Regenwurm / Lumbricus terrestris
Herstellung eines Histologiepraparates

Mit dieser Dokumentation soll die Herstellung eines
Histologiepraparates vom Regenwurm gezeigt werden.

Allgemeines zum Regenwurm:
Regenwilrmer haben keine Nase und keine Lunge. Sie atmen Uber ihre Haut.
Das funktioniert aber nur, wenn die Haut feucht ist. Deshalb flihlen sich
Regenwilrmer immer ein bisschen schleimig an. An der Schleimschicht bleibt
der Sauerstoff sozusagen hangen. Man sagt auch: Er wird dort gebunden.
Dann dringt der Sauerstoff durch die Haut in den Kérper und wird durch sehr
feine Adern Uberall verteilt.

Vorbereitung:
Der Darm des gefangenen Regenwurms enthalt in der Regel Erde. Da Erde
nicht schneidbar ist muss daflr gesorgt werden, dass der Regenwurm die im
Darm vorhandene Erde ausscheidet. Das Messer des Mikrotoms kann sonst
beschéadigt werden. Dazu gibt man in ein Becherglas angefeuchtete
Papierschnitzel (z.B. Filterpapier, Tempotaschentlcher) und legt den
Regenwurm flr eine Woche in dieses Becherglas. Der Regenwurm frisst das
Papier und scheidet die Erde mit dem Kot aus. Das Becherglas wird mit einem
Uhrglas abgedeckt. Die Sauerstoffzufuhr erfolgt durch die offen bleibende
AusgieB6ffnung.

Toétung:
Der Regenwurm wird fir 30 Minuten in 10%-Ethanol mit etwas Chloroform
gelegt (laut Kikenthal).
Der Regenwurm wird in 10mm groBe Stlicke zerlegt.

Fixierung:
Die Stlicke fiir 2 Tage in 10% Formalin legen.
Danach wird das Fixiermittel mit Aqua dest. ausgewaschen.
3 mal wechseln und flr je 2 Stunden in Aqua dest. belassen.

Entwéssern:
Vor dem Einbetten in Paraffin muss das Praparat entwassert werden. Dies
erfolgt tber 30%-, 50%-, 70%-, 85%- und 96%-Ethanol. AnschlieBend noch in
100% Isopropanol dberfihrt. Das Praparat bleibt fir je 12 Stunden in jedem
Bad. Schlappdeckelglaser 10ml verwenden.
Zum Schluss wird das Praparat in PARAFEX S (einem Xylol-Ersatz von
CHEMLAB) bei 50°C im Warmeschrank fir 12 Stunden gelegt.
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Infiltrieren und GieBen muss an einem Tag durchgefiihrt werden. Am Vortag ist alles
fir den Einsatz des Warmeschrankes vorzubereiten. Am friithen Morgen wird der
Waérmeschrank eingeschaltet und benétigt ca. 1,5 Stunden um die Temperatur zu
erreichen. Es entsteht so ein 14 Stunden Arbeitstag. Die Temperatur ist regelmaBig,
ca. jede Stunde zu kontrollieren.

Infiltrieren:
Es wird eine warme Mischung (max. 58°C im Warmeschrank) von Paraplast
und Parafex S im Verhaltnis 1:1 erstellt. Das Praparat wird darin eingelegt und
verbleibt dort fir 5 Stunden.
AnschlieBend kommt das Praparat in reines fliissiges Paraplast (ca. 58°C im
Warmeschrank) fir 7 Stunden.

GieBen des Blockes:
Ich bastel mir aus Alu-Folie eine Form fiir einen Block von 20x20x20mm
Kantenlange als Gussform. Die Innenseiten bestreiche ich mit Glycerin.

Ich schmelze Paraplast im Warmeschrank (max. 58°C). Das fliissige Paraplast
wird in die Form gegossen und das warme Praparat in die Mitte des Blockes
gestellt. Vorgewarmte Pinzette benutzen. Das alles muss schnell gehen well
das Paraplast schnell fest wird. Man blast auf die Oberflache des Paraplast,
bis sich eine dicke Haut bildet. AnschlieBend wird die Form in kaltes Wasser
getaucht, bis das Paraplast vollstandig erstarrt ist.

Schnitte herstellen:
Von dem erstarten und abgekihlten Paraplastblock wird die Alu-Folie
vorsichtig entfernt und der Block mit einem Messer, passend fir den
Schraubstock des Mikrotoms, zurechtgeschnitten. Mit dem Mikrotom erstelle
ich mdglichst diinne Schnitte. Mir gelingen, mit meinen Méglichkeiten, Schnitte
mit einer Dicke von 20um und dicker. Durch anfeuchten der Schnittflache
besteht die Mdglichkeit ein zu starkes Aufrollen der Schnitte zu verhindern. Mit
einer Pinzette und einem Schnittfanger werden die Schnitte in ein Bad,
bestehend aus 9 Teilen Wasser und 1 Teil 96%igem Ethanol gelegt. Dadurch
kann sich ein zusammen gerollter Schnitt wieder strecken.

Objekttrager bestlicken:
Mit grindlich gereinigten Objekttragern werden die Schnitte, einer nach dem
andern, aus dem Bad herausgefischt und auf dem Objekttrager platziert.

Entfernen des Paraplasts:
Die Objekttrager mit den Schnitten werden in eine Petrischale mit Parafex S
gelegt und fir eine Stunde bei max 58°C erwarmt. Dadurch 16st sich das
Paraplast, welches sich an dem Schnitt befindet, auf.

Doku Regenwurm.doc Seite 2 von 7 HJ Mooflen / Sebastian Nehls



Regenwurm / Lumbricus terrestris
Herstellung eines Histologiepraparates

Absteigende Alkoholreihe:
Das Parafex S wird aus der Petrischale abgesaugt und der Objekttrager mit
dem Schnitt nach und nach einer absteigenden Alkoholreihe ausgesetzt.
Beginn mit 100% Isopropanol und danach 96%-, 85%-, 70%-, 50%-, 30%-
Ethanol fir jeweils 0,5 Stunden. Zum Schluss wird der restliche Alkohol durch
dest. Wasser ersetzt.

Farben der Schnitte:
Ich habe die Mdglichkeit eine Kernechtkombinationsfaroung durchzufihren.
Dazu wird das dest. Wasser aus der Petrischale gesaugt und der Farbstoff fir
ca. 15 Minuten auf den Schnitt gegeben. Danach wird der Farbstoff abgesaugt
und dreimal mit dest. Wasser gesplilt. Nach einer ersten Kontrolle des
Farbeergebnisses kann eventuell mit 70%-Ethanol differenziert werden. Zum
Schluss wieder mit dest. Wasser spilen.

Eindecken des Schnittes:
Der Schnitt wird nun fir 30 Sekunden 100%-Isopropanal ausgesetzt. Das
Isopropanol wird wieder abgesaugt und 3 Minuten 100%-Isopropanol erneut
aufgebracht, wieder abgesaugt und fir 5 Minuten 100%-Isopropanol
aufgebracht und wieder abgesaugt. Danach wird mit einem Glasstab ein
Tropfen Euparal auf den Schnitt gegeben und mit einen Deckglas eingedecki.
Der Objekttrager mit dem Schnitt wird aus der Petrischale entnommen und auf
eine Warmebank (ca. 40°C) gelegt, wobei das Deckglas mit einer M8-Mutter
beschwert wird.
Nach einer Trocknungszeit von ca. 2 Tagen ist das Dauerpraparat fertig.

Literatur:

Kikenthal Zoologisches Praktikum

Histokurs Teil 1+2 von Ronald Schulte.

Angewandte Mikroskopie von Aribert Jung

Anleitung zum Anfertigen und Farben von Paraffinschnitten von Dr.G.Rosenfeld
Histologie fir Jedermann von Otto Zach
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Die nachfolgenden Fotos zeigen ein gekauftes
Fertigpraparat, wobei die zu sehenden verschiedenen
Organe des Regenwurms benannt wurden.
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Regenwurm / Earthworm -
Querschnitt

Darm, Darmlumen (Lumen = Innenraum)
Ausscheidungsgefa3, Nephridium

AZ-07 02 CLOZPL

Borstensackchen (Fortbewegung), gesamte Region

Bauchgefal3, Ventralgefal
Bauchmark

Ruckengefa (Dorsalgefai)
Epidermis und dartber Cuticula
Ringmuskel

Langsmuskel

siehe VergrdBerungsfoto 1, Bild 2
Typhlosolis

Darmwand

evtl. schrag angeschnittene Darmwand
Kérperhdhle, Coelom
Lymphocyten

Subneuralgefan
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Bild 2

1 gamwrm { Earthworm
10 Vergréferungsfoto 1
AZ-07 10 CL10AC

20  wahrscheinlich Borstenmuskel

21 Borstensackchen, eingekreiste Region

22  evtl. Chloragogzellen oder Coelomocyten

23  evil. Nephridium, Ausscheidungsorgan, Harnblase,
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Bild 3

Regenwurm / Earthworm
Langsschnitt
AZ-08 03 CLO2PL

30  Epidermis und Cuticula

31 Ringmuskel

32  Langsmuskel

33  Querwand, Dissepiment, Septum

34 Darmlumen

35  siehe VergréBerungsfoto 2, Bild 4

36  Ausscheidungsorgan, Nephridium

37  siehe VergréBerungsfoto 3, Bild 5

38 Borstensackchen

39  evil. quer angeschnittenes Ringgefa, Dorsoparietalgefa
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Regenwurm / Earthworm
VergriRerungsfoto 2
AZ-08 10 CL10AC

40 Ringgefa3? 42  Ausscheidungsorgan, Nephridium
41 Chloragogzellen 43  Querwand

Bild 5

Regenwurm / Earthworm
VergriBerungsfoto 3
AZ-08 11 CL10AC
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