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W/~hrend in der Bakteriologie haupts/ ichlich basische Farbs tof fe  
verwendet  werden, die die Bakter ien  direkt  (substant iv)  anzuf/~rben ge- 
s ta t ten ,  spielen in der His tologie  und His topathologie  sog. ad jek t ive  
F/~rbungen eine ziemlich wichtige Rolle. Bei dem letzteren Verfahren 
werden die basophilen Zellkernsubstanzen mi t  e inem sauren Farbs tof f  
s i ch tbar  gemacht ,  und  zwar dadurch,  dal~ zwischen die basophile Kern. 
substanz und den sauren .~arbsto]/ eine basische Beize als Bindeglied 
zwischengeschal tet  wird. Als P r o t o t y p  einer solchen Beizenf/irbung 
sind die Hdimatoxylin/dirbungen anzusehen,  bei denen mit te ls  e]ner ba- 
sischen Beize (Alaun, Eisenchlorid,  Cu-Verbindungen usw.) saure Kern-  
bestandtei]e (saure Lipoide) mi t  dem sauren H g m a t e i n  gefgrbt  
werden ~ . 
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Dagegen  s ind bis j e t z t  saure Beizen zur Dars te l lung  yon  Zell- und  
Gewebss t ruk tu ren  nur  sehr  sel ten ve rwende t  worden.  Nun  h a b e n  wir  in 
neuerer  Zei t  m i t  Erfo lg  zum Nachweis des Ektoplasmas der Bakterien 
eine saure  Beize, das  T a n n i n  (ae. t ann ieum)  herangezogen 2, 3). Naeh  
Beizung der  Bak te r i enauss t r i che  mi t  5- resp. 30proz .  T a n n i n  und  Nach-  
fa rbung  mi t  e inem basischen Farbs to f f  konn te  das  E k t o p l a s m a  der  
g rampos i t iven ,  bzw. g r a m n e g a t i v e n  Bak te r i en  isoliert s ieh tbar  gemach t  
werden.  Die Tanninmethode h a t  sieh deswegen als sehr wertvoll erwiesen, 
well  sie es e rmSgl icht  hat ,  Zwei- u n d  Mehr/arbenbilder der  Bal~terien 

herzuste l ]en ,  und  auch einen bequemen Nachweis des Kernes lie/ert. Es 
lag nun  sehr  nahe,  die T a n n i n m e t h o d e n  auf ihre B r a u e h b a r k e i t  zur Dar-  
s te l lnng yon  Zell- und  Gewebss t ruk tu ren  zu untersuchen .  Bre i t s  1924 
konn t en  wir  fests tel len,  dab  ebenso wie bei  Bak t e r i en  aueh bei  t ie r i sehen 
Ze]]en durch  die  T a n n i n m e t h o d e  d ie  oberfliichlichen Hiil len derse lben  
isoliert gefg rb t  werden,  niimlich Membran  der Zelle, des Kernes und  
gewisser Protoplasmagranula, die  yon  mi r  als das  Membransys tem der  
t ie r i sehen Zelle zusammengefal3ten Gebilde.  - -  l~ber den  Nachweis  und  
mik roehemisehen  Bau  des M e m b r a n s y s t e m s  habe  ich in e inem Vor t rag  
vor  der  Pa tho log i schen  Gesel lsehaf t  in Ber l in  im Dezember  ]924 kurz  
ber ichteO.  

Das Tannin ist in der histologischen Technik mehrfach verwendet worden, 
aber fast ausschlieBlich als Nachbeize, d.h.  naeh vorangegangener Farbung mit 
basisehen t~arbstoffen. So beizt Laveran 5 Methylenblaupri~parate, Harris 5 
Toluidinblaupr/~parate mit Tannin naeh. Unna 6 behandelt histol0gisehe Prgpa- 
rate, die mit polyehromem Methylenblau oder Carbotfuchsin vorgef/~rbt sind, mit 
konzentriertem Tannin nach. Bei diesen Methoden wirkt das Tannin, wie Unna 
bereits hervorgehoben hat und wir durchaus best~tigen k6nnen, tells auf Grund 
seiner Sgureeigenschaften (ac. tannieum) als Differenzierungsmittel, indem es 
einenTeil des aufgenommenen basisehenFarbstoffes wegl6st, und tells als Fixations- 
mittel, indem es an einigen Zellteilen den Farbstoff fixiert. In derselben Weise 
benutzt K. Herxheimer (Berlin. klin. Woehensehr. 1915, Nr. 40) das Tannin, mit 
dem er naeh Giemsa 24--48 Stunden lang gefgrbte Sehnitte ~/~ Stunde nach- 
behandelt. 

Wesen t l i eh  anders  jedoch wi rk t  das  Tannin ,  wenn es, wie bei  meinen  
Methoden  als Vorbeize ve rwende t  wird.  Da  es sich hierbei  u m  eine saure 
Vorbeize hande l t ,  k o m m t  nu t  eine Naehfg rbung  mi t  basischen F a r b -  
s toffen in Frage .  Das Wesen  dieser  F i i r beme thoden  beruht ,  wie ich an 
andere r  Stel le  nachgewiesen  habe  ~, darauf ,  dai3 das Tann in  m i t  ba- 
sischen Ze] lbes tandte i len  einersei ts  und  e inem bas ischen F a r b s t o f f  
andererse i t s  eine Tripelverbindung eingeht .  

Soweit ich die Literatur tibersehe~ hat nur Rawitz 5 die Tanninbeizung der 
eigentlichen Fs vorausgeschick~. Die Rawitzsche Methode - -  24sttindige 
Beizung mit 20% Tannin, Nachbehandlung mit 1--21/2proz. Breehweinstein 
mehrere Stunden, F~rbung mit Fuchsin oder Methylenviolett - -  die dem in der 
Technik der Baumwollf/~rberei iiblichen Verfahren nachgebildet ist, fgrbt nur den 
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Zelleib. Abgesehen yon der v611ig anderen Technik, insbesondere der der F/~r- 
bung vorausgehenden ]3rechweinsteinbehandlung bei der Rawitzschen Methode, 
liefern die hier zu beschreibenden Farbungen ganz abweichende Ergebnisse, 
n/~mtich die isolierte F/irbung des ~embransystemg der tierischen Zelle. Ubri- 
fens m6ehte ich hier nebenbei bemerken, das-sich mir die Verwendung des 
]3rechweinsteins, die ich ohne Kenntnis der Literatur versucht habe, nicht be- 
w~hrt hat. Im allgemeinen haben aber die Autoren der Tanninbehandlung keine 
F~rbung mehr folgen lassen, l~ur Unna s setzt dem Tannin saure Farbstoffe 
(Wasserblau, Pikrinsaure usw.) zu. J-Iierbei nehmen gewisse Zellbestandteile die 
sauren Farbstoffe direlct auf, da das ebenfalls saure Tannin fiir solche Farbstoffe 
als ]3eize nieht in Frage kommen kann. Die Ansicht yon Unnci (Chromolyse 1. c.), 
dab bei F/~rbung der Gewebe mit Tannin ~-sauren Farbstoffen diese beiden 
K6rper gleiehzeitig yon gewissen Zellbestandteilen, z. ]3. der Grundsubstanz der 
gew6hnlichen Kerne, aufgenommen werden, entspricht unserer Meinung nach 
nicht den Tatsachen. Jedenfalls hat Unna keinen ]3eweis daffir erbracht, dab 
die den sauren Farbstoff aufnehmenden Gewebsbestandteile auch das Tannin 
fixieren. 

I. Darstellung des Membransystems mittels Tannins. 
Technisehe Vorbemerl~ungen. Die besten F/irbeergebnisse liefert eine Fixation 

des Gewebes mit Sublimat-Eisessig. Ffir die mikrochemischen Untersuchungen 
(Abschnitt II) wnrde aul~erdem mit Formol-Alkohol oder Alkohol allein fixiertes 
Material berangezogen. Paraffineinbettung. Die Schnitte miissen mSglichst dfinn, 
etwa 3--5 tt, jedenfalls nieht fiber 5--8 # dick sein. In der tIauptsache wurden 
die Organe (Leber, Lunge, Iqiere, Milz, Gehirn) yon frischget6teten M/~usen unter- 
sucht. Vergleichsweise wurden auch Meerschweinchenorgane und Leichenmaterial 
vom Menschen (Formalin-Alkohol) zur F/irbung benutzt. Die entparaffinierten 
Schnitte (Xylol-Alkoholreihe) wurden grfindlich mit Wasser abgespfilt, den ein- 
zelnen F&rbungen unterworfen und dann nochmals gew~sser~. Die Pri~parate 
wurden sodann sorgf~ltig mit Filtrierpapier getrocknet, kurz fiber Aeeton (1/2 bis 
1 Min.) fiber Aceton-Xylol (3--5 Min.) Xylol, (5--10 Min.) in Balsam gebracht. 
Die verschiedenen Farbstoffe wurden, falls nichts anderes bemerkt ist in lproz. 
wdisseriger LSsung verwendet. Zur Vermeidung yon 1k!iederschlagen empfiehlt es 
sich, die FarblSsung vor der eigentlichen F~rbung zu filtrieren. 

1. Tannin-Fuchsin-(Methylenblau-)  Methode. 

Technik. Die entparaffinierten Schnitte werden grfindlieh mit Wasser ab- 
gespiilt, mit einer filtrierten 5proz. TanninlSsung 3--5Min. bei gewShnlicher 
Temperatur behandelt, grtindlieh abgespfilt und mit Fuehsin ca. 1/2--1--2 Min. 
naehgef~rbt und abgespiilt. Start mit Fuchsin kann anch mi~ Methylenblau, 
Safranin oder anderen basischen Farbstoffen gef~irbt werden. Aceton (i/2~2 Min.), 
Aceton-Xylol (2--5 Min.), Xylol, Balsam. 

Fdrbungsergebnisse: Leber. Die Zel!grenzen der Leberl~ppchen t re ten  
sehr klar u n d  scharf als schmale rote Strange hervor.  K e r n m e m b r a n  

ist ebenfalls rot  gef~rbt. I nne rha lb  des Kernes  erscheinen rStlich ge- 
f~rbte F~iserchen und  die Membran  des l~ucleolus. Die E ry th rocy ten  
sind h~moglobingelb,  oft yon einer schmalen r5 t l ichen Membran  urn- 
geben. Der Zelleib ist yon  feinen roten F~serchen, meist  in  ra- 
di~rer l~ichtung durchzogen, zwischen denen  verschieden zahlreich 
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Abb. 1. Leber ()iaus). 
Tannin-Fuchsin. VI~ 01- 
immersion, Okular 4 
(Leitz), Zell-, Kern- 
nnd Nucleolusmembran 
sind hellrot gefiirbt. I m  
Protoplasma zahlreiche 
Granula mit  dfinner 
N embranf~l"b]]ng. Zwi- 
sehen den Granu]a feine, 
meist radi~r angeord- 
nete F~serchen, zwi- 
schen Zell- und Kern- 
membran verlaufend. 

Granula siehtbar werden, die eine r6tliehe ~uBere 
Umgrenzung und ein helles Zentrum erkennen lassen 
(Abb. I)*. 

Milz. Sehmale rote Kernmembran,  der Nueleolus 
ist zum Teil ganz rot gefiirbt, zum Teil zeigt er eben- 
falls eine Membmnf~trbung. Die Trabekel und feinsten 
Retikulumfasern treten ~uBerst klar  und seharf her- 
vor. An Zellen mit  etwas breiterem Protoplasma sind 
aueh die Zellmembranen deutlich zu erkennen. 

Niere. Die Tuniea propria wird Ms sehmMe 
rote Linie siehtbar. K e r n - u n d  Nueleolusmembran 
hellrot. I m  Protoplasma zahh'eiehe rote Granulu und 
zur Zellwand senkreeht verlaufende feine Fgserchen. 
An den Quersehnitten der gewundenen Itarnkan~l-  
ehen ist der Biirstenbesatz Ms breite Linie zu sehen. 

Abb. 2. Lunge. Mikrophotogramm. Zeiss-Imm., 3 ram, 4 Ap.-Komp., Okular 6. Tannin-Methylen- 
blau, Die Alveolarsepten und Capillarw~nde treten ~uBerst ausgepr~gt hervor. Die Alveolarepithe- 
lien zeigen eine Mane F~rbung der Kern- und Zellmembran. Erythroeyten gelblich mit blauer 3Iem- 

bran, oft einen runden ungef~rbten ,,InnenkSrper" enthaltend. 

Lunge. Die Alveolarsepten treten ~uBerst Mar hervor, Kern- und 
Ze]lmembran der Alveolarepithelien sind rot gefiirbt, Erythroeyten  gelb, 
oft yon einer Membran umgeben. Der Kerninhalt ist ungef/irbt (Abb. 2). 

* Aus technischen Grfinden wurden diese und die n~chsten Abbildungen 
ganz oder teilweise schwarz wiedergegeben. 
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Die beschriebene Tanninmethode ist  deswege n yon besonderer ]~e- 
deutung, weil sie die Wirkung der sauren Beize auf die histologischen 
Pr~parate anschaulich vor Augen fiihrt: f~irbt man n~mlich einen un- 
vorbchandelten Gewebsschnitt mit einem basischen Farbstoff, so er- 
halt  man eine starke F~rbung der Zellkerne, einschlieltlich des Kern- 
inhslts, und eine schw~ichere des Protoplssmas; nach vorausgegangener 
Beizung mit Tannin lie/eft derselbe basische _Farbsto[/ dagegen nut  eine 
Hi~llen]~irbung, n~mlich die Membranen des Kernes, l~ucleolus und der 
Zelle, sowie der t)rotoplasmagranula. Daneben werden such s~mtliche 
Bindegewebsfasern dargestel]t, mit Ausnahme der elastischen*, Die 
Tanninmethode empfiehlt sich besonders dann, wenn es auf eine 
isolierte Darstellung der Zellgrenzen ankommt. Sie liefert Bilder, die 
sich wie ein l~egativ zu den fiblichen Kernf~rbungen mit basischen 
Farbstoffen verh~lt. Im fibrigen hat sie aber keinen grol~en praktischen 
Weft, da sie wenig iibersicht]iche Bilder ermSglicht. Wesentlich 
schSnere Ergebnisse erh~lt man dagegen mittels Doppel/dirbungen. Hier- 
bei kann der eigentlichen Tanninbeizung (und Nachf~rbung mit  einem 
basischen Farbstoff ) eine Vorf~rbung mit einem sauren oder basischen 
Farbstoff vorausgeschickt werden. Die kontrastrcichsten Bilder liefern 
die Methoden, die basische Farbstoffe zur Vorf~rbung benutzen. 

Doppelfiirbungen. 
~) Vor/iirbung mit sauren .Farbsto]]en. 

2. Eosin-Soda- Tannin-Methylenblaumethode. 

Technik. Die Schnitte werden mit Eosin ca. 2--5 Min. gef~rbt, abgesptilt, 
mit 2proz. SodalSsung ca. 1--2M in. differenziert, grfindlich abgespiilt, dann 
mit 5proz. Tannin 5 Min. nachgebeizt, grfindlich gew~ssert und kurz mit Methylen- 
blau (1/2--1 Min.) nachgef~rbt, abgesptilt und getrocknet. Aceton, Aceton-Xylol, 
Xylol, Balsam. 

F~irbungsergebnisse. Leber: Protoplasmagranula rStlich, ebenso Nu- 
c~eolus und Kernfasern. Kern- und Ze]lmembran bl~u, Erythrocyten 
gelblichrosa, oft von einer bl~iulichen ~u~eren Umgrenzungslinie um- 
geben (Abb. 3). 

Niere: Kerninhalt  mid Nucleoli rStlich, Kern- und Zellmembran 
blau, Tunic~ propria und Biirstenbesatz dunkelblau. Im Zelleib 
besonders der gewundenen ttarnkanalchen zahlreiche rStliche Granula 
mit schwachblaulicher auBerer Begrenzungslinie (Abb. 4). 

Milz: Zellkerne und 1Xucle01i rosa, Zellmembranen blau, ebenso 
treten die Reticulumfasern als feines bl~iuliches Geflecht hervor. 

Stat t  des Eosins oder Erythrosins kSnnen such andere saute Fsrben 
zur Vorf~irbung der Schnitte benutzt werden, und zwar indem z. B. 
zuerst mit  grfinen oder blauen sauren Farbstoffen vorgef~rbt wird und, 

* Die elastischen Fasern nehmen, wie ich mit meinem Mitarbeiter Blumen- 
saat festgestellt habe, das Tannin nicht auf. 
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n ~ c h  T a n n i n b e i z u n g ,  m i t  r o t e n  b a s i s c h e n  F a r b s t o f f e n  - -  F u c h s i n ,  

S ~ f r a n i n ,  P y r o n i n  - -  n a c h b e h u n d e l t  w i r d .  V o n  b e s o n d e r e m  I n t . e r e s s e  

i s t  j e d o c h  n u r  d ie  n a c h s t e h e n d e :  

Abb. 3. Leber. Eosik2 Soda- Tannin- Methylenblau. 
Vergr. wie Abb. 1, Leber- und Sternzellen sind yon 
einander dutch eine ziemlieh schmale blaue Membran 
getrennt. Kernmembran und Vene centre]is sind eben- 
falls blau gef~rbt. Im ]grotopl~sme zahlreiche rS~tiehe 
runde Granule, oft mit ausgepr~igter Membranf~rbung, 
zwischen den Granula bl~iuliche, redi~ir verlanfende 

Fiiserchen. 

Abb. 4. Niere (M:aus). Eosin-Sode-Tannin- 
Methylenblau. Vel:gr. wie Abb. 1. Tunice 
proprie und Biirstenbesetz der gewun- 
denen ]{arnkanfilehen blau; Zellw~nde 
ebenso gefarbt. Kernmembren rStlich- 
violett. Im Protoplesma rStliche Granu~ 

mit bi~ulicher t{andf~rbung. 

3. Wasserblau-Soda- Tannin-Sa/raninmethode. 

D i e  b e s o n d e r e  B e d e u t u n g  d i e s e r  M e t h o d e  b e r u h t  d ~ r ~ u f ,  dui~ sie 

n e b e n  d e n  K e r n e n  ~ u c h  d ie  elastischen F ~ s e r n  i n  b l ~ u e r  F ~ r b e  d a r s t e l l t ,  

w ~ h r e n d  die  k o l l a g e n e n  i n  d e r  

K o n t r a s t f u r b e  - -  r o t  - -  e r s c h e i n e n .  

Abb. 5. Niere. Wasserblau-Soda-Tan- 
nin-Safranin. Yergr. wie Abb. 1. Pro- 
toplasmegrenula und ~ucleoli hellblau. 
Kernmembren und Zellgrenze~ sind 

bl'~ulichrot gefih'bt. 

Abb. 6. Lunge. Wasserblau-Soda-Tannin-Safranin. Vergr. 
wie Abb. 1. Kerne der Alveolarepithelien (ebenso Gcf~- 
elestica) sind dunkelbleu. Die elestischen Fasern der AI- 
veolen werden in ihren feinsten Ausl~ufern in bleuer :~arbe 
sichtbar. Al~'eolarsepten und Capillaren sind rot gef~rbt'. 

Technik: Die Schni t te  werden 3 - - 5  Mitt. mi~ W~sserbl~u (Kahlbaum) gef~rb~, 
~bgespiilt, mi t  2proz.  Sod~16sung solange differenziert, his sie v611ig entfi irbt  
s ind (ca. 1/2--2 Min. ), grtindlich ~bgespiilt, mi t  5proz.  T~nnin einige Minuten 
(2--3)  gebeizt,  wobei  die 8chni t te  wieder die bl~ue Fa rbe  unnehmen,  abgespiilt  
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und mit Safranin 1/4--1/~ Min. nachgef/~rbt, abgesp/ilt und getrocknet, kurz Aceton, 
Aee~on-Xylol, Xylol, Balsam. 

Fiirbungsergebnisse. Leber: Nucleolus und Protoplasmagranula  
blau, Ke rnmem bran  bl~iulichrot, Zel lmembran rot. 

Niere: Protololasmagranula und Kerninhal t  bl~tulich, Kern-  und 
Zel lmembranen sind blaulichrot  (Abb. 5). 

Lunge: Kerne dunkelblau, Gefi~Belastica ebenso gef~rbt, die elasti- 
schen Fasern der Alveolen sind hel]blau und werden in den f e i n s t e n  
Auslgufern sichtbar.  Das Bindegewebe in den Ausk]eidungen der A1- 
veolarsepten ist rot  (Abb. 6). 

Milz: Zellkerne blau, Ret icu]umfasern rot, Elast ica blau. 
Viel elegantere und  kontrastreichere Bilder erhiilt man  durch Vor- 

fgrbung der Sehnit te mi t  den Kernfarbstoffen par  excellence, ngmlich 
basisehen Farben.  Die naehstehenden Methoden sind auch aus dem 
Grunde ziemlieh wertvoll,  weft man  zur Herstel lung der Prgpara te  nur  
wenige Minuten ben6tigt.  

4. Karbolmethylenblau-Tannin-Fuchsinmethode. 
fl) Vor]dirbung mit basischen Farbsto][en. 

Technik. Die entparaffinierten Schnitte werden 3--5 Min. mit Carbolmethylen- 
blau (1 proz. Methylenblau, 5 proz. Carbolwasser an) gef~rbt, abgespiilt mit 5 proz. 
Tannin 2--5 Min. gebeizt - -  die Schnitte 
erscheinen jetzt hellblau gefs griind- 
lich abgespiilt und mit Fuchsin ca. 1/2 bis 
1 Min. nachgef~rbt. Start des Fuchsins 
kann man zweckm~Bigerweise Safranin 
verwenden, falls das Zwischengewebenich~ 
so stark hervortreten sol1. Kurz Aceton, 
Aceton-Xylol, Xy]ol, Balsam. In Formalin 
fixierte Schnitte halten die basischen Farb- 
stoffe starker fest, deshalb ist es not- 
wendig, die Pr~parate nach der Carbol- 
methylenblauffirbung wenige Sekunden 
mit 2proz. Essigs~ure zu differenzieren, 
his sie hellblau aussehen. Die weitere Fiir- 
bung geschieh~ dann in gleicher Weise 
wie bei Sublimat-Eisessig-Pr~para~en. 

Abb. 7. Leber. Carboitohddinblau-Tannin- 
F~irbungsergebnisse. ieber: Die Fuchsim Vergr. wie Abb. 1. Erythrocyten 

grfinlich. Die Leberzellengrenzen und die Mem- 
Membranen der Zellen und Leber- brane der Sternzellen sind ro~ gef~rb~. I m  

ls  sowie die Gef~Bws sind Protop]asma zahlreiche runde Grannla mit 
blauer Randf~rbung and hellem Zentrum. 

rot gefi~rbt. Kernmembranen und Kerne der Leberzellen dnnkelblau, der Stern- 

Nucleo]i sind blau, Sternzellen dun- zellen violett. RStliche radi~r verlaufende F~- 
serchen zwischen Zellmembran ulld Kern. 

kelblau bis violett.  I m  Protoplasm~ 
sind zahlreiche Granula mi t  bl~ulicher Membran und ungef~rbtem 
Zent rum sichtbar. Zwischen Kern- und Zel lmembran verlaufen in 
radi~rer l%ichtung feine rStliche F~serchen. Die E ry th rocy ten  sind blau 



812 M. Gutstein : 

Abb. 8. Niere. Ca rbolme~hylenblau-Tannia-Fuehs[n.  Xikropho~ogramm. Zeiss r ram. 0,95. Ok. 6. 
Tunica propria und Bfirstenbesatz treten in roter Farbe hervor. Kerne blau. 

Abb, 9. Milz. CarboI- 
methylenbtau - Tan- 
n imFuchs in .  Vergr. 
wie Abb. 1. Die Kerne 
und Nucleoli sind 
blau. Die Zellgrenzen 
t re ten  sehr scharf als 
rote kreisfSrmige od. 
ovale l~iguren hervor.  
Zwischen den einzel- 
nen Zellen sind rote 
feine :Fitserehen zu 

sehen. 

gefiirbt, zeigen aber oft nur ein kleines rundes blaues 
KSrperehen, w~hrend der Rest der Zelle ungefi~rbt 
ist (vgl. Abb. 7). 

Nier~." Kernmembran und Nucleoli sind blau ge- 
fiirbt. Die Tuniea propria und Biirstenbesatz treten 
sehr klar und in roter Farbe hervor (Abb. 8). 

Milz: Die Kernmembranen und Nueleoli sind blau. 
Die Zellmembranen, Trabekel und die feinsten Reti- 
eulumfasern treten sehr seh6n in roter Farbe hervor 
(Abb. 9). 

Lunge: Kernmembran und Nueleoli blau, Zellmem- 
branen, Alveolarsepten und die kollagenen Bindege- 
websfasern sind rot. Erythroeyten blau. 

Gehirn: Die Kerne der Gliazellen sind blau, ebenso 
die der Ganglienzellen, deren Protoplasma feine dun- 
kelblaue Granula aufweist. Sgmtliehe Nervenfasern 

erseheinen rot gef~rbt. 

Am Zentralnervensystem liefert diese Farbemethode sehr lehrreiche mid 
fibersichtliehe Bilder, die denjenigen sehr i~hnlieh sind, die man mit der Giemsa- 
L6sung erhMt. Gegeniiber der Giemsa-Methode besitzt sie jedoeh den Vorzug, 
dab man znr Herstellung der Prgparate nut wenige Minuten ben6tigt und dab 
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augerdem die FarblSsungen, die verwendet werden, viel billiger sind, ein Moment, 
dab besonders ffir Massenf~rbungen sehr ins Gewicht f~llt. 

4a. Carboltoluidinblau- Tannin-Fuchsinmethode. 

F a r b t  m a n  die histologischen Prgpara te  s ta r t  mi t  Carbolmethylen-  
b lau  mi t  Carbo]toluidinblau vor, so erhi~lt m a n  ein Drei/arbenbild, 
n~mlich  blaue Kerne, rote Zetlmembranen und  griinliche Erythrocyten. 

Technik: ~u bei Methode 4, nu r  mi t  dem Unterschied,  dab mi t  
Carbol to luidinbtau (Toluidinblau 1,0 g, 5% Carbolwasser 100,0) vor- 
gefi~rbt wird (3- -5  Minuten) .  

5. Carbol/uehsin- Essigsi~ure- Tannin- Meth ylenblaumethode. 
Technik: Die entparaffinierten Schnitte werden mit Ziehlscher L6sung 2 bis 

3 Min. gef&rbt, grfindlich abgesptilt, mit 2proz. Essigs~ure solange differenziert, 
bis sie hellrot erseheinen (ca. 1/2--1 Min., bei 
Formalinpr/~paraten etwas I/~nger). Nach 
Wasserspiilung werden die Pr~parate mit 
5proz. Tannin ca. 1--2 Min. gebeizt, griind- 
lich mit Wasser abgesptilt und ca. I Min. mit 
w/tsseriger Methylenblaul6sung 1 : 3 400 

Abb. 10. Leber. CarboJfuchsin-Essigs~ure-Tannin- 
:gethylenblam Vergr. wie Abb. 1. Die 3fembran der 
Leber- nnd Sternze]len ist b]au, die Xerne rot, bzw. 
dunkelrot. Im Protoplasma der Leberzel]en zahlreiehe 
rote Granula mit ausgepri~gter Membranfiirbung, zwi- 
schen den Granula radiSr ver]aufende bli~uliche Faser- 
ehen. Das rote ]~lutkSrperchen zeigt ein rundes 

K6rperchen (InnenkSrper). 

Abb. 11. Myokard. Carbolfuchsin-Essig- 
sgure-Tannin-Methylenblau. Vergr. wie 
Abb. 1. Zellkerne dunkelrot, Mnskelfi- 
brilIen r6tlich. Das Sarkoleum ist blau, 
ebenso Zelhnembranen. Zwisehen den 
Fibrillen zahlreiche r6tliehe Granula~ 

gefi~rbt, abgesph:lt und getrocknet. Aceton, Aeeton-XyIol, Xylo], Balsam. 
F~rbungsergebnisse. Leber: Die Sternzellenkerne s ind dunkel ro t  gefgrbt, 

ebenso die Ery throcy ten .  O/t zeigen die roten Blutkgrperchen nur ein 
kleines rundes, zentral oder etwas exzentrisch gelegenes Kgrperchen, wghrend 
der Rest  der Zelle ungef~rbt  ist bzw. nur  eine rStliche Membranf~rbung 

e rkennen  li~flt (vgl. Gutstein und  Wallbach, Uber  den Bau  der Erythro-  
cy ten  I I .  Virchows Arch., 263). Ke rn inha l t  und  Nucleoli s ind hellrot. 
Die K e r n m e m b r a n  ist rStlieh bis rStliehblau, die Ze l lmembranen  blau. 
I m  Protoplasma sind zahlreiche rStliche Granula  siehtbar,  zwisehen 
denen feine blgu]iche F~serchen verlaufen (Abb. 10). 
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Myocard: Die Zellkerne und Erythrocyten sind rot gef~rbt. Die 
Muskelfibrillen sind hellrot, das Sarkolemm dagegen blau. Zwischen den 
Fibrillen befinden sich zahlreiche runde rote Granula, die meist in 
l~nglicher Anordnung, parallel zu den Fibrillen (Abb. 11), verlaufen. 

Lunge: Kerne sind rot, Zellmembranen, Alveolarsepten und sonstige 
bindegewebigen Fasern sind dunkelblau gef~rbt. Die Erythrocyten 
zeigen oft ein rundes Granulum - -  ,,InnenkSrper" - -  und eine Mem- 
branf~rbung, w~hrend der t~est der Zellen ungef~rbt ist (Abb. 12). 

Abb. 12. Lunge. Carbolfuehsin-Essigsaure- Taunill-Met hylenblau. Mikrophotogramm. Vergr. 
wie Abb. 2. Die Kerne sind rot, die Zelhnembranen, Alveola1~epten und Capillarw~inde blau gef~rbt. 
I m  rechten Teil des Gesichtsfeldes mehrere Erythroeyten mit totem ,,InnenkSrper und blKulieher 

~Iembran, wahrend der l~est die H~moglobinzone - -  ungefarbt ist. 

Niere: Die Tunica propria und Biirstenbesatz sind blau, Kern- 
inhalt und Nucleoli hellrot, w~hrend die Kernmembran bl~ulich er- 
seheint. Im Zellprotoplasma, zwischen Kern- und Zellmembran, sind 
bl~uliche Fgserchen sichtbar. 

Milz: Erythrocyten dunkelrot, Zellkerne rStlich, mit bl~ulicher 
Membran, w~hrend die Zellmembranen und die feinsten I~etieulum- 
fasern dunkelblau gefi~rbt sind. 

Gehirn: Kerne rot, meistens bl~uliche Membran. S~mtliche Nerven- 
fasern treten in blauer Farbe sehr klar hervor. 

B. Darstellung des Hembransystems mittels basischer Beizen. 
Wie eingangs auseinandergesetzt worden ist, beruhen die Tannin- 

f~rbmethoden auf der Bildung der Tripelverbindung: basische Grund- 
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substanz (des Gewebes) - -  Tannin - -  basiseher Farbstoff. F~trbt man die 
Gewebsschnitte unter Verwendung basischer Beizen (Alaun, Eisenchlorid 
usw.), so cntstehen ebenfalls, wie an anderer Stelle naehgewiesen worden 
ist 1, gef~rbte Tripelverbindungen. Der Untersehied gegenfiber d e m  
Tannin besteht nur darin, dab die basischen Beizen von sauren Gewebs- 
bestandteilen aufgenommen werden und gleichzeitig mit gewissen sauren 
Farbsto]jen schwerl6sliche Verbindungen, sog. Lac/ce, bilden. Ferner 
konnte naehgewiesen werden, dab die basisehen Beizen, z. B. bei den 
iiblichen H~mateinf~rbungen, einen chemisch genau definierbaren 
K6rper, n~mlich ein sautes Lipoid (Phosphatid) darstellen, das in den 
gef~trbten Zellstrukturen an EiweiB gebunden - -  als Proteophosphatid 
- -  enthalten ist. In  dem n~ehsten Abschnitt  werden wir darauf noch 
zuriickkommen. 

W~thrend bei den in der Histologie fiblichen H~malaun- oder ~hn- 
lichen F~rbungen Beize und Farbstoff in der Farbflotte enthalten 
sind und gleichzeitig zur Einwirkung gelangen, sind die nachstehenden 
Fs dutch die au/einander/olgende Behandlung der Gewebs- 
schnitte mit  Beize und Farbstoff charakterisiert, d. h., dab zuerst die 
basische Beize auf die Pr~parate einwirkt, und erst hinterher die F~rbung 
mit  einem geeigneten sauren Farbstoff vorgenommen wird: Die beiden 
soeben genannten Methoden liefern deswegen ganz verschiedene Ergeb- 
nisse, weft bei der gleichzeitigen F~rbung - - B e i z e  + Farbstoff - -  die 
in der Farbflotte enthaltene Beize gleiehzeitig Ms Differenzierungsmittel 
wirkt. Das Ergebnis einer solchen F~rbung ist dann eine isolierte - -  
,,reine" - -  Kernf~rbung. L~Bt man hingegen Beize und Farbstoff hinter- 
einander einwirken, so werden sdimtliche Ze]lbestandteile gef~rbt, die 
zuvor die Beize aufgenommen haben. 

6. Alaun-Sdureschwarzmethode. 

Technik: Die entpar~ffinierten Schnitte werden 2--24 Stunden in einer ge- 
s~ttigten AlaunlSsung gebeizt, abgespfilt und dann 15 Min. mit Sgureschwarz 
(Kahlbaum) gef~rbt, ~bgespfilt, getrocknet, Aeeton, Aeeton-Xylo], Xylol, Balsam. 
Die Pr~parate k6nnen fibrigens auch tiber die Atkoholreihe in Balsam gebracht 
werden, da die F~rbungen sehr ~lkoholfest sind. 

Fiirbungsergebnisse: Leber: Kern und Nueleoli gr~uschwarz, Stern- 
zellen dunk]er gef~rbt, die Zellmembranen sind grau, ebenso feine F~- 
serehen, die zwischen Zell- und Kernmembran  verlaufen. I m  Zell- 
protoplasma sind auBerdem zahlreiche runde grausehwarze Granula 
sichtbar. Die Erythrocyten sind oft metachromatisch gelblichbraun 
gef~rbt (vg]. Abbildung in [1]). 

Niere: Kern und Nucleoli blauschwarz, Granula besonders in den 
Zellen der gewnndenen Harnkan~lchen blaugrau. Die Tunica propria 
und Basalmembran treten deutlich hervor (Abb. 13). 
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7. Alaun-Hdmate~nmethode. 
Technik: Die entparaffinierten Schnitte werden 24 Stunden in gesittigter 

Alaunl6sung gebeizt, abgespfilt und mit einer wisserig-~lkoholischen Hgm~tein- 
16sung (Hgmatein 1,0, Spiritus 10,0, Aq. dest. 90,0) c~. 10--15 Min. gefgrbt, 
grfindlich in Leitungswasser gewgssert, Alkoholreihe, Xylol, Balsam. 

Fiirbungsergebnisse. Leber: Kerne  der Leberzellen b lau  bis blgulich- 
violet t ,  Sternzel len etwas dunkler  gef~rbt, Granula  hellblau,  Zellmem- 
b ranen  grau gefgrbt.  

S tar t  der Vorbeizung mi t  A laun  k a n n  man,  wie wir gefunden haben,  
sich des Hi imalauns  bedienen (P. Mayer), das ja ebenfalls reichlich Alaun  
enthgl t .  

Technik: Gewebsschnitte werden ca. 10--15 Min. mit Hgmalaun gefgrbt, 
abgespfilt und dann 10 Min. mit der erwi~hnten wgsserigen alkoholischen Hgmatein- 
16sung nachgefgrbt, in Leitungswasser gewgssert usw. 

Abb, 13. Niere. Alaun-Sinreschwarz. Xerne and 
Nucleoli blauschwarz. Im Protoplasma hu2erst 
zahlreiche Grannla. Ze]lmembranen, Tnnica pro- 
pria nnd Bfirstenbesatz treten sehr deutlich hervor. 

Abb. 14. Leber (Meerschweinchen. ]tgmalaun- 
Hgmatein. Kerne dunkelblauviolett. Die 
Ze]Imembran ist als sehr schmale Linie sicht- 
bar. Im Zelleib sehr dicht gelegene runde 
Granula mit hellem Zentrum und hellblan- 

violeter Randf~irbung. 

Fiirbungsergebnisse. Leber: Zel lmembranen  u n d  Pro top lasmagranu la  
b l iu l iehvio le t t .  Kerne  dunkelb lauvio le t t .  Sternzel lenkerne noeh inten-  

siver gefgrbt (Abb. 14). 
Gehirn: K e r n m e m b r a n  und  Nueleoli  dunkelb lauvio le t t ,  das Proto- 

plasma der groBen Ganglienzel len zeigt eine feine violet te  Granu-  
lierung. Sgmtliche Nervenfasern  sind hel lviolet t  (Abb. 15). 

Naeh der Ansieht yon S. Becher nehmen die tierischen Gewebe aus dem 
Himalatln (,,Lackl6sung") die Beize nicht in gleieher Weise wie aus einer reinen 
Alxunl6s!mg auf. Wie dieser Versueh lehrt, ist die Annahme dieses Forsehers nicht 
zutreffend (vgl. 1). 

Zur Morphologie der t ierischen Zelle. 

Die im Abschn i t t  I beschriebenen Fgrbemethoden  l~ssen erkennen,  
dab m a n  die Membran  der t ier ischen Zelle, die des Kernes  u n d  des 
Kernk6rperchens  gleichzeitig zur Dars te l lung br ingen  kann .  Be- 
merkenswer t  ist ferner, dab diese Ze l l s t ruk turen  einerseits m i t  Tann in ,  
also einer sauren Beize, anderersei ts  ebensogut  mi t  einer basischen 
Beize (Alaun) nachgewiesen werden k6nnen .  Diese Tatsache mach t  es 



Mikrochemie der Zelle. 817 

daher ziemlich wahrscheinlich, dab die soeben genannten Strukturen, 
trotzdem sie verschiedenen Teilen der Zelle angehSren, einen (~hnlichen 
chemisehen Bau aufweisen diirften. Wenigstens darf man u. E. die 
Ahnlichkeit des mikroehemisehen Baues yon ZelI- Kern- und Nucleolus- 
membran aus ihrem gleichen Verhalten gegen/iber den besehriebenen 
Fiirbemethoden erschliel?en. 

Es eriibrigt sich, auf die Bedeutung der neuen Fgrbemethoden ein- 
zugehen. Sieht man yon der Unna-Pappenheimschen Methylgrtin- 
PyroninI6sung ab, so sind bisher in der histologisehen Teehnik basische 

Abb. 15. Gehirn. tt~malaun-tI~m~tein. Das :Protoplasms der groBen Ganglienzellen zeigt eine feine 
Granulieru~g. Kernmembran  und lgueleoi dunkelblauviolett, Nervenfasern hellblauviolett. 

Yarbstoffe nut  selten verwendet worden, besonders wenn es sieh um eine 
gleichzeitige oder naehfolgende F/~rbung einzelner Ze]lbes~andteile mit 
mehreren basischen Farbstoffen handelt. Unsere Untersuehungen lehren 
aber, dab man mit Hilfe des Tannins sehr schSne und kontrastreiche 
Bilder dutch Verwendung zweier basischer Farbstoffe (Methylenblau, 
Fuehsin) erhalten kann. Hiermit allein ist jedoeh der Weft der Methoden 
nicht erseh6pft. Vie]mehr ist die Ausarbeitung der Tanninmethoden 
hauptsEchlieh aus dem Grunde erfolgt, well sie den einwand/reien Nach- 
weis erm6glichen, daft die 3 Hauptbestandteile der tierischen Zelle, ndmlich 
Zelleib, Kern und Kernk6rperchen von einer liickenlosen Membran be- 
grenzt werden. Zwar ist Unna (Chromo]yse 1. c. S. 33) die f~rberisehe 

Virchows Archiv. Bd. 2~5. 53 
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Darstellung der Kern- und Nneleolusmembran dureh sein Webgemiseh 
(L6sung der 3 sauren Farbstoffe Wasserblau-Eosin-Phloxin) gegliiekt. 
Dagegen ist bisher, soweit ieh die Literatur fibersehe, nieht der einwand- 
freie Naehweis gefiihrt worden, dab jede tierisehe Zelle eine anatomische 
Membran besitze, die sic yon der Umwelt absehliegt. Allerdings ist 
yon physiologiseher Seite, besonders P/eMer nnd Overton, seit langer 
Zeit bereits erkannt und betont worden, dag gewisse Funktionen der 
lebenden Zelle, insbesondere ihre Permeabilit~tseigensehaften zur 
Annahme einer besonders differenzierten oberfl~ehlichen Plasma- 
sehieht geradezu zwingen. ,,Die , ,Plasmahaut" (P/eHer) oder wenigstens 
ihre oberflgehliehe Sehieht, kann ein ultramikroskopisehes Gebilde d. h. 
aueh fiir st/~rkere Vergr6Berungen unsiehtbar sein und nur mittelbar 
ersehlossen werden, ihre Existenz darf trotzdem als ebensogut begriindet 
angesehen werden, wie irgend eine andere mit Notwendigkeit ersehlossene 
Tatsaehe der exakten ~rissenschaft" (A. Gurwitsch, Morphologie und 
Biologie der Zelle, Kap. 3). Aueh Hdber (Physikalisehe Chemic der 
tierisehen Zelle und Gewebe 1926) hebt ausdriieklich hervor: ,,einen ein- 
wandfreien direkten Naehweis der Plasmahaut gibt es bisher/ iberhaupt 
nieht",  und ,,an keiner normalen Zelte ist bei der mikroskopisehen Be- 
obaehtung etwas yon ihr zu entdecken gewesen" (S. 406/7). Deshalb ist 
es als ein besonderer Vorzug der Tanninmethoden anzusehen, dab sie 
gestatten, die Zellmembran isoliert oder in einer Kontrastfarbe zu den 
iibrigen Zellbestandteilen (Kern, Protoplasma) siehtbar zu machen. 
Nebenbei mSehte ieh hier noeh bemerken, dab mittels der Tanninmethode 
aneh an Bakterien u n d  AmSben die ~tugere 3/[embran naehgewiesen 
werden konnte 9. Ebenso ist bei den einzelnen Blutzellen z. B. den 
roten Blntk6rperehen und Leukocyten die ~uBere Membran f&rberiseh 
siehtbar gemaeht worden l~ 

Es ist oben erwiihnt worden, dal~ die Physiologen aus rein theoreti- 
sehen Griinden zur Erkl~trung des vorliegenden Tatsachenmaterials an 
jeder Zelle eine iiugere 3/fembran anzunehmen sieh gen6tigt gesehen haben. 
Es mug noeh hinzngefiigt werden, dab dieser supponierten Membran- 
oder Plasmahant eine bestimmte ehemisehe Zusammensetzung yon 
physiologiseher Seite zugesehrieben worden ist. Insbesondere hat 
Overton auf Grund seiner Permeabilitgtsstudien sieh zu der Annahme ge- 
n6tigt gesehen, dab die Plasmahaut Lipoide, speziell etwa Lecithin und 
Cholesterin enthalten diirfte. Wenn aueh fiir das Vorhandensein yon 
Cholesterin in der Zellmembran bisher keine AnhMtspunkte, wenigstens 
dutch farbenanalytisehe Methoden gewonnen werden konnten, so ist 
es doeh bemerkenswert, dM3 unsere Untersuehungen (vgl. Absehnitt II) 
es wahrseheinlich maehen, dab die Zellmembran zwar kein freies Lipoid, 
wohl aber eine Lipoideiweigverbindung enth~lt. Der Gehalt der Zell- 
membran an diesen Verbindungen - -  Proteophosphatiden - -  reieht aber 
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aus, um die Permeabilit~tseigensehaften der tierisehen Zellen - -  Durch- 
lhssigkeit nur ffir lipoidlSsliehe KSrper und Wasser - -  hinreichend zu 
erkl~ren. Wenn auch die Durch]~ssigkeit einer solchen Lipoideiweifi- 
verbindung experimente]l nicht gepriift werden kann, da bisher eine 
solche Substanz noch nicht in reinem Zustand erhalten werden konnte, 
so erscheint mir trotzdem die Annahme ungezwungen, dab eine solche 
organische Verbindung hinsichtlich der Permeabilit~t die Eigenschaften 
ihrer beiden Anteile, n~mlieh des Eiweil]es (Durehl~ssigkeit ffir Wasser) 
und eines Lipoides (Durchl~ssigkeit ffir lipoidlSsliche Stoffe) in sich 
vereinigt. 

Kurz eingehen rout3 ich noch auf den Bau des Protoplasmas. Mit 
den neuen Methoden lassen sich an einzelnen Organen im Zelleib zahl- 
reiche Granula naehweisen, und zwar sowohl mit sauren Farbstoffen 
(Methode 2--3), a]s auch mit basischen Farbstoffen (Methode 4--5). 
An Pr~paraten, die mit Carbolmethylenblau (oder Carboltoluidinblau) 
-Tannin-Fuehsin gef~rbt sind, erscheinen besonders an den Leberzellen 
runde Kreise mit hellem Zentrum, also eine negative Granuladarstel- 
lung. Ebenso erscheinen die Granula o~t bei den Methoden 6 und 7. 
Sie haben etwa' die GrSl~e yon Streptokokken (beide bei 01immersion 
betrachtet). Dagegen sind die Granula bei der Carbolfuehsinf~rbung 
und bei den Methoden 2 und 3 vollsti~ndig gef~rbt and von demselben 
GrSl3enmal~. Merkwfirdigerweise haben wir bisher die Granula nur in 
den Leber- und /qierenzel]en and Muskelfasern ge~unden, nicht aber 
z. B. in der Milz und Pankreas. Es dr~ngt sieh nun yon selbst die Frage 
auf, ob die mit den beschriebenen Methoden dargestellten Protoplasma- 
gebilde dasselbe sind wie die bekannten Altmannsehen Granula oder 
nieht. Gegen die Gleiehheit spricht a]lerdings, dad Altmann seine Gra- 
nu]a in fast allen Organen naehgewiesen hat, im Gegensatz zu unseren 
bisherigen Befunden. Immerhin ]assen sich aus dieser Tatsaehe allein 
keine so weitgehenden Schliisse ziehen. Diese Frage l~l~t sich mit einiger 
Sieherheit nut  dureh systematische Studien an zahlreichen Organen 
mSglichst vieler Tierklassen entscheiden. Ubrigens mSehte ieh noeh 
bemerken, dad die yon uns dargestellten Granula keineswegs etwa aus 
gespeieherten Fet ten bestehen. Diese Annahme l~l~t sieh deswegen mit 
Leichtigkeit ansschliel~en, well diese KSrper schon bei der Fixation 
(Alkohol) and Entparaffinierung (Xy]ol) gelSSt sein mfil~ten*. 

Dagegen mu3 die Frage aufgeworfen werden, ob die mit den neuen 
Methoden darstellbaren Zellstrukturen, insbesondere die Membranen yon 
Zelle, Kern und /qucleolus und die Granula wirklich in der ]ebenden 
Zelle in gleicher Weise und in gleicher Lokalisation enthalten sind, oder 

* Dagegen scheinen mir die bier an fixierten Gewebsschnitten dargestellten 
Granula denen zu entsprechen, die bei der Vitalf~rbung yon vielen Untersuchern 
erhalten worden sind (sog. Farbstoffvakuolen). 

53* 
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ob nur ki~nstlich, besonders dutch die vorausgegangene Fixation erzeug- 
ten Gebilde sichtbar gemacht worden sind. Die Frage erscheint deswegen 
berechtigt, weil von Tetlyesniczky 11 vor kurzem wieder unsere 
Fixationsmethoden einer eingehenden Kr i t ik  unterzogen hat.  Man darf 
aber mit  Eecht  die Ansicht dieses Forschers Ms unzutreffend bezeiehnen, 
der alle durch F&rbung erhaltenen Strukturen fiir ein Kuns tprodukt  
erklg,rt, wenn sie nicht in der lebenden Zelle in gleieher Weise nach- 
gewiesen werden kSnnen. Von Tellyesnicz/cy iibersieht bei seinem ver- 
neinenden Standpunkt  die Tatsache vSllig, daft an der lebenden unge- 
f~rbten Zelle einzelne Strukturen nut  dann sichtbar werden kSnnen, wenn 
sie sich yon ihrer Umgebung durch abweichende Lichtbrechung unter- 
scheiden. I s t  diese Voraussetzung aber nicht erfiillt, so miissen evtl. in der 
Zelle enthaltene Gebilde unsichtbar bleiben. Aus der Tatsache also, daft 
das lebende Protoplasma unter dem Mikroskop homogen esssheint, darf 
daher nicht gesehlossen werden, daft es auch in Wirkliehkeit stru/cturIos ist. 

Immerhin  geben die kritischen Einwendungen des genanntenVerfassers 
Veranlassung, Ergebnisse, die an fixierten Zellen erhalten worden sind, 
durch Untersuehungen zu erg~tnzen, die an der lebenden Zelle angestellt 
werden. Dies ist mSglich, wenn man best immte basische Farbstoffe 
auf die Gewebe, beziehungsweise Gewebsbestandteile eines frisch ge- 
tSteten Tieres einwirken Igftt. Diese supra- odes postvitale Fdirbemethocle 
wurde yon uns zuerst zur Darstellung der Membran der lebenden Ery-  
throcyten angewandt t~ 

Technik. Von den Organen einer soeben getSteten Maus wird uuf einem Ob- 
jekttrager in einem Tropfen physiologischer Kochs~lzlSsung ein mSglichst feines 
Zupfpr&parat hergestellt. Dann werden 2--30sen einer frisch filtrierten 0,2--1 proz. 
wgsserigen Nilblausulfat-, Viktoriablau- oder MethylviolettlSsung so hinzugesetzt, 
dal~ der Farbstoff gerade den Kochs~lztropfen yon einer Seite her bertihrt. Deckt 
man mit einem Deckgl~tschen zu, so diffundiert der Farbstoff mit hellblauer 
bzw. hellvioletter Farbe in das Zupfpr&parat hinein. 

Unter  dem Mikroskop kann man dann sofort oder nach wenigen 
Minuten folgendes beobachten. Die Kernmembran t r i t t  sehr deutlieh 
als dicker dun/celblau bzw. dunkelviolett  ge/grbter Kreis hervor. Innerhalb 
des Kernes sieht man bei Vermeidung einer Uberfgrbung 1--2  Kern- 
kSrperehen, ebenfalls mi t  ausgepr~gter Membran. Soweit ganze Zellen 
im Pr~parat  enthalten sind, was besonders oft bei der Milz der Fall ist, 
wird die Zellmembran als eine di~nne hellblaue (hellviolette) Linie sichtbar. 
I m  Protoplasma der Nieren- und Leberzellen sieht man  zahlreiehe, in 
Haufen angeordnete Granula, die eine hellbIaue (hellviolette) Membran- 
[dirbung mit hellem Zentrum erkennen lassen. Die Granula, die etwas 
grSBer als an den fixierten Prgparaten erscheinen, sieht man auch einzeln 
liegen. An den Milzzellen, die keine Granula enthalten, sieht man oft 
schmale und zarte Fs die in radigrer l~iehtung zwisehen Kern- 
und Zellmembran verlaufen. 
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Da die Ergebnisse der SnpravitMfgrbung mit den Befunden an 
fixiertem Material iibereinstimmen, so darf der Nachweis der Zellkern- 
und Nueleolusmembran ~ls sicher erbracht angesehen werden. Ebenso 
mug bezfiglich der Protoplasmagranul~ der Einwand eines Kunst- 
produktes als unzutreffend zurfickgewiesen werden. 

II. Chemischer Bau des Membransystems. 
Wie die im 1. Abschnitt beschriebenen' Fgrbemethoden zeigen, 

lfigt sich das Membransystem (Membran der Zelle, des Kernes, des 
Nneleolus, kollagene Fasern) einerseits mit sauren, andererseits a b e r  
aueh mit basisehen Beizen zur Darstellung bringen. Es wurde dort 
bereits angedeutet, dab Tannin an eine basische Zellsubstanz ansetzt, 
w~hrend die basischen Beizen yon einem sauren Bestandteil dieser 
Zellstrukturen aufgenommen werden 1. Demnach muB also geschlossen 
werden, dab das beschriebene Membransystem mindestens zwei 
Stoffe, einen sauren and einen basischen K6rper enthalten mfisse. 
Mit diesen Feststeltungen ist jedoch die gestellte Aufgabe noch nicht 
erschSpft, vielmehr erscheint es wichtig, die chemische Natur dieser 
beiden KSrper n~her zu charakterisieren. Aufschlug hieriiber geben 
L6sungsversuche nach den Grunds~tzen, die Unna zuerst in seiner Chromo- 
lyse angegeben hat. 

Fiir die L6sungsversnche sind die Pr~parate, die mit Sublimat- 
Eisessig fixiert sind, nicht geeignet. Es k~nn n~mlich mit Recht der 
Einwand geraacht werden, dab die betreffenden Gewebssubstanzen 
durch die vorausgegangene Behandlung mit  dem ziemlieh differenten 
Fixationsmittel, besonders des in ibm enth~ltenen Schwermetalles eine 
wesentliche ~4"nderung ihrer LSslichkeit er/ahren haben. Fiir die Ver- 
suche warden daher in A]kohol und Formalin-Alkohol fixierte und in 
Paraffin eingebettete Pr~parate mit herangezogen. Es ergab sich 
abet der Befund, dag die Fixationsmethode auf die LSsliehkeit der 
in Fmge stehenden Subtsanzen keinen nennenswerten Einflug austibt, 
sodag auch Sublimat-Eisessigpr~tpar~te ebenfMls fiir die Chromolyse 
verwendet werden konnten. Letztere Fixationsmethode hgt n~mlich 
den Vorzug vor den Alkohol oder Form~]in-Alkoholpr~paraten, dab sie 
die Zellstrukturen vie] besser und klarer hervortreten l~Bt. 

Mit Hi]fe der chromolytischen Methodik l~Bt sich nun mit Leichtig- 
keit naehweisen, dab die in Fr~ge stehenden Substanzen keine EiweiB- 
kSrper enthalten, die in HC1 15slich sind. In diesem LSsungsmittel sind 
ns naeh Unna ~ Nueleoproteide, Albumosen und Globuline leieht 
15slieh*. Stellt man also die entpargffinierten Sehnitte - -  naeh 

* Anmerkung bei der Korrektur: Neuerdings bestreitet E. Wermel (Zeitschr. 
f. Zellforsehung u. mikrosk. Anat. 5, 410. 1927), d~B die Hgmate~nfi~rbung der 
Xerne ~uf sauren Lipoiden beruht und bezieht sie vielmehr auf Nucleoproteide. 
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Abb. 16. Niere. )Iit 10% HC1 
vol'behandelt (48 Stunden). Car- 
bolfuchsin-Essigs~ure. Tunica 
propria, Biirstenbesatz und 
Xerne rot. Zellgrenzen und Pro- 
toplasmagranula etwas heller 

gef~rbt. 

Wassersp/ i lung - -  in eine Cuvet te  mi t  10 % tiC1 (HCI cone. 10, Aq. dest .  
90,0) und  l~13t sie da r in  2 4 - - 4 8  S tunden  verweilen,  so s ind  die S t ruk-  
t u r e n  des Membransy t s ems  noch vSllig unve r~nder t  e rhal ten .  Wenig-  
s tens  lassen sich dureh  F~rbever suehe  keine nennenswer ten  Ver~nde- 
rungen  fests te] len:  Sowohl m i t  Hilfe  der  T a n n i n m e t h o d e n  als aueh mi t  
bas ischen Beizen lgBt sich das  1V[embransystem v611ig unver~nder t  naeh-  
weisen, und  niehg nur  durch  diese ad jek t ive ,  sondern  auch dureh  d i rek te  
subs t an t ive  F ~ r b e m e t h o d e n :  Nach  HC1-Vorbehandlung lassen sieh die 
Sehn i t t e  sehr gut  mi t  zahl re iehen bas isehen Fa rben ,  z. B. pol.  Methylen-  
blau,  Carbo lmethy lenb lau ,  Safranin ,  Fuehsin ,  Vik tor iab lau ,  sehr gu t  

fgrben.  Besonders  sehSne Bi lder  l iefern Fueh-  
sin, oder  Carbolfuchsin  mi t  nachfo lgender  Essig- 
s i iuredifferenzierung.  

Technik. Die mit HC1 vorbehandelten Schnitte 
werden griindlich mit Leitungswasser abgespttlt, mit 
Ziehlscher L6sung 2--3 ~lin. gef~rbt, abgespfilt und 
in 2proz. Essigs~ure so lange differenziert (ca. 1/~ 
bis 1/~ 2r bis der Schnitt he]lrot aussieht, abge- 
sptilt, getrocknet, kurz Aceton, Aceton-Xylol, Balsam. 

_Fi~rbungsergebnisse. Leber: DieLeber l~ppehen  
und  d ie  e inzelnen LeberzeI len sind, yon  e iner  
sehmalen  ro ten  Membran  begrenzt ,  sehr deut-  
l ieh zu erkennen.  I m  P r o t o p l a s m a  s ind zahl- 
reiche ro t  gef/~rbte Granu]a  s iehtbar .  Kern-  
m e m b r a n  d u n k e l r o t , K e r n i n h a l t  undNueleol i ro t .  

Niere: Die Zel lgrenzen t r e t en  besonders  in 
den  Tubu l i  rec t i  sehr  deut] ich hervor .  I n  den  Tubu] i  eontor t i  s ind  im 
P r o t o p l a s m a  zahIreiche G r a n u l a  zu sehen. Die Tun ics  p ropr i a  der  
Tubul i ,  die Glomeru luskapse l  sowie die b indegewebige  Auskle idung  der  
Glomerul i  t r e t en  einzeln deut l ich  hervor .  Ke rne  und  N'ucleoli s ind 
unver/~ndert  e rha l t en  (Abb.  16). 

Ebenso  s ind an  den fibrigen Organen al le  Zell- und  K e r n s t r u k t u r e n  
noch gu t  erhal ten .  J edoeh  ha f t en  die  basischen ]~arbstoffe  an  solehen 

Wermel hat jedoch nicht dieselben LSsungsmittel wie ich verwendet. Zur 
L6sung der Nucleoproteide benutzte ich 10% HC1 (24--68 Stunden Einwirkungs- 
dauer). Danach fallen die F~rbungen mit H~malaun und anderen basischen 
Beizen noch positiv aus, w~hrend Wermel mit NaCI und 2%tr. acct. (letzteres 
I6st nut freie Nucleins~ure !) gearbeitet hat. Zur L6sung tier gebundenen Lipoide 
verwende ich, wie frtther an Bakterien, 25% HC1, gelSst in Alkohol abs., und 
nicht 1% tIC1 in 700/o Alkohol, wie Wermel annimmt. Auch mug ich betonen, 
dab wohl ftir Phosphatide nachgewiesen worden ist, dab sic in vitro dieselbe 
Farbenreaktion wie die H/~mateinfarbung der Kerne liefern. Dieser Nachweis 
ist aber bislang ftir Nucleoproteide nicht gefiihrt worden. Beziiglich der Frage, 
ob die Nuclealfarbung, auf der die SchluBfolgerungen Wermels beruhen, fiir 
Thymonucleins~ure spezifisch ist, werde ich an anderez' Stelle noch zuriickkommen. 
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Pr~paraten nicht so fast wie an unvorbehandeltan. Bei F~rbung mit  
Carbolfuahsin mug daher die nachfolgende Essigs~uredifferenzierung 
vorsiahtig und kurz erfolgen, da sonst die Schnitte zu stark entfi~rbt 
warden. Auch nine Nachbehandlung mit  Methylenblau-Tannin ist mSg- 
lich, nur mug j atzt ganz kurz (1--2 Sakunden) mit  verdfinntem Methylan- 
b]au nachgef~rbt warden. (Bei l~ngerer F~rbung ersahainen alle Struk- 
turen fast rein blau.) 

Wesentlich ffir die chemisehe Natur  des sauren KSrpers, der im 
Membransystem enthalten ist und durch basisahe Farbstoffe direkt 
oder adjaktiv durch basischa Baizan und ainen sauren Farbstoff (Me- 
thoden 6 and  7) naahweisbar ist, ist die Tatsache, dab er in HC1-AUcohol 

Igslich ist. W~hrend n~tmlich die mit  t tCI vorbehandelten Sahnitte 
einige Tage mit  25% ttC1-Alkohol nachbehandalt, nehmen sie basi- 
scha Farbstoffa im allgemeinen nicht mehr auf, resp, geben sie beim Ab- 
spiilan winder ab. Auch mit  basischen Beizen ist dann eine F~rbung 
nicht mehr zu erzielen. Dagegan nehmen die Gewebsschnitte begierig 
saure Farbstoffe auf. Nach Tanninbaizung f~rben sin sich auch wieder mit  
bagis~han Farbstoffen. 

Technik. Die entparaffinierten Schnitte werden nach Wasserspiilen 1--2mal 
24 Stunden mit 10proz. Salzs~ure behandelt, grfindlich abgespiilt, an der Luft 
getrocknet und dann ffir die Dauer von 3--4m~1 24 Stunden in eine Cuvctte mit 
25proz. HC1-Alkohol (Ac. tour. conc. 25,0 Alkohol abs. 75,0) gestellt. Nach der 
Herausnahme aus letzterem LSsungsmittel sind die Schnitte, zwar sehr diinn, 
aber noch in roller GrSBe vorhanden. Da sie beim Wasserspfilen leicht abschwim- 
men, empfieh]t es sich, die Objekttrhger an der Luft trocknen zu ]assen, evtl. unter 
Benutzung yon Filtrierpapier, d~D_n werden sie vorsichtig in einer Wasserschale 
gew~ssert und gef~rbt. 

Carbolmethylenblau f~rbt dann fiberhaupt niaht mahr;  ebanso vet- 
halt  sich Safranin. Durah Fuchsin, Methylviolett werdan die Schnitte 
zwar gaf~rbt, geban abar bairn griindlichen Abspfilen den Farbstoff 
wieder vollst~ndig ab. Viktoriab]au f~rbt zwar noch, doch ist es nicht 
mSglieh, die Schnitte in Balsam einzubetten, da sin bai noah so kurzer 
Beriihrung mit  Aaaton vSllig entf~rbt warden. 

Beizt man einen solehan Schnitt 24 Stunden mit  Alaun, so gibt 
H~matein odar S~uresahwarz keine F~rbung mehr. Ebenso versagt die 
H~malaunf~rbung vollst~tndig. Dagegen f~rben sie siah sahr raseh mit  
sauren Farben. Wenn die HC1-Alkoholbehandlung nicht allzulange 
gedauart hut, (z. B. 2 - - 3 m a l  24 Stunden), gibt eine Eosinf~rbung 
(1/a Minute und noch kiirzar) noch al]e Zallstrukturen einschliel~]ich der 
Granula wieder (vgl. Abb. 17). Naeh Tanninbeizung f~rban die Sahnitte 
sieh s mit  basischan Farben, z. B. Methylenblau, Fuchsin, Sa- 
franin usw. 

Diase LSsungs- und F~rbeversuehe lehren also: 1. Der in den er- 

w~ihnten Strukturen - -Membransys tem - -  enthattene saute K6rper ist ein 
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L@oid (UnlSslichkeit in HCI, LSslichkeit in HC1-AlkohoI). 2. Das saure 
Lipoid ist an einen ba~ischen .Kdrper (basische Grundsubstanz) gebunden, 
der sieh mit  sauren Farben naehweisen 1/~l]t. 3. Die Tanninmethoden 
beruhen darau], daft die Beize an die basische Grundsubstanz ansetzt, 
weshalb sie aueh nach L5sung des Lipoids noch eine F~irbung der Schnitte 
ermSgliehen. 4. Die basischen Beizen werden von & m  sauren Lipoid au/- 
genommen, weshalb sie naeh HC1-Alkohol ein negatives Ergebnis liefern. 

Ni t  einigen Worten m6chte ieh noeh auf die Natur  des Lipoids ein- 
gehen. Da es auf Grund der Farbenanalyse saure Eigensehaften besitzen 
muB, so diirfte aller Wahrscheinliehkeit naeh es sich um Phosphatide 
handeln. Der einfachste Prototyp dieser Lipoide - -  das Lecithin - -  zeigt 
wenigstens f~irberisch dieselben Eigenscha/ten, niimlich leichte Fiirbbar]ceit 
mit zahlreichen basischen Farbsto//en, bzw. nach Behandlung mit basischen 
Beizen mit gewissen sauren Farben (H~matein usw.) 9. Abgesehen yon den 

sauren Eigenschaften sind die in Frage stehenden 
Lipoide noch dadureh charakterisiert,  dab sie in 
der tierisehen Zelle, iibrigens aueh in der Bak- 
terienzel]e, in gcbundener Form - -  als Proteo- 
phosphatide - -  enthalten sind. Dafiir spricht 
vor allem die Tatsaehe, dag sie in Alkohol allein 

Abb. 17. Niere. Nit 10% unlSslieh sind nnd dab zu ihrer LSsung auger- 
:gCl (48 Stunden), dann  mit  
25% ltC1.-Alkohol (72 Stun- dem noeh eine starke Minerals/iure, wie Salz- 
den) vorbehandelter Sehnitt.  s/~ure, nStig ist, die die Abspaltung yon den 
Eosinf~Ibung. Vergr. wie 
Abb. 1. Alle Zellbestandteile EiweiBk6rpern wahrseheinlieh bewirkt. Dureh 
(Zellgrenzen, Kerne. Granula ihre Bindung an EiweiBsubstanzen der Ze]le 
usw.) noch erhalten und  gut  

gefarbt, unterscheiden sieh die Membranlipoide in wesent- 
lieher Beziehung yon/~hnlichen Substanzen, die 

in der Zelie in freier Form enthalten sind, wie z. B. die Neutralfette, 
und die hauptsgehlieh neutralen Lipoide der Nebenniere (Cholesterin und 
Cholesterinester), die daher dutch Alkohol allein oder ~ihnlieheLSsungsmit- 
tel aus der Zelle entfernt werden. Da die Phosphatite in neuerer Zeit mi t  
Recht a]s ein unentbehrlicher Bestandteil der Zellen des lebenden Organis- 
lnus angesehen werden, so ist es wohl verstgndlieh, dab sie nieht in freier 
Form enthalten sind, da sie sonst die Iebende Zelle leiehter durch guBere 
Einfliisse verlassen und dadureh zu den sehwersten St6rungen fiir die 
Fortsetzung des Lebens und eines ungest6rten Ablaufes ihrer Funk- 
tionen fiihren wiirden. 

v. Tellyesnicz~y ~1 gibt vor kurzem seinem Erstaunen lebhaften 
Ausdruck, dab man die fett~ihnlichen Stoffe, die in der lebenden 
Zelle enthalten sind, keineswegs erkennen kann, t rotzdem sie sieh ~dureh 
andere, st~rkere Brechungsverh/iltnisse yon den EiweiBstoffen unter- 
schieden. Das ist aber jetzt durchaus erklgrlich, da sie ja nieht frei, 
sondern an Eiweil~ gebunden sind. Sehr leicht lassen sie sich abet sieht- 
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bar maehen und dureh Sudan I I I  naehweisen, wenn man die Gewebe 
nach E. K .  Wol/] 1~ einer sterilen Autolyse unterwirft, wobei wohl durch 
fermentative Wirkungen eine Abspaltung der Lipoide yon den EiweilL 
stoffen erfolgt. Die Verteilung der gebundenen Lipoide auf die einzelnen 
Teile der tierischen Zelle wird durch das nachstehende Schema ver- 
ansehaulioht (Abb. 18). 

Es muB aber ausdrficklich hervorgehoben werden, dab die durch die 
farbenanalytischen Untersuchungen nachweisbaren gebundenen Zell- 
lipoide zwar das gemeinsam haben, dab sie der grol~en Gruppe der sauren 
Lipoide (wohl Phosphatide) angehSren, im Gegensatz z. B. zu den 
Cholesterinestern (neutrale Lipoide) 
und dem Cholesterin - -  ein sekun- 
dgrer Alkohol-- ,  die basische Farb- 
stoffe iiberhaupt nicht aufnehmen. 

Dagegen dfirften sie sich von- 
einander dem Grade, vielleieht 
aueh der Art  nach weitgehend 
unterseheiden. Auf die Unter- 
schiede weist ihr Verhalten gegen- 
fiber den versehiedenen fgrberisehen 

Darstellungsmethoden (basisehe 
Farbstoffe, basisehe Beizen) deut- 
lioh bin. So werden bei der Carbol- 

fuchsinfgrbung durch nachfolgende Abb. 18. Verteilung der sauren Lipoide (Phos- 

Essigsguredifferenzierung dieLipoide phatide) in der tierischen Zelle (schematisch). 

der Zellmembran v/Sl]ig entfgrbt, ~ = b a s i s c h e  Grundsubstanz; 
nicht aber die Kern-Nueleoluslipoide , = saute Lipoide 
sowie die Lipoide der Protoplasma- (Phosphatide). 

granula. Aueh gegenfiber der ~ramschen Fgrbung, die ebenfalIs auf 
Lipoiden beruht, verhalten sieh die einzelnen Zellipoide versehieden*. 

Zum Schlul~ m6ehte ieh noch auf die bemerkenswerte Tatsaehe hin- 
weisen, dab diese!ben l~&'bemethoden an Balcterien und tierischen Zellen 
zu gleichen morphologischen Ergebnissen ffihren. So stellen z. B. die 
Carbo]fuehsin-Essigsgure-Tannin-Methy]enb]au-, bzw. Carb01methylen- 
blau-Tannin-Fuehsin-Methoden an den tierischen Zellen den Kern  in 
roter, bzw. b]auer Farbe und die Zellmembran in blauer, bzw. roter Farbe 
dar. Dieselben Methoden liefern bei den Balcterien ein rotes, bzw. blaues 
Makrogranulum, wghrend ihre ~iufieren Membranen - -  E]ctoplasma - -  

in blauer, bzw. toter Farbe erseheinen. Diese Tatsaehe bestgtigt nieht 
nur unsere friihere Auffassung 9, dab das Makrogranulum als der , ,Kern"  
der Bakterien anzusehen ist, sondern zeigt auch reeht deutlieh, dab 
wesentliche Unterschiede zwischen dem Bau  der Ba~terien- und der tieri- 
schen Zelle nicht bestehen. 
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