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VORWORT.

Die vorliegende ,,Histologische Technik™ ist als Leitfaden zur
Einfithrung von Anfdngern in die histologische Laboratoriums-
technik und als Handbuch fiir die medizinisch-technische
Assistentin im histologischen Laboratorium gedacht. Das Buch
soll dem Bediirfnis entsprechen, eine kurz gedringte Zusammen-
stellung der gebrduchlichsten Untersuchungsmethoden zu bringen.

Die Auswahl an Firbevorschriften und weiteren Angaben wurde
auf Grund von Anregungen und Erfahrungen getroffen, die sich in
der jahrelangen Arbeit auf diesem Arbeitsgebiet ergaben.

Die grundlegende Einfithrung in die histologische Technik auf
biologischem Gebiet wurde mir durch Prof. F. Siegmund in
seinem biologischen Laboratorium in Teschen vermittelt. Von Prof.
Dr. F. Lucksch in Prag wurde ich in die Technik der patho-
logischen Histologie eingefiihrt und arbeitete einige Jahre unter
seiner Leitung in der Kriegsprosektur. Wihrend meiner vieljihrigen
Titigkeit in der Prosektur des Krankenhauses Wieden in Wien, die
von Prof. Dr. C. Sternberg bis zu seinem Tode geleitet wurde,
hatte ich unter anderem dic Aufgabe, die zahlreichen in- und aus-
landischen Hospitanten des Institutes, die unter Leitung von Prof.
Dr. C. Sternberg ihre Fachkenntnisse auf pathologisch-histologischem
Gebicte erweiterten, in die histologische Technik einzufiihren. Dieser
Zeit verdanke ich die meisten Anrezungen und auch die Vorbereitung
zu meiner spiteren Lehrtitigkeit als Lehrassistentin an der ehe-
maligen Lehranstalt fiir medizinisch-technische Assistentinnen am
Histologisch-Embryologischen Institut der Universitit Wien.

Die vorwiegenden Hilfsquellen fiir die Zusammenstellung dieses
Buches waren das ,,Taschenbuch der mikroskopischen Technik® von
Prof. Dr. B. Romeis, Verlag R. Oidenbourg, Miinchen und Berlin;
,.Die pathologisch-histologischen Untersuchungsmethoden® von Prof.
Dr. G. Schmorl, Verlag F. C. Vogel in Leipzig und die im Springer-
Verlag, Wien, 1948 erschienene, von Prof. Dr. F. Roulet, neu-
bearbeitete Auflage dieses Buches ,,Methoden der pathologischen
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Histologie. AuBerdem wurden mir Beitrige liebenswiirdigerweise
von Herrn Prof. Dr. H. Plenk und von Kolleginnen zur Verfiigung
gestellt, fiir die ich den Genannten an dieser Stelle herzlich danke.

Sehr verpilichtet fiihle ich mich vor allem dem Vorstande des
Histologisch-Embryologischen Institutes der Universitdt Wien, Herrn
Prof. Dr. V. Patzelt fiir die wertvollen Hinweise und die freund-
liche Unterstiitzung bei der Gestaltung dieses Buches und sage ihm
an dieser Stelle meinen besonderen Dank.

Meiner Kollegin M. Fischer-Grobl, der Verfasserin des
1. Bandes der Serie: ,,Einfithrung in die medizinische Laboratoriums-
technik®, der im selben Verlag unter dem Titel: ,,Klinisch-chemische
Untersuchungsmethoden bereits erschienen ist, schulde ich fiir ihre
tatkriftige Unterstiitzung bei der technischen Gestaltung dieses
Buches groBen Dank.

Mein Dank gilt weiterhin im besonderen Masse dem Verleger,
Herrn W. Maudrich, Wien, fiir sein Bemiihen um das Zustande-
kommen dieses Buches.

So sende ich diese kleine ,,Histologische Technik* hinaus mit
dem aufrichtigen Wunsche, dall dieses Buch im Anfinger die Freude
an der Arbeit wecken und die technische Assistentin auf ihrem
Arbeitsgebiet beratend begleiten moge. Nur gewissenhafte und ver-
antwortungsbewuBite Arbeit und Hingabe an diese auf dem medi-
zinisch-technischen Laboratoriumsgebiet, fithrt zum Erfolg und
macht diese Hilfsarbeit unentbehrlich.

Thilde Grobl.
Wien, im Oktober 1949.
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1. Abschnitt.
EINRICHTUNG EINES HISTOLOGISCHEN ARBEITSPLATZES.

Der Arbeitsplatz soll womoglich ein Fensterplatz sein, ohne

allzuviel direktes Sonnenlicht.

Zu einer Ausriistung gehoren:

1 Mikroskop (womoglich mit Glassturz oder Mikroskopkasten,
um Verstaubung zu verhiiten).

1 Schlittenmikrotom fiir Celloidin- und Paraffinschnitte und

1 Gefriermikrotom mit Kiihlvorrichtung des Messers und der
dazugehorigen Kohlensdurebombe.

Mikrotommesser mit verschiedenem Schliff.

Abziehvorrichtung fiir Mikrotommesser (Abziehbiigel und Griff
einschlieBlich Abziehriemen; einer mit groberer Paste, einer
mit feinerer Paste eingelassen).

1 Fldaschchen mit Knochendl.

| Priparierbesteck aus folgenden Bestandteilen: 2 grofle Skal-
pelle, 2 kleine Skalpelle, 1 Piackchen Rasierklingen, 1 anato-
mische Pinzette, 2 feine spitze Pinzetten, 1 Metallspatel,
1 groBe gerade Schere, 1 feine gerade Schere, 1 feine nach
der Fliache gekriimmte Schere, Pripariernadeln, gebogene
(Glasnadeln, einige Pipetten mit Gummiansatz, mehrere Feder-
kielpinsel, 1 Schreibdiamant, Zeichenfeder und Tusche zum
Beschreiben, 1 Fettstift, 1 Platinose, 1 Platinnadel (kann auch
Platinitdraht sein).

Objekttriager.

Deckglidser, verschiedener GroBe.

Filtrierpapier, moglichst faserfreies (schwedisches) und Rund-
filter verschiedener GroBe.

An Glassachen benotigt man: Férbeschalen, Farbtroge
verschiedener GroBe, Pipetten, MeBzylinder, Trichter ver-
schiedener GroBe, Deckeldosen, Uhrschalen, einige groBe
Porzellanschalen, Reibschalen, Kochkolben, weithalsige Flisch-
chen mit Korkstoppeln und Pulvergliaser mit eingeschliffenem
Stoppel, Tropfflischchen, Eisschalen.

G rabl, Histologische Technik. 1
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Einrichtung eines histologischen Arbeitsplatzes.

1 Bunsenbrenner.

1 Wasserrad, womoglich an der Wasserleitung angeschlossen.

1 Thermostat von 37°; fiir Paraffintechnik zwei weitere, die auf
ca. 45° und ca. 58—€0° temperiert sind.

Pipettendosen zum Sterilisieren.

1 Trockensterilisator.

1 Zentrifuge.

1 Farbebank.

Reine Leinenldppchen.

Die wichtigsten Reagenzien fiir einen histologischen
Arbeitsplatz: Tropiflischchen mit 807 igem und 967 igem
Alkohol, Xylol Aqua dest., 1%ige Eosinléisung, Stiftflisch-
chen mit Terpineol, Glyzerin, Glyzerinwasser, EiweiBglyzerin;
Kappenflischchen mit Glasstab fiir Dammarharz und fiir Lac-
vulose; 1 kleines Kappenflischchen mit Glasstab fiir Immer-
sionsol.

Einen Vorrat an Farbstoffen und Farblosungen, die teil-
weise dunkel aufzubewahren sind.

Anleitung zur Reinigung der Glassachen siche
Seite 181.

DAS MIKROSKOP.

Anleitung zum Gebrauch des Mikroskopes und zur

Pilege desselben.

Infolge der Fortschritte in der Technik sind von verschiedenen

Firmen wie: C. Reichert, Wien; Leitz und Seibert, Wetzlar; Winkel,
Gottingen und Zeill, Jena, ausgezeichnete, zusammengesetzte Mikro-
skope auf den Markt gebracht worden, die ein exaktes Mikrosko-
pieren gewiihrleisten.

Das Mikroskop, das eine zusammengesetzte VergroBerungs-

einrichtung ist, besteht im wesentlichen aus 3 Hauptteilen:

1. dem FuB mit Beleuchtungsapparat (im einfachsten Fall ein
Spiegel),
2. dem Objekttisch und

3. dem Oberteil mit Grob- und Feintrieb (Tubus mit Obje k-
tiv und Okular).
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Allgemeines.

Im allgemeinen verwendet man zur Ausfithrung einfacher Unter-
suchungen 3 Objektive (1 schwiicheres und 1 stirkeres mit den
EigenvergroBerungen 3, 8, 20 und 40) und 2 Okulare mit einer ca.

Abb. 1. Monokulares Mikroskop.

50 bis 80 und 250 bis 400fachen FigenvergoBerung (mit der Be-
zeichnung 4 X und 7 X). Fiir die histologischen Untersuchungen und
einfachen bakteriologischen sind diese VergroBerungen absolut aus-
reichend. Fiir die Betrachtung genauerer Einzelheiten jedoch,. be-
notigt man unbedingt ein Olimmersionsobjektiv und auBerdem fiir

]*
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alle stirkeren Objektive einen Kondensor mit Irisblende. Durch die
Verwendung des letzteren wird eine Anpassung der Beleuchtung des
Priparates an die verwendete Optik gewihrleistet.

Abb. 2. Binokulares Mikroskop.

Einstellung des Mikroskopes.

Der Tubus wird durch den Grobtrieb gesenkt bis das Objektiv
das Deckglas beinahe beriihrt. Wihrend des langsamen Hebens des
Tubus beobachtet man durch das Okular die Einstellung bis zur
deutlichen Erkennung des mikroskopischen Bildes. Die Bedienung
der jetzt meist seitlich am Tubus angebrachten Mikrometer-



Objektive und Okulare. 5

schraube ermoglicht die hochste Scharfeinstellung
des mikroskopischen Bildes. Fiir eine gewohnliche Orientierung im
Priparat verwendet man ein ganz schwaches Objektiv und ein
schwaches Okular.

Durch eine entsprechende Drehung des Spiegels mull das ganze
Gesichtsfeld gleichmédBig hell beleuchtet erscheinen. Wenn das
Mikroskop einen Kondensor besitzt, der bei allen feineren Arbeiten
notwendig ist, senkt man diesen zunichst ein wenig unter seinen
oberen Anschlag.

Will man nun im Priparat Einzelheiten genauer beobachten,
so wechselt man das schwache Okular durch ein stirkeres aus,
ebenso das schwache Objektiv durch ein stirkeres. Jedoch ist unbe-
dingt darauf zu achten, bei stirkeren Objektiven kein zu starkes
Okular zu verwenden, da dadurch das Gesichtsfeld dunkler und
ebenso verkleinert erscheint. Die Umstellung vom schwachen Objek-
tiv zum stirkeren erfolgt durch Umschaltung des Objektivrevolvers,
dabei ist es bei den meisten Mikroskopen nicht notwendig, den
Tubus zu heben. '

Objektive und Okulare.

Am hiufigsten verwendet man bei der Mikroskopie die Achro-
mat-Objektive, es sind Objektive aus zwei verschiedenen
(Glassorten, wodurch die chromatische Aberration bis auf einen ge-
wissen Rest gemindert wird.

Fiir die Dunkelfeldmikroskopie und zur genaueren Beobachtung
von Zellkernstrukturen verwendet man hdufig sogenannte Fluorit-
Objektive. :

Als Trocken-ODbjektive bezeichnet man alle schwachen
und mittelstarken, nicht extra als Immersionsobjektive bezeichneten,
starken Objektive.

Die Immersions-Objektive weisen die stirkste Ver-
groBerung auf. Da ihre Frontlinse bei Scharfeinstellung des Bildes
dem Objekttriger resp. dem Deckglas sehr nahe ist, so achte man
besonders darauf, dall die Frontlinse nicht beschidigt wird. Nach-
dem man auf das Pridparat einen Tropfen Immersionsol (Zedern-
holzol, optisch) gegeben hat, taucht man die Immersionslinse unter
seitlicher Beobachtung langsam in das Immersionsol ein. Ersi dann
erfolgt mittels Mikrometerschraube die Feineinstellung. Durch die
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Hin- und Herbewegung des Priparates ist die Einstellung des mikro-
skopischen Bildes leichter.

Nach dem Mikroskopieren mit dem Immersionsobjektiv wird
dasselbe durch ein Leinenldppchen zuerst trocken und dann mit
Xylol (eventuell auch Benzin) gesiubert. Dasselbe gilt auch fiir das
Reinigen der Pridparate von Zedernholzol.

Die Okulare dienen beim Mikroskop im wesentlichen als
Lupe. Die sogenannten Huygens-Okulare sind die bekann-
testen unter ihnen. Fiir die Mikrophotographie verwendet man haufig
die Plan-Okulare. Binokulare Mikroskope haben bei lin-
gerem Mikroskopieren groBe Vorteile, auBerdem erscheint das Bild
plastischer. Ein binokularer Tubusaufsatz 14Bt sich an jedem Mikro-
skop anbringen.

Der Beleuchtungsapparat des Mikroskopes
besteht aus dem Spiegel und dem Kondensor mit Blende.

Fiir die Beleuchtung beim Mikroskopieren verwendet man
im allgemeinen diffuses Tageslicht, niemals direktes Sonnenlicht.
Bei kiinstlichem Licht bedient man sich der Mikroskopierlampen mit
moglichst mattierten Glithbirnen.

Der Spiegel des Mikroskopes weist auf der einen Seite einen
Plan- und auf der anderen Seite einen Hohlspiegel auf. Er ist nach
allen Seiten hin drehbar und seitlich verschiebbar, sodaB dadurch
das Licht leicht in das Mikroskop einfallen kann. Nur bei sehr
schwachen VergroBerungen ohne Kondensor verwendet
man den Hohlspiegel,beistarkerenVergroBerungen
mit Kondensor meistens den Planspiegel.

Der Kondensor ist eine Zusammenstellung von Sammel-
linsen. Er stellt ein Linsensystem dar, das die zur Beleuchtung
dienenden Lichtstrahlen in einem Punkte im oder am zu untersu-
chenden Objekt konzentriert. Beim Mikroskopieren ist die rich-
tige Einstellung des Kondensors von ebenso groBer
Wichtigkeit wie die genaue Einstellung des Objektives.

Der Kondensortriger besitzt einen Schraubentrieb, der die
Hebung und Senkung des Kondensors durchfiihrt. Es ist meist mog-
lich den Kondensor, wenn er tief eingestellt ist, zur Seite auszu-
schwenken, um bei Verwendung von schwachen Objektiven durch
den Spiegel unter Ausschaltung des Kondensors, ein groBes Ge-
sichtsfeld auszuleuchten.
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Mikroskopldangsschnitt.

Die Blenden.
Am hiufigsten verwendet man die Irisblenden, deren Weite
man durch Verschieben des seitlich angebrachten Hebels variieren

1:3,2
EICHE!

WIEN

Nr.1001

Abb. 3. Mikroskop — Liangsschnitt.

1. Ful. 2. Gelenk der Kippung. 3. Oberteil. 4. Tubusfiihrung. 5. Triebriader des
Grobtriebes. 6. Feintrieb (Triebknopi abgenommen). 7. Platte des Obijekttisches.
8. Gegenieder der Tischbewegung. 9. Rechte Stellschraube der Tischbewegung.
10. Préaparatklemmen. 11, Zahnstangen des Grobtriebes. 12. Tubus, 13. Tubus-
stutzen. 14. Objektivrevolver. 15. Einschnappvorrichtung tiir den Objektivrevolver.
16. Kardan des Spiegels. 17. Spiegel. 18. Filterring. 19. Apertur-Irisblende.
20. Stellstift der Apertur-Irisblende. 21. Linse des Kondensors. 22. Objekttriger.
23. Deckglas. 24. Linsen des Obiektives. 25. Aperturblende des Obijektivs.
26. Feldlinse des Okulars. 27. Feldblende des Okulars. 28. Augenlinse des Okulars.
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kann. Bei schwachen VergroBerungen stellt man die Blende mittel-
weit ein. Ungefidrbte Pridparate sind unbedingt mit en-
cgerer Blende zu betrachten. Gefdarbte Prdaparate dage-
gen untersucht man mit weiterer Blende, die aber immer
dem jeweiligen Bedarf angepaBit werden mub.

Die Piflege des Mikroskopes.

Wenn das Mikroskop nicht im Gebrauch ist, wird es im Mikro-
skopkasten oder unter einem Glassturz vor Staub geschiitzt. LaBt
man die Objektive im Mikroskop, so mull ebenfalls das Okular im
Tubus verbleiben, um ein Eindringen von Staub zu vermeiden.

Am sorgfiltigsten sind die Objektive zu behandeln. Keinesfalls
diirfen diese auseinandergeschraubt werden! Die Reinigung ihrer
Linsen darf nur mit einem weichen Leinenlappen oder einem
Pinsel (eventuell mit wenig Xylol oder Benzin) vorgenommen
werden; niemals mit irgendwelchen Chemikalien.

Die Dunkelfeldmikroskopie.

Zundchst wurde die Dunkelfeldmikroskopie in der Medizin als
wichtigstes Hilfsmittel zur Auffindung des Syphiliserregers ver-
wendet. Inzwischen leistet diese Einrichtung aber auch bei anderen
zahlreichen wissenschaftlichen und technischen Untersuchungen
wertvollste Dienste. A

Das Prinzip der Dunkelfeldmikroskopie besteht darin, daB dic
zentralen Strahlen des Beleuchtungskegels ausgeschaltet werden und
die Objekte nur durch die Randstrahlen (also seitlich) getroffen
werden. Das Vordringen dieser Strahlen bis zum Priparat wird
durch die Einschaltung einer Wasser- oder Olschicht ermoglicht,
die sich zwischen der Frontlinse des Kondensors und der unteren
Fliche des Objekttrigers befindet. Die Randstrahlen werden zum
Teil reilektiert, teilweise aber auch durch das Objekt abgebeugt, das
auf dunklem Grunde hell aufleuchtet.

Die primitive Herstellung eines Dunkelieldes fiir schwache Ver-
groerung erfolgt mit Hilfe der Einlagerung einer Stern- oder Zen-
tralblende in den Blendentriger des Beleuchtungsapparates. Fiir
genauere Untersuchungen ist jedoch ein Dunkelfeldkonden-
sor notwendig.
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Durchfiihrung der Dunkelfeldmikroskopie.

Der Hellfeldkondensor wird durch einen Dunkelfeldkondensor
ausgetauscht.

Das Priparat (wenig Material verwenden!) wird als ein Objekt-
trager-Deckglas-Priparat in diinner Schicht (frei von Luftblasen)
angefertigt. Es ist zu beachten, daB die Objekttrdger von vorge-
schriebener Dicke (1 mm) und tadellos sauber sind. Nun bringt man
auf den Kondensor einen Tropien Ol oder allenfalls Wasser, senkt
den Kondensor ein wenig und legt den Objekttriger auf den Objekt-
tisch und hebt dann den Kondensor (Blasenbildung vermeiden). Man
verwendet einen Planspiegel. Die Blende wird ganz gedffnet. Durch
die Drehung des Spiegels und Bewegen des Kondensors wird die
Beleuchtung so eingestellt, dall auf dem Deckglas ein runder Licht-
fleck aufleuchtet. Fiir Immersion wird nach dem Aufbringen eines
Tropfens Ol auf das Deckglas in der iiblichen Form eingestellt.
Durch den Spiegel und den Kondensor mufl die Beleuchtung genau-
estens zentriert werden.

Bevor man den Objekttrager vom Objekttisch abhebt, muBl der
Tubus gehoben und der Kondensor gesenkt werden.

Die Fluoreszenzmikroskopie.

Eine besondere Stellung nimmt die Fluoreszenzmikroskopie ein.
Neben einer allfilligen Primédrfluoreszenz erzielt man durch die
Behandlung mit geeigneten Farbstoffen (,,Fluorochromen*) bei Be-
strahlung mit unsichtbarem Ultraviolett eine sekundire Fluoreszenz.
Als Lichtquelle dient eine Speziallampe, die reichlich kurzwellige
Strahlen liefert. Das sichtbare Licht der Lampe wird durch ein
Filter abgefangen, sodall in das mikroskopische Prdparat nur un-
sichtbares Ultraviolett gelangt. In dem mit dem Fluorochrom behan-
delten Priaparat werden die Elemente durch die Ultraviolettstrahlung
zur Fluoreszenz angeregt. Das dabei entstehende sichtbare Licht ge-
langt durch die Optik des Mikroskopes in das Auge des Beobachters,
wihrend die Reste der Ultraviolettstrahlung durch ein auf das Okular
aufgesetztes Okularsperrfilter zuriickgehalten werden.

Auch fiir die histologische Technik hat sich in den letzten Jahren
die Fluoreszenzmikroskopie als duBerst wichtig erwiesen.

Man verwendet die gewohnlichen Objekttriger und Deckgliser,
nur diirfen sie nicht verkratzt sein und sollen vor dem Gebrauch mit
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Kaliumbichromatschwefelsdure behandelt werden. AnschlieBend spiilt
man sie in Alkohol.

Sehr geeignet fiir die Fluoreszenzmikroskopie sind Gefrier-
schnitte, Paraffinschnitte konnen auch verwendet werden. Bei Paraf-
finschnitten ist darauf zu achten, daB sie nicht mit EiweiBglyzerin
aufgezogen werden, da dieses fluoresziert. Aus diesem Grunde
miissen Celloidin und Gelatine vermieden oder zuvor entfernt wer-
den. Zur Fixation wird Formol verwendet, als EinschluBmittel rein-
stes Glyzerin oder fluoreszenzfreies Paraffinol, aber kein Harz.

Als geeignete Fluorochrome zur Behandlung der Schnitte vor
dem Mikroskopieren sind zu empfehlen:

Akridinfarbstoffe: Aurophosphin, Coriphosphin B S, Diamant-
phosphin R, Euchrysin 2 G NX, Flavophosphin BN und 550, Phosphin
3 R und 3 RB, Vitolingelb 5 G.

DAS MIKROTOM

und seine Verwendung.

Allgemeines.

Vor Einfithrung des Mikrotoms wurden Schnitte von Geweben
mit Hilfe des Rasiermessers hergestellt. Da diese Herstellungsart
aber eine groBle manuelle Geschicklichkeit voraussetzt, jedoch keine
exakte Schnittdicke gewihrleistet, ist man zur Konstruktion von
Schneidemaschinen, den sogenannten Mikrotomen, iibergegan-
gen. Diese Mikrotome ermoglichen auf relativ weniger miihevolle
Art die Herstellung von aufeinanderfolgenden Schnitten (auch
Serienschnitten), deren Dicke genau festgestellt werden kann.

1. Das Schlittenmikrotom.

Das gebriauchlichste Modell ist das Schlittenmikrotom. Es zeigt
eine einfache Bauart und gewihrleistet eine bequeme Handhabung.
Die bekanntesten Herstellerfirmen sind: C. Reichert, Wien; Leitz,
Wetzlar; R. Jung, Heidelberg und Sartoriuswerke Gottingen. Bei
fast allen Konstruktionen von Schlittenmikrotomen ist die Schlit-
tenbahn, in welcher der Schlitten auf drei glattpolierten, gut ge-
Olten Schienen gleitet, horizontal gelegen. Der Schlitten trigt das
Mikrotommesser.



