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( Eingegungen i 5. November 1938.)

Zu der Zeit, da noch keine Methoden zur elektiven Schleimfirbung
zur Verfigung standen, bediente man sich zum Nachweis des Mucins
der chemischen Eigenschaft dieses Stoffex, von Essigsiure gefillt zu
werden. Um beispielsweise Pseudomuein nachzuweisen, benutzte man
Alkohol als Fiallungsmittel, Diese Methoden kamen in der Pathologie
frithzeitig zur Verwendung, um epithelialen und mesodermalen Schleim
zu diagnostizieren. Als Beispiel sei erwiahnt, dall Tirchow schon 1852
Nehleimgewebe im Hahnenkamm nachwies. Dall Schleim diffus im
Stroma gewisser Geschwillste vorkam, war bereits hekannt, und die
Einstellung dieser Erscheinung gegeniiber war ziemlich gegeben. Der-
artige Befunde wurden so gut wie ausnahmslos als Zeichen einer Ent-
artung des betreffenden Gewebes aufgefallit. War eine hochgradige An-
hiufung von Schleim z. B. in einer Geschwulst mesenchymalen Ursprungs
vorhanden, so wurde sie oft myxomatés genannt. P, Mayers erste Mit-
teilung iiber dic Moglichkeit, mittels der Mucicarminmethode Schleim
elektiv zu firben, bezog sich. seiner Darstellung nach zu urteilen, nur auf
intraepithelialen Schleim in Becherzellen und Speicheldriisen.  [Frither
hatte Hoyer vefunden, dall metachromatische Farbstoffe solchen Sehleim
besser farbten als die zu jener Zeit verwendeten Himatoxyvlinpriparate.
Diese beiden Forscher bauten auf sicherem Grunde, indem sie aus den
Arbeiten anderer wufBiten. dalBl die Sekretionsprodukte von Speichel-
driisen und Becherzellen Mucin enthielten. Daneben hatte man auch
beobachtet. dafl die Grundsubstanz des Knorpels und das Bindegewebe
des Nabelstrangs sich nach den beiden Methoden firben lieBien.

Als die genannten Farbungsmethoden, die anscheinend ein gewisses
elektives Farbungsvermdgen fiir intraepithelialen Schleim besafien, in
Gebrauch kamen, lag es fiir Pathologen nahe, dieselbe Methodik und
dieselben Anspriiche auf Elektivitit auf ,,mesodermalen Schleim® zu
iibertragen. DaB man die Firbungsmethoden einander gleichstellte.
wenn es sich um epithelialen Schleim z. B. in einem Adenocarcinom mit
Schleimsekretion handelte, konnte berechtigt erscheinen, denn in solehen
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Fillen hatte man eine gewisse Kontrolle in dem morphologischen Bilile
des fraglichen Epithelgewebes. Aber man schrieb den Methoden dieselbe
Elektivitadt auch zu, wenn cs sich um extraepithelial liegende Substanz
handelte, die positive Schleimfirbung zeigte. Das Resultat war, daf3
alles, was sich mit Mucicarmin fiarben liell, mit Ausnahme des Exo-
plasmas des Knorpels, als ,,Schleimgewebe’ angesprochen wurde. Auch
die alte Deutung des Schleimgewebes als Zeichen einer Entartung blieb
bestchen. Das gewdhnlichste morphologische Kennzeichen fir das
Schleimgewebe in Geschwiilsten und an anderen Stellen war, dall es em-
bryonalem Bindegewebe dhnelte, wie man es im Nabelstrang antrifft.

In der Literatur findet man eine grolle Anzahl Angaben iiber mit der
Mucincarminmethode ausgefiilhrte Schleimfarbungen an Material ans
allen Gebieten der pathologisch-anatomischen Diagnostik. Viele Patho-
logen haben sicherlich eine gewisse Vorsicht beobachtet, wenn es galt.
Fille zu beurteilen, bei denen man eine positive Schleimfirbung mit
Mucicarmin im Bindegewebe erhalten hatte, z. B. diffus im Stroma eines
Mammarcarcinoms. Andere haben die Methode als zuverlissie betrachtet
undd geradezu behauptet, dufl das Stroma Sitz ciner | schleimizen Ent-
artung”, eciner ,myxomatésen Umwandlung™ oder einer . xchleimigen
Paratrophie®™ (». Gierke) sei. Wieder andere sind so weit gegangen, daf3
sie dem Befund positiver [, Schleimfirbung™ in cinem Krebsstroma prog-
nostische Bedeutung beigemessen haben (’errot 1932): das Vorkommen
von ,mucicarminophiler Substanz'™ sei als eine der Abwehrmalnahmen
des Kérpers gegen die Geschwulst aufzufassen.

Man weiBl, daB3 in dem Schleim von Becherzellen und Speicheldriisen
cine hochmolekulare Monoesterschwefelsaure, Mucoitinschwefelsdure, vor-
kommt, und man nimmt an, dafl diese es ist, die bei der Mucicarmin-
methode sich firbt. Kine nahestehende Saure, Chondroitinschwefelsiiure.
findet sich im Exoplasma des Knorpels. AuBlerdem kommt in den Granula
der Mastzellen Heparin vor, das eine Polyesterschwefelsiure ist (Holm-
gren und Wilander 1937). Durch Lisons Arbeiten ist erwiesen. dafl meta-
chromatische Farbbarkeit spezifisch ist fiir eine bestimmte chemische
Struktur, nimlich Esterschwefelsiuren hohen Molekulargewichts. Dies
nur unter der Voraussetzung, dafl bei der Arbeit mit einer metachre-
matischen Farbe, wie z. B. Toluidinblau. eine geeignete Technik wver-
wendet wird.

An anderem Orte habe ich iliber die wichtigsten Ergebnisse einer
Untersuchung iiber das Vorkommen metachromatischer Substanz. d. h.
hochmolekularer Esterschwefelsiuren. in einem Material berichtet, das
Bindegewebe aus verschiedenen Ciebieten der pathologischen Anatomie
umfafit. Ks konnte nachgewiesen werden, dafl Fibroblasten aus jungem
Granulationsgewebe, spezifischem wie auch unspezifischem. wachsende
Fibroblusten z. B. in einem Krebsstroma und rwachsende Sarkomzellen
stets eine diffuse Metachromasie von Cytoplasma und Grundsubstanz
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reigten, d.h. dafl das ganze Zellterritorium von Kerngebiet zu Kern-
gebiet stets die genannten Esterschwefelsduren enthielt. Um zur Klarheit
itber den Wert der Mucicarminmethode zu kommen und um die Fehler-
quellen bei Anwendung der Methode auf Material der genannten Art
zu untersuchen, habe ich eine Reihe von besonderen Versuchen ansgefiihrt.
Es ergab sich dabei, dull ein Gewebe oder ein Element in einem Gewebe
saure Kigenschaften haben mufl, um mit Mucicarmin gefirbt werden zu
konnen.

Unter ,,mucicarminophiler Substanz™ verstehe ich in der Iolge alles,
was mit Mucicarmin gefirbt werden kann. Nur extraepithelial liegende,
diffus in Bindegewebe vorkommende ,,mucicarminophile Substanz® ist
untersucht worden. Dem oben Gesagten gemifl muf alle mucicarmino-
phile Substanz sanre Ligenschaften haben. Im Korper finden sich 2 Sy-
steme von Siauren. niamlich wasserldsliche unil fettlosliche, und in diese
Hauptgruppen gehen teils hochmolekulare und teils niedrigmolekulare
Siuren ein. Zu den hochmolekularen Sauren gehéren die Monoester-
schwefelsiuren, von denen die Chondroitin- und die Mucoitinschwefel-
sduren bekannt sind, und ferner die Polyesterschwefelsiduren, zu denen
das Heparin gehort. Damit diese Siuren in einem histologischen Priparat
nachweisbar sein sollen, milssen sie in dem Priaparat auch noch nach
Fixierung, Einbettung und Weglésung des Einbettungsmittels vorhanden
scin.  Bei der Behandlung der Priparate werden sicherlich die wasser-
lashichen niedrigmolekularen Siuren zum geoBiten Teil herausgeldst. Meine
Untersuchung betrifft nur hochmolekulare Esterschwefelsduren, die sich
atch mit metachromatischer Technik farben lassen. Auf das Verhalten
der Mucicarminmethode gegeniiber anderen wasser- oder fettloslichen
Niauren niedrigeren Molekulargewichts gehe ich nicht ein. Der Zweck
des vorliegenden Aufsatzes ist, neue Beitrége zur Kenntuis der Elektivitit,
des Empfindlichkeitzgrades und der Feblerquellen der Mucicarminmmethode
bet Fiarbung der oben genannien Esterschwefelsiauren zu licfern. Gleich-
zeitig wird ein Vergleich zwischen dieser Methode und der metachromati-
schen Farbung mit Toluidinblau angestellt.

1. Fiarbune mit Mucicarminlésungen verschiedenen Siuregrades,

[n einer fritheren Arbeit habe ich durch Firbung von Lunge. Diinn-
darm und Colon des Meerschweinchens mit Mucicarminlésungen (0,1 %)
verschiedenen Sauregrades gezeigt, dafll das Exoplasma des Knorpels
und der Schleim der Becherzellen nur von Mucicarminlosung eines Siure-
grades zwischen py 7 und 4 gefidrbt werden. Bel hoherem Siuregrad
als py, 4 wurde keine Farbung erhalten. Dies wurde in der Weise erklirt,
dafl die Farbbarkeit der genannten Elemente durch Mucicarmin an die
Gegenwart von Aluminiumearminat gebunden ist, das sich bei stiirkerem
Nauregrad als py 4 nicht in Losung finden kann. Zwischen py 4 und 3
beginnt die Carminsiure auszufallen.
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Um zu pritfen, ob das gleiche fur Farbung diffus vorkommenden
..Schleimgewebes™ oder ,.mucicarminophiler Substanz™® gilt, wurden
diese Farbungsversuche mit Mucicarminlgsungen derselben Siuregrade
wie in der friheren Untersuchung an Plattenepithelecarcinomen mit
mucicarminophiler Substanz in den Zellenkolben und diffus im Stroma
vorkommender metachromatischer Substanz, an schleimproduzierenden
Adenocarcinomen vom Uterus mit derselhen Metachromasie in Stroma
und an zwel Fillen von Myxo-Lipo-Sarkom mit starker diffuser Meta-
ehiromasie wiederholt.  Das Material war in Sublimat-Formol fixiert.

Die Farbungsresultate waren genau die gleichen wie bet der friheren
Untersuchung, weshalb tetreffs der Einzelheiten anf diese verwiesen sei.
Man kann also die im obigen Material erwahnte, diffus im Stroma vor-
kommende mucicarminophile Substanz pur mit Mucicarminldsungen
zwischen py 7 und 4 firben. Hieraus folgt, dafl bei Firbung mit Muci-
carmin dassethe Verhdltnis zwischen Firbbarkeit und Saurcgrad der
Farblosung vorliegt, ob es sich nun wm den Scbleim der Becherzellen, die
CGrundsubstanz des Knorpels oder diffus in einem Geschwulststroma vor-
kommende mucicarminophile Substanz handelt,

2, Vergleich zwisehen der Bmpfindlichkeit der Mueicarminmethode und
metachronntiseher Fivbune mit Toluidinhlan bei Firbung von diffus in
Bindeeewebe vorkommenden hoehmolekularen Estersehwefelsiiuren.

Um die Verhiltnisse in dieser Beziehung zu untersuchen, fithrte ich
Fiarbungen nach den beiden Methioden an geeigneten Fallen aus dem
laufenden Material des Radinmhemmet aus. Die Fixierung geschah mit
ctwa 10%iger Formalinlosung oder mit Sublimat-Formol.  Die schonsten
Bilder von diffuser Metachromasie z. B. in einem Fibroadenoma manimae
werden nach Sublimatfixierung (Sublimat-Formol) erhalten. Es scheint
dies darauf zu berithen, dafl das Sublimat die in wachsendem Bindegewehe
vorhandene Esterschwefelsiure ausfallt, Wenn man aber Sublimat-
fixierung zu diesem Zweck verwendet, darf man die Sublimatkrystalle
nicht auf gewohnliche Weise mittels Jodspiritus und Thiosalfat weg-
schaffen. da solehenfalls das  Quecksilber-Esterschwefelsiuresalz  uml
damit auch die metachromatische Substanz herausgelost werden. Ferner
darf man nicht vergessen, daf3 Jod chemisch eine sehr aktive Substanz
ist, und Lecene hat gezeigt, daBl gewisse Esterschwefelsiuren, besonders
eine Forin der Mucoitinschwefelsdure, insofern empfindlich und instahbil
sind, als die Esterbindung leicht verloren geht. Aus diesem Grunde mul
man die Sublimatkrystalle in den Praparaten lassen, wenn man die im
Cyvtoplasma und in der Intercellularsubstanz der Bindegewebszellen
vorkommende diffuse Metachromasie, die wahrscheinlich durch mit der
Chondroitin- und den Mucoitinschwefelsduren verwandte Monoester-
schwefelsduren veruresacht wird. so viel wie méglich zutage treten lassen
will,
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Die Mucicarminfarbung wurde in 0,1 %iger Losung nach P. Mayer
ausgefihrt, sowohl mit als auch ohne Vorfirbung der Kerne in Mayers
neutralem Héamalaun. Metachromatische Farbung wurde in 1, %iger
Losung von Toluidinblau in destilliertem Wasser nach Lisons Anwei-
sungen vorgenommen. Der Raumersparnis halber werden die Ergebnisse
hier in Tabellenform zusummengestellt. '

Tabelle 1.
Abkiirzungen: Metachromasic = Mtch. Mucicarminophile Substanz == Me.
Mastzellen = MZ%.

Journal- Dingnose Farbung Firbung
Nr. I mit Toluidinblan Y, % mit Mucicarmin 0,1 %

B 101838 | Myxoedema cir- | Starke diffuse Mtch. lokal | Deutlich positive Me. in

cumseriptum im Corium demselben (lebiet

B 728/38 | Normale Mammai  Keine diffuse Mtch. Me. negativ
728/38 | Fibroadenoma ! Leichte diffuse Mtch. im | Me. negativ

marninae Mantelgewebe

8| Vibroadenoma - Sehr starke diffuse Mteh. | Deutlich positive Me. in

i
i
{
i

Rw 0273

intracanalicum @ in Mantelgewebe und in- . demselben Gebiet
mammae . tracan. Proliferationen
Rw  89/38 Fibroadenoma In gewissen Knoten | Deutlich positive Me. in
mammace starke diffuse Mtch. | denselben Gebieten
Rw 422738 | Carcinoma mam- | Starke diffuse Mtch. im | An denselben Stelien
mae seirrhosum Stroma ©deutlich positive Me.
Boa4235 Desgl. S MaBige diffuse Mteh. imo Negative Me.
‘ Stroma ‘
H 47038 1 Ca. colli uteri ! Keine diffuse Mtch, Ver- © Me. negativ. Keine MZ.
(Plattenepithel- cinzelte MZ.
i careinom) :
H 56238 Desgl. MaBige diffuse Mtch, im i Negative Me. Keine MZ.
Stroma. Vercinzelte MZ.
H a33738 . Keine diffuse Mtch. Das’; Negative Me. MZ. nicht
Stroma unerhért reich an © gefarbt, aber diffus am
: MZ. - Orte der grofBten Anhdu-

fungen von MZ. schwach
positive M.

H 337:38 - i Schwache diffuse Mtch. ! Desgl.

Cim Stroma. Stroma xchr

reich an MZ. ;
H 30233 . . Starke diffuse Mtch. - Deutlich positive Me. in
Keine MZ. - denselben Teilen dex
; Stromas

B Hautcarcinom Keine diffuse Mteh. Negative Me.

' Keine MZ. :
B " . : . Schwach  positive M.
B . [Stmkc diffuse Mtch. im ‘ in densc]bgn Teilen des

B 1029/38 ;I Stroma. Keine MZ. '

Strotnas
Vergleichen wir die Resultate der beiden Farbungsmethoden in
Tabelle 1 miteinander, so ergibt sich, dall Fdarbung mit Toluwidinblaw weit
empfindlicher als die Mucicarminmethode ist, wenn es sich um den Nach-
weis diffus in Bindegewebe vorkommender Esterschwefelsduren handelt.
Die von mir in der Tabelle angegebenen Grarde von diffuser Metachromasie
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stiitzen sich auf eine grofle Menge Beobachtnngen, und zwischen diesen
Graden ist der Unterschied nicht haarfein, sondern sehr augenfillig fur
den, der sich mit diesen Dimgen zu beschaftigen gewohnt ist. Nur bei den
héchsten Graden von diffuser Metachromasie (sehr stark und stark) hat das
Bindegewebe einen hinreichend hohen Cehalt an Esterschwefelsduren,
damit eine Rotfirbung durch Mucicarmin zustande kommen kénne.

3. Konnen die Mastzellen mit Muecicarmin gefirbt werden?

Rawldnitz zeigte 1883, dafl die Granula der Mastzellen in Wasser
l6slich sind. Es lieferte dies die Erklarung dafiir, dall viele Untersucher
um die Mastzellen herum ,,metachromatische Hofe ({7nna ) sahen: Man
hatte namlich durch ungeeignete Fixierung die Granula herausgelost
oder war dabei, sie herauszulézen. Da man die Chemie der Mastzellen
nicht kannte, war es schwer, ein geeignetes Fixiermittel zu finden, das
die Fihigkeit besall, die Granula zu fillen und zu konservieren. Durch
Holmgrens und Wilunders Arbeit 1937 wurde es bekannt, dafl die Granunla
der Mastzellen Heparin enthalten, und diese Verfasser berichteten iiber
cine ausgezeichnete Fixiermethode, nimlich basisches Blelacetat, das
cin in Wasser unlosliches Blei-Heparinsalz bildet.  Benzidin-Atkohol gab
nicht so gute Resultate. Beobachtungen iiber das Vorkommen und das
Aussehen von Mastzellen und Angaben iiber ihre Anzahl kénnen also
nicht als zuverldssig betrachtet werden, wenn andere Fixiermittel, wie
7. B. 10%ige Formalinlgsuny (Stockinger, Méllendorff 1927 2% u. a.).
verwentlet wurden.

Betreffs der Firbung der Granula der Mastzellen ist es seit langem
bekannt, dafi die metachromatische Technik gute Resultate liefert.
Arnolid farbte 1913 die Granula der Mastzellen mit Bests Carmin. Andere
Vorscher (Lehner 1924, Wermel und Nassuchin 1928) erhielten mit dieser
Carminfarbe keine hinreichend typische Farbung. Die letzteren schreiben :
caAuch war die Farbung mit Mucicarmin eine oberflichliche und wemg
intensive.”

Wie eingangs dieses Aufsatzes erwdhnt wurde, finden sich in der
pathologisch-anatomischen Literatur eine Menge Angaben iiber das Vor-
kommen von .,mucicarminophiler Substanz™ besonders in Geschwiilsten
und ihrem Stroma. Aus Tabelle | kann man den Schlufl ziehen, dal
ein Teil dieser |, mucicarminophilen Substanz™ aus diffus tm Gewebe wvor-
kommenden Esterschuefelsduren besteht. Aber nur wenige haben sich der
Miihe unterzogen, zu untersuchen. ob gleichzeitig Mastzellen vorkommen.
In formalin- oder sublimatfixiertem Material (Tubelle 1) flieBen Granula
aus den Mastzellen aus und bilden ,,metachromatische Hafe ™, und an
den Stellen, wo Mastzellen reichlich vorhanden sind, z. B. in dem Stroma
eines Cancer mammae, erhdlt man bei Farbung mit Mucicarmin einen
unscharf begrenzten Fleck von ,.mucicarminophiler Substanz™. Dieser
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durch eine ungeeignete Technik zustande kommende Befund mul bei
Anwendung der Mucicarminmethode das Vorhandensein von ,,Schleim™
im Stroma der betreffenden Geschwulst vortiduschen.

Um zu untersuchen, ob eine Farbung der Granula der Mastzellen
nit Mucicarmin iiberhaupt mdoglich ist, wihlte ich folgendes Material.
Holmgren und Wilander teilten mit, daB die Kapsel und das interlobulire
Bindegewehe der Kuhleber besonders reich an Mastzellen ist, sowie daB
in der Kuhlunge Mastzellen im Bindegewcbe um die Gefilie und die
Bronchien herum vorkommen. Material eben dieser Art, fixiert in basi-
schem Bleiacetat (3%), waren die genannten Herren so freundlich mir zu
iibertassen. Die Farbung der Nchnitte geschah teils mit Muecicarmin
0,1% und teils mit Toluidinblau 1,% in dest. Wasser.

In mit Toluidinblau gefirbten Schnitten waren in reichlicher Menge
schone Mastzellen mit metachromatischen Granula zu sehen. Bei Muci-
carminfarbung konnten nur in Ansnahmefillen vercinzelte diffuse rot-
gefirbte, undifferenzierte Flecke in der Kapsel der Kuhleber und im
Bindegewebe um die Gefille und die Bronchien herum in der Kuhlunge
wahrgenommen  werden.  Durch Vergleich mit  toluidinblaugefiarbten
Schuitten konnte man feststellen, daf3 in solchen Fillen eine oder mehrere
Mastzellen ortlich diesem roten Fleek entsprachen.  Dagegen zeigten
die Kapsel der ganzen Kuhleber und viele Gebiete im Bindegewebe der
Kuhlunge und iy interlobuliren Bindegewebe der Leber, wo Mastzellen
besonders reichlich vorhanden waren, mit Mucicariin eine diffuse Rot-
farbung.  Diese Rotfirbung wiirde also, wenn nicht Kontrollfdrbung
mit Toluidinblau vorgenommen worden wire, dahin gedeutet worden
sein, dall ein Schleimgewebe vorlige. In Wirklichkeit waren reichlich
Mastzellen vorhanden, und die ,,diffuse mucicarminophile Substanz™
rithrte von einer undifferenzierten Farbung der heparinhaltigen Granula
dieser Mastzellen her.

Es ergibt sich demnach, dalBl ein Befund mucicarminophiler Substanz
in einem gewissen Bindegewebe nicht immer auf dem Vorkommen diffuser
metachromatischer Substanz zu beruhen braucht, sondern es kann eine
Anhidufung von Mastzellen an dieser Stelle vorliecen. Wir haben hier
eine wichtige Quelle von Fehldeutungen bei histo-pathologischen Dia-
gnosen, die sich lediglich auf Farbung mit Mucicarmin ohne Kontroll-
farbung mit metachromatischer Technik stiitzen.

In einer fritheren Arbeit iber die Wirkungsweise der Mucicarmin-
methode habe ich gezeigt, daB, in t"bereinstimmunrbr mit Bechers Auf-
fassung von dem Wesen der Beizung, Farbung mit Mucicarmin an die
Gegenwart von Alumininmearminat gebunden ist. und daB eine Sub-
stanz saure Digenschaften haben mufl, damit eine Farbung mit Muci-
carmin, d. h. eine Bindung an eine freie Valenz des dreiwertizen Alu-
miniums im Aluminiumcarminat, moglich sein soll. Um zu zeigen. dall
Heparin, das eine Polyesterschwefelsdure ist, wirklich an das Alunminium-
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carminat im Mucicarmin gebunden wird, fiihrte ich einige weitere einfache
Versuche aus.

Von Holmgren und Wilander 1937 ist gezeigt worden, dall man bei
Zusatz von Toluidinblau zu einer Heparinlésunyg eine quantitative Aus-
fallung des Heparins erhalt. Der Niederschlay ist von violetter Farbe
und besteht aus feinen, faserigen Flocken. —- Chemisch reines Heparin
loste ich in destilliertem Wasser und verwendete die Laosung zu folgenden
Versuchen. Die Heparinkonzentration war nicht genau bekannt, sie war
aber hoher als 3 9, denn die Losung war mit Toluidinblau metachromatisch
(Jorpes und Bergstrim).

A 1. Die Heparinlésung gibt mit nach £, Mayer herzestellter Muci-
carminlésung (1%) einen klar roten, flockigen Niederschlag. Bel geeig-
neter Menge Mucicarmin ist das Filtrat farblos und frei von metachroma-
tischer Substanz. Das Filtrat ist auch frei von Aluminium, woraus folgt,
daf3 eine Bindung zwischen dem Aluminiumcarminat und dem Heparin
erfolgt st

A2, Der Niederschlag wird abfiltriert und in destillicrtem Wasser
aufgerithrt.  Sodann wird unter dem Ultropakmikroskop bei 80facher
VergriBerung Toluidinblau in 1 %iger wisserirer Losung zugesetzt. I
Mikroskop sieht man dann. wie alimihlich die roten Flocken erst an den
Rindern und danach ber die ganze Fliche hin violett werden. Ein
violetter faseriger Niederschlag von dem Typ, wie cr bei Toluidinblau-
Heparin gesehen wird. ist nicht wahrzunchmen.

Die in A1 und A 2 beschrichenen Versuche wurden mit Mucoid, von
Holmgren und Awrell aus Cornea von Kuh hergestellt, wiederholt. Die
Ereebnisse waren genau die gleichen.

B 1. Die Heparinlésung gab mit Toluidinblau einen violetten faserig-
flockigen Nicderschlag, der im Ultrapakmikroskop ein sehr charakteri-
stisches Ausschen hat. Wird zu diesem Niedersehlag Mucicarmin (1 %)
hinzugesetzt, so wird kein neuer Niederschlag erhalten, sondern das Muci-
carmin diffundiert durch die Lésung und gibt ihr cine rotviolette Firbung.
Hieraus kann nur geschlossen werden. dall kein Heparin in der Losung
vorhanden ist, dieses ist vielmehr bereits stéchiometrisch von dem
Toluidinblau ausgefallt. Dasselbe Ergebnis wurde auch mit dem oben-
erwihnten Mucoid ans Cornea erhalten. Der Vollstindigkeit halber set
erwihnt, daB bei Zusammengieflen der Toluidinblaulosung und der
Mucicarminlosung kein Niederschlag erhalten wird, sondern dall Jdie
Farben sich miteinander mischen.

Dicse Versuche zeigen, dall in dem Probierglas eine Bindung zwischen
Mucicarmin und Heparin ad modum Becher erfolgt. Da dieser Nieder-
schlag mit Toulidinblau metachromatisch firbbar ist, hat das Heparin
seine Esterschwefelsiuregruppen nicht verloren. Dasselbe ergibt sich
aus gleichen Versuchen mit dem aus Cornea hergestellten Mucoid.
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Die Frage, ob die Mastzellen mit Mucicarmin gefirbt werden kénnen,
ist also dahin zu beantworten, dafl in gewissen Probierglasversuchen
mit reinem Heparin eine Farbung moglich ist, handelt es sich aber darum,
einen histologischen Schnitt zu firben. so liegen die Verhiltnisse offenbar
anders. Hier gibt namlich bei Anwendung einer geeigneten Fixierung
metachromatische Farbung weit differenziertere und exaktere Bilder
als die Mucicarminmethode. Die Mucicarminmethode ist, praktisch
genommen, zur Firbung von Mastzellen unbranchbar.

Besprechung.

Die Unterscheidung von epithelinlem und mesodermalem Schleim
ist innig mit der Kenntnis ihrer physikalischen und chemischen Eigen-
schaften verbunden. Der epitheliale Schleim wurde am frithesten studiert,
und ihm wurden folgende physikalische Eigenschaften zugeschrieben:
Eine viscose, fadenziehende Flissigkeit, die sich bei Beriihrung schltipfrig
anfiihite, und die bei Zusatz von Essigsidure einen faserigen Niederschlag
von charakteristischen Aussehen gab. Diesen Stoff, der ausgefillt werden
konnte, nannte man Mucin, und man hielt ihn fiir einen EiweiBstoff irgend-
welcher Art. Chemische Analysen wurden frithzeitig ausgefiihrt, und man
fand nach saurer Hydrolyse eine reduzierende Substanz. Bei Elementar-
analyse von wisserigem Auszug aus dem Nabelstrang fand Jernstrérm
1850, dall das extrahierte Mucoid Schwefel enthielt. Durch weitere Ar-
heiten von Hummoarsten und Landwehr kam man zur Klarheit dariber,
dall Mucin aus Speicheldrisen und Becherzellen stets etne komplexe
schwefelhaltige Substanz enthilt. die ihrer Strnktur nach den Muco-
proteinen dhnelt. Von spiteren Forschern hat besonders Levene die Rigen-
schafeen und die’ Struktur dieser Stoffe studiert. Die einzige charakteri-
stische Substanz in epithelialem .. Schleim™ ist die Mucoitinschwefelsdure,
cine hochmolekulare Esterschwefelsinre. — Den |, Schleimy der Becher-
zellen und der Speicheldriisen kann man also dahin definieren: Ein
epitheliales Sekretionsprodukt mit Mucoitinschwefelsiure als einzigem
charakteristischem Bestandteil.

Fir das Zustandekomnien einer elektiven Farbung von epithelialem
Sehleim ist die Anwesenheit dieser Mucoitinschwefelsidure absolut not-
wendig. Wird zu diesem Zweck Mucicarmin verwendet, so erfolgt eine
Bindung zwischen dem Aluminiumearminat der Mucicarminisung und
der Mucoitinschwefelsdure (Sylrén 1933 ). Die Anwendung metachroma-
tischer Technik ist dadurch méglich, daB die Mucoitinschwefelsdure eine
Esterschwefelsdure ist (Lison 1935). — Die Farbungsresultate hingen
in beiden Fillen von der Wahl der Fixiermethode ab. Lést man durch
ungeeignete Fixierung die Mucoitinschwefelsiure heraus, so kann natiir-
lich keine Firbung zustande kommen. Fixierung in starkem Alkohol
bewirkt eine kriftige Schrumpfung des betreffenden Epithels. das Sekret
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der Becherzellen wird in die Lumina hinausgepre3t, und das morpho-
logische Bild wird entstellt.

Ich bin also der Auffassung, dafl, wenn es sich um die Farbung epi-
thelialer Sekretionsprodukte, die Mucoitinschwefelsdure enthalten, mit
anderen Worten um die Farbung epithelialen Schleims handelt, die An-
wendung sowohl der Mucicarminmethode als auch der metachromatischen
Technik berechtigt ist. In diesem Falle kann jedoch die Diagnose nicht
lediglich auf Grund des Tirbungsresultats gestellt werden, sondern das
morphologische Bild mull den Ausschlag geben.

In der Einleitung habe ich darauf bingewiesen, dall die Anwendung
der Mucicarminmethode zum Fortbestande solcher Begriffe wie ,,extra-
epithelialer Schleim®™, ,,mesenchymales Schleimgewebe®, | schleimige
Entartung®, ,schleimige Paratrophie” usw. beigetragen hat. Zur Auf-
stellung dieser Begriffe und den verschiedenen Begriffshestimmungen ist
man auf folgende Weise gelangt.

Schiwcann hatte gefunden, dall embryonales Bindegewebe eine schiei-
mige, gallertartige Beschaffenheit hatte, und er beschrieb dieses Binde-
gewebe als eine homogene Masse mit einliegenden Zellkérpern. Tilanus
schreibt 1849, daB das Bindegewebe denselben Schleim enthilt, wie er
von Epithel abgesondert wird, Rzichert trat dieser Auffassung entgegen
und meinte, dall die gallertartice Substanz reine Intercellularsubstanz
sei. Virchow beschrieb 1852, wie er die schleimige Intercellularsubstanz
aus dem Bindegewebe des Nabelstrangs hinausgepreft hatte, und zeigte,
daB diese dieselben physikalischen und chemischen Eigenschaften wie
epithelialer Schleim habe. Er meinte daher, dafl das Bindegewebe im
Nabelstrang mit Schleimstoff angefiillt sei, und dal man dieses Gewebe
mit Bordew als ,,Tissu muqueux™ oder ,,Schleimgewebe™ bezeichnen
miisse. Hierhin wollte Virchow auch das Bindegewebe im Chorion und
im Stroma einiger Carcinome, sog. Kolloidkrebse, rechnen. Er untersuchte
weitere schleimartige Gewebe durch Auspressen und Fallung des Schleim-
stoffs mittels Essigsiure. Die physikalische Beschaffenheit des Glas-
korpers veranialte ihn, diesen ndher zu untersuchen, und er fand, daB
man die Substanz, die ihm seine schleimartige Beschaffenheit verleiht,
extrahieren und ausfillen konnte. Virchow betont 1852 das enorme
Hydratationsvermégen des Schleimstoffs, wodurch die starke Durch-
sichtigkeit mit einem Minimum von organischer Substanz zustande kommt.
Virchow scheint jedoch nicht der Ansicht gewesen zu sein, dafl diese
Substanz wirklicher Schleim sei, und er spricht sich gegen die Identitét
mit epithelialem Schleim aus. Stattdessen verwendet er die Bezeichnung
,.Schleimstoff™.

Durch Extraktion verschiedener Bindegewebsformen und Fillung
mit Essigsdure haben danach viele Forscher Schleim oder Mucin in Binde-
gewebe nachweisen zu konnen geglaubt. Eollet beschreibt 1858 und 1860
Mucin aus Sehnen und Cornea. Loebisch untersucht 1886 Sehnenmucin

Virchows Archiv., Bd. 303, 19
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und Chittenden und Gies 1896. Durch chemische Untersuchungen von
Jernstrom, Hammarsten und Landwehr (1881) wurde die Zusammen-
setzung dieses Schleimstoffs in ihren Hauptziigen klargestellt. Schaffer
(1901 sagt, daBl die Grund- oder Kittsubstanz des Bindegewebes ihrer
chemischen Natur nach mit dem Mucin iibereinstimme, und stiitzt sich
hierhei auf Rollett und Loebisch.

Beurteilen wir diese Untersuchungen unter Zugrundelegung unserer
gegenwirtigen Kenntnis von der Chemie der Mucoproteine und den
Moglichkeiten, sie nachzuweisen, so ergibt sich, dafl die obengenannten
Forscher Mucoproteine in embryonalem Bindegewebe, im Nabelstrang,
im Hahnenkamm, im Glaskorper und in der Cornea, in Sehnengewebe
und anderen Arten von Bindegewebe sowie im Stroma gewisser Ge-
schwiilste gefunden haben. Diese Ksterschwefelsiuren haben gewisse
gemeinsaimne Eigenschaften; groBes Hydratationsvermdgen, in wisseriger
Lésung verlichen sie der Losung eine schleimige Beschaffenheit, d. h.
die Losung wird viseds, und ferner erhilt Bindegewebe, das reich an
Esterschwefelsiuren ist, ein schleimiges, gallertartiges Aussehen mit
erhohter Durchsichtigkeit (Cornea). -— Betreffs einer dieser Eigenschaften,
des Hydratationsvermdgens, sei noch erwihnt, dafl nach Needhams An-
sicht (1931) der grolle Wassergehalt in den Geweben des Fetus méglicher-
weise auf dem reichlichen Vorkommen von mucoider Substanz, d. h.
Esterschwefelsiuren, in den Stiitzgeweben des Fetus beruht.

Gegenwirtig stehen bel histologischer Untersuchung zwei Farbungs-
methoden zur Verfiigung, wenn es gilt, das Vorkommen dieser Ester-
schwefelsduren festzustellen: Die Mucicarminmethode und metachroma-
tische Technik. Auf den Wert der beiden Methoden im Verhaltnis zu-
cinander komme ich noch unten zu sprechen. Die einzige spezifische
Farbungsmethode ist die metachromatische (Ltson ). — Wendet man bei
einem Gewebe metachromatische Farbung an und findet man eine Meta-
chromasie in Epithel, Knorpel oder Bindegewebe, so kann man nur
einen SchluB aus diesem Befunde ziehen, den namlich, dal am Orte dieser
Metachromasie in dem Gewebe eine hochmolekulare Esterschwefelsiure
vorhanden ist. Wenn diese Metachromasie intraepithelial, z. B. in den
Epithelzellen der Darmschleimhaut, vorhanden ist, so ist man auf Grund
des morphologischen Bildes berechtigt, den Schlufl zu ziehen: Hier liegt
eine Sekretion vor, und dieses Sekretionsprodukt enthilt eine hoch-
molekulare Esterschwefelsiure. In diesem Falle (Darmschleimhaut)
weill man auf Grund chemischer Analyse (Levene}, dafl es sich um Mucoi-
tinschwefelsdure handelt. Seit alters ist dieses Sekretionsprodukt gleich
vielen anderen epithelialen Sekretionsprodukten aus Becherzellen und
Speicheldriisen wegen seiner physikalischen Beschaffenheit als Schleim
bezeichnet worden, genau genommen solite man aber die Bezeichnung
mucoproteinhaltiges oder mucoides Sekretionsprodukt verwenden. Hat
man sich zum Nachweis metachromatischer Technik -bedient, so sollte
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man das Sekretionsprodukt im Hinblick auf das verwendete Verfahren
,,ein metachromatisch firbbares Sekretionsprodukt™ nennen.

Als ein anderes Beispiel mdge der Knorpel dienen. Das Exoplasma
des Knorpels enthélt kollagene Fibrillen und Chondroitinschwefelsiure
(Mérner, Schmiedeberg). Das Exoplasma ist sowohl mit Mucicarmin aly
auch beispielsweise mit Toluidinblau firbbar, was eben auf seinem Gehalt
an Chondroitinschwefelsdure beruht. Das morphologische Bild ist véllig
charakteristisch, und aus dem Firbungsresultat sollte lediglich auf das
Vorkommen metachromatischer Substanz geschlossen werden. Unzu-
lissig wire es, das Exoplasma daraufhin als Schleimgewebe o. dgl. zu
bezeichnen. -— Das gleiche gilt betreffs der Cornea und des Glaskdrpers.
Es kommt hier eine metachromatisch firbbare Substanz vor, deren Zu-
sammensetzung wohlbekannt ist, und auf deren Eigenschaften bereits
Virchow 1832 hingewiesen hat. Den Befund als ,,Schleim™ zu deuten,
wire unberechtigt.

Betreffs des lockeren Bindegewebes habe ich in einer fritheren Arbeit
mitgeteilt, dal man in wacksendem Bindegewebe verschiedener Art (Granu-
lationsgewebe, spontane Keloide, Sarkomzellen und Stromazellen aus
wachsendem Krebsgewebe usw.) eine diffuse Metachromasie findet, d. h.
das betreffende Gewebe enthilt in wachsendem Zustand hochmolekulare
Esterschwefelsduren. Diese sind wahrscheinlich niedrigverestert von
demselben Typ wie die Mucoitin- und die Chondroitinschwefelsaure.
Das morphologische Bild ist in typischen Fillen: Eine diffuse Meta-
chromasie durch das ganze Gewebe von Kerngebiet zu Kerngebiet. Eine
Grenze zwischen den Zellterritorien ist nicht wahrzunehmen, sondern
das fragliche Gewebe sieht aus wie ein vollig zusammenhingendes Syn-
cytium, in dem alles Protoplasma metachromatische Substanz enthilt.
Allmaéhlich, wenn das Bindegewebe ilter geworden ist, Fibrillen ent-
wickelt hat und fibréser geworden ist, und wenn das Wachstum aufgehirt
hat, findet man keine Metachromasie mehr. — Das Bindegewebe enthilt
also in wachsendem Zustand Mucoproteine, und diese haben zur Folge,
daB das Bindegewebe wasserhaltiger wird, als édlteres Bindegewebe es
zu sein pflegt. Hieraus darf aber nicht der Schlull gezogen werden, daf}
das Bindegewebe einer schleimigen Umwandlung, einer schleimigen Para-
trophie o. dgl. ausgesetzt wire. Es fehlt an einer morphologischen Stiitze
fiir eine solche Behauptung (vgl. Rowulet 1937).

Was die Deutung des Vorkommens von diffus in Bindegewebe zer-
streuter ,,mucindser Substanz’® betrifft, so ist diese Erscheinung, bis auf
einige Ausnahmen (Kuru, Ssolowjew, Brezovnik), als Zeichen einer Ent-
artung aufgefallt worden. Weshalb das Bindegewebe des Fetus, wachsen-
des Granulationsgewebe, das Mantelbindegewebe im Fibroadenoma
mammae (Berke u. a.) usw. sich in Entartung befinden sollte, ist bisher
nicht erklirt worden. — Neue Gesichtspunkte sind nun mehr fiir die

19%
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Beurteilung des Vorkommens der obengenannten ILsterschwefels¢uren im
Bindegewebe aufgestellt worden, und neue Untersuchungen (an patho-
logisch-anatomischem Material von Sylvén; noch nicht verdffentlichte
Untersuchungen an embryologischen Material von Hj. Holmgren) haben
zu der Erkenntnis gefithrt, dafl ihr Vorhandensein vielmehr fiir wach-
sendes Bindegewebe charakleristisch ist.

Betreffs des Wertes der beiden in der histo-pathologischen Diagnostik
verwendeten ,,Schleimfirbungsmethoden’* méchte ich folgendes bemer-
ken. Durch Vergleich mit metachromatischer Farbung an gleichem
Material findet man, daB die Mucicarminfirbung bedeutend weniger
empfindlich ist als beispielsweise Farbung mit Toluidinblau (Tabelle 1).
Beiden Methoden gemeinsam ist, daB hochmolekulare Esterschwefelsiduren
gefirbt werden. Mittels Toluidinblau wird das Vorkommen solcher
Esterschwefelsduren bei bedeutend geringeren Kounzentrationen {fest-
gestellt, als es mittels der Mucicarminmethode moglich wire. Es hat sich
hierbei herausgestellt, dall die Verbreitung dieser Esterschwefelsduren
im Organismous unter verschiedenen pathologischen Verhiltnissen viel
groBer ist, als es bisher bekannt gewesen ist.

AuBer mit dieser Fehlerquelle ist die Mucicarminmethode auch noch
mit anderen Unzulanglichkeiten behaftet. Mit Muecicarmin erhdlt man
in cinem histologischen Schnitt zumeist keine distinkte Farbung der
Mastzellen. Wenn in einem Geschwulststroma vereinzelte Mastzellen
hier und da vorkommen und dasselbe Stroma diffus verteilter Ester-
schwefelsiuren entbehrt, so wird in der Regel mit Mucicarmin keine Fér-
bung erhalten. In Ausnahmefillen kann nach geeigneter Fixierunyg (basi-
sches Blelacetat) am Orte einer Mastzelle Mucicarminfarbung bestenfalls
eine undifferenzierte, verschwommene und wenig hervortretende Rot-
firbung geben. Kommen dagegen in einem Carcinomstroma grofle
Mengen Mastzellen vor, was durchaus keine Seltenheit ist (z. B. Haut-
carcinom, Mammacarcinom u.a.) so gibt Mucicarmin keine distinkte
Fiarbung, sondern man erhilt stattdessen den Eindruck einer diffus oder
herdférmig verteilten ,mucicarminophilen Substanz’*. — Ein typisches
Beispiel derartiger durch mangelhafte Technik erhaltener Resultate fithrt
Perrot (1932) an, der ein grofes Material von Cancer mammae (88 Falle)
behandelt, von denen 38 Fille ,muci-carminophilie du stroma™ und
klinisch eine bessere Prognose aufwiesen. Perrot liefert keinerlei Angaben
iiber das Vorkommen der Mastzellen, ist sich aber doch vollig klar dar-
itber, daf} die Auffassung, die von Delbet u. a. vertreten wird, und wonach
die mucicarminophile Substanz Mucin wire, das von den Krebszellen
infolge einer ,,inversion de la polarité sécrétante’ in das Stroma ausge-
schieden wiirde, fehlerhaft sein muB. Perrot betont zum Schlufl seine
Zweifel betreffs der Mucicarminmethode, ,,car 1'électivité colorante du
muci-carmin est loin d’étre absolue.
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Zusammenfassung.

Ein Vergleich der Farbungsresultate mittels der Mucicarminmethode
nach P. Mayer und mittels metachromatischer Farbung mit Toluidin-
blau an einem pathologisch-anatomischen Material fiihrt zu folgenden
Ergebnissen betreffs mesodermalen ,,Schleimgewebes*.

1. In derselben Weise wie bei Farbung von epithelialem Schleim und
der Grundsubstanz des Knorpels mit Mucicarmin wirkt die Mucicarmin-
methode auch bei der Farbung von diffus in gewissem Bindegewebe vor-
kommender ,,mucicarminophiler Substanz®‘. Die Farbung ist an die
Gegenwart von Aluminiumearminat gebunden (Sylvén). Im iibrigen
wird der Farbungsverlauf in Ubereinstimmung mit Beckers Ansichten
iiber das Wesen der Beizung als Tripelverbindung aufgefal3t.

2. Im Vergleich mit den Ergebnissen, die durch geeignete Fixierung
und Verwendung metachromatischer Technik gemall Lisons Anweisungen
leicht zu erhalten sind, mufl die Mucicarminmethode als eine im Hinblick
anf thre geringe Empfindlichkeit wenig geeignete Methode zum Nachweis
diffus in Geweben vorkommender hochmolekularer Esterschwefelsiuren
hetrachtet werden. Positive Fiarbung wird mittels dieser Methode nur bei
den hichsten Konzentrationen der genannten Siuren im Gewebe erhalten.

3. Die Mucicarminmethode gibt keine sichere Firbung der Granula
der Mastzellen. Die Methode ist 2um Nachweis dieser Zellen nicht brauch-
har. Sie liefert sogar in den meisten Fillen ein direkt falsches Resnltat,
indem bei ithrer Anwendung am Orte einer grélleren Anhdufung von
Mastzellen eine diffuse Rotfirbung cintritt.

4. Es wird davor gewarnt, unkritisch die Mucicarminfirbung als
einzige. ,.Schleimfirbungsmethode™ anzuwenden. Statt derselben oder
auch zusammen mit ihr hat metachromatische Technik zur Verwendung
zu kommen.

5. Bei Verwendung metachromatischer Technik, z. B. mit Toluidin-
blaw in Y,—1 %iger witsseriger Losung. zeigt es sich, daB in dem Stroma
vieler Geschwiilste die als ,,mucicarminophile Substanz® bezeichnete
Erscheinung teils durch diffus vorkommende Esterschwefelsduren und
teils durch die Granula vorhandener Mastzellen verursacht ist.

6. Die Ansicht von dem Vorkommen ,,mesodermaler Schleimbilduny™
( Letterer ) als Zeichen einer Entartung des betreffenden Bindegewebes
ist unzutreffend.

7. Die alten Bezeichnungen ,,Schleimgewebe™, ,,schleimige Degenera-
tion” usw. sowie irrefiihrende neue Bezeichnungen, wie ,schleimige
Paratrophie® (v. Gierke) sind nicht weiter zu verwenden. Stattdessen
sollte man sich objektiv begriindeter Bezeichnungen, wie ,,metachroma-
tisch firbbares Bindegewebe™, ,,diffuse Metachromasie in Bindegewebe™
bedienen oder auch direkt ein ,,Vorkommen von Mucoproteinen in Binde-
gewebe " angeben. Bei der vorgeschlagenen Terminologie fiele der alte
Degenerationsbegriff wey.
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8. Der Begriff ,,mucicarminophile Substanz hat, wenn es sich darum
handelt, in mesodermalen Geweben vorhandene Esterschwefelsduren zu
beschreiben, im Hinblick auf die Unempfindlichkeit und das mangelhafte
Differenzierungsvermogen der Mucicarminmethode keine Berechtigung.
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