
Hiimatoxyl in  als Reagens  auf  Eisen.  

(II. Mitteilung.) 1 

Von 

M. Miihlmann, in Gemeinschaft mit Dr. I. Seemel. 

(Eingegangen am 10. Mai 1928.) 

In der ersten Mitteilung habe ich festzustellen gesneht, dab weder dig 
Nueleintheorie noch die Lipoidtheorie zur Erk]grung der t tgmatoxylin- 
fgrbung ausreiehen. Die Sohwierigkeit, welehe mit der Untersuchung 
der Grundlage der Hgmatoxylinfgrbung verbunden ist, kommt daher, 
dab Hgmatoxylin ein universelles Fi~rbemittel, ist. Es fgrbt Zellen, 
Fasern und IntereelluIarsubstanz. Diese Sehwierigkeit wird allerdings 
dutch die Tatsaehe erleiehtert, dab Eisen sehr verbreitert im Organis- 
mus vorkommt, und fiber~]l, we Hgmatoxylin fgrbt, Eisen durch chemi- 
sche Analyst nachweisbar ist. Es ist abet zu beweisen, dab Hgm- 
atoxy]in Eisen elektiv fgrbt. DaB diese Elektivitgt yon ungeheurer biolo- 
gischer Tr~gwei~e sein k~nn, braueht wohl kaum besonders hervor- 
gehoben zu werden. Es mull zu ihrem Nachweis ein soleher Weg ge- 
funden werden, welcher yon jedem Einwurf frei wgre. DiG Anwendung 
der t tgmatoxylinlaeke wird far eine derartige Untersuehnng wohl kaum 
zum Ziele fiihren, da t tgmatoxylinlack alles mSgliche fgrbt. Hgmatoxylin- 
lack ist selbst schon gef~trbt, und dig Gewebsf~trbung damit besteht in 
seiner Adsorption dureh Gewebsbestandteile. Diese Adsorption kann 
yon physikalischen Umst~nden abhgngen, die vielleicht mit der ehemi- 
schen Natur der zu fgrbenden Gewebsteile nicht unmittelbar in Zusam- 
menhang stehen. Jedenfalls wird dig Untersuchung durch die Anwen- 
dung der Hgmatoxylinlaeke verwickelt, da dieselben bereits eine Ver- 
bindung yon Hgm~toxylin mit Meta]loxyden darstellen. D~s Zustande- 
kommen der Fgrbung muBte seitens derjenigen, die die Eiweil~- bzw. 
Lipoidnatur der Hgmatoxylinf~rbung vermuteten als eine Tripelver- 
bindung betrachtet werden. Die Eisentheorie mu~ dann entweder eine 
zweifache Met~llverbindnng annehmen oder den Ersatz der Beize 
durch das Gewebseisen nachzuweisen suchen. Bis dies geschieht, gluubte 
ich den Untersuchungsweg zu vereinfachen, indem ich mir zur Aufgabe 
stellte, in den Geweben den Angriffspunkt nicht des H~tmatoxylinlacks, 

1 Die erste ist in Virchows Arch. f. p~thol. Angt. u. Physiol..~66, H. 3 gemacht 
worden. 
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sondern des t t~matoxylins allein zu finden. Hgmatoxylin ist farblos oder 
gelblieh, seine w/~sserige L6sung fgrbt gew6hnlieh nieht. In meiner 
ersten Mitteilung unterlieB ieh mitzuteilen, dab unter den Forsehern, 
die H~matoxylin 'zum Eisennaehweis benutzten, M a c a l l u m  1 zu nennen 
ist, weleher w~sserige Hgmatoxylinl6sung fiir die Unterseheidung yon 
maskiertem und unmaskiertem Eisen empfiehlt. Diese LSsung soll nur 
unmaskiertes Eisen, nieht aber maskiertes fs Ieh glauhe aber eben 
maskiertes damit naehweisen zu k6nnen. 

Damit die F~irbung mit H~matoxylin zustande k~me, muB es oxy- 
diert werden. Dies wird dureh Alkalisierung der L6sung erreieht, was 
aueh die Laekierung mit Metallbeize bezweekt. Da in den Geweben 
Eisen vorhanden ist, so suehte ieh das Gewebseisen zur Beize zu maehen. 
Zu diesem Zweek behandelte ieh die Gewebe mit Alkalien, um darin 
Eisenoxydulhydrat  niederzusehlagen und es mit einer neutralen Ham- 
atoxylinlSsung zu verbinden. Wenn dadureh im Gewebe eine Blau- 
f~rbung eintreten sollte, dann glaubte ieh meinen Zweek erreieht zu 
haben und die Elektivitgt des It~matoxylins zu Eisen naehgewiesen zu 
haben. In  der ersten Mitteilung habe ich sehon darauf hingewiesen, dag 
auf diese Weise die Granula der Eosinophilen mit wgsseriger H~ma- 
toxylinlSsung blau gefgrbt werden. Dazu behandelte ieh die Blutaus- 
striehe mit schwaeher Alkalil6sung. Weitere Untersuehungen habe ieh 
an Blutgerinseln angestellt, weil die  Blutausstriehe bei der Behandlung 
mit starker Alkalil6sung abgesehwemmt werden. 

Ieh zog zun~ehst sehwaehe LSsungen vor, um dem Gewebe weniger 
Sehaden anzutun. Die Wirkung derselben erwies sieh aber als unbest~ndig. 
Daher habe ieh Blutgerinsel yon Linsengr613e und weniger, wobei ieh 
die obere Sehieht, welche weige Blutk6rper enthielt, benutzte, mit 
konzentrierter Ammoniak- resp. 15 proz. Natronlauge behandelt, tiiehtig 
mit destilliertem Wasser mehrmals ausgewasehen, dureh Alkohol m6g- 
liehst raseh durehgefiihrt, in Paraffin eingebettet, gesehnitten und m i t  
lproz, neutraler H~matoxylinlSsung 15 Minuten lang gefgrbt. Weder die 
roten noeh die weigen BlutkSrperehen werden gef~rbt, dagegen erseheinen 
im Prgparat  zahlreiehe blaue kSrnige Flecke yon unregelmggiger Form 
und GrSl3e, die den Eindruck yon Kunstprodukten, Farbenniederschlg- 
gen maehen. Ieh wiirde in jedem anderen Prgparat  dieselbe ftir wertlos 
gehalten haben, wenn ich nieht den Zweek im Auge gehabt h~tte, welchen 
ieh dureh racine Versuchsanordnung verfolgte. Das Eisenoxydulhydrat,  
welches dureh die Alkalibehandlung der Prgparate sieh bilden sollte, 
konnte in diesem Falle desl~alb frei gefunden werden, weil das Eisen aus 
seinem Sitze gelockert und regellos im Gewebe niedergesehlagen wurde. 
Die erhaltenen Fleeke maehen den Eindruek yon Kunstprodukten, Weft 
sie regellos im Sehnitt zerstreut sind; dagegen sprieht aber ihre blaue 

1 Ergebn. d. Physiol. 1908. 
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Farbe und die l~egelm~ftigkeit, mit welcher sic auftreten. Wenn die 
Fgrbung durch Einwirkung des etwa frei geblicbenen Alkali (dem ich 
durch tiichtiges Auswaschen des Prgparates vorzubeugen suchte) zustande 
gekommen witrc, dann hatten wir eine glcichmaSigc Farbung bekommen, 
weft das H~matein dann gel6st wiirde; wir hatten dann auch einc Far- 
bung yon organisiertcn Teilen bekommen. Aber gcrade die l~icdcr- 
schlagsbildung spricht ffir die Bildung des kolloidalen Eisenoxydul- 
hydrat, welches in Wasser unlSslich ist. 

In Vergleichspriiparaten waren keinc kSrnigen Haufen vorhanden. 
Nach Behandlung frischer Praparate trcten sic nicht mit der Regel- 
mal~igkcit auf, wie in formalinisierten. Allerdings darf die Formalini- 
sierung (5--10% Formalin) nicht langer als 2 Tagc dauern, sonst werden 
die I~icderschliige, welchc sich dutch die Alkalibehandlung bilden, nicht 
blau, sondern braun gefarbt. Einc lgngerc Oxydierung verwandelt sic 
wohl in Eisenoxydhydrat, welches das ncutrale ttamatoxylin in Hama- 
rein nieht umwandelt. Da die Haufen keinc bestimmte Lokalisation 
im Prgparate aufweisen, konnte ich iHcht herausbekommen, woher 
dieses Eisen kommt. Das Alkali zerstSrt ja sowohl die roten, als die 
weiften BlutkSrpcrchen. I)ie Kerne der Leukoeytcn larbcn sich danach 
mit Alaunhamatoxylin, aber sic werden entstellt, so dab es gewagt ware, 
etwas Bestimmtes zu sagen. Der einzige Schluft, welcher aus diescn 
Versuchen gcmacht werden kann, ist der, dab das Eisen der Blutbestand- 
teile durch die Alkalibehandlung aus denselbcn hcrausgeschwemmt, 
nicdergeschlagen und mittelst I-Iamatoxylin siehtbar gemacht wird. 

Aber auch dieses Ergebnis ist fi]r die Biologic und Pathologic yon 
Weft, nachdem die hervorragende Bedeutung des Eisens in der tieri- 
schcn Atmung von Warburg ~ festgestellt ist. Er stellt geradezu 
einc Theorie auf, dal~ die Zellatmung aus Eiseukatalyse besteht. Die 
anderc wiehtige Entdeckung Warburgs ~, daft im Blutscrum Kupfcr regel- 
m ~ i g  zu linden ist, ist fiir die Itgmatoxylinfi~rbung ebenso wichtig, 
well tt~tmatoxylin mit Kupfcr gleichfalls eine Lackverbindung bildet. 
Wenn sich auch in den Geweben Kupfer linden wird, dann wird die 
MSglichkeit nicht yon dcr Hand zu weisen scin, daft die universellc 
Hamatoxylinfgrbung aueh dem 1Kupfergehalt zu verdanken sein kann, 
aber die Versuchsanordnung, wie sic in dicser Mitteilung vorgeschlagen 
ist, kann nur fiir E~sen gelten, da Kupferverbindungen in Ammoniak 
15slich sind. 

O. Warburg, Uber die kat~lytischen Wirkungen der lebenden Substanz. 1928. 
2 Ebenda. 


