Héamatoxylin als Reagens auf Eisen.
(II. Mitteilung.)*
Von
M. Miihlmann, in Gemeinschaft mit Dr. I. Seemel.

(Eingegangen am 10. Mai 1928.)

In der ersten Mitteilung habe ich festzustellen gesucht, daB weder die
Nucleintheorie noch die Lipoidtheorie zur Erklirung der Himatoxylin-
tirbung ausreichen. Die Schwierigkeit, welche mit der Untersuchung
der Grundlage der Hamatoxylinfirbung verbunden ist, kommt daher,
daB Himatoxylin ein universelles Farbemittel: ist. Es fiarbt Zellen,
Fasern und Intercellularsubstanz. Diese Schwierigkeit wird allerdings
durch die Tatsache erleichtert, dal Fisen sehr verbreitert im Organis-
mus vorkommt, und iberall, wo Hamatoxylin firbt, Eisen durch chemi-
sche Analyse nachweisbar ist. Es ist aber zu beweisen, daB Ham-
atoxylin Eisen elektiv farbt. Dal diese Elektivitit von ungeheurer biolo-
gischer Tragweite sein kann, braucht wohl kaum besonders hervor-
gehoben zu werden. Es mull zu ihrem Nachweis ein solcher Weg ge-
funden werden, welcher von jedem Einwurf frei wire. Die Anwendung
der Hamatoxylinlacke wird fiir eine derartige Untersuchung wohl kaum
zum Ziele fithren, da Himatoxylinlack alles mégliche farbt. Himatoxylin-
lack ist selbst schon gefarbt, und die Gewebsfarbung damit besteht in
seiner Adsorption durch (lewebsbestandteile. Diese Adsorption kann
von physikalischen Umstanden abhingen, die vielleicht mit der chemi-
schen Natur der zu farbenden Gewebsteile nicht unmittelbar in Zusam-
menhang stehen. Jedenfalls wird die Untersuchung durch die Anwen-
dung der Himatoxylinlacke verwickelt, da dieselben bereits eine Ver-
bindung von Hamatoxylin mit Metalloxyden darstellen. Das Zustande-
kommen der Farbung mullte seitens derjenigen, die die Eiwei- bzw.
Lipoidnatur der Hamatoxylinfairbung vermuteten als eine Tripelver-
bindung betrachtet werden. Die Eisentheorie mufl dann entweder eine
zweifache Metallverbindung annehmen oder den Ersatz der Beize
durch das Gewebseisen nachzuweisen suchen. Bis dies geschieht, glaubte
ich den Untersuchungsweg zu vereinfachen, indem ich mir zur Aufgabe
stellte, in den Geweben den Angriffspunkt nicht des Hamatoxylinlacks,

1 Die erste ist in Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 266, H. 3 gemacht
worden.
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sondern des Haimatoxylins allein zu finden. Hamatoxylin ist farblos oder
gelblich, seine wisserige Losung férbt gewdhnlich nicht. In meiner
ersten Mitteilung unterlie ich mitzuteilen, daB unter den Forschern,
die Hamatoxylin'zum Eisennachweis benutzten, Macallum! zu nennen
ist, welcher wésserige Hématoxylinlésung fiir die Unterscheidung von
maskiertem und unmaskiertem Eisen empfiehlt. Diese Losung soll nur
unmaskiertes Eisen, nicht aber maskiertes farben. Ich glaube aber eben
maskiertes damit nachweisen zu kénnen.

Damit die Farbung mit Himatoxylin zustande kdme, mul} es oxy-
diert werden. Dies wird durch Alkalisierung der Losung erreicht, was
auch die Lackierung mit Metallbeize bezweckt. Da in den Geweben
Eisen vorhanden ist, so suchte ich das Gewebseisen zur Beize zu machen.
Zu diesem Zweck behandelte ich die Gewebe mit Alkalien, um darin
Eisenoxydulhydrat niederzuschlagen und es mit einer neutralen Ham-
atoxylinlosung zu verbinden. Wenn dadurch im Gewebe eine Blau-
farbung eintreten sollte, dann glaubte ich meinen Zweck erreicht zu
haben und die Elektivitit des Hamatoxylins zu Eisen nachgewiesen zu
haben. In der ersten Mitteilung habe ich schon darauf hingewiesen, daf3
auf diese Weise die Granula der FHosinophilen mit wisseriger Hama-
toxylinlésung blau gefirbt werden. Dazu behandelte ich die Blutaus-
striche mit schwacher Alkalilosung. Weitere Untersuchungen habe ich
an Blutgerinseln angestellt, weil die Blutausstriche bei der Behandlung
mit starker Alkalilosung abgeschwemmt werden.

Ich zog zunichst schwache Losungen vor, um dem Gewebe weniger
Schaden anzutun. Die Wirkung derselben erwies sich aber als unbesténdig.
Daher habe ich Blutgerinsel von Linsengrofle und weniger, wobei ich
die obere Schicht, welche weifle Blutkérper enthielt, benutzte, mit
konzentrierter Ammoniak- resp. 15 proz. Natronlauge behandelt, tiichtig
mit destilliertem Wasser mehrmals ausgewaschen, durch Alkohol még-
lichst rasch, durchgefiihrt, in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit
Iproz. neutraler Himatoxylinlésung 15 Minuten lang gefarbt. Weder die
roten noch die weilen Blutkdrperchen werden geféirbt, dagegen erscheinen
im Préparat zahlreiche blaue kornige Flecke von unregelmiBiger Form
und GréBe, die den Eindruck von Kunstprodukten, Farbenniederschli-
gen machen. Ich wiirde in jedem anderen Priaparat dieselbe fiir wertlos
gehalten haben, wenn ich nicht den Zweck im Auge gehabt hitte, welchen
ich durch meine Versuchsanordnung verfolgte. Das Eisenoxydulhydrat,
welches durch die Alkalibehandlung der Priparate sich bilden sollte,
konnte in diesem Falle deshalb frei gefunden werden, weil das Eisen aus
seinem Sitze gelockert und regellos im Gewebe niedergeschlagen wurde.
Die erhaltenen Flecke machen den Eindruck von Kunstprodukten, weil
sie regellos im Schnitt zerstreut sind; dagegen spricht aber ihre blaue

1 Ergebn. d. Physiol. 1908.
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Farbe und die RegelmiBigkeit, mit welcher sie auftreten. Wenn die
Farbung durch Einwirkung des etwa frei gebliebenen Alkali (dem ich
durch tiichtiges Auswaschen des Praparates vorzubeugen suchte) zustande
gekommen wiire, dann hiitten wir eine gleichmaBige Féarbung bekommen,
weil das Hamatein dann gelst wiirde; wir hitten dann auch eine Fir-
bung von organisierten Teilen bekommen. Aber gerade die Nieder-
schlagsbildung spricht fir die Bildung des kolloidalen Eisenoxydul-
hydrat, welches in Wasser unloslich ist.

In Vergleichspriparaten waren keine kérnigen Haufen vorhanden.
Nach Behandlung frischer Préparate treten sie nicht mit der Regel-
méBigkeit auf, wie in formalinisierten. Allerdings darf die Formalini-
sierung (5—10% Formalin) nicht langer als 2 Tage dauern, sonst werden
die Niederschliage, welche sich durch die Alkalibehandlung bilden, nicht
blau, sondern braun gefiarbt. Eine lingere Oxydierung verwandelt sie
wohl in Eisenoxydhydrat, welches das neutrale Haimatoxylin in Héma-
tein nicht umwandelt. Da die Haufen keine bestimmte Lokalisation
im Praparate aufweisen, konnte ich nicht herausbekommen, woher
dieses Eisen kommt. Das Alkali zerstért ja sowohl die roten, als die
weiBen Blutkorperchen. Die Kerne der Leukocyten firben sich danach
mit Alaunhamatoxylin, aber sie werden entstellt, so daB es gewagt wire,
etwas Bestimmtes zu sagen. Der einzige Schlufl, welcher aus diesen
Versuchen gemacht werden kann, ist der, dafl das Kisen der Blutbestand-
teile durch die Alkalibehandlung aus denselben herausgeschwemmt,
niedergeschlagen und mittelst Hidmatoxylin sichtbar gemacht wird.

Aber auch dieses Ergebnis ist fiir die Biologie und Pathologie von
Wert, nachdem die hervorragende Bedeutung des Kisens in der tieri-
schen Atmung von Warburg! festgestellt ist. Er stellb geradezu
eine Theorie auf, daf die Zellatmung aus Eisenkatalyse besteht. Die
andere wichtige Entdeckung Warburgs?, dafl im Blutserum Kupfer regel-
maBig zu finden ist, ist fir die Himatoxylinfarbung ebenso wichtig,
weil Himatoxylin mit Kupfer gleichfalls eine Lackverbindung bildet.
Wenn sich auch in den Geweben Kupfer finden wird, dann wird die
Moglichkeit nicht von der Hand zu weisen sein, daf die universelle
Himatoxylinfirbung auch dem Kupfergehalt zu verdanken sein kann,
aber die Versuchsanordnung, wie sie in dieser Mitteilung vorgeschlagen
ist, kann nur fir Eisen gelten, da Kupferverbindungen in Ammoniak
16slich sind.

1 0. Warburg, Uber die katalytischen Wirkungen der lebenden Substanz. 1928.

? Ebenda.



