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Zur Methodik der Fettfirbung in Gewebekulturen.

Von
Z. Szantroeh (Krakau).

Mit 4 Abbildungen im Text.
( Bingegangen am 31. Mai 1932.)

Fiir den histologischen Nachweis aller morphologisch sichtbaren
Fettstoffe in Gewebekulturen kommen hauptsichlich solche TFarbe-
methoden in Betracht, die einerseits alle Fettarten nachzuweisen im-
stande wiren, andererseits die Eigenschaft hétten, elektiv nur Fett-
substanzen zu firben, indem sie alle anderen Zellbestandteile ungeférbt
zuriicklassen. Unter den heute tblichen Fettfirbemethoden entspricht
diesen Bedingungen nur die Sudan ITI- (bzw. Scharlach-) und Osmium-
farbung, aber auch nicht vollkommen. Némlich durch die Farbung
der Gefrierschnitte von in Formalin fixiertemm Material mit Sudan III,
unter strenger Vermeidung von fettlosenden Regantien, werden zwar
die meisten Glycerinester elektiv gefarbt, doch bleiben die Palmitin-
und Stearinester ungefirbt, wie dies von Kaufmann und Lehmann nach-
gewiesen wurde. Durch Osmierung werden dagegen auch einige, wenn
auch nur wenige, fettfreie Massen wie Eleidin, Gerbsiure und andere
mitgeschwirzst.

Betreffs der tblichen Sudan:farbung der Gefrierschnitte, so sind
die mit ihr zu erhaltenden Ergebnisse keineswegs vollig befriedigend,
was auch in der Tatsache zum Ausdruck kommt, daBl von Zeit zu Zeit
neue Arbeiten erscheinen (Kaufmann und Lehmann, Romeis, Froboese
und Spréhnle), welche eine Verfeinerung der Fettfarbung mit Sudan
bezwecken. Die technische Schwierigkeit liegt wie bekannt darin, daB
die Losungsmittel fir Sudan,.also vor allem Alkohol, als solche auch
fir die Fette gelten. Diesem Ubelstande sucht man dadurch abzuhelfen,
dafl man an Stelle der frither iiblicken Sudanlésung in 96% (Ziegler)
oder 90% (Sata) eine Losung in 70% (welche neuerdings von Froboese
“und Sprohnle empfohlen wird), oder nach Romeis in 40% Alkohol an-
wendet. Durch die Herstellung einer Sudanlosung in Natronlauge nach
der Vorschrift von Herxheimer 1ifit sich der Gebrauch von Alkohol
vollstédndig vermeiden, doch werden dabei, wie es Michaelis und Romeis
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hervorheben, die Zellen nicht unbedeutend geschidigt. Deswegen wird
die Anwendung dieses Verfahrens fiir Gewebekulturen, welche besonders
zarte Objekte darstellen, beeintrichtigt.

Ich habe an fiber 300 in 10% Formalin fixierten Zuchten von ver-
schiedenen Geweben die Farbekraft von Sudanlésungen in 95%, 80%,
70% und 40% Alkohol geprift und festgestellt, daf keine von diesen
Losungen fiir die Darstellung von Fettstoffen in Gewebekulturen vollauf
befriedigende Ergebnisse zeitigt. Hs stellt sich nédmlich heraus, wenn
man die mit stirkeren Sudanlésungen (in 95—80% Alkohol) gefirbten
Kulturen mit lebenden ungefdrbten Vergleichskulturen vergleicht, daf
die Menge der Fetttropfen in den mit Sudan gefirbten Kulturen immer
bedeutend geringer ist als die Zahl der Fetttropfen in den Vergleichs-
kulturen, wo die Tropfen bei gewisser Ubung, besonders in alteren
Kulturen leicht an ihren physikalischen Eigenschaften zu erkennen sind.
Auch die Verteihing und die Form der mit Sudan gefirbten Tropfen
entspricht nicht dhnlichen Verhiltnissen in den lebenden Vergleichs-
zuchten. Wahrend nidmlich alle Tropfen der Vergleichszuchten rund-
lich oder leicht eiférmig (nur sehr groBe Tropfen) sind, findet man in
den mit Sudan behandelten Zellen allerlei unregelmiBige Formen, welche
offenbar durch ZusammenflieBen von mehreren Tropfen zustande ge-
kommen sind. Eine Verlingerung der Zeit der Firbung bringt noch
mehr diese Erscheinungen zum Ausdruck. Nur in der tiefen, am Deck-
glaschen haftenden Schicht von Zellen kann man stellenweise eine
richtige Rotfirbung der Fetttropfen, unter Beibehaltung ihrer rund-
lichen Form antreffen. Aus allen diesen Angaben ist leicht zu ersehen,
daf} diese Verdnderungen der Fetttropfen in den mit Sudan behandelten
Kulturen auf die losende Wirkung von Alkohol zuriickzufiihren sind.
Eine Verkirzung der Zeit der Farbung verhindert zwar in gewissem
Grade die Verunstaltung und Auflésung der Tropfen, bewirkt aber dann
eine unvollstindige mangelhafte Firbung der Fetttropfen mit Sudan
bis zum vélligen Ausbleiben der Farbung in der tiefen am Deckglischen
haftenden Zellschicht. Durch Anwendung schwécherer Lisungen, also
in 70% oder sogar in 40% Alkohol, und entsprechende Verlingerung
der Fiarbungsdauer werden diese Schwierigkeiten keineswegs beseitigt,
nur der ganze Vorgang bis zur volligen Auflosung der Tropfen spielt
sich hier binnen einigen, und bei Anwendung von 40% Alkohol sogar
in mehr als 24 Stunden ab, wihrend er unter Wirkung hochprozentigen
Alkohols schon in einigen Minuten abgelaufen ist. Es ist somit auch durch
Anwendung von Sudanlésungen in schwachprozentigem Alkohol nicht
moglich, eine gute gleichmiBige und gleichzeitige Farbung aller Schichten
der Priparate von Gewebekulturen zu erhalten. Darin besteht gerade
der Unterschied zwischen der Sudanfirbung der gleichmiBig selten
iiber 20 u dicken Schnittpraparate in der diblichen histologischen
Technik und der Firbung der Gewebekulturen ,,in toto*, wo die Dicke
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des zu firbenden Priparates von Fall zu Fall zwischen etwa 50 und 200 x
schwankt, selbst in einem und demselben Praparate.

In der Bestrebung, eine befriedigende Leistungsfahigkeit der Sudan-
farbung auch fiir die Gewebezuchten herzustellen, habe ich vor allem
die Wirkung alkoholischer Sudanlésungen auf Fetttropfen in Wasser-,
in Plasmaemulsionen und in Gewebekulturen von den ersten Sekunden
bis zur vélligen Auflésung der Fetttropfen unmittelbar unter dem Mikro-
skop untersucht. So konnte ich feststellen, dafl diese Wirkung drei Stufen
erkennen 148t, welche im mikroskopischen Bilde sich ziemlich scharf
abgrenzen.

Im ersten Stadium kommt es zur Séttigung der Fetttropfen mit
Sudan. Die Tropfen werden dabei wenigstens zweiraal so grof als vor der
Farbung. Die Aufnahme des Farbstoffes geht (in hochprozentigen
Losungen) sehr rasch vor sich, so dal} éfters eine voritbergehende Herab-
setzung der Konzentration der Sudanlésung in der Umgebung eines
groBeren oder einer Gruppe kleiner in Farbung begriffener Tropfen
wahrzunelimen ist, eine Herabsetzung, welche jedoch bald durch Dif-
fusionsvorginge ausgeglichen wird. Im erstarrten und fixierten Plasma-
medium der Gewebekulturen ist die (eschwindigkeit der Diffusions-
vorgédnge geringer als etwa in einer Wasseremulsion, was zur Folge hat,
daf dort der Ausgleich der Konzentrationsunterschiede langsamer zustande
kommt. Infolgedessen kann man 6fters beobachten, daB einer von zwei
angrenzenden Tropfen rotgefirbt ist, wihrend der andere nur einen
gelblichen Stich oder sogar keine Spur von Firbung aufweist. Aber
schon nach einigen Sekunden, sobald die lokale Konzentration des
Farbstoffes ausgeglichen -ist,” nimmt auch dieser Tropfen die gleiche
rote Firbung an. Die Kenntnis dieser Tatsache halte ich insofern fiir
lehrreich, als sie es nicht gestattet, auf Grund einer stirkeren oder
schwicheren (rot, orange, gelb) Firbung der Fetttropfen mit Sudan
etwa einen Schlull auf die im Tropfen enthaltenen Fettarten zu ziehen
(vgl. bei Krontowski). Trotz der Grofezunahme behalten die gefirbten
Tropfen anfangs ihre charakteristische rundliche, bei sehr grolen Tropfen
manchmal auch leicht eiférmige Gestalt bei. Da aber die stoBweise
erfolgende Speicherung des Farbstoffes fortdauert, kommt es zum Platzen
einzelner Tropfen, welche folglich eine unregelméfiige Form annehmen.
Eine vollstindige Verwischung der urspriinglichen Form und Ver.
teilung der Fetttropfen kommt weiterhin dadurch zustande, daf benach-
barte Tropfen zusammenflieBen, und zwar unter Bildung von Halb-
monden, Ringen, Zickzackformen usw. Das Platzen und ZusammenflieSen
der Fetttropfen und die sich anschlieende Verunstaltung und Ver-
wischung des urspriinglichen Bildes ist fiir das zweite Stadium kenn-
zeichnend (Abb. 1 gibt diesen Zustand richtig wieder).

Im dritten Stadium kommt hauptsichlich die l6sende Wirkung des
Alkohols zum Ausdruck. Die verunstalteten Tropfen werden immer
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flacher, dann kraterformig, und schlieBlich wird die urspriingliche An-
wesenheit und Verteilung der Fetttropfen in gut fixierten Priparaten
nur in dem Protoplasma, dessen Maschen einst die Fetttropfen einnahmen,
erkennbar.

Aus all den angefithrten Beobachtungen geht hervor, daB eine gute
Firbung der Fetttropfen mit alkoholischer Sudanlésung nur im ersten
Stadium ihrer Wirkung zu erreichen ist. Um jedoch eine gleichmiBige
Farbung in allen Schichten der Gewebekultur zu erméglichen, miiBte
man die Zeitdauer des ersten Stadiums der Wirkung alkoholischer Sudan-
losung bedeutend verldngern.
Dies kénnte man nur durch
die Herabsetzung der die Fett-
stoffe losenden Wirkung von
Alkohol bzw. durch Verminde-
rung der Fihigkeit der Fette,
sich in Alkohol zu ldsen, er-
reichen. Ich suchte nun den
Nachteil der fettlosenden Wir-
kung der alkoholischen Sudan-
Iosung durch eine Sattigung
derselben mit Olivenél zu be-
seitigen.  Solche dlgesittigte
Sudanlésung in 95% Alkohol
Abb. 1. H.-Embryo, 7 Tage. Herzkultur 120 Stun- el'gibt tatsichlich binnen 2 bis

den alt. Zusammenfliefen von Fetttropfen. . . . .

Mikrophot. Verer. 750mal. 4 Min. eine in allen Schichten
der im Plasma geziichteten
Gewebe ziemlich gleichméBige rote Farbung sdmtlicher Fetttropfen.
Es besteht andererseits ein Nachteil dieser Farbung in einer gewissen
Verschleierung des Gesichtsfeldes. So versuchte ich weiterhin, die Los-
lichkeit der Fetttropfen in alkoholischer Sudanlésung durch gleichzeitige
Wirkung von Formol herabzusetzen. Ich habe mich ndmlich im Versuch
iiberzeugt, daB die Loslichkeit eines Tropfens von Olivensl im Alkohol,
dem Formalin zugefiigt wurde, bedeutend geringer ist, als in reinem
Alkohol von gleicher Konzentration, was offenbar mit Zunahme des
Unterschiedes in der Oberflichenspannung zwischen Fett und Alkohol-
Formolgemisch zusammenhédngt. In einer Reihe von Versuchen mit
Sudanlésungen in verschiedenen Alkohol-Formolgemischen habe ich
folglich festgestellt, daBl eine schone gleichmiBige Farbung sémtlicher
Fetttropfen in den Gewebekulturen im festen Medium mit folgender
Mischung am leichtesten zu erreichen ist:
Gesittigte Sudanlésung in 95% Alkohol 4,
Formalin (40% Formaldehydlosung) . . 1.

Die Kulturen sind so zu férben, daB sie an der Oberfliche dieser Farblésung
schwimmen. Fiarbezeit je nach der Dicke der Kultur 2—5 Min. ; nachher auswaschen
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in flieBendem Wasser: einige Minuten lang. Fir die Kernfarbung ist besonders
verdiinntes Delafieldsches Hamatoxylin geeignet. TEinschliefen in Gummisirup.
Die gesittigte Sudanldsung in 95% Alkohol ist bei Zimmertemperatur herzu-
stellen, es ist darauf zu achten, daB die Losung tatséichlich gesittigt sei. Ein
Filtrieren ist iiberflilssig. Jedesmal kann man die nétige Menge von der Stamm-
16sung abpipettieren, welche aber erst einige Tage nach der Bereitung vollstandig
klar und gebrauchsfihig ist. Die Zugabe von Formalin mufl immer unmittelbar
vor der Farbung erfolgen, denn sonst wird mit der Zeit die Konzentration der
Losung und das Verhiltnis zwischen ihren Teilen gesndert. Mit anderen Worten:
man muB immer mit frischer Ldsung arbeiten. Die Farbung hat den Vorteil, daB
eine vorherige Fixierung unnétig
ist; die gleichzeitig erfolgende
Fixierung scheint hier nur Giinsti-
ges zu leisten.

Das Verfahren hat sich
auch fir Stickfirbung gut
bewdhrt; ich habe Embry-
onen in der Formalin-Sudan-
I6sung fixiert und gleichzeitig
gefarbt ; nachtraglich wurden
sie in Gelatine (Methode von
Heringa und Ten Berge) ein-
gebettet und durch die Ge-
friermethode geschnitten.

Fiir die Kulturen in fliissi-
gen Medien, wo die Zellen Abb.3. H.-Embryo, 7 Tage. Herzkulbur 96 Stunden
der schiitzenden Schicht des b o Tt N ot o ne:
erstarrten Plasmas entbehren,
ist die Anwendung hochprozentiger Alkoholgemische wegen der dadurch
bewirkten Schrumpfung der Zellen nicht zu raten. Eine Fixierung solcher
Kulturen vor der Sudanfirbung mit anderen Fixierflissigkeiten hilft
nichts. Ich habe derartige Kulturen mit gutem Ergebnis folgender-
maben behandelt:

Nach vorsichtigem Abpipettieren des fliissigen Mediums 148t man die zu farbende
Kultur so lange bei Zimmertemperatur liegen (gewdhnlich 5—15 Min.), bis die
noch etwa zurtickgebliebene Fliissigkeit soweit ausgediinstet ist, daB die Kultur
nur noch feucht aussisht. Nachher Fixieren und Farben in folgender Lésung:

Gesattigte Sudanlsung in 70% Alkohol 4
Formalin . . . ... ... ..... 1

Nachher vorsichtig auswaschen, mit Himatoxylin nachfirben und in Gummi-
sirup einschliefen. Die Herstellung der gesittigten Sudanlésung in 70% Alkohol
hat im Brutofen bei einer Temperatur von etwa 30° zu erfolgen. Die Losung ist
nach einigen Stunden gebrauchsfihig. Sonstige MaBnahmen wie bei den vorher
angegebenen Verfahren,

Bei gut ausgefithrter Farbung, sowohl mit der stirkeren, als auch mit
der schwicheren Lésung, bekommt man schéne rundliche, rot- bzw.
orangegefirbte Tropfen (vgl. Abb.2). Nur in alteren Kulturen oder in
den Zellen, wo die Tropfen sehr dicht zusammengedringt sind, komm$
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es hier und da zum ZusammenflieBen einiger benachbarter Tropfen, was
sich nicht vollsténdig vermeiden liBt, indem die Férbung immer mit
einer bedeutenden GréBenzunahme der Fetttropfen einhergeht, was
tibrigens fiir die Erforschung kleinster, staubférmiger Tropfchen sogar
von Vorteil ist.

Jede Sudanfirbung, die an fixierten Gewebekulturen erfolgt, gibt
natiirlich die Verhéltnisse in der toten Zelle wieder. M. R. Lewis teilt mit,
er habe eine vitale Sudan-
fairbung erhalten, indem er
24 Stunden alten Kulturen
verdimntes mit Sudan ge-

2 3 farbtes Eidotter hinzufiigte.
X N — 4 Ich versuchte mehrmals die-
m Tﬁﬂﬁ‘:‘:} y ses Verfahren, konnte aber
Ve SR é’h}‘ héchstens eine  blaBgelbe,
2 & kaum sichtbare Farbung der

Al Fetttropfen erzielen.
h Kine sehr einfache Me-
) ot thode einer direkten Schar-
% o lachférbung der in ,,Albumen
T de Ricin“ enthaltenen Fett-
/ B Tt stoffe gibt Policard an. Er
e ﬁ"‘ ) 8‘0 T beschreibt das Verfahren

)

il 4Ty Yoo folgendermaBen :
R D8 o LD olgendermafen:
-‘ A 1»1’@, »Une goutte de solution

Abb.3. H.-Embryo, 7 Tage. Herzkulbur 72 Stunden  (Scharlachlésung) dans la benzine
alt. Vitale Farbung mit Sudan. est évaporée sur la lame; il reste

Mikrophot. Vergr. 750 mal. adhérant au verre une mince

couche d'aiguilles cristallines

microscopiques. Sur ce tapis de cristaux de colorant une couche d’albumen de

Ricin cst déposée et rendue adhérantepar une legeére pression. Les fines aiguilles

de couleur, mises en contact des cellules et pénétrant peut-étre méme dans leur
intérieur, se dissolvent en I'huile en la colorant en rouge.*

Ich habe nun versucht, die Kulturen unmittelbar iiber einer Schicht
von Sudanpricipitat zu ziichten und auf diesemm Wege eine Vitalfirbung
mit Sudan zu erhalten. Die in diesem Sinne von mir eingeleiteten Ver-
suche haben befriedigende Ergebnisse gezeitigt. Hs ergab sich ndmlich,
dal man auf diese Weise nicht nur eine schéne orangerote Firbung
aller Fetttropfen erzielen (vgl. Abb. 3), sondern auch die ganze Kultur
welterziichten, teilen und iiberpflanzen kann. Die Farbung selbst fithre
ich folgendermaflien aus: Auf ein Deckglischen wird ein Tropfen ge-
sattigter Sudanlésung in 95% Alkohol gebracht. Der Tropfen — mit
einer (lasschale vor Staub geschiitzt — hat langsam bei Zimmertempe-
ratur auszutrocknen, wihrenddessen er sich zu einer diinnen gleich-
mifigen Schicht ausbreitet, welche nach der Abdunstung einen feinen
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Niederschlag von Sudankrystallen zuriicklaBt. Ist das Deckglischen
vollstéindig trocken, so setzt man darauf in iiblicher Weise eine beliebige
Kultur an. Bs ist jedenfalls darauf zu achten, daB bei Anwendung von
Instrumenten die zarte Schicht von Sudanniederschlag nicht abgekratzt
werden darf.

Was endlich den Nachweis mit Osmiumsiure anbelangt, so kann
ich hier nur kurz angeben, dafl fir eine schéne und vollstindige Sicht-
barmachung der Fetttropfen in
den Gewebekulturen nur die sog.
primire Fiarbung in Betracht
kommt. Die Behandlung muf
stets in frischen 2%igen Lo-
sungen und wenigstens 3 Tage
erfolgen. Auf diese Weise be-
kommt man sehr schone (vgl.
Abb. 4) und naturgetreve Bilder.
Die sog. sekundire Osmium-
farbung ist wenigstens fir die
Gewebekulturen unratsam, weil
dabei viele Tropfen in ihrer
Form geindert, andere — be-
sonders kleine — durch Wir-
kung von Alkohol auch gelost
werden.

Die Bilder, welche man
mit  Alkohol - Formol - Sudan -
gemischen, mit vitaler Sudan-
farbung und mit Osmiumséiure
erhilt, sind ungefahr gleich- Abb'4('131"Sfb’g'g;;afzggéi%gﬁi%? Stun-
wertig. Jedenfalls fiir die Fr- Mikrophot. Vergr. 500 mal.
forschung kleinster, staubférmi-
ger Fetttropfchen leisten die angegebenen Alkohol-Formolsudanldsungen
besonders gute Dienste.
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