vor der Kernfarbung gut ausgewaschen werden.
Oft benutzt man nach vorausgegangener Kernfirbung 3—5
Minuten lang eine 0,569,ige Losung in Alkohol 70 9,. Dann
wird in dest. Wasser solange ausgewaschen als Farbe aus-
zieht. Von da kommen die Schnitte direkt in abs. Alkohol.
Hier bleiben sie nur solange, als gribere Farbstoffmengen
abgehen. (Bei lingerer Alkoholbehandlung erreicht man nur
eine blaBrosa Fiarbung.)

Lichtgriin 5. F. In alkoholischer oder wassriger Losung
anwendbar. Schoner Plasmafarbstoff, der mit roten Kern-
farben gute Bilder gibt. Uber die Kombination mit Safranin
siehe ,,Safranin*.

Janusgriin. In dimner, physiologischer Kochsalzlosung
(1: 30 000) zum Firben der Zellgranula frischer Gewebe
gebraucht.,

Anilingriin fiir Schleimfarbung.

Fuechsin 8., Siiurefuchsin, Rubin S.. Siiurerubin. Magenta S.
sind einander nahe verwandt. Sie sind gegen Alkalien sehr
empfindlich, konnen daher schon durch Leitungswasser aus-
gezogen werden, wihrend eine schwache Farbung durch
Sauren (Essigsaure) verstarkt wird. (Anwendung in der
Stoffwechselphysiologie). In schwacher (1:500) wéssriger
Losung als Plasmafarbstoff sehr zu emptehlen. Zusatz von
etwas Formol macht die Losung lange haltbar. Wird auch
viel in Gemischen verwendet.

Siiurefuchsin-Pikrinsiiure (Pikrofuchsin). Man sattigt eine
sehr schwache Sidurefuchsinlosung (1/,,%) mit Pikrinsiure.
Fignet sich besonders dazu, Bindegewebe und Muskulatur
gegeneinander abzuheben, resp. als solche zu erkennen, da
die Muskulatur vorzugsweise die Pikrinsaure (wird daher gelb),
das Bindegewebe das Fuchsin (rot) aufnimmt.

siureviolett, Die verschiedenen Saureviolette sind in
ihrem Verhalten dem naheverwandten Saurefuchsin dhnlich,
werden aber weniger gebraucht.



Teerfarbstoffe. 147

Triacidgemiseh von Ehrlich, so genannt, weil in ihm
alle drei basischen Gruppen des Methylgriins mit den
sauren Farben verbunden sind. Man stellt sich gesittigte,
wiassrige Losungen von Orange G, von Siaurefuchsin und von
Methylgriin her. Haben diese sich durch Stehenlassen ge-
klart, so mischt man nacheinander: 13 Teile des Orange,
6 des Saurefuchsins, 15 dest. Wasser, 15 Alkohol (909,
121, des Methylgriins, 10 Alkohol (909, 10 Glyzerin. Vom
Zusetzen des Methylgriins an ist das Gemisch tiichtig zu
schiitteln. Is ist sofort gebrauchsfertig und lange haltbar.

Mayer gibt eine vereinfachte Vorschrift: 1 g Methylgriin,
2 g Orange, 3 g Sidurefuchsin in 80 cem einer Fliissigkeit
oelost, die besteht aus: 45 cem Wasser, 10 cem Glyzerin,
25 Alkohol von 909%,. Das Methylgriin setze man zuletzt zu.
Gibt eine gute, zuverldssige und haltbare Dreifachfirbung.

Ehrlich - Biondi - R. Heidenhainsehes Gemiseh besteht
wie das Triacidgemisch aus einer Mischung von Orange G,
Saurefuchsin und Methylgriin. Es ist nur anwendbar
nach Fixieren in Sublimat oder weniger gut in Sublimat-
Pikrinsaure. Auch nach Alkohol oder Zenker’'scher Fliissigkeit
erzielt man noch brauchbare Resultate, wenn diese sorg-
faltig ausgewaschen sind. Die Schnitte sollen nicht dicker
als 10 p sein.

Man stellt sich gesattigte wissrige Losungen von Orange(,
Saurefuchsin und Methylgriin dar (es sind mehrere Tage
notig, um gesattigte Losung zu erhalten; 6fter umschiitteln),
filtriert und mischt 100 cem Orange G und 20 cem Saure-
fuchsin, und gieBt unter Umrithren 50 cem Methylgriin
hinzu. Nur chemisch reine Farben diirfen verwendet werden.
Dieses Gemisch wird vor dem Gebrauch mit Wasser auf
1: 60—100 verdiinnt. Darin wird 6—24 Stunden gefirbt.
Dann wird kurz in destilliertem Wasser oder Alkohol die
iiberschiissige Farbe ausgewaschen und in absol. Alkohol
entwassert. Xylol, Balsam. Der Alkohol zieht das Methyl-
griin leicht aus. Reagiert er alkalisch, so wird das Rot bla

10*
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und das Griin tritt kriftig hervor; ist er sauer, so ist die
Wirkung die entgegengesetzte. -

Um das schnelle Ausbleichen, das bei derartigen
Schnitten eintritt, zu verhindern und zugleich um eine
intensivere Fdrbung zu erzielen, hat man der Farblosung
etwas Saure zugesetzt: Man bringt die Schnitte vor dem
Farben auf 2 Stunden in Essigsdure 1: 1000 und sduert auch
die Farblosung mit Essigsiure (1: 500) etwas an, so da der
Farbton karmoisinrot wird. FEs ist nicht leicht, den richtigen
Grad der Ansiduerung zu erreichen. Heidenhain hat beson-
dere Vorschriften dafiir gegeben.

Die beiden Firbungsmethoden sind nicht immer zu-
verldssig, geben aber auf gelungenen Priparaten eine schine
Dreifachfarbung. Xerne blidulich oder griinlich, Nucleolen
und Plasmastrukturen rot.

Bordeauxrot, als sehr bestindiger Plasmafarbstoff bei
Eisenhdmatoxylinfarbung zu empfehlen.

Congorot. Wird in konzentrierter wassriger und alko-
holischer (Alk. abs.) Losung verwendet. Es ist sehr saure-
empfindlich (wird blau). Der Farbenumschlag nach blau ist
jedoch kein zuverldssiger Indikator fiir Anwesenheit von
Saure. Es wird fiir Schmittfarbung, besonders fiir Achsen-
zylinder und zur Vitalfirbung benutzt.

Neutralrot. Es wird hauptsidchlich fiir Vitalfirbung
angewendet. Bei Froschlarven geniigt es, sie in einer Losung
von 1: 10 000—100 000 schwimmen zu lassen. Auch iiber-
lebende Organe konnen darin gefarbt werden, indem man sie
in physiologische Kochsalzlosung bringt, der etwas Neutralrot
zugesetzt ist. Hohere Tiere (Kaninchen, Meerschweinchen,
nicht auch Maiuse) ertragen subkutane oder intravenodse
Injektion sehr gut. Zu diesem Zweck wird das Neutralrot in
sterilisierter, physiologischer Kochsalzlosung konzentriert
aufgelost. Hiervon werden tiglich ein oder mehrere Kubik-
zentimeter injiziert.
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Zur Darstellung der Nisslschen Korper bringt man
das Formolmaterial 15, Stunde in eine konzentrierte wissrige
Losung von Neutralrot, wiascht in Wasser aus und differen-
ziert in Alkohol. Tde Kerne und die Nisslschen Granula
sind leuchtend rot, der Zelleib dagegen ist schwach gelb
gefarbt.

Deltapurpuring Benzopurpurin, Congo - Corinth . zum
Nachfarben nach Hamatoxvlinfairbungen. Die Schnitte
kommen aus etwas alkalischem Wasser in die wissrige oder
alkoholische Farblosung. Das Benzopurpurin kann auch wie
das Benzoazurin als Kernfarbstoff verwendet werden.

Fiirben mit anderen Farbstoffen.

Eisen-Brasilin. Das Brasilin wird aus dem Rotholz
(auch Fernambuk- oder Sappanholz genannt, Caesalpinia
brasiliensis), gewonnen. Es oxydiert an der Luft zu Brasilein,
verhalt sich also ahnlich wie das Himatoxvlin. Auch die Art
der Verwendung ist bei beiden ahnlich. Das Brasilin wird
fast nur nach vorausgegangener Behandlung der Schnitte
mit einer alkoholischen Loésung von Eisenalaun verwendet.
Diese Beize, die nicht lange haltbar ist, wird dargestelit,
indem man 1 g Eisenalaun (siehe auch bei Eisenhimatoxylin)
m 23 cem Wasser 1ost, und dazu 77 com Alkohol von 909,
bringt. Die Schnitte bleiben 1—3 Stunden in der Beize,
werden in 70%igem Alkohol abgespiilt, dann in eine 159 ige
Losung von Brasilin in 709 igem Alkohol auf 3—6 Stunden
gebracht, entwissert und in Balsam eingeschlossen. FEin
Differenzieren mit Eisenalaun ist meist nicht notig.

Orcein wird aus Flechten (Lecanora, Rocella u. a.)
gewonnen. Lost sich in Alkalien mit violetter Farbe und
wird durch Sauren gefillt. Orcein wird vielfach zum Nach-
weis elastischer Fasern verwendet. Die Schnitte kommen
in eine 2%jige wissrige Orcein-Losung, der 29, Eisessig zu-
gesetzt ist, werden in Wasser ausgewaschen und schnell
durch absoluten Alkohol in dickes Cederndl gebracht, worin
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sie aufbewahrt werden. Die Kerne sind blau, das Plasma
rot gefarbt.

Oder (fiir Zelloidinschnitte durch Embryonen verwendet)
1 g Orcein in 80 cem Alkohol absol. und 40 cem Wasser,
dazu 40 Tropfen einer 25Y,igen Salzsiure. Nach 6 bis 24
Stunden werden die Schnitte in 909jigem Alkohol aus-
gewaschen. Alkohol absol., Ol, Balsam. Der als Knorpel
praformierte Knochen wird blau, alles iibrige rot.

Kernsehwarz. Nach Mayer eine Eisentinte (Eisen
und Gerbstoff). In verdiinnter Losung werden nur die Kerne
und die Achsenzylinder gefirbt. Die Mitosen nehmen die
Farbe viel starker auf, als die ruhenden Kerne. Auswaschen
einige Stunden in verdiinntem Ammoniak oder einige Minuten
in einer Loisung von Lithiumcarbonat (die konzentrierte
Losung mehrfach verdiinnt). Differenzieren, wenn nétig,
mit saurem Alkohol.

Bei Doppelfarbung dient das Kernschwarz als Plasmafarb-
stoff. Man mul} es daher konzentrierter anwenden, um das
Plasma geniigend zu farben. Die Schnitte werden darauf in
Wasser abgewaschen und kommen dann in einespez. Kernfarbe.

Metallimpriignationen.

In gefirbten Praparaten sitzt die Farbe in der Gewebs-
faser entweder chemisch oder durch Adsorption gebunden,
vielleicht auch in fester Losung, oder sie ist als Lack durch
eine Beize darin niedergeschlagen. Dagegen wird bei den
Imprignierungen die Substanz, die einzelne Gewebselemente
hervorhebt,alsfeinkorniges Prazipitatangetroffen. Die meisten
in der mikroskopischen Technik gebrauchten Impragnierungen
beruhen auf der Reduktion von Metallsalzen und ihrer Beein-
flussung durch Licht; doch liegt die Sache nicht einfach so,
daf} in dem Prazipitat das Metall selbst vorlige; auch treten
neben ausgesprochen kornigen Imprignationen Farbungen
bei der Behandlung mit Metallsalzen auf, bei Goldmethoden
treten diese sogar in den Vordergrund. Bei Silber kann der
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primaren , negativen” Impriagnierung der Interzellularraume
durch Reduktion eine nachtrigliche Losung des Prazipitates
und damit weiter eine dadurch bedingte ,,positive” Farbung
(,,Jmpragnation‘‘) folgen. Im Gegensatz zu den Farbungen
versprechen die Impriagnierungen nur dann oder wenigstens
dann die besten Resultate, wenn sie auf frische oder eben erst
fixierte Gewebe angewendet werden. Oft bringt man das noch
lebende frische Gewebe direkt in das Metallsalz, das in diesem
Falle gleichzeitig die Fixierung besorgt.

Impriignation mit Silber,

Zur Herstellung von Silberimprignationen wird fast
immer Silbernitrat (Hollenstein) angewendet, nur sehr selten
andere Silbersalze wie Silberpikrat, — citrat, — lactat oder
— acetat (im Verhiltnis 1: 800 in Wasser mit 10—15 Tropfen
der betreffenden Sdure) oder eine Protargollosung (oder 19
Protargollosung mit derselben Menge 1Y, Osmiumsaure).

Silbernitrat bildet ungefirbte Kristalle oder weille
Stiabchen, die zur Verhiitung einer Reduktion staubfrei in
gutschlielenden dunklen Flaschen aufbewahrt werden. Es
wirkt bekanntlich stark atzend auf die Haut, die sich nachher
schwarzt.

Zur Impragnierung der Kornea wird es in fester Form
angewendet; man fihrt mit einem Kristall schnell {iber die
Hornhaut, die dann losprapariert, in dest. Wasser gebracht,
durch Reiben mit einem Pinsel vom Epithel befreit und
schlieBlich in dem destillierten Wasser dem Licht ausgesetzt
wird.

Gewdhnlich aber bedient man sich des Silbernitrats
in Losungen, und zwar einer 1Y%jigen in dest. Wasser (eventl.
mit 39, H NO,), die man je nach dem Objekt noch 2—10 mal
verdiinnen kann (z. B. fiir Injektionen in Gefifle). Man kann
das Silbernitrat auch mit anderen Fixierungsmitteln mischen,
so z. B. b Vol. 19 AgNog mit 4 Vol. Osmiumsédure von 19
und 16 Vol. konz. wassriger Pikrinsaurelosung. Die frischen
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Objekte werden zuerst mit destilliertem Wasser griindlich
abgespiilt, um Blut, Serum usw. gut zu entfernen, bei See-
tieren mufl wegen der Menge von Chloriden, die sich mit
dem Silbersalz umsetzen, besonders sorgfiltig mit dest.
Wasser (eventl. nach Anfixierung mit Osmiumsidure) oder
mit etwa 3—1,3 9, iger Losung von Salpeter (oder 4 1} 9 iger
(Glaubersalz) gewaschen werden.

Handelt es sich um Membranen, deren Epithelien hervor-
gehoben werden sollen, so spannt man dieselben mit Igel-
oder Kaktusstacheln auf einen Kork, Holundermark oder
auf einem Wachsrdhmchen auf oder klemmt sie zwischen
Kautschukringe (Hoggansche.Ringe).

Das Objekt wird in der Silbernitratlosung oder nach
Ubertragung in destilliertes Wasser (eventl. mit 39 HNO,)
dem Licht ausgesetzt, das moglichst allseitig einwirken soll.
Man kann z. B. das Glasschalchen mit dem Objekt auf den
Tisch eines Prapariermikroskopes legen und nun auch von
unten mit dem Hohlspiegel durchleuchten. Gewdohnlich
werden natiirhich nur so diinne Membranen oder so kleine
Objekte behandelt, dafl sie nachher gleich eingeschlossen
werden konnen. Zur Verhiitung von Prazipitaten ist es vorteil-
haft, das Objekt etwas zu bewegen. Im Sonnenlicht ist die
Imprignation meist in wenigen Minuten fertig, bei diffusem
Licht mull man meist linger warten; doch ist die Zeit je nach
dem Objekt sehr verschieden. Die Objekte werden erst durch
die Fixierung weillich, dann gibt der Beginn des Schwirzlich-
grauwerdens gewohnlich den richtigen Zeitpunkt zum Unter-
brechen der Belichtung. Membranen kommen dann noch
im aufgespannten Zustande in Alkohol zur Hartung. Spiter
wird in iiblicher Weise in Balsam oder sonstwie einge-
schlossen. Nach gelungener negativer Impriagnation lassen
sich die Praparate noch etwas mit Karmin oder Hama-
toxvlin usw. nachfarben, so dafl die Kerne, die vom Silber
ganz frei sein sollen, hervortreten. Ist dagegen bei zu schwacher
Silberlosung und zu wenig intensiver Beleuchtung, kurz
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bei ungeniigender Reduktion ein positives Bild entstanden,
so sind die Kerne schon gefirbt und nehmen keinen Farb-
stoff mehr an.

Man hat die Sicherheit und Schnelligkeit der Imprag-
nation vielfach dadurch zu steigern versucht, daB man statt
in destilliertem Wasser in einer schwachen LoOsung eines
Reduktionsmittels exponiert, z. B. in 29 iger Essigsdure, in
Ameisensiure (kann z. B. mit der gleichen Menge Wasser
verdiinut, dem doppelten Volumen der 179, Silbernitratlosung
direkt beigegeben werden). Ferner in Zinnchlorid (14— 14 %
fir 2—3 Minuten) Hyvdrochinon, Kaliumpermanganat,
Amylalkohol (19, und 19, Ameisensiure in H, O) Glyzerin
oder Glvzerin mit Alkohol usw.

Um das Nachdunkeln zu verhiiten, kann man nach der
Reduktion (wenige Sekunden) in Fixiersalzlosung (Natrium-
sulfitlosung 29,) gehen.

Gute Impragnationen erhdlt man auch mit sogenannter
ammoniakalischer Silberlosung, die man sich herstellt,
indem man etwa zu 109, Silbermitratlosung soviel 409,
Ammoniak tropfenweise zufiigt, bis sich der anfangs gebildete
Niederschlag eben wieder lost, und dann so stark verdiinnt,
bis nur noch 34—14% Ag in der Losung ist.

Golgische Methode, Die Golgische Methode beruht
auf der Bildung eines Prazipitates von unbekannter chemischer
Natur nach Vorbehandlung frischer Objekte mit Kalium-
bichromat und Nachbehandlung mit Silbernitrat oder Subli-
mat. Der Niederschlag entsteht vorzugsweise auf Zellen und
Fasern des zentralen und peripheren Nervensystems, aber
auch auf Gliaelementen, Bindegeweben, Sekretkapillaren,
Tracheen und Gefallen. Dabel werden niemals alle Elemente
durch die Impriagnation hervorgehoben, sondern immer nur
einige, diese aber vollstandig, eine Nervenzelle also mit allen
ithren Fortsdatzen, Dendriten, Kollateralen usw. Diese launige
Eigenschaft der Golgimethode, die uns nie alles zeigt, was
vorhanden ist, und uns immer zwingt, eine ganze Reihe von
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Praparaten zu machen, ist andererseits insofern ein groBer
Vorteil, als dadurch aus dem uniibersehbaren Gewirr nerviser
Llemente einzelne mit Klarheit hervorgehoben werden.
Natiirlich sind Golgi-Priparate immer mit Vorsicht und
Kritik zu deuten — auch deshalb, weil sich unabhingig von
Gewebselementen Niederschlige bilden kénnen. Die Methode
wird in verschiedenen Modifikationen gebraucht.

1. die langsame Methode. Man bringt kleine Stiicke
(1—2 em  Seitenldnge) frischen Gewebes in Miillersche
Fliissigkeit oder aber einfach in 29, Kaliumbichromat,
wechselt die Losung hiufig und verstirkt sie dabei nach und
nach bis ungefahr 59,. Im Sommer miissen die Stiicke
30—40 Tage, im Winter 3—4 Monate oder ldnger in der
Losung bleiben. Bei 20—25° im Thermostaten braucht man
weniger Zeit, das Resultat ist aber weniger gut, ebenso wie
bei der Anwendung von Erlicki’'s Gemisch (2,5 g Kalium-
bichromat und 0,5 g Cuprum sulfuricum auf 100 ccm Wasser),
das aber in Mischung mit Miillerscher Fliissigkeit (1: 1 bis 1: 4,
allmahlich steigend) gute Resultate gibt. — Bei groBeren
Stiicken mufl man die gewahlte Lisung (etwa 2,59, K,Cr,0,)
in die Gefille injizieren.

Nach der angegebenen Zeit macht man in Pausen von
einigen Tagen Probepriparate, bis man den giinstigsten Zeit-
punkt gefunden hat. Aus der Bichromatlosung kommt nam-
lich das Objekt direkt in 19jige (oder 0,50—0,759%,) Losung
von Silbernitrat; man kann erst in einer frither gebrauchten
alten oder einer verdiinnten Silberlosung abspiilen und mul
auch spater die Silberléosung wechseln, wenn sie gelb geworden
ist. In ein bis zwei Tagen ist die Reaktion beendigt, langeres
Verweilen schadet aber nicht und ist, wenn man Zeit braucht,
angebracht, da die Praparate in Alkohol verderben. ' Bei
kurzer Hirtung in schwachem Bichromat ist schwache
.Silberli:isung, bei langer oder starker Hartung auch konzen-
triertere Silberlosung zu empfehlen. — Uber Weiterbehandlung

siehe unten.
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2. Die schnelleSilbermethode ist bedeutend kiirzer
und wird daher meist angewendet, obwohl ihre Erfolge die-
jenigen der langsamen Methode zum mindesten nicht iiber-
treffen. Die Hartungsfliissigkeit besteht hier aus 2 Teilen
39, iger Kaliumbichromatléosung und 1 Teil 1%, iger Osmium-
saure. DieObjekte miissen kleiner sein (1—0,5cm Kantenlinge)
und geben vom 2.—10. Tag Reaktionen; am besten pflegen
die Proben vom 3.—7. Tag zu sein. Auch hier ist in der Silber-
l6sung, die nicht erschopft sein darf, aunfzubewahren.

3. Die gemischte Silbermethode besteht in einer
Kombination der vorhergehenden. Man legt erst in Miillersche
Fliissigkeit oder in Kaliumbrichromat ein und kann durch
Uberfithren einzelner Stiicke in die Osmiummischung der
zweiten Methode jederzeit nach 3—8 Tagen Prapatate
fertig haben. Diese Methode ist wegen threr Feinheit und
Bequemlichkeit bei Bearbeitung eines grollen Materiales
sehr zu empfehlen.

Auch fiir Ciliendarstellung bei Infusorien ist die
Golgimethode zu gebrauchen. Man fixiert im Kaliumbichro-
mat Osminmgemisch nach der schnellen Methode und spritzt
dann die Infusorien mit einer Pipette und moglichst wenig
Bichromat erst in eine verdiinnte und dann in die 19 Silber-
losung. Nachher wird schnell entwissert und in Balsam
unters Deckglas gebracht.

Weiterbehandlung des Golgimaterials. Die
impragnierten Blocke kommen mdglichst kurz in 50 dann
95 %igerund absoluten Alkohol (im ganzen nur 15—2 Stunden)
und werden dann in ganz abgekiirzter Weise in Zelloidin
(15 Stunde in ditnnem Gemisch) oder Paraffin eingeschlossen.
Man braucht eigentlich nur fiir eine Einhiillung nicht aber
fiir richtige Durchtrinkung zu sorgen, da die Schnitte, um
gute Ubersichten zu gewiihren, doch 40—60 uu dick sein
sollen. Man kann auch sehr gut mit dem Gefriermikrotom
schneiden (wobei zuviel Wasser zu vermeiden ist) ; sehr hiufig
braucht man iiberhaupt keinen EinschluB und kann z. B.

[
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das schon gehartete Osmiummaterial leicht zwischen
Holundermark oder Leber mit dem Rasiermesser schneiden.
e durch Kreosot oder Xylol entwisserten Schnitte kommen
dann in Dammar oder Kanadabalsam auf den Objekttrager
und miissen mit reichlich dberflieBendem Balsam be-
deckt ohne Deckglas bleiben. Unter dem Deckglas ver-
derben die Praparate vielleicht wegen des Wassergehaltes.
Doch gelingt es durch vorsichtiges Erhitzen der Priparate
alles Wasser zu entfernen und nun die vollig trockenen Harz-
stellen noch mit dem Deckglas zu bedecken. Man kann die
Praparate, die nicht bedeckt werden sollen, auch auf Deck-
gliaser auflegen, dann trocknen lassen und umgekehrt in ein
Rahmchen wie ein hingender Tropfen montieren. Dann
stort die unregelmalige Oberflache der freien Balsamschicht
weniger.

Statt des Kaliumsalzes kann man bei der Golgi-Methode
auch das leicht eindringende Natriumsalz, das zu einer
bevorzugten Impragnierung der Tangentialfasern des Nerven-
systems fithrende Ca-Salz und das auch sehr gute Resultate
gebende Rb-Salz nehmen. Statt Silbernitrat wird auch
0,759 Silbernitrit in 1/,,9% Ameisensiurelosung oder auch
organische Silberverbindungen genommen.

Nach Cajal kann man unvollkommen imprigniertes
Material aus der Silberlosung wieder in das Osmiumgemisch
oder in 20 cem 3,59 Bichromat mit 2—3 cem 19, Osmium-
saure bringen, es dort etwa 1—2 Tage lassen, wieder fiir
mehrere Tage in die Silberlosung bringen und diese Prozedur
bei nicht geniigendem Resultat noch emmmal wiederholen.

Objekte, die so lange im Osmiumgemisch waren, dal}
sie keine Reaktion mehr ergeben, kann man auf 8 Stunden
bis 10 Tage in ein Gemisch von gleichen Volumina 4-—5Y, iger
Kupfersulfatlosung und 2—3Y;igem Bichromat und dann von
neuem in Silbernitrat bringen.

Statt in ein Osmiumbichromatgemisch kann man die
frischen Objekte auch in eine vor dem Gebrauch herzustellende
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Mischung von 40 cem 3,5 % igem Kaliumbichromat mit 10 cem
Formol einlegen und nach einem Tag noch 1—5 Tage in
3,0%ige reine Bichromatlosung bringen. Diese Methode
eignet sich besonders fiir das Zentralnervensystem.

Zur Vermeidung starker Niederschlige auf den Objekten
kann man sie vordem Einlegen in die Silberlosungin ein Papier-
kistchen mit schwach erwirmter 10%iger Gelatine bringen.
Dann kommen sie mit dem Mantel in das Bad. Die Gelatine
wird nachher in warmer gesittigter Losung von doppelt-
chromsaurem Silber wieder abgewaschen (vor dem Einbetten!).

Um die Praparate haltbar zu machen, verwandelt
Obregia das Silbersalz (oder Quecksilbersalz) in ein
Goldsalz dadurch, dal er die Schnitte in Alkohol abs.
mit 8—10 Tropfen 1Y, iger Goldchloridlosung pro 10 ccm
(1% Stunde vorher in diffusem Licht ansetzen!) bringt
und gleich ins Dunkle (15 —30 Minuten) stellt, dann
schnell in 50 Y,igem Alkohol auswascht, mit dest. Wasser
nachspiilt und in 10 % iger Losung von Fixiersalz 5—10Minuten
verweilen lift. Dann kann gut gewaschen, beliebig nach-
gefirbt und in Balsam mit Deckglas eingeschlossen werden. —
Auch durch Chlorieren und Bromieren und nachtrigliche
Belichtung kann man die Priaparate in eine unveranderliche
Form iiberfithren. — Kallius reduziert das Silbersalz der
Schnitte in einem Entwickler (40—60 cem Alkohol abs.
und 125 cem Wasser mit 10 cem von der Losung: Hydro-
chinon 5 g, Natrium sulfurosum 40 g, Kalium karbonikum
75 g und 750 ccm Wasser), was in mehreren Minuten erreicht
zu sein pflegt. Dann werden die grauschwarz gewordenen
Schnitte 10—15 Minuten in 70%, Alkohol gewaschen und
o Minuten in eine 209, Loésung von Fixiersalz gebracht.
Endlich kann bis 24 Stunden in destilliertem Wasser ge-
waschen und dann in beliebiger Weise nachgefirbt und
eingeschlossen werden.

Golgis und Cox’ Sublimatmethode Die Ver-
wendung von 0,25—19%, Sublimatlosung in destilliertem
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Wasser an Stelle des Silbernitrates gibt sichere Resultate,
verlangt nicht so genaues Halten an Konzentration und Zeit
und gestattet groflere Stiicke, ja bei guter Injizierung ganze
Gehirne zu nehmen. Die Imprignierung sieht im auffallenden
Licht weill und metallisch glinzend aus, im durchfallenden
Licht erscheint sie schwarz. Man hirtet in 1—3 Y iger Kalium-
bichromat mit oder ohne Konzentrationssteigerung oder
in Miillerscher Flissigkeit 2, 3—4 Monate lang, iibertragt
direkt in die Sublimatlésung, in der das Objekt 8—10 Tage,
ganze Gehirne aber erheblich linger verweilen miissen.
Dauerte das erste Bad linger, so mull auch der Zeit fiir das
zweite zugesetzt werden. Das Quecksilberbad ist zuerst
taglich, spater beim Gelbwerden zu erneuern. Die Objekte
konnen bis zur Behandlung in ihm aufgehoben werden.
Die Schnitte werden vor dem Einschlufl in Glyzerin oder
Balsam, bei dem ein Deckglas zuldssig 1st, griindlich gewaschen.
Die Schnitte konnen nach Obregia vergoldet, in Fixiersalz
geschwirzt oder mit einem komplizierten Tonfixierbad
nach Golgi weiterbehandelt und dann beliebig nachgefirbt
werden.

Cox bringt die Objekte, die die Grofle eines halben Ratten-
gehirns nicht iiberschreiten sollen, gleich in folgende Bichro-
mat- und Sublimatmischung: 5 %,iges Kaliumbichromat 5Teile,
5 9% iges Sublimat 5 Teile, 59,iges Kalinmchromat 4 Teile, die vor
dem Mischen mit dem {iibrigen noch durch 8—10 Teile Wasser
verdiinnt werden. Nach ein bis mehrmonatlichem Aufenthalt
in der Losung wird auf dem Gefriermikrotom (langsames
Einbetten schadet!) geschnitten, dann 1—2 Stunden in 59
Natriumkarbonatlosung gelegt, in der der Niederschlag
schwarz wird. Endlich wird in Wasser gewaschen und durch
Alkohol und ein Ol in folgenden Lack gebracht: Sandarak
70 Vol.,, Kampfer 15 Vol., Terpentinil 30 Vol., Lavendelsl
22 5 Vol., Alkohol abs. 75 Vol., Ol Rizini 5—10 Tropfen. Zu-
nachst kann kein Deckglas aufgelegt werden. Nach volligem
Trockenwerden des Lackes aber schadet es nicht mehr,
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wenn man erst einen Tropfen Rizinusol zugibt und diesen
mit dem Deckglas wieder grollenteils wegprelit.

Kronthals Methode mit ameisensaurem Blei.
Frische oder vorher in 109,igem Formolfixierte (bis zu 2 Jahre
alte) Objekte von hichstens 8 mm Kantenlinge werden in ein
Gemisch gleicher Teile 109%;iger Formollosung und gesattigter
wassriger Losung von Plumbum formicicum fiir 5 Tage
gelegt und dann in eine Mischung gleicher Teile von 10 % igem
Formollosung und Schwefelwasserstoffwasser gebracht. Man
kann das Stiick vorher mit etwas von der letztgenannten
Losung iibergieflen. Nach 5 Tagen wird durch Alkohol
gefithrt und oberflichlich in Zelloidin eingeschlossen, dann
die Schnitte durch Karbolxyvlol entwissert und in Xylol-
balsam unter das Deckglas gebracht. Nach der Kronthalschen
Methode erhdlt man wviel mehr Elemente geschwarzt als
nach der Golgischen.

Silbermethoden zur Darstellung der Neuro-
fibrillen nach Cajal und Bielschowsky. Bel den
verschiedenen Methoden Cajals wird immer das Silbernitrat
durch Hydrochinon oder Pyrogallussiure reduziert. Vor-
behandelt werden die frischen Objekte (3—4 mm Dicke) ent-
weder direkt in 14—6, meist 1,5 Y9,igem Silbernitratim Dunkeln
bei 35—40° oder aber erst 24 Stunden in 40%igem Alkohol
(eventl. mit 6—16 Tropfen Ammoniak auf 100 ccm) und
nach kurzem Abspiillen in dest. Wasser in 1,09, Silber-
nitratlosung im Dunkeln bei 35—38¢ fiir 4—5 Tage.
Auch kann man in einer Losung von 25 cem Formol in 100 cem
Wasser mit mehreren Tropfen (bis 1 cem, Ammoniak fixieren
und nach 6—12 stiindigem Waschen in die Silberlosung
gehen.

Nach dem Silberbad wird kurz in destilliertem Wasser
gewaschen, und in die Reduktionsfliissigkeit: 16g Pyrogallus-
saure oder Hydrochinon, 5—15 cecm Formol auf 100 cem
dest. Wasser gebracht. Nach 24 Stunden wird gewaschen
und dann in gewohnlicher Weise in Paraffin oder Zelloidin
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eingebettet, geschnitten usw. Nur die Mittelzone wird gut.
Zu langes Verweilen in der Silberlosung schadet; man kann
also mit Vorteil auch hier vom 3. bis 8. Tag Proben nehmen.

Bielschowsky fixiert kleine Stiicke in 129 igem Formol,
wascht sie in dest. Wasser gut aus und bringt sie fiir 1—8 Tage
in 2 %jige Silbernitratlésung und zwarim Dunkeln. Darauf wird
kurz in dest. Wasser gewaschen, und fiir 1%,—6 Stunden in
ammoniakalische Silberlésung iibergefithrt. Dann kommt das
Objekt kurz in Wasser und weiter in 209 iges Formol in
Leitungswasser, wo es 12 Stunden bis mehrere Tage bleibt.
Endlich wird schnell in Paraffin oder Zelloidineingebettet. Zur
Fixierung des Silberbildes kommen die mit Eiweill auf-
geklebten Schnitte fiir 5—10 Minuten in mit Essigsiure
schwach angesauerte 0,02—0,03%,ige Goldchloridlosung und
nach Abspiilung weiter in ein saures Fixierbad (Y, Natrium-
hyposulfit mit Zusatz von saurem schwefligsaurem Natron).
Nach einer Fixierung von 5—15 Minuten wird wiederum
gespiillt, und dann durch Karbolxylol in Kanadabalsam
eingeschlossen. Bei gelungener Impragnation sind die Neuro-
fibrillen geschwirzt, anderenfalls treten die Kerne und das
Tigroid hervor.

Imprignierungen und Firbungen mit old.

Negative Impriagnationen liefert das Gold fast nur,
wenn man es in mit Silber imprignierten Membranen an
dessen Stelle treten laBt. Man bringt zu dem Zweck die
Praparate nach der Reduktion des Silbers fiir einige Minuten
in 1% %iges Goldchlorid und 1ABt in angesauertem Wasser
nochmals reduzieren.

Sonst liefert die mikroskopische Anwendung von Gold-
methoden fast immer positive Bilder. Allerdings ist das
Resultat bei Vorvergoldung, d. h. bei Einwirkung des Goldes
auf die frischen Gewebe sehr verschieden von dem der ,, Nach-
vergoldung* bereits fixierter Gewebe. Bei letzterer resultiert
eine starke Firbung von Kernen, eine lebhafte Rotfarbung
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der Muskel- und eine Schwirzung der Nervenfibrillen, wahrend
das Plasma ziemlich wenig gefirbt wird. Bei der Vorvergol-
dung ist umgekehrt das Plasma stark gefarbt, wahrend Kerne,
Muskelfibrillen usw. kaum oder weniger hervortreten.

Als Goldsalz wird fast immer das Aurum chloratum
benutzt, das als , fuscum’ und als Au.chl. , flavum* im Handel
ist, ersteres enthalt 53, letzteres 489, Goldchlorid. Auller-
dem sind Wasser und Salzsaure vorhanden. Kochsalz soll
dagegen fehlen (von Griibler und Hollborn zu beziehen).
Auch sogenanntes kolloidales Gold i1st angewendet worden.

1. Vorvergoldung. Die Reduktion wird fast immer
in verdiinnter Lssigsiure oder Ameisensidure vorgenommen.
Apathy gibt folgende Vorschrift: Das frische Objekt (einige
Zeit tote oder gar in Drittel-Alkohol macerierte Objekte
kionnen auch noch Resultate geben) kommt im Dunkeln
auf 2—24 Stunden in 19%iges Goldchlorid (keine Metallinstru-
mente benutzen!); um der Schrumpfung vorzubeugen,
werden Membranen aufgespannt. Dann werden sie auf
6—8 Stunden oder linger in 1Y,ige Ameisensiaure gebracht
und moglichst von allen Seiten belichtet. Das Objekt wird
moglichst wenig bewegt, um eine Ausschwemmung der Farbung
zu verhiiten, worauf besonders bei Erneuerung der Ameisen-
saure, die beim Dunkelwerden vorgenommen werden mul,
zu achten i1st. Nachher wird in Glyzerin, einem Zuckersirup
oder Balsam eingeschlossen.

Viallanes bringt die Objekte bis zum Beginn der
Braunung in 1%ige Osmiumsdure, dann auf 10 Minuten in
25 Y%ige Ameisensdure, weiter in eine sehr schwache (0,029,
oder weniger) Goldchloridlésung und laBt sie im Dunkeln
24 Stunden darin. Endlich wird amLicht in 25 % iger Ameisen-
saure reduziert.

Nachvergoldung. Zur Nachvergoldung wird entweder
wie bei der Golgimethode in etwa 29, Ammonium- oder
Kaliumbichromat fixiert oder aber man verfihrt nach der
meist angewendeten Apathyschen Methode:

Becher und Demoll, Mikroskopische Technik, 11
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Fixiert wird in konzentrierter Lisung von Sublimat
m - 15 Y%, Kochsalzlosung (groBere Stiicke 8—12, Membranen
usw. 2—215 Stunden) oder in ein Gemisch dieser Lisung
mit derselben Menge Alkohol abs. (doppelt solange), oder
mit derselben Menge 19, Osmiumsiure (letzteres besonders
fir Wirbeltiere, wobei Braunung durch Lichtabschlufl bis
zur Einbettung vermieden werden mufl). Dann schwenkt
man in dest. Wasser griindlich ab und bringt in Jodjod-
kaliumlosung (19, KJ und %9, J) in Wasser 6—8 Stunden.
Bei kleinen Objekten kann diese Prozedur zur Entfernung
des Sublimats geniigen; bei groBleren mul} in entsprechender
Jod-Mischung in 969, Alkohol weiter ausgewaschen werden.
Jedenfalls aber wird das Objekt aus dem Wasser direkt in
969, Alkohol gebracht, weil lingeres Verweilen in Alkohol
schadet und die Entwasserung moglichst schnell vollzogen
werden mull. Dann folgt absoluter Alkohol und Einbettung
in Paraffin durch Chloroform (nicht Xylol usw.!) oder in
Zelloidin. Schnittdicken von 714—10 u sind am empfehlens-
wertesten. Die Schnitte werden schnell in dest. Wasser
iibergefithrt und bleiben 2—6 Stunden darin. Oder man
spiilt sie nur leicht in dest. Wasser, taucht sie dann 1 Minute
in 19, Ameisensiure, spiilt wieder mit dest. Wasser und biingt
sie. dann auf 24 Stunden (mindestens iiber Nacht in die
19, Goldchloridlésung) ins Dunkle. Dann kommen sie di ekt
in 19, Ameisensiure zum Reduzieren. Auswaschen daif
man sie vorher nicht, hichstens einmal schnell in destillie: tes
Wasser eintauchen, um die aulerlich anhaftende Goldlosung
zu beseitigen. Dies lifit sich aber auch in himeichender
Weise durch Abputzen des Objekttriagers (nicht der Schnitte!)
mit FlieBpapier erreichen. In der Ameisensiute weiden die
Objekttrager so gestellt, dall sie etwas scluag stehen und
die mit Schnitten belegte Seite nach unten kehien, so dal}
das reduzierte Gold sich senken kann, ohne die benachbarten
Schnitte zu verunreinigen. In jedem Glaszylinder soll nur ein
Objekttriger stehen. Die Reduktion hat im Licht aber bei
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kiithler, 20° jedenfalls nicht iiberschreitender Temperatur
zu geschehen, doch soll das Licht von allen Seiten gut die
Schnitte erreichen konnen. Sonnenschein ist wenigstens
im Sommer durchaus nicht erforderlich. Nach 6—8 hochstens
24 Stunden ist die Reduktion, bei der die Schnitte nicht
allzuviel bewegt werden sollen, beendigt und es kann dann
griilndlich ausgewaschen, nachgefirbt z. B. mit einem Kern-
fairbungsmittel und in Glyzerin, in einem Zuckersirup oder
in Balsam eingeschlossen werden.

Osminmsiure,

Kleine Tiere, Larven, pelagische Organismen usw.
werden hdufig mit 0,05—0,19, Losung von Osmiumsiure
fixiert, weil dabei gleichzeitig eine Braunung entsteht,
die zuweilen Teile des Nervensystems schon hervorhebt
und iiberhaupt eine Farbung iiberfliissig macht. Fixations-
gemische, die Osmiumsaure enthalten, wie das Flemmingsche
oder Hermannsche, ergeben dasselbe Resultat.

Die Briaunung beruht auf einer Reduktion, sie wird vom
Licht beeinflult, kann aber hier ebenso wie bei den Gold-
und Silbermethoden durch reduzierende Agentien verstirkt
werden.

Man fixiert also in Flemmings oder Hermanns Gemisch
je nach der Grifle der Stiicke 1, Stunde bis zwei Tage, und
zwar, um eine Reduktion vor dem Eindringen zu verhindern,
1m Dunkeln und {ibertragt die Objekte dann direkt in eine
schwache Losung von Pyrogallussiure (Lee), die wiederum
je nach der Grolie des Objekts eine halbe Stunde bis einen Tag
lang einwirken mufl. Dann wird eingebettet und geschnitten
und eventl. mit einem nach Osmiumsidure moglichen Farbstoff
nachgefarbt (Safranin usw.). Doch ergibt die Methode an sich
eine gule grauschwarze Kern- und Plasmafarbung.

Statt i Pyrogallussiure kann man auch in konzen-
tilettem oder verdiinntem alten ,schmierigen Holzessig
nachbehandeln; auch ‘dann resultiert eine dhnliche Braunung,

11%*
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die aber vielleicht auf einer einfachen Fiarbung mit Stoffen aus
dem rohen Holzessig beruht, der auch nach Alkohol oder
Sublimatfixierung &dhnliche Resultate gibt. (Hermann,
Mahrenthal.)

Bei Nachbehandlung mit Oxalsiure (im Verhiltnis
1: 15 in Wasser gelost) fiir 24 Stunden erhdlt man rote
Praparate.

Man kann auch nach Fixierung mit anderen Mitteln
noch 1Y, Osmiumsaure einwirken lassen und nachher redu-
zieren. Idie Praparate werden oliv-griinlich-braun. Auch
dann konnen sich z. B. nach vorheriger Stiickfarbung in
Boraxkarmin sehr gute Wirkungen erzielen lassen.

Herstellung von Diinnschliffen organischer
Hartteile.

Die genauere Untersuchung der Struktur organischer
Hartgebilde ist wegen der allgemeinen Bedingungen der iib-
lichen mikroskopischen Beobachtungsweise im durchfallenden
Licht ebenso auf die Herstellung diinner durchsichtiger
Platten aus dem Objekt angewiesen wie die Untersuchung
der Weichteile auf die Anfertigung von Schnitten. Bei
Skeletteilen, Zahnen und dergleichen kénnte man allenfalls
die Technik der Metallmikroskopie heranziehen und mit dem
Vertikalilluminator beobachten. Aber auch dann miillite
wenigstens die zur Beobachtung ausgewahlte Flache ge-
schliffen werden. Da aber so gut wie alle organische Hart-
teile in diinner Schicht gut durchsichtig werden, so ist es
fast immer wvorteilhaft, Diinnschliffe herzustellen, die die
giinstigere Beobachtungsweise im durchfallenden Licht ge-
statten.

I. Allgemeine Methode des Sehleifens.
Sehliffe von kompakten Stiieken.

Da es zu miihsam und zeitraubend sein wiirde, alle iiber-
fliissige Substanz eines griolleren Skelettstiickes bis auf die
diinne gewiinschte Schliffplatte durch Schleifen zu entfernen,
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so sagt man aus Objekten, die senkrecht zu der gewiinschten
Schliffebne dicker als 2 mm sind, eine Platte wvon 2 mm
oder geringerer Dicke heraus, um diese dann erst zu schleifen.
Zum Heraussigen bedient man sich feinerfestgespannter Laub-
sagen. Das Objekt kann man entweder mit der Hand halten
oderirgendwie zwischen Kork einspannen. Zuweilenistes vor-
teilhaft den ganzen Laubsidgebogen in einen Schraubstock
einzuspannen und nun das Objekt auf der Siage hin und her-
zufithren. Kleine feine rotierende Kreissigen eignen sich
ebenfalls zum Aussdgen der Platten. Fiir ganz harte Sub-
stanzen, wie Zahnschmelz, kann man sich der Korund-,
Karborund- oder Diamantrider der Zahndrzte bedienen.
Das Aussdgen kann man in vielen Fillen auch durch
Abfeilen mit oder auf einer Feile oder durch Abschleifen auf
ganz groben Schleifsteinen ersetzen. Das Allergrobste kann
an einem groflen drehbaren Schleifstein (fiir Messer, Beitel,
Werkzeuge) entfernt werden. Jedenfalls sollte man sich fiir
das erste grobe Anschleifen, wie es auch nach dem Aussigen
meist noch notwendig ist, einen Sandstein in der Gréfle von
zwel bis drei Handflichen halten. Auf derartigen Steinen
kann trocken oder in Wasser geschliffen werden. Das Objekt
wird mit den Fingern gehalten oder mit einem Kork ange-
driickt, auch kann man es mit etwas Siegellack oder mit durch
Warme vertliissigtem hartem Kanadabalsam an ein passendes
Stiick Kork oder Holz ankitten, von dem es spater durch
Losen des Siegellackes in Alkohol oder des Balsams in Chloro-
form, Benzol oder dergl. wieder entfernt werden kann. Das
grobe Anschleifen kann man auch ausfithren nach der von
den Mineralogen und Glasschleifern meist angewendeten
Methode des Schleifens auf einer rotierenden oder fest-
stehenden GuBeisenscheibe mit Benutzung von Karborund
oder geschlammtem Schmirgel zum Schleifen, das meist mit
Wasserzusatz geschieht. Man kann ber dieser Methode die
Glatte der angeschliffenen Fliche immer weiter durch
Anwendung immer feinerer Schleifmittel steigern, wvon



166 Herstellung von Diinnschliffen organischer Hartteile.

denen man nach Karborund und Schmirgel noch Zinnasche,
Englischrot oder das besonders empfehlenswerte Diamantin
(durch Glithen von Ammoniumalaun hergestellte Tonerde)
benutzen mull. Man gehtbei der allméhlichen Verfeinerung der
Schliffliche von der GuBlstahlscheibe auf eine glatte Matt-
glas- und schlieBlich auf eine vollkommen ebene Spiegelglas-
scheibe iiber. TFiir einige Zwecke werden auch Schmirgel-
papiere von verschiedenem Korn benutzt.

Diese Prozedur allmihlicher Verfeinerung der Schliff-
flache ist aber fiir unsere Zwecke nur dann anwendbar, wenn
das zu schleifende Skelettstiick kompakt, also ohne Hohl-
raume, Kandle und dergleichen ist. Anderenfalls setzt sich
namlich das Schleifmittel gewdhnlich in den Kanilen so
fest, dall es meist nicht mehr vollkommen entfernt werden
kann.

Beim Schleifen organischer Skelettstiicke begniigt man
sich daher gewohnlich mit der spateren Anwendung feinerer
Steine. Nach der Behandlung auf dem Sandstein (oder bei
kleineren Objekten direkt) geht man zum Schleifen auf
sogenannten Abziehsteinen (fiir Rasiermesser) iiber. Recht
empfehlenswert sind die iiberall kiuflichen etwa handgrofien
Rubinitsteine, die in drei Harte- bezw. Feinheitsgraden her-
gestellt werden. Noch etwas zarter sind die gelbweilien
Abziehsteine aus Lithographiestein (Arkansas-Olsteine oder
gelbe belgische fiir Ol oder Seifenwasser), man kann zum
Schlufl auch noch auf einer feinen Mattglas- und endlich
auf einer Spiegelglasscheibe nachschleifen; oft ist das aber
nicht mehr notwendig. Leder, Tuch oder Papier sollten zum
Polieren nicht benutzt werden; sie ergeben alle keine ebenen
Oberflachen.

Auf den Abziehsteinen, sei es nun Rubinit, Marmor oder
Lithographiestein, kann entweder trocken, mit Wasser (z. B.
auf den blaugriinen Arkansassteinen), Seifenwasser (von Palm-
olseife) oder aber mit einem Ol geschliffen werden. Von Olen
werden FErdnuB6l und das bei Glasbohrungen usw. viel
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gebrauchte, Terpentinil empfohlen, auch Cederndl eignet sich
vortrefflich. Das Schleifen in (Olen wirkt erheblich zarter
als Trockenschleifen und Wasseranfeuchtung. Die beim
Schleifen von Objekt und Stein abgerissenen Partikelchen
konnen in dem schmierigen Ol leichter ausweichen und storen
dann den gleichméafigen Schliff der Steinfliche weniger.
Trotzdem mull man immer nach einigen Minuten — wenigstens
bei der letzten Politur — das Ol mit dem in ihm enthaltenen
Schleifstaub entfernen (ev. mit einem in Xylol oder Chloro-
form getauchten Lappen nachputzen) und durch neues
ersetzen.

Ist an dem Objekt bezw. an der ausgesdgten Platte eine
Seite definitiv fertig geschliffen und poliert, so wird der Hart-
teil nun mit dieser Flache auf die ebene Seite irgend eines
handlichen, sauberen und beim Schleifen nicht schmutzenden
Trigers befestigt. Die Mineralogen gebrauchen zuweilen ganz
besondere derartige Triger, die gestatten, Fliachen in he-
stimmter Richtung zu einer Ausgangsfliche zu schleifen.
Meist dienen jedoch einfache Glasobjekttrager (quadratisches,
Gieflener oder englisches Format) zur Befestigung. Als Ver-
bindungsmittel nimmt man Wachskolophonium (1: 2) oder
gebrdauchlichen Kanadabalsam (1 Teil), in dem in der Warme
das 314fache Volumen pulverisierten Schellacks gelost wird.
(Ganz reine trockene Harze sind zu sprode und konnen beim
Schleifen abspringen, daher der Wachszusatz. Man kommt
jedoch auch mit dem gewdihnlichen oder etwas eingedickten
Balsam aus. Zum Aufkitten bringen wir einen sehr kleinen
Tropfen dicken Balsams oder ein kleines Stiickchen der obigen
Mischungen auf die Mitte des Objekttragers und erhitzen nun
vorsichtig bis das Losungsmittel (Xylol) nahezu wvollstindig
verdampft ist, der Balsam aber durch die Wirme fliissig
gehalten wird (ohne zu kochen und zuviel Gasblasen aufzu-
weisen), Dann driickt man das Objekt mit der fertig ge-
schliffenen Seite fest auf den Tropfen, so dall derselbe ganz
diinn und gleichmiBig ausgedriickt wird und das Schleif-
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stiick mit dem Objekttrager ohne Liicke und Luftblase ver-
bindet. Nach dem Erkalten kann dann mit dem Schliff der
anderen Seite begonnen werden, der sich genau parallel zu
der ersten Schliffliche ausfithren 1aBt, weil bei dem Diinner-
werden des Objektes der weit iiberstehende Objekttriger
keine grofle Abweichungen von der Parallelebene gestattet
und dieselben auch durch seine Grofle leicht verrat.

Die zweite Schliffliche erfihrt dieselbe abgestufte Be-
handlung vom Groberen zum Feineren wie die erste Fliche.
Ist die gewiinschte Dicke und Durchsichtigkeit erreicht, was
bei etwa 1/, bis '/,,, mm einzutreten pflegt, so wird der Schliff
mit Xylol oder Chloroform gut abgespiilt oder abgepinselt
und kann dann auf demselben Objekttriger mit Kanada-
balsam und Deckglas bedeckt werden. Dies schnelle Montieren
des Schliffes ist allerdings nur dann zuldssig, wenn derselbe
vorher trocken war und etwa in Cederndl geschliffen wurde.
Nach Schleifen in Wasser oder Seifenlosung ist Entwisserung
in Alkohol notwendig und dann ist es auch — wenn der Schliff
nicht allzu diinn und die Bruchgefahr nicht zu grof} ist —
gewohnlich ratsam, den Schliff von dem Objekttrager, der
Schrammen bekommen haben kann, durch Einlegen in Xylol
oder Chloroform bezw. Bepinselung zu lésen und auf einem
neuen Objekttriger zu montieren. Diese Loslosung ist un-
umginglich, wenn es sich nicht um kompakte, sondern um
spongiose mit Hohlraumen versehene Hartteile handelt. Nach
der Loslosung kann natiirlich ausgiebig gereinigt und beliebig
eingeschlossen werden.

II. Das Sehleifen spongidser, mit Hohlriumen oder Kaniilechen
versechener Hartteile,

Nicht kompakte Hartteile erfordern iiberhaupt noch
einige besondere MaBnahmen. Zundchst ist zu bedenken,
daf die organische Substanz, die in den Skeletthohlraumen
vorhanden ist, beim Schleifen im allgemeinen verzerrt und
zerrissen wird — wenn sie nicht iiberhaupt schon wvorher
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durch Austrocknen, schlechte Konservierung usw. ein un-
natiirliches Aussehen erhalten hat. Es ist daher am besten,
diese organische Substanz zu entfernen, wenn nicht gerade
ihr Verhiltnis zum Skelett Gegenstand besonderen Inter-
esses ist.

1. Die Reseitigung der organischen Substanz wird bel
Knochen gewéhnlich durch wochen- bis monatelanges Liegen
in nicht zu kaltem Wasser erreicht. Roéhrenknochen miissen
vorher zersiagt oder geiffnet werden, damit das Mark (durch
Ausbiirsten unter dem Wasserstrahl) entfernt werden kann.
Trocknen der Knochen vor dem Einlegen in Wasser ist zu
vermeiden, da die Luft das Findringen des Wassers in die
kleinen Kanile hindem und damit die Maceration aufhalten
wiirde. Nachher werden die Knochen an einem luftigen,
hellen aber nicht sonnigen Orte langsam getrocknet, wobei
sie ganz weill werden miissen. Bleiben sie schmierig gelb, so ent-
halten sie noch Fett, das ithnen aber durch Einlegen in Benzol
oder Xylol bei etwa 40° im Thermostat entzogen werden kann.

Kleinere spongiose Skeletteile, wie diejenigen der
Echinodermen, werden am besten in erwarmter verdiinnter
Kalilauge oder in dem kauflichen Eau de Javelle von der
organischen Substanz befreit. Kalilauge greift kohlensauren
Kalk etwas (allerdings sehr wenig) an. Noch schéner wirkt
das auch in seiner Anwendung bequemere Eau de Javelle,
das kalt verwendet wird, die Objekte sehr schon bleicht und
meist in wenigen Stunden oder noch kiirzerer Zeit vollstandig
reinigt. Nach beendigter Maceration mull in destilliertem
Wasser, das man bei Eile noch erwarmen kann, gut aus-
gewaschen werden.

2. Einschmelzen spongiitser Teile in Harze. Versteine-
rungsmethode. Nach der Entfernung des Macerationsmittels
kann wie iiblich geschliffen werden. Man erhilt dabei aber
keine guten Resultate, weil die feinen Balken eines maschigen
Skeletteiles beim Schleifen vielfach brechen und weil die
Schleifpartikelchen sich gewdhnlich in die feinen Kanile
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nicht kompakter Skeletteile so festsetzen, dall sie spater
nicht mehr vollkommen daraus zu entfernen sind.

Beiden Gefahren kann man durch Durchtrinkung der
Skeletteile mit spiter erhdrtenden Massen begegnen, durch
die einerseits die Skelettbilkchen gehalten und vor dem
Brechen bewahrt werden und die andererseits den Schleif-
partikelchen den Weg in die feinen Kanilchen versperren.
Als Durchtrinkungsmassen eignen sich dicke und spiter in
Alkohol zu hirtende Gummilosung, Schellack und Wachs-
kolophonium (1:10). Zum spiteren Herauslosen dient bei
Gummi lanes Wasser, bei Schellack Alkohol und bei Wachs-
kolophonium erst Terpentilél und nachher Chloroform. Am
meisten wird aber einfacher Kanadabalsam zu diesem als
Versteinerungsmethode bezeichneten Verfahren benutzt. Die
Skeletteile, aus denen das Macerationsmittel gut ausge-
waschen sein muf, kommen gleich in absoluten Alkohol
(Schrumpfungsgefahr liegt ja nicht vor) und darauf in Chloro-
form oder Benzol. Eventuell in den Kandlchen vorhandene
Luftblasen werden unter der Luftpumpe entfernt oder durch
Kochen in (dem nicht brennenden) Chloroform durch spiter
sich kondensierende Dampfblasen verdrangt. Dann wird in
ein flaches Schilchen mit Chloroform- oder Benzolbalsam
iibertragen und bei etwa 30—40° 1m Thermostaten ein-
gedickt. Chloroform und Benzol verdunsten sehr leicht, so
dal} die Masse bezw. das eingebettete Objekt schon in wenigen
Tagen geschliffen werden kann. Der Balsam darf sich dann
mit dem Fingernagel nicht mehr eindriicken Jassen. Vor dem
Schleifen kann das Objekt von der Hauptmenge des an-
haftenden Balsams durch Abkratzen befreit werden. Man
kann die Hartteile auch vor dem vollstindigen Hartwerden
des Balsams schon aus dem umgebenden Harz herausnehmen
und dadurch eine schnellere Verdunstung erzielen. Allzufriih
darf das Herausnehmen allerdings nicht geschehen, da sich
sonst auf der Objektoberfliche eine schnell erhirtende
Kruste bildet, die weitere Verdunstung aus dem Inneren
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so stark hindert, dafl der Balsam dort zuweilen ganz
weich bleibt.

Schneller kommt man zum Ziele, wenn man die mit
Chloroform durchtrankten Stiicke in einen Kochlioffel mit
Chloroform- oder gewdhnlichem Balsam bringt und darin
iiber der Flamme erhitzt. Das Chloroform verdampft dann
sehr schnell und die im Inneren des Objektes auftretenden
Chloroformdampfblasen werden allmihlich durch ver-
dampfenden Balsam verdringt, der sich nachher kondensiert,
so dal} alle Blasen verschwinden und alle Hohlrdume mit
Balsam gefiillt werden. Beim Erkalten wird das Harz stein-
hart. Noch bevor das eingetreten ist, wird das Objekt aus
dem noch {fliissigen, aber schon keine Dampfblasen mehr
bildenden Balsam mit einer Pinzette herausgenommen und
von der Hauptmenge des anhaftenden Harzes befreit. Das
Kochen des schon an Chloroform armen Balsams darf nicht
zu lange ausgedehnt werden und hat sehr vorsichtig zu erfolgen,
weil die dazu notwendige Temperatur leicht so hoch werden
kann, daB sich der kohlensaure Kalk in gebrannten Kalk
verwandelt, wobei die Skeletteile morsch und opak werden.

Versteinerte spongiose oder lamelldse Skeletteile konnen
nach der Verharzung wie kompakte Stiicke geschliffen
werden. Nach dem Schleifen wird der Schliff, wie bemerkt,
vom Objekttrager durch Einlegen in flache viereckige Schalen
mit Chloroform oder durch Abpinseln mit Xylol gelost und
dann durch Verweilen in der Fliissigkeit oder durch Kochen
in Chloroform wvon allem Kanadabalsam befreit. Schileif-
partikelchen, die sich in die duBeren Balsamschichten ein-
gedriickt haben sollten, werden damit los und fallen aus dem
Schnitt direkt oder beim Bespiilen heraus. Hartnickig fest-
sitzende Teilchen lassen sich meist noch durch starkes Kochen
in Chloroform beseitigen, wo sie durch die stiirmisch in dem
Kanilen des Objektes auftretenden Gasblasen mitgerissen
werden. Ahnlich wirkt Kochen in Chloroform unter der Luft-
pumpe, wobei man keine FErhitzung braucht, oder das
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stiirmische Entweichen von Luft, das eintritt, wenn man aus
dem Chloroform entnommene und an Luft etwas ausgetrock-
nete Stiicke nachher unter Chloroform oder dergleichen wieder
auspumpt.

3. Sehleifen mit den Weichteilen, Sollen die Weichteile
der Skeletthohlrdaume zum Studium ihres Verhiltnisses zu
den Hartteilen mitgeschliffen werden, so ist die Versteinerungs-
methode unbedingt indiziert. Da sich die Weichteile in nicht
ganz festem Balsam leicht verschieben, so mufl der Balsam
ganz besonders hart werden. Da beim Kochen starke Zer-
reifungen in den Weichteilen eintreten wiirden, so ist aber
nur die langsame Durchtrinkung mit Balsam anwendbar,
bel der man viel Zeit braucht um vollkommene Hirte der
Fiillmasse zu erreichen. Uberhaupt hat man bei der Behand-
lung von Skelettstiicken mit den Weichteilen alle die durch
diese letzteren bedingten Riicksichten zu nehmen, z. B. bei
der Entwasserung zur Vermeidung von Schrumpfungen vor-
sichtiger vorzugehen usw.

Gewohnlich ist auch eine Fiirbung notwendig, um die
Weichsubstanz bezw. ihre Kerne, Fasern usw. hervorzuheben.
Die Farbung hat vor dem Schleifen zu erfolgen, mufl also
eine Stiickfirbung sein. Saure Farbgemische losen kalkige
Skeletteile mehr oder weniger stark und miissen daher ver-
mieden werden. Alaun-Hiamatoxvlinund Alaunkarmin greifen
den Kalk durch den Alaungehalt etwas an, konnen aber vielfach
doch benutzt werden. Besonders zu empfehlen sind Magnesia-
karmin und Ammoniakkarmin. Fiir kleine Objekte sind auch
hasische Teerfarben in diinner Losung brauchbar. Die Gefahr
der Verschiebung der Weichteile in diinnen Schliffen lalit es
meist angebracht erscheinen von einer Loslosung vom Schleif-
objekttrager abzusehen. Nach sorgfiltigem Abpinseln mit
‘Cederndl oder Xvlol wird dann gleich ein Tropfen Kanada-
balsam zugefiigt und das Deckglas aufgelegt.

Wenn man das Skelettstiick mit den Weichteilen in
Zelloidin  einbettet, in Chloroform hartet und dann mit
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Kanadabalsam versteinert, so kann man den Schliff nach
dem Schleifen loslosen, den Balsam in Chloroform entfernen
und nun den Schliff nachfirben. Das Zelloidin verhindert
dann stirkere Desorientierungen der organischen Fiillmasse
beim ILoslésen und Nachfirben.

III. Einige hesondere Malbnahmen. Darstellung feiner Kaniile.

Feine Kanidle verschwinden bei der Montierung in
Kanadabalsam oft in so hohem Grade, dall sie nur noch mit
Schwierigkeit gesehen und demonstriert werden kiénnen. Man
kann verschiedene Wege einschlagen, uin sie deutlicher hervor-
treten zu lassen. z

Eine Methode besteht darin, die Kanale nut stark (etwa
in Fuchsin) gefiirbtem Zelloidin zu fiillen und dieses mit
Alkohol oder Chloroform zu hirten. Die Schliffe kommen in
Ather, dann in die Zelloidinlosung, die man in iblicher Weise
eindicken 1Bt und darauf entweder in Alkohol von etwa 50
oder direkt in Chloroform hirtet. Im ersteren Falle kann
man in Gummilaevulose oder Terpentin, in letzterem gleich
in Kanadabalsam iiberfithren.

Man kann die Kanile auch dadurch hervorheben, dald
man ihre Wiande mit einer Kruste eingetrockneten Farbstofien
bedeckt. Man bringt die Schliffe aus einer leicht verdunsten-
den Fliissigkeit (Ather, Chloroform) in eine kochende konzen-
trierte alkoholische Losung eines unschidlichen Teerfarb-
stoffes (etwa Safranin, Fuchsin, Gentiana). Man kann die
Schliffe auch trocken einlegen und die Luft. auspumpen.
Nach vollkommener Durchtrankung wird der Schliff aus der
Fliissigkeit genommen und zum Trocknen gelegt, was beil
Verwendung einer rein alkoholischen Farblosung sehr schnell
geht. Die Farbkrusten der Schlifflichen kénnen abgeschabt
und in Cederndl oder Xylol auf einem Stein wegpoliert
werden. Dann wird in Balsam eingelegt.

Ein drittes Verfahren zur Darstellung feiner Skelett-
substanzkanile besteht in ihrer Versilberung, die man durch



174 Herstellung von Dinnschliffen organischer Hartteile.

eimnfaches Hinlegen in 1 9, Silbernitratlosung (ganz kurz bis
24 Stunden) und Exposition (ev. noch nach Einschluf in
Balsam) im Licht, oder bei Vorhandensein von Grundsubstanz
(Alkoholmaterial) durch aufeinander folgende je 24stiindige
Behandlung mit wisseriger 15,9, Kaliummonochromat- und
Y4 Yo Silbernitratlésung. Dann ist spater in Luft trocken
und unter einem umrandeten Deckglas aufzuheben.

Fin letztes sehr empfehlenswertes und oft benutztes Ver-
fahren zur Sichtbarmachung feiner Hohlraume besteht in
ihrer Fiillung mit Luft, die z. B. sofort eintritt, wenn man die
Schliffe aus Chloroform trocknen 1afit. Solche Schliffe hebt
man entweder in Luft unter einem am Rande durch Paraffin
und einen Deckglaskitt gehaltenen Deckglas auf oder aber
man legt in sehr tragfliissigen oder durch Erwidrmen ver-
flitssigten Balsam ein, der nicht in die feineren Hohlraume
eindringt und bei vorheriger Erwirmung nach dem Abkiihlen
gleich hart wird.

An dieser Stelle mag noch einmal auf die oben (S. 101)
erorterte Bedeutung des Verhiiltnisses der Brechungsindices
von Objekt und EinschluBmittel hingewiesen werden. Manche
Hartteile verschwinden z. B. in Kanadabalsam so stark, dal
man Schwierigkeiten bei der mikrophotographischen Ab-
bildung der Strukturen bekommt. Dann ist abgesehen von
eventueller Farbung die Wahl eines weniger brechenden
(Terpentin, Glycerin) oder stirker brechenden FEinschluf-
mittels (Kolophonium mit Zusatz von benzotsaurem Benzyl-
ester oder dergl., Bromnaphtalin usw.) wenigstens fiir die Zeit
der Beobachtung zu empfehlen.

Bei Einschlufl in gewohnlichen Balsam oder einem Ein-
schluBmittel wvon dhnlicher Konsistenz sinken und ver-
sehieben sich die spezifisch schweren Sehliffe unter dem
Deckglas schon bei wenig geneigter Lage des Objekttragers,
was z. B. beim Mikrophotographieren it horizontalem
Mikroskop dann plotzlich zu Unscharfen fithren kann. Man
hilft dem dadurch ab, dall man den Schnitt auf dem Objekt-
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trdager in einen Tropfen Balsam bringt, dann vorsichtig erhitzt,
bis alles Xylol aus dem Balsam verdunstet ist, und der Balsam
mehr harzige Dampfe zu entwickeln beginnt, und endlich
erkalten 1aBt, wobei der Balsam ganz fest und der Schliff
unbeweglich wird. Dann bringt man einen kleinen Tropfen
eingedickten Immersionscederndl auf den Balsam und legt
ein Deckglas auf. Stark eingedicktes Immersionsol wird mit
der Zeit fest und ist an sich dickfliissig genug um das Deck-
glas zu halten. Sein Brechungsindex kommt dem des Balsams
so nahe, das dessen unebene Oberfliche in dem Pridparat
optisch nicht hervortritt.







=

—

—

—s

Abzichsteine 166,
Abziehvorrichtung 70,
Achsenzylinder, Iso-
lieren 24.
Athergefrierapparat 95,
Aktinien, Betiinhen 36.
—, Mazerieren 24.
Alaunkarmin fiir Ge-
frierschnitte 96.
Alkohol 153.
— =Balsam fiir Cello-
idinschnitte 91.
— -Eisessig, Fixieren
47,
—. Fixieren 45,
— Olbalsam, Ein-
schlull 106,
Ameisensiure bei Gold-
imprignationen 161,
162,
— zur Reduktion bei
Imprignationen 153.
Ameisensanres Rlei
(Imprignation) 159.
Ammoniakalische
Silberlosung 1563,
Amoniakkarmin fiir
Schliffarbung 172,
Ammnionwasser 2().
Amphibieneier, Gal-
lerthiille 27.
Anilingriin 146,
Apathy's Gummi-
Zucker 103 105,
— Vorvergoldung 161.

Register.

Apathy's Nachvergol-
dung 161.

Arbeitstisch 13

Arkansas-Olsteine 166,

Arthropoden, Bleichen
des Augenpigments
30.

Ascariseier, Fixieren47.

Ascarisembryonen 18,

Aufhellungsmittel 49,
50,

Aufkleben, allg. GS8 ff.,
82 ff.
- mit Wasser 53 ff.

— mit Eiweillglveerm
85 ff.

— der Zelloidin-
schnitte 92.

— der Zelloidinblicke
90.

— von Gefrierblicken
ub.

Aufschmelzen der Pa-
raffinblocke 76.

Aurumm chloratum
— flavum 161.
— fuscum 161,

Bandschneiden 80 81,
Bardeensches Gefrier-
mikrotom 94,
Beizen 113.
Beleuchtung bei Silber-
imprignation 152,

Becher und Demoll, Mikroskopische Techniki,

Belgische Schleifsteine
LG,

Benzoazurin 137,

Benzol als Intermedi-
uim 5h.

Benzopurpurin 149,

Benzylbenzoat als
Balsamzusatz 174.

— -Zelloidin zum Auf-
kleben 90.

' Beseitigung der Weich-

substanz zum Schlei-
fen 169,
Betduben 35, 36.
Bichromate fiir Golgi-
methode 156.
Bielschowsky, Neuro-
fibrillemmethode 160,
Rindegewebe 26, 153,
Bismarckbraun 135.
Bleichen 30.
Bleiimpriignation 159.
Bleu de Lyon 143.
Blut zum Festiricren v.
Gefrierblocken 95,
Bordeauxrot 148.
Brasilin 149.
Bromnaphtalin fur
Schiiffe 174.
Brechungsindex von
Schliff und Fin-
schlubBmittel 174.

Cajals Neurofibrillen-
methode 159,

12
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Cajal's Regeneration v,
solgimaterial 156,
Carnoy’s Gemisch 47.
Cedernholzdleinschlu
107.

— -Zelloidin 65.

Cederndl fur Schleif-
steine 167,

— fiir Zelloidin 93.

Centrosomen 145.

Cephalopoden, Betiu-
ben 36,

Ceresin 59,

Chitin, Frweichen 26.

Chlormangan 20,

Chloroform als Inter-
medium 56,

— -Hirtung 90.

— zumZelloidinharten
6.

Chromsalzverfahren,
zweifaches 41,

Chromsiure, Fixieren
38.

Chromessigsiure 38,

Chrom-Osminm-Essig-
saure 39.

Ciliendarstellung nach
Golgi 155.

Cochenille 117, 121.

Coelenteraten,
zellen 19.

—. Fixieren 3b.

—, Betauben 36.

—, Isolieren des Ske-
letts 26.

Congo-Corinth G. 149,

Congorot 148,

Cox’ Sublimatimprig-
nierung 158.

Cylindermikrotome 52.

Nessel-

Register,

Dahlia 137.
Dammarharz 108.
Dammarlack fur Golgi-
priparate 156,
Darmepithel, Faulnis-
maceration 22.
—, Maceration 2b.
Dauerpriiparate von
Gefrierschnitten 96.
Deckglas-Fiilichen 14.
— =Kitte 103, 104.
Deltapurpurin 149,
Demonstrationsmikro-
tome 68, 73, 94.
Dendriten 153.
Diamantin zum Schlei-
fen 166.
Differenzierung von
Firbungen 114,
— von Teerfarbstoffen
132.
Doppelte Finbettung
G,
Driisenzellen, Maze-
rieren 24, 2b.
Diinnschliffe 164.
Durchstromungskom-
pressorium 16.

Eau de Javelle fir
Schliffe 169.
Echinodermen, Be-
tauben 36.
—, Isolieren des Ske-
letts 26.
Ehrlich-Biondi-R.
Heidenhainsches
Gemisch 147.
Ehrlich’s Triacid 147,
Firlicki's Gemisch 154.
Linbetten, allgemeines
49 fi.

Einbetten in Paraffin
53, b4 ff.

— inZelloidin 53, G31f.

Einbettung, doppelte
GG 1f.

EinschluBmittel 50, 99.

—, feste 104 ff.

—, in Wasser geloste
105.

—, in Alkohol geliste
106,

—, In Vorharzen ge-
loste 108.

Fiisen-Brasilin 149,

Eisenchlorid, Fixieren
44,

Eisenhimatoxylin 87.

Fisessig-Kupferacetat

— Kupferchlorid,
Fixieren 44.

FEiweiliglyzerin 83.

Fiweill zum Festfrieren
von Blocken 95,

Elastische Fasern, Ma-
zerieren 26.

—, Fiarben 137.

Englischrot zumSchlei-
fen 166.

Entkalken 27.

— von Zelloidin-
blocken 65.

Entkieseln 29.

FEntwissern von Alko-
hol, Ather und Chlo-
roform 64.

Eosin 86, 96, 145.

Epidennis, Macerieren
23, 24.

Epithelien, Mazerieren
24, 25.

Erdnubol fiir Schleif-
steine 166.



Erlicki’s Gemisch 41.

Iissigsiure, Fixieren
44,

— fiir Kerne und Nes-
selzellen 19,

Fuparal 107.

Fxsikkator 64.

Firbemethoden, spe-
zielle 116.

Firben, allgemeines
86 ff., 110,

—, progressives und
regressives 111.

—, Theorien 112.

— der Richtfliache 77.

Farbstoffe, substantive
und adjektive 113.

Farbstoffkrusten fir
Schliffe 173.

Firbung nach Osmi-
umsiiure 88,

— von Schliffen 172.

Feine Kanile in Hart-
teilen 173, 174.

Fernambukholz 149,

Fesseln 17.

Fixationsmittel 36.

Fixieren 31 ff.

Fixiersalz bei Silber-
imprignation 153.

Fixierung von Schliffen
unter dem Deckglas
174.

Flemming's Dreifach-
farbung 144.

— Fixiergemisch 39,
163.

Formaldehydgemische
435.

—, Fixieren 47.

Formol, Fixieren 47.

Register.

Freie Zellen 20.
Fuchsin 137, 146.

Gaskammer 17.

Gefirbtes Zelloidin fur
Schliffe 173.

Gefile 153.

Gefriermethode fur
Golgimaterial 155.

—, Indikation der 54.

— =Mikrotom 93, 94.

— -Schnitte von fixier-
tem Material 97.

— -Temperatur 95.

Gehirn, Mazerieren 24
2n.

Gelatine- Aufkleben
nach Olt 92.

—, Operieren in 20.

Gentianaviolett 88.135.

Gilsons Gemisch 43,

Glia 153.

Glykogenfirbung 119

Glyzerin-Finschlu
103.

—, fiir Gefrierschnitte
97.

— fiir Schliffe 174.

— -Gelatine 104.

Goldehlorid zum
prignieren 160.

Goldimprignationen
160,

Golgische Methode

— langsame Methode
153 ff.

— schnelle Methode
154.

— gemischte Methode
155,

Golgi's Sublimatver-
fahren 158.

Im-

1749

Grundschlittenmikro-
tom 68, T4.

Gummi fiir Versteine-
rung 1710,

Gummilaevulose, in-
schluld 106.

— fur Gefrierschnitte
97.

~ fur Schliffe 173.

Haare, Mazerieren von
23.

Haematoxylin, Allge-
meines 122,

— -Eisenchrom-Kup-
fer-Molybdin 127.
— -Thonerde 123, 96.

Handmikrotome 52,
73, 94.

Hingender Tropfen 15.

— fr Golgipriaparate
156.

Harnkanalchen, Ma-
cerlieren von 23.

Harten 31 ff.

— der Zelloidinblocke
b4, 65.

Hartteile, Schleifen
164.

— mit Hohlraumen
168, 169.

Hermanns Gemisch
40, 163.

—, Holzessigmethode
164.

Hirudineen, Macerie-
ren 23.

Hollenstein zu Imprig-
nationen 151.

Holundermark zum
Schneiden 52,

— (Golgimaterial) 156.
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Holzessig-Osmivm-
sdure 163.
Hithnereiweild 20.
Humor agueus 20,
Hydrochinon 153,

hnpriignationen 150,
1561.
— positive und nega-
tive 1562, 153.
[mprignierungen mit
Gold 160,
Indigkarmin 144.
Indigo, zu Wimper- u.
Ernihrungsstudien 15
Insekten, Fesseln von
LT, 413
Intercellularriumel51.
Intermedien 54, 55.
Intravitale Firbung
115.
IsclierteZellen, fixier. 37
Janusgriin 146,
Jod-Jodkali 41.
— -Jodkalinm fiir
Gentianaviolett S8.
— -Tinktur, fiir Gei-

Beln 19.

Kalilange zum Skelett-
macerieren 169.

Kalinmbichromat,
Fixieren 40,

— fiir Golgimethode
154,

— -Iissigsiure, Fixie-
ren 41.

— -Kupfersulfat 41.

Kalinmmonochromat
f. Schliffversilberung
174.

IKalimmpermanganat
1563.

Register.

Kalnumeguecksilber-
jodid 110,

Kallius” Entwickler
Verfahren (Golgi)
157.

Kanadabalsam 108,

— fur Versteinerung
170.

— zum Schliffekleben
167,

Karborund zum Schlei-
fen 166,

Karminfarbungen
116 ff.

Karmin zu Wimper- u.
Ernidhrungsstudien
18, 19,

Kernschwarz 150.

Kirschgummi 14.

—, Operieren in 20.
Kleinenbergs Pikrin-
schwefelsiure 44.
Knochenfiarbung 150,
Knorpelfarbung 135

150.

Kohlensauregefrier-
apparat 95.

Kollateralen 153.

Kollodium-Nelkenil
zum Aufkleben 83,

Kolloidales Gold 161.

Kolophoninm 108.

— fiir Schliffe 174.

Kornea, Imprignation
151.

Korrodieren 26.

Krebse, Beobachtung
lebender 14.

Kronthals Bleiimprig-
nation 159.

Kiinstliche Befruch-
tung 19.

Kupfersulfat-Bichro-
mat 156,

Laevulose Iiinschlui
105,

Larvenforinen, Beob-
achtung lebender
14, 17.

— IEntwicklung 15.
Leber, gehartete zum
Schneiden 51, 52,

156.

Lichtgriin S. F. 86 92
96 146.

Liquidambar 110.

Lithographieschleif-
steine 1606,

Luftfullung femer Ka-
nile 174.

Lugolsche Lisung 41.

Losung des Paraffins
aus den Schnitten
.

Macerieren 21 ff.

— vor dem Schleifen
169,

Magenta S. 146.

Magnesiakarmin fiir
schliffirbung 172

Mihrenthal, Holzessig-
methode 164.

Mayer's Pikrin-
schwefelsiure 44,

Medusen, Macerieren
24.

—, Betduben 36.

Merkel's Gemnusch 39,

Messereinstellung G8ff.,
TT ik

Messerfazette 69, 70.

Messerklenmumen 71 ff.



Metallimprignationen
150.
Metallralimen, Ein-

betten mit 61,
Methylalkohol zum
Differenzieren 88,
Methylenblau 137 ff.
siche auch Vital-
farbung.
Methylgriin 134,
Mikro-Aqguariun 17,
Mikrometerschraube
am Mikrotom 72,
Mikrotome 68 ff,
Mikrotomfirmen 68.
Mikrotommmesser nach
Thoma 70.
— nach Weigert 70.
Mikrotomtischchen 73.
Minotsches Mikrotom
68, 80, 74, 79.
Mollusken, Fixieren 35.
Monobronmaphtalin
110.
Mullersche Flussigkeit
441,

Muskelfasern, Mace-
rieren 23, 24, 25b.
Mutterzangeder Mikro-

tome TS5,

Nachdunkeln von Sil-
berimprignationen
153.

Nachfiarben nach
Silberimprignation
152.

Nachvergoldung 160,

Nigel, Macerieren von
23.

Natriumbichromat
(Golgi) 156.

Register,

Neapler Klemme 73.
Nesselzellen 19,
Nerven, Macerieren
23, 24, 25,
Nervensystem, Os-
minmbraunung 163,
Nervenzellen 153.
Neurofibrillen, Dar-
stellung durch Me-
thylenblau 139,
— durch Gold 161.
— durch Silber 159.
Neutralrot 148,
Nigrosin 137.
Nisslsche Korper 149,
Nubian Blacking 62,
6.
Nucleolen 145,
Nukleine, Macerieren
26.

Objekthebung 72,

Obregia’s Verfahren
(Golgi) 157.

Olt, Aufkleben von Ge-
frierschnitten 92 97.

Ol-Schleifsteine 166.

— -Zelloidin 65.

Operieren 20.

Orange 143, 144.

Oreein 149.

Osmimmsiure, Fixieren
36—38.

— zn Imprignation
163,

Oxalsaure-Osmium-
siurebehandlung
164.

Palmdlseife fiir Schleif-
steine 166,

Paraffin, Fimbetten in
53, b4 ff.
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Paraffin, Schneiden
70 .

—, gekochtes bHY.

— -Methode, Indika-
tion der 53.

— -Tischchen 73.

Perenyi's Gemisch 35.

Petrunkewitsch® Ge-
misch 43.

Pikrinessigsiure, Fixie-
ren 45.

Pikrinosminmessig-
siure, Fixieren 45.

Pikrinsalpetersiure,
Fixieren 45.

Pikrinsalzsiure, Fixie-
ren 45.

Pikrinsdure als Plasma-
farbe 143,

—, Fixieren 44.

— in Xylol 86, 87.

— zam Nachfirben 92,

— -schwefelsiure,
Fixieren 44,

Pikrofuchsin 146.

— -karmin 118. 143.

Phenolgelatine 92.

— fir Gefrierschnitte
97.

Phosphor in Schwefel-
kohlenstoff 110,
Photoxylin, Einbetten

in 53, 63 ff.
—, Schneiden 89 ff.
Physiologische Koch-
salzlosung 20,
— fur Gefrierschnitte 96
Plankton, Fixieren 44.
—. Féarben 163.
Plastilina 14.
Platinchlorid-Chrom-
sdure 39.
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Platinchlorid-Osmium-
Tissigsiaure 40,

—, positive Imprigna-
tionen 160.

Protozoen, Betiduben
36, 36.

—, Fixieren 35, 37.

—, Nahrungsaufnahme
19.

—, Operieren von 20,

—, Untersuchung le-
bender 14,

—, Wimperschlag 18.

Pyrogallussiure fiir
Osminmimpriignat.
163,

Quermesser 77.
Quittenschleim 20,

Reinkes Dreifach-
farbung 145.

Retina, Macerieren 24
25.

Richtflache 75 ff.

Richtlinien 62, 75 ff.

Richtnuten G6.

Ripart u. Petit, Fixa-
tionsgemisch 44,

Rotatorien, Wimper-
schlag 18,

—, Nahrungsauinahme
19.

Rotholz 149,

Rubinitschleifsteme
166,

Rubin 8. 146.

Safranin 88 136.
Sandarak 107, 108.
Sappanholz 149,
Salznapfchen 91.

Register.

Sarkolemm, Macerie-
ren 24,

Saurefuchsin 146.

— -Pikrinsiure 146.

Sédurrrubin 146.

Siureviolett 146.

schellack fur dunne
Schnitte 79.

— fiir Versteinerung
170.

Schiefferdecker, Ab-
zichvorrichtungnach
T0.

Schleifen, allgemeines
164 ff.

— kompakter Stiicke
164 f., 166.

— mit den Weich-
teilen 172.

— spongitser Hart-
teile 168, 169.

schleiffliissigkeiten 166

Schleifpulver 166 ff.

Schleifsteine 166,

Schleimfirbung 133,
134, 135, 146.

schlittenmikrotome
63, 70, 71, 74

schmirgel zum Schlei-
fen 166.

Schueiden, allg, 49 ff.,
68 ff.

— von Paraffin und
Zelloidinparaffin
7o ff.

— aus freier Hand mut
demRasiermesser 50,

— der Olzelloidin-
blocke 93.

— wvon Alkoholzelloi-
din 90 ff.

Schnellhirten 48.

Schwinmune, Isolieren
des Skeletts 26.
Schwefel in Schwefel-
kohlenstotf 110.
Seetiere, Fixieren 34.
Sehnen, Macerieren2).
Sekretkapillaren 153.

Senkmethode 56,

Silberimprignationen
151.

— bei Seetieren 152.

Silbernitrat, fir
Schliffe 174.

Stlberacetat zum Im-
prignieren 151.

Silbercitrat zum  Im-
prignieren 151.

Silberlaktat zum
pragnieren 151.

Sinnesepithel, Macerie-
ren 25.

skelettelemente, Iso-
lieren 26.

Spinnen, Fesseln von
17, 18.

—, Bleichen des Augen-
pigments 31.

—. Fixieren 48.

Stabilitklotzchen 90,

Stanniolschiffchen
59, GO,

Strecken der Paraffin-
schnitte 84.

Studentenmikrotome
68, 94.

Styrax 110.

Sublimat-Fisessig-
Salpetersiure, Fixie-
ren 43.

— -Issigsiure, Fixieren
43.

—, Fixieren 41.

Im-



Sublimatimprignation
nach Golgi 157

Sublimat-Kalium-
bichromat Fssig-
sdure, Fixieren 42

— =Kalimmbichromat,

Fixieren 42.
— -Kochsalzlosung,
Fixieren 42.
— -Pikrinsiure-Fssig-
siure, Fixieren 43.
— -Platinchlorid,
Fixieren 43.
Supportmikrotom
68, T0.

Tabelle fur Paraffin-
Einbettung 55,

— fiir Zelloidin-Ein-
bettung G7.

— fiir doppelte Ein-
bettung 67,

— zum Férben 89,

Tauchmikrotome 90.

Teerfarbstoffe, allge-
meines 114.

— basische u. saure 114

— fiir Kerne bezw.
Plasma 114, 131, 142.

— in Anilinwasser132.

Terpentin, venetian. f.
Zelloidinschnitte 91.

— fiirSchliffe 173.174.

Terpentinagl, fiir
Schleifsteine 167,

Register.

Terpineol fiir Zelloidin-
hartung 93.

— zum Harten des
Zelloidins 65,

— als Zusatz zu Bal-
sam 105,

Thionin 133.

Tolubalsam 110.

Toluidinblan 134.

Tracheen 153.

Triacidfarbgemisch
147.

Turbellarien, Fixieren
45,

Tusche, zu Wimper-
und Ernidhrungs-
studien 18, 19.

Uberlebende Gewebe 20
Umranden 103.

Venetianischer Terpen-
tin, Finschlufi 106.
Vergoldung der Golgi-
priparate 157.
Versilberung bei Schlif-
fen 173.
Versteinerungs-
methode 169.
Vertikalilluminator
49, 164.
Vitalfirbung mit Con-
gorot 148,
— mit Neutralrot 148,
Vorvergoldung 160.
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Wachskolophonium
fiir Versteinerung
170.

— zum Schliffekleben
167,

Wasserblan 143.

Wiirmer, Beobachtung
lehender 14.

—, Betiuben 36.

Xylol als Intermedium

ad.

Zeichnen 10, 11.

Zelloidin, Einbetten in
b3, 63 ff.

— -Schneiden 89 ff.

— Zelloidin fiir
diinne Paraffin-
schnitte 79,

Zelloidin fur Golgi-
material 1556.

— fiir Schliffe 173.

— Zelloidinmethode,
Indikation der 5H3.

— -Paraffin G6.

— —, Schneiden
96 ff., 82.

Zenker's Gemisch 42,

Zinnasche zum Schlei-
fen 166,

Zinnchlorid zum Redu-
zieren 153.

Zuschneiden der Pa-
raffinblicke 75.
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BmlnglscheExpenmente nebst einem Anhang:
Mikroskopische Technik. Von Dr. W. Schurig. 190 S.
in Origh. M. 2.80

JBei der Sorgfaltigheit, mit der dieses kleine Buch ahrefalt ist, diirfie es
tir die Studierenden der Zoologie und Botanik brauchbar sein. Ebenso wird
¢5 dem mikroskopierenden Leser urul dem Naturfreund als ein  zuverlissiger

Ratgeber empfohlen werden diirfen.
Archiv fiir Hydrobiolosie o, MHlankionkunde.

Hydrobiologisches u. Plankton-Prak-

-
t'lklllTl Eine erste Einfiihrung in das Studium der Sif3-

wasserorganismen. Von Dr. W. Schurig. Mit einem
Vorwort von Prof. Dr. R. Woltereck. 1756 8. mit 215 Abb
und 6 Tafeln. Brosch. M. 3.20, in Originalband M. 3.50
Las Blchlein wendet =ich an alle, die die wunderbaren Planktonorranis-
men pllanzlicher und tierischer Natur aus elgener Anschauung studieren
wollen. Deshalb sind sowaohl die Abbildungen wie auch der Text so Fehalten,
dafl der Leser sich in der Kleinwelt unserer Timpel, Teiche und griferen
Wasserbecken zurecht zu finden weiB.®

Die mikroskopische Kleinwelt unserer

ﬁﬁ“’ﬁsser Von E. Reukauf. 134 S.mit 110 Abbilde
In Orich. M. 1.80

a5 wertvolle Werk ist in kKlarer, e |11u-i||1.mt'imlli'.!ur ‘n".'u.->"~..; reschrieben.
.-".1|||.|xh.~u lernt der Leser die zum Mikroskopieren ndtigen Utensilien und
ihre Handhabe kennen, dann wird er eingefithrt in die l’u-l*.L-:h:urr'.:' der
pllanzlichen und tierischen Lebensformen, zum Schiufl erhalten wir eing
Anleitung  fiir die Beschaffung von Untersuchungsmaterial und inshesondere
auch fiir die Herstellung einfacher Dagerpriiparate . Berliner Morpenzeifang,

Botanisches Praktikum von prof. Dr. Kie-
nitz-Gerloff. 197 und 78 Seiten mit 400 Abbildungen.

In Originalleinenband M. 5.60

.. Ein erfahrener Praktiker und Schulmann gibt hier in beégrenztem Raum eime
Unmenge von Anleitungen, wie man dorch eigene Untersuchungen Einblick in
die Wunderwelt der Planzenor@anismen erhalten kann . Nicht nor Lebrer
werden mit Freoden zu diesem praktischen und billigen Buche bei der
Leitung der biologischen Schiileriibungen greifen, sondern jeder Sindierende
und jeder Natorfreand, der durch Selbststudium mit der Natur, insbesonders
mit dem Ban wunserer Pllanzeén wvertrant werden will, wird in dem wvor-
liezenden Werke die denkbar beste und zweckmaBifFste Unterstiitzong finden.
Das Buch verdient daber die weiteste Verbrettung.** Mikrokosmos.
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