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lich nicht an Gicht erkrankt wére, wenn nicht infolge der Leukémie
der Harnsiurespiegel des Blutes abnorm hohe Werte erreicht hatte.
In diesem Sinne fillt also der Leukémie zum mindesten die Rolle einer
auslosenden Ursache zu. Das Zusammentreffen mit der Gicht kann
nicht als etwas rein Zufilliges betrachtet werden; ein gewisser innerer
Zusammenhang ist zweifelsohne anzuerkennen.

Histologische Darstellungsmethoden der Harnsiure
und der Urate.

Von
A. Schultz und W. Schmidt, technische Assistentin am Institut.

Vergeblich sucht man in den Lehrbiichern der histologischen Technik
nach Methoden, die eine fdrberische Darstellung der Harnsiure und
der Urate ermoglichen. Aschoff, ebenso Eckert, benutzten alkoholische
Lésungen von Bismarkbraun, um Harnsiurekiigelchen und Spharolithe
beim kiinstlich erzeugten Harnsdureinfarkt briaunlich anzufirben.
Ebstein und Nicolaier erzielten (aufler mit Bismarkbraun) mit Borax-
carmin und alkoholisch-alkalischer Methylenblauldsung eine Anfirbung
von kiinstlich erzeugten Sphirolithen. Die von Couwrmont wnd André
angegebene Methode der Harnséuredarstellung mittels Silbernitrat hat
sich Schmorl nicht bewdhrt; wird hingegen von Bauer empfohlen. Fir
unsere Untersuchungen erwies sie sich als unbrauchbar. Schon bei der
Vorbehandlung mit 1%/iger Ammoniakidsung lésten sich fast augenblick-
lich Harnséiure und Urate restlos auf. Brogsifter bediente sich der
Schmorlschen Knochenkérperchenfirbung, um an gichtischen Gelenk-
knorpeln nach Losung der Uratkrystalle deren zuriickgelassene Spalten
und Héohlen sichtbar zu machen. Neuerdings hat Pommer eine Methode
mitgeteilt, mit deren Hilfe es ihm gelungen ist, am entkalkten Knochen
die Urate selbst anzufirben. Sowohl zur Entkalkung wie zur Firbung
fand er in der Pikrinsdure ein sehr geeignetes Mittel. Pikrinsaures
Eisenoxyd stellte gleichzeitig eine geeignete Beize dar, um mit alkoholi-
scher Himateinlosung eine gute Anfirbung der Kerne und Gewebe
zu erzielen. Unabhingig von Pommer fanden auch wir, da Urate sich
mit Pikrinsdure gelb firben lassen. Den ersten Anstof} zu eingehenden
Versuchen iiber Féarbemoiglichkeiten der Harnsdure und ihrer Salze
gab uns jedoch der tberraschende Befund, dafi in einem nach Best auf
Glykogen gefirbten Praparat der Niere unseres Falles die Harnsiure-
krystalle innerhalb der Harnkanalchen leuchtend rot erschienen. Spater
wiederholte Farbungen, bei denen wir gendtigt waren, andere Carmin-
sorten zu verwenden, miflangen stets. Erst eine Abénderung der
Glykogenfarbung, die sich an die Fraenkelsche Methode anlehnt, fithrte
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zu gleichmiBigen und sehr befriedigenden Ergebnissen. Bei kurzer
Firbedauer konnte dabei eine gleichzeitige Mitfirbung des Glykogens
mit Sicherheit vermieden werden. Nachstehend geben wir die genauen
Farbevorschriften wieder.
Methode I.
Firbung des Harnsdureinfarktes und der krystallinischen Harnsdure.
(Modifizierte Farbung nach Best-Fraenkel.)

Fixierung in absolutem Alkohol. (Das Carnoysche Gemisch bot uns keine
besonderen Vorteile.) Ubertragen diinner Scheiben auf 4—35 Stunden in 3mal
gewechseltes Aceton.
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Abb. 6. Harnsiureinfarkt eines Neugeborenen. Carminfirbung nach Methode I.

Paraffineinbettung.
Nach Entparaffinieren zweimaliges Abspillen in absolutem Alkohol.
Fiarbung in folgendem (gut ausgereiften) Alaunhdmatoxylin:

Himatoxylin pur. erist. . . . . . . . . . . 10g
Alkohol 96%, . . . . . . . . ... ... 100 cem
Ammoniakalaun . . . . ..o L 20g
Aqu.dest. . . . . ..o o0 900 com

Hamatoxylin zunichst im Alkohol 18sen. 20 g Ammoniakalaun in 200 cem
Aqu. dest. unter leichtem Erwérmen losen und der Himatoxylinlésung hinzusetzen.
Zuletzt auf 1000 com mit Aqu. dest. auffillen. Vor Gebrauch filtrieren.

Farblosung auf den Schnitt gieBen. Unter stindigem Bewegen !/, bis 1 Minute
farben.

Ganz kurzes Differenzieren (2maliges Eintauchen) in absolutem Alkohol mit
1/,9/igem Salzsiurezusatz. Ubertragen in absoluten Alkohol, dem auf 50 cem
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5 Tropfen Ammoniak zugesetzt sind, bis der Schnitt blau erscheint. Abspiilen
in 3mal gewechseltem absolutem Alkohol. Anschliefend folgende Carminférbung:
Stammliosung (begrenzte Zeit haltbar):
Carmin (besonders geeignet Marke ,Nakarate®) . 1g

Ammoniumehlorid . . . . .. .00 L. 2g
Lithiumearbonat . . . . . . . . . . . . . .. 0,5¢g
Aqu.dest. . .. ... o000 oL 50 cem

Das Gemisch aufkochen. Nach Erkalten 20 cem Liqu. Ammon. caust. zusetzen.
Zur Farbung folgendes (kurze Zeit haltbares) Gemisch verwenden:

Stammlésung (filtriert) . . . . . . . . . .. 3 cem
Ammoniak 0,960 . . . . . . .. . ... .. 1,5 cem
Methylalkohol . . . . . . . . . .. .. . 2,5 cem

Die Farblosung mu8 klar sein. Farblosung auf den Schnitt gieflen. Zwischen
zwei Petrischalen unter leichtem Bewegen 5 Minuten firben.

Mehrfach mit absolutermn Alkchol abspiilen.

Xylol. Balsam.

Ergebnis: Kerne blau. Stark rot farben sich Harnsiurekrystalle
(vgl. Abb. 1), sowie die kolloidalen Tropfen und Sphirolithe beim Harn-
sdureinfarkt (vgl. Abb. 6), wihrend Mononatriumurat ungefirbt bleibt.
Protoplasma und Bindegewebe leicht rétlich. Sehr deutlich treten die
Basalmembranen der Harnkanilchen hervor. Glykogen bleibt bei
genauer Einhaltung der Firbedauer ungefirbt.

Methode II.

Féarbung des HarnsGureinfarktes.
{Methylenblau-Pikrinsdurefdrbung.)

Fixierung und Einbettung wie bei Methode I. Farbung der Kerne mit 4laun-
hdmatoxylin und anschlieBende Differenzierung wie unter I.

Nach griindlichem Abspiilen in absolutem Alkohol einlegen auf 5 Minuten in
folgendes Gemisch:

Methylalkohol . . . . . .. . . . .. ... 8 Teile
Ammoniak . . . . . . .. .00, 2 Teile
Kurzes Abspiilen in absclutem Alkohol.

Farben in konzentrierter alkoholischer (96%iger) Methylenblaulosung, die
zur Halfte mit absolutem Alkohol verdiinnt ist, etwa 1/, Minute (Farblésung auf
den Schnitt giefien und bewegen).

Abspiilen mit absolutem Alkohol, bis keine Farbwolken mehr abgehen.

Farben mit gesattigter Pikrinsdureldsung in absolutem Alkohol, der auf 80 com
10 Tropfen einer konzentrierten Losung von Saurefuchsin in 96%/jigem Alkohol
zugesetzt sind (aufgieflen und bewegen!) /, Minute.

Mehrfach mit absolutem Alkohol abspiilen.

Xylol. EinschlieBen in rektifiziertem Kanadabalsam, da sonst Pikrinsiure-
niederschlige entstehen.

Ergebnis: Kerne blauschwarz. Protoplasma teils gelblich, teils rot-
lich, mitunter leuchtend rot. An den Epithelien der Tubuli contorti
tritt der rot gefirbte Biirstensaum sehr schén hervor. Deutlich gesteigert
ist der ,van Gieson-Effekt, indem namentlich das kollagene Gewebe
bis zu den feinsten Fasern sehr bestimmt rot angefirbt wird; selbst
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Gitterfasern und Basalmembranen kommen vorziiglich zur Darstellung.
Kolloidale Harnsiure wnd Sphirolithe fdrben sich leuchtend griim (vgl.
Abb. 7).

Methode III.

Firbung des Mononatrivmurats.
(Methylenblau-Pikrinsdurefirbung.)

Fixierung und Kinbettung wie oben angegeben. Kernfirbung mit Alaun-
hamatoxylin ist hier nicht angebracht, da dieses in geringem Mafe die Uratkrystalle

Abb. 7. Harnsiureinfarkt eines Nougeborenen. Methylenblau-Pikrinsdurefirbung
nach Methode II.

16st. Am zweckmaBigsten ist eine Verbindung der modifizierten Fraenkel-Carmin-
farbung mit einer etwas abgeinderten Methylenblau-Pikrinsaurefarbung.

Nach Entparaffinieren und Abspiilen mit absolutem Alkohol, Carminfirbung
wie unter I angegeben.

Abspiilen in mehrfach gewechseltem absolutem Alkohol.

Farbung in alkoholischer Methylenblaulosung (wie unter 1I) etwa !/, Minute.

Abspilen in absolutem Alkohol.

Firben in folgendem Pikrinsiuregemisch:

Konzentrierte wifrige Pikrinsgurelosung . . . . . . . 9 cem
Heiff gesattigte wafirige Natriumsulfatlosung . . . . 1com

Das filtrierte Gemisch auf den Objekttriger gielen und unter Bewegen etwa
15 Sekunden férben.

Abspiilen in mehrfach gewechseltem absolutem Alkohol.

Xylol. EinschlieBen in rektifizierten Kanadabalsam. .

Ergebnis: Kerne graublau, manchmal graurdtlich. Protoplasma gelblich.
Mononatriumurat leuchtend griin (vgl. Abb. 3). Krystallinische Harnsiure tief
blaugrim.

Fiir die Betrachtung aller nach vorstehenden Methoden gefarbten Praparate
empfiehlt es sich, eine starke kiinstliche Lichtquelle und Blaufilter zu verwenden.
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Bei Ausarbeitung der Farbemethoden wurde selbstverstindlich genau
darauf geachtet, dal eine Losung oder Forminderung der Krystalle
nicht eintrat. Hierzu dienten uns vor allem vergleichende Unter-
suchungen am ungefirbten Préparat mit Hilfe des Polarisationsmikro-
skopes. Von der Spezifitit der Féarbungen tberzeugten wir uns durch
Nachpriifung an reinen Substanzen. Es wurden Harnsiurekrystalle
und Mononatriumurat, ferner uns freundlicherweise von Herrn Professor
Schade zur Verfiigung gestellte kolloidale Harnsiure in Celloidin ein-
gebettet und am Schnittpréparat untersucht. Wie zu erwarten war,
handelt es sich bei unseren Farbungen nicht um eine Spezifitdit im
strengsten Sinne. So beobachteten wir hei der Methylenblau-Pikrin-
saurefarbung gelegentlich eine Griinfirbung hyaliner Massen, besonders
auch des Amyloids; in einem Falle kam es zu einer partiellen Anfarbung
des tropfigen Hyalins in Nierenepithelien. Bei Anwendung mehrerer
Methoden, besonders auch bei Zuhilfenahme des Polarisationsapparates,
werden sich indessen Irrtiimer leicht vermeiden lassen.

Der Nutzen der Firbung ist offensichtlich. Er besteht einmal in
einer sehr eindrucksvollen farbigen Darstellung, der sonst schwer sicht-
baren krystallinischen und tropfigen Gebilde. Zweitens wird eine sichere
Unterscheidung gegeniiber anderen morphologisch dhnlichen Bildungen,
wie etwa Verkalkungen, erméglicht. Vor allem aber sind wir indie
Lage versetzt, Harnsiure und Urate auf Grund ihres verschiedenen
farberischen Verhaltens voneinander zu trennen. Wir glauben hiermit
eine bisher vorhandene Liicke in der histologischen Untersuchungs-
technik ausgefiillt zu haben.
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