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[Vorstand: Prof. F. Feyrter].)

Zur Histochemie des Hirnanhanges.

Von
Dr. F. Bienwald.
{ Eingegungen am 24. Dezember 1938.)

1.

In den Arbeiten F. Feyrters: Uber ein sehr einfaches Verfahren
der Markscheidenfarbung. zugleich eine neue Art der Firberei®, .,Uber
den Naevus, ., Uber den Nachwels eines blutdrucksteigernden Stoffex
im Carcinoid'* und ,,Uber diffuse endokrine epitheliale Organe®* findet
sich die kurze Angabe, dafl beim Einschlufl von Gefrierschnitten formol-
fixierten Materiales in ein Weinsteinsiure-Thioningemisch (Einschlull-
farberei) der Hinterlappen des Hirnanhanges rosenrote  Melachromasie
zeigt, und {berdies die Angabe. dal3 von den Zellen der Adenokypophyse
bei Anwendung dieses Farbeverfahrens ein Teil wungefirbt, cin anderer
gelh, und wieder ein anderer melachromatisch rosenrot getint erscheint.

Feyrter figt dieser Angabe kurz hinzu. dafl im wesentlichen, wenn
auch vielleicht nicht ganz genau, die ungefirbten Zellen den Haupt-
zellen. die gelben den eosinophilen und die metachromatisch rot gefirbten
den basophilen Zellen entspriichen.

Aufgabe vorliegender Arbeit ist ex. die nur fiir die Hypophyse dex
Menschen gemachte Angabe Feyrfers durch ausgedehntere Untersuchungen
anf jhre Gitlsigkeit aueh fiir das Tierreich zu erproben. ihre Abhangigkeit
von auBleren Umstinden (Lebensfrische. bzw. Faulniszustand und Fixa-
tion des Untersuchungsgutes) zu erforschen und insbesondere das Bemer-
kenswerte dieser Irscheinungen der Metachromasie hinsichtlich des Che-
misinus der Lebenstitigkeit der Hypophyse zu betonen. In der letzt-
genannten Hinsicht will die vorliegende Arbeit als vorbereitende Unter-
suchung fiir den Chemiker. bzw. fiir ein Zusammenarbeiten des Chemikers
mit dem Morphologen, gewertet sein.

2

Zum richtigenVerstindnis der Befunde, die vorliegende Arbeit mitteilt,
ist eine Krorterung iber die oben angefithrte sog. EinschluBfirberei
und die dabei in Erscheinung tretende Metachromasie nicht zu um-
gehen.

In Gefrierschnitten formolfirierter, uneingebetteter oder in Gelatine
eingebetteter Gewebsstiicke, welche auf dem Objekttriger in wilirige
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Thionin-Weinsteinsaurelosung® (Thionin 1,0, Weinsteinsdure 0,5, Aqua
dest. 100,0) eingeschlossen werden. tritt eine allméahlich und bis zu voller
Ausbildung fortschreitende Metachromasie in Erscheinung, von mannig-
facher Art, aber dabel fiir bestimmte Stoffe, Zellen und Gewebe jeweils
kennzeichnend und gesetzmiaBig.

Ein Teilergebnis des Verfahrens ist die oben angefithrte Metachromasie im
Bereiche der Adeno- und Neurohypophyse.

Die Bedingungen des Zustandekommens der in Rede stchenden Metachromasien
bei Anwendung der sog. EinschluBfirberei in ein Weinsteinsiure-Thioningemisch
sind vorderhand nicht erschopfend erforscht. Kurz sei hier daran erinnert?, daB die
Ergebnisse der EinschluBifarberei sich weder durch den Luftabschlufl, noch etwa
durch eine chemische Einwirkung von seiten des Glases erkliren lassen. Man kann
statt Glas Bergkrystall nehmen, das Ergebnis ist das gleiche., Man kann die Schnitte
anf dem Objekttrager mit dem Deckglas zudecken, das Deckglas nur an den vier
Ecken mit Kitt befestigen, die derart versargten Schnitte in die Farbwanne ein-
stellen, so daB die Farblosung von allen Seiten Zutritt hat, man kann zur Einschluf3-
firbung cine Farblosung verwenden, ans welcher der Suuerstoff durch Einleiten von
Ntickstoff vollig verdringt wurde. das Jrygebnis ist das gleiche.  Einleiten von
Waasserstoff macht die Farblésung unbrauchbar, da sie dabei ausflockt, aber nach
Fngerem Stehen an der Luft wird sie wieder brauchbar.,

Laienhaft Letrachter sicht es so aus, ,,als ob lediglich die spaltférmige Kammer
o5 witre, die den Schnitt zu einer anderen physikalisch-chemischen Auseinander-
setzung mit dem Farbstoff notigt, als ste bel gewdhnlicher Art zu firben, in der
Farbewanue, vor sich zu gehen pflegte (Feyrter, s. Schulz?). Den physikalisch-
<hemischen Vorgang an sich dehten E. Kowdgs und F. Feyrler als Reduktion
denten (s. Feyrter: Uber den Nuevus™ w. 5. 8. 580).

Hinsichtlich der chemischen Beschaffouhett dey metachromusiorenden Stoffe it
zich folgendes vorlaufig sagen:

Die althekannte Metachromasie des Schleimes, der Knorpelgrundmasse wud
der Mastzellenkornchen, die man hei Anwendung einer willrigen Thioninlésung
und bei Vornahme der Firbung auf die gewdhnliche Weise, also in der Firbewanne,
beobachtet. tritt auch bei Anwendung der EinschluBfirberei in Erscheinung. Auch
fiir ¢ine, in unserem Schrifttum wenig hekannte Metachromasic, ninidich die karmoi-
sintote Farbung der Reichschen sog. 7-Granula (= protagonartigen Kérnchen) in
den Schwannschen Zellen des Nevvengewebes, gilt das eben Cesagte. An allen
anderen Geweben, die Feyrter anfithrt, trite die Metachromasic ausschlieBlich bei
Auwendung der EinscebluBfarberei auf. ’

Die chemische Beschaffenheit der metachromasierenden Stoffe des Sehleimes,
der Mastzellenkérnchen und der Knorpelgrundsubstanz ist bekanntlich von den
verschiedenen Untersuchern im Laufe der Zeit sehr verschieden gewertet worden,
Sehr hemerkenswerte Untersuchungen iiber diesen CGegenstand  stammen  aus
neuerer Zeit von L. Lison.

U Wir verwenden ausschlieBlich Thionin pur. Ehrlich, bezogen von der Firma
Griibler & Co.. Teipzig und Ehrlichs Thionin (Lauths Violett)., hezogen von der
Firma E. Riedel de Haén, Berlin. Das Thionin H 363 der Firma Dr. K. Hollborn &
Nohne firbt zu blaustichig. etwas weniger blaustichig firbt das Thionin Bayer
Meister Lucins, das durch die gleiche Firma vertrieben wird.

2 Siehe Virchows Arch. 296, 652 (1936).

3 Eine ganz gleiche Auffagsung hat unabhingiy von Feyrter kinzlich auch
Gonueit geduBlert. Dal die Umrandung des Deckglases mit Kittmasse keine Rolle
spielt, versteht sich von selbst: sie soll den Schnitt lediglich vor der Austrocknung
schiitzen,
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Der nachfolgende kurze Bericht iiber das Ergebnis der Lisonschen Unter-
suchungen halt sich im wesentlichen an die einschligige Darstellung KA. Zeigers
(Physico-chemische Grundlagen der histologischen Methodik, 1938).

Ihren Ausgang nahmen die Forschungen Lisons davon, dal} alle be-
kannten metachromasierenden Gewebsbestandteile ausgesprochen baso-
phil sind, und daf} die Basophilie des Knorpels nach den Untersuchungen
von Hansen durch die Chondroitinschwefelsiure bedingt ist. So gelangte
Lison zur Frage, ob nicht die chromotropen (-= dic metachromatische
Firbung bedingenden) Eigenschaften des Knorpels durch den Gehalt
an dieser Substanz hervorgerufen wiirden. Die Chondroitinschwefel-
siure erwies sich nun in vitro, ebenso wie einige ihrer Salze, auch in mini-
malen Mengen als ausgesprochen chromotrop. Das Gleiche gilt fiir die
Mucoitinschwetelsiure, die im Schleim vieler Driisen vorkommt und mit
der Chondroitinschwefelsiure nahe verwandt ist; beide sind nimlich
Schwefelsiureester komplexer Polysaccharide.

Ausgedehnte Untersuchungen Lisons fithrten nun zu dem Ergebnis,
daf} der metachromatische Farbumschlag der verwendeten basophilen
Farbstoffe eine spezifische chemische Reaktion darstellt. die ausschlieB-
lich an die Gegenwart von Schwefelestern voin Typ R-OSO,H und ihren
Salzen gebunden ist. Die chromotrope Kraft dieser Ester steigt mit
ihrem Molekulargewicht. Unter ihnen sind die biologisch bedeutsamsten
Abkémmlinge von Polysacchariden. Dementsprechend hat Lison der
Metachromasie der oben angefithrten Gewebshestandteile den Wert
einer spezifischen histochemischen Reaktion auf Schwefelester hoheren
Molekulargewichtes zugesprochen.

Von grofitem Interesse ist also zundchst, ob auch die von Feyrter
aufgedeckte, nur bhei Anwendung der EinschluBfdarberei in Mescheinunyg
tretende Metachromasie den gleichen Wert einer histochemischen Reaktion
auf Schwefelester hoheren Molekulargewichtes im Sinne Lisons hat wie
die altbekannte Metachromasie des Schleimes, der Knorpelgrundmasse
und der Mastzellenkérnchen?!.

Feyrter hat hinsichtlich der chemischen Beschaffenheit der von ihm
nar bei Anwendung der EinschluBfirberei beobachteten metachromatisch
sich firbenden Stoffe betont, daBl es sich wmn feftige Stoffe handels, in-
soferne als die Vorbehandlung von Gefrierschnitten formolfixierten
Untersuchungsgutes mit fettloslichen Mitteln die nach dem Einschluli-
verfahren zu erzielenden Metachromasien nicht mehr in Erscheinung

1 Es gibt eine wenig erforschte Gruppe von Lipoiden: die Sulfatide, bei denen
es sich um Phosphatid-Schwefeldiure-Cerebroside handeln soll.

2 Véllig beweisend fiir die fettige Beschaffenheit der metachromatisch sich fir-
benden Stoffe ist dieser Vorgang an sich nicht, es konnte sich denkbarerweise auch
um nicht fettige wasserunlésliche, stets mit Fetten zusammen vorkommende Stoffe
handeln, die sich zugleich mit diesen Fetten lésen.
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Welcher genaueren chemischen Art diese metachromasierenden Fett-
stoffe sind, erscheint jedoch vorliufig nicht gunz durchsichtig.

Naturgemil hat Feyrter zunichst versucht, durch Anwendung seiner
EinschluB3farberei auf reine Fettstoffe zu klaren, welcher Art die ausschliel3-
lich nach diesem Verfahren sich metachromatisch rot farbenden Fett-
stoffe seien, wobei er sich freilich von vornherein vor Augen hielt, dag
im Gewebe in der Regel keine freien Fettstoffe vorliegen und tberdies
mit Fettgemischen zu rechnen ist.

Das Ergebnis dieser bisher nicht verdffentlichten. 14361 durchgefiihr-
ten vergleichenden Versuche war folgendes:

1. Neutralfett. Das Fett gewohnlicher Fettzellen in formolfixiertem menschlichem
Jewebe erscheint ungeficbt, manchmal gritnlich. niemals rot gefarbt. Das Gleiche gilt
meist auch von den Fetttropfen der Talgdrusenzellen, wenigstens fir die am Rande
der Driisen gelegenen Zellen, wihrend in der inneren Zone der Driisen wiederholt
metachromatisch rot sich farbende tropfig-kornige Masse aunfscheint, wobei zu be-
merken ist, daf gelegentlich am gleichen Orte ungefirbte, doppelthrechende cho-
lesterinige Masse zur Beobachtung kommt.  Fredes reines, unvorbehandeltes oder
formolbehandeltes Neutralfctt zeigt jedenfalls keine Metnchromesie, und nimmt
itherhaupt keine Farbe an. Ebensowenig zeigen die untersuchten VFettsanren
Metachranasie.

2. Cholesterin und Cholesterinester zeigen in chemisch reinem Zustand. unvor-
bebandelt oder formolbehandelt, keine Metachromasie und nehmen iiherhaupt
keine Farbe an. Das gleiche gilt offenbar fite diese Stoffe so und sooft auch in
formolfixiertem Gewebe, z. B. im NXanthelasma. in den Sehnenscheidengeschwiilsten.
Tn jenen Tillen, wo cholesterin. oder cholestevinesterhaltige Zellen neben der nicht
metachromasicrenden Masse auch metachromatisch sich rétende fettige Tropfen
oder eine mehr verwaschene rote Anfarhung aufweisen, liegt gewiB in erster Linie
die Vermutung nahe, dafl eine andersartige fettige Beimengung der besagten Meta-
chromasie zugrunde lege.

3. Phosphatide. «) Lecithin. Reines Lecithin, unvorbehandelt oder formol-
behandelt, zeigt keine Metachromasie, farbt sich mit dem Thionin vielmehr zart
blau, gleichgiiltig, ob anf gewohnliche Weise gefarbt oder in die Farbldsung einge-
schlossen. &) Sphingomyelin. Das Verhalten dicses Stoffes ist das gleiche wie das
des Lecithins.

4. Cerebroside. Zur Verfugung stand lediglich ein von Prof. E. Schmitz (Breslan)
iberlassenes, von Prof. E. Klenk (Koln) stammendes pulverformiges Material, das
mit der Aufschrift ,,Phrenosin® versehen war und nach Klenks sehriftlicher Mit-
teilung an Sehmitz ein Cerebrosidgemisch darstellte. Diese Masse zeigte, unvorbehan-
delt oder formolbehandelt, auf gewohunliche Weise gefirbt oder in die Farbldsuny
cingeschlossen, stets eine sehr kriftige, leuchtend rote Metuchromasie.

Alle diese Proben wurden mit den in Formalin autbewahrten Stotfen
im Laufe eines Jahres mehrmals wiederholt. Das Ergebnis war stets
das gleiche.

Nach dem EinschluBverfahren in ein Weinsteinsdure-Thioningemisch
hehandelt, verhalten sich demnach die verschiedenen untersuchten refnen
Fettstotfe grundsitzlich so, als ob man sie auf die gewchnliche Weise
mit wafriger Thioninlosung firbte, d. h. von allen untersuchten reinen
Fettstoffen zeigen ausschlieBlich die Cerebroside Metachromasie, und diese

1 Aus der in Virchows Arch. 301, 417 (1938) erschiencnen Arvbeit ,.Uber den
Naevus® aus Griinden der gebotenen Raumbeschrinkung seinerzeit ausgeschaltet.
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zeigen sie bei der gewdhnlichen Art zu firben ebenso wie bei Anwendung
der Einschluflfirberei. In dieser Hinsicht stehen die bejahenden und die
verneinenden Ergebnisse Feyrters im Einklang mit den élteren einschli-
gigen Befunden F. Reichs (1907), wenn wir hier davon absehen, daf3 Reick
von den Phosphatiden nur das Lecithin erprobte und iiber keine reinen
Cerebroside, vielmehr nur tiber das Protagon verfiigte.

Wieweit 148t sich das an reinen Fettstoffen erzielte Firbeergebnis
verwenden zur Bewertung der an den Geweben bel Anwendung der sog.
Einschlufifirberei beobachteten Metachromasien ?

Allem Anschein nach ist zunichst nur der Schlufl auf cerchrosidige Natur der
z-Granula moglich, insofern als diese Kornchen schon bel der gewshnlichen Art,
mit dem Thionin zu farben, Metachromasie zeigen (F. Reich), genau so wie Protagon
(F. Reich), besser gesagt: genau so wie die Cerebroside (Fryrter), mit dencn sie
iiberdies die EFigenschaft, sich nur in heilem Alkohol zu lésen. teilen (Feyrter).
Formolfixation ist fir die Metachromasie der 7-Granula nicht unbedingte Voraus-
sctzung, man kann auch in Millerscher Flissigkeit, in Orths Gemisch, in waBriger
Subbmatlosung fixicren.

Auf die Frage, welcher Art jene Fettstoffe in den Geweben secien,
die nur bei Anwendung der sog. EinschluBfarberei Metachromasie zeigen.
veben demmnach die an reinen Fettstoffen angestellten Versuche keine
Antwort, insofern, als reine Fettstoffe mit einem dernrtigen Verhalien
nicht zur Beobachtung kamen.

Die Erforschung der besagten Frage leidet zundchst vielleicht schon
daran. dalBl das eigentliche Wesen der in Rede stehenden Art der Fiarberei
vorlaufig nicht entratselt st (s. S. 577).

FE. Kinigs (briefliche Mitteilung an Feyrter, 1937) hilt es, wie bereits
erwihnt, fiir méglich, dafi die bei Anwendung der EinschluBfarberei
anftretenden Metachromasien auf Reduktion beruhen, eine Vermutung,
zu deren Gunsten sich aus fritheren Erfahrungen Feyriers folgende wesent-
liche Beobachtungen anfithren lassen:

Eine sebr cinfache Markscheidendarstellung an Rickenmarksgefrierschnitten
kann durch Linlegen der Schnitte des formolfixierten Untersuchungsgutes in eine
Kaliompermanganatiosung ausgefithrt werden. Die hierbei auftretende Schwirzung
der Markscheiden 128t sich wohl nicht gut anders denn als Reduktion der Kalium-
permanganatiosung durch die Markscheidenmasse deuten. Und wobl das gleiche
gilt tir die Schwarzung der Markscheiden, die man bei Behandlung formolfixierter
Gefrierschnitte mit der Forlunaschen Silbernitratlésung nach dem Messonschen
Verfahren eintreten sieht. Die bei Anwendung der EinfluBfirberci auftretenden
Metachromasien kénnten nach Rinigs Vermutung gefirbte Zwischenstufen in der
von reduzierenden Stoffen der Gewebe bewirkten Uberfithrung des Thionins in
einen Leukokdrper sein, welche Zwischenstufen (Mesochinone) moglicherweise eben
nur bei Anwendung des besagten ¥Firbeverfahrens in Evscheinung treten wiirden.
Is wire denkbar. dafl bei gewohnlicher Vornahme der Farbung (nimlich im Schdl-
chen, also bei Vorhandensein eines Uberschusses an Farblosung), diese rosa bis rot
gefarbten Zwischenstufen iibersprungen oder in statu nascendi weiter verindert
werden; unter den Bedingungen der EinschluBfirberei hingegen, bei der die redu-
zierenden Stoffe sich nur mit einer kleinen und nicht stindig erneuerten Farbstoff-
menge auseinandersetzen, konnte Stufe fiiv Stufe des Ablaufes der Uberfithrung
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des Thionins in den Leukokérper sicht- und fafibar werden. Daf} der Farbevorgang
hei Anwendung des in Rede stehenden Verfahrens mit der Umwandlung des Farb-
stoffes in einen Leukokorper endet, geht ja wohl schon daraus hervor, daf die dabei
erzielten Metachromasien ganz in der Regel im Verlauf von Tagen, Wochen oder
Monaten abblassen und schliefllich véllig verschwinden?.

Mag auch die Theorie der Einschlulifirberei vorlaufig noch unsicher sein, so-
viel glauben wir schon heute auf Grund der angefithrten Untersuchungsevgebnisse
annchmen zu ditrfen, daBl die nach dem besagten Farbeverfahren metachromatisch
sich rotenden Stoffe weder reines neutrales Fett, noch reines Cholesterin, noch reine
Cholesterinester sind: eine Beimengung dieser Worper in metachromatisch sich
rotenden andersartigen Fetten erscheint naturgemafl nicht ausgeschlossen. In
erster Linie hatte Feyrter zunachst die Cerebroside vor Augen, insoferne, als von
den verschicdenen, in reiner Form untersuchten Fettstoffen zunichst nur dic
Cerebroside Metachromasie zeigten, ferner auch deswegen, weil das an den Gaucher-
Zellen mit ihrer cerebrosidigen (kerasinigen) Inhaltsmasse erzielte Farbecrgebnis
in dem ersten untersuchten Fall vollig damit im Einklang zn stehen schien . Feyrter
ylaubte dabei in wenig bestimmter Vermutung das Kohlehydrat in den Cerebrosiden,
namlich die Galaktose, auf wesentlich an dem Zustandekommen der Fiarbung
beteiligt verdiachtigen zu ditefen. Wobel er sich daran erinnern zu mitasen glaubte,
daf} fiir die Metachromasie des Schleimes sein Cehalt an Glucosamin beschuldigt
werde, welcher chemische Korper ja auch im Koorpel. der bekanntlich gleichfalls
Metachromasie zeigt, sich findet (s. aber hievzu N, 578, Lison). Die Tatsache,
daf} auch die kennzeichnenden Zellen eines Falles vonr Niemann- Pickscher Krankheit
mit ihrer phosphatidigen Inbaltsmasse metachromatische Rotfiirhung zeigten®,
mufte fiir sich allein noch nicht zum Fallenlassen der evsten Vermutung fihren,
da cine, wenn auch nur sehr geringfiigige Beimengung von Cerebrosiden vielleicht
nicht ganz unmoplich erschien, und weil schlieBlich fiir cines der Phosphatide,
fiir das Sphingomyelin, von herufener Seite ( Klewl:) vine nahe chemische Verwandt-
schaft mit den Cerebrosiden betont wird, Tmmerhin mahnte das mit dem reinen
Sphingomyelin erzielte verneinende Ergebnis und die mit den Niemann-Pick-Zellen
gemachte Erfahrung zur Vorsicht, Hierzu kamen aber bald noch andere Bedenken.
So findet sich schon bei Reieh folgende Angabe: , Unter gewissen Umstinden, die
ich noch nicht genauer definieren kann, kommt aber auch bel dem Lecithin eine
metachromatische Rotfarbung zustande™. Soll man hier gleichfalls Beimengungen
andersartiger Fette in Frage zichen ? Oder soll man sich in diesem Zusammenhang
an die im Schrifttum freilich sehr hestrittene Angabe (Bing) crinnern. dall es
Lezithinzucker gebe? Fur uns vorliufig unloshare Fragen.

Noch bedenklicher erscheinen folgende, seit der ersten Veréffentlichung? ge-
machten Beobachtungen: Ein von E. Epstein diberlassenes, aus einem Gaucher-
Fall rein gewonnenes Kerasin, also ein Cerebrosid. zeigt mit wéBriger Thionin-
Téosung behandelt, itherhaupt keine Metachromasie, mit einem Weinsteinsdure-
Thioningemisch nur Spuren von Metachromasie, mag man die Farblosung auf
grewihnliche Weise oder nach dem FEinschluBverfahren einwirken lassen.

Hinzu kommt, dafl wir seither eine Reihe von Gaucher-Milzen auf Metachromasie
derGrucher-Zellen nachzuprifen in der Lage waren, mit dem Ergebnis, daB3 in einem
Teil der ¥Falle die besagten Zellen sich rot anfarbten, in einem andern Teil aber nur
in kaum merklichen Spuren. Kommt hier das vieljilirige Liegen der Stiicke in
Formaldehyd als storend in Frage? Ohne weiteres kaum. Auch die Stiicke mit
1 Ungeklirt bleibt dabei aber zunichst die Tatsache, warum die Metachromasie
wicderholt monatelang sich gut erhilt in Schnitten, Dei deren Herstellung und
Firbung keine Abweichung vom ublichen Gang des Verfahrens sich fassen laflt.

2 Siehe Virchows Arch. 296, 651 (1936).
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Metachromasie waren jahrelang in der Fixierungsfliissigkeit gelegen!. Waren die
Stiicke, die nicht von uns selbst gewonnen worden waren, in der Zwischenzeit nur
mit Formaldehyd in Beriithrung gekommen ? TFiir uns vorliufig noch unbeantwort-
hare Fragen.

Der Unistand, daf} ein Teil der metachromatisch sich farbenden fettigen Stoffe
schon in kaltem Alkohol sich 16st, spriiche an sich vermutlich nicht unbedingt
gegen ihre cerebrosidige Natur, sie konnten ja durch ihre Vermengung mit anderen,
leichter léslichen fettigen Koérpern in ibrer Loslichkeit gedndert, namlich leichter
loslich geworden sein.

Die in Rede stehende besondere Art metachromatischer Farberei hat Fixation
der Gewebe in Formaldehyd zur Voraussetzung: an unfixiertem Gewebe tritt sie
nicht in Erscheinung. Sublimatfixierung oder Fixation in Miillerscher Fliissigkeit
fithrt zu keinem Ergebnis?®,

Ist es unter Beriicksichtigung dicses Umstandes erlaubt, die chemische Be-
schaffenheit der in formolfixierter Gewebsmasse metachromatisch sich rétenden
Stoffe auf die Weise zu ergriinden, dafl man reine, vom Chemiker durch ganz andere
Forbehandlung gewonnene Fettstoffe der vergleichenden fiarberischen Betrachtung
zugrunde legt ? Das erscheint wohl fraglich.

Dirfen wir das histochemische Wirkungsvermdogen von Stoffen, zu deren Rein-
darstellung eingreifende MaBnahmen vonnéten waren, mit jenem Wirkungsver-
migen gleichsetzen, dus ste im Gewebe, verkettet s, haben?  Auch das ist wohl
fraglich.

Wir befirchten, in den Augen des Lesers fast allzu viele Fragen anfgeworfen
zit haben. Doch handelt es sich hier umn schwierige chemische Dinge, fiir deren Klar-
stellung der Movphologe fur sich allein gewifl nicht zustindig ist. Sehr zn begriBen
wire ¢ben, wenn sich die chemisehe Forschwng fir dic hier aufgeroliten Fragen
erwilrmen wollte.

Soviel aber scheint, wie bereits oben betont. heute schon erlaubt.
dafd als Grundlage der bei der Anwendung der sog. EinschluBfirberei
im Bereiche der verschiedenen Gewebe aufiretenden Metachromasie
besondere lipoidige Stoffe angenommen werden diirfen. Feyrfer hatte.
wie oben dargelegt, zundchst in erster Linie Stoffe aux der Gruppe der
Cerebroside vor Augen, ..doch spielen aus den oben dargelegten Griinden
offenbar auch Phosphatide eine bedeutsame Rolle™ .

1 Dafl aber gegebenenfalls auch ein nur monatelanges Liegen in der Formal-
dehydlosung die Vorbedingungen des Auftretens der Metachromasie an den Gancher-
Zellen zerstoren kann, haben wir einmal feststellen kénnen. Die ,,auBerovdentlich
distinkte Darstellung, welche die Guucher-Zellen durch die Feyrtersche Thionin-
methode™ in dem von W. Kdhimeier vorgewiesenen Fall [s. Zbl. Path. 69, 440 (1037)]
merfulren”, war an dem uns nach einigen Monaten von Prof. Chieri freundlichst
iberlassenen Untersuchungsgut nicht mehr zu erzielen. ’

® Von den Metachromasien, die hei gewohnlicher Art mit dem Thionin zu farben,
also in der Farbwanne, eintreten, gilt diese Einschriankung nicht.

3 Das verneinende Krgebnis der an reinen Fettstoffen nach dem Einschluf-
veriahren vorgenommenen Firbeversuche 1Bt gewil auch daran denken,
daf} es sich bel den im Gewebe metachromatisch sich rétenden Fettstoffen um
Lipoide in chemischer Bindung an gewisse, nicht Lipouliye Stoffe handeln koénnte,
welche: Verbindungen moglicherweise reduzierende Eigenschaften hitten (Feyrter,
s. Sehulz, 1. e., S. 35).

} Virchows Arch. 301. 462 (1938).
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3.

Aus der Klasse der Sdugetiere gelangten zur Untersuchung: Pferd,
Schwein, Meerschweinchen und Hund.

Bei allen diesen Tieren zeigt der Hinterlappen der Hypophyse gesetz-
mifig nach dem EinschluB von Gefrierschnitten formolfixierten Unter-
suchungsgutes in ein Weinsteinsdure-Thioningemisch eine rosarote bis
role. Metachromasiet. Dabei handelt es sich um eine diffuse Firbung
der Zellen, der Zelleiber und Fasern. Daneben treten in einem Teil
der Zellen auch rot gefirbte Kornchen in Erscheinung.

Der Befund am Vorderlappen und Zwischenlappen wechselte bei den
genannten Tieren bis zu einem gewissen Grade.

Im Vorderlappen des untersuchten Pferdes fanden sich reichlich
griimlich-gelbe (= oxyphile) Zellen, daneben plasmaarme chromophobe
(= Hauptzellen) und spirlich eingestreute, ein reichlicheres Plasma als
die Hauptzellen aufweisende Zellen, deren Zelleib leicht rotlich angefirbt
erscheint (= basophile Zellen). Wesentlich der gleiche Befund war an
dem Vorderluppen des untersuchten Meerschaeincliens zu erheben,

Im Voderlappen des untersuchten Hundes fanden zich chromophole
(= Hauptzellen) und grinlichgelbe (= oxyphile) Zellen. wobei die griin-
lichgelben (== oxyphilen) Zellen stellenweise einen rétlichen Schimmer
zeigten. Wohlgekennzeichnete, metachromatisch rot gefdrbte {= hasophile)
Zellen waren nicht zu beobachten. Auffalligerweise fand sich im Vorder-
lappen verstreut eine ganze Reihe grofier, eigenartig blaulich getonter
Zellen.

Im Vorderlappen des untersuchten Schicernes fanden sich schr reichliche,
mehr homogene, also ungekornte, ziemlich umféngliche, rosarol gefarbte
{= basophile) Zellen. Zahlenmafig an 2. Stelle steliend fanden sich
griinlichgelb  glinzende (-- oxyphile) Zellen und chromophobe Zellen
(== Hauptzellen) vor. deren spacliches Plasma eher zart blau erschien.
Daneben aber waren auch Zellen zu beobachten, die hinsichtlich der
Homogenitit und des Umfanges des Zelleibes ganz das Aussehen der
basophilen Zellen aufwiesen. jedoch ohne Metachromasie zu zeigen. lhr
Plasma war vielmehr zart blaw oder farblos. Stellenweise zeigten die
griinlichgelben (= oxyphilen) Zellen einen ganz zarten rétlichgelben
Beiton. Beim Durchmustern zahlreicher Schnitte schienen mannigfache
Ubergiinge zwischen den angefithrten Zellformen auf.

Die Zellen des Mittellappens wiesen beim Pferd, Schwein, Meerscharein-
chen eine zarte rosarote Tonung auf, die beim Schwein einen blaulichen
Beiton zeigte. Das Kolloid in den Blaschen des Mittellappens (beim

1 Aus Gritnden der Kostenersparnis sehen wir hier von einer farbigen Zeichnung
ab. Der in Rede stehende metachromatische Farbton entspricht im grofen und

ganzen den rosaroten Tonen, die in Abb. 1D in Virchows Arch. 296, 650 (1936)
wiedergegeben sind.
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Schwein) war von kriftig dunkelroter Farbe. Beim Hund war eine eigent-
liche Pars intermedia nicht aufzufinden.

Aus der Klasse der Vogel gelangte die Taube zur Untersuchung.
Auch der Hinterlappen der Taube zeigte eine deutliche zarte Metachromasie
in rosenrotem Tone. Im Hinterlappen mehrere, von Epithel ausgekleidete
Hohlrdume (= Fortsitze des Proc. infundibularis). Ein Zwischenlappen
in den durchmusterten Schnitten nicht aufgefunden.

Im Vorderlappen lieBen sich unterscheiden: a) Kleine chromophobe
Zellen, b) groBere blasse Zellen mit spérlichen, griinlich glinzenden
Kornchen, die etwas metachromasierten. Wohlgekennzeichnete Zellen
vom Aussuchen der oxyphilen Zellen, also dichtgekdrnte griinlich
glinzende Zcllen, fanden sich nicht vor. ¢) An umschriebener Stelle um
eine Lichtung angeordnete regelrecht mefachromasierende, also offenbar
hasophile Zellen., d) Um einen groferen Hohlraum mit capillirer
Wandung angeordnete, mitten im Lappen gelegene. gréBere, auffallend
bliulich sich anfirbende. etwas langgestreckte Zellen, von denen sich
nicht mit Sicherheit entscheiden liel, ob es sich um epitheliale Zellen
handle.

Aus der Klasse der Replilien stand uns nur eine Schildkrite zur Ver-
figuny. Der Hinterluppen der Hypophvse weist zarte rosenrote Meta-
chromasie anf. Im lunern des Hinterlappens ein von Epithel ausgeklei-
deter Hohlraum, der sich nach vorne zu in 3 blind endigende Sicke
verzweigte. Das Gewebe des vorderen Teiles der Hypophyse schlauch
formig gebaut. Die Schlinche enthalten in ihrer Lichtung eine grellrote
metachromasierende Masse. Die Schliuche selbst sind von einem ein-
reihigen Zylinderepithel gebildet, dessen Zellen an der Basis wiederholt
einen deutlich grinlichen Glanz aufwiesen. Eine Sonderung in Haupt-
zellen. oxyphile und basophile Zellen ist nicht vornehmbar. Offenbar
handelt es sich bei dem eben beschriebenen epithelialen Karper nm den
Zwischenlappen. Der eigentliche Vorderlappen soll ja bei der Sechild-
kriote rudimentir entwickelt sein.

Aus dem Angefiihrten geht demuaeh hervor. dall der Hinterlappen
des Hirnanhanges beim Menschen und den dbrigen Sidugetieren, in
gleicher Weise aber auch bei den Vigeln und Reptilien bei Anwendung
der EinschluBfirbung in ein Weinsteinsaure-Thioningemisch eine deut-
liche metachromatische rosarote bis rote Anfirbung zeigt. Diese Meta-
chromasie des Hinterlappengewebes ist nach dem friher Gesagten
wohl auf den Gehalt des Gewebes an fettigen Stoffen besonderer Art, die
unter bestimmten Bedingungen reduzierende Eigenschaften zeigen. zu-
riickzufiibren.

Die Zusammensetzung des Vorderlappens der Hypophyse aus chromo-
phoben, gelben (== oxyphilen) und metachromatisch rosenrot sich far-
henden (= basophilen) Zellen, wie sie beim Menschen bei Anwendung
der besagten Farbung in Erscheinung tritt, kehrt bei den untersuchten
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Saugetieren nicht in vollig gleicher Weise, sondern mit einigen Abdnde-
rungen wieder. Noch stirkere Unterschiede bestehen in dieser Hinsicht
zwischen Saugetieren, Vigeln und Reptilien

Untersuchungen iber die Léslichkeit dieser metachromasierenden
Fettstoffe haben wir an der Hypophyse des Pferdes angestellt.

Die Alkoholvorbebandlung der Gefrierschnitte in 70% Alkohol iber Nacht
{= 24 Stunden) verhindert das Auftreten jeglicher Metachromasie nach dem Ein-
schiuB in das Weinsteinsiure-Thioningemisch, sowohl im Bereiche des Hinterlappens
wie des Mittellappens und der oben aufgezihlten Zellen des Vorderlappens in gleicher
Weise. Keinerlei Einwirkung hat die Alkoholvorbehandlung auf das Metachromasie-
vermégen des Kolloids im Zwischenlappen. Die Schuitte anch nach 48 Stunden
langer Aufbewahrung unverindert.

5 Min. lange Vorbehandlung der Schnitte mit 70% Alkohol bei 379 beseitigt
das Metachromasievermdgen noch nicht. In Schnitten, die in 70% Alkohol bei
37" 1 Stunde belassen werden, tritt die Metachromasie des Hinterlappens noch etwas
angedeutet in Krscheinung, Der Aufenthalt der Schuitte in 70% Alkohol auf
1 Stunde bei Zimmertemperatur fithrt zu keiner faBbaren Anderung des Meta-
chromasievermdégens.

Die Vorbehandlung der Schnitte in 95°% Alkohol auf 24 Stunden bei Zimmer-
temperatur beseitigt die Metachromasic des Vorder- und Hinterlappens fast voll-
komuinen, ein andermal vollkommen. Die Vorbehandlung der Schnitte in 895%
Alkohol auf 24 Stunden bei 379 und bei 569 heseitigt die Metachromasie des Vorder-
und Hiaterlappens spurlos. 5 Min. lange Vorbehandlung der Schnitte mit 95°,
Alkohol bei Zimmertemperatur, bei 377 und im Brutschrank beseitigt das Mceta-
chromasievermégen noch nicht.

cinbringen der Schnitte in Xylol, Chloroform und Benzol bei 379 auf 24 Stunden
beseitigt das Metachromasievermogen sowohl der Zellen des Vorder- und Mittel-
Iwppens, wie auch des Hinterlappens vollkommen, hzw. fast vollkommen, Benzol,
Ather und Aceton vollkommen. Nach 5 Min. langer Einwirkung dieser Stotfe bei
Zimmertemperatur ist die Mcetachromasie nor ahgeschwicht,

Es ist vielleicht miiflig, eigens zu betonen. daf} es sich im vorstehenden
um die Loslichkeit der metachromasierenden fettigen Stotffe aus den
(Feweben handelt, und dall damit nichts vorausgesagt ist iber die Léslich-
keit spater eimmal rein dargestellter solcher Stoffe.

Der Erbaltungszustand der Hypophyse spielt hinsichtlich des Aunf-
tretens der aufgezahlten Metachromasien kaum eine Rolle, insoferne
als sie auch an Hypophysen, die erst viele Stunden nach dem Tode der
Leiche entnommen wurden, in fast gleicher Weise in Erscheinung treten.
Viele Monate oder Jahre danerndes Liegen der Gewebsstiicke in Formal-
dehyd schwicht die Metachromasie allerdings meist deutlich ab.

4.

Die rosenrote Metuchromasie, die an den basophilen Zellen des Vorder-
lappens der Hypophyse regelmifig in Krscheinung tritt. beobachteten
wir in gleicher Weise an den Zellen eines basophilen Adenomes bei einem
Fall von Morbus Cushing (vgl. Feyrter: . Uber diffuse endokrine epithe-
liale Organe. 8. 19).
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Und ebenso 1aflt sich die rosenrote Metachromasie, die am Hinter-
lappengewebe der Hypophyse regelmiafig in Erscheinung tritt, auch
regelmilig an den Zellen der Prieselschen Gewdchse der Newrohypophyse
feststellen. Bekanntlich hat Priesel diese Gewachse fiir neurogen, spiter
wegen ihres reichen Gehaltes an Gitterfasern fiir desmogen erklart.
Feyrter leitet sie vom eigentlichen Hinterlappengewebe ab und hilt sie
dementsprechend fiir neurogen.

5.

Daf} der Hinterlappen der Hypophyse beim Menschen und bei den
verschiedenen Tierklassen in diffus verteilter Form fettige Stoffe be-
sonderer Art enthilt, erscheint uns nach Durchsicht des einschlégigen
Schrifttumes neu, doch die bisherige Unkenntnis dieser Tatsache vom
Standpunkte des Morphologen nicht verwunderlich, da mit den bisher
iblichen Fettfarbeverfahren histochemisch nachweisbares Fett in der
Neurohypophyse nicht zu fassen war. Allerdings haben wir auch in
dem wus zuginglichen chemischen Schrifttum keinerlel Angaben iiber
cinen IFettgehalt der Neurohypophyse gefunden.

Duls die Zellen des Vorderluppens Fett in Tropfenform enthalten,
hzw. enthalten konnen, ist dem Morphologen an sich schon lange bekannt.
Nach E.J. Kraus handelt es sich bel diesen fropfig eingelagerten Tett-
stoffen wm verwickelte Gemisehe anisotroper und izotroper, teils leicht,
teils schwer tin Alkohol 1oslicher Lipoide, welches Gemisch unter anderem
Cholesterinester. Fettsiuren und Neifen enthilt.

In diesem Zusammenhange ist wohl auch die diffuse blasse gelbliche
Anfirbung der oxyphilen Zellen durch den Sudanfarbstoff anzufiihren.
auf die im Schrifttum, soweit wir sehen, kein besonderer Wert gelegt
wird. die wir aber betonen mdochten.

Die durch die EinschluBfirbung in ein Weinsteinsiure-Thioningemisch
aufscheinende diffuse Metachromasie der basophilen Zellen zeigt aber
nach dem oben (3. S. 582) Gesagten die Anwesenheit von Phosphatiden
oder Cerebrosiden oder von beiden, vielleicht in Bindung an nicht lipo-
ide Stoffe, an. Dic bisherige Unkenntuis des Morphologen von dieser
Tatsache nimmt nicht wunder, da fiir diffusen Fettgehalt charakteri-
stische Farbeergebnisse an den basophilen Zellen mit den gebhrduchlichen
Fettfarbemitteln nicht erhoben wurden. bzw. im Schrifttum als solche
nicht eigens betont wurden. Fiir die Erweiterung unserer Kenntnisse
von der Lebenstitigkeit der Hypophyse ist der Befund eines besonderen
Fettgehaltes des Hinterlappens sowie der basophilen Zellen des Vorder-
lappens der Hypophyse (s. Feyrter, 1936) vielleicht schon insoferne sehr
bemerkenswert. als eine enge Beziehung der Tétigkeit der Hypophyse
zum Fettstoffwechsel ja bereits wohl bekannt ist (s. Jores, Schrifttum).

Vom Standpunkte gestaltlicher Betrachtung ist jedenfalls die so un-
vemein haufige Vermehrung der basophilen Zellen im Vorderlappen
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der Hypophyse bei den verschiedenen Formen der Fettsucht und ihre
adenomatise Wucherung beim Morbus Cushing sehr bemerkenswert.

Zusammenfassung.

1. In Gefrierschnitten formolfixierter Hypophysen tritt bei Anwen-
dung der sog. EinschluBifarberei in ein Weinsteinsdure-Thioningemisch
cine rosenrote bis rote Metachromasie an den basophilen Zellen des
Vorderlappens (Mensch, Pferd, Meerschweinchen. Schwein) und am
Hinterlappengewebe (Mensch, Siugetiere, Vogel, Reptilien) regelmifig
in BErscheinung.

2. Diese Metachromasie zeigt das Vorhandensein besonderer Fett-
stoffe, die vermutlich zur Gruppe der Cerebroside und Phosphatide
gehiren, an.

3. Sie tritt auch an krankhaften Wucherangen der besagten Zellen,
namlich an den basophilen Adenomen des Vorder- und Hinterlappens
sowie an den Prieselschen Gewdchsen des Hinterluppens der Hypophyse
in Erschelnung.
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