
(Aus der Abteilung ffir experimentelle Biologie. An~tomische Anstalt der Uni- 
versit~t Miinchen.) 

Zur Methodik der Fettfiirbung mit Sudan III. 
Von 

B. Romeis. 

(Eingegangen am 29. O]~tober 1926.) 

Vor kurzem erschienen an dieser Stelle die wertvollen Untersuchungen 
yon C. Kau/mann und E. Leh~nann fiber die in der histologischen 
Technik gebr/~uchlichen Fettdifferenzierungsmethoden. Die Verfasser 
kommen dabei unter anderem zu dem Ergebnis, dab die Sudanf/irbung 
bei s~mtlichen geprfiften Fet ten und Fettgemischen mit Ausnahme yon 
zwei ges~ttigten Fetts/~uren positiv ausfi~llt, so daI] dieser F/~rbung 
fiir die f/irberische Darstellung von Fettstoffen und Fettgemisehen im 
allgemeinen eine ganz fiberragende Bedeutung zuzusprechen ist. 
Weiterhin zeigte es sich, dab beim Arbeiten mit der gebr/iuchlichen 
70proz. alkoholischen Sudanl6sung an Reinsubstanzen ausgezeichnete 
Fgrbungen erhalten wurden, w/ihrend die F/irbung an Fettgemischen 
sehr oft versagte. Die Verfasser erbrachten den l~achweis, dab  dies auf 
der ]6senden Wirkung des 70proz. Alkohols beruhte. Wurde die F/~rbung 
mit einer LSsung des  Farbstoffes in 40proz. Alkohol vorgenommen, so 
t ra t  stark positive Reaktion ein. Es geht daraus hervor, dab der bei der 
F~rbung zur Verwendung kommende 70proz. Alkohol ffir das F/Crbe- 
ergebnis durchaus nicht so harmlos ist, als man ffir gew6hnlich anzu- 
nehmen pflegt. Wie die Verfasser aber weiterhin mitteilen, haben ihre 
Versuche, die F/~rbung mit schwachprozentigen alkoholischen L6sungen 
nicht nur an den zu ihren Versuehen dienenden, mit bestimmten Fett-  
stoffen getr~nkten ttollundermarkpl/ittchen, sondern auch am Gewebs- 
schnitt auszuffihren, unbefriedigende Ergebnisse gezeitigt. 

Dieser Widersprueh in den Feststellungen der genannten Verfasser gab 
mir Veranlassung, die Brauchbarkeit schwachprozentiger alkoholischer 
L6sungen an Gewebsschnitten zu untersuchen und ihre Leistung mit jener 
der bisher gebr~uchlichen LSsungen zu vergleichen, ffir welche als L6sungs, 
mittel durchgehends ein mindestens 60, meist 70 und 80proz. Alkoho] 
vorgesehrieben ist. Der Entdecker der Methode, Daddi, empfiehlt 
,,alcohole de commerce", also vermutlieh 70--80proz. Alkohol. Michaelis 
benutzt  eine ges/ittigte L6sung des Farbstoffes in 60--70proz. Alkohol. 
B. Fischer verwendet eine ges/~ttigte L6sung in 70proz. Alkohol; der 
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Alkoho] wird in koehendem Zustand fiber den Farbstoff  gegossen und 
die L6sung fiber Nacht  im Brutsohrank gehalten. Herxheimer steigert 
die Konzentrat ion der Farbl6sung (lurch Zusatz yon Natronl~uge oder 
Aceton (absol. Alkohol 70,0; Wasser 10,0; 10proz. Natronlauge 20,0; 
oder Aceton 50,0; 70proz. Alkohol 50,0; Farbstoff  bis zur S~ttigung). 
Keine der gebr~uchliehen L6sungen geht also unter einen 60proz. 
Alkohol herunter. 

Die als Opt imum angegebene F~rbedauer sehwankt je nach der 
Konzentrat ion der L6sung. Naeh Daddi sell sie nich~ fiber 5- -10 Mi- 
nuten ausgedehnt werden. Michaelis f~rbt 15--30 Minuten. B. Fischer 
f~rbt  nut  10--15 Minuten, doch ist naeh seinen Erfahrungen auch bei 
l~ngerer Einwirkung keine Aufl6sung yon Fet t  zu beffirchten. Er  konnte 
selbst naeh 8t~giger F~rbedauer keine Abn~hme bemerken. Eine n~ch- 
folgende Differenzierung in Alkohol wie sie Daddi anwendet, h~lt er 
nicht nnr ffir unn6tig, sondern sogar ffir sch~dlich, da sie die St~rke der 
F~rbung siehtlich vermindert.  In  den yon Herxheimer angegebenen 
L6sungen f~rbt man dagegen nur 2 - -3  NIinuten und spfilt anschlieBend 
in 70proz. Alkohol kurz ab. Das letztere ist besonders bei Verwendung 
der NaOH-halt igen Farbl6sungen notwendig, da sonst auch das iibrige 
Gewebe r6tlich gef~trbt bleibt. 

Auf Grund der Befunde yon Kau/mann und Lehmann untersuchte 
ieh nun vor allem die Verwendbarkeit  einer ges~ttigten LSsung von 
Sudan I I I  in 40proz. Alkohol. Dieselbe wird in der Weise hergestellt, 
dab 0,1--0,2g des Farbstoffes (Marke Griibler, bezogen yon Dr. Hollborn, 
Leipzig) in einem Erlenmeyerk61behen mit  100 cem 40proz. Alkohols 
fibergossen werden und fiber der F lamme unter s t e t em  Sehfitteln bis 
zum Sieden erhitzt werden, was in wenigen Minuten der Fall ist. Um 
ein Verdunsten des Alkohols zu verhfiten, setzt man in die Offnung des 
K61behens einen ganz lose sitzenden ~lten Glasst6psel, an dem sich 
dann die D~mpfe kondensieren. Nach dem Erhitzen lgBt man bei 
Zimmertemperatur  langsam abkiihlen. Nach einigen Stunden werden 
die zur F~rbung ben6tigten 15--20 ccm in eine mit  aufgeschliffenem 
Deekel versehenen Glasdose ~bfiltriert. Die gebrauehsfertige Farbl6sung 
ist nur  hetlorangegelb gef~rbt. Die Tempera tur  der L6sung soil nicht 
unter 15 ~ C. herabsinken. 

Bei den mit  dieser L6sung vorgenommenen F~rbeversuchen stellte 
sich bald heraus, dal~ sie bei Einhalten der bisher fibliehen Fgrbezeiten 
nut  unbrauchbare Ergebnisse zeitigt. Insofern haben also Kau/mann 
und Lehmann mit ihrem absprechenden Urteil v611ig recht. Ganz anders 
wird jed0eh das Ergebnis, wenn man die Fgrbedauer auf 24 Stunden 
verlgngert. Das Ergebnis wird dadurch so sehr verbessert, dab ich die 
angegebene Xnderung als zweekmgl~ig empfehlen m6ehte. 

Die Vorzfige der Methode treten insbesondere dann zutage, wenn 
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es auf die Darstellung der feinsten LipoidtrSpfchen des Protoplasmas 
ankommt. Grobtropfiges Fe t t  wird mit allen Methoden gut gef~rbt; 
aber jene feinsten Tr6pfchen, die sich z. B. in den Zellen der Schilddriise 
oder anderer Inkretorgane finden, konn~e ich mit keiner der anderen 
Sudanl6sungen in dieser Vollst~ndigkeit und Seh~rfe darstellenl). 

Die yon Daddi und B. Fischer angegebenen L6sungen lassen die 
TrSpfehen bei Einhalten der vorgesehlagenen F~rbedauer nur schwach 
hervortreten. Aber aueh eine Verl~ngerung der F~rbedauer auf 24 Stun- 
den verbesserte die Ergebnisse nieht, im Gegentefl land ieh einigemale die 
Zellipoide der Schilddrtisenzellen besonders in jugendliehen Organen 
nach 24 stiindiger Einwirkung dieser LSsungen sogar schlechter ge- 
f~rbt als naeh 15 Minuten, ein Ergebnis, das sieh nur so erkl~ren l ~ t ,  
da~ bei dieser verlgngerten Zeitdauer der 70proz. Alkohol der FarblSsung 
zerst6rend wirkte. Mit l~iicksieht auf die Angabe B. Fischers, dab seine 
L6sung erst mit 6 Monaten volle F~rbkraft  bekommt, habe ieh zum Ver- 
gleich auch F~rbungen mit ~lteren L6sungen angestellt, ohne dab sieh 
das Ergebnis ge~ndert ~ hgtte. Im Gegenteil, bei ein bis mehrere Jahre 
alten LSsungen war sogar eine Abnahme de r  F~rbekraft festzustellen, 
deren Ursaehe mir unbekannt ist. 

Seh~rfer als L6sungen i n  70proz. Alkohol fgrben die yon Herx- 
.heimer angegebenen Modifikationen. Aber aueh bei ihnen ist die Fgrbung 
nieht so vollstgndig wie bei einer 40proz. LSsung. Zudem besitzen beide 
L6sungen noeh einige Nachteile. Die starke Alkalit~t der Natronlauge- 
Sudanl6sung ist fiir zarte Prgparate, wie mir z. B. Sehrumpfungen am 
Kolloid der Schilddriisenfollikel zeigten, nieht unsch~dlich, trotz des 
Alkoholgehaltes, der nach Herxheimer die Wirkung der Natronlauge 
unsch~idlich maehen sell. Die Pr~parate wellen sieh hgnfig recht stark. 
Sehr oft bleib~ auch, zumal wenn man mit Riicksieht auf die feinsten 
TrSpfchen die Differenzierung im Alkohol m6glichst abkiirzt, das 
fibrige Gewebe noch rStlieh angef~rbt. Unangenehm ist ferner die 
geringe Durehsichtigkeit der L6sung, die das Herausfischen der Schnitte 
erschwert. 

Die letztgenannten NaehteiIe fehlen der mit  Aeeton versetzten 
Herxheimersehen LSsung, bei der aueh eine Mitfgrbung des Bindege- 
webes bei Einhalten der vorgesehriebenen Fgrbedauer nieht eintritt. 
Wenn es darauf ankommt,  ein Pr~parat  rasch zu fgrben, so ist diese 
acetonhaltige LSsung yon allen die beste. Nachteilig ist, dal~ es in ihr 
leichter als in anderen L6sungen zum Ausfallen yon Farbstoffkristallen 
kommt. Und aueh sie bringt die feinen LipoidtrSpfchen nicht in der 
Vo]lstgndigkeit zur Darstellung wie die LSsung in 40proz. Alkohol. 

l) Bei der lnikroskopischen Untersuchung feins~er, sudan gefgrbter TrSpfchen 
arbeite~ man am besten mit Tageslicht, das hiefiir durch keine der kfinstlichen 
Lichtquellen, einschlie~lich des Punktlichtes, an Gii~e erreicht wird. 
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Abgesehen davon  ha t  die L6sung in schwachprozent igem Alkohol 
noeh den VorteiI, dab bei ihr weder ein Verlust  yon Fetts toffen,  noeh 
eine Uberfs  zu beffirehten ist:  es spielt keine 1Rolle, wenn der 
Sehni t t  einige Stunden l~nger in der Farbl6sung bleibt. Das Bindege- 
webe bleibt v611ig ungef/irbt. Die Anwendung  irgend einer Differen- 
zierungsfliissigkeit ist fiberfliissig; die bei der Uber t ragung der Schnit te  
aus der Farbl6sung im Wasser  auf t re tende Diffusionswirkung ist 
sehw/icher als bei Verwendung h6her prozentige r L6sungen. 

Die I-Ierstellung des Pr/~parates gestal tet  sich also in folgender 
Weise : 

1. Schneiden des formolfixierten Materials auf dem Geffiermikrotom. 
Auffangen der Sehnit te in Wasser oder 40proz. Alkohol. 

2. Einlegen der Sehnit te  in eine gesgtt igte L6sung yon  Sudan I I I  
in 40proz. Alkohol  fiir 24 Stunden.  

3. Unmit te lbares  Uber t ragen  in Wasser.  
4. Kernfi~rbung in H/~malaun 10 Minuten. 
5. Auswasehen in Wasser;  Einlegen in Glycerin. 
Noehmals m6chte  ieh be tonen:  Grobtropfiges Fe t t  bekommt  man  

mit  jeder der gebrguchlichen Sudan- oder Seharlachl6sungen gef~rbt, 
die feinen Lipoidtr6pfchen der Drtisenzellen werden dagegen dureh dis 
angegebene Methode am vollsts  und  seh~ffsten dargestellt.  
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