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Mucopolysaccharide und Glykoproteide enthalten als integrierenden Bestand-
teil Polysaccharide. Bei den sauren Mucopolysacchariden wird der Polysaccharid-
anteil durch die Chondroitinschwefelsdure gestellt. MORNER und spiter MEYER,
ParmMer und SMITHE haben gezeigh, daB die Herstellung kimstlicher Glykoproteide
in vitro moglich ist, wenn neutrale Losungen von Chondroitinschwefelsgure und von
Protein (Gelatine, Edestin, Eialbumin, Globin von Pferdehimoglobin) in passen-
der Menge zusammengebracht werden. Diese kiinstlichen Glykoproteide gleichen
den natiirlichen. Sie entstehen durch Salzbindung, wobei der Schwefelsdureanteil
und die Uronséure zweibasisch an der Bindung teilnehmen. Die Menge der gebun-
denen Chondroitinschwefelsiure scheint nach MEYER, PAaLMER und SMITH der
Menge basischer Aminogruppen im Protein zu entsprechen.

Die Metachromasie, die saure Glykoproteide und Mucoproteide bei histologi-
scher Farbung zeigen, ist durch die Anwesenheit der Chondroitinschwefelsiure
bedingt. Lisox wies nach, dafi unter bestimmten Voraussetzungen die Metachro-
masgie eine Reaktion fiir hochmolekulare Esterschwefelsduren darstellt (vgl.
SYLVEN).

Von diesen Voraussetzungen ausgehend haben wir versucht, kiinstliche Glyko-
proteide im Schnitt in vitro herzustellen und anschliefend durch ihre Metachromasie
nachzuweisen. Es war anzunehmen, daff diese ,,Chondroitinsulfat-Bindungsfihig-
keit* eine technisch einfache Proteinreaktion entwickeln lassen wirde. Ent-
sprechend unserer Arbeitsrichtung wurde vorwiegend zentrales Nervengewebe
untersucht.

Da die Versuche von MEYER, PALMER und SMITH mit Proteinlésungen gemacht
wurden, haben wir zunichst natives Material verwendet. Zuerst wurden dimne
Gewebescheibchen in Chondroitinsulfatlésung verschiedener Xonzentration in-
kubiert, dann fixiert, in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit Kresylviolett
gefarbt. Solche Schnitte zeigten in der Randzone des Gewebes eine deutliche Meta-
chromasie der Plasmastrukturen. Dann verwendeten wir unfixierte Gefrierschnitte
von zentralem Nervengewebe. Nach 2stiindiger Inkubation in 6 %iger Chondroitin-
sulfatlosung und anschliefender Kresylviolettfarbung fand sich eine sehr intensive
Metachromasie der grauen Substanz bei fast fehlender Reaktion in der Alba. Es
kam dadurch zu einer eindrucksvollen Darstellung der Verteilung grauer Substanz,
z. B. in der Formatio reticularis. Die sehr wechselnde und oft fehlende Reaktion
in den Achsenzylindern der Alba machte es jedoch zweifelhaft, ob dieses Re-

* Mit Unterstittzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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aktionsergebnis verlaBlich sei. Es ergab sich bei diesbeziiglichen Kontrollen, daf
dje fehlende Reaktion der Alba dasselbe Phéinomen ist, das man auch findet, wenn
nichtentfettete, fixierte Gefrierschnitte z. B. mit Hamatoxylin-Eosin gefirbt wer-
den: Bei der Differenzierung und Entwiasserung geht mit den sich 16senden Lipoiden
in der weien Substanz auch der Farbstoff aus dem Schnitt. Das beschriebene
Reaktionsergebnis konnte also nicht als Bild der Proteinverteilung aufgefaBt
werden.

SchlieBlich hat sich nach diesen Vorversuchen ergeben, dafi die Chondroitin-
sulfatbindung auch im fixjerten Gewebe und auch im Paraffinschnitt erfolgt, ohne
daB sich ein wesentlicher Unterschied gegeniiber unfixiertem Glewebe ergibe. Durch
diese Feststellung konnte folgender Reaktionsgang ausgearbeitet werden:

Fixierung in CarNoyvs Gemisch oder anderen Fixativa, Paraffineinbettung,
Schnitte 5—10 u. Fiir die Darstellung der feinen Strukturierung der Zwischen-
substanz eignen sich diinnere Schnitte besser. Die Schnitte werden nicht auf-
geklebt. Nach Entparaffinieren werden die Schnitte tiber Alkchol und Wasser in
eine 6 %ige Losung von Chondroitinsulfat fiir 2 Std bei Zimmertemperatur gebracht.
Diese Losung ist mebr als einen Monat haltbar. Anschlieend werden die Schnitte
kurz in Wasser gespiilt. Empfehlenswert ist, sie vor der Férbung zu celloidinieren,
da sie sonst sehr leicht abschwimmen. Fir die Farbung ist die Celloidinierung
belanglos, es darf aber nicht vor der Inkubation in Chondroitinsulfat celloidiniert
werden. Die Farbung nehmen wir mit 1%y, Kresylviolett (30—45 min) vor. Es
wird mit Essig-Alkohol kriftig differenziert, entwissert, entcelloidiniert und ein-
gedeckt. Hinsichtlich der Bewertung der Metachromasie mufl auf die Unter-
suchungen von LISoN verwiesen werden.

Als Reaktionsergebnis zeigt sich eine metachromatische Rotiarbung von wech-
selnder Intensitit in Zellplasma und plasmatischer Zwischensubstanz, wihrend
die Kerne den normalen Farbton der Kresylviolettfirbung haben. In Kontroll-
schnitten prifft man auf Abwesenheit pridexistenter, metachromatischer Sub-
stanzen.

Die Schnitte machen den Eindruck einer Doppelfirbung, doch iibertrifft die
Qualitat der Strukturdarstellung der Zwischensubstanz bei dieser Reaktion ge-
wdhnliche Farbungen betréchtlich.

An pathologischem, operativem Excisionsmaterial fand sich mit dieser Technik
eine vorziigliche Darstellung der 6dematosen Auflockerung des Marklagers, ferner
gemisteter Gliazellen, chromophiler und chromophober Ganglienzellen, der Peri-
vasculdrriume, von Gliakammern, Plasmabriicken zur Pia usw. Fiir Unter-
suchungen itber das Hirnédem und solche tiber chromophile und chromophobe
Ganglienzellen scheint die Methode besonders geeignet. Hinsichtlich der letzteren
ist zu bemerken, dall DrxoN nachwies, dal chromophobe Nervenzellen proteinarm,
chromophile proteinreich sind (Kupplungsmethode nach DaNigrL1); diese Befunde
lassen sich mit unserer Reaktion voll bestétigen. Auch an altem Paraffinmaterial
ist die Anwendung moglich. In Hirntumoren war eine gute Darstellung der plas-
matischen Zwischensubstanz zu erzielen, desgleichen war die Struktur mesodermaler
Elemente von Hirnnarben ausgezeichnet wiedergegeben. Eine eingehendere Dar-
stellung der Proteinverteilungsverhéaltnisse an Hand dieser Methode ist vorgesehen.

Aus obigem ist zu entnehmen, daBl die beschriebene Technik eine fiberlegene
Darstellung plasmatischer Strukturen, besonders der Zwischensubstanz im ZNS
ermoglicht. Nach den Ergebnissen von MEYER, PALMER und SMrTH ist sie als
histochemische Reaktion fiir basische Aminogruppen der Proteine anzusprechen.
Sie kann leicht routinemiBig durchgetithrt werden und ist technisch einfacher als
die meisten anderen Proteinreaktionen. Die Methode kann daher, besonders fiir
den Gebrauch am Nervensystem, empfohlen werden.
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Zusammenfassung

Die Tatsache, dafi eine Bildung kiinstlicher Glykoproteide in vitro durch Zu-
sammenbringen von Chondroitinsulfat und Proteinen moglich ist, 148t sich histo-
chemisch nutzbar machen. Nach Vorbehandlung von Schnitten mit Chondroitin-
sulfat 148t sich dieses dort, wo es an Proteine gebunden wurde, durch seine meta-
chromatische Farbung nachweisen. Auf Grund dieser Reaktion wird eine technisch
sehr einfache Proteinreaktion beschrieben, die eine iiberlegene histologische Dar-
stellung plasmatischer Strukturen — besonders der Zwischensubstanz im Zentral-
nervensystem — ermdoglicht.
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