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Wiahrend in der Bakteriologie hauptsichlich basische Farbstoffe
verwendet werden, die die Bakterien direkt (substantiv) anzufirben ge-
statten, spielen in der Histologie und Histopathologie sog. adjektive
Farbungen eine ziemlich wichtige Rolle. Bei dem letzteren Verfahren
werden die basophilen Zellkernsubstanzen mit einem sauren Farbstoff
sichtbar gemacht, und zwar dadurch, dafl zwischen die basophile Kern-
substanz und den sauren Farbstoff eine basische Beize als Bindeglied
zwischengeschaltet wird. Als Prototyp einer solchen Beizenfirbung
sind die Hdmatoxylinfdrbungen anzusehen, bei denen mittels einer ba-
sischen Beize (Alaun, Eisenchlorid, Cu-Verbindungen usw.) saure Kern-
bestandteile (saure Lipoide) mit dem sauren Hamatein gefdrbt
werden?.
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Dagegen sind bis jetzt saure Beizen zur Darstellung von Zell- und
Gewebsstrukturen nur sehr selten verwendet worden. Nun haben wir in
neuerer Zeit mit Erfolg zum Nachweis des Ektoplasmas der Bakterien
eine saure Beize, das Tannin (ac. tannicum) herangezogen? 3). Nach
Beizung der Bakterienausstriche mit 5- resp. 30 proz. Tannin und Nach-
farbung mit einem basischen Farbstoff konnte das Ektoplasma der
grampositiven, bzw. gramnegativen Bakterien isoliert sichtbar gemacht
werden. Die Tanninmethode hat sich deswegen als sehr wertvoll erwiesen,
weil sie es ermoglicht hat, Zwei- und Mehrfarbenbilder der Bakterien
herzustellen, und auch einen bequemen Nachweis des Kernes lieferf. Es
lag nun sehr nahe, die Tanninmethoden auf ihre Brauchbarkeit zur Dar-
stellung von Zell- und Gewebsstrukturen zu untersuchen. Breits 1924
konnten wir feststellen, daB ebenso wie bei Bakterien auch bei tierischen
Zellen durch die Tanninmethode die oberflichlichen Hiillen derselben
isoliert gefirbt werden, ndmlick Membran der Zelle, des Kernes und
gewisser Protoplasmagranula, die von mir als das Membransystem der
tierischen Zelle zusammengefaBten Gebilde. — Uber den Nachweis und
mikrochemischen Bau des Membransystems habe ich in einem Vortrag
vor der Pathologischen Gesellschaft in Berlin im Dezember 1924 kurz
berichtet?.

Das Tannin ist in der histologischen Technik mehrfach verwendet worden,
aber fast ausschlieBlich als Nachbeize, d. h. nach vorangegangener Farbung mit
basischen Farbstoffen. So beizt Laveran® Methylenblaupraparate, Harris®
Toluidinblaupriparate mit Tannin nach. Unna® behandelt histologische Pripa-
rate, die mit polychromem Methylenblau oder Carbolfuchsin vorgeféarbt sind, mit
konzentriertem Tannin nach. Bei diesen Methoden wirkt das Tannin, wie Unna
bereits hervorgehoben hat und wir durchaus bestatigen kénnen, teils auf Grund
seiner Saureeigenschaften (ac. tannicum) als Differenzierungsmittel, indem es
einen Teil des aufgenommenen basischen Farbstoffes weglést, und teils als Fixations-
mittel, indem es an einigen Zellteilen den Farbstoff fixiert. In derselben Weise
benutzt K. Herxheimer (Berlin. klin. Wochenschr. 1915, Nr. 40) das Tannin, mit
dem er nach Giemsa 24—48 Stunden lang gefirbte Schnitte !/, Stunde nach-
behandelt.

Wesentlich anders jedoch wirkt das Tannin, wennes, wie bei meinen
Methoden als Vorbeize verwendet wird. Da es sich hierbei um eine saure
Vorbeize handelt, kommt nur eine Nachfarbung mit basischen Farb-
stoffen in Frage. Das Wesen dieser Farbemethoden beruht, wie ich an
anderer Stelle nachgewiesen habe?, darauf, dafl das Tannin mit ba-
sischen Zellbestandteilen einerseits und einem basischen Farbstoff
andererseits eine T'ripelverbindung eingeht.

Soweit ich die Literatur iibersehe; hat nur Rewitz® die Tanninbeizung der
eigentlichen Farbung vorausgeschickt. Die Rawifzsche Methode — 24stiindige
Beizung mit 20% Tannin, Nachbehandlung mit 1—2/,proz. Brechweinstein
mehrere Stunden, Farbung mit Fuchsin oder Methylenviolett — die dem in der
Technik der Baumwollfarberei iiblichen Verfahren nachgebildet ist, fairbt nur den
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Zelleib. Abgesehen von der vollig anderen Technik, insbesondere der der Far-
bung vorausgehenden Brechweinsteinbehandlung bei der Rawitzschen Methode,
liefern die hier zu beschreibenden Farbungen ganz abweichende Ergebnisse,
niamlich die dsolierfe Farbung des Membransystems der tierischen Zelle. Ubri-
gens mochte ich hier nebenbei bemerken, das-sich mir die Verwendung des
Brechweinsteins, die ich obhne Kenntnis der Literatur versucht habe, nicht be-
wahrt hat. Im allgemeinen haben aber die Autoren der Tanninbehandlung keine
Farbung mehr folgen lassen. Nur Unna® setzt dem Tannin seure Farbstoffe
(Wasserblau, Pikrinsdure usw.) zu. Hierbei nehmen gewisse Zellbestandteile die
sauren Farbstoffe direkt auf, da das ebenfalls saure Tannin fiir solche Farbstoffe
als Beize nicht in Frage kommen kann. Die Ansicht von Unna (Chromolysé 1. ¢.),
daBl bei Firbung der Gewebe mit Tannin - sauren Farbstoffen diese beiden
Korper gleichzeitig von gewissen Zellbestandteilen, z. B. der Grundsubstanz der
gewohnlichen Kerne, aufgenommen werden, entspricht unserer Meinung nach
nicht den Tatsachen. Jedenfalls hat Unna keinen Beweis dafir erbracht, daf
die den sauren Farbstoff aufnehmenden Gewebsbestandteile auch das Tannin
fixieren.

I. Darstellung des Membransystems mittels Tannins.

Technische Vorbemerkungen. Die besten Farbeergebnisse liefert eine Fixation
des Gewebes mit Sublimat-Eisessig. Fir die mikrochemischen Untersuchungen
(Abschnitt I11) wurde aulerdem mit Formol-Alkohol oder Alkohol allein fixiertes
Material herangezogen. Paraffineinbettung. Die Schnitte miissen méglichst dinn,
etwa 3-—b5 ¢, jedenfalls nicht iiber 5—8 # dick sein. In der Hauptsache wurden
die Organe (Leber, Lunge, Niere, Milz, Gehirn) von frischgettteten Miusen unter-
sucht. Vergleichsweise wurden auch Meerschweinchenorgane und Leichenmaterial
vom Menschen (Formalin-Alkohol) zur Fiarbung benutzt. Die entparaffinierten
Schnitte (Xylol-Alkoholreihe) wurden griindlich mit Wasser abgespiilt, den ein-
zelnen Farbungen unterworfen und dann nochmals gewéssert. Die Priparate
wurden sodann sorgfiltig mit Filtrierpapier getrocknet, kurz tiber Aceton (!/, bis
1 Min.) iiber Aceton-Xylol (3—5 Min.) Xylol, (5—10 Min.) in Balsam gebracht.
Die verschiedenen Farbstoffe wurden, falls nichts anderes bemerkt ist in 1proz.
wisseriger Losung verwendet. Zur Vermeidung von Niederschidgen empfiehit es
sich, die Farblosung vor der eigentlichen Farbung zu filtrieren.

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

Technik. Die entparaffinierten Schnitte werden griindlich mit Wasser ab-
gespiilt, mit einer filtrierten 5proz. Tanninlésung 3—5 Min. bei gewdhnlicher
Temperatur behandelt, grindlich abgespiilt und mit Fuchsin ca. */,—I1—2 Min.
nachgefarbt und abgespult. Statt mit Fuchsin kann auch mit Methylenblan,
Safranin oder anderen basischen Farbstoffen gefarbt werden. Aceton (1/,—2 Min.),
Aceton-Xylol (2—5 Min.), Xylol, Balsam.

Firbungsergebnisse: Leber. Die Zellgrenzen der Leberlippchen treten
sehr klar und scharf als schmale rote Striinge hervor. Kernmembran
ist ebenfalls rot gefirbt. Innerhalb des Kernes erscheinen rétlich ge-
farbte Faserchen und die Membran des Nucleolus. Die Erythrocyten
sind hamoglobingelb, oft von einer schmalen ritlichen Membran um-
geben. Der Zelleib ist von feinen roten Fiserchen, meist in ra-
diirer Richtung durchzogen, zwischen denen verschieden zahlreich



Abb, 1. Leber (Maus).
Tannin-Fuchsin. ,,01-

immersion, Okular 4
(Leitz). Zell-, Kern-
und Nucleolusmembran

sind hellrot gefirbt. Im
Protoplasma zahlreiche
Granula mit diinner
Membranfarbung. Zwi-
schen denGranula feine,
meist radidr angeord-
nete Faserchen, zwi-
schen Zell- und Xern-
membran verlaufend.

M. Gutstein:

Granula sichtbar werden, die eine rotliche duBere
Umgrenzung und ein helles Zentrum erkennen lassen
(Abb. 1)%, '
Milz. Schmale rote Kernmembran, der Nucleolus
ist zum Teil ganz rot gefirbt, zum Teil zeigt ér eben-
falls eine Membranfarbung. Die Trabekel und feinsten
Retikulumfasern treten duBerst klar und scharf her-
vor. An Zellen mit etwas breiterem Protoplasma sind
auch die Zellmembranen deutlich zu erkennen.
Niere. Die Tunica propria wird als schmale
rote Linie sichtbar. Kern- und Nucleclusmembran
hellrot. Im Protoplasma zahlreiche rote Granula und
zur Zellwand senkrecht verlaufende feine Faserchen.
An den Querschnitten der gewundenen Harnkan#l-
chen ist der Biirstenbesatz als breite Linie zu sehen.

Abb. 2. Lunge. Mikrophotogramm. Zeiss-Imm., 3 mm, ¢ Ap.-Komp., Okular 6, Tannin-Methylen-

blau., Die Alveolarsepten und Capillarwiande treten duBerst ausgepragt hervor,

Die Alveolarepithe-

lien zeigen eine blaue Farbung der Kern- und Zellmembran. Erythrocyten gelblich mit blauer Mem-
bran, oft einen runden ungefarbten ,, Innenkorper enthaltend.

Lunge. Die Alveolarsepten treten duBerst klar hervor, Kern- und
Zellmembran der Alveolarepithelien sind rot gefirbt, Erythrocyten gelb,
oft von einer Membran urgeben. Der Kerninkalt ist ungefarbt (Abb. 2).

* Aus technischen Griinden wurden diese und die nichsten Abbildungen
ganz oder teilweise schwarz wiedergegeben.
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Die beschriebene Tanninmethode ist' deswegen von besonderer Be-
deutung, weil sie die Wirkung der sauren Beize auf die histologischen
Priparate anschaulich vor Augen filhrt: firbt man nimlich einen un-
vorbehandelten Gewebsschnitt mit einem basischen Farbstoff, so er-
hilt man eine starke Farbung der Zellkerne, einschlieflich des Kern-
inhalts, und eine schwichere des Protoplasmas; nach vorausgegangener
Beizung mit Tannin liefert derselbe basische Farbstoff dagegen nur eine
Hiillenfirbung, nadmlich die Membranen des Kernes, Nucleolus und der
Zelle, sowie der Protoplasmagranula. Daneben werden auch simtliche
Bindegewebsfasern dargestellt, 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 Negativ zu den iiblichen Kernfirbungen mit basischen
Farbstoffen verhélt. Im iibrigen hat sie aber keinen groBen praktischen
Wert, da sie wenig iibersichtliche Bilder ermdoglicht. Wesentlich
schénere Krgebnisse erhélt man dagegen mittels Doppelfirbungen. Hier-
bei kann der eigentlichen Tanninbeizung (und Nachfirbung mit einem
basischen Farbstoff) eine Vorfarbung mit einem sawren oder basischen
Farbstoff vorausgeschickt werden. Die kontrastreichsten Bilder liefern
die Methoden, die basische Farbstoffe zur Vorfarbung benutzen.

Doppelfirbungen.
&) Vorfirbung mit sauren Farbstoffen.
2. Eosin-Soda- Tannin- Methylenblawmethode.

Technik. Die Schnitte werden mit Eosin ca. 2—5 Min. gefarbt, abgespiilt,
mit 2proz. Sodalésung ca. 1—2 Min. differenziert, grimdlich abgespiilt, dann
mit 5 proz. Tannin 5 Min. nachgebeizt, griindlich gewéssert und kurz mit Methylen-
blau (*/;—1 Min.) nachgefrbt, abgespiilt und getrocknet. Aceton, Aceton-Xylol,
Xylol, Balsam.

Firbungsergebnisse. Leber: Protoplasmagranula rétlich, ebenso Nu-
cleolus und Kernfasern. Kern- und Zellmembran blau, Erythrocyten
gelblichrosa, oft von einer blaulichen #uBeren Umgrenzungslinie um-
geben (Abb. 3).

Niere: Kerninhalt und Nucleoli rétlich, Kern- und Zellmembran
blau, Tunica propria und Biirstenbesatz ~dunkelblau. Im Zelleib
besonders der gewundenen Harnkanilchen zahlreiche rétliche Granula
mit schwachbldulicher duBerer Begrenzungslinie (Abb. 4).

Milz:  Zellkerne und Nucleoli rosa, Zellmembranen blau, ebenso
treten die Reticulumfasern als feines blauliches Geflecht hervor.

Statt des Fosins oder Erythrosins kénnen auch andere saure Farben
zur Vorfirbung der Schnitte benutzt werden, und zwar indem z. B.
zuerst mit griinen oder blauen sauren Farbstoffen vorgefirbt wird und,

* Die elastischen Fasern nehmen, wie ich mit meinem Mitarbeiter Blumen-
saat festgestellt habe, das Tannin nicht auf.
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nach Tanninbeizung, mit roten basischen Farbstoffen — Fuchsin,
Safranin, Pyronin — nachbehandelt wird. Von besonderem Interesse
ist jedoch nur die nachstehende:

Abb. 3. Leber. Eosifi- Soda-Tannin-Metlhiylenblau. Abb. 4. Niere (Maus). Eosin-8oda-Tannin-
Vergr. wie Abb. 1, Leber- und Sternzellen sind von Methylenblau. Vergr., wie Abb. 1. Tunica
einander durch eine ziemlich schmale blaue Membran propria und Birstenbesatz der gewun-
getrennt. Kernmembran und Vena centralis sind eben- denen Harnkanilchen blau; Zellwinde
falls blau gefirbt. Im Protoplasma zahireiche rétliche cbenso gefirbt. Kernmembran rotlich-
runde Granula, oft mit ausgeprigter Membranfirbung, violett. Im Protoplasma rotliche Granuba
zwischen den Granula bliuliche, radiir verlaufende mit blaulicher Randfirbung.
Fiserchen.

3. Wasserblau-Soda-Tannin-Safraninmethode.

Die besondere Bedeutung dieser Methode beruht darauf, daB sie
neben den Kernen auch die elastischen Fasern in blauer Farbe darstellt,
wihrend die kollagenen in der

Kontrastfarbe ~— rot — erscheinen. F - >

/{

o e, ©
Abb. 5. Niere. Wasserblau-Soda-Tan- Abb. 6. Lunge. Wasserblau-Soda-Tannin-Safranin. Vergr.
nin-Safranin. Vergr. wie Abb. 1. Pro- wie Abb. 1. Xerne der Alveolarepithelien (ebenso GefaB-

toplasmagranula und Nucleoli hellblau. elastica) sind dunkelblau. Die elastischen Fasern der Al-
Kernmembran und Zellgrenzen sind veolen werden in ihren feinsten Ausliufern in blauer Farbe
bléulichrot gefarbt. sichtbar. Alveolarsepten und Capillaren sind rot gefarbt.

Techmik: Die Schnitte werden 3—5 Min. mit Wasserblau (Kahlbaum) gefarbt,
abgespiilt, mit 2proz. Sodalésung solange differenziert, bis sie vollig entfirbt
sind (ca. /,—2 Min.), grimdlich abgespiilt, mit 5proz. Tannin einige Minuten
(2—3) gebeizt, wobei die Schnitte wieder die blaue Farbe annehmen, abgespiilt
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und mit Safranin 1/,—/, Min. nachgefarbt, abgespult und getrocknet, kurz Aceton,
Aceton-Xylol, Xylol, Balsam.

Farbungsergebnisse. Leber: Nucleolus und Protoplasmagranula
blau, Kernmembran blaulichrot, Zellmembran rot.

Niere: Protoplasmagranula und Kerninhalt bliulich, Kern- und
Zellmembranen sind blaulichrot (Abb. 5).

Lunge: Kerne dunkelblau, Gefdflelastica ebenso gefarbt, die elasti-
schen Fasern der Alveolen sind hellblau und werden in den feinsten
Ausldufern sichtbar. Das Bindegewebe in den Auskleidungen der Al-
veolarsepten ist rot (Abb. 6).

Milz: Zellkerne blan, Reticulumfasern rot, Elastica blau.

Viel elegantere und kontrastreichere Bilder erhalt man durch Vor-
fairbung der Schnitte mit den Kernfarbstoffen par excellence, némlich
basischen Farben. Die nachstehenden Methoden sind auch aus dem
Grunde ziemlich wertvoll, weil man zur Herstellung der Prdparate nur
wenige Minuten benétigt.

4. Karbolmethylenblow-Tannin- Fuchsinmethode.

B) Vorfirbung mit basischen Farbstoffen.

Technik. Die entparaffinierten Schnitte werden 3—5 Min. mit Carbolmethylen-
blau (1proz. Methylenblau, 5proz. Carbolwasser aa) gefirbt, abgespiilt mit 5proz.
Tannin 2—5 Min. gebeizt — die Schnitte
erscheinen jetzt hellblan gefarbt—, griind-
lich abgespitlt und mit Fuchsin ca. 1/, bis
1 Min. nachgefirbt. Statt des Fuchsins
kann man zweckméBigerweise Safranin
verwenden, falls das Zwischengewebenicht
go stark hervortreten soll. Kurz Aceton,
Aceton-Xylol, Xylol, Balsam. In Formalin
fixierte Schnitte halten die basischen Farb-
stoffe starker fest, deshalb ist es not- C
wendig, die Priparate nach der Carbol- ba
methylenblaufarbung wenige Sekunden
mit 2proz. Hssigsiure zu differenzieren,
bis sie hellblau aussehen. Die weitere Far-
bung geschieht dann in gleicher Weise

)

00,

o

wie bei Sublimat-Eisessig-Praparaten.

Firbungsergebnisse. Leber: Die
Membranen der Zellen und Leber-
laippchen sowie die Gefallwinde sind
rot gefiarbt. Kernmembranen und
Nucleoli sind blau, Sternzellen dun-
kelblau bis violett. Im Protoplasma

Abb. 7. Leber. Carboltoluidinblau-Tannin-
Fuchsin. Vergr. wie Abb. 1. Erythrocyten
griinlich. Die Leberzellengrenzen und die Mem-
brane der Slernzellen sind rot gefﬁ,rb(s. Im
Protoplasma zahlreiche runde Granula mit
blauer Randfirbung und hellem Zentrum,
Kerne der Leberzellen dunkelblau, der Stern-
zellen violett. Rotliche radiir verlaufende Fi-
serchen zwischen Zellmembran und XKern-

sind zahlreiche Granula mit blaulicher Membran und ungefirbtem

Zentrum sichtbar.

Zwischen Kern- und Zellmembran verlaufen in

radidrer Richtung feine rétliche Faserchen. Die Erythrocyten sind blau
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Abb. 8. Niere. Carbolmethylenblau-Tannin-Fuchsin, Mikrophotogramm. Zeiss £ mm. 0,95, OKk. 86,
Tunica propria und Biirstenbesatz treten in roter Farbe hervor. Kerne blau.

Abb, 9. Milz. Carbol-
methylenblau - Tan-
pin-¥uchsin. Vergr.
wie Abb. 1. Die Xerns
und Nucleoli sind
blau. Die Zellgrenzen
treten sehr scharf als
rote kreisformige od.
ovale Figuren hervor.
Zwischen den einzel-
nen Zellen sind rote
feine Faserchen zu
sehen.

gefarbt, zeigen aber oft nur ein kleines rundes blaues
Korperchen, wihrend der Rest der Zelle ungefirbt
ist (vgl. Abb. 7).

Nieré: Kernmembran und Nucleoli sind blau. ge-
tarbt. Die Tunica propria und Birstenbesatz treten
sehr klar und in roter Farbe hervor (Abb. 8).

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

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

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

erscheinen rot gefirbt.

Am Zentralnervensystem liefert diese Farbemethode sehr Ilehrreiche und
iibersichtliche Bilder, die denjenigen sehr &hnlich sind, die man mit der Giemsa-
Losung erhilt. Gegeniiber der Giemsa-Methode besitzt sie jedoch den Vorzug,
daB man zur Herstellung der Praparate nur wenige Minnten benotigt und dal
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auBerdem die Farblosungen, die verwendet werden, viel billiger sind, ein Moment,
daB besonders fiir Massenfdrbungen sehr ins Gewicht fallt.

4a. Carbolioluidinblaw- Tannin-Fuchsinmethode.

Fiarbt man die histologischen Préparate statt mit Carbolmethylen-
blan mit Carboltoluidinblau vor, so erhélt man ein Dreifarbenbild,
nidmlich blaue Kerne, rote Zellmembronen vnd grinliche Erythrocyten.

Technik: Wie bei Methode 4, nur mit dem Unterschied, daf mit
Carboltoluidinblau (Toluidinblau 1,0 g, 5% Carbolwasser 100,0) vor-
gefarbt wird (3—5 Minuten).

4. Carbolfuchsin-Essigsiure-Tannin- Methylenblaumethode.

Technik: Die entparaffinierten Schnitte werden mit Ziehlscher Lésung 2 bis
3 Min. gefarbt, griindlich abgespiilt, mit 2proz. Essigséiure solange differenziert,
bis sie hellrot erscheinen (ca. 1,1 Min., bei
Formalinpriparaten etwas linger). Nach ’
Wasserspiilung werden die Préparate mit f il |
5proz. Tannin ca. 1—2 Min. gebeizt, griind- bt
lich mit Wasser abgespiilt und ca. 1 Min. mit
wiasseriger Methylenblaulésung 1 :3—400

Abb. 10. TLeber. Carbolfuchsin-Essigsiure-Tannin-
Methylenblan, Vergr. wie Abb. 1. Die Membran der :
Leber- und Sternzellen ist blan, die Kerne rot, bzw., Abb. 11. Myokard. Carbolfuchsin-Essig-
dunkelrot. Im Protoplasma der Leberzellen zahlreiche sdure-Tannin-Methylenblau. Vergr. wie
rote Granula mit ausgeprigter Membranfarbung, zwi- Abb. 1. Zellkerne dunkelrot, Muskelfi-
schen den Granula radisr verlaufende bliuliche Faser- brillen rétlich. Das Sarkoleum ist blau,
chen. Das rote Blutkorperchen zeigt ein rundes ebenso  Zellmembranen. Zwischen den

Korperchen (Innenkérper). Fibrillen zahlreiche rotliche Granula.

geftirbt, abgespiilt und getrocknet. Aceton, Aceton-Xylol, Xylol, Balsam.

Férbungsergebnisse. Leber: Die Sternzellenkernesind dunkelrot gefirbt,
ebenso die Erythrocyten. Oft zeigen die roten Bluthorperchen: nur ein
Kleines rundes, zentral oder etwas exzentrisch gelegenes Kirperchen, wihrend
der Rest der Zelle ungefirbt ist bzw. nur eine rotliche Membranfarbung
erkennen 148t (vgl. Quistein und Wallbach, Uber den Bau der Erythro-
cyten IT. Virchows Arch., 263). Kerninhalt und Nucleoli sind hellrot.
Die Kernmembran ist rotlich bis rotlichblau, die Zellmembranen blau.
Im Protoplasma sind zahlreiche rotliche Granula sichtbar, zwischen
denen feine bliuliche Fiaserchen verlaufen (Abb. 10).
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Myocard: Die Zellkerne und Erythrocyten sind rot gefirbt. Die
Muskelfibrillen sind hellrot, das Sarkolemm dagegen blau. Zwischen den
Fibrillen befinden sich zahlreiche runde rote Granula, die meist in
langlicher Anordnung, parallel zu den Fibrillen (Abb. 11), verlaufen.

Lunge: Kerne sind rot, Zellmembranen, Alveolarsepten und sonstige
bindegewebigen Fasern sind dunkelblau gefiarbt. Die Erythrocyten
zeigen oft ein rundes Granulum -— ,Innenkérper” — und eine Mem-
branfirbung, wihrend der Rest der Zellen ungefirbt ist (Abb. 12).

Abb, 12. Lunge. Carbolfuchsin-Essigsiure-Tannin-Methylenblau. Mikrophotogramm. Vergr.

wie Abb. 2. Die Kerne sind rot, die Zellmembranen, Alveolarsepten und Capillarwinde blau gefirbt.

Im rechten Teil des Gesichtsfeldes mehrere Erythrocyten mit rotem ,,Innenkérper und blaulicher
Membran, wihrend der Rest die Hamoglobinzone — ungefirbt ist.

Niere: Die Tunica propria und Biirstenbesatz sind blau, Kern-
inhalt und Nucleoli hellrot, wihrend die Kernmembran bliulich er-
scheint. Tm Zellprotoplasma, zwischen Kern- und Zellmembran, sind
blaunliche Fiserchen sichtbar. .

Milz: FErythrocyten dunkelrot, Zellkerne rétlich, mit blaulicher
Membran, wahrend die Zellmembranen und die feingten Reticulum-
fasern dunkelblau gefdrbt sind.

Gehirn: Kerne rot, meistens blauliche Membran. Sémtliche Nerven-
fasern treten in blauer Farbe sehr klar hervor.

B. Darstellung des Membransystems mittels basischer Beizen.
Wie eingangs auseinandergesetzt worden ist, beruhen die Tannin-
firbmethoden auf der Bildung der Tripelverbindung: basische Grund-
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substanz (des Gewebes) — Tannin — basischer Farbstoff. Farbt man die
Gewebsschnitte unter Verwendung basischer Beizen (Alaun, Eisenchlorid
usw.), so entstehen ebenfalls, wie an anderer Stelle nachgewiesen worden
istl, gefarbte Tripelverbindungen. Der Unterschied gegeniiber -dem
Tannin besteht nur darin, daf die basischen Beizen von sauren Gewebs-
bestandieilen aufgenommen werden und gleichzeitiy mit gewissen souren
Farbstoffen schwerlosliche Verbindungen, sog. Lacke, bilden. Ferner
konnte nachgewiesen werden, dafi die basischen Beizen, z. B. bei den
itblichen Héamateinfarbungen, einen chemisch genau definierbaren
Korper, namlich ein saures Lipoid (Phosphatid) darstellen, das in den
gefarbten Zellstrukturen an Eiweil gebunden — als Proteophosphatid
— enthalten ist. In dem néchsten Abschnitt werden wir darauf noch
zuriickkommen. :

Wiihrend bei den in der Histologie wblichen Hiimalaun- oder &hn-
lichen Farbungen Beize und Farbstoff in der Farbflotte enthalten
sind und gleichzeitig zur Einwirkung gelangen, sind die nachstehenden
Firbemethoden durch die aufeinanderfolgende Behandlung der Gewebs-
schnitte mit Beize und Farbstoff charakterisiert, d. h., daB zuerst die
basische Beize auf die Priparate einwirkt, und erst hinterher die Fiarbung
mit einemn geeigneten sauren Farbstoff vorgenommen wird. Die beiden
soeben genannten Methoden liefern deswegen ganz verschiedene Ergeb-
nisse, weil bei der gleichzeitigen Farbung — Beize + Farbstoff — die
in der Farbflotte enthaltene Beize gleichzeitig als Differenzierungsmittel
wirkt. Das Ergebnis einer solchen Firbung ist dann eine isolierte —
,reine’” — Kernfirbung. Laft man hingegen Beize und Farbstoff hinter-
einander einwirken, so werden simtliche Zellbestandteile gefarbt, die
zuvor die Beize aufgenommen haben.

6. Alaun-Sdureschwarzmethode.

Technik: Die entparaffinierten Schnitte werden 2—24 Stunden in einer ge-
sittigten Alaunldsung gebeizt, abgespiilt und dann 15 Min. mit Sdureschwarz
(Kahlbauwm) gefarbt, abgespiilt, getrocknet, Aceton, Aceton-Xylol, Xylol, Balsam.
Die Praparate konnen tibrigens auch itber die Alkoholreihe in Balsam gebracht
werden, da die Firbungen sehr alkoholfest sind.

Farbungsergebnisse: Leber: Kern und Nucleoli grauschwarz, Stern-
zellen dunkler gefirbt, die Zellmembranen sind grau, ebenso feine Fi-
serchen, die zwischen Zell- und Kernmembran verlaufen. Im Zell-
protoplasma sind auBerdem zahlreiche runde grauschwarze Granula
sichtbar. Die Erythrocyten sind oft melachromatisch gelblichbraun
gefarbt (vgl. Abbildung in [1)).

Niere: Kern und Nucleoli blauschwarz, Granula besonders in den
Zellen der gewundenen Harnkanilchen blaugrau. Die Tunica propria
und Basalmembran treten deutlich hervor (Abb. 13).
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7. Alaun-Hdmateinmethode.

Technik: Die entparaffinierten Schnitte werden 24 Stunden in gesittigter
Alaunlésung gebeizt, abgespiilt und mit einer wisserig-alkoholischen Hamatein-
losung (Hamatem 1,0, Spiritus 10,0, Aq. dest. 90,0) ca. 10—15 Min. gefarbt
griindlich in Leitungswasser gewéssert, Alkoholreihe, Xylol, Balsam.

Firbungsergebnisse. Leber: Kerne der Leberzellen blau bis blaulich-
violett, Sternzellen etwas dunkler gefarbt, Granula hellblau, Zellmem-
branen grau gefirbt.

Statt der Vorbeizung mit Alaun kann man, wie wir gefunden haben,
sich des Himalauns bedienen (P. Mayer), das ja ebenfalls reichlich Alaun
enthilt.

Technik: Gewebsschnitte werden ca. 10-—15 Min. mit Hamalaun gefarbt,
abgespiilt und dann 10 Min. mit der erwahnten wésserigen alkoholischen Himatein-
I6sung nachgefirbt, in Leitungswasser gewdssert usw.

Abb. 14. Leber (Meerschweinchen. Hiamalaun-
H#matein. Kerne dunkelblauviolett. Die
Abb, 13. Niere. Alaun-Siureschwarz. Kerne und Zellmembran ist als sehr schmale Linie sicht-
Nucleoli blauschwarz. Im Protoplasma #HuBerst bar. Im Zelleib sehr dicht gelegene runde
zahlreiche Granula. Zellmembranen, Tunica pro- Granula mit hellem Zentrum und hellblau-
pria und Biirstenbesatz treten sehr deutlich hervor. violeter Randfirbung.

Farbungsergebnisse. Leber: Zellmembranen und Protoplasmagranula
blaulichviolett. Kerne dunkelblauviolett. Sternzellenkerne noch inten-
siver gefdrbt (Abb. 14).

Gehirn: Kernmembran und Nucleoli dunkelblauviolett, das Proto-
plasma der grofen Ganglienzellen zeigt eine feine violette Granu-
lierung. Samtliche Nervenfasern sind hellviolett (Abb. 15).

Nach der Ansicht von 8. Becher nehmen die tierischen Gewebe aus dem

Hamalaun (,,Lacklésung®‘) die Beize nicht in gleicher Weise wie aus einer reinen
Alaunlésung auf. Wie dieser Versuch lehrt, ist die Annahme dieses Forschers nicht

zutreffend (vgl. ).

Zur Morphologie der tierischen. Zelle.

Die im Abschnitt I beschriebenen Farbemethoden lassen erkennen,
daBl man die Membran der tierischen Zelle, die des Kernes und des
Kernkérperchens gleichzeitig zur Darstellung bringen kann. Be-
merkenswert ist ferner, daB diese Zellstrukturen einerseits mit Tannin,
also einer sauren Beize, andererseits ebensogut mit einer basischen
Beize (Alaun) nachgewiesen werden kénnen. Diese Tatsache macht es
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daher ziemlich wahrscheinlich, daB} die soeben genannten Strukturen,
trotzdem sie verschiedenen Teilen der Zelle angehdren, einen dhnlichen
chemischen Bau aufweisen diirften. Wenigstens darf man u. E. die
Ahnlichkeit des mikrochemischen Baues von Zell- Kern- und Nucleolus-
membran aus ihrem gleichen Verhalten gegeniiber den beschriebenen
Firbemethoden erschliefen.

Es eriibrigt sich, auf die Bedeutung der neuen Farbemethoden ein-
zugehen. Sieht man von der Unna-Pappenheimschen Methylgriin-
Pyroninlésung ab, so sind bisher in der histologischen Technik basische

Abb. 15. Gehirn. Himalaun-Hamatein, Das Protoplasma der groBen Ganglienzellen zeigt eine feine
Granulierung. Kernmembran und Nucleoi dunkelblauviolett, N ervenfasern hellblanviolett.

Farbstoffe nur selten verwendet worden, besonders wenn es sich um eine
gleichzeitige oder nachfolgende Firbung einzelner Zellbestandteile mit
mehreren basischen Farbstoffen handelt. Unsere Untersuchungen lehren
aber, dafl man mit Hilfe des Tannins sehr schéne und kontrastreiche
Bilder durch Verwendung zweier basischer Farbstoffe (Methylenblau,
Fuchsin) erhalten kann, Hiermit allein ist jedoch der Wert der Methoden
nicht erschopft. Vielmehr ist die Ausarbeitung der Tanninmethoden
hauptsichlich aus dem Grunde erfolgt, weil sie den einwandfreien Nach-
weis ermoglichen, dafi die 3 Hauptbestandleile der tierischen Zelle, ndmlich
Zelleib, Kern und Kernkirperchen vom einer liickenlosen Membran be-
grenzt werden. Zwar ist Unna (Chromolyse 1. ¢. S. 33) die farberische
Virchows Archiv. Bd. 265. : 53
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Darstellung der Kern- und Nucleolusmembran durch sein Webgemisch
(Lésung der 3 sauren Farbstoffe Wasserblau-Eosin-Phloxin) geglickt.
Dagegen ist bisher, soweit ich die Literatur iibersehe, nicht der einwand-
freie Nachweis gefithrt worden, daf} jede tierische Zelle eine anatomische
Membran besitze, die sie von der Umwelt abschlieft. Allerdings ist
von physiologischer Seite, besonders Pfeffer und Overton, seit langer
Zeit bereits erkannt und betont worden, dafBl gewisse Funktionen der
lebenden Zelle, insbesondere ihre Permeabilititseigenschaften zur
Annahme einer besonders differenzierten oberflichlichen Plasma-
schicht geradezu zwingen. ,,Die ,, Plasmahaut® (Pfeffer) oder wenigstens
ihre oberflachliche Schicht, kann ein ultramikroskopisches Gebilde d. h.
auch fir stirkere VergréBerungen unsichtbar sein und nur mittelbar
erschlossen werden, ihre Existenz darf trotzdem als ebensogut begriindet
angesehen werden, wie irgend eine andere mit Notwendigkeit erschlossene
Tatsache der exakten Wissenschaft (4. Gurwitsch, Morphologie und
Biologie der Zelle, Kap. 3). Auch Hober (Physikalische Chemie der
tierischen Zelle und Gewebe 1926) hebt ausdriicklich hervor: ,,einen ein-
wandfreien direkten Nachweis der Plasmahaut gibt es bisher itberhaupt
nicht*“, und ,,an keiner normalen Zelle ist bei der mikroskopischen Be-
obachtung etwas von ihr zu entdecken gewesen™ (S. 406/7). Deshalb ist
es als ein besonderer Vorzug der Tanninmethoden anzusehen, daf sie
gestatten, die Zellmembran isoliert oder in einer Kontrastfarbe zu den
iibrigen Zellbestandteilen (Kern, Protoplasma) sichtbar zu wmachen.
Nebenbei méchte ich hier noch bemerken, daB mittels der Tanninmethode
auch an Bakterien und Amdben die #uBere Membran nachgewiesen
werden konnte®. Ebenso ist bei den einzelnen Blutzellen z. B. den
roten Blutkérperchen und Leukocyten die duflere Membran farberisch
sichtbar gemacht worden??.

Es ist oben erwiithnt worden, daf} die Physiologen aus rein theoreti-
schen Griinden zur Erklirung des vorliegenden Tatsachenmaterials an
jeder Zelle eine duBere Membran anzunehmen sich genétigt gesehen haben.
Es muB noch hinzugefiigt werden, daB dieser supponierten Membran-
oder Plasmahaut eine bestimmte chemische Zusammensetzung von
physiologischer Seite zugeschrieben worden ist. Insbesondere hat
Overton auf Grund seiner Permeabilitdtsstudien sich zu der Annahme ge-
nétigt gesehen, dafl die Plasmahaut Lipoide, speziell etwa Lecithin und
Cholesterin enthalten diirfte. Wenn auch fiir das Vorhandensein von
Cholesterin in der Zellmembran bisher keine Anhaltspunkte, wenigstens
durch farbenanalytische Methoden gewonnen werden konnten, so ist
es doch bemerkenswert, da unsere Untersuchungen (vgl. Abschnitt II)
es wahrscheinlich machen, dafl die Zellmembran zwar kein freies Lipoid,
wohl aber eine LipoideiweiBverbindung enthilt. Der Gehalt der Zell-
membran an diesen Verbindungen — Proteophosphatiden — reicht aber
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aus, um die Permeabilititseigenschaften der tierischen Zellen — Durch-
lassigkeit nur fiir lipoidlosliche Kérper und Wasser — hinreichend zu
erkliren. Wenn auch die Durchlassigkeit einer solchen Lipoideiweil3-
verbindung experimentell nicht gepriift werden kann, da bisher eine
solche Substanz noch nicht in reinem Zustand erhalten werden konnte,
so0 erscheint mir trotzdem die Annahme ungezwungen, dafl eine solche
organische Verbindung hinsichtlich der Permeabilitét die Eigenschaften
ihrer beiden Anteile, namlich des Eiweilles (Durchlissigkeit fiir Wasser)
und eines Lipoides (Durchlissigkeit fiir lipoidlésliche Stoffe) in sich
vereinigt.

Kurz eingehen muf} ich noch auf den Bau des Protoplasmas. Mit
den neuen Methoden lassen sich an einzelnen Organen im Zelleib zahl-
reiche Granula nachweisen, und zwar sowohl mit sauren Farbstoffen
(Methode 2—3), als auch mit basischen Farbstoffen (Methode 4—5).
An Priparaten, die mit Carbolmethylenblau (oder Carboltoluidinblau)
-Tannin-Fuchsin gefirbt sind, erscheinen besonders an den Leberzellen
runde Kreise mit hellem Zentrum, also eine negative Granuladarstel-
lung. Ebenso erscheinen die Granula oft bei den Methoden 6 und 7.
Sie haben etwa'die GroBe von Streptokokken (beide bei Olimmersion
betrachtet). Dagegen sind die Granula bei der Carbolfuchsinfirbung
und bei den Methoden 2 und 3 volistindig gefirbt und von demselben
GroBenmall. Merkwiirdigerweise haben wir bisher die Granula nur in
den Leber- und Nierenzellen und Muskelfasern gefunden, nicht aber
z. B. in der Milz und Pankreas. Es dréngt sich nun von selbst die Frage
auf, ob die mit den beschriebenen Methoden dargestellten Protoplasma-
gebilde dasselbe sind wie die bekannten Alimannschen Granula oder
nicht. Gegen die Gleichheit spricht allerdings, dall Alimann seine Gra-
nula in fast allen Organen nachgewiesen hat, im Gegensatz zu unseren
bisherigen Befunden. Immerhin lassen sich aus dieser Tatsache allein
keine so weitgehenden Schliisse ziehen. Diese Frage 1483t sich mit einiger
Sicherheit nur durch systematische Studien an zahlreichen Organen
moglichst vieler Tierklassen entscheiden. Ubrigens méchte ich noch
bemerken, daB die von uns dargestellten Granula keineswegs etwa aus
gespeicherten Fetten bestehen. Diese Annahme 1i8t sich deswegen mit
Leichtigkeit ausschlieBen, weil diese Koérper schon bei der Fization
(Alkohol) und Entparaffinierung (Xylol) gelost sein miiBten®.

Dagegen mul die Frage aufgeworfen werden, ob die mit den neuen
Methoden darstellbaren Zellstrukturen, inshesondere die Membranen von
Zelle, Kern und Nucleolus und die Granula wirklich in der lebenden
Zelle in gleicher Weise und in gleicher Lokalisation enthalten sind, oder

* Dagegen scheinen mir die hier an fixierten Gewebsschnitten dargestellten
Granula denen zu entsprechen, die bei der Vitalfarbung von vielen Untersuchern
erhalten worden sind (sog. Farbstoffvakuolen).

53*



820 M. Gutstein:

ob nur kiinstlich, besonders durch die vorausgegangene Fixation erzeug-
ten Gebilde sichtbar gemacht worden sind. Die Frage erscheint deswegen
berechtigt, weil von ZTellyesniczky't vor kurzem wieder unsere
Fixationsmethoden einer eingehenden Kritik unterzogen hat. Man darf
aber mit Recht die Ansicht dieses Forschers als unzutreffend bezeichnen,
der alle durch Farbung erhaltenen Strukturen fiir ein Kunstprodukt
erklart, wenn sie nicht in der lebenden Zelle in gleicher Weise nach-
gewiesen werden koénnen. Von Tellyesniczky tibersieht bei seinem ver-
neinenden Standpunkt die Tatsache vollig, dall an der lebenden unge-
farbten Zelle einzelne Strukturen nur dann sichtbar werden kénnen, wenn
sie sich von ihrer Umgebung durch abweichende Lichtbrechung unter-
scheiden. Ist diese Voraussetzung aber nicht erfiillt, so miissen evtl. in der
Zelle enthaltene Gebilde unsichtbar bleiben. Aus der Tatsache also, dafB
das lebende Protoplasma unter dem Mikroskop homogen erscheint, dart
daher nicht geschlossen werden, daB es auch in Wirklichkeit strukturlos ist.

Immerhin geben die kritischen Einwendungen des genanntenVerfassers
Veranlassung, Ergebnisse, die an fixierten Zellen erhalten worden sind,
durch Untersuchungen zu ergénzen, die an der lebenden Zelle angestellt
werden. Dies ist moglich, wenn man bestimmte basische Farbstoffe
auf die Gewebe, bezichungsweise Gewebsbestandteile eines frisch ge-
toteten Tieres einwirken 1468t. Diese supra- oder postvitale Fdrbemethode
wurde von uns zuerst zur Darstellung der Membran der lebenden Ery-
throcyten angewand{io.

Technik. Von den Organen einer soeben gettteten Maus wird auf einem Ob-
jekttrager in einem Tropfen physiologischer Kochsalzlosung ein moglichst feines
Zupfpraparat hergestellt. Dann werden 2—3 Osen einer frisch filtrierten 0,2—1 proz.
wiasserigen Nilblausulfat-, Viktoriablau- oder Methylviolettlosung so hinzugesetzt,
daB der Farbstoff gerade den Kochsalztropfen von einer Seite her berithrt. Deckt
man mit einem Deckglischen zu, so diffundiert der Farbstoff mit hellblauer
bzw. hellvioletter Farbe in das Zupfpraparat hinein.

Unter dem Mikroskop kann man dann sofort oder nach wenigen
Minuten folgendes beobachten. Die Kernmembran tritt sehr deutlich
als dicker dunkelblau bzw. dunkelviolett gefdrbter Kreis hervor. Innerhalb
des Kernes sieht man bei Vermeidung einer Uberfarbung 1—2 Kern-
korperchen, ebenfalls mit ausgepriagter Membran. Soweit ganze Zellen
im Priparat enthalten sind, was besonders oft bei der Milz der Fall ist,
wird die Zellmembran als eine diinne hellblaue (hellviolette) Linie sichtbar.
Im Protoplasma der Nieren- und Leberzellen sieht man zahlreiche, in
Haufen angeordnete Granula, die eine hellbloue (hellviolette) Membran-
farbung mit hellem Zentrum erkennen lassen. Die Granula, die etwas
griBer als an den fixierten Priparaten erscheinen, sieht man auch einzeln
liegen. An den Milzzellen, die keine Granula enthalten, sieht man oft
schmale und zarte Faserchen, die in radifrer Richtung zwischen Kern-
und Zellmembran verlaufen.
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Da die Ergebnisse der Supravitalfirbung mit den Befunden an
fixiertem Material iibereinstimmen, so darf der Nachweis der Zellkern-
und Nucleolusmembran als sicher erbracht angesehen werden. Xbenso
mufl bezliglich der Protoplasmagranula der Einwand eines Kunst-
produktes als unzutreffend zuriickgewiesen werden.

II. Chemischer Bau des Membransystems.

Wie die im 1. Abschnitt beschriebenen Farbemethoden zeigen,
166t sich das Membransystem (Membran der Zelle, des Kernes, des
Nucleolus, kollagene Fasern) einerseits mit sauren, andererseits aber .
auch mit basischen Beizen zur Darstellung bringen. Es wurde dort
bereits angedeutet, dafl Tannin an eine basische Zellsubstanz ansetzt,
wihrend die basischen Beizen von einem sauren Bestandteil dieser
Zellstrukturen aufgenommen werden!. Demnach mul also gesechlossen
werden, dall das beschriebene Membransystem mindestens zwel
Stoffe, einen sauren und einen basischen Korper enthalten miisse.
Mit diesen Feststellungen ist jedoch die gestellte Aufgabe noch nicht
erschopft, vielmehr erscheint es wichtig, die chemische Natur dieser
beiden Kérper naher zu charakterisieren. Aufschlufl hieriiber geben
Losungsversuche nach den Grundsitzen, die Unna zuerst in seiner Chromo-
lyse angegeben hat.

Fiir die Losungsversuche sind die Priparate, die mit Sublimat-
Eisessig fixiert sind, nicht geeignet. Es kann namlich mit Recht der
Einwand gemacht werden, daB die betreffenden Gewebssubstanzen
durch die vorausgegangene Behandlung mit dem ziemlich differenten
Fixationsmittel, besonders des in ihm enthaltenen Schwermetalles eine
wesentliche Anderung ihrer Loslichkeit erfahren haben. Fiir die Ver-
suche wurden daher in Alkohol und Formalin-Alkohol fixierte und in
Paraffin eingebettete Priparate mit herangezogen. FEs ergab sich
aber der Befund, daf die Fixationsmethode auf die Léslichkeit der
in Frage stehenden Subtsanzen keinen nennenswerten Einfluf ausiibt,
sodafl auch Sublimat-Eisessigpriparate ebenfalls fiir die Chromolyse
verwendet werden konnten. Letztere Fixationsmethode hat nimlich
den Vorzug vor den Alkohol oder Formalin-Alkoholpriiparaten, daB sie
die Zellstrukturen viel besser und klarer hervortreten 1aBt.

Mit Hilfe der chromolytischen Methodik 148t sich nun mit Leichtig-
keit nachweisen, dafl die in Frage stehenden Substanzen keine EiweiB-
korper enthalten, die in HCI laslich sind. In diesem Lésungsmittel sind
némlich nach Unna' Nucleoproteide, Albumosen und Globuline leicht
I8slich*.  Stellt man also die entparaffinierten Schnitte — nach

* Anmerkung bei der Korrektur:. Neuerdings bestreitet B. Wermel (Zeitschr.
f. Zellforschung u. mikrosk. Anat. 5, 410. 1927), daB die Héamateinfarbung der
Kerne auf sauren Lipoiden beruht und bezieht sie vielmehr auf Nucleoproteide.
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Waggerspillung — in eine Cuvette mit 10% HCL (HCI cone. 10, Aq. dest.
90,0) und 1aBt sie darin 24—48 Stunden verweilen, so sind die Struk-
turen des Membransytsems noch vollig unverdndert erhalten. Wenig-
stens lassen sich durch Fiarbeversuche keine nennenswerten Verinde-
rungen feststellen: Sowohl mit Hilfe der Tanninmethoden als auch mit
basischen Beizen 148t sich das Membransystem véllig unverandert nach-
weisen, und nicht nur durch diese adjektive, sondern auch durch direkte
substantive Farbemethoden: Nach HCI-Vorbehandlung lassen sich die
Schnitte sehr gut mit zahlreichen basischen Farben, z. B. pol. Methylen-
blau, Carbolmethylenblau, Safranin, Fuchsin, Viktoriablau, sehr gut
farben. Besonders schéne Bilder liefern Fuch-
sin, oder Carbolfuchsin mit nachfolgender Essig-
sduredifferenzierung.

Technik. Die mit HCl vorbehandelten Schnitte
werden grimndlich mit Leitungswasser abgespiilt, mit
Ziehlscher Losung 2—3 Min. gefarbt, abgespiilt und
in 2proz. Essigsiure so lange differenziert (ca. 1/,
bis 1/, Min.) bis der Schnitt hellrot aussieht, abge-
spilt, getrocknet, kurz Aceton, Aceton-Xylol, Balsam.
Farbungsergebnisse. Leber: DieLeberlappchen
) ] und die einzelnen Leberzellen sind, von einer
Abb. 16. Niere. Mit 10% HCl

vorbehandelt (48 Stunden). Car-  Schmalen roten Membran begrenzt, sehr deut-
’;‘;éfg;‘;gfin‘g;iﬁi‘g;atZTu‘;fg lich zu erkennen. Im Protoplasma sind zahl-
Kerne rot. Zellgrenzen und Pro-  reiche rot gefdrbte Granula sichtbar. Kern-
toplasmagra’;ggrbitwas heller  yembran dunkelrot, Kerninhalt undNucleolirot,
Niere: Die Zellgrenzen treten besonders in
den Tubuli recti sehr deutlich hervor. In den Tubuli contorti sind im
Protoplasma zahlreiche Granula zu sehen. Die Tunica propria der
Tubuli, die Glomeruluskapsel sowie die bindegewebige Auskleidung der
Glomeruli treten einzeln deutlich hervor. Kerne und Nucleoli sind

unverdndert erhalten (Abb. 16).
Ebenso sind an den tibrigen Organen alle Zell- und Kernstrukturen

noch gut erhalten. Jedoch haften die basischen Farbstoffe an solchen

Wermel hat jedoch nicht dieselben Losungsmittel wie ich verwendet. Zur
Losung der Nucleoproteide benutzte ich 109, HCl (24—48 Stunden Einwirkungs-
dauer). Danach fallen die Farbungen mit Hémalaun und anderen basischen
Beizen noch positiv aus, wihrend Wermel mit NaCl und Natr. acet. (letzteres
I16st nur freie Nucleinsiiure!) gearbeitet hat. Zur Losung der gebundenen Lipoide
verwende ich, wie frither an Bakterien, 259, HCI, gelést in Alkohol abs., und
nicht 19, HCI in 709, Alkohol, wie Wermel annimmot. Auch mul ich betonen,
daB wohl fiir Phosphatide nachgewiesen worden ist, dalBl sie in vitro dieselbe
Farbenreaktion wie die Hamateinfirbung der Kerne liefern. Dieser Nachweis
ist aber bislang fiir Nucleoproteide niché gefithrt worden. Beziiglich der Frage,
ob die Nuclealfirbung, auf der die SchluBfolgerungen Wermels beruhen, fiir
Thymonucleinsiure spezifisch ist, werde ich an anderer Stelle noch zurtickkommen.
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Préiparaten nicht so fest wie an unvorbehandelten. Bei Firbung mit
Carbolfuchsin mufl daher die nachfolgende Essigsduredifferenzierung
vorsichtig und kurz erfolgen, da sonst die Schnitte zu stark entfarbt
werden. Auch eine Nachbehandlung mit Methylenblau-Tannin ist mog-
lich, nur muf jetzt ganz kurz (1—2 Sekunden) mit verdiinntem Methylen-
blau nachgeférbt werden. (Bei lingerer Férbung erscheinen alle Struk-
turen fast rein blau.)

Wesentlich fir die chemische Natur des sauren Korpers, der im
Membransystem enthalten ist und durch basische Farbstoffe direkt
oder adjektiv durch basische Beizen und einen sauren Farbstoff (Me-
thoden 6 und 7) nachweisbar ist, ist die Tatsache, dal} er in HCI-Alkohol
loslich ist. Wahrend nimlich die mit HCl vorbehandelten Schnitte
einige Tage mit 25% HCI-Alkohol nachbehandelt, nehmen sie basi-
sche Farbstoffe im allgemeinen nicht mehr auf, resp. geben sie beim Ab-
spilen wieder ab. Auch mit basischen Beizen ist dann eine Farbung
nicht mehr zu erzielen. Dagegen nehmen die Gewebsschnitte begierig
saure Farbstoffe auf. Nach Tanninbeizung firben sie sich auch wieder mit
bagischen Farbstoffen.

Technik. Die entparaffinierten Schnitte werden nach Wasserspillen 1—2mal
24 Stunden mit 10proz. Salzsiure behandelt, griindlich. abgespiilt, an der Luft
getrocknet und dann fiir die Dauer von 3—4mal 24 Stunden in eine Cuvette mit
25proz. HCl-Alkohol (Ac. mur. conc. 25,0 Alkohol abs. 75,0) gestellt. Nach der
Herausnahme aus letzterem Lésungsmittel sind die Schnitte, zwar sehr diinn,
aber noch in voller Gr68e vorhanden. Da sie beim Wasserspiilen leicht abschwim-
men, empfiehlt es sich, die Objekttriger an der Luft trocknen zu lassen, evtl. unter
Benutzung von Filtrierpapier, dann werden sie vorsichtig in einer Wasserschale
gewiassert und gefarbt.

Carbolmethylenblau firbt dann iiberhaupt nicht mehr; ebenso ver-
hélt sich Safranin. Durch Fuchsin, Methylviolett werden die Schnitte
zwar gefirbt, geben aber beim griindlichen Abspiilen den Farbstoff
wieder vollstindig ab. Viktoriablau farbt zwar noch, doch ist es nicht
mdglich, die Schnitte in Balsam einzubetten, da sie bei noch so kurzer
Beriihrung mit Aceton villig entfirbt werden.

Beizt man -einen solchen Schnitt 24 Stunden mit Alaun, so gibt
Himatein oder Siureschwarz keine Farbung mehr. Ebenso versagt die
Hémalaunfarbung vollstindig. Dagegen firben sie sich sehr rasch mit
sauren Farben. Wenn die HCl-Alkoholbehandlung nicht allzulange
gedauert hat, (z.B. 2—3mal 24 Stunden), gibt eine Eosinfirbung
(*/4 Minute und noch kiirzer) noch alle Zellstrukturen einschlieBlich der
Granula wieder (vgl. Abb. 17). Nach Tanninbeizung farben die Schnitte
sich auch mit basischen Farben, z. B. Methylenblau, Fuchsin, Sa-
franin usw.

Diese Losungs- und Farbeversuche lehren also: 1. Der in den er-
wdhnten Strukturen —Membransystem — enthaltene saure Korper ist ein
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Lipoid (Unlaslichkeit in HCI, Loslichkeit in HCl-Alkohol). 2. Das saure
Lipoid vst an einen basischen Korper (basische Grundsubstanz) gebunden,
der sich mit sauren Farben nachweisen 14Bt. 3. Die Tanninmethoden
beruhen darauf, daff die Beize an die basische Grundsubstanz ansetit,
weshalb sie auch nach Losung des Lipoids noch eine Farbung der Schnitte
ermoglichen. 4. Die basischen Beizen werden von dem sauren Lipoid auf-
genommer,, weshalb sie nach HCl-Alkohol ein negatives Ergebnis liefern.
Mit einigen Worten mochte ich noch auf die Natur des Lipoids ein-
gehen. Da es auf Grund der Farbenanalyse saure Eigenschaften besitzen
muf}, so diirfte aller Wahrscheinlichkeit nach es sich um Phosphatide
handeln. Der einfachste Prototyp dieser Lipoide — das Lecithin — zeigt
wenagstens farberisch dieselben Etigenschaften, ndamlich leichte Firbbarkeit
mat zahlreichen basischen Farbstoffen, bzw. nach Behondlung mit basischen
Beizen mit gewissen sauren Farben (Hamatein usw.)?. Abgesehen von den
sauren Kigenschaften sind diein Frage stehenden

Lipoide noch dadurch charakterisiert, daf} sie in

der tierischen Zelle, iibrigens auch in der Bak-

: . terienzelle, in gebundener Form — als Proteo-
Ry phosphatide — enthalten sind. Dafiir spricht

wF RO vor allem die Tatsache, da sie in Alkohol allein

Abb. 17. Niere. Mit 10%  unléslich sind und daf zu ihrer Losung aufler-

HCI (48 Stunden), dann mit

259 HCl.-Alkoho!l (72 Stun-

den) vorbehandelter Schnitt.

Eosinfarbung. Vergr. wie

Abb.1. Alle Zellbestandteile

(Zellgrenzen, Kerne. Granula

usw.) noch erhalten und gut
gefarbt.

dem noch eine starke Mineralsdure, wie Salz-
sdure, notig ist, die die Abspaltung von den
EiweiBkérpern wahrscheinlich bewirkt. Durch
ihre Bindung an EiweiBlsubstanzen der Zelle
unterscheiden sich die Membranlipoide in wesent-

licher Beziehung von &hnlichen Substanzen, die
in der Zelle in freier Form enthalten sind, wie z. B. die Neutralfette,
und die hauptsichlich neutralen Lipoide der Nebenniere (Cholesterin und
Cholesterinester), die daher durch Alkohol allein oder &hnliche Lésungsmit-
tel aus der Zelle entfernt werden. Da die Phosphatite in neuerer Zeit mit
Recht als ein unentbehrlicher Bestandteil der Zellen des lebenden Organis-
mus angesehen werden, so ist es wohl verstindlich, daBl sie nicht in freier
Form enthalten sind, da sie sonst die lebende Zelle leichter durch dullere
Einfliisse verlassen und dadurch zu den schwersten Stérungen fiir die
Fortsetzung des Lebens und eines ungestérten Ablaufes ihrer Funk-
tionen fithren wiirden.

v. Tellyesniczky 't gibt vor kurzem seinem Erstaunen lebhatten
Ausdruck, daB man die fettihnlichen Stoffe, die in der lebenden
Zelle enthalten sind, keineswegs erkennen kann, trotzdem sie sich durch
andere, stirkere Brechungsverhiltnisse von den Eiweilstoffen unter-
schieden. Das ist aber jetzt durchaus erklirlich, da sie ja nicht frei,
sondern an Eiweill gebunden sind. Sehr leicht lassen sie sich aber sicht-
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bar machen und durch Sudan III nachweisen, wenn man die Gewebe
nach E. K. Woljfi2 einer sterilen Autolyse unterwirft, wobei wohl durch
fermentative Wirkungen eine Abspaltung der Lipoide von den Eiweil3-
stoffen erfolgt. Die Verteilung der gebundenen Lipoide auf die einzelnen
Teile der tierischen Zelle wird durch das nachstehende Schema ver-
anschaulicht (Abb. 18}.

Es muB aber ausdriicklich hervorgehoben werden, dafl die durch die
farbenanalytischen Untersuchungen nachweisbaren gebundenen Zell-
lipoide zwar das gemeinsam haben, daB sie der groBien Gruppe der sauren
Lipoide (wohl Phosphatide) angehéren, im Gegensatz z. B. zu den
Cholesterinestern (neutrale Lipoide)
und dem Cholesterin — ein sekun-
dérer Alkohol —, die basische Farb-
stoffe iberhaupt nicht aufnehmen.

Dagegen diirften sie sich von-
einander dem Grade, vielleicht }
auch der Art mnach weitgehend
unterscheiden. Auf die Unter-
schiede weist ihr Verhalten gegen- ¥
iiber den verschiedenen farberischen

Darstellungsmethoden (basische
Farbstoffe, basische Beizen) deut-
lich hin. So werden bei der Carbol- coibooss
fuChSinfarbung durch na‘cthIgende Abb. 18. Verteilung der sauren Lipoide (Phos-
Essigsé}uredifferenzierung dielipoide vphatide) in der terischen Zelle (schematisch).
der Zellmembran vollig entfarbt, s
nicht aber die Kern-Nucleoluslipoide — s = saure Lipoide
sowie die Lipoide der Protoplasma- (Fhosphatide).
granila. Auch gegeniiber der Gramschen Firbung, die ebenfalls auf
Lipoiden beruht, verhalten sich die einzelnen Zellipoide verschieden?.

Zum Schluf moéchte ich noch auf die bemerkenswerte Tatsache hin-
weisen, daf} dieselben Firbemethoden an Balkierien und tierischen Zellen
zu gleichen morphologischen Ergebnissen fithren. So stellen z. B. die
Carbolfuchsin-Essigsdure-Tannin-Methylenblau-, bzw. Carbolmethylen-
blau-Tannin-Fuchsin-Methoden an den tierischen Zellen den Kern in
roter, bzw. blauer Farbe und die Zellmembran in blauer, bzw. roter Farbe
dar. Dieselben Methoden liefern bei den Bakterien ein rotes, bzw. blaues
Makrogranulum, wihrend ihre duferen Membranen — Ektoplasma —
in blauer, bzw. roter Farbe erscheinen. Diese Tatsache bestétigt nicht
nur unsere frithere Auffassung?, dafl das Makrogranulum als der |, Kern‘
der Bakterien anzusehen ist, sondern zeigt auch recht deutlich, dafB
wesentliche Unterschiede zwischen dem Baw der Balkterien- und der tieri-
schen Zelle nicht bestehen.

% = basische Grundsubstanz;
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