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Mucopolysaccharide und Glykoproteide enth~lten als integrierenden Bestand- 
teil Polysaceharide. Bei den sauren Mucopolysacchaliden wird der Po]ysaecharid- 
anteil dutch die Chondroitinsehwefelsi~ure gestellt. M6~E~ und sp~ter MEYEX, 
PAL.~E~ und S~IT~ h~ben gezeigt, daI~ die Herstellung kiinstlieher Glykoproteide 
in vitro mSglieh ist, wenn neutra.le LSsungen yon Chondroitinschwefelsi~ure und yon 
Protein (Gelatine, Edestin, Eialbumin, Globin yon Pferdehamoglobin) in passen- 
der 5[enge zusammengebracht werden. Diese kfinstlichen Glykoproteide gleichen 
den natiirlichen. Sie entstehen durch Sa]zbindung, wobei der Sehwefe]saureanteil 
und die Urons~ure zweibasiseh an der Bindung teilnehmen. Die Menge der gebun- 
denen Chondroitinsehwefels~ure scheint nach M~Y~R, PAL~E~ und SMITH der 
~[enge basischer Aminogruppen im Protein zu entsprechen. 

Die Metachromasie, die snare Glykoproteide und Mucoproteide bei histologi- 
scher F~rbung zeigen, ist dureh die Anwesenheit der Chondroitinsehwefelsi~ure 
bedingt. Llso~ wies nach, d~B unter bestimmten Voraussetzungen die Metaehro- 
masie eine Reaktion fiir hoehmolekulare Estersehwefelsauren darstellt (vgl. 
SYLv~). 

Von diesen Voraussetzungen ausgehend haben wir versueht, kfinstliche Glyko- 
proteide im Schnitt in vitro herzustellen and anschliel~end durch ihre Metaehromasie 
nachzuweisen. Es war anzunehmen, dal~ diese ,,Chondroitinsulfat-Bindungsf~hig- 
keit" eine teehniseh einfache Proteinreaktion entwickeln lassen wiirde. Ent- 
sprechend unserer Arbeitsrichtung wurde vorwiegend zentrales Nervengewebe 
untersueht. 

D~ die Versuche yon MEYEr, PAL~E~ und S~T~[ mit ProteinlSsungen gemacht 
wurden, haben wir zun~ehst natives Material verwendet. Zuerst wurden diinne 
Gewebeseheibehen in ChondroitinsulfatlSsung versehiedener Konzentration in- 
kubiert, dana fixiert, in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit Kresylviolett 
gefi~rbt. Solehe Schnitte zeigten in der Randzone des Gewebes eine deutliche Meta- 
chromasie der Plasmastrukturen. Dann verwendeten wit unfixierte Gefrierschnitte 
yon zentralem Nervengewebe. ~qach 2stiindiger Inkubation in 6 %iger Chondroitin- 
sulfatlSsung und ansehliel~ender Kresylviolett~rbung f~nd sieh eine sehr intensive 
Metachromasie der grauen Subst~nz bei fast feMender Reaktion in der Alba. Es 
kam dadureh zu einer eindrucksvollen Darstellung der Verteflung grauer Substanz, 
z. B. in der Formatio reticularis. Die sehr wechselnde und oft fehlende Reaktion 
in den Aehsenzylindern der Alba maehte es jedoeh zwei~elhaft, ob dieses Re- 
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aktionsergebnis verlal31ich sei. Es ergab sieh bei diesbeziigliehen Kontrollen, dab 
die fehlende Reaktion der Alba dasselbe Ph/~nomen ist, das man auch finder, wenn 
niehtentfettete, fixierte Gefriersehnitte z. B. mit HKmatoxylin-Eosin gef/irbt wer- 
den: Bei der Dffferenzierung und Entw~sserung geht mit den sieh 15senden Lipoiden 
in der weil3en Substanz aueh der Farbstoff aus dem Sehnitt. Das besehriebene 
Reaktionsergebnis konnte also nieht als Bild der Proteinverteilung aufgefal3t 
werden. 

Sehlie$lieh hat sieh naeh diesen Vorversuehen ergeben, dag die Chondroitin- 
sulfatbindung aueh im fixierten Gewebe trod aueh im Paraffinsehnitt erfolgt, ohne 
da$ sieh ein wesentlicher Unterschied gegenfiber unfixiertem Gewebe erg~be. Dutch 
diese Feststellung konnte folgender Reaktionsgang ausgearbeitet werden: 

Fixierung in C ~ o Y s  Gemisch oder anderen Fixativa, Paraffhleinbettung, 
Sehnitte 5--10 #. Fiir die Darstellung der feinen Strukturierung der Zwisehen- 
substanz eignen sieh dfinnere Sehnitte besser. Die Sehnitte werden nieht auf- 
geklebt. Naeh Entparaffinieren werden die Sehnitte fiber Alkohol und Wasser in 
eine 6 %ige LSsung yon Chondroitinsulfat fiir 2 Std bei Zimmertemperatur gebracht. 
Diese LSsung ist mehr als einen Monat haltbar. Ansehliel]end werden die Schnitte 
kurz in Wasser gespfilt. Empfeh]enswert ist, sie vor der F/~rbung zu eelloidinieren, 
d~ sie sonst sehr leicht absehwimmen. Ffir die F/~rbung 1st die Celloidinierung 
belanglos, es darf aber nieht vor der Inkubation in Chondroitinsulfat celloidiniert 
werden. Die F/~rbung nehmen wir mit 1~ Kresylviolett (30--45 rain) vet. Es 
wird mit Essig-Alkoho] kr/~ftig differenziert, entw/~ssert, entcelloidiniert und ein- 
gedeckt. Hinsiehtlich der Bewertung der 1Vfetachromasie mug auf die Unter- 
suehungen yon LIso~ verwiesen werden. 

Als Reaktionsergebnis zeigt sieh eine metaehromatische Rotf~rbung yon wech- 
selnder Intensit/it in Ze]lplasma und plasmatiseher Zwisehensubstanz, w/~hrend 
die Kerne den normalen Farbton der Kresylviolettf/~rbung haben. In Kontroll- 
schnitten priift man auf Abwesenheit pr/~existenter, metaehromatiseher Sub- 
stanzen. 

Die Sehnitte maehen den Eindruek einer Doppelf~rbung, doeh fibertrifft die 
Qualit/~t der Strukturdarstellung der Zwisehensubstanz bei dieser Reaktion ge- 
wShnliehe Fgrbungen betr~chtlieh. 

An pathologisehem, operativem Excisionsmaterial fand sieh mit dieser Technik 
eine vorzfigliehe Darstellung der 5dematSsen Aufloekerung des Marklagers, ferner 
gem~steter Gliazellen, ehromophiler und chromophober Ganglienzellen, der Peri- 
vascul/~rr/~ume, yon Gliakammern, Plasmabrficken zur Pia usw. ~'fir Unter- 
suehungen fiber das HirnSdem und solche fiber chromophile und chromophobe 
Ganglienzellen seheint die Methode besonders geeignet. Hinsichtlieh der letzteren 
ist zu bemerken, dal] Dixo~r nachwies, da$ ehromophobe Nervenzellen proteinarm, 
ehromophfle proteinreieh sind (Kupplungsmethode naeh DA~I~,LLI); diese Befunde 
lassen sieh mit unserer t~eaktion yell best/itigen. Auch an aRem Paraffinmaterial 
ist die Anwendung mSglich. In Hirntumoren war eine gute Darstellung der plas- 
matischen Zwischensubstanz zu erzielen, desgleichen war die Struktur mesodermaler 
Elemente yon Hirnnarben ausgezeichnet wiedergegeben. Eine eingehendere Dar- 
stellung der Proteinverteilungsverh/~ltnisse an Hand dieser Methode ist vorgesehen. 

Aus obigem 1st zu entnehmen, da] die besehriebene Technik eine fiberlegene 
Darstellung plasmatiseher Strukturen, besonders der Zwisehensubstanz im ZNS 
ermOglicht. Naeh den Ergebnlssen yon ~EYE~, P A L ~  und S~IT~ ist sie als 
histoehemisehe Reaktion ffir basische Aminogruppen der Proteine anzusprechen. 
Sie kann leieht routinem/~Big durehgeffihrt werden und ist teehniseh einfaeher als 
die meisten anderen Proteinreaktionen. Die Methode kann daher, besonders fiir 
den Gebraueh am ~qervensystem, empfohlen werden. 
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Z u s a m m e n f a s s u n g  
Die Tatsache, da]~ eine Bfldung kiinstlicher Glykoproteide in vitro dutch Zu- 

sammenbringen yon Chondroitinsulfat und Proteinen mSglich ist, ]i~l~t sich histo- 
chemisch nntzbar machen. Nach Vorbehandlung yon Schnitten mit  Chondroitin- 
sulfat Inlet sieh dieses dort, woes  an Proteine gebunden wurde, durch seine meta- 
ehromatische F~rbung nachweisen. Auf Grund dieser Reaktion wird eine teehnisch 
sehr einfaehe Proteinreaktion beschrieben, die eine iiberlegene histologische D~r- 
stellung plasmatischer Strukturen - -  besonders der Zwischensubstanz im Zentral- 
nervensystem - -  ermSglieht. 
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