
359 

Linck ,  Zur Kenntiiis der ependym. Gliomo des IV. Ventrikels. Zieglers 
Beitri~ge 1903, XXXII. 

3. S t r o e b e ,  Uber Entstehuiig u. Baud. Hirngliome. Zieglers Beitr. XVIII. 
S a x e r ,  Ependymepithel, Gliome usw. Zieglers Beitr. 1902. 
B u c h h o ] z, Beitr. z. Kenntnis d. Hirngliome. Archiv f. Psychiatrie XXII. 
t t e n n e b e r g ,  Beitr. z. Kenntnis dot Gliome. Archly f. [sychiatrie 

XXX, 1899. 
4. Vi rchow,  Die krankha~teii Geschwiilste, II. 
5. P r a n t o i s  et E t i e n n e ,  Sarcome primitif des ventricules du cerveau. 

Arch. d. Neurologie~ 1884, Nr. 86. 
6. P fe i2 fe r ,  Ein Fall voii ausgebreitetem ependymi~ren Gliom der Gehirn- 

hShleii. Deutsche Zeitschrift 2fir Nervenheilkunde, 1894. 
7. Cim b al,  Die Geschwiilste des IV. Ventrike]s. Dieses Archiv 166, 1901. 

B rans ,  Die Geschwfilste des Nervensystems. Berlin 1897. 
B i e l s c h o w s k y ,  Multiple epeiidymi~re Gliome des IV. Ventrikels. 

Deutsche Zeitschr. 2. Nervenheilkunde, XXII, 1902. 
H u n z ik e r, Ventriko]tumoren. Deutsche Zeitschr. f. Nervenheilk, 1905. 

8. Rib b e r t, Geschwulsflehre, 1904. 
9. W e i g e r t ,  Beitri~ge zur Keniitnis dor normalen menschlichen Neuroglia. 

10. B oiiome~ Bau und Histiogenese des pathol. Neurogliagewebes. Dieses 
Archiv 163, 1901. 

11. M u t h m a n n  u. S a u e r b e c k ,  Uber eiiie Gliageschwulst des IV. u 
trikels. Zieglers Beitr~ge 34, 1903. 

12. Ceni ,  Eine gliomatSse Infiltration beider Grol~hirnhemisph~reii. Arch. 
f. Psychiatrie, XXXI, 1898. 

13. Mosler ,  Zur Kasuistik der Hiriitumoreii. Mit Zusatz yon Virchow.  
Dieses Archiv 43. 1868. 

XVI. 
Kleine Mitteilung. 

E i n e  neue  und leicht a u s z u f i i h r e n d e  d r e i f a c h e  Fiirbung 
f i i r  Z e l l e n  u n d  G e w e b s s c h n i t t e  n a c h  F l e m m i n g s  

Dreifachbehandlung. 
(Aus dem Krebsuiitersuchungs-Laboratorium in London.) 

Von 
Dr. V ic to r  Bonney.  

(Hierzu Tar. X.) 

lm Verlaufe einer Untersuehung fiber die Kernver~nderungeii, welche 
gewisse Neubildungen kennzeichnen, kam ich auf verschiedene Versuehe yon 
Gewebsf~rbung, hoffend, ich kSiinte mir die Arbeit erleichterii, weiin ich auf 
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einfache und schnell auszuftihrende Weise Kern, Protoplasma and Zwischen- 
gewebe scharf und different yon einander zn f~trben vermSchte. 

Ich erreichte mein Vorhaben durch eine Mo difikation der F1 e m m i n g- 
schen Dreifachbehandlung. 

Im VI. Bande des Archivs des Middlesex-Hospitals ist sehon darfiber 
berichtet; seitdem habe ich weitere Verbesserungen hinzugef/igt. 

Die Dreifachbehandlung naeh Flemmi.ng ist eine den Histologen 
wohlbekannte Methode. Sein ursprilngliehes Yorhaben war, Saffranin, 
Gentianaviolett and Orange G. derart zu kombinieren, da~ in den Geweben 
das Chromatin der Kerno mit Violett, das grotoplasma mit Saffranin und 
das Zwisehengewebe mit Orange gef~rbt sein sol]to. 

Das scheint wenigstens die Absieht des Erfinders gewesen zn sein, 
aber nicht alle seiner Nacharbeiter haben dies Ideal erreicht, bei einigen 
kam die Methode in schlechten Ruf, so besehreibt sie Be l les -Lee  als 
ungeschickt und unsicfler; andere empfehlen sie noeh warm, obwohl sic 
auch nicht drei versehiedene scharf getrennte Farben damit hervorzubringen 
imstande sind. Noch welter, sogar ftir eine Doppelf~rbung ist die Methode 
langwierig and unzuverl~ssig. 

In folgender Weise ist es leieht, schnell und sicher eine wirklich drei- 
faehe F~rbung zu erreiehen: 

1. Fixieren kleiner Gewebsstticke in Alkohol-Eisessig (1 Teil Acid. 
acetic, glaciale, 2 Teile Alkohol absolut.). Je nach der GrSl]e bleiben die 
Stficke 5--15 Minuten darin; zum schnellen Entw~ssern ist das Sttick in 
mehrmals zu wechselnden absoluten A|kohol zt~ legen. Fixation in Her- 
mannscher odor Flemmingscher  Flfissigkeit ist ebenfalls statthaft, die 
anderen weniger guten, ~,lteren Fixiernngsmittel, wie z.B. Alkohol, sind 
anbrauehbar ftir die ~einen Einzelheiten, ffir welehe die Methede erdacht 
ist, Formalin lal3t ihre Ausftih~ng tiberhaupt nicht zu. 

2. Einbetten, schneiden und aufkleben der Sehnitte in der be- 
kannten Weise. 

3. 1 Stunde in gesattigter w~sseriger SaffraninlSsung f~rben. 
4. In Wasse~' auswaschen. 
5. ~-Stunde in ges~ttigter w~sseriger MethylviolettlSsung ~rben. 
6. Den Objekttrager mit Ausnahme des veto Sehnitt eingenommenen 

Tells in Wasser auswaschen und trocken wischen. 
7. Mit der folgenden LSsung, die in einer Tropfflasche Vorr~tig ge- 

halten wird, .wird der Objekttr~ger fibergossen. 20 ocm Azeton wird 
tropfenweise ges~t~igte w~sserige LSsnng yon Orange O hinzugesetzt, his 
der flockige Niedersch]ag, der zuerst au~tritt, bei weiterem Znsetzen der 
w~sserigen LSsung wieder anfgelSst ist. Die LSsung ist zu filtrieren. 
Sofort kommt eine Farbwolke aus dem Schnitt heraus und maeht ihn 
unsichtbar. 

8. Fortsaugen der Farbe mit Flie~papier and yon neuem die LSsung 
hinzusetzen. Wird die Wolke d~inner~ dann kann der Sehnitt wieder ge- 
sehen werden. 
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9. Wenn der Sehnitt eine br~iunlich-rosa Farbe bekommt, ist mit dem 
Znsatz der Orange-Azeton-LSsung einzuhalten. 

10. Wenige Sekunden in Azeton auswasehen (Azeton ist in einem 
kleinen Glasgefiig auizubewahren ; es ist sehr fltichtig, man mug aufpassen, 
dug der Schnitt nicht troeken wird). 

11. In Xy]ol bringen, dann bei schwacher VergrSgerung naehsehen, 
ob alas gewiinsehte t{esultat erreicht ist. Zweimal ist dann noch frisches 
Xylol zu nehmen. 

12. In Kanada-Balsam einlegen. 
Resultat: 
1. Alles Chromatin, KernkSrperchen sowie gewisse Kerne (die der 

multinucle~ren Leukoeyten) sind tier violett gefiirbt, die Chromosomen 
sind durch besonders dentliche Fhrbung ausgezeiehnet. 

2. Die aehromatischen Spindeln der Kernteilungsfiguren sind blagrosa. 
3. Das Protoplasma ist rosarot. 
4. Das interstitielle Gewebe ist blaggelb. 
Zus~itze : 
A. Das Gelingen der F~irbung scheint yon einer Selektionswirkung 

des Azeton-Orange atff Saffranin and l~{ethylviolett abzuhi;ngen. Es entfernt 
beide Farben aus dem Gewebe, das Saffrunin sehr schnell aus dem 
Chromatin, das Methylviolett ebensosehneli aus dem Protoplasma. 

B. Der wiehtigste Faktor bei der ganzen Prozedur ist die Orange- 
Azeton-Lgsung. Wirkt sie zu lange Zeit ein, dann fi~rbt sieh das ganze 
Pr~ioarat gleiehmggig gelb. Wirkt sie nieht lange genug, dann sieht das 
Pr~parat fleekig aus, Methylviolett bleibt im Protoplasma zuriiek, das 
bunt violett gefSxbt erseheint. Nach einiger Zeit versehleehtert sieh die 
Lgsung noeh. 

C. Die Wirkungsdauer des Saffranin und Methylviolett mug, je nach 
der Besonderheit der Gewebe, eine verscbiedene sein. Die yon mir ange- 
gebenen Zeiten stellen den mittleren Durehschnitt dar. 

Hat das Saffranin im Verhfiltnis zum Methylviolett zu lunge einge- 
wirkt, dana ist das Chromatin nieht violett, sondern ebenfalls mi~ Saffranin 
gefS, rbt, so dag ein Farb-Untersehied zwischen den beiden Zellelementen 
infolgedessen nieht mehr vorhanden ist. 

Wirkte das Methylviolett zu ]ange ein, dann geht das Saffranin frtiher 
aus dem Protoplasma heraus als das Methylviolett, das Priiparat wird 
fleekig und nnseharf. 

Ein ganz geringer Grad Geschicklichkeit 1SAlt diese Sehwierigkeiten 
Meht bew~iltigen. 

D. Wenn die Untersuehung mit schwacher Vergrggerung (siehe oben) 
ergibt, dag nieht hinreichend die Farbe aus dem Pr~parat entfernt ist, 
dann ist yon neaem Orange-Azeton hinzuzusetzen. Wenn dagegen zu 
stark entf~irbt ist, dana mug das Pr~parat yore Xylol dureh Azeton in 
Wasser zuriiekgebracht werden, and der Prozeg muB yon neuem beginnen. 


