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Zur Theorie der H~imatoxylinf~rbungen. 
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Von 
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Mit 1 Textabbildung. 

(Eingegangen am 30. Marz 1926.) 

Zu den am h~ufigsten in der Histopathologie angewandten Fi~rbe- 
methoden geh6ren zweifelsohne die Kernfiirbungen mit den zahlreichen 
H~matoxylinlSsungen versehiedenster Zusammensetzung (nach Ehrlich, 
Weigert, Dela/ield, BShmer, P. Mayer, R. und M. Heidenhain, Benda 
u. v. a.). Die Bevorzugung dieses natfirlich vorkommenden Farbstoffes 
durch die Pathologen beruht wohl darauf, dab er vermittels gewisser 
Zusgtze zur Farbflotte mit den Zellkernen ziemlich alkohol- und s~ure- 
echte Verbindungen, sog. Laeke bildet. Gerade wegen seines, in morpho- 
logiseher Beziehung sehr groBen Wertes, erscheint daher die Frage sehr 
wichtig, welche chemische Bestandteile des Kernes eigentlich das Hiima- 
toxylin au/nehmen. Zur Beantwortung dieser Frage ist es notwendig, 
einiges fiber die Chemie dieses natfirliehen FarbkSrpers vorauszusehicken. 

Der aus Hgmatoxylon campechianum gewonnene Ext rak t  enth~lt 
das Hdmatoxylin, das jedoch zum F~rben wenig geeignet ist. Dagegen 
ist sein Oxydationsprodukt H~imatein der eigentliehe Farbk6rper, der 
fast ausschlieBlich zum Fgrben benutzt wird. Nach neueren ehemischen 
Untersuchungen (1) kommen dem H~matoxylin CIGHmO6 und Hgmatein 
C16H1406 wahrscheinlich folgende Konstitutionsformeln zu: 
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II~matoxylin. tt~matein. 

Wie aus den vorstehenden Konstitntionsforme]n ersiehtlich, ist das 
Hgmatein infolge seiner zahlreichen OH-Gruppen ein stark saurer K6r- 
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per, wie z. B. das Phenol. Das Hgmatein vermag jedoeh dem tierisehen 
Gewebe nur eine geringfiigige schmutzig-br~unliche Fi rbung zu erteilen. 
Dies hgngt damR zusammen, dab das Hi~matein 2 OH in Orthostellung 
enthi~lt. Solche organische Verbindungen sind nach einer bekannten 
Beizenrege! (Liebermann und v. Konstaneclci) vorzi~gliche Beizen/arben, 
die mi~ Metalloxyden widerstandsf~hige Farbungen (Laeke) bilden. Zur 
Erzielung einer ausreiehenden t t imate inf i rbung sind bisher in der 
Histologie Chromsgure (R. Heidenhain), Alaun (Bghmer, Mayer, Ehr- 
lich), Eisenverbindungen (Benda, Weigert, M. Heidenhain) und Kupfer- 
salze (Weigert, Benda) meist verwendeb worden. Als Beizen wirken in 
diesen Verbindungen die elektropositiven Metalle Cr, A1, Fe und Cu. 
Der Mechanismus der F~rbung beruht darauf, dab saure Gewebsbestand- 
teile basisehe Metalloxyde aufnehmen, die ihrerseits mit t t~matein eine 
Tripelverbindung eingehen [P. MayerS), Pappenheim3), Beeher4)]. Die 
Fe-, Cu- und Cr-Verbindungen des H~mateins sind in Wasser schwer 
15slich, daher muB das Gewebe zuerst mit diesen Metallverbindungen 
behandelt werden, um nachtrgglieh mit dem Farbstoff einen Farblaek 
zu bilden. Eine Ausnahme hiervon biidet nur das Aluminium, dessert 
Himateinverbindung wasserlSslieh ist, und das daher gleichzeitig mi~ 
dem Farbstoff zur Anwendung gelangen kann. DaB aber hierbei eben- 
falls eine Tripelverbindung entsteht, kann dadureh bewiesen werden, 
dab man die Gewebsschnitte mit einer Aluminiumverbindung [Alaun, 
Aluminiumehlorid, Liq. alum. subacet. (Becher)] vorbehandelt und naeh 
dem Abspiilen mit einer I-I~mateinl6sung f~rbt. Dabei wird dieselbe 
blauviolette Fgrbung erzielt, wie mit Alaun-Hi~matein [P. Mayer2), 
GutsteinS) ]. 

Die sch6nen und sehr wertvollen Untersuchungen yon S. Becher 4) 
haben uns eine ziemlich grofte Zahl synthetischer saurer Farbstoffe kennen 
gelehrt, die iihnlieh dem H~matoxylin vermittels verschiedener Metall- 
beizen echte Kernf~rbungen zu erzielen gestatten. Auch hier lieg~ nach 
Becher, mit dem wir vSllig iibereins~immen, eine Tripelverbindung vor 
(Gewebsbestandtefi-Metalloxyd-saurer Farbstoff). Es unterliegb nieh~ 
dem geringsten Zweifel, dal3 solche Beizenf~rbungen echte ehemische Ver- 
bindungen darstellen, die, wie Tschuga]e]/, A. Werner und R. P/ei/er 
naehgewiesen haben, auf der Bildung einer inneren Meballkomplexver- 
bindung beruhenS). 

In einer vor kurzem erschienenen Arbeit versuchen yon M6llendor]] und 
Tomita ~) die Beizenf~rbung (mit ttimatein und den ]~echerschen Farbstoffen) 
auf 2 Grunderscheinungen der 1)urchtr~nlcungs- (Dfg) und iViederschlags/drbung (Nfg) 
zuriickzufiihren. Diese Unterscheidung hat v. M611endor]] Irfiher schon bei der 
substantiven Firbung der Gewebe mit sauren und basischen Farbstoffen gemaeht" 
Die Dfg-F~trbung wird nach ihm yon allen sauren Farbstoffen hervorgerufen, 
bestehe in einer Farbeinlagerung in das Innere aller Strukturen und beruhe auf 
einer physikalisehen Adsorption, Bei der F~rbung mit gewissen basischen Farb- 



848 M. Gutstein : 

stoffen komme neben der Dig. noeh eine Nfg. vor, die sieh im wesentlichen an 
der Ober]liiche der Ze]lstrukturen bilde. Nfg. geben solehe basische Farbstoffe, 
die mit sauren Kolloiden (Nueleins~ure, Trypanblau, Phosphormolybd~ns~ure) 
sieh ausflocken lassen. Es wiirde den Rahmen dieser Arbeit bei weitem fiber- 
steigen, wenn ieh hier auf eine eingehende saehliehe Kritik der Befunde yon 
v. M611endor/[ und Tomita eingehen wfirde. Bemerken m6chte ieh aber, dab 
sie mit der Aufstellung dieser neuen Begriffe unsere Erkenntnisse fiber das 
Wesen der histologischen F~rbung meines Eraehtens nicht vorw~rts gebraeht 
haben. Geben sie doeh selbst zu, dab sie eine Erkl~rung ifir die Tatsache nicht 
zu geben verm6gen, warum die Nfg. nut an der 0beffl/iche der Zellstrukturen 
zustande kommt. (Welehe saure Kolloide sollen denn eigentlieh an der Ober- 
fl/~ehe der Zellstrukturen vorliegen? Es ist /~ugerst unwahrscheinlieh, dab die 
Nueleins/~ure gerade an diesen Stellen vorkommen sell.) Hier sei noeh ein grund- 
s~tzlicher Einwand gegen die Auffassung yon v. M6llendor/] und Tomita gemaeht. 
Die Zellgewebe enthalten doch aueh basisehe Substanzen, h6ehstwahrscheinlieh 
ebenfalls in einem kolloidalen Zustande. Warum geben aber dann saure Farb- 
stoffe keine Nfg. mit den basischen Gewebskolloiden, trotzdem allgemein bekannt 
ist, dab so!ehe Kolloide wie Eisenhydroxyd und Tonerde dureh saure Farbstoffe 
ausgefloekt werden. 

DaB physikalische Eigensehaften, insbesondere die Diffusionsf/ihigkeit der 
verwandten Farbstoffe bei der histologischen Fi~rbung eine wiehtige Rolle spielen, 
wird yon niemandem bestritten und ist ja yon Pappenheim 3) besonders eingehend 
er6rtert und betont worden. Wenn v. M611endor/ den Begriff der Strukturdichte 
einfiihrt, so stellt dieser nur eine andere Umsehreibung ffir die Porengrd'fie Pafpen- 
heims, und ist daher nicht Ms Fortsehritt zu bezeiehnen. Wir mfissen abet P.G. 
Unna s) reeht geben, dab die PorengrSBe eine v611ig hypothetische und nieh~ genau 
festzustellende Gr6Be ist, mit deren Einffihrung unsere Erkenntnis nieht vorw/~rts 
gebraeht worden ist. 

Die Tatsaehe, dab die Diffusionsi/~higkeit der Farbstoffe, also eine physika- 
lische Eigensehaft, fiir das Zustandekommen einer guten histologischen F~rbung 
maBgebend ist, steht aber durehaus nieht in Widersprueh mit der Annahme, dab 
die Verteilung der sauern und basischen Farbstoffe auf die einzelnen Gewebs- 
strukturen hauptsi~ehlich dureh ehemische Einfliisse bedingt ist. Unserer Meinung 
nach liegt fiir den ttistologen keine Veranlassung vor; an der ehemisehen Natur 
der meisten his~ologisehen Fi~rbungen zu zweileln, eine Ansieht, die zuletzt be- 
senders yon Becher und Unna vertreten wurde, insbesondere da mal~gebende 
Farbenehemiker (R. P/eiJer) aueh bei den Textilfi~rbungen eehte ehemische Ver- 
bindungen zwisehen Faser und Farbstoff als vorliegend eraehten6). 

Es verdient besonders betont zu werden, dab die chemische Theorie der 
histologisehen F/~rbung als auBerordentlich fruchtbar und yon bedeutendem, 
heuristischem Wert sich erwiesen hat. Zum Beweise ffir diese Behauptung brauche 
ieh nut an die Arbeiten von P. G. Unna und Becher zu erinnern, die, yon chemischen 
Grundiagen ausgehend, eine betri~ehtliche Zahl neuer Fgrbemethoden gesehaffen 
haben. Im Gegensatz hierzu vermag die Unterseheidung yon Dfg. und Nfg. 
(v. M611endorf]) uns keinerlei Fingerzeige Iiir die Auffindung neuer Fi~rbungen 
zu geben. 

Auf eine eingehende Widerlegung der Anschauungen yon v. M611endorl] und 
Tomita fiber die Natur der Beizenf~rbung glaube ich um so mehr verziehten zu 
k6nnen, als in dieser Arbeit gezeigt wird, dab chemisch genau bestimmte Sto]Je 
(saute Lipoide), die in gebundener Form in den einzelnen Zellbestandteileff enthalten 
sind, ba~ische Metalloxyde au/nehmen und mit gewi~sen sauren Farbstof/en (H~ma- 
~oxylin [Beeherschen Farbstoffen]), die Farbl, ack/~rbungen liefern. Diese Lipoide 
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befinden sich an den Strukturoberfl~chen in reichHchen Mengen und sind die 
Ursache ~fir die Entstehung der yon v. M611endor]] sog. lgfgen. Der Nachweis, 
dab die H~matoxylinf~rbungen auf sauren Lipoiden beruhen, hat es erm6glicht, 
einige neue histologische Doppelf~rbungen aufzufinden, fiber die ich sparer aus- 
ffihrlich berichten werde. 

Wie eingangs erSrtert worden ist, beruhen die FKrbungen mit H~ma- 
toxy]in 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 mfiBten die Zellbestandteile, die durch solche Beizen- 
f~rbungen ddrgestellt werden, saure K6rper enthalten, die mit den 
Metalloxyden eine chemische Verbindung bilden. Es mu$ nun weiter 
die Frage aufgeworfen werden, welche sauren KSrper hierdurch gef~rbt 
werden. Nach der landl~ufigen Anschauung [vgl. Pappenheim3)] soll 
es sich bei den Beizenf~rbungen um das Chromatin, also die sauren 
Nucleine bzw. Nucleoproteide des Kernes handeln, die man auch mit 
basischen Farbstoffen direkt und substantiv fKrben kann. 

Diese Anschauung entspricht jedoch nicht den Tatsachen. Es ist 
ein groBes Verdienst yon UnnaS), zuerst nachgew~esen zu haben, da{~ 
die Alaun-H~mateinf~rbungen nicht auf den Nucleinen des Kernes be- 
ruhen. Denn nach Entfernung dieser sauren EiweiBkSrper durch Vor- 
behandlung der Gewebsschnitte mit verdiinnter Salzs~ure, liefert dieser 
Beizenfarbstoff noch eine unver~ndert gute Kernf~rbung. Dagegen fand 
Unna, dal~ vorausgegangene Behandlung der Gewebsschnitte mit konz. 
Salzs~ure die Alaun-H~mateinf~rbung vernichtet. Unna fai~te diese 
Kernsubstanz als ein basisches (oxyphiles), in konz. Salzs~ure 15sliches 
EiweiB auf. Die Basizit~t dieses Kernbestandteils begriindet Unna da- 
mit, da$ H~matein ein saurer Farbstoff ist und Alaun chemisch 
sauer reagiert. Das Alaun-H~matein wirke als saurer Farbstoff, der 
als solcher yore basischen Kerneiweil~ aufgenommen wiirde. Im 
Gegensatz zu den fibrigen Forschern behauptet  Unna, dab Alaun ffir 
sich allein yon den Geweben nicht gebunden wiirde, vielmehr durch 
Wasserspfilen sich auswaschen ]iel~e. Die letztere Behauptung yon Unna 
l~Bt sich jedoch mit den Tatsachen nicht vereinbaren. In Ubereinstim- 
mung mit P. Mayer land ichS), dal~ das Aluminiummetall aus Alaun oder 
Aluminiumchlorid oder noch besser aus basischer essigsaurer Tonerde 
(Becher) tats~chlich yon den Geweben aufgenommen wird, was sich 
dadurch beweisen l~I~t, da[t ein mit diesen L6sungen vorbehandelter und 
nachher abgespfilter Gewebsschnitt mit einer H~mateinlSsung ohne 
Beize eine ~hnliche F~rbung liefert wie Alaun-ttKmatein (bekannt]ich 
ist durch tt~tmatein allein ohne Beizung des Gewebes eine F~rbung 
nicht zu erzielen). Bemerkenswerterweise hatte Unna nur das Alaun- 
H~matein in den Kreis seiner histochemischen Untersuchungen ge- 
zogen. B ei Verwendung anderer Metalloxyde, z. B. Eisen- und Chrom- 
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verbindung, ist der Meehanismus der F~rbungen dadureh sehr ersieht- 
lieh, dab in diesen F~llen zuerst eine Behandlung des Gewebes mit  den 
verschiedenen Metallbeizen und erst dann eine F~rbung mit  einer w~sse- 
rigen H~mateinlSsung erfolgen mul~. 

Demnaeh ist an der Tatsache, da[t die Gewebe bzw. Gewebsbestand- 
teile direktMetalloxyde (Aluminium, Eisen, Chrom, Kupfer) aufnehmen, 
nicht zu zweifeln; und die Beizenf~rbungen kommen doAurch zustande, 
da~ die von den Geweben aufgenommenen Metalloxyde mit  dem H~ma- 
rein einen sehwer 15slichen Lack bilden. Hieraus folgt aber, dal~ die 
Metalloxyde yon einer sauren Gewebssubstanz aufgenommen werden 
mii[~ten. Dies geht aueh daraus hervor, da[t man mit  basischen Farb- 
stoffen eine substantive F~rbung derselben Zellstruktur wie mit  H~ma- 
rein -~ Beizen erhalten kann. DaB aber aueh bei der substantiven Fs 
bung es sich nicht um die sauren Nucleine resp. Nucleoproteide handelt, 
wird dadurch bewiesen, da[3 auch an Sehnitten, die mit  verdiinnter 
Salzs~ure vorbehandelt  worden sind - -  also nach Entfernung der Nu- 
eleoproteide - - ,  mi t  zahlreichen basischen Farbstoffen, z. B. Safrani n, 
Fuchsin, Karbolmethylenblau und aueh naeh Giemsa noch eine gute 
Kernf~rbung zu erzielen ist. 

Unsere eingehenden Untersuchungen lo) an tierischen Zellen haben  
zu dem Ergebnis geffihrt, dal~ die dureh H~matein -~ Beize adjektiv 
oder dureh basische Farbstoffe substantiv d~rstellbare Gewebsschieht 
~us 8auren Lipoiden sieh zusammensetzt.  Und zwar handelt es sich nicht 
um freie in den Zellen enthaltene Lipoide, sondern um solche, die an 
einen basischen Eiwei~kSrper, die sog. basisehe Grundsubstanz von Unna 
chemisch gebunden sind. Zu diesem Ergebnisse ffihren n~mlich die 
LSsungsversuche: die in Frage stehende Mittelschicht der tierisehen 
Gewebe ist in Salzs~iureallcohol, nicht abet in Mll~ohol allein oder Salzsiiure 
allein 16slich. Nach einer Vorbehandlung mit  Salzs~urealkohol l~ssen 
die tierischen Gewebe weder mit  H~matein -~ Beizen noch mit  basi- 
sehen Farbstoffen irgendeine nennenswerte F~rbung mehr erkennen. 
Wohl ist aber dann mit  allen sauren Farben eine Darstellung der basisehen 
Grundsubstanz yon Unna mit  Leiehtigkeit zu erzielen. 

Die Auffindung der gebundenen sauren Lipoide ist merkwiirdigerweise zuerst 
~n B~kterien gelungen. Wie neuere Untersuchungen ergeben h~ben [Gutstein 5) 9), 
Schumacher~)] enth~lten die B~kterien und tIefezellen auch naeh Entfernung 
der s~uren Eiweil]e (Nucleoproteide) saure, durch basische Farbstoffe nachweis- 
bare S~offe, die nicht in Alkohol, wohl aber in S~lzs~ure-Alkohol 15sHeh sind. 
Die Lipoide sind in den versehiedenen Teilen der Bakterien, Ektopl~sm~, Endo- 
lol~sm~ und Kern enthalten [Gutstein~)], nnd sie diirften zum Tell mit Lecithin 
iibereinstimmen (Gutstein~). Auf einem sauren Lipoid beruht aueh die Gramsche 
F~rbung der grampositiven Bakterien [Schumacher~), Gutetein~)]. 

Dal~ tats~ehlieh gewisse Lipoide in f~rberiseher Beziehung sich ebenso 
wie die erw~hnte Mittelschicht der tierischen Gewebe verhalten, l~I~t 
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sich an cinem einfachen Mode]lversuch beweisen. Ob]ekttr~igeraustriche 
yon chemisch reinem Lecithin geben mit zahlreichen basisehen Farbsto]/en 
(Carbolmethylenblau, Fuchsin, Safranin usw.) eine gute F~irbungS). 
Behandelt man aber solche Ausstriche mit Metallverbindungen, z. B. 
mit einer LSsung yon Eisenchlorid, Alaun, Aluminiumchlorid, Kalium- 
bichromat, so nehmen sie basische Farbstoffe ziemlich schlecht auf. Da- 
gegen liefern sie dann mit einer w~isserigen HgmateinlSsung vorzi~gliche 
F~irbungen, und zwar werden die Leeithinausstriche nach Vorbehandlung 
mit Eisenverbindungen schwarz bis violettschwarz mit Aluminiumver- 
bindung blauviolett, mit Bichromat schwarz-violett gef~rbt, also in der- 
selben Nuance wie die Kerne der tierischen Zelle. Auch mit anderen 
sauren Farbstoffen, z. B. S~ureviolett 6 B geben gebeizte Lecithinaus- 
striche ausreichende, allerdings nicht so starke F~rbungen wie mit 
H~matein. 

Es ist sehr merkwfirdig, dab man auf diesen einfachen Zusammen- 
hang zwischen H~matoxylinf~rbungen 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 f~rberischen Darstellung der Markscheiden 
der Nerven vermittels kombinierter Metallbeizen (Bichromat, Chrom- 
florid, Kupferacetat) und Nachf/~rbung mit H~matein bekannt gegeben 
hatte, wies Wlassalc 1898 nach12), dab Protagon und Lecithin ahnliche 
f~rberische 1%eaktionen, n~mlich B!ldung eines Farblackes mit Metall- 
oxyden -k H/imatein aufweisen. Sp~ter hat Escher la) durch einwandfreie 
Versuche gezeigt, dab besonders unzersetztes Lecithin die Weigertsche 
Reaktion gibt, die nur auf dem Gehalt der Markscheiden an diesem 
Phosphatid beruhen kann. Nichts lag also n~her, als der Frage nachzu- 
gehen, ob auch die iiblichen Kernf~rbungen mit H~matein -~ Beizen 
auf /ihnlichen Stoffen beruhten. Zwar erwahnt Escher, dab as auf- 
fallen mfiBte, ,wieso denn das allbekannte histologische Reagens der 
Zellkerne" n~mlich einer Alaun-Eisen-H~mateinl6sung ,,gerade yon 
Lecithinen und ZellkerneiweiBstoffen in so gemeinsamer Weise a ufge- 
nommen wird". Ffir diese auff~llige Tatsache versueht Escher durch 
Analogien in der chemischen Konstitution yon Lecithin (Glycerin [Triosc], 
Phosphors/iure, Cholin) und Nucleine (Pentose, Phosphors~ure, Kossel- 
sche Basen [Adenin usw.]) eine annehmbare Erkl~rung zu geben. Auf den 
naheliegenden Gedanken, daB die H~matoxylinf~rbung der Zellkerne 
ebenfalls auf Phosphatiden beruhen k6nnte, ist Escher wahrseheinlich 
deswegen gar nicht gekommen, well er in der landl~ufigen Anschauung 
(Pappenheim) befangen ist, dab diese Beizenf~rbungen sog. Chromatin 
f/~rbten. Da~ aber diese Annahme den Tatsachen nicht entspricht, hat  
Unna schon frfiher -- wie obenerw~hnt  -- dadurch nachgewiesen, dab 
die Zellkerne auch ITachbehandlung der Gewebe mit Nucleoproteide 
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15senden Reagenzien noch eine unveri~nderte Hgmateinfgrbung geben. 
Diese Feststellung yon Unna in Verbindung mit  den Befunden yon 
Wlassak-Escher, dab Phosphatide die Weigertsche F~rbung geben, fiihrt 
aber folgerichtigerweise zu dem Ergebnis, dal~ die t t~mateinlackf~rbung 
der Zellkerne auf ihrem Lipoidgehalt beruhen muB. Wenn aber Unna 
gefunden hat, dab Behandlung der Gewebsschnitte mit  konz. Salzs~ure 
die A]aun-Hgmateinfgrbung vernichtet, so spricht diese Tatsache nicht 
gegen das Vorliegen eines Lipoids, denn auch die Gramsche Fgrbung 
der Bakterien, die, wie oben erwghnt, auf einem Lipoid beruht, wird 
ebenfalls durch konz. Salzs~ure vernichtet, wahrscheinlich durch Zer- 
setzung des Lipoids (Gutstein14)]. 

Charakteristisch flit die bisher gebr~uchliche H~mateinf~rbung ist 
der Umstand,  dait sie nu t  oder haupts~chlich zur Darstellung der Zell- 
kerne benutzt  werden. Daraus kSnnte man bei oberfl~chlicher Betrach- 
tung schlie~en, d ~  nur in diesem Tell der Zelle saure Lipoide entha]ten 
sind. Unsere eingehenden Untersuchungen fiihrten doch zu dem Er- 
gebnis, dal~ diese Ann~hme nicht zutreffen kann. Vielmehr sind 
Lipoide nicht nut  im Kerne, besonders in der Kernmembran  und im 
Nucleolus, sondern auch, allerdings in geringeren Mengen, in der Mere- 
bran der Zelle und in gewissen mit  neueren Methoden d~rstellb~ren 
Protoplasmagranul~ enthalten. Die Erkl~rung ffir die Tatsache, dal~ 
die gebr~uchlichen H~imateinf~rbungen nur den Zellkern zur Darstellung 
bringen, ]iegt darin, da~ die Untersucher gleichzeitig mit  der F~rbung oder 
hinterher ein Entf~rbungsmittel  zur Differenzierung benutzt  haben. So 
gebraucht Heidenhain zur Differenzierung eine Eisen-AlaunlSsung, Benda 
Essigs~ure oder Liq. ~err. sulf., ebenso Hansen. Bei anderen Methoden 
wirkt Alaun, wenn er im Uberschu{~ der Farbflotte zugesetzt wird, z. B. 
nach der Methode yon Ehrlich, oder wenn er nach erfolgter F~rbung be- 
nutz t  wird, als Entf~irbungsmittel, da er bekanntlich mit  H~matein  
eine wasserl6sliche Verbindung eingeht. 

Das Bestreben, aus praktischen Griinden eiae ausschliel~liche (,,reine") Kern- 
f~rbung der Gewebe zu erzielen, hat Becher ~) veranla~t, bei seinen neuen Beizen- 
farbstoffen Methoden auszuarbeiten, die eine simuttane Einwirkung yon Beizen- 
farbstoffen plus BeizenmetaU ermSglichen, nach Becher8 Bezeichnung eine Farb- 
lacklSsung. Becher betont wiederholt (1. c., S. 256), dab bei Behandlung der Ge- 
webe mit Metalloxyden und nachheriger F~irbung mit der w~sserigen LSsung des 
Farbstoffes keine reine Kernfarbung erhalten wird, vielmehr dabei noch andere 
Zellbestandteile mitgef~rbt werden. 

Becher zieht hieraus den Schlu~, dal~ ,,Metallbeizen oft und vielleicht immer 
eine andere Verteilung annehmen, als die gelSsten Farblacke desselben Metalles." 
B. sieht sich d~her zu der Annahme genStigt, d ~  die LacklSsung nicht als 
gleichartig mit der Mischung yon F~rbstoff und l~Ietallsalz angesehen werden 
kann und vielmehr als neuer FarbkSrper (Farblack) wirke, der meist eine reine 
Kernf~rbung liefere. Meiner.Meinung nach ist diese Anschauung Bechers nicht 
vSllig zutreffend. u nehmen die Gewebsbestundteile aus der LacklSsung 
das Metall in grundsiitzlich gleicher Weise wie bei Beizung mit der reinen Metallsalz. 
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lSsung auf. Die verschiedene f~rberische Wirkung der beiden Methoden beruht 
nur darauf, dai~ das in der LaeklSsung im lJbersehu] enthaltene Metallsalz gleieh- 
zeitig als Differenzierungsmittel wirkt: Nur an Kern und Nucleolus, die reiehlich 
Lipoide enthalten, haften Metall und Beizenfarbstoff fest genug, w~hrend an 
den iibrigen Strukturen der Zelle, die wesentlich weniger Lipoide (vielleicht auch 
in qualitativer Hinsieht yon den Kernlipoiden versehieden) enthalten, die etwa 
entstandene Farbung wieder gelSst, wegdifferenziert wird. Nach meiner Auf- 
fassung nimmt aul~er dem Kern aueh der Rest der tierischen Zelle aus der Lack- 
15sung die Metallbeize auf. Meine Auffassung l~l~t sich durch folgenden Versueh 
stiitzen: Wird ein mit Mayers Hgmalaun (LaeklSsung naeh Bechers Bezeiehnung) 
ge/grbter Gewebsschnitt naeh Wasserspiilung mit einer w~sserigen H~mateinl6sung 
ohne Belze nachbehandelt, so erhalt man eine st~rkere Kernf~rbung und daneben 
eine etwas hellere Fhrbung des Protoplasmas, n~mlich der Zellmembran und 
Protoplasmagranula. Dieser Versueh zeigt meines Eraehtens eindeutig, dab aul~er 
dem Kern noeh die fibrigen Zellstrukturen aus dem Hamalaun das Aluminium- 
metall aufgenommen haben miissen, da sonst nieht naehher dureh ttamatein 
allein eine F~trbung h~tte eintreten kSnnen. 

Vermeide t  m a n  jedoch jedes Differenzierungs- und  Entfi~rbungs- 
mi t te l ,  indem m a n  die F i i rbung  in der Weise vo rn immt ,  dai3 die zuers t  
mi t  der  Metal lsalzl5sung gebeizten Gewebsschni t te  (Aluminium- und  
Eisenverb indung)  nach Wassersp i i lung  mi t  einer wasserigen Hi imate in-  
15sung nachbehande l t  und genfigend gewasser t  worden,  so e rkenn t  m a n  
un te r  dem Mikroskop folgende deut l ich  he rvor t r e t ende  Ze l l s t ruk tu ren  
(z. B. a n  Leberze]len):  K e r n  und  Nucleolus  s ind s t a r k  gefarbt ,  e twas  
weniger  die au~ere Zel lhaut .  Aul~erdem sieht  m a n  bei gu t  gelungener  
F~ rbung  auch im P r o t o p l a s m a  runde,  ungefarb te  Granu la  mi t  deut l ich  
gefi~rbter Membran.  Dieselben S t ruk tu ren  erh~l t  man  aueh,  wenn man  
naeh  Beizung des Schni t tes  mi t  Eisenchlor id  oder  Alaun  oder  basische 
essigsaure Tonerde  mi t  S~iureschwarz (Kahlbaum) nachf~rbt  (vgl. Text -  
abb i ldung  S. 854). 

S~ureschwarz hat die Formeh 
OH NH 2 

C~Hs. N~r/~/~N~ �9 C6H4NO~ 
N~SOa~) \/SOaN~ 

enthi~lt also eine OH-Gruppe in OrthosteUung zum Chromophor. I)iese Bedingung 
ist naeh der Regel yon M6hlau und Steinig ~) ausreiehend ffir die Beizeneigen- 
sehaften eines Farbstoffes, und erk]~rt die Tatsache, dab S~uresehwarz sieh trotz 
mehrerer Sulfogruppen als Beizenfarbstoff erweist. Uber weitere Methoden zur 
Darstellung der versehiedenen Lipoide in den tierisehen Zellen werde ich sparer 
ausfiihrlicher beriehten. 

In einer jfingst ersehienenen Arbeit beschreiben Christeller und Kaiser 15) eine 
histoehemische Methode zum Nachweis von Eisen, das yon frisehen Gewebs- 
stiiekchen durch Behandlung mit Eisensalzen aufgenommen worden ist. Der 
Nachweis geschieht mittels der Berlinerblau-Reaktion. Es muB jedoeh bemerkt 
werden (vgl. meine Bemerkungen in der Aussprache zu dem obigen Vortrag der 
Verfasser), dab diese Versuche niehts grundsatzlich Neues enthalten, denn vonBenda, 
Heidenhain, Weigert u. a. sind ~hnliehe Versuche bereits vor mehreren Jahrzehnten 
ausgefiihrt worden, und zwar indem die genannten Forscher das vom tierischen 
Gewebe aufgenommene Eisen mittels ttamatein nachgewiesen haben. Wenn aueh 
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H~mate in  keia spezi/isehe8 Reagens aui Eisen ist - -  es bfldet ja, wie obeu erw~hnt, 
auch mi t  anderen Metalloxyden Lacke - - ,  so ist t rotzdem bei den 3lethoden 
yon Benda, Heidenhain, Weigert sieher der Nachweis dieses yon gewissen Zell- 
bestandtei len aufgenommenen )~etalles deswegen erbracht ,  weil ja  nur  dieses und  
kein anderes Metal1 dem Gewebe zugeffihrt worden ist, und  also aueh nur  diejenigen 
Gewebsbestand~efle mit  H&matein ohne Beize eine FS~rbung geben konnten,  die du tch  
die Vorbehandlung Eisen aufgenommen haben. Wiehtiger ist es jedoeh, auI die 
Deutung einzugehen, die Christeller-Kaiser ihren Versuchen gegeben haben. Vorher 
aber m6chte ieh noeh bezfiglich der Technik bemerken, dab man  im allgemeinen 
dieselben Ergebnisse erh~lt, wenn man  nicht  frische Gewebsstiicke, sondern fixierte 
Schnit te  mit  EisensMzen behandelt .  Die letzte Methode, die ich zum Nachweis 

Leberschnitt. Vorbehandlung mit Alaun. (I--2 Std.) Nachfarbung mit w~isserigem tIiimatein 
(5--10 Min.). Alkoholreihe, Balsam. I/1.. (~limmersion. Ok. 4. (Leitz). Kerne und Nucleoli 
stark blauviolett, Zellmembran hellviolett, lm Protoplasma zahlreiche Granula mit ange- 

deuteter l~iembran. Zwischen den einzelnen Zellen sind die Erythrocyten sichtbar. 

der Zell- und  Kernmembran  der tierisehen Gewebe bereits friiher benutz t  habe 
[Vortrag Patholog. Ges., Berlin 192410)] gibt sogar bessere und  klarere F~rbungen 
Ms n~ch dem Verfahren yon Christeller-Kaiser. Bei der Methodik dieser Autoren 
(Verwendung von kleinen Gewebsstfieken) erh~lt man n~mlieh oft ungleiehm&gige 
F~rbungen. Augerdem ist die F~rbung mi t  Hamate in  viel s tarker  und  daher  
viel seh&rfer als die Berlinerblau-Reaktion,  Bei Verwendung yon H~imatein 
wird z. ]3. aul3er den oben erw&hnten Zel ls t rukturen aueh die Elastiea und  das 
kollagene Bindegewebe, letzteres Mlerdings nieht  so stark, gef~rbt. 

Was nun  die Zellsubstanz anbetrifft ,  die Eisen aufnehmen, so spreehen 
Christeller-Kaiser von Milehs~ure und  Eiweigstoffen. ])as erstere ist  meines Er- 
aehtens kaum m0glieh. Denn 1. ist Milehs&ure in viel zu geringen Mengen in 
den Zellen enthal ten,  als dab sie sich im histologisehen Pr&parat mikroehemiseh 
naehweisen liege, und  2. ist fiir jeden Chemiker klar, dag man  mi t  Eisenverbin- 
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dungen deswegen nicht Milchsaure im Gewebsschnitt nachweisen kann, well das 
sich evtl. gebildete Eisenlactat in Wasser 15slich ist und daher aus den Gewebs- 
schnitten durch blol~es W~ssern herausgeschwemmt werden mtil3te. Aueh Zell- 
eiweil]stoffe sind es in der Hauptsache nieht, die das Eisenmetall aufnehmen. 
Denn nach Behandlung der Gewebsschnitte mit verdiinnter Salzs~ure, wodurch 
alle sauren Eiweil~e, auch die Albuminate gelbst werden, zeigen sie, wie ich in 
meinem Vortrag bereits angegeben habe, nach Beizung mit Eisenverbindungen 
und H~mateinnaehfSrbung dieselben Strukturen (Kern, Nukleolus, Membran der 
Zelle, Protoplasmagranula) wie bei unvorbehandelten Schnitten. Demnach kOnnen 
nur die in der Mittelsehicht der Gewebe enthaltenen Lipoide Eisen aufgenommen 
haben; denn nach Vorbehandlung mit Salzs~urealkohol ist eine solche Fi~rbung 
mittels Eisenbeizung nicht mehr zu erhalten. In {3bereinstimmung damit findet 
man, dab ein mit Eisenchlorid behandelter Lecithinausstrich mit Ferrocyan- 
kalium d- Salzs~ure bl~ulich gef~rbt wird. Die F~trbung ist jedoch nicht so stark 
wie bei Nachbehandlung mit H~matein, wodurch eine pr~chtige schwarzviolette 
F~rbung des Lecithinausstriches erhalten wird. 

Dieselben Zellsubstanzen, ni~mlieh die Lipoide, nehmen nieht nur Eisen, 
sondern anch andere Meta]le, z.B. Aluminium, Chrom auf, wie sich ebenfalls 
dureh H~mateinf/~rbung nachweisen l~l~t. 

Mit der Erkenntnis, dab die Hi~mateinmethoden (d- Beizen) gebun- 
dene Zellipoide zur Darstellung bringen, wird mit einem Schlage die 
Chemie zahlreicher Gewebsstrukturen aufgekli*rt, die yon verschiedenen 
Autoren durch Hi~mateinbeizenf~trbungen dargestellt werden konnten. 
Ich erinnere an die Hornsubstanzen (Heidenhains Eisenhi~matein) und 
an das Fibrin (Darstellung nach Kockel mit Chromsi~ure-Hi~matein), die 
demnach saure Lipoide enthalten dtirften. 

Es verdient besonders betont zu werden, dab die eben erwi~hnten 
Gewebsbestandteile (Fibrin, Keratinsubstanzen) auch mit Hilfe der Gram- 
schen Fi~rbung. bzw. mit deren Weigertscher Modifikation gefi~rbt worden 
sind. Dal~ die Gramsche Methode nach neueren Untersuchungen auf 
Lipoiden beruht, habe ich bereits oben erwi~hnt. Die bier entwickelte 
Anschauung, dab die Hiimateinf~trbung saure Ze]lipoide darstellt, steht 
also in vorziigliehem Einklang mit der soeben erwi~hnten Tatsache, dab 
diese]ben Gewebsbestandteile sowohl nachGram als auch mit Hi~matein q- 
Beizen gefi~rbt werden kbnnen. Eine weitere Paralleliti~t zwischen diesen 
beiden Fi~rbemethoden lassen auch andere Zellbestandteile erkennen, 
z. B. Mitosen, Nucleolus und Epithelfasern. In der nachstehenden {Jber- 
sieht sind diejenigen Zellbestandteile zusammengestellt, die einerseits 
naeh Gram-Weigert und andererseits mit Hi~matein q- Beizen gefi~rbt 
worden sind, unter Angabe der betreffenden Forseher, die die Methoden 
zuerst bekannt gegeben haben (S. 856). 

Aus diesen Untersuehungen geht also hervor, dal~ die sauren Lipoide 
(Phosphatide) verschiedene Metal]oxyde -- Chrom, Aluminium, Eisen, 
Kupfer usw. --  aufnehmen. Es dritngt sich nun die Frage auf, ob auch 
andere Sehwermetalle, wie z. B. Silber und Gold, ebenfalls yon denselben 
Zellsubstanzen fixiert werden. In der Tat habe ich an den Bakterien ge- 
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Darstellung von Zellstrukturen nach Gram und durch Hdtmateinlacke. 

Gramsche F~trbung ! 
Zellstruktur bzw. Weigertsche ] Autor ]~imateinlacke Beize Autor 

Modifikation ! 

Hornschicht 
Fibrin 
Mitosen 
Nucleolus 
Epithelfasern 

]Ernst 
+ + Weigert + +  
+ +  
+ +  I 
+ + I Benecke, 

Kromayer- 
Fischel 

+ +  
+ +  
+ §  
§ 2 4 7  
+ §  

Eisen Zeroni 
Chroms~ure Kockel 
Eisen I 
Eisen 
Eisen Heidenhain 

funden, dal~ deren Lipoide Silber aus don entspreehenden Salzl6sungen 
aufnehmen. Dag dies aueh fiir tierisehe Gewebe gilt, kann daraus ge- 
sehlossen werden, dab die Aehsenzylinder der Nervenfasern naeh Cohn- 
heim, Golgi, Ramony Cayal, und Bielschowsky dutch Gold- und Silber- 
salze gesehwfirzt werden. Ebenso nehmen die Zellgrenzen, also die Zell- 
membranen naeh yon Recklinghausen Argentum auf, in Ubereinstimmung 
mit  unseren Befunden, dag aueh diese Zellteile saure Lipoide enthalten. 
Demnaeh dtirften aueh die kollagenen Bindegewebsfasern solehe Lipoide 
enthalten, da sie naeh Bielschowsky-Maresch mittels Silberimpr~gnation 
dargestellt werden konnten. I m  Einklang damit  steht die Tatsaehe, dag 
diese Fasern aueh mit  H i m a t e i n  gef i rb t  worden sind, z. B. naeh der 
Methode yon Verocay (Chromsiurebeizung und Naehf~rbung mit  Dela- 
/ields H~matein). Aueh die Darstellung der Spiroeh~tten mittels Silber 
naeh Levaditi diirfte wohl auf ihrem Lipoidgehalt beruhen. 

In  all den genannten Bestandteilen der tierisehen Zellen sind je- 
doeh die Lipoide nieht /rei enthalten, da sie sieh in Alkohol, J~ther usw. 
nieht 15sen lassen, sondern vielmehr an ein basisehes Eiweis gebunden. 
Aus diesem Grunde kann man die erw~hnten Zellstrukturen aueh mit  
sauren Farbstoffen ohne Beize f irben,  wodureh dann deren basisehe 
Grundsubstanz dargestellt wird. Das saure Lipoid kann abet nieht nur 
dureh Beizen (MetMloxyde) und tt / imatein oder andere saure Beizen- 
farbstoffe, sondern aueh substantiv dutch basisehe Farbstoffe gefgrbt 
werden, und die Fiirbung wird nieht nur dureh vorausgegangene Be- 
handlung der Gewebe mit  verdiinnter Salzs/~ure --  die die sauren Eiweige 
1 6 s t -  sondern dureh SalzsiureMkohol zum Versehwinden gebraeht. 

In  Ubereinstimmung mit  Unna sind also in den tierisehen Zellen 
3 Schichten zu unterseheiden, und zwar 1. Sehieht der sauren Eiweifie 
(Nueleoproteide, Globuline, Cytose), die naeh Unna dadureh eharakteri- 
siert sind, dag sie basisehe Farbstoffe aufnehmen und in verdfinnter 
Salzsiure 16slieh sind. 2. Sehieht der gebundenen 8auren Lipoide, naehweis- 
bar dureh substantive F~rbung mit  basisehen Farbstoffen (naeh Salz- 
siurevorbehandlung) oder adjektiv dutch MetMlbeizen + Hgmatein.  
Diese Mittelsehieht ist in Salzs~urealkohol 16slieh, und 3. die Grundsub- 



Zur Theorie der H~ma~oxylinf~rbungen. 857 

8tanz, ein  bas isches  Eiweil~, n a c h w e i s b a r  d u r c h  saure  F a r b s t o f f e  n a c h  

E n t f e r n u n g  al ler  s au ren  KSrpe r .  Die  G r u n d s u b s t a n z  is~ n a c h  Unna  in  

A l k a l i e n  15slich. 

Die einzelnen Strnkturteile der erwghnten Mittelschicht weisen in ~grberischer 
Beziehung sowohl in bezug auf die adjektive Fgrbung mit tIgmatein d-Beizen 
als auch in bezug anf substantive Fgrbung mit basischen Farbstoffen weitgehende 
Unterschiede auf. So hglt der Zellnucleolus die Gramsche Fiirbung am lgngsten 
lest; die Fgrbung der Kernlipoide durch iV[etalloxyde-}-Hgmatein hglt einer 
Differenzierung (mit Alaun usw.) stand, im Gegensatz zu den Lipoiden des Proto- 
plasmas and der Zellmembran. ])arch dieses versehiedene Verhalten ist es vielen 
Forschern gelungen, nur einzelne Strukturelemente, z. B. die Weigertsehe Fibrin- 
fgrbung ele~tiv sichtbar zu machen. Aus diesen Tatsaehen mul~ geschlossen werden, 
dal~ die in den einzelnen Zellstrukturen enthaltenen Lipoide nach Menge und 
wahrscheinlieh auch Art  groBe Untersehiede aufweisen, anf denen ihr abweichendes 
fgrberisehes Verhalten bezogen werden mnlk 
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