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Die Verwendung yon Chloralhydrat oder Phenol zur Aufhellung und 
yon Phenol,Balsam als Einschlut3mittel flit Essigkarminpr iparate. 

V o n  HANS ADOLF VON STOSCH. 

Mit 6 Textabbildungen. 

Das y o n  ]~ELLING und HEITZ vor etwa 3 ~ Jahren 
wieder eingeffihrte Karminessigs~ure-Verfahren hat 
sich in der Folgezeit zu einer der wichtigsten Methoden 
der Zytologie entwickelt. Das dfirfte nicht nur in der 
Schnelligkeit der Arbeitsweise und der guten Erhal- 
tung der Chromatinkonfigurationen, sondern vor allem 
in einigen ffir diese und weitere neuere Essigs~iure- 
methoden spezifischen Vorteilen begrfindet setH. Der 
erste dieser entscheidenden Vorzfige gegenfiber Schnitt- 
pr~paraten ist das Ausbleiben merklicher Schrump- 
fungen des Zellinhaltes, so dab betr~ichtliche Gewinne 
an Gr6Be und damit optischer Auft6sbarkeit der zu 
beobachteten Strukturen erzielt werden; ein anderer 
die Erhaltung der h6heren Brechkraft der Thymo- 
nukleins~ture-beladenen Kernteile, die ebenfalls eine 
Verdeutlichung bedeutet. Wetter handelt es sich um 
eine genfigend kontrastreich arbeitende progressive 
F~rbung, die gegenfiber regressiven Methoden (Eisen- 
h~matoxlinl) die Gefahr, wichtige Details wegzudiffe- 
renzieren, nicht enth~lt, und die dazu Chromatin- und 
Nukleolen-Material zu unterscheiden vermag. Schliel3- 
lich besteht die M6glichkeit, unfibersichtliche Stadien 
durch Ausquetschen in eine Ebene zu bringen und da- 
mit zu entwirren. Diesen Vorteilen steht in manchen 
Fiillen ein hier interessierender Mangel entgegen: Stark 
lichtbrechende oder absorbierende Einschltisse der 
Zelle, also Reservestoffe, Ungleichm~gigkeiten des 
fixierten Plasmas oder Assimilationspigmente k6nnen 
in einem Medium von so geringem Brechungsindex, 
wie es 45proz. Essigs~ure darsteltt, erheblieh st6ren, 
oder kr~iftig ausgebildete Membranstrukturen den Ein- 
Nick in die Zelle selbst erschweren. Der Ausweg, hoch- 
brechende Untersuchungsmedien zu benfitzen, wurde 
bisher meist im Sinne der Verwendung yon tIarzen, 
also der Herstellung yon Dauerpr~iparaten, beschritten. 
Das ist aber ziemlich zeitraubend und daher, wenn so- 
fortige Untersuchung notwendig, nicht ang~ngig, hebt 
auch einige der Vorzfige der Essigsiitiremethoden mehr 
oder weniger auf; die Schwierigkeit, nach ihrer An- 
wendung gute Dauerpr~iparate zu erhalten, ist ja be- 
kannt. 

Wit suchten daher schon vor Jahren nach Methoden, 
die schnell zu Dauerpr~parat-~ihnlichen Eigenschaften 
von Karminessigs~ure-gef~rbtem Material ftihren, d. h. 

nach Medien mit der F~ihigkeit, auf optischem und 
chemischem Wege aufzuhellen, ohne Schrumpfungen 
zu bewirken und ohne m6glichst die hohe Eigen- 
brechung des Chromatins zum Verschwinden zu 
bringen. Die L6sung lag in der Anwendung zweier alt- 
bekannter Untersuchungsmittel wfiBriger Chloral- 
hydratl6sung und der ,,Karbols~ure". Die letztere 
bietet, wie sich sp~ter herausstellte, augerdem die M6g- 
lichkeit, auf einfachstem Wege das quasi-Dauerpr~pa- 
rat in ein wirkliches zu verwandeln. Da sich uns die 
beiden Methoden seit lfingerem gut bew~ihrten und nun 
in einem spezMlen Fall, beim Studium der Zytologie 
der Sexualprozesse zentrischer Meeresdiatomeen 
(v. STOSCH 1951 ) ziemlich unentbehrlich waren, seien 
sie im Iolgenden beschrieben. Aus der Literatur wurden 
sie uns nicht bekannt. 

Fixierung und Ffirbung. 
Die Fixierung und Fiirbung der Objekte findet ill 

der iiblichen, etwa bet GEITLER oder LA COOR (1947) 
dargestellten Weise statt. Also Einlegen in Karmin- 
essigs~iure (KE) dLrekt oder nach vorheriger Fixierung 
im Alkohoi-Eisessig. Im letzten Falle kann Hydrolyse 
mit S~uren zur Entfernung st6render Ribonuklein- 
s/iure folgen. F~irben in KE oder'Eisenkarminessig- 
s~ure (EKE), kalt oder heiB. 

Um einige konkrete Arbeitsvorschriften zu geben, 
werden unten Beispiele der Anwendung unserer 
Methode illustriert und in der Legende der Abbildungen 
n~her erl~utert. Wenn dabei z. T. Objekte Verwendung 
finden, die dem Leser dieser Zeitscl~rift ferner stehen 
m6gen, so kennzeichnen sie doch die Anpassungsf~hig- 
keit, besoaders des Phenolverfahrens, am besten. 

Die Chloralhydrat-Methode.  
P~ltere Ch/oralhydrat-L6sungen reagieren durch teil- 

weise Oxydation zu Trichloressigs~iure so stark sauer 
(Dissoziationskonstante der letztereu 2 . I o  -1, yon 
Essigs~ture 1,76 �9 lO-5); dab Karminessigs~ture-Material 

du rch  sie momentan entf~irbt wird. Neutralisiert man 
aber, so kann die L6sung zum Aufhellen der Pr~iparate 
verwendet werden. ,,Neutrales Chloralhydrat": Zu 
50 ccm w~tBriger Chloralhydratl6sung (etwa 4: I) wird 
eine Messerspitze yon Calcium carbonicum pr~icipi- 



270 HANS ADOLF VON S T O S C H :  Der ZficMer 

ta tum gegeben, darauf krMtig durchgeschfittdt. Nach 
einigen Tagen hat sich das fiberschfissige Karbonat 
als ziemlich festliegender Bodensatz abgelagert. Die 
fiberstehende neutrale L6sung wird fiber dem Satz be- 
lassen und kann laufend entnommen werden. Ihre Ver- 
wendung ist indiziert, wenn zur Verdeutlichung oder 
Sichtbarmachung geffirbter KerneChlorophyll  oder 
St~rke --- nicht aber Fette - -  entfernt oder st6rende 
$truktur optiseh ausgeschaltet werden soll. Insbeson- 
dere kann also auch frisches, sogar grfines Material 
direkt in KE  eingelegt und nachher aufgebellt werden. 
Man wird den in K E  unter dem Deckglas liegenden 
Objekten von der einen Seite einen Tropfen der neu- 
tralisierten Chloralhydratl6sung zusetzen und die 
Farbe v o n d e r  anderen absaugen. Unter Umst~inden 
kann auch der schnelleren Verdunstung der Essig- 
sfiure das Nachziehen des Aufhellungsmittels fiber- 
lassen werden. Man beobachtet L6sen des Blattgrtins, 
Verquellen der St~irke und Verschwinden von Plasma 
und Membranstrukturen; die Kerne treten seharf her- 
vor. Dabei wirkt das eingesaugte Medium gleichzeitig 
etwas differenzierend, fiberschfissige Farbe geht also 
in L6sung. Nut wenn man die KE  nicht absaugt, 

a b 

Abb. I. Lebende F~den yon Rhizoclonium sp. in E K E  eingebracht  und nach der 
I(ochmethode behandel t  (a), die Reste der Plast iden verdecken dutch Ffirbung 
und S t ruk tu r  die I(erne. (b) zeigt die gleichen F~den in neutral is ier ter  Chloral- 

hydrat-~LOsung. 

sondern die Essigs~ure, wie erw~ihnt wurde, Verdunsten 
~fiBt, bekommt man an den freien Deckglasr~ndern 
starke Farbflocken, die aber hfiufig an diesen Stellen 
nicht schaden. Die F~rbung schl~igt i n einen tieferen 
Ton urn, bei J~E ohne Eisen von rot naeh blauviolett. 
Schrumpfungen treten nicht ein, eher quelle n Plasma 
und Kernstrukturen etwas, allerdings kann das Auf- 
quellen reichlich vorhandener St~irkek6rner die Kerne 
in unzul~issiger Weise deformieren ; in diesem Fall wird 
man Phenol als Intermedium vorziehenl Das Chroma- 
tin der Ruhekerne und Chromos0men zeigt deutlich 
h6here Eigenbrechung als die Umgebung, bekanntlich 
treten auch ungefSxbte Kerne in Chloralhydrat gut 
hervor. Abb. i demonstriert die Wirkung der Chloral- 
hydratl6sung auf direkt in Karminessigs~ure gefiirbte 
F~id.en einer Grfinatge. 

Die Chloralhydratpr~parate sind einige Tage halt- 
bar .  Umwandlung in Dauerpdiparate kann, da die 

Hauptschwierigkeit, die Enffernung des fiberschfissi- 
gen Karmins, fiberwunden ist, leicht geschehen. Am 
einfachsten wird man das Deckglas mit einer Draht- 
klammer aufklemmen und das ganze Pr~parat auf 
24--48 Stunden in Alkohol stellen. Danach wird das 
Deckglas allseitig mit Euparal oder Venezianischem 
Terpentin umrandet. Die Klammer sollte erst nach 
dem Trocknen des Balsams entfernt werden. Das 
Harz dringt allmfihlich durch Diffusion ein, w~thrend 
der Alkohol auf dem gegenl~ufigen Wege verschwindet. 
Nach einigenTagen kann man im Thermostaten nach- 
trocknen. Auf diese Weise wird ffir einen schonenden 
Wechsel der Medien im Pr~iparat gesorgt und die gegen- 
seitige Lage der Zellen ungest6rt erhalten. Ffir Dauer- 
pr~iparate ist jedoch die sogleich zu sehildernde Phe- 
nol-Methode wesentlich geeig- 
neter. 

Es dfirfte zweckm~iBig sein, 
die Herstellung der erw~hnten 
Drahtklammern, die bei vielen 
mikrotechnischen Arbeiten zu 
verwenden sind, zu schildern: 
Federnder, nicht rostender Stahl- 

Abb. 2. Drah tk lammer  zum 
Andrficken des Deckglases 
(nat. Gr6ge). Der Ring 
kommt  unter  den Objekt-  
tr~iger, das H~ikchen auf 

das Deckglas. 

draht 1 yon o,5 ram, oder, wenn st~irkerer 
Druck ausgefibt werden soil, o, 7 mm Dicke, 
wird nach Abb. 2 gebogen. Werkzeug: Rund- 
zange und Seitensehneider. 

Die Phenol-Methode. 
Wesentlich vielseitiger und meist auch scho- 

nender ist die Aufhellung in Phenol, das durch 
Zusatz von etwa 15% Wasser verflfissigt 
wurde, der Karbols~iure der ~ilteren Mikro- 
technik. Diese hat einen h6heren Brechungs- 
index als Chloralhydrat, steht in dieser 
Eigenschaft etwa dem t~anadabalsam nahe 
und mischt sich mit 45proz. Essigs~iure in 
jedemVerhSltnis. Allerdings kann KE nicht 
direkt mit Phenol verdr~ngt werden, da Farb- 
niederschl~ige auftreten. Daher mul3 - -  ein 
gewisser Nachteil gegenfiber der eben geschil- 
derten Methode - -  das Pr~parat nach dem 
F~rben in 45proz. Essigs~ure ausgewaschen 
werden, ehe Phenol durchgesaugt werden kann. 
Dazu wird an das Deekglas des in Essigs~iure 
liegenden Pr~parats ein Tropfen der Flfissigkeit 
gegeben und die Essigsfiure abgesaugt. Mul3 
man in besonderen F~illen schonender vorgehen, 

so kann man auch auf das: natfirliche Abdunsten der 
Essigs~iure warren. Da das'Phenol schwerer, aber noch 
merklich flfiehtig ist, wird auch auf diese Weise die 
Essigs~iure nach und nach v611ig aus dem Pr~parat 
verdr/ingt, wenn der Phenoltropfen nur hin und wieder 
erneuert wird. Allerdings wirkt Phenol, besonders auf 
Zellmaterial, das in Karmin ohne Eisen und das kalt 
gef~irbt wurde, stark, oft zu stark differenzierend. 
Man mul3 gegebenenfalls entsprechend kr~ftiger f~irben 
oder statt  mit 45proz. Essigs~iure mit Misehungen yon 
Phenol und 45proz. - -  oder auch h6her konzentrierter 
--Essigs~iure (!: I, 3: I u. ft. Gemisehe) auswaschen 
und diese nachher durch reines Phenol ersetzen. E t w a s  
Hinger, besonders in EKE,  erhitztes Material wird 
nicht fibermiiBig ausgezogen. Natfirlich kann der 
Medienwechsel auch durch einfaches l~bertragen der 

1 13ezugsquelle: Handlungen ffir zahn~rztlichen Be- 
darf. 
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Objekte in Salzngptchen oder auf der Zentrifuge ge- 
schehen. 

Phenolpr~iparate sind optisch kaum yon Dauer- 
pr~paraten zu unterscheiden. Farbstoffe und Fette 
werden gel6st, Brechungssprfinge an der Grenze von 
Plasma- und Membranstruk- 
turen optisch weitgehend aus- 
geschaltet. Die Brillanz der 
F~trbung ist daher ausgezeich- 
net, auch die Eigettbrechung 
des Chromatins bleibt deut- 
lich. Schrumpfungen durch 
Entquellung treten nur in sehr 
geringem Mage auf; Kollabie- 
ren von Membranen kommt 
allenfalls bei sehr zartem Ma- 
terial vor, lgBt sich aber durch 
vorsichtiges Arbeiten z.B. 
auch bei Spirogyra vermei- 
den. Einen besonderen Vor- 
tell sehen wir in der Schnel- 
ligkeit der ganzen Prozedur, 
die sich von frischem Material aus oft in wenigen 
Minuten abwickeln I/igt. Die Pr~iparate halten sich in 
iKarbols~ure beliebig lange, wenn das verdunstende 
Medium yon Zeit zu Zeit ersetzt odor eine entspre- 
chende (Phenol-) Feuchte Xammer  verwendet wird. 

Von besonderer Wichtigkeit ist nun eine - -  zun~ichst 
fiberraschende - -  Eigenschaft yon Phenol, die sich zur 
Herstellung yon Dauerprfiparaten ausnfitzen l~tBt. Die 
w a s s e r f r e i e ,  kristallisierte Substanz kann mit 
trockenen t tarzen zusammengeschmolzen werden und 
gibt dann zghfltissige, stabile Balsame. Wir beniitzen 
vor allem Phenol-Caedax und Phenol-Xanadabalsam, 
aber auch die Mischungen mit Rhenohistol 1 und Koni- 
ferenbalsam (Merck) lassen sich verwenden, wurden 
nur zufiillig weniger erprobt. Man schmilzt 3--4  Ge- 
wichtsteile der trockenen Harze mit I Tell kristalli- 
siertem Phenol bei etwa 7 o~ zusammen. Dabei ist die 
Dauer der Wiirmebehandlung mSglichst niedrig zu 
halten und die Durchmischung durch kr~ftiges und 
h~ufiges Rfihren zu erreichen; besonders d ie  natfir- 
lichen Harze geben sonst leicht sehr dunkle, (aber 
n o c h  brauchbare )Balsame.  Caedax muB entweder 
trocken bezogen ~ oder das  handelstibliche in Xylol 
gelSste Kunstharz einige Tage in einer flachen Metall- 
schachtel in niedriger Schicht bei 6o--7 ~ getrocknet 
werden. Phenol-Caedax gibt gelegentlich - -  auch in  
Pr~iparaten - -  Kristallausscheidungen, die aber durch 
leichtes Erwiirmen zu beseitigen sind. 

Die Herstellung yon Dauerpr~iparaten geschieht in 
sehr einfacher Weise durch Umranden des unter dem 
Deckglas in Phenol liegenden Materials mit der Phenol- 
tIarz-Mischung 3. Das kann bei empfindlichen Ob- 
jekten allseitig erfolgen; meist aber wird man an zwei 
odor drei Seiten des Deckglases einen Strich t Iarz  an- 
bringen und das Phenol an den freien Kanten ver- 
dunsten lassen, der Balsam wird dann nachgesaugt. 

1 D e n  R h e i n p r e u l 3 e n - W e r k e n  i n  H o m b e r g / N i e d e r -  
rhein m6chte ich fiir die freundliche Uberlassung einer 
Probe des Harzes meinen Dank sagen. 

2 Der serobakteriologischen Abteilung der ]3ayer- 
Werke, Leverkusen sei fiir die bereitwillige Herstellung 
des trockenen Harzes vielmals gedankt. 

Ahnlieh mit Phenol angesetzten Balsam verwenden 
FAIRCIIILD und HERBIG sowie COLLESS z u m  EinschlieBen 
yon Insekten. 

Der Wassergehalt  des verfilissigten Phenols st6rt nicht 1 
Das Trocknen der gewonnenen Dauerpr~iparate geht 
bei Zimmertemperatur  langsam vor sich, es kann aber 
nach einigen Tagen im Paraffinschrank zu Ende geffihrt 
werden. Die Pr/iparate sind, soweit unsere Erfahrungen 

a b e 
Abb. 3. Spiratstrliktur an Diakineseehromosomen voli Rhseo discolor (Ringbindung[). Die ausgedrlickien 
PNZ wurden znm Entspiralisierell 4 Miliuten mit  Leitungswasser behalidelt, das Wasser abgesangt,  EKE 
zugesetzt, naeh einigen IV[inuten DeekgIas; erwS.rmt lind danli geqlietseht, a: in der Farbe;  b: ill Phenol; 

e: (alidere Zelle des gleiehen Pr~iparats) in Phenol-Caedax. 

reichen, haltbar. Doch ist darauf hinzuweisen, dab die 
Behandlung mit Phenol ein Pr~tparat nicht n o t w e n-  
d i g  verbessert. Wenn auch in KE ohne St6rungen 
beobachtet werden kann, werden in ihr meist die besten 
Bilder erhalten. Nur in den oben charakterisierten 
F~illen ist die Phenolaufhellung im allgemeinen yon 
Nutzen. Eine spezifisch die Pr~parate verbessernde 
Wirkung besteht also nicht. In Phenolbalsam liegende 
Dauerpr~parate unterscheiden sich wohl auch nicht 
grunds~itzlich yon mit anderen Methoden hergestellten, 
stellen also wie diese meist die ffir die Untersuchung 
ungiinstigste Stufe der Preparation dar, doch sind sie 
mindestens nicht schlechter und vielfach leichter und 
schneller anzufertigen. 

a b 

Abb. 4. Poa pratensis, tIantelkerne in den SehlieBzellen der Spalten. Galizes 
Blatt  in Mkoholeisessig fixiert,  Handsehliitte in E K E  erwfirmt; a:  in Essig- 

s~.ure; b: gleiehe Stelle in Phenol. 

Daher wurde die Phenol-Methode von uns in vielen 
F~ilen auch da angewendet, wo aus KE-Material 
l ediglich Dauerpr~parate angefertigt werden sollten, 
das Stadium des in Phenol liegenden ,,quasi-Dauer- 
pr~parats",  also nicht  yon besonderem Interesse war. 
So lassen sich auchQuetschprgparate in Phenolbalsam 
einschliegen, wenn matt daffir sorgt, dab das Deckglas 
durch eine entsprechend starke Klammer angepreBt 
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bleibt. An derart  dfinnen Pr~iparaten ist derWechsel der 
Flfissigkeiten ziemlieh zeitraubend, doch l~13t er sich 
durch festes Anlegen der gerade geschnittenen und be- 
schwerten Kanten eines Streifens dicken Ldschpapiers 
an die ,,Saugseite" des Deckglases automatisieren. So 
wurden ftir Kurszwecke Dauerpr~parate z.B. von 
Pachytanchromosomen der Pollenmutterzellen vom 

werden. Auf Orzein-Essigs~iure (LA CouR i942 ) folgend 
ist sic nicht zu brauchen. Der Farbsfoff wird sehr 
schnell ausgezogen, 
Lakmoid (DAt~LINGTON 
und LA CouR) wurde 
nicht geprtift, da eine 
geeignete Farbstoff- 
probe fehlte. Nach 
Feulgen-F~rbung kann 
sic zur Aufhellung be- 
ntitzt werden, doch 
beobachteten wir bei 
EinschluB in Phenol- 
Caedax manehmal ein 
Ausbleichen, so dab die 
Methode in diesem 
Falle nicht ohne er- 
neute Prtifung empfoh- 
len werden kann. Da- 
gegen scheinen H~ma- 
toxlin-Pr~parate (H~- Abb. 6. Sprites Leptot~n tier Meiosis 

in der AuxosporenmutterzelIe der 
malaun und Eisen- zentrisehen Diatomee Biddu~phia 

~'hombtts. Alkohol-Eisessig, dann EKE 
h~imatoxlin nach HAN- heiB; auf der Zentrifuge in 45proz. 

Igssigs~.ure, dann in Phenoltiberffihrt. 
SEN) in P h e n o t b a l s a m  In  diesem aufbewahrt und einigeWo- 
haltbar zu sein (bisher chensp~iterzuPr~paratenv . . . .  beitet, 

die mit  Phe~ol-Kanadabalsam um- 
I�89 Jahre b z w .  2 � 8 9  randet wurden. Das D . . . .  priiparat 

Jahre). Die ~berfiih- i~t i ~  Jahre alt. 

rung geschah aus 7oproz. Alkohol ia Phenol, dann 
wurde mit Phenolbalsam u m r a n d e t .  

Abb. 5. TeleutoIager yon Coleospori*tm tctssilaginis auf der 
Unterseite yon Huflattiehbl~ttern. Handschnitte aus frischem 
Material in EKE erw~irmt und in Essigs~iure ausgewas.chen (a), 
die Sporen enthalten massenhaft  gelbes, stdrendes OI; b: in 
Phenol, man beachte die vorher unsichtbaren Paarkerne im 

basalen HyphengefIecht. 

Mais in grdBerer Menge und gentigend rationell her- 
gestellt. Ein Beispiel dieser Anwendung der Phenol- 
Methode illustriert Abb. 3- Es zeigt, dab es mdglich 
ist, auf diesem Wege brauchbare Dauerpr~iparate zu 
erhalten, und dab sieh Schrumpfungen kaum bemerk- 
bar  machen. Unsere weiteren Abbildungen demon- 
strieren die Methode in FNlen, in denen die a u f -  
h e l l e n d e  Wirkung des Phenols deutlich wird, n~m- 
lich bei stdrenden Membranstrukturen (Abb. 4), 
s tarkem Fettgehalt  (Abb. 5) und an plasmareichen 
Zellen, bei denen ~brigens das schwficher brechende 

E u p a r a l  sehon recht ungfinstig ist (Abb. 6). 
Schliel31ich soll kurz auf die Verwendbarkeit der 

Phenol-Methode nach anderen F~rbungen eingegangen 

Zusammenfassung. 
Es wird gezeigt, dab Karminessigs~uref~rbungen in 

vielen FNlen mit Vorteil in neutralisiertem Chroral- 
hydrat  oder in verflfissigtem Phenol aufgehellt werden 
kdnnen. Die in Phenol liegenden Pr~parate lassen sich 
durch Umrandung Init Phenol-Harz-Mischungen in 
einfacher Weise dauerhaft machen. 
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