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XVII. 

Eine Modifikation des F trbens mit H imatoxylin, CocheniHe 
und Karmin. 

Ein neues Aufhel lungsmittel .  

Von 

Prof. Dr. Bernhard Rawitz.  

1. Das F/~rben mit Alaunhgmatoxylin bzw. -hi~matein, hlauncochenille 
und Alaunkarmin ist mit manGherlei Ubelstgnden verkniipft, die weniger im 
Material a]s in dem verwendeten ]?arbstoffe begriindet sind. Die h]aunhiima- 
toxyline, gleichgiittig nach welGher Vorschrift sie angdertigt sind, miissen, be- 
vor sic angewendet werden kSnnen, ,,ausreifen". Das dauert nnter Umsti~nden 
Monate; immer abet sind dafiir mehrere Wochen erforderlieh. Und ist die LS= 
sung verwendbar geworden, dann ereignet es skh nicht gar so se]ten, dab sie 
ziemliGh sGhne]l verdirbt. Worauf dieses Verderben beruht, l~Bt sigh night in 
jedem einzelnen Falle feststellen. Selbst mein Gtyzerinalaunhi~matoxylin (vgk 
main ,,Lehrbuch der mikroskopisehen Technik"~ S. 175), alas sich im allgemeinen 
jahrelang unveri~ndert hglt, verdirbt sehr sehnell, wenn das Glyzerin, was jetzt 
hi~ufig der Fall ist, nicht ganz rein ist. Die Alaunhgmateine bedtirfen der Reffusg 
nicht. Abet das I-I~mate~n selber ist seit langerer Zeit seln + unzuverlassig gewor- 
den. :Neben einer Droge, welche allen A~forderungen gentigt, kommen auch 
solche im Handel vor, die in jeder Kombination vGrsagen. Die HersteJ]ung der 
Alauncochenitle ist sehr umst~ndlich und die mi~ dam Reagens erzielten F~r- 
bungen geniigen den Ansprtichen der Mikroskopiker alarum nichL welt sie oft 
dutch F£rbstoffniederschli~ge verunrei~igt sind. Die a]te Klage tiber die Un- 
zuverl~ssigkeit der Karmine des tIandels besteht aueh heute noah zu Recht. Und 
die Karmalaune (vgl. mein zitiertes LehrbuGh, S. 170) versagen fast immer 
am Materiall das in einem Chromsalz fixiert war. 

Darum dtirften die in folgenden Zeilen zu sehildernden Yerfahren tier Ffi~- 
bung vielleicht nicht unwi]lkommen sein. Denn )IiBerfolge mit ihnen sind bei 
riGhtiger Ausfiihrung an gut  fixiertem Material nicht zu. befiirehten und die er- 
zie]ten Fhrbungen gentigen nicht nut allen Anspriichen, sondern sind aueh meines 
Erachtens denGn vorzuziGhen, die man mit den gewShn]ieh gebrauchten Farb- 
16sungen erhiflt. Das Pr inz ip  bes teh t  dar in ,  die Vere in igung  yon Alaun 
und  F a r b k S r p e r  im P r h p a r a t e  sieh vo l lz iehen  zu lassen. Dadurch 
wird bei den H~matoxylinen die Reifung un~6tig mid eriibrigt sich die umst~nd- 
liche Anfertigung der Farb]Osungen yon Cochenille und Karminsi~ure bezw. 
Karmin. 

Hi~matoxyl in .  Schnitte yon Riickenmark yon ]~[ensch und Si~ugetier (andere Vertebraten- 
gruppen babe ich noch nicht geprfift), das nach meiner Modifikation der Betzschen Methode 
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nach Vorkonservierung in l0 prozentigem Formel fixiert war (vgi. meine Abhandlung ,,Neue 
~[ethoden zur Untersuehung des Zentralnerv.ensystems der Vertebraten '°. In Ztsehr. L wissensch. 
Mib:oskopie Bd. 26, 1909), werden folgenderma.lten behandelt: Die gut gew~sserten Schnitte - -  
gleich~iltig, ob sie yon zelloidiniertem odor nieht dm-chtr~nktem Material stammen, gleichgiiltig 
aueh, ob sie in Alkohol oder in Katimnbiehromat-LSsung aufbewahrt wurden - -  kommen fiir 
1 bis 1V2 Stunden ia eine 4 prozentige mit gewShnliehem Wasser hergestellte LSsung yon Alu- 
miniumammoni t lmsulfa t  (AmmonMaun). KaliMaun und gebrannter Alaun (das Alumi- 
alum ustum des Deutsehen Arzneibuehes) sind entsehieden zu widerr~,ten, da sie oft kSrnige 
Niedersehlfige geben, die beim Ammonataun ausbMben. Naeh der Alaunisierung wird in destit- 
liortem Wasser gut abgewasehen. Darauf kommen die Schnitte in eine H~matoxylinlSsung, die 
zum jedesmaligen Gebrauche friseh angefemgt wia'd. Und zwar gibt man auf 20--30 ecru destil- 
lierten Wassers 3 - 4  Tropfen einer I prozentigen Mkoholisehen HamatoxylintSstmg (1 g H~- 
matoxylin in 100 ecru 92 prozentigem Alkohol gelSst). Frisc.he odor odte H5matoxylinlSsungen 
verhMten sieh ganz gleieh, hSehstens muf~ man yon ersteren einige Tropfen mehr nehmen. In 
diesem gelblieh aussehenden Hamatoxylin bleiben die Sehn]tte 24 Stnnden, Dann wird in des~il- 
tierten? Wasser gut abgewasehen, dann Alkohol and Aufbewahrung wie ttblich. In den moisten 
F~llel~ hat die F~rbung naeh 24 Stunden diejenige Intensit~tt erreieht, bei weleher Mle Einzet- 
heiten im Pr~parat hervortreten. ~'Ianehmat erseheinen die Sehnitte start dunketblau ~iefsehwarz. 
Dann bringt man sie naeh dem Abwasehen anf V2---1 Smnde in 2 prozentige AmmonalaunlSsung, 
in weleher sie den normMen dunkelblauen Farbenton erhMten. Nur sehr selten, wenn ieh n~m- 
tieh die H~matoxylinlgsung zu stark gemaeht barge, muften die Sehnitte 24 Stunden lang in der 
2 prozentigen AmmonMaunlSsung bMben, um den riehtigen Farbenton zu erhMten. Es be- 
wahrheitet sieh bier also die Mte f~rberisehe Erfahrung, dal3 Farbungen, die an einem irgendwie 
gebeizten Stoffe ~,orgenommen warden, in der verdiinnteil Beize odor in einem 0bersehug der 
Beize sieh wioder 15sen. 

Die auf die vorstehend gesehflderte Weise gefarbten Sehnitte zeigen Mle 

Einzelheiten des Riiekenmarkba.ues auf das sehSnste. Die Ganglienzellen, die 

Olin mit  ihren Xernen und  die Aehsenzylinder sind tiefblau, unterscheiden sieh 

abet  voneinander  durch verschiedene Nt~aneem 
Aueh Gehirnsehnitte kann man in der angegebenen Art f~rben and erhhlt gle~eNalls brauch- 

bare R'esultate. Freilieh zeigt sieh der atte Ubelstand, dab nieht Mle @anglienzellen der grauen 
tginde gefarbt sind. Gleichgiiltig n~mlieh, welehen Farbstoff man bei SehniCten yon tier ttirn- 
rime anwendet - -  nur einige Aniline ~'~rben ~flle Zellen -- ,  immer erhMt matt dassetbe Bild. Die 
Zellen nNnlieh, die a.uf tier HShe dor Windungen stehen, sind gut gefhrbt, wahrend die Rinden- 
zetten, in den Himfureher. ungef~rbt bleiben, kaum dab ihre Kerne hervortreten. Die modifizier~e 
Hgmatoxylinfarbung bringt aber im Gegensatz zu allen anderen Farbungen - -  einige Aniline, 
wie gesagt, ausgenommen - -  die Zellen der WindungshShe vM seharfer zur Erseheinung, als 
dies sonst der Fall ist. 

Din'oh die Liebenswfirdigkeit der Herren WestenhSfer yore Pa~hologisehen Museum 
und }tei tzmann yore Pathologisehen Inst.itu~ standen mir einige Sehnitte yon pa~hologisehem 
Material zur Veriugung. Die Objekte waren in Formol konserviert, die Sehnitte mit dem Gefrier- 
mikrotom angefertigt: ~Iethoden, welehe zwar eine sehnelle Diagnostik erm6gliehen, aber ttir 
histologisehe Zweeke v611ig ungenggend sind. Aueh an solehem MateriM bew~ihrt sieh die F~tr- 
bung, denn alto Einzelheiten in den Sehni~ten werden a.uf das scharfste hervorgehoben. Ja, ich 
glaube reich nieht zt~ tausehen, wenn ieh behaupte, da6 die mit meiner zweizeitigen Methode er- 
zielten Ergebnisse die mittels der Sehnetlf~rberei erha.ltenen, was ihren wissensehaftliehen Wert 
betrifft bedentend iiberragen. 

Star t  des Ammonalauns  kann  man  mit  dem gleiehen Erfotge das N a t r i u m -  

h y p o s u l f i t  ( N a t r i u m t h i o s u l f a t /  nehmen, das die F i r ma  C. A. F. K a h l -  
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b a u m  mit der Bezeiehmmg ,,zur Analyse" in den Handel  bringt. D i e s e  S u b -  

s ta .nz  i s t  b i s h e r  in  de r  h i s t o l o g i s c h e n  T e c h m k  n o c h  n i e h t  v e r -  

w e n d e t  w o r d e n .  
Man macht, sich ein~ 5 prozentige Liism~g des Salzes in gewShnliehem Wasser. Das Vet 

Iakren ist ganz wie beim Ammonalaun. Die Schnitte kommen also flit 1--1 ~ Stunden in die 5 pro- 
zenfige LSsung des Natriumthiosuliats, werden dann gut in destilliertem Wasse~: abgewaschen 
und flit 24 Stunden in eine HfimatoxylintSsnng gegeben, die genau wie die naeh Ammonalaun- 
Behmldlung verwendete hergestellt wixd. Nach dem F~rben Wasehen in destilliertem Wasser 
und Weiterbehandeln wie gewbhnlich. Eine (~berf'~rbung babe ich bei meinem Material niemals 
beobachtet. Sollte siegelegen~lichsicheinstelten, sodiirfteesg'eniigen, die abgewaschenen Schnitte 
a~ti ½--1 Smnde in 2½ prozentige Na~iumthiosulfat-LSsung zu bringen, urn die []berf~i.rbung 
zm" richtigen F~bung zu modifizieren. 

Die Resultate sind an Riiekenmarksschnitten ganz ausgezeichnet. Mit der- 

selbe~l Sch~rfe wie bei der vorigen Methode treten alle Einzelheiten des Pr@a-  

rates  hervor. Nur ist de.r Fa rben ton  s ta t t  dunkelblau dunkeltfla. 

Sehnitte durch die Hh'nrinde werden ebenfalls ~ t  gef~rbt. Und selbstver- 

st~.ndlich ist auch hier die Tatsache festzustellem da$ die Pyramidenzellen in 
den Hirnfurchen ungef~rbt bleiben. 

An dem]enigen pathologischen~fateria], das mir zur Verfiigung stand, versagte das Natrium- 
thiosulfat volLstandig, und zwar nieht nnr in der Kombinal,ion mit H~matoxylin, sondern aucl~ 
in allen noeh z~l sehildernden Kombinationen mit anderen Farbstoffem Es dtirfte kanm ein Zwei- 
Iel sein, dal~ die yon histoIogisehen Gesiehtsp~mkten aus ganz ungeniigende Fixierung des Ma- 
terials alMn die Sehuld tr~gt. 

C o e he hill e t inkt  ur. N[an behandett Sehnitte von Rtiekenmark mit A3nmonMann, wie obe~ 
angegeben, und bringf sie naeh gutem Abwasehen in w'a'diinnte Coehenille~inktur, Diese le~ztere 
Farbldsung, die yon Paul Mayer empfohten wurde (vgI. mein zitier~es Lehrbueh S. 154), 
stelIe ieh nfir start mit 70 prozentigem mit 92 prozentigem Alkohol her. In 20--30 eem destil- 
Iier~en Wassers kommen 5~10 Tropfen --- die Menge tier Tinktur riehtet sieh naeh der AnzaM 
tier Sehnitte - -  ('oeheniltetinktm', die g~tt umgeriihrt werden. Die LSsung wird milehig trtibe 
und erhMt einen getbroten Farbenton. In ihr bleiben (lie Sehnitte 24 Stmlden, dann sorgf~Iti- 
ges Abwasehen in destitliertem Wasser und Weiterbehandlung wie gewdhnlieh. Ist sorgfMtig, 
al~o in mehrere i~[ale geweehseltem Wasser abgewasehen worden, dann treten im Pr~parate keine 
Niedersehl~ge ~on Farbstoff bei der naehherigen Alkoholbehandlung auI. Die F~.rbung ist ganz 
ausgezeiehnet, denn alle Einzelheite~ des Praparates treten seharf hervor. Der Farbenton isg 
hoehrot oder karminrot.. Das gleiehe Resultat erh~lt man, wenn man start Ammonalaun Na- 
triam~hiosulfat znr Vorbehandlung w~hlt. Aueh in diesem FMle sind die Sehnitte in einer allen 
An~priiehen genhgenden Weise gef~.rbt; tier Farbent.on ist blagrot.. 

Die Ergebnisse an der Hirnrinde entspreehen vollkommen denen, die b d  

der Hamatoxytif if~rbung zu verzeichnen waren. Und es ist gleiehgifltig, ob 

AmmonMmm oder Natriumthiosulfa;t verwendet wurde. An dem mir zur Ver- 

fiigung stehenden pathologischen Materiat versagte die Cochenilletinktur vSllig. 

Nut die histologiseh ungentigende Fixierung, das sei wiederholt hervorgehoben, 
ist da,ftir ~,erantwortlieh zu maehen. 

Karminsgure.  Man ldst 1 g Km-minshure in 200 ecru destillierten Wassers. Die LSsung 
wird im Laufe der Zeit sehimmelig, doeh hat das auf ihre F~irbekraft gar keinen Einflul~. Dema 
weder entstehen dadureh Niedersehlage in den Sehnitten, noeh Mdet der Farbenton nnd die 
Klarheit und Sehbnheit der Bilder. Riiekenmarkssehnitte, die entweder mit Ammonalaun oder 
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Natriumthiosulfat vorbehandelt waren, kommen hi eine Farbflotte, die auf 20--30 ccm destiP 
lierten Wassers 10--15 Tropfen der KarminsgurelSsung enthgl~. Naeh 24 Stunden wird in destil- 
liertem Wasser abgewasehen und wie iiblieh weiterbehandel~. Das Ergebnis is~ insofera nieht 
unabh~ngig yon der Vorbehandlhng, als Ammonalaan uad Natrium~hiosulfat Unterschiede ira 
Farben~one bedingen. Naeh Ammonalaun_ wird der Farben~on karminrot, naeh Natriumthio- 
sultat braunrot. In beiden Fi~llen treten aber alle Einzelheiten auf das sehgnste und sch~rfste 
hervor. Gehh'nschnitte zeigen die bekannten Unter~ehiede in der Fi~rbung zwischen Windungs- 
hShe und Hirnfurehe. Die F~rbung pathologisehen ~faterials, die, wie gesagt, nur naeh Vorbe- 
handlung mit Ammonalaun gelingt, ist gu~, wenn auch nicht sehr diskret, wenigstens nieht so 
disln'et, wie bei der Hama~oxylinfarbung. 

Karmin.  ~lau verreibt 1 g Karmin zu einem feinen Pulver und gibt dies in 100 ecru des~il- 
lier~en Wassers. Die Misehung ist zwar sofort verwendbar, doch rut man gut, einige Tage zl~ war- 
ten, weil sieh dann das Karmin - -  wenigstens war dies bei meiner Droge der Fall - -  in ziemlieher 
Menge l(ist. Nach Vorbehandlung mit Ammonalaun oder mit Natriumthiosulfat kommen die 
gut abgewasehenen Rtiekenmarksselmitte in eine Farbfiotte, die auf 20--30 ecru des~illier~en 
Wassers 10--20 Tropfen w~sserige Karminl(isung enth~It. Letztere mu$ naeh dem EingieSen 
in alas WasseJ~ gu~ ttmgertihr~ werden. Nach 24 Stunden ist die Farbung beendet. Das Resultat 
is~ sehr gut. Die mi~ Ammonalaun behandelten Sehnitte sind hoeln'ot, die mit Natriumthiosutfat 
behandelten helkosa gef~bt. Die Einzelheiten treten seharf hervor. Das gleiehe Ergebnis in 
tinktorialer Beziehung is~ an Hirnrindenschnitten zu beobaehten. Und selbstverst~ndlieh zeigen 
diese die wiederholt hervorgehobenen Ubelst~nde. In den Schnitten yon pathologischem Ma- 
terial, die ieh zur Yerfiigung hatte, versagte die F~rbung zwar nicht, doch waren die f~rberisehen 
Ergebnisse ungenfigend. Es war fiberall ein gleiehm~$iger toter Farben~oa ohne diskretes 
Hervorheben der Einzelhei~en vorhanden. An gu~ fixier~em Yfa~erial werden zweifelsohne be- 
friedigende Ergebnisse zu erzielen sein. 

2. Von den verschiedenen Reagenzien, die zur Aufhellung mikroskopischer 
Schnitte verwendet werden, verlangt dan Xylol eine vorherige gute Entwa, sse- 
rung in absolueem Alkohol. Diese ka,nn bei Anilinfi~bungen nieht vorgenommen 
werden, well der absolute Alkohol allen Farbstoff auszieh¢. Das 3Karbol-XyIol 
hat den Anilinen gegeniiber den gleichen ~aehteit, ist iiberhaupt ftir feinere hr- 
beiten ganzlich unverwendbar. Das BergamottS1 - -  ~elken~l und OriganumS1 
haben nut noch historisches Interesse - -  ist zur Zeit kaum noch zu haben. Das 
Terpineol ist zu left. I eh  e m p f e h l e  daher auf das w~rmste das b i she r  in 
der histologischen Teehnik n o e h  gar  n i c h t  verwendete  T h y m i a n S t .  

Es is~ eine angenehm rieehende, wasserklare oder schwach gelbliche Ftiissigkeit, die allen 
Anforde~ungen an ein aufhellendes htermedium geniigt. Die Sehnitte brauchen nicht vSllig 
en~.sser t  zu werden, sondern kommen aus dem gewShnliehen Laboratoriumsalkohol direkt 
in das O1. Sie hellen sich darin in kiirzester Zeit vSllig auf. Thymian~l  greift keinen Farb- 
stoff an, l~fit insbesondere die Anilinfarben unberiihrt, namentlieh wenn man die mit ihnen ge- 
f~rbten Schnit%e mi~ meinem Breehweins~einalkohol (vgl. meine Abhandlung: ,,Zur Teehnik 
der Untersuchung des Zentralnervensys~ems der S~uge~iere". In Z%sehr. f. wissenseh. Mikro- 
skopie Bd. 28, 1911) behandelt hat. Die Dureh~r~nkung mit Balsam oder Dammar er~olgt so- 
for~, wenn man die aufgehellten Schnitte auf dem Objekttr~ger mi~ e~was Filtrierpapier abge- 
troekue£ hak Das gebrauehte Thymian~l Jst immer wieder zu verwenden nnd hat hierdurch 
einen Vorzug vet allen iibrigen Au~helhngsmitteln. Es greiit niemals das Zelloidin an, das z. B. 
yon gelb gewordenem Bergamottifl aufgelOst wird. 

Ber l in ,  7. 5~ovember 3919. 


