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Ffir den histologischen Nachweis aller morphologisch sichtbaren 
Fettstoffe in Gewebekulturen kommen hauptsi~chlich solche F/irbe- 
methcden in Betracht,  die einerseits alle Fet tar ten nachzuweisen im- 
stande w/~ren, andererseits die Eigensehaf~ h~tten, elektiv nut Fett-  
substanzen zu fi~rben, indem sie alle anderen Zellbestandteile ungef~rbt 
zuriicklassen. Unter  den heute ~blichen l%ttf~rbemethoden entspricht 
diesen Bedingungen nur die Sndan I I I -  (bzw. Scharlach-) und 0sminm- 
f/~rbung, aber auch nicht vollkommen. N&mlich dutch die F/~rbung 
der Gefrierschnitte yon in Formalin fixiertem Material mit  Sudan I I I ,  
unter strenger Vermeidung yon fettlSsenden l~egantien, werden zwar 
die meisten Glyeerinester elektiv gef/~rbt, doch bleiben die Palrnitin- 
und Stearinester ungef~rbt, wie dies yon Kaufmann und Lehmans nach- 
gewiesen wurde. Dutch Osmiernng werden dagegen anch einige, wenn 
auch nu~ wenige, fettfreie Massen wie Eleidin, Gerbsaure und andere 
mitgeschw/~rzt. 

Betreffs der iiblichen Sudanfgrbung der Gefrierschnitte, so sind 
die mit  ihr zu erhaltenden Ergebnisse keineswegs vOllig befriedigend, 
was auch in der Tatsache zum Ausdruck kommt,  dab yon Zeit zu Zeit 
neue Arbeiten erscheinen (Kaufman~ nnd Lehmann, Romeis, Frobosse 
nnd SprShnle), welche eine Verfeinerung der ]~ettf/~l'bung mit  Sudan 
bezweeken. Die teehnische Schwierigkeit liegt wie bekannt  darin, da$ 
die LSsungsmittel fiir Sudan, a l so  vor allem Alkohol, als solche auch 
fiir die Fet te  gelten. Diesem (~belstande sucht man dadnrch abzuhelfen, 
dab man an Stelle der fr~her tiblichen SndanlSsung in 96% (Ziegler) 
oder 90% (Sara) eineLSsnng in 70% (welehe neuerdings vonFroboess 

u n d  Spr6hnle empfohlen wird), oder nach Romeis in 40% Alkohol an- 
wendet. Dm'ch die Herstellung einer SudanlSsung in Natronlauge nach 
der Vorschrift yon Herxheimer 1/~l~t sich der Gebrauch yon Alkohol 
vollst/~ndig vermeiden, doch werden dabei, wie es Michaelis und Romeis 
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hervorheben, die Zellen nicht unbedeutend geseh/~digt. Deswegen wird 
die Anwendung dieses Verfahrens ffir Gewebekulturen, welche besonders 
zarte Objekte darstellen, beeintr/~ehtigt. 

Ich habe an fiber 300 in 10% Formalin fixierten Zuch~en yon ver- 
schiedenen Geweben die F/irbel~'aft -con SudanlSsungen in 95%, 80%, 
70% nnd 40% Alkohol geprfift und festgestellt, dal3 keine yon diesen 
LSsungen fro" die Darstellung yon Fettstoffen in Gewebekulturen vollanf 
befriedigende Ergebnisse zeitigt. Es stellt sich ngmlich heraus, wenn 
man die mit st~trkeren Sudanl6snngen (in 95--80% Alkohol) gef~rbten 
Knlturen mit lebenden ungef/irbten Vergleiehskulturen vergleieht, dab 
die Nenge der Fetttropfen in den mi~ Sudan gef~rbten Kulturen immer 
bedeutend geringer ist als die Zahl der Fetttropfen in den Vergleichs- 
kulturen, wo die Tropfen bei gewisser Ubung, besonders in /~lteren 
Kulturen Meht an ihren physikalisehen Eigensehaften zu erkennen sind. 
Aueh die Vei%eilnng nnd die Form der mit Sudan gefs Tropfen 
entsprieht nieht ~hnlichen Verh/fltnissen in den lebenden Vergleiehs- 
zuehgen. W~hrend n~imlich alle Tropfen der Vergleiehsznehten rund- 
lieh oder leieht eif6rmig (nur sehr groge Tropfen) sind, finder man in 
den mit Sudan behandelten Zellen allerlei unregelmM3ige Formen, welehe 
offenbar dutch ZusammenflieBen yon mehreren Tropfen zustande ge- 
kommen sind. Eine Verl/~ngerung der Zeit der F/irbung bringt noeh 
mehr diese Erseheinungen znm Ausdruek. Nur in der tiefen, am Deck- 
gl~sehen haftenden Sehieht yon Zellen kann man stellenweise eine 
riehtige t~otfs der Fetttropfen, unter BeibehMtung ihrer run& 
lichen Form an~reffen. Aus allen diesen Angaben ist leieht zu ersehen, 
dab diese Vel?/~ndernngen der Fetttropfen in den mit Sudan behandelten 
Kulturen auf die 16sende Wirkung yon Alkohol zurfiekzufiihren sind. 
Eine Verkiirzung der Zeit der Fgrbung verhindert zwar in gewissem 
Grade die Verunstaltung und AnflOsnng der Tropfen, bewirkt abet dann 
eine unvollst/~ndige mangelhafte F/trbung der Fetttropfen mit Sudan 
bis zum v611igen Ausbleiben der Farbung in der tiefen am Deekgl/~sehen 
haftenden Zellsehieht. Dutch Anwendung sehw/~eherer L6sungen, also 
in 70% oder sogar in 40% Alkohol, nnd entspreehende Verl/~ngerung 
der F/~rbungsdauer werden diese Sehwierigkeiten keineswegs beseitigt, 
nut der ganze Vorgang his zur vOlligen AuflSsung der Tropfen spiett 
sieh hier binnen einigen, und bei Anwendung yon 40% Alkohol sogar 
in mehr Ms 24 Stnnden ab, w/ihrend er unter Wirkung hoehprozentigen 
Alkohols sehon in einigen ~inuten abgelaufen ist. Es ist somit aneh dutch 
Anwendung yon Sndanl6sungen in sehwaehprozentigem Alkohol nieht 
m6glieh, eine gute gleiehm~Bige und gleiehzeitige Fgrbung aller Schiehten 
der Pr~parate yon Gewebekulturen zu erhalten. Darin besteht gerade 
der Untersehied zwisehen der Sudanfgrbung der gleichmgBig selten 
fiber 20/~ dieken Schnittpr/iparate in der fibliehen histologisehen 
Technik und der F&rbung der Gewebekulturen ,,in toto", wo die Dieke 
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des zu f/irbenden Pr/~parates yon Fall zu Fall zwischen etwa 50 und 200 tt 
schwankt, selbst in einera und deraselben Pr~parate. 

In der Bestrebung, eine befriedigende Leistungsf/ihigkeit der Sudan- 
f~trbung auch fiir die Gewebezuehten herzustellen, habe ich vor allera 
die Wirkung alkoholischer Sud~nlSsungen auf Fetttropfen in Wasser-, 
in Plasmaemulsionen und in Gewebekulturen yon den ersten Sekunden 
bis zur vSlligen AuflSsung der Fetttropfen unraittelbar unter dem 1V[ikro- 
skop untersueht. So konnte ieh feststellen, dab diese Wirkung drei Stufen 
erkennen ls welche im raikroskopischen Bilde sich ziemlieh scharf 
abgrenzen. 

Ira ersten Stadium kommt es zur S/tttigung der Fetttropfen rait 
Sudan. Die Tropfen werden dabei wenigstens zweiraal so groll als vor der 
F/~rbung. Die Aufnahme des Farbstoffes geht (in hoehprozentigen 
LSsungen) sehr raseh vor sieh, so dab 5frets eine voriibergehende I-Ierab- 
setzung der Konzentration der SudanlSsung in der Uragebung eines 
grSl]eren oder einer Gruppe kleiner in F~rbung begriffener Tropfen 
wahrzunehmen ist, eine Herabsetznng, welehe jedoch bald dutch Dif- 
fusionsvorg~nge ausgeglichen wird. Ira erstarrten und fixierten Plasma- 
medium der Gewebekulturen ist die Gesehwindigkeit der Diffusions- 
vorg~nge geringer als etwa in einer Wassereraulsion, was zur Folge hat, 
dab dort tier Ausgleich der Konzentrationsunterschiede langsamer zustande 
korarat. Infolgedessen kann man 5fters beobachten, dab einer yon zwei 
angrenzenden Tropfen rotgef/trbt ist, w/~hrend der andere nur einen 
gelblichen Stieh oder sogar keine Spur yon F~rbung aufweist. Aber 
sehon naeh einigen Seknnden, sobald die lokale Konzentration des 
Farbstoffes ausgeglichen ist, nirarat aueh dieser Tropfen die gleiche 
rote F~rbung an. Die Kenntnis dieser Tatsache halte ich insofern fiir 
lehrreieh, als sie es nicht gestattet, auf Grund einer stiirkeren oder 
sehwitcheren (rot, orange, gelb) F~rbung der Fetttropfen mit Sudan 
etwa einen Schlull auf die im Tropfen enthaltenen Fettarten zu ziehen 
(vgl. bei Krontowski). Trotz der GrSBeznnahme behalten die gef/~rbten 
Tropfen anfangs ihre charakteristische rundliehe, bei sehr grolten Tropfen 
manehraal aueh leieht eif6rraige Gestalt bei. Da aber die stol]weise 
erfolgende Speicherung des Farbstoffes fortdauert, kommt es zum Platzen 
einzelner Tropfen, welehe folglich eine unregelm~iflige Form annehraen. 
Eine vollst/indige Verwischung tier urspriingliehen Form und Ver- 
teilung der Fetttropfen korarat weiterhin dadureh zustande, dab benach- 
barte Tropfen zusaramenflieBen, und zwar unter Bildung yon Halb- 
raonden, Ringen, Ziekzaekforraen usw. Das Platzen und Zusamraenfliellen 
der Fetttropfen und die sieh anschlieBende Verunstaltung und Ver- 
wischung des urspriingliehen Bildes ist fiir alas zweite Stadium kenn- 
zeiehnend (Abb. 1 gibt diesen Zustand richtig wieder). 

Ira dritten Stadium kommt haupts/~ehlich die 15sende Wirkung des 
Alkohols zura Ausdruck. Die Yerunstalteten Tropfen werden immer 
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flaeher, dann krater~6rmig, und schlieBlieh wird die ursprfingliche An- 
wesenheit and Verteilung der Fett tropfen in gut fixierten Pr/iparaten 
nut  in dem Protoplasma, dessen Maschen einst die Fett tropfen einnahmen: 
erkennbar. 

Aus all den angefiihrten Beobachtungen geht hervor, dab eine gute 
F~rbung der Fett tropfen mit alkoholiseher SudanlSsung nur im ersten 
Stadium ihrer Wirkung zu erreiehen ist. Urn jedoch eine gleichm/~Bige 
F/~rbung in allen Schichten der Gewebekultur zu ermSgliehen, miiBte 
man die Zeitdaner des ersten Stadiums der Wirkung alkoholischer Sudan- 

10sung bedeutend verl~ingern. 
Dies k6nnte man nur dutch 
die Herabsetzung der die Fett-  
stoffe 16senden Wirkung yon 
Alkohol bzw. dutch Verminde- 
rung tier Fghigkeit der Fette, 
sich in Alkohol zu 16sen, er- 
reichen. Ich suehte nun den 
Nachteil der fettl6senden Wir- 
kung der alkoholisehen Sudan- 
15sung dutch eine S/~ttigung 
derselben mit Oliven51 zu be- 
seitigen. Solehe 51ge~gttigte 
SudanlSsung in 95% Alkohol 

Abb.  1. H . - E m b r y  0, 7 Tage.  I-Ierzkultur  120 Stun-  ergibt tatsgehlich binnen 2 bis 
den al t .  Zusammenf l ie f ten  yon Fett trol3fen.  

~fikrophot. Vergr. 750real .  4 Min. eine in allen Sehichten 
der im Plasma gezfichteten 

Gewebe ziemlieh gleichm~Bige rote F~rbnng s/~mtlieher Fetttropfen. 
Es besteht andererseJts ein l~aehteil dieser F~rbung in einer gewissen 
Verschleierung des Gesichtsfeldes. So versuchte ieh weiterhin, die LSs- 
lichkeit der Fett tropfen in alkoholischer SudanlSsung dutch gleichzeitige 
Wirkung yon Forrnol herabzusetzen. Ich habe reich n/~mlich im Versuch 
fiberzeugt, daB die LSslichkeit eines Tropfens yon OlivenS1 im Alkohol, 
dem Formalin zngeffigt wurde, bedeutend geringer ist, als in reinem 
Alkohol yon gleicher Konzentration, was offenbar mit Zunahme des 
Untersehiedes in der Oberfl/ichenspann~ng zwischen Fe t t  und Alkohol- 
Formolgemisch zusammenh/~ngt. In ether Reihe yon Versuehen mi$ 
SudanlSsungen ill versehiedenen Alkohol-Formolgemischen habe ieh 
folglich festgestellt, daB eine schSne gleichm/~Bige F/trbung s/~mtlicher 
Fett tropfen in den Gewebek~lturen im festen 1VfedJum mit folgender 
Mischung am leichtesten zu erreichen ist: 

Ges/~ttigte SudanlSsung in 95% Alkohol 4, 
Formalin (40 % Formaldehydl6sung) . 1. 

Die Kulturen sind so zu f~rb~n, daB sie an der Oberfl~che dieser F~rbl6sung 
sohwimmen. F/~rbezei~ je nach der Dicke der Kultur 2--5 Min. ; nachher auswaschen 
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in flieBendem Wasser: einige Minuten lang. Fiir die Kernf~rbung ist besonders 
verdiinn~es Dela]ieldsches I-I/~matoxylin geeignet. EinschiieBen in Gummisirup. 
Die ges~ttigte SudanlSsung in 95% Alkohol ist bei Zimmer~emperatur herzu- 
stellen, es ist darauf zu achten, dab die L6sung t~ts/~chlich ges~ttigt sei. Ein 
Filtrieren is~ fibefflfissig. Jedesmal kann m~n di e nStige Menge yon der Stamm- 
16sung abpipe~tieren, welehe abel" erst eflfige Tage nach der Bereitung vollst&ndig 
klar und gebrauchsfi~hig ist. Die Zugabe yon Formalin mul~ immer unmittelbar 
vor der F/~rbung erfolgen, derm sonst wird mit der Zeit die Konzentratiou der 
LSsung un4 das Verh/s zwischen ihrer~ Teilen ge/~nderL Mit anderen Worten: 
man muB immer mit frischer LOsung arbeiten. Die F/~rbung hat den Vorteil, dab 
eine vorherige Fixierung urm6tig 
ist; die gleichzeitig erfolgende 
Fixierung scheint hier nur Giinsti- 
ges zu leisten. 

Das  Verfahren  h a t  sich 
~nch fiir Stiicldi~rbung gu t  
bew~hr t ;  ich habe  E m b r y -  
onen in  der Forma l in -Sud~n-  
16sung f ix ier t  und  gleichzeit ig 
gefi~rbt ; nachtri~glich wurden  
sie in Gelat ine  (5~ethode yon  
Heringa und  Ten Berge) ein- 
gebet~et und  durch die Ge- 
f r i e rmethode  geschni~ten. 

F i i r  die Kul~uren in fliissi- 
gen 1Vfedien, wo die Zel len ikbb. 2. H.-:Embryo, 7 Tage. Kerzkultur 96 Stun fen 
tier schii~zenden Schicht  des air. Farbung mit Alkohol-Yormol- Sudanlfsung. 

5~ikrophot. Vergr, 500ma,I. 
e r s t a r r t en  P lasmas  entbehren,  
ist  die Anwendung  hochprozent iger  Alkoholgemische wegen der dadurch  
bewi rk ten  Schrumpfung  der Zellen n ich t  zu ra ten .  Eine  F ix ie rung  solcher 
K u l t u r e n  vor  der  Sudanfi~rbung mi t  anderen  Fixierf l i i ss igkei ten  hi l f t  
nichts .  I ch  habe  derar t ige  K u l t u r e n  mi t  gu tem Ergebnis  folgender-  
reuben behande l t :  

Nach vorsichtigem Abpipettieren des flfissigen Mediums las t  man die zu f~rbeade 
Kultur so lunge bei Zimmertemperatur liegen (gewShnlich 5--15 Min.), bis die 
noch e~wa zuriiekgebliebene Fliissigkei~ soweit ausgediinstet ist, dab die Kultur 
nur noch feueht aussieht. Nachher Fixieren und F/~rben in folgender L6sung: 

Gess SudanlSsung in 70% Alkohol 4 
1%rmaliu . . . . . . . . . . . . . .  1 

Naehher vorsichtig auswaschen, mi~ H/~matoxylin nachf/~rben und in Gummi- 
sirup einschlieBen. Die Hers~ellung der gesgttigten Sudanl6sung in 70% Alkohol 
hat im Brutofeu bei einer Temperatur yon etwa 30 o zu erfolgen. Die L6sung ist 
naeh einigen Stunden gebrauchsf/~hig. Sonstige MaBnahmen wie bei den vorher 
angegebeneu Verfahren. 

Bei  gut  ausgeffi_hrter F/~rbung, sowohl mi t  der  st/s als auch mi t  
der  schw/~cheren L6sung,  b e k o m m t  m a n  sch6ne rundl iche,  ro t -  bzw. 
orangegef/~rbte Tropfen  (vgl. Abb.2) .  N~r  in /~lteren K u l t u r e n  oder in 
den Zellen, wo die Trolofen sehr  d ich t  zusammengedr/~ngt sind, k o m m t  
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es hier und da zum Zusammenfliegen einiger benaehbarter Tropfen, was 
sich nicht vollstandig vermeiden last ,  indem die Farbung immer mit  
einer bedeutenden Gr6~enzunahme der Fet t t ropfen einhergeht, was 
iibrigens fiir die Erforsehung kleinster, staubf6rmiger TrSpfchen sogar 
yon Vorteil ist. 

Jede Sudanf/~rbung, die an fixierten 
na~Srlich die Verhaltnisse in der toten Zelle 

Abb .  3. t t . - E m b r y o ,  7 Tage .  H e r z k u l t u r  72 S t u n d e n  
a l t .  Vi ta le  F~irbung rn i t  S u d a n .  

:Mikrophot .  Vergr .  7 5 0 m a l .  

Gewebekulturen erfolgt, gibg 
wieder. M. ~R. Lewis teilt mit, 
er habe eine vitale Sudan- 
farbung erhalten, indem er 
24 Stunden alten Kulturen 
verdiinntes mit  Sudan ge- 
farbtes Eidotter hinzufiigte. 
Ich versuchte mehrmMs die- 
sea Verfahren, konnte aber 
h6chstens eine blaBgelbe, 
kaum siehtbare Farbung der 
Fetttrolofen erzielen. 

Eine sehr eiIffaehe Me- 
rhode einer direkten Sehar- 
lachf~rbnng der in ,,Albumen 
de Ricin" enthaltenen Yett- 
stoffe gibt Policard an. Er 
beschreibt das Verfahren 
folgendermal3en: 

,,Une goutte de solution 
(ScharlachlOsung) dans la benzine 
est 6vapor6e cur la lame; il reste 
adh6rant au verre une mince 
couche d'Mguilles cristM]ines 

microscopiques. Sur ce tapis de cristaux de colorant une couche d'Mbumen de 
Ricin cst ddposde et rendue adh6rantepar une leg~re pression. Lea fines Mguilles 
de couleur, raises en contact des cellnles et pdndtrant peut-6~re ra6me dana leur 
intdrieur, se dissolvent en l'huile en la colorant en rouge." 

Ich babe nun versueht, die Knlturen unmittelbar fiber einer Schicht 
yon Sudanpr/~cipitat zu ziichten und auf diesem Wege eine Vitalfirbung 
mit Sudan zu erhal~en. Die in diesem Sinne yon mir eingeleiteten Ver- 
suche haben befriedigende Ergebnisse gezeitigt. Es ergab sieh n/~mlieh, 
dal~ man auf diese Weise nieht nut  eine sehSne orangerote Farbung 
Mler Fet t t ropfen erzielen (vgl. Abb. 3), sondern auch die ganze Kul tur  
weiterziichten, teilen und iiberpfianzen kann. Die F/irbung selbst fiihre 
ieh folgendermaBen aus: Auf ein Deckglasehen wird t in Tropfen ge- 
sattigter SudanlSsung in 95% Alkohol gebracht. Der Tropfen - -  mit  
einer GlassehMe vor Staub geschiitzt - -  hat  langsam bei Zimmertempe- 
ratur  anszutrocknen, wahrenddessen er sich zu einer diilmen gleieh- 
ma/3igen Schicht ausbreitet, welehe nach der Abdunstung einen feinen 
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Niederschlag "con Sudankrys~allen zurfickl/iSt. Ist  das Deckgl~schen 
vollst~ndig trocken, so setzt man darauf in iiblicher Weise eine beliebige 
Kultnr  an. Es ist jedenfalls darauf zu achten, dab bei Anwendung yon 
instrumenten die zarte Schicht yon Sudanniederschlag nicht abgekratzt 
werden darf. 

Was endlich den Nachweis mit Osmiums/~ure anbelangt, so kann 
ich bier nur kurz angeben, da$ fiir eine schSne und vollst~ndige Sicht- 
barmachung der Fet t t ropfen in 
den Gewebekulturen nur die sog. 
primi~re F~rbung in Betracht 
kommt. Die Behandlung mul3 
stets in frischen 2%igen L6- 
sungen und wenigstens 3 Tage 
erfolgen. Auf diese Weise be- 
kommt man sehr sch6ne (vgl. 
Abb. 4) nnd natnrgetreue Bilder. 
Die sog. sekunds Osmium- 
f&rbung ist wenigs*ens fiir die 
Gewebekulturen nlrratsam, well 
dabei viele Tropfen hi ihrer 
Form ge&ndert, andere - -  be- 
sonders kleine - -  durch Wir- 
knng yon Alkohol auch gel6st 
werden. 

Die ]3ilder, welche man 
mit Alkohol- Formol-  Sudan- 
gemischen, mi~ vitaler Sudan- 
fs und mit Osmiums/s 
erhi~lt, sind ungef~hr gleich- Abb. r H.-Embryo, 7 T~ge. Herzkultnr 72 Stun- 

den alt. Primgre Osmiumf~,rbung. 
wertig. Jedenfalls ftir die Er- ~{ikropho~. Vergr. 500real. 
forschung kleinster, staubf6rmi- 
ger Fetttr6pfchen leisten die angegebenen Alkohol-Formolsud~nl6sungen 
besonders gu~e Dienste. 
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