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Einleitung

Die sich mit Kernvariationsuntersuchungen befassenden Autoren
stimmen im allgemeinen darin Uberein, dass diese Untersuchungen nur an
M aterialien vorgenommen werden dirfen, welche auf vdéllig gleiche Weise
behandelt wurden. Dennoch haben bei Untersuchungen nicht experimenteller
Natur Hintzsche [13], BrUgger [3] und andere nach verschiedenen Methoden
fixierte und eingebettete Materialien mit gutem Ergebnis verglichen.

Unsere vorliegenden Untersuchungen verfolgten den Zweck festzustellen,
inwieweit die durch verschiedene Fixiermittel verursachte Schrumpfung bei
gleicher und wunterschiedlicher Einbettung voneinander abweicht. Ferner
winschten wir die Frage zu kldren, ob bei experimentellen Untersuchungen
ein Vergleich der nach verschiedenen Verfahren fixierten und eingebetteten
Stoffe zuldssig ist, sofern die speziellen Untersuchungszwecke dies erfordern.
In der Uiteratur sind Uber das Kernvolumen der auf gleiche Weise fixierten,
aber verschiedenartig eingebetteten Gewebe einige Angaben vorzufinden.
So hatten Arnold [2] die Leberzellengrdsse in Paraffin- und Gefrierschnitten,
Dieffenbach und Federlin [5], Federlin und Késter [8] das Volumen
der Leberzellen in Gefrierschnitten sowie in unfixierten, oder nach ver-
schiedenen Verfahren fixierten und in Paraffin eingebetteten Schnitten ver-
glichen. Uber die Wirkung der Celloidin- und Celloidin-Paraffineinbettung
auf das Kernvolumen sind uns exakte Untersuchungen nicht bekannt.

Material und Methoden

Als Untersuchungsmaterial benutzten wir Leberzellen von Albinoratten.
Unsere W ahl fiel vor allem deshalb auf Leberzellen, weil ihre Form der Kugel-
form am meisten nahekommt und sich an kugelférmigen Kernen die genau-
esten Messungen vornehmen lassen. Um individuelle Abweichungen und die
von Casperson und Holmgren [4] beschriebenen tageszeitlichen Schwan-
kungen zu vermeiden, entnahmen wir das M aterial fir s&mtliche untersuchten
Fixiermittel und Finbettungsmethoden vormittags 10 Uhr der Leber eines

1 Acta Morphologioa VI11/3.
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etwa 250 g schweren Rattenmdnnchens. Messungen der Kernvolumen nahmen
wir im Zusammenhang mit insgesamt 26 Fixiermitteln und 4 Einbettungs-
methoden vor. In Vorversuchen stellten wir fest, ob einerseits zwischen einfa-
cher Paraffineinbettung und Einbettung in Methylbenzoat-Paraffin, anderseits
zwischen den mit Gelatineeinbettung und ohne Einbettung gefrorenen Schnit-
ten Unterschiede anzutreffen sind. Wir fanden, dass die Kernvolumenwerte
bei einfacher Paraffineinbettung signifikant und wesentlich kleiner sind als
bei Einbettung in Methylbenzoat-Paraffin. Zwischen den in Gelatine einge-
betteten und ohne Einbettung in gefrorenem Zustand geschnittenen Geweben
war keine Differenz vorhanden. Die aufeine Grésse von 3x3 mm geschnittenen
Leberstickchen wurden binnen 5 Minuten nach Tdtung der Tiere in die vorher
zubereiteten Fixiermittel gelegt. Es gelangten folgende Fixiermittel zur
Anwendung (in Klammern die Fixierungsdauer in Stunden) : 4-, 8-, 40%iges
Formol [24], Helly [6], Orth [24], Zenker [24], Tellyesniczky [4],
HNOg-Dampf [2]. Nach diesen Fixiermitteln erfolgte 24stiindiges W aschen
mit Wasser, nach Wittmaackscher Fixierung [48] gelangten 5%ige Na2S04
und anschliessend Waschen unter fliessendem Wasser je 24 Stunden zur
Anwendung. Im Anschluss an die Fixierung nach Allen [2], Bouin [24],.
Carnoy [5], Gilson [6], Lang [6], P. Mayer [6], Petrunkevitch [6],
Apathy [24], Stieve [24], Schaffer [24] und mittels Azeton [3], Sublimat [4],
Supiformeis [24] geschah das Waschen in 70%igem Alkohol, im Anschluss
an Fixierung nach Romeis [6] in 80%igem Alkohol. Nach Fixierung mit
Subtrie [24] und Susa [24] wurde 90%iger, nach Sanomiya [6] absoluter
Alkohol zum Waschen verwendet. Die mit 80%igem und absolutem Alkohol
fixierten Gewebe (je 24 Stunden) wurden anschliessend sofort eingebettet.

Neben dem Waschen wurden sdmtliche M aterialien insgesamt 5 Stunden
in den betreffenden Alkoholkonzentrationen aufbewahrt. Bei der Paraffin-
einbettung befanden sich alle Materialien 17 Stunden in zweimal gewechseltem
Methylbenzoat, 1 Stunde in einmal gewechseltem Benzol und 3% Stunden
in einmal gewechseltem Paraffin.

Die mit Alkohol gewaschenen Gewebe wurden zur Herstellung der
Gefrierschnitte stufenweise wieder in Wasser Uberfihrt. Zwecks Erzielung
einer gleichmdéssigen Schnittdicke wurden die Schnitte mit der von Inke [14]
beschriebenen Messerkiuhlvorrichtung hergestellt.

Die in Celloidin eingebetteten Gewebe wurden nach 5stindiger Alkohol-
behandlung 24 Stunden in abs. Alkohol -f- Ather und 120 Stunden in Celloidin
gehalten. Das Celloidin wurde mit Chloroform erhértet.

Bei der Einbettung in Celloidin-Paraffin wurde der mit Chloroform
erhértete Celloidinblock nach 5stindiger Dehydratation mit Alkohol 12 Stun-
den in einmal gewechselter Carbol-Benzollésung, iy% Stunden in einmal
gewechselter Benzolldsung und 3%>Stunden in einmal gewechseltem Paraffin
behandelt Die obere Zone von 5—600 [Jider gewonnenen Blécke wurde ent-
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fernt und die 500 4 breite Randzone bei der Messung unbericksichtigt gelassen
(Inke—Palkovits, 15], aus jedem Block wurden jeweils 200 Kerne projiziert
(H. 1.-Obj. 90, Periplan-Okular 15X ; die Projektionsentfernung wurde so
eingestellt, dass die Endvergrdsserung 3000fach sei), und abgezeichnet. Die
Kerne als Drehungsellipsoid betrachtend, wurden die beiden gréssten senkrecht
zueinander stehenden Durchmesser in mm gemessen, auf Grund der Formel
A4/6 AP2aus dem Fischer-Inkeschen Nomogramm [10] der log V-Wert abgelesen
und in die von 2,15 log ausgehenden Klassen mit der Ausdehnung d; 0,05
eingereiht. Wir errechneten die Mittelwerte und Streuungen der Volumen der
auf verschiedene Weise fixierten Kerne sowie die Ergebnisse des Studentschen
t-Testes. (Wir kénnen nicht fir jedes Fixiermittel W erte bei den verschiedenen
Einbettungen angeben. Diese Félle sind in den Tabellen mit einem * bezeich-
net.)

Ergebnisse

Bevor wir den Effekt der einzelnen in ihrer Zusammensetzung und in
ihrem Wirkungsmechanismus so unterschiedlichen Fixiermittel auf das
Kernvolumen untersuchen, erscheint es am zweckmaéssigsten, zundchst die
Wirkung der Einbettungsmethoden zu analysieren, bei denen eine einheitlichere
Einwirkung stattfindet. Dies dirfte schon deshalb erforderlich sein, weil

sich die Analyse der Fixiermittelwirkungon unabhdngig von der Einbettung
schwer durchfuhren I&sst.

/. 1. 1. Vi
Abb. 1. Absolute Kernvolumenwerte

I. Gefrierschnitte Il. Paraffin- I1l. Celloidin- 1V. Celloidin-Paraffineinbettung
Volumendurchschnittswerte von jeweils 200, insgesamt 5200 Zellkernen bei Anwendung von
26 verschiedenen Fixiermitteln

Da die Fixiermittel in allen Gruppen im grossen ganzen (die mit *
bezeichneten ausgenommen) identisch wirken, durfte die Gruppierung sdm t-
licher Angaben nach den Einbettungen (einschliesslich der Gefrierschnitte)
zuldssig sein. Die auf diese Weise gewonnenen Resultate sind auf Abb. 1
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Celloidin

Celloidin- Paraffin

Abb. 2. Die Durchschnittswerte der gleichartig bezeichneten Fixiermittel unterscheiden sich
(auf 5%igem Niveau) nicht signifikant voneinander
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graphisch wiedergegeben, deren S&ulen jeweils den Messungsergebnissen von
5200 Kernen (im Mittelwert) entsprechen. Das hdéchste Resultat ergaben die
Gefrierschnitte (1) 2, 338 log (218 u3), sodann in der hier angegebenen Reihen-

Puniffin
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@ x0 0

Tellyesn iczky
Orth
Cnrnoy
Lang
4% Formol
Abb. 3. Ergebnisse des Siinienischen (-Testes bei Paraffineinbettung in graphischer Darstellung
Bezeichnungen :
| auf 5%igem Niveau ist die Differenz nicht signifikant
] auf 5%igein Niveau signifikant

Hi  auf 1%igem Niveau signifikant
U, auf 0,1%igem Niveau signifikant

folge Paraffin (I1) 2, 296 log (198 fi3), Celloidin (I111) 2, 265 log (184 /r3), Cel-
loidin-Paraffin (1V) 2, 158 log (144 /M3). Nach dem Studentschen t-Test
bestehen zwischen den einzelnen Werten signifikante Differenzen.

Die einzelnen Einbettungen kann man auch danach bewerten, mit wie
vielen Fixiermitteln die dem Hochstwert nahestehenden, von diesem hdchstens



238 G. INKE, M. PALKOVITS, I. GYARFAS und A. BAJTAI

um 12% abweichenden Ergebnisse bei gegebener Einbettung erreicht werden
kénnen. Hierlber orientiert (unter anderem) Abb. 2, in der neben den ver-
schiedenen Einbettungen die in log angegebenen Mittelwerte angefihrt sind.
Die Werte der einzelnen verschiedenartig bezeichneten S&ulen stimmen unter-

Celloidin

80°/0 Alkohol
HNOs
Sanomiya
Zenker
Apathy
Romeis
Blum
Petrunkevitch
Abs. Alkohol
Stieve
Sublimat
Tellyesniczky
Subtrie
Gilson
Mayer P.
Allen

4% Formol
40% Formol
Schaffer
Camay

Orth

Aceton
Supiformeis
Helly

Lang

Abb. 4. Ergebnisse des Studentschen t-Testes bei Celloidineinbettung in graphischer Darstellung
Bezeichnungen : s. Abb. 3

einander Uberein, obwohl sich bei der Angabe der Grenze zwischen den sich
stufenweise verdndernden Werten eine gewisse Willkir nicht vermeiden
Hess. Die Differenzen zwischen den einzelnen Werten (auf Grund des t-Testes
auf dem 5-, 1-, 0,I% igen Niveau) sind auf den Abb. 3—6 wiedergegeben.

Bei den Gefrierschnitten geben 16, bei der Methylbenzoat-Paraffin-
einbettung 10, bei der Celloidin-Einbettung 4, bei der Celloidin-Paraffin-
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Einbettung 4 Fixiermittel vom hdchsten nicht abweichende Werte. Der
Ubergang der einzelnen Fixiermittelwerte erfolgt stufenweise, die Celloidin-
Paraffineinbettung ausgenommen, bei der mit Ausnahme der ersten 5 und

Celloidin-
paraffin

Mayer P.
Gilson
Petrunkevitch
Apftithy
Schaffer
Bouin

Allen

Susa

Lang

Stiere
Sanomiyu
4% Formol
Abs. Alkohol
Tellyesniczhy
Supiformeis
garnoy
Blum

Helly

HNO03
Sublimai
Zenker

S0% Alkohol
Aceton

Orth

Romeis

Abb. 5. Ergebnisse des Studentsehen t-Testes bei Celloidin-Paraffineinbettung in graphischer
Darstellung

Bezeichnungen : s. Abb. 3

letzten 2 Fixiermittel sdmtliche anderen voneinander nicht abweichende
niedrige Werte ergeben.

Die Wirkung der einzelnen Fixiermittel auf das Kernvolumen bewerten
wir nach 3 Verfahren : 1. Durch Summierung samtlicher bei der Einbettung
gewonnenen Werte ; 2. durch Vergleich der Wirkungen der verschiedenen
Fixiermittel bei unterschiedlichen Einbettungen und 3. durch Vergleich der
einzelnen Fixiermittel bei gleicher Einbettung.
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1. Die gemessenen Mittelwerte sind im log-Wert, die pH-Werte der
Fixiermittel (vor dem Einlegen des Materials mit der Bayerschen Indikator-
papierserie gemessen) in bezug auf die einzelnen Einbettungen und zusammen-
gefasst in Tabelle I enthalten.

Gefrier-
schnitle

Apéthy
Mayer P.
80% Alkohol
4% Formol
Blum
Zenker
Schaffer
Petrunkevitch
Bonin
Subtrie

40% Formol
Wittmaack
Susa
Supiformeis
Romeis
Sanomiya
Tellyesniczky
Allen

Orth

Stieve

Helly
Carnoy
Gilson

Lang

HNO3

Abb. 6. Ergebnisse des Studentschen t-Testes bei Gefrierschnitten in graphischer Darstellung
Bezeichnungen : s. Abb. 3

Das durch Zusammenfassung der bei sdmtlichen Einbettungen fest-
gestellten Werte gewonnene Resultat gibt unserer Ansicht nach die Wirkung
der einzelnen Fixiermittel auf das Kernvolumen am besten wieder. Abb.
7 zeigt die Werte in graphischer Darstellung. Nach diesen Resultaten kann
man die Fixiermittel vom Gesichtspunkt ihrer auf die Kerngrdsse ausge-
Ubten Wirkung in unserem Untersuchungsmaterial in 4 Gruppen einteilen
(deren Grenzen allerdings mit einer gewissen Willkir gezogen sind).
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Tabelle |

Fixiermittel pH schnitte Paraffin Celloidin Paraffin Insgesamt
Mayer....cniieee 0,5 2,43 2,37 2,24 2,31 2,34
2,0 2,36 2,29 2,33 2,27 2,32
2,0 2,34 2,38 - 2,20 2,31
58 2,43 2,25 2,34 2,26 2,30
8% FOormol....ccoovvvciiincicnne . 3,0 2,38 2,35 2,33 2,11 2,29
LIS 17 2,33 2,34 — 2,19 2,29
ZENKET ...t 3,0 2,38 2,29 2,36 2,10 2,28
GilSON .. 1,4 2,21 2,33 2,29 2,31 2,28
Abs. Alkohol .....c.cccccoovvvieieiiinn, 4,6 — 2,36 2,33 2,15 2,28
80%ig. Alkohol ......ccccovvvivenenene. 45 2,42 2,22 2,39 2,08 2,28
SaANOMIYA e 3,0 2,32 2,25 2,37 2,16 2,27
SHIBVE i 3,2 2,26 2,34 2,33 2,16 2,27
AlEN i 2,3 2,27 2,39 2,23 2,19 2,27
Schaffer......ccoooieeiiccccee 4,6 2,37 2,28 2,19 2,21 2,26
4% Formol... 45 2,41 2,12 2,23 2,15 2,23
Sublimat ..o 58 — 2,26 2,30 2,12 2,22
TellyesniczKy ...ccccoevvviieirenn, 3,0 2,27 2,19 2,29 2,14 2,22
HNO.,-Dampf ..o 2,04 2,31 2,38 2,13 2,21
10% Formol.....covvececcincrcenne 3,8 2,34 2,20 2,20 2,11 2,21
SUpIformeis....cccoevvvcvievricecienns 2,3 2,33 2,25 2,11 2,13 2,20
ROMEIS™ .ot 14 2,32 _ 2,33 1,94 2,20
Azeton* .. 50 _ 2,38 2,12 2,08 2,19
Carnoy 2,21 2,19 2,17 2,13 2,18
Helly e 38 2,26 2,21 211 2,13 2,18
[ U g X o [ 2,6 2,18 2,18 2,11 2,18 2,16
Orth e 3,8 2,27 2,19 2,15 2,03 2,16
Subtrie™ ..., 1,4 2,34 _ 2,28 — 2,31

Wittmaack® ... 2,3 2,33 _ _ _

Fir sich allein steht das weitaus beste Ergebnis des P. Mayerschen
Fixiermittels. Zur zweiten Gruppe rechnen wir 13 Fixiermittel (Petrunke-
vitch, Bouin, Apathy, 8%iges Formol, Susa, Zenker, Gilson, abs. Alkohol,
80%iger Alkohol, Sanomiya, Stieve, Allen, Schaffer), zur dritten 8 (4%iges
Formol, Sublimat, Tellyesniczky, HNO03Dampf, 40%iges Formol, Supi-
formeis, Romeis, Azeton), in die vierte Gruppe 4 Fixiermittel (Carnoy,
Helly, Lang, Orth).

2. Die nach dem t-Test vorgenommene statistische Auswertung der
bei verschiedenen Einbettungen gewonnenen Mittelwerte der einzelnen Fixier-
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mittel ist in Abb. 8 enthalten. Auf Grund der Ergebnisse befinden sich die
Kerne der mit den einzelnen Fixiermitteln behandelten Gewebe in so ver-
schiedenem physiko-chemischem Zustand, dass sie auf die Nachbehandlung
vollig individuell reagieren. Fur die besten missen wir diejenigen Fixiermittel
halten, die den Kern in einen physiko-chemischen Zustand versetzen, in dem
sie auf die Nachbehandlung Uberhaupt nicht oder nur sehr wenig reagieren

166.7. Volumendurchschnittswerte von je 800 Zellkernen bei 4 verschiedenen Einbettungs-
verfahren

und gleichzeitig nicht schrumpfen. Zur Vermeidung von Wiederholungen
werden wir die Bewertung der einzelnen Fixiermittel nach dem 3. Punkt
zusammenfassend angeben.

3. Der Vergleich der verschiedenen Fixiermittel bei gleicher Einbettun
auf Grund des t-Testes ergibt sich aus eien Abb. 3—6, aus denen hervorgeht,
dass sich diese Werte bei gleicher Einbettung, obwohl sich die mit den einzelnen
Fixiermitteln gewonnenen Kernvolumenwerte allmédhlich verdndern, nach der
statistischen Bewertung auf dem Niveau von 5 bzw. 1% meistens nicht von-
einander unterscheiden. Dementsprechend zeigen bei Gefrierschnitten (Abb. 3)
auf 5%iger Ebene die ersten 10 Fixiermittel (mit einer Ausnahme), auf % iger
Ebene die ersten 16 Fixiermittel ein Ubereinstimmendes Ergebnis. Bei der
Paraffineinbettung (Abb. 4) ergeben auf 5%igem 10 und I%igem Niveau 13
Fixiermittel ein einheitliches Resultat, bei Celloidineinbettung (Abb. 5) auf
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5%igem Niveau 5 und auf I%igem Niveau 11 Fixiermittel. Im Falle der
Celloidin-Paraffineinbettung (Abb. 6) zeigen auf 5% iger Ebene 4, auf 1% iger
(mit 2 Ausnahmen) 8 Fixiermittel das gleiche Ergebnis.

Bei der Untersuchung der Streuungen konnte zwischen diesen und der
Kernvolumengrdsse in unserem Untersuchungsmaterial keine stdndige Kor-
relation ermittelt werden.

Unter Zusammenfassung all dieser Bewertungsmethoden konnte von
den besten Fixiermitteln folgendes festgestellt werden :

a) Das Fixiermittel von P. Mayer ergab das hdchste Durchschnitts-
ergebnis, es wirkt gleichmé&ssig und zeigt das schwdchste Resultat bei Celloi-
dineinbettung.

b) Das Durchschnittsergebnis der Fixierldsungen von Petrunkevitch
und Apathy ist ebenfalls glnstig, sie wirken ebenso gleichmassig wie das
MAYERsche Fixiermittel.

¢c) Die Resultate der Bouin-, Susa-, ZENKERschen Fixiermittel und
der 8%igen Formollésung sind Ubereinstimmend gunstig, ihre Wirkung hat
sich vom Gesichtspunkt der Kerngrosse in jeder Hinsicht als einheitlich

erwiesen.
d) Die GiLSONsche Fixierlosung fiel — bei schwéacheren Durchschnitts-
resultaten — durch ihren gleichmassigen Effekt auf.

e) Bei Gefrierschnitten zeigten noch die 4- und 40%ige Formollésung
sowie das ScHAFFERsche und SuBTRiEsche Fixiermittel gute Resultate.

f) Bei der Paraffineinbettung ergaben Azeton, das ALLENsche und
STIEVEsche Fixiermittel sowie abs. Alkohol gute Ergebnisse.

g) Bei der Celloidineinbettung waren die mit HNO03-Dampf, den Fixier-
mitteln nach Stieve und Romeis, ferner absolutem und 80%igem Alkohol
erzielten Resultate gunstig.

Eine Uberraschung waren fiir uns die mit den Carnoy- und Hellyschen
Fixiermitteln, insbesondere mit dem letzteren erzielten schwachen Ergebnisse,
da letzteres im Vorversuch bei 24stiindiger Fixierdauer das beste Resultat
gegeben hatte. Wahrscheinlich war dies auf die kurze Fixierungszeit (6 Stun-
den) zurickzufihren.

Besprechung

Mit der quantitativen Bewertung der Fixiermittel haben sich mehrere
Autoren befasst. Diese Untersuchungen kann man in zwei Gruppen einteilen :

1. Die Volumenverédnderungen des Gewebes (Zytoplasma und Kern)
wurden von Patten und Philpott [11], Kaiseri.ing [16], Tellyesniczky [23]
und neuerdings von Wustenfeld [24] gemessen.

2. Mit der Messung des Zytoplasma- und Kern- bzw. nur des Kernvolu-
mens haben sich Hertwig [12], Euligund Mond [7], Federlin und Koster [7],
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111S0.J 80% Alkohol 4% Formol
C P CP G G C P CP G C CP P
Aceton Ahs. Alkohol 40% Formol
Sublimat Supiformeis Schaffer

Susa Subtrie Hoj7ieis

P G CP CG CcP

4bb. 8. Differenzen zwischen den Durchschnittswerten hei gleicher Fixierung und verselne
dener Einbettung nach dem Studentschen t-Test

auf 5%igem Niveau ist die Differenz nicht signifikant

+ Grenzfall auf 5%igein Niveau
auf 5%igern Niveau signifikant
+ + auf 1%igem Niveau signifikant
+ + 5 auf 0,1%igem Niveau signifikant
G  Gefrierschnitt
P = Paraffin-
C Celloidin-

C—P  Celloidin-Paraffineinbettung

In den senkrechten Sdulen sind die Werte in der ihrer Grosse entsprechenden Reihenfolg
angefihrt.
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Arnold [2], Sandritter [21] und andere befasst. Diese Untersuchungen wurden
teils so durchgefuhrt, dass man die gewonnenen Werte mit dem Kernvolumen
des als Ausgangswert benutzten frischen Gewebes verglich, teils so, dass
man keine Ausgangswerte, sondern nur relative Werte bestimmte. Da die
Ausgangswerte meistens praktisch nicht bekannt sind, haben auch wir die
Untersuchung dieser relativen Werte vorgenommen. Es sei hier bemerkt,
dass die Zytoplasma- und Kernvolumenverdnderungen laut Hertwig nicht
parallel verlaufen. Das Verhé&ltnis zwischen Zytoplasma und Kernvolumen
lasse sich daher bei der Untersuchung an fixierten Schnitten nach Hertwig
nur schwer oder Uberhaupt nicht bewerten. Derartige Untersuchungen an
Aszitessarkomzellen haben auch wir (Gati, Inke, Palkovits [11] ; Gati,
Inke, Bajtai, Gyarfas [12]) im Anschluss an experimentelle Einwirkungen
durchgefuhrt und gefunden, dass sich zwar absolute quantitative Werte
nicht bestimmen liessen, aber zwischen den Zytoplasma- und Kernvolumen-
werten ziemlich weitgehende Parallelitdt bestand.

Die bisherigen Untersuchungen bedurften in mehrfacher Hinsicht einer
Ergdnzung, und zwar weil 1. die Messungen zumeist an wenig Material vor-
genommen wurden, 2. die statistische Bewertung der Resultate oft fehlte,
3. die Untersuchungen nur in bezug auf einige der gebrduchlichen Fixier-
mittel (Bouin,Susa, Zenker, Carnoy, abs. Alkohol, Formol), oft ohne Angabe
der Konzentration, vorgenommen worden waren, 4. weil wir unter den Ein-
bettungsmethoden vor allem fiir die Paraffineinbettung mit und ohne Methyl-
benzoat-Vorbehandlung, fir die Gefrierschnitte, die Carbowachs-Einbettung
und in bezug auf die Freezing-drying-Methode Angaben gefunden hatten.
Liber die Celloidin- und Celloidin-Paraffineinbettung waren keine Angaben
anzutreffen. 5 Im Zusammenhang mit den einzelnen Einbettungen ist die
Aufenthaltsdauer in den Intermedien meistens in den Mitteilungen nicht
angegeben.

Die Ergebnisse der einzelnen Autoren lassen sich aus obigen Grinden,
ferner weil sie die gewonnenen Werte im Prozentsatz des Ausgangswertes
ohne Angabe des absoluten Volumenwertes anfuhren, weil sie die relativen
W erte teils im Volumen, teils in den mit Planimeter gemessenen Oberfldchen-
einheiten angeben, sehr schwer vergleichen. Wahrscheinlich ist bei den Ein-
bettungen auch die Einwirkungsdauer der Intermedien vom Gesichtspunkt
der quantitativen Resultate nicht indifferent. Wegen der zahlreichen Varia-
tionsmoglichkeiten lassen sich diese mit den gegenwdértigen Methoden gar
nicht auswerten, obwohl es sehr erwiinscht wéare, die in der Praxis benutzten
zahllosen Modifikationen mit objektiven Methoden bewerten zu kdnnen.

W ir sind uns dartiber im klaren, dass unsere Ergebnisse, obwohl sia sich auf
ein viel umfangreicheres M aterial beziehen als die bisherigen Untersuchungen,
fir andere Gewebsarten als normale Rattenleberzellen streng genommen nur
mit Vorbehalten angewandt werden kdénnen. Auch die experimentellen Ein-
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Wirkungen koénnen die Reaktion der Leber auf die Fixiermittel verdandern.
Die chemische Grundlage dieser Verdnderungen kann die durch W asserauf-
nahme bedingte, von Benninghoff vorausgesetzte ,, Kernschwellung” oder die
von Alfert und Mitarbeitern festgestellte basische ProteinVermehrung sein-

Wir schliessen uns der Meinung von Alfert und Mitarbeitern an, dass
die “Kernschwellung” keine allgemeine Erscheinung sei, sondern nur in speziel-
len Féallen zustande komme, wéhrend die infolge Vermehrung der Zytoplasma-
proteine eintretende Kernschwellung h&ufiger beobachtet werden kdnne-
Eulig und Mond vermochten in vitro mit Adrenalin und Azetylcholin eine
Grossenverdnderung der Froscherythrozytenkerne herbeizufihren und fanden,
von den gebrduchlichen Fixiermitteln sei nur das BouiNsche imstande, die
Gewebe so zu fixieren, dass die experimentell zustande gebrachte Differenz
auch im Schnitt vorhanden sei. Nach Alfert und Mitarbeitern [1] Ildsst
sich dasselbe auch mit den von Eulig und Mond als ungeeignet befundenen
Susa- und CARNOYschen Fixiermitteln sowie mit Formol herbeifihren. Neu-
estem teilt Neumann [18] Ergebnisse mit, welche die Auffassung von Eulig
und Mond stutzen, doch kénnen seine Resultate wegen des Fehlens der sta-
tistischen Auswertung und im Hinblick auf die geringe Zahl der Versuche
nicht als beweiskrdaftig angesehen werden.

Nach den Ergebnissen der Einbettungsversuche unterliegteskeinem Zwei-
fel, dass die in der Kernvariationspraxis allgemein benutzte Methylbenzoat-Pa-
raffineinbettung flir quantitative Untersuchungszwecke als geeignet betrachtet
werden kann. Gleichzeitig vermochten wir die in qualitativer Beziehung seit
langem bekannte Tatsache, dass diese Methode auch quantitativ besser ist
als die einfache Paraffineinbettung, objektiv zu beweisen. Die Gefrierschnitte
geben im allgemeinen um 12% hohere Werte als die Paraffineinbettung-
Hiermit gleichwertig ist nach unseren Vorversuchen die Gelatineeinbettung
und nach Literaturangaben auch die Carbowachseinbettung. Die Schrumpfung
der Gefrierschnitte ist in der Tat am geringsten, nach unseren Untersuchungen
(Inke, Palkovits [15]) auch das Ausmass der Randschrumpfung kleiner
als bei einfacher Paraffineinbettung, wenn sich auch die Orientierung und
vor allem die Aufbewahrung des Materials schwerer durchfiihren ldsst als bei
eingebettetem Material. Die Unannehmlichkeiten sind von solcher Art, dass
die etwa 12%ige Volumenvergrdsserung hierfiir keinen Ersatz bietet, um so
weniger, als wir meistens nicht absolute, sondern relative Werte zu ermitteln
winschen. Es ist daher zweckméssiger, anstelle von Gefrierschnitten mit
Methylbenzoat-Paraffineinbettung zu arbeiten.

Die Celloidin- und Celloidin-Paraffineinbettungen haben sich (zumindest
in der unserseits verwendeten Form) in quantitativer Hinsicht als minder-
wertiger erwiesen als die Methylbenzoat-Paraffineinbettung. Fur karyometri-
sche Untersuchungen halten wir sie daher, insbesondere die Celloidin-Paraffin-
einbettung, flir ungeeignet. Letztere gibt nicht nur ausgeprdgt niedrigere
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quantitative Werte, sondern in quantitativer Hinsicht geben die Fixiermittel
mit Ausnahme der ersten 5 und letzten 2 ein vdllig gleichformiges Bild.
W ahrscheinlich spielt sie auch bei experimentellen Abweichungen eine derar-
tige uniformisierende Rolle. Unter Ausserachtlassung der unmittelbaren
Wirkung der Fixiermittel l&sst sich Gber den Mechanismus und die Ursachen
der Einbettungswirkungen auf die Kerngrésse folgendes sagen : 1. Das Aus-
mass der Schrumpfung nimmt mit der Zeitdauer der Einwirkung des Inter-
mediums (Benzol, Alkohol, Ather-Alkohol) zu. 2. Die Hitzewirkung von 56° C
wirkt (nach entsprechender Dehydratation) weniger schrumpfend als die
langwierige Behandlung mit Intermedien, z. B. bei Celloidineinbettung. Auf
die Unschédlichkeit der Hitzewirkung deutet ferner, dass wir mit Gelatine-
einbettung (sowohl bei 37 wie 56°) Ergebnisse erzielten, die den mit Gefrier-
schnitten gewonnenen gleichwertig waren.

Die Auswertung der Fixiermittel ergab folgende Resultate :

1. Den Effekt der Fixiermittel kann man nicht unabhdngig von der
Einbettung bewerten. Es gibt sehr wenige Fixierlésungen, die unabhdngig
von den Einbettungen in allen Féallen gute Ergebnisse zeigen. Die primédre
Schrumpfwirkung, als deren Massstab der Gefrierschnitt angesehen werden
kann, zeigt auf Hitzeeffekt (Paraffin), auf Alkoholdauerbehandlung (Celloidin)
bzw. Alkoholbehandlung und Hitzewirkung (Celloidin-Paraffin) die verschie-
densten Verdnderungen.

2. Die durch statistische Auswertung ergdnzten Untersuchungen uber
die Schrumpfwirkung der Fixiermittel fihrten zu dem Resultat, dass die
einzelnen Fixiermittelgruppen die gleiche Schrumpfwirkung aufweisen. Die in
der Literatur mitgeteilten Angaben, wonach die Schrumpfwirkungen einzelner
Fixiermittel in diesem oder jenem Prozentsatz abweichen, vermag man in
Ermangelung der statistischen Auswertung nicht oder kaum zu bewerten.

3. Zwischen der quantitativen Wirkung und dem pH sowie der chemischen
Zusammensetzung der Fixiermittel fanden wir folgende Zusammenhénge :

Die durchschnittlichen pH-Werte der das beste Resultat ergebenden

und der anderen Fixiermittel sind auf Tabelle Il zusammengefasst.
Tabelle 11
Die besten die anderen

Durch- Durch- Durch-

schnitt n a b schnitt n a b schnitt n a b

pH pH pH
Insgesamt .... 3,14 26 01 58 242 8 05 58 361 18 01 58
Paraffin......... 3,17 25 01 58 238 10 01 50 370 15 20 58
Celloidin.......... 3,14 25 01 58 3,06 10 0,1 58 318 15 0,5 58
Cell.-Par........... 3,14 26 01 58 286 5 05 58 337 20 01 58
Gefrierschn. ... 2,76 25 01 58 32 11 05 58 244 4 01 38

n = Anzahl der Fixiermittel ; a = niederingster Einzelvert ; b = hochster Einzelwert.
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Obgleich die Durchschnittswerte mit Ausnahme der Gefrier- und Celloi-
din-Schnitte bei den ein gutes Resultat ergebenden Fixiermitteln wesentlich
niedriger sind, scheint doch kein konsequenter Zusammenhang zu bestehen,
da ja auch unter den besten Fixiermitteln solche mit verh&ltnismé&ssig hochem
pH (Apathy) und unter den weniger guten welche mit niedrigem pH Vorkom-
men (Romeis, Lang, HNO03Dampf). Infolgedessen erlauben wir uns, die
Arbeitshypothese aufzustellen, dass zwischen dem pH und der quantitativen
Wirkung der Fixiermittel ebenfalls ein Zusammenhang vorliege.

Die Art dieser Korrelation soll durch weitere Untersuchungen geklart
werden.

Zwischen der chemischen Zusammensetzung und quantitativen Wirkung
der Fixiermittel fanden wir folgende Zusammenhénge : 1. Die HN 03-haltigen
Fixiermittel ergaben s&mtlich gute Resultate (Mayer, Petrunkevitch,
Gilson). 2. Rei den sublimathaltigen Fixiermitteln war zwischen Sublimat-
gehalt und Schrumpfungsausmass eine Korrelation nicht festzustellen. 3. Unter
den pikrinsdurehaltigen Fixierldsungen zeigten nur diejenigen gute Ergebnisse,
in denen die Pikrinsdure den Hauptbestandteil bildet (Mayer, Bouin), das
mit Chromséure und Urea kombinierte AbLENsche Fixiermittel und das etwa
8% Sublimat enthaltende Supiformeis wirkten schwé&cher. 4. Unter den
Formollésungen erbrachte die 8%ige das beste Resultat, im Gegensatz zu
den 4%igen und 40%igen, welch letztere laut Lassek [18] auf Grund subjek-
tiver Beurteilung weniger schrumpfend wirken soll als die 4%ige Ldsung.
Bei Gefrierschnitten gab auch die 4%ige ein gunstiges Ergebnis. 5. Von den
Alkoholen ergaben absoluter und 80%iger gute Resultate ; unter den ein
noch besseres Resultat zeigenden Fixiermitteln gibt es zwei, in denen Alkohol
in 50—60%iger Konzentration in Kombination mit anderen Substanzen
enthalten ist (Apathy, Petrunkevitch).

Zusammenfassung

Die Wirkung von 26 verschiedenen Fixierldsungen und 4 verschiedenen Einbettungs-
methoden auf die Volumenveranderung der Leberzellkerne von Ratten wurde untersticht.
Wie aus den Ergebnissen hervorgeht, ist die Kernvolumengrosse von der gemeinsamen Wir-
kung des Fixiermittels und der Einbettung abhangig. Die nicht eingebetteten Gefrierschnitte
enthalten Kerne mit durchschnittlich um 12% grosserem Volumen. Von den Einbettungs-
verfahren erwies sich quantitativ die Methylbenzoat-Paraffineinbettung als die beste ; die
Celloidineinbettung ergibt ein schwéacheres und die Celloidin-Paraffineinbettung das schwachste
Resultat. Die Paraffineinbettung ohne Methylbenzoat wirkt quantitativ unvorteilhafter als
die Methylbenzoat-Paraffin- und Celloidineinbettung Mit den Gefrierschnitten {bereinstim-
mende Ergebnisse zeigt die Gelatineeinbettung. Unter den verschiedenen Fixiermitteln zeigten
bei samtlichen Einbettungsverfahren die besten Resultate Mayer, Petrunkevitch, Bouin,
8%iges Formol, Susa, Apathy, Zenker UNd Gitson. Die Schrumpfwirkung der Fixiermittel ist
bei den einzelnen Einbettungen verschieden. In bezug auf ihre Schrumpfwirkung kann man die
Fixierlésungen je nach dem Einbettungsverfahren in eine Reihenfolge bringen, die sich mit
gewisser Willkdr in vier Gruppen einteilen lasst. Die Schruir.pfwirkung der in diese Gruppen
aufgenommenen Fixierflissigkeiten zeigt keine wesentlichen Abweichungen. Die Uber die
Schrumpfwirkung der Fixiermittel in der Literatur anzutreffenden Angaben lassen sich in
Ermangelung der mathematischen Auswertung kaum bewerten. Die Zusammenhange zwischen
der chemischen Zusammensetzung und dem Wirkungsmechanismus sowie zwischen dem pH
und Wirkungsmechanismus der Fixierflusiigkeiten werden eingehend erortert.2

2 Acta Morphologies VI11/3.
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Fur die Zwecke der Kernvariationsstatistik werden die oben angefiihrten Fixiermittel
unter Anwendung der Methylbenzoat-Paraffineinbettung empfohlen. Falls die Untersuchungen
unterschiedliche Fixierung der Gewebe erfordern, so kann man unter Bericksichtigung
der mitgeteilten Daten diese Ergabnisse ebenfalls vergleichen.
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METOAOMYECKME BOTMPOCbI AAEPHO-BAPUALMNOHHOIO CTATUCTUYECKOIO
CMOCOBA IV. JENCTBUE PA3MINUYHbIX ®VIKCATOPOB W CMNOCOBOB 3ALE/NKMN
HA OBBEM AAPA

r. UHKE, M. MANKOBWY, N. AbAPDALI u A. BANTAU

ABTOpbI UCCNENOBANU Y KPbIC AENCTBYE 26 Pa3/IMUHbIX (MKCATOPOB M YeTbipex pasniny-
HbIX CMOCOGOB 3afie/IKM Ha M3MeHeHMs1 06bemMa KMEeTOUHbIX sAep nedeHW. Ha ocHoBe MosyueH-
HbIX pe3yNbTaToB Be/MuMHa o6bema sfep SBAseTcs (DYHKUME COBMECTHOro AeiCTBUSA (uKca-
Topa 1 cnoco6a 3afieNIk1. 3aMOPOXKEHHbIE CPE3bl, KOTOPbIE He 6bINK 3aeNeHbl, COepXanu sapa,
KOTOpble OKasaincb B cpeaHeM Ha 12% 60sblue. 3 crnoco6oB 3aeniku  MeTun6eH3oaT-napa-
(OMHOBbLI/E MeTO4 SIBNSIETCS KONMUECTBEHHO JlydylluMM Ccrnoco6oM. Bonee cnabble pesynbTaThbl
noslyyaloTcs Npu 3ade/IKe B LINIOVANH, a caMble criabble Mpuw 3afenke B LennouanH-napaguH.
3anvMBKa B napagmH 6e3 MeTuGeH30aTa KO/MUECTBEHHO XYXKE, YeM 3afiesika B MeTW/I6eH30aT-
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napauH 1 LennonavH. PaBHOLEHHble C 3aMOPOXEHHbIMW Cpe3aMun pesynbTaTbl JaeT 3aiuBKa
B XenaTuHy. Cpean OTAeNbHbIX (UKCATOPOB /ydlume pe3ynbTaTbl Jain Crocobbl 3afeniku ¢
(ukcaTtopammn Maviepa, MeTpyHkeBu4a, BbysHa, 8%-ro copmona, Cysa, Anatu, LleHkepa un
XXunnbcoHa. B cnyyae pasnuMuHbIX CMOCO60B 3afefiky CMOpLUMBAKOLLEe [elicTBME OTAeNbHbIX
(hrkcaTopoB He 0AMHAKOBOE. B OTHOLLEHMW CMOPLUMBAIOLLENO AEWCTBUS OTAeSbHble (MKCATOPbI
— B 3aBMCMMOCTW OT crnocoba 3afje/IKm — MOXXHO OTHECTU B HEMpPepbIBHbIA PAf, MpuyeM npu
W3BECTHOM MPOW3BONBHOCTM OHW pasfe/iMMbl Ha YeTblpe rpynnbl. OTAeNbHble, OTHOCALLMECA K
pasnnMyHbIM FpynnaM (UKCaTopbl, B OTHOLUEHUN CMOPLLMBAIOLLErO AENCTBMS HE OT/M4atoTcs
CYLLLECTBEHHO APYr OT gpyra. VmMelowmxcs B nuTepaType AaHHbIX O CMOPLUMBAIOLLEM AeACTBUN
OTAeNbHbIX (DMKCATOPOB HeNb3s MPUMEHSATb, TaK KaK OHW MNpUBOAATCA 6e3 mMaTemMaTM4ecKoi
oueHkn. lMogpobHO n3naraeTcs XMMUYECKWIA COCTaB M MeXaHU3M [efCTBUS OTAeNbHbIX (unkca-
TOPOB, TaKXe Kak W CBA3b MeXAy MX pH n MexaHM3MoM AercTBuS.

Mpn NpUMEHeHUN SAEePHOBAPUALIMOHHONO CTATMCTMYECKOro crnoco6a Ha NpakTuKe
aBTOPbl PEKOMEHAYIOT BbILLENPUBEAEHHbIE (DUKCATOPbI C 3a[e/IKO B MeTUn6eH30aT-napaguH
MocKoNbKY XapakTep MccneoBaHuii TpebyeT pasnMYHOro 3aKpensieHnst 0T/eNbHbIX 06beKTOB,
MOXHO MPOBECTV CPaBHEHWE, MPUHKMAs BO BHUMAHWE TaKXKe BbILLENPUBEAEHHbIE [aHHbIE
aBTOPOB.

METHODICAL PROBLEMS OF KARYOMETRY. IV. THE EFFECT OF DIFFERENT
FIXATIVES AND EMBEDDING METHODS UPON THE NUCLEAR VOLUME

G. INKE, M. PALKOVITS, I. GYARFAS and A. BAJTAL.

The effect of 26 different fixatives and 4 embedding methods upon the change
of the nuclear volume of liver cells has been studied. It has been found that nuclear volume
is the function of the joint action of fixative and embedding. The nuclei in non-embedded
frozen sections were 12% larger. From among the embedding materials, methylbenzoate-
paraffin was quantitatively the best, celloidine less good and celloidine-paraffin the worst.
Paraffin without methylbenzoate was quantitatively inferior to methylhenzoate-paraffin and
celloidine embedding. Gelatine embedding ensures the same result as frozen sections. As regards
fixing, the best results, whatever the embedding method were obtained by the Mayer, Petrun-
kevitch, Bouin, 8% formol, Susa, Apathy, Zenker and Gilson fixatives. On the basis of their
shrinking effect, which is not identical with every embedding method, the fixatives can be
ranged into a series which may be divided into four arbitrary groups. The shrinking effect of
the fixatives ranged into the same group does not essentially differ from one another. The data
in the literature concerning the shrinking effect of the different fixatives are, for want of mathe-
matical evaluation, scarcely appreciable.

Chemical composition and the effect of the fixatives, as well as the correlation of their
pH and their effect is treated in detail. For Karyometrical research, the use of these fixatives
and methylhenzoate-paraffin embedding are recommended. Should the character of some
examination necessitate a fixation by different substances, their results can be also compared
by the above mentioned dates.
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