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Einleitung.

Im lebenden Zustande sind viele Gewebe von Tieren und
Pllanzen elwas durchsichtig; man kann also einzellige Lebewesen,
andere kleine Organismen, diinne Haulchen und dergleichen ohne
weiteres ber durchlallendem Licht unler dem Mikroskop beobachien,

In den allermeislen Fallen kénnen wir aber die Beobachiung
nicht damit beqinnen, dak wir die Objekle aul dem Objekiirager
unler das Mikroskop bringen. Sie sind dazuo zu dick und undurch-
sichtig. Bei der Vergrokerung wird die belevdiende Lichimenae
einer kleinen Sfelle aul die viel grokere Flache des Bildes dieser
Slelle verteill, sodak sich schon geringe Grade von Undurch=ichtig-
keit stark bemerkbar machen. Grokere Objckie erschemen daher
einfach dunkel ohne Einzelheiten, hochsfens lakl sich die Oberflache
cines Gegenslandes direkl unlersuchen; das aulfallende Lichi kann
hier fur schwache Vergroherungen genugen, [ur starkere mussen
auch dann nodh besondere Hillsmittel (Verlikalilluminator) in An-
wendung gebracht werden.

Auch kleinere Objckle (bis elwa | mm Durdimesser oder
Dicke), die im lebenden Zustande noch dirckle Beobachtung zu-
lassen, werden nach der Fixierung und Conservierung so undurch-
sichtig, dok sie besonderer weilerer Zurichfung bedirfen.

Man kann sich nun in vielen Fallen dadurch hellen, dal man
die Objekte zur Beobadhlung in Aufhellungsmiltel* bringt, die die
Gewebe durchsichtig machen, grokere Unlerschiede im Bredwngs-
vermogen ausgleichen ele. Als soldie kommen unler anderem
manche Oele in Betracht (2 B. Cedernholz- oder Nelkenoll: be-
sonders viel gebraucht werden solche Stofle, die aufhellend wirken
und gleichzeitig als definifive Einschlubmitel brauchbar sind: nam-
lich Glyzerin oder Glyzeringelatine, Gummi-Laevulose in Wasser
(s. 5. 36), Venel. Terpentin in 96, Alkohol und Kanadabalsam (oder
Doammarlack) in Xylol. In erstere kénnen die Objekle direkl ans
Wasser gebracht werden, in Terpentin gebi man aus etwa 95—90'/,
Alkohol; vor der Ueberfubrung in andere Harze muf durch abso-
luten Alkohol das Wasser des Objektes vallig entfernt und Gzwischen
aAlkohol und Harzl Xylol als Zwizchenmediom gebrauchl werden.
Von dem Einschlufmittel wird ein Tropfen aul einen Objcktrager
gebracht, das Objekt hincingelegl und dann ein Deckglas (eventuell
mit kleinen Plashlin- oder Wadhsstilzen an den Ecken) aulgeleqgt,

Dese Methode reicht fir manche fwedie aus, sie 131 jedoch
nur bet kleinen Objekien anwendbar, qibt bei diesen aber, zumal
nach vorheriger Braunung'l in Osmiumsaure oder Farbung in
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Naphtazarin, Naphlopurpurin®), Karmalaun®)l, Magnesiakarmin®),
Boraxkarmin®), Parakarmin® oder Alaun- Haematoxylin® gule
Uebersichisbilder.

Die Emnzchliekung in aufhellenden Medien kommi als Hills-
methode bei der Herstellung von fast allen mikroskopischen Pra-
paraten zur Anwendung. Sie genigl aber hir die feinere Analyse
groferer Objekle allen nichl; diese bleiben immer nodh zu undurch-
sichlig und dazu kommt, dak unregelmakige Brechung in den
hoheren Schichien eine genaue mikroskopische Beobachhing der
unferen Schichten hinderd usw,

Aus diesem Crunde muf man zur Zerlegung des Objekies in
diinne Platten ubergehen: der Petrograph muf Dunnschliffe seciner
Mineralien, der Biologe Diunnschliffe seiner Gewebe hersiellen,

1) Enlsteht bea Fisaerung in Osmiamsire (Os Oy an Ve — 1% Ve —2%0 Lasang
i dest, Wasserl oder Chamiumammegemischen nebenbied, kann aber mech bet anderer
Fisierung durch spatere Anwendung der Osminmsdure erzeugl werden,

2 Man gibl Fo 100 cem Wasser 5 gr. hrysh  Ahsminsmddonid  ond 01 gr
sapbtazann oder Maphlopurpurin kochl 10 Minden und Diffrierl spitfer. Fachedmper
clwa 6—24 Sunden,

5 | gr. Karminsaure, 10.gr. Alaon und | cem Formol in 200 com dest. Wasaer
losen, dann Blineren In dieser Losong wird gefiabd, je nach Didie s bis mehrere
squnden: donn in desl, ond danach Leihmspswasser, oder wenn reinens Kernfarbung
crwanschl isl, in Alaunwasser 11 =500 ausgewaschen, Der Alaun mul dann durch
welleres Waschen in desh w Ledungswasser enllernt werden, Karmalaun reagcrl
sauer, Die Parbuag ist viedeH=rol,

i 00 gr. Koarmen wird durch hallsbindiges Koshenin 50 com Moagnesiawasser
goelosl,  Lelrteres erhall man durch Stehenlassen von 1 Lder Brunnenwasscer mit
I ogr. Magnesin usia leine Wodhe lang; ofcrs schublelnd, daswasdhen in Wasser,
dos mil ehwas Mognesiawasser verselel werden kann. Mognesiokarmin ist schwach
alkahsch

3 4 gr. Borax und 2=5 gr. Kamun wenden durch Kodien i 100 cem Wasser
gelost, dann 100 com T =%, Alkohol mugeseizl und filiriert. [hie Obickie kommen
ans der Farbe gleich in Alkohol J0%, mil Yo%, Salzsbure, Sowohl das Farben als
auch das Avswaschen dogern 24 Shanden bis lagelang, Boraxkarmin =1 elwas alkalisdh

Es larbt leung rol

) Parakarmin wird durch Losen von 1 gr. Kormansaure, By gr Chlormbminium
und 4 gr. Chlorcalicum in 100 cem MY, Alkohol (warm oder kalll hergesbellf. Nady
dem Abselren filineren. Farbl besonders gul durch, e Obpekle durlen nichl 2o
viel Kolk entholien wnd nicht alkahsch reagieren, Woschen in Alkolol 700, ex. mal
chwas Chioraluminium eder '™y Eiscssig,

) Wird hergesielll, indem man A3 gr. Bolalaun und | gr Hoeemaloxylin
00 com warmem Wasser [osl und nach dem Erkallen 018 gr. Kaliumpermangana
lin emer Keinen Menge Wosser geloal]l ruselzl und bis  sum Aulhochen erhilzt,
Kann @em COebragch verdunnl wenden il 59 Alsunbisangl. Mach dem Farben
auswaschen der Obgekbe in 1=5%, Almmbosung, dann in destilierem und endlich
in Lefungswasser  In lefzlerem wird die Farbung schon slahilblau,

e Karmn-Rezeple sind im wesenflichen nach den Varsdhiiflen von Pad
Mayer [Foomikrolechnik, Bedin 1917, dos Almnhacmaloxylin nech F. C. . Hansen
gegeben.  Ueber Naplazorn, Nophtopurpurin und  ahnbiche edile Kemnfarbsiofie
spelbe S5, Peecdver, Unlersedungen uber Echitfarbung: der fellieme usw,, Berlin 1922
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Solche Schmite kann man aus freier Hand mit dem Rasier-
messer anlertigen. Man nimmit das Objekt an einem Ende zwischen
Daumen und Zeigefinger, schneidet dann ¢in Shick am freien Ende
ab, um eine gute Schnitiflache zu erzeugen und kann nun versuchen
ein dinnes Blallchen abruschneiden, in dem man das Messer aul
sich zu durch das Objeki .zichl” (nicht emfach durchdriickt).

Dabei ergeben sich zwer Schwienghkeiten.

Zunachst eignen sich nur wenige Gewebe [gehariele Leber,
Knorpel, viele pflanzhiche Objekle) dazu, so geschnitten zu werden.
Die meisten Gewebe sind so weich, dak sie dem Messer avsweichen,
durch den Druck von Hand oder Messer deformiert werden und me
eine glatte Schnittliache ergeben. Diesen Mangel kann man durch
Finbeflen der Objekte in zum Schneiden besonders gecignete
Substanzen oder durch Gelrierenlassen beseiligen.

Die ryweite Unvollkommenheit liegl in der Unmoglichkert, aus
freier Hand Schnite von gleichmaRiger Dicdke herzustellen. Dazu
kommt, daf es fir vicle Zwecke nidit genugh, wenn nach mehreren
Versuchen einmal ein guter Schmbt gelngl, sondern dak es er-
wiinscht ist, ein Obickt vollstandig in Schnitte von bestimmier Dicke
zu zerlegen, ans denen sich dann die ganze Anatomie oder Strukiur
rekonstruieren lagl. Diesen Forderungen dienen besondere Schneid-
maschinen, die Mikrofome; bei thnen wird das Objekt mit Hille einer
Mikrometerschraube um genan beslimmie kleine Betrage gehﬂ!lnll
(hezw. vorgeschoben), wahrend emn Messer in bestimmter Hohe
dagegen bewegl werden kann,

Einbetlungs- und Schneidetechnik haben sich im engsten An-
schluf aneinander entwickelt; die Art des Schneidens muk sich
nach der Einbelungsweise richten.  Die Schilderung der Schneide-
technik muk daher cine kurze Besprechung der Einbettungs-
methoden vorangeschickt werden., Eine Unzahl von Anweisungen
liegt dariber in der Literalur vor. Wir besdhranken uns aul die
bewahrien, allgememn anwendbaren Hauptmethoden.
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I. Die Vorbereilung der Objekle zum
Schneiden. Einbeftungsmethoden.

Eine primifive aber gelegenthch immer noch brauchbare Ein-
bettungsmethode besteht darin, die Objekte swischen zwei Shick-
chen Holundermark oder (in Alkehol oder sonstwie gehiarteter] Leber
einzuklemmen. Um eine zu starke Pressung zu vermeiden, kann man
in die Leber- oder Markstiucke Kerben einschneiden, die sich im gro-
ben der Form des zu schneidenden Objekles etwas anpassen. Leber
und das von den Botanikern viel gebrauchte Holundermark lassen sich
qut schneiden, und so schneidet sich das eingeklemmte an sich un-
geeignetere Stiuckchen mit. Die beiden Gewebe kommen meist beim
Schnewden aus freier Hond in Anwendung; es lassen sich auf diesem
Wege brauchbare Schmitte durch Vegelationskegel, Wurzelspitzen,
Blatter, junge Sprosse, auch wohl durch geharletes Gehirn und der-
gleichen machen. Mann kann dic Objckle auch samt dem Holunder-
mark in dic Klemme des Mikrotoms einschrauben; das Handmikrotom
(Katalognummer 1214) und das Zylindermikrotom (1215) diicflen dahir
besonders in Belracht kommen. Nachdem das Obickl mif seiner
Hulle in geeigneler Lage und Hohe in der Klemme festgeschraubt
worden ist, hebf moan dasselbe um den gewinschien Betrag durch
Drehen der Mikrometerschraube {unten) und kann auf diese Weise
eine Rethe gleichdicker Schnitte erzielen. Das Messer wird dabei —
aul der Glasbahn uber dem Glastisch gleitend — durch das Objekt
gezogen. So angelerhgle Schnitle sind meist zur direkten Beobach-
tung beshmmit Besonders gelungene kénnen fixiert {in 70 igem
Alkohol, Formol [10°/, von der 40°, Stammlosung von Farmaldehyd
in Wasser] oder Osmiomsaure 1%) und dann durch Wasser in Gly-
#eringelatine oder Gummulacvulose, durch 9"/ 1gen Alkohol in Ter-
penhn, oder durch Alkohol abs. und weiler durch Xylol in Canada-
balsam aul den Obickirager als Daverpoparat gebracht werden.

Sehr dinne Schnitle lassen sich auf dem angelhihrien Wege nichi
erziclen; das Obiekl kann trofz der Einklemmung elwas zusammen-
gedrudit werden und ausweichen., Auch st die Gesamischniliflache
nichl homogen genog.

Um diunnere Schnitte mit grokerer Sicherheit herstellen zu kon-
nen, mukte man daher nach Substanzen suchen, die sich nicht nur als
Mantel um die Objekie legen, sondern in die kleinsten Ludken hinein-
bringen lassen. Solche Medien miissen in flissiger Form in die Ob-
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jekte gebracht und nachher wieder in den festen Aggregatzusiand
uibergehihrl werden. Dazu cignen sich Seilen, Gelatine, Paraflin und
Celloidin sowie Wasser bezw. Fis.  Seife und Gelatine kommen
hachstens fir ganz seltene Falle in Betrachl und sind fast gonz aul-
geqgeben. Die Paraffin-, die Celloidin- und die Gelriermethode sind
edoch allgemen gebrauchlichlich und bis ins einzelne durchgear-
beitel: jede dieser Melhoden ist unentbehrlich und hat ihr besonderes
Anwendungsfeld.

Am meisten gebraucht wird die Paraflinmethode ; sie wird an-
gewendet bei Kleineren Obieklen (Querschnitt klener als 1 —2 gem)
und last ausschlieglich, wenn es aul diinne Schnitte (0,02 bis 0,0025mm
= M}—25 ul ankommi.

Die Celloidinmethode ist indiciert, wenn es sich um grolere
Obiekie handell, oder um Material, das die Erwarmung aufl den
Schmelzpunkt des Paralfins nicht gut vertrdgl. Sie bielet die besten
Garantien fiir Frhallung ganz normaler Lagerungsverhalinisse der
leile eines Schnittes. Die Celloidinmethode ist umstandlicher und
gestattet nicht so geringe Schnitidicken wie die Paraffineinbetiung.
Die meisten Vorteile der Paraffin- und Celloidinmethode konnen in
einem kombinierfen Verfahren veremiglh werden.

Die Gefriermethode kommt immer dann zur Anwcndu_ng. wenn
Schnilte in kiirzester Zeit (z. B, wihrend einer Operation) ferligaestellt
werden miissen. Sie wird am meisten von Pathologen gebraucht.

1. Das Einbelten in Paraffin.

Um die giinstigsten Bedingungen fiir tadellose Schineidbarkent zu
hekommen, muf man, wie bemerkl, danach sireben, das Objek]l mi
dem Einbetlungsmiltel nicht nur zu umgeben, sondern es damit vollig
zu1 durchiranken. Die bloke Verllissigung des Einbettungsmittels,
also in unserem Falle des Paraflins, gentigh dazu nichl; wir mussen
vielmehr dafiir sorgen, dak die in dem Objekt enthaltenen Flussig-
keiten Paraffin losen und dasselbe nicht zum Ausfall bringen. Vor
dem Durchtranken mil Parafiin wird das Obickl also zwedimagiger-
weise in cin Losungsmittel des Paraflins gebracht, das nun dem
Einbetlungsmitiel bei seinem Findringen als Vehikel dienen und
selbst durch langeres Verweilen ous dem Objekt in das uber-
schiissige Paraffin diffundieren und durch Verdampien vollig entfernd
werden kann. MNun mischen sich aber diese paraffinlosenden Inter-
medien meistnicht mil Wasser (oder sie losen nur sehr wenig davon),
sodafy wir vor der Ueberfihrung in das Intermedium das Wasser
durch absoluten Alkohol griindlich entfernen mussen. Meist ist dem
schon durch den 70°, Alkohol, in dem wir dic Objekte gewoahnlich
aufheben, etwas vorgearbeitel,. War das Obiekl in einem anderen
Konservierungsmitiel, 2. B.in 10%, Formol [= 10", von der kauflichen
40/, Formaldehydlosung), das nicht selten als Fixierungsmittel und
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Aufbewahrungsmittel in einem dienl, 20 mussen wir erst in Alkohol
W

fo ibergehen.  Darnach ergibl sich lolgendes Schema fiir die
Vorbereitungen zur Einbeltung:
Lebendes Ohpekl

w

Fixierong'l (Sublimal, Saoren eic.d, zuwcilen anch in 207 ag. Alkobod od 10930, Fomeal
w

Auswasdien des Fisicrungsmiftels fin Wasser ol 7000, Alkohal)

¥
Konservierong (belick. lang. Aulbewahren 1. 0% sigem Alkohod od 107 aem Fonmol

Viarbersil, 7, Einbeten: Oberluhren in 960 Gigen Alkoho) t Facem -llllmhl_:i

o ¥ = absolulen Alkohol
1C hloralorm-Alkahol)

e « dwischenmediom [Cllorolorm . ol

.. IChlorelorm-Parallin

= o geschmolzenes Parallin
Einbellen

Man bewahrt die Objekte in 70°/ igem Alkohol auf, weil starkere
Konzentrationen die Objekte briichig machen, schwachere aber auf
die Dauver Zerfall (Mazeralion bei Dritlel-Alkohol” [53%,] nadch sich
ziehen konnen, Meist kann man das Objekt aus dem 70° igen Alko-
hol ohne weiteres in den 96"/ ggen bringen, bel ganz zarten, leichi
schrumplenden Objekien kann man dic Konzentrahion allmahhch
steigern. Weit gefahrlicher ist der Uebergang in das Intermedium
Vorireffliche Paraffinloser, die gleichzeifig sich mit Alkohol absaolut.
mischen und schnell eindringen, sind Benzol und Xylol, von denen
ersteres wegen niedrigeren Siedepunkles den Voreug verdient, Ge-
legentlich wird auch der stark losende aber leuergelahriiche und
iibelriechende Schwefelkohlenstoff, neuerdings wegen seiner Billig-
keit das Tefralin (Tetrahydronaphtalind gebrancht. Man schaltet aber
bei vielen Objekten mit Vorleil vorher eine Mischung von gleichen
Teilen Alkohol abs. und Benzol (hexw. Xyloll ein, um die starken Dif-
fussionssfromungen und damit die Gelabr des Schrumplens etwas
abzuschwachen. Zarter als bel Anwendung von Denzol oder Xylol
vollzieht sich der Uebergang bei Anwendung von Chloroform als
Intermedinm, das langsam cindringt, besonders fir kleine Objekic
aber sehr emplohlen werden kann. Auch diesem Miltel kann man
mit Vorteil eine Mischung gleicher Teile Alkohol abs. und Chloro-
form vorhergehen lassen. Noch allmahlicher vollzieht sich der Ersalz

1 Aui dic schr manniglatigen Fadcrungsmethoden kann hier nichi cinge-
gangen werden (vergl Bedver, 5. und R Demoll, Einfubring in die mmkroshopscie
Technik, Leipzig 1915 und P. Mayer, Zoomikrotechnik, Dethn 19070, doch sei ol
lolgende fast allgemein anwendbore, begueme und meisl vorzaghch wirkende
Mischung hingewicsen: konzenlricrie (d, b chva 1%30c) Losung von Pikninsirne
in Wasser mil Yy, Volumen kone. Formalin und 19 Eisessig. Die Objckle bleiben
1y = gimge Shunden in der Fhissigkeit end kommen donn glesdh in 70 agen Alkohol,
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des Alkohols, wenn man denselben in einem kurzen etwa 5 cm hohen
foben verschlickbarenl) Zylinderglas oder in einer Glasdose uber
das schwerere Chlorolorm schichtel. Man qgielt erst Chloroform bis
elwas unler die Halfle ein und llt dann langsam (eventuell Schrag-
halten oder an einem Glassfab) absoluten Alkohol nach. Es bildet
sich dabei nur eine diinne Mischungsschicht der beiden verschieden
schweren Medien, In diese Mischungaschicht sinkt das Objckt, wenn
wir es nach gentgender Entwasserung in absol. Alkohol in jenes
Ciefdk mit Alkohol und Chloroform bringen. Yon unten nimmt dann
das Objekl mehr und mehr von dem schweren Chloroform auf und
sinkl damit gleichzeitig mehr und mehr zu Boden. ( Senkmethode”).
Durch Schiitteln kann man die Mischungsschicht breiter machen und
den Prozek, der sehr lange davern kann, beschleunigen. Zum Schiuk
st emplehlenswerd, das Objekt zur volligen Deseiligung des Alko-
hols vor der Ueberfiuhrung in Parallin emmal in ganz reines wasser-
freies Chloroform zu legen. Endlich ist auch Cedernholzol als beliebtes
Intermedium zu nennen; es dringl schneller ein als Chloroform,
scheint aber weniger schrumpfend zu wirken als Xylol. Doch kann
man auch dabei durch Einschallung emmer Mischung schonender
vorgehen.

Aus dem remen {alkoholfreien) Intermediom uberiragen wir
dann das Objekl in geschmolzenes Paraffiin. Bei Anwendung von
Cedernol als Ueberfiihrungsmittel pflegt man direkt in Paraffiin 2u
gehen, Das Oel verdunstet langsam und trilt in das umgebende
Parallin uber, sodak diesem Zeit bleibl, enzudringen.  Allerdings
lést Chloreform mehr als doppell so viel Paraffin als Cedernholzdl,
und dasclbe gilt ven Benzol und Xylol. Bei diesen lefztgenannten
Stollen pllegt man auch den Uebergang in Parallin alimahlicher zu
gestallen; man kann schon zu dem kallen Infermedium Parallin-
schnitzel allmahlich zusetzen, dann aul elwa 30¢ crhitzen und noch
mehr zugeben, endlich bei elwa 55 dos Chlorolorm allmahlich ver-
dunsten und so #u dem reinen, nunmehr fliuissigen Paralfin ubergehen.
Fs ist emplehlenswert vor dem eigentlichen definitiven Einschimelzen,
aus dem Chlorolormparaffin fur langere Zeit in reines Paraffin uber-
zugehen: denn dos Chloroform st schwer vollig wegeubringen und
schadigt doch die Schneidbarkeit, wenn es in Resien im Parallin
bleibt. Das gilt nicht vom Cedernholzél. Doch soll man immer elwa
die Hallle der Zeit, die die Objekte in der hoheren Temperator #u-
bringen, aul das Verweilen im reinen Paraffin rechnen,

Zur Technik der Ueberfihrungen mag noch gesagl sein, daf
man sich fur die Flussigkeit daber am besten kleiner Glasdosen (von
etwa 5—5 em Durcdhmesser) bedient. Fir den 96°,igen Alkohol kann
man ein etwas groferes, fur das Intermedium event. ein kleineres
Gelag wahlen. Man ubertragt das Objekt nicht mit der Pinzetie,
sondern mit einem Horn- oder Melallspatel. Letzterer ist ir die Ar-
beil im geschmolzenen Paraffin zu emplehlen; denn er 166t sich aul
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etwa 60° erhitzen, sodak ein lasfiges Erstarren des Paraffins an dem
Spalel vermicden werden kann.  Alle Ueberhibrungen aus einer
Fliissigkeit in die andere vollzieht man naturlich moglichst schnell, so
wird cin Wasserdampfzulritt nach dem Alkohol abs. und ein Luflein-
dringen durch schnelle Verdunslung des lichtigen Chlorolorms ver-
micden. Nahurlich darf man weder auf den Alkohol abs. noch auf
dic Intermedicn hauchen, in lelfAderen enizicht daber eine Trubung
durch die Wasserteilchen, Ueber die Zeil, die e¢in Objekt in den ver-
schiedenen Medien zuzubringen hat, lakt sich michis Allgemengulhges
sagen: es ist dies je nach der Grake, Durchlassighkeit efe. der Objekte,
sowice bei den einzelnen Intermedien versdueden, Vor allem st aal
viollige Beseitigung des Wassers zu achten. Fur ein gut durchlassiges
Crhjekt von elwa 5 mm Dllﬂﬁi‘-ﬁcr mag man ungefahr 4 Stlunden har
05" Alkohol, 2 Stunden fur absoluten und nochmals 2 Shinden hir
erneucrten absolulen Alkohol nchmen. Dann elwa 1 Stunde hir
Alkohol-Cedernholzol, 2 Slunden hir reines Cedernol, endlich kann
man das Objekt elwa 2 Slunden im ersten und nochmals 2 Stunden
im reinen Paraffin lassen. Fur die Uebherfithrung in Chloroform wird
man clwas mehr Zeit nehmen (das Senkverfahren kann Tage in An-
spruch nehmen), doch soll man auch hier nicht zu weit gehen, weil
die Objekte sonst zu sprode werden.  Zu langes Verweillen ber der
hohen Temperatur im flissigen Paraffin kann gleichialls <chaden:
daher . By, das Besireben, ber Anwendung von Chloroform schon be
medrigerer Temperatur moglichst viel Paraffin hinein zu bringen.
Auch kann man erst Parallin von niedrigem Schmelzpunklt nehimen,

Da das Objekt langere Zeit in geschmolzenem Paraffin licgen
mufy und dieses weder erstarren noch auch uberhitet werden darl, so
bedient man sich am besten cines Thermostaten, obwohl man bei
fortwihrendem Zusehen auch mit einem Wasserbad oder noch cin-
facheren Mitleln auskommi. In dem Thermostat soll immer ein
Cmaillegelk (von ungefahr '/, Liter Inhalt) mit Handgrill und Aunsguf
stehen, in dem sich flussiges reines Paraffin befindel. Daneben zwes
Parzellanliegel oder Glasdosen von 4—5 cm Durdimesser, eine [ur
das (Chloroform) 1. Paraffin, eine zweile ur das Il Parafin, in das
wir das Objekl nach Verdunsten der Hauplmenge des Intermediums
uberiragen.

Im allgemeinen mmmi man Paraliin vom Schmelzpankt 50°, Die
Temperalur des Thermostalen wird dann clwas hoher, also elwa
auf 52=55% gestelll. Im Sommer muf man elwas schwerer schmelz-
bares Paraffin nehmen (55 =58 —&07). Fur groke und dicke Schnitte
(0,04—0,02 mm) nimmt man weicheres d0e—489), fur kleine diunne
Schnitic (0,005=0,0025) hartes Paraffin (500=600). Aus einem harlen
und einem weichen Paraffin kann man sich eine gewiinschie Millel-
sorte zusammenschmelzen.

Neues Paraffin schneidet sich schlechier als gebrauchtes, das
schon langere Zeit im Thermostat in der Warme gestanden hat  Es
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emplichli sich daher, aul Vorrat eine grogere Menge Paralffin dadurch
#urubereiten, daf man es elwa 5 Minuten lang kochl, es wird dabei
geschmeidiger und weniger brichig. Noch zahere Consistenz und
bessere Schneidbarkeit hal eine Mischung von 20 Teilen Parallin vom
Schmelzpunkt 42« mit der gleichen Menge vom Schimelzpunkt 56° und
emem Teil Ceresin. Ceresin ist ein sehr zahes Daraffin mit sehr
hohem Schmelzpunkt letwa 73%, das sich in kaltem Xylol und Chloro-
form nur sehr schwach 1681, sodal man unter Umskinden das zum
Losen des Paraflins aus den Schnitten bestimmte Xylol erst im Ther-
mostat erwarmen muk.

Ist das Paraffin vollig in das Objekt eingedrungen und das
Intermedium ganz verdriangt und verdunsiet, so kann man das
Paraffin erstarren lassen. Man tul dies am beslen nach folgender
Methode: Zunachst wird aus etwa
0,1 mm dickem, steifem, aber un-
schwer biegsamem Slanniol ein klei-
nes Schifichen geforml. Man bedient
sich daru emnes viereckigen  Klotz-
chens®ansHolz, Blei oder dergleichen,
das drel verschiedene Rechtecke als
Begrenzungsflachen anlweist.

Wir schneiden em ev. mil Gly-
zenin besinichenes Slanmolslhick von
chwa 56 cm aus, legen das Klotz-
chen in die Mite des Stanniolrechteckes und parallell zu seinen
Grenzen  Dann schlagh man das Stanniol um die Seitenflachen des
Klotzchens in die Hohe und faltet es an den 4 senkrechten Kanten zu
4 Oehrchen aus, von denen man zwei gegeniiberliegende noch nm-
kicken kann, bis sie einer Seitenwand des Schiffchens anliegen.

Kleines Rlokachen mid Rillen.

Slanmiotschillchen zum Einbeften, nabirl. Grike.

Mun giehen wir das Schiffchen [ast mit Paraffin voll, iibertragen das
Objckl mit angewarmtem Spatel hinein, legen es in der Mitte zurecht
und setzen dann das ganze Schuffchen auf die Wasserllache ciner
Schussel mit kaltem Wasser, aul dem es schwimmi, Das Sdchiffchen

12

< ELEITZ’

7
wird an den Oehrchen, oder bei Gelahr einer Verbiegung auf einer
Glasplatie in Wasser getragen. In dem gul ledenden Melallgelok
crsfarrt das Paraliin schnell, an der Oberllache kann man durch
Blasen die Bildung cines festen Paraffinhautchens beschleunigen und
dann das Schilfchen unferfauchen. Nach ein paar Minuten ist das
Parallin erstarrd, und das Stanmiol kann ohne Schwierighkeit aulge-
faltel und abgerogen werden. Dann haben wir unser Objelk! i 2inem
Parallinblock eingeschmolzen vor uns.

In Paraflinblocken kann man die Objekle ohne Schaden belie-
g lang aulbewahren.

Will man verhindern, dak die Obekle in die unterste Grenz-
schicht des Paraffins zu liegen kommen, so setzt man dos Kastchen
vor dem Cinlegen des Objekles auf eine kalte Unterlage (Wasser,
Metall), sodak cine erstarrte Grundschicht in dem Paraffin enisteht.
Halt man Objekle, die vermoge threr Gestalt darzu neigen, sich
dem Schilfchen ungunshg zu legen, mit einer Nadel auf einer solchen
Paraffinsducht eine kleine Weile in der gewunschten Slellung, so
werden sie alsbald durch den Fortschritt der Erstarrung  hixiert.  An-
dererseils kann es auch erwinschi sein, die Erstarrung des Parallins
in dem Schiffchen lange hintanzuhalten, so z. B. wenn mehrere Ob-
iekte in einem grofen Scuffchen nebencinander eingebettet werden
sollen.  Man selzt das Schillchen dann aufl eine erwarmte Unterlage,
als welche z. B. die oben erwahnte Transporiplatte dienen kann,

Sollen zahlreiche kleine Objekte [(Plankion, Protozoen) aul
einem Haulen eingebellet und geschmilten werden, so lormt man sich
aus dem Stanniol kein Sdulfchen, sondern eine spitze Pyramide
oder Diite, Die kleinen Objekte sinken dann beim Einbetten in die
Spitze der Ditte und sammeln sich dort an, sodak spater beim Schner-
den jeder Schimtt gleich ene gange Anzahl von Individuen in ver-
sthiedener Lage trifit.

Mit dem Einschmelzen pllegt man eine genaue Orientfierung
des Objektes o verbinden. Die Schnitle, die wir durch ein Objekl
legen, werden fast immer viel ubersichilicher und leichier zu deulen,
wenn sic parallel oder senkrecht zu einer Hauptachse oder einem
Hauptorgan des Objekies geluhel werden. ™Nun ist das starre Paraffin
ziemhch undurchsichhg: man mup sich daher schon vorher merken,
wie jene Achsen oder die gewinschie Schnittrichtung im Paralffin-
blodk liegl. ¥u dem Aweck verschen wir unser Klotechen mil einer
Schar scharfer paralleler Rillen, die man leicht in den Roden des
Schiffchens abdricken kann, wenn man dasselbe aus dem Stanniol
herstellt. Diese ,Richilinien® bleiben im Boden des Schilichens, nach
ihnen kann man das Objekt in dem noch Mussigen Paraffin mit einer
angewarmten Nadel zurecht legen. Mach dem Erstarren des Paral-
ins finden wir dann unsere Richilinien aul dem Paraffinblock wieder,
und danach iakl sich sofort diec Lage des Objektes ersehen und die
Schnitirichlung einstellen.  Ist eine spatere exakle Rekonstruktion
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des Obiekles aus den Schnitten geplanl, so sireicht man elwas
_Nubian Blacking” leinen bei Dr. Griibler, Leipzig und in grokeren
Schuhgeschiften kiuflichen Schuhlack) mit einem Pinsel dinn iiber
die Richilinien. Diese Farbe iiberzieht man dann noch wieder durch
kurzes Fintauchen der Flache in flissiges Paraffin mit einem schut-
zenden Hautchen. Statt des  Nubian Blacking™ kann man auch eine
Aufschwemmung der blaven Masse von Schreibshilen lur Glas in
Chloroform nehmen. _

Fur feinere Rekonstruktionen geniigen die groben Rillen, die
man von dem Klotzchen aul das Stanniolschilfchen iiberirigt, nich
mehr. Man kratzt dafiir besser mit ciner Nadel einige parallele Linien
in die Mitle des Stanniols, bevor es zum Kastchen aufgefaltel wird.
Bei exakten Rekonsiruklionen muk auch Stanpiol von ausreichender
Dicke gewihlt werden, damit sich wemgslens die Grundflache beim
Erstarren und dem damit verbundenen Zusammenzichen des Paral-
fins nicht verzicht. Man gehl ganz sicher, wenn man sich die Schor
paralleler Linien in eine kleine Metallplatte einritzt und diese Platte
imit etwas Glyzerin eingerieben) aul den Boden des Stanniol-
schiffchens legh

An Stelle des Stanniolschiffchens werden zum Einbetten — zu-
mal wenn es sidh um Rekonsiruktionen handell — vielfach auch so-
genannte Finbetungsrahmehen benutzt.  Sie bestehen meist aus 2

MelallEnteiungsrahmchen

Gilas- oder Metallwinkeln, die sich auf einer Glas- oder Mctallplalte
#u Kastchen verschiedener Groke zusammenlegen lassen, in dic dic
Finbeltung erfolgt.  Die Winkel miissen exakt gearbeilel sein, sodal
sic beim Aneinanderlegen dichi schlicken, sie werden beim Gebrauch
leicht mit Glvzerin eingerieben, damil das erstarrte Paraffin loslokl.
Da die Wande beim Frkalten des Paraffins nicht nachgeben, so erhall
man Paraliinblocke mit schonen glatden Flachen; die Zusammen-
zichung des Paraffins kann sich nur an der Oberflache aukern und
fithrt hier zu ticfen frichterartigen Einziehungen, die durch Nachgiegen
von Paraflin beim Erstarren ausgefullt werden missen (wobei man
die Oberflache wieder mit cinem erlilzlem Spatel verflissigh oder
fliissig hilt). Die Erkaltung des Paraffins vellziehl sich also nichl so
schnell wie im Stanniolschiffchzn, besonders nichl bei den dicken
Cilaswinkeln, selbst wenn man sie i einer Schale zusammensefzt, in
die dann Wasser gegossen werden kann, Soll rekonstruiert werden,
a0 withle man eine Grundplatte mit feinen Rillen. Glasplatten mit
sehr exakten Rillen sind als sogenannte DBorn-Petersche | Ridhil-
platien™ 1m Handel.
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2. Einbettung in Celloidin (oder Photoxylinl.

Celloidin (reine Schiegbaumwolle) oder das ihm nahestchende
Photoxylin werden in einer Mischung gleicher Teile von Alkohol abs.
und Aether gelist. Das Celloidin ist in wasserhalligen Taleln kaul-
lich: diese zerschabl man erst in Spane, die man an der Lol frock-
nen lakt, bis sie gelb und hornig sind. Dann quillt man sie wahrend
24 Stunden in etwas Alkohol abs. aul und setzt daraufl das Alkohol-
Acthergemizch #u.

Man bereitel zunachst eine 8prozenlige Losung, von dieser
Stammilosung kann man durch Verdunnung mif Alkohol-Aether eine
4- und emne ? prozenfige oder eine beliebige Losung hersiellen.  Bei
kleineren Objekten (etwa 1 em Durchmesser) kann Vorforbung  mat
Naphiazarin oder Naphlopurpurin, mit Haemalaun (efr. Anmerkung
Seite 4], Karmalaun, Boraxkarmin, Parakarmin, oder Magnesiakar-
min {evenluell Pikrinsaure als 2. Farbe fur das Plasmal sehr em-
plohlen werden.

Vor der Finbellung miissen die Objekle entwassert (in Alkohol
abs.} und daraul lur einige Stunden in Alkohol abs.-Acther-Mischung
{1:1) gebracht werden. Dann legl man sie in die dunnsle Celloid-
lasung [2",). Bei sehr durchlassigen kleinen Objekten kann man mit
etwas starkerer Losung beginnen. In der dunnsten Losung bleiben
kleine Objekte 1 =2 Tage, groke bis zu Wochen und langer. Danach
wird in die mifflere Losung uberfragen, in der das Objekt wieder in
geschlossener Glasdose oder gut verkorkter Glastlube longere Zeil
hiciben muk. Endlich tiberfithri man fiir elwa 2 Tage in 8°/, Celloidin;
diese dickste Losung wird alsdann zum Eindicken und Enbetien be-
nutzt. Man kann zuweilen schon die 4" (gelegentlich gehi das schon
mit der schwichaten) Losung mit dem Objekt darin etwas eindicken
lassen, Fum Eindicken bedient man sich mcht zu klemer, flacher
Glasdosen (5—=10 em Durchmesser), die mit cingeschliffenem Deckel
gut verschlossen werden konnen. Zwischen Deckel und Dosenrand
bringl man nun an einer Stelle ein Felzchen Papier, sodak der Alko-
hol-Acther ganz langsam verdunsfen kann. Eventuell kann man noch
eine Glasglodie uber das Gelak shilpen, damit das Eindicken wirk-
lich ganz langsam vor sich geht und oben keine undurchlossige
Kruste entstehl. Am besten ist es, die Celloidingefale ohne Deckel
in einen Exsikkator zu stellen, in den man augerdem ein offenes Ge-
fok mit conc. Schwefelsaure, Chlorcalcium oder Phosphorpentoxyd
bringt, um der Lufl die Feuchligkeit zu entziehen. Gleichmagiges
Eindicken ohne vorzeitige oberflachliche Krustenbildung und fadel-
lose Schniltfahigkeit erreich! man nur durch peinlichste Vermeidung
von jedem Wasserzulrifl.  Der fur die Losungen verwendele Alkohol
und Acther muk scharl enlwasserl werden, ersterer durch gegluhtes
Cu SOu Pulver, letzterer durch Matriumdrahl. Vollig wasserfreie
Celloidinlosungen erreichen beim Eindicken Konzentrahonen von
iiber 16%, wahrend bei Gegenwarl von Wasserspuren das Fesl-
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werden fruher eintnll, sodak dic Dichte des Celloidins geninger bleibi
und die davon abhangige durch die spatere Harlung angesireble
Festigkeit wemger vollkommen wird. Um das nicht emplehlenswerte
Machgieken von Celloidin withrend des Eindickens von & aul 16% «u
vermewlen, nehme man  reichlich Celloidinlosung.  Das Eindicken
dauert mehrere Tage bis wochenlang.

Der Gebrauch eines Exsikkalors und langeres Findicken fallen
weg, wenn man das Objekt aus der 8%igen Celloidinlosung erst
noch in eme 16%age (n gui verkorkter Glastube) iiberfubrt und 2 bis
mehrere Tage darin lakt. Dann fallel man sich aus Stanniol ein
Kastchen von passender Groge wie zar Paraflineinbetlung, schlieft
die Ritzen des Kaslcdhiens durch Bestreichen mit geschmolzenem Pa-
raffin, gickt 16%1ge Celloidinlosung ein und legh das Objekt i ge-
wiinzchter Lage hinein, méglichst unter Vermeidung von Luftblasen.
Wun wird ein kleines Schalchen mil Chloroform neben das Einbet-
tungskastchen gestellt und eine grokere Glasdose uber beide ge-
stiilpt. In der Chloroformalmosphiare wird die Celloidinoberflache
bald soweit fest, dak wir {bevor Gasblasen im Celloidin aufireten)
das Einbetlungskastchen zur definifiven Hartung des Celloidins in
10 —a&5%igen Alkohol bringen konnen. Da die Harfung nur von emner
Seite erfolal, o dorf das Stanmol nicht zu frith (mcht vor 2 Tagen!
entfernt werden.

I=t beim Eindicken im Exsikkator die vorlaufige Harlung soweit
fortgeschritten, dak die Celloidinmasse dem leichien Drudk der
Fingerbeere nicht mehr stark nachgibl, so schneidet man mit dem
Messer emnen viereckigen Blodk aus dem Celloidin aus, wobei das
Obiekl auf jeder Seite nodh von emigen Millimetern Celloidin um-
geben bleiben soll.

Dieser noch etwas gelatinose Blodk mit dem cingeschlossenen
Objekl wird nun einer definitiven Harlung unterzogen.  Fur diese
aibt es verschiedene Methoden. 1. 1st das Objekt noch nicht entlkalkd,
noch nicht gefarbt oder grof Giber 1.5 cm Kantenlange), so bringt
man das Obickl zum Weiterharlen in Alkehol von 70% (bis 85%)
(24 Stunden bis wochenlang). Diese Blodke konnen dann in 7075
Alkohol beliebig lange bis 2um Schneiden aulbewahrt werden. (Auch
kann man dic Blodde in geschmolzenes Paraffin fauchen und dann
frocken aulheben). Das Celloidin ist fast ganz durchsichlig, das An-
bringen von Richtlinien beim Einbetten s also micht notig; spater
wird man natirlich eine Richtebene mit Rielen oder zwei parallele
Madelstiche, senkrecht zur Schnittebene anbringen. Man frodinel
diese Flache und kann den Nubian Blacking oder die Glasshifimasse
aufstreichen. Handell s sich um ein Kalk oder Knochen enthaltendes
Obickt, das vorher') noch nicht entkalkt war, so bringt man den

Y Aur Entkaliung nchl in CelBoidin eingebetteler Ohiekie nimm] man Alko-
hel von 90,5, Salpelersdure, Auswaschen in Alkohol milt Ucherschul von
pracipilieriem Caleiumcarbonal, (oder aus wiisseriger HN Oy in Wasser mib 3%,
MNatrinm- oder Lilhiumsulfal, mil nadhlolgendem Waschon in Wasserd,  Out rum
Einkalken isf auch 39, Trichloressigstiere in Wasser,  Auswaschen in Wasser,

(4]

Celloidinblock in Alkohol 85% -+ 15 bis 50, meist 25% Sapelersaure
[spez. Gewichl 1,4), nach geniigend langer (Tage ) Entkalkung weiter
in Alkohol 70% mil pracipitiertem Calciumcarbonat loder mit 5%
Matriumsulfat) zum Entsauren und in reichlich 7ifkigen Alkohol zum
definifiven Auswaschen.

Die in T0—85"sdgem Alkohol geharteten Blocke werden | feuchi”,
d. h. unter Alkohol oder mit (Alkohol) benetztem Messer geschnitten,

Mach einer neueren, mehr und mehr an Verbreilung gewinnen-
den Methode werden die Bladke zum Schneiden mit wasserfreiem
Terpineol durchtranki. Auch Terpineol hartet das Celloidin, sodak
man die Sticke nach der Eindidiung direkt in diese Flissigkeit
bringen kann, in der das Celloidin wegen des hoheren Brechungs-
index des Terpineols iiberdies noch viel durchsichhger wird als in
Alkohol. Bessere Konsistenz und Schneidbarkeil erreicht man je-
doch, wenn man vor der Ueberfithrung in Terpineol noch eine ander-
weitige Harlung vormimmt. Da Terpineol nur rechl wenig Wasser
lost, so empliehlt sich an sich eine Hartlung, bei der Wasserzulritt
und damit eine nachiragliche Entwasserung vermieden  wird, Das
geschieht bei der Chloroformhidrtung, bei der die nach der Lin-
didiung ausgeschniltenen Sticke in Chloroform gebracht werden,
aus dem sie nachher ohne weiteres (oder unter Einschallung von
ciner Chloroform-Terpineolmischung 1:11 in Terpimeol kommen. Gute
Vorhirlung erziclt man avch mit Chlorcformdamplen, man bringt
dazu ein Schialchen mit Chloroform unter einc Glasglodie, die gleich-
zeitiq die auf cine Siebplatie, ein Drahinel: oder sonstwie allseilig
zuganglich angebrachlen Celloidinblodie bededst.

Die Resuliate der Alkoholhartung werden jedoch aul diesen
Wegen nicht ganz erreicht, sodak ¢s sich, wenn man dinne (10 oder
15 i) Schnitte brauchl, empfichlt, auf jeden Fall in Alkohol zu harten
und erst nachiraglich die Blécke in Terpineol uberzufibren. Dabe
muf die Entwasserung vorgenommen werden, ohne dak reiner ab-
soluter Alkohol passiert wird, denn dieser wiirde das Celloidin losen.
Man geht also aus dem 70figen Alkohol lev. unfer Vorschallung
von 85=9090%qgem) in eine Mischung von absolutem Alkohol und
Chloroform (1:1) und aus diesem in Terpineol. (Apathy fubrt aus
9P Alkohol durch eine Oelmischung in Terpineol, die aus folgenden
Gewichisleilen besteht: Chloroform 4, Onganumaol 2, federnholzol 4,
Alkohol abs, 1, Karbolkristalle 1). Uebrigens kann man auch aus
aragem Alkohol direkt in Terpineol gehen; es bildet sich dann ersi
emne Tribung dureh den Wasserrest, sie verschwindel aber allmahlich,
denn das Terpineol lost elwas Wasser. s sl jedoch emplehlens-
werl, das Wasser schon vorher grundlich #zu beseitigen.

Die Terpineolmethode ist dem Schneiden unfer Alkohol bei
klemeren Blocken (grofte Kantenlonge kleiner als 1,5 em) vorzu-
zichen; das Terpineol izt 8lartig, es verdunstel nicht wie der Alkohol,
sodaf man nicht fortwithrend zu benetzen und ein Einfrocknen nichi
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#u behirchten brauchl. Man kann daher bei dicser Melhode fast
trocken schneiden, obwohl es sich wohl immer empfichlf, das Mes-
ser doch milt Terpineol zu befeuchten.

Besonders emplehlenswert st die Terpineolmethode fur Obiekle,
die vor dem Einbelen im Stick vorgefarbt wurden. Die Schnitte
konnen dann namlich ohne weiteres in Konadabalsam unter das
Dedkglas gebracht werden.

In diesem Falle wie auch fur doppelte Einbettung in Celloidin
und Paraffin kann man statt des Alkohol-Aethers Amylazelat oder
Methylbenzoot als Losungamitiel ur das Celloidin withlen, Man stelll
sich eme 2, 4, 6 und 16%ige Losung her und fulbrd das Objekt aus
Alkohol in das Losungsmittel und dann in die #ige Losung (von
Celloidin in Amylazelal oder Melhyvlbenzoat) usw., Das Arbeiten
mit diesen Losungen i1st etwas bequemer, weil sie mcht so0 hygro-
skopisch und Muchtig sind wie Alkohol-Aether.

3. Doppelte Einbetlung in Celloidin und Paraffin.

Diese fur kleine Obickie vortreffliche Methode veremigh eimge
wesenlliche Vorleile der Celloidineinbetung (Garantie fiir Erhaltung
normaler Lagerungsverhalinisse, Nichtbruchighkeit der Masse) und der
Parallinmethode (dinne Schnitte). Sie schhekt sich eng an die Cin-
betlung in Celloidin mit Chloroformhartung an.  Vorlarbung der
Stucke 131 nichi erforderlich.

Das Objekl wird zunachst in Celloidin eingebettel, dann
Chloroform defimtiv gehartel. Machdem es hier vollig durchirankd
und aufgehellt worden isl, schneiden wir den Blodk unler Chloro-
form ungefahr in die Form, in der er geschnillen werden soll, nur an
der der projektierten Schnittlache enlgegengesetzt liegenden Seile
soll reichlich Celloidin bleiben. Die Schmittlache und eme aul dieser
scnkrecht stchende Seitenflache sollen besonders eben geschnitien
und lefztere evenluell schon jetzt mit ciner geraden, scharfen Langs-
nute verschen werden. Dies ist fur Rekonstrukbion aus den Schniflen
nofwendig.

Dann wird der Blodk aus dem Chloroforin in durch Erwarmen
verflussigtes Parallin mit elwas Chloroform und endlich in reines
Parallin gebracht (m Thermostatl. Nach genugender Durchirankung
(etwa 2 1 2 Stunden nehmen wir den Celleidinblock einfach heraus,
putzen das anhaftende Paralfin ab und werfen thn zum  Abkihlen in
Wasser, wo er weill und undurchsichlig wird. Spater wird der paral-
findurchirankle Celloidinblock wie ein Paraffinblock behandelf.

Man kann den Celloidinblodk auch in einen groferen Paraffinblock
einschmelzen und darin schneiden. In diesem Falle braucht die Cel-
loidinmasse nicht zugeschnitten zu werden und man kann das Objekt
aus f—16%ager Celloidinlosung einfach herausnehmen, in Chloro-
form harben und dann in Paraffin embetten. Ein Eindicken des Cel-
loidins kann dann fortfallen, und das umsomehr, als allzu dichtes
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Celloidin spater weniger Paraffin auinimmt und als zu fester Kern
die GleichmaRigkeit des ganzen Blockes storf.

Danach ergibi sich fiir die Reihenfolge der Proceduren zur
Celloidin- und Celloidin-Paraflineinbetlung folgendes Schema:

Fixieren Fommolixicrung
Auswaschen des Fuscrungsmillels
Hnmrrvjtr:n: dlkohol 05— Formaol l!lu".',,.: visn 00, Formaldetiyd)
¥ Ew.'u’r.Enﬂ-:nlknni.ﬂl:ﬁn.hll;umh'f','!.HrIL}alnTin Wasser mil 9 Trichloressinsaure

¥
Auswaschenin Alkohel M0 Gg Ca Oy auswass HNOL L Wasser m. Mag 50, dannWasser

Exvent. Vorfdarben in: Soaphlaeann, Moaphtopurpernin, Kamalaun, Parakarmin cder Boraxkanmin
pre

ﬂrm‘:;:i'i'unn‘ Fuim Ei.ﬁﬂtllcn
Alhuh-!:nl 85°%:lg reschlich; mehrere Standen
AIH{IHI!]I abs. mindesens elnmal crneuern. (4 Shinden ns 1 Tag und Fangerd
..!..Ikuhlln-i abs. = Aether (1:1) mehrere Slenden
2905 L-Ei:unu von Celloidin in Alkohol-Aether in geschlossenem Gelisl. 11 Tag bis 4 Wodsen lang)
4%, Losung . u - i x =
a9y, Lgaun;r 4 p = = - ingragerer acher Clasdose (5=10em Durdanessen
l EEndIeLeu lassen i offener Clasdose im Cxakkafor, (Toge= bis wochenlang) eder Dberuhrong in 167 ge

Ju

: : Losung Dvergl 5 15)
und vorldallges Hirlen, Fvendoell Mochgieken von 8% Celloidin

! {ﬁ-l'_'ﬂ::h Frede kann die ﬁ.lllml‘hlllu dirch "|."r;|'-|‘|||_4'|!.|'|||1|j|-|'| wan T09 Alkodiol
beerw. Chloralormdompl inlershitet werdend

Ausschneiden des Celloidinblodks zum

definitiven Hiarlen in »= Chloroformdampf ——+ Chloroform bis
v ! . A _ yAlk abs. ; Chioroform / — ——» volliger Durchsichhighet
.ﬂ.“l.ﬂh-i:llm-'_-u,ll: Tagod. langer)d s ahs. “Terpineol /

A
eveni. Enlkalken in Alkohaol 857,

<254 HNOy: Auswasdren in fuachineiden des Blodkes:

eine ehene Flade mil Sube senbirechi

¥ o Srp s A wur Schmiffebene
belicbig longes Aulbewahren in Alkohal 707, / Chloroform Paraflin im Thermostal
oder im Trocknen mil Paralinmaniel + F
Terpineol ceines Paraflin - 2
finchneiden des Plockes fuschneiden des Blockes Abpudzen und Abkuhlen
leing el Distde senkreddd nef Schillchene]  Grese dlberie Do sepbredi] e Schmlichoneh in Wasser .
darin 1. Nule . W - darn 1 Mde . < g definitives H_Lmhnﬂdtn
Férbend, Richlchens Farben der | Richicbens Firben der | Bichicbene
Fepdidschneiden llast) Trocdkenschreiden !‘iﬂun-:jdt;n nach der
Messer mil Alkohod 70, benetel  Messer mit ebwas Terpineol benetzl _ Parallinmethode
ifiir grokere Obiektel ifir kleinere, besonders fior vorgefarsbe  ar kleinene Clnekte, die duinn
Objekde) geschmitlen werden missenl
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II. Das Schneiden mit dem Mikrotom
und das Aufkleben der Schnitte.

1.
Allgemeines iiber Mikrotome, Messereinstellung usw.

Wenn wir nach Ferhgslellung der Einbeltung uns dem Mikrolom
zuwenden, so haben wir daran, zumal 2ur Ornienhierung, #wei Teile
#u unterscheiden: den ObiekHell und den Messerfell. Diese Teile
misscn in doppelter Weise gegencinander bewegt werden, denn
neben dem eigentlichen Schineiden mul nach jedem Schnitl besow.
vor jedem folgenden ein Aufeinanderzuridien von Objekl und Messer

Orofes Schdiften=Mikrolom N, 1200,

um die gewinschte Schniftdicke (senkrecht zur Schaittbewegung)
sfalifinden. Diese beiden Leishungen, Schnittbewegung und Vor-
schubbewegung, sind bei den verscduedenen Mikrotomilypen in ver-
schiedener Weise aul die beiden Haupteile verteilt; bei den Schliften=
mikrotomen vollfithrt das Messer die Schnittbewegung, wahrend der
Obpekitell vorgeschoben wird. Ber dem Mot schen und dem Grund-
schlitenmikrotom hal der Objekitell beide Funktionen auszulithren,
sodak das Messer vollstandig fest steht. Die Schnittebene liegt daher
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bei allen Mikrotomen fesl. Diese Ebene st beim Handiikrolom
durch xwei Glasschienen, beim Zylindermikrotom durch den Tisch
gegeben, das Messer wird daraul lediglich mit der Hand gehalten
und zichend durch das Objekl gefuhrl. Bei dem Demonsirations-
Studentenmikrolom beschreibt jeder Punkt des Messers ber Bewe-
gung in der Schnittebene einen Kreisbogen, bei den meisten Mikro-
fomen wird das Messer jedoch gradlimg bewegth, es sl dann aul
einem Schliten belestigh, der zwischen einer senkrechten und einer
schragen Melallbahn gleitet {, Schlitenmikrotome®) oder auf einer
einzigen Metallschiene hangt (Hangeschlittenmikrotome).

Von grofer Bedeutung sl die Stellung des Messers. Dabei
ist aul zweierler 20 achien, aufl die Deklination und die Inklination
des Messers, Als Deklination bezeichnen wir den Winkel #wischen
Schneide und Scmttnichtung. Zum Schneiden gefrorener Objekie
und der meisten Paraflinblocke wird das Messer quer”, d. h. senk-
recht zur Schnitbewegung gestellt. Das Demonstrationsmikrotom
(1213) gestatle! nor (ungefahr) guere Messerstellung ;. es eignet sich
daher nur fur Eis- und Paraffinschnifte. Ber allen anderen Mikro-
tomen lakt sich das Messer auch schrag zur Schnittbewegung befes-
tigen, man wahlt meist einen Winkel von 45—=3% Grad zwischen
Schneide und vorderer Objektkante. Schragstellung des Messers
isl iir Celloidinschneiden unentbehrlich, es wird ferner gelegentlich
bei harten, inhomogenen Objekten in Paralfin und Celloidinparaffin
angewendet, Die Schragstellung des Messers wirkt namlich wie cine
Verdunnung dessclben; die Hohe des Messermickens (heesw. der
hinteren Facetlenkante) wird auf langerem Weg genommen als bei
Querstellung, Auch [alll daber die bei dem Quermesser suweilen
aufiretende Zusammenschiebung der Schmitte in der Schtirichiung
fast ganz weg. Das Quermesser bietet aber beim Paraffinschneiden
andere grofe Vorteile, die thm dort den Vorrang sichern,

Der sweite Punkt, die Inklination, belnflt dic Neigung des
Messers zur Schnittflache. Steht das Messer zu steil 2o dieser Ehene,
50 kann es vibrieren und kratet (zumal bei harteren Objeklen) anstati
weich zu schneiden. Andererseits darl man den Winkel swischen
Messerebene und Schniltebene auch micdil 20 klein machen., Als
Orundregel gl namhch: es darf kein Teil des Messers (z. B.
der Riicken) mehr gegen die Sdiitebene vorragen als die
Schneide, anderenfalls wiirde ja das Objeki von dem mehr vor-
springenden Teil gestreill und geschadigt werden. Dies st besonders
ber dem auch an der Blockseite hohlgeschliffenen Messer des
Minol'schen Mikroloms (1234) zu beachien. Aber auch die iibrigen
Messer, bei denen wenigslens die dem Objekt zugekehrie Seite plan-
geschliffen 15f, mussen mif dem Riicken weiter vom Blodk entfernt
werden als man zunachst denkt. Das liegl an der sogenannien
Jacelte” der Messerschneide. Um namlich beim Schieifen eines
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Messers micht die ganze Flache ablragen zu mussen, umaibl man den
Riicken der Messer dabeil mit einer an ciner Seite olfenen Rahre (12400

Linsere untenstehende Figur lakt erkennen, wie dadurch an der
Schneide zwei Flachen entstehen, die einen ctwas grokeren Winkel
bilden als die Haupflachen des Messerkeiles. Wenn also das Messer

i
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En‘l-ﬂr:hlml_] der Pacelie® beim Abviechen des Messera mal der
Abniehvornchlung Inach Schiflerdedier),

mil der hinteren Faceltenkante nichl die Schnitifliche des Blockes
driicken soll, so muk das Messer gegen die Schnillfliiche min-
destens ebenso stark geneigt werden, wie es auf dem Schleifstein
bei Anwendung der Abiehvorrichlung geneigl war.  Bei An-
wendung biegsamer Streichriemen wird die Facelte noch sleiler.

Man kommt ur alle Dwedie mif enfach kellformigen Messern
aus, doch sind fur Paraffin und besonders fur Celloidin auch plan-
konkav geschliffene viel in Gebrauch. Sie haben etwas dinnere
Schneide und sind daher leichter zu schleifen. Bei diesen Messern
stellt man immer die konkave Flache vom Objekt ab. Dei slark
konkaven Messern vertnitl der vorspringende
Rucken aul der hohlen Seite die Abaichvor-
richtung, man braucht also beim
Schleilen nur die andere Scile des
Riickens clwas zu erhohen. Dies
geschiehf durch Anbringen enes
Drahtes, der mit Vornchiung zum
Anschrauben verschen st (1239),

SMesserklemme minl bewedhcher Aalliage MNe, 12,

e Mikrolommesser nach Thoma (1232) und Weigert (1233)
haben eine Art Handgriff, mil dem sie (her Schliftenmikrotomen)
direkt aul den Messerschliften mif der Flugelschraube befestigh wer-
den konnen. Diese Messer sind so geschhifien, dak die plane, nach
untengekehrie Seite daza gleich nichtige Neigung hat, Die handgrili-
losen Messer werden aul den Schliftenmikrotomen millels besonderer
Klemmen hefestigh. Die Klemme wird mat threm Gabelteil  unfer
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der Flugelmuiter lestgeschraubl.  Die handgriiflosen Messer werden
nun zwischen den Badien der Klemme befeshgt und sie konnen in
threr Neigung gegen dic Ebene des Schmittes verstellt werden.
Gegeniiber den grofen oberen Schrauben der Messerklemme besitad
die untere Badie der Klemme nochmals 2 kurze (mil Schraubeniieher
verstellbarel Schrauben; je hoher wir dieselben vorschrauben, desto
steller wird das Messer stehien. [Dhie untere Backe der aul Seite 220 ab-
gebildeten Klemme (1226) besitet eine scharmierartige Auflage. Durch
zwel Schrauben in der oberen Badke kann dem Messer jede ge-
wiinschie Meigung gegeben werden. Ein Zeiger mil Teilung gestatiet
die Ablesung der jeweilhgen Messennkhnation, Ber den ubrigen Mi-
krolomen (Grundschlitten-, Minot- und Demonstrationsmikrotom) sind
Klemmen am Mikrotom vorhanden, die eine ganz enisprechende

Stelivorrichtung haben. Sind die Schranben cinmal richliq cingestellt,
s laBt man sic am besten em fur allemal in der Stellung stehen,

Mimol = Mikretom MNr. 1211,

Der Objektlell der Mikrotome besfeht im wesentlichen aos
einem Schlitten, der durch eine Mikrometerschraube bewegl wird.
Diese Schraube besitzt eine genaue Teillung (in 0,01 ; 0,005 oder 0,001
mm oder 10 g 5 5 berw. | g, sodof mon durch Drehen um einen
oder mehrere Teilsirniche das Objeld um den gewunschien Belrag
gegen das Messer vorschieben kann, Diese Verschiebung wird ber
dem Grundschliften dem grofen Schlitten- und dem Demonstrations-
mikrotom aulomabisch vor jedem Schmll vollxogen, sodak man die
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Mikrometerspindel und Gleitbahn, von Messer- oder Objekizchliften
gewunschie Schnittdicke an einer Skala nur emnzustellen und nach-
her die Schniftbewegung auszufiihren brauchi. Die grofie einstell-
bare Schnittdicke befraogt meist 20 ader 25 g; will man noch dicker
schnewden, so muk man die aulomabsche Hebeemmnchiung  2weimal
arbeiten lassen, bevor man den Schnitt macht. Beim Grundschlif-
fenmikrotom beflindet sich die Emnstellskala und Schraube aufl dem
grofen Objektschliten vor dem Handgriffknopf, durch dessen Dre-
hung die Hebung bewerkstelligh wird. Beim grofen Schlittenmikro-
lom hnden wir sie am Zabiorad der Mikromelerschraube oder am
Antricbsrad derselben. Bei dem Minotschen Mikrotom stellen wir
mitlels einer Schraube mit doppellem Gewinde am Zahnrad ein.

Elemnes Flangeschiiffen-Mikeolom MNi, 120

Alle autematischen Hebungen'beruhen daraol, dak beim Riick-
wegq der Schneidebewegung oder zwischen zwei Schnitten die mif
Fiahnen versehene Mikrometerschraube um cine Reihe von Zahnen
von emem Mitnehmer® gedreht wird: beim Zurudigehen des mit-
nehmenden Hokens sctzt dieser aus, sodafy die Hebung nicht wieder
rickgangig gemacht wird, Dieses Mitnehmen wird nun durch die
Finstellvorrichiungen auf eine beliebige Zahl von Teilstrichen be-
schrankl. Alle diese Finrichlungen sind ohne weiteres verstandlich.
Die Mikrometerschraube lagt sich — eventuell nach Ausschallung
der antomatischen Hebung — zuruckschrauben, wenn sie allmahlich
suwell vorgekommen war.  Ber dem Grundschliten und Groken
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Schlitten-Mikrotom steht die Schraube sclbst fest, und der Schllit-
ten rubt auf einer Muller, die die Schroube omgibl und sich bei
deren Drehung hebl oder senkh. Diese MuHer bestchl aus zwei
Halften, die an einem Endenpanr einer Zange sitzen und durch eine
Feder um die Multer zusammengeprebt werden. Durch den Druck
auf die freien Zangenenden, lassen sich die Mullerhalllen aber von
dem Cewinde abheben, und dann ist eine einfache Verschiebung des
ganzen Schlittens leicht auszulihren. Als allgemeine Reqgel kir Ob- |
jekthebung beachte man, dak sie immer erst dann vollzogen werden
darf, wenn das Objekt nach dem Schneiden wieder der Messerschnei-
de und nicht mehr dem Riicken gegenuber sieht. Andernfalls irit
Quetschung des Objekles beim Zurickhihren des Messers ein,

Auf dem Schliften, der von der Mikrometerschraube verschoben
wird, sitzt der Trager fur das zu schneidende Objekt. Er besteht [ur
Parallinpraparale aus cinem Messingtischchen mit rundem Stiel, das
in verschiedener Hohe festgeschraubt werden kann; fur die aul Holez-
klotzchen aufgekleblen bexw, anfgeschmolzenen Celloidin- und Pa-
raffinblacke ist eine Klemme mit Schravbe vorhanden, hir Gelrier-
objekle werden besondere Finsalze gsbraucht (1219, 1220, 1222, 1223);
alle diese Telle werden mit threm Stiel wie das emnfache Parallin-
hischchen eingesctet.

Beim Demonstrations- und beim Handmikrotom st das Objeki-
tischchen oder die Klemme nur in der Hohe verschichbar und um
scine Achse drehbar, Man muf hier also dafiir sorgen, dak die untere
Flache des Paraflinblodies, die auf das Tischchen aufgekiebt werden
soll, der Schnitlebene parallel geschnitten wird. Wird das Objekt je-
doch vorher aul emmem Slahilitklotzchen (1246) befestigt und in die
Klemme gebracht, so bestehl etwas grofiere Freiheit hir die Orien-
ficrung.

Bei dem klemnen Schlittenmikeobom 1210 ist das Tischohen (hesa,
dic Klemmel durch ein Kreuzkopigelenk mit dem Schliften verbunden;
dieses Gelenk gestattet Drehung um zwel aufeinander senkrechi
slehende Achsen, sodaf man noch nach dem Aufkleben oder Ein-
spannen des Blodees die gewunschle Schnittrichiung in die Messer-
ebene emnstellen kann, Noch vollkommener sind die Grundschliten-
und die grogen Schliltenmikrotome in Bezug aul Orienfierungsmag-
lichkeit ausgerustel; her st eine Kugelgelenkklemme vorhanden,
die neben der Beweglichkeil nach allen Richlungen noch den Vorleil
bringt, dak das Objekt seinen Ort bei einer Drehung in behebiger
Richtung moglichst wenig dnderl. Bei den meisten Mikrotomen kann
auch die Neapeler-Klemme (1224) angebracht werden,  Die Obickle
werden auf ein Stalmlitklotzchen geschmolzen, eingespannt, und kon-
nen nun durch ewel Schrauben in awel auleinander senkrecht stehen-
den Ebenen gedreht und sehr genau orientiert werden.  Sind ge-
wiinschie Schnittebene und Messerebene parallel orientiert, so bringd
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man sie vor dem Schineiden dadurch zum Zusammenfallen, doE man

das Objekitischchen oder die Klemme an seinem Stiele hoher oder

tiefer festklemmt. Bei den groken Instrumenten (Grundschlitten-, und
Grofen Schlitten-Mikrotomen) kann diese Verschiebung noch ein-

facher dadurch geschehen, daf man die Mikrometerschraubenmutier
mit der Zonge von der Spindel abhebt und den Objckischlitten in
passender Hohe ansetsl. Bei dem Schlittenmikrotom mil schieler
Fhene hebt man den Objektschlitten durch Verschicbung aul der an-
steigenden Bahn, Bei dem Minotmikrotom wird nach Auslosen der
Klinke millels des an dem Zahnrad angebrachien Handgriffes zu-
ruckgekurbelt.

emonsirabions-Mikrofom Mr. 1'.:.'|-.5..

Aukerdem mag daraul hingewiesen werden, dak man sich nach
richfiger Einstellung von Messer und Objekt vor dem Schneiden
iiberzeugen soll, daf alle in Frage kommenden Schrauben gut an-
gerogen sind, Nur dann kann die Stabilitat erreichi werden und die
genaue Fixierung aller Teile, die zur Herstellung gleichmakiger dun-
ner Schnitte erforderlich sind. Beim Grundschlitenmikrofom verwen-
det man vorteilhafl Messerklemmen mit seiflich abgebogenen Fuh-
rungsschlitzen, die ein Einspannen des Messers ganz nah beim Ob-
iekt ermoglichen: so wird ein evenluelles Vibrieren des Messers ein-
geschrankl. Diese Klemmen gestatien ferner auch die Verwendung
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kiirzerer Messer und ein Verschicben des Messers zur vollen Aus-
nufzung aller Stellen der Schneide.  Ferner hat man aul Sauberkeit
aller Teile zu achlen. Paraflinschnitzel kleben besonders gern am
Metall fest an, sie miussen vor allem von Mikrometerspindel und Gleit-
bahn, von Messer- oder Objekischliften sorgfaltig entfernt werden
(ev. mit etwas Xylol durchirankiem Lappen). Die Gleitbahnen sind
gleichmifkig, aber nicht zu dick einzuletien. Beim Demonsirations-
und kleinen Schiittenmikrofom soll die Muller der Mikromelerspindel
nicht schlottern, doch andh nichl zu lest angezogen sein. NachGebrauch
des Mikrotoms, besonders nach dem Schneiden von Alkohol-Cellol-
din, wobei eine Uecherschwemmung mit stark wasserhaltigem Alkohol
(7rie) unvermeidlich isl, muf eine sorglallige Reimgung vorgenom-
men werden, Rostlledcen und dergl. schadigen naturlich die Ebenheit
der Bahnen und damit die ganze Leistung in bedenkhcher Weise,

2. Das Schneiden von Paraffin und CelloidinparafTin.
Weiterbehandlung der Paraffinschmitte.

Der aus dem Erstarrungsschillchen genommene Parallinblock
ist gewohnlich fir das Schneiden zu grok: die groken Schmitte sind
schwerer herzustellen und es wurden nur wenige Schnitle aul emnen
Objekitriger gehen. Wir schneiden daher den Blodk zu. Man darf
dabei nicht cinfach ein starkes Messer durch das Paraffin durch-
driicken ; das Paraffin wirde dabei brechen, und solche Bruche kon-
nen unregelmakig laufen, das Objekt treffen und so erheblich schaden.
Am besten nitzt man den Blodk langs der Linien, nach denen man ihn
zuschneiden mochie, mit emer krafligen Nadel. Man ritzl immer
tieler und hat den Blodk sebr bald durchgelrennt. Dann erst kann
man die Flachen mil dem Messer genauer abschaben,  Mift dem Zu-
schneiden geht man so weil, dak aul jeder Scite des Objekles noch
eine elwa 1':—2 mm dide Paraffinschicht vorhanden ist. Im allge-
meinen schneidel man den Blodk ungefahr parallelepipedisch zu, bei
langen dinnen Objekten, die quer geschniften werden sollen, lagl
man thn nach der Basalseite hin etwas didier, um ein Brechen durch
den Messerdruck zu vermeiden.

Die Basalllache des Blockes soll eine grogere Enlernung (min-
destens 5 mm) vom Objekt haben als die anderen Endflachen; diese
Flache wird namlich bei dem Aui-
schmelzen aul das Parallinhizchohen
desMikrotoms elwas abgeschmolzen.
Wennwir die Basalllache des Ein-
heflungskastchens als Richiflache be-
nulzen und auf derselben Richilinien
anbrachten, so darf diese Fliache micht
verschniften werden, Wir richlen viel-

Fugeschnillener Parafiinblock mit  mehr nach ihr die ubrigen. In Richi-
gelarbler Richtebene und Richilinien. [lache und Richilinie ist das Objekt
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gewihnlich so gelegt, dak die Schnilinchlung senkrecht aul der Richi-
linic stehen soll. Wir schneiden also zunichst eine Ebene parallel zu
dem ersten Schnitt, der das Objekt frefien soll, und legen diese Ebene
moglichst genan senkrechi zu Richllinie und Richlebene. Gegenuber
der Schnittllache wird dann die Basalflache in 5 mm Abstand vom
Obijekt gleichfalls senkrechl zur Richilinie zugeschnitten. Die ubrigen
Flachen sind von geringerer Bedeutung.

MNunmehr schrauben wir ein Parallinlischchen aul das Mikrotom
in ungefahr horizonlaler Stellung und schieben das Messer moglichst
bei Seite. Dann erhitzen wir ein Shick etwa Y:—1 mm dicken Blechs
von Spatelform am breiten Ende in der Bunsenflamme, dridien das-

......
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Bedspatel zum Aulschmelzen

selbe aul das Paraffintischchen (zum Anwarmen), legen schnell einige
Paraffinbraockchen darauf und schmelzen dicselben 2u einer einheit-
hichen Paraffingrundlage aof dem Tischchen durch Aufdrucken mit
dem heifken Spatelende fest. Wahrend diese dunne Paraffinlage er-
starrl, nehmen wir den zugeschnitenen Block, lassen ihn mit einer
Pinzette oder mit abgekithlien Fingermn am Oberende, erhitzen wie-
der den Spatel und fahren nun mit demselben iiber die Paraffinflache
des Tischehens und dann schnell unfer der Basalllache des Blodkes her.

Darauf driscken wir den Blodd mit seiner Basisllache solort aul
das Mikrotomhschchen auf, sodak eine innige Verbindung der bei-
den angeschmolzenen Fliachen einlritt.  Beim Demonsirations- und
beim Handmikrotom ist genau darauf zu achlen, daf daber die pro-
visorische Schnitillache parallel loder die Richtlache senkrechl) zur
Tischchenflache kommi. Bei den anderen Mikrotomen 15t das auch
erwiinscht, dodh lakl sich dort ja durch das Kreuzkopl- oder Kugel-
gelenk spater Parallelifal von projektierter Schnittflache und Messer-
ebene erreichen. Gleich nach dem Aulschmelzen lakt sich der Block
auch noch um eine Klemigkeit zurechtdricken. Dann kommi das
Tischchen samt dem Blodk zur Abkuhlung in cine Schale mit Wasser.
Wenn die Farbung und Heberkiewdung der Richiebene noch nichi
vorher ausgefithrl wurde, so hat sie jelzl zu erfolgen.

Inewischen stellen wir das Messer des Mikroloms guer, sodaf
dic Schneide genau senkrecht zur Bahn siehf. Das ganze Instrument
wird gepriift und in Stand gesctzl. Dann wird das Tischchen mit dem
Objekl abgetrocknet und nahezu in Hohe der Messerschneide ein-
qgeschraubt, Wir drehen das Tischchen so, daf das Objekt dem Mes-
ser seine kleinste Breite zukehrt (5. nachst. Fig.) und dak die vordere
Kanle der Schneide parallel liegt. (Ist dagegen eine in anderer Rich-
lung griker ausgedehnte harle Stelle im Obieki vorhanden, so kann
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Drehung derselben in die Schnitirichhung von Nutzen sem). Im All-
gemeinen schneidet man am besten, wenn die harfesten Stellen dem
Messer mil threr geringsten Breite enfgegenirefen (s. untenst. Figur),
Doch ist bei ganz harten Objeklen uberhaupl Schragstellung des
Messers ofl empfehlenswerler.

Dann stelll man die Messerschneide gerade uber den Blodk und
schiebt den letzteren bis dicht an die Scdineide vor. Nun wird von
verschicdenen Seiten visierl, ob die projekherte Schnittebene parallel
zur Bewegungschene der Messerschneide liegh. st das nicht der Fall,
=0 muk mit Hille von Verstellung von Kugel- oder Kreuzkopfgelenk
Parallelital hergestellt werden.

Wenn dies errcicht ist, heben wir das Objekt aul dem Tischchen
ader mil der Multerzange bis direkt unter die Scheide. Beim Ver-
schichen mit der Zange muf daraul geachfel werden, daf nodh genug
Raum aufl der Spindel bleibt, um nachher das ganze Objekt mit der
Schraube Schmitt fuir Schnift bis zum Ende heben zu kénnen.

MNunmehr kann man die ersten Schnitte machen. Man stellt aof
die gewiinschie Schnittdidie ein, und versuchl 2u schneiden (efwa
5—20 ). Dic ersten Sdnitte miglingen ofl; ihr Umschlagen uber das
Obiekt verhindert man mif einem leise aulgedrnickien Papiershickchen
oder Pinsel. Man lait den ersten gelungenen Schnitt auf der Messer-
kante hangen. Beim Weilerschneiden setzen sich dann die folgenden
Schnitte meist an die vorhergehenden an, schieben sie nach dem
Messerriicken 2o und bilden zusammen ein mehr oder weniger langes
Band. Dann entlernen wir durch eine Reihe besonders didker Schnitfe
das Paraffin, das noch iber dem Objekt hieght und beginnen nun das
eigentliche Schneiden des Objekies. Zuerst macht man wiederum
noch einige leere Schnitte iiber dem Objekd, damit die ersten Objeki-
schnitte nichl die immer gefahrdeten ersten Schnitte sind. Schnurren
dic Schnifte zu einer engen Rolle zusammen, so wahlt man besser
etwas geringere Schnitidicke oder man sucht durch in die Nahestellen
cines Bunsenbrenners die Harte des Paralfins elwas herabzusetzen,
Wie bemerkl, cignet sich Paraflin von 45—50 am besten zu Schnili-
dicken von 25—10g, solcies von 50—60° zu Schnitlen von 7—2"/s ju.
Im heigen Sommer verchieben sich diese Verhulimisse elwas, man
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mimmt elwas horteres Paralfin.  Es bestehi also nach dem Einbelten
nicht mehr immer freie Wahl inbetrell der Schniftdicke. Im allge-
meinen gentiagt fur die anatomische Untersuchung zumal bei grokeren
Objekien eine Dicke von 20 u; fur kleinere Objekle durfle 104 die
geeignetste Schnitidicke sein. Bei ganz klemen Gegenslanden von
homogener Struktur kann man fiir manche Zwecke ohne Schwierig-
keil bis zu 2% u herunter gehen. Dunner zu schneiden gelingt nur
selten und hal auch nur selfen Zwedk (Protoplasmastrukiur), man
bestreicht dann eine Schmittflache vor jedem Schmlt mif einer dunnen
Losung von Schellak in Alkohol abs. (oder mit weichem Paraflin
oder 1% Celloidinl um das Reiken der auBerst dunnen Blatichen zu
verflundern,

Wenn die Schmtte geraten und sich gut aneinander schieben,
50 nimmt man sie am Messerriicken im fusammenhang ab, am besien
mit lanzelenformigen Messerchen. Man lakl jiedoch immer ein paar
Schnilte am Messerand, damit die neuen Schnite gleich Anhalt fin-
den und sich michf rollen konnen.

Das Minol'sche Mikrotom 1st speziell fur das Schneiden langer
zusammenhiangender Bander eingerichtel. Die Schnifte rufschen hier
iiber das senkrechi stehende Messer nach unten. Man mmmt das
Band tiber einen Prapariernadelshiel mit der linken Hand und ziehl
es langsam weiter, wahrend das einfache Drehen ciner Kurbel immer
neue Schnitte liefert und in ein paar Minulen ein grofes Objekt in
eine Schiniftserie zerlegl.  Auch kann man das Band auf einer Band-
fihrung” (1216} d. h. einem Riemen ohne Ende immer weiler bewe-
gen.  Das Minof-Mikrotom ist zum Schneiden gut schneidbarer Ob-
iekte unibertrefllich und spart sehr viel Zeit; fur diffizile Sachen, bei
denen keine Serien enfstehen, ist es weniger geeignet als andere
Instrumente (obwohl auch hier Schragstellung des Messers moglich
1=t (1217).

Dickere Schnilte von hirterem Paraffin (55—=60" lugen sich ofl
nmicht zu Bandern zusammen, das harte Paralfin klebt zu wenig, Man
kann dem dadurch abhellen, dak man den ganzen aufgeschmolzenen
Block am Stiel des Paraffinfischchens nimmt und nun schnell in
flussiges Paraffin von niedrigem Schmelzpunkt (42° tauchl. Der da-
durch entstehende Mantel ergibt klebrigere Saume der Schnitte.

Die kurzen oder grokeren Schnittbander (langer als 30 cm sollte
man sie mie werden lassen) legt man mit 2 Lanzetten, die man unter-
schieben oder mit denen man den Schnittrand anstechien kann, in
ihrer Rethenfolge aul Fliekpapier, Glas oder am besten auf eine
grofie Linoleum-Platte. Man beachte, dak die Oberscite der Schnithe
matt, die Unterseite glinzend st und lege immer die matle Ober-
seite nach oben. Von einem reichlich groken Staubkasten bedeckt,
kann man die Schnifte gul ein paar Slhunden liegen lassen. Natiirlich
mufy man sic vor jedem Windhauch (Alem!) schutzen. Auch kleben
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die Schmite manchmal lest an die Unterlage an. Sn 15t es jedenfalls
geraten, sie so bald als moglich weiler zu bearbeiten,

Schneiden mil schriagem
Messer.  Schneidel sich ein
Objekt schlecht, so gehen wir xur
Schragstellung desMessersuber.
Das Schragmesser zieht™ mehr
durch die Objekie und schneidet
daher harte Gegenstunde besser
Parallelstellung von Blodkkante
und Messerist dann uberflussig;
da man jeden Schnifft einzeln
abnimmt, so ist es sogar meist
i emplehlen, den Blodk #u
emnem dreikantigen Prisma zu-
auschneiden (sieche die neben-
stehende Figur), das dem Messer
ecine grofere Paraffinzone zu-

%

kehrt. Das Messer schneidet dann erst Paraflin, sodaf man glatten
kann und frilt an einem Punkt aus dem Block aus, sodal der

Schnitt nichi lest an der Messer-
kante hafiet und leicht abge-
nommen werden kann.  (Auch
wenn man beim Schneiden mit
dem Quermesser jeden Schnitt
abnehmen will, kann man mit
Vortell dem Messer emne Kante
des Blockes zu- und eine ab-
kehren (s. nebenstehende Figur),
Man heht die einzelnen
Schniffe durch Anstechen (am
Rand] mit der Lanzette ab.

Das Schneiden von Celloidinparaffin.

Die Celloidinparaliinblocke werden genau so aufgeschmolzen
und geschniben wie Paraffinmaierial. Man kann auch genau so
diinne Schnilte machen, wie bei reiner Paraffincinbetung. Bei klei-
nen geeignelen Objeklen bis 2 p. Dabei ist die Masse weniger
briichig und elashischer.  Bander erhill man beim Schneiden der
doppell eingebetleten Objekie nur ber geninger Schmittdicke.  Man
arbeitet daher auch gern mit dem Schragmesser.

Weiterbehandlung der Paraffinschnitte. Aufkleben.

Aus den Schnitten muk das schlecht durchsichlige Paraffin durch
e Losungsmittel (Xylol, Chloroform) enffernt werden, daber wurden
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aber in sehr vielen Fallen die Teile des Schttes ihren Zusammen-
hang verlieren, Zerreifungen und Verschicbungen erlolgen. Deshalb
klebt man die Schnitte aul die Objektirager fest, noch bevor das
Paralfin gelost ist. Dies ist besonders vortcilhall, ja meist ganz un-
entbehrlich, wenn die Schnitte noch gefarbt werden sollen, also noch
verschiedene Flissigkeiten passieren miissen. Nach dem Auofkleben
lost man dann das Paraffin weg, der Schnift ist nun mit allen seinen
Teilen auf dem Glas feslgelegl und so kann in bequemster Weise
damit hanliert werden.

War das Objekt schon in Haematoxylin oder Karmin vorgelabl,
<0 braucht nach dem Aulkleben nur noch das Parallin durch Xylol
entfernt zu werden, dann kann soforl ein Troplen Kanadabalsam zu-
gegeben und das Dediglas aufgelegt werden. Wenn arofe, dicke:
glatte Schnitte vorliegen, so kann man in diesem Falle mit Celloidin
(1. Vol. aul 3—4 Val. Nelkendl oder Melhylbenzoat) aulkleben, Die
Lasung wird diinn auf den Objekitrager gestrichen, dann die Schimtle
aufgelegl, angedrickt und endlich ouf dem Wasserbad ber ciwa 35
das Oel verdunstel. Dann kleben die Schmtte und das Paraffin kann
entfernt werden.

Als allgemeine Methode emplehlen wir dagegen das ,Aul-
kleben mit Wasser” oder mit Eiweikglyzerin und Wasser®,

Das Aulkleben mit Wasser berubf aul der festen Adhaesion von
Schinitt und Glas, die einfrif, wenn eine kapillare Wasserschicht
swischen beiden durch Verdunsiung allmahlich enffernt wird. Dic
Methode wird folgendermaBen angewendet. Frische (ungebrauchtel
Objekttrager werden in Seifenlosung gestellt (eventuell Tage lang
vorherl, Auf den Arbeitshisch (oder aul eine Glas- oder Papp-Platie)
zeichnen wir den Umrik der gebrauchten Objekitrager und fragen in
diesen Umrily denienigen der zur Anwendung kommenden Deckgla-
ser in der Milte ein. Fur Einzelpra-
parate gebraucht man kleine (1818
mm) fur Schniftserien moghchst groke
Deckglaser (bis 25 = 50 aul Objekt-
trager 26 % 76). Dann nehmen wir
einen Objekttrager aus der Seifenlo-
sung, reiben ihn naf kriiflig ab, spiilen thn dann rein und trocknen
ihn mit reinem Toche, Nun legen wir ihn aul unseren Umrik und
sireichen mit einem Pinsel oder Glasstab von oben links einen Sirei-
fen Wasser (braucht nicht unbedingl destilliert zu sein) parallel der
oberen Deckglaszone. Dieses Wasser darl sich nicht in einzelne
Troplchen zusammenzichen, sondern muf sich gleichmakig ausbreiten
tandernfalls erncutes Reinigen; zuweilen hill es, wenn man den
Obicktrager mehrfach durch die Bansenflamme ziehl)! Dann legen
wir die erslen Schnitte, die das Objckl gelroffen haben, der Reihe
nach von links nach rechits in den Wasserstreifen, wobei wir darauf
achten, dak alle Schnitte ihre matte Seile nach oben haben !  Die in
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einer Linie nebencinander gelegten Schmitte sollen aul jeder Scife
einige mm von der Deckglasgrenze entfernt bleiben; sie dehnen sich
namlich spater noch aus. Wenn dic erste Reihe voll 1st, ziehen wir
cinen ncucn Wasserstreifen und fangen wieder links an.  So gehi es
forl, bis der ganze Decdkglasraum belegt ist. Hat man zuviel Wasser
genommen, so schwimmen die Schnifte leicht durcheinander. Man
ordnel sie mil einer Nadel. War zu wenig genommen, 0 kann man
ictzt einen Troplen unterflicken lassen. Dann legen wir den Objekt-
trager auf den Tisch und bewegen einen stark erhitzten (nicht zu dun-
nen und mit Holzgriff versehenen) Metallspatel iiber den Sdchnitten
hin und her, wobei man einen Absland von 1="/: cm einhall. Das
Paraffin der Schnifte wird weich, und da sie schwimmen und ganz
unbehindert sind, so stredden sie sich in der vollkommensien Wese,
Siec diirfen unter keinen Umstande schmelzen, da dabei sehr haulhg
cin Auseinanderweichen der Schmitteille ungleichmaRige Quellungen
und starke Schadigungen der Gewebe aulireten. Sind die Schnitle
gut gestreckt [die nichl seltene Zusammenschiebung der Schniile
aleichi sich dabei wieder aus), so zichen wir an emer Seife das Was-
ser mil Flickpapier ab, ordnen die Schnitte noch einmal definthiv und
saugen dann den lefzten nicht kapillar gebundenen Wasserrest weq.
Dann bekommt der Objekttrager, wenn es sich um eine langere Serie
handell, in einer bestimmien Fcke (2. B. links unlen) seine Nummer
imif Oelstifl, Glastinte oder Schreibdiamant] und wird zum Trodknen
gelegl.

Schnile lassen sich auch aul besonders hergenchieten Wasser-
badern mil ebener horizontaler Warmplatle, die aul etwa 400 erhitzt
wird, gut strecken. Dagegen ist vor dem Sirecken uiber der Flamme
dringend abzuraten, weil dabei ein Schmelzen der Schnifte immer
wicder vorkommt. Bei der Erwarmung von unten nimmi der Objekt-
triiger und das Streckwasser so viel Warme aul, daf bei beginnen-
dem Schmelzen Enffernung aus der Flamme nicht mehr hilft, wogegen
Wegnehmen des von oben wirkenden Spatels soforhige Unterbrechung
der Warmewirkung ergibi.

Das Trocknen soll mcht zu schnell geschehen. Am  beslen legl
man die Objekftriger aul einen auf etwa 25— 35" emgestellten Warm-
tisch [(Wasserbad) oder in cinen so regulierten Thermostaten, Dann
verdunstet das zwischen Glas und Schnilten kapillar gehaliene Was-
scr allmahlich und zieht die lefeteren augerordentlich eng und fest
an die Unterlage. Das Trodknen sollte immer emmen halben Tag
dauern, ofl kann man die Schnitle allerdings schon nach ein paar
Stunden weiterbehandeln, Besser ish es aber, die Schnitte einen [ag
und langer an staublreiem Orle liegen zue lassen.

Dicse Methode ist an Reinlichkeit und Sicherheit fur die mesten
Obielde ideal: sie sollte immer angewendet werden, wenn die Ob-
ickle vorgefarbt waren und nachher nicht mehr {oder nur in Xylol-
Pikrinsdure) nachgefarbt werden sollen. Aber auch wenn die Schnitte
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in wasscrigen Losungen gefarbt werden sollen, ist diese Methode
meist zuverlassig. Bei Obicklen mit einzelnen diinnen Chitinlamellen,
sowie nach Fixierung mil Osmiumsaure greifen wir zu einer Modi-
fikation: zum Aufkleben mit Eiwell und Wasser, das viellach ganz
allgemein angewendet wird.

Man mischt 50 cem Fiweili und 50 cem Glyzenn, gibt 1 gr.
Natriumsalizvlat zu und filiriert. Von dieser Losung bringt man ein
kleines Trioplichen (keinen Troplen!) auf den Objektirager und reibf
es mit der reinen Fingerbeere tiber die Deckglaszone des Objekt-
iriagers aukerst diinn aus, Dann bringt man Wasser daraul und ver-
fahrl genau wie bei der Wassermethode, Das Wasser breilet sich
aul dem Fiweik ladellos aus, man braucht also die ObjekHrager nichl
so sorgfaltig zu reinigen. (Man kann auch — wenn keine Sireckung
und Glatung nofig ist — die Schinitte direkt auf das Fiweil andrucken
und dann die Klebmasse iiber die Flamme vorsichtig coagulieren).
Mach dem Aufkleben mit Eiweikglyzerin darl man nichi solorl aus
dem paraffinlosenden Xylol in Balsam gehen, sondern muf das in
Balsam Triibungen gebende Glyzerin vorher durch Alkohol entfernen.
Bei sehr intensiver Plasmafarbung kann sich das Fiweilk — zumal
wenn s zu dick aulgeiragen wurde — etwas milfarben.

Weiterbehandlung der aufgeklebten Schnitte kann nur ganz
kurz skizziert werden. 7Zunachst wird das Paraffin aulgelost; dazu
werden die Objektirager mit den Schniffen in Rillentroge oder in
etwa 10 em hohe Glascylinder gebradht, die Xylol enthalten (Dauer:
1 bis wemge Minulen).

War das Objekt in toto gefdrbt und der Schnitt ohne Glyzerin
aufgeklebd, so kann man dann sofort Kanadabalsam zugeben und
ein Deckqlas auflegen. Eine Doppelfarbung nach Vorfarbung mil
Naphlazarin, Naphtopurpurin, Haematoxylin oder Karmin erhall man,
wenn man aus dem Xylol in eine Losung von Pikrinséure in Xylol
geht 1 bis wenige Minulen); dann in reinem Xylol abspiilt und Bal-
sam und Deckglas daraufbringt.  Auch kenn man aus dem Xylol n
Alkohol abs. mit darin gelostem Eosin oder Lichlgrun (leleteres fur
Karminvorfarbung) gehen (wenige Minuten), in reinem Alkohol abs.
abspiilen und dann wieder d:n Weg: Xvlol — Kanadabalsam -
Deckglas gehen. Auch so enfstehen schone Doppelfarbungen.

War der Schnift noch ungefiirbl so mussen wir aul dem Weg
Xvlol — Alkohol 9%%") — Alkohol 70" — Alkohol 50" in Wasser.
Alle diese Fliissigkeiten werden in jenen Cylindern oder Trogen be-
reitgehalten und die Schnitte nach dem Auflosen des Paralfins aul
den Objektragern durchgehihet Gin jeder Flussigkeit wenige Minuben).
Aus dem Wasser gehen wir dann in die Farblosung.

Vorschriften fiir einige Férbungen. Man farbt mit Karmin-,
Haematoxylin- oder Teerfarbstoffen, oder am zuverlassigsien mif

" 1) Mier 181 der meist gebrauchie Alkohol abs. nicht nalig)
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den neuen Kernfarbstoffen nach Becher (vergl. oben 5. 4). Die wich-
tigsten Karminfarbstofle wurden oben erwihnt.  Schnifte brauwchen
meist nur kurzere Zeit gefarbd 20 werden. Nach Karmalaun wird mit
Plager Alaunlosung, dann in dest. Wasser und endlich in Leilungs-
wasser ausgewaschen. In Boraxkarmin, das nur langsam farbt und
sich weniger fur Schniltiarbungen eignet, gehen wir direkt aus 70%agem
Alkohol. Ausgerogen wird hier mit Salzsaurcalkohol (707 iger Al-
kohol mit *% H CI). dann 70fwiger Alkohol. MNach Karminfarbung
kann man mit Pikrinsaure in Xylol oder mit Wasserblau oder Licht-
griin in Alkohal abs. nachiarben).

Von Hoematoxylingemischen wird am hiufigsten das Alaun-
haemaloxylin nach Bohmer-Hansen gebraucht (siche Seife 4l
Schnitte werden oft in wenigen Minuten loder in noch weniger Zeil
gefarbt. Dann kann man {wenn reine Kernfarbung erwiinscht ist) mt
Alaunlosung (2%, spater mit desht. Wasser auswaschen und mit Lei-
tungswasser . blauen®. Nachfdarbung mit Cosin in Wasser [besser
noch vor dem Haemalaun anwenden, Konzentration beliebigl, mit
Orange O in Alkohol abs. oder mit Pikrinsaure in Xylol. Fur manchz
Zwedke (Kernstudien elc.) ist bei dunnen Schnilien (10 g und darunter)
Eisenhaematoxylin ausgezeichnet; die Schnitte kommen aus Was-
ser fir 6—12 Stunden in 2°:%iger Losung (klarer violeter Krystallel
von Fisenalaun [schwelelsaurem Eisenoxyd-Ammoniak; micht er-
warmen), und nach Abspulung mif Wasser in eine alle, wassenge
He'heige Haematoxylinlgsung (his 24 Stunden und langer), werden dann
wicder gewaschen und zurick in den Eisenalaun gebracht, in dem
sie sich langsam entfarben (sie waren im Haematoxylin schyarz ge-
worden). Wenn der gewunschle Grad der Entlarbung erreicht ist
lunter dem Mikroskop kontrollieren) bringt man die Schnitfe aul etwa
i; Stlunde in flickendes Wasser zum Waschen'). Nachgefarbt wird i
kriifligen Losungen von Wasserblau, Lichigrun, Sourcfuchsin oder
PBordeauxrot in Wasser

Mit Osmiumsaure (oder O.-Gemischen) ixierfes Malerial farbd
man am besten mit Eisenhaematoxyviin oder mil Teerfarben, die aber
auch sonst gute Farbungen geben. Viele Teerforben verblassen in
den Praparaten rasch, so das sonst uberaus schone und begueme
blaue Thiomn. (Man farbt in konzentrierter oder diunnerer wossenger
Losung am besten mit 1% Karbolsaure, spilt in Wasser ab, enfiarbt
in 70% Alkohol soweit man wiinschi, geht dann in 96%«gen Alkohol
— Alk. abs. — Xylol-Balsam). Haltbar sind diec Farbungen mif Sal-
ranin und Genhianaviolelt.

*) In Fisenhaematein nach F, C. C. Hoansen lassen sich Schnitte direkl in
wenigen Minufen larben  Es wird hergesfelt durch karres (#la=1 Minulen] Kochen
folgender rwer kall rusammengegossener Losungen: 1) 10 gr Eisenalaun in 150 cem
dest. Wasser in der Warme gelost; 21 1,6 gr. Hacmaboxylin in ¥5 com  desl
Waosser in der Warme gelost.  Moch dem Farben n der Bllneden Losung Al
spilen in dest, und weiler in Leiungswasser,
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in wasscrigen Losungen gefarbt werden sollen, ist diese Methode
meist zuverlassig. Bei Obicklen mit einzelnen diinnen Chitinlamellen,
sowie nach Fixierung mil Osmiumsaure greifen wir zu einer Modi-
fikation: zum Aufkleben mit Eiwell und Wasser, das viellach ganz
allgemein angewendet wird.

Man mischt 50 cem Fiweili und 50 cem Glyzenn, gibt 1 gr.
Natriumsalizvlat zu und filiriert. Von dieser Losung bringt man ein
kleines Trioplichen (keinen Troplen!) auf den Objektirager und reibf
es mit der reinen Fingerbeere tiber die Deckglaszone des Objekt-
iriagers aukerst diinn aus, Dann bringt man Wasser daraul und ver-
fahrl genau wie bei der Wassermethode, Das Wasser breilet sich
aul dem Fiweik ladellos aus, man braucht also die ObjekHrager nichl
so sorgfaltig zu reinigen. (Man kann auch — wenn keine Sireckung
und Glatung nofig ist — die Schinitte direkt auf das Fiweil andrucken
und dann die Klebmasse iiber die Flamme vorsichtig coagulieren).
Mach dem Aufkleben mit Eiweikglyzerin darl man nichi solorl aus
dem paraffinlosenden Xylol in Balsam gehen, sondern muf das in
Balsam Triibungen gebende Glyzerin vorher durch Alkohol entfernen.
Bei sehr intensiver Plasmafarbung kann sich das Fiweilk — zumal
wenn s zu dick aulgeiragen wurde — etwas milfarben.

Weiterbehandlung der aufgeklebten Schnitte kann nur ganz
kurz skizziert werden. 7Zunachst wird das Paraffin aulgelost; dazu
werden die Objektirager mit den Schniffen in Rillentroge oder in
etwa 10 em hohe Glascylinder gebradht, die Xylol enthalten (Dauer:
1 bis wemge Minulen).

War das Objekt in toto gefdrbt und der Schnitt ohne Glyzerin
aufgeklebd, so kann man dann sofort Kanadabalsam zugeben und
ein Deckqlas auflegen. Eine Doppelfarbung nach Vorfarbung mil
Naphlazarin, Naphtopurpurin, Haematoxylin oder Karmin erhall man,
wenn man aus dem Xylol in eine Losung von Pikrinséure in Xylol
geht 1 bis wenige Minulen); dann in reinem Xylol abspiilt und Bal-
sam und Deckglas daraufbringt.  Auch kenn man aus dem Xylol n
Alkohol abs. mit darin gelostem Eosin oder Lichlgrun (leleteres fur
Karminvorfarbung) gehen (wenige Minuten), in reinem Alkohol abs.
abspiilen und dann wieder d:n Weg: Xvlol — Kanadabalsam -
Deckglas gehen. Auch so enfstehen schone Doppelfarbungen.

War der Schnift noch ungefiirbl so mussen wir aul dem Weg
Xvlol — Alkohol 9%%") — Alkohol 70" — Alkohol 50" in Wasser.
Alle diese Fliissigkeiten werden in jenen Cylindern oder Trogen be-
reitgehalten und die Schnitte nach dem Auflosen des Paralfins aul
den Objektragern durchgehihet Gin jeder Flussigkeit wenige Minuben).
Aus dem Wasser gehen wir dann in die Farblosung.

Vorschriften fiir einige Férbungen. Man farbt mit Karmin-,
Haematoxylin- oder Teerfarbstoffen, oder am zuverlassigsien mif
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den neuen Kernfarbstoffen nach Becher (vergl. oben 5. 4). Die wich-
tigsten Karminfarbstofle wurden oben erwihnt.  Schnifte brauwchen
meist nur kurzere Zeit gefarbd 20 werden. Nach Karmalaun wird mit
Plager Alaunlosung, dann in dest. Wasser und endlich in Leilungs-
wasser ausgewaschen. In Boraxkarmin, das nur langsam farbt und
sich weniger fur Schniltiarbungen eignet, gehen wir direkt aus 70%agem
Alkohol. Ausgerogen wird hier mit Salzsaurcalkohol (707 iger Al-
kohol mit *% H CI). dann 70fwiger Alkohol. MNach Karminfarbung
kann man mit Pikrinsaure in Xylol oder mit Wasserblau oder Licht-
griin in Alkohal abs. nachiarben).

Von Hoematoxylingemischen wird am hiufigsten das Alaun-
haemaloxylin nach Bohmer-Hansen gebraucht (siche Seife 4l
Schnitte werden oft in wenigen Minuten loder in noch weniger Zeil
gefarbt. Dann kann man {wenn reine Kernfarbung erwiinscht ist) mt
Alaunlosung (2%, spater mit desht. Wasser auswaschen und mit Lei-
tungswasser . blauen®. Nachfdarbung mit Cosin in Wasser [besser
noch vor dem Haemalaun anwenden, Konzentration beliebigl, mit
Orange O in Alkohol abs. oder mit Pikrinsaure in Xylol. Fur manchz
Zwedke (Kernstudien elc.) ist bei dunnen Schnilien (10 g und darunter)
Eisenhaematoxylin ausgezeichnet; die Schnitte kommen aus Was-
ser fir 6—12 Stunden in 2°:%iger Losung (klarer violeter Krystallel
von Fisenalaun [schwelelsaurem Eisenoxyd-Ammoniak; micht er-
warmen), und nach Abspulung mif Wasser in eine alle, wassenge
He'heige Haematoxylinlgsung (his 24 Stunden und langer), werden dann
wicder gewaschen und zurick in den Eisenalaun gebracht, in dem
sie sich langsam entfarben (sie waren im Haematoxylin schyarz ge-
worden). Wenn der gewunschle Grad der Entlarbung erreicht ist
lunter dem Mikroskop kontrollieren) bringt man die Schnitfe aul etwa
i; Stlunde in flickendes Wasser zum Waschen'). Nachgefarbt wird i
kriifligen Losungen von Wasserblau, Lichigrun, Sourcfuchsin oder
PBordeauxrot in Wasser

Mit Osmiumsaure (oder O.-Gemischen) ixierfes Malerial farbd
man am besten mit Eisenhaematoxyviin oder mil Teerfarben, die aber
auch sonst gute Farbungen geben. Viele Teerforben verblassen in
den Praparaten rasch, so das sonst uberaus schone und begueme
blaue Thiomn. (Man farbt in konzentrierter oder diunnerer wossenger
Losung am besten mit 1% Karbolsaure, spilt in Wasser ab, enfiarbt
in 70% Alkohol soweit man wiinschi, geht dann in 96%«gen Alkohol
— Alk. abs. — Xylol-Balsam). Haltbar sind diec Farbungen mif Sal-
ranin und Genhianaviolelt.

*) In Fisenhaematein nach F, C. C. Hoansen lassen sich Schnitte direkl in
wenigen Minufen larben  Es wird hergesfelt durch karres (#la=1 Minulen] Kochen
folgender rwer kall rusammengegossener Losungen: 1) 10 gr Eisenalaun in 150 cem
dest. Wasser in der Warme gelost; 21 1,6 gr. Hacmaboxylin in ¥5 com  desl
Waosser in der Warme gelost.  Moch dem Farben n der Bllneden Losung Al
spilen in dest, und weiler in Leiungswasser,
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Das frote) Saframin O (von Grubler in Leipzig wird in Wasser
(it 2% Anilin oder 1-5Y% Karbolsaure) eventuell mit 50 Alkohol
abs. konzeniriert gelost. (Man kann auch ganz dinne Losungen in
Wasser nchmen). Die Farbung wird in 7(®«igem Alkohol, event. mil
1% H. Cl. [oder mit Methvlalkohol) dilferenziert; ofl zicht aber schon
Alkohol an sich zu stark aus. Man kann aus der Farbe in kon-
zenfrierte Losung von Pikrinsaure in Alkehol gehen; nach dem
Alkohol abs. kann man, wenn weilere Differenzierung erwiinschi
ist, noch Nelkenol aul den Schnilt fropfen und dann in Balsam
gehen, Genhianaviolelt wird ebenfalls in wiasseriger Losung loder
in 50f Alkohol gelostl gebraucht. Wenn #u starke Enffarbung in
Alkohol einfritt, so geht man vorher in Wasser mit "% Jod und
2 Jodkaliuom, (Dieses Mittel ist apch beim Salranin anwendbar).
Fventucll Nachfarbung in Orange.

Sehr zuverlassige und vor allem danerhafle Farbungen erzielt
man mil den neuen echien Anthrachinon- und Naphtochinon Kemn-
farbstoffen nach 5. Decher. s seien hier genannt:  MNaphtazarin
(tiel stahlblau), Naphtopurpurin (hefrof), Alizarineyanin  (hefblau).

Man kocht 0,1 gr dieser Farbstolfe mit 5 gr kryst. Aluminium-
chlorid m 100 Wasser 10 Minuten lang und filfriert nach dem Er=
kalten und spater ev. nochmals. Die Farbungsdauer betragt Ys —24
Stunden, meist wird Farbung uber NMadit gerade gentigen. Nach
dem Farben wird einfach in Wasser abgespiill und dann in ub-
licher Weise weitergefihri.

Aur Machfarbung fur das Plasma se1 empfohlen Alizarinrot S5
i1 gr in 100 Wasser gelost) oder das grunblave Alizarinviridin
lin enisprechender Losung). Dic Nachfarbung vollzieht sich in ganz
kurzer feif (1 bis wenige Minuten) und ist im Gegensatz zu den
meisten anderen Plasmafarbungen wirklich edht.

Allgemein gill, daf dic Schinifle, wenn sic in Kanadabalsam
cingeschlossen werden sollen’), aus der meist wasserigen Farbungs-
Missigkeit die Reihe der Alkohole @ [50°0)— 700 — 96%: abs. hinaul
und durch Xylol hindurchgefithrt werden miissen, ehe sie in Balsam
und unter das Dedkglas gebracht werden konnen. Kanadabalsam
last sich in Xylol, dieses mischt sich aber nicht mil Wasser, sodak
Entwiasserung in Alkohol abs, unumganglich isl.

e vepehamsdiem Terpendin (521 Vol Alkohol by 1 elwas cmpdicken
lazsen, Mirieren) koonen Objeklte direkl aus 95%dgem Alkohol gebwachl werden:
sehr emplchlenswerl, bleicht aber Haemaloaylin und Teerdarben aus. Firbungen mlr
Karmin, Nanhtazann, Naphfopurpunn i a. sind dagegen haltbar. In Glvzerin, Glyzerin-
gelotine und Locvidosesyrup geht man direkt aus Wosser, Reine Lacvulose kristallisiert
aus, ich schee deshalh auf 1 Teal besber Lasvidose L Te |Ef'l|||1'|n1mr.:||]1.. Shiacke 2u fim 145
Teilen wiarmen Wassers l6sen). Dic Gummilacvulose wird bakd harl und gibt cinen
daerhalten Finschlul, Verlasser besilzl wohberhallone Praparale, die uber 10 Jahre
alt sind. Unedde Parben bleichen aber ans, Ueberhaupd is) der Exnschilul n CGumma-
laevalase ein hﬁl‘lh"ﬂu‘ﬂl’..di‘r -I.IH" Vermeidung VO .-1||.-.I:I|I“1 uied Xylod pestattel, aher
nichtdie: vollkommene glcidimakioe Aolheliung ergibd wie Venel-Terpentmund Balsam.
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Unsere Bemerkungen uber das Farben lassen sich kurz in
dem Schema zusammenfassen:
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3. Das Schneiden der Celloidinblocke.

Celloidin wird immer mit stark schraggestelltem Messer ge-
schnitten, die Deklinalion d. h. der Winkel zwischen Schneide und
Schnittbahn kann 45— 3P oder noch weniger befragen.  Ansiclle
des Paraflintischchens setzen wir die Schraubenklemme aul den
Objektschliten der Mikrolome.

Die Celloidinblacke werden am besten auf Stabilitklotzchen
aulgeklebt, die mit Rielen versehen sind.  Stabilit wird zur elek-
frischen Isolierung benutzt, es ist daher leicht zu beschafien. Zum
Aulkleben geben wir ecinen kraftigen Troplen starkster Celloidin-
losung (Apathy empfiehlt 3 Teile 16% Celloidinlosung + 1 Teil
Nelkenol) auf den Klolz, trocknen die Basalllache des Celloidin-
blodkes ab, feuchien sie leicht mit Alkohol-Ather an und driicken
sie fest aul die StabilitNache mit dem Celloidintropfen. Wenn ene
Seite als Richiflache ausersehen und mil Richllurche versehen war,
50 bestreicht man sie jeizl mil der Farbe und schlickt letetere durch
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cinen aufgegossenen, ausgebreiteten Colloidintropien von der Auken-
schicht ab. Dann kommen die in Alkohol geharteten Blodke fur
kurze Zeit mil dem Klotechen in Alkohol 70% die in Chloroform
geharteten in Chloroformdampf.

Nunmehr kann das Stabilitklolzchen in dic Mikrolomklemme
geschraubt werden. Dabei achien wir schon daraul, dak dic pro-
visorische Schnittflache der Bewegungsebene des Messers ungefahr
parallel wird. Nach dem Einschrauben wird definitiv orientfiert.

Diec in Alkohol qehiirtelen Blicke werden unier Alkohol
oder mit Alkohol benefrztem Messer geschmtten. Man bringt des-
halb mit einem dicken Aguarellierpinsel reichlich Alkohol 70%% aul
Block und Messerschineide und ermeuert diese Benetzung nach
jedem Schnitt.  Bequemer lakt sich die Benetzung mit cinem
Tropfapparal erreichen lemem Kessel mit verstellbarem  Ablaul-
hahn), der bei den Schlittenmikrotomen aul dem  Messerschlilien,
beim Grundschlittenmikrotom aul einer besonderen Saule belestigh
werden kann. Man stellt den Hahn so, daf der Troplen nahe der
Schneide auf das Messer [allt; vom Messer flickt donn ber jedem
Schnilt genug Alkohol auf den Blodk,

Grofere Schnife werden wahrend des weileren Schneidens
in 7% [—90Phigem) Alkohol aufbewahrt und zwor legt man am
besten immer so viele, wie aul einen Objektirager susammen sol-
len, in ein enges Salmapfchen® iibereinander; man mu% naliirlich
20 viele Salznapfchen haben, wie Objekitrager gebraucht werden.
Sehr proklisch sind zu diesem Awedke auch grogere Aguarellier-
paletten mit zahlreichen runden Vertielungen. Die Verliefungen
werden numeriert und in jede cine kleine Anzahl Schnitte iiber-
einander gelegt (in wenig 7Pkigem Alkoholl. Man ubertragl die
Schnitte mit ciner feinen Pinzelte, mit der man sic an emer vom
Obiekt Ireien Fcke fagl. Das Celloidin braucht aus den Schnillen
nicht enlfernt zu werden. Die nahirliche Lage der Teile wird also
tadellos erhalten. Das ganz durchsichtige Celloidin hindert die
Beobachtung nichl.  Auch farbt es sich beim Nachfarben  der
Schnitte nicht nennenswert mul.

Man kann die Schnitfe in Salsndpichen einzeln farben und
sie dann dirckt in Glyzerin oder Gummi-Laevulose, durch 70% —
90 in Terpentin (siche Seite 36 keine zarten Teerfarben und Haem-
alaunfarbungen!) oder aus 90% Alkohol in Chlorolorm-Alkohol abs.
{1:1), weiter in Xylol und dann in Balsam bringen. Das Einschlicken
in Terpentin ist nach Vorfarbung in Boraxkarmin schr zu emplehlen.
Man schneidet unter 70=680% Alkohol, {farbt ev. in 95% Alkohol
mit etwas Lichigriin und Pikrinsaure nach), spult in 95% Alkohol
ab und legt in Terpentin ein, der das Celloidin vollkommen aufhellt.

War dagegen das Objekl nichl vorgefarbl, so ist es am besten,
dic Schnitte aufzukleben. Von den vielen Methoden zum Aufkleben
raten wir zu dem sehr zuverlassigen Gelatincaufkleben nach Ol
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Man lost 10 gr. Gelahne in 100 ccm Wasser (klart event. durch
gerinnendes Eiweils) und selzt 10 cem 5% Karbollosung zu (,Phe-
nolgelaline*). Davon streicht man (ahnlich wie beim Eiweiloul-
kleben der Paralfinschiniie) eine Kleimgkeit mit der Fingerbeere
aul der Deckglaszone des Objekitrigers ganz diinn avs, legl die
Schnitte in richtiger Reihenlolge (und immer dieselbe Seite nach
oben; aul Richtiurche achten!) auf und prekt sie mit einem nassen
Stilck Flickpapier glalt an, {ev. durch Auldricken eines zweilen
Objekttrigers). Dann taucht man ein Stidichen Fliegpapier in 10%%
Formaldehydlosung (4 mal verdiinntes Formalin) und driickl dieses
mit cinem Objeklrager aul die Schotte fest an.  Die Gelahine
wird dann durch das aus dem Papier austretende Formol gehartet.
Um noch sicherer zu gehen, kann man die Harlung nach Entler-
nung des Papiers durch Einstellen der Objektrager in 100 Formal-
dehvdlgsung (kurze Zeifl noch vollkommener machen.

Kleinere Schnifle bringt man mcht eher in  Salznaplchen,
sondern ordnet sie gleich auf dem Messer so zusammen, wie sic
aufl dem Objekiirager liegen sollen. Dann dridkt man  einen
Streifen Durchschlagpaper (Zigarclenpapier) von Obijekiirager-
breite daraul, hebt sie damit ab und klatscht sie nun oul den
Objektirager ab, an dem sie haflen bleiben, wenn man den Papier-
sfreiffen abazieht. War der Objekbrager mil Gelatine zum  Aul-
kieben bestrichen, so kann man die Hartung vor dem Abzichen
des Ueberlragpapiers vornchmen.

Nunmehr konnen wir die Celloidinschnitte ebenso farben und
weiterbehandeln wic die anfgekleblen Schnifte aus Parafline  Nur
an einer Stelle, namhich beim Eniwassern ergeben sich Schwierig-
keiten. Cellondin lost sich namlich in absolutem Alkohol.  Das
Celloidin soll jedoch in dem Schnift bleiben, nur dadurch gibt 1o
diese Methode die besten Goaranhen fur Erhallung der Lagever-
halnizse im Schnitt. Wir bringen daher dic Objekilrager aus
a5—0rs Alkohol gleich in eine Mischung von Chloroform (oder
Terpineoll und Alkohol abs. (1:1). Der absolute Alkohol enfwis-
serl, wahrend das  hirlende Chloroform die Losung  verhindert.
Dann folgten Xylol und endlich Kanadabalsam ond Deckaglas.
Aehnliche Dienste wie die Chloroformalkoholmischung tut Carbol-
Xvlol, d. h, Xvlol ol (Y eryslall. Carbolsaure,

Man kann die Alkoholblocke auch mit Glyzernin durchiranken
feiwa | Tag), dann mil Glyzerin-benelzlem Messer schneiden und
in Glyzerin oder Glyzeringelatine einschlicken.

Die in Terpineol gebrachten Blocke werden am  beslen
(Vergl, 50 170 mit von Terpineal benelztem Schragmesser ge-
achniften. Man kann diese Schnitte nach Uebertragung aul den
Objekttrager (vergl, 5. 57 sofort in Balsom legen; oder wenn
Nadhlorbung der (in Naphlazarm, Naphlopurpurin oder Karmin
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vorgefarbien) Schute erwunscht ist, sie in Pikrinsaure in Chloro-
form loder Xyloll bringen, in reinem Xylol loder Chloroform oder
Cedernoll abspiilen und sie endlich in Balsam und unter das Deck-
qlas bringen. Eniwassern und Aufkleben fallen bei dieser lur vor-
gefarble Objekle sehr emplchlenswerten Methode wea.

Schlecht gehartete, weich gebliebene Blocke lassen sich ofl
auf dem Gefriermikrotom noch gut schneiden. Um moglichst dunne
Schnitle 7u erzielen, emphichlt es sich, die Blocke aus Terpineol
oder Chloroform bezw. Chloreformalkohel mit Anethol (Anisol) zu
durdifréinken und dann aul dem Gelriermikrotom »u  schneiden
Vergl. 5. 435

Ill. Die Anfertigung von Gefrierschnitten.

Die Gefiermethode isi indizierl, wenn man in kurzester Zeid
histologischen oder pathologisch-histologischen  Aufschluf  uber
einen Organteil brauchl. Das Haupifeld der Methode licgt also
auf pathalogischem Gebiel; die Forderung einer Schnelldisgnose
kann off nur mit ihrer Hiille erfulll werden. Dagegen biclet das
Schneiden aul dem Gefriermikrofom nicht die besten  Aussichien
fiir tadellose Frhaltung der Lageverhalinisse der Teile im Schnitf
und sie ist ganz unzuverlissig, wenn man cine liuckenlose Serie
von Schniften von einem Objekt herstellen will.

Fasl jedes Mikrotom kann durch Einsctzen eines Gelriertisch-
chens stalt eines Paraffinfischchens in ein Gefriermikrotom  ver-
wandell werden. Einfachheil isi eines der Hauplerfordernisse fur
ein Mikrotom, das zur Herstellung von Gefrierschnitten dienen soll.
Man muf die Aufmerksamkeit ganz auf das Gefrieren selbst rich-
ten konnen und diese genau uberwachen, daher wahlt man am
besten ein handliches Mikrotom, Einfache Schlifenmikrotome, das
Demonsirations- (1213 und das Handmikrotom (1214) sind beson-
ders geeignet. Da man bei Gefrierschniten  gewohnlich  keine
liickenlosen Serien ersirebl, so wird oft von einer mechanischen
Messerfiihrung abgeschen und nur die Schnittebene durch zwel
Glasschienen festgelegt (Handmikrotom).

Die zum Gefricren notige Temperaturermedrigung erzielt man
durch Verdunstung von Aecther foder Aecthylchlorid) oder durch
Ausdehnung stark komprimierfer Kohlensaure. Bei dem  Acther-
apparat wird durch ein Geblase der Aether aus cinem Gelak ge-
driick! und von unten gegen die Platte des Gelrierlisches zerstaubt.
Objekle von weniger als 4 mm Dicke gefrieren dabei sehr 5|:tm§:ll.
zumal wenn die Temperatur des Arbeilsraumes nicht allzuhoch ist.
Bei dem Kohlensauregelrierapparat stromi das stark komprimierle
Gias durch den eigenen Druck gegen dic Unferflache des Objeki-
tisches, bei ihrer Ausdehnung entnimmt sie der Umgebung schr
schnell eine grofe Menge Warme, sodal das Gelrieren noch er-
heblich schneller als bei der Aetheranwendung vonstalten geht
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Dementsprechend kann man aul dem Kohlensauregefnierhisch Stucke
bis uber 1 em Hohe und von sehr grofer Flache leichl zum Er-
starren bningen. MNoch bequemercs Arbeiten gestaltel ein beson-
deres cylindrisches Gelnierfischchen, in dessen Hohlung ein nur
oben offencs Dewargelal (Thermosflasche) angebracht ist. In dies
Gefal wird eine Patrone von lester C0; gebrachi, die durch cine
Feder gegen die obere Tischplatte gedrickt wird und das dort
sifrende Objekt etwa cine Stunde lang kuhl halt (Vergl. Krause
in AZeilschr wiss, Micr. Bd. 25).

Das Schneiden von frischem Malerial.

Bei sehr groker Eile fuhrt das Schneiden des nschen Obpekics
am schnellsten com Aicle. Man schineidel aus dem Objekt, wenn
es als ganzes zu grof 1sl, Scheiben von etwa 3 mm Didke heraus
und legt sie aufl den Gefrierlisch, der vorher am Objekitell des
Miktotoms eingesetdt worden st Die Unterseite des Obekies muf
von Gewcebsall oder Blut reichlich angefeuchtet sein, andernfalls
mufi man vorher extra mil emnem Troplen Bl oder aber mit
frischem Eimwei Tischchen und Unterseite des Objekies benelzen.
Auch kann man das Objekt von allen Seden mil Eiweik umfrieren
lassen,  Ansfelle von Eiweik wird zu demselben Zwedie vielladh
auch cine dicklussige Losung von Gummiarabicum oder von Ge-
latine genommen

Bei frischen Geweben soll man die Temperatur nicht allzu
ficl sinken lassen, menschliches Blut gefriert schon bei — 0,57, die
ibrigen Gewebe awischen — 057, und — 0.9 Grad. Man geht mit
der Temperatur etwa so weil herunter, daf die obersten Parfieen
des Objektes noch nichl ganz fest sind.  Diese Zone  schneidel
man dann ev. weg. Aber auch die unterste durch Eiskryslalle
weikgran gewordene Schicht ist weniger qut als die miltlere Zone,
die schon gui schneidbar, aber nicht durchkrystalhisiert 151 (Solger).
Im allgemeinen wird man sich an eine Schniftdicke von 30—20p4
hallen, doch gestatten manche Objekle eine sehr viel qeringere
Schnifidicke. Das Messer wird vor dem Schneiden swedimakiq
abgekuhlt, Vielfach wird mit trockenem Messer geschnitten, doch
isl es emplehlenswerl, das Messer mit einer Flussighkert anculeuditen;
beim Schneden nscher Gewebe mmmit man natichch am besten
physiologische Kodisalzlosung (0,7%%). Dann uberfragl man die
Schnilte direkl ouf cinen Objekrager, um sie im eigenen Gewebe-
safl oder in Kochsalzlisung oder in einem anderen indifferenten
Beobachtungsmittel zu untersuchen. Diese Untersudwng der mie
mit emnem Fixierungsmittel in Bernithrung gewesenen Schnitte kann
fiir manche Gegenshinde (Zelleinschlussel grofie Vorleile bieten.

ln den meisten Fallen aber wunscht man ein Daverpraparat,
Daru mub naturlich zunachst hxiert werden. Die Fixierung fuhrt
man am besten dadurch aus, dak man einen groken Tropfen der
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Fixierungsfliissigkeit auf den auf dem Objektrager legenden Schinitl
bringt. ™Nach kurzer Zeit {eimge Minufen genugen bei dunnen
Schnilten gewohnlich) wird der Tropfen abgesogen und je nach
dem Fixierungsmitlel mit Wasser oder Alkohol nachgéspult, Dann
kann man den Schnift farben und zwar muf das wiederum in
einem aufgelegten Troplen geschehen. (Man nehme elwas Alaun-
karmin, Alaunhacmatoxylin, oder Thionin eventuell mit schwachem
Fosin oder Lichigriinzusats oder spezielle Baklerien- oder Profo-
rocnlarbungen). Daraul muf wiederum mib dest. Wasser gespull
und endlich durch die steigende Reihe der Alkohole und durch
Xylol in Balsam gefuhrt werden. Bei sehr groker Eile kann man
nach der Farbung und dem Abspilen mil Wasser direkt einen
Tropfen Glyzerin oder Gummi-Laevulose und dann ein Dediglas
daraul bringen.

Ber Anwendung von Lacvulose oder Glyzerin lagt sich emn
Schiutl in etwa 15 Minuten nach dem Schoneiden unter dem Mikro-
skop demonstrieren.

Will man aber in Balsam tiberfuhren, so kann man sich die
Manipulationen mil dem nicht aulgekleblen Schnitt dadurch verein-
fachen, dag man ein mil klemmen Wachshisschen an den 4 Edken
verschenes Deckalas uber den Schmift aul den Objekitrager legl
und mun die Flissigkeiten von der Seite zustromen lakt beew,
nachher wieder absaugt.

Moch besser ist es, den Schnitt vom Mikrotommesser in 10 mal
mit Wasser verdunnler Phenolgelatine [vergl. oben 5. 391 und
dann aul den Objekitrager zu bringen, von dem darauf alle uber-
schissige Flussigkeit abgesaugt wird. Der Obekirager kommt
dann in ein geschlossenes Gelal uber Formalin hir hochstens |
Stunde und endlich in 10% Formaldehydlosung {wemge Minuten),
die die Gerinnung der Gelaline beendigt und gleichzeilin fixierl
{0, Nachher lagt er sich daon wie ein gewohnlicher Schnitt
weiter behandeln,

Anfertigung von Gefrierschnitten von fixiertem Material.

Objekte, die schon fixiert worden sind, mussen vor dem Ge-
fricren in Wasser gebracht werden, Dann werden sie direkt oder
mit Hille von Eiweills, Gummiarabicum, oder Gelafine (etwa 5%)
aul dem Cefmerlisch festgelroren.  Auch hier kann man das Objekt
mit einer dickMissigen Losung dieser Medien umflichen lassen,
Die Schnifte fangt man am besten in 1% Galatnelosung  (mit
sehwachem Karbolzusalz) aul und bringt sie auf einen Objcktrager,
wo sic nach der Olfschen Methode durch Hartung  der Gelatine
in Formol aufgeklebt und dann wie aufgeklebie Parallin-  oder
Cellodinschnitte weiterbehandell werden.

Fs sind verschiedene Methoden erdacht worden, die die Fr-
starrung der Obickle erleichtern.  An erster Slelle ist da die
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Behandlung mit Formol #u nennen. Man fand, dok das Gefnieren
nach Fixierung in 107 Formol (=4% Formaldehyd) besonders qui
ging. Die Formollasungen gefrieren leichier, geben allerdings ein
etwas weniger hartes Eis. (Man kann sogar nach Dollken das
Formol durch Resorcin bis zur Schnitffahigkeit harten). Objekte,
die mcht ohnehin zom Fixieren und Aulbewahren i Formol waren,
kann man doch nachtraglich in die 107 Formollosung bringen, bis
sie in derselben unfersinken (Malerial aus Alkohol schwimmit nam-
lich zuerst), Dann waschl man die Hauplmenge des Formols i
Wasser wieder weq und geht zum Gelrieren uber.

MNeben Formol ist auch Anisol (0,1 Amsi pur. von Schimmel
in Lepeig) zur Erleichlerung des Gelrierens gebraucht worden. Es
erslarrt ¢ nach Alter bei 6—=21 Grad und muf evenfuell durch
leichtes Erwarmen erst verflussigt werden. Man trocknet die aus
Alkohol kommenden Objekle auken gut ab, bringl sie aul elwa
24 Stunden (ber 2 mm Dicke) in das Oel, gefriert und schneidet
dann und entfernt endlich das Oel mit abs. Alkohol aus den Schinil-
ten. Schlecht geharlete Cellodinblocke kann man aus  Terpincol
oder Chloroformalkohol in Anisol bringen, sie lassen sich dann
aul dem Gelrermikrotom meist gut schneiden.

Endlich kann man auch Durchirankungen der Objekde vor dem
Schneiden aul dem Gelriermikrotom vornehmen,  Sie verhindern
gewohnlich das Knistallisieren des Eises, Man verwendet zu diesem
fwedk siemlich dicke Losungen von Gummiarabicum, von Gelatine,
Dexinn oder Ewwel,. M der gane dicken Losung  umbullt man
nachher noch das ganze Objekl. Bevor man in den Gummischleim
iberfithrt, kann man durch eine Zuckerlosung hindurchgehen (2 Teile
Fucker auf 1 Teil Wasser) oder gleich eine Losung voen  Gummi
in Auckersafl nehmen.  Auch sind Mischungen von  Gelaline  und
Cummiarabicum empfohlen worden. Bollon und Harris sowie
Ot benuteten eine Losung von Agar in Formol und suchten so
dic Vorteile der beiden Substanzen fur die Gefrierlechmik 2u ver-
eimgen. (Siehe Zeilschrifl fur wiss. Mikr. Bd. 23, 1906, 5. 328).
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