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, , . . .  Diese im Grunde doch noch sehr hypo- 
thetischen Er6rterungen werden erst dann eine 
sichere faktischc Sttitze erlangen, wenn durch 
L~sung des Mucins die charakteristische F~irbung 
der zuriickbleibenden Substanz aufgehoben wird 
und da6 der gel6ste Stoff auch in isoliertem 
Zustande dasselbe F~rbungsvermSgen bewahrt 
wie in gebundenem." 

Prof. Hoye L Arch. f. mikroskop. A n a t '  1890. 

Das Wesen der Metachromasie, welches zuerst von Prof. P. Ehrlich 
im Jahre  1877 beschrieben wurde, besteht nach heutigen Begriffen 
(Michaelis) darin, daI~ eine Anzahl yon gewissen Bfldungen, die wahr- 
scheinlieh teiehtsaure Eigenschaften besitzen, sieh in ~arben  der Basen 
einiger Anilinfarben f~rben. 

Solcher l~arben kennen wir heutzutage recht viel: eine Anzahl yon 
violettmethylinierten Para- und Rosanilinen (Dahlia, eine Anzahl yon 
Violett: Gentiana-, M e t h y l - u n d  Krystallviolett),  Methylenazur, eine 
Anzahl von Otaeinen (Otonin, Kresylviolett  K.  extra  und K. K.), 
Thiazinen-Thionin, Toluidinblau. 

Zur Metachromasiereaktion ist, wie bekannt,  das Thionin, welches 
zuerst zu diesem Zwecke yon Prof. Hoyer im Jahre  1890 angewendet 
wurde, am meisten geeignet und aufs w~rmste zu empfehlen. 

Das Thionin, wie bekannt, stellt ein methyliertes Thiazin dar, das folgende 
Formel enth~lt (Hoyer, Michaelis): 

NH~ S NH.  HC1 

N 

1) Beriehtet~ auf einer zur Erinnerung an den versgorbenen Prof. W. l'Vyeeol~owid 
veranstMteten Sitzung der ~rztliehen Gesellschaft zu Kiew am 13. V. 1914. 
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Es wird angenommen, dab bei der Metachromasiereaktion in dem Molekiil des 
Thionins eine neue Gruppierung der Atome stattfindet, indem man solche tauto- 
mere Formen yon Farben erhglt: 

NHz S HN �9 HCI NH~ S NH 

blauen 4 - -  ~ roten Thionins. 
~ / \ / / N /  N / \ ~ N /  

N NH �9 C1 
Die vorteilhaftesten Bedingungen zur Gewinnung einer Metachro- 

masiereaktion mit  Thionin bestehen in dem vorzukommenden Fixieren 
der Gewebe in SublimatlSsung und einer ferneren Behandlung der 
Schnitte ebenfalls mit  Sublimat (Hoyer). 

Uber die Wiehtigkeit und das Wesen der Wirkung des Sublimates 
sind wir mit  Sicherheit noeh nicht ganz im klaren. 

Prof. Hoyer nimmt  an, dab in dieser Hinsieht das Sublimat die Wir- 
kung des Thionins verst~rkt, doch nieht als solches allein, sondern nur 
dank seiner leiehtsauren Eigenschaften. 

Weiter kennen wir gegenwgrtig eine Anz,ahl von Bildungen, die bei 
F/~rbung mit  den erwghnten Farbstoffen sog. Metaehromasiereaktion 
liefern. 

Ich werde nun diese Anzahl nach der Sch~rfe der Reaktion ordnen: 
1. Schleim, 2. Knorpel,  3. Amyloid, 4. Granulationen der Mastzellen, 
5. Bindegewebe, 6. markhaltige Nerven, 7. Achsenzylinder (Michaelis) und 
8. zuweilen Granulationen der weiBen BlutkSrperehen (Czerny, Lubarsch). 

Wie bekannt,  besteht das eigentliehe Auftreten der Metachromasie 
darin, dab bei F~rbung mit  wasserhaltigen LSsungen einer der oben 
aufgezghlten Farben der entsprechende Stoff sich rot, das iibrige Gewebe 
sich aber blgulieh oder blau fgrbt. 

Von den oben aufgezghlten Stoffen besitzen eine deutliche Meta- 
ehromasiereaktion nur die ersten fiinf, mit  den iibrigen erh~lt man sie 
nicht reeht deutlich genug und aueh nieht regelmgBig. 

Von oben erwghnten Bildungen verdient eine besondere Erwghnung 
das Amyloid, das, wie bekannt  dem Anscheine nach KSrper yon 
unbestgndiger ehemischer Zusammensetzung darstellt, nicht immer 
Chondroitinschwefelsgure enthalt  und nicht stets und auch nieht in 
gleiehem Grade die Eigensehaft besitzt, eine Metaehromasiereaktion 
zu geben. 

Ohne ausfiihrlieh auf die Frage naeh dem Ursprunge und Natur  dos 
Amyloides einzugehen, erlaube ich mir auf folgendes Verhgltnis hinzu- 
weisen: dab wir dank der Anstrengungen einer groBen Anzahl yon 
Forschern, hauptsachlieh Prof. Schrniedebergs und hr. Krawlcows, zur 
Zeit dennoeh ziemlieh nahe der Kenntnis  der wahren Natur  des Amy- 
loids stehen. 

Wir wissen, dab das Amyloid fast  immer Chondroitinsehwefels~ure 
enth~lt, welches die Metachromasiereaktion bedingt, wissen, dab eines 
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de~ Produkte der Zerspaltung dieser Siure, das sog: Chondrosin, einen 
in Wasser sieh auflSsbaren Stoff bildet, welcher eine einbasische Siure 
mit folgender Formel Ci~H~iNO n darstellt und eine Analogie mit Gummi 
hat. Von einigen Eigentfimlichkeiten dieses Stoffes bezeichne ich die 
mangelhafte Wiederherstellung des Kupferoxyds und die Fihigkeit, die 
Polarisationsebene rechts zu drehen, was diesen Stoff einigerma~en den 
Kohlenhydraten lebenden Ursprunges anzun~hern erm6glieht. Welter 
wissen wir, dal~ im Organismus lebender Wesen eine enorme Verbreitung 
die sog. komplizierten EiweiBe Hoppe-Seylers Proteide haben, 
welche in ihrem Molekfil ein Kohlenhydratkomplex enthalten. Wie be- 
kannt, gehSren zu solehen komplizierten EiweiBen die Mucine und 
Mueoide. 

Jetzt wissen wit vom Dasein einer ganzen Reihe von Mucinen und 
Mucoiden, welehe man aus Knochengewebe, Knorpe], Binder und Haut, 
fiberhaupt aus Stoffen, welche den komplizierten Eiweil]en nahestehen, 
erhalten hat und welche durch den Gehalt yon Glykosaminen gekenn- 
zeichnet sind (E. Abderhalden, O. Hammarsten). Der Charakter der 
kohlenhydratischen Gruppe, welcher im Bestand des Molekfils kompli- 
zierter Eiwei~e vorkommt, ist noeh nieht klar genug. 

Wie E. Mi~ller annimmt, ist diese Gruppe wahrseheinlieh dem Poly- 
saeeharid-Chitosan (C14H2~NOi0) verwandt, oder wie Landwehr meinte, 
stellt sie sieh als ein Stoff dar, weleher von ihm als ,,Tiergummi" be- 
nannt worden ist und folgenden Bau hat ~ Cl~H~00i0. 

Aus den Charaktereigensehaften dieses Landwehrgummis weise ich 
auf seine Fihigkeit, sich im abgesonderten Zustande mit Methylviolett 
blau, in Beimisehungen mit Eiweil~ jedoeh rot zu f~rben, d. h. Me- 
taehromasiereaktion zu sehaffen. 

Indem ich nieht n~her auf diese interessante Frage eingehe, erlaube 
ieh mir, die Meinung fiber die Versehiedenheit der erw~hnten Kohlen- 
hydratengruppe, welche in engem Verbande mit vielfiltiger Bildung 
von Mucinen und Mucoiden im allgemeinen steht, zu ~uBern. 

Prof. Hoyer ~u~erte die Meinung, dab das reine Muein h6chstwahr- 
seheinlich ein komplizierter KSrper sei, der aus zwei eng miteinander 
verbundenen Teilen bestehe: der eine ist ein Stoff mit Eiweil~charakter, 
der andere in geringerer Menge im Mucin vorhanden, besitzt h6ehst- 
wahrseheinlieh leiehte Siureeigensehaften und bedingt die Metaehro- 
masiereaktion. 

Somit dr~ngt sich wider Willen die Frage auf, worattf eigentlieh 
die Metachromasiereaktion oben erw~hnter Stoffe bei F~rbung mit 
einigen basisehen Anilinfarben beruhe ? 

Naeh allem oben Gesagten kommt man unwillkfirlieh zu der Ver- 
mutung, dal~ die Metaehromasiereaktion hSchstwahrscheinlich dutch 
die Anwesenheit von Kohlenhydratkomplexen sieh erkl~ren liel~e. Ist 
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solche Vermutung richtig, so entsteht von selbs$ die Frage, ob nicht 
etwa das Glykogen allein, dessen Kohlenhydratnatur auger Zweifel 
steht, d ie  F~higkeit besitze, eine Metachromasiereaktion zu geben? 
In dieser Hinsicht ist es mir nicht gelungen, in der Literatur entspre- 
chende Hinweise zu finden. 

Alle, soviel .mir bekannt, bisher vorgelegten Verfahren zum Nach- 
weis des Glykogens in Geweben mittels mikrochemischer Reaktionen 
zerfallen in zwei groBe Gruppen. 

Zur ersten gehSren die sog. Jodmethoden nach 
1. P .  E h r l i c h  - -  Jodgummi, 
2. B a r f u r t h  - -  Jodglycerin, 
3. L a n g h a n s  - -  Jod61, 
4. L u b a r s c h  - -  Jodh~matoxylin, 
5. L .  D r i e s s e n  - -  Jodcarmin. 
Zur zweiten geh6ren die Methoden yon Glykogenf~rbungen in Ge- 

weben mit dieser oder jener Farbe, wobei das Glykogen sich in der 
Farbe desjenigen Stoffes f~rbt, welche angewendet wird. 

Wie bekannt, gehSren hierher folgende Methoden: 
1. F i e s s i n g e r  - -  Anilinsaffanin, 
2. V a s t a r i n i  - -  Cresi-Resorcin-Fuchsin, 
3. P .  V a s t a r i n i  - -  Kresofuchsin, 
4. P .  M a y e r  - -  sog. Tintenf~rbung, 
5. L u b a r s c h . - -  eine modifizierte Gram-Methode, 
6. B e s t  - -  Ammoniakcarmin. 
Eine besondere Beachtung verdienen die Veffahren nach L u b a r s c h  - -  

eine modifizierte Gram-Methode, wobei das Glykogen mit anderen gram- 
positiven Bildungen, zu welchen Hyalin, Fibrin u. dgl. gehSren, gef~rbt 
wird und dadurch gewisse Beziehungen der verschiedenen Stoffe m6glich 
werden; eventuell auch die Methode nach Bes t ,  schon wegen der Sch6n- 
heir und Genauigkeit des morphologischen Bfldes, das man bei ihr 
erhMt. 

Es ist notwendig, hier auch die Beobachtungen C z e r n y s  zu erw~hnen, 
der bei seinen Versuchen dutch Einspritzung yon Terpentin61 bei Tieren 
Amyloidose erzeugte, in den weil]en Blutk6rperchen des ]ebendigen 
Blutes Kliimpchen land, die die gleiche Metachromasiereaktion gaben 
wie das Amyloid. 

Solche Beobachtungen erlaubten C z e r n y  zu vermuten, dal~ das 
Amyloid yon den weii3en Blutk6rperchen aus Eiterungsherden trans- 
portiert und aus ihnen in inneren Organen dann abgelagert wird. 

Weiter hat C z e r n y  angenommen, dal3 zwischen Glykogen und 
Amyloid ein enger Zusammenhang bestand und dab das Amyloid ein 
komplizierter K6rper sei, der aus Eiwefl3derivat und einem gewissen 
Kohlenhydratglykogen oder einem ihm ~thnlichen K6rper besiehe. 
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Lubarsch beobachtete dem ~hnliches und auch unter i~hnliehen Um- 
sti~nden. 

Er  bemerkte aueh, dab man in den Nieren iiberwinternder FrSsche 
Mastzellen entdecken kann, welehe eine t~eaktion auI Amyloid und 
ebenso aueh auf Glykogen geben. 

Als Lubarsch die Experimente Czernys prtifte, kam er jedoch zu 
dem Ergebnis, dab Czernys Beobachtnngen eher auf Zufi~lligkeiten be- 
griindet waren, die zu irgendwelehen sicheren Schlugfolgerungen nicht 
berechtigten. 

Wie man aus allem oben Angeftihrten sieht, finden sieh nur wenig 
und noeh dazu nur unklare Andeutungen fiber die M6g]ichkeit einer 
Metachromasiereaktion des Glykogens bei F/~rbung mit einigen Anilin- 
farben. 

Nun ist es mir aber gelungen, festzustellen, dab man bei bestimmten 
teehnisehen MaBnahmen eine klare Metaehromasiereaktion des Gly- 
kogens in den Geweben erhalten kann. 

Als Beobaehtungsmaterial dienten mir versehiedenartige Gewebe; 
ieh halte es jedoeh ffir notwendig, zu bemerken, dab eine Voraussetzung 
zum Gelingen der angegebenen Reaktion eine m6gliehst m/~ehtige An- 
h~ufung yon Glykogen und erhebliehe Gr6Be der Glykogentropfen bildet. 

Mir standen zur Verffigung die Nieren von an Zuekerharnruhr Ver- 
storbener und glykogenreiehe b6sartige Gew~ehse, sodann Nieren und 
Fettk6rper und aueh Leber iiberwinternder Fr6sehe. 

Als besonders geeignetes Objekt erwies sieh die Leber yon Fr6sehen, 
bei denen das Glykogen zuweilen in Form groBer, seharf umsehriebener 
Kliimpehen zu beobaehten ist. 

Das Material fixierte ieh mit absolutem Alkohol. Dann wurden 
die Gewebssttieke in Celloidin eingebettet und Mikrotomsehnitte an- 
gefer~igt. 

Die anf/~ngliche Methode war folgende: ein Celloidinsehnitt wurde 
auf 5--10 Minuten in eine w~sserige L6sung yon I proz. Thionin ge- 
braeht, hierauf raseh in destilliertem Wasser abgesp/ilt und auf 1--2 
Minuten in ges~ttigte Sublimatl6sung eingelegt. Aus diesem wurde er 
naeh Abspiilen mit W~sser auf einen Objekttr~iger gebraeht und dann 
in Glycerin oder Gelatine eingebettet. 

Bei diesem Verfahren gelingt es jedoeh nieht, geniigend durehsiehtige 
Prgparate zu gewinnen und, was die Haulotsaehe ist, solehe, die frei 
yon Sublimatniedersehlagen sind. 

Sparer ist es mir gelungen, eine andere Methode zu linden, mit der 
man ausgezeiehnete und vollst~ndig durehsichtige Pr~parate erhalten 
kann. 

Meine zweite Methode ist folgende: 1. m6glichst dtinne Celloidin: 
schnitte werden nach der japanisehen Methode auf Deekgl~schen auf- 
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geklebt, 2. dann wird das Pri~parat 5--10 Minuten mit 1 proz. wi~sserigcr 
Thioninl6sung gef~rbt, 3. die Farbe wird rasch mit Wasser abgesptilt 
(cave Glykogen!), 4. das Pr~parat wird mit ges~ttigter Sublimatl6sung 
iibcrgossen, in der es hSchstens 1--2 Minuten verweilt, 5. das Pr~parat 
wird nach Trocknung mittels Filtrierpapier schnell mit einer Mischung 
von Anilin61 und wasserfreiem Alkohol (1:9)  behandelt, 6. nachdem 

folgt Bin schnelles Trocknen 
des Pr~parates mittels Filtrier- 
papier und 01. cajeput, 7. dann 
wird das Pr~parat in gewShn- 
licher Weise nach vorherigem 
Behandeln mit Xylol in Ca- 
nadabalsam eingeschlossen. 

Eins der hauptsaehlichsten 
M~ngel der auf solehe Weise 
erhaltenen Pr~parate ist ihre 
verh~ltnism~gig geringeDauer- 
haftigkeit -- sehon in den 
n~chsten Tagen sehwindet die 
rote Nuance, und es bleibt nur 
der allgemeine himmelblaue 

Abb. I. Grund iibrig. 
Auf Pr~tparaten, die nach 

meiner angegebenen Methode gef/~rbt werden, kann man folgendes 
erblicken: die roten Blutk6rperehen fiirben sich ins gew6hnliche Griin, 
das Protoplasma ins liebliche Himmelblau, der Zellenkern ins Blaue, 

das Glykogen jedoch I~rbt sieh dabei in 
einer feinen roten Farbe, welche sanft ins 
Karmoisinrot. iibergeht (Abb. 1). 

Jedoch nicht alle Anh~ufungen yon 
Glykogen, deren Glykogennatur vorher 
durch Jodreaktion, Fi~rbungen nach Best 
und Fahigkeit zur Aufl6sung in Speichel 
bestimmt wurde, gaben mir eine Meta- 
chromasiereaktion; so konnte ich z. B. 
in den Leberzellen des Frosches neben 

Abb. 2. starken Anh~ufungen von Glykogen, die 
eine deutliche Metachromasiereaktion gaben, eine ganze Anzahl yon An- 
h~ufungen beobachten, welche sich nur in violetten oder hellvioletten 
TSnen f~rbten. In den Nieren yon an Harnruhr  Verstorbenen fand 
ieh neben deutlich roten und violetten Glykogenkugeln auch Anh~u- 
fungen kleinerer K6rner, die sich nach der Thioninmethode in gc- 
s~ttigter dunkelvioletter Farbe f~rben; diese K6rner 15sten sich in 
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Speichel auf und erwiesen sich als jodophfle und f~rbten sieh naeh Best, 
d. h. ihre Glykogennatur steht somit ganz auBer Zweifel (Abb. 2). 

Es fragt sieh, wie man sich diese Mannigfaltigkeit der F~trbung 
verschiedener Glykogenanh~ufungen verst~ndlich zu machen hat ? 

Naeh der Ansicht yon Gierlces sind die histologisehen Glykogen- 
befunde der morphologische Ausdruck verschiedener Phasen des Zell- 
stoffwechsels. Andererseits ist es bekannt, dab die F~higkeit der Zellen 
gesetzmaBig und best~ndig verl~uft und dab die Zelle bei ihrer auf- 
bauenden und zerlegenden T~tigkeit allm~thlich von mehr niedrigen 
K6rpern zu h6her zusammengesetzten iibergeht u n d  umgekehrt;  wobei 
man auf dem ~u dieses noeh ziemlich dunkeln innerlichen Zellen- 
stoffweehsels eine Reihe dazwischenliegender Stufen dieses oder jenen 
Stoffes anzutreffen vermag -- in diesem Falle Glykogen und Kohlen- 
hydrate -- im allgemeinen. 

Seit Vervollst~tndigung der Forsehungsmethoden wird die Vorstellung 
fiber das Glykogen, Zooamylin, als besondere ehemische Einheit mehr 
und mehr verlassen, und an ihre Stelle t r i t t  die ~berzeugung yon der 
Vielf~Lltigkeit der Kohlenhydrate lebender Wesen ein, wie dies besonders 
der verstorbene Prof. W. Paschutin, Arnold, Neukirch, E. Abderhalden 
andeuteten. 

Wenn wir nun noeh lebendige, glykogenhaltige Gewebe rasch 
fixieren, halten wir aueh die erzielten Phasen des Zellstoffweehsels und 
seines morphologisehen Ausdrueks lest und ergreifen das GIykogen 
sozusagen in voller Entwieklung. Von diesem Gesiehtspunkte aus wird 
der Unterschied zwisehen der St~rke der F~rbung und der Sch~rfe der 
Metaehromasiereaktion, die sieh bei den versehiedenen Glykogen- 
anh~ufungen zeigt, verst~ndlich. 

Vergleicht man nun die Beobaehtungen Landwehrs, der auf all- 
gemeinem chemischen Wege zeigte, dab das reine ,,Tiergummi" un- 
f~hig sei, eine Metachromasiereaktion zu geben, mit meinen mikro- 
ehemisehen an Nieren Harnruhrkranker u n d  Frosehleber erzielten Be- 
funde, so kann man annehmen, dab die erw~hnten KSrner- und Glyko- 
genanh~ufungen, die keine Metachromasiereaktion geben,  Tropfen 
reinen Tiergummis darstellen. 

Je mehr dieser Gummi in engere Verbindung mit dem Protoplasma 
der Zelle tritt ,  f~ngt es an, immer sch/~rfer und seh~trfer eine Meta- 
chromasiereaktion zu geben. 

Somit entsteht die Frage vom Dasein einer sog. ,,Tr~gersubstanz", 
einem Stoffe, der sozusagen al s Tr~ger des Glykogens dient, wie ihn 
P. Ehrlich, der zuerst das Glykogen mikroskopiseh in den Nieren Harn- 
ruhrkranker entdeekte, vermutete und wie er seitdem von allen For- 
sehern, die sich ausffihrlieh mit dem Glyk0gen besch~ftigten (Langhans, 
Arnold, Lubarsch, v. Gierke, Klestadt u. a.), angenommen wird. 
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Auf  Grund  eigencr  Beobach tungen  an ebensolchem Mater ia l  und  
an  Nieren yon  Tieren,  denen ich Pf lanzcns t~rke  ins B lu t  einfi ihrte,  und  
bei  dencn  ich im H a r n  eine enorme Absonde rung  des eingeff ihrten 
Stoffes beobachte te ,  c r laube  ich mir  die Meinung zu ~u3crn,  dab  die 
gelben Kugcln ,  welche P. Ehrlich sah, n ichts  anderes  s ind als morpho-  
logisch f ix ier te  Phasen  einer  Pol isacchar id invers ion.  

Aul~erdem habe  ich noch fo lgenden Versuch angeste l l t .  I ch  unter-  
warf  Schni t t e  aus Geweben,  welche in grol3em MaBe Glykogen  ent- 
hiel ten,  der  W i r k u n g  des Spcichels,  und  versuchte  da rauf  an ihnen 
eine Metachromas ie reak t ion  zu gewinnen.  U n t e r  der  E inwi rkung  des 
Speichels  h a t t e  sich aber  das  Glykogen  vSllig aufgel5st  und  der  Versuch, 
eine Metachromas ie reak t ion  zu crhal ten,  bl ieb vergebens :  die Glykogen-  
t r~ger  b le iben  ungef~rb t  vol ls t~ndig  durchsicht ig .  

Aus  dieser Beobach tung  ~olgert : 1. dal~, wenn  zwischen dem Glykogen 
und  e inem hypo the t i s chen  , ,Tr~ger"  eine Verb indung  besteht ,  diese 
doch rech t  locker  is t ;  2. die Metachromas ie reak t ion  h5chstwahrschein-  
l ich durch  die Anwescnhe i t  yon  Glykogen als solchem bed ing t  wird.  

Somi t  d ienen meine  Beobach tungen  als verknf ipfendes  Glied zwischen 
den e rw~hnten  Beobach tungen  Landwehrs und  Prof. Hoyers auf eincr 
Seite und  Schmiedebergs und  N. Kraw/cows auf dcr andercn  Seite und  
e r lauben  auch zu vermuten ,  dal3 die Metachromas ie reak t ion  solcher 
Stoffe wie Mucin, Mucoid und  vicl le icht  Amylo id ,  du tch  die Anwesenhei t  
yon K o h l e n h y d r a t k o m p l e x g l y k o g e n  oder  i rgendeines  ihm ziemlich nahe-  
s t ehenden  Stoffes bed ing t  wird.  

I ch  bemerke  noch hierzu, dal~ yon  mi r  auch Versuche angeste l l t  
wurden,  cine Metachromas ie reak t ion  des Glykogens  mi t  Hilfe  anderer  
Fa rbs to f f e  zu gewinnen,  dal~ sie aber  ke incn  Erfolg h a t t e n  und  nach 
meinen  Er fah rungen  nur  das  Thionin  zur  Erz ic lung einer  Metachromasic  
geeignet  ist. 
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