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Yorwort zur zweiten Auflage

Die ,,Fibel* ist zu meiner groflen Freude mit so viel Zustimmung
aufgenommen worden und hat weit {iber den erwarteten Kreig hinaus
Interesse erweckt, dall sich nicht nur eine zweite Auflage, sondern auch
eine Erweiterung notig machte. Ich war bei dieser zweiten Auflage
bemiiht, die mir zugegangenen Wiinsche weitgehend zu erfiillen. Es
wurden einige Techniken und Methoden, besonders auch histochemische
Reaktionen, hinzugefiigt, die ohne groBle Schwierigkeit auch in kleinen
Laboratorien durchgefithrt werden kénnen, z. B. Gefrierschneiden mit
Messertiefkithlung, Paraffin-Schnelleinbettung mit Dioxan, Amyloid-
und Cholesterin-Nachweis, Neurofibrillen- und Markscheidenfarbung,
Nuklealfirbung-FruLcex und PAS-Reaktion. Die Bakterienfirbung
wurde durch The- und Spirochédten-Nachweis erganzt.

Herrn Dozent Dr. P. GEpi¢k, Bonn, méchte ich meinen Dank aus-
sprechen fiir seine Ergéinzungsvorschlige, fiir Literaturhinweise sowie
Uberlassung zweier Firbevorschriften.

Auch Herrn Dr. R. KrmmMeENAU, Dresden. mochte ich danken fir
seine Hilfe bei der Beschaffung von Literatur.

Dem VEB Gustav Fischer Verlag, Jena, und seinen Mitarbeitern gilt
wieder mein besonderer Dank fiir jederzeitiges Entgegenkommen bei der
Herausgabe und Ausstattung des Buches.

Dresden, im Februar 1957

rerda Heinrich



Yorwort zur ersten Auflage

Durch den derzeitigen Mangel an Fachliteratur fiir histologische
Technik — denn die Standardwerke sind meist nur in gréfieren Fach-
laboratorien oder -biichereien vorhanden und nicht jeder Kollegin als
personliches Eigentum erreichbar — sah ich mich veranlaf3t, einige
wenige Untersuchungsmethoden zusammenzustellen, wie sie im histo-
logisch-diagnostischen Laboratorium {iblich sind.

Ich mé6chte mich mit dieser ,,Fibel” insbesondere an die Kolleginnen
wenden, die ohne Vorkenntnisse vor die Aufgabe gestellt werden, histo-
logisch zu arbeiten und ihnen das wichtigste Material und einige kleine
Ratschlige aus der Praxis fiir die Praxis in die Hand geben und ihnen
damit helfen, sich in dieses ihnen neue Gebiet mit Freude und Erfolg
einzuarbeiten. Fiir groBere Spezialaufgaben sind jederzeit die um-
fassenden Fachwerke zu Rate zu ziehen, vor allem B. Romuis ,,Mikro-
skopische Technik® Leibnitz-Verlag, Miinchen, G. Scamoruy ,,Die patho-
logisch-histologischen  Untersuchungsmethoden™ Verlag F. C. Vogel,
Leipzig, und F. RouvLer ,,Methoden der pathologischen Histologie®,
Verlag Springer, Wien.

Indem ich mit dieser ,,Fibel” meine Erfahrungen weitergebe, méchte
ich zugleich meinen herzlichen Dank abstatten allen Kolleginnen und
Kollegen, die mir in meiner beruflichen Entwicklung jederzeit mit ihren
Erfahrungen und Ratschlidgen behilflich waren.

Danken mdéchte ich auch Herrn Dr. med. G. STrRiETZEL vom Patho-
logischen Institut der Universitit Rostock fiir seine Anregungen und
Ratschlige.

Dem VEB Gustav Fischer Verlag danke ich fiir das freundliche
Entgegenkommen bei der Herausgabe der Fibel.

Dresden, im September 1954

Gerda Heinrich

1%



Inhaltsverzeichnis

Materialeingang und Kennzeichnung .............. ... ... ..., 1
DieT MateTialeiBZaniP « uus s wes somem s smas s s o 1
Die KenDZeTChIMUNE o c.ous s savianan € smvs i wossass s e 2

Fixation und Fixationsmittel ........cciiiiiiiviiiiiianannina. +
Die FIZXEGIOT o ggrw sl w0s 5n 5him aos s smisians s o8 dhe fe 56 wiw mroarie wceldislo 4
Fixationsmittel . caisimsssessvsminsmasniwisisssnsnsosons 5

FOTTBY &1 o s 0 6 10y 27 s 0 5 88 e Byl g 1 o o 5 0 30 § s ol Bory o e o oo o 0 )
ANKONOL & vt 505 555 550 6.5 515w, arw 5165 535 506505 i 638 818 o068 b 518 B1% 508 40 6
Sublimathaltige Fixationsmittel ......... ... ... .. ... 7
Weitere Fixationsmittel . ccvivsiavassvammasisvssnnvsons 9
Konservierung in natiirlichen Farben (Kaiserling) ............ 11
Fixation Zusammenfassung (Tabelle) ......... . .. ... 12

Entkalken von Knochen oder kalkhaltigen Geweben ............ 12
Allgemeines ...vuviiiioiminiiineneriosnnenasassseanosean 12
VorbehandlOng ::::esnivesemmss s ssaom s sms s sam o ws 50958 13
Die EAbkallUBg e sbbiiie e oo s oo bbb s w b 13
Entkalkungsfliissigkeiten «.ciciisimsvssscssmscsnssesmasn 14

Gefriermethode .:.uoiaviinvimuanssimanas s wagonsssasamsass s 15
AllGEMEINES oo vvin s mas simemesas seaamanmeoesase s 15
Die Anfertigung von Gefrierschnitten ................. 16
Aufziehen von Gefrierschnitten ........................ 17
Zusammenfassung der Gefriermethode ....................... 19
Gefrierschnittmethode mit Messertiefkithlung ................. 20

Einbettungsmethoden .. ... 22
Paraffineinbetbumg . cosimivsmamiimenmoraonsonsssrmenese 22

Entwisserung (Alkoholreihe) .. ... ... ... i i 22
TbETTOCEATUIN & i 4 w505 o1 5w 016 50w 3500978 Bk s 0 i i o 3 5 i 5 i mm l 2
Durchtranken . ... ... . it 25
BInbIoKen: s mas omarse simm 555/ 40556005 Gaien & 5 56 876 miasm bedess 27
Die Orientierung .........ioiiiiiiiiii i ia i 28
Das Erstarren des Blocks ..veiiniviviinrarenannninnnenns 29
Das Aufblocken ... i 29

Das Schneiden des Paraffinblockes ........................ 30



VI

Das Aufziehen von Paraffinschnitten ......................
Bt parafiiBieren v w e e s cmomon wow smvmosmisssase s o mema
Die Anfertigung von Serienschnitten
Aufbewahrung von Paraffinblocken .......................
Bei Paraffineinbettung besonders zu beachten

Zusammenfassung und Zeittafeln zur Paraffineinbettung .. 38, @

Gelatineeinbettung

Herstellung der Losungen ........ccvsvssesosnvsssssnssess
Durchtrinken mit Gelatine
Binblocken in Gelatine . :vivisnivsnsassarwsasseinsamamss
Das Schneiden von Gelatineblocken .......... ... ... .......
Zusammenfassung der Gelatineeinbettung

Celloidineinbettung

Herstellung der LOSUREER. «« x5 v snsewmin o150 n wes o siv wsae
Vorbereitung der Priaparate ........ococivininniiavinevains
Durchtrinken., Einblocken und Aufblocken
Das Schneiden von Celloidinblocken ......................

Zusammenfassung der Celloidineinbettung

Fiarbungen und Firbemethoden .. ... ... ... .. .. . i,
AALGETAGTIRE! 555 05 5 518 o 558 3 w0 w10 000 o el S0 55 75 555 91 85 005 16 g m i
Nachbehandlung gefirbter Schnittpriparate
Technik des Abdeckens ....... ... oiiiiiiiiiiiinnnennn
Farbetiethnik oo s v momemmass 56m o8 sisemmames & sws s amasas

FarhemetBO@ett v osowus sovie saminsmes s sosnwsasses s
Himatoxylin-Eosin-Farbung

Bindegewebsfirbungen

van-Gieson-FArbung .....c.cvecisieversisivsvavsansasesos
Azanfarbung nach Heidenhain
Goldner, Trichromfirbung .« :...cciviirveeninsssossnanssois
Silberimprignation nach Tibor Pap .......................
Silberimprignation nach Tibor Pap., Zusammenfassung

Neurofibrillenfirbung
nach Boeke

Markscheidenfirbung
nach Benda-Spielmeyer
Luxol fast blue M. B.S.

..................................

46
46



VI1I

Elastika-Firbung

nach Weigert .........ccoovvviiiorasononss

Fibrinfarbung

nach Welgert .....cosveinsmwvrvrmcsmazunas

Amyloidnachweis

JOATERRBION .. ic 6 s w0285 5:5 555 fummem e b H e W
Jod-Schwefelsdure-Reaktion ...............
Fiarbung mit Methylviolett ................
Férbung mit Kongorot .- ..eacswimssscnseon

Schleimfarbung

Mucicarminfarbung. ........... ..ot
Farbung mit Toluidinblau .................
Astrablaufarbung . ......ccoviiiiiiiiaaiaes

Fettfarbung

ST TIL 66 w6 58 5086 208 wie mrere e e carenoniocd =6

Fiarbung mit Scharlachrot nach Herxheimer

Cholesterinnachweis

nach Liebermann-Schultze .................

Darstellung von Glykogen ..............
Carmin-Farbung nach Best ................
Glykogendarstellung mit Jod ..............
Speichelrealetion. ...:uvsvsssossvsssswsssnias

Darstellung feinster Kernstrukturen

Safranin-Lichtgrim-Fiarbung . ...............
Nuklealfirbung nach Feulgen ..............
Methylgrim-Pyroninfirbung . ...............

Fiarbung mit Sudanschwarz B .............
Firbung mit Chlorophyll ..................
Fettdarstellung durch Osmiumsdure ........
mit Nilblausulfat . ......coimevmiveinsienias

...............

...............

...............

Frithdiagnose von Tumorzellen im Ausstrich

PapaniColaoti .o wswsmsnssmsses sussosnis s

...............

76
77
77
78

79
79

80

80
81
82
82
82

2

[s )1

83

84
85
87
87

88
88

90
91
93

93



VIIL

Shorrfiarbung zur Zyklusdiagnostik

nach Smolka-Soost ...... .. i i 97
Bakteriennachweis

Gram-Firbung im Schnitt ...cicescrsinveroesssasarnnnsns 97

The-Fiarbung Ziehl-Neelsen im Schnitt ................... 97

Spirochitendarstellung nach Levaditi ..................... 98

Eisennachweis

Turnbullblau-Methode . .....covnerereiiiieinrniescaseians 99
Berlinerblau-Reaktion . ... ...t innnnnennnrn.. 100
Anfertigung eines Schnellschnittpriparates . ... ... ... .o . ... 101
Paraffin-Schnelleinbettung ... ... ..., 102
Herstellung von Losungen ...........c.outiiiirinenneanean.. 103
Farblosungen ......oniiniiiieinnin it iniienaeiaennnn 107
Voraussetzungen fiir ein histologisches Labor ... .............. 113
A8 ATCHEY: . o5 5.i somerss 57 96 51 5 $0me ead hoeb TS 5oy Tl Figmnemerarsocile: widl B 117
Glasmaterial und dessen Reinigung ........................... 117
Fleckentfernung von Hénden und aus Wiische ................. 118
LiferRtaranEADOIT « 5o s w000 o o s 68 w065 8 15 .80 § s &g 1509 808 5 18 003908 0681 8 3 119

Sachverzeichnis



Materialeingang und Kennzeichnung

Der Materialeingang

Die histologische Untersuchung hat, von wissenschaftlicher Forschung
abgesehen, im allgemeinen die Aufgabe, eine klinische Diagnose zu
kliren oder zu bestéitigen. Gewissenhafte und sorgfiltige Arbeit
ist daher im histologischen Laboratorium ebenso unerldlich wie in
allen anderen Arbeitsgebieten unseres Berufes.

Das histologische Priaparat soll ein moglichst lebensechtes Bild ver-
mitteln, deshalb muB das zur Untersuchung kommende Material so
bald wie mdoglich nach der Entnahme durch Excision oder Operation
verarbeitet werden.

Das Untersuchungsmaterial kommt entweder frisch auf einer Schale
oder bereits in einer der iiblichen Fixierungsfliissickeiten in einem mit
Namen beschrifteten Gefall mit Antragszettel versehen ins Labora-
torinm.

Das frische Material wird, falls es noch vom Arzt makroskopisch
untersucht und eventuell zurechtgeschnitten werden muB, bis zur
weiteren Bearbeitung in den Eisschrank gestellt, um der Autolyse weit-
gehend vorzubeugen. Es ist darauf zu achten, daB der Zeitraum bis zur
weiteren Verarbeitung nicht zu grof} ist, er soll 24 Stunden nicht iiber-
schreiten. Besser ist eine sofortige Fixierung nach der Gewebsentnahme.

Fiir das noch nicht zugeschnittene Priparat wird dem Arzt ein Kork-
brett zurechtgelegt sowie ¢in Priaparierbesteck, das mindestens he-
stehen soll aus:

1 anatomischen und 1 chirurgischen Pinzette
1 kleinen und 1 groBen Skalpell sowie
1 Schere

Die zur histologischen Untersuchung kommenden Stiicke sollen so
zugeschnitten sein, daB sie moglichst nicht groBer als etwa 1 em? und
3—>5 mm diek sind.

Uber den Materialeingang wird genau Bueh gefiihrt.

Im Protokollbuch wird festgehalten:
die laufende Nummer der Untersuchungsobjekte,
das Eingangsdatum,



Personalien des Patienten, von dem das Material stammt (bzw. Kenn-
zeichnung des Versuchstieres usw.).

Operations- bzw. Sektionsdatum,

Name des beantragenden Arztes,

Art und Herkunft des Materials,

klinische Diagnose.

Nach beendeter Untersuchung wird in das gleiche Proto-
kollbuch nachgetragen:

histologische Diagnose,

Name des die Diagnose stellenden Arztes,

Datum, wann der Befund der beantragenden Stelle mitgeteilt wurde.
SchlieBlich mufl im Protokollbuch noch vermerkt sein. in welchem
Priaparatenkasten und unter welcher Nummer in diesem Kasten die
Schnittpriparate fiir spitere Betrachtung wiederzufinden sind.

Beispiel fiir die Eintragung im Protokollbueh®:

Op.-Datum

Nr. | Datum ' Personalien . At ‘ Material Diagnose
| | e |

928 | 14. 10, 53 I Kriiger, Hildegard | 14. 10. 53 | Probeexcis. suspekte
geb. 3. 8. 18 Dr. Frank | Portio Portio-
Stat. 97 erosion

histol. Diagnose J Arzt [ Datum | Prip.-Kasten
Plattenepithelcarcinom l Dr. Hesse . 17. 10. 53 i 124/18—-29

|

Die Kennzeichnung

Die Kennzeichnung der einzelnen Untersuchungsobjekte hingt von
der Anzahl der téglich eingehenden Priaparate ab. Bei nicht zu grofiem
Betrieb wird jedes einzelne Stiick mit dem ihm zugehérigen Nummern-
zettelehen in ein Stiickchen Mull verpackt. Das Nummernzettelchen
wird zweckmilBig mit Bleistift geschrieben, um ein Auswaschen
der Tinte zu vermeiden. Zum Einpacken wird am besten ein Stiick
Mullbinde abgeschnitten und hieraus nach EKinlegen des Materialstiick-
chens und des Nummernzettels ein kleines Biindelchen gemacht, das mit
den sich von der Mullbinde stets abfasernden Fiden umwickelt wird.
Auf diese Weise ist eine Verwechslung der einzelnen Priparate aus-
gesehlossen, und es kénnen mehrere solcher kleinen Biindel gleichzeitig
weiter verarbeitet werden.

Tch selbst arbeite mit kleinen Tiiten, die ich mir aus Rundfiltern falte,
auf die ich, ebenfalls mit Bleistift, Nummer und Datum notiere. Mehrere

I Siimtliche Namen und Daten frei erfunden.



solcher Tiitchen mit kleinen Excisionen stelle ich sorgfiltig zugefaltet
nebeneinander in die Gefifle mit Fixierungs- und Hirtungsfliissigkeiten.
Hierbei wird durch die Spitze des Tiitchens gleichzeitig verhindert, daf}
das Priaparat vollig auf den Boden des GEf‘IB(‘S sinkt, was fiir die voll-
stindige Entwiisserung im Alkohol besonders wichtig ist, worauf spiter
noch eingegangen wird. Tiitchen: Abb. 1. Besteht das Material aus
mehreren Stiicken, z. B. bei einer Curette, wobei die Gefahr eintritt,
daB das Tiitchen sich durch die Fiille 6ffnet, sichere ich den Falt-Ver-
schlufl des Titchens durch eine kleine Drahtklammer, wie sie im Opera-
tionssaal bei Hautnihten verwendet werden (HErRrFsche Klammern).
Je nach der Anzahl der eingelegten Tiitchen richtet
sich die GroBle des Gefilles. In jedem Fall mull
ausreichende Flissigkeitsmenge gewihrleistet sein.

Da in dem Mull und noch mehr im Filtrier-
papiertiittchen Fliissigkeit aufgesaugt wird, welche
die nachfolgende Losung verunreinigt, mufl man
Biindelchen und Tiitchen beim Uberfiihren aus
einer Losung in die andere auf Zellstoff oder
einem Tuch gut abtropfen.

Wo es das Material und die Fragestellung der
Untersuchung zulassen, fidele ich grofiere Stiicke
am Rand auf einen Faden, an den ein mit Blei-
stift geschriebener Zettel mit Nummer und sonstiger
Kenmnzeichnung des Materials gehiingt wird wie ein

. - . 3 Abb. 1. Tiitchen zur
Fihnchen. (Aus festem Papier, damit es nicht aus- K .

; L {ennzeichnung
reifit!)

Bei GroBhetrieh wird vielfach so gearbeitet, dal3 die Priiparate, sofern
es sich um kleine Excisionen handelt, in den Eingangsgefiilen bleiben,
die mit der zugehérigen Protokollbuchnummer heschriftet werden. In
diese Gefifie kommen dann nach Abgiellen der jeweils vorhergehenden
Fliissigkeit nacheinander alle zum Arbeitsgang erforderlichen
Losungen. Die einzelnen Losungen, insbesondere Alkohole, werden aus
Sparsamkeitsgriinden in Standgefifle zuriickfiltriert, um Ubertragung
von Gewebsbriockeln zu vermeiden, und mehrfach verwendet, bis sie un-
brauchbar geworden sind, was an stirkerer Tritbung zu erkennen ist.

Zusammenfassung :

Untersuchungsmaterialmaoglichst bald nach der Entnahme
verarbeiten.

Genaue Buchfihrung iiber das Material.

Grollere Stiicke zurechtschneiden lassen.

Gewissenhafte Kennzeichnung.




Besonders zu beachten:

Autolyse des Untersuchungsmaterials verhiiten.
Verwechslung unmdiglich machen.
Materialstiickchen nicht zu grof lassen.

Fixation und Fixationsmittel
Die Fixation

Das Untersuchungsmaterial wird im allgemeinen fixiert.

Die Fixation hat die Aufgabe, das Gewebe in maglichst lebensechtem
Zustand zu erhalten, deshalb soll sie so bald als méglich nach der Ge-
websentnahme vorgenommen werden, um nachtrigliche Verdinderungen
weitgehend zu vermeiden. Die durch die Fixierung bedingten Gewebs-
verinderungen, z. B. die Schrumpfung. sind dem erfahrenen Unter-
sucher bekannt und werden bei der mikroskopischen Betrachtung in
Kauf genommen.

Die meisten Fixierungsmethoden beruhen auf dem Prinzip der
EiweiBkoagulation durch verschiedene chemische Losungen. Welche
der zahlreichen Fixierungsfliissigkeiten man anwendet, hingt von der
Art des Gewebes, von der beabsichtigten weiteren Verarbeitung und von
der Grofle des Priparates ab. Nicht alle Fixierungsmittel sind fir jede
Farbung geeignet, ihr Diffusionsvermogen ist unterschiedlich, und manche
durchdringen grofle Stiicke nicht schnell genug, was zu schlechter
Fixierung fithren wiirde. Gute Fixation ist aber Voraussetzung
fiir gutes Schneiden und Farben.

Die Fixierungsfliissigkeit soll nicht zu knapp bemessen sein, weil sie
sonst durch das im Gewebe enthaltene Wasser verdiinnt wird und nicht
voll wirksam bleibt.

Die Menge der Fixierungsfliissigkeit soll etwa das Fiinfzigfache des
Volumens des zu fixierenden Priiparates betragen.

Im allgemeinen wird bei Zimmertemperatur fixiert. Wéarme be-
schleunigt die Fixation, erhoht aber die mit der Fixierung einher-
gehende Schrumpfung des Gewebes. Auch besteht in der Wirme die
tefahr der Gewebszersetzung im Innern des Priparates. che die Fixations-
fliissigkeit eingedrungen ist. Dagegen wird die Autolyse weitgehend ver-
mieden, wenn bei niederen Temperaturen im Eisschrank fixiert wird,
was besonders bei groBen Stiicken in Frage kommt.

Die meisten Fixierungsmittel hirten das Material zugleich
mehr oder weniger. Wo das nicht in ausreichendem MaBe der Fall ist,
wird in hochprozentigem Alkohol nachgehiirtet. Deshalb sollen keine
enghalsigen Gefille, etwa in Flaschenform, verwendet werden, in die
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man das frische, noch weiche Priparat wohl hinein- nach Hartung aber
nicht wieder herausbekommt. ohne das Gewebe zu beschiadigen, was un-
bedingt vermieden werden mulf.

Die Dauer der Fixierung ist je nach Volumen und Beschaffenheit des
zu untersuchenden Gewebes sowie des Fixationsmittels verschieden, sie
ist bei den einzelnen Losungen fiir durchschnittliche Verhéltnisse an-
gegeben. Bei abgeschlossener Fixation mulf} das Priaparat vollstindig
von der Fixationsflisssigkeit durchdrungen sein.

Fixationsmittel

Eines der hiufigst angewandten Fixationsmittel ist Formalin.
Formalin oder Formol kommt in etwa 409 iger Konzentration in den
Handel und muf} in braunen Flaschen aufbewahrt werden, da es
sich unter Lichteinwirkung durch Bildung von Ameisensiure zersetzt.

Als Fixierungsfliissigkeit verwendet man eine Verdiinnung von

1 Teil Formalin -+ 3 Teile Leifungswasser (entspricht 109,)
oder besser die schwiichere Losung, bestehend aus

1 Teil Formalin -+ 9 Teile Leitungswasser (entspricht 49).
In der 49 igen Formalinlésung kénnen die Priaparate beliebig lange auf-
bewahrt werden, wihrend in der 109%jigen Losung, die zwar schneller
fixiert, die Priparate bei lingerem Verweilen zu hart werden. Solche
dureh zu langes Einwirken starker Formalinlésung hart ge-
wordenen Priparate kénnenenthidrtet werdendurch Einlegen
fiir etwa 2 Wochen in 10%ige Zitronensdurelosung.

Die Fixierungsdauer im Formalin betrdgt je nach Grofle der Objekte
etwa 24 Stunden. Grofie Stiicke brauchen lingere Zeit bis zur volligen
Durchfixierung.

Wenn HEile geboten ist, fixiere ich kleine Excisionen 1/, bis
1 Stunde im Thermostaten bei 37—56° Langsame Fixierung ist
sehonender!

Haben Priparate lingere Zeit in Formalinlosung gelegen, bei Ver-
wendung von 10%iger Losung auch schon nach kiirzerer Zeit, werden
sievorder Weiterverarbeitung biszu 12—24 Stunden méglichst
flieBend ge wissert. Bei taglichen Materialeingdangen, bei Verwendung
von 49%jigem Formalin und bei laufender Weiterbehandlung kann das
Wiissern fortgelassen werden, jedoch ist es notwendig bei Fett- und
Bindegewebsfirbungen. Die Technik des Wisserns wird in einem
besonderen Abschnitt beschrieben.

Zuweilen bilden sich dunkelbraune Formolniedersehliige im Préaparat.
Diese werden entfernt, indem die ungefirbten Schnitte, bei Paraffin-
schnitten nach der Entparaffinierung, fiir 10 Minuten bis 4 Stunden in
70%,igen Alkohol gebracht werden, dem 1—49, Salmiakgeist zugesetzt
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ist (Kardasewitsch). Ich lasse die Priparate 1 Stunde in der Lésung.
Dieser Salmiak-Alkohol wird in einem gutverschlossenen Gefif gehalten,
entweder in einer Kiivette oder bei gréflerem Betrieb in einem Glas-
kasten mit aufgeschliffenem Deckel, in den man gleich sdmtliche Pri-
parate auf einmal einstellen kann. Anschlieffend wird griindlich gewiissert
und beliebig gefirbt.

Die Reaktion des Formalins ist durch die Verdiinnung mit Leitungs-
wasser etwa neutral, wie es zu den meisten Methoden erforderlich ist.
Zur Priifung der Reaktion wird in eine kleine Versuchsmenge ein Tropfen
0,19%, Neutralrotlosung gegeben, wobei sich eine saure Losung rot fiarbt,
eine alkalische orangegelb. Im allgemeinen geniigt die Priifung mit
Lackmuspapier.

Zum Neutralisieren des Formalins kann man es iiber einem 1—2 c¢m
hohen Bodensatz von Calciumcarbonatpulver halten, wobei anfangs
ofter umzuschiitteln ist. Vor Gebrauch wird filtriert. Beim erstmaligen
Ansetzen des Formols mit Calciumcarbonatzusatz geniigt eine etwa
24stiindige Einwirkung, um den Sduregehalt abzustumpfen.

Das mit Calciumcarbonat behandelte Formalin wird besonders bei
Silberimprignationsmethoden verwendet zur Darstellung von Neuro-
fibrillen, was bei etwa 3—9wochiger Fixationszeit am besten gelingt.

Zur Darstellung von Neurofibrillen wird Formol auch mit
Pyridin neutralisiert, was den Vorteil hat, dafl es keine Formol-
niederschlige gibt. Auch wirkt das Pyridin hemmend auf eine gleich-
zeitige Impriagnierung des Bindegewebes.

Formol-Pyridin Burke (pH 7—7.5)
25 ml Formalin
5 ml Pyridin rein
75 ml aq. dest.

In mindestens 20fachem Volumen des Priiparates fixieren. Fixations-
dauer fiir Neurofibrillen 2—3 Wochen, sonstiges Material 48 Stunden.
Danach griindlich auswasehen in aq. dest.

Uber Magnesiumecarbonat wird das Formalin leicht alkalisch.

Von den zahlreichen weiteren Fixierungsmitteln seien hier einige der
bekanntesten genannt:

Alkohol. Soll Material schnell zur Einbettung gelangen, wird es in
969%,igem oder absol. Alkohol fixiert. Niedere Konzentrationen fixieren
schlecht und verursachen deshalb stiirkere Schrumpfung bei der weiteren
Bearbeitung. Der Alkohol soll reichlich bemessen sein und muB
2mal gewechselt werden.

Da das dem Gewebe durch den Alkohol entzogene Wasser zu Boden
sinkt, soll das Priparat nicht auf dem Boden des GefidBes
liegen. Das wird vermieden durch Einlage von Glaswolle Watte
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fusselt zu leicht — oder durch Aufhéingen des Priparates an dem Fid-
chen der Kennzeichnung bzw. mit dem das Mullbiindelchen umwickelt
ist, wobei das Fiddchen dann zwischen den Verschlufl des Gefilles ge-
klemmt wird, so daB das Priiparat in der Schwebe bleibt, jedoch vom
Alkohol bedeckt sein mufl. Oder man arbeitet mit Titchen (Abb. 1).

Da hochprozentiger Alkohol zugleich hiirtet, darf das Material nicht
zu lange darin bleiben. Wird es nicht gleich weiterverarbeitet, mul} es
zur Lingeren Aufbewahrung in 809,igen Alkohol zuriickgefiihrt werden.

Alkoholfixation ist fiir griBere Stiicke ungeeignet, weil durch die baldige
Hirtung des AuBlenrandes des Priparates das Eindringen in die Tiefe
verhindert wird und schlechte Fixierung zur Folge hitte.

Fixationsdauer im Alkohol

kleine Stiicke, 1—3 mm, 1—3 Stunden,
gréBBere Stiicke 6—12 Stunden

Bei Alkoholfixierung sollen die Préparate moglichst nicht dicker als
5 mm sein. Wirme beschleunigt die Fixation.

Sublimathaltige Fixationsmittel:

Zur Fixierung feiner Gewebsstrukturen verwendet man gern subli-
mathaltige Fixationsmittel. Sublimat wirkt stark eiweiBfillend. daher
eignen sich sublimathaltige Losungen nur fir kleine Stiicke, denn
sie dringen zwar anfangs schnell ein, bilden aber eine Hiille von koa-
guliertem Eiweil}, die tieferes Eindringen erschwert.

Beim Arbeiten mit Sublimatlosungen diirfen keine Metallinstrumente
verwendet werden; man arbeitet mit Glasnadel oder Bakelitpinzette,
Sublimatfixierte Priiparate werden vor der Weiterbehandlung nicht
mit Wasser, sondern mit 709%,igem Alkohol ausgewaschen, etwa
24 Stunden, wobei der Alkohol 2—3mal zu wechseln ist.

Zum Entwissern sublimatfixierter Praparate wird eine be-
sondere Alkoholreihe benutzt.

Alle sublimatfixierten Priiparate miissen von Sublimatniederschliigen
Il hefreit werden; das geschieht an den ungofa,l bten Schnitten. Diese
kommen tiber hacht oder 24 Stunden, falls ein Sonntag dazwischen ist
ruhig 2 Tage. in Jodalkohol. Das ist 94—969,iger Alkohol, dem so
viel alkohol. Jodlésung (Jodtinktur) zugesetzt ist, daBl er cognakbraun
gefirbt ist. Nach der Jod-Alkohol-Behandlung werden die Schnitte
5 Minuten, aufgezogene Schnitte moglichst flieBend, gewiissert und fiir
1 Stunde in 0.25—0,5%ige Natriumthiosulfatlosung gebracht. Da-
nach wieder 1 Stunde moglichst flieBend wiissern und beliebig firben.
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Die 0,25%,ige Natriumthiosulfatlésung wird durch Verdiinnung 1: 10
aus einer 2,5%igen Stammlosung hergestellt. Die verdiinnte Losung ist
ofter zu erneuern.

Sublimatalkohol nach Sechaudinn

42 g reines Sublimat werden in einem Literkolben in 600 ml kochendem
aq. dest. unter stindigem Riithren mit einem Glasstab gelost.

Vor der Zugabe des Sublimats die Flamme abdrehen und das
Sublimat vorsichtig zugeben (wallt auf, deshalb groBer Kolben).

Nach dem Erkalten werden 300 ml 96%,iger Alkohol zugesetzt.

Fixationsdauer: 12—24 Stunden,
danach Auswaschen in 709;igem Alkohol.

Sublimat-Formol-Eisessig-Gemiseh nach Stieve

76 ml gesiittigte wiBrige Sublimatlosung

20 ml Formol

4 ml Hisessig

Die gesattigte wilirige Sublimatlosung wird aus 60 g Sublimat und
1000 ml aq. dest. in einem 2-Liter-Kolben unter gleichen Vorsichtsmaf-
nahmen hergestellt wie bei ScmauDINN.

Das Stieve-Gemisch dringt sehr schnell ein und eignet sich daher
auch zur Fixation gréferer Stiicke besonders gut.

Nach der Fixierung kommen die Priparate gleich in 909 igen Alkohol.
Fixationsdauer: 12—24 Stunden, kleine Stiicke eventuell kiirzer

Zenkersches Gemisch:

Kaliumbichromat 25¢g Dieses Gemisch wird
Natriumsulfat 1,0¢g MiLreRrsche Fliissig-
aq. dest. 100,0 ml ) keit genannt.
- Sublimat 50¢g
Eisessig 5,0 ml wird erst kurz vor
Gebrauch zuge-
geben.

An Stelle von Eisessig setzt HELuy kurz vor Gebrauch 5 ml Formol zu.

Maxmmow gibt statt Eisessig 10 ml Formol zu. HErLy- und Maxi-
mow-Fixierungen eignen sich besonders fiir nachfolgende Celloidin-
einbettung.

Fixationsdauer: 6—24 Stunden

AnschlieBend griindlich wissern, bis das Wasser farb-
los bleibt, etwa 24 Stunden.



