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Die meisten der in der Histologie und Bakteriologie zur Verwendung
kommenden Firbemethoden arbeiten mit préformierten Farbstoffen.
Es wird dabei im morphologischen Objekte immer da zum Haften des
Farbstoffes kommen, wo die histologische Materie die entsprechenden
chemischen oder physikalischen Bedingungen dazu enthélt (Feulgen).
Doch sind wir im allgemeinen nicht in der Lage, den ganzen Firbe-
vorgang so zu zerlegen, dafBl wir bei den Methoden mit fertigen
Farbstoffen etwa von einer mikrochemischen Reaktion im strengen
Sinne des Wortes sprechen kénnen. Es sei nur daran erinnert, dal} es
z. B. verhiltnism&fBig leicht gelingt, ein Priparat zu iiberfarben, so
daB sich auch schlieBlich Zellbestandteile anfirben, die sonst im all-
gemeinen den betreffenden Farbstoff nicht anzunehmen pflegen. Auch
wird wohl niemand so weit gehen, in der Anfirbbarkeit des Kerns mit
basischem Methylenblau oder Hamatoxylin etwa eine spezifische Reaktion
auf eine Nucleinsiure zu erblicken, wenn man auch ganz allgemein
der Anschauung ist, daB das im Zellkern vorhandene saure Prinzip,
das die Aufnahme des basischen Farbstoffes bedingt (Salzbildung ?),
vorwiegend auf die im Kern enthaltenen Nucleinséuren zurickzufithren
ist. Es gibt aber bekanntlich auch eine Reihe anderer Zellbestandteile,
die sich mit basischen Farbstoffen anfarben und die ganz bestimmt nicht
das Geringste mit Nucleinsdure zu tun haben. Man wiirde groBen Trug-
schliissen zum Opfer fallen, wollte man aus dem Verhalten einzelner
Zellbestandteile bestimmten Farbstoffen gegeniiber weitgehende und
bindende Schliisse hinsichtlich ihrer chemischen Beschaffenheit oder
ihrer Entstehung ziehen.



500 C. Barthels und K. Voit: Uber den mikrochemischen Nachweis

Viel eindeutiger liegen die Verhaltnisse bei der von Feulgen und Rossen-
beck angegebenen Nuclealfdrbung, die einen wirklichen mikrochemischen
Nachweis einer Nucleinsiure, nidmlich der Thymonucleinsiure, darstellt.

Der Nuclealfarbung liegt die Nuclealreaktion zugrunde. Diese beruht auf der
Fahigkeit der Thymonucleinsdure, nach milder, partieller Hydrolyse unter Ab-
gpaltung der beiden Purinderivate Guanin und Adenin reduzierende Gruppen
freizumachen, die sich wie echte Aldehydgruppen verhalten und mit fuchsin-
schwefliger Saure unter Bildung eines blauvioletten Farbstoffes reagieren. Diese
Eigenschaft wird dazu benutzt, eine ,,Firbung* anzustellen, die nichts weiter
darstellt als die Anwendung einer chemischen Reaktion, die auch jederzeit im
Reagensglas ausfithrbar ist, auf mikroskopische Préparate zum Nachweis eines
chemisch wohl bestimmten Korpers, eben der Thymonucleinsdure. Wir haben
hierbei keine praformiert vorhandenen Farbstoffe, sondern erst bei der Reaktion
entsteht auf chemischem Wege ein Farbstoff, der dann die ,,Farbung* liefert.
Fehlt im Priaparat der chemisch nachzuweisende Koérper, so kann es auch nicht
zur Reaktion und damit auch nicht zur Anfirbung kommen; eine Uberfirbung
ist also beispielsweise vollig unméglich. Hydrolysiert man ein beliebiges mikro-
skopisches Prédparat in n-Salzsdure bei 60° 4 Minuten lang, und behandelt das
Priparat nach Auswaschen der Saure */,—1 Stunde mit fuchsinschwefliger Saure,
so tritt iiberall da, wo Thymonucleinsiure vorhanden ist, eine starke Violettfarbung
auf. Auf den genaueren chemischen Mechanismus und die an die Nuclealreaktion
sich anschlieffenden biologischen Fragen, sowie auf die ausfithrlichere Technik
soll hier nicht mehr eingegangen werden ; wir verweisen auf die Arbeiten von Feulgen
und seiner Schiiler, sowie auf die Untersuchungen von Redenz, Voss, Wermel,
Bresslau und Skremin u. a.

Wir haben mit dieser Methode also einen sehr exakten Nachweis
eines ganz charakteristischen chemischen Kernbestandteiles, némlich
der Nucleinsduren vom Typus der Thymonucleinsiure, oder, wie wir
vielleicht jetzt besser sagen, der Nuclealkdrper. Da die Nuclealkérper
obligatorisch. fir Kerne sind (Feulgen, K. Voit), insbesondere bisher
beim tierischen Gewebe noch keine Kerne beschrieben wurden, die
anucleal wiren und da im Zelleib die Reaktion immer negativ blieb !,
so darf man annehmen, daB ein Zellbestandteil, bei dem die Nuclealfarbung
positiv ausféllt, echte Nuclealkgrper enthilt, also mit dem Zellkern in
engstem entstehungsgeschichtlichen und chemischen Zusammenhang
steht.

Mit Hilfe der Nuclealfirbung ist es gelungen, eine Reihe biologisch
wichtiger Fragen zu kliren, insbesondere sind wir jetzt viel eingehender als
frither iiber das Vorkommen der urspriinglich — und wie sich jetzt zeigte,
fialschlicherweise — nur als ,,tierische* Nucleinsdure benannten Thymo-
nucleinsidure unterrichtet; ferner ist es gelungen, bei den verschiedensten
Zellbestandteilen ihren engsten Zusammenhang mit dem Zellkern nach-

1 Auf das von Feulgen und K. Voit im Protoplasma der Zellen gefundene
»Plasmal®, einen aldehydartigen Koérper, der gleichfalls mit fuchsinschwefliger
Saure eine Reaktion glbt mit dem Zellkern aber in keinerlei Zusammenhang
steht, sei hier nur verwiesen. Beziiglich seines andersgearteten chemischen Ver-
haltens und seiner Abgrenzung gegen die Nuclealkorper siehe die Arbeiten von
Feulgen und K. Voit.
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zuweisen. Wir verweisen auch hier auf die obenerwiahnten Arbeiten von
Feulgen und seinen Schiilern.

VerhaltnismiBig gering ist die Zahl der rein anatomischen Arbeiten,
die sich mit den Ergebnissen der Nuclealfarbung befassen (Redenz, Berg,
Voss); noch gar nicht hat unseres Wissens der pathologische Histologe
die neue Methode in den Bereich seiner Untersuchungen hereingezogen.
Dies mag vielleicht teilweise seinen Grund darin haben, daf3 sich der Histo-
loge im allgemeinen scheut, ein Préparat der salzsauren Hydrolyse
bei 60° auszusetzen ; es erscheint natiirlich nicht unméglich, daf3 es durch
den KEingriff zu Verdnderungen in dem Bau der Zellbestandteile
kommt, die die spitere morphologische Betrachtung und Deutung des
Befundes zum mindesten erschweren, vielleicht sogar unméglich machen.
Wir haben kiirzlich gemeinsam mit Herrn Medizinalpraktikant Balzer
eingehende Untersuchungen iiber diese Frage begonnen und werden
dariiber nach AbschluBl unserer Versuche an anderer Stelle ausfiihrlich
berichten.

Wenn es nach dem derzeitigen Stand unserer Kenntnisse also auch viel-
leicht noch nicht erlaubt ist, allzu weitgehende morphologische Schliisse
auf Grund des Verhaltens eines Zellbestandteiles zur Nuclealfarbung zu
ziehen, so bleibt der grofie Wert der neuen Methode als mikrochemischer
Nachweis der Thymonucleinsiure, als eines spezifischen Kernbestand-
teils, weiter bestehen. Und damit tibertrifft die Nucleal, farbung® die
meisten anderen in der Histologie gebriuchlichen Firbemethoden.
Sie wird darum immer dort Anwendung finden miissen, wo es gilt, fest-
zustellen, ob ein Zellbestandteil tatsiachlich echtes Kernmaterial darstellt
oder nicht. Fillt die Reaktion in dem zu untersuchenden Gebilde positiv
aus, so darf, wie erwihnt, mit Sicherheit geschlossen werden, dal hier
echte Kernsubstanzen vorliegen. Diese Art der Fragestellung ist fir den
Histologen unter Umstdnden von Bedeutung, denn man findet bei aus-
fithrlichen Beschreibungen von eingehenden Untersuchungen immer
wieder die Angabe, daB diese und jene stark gefirbten Gebilde ,,wohl
als Kernsubstanzen anzusprechen sind”. Es gibt in der Pathologie
tatsidchlich eine Reihe von Zellbestandteilen, von denen bis heute nicht
beweisend gesagt werden kann, ob sie mit den Kernen in Zusammenhang
stehen oder nicht.

Das gilt unter anderem fiir die sog. Flemmingschen Korperchen, ins-
besondere aber fiir mehr oder weniger formlose Bildungen innerhalb
von Gewichsen. Ihr Verhalten bestimmten Farbstoffen gegeniiber
148t zwar gewisse Analogieschliisse zu, die auch in vielen Fillen zum
richtigen Ergebnis fihren; ein einwandfreier mikrochemischer Nachweis
konnte jedoch unseres Wissens bis jetzt nicht erbracht werden.

Wir machten es uns daher zur Aufgabe, den Wert der Methode an
einigen Schulbeispielen zu erproben, um ihr einen gréBeren Anwendungs-
kreis, auch in der Histologie zu sichern.
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Aus einer groflen Zahl pathologischer Priparate wihlen wir hier
zwei aus, in denen bei den iiblichen Féarbemethoden diese eigenartigen
Gebilde sich stark mit basischen Farbstoffen firben. Es handelt sich
hierbei den zugrundeliegenden Krankheitshildern entsprechend, um Ge-
bilde, die nach den bisherigen Anschavungen schon immer als Kern-
triommer angesprochen wurden; doch stiitzte sich diese Annahme auf das
farberische Verhalten, und dieser Riickschlull beruhte in eorster Linie
auf morphologischen Eigentiimlichkeiten und auf der Beobachtung von
Ubergangsbildern, die sich noch mehr Ahnlichkeiten mit Kernstrukturen
erhalten hatten. Schwierigkeiten in der Deutung stellten sich bisher
hierbei immer dann ein, wenn es sich um kleine Teile handelte, die vollig
strukturlos waren und in denen sich gelegentlich protoplasmadhnliche
Substanzen eingeschlossen fanden.

Da es uns zundchst lediglich darauf ankommt, zu zeigen, welche
Anwendungsmdglichkeiten auch firr die Histologie diese Methode be-
sitzt, beabsichtigen wir in dieser Verdffentlichung nicht, fiir spezielle
Fille noch gegebenenfalls bestehende Streitpunkte zu kliren. Unsere
»Schul“beispiele beziehen sich darum lediglich auf Verdnderungen,
deren Kernnatur heute kaum mehr in Zweifel steht.

So zeigt Abb. 1 Schnitte durch die Milz eines mit Diphtherietoxin
getoteten Meerschweinchens *; man erkennt mihelos die zahlreichen
Kerntrimmer, wie sie sich bei der Himatoxylin- Eosinfarbung darstellen.
Die groBen noch erhaltenen Kerne heben sich deutlich von den oftmals
punktformigen, stark gefirbten Teilen ab, die zum Teil in protoplasma-
ahnlicher Umsdumung gelegen in dem Fachschrifttum unter anderem
auch als Flemmingsche Korper bezeichnet werden. An anderen Stellen
sieht man Ubergangsbilder zu den noch besser erhaltenen Kernen.

Abb. 1 a veranschaulicht eine ahnliche Stelle in einem Schnitte,
den wir mit der Nuclealreaktion behandelten. Das an sich vollig farblose
Protoplasma ist zur besseren Gegenwirkung ganz leicht mit Eosin
getoént. Die hier leuchtend violettblau (in der Photographie schwarz) dar-
gestellten fraglichen Gebilde zeigen somit durch ihr positives Verhalten
der Nuclealreaktion gegeniiber, daf} es sich hierbei um Nuclealkérper,
also mit vélliger Sicherheit um echtes Kernmaterial im chemischen Sinne
handeln mubB.

Von vornherein méchten wir dem Einwande begegnen, es koénnten
hier Kunstprodukte vorliegen, die etwa durch die vorausgegangene
Hydrolyse oder die Behandlung mit fuchsinschwefliger Sédure ent-
standen wiren. Schon Feulgen und seine Schiiler wiesen wiederholt
darauf hin, daB die milde Hydrolyse, abgesehen von einer ganz geringen

! Das Priparat wurde uns in liebenswiirdiger Weise aus einer -Versuchsreihe
von Herrn Dr. Jeckeln aus dem hiesigen pathologischen Institut zur Verfiigung
gestellt.
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Abb. 1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung. a Flemmingsche Koérperchen, b Kerntrimmer (?).

i
Abb. 1la. Nuclealreaktion. a Chemisch dargestellte Nuclealkdrper.
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Abb. 2. Hamatoxylin-Eosin-Férbung. a Bliéscheninhalt aus strukturlosen Bestandteilen.
b Zylinderzelliger karcinomatéser Driisenschlauch.

b

Abb. 2a. Nuclealreaktion. a Der Inhalt als ,,echte’* Kernsubstanz durch die
Nuclealreaktion nachgewiesen. b Karcinomatoser Driisenschlauch.
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Quellung, keine wesentlicheren morphologischen Verinderungen hervor-
ruft, wie ja aber auch die meisten der in der histologischen Technik ver-
wandten Einbettungs- und Darstellungsverfahren vom morphologischen
Standpunkte aus nicht als gleichgiiltige Verfahren bezeichnet werden
kénnen. Wir haben, wie oben schon erwihnt, uns bei zahllosen Schnitten,
namentlich am normalen Gewebe immer wieder iiberzeugen konnen, daf3
in morphologischer Hinsicht bei dieser Anwendung der Nuclealfarbung,
eine nennenswerte Anderung nicht stattfindet. Wir fanden im Gegenteil,
daB auch nach der Hydrolyse die Kernstruktur meistens klar und auf-
fallend deutlich zutage tritt.

Abb. 2 bringt die Wiedergabe eines zylinderzelligen Adenocarcinoms.
Innerhalb der krebsigen Driisenschliuche befinden sich Gebilde, die
in ihrer Gréfe in auffilligem Gegensatz zu den groflen Kernen der
Gewichszellen stehen, und die sich durch ihre tiefdunkle Farbung aus-
zeichnen. Auch hier ist wohl ohne Zweifel anzunehmen, daf es sich
um degenerative Kernbestandteile handelt, obgleich. die stark chromatin-
reichen, mehr oder weniger verklumpten Gebilde keinerlei Bau mehr
erkennen lassen.

Abb. 2 a zeigt einen entsprechenden Abschnitt, den wir ebenfalls
mit der Nuclealreaktion behandelten. Die Gebilde innerhalb des um-
randenden krebsigen Driisenschlauches sind deutlich nuclealpositiv
und miissen dadurch einwandfrei als Kernsubstanz angesprochen werden.
Besonders auffallend ist die scharfe Umgrenzung dieser Kerntriimmer,
die im Gegensatz zu den verschwommeneren Strukturen steht, die
sich bei der Himatoxylin-Eosinfairbung zeigen. Dies ist versténdlich,
wenn man beriicksichtigt,” daB: es bei' dieser. nur:#i einer Darstellung
vetmittels bestimmter Farbstoffe gekommen ist, wihrend. es.sich bei den
Nuclealpriparaten um eine mikrochemische- Reaktion und hierdurch
hervorgerufene Farbstoffbildung handelt. NaturgemiB ist sie nur da
zu sehen, wo Thymonucleinsiure vorhanden-ist; alle iibrigen Teile des
Schnittes sind, wie die Abbildung zeigt, vollkommen farblos und die
thymonucleinsiurehaltigen Gebilde heben sich im Originalpriparat
leuchtend violett vom glasklaren Untergrunde ab, in der Abbildung
schwarz.

Samtliche Priaparate wurden genau nach der Originalvorschrift
von Feulgen unter strengster Berticksichtigung aller technischen Einzel-
heiten ausgefithrt. Die , Farbung* des aufgezogenen Schnittes dauert
allerhochstens zwei Stunden. Beziiglich der Vorbehandlung sei bemerkt,
daf die Einbettung des Materials wie iiblich erfolgt, lediglich ist Formalin
wegen seines Aldehydcharakters zu vermeiden und die Fixation am besten
in Sublimat-Eisessig vorzunehmen.

Virchows Archiv, Bd. 281. 33
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Zusammenfassung.

Vermittels der Nuclealreaktion Feulgens lassen sich bekanntlich
echte Kernsubstanzen mikrochemisch nachweisen. Die Bedeutung der
Methode zur Identifizierung von Kerntriimmern und dhnlichen Gebilden
wird an Hand einiger histologischer Beispiele dargetan.
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