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Ych habe den Weg der Erforschung von isolierten Organen aus
folgenden Griinden betreten. Wenn die Vitalfirbung, wie aus Literatur-
angaben ersichtlich ist, als ein morphologisches Kriterium gelten kann
bei der Beurteilung, ob die Zelle lebend oder tot, ob sie normal oder
pathologisch verindert ist — so wire es ja duBerst erwiinscht, mit
diesem Kriterium an die Untersuchung von isolierten Organen heran-
zutreten. In letzteren haben wir ja Gebilde, die sich selbst vollkommen
iiberlagsen sind, da sie von den Einfliissen des zentralen Nervensystems
und von den Einwirkungen der im Blut zirkulierenden Inkrete isoliert
sind, und somit ihren spezifischen, wenn auch bis zu einem gewissen
Grade veriinderten, physiko-biologischen Status aufweisen. Die zahl-
reichen allbekannten Versuche von Prof. N. P. Krawkow und seinen Schii-
lern an isolierten Organen (Herz, Uterus, Niere, Nebenniere, Milz und
Ohr), durch welche bewiesen worden ist, daB diese ihre Funktionen be-
wabren, gaben mir vollen AnlaB, zu erwarten, daf die Vitalfarbungs-
methode hier mit vollem Erfolge angewandt werden kann.

Indem auf Grund erwishnter Versuche. festgestellt worden ist, daB
die Funktion der iiberlebenden Organe dauernd ist, was zweifelsohne
auf fortbestehende biochemische und biophysikalische Vorgénge in den
Zellen und Geweben zuriickzufiihren ist — konnte ich hoffen, da8 die-
selben Vorgange, die — wie es scheint — auch die Vitalfarbung bedingen,
mir die Moglichkeit geben wiirden, mittels der letzteren manche Fragen
der normalen und pathologischen Histologie, speziell der Hamatologie,
zu. klaren.

Ich hatte dabei hauptsichlich Untersuchungen an Organen des
Menschen im Sinne, denn die Vitalfirbungsmethode beim Menschen,

1) Vortrag gehalten auf dem Ersten KongreB der Russischen Pathologischen
Gesellschaft (16.—22. TX. 1923).
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wie sie an Tieren angewandt wird, d. h. in Form intravendser Ein-
spritzungen, die an Sterbenden angewandt werden konnte, stieB ja auf
wohl erklarliche Hindernisse.

Ein Versuch in dieser Richtung wurde schon im Jahre 1913 von
Cesaris-Demel') am isolierten Kaninchenherz unternommen; derselbe
lieB durch das Herz Pyrrolblau- und Isaminblaulésungen in Ringer-
Lockescher Flussigkeit hindurch (1: 100 000). Bei der mikroskopischen
Untersuchung konnte nur eine diffuse Durchfarbung des GefaBendothels
und eine ,,Penetration” von feinsten Farbenteilchen in diesen Zellen
festgestellt werden; Goldmanns ,,Pyrrolzellen konnten in den Geweben
nicht festgestellt werden.

Ich habe zu diesem Zweck 40 Versuche im Laboratorium von
Prof. N. P. Krawkow ausgefiihrt und habe noch nicht alle gestellten
Fragen gelost. Deshalb sehe ich diese Versuche als orientierende an —
bloB als ein Feststellen jener Bedingungen, unter denen das zu er-
wartende Resultat positiv ausfallen kénnte. Ich wollte namlich die
Bedingungen finden, unter denen eine Speicherung der Farbe in allen
Zellen des retikuloendothelialen Apparates und in den Epithelien des
oberen- Abschnittes der Nierenharnkanilchen stattfinden kann.

Ich teile alle Versuche in 3 Gruppen:

1. 4 Versuche an isolierten Organen des Frosches,

2. 33 Versuche an Organen der Warmbliiter (Meerschweinchen,
Kaninchen, Hund) und Mensch,

3. 3 Versuche an Kaninchen in toto, d. h. ohne Isolierung von Or-
ganen, nach einer vorhergehenden vollstindigen Entblutung und einer
Durchspiilung der Gefifle mit Ringer-Lockescher Fliissigkeit.

Die Methodik wurde ausfithrlich und fters in den Arbeiten von
Prof. N. P. Krawkow und seinen Schiilern beschrieben, und so will ich
sie hier nicht niaher erdrtern.

Erste Versuchsreihe.

Es wurden beim Frosch Herz und Leber untersucht, wobei bei der
Untersuchung der letzteren die Kaniile in die Vena abdominalis ein-
gefiihrt wurde. — Die Organe wurden in den Apparat nach 11/, Stunde
bzw. nach 1 Stunde nach ihrer Isolierung gebracht. Eine Ausnahme
bildete ein Herz, das mittels einer Pipette mit Ringer- Lockescher Fliissig-
keit durchspiilt und im Laufe von 20 Stunden vor dem Versuch aufbe-
wahrt wurde, indem es auf mit Lockescher Fliissigkeit durchtrénkte
Watte gelegt und mit einem Glase tiberdeckt wurde. Die Versuchs-
‘dauer betrug 4Y/,—9 Stunden. Beim Frosch wurde ausschlieBlich

1) Cesaris-Demel, A., Sull’azione delle sostanze coloranti vitali e sopravitali

sul cuore isolato di coniglio (Atti Soc. toscana di Scienze naturali, 28. Pisa 1912).
Ref. Zentralbl. {. allg. Pathol. u. pathol. Anat. 24, Nr. 16, 17, S. 787. 1913,
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Carmin angewandt, in gesittigter Lithium-carbonicum-Lésung geldst,
und zwar in einer Konzentration 1 : 100 ccm Ringer- Locke scher Fliissigkeit.

In allen Fallen, wo das Herz untersucht wurde, wurde vorerst reine
Ringer-Lockesche Fliissigkeit ohne Farbe durchgeleitet, bis die rhyth-
mische Herztatigkeit hergestellt war, was im Laufe von einigen Minuten
erreicht werden konnte. Diese RegelmaBigkeit der Herzkontraktionen
wurde, wie es aus den Kymogrammen zu ersechen war, jedesmal ge-
stort beim: Beginn der Durchleitung von Farbe — es trat immer eine
Arhythmie auf. Diese Stérung war aber von kurzer Dauer, das Herz
hérte auf zu reagieren, und seine Kontraktionen gewannen die frithere
RegelmaBigkeit. Nurin einem Experimente, wo das isolierte Herz vorher
20 Stunden gelegen hatte, gelang es, Kontraktionen von Kammern zu be-
kommen, dieselben waren unregelmé Big und selten ; zum Schiufl des Experi-
mentes, d.h.nach 3 Stunden, verschwand auch diese UnregelméBigkeit.

Das Herz wurde vom Apparat heruntergenommen, indem es noch
schlug, wenn auch seine Titigkeit nun geschwicht war.

Dais Froschherz, sowohl wie auch das Herz anderer Tiere, begann schon
10—15 Min. nach dem Beginn der Durchstrémung seine Farbe merklich zu
veréndern, indem dieselbe einen rétlichen Ton annahm; letzterer wurde
im weiteren allmahlich stérker, bis die Farbe schlief8lich dunkelrot wurde.

Die mikroskopische Untersuchung ergab eine Ablagerung der Farbe
in den Endothelien der Herzriume in Form kleiner Granula von blaB-
roter Farbe. Manche Endothelzellen sind vergréfert, auch trifft man
diese Zellen in losgeléstem Zustande an. Das Muskelgewebe enthilt
keine Farbe. Im Epikard werden Fibroblasten angetroffen, deren Proto-
plasma und Kern diffus gefarbt sind. ,

Im Herz, das 20 Stunden gelegen hatte, war die Speicherung in den
Endothelien von geringerem MaBe, diese Zellen wurden mit Miihe auf-

-gesucht. Die diffuse Farbung der Kerné von Fibroblasten und auch
teilweise der Kerne von Muskelzellen lie3 sich dagegen 6fter feststellen
als in den anderen Experimenten.

Der Versuch mit der Leber ergab eine deutlich ausgeprigte Ab-
lagerung der Farbe in Form von rosa Kernen nur in den Kupfferschen
Zellen, alle anderen Zellen reagierten nicht auf die Farbe — es lieB sich
keine Ablagerung der Farbe im Protoplasma und keine Durchfirbung der
Kerne feststellen. Es fehlte auch die Reaktion seitens der GefaBwand.

Versuche an Organen der Sdugetiere und des Menschen.
Herz.
Es wurden 6 Experimente ausgefiihrt, und zwar:
1 am Meerschweinchen,
4 am Kaninchenherz,
1 am Herzen eines neugeborenen Kindes.
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Der Zeitraum zwischen dem Augenblick, wo das Herz losgelost, und
dem Augenblick, wo der Versuch angestellt wurde, betrug 30—40 Min.
Das Herz des Neugeborenen wurde der Leiche entnommen und in
den Apparat 5 Stunden 30 Min. nach dem Tode gebracht.

Die Konzentration der Carminlésung war 1:300 bis 1:1000; die
Versuchsdauer betrug 2!/,—3!/, Stunden. '

Das Herz reagierte immmer auf die Farbenlsung im Laufe der ersten
Minute, wo diese durchgeleitet wurde, mit einer Anderung des Rhythmus,
ebenso wie das Herz des Frosches; nach kurzer Zeit aber fand ein Aus-
gleich wieder statt. Das Herz wurde vom Apparat heruntergenommen
in einer Periode, wo seine Tatigkeit geschwicht war. Manchmal aber
dauerten die Zusammenziehungen noch weitere 3—4 Min. fort, wenn das
Herz schon auf dem Tische lag. Am Herzen des Neugeborenen lieBen
sich nur Kontraktionen der Vorhéfe erzeugen und auch erst, nachdem
vorher eine Adrenalinlésung kurze Zeit hindurchgeleitet wurde.

Als Folge von Durchleitung der Farbstofflésung bekommt das Herz
zum SchluB des Versuches eine dunkelrote Farbe; dieselbe Farbe hat
auch der Querschnitt durch seine Wand. Bei der mikroskopischen
Untersuchung wurden in allen Fillen in geringer Anzahl Histiocyten
vorgefunden, die einzeln zwischen dem Muskelgewebe liegen und deren
Protoplasma kieine hell- oder dunkelrote Granula enthalt. Solcherlei
Granula und auch gréBere von tropfartiger Form wurden im Endothel
der Valvula bicuspidalis und in der Zwischensubstanz der letzteren
vorgefunden. Diese Zwischensubstanz offenbarte an den Stelien der
Carminablagerung eine schwichere Firbbarkeit, wenn spiiter eine
Hamatoxylin-Nachfarbung angewandt wurde. An den Réandern der
Klappe liegen die Farbengranula manchmal in Form kleiner Haufchen —
;»Plaques®. Die kontraktile Substanz der Muskelfibrille und die Kerne
mancher von diesen, besonders im Herzen des Kindes, sind diffus ge-
farbt. Eine ebensolche diffuse Farbung wird bei den Endothelien der
meisten Capillaren, Venen und der kleinen Arterien festgestellt. An man-
chen Stellen wird das Endothel losgelost, hauft sich an, und es kommt
zum VerschluB der GefaBlichtung. An manchen Arterien konnte auch
eine Ablagerung der Farbe in der Elastica interna festgestellt werden.

Somit fiihrte die Methode der vitalen Fiarbung am Herzen des Meer-
schweinchens und des Kaninchens zu einem positiven Ergebnis: es
fand eine Ablagerung der Farbe in Form von Granula statt im Proto-
plasma jener Zellen, bei denen diese Ablagerung auch bei intravendser
Injektion beim lebenden Tier stattfindet. Die Farbung bei diesen
Tieren unterscheidet sich von der Farbungsart beim Frosch insofern,
daB im Herzen der ersteren auch das Endothel der Gefalle und teilweise
die Muskulatur oft diffus durchfirbt werden. Histiocyten, die im Proto-
plasma Farbstoffgranula enthielten, wurden auch im Herzen des Kindes
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festgestellt, und es befanden sich dieselben nicht nur im Myokard,
sondern auch im Lumen der Venen.

Die Leber.

Dieses Organ wurde bei Kaninchen untersucht. Die Fliissigkeit
wurde durch eine Kaniile geleitet, die in die V. portae eingefiihrt war;
die Konzentration der Farbstofflosung schwankte zwischen 1:300
bis 1:3000; die Versuchsdauer betrng 1 Std. 15 Min. bis 4 Stunden.

Die Leber farbte sich immer ungleichmaBig — manche Teile
nahmen eine dunkelrote, andere eine gelblichrote Farbe an.

Bei der mikroskopischen Untersuchung wurde ein positives Ergebnis
blof an einer Leber festgestellt, wo der Versuch 2 Stunden dauerte,
wobei die konzentrierte Carminlésung in der Verdinnung 1:1000. an-
gewandt wurde. Die Farbe wurde nur in manchen Kupfferschen Zellen
gefunden, in Form kleiner, schwach rosa gefarbter Granula. Die Leber-
zellen durchfarbten sich zuerst diffus an der Peripherie der Lippchen
in der Nahe des interlobuliren Bindegewebes. Eine gleiche diffuse
Firbung, d. h. eine Farbung von Protoplasma und Kern, wurde auch an
den GefiaBendothelien, an den Fibroblasten des interlobuliren Binde-
gewebes und an den Fibroblasten der Kapsel beobachtet.

Nieren.

Ander losgeldsten Niere wurden 15 Versuche angestellt, davon 13 an
Kaninchennieren, 1 an einer Hundeniere und 1 an einer Niere, die aus
dem Leichnam eines 2jshrigen Kindes entnommen wurde. Die Nieren,
die von Tieren stammten, wurden vor der Isolierung vom Blut befreit,
indem die gesamten Blutgefifle des Tieres mit Ringer-Lockescher
Flissigkeit durchspiilt wurden. Der Zeitraum, der zwischen der Iso-
lierung und dem Beginn der Durchstrémung der Farblosung verstrich,
schwankte zwischen 30 Min. und 6 Stunden.

Die Versuche dauerten 3-—6 Stunden; dabei wurde die Farbe in
Konzentrationen von 1: 500 bis 1: 2000 (Carmin) und von 1: 1000 bis
1: 3000 (Trypanblau) angewandt.

In 2 Féallen (Kaninchen und Hund) wurden die Nieren in einen Kasten
gebracht, der mit einem Glasdeckel versehen war und doppelte Winde
besaB, zwischen die auf 37—38° erwérmtes Wasser gegossen wurde.

Bei der Durchleitung von Farbe nahm die Niere eine dunkelrote
(Carmin), bzw. eine dunkelblaue (Trypanblau) Farbe an und wies eine
Quellung auf, indem ihr Umfang merkbar zunahm. Auf dem Querschnitt
hatte die Rindenschicht in manchen Fillen eine diffuse rote Farbe,
‘in anderen Fillen wieder wechselten dunkelrote und hellgelbe Teile
ab. Die Markschicht blieb entweder blaB oder hatte rosa oder dunkel-
rote Streifen, die von der Rinde zum Becken zogen. Das Bindegewebe



168 Th. Ssyssojew :

rund um das Nierenbecken wurde Odematés und durchfirbte sich.
Durch eine Kaniile, die in den Harnleiter eingefithrt wurde, floB tropfen-
weise eine Fliissigkeit ab, die ]e nach der durchgeleiteten Farbe bald
rosa, bald heliblauer Farbe war.

Bei der mikroskopischen Untersuchung konnte in keinem Versuch
eine Ablagerung der Farbe in Form von Granula festgestellt werden,
wasja charakteristisch ist fiir das Epithel des oberen Abschnittes der
Harnkanilchen,. d. h. fiir die Kanilchen, die sich vom Glomerulus bis
zur Henleschen Schleife erstrecken. Es konnten nur jene Erscheinungen
festgestellt werden, die bei Einfithrung der Farbe in den: Organismus
an ausgesprochen pathologisch veranderten oder toten Zellen auftreten —
d. h. eine Durchfirbung des Kernes und des Protoplasmas. Die diffuse
Farbung :des Kanilchenepithels lokalisiert sich hauptsschlich in der
Gegend der Tubuli contorti, sehr selten wird eine Fiarbung der Kerne in
den Kanilchen des untern Abschnittes festgestellt. Die Membrana
propria der gewundenen Kanilchen bleibt entweder blal oder farbt
sich rosa, eine gleiche Farbe nimmt oft das Bindegewebe an, das zwischen
den Kanilchen gelegen ist. In allen Versuchen fiarbten sich mehr oder
weniger die Glomeruli — ganz oder auch nur teilweise. Das Geftflendothel
der meisten GefiBe hat in jedem Versuch eine diffuse dunkelrote Farbe,
ist stellenweise abgestoBen und hauft sich in kleinen Gefaflen zu
Haufchen an. In allen Fallen tritt deutlich die rot- oder blaugefirbte
Elastica interna hervor. Die Kerne der glatten Muskelzellen nahmen
ebenfalls, wenn auch sehr selten, eine diffuse Farbung an.

Die Milz

wurde nur in 2 Fillen untersucht: einmal beim Hund und einmal bei
einem 4jihrigen Kinde; beim Hund wurde der Versuch 1 Stunde nach
der Isolierung angestellt, beim Kinde 10 Stunden nach dem Tode.
Der erste Versuch dauerte 10 Stunden, der zweite 3 Stunden. Durch
die Milz des Hundes wurde vor der Farblésung eine Losung von Caseosan
(1:2000) hindurchgeleitet, um dadurch die Funktion der retikuléiren
Zellen moglichst zu steigern. Die Farben wurden in folgenden Kon-
zentrationen angewandt: Trypanblau 1:2000, und im zweiten Falle
Carmin 1:1000.

In beiden Fallen kam es nicht zu einer gleichméBigen Farbung des
Organs, sondern es entstanden mehr oder weniger gefarbte Partien,
stellenweise von rosa, stellenweise von blaBroter Farbe.

Die mikroskopische Untersuchung der Milz des Kindes ergab, daB der Versuch
ein negatives Resultat hatte: Farbstoff-Granula konnten weder im Protoplasma
der Retikulumzellen der weilen und roten Pulpa noch im Endothel der vendsen
Sinussen nachgewiesen werden. Dagegen firbten sich stark die GefiBwinde,

besonders die Elastica interna, wie in den Arterien der Malpighischen Follikel, so
auch der Trabekel; dabei wurde die diffuse Fiarbung nicht nur in den Endothel-
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zellen festgestellt, die hin und wieder abgestoBen waren, sondern auch in den
Kernen der glatten Muskelfasern der Media. Ebenso dunkelrot gefarbt er-
schienen die Kerne der Lymphocyten in den Malpighischen Knétchen und die
Kerne verschiedener Zellen der roten Pulpa.

Ein anderes Bild bot die Milz vom Hunde. Ihre Kapsel war von hellblauer,
ihre elastischen Fasern von dunkelblauer Farbe. Wie in der roten, so auch in der
weiBen Pulpa trifft man blof hin und wieder Zellen mit Trypanblau diffus ge-
farbten Kernen an. In der roten Pulpa sind granulahaltige Reticulumzellen zer-
streut, deren Protoplasma wechselnde Mengen blauver Granula von verschiedener
GroBe enthilt, die bald heller, bald dunkler geféarbt sind. In manchen Arterien ist
eine schwach ausgeprigte diffuse Firbung der Endothelzellen und der Elastica
interna vorhanden.

Das Ohr.

Kaninchenohren wurden in 4 Fillen untersucht. Die Ringer-Locke-
sche Fliissigkeit wurde hindurchgelassen 40—60 Min. nach der
Isolierung. In einem Falle wurde der Versuch derart modifiziert, daB
nach einer Durchspiilung von 35 Min. Dauer mit Ringer-Lockescher
Flissigkeit, zu derselben Antidiphtherieserum (1:500) hinzugesetzt,
wurde, welches nun im Laufe 1 Stunde hindurchgeleitet wurde;
weiter wurde im Laufe von 10 Stunden dieselbe Fliissigkeit mit Zusatz
von Serum und Trypanblau (1:2000) hindurchgeleitet. Die anderen
Versuche dauerten 5'/,, 6, 12 Stunden, die Konzentration der Farbe
(Trypanblau) betrug dabei 1:1000, 1: 1500, 1: 2000.

Bei der makroskopischen Betrachtung wiesen alle Ohren eine blau-
liche Farbung auf, dieselbe war scharfer ausgeprigt in den Experi-
menten, wo die Farbe linger eingewirkt hat.

Bei der mikroskopischen Untersuchung 1Bt sich ein ausgesprochenes (dem
des Bindegewebes feststellen, das zwischen dem Knorpel und dem #dulleren Epithel
gelegen ist. Nur in einem Falle (Versuchsdauer 6 Stunden) wurden einige Histio-
cyten gefunden, die im Protoplasma Granula von hellblauer Farbe enthielten. In
den :anderen Versuchen enthielten diese Zellen keine Ablagerung der Farbe im
Protoplasma, und eine diffuse Farbung ihrer Kerne wurde selten beobachtet. Am
kraftigsten farbte sich das GefiBlendothel, wenn seine Desquamation auftrat.

Selten werden Fibroblasten angetroffen, deren Kerne diffus gefirbt sind. Elastica,
interna der Arterien ist von blauer Farbe.

Versuche an - Kaninchen in toto..

Das Kaninchen wurde zuerst aus der Art. carot. sin. verblutet, das
GefaBsystem mit Lockescher Fliissigkeit durchspiilt, und darauthin
wurde die Farbe durch die V. jugularis dextra geleitet; dabei wurde
wahrend der ganzen Versuchsdauer eine kiinstliche Atmung durch ein
Tracheotomie-Glasréhrchen unterhalten.

Es wurden insgesamt 3 Versuche ausgefiihrt:

1. mit Trypanblau 1:1000, von 2 Stunden Dauer;

2. mit Carmin 1:1000, von 2!/, Stunden Dauer;

3. mit Carmin 1: 2000, von 4 Stunden Dauer.
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Bei dieser Versuchsanordnung kam es bei der Durchleitung von
Farbe in allen Fallen zu groBen Anhiufungen von Fliissigkeit, nicht
nur in der Bauchhohle, sondern auch im Magen und im Darm. Dieser
Umstand wirkte sehr stérend auf die rechte gleichméafige Verteilung
der Farbe in den Organen, wie es z. B, im ersten Versuch geschah, wo
die linke Niere rot, die rechte aber von hellgelber Farbe war. Um diese
UnregelmiBigkeiten zu verhindern, wurden deshalb im dritten Versuch
Incisionen in der Bauchwand und in einigen Schlingen des Diinn- und
Dickdarms gemacht; wenn dadurch auch der wachsende Druck nicht
ganz ausgeglichen wurde, so kam es jedenfalls zu einer gewissen Ver-
ringerung desselben.

Die Schleimhaut und die Serosa nahmen im Versuch allmahlich
eine gleichméBige hellblaue Farbe an. Die Leber war stellenweise dunkel-
rot bzw. dunkelblau, stellenweise gelblichblau. Die Milz war in allen
Versuchen ungleichméaBig gefirbt und hatte ein fleckiges Aussehen.
Die Rinde der Nebennieren war hellgelb, die Marksubstanz hellrot
oder hellblau. Die Lungen wiesen eine rote bzw. eine hellblaue Farbe
auf. Der rechte Vorhof war rot, die rechte Kammer hellrot, das linke
Herz — hellgelb. Die Niere hatte im Bereich der Rinde eine fast dunkel-
rote Farbe, in der Marksubstanz stellenweise eine hellrote; stellenweise
war sie fast ungefarbt, das Nierenbecken war hellrot.

Bei Anwendung von Trypanblau war die Stirke der Firbung die

gleiche.
"~ Bei der mikroskopischen Untersuchung war das histologische Bild
in allen Fallen fast das gleiche. Ich will mich vorerst nur auf das Bild
der Leber, der Milz, der Lungen, der Nebennieren und der Nieren be-
schranken.

Die Leber: Die Capillaren sind erweitert. Die Leberbalken sind etwas zu-
sammengedriickt; an der Peripherie der Lappchen, besonders in den Partien, wo
- die Farbe eine dunkelrote ist, werden Zellen mit diffus gefiirbten Kernen getroffen.
Die Kupffer schen Sternzellen enthalten in ihrem Protoplasma Farbengranula von
dunkelrosa oder blaver Farbe; die Zellen sind vergroBert und liegen frei.
In den iibrigen Zellen der Leber ist eine Ablagerung von Farbe nicht festzu-
stellen.

Die Milz: In den Reticulumzellen findet eine Speicherung der Farbe in Form
derselben Granula statt, wie in den Kupffer schen Zellen. Entsprechend der schon
erwahnten unregelmiigen Verteilung der Farbe in der Milz, sind auch die granula-
haltigen Reticulumzellen in einzelnen Partien gelegen. Eine diffuse Firbung der
Kerne in Lymphocyten und in anderen Zellen in der roten Pulpa wird selten an-
getroffen. Das Endothel der Arterien ist stellenweise auch diffus gefirbt, aber
schwach.

Die Lungen: In den Capillaren lassen sich bald in groBerer, bald in kleinerer
Menge Zellen feststellen, deren Protoplasma mit Granula von rosa Farbe gefiillt
ist. Da diese Zellen ausschlieflich intracapillar liegen, so 1at sich vermuten, dafl
sie nicht lokalen Ursprungs sind, sondern mit dem Fliissigkeitsstrom hierher ge-
langten, hauptsichlich aus der Leber — daB es also Kupffersche Zellen sind.
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Die Nebennieren: Im Protoplasma des Capillarendothels der Rindenschicht
fand keine Ablagerung der Farbe statt. Es konnte nur eine diffuse Farbung der
Kerne in den Zellen der Markschicht und des Venenendothels festgestellt werden.

Die Nieren: Keine Ablagerung der Farbe in Form von Granula im Proto-
plasma der Epithelien in den oberen Abschnitten der Kanilchen; es ist nur eine
diffuse Farbung der Kerne und des Protoplasmas festzustellen, die bald mehr, bald
weniger ausgesprochen ist und hauptsichlich in den gewundenen Kanilchen zu
beobachten: Eine gleiche diffuse Farbung ist auch an den Kernen der Zellen des
Glomeruli zu beobachten. Sehr selten findet eine diffuse Farbung des Epithels
in den Kanilchen, im unteren Abschnitte statt. Das Gefiflendothel und die Elastica
interna mancher Arterien firben sich ebenfalls diffus.

Versuchsergebnisse und Schluffolgerunyg.

Somit bietet die Vitalfdrbungsmethode, wie es auf Grund der
mikroskopischen Untersuchungen ersichtlich ist, bei ihrer Anwendung
an isolierten Froschorganen keinen wesentlichen Unterschied von den
Ergebnissen, die bei der Einfithrung der kolloiden Farbstofflésung .
in den lebenden Organismus gewonnen werden. Es kann also diese
Methode an isolierten Organen angewandt werden beim Studium patho-
logischer Vorginge, ohne daB man dabei Gefahr liuft, Abweichungen
von der Norm dort zu finden, wo sie bei Lebzeiten nicht vorhanden
waren. Es darf nur, wie mir scheint, kein zu groler Zwischenraum ge-
lassen werden, zwischen dem Moment der Isolierung des Organs und
dem Beginn des Versuchs, d. h. bis zum Durchstromen der Farbe.
Auf diesen Umstand weist u. a. der schon erwdhnte Versuch hin, in
dem das Herz vor dem Versuch im isolierten Zustande 20 Stunden ge-
legen hat: In diesem Herzen fand die Speicherung der Farbengranula in
den Endothelzellen in geringerem MaBe statt, was als eine Erniedrigung
der Funktion der Zelle angesehen werden muB. Dieselbe verschwindet
fast ganzlich in jenen Zellen, deren Protoplasma und Kern sich diffus
zu firben beginnen. Folglich bewahrt die Vitalfarbungsmethode, bei
ihrer Anwendung auf isolierte Froschorgane, in vollem MaBe ihren
Wert und ihre Bedeutung als morphologisches Kriterium des normalen
oder pathologischen Zustandes der Zelle.

Der kolloiden Farbe gegeniiber verhalten sich die Zellen der Warm-
bliiterherzen und sogar des Menschenherzens dhnlich wie die Zellen
des Froschherzens, jedoch kann ich dieses Verhalten nicht als
identisch bezeichnen, obwohl das Warmbliiterherz in funktioneller
Hinsicht keinen Unterschied aufweist und lange Zeit (2'/,—3'/, Std.)
seine regelméBige rhythmische Fahigkeit bewahrt.

Die ,,Identitat‘ ersehe ich im Umstande, dal} ich in diesen Herzen
,»Histiocyten* feststellen konnte, die ihre Fahigkeit bewahrt haben,
_am Protoplasma die im Gewebe zirkulierende Farbe in Form von Granula
abzulagern; ebensolche Zellen, freiliegend, wurden auch im Lumen
zweier Venen im Herzen des Kindes gefunden.
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Der Unterschied aber: liegt darin, dal ein Gewebe, wie der querge-
streifte Muskel, und solche Zellen, wie das Endothel von Arterien, Venen
und Capillaren, eine diffuse Farbung ergeben, im ersten Falle des
Kernes der contractilen Substanz, im zweiten der Zelle itberhaupt und
zwar bel einer Konzentration der Farbe (1: 300), die schwicher war als
die beim Frosch (1: 100) angewandte, und auch bei kiirzerer Einwirkungs-
dauer (2!/,—31/, Std., wihrend beim Frosch die Versuche 4%/,—9 Std.
wahrte). Die Endothelzellen farben sich o6fters diffus, 16sen sich von
der Wand ab und werden mit dem Flissigkeitsstrom in kleine Venen
und Capillaren getragen, wo sie sich anhiufen und das Lumen ver-
schlieflen. Je linger der Versuch dauert, je spiter das Organ isoliert
worden ist, desto ausgeprigter sind die Erscheinungen der diffusen
Durchfirbung und der Ablésung des Endothels.

Diese von mir festgestellten Tatsachen legen den Gedanken nahe,
dafl das isolierte Warmblitterherz und das Herz des Kindes, trotz der
lange bewahrten funktionellen Tatigkeit, die ihren Ausdruck in den
regelméfigen rhythmischen Kontraktionen findet, — dennoch die
vitalen Eigenschaften einiger Zellelemente und der contractilen Sub-
stanz des Muskelgewebes verliert. Das ,,Uberleben, im Sinne einer
Bewahrung der biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften,
ist in diesen Bausteinen teils geschwicht, teils womdglich ver-
schwunden.

Dieser Gedanke wird unterstiitzt durch die Ergebnisse, die beim
Studium der Leber, der Milz, des Ohres und hauptséchlich der Nieren
gewonnen wurden.

Bevor ich nun zur Beurteilung der gewonnenen Ergebnisse der Vitals
farbungsmethode an diesen Organen iibergehe, mochte ich noch einen
Umstand erwiahnen, der von grofilem Interesse ist und ein besoderes
Studium verdient: Es handelt sich um die Ablagerung von Carmin in
den Herzklappen der Meerschweinchen und Kaninchen. Dieser Unmn-
stand verdient um so mehr unterstrichen zu werden, als das gleiche Bild
nur noch stirker ausgeprigt, von mir auch am Herzen vom Axolotl
beobachtet wurde, als diesem vital Carmin in die paravertebralen
lymphatischen Réume eingefithrt wurde.l)

Diese Versuchsergebnisse sind in der Hinsicht lehrreich, daB sie
gestatten, eine Parallele zu ziehen zu dem Auftreten von Lipoiden
im Herzen des Menschen, und kénnen somit als ein wichtiger Be-
weisgrund filr die Erklarung der Klappenatherosklerose als einer
Infiltration gelten

Nur in einem Experimente mit isolierter Leber des Kaninchens,
wo dieselbe 1 Stunde und 15 Minuten nach der Isolierung im Apparat

1) Noch unversffentlichte Arbeit.
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instilliert wurde, gelang es mir, bei einer Einwirkung der Farbe (Carmin)
1:2000) im Laufe von 2 Stunden, nach langem, sorgfialtigem Suchen,
bloR} einige granulahaltige Kupffersche Zellen zu finden, die im Proto-
plasma blaBrosa gefirbte Granula enthielten. In den anderen Ver-
suchen, obwohl sie ebensolange dauerten, konnte ich, bei Anwendung
verschiedener Konzentrationen von Farbe, keine Ablagerung der Farbe
in den Sternzellen feststellen; es lie sich dagegen nur eine diffuse Fir-
‘bung der Kerne, wie dieser Zellen, so auch der Leberzellen feststellen,
welche immer zuerst an der Peripherie des Lappchens auftrat; auch eine
Farbung des GefiaBendothels war vorhanden. Wurde bei gleicher Ver-
suchsdauer eine stirkere Konzentration der Farbe gewihlt, so fithrte
sie zu einer stirkeren ausgeprigten Durchfarbung, mitunter fast des
gesamten Lappchens, d. h. aller seiner Zellen.

Untersuchungen an isolierten Ohren des Kaninchens ergaben fast
die gleichen Resultate: unter 4 Fallen konnte nur einmal in den Prépa-
raten das Vorhandensein von einzelnen Histiocyten festgestellt werden,
dieselben enthielten eine geringe Anzahl schwach blaugefarbter Granula
{Trypanblau 1: 2000). Sehr oft wurde eine Ablagerung der Farbe auf
der Elastica interna der Arterien, eine diffuse Durchfarbung der Gefas3-
eidothelzellen und eine Desquamation der letzteren gefunden. Die
{ibrigen Zellen, speziell die Histiocyten wiesen bloB hin und wieder
eine diffuse Farbung des Kernes und des Protoplasmas auf.

In 15 Versuchen an isolierten Nieren, bei Anwendung der Farbe in
verschiedenen Konzentrationen (von 1:500 bis 1:2000) und bei einer
Versuchsdauer von 3—6 Stunden, konnte ich kein einziges Mal eine
Ablagerung der Farbe in den oberen Abschnitten der Harnkanalchen
finden. Dieser Umstand kann in dem Sinne gedeutet werden, daBl das
Epithel dieser Kanalchen das Vermdgen einbiiflt, in seinem Protoplasma,
kolloide Substanzen abzulagern. Indem es seine funktionelle Festigkeit
verliert, beginnt es sich in verschiedenen Abschnitten der Kanilchen
zu farben, hauptsichlich in den oberen Abschnitten, d. h. dort, wo
mnormalerweise eine Speicherung der Farbe in Form von Granula statt-
finden sollte.

Ebenso verhielten sich der Farbe gegeniiber die Glomeruli und das
GefaBendothel ; dabei erfolgte gleichzeitig eine Durchiarbung der Elastica
interna an den Stellen, wo diese vorhanden war.1)

Diese Erscheinungen einer diffusen Firbung des Kernes und des
Protoplasmas der Zellen hiingen offenbar von pathologischen Verdnde-

1) Die von mir festgestellte Ablagerung der Farbe auf der Elastica interna be-
statigt die Untersuchungen von .Petroff, der entgegen den Behauptungen von
Ribbert und Goldmann bewiesen hat, daB die Farbe, folglich auch andere kolloide
Substanzen, durch das Endothel in die Intima vordringt und sich an der inneren
elastischen ‘Lamella ablagert. (Zieglers Beitr. z. pathol. Anat. u. z. allg. Pathol.
71, 115, 1922).
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rungen der letzteren ab; sie treten noch schérfer hervor in Organen,
die aus Kinderleichen 6—10 Stunden nach dem Tode genommen wurden.

Das Endothel der Milz, die nach 10 Stunden entnommen wurde,
fiarbte sich diffus fast in allen Arterien. FEine diffuse Férbung wird auch
in den Kernen der glatten Muskeln beobachtet. Lymphocyten, die
um die zentrale Arterie in den Malpighischen Knoétchen herum liegen,
farben sich ebenfalls in bezug ihrer Kerne in eine dunkelrote Farbe.

Der Umstand, da3 es sich bei fortschreitender diffuser Farbung der
Zellelemente in isolierten Organen um einen Schwund ihrer Funktionen
handelt, und daB dabei eine Abhéngigkeit besteht — einerseits von dem
Zeitraum, der zwischen der Isolierung und dem Beginn des Versuches
verstrich, andererseits von dem pathologischen Vorgang, der den Tod
des Organs bewirkte, mufl in Erwigung gezogen werden bei der Beur-
teilung des Versuches mit der isolierten Hundemilz. Dieselbe wurde
1 Stunde nach ihrer Isolierung verwendet, wobei zwecks einer Akti-
vierung des Protoplasmas, einer Stéarkung der Funktion der Reticulum-
zellen, vorher im Laufe von 30 Min. der Lockeschen Fliissigkeit eine
Loésung von Caseosan (1:2000) zugesetzt wurde.

Die mikroskopische Untersuchung ergab ein ginzlich verschiedenes
Bild: Ein gefiarbtes Endothel der Arterien wurde zwar angetroffen,
doch war es keine verbreitete Erscheinung, und eine Farbung der Lympho-
cytenkerne wurde fast gar nicht beobachtet, dagegen aber wiesen die
meisten Reticulumzellen eine positive Reaktion auf, indem in ihrem
Protoplasma eine Speicherung von Typanblau-granula vorhanden war.

Die letzten 3 der angefiihrten Versuche, wo die Farbe ange-
wandt wurde nach einer vollstindigen Entblutung und einer sorgfiltigen
Nachspiilung mit Lockescher Fliissigkeit, ergaben mir beim Studium
der Leber, der Milz, der Nieren und der Nebennieren in bezug auf die ersten
zwei Organe ein positives, hinsichtlich der anderen ein negatives Resultat.
Jedoch kann ich dieses negative Resultat in bezug der Nieren und der
Nebennieren nicht als ein endgiiltiges bezeichnen, da die Versuchsan-
ordnung in mancher Hinsicht verindert werden muB, so dafl eine
gleichméBigere Durchstrémung der Flissigkeit und eine regelmafligere
Ablagerung der Farbe erzielt wiirde. : Aufler diesen bezeichneten Organen
habe ich auch die Lungen untersucht, die dank einer roten Farbung
die Aufmerksamkeit auf sich lenkten. In ihren Capillaren konnten in
groBer Anzahl Zellen festgestellt werden, die im Protoplasma geférbte
Granula enthielten. Wie ich schon friiher erwihnte, wird es richtiger
sein, diese Zellen als eingeschwemmte zu betrachten, und ihren Ursprung
in die Capillaren der Leber zu verlegen.

Wodurch 148t sich nun ein giinstigeres Resultat, im Sinne einer Far-
benablagerung im Protoplasma der Zellen, in diesen 3 Versuchen er-
klaren ? Wie mir scheint, liegt der Grund dafiir in zweierlei Bedingungen:
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die erste wire die, daB alle Zellen nach der Entblutung des Kaninchens
fiir keinen Augenblick ohne eine umstrémende, ihre Funktionen unter-
haltende, isotonische Fliissigkeit verblieben; dadurch kam es, daBl die
Farbe, die der Fliissigkeit zugesetzt wurde, im Zellprotoplasma dieselben
unveranderten physiko-chemischen Bedingungen antraf, die fur ihre
Ablagerung notwendig sind.

Jedoch wire es verfehlt, diesen Umstand als die einzige Bedingung
anzusehen, ihm die Hauptrolle zuzuschreiben und somit anzuerkennen,
daB der Gesamtorganismus, der entblutet ist und bei dem das Blut nicht
sogleich durch die durchstrémende Lockesche Fliissigkeit ersetzt wird,
somit auch das Speicherungsvermégen von Farbe im Protoplasma verliert.
Einer solchen Anerkennung wiirde der Versuch mit dem isolierten Herzen
eines Neugeborenen widersprechen, wo erst 5 Std. 30 Min. nach dem
Tode das Herz dem Leichnam entnommen und in den Apparat gebracht
wurde; ebenso wiirde dagegen auch der Versuch mit der Hundemilz
sprechen, wo die Ringer-Lockesche Flussigkeit und die Farbe erst nach
einer Stunde nach der Isolation durchgeleitet wurden, wobei die ge-
nannte Funktion der Milz erhalten war.

Nicht minder wichtig und nicht minder biologisch begriindet er-
scheint mir dagegen ein zweiter Umstand: die Bewahrung eines Zu-
sammenhanges zwischen dem zu untersuchenden Organ, hauptsichlich
seiner Gefifle, mit dem GefaBsystem anderer Organe und Gewebe.
Dieser Zusammenhang bietet uns die Moglichkeit, die isotonische
Lockesche Fliissigkeit einer isophysiologischen ndher zu bringen. Der
Grund dafiir liegt darin, daB die Lockesche Fliissigkeit, trotzdem sie
zum Teil durch die Carotis herausflieBt und zum Teil transsudiert,
dennoch — wihrend sie einzelne Gewebe und Organe im ganzen Kérper
durchlauft —von den Zellen derselben wahrscheinlich gewisse Substanzen
erhalt, wie z. B. genuines Eiweil — Proteine oder zusammengesetztere ei-
weiBhaltige Verbindungen — Proteide, und diese kénnen auf das Proto-
plasma der Zellen des retikulo-endothelialen Apparates, wie bekannt,
im Sinne einer Aktivierung wirken.

Ich glaube, es wiirde kein Paradox sein, wenn man annehmen Wollte,
daBl auch -andere Stoffe aus den Zellen in die durchstromende
Lockesche Fliissigkeit gelangen konnen, wie z. B. Lecithin, an dem
die Grenzschichten des Zellprotoplasmas so reich sind und das so wichtig
fir die Unterhaltung der negmalen Zelleistung ist.

AuBerdem ergaben die von Schkawera im Laboratorium von Krawkow
ausgefithrten Versuche an isolierten Nebennieren, daf die aus ihnen
herausstromende Fliissigkeit Substanzen enthiilt, die dem Adrenalin nahe
stehen, d. h. Substanzen, die ein Produkt der Nebennierenzellen darstellen.

Dieser Umstand erlaubt anzunehmen, daB auch Produkte anderer
Organe miv innerer Sekretion, durch welche, die Fliissigkeit hindurch-



176 Th. Ssyssojew :

strémt (die Durchstrémung wird durch Ablagerung von Farbe in den-
selben bewiesen), einen Bestandteil der zirkulierenden Lockeschen
Fliissigkeit bilden und in einer bestimmten Weise auf die Bewahrung der
Zellfunktionen wirken kénnen, speziell auf diejenigen, die mit dem Ver-
mogen, Farbe abzulagern verbunden sind.

Diese beiden Faktoren waren es, durch die in den letzten 3 Versuchen
gunstige Ergebnisse erzielt wurden.

Indem ich nun diese Mitteilung abschlieBe, will ich nochmals kurz
auf die Fragen eingehen, welche ich durch die 40 ausgefiihrten Versuche
zu lésen mich bemiihte. Die 1. Frage lautete: Kann die Vitalfarbungs-
methode als ein morphologisches Mittel gelten, womit man die
Norm oder die Pathologie der Zelle beurteilen kénnte ?

Auf diese Frage kann die Antwort positiv lauten. Bewahrt die Zelle
ihre, ihr im Organismus #ibliche Eigenschaft der Farbenspeicherung
in Form von Granuli im Protoplasma, so muf} sie normal betrachtet
werden. Von einer pathologischen Erscheinung kénnen wir nur dann
reden, wenn die Zelle (Histiocyt), die normalerweise die Eigenschaft
der Granulaspeicherung besitzt, nun dieselbe verliert, ohne dabei eine
diffuse Féarbung anzunehmen, und dabei den &uBerlichen morphologi-
schen Bau des Kernes und des Zelleibes beibehdlt. Mit groBer Vor-
sicht miissen wir an die Losung dieser Frage herantreten in bezug
derjenigen Zellen, welche eine diffuse Durchfirbung aufweisen. Es
muB hierbei mit in Erwigung gezogen werden der von Boemer- Patzelt)
festgestellte Umstand, daB eine diffuse Durchfarbung des Protoplasmas
der Granulabildung zuweilen vorangeht, d. h. daB in einer gewissen
Periode der Farbenspeicherung im Innern der Zelle, diese diffuse Durch-
farbbarkeit eine normale Erscheinung darstellen kann. Wir werden
die Erscheinungen in der Zelle als pathologisch beurteilen in den Fillen,
wo die diffuse Durchfirbung bei den spiteren Stadien der Durchleitung
der Farbe durch das isolierte Organ offenbart wurde, und wo diese
Durchfirbung mit ausgesprochenen Verinderungen der Kernstruktur
verbunden ist. Noch verwickelter erscheint die Frage, ob die Zelle
noch am Leben oder tot ist.

Ich werde vom Tode der Zelle nur dann sprechen, nur dann behaupten,
dalB} sie tot ist, wenn sie eine strukturlose, diffusgefirbte Bildung dar-
stellt; jedoch aber, auf Grund der Vitalfarbungsmethode kénnten wir
nicht das gleiche behaupten hinsichtlich derjenigen Zellen, dié ihr eigen-
tiimliches morphologisches Bild noch nicht ganz verloren haben. Diese
Methode kann vorerst noch nicht als Kriterium des Lebens oder des
Todes der Zelle gelten. Mit ihrer Hilfe kénnen wir noch nicht jene Grenze
finden, wo diesseits eine diffus durchfarbte Zelle wieder zum Leben
zuriickkehren kann und die bewahrte Eigenschaft des Wachstums und
1) Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 34, H. 3/6, S. 336. 1923.
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der Vermehrung zum Ausdruck bringt, sobald sie in andere Bedingungen
gebracht wird — und wo jenseits dieser Grenze diese Eigenschaften
derselben Zelle als unwiderruflich verloren gelten miissen.

Mir will es scheinen, daB, so lange die wahre Struktur des Proto-
plasmas, an welches die Eigenschaften der lebenden Substanzen ge-
bunden sind, auBler dem Bereich der mikroskopischen Sichtbarkeit
liegen wird, so lange wird auch aufler dem Bereich der direkten morpho-
logischen Beobachtung jene Struktur des Protoplasmas liegen, an welche
die speziellen Eigenschaften der ,,toten’ Substanz gekniipft sind.

Somit messe ich der Vitralfarbungsmethode, als morphologischem
Kriterium des Lebens oder des Todes der Zelle, nur eine relative Be-
deutung bei; ich muf aber betonen, daB diese Methode eine groBe
Bedeutung hat, wenn es mit ihrer Hilfe gelingt, in den Zellen von iso-
lierten Organen eine bewahrte Funktion der Farbstoffspeicherung in
Form von Granula nachzuweisen.

Ich erinnere an den Versuch mit dem Herzen eines Kindes, wo dieses
51/, Stunden nach dem Tode isoliert wurde. In diesem Falle wiirden,
auf Grund der iiblichen Untersuchungsmethoden, nicht nur die Klinik,
sondern auch das Laboratorium, dieses Organ als tot befunden haben;
jedoch auf Grund der Vitalfsrbung, dank der in manchen Histiocyten
des Myocards eine Ablagerung von Farbstoffgranulis festgesteilt werden
konnte, kann eine derartige Behauptung nicht aufgestellt werden.

Vom physikalisch-chemischen Standpunkt aus werden wir somit
dieses Organ nicht als tot, sondern als sterbend bezeichnen.

Die letzte von mir gestellte Frage ist die: Kann man, auf Grund ge-
wonnener Resultate, an isolierten Organen der Tiere und des Menschen,
an das Studium verschiedener, rein pathologischer Vorginge heran-
treten ? _

Wie ich schon frither erwiihnte, kann -diese Frage in bezug auf den
Frosch positiv beantwortet werden, in bezug auf Warmbliter und
des Menschen muB} ich dieselbe einstweilen mit einem ,,Nein“ beant-
worten.

Meine Versuche haben blofl einige Wege in dieser Richtung ange-
deutet, und diese Wege miissen weiter betreten werden, bis die gestellten
Aufgaben gelost werden und eine einschligige Antwort erlangt wird.

Ich spreche Herrn Prof. N. P. Krawkow meinen innigsten Dank aus
fir das freundliche Entgegenkommen, dank welchem der experimentelle
Teil der Arbeit ausgefiihrt werden konnte, fiir sein lebhaftes Interesse
an dieser Arbeit und fiir seine wertvollen Ratschlage und Anweisungen.
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