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""Die Mikrotomie in Biologie und Technik"
Vortragender: Prof, Dr, J. Kisser

Die mikroskopischen Untersuchungen kénnen im durchfallenden oder im
auffallenden Licht erfolgen. Dadurch wird die Vorbereitungsart des Ob-
jektes bestimmt., Mit Ausnahme von einzelligen und wenigzelligen Orga-
nismen gibt es nur wenig Materialien, die gentigend lichtdurchlassig sind,
um der Untersuchung mit durchfallendem Licht zugénglich zu sein, Ein-
fachste Verfahren, auch stirkere Objekte lichtdurchldssig zu machen, be-
stehen aus einem Zerquetschen, Zerzupfen, Zerfaser bzw., dem Zerlegen
durch Mazeration., Sie sind jedoch nur anwendbar, wenn die Orientierung
der einzelnen Partikel im Gesamtverband des Objektes nicht erhalten blei-
ben muB. In diesem Fall hilft oft eine Aufhellung durch Fliissigkeiten hohe-
rer Lichtbrechung oder durch Bleichmittel, z,B. Eau d'Javelle oder Di-
chloressigsdure. Reichen diese Methoden nicht aus, ist man gezwungen,
Diinnschnitte herzustellen, die oft, wie z. B. beim Holz, durch drei ver-
schiedene Ebenen gelegt werden miissen, damit man einen vollstdndigen
Einblick in die Struktur erhélt., Die Schnittrichtungen sind dann:

a) quer zum Faserverlauf (Hirnschnitt)

b) parallel zum Faserverlauf durch das Zentrum (radialer Liangs-

schnitt)
c) tangential zu den Jahresringen (tangentialer Langsschnitt)

Schnitte mit aus freier Hand gefiilhrtem Messer wurden erstmalig 1667 von
dem englischen Botaniker Robert Hook durchgefiihrt. Solche Schnitte
sind jedoch nur von Materialien geeigneter Konsistenz mdoglich, Kleine Ob-
jekte miissen gefaflt bzw. eingebettet werden. Auf die verschiedenen Ein-
bettungsarten wird spéter eingegangen. Es ist einleuchtend, dafl von Ma-
terialien, die sehr hart und spréde sind, keine zusammenhéngenden Schnit-
te abgetragen werden kénnen., Hier muf man sich mit einer Anschnittfla-
che begniigen, die im auffallenden Licht untersucht wird.,

Um die Bedeutung der Mikrotomie unter Beweis zu stellen, gentigt ein Hin-
weis auf die unzihligen mikroskopischen Untersuchungsergebnisse, die
ohne vorangehende Herstellung von Diinnschnitten nie méglich gewesen wa-
ren, Vergleicht man die Leistungen eines Mikroskops mit denen eines Mi-
krotoms, so muBl gesagt werden, dafl das Mikroskop je nach verwendeter
Optik die gewiinschte VergrdBerung liefert. Dem gegeniiber ist die erreich-
bare geringste Schnittstirke, die mit. einem Mikrotom erzielt werden kann,
nicht allein eine Frage der feinmechanischen Préazision dieses Gerdtes, son-
dern sie hidngt von einer Reihe weiterer Faktoren ab, wie z, B, der Konsi=
stenz des Objektes, der GrofBe der zu schneidenden Flache, der Giite der
Messerschneide und nicht zuletzt der manuellen Geschicklichkeit des Bedie-
nenden, Diesen Unterschied der Gerdte sollte sich derjenige vor Augen hal-
ten, dem die Herstellung gleichm&Biger Schnitte einer gewlnschten Starke
nicht auf Anhieb gelingt.

Dem Hinweis auf die vielen Kleinigkeiten, die alle wesentlich zum Gelin-
gen guter Mikrotomschnitte beitragen, dienen die folgenden Ausfiihrungen,




2, ""Die Mikrotom-Messer, Typen, Wirkungsweise, Pflege"
Vortragender: Prof, Dr, J. Kisser

Bei der Herstellung von Mikrotomschnitten miissen zweierlei Arten der Ab-
tragung der Schnitte unterschieden werden: die tatsédchliche Schnittwirkung
des Messers und die Keilwirkung desselben, Die erste Art wird bei elasti-
schem Material angewendet und der Erfolg hédngt im wesentlichen von der
Schirfe des Messers ab., Die zweite Methode wird bei z&hem, sprodem Ma-
terial angewandt, das gewissermaflen abgesprengt werden mufl. Je nach
Material, also z, B, Holz, tierisches Gewebe, Celloidinmaterial einerseits
oder in Paraffin eingebettetes bzw. gefrorenes Material andererseits, wird
mit schrédggestelltem oder quergestelltermn Messer geschnitten, Es ist ein-
leuchtend, daf der wirksame Keilwinkel des Messers umso kleiner wird,

je kleiner der Schnittwinkel ist; das ist die Abweichung der Richtung der
Messerschneide von der Schnittrichtung.

Um zu moglichst undeformierten Schnitten zu kommen, ist man bestrebt, den
Keilwinkel des Mikrotom-Messers moglichst klein zu halten. Es sind des-
halb urspriinglich 3 Typen von Messern entwickelt worden, die mit den Buch-
staben "a'', "b'" und "c" bezeichnet wurden., Dabei zeichnet sich die Type ''a"
durch einen starken Hohlschliff aus und hat deshalb einen sehr geringen Keil-
winkel. Eine derartige Schneide ist jedoch nur wenig widerstandsfahig, auch
federt sie leicht, so daB dieser Messertyp nur fiir sehr weiche Materialien
verwendbar ist, Deshalb sind die am meisten gebréaduchlichsten Typen die
Schliffarten "b'" und "c'"'. ""b'" hat einen schwachen Hohlschliff, wahrend ''c"
keilfdrmig ist. Das Messer "b'" hat den Vorzug, daf in dem Hohlschliff die
Flissigkeit, mit der das Messer befeuchtet werden mufl, besser haftet; denn
die Dinnschnitte sollen ja auf der Messeroberflache schwimmen, damit sie
nicht kleben und zerreiflien,

Normalerweise haben die Messer einen Keilwinkel von ca, 139, Dazu kommt
ein beidseitiger Facettenwinkel von oben 3 bis 6° und unten 6°, so dag der
tatsdchliche Keilwinkel hinter der Schneide 22 bis 25° betré&gt. Diese Facet-
ten werden angeschliffen, damit beim Abziehen und Schleifen eine moglichst
kleine Flédche zu bearbeiten ist und der Verlust am gehédrteten Material ge-
ring bleibt. Den richtigen Winkel der Facette erhélt man durch Erhohen des
Messerwinkels mittels einer sog. aufsteckbaren Abziehréhre, Vor dem Ab-
ziehen wird das Messer in einem Griff befestigt, so dafl es absolut festsitzt.
Fir dasselbe Messer soll stets dieselbe Abziehrohre verwandt werden, Die
Abziehrdhre hat auch ein "vorn" und "hinten' (teilweise gekennzeichnet) , das
nicht vertauscht werden darf., Beim Abziehen, das ohne Druckanwendung ge-
schehen soll, miissen Abziehrohre und Schneide gleichmé&Big auf dem Riemen
aufliegen, lber den sie, den Riicken voran, von einem bis zum anderen Ende
gezogen werden. Am Ende angelangt, mufl das Messer tiber den Riicken umge-
dreht werden. Durch das Abziehen werden Unebenheiten der Schneide geglat-
tet, wozu der bloBe Lederriemen ausreicht. Enthdlt die Schneide jedoch Un-
schiarfen, so verwendet man eine Riemenpaste, z, B, rote, ein prédpariertes
Eisenoxyd, das den Vorteil hat, das seine kleinen Kérnchen, wenn sie gedriickt
werden, in noch kleinere Partikeln zerfallen. Dadurch geht die im Anfang et-
was grobere Schleifwirkung in eine polierende iiber, Der Riemen mufl unbe-
dingt staubfrei aufbewahrt werden. 30 bis 50 Ziige nach jeder Richtung sind
beim Abziehen notig und es ist ratsam, nach dem Schneidevorgang das Mes-
ser aus dem Mikrotom zu nehmen und erneut abzuziehen und nicht solange zu
warten, bis es stumpf ist, Diese kleine Miithe erhdht die Schnittleistung des
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Messers ganz erheblich., Hat die Schneide jedoch gréB8ere Ausbriiche, so
mull das Messer geschliffen werden, Dieses geschieht auf einem feinkér-
nigen gelben Abziehstein bzw. Arcansasstein, der auf jeden Fall befeuch-
tet sein muB. Je nach der Zé&higkeit der verwendeten Flissigkeit kann man
mit ein und demselben Stein einen groberen oder feineren Schliff erhalten,
In Frage kommen Wasser, Alkohol, Seifenlésungen oder Ol. Beim Schlei-
fen wird das Messer mit der Schneide vorangefihrt. Im iibrigen verfsahrt
man wie beim Abziehen, das dem Schleifen folgen muf, Es ist jedoch wich-
tig, jetzt vor dem Abziehen Abziehrohre und Messer griindlich vom Schleif-
staub des Steines zu reinigen. Die Qualitdt der Schneide priift man norma-
lerweise bei 100-facher VergréBerung unter einem Mikroskop.,

Zur Schonung des Messers sollte man nie vergessen, es sofort nach dem
Gebrauch trocken zu wischen., Es empfiehlt sich auch, das Messer einzu-
fetten, wenn man es ldngere Zeit nicht benutzt,

Eine andere ebenfalls zu beachtende Winkelstellung ist der sog. Anstell-

winkel, Man bezeichnet damit die Neigung des Messerkeils zur Schnittrich- .
tung. Ganz allgemein kann gesagt werden, dafl bei weichen Materialien der

kleinste Winkel 6°, entsprechend dem Winkel der unteren Facette betragen

kann. Er muB jedoch umso steiler werden, je hédrter das zu schneidende

Material ist, und man kann hier zu Winkeln bis zu 30 bis 35° kommen,




3. "Das Schneiden von Pflanzenmaterial, H6lzern, Leder und Papier"
Vortragender: Prof. Dr. J. Kisser

Vor Herstellung eines Schnittes sollte man sich zunédchst fragen: "Was will

ich in diesem Schnitt sehen?'"" - Seine Dicke richtet sich nach dem angestreb-
ten Zweck., Man sollte nie diinner schneiden, als es dieser erfordert; denn

ein Schnitt von 20 ju St&rke ist leichter herzustellen, als z. B. einer von 4 ,u;
ganz abgesehen d!von, daB der Dinnschnitt oft eine komplizierte Vorbereitungs-
methode verlangt. Das pflanzliche Objekt hat gegeniiber dem tierischen den
Vorteil, daf die einzelnen Zellen von Membranen aus Zellulose umgeben sind,
die der Substanz fiir die Herstellung stdrkerer Schnitte genligend Halt geben,

so daf oft die Arbeit des Fixierens, Einbettens und dergl, erspart bleibt,

Sollen die Zellen moglichst ihren natiirlichen Zustand beibehalten, so darf
das Messer beim Schneiden nicht mit Wasser befeuchtet werden, weil dieses
die verschiedenen Bestandteile der Zellen zum Quellen bringt. Man verwen-
det in solchen Fdllen Zuckerldsungen, die mit dem Zellensaft nahezu isoto=
nisch sind.

Das gebrduchlichste Fixierungsmittel bei pflanzlichem Material ist der Alko-
hol. Er entzieht den Membranen das Wasser, wodurch sie wesentlich h&rter,
ja sogar sprode werden. Um letzteres zu vermeiden, nimmt man 50 bis 70%-~
igen Alkohol und iibertrédgt das Material zur Aufbewahrung in das sog. Stras-
burger-Flemmingsche Gemisch, das aus je einem Teil Alkohol, Wasser und
Glyzerin besteht, Das Mischungsverh&ltnis 1 : 1 : 1 kann variiert werden.
Wird das Material zu weich, erhdht man den Alkoholzusatz; wird es zu hart,
so nimmt man mehr Glyzerin,

Um dieses pflanzliche Material in der Objektklammer des Mikrotoms befesti-
gen zu kdnnen und ihm den nétigen Halt zu geben, klemmt man es je nach Hér-
te zwischen Holundermark, holzfreien Kork oder Lindenholz und dann wird
mit einem mdglichst schréggestellten Messer unter Befeuchtung mit jener
Flissigkeit, in der das Material konserviert wurde, geschnitten, - Holz 148t
sich am besten im griinen Zustand schneiden. Durch das Austrocknen erfiahrt
es Verdnderungen durch Verdichtung der Membranen, die durch nachtréagli-
ches Quellen nicht mehr riickgéngig gemacht werden kénnen, Dennoch gelingt
es, trockenes Holz durch Einweichen bzw. Auskochen in Wasser mit etwas
Glyzerinzusatz oder durch Einweichen in Terpinol geniigend zu erweichen, um
es in einen gut schneidbaren Zustand zu versetzen, Bei sehr harten Hélzern
(Kokosschale) kommt man auch noch zu guten Ergebnissen, wenn man das Ob-
jekt wéhrend der Schnittanfertigung mit D&mpfen behandelt oder mindestens
mit heifem Wasser berieselt, Doch ist hierbei an einen geniigenden Schutz
des Mikrotoms zu denken. Alle Metallteile sind mit Plastik oder &hnlichem
abzudecken, auBlerdem hat man heute die Silikonéle als gutes wasserabwei-
sendes Material zur Verfiigung, Fiir derartig spezielle Falle sind auBerdem
auch Spezialmesser aus nichtrostendem Stahl zu verwenden,

Bei der Orientierung der Hoélzer in der Objektklammer sollen diese stets so
eingespannt werden, dafl die Jahresringe senkrecht zur Messerbahn stehen,
weil das Spatholz meist erheblich hirter ist, als das im Frihjahr gewachsene,
Es ist der Sinn dieser Orientierung, daf das Messer gleichzeitig in das harte
und weiche Holz eintritt,

Liederuntersuchungen sind relativ einfach., Dickere Sorten, wie Sohlenleder,
lassen sich ohne Einbettung recht gut schneiden, Sind sie zu spréde, so bringt
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man sie einige Zeit in eine feuchte Atmosphéire, Diinnere Leder, die beim
Schneiden ein Widerlager benétigen, erhalten dieses - wie eingangs er-
wé&hnt - durch Kork oder Lindenholz, Auch das Leder hat auf der Haar-

seite dichtere Schichten, widhrend es im Innern lockerer ist. Es mufl also

in der Objektklammer ebenfalls so orientiert werden, daB das Messer gleich-
zeitig in beide Schichten eintritt. Sollte diese Orientierung aus irgendwel-
chen Griinden nicht méglich sein, so mufl darauf geachtet werden, dagB das
Messer von dem weicheren Teil in den harten vordringen kann. Muf} das
Leder eingebettet werden, so ist Paraffin fiir diesen Zweck denkbar unge-
eignet, denn durch die vollkommene Entwédsserung wird das Leder sprode,
auch treten unerwiinschte Schrumpfungen auf, Hier ist Celloidin das am
besten geeignete Einbettungsmaterial, - Rohh&ute, die noch nicht gehdrtet
sind, lassen sich sehr gut nach der Gefriermethode schneiden, nachdem sie
mit Formol gehédrtet wurden. =




4, "Schwierigkeiten und Fehler beim Schneiden mit Mikro-
toment
Vortragende: Frl. Marthen

Der Einbettung in Paraffin als auch in Celloidin mufl eine sorgfaltige Ent-
wasserung vorausgehen. Fir eine schnelle Diagnose kann die Entwdsserung
durch hochprozentigen Alkohol rasch erfolgen. Dieses Verfahren fihrt je-
doch zu Schrumpfungen des Materials. Deshalb muf bei Objekten, die fur
Forschungszwecke dienen sollen, eine schonende Behandlung durch allm&h-
liche Steigerung des Alkoholgehaltes der Entwasserungsbédder durchgefiihrt
werden. Ist die Entwisserung nicht restlos gelungen, so zeigen sich beim
Schneiden weile Flecken und der Schnitt splittert. Nach kurzer Zeit schrumpft
das Material innerhalb des Paraffins bzw, Celloidins und wird hart und spro-
de. Zur Beseitigung dieses Fehlers muf nochmals entparaffiniert werden, was
am zweckméBigsten mit Methylbenzoat geschieht. Ist der Paraffinblock nicht
von gleichmé&Biger Beschaffenheit, das zeigen die weiflen Flecken und einige
Blasen, so daB beim Schneiden das Paraffin abbréckelt, so war das Paraffin
beim GieBen nicht warm genug. Es fehlt die innige Verbindung zwischen dem
Material und dem GieBparaffin. Brockeln des Schnittes kann aber auch ein
Zeichen dafiir sein, daB noch Reste des Intermediums, wie Benzol, Chloro=-
form oder &hnliches, im Paraffin enthalten sind. Der Block mufB nochmals
aufgeléost werden. Die Reste des Intermediums konnen durch starkes Erhit-
zen aus dem Paraffin entfernt werden, GroBere Luftblasen innerhalb des Ob-
jektes lassen sich nachtréglich durch heifies Paraffin evtl, unter Zuhilfenah-
me einer erwarmten Nadel leicht ausfillen,

Wichtig ist die Wahl des Paraffins., Fir Teile aus dem zentralen Nervensy-
stem geniigt ein weicheres Paraffin als es fur die bindegewebsreichen Orga-
ne bendtigt wird.

Schwieriger und langwieriger ist die Einbettung in Celloidin, da man darauf
achten mufBl, daBl man einen Celloidinblock von durchgehend gleichméagBiger
Festigkeit bekommt, Zweckmafig ist es, das Objekt nur soweit mit Celloi-
din zu tiberschichten, daf es gerade bedeckt ist. Von Zeit zu Zeit wird etwas
dickeres Celloidin nachgegossen, Dadurch wird erreicht, dag die oberste
Schicht nicht schon erhartet ist, wahrend die Mitte noch weich ist. Der grof-
te Feind des Celloidins ist die Feuchtigkeit. Ist diese im Celloidin, so er-
scheint es triibe oder milchig, und ein solcher Block bekommt nie die rich-
tige Festigkeit, Das Celloidin mufl wieder abgeschnitten werden, der Rest
mittels Aetheralkohol geldst und anschliefend in absolutem Alkohol noch-
mals griindlich entwéssert werden, Ist das Celloidin zu hart geworden und
fangt es an, sich zu krimmen, so kann man dieses durch UbergieBen mit et-
was Celloidin riickgéngig machen.

Das eingebettete Objekt mufB nun auf einem Objekttisch befestigt werden. Es
ist empfehlenswert, Kunststofftische, wie sie von den Mikrotom-Herstellern
geliefert werden, zu verwenden. Aus Billigkeitsgriinden behilft man sich oft
mit Holzklétzchen., Diese haben jedoch den Nachteil, daf3 sie einmal, wenn
sie zum Kiihlen des Paraffinblockes in Wasser gelegt werden, quellen, ande-
rerseits in der Objektklammer zusammengedriickt werden. Der Block sitzt
dann nicht richtig fest und falls man ihn bei einem dickeren Schnitt nicht
ganz abldst, so werden doch die Schnitte meist ungleichmaéafig.

Von grofier Bedeutung ist es, daf man fir die vorliegenden Arbeiten den je-
weils am besten geeigneten Mikrotomtyp auswéahlt und vor jedem Schneiden
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die Gleitflachen 8lt. Den Objektblock schneidet man auf das unbedingt er-
forderliche Maf, um das Messer nicht stdrker als notig zu beanspruchen,
Sollen Serienschnitte oder Schnittb&nder hergestellt werden, ist darauf zu
achten, daf die beiden parallel zum Messer verlaufenden Blockkanten wirke-
lich parallel sind. Erhélt man keine gleichméaBigen Schnitte, so ist zu prii-
fen, ob alle Schrauben auch wirklich fest angezogen sind. Ferner ist darauf
zu achten, daf das Messer den optimalen Anstellwinkel zum Objekt hat, Ist
dies nicht der Fall, so kann der Schnitt entweder splittern oder er wird zu-
sammengedriickt, - Jedoch auch die Konsistenz des Paraffinblockes kann
die Ursache dieser Erscheinung sein, Ist er zu weich, schieben sich die
Schnitte zusammen. Meist versucht man, durch Kiihlen Abhilfe zu schaffen,
ehe man in ein hartes Paraffin umbettet., Ist der Block zu hart, splittern
die Schnitte. Abhilfe kann durch Anhauchen, Erwédrmen mit dem Handbal-
len oder Erhdhung der Raumtemperatur durch Aufstellen einer Lampe oder -
einer Heizsonne geschaffen werden. Je nach Konsistenz 148t sich durch

schnelles oder langsames Durchziehen des Messers die Qualitit der Schnit-

te verbessern. Ein sich zusammenschiebender Schnitt kann oft durch zartes

Pusten gestreckt werden. Léngsstreifen im Schnitt treten entweder auf bei .
Verunreinigung der Messerschneide, durch Paraffinreste, die mittels Xylol
entfernt werden kénnen, oder durch Scharten im Messer, die durch Abzie-
hen beseitigt werden miissen. Es kénnen aber auch kalkhaltige Partikel noch
im Block vorhanden sein, die durch ein Calciumlésungsmittel entfernt wer-
den miissen. Sehr hinderlich kénnen elektrostatische Aufladungen sein, die
bewirken, daB der Schnitt am Messer klebt. Es ist dann empfehlenswert,
einen méglichst groBen Wassertropfen anf das Messer aufzubringen, auf
dem der Schnitt dann schwimmt. Auch das Uberziehen des Messers mit
einer Paraffinschicht, indem man es mit einem Stiick harten Paraffins be-
streicht, hat sich bewd&hrt,

Beim Herstellen von Celloidinschnitten muB grundsatzlich nicht nur das Mes-

ser, sondern vor allem auch der Block stark mit Alkohol befeuchtet wer-

den, und man muf darauf achten, den Block gleich nach dem Schnitt wieder

zu befeuchten, damit er nicht einen Augenblick trocken ist, Erst dann kann

man sich der Weiterbehandlung des Schnittes zuwenden, Will man tiber lan-

ge Zeit ein zuverldssiges Mikrotom haben, dann vergesse man nicht, nach .
jeder Benutzung dasselbe zu reinigen.




5. "Die klassischen Einbettungsverfahren in der Mikrotomie
mit Paraffin,» CGelloidin susa.ms'
Vortragender: Prof. Dr. J. Kisser

Bei der Einbettung wird eine vollkommene Durchtrénkung und Homogenisierung
des Materials angestrebt, wobei gleichzeitig eine gute Schneidkonsistenz er-
reicht werden soll, Hier hat sich die Paraffin-Methode seit langem aus-
gezeichnet bewahrt, Es gibt Paraffin mit verschiedenen Schmelzpunkten ZWi=
schen 45° bis 70° und je niedriger der Schmelzpunkt ist, desto weicher ist
das Paraffin. Dadurch ist man in der Lage, die Paraffinsorte nach der Hdarte
des Objektes zu wahlen., AuBerdem hat man die Moglichkeit, die Schneidetem-
peratur zu &ndern und damit die Harte des Paraffins zu regulieren. Paraffin
gestattet auch die Herstellung von lickenlosen Serienschnitten, bei denen die
Vorderkante des folgenden Schnittes mit der riickwértigen Kante des jeweils
voraufgegangenen fest zusammenklebt. Ein weiterer Vorteil der Paraffinein-
bettungen ist darin zu sehen, daf bei entsprechend richtiger Anwendung das
Objekt nicht nachteilig deformiert wird.

Das lebende Objekt mufl zun&chst abgetétet, d.h. fixiert werden, damit sein
Strukturaufbau erhalten bleibt. Das Fixierungsmittel mufl grindlich mit Was-
ser und zuletzt mit dest. Wasser ausgewaschen werden. Anschliefend wird
das Objekt entwdssert. Dieses geschieht durch Alkohol. Bei unempfindlicheren
Objekten kann gleich ein héherprozentiger Alkohol verwendet werden. Ist je-
doch eine schonende Behandlung erforderlich, so passiert das Objekt eine Rei-
he von Badern mit steigendem Alkoholgehalt und gelangt zuletzt in 96%igen.
Dieser muB auf alle Féalle zweimal gewechselt werden., AnschlieBend wird ein
Intermedium, das sowohl mit Wasser als auch mit einem Losungsmittel fir
Paraffin mischbar ist, genommen. Da der Athylalkdhol _einerseits mit Was-
ser, andererseits mit einem Ldsungsmittel fiir Paraffin mischbar ist, kann,
man jetzt das Objekt in ein derartlges Lésungsmittel iibertragen. In Frage
kommen Chloroform (Siedepunkt 61,2 °C), Benzol (Siedepunkt 80,4°C), Xylol
(Siedepunkt 1400C), in neuerer Zeit Butylalkohol, Methylbenzoat oder fiir sehr
emplindliche Objekte Cedernholz5l. Am besten geeignet ist Chloroform, am
ungeeignetsten Xylol, das wegen des hohen Siedepunktes zu langsam verdampft
und viele Objekte sprode macht. Am meisten wird im allgemeinen das Benzol
verwendet; man ubertragt jedoch aus dem 96%igen Alkohol nicht direkt in Ben-
zol, sondern zundchst in eine Mischung von 3 Teilen Alkohol und 1 Teil Benzol,
dann in eine aus gleichen Teilen Alkohol und Benzol und zum Schluf in ein Ge-
misch aus 1 Teil Alkohol und 3 Teilen Benzol. Das Material wird in jeder Mi-
schung solange belassen, bis beim Schiitteln keine Schlieren mehr bemerkbar
sind, ein Zeichen dafiir, dafBl die Diffusion des 96%igen Alkohols in das Alkohol-
Benzol-Gemisch restlos vor sich gegangen ist. Anschliefend kommt das Ma-
terial in reines Benzol, das ebenfalls zweimal gewechselt werden mufl, Infolge
seiner hohen Lichtbrechung macht das Benzol das Material durchsichtig und
man erkennt sofort, ob in ihm eine fehlerhafte triibe Stelle vorhanden ist.

Man setzt jetzt bei Zimmertemperatur von Zeit zu Zeit etwa.s Paraffin zu.
Meist kommt man mit den Sorten der Schmelzpunkte 54 - 56°C bzw. 60 - 62°C
aus., Das Paraffin muB rein und frei von flichtigen Kohlenwasserstoffen sein,
Am besten 148t man es deshalb vor Gebrauch ldngere Zeit im geschmolzenen
Zustand stehen; dabei gehen die flichtigen Bestandteile heraus und Verunreini-
gungen setzen sich zu Boden. Ist das Benzol bei Zimmertemperatur mlt
Paraffin gesdttigt, so bringt man es in einen Thermostaten bei 30 bis 35°C

und setzt von Zeit zu Zeit wieder etwas Paraffin zu, Dann sorgt man durch
Erhdhung der Temperatur fiir die Verdunstung des Benzols.
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Um aber alle Spuren des Losungsmittels zu entfernen, wird das Paraffin abge-
gossen und durch reines, benzolfreies ersetzt. Soweit die Durchtrankung des
Materials.

Zum eigentlichen Einbetten giefit man in ein geeignetes GefdaB reines Paraffin,
Ist dieses Gefa z.B. ein Porzellanschédlchen, so miissen die Wande mit Gly-
zerin eingerieben werden, damit der Block sich spéter herausldst, Mit einer
angewdrmten Nadel werden die Objekte im Paraffin orientiert und dann 148t
man dieses erstarren. Sobald sich eine entsprechend starke oberfladchliche
Paraffinhaut gebildet hat, kommt das Gefd mit dem Paraffin zum raschen Er-
starren in kaltes Wasser., LaBt man Paraffin langsam erstarren, so kristal-
lisiert es; es wird weil und briichig und ist dann nicht gut schneidbar.

Der so gewonnene Block wird entsprechend der in ihm enthaltenen Objekte in
einzelne Kldtzchen zerteilt, die mit der notwendigen Orientierung auf den Ob-
jekttischen des Mikrotoms mit Paraffin aufgeklebt werden. Wenn manPzraffin-
schnitte in eine Farbstofflésung bringt, so erkennt man, daf sich trotz der
Umbhiillung mit Paraffin der Schnitt anfarben ldB8t. Das ist ein Zeichen dafir,
dafl das Paraffin wohl im Zelleninnern, aber nicht in den submikroskopischen
Rdumen der Membrane ist. Daher vermag man auch ein in Paraffin eingebet-
tetes Material zur nachtrédglichen Erweichung zu quellen, wenn man einen An-
schnitt herstellt und diesen liber ldngere Zeit in Wasser oder besser in einen
sehr verdiinnten Alkohol (20 bis 30 %) einlegt. Ein Antiseptikum sollte nicht
vergessen werden.

Die Schnitte werden auf dem Objekttrdger mittels Eiweiglyzerin aufgeklebt,
das man sich aus einer Mischung von gicichen Teilen Hilhnereiweifl und Gly=-
zerin unter Zusatz von 1 g Natriumsilizylat oder 1 % Karbols&dure-Phenol als
Antiseptikum herstellt. Das Ganze wird kréftig geschiittelt und filtriert und
ist lange Zeit haltbar. - Der Objekttrdger muB vollig fettfrei sein, ehe er mit
einer Spur EiweiBglyzerin hauchdiinn eingerieben wird,

Die Schnitte werden entweder in einer Wasserschale mit temperiertem Was-
ser oder direkt auf den Objekttrédgern gestreckt, indem man auf diese reich-
lich Wasser bringt, den Schnitt darauf schwimmen 148t und vorsichtig auf un-
gefdahr 40 bis 45° C erwdrmt. Das iiberschiissige Wasser wird abgesaugt und
dann laft man den Objekttradger vollkommen trocken werden., Dann schmilzt
man das Paraffin Giber einer Flamme kurz aufund kann es mit Benzol heraus-
l6sen, wdhrend der Schnitt auf dem Objekttrdger kleben bleibt.

Die Celloidin-Methode

Das Celloidin ist in einem Gemisch aus gleichen Teilen Alkohol und Aether ge-
16st. Bei hochsten Anspriichen, wenn sehr diinne Schnitte gemacht werden miis-
sen, mufl absoluter Alkohol und wasserfreier Aether verwandt werden. In nor-
malen Féllen reicht jedoch 96%iger Alkohol und gewdhnlicher Aether. Man
stellt sich 2-, 4- und 8%ige Celloidin-L&sungen her und Ubertragt das nach
obigem Verfahren entwédsserte Material zunédchst in ein Gemisch aus Alkohol-
Aether und aus diesem zunédchst in die 2%ige Celloidin-Lésung. Die Einwir-
kungsdauer betrédgt je nach Material Stunden bis Tage. Dann wird die 2%ige
Celloidin-L&dsung durch eine 4%ige und nach entsprechender Einwirkungsdauer
durch eine 8%ige Lésung ersetzt, Ist die Durchtrédnkung beendet, so muBl das
Losungsmaterial zum Verdunsten gebracht und das Celloidin eingedickt wer-
den. Dieses geschieht in einem Exsikkator,damit der Alkohol kein Wasser aus
der Luft anziehen kann. Die Verdunstung muf so reguliert werden, daf sich
nicht oberfldchlich eine Kruste bildet, wahrend im Innern das Celloidin noch
weich ist (vergl. Vortrag von Frl, Marthen).




Fuhlt sich das Celloidin nicht mehr plastisch an, so kann es gehédrtet werden.
Dieses geschieht,indem maninden Exsikkator entweder ein Schélchen mit Chlo-
roform oder mit 70%igem Alkohol hineinstellt, so daBl die Chloroform- bzw.
Alkohldémpfe ihre hartende Wirkung ausiiben kénnen., Nach 24 Stunden schnei-
det man dieses Celloidin in einzelne Blocke, die zur weiteren Hartung in 70%-
igen Alkohol kommen. Je ldnger dieser einwirkt, umso giinstiger ist die Schnei-
dekonsistenz, Zum Schneiden werden die Blécke entweder zwischen Kork, Ho-
lundermark oder Lindenholz eingespannt oder auf den Objekttisch mit einer 8%-
igen Celloidinlosung aufgeklebt. Dazu mufl die untere Flache des Celloidin-
klétzchens mit einer Nadel aufgerauht und durch einen Tropfen Alkohol-Aether
aufgeweicht werden. Dann driickt man ihn auf die 8%ige Celloidin-L&sung und
umschmiert noch rundherum mit derselben. Eine Viertelstunde mufl er zur
Verfestigung stehen bleiben; jedoch darf in dieser Zeit der Block selber nicht
austrocknen. Er mufl deshalb von Zeit zu Zeit mit 70%igem Alkohol befeuchtet
werden., Nach einer Viertelstunde kommt das ganze in 70%igen Alkohol, wo-
durch auch das zum Aufkitten verwendete Celloidin gehédrtet wird. Geschnitten
wird unter reichlicher Befeuchtung mit 70%igemAlkohol mit schriggestelltem
Messer bei moéglichst kleinem Schnittwinkel.

Die Celloidin-Paraffin-Methode

wird in der Weise durchgefiithrt, daB das Material nach Einbettung in Celloidin
mittels Chloroformdémpfe und anschliefend durch Chloroform selbst geh&rtet
wird. Um nun alle Wasserspuren aus dem Celloidinblock zu entfernen, kommt
er in das ap4thysche Olgemisch. Dieses besteht aus 4 Gewichtsteilen Chloro-
form, 2 Teilen Origanumol, 4 Teilen Cedernholz6l, 1 Teil absolutem Alkohol
und 1 Teil kristallisiertem Phenol. Die Blécke bleiben in diesem Gemisch bis
sie vollkommen durchsichtig sind. Dann kommen sie in mehrfach gewechsel-
tes Benzol und dann werden sie in normaler Weise in Paraffin eingebettet.
Man erhédlt dann eine Masse von hornartiger Konsistenz, die mit schrédggestell-
tem Messer Schnitte bis zu Z/u ohne Schwierigkeit zulagt.

Hat man Material zu schneiden, wie Papier oder Karton, von dem die Schnitte
leicht zerfasern, so hat man die Md&glichkeit, diese mittels eines Klebefilms
(Tesafilm), der vor dem Schneiden auf die Anschnittflache gedriickt wird,
sehr diinne Schnitte herzustellen, ohne dafl sie auseinanderfallen kénnen. Eine
weitere Moglichkeit besteht in dem sog. Celloidonageverfahren, das darauf
beruht, dafl man auf die Objektoberfldche eine verdiinnte 1- bis 2%ige Celloi=
dinldésung auftropft, einige Minuten wartet, bis der Alkohol-Aether verdunstet
ist, dann zur Hértung einen Tropfen 70%igen Alkohol aufbringt und auch unter
Befeuchtung mit diesem schneidet. Es ist dies eine Schnelleinbettung der ober-
sten Schicht in Celloidin, die deshalb mdoglich ist, weil ja in diesem Fall nicht
die Bestandteile des Objektes, z.B. die Fasern, sondern nur die Hohlrdume
zwischen ihnen durchdrungen werden sollen.

Eine andere Einbettungsmoglichkeit fiir Papier besteht in einem Versteifen des-
selben durch beidseitiges Aufkleben von Tesafilm. Geschnitten wird dann zwi-
schen Kork. Ein weiteres Verfahren wurde von Jayme und Harders-Steinhduser
angegeben, die das Papier zwischen zwei starken Poly&dthylenfolien klemmen,
das ganze in einem Trockenschrank auf 110°C erwarmen, so daf die das Papier
rundherum iiberragenden Poly&athylenfolien mitihren R&ndern verschmelzen,
Hier wird also das Papier zusammen mit dem Polyé&thylen geschnitten. -

Auf andere Kunstharzeinbettungen wird in einem anderen Vortrag eingegangen,



6. "Die Gefriermethode und typische Objekte daftir"
Vortragende: Frl. Rotticher

Nach der Gefriermethode wird Gewebegut geschnitten, von dem in moglichst
kurzer Zeit eine Diagnose benétigt wird, Es sollte stets in einer 5%igen For-
malin- Losung fixiert werden, wobei man eine halbe bis eine Stunde in einem
Wasserbad gut erwdrmt, Die Schneidbarkeit hdangt nicht von der Gréfle, son-
dern von der Konsistenz des Gewebes ab, d.h. ob es fest oder lose und zer-
fallen ist. Die Gefriermethode wird anderen auch deshalb gern vorgezogen,
da bei ihr das Gewebe am besten erhalten bleibt, wéhrend die verschiedenen
Einbettungsverfahren stets zu Schrumpfungen des Materials fihren,

Das abgespiilte Gewebestiick wird auf ein angefeuchtetes Filterpapier und bei-
des gemeinsam auf den Gefriertisch des Mikrotoms gelegt. Dabei ist darauf
zu achten, daf duBere Kapseln oder Haute an der dem Messer zugewandten
Seite liegen, damit sie beim Schneiden nicht abgerissen werden. Muskelfa=-
sern orientiert man am giinstigsten quer zum Messer.

Indem man in kurzen Abstdnden etwas Kohlensdure in den Gefriertisch einldft,
148t man das Gewebestiick von unten her etwa 3 bis 4 mm hoch gefrieren. Der
weiche ungefrorene Teil wird nun vorsichtig geschnitten, wobei man darauf
achtet, daB das Mikrotommesser nicht in die hdrtere gefrorene Zone gerat.
Niemals darf man von gefrorenen Objekten dicke Schnitte abschneiden, wenn
man nicht die Schneide des Messers stark gefdhrden will, Die bliche Schnitt-
starke bewegt sich zwischen 10 und 20 ,u.Mit einem Pinsel oder auch der Fin-
gerkuppe libertrégt man den Schnitt in €ine Schale mit Wasser. Wenn man den
Pinsel vorher mit 50%igem Alkohol benetzt, streckt er sich besonders gut auf
der Wasseroberfliche., Von hier wird er mit einem Objekttrdager aufgenom-
men und mit einer feinen Nadel auseinandergezogen, Fettreiches Gewebe macht
Schwierigkeiten, weil es leicht am Messer kleben bleibt. Hier hilft stets Alko-=
hol oder Aether. Beides darf man jedoch nur nehmen, wenn kein Fettnachweis
erbracht werden muf, da Alkohol und Aether das Fett zerstoren. Sind Fettnach-
weise erforderlich, so wahlt man eine Gelatine-Einbettung. Die Gelatineblocks
chen werden in 20%igem Formalin gehédrtet und dann im Gefrierzustand ge-
schnitten. Das Aufkleben der Schnitte erfolgt mit Eiweilglyzerin.

Hat man einen Gefrierapparat mit einer Messerkihlvorrichtung, so ist man auch
in der Lage, vollig unfixiertes Material zu schneiden.

Sollen Diagnosen in wenigen Minuten, d.h. noch wdhrend der Operation gestellt
werden, so wird das entnommene Gewebe in einer 5%igen Formalinlésung stark
erhitzt, und die Schnitte werden in eine angewdrmte Farbe gebracht, da durch
das Erwarmen der Arbeitsgang erheblich abgekiirzt wird. Er kann in 5 bis 10
Minuten beendet sein.

Auch in der Botanik ist die Gefriermethode sehr gut anwendbar, wenn es sich
darum handelt, sehr saftige und grofBzellige Gewebe zu schneiden. Sind diese
jedoch sehr locker, so ist es zweckméRBiger, sie mit Gelatine zu durchtrénken.
Dazu bringt man sie zunédchst in eine 12, 5%ige Gelatinel6sung in 10%igem Kar-
bolwasser, die im Thermostaten bei 37°C stehen muBi. Nach etwa 24 Stunden
wird diese Gelatinelésung durch eine 25%ige ersetzt.

Auch die Anfertigung von Papierschnitten ist sehr gut nach der Gefriermethode
mbglich, wie von Jayme und Harders-Steinhduser angegeben wurde., Dabei wird
ein schmaler Papierstreifen, der nur 3 bis 4 mm hoch sein kann, mit der Pin-
zette aufrecht in etwas Wasser gehalten, das man auf den Gefriertisch gebracht

bowe.



hat. Dann 1a48t man Kohlens&ure einstromen, damit der Papierstreifen an-
friert und aufrecht steht. Nun wird nach und nach soviel Wasser dazugege-
ben, bis er v6llig in Eis eingeschlossen ist. Statt in Wasser, kann man
Papier auch gut in Gummi-Arabicum-Ldsung oder Gelatine einfrieren,
Liegen weiche Papiersorten vor, die keine Benetzung vertragen, so taucht
man sie kurz in Paraffin, damit sich eine oberfldchliche dinne Paraffin-
haut bildet. Dieses von einem Paraffinmantel umgebene Papier wird nach
der oben geschilderten Methode eingefroren.




7. "Erfahrungen iber Einbettungen in Kunstharze fir Textilien
und andere Materialien"
Vortragender: Prof., Dr, J. Kigser

Bei der Untersuchung, z. B. von Textilien,muf8 man sich zuerst die Frage vorle-
gen, was mit dieser Untersuchung bezweckt werden soll; ist sie rein diagnostisch
oder sollen bestimmte Teilstrukturen oder chemische Verdnderungen zu erken-
nen sein. Danach richtet es sich, ob man mit einer einfachen Methodik auskommt
oder eine kompliziertere anwenden mufl, Ein einfaches Verfahren besteht im Um-
hiillen dieser Fasermaterialien mit Gummi-Glyzerin. Gummi-Glyzerin ist eine
diinne Lésung von Gummi-Arabicum mit etwas Glyzerin. Man 1laB8t die Umhiillung
eintrocknen und kann die verklebten Fasern zwischen Kork einklemmen und schnei-
den. Oft geniigt es auch, mit Hilfe einer Nadel und eines Zwirnfadens ein Faser-
biindel in ein Stiick Kork hineinzuziehen, den Kork anzuschneiden und die An-

s chnittflache im auffallenden Licht zu untersuchen.

Fasern sind trotz ihrer Geschmeidigkeit im trockenen Zustand von ziemlicher
Hirte, so daf Einbettungen in Paraffin und Celloidin zu weich sind., Sehr gut hat
sich jedoch die Celloidin-Paraffin-Methode bew&hrt, die nur den Nachteil hat, dag
sie sehr lange dauert. Diese Einbettungsmethode wurde bereits an anderer Stelle
ausfiihrlich beschrieben., Die Schnittanfertigung erfolgt mit schréaggestelltem Mes-
ser. In neuerer Zeit werden Textilien viel in GieBharze eingebettet. Dazu werden
sie in einem Papprahmen montiert und in ein geeignetes Gefdfl gebracht und mit
dem mit 2 % eines Harters versetzten Giefharz libergossen. Bei 65°C im Trok-
kenschrank polymerisiert das Harz zu einer harten, gut schneidbaren Masse,
Sehr gut geeignet ist Plexiglas, ein Polymerisationsprodukt der Methacrylsdure-
ester. Man unterscheidet hier das Butyl-Methacrylat und das Methyl-Methacrylat.
Wéahrend das erstere die Harte eines Paraffins hat, ist das letztere erheblich h&r-
ter. Durch Zugaben von 5 bis 20 % Methyl-Methacrylat zu Butyl-Methacrylat kann
man die Harte des Plexiglases der des einzubettenden Objektes anpassen. Die
Methacrylate liefert Rohm & Haas als Monomere, die mit einem Stabilisator ver-
setzt sind, damit sie langer haltbar bleiben. Vor Gebrauch mufl der Stabilisator
entfernt werden. Man kann auch eine gebrauchsfertige Losung, das sog. Plexi-
gum beziehen, das jedoch im Eisschrank aufbewahrt werden mufl, damit es einige
Zeit haltbar bleibt. Die Objekte miissen durch Alkohol entwéssert werden. Dabei
mufl auf jeden Fall zum Schlufl absoluter Alkohol verwendet werden, damit kein
Wasser in das Methacrylat gelangt. Das Durchtranken mit Methacrylat geschieht
am besten stufenweise, indem man zun&chst ein Gemisch von 3 Teilen absolutem
Alkohol und 1 Teil Methacrylat, spédter ein Gemisch von gleichen Teilen und darauf
ein Gemisch aus 1 Teil Alkohol und 3 Teilen Methacrylat verwendet. Erst dann
tibertrdgt man in reines Methacrylat, das dann jedoch noch zweimal gewechselt
werden mufl. Dem letzten Methacrylat wird als Polymerisations-Katalysator eine
Menge von 2 % Dichlorbenzol-Peroxyd zugesetzt. Luftblasen werden entfernt, in-
dem man das Einbettgefd etwa 10 Minuten im evakuierten Exsikkator belaft. Als
Polymerisations -Gefdl verwendet man Gelatine-Kapseln, die mdglichst bis zum
Rand gefiillt und durch einen kleinen Deckel so verschlossen werden, dal m&glichst
wenig Luft mit dem Methacrylat in Beriithrung kommt. Die Polymerisation erfolgt
innerhalb von 12 bis 24 Stunden in einem Thermostaten bei etwa 47°C.

Als weitere Umschliefungsmittel waren zu nennen: das Celluloseacetat und das
Leguval. Dabei handelt es sich um ziemlich z&dhe honigartige Flissigkeiten, die
dhnlich wie das Methacrylat nach Zusatz eines Harters bei erhdhter Temperatur
polymerisieren.



8. "Das Schneiden von Kunststoffen, Gummi und &hnlichen Ma-

terialien"
Vortragender: Prof. Dr. J. Kisser

Manche Kunststoffe, wie z. B. das Plexiglas, sind ausgezeichnet schneidbar,
Auch verschiedene andere kénnen entweder unmittelbar oder mit einer Umhil-
lung oder Befestigung zwischen Kork oder Holz geschnitten werden. Vielfach
handelt es sich dabei um PVC-Produkte, die als Folien oder Kunstleder Ver-

w endung finden. Auch die Untersuchung von Film-Material aus Nitrocellulose
oder Acetat besitzt besonders dann Bedeutung, wenn es sich um Mehrschicht-
filme handelt. Das Filmmaterial ist im vorliegenden Zustand von guter Schneid-
barkeit. Bei der Untersuchung fotografischer Platten muf natiirlich die Film-
schicht vom Glas getrennt werden. Durch Einlegen in Wasser, dem etwas Al-
kohol oder Soda beigegeben ist, kann dieses leicht geschehen. Kleine Stlcke
der Gelatine-Folie werden in Formol gehédrtet und dann in beliebiger Weise
eingebettet. Wichtig ist auch die mikroskopische Untersuchung von Lackan-
strichen auf Holz, wobei einmal die Wirkung der Oberfldéchenbehandlung mit
verschiedenen Polituren, der Porenfiiller, die Verbindung mit aufgebrachten
Nitro- oder Mattlacken interessiert und andererseits die Frage, wie diese Ober-
flachenanstricke mit dem Holz, also dem Untergrund, verbunden sind. Ein wei-
teres Aufgabengebiet betrifft das Schneiden von Verleimungen, besonders in der
Holzindustrie, in der heute die sog. Verbundplatten, das sind Kombinationen

' von Holz mit Papier oder anderen Stoffen, eine wesentliche Rolle spielen. Um

das Verhalten eines Leimes studieren zu kénnen, mufl man Schnitte durch diese
Leimfugen herstellen. Die Verleimungen sind oft auerordentlich hart und stel-
len hohe Anforderuﬂgen an das Messer, Es wird deshalb h&ufig nicht méglich
sein, einen Diinnschnitt zu erhalten, sondern man wird sich damit begniigen
miissen, ein derartiges Material zu iiberschneiden und dann im Auflicht evtl,
im Fluoreszenzmikroskop die Struktur zu untersuchen,

Gummi, in erster Linie ist dabei an Naturgummi gedacht, ist im allgemeinen
viel zu weich und elastisch, um gut schneidbar zu sein. Wenn er jedoch ent-
sprechend gekiihlt wird, so erlangt er eine groBere Harte und damit eine bes-
sere Schneidkonsistenz. Die Abkiithlung muf bis auf eine Temperatur von =50
bis -60°C erfolgen. Silikon-Kautschuke zeichnen sich jedoch durch eine aufier-
gewohnliche Temperaturbestandigkeit aus und verlangen deshalb eine wesent-
lich tiefere Abkiihlung, die nur durch Verwendung von flissiger Luft oder flis-
sigem Stickstoff zu erreichen ist.

Fiir Objekte, die eine Entwasserung nicht vertragen, gibt es verschiedene in
Wasser 16sliche Einbettungsmedien, wie z.B. das Kollidon 30 von der BASF,

Es handelt sich hier um das Polyvinyl-Pyrolidon. Als Lésungsmittel wird Poly-
vinyl-Alkohol verwendet. Das Material kommt zundchst in eine 5%ige wassrige
Loésung desselben und wird dann in eine 10%ige ibertragen. In ldngeren Zeit-
abstdnden gibt man Kollidon zu bis zu einer Konzentration von 90 %. Die darin
noch enthaltenen 10 % Polyvinyl-Alkohol entfernt man entweder durch Aufbewah-
ren iiber mehrere Tage in einem Exsikkator oder durch mehrstiindiges Bestrah-
len mit einer Infrarotlampe. Die Flissigkeit verdunstet und das Material erhdlt
die gewiinschte Schneidefestigkeit.

Hier sind auch die wasserléslichen Wachse zu nennen, bei denen es sich um Po-
lysthylenglykole oder Polyathylenglykolester handelt. Sie filhren verschiedene
Handelsbezeichnungen, wie '""Karbowax'' oder '"Syntherwachse'! (Bayerwerke).

Sie sind 16slich in Wasser, Alkohol und allen aromatischen Kohlenwasserstoffen,
wie Benzol usw.. Die niedrigen Molekularverbindungen sind flissig und die hSher

b.w.



polymerisierten fest. Je hdher polymerisiert sie sind, desto hdher liegt ihr
Schmelzpunkt und desto fester sind sie. Die Durchtrdnkung der Objekte erfolgt
ebenfalls stufenweise durch allmé&hliche Steigerung der Konzentration, Zum
Schluf wird dem reinen Monomer ein Zusatz von 2 % Benzoyl-Peroxyd als Po-
lymerisationskatalysator beigegeben., Im Thermostaten bei etwa 60°C tritt
innerhalb von 24 Stunden die Polymerisation ein, Geschnitten wird bei 10 bis
15°C. Am zweckméBigsten ist es, mit etwas Trockeneis zu kithlen, Es ist

ein Nachteil der synthetischen Wachse, dafl sie stark hydroskopisch sind.

Man kann diesen Nachteil jedoch beheben, indem man die Einbettung in diese
mit der Paraffineinbettung kombiniert, indem man das eingebettete Material
im Thermostaten bei 60°C véllig trocknet, dann.10 Minuten in Xylol und 30
Minuten in geschmolzenes Paraffin legt. Dann wird es wie Paraffin-Material
eingebettet und weiter behandelt. Dadurch ist es von einem wasserundurch-
lassigen Paraffinmantel umgeben. Man braucht-also eine Wasseraufnahme

aus der Luft nicht mehr zu befiirchten.

In diese Gruppe gehdren auch die Cremolane der BASF. Es sind dies Athylen-
oxydpolykondensations- bzw. -Polymerisationsprodukte. Diese sind in den
gleichen Flissigkeiten 16slich wie die Syntherwachse, Die Einbettung in dieses
Material ist recht einfach: Das Objekt wird leicht abgetrocknet und in reines
Cremolan 60 gebracht, das man bei einer Temperatur von 55°C stehen lafit,
bis das Objekt untersinkt, also durchtréankt ist. Das Cremolan wird mehrfach
gewechselt und zum Schluf in den Eisschrank gestellt, wo es erstarrt. Die
Schnitte werden auf entspanntem Wasser gestreckt. Dabei 16st sich das Cremo-
lan und die Schnitte sinken unter. Sie werden dann in der iliblichen Weise wei-
ter behandelt.



9. "Féarbung und Differenzierung von histologischen Objekten"
Vortragender: Prof. Dr. J. Kisser

Die Farbetechniken wurden in erster Linie fiir das menschliche und tierische
Material entwickelt. Wenn man einen Schnitt unter dem Mikroskop betrachtet,
erkennt man meist nicht all zu viele Einzelheiten. Werden jedoch die Zellker-
ne mit dem blauen Hamatoxylin und ihre Umgebung mit Eosin rot gefdarbt, so
treten die einzelnen Bestandteile deutlich hervor,

Die Frage, warum dieser Farbstoff dieses Detail und ein anderer Farbstoff
jenes Detail anfarbt, ist nicht in allen Punkten restlos gekldrt. Es sind eine
ganze Reihe von physikalisch-chemischen Erlduterungsversuchen gemacht
worden. Eine wesentliche Rolle spielen die elektrischen Faktoren,und zwar
sowohl die der Farbstoffe als auch die des Substrates. Dadurch gelingt es,
Strukturen, die eine bestimmte H-Ionen-Konzentration aufweisen, durch ent-
sprechende Farbstoffe elektiv anzufdrben.

Wir unterscheiden aber auch saure und basische Farbstoffe, also solche, die
eine Sdure-Gruppe enthalten oder das Salz einer S&ure darstellen und solche,
die eine Base oder das Salz einer Base darstellen, Richtiger wére es wohl,
von positiv oder negativ geladenen Farbstoffen zu sprechen. Natirlich gibt

es auch neutrale Farbstoffe, die weder basische noch saure Gruppen besitzen,
wie das z.B. bei den Fettfarbstoffen der Fall ist. Als amphotere Farbstoffe
bezeichnet man solche, in denen eine Farbs&ure mit einer Farbbase zu einer
Salzbildung gefiihrt haben.

Unter Methachromasie versteht man die Tatsache, daf man mit einem Farb-
stoff verschiedene Gewebe- oder Zellelemente mit unterschiedlicher Farbe
anfdrben kann. Jedoch mufl man hier zwischen der echten und der falschen
Methachromasie unterscheiden, da bei der falschen Methachromasie ein Zu-
satz bzw. eine Verunreinigung mit einem anderen Farbstoff zu methachroma-
tischen Erscheinungen fiihrt,

Die Féarbungen koénnen hinsichtlich der Art der Bindung des Farbstoffes an
einzelne Strukturelemente recht unterschiedlich sein. Man unterscheidet in
dieser Hinsicht die progressiven und die degressiven Farbungen, Bei der
progressiven Farbung werden nur ganz bestimmte Zellstrukturen angeféarbt,
Wenn sie mit dem Farbstoff vollgeladen sind, kénnen sie keinen weiteren auf-
nehmen, d.h. es tritt eine gewisse Sattigung ein. Bei der degressiven Farbung
jedoch wird zunéchst alles angefdrbt, und man muf jetzt rickwarts gehen, da
manche Zellstrukturen den Farbstoff stdrker festhalten als andere. Man er-
halt also eine Differenzierung durch Herausl6sen des lockergebundenen Farb-
stoffes.

Man muB auch zwischen den sog. substantiellen oder direkten Fédrbungen oder ad-
jektivischen oder indirekten Farbungen unterscheiden. Bei den ersteren 148t man,
gleichgiiltig, ob die Farbung progressiv oder degressiv ist, den Farbstoff auf
das Objekt einwirken. Bei den adjektivischen oder indirekten Farbungen wird

der Farbstoff von dem betreffenden Strukturelement nicht oder nur sehr schwach
festgehalten. In diesem Fall wird das Gewebe zundchst gebeizt, z. B. mit Eisen-
alaun, Zinkchlorid etc. Die Beizfliissigkeit wird von bestimmten Strukturen
festgehalten, und wenn man jetzt fairbt, so verbindet sich die Beize mit dem
Farbstoff zu einem sog. Farblack.

b.w.



Man kann Schnitte mit einem einzigen Farbstoff fairben oder auch mit zwei oder
drei. Man spricht dann von einer Mehrfachfdarbung, Diese ist sehr wichtig, wenn
in einem Objekt mehrere Strukturen durch unterschiedliche Farbung zur Dar-
stellung gebracht werden sollen. Man erhilt fiir diesen Zweck oft Farbstoff-
gemische mit zwei oder drei Komponenten und spricht bei Verwendung dersel-
ben von einer simultanen Mehrfachfirbung, Farbstoffe sind aber oft nicht ge-
genseitig vertrédglich., Dann mufl man sie nacheinander verwenden, Man spricht
dann von einer sukzessiven Mehrfachfarbung.

Man unterscheidet auch zwischen der Schnittfarbung und der Stiickfarbung. Es
ist einleuchtend, da es bequemer ist, wenn man im Stiick vor der Einbettung
in Paraffin oder Celloidin farben kann, da man dann gleich fertig gefarbte
Schnitte erh&lt. Viele Farbstoffe haben jedoch so grofle Molekiile, daf sie ein
groBeres Gewebestiick nur schwer durchdringen kénnen, Aus diesem Grund
sind die Stiickfdrbungen sehr beschrénkt anwendbar. Wir sind in den meisten
Fdllen gezwungen, den fertigen Schnitt, der ja relativ dinn und durchléssig
ist, zu f&rben. :

Die Farbung selbst wird auch von verschiedenen AuBenfaktoren wesentlich
beeinflult, so durch die Art der Fixierung, wie der Struktur des Materials.
Man kann daher anhand eines unterschiedlichen farberischen Verhaltens Struk-
turverdnderungen nachweisen,

Die Farbstoffe sind teils wasserlsslich, teils alkoholldslich, und sie werden
meist mit Angabe des pH-Wertes der Losung, d.h. der Angabe ihrer H-Ionen-
Konzentration geliefert. Man sollte stets bedenken, daf nicht alle Farbstoff-
Ldsungen unbegrenzt haltbar sind, und auf jeden Fall sollten die Farbstoff-
Losungen vor Licht geschiitzt werden.

Eine besondere Art der Farbung gewinnt auch bei manchen technischen Pro-
dukten Bedeutung, und zwar die Farbung mit fluoreszierenden Farbstoffen,
Eine Reihe von Objekten besitzt schon éine natiirliche Fluoreszenz, z.B. Pflan-
zenstengel, die es erlaubt, im Fluoreszenz-Mikroskop verschiedéne Struktur-
elemente nachzuweisen, Dann gibt es aber die sog. Sekundédr-Fluoreszenz,
Das ist ein Einfarben mit stark verdiinnten fluoreszierenden Loésungen, Die
fluoreszierenden Farbstoffe werden nur von bestimmten Zellelementen festge-
halten, die nun in allen méglichen Farben unter dem Fluoreszenz-Mikroskop
aufleuchten. Gerade bei der Untersuchung von verschiedenen Verleimungen
oder verschiedenen Oberflachenbehandlungen spielt diese Methode heute eine
wesentliche Rolle.



