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Zu den am haufigsten in der Histopathologie angewandten Firbe-
methoden gehdren zweifelsohne die Kernfarbungen mit den zahlreichen
Hiématoxylinlosungen verschiedenster Zusammensetzung (nach Ehrlich,
Weigert, Delafield, Bohmer, P. Mayer, R. und M. Heidenhain, Benda
u. v. a.). Die Bevorzugung dieses natiirlich vorkommenden Farbstoffes
durch die Pathologen beruht wohl darauf, dal} er vermittels gewisser
Zusitze zur Farbflotte mit den Zellkernen ziemlich alkohol- und saure-
echte Verbindungen, sog. Lacke bildet. Gerade wegen seines, in morpho-
logischer Beziehung sehr groBen Wertes, erscheint daher die Frage sehr
wichtig, welche chemische Bestandieile des Kernes eigentlich das Hdma-
toxylin aufnehmen. Zur Beantwortung dieser Frage ist es notwendig,
einiges iiber die Chemie dieses natiirlichen Farbkorpers vorauszuschicken.

Der aus Hdimatoxylon campechianum gewonnene Extrakt enthilt
das Hdmatoxylin, das jedoch zum Farben wenig geeignet ist. Dagegen
ist sein Oxydationsprodukt Hdmatein der eigentliche Farbkorper, der
fast ausschlieBlich zum Firben benutzt wird. Nach neueren chemischen
Untersuchungen (1) kommen dem Himatoxylin C;sH,;,04 und Hématein
CygH,,0g wahrscheinlich folgende Konstitutionsformeln zu:
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Wie aus den vorstehenden Konstitutionsformeln ersichtlich, ist das
Hématein infolge seiner zahlreichen OH-Gruppen ein stark saurer Kor-
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per, wie z. B. das Phenol. Das Hématein vermag jedoch dem tierischen
Gewebe nur eine geringfiigige schmutzig-briunliche Farbung zu erteilen.
Dies hangt damit zusammen, dafl das Hématein 2 OH in Orthostellung
enthilt. Solche organische Verbindungen sind nach einer bekannten
Beizenregel (Liebermann und v. Konstanecks) vorziigliche Beizenfarben,
die mit Metalloxyden widerstandsfihige Farbungen (Lacke) bilden. Zur
Erzielung einer ausreichenden Hamateinfirbung sind bisher in der
Histologie Chromsédure (R. Heidenhain), Alaun (Boéhmer, Mayer, Ehr-
lich), Eisenverbindungen (Benda, Weigert, M. Heidenhoin) und Kupfer-
salze (Weigert, Benda) meist verwendet worden. Als Beizen wirken in
diesen Verbindungen die elektropositiven Metalle Cr, Al, Fe und Cu.
Der Mechanismus der Farbung beruht darauf, dafl saure Gewebsbestand-
teile basische Metalloxyde aufnehmen, die ihrerseits mit Hamatein eine
Tripelverbindung eingehen [P. Mayer?), Pappenheim3), Bechert)]. Die
Fe-, Cu- und Cr-Verbindungen des Himateins sind in Wasser schwer
16slich, daher muB das Gewebe zuerst mit diesen Metallverbindungen
behandelt werden, um nachtréglich mit dem Farbstoff einen Farblack
zu bilden. Eine Ausnahme hiervon bildet nur das Aluminium, dessen
Hamateinverbindung wasserloslich ist, und das daher gleichzeitig mit
dem Farbstoff zur Anwendung gelangen kann. Dal} aber hierbei eben-
falls eine Tripelverbindung entsteht, kann dadurch bewiesen werden,
dal man die Gewebsschnitte mit einer Aluminiumverbindung [Alaun,
Aluminiumchlorid, Liq. alum. subacet. (Becher)] vorbehandelt und nach
dem Abspiilen mit einer Hamateinlosung farbt. Dabei wird dieselbe
blauviolette Farbung erzielt, wie mit Alaun-Himatein [P. Mayer?),
Gutstein?)].

Die schoénen und sehr wertvollen Untersuchungen von S. Bechert)
haben uns eine ziemlich grofle Zahl synthetischer saurer Farbstoffe kennen
gelehrt, die dhnlich dem Hamatoxylin vermittels verschiedener Metall-
beizen echte Kernférbungen zu erzielen gestatten. Auch hier liegt nach
Becher, mit dem wir véllig tibereinstimmen, eine Tripelverbindung vor
(Gewebsbestandteil-Metalloxyd-saurer Farbstoff). Es unterliegt nicht
dem geringsten Zweifel, daf} solche Beizenférbungen echte chemische Ver-
bindungen darstellen, die, wie T'schugajeff, A. Werner und R. Pfeifer
nachgewiesen haben, auf der Bildung einer inneren Metallkomplexver-
bindung beruhens).

In einer vor kurzem erschienenen Arbeit versuchen von Méllendorff und
Tomita”) die Beizenfirbung (mit Héimatein und den Becherschen Farbstoffen)
auf 2 Grunderscheinungen der Durchirinkungs- (Dfg) und Niederschlagsfirbung (Nig)
zuriickzufithren. Diese Unterscheidung hat v. Mollendorff frither schon bei der
substantiven Farbung der Gewebe mit sauren und basischen Farbstoffen gemacht-
Die Dfg-Farbung wird nach ihm von allen sauren Farbstoffen hervorgerufen,
bestehe in einer Farbeinlagerung in das Innere aller Strukturen und beruhe auf
einer physikalischen Adsorption, Bei der Firbung mit gewissén basischen Farb-
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stoffen komme neben der Dfg. noch eine Nfg. vor, die sich im wesentlichen an
der Oberfliche der Zellstrukturen bilde. Nfg. geben solche basische Farbstoffe,
die mit sauren Kolloiden (Nucleinsgure, Trypanblau, Phosphormolybdansiure)
sich ausflocken lassen. Es wiirde den Rahmen dieser Arbeit bei weitem iiber-
steigen, wenn ich hier auf eine eingehende sachliche Kritik der Befunde von
v. Mollendorff und Tomita eingehen wiirde. Bemerken méchte ich aber, daB
sie mit der Aufstellung dieser neuen Begriffe unsere Frkenntnisse iiber das
Wesen der histologischen Farbung meines Erachtens nicht vorwérts gebracht
haben. Geben sie doch selbst zu, daf sie eine Erklarung fiir die Tatsache nicht
zu geben vermdgen, warum die Nfg. nur an der Oberfliche der Zellstrukturen
zustande kommt. (Welche saure Kolloide sollen denn eigentlich an der Ober-
flache der Zellstrukturen vorliegen? Es ist duBerst unwahrscheinlich, da8 die
Nucleinséiure gerade an diesen Stellen vorkommen soll.) Hier sei noch ein grund-
sitzlicher Einwand gegen die Auffassung von v. Méllendorff und Tomita gemacht.
Die Zellgewebe enthalten doch auch basische Substanzen, hdchstwahrscheinlich
ebenfalls in einem kolloidalen Zustande. Warum geben aber dann saure Farb-
stoffe keine Nfg. mit den basischen Gewebskolloiden, trotzdem allgemein bekannt
ist, daB solche Kolloide wie Eisenhydroxyd und Tonerde durch saure Farbstoffe
ausgeflockt werden.

Dafi physikalische Eigenschaften, insbesondere die Diffusionsfahigkeit der
verwandten Farbstoffe bei der histologischen Farbung eine wichtige Rolle spielen,
wird von niemandem bestritten und ist ja von Pappenrheim?) besonders eingehend
erdrtert und betont worden. Wenn v. Mollendorf. den Begriff der Strukiurdichie
einfithrt, so stellt dieser nur eine andere Umschreibung fiir die Porengréfle Pappen-
heims, und ist daher nicht als Fortschritt zu bezeichnen. Wir miissen aber P.G.
Unnaf) recht geben, dafl die Porengrofle eine vollig hypothetische und nicht genau
festzustellende GroBe ist, mit deren Einfithrung unsere Erkenntnis nicht vorwérts
gebracht worden ist.

Die Tatsache, daf} die Diffusionsfihigkeit der Farbstoffe, also eine physika-
lische Eigenschaft, fiir das Zustandekommen einer guten histologischen Farbung
maBgebend ist, steht aber durchaus nicht in Widerspruch mit der Annahme, dafl
die Verteilung der sauern und basischen Farbstoffe auf die einzelnen Gewebs-
strukturen hauptsichlich durch chemische Einfliisse bedingt ist. Unserer Meinung
nach liegt fiir den Histologen keine Veranlassung vor, an der chemischen Natur
der meisten histologischen Farbungen zu zweifeln, eine Ansicht, die zuletzt be-
sonders von Becher und Unna vertreten wurde, insbesondere da maBgebende
Farbenchemiker (R. Pfeifer) auch bei den Textilfsrbungen echte chemische Ver-
bindungen zwischen Faser und Farbstoff als vorliegend erachten®).

Es verdient besonders betont zu werden, daf die chemische Theorie der
histologischen Firbung als auBerordentlich fruchtbar und von bedeutendem,
heuristischem Wert sich erwiesen hat. Zum Beweise fiir diese Behauptung brauche
ich nur an die Arbeiten von P. G. Unna und Becher zu erinnern, die, von chemischen
Orundlagen ausgehend, eine betrichtliche Zahl neuer Farbemethoden geschaffen
haben. Im Gegensatz hierzu vermag die Unterscheidung von Dfg. und Nfg.
(v. Méllendorff) uns keinerlei Fingerzeige fiir die Auffindung neuer Farbungen
zu geben.

Auf eine eingehende Widerlegung der Anschauungen von v. Mdllendorff und
Tomite tiber die Natur der Beizenfirbung glaube ich um so mehr verzichten zu
konnen, als in dieser Arbeit gezeigt wird, daB chemisch genou bestimmie Stoffe
(saure Lipoide), die in gebundener Form in den einzelnen Zellbestandteilen enthalten
sind, basische Metalloxyde aufnehmen und mit gewissen sauren Farbstoffen (Hama-
toxylin [Becherschen Farbstoffen]), die Farblackfirbungen liefern, Diese Lipoide
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befinden sich an den Strukturoberflichen in reichlichen Mengen und sind die
Ursache fiir die Entstehung der von ». Mdllendorff sog. Nfgen. Der Nachweis,
daB die Hamatoxylinfirbungen auf sauren Lipoiden beruhen, hat es ermdglicht,
einige neue histologische Doppelfarbungen aufzufinden, iiber die ich spiter aus-
fithrlich berichten werde.

Wie eingangs erértert worden ist, beruhen die Farbungen mit Héma-

toxylin und anderen sauren Beizenfarbstoffen darauf, daB die basischen
Metalloxyde einerseits mit den Gewebsbestandteilen, andererseits mit den
sauren Farbstoffen, eine Tripelverbindung, nach Art eines Amboceptors,
eingehen. Demnach miifiten die Zellbestandteile, die durch solche Beizen-
firbungen dargestellt werden, saure Kérper enthalten, die mit den
Metalloxyden eine chemische Verbindung bilden. Es muB nun weiter
die Frage aufgeworfen werden, welche sauren Korper hierdurch gefirbt
werden. Nach der landldufigen Anschauung [vgl. Pappenheim?)] soll
es sich bei den Beizenfirbungen um das Chromatin, also die sauren
Nucleine bzw. Nucleoproteide des Kernes handeln, die man auch mit
basischen Farbstoffen direkt und substantiv farben kann.

Diese Anschauung entspricht jedoch nicht den Tatsachen. Es ist
ein grofles Verdienst von Unna8), zuerst nachgewiesen zu haben, daB
die Alaun-Hémateinfirbungen nicht auf den Nucleinen des Kernes be-
ruhen. Denn nach Entfernung dieser sauren EiweiBkorper durch Vor-
behandlung der Gewebsschnitte mit verdiinnter Salzsiure, liefert dieser
Beizenfarbstoff noch eine unverandert gute Kernfidrbung. Dagegen fand
Unna, daB vorausgegangene Behandlung der Gewebsschnitte mit konz.
Salzsiure die Alaun-Hémateinfarbung vernichtet. Unna faBte diese
Kernsubstanz als ein basisches (oxyphiles), in konz. Salzsiure 16sliches
EiweiBl auf. Die Basizitdt dieses Kernbestandteils begriindet Unna da-
mit, daBl Himatein ein saurer Farbstoff ist und Alaun chemisch
sauer reagiert. Das Alaun-Hamatein wirke als saurer Farbstoff, der
als solcher vom basischen Kerneiwei aufgenommen wiirde. Im
Gegensatz zu den ibrigen Forschern behauptet Unna, daB Alaun fir
sich allein von den Geweben nicht gebunden wiirde, vielmehr durch
Wasserspiilen sich auswaschen liele. Die letztere Behauptung von Unna
146t sich jedoch mit den Tatsachen nicht vereinbaren. In Ubereinstim-
mung mit £. Mayer fand ich?), daB das Aluminiummetall aus Alaun oder
Aluminiumechlorid oder noch besser aus basischer essigsaurer Tonerde
(Becher) tatsichlich von den Geweben aufgenommen wird, was sich
dadurch beweisen 148t, dafl ein mit diesen Lésungen vorbehandelter und
nachher abgespiilter Gewebsschnitt mit einer Himateinlosung ohne
Beize eine shnliche Firbung liefert wie Alaun-Hamatein (bekanntlich
ist durch Haématein allein ohne Beizung des Gewebes eine Firbung
nicht zu erzielen). Bemerkenswerterweise hatte Unna nur das Alaun-
Himatein in den Kreis seiner histochemischen Untersuchungen ge-
zogen. Bel Verwendung anderer Metalloxyde, z. B. Eisen- und Chrom-
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verbindung, ist der Mechanismus der Farbungen dadurch sehr ersicht-
lich, daB} in diesen Fillen zuerst eine Behandlung des Gewebes mit den
verschiedenen Metallbeizen und erst dann eine Farbung mit einer wisse-
rigen Hamateinlosung erfolgen muf.

Demnach ist an der Tatsache, daB die Gewebe bzw. Gewebsbestand-
teile direkt Metalloxyde (Aluminium, Eisen, Chrom, Kupfer) aufnehmen,
nicht zu zweifeln; und die Beizenfarbungen kommen dadurch zustande,
daf die von den Geweben aufgenommenen Metalloxyde mit dem Hima-
tein einen schwer loslichen Lack bilden. Hieraus folgt aber, daf die
Metalloxyde von einer saquren Gewebssubstanz aufgenommen werden
miifiten. Dies geht auch daraus hervor, daf man mit basischen Farb-
stoffen eine substantive Farbung derselben Zellstruktur wie mit Hima-
tein -}- Beizen erhalten kann. Daf} aber auch bei der substantiven Fir-
bung es sich nicht um die sauren Nucleine resp. Nucleoproteide handelt,
wird dadurch bewiesen, daf3 auch an Schnitten, die mit verdiinnter
Salzséiure vorbehandelt worden sind — also nach Entfernung der Nu-
cleoproteide —, mit zahlreichen basischen Farbstoffen, z. B. Safranin,
Fuchsin, Karbolmethylenblau und auch nach Giemsa noch eine gute
Kernfarbung zu erzielen ist.

Unsere eingehenden Untersuchungenl®) an tierischen Zellen haben
zu dem Ergebnis gefithrt, dafl die durch Hématein - Beize adjektiv
oder durch basische Farbstoffe substantiv darstellbare Gewebsschicht
aus sauren Lipoiden sich zusammensetzt. Und zwar handelt es sich nicht
um freie in den Zellen enthaltene Lipoide, sondern um solche, die an
einen basischen EiweiBkorper, die sog. basische Grundsubstanz von Unna
chemisch gebunden sind. Zu diesem Ergebnisse fithren ndmlich die
Losungsversuche: die in Frage stehende Mittelschicht der tierischen
Gewebe ist in Salzsdurealkohol, nicht aber in Alkohol allein oder Salzsiure
allein loslich. Nach einer Vorbehandlung mit Salzsiurealkohol lassen
die tierischen Gewebe weder mit Hiamatein - Beizen noch mit basi-
schen Farbstoffen irgendeine nennenswerte Farbung mehr erkennen.
Wohl ist aber dann mit allen sauren Farben eine Darstellung der basischen
Grundsubstanz von Umnna mit Leichtigkeit zu erzielen.

Die Auffindung der gebundenen sauren Lipoide ist merkwiirdigerweise zuerst
an Bakterien gelungen. Wie neuere Untersuchungen ergeben haben [Guistein®) 9),
Schumacher'l)] enthalten die Bakterien und Hefezellen auch nach Entfernung
der sauren Riweifle (Nucleoproteide) saure, durch basische Farbstoffe nachweis-
bare Stoffe, die nicht in Alkohol, wohl aber in Salzsiure-Alkohol 18slich sind.
Die Lipoide sind in den verschiedenen Teilen der Bakterien, Ektoplasma, Endo-
plasma und Kern enthalten [Guisiein’)], und sie diirften zum Teil mit Lecithin
iibereinstimmen (Gutstein®). Auf einem sauren Lipoid beruht auch die Gramsche
Farbung der grampositiven Bakterien [Schumacher'®), Gutstein'4)].

Dap tatséchlich gewisse Lipoide in farberischer Beziehung sich ebenso
wie die erwihnte Mittelschicht der tierischen Gewebe verhalten, 148t
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sich an einem einfachen Modellversuch beweisen. Objekitrigeraustriche
von chemisch retnem Lecithin geben mit zahlreichen basischen Farbstoffen
(Carbolmethylenblau, Fuchsin, Safranin usw.) eine gule Firbung®).
Behandelt man aber solche Ausstriche mit Metallverbindungen, z. B.
mit einer Losung von Eisenchlorid, Alaun, Aluminiumchlorid, Kalium-
bichromat, so nehmen sie basische Farbstoffe ziemlich schlecht auf. Da-
gegen liefern sie dann mit einer wdsserigen Hdmateinlosung vorziigliche
Fdrbungen, und zwar werden die Lecithinaussiriche nach Vorbehandlung
mit Eisenverbindungen schwarz bis violettschwarz mit Aluminiwmuver-
bindung blauviolett, mit Bichromat schwarz-violelt gefarbt, also in der-
selben Nuance wie die Kerne der tierischen Zelle. Auch mit anderen
sauren Farbstoffen, z. B. Siureviolett 6 B geben gebeizte Lecithinaus-
striche ausreichende, allerdings nicht so starke Firbungen wie mit
Himatein. ,

Es ist sehr merkwiirdig, dafl man auf diesen einfachen Zusammen-
hang zwischen Hamatoxylinfdrbungen und sauren Kernlipoiden bisher
nicht gekommen ist. Trotzdem einige mikrochemische Befunde diese
Annahme geradezu nahelegen. Denn nachdem Carl Weigert 1884/85
seine bekannte Methode der farberischen Darstellung der Markscheiden
der Nerven vermittels kombinierter Metallbeizen (Bichromat, Chrom-
florid, Kupferacetat) und Nachfarbung mit Hamatein bekannt gegeben
hatte, wies Wiassak 1898 nachl?), daffi Protagon und Lecithin dhnliche
farberische Reaktionen, némlich Bildung eines Farblackes mit Metall-
oxyden -+ Himatein aufweisen. Spéter hat Escher3) durch einwandfreie
Versuche gezeigt, dall besonders unzersetztes Lecithin die Weigertsche
Reaktion gibt, die nur auf dem Gehalt der Markscheiden an diesem
Phosphatid beruhen kann. Nichts lag also néher, als der Frage nachzu-
gehen, ob auch die iiblichen Kernfarbungen mit Hamatein -+ Beizen
auf dhnlichen Stoffen beruhten. Zwar erwihnt Escher, daB es auf-
fallen miiBte, ,,wieso denn das allbekannte histologische Reagens der
Zellkerne* n#mlich einer Alaun-Eisen-Hamateinlosung ,,gerade von
Lecithinen und Zellkerneiweifistoffen in so gemeinsamer Weise aufge-
nommen wird”“. Fiir diese auffillige Tatsache versucht Escher durch
Analogien in der chemischen Konstitution von Lecithin (Glycerin [Triose],
Phosphorsiure, Cholin) und Nucleine (Pentose, Phosphorsiure, Kossel-
sche Basen [Adenin usw.]) eine annehmbare Erklarung zu geben. Auf den
naheliegenden Gedanken, dal die Hamatoxylinfirbung der Zellkerne
ebenfalls auf Phosphatiden beruhen konnte, ist Hscher wahrscheinlich
deswegen gar nicht gekommen, weil er in der landlaufigen Anschanung
(Pappenheim) befangen ist, daB diese Beizenfdrbungen sog. Chromatin
firbten. Daf aber diese Annahme den Tatsachen nicht entspricht, hat
Unna schon frither — wie oben erwihnt — dadurch nachgewiesen, da@
die Zellkerne auch Nachbehandlung der Gewebe mit Nucleoproteide
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I6senden Reagenzien noch eine unveréinderte Hémateinfirbung geben.
Diese Feststellung von Unna in Verbindung mit den Befunden von
Wlassak-Escher, dafl Phosphatide die Weigertsche Féarbung geben, fiihrt
aber folgerichtigerweise zu dem Ergebnis, daf} die Hamateinlackfarbung
der Zellkerne auf ibhrem Lipoidgehalt beruhen muB. Wenn aber Unna
gefunden hat, da3 Behandlung der Gewebsschnitte mit konz. Salzsiure
die Alaun-Hémateinfarbung vernichtet, so spricht diese Tatsache nicht
gegen das Vorliegen eines Lipoids, denn auch die Gramsche Farbung
der Bakterien, die, wie oben erwdhnt, auf einem Lipoid beruht, wird
ebenfalls durch konz. Salzsdure vernichtet, wahrscheinlich durch Zer-
setzung des Lipoids (Gutstein4j]. '

Charakteristisch fiir die bisher gebrduchliche Hamateinfarbung ist
der Umstand, dal} sie nur oder hauptséchlich zur Darstellung der Zell-
kerne benutzt werden. Daraus kénnte man bei oberflachlicher Betrach-
tung schlieBen, daB nur in diesem Teil der Zelle saure Lipoide enthalten
sind. Unsere eingehenden Untersuchungen fiihrten doch zu dem Er-
gebnis, dall diese Annahme nicht zutreffen kann. Vielmehr sind
Lipoide nicht nur im Kerne, besonders in der Kernmembran und im
Nucleolus, sondern auch, allerdings in geringeren Mengen, in der Mem-
bran der Zelle und in gewissen mit neueren Methoden darstellbaren
Protoplasmagranula enthalten. Die Erklirung fiir die Tatsache, daB
die gebrauchlichen Hamateinfarbungen nur den Zellkern zur Darstellung
bringen, liegt darin, daf die Untersucher gleichzeitig mit der Farbung oder
hinterher ein Entfarbungsmittel zur Differenzierung benutzt haben. So
gebraucht Heidenhain zur Differenzierung eine Eisen-Alaunlosung, Benda
Essigsaure oder Liq. ferr. sulf., ebenso Hansen. Bei anderen Methoden
wirkt Alaun, wenn er im Uberschufl der Farbflotte zugesetzt wird, z. B.
nach der Methode von Ehrlich, oder wenn er nach erfolgter Farbung be-
nutzt wird, als Entfirbungsmittel, da er bekanntlich mit Hématein
eine wasserlosliche Verbindung eingeht.

Das Bestreben, aus praktischen Griinden eine ausschliefliche (,,reine’) Kern-
tarbung der Gewebe zu erzielen, hat Bechert) veranlafit, bei seinen neuen Beizen-
farbstoffen Methoden auszuarbeiten, die eine simultane Einwirkung von Beizen-
farbstoffen plus Beizenmetall erméglichen, nach Bechers Bezeichnung eine Farb-
lacklosung. Becher betont wiederholt (1. c., S. 256), daB bei Behandlung der Ge-
webe mit Metalloxyden und nachheriger Farbung mit der wisserigen Losung des
Farbstoffes keine reine Kernfirbung erhalten wird, vielmehr dabei noch andere
Zellbestandteile mitgefirbt werden.

Becher zieht hieraus den SchiuB, daB ,,Metallbeizen oft und vielleicht immer
eine andere Verteilung annehmen, als die geldsten Farblacke desselben Metalles.*
B. sicht sich daher zu der Annahme gendtigt, daB die Lackldsung nicht als
gleichartig mit der Mischung von Farbstoif und Metallsalz angesehen werden
kann und vielmehr als neuer Farbkorper (Farblack) wirke, der meist eine reine
Kernfirbung liefere. Meiner. Meinung nach ist diese Anschauung Bechers nicht

vollig zutreffend. Vielmehr nehmen die Gewebsbestandteile aus der Lackldsung
das Metall in grundsdtzlich gleicher Weise wie bei Beizung mit der reinen Metallsalz-
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losung auf. Die verschiedene firberische Wirkung der beiden Methoden beruht
nur darauf, daff das in der Lacklésung im Uberschufl enthaltene Metallsalz gleich-
zeitig als Differenzierungsmittel wirkt: Nur an Kern und Nucleolus, die rejchlich
Lipoide enthalten, haften Metall und Beizenfarbstoff fest genug, wihrend an
den iibrigen Strukturen der Zelle, die wesentlich weniger Lipoide (vielleicht auch
in qualitativer Hinsicht von den Kernlipoiden verschieden) enthalten, die etwa
entstandene Farbung wieder gelost, wegdifferenziert wird. Nach meiner Auf-
fassung nimmt auBer dem Kern auch der Rest der tierischen Zelle aus der Lack-
losung die Metallbeize auf. Meine Auffassung 148t sich durch folgenden Versuch
stiitzen: Wird ein mit Mayers Hamalaun (Lacklosung nach Bechers Bezeichnung)
gefirbter Gewebsschnitt nach Wasserspilung mit einer wdisserigen Hdamateinlosung
ohne Beize nachbehandell, so erhilt man eine stirkere Kernfirbung und daneben
eine etwas hellere Farbung des Protoplasmas, n#mlich der Zellmembran und
Protoplasmagranula. Dieser Versuch zeigt meines Erachtens eindeutig, daf auBer
dem Kern noch die iibrigen Zellstrukturen aus dem Hamalaun das Aluminium-
metall aufgenommen haben miissen, da sonst nicht nachher durch Hamatein
allein eine Firbung hitte eintreten kénnen.

Vermeidet man jedoch jedes Differenzierungs- und Entfirbungs-
mittel, indem man die Firbung in der Weise vornimmt, dal3 die zuerst
mit der Metallsalzlosung gebeizten Gewebsschnitte (Aluminium- und
Eisenverbindung) nach Wasserspiilung mit einer wisserigen Hamatein-
lésung nachbehandelt und geniigend gew#ssert worden, so erkennt man
unter dem Mikroskop folgende deutlich hervortretende Zellstrukturen
(z. B. an Leberzellen): Kern und Nucleolus sind stark gefirbt, etwas
weniger die duBere Zellhaut. AuBerdem sieht man bei gut gelungener
Firbung auch im Protoplasma runde, ungefirbte Granula mit deutlich
gefarbter Membran. Dieselben Strukturen erhélt man auch, wenn man
nach Beizung des Schnittes mit Eisenchlorid oder Alaun oder basische
essigsaure Tonerde mit Sdureschwarz (Kahlbaum) nachfirbt (vgl. Text-
abbildung S. 854).

Saureschwarz hat die Formel:
OH NH,
C.H; - Nzo/ N, - C,H,NO,

NSO, _J_JSO,Ns

enthilt also eine OH-Gruppe in Orthostellung zum Chromophor. Diese Bedingung
ist nach der Regel von Méhlaw und Steinig!) ausreichend fiir die Beizeneigen-
schaften eines Farbstoffes, und erklirt die Tatsache, dal Saureschwarz sich trotz
mehrerer Sulfogruppen als Beizenfarbstoff erweist. Uber weitere Methoden zur
Darstellung der verschiedenen Lipoide in den tierischen Zellen werde ich spater
ausfithrlicher berichten. )

In einer jiingst erschienenen Arbeit beschreiben Christeller und Kaiser'®) eine
histochemische Methode zum Nachweis von Hisen, das von frischen Gewebs-
stiickchen durch Behandlung mit Eisensalzen aufgenommen worden ist. Der
Nachweis geschieht mittels der Berlinerblau-Reaktion. Es muB8 jedoch bemerkt
werden (vgl. meine Bemerkungen in der Aussprache zu dem obigen Vortrag der
Vertasser), daf diese Versuche nichts grundsétzlich Neues enthalten, denn vonBenda,
Heidenhain, Weigert u. a. sind éhnliche Versuche bereits vor mehreren Jahrzehnten
ausgefithrt worden, und zwar indem die genannten Forscher das vom tierischen
Gewebe aufgenommene Eisen mittels Hamatein nachgewiesen haben. Wenn auch
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Hamatein kein spezifisches Reagens auf Eisen ist — es bildet ja, wie oben erwihnt,
auch mit anderen Metalloxyden Lacke —, so ist trotzdem bei den Methoden
von Benda, Heidenhain, Weigert sicher der Nachweis dieses von gewissen Zell-
bestandteilen aufgenommenen Metalles deswegen erbracht, weil ja nor dieses und
kein anderes Metall dem Gewebe zugefiithrt worden ist, und also auch nur diejenigen
Gewebsbestandteile mit Himatein ohne Beize eine Firbung geben konnten, die durch
die Vorbehandlung Bisen aufgenommen haben. Wichtiger ist es jedoch, auf die
Deutung einzugehen, die Christeller-Kaiser ihren Versuchen gegeben haben. Vorher
aber mdéchte ich noch beziiglich der Technik hemerken, daB man im allgemeinen
dieselben Ergebnisse erhilt, wenn man nicht frische Gewebsstiicke, sondern fixierte
Schnitte mit Eisensalzen behandelt. Die letzte Methode, die ich zum Nachweis

Leberschnitt. Vorbehandlung mit Alaun. (I—2 Std.) Nachisirbung mit wisserigem Hamatein

(3—10 Min). Alkoholreihe, Balsam. 1/, Olimmersion. Ok. 4. (Leitz). Kerne und Nucleoli

stark blauviolett, Zellmembran hellviolett. Im Protoplasma zahlreiche Granula mit ange-
deuteter Membran. Zwischen den einzelnen Zellen sind die Erythrocyten sichtbar.

der Zell- und Kernmembran der tierischen Gewebe bereits frither benutzt habe
[Vortrag Patholog. Ges., Berlin 192419)] gibt sogar bessere und klarere Farbungen
als nach dem Verfahren von Christeller-Katser. Bei der Methodik dieser Autoren
(Verwendung von kleinen Gewebsstiicken) erhilt man namlich oft ungleichmaBige
Farbungen. AuBerdem ist die Farbung mit Hématein viel stirker und daher
viel schirfer als die Berlinerblau-Reaktion. Bei Verwendung von Himatein
wird z. B. auBer den oben erwahnten Zellstrukturen auch die Elastica und das
kollagene Bindegewebe, letzteres allerdings nicht so stark, gefarbt.

Was nun die Zellsubstanz anbetrifft, die Kisen aufnehmen, so sprechen
Christeller-Kaiser von Milchsdure und Eiweilstoffen. Das erstere ist meines Er-
achtens kaum moglich. Denn 1. ist Milchsdure in viel zu geringen Mengen in
den Zellen enthalten, als daB sie sich im histologischen Praparat mikrochemisch
nachweisen lieBle, und 2. ist fiir jeden Chemiker klar, dafl man mit Eisenverbin-



Zur Theorie der Hamatoxylinfirbungen, 8hHhH

dungen deswegen nicht Milchsdure im Gewebsschnitt nachweisen kann, weil das
sich evtl. gebildete Eisenlactat in Wasser 1oslich ist und daher aus den Gewebs-
schnitten durch bloBes Wassern herausgeschwemmt werden miifite. Auch Zell-
eiweiBstoffe sind es in der Hauptsache nicht, die das Eisenmetall aufnehmen.
Denn nach Behandlung der Gewebsschnitte mit verdiinnter Salzséure, wodurch
alle sauren Eiweifle, auch die Albuminate gelost werden, zeigen sie, wie ich in
meinem Vortrag bereits angegeben habe, nach Beizung mit Eisenverbindungen
und Hamateinnachfarbung dieselben Strukturen (Kern, Nukleolus, Membran der
Zelle, Protoplasmagranula) wie bei unvorbehandelten Schnitten. Demnach kénnen
nur die in der Mittelschicht der Gewebe enthaltenen Lipoide Eisen aufgenommen
haben; denn nach Vorbehandlung mit Salzsidurealkohol ist eine solche Féarbung
mittels Eisenbeizung nicht mehr zu erhalten. In Ubereinstimmung damit findet
man, daB ein mit Hisenchlorid behandelter Lecithinausstrich mit Ferrocyan-
kalium - Salzséure blaulich gefarbt wird. Die Farbung ist jedoch nicht so stark
wie bei Nachbehandlung mit Hématein, wodurch eine préchtige schwarzviolette
Farbung des Lecithinausstriches erhalten wird.

Dieselben Zellsubstanzen, namlich die Lipoide, nehmen nicht nur Hisen,
sondern auch andere Metalle, z. B. Aluminium, Chrom auf, wie sich ebenfalls
durch Hamateinfarbung nachweisen laf3t.

Mit der Erkenntnis, daB die Hamateinmethoden (4 Beizen) gebun-
dene Zellipoide zur Darstellung bringen, wird mit einem Schlage die
Chemie zahlreicher Gewebsstrukturen aufgeklirt, die von verschiedenen
Autoren durch Hiémateinbeizenfdrbungen dargestellt werden konnten.
Ich erinnere an die Hornsubstanzen (Heidenhains Eisenhdmatein) und
an das Fibrin (Darstellung nach Kockel mit Chromsiure-Hématein), die
demnach saure Lipoide enthalten diirften.

Es verdient besonders betont zu werden, daf3 die eben erwiahnten
Gewebsbestandteile (Fibrin, Keratinsubstanzen) auch mit Hilfe der Gram-
schen Farbung bzw. mit deren Weigertscher Modifikation gefarbt worden
sind. Dal} die Gramsche Methode nach neueren Untersuchungen auf
Lipoiden beruht, habe ich bereits oben erwihnt. Die hier entwickelte
Anschauung, dall die Hémateinfirbung saure Zellipoide darstellt, steht
also in vorziiglichem Einklang mit der soeben erwihnten Tatsache, daB
dieselben Gewebsbestandteile sowohl nach Gram als auch mit Himatein -+
Beizen gefiirbt werden konnen. Eine weitere Parallelitit zwischen diesen
beiden Férbemethoden lassen auch andere Zellbestandteile erkennen,
z. B. Mitosen, Nucleolus und Epithelfasern. In der nachstehenden Uber-
sicht sind diejenigen Zellbestandteile zusammengestellt, die einerseits
nach Gram-Weigert und andererseits mit Hamatein - Beizen gefarbt
worden sind, unter Angabe der betreffenden Forscher, die die Methoden
zuerst bekannt gegeben haben (S. 856).

Aus diesen Untersuchungen geht also hervor, daB die sauren Lipoide
(Phosphatide) verschiedene Metalloxyde — Chrom, Aluminium, Eisen,
Kupfer usw. — aufnehmen. Es dringt sich nun die Frage auf, ob auch
andere Schwermetalle, wie z. B. Silber und Gold, ebenfalls von denselben
Zellsubstanzen fixiert werden. In der Tat habe ich an den Bakterien ge-



8H6 M. Gutstein:

Darstellung von Zellstrukturen nach Gram wnd durch Hdimateinlacke.

Gramsche Féirbung '
Zellstruktur bzw. Weigertsche Autor Himateinlacke | Beize Autor
Modifikation i
Hornschicht 1 +4 1 Ernst ++ Eisen Zeroni
Fibrin \ -+ Weigert ++ Chromséure Kockel
Mitosen + 4+ ++ Eisen
Nucleolus j Lk + -+ Eisen !
Epithelfasern | 4+ Benecke, 4+ Eisen Heidenhain
{ Kromayer- | ‘
Fischel

funden, daf deren Lipoide Silber aus den entsprechenden Salzlosungen
aufnehmen. Dal} dies auch fiir tierische Gewebe gilt, kann daraus ge-
schlossen werden, daf} die Achsenzylinder der Nervenfasern nach Cokn-
heim, Golgi, Ramony Cayal, und Bielschowsky durch Gold- und Silber-
salze geschwirzt werden. Ebenso nehmen die Zellgrenzen, also die Zell-
membranen nach von Recklinghausen Argentum auf, in Ubereinstimmung
mit unseren Befunden, dafBl auch diese Zellteile saure Lipoide enthalten.
Demnach diirften auch die kollagenen Bindegewebsfasern solche Lipoide
enthalten, da sie nach Bielschowsky-Maresch mittels Silberimpragnation
dargestellt werden konnten. Im Einklang damit steht die Tatsache, dafl
diese Fasern auch mit Hamatein gefirbt worden sind, z. B. nach der
Methode von Verocay (Chromsiurebeizung und Nachfarbung mit Dela-
fields Hamatein). Auch die Darstellung der Spirochiiten mittels Silber
nach Levaditi dirfte wohl auf ihrem Lipoidgehalt beruhen.

In all den genannten Bestandteilen der tierischen Zellen sind je-
doch die Lipoide nicht frei enthalten, da sie sich in Alkohol, Ather usw.
nicht lésen lassen, sondern vielmehr an ein basisches Eiweis gebunden.
Aus diesem Grunde kann man die erwahnten Zellstrukturen auch mit
sauren Farbstoffen ohne Beize fiarben, wodurch dann deren basische
Grundsubstanz dargestellt wird. Das saure Lipoid kann aber nicht nur
durch Beizen (Metalloxyde) und Hématein oder andere saure Beizen-
farbstoffe, sondern auch substantiv durch basische Farbstoffe geférbt
werden, und die Farbung wird nicht nur durch vorausgegangene Be-
handlung der Gewebe mit verdiinnter Salzsiure — die die sauren Eiweille
l6st — sondern durch Salzséurealkohol zum Verschwinden gebracht.

In Ubereinstimmung mit Unna sind also in den tierischen Zellen
3 Schichten zu unterscheiden, und zwar 1. Schicht der sauren Eiweife
(Nucleoproteide, Globuline, Cytose), die nach Unna dadurch charakteri-
giert sind, daB sie basische Farbstoffe aufnehmen und in verdiinnter
Salzsiure 16slich sind. 2. Schicht der gebundenen sauren Lipoide, nachweis-
bar durch substantive Férbung mit basischen Farbstoffen (nach Salz-
sdurevorbehandlung) oder adjektiv durch Metallbeizen 4 Hématein.
Diese Mittelschicht ist in Salzsiurealkohol 16slich, und 3. die Grundsub-
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stanz, ein basisches EiweiB, nachweisbar durch saure Farbstoffe nach

Entfernung aller sauren Korper. Die Grundsubstanz ist nach Unna in
Alkalien 16slich.

Die einzelnen Strukturteile der erwéhnten Mittelschicht weisen in firberischer
Beziehung sowohl in bezug auf die adjektive Farbung mit Hamatein - Beizen
als auch in bezug auf substantive Firbung mit basischen Farbstoffen weitgehende
Unterschiede auf. So hélt der Zellnucleolus die Gramsche Farbung am lingsten
fest; die Farbung der Kernlipoide durch Metalloxyde 4+ Hématein halt einer
Differenzierung (mit Alaun usw.) stand, im Gegensatz zu den Lipoiden des Proto-
plasmas und der Zellmembran. Durch dieses verschiedene Verhalten ist es vielen
Forschern gelungen, nur einzelne Strukturelemente, z. B. die Weigertsche Fibrin-
farbung elektiv sichtbar zu machen. Aus diesen Tatsachen mufl geschlossen werden,
daB die in den einzelnen Zellstrukturen enthaltenen Lipoide nach Menge und
wahrscheinlich auch Art groBe Unterschiede aufweisen, auf denen ihr abweichendes
farberisches Verhalten bezogen werden muB.
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