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In den letzten Jahren sind zahlreiche Arbeiten fiber den Eisengehalt
des Zentralnervensystems erschienen. Besonders eingehend befalite sich
damit Spafz, gleichzeitig mit ihm M. Miiller. Noch frither sind von
Lubarsch und aus Lubarschs Laboratorium von Odefey Artikel dariiber
erschienen. Alle weisen auf Guizetti-hin, als den ersten, der, im Jahre
1915, die Aufmerksamkeit auf diesé Frage gelenkt hat. DaB meine dies-
beziigliche Arbeit aus dem Jahre 1891 in Vergessenheit geraten ist,
daran trage ich selbst Schuld, denn nachdem ich am Pigment der Hirn-
gefifie die Hisenreaktion festgestellt hatte, habe ich mich bei meinen
weiteren Pigmentstudien von der lipoiden Natur des gelben Pigments
verlocken lassen und habe meine erste Arbeit wenig beriicksichtigt.
Nach Kenntnisnahme von meiner erwéhnten ersten Verdffentlichung
iiber dieses Thema kann man sich davon iberzeugen, daB die neueren
Untersuchungen von Lubarsch, Spatz, Miller im Einklang mit den
Ergebnissen meiner Arbeit stehen. Ein Teil der von mir untersuchten
Pigmente 16ste sich in fettlsenden Mitteln, ein groBer Teil dagegen
nicht und gab Eisenreaktion. Was von ganz besonderem Interesse ist,
ist die Tatsache, daB ich die Reaktion an der unfixierten Pia nur in
den ersten Tagen nach der Sektion feststellen konnte, daB sie aber
bald verschwand und einer unbestindigen Hiamatoidinreaktion Platz
machte. Entweder 16st sich also das Eisen inzwischen auf, oder es geht
eine Verbindung ein, welche durch Ferrocyankaliumsalzsiure- oder
Schwefelammoniumreaktion nicht aufgedeckt werden kann.

Am fixierten Material gab das gelbe Pigment der Nervenzellen
und der GefaBendothelien keine Eisenreaktion. Nur an manchen Zellen
des neutralen Teiles der Substantia nigra konnte Miiller die Turnbull-
Blaureaktion nachweisen, aber Spatz bestreitet vollstindig jeden Zu-
sammenhang des gelben Pigments mit Hisen. Sonst ist die Reaktion
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an den Gliazellen und Nervenzellen granulir oder diffus, aber nicht an
Pigment gebunden (Spafz), ebenso wie perivasculir und an den Glia-
zellen kérnig gefunden worden (Odefey, Miiller). Um ,,maskiertes*
(Macallum) Eisen, also solches, welches die iibliche Eisenreaktion nicht
gibt, aufzudecken, befolgte ich die Vorschlige Macallums, konnte aber
an den Hirnpigmenten damit keinen Erfolg erzielen. Dann versuchte
ich, nach Best, Landau, Christeller und Kaiser die Hirnpriparate mit
Eisensalzen zu durchtrinken. Die iiblichen Reaktionen fallen in der-
artigen Praparaten unregelméfBig aus, und jedenfalls haftet dabei das
zugesetzte Eisen nicht am Pigment. Das MiBgeschick, welches das
Suchen des ,,maskierten’ Eisens erfahren hat, scheint daher zu riihren,
daB man ohne ausreichende Begrindung das Bestehen von zwei Er-
scheinungsformen des Eisens annahm, und zwar einer solchen, welche
die bekannten chemischen Reaktionen gibt, und einer anderen, welche
dieselbe nicht gibt. Den Fehler dieser Anschauung entdeckte Hueck,
welcher zeigte, dall diese Reaktionen eine bestimmte Eisenmenge
voraussetzen, welche nicht weniger als 15—50 mg% Trockensubstanz
betragen muf. Und da die Eisenmenge im Gewebe unter dieser GroBe
angetroffen wird, so kann sie mit diesen Methoden nicht aufgedeckt
werden. Eisen braucht dabei nicht ,,maskiert’ oder ,festgebunden‘
zu sein. Wie wir sehen werden, ist es in den Geweben ebenso locker
wie das Hiamosiderin, und es 148t sich wohl kaum eine Grenze zwischen
Hémosiderin und Gewebseisen feststellen.

Meine Aufgabe war, die geringe Menge von Eisen, welche ja sehr
verbreitet im Organismus vorkommt, zu entdecken. Ich richtete meine
Aufmerksamkeit auf die Eigenschaft des Himatoxylins, Eisen zu féirben.
Hierauf wies zuerst P. Mayer hin, aber da Himatoxylin nicht allein
Eisen, sondern auch Aluminium, Kupfer und andere Metalle farbt,
so kann seiner Meinung nach Hématoxylin fiir diagnostische Zwecke
nicht dienen. Benda, Heidenhain, Weigert benutzten Himiatein, um
vom tierischen Gewebe aufgenommenes Eisen nachzuweisen. Aber
keiner von ihnen wollte das Himatoxylin als Reaktionsmittel auf
Zelleisen benutzen,

Bei den iblichen Himatoxylinfarbungen soll Hamatoxylin nicht un-
mittelbar die Zellbestandteile firben, sondern vermittels einer Lackbil-
dung mit Metalloxyden (Bohmer, Mayer, Benda, Weigert, R. Heidenhain,
Becher, Guistein). Die Lacke stellen gewissermalBen eine basische Salz-
verbindung dar, da das Himatoxylin als Sdure betrachtet wird, welche
mit dem basischen Metalloxyd sich verbindet. Nach Becher gehen die
Lacke mit den sauren Gewebsbestandteilen eine Tripelverbindung ein,
welche in Wasser unltslich ist und von Salzsiurealkohol differenziert
werden kann. Eine entsprechende Auffassung vertreten neuerdings
Millendorf und Tomita,
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Welcher Bestandteil der Zelle sich mit dem Hématoxylinlack ver-
bindet, wodurch die Firbung entsteht, ist bis jetzt nicht ermittelt.
Die allgemein verbreitete, von Pappenheim hauptsichlich stammende,
Meinung, daB es die Nucleine des Kernes sind, welche von Hamatoxylin
gefirbt werden, wurde von Unnae bestritten. Nach Entfernung dieser
sauren EiweiBkorper durch Vorbehandlung der Gewebsschnitte mit ver-
diinnter Salzsiure liefert namlich Alaunhdmatoxylin noch eine un-
verandert gute Kernfirbung. Dagegen wird nach Vorbehandlung der
Gewebsschnitte mit konz. Salzsdure die Alaunhdmatoxylinfarbung ver-
nichtet. Daraus schlieBt Unna, daB die Kernsubstanz ein basisches, in
konz. Salzsiure 16sliches Eiweil darstellt. Wir wissen aber ebensogut,
daBl im Kern ,,maskiertes’ Hisen vorhanden ist, und daB es solche
Eisenverbindungen gibt, die der Salzsdure widerstehen. Dazu gehort
namentlich das magnetische Eisenoxydoxydul, welches nach den neuesten
Untersuchungen (Baudisch and Velo, Kondratjew) im biologischen Um-
satz von groBer Bedeutung sein soll. Und wenn wir die Tatsache be-
riicksichtigen, daB Eisen fir Himatoxylin duBerst empfindlich ist, se
mul} beim Zustandekommen der Farbung nicht an Nuclein, sondern
eher an Eisen gedacht werden.

Guistein ist auch damit einverstanden, dafl nicht die Nucleine den
Himatoxylinlack aufnehmen. Er meint aber, daBl nicht allein eine
basische Substanz der Zelle sich mit dem Hamatoxylinlack verbindet,
sondern dall dazu noch ein saures Lipoid nétig ist. Er begriindet seine
Ansicht durch folgende Tatsachen: 1. Die Hématoxylinfirbung findet
nach Vorbehandlung des Gewebes mit Metalloxyden statt, also muf
ein saurer Korper im Gewebe diese Beize aufnehmen. Damit ist aber
noch nicht gesagt, daf er ein Lipoid sein mufB. 2. Die Himatoxylin-
farbung findet nach Vorbehandlung des Priparats mit Salzséurealkohol
nicht statt. Alkohol allein soll keinen Einflull auf die Himatoxylin-
farbung ausiiben, weil die Lipoide mit Eiweill verbunden sind. Salzsdure
allein soll nur das Eiweil entfernen, aber die Lipoide unberiihrt lassen.
Dann bleibt unversténdlich, warum nach der Einwirkung von schwacher
Salzsdure die Hamatoxylinfarbung nicht ausbleibt, da Lipoide mit
Hématoxylin sich substantiv nicht farben. Dall nach Alkoholwirkung
die Fiarbung nicht ausbleibt, ist leicht zu erkldren, wenn die Grundlage
der Hamatoxylinfirbung im Eisen steckt. Die Einwirkung des Salz-
siurealkohols kann meiner Ansicht mach derart erklirt werden, daB
dabei nicht verdiinnte Salzsdure einwirkt, wie es bei der Verdiinnung
mit Wasser der Fall ist, sondern konzentrierte, da Alkchol sowohl dem
Gewebe, als der HCl Wasser entzieht, wodurch Eisen eher geltst wird.
Ubrigens gibt Gutstein nicht den Verdinnungsgrad seiner HCI an, und
welchen Salzsiurealkohol er anwandte. Fir die Lipoidfrage ist das
nicht so wichtig, wie fiir die Eisenfrage. 3. Lecithinausstriche firben
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sich nach Behandlung mit Metalloxyden und daranf mit wiisseriger
Hémateinlosung stark blau. Aber ebenso stark firben sich damit unter
gewissen Umstdnden auch Metalloxyde ohne Lecithin.

Wenn wir uns mit den Erwédgungen ndher befassen, welche Mayer,
Pappenheim, Unna, Escher und Gutstetn zu ihren SchluBifolgerungen
beziiglich der Grundlage der Hiématoxylinfarbung fiihrten, so werden
wir leicht einsehen, daB sie alle auf sehr schwachem Boden stehen,
da die chemische Konstitutionsformel des Hématoxylins unbekannt ist.
Die meisten wollen darin einen sauren Korper erblicken, weil er mehrere
OH.-Gruppen enthalt (Quistein) ; man kann es aber aus demselben Grunde
als basischen Korper betrachten. Als ganz besonders fraglich miissen
alle jene Schlulifolgerungen angesehen werden, welche sich auf die
Lackverbindungen des Himatoxylins grinden, da dieselben sehr un-
bestandige Korper darstellen, indem sie fortwidhrend reifen, also fort-
wahrend ibren chemischen Bestand &dndern, also in jedem jeweiligen
Zustand ganz verschiedene Verbindungen eingehen kénnen. Aus dem
Verhalten des Lecithins wird auf die Lipoidnatur des reagierenden
Stoffes geschlossen, wenn auch noch mehrere andere, sowohl im Kern
als auch in den Markscheiden vorhandene Stoffe sich durch Hématoxylin
farben lassen und die Vorbehandlung des Gewebes mit lipoidléslichen
Mitteln keineswegs die Hadmatoxylinfarbung schadigt.

Aus diesen Griinden habe ich, ungeachtet der herrschenden Theorien,
meine Aufmerksamkeit auf die starke Farbenreaktion, welche Hima-
toxylin auf Eisen ausiibt, gelenkt und eine Untersuchung der Frage
vorgenommen, inwiefern die Hamatoxylinfairbung dem Eisengehalt zu-
geschrieben werden kann.

Dazu wurde ich ganz besonders durch Millers elektive Féarbung
veranlaft. Dieselbe besteht darin, dafl formalinisierte und chromierte
Préaparate mit Delafieldschem Hématoxylin 2 Tage gefirbt und darauf
mit Borax-Ferricyankalium differenziert werden. Mit dieser Methode
konnte Miller selbst Spuren von Hamoglobin, auch Kalk und Russel-
sche Korperchen farben. Er ist der Meinung, dafl diese Farbung des
Hamoglobins auf dem Lipoidgebalt der roten Blutkérperchen beruht.
Es ist nicht schwer einzusehen, dalB die Millersche Fiarbung eine modi-
fizierte Weigertsche Markscheidenfarbung darstellt. Wenn bei der
Weigertschen Farbung das Protagon gebeizt wird, wie es Wlassak
nachzuweisen suchte, dann soll dem Hamoglobin dasselbe Lipoid
beigemischt sein. Dann wiirde die Frage zu 16sen sein, wie es kommt,
dal dieselbe Farbung Kalk und Russelsche Korperchen elektiv farbt.
Sollten den letzteren Lipoidspuren beigemischt sein? Wenn aber bei
der Millerschen Féarbung Himatoxylin Eisen firbt, dann wirden alle
Farbungen, welche mit Weigerts oder Smith-Dietrichs oder Millers
Methode erreicht werden, einer Kisenbeimischung zuzuschreiben sein,
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und dann miiBte man meinen, daB in den Versuchen von Wlassak,
Smith and Magr, Kutschera-Aichbergen u. a. den Lipoiden Spuren von
Eisen durch Instrumente oder Gefille beigemischt waren, da keiner
von ihnen angibt, dall er bei seiner Arbeit Glasinstrumente benutzte.

Um aus diesem Wirrwarr der Tatsachen ins reine zu kommen,
habe ich mit Herrn Dr. Mamedow Hirnschnitte, welche nach Weigers
fixiert waren, mit halb gesittigter Losung von Oxalsdure behandelt,
dann tiichtig mit Wasser ausgewaschen, nach Weigért gefirbt und
folgendes X¥rgebnis bekommen: Die Myelinscheiden, welche in Ver-
gleichspriparaten schén blaw gefirbt waren, sind ganz farblos geblieben.
Ich mufite daraus schlieBen, daB die Markscheidenfirbung nicht durch
Myelin, sondern durch Eisen bewerkstelligt wird, welches, fein von den
Lipoiden adsorbiert, von Chromsiure gebeizt, mit Himatoxylin eine
innige Verbindung eingeht, die von Borax-Ferricyankalium nicht ent-
farbt wird. Dafi dem Kalk in verkalkten GefiBwinden ITisen bei-
gemischt sein kann, ist leicht zu begreifen. Perebinosow konnte bei
seinen Untersuchungen der Tela chorioides nachweisen, daB in den
konzentrisch geschichteten Ablagerungen dem Kalk Eisen gewdéhnlich
beigemischt ist. Russelsche Kérperchen sind Gebilde entsprechender
Natur. Die elektive Farbung Millers verdankt also ihr Zustandekom-
men einer Eisenbeimischung.

Nach der Feststellung dieser Tatsache habe ich maskiertes Eisen im
Zentralnervensystem nachzuweisen gesucht. Ich habe dazu Hirn-
stiickchen aus verschiedenen Teilen des Gehirns verschieden lange
formalinisiert und chromiert (gleichzeitige Formalinisierung und Chro-
mierung in Orthschem Gemisch erwies sich weniger zweckmiBig) und
ohne vorheriges Auswaschen in Wasser in Paraffin eingebettet. Eine
7tagige Chromierung in Miillerscher Fliissigkeit bei 37° geniigt, um die
roten Blutkdrperchen mit Delafieldschem Himatoxylin nach Diffe-
renzierung in Borax-Ferricyankalium stark dunkelblau zu firben. Bei
noch lingerer Chromierung (1—2 Monate) werden auBer den Erythro-
cyten auch die Pigmentkérnchen in den Nervenzellen dunkelblau ge-
fiarbt. Als Beispiel lege ich eine Abbildung von Zellen der Substantia
nigra, welche 47 Tage chromiert wurden, in den Farben, wie sie nach
Millers Behandlung erscheinen (Abb.1)!. Schon die stark blaue Fir-
bung der Erythrocyten, welche an in weniger lang chromierten Pri-
paraten exquisit erscheint, 146t an der Teilnahme der Lipoide bei der
Farbung zweifeln. Erythrocyten enthalten allerdings Spuren von Cho-
lesterin und Lecithin; aber Cholesterin soll nach Kutschera-Aichbergen,
ebenso wie nach Kawamura Himatoxylinchromlack iiberhaupt nicht auf-
nehmen, und Lecithin ist in so geringen Spuren in den Erythrocyten

! Die Zeichnungen wurden von meinem Assistenten Dr. .J. Semmel her-
gestellt.
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vorhanden, dal} die starke Farbung wohl kaum davon stammen konnte.
Dagegen ist Eisen im Himoglobin ein stidndiger und reichlicher Be-
standteil (0,34%) und zu Hadmatoxylin besonders in alklischer Lésung
duBerst empfindlich.

Um zu entscheiden, ob die Fiarbung durch Eisen zustandegebracht
wird, behandelte ich die Schnitte mit halbgesittigter Losung von Oxal-
sdure innerhalb 1 Stunde bei 37°, wonach die Firbung nicht mehr
erzielt werden konnte. Derselbe Erfolg wurde nach 24stiindiger Be-
handlung der Priparate mit gesittigter Loésung von Bernsteinséure
und Apfelsiure erhalten, welche ebenso wie Salzsdure, losliche Ver-
bindungen mit Eisen bilden, aber Lipoide nicht zersetzen.

Abb. 1. Aus der Substantia nigra eines erwachsenen Mannes mnach 47 tégiger Chromirung mit
Delafieldischem. Himatoxylin gefdrbt und nach Weigert differenziert. Die blauen Kornchen
stellen das Liposiderin dar.

Darauf habe ich Hirnstiickchen nach Smith-Dietrich bearbeiten
lassen, wobei die Erythrocyten weniger regelm#Big, dagegen aber das
Nervenzellpigment und die Kornelung in den Hirncapillarendothelien,
ebenso wie die Markscheiden nach 24stindiger Entfirbung in Borax-
Ferricyankalium stark blau gefirbt werden. Die Vorbehandlung der
Gehirnschnitte mit Oxalsiure, Bernsteinsiure und Apfelséture hat hier
nicht denselben Erfolg wie bei der Millerschen Methode. Sowohl das
Pigment als die Markscheiden bleiben auch nach der Saureeinwirkung
stark blau. Ob der Unterschied durch die Préparierung (bei S.-D.
Gefrierschnitte, bei M. Paraffinschnitte) oder durch die Hamatoxylin-
verbindung (bei S.-D. saures Hématoxylin nach Kultschilsky, bei M.
basisches Hamatoxylin nach Delafield) oder durch die Dauer der Ent-
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farbung (bei S.-D. 24stiindige, bei M. sekundenlange) verursacht wird,
ist noch zu entscheiden. Am wahrscheinlichsten 1Bt sich die Ursache
des Unterschiedes des Erfolges der Einwirkung darin suchen, dafl bei
Millers Methode die Sauren auf chromierte Schnitte einwirken, wo
sowohl Eisen als Lipoide gebeizt werden und die Chromverbindungen
beider aufgelost werden, bei Smith-Dietrich dagegen die Séuren auf die
ungebeizten Stoffe einwirken, wo also das Fisen durch die Sauren auf-
gelost, die Lipoide aber nicht gelost, sondern darauf durch Chrom gebeizt
und deshalb gefirbt werden. Wenn, wie es allen Anschein hat, bei der
Weigertschen Firbung nicht Lipoide die Farbung entscheiden, sondern
Eisen, so ist es klar, daf§ die nach Entfernung des Kisens zustande-
kommende Firbung nicht durch die Phosphatide, sondern durch ihre
Chromverbindung, vielmehr durch das anhaftende Chrom zustande-
gebracht wird, worauf wir noch zuriickkommen.

Nachdem ich mittels der Proben der Auflésung der Eisenverbin-
dungen gewisse Anhaltspunkte zur weiteren Untersuchung bekam,
unternahm ich Proben mit der Auflésung der Lipoide. Die Einwirkung
der lipoidlésenden Stoffe auf bereits chromierte Hirnstiicke hat keinen
merklichen Einfluf auf den Erfolg der Hamatoxylinfirbung, augen-
scheinlich weil sie die gebeizten Lipoide nicht auflosen; ebenso waren
die Markscheiden in Gefrierschnitten geférbt, welche aus Alkohol-
priparaten gemacht wurden und dann nach Smith-Dietrich behandelt
worden sind. Selbstverstiandlich sprechen diese Tatsachen sehr gegen die
Lipoidgrundlage der Markscheidenfirbung, um so mehr, als die Farbung
auch nach Behandlung der Préparate mit Alkohol und Alkoholédther
nicht verschwindet. Aber von entscheidendem KErgebnis erwies sich
der Versuch, wenn die Gefrierschnitte aus alkoholfixierten und in Alkohol
mehrere Tage gelegenen Praparaten nicht sofort nach Smith-Dietrich
behandelt wurden, sondern auf 1 Tag in absoluten Alkohol, dann in
Ather eingelegt wurden, ein Teil davon noch mit Aceton durchtrinkt
wuarde und erst darauf nach Smith-Dietrich gefarbt und differenziert
war. Je nach der Zeit der Einwirkung der lipoidlésenden Stoffe zerfallen
die Markscheiden zuerst in blaue Kérnchen, so daB von Markscheiden-
struktur {iberhaupt nicht mehr die Rede sein kann, dann 16sen sie sich
vollsténdig auf und werden entfarbt. Dagegen bleibt die Pigment-
kornelung der Nervenzellen, ebenso wie diejenige der Capillarendothelien
bei noch so langer Entlipoidierung ausgezeichnet blau gefirbt.
Allerdings werden sie etwas verringert, insofern als zwischen ihnen
gréBere Zwischenriume entstehen, so daB jedes einzelne Kérnchen
sichtbar wird. Es bedarf also einer stiirkeren Einwirkung der lipoid-
lésenden Mittel, um die Phosphatide der Markscheiden zu entfernen:
aber auch nach der Entfernung der Lipoide aus den Kérnern der Zellen
bleibt eine Substanz daran haften, die héchstwahrscheinlich Eisen ist.
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Ubrigens darf aus der Léslichkeit der Markscheidensubstanz in
Alkohol und Ather nicht geschlossen werden, daB dadurch Lipoidstofte
allein aufgelost werden. Nach Becher ist Eisenchlorid nicht nur in
Alkohol reichlich, sondern auch in Ather, Benzol, Xylol und Toluol
16slich. Die obenerwihnte SchluBiolgerung Guisteins beziiglich der
Lipoidnatur der Hamatoxylinfarbgrundlage in der Zelle auf Grund
ihrer Lislichkeit in Alkohol fallt also weg. Es ist somit nicht ausgeschlos-
sen, dal auch in den Markscheiden die Hdamatoxylinfdrbung dem Eisen
thre Entstehung verdankt; nur ist das Eisen dort in einer lockereren Ver-
bindung mit dem Myelin als in den Nervenzellen und dem Endothel.

Als Ergebnis der Beobachtungen sind im Zenftralnervensystem
zweierlei Substanzen zu unterscheiden, die sich verschiedenartig zum
Himatoxylinlack verhalten: Einerseits die Substanz der Markscheiden,
welche der Siureeinwirkung widersteht, aber in Alkoholdther lslich
ist, andererseits die Pigmentkdrnchen der Nervenzellen und des Capillar-
endothels, welche sowohl nach der Siaureeinwirkung als nach Alkohol-
dther sich firben lassen. Die Frage, ob es Abbau- oder Aufbaueisen ist,
welches da vorliegt, muB in dem Sinne entschieden werden, daB das
Pigment, welches zum Alter hin sich anhéduft, also mit dem Abwelken
des Organismus sich vermehrt, Abbaueisen enthilt, wogegen dasjenige
der Markscheiden eher als Aufbaueisen gedeutet werden kann.

Was die Bildung des Nervenzellpigments anbelangt, so fiel mir
schon vor 36 Jahren auf, daB die Sektionsbefunde, in welchen das
Endothel der Pialgefifie besonders reichlich mit Kornchen geladen
war, Hirn- und Piaddem aufwiesen. Ich stellte dann den Druck auf die
GefaBwand als Ursache der Pigmenthildung auf. Die neueren An-
schauungen iiber die Moglichkeit bei verinderter Blutstrémung einer
Durchtrinkung der Gefifiwand mit Blutplasma trugen auch dazu bei, die
physiologische Hypertonie und die Arteriosklerose als Ursache der
Lipoidablagerung anzusehen. Dariiber wird folgender Aufsatz dieses
Archivs das Nahere bringen. Kurz gefafit, glaube ich zeigen zu
konnen, daB die Enge der Hirncapillaren zu einem héheren Blut-
druck in denselben im Vergleich mit dem Blutdruck in den Capillaren
der iibrigen Kéorperorgane fithrt. Das Blutplasma mit den Blutksrper-
chen dringt in das Endothel ein, und wenn man die Form der Kérn-
chen in den Hirncapillarendothelien und ihre betrichtliche Griofie in
Betracht zieht, kann man nicht umhin, eine Phagocytose der Ery-
throcyten seitens der Endothelien zu erkennen. Die K&rnchen stel-
len somit verkriippelte Erythrocyten dar, was durch den Gehalt
der ersteren an Lipoiden und Eisen bestétigt wird. Aus ihnen wandern
diese Stoffe in die Neuroglia und die Nervenzellen. Die Nervenfasern
sind weiter von den Blutcapillaren entfernt als die Nervenzellen, und
dorthin gelangen noch stiirker umgewandelte chemische Substanzen,
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welche nur Spuren von Eisen, aber um so mehr Lipoide enthalten.
Es ist nicht ausgeschlossen, daf die Lipoide der Nervenfasern mit den-
jenigen des Blutes nichts zu tun haben, da die Markscheiden zu einer
Zeit angelegt werden, in der Gefifie dort noch nicht vorhanden sind,
namentlich wenn die Lipoide in den Ependymzellen auftreten und von
da aus in die Nervenfasern gelangen (Mihlmann).

In den autochthonen Pigmentkérnchen der {ibrigen Kérperorgane,
welche Lubarsch als Abnutzungspigment bezeichnet, ich meinerseits
zum Alternspigment zihle, liegt dieselbe Erscheinung vor, wie im Pig-
ment der Nervenzellen. Es wird sowohl nach Miller (mehrmonatige
Einwirkung vorausgesetzt) als auch nach Smith-Dietrick und nach

Abb. 2. Aus dem Herzen eines erwachsenen Mannes ebenso behandelt, wie in Abb. 1.
Die blauen Kornchen enthalten Lipoidsiderin.

Weigert schon blau gefirbt. Derartige Préparate bekam ich vom Herz-
muskel (Abb. 2), von der Leber und der Niere. Die Leberzellen sind
ziemlich dicht von blauen Kérnchen ausgefiillt, ebenso ist es an vielen
Nierenzellen der Fall. So viel Pigmentkérnchen, wie diese Methode
zeigt, kann man an unbebandelten Priparaten nicht sehen. Nach
Einwirkung von Oxalsdure, Bernsteinsdure und Apfelsiure auf den
Gefrierschnitt bleibt die Farbung erhalten, aber ebensogut wird sie nach
der Alkoholatherbehandlung nachweisbar. Das Pigment besteht aus Li-
poid und Eisen und kann demnach als Lipoidsiderin bezeichnet werden.
Der Untergang der roten Blutkérperchen findet also fast in allen
Kérperorganen statt. Unsere Untersuchung erklirt am einfachsten,
wohin das Material der in ungeheurer Menge zugrunde gehenden roten
Virchows Archiv. Bd. 266. 45
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Blutkorperchen gelangt. Das Lipoidsiderin ist ein Leichenrest der Ery-
throcyten.

Der Untersuchung der Pigmente habe ich diejenige der menschlichen
Erythrocyten angeschlossen, wobei mir Dr. S. I. Bermann und der
Praparator Stud. med. Litinskaja behilflich waren.

Blutausstriche wurden mit denselben organischen Sauren, also 50%
Oxalsture, konk. Bernsteinsiure und Apfelsiure 1 Stunde lang bei
37° behandelt und der Hamatoxylinfarbung (Mayers Losung) ausgesetzt.
Erythrocyten bleiben ungefirbt resp. nehmen eine schwache Féarbung,
die Leukocyten eine stirkere Farbung an. Das Ausbleiben der Farbung
der Erythrocyten nach der Siureeinwirkung kann in dem Sinne ge-
deutet werden, dafl das Eisen derselben durch die Siuren aufgelost
wird; schwache Farbung an manchen Erythrocyten kann so gedeutet
werden, daf}, da Lipoide durch organische Sduren nicht zerstért werden,
sie mit Eisen eine innige Verbindung bilden, welche den Siuren wider-
steht und Hamatoxylin aufnimmt. Eine solche innige Verbindung
scheint das Eisen in den Kernen der Leukocyten einzugehen, welche
der Sdureeinwirkung widersteht, oder aber das KEisen befindet sich
darin in der erwihnten siurefesten Eisenoxydoxydulform. Jedenfalls
kann die Fiarbung der Kerne nach der Siureeinwirkung nicht durch die
Anwesenheit der Lipoide allein erklart werden, da Lipoide sich mit
Hiamatoxylin substantiv nicht farben.

Nach 2stiindiger Einwirkung von 0,5% Natri bicarbonici farbt
Himatoxylin die Erythrocyten schattenférmig, dagegen die Leukocyten-
kerne so stark, daf ihre Struktur nicht mehr zu enthiillen ist. Das Proto-
plasma wird auch blau gefdrbt. Auch nach 8stiindiger Einwirkung
konnte die Hamatoxylinfirbung der Kerne und des Protoplasmas
nachgewiesen werden; die Teile werden aber gequollen und verschwom-
men. Dieses Verhiltnis kann aber in zweifacher Weise erklart werden:
Entweder schlagt die Sodalosung eine OH-Verbindung des Eisens
nieder, welche den Kern entstellt, oder der Lipoidanteil des Kerns
wird verseift. Die zweite Moglichkeit ist wohl auszuschlieBen, weil
Seife in Wasser 16slich ist und nach 2stiindiger, geschweige denn nach
8stiindiger Einwirkung sich nicht erkennen lassen wiirde. Die Auf-
16sung derselben wiirde vielleicht die stirkere Farbung des hinter-
bliebenen Eisens bewirken.

Die Behandlung der Blutausstriche mit Alkoholither (24 wund
48 Stunden) hat keinen Einflufl auf den Erfolg der Hamatoxylinfarbung,
ja sie wird noch schoner. Die Erythrocyten werden gleichfalls, wenn
auch viel schwicher als die Leukocytenkerne gefirbt, so dafl von einer
Lipoidgrundlage der Himatoxylinfirbung keine Rede sein kann.
Vielmehr zeigt die Farbung der Erythrocyten nach der Entfernung der
Lipoide, daf die letzteren mit dem Eisen nicht eine chemische, sondern
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eine physikalische Verbindung eingehen, welche im unbehandelten Aus-
striche stérend auf die Fisenfarbung wirkt.

Nach der Anwendung der Smith-Dietrichschen Methode werden die
Erythrocyten blau gefirbt, die Kerne der Lymphocyten bleiben un-
gefiarbt, diejenige der Granulocyten meist gefarbt. Fur die Lipoid-
theorie gibt also diese Behandlung keinen Anhaltspunkt, da von einer
tief blauen Farbung nichts zu sehen ist. Die Vorbehandlung der Pré-
parate mit Alkoholither wihrend 24 Stunden dndert am Trfolg der
S.-D.-Férbung so gut wie nichts.

Die Millersche Methode gibt einen kleinen Unterschied, insofern als
die neutrophilen Granulationen auch gefarbt werden. Nach der Alkohol-
dtherbehandlung werden nicht nur die Kerne der Granulocyten, sondern
auch diejenigen der Agranulocyten von Himatoxylin gut gefirbt, die
Granulationen werden aber entfarbt, so daB an ihre lipoide Natur zu
denken ist. Die Ursache des Unterschiedes im Erfolg beider Farbungs-
methoden ist noch zu untersuchen; er d&ndert aber nichts an der Tatsache,
daB im Kerne nicht das Lipoid die Hamatoxylinfirbung hervorruft.

Das Verhalten der Lipoide und der Nucleinsiiure zu verschieden-
artigen Himatoxylinlésungen habe ich an den Substanzen selbst,
also an Lecithin, Cholesterin, Oleinsdure und Nucleingéiure im Probier-
glas geprift und konnte mich {iberzeugen, daBl zur FErzeugung
einer Hamatoxylinfirbung die alkalische Reaktion eine unentbehrliche
Vorbedingung ist. Verschiedene Reaktionen des Hamatoxyling mit
Cholesterin, Lecithin, Nucleinsiure waren negativ, solange ihre Ver-
bindungen in einer Losung von destilliertem Wasser hergestellt wurden,
und positiv, wenn eine Spur von Natronlauge oder Ammoniak zur Lo-
sung zugesetzt wurde. Wie gering die alkalische Reaktion sein muf,
um eine Farbreaktion zu bekommen, zeigt am besten die Tatsache,
daf die Reaktionen positiv ausfielen, wenn statt destillierten Wassers
Leitungswasser angewendet wurde, welches schwache alkalische Reak-
tion, wahrscheinlich infolge Zusatzes von doppeltkohlensaurem Natron
oder Kalk, zeigt.

Weder Lecithin noch Cholesterin noch Nucleinsiure farben sich
also mit Hamatoxylin substantiv. Die Farbreaktion, welche sie in al-
kalischer Losung zeigen, stammt nicht von ihnen, sondern vom Alkali-
zusatz, denn eine geringfiigige Losung von Natronlauge, Soda oder Am-
moniak in destilliertemn Wasser wird ebenso von Hamatoxylin gefarbt.
Hamatoxylin reilt begierig O aus dem Alkali an sich und wandelt sich
in seine gefirbten oxydierten Stoffe um. Diese Bigenschaft zeigt Hima-
toxylin in gewaltigem Malle, was am besten aus dem ReifungsprozeB
ersichtlich ist. Und wenn in der zu firbenden Substanz ein Stoff vor-
handen ist, welcher den Sauerstoff leicht iibertragen kann, so kann
die Verstidrkung der Farbung ins Unendliche geschehen.

45%
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Einen solchen Stoff stellen eben die Eisenverbindungen dar, und
zwar hauptséichlich das Eisenoxydul und seine Verbindungen. HEisen-
oxyd wird von Hamatoxylin nicht gefdrbt. Wenn also im Kern die
Grundlage der Hamatoxylinfdrbung von Eisen geliefert wird, so miissen
dort Eisenoxydulverbindungen gesucht werden. Die Bedeutung der Li-
poide fiir das Zustandekommen der Hamatoxylinfarbung kann nur darin
gesucht werden, dafl sie imstande sind, Eisen zu adsorbieren, und zwar
sind es hauptsichlich die Feftsiuren, die dies tun. Darin konnte ich
mich durch folgende Versuche iiberzeugen. Unter den Lipoiden, mit
welchen ich Versuche anstellte, gab oleinsaures Natron die stirkste
Farbung mit Himatoxylin. Wihrend die Cholesterin- und Lecithin-
emulsionen in Leitungswasser gute blaue Farbungen gaben, gab die
Oleinséiure eine stark violette oder dunkelblaue Farbung. Der Ver-
dacht von Eisenbeimischug veranlafte mich, trotzdem die Priparate
von der bewihrten Firma Kahlbaum stammten, dieselben einer che-
mischen Untersuchung zu unterwerfen. Diese wurde in liebenswiirdiger
Weise von Herrn Schick, Vorsteher der chemischen Abteilung des Mikro-
biologischen Institutes in Baku, ausgefithrt und ergab eine betrdcht-
liche Beimischung von Eisen zum oleinsauren Natron und Spuren davon
zum Cholesterin. Ebenso ist das Lecithinum ovis eisenhaltig. Es ist
moglich, daB die Eisenbeimischung nicht von vornherein da war, als
das Praparat von der Firma abgelassen wurde, sondern beim Offnen
des GefiBes und Wigen des Salzes durch Berithrung mit eisenhaltigen
Instrumenten hinzugemischt wurde. Das beweist aber, daBl Fettsiure
zu Tisen sehr avid ist und daB das letztere aus seinen Verbindungen
durch die Olsdure leicht ausgezogen wird. Und da Cholesterin und
Lecithin in Fettsiiuren zerfallen, so muB in den Versuchen stets darauf
geachtet werden, dafl Eisen aus denselben entfernt werde. Ebenso wie
in Versuchen, werden auch im Leben von den Zellen, in Erythrocyten, in
Leukocyten, wo Cholesterin und Lecithin stets zugegen sind, Eisen-
verbindungen adsorbiert und auf diese Weise wird die Hamatoxylin-
farbung zustande gebracht.

Fir das Zustandekommen der Hamatoxylinfarbung sind also
2 Vorbedingungen nétig. Erstens die alkalische Reaktion. Da Nuclein-
saure dieselbe nicht besitzt, so muB die alkalische Reaktion entweder mit
dem Hamatoxylin selbst hineingebracht werden, und dies ist in den tib-
lichen Gemischen von Alaunhimatoxylin der Fall, oder die Priparate
miissen vorerst alkalisch gemacht werden, was das Beizen gewShnlich tut.

Ich kann mich hier nicht in die Theorie der Beizung vertiefen;
dariiber findet man eingehende Besprechung bei Pappenheim, Michaelis,
Witt, Becher u. a. Das wichtigste Moment der Beizung besteht darin, das
das Metalloxyd als Base mit dem Farbstoff als Sdure sich zu einem
Salz verbindet, welches den Lack darstellt. Nach Werner, Becher stellen
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die Lacke innere Komplexsalze dar, deren Bildung darauf beruht, da
der Farbstoff eine salzbildende und eine zur Erzeugung einer koordi-
nierten Bindung mit dem Metallatom befahigte Gruppe enthalt. Dieses
Komplexsalz stellt nach Becher ein Lackion dar, welches basischer Natur
ist; und mit den Sauren des Kerns wiederum ein Salz, und zwar ein
unlosliches Salz bildet, wodurch allein die Echtheit der Farbung
erreicht wird. ,,Aus der technischen Anwendung der Beizen®, sagt Becher,
,»geht hervor, dal} sie alle auf ein Freimachen, d. h. Entstehenlassen des
Hydroxyds, hinauslaufen.”” Die Forderung, welcher die Hamatoxy-
linfarbung entsprechen muB, und die in der Bewerkstelligung des
Beizungsvorganges besteht, hat nur den Zweck, die erste Forderung zu
erfillen, namentlich die Herstellung der basischen Reaktion. Das
Lackion muf} durch seine Basizitit Kernsdure neutralisieren und OH
frei machen.

Aber welche Art Kernsaure kommt hierbei in Betracht ? Unnas,
Gutsteins und unsere Versuche zeigen, daff auch nach der Entfernung
der Nucleinsdure die Hiématoxylinfarbung vonstatten geht. Es muB
also im Kern ein anderer Stoff die Saure bilden, welche mit der Lackbase
in Verbindung tritt. Es kénnten im Kern Fettsiuren in Betracht
kommen, welche mit Eisenoxydoxydul chemische oder physikalische
Verbindung eingehen, und da Eisenoxydul von Hamatoxylin geférbt
werden kann, so mull geschlossen werden, daf der Lack als basisches
Komplexsalz mit der Fettsdure Verbindung eingeht, Eisenoxydul frei
macht, welches dann die Farbung aufnimmt. In dem Fall, wo die Beize
unmittelbar auf die Zelle einwirkt, schlagt sie die Eisenoxydulhydrat-
verbindung nieder, welche dann mit dem Farbstoff Verbindung eingeht.
Da der Farbstoff meist schon in Lackform einwirkt, so mufl das Kern-
eisen, welches stiarkere Verwandtschaft zu Hématoxylin aufweist, das
Metalloxyd der Beize dissoziieren und ersetzen, z. B. Chromeisen bilden,
welches sich dann farbt. Dann geht das Eisen des Kerns selbst gewisser-
mafBen die Lackverbindung ein. Der ganze Prozell geschieht fortschritts-
weise, in Ubereinstimmung mit der Natur der magnetischen Eisen-
verbindungen, welche unter der Einwirkung des Luftsauerstoffs fort-
wihrend ihren Bestand wechseln, durch ihre katalytische Wirkung
Sauerstoff frei machen und auf das Hamatoxylin iibertragen, welches
somit auch wihrend der Firbung reift.

Die zweite Bedingung fiir das Zustandekommen des Férbeprozesses
mit Hamatoxylin ist also das Vorhandensein von Eisenverbindungen.
Es ist ganz unbegreiflich, wieso man bisher Himatoxylin zum Eisen-
nachweis im Gewebe nicht ausnutzte. Magyer, Gutstein meinten, dafl die
Hamateinmethode fiir korperliches Hisen nicht anwendbar sei, weil
sie fir Eisen nicht spezifisch ist. Hamatein soll auch mit anderen
Metalloxyden Lacke bilden. Dieser Einwand ist nicht stichhaltig.
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Von anderen Metalloxyden koénnten im Gewebe Kupfer, Aluminium
in Betracht kommen. Abgesehen davon, daB sie in Spuren und nur an
bestimmten Orten vorkommen, Eisen dagegen in allen Geweben und
in viel betrdchtlicherer Menge vorhanden ist, kann man sich doch mit-
telst chemischer Kontrolle davon iiberzeugen, ob wir es mit Eisen oder
einem anderen Metall zu tun haben. Ich halte meine Aufgabe vorlaufig
fiir abgeschlossen, nachdem ich nachgewiesen habe, dafl die verbreiteten
Ansichten, dal H&matoxylin entweder Nuclein oder Lipoide firbt,
nicht richtig sind, und dafl alle meine Hamatoxylinproben fiir Eisen
sprechen. Ganz besonders befestigt wurde das Ergebnis meiner Unter-
suchungen durch die Analyse der Lipoide, in welchen Eisen gefunden
wurde, was so leicht die Héamatoxylinfirbung derselben erklarte.

Ich glaube auch, daf die im Organismus nach den Untersuchungen
von Loele so ausgedehnt vorkommenden naphtholbindenden Stoffe
dem Eisengehalt die Phenolreaktion verdanken, da Eisenlésungen mit
x-Naphthol violett gefarbt werden. Loeles Einwendungen dagegen sind
nicht stichhaltig. Besonders schon laBit sich die Hédmatoxylinreak-
tion an den naphtholbindenden eosinophilen Granula zeigen. Ich
konnte diese Granula in 2 Féllen, wo das Blut 7 resp. 12% Eosino-
phile enthielt, eingehend untersuchen. Organische S#&ure losen die
x-Kornchen auf. Dagegen bleiben sie nach schwacher Alkaliwirkung
0,1—1% NaOH oder 0,5% NaHCO, nicht nur erhalten, sondern farben
sich mit neutralem Himatoxylin. Merkwiirdig ist es, daf Mayers Hima-
toxylin sie nach der Alkaliwirkung nicht firbt: Ich erklére diese Kr-
scheinung damit, daB die eosinophilen Ké&rnchen Eisen enthalten,
welches in Sduren aufgelost, durch Basen niedergeschlagen und von
neutralem Himatoxylin deshalb gefirbt wird. Die Unfarbbarkeit mit
Himatoxylinlack kann daher kommen, daB der verstirkte Alkalizusatz
die Hydratlésung des Eisens schlieBlich auflost. Das Ergebnis der
Untersuchung der eosinophilen Granula macht thre Entstehung aus
Héamoglobin wahrscheinlich.

Ich teile hier die Ergebnisse meiner Untersuchung der Himatoxy-
linreaktionen an den Zellteilen der #ibrigen Organe nicht mit, weil
dieselbe noch nicht abgeschlossen ist. Es erweist sich, daf die Ver-
hiltnisse dort sehr verwickelt sind, weil das Eisen sich je nach Organ,
Tier und Alter verschieden verteilt. Wenn wir die groBe Bedeutung,
welche das Eisen fiir den Stoffumsatz des Organismus hat, in Betracht
ziehen, wenn man die Eigenschaft des Eisens beziiglich der O-Uber-
tragung beriicksichtigt, welches der fermentativen Titigkeit gleich-
kommt — Boudish and Velo konnten ja im aktiven Eisenoxyd in der
Loésung von 1:500000 katalytische Eigenschaft nachweisen —, so muf}
man anerkennen, daB der von mir entwickelte Standpunkt ein un-
iitbersehbares Feld fir die Untersuchung erdffnet.
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Von ganz besonderer Bedeutung muf} sich der Befund von Eisen
im Zentralnervensystem erweisen. Wenn Eisen an Myelin gebunden ist,
so muBl jede Stoérung des Eisenstoffwechsels auch auf den Myelinbestand
wirken. Die riesige Teilnahme des Eisens am OxydationsprozeB, die
Inangriffrahme seines Bestandes durch Infektions- resp. Stoffwechsel-
krankheiten, durch Blut- und Leberkrankheiten muf} ganz neues Licht
- auf die Entstehung vieler Nervenkrankheiten werfen, bei welchen eine
Storung des Eisenstoffwechsels nachzuweisen ist. Diese Andeutungen
ermutigen zu emsiger Arbeit.
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