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dieser CH,Cl-Gruppe bedingt eben die Bestindigkeit des Malachitgriins gegen-
iiber dem Methylgriin. Dieses aber ist durch den Besitz der reduktionsempfind-
lichen Gruppe CH Cl ein wichtiger Indikator geworden fiir das Vorhandensein
der Nukleinsidure und ihrer simtlichen Eiweiiverbindungen, der es
uns ermoglicht, bei pathologischen Verhiiltnissen unter der Menge der aus den
Zellen frei gewordenen Eiweilpartikel immer noch die Kernabkimmlinge durch
ihre grine Farbe von den roten Plasmaresten zu unterscheiden.

iin einfacher Versuch belehrt iiber diese Empfindlichkeit des Methylgriins
gegeniiber Alkalien und starken Reduzentien. LiBt man einen Tropfen einer

T",",.Lgﬁh Methylgriinlésung auf ein Loschpapier fallen, der sich in Gestalt eines
griinen Kreises ausbreitet, und setzt neben denselben sowohl einen Tropfen
einer 1%;igen Natronlosung wie einen zweiten Tropfen destillierten Wassers, zu
dem man einige Kirnchen Rongalit fiigt, so dringen diese beiden Tropfen in
Gestalt hellgeriinderter, violetter Kreise in den griinen Kreis hinein. Es haben
also sowohl das Alkali wie das saure, aber reduzierende Rongalit aus dem Methyl-
griin, durch Vernichtung der CHyCl-Gruppe Methylviolett frei gemacht. Dieser
Versuch hat ein negatives Resultat, wenn man dem Methyleriin das Malachit-
griin substituiert, welchem die N(CH,), . CH,Cl-Gruppe fehlt: weder Alkalien
noch Rongalit vermégen aus dieser Verbindung Methylviolett zu erzeugen.

I1I. Farbenindex des ganzen Zelleibes: Methylgriin + Pyronin.

Die wertvolle Eigenschaft des Methyleriins, als Indikator der Nukleo-
proteide zu dienen, kommt erst vollie zur Geltung in seiner Kombination mit
Pyronin, die wir Pappenheim verdanken,

Das Pyronin ist eine schin rote, basische Farbe von iihnlichem Bau wie
das Methylenblau (vgl. dieses 8. 6), bis auf die Zusammensetzung der Briicke
(N—=8).

Diese enthiilt hier statt des N die ebenfalls dreiwertige Gruppe CH und statt
des gegeniiberliegenden S die ebenfalls zweiwertige Gruppe O,
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Dieses Pyronin gibt nicht blof einen guten Farbenkontrast zum Methyl-
griin, sondern ist im Gegensatz zu diesem wihlerischen Farbstoff sehr wenig
empfindlich. Es firbt alle sauren EiweiBe wahllos an und besetzt daher alle
Siureorte, die nicht, wie die Nukleoproteide, vom Methvlgriin in Beschlag ge-
nommen werden. Das von Pappenheim benutzte Dibasichrom besteht aus
emem Teil Pyronin und drei Teilen Methylgriin; mit ihm firbten sich die Lym-
phozyten des Blutes befriedigend. Als Pappenheim aber dieses (femisch auf
Gewebsschnitte anwenden wollte, versagte es, und Pappenheim fragte mich
in dieser Verlegenheit um Rat. Ich riet ilm nach einigen Versuchen zur An-
wendung einer Beize, und zwar einer Resorzinbeize, die sich denn anch bewiihrte,
Bei dem grofien Interesse derselben Fragestellung aber fiir die Haut nahm ich
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die Anregung von Pappenheim auf und arbeitete eine fiir alle festen Ge-
webe passende Vorschrift der Methylgriin -+ Pyronin-Methode aus.

Dafiir mufite sie in zwei wesentlichen Punkten veriindert werden, Zunichst
war das Verhiltnis der beiden basischen Farben dem festen GGewebe anzupassen.
In diesem war, entsprechend dem Vorwiegen reduzierender Gewebsmassen, das
reduktionsliebende Pyronin gegeniiber dem sauerstoffliebenden und redultions-
feindlichen Methylgriin erheblich zu verstiirken; statt 1 : 3 muBite es 5 (Pyronin): 3
(Methylgriin) heilien. Sodann vereinfachte ich die Pappenheimsche Methode,
indem ich die Beize der Farbfliissigkeit selbst einverleibte und das zuerst von
mir vorgeschlagene Resorzin durch Karbolsiure ersetzte, withrend ein Zusatz
von Alkohol die Niederschlagsfreiheit der komplizierten Mischung garantierte,

Die Ausfirbung nach Pappenheim-Unna geschieht also in folgender
Weise. Man stellt sich die Mischung in diesen Verhiiltnissen her:
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1. Die Schnitte kommen in diese Mischung 20 Minuten kalt;
2. werden dann in (alkalischem) Leitungswasser kurz abgespiilt;
3. in Alkohol absolutus entwiissert 1 Min. (!) und

4. durch Xylol in 01 und Balsam gebracht.

Diese Vorschrift geniigt bei frischem Material oder golchem, das auf einem
Wattebausch iiber absolutem Alkohol rasch gehiirtet wurde. Wenn sich das
Material in der sehr empfindlichen Farblosung weniger gut firbt, sei es, dall die
Stiicke in nicht absolutem Alkohol verweilt haben oder sonstwie geschidigt
sind (z. B. durch provisorisches Hinlegen in Formalin), so kann man es doch
noch zu einer guten Firbung bringen, wenn man die Schnitte zuerst mit blauem
Polychrom kriiftig vorfirbt und dieses dann in einem zweiten Firbeakte durch
die Mischung von Pyronin und Methylgriin verdriingt.

Durch eine gut ausgefiihrte Pyronin + Methylgriin-Fiirbung erhalten wir
eine vorziigliche Abgrenzung der Nukleoproteide in der Zelle von den anderen
sauren Fiweifien derselben. In dem mit pyroninrot gefirbtem Granoplasma
mehr oder weniger erfiillten Zelleibe bemerken wir zunfichst einen methylgriinen
Kern (Bild 1). Mehr konnte man von einem mit zwei Farben arbeitenden Di-
basichrom eigentlich nicht verlangen. Die Methylgriin -- Pyronin-Methode
leistet aber unerwarteterweise mehr. Bei ihr erscheinen nimlich vollstindig ein-
geschlossen von dem Methylgriin des Kernes, im Innern des letzteren ein oder
mehrere wiederum pyroninrote Kernkirperchen, welche trotz der gleichen
Firbung nicht ans Granoplasma bestehen, wie die rote Substanz auflen vom
Kern im Zelleibe, sondern wie bereits oben (8. 10) erdrtert, aus Globulin, Wir
sehen also, dall unter besonders giinstigen Verhiltnissen mit einem Dibasichrom
sogar drei saure Eiweile scharf becrenzt und daher der mikrochemischen
Analyse zugefithrt werden kinnen, dann niamlich, wenn sie in konzentrisch
scharf geschiedenen Zonen liegen, so dafl die Lokalisation jede Verwechslung
ausschlielit. Fs gehort nur dazu, daB die gleichgefirbten, aber verschiedenen
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EiweibBe iiberall durch die Substanz, welche die Kontrastfarbe aufnimmt, sauber
getrennt sind, wie es hier der Fall ist. Durch diese giinstige Farbenverteilung
war es schon bald nach Bekanntgebung der chromolytischen Methode miglich,
die chemische Differenz der zwei rotliecbenden Eiweifle innen und aullen von
der Kernmembran zu bestimmen.

Legt man niamlich die betreffenden Gewebsschnitte vor der Farbung in
destilliertes Wasser bei Korpertemperatur 24 Stunden oder bei 60° 6 Stunden,
so ergibt die Pappenheim-Unna-Fiarbung ein vollstiindiges Fehlen des den
Kern umgebenden Granoplasmas, withrend der Kernkorpercheninhalt intakt ge-
blieben ist und nun dunkelrot aus dem blaBgriinen Kern noch schirfer als ge-
withnlich hervorleuchtet. Die Zellenalbumose (Zytose)!) ist eben geschwunden,
das Zellenglobulin dagegen erhalten geblieben.

Dieser einfache Versuch zeigt recht eindringlich, dafl die gleiche Firbung
verschiedener (Gewebsteile mit einer Farbe, wie hier mit Pyronin, noch kein
Beweis fiir die ehemische Gleichheit derselben, sondern immer nur ein Index
dafiir ist, ob sie durch unsere Lisungsmittel entfernt sind.

Ein weiteres Licht auf die chemische Natur wirft der ebenso einfache
Losungsversuch mit 29/ iger Kochsalzlosung; dann ist weder auffen vom Kermn
noch im Kernkorperchen ein pyroninrotes Kiweill bei der Pappenheim-Unna-
Fiirbung mehr zu finden. An Stelle des letzteren ist nur noch ein griiner Ring
vorhanden. Nach einem dritten Losungsversuch mit 1%/ iger Kalilosung ist
auch dieser verschwunden, was seine Nukleoproteidnatur beweist.

Die Chromolyse auf Grund der Pappenheim-Unna-Firbung bestitigt
also das Vorhandensein der drei sauren Eiweilie, wie wir sie bereits mit dem
blauen Polychrom als Farbenindex gefunden haben. Sie gibt aber vermdge ihrer
guten Farbenkontraste im kleinsten Raume dasselbe Resultat noch schiirfer.

Wir werden diesen Farbenindex daher bei der genaueren Chromolyse der
gauren Zelleiweille vorzugsweise anzuwenden haben. Mittels derselben soll nun
das, was wir bisher aus nur drei Lisungsversuchen — nach Art von Stichproben
entnommen haben, exalt bewiesen werden.

In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten Losungen (= 0) und Fillungen
(= -F) der beiden Eiweille: Zytose und Globulin zum Vergleich gruppenweise
aufgefithrt. Die erste Gruppe umfalit ihr Verhalten zu Wasser und Alkohol. Es
zeigt sich, dafl das Globulin des Kernkorperchens unter allen Umstinden im Wasser
unlslich ist, wihrend die Zytose des Plasmaleibes nur in der Kilte mehr oder
weniger unloslich (angedeutet durch O-), bei Kérpertemperatur und beim Er-
hitzen aber vollkommen ldslich ist (Bild 1 und 2). Auch in der Alkoholgruppe
zeigt sich eine Differenz zwischen Globulin und Zytose, indem von 339/igem
wiisserigen  Alkohol Zytose bereits gelost, Globulin gefillt wird, wiihrend in
stirker prozentuiertem Alkohol beide Eiweilie unliglich sind.

Die Gruppe der Sauren enthilt zunichst Borsiure, die in 1%} iger Losung
Globulin fillt, Zytose lost, in 49/iger Losung beide fillt. Dann Essigsiure, die

1) P. G. Unna und Golodetz, Zur Chemie der Haut, X, Uber Granoplasma und
eine allgemeine Methode zur mikrochemischen Erforschung eiweiBartiger Zellbestandteile.
Dermatologische Wochenschrift 1913, 5. 2.

P. G. Unna, Granoplasma. Enzyklopidie der mikroskopischen Technik 1926.
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Vergleichstabelle der Chromolyse von Zytose und Globulin.

Konzen- Tem- S ;
tration peratur Zybose Globulin
Aqua dest. . kalt 0O -+ -1
Aqua dest. . 372 (0] -
Aqua dest. . 90 0 4
Alkchol 2391, 0 - |
Alkohol B85—96"), 2 tie
Borsiaure . 1%, (8] ! ]
Borsiiure . L0 L =115
Hazigadure . - . . . . 1OY/, - -
Essigsiiure 100"/, - 0 I
[ 1% + +
HCl und H,S0, 1%, - -+
| 5 0 0

HNO, 1% e -
HNOg i = = 1
HN, 109, 0 8]
Kochzalz . 28l ) 0
Kochsalz . gesittigt -+ |-
Kochsalz mit 2% Essigsiiure an-

gesduert . 2% lkalt o 4=
Kochealz mit 2%} Fssigsinre an- :

resfinert . 8 oef 00° (] Q)
Ammoniumsulfat | 50
oy =ln (6] (8]
Natrinmsulfat |
.-'\:mnlu'm:mlfut- : [ geabttizt i i
Natrinmsulfat |
Zinksulfat 29/ i b
Magnesiumsulfat cesittigt - —-
Bleiazetat | Syl e
Silberazetat I \ i
!\.. upferazetat | 20/, 0 o
Kupfersulfat |
Gerbsiure i
Pikrinsiure . |- =
Trichloressigsiinre . l
Phosphorwolframsiure mit HCI an-

(ot ey b o L e e
Phosphormolybdiinsiure mit HCI 4 1

angesiuert . T T m 3
Jodkaliumjodquecksilber mit HCl

angesiuert e .
Jodkaliumlésung ]
Jodtinktur . ik i
Bromwasser I
Pepsin O, 5%, - HC1 0, 29/, 19, 0 + |
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unter allen Umstinden Zytose fillt, Globulin in 109/,iger Lisung ebenfalls fillt,
aber in 100°/, lést. Es folgen die Mineralsiuren, HCl und H,80,, die in 1%/, iger
und 1%/yiger Lisung beide Eiweille fillen, aber von 5%iger 1.f3$1|11g_allgk‘fmlgvn
beide losen (Bild 4). Diese Losung bei hoherer Konzentration beginnt bei
HNO, erst mit 10°/,. :

In der Neutralsalzegruppe treffen wir zuerst NaCl, das bei 29/, beide Eiweille
lost (Bild 3), bei Sattigung beide fillt, bei Zusatz von Essigsiiure aber auch
schon bei 29, beide fillt, um sie bei Erhitzung auf 90° wieder in Lisung zn
bringen. Ebenso wie Kochsalz verhalten sich Ammonsulfat und Natriumsulfat,
wihrend Zink- ind Magnesiumsulfat in allen Konzentrationen fillen, ebenso
Blei- und Silberazetat. Isoliert stehen Kupferazetat und -sulfat da, welche in
29/yiger Losung Zytose losen, aber Globulin fillen.

o ’ . i 1%
¥ ’ q
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o e W .
. # i .
" @ 2 T
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Bild 1. Bild 2.

Bild 1. Epithelzellen. Spitzes Kondylom. Paraffinschnitt, Pappenheim-Unna-Firbung:
Zytose (C) rot, Kerne (K) griinlichblau, Kernkirperchen (Kk) rot. X
Bild 2. Dasselbe. Vorbehandlung mit warmem Wasser, Zytose (C) verschwunden, Kerne(K)
und Kernkérperchen (Kk)erhalten, SchluBfolgerung: Zytoseist wasserlislich, Nukleoproteide
und Globulin der Kernkérperchen nicht.

In der Tabelle folgen nun die Alkaloidfiller: Gerbsiiure, Pikrinsiiure,
Trichloressigsiiure, angesinerte Phosphorwolfram- und -molybdinsiure, Jod-
kaliumjodquecksilber, dann noch Jodkaliumlosung, Jodtinktur und Brom-
wasser. Alle diese Reagenzien fillen beide Eiweife. Den Schluff macht Pepsin 4
HCI, welches Zytose lost, Globulin fillt, Alle diese Lésungs- und Fillungs-
reaktionen sind ebenso gut an Schnitten nachzuweisen mit Benutzung der
Methylgriin +- Pyronin-Methode als Farbenindex wie makrochemisch an Globu-
linlosungen (z. B. aus Pferdeblut, Kuhmilch) und an der im grolien gewonnenen
Ziytose,

Uberblickt man die ganze Tabelle, so erkennt man nur an sechs Stellen, die
durch Rahmen hervorgehoben sind, Unterschiede zwischen Zytose und
Globulin. Diese betreffen Wasser und Alkohol, Borsiure und HEssigsiiure,

Unna, Histochemie der Haut, 2
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Kupfersalze und Pepsin 4+ HCl. Die Losung in 1%iger Borsiure gibt ein be-
quemes Mittel, die Zytose aus den Geweben im grofen rein zu gewinnen, ohne
Verunreinigung durch Globulin und ohne dafl bakterielle Zersetzungen stattfinden.

Gleich verhalten sich Zytose und Globulin gegeniiber 29/,igem Kochsalz
und 5% iger Salzsiiure als Losungsmittel. Die Figuren 3 und 4 geben die betreffen-
den Bilder an Schnitten von spitzem Kondylom mit dem Farbungsindex:

Ny ——"

Bild 3. Bild 4.
Bild 3. Spitzes Kondylom. Paraffinschnitt, Pappenheim-Unna-Firbung. Vorbehandlung
mit 2%iger Kochsalzlésung: Zytose und Globulin verschwunden. Nukleoproteide (Nu)
der Kerne gequollen, nahezu unfirbbar.

Bild 4. Dasselbe. Vorbehandlung mit 5% iger Salzsinre: Globulin und Zytose verschwunden.
Nukleoproteide in Nuklein (Nu') verwandelt, scharf konturiert und pyroninrot gefirbt.

Pappenheim-Unna. In beiden ist sowohl Zytose wie Globulin aus den Epithel-
zellen verschwunden, und doch besteht ein wesentlicher Unterschied #Zwischen
ihnen. Derselbe beruht auf dem Verhalten der Nukleoproteide gegen Salze einer-
seits, Siuren andererseits. In Kochsalz (Bild 3) quellen dieselben bis zur Unfirh-
barkeit, in Salzsiiure treten sie im Gegenteil schiirfer hervor (Bild 4), da sich die
Nukleoproteide dabei in Nuklein umwandeln, welches ganz siureunléslich ist.

B. Darstellung der basischen Zelleiwei3e
durch saure Firbungen. — Farbenindex:
Bordo — Hématein - Alaun-Firbune.

I. Die basischen KerneiweiBe.
Ein Fundamentalgatz der Zellchemie besagt, daB, wenn durch
geeignete Liosungsmittel simtliche saure EiweiBe aus dem Zell-
leibe herausgelost sind, ein Zellenrumpf zuriickbleibt, der aus
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