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Vorwort zur ersten Auflage.

Der freundlichen Aufforderung des Verlags, eine Technik
der mikroskopischen TUntersuchung des Nervensystems zu
schreiben, glaubte ich vor allem aus dem Grunde nachkommen
zu diirfen, weil zurzeit wohl ein Bediirfnis fiir ein solches Buch
worliegt. Die bekannte Firbetechnik von Pollack ist seit fiinf
Jahren nicht wieder erschienen, und inzwischen haben sich viele
Wandlungen in der neurohistologischen Farbetechnik vollzogen,
so daB eine neue Zusammenstellung des Wichtigsten
praktisch notwendig erscheint.

Nur eine solche kurze Zusammenfassung soll dieses Buch
geben. Fir spezielle histologische oder histopathologische Fragen
kann diese Technik kein Wegweiser sein; sie miifite sonst recht
umfangreich werden, und dann wire sie eben fiir den Anfinger,
der sich orientieren will, praktisch unbrauchbar. Ein volumindéses
Lehrbuch aber ist auch deshalb entbehrlich, weil ja in der soeben
neu aufgelegten Enzyklopidie der mikroskopischen
Technik ein gutes Nachschlagewerk existiert, in welchem die
neurohistologischen Fragen von autoritativer Seite behandelt
sind, z. B. von Bethe, Nissl, Weigert.

Entsprechend dem Zwecke des Buches sind hier vorwiegend
die speziellen und besonders hiufig gebrauchten Farbemethoden
fiir das Nervensystem besprochen. AuBerdem wurde von den
allgemeinen Regeln iiber Fixieren, Einbetten und Schneiden
das Notwendigste erwihnt. Im iibrigen muf} in dieser Beziehung
auf die allgemeinen histologischen und histopathologischen
Techniken verwiesen werden, etwa auf die von Kahlden-Gierke
und die von Schmorl.



v Vorwort.

Dem rein technischen Teil glaubte ich zwei Kapitel vor-
ausschicken zu sollen: eines, das eine Einfiihrung in die Prin-
zipien der Farbetechnik gibt, und ein anderes, das iiber die
wichtigsten Ziele und Untersuchungszwecke in der nor-
malen und pathologischen Histologie des nervisen
Gewebes orientiert. Beide Kapitel sind so knapp als mdglich
gehalten. Das erste soll lediglich einen Einblick geben in die
Farbeprozeduren, denen der Anfinger oft in einer geradezu
quilenden Ratlosigkeit gegeniibersteht. Fiir spezielle Fragen
wiren natiirlich die einschligigen Werke, besonders das Buch von
Pappenheim (Grundril der Farbchemie), zu Rate zu ziehen.
Ebenso soll das zweite Kapitel nur einen Begriff davon geben,
welche Bedeutung die verschiedenen Methoden haben, und welche
Ziele man mit der so oder so gearteten Fixierung verfolgt. Den
gleichen Zweck haben die jedem Abschnitt iiber die betreffenden
Untersuchungsmethoden vorausgestellten Bemerkungen, die aller-
dings manchmal die bereits in den zusammenfassenden Kapiteln
besprochenen Dinge wieder beriihren.

Freiburg i. Br.,, den 1. Februar 1911.

W. Spielmeyer.



Vorwort zur zweiten Auflage.

In der zweiten Auflage hat diese Technik einige Ergin-
zungen und Verbesserungen erfahren, welche sich aus den Fort-
schritten der Methodik und den inzwischen gemachten praktischen
Erfahrungen ergaben. Manche Mingel und Unklarheiten wurden
verbessert, durch Zusitze gewisse Schwierigkeiten der Methoden
und ihre Uberwindung schirfer gekennzeichnet. Dabei hat das
kleine Buch seine urspriingliche Gestalt nicht wesentlich gedndert.
Nur erschien es mir diesmal notwendig, die Besprechung ein-
zelner Reaktionen auf bestimmte Ablagerungs- und Degenerations-
produkte aus der allgemein pathologischen Methodik auch in
diese spezielle Technik zu iibernehmen und ein kleines Kapitel
tiber die Farbung der in der Neurohistologie wichtigsten Mikro-
organismen anzufiigen. Leider konnte ich dem mir gemachten
Vorschlage nicht folgen, eine gesonderte Besprechung der Me-
thoden fiir das vegetative Nervensystem zu geben; denn am
brauchbarsten sind auch hier bislang die im folgenden zitierten
Elektivmethoden, zum Teil in der Modifikation, wie sie das
Kapitel ,Die Darstellung des peripheren Nervensystems* enthalt.
Auch muBite ich es mir versagen, dieses Buch durch Hinweise
auf die Literatur und durch Illustrationen von histopathologi-
schen Befunden zu erweitern — wie das von verschiedenen Seiten
gewiinscht wurde. Das hétte den Raum der ,Technik®, die ja
nur ein praktischer Wegweiser sein soll, ungebiihrlich vergroBert;
und es gehdren diese Dinge wohl mehr in eine ,pathologische
Anatomie des Nervensystems“. Ich hoffe diesen Wiinschen in
meinem Lehrbuche, das dieses Jahr im gleichen Verlage er-
scheinen wird, gerecht zu werden.

Miinchen, den 8. Januar 1914.
W. Spielmeyer.



Vorwort zur dritten Auflage.

Bei der Umarbeitung des ersten Abschnittes wurden die
Ergebnisse der neueren physikalischen und chemischen For-
schungen iiber das Wesen der Fiarbung beriicksichtigt. Dem
zweiten Kapitel habe ich nur einige Ergénzungen und Ver-
besserungen eingefiigt, weil ich mit einer — anfangs von mir
geplanten — Erweiterung dieser histopathologischen Darlegungen
den Umfang der kleinen »Technik« allzusehr ausgedehnt hitte
und weil ich diese Dinge in dem allgemeinen Teile meiner
» Histopathologie des Nervensystems« vor nicht langer Zeit ein-
gehend behandelt habe. Jenes Buch enthélt auch zahlreiche
Abbildungen, die als Beispiele fiir den Effekt der Farbemethoden
und fiir die damit gewonnenen histopathologischen Befunde
dienen kénnen. Die Kapitel von den Fiarbungen der einzelnen
Gewebsbestandteile sind entsprechend den Fortschritten der
Methodik ergidnzt worden; manches aus fritheren Auflagen, das
sich uns inzwischen als weniger wichtig erwies, habe ich weg-
gelassen oder in Kleindruck gebracht. Grundsitzlich neue Elektiv-
fairbungen hat uns die Zeit seit dem Erscheinen der zweiten
Auflage nicht gebracht. Aber die Bemiihungen so vieler Autoren
haben doch mancherlei wichtige Verbesserungen der Methodik
und neue Farbeverfahren kennen gelehrt, so hinsichtlich der
Darstellung der Neuroglia, des jungen Bindegewebes und besonders
der Spirochiten im zentralen Gewebe. Ich habe auch diesmal
nur solche Methoden in das Buch aufgenommen, die sich mir
und meinen Mitarbeitern bewdhrt haben. KEs mag sein, dal
andere mit hier nicht erwihnten Verfahren mehr Gliick gehabt
haben als wir, und dafl deshalb mancher in dem Fehlen dieser
oder jener neuen Methode einen Mangel sehen wird.

Miinchen, August 1924.
Deutsche Forschungsanstalt fiir Psychiatrie,
Kaiser Wilhelm-Institut, Miinchen.
W. Spielmeyer.
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Erstes Kapitel

Von den Prinzipien der Firbung und den
elektiven Fiirbemethoden.

Durch das Féarben wollen wir uns in der Histologie die ein-
zelnen Gewebsbestandteile sichtbar machen, um sie in ihrer
miorphologischen Eigenart erkennen und von anderen Gewebs-
elementen unterscheiden zu konnen. Im Gegensatz zum indu-
striellen Firben, wo die mehr oder weniger kiinstlerischen Rich-
tungen des Geschmacks die Farbung bestimmen, und wo in der
Regel auch nur eine gleichmifige Farbung des ganzen Gewebes
angestrebt wird, ist das histologische Firben ein Differen-
zieren: es gilt, die einzelnen morphologischen Individualititen
different voneinander zur Darstellung zu bringen, ,,indem man sie
allein gefirbt, stark gefirbt oder in anderen Nuancen wie andere
gefirbt zu erhalten trachtet” (PAPPENHEIM).

Eine solche differenzierende fiarberische Darstellung der Ge-
websbestandteile wird oft schon dadurch erreicht, daB die be-
treffende Farbe, wenn auch fast alle anderen Strukturelemente
sie ebenfalls annehmen, doch nur auf bestimmte morphologische
Individuen wirklich intensiv einwirkt und dann beim Waschen in
Wasser nicht wieder schwindet. Eine solche fiarberische Differen-
zierung erzielt man bei Einwirkung gewisser sehr schwacher Farb-
l6sungen, wie z. B. mancher Karmin- und Hématoxylinlosungen;
es werden hier, auch bei mehrstiindigem Aufenthalt des Priparats
in der Losung, nur gewisse Gewebsstrukturen, z. B. nur die Kerne,
gefarbt; das andere Gewebe ist diffus angefiirbt, aber in einer so
schwachen Nuance, daB sich die intensiv gefirbten Substratteile
klar abheben; die Farbung ist damit beendet (progressive Far-
bung). Bei anderen, und zwar bei den meisten Verfahren wird
die optische Unterscheidung der histologischen Elemente nach
anfinglicher Uberfarbung erst durch nachtrigliches Ams-
waschen und Differenzieren erreicht, wobei die intensiver

Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 1



2 Von den Prinzipien der Farbung und den elektiven Férbemethoden.

und ,echter” gefirbten Gewebskdrper die Farbe linger festhalten,
wihrend die anderen unter dem Einflul der Differenzierungs-
fliissigkeit (Alkohol, Sduren, Anilindl usw.) sich rascher und leich-
ter entfirben. Es ist klar, daf bei dieser Methode, die man
regressive Farbung nennt, das Resultat der Farbung in ge-
wissem Grade von -der Willkiir des Untersuchenden bestimmt
werden kann; nur der Geiilbte wird sie mit annihernder Zuver-
lassigkeit anwenden konnen (M. HEIDENHAIN, ROMEIS).

Die verschiedenen Gewebsbestandteile haben verschiedene Af-
finitit zu den verschiedenen Farbstoffen. Die Kerne z. B. firben
sich vornehmlich mit basischen, das Plasma vornehmlich mit
sauren Farben. Diese Tatsache macht man sich fiir eine poly-
chromatische Farbung zunutze. Durch gleichzeitige oder
durch sukzessive Farbung mit firberisch mdglichst ungleich-
artigen Substanzen erreicht man eine Doppel- oder Mehrfach-
fairbung im Gewebe, wobei die verschiedenartigen Gewebsbestand-
teile entsprechend ihrer Neigung mehr diesen oder mehr jenen
Farbstoff an sich ziehen (z. B. UNNA-PAPPENHEIMsche Methyl-
griin-Pyroninfirbung, van Giesons Methode, Hamatoxylin-Eosin-
firbung). Auch bei Anwendung nur eines Farbstoffes kann eine
Doppel- oder Mehrfachfirbung dadurch gelingen, dal sich be-
stimmte Gewebsteile in einer von dem Grundton der Farbe ab-
weichenden Nuance firben (Metachromasie); dies ist der Fall
z. B. bei der metachromatischen Férbung des Plasmas der Plasma-
zellen und bei der metachromatischen Rotfirbung gewisser Gra-
nula (REICH) der Nervenfaserzellen (ScHWANNschen Zellen) im
Toluidinblaupriparat.

Wie man sich den Akt der Firbung vorzustellen hat, dariiber
gehen die Ansichten weit auseinander — wie weit, das zeigt be-
sonders klar die Diskussion, die jiingst iiber die kritische Aus-
wertung gefiirbter Strukturen an fixierten Priparaten zwischen
vON MOLLENDORFF und UNNA stattgefunden hat. UNNA hilt auch
heute streng an der chemischen Auffassung fest. Fir ihn ist die
Farbung ein chemischer Prozel, auf den physikalische Vorginge
nur einen einschrinkenden, keinen auslesenden EinfluB haben;
es komme fiir die tinktorielle Auslese alles auf das Vorhanden-
sein chemischer Affinitéiten zwischen Farbe und Gewebe an.
VON MOLLENDORFF, dem wir wichtige Arbeiten zur Theorie der
Farbung verdanken, stellt dieser Theorie scharf die physikalische
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Auffassung der Vorgénge gegeniiber: die physikalischen Eigen-
schaften der Gewebe seien von so beherrschendem EinfluB auf
die Farbverteilung im abgetdteten Gewebe, dall man vorerst von
rein chemischen Wirkungen nichts erkennen kénne. — Nach allen
neueren Untersuchungen ist gréfite Vorsicht geboten, aus firbe-
rischen Eigentiimlichkeiten geradlinig Schliisse auf bestimmte
chemische Bausteine des Gewebes zu ziehen. Wir sehen wohl,
daB manche Gewebsteile leichter und intensiver basische Farben
annehmen, andere umgekehrt eine Vorliebe fiir saure Farbstoffe
zeigen; aber die sogenannten basophilen Strukturen firben sich
bei besonderer Versuchsanordnung auch mit sauren und ebenso
die oxyphilen mit basischen Farben. Ziemlich alle Gewebsbe-
standteile sind mit den chemisch verschiedenartigsten Farbstoffen
farbbar, sie haben also keinen scharf bestimmten sauren oder
basischen Charakter. Die oft gemachte Annahme, es mdochte die
chemische Verschiedenheit in der Zusammensetzung der einzelnen
Strukturbestandteile fiir die Verbindung mit jeweils bestimmten
Farbstoffen verantwortlich sein, trifft nach voN MOLLENDORFF
fiir die iibergrofe Mehrzahl der Fille nicht zu.

Mehr als jetzt sah man gewdhnlich in der Farbung des animali-
schen Gewebes einen vorwiegend chemischen ProzeB. Die direkte
histologische Farbung sollte auf einer Salzbildung zwischen Gewebe
und Farbstoff beruhen: der Farbstoff wird als gelGstes Salz zu-
gefiihrt, das Gewebe sprengt kraft seiner chemischen Affinitdten
die Bindung, reifit die freigewordene Farbbase oder Siure an
sich und verankert sie, indem sie sich mit ihr zu einem Salz
verbindet. Aber auch die Mitwirkung von physikalischen Fak-
toren wurde von vielen betont: zum Zustandekommen einer Fér-
bung sei die Wasserloslichkeit des Farbstoffes, der Wassergehalt
der Materie notig, Permeabilitit und Porositit des Substrates
sei Voraussetzung fiir das Eindringen des Farbenmolekiils. Der
physikalische Faktor der Dichte der Gewebsstruktur wurde be-
sonders von HEIDENHAIN in seiner Bedeutung fiir die Farbung
und Entfirbung frithe erkannt; #hnlich hatte PAPPENHEIM den
EinfluB der verschiedenen Diffusionsgeschwindigkeit betont. Heute
werden von A. FISCHER, VON MOLLENDORFF u. a. wie gesagt solche
physikalischen Momente in den Vordergrund gestellt. Der Aus-
fall der Farbung ist in erster Linie abhéingig von der verschie-
denen Dichte der Struktur einerseits, der Dispersitit der Farb-

1*



4 Von den Prinzipien der Farbung und den elektiven Firbemethoden.

stofflosung andererseits. Bei den saueren Farbstoffen ist es leicht
erweislich, daB der diffusionsfahigere Bestandteil einer Farb-
mischung die dichter strukturierten Orte bevorzugt, der weniger
diffusionsfihige die weitporigen Strukturen; umgekehrt wird gut
ins Gewebe eingedrungener Farbstoff aus den grobmaschigen Ge-
websteilen am ehesten entfernt, wihrend die dichtesten Gewebs-
teile am lingsten gefirbt bleiben (vOoN MOLLENDORFF). AuBer
einer solchen Durchtrinkungsfarbung gibt es nach von MOLLEN-
DORFF noch Niederschlagsfirbungen bei bestimmten basischen
Farbstoffen; sie erfolgen an bestimmten Gewebsarten und sind
an die Gegenwart von sauren Kolloiden gebunden. Auch diese
farberischen Vorgénge sind aber nicht rein chemisch zu deuten,
sondern waren kolloidchemischen Phinomenen zuzurechnen?l).

Unter einfachsten Bedingungen kommt eine Farbung ledig-
lich durch die Wechselwirkung zwischen Farbbad und Gewebs-
substanz zustande. Diese einfachste Form der Farbung nennt
man substantive Farbung. Eine substantive Fiarbung ist z. B.
die Darstellung der Ganglienzellen mittels basischer Anilinfarb-
stoffe an Material, das in Alkohol (einer nicht beizenden Flissig-
keit) fixiert ist (NissL-Farbung). Es fallt der Begriff der sub-
stantiven, natiirlichen Farbbarkeit des Gewebes im wesentlichen
mit dem zusammen, was BETHE die prim#ire Fiarbbarkeit
nennt (wobei allerdings vorwiegend die natiirliche Férbbarkeit
durch basische Farben gemeint ist).

Nun ist aber nur eine beschriinkte Anzahl von Gewebsstruk-
turen durch die substantive Firbung different darstellbar. Manche
Gewebselemente verhalten sich vielen Farben gegeniiber bei sub-
stantiver Farbung refraktir, und vor allem gehen die meisten
Gewebsstrukturen bei dieser einfachsten Farbemethode in einer
diffusen Farbung unter. Aber es kommt doch in erster Linie
darauf an, durch die Farbung bestimmte morphologische
Individualitdten optisch hervorzuheben und nicht in toto
das Gewebe gleichmiBig zu firben. Um eine elektive Firbung

1) Fiir ein genaueres Studium der Firbetheorie nenne ich auBler
der Encyklopddie der mikroskopischen Technik die Verdffent-
lichungen von BrcrrOLDT, BETHE, F1SCEER, HEIDENHAIN, LIESEGANG,
P. MaYER, MicHAELIS, VON MOLLENDORFF, PAPPENHEIM, UNNA. (Lit. cit.
bei RomEIs: Taschenbuch der mikroskopischen Technik von Béum und
OrPEL.)



Substantive und adjektive (Beiz-) Firbung. b

morphologisch zusammengehériger Strukturen zu erzielen, dazu
geniigt im allgemeinen die einfache substantive Farbung nicht;
wir bedienen uns zu diesem Zweck vielmehr vorwiegend des
zweiten, etwas komplizierteren Verfahrens, némlich der adjek-
tiven Farbung, die man auch Beizenfirbung nennt. Durch
die ,,Beizung*“ soll eine natiirliche primére Chromatophilie ver-
stirkt oder, wo diese ganz fehlt, kiinstlich ersetzt werden.

Die Firbung mit Hilfe von Beizen ist seit langem in der in-
dustriellen Technik im Gebrauch. Der Baumwolle fehlt z. B. die
Affinitdt fiir viele saure und basische Farben, welche Seide und
Wolle substantiv firben; man kann nun die Baumwolle kiinst-
lich fiir solche Farbstoffe aufnahmefihig machen, indem man sie
durch Beizen (Tannin, Metalloxyde) prépariert.

Es geht also bei der adjektiven Methode die Fiarbung durch
Vermittlung eines dritten Korpers, der Beize, vor sich.
(In der farbetechnischen Behandlung des animalischen Gewebes
soll freilich nach P. MAYER die Bezeichnung ,Beizung® fiir die
adjektiven Farbungen nur in beschrinkter Zahl der Fille zu-
treffend sein.) Mit der sogenannten Beize wird das Gewebe ge-
wohnlich vorher behandelt, sie prapariert den Boden zur Auf-
nahme der Farbe, und es wird nicht die Faser direkt, sondern
die in ihr aufgespeicherte Beize gefirbt (Chrombeizung fiir die
Hématoxylinfirbung der Markscheiden); oder man fiihrt auch den
beizenden Stoff dem Farbbade selbst zu, wie z. B. vielen
Himatoxylinl6sungen (BOHMERs, DELAFIELDS Hamatoxylin), die
ohne Beize iiberhaupt nicht wirksam sind. Endlich kann man
nach der Farbung beizen, um die Farbe fiir die nachfolgende
Differenzierung auf bestimmte Gewebsbestandteile zu fixieren
(z. B. Jodierung bei der GRaMmschen Methode und bei der Fibrin-
farbung).

Die Beize stellt also nach dem WEIGERTschen Vergleich einen
Ambozeptor dar, der sich mit dem Gewebe einerseits, mit der
Farbe andererseits verbinden muf}, damit ein Resultat zustande
kommen kann; die Farbe entspricht in dem ganzen Akte der
adjektiven Farbung dem Komplement. Es entsteht bei der
Beizenfirbung eine Tripelverbindung, und diese hat, im Ver-
gleich zu den Firbungsprodukten bei der substantiven Farbung,
die Eigenschaft, ,echt®, d. h. sehr resistent zu sein; sie wider-
steht dem entfirbenden EinfluB nicht nur des Wassers, sondern
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auch des Alkohols, verdiinnter Siuren usw. Diese echten, un-
16slichen oder schwerlgslichen Farbverbindungen, die durch Ver-
mittlung der Beize im Gewebe entstehen, nennt man Lacke.

Fiir das Zustandekommen einer adjektiven Firbung ist es
also notwendig, dall die Beize eine Verbindung mit dem Gewebe
eingehen kann, und dafl dann noch ,haptophore“ Gruppen der
Beize iibrig bleiben, die die Farbe an sich verankern. Die Beize
muB eine ,,Verbindung” mit dem Gewebe eingehen kénnen. Viele
Fixierungsmittel sind zugleich auch Beizen (Sublimat, MULLER-
sche Fliissigkeit). Sodann muB die auf den Farbstoff passende
Beize gesucht werden. Man wihlt fiir basische Farbstoffe saure
Beizen und entsprechend fiir saure (phenolische) Farben basische
Beizen. Die gebriduchlichsten sauren Beizen fiir basische Farb-
stoffe sind Gerbstoffe (Tanninldsungen), die gebriuchlichsten
basischen sind Metalloxyde (Kupfer, Chrom, Eisen).

In nicht seltenen Fillen geniigt nun zur Verankerung des
Farbstoffes die Vermittlung einer Beize allein nicht; wie man in
der Photographie mit Verstirkungsmitteln arbeitet, so wendet
man auch hier in solchen Fiallen zwei oder mehrere Beizen
an. Einer sekundidren Beizung (,Remontage“) bedient man
sich z. B. bei der WEIGERTschen Markscheidenmethode, indem
man die in Chromaten gebeizten Bldcke noch kupfert.

Fiir die firberische Darstellung bestimmter Gewebsbestand-
teile kommt es also bei der adjektiven Féarbung darauf an, die
geeignete Beize und den geeigneten Farbstoff herauszufinden.
Hierzu sind systematische Untersuchungen und ein sehr gedul-
diges Ausprobieren notwendig. Mustergiiltig sind in dieser
Hinsicht die Studien WrigERTs zur Elektivfirbung der
Markscheiden und der Neuroglia.

Fiir die elektive Darstellung bestimmter zusammengehdriger
Strukturen kommt es nicht zum wenigsten auch auf die Ermitt-
lung des zweckmiBigsten Entférbungsmittels an. Vielfach
empfiehlt sich zur Differenzierung die nachtrigliche Anwen-
dung der urspriinglich als Beize wirkenden Substanz (Eisen-
ammoniumoxyd, Tannin); nur der eigentliche, festhaftende Farb-
lack leistet Widerstand, der locker ans Gewebe gebundene Farb-
stoff wird entfernt. Ferner eignen sich zur Differenzierung die
sogenannten Bleichmittel, wie unterschwefligsaures und unter-
chlorigsaures Kali. Es handelt sich dabei um Reduktions-
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vorginge, die in gewisser Weise verstirkt werden kénnen durch
die vorherige Einschaltung einer Oxydationsprozedur, z. B. durch
die Anwendung von Kalium hypermanganicum vor der Behand-
lung mit unterschwefliger Siure. Durch die Reduktion der in
bestimmten Gewebsteilen abgelagerten Metallsalze kénnen diese
auch direkt sichtbar gemacht werden (Silberreduktion z. B. bei
der Fibrillenimpriagnation). Manche Metallsalze, die man bei der
Differenzierung verwendet, wirken einerseits als Beize, indem sie
den Farbstoff in gewissen Partien befestigen, andererseits als Ent-
farbungsmittel, indem sie das Abstofen der sonst im Gewebe
haftenden Farbe begiinstigen (Jodjodkalildsung).

Bei der auBerordentlichen Kompliziertheit des zentralen Ge-
webes hiangt fiir die histologische Analyse alles von einer elek-
tiven Darstellung der einzelnen Gewebselemente ab.
Mit substantiven Farbungen kommen wir da in den allermeisten
Fillen nicht zum Ziel. Eine Ausnahme bildet die substantive
(primére) Farbung der Ganglienzellgranula und der Fibrillen. Sonst
sind wir auf die Anwendung der Beizen angewiesen, die vor
allem dem Zwecke dienen, nur bestimmten morphologischen
Einzelheiten eine besondere Echtheit der Farbung zu verleihen,
die sich bei der Differenzierung in einer Widerstandsfihigkeit
eben gerade nur dieser gefirbten Teile im Gegensatz zu anderen
Gewebsstrukturen ‘dokumentiert. Denn je nach der Affinitat der
Beize zu gewissen Gewebsbestandteilen ist das Haften der Beize
verschieden stark, und dem entspricht dann auch die verschieden
groe Echtheit der Farbung. Auf die verschiedene Resistenz
der Beizfarben in den verschiedenen Gewebsbestand-
teilen spekulieren wir bei den Versuchen einer elektiven Dar-
stellung der nervisen und nicht nerviosen Strukturen.

Fiir die histologische Analyse des Nervensystems besitzen wir
jetzt eine Anzahl von ausgezeichneten Elektiviirbungen, welche
uns einen Einblick in die wichtigsten Struktureigentiimlichkeiten
des nervisen Gewebes geben. Wir haben Elektivfarbungen fiir
die Ganglienzellen, die Fibrillen, Achsenzylinder, Mark-
scheiden und die Neuroglia; auch manche Zerfallsprodukte
konnen wir uns durch gewisse firberische Prozeduren sichtbar
machen. Nicht alle unsere neurohistologischen Elektivmethoden
erfilllen die Bedingungen, die eine vollkommene Methode besitzen
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sollte; zum Teil sind sie nicht ganz elektiv, und dann arbeiten
sie nicht immer sicher und vollstindig genug. Fir die Auf-
deckung gewisser normalhistologischer Strukturen ist nun eine
absolute Vollstandigkeit der Farbung lange nicht so erforderlich
und auch die Sicherheit der Methode nicht so unentbehrlich wie
fiir die histopathologische Analyse. Das hat besonders auch
WEIGERT oft betont: daB der pathologische Anatom gréBere An-
spriiche an die Giite einer Methode stellen miisse als der normale
Anatom; der letztere konne sich damit zufrieden geben, wenn
auch nur eine einzige Stelle im Priparat gewisse morphologische
Strukturen vollstandig gefarbt zeigt, da er eben dann wisse, wie
an dieser Stelle die betreffenden morphologischen Dinge beschaffen
seien. Der pathologische Anatom aber mull von einer Me-
thode sowohl die Vollsténdigkeit in der Darstellung der be-
treffenden morphologisch zusammengehorigen Elemente wie auch
die ‘Sicherheit des Gelingens der Methode verlangen. Der
Erfolg der Methode diirfte nicht ,auf der Schneide eines sehr
kurzen Zeitabschnitts bei irgendeiner der dabei vorkommenden
Prozeduren stehen®.

An solchen Méngeln aber kranken vor allem unsere Dar-
stellungsverfahren der faserigen und zelligen Neuroglia, der fibril-
laren Strukturen im Nerven und in den Endaufsplitterungen der
Axone. In dieser Richtung vor allen Dingen und auch beziiglich
der noch unzuléinglichen histologischen Auflosung des N1ssLschen
,,Graus“ ist eine Vervollkommnung der Methodik anzustreben.

Als ein weiteres wichtiges Ziel der Technik gilt es, solche
Farbeverfahren zu finden, die als mikrochemische Reagenzien
dienen konnen; ,der héhere Zweck des histologischen Firbens
ist die Auffindung mikrochemischer Reaktionen, sie sollen uns
der AufschlieBung der physiologischen Funktion der Zellen und
Gewebe naherbringen“ (PAPPENHEIM). Wie weit nach dem vor-
hin Gesagten solche Hoffnungen fiir die normalhistologische
Analyse erfiillbar sein werden, ist fraglich. Mit gréBerer Wahr-
scheinlichkeit kénnen wir wohl erwarten, zunichst AufschluBl iiber
die physikalischen Eigentiimlichkeiten bestimmter Strukturen ent-
sprechend den Besonderheiten der Farbstoffverteilung im Gewebe
zu erhalten. Dagegen werden wir fiir das pathologische Ge-
schehen schon jetzt damit rechnen und versuchen diirfen, mit
histochemischen Methoden Einblick in die krankhaften
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Stoffwechselvorginge zu erlangen, wie das fiir den Lipoid-
und Eisenstoffwechsel usw. bereits leidlich mdoglich ist.

In Erginzung dieser allgemeinen Ausfiihrungen seien noch
kurz als charakteristische Beispiele fiir die wichtigsten firberischen
Prozeduren einige Methoden angefiihrt, deren genaue Schilde-
rung sich in dem speziellen Teil findet, und die wir besonders
oft bei der mikroskopischen Untersuchung des Nervensystems an-
‘wenden.

Zunichst die NissLsche Fiarbung der Ganglienzellen.
Wir sahen schon, daB es sich hier um eine einfache substantive
Farbung der Granula und des Zellkerns handelt, die auf der
natiirlichen, priméaren Farbbarkeit des Gewebes beruht. Zur
Fixierung wird eine nicht beizende Fliissigkeit, nimlich 96 % iger
Alkohol, verwendet, zur Fiarbung ein basischer Anilinfarbstoff.
Die Differenzierung erfolgt in Alkohol, dessen entfirbende Kraft
durch Zusatz von Anilinél verstarkt werden kann. — Es ist dem-
nach eine prinzipielle Verkennung der Vorschriften NissLs, wenn
manche fiir die Herstellung dieses sogenannten Zelléiquiva;lent-
priparates die Fixierung in Sublimat oder dhnlichen beizenden
Fliissigkeiten empfehlen. Gewil erhdlt man auch an so fixierten
Priparaten oft eine recht schoéne Darstellung des Tigroids und
der Nervenzellen iiberhaupt; aber man hat es dann nicht mehr
mit einer primdren, substantiven Farbung der Ganglienzellen zu
tun, sondern mit einer adjektiven Beizenfirbung.

Als einfaches Beispiel der Beizenfirbung erwahne ich die
WereeRrTsche Markscheidenfiarbung. Die Fixierung erfolgt in
MuLLERscher Fliissigkeit, die zugleich als Beize (Chrom) wirkt;
oder man liBt die Beize (WEIGERTs Fluorchrombeize) nachtrig-
lich an dem in Formol fixierten Material einwirken. Der Effekt
dieser Metallbeize wird verstirkt durch eine sekundére Beizung
mit Kupfer (Remontage). Der im Gewebe abgelagerte Beizstoff
wird gefirbt mit einem basischen Hématoxylin (Alaun- oder Eisen-
hamatoxylin). Mit Hilfe der Beize wird der Farbstoff an das
Gewebe verankert, da sich die Beize sowohl mit dem Gewebe wie
mit dem Farbstoff ,verbindet“. Diese Verbindung ist der Lack.
Durch Differenzierung mittels eines Salzes (Blutlaugensalz) oder
mittels eines Bleichmittels (unterschwefliger Siure, PAL) wird nun
die nur oberflichlich am Gewebe haftende Farbe entfernt, der
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fest an die gebeizte Markscheide gebundene Farblack leistet der
Differenzierung Widerstand.

Andere, wie z. B. WOLTERS, nehmen die zur Verstirkung an-
gewandte zweite Beizung erst nach der Farbung vor, indem sie
den im sauren Hamatoxylin gefirbten Schnitt (vor der Differen-
zierung mittels des Bleichmittels) in eine Chromldsung bringen,
in welcher der Lack noch befestigt werden soll.

Sehr einfach ist die Methodik bei der Markscheidenfirbung,
die ich angegeben habe; bei ihr wird von der alten Erfahrung Ge-
brauch gemacht, dafl Beizmittel, nach der Farbung angewendet,
oft als Entfarbungsmittel wirken. Das beizende Eisenammonium-
oxyd, das die Eisenhdmatoxylinlackbildung erméglicht, wird (ent-
sprechend dem HerpENHAINschen Verfahren) sekundir zur Diffe-
renzierung benutzt.

Bei den Metallsalzmethoden zur Darstellung von
Neurofibrillen, die ich als drittes Beispiel nennen mdochte,
soll die Darstellung darauf beruhen, dafl die Neurofibrillen einen
besonders groBen Losungskoeffizienten (im Sinne von WiTT) fiir
Metallsalze haben (BETHE). Das in den Fibrillen aufgespeicherte
Metallsalz kann nun als Beize einen Farbstoff verankern (Toluidin-
blaufirbung des molybdénierten Priparates nach BETHE), oder
man macht sich das den Fibrillen anhaftende Metall durch starke
Reduktion sichtbar, wie das am silberimprignierten Préparat
CAJAL durch ein spéteres Hydrochinonbad, BiELscHOWSKY durch
Behandlung mit Aldehyd tut.

Sehr kompliziert sind die Vorginge bei der adjektiven Far-
bung der Neurogliafasern nach WEIGERT. Der metallische
Beizkorper (Kupfer) wird in hochoxydiertem Zustande an das
Gewebe gebracht (und es schien friiher, als wenn das Metall nur
in diesem Zustande an den Gliafasern hafte); dann wird das
beizende Metall stark reduziert, da der Farbstoff offenbar
nur dann — oder doch leichter und fester — an die Neurogliafasern
gebunden werden kann, wenn diese eine stark reduzierte Metall-
verbindung enthalten. Die Reduktion wird durch schweflige
Saure erreicht, die in einem Chromogen-Ameisensiure-Natrium-
sulfitgemisch entsteht, in welcher das Chromogen noch als Ver-
stirker und Kontrastfarbe wirksam wird. Eine Steigerung des
Reduktionsverfahrens wird, wie bei der LUSTGARTEN-PALschen
Methode (vgl. Markscheidenfirbung), durch die vor die Reduktion
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gesetzte Oxydation mit {ibermangansaurem Kali bezweckt. —
Bei der eigentlichen Farbung sehen wir die Prinzipien der WEI-
¢ERTschen Fibrinmethode (bzw. der GrRaMschen Bakterienfirbung)
angewendet: damit die Entfairbung durch das mit Xylol ver-
mischte Anilin6l nicht gleichmifBig alle Gewebsteile betrifft, jo-
diert man den gefirbten Schnitt vor der Differenzierung, wo-
durch ein Haften der Beizfarbe nur an bestimmten Teilen (ndmlich
den Gliafasern) und ein leichteres AbstoBen des sonst im Gewebe
befindlichen Farbstoffes bewirkt wird. Das Anilin6l bezweckt die
Entfirbung und zugleich eine Entwisserung des Priparates. Ein
Zusatz von Phenol zur Farbe (SPIELMEYER) erhoht deren firbe-
rische Kraft.

Gerade an dem Beispiel der WEIGERTschen Gliafirbung sieht
man wieder, da8 die theoretische Auffassung von den physikalisch-
chemischen Vorgéngen, die das Zustandekommen der Farbung
gewihrleisten, nicht auf sicherer Grundlage beruht. Gegen WEI-
GERTs Anschauungen sind Einwendungen gemacht worden, wo-
nach der Erfolg der Farbung auf wesentlich anderen chemischen
Umsetzungen beruhen soll. Und WEIGERT selbst war stets so
vorsichtig, nur von Vermutungen und Hypothesen, die er sich
iiber das Wesen seiner Fiarbung gemacht, zu sprechen. Wenn
aber WEIGERT, dem wir auf dem Gebiet der Elektivfarbung die
groften Fortschritte verdanken, sich dennoch zu einem Erfolge
auch bei dieser Methode durcharbeitete, so sehen wir daran, daB
gselbst dort, wo uns ein Einblick in die einzelnen physikalisch-
chemischen Vorginge bei der Firbung vorldufig verschlossen
bleibt, geduldige Empirie und unablissiges Ausprobieren zum
Ziele fithren kénnen. —

Von ganz anderer praktischer und theoretischer Bedeutung
als die Farbungen am ,toten“ Gewebe und am fixierten Pripa-
rate sind die Methoden der vitalen Farbstoffeinverleibung. So
wichtig sie fiir die Ergriindung des normalen und pathologischen
Stoffwechsels sind und mehr noch sein werden, so kénnen sie
doch heute in dieser kleinen Technik noch nicht behandelt wer-
den. Nur die EnruicHsche vitale Methylenblaufirbung fir die
Darstellung der Nervenfasern und Endorgane haben wir auf S. 150
aufgefiihrt. Fiir die Ermittlung des Zell- und Gewebsstoffwechsels
ist wichtiger als die vitale Anwendung basischer Stoffe die von
sauren Farben (Lithioncarmin, Trypanblau); mit ihnen wird das
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Speicherungsvermdgen bestimmter Zellen kenntlich gemacht. Wie
vor allem EDWIN GOLDMANN gezeigt hat, bestehen dabei am
Zentralnervensystem grundsitzliche Unterschiede, je nachdem ob
man den Farbstoff in das Blut oder in den Liquor bringt. Ich
verweise hinsichtlich dieser Tatsachen und Probleme auf die Ar-
beiten von (OLDMANN, von MOLLENDORF u. a.

Zweites Kapitel.

Ziele und Wege der mikroskopischen
Untersuchung des Nervensystems.

Bei der mikroskopischen Untersuchung des Nervensystems
wollen wir erstens einen Einblick in die nmormalen Struktur-
eigentiimlichkeiten des nervésen Gewebes gewinnen. Wir er-
forschen den Bau der Nervenzellen und ihrer Fortsitze, die Zu-
sammensetzung der zentralen und peripheren Nervenfasern, die
Beziehungen der Nervenfasern zu den Ganglienzellen und zu den
Endorganen. Wir suchen zu ermitteln, wie die Elemente des
Nervengewebes sich im Zentralorgan zusammenordnen, und in
welcher Art sie sich in histologischen Konnex setzen. Und neben
dem funktiontragenden, zelligen und faserigen Nervengewebe be-
ansprucht die nicht nervése, ektodermale Substanz, die Neuro-
glia, unsere Aufmerksamkeit. Es sind die Verschiedenheiten ihrer
Zellformen, Struktur und Fahigkeit zur Faserbildung, ihre Ver-
teilung im Zentralorgan und ihre rigumlichen Beziehungen zu
den funktiontragenden nervosen Gebilden einerseits, zu den meso-
dermalen Bestandteilen andererseits zu erforschen.

Eine Erginzung solcher Untersuchungen iiber den mikro-
skopischen Bau des normalen Nervensystems bilden die Studien,
die sich an dem voll entwickelten, wie an dem noch nicht
reifen und an dem experimentell oder pathologisch ver-
d4nderten Objekt mit der Lage und Zusammensetzung
bestimmter Bahnen und Zentren beschiftigen. Das ist die
zweite Aufgabe der Neurohistologie: die topographische Ana-
lyse, wie sie die sogenannte Faseranatomie und die cyto- und
myeloarchitektonische Forschung anstrebt. Die durch die
Faseranatomie repriisentierte, lokalisatorische Forschungsmethode
hélt gleichsam die Mitte zwischen der normalen Histologie und
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der rein pathologischen Anatomie. Sie will gewisse Faserkomplexe,
wie etwa die weilen Stringe des Riickenmarks, ihrer anatomi-
schen und eventuell auch ihrer physiologischen Dignitit nach in
Einzelsysteme Zerlegen, und sie will Ursprung und Ende solcher
Faserziige feststellen. Sie sucht die histologische Wirkung eines
Herdes aufzudecken, nachdem sie diesen selbst in seiner Lage
bestimmt hat; dabei kommt es ihr nicht sowohl auf die histo-
pathologische Eigenart der Veréinderung an, als vielmehr auf die
Ermittlung der Zusammenh@nge und Abhingigkeiten, die be-
stehen zwischen der primir ladierten Partie einerseits und den
von ihr ausgehenden oder zu ihr strebenden Faserziigen sowie
den sekundér in Mitleidenschaft gezogenen grauen Massen
andererseits. Entwicklungsgeschichtlich sucht sie die gleich-
zeitig markreif werdenden Faserziige und Rindengebiete zu
umgrenzen; sie verfolgt den Vorgang der Myelinisation zum
Zwecke der faseranatomischen und topographischen Analyse. Im
letzten Grunde will diese ganze Forschungsmethode die funk-
tionelle Zusammengehdrigkeit der Bahnen und grauen Massen
klarlegen. — Ahnlich soll die Cyto- und Mpyeloarchitektonik
der GroBhirnrinde anatomisch und funktionell zusammengeh6rende
Gebiete absondern helfen.

Die dritte Aufgabe endlich der mikroskopischen Untersuchung
des Nervensystems, iiber deren Vernachlissigung in fritheren Jahren
man mit Recht Klage erhoben hat, ist die rein pathologisch-
anatomische Forschung. Sie will aus den einzelnen Veriinderungen
am funktiontragenden Nervengewebe, an der nicht nervisen Stiitz-
substanz und an den mesodermalen Bestandteilen das Charak-
teristische eines bestimmten Prozesses und sein Wesen
erschlieBen. Auf das histologische Gesamtbild kommt es
ihr an.. Diese Forschung ist es auch, der wir in der Rinden-
pathologie bei der Ermittlung der anatomischen Grundlagen der
Geisteskrankheiten folgen. Die Untersuchungen, die sich in dieser
Richtung bewegen, gehen auf die grundlegenden Arbeiten
Nissus zuriick.

In der normalen Histologie bedient man sich zur Orien-
tierung tiber die allgemeine Gestalt der Ganglienzellen und der
Ausbreitung ihrer Fortsitze solcher Methoden, die in isolierter-
Weise die Ganglienzellen zu Gesicht bringen. Man erreicht diese
isolierte Darstellung durch Ausstreichen und Verreiben von grauer
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Substanz und nachtrigliches Firben oder durch die Impréignation
eines Gewebsblocks nach der GoLgischen Methode, welche die
Eigentiimlichkeit hat, in ,willkiirlicher Weise lediglich dieses
oder jenes Element aus der grofen Zahl der im Schnitte vor-
handenen Nerven- (oder Glia-) Zellen mitsamt den Fortsiitzen zu
inkrustieren. Histologische Details siecht man an solchen Pri-
paraten nicht. Auch die gewShnlichen Kern- und Doppelfirbungen
leisten in dieser Richtung nur Ungeniigendes. Man kann sich
jedoch daran iiber die Struktur des Kerns und Kernkorperchens
besseren Aufschluf holen als etwa am NissL-Préparat; so z. B.
an Priparaten nach der HEIDENHAINschen oder WEIGERTschen
Kernfirbung.

Die histologisch eigenartigsten Bestandteile der Ganglien-
zellen sind die Granula und die Fibrillen, welch letztere,
gleichviel ob man sie fiir das reizleitende Element oder nur fiir
ein Zell- und Plasmaskelett ansieht, das wesentlichste Attribut
der Nervenzellen ausmachen (doch gelingt uns jhre Darstellung
in manchen Ganglienzellen mit keiner der Methoden). Fiir die
Darstellung dieser beiden charakteristischen Bestandteile der
Nervenzellen besitzen wir Elektiviirbungen, namlich fiir die
Granula (Tigroidsubstanz, NissLsche Koérperchen) die Nissr-Me-
thode und fiir die Fibrillen die Methoden von APATHY, BETHE,
BIELSCHOWSKY, CAJAL u.a. Das NissL-Priparat zeigt in den
Ganglienzellen die Granula in ihrer bei den verschiedenartigen
Ganglienzellenformen verschiedenen Gestalt, Anordnung und An-
zahl. Auch die Kernkapsel und das Pigment (in seiner natiirlichen
Farbe) sehen wir daran; letzteres tritt in Priparaten nach der
HempeNHAINschen Eisenhdmatoxylinmethode und unter Umstén-
den bei Fettfirbungen (Scharlachrot) deutlicher hervor. Das
NissL-Praparat gibt im allgemeinen das Negativ des Fibrillen-
bildes, d. h. es liBt zwischen den Granula ,ungefiirbte Bahnen
sehen, die fiir die groben intrazelluliren Fibrillenbiindel aus-
gespart sind. Am TFibrillenpréparat sucht man in der normalen
Histologie Art und Anordnung der Fibrillen im Zelleibe, in den
Fortsidtzen und an der Zelloberfliche zu erkennen und die Be-
ziehungen zwischen interzelluliren und intrazelluliren Fibrillen
zu ermitteln. Es kommt da auf die Losung der Frage nach
den Beziehungen zwischen den perizelluldren Fibrillen (Endfiiien)
zu den oberflichlichen und tieferen fibrilliren , Netzen“ der
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Ganglienzellen an, d. h. auf die Klarung des Problems von dem
anatomischen Verkehr der Neuronen untereinander.

Die Nervenfaser koénnen wir mit Hilfe verschiedener Me-
thoden in ihre einzelnen Teile zerlegen. Fiir die Markscheiden-
farbung besitzen wir ausgezeichnete Methoden (WEIGERT), ebenso
fiir die Achsenzylinder (BIELSCHOWSKY, CaJAL). Eine weitere
Zergliederung des Achenzylinders in seine Primitivfibrillen ge-
statten die Methoden von APATHY bei Wirbellosen und von
BETHE - MONCKEBERG bei Wirbeltieren. Uber die feinere Zu-
sammensetzung der Nervenfasern belehren uns unter anderem
gewisse histiochemische Reaktionen (REIcH). Wir sehen an der
Markfaser den Trichterbau der Markscheide, die Zwischentrichter
(Neurokeratinsubstanz), eigenartige farberisch charakterisierte
QGranulationen der Nervenfaserzellen und die Beziehungen der
Kerne der sogenannten ScHwANNschen Scheide zu den RANVIER-
schen Einschniirungen und den interannuliren Segmenten. Fir
die Frage nach der Kontinuitdt der Fibrillen kénnen wir uns
histologisch an dem BETHE-MONCKEBERG-Préiparat orientieren.
SchieBlich geben uns die elektiven Fibrillenmethoden, besonders
die Silberimprignation, und die vitale Methylenblaufirbung Auf-
schluB auch iiber die peripheren Endorgane. Hier fithren manch-
mal auch die frither mehr gebrauchten Vergoldungsmethoden
zum Ziel.

An der nichtnervdsen Stiitzsubstanz untersuchen wir
ihre faserigen und ihre zelligen Anteile. Die Schwierigkeiten,
hier klare und vollstindige Bilder zu bekommen, sind groB. Das
gilt mehr noch fiir die zellige als fiir die faserige Glia. Letztere
1aBt sich nach WEIGERT, wenn auch nicht immer zuverlissig, so
doch oft in geniigender Klarheit darstellen. Sicherere Resultate
gibt die von meinem Mitarbeiter Dr. HOLZER kiirzlich angegebene
Methode. Die Faserbildner firben sich schén mit Cagars Gold-
sublimatmethode. Leider sind an den WEIGERT-Praparaten die
Beziehungen der Fasern zum Plasma der Zellen und ihrer Fort-
sitze nicht erkennbar, sehr schon dagegen im CAJAL-Priparat,
nicht selten auch nach Anwendung der HoLzer-Farbung. — Uber
den Gliazelleib orientieren uns im groflen und ganzen die NISSL-
schen Zellpraparate. Wir kénnen daran nach dem Verhalten
des Plasmas, seiner Aufzweigung und Fortsitze und des Kernes
Gruppen und Einzelformen unterscheiden. In anderer Weise ge-
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lingt das nach neuen von CAJAL und seinen Schiilern (besonders
R10 DEL HORTEGA) angegebenen Silbermethoden, die sehr wich-
tige Ergebnisse gebracht haben. Von den feineren plasmatischen
Geflechten, dem glitsen Syncytium und Reticulum, das HeLD
erkannt hat, erhalten wir mit den gebréuchlichen Methoden oft
keine befriedigende Darstellung. Gut eignet sich hier ein von
FIEANDT angegebenes Verfahren. SchlieBlich interessieren an
der Glia noch ihre Beziehungen zum Mesoderm; nach einer von
HeELp angegebenen Methode konnen wir eine feine Grenzhaut
zwischen dem zentralen Gewebe und den GefiBen sowie der Pia
sichtbar machen (Membrana limitans); sie wird oft auch bei ge-
wohnlichen Doppelfirbungen (van GiesoN, Methylblau-Eosin usw.)
sichtbar.

Die Untersuchungen iiber die Ausbreitung des Gliarecticu-
lums streben zusammen mit der Erforschung der fibrilliren
nervosen Strukturen eine histologische Auflésung des NissLschen
Graus an, namlich des Teiles von grauer Substanz (spez. Rinde),
der noch nicht restlos darstellbar ist, sondern zwischen den mit
unseren gewohnlichen Elektivmethoden farbbaren Zellen, Fasern
und retikuliren Strukturen rdumlich iibrig bleibt.

Die faseranatomische Forschung griindet sich in erster Linie
auf das Gesetz, daB eine Nervenfaser, welche von ihrer Mutter-
zelle abgetrennt wird, degenerativ zerfillt, und daB die zugehérige
Ganglienzelle retrograde Veranderungen erfihrt. Sie bezieht sich
also auf Tatsachen, welche den Anhingern der Neuronenlehre
als Beweise fiir ihre Theorie gelten.

Der sekundire Effekt einer experimentell gesetzten oder
pathologisch-anatomischen Lision zeigt sich demnach erstens
in der Degeneration der in ihrem Verlaufe (oder bei kortikalen
und nukledren Lisionen in ihrem Ursprunge) geschidigten Bah-
nen. Und zwar konnen wir die noch in Degeneration be-
findlichen Faserziige daran erkennen, daB ihre Zerfallsprodukte
nach vorheriger Chromierung mit Osmium eine Schwarzfirbung
geben (MArRCHIS Chrom-Osmiummethode). Wo es sich um
eine plotzlich entstandene herdformige Lision handelt, und wo
ein kompaktes Faserbiindel durchbrochen ist, gibt diese Methode
ihre besten Resultate. Aber nur innerhalb eines bestimmten
Zeitraums: im allgemeinen beim Warmbliiter nicht vor dem
8. Tag, weil vorher die Umwandlung der zerfallenden Mark-
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scheidenmassen noch nicht so weit gediehen ist, daBl sie die
Osmiumreaktion geben. Das Optimum fiir die Leistungsfihig-
keit dieser wichtigen faseranatomischen Degenerationsmethode
liegt Anfang der dritten Woche nach der Lasion; das ist fiir experi-
mentelle Studien zu beriicksichtigen. — Spéter wandeln sich diese
primdren Zerfallsstoffe in einfachere Fettstoffe um, die sich mit
Scharlachrot (bzw. Sudan) firben; dann findet mit dem Uber-
gang des MARCHI-Stadiums in das Scharlachrotstadium
diese Methode der Darstellung des Fettes Anwendung. Ihr Hohe-
stadium hat diese Phase des Abbaues etwa in der 4.—6. Woche.
Nach Ablauf von etwa zwei Monaten tritt dann die Mark-
scheidenfirbung in ihr Recht. Wihrend die MarcHI- und
Scharlachrot- (Sudan-) Methode im positiven Sinne den Unter-
gang von markhaltigen Faserziigen anzeigt, gibt sich im Mark-
scheidenpriaparat der Ausfall in dem Fehlen der Mark-
scheidenfiarbung kund, etwa in der Form eines markleeren Areals
oder einer Marklichtung. Da aber die untergegangene Nerven-
substanz durch eine Wucherung des gliosen Stiitzgewebes ersetzt
wird, erkennt man solche Faserdegenerationen auch im Glia-
praparat, niimlich an der Wucherung der Glia; das Gliapraparat
gibt also das Positiv zum Markscheidenbild. Gerade bei
feineren Ausfillen innerhalb einer markhaltigen Bahn, welche im
Markscheidenpréparat nicht immer deutlich als Lichtung zutage
treten, zeigt die zellige und faserige Gliawucherung den Faser-
ausfall an. Im peripheren Nerven finden wir solchen Iaseraus-
fillen entsprechend eine Vermehrung des endo- und perineuralen
Bindegewebes und eine Vermehrung der ScHWANNschen Zellen.
AuBer bei den alten, urspriinglich durch eine akute Lasion her-
vorgerufenen sekundiren Degenerationen bedienen wir uns der
Markscheidenmethode zusammen mit der Gliafirbung zuz Ana-
lyse der chronischen Systemerkrankungen. Daneben kann
man natiirlich, auch bei den langsam fortschreitenden systema-
tischen Degenerationen, von der Osmijum- und Scharlachrot-
Methode zur Darstellung der frischen Ausfille Gebrauch machen.
Wo die Endausbreitung einer degenerierenden bzw. de-
generierten Bahn ist, das zeigt uns weder die MARCHIsche noch
die Markscheidenfarbung mit Sicherheit an, da ja die Fasern eine
Strecke weit von ihrem Ende ihre Markhiille verlieren. Dagegen
erkennen wir an der Zunahme des gliésen Zwischen-
Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 2
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gewebes, wo das Ende der betreffenden Bahn ist. Dem Aus-
fall der Endaufsplitterungen der Faserziige entspricht eine Zu-
nahme der Neuroglia, wie z. B. im Vorderhorn nach Pyramiden-
bahndegeneration. Die Ganglienzellen eines solchen grauen Kernes,
der den Endpunkt einer Bahn darstellt, riicken dichter aneinander,
da die perizellularen Strukturen zugrunde gegangen sind, und
die Neuroglia den Ausfall nicht ganz zu ersetzen pflegt. Natiir-
lich treten diese atrophisch-sklerotischen Verinderungen im End-
gebiet einer sekundar degenerierten Bahn nur bei alten Prozessen
in die Erscheinung. Aber zuvor sieht man an der ,zelligen
Glia eine Hypertrophie ihres Plasmas und ihrer Fortsitze oder
auch Wucherungen in Form einer Zellvermehrung — progressive
Erscheinungen, die ebenfalls den Ausfall der Endausbreitungen
anzeigen, #dhnlich wie eine Vermehrung ScawaNNscher Zellen
und anderer Gewebselemente dem Untergang peripherer End-
apparate (motorischer Endplatten an der Muskelfaser usw.) ent-
spricht (BOEKE).

Die retrograden Verinderungen einer Ganglienzellgruppe,
die durch die Zerstorung ihrer Achsenzylinderfortsitze bewirkt
werden, hingen vor allem ab von Umfang, Angriffspunkt und
Intensitit der die zugehorigen Faserziige (zentrale Bahn, Nerv)
treffenden Lésion und von deren Alter. Man unterscheidet die
frischen reaktiven und die alten retrograden Veranderungen. Nach
Unterbrechung einer Bahn kommt es zu einer starken, vom
Kern aus fortschreitenden Chromatolyse (des Tigroids), zur Blahung,
Abrundung und Auftreibung des Zelleibes und zur Kernverlage-
rung. Diese akute Zellreaktion ist am deutlichsten 12 bis
15 (bis 20) Tage nach der Verletzung. Die Verdnderungen
kénnen sich nun vollig zuriickbilden, so daB, wenn auch diese
und jene Zelle ausgefallen ist, nach 3—4 Monaten nichts Patho-
logisches mehr in der betreffenden Ganglienzellgruppe wahrzu-
nehmen ist. Das pflegt der Fall zu sein beim Untergang nur
beschréinkter Achsenzylinderbiindel und bei fern vom Zentrum
gelegener Lasion. Wo aber z. B. eine Ausreiung eines Nerven
dicht an seiner Wurzel erfolgte, erholen sich die Zellen nicht
wieder, oder es resultiert doch ein Ausfall einer grofen Anzahl
von ihnen. So erkennen wir das Ursprungsgebiet eines Nerven
oder eines Bahnanfangs an der frischen reaktiven Verinderung
bestimmter grauer Massen, spiter an der retrograden Atrophie.
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Diese erreicht bei jugendlichen und besonders bei neugebore-
nen Menschen und Tieren ihren hochsten Grad (GupDENSsche
Atrophie).

Das sind also die wichtigsten Methoden und die allgemeinen
neuropathologischen Tatsachen, die dem Faseranatomen bei der
Erforschung des Verlaufs einer Bahn und ihres Ursprungs und
Endes Werkzeug und Wegrichtung geben. Es kommt hier, wie
gesagt, im letzten Grunde auf die Erkennung und Bestimmung
physiologisch zusammengehériger Systeme an. — In der
gleichen Richtung bewegen sich auch die Studien iiber die Mark-
reifung der verschiedenen Systeme (FLECHSIG). Die Ergebnisse
dieser myelogenetischen Forschungsweise und die der
faseranatomischen Degenerationsmethoden ergéinzen einander. Am
besten laBt sich (mittels der Markscheidenfirbung nach WEIGERT
oder mittels meiner Markscheidenfirbung am Gefrierschnitt) das
Markreifwerden der verschiedenen Bahnen und Nervenwurzeln
am Riickenmark und Hirnstamm und auch die Myelinisation
der langen Bahn des GroBhirns verfolgen. Hier kann man myelo-
genetisch verschiedene anatomisch und funktionell zusammen-
gehorige Systeme abgrenzen. Ob freilich die zeitlich verschiedene
Markreifung auch der einzelnen GroBhirnfelder eine Rindenein-
teilung und eine Umgrenzung nach deren funktioneller Dignitét
erlaubt, ist zweifelhaft. _

Das auf das Physiologische gerichtete Ziel der lokalisatorischen
Forschung verfolgen wir auch bei der topographischen Um-
grenzung eines Herdes. Seine Lage, zumal seine Tiefenaus-
dehnung wird man bei GroBhirnherden mit Erfolg nur an Hemi-
sphérenschnitten studieren koénnen, und es bedarf dazu in
der Regel der Anfertigung von Serienschnitten, welche vorwiegend
nach der Markscheidenfirbung oder auch nach vAN GIESONs
Methode gefirbt sind; im einzelnen Falle wird zu entscheiden
gein, ob man fiir die topographische Bestimmung des Herdes die
Hemisphire besser in frontaler oder in horizontaler Richtung
zerlegt. Die an solchen Hemisphirenschnitten erkennbaren priméren
und sekundéren Zerstérungen sollen in Parallele gesetzt werden
zu den klinischen Erscheinungen zum Zwecke der topischen
Diagnostik und eventuell auch mit Riicksicht auf die héhere
Aufgabe einer Ergriindung der funktionellen Bedeutung be-
stimmter Regionen und Systeme.

%
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In der topographischen Zergliederung der Rinde hat
sich das Studium ihrer Architektonik zu einer besonders bedeu-
tungsvollen Forschungsrichtung entwickelt, deren hervorragendste
Vertreter K. BRODMANN und O. VogT sind. Es haben sich da
wichtige myelo- und cytoarchitektonische Eigentiimlich-
keiten der verschiedenen Rindenteile ermitteln lassen,
deren physiologische Korrelationen freilich noch geklirt werden
miissen. Es konnten nicht nur Typen von so grober Eigenart
wie der (visuelle) Calcarina- und der (motorische) RoLaNDO-
Typus scharf abgegrenzt werden, sondern es wurden auch sonst
an den verschiedenen Lappen und Windungen feinere Eigen-
heiten beziiglich des Schichtenbaues, der Art und Anordnung
der Zellen und Fasern entdeckt, welche fiir die einzelnen Win-
dungen charakteristisch sind, und an denen wir die betreffende
Windung anatomisch identifizieren kdnnen. — Ihre Kenntnis ist,
— gleichviel vorerst, was sie funktionell zu bedeuten haben —
fiir den Rindenpathologen auch deshalb von Wichtigkeit, weil
sich nur darauf die Beurteilung feinerer Ausfille und Verande-
rungen stiitzen kann; und wir miissen bei der Ermittelung der
Ausbreitung krankhafter Rindenprozesse festzustellen suchen, in
welchem MaBe die von BrODMANN und C. und O. VogT abge-
grenzten Rindenschichten und Areale betroffen sind.

Das Hauptziel der rein histopathologischer Untersuchung
des Nervensystems ist die Ermittelung des Wesens eines be-
stimmten Krankheitsprozesses und seine Unterscheidung
von anderen zentralen Erkrankungen. Man hat sich dabei vor
einer Uberschitzung des einen oder anderen histologischen Sym-
ptoms zu hiiten. Wenn auch z. B. manche Markscheidenbilder
recht markante Ziige aufweisen, wie z. B. haufig die bei der
Paralyse, so geniigt das doch im allgemeinen nicht zu einer
anatomischen Diagnose, und vor allem wird daraus allein das
anatomische Substrat der Krankheit und ihr Wesen nicht klar;
Nervenzellverinderungen, die fiir eine bestimmte Krankheit spe-
zifisch wiren, gibt es mit ganz seltenen Ausnahmen (familidire
amaurotische Idiotie) ebenfalls nicht. Auf das Ensemble der
Verdnderungen an den verschiedenen Teilen des Nerven-
systems kommt es fiir die Ergriindung eines Krank-
heitsprozesses und fiir seine anatomische Differential-
diagnose an.
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Die bei weitem wichtigsten Bilder fiir die Ermittelung
des histologischen Gesamtbildes erhalten wir mittels der
Nissuschen Methode. Sie gibt einen Uberblick nicht nur iiber
das Verhalten der Nervenzellen, sondern auch iiber die zellige
Neuroglia und iiber die mesodermalen Teile des Zentralorgans,
iiber Pia und GefaBe. Wir erkennen daran die Verbreitung herd-
formiger oder diffuser Krankheitsprozesse, etwaige Beziehungen
zwischen den Veréinderungen des Nervengewebes zu regressiven,
progressiven oder entziindlichen GefiBprozessen und zu menin-
gealen Verinderungen. Die verschieden starke Beteiligung der ver-
schiedenen Rindenschichten an einer kortikalen Erkrankung ist
daran sichtbar; das Ni1ssr-Bild zeigt etwaige Stérungen der Reihen-
anordnung der Rindenzellen und Anomalien der Architektonik
(Verwerfung der Schichten). . Das alles wird schon im Uber-
sichtsbild deutlich; und an groBen, mit Methylenblau gefirbten
Hemisphérenschnitten von dem in Alkohol gehirteten und in
Celloidin eingebetteten Material wird man leicht die Ausdehnung
einer groberen zentralen Erkrankung (etwa des paralytischen
Prozesses oder einer arteriosklerotischen Atrophie) erkennen
konnen.

Als Zelliquivalent-Priparat belehrt das NissL-Bild iiber
den Zustand der Ganglienzellen. Viele ihrer Verinderungen,
die besonders in Auflésung der Granula und unscharfer Férbung
der Tigroidschollen bestehen, sind agonaler und mehr akuter
Natur, etwa die Folge der letalen korperlichen Erkrankung.
Nur die Kenntnis von NIssns Beschreibung aller
dieser Ganglienzellveridnderungen ermdglicht die richtige
histopathologische Beurteilung der sehr verschiedenartigen
pathologischen Zelltypen (akute Schwellung, Schrumpfung, Sklerose
der Zellen und ihrer Dendriten, schwere Zellerkrankung mit auf-
fallend starker Kernverinderung, Verflissigung, Einlagerung, In-
krustationen usw.); ich habe diese Haupttypen in meiner ,,Allge-
meinen Histopathologie® illustriért. Unter gewissen Bedingungen
sind es nur bestimmte Zellen, die erkranken, in anderen Fillen
(schwere Intoxikationen und Infektionen, familiire amaurotische
Idiotie) ist die Ganglienzellenerkrankung eine allgemeine. In
der Rinde bestehen oft wesentliche Unterschiede beziiglich der
Beteiligung der verschiedenen Schichten und beziiglich der Art
der Zellerkrankung; so neigen die Elemente der beiden obersten
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Schichten bei vielen Erkrankungen mehr zu einer sklerotischen
Umwandlung, die der tieferen Rinde mehr zu definitivem Zer-
fall und volligem Schwund, die PURKINJE-Zellen des Kleinhirns
zur Homogenisierung.

Seine Erginzung erhdlt das Tigroidbild im Fibrillen-
praparat. Auch hier (im BieLscHOWSKY- und im CAJAL-Priparat)
lassen sich die verschiedenartigsten Erkrankungsformen an den
Ganglienzellen auffinden: Auflésung und Zerfall der Fibrillen im
Zellkérper und in den Fortsitzen, Verdickung, Verklumpung und
Auflockerung der Fibrillen, Auseinanderdringung der Fibrillen-
ziige in ampullenartig aufgetriebenen Fortsitzen oder in dem
geblahten Zelleibe, Erweiterung der netzartigen endozelluliren
Bildungen, Rarefikation der interzelluliren marklosen Fasern usw.
— Man bedient sich zum Nachweis der fibrilliren Verinderungen
am besten der BIELscHOWSKYschen Methode, da diese fiir patho-
logische Zwecke am sichersten arbeitet.

Beziiglich der markhaltigen Nervenfasern miissen wir
uns im allgemeinen begniigen, lediglich nach Lichtungen oder
Ausfillen von diffuser oder mehr herdférmiger Art zu suchen.
Wenigstens sind die histologischen Vorginge beim Zerfall der
Markhiille am Markscheidenpréparat nicht klar erkennbar; allzu
oft sind namentlich gewisse Quellungen, Auftreibungen und Ver-
dickungen nur artifizieller Natur. Die Sicherheit der WEIGERT-
schen Markscheidenmethode erlaubt die Feststellung auch feinerer
Ausfille, und nur in der Rindenpathologie mufl man bei der
Diagnose etwaiger Ausfille der obersten Rindengeflechte vor-
sichtig sein, da hier (supraradiires Flechtwerk!) ‘ungeniigende
Farbung oder zu weit gehende Differenzierung falsche Resultate
geben konnen. Eine sichere und vollstéindige Darstellung gerade
der feineren Rindenfasern diirfte die von mir angegebene Mark-
scheidenfirbung am Gefrierschnitt liefern. _

Von ganz besonderer Wichtigkeit ist es, die Beziehungen
zwischen Markscheiden- und Achsenzylinderbild fest-
zustellen. Denn es gibt Prozesse, die nicht — oder doch nicht
von vornherein — die Nervenfaser in toto angreifen und zu-
grunde richten, sondern die erst die Markhiille zerstoren, wie
das am ausgesprochensten bekanntlich bei der multiplen Sklerose
der Fall ist. Deshalb ist es notwendig, an unmittelbar auf-
einanderfolgenden Schnitten eine Achsenzylinder- und eine Mark-
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scheidenfarbung vorzunehmen; das ist mdoglich, wenn man Ge-
frierschnitte verwendet, von denen man die einen nach dem
BieLscmowskyschen Verfahren zur Darstellung der Fibrillen,
die anderen nach einer von mir angegebenen Methode zur Dar-
stellung der Markscheiden behandelt.

An solchen Gefrierschnitten vermag man oft auch patho-
logische Gliawucherungen zur Darstellung zu bringen, so
daB man dann nebeneinander Achsenzylinder, Markscheiden- und
Gliabilder zum Vergleich hat. Denn darauf kommt es ja fiir
die histologische Analyse eines zentralen Prozesses nicht zum
wenigsten an: die Reaktion des gliosen Stiitzgewebes auf
den Untergang funktiontragender Nervensubstanz zu erforschen.
Diese ist je nach der verschiedenen Art und nach dem mehr
akuten oder mehr chronischen Verlauf des Prozesses eine recht
verschiedene; sie ist auBlerdem abhingig von dem Sitze, welchen
der betreffende lokalisierte oder diffuse Prozell im Zentralorgan
hat. Letzteres zeigen am evidentesten die Unterschiede, welche
zwischen Rinden- und Markherden bestehen; mit dem Mangel an
faserbildenden Gliazellen in den mittleren Hauptteilen der Rinde
héngt es zusammen, dafl ein Rindenherd im Verhaltnis zu dem
dichtfaserigen Markherd auffallend gliafaserarm ist oder geradezu
frei von einer faserigen Gliawucherung erscheint.

Von. groerer Bedeutung als bei herdférmigen, schon im Mark-
scheidenbilde erkennbaren Ausfillen ist die Darstellung der Glia
bei diffusen zentralen Prozessen. Denn die Vermehrung der
zelligen und faserigen Glia erlaubt uns ja auch dort einen
Schluf auf den Untergang von funktiontragendem Nerven-
gewebe, wo dieses letztere nicht in einer fiir unsere Methoden
erkennbaren Weise veréindert erscheint. Bei der Kompliziertheit
und Fiille der nervisen Strukturen — vor allem in der Rinde,
aber auch selbst in dem viel einfacher gebauten Riickenmark —
erhalten wir bei Beriicksichtigung lediglich des nervisen Gewebes
nur allzuoft keinen Aufschlufi iiber dessen Verinderung und Aus-
fall, wahrend wir sie viel eher an der Reaktion der Glia erkennen
und so auf Umwegen zum Ziel zu gelangen vermdégen. Und die
Glia zeigt nicht nur den Untergang funktiontragender
Nervensubstanz an, sondern sie hat sehr oft auch etwas fiir
den bestimmten Prozefl Eigentiimliches, wie z. B. bei der
Paralyse, der senilen Demenz, der Epilepsie. Es kommt also
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darauf an, nicht nur eine Vermehrung der Glia festzustellen,
sondern auch deren Eigenart zu ermitteln.

Wir besitzen zu diesem Zwecke Methoden, die entweder vor-
wiegend das faserige Stiitzgeriist oder vorwiegend den proto-
plasmatischen Anteil und die netzartigen Strukturen der Glia
zur Anschauung bringen. Gerade das Studium der Verinderungen
an der zelligen Glia darf iiber der Analyse der faserigen Gliaver-
anderungen nicht vernachlissigtb werden. Das gilt besonders fiir
die mittlere Rinde, wo die Neigung der Gliazellen, mit einer
Faserbildung auf den Ausfall nervéser Substanz zu reagieren,
viel geringer ist als in anderen zentralen Gebieten und wo nor-
maliter eine faserige Glia fehlt. Hier haben wir vor allem nach
einer Vermehrung der sogenannten Trabantzellen um die Ganglien-
zellen zu sehen, nach Vergréferung der normalerweise am Me-
thylenblaupréparat eben sichtbaren Zelleiber, Verbreiterung der
ausgefransten Fortsitze, Zusammenflieen der zelligen Elemente
zu rasenartigen Bildungen, Vermehrung der firbbaren Substanz
im Plasma, Verhalten des Kernchromatins usw. Im Gegensatz zu
diesen progressiven Verinderungen machen sich regressive
Umwandlungen an den Gliazellen in einer abnorm dunklen Fir-
bung des Zelleibes und seiner Fortsitze, in Einlagerung von
fettigen und pigmenthaltigen Massen, pyknotischer Umwandlung
des Kernes usw. kenntlich. An der zelligen wie faserigen Glia
sind deren Beziehungen zu den pialen und vaskuliren Ober-
flichenzonen zu beriicksichtigen, ferner die Neigung der faserigen
Glia zur Bildung dichter, kernarmer Filze oder auch zur Bildung
breiter, von Protoplasma umbhiillter Faserbiindel. — Leider arbeiten
die Methoden, deren wir uns hier bedienen — die WEIGERTsche
und HorzeRrRsche Gliafasermethode einerseits, die Zellmethoden
von Nisst, CAJAL, BEvAN-LEWIS, ALZHEIMER, HELD, FIEANDT
andererseits — noch nicht mit der Sicherheit bzw. Vollstindig-
keit, daB wir iiber die Feinheiten der glidsen Strukturen in einer
fiir pathologische Zwecke vollig befriedigenden Weise Aufschluf}
erhielten. Gerade fir die komplizierten grauen Massen, in erster
Linie fiir die Rinde, gilt dies.

Die Neuroglia hat nun noch die sehr wichtige Aufgabe,
sich an der Auflésung und Wegschaffung des zerfallenen
Nervengewebes zu beteiligen. Wo nervoses, ganz besonders
wo markhaltiges Gewebe zugrunde geht, sehen wir die Gliazellen
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mit fettartigen Stoffen angefiillt. Auch Pigment von Blutungen
oder zerfallenden melanotischen Geschwiilsten usw. nehmen sie
auf. Die Gliazellen kdnnen (z. B. bei Systemdegenerationen) ganz
von myelinoiden, fettihnlichen Massen vollgepfropft sein, sich
abrunden und kugelige Elemente darstellen. Solche gliogenen
Kornchenzellen, die in den Maschen ihres gittrigen Zelleibes Fett-
tropfchen fithren, sehen wir regelmiflig bei akuten Zerfallsvor-
gingen, besonders bei herdférmigen plétzlichen Zerstérungen, wie
z. B. auch in den frischen Plaques der multiplen Sklerose, bei
funiculérer Spinalerkrankung usw. _

Diesem Abbau, bei dem es also zur Ablgsung gliogener Phago-
cyten kommt und den ich als ,mobilen Typus® bezeichne, steht
der ,fixe Abbautypus® gegeniiber; hier werden die Zerfallsstoffe
in die im Gewebsverband bleibenden fixen Gliaelemente aufge-
nommen. — Bei den Abbauvorgéingen diirfte manchen normal
histologisch gekennzeichneten Gliazellformen eine besondere funk-
tionelle Bedeutung zukommen, wie z. B. den HorTEGAschen Glia-
zellen, die am Bau des Gliastrauchwerkes des Kleinhirns vor-
mnehmlich beteiligt sind und fiir die meine Mitarbeiter Dr. SPATZ
und Dr. METZ eine Umwandlung in NissLsche ,Stibchenzellen®
und ihre Beteiligung am Eisenstoffwechsel bei Paralyse nachge-
wiesen haben. — Von regressiven Gliaverinderungen seien die im
normalen und pathologischen Senium und in den alten Sklerosen
vorkommenden Zell- und Kernriickbildungen erwéhnt, und auBer-
dem die akuten Zerfallserscheinungen, deren Beschreibung wir
vor allem ALZHEIMER verdanken. Es sind das die Umwandlungen
in am&boide Formen, die wir bei schweren Vergiftungen, perni-
cibsen Psychosen, akuten Schiiben bei Dementia praecox, Epi-
lepsie usw. finden.

In der Histopathologie des Nervensystems und vor allem der
Rinde spielt die Darstellung der freien und der von Zellen ein-
geschlossenen Abbauprodukte jetzt eine besondere Rolle; denn
wie die Neuroglia durch Wucherung und Bildung eigenartiger
Zellformen, so zeigen uns auch diese Abbauprodukte indirekt
Veréinderungen der nervosen Substanz an, welch letztere selbst
uns oft verborgen bleiben. Darin vor allem liegt der Wert ihres
Nachweises, fiir den wir besondere Methoden besitzen, wie in erster
Linie die Fettfirbemethoden (Scharlachrot- und Sudanfirbung am
Gefrierschnitt, Osmiumfirbungen verschiedener Art), ferner die
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verschiedenen Verfahren zur Darstellung der fuchsinophilen, fibri-
noiden u. a. Granula, der basophilen Stoffe usw. Wir haben solche
Abbauprodukte natiirlich nicht nur in den Gliazellen zu suchen,
sie kénnen auch, im pathologischen Stoffwechsel der Ganglienzellen
entstanden, in diesen selbst noch liegen bleiben (Fett- und Pigment-
entartung der Ganglienzellen, Zellerkrankung bei familisrer amau-
rotischer Idiotie); oder sie liegen frei im Gewebe, in den adven-
titiellen Lymphrdumen, in der Pia und in den Gefiliwandzellen.

Es bleibt die wichtige Untersuchung der Hiillen und
der Gefalle des Nervensystems. Von den Abbauprodukten, die
wir dort frei und in Zellen eingeschlossen finden, sprachen wir
soeben. Eine besondere Bedeutung in der Pathologie zentraler
Prozesse besitzen diese mesodermalen Teile des Zentralorgans
weiter insofern, als pathologische Prozesse in den Meningen und
Gefifien auf die zentrale Substanz iibergreifen kénnen, wie das
z. B. bei Entziindungsvorgingen (Tuberkulose, Lues, eitrigen Pro-
zessen usw.) oder bei Neubildungen der Fall ist. Ferner kénnen
diffuse infiltrative Vorginge, selbst wenn sie die Grenzen, die
zwischen Ektoderm und Mesoderm bestehen, im groBen und
ganzen respektieren, in das zentrale Gewebe vordringen (Schlaf-
krankheit, Lyssa usw.). Fiir die Darstellung solcher Verinderungen
geniigen im allgemeinen die in der Histopathologie sonst iiblichen
Kern- und Doppelfarbungen; eine spezielle Darstellung (Farbung
nach NI1ssL oder mit Toluidinblau, Farbung nach UNwaA-PAPPEN-
HEIM) empfiehlt sich fiir die auch in der Neurohistologie so wich-
tige Plasmazelle (bei Paralyse, Schlafkrankheit, multipler Sklerose,
Encephalitiden usw.).

Proliferative Vorgéinge an den Gefiwénden und der Pia
kénnen zu Bindegewebsvermehrung und Verdickung fithren. Bei
manchen herdférmigen Liasionen und diffusen Prozessen kommt
es zu Wucherungen der Gefilwandzellen, zur Vermehrung der
Endothelien, Endothelknospung und Gefifineubildung (Erwei-
chungsherde, WiLsoNsche Krankheit, Paralyse, manche Formen
der Hirnlues, multiple Sklerose, Schlafkrankheit usw.. Wihrend
bei herdférmigen Zerstérungen die GefiBneubildungen ohne wei-
teres klar erkennbar sind, ist das bei diffusen Prozessen anfangs
nicht immer leicht. Man orientiert sich leicht, wenn man Schnitte
in WEIGERTschem Resorcin-Fuchsin 24 Stunden firbt; in manchen
Fillen 1aBt auch die Glia- oder Fibrinfirbung die BlutgefiBie wie
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injiziert erscheinen, so daB man daran einen Uberblick iiber die
Gefilmenge und auch {iber neue, noch nicht lumenhaltige solide
Gefillstringe enthilt. Am klarsten aber werden diese Dinge durch
die AcaucarrOsche Tanninsilbermethode und durch Bionpis Far-
bung zur Anschauung gebracht, die fiir die Klirung der Frage
nach den Beziehungen zwischen Mesenchym und nervéser Sub-
stanz von besonderer Bedeutung sind. — Die adventitiellen Ele-
mente kbénnen sich bei ihrer Vermehrung unter Umsténden von
der GefiBwand ablosen und frei als ,,Stiabchenzellen® vorkommen.
Gefiffwandelemente geraten in Wucherung und 16sen sich aus
dem Verband bei groben Zertriimmerungen zentraler Substanz,
wo sie, wie die aus Fibroblastennetzen stammenden Elemente,
die Resorption der Zerfallsmassen zu besorgen haben; sie wandeln
sich hier in K6rnchenzellen um, die im NIssL-Priparat (wie
ihre gliogenen Genossen) durch ihren gittrigen Bau gekennzeich-
net sind, und in denen sich z. B. mit der Fett- und Markscheiden-
fairbung die betreffenden Zerfallsprodukte nachweisen lassen.

Sehr viele Verinderungen des zentralen Gewebes — nicht
allein die groben herdférmigen, sondern auch die mehr diffusen
Alterationen — erkliaren sich als Folgen regressiver Vorginge
an den BlutgefiaBen; diese beeintrichtigen eben die Ernshrung
der nervésen Substanz. Auf die Darstellung solcher Verinderungen
der Blutgefifie ist deshalb besonderes Gewicht zu legen. Vielfach
geniigen dazu die gewdhnlichen Doppelfirbungen, vor allem die
vAN GresoNsche Fiarbung, zumal diese auch z. B. auf gewisse Um-
bildungsprodukte eine gute Farbreaktion gibt. Auf die speziellen
Gefaflerkrankungen, wie etwa auf die amyloide Entartung usw.,
mufl mit den in der Histologie sonst iiblichen speziellen Fir-
bungen untersucht werden. Stets verlangt die Elastica eine
elektive Darstellung, welche am klarsten die WEIGERTsche Re-
sorcin-Fuchsinmethode liefert.

Drittes Kapitel.

Das Fixieren.

Der Erfolg der histologischen Untersuchung des Nervensystems
kann von vornherein dadurch in Frage gestellt und vereitelt
werden, daB das aus dem Organismus entfernte Nervensystem
nicht mit der ndtigen Sorgfalt behandelt wird.
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In erster Linie ist eine Beriihrung des Zentralorgans mit
Wasser zu vermeiden, man erhdlt sonst, zumal bei den fei-
neren Zellfirbungen, auBerordentlich viel Kunstprodukte, die den
Anfinger zu Irrtiimern in der Beurteilung verleiten kdnnen, und
auch das markhaltige Gewebe erfihrt Quellungen, die sich im
Markscheidenpriaparat und besonders im Chromosmiumpriparat
storend bemerkbar machen. Man mull es deshalb auf das pein-
lichste vermeiden, das Gehirn, zumal wenn es in Schnitte zerlegt
ist, mit Wasser abzuspiilen.

Dann hat man sich davor zu hiiten, eine zu weit gehende
Zerlegung des Nervensystems bei der Sektion vorzunehmen.
Wo es sich um die topographische Analyse von Herderkrankungen
oder um die Verfolgung von Bahnen handelt, kommt es natiirlich
auf eine moglichst zweckentsprechende Zerteilung des Zentral-
organs an. Geradezu unbrauchbar wird das Gehirn, wenn man
es nach der VircHOWschen Methode in diinne Scheibchen zer-
legt. Viel zweckmifBiger als diese Methode ist die Herausschélung
des Hirnstammes aus den Hemisphiren nach MEYNERT; fir die
Analyse von Erkrankungen des Hirnstammes ist sie besonders
zu empfehlen. Am einfachsten ist es, durch das GroBhirn ledig-
lich drei oder vier Frontalschnitte zu legen, nachdem man
vorher den Hirnstamm durch senkrecht auf die Hirnschenkel ge-
richtete Schnitte abgetrennt hat. Man beraubt sich so nicht der
Moglichkeit, etwa degenerierte Fasersysteme zu verfolgen; und
man kann sich auch im groflen und ganzen die Konfiguration
der wichtigsten Windungen des Mantelhirns fiir die detaillierte
Fixierung erhalten.

Weiter ist davor zu warnen, nach der frither iiblichen Manier
die Meningen vom Rindengrau abzul6sen. Es springt ja auch
fir die makroskopische Diagnose nicht viel dabei heraus, wenn
man wirklich feststellt, dal eine sogenannte , Dekortikation“ er-
folgt, d. h. daB} sich die Meningen nicht ohne Verlust von Rinden-
substanz ablosen lassen. Jedenfalls ist der Schaden, den man
damit oft anrichtet, viel grofler, da es wesentlich wichtiger ist,
die Meningen iiber den Windungen mikroskopisch untersuchen
und jhre Beziehungen zur Randglia und zu GefiBen und Infil-
traten feststellen zu konnen. '

Wir sahen eingangs, daB fiir eine erfolgreiche histologische
Untersuchung alles auf die Anwendung elektiver Farbe-
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methoden ankommt, und diese verlangen erstens eine méog-
lichst frische Fixierung des Zentralorgans und zweitens ein
Einlegen in die fiir die verschiedenen Elektivmethoden ver-
schiedenen Fliissigkeiten.

Es ist deshalb notwendig, die Sektion sobald als méglich
vorzunehmen, und im allgemeinen gilt der Satz, daB man histo-
logisch zuverlassige Praparate nur dann erhalten kann, wenn eine
Fixierung des Gewebes innerhalb der ersten 24 Stunden
nach dem Tode mdglich war. Natiirlich ist eine Fixierung damit
noch nicht erreicht, daB man das Gewebsstiick einfach in die
betreffende Fliissigkeit bringt, sondern man hat dafiir Sorge zu
tragen, dal die Flissigkeit auch wirklich bald das Material durch-
dringen kann. Ein solches Hineindringen der Fixierungsfliissig-
keit ist nicht méglich, wenn man etwa das ganze Gehirn, wie es
hiufig geschieht, in einer Formollsung hirtet. Ein solches Ein-
legen des ganzen Gehirns in Formol ist gewi unter Umstinden,
namentlich wo es auf die topographische Erhaltung etwa eines
leicht zerflieBenden Erweichungsherdes ankommt, recht zweck-
méBig. Aber man muB} sich dariiber klar werden, daBl man ein
solches in toto fixiertes Gehirn im allgemeinen eben nur fiir die
genauere anatomische Herdumgrenzung gebrauchen kann, und
daB es fiir feinere histologische Untersuchungen verloren ist;
will man an solchen Gehirnen auf degenerierte Fasersysteme
mittels der Markscheidenmethode untersuchen, so sollte man nach
24- oder 36stiindiger Fixierung die Zerlegung des Gehirns in
Frontalschnitte vornehmen. SCHRODER hirtet in einer mit Formol
versetzten MULLERschen Fliissigkeit an, der so viel Glycerin zu-
gefligt ist, daB das Gehirn gerade schwimmt.

Beim Herausschneiden der einzelnen Stiicke bedient
man sich am besten des Rasiermessers oder einer spitzen und
scharfen Schere; die Anwendung der letzteren empfiehlt sich be--
sonders fiir das Herausschneiden der Rindenstiicke. Wo es dar--
auf ankommt, Hemisphérenschnitte anzufertigen, oder wo man,
wie fiir die Degenerationsmethoden, spéter mdglichst liickenlose
Serien durch den Hirnstamm anlegen will, empfiehlt sich die Be-
nutzung spezieller Schneideapparate, mit welchen man gleich-
mifige parallele Schnittflichen erhilt. Diesem Zweck dient der
von STARLINGER angegebene Apparat und besonders das EDINGER-
sche Makrotom. Das Zerschneiden des Zentralorgans in feinere-
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Scheiben mittels dieser Apparate wird am besten erst dann vor-
genommen, wenn das Material in Formol oder MULLERscher
Fliissigkeit angehirtet ist.

Wo es sich um normal-histologische Untersuchungen handelt,
ist es ja klar, daB das Stiick aus dem Nervensystem herausge-
schnitten wird, auf welches es dem Untersucher jeweils ankommt,
und es ist zwecklos, dariiber allgemeinere Ratschlige zu geben.
Das gilt auch fiir die faseranatomische und topographische Unter-
suchung in Fillen von systematischen Degenerationen und Herd-
erkrankungen. Dagegen ist es bei den diffusen zentralen
Erkrankungen nicht immer leicht, gerade das Wichtige bei der
Zerlegung des Gehirns fiir die spiitere Untersuchung herauszu-
wihlen, da sich makroskopisch die Verinderungen in ihrer Ver-
teilung keineswegs oft deutlich anzeigen. Deshalb sollte man es
sich zur Regel machen, immer zahlreiche regionir verschiedene
Teile des Gehirns fiir die histologische Untersuchung einzulegen,
weil ja eine Untersuchung des gesamten Zentralorgans nach den
verschiedenen Methoden meist nicht durchfiihrbar ist. Da nun
die diffusen Prozesse eine oft recht wechselnde Lokalisation in
den einzelnen Teilen des GroBhirns haben, und da die einzelnen
Windungen mit Riicksicht auf den Schichtenbau normalerweise
grofle Unterschiede aufweisen, so wird man sich daran gewohnen
miissen, immer wieder Praparate mdéglichst derselben Win-
dung miteinander zu vergleichen. Wir schneiden aus dem
GroBhirn stets folgende Stiicke heraus:

1. Aus der ersten Frontalwindung, und zwar aus ibhrem hin-
teren, auf die mediale Flidche iibergreifenden Bezirke,

2. aus den.beiden Zentralwindungen etwa an der Grenze des
mittleren und oberen Drittels,

3. aus der ersten Temporalwindung,

4. der Insel links,

5. der Gegend des Ammonshorns,

6. der -Gegend der Fissura calcarina.

Vom Hirnstamm wahlen wir je ein Stiick aus

1. den mittleren Partien des Corpus striatum,

2. dem Thalamus opticus,

3. der Augenmuskelregion,

4. der Gegend der Olive,

5. dem Wurm und den Hemisphiren des Kleinhirns.
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Vom Riickenmark sind mindestens fiinf oder sechs ver-
schiedene Hohen zu untersuchen, sofern eben nicht systemati-
sche oder herdférmige Degenerationen eine eingehendere Durch-
suchung dieses Organs verlangen. Man wihlt am zweckmiBigsten
Stiicke aus

1. der Halsanschwellung,

2. der Lendenanschwellung,

3. dem unteren Dorsalmark und noch je ein Stiick aus

4. dem Hals-, Brust- und Sakralmark.

Ein Signieren der Stiicke ist fiir den Geiibten gew6hnlich
nicht notig; am Riickenmark kennt man sich bald in den ver-
schiedenen Segmenten an ihrer Konfiguration aus, und auch an
den einzelnen Hirnwindungen lernt man sich zumal auf Grund
des Zellschichtenbaues der Rinde zurechtfinden. Letzteres setzt
aber eine grofie Erfahrung voraus, und man wird anfangs gut
tun, dort, wo es auf die Feststellung lokalisierter Veréinderungen
ankommt, die einzelnen Stiicke zu markieren. Man tut das am
einfachsten, indem man auf jedes Stiick ein FlieBpapierzettelchen
mit der Bezeichnung der Windung gut andriickt; es hilt dann
in der Fixierungsfliissigkeit am Block fest. Viel umstiindlicher
ist es, kleine Kartonstiickchen mit der betreffenden Bezeichnung
mittels Nadel und Faden an einer Ecke des Stiickes zu be-
festigen oder beim Riickenmark an eine Wurzel zu binden; man
kann auch jedes Stiick in ein Gazesiickchen (zusammen mit dem
Kartonstiick) einbinden.

Danach ist die wichtige Frage der Art der Fixierung zu
entscheiden; sie ist einfach, wo es auf die Darstellung normaler
histologischer Eigentiimlichkeiten ankommt; man wéhlt eben da
die fiir die betreffende Methode angegebene Fixierungsart. Bei
dem pathologisch-anatomischen Préparat dagegen haben wir uns
zuvor dariiber klar zu werden, was in dem betreffenden Fall
vor allen Dingen histologisch dargestellt werden muf,
und es bedarf einer genaueren Kenntnis der in dem zweiten
Kapitel kurz aufgefiihrten allgemeinen histopathologischen Tat-
sachen und einer gewissen Erfahrung auf diesem Gebiet, um hier
das Richtige zu treffen. Ich erwihne nur, dall es ja bei der Ver-
folgung sekundirer Degenerationen nicht immer leicht zu ent-
scheiden ist, ob man hier mehr Gliick mit der MARCHIschen
Methode oder mit der Scharlachfirbung fiir die Feststellung frischer
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Zerfallsprodukte haben wird oder ob die Anwendung der Mark-
scheidenmethode von gréBerem Erfolg sein diirfte, die uns iiber
alte Ausfille AufschluB gibt; und weiter haben wir in solchen
Fillen in Erwigung zu ziehen, ob wir bei der Untersuchung der
Ursprungs- und Endregion einer zerstorten Bahn vielleicht mit
Hilfe der Zellmethode oder auch mit Hilfe der Neurogliafirbungen
wichtige Erhebungen machen konnen (siche 8. 17 u. 18).

Wo es sich aber wieder um diffuse Prozesse handelt, oder
wo wir etwa eine Geschwulst oder eine Erweichung in ihren ver-
schiedenen histologischen Eigentiimlichkeiten erkennen
und nicht etwa nur ihre Lage prézisieren wollen, da empfiehlt
es sich, mdglichst alle in der Neurohistologie wichtigen Elektiv-
methoden anzuwenden und dementsprechend von vornherein
eine verschiedenartige Fixierung an den verschiedenen in
Betracht kommenden Teilen des Zentralorgans vorzunehmen.

Unter den Fixierungsfliissigkeiten sind folgende vier die in
der Neuropathologie wichtigsten:

1. Der 96 %ige Alkohol.

Die Alkoholfixierung ist die unerldlliche Vorbedingung fiir
eine erfolgreiche Darstellung des Ganglienzelleibes und der
Tigroidsubstanz; wir erhalten nur von dem in 96 % igem Alkohol
fixierten Material das NissLsche Zelldquivalentbild. AuBer-
dem ist diese Alkoholfixierung notwendig fiir die farberische Dar-
stellung der Gliazellen mit basischen Anilinfarbstoffen. Auch
die Gliafaserfirbung nach Horzer und die Tanninsilber-
impriagnation des Bindegewebes gelingt danach. Sehr schon
farben sich die Plasmazellen (nach der UNNA-PAPPENHEIMschen
Methode, mit Toluidinblau usw.. Von groBer Bedeutung end-
lich ist die Alkoholfixierung fiir den Nachweis von Eisen, Kalk
und Pigmenten, da sich diese Stoffe bei der gewéhnlichen
Formolkonservierung verindern bzw. in Losung gehen; im Al-
kohol tun sie das nicht.

2. Das Formol.

Man gebraucht zur Fixierung eine 10 %ige Losung von dem
kiuflichen 40%igen Formaldehyd. [Fiir manche Firbungen, wie
z. B. fiir die BigLscHOWSKY sche Methode, nimmt man auch eine
etwas stirkere (20%ige) Formollsung.] Von dem in Formol
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fixierten Material 1Bt sich an Gefrierschnitten die in der
Histopathologie wichtigste Neurofibrillenfarbung, namlich die
von BIELSCHOWSKY, ausfilhren, auflerdem die Markscheiden-
firbung nach Verfasser, die Gliafasermethode nach Horzer
und die Farbung gewisser in Alkohol, Xylol und Ather 1&slicher
Abbaustoffe, wie z. B. des Fettes. Das in Formol fixierte
Material ist nach besonderer Beizung mit Chrom- oder Kupfer-
salzen fiir die WEIGERTsche Markscheiden- und die Glia-
farbung ausgezeichnet verwendbar.

Vielfach heiBit es, das Formol solle siurefrei sein, und man schreibt
oft vor, es vor dem Gebrauche mit Calciumkarbonat zu schiitteln. Das
hat wohl Sinn, wenn man es fiir ein Farbeverfahren braucht, wo fiir eine
bestimmte Reaktion neutrales Verhalten des Formols notwendig ist, nicht
aber fiir die Fixierung und Konservierung; denn bringt man ein Hirn-
stiick in neutrales Formol, so wird dieses doch bald siurehaltig (Sparz).

3. Die Weigertsche Neurogliabeize.
Man stellt sie sich her, indem man in

kochendes Wasser . . . . 100,0 ccm

Fluorchrom . . . . . . 2,5 g
tut, durch Aufkochen 16st, und danach, solange diese Lisung
noch kochend ist (nach Ausdrehen der Flamme), zuerst 5 ccm
gewGhnliche Essigsiure, dann 5 g fein gepulvertes neutrales essig-
saures Kupferoxyd unter starkem Umriihren zusetzt. Zu dieser
Fliissigkeit werden nach dem Erkalten noch 10 Prozentteile For-
mol (der k#uflichen Ldsung) hinzugefiigt. '

Diese Gliabeize dient zur Fixierung und Beizung des fiir die
WEeicERTsche Gliafaserfarbung bestimmten Materials, welche
man jedoch auch an den urspriinglich in Formol fixierten und
nachtriglich mit dieser Beize behandelten Stiicken ausfithren
kann. Wichtig ist die primére Fixierung des nervésen Gewebes
in dieser Beize, wo man die histologische Darstellung gewisser
akuter Gliazellverinderungen, speziell der am6boiden Glia-
zellen, beabsichtigt (ALZHEIMERs Methoden).

4. Die Miillersche Fliissigkeit

setzt sich zusammen aus

Kal. bichrom. . . . . . . 25 ¢g
Natr. sulfur . . . . . . 10 g
Aq. dest. . . . . . . . 100,0 ccm

Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 3
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Die MULLERsche Flissigkeit dient zur Fixierung von Material,
an dem die Karminfirbungen, die WEIGERTsche Markscheiden-
firbung und ihre Modifikationen und die MarcHIsche Chrom-
Osmiummethode vorgenommen werden sollen.

Die MtrreErsche Fliissigkeit war frilher gewissermaBen
schlechthin die Fixierung fiir das Nervensystem, zumal in einer
Zeit, wo man das Nervengewebe vorwiegend mit Karmin firbte.
Jetzt ist das anders geworden. Die Karmine werden seltener
verwendet, weniger wohl deshalb, weil sie, wie oft behauptet
wird, nicht mehr so gute Bilder wie frither liefern, sondern weil
die elektiven Fiarbemethoden ihnen an Wert fiir die histologische
Analyse weit iiberlegen sind. Und auch fiir die Markscheiden-
firbungen nach WEIGERT ist die MULLERsche Fliissigkeit nicht
entfernt mehr so wie frither als Fixierungsmittel im Gebrauch;
man muf} ja das Riickenmark etwa 3 Monate, das Gehirn
4—6 Monate in MULLERscher Fliissigkeit fixieren bzw. beizen,
wenn man eine ordentliche Markscheidenfirbung erzielen will;
und auch dann ist der Erfolg keineswegs immer sicher, weil
speziell fiir die Hirnrinde die Chrombeizung in MULLERscher
Fliissigkeit, selbst wenn diese gut gewechselt wird, oft nicht recht
ausreicht. HEs bedeutete deshalb einen ganz besonderen Fort-
schritt, als WEIGERT eine Schnellbeize fiir die Chromierung der
Markscheiden angab; in dieser braucht man Riickenmarkstiicke
(0,6—1 cm dick!) durchschnittlich nur fiinf Tage, Rinden-
stiicke acht Tage zu belassen, und nur wenn es sich um
groBere und etwas dickere (1 —1,5 cm) Stiicke handelt, mu8 man
die Beizung auf etwa 14 Tage ausdehnen. Damit wird nicht nur
das sonst so dullerst langweilige Verfahren der Markscheidendar-
stellung erheblich abgekiirzt, sondern es ist auch die Chrombeizung
und damit die Vorbereitung fiir die spitere Markscheidenfirbung
eine bedeutend sicherere. DieseSchnellbeize wendet man an dem in
Formol fixierten Material an. Und auch darin liegt ein besonderer
Vorteil dieser Methode, daf man das Material beliebig lange
(jahrelang) in Formol aufheben kann; es wird darin nicht,
wie das in MULLERscher Fliissigkeit schon nach einigen Monaten,
sicherlich aber nach Jahresfrist, zu geschehen pflegt, briichig,
sondern es kann eben zu jeder beliebigen Zeit fiir die Markscheiden-
fairbung weiter behandelt werden. Diese WEIGERTsche Schnell-
beize ist folgendermalBen zusammenzusetzen:
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doppeltchromsaures Kali . . . 5¢g
Fluorchrom . . . . . . . 2g
Aq. dest. (kochend!) . . . . 100 ccm

Bei der Entwisserung im Alkohol zum Zwecke der Celloidin-
einbettung mufl man die Glasgefile im Dunkeln lassen, weil
sonst das Chrom ausgezogen wird. Die MULLERsche Fliissigkeit
ist demnach durch das Formol und durch die WEIGERTsche
Schnellbeize aus ihrer friiheren, angesehenen Stellung verdréngt.
Fiir notwendig oder doch fiir sehr zweckmiflig halte ich die
primére Fixierung in MULLERscher Fliissigkeit nur dort, wo
spater die MaRCHIsche Chromosmiummethode zum Nachweis
frischer Degenerationen angewendet werden soll, da hier die
Formolfixierung sehr hiufig zu verschwommenen und nicht immer
leicht zu deutenden Bildern Anlafl gibt.

Das in Formol fixierte Material kdnnen wir nach dem eben
Gesagten also fiir die allerverschiedensten Elektivmethoden ver-
wenden, fiir die Markscheiden-, Fibrillen-, Neurogliafaserfirbung,
ferner fiir die Darstellung gewisser Abbauprodukte (Fett u. &.)
und weiter auch fir Kern- und Zellfirbungen; nur erhalt man
dann kein Nervenzelliquivalentbild im Sinne von NISSL, aber
man kann sich daran doch im groBen und ganzen iiber Ganglien-,
Glia- und Geschwulstzellen usw. orientieren. Von ganz besonderer
Wichtigkeit ist weiter, daB wir an dem formolfixierten Material
Gefrierschnitte herstellen kénnen, an denen sich die ver-
schiedenartigsten Farbungen wie besonders die Mark-
scheiden-, Fibrillen-, Fett- und Glia-, einfache Kern-
und Doppelfirbungen ausfithren lassen. Auf diesen Modus der
Untersuchung, bei welchem an unmittelbar aufeinander-
folgenden Schnitten diese verschiedenen Farbungen
zur histopathologischen Vergleichung vorgenommen wer-
den, lege ich ganz besonderen Wert.

Aus alledem ergibt sich also

1. daB wir fiir die Darstellung der Ganglien- und der Neuro-
gliazellen nach Nissl das Gewebe in 96% igem Alkohol und
fiir den histochemischen Nachweis von Eisen, Kalk usw. fixieren
miissen. So ist es auch sehr gut brauchbar fiir die Farbung von
Infiltratzellen (speziell von Plasmazellen) und wir konnen
die Schnitte von dem in Alkohol fixierten, in Celloidin ein-

*
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gebetteten Block zur histopathologischen Vergleichung des
Ganglien- und Gliazellbildes mit dem Gliafaser- und Binde-
gewebspraparat benutzen;

2. fiir die Darstellung der Neurofibrillen, der Markscheiden,
der Neurogliafasern, fir die Fettfarbung und fiir die ver-
gleichende histopathologische Untersuchung an Gefrierschnitten
ist Formolfixierung notig;

3. fiir die Darstellung der Gliafasern und besonders gewisser
akuter degenerativer Gliazellveréinderungen empfiehlt sich die
Fixierung in Weigertscher Neurogliabeize;

4. fiir die Darstellung der frischen Degenerationsprodukte
von markhaltigem Nervengewebe nach der Marchischen Chrom-
osmiummethode (und eventuell auch fiir die Darstellung der
Markscheiden) fixieren wir in Miillerscher Fliissigkeit.

Nach dem vorhin Gesagten ist es klar, dal die besondere
Art der Fixierung eben von der Eigenart des Falles und von
dem speziellen Zweck der Untersuchung abhingen wird. Bei den
diffusen Prozessen, und wo eine moglichst umfassende Unter-
suchung mittels der verschiedenen Elektivmethoden durchgefiihrt
werden soll, empfiehlt es sich, aus den vorhin genannten Teilen
des Zentralorgans je drei benachbarte Stiicke herauszuschneiden
und davon eines in Alkohol und eines in Formol (eventuell
eines in die Gliabeize) zu tun; nur fir das Studium ganz
frischer Degenerationen wiirde noch die Fixierung in MULLERscher
Fliissigkeit anzuraten sein. Der Rest des Materials wird
am besten natiirlich auch konserviert, da man ja sehr haufig
dem Fall bei der Sektion nicht ansehen kann, ob und nach
welcher Richtung er histopathologisches Interesse haben kénnte.
Es empfiehlt sich nach dem eben Gesagten, diesen Rest in
Formol zu fixieren und darin aufzubewahren.

Fiir alle Fixierungsfliissigkeiten gilt, daB sie in reichlichen
Mengen verwandt werden miissen, so dal sie das Volumen des
Materials um das 10fache (Alkohol sogar um das 20—30fache)
ibertreffen. Das Formol braucht nur in den ersten Tagen einmal
gewechselt zu werden, spiter kann man alle Viertel- oder Halb-
jahr die Fliissigkeit erneuern. Ahnliches gilt fiir die WrIGERTsche
Neurogliabeize, die einen Formolzusatz enthilt. Wesentlich da-
gegen ist das Wechseln der MULLERschen Fliissigkeit, denn
sonst wird die Chrombeizung beeintriichtigt, und hiufig kommt
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es auch zum Faulen der darin aufbewahrten Organstiicke; man
kann letzteres vermeiden, indem man Kampferstiickchen hinzu-
setzt. In den ersten 3 Wochen soll die MULLERsche Fliissigkeit alle
2—3 Tage gewechselt werden, spiter etwa alle 2—3 —4 Wochen;
nach etwa 8 Monaten ist in der Regel das Material nur noch
wenig fiir histologische Zwecke brauchbar. Von ganz besonderer
Wichtigkeit ist die haufige Erneuerung des 96%igen Alko-
hols, zumal das darin fixierte Material auch uneingebettet ge-
schnitten werden soll (NISsL-Farbung). Es ist unbedingt nétig,
den 96 %igen Alkohol schon innerhalb der ersten 24 Stunden
nach der Sektion einmal zu wechseln, dann innerhalb der ersten
Woche noch zwei- oder dreimal, spiter alle 8 Tage und nach
4 Wochen durchscnittlich zunéchst noch alle Monat einmal. Bei
altem Alkoholmaterial erkennt man die Notwendigkeit eines
Wechselns der Fliissigkeit daran, dafl der Alkohol sich seifig an-
fiihlt und bei Wasserzusatz (im Reagenzglase) eine stark milchige
Triibung aufweist. Sorgsam ist darauf zu achten, da der Alkohol
in dem Konservierungsglase nicht verdunstet, bzw. daB neuer
Alkohol zugegossen wird, damit das Material nicht an der Ober-
fliche eintrocknet. Besser als an GefiBen mit eingeschliffenem
Deckel 1aBt sich das vermeiden, wenn man das Material in ge-
wohnlichen Weithalsflaschen mit Korkstopsel aufhebt; diese haben
auch den Vorzug der Billigkeit. — —

Soweit fiir einzelne Farbungsmethoden spezielle Fixierungs-
fliissigkeiten angewandt werden, werden diese gelegentlich der
Besprechung der betreffenden Methode genannt werden. Von
einigen hiufiger gebrauchten Fixierungsmitteln seien hier noch
erwahnt:

Die Orthsche Mischung. Sie setzt sich zusammen aus 10 Volum-
teilen 40%igen Formols und 100 Volumteilen MULLERscher
Fliissigkeit. Nach 4 Tagen scheiden sich Kristalle aus, und die
Mischung muf3 neu hergestellt werden.

Diese Fixierung eignet sich besonders fiir eine spitere Karmin-
farbung; sehr schén werden die Kerne und auch die Kernteilungs-
figuren fixiert. — Recht gute Bilder erhilt man danach, wenn
man die panoptische Farbung anwendet.

Das Sublimat in einer heiligesittigten Losung (7,5 g Sublimat
auf 100 com 0,5 %ige Kochsalzlosung). Fixierung darin 4 bis
6 Stunden. Griindliches Auswaschen in Wasser (24 Stunden).
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Nachhiirtung in Alkohol von langsam steigender Konzentration:
je 24 Stunden in 30-, 50-, 70-, 90- usw. %igem Alkohol. Um
Sublimatniederschlige zu vermeiden, setzt man dem Alkohol
einige Tropfen Jodtinktur (bis er weinrot aussieht) hinzu.

Das Sublimat fixiert Kernstrukturen und Mitosen sehr schon.

Die Zenkersche Fliissigkeit ist MULLERsche Fliissigkeit, der
5 Prozentteile Sublimat und 5 Prozentteile Eisessig zugesetzt sind.

Die Flemmingsche Fliissigkeit ist ein Chromosmiumessig-
sduregemisch von folgender Zusammensetzung:

2%ige wisserige Osmiumsiurelésung . 4,0 ccm
1%ige wisserige Chromssurelésung . 15,0 ,
Bisessig . . . . . . . . . . . 1,0 ,,

Auch die FremminGsche Flissigkeit dient vor allem der
Darstellung von Kernteilungsfiguren. Zu diesem Zwecke fixiert
man kleine Gewebsstiicke 2—3 Tage in dem Gemisch, wischt
mehrere Stunden in Wasser aus, hirtet langsam in Alkohol von
allmahlich steigender Konzentration nach.

Fiir die Darstellung der amdboiden Gliazellen und ihrer
Einschliisse empfiehlt sich die Behandlung des zuvor in Formol
fixierten Materials in FLEMMINGscher Fliissigkeit (vgl. ALZHEIMERS
Methode S. 124).

Bromammoninm-Formol wird von CAJAL und seinen Schiilern
als Fixierungsmittel fiir die von ihnen angegebenen Methoden
zur Darstellung der Neuroglia angegeben. Die Zusammen-
setzung ist:

Ammonium bromat. . . . . . . . 2,0
Formol . . . . . . . . . . . 14,0
Ag.dest. . . . . . . . . ad 1000

Viertes Kapitel.
Das Einbetten und Schneiden.

Fir die Herstellung von Préparaten mufl das fixierte Ge-
webe die zum Schneiden notwendige Konsistenz besitzen. Manche
Fixierungsmittel geben dem Gewebe bereits den geniigenden
Hirtegrad, wie z. B. der 96 %ige Alkohol und unter Umstéinden
auch die Bichromatlosungen. Sonst mull das Material erst (i
Alkohol) nachgehirtet und in gewisse Medien eingeschlossen
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werden: Einbettung in Celloidin oder Paraffin. Oder es wird
endlich das Material durch Gefrierenlassen mit Hilfe von Kohlen-
sdure schnittfihig gemacht (Gefriermethode)

1. Das ,,Uneingebettet-Schneiden*
spielt bei den neurohistologischen Untersuchungen eine besonders
grofe Rolle, zumal die wichtigste Methode der histopatho-
logischen Untersuchung des Nervensystems, namlich die NissL-
sche Farbung, zweckmifig auch am Schnitt vom uneinge-
betteten Block geiibt wird. Bei geniigendem Wechsel des
96 %igen Alkohols (vgl. 8. 66) erreicht das Gewebe eine so gute
Konsistenz, daB sich ohne weiteres diinne Schnitte auf dem
Mikrotom gewinnen lassen; dabei mul} das Celloidinmesser schrig
gestellt sein, und zwar in einem moglichst spitzen Winkel zur
Achse des Mikrotomschlittens, so dal die Schneide des Messers
gut ausgeniitzt werden kann; der in 96 %igem Alkohol gehirtete
Block, welcher mittels Gummi arabicum auf einen Holzklotz
aufgeklebt wird, ist unter 96 %igem Alkohol zu schneiden. Das

Genauere iiber die Methodik ist auf S. 66 mitgeteilt.

Nicht so ganz sicher, aber bei geniigendem Wechseln doch ziemlich
hiufig, 1aBt sich eine Schnittfahigkeit des Gewebes bei Fixierung und
Hirtung in Bichromatlésung (MULLERscher Fliissigkeit) erzielen. Hier
wird bei der eben geschilderten Messerstellung der Block unter einer
ganz diinnen Seifenwasserlosung geschnitten. Man befestigt den Block,
der nur geringe Dimensionen haben darf, mittels Siegellacks auf dem
Holzklotz, nachdem man zuvor die Aufklebefliche durch einen glithend
gemachten Spatel getrocknet hat. Dieses Verfahrens bedient man sich
fiir die spitere Fiarbung mit Karmin oder fiir die Gliafirbung nach
Bevan-LEwrs; auch die nach MaArcHT osmiierten Blocke schneidet man
50, wenn man sie nicht einbetten will (vgl. S. 103).

2. Die Gefriermethode.

Fiir dieses Verfahren wird im wesentlichen nur Formol-
material bzw. das in der Gliabeize fixierte Gewebe verarbeitet.
(Man bekommt jedoch auch von dem in ,Miiller“ oder ,, Formol-
Miiller gehirteten Material Gefrierschnitte) Das Verfahren ge-
staltet sich folgendermaflen:

1. Die in Formol oder Gliabeize fixierten Stiicke werden glatt
geschnitten, und zwar so, dafl sie nicht hoher als 2—3 mm sind.

2. Diese Stiicke werden etwa eine Stunde gewéssert (zur Ent-
fernung des Formols und damit zur Erzielung einer besseren
Schnittfahigkeit des gefrorenen Gewebes).
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3. Das Stiick wird auf ein Blittchen angefeuchteten FlieB-
papieres getan und so (damit es beim Schneiden nicht abspringt)
auf den Objekttisch des Mikrotoms gebracht; dabei driickt man
es, wihrend man das Kohlensiureventil offnet, leicht mit dem
Finger auf die Tischplatte fest.

4. Schneiden.

Die Stiicke diirfen nicht zu stark gefroren sein, da sie sonst
zu sprode zum Schneiden werden, und man nur Spine herunter-
hobelt; sie diirfen aber natiirlich auch nicht zu wenig gefroren
sein, weil sonst die Schnitte ungleich dick werden. Das zu stark
gefrorene Gewebe kann man durch Anhauchen oder Beriihren
mit dem Finger rasch schnittfertiz machen. (Eine sehr gute
Regulierung des Gefrierens gestattet das Kohlensiure-Gefrier-
mikrotom Nr.9 der Firma LErTz-Wetzlar, das nach den Angaben
von SCHRIDDE konstruiert ist.) Man schneidet hintereinander
eine ganze Reihe von Schnitten, die auf dem Messer liegen bleiben,
und die man dann auf einmal mit dem Finger (schrig von oben
herab) vom Messer in eine Schale mit destilliertem Wasser bringt.
Manchmal ist es auch besser, jeden Schnitt einzeln vom Messer"
zu nehmen.

Fir die weitere Behandlung des Schnittes gelten die bei
dem betreffenden Verfahren angegebenen Vorschriften; will man
lediglich eine Kernfarbung an den Gefrierpriparaten vornehmen,
so wird der Schnitt vor der Uberfilhrung in das Farbbad erst
fiir eine Viertelstunde in 70- und 96 %igen Alkohol gebracht.
Die Gefriermethode eignet sich vor allem zur Darstellung

1. der Achsenzylinder und Neurofibrillen,

2. der Markscheiden,

3. gewisser plasmatischer Gliastrukturen und auch der
Gliafasern nach WEIcerT, HOLZER,

4. der Fettsubstanzen und anderer Abb au produkte,

5. zur vergleichenden Analyse von Achsenzylinder-, Mark-
scheiden-, Fett-, Neuroglia- und Zellbildern an unmittelbar auf-
einanderfolgenden Schnitten (cfr. S. 89 u. 101).

3. Gelatineeinbettung.
1. Fixieren in 10%iger FormollGsung.
2. Ausschneiden von 3—5 mm dicken Gewebsscheiben und
griindliches Auswaschen in flieendem Wasser 24 Stunden lang.
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3. Ubertragen in diinne Gelatineldsung (12 %) fiir 24 Stunden.

4. Ubertragen in dicke Gelatinelésung (25 %) fiir ebenfalls
24 Stunden.

5. AusgieBen in kleine Schilchen und erstarren lassen im
Eisschrank.

6. Harten in 10 %igem Formol fiir 1—2 Tage.

7. Vor dem Schneiden kurzes Auswissern.

8. Schneiden mit dem Gefriermikrotom.

9. Farben in diinnen Losungen und Einschlieen in Glycerin-
gelatine.

Die Gelatinelosung stellt man sich nach den Angaben von
GRAEFF, der die zuerst von NICOLAS und spiter von (FASKELL
angegebene Methode verbessert hat, in der Weise her, dall man
eine abgewogene Menge von Tafelgelatine im Verhéltnis 1:3 mit
1% Karbolsidure versetzt; dieses Gemenge wird in verdeckter
Schale in den Brutofen von 37° gestellt, wo sich die Gelatine
auflost und zu einer homogenen dickfliissigen Masse wird. Von
dieser 25 % dicken GelatinelGsung wird noch eine diinne Gelatine-
lésung dadurch hergestellt, da man die gleiche Menge Karbol-
wasser hinzufiigt. — Die Einbettung in Gelatine gelingt nur
dann gut, wenn durch griindliches Auswissern das Formol aus
dem Gewebsstiick entfernt ist; denn sonst wird die Gelatine
noch vor ihrem Eindringen in den Block gefillt. — Beim FEr-
gtarrenlassen ist darauf zu achten, daB die in der Schale ein-
gedickte Masse, nachdem man sie wie gewchnlich ausgeschnitten
hat, mit dem Gewebsblock noch an der Luft nachhidrten muf,
bis sie die Konsistenz eines mittelharten Radiergummis hat.
Sonst ist die Masse brickelig und klebrig und wird in Formalin nicht
geniigend hart. Die Bldcke bleiben in 10 %iger Formollésung.
-— Um gute Schnitte zu bekommen, mufl man langsam gefrieren
lassen, weil die Gelatine nicht so rasch gefriert als das Objekt
und dieses bei raschem Durchfrieren zu hart wird. Die Schnitte
fingt man in Wasser auf; man kann sie in Formolwasser auf-
bewahren.

Die Methode eignet sich vor allem fiir die Anfertigung sol-
cher Priparate, bei denen Alkohol und andere fettlosende Sub-
stanzen vermieden werden sollen, und fiir Gewebe, das sich wegen
seiner bréckeligen oder leicht zerreiBlichen Beschaffenheit nicht
fiir das gewdhnliche ,,Gefrierschneiden® eignet. So kann man es
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mit gutem FErfolge fiir die Fettfirbung mit Scharlachrot an-
wenden, z, B. bei Erweichungsherden, an schwammigem Ge-
webe, oder wo es darauf ankommt, die Nervenwurzeln und die
Meningen mitsamt der zentralen Substanz auf fettige Dege-
nerationsprodukte zu untersuchen. Man kann dann auch andere
Schnitte des gleichen Blockes zur Vergleichung mit Himatoxylin-
Eosin oder nach der Markscheidenfarbung behandeln. Bei der
von mir angegebenen Markscheidenfairbung am Gefrierschnitt
(s.S. 98) fiirbt sich allerdings die Gelatine zuweilen schmutzig grau
und man kann diese Praparate dann nicht gut photographieren;
deshalb verwende ich hier mitunter lieber die Methode von
OLIVECRONA (s. S. 101), die allerdings die Markscheiden nicht so
vollstéindig farbt, aber ein lichteres Ubersichtsbild gibt. Mit den
Gliafaser- und Achsenzylinderfirbungen habe ich keine guten
Resultate am Gelatinegefrierschnitt bekommen,

Da die Gelatine im Priparat nicht selten storend wirkt, hat HERINGA
ein Verfahren der Entgelatinisierung angegeben. Dies beruht wie
bei dem Verfahren von ApRION vor allem darauf, daf man den er-
starrten QGelatinegewebsblock nicht noch in Formollssung fixiert (vgl. 6
der Methode), sondern ihn direkt gefrieren lit und schneidet. Der
feuchte mit dem Schnitt beschickte Objekttriger wird dann mit einem
nach MaB geschnittenen FlieBpapierstreifen bedeckt, der durch Capillar-
wirkung von selbst haftet. Das Priparat soll nicht angedriickt werden;
man legt ein oder zwei Papierstreifchen darauf, feuchtet mit einem
Wassertropfen leicht an und ordnet weitere gleich behandelte Objekt-
triger mit den Schnitten iibereinander und tut sie in eine Glasschale,
die oben eine Schraube mit einer daran befestigten Klemme fithrt; mit
dieser wird ein ganz leichter Druck auf die darunter gebrachten Objekt-
triger und Schnitte ausgetibt. Dann wird die Schale in den Brutschrank
von 37 Grad fiir 10 Minuten gestellt; innerhalb dieser Zeit wird die Ge-
latine durch die Warme von dem am Papier haftenden Wasser verfliissigt.
Danach tut man die einzelnen Objekttrdger mit den Papierstreifchen in
Wasser von 37 Grad und stellt sie senkrecht darin auf, bis die Papier-
streifchen zu Boden gesunken sind und sich die Gelatine gelost hat.

4. Celloidineinbettung.

1. Nachhdrten des fixierten Gewebes in Alkohol von auf-
steigender Konzentration, und zwar je einen Tag in 70-, 80- und
96 %igem Alkohol.

2. Vélliges Entwissern in einmal zu wechselndem absolutem
Alkohol (2 mal 24 Stunden). (Das in 96 %igem Alkohol fixierte
Gewebe wird noch fiir 24 Stunden in frischen 96 %igen Alkohol
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gebracht und dann in absoluten Alkohol zur vollstindigen Ent-
wisserung getan.)

3. 24 Stunden in Alkohol-Ather da.

4. Diinnfliissiges Celloidin 3-—4 Tage (unter Umstéinden we-
sentlich linger, zumal bei gréferen und dickeren Stiicken [bis
7 Tage)).

5. Dickfliissiges Celloidin mindestens 5 Tage.

6. Ausgielen in 3—4 cm hohe Glasschalen (Schnittfliche der
Blocke nach unten!). Erstarrenlassen des dickfliissigen Celloidins.

7. Aufkleben des erstarrten Celloidinblocks auf einen Holzklotz.

8. 12—24 Stunden in 70%igem Spiritus.

9. Schneiden bei schriger Messerstellung (Celloidinmesser) unter
70%igem Spiritus. Die Schnitte werden mittels eines Streifens
Klosettpapier vom Messer genommen und in 70 %igen Spiritus
gebracht.

Die Celloidinlésung stellt man sich in der Weise her, daf}
man das von SCHERING in den Handel gebrachte Tafelcelloidin
in moglichst kleine Stiicke schneidet, auf dem Brutschrank gut
austrocknet und in Alkohol-Ather @& 15st. (Am zweckmiBigsten
nimmt man auf 1 Tafel Celloidin 250 cbem absoluten Alkohol,
1aBt es 24 Stunden quellen und gieBt dann 250 cbem Ather
hinzu.) Man hilt sich zwei Losungen von Celloidin vorriitig: eine
diinnfliissige und eine dickfliissige, sirup6se Losung (diese letztere
entspricht der soeben angefiihrten Losung, die erstere erhélt man
durch weitere Verdiinnung mit der gleichen Menge Ather-Alkohol).
Gebrauchtes Celloidin kann man von neuem verwenden, nach-
dem man es auf dem Paraffinofen getrocknet hat.

Unter Umstdnden muBl man das Celloidinverfahren wesent-
lich abkiirzen (vgl. MaArRcHI-Methode S. 102); statt Alkohol ver-
wendet man dann zur Nachhértung besser Aceton, in welchem
die Entwisserung und Hartung im Brutofen innerhalb 3 bis
4 Stunden, bei einmaligem Erneuern des Acetons, beendet werden
kann. Sehr hiufig aber ist es notwendig, sowohl die Nachhértung
in Alkohol wie vor allem die Behandlung in diinnem Celloidin
zu verlingern, Fiir die Celloidineinbettung von chromierten
Blocken ist es ratsam, zundchst mehrere Tage diinnen (70 %igen)
Alkohol zu verwenden. Ganz besonders ist bei der FRANKEL-
schen Markscheidenfirbung darauf zu achten, dafl die in der
Schnellbeize fixierten Blocke in diinnem Alkohol gut ausge-
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waschen werden. Wiahrend sich in 96 %igem Alkohol fixierte
Gewebsstiicke, auch wenn sie sehr umfangreich sind, verhéltnis-
miBig leicht in Celloidin einbetten und dann gut schneiden lassen,
ist es wieder fiir die chromierten Blocke (Markscheidenfirbung!)
niitzlicher, wenn sie in diinnem Celloidin recht sorgfiltig (d. h.
etwa eine Woche) durchtrinkt werden. Besonders aber ist es
fiir die Gewinnung von ganzen Hemisph&renschnitten notwendig,
dafl das chromierte Material mehrere Wochen (6—8 Wochen)
in dinnem Celloidin bleibt; auch der Aufenthalt in dickem
Celloidin mufl bei so groBen Blocken auf etwa 14 Tage aus-
gedehnt werden. (Vgl. 8. 96.) Wichtig fiir die Schnittfihigkeit der
Celloidinblécke ist es, dafBl das Celloidin gleichmiBig erstarrt;
zu diesem Zweck stellt man die Schale mit dickfliissigem Celloidin,
in welcher sich die Blocke befinden, unter eine Glasglocke und
148t nur durch einen kleinen Spalt am Rande der Glocke Luft
zutreten; man kann auch ein offenes Schilchen Chloroform mit
unter die Glasglocke bringen, weil das Erstarren des Celloidins
in einer Chloroformatmosphire besonders gleichm#fig vor sich
geht. Nach den vieljahrigen Erfahrungen meiner bew#hrten tech-
nischen Assistentin Frau GrRoMBACH empfehle ich folgendermafien
vorzugehen: Nach dem Ausgieflen in die Glasschale (ad 6) wird
diese mit Glasdeckel gut geschlossen, bis alle Luftblasen aus dem
Celloidin entwichen sind; das férdert man, indem man dann und
wann mit Spatel und Nadel die Blécke anhebt, senkrecht aufstellt
und die Blasen mit dem Spatel entfernt. Wenn das Celloidin (nach
12-—24 Stunden) ganz blasenfrei geworden ist, legt man zwischen
Schale und Deckel ein FlieBpapierblatt und darauf einige Streich-
hélzer am Rande, die den Deckel leicht gehoben halten. So
geht die Verdunstung und Eindickung langsam und gleichm#Big
vor sich. Empfehlenswert ist es, zwischendurch fiir einige Stun-
den diesen Vorgang zu unterbrechen, indem man die Schale
mit dem Deckel wieder fest verschlieit, Auf diese Weise dauert
die Erstarrung etwa 2—3 Tage. Dann umschneiden wir die
Blocke, lassen sie aber am Boden der Schale mit der spiteren
Schnittfliche haften und entfernen das zwischen den Blocken
befindliche, iiberfliissige Celloidin. Dann lassen wir noch weitere
24 Stunden (FlieBpapier-Streichhslzchen-Methode) eintrocknen.
Zum Aufkleben wird dickes Celloidin auf die Holzklstze und
auf die Unterfliche des Blockes gebracht und das Gewebsstiick
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auf den Holzklotz gelegt (nicht aufdriicken!); die Rinder werden
noch 2—3 mal mit Celloidin umgeben. Zum Antrocknen bringen
wir diese aufgeblockten Stiicke unter einen grofien Glastrichter
fir 2—3 Stunden. '

Bei manchen weniger schwierig zu schneidenden Objekten
und besonders in solchen Fillen, wo der Block rasch verarbeitet
werden soll (MarcuI-Block), 146t man das dicke Celloidin nicht
in einer Schale erstarren, sondern man bringt den Block mit-
samt dem ihm anhaftenden dicken Celloidin auf ein Holzkl&tz-
chen und tut diesen dann unter eine Glasglocke; von Zeit zu
Zeit iibergieft man ihn mit etwas dickem Celloidin, um so den
Celloidinmantel um den Block zu vergrofiern. Die Celloidin-
blocke erreichen die richtige Schnittkonsistenz erst, nachdem sie
3—12—24Stunden in 70 %igem Alkohol geweilt haben, in welchem

sie noch nachgehértet werden.

Als Priparatenklotze verwendet man (besser als Kork) Holzkl6tzchen,
die man vorher in einer diinnen Sodalésung ausgekocht und in 70 % igem
Spiritus ausgewaschen hat. Diese Holzklotze werden trocken aufbewahrt.

Die Celloidineinbettung kommt vornehmlich in Betracht fiir

1. Markscheidenpriparate vom chromierten Block, besonders
auch fiir Hemisphérenschnitte und Serien,

2. fiir MARCHI-Préparate (falls sie nicht uneingebettet ge-
schnitten zu werden brauchen),

3. fiir die Nissr-Féarbung,

4. fiir Ubersichtsbilder (zur nachtriglichen Zell- und Kern-
farbung).

Statt Celloidin verwenden wir auch gern Photoxylin. Es
farbt sich bei Anwendung basischer Anilinfarbstoffe zur Nerven-
zellfirbung nicht mit, wihrend das Celloidin oft noch lange einen
griinblauen Schein behilt. KEs ist sehr elastisch und erstarrt
gleichmaBiger als Celloidin ; die Celloidineinbettung verlangt gré3ere
Vorsicht, damit die zum Schneiden nétige Konsistenz erreicht
wird, wihrend man bei Photoxylin ganz selten damit Schwierig-
keiten hat. Das Einbettungsverfahren ist das gleiche wie beim
Celloidin. Wir verwenden als diinnes Photoxylin eine 2/: %ige,
als dickes eine 10%ige Losung (bei GRUBLER-Leipzig).

5. Einbettung in Paraffin.
1. Nachhirtung in Alkohol von aufsteigender Konzentration
(70-, 80-, 96 %iger Alkohol) fiir je 24 Stunden.
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2. Vélliges Entwiissern in absolutem Alkohol 24 Stunden.

3. 2—3 Stunden in Xylol

4. 2—3 Stunden in einer Mischung von Xylol und Paraffin.

5. Uberfiihren in fliissiges Paraffin (Paraffinofen, 54 —56° C)
fiir 4—8 Stunden.

6. GieBen und Erstarrenlassen des Paraffinblocks.

7. Schneiden bei fast querer Messerstellung (Paraffinmesser).

Statt des Xylols kann man als Ubergangsmedium vom Alkohol
zum Paraffin auch Chloroform oder Ligroin (PRANTERsche Methode
vgl. S, 118) benutzen. Man verwendet gewdhnlich Paraffin mit
einem Schmelzpunkt von etwa 52° C; um ein Paraffin zu er-
halten, das sich durch besonders gute Schnittfahigkeit auszeichnet,
muB man Paraffin von héherem mit solchem von niederem
Schmelzpunkt vermischen. Man benutzt am besten zwei GefiSe
mit Paraffin: aus dem Xylolparaffin kommen die Schnitte direkt
in Paraffin I und nach einstiindigem Verweilen darin in Paraffin IT.
Nach der Paraffindurchtrankung werden die Stiicke in Uhr-
schalen oder auf eine Glasplatte zwischen zwei Metallrahmen
gebracht und mit fliissigem Paraffin {ibergossen und véllig darin
eingeschlossen. Das Paraffin 1at man erstarren, indem man das
damit gefiillte Uhrschélchen oder die Glasplatte (mit den Metall-
rahmen) langsam in kaltes Wasser bringt; wenn die oberflich-
liche Paraffinschicht etwas erstarrt ist, kann man den ganzen
eben noch fliissigen Paraffinblock in Wasser untertauchen. Nach
einstiindigem Verweilen in kaltem Wasser ist der Block schnitt-
fertig; er wird zurechtgeschnitten und auf einen Holzklotz mittels
flissigen Paraffins aufgeklebt. Oft rollen sich beim Schneiden
die Paraffinschnitte auf; das 148t sich vermeiden, wenn man
den Block oder das Messer anhaucht, oder indem man den
Schnitt mit dem Pinsel wihrend des Schneidens gegen das
Messer fiihrt.

Die Paraffinmethode hat den Vorzug vor der Celloidin-
einbettung, dafl man leicht sehr diinne Schnitte (von wenigen
# Dicke) erhélt. Wo solche an einem in Celloidin eingebetteten
Block notwendig werden, kann man auch nachtréglich eine Um-
bettung in Paraffin vornehmen (Entfernen des Celloidins aus
dem Blocke durch Ather-Alkohol fiir 1-—2 Tage; Alcohol ab-
solut. ein Tag; Xylol, Xylol-Paraffin, Paraffin). Die Paraffin-
methode eignet sich besonders fiir die Methoden:
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1. der Fibrillenfarbung nach BeTHE, DoNAGGIO u. a.,

2. der Nervenzellfarbung nach CasaL, HELD,

3. der Gliafaserfirbung,

4. der Darstellung plasmatischer Gliastrukturen (HELD,
ALZHEIMER, FIEANDT).

Uber die Utensilien zur Anfertigung von Schnitten haben wir
hier nicht zu berichten, wir verweisen diesbeziiglich auf die
allgemeinen Techniken. Von Mikrotomen braucht man fiir die
neurohistologische Untersuchung — auBler dem schon erwihnten
Gefriermikrotom — noch eines, das zur Anfertigung der Schnitte
vom gehirteten uneingebetteten oder in Celloidin und Paraffin
eingeschlossenen Material dient. (Mikrotome der Firma Junc-
Heidelberg, ScEANZ-Dresden, SARTORIUS-BECKER-Géttingen.) Zur
Herstellung von Hemisphirenschnitten liefert die Firma SaARr-
TORIUS-BECKER ein groBes, sehr exakt funktionierendes Tauch-
mikrotom.

[Wo man solch groBles Tauchmikrotom nicht zur Verfiigung
hat und doch groBere Schnitte braucht, kann man die sogenannte
Kollodionage anwenden: man iiberzieht vor jedem Schneiden
die Schnittfliche des Celloidinblockes (nach Abtrocknen mit FlieB-
papier) mit einer diinnen Kollodiumschicht.] _

Zur Weiterbehandlung kommen die Celloidinpriparate aus
dem 70 %igen Alkohol, in welchem sie aufgefangen und aufbe-
wahrt werden, in die jeweiligen Farb- oder Beizlosungen. Man
achte darauf, daB gewisse Fliissigkeiten wie Nelkendl, Ather-
alkohol und auch absoluter Alkohol das Celloidin mehr oder
weniger rasch auflésen. Wenn man eine Auflésung des Celloidins,
das sich bei manchen Farbungen in stérender Weise mitfirbt,
beabsichtigt, kann man das Préparat vor der Fiarbung mit Me-
thylalkohol behandeln (entweder frei in einer Schale oder auf
dem Objekttrager durch mehrfaches Auftriufeln) oder man kann
das Celloidin auch nachtréglich (durch Methylalkohol) beseitigen.

Zur Ubertragung der Celloidinschnitte wie der Gefrier-
schnitte und der uneingebettet gewonnenen Priparate nimmt
man Spatel und Prépariernadel oder feine Haarpinsel (zumal fiir
Celloidinschnitte zu empfehlen). Sehr gern verwenden wir Glas-
hiakchen, die man sich selbst herstellen kann (vgl. S. 82); sie
eignen sich vor allem fiir die Ubertragung von uneingebettet ge-
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wonnenen Schnitten und Gefrierschnitten. Vorzuschreiben ist ihr
Gebrauch bei den Silberimpréagnationen, bei den Methoden zum
Eisennachweis u. &.

Uber die Weiterbehandlung grofer Hemispharenschnitte
vgl. S. 96.

Die Paraffinpriiparate miissen vor jeder weiteren Behandlung
erst entparaffiniert werden. Vorher empfiehlt es sich jedoch,
den Schnitt erst auf dem Objekttrager aufzukleben; und das
geschieht im wesentlichen nach zwei Methoden:

1. Mittels der Kapillarattraktion: Man tut auf einen gut
gereinigten Objekttriger wenige Tropfen Wasser, die man iiber
der Spiritusflamme leicht erwidrmt, und bringt dann den Paraffin-
schnitt darauf, der sich in der Regel sofort ausbreitet (man darf
natiirlich nicht so sehr erwirmen, dafl das Wasser heiler ist, als
der Schmelzpunkt des Paraffins betriigt). Darauf gieft man das
Wasser von dem schréig gehaltenen Objekttriger ab und trocknet
im Warmeschrank fiir etwa 6 —12 Stunden (bei 37°); dann haftet
der Schnitt fiir spitere Manipulationen in der Regel geniigend
fest. Wenn man jedoch saure oder basische Fliissigkeiten spater
auf den Schnitt einwirken lassen muf}, oder wenn man in Chrom
vorbehandelte Priparate verwendet, so geniigt die Kapillar-
attraktion nicht, und das Priparat wird leicht vom Objekttriger
gelost. Deshalb empfiehlt sich fiir solche Fille mehr die zweite
Methode des Aufklebens des Paraffinschnittes:

2. Die japanische Methode. Auf dem Objekttriger verreibt
man eine Spur von Eiweillglycerin, welches man sich in der Weise
herstellt, dal man etwas Eiwei zu Schaum schligt und dieses
zu gleichen Teilen mit Glycerin vermischt. Diese Mischung wird
filtriert und ist durchschnittlich 6 —8 Wochen brauchbar. Man
bringt das Eiweiliglycerin in ein Flaschchen, das mit einem in
die Fliissigkeit reichenden spitz zulaufenden Glasstopsel ver-
schlossen ist; mit letzterem kann man bequem den Bruchteil
eines Tropfens auf einen Objekttriger bringen. Das Eiweifiglycerin
verreibt man sehr fein, bis eine ganz diinne, gleichmaBige Schicht
die Mitte des Objekttrigers bedeckt, und tropft dann etwas
Wasser darauf; dann erwirmt man wieder leicht iiber der Flamme,
bringt den Schnitt auf den Objekttriiger, wo er sich rasch, auf
dem Wasser schwimmend, ausbreitet, gieft ab und trocknet fiir
etwa 5 Stunden im Brutofen.
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Die Entparaffinierung geschieht in Xylol, welch letzteres
wieder durch Alkohol entfernt wird. Man bringt also den Ob-
jekttriger mit dem darauf festhaftenden trockenen Schnitt in
eine sogenannte ,,Flotte®, welche (auf einem schmalen Brett) sechs
zylindrische CGlasgefifile enthilt, namlich zwei mit Xylol, zwei
mit absolutem Alkohol und je eines mit 96- bzw. 70 %igem Al-
kohol. Das Priparat kommt nach leichtem Erwirmen tber der
Spiritusflamme von Xylol 1 in Xylol 2 und von da in absoluten
Alkohol 1, absoluten Alkohol 2 usw.

Fir die Behandlung der Schnitte nach der Farbung
bedient man sich zweckmifBig bei den Paraffinschnitten, sofern
die betreffenden Methoden (z. B. Gliafasermethode) nichts anderes
vorschreiben, der eben erwihnten Alkohol-Xylolflotte. Natiir-
lich ist hier der Weg, den das Priparat zuriickzulegen hat, der
umgekehrte wie der eben geschilderte. Man bringt den Schnitt
von dem 70%igem Alkohol allmihlich bis in das Xylol 1, wo-
durch er zunichst entwiissert und dann aufgehellt wird. So-
dann wird er in Canadabalsam oder Xylol-Kolophonium ein-
geschlossen und mit einem Deckglaschen bedeckt.

Im Prinzip dasselbe ist mit den uneingebettet gewonnenen
und den Celloidin- und Gefrierschnitten vorzunehmen, sofern
nicht die betreffenden Methoden andere Vorschriften dariiber
enthalten; d. h. es mull eben auch hier der aus dem Farbbad
kommende und ausgewaschene Schnitt in Alkohol von auf-
steigender Konzentration entwéssert und vor der Ein-
schlieBung in Balsam aufgehellt werden. Dabei ist fiir
Celloidinschnitte darauf zu achten, daf das Celloidin, wie erwiahnt,
in absolutem Alkohol und auch in manchen Aufhellungsfliissig-
keiten sich 16st. Man fithrt deshalb die Celloidinschnitte bei der
Entwisserung bloB bis zum 96 %igen Alkohol und bringt den
Schnitt von da zur Aufhellung am besten in Origanumdl oder
in Carbolxylol (Carbol. cryst. 1, Xylol 3). Nach der Behand-
lung mit Ol oder Carbolxylol kann man den Schnitt direkt ab-
trocknen und in Balsam einschlieBen; zweckm#Biger verwendet
man zwischendurch noch Xylol. Ich finde iibrigens, dal gerade
bei den Markscheiden- und MARrcHI-Praparaten, wo man Carbol-
xylol nach WEIGERTs Vorschriften am héufigsten nimmt, eine
kurze Behandlung in absolutem Alkohol und die darauffolgende
Uberfiihrung in Xylol aus dem Grunde von Vorteil ist, weil der

Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 4
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Schnitt sich dann glatter auf dem Objekttriger ausbreiten 1aBt.
Man kann die Schnitte aus dem Aufhellungsmedium mittels Spa-
tels auf den Objekttriger bringen; besser ist es, den Objekttriger
in das Gefil mit der Aufhellungsfliissigkeit (also mit Xylol o. &.)
zu tauchen und den Schnitt mit der Nadel direkt auf den Objekt-
trager zu ziehen. Zum Abtrocknen des Schnittes, wobei dieser
gut auf den Objekttriger angedriickt werden mu8, verwendet
man mehrfache Lagen FlieBpapier.

Als Objekttrager fiir grofe Hemisphirenschnitte benutzt man
nach dem sehr zweckmiBigen Vorschlag von EDINGER gebrauchte
photographische Platten, die man vorher in einer SodalGsung,
spiter in Wasser gut abwaschen muf. Fir solche grofien Pri-
parate kann man als Deckgléser ebenfalls photographische Glas-
platten verwenden. Auch Glimmer, der wesentlich billiger ist als
die teueren grofen Deckglédser, ist fiir groBe Priparate gut zu
gebrauchen.

6. Serienschnitte.

1. WEIGERT hat fiir die Herstellung von Serienschnitten nach
Celloidineinbettung folgendes Verfahren angegeben: Man nimmt
schmale Klosettpapierstreifen, die etwas breiter sind als das auf-
zuklebende Priparat. Solchen Streifen bringt man mit seinem
linken Ende an das Messer, an dessen Schneide der Celloidin-
schnitt (nicht viel Alkohol auf dem Messer!) liegt; man legt den
Streifen auf den vollig ausgebreiteten Schnitt und zieht dann
das Papier horizontal (oder etwas aufwiirts gerichtet) nach links
fort; dann bleibt der Schnitt auf dem Papierstreifen haften. Jeder
neue Schnitt wird nun immer der Reihe nach an die rechte Seite
des vorhergehenden gefiigt, bis der Klosettpapierstreifen — ent-
sprechend der GroBe des nachher zu benutzenden Objekttragers —
damit bedeckt ist. Die mit Priparaten beschickten Streifen miissen
feucht gehalten werden; man legt sie mit dem Schnitt nach oben
auf einen Teller, der mit einem von Alkohol durchtrinkten Stiick
FlieBpapier bedeckt ist. Die verschiedenen Streifen werden der
Reihe nach auf diesen Teller gelegt, bis man so viel Streifen hat,
wie auf den betreffenden Objekttriger gehen.

Man nimmt einen groBlen Objekttriger oder eine Glasplatte
(photographische Platte). Das Glas muBl gut mit Seifenwasser
und danach mit Spiritus gereinigt sein; dann trocknet man es
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und iibergieft es mit einer diinnen Ldsung von Kollodium, das
in gleichméBiger Schicht die Platte bedecken soll. Nachdem diese
erstarrt ist, bringt man der Reihe nach die einzelnen Klosett-
papierstreifen mit der Schnittseite nach unten auf die Platte
und driickt den Streifen leicht der Kollodiumschicht an; zieht
man dann den Papierstreifen ab, so bleiben die Schnitte an der
Kollodiumschicht haften. Man blist ein paarmal iiber die mit
den Praparaten beschickte Platte, bis der iiberfliissige Spiritus
verdunstet ist (dabei darf man natiirlich nicht so energisch ver-
fahren, daB der Schnitt eintrocknet). Sodann wird wieder eine
diinne Kollodiumschicht dariiber gegossen, so dal nun die Schnitte
zwischen zwei solchen Kollodiumschichten auf dem Objekttriger
liegen. — Bei der nachfolgenden Behandlung pflegt sich diese
Doppelschicht von dem Glase zu l6sen; man firbt, differenziert
usw. die Préparate in der sie einschlieBenden Kollodiumlage.
Vorher bezeichnet man die Kollodiumschichte mit der betreffen-
den Zahl (mittels einer in Methylenblaulésung getauchten Feder
oder Glasnadel).

Diese Methode der Serienschnittbehandlung wird besonders
fiir die Markscheidenpriaparate angewandt. Man achte darauf,
daB sich das Kollodium (wie Celloidin) in absolutem Alkohol,
Alkoholidther usw. 16st. Zur Aufhellung bringt man deshalb die
Kollodiumschichte aus dem 96 %igen Alkohol in Carbolxylol, und
eventuell danach vor dem Einschluf in Balsam noch in Xylol.

Diese Methode eignet sich auch gut zur Verstirkung groSer,
briichiger Schnitte.

2. Sehr empfehlenswert ist weiter die Methode von OBREGIA.
Statt mit Kollodium wird hier der gut gereinigte Objekttriger
mit folgender Dextrin-Zuckerlésung in diinner Schicht be-
deckt:

Kandiszuckerlésung (1:1). . . 300,0
Alkohol 80%ig . . . . . . 2000
Dextrinlésung (1:1). . . . . 100,0

Diese Losungen miissen in der angegebenen Reihenfolge mit-
einander. gemischt werden.

Die Platten miissen 1—2 Tage getrocknet werden. Dann
werden die Préparate, die wieder auf dem Klosettpapierstreifen
aneinandergereiht liegen, auf die Platte gebracht; nachdem die
ganze Platte mit den Streifen bedeckt ist, trocknet man mit

4*
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einem groBen Stiick FlieBpapier leicht ab und zieht die einzelnen
Klosettpapierstreifen weg; dann haften die Schnitte an der Klebe-
schicht des Glases. Nach Verdunsten des iiberfliissigen Alkohols
iibergieBt man die Préparate mit einer diinnen Photoxylin- oder
Celloidinlésung moglichst gleichmiBig; nach dem Erstarren bringt
man die Platten in Wasser, in welchem sich die Dextrin:Zucker-
schicht 16st, so daB man dann nur mit einer einfachen Celloidin-
membran zu hantieren hat.

Das OBREGIAsche Verfahren eignet sich auch fiir Paraffin-
schnitte. Diese werden der Reihe nach auf die noch feuchte
Dextrin-Zuckerschicht gebracht; ist die Platte ganz damit be-
deckt, so erwidrmt man leicht iiber der Spiritusflamme, damit
sich die Schnitte noch vollig ausbreiten; natiirlich darf dabei
nicht so stark erhitzt werden, daB3 das Paraffin schmilzt. Im
Brutofen wird die mit den Préparaten beschickte Platte noch vollig
getrocknet (4 — 6 Stunden lang). Zum Entparaffinieren bringt man
die Platte in eine groBe Schale mit Xylol, danach in zwei Schalen
mit absolutem Alkohol. Nach der Alkoholbehandlung miissen die
Platten durch kurzes Aufstellen auf die Kante etwas getrocknet
werden und dann wird die Photoxylin- bzw. Celloidinlésung dar-
iiber in diinner, gleichm#Biger Schicht ausgegossen usw. — —
Das Ablosen der die Schnitte deckenden und zusammenhaltenden.
Celloidinschicht vom Glase kann man durch Anritzen der er-
starrten Haut, vor der Ubertragung in Wasser, beférdern; man
ritzt im allgemeinen nur an drei Rindern an, dann bleibt oft
die Celloidinhaut am vierten weiter haften, und man kann die
Ubertragung in die verschiedenen Fliissigkeiten mittels des Glases.
bequemer durchfiihren.

3. Die Methode, welche GUDDEN zur Herstellung von Serien
angegeben hat, ist besonders einfach und sehr zweckmiBig. Man
nimmt einen Satz von etwa 20 Schalen, die man nach der Reihe
aufstellt; und nun tut man einen Schnitt nach dem andern in
je eine Schale. Hat man auch in die letzte Schale einen Schnitt
(Nr. 20) gebracht, so kommt der nichste (Nr. 21) wieder in die
erste Schale, und der zweite Turnus beginnt. Schnitte, die um
20 dazwischen befindliche Préparate (unter Umstéinden nimmt
man auch noch mehr Schalen) getrennt sind, werden allermeist
deutlich voneinander abweichen, so daB sie gut unterschieden
werden konnen.
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Ich benutze diese Methode gern fiir MARCHI-Priparate und
zumal fiir (uneingebettet geschnittene oder celloidinierte) NissL-
Priparate. Das Verfahren ist besonders dort am Platze, wo man
keine liickenlosen Serien braucht, sondern wo man nur bald
diesen, bald jenen Schnitt aus der Reihe auswihlen mdochte, wie
etwa zum Zwecke des Uberblickes iiber die Konfiguration eines
Herdes o. &.

Einfacher gestaltet sich das Verfahren, wenn man — wie es
in unserem Laboratorium iiblich ist — die einzelnen Schnitte
auf fortlaufend nummeriertem diinnem Pergamentpapier in
einer Schale {ibereinanderschichtet. Man kann auch dann
entweder die ganze Serie weiter behandeln oder nur einzelne
‘Schnitte aus der Reihe in bestimmten Abstinden fiir die Far-
bung auswihlen (also etwa jeden 5. oder jeden 10. Schnitt); die
Serie bleibt dabei im {ibrigen geordnet und 148t sich fiir spitere
Verwendung aufbewahren.

Fiinftes Kapitel

Ubersichtsbilder.

Ubersichtshilder geben die Methoden, welche eine mdglichst
grofle Menge von Gewebsbestandteilen zur Anschauung bringen.

Hier kommen zunichst die zum histologischen Farben iiber-
haupt viel gebrauchten Hamatoxylin-Kern- und Doppel-
farbungen in Betracht, also speziell die Himatoxylin-Eosin-
und die vaN GiEsoN-Farbung. Aber freilich farbt sich bei beiden
Methoden das zentrale Gewebe (besonders die Rinde) gleichmafig
und nur sehr wenig differenziert, und blo die Kerne und die
mesodermalen Teile treten gut hervor; doch gibt am Riicken-
mark und an den peripheren Nerven die VAN GIESONsche Me-
thode eine hiibsche Darstellung von Markscheiden, Achsenzylin-
dern, Gliafasern und Bindegewebe. Vornehmlich eignen sich die
genannten Methoden fiir Ubersichtsbilder von Herderkran-
kungen {Geschwiilsten, Erweichungen usw.) und von den réum-
lichen Beziehungen zwischen manchen vom Mesoderm ausgehen-
den Prozessen und der zentralen Substanz (Meningitis, Syphilome,
Tuberkel usw.). SchlieBllich sind sie von wesentlicher Bedeutung
noch fiir die Untersuchung der mit in die Neuropathologie ge-
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horenden Muskelatrophien; die vAN GiesoNsche Farbung ist
hier die gebriuchlichste, da sie die Muskulatur vom Bindegewebe
unterschieden firbt.

Ausgezeichnete Ubersichtsbilder geben zweitens die Carmin-
farbungen, welche ja frither die ,,Universalmethoden® fiir die
histologische Untersuchung des Nervengewebes waren. Mit Car-
min lassen sich nimlich sowohl die zelligen wie die faserigen
Elemente zur Anschauung bringen. Man kann daran also iiber-
sichtlich den Bau irgendeiner Partie des Zentralorgans und seine
histologische Zusammensetzung studieren; Verinderungen der
Ganglien- und Gliazellen, deren Kerne und Plasmaleiber (im Gro-
ben wenigstens) daran kenntlich sind, und besonders auch glidse
Ersatzwucherungen an der Stelle von Degenerationen treten an
Carminpriparaten im Uberblick zutage. DaB wir heute fiir die
feinere histologische Analyse die Carminmethoden kaum noch
anwenden (obschon der Geiibte gewill auch nach dem alten GER-
LAcHschen Carminverfahren so feine histopathologische Verdnde-
rungen, wie es gewisse Gliazellwucherungen sind, mit Erfolg stu-
dieren kann [voN MoNAKOW), erklirt sich aus der bereits erwédhnten
Tatsache, daf wir jetzt eben elektive Firbemethoden fiir solche
Zwecke besitzen; und deshalb haben die Carminbilder nur mehr
den Wert von Ubersichtspréaparaten.

Ahnlich steht es mit dem Werte einiger anderer Methoden,
die frither ebenfalls mehr fiir die Darstellung spezieller histolo-
gischer Strukturen verwandt wurden, und die eben doch mehr
Ubersichtsbilder als ,,Spezialpraparate“ geben. Ich nenne die
MarLorysche Hamatoxylinfirbung, mit der man sowohl Achsen-
zylinder wie Neuroglia gefarbt bekommt, ferner die MALLORYsche
Anilinblaufirbung. — Sehr schéne Ubersichtsbilder bekommt man
mit der panoptischen Féarbung, der kombinierten MAY-GIEMSA-
Fiarbung nach PAPPENHEIM.

Die allerwichtigste Methode zur Herstellung eines Uber-
sichtsbildes ist die Farbung des vom alkoholfixierten Material
gewonnenen Schnittes mit basischen Anilinfarben, also die
NissLsche Methode. Von der Technik bei diesem Verfahren ist
im folgenden Kapitel (Darstellung der Ganglienzellen) die Rede.
Die Bedeutung dieser Methode fiir das ,» Ubersichtsbild“ liegt
darin, daf} sie alle Gewebskerne und gewisse Plasmastrukturen
(und auch Zellgrenzen) auf blassem Grunde gefirbt zeigt.
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Héamatoxylinfirbungen.

Fir die gewohnlichen Himatoxylin-Kernfirbungen und fiir
die Himatoxylin-Eosindoppelfirbung wendet man vornehmlich
die DELAFIELDsche und die BommERsche Hématoxylinalaun-
l6sung an.

Das Himatoxylin Delafield ist folgendermafen zusammen-
gesetzt:

Gestttigte Losung von Ammoniakalaun 400 ccm
Hamatoxylin (in 25 cem absol. Alkohol) 4g

Dieses Gemisch 1463t man vier Tage in offener Flasche stehen,
filtriert dann und setzt
Glycerin . . . . 100 ccm
Methylalkohol . . 100 ,,

hinzu. Ist die Farbe dunkel geworden, filtriert man wieder und
laBt die Losung noch etwa 2—3 Monate stehen; erst dann ist
die Farbe mit Erfolg anwendbar. Ihre Férbekraft nimmt zu-
nichst noch zu. Zur Farbung wird die Losung stark mit Wasser
verdiinnt.

Das Himatoxylin Bohmer stellt man sich her, indem man
von einer konzentrierten Losung von Hamatoxylin in absolutem
Alkohol so viel zu einer 1 %igen wisserigen Alaunlésung zusetzt,
bis sie hellviolett aussieht. Diese LOsung setzt man in offener
Flasche dem Lichte aus, unter dessen Einwirkung sie bald satt-
blau wird; nach einigen Tagen ist das der Fall und die Farblgsung
dann brauchbar. Die allmahlich farbkréftiger werdende Losung
wird spéater mit Alaunwasser weiter verdiinnt.

Die mit diesen Losungen gefirbten Pridparate zeigen eine
schone Kernfirbung. Damit nur die Kerne distinkt blau gefirbt
erscheinen, muB man Uberfirbungen vermeiden oder den iiber-
farbten Schnitt nachtriglich wieder entfirben. Der blaue Ton
des Schnittes wird in Wasser, in das er nach der Farbung zum
Auswaschen kommt, wesentlich dunkler; darauf ist bei der Fir-
bung Riicksicht zu nehmen, die man abbricht, wenn der Schnitt
(den man zur Kontrolle der Farbung in destilliertes Wasser bringt)
noch rétlich blau erscheint. Den iiberfarbten Schnitt differenziert
man fiir einige Sekunden in salzsaurem Spiritus (1% Salz-
sdure in 70 %igem Alkohol); dabei werden die Schnitte rasch
rotlich und hell (Zeit der Differenzierung ausprobieren!). Danach
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griindliches Auswaschen in Leitungswasser, dem man (zum Neu-
tralisieren) ein paar Tropfen Ammoniak oder Lithionlésung zu-
setzen kann; darauf mufBl nochmals in Wasser abgespiilt werden.

Ein solcher differenzierter Schnitt kann dann mit Eosin nach-
gefarbt werden. Man verwendet am bequemsten diinne alko-
holische Eosinlésungen; man stellt sich eine konzentrierte alko-
holische Losung von Eosin (als Stamml6sung) her und fiigt davon
einige Tropfen in ein Glas mit 96 %igem Alkohol, bis dieser
intensiv rosarot gefirbt erscheint. In diesem Eosinalkohol farbt
man einige Minuten oder linger, je nachdem das Gewebe den
Farbstoff annimmt.

Die Hamatoxylin-Eosinfirbung gestaltet sich also folgender-
mafen:

1. Die Schnitte kommen (aus Alkohol) in die Hamatoxylin-
16sung fiir 10 Minuten (oder linger). [Gefrierschnitte bringt man
zuvor fiir 12 Stunden in 70 %igen Alkohol.] '

2. Abspiilen in Aq. dest.

3. Der iiberfarbte Schnitt wird in salzsaurem Alkohol kurz
differenziert und danach gut in schwach alkalisch gemachtem
Wasser (spiter in reinem Wasser) ausgewaschen.

4. Entwissern in Alkohol.

5. Eosinfarbung in 96 %igem Alkohol, dem einige Tropfen
konzentrierter alkoholischer Fosinlésung zugefiigt sind.

6. Abspiilen in reinem 96 %igem und absolutem Alkohol.

7. Origanumol, Xylol, Balsam.

Das Eosin firbt das Gewebe diffus rot, die Kerne heben sich
durch ihre blaue Himatoxylinfarbe davon ab.

Zu der van Giesonschen Fiirbung benutzt man fiir die Hima-
toxylinvorfairbung ein von Weigert angegebenes Haimatoxylin.
Dieses stellt man sich immer vor dem Gebrauch frisch her durch
Mischung von zwei Losungen:

1. 1%ige Losung von Hématoxylin in 96 %igem Alkohol.
(Diese Losung soll im Gegensatz zu der alkoholischen Stamm-
lésung fiir Markscheidenfarbung verhiltnismiBig jung sein, jeden-
falls nicht alter als 2 Monate.)

2. Liquor ferri sesquichlorati . . . 4,0

Ag. destill. . . . . . . . . 950
Acid. hydrochlor. officin. . . . . 1,0
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Beim Zusammengieen gleicher Teile dieser beiden Losungen
entsteht eine tiefschwarze Flissigkeit, in der man 20 — 30 Minuten
farbt. Danach wird in Wasser ausgewaschen und nun die Kon-
trastfarbung (und gleichzeitige Differenzierung) fiir 3—4 Minuten
in dem vaN GiEsonschen Gemisch vorgenommen:

Gesattigte wisserige Pikrinsaurelosung . 100 ccm
1%ige wisserige Saurefuchsinlésung . . 10 ,

{Zusammensetzung nach WEIGERT.) Nach kurzem Abspiilen in
Wasser werden die Praparate in 70 %igen Alkohol gebracht, dem
einige Tropfen konzentrierte Pikrinsiurelésung zugesetzt sind,
dann durch reinen 70%igen, 96 %igen und absoluten Alkohol
durchgezogen, in Origanumél oder Carbolxylol und Xylol aufge-
hellt und in Balsam eingeschlossen.

Die Kerne sind schwarz gefirbt, das Bindegewebe rot, die
Muskulatur gelb. Am peripheren Nerven und im Markweil be-
sonders des Riickenmarkes bekommt man schéne und differente
Farbung der Achsenzylinder, die rot, und der Markscheiden, die
gelb erscheinen. Im Gegensatz zu dem intensiv roten Binde-
gewebe sind die Gliafasern nur mattrot oder briunlichrot ge-
farbt. (Fiir die histologische Darstellung der Rinde und der
groBen Ganglien ist die Féarbung zu wenig different) Amyloid,
Hyalin und Kolloid werden bei diesem Verfahren leuchtend rot
gefarbt.

Um eine klare Differenzierung der Markscheiden oder Muskeln,
die sich gelb firben sollen, zu erzielen, ist es besonders wichtig,
nach der Farbung in dem Pikrinséure-Fuchsingemisch, den Schnitt
noch in mit Pikrinsidure versetztem Alkohol zu behandeln; sonst
ist der Farbton auch in diesen Gewebsbestandteilen zu rotlich
und nicht gelb genug. — —

Von anderen Hamatoxylinfirbungen seien hier noch drei
erwahnt, nimlich die EHRLICHSche, die HEIDENHAINsche und die
Marrorysche Methode.

a) Das saure Himatoxylin von Ehrlich
ist folgendermafllen zusammengesetzt:

Himatoxylin . . . . . . . 2,0
Aq. destill. . . . . . . . . 1000
Alkohol absolut. . . . . . . 100,0
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Glycerin . . . . . . . . . 1000
Eisessig . . . . . . . . . 6,0
Alaun. . . . . . . im UberschuB

Die filtrierte Losung mufl zum Reifen lingere Zeit dem Licht
ausgesetzt bleiben. Die Losung bleibt Jahre hindurch haltbar.
Dieses saure Himatoxylin tiberfarbt nicht leicht; das ist be-
sonders vorteilhaft, z. B. fiir die Nachfarbung von Sudan- oder
Scharlachpriaparaten. Man fiarbt 3 —5 Minuten; oft wendet man
auch stark verdiinnte Farblosungen an, in welchen man 20 bis
30 Minuten farbt.

b) Die Heidenhainsche Hématoxylinfirbung.

1. Beizung der Schnitte in einer 2!/:%igen Losung von
schwefelsaurem Eisenammoniumoxyd 6 —12 Stunden lang.

2. Abspiilen in destilliertem Wasser.

3. Farben in einer mdoglichst alten und schon oft gebrauchten
1/: %igen wisserigen Hamatoxylinldsung. (Nach Gebrauch zuriick-
filtrieren!)

4. Abspiilen in destilliertem Wasser.

5. Differenzieren in der Eisenammoniumoxydbeize. Die Ent-
farbung wird an dem (in destilliertem Wasser abgespiilten) Schnitte
unter dem Mikroskope kontrolliert und so weit fortgesetzt, bis
das Zellplasma entfirbt ist.

6. Auswaschen in destilliertem, dann in Leitungswasser
(*/+ Stunde), Alkohol, Xylol, Balsam.

Mit dieser Eisenhdmatoxylinfarbung erhilt man eine aus-
gezeichnete Darstellung der Kernstrukturen, zumal wenn man
nicht in Formol oder Alkohol, sondern in Sublimat fixiert hat,
was fiir Mitosen besonders zu empfehlen ist. Mitunter werden
durch diese Farbung am Celloidinschnitt die Gliafasern hiibsch
dargestellt; bei pathologischen Wucherungen der faserigen Glia
ist ein Versuch mit dieser Methode anzuraten, wenn die WEIGERT-
sche und Horzersche Firbung versagt; man kann den Schnitt
fiir die Plasma- und Bindegewebsfirbung in dem vaN GIESON-
schen Pikrinséure-Fuchsingemisch nachbehandeln. Héaufig ist das
lipoide Pigment der Ganglienzellen im HEIDENHAIN-Priparat
grauschwarz gefirbt.
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c) Die Mallorysche Himatoxylinfirbung.

1. Farbung der Schnitte /2 —1 Stunde in einer mindestens
mehrere Wochen alten (am Sonnenlichte gereiften) Himatoxylin-
16sung:

10 %ige Phosphormolybdénsiure . 10,0 ccm

Hématoxylin. . . . . . . . 1,75 ¢
Wasser. . . . . . . . . . 2000 cem
Carbolsidure, kristallisiert . . . 50 g

2. Auswaschen in 2—3mal gewechseltem 50 %igem Alkohol
5—20 Minuten.

3. Entwissern in 96 %igem Alkohol und rasches Durchziehen
durch Alkohol absolutus.

4. Xylol, Balsam.

Tiefblaue Farbung der Achsenzylinder und der Neuroglia.

Mit dem Alter nimmt die Farbekraft des MALLORYschen
Hamatoxylins sehr zu, man firbt spater eventuell in verdiinnten
Losungen. Vor dem Gebrauch filtrieren. Chromfixierung des
Materials gibt die besten Resultate.

Mallorys Anilinblaufiirbung.

1. Fixieren in ZENKERscher Fliissigkeit.

2. Einbetten in Paraffin oder Celloidin.

3. Farben in einer 1%igen wisserigen Sdurefuchsinlosung fiir
3 Minuten.

4. Kurzes Auswaschen in Wasser und Ubertragen in eine
1%ige Losung von Phosphormolybdénsiure fiir 3 Minuten.

5. Zweimaliges Auswaschen in Wasser.

6. Fiarben 2—20 Minuten lang in folgender Ldsung:

Wasserlosliches Anilinblau . . 05¢g
Orange G . . . . . . . 2,5 g
Oxalsdure. . . . . . . . 20¢g
Aqua dest. . . . . . . . 1000 ccm

Diese Farblosung erhilt man durch Kochen, la8t abkiihlen
und filtriert.

7. Absplilen in Wasser.

8. Differenzieren und Entwissern in 96 %igem und abso-
lutem Alkohol.

9. Xylol, Balsam.
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Bindegewebsfasern und -netze, Amyloid und gewisse hyaline
Substanzen firben sich blau; Kerne, Protoplasma, Achsenzylinder,
Neurogliafasern und Fibrin rot; rote Blutkérperchen und Mark-
scheiden gelb; elastische Fasern blalirot. Die verschiedenen Struk-
turen farben sich nicht mit gleicher Intensitit, so daB sich ein-
zelne mit groBer Klarheit von anderen abheben.

Panoptische Firbung.

Diese von PAPPENHEIM angegebene Methode ist eine Kom-
bination der MaAY-GrUNWALDschen mit der GIEMsa-Firbung.

1. Fixierung nach OrTH (Formol — MULLER).

2. Wissern in flieBendem Wasser 24 Stunden.

3. Paraffineinbettung.

4. Fiarben in MaY-GRUNWALDschem Gemisch (S. 130), das mit
dem 3—4fachen Aqua dest. verdiinnt ist, fiir 20 Minuten im
Brutschrank. :

5. Nachfirben in verdiinnter GIEMsA-Losung (15 Tropfen auf
10 ccm Aqua dest.) 40 Minuten lang im Brutschrank.

6. Abspiilen in destilliertem Wasser.

7. Differenzieren in Essigwasser: 2—5 Tropfen Eisessig auf
50 ccm Wasser.

8. Abwaschen in destilliertem Wasser.

9. Abtrocknen mit FlieBpapier.

10. Entwassern in Aceton und absolutem Alkohol zu gleichen
Teilen.
11. Xylol, Balsam.

Die Methode gibt schone Ubersichtsbilder; die Kerne sind
blau, das Protoplasma erscheint in verschiedenen Farbniiancen,
je nach seiner oxy-, baso- oder neutrophilen Beschaffenheit.

Herr Professor WoHLWILL, der mich auf die schénen Bilder,
die man mit dieser Methode auch am Nervensystem erhilt,
freundlichst aufmerksam gemacht hat, empfiehlt eine Fixierung
im MOULLER-Formol nur fiir einen Tag, und eine weitere Chro-
mierung in MULLERscher Fliissigkeit fiir zwei Tage. Nach seiner
Erfahrung ist bei der Behandlung im Essigwasser Vorsicht ntig,
da gerade beim Nervensystem der blaue Ton sehr leicht wieder
schwindet.
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Carminfirbungen.

Anstatt die sehr zahlreichen Carminfarblésungen hier auf-
zufithren, sei zusammenfassend betont, dal die ammoniakali-
schen Carmine in sehr diinnen Lésungen die besten
Ubersichtsbilder geben, wenn die Schnitte darin etwa 24 Stun-
den bleiben, und vor allem, wenn sie ,vor der Farbung iiber-
haupt nicht mit Alkohol in Verbindung gebracht wurden®
(N1ssL). Viele haben, um den Alkohol zu vermeiden, eine Durch-
fairbung des Blockes anempfohlen; besser ist es wohl, den un-
eingebetteten, in Bichromatlésung fixierten und ge-
harteten Block unter Wasser (bzw. diinner Seifenlésung)
zu schneiden (vgl. S. 39) und den Schnitt dann direkt in das
diinne Farbbad zu bringen.

a) Ammoniakcarmin

erhilt man durch Vermischung mit 1 Teil fein pulverisierten
(franzosischen) Carmins mit 1 Teil Liq. Ammonii caust. und 50 bis
100 Teilen Aqua destill. Die Lésung bleibt offen stehen zum
Verdunsten des iiberschiissigen Ammoniaks; sie wird filtriert und
ist nach einigen Wochen ,reif“. Mit dem Alter nimmt ihre Férbe-
kraft zu.

Von dieser ammoniakalischen Losung setzt man- auf eine
flache Schale mit Wasser einige Tropfen zu, bis das Farbbad
weinrot aussieht. Eventuell firbt man im Brutofen.

Da eine Uberfirbung gewdhnlich nicht eintritt, ist oft auch
eine Differenzierung nicht nétig, und nach Auswaschen in Wasser
kénnen die Schnitte entwissert, aufgehellt und eingebettet wer-
den. Sonst entfirbt man vorher langsam (durch mehrere Stunden)
in sehr schwach mit Essigsiure angessiuertem Wasser.

Das Resultat der Firbung ist vorn schon besprochen.

b) Alauncarmin (Grenacher).

Man 16st 3—5 g Kali- oder Ammoniakalaun in 100 com Aqua
dest., setzt 1 g Carmin zu und kocht es anhaltend 15 Minuten
lang; nach dem Erkalten wird filtriert. Zusatz von 1 ccm Formalin.

Farbung: Die Schnitte kommen aus Aqua dest. fiir /2 bis
24 Stunden in die Farbe und werden danach in destilliertem
Wasser so lange gewaschen, bis keine Farbwolken mehr ab-
gehen.
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Eine einfache und gute Kernfirbung (zur Vor- oder Nachfirbung bei
manchen Elektivmethoden [z. B. Elastinfirbung]) gibt das

¢) Orthsche Lithioncarmin:
Carmin. . . . . . . . « . . . . .. 2550
Gesittigte wisserige Lithion carbonicum-Lisung 100,0
Die Losung wird aufgekocht und ist zu filtrieren.
Unmittelbar (!) nach der 3 Minuten wihrenden Farbung mul} der
Schnitt in Salzsdurespiritus differenziert werden. Danach sorgfiltiges
Auswaschen in Wasser, Entwiissern usw.

Sechstes Kapitel.
Die Darstellung der Ganglienzellen.

Unter den Methoden zur Darstellung der Nervenzellen steht
die NissLsche Farbung weit oben an. KEs ist das die Alkohol-
Seifenmethylenblau- (bzw. Thionin- oder Toluidinblau-)Fér-
bung. Diese spezifische Nervenzellfirbung macht die Gesamtheit
aller zentralen Nervenzellen sichtbar, und es gibt kein sichereres
und gleichmiBigeres Verfahren zur elektiven Darstellung aller
Nervenzellen. Am NissL-Préparat bleibt der Gewebsgrund und
die faserige nervise Substanz ungefirbt, und es heben sich von
dem blassen Untergrunde die Nervenzellen in auBerordentlicher
Klarheit durch die intensive Farbung der in ihrem Zelleib ent-
haltenen und mit Farbbasen tingierbaren Substanzen ab. Neben
diesen Granula farbt die NissLsche Methode von den chromatin-
armen Kernen?!) der somatochromen Nervenzellen stets das Kern-
korperchen und die Kernmembran. Das Melanin erscheint in
seiner natiirlichen Farbe, ebenso oft das lipoide Pigment, dessen
Eigenton freilich sich nicht selten mit dem Blau der Anilinfarbe
vermischt.

AuBer einer elektiven Farbung der Nervenzellen liefert
diese Methode aber auch eine Darstellung der Kerne und ge-
wisser protoplasmatischer Bestandteile simtlicher nicht ner-

1) Zur Darstellung der Kernstrukturen (auch der Mitosen im
embryonalen Organ) kommen die Himatoxylinfirbungen, speziell die
HermenralNsche Firbung (eventuell nach Fixierung in Sublimat oder
FLEMMING) zur Anwendung (S. 58). — Das Pigment wird oft durch
die HEIDENHATNsche Férbung gut zur Anschauung gebracht (vgl. auch
Fettfirbung). .
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viser ektodermaler und mesodermaler Zellen, Und das
gerade macht die groBe histopathologische Bedeutung dieser
Methode aus; ihre Bilder orientieren uns auch tiber das Ver-
halten der gliosen Elemente, der Zellen der GefiBwand,
iber Infiltratzellen, Transportelemente (Kérnchen-, d. h.
Gitterzellen)usw. Auch erlaubt die Alkoholfixierung, an Schnitten
des gleichen Blockes andere Farbungen zur histopathologi-
schenVergleichung vorzunehmen, wie z. B. die ACHUCARROsche
Bindegewebsfarbung, die Farbung der Gliafasern nach HoLZER,
die HEIDENHAIN-Fédrbung, die VAN GIiESoNsche Methode; dadurch
erhilt das Nissnsche Zellbild eine wesentliche Ergiinzung.

Prinzipiell wichtig fiir die Methodik bei diesem Verfahren
ist die strikte Befolgung der NissLschen Vorschriften; denn ein
in den verschiedenen Féllen sicher vergleichbares Farbungser-
gebnis kann eben nur erhalten werden, wenn alle Prozeduren
bei dem Verfahren mit absoluter Genauigkeit in gleicher Weise
ausgefiihrt werden. Man will ja mit dieser Methode ein histo-
logisches Bild gewinnen, das den tatséchlichen Strukturverhilt-
nissen gleichwertig, &quivalent ist. Dabei kdnnen wir es
unberiicksichtigt lassen, inwieweit das,Nervenzelliquivalent-
praparat® die natiirlichen Bauverhéltnisse im nervisen Gewebe
wiedergibt; mogen die Bilder, die die NissLsche Farbung liefert,
auch mit denen des lebenden Organismus nicht identisch sein,
so geben sie doch einen Index, ein Aquivalent fiir die lebenden
Zellstrukturen.

Eine Ergéinzung des Granulabildes gibt das Fibrillenpréiparat,
in welchem die dort ungefirbten Bahnen fibrillire Ziige auf-
weisen. Von diesen Methoden wird in dem betreffenden Kapitel
die Rede sein. —

Im Gegensatz zu der grofien Bedeutung der NissLschen
Granulaférbung und der Neurofibrillenmethoden haben gewisse
friither mehr gebrauchte Ganglienzellfirbungen an Wert verloren,
namlich die, welche die Nervenzellen in ihrer duBleren, Gestalt
und der Ausbreitung ihrer Fortsitze darstellen. Es sind
das — auBer den nur fiir Demonstrationen zu brauchenden ge-
fairbten Ausstrichpriparaten (KRONTHAL) und der vitalen Me-
thylenblaufirbung — die GoLci-Methoden. In der Histopatho-
logie ist die Methode der GoLci-Imprignation i{iberhaupt nicht
anwendbar, aus Griinden, iiber die im einleitenden Kapitel (S. 8)
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im allgemeinen gesprochen ist: bei diesem Verfahren werden ja
nur einzelne Elemente farberisch aus dem Gewebe herausgehoben.
Und auch fiir die normale Histologie ist die Leistungsfahigkeit
dieser Methode nur beschrinkt, weil es sich hier nicht um ein
wirklich histologisches Verfahren handelt, sondern weil die Zellen
und ihre Fortsitze durch eine Inkrustation silhouettenartig kennt-
lich gemacht werden. So ist man bei dieser Methode auch der
Gefahr ausgesetzt, Kunstprodukte fiir tatsichliche Struktureigen-
tiimlichkeiten zu halten (vgl. Neuronenlehre!). Aber fiir die
Demonstration der Ausbreitung eines Ganglienzellelementes (even-
tuell auch einer Gliazelle) leistet die Methode Vortreffliches, und
welche Bedeutung grade dieser GoLGI-Methode fiir die Bereiche-
rung unserer Kenntnis vom Nervensystem, die eng mit dem
Namen ihres genialen Entdeckers verkniipft ist, zukommt, das
braucht nicht erst betont zu werden.

1. Die Alkohol-Seifenmethylenblaumethode von Nissl.

1. Fixierung nicht zu kleiner Bl6cke in 96 %igem Alkohol
(hsufiges Wechseln des Alkohols!).

2. Schneiden des nicht eingebetteten Blocks (nach etwa fiinf
Tagen).

3. Firben des ausgebreiteten schwimmenden Schnittes in
einer Seifenmethylenblauldsung:

Methylenblaulésung B. Patent (Carl Buctiner

& Sohn, Miinchen) . . . . . . . . . 3,75
Venetianische Seife, geschabt . . . . . . 1,75
Destilliertes Wasser . . . . . . . . . 1000,0

In dieser Farblosung werden die Schnitte unter leichtem
Erwirmen im Uhrschilchen gefirbt, bis die ersten Blischen
aufsteigen.

4. Differenzieren des ausgebreiteten Schnittes in Anilingl-
Alkohol:

Anilingl, wasserhell (H6chster Farbwerke) . . 10 ccm

Alkohol, 96 %ig . . . .+« . . 90 ccm

5. Ubertragen auf den Ob]ekttrager Abtrocknen mit Flie3-
papier. Rasches Bedecken mit Cajeputél.

6. AbgieBen des Ols und Abtrocknen mit FlieBpapier, Uber-
gieflen mit Benzin (nicht eintrocknen lassen!).
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7. Abgieflen des Benzins und Auftriufeln von Xylol-Kolo-
phonium (nicht eintrocknen lassen!).

8. Auflegen und Andriicken des Deckglases unter leichtem,
mehrmaligem Erwirmen.

Das Fiarbungsresultat dieser Methode haben wir oben be-
sprochen. Als ein Kriterium fiir das Gelingen der Methode hat
zu gelten, da unter normalen Bedingungen zwischen den inten-
siv blaugefirbten Zelleibsteilen ',,ungefirbte Ziige* (Fibrillen-
bahnen) sichtbar sein miissen.

Eine ausfiihrliche Schilderung seiner Methode und ihrer prin-
zipiellen Eigentiimlichkeiten sowie eine Besprechung der ver-
schiedenen Kunstprodukte und Fehler, die in der Regel auf
Mingeln der Technik beruhen und sich vermeiden lassen, hat
NissL in dem Artikel , Nervensystem“ in der ,Encyklopadie
der mikroskopischen Technik® gegeben.

- Von den wichtigsten dort genau besprochenen Regeln, die
bei der Anwendung der NissLschen Methode zu befolgen sind,
sei hier folgendes wiedergegeben:

Fixierung: Die Gewebsstiicke diirfen nicht zu klein sein,
sie konnen etwa die GroBe einer Walnufl haben. Es scheint
némlich, dal die peripheren Schichten des Gewebsblocks eine
diosmotische Membran darstellen; und in solchen Schichten sind
haufig kiinstlich geschrumpfte Zellen zu finden. Deshalb soll
man die oberflichlichen Schichten eines Blocks nicht fiir die
Herstellung von Priparaten verwenden, sondern sie abtragen;
somit mufl man eben groBere Gewebsblocke in die Fixierungs-
flissigkeit bringen. .Unbedingt muf3 die Beriihrung mit Wasser
vermieden werden, weil auch hier leicht der Anla zu Kunst-
produkten (,,Wasserverdnderung der Nervenzellen“) gegeben wird;
speziell sind die kleinen Pyramidenzellen der zweiten MEYNERT-
schen Schicht der menschlichen Rinde in dieser Hinsicht empfind-
lich. Bisweilen treten bei der Alkoholfixierung mitten im Ge-
webe ,,schweizerkiseihnliche Hohlraume* auf; sie sind am héu-
figsten dort, wo kadaverdse Verdnderungen mitspielen, aber sie
kommen auch manchmal im frischen Gewebe vor. — Am wich-
tigsten bei der Alkoholhdrtung ist das hdufige Wechseln des
Alkohols: in den ersten 24 Stunden muf} unbedingt der stets
in sehr reichlichen Mengen zu verwendende 96 %ige Alkohol
einmal gewechselt werden, spiter alle zwei Tage (vgl. im {ibrigen

Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 9]
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S. 37 Alkoholfixierung). AuBerdem ist dafiir Sorge zu tragen,
dall die Fliissigkeit iiberall den Block bespiilt und in ihn ein-
dringen kann; die Gewebsstiicke miissen deshalb auf Watte liegen.
Unbedingt mufl die Austrocknung der Gewebsstiicke an ihrer
Oberfliche (Verdunsten des Alkohols) vermieden werden. — Je
frither nach dem Tode man das Gewebe fixiert, um so bessere
mikroskopische Bilder wird man erhalten; jedoch scheint es, daB
man hier beziiglich der raschen Verbringung des Gewebes in
die Fixierungsfliissigkeit nicht ganz so dngstlich zu sein braucht,
wie etwa fiir eine Darstellung der Neuroglia; man bekommt
auch 18—20 Stunden nach dem Tode noch oft recht gute Pri-
parate.

Schneiden: Bei sorgfiltigem Wechseln des Alkohols erhiilt
der Block seine beste Schnittfihigkeit nach etwa 5 Tagen. Die
Stiicke werden mit einem scharfen, mit Alkohol befeuchteten
Messer glatt geschnitten und mit der ebenen Fliche auf ein Holz-
klotzchen aufgeklebt. Das Stiick soll nicht héher als 6-—8 mm
sein, die Schnittfliche kann etwa 1 qem oder noch wesentlich
grofler sein. Man trocknet den Block an der Aufklebefliche mit
FlieBpapier ab und preBt ihn mit leichtem Druck auf den mit
Gummi arabicum bestrichenen Holzklotz auf. Man verwende
nur wenig Gummi arabicum und verreibe ihn sorgfaltig auf dem
Holzklotz; zu viel Gummilésung dringt bei diinnen Stiicken seit-
lich bisweilen am Gewebsblock nach oben und beschidigt dann
nach’ Erhdrtung leicht das Messer. Die Peripherie der Aufklebe-
fliche muf} iiberall dem Klotz anliegen. Der Gummi arabicum
erstarrt innerhalb weniger Minuten, nachdem man den Gewebs-
block mit dem Kl6tzchen in 96 %igen Alkohol getan hdt; er
firbt sich dabei weill. Von einem solchen Block schneidet man
dann Schnitte, deren Dicke etwa 10—15—20 u betragen soll;
diese miissen vollig ausgebreitet vom Messer genommen und
gesammelt werden. — Es ist sehr leicht, diinne Schnitte von
uneingebettetem Material zu bekommen, sofern man nur den
Alkohol recht wechselt und nicht zu altes Material zur Verfii-
gung hat. Das Messer muf} allerdings tadellos scharf und der
Block gut aufgeklebt sein. Man stellt das Messer schrig ein,
und zwar so (,schrig-parallel”), da die Schneide moglichst aus-
geniitzt wird. Beim Schneiden unter Alkohol rollen sich die
Schnitte oft oder es schligt sich wenigstens der Rand des
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Schnittes um; um dies zu vermeiden, empfiehlt es sich, den vor-
deren Teil des Messers (vom Schneidenden gerechnet) mit nur
wenig Alkohol zu versehen, dagegen den hinteren Teil des Messers
gut damit zu befeuchten, damit der Schnitt nicht zerreift.- Es
ist deshalb ratsam, vor jedem Schnitt das wieder zuriickgescho-
bene Messer nur an seinem hinteren Ende mit Alkohol zu be-
schicken. Wo das Messer den Gewebsblock angreift, wird der
Rand etwas ausgefranst; besonders storend beim Schneiden ist
die Pia, welche man, zumal beim Riickenmark, vorher ablésen
sollte, sofern es nicht gerade auf deren Untersuchung ankommt;
manchmal bekommt man aber an dickeren Schnitten (25— 30 u)
die Pia auch vom uneingebetteten Block gut im Schnitt mit;
in der Regel freilich wird man fiir die Piauntersuchung in Celloidin
einbetten miissen. .
Fiarbung: Die Schnitte miissen mdoglichst sofort verarbeitet
werden, da sie im Gegensatz zu den Gewebsblocken auffallend
empfindlich gegen den Alkohol, in dem sie schwimmen, sind.
Es ist unter allen Umstinden zu vermeiden, sie stunden- oder
wochenlang im Alkohol aufzubewahren und sie erst dann zu
farben. Die Farblgsung mufl mindestens ein Vierteljahr alt sein;
sie wird vor dem Gebrauch umgeschiittelt und alsdann in ein
Uhrschalchen filtriert. Das Reifwerden dieser Seifenmethylenblau-
lésung braucht man dann nicht abzuwarten, wenn man statt
des gewshnlichen Methylenblau und der venetianischen Seife
nach RoDENWALD GIEMsA Azur verwendet. Wir verwenden statt
des Seifenmethylenblau gewdhnlich Toluidinblan oder Thionin
(1%/00), das stiarkere Farbkontraste (Plasmazellen, Gliaelemente!)
gibt. In die Farblosung iibertrigt man den Schnitt, nachdem
man ihn vollstindig auf dem Spatel (noch im Alkohol) ausge-
breitet hat, damit er auch in der Farblésung ausgebreitet und
glatt bleibt. Bei kleineren Schnitten kann man fiir die Uber-
tragung ein Glashikchen verwenden, mit welchem man den
Schnitt in seiner Mitte gut fassen muf. Der Schnitt mufl wih-
rend der Firbung an der Oberfliche schwimmen bleiben, damit
er gleichmiBig durchgefarbt werden kann. Auch fiir die Erwir-
mung des Farbbades empfiehlt es sich, mdglichst immer die
gleiche Technik inne zu halten; man bedient sich eines kleinen
Stativs mit einem Ring, welcher mit einem Drahtnetz bespannt
ist, auf den das Uhrschilchen gestellt wird; darunter stellt man
5*
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einen Spiritusbrenner, dessen etwa 3 cm lange Flamme die Spitze
des Drahtnetzes beriihrt. Den Schnitt bringt man in die kalte
Farblosung, sodann wird rasch erhitzt, und zwar nur bis zur
Dampfbildung. Nach Erkalten der Farblosung wird der Schnitt
rasch mittels eines diinnen Glashikchens gefait und in die
Differenzierungsfliissigkeit iibertragen.

Differenzierung und EinschluB in Balsam: Die Dif-
ferenzierungsflissigkeit wird vor dem Gebrauch stets frisch her-
gestellt; die Entfirbung ist sehr rasch beendet. Der von der
Differenzierungsfliissigkeit direkt auf den Objekttriger gebrachte
Schnitt muB mit FlieBpapier (Nr. 1116, FrinscH-Frankfurt)
abgetrocknet werden (gleichm&Big andriicken, nicht hin- und
herreiben!). Der abgetrocknete Schnitt wird sofort mit Caje-
putdl iibergossen. Das Cajeputol muf3 sehr sorgfiltig durch Ab-
tupfen mit mehrfachen Lagen von FlieBpapier entfernt werden.
Bei dem Ubergiefen mit Benzin ist zu beachten, daB es sehr
rasch verdunstet, und der Schnitt nach dem AbgieSen leicht der
Qefahr des Austrocknens ausgesetzt ist; letzteres ist unter allen
Umstdnden zu vermeiden. Man mulBl deshalb sofort mit einer
diinnfliissigen Losung von Xylol-Kolophonium den noch vom
Benzin nassen Schnitt bedecken. Das Xylol-Kolophonium stellt
man sich in der Weise dar, dall man das kiufliche Kolopho-
nium pulverisiert, ein etwa 50 g fassendes Glaschen bis zur Halfte
damit fullt und sodann Xylol nachgieBt, bis das GefaB8 voll ist.
Dann laBt man es offen unter einer Glasglocke stehen und be-
nutzt nur die oberflichliche, diinnfliissige, gelblichrot gefirbte
Schicht, die man zum Gebrauch in die Balsamglischen von dem
schmutzigen Bodensatz abgiet. Das zum EinschluB des Pri-
parats verwendete Xylol-Kolophonium muf sehr rasch zum Er-
starren gebracht werden, und das erreicht man durch Erhitzen
iiber der Flamme. Bei mehrmaligem Durchziehen. durch dieselbe
wird das EinschluBmedium bald in eine steinharte Masse ver-
wandelt. Wiahrend des Erwirmens des Schnittes driickt man
das Deckglas mittels des hinteren Endes des Glashikchens oder
der Nadel an, damit der Schnitt mdoglichst fest und gleichmiBig
am Objekttriger haftet, und der Schnitt spater beim Mikro-
skopieren nicht zu viele Unebenheiten bietet. Die fertigen Schnitte
miissen vor Sonnenlicht und elektrischem Bogenlampenlicht ge-
schiitzt werden, da sie sonst rasch abblassen; aus dem gleichen
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Grunde ist auf eine exakte Entfernung des Anilin- und Cajeput-
Ols und auf ein rasches Erstarren des Einbettungsmediums zu
achten. Nach sehr kurzer Fixierung geschnittene Priparate blassen
besonders leicht ab.

Die vereinfachte Alkohol-Toluidinblau- (Kresylviolett-,
Thionin-) Féirbung.

Fiir orientierende Priaparate und in den h#ufigen Fillen, wo
es auf die Gewinnung eines eigentlichen Aquivalentbildes im
Sinne NissLs nicht ankommt, brauchen wir gerne eine Verein-
fachung des Nissuschen Verfahrens, die bei rascher Herstellung
gréferer Schnittmengen den Vorzug der Billigkeit hat. Das Ver-
fahren besteht darin, dal wir statt der — zumal heute — sehr
kostspieligen Entfirbung in Anilinél — Alkohol und Aufhellung
in Cajeputdl die Schnitte in aufsteigendem Alkohol und im Xylol
frei in Schalen behandeln. Die Methode ist demnach:

1. Fixieren und Schneiden wie bei der NissLschen Original-
methode.

2. Die Schnitte werden in einer 0,1 %igen wisserigen Losung
von Toluidinblau, Kresylviolett oder Thionin unter mehrmaligem
Erwidrmen bis zur Dampfbildung gefirbt.

3. Abspiilen in destilliertem Wasser und in 70 %igem Alkohol.

4. Weiteres Differenzieren in 96 %igem Alkohol.

5. Absoluter Alkohol, Xylol, Balsam.

Die Zellfirbung mit Toluidinblau (Kresylviolett, Thionin)
am eingebetteten Priiparat.

Bei manchen Herderkrankungen und ganz besonders bei Er-
weichungen ist es oft nicht mdglich, vom uneingebetteten Alko-
holblock gute Schnitte zu gewinnen; ferner erwihnten wir be-
reits, da man beim ,,Uneingebettet-Schneiden® in der Regel die
Pia nicht mitbekommt, deren Untersuchung ja meist von groBer
Wichtigkeit ist (vgl. S. 26). Auch die histopathologische Ver-
gleichung des Nissirschen Zellbildes mit anderen Elektivprapa-
raten 148t sich an Schnitten am uneingebetteten Block meist
nicht durchfiihren.

Es kommt dafiir nur die Einbettung in Celloidin (bzw.
Photoxylin) in Betracht; denn das Paraffinverfahren fithrt leicht
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zu Schrumpfungen und allerhand Artefakten an den Ganglien-
und Gliazellen.

Man kann die Farbung und Differenzierung am Celloidin-
schnitt entweder nach der von NissL angegebenen Methodik
(aber unter Verwendung von Toluidinblau, Kresylviolett oder
Thionin statt Seifenmethylenblau) oder nach dem vorhin ge-
schilderten vereinfachten Verfahren vornehmen. Bei Befolgung
der Nissuschen Vorschriften erhalt man sehr viel schénere und
kontrastreichere Priaparate, zumal wenn man Thionin anwendet,
das eine stark rotliche Nuance hat; dabei erscheinen die Zell-
leibsubstanzen der Ganglien- und Gliazellen in mehr violettem
Farbton, ebenso das Plasma der Plasmazellen. Sehr schén treten
besonders die Plasmaleiber der Gliazellen und ihre Verzweigungen
hervor. Auch ist die pothographische Brauchbarkeit eine bessere.

Das Verfahren ist unter Befolgung von NissiLs urspriinglichen
Vorschriften:

1. Der in Alkohol fixierte Block wird nach den iiblichen
Vorschriften in Celloidin eingebettet und unter 70 %igem Alko-
hol geschnitten.

2. Die Schnitte kommen in eine wisserige Losung von Tolui-
dinblau 1%/, Kresylviolett 1°0, oder Thionin 1°%60—1% (je
nach der Farbkraft dieses sehr wechselnd intensiven Farbstoffes);
zweimaliges Erwirmen, dann Erkalten lassen.

3. Differenzieren in Anilin&l-Alkohol.

4. Ubertragen auf den Objekttriger. Abtrocknen mit FlieB-
papier; Aufhellen mit Cajeputdl.

5. AbgieBen des Oles, Abtrocknen, zweimaliges UbergieBen
mit Xylol. .

6. EinschlieBen in Canadabalsam, Auflegen und Andriicken
des Deckglases unter leichtem, mehrmaligem Erw#rmen.

Bei dem vorhin geschilderten vereinfachten Verfahren
bringt man die Schnitte aus dem 70%igem Alkohol

1. in die wisserige Losung von Toluidinblau oder Kresyl-
violett oder Thionin und erwirmt ebenfalls zweimal.

2. Nach dem Erkalten spiilt man in Aqua dest. und danach
in 70%igem Alkohol ab.

3. Differenzieren in 96 %igem Alkohol; Aufhellen in Xylol;
Einschluf} in Balsam.



Die Nisslsche Methode. 71

Mitunter sind in den Schnitten, zumal wenn sie von gréSeren
und dickeren Blocken stammen, nicht extrahierte Myelinsub-
stanzen in Form von unregelmiBig kugeligen Gebilden violett
mitgefirbt; sie konnen besonders im Mark sehr stérend sein.
Man kann sie aber hiufig noch aus den Schnitten entfernen,
wenn man diese vor der Farbung in 70 %igem Alkohol fiir etwa
12 Stunden in den Brutschrank stellt.

Von groBter Wichtigkeit ist auch bei den zuletzt angege-
benen Methoden, daf man, wie bei dem Nissrschen Original-
verfahren, die Stiicke in Alkohol fixiert, und es ist gerade-
zu ein Kunstfehler, wenn man eine andere Fixierung, wie etwa
die beliebte Formolkonservierung, anwendet. Aber man wird,
wo man nur formolfixiertes Gewebe zur Verfiigung hat,
bisweilen gezwungen sein, auch an solchem Material eine Zell-
farbung vorzunehmen; und wenn man dann auch natiirlich
kein Zellaquivalentpriparat erhdlt, so kann man sich doch an
solchen Bildern wenigstens iiber grobere Zellverinderungen und
Ausfille orientieren. Man muB hier versuchen, das Formol durch
griindliches Wéssern aus dem Material mdglichst auszuwaschen
und durch sehr lange Alkoholbehandlung vor der Einbettung
auch die bei der Formolkonservierung fixierten Myelinsubstanzen
nach Méglichkeit auszuziehen. Wir wissern 1 —2 Tage in flieBen-
dem Wasser und lassen die nicht zu groBen Stiicke 10—14 Tage
in zweimal gewechseltem 70 %igen Alkohol und ebenso lange
in zweimal gewechseltem 96 %igen Alkohol. Noch bessere Zell-
priaparate bekommt man, wie unser Mitarbeiter Herr Dr. HALLER-
VORDEN gezeigt hat, bei sehr viel lingerer Alkoholbehandlung
(2~—3 Monate in mehrfach gewechseltem 70 %igen und 96 %igen
Alkohol). Die Celloidinschnitte 148t man vor der Fiarbung 12
bis 24 Stunden in 80%igem Alkohol im Brutofen stehen; sie
werden dann besser firbbar, insbesondere ist die diffuse griin-
blaue Anfirbung des Gewebsgrundes dann nicht so stark und
bleibt mitunter ganz aus. Formolschnitte, die langsam und
schlecht differenzieren, bringt man nach der Farbung in 96 %igem
Alkohol fiir lingere Zeit in den Brutschrank. Besser als Tolui-
dinblau eignet sich zur Firbung der formolfixierten Schnitte
Kresylviolett oder Thionin. Der Gewebsgrund wird hier meist
nicht so stark gefarbt, und auch die Entfirbung ist im allge-
meinen gleichméfiger. Man kann auch 1—2 Tropfen Salzssure-
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spiritus zu dem zur Entfirbung verwandten 70 %igen Alkohol
zusetzen; das erleichtert bisweilen die Entfirbung des Gewebs-
grundes (natiirlich mufl das Priparat, das in solchem Spiritus
war, nachher gut in Alkohol ausgewaschen werden). Die Formol-
priparate blassen in der Regel schon nach kurzer Zeit ab, selbst
wenn man sie sorgfiltig vor Tageslicht schiitzt.

2. Die Nervenzellfirbung nach Held.

1. Fixierung am besten in Pikrinschwefelsdure (24 Stunden).

2. Nachhirtung in Alkohol; Paraffineinbettung. (Die Behandlung mit
Alkohol soll auBer der Entwisserung und Hértung des fixierten Blockes
auch dessen Auswaschung besorgen; man steigt von 20 9,igem Alkohol
allmihliech bis zu absolutem Alkohol aufwirts.)

3. Die diinnen Schnitte werden mit 309, igem Spiritus aufgeklebt,
entparaffiniert und gefiirbt, 2 Minuten lang, in erwdrmter Erythrosin-
16sung:

Erythrosin pur . . . . . . . . 1,0
Ag.destill.. . . . . . . . . . 150,0
Bisessig . . . . . . . . . . . 2 gtt.

4. Abwaschen in Wasser; Nachfirben in einem Gemisch von wisse-
rigem Aceton (1:20) und Nissnscher Methylenblaulésung zu gleichen
Teilen. Man firbt unter Erwdrmung, bis der Acetongeruch geschwunden ist.

5. Nach dem FErkalten wird in 0,1 9%iger Alaunlésung differenziert,
bis der Schnitt wieder rétlich wird.

6. Abspiilen, Alkohol, Xylol, Balsam.

AuBer den Nissr-Schollen, welche blau erscheinen, bringt diese
Methode auch die zwischen den Tigroidschollen gelegene Zellsubstanz in
einer roten Kontrastfarbe zur Anschauung,

3. Die Kronthalsche Zellfirbung am Ausstrichpriparat.

Man zerdriickt etwas mit der Schere herausgeschnittene graue Sub-
stanz vom Riickenmark oder Gehirn zwischen zwei Objekttrigern, zieht °
die Objekttriger, wie bei Bakterienpriaparaten, voneinander ab und fixiert
das trockene Priparat iiber der Flamme oder in absolutem Alkohol.
Firben in 19/giger Toluidinblaulésung oder in polychromem Methylen-
blau; Abspiilen in Wasser, Differenzieren in Alkohol; absoluter Alkohol,
Xylol, Balsam.

Die Ganglienzellen, die durch das Verreiben isoliert wurden, sind
hier mit ihren chromophilen Substanzen hiibsch gefdrbt, und ihre Fort-
sitze sind weit zu verfolgen. AuBerdem sind natiirlich auch Gliazellen,
GefiBe usw. gefarbt. — Diese Methode dient zur Demonstration des all-
gemeinen Baues der normalen Ganglienzelle.

Die Methode der vitalen Methylenblaufirbung, nach der sich mit-
unter auch die zentralen Ganglienzellen gut darstellen lassen, ist auf
S. 150 geschildert.



Methoden von Held, Kronthal, Golgi. 73

4. Das Golgische Imprignationsverfahren.

Am meisten gebraucht ist die sogenannte Schnelle GoLgi-
sche Methode:

1. Hartung und Fixierung von kleinen diinnen Stiicken
(frisches Material von Embryonen oder Neugeborenen) in einem
Gemisch von

3%iger Kal.-bichrom.-Lésung . . 80,0
1%iger Osmiumsdure-Lésung . . 20,0

Darin bleiben sie 2—8 Tage im Dunkeln.

2. Abspiilen in destill. Wasser oder in schon benutzter Silber-
losung (/s %iger Hoéllensteinlésung).

3. Ubertragen in 0,6—1%ige Hoéllensteinlésung fiir 2 bis
6 Tage.

4. Schneiden zwischen Klemmleber oder nach sehr rascher
Einbettung in Celloidin (in h6chstens 30 Minuten). Dicke Schnitte
(50—100 w).

5. Eintauchen in absoluten Alkohol; Bergamottsl, Balsam
(Xylol-Dammarharz) ohne Deckglas.

Statt der Silberlésung kann man auch eine Sublimat-
l6sung verwenden.

Die besten Priéparate erhdlt man vom Material sehr junger
oder embryonaler Tiere. Die Gewebsstiicke miissen iiberall gut
von der Fliissigkeit umspiilt werden; man legt sie auf fein zer-
zupftes Fliefpapier. Das Chromosmiumgemisch ist in reichlichen
Mengen zu verwenden. Die Dauer der Fixierung richtet sich
nach dem Zwecke der histologischen Darstellung; nach LENHOS-
SEX sind fir eine Imprégnation der Ganglienzellen 3—5 Tage
nétig (fir die der Neurogliazellen 2--3 Tage).

Sehr wichtig ist es, daBl man sich nach der Silberbehandlung
durch Einschneiden des Blockes iiberzeugt, ob dieser auch im
Innern eine deutliche Chromsilberreaktion zeigt. Sonst mufl man
ihn fiir 2—3 Tage wieder in das Chromosmiumgemisch zuriick-
bringen und danach von neuem mit Silberlsung behandeln
(doppelte, auch dreifache Methode).

Die Gorgische Methode bringt, wie gesagt, durch einen
Chromsilberniederschlag gewisse préiformierte Strukturen, wie die
Ganglienzelle mit ihren Ausliufern, zur Anschauung; die im-
prignierten Elemente heben sich durch ihre schwarze oder tief
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braunschwarze Farbung von dem hellen Grunde klar ab. In dem
gleichen Priiparate konnen auBer dieser oder jener Nervenzelle
— die eben in unbestimmbarer Auswahl imprigniert werden —
auch ganz andere Gewebselemente, wieder in scheinbar willkiir-
licher Selektion, inkrustiert werden, wie z. B. Gliazellen, die in
der Silhouette eine besonders pridgnante Spinnenform zeigen,
oder Bindegewebsfasern usw. AuBerdem aber bilden sich Nieder-
schldge auch sonst im Gewebe; sie bringen keine priformierten
Strukturen zur Anschauung, sie storen die Beurteilung der GoLGI-
bilder sehr und konnen zu T#uschungen Anlal geben. Das ist
einer der Hauptnachteile der Methode.

Die fiir das Wesen der Methode wichtigste Frage, worauf
die selektive Imprignation einzelner Strukturen, bzw. das Frei-
bleiben des Hauptteiles des Gewebes von der Chromsilberreaktion
beruht, ist neuerdings dahin beantwortet worden (LIESEGANG),
daBl das zum Teil an der Beweglichkeit des Kaliumbichromates,
zum Teil ferner an der Beweglichkeit des Chromatsilbers im Ge-
webe liege, und daB drittens noch der Gehalt der Hirnsubstanz
an S#uren und Ammoniaksalzen die Entstehung von Chromat-
silber hindere oder erschwere.

Von den auBerordentlich zahlreichen Modifikationen der
GoLe1-Methode erwédhne ich hier nur die meines Erachtens wich-
tigste, nimlich

b. Die Coxsche Sublimatmethode:

1. Fixierung und Imprignation in folgender Mischung

5%ige Kal. chromat.-Losung . . 16,0
5%ige Kal. bichromat.-Lésung. . 20,0
5%ige Sublimatlosung . . . . 20,0
Aq. dest. . . . . 40,0

Die Kal. bichromat-Losung darf, um Quecksilberchromat-
Niederschligen vorzubeugen, erst dann zugesetzt werden, wenn
die Fliissigkeit schon mit der angegebenen Menge Agq. destill.
verdiinnt ist. — In dieser Fliissigkeit bleiben die kleinen Stiicke
(am besten Rinde) zwei oder mehrere Monate; im Sommer geht
die Imprégnierung rascher vor sich als im Winter.

2. Gefrierschnitte.

3. Behandlung der Schnitte mit einer 5% igen Natriumcarbonat-
16sung fiir 1 —2 Stunden; dadurch werden die Schnitte schwarz.
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4. Auswaschen, rasches Entwissern in absolutem Alkohol,
Aufhellen in Ol, Abtrocknen mit FlieBpapier und
5. Einschliefen in einem Lack von folgender Zusammensetzung:

Sandarak . . . . . . 75,0
Campher . . . . . . 150
Terpentin. . . . . . 30,0
Lavendelél . . . . . 22,5
Alkohol absolut. . . . 75,0
Ricinusél . . . . . . 5—10 Tropfen.

Man kann diese Schnitte auch mit einem Deckglase bedecken,
wenn man die Lackschicht erst gut trocknen 148t, dann mit
Ricinustl benetzt und das Deckglas fest andriickt, um das iiber-
schiissige Ol darunter hervorzupressen.

Die Coxsche Sublimatmethode ist wohl das sicherste Ver-
fahren zur ,,GOLGI-Imprignation®.

Siebentes Kapitel

Die Darstellung der Neurofibrillen
und Achsenzylinder.

Fiir die normale Histologie geben die Methoden von APATHY
und BETHE, welche die ersten Elektivmethoden der Fibrillen ge-
lehrt haben, und denen wir die wichtigsten Kenntnisse iiber diese
Gebilde verdanken, die sichersten Resultate. Bei den Wirbellosen
liefert die Nachvergoldung von APATHY und bei den Wirbel-
tieren das Molybdinverfahren von BETHE ungemein klare und
elegante Bilder von den Neurofibrillen, den fibrilliren und netz-
artigen Strukturen an der Oberfliche der Ganglienzelle und an
den Endorganen; an den peripheren Nervenfasern der Wirbel-
losen lassen sich mit -der ApATHYschen Methode die einzelnen
Primitivfibrillen darstellen. Klarer als mit den neuen, bequemer
arbeitenden Methoden bringt das BETHE-Priparat das Verhalten
der endozelluliren Fibrillen und ihre Beziehungen zu den Ober-
flichennetzen zur Anschauung, wihrend bei anderen Methoden
hiufig Kunstprodukte die Beurteilung dieser feineren histologischen
Dinge beeintrichtigen.

Aber die Methode von BETHE arbeitet leider zu unsicher
und ist auch nicht so einfach zu handhaben, daB sie in der
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Histopathologie bisher allgemeinere Anwendung erfahren konnte.
Es bedeutete deshalb einen grofen Fortschritt, als CAJAL und
BieLscHOWSKY Silberimprignationen der Fibrillen und Achsen-
zylinder angaben, die bequemer anzuwenden sind und im groBen
und ganzen sicherer arbeiten. Auch sie geben von den endo-
zellulidren Fibrillen und den feineren fibrilliren Gebilden um die
Ganglienzellen und in den Endorganen gute histologische Bilder;
jedoch ist bei der CasaLschen Methode stets zu beriicksichtigen,
daB infolge starker Schrumpfungen und anderer Méngel der
Methode die histologische und histopathologische Beurteilung be-
eintrichtigt wird, und daBl vor allem ein Nachteil dieses Ver-
fahrens darin liegt, daf nur eine ringf6rmige mittlere Zone eine
gute Imprégnation aufweist, wihrend die &ufleren Schichten zu
stark inkrustiert und die mittleren zu wenig gefirbt sind. Dem
CaJAnschenVerfahren ist in der Histopathologie die BIELSCHOWSKY-
sche Methode, bei welcher man vom Gefrierschnitt ziemlich
gleichm#Bige Bilder bekommt, iiberlegen. AuBlerdem ist auch
die Fixierungsart (ndmlich die in Formol) eine einfachere, bzw.
sie entspricht mehr dem gewshnlichen Usus.

Alle diese Methoden beruhen in ihrem Erfolg in erster Linie
darauf, daB die Neurofibrillen die Eigenschaft haben, viel Metall-
salze in sich aufzunehmen (BETHE). Die Sichtbarmachung des
angelagerten Metallsalzes wird nach dem ApATHYschen Verfahren
durch Nachvergoldung erreicht, bei dem BETHEschen und Do-
NAGGeioschen Verfahren durch die Bindung eines Farbstoffes
(Toluidinblau) an das Metall; und CAJAL und BIELSCHOWSKY
suchen durch starke Reduktion das angelagerte Silber sichtbar
zu machen. HEs ist aber auch, wie vor allem BETHE gezeigt hat,
eine primire Fiarbung der Neurofibrillen zu erzielen, und zwar
sowohl am frischen Priparat wie auch am Gewebe, das in einer
nicht beizenden Substanz (Alkohol, absol. Ather) fixiert worden
ist. Fiir rein histologische Fragen sind diese Methoden weniger
von Bedeutung, als in allgemein physiologischer und pathologischer
Beziehung, z.B. fiir die Sichtbarmachung der motorischen Bahnen
und gewisser Verinderungen der Nervenfasern unter dem Einflu8}
des konstanten Stromes (BETHE).

Der Achsenzylinder der Wirbeltiere wird durch alle die
genannten Methoden nicht (oder doch nur ganz unvollkommen
bei den letztgenannten) in seine Einzelfibrillen histologisch auf-
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gelost. Um diese Primitivfibrillen sichtbar zu machen, haben
BetHE und MONCKEBERG eine besondere Methode, die keine
eigentliche Elektivfirbung der Fibrillen ist, angegeben (vgl. die
Darstellung der Primitivfibrillen am peripherischen Nervensystem
(S. 143).

Wenn schon die BreLscrowsKysche und CaJaLsche Methode
nicht die einzelnen Primitivfibrillen des Achsenzylinders, sondern
diesen nur als einen soliden Strang imprégnieren, so liegt doch
eine ganz besondere histologische Bedeutung dieser Methoden ge-
rade auch in der sicheren Darstellung der marklosen Achsen-
zylinder. Ganz allgemein kann man sich ja iiber die Achsen-
zylinder an den Ubersichtsbildern, die mit den Carminmethoden,
der vaN GiesoNschen oder MaLLORYschen Fiarbung usw. gewonnen
werden, orientieren. Aber es handelt sich dabei natiirlich uin
eine in keiner Weise elektive Differenzierung des Achsenzylinders
gegeniiber anderen Gewebsbestandteilen, und man hatte deshalb
viel nach spezifischen Achsenzylinderfirbungen gesucht. Die be-
treffenden Verfahren sind aber zum Teil recht kompliziert und
die Resultate keineswegs immer gelungen; die meisten brachten
auch lediglich den von der Markhiille umgebenen Achsenzylinder
zur Anschauung, indem sie nur bestimmte Teile (z. B. das Neuro-
keratin) sichtbar machen. Dagegen ist die Darstellung des von
Mark umbhiillten Achsenzylinders, wie vor allem auch der feinsten
marklosen bzw. marklos gewordenen Fasern mit den Methoden
von BienscHOwsKY und CaJan sehr einfach und sicher, und das
ist von besonderer Bedeutung, speziell fiir die Untersuchungen
iiber den isolierten Schwund der Markhiille und die Persistenz
des Achsenzylinders in Herden, z.B. bei der multiplen Sklerose
und der Paralyse. Ferner geben diese Methoden gute Bilder
von den qualitativen Veranderungen bei der Degeneration von
Nervenfasern. Fiir deren genaue Analyse empfiehlt sich die Er-
gianzung des Silberpriparates durch Bilder nach der ALZHEIMER-
Mannschen Methode (S. 123).

1. Die Nachvergoldung von Apdthy bei Wirbellosen.
1. Fixierung in konzentrierter, wisseriger Sublimatlésung oder
in Sublimatalkohol 16 —24 Stunden.
2. Entfernung des Sublimats, nach Auswaschen in Wasser,
mit wisseriger Jodjodkaliumldsung.
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3. Direktes Ubertragen in 95 %igen Alkohol (8 —12 Stunden)
und danach zur Entfernung der Sublimatreste in alkoholische
Jodjodkaliumlésung (1% Jodkali, /2% Jod) (fiir die gleiche Zeit).
Das Objekt mull ganz gelb sein.

4. Entwissern in absolutem Alkohol, Einbetten in Paraffin
(Chloroform als Zwischenmedium).

5. Aufkleben der Paraffinschnitte (10 u dick) mit Wasser oder
EiweiBwasser.

6. Entfernen des Paraffins mit reinem Chloroform. Alkohol,
dest. Wasser 2—6 Stunden.

7. Ubertragen in eine 1%ige Losung von Chloratum flavum
(MERCE) fiir 12—24 Stunden.

8. Nach kurzem Abspiilen (Schnittseite schrig nach unten
gekehrt) in eine Glastube mit 1 %iger Ameisenséurelosung stellen
und 6 — 8 Stunden von allen Seiten beleuchten, wobei die Tempe-
ratur nicht zo hoch werden darf.

9. Mit Wasser waschen; Alkohol, Chloroform, Canadabalsam.

Bei den meisten wirbellosen Tieren firben sich mit dieser
Methode die Primitivfibrillen in den Nervenfasern, Ganglienzellen,
Sinnesepithelien usw. in prachtvoller Deutlichkeit. Die Fibrillen
erscheinen tiefschwarz auf fast farblosem Grunde.

Leider gelingt das Verfahren nicht immer. Haufig sind die
MiBerfolge nicht aus Mingeln der Technik zu erklaren, bisweilen
aber liegt es auch daran, daB es bei der Belichtung doch zu
einer zu starken Erwdrmung kam. Die Temperatur soll 20° C
nicht iiberschreiten; man wendet deshalb im Sommer zweckmiBig
bloB helles Tageslicht an, im Winter kann man die Pridparate
direkt in das Sonnenlicht stellen. Manche Blécke erscheinen
aus irgendwelchem Grunde von vornherein konstant schlechte
Resultate zu liefern, wihrend sich an anderen brillante Bilder
Schnitt fiir Schnitt erzielen lassen. Am besten stellt man die
anfinglichen Versuche an hiufiger untersuchten Objekten (Hirudo)
an. Wie bei der WEIGERTschen Neurogliafirbung und &hnlichen
Methoden kommt auch hier alles auf eine gewisse Ausdauer an.

2. Das Molybdéinverfahren nach Bethe.

1. 4—10 mm dicke Stiicke aus dem Riickenmark oder Ge-
hirn werden fiir 24 Stunden in 3—7'>%ige Salpetersiure ge-
bracht.
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2. Direktes Ubertragen in 95%igen Alkohol (24 Stunden).
3. Ubertragen fiir 24 Stunden in eine Mischung von:

Ammoniak (spezifisches Gewicht 0,95 1
dest. Wasser . . . . . . . . . 3
96 %igem Alkohol . . . . . . . 8

4. Fiir einige Stunden in Alkohol.

5. Dann 24 Stunden in Salzsiure (konz.,spez.Gew.1,18) 1 Teil
Wasser . . . . . . . . . . . . . 3
Alkohol 96% . . . . .. 8—12

6. Einige Stunden in Alkohol, dann in Wasser 2—6 Stunden.

7. Molybdanieren in 4 %iger Losung von Ammonium molyb-
daenicum (weiBes Préaparat) fiir 24 Stunden.

Bei all diesen Prozeduren soll die Temperatur 20° C nicht
iibersteigen.

8. Alkohol, Xylol, Paraffineinbettung.

Aufkleben der 10 u dicken Schnitte mit Eiwei3-Glycerin
(ohne Wasser!)

Die Giite der Blocke nimmt nach der Mitte zu ab.

9. Differenzierung und Firbung. Uberfiihren der Schnitte
durch Alkohol in Wasser; gut mit destilliertem Wasser abspiilen,
Objekttriiger unten trocknen. Eine Wasserschicht von ungefihr
1—2 ccm aufschichten und den Objekttriger so in den Warme-
schrank (60° C) legen (2—10 Minuten; Zeit ausprobieren!)
AbgieBlen des Wassers, kurz Spiilen. Dann Aufschichten einer
Toluidinblaulésung (1:3000), 10 Minuten fiarben bei 58 —60° C.
Abspiilen mit Wasser, Alkohol, bis keine Farbwolken mehr ab-
gehen. Absoluter Alkohol, Xylol, Canadabalsam (Xylol und
Canadabalsam miissen ganz wasserfrei sein).

i

Das Sichtbarwerden der Neurofibrillen beruht also bei dieser
Methode darauf, daB eine unldsliche Verbindung zwischen dem
basischen Farbstoff und der in den Neurofibrillen aufgespeicherten
Molybdéinséure gebildet wird. Die Differenzierung wird hier vor
der Farbung vorgenommen, die Behandlung mit warmem Wasser
bezweckt die Auswaschung des iiberschiissigen Molybdéns und
die Umlagerung des im Gewebe geldsten. KFibrillenarme Zellen
differenzieren sich schnell, fibrillenreiche langsam; bei sehr fibrillen-
reichen Zellen kann man das Salzsiurebad fortlassen, weil sich
dann die Fibrillen leichter differenzieren lassen. Die Schnelligkeit
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der Differenzierung héngt ab von der Wassermenge, der Molybdén-
menge im Gewebe und der Dauer der Wirmeeinwirkung. Man
muB zundchst die Differenzierungszeit ausprobieren und verteilt
deshalb zweckmiBig die ersten Schnitte auf mehrere Objekttriager
und differenziert 2, 5 und 8 Minuten lang, um dabei dasOptimum
der Differenzierungszeit herausfinden. An guten Préparaten
diirfen nur Kern und Primitivfibrillen gefirbt sein. Ist ein Nieder-
schlag auf der Oberfliche vorhanden, so ist zu kurz differenziert
worden, sind die Fibrillen zu hell, so ist zu lange differenziert.
Manchmal empfiehlt sich eine Farbung mit stérkerer Toluidin-
blaulésung (1 : 1000).

Am besten gelingt die Neuroﬁbril'lenféirbung an den Vorder-
hornzellen vom Menschen, Hund und Kaninchen; die Golginetze
lassen sich besonders gut an den Zellen des Nucleus dentatus
und der Olivenkerne darstellen. Wo es auf die Golginetze an-
kommt, wende man eine etwas stirkere Konzentration der
Salpetersdure bei der Fixierung an (5 —7%:%ige Salpetersiure).
Nach sehr starker Nitrierung firben sich die Fibrillen nie, dafiir
aber neben den Bindegewebsfibrillen der Gefifle die HOLMGREN-

schen Kaniale. Schwache Nitrierung disponiert mehr zur Farbung
der Fibrillen.

3. Das Molybdéinverfahren nach Donaggio.

1. Fixieren kleiner Stiicke in Pyridin 5—6 Tage.
2. 24stiindiges Auswaschen.

3. Ammoniummolybdat . . . 4,0
Wasser . . . . . . 100
Salzsiure . . . .o 4 Tropfen.

4. Nach 24stiindigem Aufenthalt in dieser Molybdénlésung
kurzes Abspiilen, Alkohol, Xylol, Paraffin.

5. Aufkleben der 3—7 p dicken Schnitte mit Wasser.

6. Durch Xylol und Alkohol in Wasser (1 Minute).

7. Farben in einer Thioninlésung 1 : 10000.

Kontrolle der Farbung unter dem Mikroskop, die beendet
ist, wenn die Kerne, die sich anfangs stark firben, sich wieder
entfirbt haben.

8. Waschen und eventuell noch einmal mit Ammonium-
molybdat nachfixieren.

9. Entwissern, Aufhellen, EinschlieBen in Balsam.
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Auch diese Methode gibt eine recht schéne und vollstindige
Farbung der Neurofibrillen, und sie gelingt auch bei einiger
Ubung ziemlich regelmiBig.

4. Die Silberimpriignation nach Bielschowsky.

1. Fixierung in 10—15%igem Formol mindestens 14 Tage
lang; frisches Material, diinne Scheiben (1 em dick).

2. Mehrstiindiges Auswaschen in flieBendem Wasser; {iber Nacht
(eventuell bis zu 3 Tagen) in destilliertem Wasser stehen lassen.

3. Herstellung von mdglichst diinnen Gefrierschnitten.

4. Auffangen der Schnitte in destilliertem Wasser und Uber-
tragen mittels Glashikchens in eine 2—3%ige Argentum-nitri-
cum-Losung fiir 24 —48 Stunden.

5. Durchziehen der Schnitte durch destilliertes Wasser und
Ubertragen in eine ammoniakalische Silberlésung, die man in
der Weise herstellt, dal man zu 5 ccm einer 10 %igen Argentum-
nitricum-Losung 5 Tropfen reiner 40%igen Natronlauge hingzu-
fiigt. Der dabei entstehende braune Niederschlag wird durch
tropfenweisen Zusatz von Ammoniak unter besténdigem Um-
schiitteln langsam zur Losung gebracht. (Man bedient sich dazu
zweckmifBig eines graduierten etwa 25 cem enthaltenden ver-
schlieBbaren Zylinders.) Nach Losung des Niederschlages wird
destilliertes Wasser auf 20 ccm aufgefiillt. In der in ein ver-
schlieBbares Schélchen gegossenen ammoniakalischen SilberlGsung
bleiben die Schnitte 10 Minuten (dickere etwa 20 Minuten), bis
sie einen tiefbraunen Ton angenommen haben.

6. Nach Durchziehen durch destilliertes Wasser Reduktion
in einer 20%igen, mit Leitungswasser hergestellten Formalin-
lésung (5 Minuten).

7. Auswaschen in Wasser, Vergoldung in einer leicht ange-
siuerten Goldchloridlosung: 2—3 Tropfen einer 1%igen Gold-
chloridlésung auf 10 ccm Aq. dest., dazu 2—3 Tropfen Eis-
essig. Dauer der Vergoldung, bis der Grundton rétlich-violett ist
(etwa 10 —20 Minuten). ‘

8. Fixieren !/ Minute in saurem Fixierbad (5% iges unter-
schwefligsaures Natron, dem auf je 10 ccm ein Tropfen saures
schwefligsaures Natron zugesetzt ist).

9. Griindliches Auswaschen, Entwéssern, Carbol-Xylol (1 : 10),
Balsam.

Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 6
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Wichtig fiir das Gelingen der Methode ist, daB das Uber-
tragen der Schnitte stets mit Glasinstrumenten vorgenommen
wird. (Am besten eignen sich dazu Glashikchen, die man sich
durch Ausziehen eines diinnen Glasrohrs oder -stabes und durch
Umschmelzen des ausgezogenen Endes {iber den Bunsenbrenner
herstellt.) Man vermeide einen UberschuB von Ammoniak zu
der ammoniakalischen Silberlsung. Oft wird die Vergoldung
gleichméBiger, wenn man das Goldbad nur etwa halb so stark
nimmt, wie oben angegeben. Dann braucht die Vergoldung
etwa eine Stunde, und man erneuert am besten das Goldbad
zwischendurch einmal. Fiir die Darstellung der endozelluliren
Neurofibrillen kommt es natiirlich auf moglichst diinne Gefrier-
schnitte an; man erhdlt solche leichter, wenn man vor dem
Schneiden das Formol mdglichst griindlich aus dem Block aus-
gewaschen hat. Das Formol fiir die Reduktion muB siurefrei
sein; man schiittelt es deshalb tiichtig mit Calciumcarbonat aus,
148t absetzen und filtriert vor dem Gebrauch.

Mittels dieser Methode erhélt man eine sehr distinkte schwarze
oder braunschwarze Férbung der endozelluliren Neurofibrillen,
der netzigen Strukturen an der Ganglienzelloberfliche und auch
der Endkorbchen. (Uber die Darstellung der nervésen End-
organe vgl. den Abschnitt {iber das periphere Nervensystem.)
Die Achsenzylinder bringt die BiELscHOwsKysche Firbung
iiberall klar und sicher zur Anschauung, und zwar auch die
feinsten marklosen bzw. marklos gewordenen; nur in der Hirn-
rinde ist das Resultat oft nicht befriedigend. Die Methode ist be-
sonders fiir die Darstellung der marklosen Achsenzylinder bei
gewissen histopathologischen Prozessen von Bedeutung (multiple
Sklerose); die Achsenzylinderbilder sind mit den Markscheiden-
bildern an Gefrierschnitten desselben Blockes zu vergleichen. Die
Methode ist im allgemeinen elektiv, nur selten erhilt man eine
Mitfarbung glidser Strukturen. Bei sehr starken Gliawucherungen
sieht man die faserige Glia bisweilen in einer viel matteren
Nuance graurétlich angefirbt.

Die BIELSCHOWSKY-Priparate kann man, wenn etwa die
Darstellung lipoider Substanzen (beim Zerfall von Markfasern)
gewiinscht wird, nach der Vergoldung mit Scharlach R (s. 8. 127)
nachfirben. Man erhilt dann z. B, bei multipler Sklerose, sekun-
diren Degenerationen usw. sehr instruktive Bilder.
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Bielschowskys Modifikation seiner Silberimpriignation.
(Vorbehandlung mit Pyridin.)

1. Die in destilliertem Wasser aufgefangenen Gefrierschnitte
kommen auf24—48 Stunden inreines unverdiinntes Pyridin (MERCK).

2. Sorgfaltiges Auswaschen in oft zu erneuerndem destilliertem
Wasser, bis der Pyridingeruch verschwunden ist.

3. Ubertragen der Schnitte in 3 %ige Silberlésung usw. (wie
bei dem gewshnlichen Verfahren).

Auch fiir die Imprignation ganzer Blécke empfiehlt es
sich oft, das Formalinmaterial fiir 3—4 Tage in reines Pyridin
zu bringen. Die Blécke sollen 1 cem Rauminhalt an Grofe
nicht iberschreiten. (Jedoch erzielte BIELSCHOWSKY an embryo-
nalem Material, selbst wenn er ganze Embryonen von 5 cm
Linge in toto impréignierte, gute Resultate) Das Pyridin muf}
durch mehrstiindiges Verweilen in h#ufig zu erneuerndem destil-
liertem Wasser entfernt werden; dann erfolgt die Impriagnation
mit 3%iger Silberlésung im Brutschrank wihrend 3—5& Tagen.
Die Durchtrinkung der Blécke mit der Silberoxydammoniak-
losung dauert etwa 24 Stunden; jedoch ist diese Lésung mit
dem vierfachem Wasser zu verdiinnen. Bevor diese Blocke in
das reduzierende 20%ige Formol iibertragen werden, sind sie
etwa zwei Stunden zu wissern.

Die Vorteile der Pyridinvorbehandlung an Gefrierschnitten
sind nach BIELSCHOWSKY vor allem, daf die Imprdgnation noch
elektiver ist, als bei dem Originalverfahren und dafl sich selbst
an altem Material, welches in sdurehaltigen Formalinlésungen ge-
legen hat, die gliose Fasersubstanz vollkommen ausschalten laGt.
Auch das faserige Bindegewebe der Gefifle tritt stark zuriick.
Die Achsenzylinder sind leicht mit erschépfender Vollstindigkeit
zur Darstellung zu bringen. Sie fallen in markhaltigen Fasern
durch ihre tiefschwarze Farbung auf, weil ndmlich das Pyridin
auch das Mark stark auflockert, bzw. auflost, wodurch die Im-
prignation des Achsenstranges erleichtert wird. Beziiglich der
fibrilliren Substanz der Ganglienzellen betont BIELSCHOWSKY,
daB sie bei dieser Modifikation im allgemeinen nicht so klar zur
Darstellung kommt wie bei der Originalmethode.

Bei der Imprignation ganzer Blocke bewirkt das Pyridin
eine sehr zweckmifige Auflockerung der Gewebsmasse, wodurch

6*
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die Silbersalzlosungen leichter in die Tiefe dringen kénnen, so
daB die Durchfirbung eine viel gleichmiBigere ist. An embryo-
nalen Objekten gelingt dies nach BIELScHOWSKY in besonders
vollkommener Weise, so daB der Ubelstand der sonst an ganzen
Blocken durchgefiihrten Imprignationen, namlich, daB eine Far-
bung nur in einem sehr geringen Tiefenabstande von der Ober-
fliche zustande kommt, dadurch erheblich gemildert wird. Uber-
haupt empfiehlt sich nach BIELscHOWSKYs Erfahrungen diese
Methode sehr zur Totalimprignation kleiner menschlicher und
tierischer Embryonen und zur Darstellung der peripherischen
Nervenfasern (Regenerationserscheinungen), sowie der peripheri-
schen Endverzweigungen in den motorischen Hiigeln der Muskel-
fasern und in den sensiblen Endorganen der Peripherie (BOEKE,
HERINGA, BIELSCHOWSKY).

5. Die Silberimpriignation nach Cajal.

1. Frische 3—4 mm dicke Stiicke werden fiir 4 —5 Tage in
eine 2—6 %ige Hollensteinlosung gelegt (bei LichtabschluBl
[schwarzes Papier um die Flasche!] im Brutofen).

2. Abspiilen in destilliertem Wasser.

3. Reduktion in einer 1%igen Losung von Pyrogallussiure,
der man 5—10 Prozentteile reines Formol zusetzt (24 Stunden).

4. Nachhértung in Alkohol von aufsteigender Konzentration
(innerhalb 5 Stunden), Paraffineinbettung, diinne Schnitte, Auf-
kleben.

5. Entparaffinieren, Vergolden, Fixieren usw. wie bei der
BreLscHowsKYschen Methode.

Man muB sehr kleine Stiicke fiir die Impriignation verwenden,
da das Metall nicht tief eindringt; die innersten Schichten werden
nur unvollstéindig versilbert (s. 0. S. 76); brauchbar ist nur eine
mittlere Zone des Priparates. Die Methode gelingt zumal bei
Embryonen und jungen Tieren sicher. Die Farbung der Fibrillen
ist der am BIELSCHOWSKY-Priiparat dhnlich. Schrumpfungen sind
zumal an den endozelluliren Fibrillen haufig.

Von dieser Methode existieren eine groBe Reihe von CasaL
selbst angegebenen Modifikationen, die verschiedenartige Struk-
turen (Neurofibrillen der marklosen Fasern, Endfiile, HOLMGREN-
sche Kanile, GoLGI-Netze usw.) zur Darstellung bringen. Es sei
davon nur folgende erwiahnt:
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Silberfirbung der myelinfreien Achsenzylinder
(und der Neurofibrillen).

Diese Methode ist besonders fiir histopathologische Zwecke
(z. B. bei multipler Sklerose) empfehlenswert.
1. Hartung diinner, kleiner Stiicke (4 mm dick) 24 Stunden in

Alkohol 96%ig . . . . 100
Ammoniak . . . . . . 0,25—1,0.

2. Auswaschen in mehrfach gewechseltem destilliertem Wasser.

3. Ubertragen in die Silberlssung usw. wie bei der eben ge-
schilderten Methode.

Vergoldung nur bei den zu hellen Schnitten notwendig.

6. O. Schultzes Natronlauge-Silbermethode -
zur Darstellung der Achsenzylinder und Nervenzellen.

OskAR SCHULTZE sucht das Formolmaterial durch eine geeig-
nete Vorbehandlung von postmortalen Zerfallsprodukten, Verbin-
dungen dieser mit dem Formol usw., von allem, was er ,,Schlacken
nennt, zu befreien und besser impriignierbar zu machen. Zum
Teil erreicht er das durch Auswaschen in destilliertem Wasser
im Thermostaten bei 60°, oder durch Einwirkung einer stark ver-
diinnten Natronlauge, oder durch beide Verfahren nacheinander.
Je nachdem was dargestellt werden soll und je nach der Region
des Nervensystems, die zur Untersuchung kommt, ist das Ver-
fahren verschieden. Die wichtigsten Abarten des SCHULTZEschen
Verfahrens sind folgende:

1. GroBhirn.

a) Faserverlauf. Moglichst frisches Material, das man 48 Stunden
nach der Formolfixierung schneidet. Schnitte 30—40 g dick. Schnitte
in Aqua dest. bringen. Dann in:

1. Natronlauge 6:50, d. h. 6 Teile der Normalnatronlauge auf 50 Teile
Aqua dest. auf 24 Stunden.

2. Aqua dest. auf 1 Stunde. Wasser 4mal wechseln.

Dieser Punkt ist fiir die Erzielung einer absoluten Niederschlags-
freiheit wichtig, da die Silberldsung nicht weillich triibe werden darf.

3. Argentum nitricum 2 9,ig, mindestens 16 Stunden, am besten iiber
Nacht. (Mit Glasnadeln arbeiten.)

4. Hydrochinonldsung in 20facher Verdiinnung. Diese Losung be-
steht aus:

Hydrochinon . . . . . 25¢g ]
Aqua dest. . . . . . . 100 cecm | Stammlgsung.
Kiufliches Formol . . . 5 ccm I
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Die 5fach und 20fach verdinnte Losung gleich herstellen. Losung
nach 3 Monaten erneuern.

Der nur nach Sekunden zihlende Reduktionsvorgang wird in einem
Uhrschélchen unter dem Mikroskop beobachtet. st die Losung durch
Reduktion mehrerer Schnitte getriibt, so muB sie erneuert werden. Nach
Vollendung der Reduktion kommen die Schnitte schnell in:

5. Aqua dest. (griindlich abspiilen), 969%igen Alkohol, Carbolxylol,
Xylol, Canada.

Ergebnis: Die Priparate zeigen den gesamten Faserverlauf in aufBer-
ordentlicher Dichte, in ausgezeichneter Schirfe und Klarheit. Mark-
haltige Fasern sind von marklosen nicht mit Sicherheit zu unterscheiden.
Gerade etwa 40 p dicke Schnitte geben erst ein gutes Bild von der un-
geheuren Kompliziertheit des Neuropilems.

b) Zellen. Die Schnitte kommen in:

1. Natronlauge 0,6 Teile auf 50 Teile Aqua dest. auf 24 Stunden.

2. Aqua dest. auf 1 Stunde, 4mal wechseln.

3. Argentum nitricum, 0,59%ig, auf 16—24 Stunden.

4. Formolhydrochinonlésung, unter dem Mikroskop reduzieren.

5. Aqua dest., 96 %igen Alkohol, Carbolxylol, Xylol, Canada.

Ergebnis: Zellkdrper meist braun, wéihrend sich die Dendriten
hiufig tiefschwarz tingieren. Man kann unter Umstéinden auch die Zell-
korper mit ihren Dendriten véllig schwarz darstellen, wenn man zu einer
stirker konzentrierten Reduktionslosung greift. Gelegentlich bekommt
man auch Neurofibrillen zu Gesicht, doch eignet sich zn deren Darstellung
die Methode weniger gut.

2. GroBhirnganglien.
. Natronlauge 10 Teile auf 50 Teile Aqua dest. auf 24 Std.
. Aqua dest. auf 1 Std., 4mal wechseln.
. Argentum nitricum, 109, ig, auf 16—24 Stunden.
. Formolhydrochinonlésung.
. Aqua dest., 96%igen Alkohol, Carbolxylol, Xylol, Canada.
Ergebnis: Zellen mit Fortsitzen dunkelbraun oder tiefschwarz.
Faserverlauf wie beim GroBhirnmantel.

3. Kleinhirn.
1. Natronlauge 2 Teile auf 50 Teile Aqua dest. auf 24 Stunden.
2. Aqua dest. auf 1 Stunde, 4mal wechseln.
3. Argentum nitricum, 0,259,ig, auf 16—24 Stunden.
4. Formolhydrochinonlésung.
5. Aqua dest., 96%igen Alkohol, Carbolxylol, Xylol, Canada.
Hier sind die PurkinJEschen Zellen dargestellt.

4. Medulla oblongata.
. Natronlauge 10 Teile auf 50 Teile Aqua dest. auf 24 Stunden.
. Aqua dest. auf 1 Stunde, 4mal wechseln.
. Argentum nitricum, 109 ig, auf 16—24 Stunden.
. Formolhydrochinonlésung.
. Aqua dest., 969%igen Alkohol, Carbolxylol, Xylol, Canada.
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Ergebnis: Das ungeheure Gewirr des Faserverlaufes gelangt klar
zur Ansicht. Die Zellen treten je nach Anwendung des jeweiligen Kon-
zentrationsgrades der Reduktionslésung tiefschwarz oder bréulich mit
dunklem Kern hervor. Ihre Fortsitze sind unter Umstinden weithin

zu verfolgen.
5. Medulla spinalis.

Das gleiche wie bei 4.

6. Spinalganglien.

Das gleiche wie bei 4.

Ergebnis: Die Zellkorper sind je nach Gebrauch des Konzentrations-
grades der Reduktionslosung briunlich-schwarz gefirbt. Die Fortsitze
sind tiefschwarz tingiert, um die Zellen herum kann man sehr hiufig die
perizelluliren und pericapsuldren Geflechte gut erkennen.

7. Sympathische Ganglien.

Das gleiche wie bei 4.

Ergebnis: Zur Darstellung der sympathischen Ganglienzellen mit
ihren vielen mannigfach verschlungenen Fortsdtzen eignet sich die Me-
thode ausgezeichnet, wenn das Material geniigend frisch ist. Besonderer
Vorzug: daB stets alle Nervenzellen des ganzen Schnittes zutage treten.

Achtes Kapitel
Die Darstellung der Markscheiden.

ExNER hatte gezeigt, daB man durch Osmiierung eine Schwiir-
zung der Markscheiden erzielen und so auch die Markfasern der
Rinde zur Darstellung bringen kann. Diese auBlerordentlich wich-
tige Methode, mit der bekanntlich Tuczek seine Untersuchungen
iber den Markfaserschwund an der paralytischen Rinde angestellt
hatte, hat nur noch historisches Interesse, seitdem uns WEIGERT
eine exakte, sichere, elektive Darstellung der Markscheiden ge-
lehrt hat. Die auBerordentliche Wichtigkeit seiner Methoden wird
aus den damit gewonnenen normal-anatomischen und besonders
den pathologisch-anatomischen Untersuchungsergebnissen klar.

WEIGERT erzielte eine Farbung der Markscheiden dadurch,
daB er das Material mit Chrom beizte und zur Verstirkung
dieser Beizwirkung eine zweite Beize, n#mlich ein saures
Kupfersalz verwendete. Diese Doppelbeize vermittelt das Haften
des Farbstoffes an dem Material. Als Farbe verwandte WEIGERT
ein durch Lithion alkalisch gemachtes Himatoxylin. Bei der
Differenzierung halten die Markscheiden den H&matoxylin-
kupferlack fest. Eine Verbesserung dieses Verfahrens erreichte
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WeIGeRT dadurch, daB er spiiter zur Fiarbung Eisenhéimatoxy-
lin anwandte, das die Remontage durch Kupferung nicht not-
wendig machte. Auch bei diesem Verfahren ist also das Wichtigste,
daBl ein (metallischer) Himatoxylinlack gebildet wird,
welcher der Differenzierung Widerstand leistet.

So groB die praktische Bedeutung der WEIGERTschen Original-
methode ist, so haben doch gewisse Mingel die Veranlassung
gegeben, an dieser Methode durch Anderung der Beizungs-,
Farbungs- und Differenzierungsprozeduren Verbesserungen anzu-
bringen. Die ,Herren Modifikanten“, wie sie WEIGERT nennt,
haben dabei freilich mit ihren Verbesserungen nicht immer das
erreicht, was die Originalmethoden, wenn man sie richtig an-
wendet, ohne weiteres ergeben. Immerhin haften der WEIGERT-
schen Methode auch in ihrer letzten, von ihm selbst erprobten
Verbesserung doch noch Mingel an, die zu einer Modifikation
meines Erachtens mit Recht herausfordern. Es gibt Fille, in
denen man aus mir unbekannten Griinden, selbst bei minutiser
Befolgung der WEIGERTschen Vorschriften, doch keine recht
brauchbaren Bilder namentlich von der Hirnrinde bekommt,
und bei denen man mit einem anderen, der WEIGERTschen Me-
thode nachgebildeten Verfahren doch bessere Bilder erreicht. Die
Methode, die das am sichersten gewahrleistet, ist meines Er-
achtens das KuLscHITzKYsche Verfahren, bei dem die Farb-
16sung und die Differenzierungsfliissigkeit eine andere ist. Es
wird hier mit einem durch Essigsiure angessiuerten Himatoxylin
gefirbt und die Hamatoxylinalaunlackbildung erfolgt erst in der
Differenzierungsfliissigkeit, welcher Lithion zugesetzt ist. — Nachst
dieser KuLscHITZKYschen bzw. KULSCHITZEY-WOLTERSschen Modi-
fikation -der WEIGERTschen Farbung ist besonders noch die Far-
bung nach WEIGERT-PAL im Gebrauch, bei welcher durch An-
wendung des LusTcarTENschen Reduktionsverfahrens eine andere
Differenzierung vorgenommen und eine véllige Entfarbung des
Untergrunds erzielt wird. Fiir die Darstellung der feineren Rin-
denfasern leistet diese Methode jedoch nicht entfernt das, was
sich mit dem WEIGERTschen Eisenhdmatoxylinlack erreichen laft.

Von anderen Markscheidenmethoden erwihne ich noch die
FrANKELsche, mit der man recht elegante Bilder bekommt.
FrANKEL verwendet statt des Hamatoxylins einen basischen
Anilinfarbstoff, ndmlich polychromes Methylenblau. Zur
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festeren Verankerung dieses basischen Farbstoffes an das Ge-
webe benutzt FRANKEL eine saure Beize, ndmlich Tannin, das
auch die Differenzierung bewirkt.

Fiir die feinere Analyse gewisser Herderkrankungen und be-
sonders fiir den Vergleich von Achsenzylinder- und Mark-
scheidenbildern, sowie von Fett- und Gliafaserpriparaten
mit diesen, machte sich mehr und mehr das Bediirfnis nach einer
Markscheidenfirbung am Gefrierschnitt geltend. Bei den dies-
beziiglichen Versuchen wandte man im allgemeinen die WEIGERT-
schen Vorschriften in etwas modifizierter Weise an dem nachtrig-
lich chromierten Gefrierschnitt an. Dabei erreichte man jedoch
nur eine unvollkommene Firbung der Markfasergeflechte; am
Riickenmark geniigen diese Bilder zwar im allgemeinen, von der
Hirnrinde dagegen geben sie nur unbrauchbare Resultate. Eine
Markscheidenfirbung am Gefrierschnitt, bei welcher eine
Darstellung der feinsten markhaltigen Rindenfasern ziemlich regel-
maBig erreicht wird, gibt die von uns geiibte Methode, bei der
die Gefrierschnitte entsprechend dem HEIDENHAINschen Verfahren
in schwefelsaurem Eisenammoniumoxyd gebeizt und danach in
einem eisenhaltigen Hamatoxylin gefarbt werden. Der Eisen-
himatoxylinlack haftet an den Fasern bei der ganz allmihlich
vor sich gehenden Differenzierung sehr fest. Bei dem Vergleiche
solcher Préparate mit KULSCHITZKY- und WEIGERT-Praparaten
aus der gleichen Rindenregion des gleichen Falles konnten wir
uns von der weit vollstandigeren Darstellung der feineren korti-
kalen, speziell der supraradiiren Markfasergeflechte an den Ge-
frierschnitten iiberzeugen. :

Zu den Markscheidenmethoden (im weiteren Sinne) gehort
noch eine fiir die Histopathologie sehr wichtige Methode, namlich
die MarcHIsche Chrom-Osmiummethode, welche die patho-
logisch veréinderte, d. h. die in frischer Degeneration be-
findliche Markscheide bzw. deren Zerfallsprodukte zur Dar-
stellung bringt. Diese Methode, deren Gelingen ganz besonders
von einer priméren Fixierung in MULLERscher Fliissigkeit und
sorgfiltigen raschen Verarbeitung des Materials abhingt (s. u.),
beruht darauf, dafl bei dem Zerfall der Markscheide fettartige
Produkte geliefert werden, die nach vorheriger Chromierung eine
Schwarzfirbung mit Osmium geben. (Uber die zeitlichen Grenzen
der Anwendbarkeit dieser Methode vgl. Kapitel II, S. 16.)
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Die Fixierung erfolgt am besten in Formol oder auch in
MutLLERscher Fliissigkeit, welche gleichzeitig die fiir die Lack-
farbung der Markscheiden notwendige Beize liefert. An dem in
Formol fixierten Material 148t sich die ,,Markscheidenfirbung am
Gefrierschnitt ausfithren; fiir die WEIGERTsche Markscheiden-
farbung und deren Modifikationen sowie fiir die FRANKELsche
Methylenblaufirbung muB das formolfixierte Material noch nach-
triglich in der WEIGERTschen Schnellbeize (s. S. 34) chromiert
werden (etwa 8 Tage im Brutofen). An dem in Formol fixierten
Material lassen sich auch andere Elektivfarbungen ausfiihren,
wihrend das in ,Miiller* fixierte dafiir verloren ist und auch
mit der Zeit recht briichig wird. Es empfiehlt sich deshalb mehr
die Fixierung in Formol, und nur fiir die MarcHische Methode
ist eine Fixierung in MULLERscher Fliissigkeit anzuraten.
(Genaueres iiber Zeitdauer und Art der Fixierung fiir die Mark-

scheidenfirbungen enthalten die Ausfilhrungen auf S. 34.)

Bei der urspriinglichen Markscheidenmethode von EXNER fixierte
man kleine Gewebsstiicke in 19, iger Osmiumséure fiir 6—8 Tage, wusch
aus und klebte den in Alkohol nachgehirteten Block (uneingebettet) mit
Siegellack auf Kork auf; die Schnitte wurden in durch Ammoniak schwach
alkalisch gemachtem Glycerin untersucht. Die Markfasern erscheinen hier
grauschwarz auf hellem Grunde.

Wo man nicht die Markscheidenfirbung am Gefrierschnitt an-
wenden will, ist das Material in Celloidin einzubetten. Beim
Schneiden bemiihe man sich nicht, besonders diinne Schnitte
zu erhalten, sofern dazu nicht ein triftiger Grund vorliegt; denn
diinne Schnitte werden von den verschiedenen Prozeduren, welche
die Markscheidenfirbung verlangt, sehr stark angegriffen und
leicht briichig und zerreiBlich. An dicken Schnitten kann man
zudem auch die Markfaserausfille im allgemeinen leichter er-
kennen, ganz besonders an der Rinde. Man gewéhne sich daran,
moglichst immer etwa die gleiche Schnittdicke (etwa 30 1) zu
wiahlen, damit man fiir die Beurteilung des Markfaserschwundes
einen MafBstab bei der Vergleichung verschiedener Préparate besitzt.

1. Die Weigertsche Markscheidenfiirbung.

a) Die iltere Himatoxylin-Alaunmethode.
1. Die Celloidinbldcke werden auf Holzklotzchen geklebt und
fiir 24 Stunden im Brutofen gekupfert, und zwar am besten in
Neurogliabeize (sekundire Beizung).
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2. Abspiilen der gekupferten Blscke in 70 %igem Alkohol, in
welchem sie einige Stunden vor dem Schneiden bleiben miissen.

3. Schneiden.

4. Farben in flachen PETRIschen Schalen fiir 12 —24 Stunden
in einer Losung von

Himatoxylin . . . . . 1,0
Alkohol absolut. . . . . 10,0
Sol. Lith. carbon. . . . 1,0
Ag. dest. . . . . . . 60,0

5. Mehrfaches Abspiilen in Leitungswasser.
6. Differenzieren in einer Losung von

Borax . . . . . . . . . . . 4,0
rotem Blutlaugensalz (Ferricyankal.) . 5,0
Ag.dest. . . . . . . . . . . 2000

Die Entfirbung wird in dieser Differenzierungsfliissigkeit so
lange fortgesetzt, bis die graue Substanz deutlich gelb erscheint.

7. Mehrstiindiges Auswaschen in mehrfach gewechseltem Lei-
tungswasser, dem man etwas Lithionlosung hinzufiigen kann.

8. Entwissern in Alkohol von aufsteigender Konzentration.

9. Authellen in Carbol-Xylol (1: 8).

10. Einschlieen in Canadabalsam.

Das Kupfern kann man auch an den einzelnen Schnitten
vornehmen, zumal wenn man poch andere Farbungen an dem
gleichen Block ausfithren will. Die Farblosung wird immer vor
dem Gebrauch frisch hergestellt und kann nach der Firbung
nicht wieder benutzt werden. Sie setzt sich zusammen aus einer
Stammlsung, nidmlich

a) aus einer 10%igen Himatoxylinlosung in absolutem Al-
kohol (die mindestens /4 Jahr alt sein muB}) und

b) aus 1%igem Lithionwasser.

Bei dem Zusammengieflen dieser beiden Stammldsungen bildet
sich ein schén blau gefirbtes Lithionhamatoxylin.

b) Die neuere Himatoxylin-Eisenlackmethode.

1. Einbetten, Kupfern, Schneiden wie bei der eben genannten
Methode.

2. Farben in einer wie folgt zusammengesetzten Mischung:

a) 4 cocm offiz. Liquor ferri sesquichlorati in 96 ccm Agq. dest.
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b) 10 ccm der iiblichen 10 %igen alkoholischen Hédmatoxylin-
16sung (alte Stammlosung) in 90 ccm 96 %igem Alkohol.

Die beiden Losungen werden unmittelbar vor dem Gebrauch
zu gleichen Teilen vermischt, wobei sich tiefschwarzes Eisenhima-
toxylin bildet.

3. Wissern, Differenzieren usw. wie bei der dlteren Methode.

Bei beiden Methoden muB man die Schnitte mindestens
12 Stunden in der Farbe lassen. Fiir die Hirnrinde empfiehlt es
sich, sie nicht weniger als 24 Stunden zu firben. Die Differenzie-
rung ist durchschnittlich innerhalb einer halben Stunde beendigt.
Manchmal geht sie etwas rascher, manchmal auch etwas langsamer
vor sich. Wo man eine moglichst langsame Entfarbung wie z. B.
bei der Rinde bezweckt, ist es ratsam, die Differenzierungsfliissig-
keit mit der gleichen Menge Aqua dest. zu verdiinnen.

Im WEeiceRrTschen Markscheidenpréparat sind die Markschei-
den schwarz (bei der &lteren Lithionhdmatoxylinfirbung mehr
blauschwarz) gefirbt. Der Untergrund ist gelb oder auch bei
der neuen Methode hellgelb und fast ungefirbt. In diinnen Pri-
paraten erkennt man an den quer getroffenen Markfasern die
schwarz gefirbten Markringe. AuBerdem firbt diese Methode auch
frisch zerfallenes Markscheidenmaterial, das etwa noch in Zellen
(z.B. in K6rnchenzellen) aufgespeichert ist; ferner farbt sie manches
Pigment in Ganglienzellen und auch die roten Blutkérperchen.

2. Die Palsche Modifikation der Weigertschen
Markscheidenfirbung

bezweckt eine vollige Entfirbung des Untergrunds, indem sie
statt der von WEIGERT angegebenen Differenzierungsflissigkeit
ein urspriinglich von LUSTGARTEN in die Technik eingefiihrtes
Bleichmittel anwendet; die iiberfirbten Schnitte kommen in eine
Kalium hypermanganicum-Lésung und werden dann in die blei-
chende schweflige Siure gebracht, die bei dem PaLschen Ver-
fahren dadurch entsteht, daff Kalium sulfurosum und Oxalsiure
in Wasser gel6st werden. Das Verfahren ist demnach folgendes:

1. Die nicht gekupferten, in WEIGERTscher Himatoxylinlésung
gefarbten Schnitte werden in Leitungswasser 1 —2 Stunden lang
ausgewaschen und werden dann

2. in eine !/;%ige Lésung von iibermangansaurem Kali fiir
20—30 Sekunden iiberfiihrt.
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3. Kurzes Abspiilen in Wasser.
4. Differenzieren der im iibermangansauren Kali braunge-
farbten Schnitte in einer LGsung von

Oxalsgure . . . . . . 1,0
Kalium sulfurosum . . . 1,0
Aq. dest. . . . . . . 2000

5. Auswaschen in mehrfach gewechseltem Leitungswasser, dem
man etwas Salmiak zusetzen kann.
6. Alkohol, Carbol-Xylol, Balsam.

Die Differenzierung ist in der Regel innerhalb weniger Minuten,
manchmal schon in einer halben Minute beendigt. Hiufig bleiben
dabei braune Flecke an den Schnitten haften, die man jedoch
Beseitigen kann, indem man die noch nicht vollkommen aus-
differenzierten Schnitte durch Wasser in das {ibermangansaure
Kali fiir /> Minute zuriickbringt und dann die Differenzie-
rung (nach nochmaligem Durchziehen durch Wasser) von neuem
vornimmt. Die PaLsche Methode ergibt durch die véllige Ent-
firbung des Untergrundes recht elegante Bilder; sie ist jedoch
entbehrlich, da bei der neuen WEIGERTschen Hamatoxylin-
Eisenlackfirbung in der Regel der Untergrund auch fast vollig
hell wird und da bei letzterer Methode die feineren Fasern zumal
in der Hirnrinde viel sicherer gefirbt werden als bei dem PArschen
Verfahren. Bei der etwas riicksichtslosen Differenzierung nach
LUSTGARTEN-PAL verlieren viele feinere Markfasern die bereits
angenommene Farbe wieder. Jedoch ist die Methode zweck-
mifig, wo man an die Markscheidenfarbung noch eine Zellfarbung
anschlieen will; dann bringt man die differenzierten und ge-
waschenen Schnitte nach KapPERs Vorschlag fjir 24 Stunden in
50 %igen Alkohol (mit Aqua dest. hergestellt) und 148t sie nach
der Fiarbung mit Paracarmin (A. MAYER) nochmals 2—3 Stunden
in dem gleichen Alkohol. [Viel sicherer ist die PaLsche Differen-
zierung in der Form, wie sie WOLTERS an dem nach KULscHITZKY
gefirbten Priparat vornimmt (s. u.).]

3. Die Kulschitzkysche Modifikation der Weigertschen
Markscheidenfirbung.

1. Fdrben der Schnitte 12—24 Stunden lang in essigsaurem
Hamatoxylin:
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10%ige alkoholische Hématoxylinlésung (alt!) 10,0

Konzentrierte Essigsé,ure (Eisessig) ... L 1—=20
Aq. dest. . . . . . . . . 1000
2. Direktes Ubertragen in die leferenz1erungsﬂuss1gkelt
Gesattigtes Lithionwasser . . .. . . 1000
1%ige Losung von rotem Blutlaugensalz . 10,0

3. Griindliches Auswaschen in Leitungswasser.
4. Alkohol, Xylol, Balsam.

Die Differenzierung geht hier sehr langsam vor sich, so dafl
man gerade bei der Rinde eine sorgsame Entfirbung vornehmen
kann und nicht Gefahr liuft, zu stark zu differenzieren. In der
Regel dauert die Differenzierung an Rindenpréparaten 3 —4 Stun:
den, nicht selten sogar linger, und an dicken Hirnstammpripa-
raten kann man die Entfairbung oft 10 —12 Stunden fortsetzen.
Die Differenzierungsfliissigkeit mufl mehrfach gewechselt werden;
sie wird bei dem direkten Ubertragen durch die Verbindung des
Haématoxylins mit dem in der Entfirbungsfliissigkeit enthaltenen
Lithion blauschwarz; in dieser so verinderten Differenzierungs-
fliissigkeit 148t man am besten die Schnitte etwa 1 Stunde lang,
sie erhalten dann einen besonders schénen tiefen Farbton. Da-
nach iibertrigt man die Schnitte in neue Differenzierungsfliissig-
keit, die man unter Umsténden noch ein- bis zweimal wechselt.

Diese KurscHITZKYsche Modifikation gibt fast immer gute
Bilder, auch wenn an dem gleichen Material die Originalmethode
nicht zu befriedigenden Resultaten fiihrte. Voraussetzung fiir das
Gelingen der Methode ist eine gute Chromierung, am besten nach
Formolfixierung, in der Schnellbeize (in welcher man iibrigens
auch eine ungeniigende Chromierung des in MULLERscher Fliissig-
keit fixierten Materials nachtriiglich verstirken kann). Sollte sich
die Chromierung des Materials bei der Firbung bzw. Differen-
zierung als ungeniigend herausstellen, so empfiehlt sich eine
Nachchromierung der Schnitte, und zwar nach unseren Er-
fahrungen am besten in MULLERscher Fliissigkeit 8 —14 Tage,
dann in 1%iger Chromsédure 24 Stunden; vor der Himatoxylin-
fairbung Abspiilen in Aqua dest. und in Alkohol. Die Hama-
toxylinlosung (in absolutem Alkohol) muB alt sein; man mu8 von
dieser alkoholischen Stamml§sung immer eine mindestens ein
halbes Jahr alte Lésung vorritig halten.
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Abgesehen davon, daf die Methode sehr sicher ist und vor
allem auch die feineren Markfasern der Rinde gut zur Darstellung
zu bringen pflegt, hat sie auch insofern besondere Vorziige, als
sie schon in Anbetracht der langsameren Differenzierung einfacher
zu handhaben ist, und die Schnitte nicht so briichig?) werden,
da eine Kupferung nicht notwendig ist und das essigsaure Hiima-
toxylin die Schnitte nicht so sehr angreift. — Ich halte, wie
gesagt, die KurscmiTzKysche Modifikation fiir praktisch
wichtiger als die WEIGERTsche Originalmethode.

4. Die Wolterssche Modifikation der Kulschitzkyschen
Markscheidenfirbung

bezweckt — wie die PaLsche Methode am WEIGERT-Priparat —

eine Entfirbung des bei der KuLscHITZKYschen Farbung gelb

bleibenden Untergrundes. Das Prinzip der Differenzierung ist

im wesentlichen das von LUSTGARTEN-PAL; die in essigsaurem

Hamatoxylin gefirbten Schnitte werden

1. unmittelbar aus der Farbe kommend in MULLERsche Fliissig-
keit getaucht und

2. in eine /3 %ige Losung von iibermangansaurem Kali iiber-
tragen. Im iibrigen ist das Verfahren der Differenzierung das
gleiche wie bei PaAL.

Auch bei dieser Methode kommt es hiufig vor, daB die
Schnitte nicht gleichm#Big entfirbt werden, sondern braune
Flecke zuriickbehalten, und es ist deshalb hier gleichfalls sehr
wichtig, wie bei dem PaLschen Verfahren, die Differenzierungs-
prozedur mehrfach zu wiederholen, d. h. den Schnitt nach
Durchziehen durch Wasser wieder in das iibermangansaure Kali
zuriickzubringen und von neuem (nach Wasserpassage) zu diffe-
renzieren. HEs ist ratsam, diese Prozedur in Glas- oder Porzellan-
sieben vorzunehmen, da sonst bei der Ubertragung mit Spatel
oder Pinsel der Schnitt leicht ladiert und auch im undurch-
sichtigen ilibermangansauren Kali nicht rasch genug wieder auf-
gefunden wird.

1) Hat man es von vornherein mit leicht briichigen Priparaten zu
tun, so empfiehlt sich als Vorbehandlung eine Verstirkung der Schnitte
mit Kollodium nach dem fiir Serien angegebenen Verfahren WEIGERTs
(siehe S. 50).
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Das KuLscrrrzkysche bzw. KuLscuirzry-WorTeRssche Ver-
fahren eignet sich wegen der eben aufgefiihrten Vorziige ganz
besonders auch fiir die Markscheidenfirbung an grofien Hemi-
sphiirenschnitten. Fiir deren Herstellung ist folgendes zu be-
achten:

1. Man fixiere in Formol und iibertrage die moglichst glatt
und eben geschnittenen (EDINGERS Makrotom!) Stiicke zunichst
in MULLERsche Fliissigkeit (etwa 10 Wochen, biufiges Wech-
seln!). Eine Beizung solcher grofien Blocke lediglich in Schnell-
beize ist deshalb hiufig nicht anzuraten, weil solche Stiicke leider
nicht gut durchchromiert werden, da sie nicht unter 1—2 em
dick sein diirfen (sonst werfen sie sich), und da bei lingerem
Aufenthalt in der Schnellbeize das Material briichig und damit
fiir das Schneiden unbrauchhar wird. Nach der Chromierung in
MuUrLERscher Fliissigkeit bringe ich die groBen Scheiben dann
noch fiir etwa 10 Tage in Schnellbeize. [Oft ist auch eine
Nachchromierung der Schnitte (s. S. 94) notwendig.]

2. Das chromierte Material muBl in 70%igem Alkohol gut
ausgewaschen werden, und vor allem ist nach der Entwisserung
in 96- und 100%igem Alkohol und Ather-Alkohol eine lange
sorgfaltige Durchtrankung in Celloidin notwendig. Man
lassé die Stiicke mindestens 6—8 Wochen in diinnem Celloidin
in gut geschlossenen Gefilen und iibertrage sie dann erst auf
etwa 8 Tage in dickes Celloidin. Man lasse dann das Celloidin
unter einer Glasglocke langsam erstarren, schneide das Priparat
mit der Celloidinumhiillung vom Boden des Gefifies vorsichtig
los, lasse die so gewonnene Celloidinscheibe noch 24 Stunden
weiter erhéirten und lege sie danach in 70%igen Alkohol fiir
4—6 Tage. FErst dann wird dieser Celloidinblock auf die Hart-
gummischeibe des grofen Mikrotoms mit Celloidin aufgeklebt,
und nach weiteren 24 Stunden ist der Block schnittfertig.

3. Die mit Klosettpapier aufgefangenen Schnitte bleiben
zwischen Klosettpapier iibereinander geschichtet liegen und
werden mit 70%igem Spiritus feucht gehalten. Besonders brii-
chige Schnitte kann man durch Kollodium verstirken (s. S. 50).
Auch die Farbung nimmt man an diesen so iibereinander ge-
schichteten und durch Klosettpapierlagen voneinander getrennten
Schnitten vor; und erst fiir die Differenzierung nimmt man einen
Schnitt nach dem anderen mit Hilfe des Klosettpapiers, auf dem
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er ruht, herunter und iibertrégt ihn in die Differenzierungsfliissig-
keit. Die einzelnen Klosettpapierstreifen kann man bei Serien
mit Bleistift signieren.

4. Durch Uberdifferenzieren kann man am Markscheiden-
Praparate manche groben Faserziige (Sehstrahlung, Fasciculus
longit. inf. usw.) von dem stark entfirbten Grunde firberisch
herausheben und sichtbar machen.

5. Markscheidenfirbung an grofien Schnitten
nach Landau.

1. Fixieren in 10 %igem Formol. Wechseln einige Male. (Fiir
laingeres Konservieren statt Wasser gesittigte wisserige Pikrin-
siurelosung bei der Verdiinnung des Formols verwenden.)

2. Entwissern durch aufsteigenden Alkohol (bei Anwendung
von Pikrinsdure dem 70 %igen Spiritus 2—3% Lithium jodatum
beifiigen); Einbetten in Celloidin.

3. Schnitte fiir 12—24 Stunden in eine 3 %ige Losung von
der kéauflichen offiz. Losung des Eisenchlorids (eventuell 3 bis
4%ige Losung von Eisenalaun) iibertragen. '

4. Fliichtig Abspiilen und Ubertragen fiir 12—24 Stunden
in eine 1%ige HématoxylinlGsung.

5. Fir etwa 1 Stunde in Leitungswasser bringen.

6. Differenzieren etwa 2—3 Stunden, — je nachdem was
man darzustellen wiinscht, — in k#uflichem Wasserstoffsuperoxyd.

7. Langes Wissern, aufsteigender Alkohol, Xylol, Ubertragen
in Canadabalsam.

LaNpav sucht auch sonst das Chromieren, bzw. iiberhaupt das Beizen
vor der Einbettung zu vermeiden und beizt erst den Celloidinschnitt mit
Eisenalaun. Zur Differenzierung verwendet er auer Wasserstoffsuperoxyd
auch Calium sulfurosum, dem einige Tropfen Salzsiure beigemischt sind.
Fiir eine zuverldssige Darstellung der Markfasern der grauen Substanz
eignen sich Methoden dieser Art nicht.

6. Die Markscheidenfirbung mit polychromem
Methylenblau nach E. Friinkel.

1. Die in Formol gehirteten und in der Schnellbeize chro-
mierten Stiicke werden mehrere Tage lang in 70 %igem Alkohol
ausgewaschen, bis der Alkohol klar bleibt.

2. Nachhirten in 96- und 100 %igem Alkohol, Ather-AIkohol,
sorgfiltige Celloidineinbettung.

Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 7
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3. Farbung der Schnitte in GRUBLERschem polychromem
Methylenblau 6—12 Stunden lang in groBen flachen Uhrschalen.

4. Abgieflen der Farblosung (die nach Filtrieren wieder be-
nutzt werden kann) und Abspiilen der Schnitte mit destillier-
tem Wasser.

5. Ubertragen der Schnitte mittels Spatels in eine konzen-
trierte wasserige Tanninlésung und mehrmaliges UbergieBen der
Schnitte mit destilliertem Wasser, bis dieses klar bleibt.

6. Wiederholung der Féarbung mit polychromem Methylenblau
und der Entfirbung in konzentrierter Tanninl6sung (gleiche Zeit-
dauer wie beim erstenmal).

7. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser.

8. Alkohol, Bergamottol.

9. Ubertragen der Schnitte aus dem Bergamottsl auf den
Objekttrager.

10. UbergieBfen mit Xylol zur Entfernung des Bergamottéls,
Balsam.

Die Markscheiden heben sich hier tiefblau gefirbt von dem
hellen Untergrunde ab. AuBerdem kann man an solchen Pri-
paraten auch Zellkerne und Bakterien erkennen.

Es empfiehlt sich, bei dieser Methode die Farbung und Ent-
farbung in groflen flachen Uhrschalen vorzunehmen; man muf
die Schnitte, die leicht briichig werden, sorgfiltig mittels Spatels
iibertragen. Es ist fiir das Gelingen der Methode notwendig,
destilliertes Wasser zum Abspiilen der Schnitte zu verwenden.
Auch sind die in der Schnellbeize chromierten Stiicke in Spiri-
tus sorgfiltig auszuwaschen, man iibertriagt sie nicht eher aus
dem 70 %igen in den 96 %igen Alkohol, ehe jener nicht klar bleibt.

7. Die Markscheidenfirbung am Gefrierschnitt
nach Spielmeyer.

1. Von dem in Formol fixierten, eine Stunde gewisserten
Gewebsblock werden 25—35 u dicke Schnitte angefertigt.

2. Diese kommen iiber Nacht in eine 2!/» %ige Losung von
schwefelsaurem Eisenammoniumoxyd (Eisenammoniumalaun).

3. Nach Abspiilen in destilliertem Wasser bringt man sie fiir
10 Minuten in 70%igen Alkohol (stark’ bewegen!), danach

4. in eine alte Hamatoxylinlosung (5 Teile einer 10 %igen
alkoholischen H#matoxylinlosung- auf 100 Teile Aqua dest.), in
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welcher sie, falls die Losung alt ist und gut farbt, 1—2 Stunden
bleiben. ‘

5. Dann spiilt man in Wasser ab und differenziert in der
Losung von schwefelsaurem Eisenoxydammonium; Kontrolle der
Entfarbung unter dem Mikroskop.

6. Auswaschen in zweimal gewechseltem destilliertem Wasser,
dann !/ Stunde in Leitungswasser, Entwassern in aufsteigendem
Alkohol, Xylol, Balsam.

Zur Ubertragung der Schnitte verwende man Glashikchen.

Das Gelingen der Fiarbung hingt vorwiegend davon ab, daf3
die benutzte Himatoxylinlésung alt und daBl sie fiir die
gleiche Methode (bzw. fiir die HEIDENHAINsche Kernfirbung,
von welcher sie eine Modifikation ist) schon sehr oft benutzt
ist. An dem Alter der Hamatoxylinlosung allein liegt der Erfolg
der Farbung nicht; wir haben uns davon iiberzeugt, dall es ge-
rade fiir die Darstellung der Rindenfasern vornehmlich darauf
ankommt, daB die Himatoxylinlésung zu der gleichen Proze-
dur schon oft verwendet worden ist. Diese Losung filtriert man
nach Gebrauch immer wieder zuriick. Man benutze auch még-
lichst stets das gleiche Filter, das in dem Trichter der offen-
stehenden Flasche bleibt. Offenbar wichst die Farbekraft der
Himatoxylinlésung durch die Beimischung des den Schnitten
von der Beizung her anhaftenden Eisenalauns. [So geniigt es
bei der von uns seit langem gebrauchten Hamatoxylinldsung, die
Schnitte 1—2 Stunden darin zu firben, sonst dauert es linger.]

Die Verbringung der Schnitte in 70 %igen Alkohol nach der
Beizung wird zu dem Zweck vorgenommen, daB die dem Schnitt
anhaftende ,Fetthiille” entfernt wird, und die Farbe spéter gleich-
miBig den Schnitt durchdringen kann. Man nehme keinen kon-
zentrierteren Alkohol als 70%igen, da sonst eine Losung der
gebeizten Markscheiden mdoglich ist. Manchmal ist das Schnitt-
material auffallend fettig, und es geniigt dann ein Aufenthalt
der Schnitte im Spiritus fir 10 Minuten nicht véllig; an solchen
Schnitten findet man nach der Farbung und Differenzierung hier
und da helle und schmutzig blau gefirbte Flecke. Doch ist das
im allgemeinen selten, und die Schnitte sind dann auch nicht
verloren: man bringt sie einfach durch Wasser in Spiritus zu-
riick, in welchem man sie von neuem fiir 10 Minuten oder etwas

linger belaBt, und wiederholt die Farbung und Differenzierung.
i
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Wenn die Féarbekraft der Losung noch nicht besonders grofi
ist, so empfiehlt es sich — wie wir das friiher regelma8ig machten —,
die Farbungs- und Differenzierungsprozedur ein- oder sogar zwei-
mal zu wiederholen.

Die Differenzierung geht im allgemeinen besonders am Riicken-
mark und Hirnstamm sehr langsam vor sich. Man kann, ohne
Gefahr der Entfarbung, die Schnitte mehrere Stunden in der
Differenzierungsfliissigkeit lassen. Die Entfirbung der Rinde ist
in der Regel nach einer halben Stunde, manchmal auch friither
beendigt. Hat man zu stark entfirbt, so wird der Schnitt in
die Hamatoxylinlsung zuriickgebracht und dann von neuem
differenziert. Es empfiehlt sich, den Akt der Differenzierung
durch Ubertragen des Schnittes in destilliertes Wasser ein-
oder zweimal zu unterbrechen: erstens, um die Entfirbung
unter dem Mikroskop gut kontrollieren zu kénnen, und zweitens,
weil die Schnitte durch diesen Zwischenaufenthalt im Wasser
einen schoneren Grundton bekommen. Das Auswaschen in Lei-
tungswasser nach der Differenzierung mul mehrere Stunden ge-
schehen (Wasser wechseln!).

Die gelungenen Priparate sehen denen der KULSCHITZKY-
WoLTERSschen Methode #hnlich: Der Grund ist gelblich oder
grauweil}, die Fagern treten tiefschwarz gefirbt iiberall deutlich
hervor. An den Wurzeln und peripherischen Nerven lassen sich
damit gewisse normale Struktureigentiimlichkeiten gut zur Dar-
stellung bringen (dafiir diinnere Schnitte anfertigen!).

Natiirlich teilen auch diese Markscheidenpriparate den Nach-
teil aller Gefrierschnitte: daf sie nicht ganz so elegant sind wie
die eingebetteten Priparate, die man eben viel leichter vollig
unlidiert bis auf den Objekttriger bringt. So sind die Quer-
schnitte vom Riickenmarke nicht immer so absolut gleichmiBig
wie beim eingebetteten Material. Dem kann man abhelfen, wenn
man sie in Gelatine (s. S. 40) einbettet, nur treten dann die
feineren Geflechte der Markfasern nicht so distinkt und auch
nicht so vollkommen hervor. Aber wo man z. B. die ein-
tretenden Riickenmarkswurzeln im Zusammenhang mit dem
Riickenmark oder zerreiBliches, erweichtes Gewebe mit der Mark-
scheidenmethode untersuchen und damit die Bilder im Fett-
priparat (Scharlach R) vergleichen will, ist das Gelatineverfahren
sehr zu empfehlen; nur wird die Gelatine zuweilen schmutzig



Markscheidenfirbungen am Gefrierschnitt (Spielmeyer, Olivecrona). 101

angefirbt. Der Vorteil der Markscheidenmethode am Gefrier-
schnitt liegt darin:

1. daB man schon nach wenigen Tagen (4 Tagen) ein Mark-
scheidenpréaparat erhilt (dreitigige Formolfixierung ndtig),

2. daB die Darstellung besonders der feineren Rindenfasern
eine auBerordentlich vollstindige und sichere ist, und

3. dal man an den Gefrierschnitten noch andere Elektiv-
fairbungen zur histopathologischen Vergleichung (Fibril-
len-, Glia-, Fett-, Kern- und Doppelfirbungen) ausfithren kann.

8. Markscheidenfirbung an Gefrierschnitten
nach Olivecrona.
. Fixieren in 109%,iger Formollésung fiir 20—24 Stunden.
. Auffangen der Gefrierschnitte in 20 %igem Alkohol.
. Ubertragen in 70 9 igen Alkohol fiir 10 Minuten.
. Féarben in WricErTschem Eisenhdmatoxylin 1 Stunde.
. Abspiilen in Wasser.
6. Differenzieren fiir 5—10 Minuten in einer Ldsung von Liquor ferri
sesquichlorati:

Ov W W DD

Liquor ferri sesquichlorati . . . . 8 cem
Aqua dest . . . . . . . . . 100cem
Konzentrierte Salzsiure . . . . . 1 cem

7. Abspiilen in Wasser.

8. Uberfithren der Schnitte auf 15 Minuten in ein Schilchen mit
Wasser, dem einige cem konz. wisserige Losung von Lithion carbon. zu-
gesetzt sind.

9. Entwiéssern in steigendem Alkohol.

10. Karbolxylol.
11. Canadabalsam.

Mit dieser Methode kann man schon etwa 24 Stunden nach der Sek-
tion ein Markscheidenpriparat bekommen. Aber in Ubereinstimmung mit
SceEMORL finde ich, daB die Markfasern der grauen Substanz nicht ge-
niigend zur Darstellung gebracht werden; das gilt fiir die grauen Kerne
des Riickenmarks, wie besonders fiir die GroBhirnrinde. Sie eignet sich
mehr fiir die Darstellung gréberer Faserziige (peripherische Nerven, zen-
trale Fasersysteme). Wir wenden sie fiir solche groberen Markfaserdarstel-
lungen mitunter am Gelatinegefrierschnitt an, da bei dem von mir an-
gegebenen Verfahren der Markscheidenfirbung am Gefrierschnitt die Ge-
latine zuweilen einen schmutzig briunlichen Ton behilt, so daB man das
Priparat nachher schlecht potographieren kann. Wir firben die Gelatine-
gefrierschnitte dann sowohl nach dieser OLivEcrRONA-Methode, wie nach
dem Seite 98 beschriebenen Verfahren.
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9. Die Marchische Chrom-Osmiummethode
zur Darstellung der in frischer Degeneration befindlichen Mark-
fasern.
1. Moglichst diinne Scheiben werden mindestens 8 Tage lang
in MULLERscher Fliissigkeit fixiert. Ubertragen derselben in frisch
bereitete Mischung von

MuUrLERscher Flissigkeit . . 2 Teile,
1%iger Osmiumsgure. . . . 1 Teil

Hierin bleiben die Stiicke 8 — 12 Tage; sie diirfen den Wanden
des GefiBles nicht anliegen, sondern miissen auf Glaswolle ruhen
und alle 2 Tage umgelegt werden, damit das Osmium besser
eindringt. (Zusatz von einigen Kubikzentimetern Osmiumlésung
nach etwa 4 Tagen zum Ersatz des verbrauchten Osmiums.)

2. 12 —24stiindiges Auswaschen in flieendem Wasser.

3. Rasches Nachhérten in Alkohol innerhalb 12—24 Stunden
oder besser in Aceton im Brutofen innerhalb 2—3 Stunden.

4. Ather-Alkohol fiir 1/, Stunde.

5. Rasches Einbetten in Celloidin innerhalb 18—24 Stunden.

6. Sofortiges Schneiden der Celloidinblécke (dicke Schnitte).

7. Alkohol, Xylol, Balsam.

An Priparaten. dieser Methode sind die frischen Zerfallspro-
dukte der Markscheiden intensiv schwarz gefarbt und heben sich
als kompakte schwarze Kugeln und Schollen, die bei lings ge-
troffenen Fasern kettenférmig aneinandergereiht sind, scharf von
dem gelben Untergrunde ab. (Uber Bedeutung und Anwendung
dieser Methode vgl. Kapitel II, S. 16.)

Wichtig fiir das Gelingen dieser Methode ist, daB das Mate-
rial moglichst frisch konserviert wird, und dall Quetschungen und
Zerrungen vermieden werden, da so lidiertes markhaltiges Ge-
webe eine Schwarzfirbung durch die spitere Osmiierung zu er-
fahren pflegt. Wie bereits erwihnt, erscheint uns die primére
Fixierung in MtrLERscher Fliissigkeit wichtig fiir das tadel-
lose Gelingen der Methode, da nidmlich an Material, das vorher
in Formol gelegen hat, leicht Niederschlige entstehen, welche
den echten MarcHI-Schollen #hnlich sehen kénnen (Pseudo-
MarcHI-Reaktion). Material, das linger als 6 Wochen in MULLER-
scher Fliissigkeit gelegen hat, gibt keine guten Bilder mehr; die
Schnitte erscheinen dann in der Regel im ganzen leicht schmutzig,
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und nach vierteljahrigem Aufenthalt in MULLERscher Fliissig-
keit ist das Material fiir diese Methode so gut wie ganz un-
brauchbar geworden. Das zur MArCHI-Farbung bestimmte Mate-
rial mu} also rasch verarbeitet werden. — Sehr schmutzig
werden die Préparate auch, wenn die in Celloidin eingeschlos-
senen Blocke mehrere Tage in Alkohol verweilt haben. Vor
allem aber ist solch langer Aufenthalt des bereits eingebetteten
Materials in Spiritus deshalb verderblich, weil die osmiierten
Substanzen darin ausgelaugt werden. Aus diesem Grunde ist es
auch notwendig, das Héartungs- und Einbettungsverfahren
so sehr als m&glich abzukiirzen und den Alkohol auch durch
Aceton zu ersetzen. Bei Objekten, welche nur spirliche Dege-
nerationsprodukte aufweisen, ist es empfehlenswert, das Material
uneingebettet unter Alkohol zu schneiden, nachdem man es vor-
her mit Siegellack auf einen Holzklotz aufgeklebt hat. — Alte
Marcui-Praparate werden mit der Zeit triibe und verschleiert,
man kann sie aber ,renovieren®, indem man sie in Xylol bringt,
wo sich allmahlich das Deckglas ablost und der Schnitt ausge-
waschen wird; dann wieder Einschliefen in Balsam.

Ein Nachteil der Methode ist, daB das Osmium sehr teuer
ist und nicht -tief in die Gewebe eindringt, so da man nur
ganz diinne Scheiben einlegen darf. Diese diirfen nicht dicker
sein als etwa 3—4 mm. Aber auch dann dringt das Osmium
bisweilen nicht tief genug ein; so empfiehlt es sich, beim Schneiden
vorsichtigerweise immer sogleich die ersten Schnitte zu nehmen
und weiter zu behandeln, da die spéteren nicht recht brauchbar
sein konnten. Versucht man es mit dickeren Scheiben, so muf
man sich vor der Herausnahme aus dem Osmium durch An-
schneiden des Blockes davon iiberzeugen, ob das Osmium auch
wirklich recht eingedrungen ist. Bei Material, das weich ist, und
bei dem man, auch wenn es schon etwa 2 Wochen in ,Miiller®
gelegen hat, doch beim Schneiden nur dicke Scheiben ohne
Quetschung erhalten kann, ist es ratsam, zunéchst diese dickeren
Stiicke im Chrom-Osmiumgemisch einige Tage liegen zu lassen,
worin sie hirter und besser schnittfihig werden, und danach erst
die Halbierung oder Dreiteilung dieser Stiicke in diinne Scheiben
vorzunehmen. — Zum Zerlegen des fiir die MarcHI-Methode be-
stimmten Materials empfiehlt sich fiir den Hirnstamm und das
Grofhirn das von EDINGER angegebene Makrotom.
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Die Bilder der MarcHIschen Methode sind fiir den Anfanger
nicht immer leicht zu beurteilen, da eben diese Methode bis-
weilen stérende Kunstprodukte liefert (Pseudo-Marcui-Reaktion).
Letztere lassen sich jedoch bei strengster Befolgung der eben
gegebenen Vorschriften meist vermeiden. Am Querschnitt ist es
oft schwierig zu beurteilen, ob schwarz gefirbte Kugeln und
Tropfen echte MarCHI-Produkte sind oder nicht; man muf} in
solchen Fillen mitunter Langsschnitte zu Rate ziehen, auf wel-
chen man die in Degeneration befindlichen Markfasern an den
in Kettenform aneinandergereihten schwarzen Schollen leicht er-
kennen kann.

Neuntes Kapitel.
Die Darstellung der Neuroglia.

Unsere Kenntnis von der Neuroglia beruht in erster Linie
auf den Arbeiten von CARL WEIGERT, dem es gelang, die nicht-
nervose ektodermale Stiitzsubstanz durch eine elektive Farbung
zur Darstellung zu bringen; seine beriilhmt gewordene Methode
ist eine Beizfarbung der Neuroglia. Die Einwirkung der Me-
tallbeize (Kupferbeize) wird durch ein Reduktionsverfahren
verstirkt und dadurch die elektive Darstellung der Neuroglia
bei der Fiarbung und Differenzierung ermdglicht. Mittels der
WeicERTschen Neurogliamethode werden die Gliafasern distinkt
zur Darstellung gebracht. Von den Gliazellen werden nur die
Kerne sichtbar, das Protoplasma bleibt ganz oder doch fast un-
gefirbt. Die Gliafasern scheinen an WEIGERT-Préaparaten von der
Zelle emanzipiert, die Kerne bilden bei den sogenannten Spinnen-
zellen nur eine Art Anlagerungszentrum fiir die Fasern. Diese
wurden deshalb von WEIGERT als Interzellularsubstanz aufgefa3t.
— Mit seiner Methode konnte WEIGERT zum ersten Male den
aullerordentlich wechselnden Reichtum und die ganz verschieden-
artige Verteilung der glisen Stiitzsubstanz im zentralen Nerven-
system dartun. AuBlerdem aber zeigte er, daBl diese faserige
Stiitzsubstanz an pathologisch-anatomischen Priaparaten dort eine
Vermehrung erfihrt, wo funktiontragendes zentrales Gewebe zu-
grunde gegangen ist. .

Leider besitzt diese WEIGERTsche Neurogliamethode den
groBlen Nachteil, dal sie nicht absolut sicher ist und nicht
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iberall vollstandig gelingt, auch wenn lege artis bei der Aus-
iibung der Methode verfahren wird. Besonders sind es septische
und tuberkul6se Erkrankungen, bei denen uns diese Methode
so gut wie ganz im Stich laBt. AuBerdem gelingt sie nur beim
Menschen; bei der tierischen Neuroglia versagt, wie WEIGERT
selbst hervorgehoben hat, seine Methode, sie ist deshalb leider
in der experimentellen Tierpathologie nicht recht anwendbar.
[Immerhin habe ich bei Hunden (Schlafkrankheit, Erweichungen
usw.) ab und zu recht brauchbare Bilder erhalten.] — Die ver-
schiedenen Versuche, durch Modifikationen eine Verbesserung
der Methode zu erreichen, haben leider nicht den rechten Er-
folg gehabt. Doch besitzen wir jetzt in der CAJALschen Gold-
sublimatmethode ein wichtiges Hilfsmittel fiir die Darstellung
der Gliafaserbildner; und fiir pathologisches Material eignet sich
besonders die von meinem Mitarbeiter Dr. HoLZER angegebene
Faserfairbung. Nicht selten erhélt man auch bei Anwendung
der HEIDENHATN schen Eisenhdmatoxylinmethode brauchbare Bilder
von Gliawucherungen.

Wie gesagt, bringt die WEIGERTsche Gliafirbung nur die
faserige Stiitzsubstanz zur Anschauung; iiber das Verhalten der
protoplasmatischen Strukturen erfahren wir aus den WEIGERT-
Praparaten nichts. Diese besitzen aber, was wir besonders aus
den Untersuchungen von NissL und HELD wissen, eine grofe
Bedeutung fiir den Aufbau des zentralen Gewebes, und sie spielen
vor allem bei pathologischen Prozessen eine wichtige Rolle; denn
die Neuroglia reagiert auf den Untergang funktiontragenden
Gewebes keineswegs immer mit einer Faservermehrung,
sondern es kommt hiufig, wie z. B. in den gliafaserfreien mitt-
leren Schichten der Hirnrinde, lediglich zu einer Wucherung
der Neurogliazellen und zur Vermehrung ihres protoplasma-
tischen Anteils. NissL hat uns die groBe Bedeutung der
progressiven und regressiven Verinderungen an den Neuroglia-
zellen bei den verschiedensten zentralen Prozessen gelehrt. Am
Zelliaquivalentbilde, welches nach seiner Methode gewonnen
wird (vgl. Ganglienzellfirbung) kann man sich iiber diese plas-
matischenStrukturen orientieren. Besondere Gliazelltypen werden
nach der HorTEGAschen Methode zur Darstellung gebracht.

HELD hat dann mit eigenen noch nicht vdllig ausgebauten
Farbemethoden nachweisen konnen, daB die Neuroglia in ihrem
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plasmatischen Anteile in ungemein feinen und reichen Ver-
zweigungen das zentrale Gewebe durchzieht und Fasern und
Zellen einhiillt. FEr konnte ein Gliareticulum darstellen, das
gegen das mesodermale Gewebe der Pia und der Gefifile durch
eine Grenzmembran (Membrana limitans superficialis und perivas-
cularis) abgeschlossen erscheint, und er konnte nachweisen, daf}
die Gliazellen in ausgedehnten syncytialen Verbidnden mit-
einander in Beziehung stehen. In das plasmatische Netzwerk
eingebettet liegen die Neurogliafasern, welche nicht — wie das
WEerGERTsche Bild vortduscht — eine Interzellularsubstanz
sind. Mit sehr verschiedenen Methoden — einfachen Doppel-
farbungen, Silberimprignationen, Methylblau-Eoins usw. — kann
man hier und da Einblick in diese Dinge bekommen.

Eine bedeutungsvolle Bereicherung unserer Kenntnis der
Neuroglia haben die Untersuchungen NissLs und ALZHEIMERS
gebracht. Sie zeigen vor allem, daB der Neuroglia bei dem
Zerfall und dem Abbau des nerviésen Gewebes eine wesent-
liche Rolle zukommt, dafB gliase Gebilde sich an der Auf-
16sung und dem Transport des zerfallenen nervisen Gewebes
beteiligen. Unter dem Einflufl schwerer Noxen treten akute Unter-
gangserscheinungen am zentralnervésen Gewebe auf, die von cha-
rakteristischen Umwandlungen der Gliazellen (améboide Formen)
begleitet werden; wir stellen sie uns nach ALzZHEIMERs Methoden dar.

1. Die Firbung der faserigen Neuroglia nach Weigert.

1. Fixierung in 10%igem Formol mit nachtréglicher Beizung
in der Gliabeize (s. S. 33) oder direkte Fixierung und Beizung
in der mit Formol vermischten Gliabeize (diinne Scheiben /4
bis /2 cm hoch).

2. Kurzes Abspiilen mit Wasser; Alkohol, Celloidin oder
Paraffin (betr. Gefrierschnitte s. u.).

3. Reduktion. Man bringt die Schnitte zunichst fir etwa
10 Minuten in eine !/;%ige Losung von Kalium hypermanga-
nicum, spiilt sie nach AbgieBen dieser Losung kurz mit Wasser
zweimal ab und bringt die Schnitte fiir 1—2 Stunden in die
filtrierte Reduktionsfliissigkeit von

Chromogen (H6chster Farbwerke) . 10,0 g
Ameisenséiure (spez. Gew. 1,201 . . 10,0 ccm
Destilliertes Wasser . . . . . . 200,0 ccm
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Zu je 90 ccm dieser Fliissigkeit werden vor dem Gebrauch
10 cem einer 10%igen Losung von Natrium sulfuros. (einfach-
schwefligsaures Natron) zugesetzt.

In dieser Flissigkeit werden die durch das iibermangansaure
Kali gebriunten Schnitte schon innerhalb weniger Minuten ent-
farbt, bleiben aber besser fiir 1—2 Stunden darin.

4. Zweimaliges Abspiilen in Wasser.

5. Farbung kurze Zeit auf dem Objekttriger in einer hei}
gesittigten alkoholischen (70—80 %igen) Losung von Methyl-
violett, welche beim Erkalten vom Bodensatz abgegossen worden
ist (oder statt dessen Féarbung in Carbol-Methylviolettldsung s. u.).
Zu je 100 ccm dieser heil} gesittigten alkoholischen Methylviolett-
losung setzt man 5 ccm einer wisserigen 5 %igen Oxalsdure-
16sung zu.

6. UbergieBen des Schnittes auf dem Objekttriger mit Jod-
jodkaliumlésung, die eine ges#ttigte () Losung von Jod in
5%iger Jodkaliumlgsung sein mub. '

7. Entfirben in einem Gemisch von Anilinél und Xylol zu
gleichen Teilen.

8. Sorgfaltiges Entfernen des Anilinél-Xylols durch mehrfaches
UbergieBen mit Xylol.

9. Canadabalsam.

Bei dieser Methode firben sich die Neurogliafasern scharf
blau, das Bindegewebe bleibt meist farblos; gefirbt sind aufler-
dem die Zellkerne, das Protoplasma nicht. Einen noch etwas
intensiveren Farbton erreicht man oft durch die Zwischenschal-
tung der sogenannten Kontrastfarbung, bei welcher allerdings
das Bindegewebe etwas mitgefirbt wird. Man bringt die Schnitte
nach AbgieBen der Reduktionsfliissigkeit und Abspiilen mit Wasser
vor der Fiarbung in eine einfache 5%ige wasserige, sorgfiltig
filtrierte Chromogenlosung fir etwa 12 Stunden. Dadurch werden
die Neurogliafasern noch etwas dunkler gefiarbt, und der Unter-
grund erscheint nicht vollig farblos, sondern (besonders die
Ganglienzellen und gréberen Achsenzylinder) in gelblichem Ton.
— Es ist empfehlenswert, die Praparate einige Tage dem Tages-
licht auszusetzen, da sie dadurch auffallenderweise haltbarer
werden, und auch die Farbung der Fasern noch etwas klarer
hervortritt.
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Die Priparate sind jahrelang haltbar, vorausgesetzt, dal man
den Schnitt gut vom Anilingl befreit hat; sonst geht die Fir-
bung schon nach kurzer Zeit verloren. Schéidlich ist der EinfluB}
des Leuchtgases. Priparate, die in Laboratorien aufbewahrt
werden, in denen haufig Leuchtgas ausstromt, blassen sehr bald ab
(HOMBURGER). Man kann aber solche Préparate von neuem
farben; dazu muB man manchmal das Oxydations- und Reduk-
tionsverfahren noch einmal wiederholen, h#ufiger aber geniigt
die bloBe Farbung mit Methylviolett und nachtrigliche Differen-
zierung des von Canadabalsam (durch Xylol) befreiten Schnittes.
— WEIGERT legte Wert darauf, da die Schnitte in Celloidin
eingebettet werden, weil bei dem Paraffinverfahren leicht kiinst-
liche Schrumpfungen bewirkt werden. Wenn man jedoch sehr
sorgfiltig in Paraffin einbettet [kurzer Aufenthalt (/; Stunde) in
Xylol und Xylol-Paraffin, Paraffin von niederem Schmelzpunkt],
so kann man wohl solche Kunstprodukte groftenteils vermeiden.
Ich ziehe im allgemeinen die Paraffinmethode vor, da die
Differenzierung an dem aufgeklebten entparaffinierten Schnitte
gleichméiﬁiger ist als an dem in Celloidin eingebetteten Pri-
parat, selbst wenn man dieses auf den Objekttrager aufgeklebt
und entcelloidiniert hat. (Dieses Entcelloidinieren bewerkstelligt
man in der Weise, daB man den auf den Objekttriger ge-
brachten Schnitt durch Verdunstenlassen des Alkohols ankleben
148t und ihn danach durch mehrfaches AufgieBen von Methyl-
alkohol vom Celloidin befreit.) Auch Gefrierschnitte, die man
vor der Farbung auf den Objekttriger bringt und mit einer
Spur von Eiweiliglycerin anklebt, geben oft gute Bilder. Das
gilt auch von solchen Gefrierschnitten, die nach meiner Mark-
scheidenfirbung gefirbt und stark differenziert waren; nach Ab-
spilen in Wasser kommen sje in iibermangansaures Kali usw.;
so ist eine Vergleichung verschiedener Elektivbilder an unmittel-
bar aufeinander folgenden Schnitten mdoglich.

Wichtig fiir das Gelingen der Methode ist, dafl man moglichst
diinne Stiicke von méglichst lebenswarmem Material fixiert;
das Durchdringen der Fixierungsfliissigkeit muf} innerhalb 12 bis
20 Stunden post mortem beendet sein (frithzeitige Sektion!). Die
Schnitte diirfen nach der Reduktion nicht zu lange in Wasser
bleiben, sondern miissen moglichst sofort gefdarbt werden.
Ameisensdure und Jodlésung sind genau nach der Vorschrift
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zu verwenden. Die Celloidin- oder Paraffinblocke miissen mog-
lichst bald geschnitten werden.

Wie bereits erwahnt, hat die WEigERTsche Methodc, so klare
Bilder sie am gelungenen Priparat von der faserigen Neuroglia
gibt, den Nachteil, daBl sie keineswegs immer gelingt, und es
machen sich dabei auch bemerkenswerte Unterschiede geltend
zwischen einer relativ guten Farbung der Glia im Riickenmark
und Hirnstamm und einer wesentlich schlechteren im GroBhirn.
In nicht seltenen Fillen, besonders wo schwere fieberhafte Krank-
heiten (Infektionen, Tuberkulose) den Exitus herbeigefiihrt
haben, gelingt die Farbung absolut nicht. Die verschiedensten
Modifikationen, welche diese WEIGERTsche Originalmethode ver-
bessern sollten, #ndert daran nichts.

Wir selbst haben uns auch bemiiht, die Methode nach dieser
oder jener Richtung auszubauen und sie fiir histopathologische
Zwecke brauchbarer zu machen. Mit negativem Resultat. Wir
miissen nachdriicklich betonen, dafl man die besten Resultate
mit der Neurogliafaserfirbung erhdlt, wenn man sich strikte
an die Vorschriften WEIGERTs halt. Nur beziiglich der Zusam-
mensetzung der Farblosung glauben wir dazu raten zu diirfen,
statt der gesittigten alkoholischen Methylviolettlésung eine Car-
bol-Methylviolettlésung zu benutzen, die uns bei ver-
gleichenden Untersuchungen die wesentlich besseren Resultate
ergeben hat. Diese Losung ist folgendermaBen zusammengesetzt:

gesittigte alkoholische (96 %ige)

Methylviolettlosung . . . . . 50
Alcohol. absolut. . . . . . . 10,0
5 %iges Carbolwasser . . . ad 100,0

In dieser Losung (umschiitteln!) werden die aufgeklebten, re-
duzierten und in Wasser abgespiilten Schnitte etwa eine halbe
Stunde im Brutofen gefarbt. Man verwendet am besten fiir den
Objekttrager passende, mit Korken verschlieBbare Glasbiichsen,
die man mit der Farblosung fiillt; letztere ist mehrere Wochen
lang immer wieder benutzbar. (Vor dem Differenzieren spiilt
man in Wasser ab.) Ich benutzte jedesmal zwei Methylviolett-
l6sungen, eine von Methyl 5 B an erster und eine von Methyl B
an zweiter Stelle. In ersterer firbe ich etwa 20, in letzterer
10 Minuten. Die letztere hat eine rote Nuance im Violett.
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Durch sie erhalt man eine leichte, doch oft deutliche Anfirbung
des Gliaprotoplasmas an den groBen Spinnenzellen und ihren
Fortsitzen. Auflerdem beseitigt diese zweite Losung ziemlich
regelmafig die sonst sehr leicht zuriickbleibenden Jodkrystalle.
Nach 3—4 Wochen verliert diese Carbol-Methylviolettlésung an
Farbekraft.

Die oft zu rasch vor sich gehende Differenzierung kann man
dadurch verlangsamen, daf' man das Anilinél-Xylol vom Objekt-
triger abgieft und diesen in eine groBe Schale mit Xylol taucht;
nach einigen Sekunden entfirbt man den mit FlieBpapier abge-
trockneten Schnitt von neuem in Anilinél-Xylol, und man kann
die Differenzierung, die dann langsamer ablduft, auch nochmals
in dieser Weise unterbrechen. So ist auch eine Kontrolle der
Entfirbung an dem mit Xylol befeuchteten Praparate unter
dem Mikroskop mdéglich. Ich finde, dal durch die Xylolpassage
wiahrend der Differenzierung das Haften der Farbe an den
Fasern begiinstigt wird. Zum Auswaschen des Anilindls tue ich
den Objekttriger fiir je 5 Minuten in zwei grofe mit Xylol ge-
fiillte Gliser, die zu dem gleichen Zwecke Ofter benutzt werden
kénnen.

Im allgemeinen ist die WeiceRTsche Neurogliafarbung nur
auf die menschliche Neuroglia mit Erfolg anwendbar. Doch
habe ich bei starkeren Gliawucherungen, z. B. am Hunde- und
Affenriickenmark und -gehirn (experimentelle Schlafkrankheit),
mit der WEIGERTschen Farbung und unter der Anwendung der
Carbol-Methylviolettldsung recht gute Bilder bekommen; es hat
sich dabei herausgestellt, daBl eine nachtriagliche Beizung
des Schnittes mit 2/, %igem Eisenammoniumoxyd das
Gelingen der Farbung begiinstigt. Manchmal gelingt die Glia-
fairbung am alkoholfixierten Priparat und bei Anwendung der
gewdhnlichen Fibrinmethode besser, als wenn man lege
artis beizt und reduziert (BENEKE). Ich firbe den vom unein-
gebetteten Alkoholblock gewonnenen Schnitt, nachdem ich ihn
auf dem Objekttriger (eventuell unter Zuhilfenahme von etwas
Eiweifiglycerin) aufgeklebt bzw. nur leicht angetrocknet habe,
in der Carbol-Methylviolettldsung und jodiere und differenziere
dann entsprechend der Originalmethode; auch an dem in Paraffin
eingebetteten alkoholfixierten Block kann man einen Versuch
mit dieser einfachen Farbung vornehmen. SchlieBlich mdchte
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ich bei Versagern mit diesen Methoden immer raten, es noch mit
der HEIDENHAINschen Farbung am Celloidinschnitt zu probieren,
mit der wir oft pathologische Gliavermehrungen befriedigend
darstellen kénnen.

Die verschiedenen Methoden, wie die von YAMAGIVA, ANGLADE,
KuLscHITZKY angegebenen, brauchen hier nicht im einzelnen beschrieben
zu werden, da sie der WEIcERTschen Methode durchaus nachstehen.

Bei Besprechung der Ubersichtsbilder haben wir darauf hingewiesen,
daff man an den nach Marrory gefarbten Priparaten eine Gliafaser-
firbung erhalten kann; sie eignet sich besonders fiir die Darstellung der
groben Faserwucherungen, z. B. in Gliomen. Auch mittels der vax
Gresonschen Methode kann man sich grobe Gliawucherungen zur Dar-

stellung bringen. Nicht selten gibt die ALzEEIMER-MANN-Firbung mit
Methylblau-Eosin brauchbare Bilder.

2. Neurogliafirbung nach Holzer.

Besonders geeignet sind Gefrierschnitte von Formolmaterial
und Alkoholcelloidinschnitte. Auch bei anderem Material (Kupfer,
Paraffinschnitte) erhilt man brauchbare Resultate.

1. Die Schnitte kommen auf '/ bis 1/ Minuten in Phos-
phormolybdén-Alkohollésung. Zu einem Teil einer '/;%igen
wisserigen Losung von Acidum phosphormolybdaenicum werden
zwei Teile 96—100 %igen Alkohols zugefiigt. Aus dieser Losung
werden die Schnitte auf dem Objekttriger aufgefangen.

2. Die von der Hauptmasse der Fliissigkeit befreiten, aber
noch feuchten Schnitte werden zwei- bis dreimal abgetupft mit
Loschpapier, das mit Alkohol-Chloroform getréinkt ist (zu 2 cem
Alkohol kommen 8 ecm Chloroform). Die Schnitte haften dabei
fest auf dem Objekttrager.

3. Sie diirfen nicht eintrocknen (rasch arbeiten!) und werden
sogleich mit der Farblosung beschickt: 2 cem absoluter Alkohol,
8 ccm Chloroform, 0,5 g Krystallviolett.

4. Auf die Farbe, die nicht eindieken darf (raseh arbeiten'),
wird 10%ige wisserige Bromkaliumlésung gegessen. Die Farbe
flieBt von dem schief gehaltenen Objekttrager in griinlichen
Schlieren ab. Es muB so lange Bromldsung zugegossen werden,
bis das Priparat vollig von den grunlichen Auflagerungen befreit
ist und schwarz, samtahnlich aussieht. Der tiberschiissige Farb-
stoff wird mit einem L&ppchen entfernt.

- 5. Einmal (nicht 6fter) Abtupfen mit Ldschpapier, das mit
Anilin-Chloroform-Salzsgure befeuchtet ist: zu 4 com Anilin kommen
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6 ccm Chloroform und 1 Tropfen einer 1%igen wisserigen Salz-
siurelosung.¥ Der Tropfen 16st sich bei frischem Anilin restlos
auf; bei #lterem Anilin entsteht gelegentlich eine leichtere Trii-
bung. Man muBl dann die Fliissigkeit, die trotzdem brauchbar
ist, filtrieren.

6. Differenzieren mit der in Nr.5 angegebenen Anilin-Chloro-
form-Salzsduremischung. Die Ldsung verdirbt leicht und darf
nicht linger als einen Tag aufbewahrt werden.

7. Reichlich abspiilen mit Xylol, Einschliefen in Xylol-
Kanadabalsam.

Von Einzelheiten sind wichtig: Die Farbfliissigkeit dickt
leicht ein. Die Folge ist, daB die griinlichen Schlieren (Nr. 4)
schwer zu beseitigen sind. Man muB dann zu der Farblosung
einige ccm des L&sungsmittels (2 absoluter Alkohol, 8 Chloro-
form) zugieBen, eventuell filtrieren. — Bei der Differenzierung
(Nr. 6) schwindet zuerst der Farbstoff in dicken, violetten Wolken.
Das Priparat zeigt nunmehr einen deutlichen Schleier (Wasser),
der bei der weiteren Differenzierung ebenfalls schwindet. Den
letzten Rest der Wassertriilbung beseitigt man zweckmifBig mit
Xylol, weil man dann sicherer geht, dall auch die feineren Fasern
nicht durch die Differenzierungsfliissigkeit angegriffen werden.
Man tupft dabei das Préparat mit trockenem Loschpapier ab,
giefit wieder Xylol auf und wiederholt dies, bis der Schleier
geschwunden ist. — Bei nicht ganz einwandfreier Beschaffenheit
der Chemikalien entstehen leicht allerlei Niederschlige, die mehr
oder weniger storend sind. Am héufigsten rithren sie — wie
HorzER meint — von dem zur Fixierung benutzten Formol her.
- Aber auch am Alkohol-Celloidinschnitt sind sie oft recht reichlich
und beeintrichtigen das . Bild. — Die Celloidinschnitte driickt
man auf einen Objekttriger fest auf, entfernt das Celloidin durch
mehrfaches Abspiilen mit Methylalkohol, driickt abermals den
Schnitt fest auf, legt dann den ganzen Objekttriger in die
Molybdénlésung und firbt weiter, wie oben angegeben.

Besonders gute Resultate ergibt die Fixierung der Gewebs-
stiickchen in einem Gemisch von 96 %igem Alkohol und 10 %igem
Formol zu gleichen Teilen. Man 148t die Stiickchen mindestens

. 8 Tage in dieser Fliissigkeit, legt sie dann -auf mindestens
2 Tage in 10 %iges Formol und macht Gefrierschnitte.
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3. Neurogliafirbung mit Viktoriablau
(sog. Heidelberger Gliafirbung).

1. Hartung in Formol oder besser in 96 %igem Alkohol.

2. Celloidineinbettung.

3. Entcelloidinieren und gleichzeitiges Aufkleben des Schnittes
mittels Methylalkohols (vgl. S. 47).

4. Firben mit 19 iger wisseriger Viktoriablaulésung 12 Stunden.

5. Weiterbehandlung nach WercerT (Jodjodkali usw.).

Nach RANKE treten in diesen Préparaten, wenn in Alkohol fixiert
wurde, die Beziehungen zwischen Gliafibrillen und Plasma oft gut her-
vor; auch ist es nach Alkoholfixierung moglich, an fortlaufenden Schnitten
das Nervenzellbild mit dem Gliafaserbilde zu vergleichen. Sonst bietet
diese Methode keine Vorziige vor dem WEicERTschen Verfahren; jedoch
gelingt mitunter die Viktoriablaufarbung der Gliafasern, wo letzteres
versagt.

4. Neurogliafirbung nach Benda.

1. Einlegen des frischen Materials in 90—93 %igen Alkohol (fiir
mindestens 2 Tage bis beliebig lange).

2. Die Stiicke (hochstens 5 mm dicke Scheiben) kommen in ver-
diinnte, offizinelle Salpetersiure (1 Teil Acid. nitr. auf 10 Teile Wasser)
auf 24 Stunden.

3. 24 Stunden in eine Losung von Kalium bichromium 2 : 100.

4. 48 Stunden in eine Losung von Acidum chromicum 1 : 100,

5. Wissern 24 Stunden in mehrmals erneuertem Wasser. Hirten in
" steigendem Alkohol. Durchtrinkung in Paraffin, bei welcher lingere
stirkere Erwdrmung vermieden werden muB.

6. Beizen der Schnitte 24 Stunden in 4 % iger Eisenalaunlosung oder
verdiinntem Liquor ferri sulfur oxydati 1:2 Vol. Ag. dest.

7. Spiilen in flieBendem Wasser.

8. 2 Stunden in diinner, bernsteingelber, wisseriger Lisung von sulf-
alizarinsaurem Natrim (KanrBauM) (von GRUBLER zu beziehen).

9. Eintauchen in Wasser und Abtupfen mit FlieBpapier.

10. Farbung in 0,19 iger wisseriger Losung von Toluidinblau, Er-
wirmen, bis Ddmpfe aufsteigen, dann 15 Minuten in der erkalteten
Fliissigkeit; oder 1—24 Stunden in kalter Toluidinblauldsung.

11. Eintauchen in 19,ige Essigsiure oder stark verdiinnte Pikrin-
sdure.

12. Abtrocknen mit FlieBpapier, Eintauchen in absoluten Alkohol.

13. Differenzieren in Buchenholzkreosot etwa 10 Minuten unter Kon-
trolle des Mikroskops. (Bei schwacher VergroBerung miissen Binde-
gewebe und Achsenzylinder rot, die Zellkerne blau erscheinen. Gréfere
Gliaanhéufungen, wie die um den Zentralkanal, miissen sich schon
makroskopisch scharf blau gegen die blaBviolette Umgebung abheben.)

14. Abtrocknen mit FlieBpapier, mehrmaliges Abspiilen mit Xylol,
Balsam.

Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 8
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An gelungenen Préparaten ist alles Gewebe in verschiedener Inten-
sitdt braunrot, nur die Gliafasern dunkelblau; daneben bleiben auch die
Kerne und die Fibrinfasern blau gefirbt.

5. Die Darstellung der Neurogliazellen
nach Nissl.

Die Beschreibung der Nisstschen Methode (Seifen-Me-
thylenblaufédrbung) ist auf S. 64 angegeben. Bedingung fiir das
Gelingen der Gliadarstellung ist strenge Befolgung der NissL-
schen Vorschriften; besonders gibt auch die Thionin- bzw.
Toluidinblaufirbung [Erwérmen, Differenzieren in Anilingl-
Alkohol (s. 8. 69)] gute Bilder am eingebetteten, in Alkohol
fixierten Material.

Die Kerne sind, wie alle anderen Gewebskerne, in ihren
chromatischen Bestandteilen intensiv blau gefirbt, das Plasma
wird nur durch einen Hauch der blauen Farbe sichtbar. Man
muf} sich erst auf die Erkennung dieser blauen Zelleiber und
ibrer feinen ausgefransten Fortsitze einiiben. Am pathologischen
Priparate gelingt das leichter wegen der VergrBerung des Leibes
progressiv verinderter Gliazellen, die auch eine viel sattere
Farbung zu erfahren pflegen und breitere Fortsitze haben. Die
regressiv verinderten Gliazellen fallen besonders durch die inten-
sivere Firbung des pyknotischen Kernes und der scharfen
spangenartigen Fortsitze auf. Das an solchen Priparaten deut-
lich erkennbare Pigment und gewisse Zelleinschliisse konnen
auch mit speziellen Methoden anschaulich gemacht werden, z. B.
mit ALZHEIMERS Methoden, mit <der Fettfarbung, der HEIDEN-
HAINschen Eisenhdmatoxylinfirbung. Letztere bringt auch die
Mitosen der Gliazellen gut zur Darstellung. '

6. Cajals Gliafirbung (Goldsublimatmethode).

1. Fixierung von /; cm dicken Gewebsstiickchen 2 —8 Tage in

Formol .. . . . . . ., . . 14 cem
Ag.dest. . . . . . . . . . 100 ,
Ammon. bromat. (oder nitrat.) . . 2g

2. Schneiden mit dem Gefriermikrotom 20 p, in Lésung 1
sammeln.
3. Schnelles Auswaschen (ein paar Sekunden) in Aq. dest.
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4. Ubertragen fiir 4—8 Stunden in
Reines Goldchlorid (MERCK) 1:100 10 ccm
Sublimat 5% . . . . . . . 8 ,
Aq.dest. . . . . . . . b50—60 ,
Stets frische Losung, auf 25 cem nur 6—8 Schnitte.
Im Dunkeln stehen lassen.
5. Auswaschen in reichlichem Aq. dest.
6. Fixierung 15 Minuten in
Fixiernatron . . . . . . . 10g
Ag.dest. . . . . . . . . 120 ccm.
Dann konzentriertes Natrium bisulfat 2—3 Tropfen auf
5 ccm, wenn die Schnitte schon darin liegen.
7. Abspiilen in 40 %igem Alkohol in 2 Schalchen.
8. Auflegen auf den Objekttriger, mit FlieBpapier absaugen;
96 %igen Alkohol, absoluten Alkohol.
9. Origanum- oder Nelkendl (Carbolxylol), Xylol, Balsam.
Makroskopisch: Rotviolett oder purpurn. Mikroskopisch: Glia-
zellen mit ihren Ausléufern, zumal die groBen Faserbildner, schén
braunrot auf ungefirbtem Grund. Glia in weiller Substanz besser
gefarbt. Ganglienzellen schwach geférbt.

7. Darstellung der Hortegaschen Gliazellen
nach del Rio Hortega.

1. 2—3 mm dicke Stiicke werden fixiert in

Bromammonium . . . . 10,0
Formol . . . . . . . 70,0
Aq. dest. . . . . . . 4300

Die elektive Darstellung soll am besten nach 1—3tigiger Fixierung
gelingen; sie tritt auch oft noch bis zu 8 Tagen ein. In kalter Jahres-
zeit stellt man die Priparatengliser auf den Brutschrank von 37°.

2. Zum Schneiden fertige Blocke kommen mit frischer Fixierungs-
fliissigkeit auf 10 Minuten in den Brutschrank bei 50—55°. Die Fixierungs-
fliissigkeit 148t man vorher 10 Minuten im Schilchen im Brutschrank
warm werden.

3. Gefrierschnitte von 25—30 u werden einzeln vom Mikrotommesser
abgenommen (zur Vermeidung von Falten). Man bringt sie in destil-
liertes Wasser, dem auf 50 ccm 2 Tropfen Liquor ammon. caust. zu-
gesetzt sind.

4. Schnitte einzeln in destilliertem Wasser schnell waschen.

5. Uberfiihren in Silberlésung:

109, iges Argent. nitric. . 5,0
59, iges Natr. carbonic. . 20,0
8%
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Der leicht gelbliche Niederschlag wird durch tropfenweisen Zusatz
von Liquor ammonii caust. eben gelost, dann destilliertes Wasser 15,0
zugesetzt. Die Flissigkeit ist in dunklem Glas vor Licht geschiitzt auf-
bewahrt lingere Zeit haltbar. Die Schnitte bleiben in dieser Losung
10 Minuten.

6. Schnitte einzeln in Formol 1,0, destilliertes Wasser 9,0. Darin
miissen sie schnell bewegt werden. Man blidst deshalb sofort {iber die
in grofer Petrischale befindliche Fliissigkeit. Die Reaktion ist schnell
beendigt. (Das benutzte Formol mufl durch ‘Schiitteln mit Calcium car-
bonicum s#urefrei gemacht sein.)

7. Schnitte lingere Zeit in destilliertem Wasser waschen. Dann kann
aufgezogen werden wie unter 11; besser aber erst:

8. Schnitte in ein kleines Schilchen, das 5—7 Tropfen 19,ige Gold-
chloridlésung auf etwa 3 cem destillierten Wassers enthélt. Sie verlieren
die braune Farbung und werden dunkelgrau nach 10—15 Minuten.

9. 5%iges Fixiernatron auf 1/, Minute.

10. Destilliertes Wasser, mehrfach gewechselt, auf 1 Stunde.

11. Aufziehen auf Objekttriger, Abtupfen mit FlieBpapier, Auftropfen
von 909%igem Alkohol fiir einige Zeit, Abtupfen mit FlieBpapier, Auf-
tropfen von:

Buchenkreosot . . . . . 10,0
109, igem Carbolxylol . . 90,0

Abtupfen mit FlieBpapier, Canadabalsam, Deckglas.

Nach den Angaben HorTEGAs ist die Imprégnation seiner Zellen
mit seiner Methode unbedingt sicher. In unserem Laboratorium ist sie
anfangs nicht immer gelungen. In mehreren Fillen lag nach den Unter-
suchungen der Herren Dr. METZ und Dr. Seatz das Versagen offenbar
an Eigenheiten der Réagenzien, die nicht ohne weiteres erkennbar waren.
So miBgliickten eine Zeitlang alle Versuche, weil das aus zuverlissiger
Quelle bezogene Bromammonium die Reaktion verhinderte; nach An-
wendung eines anderen Priparates gelang sie ohne weiteres. Ferner be-
eintrichtigten Ungleichheiten des krystallisierten Argent. nitric. und der
krystallisierten Soda die Ergebnisse, indem bei Zusammenfiigen ihrer
Losungen nicht der gewiinschte leicht gelbliche Niederschlag, sondern
ein briunlicher entstand, der in kurzer Zeit immer dunkler wurde. Man
muB zu den Losungen doppelt destilliertes Wasser benutzen. Aber
auch bei allen solchen Vorsichtsmafiregeln geschieht es, dafl gelegentlich
an kleinen Rindenstiicken in der grauen Substanz die HorrrEcaschen
Zellen gut imprigniert sind, wihrend sie im Rindenmark nicht zu sehen
sind (METZ und Spatz).

In den gelungenen Priiparaten sind die HorTEGAschen Zellen dunkel
impréigniert, meist sind gleichzeitig Zellen der protoplasmatischen und
faserbildenden Glia sowie Oligodendrogliazellen ganz schwach angefirbt.
Eine Mitfirbung der Faserglia erhilt man 6fters in glissen Narben, ferner
wenn man nach lingerer Fixierung untersucht. Eine reine Faserfirbung
stellt sich ein, wenn man-die MaBnahme unter 2. lingere Zeit ausdehnt,
sehr gut wird sie, wenn man nach mehrwéchiger Fixation die Me-
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thode vornimmt (MErz und Searz). Fiir die Oligodendroglia hat DEL
R1o HorrEGA eine besondere Methode verdffentlicht. Zur Darstellung
seiner Zellen, der protoplasmatischen und der faserbildenden Astrocyten
empfiehlt pEL R10o HORTEGA, die Stiickchen statt in Fixierungsfliissigkeit
in: Bromammonium 3,0, Formol 10,0, Aqua dest. 100 bei 50—55°
10—15 Minuten lang zu halten.

MEerz und SpATZ haben folgende Kombinationen der HORTEGAschen
Methode mit verschiedenen Farbungen und Reaktionen angewandt:

Wenn man HorTEGA-Priparate auf Fett nachfirben will, muf man
die Vergoldung mdoglichst schwach machen, weil sonst die Imprégnation
die Nachfirbung nicht hervortreten 1iBt. Man wéscht (ad 10) besonders
griindlich aus, wendet die Scharlachfirbung nach HERXHEIMER an und
schlieBt (natiirlich ohne Kernfirbung) in Glycerin ein.

Den Eisennachweis kann man ebenfalls nur an Préparaten an-
schliefen, die wenig vergoldet sind. Bei der Turnbullblaumethode 15st
das Schwefelammonium hei lingerer Einwirkung die Silberimprignation
wieder vollig. Man 148t die Schnitte daher nur 5—20 Minuten im
Schwefelammonium, wéscht dann zweimal in destilliertem Wasser, bringt
die Schnitte 5 Minuten in die Blutlaugensalz-Salzsiurelosung und verfihrt
nach Auswaschen wie in 11.

Das kollagene Bindegewebe kann man durch Nachfirbung mit
WEIGERTs Siurefuchsin kenntlich machen. Danach miissen die Schnitte
iiber Alkohol und Xylol in Canadabalsam eingelegt werden.

8. Die Fiarbung mit Nigrosin oder Anilinblueblack
nach Bevan-Lewis.

1. Hérten in MUrrERscher Fliissigkeit (oder gewdhnlicher Kalium-
bichromatlosung), bis die Stiicke schnittfahig sind.

2. Trocknen der Unterfliche des Stiickes mit dem erhitzten Spatel,
Aufkleben auf ein Holzkltzchen mittels Siegellacks.

3. Schneiden unter Seifenwasser.

4. Farben in konzentrierter wisseriger Losung von Anilinblueblack
oder Nigrosin (englisches Priparat).

5. Auswaschen; Differenzieren und Entwissern in Alkohol.

6. Origanumdl, Balsam.

Die protoplasmatische Glia farbt sich blaugrau, bisweilen sind auch
die Fasern gefirbt. Aber die Methode gibt meist nur unsichere und un-
vollstindige Farbungen, zumal auch die Farbstoffe nicht immer zuver-
lassig sind. Manchmal bekommt man allerdings recht hiibsche Bilder,
selbst von retikuldren gliésen Strukturen.

Ubrigens kann man in Fillen, in welchen die Nigrosin- und Anilin-
blueblackfirbung versagt, an dem in Bichromat gehérteten und unein-
gebettet geschnittenen Material mit Ammoniak-Carmin (Vermeidung
von Alkohol vor der Féarbung!) eine Darstellung der Gliazellen erhalten
(v. MoNAROW).
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9. G. Oppenheims Verfahren zur Darstellung retikulirer
Gliastrukturen.

1. Formolgefrierschnitte kommen fiir etwa 1 Stunde in eine Metall-
beize (am besten in die WEeicERTsche Kupferbeize).

2. Danach direkt in das WEeicErTsche Eisenhdmatoxylin (S. 56).

3. Nach kurzer Farbung Abspiilen in Wasser.

4. Entwissern, Aufhellen, Balsam.

Vor der Farbung diirfen die Schnitte nicht mit Alkohol in Beriihrung
kommen, denn die Strukturen, welche die OpPENHEIMsche Farbreaktion
geben, verlieren diese im Alkohol (vor der Firbung).

Wennschon es sich auch hier nicht um eine elektive und fiir die
graue Substanz geniigende Methode handelt, stellt dieses einfache Ver-
fahren doch unter pathologischen Verhéltnissen eine das Gliareticulum
der weiBen Substanz leicht veranschaulichende Reaktion dar. Bei System-
erkrankungen z. B. und bei der multiplen Sklerose (G. OPPENHEIM) erhélt
man instruktive Bilder von dem retikuliren und syncytialen Bau der
zelligen Glia, die durch ihren grauen Farbton erkennbar wird.

10. Die Darstellung der plasmatischen (retlkularen)
und faserigen Glia nach Fieandt.

1. Fixierung kleiner Stiicke (2 mm dick, 1 cm breit) des noch lebens-
warmen Organs fiir 24 Stunden in Sublimat-Trichloressigsiure-
mischung (HEIDENHAIN):

Sublimat . . . . . . . . . . . 70,0
Natr. chlorat. . . . . . . . . . 6,0
Aq. dest. . . . . . . . . 10000
Acid. trlchloracet cryst oo .. 7200
Acid. acet. glacial. . . . . . . . 10,0

2. Nachbehandlung der mit FlieBpapier abgetupften Stiicke direkt
in 96 9% igem Alkohol: Wihrend der ersten 12 Stunden muf8 der Alkohol
zweistiindlich gewechselt werden, spéter zweimal téglich. Nach 5—7 Tagen
kommen die Stiicke

3. in absoluten Alkohol fiir 2—3 Tage.

4. Einbettung in Paraffin (52° Schmelzpunkt) nach der PRANTER-
schen Methode mit Cedernsl und Ligroin als Ubergangsmedien:

a) Die aus dem Alcohol. absolut. kommenden Stiicke werden fiir
24 Stunden in mit diinnfliissigem Cederndl unterschichteten Alkohol iiber-
gefiihrt, danach

b) in reines Cederndl (24 Stunden),

¢) in Ligroin (24 Stunden),

d) in eine gesittigte Ligroin-Paraffinlosung (Paraffin 52° Schmelz-
punkt); in dieser Mischung bleiben sie bis zur Verdunstung des Ligroins
im Brutofen einige Tage stehen,

e) Einbettung in Paraffin (52° Schmelzpunkt), wobei sie hochstens
12 Stunden einer Temperatur von 56° C ausgesetzt werden diirfen.
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5. Schneiden (5 ), Aufkleben nach der japanischen Methode.
6. Entparaffinieren; absoluter 969, iger Alkohol; danach
7. Jodbehandlung der Schnitte 1 Stunde in:

Jod.eryst. . . . . . . . . . . . 10
Alkohol, 96%ig . . . . .. . . 10,0
8. Entfernen des Jods in 96 9 igem Alkohol und danach in 1/, % iger
Natriumthiosulfatlésung, bis die Schnitte vollig wei geworden sind.
9. Abwaschen in 2-—3mal gewechseltem destilliertem Wasser und
vorsichtiges Abtupfen mit FlieGpapier.
10. Farben 12-—14 Stunden lang in Phosphor-Wolframsiure-
Himatoxylinlésung:

Haematoxylin. cryst. e e e e e 0,5
Aq. dest. . . . . . . . 4000
Wisserige Losung von Phosphor Wolframsaure,

10%ig . . . .o . o . . 1000
Wasserstoffsuperoxyd (MERCK) e e e 1,0

11. Abtrocknen mit FlieBpapier und Differenzieren in einer frisch
bereiteten Losung von

Ferr. sesquichlorat. sice. pur. . . . . . . 50
Alcohol. absolut. . . . . . . . . . . . 500

Die Differenzierung dauert eine bis mehrere Stunden; Kontrolle unter
dem Mikroskop.

12. Abtropfenlassen der Differenzierungsfliissigkeit, Abtupfen mit
FlieBpapier.

13. Zweimaliges kurzes Abwaschen in destilliertem Wasser, wobei
die Schnitte eine hellblaue Farbe annehmen.

14. Danach fiir 24 Stunden in einmal zu wechselnden absoluten
Alkohol.

15. Origanumol, Xylol, Balsam.

An den Fieanprschen Priparaten erscheinen Neurogliafasern und
Kernchromatin (bei elektrischem Gliihlicht) tiefblau; Gliaprotoplasma hell-
blau bis graublau; gewisse kornige Gebilde im Gliareticulum der grauen
Substanz (,,Gliosomen*) blau. Achsenzylinder und kollagenes Bindegewebe
sind graugelb, Elastin gelblichbraun, rote Blutkérperchen schmutzig gelb-
grau, Nukleolen gelb bis gelbbraun.

Der Wert dieser Methode liegt darin, dal sie auch das Gliareti-
culum zur Darstellung bringt; sie zeigt die Beziehungen der Gliafasern
zu dem weitverbreiteten syncytialen Gliaprotoplasma, ferner die glidsen
Grenzmembranen gegen die Pia und die GefiBe. An guten Priparaten,
welche dieses Verfahren (bei einiger Ubung) ergibt, erhiilt man eine tiber-
zeugende Illustration zu der HELDschen Lehre vom Baue der Neuroglia.

Freaxpt selber hat seine Methode mit gutem Erfolge sowohl bei
experimenteller Gehirntuberkulose, wie auch bei Verdnderungen des
menschlichen Gehirns (Paralyse) angewandt.

Wichtig fiir das Gelingen der Farbung ist noch folgendes: Die
Fixierungsfliissigkeit muf} in ziemlich grofen Mengen verwandt werden;
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die Stiicke miissen darin auf Watte liegen. Auch bei der Behandlung
der Stiicke in 96 9, igem Alkohol miissen sie auf Watte ruhen, und der
Alkohol muB tiberall freien Zutritt zu dem Gewebsblock haben (wenige
Stiicke in einem Gefifle!). Eine sorgfiltige Alkoholbehandlung ist wichtig
fiir das Gelingen der Firbung und fiir die Vermeidung von Kunstpro-
dukten. Die Schnittdicke richtet sich nach dem Ziele der Untersuchung;
fiir die Glia der weiflen Substanz geniigen 5 p dicke Schnitte, fiir die
dichten Gliastrukturen der grauen Rinde miissen sie diinner sein, dicker
zur Verfolgung .des Verlaufs einzelner Gliafasern. Sehr alte Farblosungen
geben die besten Resultate; aber auch frische sind anwendbar, firben
jedoch bedeutend schwiicher. Bei der Differenzierung miissen die Objekt-
triger mit den Schnitten nach unten gekehrt sein; Achsenzylinder und
kollagenes Bindegewebe werden entfirbt, sie miissen eine gelbbraune
Nuance annehmen, was erst nach einer oder mehreren Stunden (Kon-
trolle unter dem Mikroskop) der Fall ist. Fiir die Haltbarkeit der Pré-
parate scheint die sorgfiltige Behandlung der Schnitte in Alkohol nach
der Differenzierung von Wichtigkeit zu sein.

11. Die Molybdiinhiimatoxylinfirbung nach Held

zur Darstellung der marginalen Glia.

1. Fixierung in einer folgendermafien modifizierten ZENKER-
schen Flissigkeit: In MtLLeRscher Fliissigkeit werden nur 3 Pro-
zentteile Sublimat aufgeldst und dann unmittelbar vor dem Ge-
brauch 3% Eisessig und /2 % Formalin zugefiigt. Dieses Gemisch
wird warm angewendet.

2. Celloidineinbettung.

3. Behandlung der Celloidinschnitte vor der Farbung mit
Laugenalkohol (1% NaOH in 80 %igem Alkohol) fiir 5 Minuten.

4. Auswaschen mit destilliertem Wasser.

5. Beizung einige Minuten lang in 5 %igem Eisenalaun (schwe-
felsaurem Eisenammoniumoxyd).

6. Abspiilen mit destilliertem Wasser und Farben in einer
wiasserigen Losung folgender Molybdiénhidmatoxylintinktur:

Hamatoxylin . . . . . . . 1,0
70 %iger Alkohol . . . . . . 1000
Acid. molybdaenic. pur. als Bodenbesatz.

Sobald die blaue Farbe in eine tiefblauschwarze umgeschlagen
ist, was bei Ofterem und tdglichem Umschiitteln bald eintritt, ist
die Tinktur gebrauchsfertig.

Die zur Firbung anzuwendende wéasserige Loésung dieser
Tinktur stellt man sich in der Weise her, dall man, je nach der
Farbungszeit und dem Wasserquantum, einige oder mehrere
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Tropfen der Himatoxylintinktur dem destillierten Wasser zu-
mischt, so daB eine eben durchsichtige Farbfliissigkeit entsteht.
Firben 12—14 Stunden bei 50° C.

7. Differenzieren in der zur Beizung verwendeten Eisenalaun-
l6sung.

8. Kontrastfirbung. Die in destilliertem Wasser gut ausge-
waschenen Schnitte werden 15 Sekunden lang in dem vAN GIESON-
schen Pikrofuchsingemisch gefarbt und dann in 96 % igem Alkohol
differenziert, bis keine Farbwolken mehr abgehen.

9. 96 %iger Alkohol, Carbolxylol und Xylol, Balsam.

Diese Methode von HELD gibt sehr klare Bilder von der
marginalen Glia, sowohl die piale wie die perivaskulire Grenz-
haut wird damit brillant zur Anschauung gebracht. Sie ist von
HEeLp fiir die Darstellung der glisen Grenzmembranen und der
zugehorigen Gliazellen samt ihren faserhaltigen oder auch rein
protoplasmatischen Gliafiilen angegeben. Um die Membrana limi-
tans perivascularis gut darstellen zu konnen, geniigt die Block-
fixierung hdufig nicht. HELD injiziert deshalb die Fixierungs-
fliissigkeit (warm) auf dem Gefilwege in das Gehirn, nachdem
er der GefiBinjektion noch eine Durchspiilung mit RINGERscher
Losung, der 1°/p0 Amylnitrit zugesetzt wird, vorausgeschickt hat.

Die Reifung der Molybdinhématoxylintinktur ist nach 14 Tagen
weit genug vorgeschritten, dafl sie mit leidlichem Erfolge ver-
wendet werden kann. Nach HErDs Mitteilung geben alte Tink-
turen die besten Resultate; nach 2 Jahren giet man die Losung
vom Bodensatz ab. BieLscHOwWSKY jedoch widerrdat die Anwen-
dung tberreifer Lésungen; nach 1 Jahre seien sie nicht mehr
recht brauchbar. ‘

Die Differenzierung geht sehr langsam vor sich und ist sicher,
da das faserige kollagene Bindegewebe sich bald radikal und
gleichmiBig entfirbt, wihrend das Protoplasma der Zellen sowie
die Fasern der Glia sich auBerordentlich langsam entfirben; sie
behalten einen grauen bzw. schwarzen Farbton; durch die Kon-
trastfarbung gewinnen die Préparate sehr, da sich dann das
fuchsingefirbte Bindegewebe klar abhebt. An noch frischen Pré-
paraten ist der Farbenkontrast besser als an alten. — HELD betont,
daB er die von ihm angegebene Konservierung noch nicht als
eine definitive hinstellen will, da bei der ganzen Methode die Mit-
farbung der Markscheidenreste einen Mangel derselben bedeute.
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12. Bielschowskys Modifikation der Heldschen
Gliafirbung.

1. Gefrierschnitte von Gliabeizematerial.

2. Farbung in verdiinnter wisseriger HELDscher Hamatoxylin-
16sung (reife, mindestens 4 Monate alte Farbe; iiberreif und nicht
mehr brauchbar ist sie nach 1 Jahre). Es geniigen 10 Tropfen
des molybdénsauren Himatoxylins auf 20 cem Wasser. Erwiirmen
bis Déampfe aufsteigen (etwa 5—10 Minuten).

3. Ubertragen in destilliertes Wasser.

4. Differenzieren der dunkelgefirbten Schnitte in eine diinne
wisserige 1%ige Pyridinlosung, bis der Ton blau wird (die Farb-
nuance schligt aus dem Violetten ins Blaue um).

5. Ubertragen in destilliertes Wasser.

6. Entwissern in Alkohol von steigender Konzentration; Carbol-
Xylol; Balsam.

Die Farbung liefert auch an der pathologischen Hirnrinde von

der faserigen und plasmatischen Glia gute Bilder. Die Priiparate
sind lange haltbar.

13. Alzheimers Methoden zur Darstellung der Gliazellen.

a) Die Himatoxylinfirbung am Gliabeizegefrierschnitt.

1. Fixierung in Gliabeize (-~ Formol).
Mehrstiindiges Auswaschen.
Schneiden auf dem Gefriermikrotom (10—12 p dick).
Destilliertes Wasser (kurz).
. 2 Minuten in Wasser, dem einige Tropfen Eisessig zugesetzt
sind (etwa 1 Trofen auf 10 ccm).

6. Direkt fiir 2 Minuten in eine stark verdiinnte Lésung von
Mavrroryschem Himatoxylin:

o %0 to

10 %ige Phosphormolybdénsiure . 10,0 cem

Himatoxylin . . . . . . . 1,75 g
Carbolsure . . . . . . . . 50 g
Aqua dest. . . . . . . . . 2000 cem

7. Kurzes Abspiilen in destilliertem Wasser.

8. Steigender Alkohol, Xylol

Das Auswaschen des Gewebsstiickes, das geschnitten werden
soll, muBl griindlich geschehen (2—12 Stunden lang), und der
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Block muB diinn sein, weil sonst die Anfertigung diinner Schnitte
sehr erschwert ist und auch das Messer von der Sdure beschidigt
wird. Die Farbe muB alt sein; erst nach 6—8 Wochen ist sie
brauchbar, aber &ltere Losungen sind besser. Von einer farb-
kriftigen Losung braucht man etwa 4 —5 Tropfen auf ein groBes
Uhrschilchen Wasser; man fiigt so viel Farbe zum Wasser hinzu,
daB das Farbbad eben undurchsichtig wird. Die Farbe der Schnitte
muf} rétlichblau sein; die rotblaue Farbung erhilt man sicherer
durch die Vorbehandlung mit angesduertem Wasser, sie geht ver-
loren durch zu langes Liegen der gefirbten Schnitte in Wasser
und Alkohol.

" Diese Methode gibt eine gute Darstellung des Plasmaleibes
der amGboiden Gliazellen und gewisser Granula dieser Elemente.
Auch Gliafasern treten daran, zumal am RiickenmarkweiBl, mit
ziemlicher Deutlichkeit zutage. In normalen Rindenpriparaten
sieht man die zarten protoplasmatischen Verdstelungen der Glia-
zellen. Der Inhalt der perivaskuldren Réume wird gut dargestellt.
Ganglienzellen, Achsenzylinder und Gefifle werden mitgefiirbt.

Bilder dieser Methode orientieren rasch iiber den Zustand der
Glia (S. 25); sie ist bei akuten Prozessen (epileptischen Staten,
paralytischen Anfillen, Intoxikationen usw.) und zur Feststellung
gewisser akuter Schiibe bei chronischen Prozessen (Paralyse, De-
mentia praecox) von grofBer Wichtigkeit.

b) Die Methylblau-Eosinfirbung am Gliabeizegefrierschnitt.

1. Fixierung wie bei a).

2. Diinne Gefrierschnitte (10 @) kommen zuerst fiir 10 Minuten
in destilliertes Wasser, dem einige Tropfen 10 %iger Phosphor-
molybdinsiure zugesetzt sind, und dann fiir mehrere Stunden
in eine gesattigte wisserige Losung von Phosphormolybdénséure.

3. Kurzes Auswaschen in zwei Schalen mit destilliertem
Wasser.

4. Farben 1 Stunde lang in ManNscher Loésung:

1%ige wisserige Methylblaulésung . 35 ccm
1%ige wisserige Fosinlésung. . . 36 ,,
Aqua dest. . . . . . . . . . 100 ,
5. Abspiilen der Schnitte in destilliertem Wasser, bis sie keine
Farbwolken mehr abgeben.
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6. Uberfiihren in 96 %igen Alkohol (1—2 Minuten oder noch
etwas linger), -bis der Schnitt einen hellblauen Farbton annimmt.

7. Absoluter Alkohol, Xylol, Balsam.

Diese Methode gibt prachtvolle Bilder, an denen besonders
im Riickenmarkweill die Beziehungen der Gliafasern zu den Zellen
und deren plasmatischen Fortsitzen erkennbar sind; die Glia-
fasern sind tiefblau, die plasmatischen Ziige blablau gefirbt,
die Achsenzylinder erscheinen blau, die Markscheiden rot. Die
feinen protoplasmatischen Veristelungen der normalen Gliazellen
der Rinde sind nicht sichtbar. Auch diese Methode soll vor-
wiegend die amdboiden Gliazellen darstellen, die hier heller
oder dunkler blau gefarbt sind; auflerdem treten gewisse Granula
dieser Elemente durch ihre intensiv blaue Férbung deutlich her-
vor (Methylblaugranula). Vakuolen erscheinen rotlich. Degene-
rierende Achsenzylinder sind schwarzblau oder leuchtend rot ge-
fiarbt; die Methode ist deshalb auch fiir deren Darstellung wichtig.
Ganglienzellen sind dunkelblau, die Neurosomen schén rot, Binde-
gewebsfasern tiefblau, Blutkorperchen leuchtend rot. Das Mark
farbt sich rot, wird aber bei lingerer Differenzierung fast farb-
los. — Die Préparate sind monatelang haltbar, blassen aber in
den roten Tdnen allméhlich ab.

¢) Die Fuchsin-Lichtgriinfirbung.

1. Fixierung des Materials 24 Stunden in 10 %iger Formol-
16sung.

2. Von da direkt 8 Tage in FLEMMING sche Fliissigkeit (s. S. 38).
. 12—24stiindiges Auswaschen in flieBendem Wasser.
. Einbetten in Paraffin von 58° C.
. Schnitte von 2—3 u Dicke.
Aufkleben der Schnitte mit Wasser auf den Objekttriger.
Entparaffinieren und bis 96 %igen Alkohol iiberfiihren.

8. 1 Stunde im Brutofen bei 58° C in gesittigter wisseriger
Lésung von S.-Fuchsin.

9. Abwaschen zweimal mit Wasser, bis keine Farbe mehr
abgeht. .

10. Eintauchen unter Bewegung des Objekttrigers in eine
Mischung von gesittigter alkoholischer Pikrinsiurelésung 30,0
und Aqua dest. 60,0 (10—20 Sekunden).
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11. Sorgfiltiges Abwaschen zweimal in Wasser.

12. Einlegen in eine gesattigte wasserige Lichtgriinlgsung,
die zur Hilfte mit destilliertem Wasser verdiinnt wird, 20 bis
50 Minuten.

13. Schnelles Abspiilen in Wasser, rasches Uberfiihren durch
96 %igen, 100%igen Alkohol in Xylol und Balsam.

Diese Methode gibt an wesentlich diinneren Schnitten, als
sie das Gefrierverfahren liefert, eine Erginzung zu den Bildern
der Methylblau-Eosin- und der Himatoxylinfirbung am Gliabeize-
gefrierschnitt. Sie soll besonders die Beziehungen der Gliazellen
zu den GefiBen, welche am Gefrierschnitt oft ausfallen, an mog-
lichst diinnen Préparaten anschaulich machen. Die Zelleiber
der amdboiden Gliazellen sind griinlich gefirbt, gewisse Gra-
nula ihres Zelleibes (fuchsinophile Granula) leuchtend rot, die
lipoiden Cystchen zartbraun. Sonst treten im Gewebe, das in
seinen plasmatischen Teilen griin gefarbt ist, noch zahlreiche
andere rote Kornchen zutage; die Gliafasern und die roten Blut-
korperchen sind rot, die Markscheiden ungefirbt. Sehr hiibsch
farben sich auch die Elemente der GefiBwand, besonders die
Bindegewebsfasern der Adventitia und gewisse Stoffe im peri-
vaskuldren Raume.

Fiir die Erlangung scharfer Farbenkontraste empfiehlt Arz-
HEIMER statt des sonst benutzten Methylgriins besser Licht-
griin zu nehmen. Die zweckmiBigste Dauer der Lichtgriinfairbung
muB fiir jedes Material ausprobiert werden (durchschnittlich 30 Mi-
nuten, Ofters auch linger). Gute Pridparate zeigen weder einen
roten noch einen griinen, sondern einen violetten Ton. — Die
Pikrinsduredifferenzierung ist entbehrlich, doch gibt sie gleich-
maBiger gefarbte Priparate.

Stiicke, die schon lingere Zeit in Formol gelegen haben, geben
deswegen weniger klare Bilder, weil sich daran durch das Osmium
vielerlei Schollen und Korner schwiirzen. Fiir die Verarbeitung
solchen Materials benutzt man besser statt der FLEMMINGschen
Losung ein einfaches Chromessigsduregemisch, man muf
dann noch vorsichtiger mit Pikrinsgure differenzieren und etwa
die halbe Zeit mit Lichtgriin firben.
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Zehntes Kapitel.

Die Darstellung von Abbau- und
Ablagerungsstoffen.

Wie durch die Darstellung gliser Verinderungen, suchen wir
auch durch den histologischen Nachweis von Abbaustoffen
auf indirektem Wege Verinderungen am funktiontragenden
Nervengewebe aufzufinden, die uns direkt histologisch nicht er-
kennbar sind.

Eine einfache Reaktion auf fettartige Stoife, die beim Unter-
gang markhaltigen Nervengewebes entstehen, lernten wir in der
viel gebrauchten MarcHIischen Chrom-Osmiummethode kennen
(S. 102). Bei den akuten Metamorphosen der Neurogliazellen
ferner lassen sich, wie wir bei der Besprechung der ALZHEIMER-
schen Gliamethoden sahen, Granula firberisch darstellen, die als
Zerfallstoffe aufgefaBit werden diirfen und die zum Teil wohl
(fuchsinophile Granula) Vorstufen von lipoiden Endprodukten sind.

Im folgenden werden nur noch einige andere Methoden auf-
gefiihrt werden, die dem Nachweis besonderer Abbaustoffe, wie
des Fettes, der protagonoiden, fibrinoiden und anderer Substanzen
dienen. Fiir die Darstellung protagon- und myelinartiger Stoffe
sind auch die im folgenden Kapitel zitierten Methoden REICHS
bestimmt.

AuBer an solchen Spezialpraparaten sind Zerfallsprodukte
auch an Bildern nach den verschiedenartigsten anderen Methoden
erkennbar. Im NissLschen Zellpriparate z. B. treten viele De-
generationsprodukte in ihrer Eigenfarbe oder leichter Uberfarbung
zutage, wie z. B. manche lipoiden Pigmente oder die in den
Ganglienzellen abgelagerten Massen bei familidrer amaurotischer
Idiotie. Andere pathologische Substanzen firben sich mit basi-
schen Farbstoffen, einfach oder metachromatisch; man weist
solche einfach basophilen oder metachromatisch basophilen Stoffe
durch die Toluidinblaufirbung an dem kurze Zeit in Alkohol
fixierten Material oder am Formolgefrierschnitt nach (ALZHEIMER).
Manche Stoffe, wie die NissLschen ,Inkrustationen der GoLGI-
Netze“ und die von mir so genannten ,.Degenerationskugeln®,
farben sich sehr markant nach dem Alkohol-Thionin- (Toluidin)-
blauverfahren. Instruktive Bilder gibt am Alkoholschnitt auch
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die Farbung nach GiEMsa (s. S. 156). — Die WEIGERTsche
Markscheidenmethode und meine Markscheidenfirbung am Gefrier-
schnitt bringt bei frischen Zerfallsprozessen Myelinstoffe (in
Koérnchenzellen) zur Anschauung; auch auf gewisse endocellulire
Stoffwechselprodukte, wie sie z. B. bei der familiiren amauro-
tischen Idiotie entstehen koénnen, gibt sie eine Farbreaktion.
Lipoide Stoffwechselprodukte der Ganglien- und Gliazellen machen
die Osmiummethoden (MARCHI u. a.), sowie die unten angefithrten
Fettfarbungen sichtbar.

Uber die Methoden, welche dem Nachweis der bei verschie-
denen degenerativen und nekrobiotischen Prozessen auftretenden
Stoffe dienen, muB man sich in den allgemeinen histologischen
Techniken (SCHMORL wu. a) orientieren. Nur die wichtigsten
Reaktionen auf die hiufiger vorkommenden Stoffe (Eisen, Kalk,
Glykogen usw.) sind im folgenden erwihnt.

1. Die Scharlachfiirbung von Herxheimer.

1. Gefrierschnitte vom Formolmaterial (auch Gelatinegefrier-
schnitte) werden in folgender Mischung unter Erwérmen gefirbt:

Absoluter Alkohol . . . . . . 70,0
10%ige Natronlauge . . . . . 20,0
Ag.destill. . . . + . . . . 100
Scharlach R . . . . . . im UberschuB.

Diese Farblosung muBl frisch hergestellt werden; sie kommt
in gut verschlossener kleiner Flasche fiir 1 Stunde in den Brut-
schrank und ist dann (nach Abkiihlen unter flieBendem Wasser)
gebrauchsfihig; nach 48 Stunden verliert sie an Farbekraft. Zur
Farbung filtriert man durch 3faches Filter in ein Uhrschil-
chen, in das man die Schnitte rasch bringt, und das man dann
mit einer gut schlieBenden Glasscheibe bedeckt. Erwdrmen, bis
der Deckel beschligt, dann 146t man die Schnitte noch /4 Stunde
zugedeckt in der Losung stehen.

2. Zweimaliges Abspiilen in destilliertem Wasser (die Schnitte
miissen hier sogleich glatt ausgebreitet werden).

3. Nachfarben in stark verdiinntem EnrriCHschem H#ma-
toxylin (etwa 10 Tropfen auf 20 ccm Aq. dest.) fiir 10—20 Minuten.

4. Abspiilen in destilliertem Wasser und Auswaschen in Brunnen-
wasser etwa 20 Minuten.
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5. Auffangen des Schnittes auf dem in das Wasser getauchten
Objekttrager.

6. Untersuchung in Glycerin; Umranden des Deckglases
auf dem Objekttriger mit (erhitztem) Paraffin oder EinschlieBen
in Glycerin-Gelatine.

Man mufl ein Verdunsten der Scharlachlésung vermeiden,
weil sich sonst leicht Scharlachkrystalle an den Priparaten nieder-
schlagen. — Schnitte, die einige Wochen in Formol lagen, firben
sich nicht mehr mit Scharlach. — Die fertigen Praparate sind
nur begrenzt haltbar; gute luftdichte Paraffinumrandung oder
Einschlufl in Glycerin-Gelatine konserviert sie linger.

Die lipoiden Substanzen sind rot, die Kerne blau gefirbt.

Empfehlenswert sind bisweilen Kombinationen dieser Fett-
farbung mit einer Darstellung der Elastica, Achsenzylinder oder
anderer Gewebselemente (s. S. 82, 135).

2. Die Fettfirbung mit Nilblausulfat
nach Lorrain Smith.

1. Gefrierschnitte von formolfixiertem Material.

2. Farben 10 Minuten lang in konzentrierter wisseriger
Lésung von Nilblausulfat.

3. Abspiilen in Wasser.

4. Differenzieren fiir ganz kurze Zeit in 1%iger Essigsiure
{SCEMORL).

5. Griindliches Auswaschen in Wasser.

6. Einschlielen in Glycerin.

Neutralfette sind leuchtend rot, Fettsiuren dunkelblau ge-
farbt. Kerne erscheinen dunkelblau, Protoplasma hellblau.

3. Die Darstellung der fuchsinophilen Granula
nach Alzheimer.

Diese Methode gibt eine Erginzung zu den Bildern der Fuchsin-
Lichtgriinfarbung (S. 124). Man verfihrt zunichst wie bei letzterer Me-
thode; der entparaffinierte Schnitt wird aber bis in destilliertes Wasser
weitergefithrt und dann

a) eine Stunde im Brutofen in gesiittigter wiisseriger Losung von
essigsaurem Kupfer behandelt;

b) zweimaliges Abspiilen in destilliertem Wasser;

¢) 1/, Stunde in einem Gemisch von 109 iger alkoholischer Hima-
toxylinlésung 10 cem, destilliertem Wasser 87 com, gesittigter Lithion-
carbonicum-Ldsung 3 cem;
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d) kurzes Abspiilen in Wasser;

e) Uberfithren durch Alkohol in Xylol

Vom hellen Grunde heben sich die verschiedenen Granula schwarz-
blau gefirbt ungemein scharf ab. Das Plasma ist leicht gelbgrau oder
blau gefirbt, so daB die Zellgrenzen, Achsenzylinder geniigend hervor-
treten. Diese Methode firbt auch die Neurosomen.

4. Die Fibrinfirbung nach Weigert.

1. Vorfirbung des aufgeklebten entparaffinierten (bzw. ent-
celloidinierten) Schnittes mit Lithioncarmin (s. S. 62).

2. Farbung durch AufgieBen einer konzentrierten Methyl-
violettlosung (wie bei der Neurogliafaserfarbung).

3. Abtrocknen mit FlieBpapier und Aufgiefien einer gesiittigten
Jodjodkalilésung (s. S. 107).

4. Abtrocknen mit FlieBpapier und Entfirben in Anilingl-
Xylol aa.

5. Auswaschen in Xylol, Balsam.

Von dem blafrot gefirbten Untergrund hebt sich das blau-
gefirbte Fibrin klar ab. Blaugefirbt sind auch gewisse Ein-
schlilsse in degenerierenden Plasmazellen (maulbeerartige Zellen).

5. Die Darstellung der fibrinoiden Granula
nach Alzheimer.

1. Das in WEicERTscher Gliabeize fixierte Material (das vorher nicht
in bloBem Formol eingelegt war) wird in 3 Tagen in Photoxylin ein-
gebettet;

2. sofort geschnitten und nach den Vorschriften WricERTS zur Glia-
firbung weiter behandelt; doch werden zum Chromogen-Ameisensdure-
gemisch statt 10 ccm nur 2 cem Natriumsulfit auf 90 com zugesetzt.

Die Gewebskerne und fibrinoiden Granula in den Leibern und Fort-
sitzen der Gliazellen und in den Gefifiriumen werden intensiv blau ge-
farbt, unter Umstinden natiirlich auch die Gliafasern.

6. Die Darstellung der basophil-metachromatischen Stoffe
(protagonoiden Substanzen Reichs) nach Alzheimer.

1. Gefrierschnitte von nicht zu altem Formolmaterial.

2. Férben in einer 19igen Toluidinblaulésung eine Stunde lang.
3. Abwaschen in destilliertem Wasser.

4. Alkohol, Xylol, Balsam.

Die basophil-metachromatischen Substanzen, die nach ALZHEIMER
mit den von REercE als Protagon bezeichneten Substanzen verwandt,
zum Teil auch identisch sein diirften, heben sich durch ihre Rotfirbung

Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 9 ‘
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ab. Man sieht sie in Gliazellen und perivasculiren Riumen; die RErcs-
schen 7-Granula der ScEWANNschen Zellen treten an solchen Priparaten,
z. B. in den Riickenmarkwurzeln, sehr deutlich hervor.

Die Differenzierung mufl man so weit fortsetzen, bis die Markscheiden
hinreichend entféirbt und diese Substanzen noch deutlich sichtbar sind.
Auch bei der gewothnlichen Toluidinblaufirbung des Alkoholschnittes
bekommt man (nach kurzer Alkoholfixierung) einiges von diesen Stoffen
zu sehen. Die Préparate sind nicht lange haltbar.

7. Die Firbung mit dem May-Griinwaldschen Farbstoff
nach Alzheimer.
1. Formolgefrierschnitte von nicht zu altem Formolmaterial.
2. Kurze Vorbehandlung der Schnitte in sehr diinner Osmiumlsung,

um die Schnitte haltbarer zu machen. (Zwei Tropfen einer 29 igen
Osmiumséurelésung auf ein Uhrschilchen Wasser.)

3. Nach Abwaschen Farbung mit dem May-GrRUNwALDschen Farb-
stoff (in Methylalkohol geldst; bei GrRUBLER-Leipzig kiuflich.)

4. Nach einer Minute Abspiilen.

5. Rasches Entwissern in wasserfreiem Aceton, Xylol, Balsam.

Diese Methode ergibt nach ArzmrmMERs Untersuchungen eine elek-
tive Darstellung der in den Ganglien- und Gliazellen enthaltenen de-
generativen Produkte bei der SPIELMEYER-VoaTschen Form der familidren
amaurotischen Idiotie; doch ist das nach meinen Erfahrungen nicht regel-
mifbig so.

8. Eisennachweis mittels Turnbulls Blaureaktion.

Diese Methode (nach TIRMANN und SCHMELZER) gibt die
sicherste und vollkommenste Reaktion auf Eisen im mikroskopi-
schen Praparat (HUECK).

1. Hirtung in Alkohol.

2. Schnitte vom nicht eingebetteten, in 96 %igem Alkohol
gehirteten Block (S. 39) oder Celloidinschnitte.

3. Ubertragen der Schnitte in konzentriertes, gelbes Schwefel-
ammonium (nicht &lter als 3 Wochen) auf 12—24 Stunden.

4. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser.

5. Ubertragen in eine frischbereitete Mischung von 20 %igem
Ferricyankalium und 1% iger Salzséiurelosung zu gleichen Teilen
fir 15 Minuten.

6. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser.

7. Nachfarben mit Alauncarmin fiir 1 —24 Stunden.

8. Auswaschen in Wasser, aufsteigender Alkohol, Xylol, Balsam.
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Die Eisenoxyd- und Eisenoxydulverbindungen heben sich
durch ihre blaue Farbe gut von dem rétlichen Gewebe ab. —
Vor der oft noch empfohlenen Fixierung in Formol ist zu warnen,
da Gewebseisen darin allméhlich in Losung geht; Fixierung und
Konservierung in Alkohol ist notwendig.

9. Nachweis eisenhaltiger Pigmente am frischen Priparat
nach Spatz.

Diese Methode soll eine Schnelldiagnose der progressiven Paralyse
durch den Nachweis eisenfithrender Zellen innerhalb der GefiBinfiltrate
(LuBarscH) ermdglichen.

Vom frischen unfixierten Gehirn werden kleine Stiickchen aus der
GroBhirnrinde herausgeschnitten, in physiologischer Kochsalzlésung kurz
abgespiilt und fiir mindestens eine Viertelstunde in konzentriertes Schwefel-
ammonium gelegt. Es treten dann bei der Paralyse feine dunkle Streifen
und Punkte in der Rinde hervor. Solche dunkleren Gewebsteilchen
werden mit einem Glasinstrument in eine Schale mit physiologischer
Kochsalzlosung gebracht, weiter zerkleinert und in einem Tropfen
Glycerin auf dem Objekttriger zerzupft und durch Aufdriicken des Deck-
glischens gequetscht. Dann erkennt man bei der Paralyse schwirzliche
Brocken und Kornchen in den Wianden der GefiBle, das heiBt eben eisen-
filhrende Zellen.

10. Kalk

fairbt sich mit Hématoxylin blauschwarz. Diese Farbreaktion
kann aber keineswegs als ,Nachweis“ von Kalk gelten, da im

Nervensystem ungemein hiufig — zumal an gewissen Pridilek-
tionsstellen. (Pallidum, Gegend des Nucleus dendatus, Ammons-
horn usw.) — Stoffe vorkommen, die sich intensiv mit Héma-

toxylin firben und doch kein Kalk sind (sogenannter ,,Pseudokalk®).
— Am sichersten weist man Kalk mit der Gipsreaktion nach.
Man bringt die Schnitte in 40 %igem Alkohol auf den Objekt-
trager und setzt 3 %ige Schwefelsdure hinzu; dann 18st sich der
Kalk und es bilden sich die charakteristischen Gipskrystalle.
Aber natiirlich sind mit dieser Methode die Beziehungen des
Kalkes zu den Gewebsbestandteilen nicht darstellbar, und man
muB fiir Schnittpriparate andere Farbungen anwenden, am besten
die Kossasche und die RoEHLsche Methode. Fiir alle Methoden
des Kalknachweises ist die sicherste Fixierung in Alkohol, da
Formol, wie auch andere wisserige Losungen, den Kalk in mehr

oder weniger kurzer Zeit zur Aufldsung bringen.
9*
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a) Kossas Methode.

1. Die Schnitte kommen in eine 1-—59,ige Silberlosung fiir 30 bis
60 Minuten.

2. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser.

3. Einschlieen nach vorausgehender Alkoholbehandlung in Balsam.

Der Kalk erscheint schwarz gefirbt.

b) Roehls Methode.

1. Die Schnitte kommen in ammoniakalische Kupfersulfatlosung (mit
geringem UberschuB an Ammoniak) fiir 5 Minuten.

2. Auswaschen in destilliertem Wasser.

3. Farben mit der WEIGERTschen Himatoxylinlosung (zur Kern-
firbung) fir 15 Minuten.

4. Differenzieren mit einer zu gleichen Teilen mit Wasser verdiinnten
Losung von WEIcerRTs Borax-Ferridcyankalium.

5. Wissern, aufsteigender Alkohol, Xylol, Balsam.

Auch hier ist der Kalk (phosphorsaurer Kalk) schwarz gefirbt.

11. Die Bestsche Glykogenfirbung.

1. Hértung in 96- oder 100 %igem Alkohol (Formalinfixierung
nicht ratsam, da Glykogen wasserldslich ist.)

2. Celloidineinbettung.

3. Vorfirben mit Hématoxylin (BOHMER, DELAFIELD) oder
Hamalaun.

4. Auswaschen in Leitungswasser.

5. Farben in einer Carminlésung, die man sich in folgender
Weise herstellt:

Carmin . . . e e .. 20g
Calium carbon. pulv . . . . 10,
Chlorcalium . . . . . . . 5,0 ,,
Ag. dest. . . . . . . . 60,0 cem

werden unter stetigem Umruhren mit einem Glasstab vorsichtig
zum Kochen gebracht; zu der erkalteten Losung werden 20 ccm
Liqu. ammon. caustic. hinzugesetzt und in gut verschlieBbarer
Flasche aufbewahrt.

Von dieser Stammlsung setzt man sich jeweils die Farb-
fliissigkeit folgendermaBen zusammen:

Carminstamml8sung - (filtriert) . . 2 cem
Liqu. ammon. caustie. . . . . . 3
Methylalkohol . . . . . . . 3

In dieser Losung firbt man 5 Minuten.
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6. Aus dem Carmin bringt man die Schnitte direkt in die
mehrmals zu wechselnde Differenzierungsfliissigkeit:

Methylalkohol . . . . . . . 40 ccm
Absoluter Alkohol . . . . . . 80 ,,
Aq. dest. . . . . . . . . .100 ,

Die Differenzierung dauert 1—35 Minuten; sie mull so lange
fortgesetzt werden, bis keine rote Farbe mehr abgeht.
7. Aufsteigender Alkohol, Xylol, Balsam.

Das Glykogen tritt schon carminrot hervor, die Kerne sind
blau; auch die Corpora amylacea firben sich sehr prégnant in
einem etwas heller roten Farbton als das Glykogen selbst.

Glykogen und ihm verwandte Stoffe (Kolloide) geben auch
die Methylviolettreaktion (im Fibrin-, Neurogliafaserpriaparat);
80 heben sich z. B. manche degenerierten Plasmazellen, mit
Kolloiden oder #hnlichen Stoffen im Zelleibe, bei Methylviolett-
farbungen klar vom Gewebe ab. — Hyalin erscheint leuchtend
rot im VAN GIESON-Priparat.

Corpora amylacea

fairben sich am besten nach der BEsTschen Glykogenmethode
(rot), mit Nilblausulfat tiefblau (wie Fettsiuren), ferner mit
Neutralrot. Auch geben sie die Jodreaktion. In Hiamotoxylin-
priparaten nehmen sie meist einen blaSblauen, manchmal auch
intensiver blauen Ton an.

Die senilen Plaques

erscheinen im BIELSCHOWSKYschen Préparat gelbbraun bis braun-
schwarz. Hier treten auch die kleineren fleckférmigen argento-
philen Verdichtungen hervor, ebenso die starke Silberimprignation
der Fibrillen bei der ArzHEIMERschen Zellerkrankung. Noch
iibersichtlicher sind LEvADITI-Priparate. Rasch orientieren auch
AvzHEIMER-MANN-Préparate iiber das Vorkommen von Plaques
im Schnitte. Gut und schnell (nach 24 Stunden) bringt sie das
HorTEGA-Verfahren (S. 115) zur Anschauung.
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Elftes Kapitel.

Die Untersuchung der Gefifle und der Hiillen
des Zentralnervensystems.

Hier sind zunichst die in der Histopathologie viel gebrauchten
Kern- und Doppelfarbungen mit gutem Erfolg anwendbar,
besonders MALLORYs Anilinblaufirbung und die vax GIEsoNsche
Methode mit der WEIGERTschen Kernfirbung (vgl. S. 56). Letztere
bringt die Kerne, das faserige Bindegewebe und die Muscularis
gut zur Anschauung, ebenso gewisse hiufige Umwandlungs-
produkte, wie z. B. das Hyalin. Fiir die genauere Identifizierung
der Zellen empfiehlt sich die Farbung mit basischen Anilin-
farben (Toluidinblau, Kresylviolett, Methylenblau) am besten nach
Alkoholfixierung. Beim Schneiden des nicht eingebetteten Blockes
bekommt man die Pia oft nicht recht mit, dann ist in Celloidin
einzubetten. Man kann sich an solchen Zellpriparaten iiber das
Verhalten der Gefiwand- und Piaelemente orientieren, iiber
Wucherungen des Endothels, Gefalisprofbildung, Loslésung von
Adventitialelementen, Infiltrationen (Plasmazellen!) usw. Eine spe-
zielle Methode, bei welcher die Erkennung und Auffindung von
infiltrierenden Plasmazellen noch einfacher ist als bei der Toluidin-
blau- und Methylenblaufiarbung, ist unten erwéhnt (UNNA-PAPPEN-
aEMs Plasmazellenfirbung).

Die wichtigsten Methoden fiir die Untersuchung auf regres-
sive GefiBverinderungen — die im iibrigen auch an Kern- und
Doppelfirbungen studiert werden miissen — sind die histo-
chemischen Reaktionen auf Fett und Kalk und die Darstellung
der Elastica (z. B. die WEIGERTsche Methode). AuBler Umwand-
lungen und Neubildungen elastischer Lamellen machen Elastin-
priaparate aber auch den Gefilreichtum des Gewebes sichtbar,
da auch die Kapillarschliuche an guten Priparaten deutlich
hervortreten. Viel klarere Bilder aber von dem Geféifireichtum
und von den Beziehungen zwischen Mesenchym und ektoder-
maler Substanz gibt die AcHtcaRrosche Tannin-Silbermethode
und Bionpis Bindegewebsfirbung. Fiir den Nachweis nicht
kollagener, zarter Bindegewebsgeflechte im zentralen Gewebe
(Paralyse, multiple Sklerose, WILSON) sind diese Impriignations-
methoden von grofler Bedeutung.
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Von der Darstellung der Abbauprodukte, die sich in den
Meningen und den Lymphréumen der Gefifie ansammeln konnen,
ist in dem betreffenden Kapitel sowie bei der Schilderung der
ArzeeIMERschen Gliamethoden die Rede.

1. Weigerts Elasticafirbung.

1. Hartung in Alkohol oder Formol (MULLERscher Fliissig-
keit, Sublimat usw.).

2. Gefrier-, Paraffin- oder Celloidinschnitte.

3. Farben 1/,—1 Stunde in der WEIGERTschen Resorcin-
Fuchsinldsung.

Dieses Resorcin-Fuchsin ist bei GRUBLER-Leipzig fertig kéuflich. Ich
mochte jedoch raten, es selber herzustellen. Man zerreibt

Brillant-Fuchsin . . . . . . 4g
Resorcin. . . . . . . . . 8,

in einer Porzellanschale und kocht sie mit
Ag.destill. . . . . . . . . 400ccm
Wenn diese Fliissigkeit richtig kocht, setzt man
Liqu. ferri sesquichlorat. (Pharm. Gem.) 50 ccm

hinzu und 1i8t unter Umriihren fiinf Minuten kochen. Erkaltenlassen
und Filtrieren. Was abfiltriert, wird weggegossen. Der Riickstand im
Filter wird zusammen mit diesem in der gleichen Porzellanschale ge-
trocknet und dazu werden (nach gutem Trocknen) 400 ccm 96 9% igen
Alkohols gegeben und aufgekocht. Nach dem Erkalten filtriert man und
setzt 8 ccm Salzsiure hinzu.

4. Abspiilen in Alkohol und Differenzieren (hdufig mehrere
Stunden lang) in absolutem Alkohol.
5. Xylol, Canadabalsam.

Es sind hier nur die elastischen Fasern gefarbt; sie heben
sich dunkelblau oder schwarz vom farblosen Grunde ab. — Eine
Kernfarbung erreicht man z. B. durch Nachfirben nach WEIGERT-
vaN GresoN (S. 56) oder durch Vorfirben mit Lithioncarmin
(s. S. 62); da das WEicERTsche Resorcin-Fuchsingemisch Salz-
siure enthilt, so braucht man eine gesonderte Differenzierung
des mit Lithioncarmin gefirbten Schnittes nicht vorzunehmen,
sondern kann den Schnitt direkt nach der Carminfirbung in
Alkohol und in die WeicERTsche Farbfliissigkeit bringen. Letztere
ist iibrigens nur etwa 6 Wochen brauchbar; spater firbt sie die
Elastica nicht mehr ausreichend, auBerdem werden dann auch
andere Gewebsbestandteile angefirbt.
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Will man die Verteilung der Rindengefile und etwaige
GefiBneubildungen studieren, so firbt man (nach ALZHEIMER)
moglichst dicke Schnitte 6—12 Stunden lang im Brutofen.

Zur Kombination von Elastica- und Fettfirbung hat FiscHER
folgendes Verfahren angegeben: Man setzt zu 74 ccm WEIGERT-
schen Resorcin-Fuchsins 26 ccm destillierten Wassers und 16st
darin Sudan III oder Scharlach R heil bis zur Sittigung. Firben
1/,—1 Stunde in geschlossenen Schalen und Differenzieren in einer
heil} gesittigten Losung von Sudan oder Scharlach in 70 %igem
Alkohol. Wasser. Glycerin.

2. Achtuicarros Tannin-Silbermethode zur Darstellung
des Gefiflbindegewebes.

1. Fixierung in 10%igem Formol (das Material soll nicht
iber 1 Jahr alt sein).

2. 15—20 u dicke Gefrierschnitte werden nach kurzem Waschen
in destilliertem Wasser in einer in der Kilte gesittigten Losung
von Tannin (Acidum tannicum levissimum purissimum MERCK)
bei 50¢ fiir 15 Minuten erwirmt.

3. Nach Erkalten wird jeder Schnitt einzeln weiter behandelt,
indem man ihn kurz in destilliertem Wasser wischt,

4. dann in eine kleine Schale mit 20 cem destilliertem Wasser
iibertrigt, welchem 8 Tropfen der ammoniakalischen Silberlsung
nach BIELSCHOWSKY zugesetzt sind. Hier wird der Schnitt mittels
einer Glasnadel anhaltend bewegt (um Niederschlige zu ver-
hindern). Die Impriignierung, welche mit einer Braunfirbung
der Peripherie des Schnittes beginnt, ist nach etwa 3—5 Minuten
beendet, und zwar wenn die weiBe Substanz eine Braunfirbung
zeigt.

5. Kurzes Waschen in destilliertem Wasser.

6. Reduktion in einer 10%igen Formollsung (etwa 15 Minuten).

7. Auswaschen, Entwissern, in Alkohol, Xylol, Balsam.

Die Bindegewebsfasern heben sich hier durch eine tiefschwarze
Farbung von dem braungelblichen Untergrund ab. Die Methode
ist von groBer Bedeutung nicht nur fiir den Nachweis einer Ge-
fiB- und Bindegewebsneubildung und deren Gestaltung, sondern
auch fiir die Darstellung der mesenchymalen Strukturen iiber-
haupt (RANKE).
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Nach RANKE lassen sich die Bestandteile des mesenchymalen
Bindegewebes aufler an Gefrierschnitten auch an beliebig (in
96 %igem Alkohol, KEYSERLINGscher Fliissigkeit) gehirteten und
in Paraffin eingebetteten Gewebsstiicken darstellen. RANEKE
empfiehlt, Celloidinschnitte, welche nach der AcHUCARROschen
Methode behandelt werden sollen, in 80%igen Alkohol zu tun,
dem einige Korkteile beigefiigt sind; spéter kommen diese
Schnitte dann durch Brunnenwasser auf etwa 12 Stunden in
10%iges Formol, werden kurz gewissert und dann in die kon-
zentrierte wésserige Tanninldsung verbracht usw. An unmittel-
bar aufeinander folgenden Schnitten konnen diese Préparate mit
dem Nervenzellbilde NissLs und mit dem Gliafaserbilde (nach
Horzer) verglichen werden.

Die AcnUCARROsche Originalmethode gibt dem Anfanger
nicht immer sichere Resultate. Deshalb erscheint mir von be-
sonderer praktischer Wichtigkeit die nachfolgende in unserem
Laboratorium geiibte Methode:

3. Klarfelds Modifikation der Tannin-Silbermethode.

1. Fixierung in 96 %igem Alkohol oder in Formol; Celloidin-
einbettung; etwa 15 u dicke Schnitte kommen fiir 12—24 Stunden
in 10%iges Formalin.

2. Abspiilen in Wasser.

3. Die Schnitte kommen in eine kalt gesittigte (100 % ige)
Tanninlésung (Ac. tann. puriss. leviss. MERCK) und werden darin
20 bis 30 Minuten lang iiber der Spiritusflamme erhitzt oder
2 bis 3 Stunden im Brutofen bei 50° C gehalten. (Schale zu-
gedeckt halten wegen Hiutchenbildung; immer nur 2 Schnitte
jeweils.)

4. Nach Erkalten der Losung werden die Schnitte in destil-
liertem Wasser gewaschen, bis sie undurchsichtig geworden sind.

5. Die Schnitte kommen in eine ammoniakalische Silber-
16sung, die auf folgende Weise bereitet wird:

Zu 5 ccm 10 %iger Silbernitratlosung wird tropfenweise Am-
moniak hinzugesetzt, bis der gebildete Niederschlag wieder gelost
ist. Es wird noch ein UberschuB von 5—10 Tropfen Ammoniak
hinzugefiigt (wichtig!) und dann mit destilliertem Wasser auf
20 ccm aufgefiillt.
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Von dieser Lésung werden 15 Tropfen mit 20 ccm destil-
liertem Wasser vermischt und darin die Schnitte unter fortwih-
rendem Schwenken mit einer Glasnadel so lange gelassen, bis
sie eine bridunlichgelbe Farbe angenommen haben.

(Es empfiehlt sich, zwei Uhrschalen zu nehmen und die
Schnitte aus der einen Schale — sobald die Fliissigkeit briun-
lich geworden ist — in die andere zu bringen. Die Schnitte
diirfen nicht zu braun werden.)

6. Die Schnitte kommen nun direkt in 10 %iges Formol, wo
sie schwarz bzw. dunkelbraun werden (5 Minuten).

7. Auswaschen in Leitungswasser. Abspiilen in destilliertem
Wasser.

8. Differenzierung der Schnitte in einer Mischung von:

0,5 %igem wisserigem, rotem Blutlaugensalz 100,0
Alec. 96%ig . . . . . . . 500
bis die Rinde hellgelb und durchsmhtlg geworden ist.

9. Auswaschen in destilliertem Wasser (1/> Stunde).

10. Alkohol, Xylol, Canadabalsam.

Das mesodermale Gewebe erscheint schwarz auf schwefel-
gelbem Grunde. Das Maschenwerk der Adventitialscheiden der
Gefalle tritt besonders klar und scharf hervor.

Die Methode ist sicher und leicht zu handhaben. — Fiir die
Ubertragung der Schnitte sind hier — wie auch bei anderen
Silberimprégnationen — Glashékchen zu verwenden.

4. Biondis Impriignation des Bindegewebes.

Bronp1 hat seine Methode dem CaJaLschen Goldsublimat-
verfahren fiir die Neuroglia nachgebildet, indem er Oxydation
und nachfolgende Reduktion der Impriignation vorausschickt.

1. Die 20—25 u dicken Schnitte kommen vom Gefriermikro-
tom direkt in eine gesittigte Losung von Kaliumpermanganat
fir 5—10 Minuten.

2. Kurzes Auswaschen in destilliertem Wasser.

3. Reduktion in einer Mischung von Ozalsiure und Kalium
sulfurosum, bis die Schnitte ,darin vollstindig weil erscheinen.

4. Kurzes, zweimaliges Auswaschen in destilliertem Wasser.
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5. Ubertragen in das von CAJAL angegebene Gemisch:

1%ige Goldchloridlosung . . 10 cem
5 %ige Losung von Sublimat . 10 cem
destilliertes Wasser . . . . 50 com

Hierin bleiben die Schnitte 15—20 Minuten oder linger.

6. Langes Auswaschen in mehrfach erneuertem dest. Wasser.

7. Aufsteigender Alkohol, Aufhellen in Xylol, Balsam.

Da die Schnitte in der starken Losung von iibermangan-
saurem Kali sehr briichig werden, kann man sie nicht mit dem
Hikchen iibertragen, sondern man fingt den einzelnen Gefrier-
schnitt aus dem Wasser mit einem Streifchen FlieBpapier auf,
taucht ihn damit in das {ibermangansaure Kali und nimmt ihn
auch in dieser Weise wieder heraus; aus dem Wasser kann man
ihn dann mit Glashikchen weiter iiberfiihren. Die Reduktions-
fliissigkeit stellt man sich in der Weise her, dall man von der
Oxalséiure wie von dem Kalium sulfurosum eine gesittigte Lo-
sung macht und vor dem Gebrauch gleiche Teile dieser Lisungen
mit einander durch Schiitteln vermischt; dabei entsteht ein
Niederschlag und man mufl vor dem Gebrauch filtrieren. — In
das Goldsublimatbad bringt man immer nur einen oder zwei
Schnitte. Bei dieser Imprégnation wird viel Gold verbraucht
und man kann im allgemeinen sagen, daB fiir die Herstellung
von ungefahr 4 Schnitten 10 ccm der betreffenden Losung ndotig
sind. — Die Schnitte muB8 man nach der Imprignation lange
wissern. Sie dunkeln am Lichte stark nach und miissen deshalb
vor Tageslicht geschiitzt werden.

Das Bindegewebe erscheint sehr distinkt herausgehoben, und
es sind die einzelnen feinen Faserziige und Netze prachtvoll
schwarz gefirbt. Der Grund des Priparates ist violett. Wir
haben mit dieser Methode auch in Fillen, wo andere Silberim-
prignationen versagten, recht gute Resultate bekommen und
empfehlen diese BronD1sche Féarbung deshalb nach unseren neueren
Erfahrungen ganz besonders, wenn sie auch leider recht teuer ist.

5. Unna-Pappenheims Methylgriin-Pyroninfirbung
der Plasmazellen.
1. Hértung in 96 %igem (oder absolutem) Alkohol.
2. Aufkleben und Schneiden des uneingebetteten Blockes
(unter 96%igem Alkohol) wie bei der NissLschen Methode;
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oder — nicht so zweckmifBig — Einbetten in Celloidin oder
Paraffin.

3. Farben 10 Minuten lang in PAPPENHEIMS Methylgriin-
Pyroningemisch (GRUBLER-Leipzig).

4. Rasches Abspiilen in destilliertem Wasser.

5. Differenzieren in absolutem Alkohol (zwei Schalen!).

6. Xylol, Balsam.

Die Kerne sind griinblau, das Plasma der Plasmazellen tief-
rot; auBlerdem firben sich die Granula der Ganglienzellen schén
rot. — Die beste Farbung zeigen die uneingebettet geschnittenen
Priparate.

Anhang.
Cytologische Untersuchung der Cerebrospinalfliissigkeit.

Bei Gelegenheit dieser Erorterung iiber die histologische Unter-
suchung der Hiillen des zentralen Nervensystems sei kurz auf
die Methoden hingewiesen, mit denen wir die Punktionsfliissigkeit
auf ihren Zellgehalt untersuchen, und welche — zusammen mit
dem NoNNE-APELTschen Verfahren der chemischen Liquorana-
lyse und der serologischen Untersuchung — wichtige diagno-
stische Mittel in der Neuropathologie sind.

L Am einfachsten ist es, die Punktionsfliissigkeit

1. in spitz ausgezogenen Glischen etwa 30 Minuten zu zen-
trifugieren und nach AbgieBen der Fliissigkeit (welche fiir die
chemischen und serologischen Reaktionen verwendet werden kann),

2. den Bodensatz mittels einer feinen, durch Ausziehen eines
Glasrohrchens iiber der Gasflamme gewonnenen Pipette auf den
Objekttriger zu iibertragen und so darauf zu verteilen, daB der
Tropfen nicht mehr als 5 mm Durchmesser hat.

" 3. Trocknen, Fixieren in Alkohol-Ather 1/» Stunde.

4. Firben etwa 5 Minuten mit erwirmtem polychromem
Methylenblau.

5. Abspilen in Wasser, Durchziehen durch Alkohol.

6. Xylol, Balsam. )

Man sieht dann normalerweise nur vereinzelte Zellen, bei
bestimmten organischen zentralen Erkrankungen dagegen (speziell
bei Paralyse, Tabes, cerebrospinaler Syphilis, Schlafkrankheit,
Hirntumor, Meningitis usw.) groBe Mengen von Zellen, denen
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bei manchen infektidsen Prozessen die betreffenden Erreger
(Kokken, Tuberkelbacillen, Trypanosomen) beigemischt sind.
Eventuell sind zu deren Darstellung besondere Methoden (GIEMSsA,
GrAM usw.) notwendig.

IL. Eine genaue quantitative Bestimmung des Zellgehaltes
des Liquor erlaubt die FucHs-RoOSENTHALsche Zihlkammer-
methode:

1. In den Melangeur saugt man eine Methylviolettlosung
(Methylviolett 0,1, Aqua dest. 50, Eisessig 2,0) bis zur Marke 1
und danach Cerebrospinalflissigkeit bis zur Marke 11 auf.

2. Diese Mischung fiillt man in die Zrisssche Zihlkammer
(welche fiir diesen Zweck etwas geriumiger ist als fiir die Blut-
kérperchenzahlung).

3. Zihlung bei Zriss DD, Oec. 2.

Natiirlich ist die Untersuchung des Liquor sofort nach der
Punktion vorzunehmen, da sich sonst die Zellen bei langem
Stehen von den oberen nach den unteren Schichten des Gefifes
senken. Die Zellbilder sind besser als bei der eben aufgefiihrten
Trockenmethode. Die histologische Beschaffenheit der Liquor-
zellen tritt jedoch erst bei der

ITI. ArzuEmERschen Methode deutlich hervor.

1. Man fingt die Cerebrospinalfliissigkeit (etwa 4 ccm) in
einigen Kubikzentimetern 96 %igen Alkohols auf, wobei eine
flockige Triibung durch Fallung des Eiweilles entsteht.

2. Zentrifugieren etwa eine Stunde, wobei sich am Boden
ein weiles Coagulum absetzt (zur VergroBerung dieses Coagu-
lums kann man bei geringem EiweiBgehalt des Liquor eine Spur
Hiihnereiweil hinzusetzen [REHM]),

3. Abgieflen der Fliissigkeit.

4. Zusatz von absolutem Alkohol, Alkohol-Ather in Zwischen-
rdumen von 2—3 Stunden. '

5. Lésung des Coagulums mittels Nadel und Uberfiihrung in
Celloidin.

6. Schneiden des in Celloidin eingebetteten Coagulums (15 y).

7. Farbung mit Toluidinblau oder mit Carbol-Methylgriin-
Pyronin nach UNNA-PAPPENHEIM (nach Auflgsung des Celloidins
in Methylalkohol).
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An Priparaten dieser Methode, die eine gute Fixierung und
Farbung der Zellen ermoglicht, kénnen wir unter den zelligen
Elementen Plasmazellen, verschiedene Lymphocytenformen, Leuko-
cyten, Abbauzellen usw. erkennen.

Zwolftes Kapitel.

Die Untersuchung des peripheren
Nervensystems.

Auch hier finden in erster Linie die allgemeinen und speziellen
Farbemethoden, die in den voraufgehenden Kapiteln geschildert
sind, Anwendung. Das gilt also zunichst fiir die Ubersichts-
bilder, wie sie am besten die gewShnlichen Doppelfirbungen
geben. Die NissLsche Methode sollte man zur Firbung peri-
pherer Ganglienzellen wieder streng nach den Vorschriften des
Autors durchfithren. Das markhaltige Gewebe 148t sich auch
in den peripheren Organen mit den iiblichen Methoden gut zur
Darstellung bringen; auBler am eingebetteten Priparat kann man
auch in sehr bequemer und sicherer Weéise am Gefrierschnitt
bzw. am Gelatinegefrierschnitt die Verteilung markhaltiger Ner-
venfasern, z. B. in Haut und Schleimhaut oder im Herzmuskel,
mit Hilfe der von mir angegebenen Methode sichtbar machen.
Alte Markfaserausfille treten in den peripheren Nerven natiir-
lich ebenfalls am Markscheidenbilde hervor, und fiir die frische
Degeneration ist auch hier die MarcHIsche Chrom-Osmium-
methode und die Scharlachfirbung das wichtigste Reagens.
Man achte jedoch bei solchen Untersuchungen darauf, daf sich
die peripheren Nerven sehr leicht in der Fixierungsfliissigkeit
»wellen, man mufll deshalb die Nervenstimme oder auch die
Muskeln, in denen man die Nerven untersuchen will, mittels
Igelborsten auf Kork aufspannen.

Die Achsenzylinder werden mit der CasaLschen und der
BieLscaHowskYschen Silberimprignation sichtbar gemacht; dabei
ist eine Entfirbung des Bindegewebes nach der BIELSCHOWSKY-
schen Modifikation seiner Methode vorzunehmen. Auch fiir die
nervosen Endorgane sind diese Methoden in Anwendung. Wie
wir bereits erwihnten, lassen sich die Primitivfibrillen im Achsen-
zylinder der peripheren Nerven nach einer von BETHE und
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MONCKEBERG angegebenen Methode darstellen, und es sind auch
gewisse pathologische Veranderungen daran firberisch nachzu-
weisen.

Beim peripheren Nervengewebe sind heute noch gewisse ein-
fache Zupfmethoden im Gebrauch, welche fiir die Untersuchung
des zentralen Gewebes nicht mehr in Betracht kommen. Gerade
fir die Feststellung der Beziehungen zwischen den Nervenfaser-
zellen (Kernen der ScHWANNschen Scheide) und den RANVIER-
schen Einschniirungen gibt die einfache Zerzupfung (eventuell
mit nachtriglicher Hollenstein- oder Osmiumbehandlung [1 %ige
Losungen] oder Methylenblaufirbuug) brauchbare histologische
Bilder. Auch fiir das Studium der Nervende- und -regene-
ration eignet sich die Zerzupfung sehr; dabei wird der diinne
Nerv zunichst nach BiELscHOwskyschen Methode mit Silber
impréigniert und reduziert und dann in Einzelfasern zerzupft.

SchlieBlich ist in diesem Kapitel noch die EBRLICHsche
vitale Methylenblaufirbung geschildert, welche mehr wohl
als am Zentralorgan fiir die Darstellung nervoser Strukturen im
peripherischen Nervensystem im Gebrauch ist. Sie gibt an ge-
lungenen Praparaten sehr schéne Bilder von den Nervenfasern
und auch von den Nervenendorganen (ebenso wie sie mitunter
die zentralen Nervenzellen in instruktiver Weise zur Anschauung
bringt). Natiirlich handelt es sich dabei nur um eine fiir die
normale Histologie brauchbare Methode; jedoch hat GoOLDMANN
gezeigt, daB man sie auch fiir das Studium der Nervenfasern in
bosartigen Geschwiilsten bei Tieren mit Erfolg anwenden kann.

1. Die Firbung der Primitivfibrillen in markhaltigen
Nerven nach Bethe und Monckeberg.

1. Fixierung der aufgespannten Nerven in !/, %iger Uber-
osmiumsgurelsung (24 Stunden).

2. Auswaschen in Wasser (6 Stunden).

3. Behandlung in 96 %igem Alkohol (12—24 Stunden).

4. Wasser (4 Stunden).

5. Ubertragen in eine 2%ige Losung von Natriumbisulfit,
welcher auf je 10 cem beim Gebrauch 2—4 Tropfen Salzsdure
zugesetzt werden (6—12 Stunden).

6. Wasser (2—4 Stunden).

7. Alkohol, Xylol, Paraffin.



144 Die Untersuchung des peripheren Nervensystems.

8. Aufkleben der 2—3 p dicken Schnitte mit Wasser.

9. Die entparaffinierten und allméhlich in destilliertes Wasser
iibergefiithrten Schnitte werden fiir 5—10 Minuten in 1 —4 %iges
Ammonijummolybdat (20—30° C) gebracht.

10. Abspiilen mit destilliertem Wasser und Férben mit auf-
geschichteter 0,1 %iger Toluidinblaulésung bei 50—60° C (5 Min.).
11. Abspiilen, Alkohol, Xylol, Balsam.

Die Priparate miissen moglichst diinn sein, damit die osmi-
ierten Markscheiden gut aufgeschnitten sind und zwischen ihnen
die blaugefirbten Primitivfibrillen sichtbar werden. BETHE hat
mit dieser Methode wichtige pathologische Verinderungen an
den Fibrillen nachgewiesen.

2. Die Bielschowskysche Silberimpriignation der Achsen-
zylinder an peripheren Nerven und den
Nervenendigungen.

1. Die Gefrierschnitte von dem mindestens 14 Tage in For-
mol fixierten Material werden — wie bei der gewShnlichen BIEL-
8cHOWSKY schen Fibrillenmethode — in 2 %ige Hollensteinlésung
und sodann in die ammoniakalische Silberlésung gebracht.

2. Danach kommen die braunen Schnitte in eine schwache
wisserige Essigsdurelosung (1—3 Tropfen Eisessig auf 20 cem
Wasser), bis sie — innerhalb weniger Minuten — eine gelbliche
Farbe angenommen haben.

3. Reduktion in 20%iger Formalinlosung, in welcher die
_Schni’o’oe bleiben, solange noch weiBlliche Wolken abgehen.

4. Vergoldung im neutralen Goldbade, bis der Grundton rét-
lichviolett geworden ist.

5. Entfernung des iiberschiissigen Silbers in 5 %iger Natrium-
thiosulfatlésung usw.

Durch die Essigsiurebebandlung wird das Bindegewebe und
Elastin, die dann mattviolett erscheinen, von den schwarzen
oder braunschwarzen Achsenzylindern differenziert. Oft firbt sich
die Markscheide etwas rétlich. Zur Darstellung der Beziehungen
zwischen Achsenzylindern und ScHwANNschen Zellen — zumal
bei Regeneration — firben wir mit Himatoxylin-Eosin oder
VAN GIESON nach.

BIELSCHOWSKY empfiehlt, Nervenstiicke oder anderes Gewebs-
material (z. B. Geschwulstknoten. von Nerven, Muskeln usw.)
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nach vollendeter Formolfixierung auf 3—4 Tage in konzentriertes
Pyridin zu bringen (s. S. 83). Von dem fertig imprignierten
und reduzierten Block werden kleine Stiickchen auf dem Objekt-
triger vorsichtig und mdglichst fein zerzupft. Die Entwisserung
und Aufhellung geschieht durch Auftriufeln von Spiritus, ab-
solutem Alkohol und Carbol-Xylol. Die Achsenzylinder erscheinen
in elektiver Weise schwarz gefirbt und kontrastieren scharf
gegen die gelblichbraunen Bindegewebsfasern.

Die besten Resultate beziiglich der Darstellung der mark-
losen Nervenfasern und der Endapparate erzielt man am
peripherischen Nervensystem mit der Blockimprignation. BIEL-
scHOWsSKY lafit die Blocke 2—3 Tage in reinem Pyridin und
behandelt sie dann nach sorgfiltigem Auswaschen in destilliertem
Wasser in den Silberlosungen weiter. In ammoniakalischem
Silber miissen grifere Blocke bis zu 24 Stunden bleiben; die
iibliche Losung des ammoniakalischen Silberoxyds kann aber
doppelt und dreifach verdiinnt werden. Bevor die Reduktion
mit Formalinlésung ausgefithrt wird, wascht man die Blocke
(wenn sie also aus der Silberoxyd-Ammoniaklésung kommen) in
zwei- bis dreimal zu erneuerndem destilliertem Wasser etwa
4 Minuten lang aus; BOEKE empfiehlt sogar ein zweistiindiges
Auswaschen. Auf diese Weise bekommt man regelmiBig gute
Praparate (vgl. die Studien von BorkE und BIELSCHOWSKY).
Allerdings macht das Schneiden derartiger Blocke nach voll-
endeter Paraffineinbettung oft wegen ihrer Harte Schwierigkeiten.
Es bedarf dazu guter Mikrotome mit fester Zylinderfiihrung des
Messers, und es empfiehlt sich auch, mit weichem Paraffin zu
arbeiten, welchem etwas Wachs zugesetzt ist. Man kann an
den vom silberimprignierten Block gewonnenen Schnitten auch
eine Kern- und Bindegewebsfirbung anwenden; BIELSCHOWSKY
empfiehlt dafiir zunéichst eine Nachbehandlung mit Kalium-
Platin-Chloriir (unter Beibehaltung der Fixierung mit Natrium-
thiosulfat), wobei das Bindegewebe und die nicht nervése Ge-
webssubstanz fast vollkommen farblos und fiir die Aufnahme
von Himatoxylin, Kresylviolett, Neutralrot usw. empfinglich wird.

Doixikow gibt fiir die Darstellung von Degenerations- und Regene-
rationsvorgéingen am peripheren Nerven mittels der BIELSCHOWSKY schen
Methode folgende Vorschriften: Die auf gerieften Kartonstreifen aufge-

spannten Nerven werden in Formol mindestens einen Monat fixiert.
Spielmeyer, Technik. 3. Aufl. 10
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Statt Gefrierschnittpraparate zu machen, versilbert man im Block, und
zwar spaltet man dazu je nach der Dicke der Nervenstimme mit einem
Rasiermesser die Nerven; nur ganz diinne Nervenstimmchen koénnen in
toto behandelt werden. Diese Nervenstiickchen kommen nach Abspiilen
in Wasser fiir 24-—48 Stunden in Pyridin. Auswaschen in flieBendem
Wasser (12—24 Stunden) und danach in mehrfach zu wechselndem de-
stilliertem Wasser fiir mehrere Stunden. Dann tut man sie fiir 4—5 Tage
in eine 29,ige Silbernitratlosung. Abspiilen in destilliertem Wasser und
Behandlung der Stiickchen fiir 4—8 Stunden in dem BIELSCHOWSKY schen
Silber-Ammoniakbad. Nach kurzem mehrmaligem Abspiilen in destillier-
tem Wasser kommen die Stiickchen in 209%iges Formol fiir 12 bis
24 Stunden. — Die so impragnierten Nervenstiickchen kénnen entweder
zerzupft oder eingebettet und dann geschnitten werden. Die Zerzupfung
nimmt man in Uhrschilchen mit destilliertem Wasser oder in 70 9, igem
Alkohol vor. Die ganz feine Zerzupfung geschieht am besten in Xylol
auf dem Objekttriger. Zur Einbettung verwendet man Celloidin oder
Photoxylin. Die Einbettung muB im Dunkeln geschehen. Die Blocke
sind moglichst bald zu schneiden.

Wo es darauf ankommt, nervése Endorgane, die in Knochen
eingeschlossen sind, zur Darstellung zu bringen, empfiehlt BrerLscaowsxky,
die Stiicke in 20 9% iger Formollésung zu fixieren und sie dann in 5 %, iger
Salpetersiure zu entkalken. Nach vollendeter Entkalkung werden sie ent-
wissert und einige Tage in 209,ige Formollosung zuriickgebracht. Da-
nach Wissern, Schneiden usw. (wie bei dem eben aufgefiihrten, durch
die Einfiihrung von Essigsiurewasser modifizierten BrerLscmowskyschen
Verfahren). Bei élteren Objekten, welche lingere Zeit in der Konservie-
rungsfliissigkeit gelagert hatten, erzielt man gute Resultate nur dann,
wenn man die Prozeduren vom Ubertragen in die Silberoxyd-Ammoniak-
16sung bis zur Reduktion in dem 209%,igen Formalin zweimal wieder-
holt. Ehe man sie aus dem Formalin in das ammoniakalische Silber-
oxyd zuriickbringt, miissen sie vorher lingere Zeit wissern.

3. F. Reichs Firbungsmethoden der n- und wp-Granula.
I. Elektive Férbung der n-(protagonartigen)Granula.

1. Hartung in MULLERscher Flissigkeit. )

2. Langsschnitte von etwa 20 u mit Hilfe des Gefrierverfahrens oder
nach Celloidineinbettung.

3. Firbung in 19 iger Toluidinblauldsung !/, Minute in der Kilte.

4. Abspiilen in Aqua destill.

5. Differenzieren in 95 9, igem Alkohol einige Minuten, bis der Schnitt
ganz bldulich erscheint.

6. Ubertragen in absoluten Alkohol einige Minuten, solange noch
Farbstoff abgeht.

7. Xylol.

8. Canadabalsam.

Bei diesem Verfahren erhilt man unter der Voraussetzung, daB die
Hirtung in MULLERscher Fliissigkeit eine ausreichende war und die Dif-
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ferenzierung geniigend lange fortgesetzt ist, eine vollig elektive Fir-
bung der n-Granula. Dieselben treten in schén karmoisinrotem Farben-
ton als die einzig gefirbten Bestandteile des Préiparates sehr deutlich
hervor. Alle iibrigen Gewebsbestandteile des Nervensystems, also insbe-
sondere die Kerne, die Nervenfasern und das Bindegewebe sind vollig
farblos. Der einzige Gewebsbestandteil, der dabei gleichzeitig gefirbt ist,
sind etwa im Bindegewebe vorhandene Mastzellen.

II. Gleichzeitige Firbung der n-Granula und der Zellkerne.

1. Hirtung in Formol-Miiller.

2. Gefrierschnitte oder Schnitte nach Celloidineinbettung.

3. Farben in Thionin (19%ig) (oder Toluidinblau 19 ig) 5 Minuten
in der Kilte oder 1/,—1 Minute in der Siedehitze.

4. Differenzieren in Alkohol 809%ig, dann 959, ig.

5. Entwissern in Alkohol 100 9%ig.

6. Xylol.

7. Canadabalsam.

AuBer den n-Granula, die einen karmoisinroten Farbenton annehmen,
sind auch die Kerne, und zwar intensiv griinblau, gefarbt. Sie zeigen
eine deutliche Kernmembran, ein feines Kernnetz und ein grofles rundes
Kernkorperchen und sind sebhr &hnlich den Kernen kleinerer Ganglien-
zellen. Wenn man bei dem letzteren Verfahren nur schwach differen-
ziert, insbesondere darauf achtet, daB der absolute Alkohol nur kiirzere
Zeit éinwirkt, so erhdlt man Priparate, in denen auch die Nervenfasern,
zu denen die Zellen gehoren, in griinblauem bis deutlich blauem Farben-
ton gefirbt sind. Entfirbt man zu schwach, so kann die Farbung der
Nervenfasern eine so intensive sein, dafl die Nervenfaserzellen so sehr
verdeckt sind, daf man bei schwacher Vergroferung sie nicht mehr wahr-
nimmt. Ist die Entfirbung zu stark, so finden sich nur matte Andeu-
tungen von Faserfirbung; es gehort deshalb eine gewisse Ubung dazu,
um bei der Differenzierung denjenigen Grad der Faserfirbung herauszu-
bekommen, der fiir den jeweiligen Untersuchungszweck der geeignetste
ist. Auch die Dauer der Hirtung ist auf das Resultat von einem gewissen
Einfluf.

Domvikow empfiehlt einen Teil der nach dieser Methode gefirbten
Gefrierschnitte (statt in Canadabalsam einzubetten) aus dem Wasser auf
den Objekttriger zw bringen und in Livulosesirup zu untersuchen. Man
erhilt dann auBer den erwihnten Bestandteilen auch das in den Maschen
des Wabenwerkes tropfenformig liegende Myelin und verschiedene andere
Produkte gefirbt, die bei der Einbettung in Balsam extrahiert werden.

IIl. Die Farbung der u-Granula.

1. Hirtung in Formol-Miiller.
2. Gefrierschnitte von etwa 15 u oder Celloidineinbettung.
. 3. Férben in einer Losung von Siurefuchsin 1,0. 59 ige Carbolsiure-
16sung 100,0, 24 Stunden im Brutofen oder etwa 5. Minuten bei Siedehitze.
4. Oxydieren in 19%iger Losung von Calium permanganicum etwa
1/, Minute.
10%
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5. Differenzieren in Pars Sduregemisch.

6. Wiederholen der MaBnahmen ad 4 und 5, bis das Priparat hell-
rosa erscheint.

7. Auswaschen in Aqua dest.

8. Alkohol 959, ig.

9. Carbolxylol.

10. Canadabalsam.

Die n-Granula nehmen das Siurefuchsin iiberhaupt nicht an. Die
u-Granula firben sich damit sehr intensiv und halten die Farbe bei der
Differenzierung mit groBer Zahigkeit fest. Bei vorstehendem Verfahren
sind bei hinreichender Differenzierung Zellkern und netzformige Zell-
grundsubstanz der Nervenfaserzelle vollig entfirbt. Die u-Granula treten
als einzig gefirbter Zellbestandteil in Form leuchtend roter myelinartiger
Kugeln auf. In der Nervenfaser sind die aus netzférmig geronnenem
Lecithin bestehenden Myelinnetze (KapLans Neurokeratingeriist), nach
mikrochemischer Untersuchung offenbar ebenso wie die u-Granula haupt-
sdchlich aus Lecithin bestehend, ebenfalls intensiv gefirbt, wenn auch
meist etwas weniger als die u-Granula. Es bedarf daher einer aufmerk-
samen Durchforschung der Priparate mit stirkeren VergréBerungen, um
die w-Granula aufzufinden. Die Auffindung derselben wird wesentlich
erleichtert, wenn man statt der einfachen Firbung der u-Granula eine
kombinierte Farbung anwendet, die die Zellkerne zur Darstellung bringt.
Es ist dabei auch mdoglich, gleichzeitig die n-Granula mitzufirben. Ein
hierfiir geeignetes Verfahren ist folgendes:

IV. Gleichzeitige Darstellung der =»-Granula, der u-Gra-
nula und des Kerns der Nervenzelle.

1. Hirtung in Formol-Miiller.

2. Entwissern.

3. Gefrierschnitte.

4. Firbung in einer Losung von: S#urefuchsin 1,05 in 59, iger Car-
bollésung 100,0, 24 Stunden im Brutofen.

5. Differenzieren in einer 19 igen Losung von Calium permangani-
cum !/, Minute.

6. Ubertragen in Pars Siuregemisch.

7. Wiederholen des Prozesses ad 5 und 6, bis die Schnitte schwach
rosa erscheinen.

8. Auswaschen in Wasser.

9. Ubertragen in kalte Toluidinblauldsung 29 ig 1/, Minute.

10. Alkohol 809,ig, Alkohol 959%,ig, Alkohol 1009 ig.

11. XyloL

12. Balsam.

Die Nervenfasern erscheinen dabei, falls die Differenzierung aus-
reichend stark gewesen ist, mattrot bis auf einzelne stiirker rote Partien.
Die Kerne erscheinen deutlich blau, das Bindegewebe mattbliulich. Die
in den Zellen und hier und da auch in den Fasern selbst auffindbaren
u-Granula erscheinen leuchtend fuchsinrot. Neben den fuchsinroten
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u-Granula sieht man auch die etwas matteren karmoisinroten 7-Granula
und auch die griinlichblau gefirbte, netzférmige Grundsubstanz der Nerven-
faserzellen.

4. Nemiloffs Methylenblaufirbung.

gibt von den Zellen der Scawaxxschen Scheide und dem feinen (Neuro-
keratin-)Geriist ebenfalls recht instruktive Bilder.

Der frische Nerv wird in einer !/;9igen Methylenblaulosung im
Thermostaten gefirbt und dann zerzupft oder in molybdinsaurem Am-
monijum fixiert, ausgewaschen und rasch (in 30 Minuten) in Paraffin ein-
gebettet (50—52° Schmelzpunkt).

An den 5 u dicken Schnitten bzw. an den Zupfpriparaten erkennt
man das blaugefirbte schwammige Geriist (die plasmatischen Auslaufer
der ScawaNNschen Zellen) innerhalb der Markscheide.

Auch an den in Chromessigsdure fixierten Nerven ist dieses Neuro-
keratingeriist mittels der HeipExmAINschen Firbung gut darstellbar.

5. Doinikows Firbung des markhaltigen Nerven.

1. Fixierung in OrTEschem Formol-Miiller-Gemisch 1 Tag.

2. Nachhirten in MtLLERscher Flissigkeit (eventuell lingere Zeit).

3. Behandlung der Nervenstiickchen fiir 8—10 Tage in dem MaRrCHI-
schen Gemisch.

4. Einbettung in Celloidin oder Herstellung von Zupfpriparaten.

5. Verbringung der Priparate fiir 1 Stunde in gesittigte Phosphor-
molybdénséure.

6. Nach Auswaschen in Wasser Firbung in Man~scher Fliissigkeit
fiir 24—48 Stunden.

7. Nach kurzem Auswaschen in Wasser Ubertragen in 96 % igen und
absoluten Alkohol.

8. Differenzieren in absolutem Alkohol, zu dem einige Tropfen Atz-
kalialkohol zugesetzt werden, bis die vorher blauen Schnitte eine deut-
liche rote Farbe annehmen.

9. Auswaschen in absolutem Alkohol.

10. Ubertragen in Essigsiure-Alkohol (absoluter Alkohol, zu dem
etwas Eisessig zugefiigt ist), wo sie sofort wieder einen bldulichen Ton
annehmen.

11. Nochmaliges Auswaschen in absolutem Alkohol. Rasches Uber-
tragen in Carbol-Xylol, Einbetten in Paraffin6l. Die Deckgliser werden
nachher mit Damarlack umrandet.

Die nach dieser Methode behandelten Priparate geben eine intensive
Protoplasmafirbung der ScHwanNschen Zellen. Das Wabenwerk der
Markscheide erscheint rétlich, das Mark hellrut, die Degenerationsprodukte
der Markscheide in verschiedenen Abstufungen grau, braun und schwarz.
Die Bindegewebsfasern werden blau gefirbt. Die Methode kann auch
ohne Osmiierung gebraucht werden.
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6. Die Ehrlichsche vitale Methylenblaufirbung

kann hier nur in ihren groben Ziigen geschildert werden. Wer
sich mit dieser Methode eingehender befassen will, findet eine
ausfithrliche Besprechung des praktisch und theoretisch Wichtigen
in dem Artikel von DoGiEL, der sich, wic BETHE, um den Aus-
bau dieser Methode besonders verdient gemacht hat (Encyklo-
pédie der mikroskopischen Technik II, S. 881f).

Man injiziert vorsichtig (damit das Tier moglichst lange
am Leben bleibt) eine vorher filtrierte /4—'/2 %ige Lésung von
Methylenblau (,rektifiziertes Methylenblau zur vitalen Infektion
von GRUBLER-Leipzig“). Als Losungsmittel dient physiologische
Kochsalzlésung. Bei intravendser Injektion filhrt man nur alle
5 Minuten etwa 2 ccmn Methylenblaulsung zu; diese muf3 auf
37° C erwirmt sein. Man kann auch subkutan und intraperito-
neal injizieren.

Die Organe des (zu Tode narkotisierten) Tieres werden zer-
kleinert und dem Einflusse der Luft ausgesetzt; das Leukoprodukt
wird dabei durch Oxydation gebldut; das dauert bei diinnen Pri-
paraten 15— 30 Minuten, bei dicken 1'/;—2%/; Stunden; eventuell
fertigt man Zupfpriparate an, um sich von dem ,Blauwerden
zu iberzeugen. Sodann wird fixiert, und zwar zunichst fiir 10 bis
15 Minuten in einer gesattigten wisserigen Losung von pikrin-
saurem Ammonium (DoeIEL) und darauf in einer der von BETHE
angegebenen fixierenden Ldsungen:

1. Ammoniummolybdat . . . . . . 1,0
destill. Wasser . . . . . . . . . 200
offizin. Salzsure . . . . . . . . 1 Tropfen

2. Ammoniummolybdat . . . . . . 10
destill. Wagger . . . . . . . . . 10,0
29%ige Chromssure . . . . . . . 10,0
Salzsgure . . . . . . . . . . . 1Tropfen

3. Ammonjummolybdat . . . . . . 10
destill. Wasser . . . . . . . . . 10,0
1/, %ige Osmiumsiure . . . . . . 10,0
Salzegure . . . . . . . . . . . 1Tropfen

4. Phosphormolybdénsaures Natron . . 1,0
destill. Wasser . . . . . . . . . 20,0
Salzsiure . . . . . . . . . . . 1 Tropfen
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5. Phosphormolybdénsaures Natron . . 1,0
destill. Wasser . . . . . . . . . 10,0
29,ige Chromsdure . . . . . . . 10,0
Salzgdure. . . . . . . . . . . 1Tropfen

6. Phosphormolybdédnsaures Natron . . 1,0
destill. Wasger . . . . . . . . . 10,0
1/,%ige Osmiumsdure . . . . . . 10,0
Salzsdure. . . . . . . . . . . 1Tropfen

Das Ammonijumolybdat und das phosphormolybdédnsaure Na-
tron werden unter Erhitzen in Wasser geldst, bis die Triibung
schwindet. Der beim Zusatz von Salzsiure entstehende Nieder-
schlag 16st sich beim Umschiitteln wieder. Die Ammonium-
molybdatfixierung ist (dem Alkohol gegeniiber) eine sicherere,
die Priparate sind aber weniger durchsichtig.

Die Losungen 3 und 6 geben die beste Fixierung; sie wendet
man fiir solches Material an, das eingebettet werden soll. Man
fixiert darin 4—12 Stunden, wischt griindlich aus, entwissert
und bettet in Paraffin ein. Die anderen Fixierlosungen dienen
fiir Objekte, die in toto untersucht werden sollen; in ihnen fixiert
BETHE etwa 45—60 Minuten. (Vgl. im {ibrigen BETHEs Aus-
fithrungen, besonders in seiner ,,Allgemeinen Anatomie und Physio-
logie des Nervensystems*.)

-Man kann das Methylenblau, anstatt es vital einwirken zu
lassen, auch in der Weise anwenden, daB man Stiicke der noch
lebenswarmen Organe eines Tieres fiir 2— 3 Stunden in eine warme
Y10—*/s %ige Losung einlegt; man spiilt nach Eintritt der Fér-
bung (eventuell mikroskopische Kontrolle) mit physiologischer
Kochsalzlésung ab und fixiert wie oben.

Dreizehntes Kapitel.

Die Darstellung einiger pathogener
Mikroorganismen.

Das Hauptinteresse hat hier die Spirochaete pallida; es
sind deshalb im folgenden auBer den Schnittfirbungen (LEVADITI
bzw. LEVADITI-NoGUCHI, JAHNEL) auch die Verfahren zum Nach-
weis im Dunkelfeld und Ausstrich (,Methodes rapides“ der Fran-
zosen) genannt.
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DaB fiir die Schnittuntersuchung am Zentralnervensystem jetzt
lediglich JAHNELs Verfahren in Betracht kommt, braucht kaum
erwihnt zu werden; dieser ausgezeichneten Methode und ihrem
Erfinder verdanken wir — nach Nocuchis Entdeckung der Spiro-
chite bei Paralyse und Tabes — unsere wichtigsten Kenntnisse
iber die Spirochiten bei den syphilogenen zentralen Prozessen.

Zu den hiufiger notwendig werdenden Untersuchungen auf
pathogene Mikroorganismen diirfte fiir den Neurohistologen die
Firbung auf Trypanosomen, NEGRIsche K6rperchen, Tu-
berkelbazillen gehoren.

Die gewdhnlichen Bakteriendarstellungen miissen als bekannt
vorausgesetzt werden.

1. Darstellung der Spirochaete pallida im Schnittpriparat
(Levaditische Methode).

Sie ist der Cayarschen Silberimprignation der Neurofibrillen
nachgebildet.

1. Diinne Gewebsscheiben werden in 10 %igem Formol ge-
hartet.

2. Ubertragen in 96 %igen Alkohol fiir 24 Stunden.

3. Ubertragen der Stiicke in destilliertes Wasser, bis sie darin
untersinken.

4. Imprignation in einer 1,5 %igen Losung von Argent. nitric.
(3 Tage im Brutofen in dunkler Flasche).

5. Kurzes Auswaschen in destilliertem Wasser (Gehirnblscke
1—2 Stunden).

6. Danach kommen die Stiicke auf 24 Stunden zur Reduktion
in eine 4%ige Pyrogallussiure, der 5 ccm des k#uflichen For-
malins auf 100 cem Fliissigkeit zugesetzt werden (in dunkler
Flasche im Schrank).

7. Auswaschen in destilliertem Wasser fiir 1 —2 Stunden.

8. Aufsteigender Alkohol, Xylol, Paraffineinbettung.

Die Peripherie der Blocke enthilt zahlreiche Niederschlige.
Die ersten Schnitte sind deshalb nicht brauchbar. Man schneidet
5 w dicke Schnitte und breitet sie auf dem Objekttriger mittels
erwirmten Wassers aus. Sie haften durch Kapillarattraktion.
Dann werden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und sind im
allgemeinen schon dann fertig zum EinschluB in Canadabalsam.
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(Es empfiehlt sich jedoch bisweilen, die Schnitte etwas heller zu
machen, indem man den aus dem Xylol kommenden Schnitt fir
einige Sekunden in absoluten Alkohol, dann in 96 %igen Alkohol
und darauf in 1%igen salzsauren Alkohol tut. Danach wird er
wieder in 96 %igen Alkohol und Xylol uberfiihrt; EinschluB8 in
Canadabalsam). Die Spirochéten sind tiefschwarz imprigniert
und heben sich von dem hellgelben Gewebe gut ab; jedoch ist
gerade am nervosen Gewebe selbst ihre Auffindung und Erken-
nung dadurch erschwert oder gar unmdglich, daB sich feinste
Nervenfasern in dhnlicher Weise firben und &hnliche Spiralform
aufweisen.

Noguchi hatte deshalb eine Modifikation der LrvapiTischen Me-
thode angegeben:

1. 5—7 mm dicke Scheiben werden aus dem mit Formol gehirteten
Gehirn herausgeschnitten und fiir 5 Tage bei Zimmertemperatur in fol-
gender Losung belassen:

Formalin. . . . . . 10cem
Pyridn . . . . . . 10 ,,
Aceton . . . . . . 25
Alkohol . . . . . . 25
Aqua dest. . . . . . 30 ,,

2. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser fiir 24 Stunden.

3. Ubertragen der Stiicke auf 3 Tage in 96 % igen Alkohol.

4. Auswaschen in Wasser 24 Stunden lang.

5. Behandlung der Stiicke in einer 1,59%igen Silbernitratlésung fiir
3 Tage bei 37° C.

6. Zweistiindiges Auswaschen in destilliertem Wasser.

7. Reduktionsbad in 49 iger Pyrogallussiureldsung, der man 59,
Formalin zugesetzt hat (24—48 Stunden bei Zimmertemperatur).

8. Griindliches Auswaschen in destilliertem Wasser.

9. Ubertragen in 809 igen Alkohol auf 24 Stunden.

10. 959, iger Alkohol 3 Tage (téglich erneuern).

11. Absoluter Alkohol 2 Tage.

12. Xylol, Paraffin.

NocucHt empfiehlt, die Schnitte aus verschiedener Tiefe der Objekte
zu entnehmen, um so die bestimprégnierte Zone sicher zu treffen. Man
schneidet 3—5 ¢ dicke Schnitte. Bei guter Imprégnation erscheinen die
Gewebsteile des Gehirns schwach gelb oder gelbbraun, die Pallida aber
tiefschwarz. Mitgefiirbte Neurogliafasern erscheinen bei giinstiger Be-
leuchtung zumeist nur bréunlich gefdrbt und nur selten schwarz. Doch
erschwert oft auch bei dieser Methode die Mitimpréignation nerviser und
nichtnervéser ektodermaler Bestandteile das Suchen nach der Spirochite
ganz auBerordentlich.
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2. Pyridinuranmethode nach Jahnel

1. Kleine Blocke von 2—4 mm Dicke, die schon lingere Zeit
in Formalin oder Alkohol fixiert sind, kommen auf 1—3 Tage in
Pyridin. Hiernach werden sie sorgfiltig in Wasser ausgewaschen
und kénnen noch einige Tage in 5—10%iges Formalin verbracht
werden (zur volligen Entfernung des Pyridins).

Nach neuerlichem Wissern kommen sie

2. in eine 1%ige, mit destilliertem Wasser bereitete Uran-
nitratlsung, '/z—1 Stunde im Brutofen bei 37°.

3. Auswaschen in destilliertem Wasser 1 Tag.

"~ 4. 96 %iger Alkohol 3—8 Tage.

5. Auswaschen in destilliertem Wasser, bis die Stiicke darin
untersinken.

6. Versilberung der Blocke in einer 1/:%igen Losung von
Argentum nitricum (MERCK) in dunkler Flasche im Brutofen,
5—8 Tage lang. (Reichlich Silberlésung, nicht zu viele Stiicke
in eine Flasche!)

7. Nach AbgieBen der Silberlésung und Abspiilen in Aqua
dest. kommen die Stiicke in ein frisch bereitetes Reduktionsbad
von 4 %iger Pyrogallussiurelésung, der man 5% Formalin zu-
gesetzt hat, fiir 1—2 Tage bei Zimmertemperatur in dunkler
Flasche. :

8. Auswaschen in Aqua dest., steigender Alkohol (sgurefrei!),
Xylol, Paraffineinbettung. Man schneidet 5—10 g dicke Schnitte.
(Fir andere Organe als das Nervensystem eignet sich die Pyridin-
uranmethode weniger; wenn sie auch hier zur Anwendung ge-
langen soll, so. empfiehlt es sich, den Urannitratgehalt bei 2
etwas schwicher, etwa 0,1 —0,2%ig, zu nehmen.)

3. Pyridinwaschmethode (Jahnel).

1, 2, 3,4 wie bei der LeEvapiTi-Methode.

5. Auswaschen in unverdiinntem Pyridin !/s—1 Stunde lang.

6. Entwickeln — 1 Tag — in Pyrogallussiure mit Formol in
der gleichen Zusammensetzung wie bei der LEVADITI-Methode
oder in dem Entwickler von LEVADITI-MANOUELIAN. (Dieser be-
steht aus 90 ccm einer 4 %igen wisserigen Pyrogallussiurelésung
und 10 ccm Aceton; von dieser Mischung werden 10 cem abge-
gossen und "durch Pyridin ersetzt.)



Jabnels Spirochitenmethoden. 155

7. Wissern und Paraffineinbettung in der iiblichen Weise.

Die Pyridinwaschmethode ist nicht ganz so sicher und elektiv
wie die Pyridinuranmethode, aber sie liefert oft sehr hiibsche
Bilder (z. B. von Rekurrensspirochéten im M#iusegehirn).

Dann hat JAENEL angegeben, dall sich eine elektive Spiro-
chitenfairbung im Zentralnervensystem oft dadurch schon erzielen
lasse, dafl man die alte LeEvapiTI-Methode mit dem Entwickler
von LEVADITI-MANOUELIAN kombiniert:

1,2, 3,4 wie bei der alten LrvapITI-Methode.

5. Auswaschen in destilliertem Wasser 2 Stunden lang.

6. Entwickeln in dem Pyrogallol-Acetonpyridinentwickler
(siehe unter 6) 1 Tag lang.

7. Griindliches Wissern und Paraffineinbettung.

Letzteres Verfahren ist besonders zum Spirochitennachweis
in den Hirnhduten, ferner bei Tabes geeignet.

Die Darstellung der Spirochiten in einzelnen Schnitten
des Zentralnervensystems ist schwieriger und miBlingt leichter.
JAHNEL hat auch ein solches Verfahren angegeben, empfiehlt es
aber nicht zum Suchen nach Spirochiten, sondern nur fiir die
Fille, wo Gewebsstrukturen und Spirochatenbilder in aufeinander-
folgenden Schnitten verglichen werden sollen.

1. Gefrier- (oder Celloidin-)schnitte kommen auf 1 —12 Stunden
in unverdiinntes Pyridin.

2. Griindliches Auswaschen der Schnitte in mehrfach ge-
wechseltem destilliertem Wasser.

3. Ubertragen in 96 %igen Alkohol 1 Stunde lang.

4. Kurzes Waschen in destilliertem Wasser.

5. Verbringen der Schnitte in eine 5 %ige Uransulfat- (Uranyl-
sulfat natronfrei) oder Urannitratlosung (MERCK) bei 37° auf
2 Stunden.

6. Kurzes Waschen in destilliertem Wasser (zwei Schalen).

7. Bekeimung der Schnitte in einer 1%igen SilbernitratlGsung
3—6 Stunden bei 37°. _

8. Entwicklung nach dem LiesEGANGschen Prinzip. Die
Schnitte kommen am besten einzeln in ein Schilchen mit 5 ccm
/4% iger Silbernitratlosung; hierzu fiigt man 20 ccm 70 %iger
wiisseriger Gummi arabicum-Losung hinzu. Durch Umherschwen-
ken der Schale sucht man eine griindliche Mischung der Fliissig-
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keiten herbeizufiihren. Dann setzt man zu diesem Gemisch noch
5 %iges Hydrochinon (wasserige Losung, nicht iiber 8 Tage alt)
hinzu. Von diesem Augenblick an beginnt der Entwicklungs-
prozeB, der sorgfiltig iiberwacht werden muf. Man schwenke
zunéchst das Schalchen um, damit die Fliissigkeiten sich nach
Moglichkeit vermischen. Der Schnitt muf} vollkommen ausge-
breitet in der Fliissigkeit schweben. In etwa 10 Minuten ist der
Schnitt geniigend entwickelt — er sieht dann braunrot aus —
und mufl dann in eine grofle Schale mit Wasser iibertragen
werden. Die Entwicklungszeit mufl ausprobiert werden. Bei
Celloidinschnitten empfiehlt- es sich, das Silber bei der Entwick-
lung etwas stirker (0,5%) zu nehmen.

9. Dann schlieBt man die Schnitte, nachdem man sie griind-
lich gewdssert hat, in der iiblichen Weise durch steigenden Al-
kohol, Xylol und Canadabalsam ein. Fiir das Gelingen der Me-
thode sind reine Reagentien (am besten von MERCK), doppelt
destilliertes Wasser, sauberes Arbeiten (reine Glasschalen und
(Glashikchen) erforderlich.

Bei Gefrierschnitten treten bei genauer Einhaltung aller Vor-
schriften kaum, bei Celloidinschnitten leichter storende Nieder-
schlage auf, die dann iibrigens auch in einer anderen Ebene liegen
und dadurch die Beurteilung des Spirochitenbildes kaum storen.

4. Darstellung der Spirochaete pallida im Dunkelfeld
und Ausstrich.

Der Nachweis der Spirochdten gelingt dort, wo sie nur in
geringer Zahl vorkommen (Paralyse), auch hiufiger im Dunkel-
feld. Man stellt sich deshalb von verschiedenen Rindenpartien
feinste Rindenemulsionen her, indem man nach Abziehen der Pia
kleine Rindenstiickchen (ohne MarkweiB) herausscheidet und sie
in einem Uhrschélchen (nach Zusatz eines Tropfens physiologi-
scher Kochsalzlésung) mit einem Glasstéibchen zu Brei zerklopft.
Dann untersucht man diese feine Emulsion vor allem im Dunkel-
feld, eventuell auch noch nach einem der hier angegebenen viel
mithsameren und weniger sicheren Verfahren.

I Nach der Giemsa-Methode.

1. Sehr diinne Objekttrigerausstriche 1iBt man lufttrocken werden
und fixiert sie etwa 15 Minuten in absolutem Alkohol.

2. Die mit FlieBpapier abgetupften Priiparate werden zur Firbung
auf zwei Glasstibe gelegt und mit einer Farblosung iibergossen, die man
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sich in der Weise herstellt, daB man auf 10 cem destillierten Wassers
10 Tropfen der Giemsaschen Farblosung (GRUBLER, Leipzig) tropfenweise
hinzuflieBen 1aBt.

Die Fiarbung dauert 10—20 Minuten; zwischendurch empfiehlt es
sich, die Farblosung abzugieBen und neue aufzuschichten.

3. Abspritzen der Pridparate unter dem Strahle der Wasserleitung.

4. Vorsichtiges Abtupfen mit FlieBpapier, Lufttrockenwerdenlassen,
EinschluB in neutralem Canadabalsam.

Die Spirochaete pallida erscheint rotviolett, die Kerne der weillen
Blutkérperchen purpurrot, die basophilen Granula weiBer Blutzellen blau.
Wichtig fiir das Gelingen der Firbung ist, daB man sich streng an die
vorgeschriebene Verdiinnung der Giemsa-Losung hilt, daB das Misch-
gefi absolut rein ist (es darf zu nichts anderem benutzt werden als zu
dieser Farbung); dieses MischgefiBl soll einen weiten Durchmesser haben;
wihrend man den Farbstoff hineintropft, mufl das Gefifl umgeschwenkt
werden; das Farbgemisch ist sofort aufzuschichten.

II. Nach dem Burrischen Tuscheverfahren.

Der sehr diinne Gewebsbrei (auch von fixiertem Material) wird mit
einem Tropfen Wasser und dem Bruchteil eines Tropfens chinesischer
Tusche (Pelikantusche) versetzt; davon wird ein diinner Ausstrich auf
dem Objekttriger gemacht. Das lufttrockne Priparat wird mit Olimmersion
untersucht. Die Spirochite erscheint hier hell auf dunklem Grund.

III. Nach der Methode von FONTANA-TRIBONDEAT.

1. 1 Tropfen der Hirnrindenemulsion wird auf den Objekttriger in
diinner Schichte sorgfiltig verteilt (man vermeide zu starkes Verreiben).

2. Fixieren 1 Minute lang durch AufgieSen einiger Tropfen folgender
Losung:

Eisessig . . . -+ . . . .. lecem
Formol 40%1g e e e e e .2,
Aqua dest. R . . . ad1l00 ,

3. Waschen in flleBendem Wasser

4. Beizen durch AufgieBen der nachstehenden Lisung auf den Objekt-
triger, indem man 30 Sekunden lang bis zum Aufsteigen von Démpfen
erhitzt:

Acidum carbolicum liquefact. . . . 1cem
Tannin . e e e e . .. .. byg
Aqua dest. . . . . . . . . ad 100 cem

5. Waschen in flieBendem Wasser.
6. Imprégnieren durch AufgieBen folgender Silberlgsung, die man
wieder 30 Sekunden lang bis zum Aufsteigen von Démpfen erhitzt:

Argentum nitricum . . . . . . . 025 g
Aqua dest. . . . . . . . . . . 100cem
Ammoniak . . . . . . . . . . so viel Tropfen,

als notig sind, um-den Niederschlag wieder aufzulésen, der sich nach
Zusatz der ersten Tropfen von Ammoniak bildet. (Es wird oft der Fehler
gemacht, daB zu viel Ammoniak genommen wird; deshalb empfiehlt
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JAnNEL, den Ammoniakzusatz zu unterbrechen, bevor der Niederschlag
ganz geldst wird.)

7. Waschen in flieBendem Wasser und Abtrocknen.

Die Spirochdten erscheinen schwarzbraun auf gelblichem Grunde.
Sie sind verhiltnism#Big leicht zu unterscheiden von den breiten, unregel-
miBigen Windungen der in hellerem Gelb erscheinenden Nervenféserchen.

5. Trypanosomenfiirbung.
I Im Ausstrich nach der Giemsa-Methode (s. S. 156).

II. Im Schnittpriparat nach vaN GiEsoN, HEIDENHAIN
(sehr diinne Schnitte von frischem Material!) oder am besten
nach dem Giemsaschen Verfahren. Fiir letzteres klebt man die
3—5 u dicken Schnitte (Alkoholmaterial, Paraffineinbettung) auf
dem Objekttriger auf, entparaffiniert, tupft nach dem absoluten
Alkohol mit FlieBpapier ab und schichtet die ,GiEMsasche
Losung fiir die RomaNowsky-Farbung®“ (GRUBLER) in der
vorgeschriebenen Verdiinnung (10 Tropfen auf 10 ccm destillierten
Wassers; s. S. 139) auf. Man firbt unter Wechseln der Farb-
l6sung 30 Minuten, manchmal auch einige Stunden. Differen-
zieren in destilliertem Wasser. Abtupfen, kurzes Eintauchen in
absoluten Alkohol oder Aceton. Xylol, Balsam.

6. Firbung der Negrischen Korperchen nach Lentz.

1. Fixierung in Alkohol; Paraffineinbettung.
2. Farben 1 Minute lang in folgender Losung:

Eosin extra B Hochst . . . . 0,5
60 %iger Athylalkohol . . . . 100,0
3. Abspiilen in Wasser.
4. Firben 1 Minute lang in LOFFLERschem Methylenblau:
gesiittigte alkoholische Losung von
Methylenblau B. Patent Hochst . 30,0
0,01%ige Kalilauge . . . . . 100,0

5. Abspiilen in Wasser.

6. Trocknen mittels FlieBpapier.

7. Differenzieren zunichst in alkalischem Alkohol:
Alcohol absolut. . . . . . . 30,0
1%ige Losung von Natr. caust. in

Alcohol absolut.. . . . . . 5 Tropfen.
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Man differenziert, bis das Praparat nur noch eine schwache
Eosinfarbung zeigt.
8. Weiteres Differenzieren in saurem Alkohol:
Alcohol absolut. . . . . . . 300
50%ige Essigsaure . . . . . 1 Tropfen.
Man differenziert, bis die Ganglienzellen noch als schwach
bliauliche Striche zu erkennen sind.
9. Rasches Abspiilen in absolutem Alkohol.
10. Xylol, Canadabalsam.
Die NrGrischen Korperchen firben sich carmoisinrot. Sie
zeigen im Innern oft einige blaugestreifte Kornchen.

7. Tuberkelbazillenfirbung nach Ziel-Neelsen.

1. Farbung der Schnitte 1 —2 Stunden im Brutofen in Carbol-
fuchsin (Fuchsin 1,0, Alkohol 10,0, 5%iges Carbolwasser 100,0).
2. Entfirben in Salzsiurealkohol; Abspiilen in Spiritus.

3. Kontrastfirbung in wasseriger Methylenblaulosung fiir 1 bis
2 Minuten.

4. Abwaschen in Wasser.

5. Alkohol von aufsteigender Konzentration, Xylol, Balsam.

Fiir das Sediment der Cerebrospinalfliissigkeit geniigt eine
wenige Minuten dauernde Firbung in erwirmtem Carbolfuchsin.
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