® Informationszentrum
L @ Lebenswissenschaften
ceo 000000 -

ZBMEDS: "

ZB MED - Informationszentrum
Lebenswissenschaften

Histochemie der Haut

Unna, Paul Gerson

Leipzig [u.a.], 1928

ZB MED - Informationszentrum Lebenswissenschaften

Shelf Mark: Ui VI 1849

urn:nbn:de:hbz:38m:1-125247

Visual \\Llibrary


https://nbn-resolving.org/urn:nbn:de:hbz:38m:1-125247

ZB MED Kdin
4472852-01

AR AT




AUS DER BIBLIOTHEK
ERICH HOFFMANN

1978










HISTOCHEMIE DER HAUT

"4

|

VON
e %?x L2557 Ao p'?{‘ s 2f /f' tféﬂ-ﬁfﬂ_
Fadisiate. Prov. P. G. UNNA #prre

HAMBURG

W 3 . .M‘h‘&f

»

|

ek}

[
o .

MIT 69 FARBIGEN ABBILDUNGEN IM TEXT
UND EINEM TINKTORIELL-CHEMISCHEN ZELLENSCHEMA

LEIPZIG UND WIEN
FRANZ DEUTICKE
1928

Verlags-Nr. 5150




-~

- = i -
. -

Verlag von Franz Deuticke in Leipzig und Wien

AmbroZié, Dr. M., und Rach, Dr. E., Grundrif der Didtverordnungslehre nach dem Pirquet-

i?h“ System in der Paediatrie. Mit 7 Abbildungen und 6 Tafeln. 1921. — Preis
2,40.

Barrenscheen, Doz. Dr. H. K., und Willheim, Prof. Dr. R., Laboratoriumsmethoden an
den Wiener Kliniken. — Im Druck.

Bartel, Prof. Dr. lulius, Sektionstechnik fiir Horer der Medigin. 1919. — Preis M —80,

Bechterew, Prof. W., Aligemeine Grundlagen der Refiexologie des Menschen. Leitfaden
fiir das objektive Studium der Perstnlichkeit. Mit 10 Abbildungen im Text und
19 Fipuren auf Tafeln, Mit einem Vorwort von Prof, Ad. Czerny, Berlin, Nach
der dritten Auflage herausgegeben yon Prof. Martin Pappenheim, Wien. 1926. —
Preis geh. M 26,—, geb. M 20,—.

Czerny, Prof. Dr. Ad., und Keller, Prof, Dr. A., Des Kindes Ernihrung, Erndhrungsstirungen
und Ernihrungstherapie. Kin Handbueh fiir Arzte. Zweite, vollkommen umgearbeitete
Anflage, 1. Band komplett, 1925. Preis M 39,50, geb. M 42,—; II. Band 1. Teil. 192b.
Preis M 18,—, 2. Teil im Drucke.

Czerny, Prof. Dr. Ad,, Der Arzt als Erzieher des Kindes. Siebente Auflage. 1926. — Preis
kart. M 820, geh. M 4,—.

Dattner, Dr. B,, und Kauders, Dr. 0., Kurzer Leitfaden der Malariatherapie auf Grund
Kklinischer Beobachtungen und experimenteller Studien, Zweite, umgearbeitete Anf-
lage. 1927. — Preis geh. M 2,40, geb. M4—.

Dimmer, Prof. Dr. F., Der Augenspiege! und die pphthalmoskaopische Diagnostik, Dritte, voll-
stindig umgearbeitete und vermehrte Auflage, Mit 146 Abbildungen im Text und
16 Tafeln, 1921, — Preis geh. M 12,60, geb. M 15,20.

Dimmer, Prof. Dr. F., und Pillat, Dr. A., Atlas photographischer Bilder des menschlichen
Augenhintergrundes. 826 Abbildungen auf 84 Tafeln in Lichtdrnck nach Photo-
graphien des iebenden Auges 1927. — Preis geb, M 60,—.

Dost, Reg.-Med.-Rat, Dr., Physik und Chemie in der Krankenpflege. 1923. — Preis M —,40.

Elschnig, Prof. Dr. Anton, Die Funktionspriifung des Auges. Fiir Studierende und Arzte, Mit
88 Figuren im Text. Dritte, umgearbeitete Auflage. 1923. — Preis geh. M 6,60,
geb. M 840,

Finger, Prof. Dr. Ernst, Die Blennorrhie der Sexualorgane und ilire Komplikationen.
Sechste Auflage. AMit 86 Abbildungen und 10 lithographierten Tafeln. 1905, —
Preis M 10,—.

— Lehrbuch der Haut- und Geschlechtskrankheiten filr Studierende und praktische Arzte.
II. Teil: Die Geschlechtskrankheiten. Siebente Auflage. Mit 8 lithographierten
Tafeln. 1918. — Preis M E,—.

Fritsch, Dr. H., Rintgertherapeutische Merkbldtter fiir den praktischen Arzt. 1925. —
Preis M — 80, .

Frischels, Doz. Dr. Emil, Lehrbuch der Sprachheilkunde (Logopidie) fiir Arate, Piidagogen
und Studierende, Mit 104 Figuren und b Tafeln, Zweite Auflage. 1925. — Preis geh.
M 82—, geb. M 34,50.

— Das Stottern. (Assoziative Aphasie.) Mit 12 Figuren im Text. 1926, — Preis M b,—.

— Singen und Sprechen, Ihre Anatomie, Physiologie, Pathologie und Hygiene, Mit
24 Figuren. 1920. — Preis M 4,20

— Psychologie der Sprache. 1925. — Preis M 6,60.

Fuchs, Doz. Dr. Adalbert, Atlas der Histopathologie des Auges. L Teil, Mit 191 Abbildungen
auf 44 kolorierten Tafeln. 1923. — Preis in Leinwand geb. 10 Dollar. — II. Teil,
Mit 108 Abbildungen auf 32 kolorierten Tafeln. 1927. — Preis in Leinwand geb.
M 48,—.

— Atlas of the Histopathology of the Eye. I. Part. With 191 illustrations contained
in 44 coloured plates. 1924, — Preis in Leinwund geb. 10 Dollar, — II. Part.
With 108 illustrations contained in 82 coloured plates. 1927. — Preis in Leinwand
geb, M 48,—.

i s w. i‘,-. . - L_* - !'='I?.‘-W_ mn h_ z ] »




HISTOCHEMIE DER HAU’f |

VON

Pror. P. G. UNNA

HAMBURG

MIT 69 FARBIGEN ABBILDUNGEN IM TEXT
UND EINEM TINKTORIELL-CHEMISCHEN ZELLENSCHEMA

LEIPZIG UND WIEN

FRANZ DEUTICKE
1928




Alle Rechte, besonders das der Ubersetzung in fremde Sprachen, vorbehalten.

Copyright by Franxz Deuticke, Leipxig wnd Wien.

Verlags-Nr. 3139,

Zentral=

biblicthek

Druck von Ruodolf M. Rohrer in Briinn.




Inhalt.

Seita

B B e - o e e e S s e e 2 nle el St 1
A. Darstellung der sauren Zelleiweile durch basische Firbungen . . . . . . 5
I. Farbenindex des Granoplasmas: Blaies Polychrom . . . . . . . .. 5
Talialles Mathplanblags Soor St s e s e e e
Tabelle: Thiazine . . . . 2k i I A N A |
Vergleichstabelle: Zytose, anhnlm \llk]cfspmmlde e sl SR ) bl

IT. Farbenindex der Nukleoproteide: Methylgrin . . . . . . . . . =it b
IIT Farbenindex des ganzen Zelleibes: Methylgriin + Pyronin . . . . 13
Vergleichstabelle der Chromolyse von Zytose und Globulin . . . e =

Bilder "lzund @ @ i wes LT

Bilder 8 amdid:.. . . 5L o o018

B. Darstellung der hasischen ZelleiweiBe dorch sanre Firbungen. — Farben-

index: Bordo — Hiimatein - Alaan-Firbung . . . . . . . . e ke ) TR

[ DietbasischentEKernarwme e w o sl ot Sl e s e b e s
A8 T R i L e e B A e R e e L San il ]
Bildersnmmdo 6o ons . ohin o 20

1. Darstellung des Mesoplasting der Kerne ., . . . . o o« -2 & 4 22
Bhilder s Tmmd =800 a2

2. Darstellung des Plastins der Kerne . . . : 0 eton o . 28

3. Darstellung des Mesoplastins und des }'l'l‘itl]]*-. IICI ]\L ru]-mrperbhul 9z .28
Tabelle: Kernkorperchen — Eiweille . . . . . . . . . . . . , .24

[I. Das basische Eiweill im Zelleibe, das Spongioplasma . . . . S 2h
1. Darstellung des Spongioplasmas . . ., e e . - 25
Farbenindex: Bordo — Himatein -|- ‘Lln.un 25

a) Talgdriisenzellen . B Ty T e S s Sl

3 [ L e e N ey £

PR T e e i e e S e

Bil@s A0 S i e et

2. BEpithelfaserfirbung . . . ol e
Farbenindex: Wasser blau - Or.ﬂena -|—b+mu - .‘mf:anm i den it e I

Bilder 11—13 . . . : o« 2030

Bildald—aias. Srsn ot el 8y

Bilder 15 und 16. . . . wira O

C. Die Stockwerktheorie . . . R e S e L o s
Die drei Stockwerke der ,c!f.ﬁl]cw.cl{ i NP 26
Tinktoriell-chemisches Zellenschema (Sit]uhhtl’ksthu]l'\] S e g B

Stockwarkbau der Eernmembranen . . . . . . . . « & o2+ + . . 38




1> i ey - - ;
IV
D. Darstellung der Sanerstofforte und Reduktionsorte
I. Reduktionsorte o
1. Farbenindex: Kalipermanganat e
Bilder 17 und 18
Bilder 19—21
Mangan—DMethylgriin-Methode et
Bild 22
Bild 23
Bild 24
Bild 25 e ;
Bilder 26 und 27 .
Bilder 28 und 29 .
2. Farbenindex: Eisen-Zyan-Mischung .
3. Farbenindex: Tetranitrochrysophansiure
Nebenprodukte der Verhornung
1. Keratohyalin . e e B S
Bilder 80, 81 und 32
Bilder 88 und 84 .
a) Die Mesoplastinfirbung des Keratohyalins i =
Farbenindex: Himatein -~ Alaun — Kalipermanganat
b) Die Globulin- und Zytose-Fiirbung des Keratohyalins
Farbenindex: Methylgriin -}~ Pyronin
2. Kleidin e
Farbenindex: a)} Karmin
Farbenindex: b) Pikrokarmin
Farbenindex: e) Pikronigrosin'. . . . i & o & o . i . s
Bilder 35—37 . . . . . 61,
Farbenindex: d) Pikronigrosin nach Salzsiurebehandlung
Bild 39
Farbenindex: ¢) Flemmings Lisung — Nigrosin |
Bild g el
3. I'as Trichohyalin der Wurzelscheide . e g
Farbenindex: a) Pikrobordofirbung fiir Tricholryalin
Bilder 40a und 40b
Farbenindex: b) Bordo — Hiématein-Firbung
Bild 41
Farbenindex: ¢) Methylgriin — Bordo-Fiirbung
Bild 42 :
Farbenindex: d) Methylviolett — Bordo-Firbung
Bild 48
Farbenindex: e) Nilblau — Bordo-Firbung . . . . . . .
Bilder 44 und 45 .
Farbenindex: f) Neutralviolettfirbung o
Bilder 46 und 47 .
Farbenindex: g) Neutralrot — Nilblau-Fiirbung
Tabelle: Neutralrot — Nilblan
Bild 48
Farbenindex: h) Safranin nach Pepsin <4~ HCI
Bilder 49 und 50 .
Farbenindex: i) Safranin nach Trypsin - Sada .
Bild 51

&

Seite

48,

a4,

a6,

61,

62,

78,

39
39

39

Lo

=1 =1 =] =] =3 =3 =] =3 =] =1 =3 =]
(=L =FL RN TR T LR LR o)

o I =

=] =] =] =]

&0




Baita

I SanaretofEortait i s in s e sie n e s e R [ . 79
Farbenindex: Rongalitweil (RW.) . . . . . . . . . A e

Bild b3 Al PR . 81

Bilder 58—55 . . . . . . . B2, B3

Bildeh By soeinl ot inin = ol 84

Bild: 57a und 57b . . & . .. 85

B W Haframm ey hom ol S S i o e o e e O

Bilder 58 und 59 . . . . . 86, 87

Tabelle: SBiureorte und Sauerstofforte des Gewebes. . . . . . . 89

E. Darstellung der Saunerstoffermente . . . . S S T e e et 1 |
[. Katalase. — Farbenindex fehlt . . s b e el e N e 91
T L T b e o it B el

L Peroxy.dnse Uil sl e e e e e o s i oy g
Labulles Daroxmlans SR s e s i R i i S SR il O
Farhenindex:s Bemsidins <L Q05 0 00 000l i e

Bild 8005000 o v s e e

F. Eine zweite Darstellung der Sauerstoff- und Reduktionsorte . . . . . . 98
Earhenimdas s Neatral violebt (V)i a0 e
Bilder 61 und 62 . . T st g K

Eehelle:Axinlarhatoffac ey s muins sis el i s s Tl szl 100
Vergleichstabelle: Kalipermanganat, NV. und RW. . . . . . . . . . . 101
Schema: Verwandtschaftskreis des Neuntralvioletts zu den sauren Eiweifien 103
Schematische Bilder der sauren und basischen Eiweifie . . . . . . . . . 104

B s e eIt e e e e s e s e R
Tabellen: Normale und saure Kerne . ... . & v vvii v o o v o J10B—111
Farbenindex; a) Himatein — Safranin — Tapnin . . . . . . . . . . . 108

Bild NG s s 11 07

I e R e e L e 1)
Farbenindex: ¢) Kosin — Methylgriin 4 Pyronin . . . . . . . . . 110, 111

B0 s HamEEabbn s e e e L e e e 1Y)
I, Das Hornschiehtfett. — Oholesterinfette , . , . . . . . . . .. .. 112

II. Das Eigenfett der Hornschicht. Glykogen und Olséiure., . . . . . . 118
Farbenindex: Osmiumsiure . . . . . , ., S R P e S R

Pilaligd: =i sl e e S TS S O]

Farbenindex: Viktoriablan — Karmin . , . . w5 « . o . i o & oo 115
Bildephs: St s s s iy

Farbenindex: Karmin, Karmin — Nigrosin O G e et e R

Bild 86a und 66b . . . . . . 116

HI. Talgdrisenfett und Kntiueldritsenfett . . . . . . . 2l s o e 117
LY. Fettder Vornix oaseoss: ;0 i 5 [ 8 o swess i, S ATkl b YL
Li-Plasmazellen’ coecmeia G s bl i T e 2 119

Farbenindex: Methylgriin-Pyronin--Karbol-Fiirbung (Pappenheim-Unna-Fiirbung) 119




VI
Saite
L T T T e R e e e B e R e e S T 8 S 124
Farbenindex: Blanes Polychrom 4 Alann . . . . . « v v v s o . o 194
Cabelle=tNRiasrnpattE St Taaninl LS s e e e B
Tabelle: Mastkérner ., . . . . ETH LA yn AL oRTE I e B
Vergleichstabelle: Mastkirner u:m] (1rgmr:plucm1 o ety . e 1
R L s e e e e e D Co I 111

Farbenindizes:

[. Sulfosaure Salze der Rosanilinfarbstoffe . . . . s e B S 1 3
a) Blaues Polychrom — Siurefuchsin -}- Tannin- \lLflm-l]:’. St ... 187
b) Safranin — Wasserblau - Tannin-Methode . . . . . . . . . .. . 187
Il. Sulfosaure Azofarbstoffe . . . . e S s L L e
L Solfossure Tnduline nnd Nigrosine . oo v & o ios o oo diee s+ - 188
I[V. Sulfosaures Indigoblan (Indigokarmin) . . . . . . . . . . .. . . 188
A G R s b B e e e s R e e T e A D T el St
a) Orcein — blaues Polychrom — Glyzeriniither-Methode . . . . . . . 140
b) Blaunes Polychrom — Ozein-Methode . . RS e R e i A
e LTS Ty B B R S S e e e 2 P N R L e
Vergleichstabelle: Kollagen und Elastin . . . . . . . . . . . . . . . 142
a) Elastinfiirbung nach “"cignrt iy e Hla e R LR ; .. 143
Tabelle: Affimitdt . . . . o K e i O
b) Elastinfirbung nach Taenzer- LJILHa e R ; sy
Bt A 6 el N e R e ey S Tl ol S e T o . S
Farbenindex: a) Blaues Polychrom — Tannin . . . . . . . . . . . . . 147
Farbenindex: b) Blaues Polychrom — Tannin -}- Orange . . s LT
Farbenindex: ¢) Orcein — Salzsiinre — Blanes Polychrom — 'l.mum .+ 148
Bilder 67—60 . . . . . . 147, 148
L Y S e BT S e s e S e e S e L R
Bachverselchnls o:- o oo oht v s ne o iieae e o Soeele s i v ol oo et AT
Namenverzeichnis . . . . . | AT e STE SRR 6 S Ao s fe sl 1




Einleitung.

An das chemische Studium der einzelnen Zellbestandteile ist man bisher
noch wenig herangetreten. Nur die Chemie der Kerne hat, da diese leicht zu
isolieren sind, bereits bedeutende Fortschritte gemacht, aber auch nur, soweit
die Nukleoproteide derselben in Betracht kommen; die iibricen EiweiBe des
Kernes sind auch noch sehr wenig studiert worden. Die Nukleoproteide ver-
danken diesen Vorzug allein der in ihnen enthaltenen Nukleinsiure und deren
leichter Fiirbbarkeit mit basischen Farben, wodurch ihre Lage innerhalb des
Kernes genau prizisiert werden kann. Das Kernkirperchen, das neben wenig
Nukleoproteiden noch mehrere andere EiweiBe enthilt, ist auf seine chemische
Struktur hin bisher nur wenig bearbeitet worden, Ebenso steht es um die che-
mische Kenntnis des Zellprotoplasmas. Man hat sich damit begniigt, es als
diffus, und zwar mit sauren Farben diffus firbbare Substanz den mit basischen
Farben fiirbbaren Nukleoproteiden gegeniiberzustellen und hiernach ganz all-
gemein die Farben in kernfirbende und diffus- oder plasmafirbende einzuteilen.
Man iibersah dabei, daB auch ein sehr wichtiger Teil des Protoplasmas, das
Granoplasma, mit basischen Farben firbbar ist und dafl andererseits auch
im Kerne noch zwei andere Eiweille vorhanden sind, die, basischer Natur, zu
ihrer Firbung saurer Farben bediirfen. Die Einteiling der Farben in kern-
firbende und plasmafirbende muB daher in Zukunft ganz aufgegeben werden.
Sie hat nur in die Trre gefiihrt und der cenaueren Erforschung der Zellchemie
lange hindernd im Wege gestanden. Wir sind jetzt soweit, daB wir die zur Cha-
rakteristik der Zellbestandteile notwendigen Farben nach den verschie-
denen EiweiBen, zu denen sie eine chemische Verwandtschaft besitzen. ein-
teilen kénnen, und diege Einteilung ist natiirlich eine rein chemiscehe, So
ist beispielsweise in der Pappenhei m-Unna-Kirbung Methylgriin  der
Nukleoproteidfiirber, Pyronin der Zytose- und Globulinfirber, in der Bordo-
Hiimatein-Fiirbung Bordo der Plastin-, Himatein der Mesoplastinfiirber.

Den ersten wichtigen Schritt auf dem Wege der Zellchemie verdanken
wir Paul Ehrlich, der uns lehrte. daf die Eiweille teils saurer. teils basischer
Natur sind und daB erstere sich mit basischen, letztere mit sauren Farben fiirben
lassen. Auf diesem Wege war die Moglichkeit gegeben, einen EiweiBbestandteil
der Zelle nach dem anderen zuniichst tinktoriell zu charakterisieren und damit
seine Lage und sein Verhiltnis zur Umgebung festzulegen,

Fir die Erkenntnis seiner chemischen Beschaffenheit war damit allerdings
noch wenig gewonnen. Um djese zu erkennen, muBte ein exakter Weg gefunden
werden, der der gewshnlichen chemischen Analyse angepaBt war, und das konnte
nur der einer systematischen Folge von Losungsversuchen sein. Li-
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sungen einzelner Zellbestandteile waren schon vielfach versucht worden und hatten
auch schon einzelne Ergebnisse gezeitigt. Die Genauigkeit solcher Versuche war
aber frither dadurch beeintrichtigt, dafl sie nicht mit geeigneten Firbungen
kombiniert wurden, deren vollkommenes Versagen erst die voll-
kommene Liésung des fraglichen EiweiBles anzeigt. Dieser Weg, zu
einer exakten Methode ausgebaut, war der zweite groBe Fortschritt auf dem
Gebiete der Zellechemie; es ist die Methode der Chro :]1[&]_\'5&'],

Dieselbe besteht in einer systematischen Folge von Lisungsversuchen an
einem durch spezifische Fiarbungen gut charakterisierbaren Zell-
element. Ohne eine solche Chromolyse wird man schwerlich in die Chemie
der einzelnen Zellbestandteile eindringen kinnen.

Aber schon ehe dieser Weg mit Erfolg beschritten wurde, hatte es sich
gezeigt, dall die Ehrlichsche Einteilung nicht ausreichte und daf mit der
bloflen Scheidung in saure und basische Eiweifie die Fiille und Verschiedenheit
der natiirlich vorkommenden ZelleiweiBe nicht erschipft sei. Es war die An-
wendung einiger an der dufleren Haut zuerst makroskopiseh erprobten
Sauerstoffreagenzien auf Gefrierschmitte der Haut, welche zeigte, dafl der
Sauerstoff, dieses biologisch stets vorhandene und doch bis dahin sehr ver-
nachlissigte Zellelement, von den einzelnen Bestandteilen der Zelle in sehr ver-
schiedener Weise aufgenommen, festgehalten und verbraucht wird. Mit der Ver-
folgung dieser Reaktionen wuchs mit einem Male die Untersuchung iiber die
Histochemie der toten Haut hinaus zu einer Histochemie der lebenden,
und wir hatten nun nicht mehr blofl nach der Siure und Basizitiit des einzelnen
Zellelementes zu fragen, sondern auch nach seinem Verhiltnis zum Sauer-
stoff. Dieses war der dritte grofie Fortschritt, den die Zellchemie neuerdings
erfuhr. KEs ist die neue, umwiilzende Lehre von den Sauerstofforten und
Reduktionsorten des Gewehes.

Die Entdeckung der Sauerstofforte, die natiirlich an iiberlebendem, un-
fixiertem Gewebe gemacht wurde, und ihre konsequente Verfolgung an Gefrier-
schnitten zeigte nun aber auBlerdem, dall das alte Dogma, der Firbung miisse
eine Fixation des Gewebes vorhergehen, unhaltbar geworden war. Gerade
die bisher stets gesuchte und so oft als unméglich hingestellte Lebendfirbung
des nicht fixierten Gewebes wurde nicht nur Tatsache, sondern die tigliche
Erfahrang wies auch den einfachen Weg, um bei jedem beliebigen Gewebe die
;. Lebendfirbung® mit der bisher geiibten . Totfirbung® zu vergleichen und aus
der Verschiedenheit der beiden gefiirbten Bilder Schliisse auf die charakteristi-
schen und wesentlichen Faktoren des Lebensvorganges zu ziehen. HEs bedarf
dazu nur der Firbung eines Gefrierschnittes und seines Vergleiches mit einem
Schnitt desselben Gewebes, der vorher durch Alkohol in Zelloidin oder Paraffin
gebracht und dadurch abgetiitet worden ist. Dieser wird dann mit einem solehen
Firbemittel (Rongalitweill oder Neutralviolett) gt‘f:'il"b‘t, das nur am lebenden
Material bestimmte Farbenunterschiede erzeugt. Das Ausbleiben dieser
Firbung beweist dann die vorhergegangene Abtitung des Gewebes,

1) P. G. Unna, Chromolyse. Sauerstofforte und Reduktionsorte. Handbuch der
biologischen Arbeitsmethoden (Abderhalden), Abt. V, Teil 2, Heft 1. Urban & Schywar-
zenberg, Berlin und Wien 1921,




War aber die Fixierung durch Eiweili fillende Mittel (Formalin, Metall-
salze) auch gar nicht nitig, so entfiel damit der wichtigste Einwand, der bisher
fiir die chemische Erforschung der Zelleiweille berechtigterweise gegen diese
gemacht war, daB namlich unsere gefirbten Zellbilder der lebenden Zelle iiber-
lim:pt nicht mehr entspriichen, dall ganz andere chemische Verbindungen an
ihre Stelle getreten seien. Mit dem Fortfall der Fixationsprozeduren,
dem vierten groffen Fortschritt, und ihrem Ersatz durch blofies Gefrieren, wurde
die chemische Erforschung der Zelle plotzlich auf ganz einfache und chemisch
durchsichtice MaBinahmen reduziert. Es handelte sich jetzt nur noch darum,
das vereiste, unfixierte Material mit einem spezifischen Farbenindex zu
versehen, um zu erkennen, ob einige und welche der angewandten Losungsmittel
die spezifisch firbbaren Zellteile aufzulésen imstande sind, was zu sicheren
Schliissen auf ihre chemische Natur berechtigt.

Unser Studium jedes einzelnen Zellelementes zerfillt demnach in zwei Teile.
Wir haben uns zuerst mit der Fiirbung desselben in lebendem und totem
Zustande zu beschiftigen, sodann mit der Lésung seiner firbbaren Teile.

Uber das Wesen der Firbung ist viel gestritten worden und der Vorgang
der Firbung ist von manchen Seiten als ein sehr komplizierter hingestellt, viel
zu kompliziert. Die Sache ist doch sehr einfach, wenn man sich die Deutung
der Firbung nicht durch Fixationen unnétig erschwert.

Alle Firbungen sind in ihrem Anfange rein physikalische Vorginge,
bei denen der in Losung befindliche Farbkorper in die groberen und feineren
Poren des GGewebes eindringt und sich hier nach physikalischen Gesetzen (Ka-
pillaritit, Oberflichenanziehung) verteilt und anhiiuft. Diese rasch, in wenigen
Minuten, erreichte erste Phase jeder Firbung hat noch kein chemisches Interesse
und liBt noeh keine chemischen Schliisse zu. Wischt man innerhalb derselben
das Substrat mit dem fiir die Farbe gebrauchten Losungsmittel gut aus, so ver-
schwindet die Farbe nahezu vollstindig. Doch gewohnlich nicht ganz, da schon
wiithrend dieses ersten Stadiums Substrat und Farbe sich so nahe gekommen sind,
dafl echemische Verwandtschaften ins Spiel treten und nun erst die zweite
Phase, die eigentliche Firbung, ein rein chemischer Vorgang, beginnt.

Diese bedarf einer lingeren Zeit, unter Umstinden sogar 24—48—72 Stun-
den, da sie in der fortgesetzten Auslese besteht, welche die einzelnen Struktur-
elemente auf die in Losung befindlichen Farbmolekiile ausitben. Die chemisch
verschiedenen Strukturelemente iiberwinden dabei das dem Firbeakt entgegen-
arbeitende Liosungsbestreben des fliissigen Mediums, in dem die Farbe gelist
war. Je schwiicher die Konzentration der Farblésung, desto linger dauert daher
der Farbeprozeli, desto feiner ist aber oft die Farbenauslese und desto fester die
endgiiltige chemische Verbindung. Die Farbe lifit sich nun mit demselben

Lisungsmittel, gewéhnlich Wasser, nicht mehr auswaschen, wohl aber mit an-
deren stirkeren Losungsmitteln, z. B. Alkohol, Siiuren usw., die in diesem dritten
Stadium der Firbung, dem der Entfirbung, die zuerst getroffene chemische
Auslese modifizieren kimnen und meistens auf eine engere Auswahl beschriinken.

Das so entstandene fertige Priiparat ist ein neues chemisches Individuum,
in dem bestimmte Affinititen einzelner Strukturelemente sich mit wahlverwandten
Affinititen der Farblosung ausgeglichen, neutralisiert, also chemisch verbunden
haben,

12.







A. Darstellung der sauren Zelleiweile
durch basische Féirbungen.

Die heutige Kenntnis der Histochemie des Protoplasmas beruht auf der
erfolgreichen Firbung desselben mit basischen Farben, nachdem die friihere
Darstellung mit sauren Farben (Eosin, Pikrokarmin, van Gtieson) sich in dieser
Beziehung unfruchtbar erwiesen hatte. Die darin wirksamen sauren Farben
(Eosin, Pikrinsiiure) firben niimlich nur einen Teil des Protoplasmas, seine
Grundlage, das Spongioplasma, einen Eiweilkérper von noch unbekannter
Zusammensetzung und basischer Reaktion. Derselbe ist allen tierischen Zellen
eigen und von sehr einheitlichem Charakter. Der zweite, vielgestaltizere Anteil
des Protoplasmas ist im Gegensatze dazu ein saurer Eiweilikirper, in fast allen
Zellen in verschiedener Menge und charakteristischer Anordnung vorhanden und
bereits nach seinen chemischen Eigenschaften so gut bekannt, daB er einer bestimm-
ten Eiweiligruppe zugeordnet werden konnte. Ich habe ihn das Granoplasma
genannt; zusammen mit dem Spongioplasma bildet er das tierische Protoplasma.

I. Farbenindex des Granoplasmas: Blaues Polychrom.

Die Entdeckung des Granoplasmas (1891)!) verdanken wir der An-
wendung der ,,polychromen Methylenblaulosung®, einer Farblosung, welche aus
dem Methylenblau durch Kochen mit Kalikarbonat entstand und dessen Poly-
chromie durch die Anwesenheit von Methylenviolett und basischem Thiazin-
rot?) bedingt war. Diese duflerst stark basische Farblosung wurde allmihlich
das Hauptfirbemittel aller sauren Eiweifle. Ihr verdanken wir auch die Ent-
deckung der an dem sauren Granoplasma reichen Plasmazellen. Es zeigte
sich iibrigens bald, daf das dem Methylenblau nahverwandte Toluidinblau
jenes mit Vorteil teilweise zu ersetzen imstande war, so dal} die Mischung beider
Farben noch farbkriftigere Bilder lieferte. Wir benutzen daher jetzt eine alka-
hische Farbmischung, die durch Kochen beider Farbstoffe zugleich mit Pottasche
hergestellt wird, unter dem Namen ,Blaues Polychrom*.

Man lést von beiden Farbstoffen 0°5 ¢ in wenig 75%/,igem Alkohol auf, gielit
beide Losungen zusammen in 100 em? einer 1°/;igen Pottaschelosung und kocht
diese Mischung unter bestindigem Riihren 2 Minuten lang. Nach dem Erkalten
wird die Mischung filtriert.

1) P. 3. Unna, Uber Plasmazellen, insbesondere beim Lupus. Monatshefte fiir
praktische Dermatologie, 1891, Bd. 12, S. 296,

!) P. G. Unna und Baudisch, Thinzinrot. Dermatologische Wochenschrift, 1019,
Bd. 68, S. 49.
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Das Methylenblau selbst baut sich auf auf einer basischen Gruppe, die
aus zwei Phenolen mit einem sie zusammenhaltenden Amin (NH) besteht, dem

Diphenylamin

C.H;
N]I{
O H,
Wird diese offene Kette durch ein Schwefelatom geschlossen, so entsteht das

Thiodiphenylamin

C,H
X / (13 -1\.\\ ?
NHC 58

C,H,

das Chromophor der Thiazine, einer fiir uns sehr wichtigen Farbgruppe. Zu
einem richtigen Farbstoff wird das Thiodiphenylamin erst durch Aufnahme
zweler basischen Seitenketten von NH,. Es entsteht dann eine Vorstufe des
Methylenblaus: die Base des

Thionins
/CHIIS\ —‘NHQ

NH 8
\(,H,Z _NH,

eines der iltesten synthetischen Farbstoffe (Lauthsches Violett).

Indem nun hier in den Seitenketten 4 Wasserstoffatome noch durch
4 Methylgruppen (CH,) ersetzt werden, entsteht die Base des Leukomethylen-
blaus, d. h. des noch reduzierten Methylenblaus, oder des

Methylenweil:
C.H, N(CH,),
ML
C,H,Z—N(CH,),
(+ HCl, —+ H,)

Erst wenn dieses mit HCl zum Farbsalze ergiinzt und durch Entziehung
von 2 H-Atomen oxydiert wird, entsteht das bekannte blave Salz des Tetra-
methylthionins oder

Methylenblaus:
¢ H,—N(CH,),
_.\:/ i l\\s (( 3]_
NG HyZ N(CH,),
4

Cl
Dabei tritt die Salzsdure (HCl) an eine der beiden basischen Seitenketten
und verliert dabei ein Wasserstoffatom, welches frei wird. Das zweite, fiir die
Umwandlung des Methylenweill in Methylenblau notwendige Wasserstoffatom
wird von der NH-Gruppe des Methylenweill abgegeben.




Die blaue Farbe des Methylenblaus entsteht also nicht etwa durch Hinzu-
fiigung von Sauerstoff zu dem farblosen reduzierten Methylenweifl, sondern stets
dadurch, daB diesem sogenannten Leukokorper Wasserstoff entzogen wird.
Dasselbe Prinzip gilt nicht nur fiir den Versuch im Reagierglas, sondern auch
fiir die Firbung im Gewebe. Die ,,Sauerstofforte” des Gewebes sind es, die dem
Methylenweil bei der RongalitweiBifirbung Wasserstoff entziehen. Dabei firben
sie sich blau mit dem dann sofort entstehenden Methylenblau.

Eine wirkliche Addition von Sauerstoff zum Methylenblau dagegen findet
in alten Methylenblaulésungen unter dem Einflufi des Alkalis des Glases und
des Luftsauerstoffes statt, wobei eine ganze methylierte Stickstoffgruppe, die
Seitenkette: N(CH,),, abgestoen und durch ein Sauerstoffatom ersetzt wird.
Der hierdurch entstehende Korper

¢, H,«—N(CH,),

A AT
i H. 0. HCl

heiBt Methylenviolett und hat wegen seines O-Gehaltes weniger Affinitilt
zum sauerstoffhaltigen Granoplasma als zu dessen Muttersubstanz, dem stark
reduzierenden Spongioplasma. Da er aber im blauen Polychrom auch stets vor-
handen ist und das Spongioplasma g_!piq-h:rt‘iriu violett anfirbt, wihrend das
Methylenblau vom [Tuuu)]:]m.ma gespeichert wird, so resultiert bei der Fiirbung
mit blauem Polychrom eine sehr vollstindige, dunkel blauviolette Firbung i:ll:'a
Gesamtprotoplasmas.

Das Toluidinblau ist um eine Methylgruppe irmer als das Methylen-
blau; es ist ein Trimethylthionin, gehort also auch wie jenes in die Thiazin-
gruppe.

Thiazine.

Tetramethylthionin Trimethylthionin
Methylenblau: Toluidinblau:
JeHa——N(CH C H N(CH,),

:\_//( \S ( ::}2 \/ (i S \ :3]._

¢, B, N(CH,),. Cl NG, I—I /" NH(CH,). Cl

/\\ = e _/..-."'\

Durch den Verlust einer Methylgruppe ist dag Toluidinblau farbstirker
geworden als das Methylenblaul).

Die Fiarbung der Schnitte (Gefrierschnitte) mit blauem Polychrom gibt
auller der Protoplasmafirbung anch eine Gesamtdarstellung sowohl der Nukleo-
proteide wie aller anderen sauren Hiweillkorper. Sie firbt vermoge ihrer starken
Basizitit alle sauren Bestandteile des (Gewebes so intensiv, dali beim Versagen
dieser Fiirbung nach Vorbehandlung der Schnitte mit Lésungsmitteln mit
Sicherheit auf den volligen Schwund der betreffenden sauren Zellbestandteile

') Es ist eine hiufig wiederkehrende Erscheinung, dall eine Substanz an che-
mischer Wirkung gewinnt, wenn sie eine CH,-Gruppe verliert; so ist Cignolin therapeutisch
wirksamer als Chrysarobin, ein Pararosanilin jodfester als ein Rosanilin.
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geschlossen werden kann. Man vermag sogar die Stiirke der Siure dieser letz-
teren nach der Tiefe der Blaufirbung abzuschitzen. Wir brauchen es daher als
Farbenindex bei der Erforschung der sauren Zelleiweiffe und benutzen ATl
diesem Zwecke als Zellmaterial die groBen Epithelzellen des spitzen Kondyloms
oder eines anderen Akanthoms,

Die besonders starke Farbung der Zellen durch das blaue Polychrom er-
fordert eine gute, nachtriigliche Entfarbung des umgebenden Gewebes, speziell
des Kollagens. Eine solche leistet die einfache Alkoholentfirbung nicht. Da-
gegen erhalten wir eine vollstindige Entfirbung des Kollagens durch
Glyzeriniither, welcher sich seit 1891 ') fiir diesen Zweck am besten bewihrt hat.

Derselbe kommt im Handel vor unter dem Namen: Glyzerindthermischung.

Der Glyzerinither (C4H,,0,), ein Anhydrid des Glyzerins, ist eine stechend
riechende, gelbliche Fliissigkeit von folgender Formel:

CH—0
2 CH0, = 3 H,0 = /{) = CzH,,0,
C.H, 0]
Glyzerin Wasser Glyzerinither

Der Ather des Glyzerins wird durch trockene Destillation von 50 em? reinen
Glyzering mit 100 Kalziumchlorid (siccum) in einem Destillierkolben dargestellt.
Man sammelt simtliche von 100—290° ubergehende Fraktionen, deren Mischung
eine triibe, braune Fliissigkeit ergibt. Diese wird mit Tierkohle wermischt und
nochmals destilliert. Nun resultiert bereits bei zirka 100° eine hellgelbliche klare
Fliissigkeit von dem bekannten stechenden Geruch des Glyzerinithers. Ein gang
geringer Zusatz von Alkohol absolutus bringt die letzte T riitbung des Glyzerin-
dthers zum Verschwinden. Dieser mull bei der Anwendung (zur Entfirbung)
noch auf das Fiinf- bis Zehnfache mit Wasser verdiinnt werden.

Wihrend der reine Glyzerinither sich mit fitherischen Olen und sogar mit
Balsam direkt mischt, liBt sich natiirlich dieses wisserige Glyzerinitherpripa-
rat®) nicht mit den aufhellenden Olen mischen; es ist aber trotzdem beim prak-
tischen Arbeiten dem Gebrauch des reinen und allzn stark wirkenden Glyzerin-
ithers, abgesehen von seiner grifBeren Billigkeit, vorzuziehen.

Die Formel fiir diese Kollagenentfirbung lautet:

1. Blaues Polychrom 1—2 Minuten.

2. In Wasser abspiilen,

3. Glyzerinithermischung, mit Wasser auf das Fiinf- bis Zehnfache ver.
diinnt, 14,—2 Minuten.

4, Besonders gute Ausspiilung in Wasser 2—5 Minuten.

5. Alkohol absolutus, Bergamottsl, Balsam.

Man hat dafiir zu sorgen, daB nach der Entfirbung jeder Rest des Glyzerin-
dthers durch lingere Spiilung mit Wasser aus dem Gewebe entfernt wird, weil
sonst noch im fertigen, in Balsam liegenden Priiparate nachtriiglich die Grano-
plasmafirbung leidet.

Fehler werden am meisten in der Richtung gemacht, daB} nach Analogie

mit anderen Entfirbern (Alkohol, saurem Alkohol) die Behandlung mit Glyzerin-

') P. G. Unna, Glyzeriniither. Enzyklopidie mikr. Technik, 1910,
) Bei Dr. Hollborn, Leipzig, vorritig,



dther zu lange ausgedehnt oder der Glyzerinither zu konzentriert gebraucht
wird. Er soll die Entfirbung eben nur in die richtige Bahn leiten, d. h. dag
Methylenblau vom Kollagen durch Quellung desselben lockern.
den Schlufl der Entfirbung aber dem absoluten Alkohol iiberlassen. Bei zarten
Gebilden, diinnen Schnitten tut man daher gut, die Glyzeriniithermischung auf
das Zehnfache zu verdiinnen und 14 bis héchstens 1 Minute wirken zu lassen,
Oft: geniigt ein blofies Eintauchen in dieselbe, um die weitere Entfirbung bis zur
villigen Harbenfreiheit des Kollagens im Alkohol zu erreichen.

Das Prinzip der Entfirbung des Kollagens durch Glyzerinither beruht
auf dem Sauerstoffreichtum des Glyzeriniithers. Ein solcher hat, wie immer,
die Folge, dal das Kollagen quillt, womit die Ablosung der basischen Farbe ein-
geleitet wird. Denn die Fiirbung des Kollagens mit basischen Farben ist um so
stérker, je trockener?), und um so schwiicher, je wasserhaltiger es ist. Man kinnte
die Quellung zur Einleitung der Entfirbung auch mit Wasserstoffsuperoxyd
erreichen. Diese Quellung durch sauerstoffreiche Mittel ist besser als die Quellung
des Kollagens durch Siuren (z. B. HCl), da der Sauerstoff das sauerstoffreiche
Granoplasma schont, wihrend HCl das basisch gefirbte Granoplasma stark
angreift. Ebenso wie die Quellung des Kollagens beruht auch die Schonung
des sauerstoffreichen Granoplasmas bei dieser Methode auf dem hohen Sauner-
stoffgehalt des Glyzeriniithers.

Man vergleiche in dieser Beziehung die Formel des ebenfalls farblisenden

~OH C3H;— 0.
Glyzerins (C,H,—OH | mit der des Glyzerinithers )U}_
L OH) \C.H.—0~

Indem wir nun die mit dem blauen Polychrom zu behandelnden Schnitte
vor der Firbung in verschiedene Losungsmittel bringen, zeigt die nachtriigliche
Farbung mit blauem Polychrom an, welche sauren Eiweille aus dem Bilde heraus-
gelist und verschwunden sind, und wir lernen dadurch eine charakteristische
Eigenschaft der betreffenden Substanz kennen. Hierin besteht das Wesen
der Chromolyse.

Der erste chromolytische Versuch besteht immer in der Behandlung der
Schnitte mit destilliertem Wasser. Die Schnitte?) bleiben in demselben,
durch Zusatz eines Tropfens Chloroform aseptisch erhalten, bei Korpertemperatur
18—24 Stunden. Die dann erfolgende Fiirbung mit blauem Polychrom und Ent-
fiicbung mit Glyzeriniither ergibt folgendes Bild der Stachelschicht des spitzen
Kondyloms: die Kerne sind stark gefirbt, noch etwas mehr die Kernkdrperchen.
Bedeutend schwiicher geworden ist aber die Blaufirbung des Zelleibes. Es ist
nur ein wolkiger Rest geblieben, in welchem viele kleine und wenige grobere
Kérnchen schwach blau sichtbar sind. Hs ist dies der Rest des Granoplasmas,
dessen groflere Menge durch destilliertes Wasser vorher aufgelist wurde. Eine
ringformige mittlere Zone desselben hiilt sich am lingsten, wiihrend in Kernnithe
und Wandnihe nur noch Spuren vom Granoplasma iibrig sind. Diese Liosung

') Die angetrockneten Schnittrinder halten bekanntlich die basischen Farben so
stark fest, dall sie kaum zu entfirben sind.

%) Fiir diese Chromolyse des Granoplasmas kann man auch und mit Vorteil die
feineren Alkohol-Zelloidin- oder - Paraffinschnitte verwenden, da Granoplasma in Alkohol
und Ather unlbslich ist.
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des Granoplasmas geht um so schneller vonstatten, je mehr man das Wasser
erwirmt. In kochendem Wasser ist sie bereits in 10 Minuten vollendet.

Dieses Verhalten dem Wasser gegeniiber beweist, dall es sich beim Grano-
plasma nicht um einen genuinen Eiweillkorper, ein Albumin oder Globulin
handeln kann, die in kochendem Wasser gerade gerinnen wiirden. Es kommen
dagegen Peptone und Albumosen in Betracht. Peptone kinnen leicht aus-
geschlossen werden, da diese sich in 969/ igem Alkohol, in Essigséure und Pikrin-
sdure losen wiirden, wihrend das Granoplasma won diesen Fliissigkeiten aus-
gezeichnet gut konserviert wird. Dagegen besitzt das Granoplasma alle charalk-
teristischen Eigenschaften der Albumosen und schliel3t sich, wie wir noch spiiter
sehen werden, am engsten der von Kiihne und Robert Koch entdeckten
Akroalbumose einerseits, den Deuteroalbumosen andererseits an, so dall man sie
als eine Akro-Deutero-Albumose auffassen mull. Da man die Albumosen nach
ihrer Herleunft zu benennen pflegt, so habe ich diese Albumose, die in fast allen
Zellen zu finden ist, Zytose, d. i. Zellalbumose, genannt. Normalerweise kommt
sienurin Zellen vor; da sie aber so leicht in kirperwarmem Wasser und daher
ebenso leicht in der Lymphe loslich ist, so beobachten wir ihre Verbreitung
mittels des Lymphstroms auch in den Interzellularsubstanzen, soweit diese eine
besondere Affinitit zur sauren Zytose besitzen, wie vor allem das kollagene
Gewebe. Dieses hat, und zwar wegen der permanenten Durchspiilung mit alka-
lischem (Gewebssaft, basische Reaktion. Daher nimmt es, ohne aus sich heraus
eine saure Albumose zu produzieren, in der Nachbarschaft von zytosereichem
Epithel, also besonders unter pathologischen Umstinden, gerne Zytose auf und
verwandelt sich damit in ,,basophiles Kollagen®.

Den nichsten chromolytischen Versuch nimmt man mit 2%;iger Koch-
salzlésung vor. Auch in dieser bleiben die Schnitte 18 —24 Stunden aseptisch
im Brutofen und zeigen dann das folgende Bild: Das Protoplasma ist ginzlich
von Zytose befreit, wihrend die Kernwand und ebenso die Wand des Kern-
korperchens das blaue Polychrom gut aufgenommen haben. In sehr charak-
teristischer Weise aber erscheinen alle Kernkorperchen als blau gefirbte Ringe
(eigentlich: Hohlkugeln), die den grofiten Teil ihres Inhalts verloren haben.
Dieses salzlisliche Eiweill der Kernkorperchenmitte ist, wofiir auch alle sonstigen
Losungseigenschaften sprechen, ein Globulin. Wir miissen uns also jedes Kern-
korperchen des tierischen Gewebes als eine Kugel aus Globulin vorstellen, die
allseitig von einer Schale von Nukleoproteiden umgeben ist. Dieses Globulin
findet sich normalerweise immer nur mitten im Kernkorperchen, d. h. im zen-
tralsten Teile jeder Zelle. Bei der mitotischen Kernteilung ist das erste
Symptom eme Ab- und Auflosung der Nukleinhiille des Kernkirperchens. Da-
durch wird der Globulininhalt desselben frei und mischt sich dem Kerninhalt
bei, der bei der Auflsung der nukleinhaltigen Kernwand dann weiter mit dem
zytosehaltigen Zellinhalt zusammenflief}t.

Ein dritter chromolytischer Versuch mit 1%/,,iger Kalilauge macht uns
schliefilich mit der Eiweinatur der letzten sauren Zelleiweille bekannt, welche
der Losung durch Wasser und Kochsalzlosung widerstanden haben, niimlich
mit den Nukleoproteiden des Kernes. Diese werden durch Wasser nicht an-
gegriffen, quellen durch Kochsalzlosung nur auf, ohne sich zu lésen, werden
aber von der schwachen Kalilauge vollstindig gelost, ebenso iibrigens wie die
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Zytose und das Globulin. Nach der Behandlung mit Kalilauge sind also alle
sauren Zelleiweille verschwunden und das blaue Polychrom firbt, seiner Angriffs-
punkte ledig, die Schnitte iiberhaupt nicht mehr, die nur noch basische Eiweilie
beherbergen. K

Die folgende kleine Tabelle gibt eine kurze Ubersicht iiber diese chromo-

lvtisch erforschten drei sauren Zelleiweille und ihre Losungsmittel. O bedeutet
darin Losung, -+ Erhaltenbleiben.

Zytose Globulin [:":]rh];?f-‘
Wasser . . . . . 0 - -
KochEalz: Hiiis s 0 0 -
Balic=zi % =0 o 5 0 O 0

I1. Farbenindex der Nukleoproteide: Methylgriin.

Das ,blaue Polychrom®™ als Wegweiser fiir die Auffindung saurer Eiweilie
ist von einer einzigartigen Universalitit, indem es sich mit allen sauren
Eiweiben ohne Unterschied wverbindet. So wichtig diese seine Eigenschaft ist,
wenn es sich darum handelt, die ganze Klasse der sauren Hiweille von den basi-
schen Eiweillen derselben Gewebe abzugrenzen, so sehr bediirfen wir andererseits
fiir die Abgrenzung der einzelnen sauren Eiweilie unter sich einseitigerer basischer
Farben. Eine solche mit einer fir uns hichst wertvollen Beschrinkung auf
eine ganz bestimmte Gruppe saurer Eiweilie ist das Methylgriin. Dieses gibt
eine spezifische Firbung nur der Nukleoproteide und ermoglicht es uns
daher, alle Nukleinséiure enthaltenden Eiweille in den Zellen zu erkennen
und leicht von ithren anderen sauren Eiweillen: Zytose und Globulin zu unter-
scheiden.

Da die Nukleoproteide in absolutem Alkohol, Ather und Xylol unloslich
sind, kémnen wir zu ihrer Aufsuchung nicht blofl Gefrierschnitte, sondern auch
Zelloidin- und Paraffinschnitte benutzen und gewinnen dabei nicht nur den
Vorteil diinnerer Schnitte, sondern auch den, dall zugleich die Lipoide, speziell
das mit basischen Farben tingible Lezithin, aus ihnen beseitigt sind.

Die Schnitte kommen auf etwa 20 Minuten in eine durch Schiitteln mit
Chloroform von dem verunreinigenden Methylviolett gereinigte Methylgriinlésung,
werden dann in destilliertemm Wasser abgespiilt und durch Alkohol in eine Mischung
von Xylol und Bergamottol aa und weiter in Balsam gebracht. Sie zeigen dann im
ungefiarbten Zelleib und ungefiarbter - Kerngrundsubstanz ein griines Nukleoproteid-
geriist und griine Kernkérperchen.

Die griine Firbung der Kernkorperchen bestitigt zunichst die schon durch
die Chromolyse mit dem Farbenindex ,.blaues Polychrom® gefundene Tatsache,
daf die der Hauptmasse nach aus Globulin bestehenden Kernkérperchen eine
Hiille von Nukleoproteiden besitzen, weist aber andererseits darauf hin, dall
wir die wertvolle Figenschaft des Methylgriing nur dann vollkommen ausnutzen
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konnen, wenn wir durch Herstellung eines Dibasichroms, d. h. eines homogenen
Gemisches von Methylgriin mit einer anderen basischen Farbe ohne diese spe-
zifische Affinitiit fiir Nuklein, die diesen eng benachbarten anderen Eiweile
gleichzeitig in Kontrastfarbe darstellen kinnen. Mit einem solchen Dibasichrom
wird sich das nichste Kapitel befassen. Vorher aber miissen wir uns mit der
eigentiimlichen Struktur des Methylgriins bekannt machen, welche diesem Farh-
korper eine so exzeptionelle Stellung erteilt.

Das Methylgriin leitet sich ab von dem Methylviolett, einem Hexa-
methyl-Triphenyl-Methanfarbstoff,
/f.f,.,H_, . N(CH,),

(CH,),NC,H, — C
NC,H, . N(CH,),
Cl

dessen einsiurige Salze allein violett sind, withrend die zweisiurigen eine griine,
die dreisiurigen eine gelbe Farbe besitzen. Die zwelsilurigen grimen Verbin-
dungen sind unbestiindig und gehen schon bei Behandlung mit Wasser unter
Siureabspaltung in die einsiurige violette Verbindung iiber. Wird jedoch die
Absiittigung der zweiten Stickstoffgruppe anstatt durch Siure durch Anlagerung
eines Molekiils Chlormethyl (CH,Cl) bewirkt, so ist das entstehende griine Salz,
das Methylgriin, bestindiger:

o C.H, . N(CH,), . CH,(1
(CH,),NC.H, — ['_F\
CH, . N(CH,),

Cl
Einen Umschlag des Methylvioletts in eine griine Verbindung erreicht man
aber auch durch villige Entfernung der zweiten basischen Stickstoffgruppe; es

entsteht dann das Malachiteriin:
C.H,
(CH,),NCH, — ¢
~NCeH, . N(CH,),
7

Cl

Dieses Malachitgriin hat in der Textilfiirberei das Methylgriin verdringt,
weil es farbkriiftiger und -bestiindiger ist. Der Mikroskopiker dagegen braucht
mit Vorliebe das Methylgriin trotz seiner Farbschwiiche und Unbestiindiglkeit,
weil es eine feinere Auslese im Gewebe bewirkt,

Diese Auslese habe ich auf eine besondere ,»Reduktionsempfindlichkeit*
des Methylgriins zuriickgefithrt, eine Eigenschaft, die dem Malachitgriin fehlt.
Um eine einfache Reduktion durch Anlagerung von 2 H-Atomen an das C und N
des Methylgriins kann es sich bei dem Versagen der Firbung gegeniiber den
Reduktionsorten des Gewebes allerdings nicht handeln, denn dann wiire diese
Firbung reversibel und wiirde durch O-Zufuhr und H,-Verlust auszugleichen
sein. Man mul} daher annehmen, daB im reduzierenden (Gewebe nicht eine H,-
Gruppe addiert wird, sondern die ganze CH,Cl-Gruppe verloren geht, die nur
lose mit der Methylviolettgruppe des Methylgriins gelcuppelt ist. Das Fehlen



13

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,

__ /CH;<—N(CH,),
CH{ >0
\r-"ﬁ”:s’ YLC”:}‘J
¥
Cl
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:

Methvlornecl oir s el o e e S
o Do) (B g Lot S RS SR S ¢ L )
Alkephol b s Solaltiu Lo Bl b bl n o 90
19 iges Karbolwasser ad - . . . - . & L ¢ 10000,

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




15

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.




16

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
" . % -
o e W .
. # i .
" @ 2 T
C —-:_'T"_'_.—_—#_ -‘-\_\_"---___
—‘-—-——4.._____-:_ & e L
- - 3 L s
Ko—r T s x
s . — Mk
2 PR T
. _\: - o
""-\.‘_\_-\-
[ e — 4 % = ——— Kk
B ) o 8 3
5 . h: -
- b
» o - )
- s s i .
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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basischem Eiweil besteht und nur noch mit sauren Farben firb-
har ist !_)iE“H.[' Herauslosung der sauren Eiweille geschieht durch sehr einfache
Mittel; bige Kochsalzlosung 1ost Globulin und natiirlich erst recht alle Zytose
auf, 1° ,m,mre\ Kalilange simtliche Nukleoproteide,

Ob wirklich c]w-_,e\ sauren Eiweifle alle entfernt sind, lehrt eine darauf
folgende Fiirbung mit blauem Polychrom; diese muf} negativ uu'-.llLllr‘n Ist dieser
P1|:|Lt erreicht, dann ergibt eine l'.nbun;, mit der sauren Beizfarbe: Hima-
tein -~ Alaun noch ein véllig positives Kernbild. Kerne und Kernkirperchen
sind dann ebenso stark guf%irht wie in einem Normalschnitt, der seiner sauren
Fiweille nicht beraubt worden ist. Es ist mithin fiir die saure Beizfarbe ganz
belanglos, ob sie die basischen Eiweille, die sie allein zu firben vermag, noch
im Zusammenhang mit den sauren Eiweillen vorfindet, oder befreit von ihnen.

Aber die basischen Eiweille, welche Himatein - Alaun als charakteristische
Formelemente dunkelblau zu firben vermag, stellen noch nicht die letzte Grund-
lage des Kernes dar; diese kann man an den widerstandsfihigen Zelloidin- und
Paraffinschnitten rein darstellen, wenn man sie durch 15%/;ige Salzsiure von den
himatoxylinliebenden basischen und zugleich auch von allen ihren sauren Ei-
weillen befreit. Man erhiilt dann einen Zellenrumpf, an dem auch die Hima-
tein - Alaun-Farbung versagt, in dem aber alle Zellgebilde, Zelle, Kern und
Kernkérperchen durch einfach saure Farben, wie z. B. Bordo noch out firb-
bar sind.,

Bordo ist ein intensiv farbender, sehr dauerhafter saurer Farbstoff, der
sich vom Naphthalin ableitet.

Naphthalin
H H
;,.C G

)2 ()b S I o

- C,oHg
HC ¢ CH
' 7
*.[IL/ \(!:
H H
Naphthylamin
Naphthol (Amidonaphthol) Naphtholdisulfosiure

NY ok NN A h ey 7R
\/\\/ NN \/ \/ {qg H)

Rty o
O, H,(OH) C,oH,(NH,) (o H,(OH) (SO, H),

Naphthylamin—azo—Naphtholdisulfosiure

OH
OpH, — N=N—CH,{
N (S0,H),

= Bordeaux B (Bordo).
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Ein Vergleich eines solchen durch 159%,ige Salzsiiure wesentlich verklei-
nerten und damn mittels Bordo gefirbten Zellenrumpfes mit einer vollstin-
digen, normalen Bordozelle zeigt in bezug auf das Gefirbte wieder volle Iden-
titat. Hs gilt also auch fiir die zwei basischen Eiweille des Kernes das Gesetz,
dal} sei von den ihnen wahlverwandten sauren Farben stets in derselben Weise
gefiirbt werden, ob sie noch miteinander in Verbindung sind, oder nicht. Hrst
mit der Doppelfirbung, Bordo — Héimatein + Alaun erhilt manalso
die Gesamtheit der basischen Kerneiweille gefirbt,

Die besten Bilder beider basischen Eiweilie erhalten wir, wenn wir die
Schnitte zuerst mit Bordo firben und dann die Hématein -+ Alaun-Firbung
folgen lassen (Bild 5).

Bild &. Bild 6.

Bild 5. Spitzes Kondylom. Paraffinschnitt. Firbung: Bordo, Hiimatein - Alaun.
Vorbehandlung: 5% ige Salzsiiure. Mesoplastin der Kerne erhalten (Me). Nukleoproteide,
Globulin und Zytose verschwunden.

Bild 6. Dasgelbe. Vorbehandlung: 159, ige Salzsiure. Firbung: Bordo, Himatein -+ Alaun.
Die drei sauren Eiweille und das basische Mesoplastin der Kerne verschwunden; das
allein erhaltene basische Plastin der Kerne und Spongioplasma der Zelleiber mit Bordo
rot gefarbt.

Bordo — Hamatein - Alaun-Farbung.

1. Borde 1/,%/, 3 Minuten. Abspulen in Leitungswasser.
2, Himatein + Alaun 3 Minuten. Abspiilen in Leitungswasser.
3. Alkohol absolutus, Ol, Balsam.

Das Bordo firbt nur die letzte, in kalter 15%iger Salzsiiure unlosliche
Grundlage der Zelle, die wir im Bereich des Plasmas: Spongioplasma (Bild 6),
in dem des Kernes mit Reinke und Zacharias: Plastin nennen. Die in
15 iger Balzsiiure losliche Eiweillschicht aber, die sich bei allen Kernen noch
zwischen die sauren Eiweille und die basische Grundlage derselben einschiebt,
wollen wir im Gegensatz zum Plastin: Mesoplastin nennen. Nur diese ist mit
Himatein 4 Alaun spezifisch und dunkel firbbar, und nur der positive Ausfall
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mit dieser Firbung liefert bei der Chromolyse den Beweis, dal Mesoplastin
in den Schnitten noch vorhanden ist. Diese merkwiirdige, durch ihre Lislichkeit
in kalter, 15%,iger Salzsiiure und ihre spezifische Firbung mit Himatein + Alaun
so gut charakterisierte, albuminoide Zwischenlage hat in den Kernen offenbar
die Funktion, die wichtigen, aber leicht lislichen sauren Kerneiweille (Nulkleo-
proteide und Globulin) an das viel stabilere basische Eiweill der Kerngrundlage
(Plastin) zu binden.

Firbt man nimlich die durch 5%/,ige Salzsiure ihrer sauren Eiweille be-
raubten Schmitte mit Himatein -+ Alaun, so entsteht das bekannte Bild blau
gefirbter Kernwandungen und eines blauen Kerngeriistes an denselben Stellen,
wo vor der Salzsiurebehandlung mit der Methylgriin + Pyronin-Firbung eine
methylgriin gefirbte Kernwand und ein griines Kerngeriist von Nukleoproteiden
bestand. Es ist also sicher, daB die so verteilten Nukleoproteide eine ihrer Form
genau entsprechende Mesoplastingrundlage besitzen. Zwischen diesen Form-
elementen erscheint der iibrige Kern ganz frei von Mesoplastin. Die Existenz des
in 15%/;iger Salzséiure loslichen Mesoplastins reicht nur so weit wie die Firbungs-
miglichkeit mit Hamatein + Alaun.

Die dann noch ungefiirht bleibende Kernmasse nannte Richard Hertwig
seinerzeit: Kernsaft, indem er sie mit dem fliissigen Inhalt einer Weinbeere
verglich, Diese kurze, bequeme Bezeichnung habe ich in dem tinktoriellen
Schema der Zelle in dem Buche: Lebensvorginge in der Haut usw. (Deuticke,
Wien) auch noch gebraucht.

Dieser Zellbestandteil ist allerdings nur durch negative Merkmale gekenn-
zeichnet; er ist unfirbbar mit basischen Farben und zeigt mit Hiimatein + Alaun
nur eine schwache, diffuse Farbung wie mit sauren Farben, dagegen keine dis-
kreten Formelemente. Alle diese Higenschaften teilt er aber auch mit dem
Plastin, der Kerngrundlage, und es erscheint fraglich, ob er mit dieser ganz
zu identifizieren ist oder aus derselben als ein flissiges Nebenprodukt abge-
schieden wird.

Fiir das Vorhandensein einer Fliissigkeit im Kern spricht dessen Neigung,
sich zur Kugel abzurunden, die erst dem alternden Kern verloren geht, wenn
in der Niihe der Verhornungsgrenze die Schrumpfung des Kernes beginnt. Auch
diese kann man am besten erkliren durch den Verlust einer wiisserigen Fliissig-
keit auf osmotischem Wege, durch die Kernmembran hindurch. Der Kern der
jugendlichen Stachelzellen ist mithin von gequollener Beschaffenheit und gibt
mit dem Alterwerden das Quellwasser ab. Hine frei bewegliche Fliissigkeit
im Kern anzunehmen, dafiic liegt kein Grund vor; auch nicht fiir die von
Flemming geiuflerte Vermutung, dall die Fliussigkeit im Kern in Vakuolen
eingeschlossen sei,

Die Zellsubstanz besteht also sicher ans drei ganz verschiedenen Eiweill-
schichten, aus der schwerléslichen, basischen Grundlage (Spongioplasma
im Zelleibe, Plastin im Kern), der leichter léslichen basischen Einlage
oder Zwischenlage im Kern und der sehr leicht léslichen Schicht
der sauren HiweiBe in Plasma und Kern. Wo die Zwischenlage fehlt,
wie im Zelleibe, sind nur zwei eng miteinander verbundene Schichten vorhanden,
das basische Spangioplasma und das saure Granoplasma (Zytose).




1. Darstellung des Mesoplastins der Kerne.

Um das Mesoplastin in den Kernen blofizulegen, miissen wir auf milde
Weise simtliche saure Kerneiweille unter “\:]umuug (i{’l Zellen herauslosen.
Dieses kann durch Alkalien oder dureh Siuren L.t":.(]ﬂ‘hl'n

Fiir beide eingreifende Techniken benutzen wir Zelloidin oder Paraffin-
schnitte, da einerseits Gefrierschnitte dieselben nicht wvertragen, andererseits
Mesoplastin in Alkohol und Ather unloslich ist.

Als alkalische Losungmittel dienen 1%ige Losungen von Natronlauge,
Soda oder Ammoniak, in welchen die Schnitte 12—24 Stunden wverweilen.
Wihrend sie vor einer solchen Behandlung durch den positiven Ausfall der
Methylgriin -+ Pyronin-Firbung noch das Vorhandensein aller sauren Hiweille

Bild 7. Bild 8.
Bild 7. Spitzes Kondylom. Paraffinschnitt. Vorbehandlung mit 19,iger Sodaltsung.
Firbung: Bordo, Himatein -+ Alaun.
Bild 8 Dasselbe. Vorbehandlung mit Ligu. ammon. caust. Ph. germ.
In beiden Bildern ist Zytose und Globulin werschwunden, Mesoplastin (lfuJ erhalten,

(Nukleoproteide, Zytose und Globulin) anzeigen, versagt jetzt diese Firbung voll-
kommen. Dagegen erhalten wir mittels der Himatein 4 Alaun-Firbung noch ein
Bild aller Formelemente des Kernes und K{*rnI:i]rpvri']wn‘s Die einfachen Meso-
plastinbilder nach Beseitigung der sauren Kerneiweille zeigen die Bilder 7 und 8,
und zwar Bild 7 nach 1°/;iger Sodabehandlung, Bild 8 nach Ammoma.]\boha.ndiung.

Dasselbe Resultat, nimlich den Schwund der sauren Eiweille unter Fr-
haltenbleiben des Mesoplastins, erreichen wir durch eine 24stiindige Vorbehand-
lung der Zelloidin- oder Paraffinschnitte mit 5%/ iger Salzsiiure. Sowohl nach
dieser Vorbehandlung wie nach der mit Alkalien muﬂ in allen Fillen, vor der
Tirbung natiirlich, eine sehr griindliche, mehrstiindige Auswaschung der Schnitte
in destilliertem Wasser stattfinden. Die schlieBliche Farbung mit Himatein -
Alaun fillt auch hier positiv aus und beweist damit, dal} die Zwischenlage von
Mesoplastin noch vorhanden ist.



2. Darstellung des Plastins der Kerne.

Zu diesem Zwecke miissen die sauren Kerneiweille und das Mesoplastin
aus den Sehnitten herausgelost werden, Man arbeitet mit Zelloidin- oder Paraffin-
schnitten und vergewissert sich zunéchst durch eine positiv ausfallende Pyronin -+
Methylgriin-Firbung, dall die sauren, und durch eine Bordo — Himatein-Fir-
bungl), dall beide basischen Kerneiweile in ihnen noch vorhanden sind.

"~ Man kann diese EiweiBe in zwei Ahsiitzen ausziehen, die sauren durch
eine Mischung von 1%/piger warmer Kochsalzlosung und 1°/yiger Kalilosung und
die basischen darauf durch 159/yige Salzsiurelosung. Da die letztere aber auch
alle sauren Hiweille der Schnitte zugleich beseifigt, so ist es einfacher und scho-
nender, wenn man die letztere Losung allein gebrancht.

In den Schnitten liegt dann die letzte Kerngrundlage blofi, die wir Plastin
nennen. lhre charakteristischen Merkmale sind: die Unloslichkeit in 15%/,iger
Salzsiiure in der Kilte, ihre basische Natur, welche nur eine Firbung mit sauren
Farben zuliBt, und die negative Eigenschaft, dafi bei einer Farbung mit der
sauren Hiimatein + Alaun-Mischung die bekannten Formelemente des Meso-
plastins (fritheren Kernchromatins) in ihr nicht mehrsichtbar werden (Bild 6).

Man erhilt diese letzte basische Eiweillgrundlage der Kerne aber auch
durch Behandlung der Schnitte mit 1%/giger Sodalosung oder 1°/y,iger Natron-
oder Kalilauge in der Kilte withrend 48 Stunden. Man hat nur dafiir zu sorgen,
dal die Schnitte mit einer diinnen Zelloidinlosung vorher auf dem Objekttriger
begossen, wie wir sagen ,.gefirnist” werden, so dall die EiweiBlosung durch das
Zelloidinfilter hindurch stattfindet und das Gewebe im ganzen dabei gut erhalten
bleibt. Auch dann treten bei der Farbung mit Himatein 4+ Alaun die oxyphilen
basischen Formelemente des Kernes, das Mesoplastin, nicht mehr hervor, man
hat es mit anderen Worten nur noch mit der Plastingrundlage der Kemne
zu tun (Bild 6).

3. Darstellung des Mesoplastins und des Plastins
der Kernkoérperchen.

Genau so wie miftels der Methylgriin + Pyronin-Mischung als
Farbenindex die Verteilung der sauren EiweiBe: Globulin und Nukleo-
proteide im Kernkdrperchen nachgewiesen werden kann, erfahren wir die Lolka-
lisation der beiden basischen Eiweilie: Mesoplastin und Plastin im Kern-
kérperchen mittels der Bordo— Hiématein + Alaun-Firbung als Farben-
index.

Bei dieser Doppelfirbung umschlieit im Kernkérperchen ein blauer Rand-
saum das dunkelrot gefirbte Zentrum desselben. Fiir dieses charakteristische
Bild des Kernkirperchens ist es einerlei, ob die Schnitte ganz unbehandelt

) Es ist nicht gleichgiiltig, mit welcher sauren Farbe das Plastin gefirbt wird.
Bisher hat man dazu empirisch besonders das Eosin in der bekannten Mischung mit
Himatoxylin benutzt. Unbewult trennte man in den durch diese Doppelfarbung gefirbten
Schnitten bereits das Plastin von dem nur durch Himatein + Alaun firbbaren Meso-

plastin. Aber das farbschwache Eosin versagt oft bei den eingreifenderen Untersuchungen
ither die basischen Zelleiweille,
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oder ob sie durch 5% ige Salzsiiure ihrer beiden sauren Eiweifie beraubt sind.
{s erfihrt erst eine radikale Veriinderung, wenn die Paraffinschnitte statt in
5%/giger in 15%/iger Salzsiure 18 Stunden verweilt haben. Dann ist auch alles
Mesoplastin anfgelost. Himatein - Alaun fiirbt fiberhaupt nicht mehr an, und die
rote Bordofiirbung dominiert dann natiirlich iiberall: ein dunkelrotes Kernkorper-
chen hiingt in einem roten Kerngeriist, umgeben von rotem Spongioplasma (Bild 6).

Aus diesem Resultat der Chromolyse geht hervor, dall das Kemkorperchen
dadurch ausgezeichnet ist, da hier, d. h. an der zentralsten Stelle der Zelle, vier
Eiweile im engsten Raume zusammentreffen und dal zwischen den beiden
sauren Eiweillen derselbe topographische Unterschied zwischen Mitte und Rand
besteht wie bei den beiden basischen. Das basische Mesoplastin ist am Rande
die Grundlage des sauren Nukleoproteids, das basische Plastin in der Mitte
die des sauren Globulins. Dieses fiir die Kontrastfirbung so gliickliche ,,Neben-
einander* der Eiweilie herrscht aber nur im Kernkdrperchen. In der Kern-
wand und im Kerngeriist fallen Mesoplastin und Plastin aufeinander: sie
decken sich. Dabei kommen aber nie beide basische Eiweilie zur Geltung, es
entsteht keine violette Mischung des roten Borde mit dem blauen Himatein -
Alaun, sondern stets herrscht das Blau der Beizfarbe Himatein - Alaun vor,
wo beide zusammentreffen; blau ist hier stets dominant, rot rezessiv. Rot
kommt nur dort zur Geltung, wo das Blau des Mesoplastins iiberhaupt fehlt,
wie im Spongioplasma, oder wo es, z. B. durch 159/ ,ige Salzsiiure, entfernt wurde.
Wo Mesoplastin vorhanden ist, deckt es entweder das Rot des Plastins — so
im Kerngeriist —, oder es umgibt es mosaikartig, wie im Kemkorperchen.
Ubrigens ist auch hier die Trennung nicht scharf; es besteht keine Grenzlinie
zwischen Mesoplastin und Plastin, geschweige eine trennende Membran, sondern
die Trennung ist auch hier nur als eine ortlich verstirkte Anhiufung von Sub-
stanz, niimlich von Mesoplastin am Rande, von Plastin im Innern des Kern-
Ir{f_'nrpc_'.l'('-hi.’!l:s, aufzufassen, wie es die folgende Tabelle zeigt.

Kernkorperchen

Plastin

Rand Mitte
Saure Eiweile . . . . . .. ... .| Nukleoproteide | Globulin
| Mesoplastin : Mesoplastin

Baasische Eiweille . . . . . . . . a Pt

Der — noch unbekannte — chemische Gegensatz dieser beiden basischen
Eiweilie kann mithin nicht grofl sein, nicht entfernt so bedeutend wie der Unter-
schied zwischen den beiden iiberlagernden, sauren Eiweilien, den Nukleoproteiden
und dem Globulin.

Seit Walter Flemmings Arbeiten wulBiten die Histologen bereits, daB
das Kernkorperchen aus einer anderen Substanz besteht wie das Kerngeriist.
Die vollstindige Aufklirung seiner komplizierten chemischen Natur, seiner Zu-
sammensefzung aus vier verschiedenen Eiweillen, hat uns aber erst die Chromo-
lyse gegeben.



II. Das basische Eiweill im Zelleibe, das Spongioplasma.

Im Protoplasma der Zellen haben wir nur ein saures FEiweill: das Grano-
plasma, an ein basisches, das Spongioplasma, gekettet. Hs fehlt hier nicht nur
das Mesoplastin oder ein ihm vergleichbares, leichter losliches basisches Eiweil3,
wie es im Kern vorkommt; es fehlen auch die sauren Eiweille des Kernes, die
Nukleoproteide und das Globulin. Daher haftet am Spongioplasma keine Fiirbung
mit Methyleriin, und die mit Pyronin nur, soweit Granoplasma vorhanden
ist. Hématein - Alaun erteilt dem Spongioplasma nur eine diffuse Firbung,
nicht anders als wie alle sauren Farben es vermogen, und die Doppelfirbung
Bordo—Hamatein - Alaun zeigt den Zelleib nur bordorot ohne blaue Einspren-
gungen von Mesoplastin, Das Protoplasma enthiillt also weder die sauren Be-
standteile des Kernes noch dessen basische Zwische nlage; Kern und Zellenleib
sind vbllig verschiedene Eiweillkomplexe. Der sehr geringen, lediglich auf saure
Farben beschrinkten Tingibilitit entspricht das einseitige Verhiiltnis des Spon-
gioplasmas zum Sauerstoff, den es nur zu verzehren, absolut nicht zu speichern
geeignet ist.

Und doch ist dieses wegen seiner geringen Farbenfreudigkeit bisher wenig
erforschte, anscheinend indifferente Spongioplasma die wichtigste lebende Zell-
substanz, die Muttersubstanz aller iibrigen basischen sowie sauren ZelleiweiBe,
das ,Protoplasma® im eigentlichen Wortsinne.

In dieser unscheinbaren, schaumigen Ursubstanz haben wir zugleich den
Urzustand der tierischen Zelle vor uns, wie wir ihn noch heute bei den niedersten
Tieren (Amoben) finden, die sich nicht mit basischen Farben, sondern nur mit
Hiamatein - Alaun und nur schwach und diffus firben lassen, Diese brauchen
atuch noch keinen Sauerstoff zu speichern, da sie nackt in einem sauerstoff-
reichen Medium leben. Wo bei den hisheren Tieren (Wiirmern, Insekten) eine
dulbiere undurchlissige Hiille sich ausbildet und nunmehr viele im Kérper selbst
verteilte Sauerstofforte notie werden, da bilden sich zuerst saure Substrate im
Kérper, die aus den basischen Grundsubstanzen: Spongioplasma, Mesoplastin
und Plastin durch Abbau hervorgehen. Von nun an ist die Zelle kein bloBer
Sauerstoffverzehrer mehr. Sie wird nicht nur in den Stand gesetzt, Sauerstoff
zu speichern (Kernkorperchenglobulin,Granoplasma), sondern auch zn akti-
vieren (Nukleoproteide).

So wird die urspriinglich aus basischem, reduzierendem Eiweill bestehende,
sauerstofflose Zelle stellenweise sauer und dadurch befithigt, diese Orte zu Sauer-
stofforten umzugestalten. Damit entwickelt sich aus den niedersten Protozoen
allmihlich die ganze reiche Pflanzen- und Tierwelt.

Es wird eine reizvolle Aufgabe der Zukunft sein, die anatomische Ent-
wicklung des Kernapparats und parallel damit die physiologische des Sauer-
stuffappmates in der urspriinglich kern- und sauerstofflosen Zelle der Protozoen
zu verfolgen.

Diese anfingliche spongioplastische, basische Grundlage bleibt der Zelle
immer; aus ihr und in ihr erneuern sich die sauren Substanzen selbst dann,
wenn sie durch pathologische Prozesse (z. B. ein Ubermal salzhaltiger Lymphe)
ausgewaschen werden, und hiiufen sich sogar in extremer Weise an, wenn rasche
Zellneubildung oder ein ungewdhnlich groBer Sauerstoffvorrat dem Gewebe
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nottut (Bildung von Plasmazellen). Nicht mit dem Schwunde des Granoplasmas,
sondern erst mit dem Zerfall des Spongioplasmas, geht die Zelle zugrunde.

Um die Struktur des Spongioplasmas zu erkennen, befreit man die Schnitte
erst durch Einlegen in warme 2°/;ige Kochsalzlosung von ihrem ernnplfifstm
fiirbt sie 5 Minuten in der kalten 19/yigen B jordolosung vor und dann mit einer
Hamatein 4+ Alaun-Losung zur Firbung des }IUSUP]:L:“.tl“h der Kerne nach. Bordo
stellt dann lediglich das Spongioplasma der Zelleiber in roter Farbe dar. Hierzu
dienen am besten in Zelloidin oder Paraffin eingebettete, grofizellige Akanthome
wie spitze Kondylome oder Karzinome.

Weit besser aber noch tritt das spongioplastische Geriist der Zelle hervor,
wo es durch einen physiologischen oder pathologischen Abbau bereits isoliert

Wy |

Bild 9.

Talgdriise. Rhinophym. Paraffinschnitt. Bordo, Himatein - Alaun-Fiirbung.
Spongioplasma (sp) der Talgdriisenzellen und Plastin (pl) der Kernkérperchen bordorot.
Mesoplastin (me) der Kerne hiimateinblau.

und in der Zelle allein zuriickgeblieben ist, So treffen wir es nach der physio-
logischen Verfettung des Granoplasmas in den Talgdriisen (Bild 9) an, die
aus der Verfettung der Epithelien der Stachelschicht des Haarbalges t,ntstehen.
Dabei bleibt auller den Kernen nur das Spongioplasma zuriick, und zwar in
grobwabigem, durch die Fettkugeln ausgedehntem Zustande. An Zelloidin-
oder Paraffinschnitten ist anch das I‘ett ausgezogen und die Bordo — Hiamatein -
Alaun-Methode ergibt anschauliche Bilder des Restes, der von den Epithel-
zellen iibrig ;_r{.bhoban ist: Kern und Spongioplasma (Bild 9).

Auch der chemische he;__)en%a‘r? des reduzierenden Spongioplasmas zum
sauerstoffreichen Kern gestattet eine gute Darstellung des ersteren mittels der
Mangan-Methyleriin-Methode, da, sie das Spongioplasma braun, die Kerne und
Kernreste griin darstellt (Bild 2

An den fiir gewohnlich bflll]l.ll‘.htlhﬁl‘t Bindegewebszellen erleben wir das-
selbe Schauspiel lLflL'l]lfrddlf_,L"I' Anschwellung und Isnhomn,g des Spongioplasmas
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bei verschiedenen pathologischen Prozessen, die mit Odem einhergehen, so ganz
besonders bei der Aktinomykose. Hier kommt es zu einer massenhaften
Produktion von Schaumzellen (Bild 10). Mit diesemm Namen habe ich das
Extrem hydropischer Bindegewebszellen bezeichnet, welches sich bel den meisten
chronischen Odemen der Haut, wenigstens an einzelnen, besonders weichen
Stellen, bildet. Das Protoplasma dieser Schaumzellen niihert sich am meisten
dem ven Biitschli gezeichneten, ganz aus fliissigem Wabeninhalt und fliissigen
Wabenwiinden bestehenden, in labilem Gleichgewicht befindlichen Plasma nie-
derer Tiere, nur dall hier die Winde der W -11:en nicht fliissig sind, wie dort.
Durch die maximale Ansammlung von Gewebssaft aber schwellen die Waben
des Spongioplasmas wie die Héhlen eines in Wasser getauchten Schwammes

Bild 10.

Schaumzellen aus den weichen Partien eines Rhinophyms. Alkohol-Paraffinschnitt.
Firbung: Blanes Polychrom, neutrales Orzein.

a) Schaumkugeln, b) spiralige und wurstférmige Schaumzellen,

hochgradig an unter Verdiinnung und gegenseitiger Abplattung der Waben-
winde, wobei der ganze Wabenkomplex, die Zelle, der Kugelgestalt zustrebt.
Die kleineren Bindegewebszellen im lockeren Bindegewebe nehmen dabei die
Formen wirklicher, isolierter Schaumkugeln an (Bild 10 a), deren Oberfliche
glatt oder, wenn die peripheren Waben durch starke Fiillung halbkugelig vor-
springen, auch zuweilen brombeerférmig gestaltet ist.

Da der fliissige Inhalt dieser Zellen ungefiirbt ist, so sind sie auch durch-
sichtig wie Schaum und fallen an gefiirbten und aufgehellten Priiparaten zuniichst
unter allen Zellformen am wenigsten in das Auge. Bei niherer Betrachtung
und geniigender Abblendung gewahrt man, daB sie nicht alle kugelig gestaltet
sind, sondern vielfach in Zellfortsiitze iibergehen, von denen manche auch
schaumig veriindert sind, d. h. aus unregelmi@igen, dicht aneinander gereihten,
kleinen Blischen bestehen. Also auch diese feinen Zellausliufer sind im Grunde
nicht homogen, sondern wabig gebaut.




Noch imposantere Gestalten erzeugen die grofieren Fibroblasten bei der
hydropischen Schwellung. Die Umwandlung der Waben in Schaumblischen
beginnt an einzelnen Stellen, meist an einem lEnde. Dabei bewahren die Zellen
zuniichst ihre ovalen, linglichen, spiraligen, bandartigen Formen unter Abrun-
dung der Konturen. Bei immer weitergehender Schwellung entstehen aus ihnen
dicke, wurstfiirmige Gebilde (Bild 10 b) und schlieBlich wieder, nun aber sehr
viel griflere, Schaumkugeln.

Da der aus Zytose bestehende Wabeninhalt sich viel leichter in Wasser
und Lymphe lost als die Nukleoproteide der Kerne, bleiben diese letzteren
iiberall gut erhalten und firbbar. In den groBeren Schaumzellen finden sich
hiufig zwei und mehr Kerne.

-f‘n.‘;,[cnﬁ'hf.-r diesen extremen Formen des Zellabbaues mit Isolierung des
Spongioplasmas bei Talgzellen und Schaumzellen gewinnt man verschieden-
artige Bilder des graduellen Abbaunes bei den Blischenbildungen des Ekzems,
des Herpes, der Variola, Das Wesen der retikulierenden Degeneration des
Deckepithels beruht auf der hervorragenden Widerstandskraft des Spongioplasmas
im Vergleich mit dem leichtlislichen Granoplasma und dessen Abbauprodulten.

Innerhalb des Spongioplasmas haben wir aber im Deckepithel noch zwei
Formelemente zu unterscheiden, eine gleichmiiflig schaumige Substanz, welche
gich zirkulidr um die Kerne aushreitet, und eine faserformig gestaltete, welche
von den Kernen radiir ausstrahlt und, indem sie von einer Epithelzelle in die
andere iibertritt, das ganze Deckepithel mit einem zusammenhingenden Faser-
system durchzieht und zusammenhilt, dem Epithelfasersystem. Chemisch
sind diese beiden Formelemente, das schaumige Plasma und das Fasersystem,
nicht so verschieden wie morphologisch. Beide firben sich mit demselben sauren
Farbengemisch (Wasserblau - Orzein -+ Eosin) in gleicher Weise und scheinen
aus derselben plasmatischen Grundmasse durch verschiedene Druck- und Zug-
krifte sich different entwickelt zu haben.

Jede Epithelzelle besteht mithin aus dem zentral liegenden Kerne, dem
ihn direkt umgebenden Plasma, dem dieses radiir durchsetzenden Fasersystem
und ein bis drei Kernkorperchen, welche dem System seinen Sauerstoffvorrat
garantieren (siche Kapitel Sauerstofforte).

Innerhalb des Plasmas der Epithelzellen haben wir schliefilich noch zwei
sich durch ihre etwas verschiedene Firbung unterscheidende Zonen zu trennen,
eine innere, dem Kerne nithere und daher sauerstoffreichere und stiivker firbbare,
das Endoplasma, und eine aullere, vom Kern und dessen Sauerstoffreichtum
entferntere, nur schwach farbbare, das Ektoplasma. Dieges nahezu farblose
Ektoplasma hat man frither fiir hohle Lymphriume um die Epithelzellen ge-
halten (Key und Retzius), bis die Epithelfaserfirbung bewies, dall sie die
soliden Aufiensiiume aneinanderstofiender Deckepithelien sind. Die genaue Be-
kanntschaft mit der Firbemethode der Epithelfasern ist daher fiir die Kenntnis
vom feineren Bau der Stachelzelle entscheidend. Wer sie geiibt und stets die
gleichen Resultate erhalten hat, kann behaupten, in die Struktur der Oberhaut
eingedrungen zu sein.

Am besten benutzt man das grofizellige Material von spitzen Kondylomen,
teils in Alkohol, teils in Formol fixiert, in Alkohol gehiirtet, in Zelloidin oder
Paraffin eingebettet und anf 5—10 r geschnitten.



Epithelfaserfirbung.
Die Firbung der basischen Grundlage der Epithelfasern mull zuerst er-
oleen, und zwar mit eimer sauren Farbmischung, die die drei Farben: Wasser-
gen, 1 g,
blan, Orzein und Eosin enthilt. Es wird eine Stammlosung vorritig gehalten :

Whassethlan: | V7 o s i i SR e 1
B a e e s e el et s S e ]
Fiseagia o0 re ot et e g e s o i ]
Glyzenn: ¥ esel s S e 2
Allzohol mrvsiie i ia SR et B R o <Dl
Afuadeats ad S SURE S e LU0

Von dieser vorriitigen Mischung, der:,,Wasserblau4-Orzein-Mischung®,
kommen 6 Tropfen auf 54 Tropfen einer spiritutsen Eosinlosung (1 g Eosin
ad 100 Alkohol absol.).

Bild 11.

Spitzes Kondylom. Epithelfaserfirbung (ef). Becshreibung siehe im Text.
= (=}

In dieser: ,,Wasserblau + Orzein + Eosin-Mischung™ bleiben sie
10 Minuten. Dann werden die Schnitte in Wasser abgespiilt und sind nun bereit
zur Nachfiirbung der sauren Deckschicht der Epithelfasern mit einer 1°/;igen
Lissung des basischen Safranins O (10 Minuten). Nach einer griindlichen Ab-
spiilung in destilliertem Wasser kommen sie kurz, nimlich 10—15 (!) Se-
kunden in eine 1°%/;ige Losung von Kali bichromiecum; von hier iiber Wasser
in Alkohol und schlieBlich in Ol und Balsam.

Da die Sdure des doppeltchromsauren Salzes die Wasserblaukomponente
des Schnittes, nicht aber die Orzein- und Eosinkomponenten einseitig verstiirkt,
wechselt das Resultat der Firbung je nach der Zeit des Verweilens im
Kalibichromat. Man erhilt, wie die Bilder zeigen, rote Fasern in hellviolettem
Plasma (Bild 11) oder dunkelviolette Fasern in bliulichviolettem Plasma (Bild 12)
oder blauviolette Fasern in hellblanem Plasma (Bild 13).
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Betrachtet man eine einzelne Zelle mit dem von ihr ausstrahlenden Faser-
kranze, so macht ihr peripherer Abschnitt einen #hnlichen Eindruck wie der
stachelige Flossensaum eines schollenartigen Fisches, so dafi der Name: Stachel-
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Bild 12.

zelle fiir sie und der Name: Stachelschicht fiir das gesamte Deckepithel voll-
kommen gerechtfertigt ist. Die , Flossensiume™ zweier benachbarter Zellen sind
durch die hindurchziehenden, ihnen beiden gemeinschaftlichen Stacheln punkt-

Bild 13.

Bild 12 u.13. Spitzes Kondylom. Epithelfaserfirbung (ef). Beschreibung siehe im Text.

weise miteinander verlotet, und diese etwas verdickten Lotstellen der Fasern
sind die ,Ranvierschen Knitechen®. Verbindet man diese durch eine Linie,
so erhiilt man die dullere Grenze der Zelle. Von hier bis zom stiirker gefiirbten,
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kernhaltigen Endoplasma erstreckt sich das schwer farbbare und meist ungefirbte
Ektoplasma. Man bemerkt nun, dal} die helleren Riume zwischen den Epithel-
ktoplasmen bestehen und dali die Zell-

zellen aus zwel aneinanderstofienden 1
grenzen die letzteren in Form einer Reihe Ranvierscher Knitchen halbieren,

Bei der Musterung eines grolieren I*]l}ithc:”:mll}':lvxm ;__:t.".\'ﬂht't man, dall
nicht alle Fasern von einer Zelle zur nichsten ziehen, sondern dafl manche,
einzeln und in Gruppen, die niichsten Zellen vermeiden, um die iiberniichsten
oder noch entferntere Epithelien zu erreichen, in die sie sich einpflanzen. Dieses
sind die sogenannten langen Epithelfasern. Thre Entstehung erklirt sich aus
dem unregelmiifigen Wachstum der Epithelzellen.

Wenn diese in der Keimschicht sich mitotisch teilen, bleibt eine Tochter-
zelle an der Kutis mit ihren Fasern haften (Kromayers Haftfasern (Bild 14),

Bild 14.

Spitzes Kondylom. Epithelfaserfirbung. Spiralen in der Keimschicht (sp).
Haftfasern (hf).

wiahrend die andere nach dem Ort des schwichsten Widerstandes in die Hohe
gedriickt wird, ohne dafl beide ihren Faserzusammenhang verlieren. Die auf-
steigende Zelle ist aber auch mit den dariiberliegenden Zellen durch Fasern ver-
bunden, wie diese untereinander. Ist diese Verbindung stirker als der Auftrieb
der mneuen Zelle, so fiigt sich diese der niichsthheren Zellenreihe einfach ein;
ist sie aber schwiicher als der Auftrieb der neuen Zelle, so schliipft diese zwischen
ihnen durch und gelangt in eine héhere Lage, d.h. nur ihr wachsendes und
sich teilendes Plasma, das an den langen Fasern aufwérts gleitet, withrend diese
selbst ihre Verbindung mit der Kutisgrenze bewahren. Auf diese Weise kinnen
unter Umstinden junge Epithelien in eine weit hthere Lage gelangen, als es
ithrer Ursprungsstiitte entspricht, und sie schweben dann iiber dieser wie ein
Fesselballon, gehalten durch sie umgreifende lange und meist spiralig gedrehte
Fasern. Darin spricht sich eine gewisse Unabhiingigkeit der Zellplasmen von
den in ihnen selbst gebildeten Epithelfasern aus.
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Die dickeren Fasern, welche iiltere Zellen der hoheren Lagen mit der
Kutisoberfliche verbinden

rerlaufen in den unteren Teilen der Stachelschicht

leu

let

Bild 15.
Spitzes Kondylom. Paraffinschnitt. Epithelfaserfirbung

7. Lange Epithelfasern (lef)
Leukozyten zwischen Epithelien (leu)

und der Keimschicht einzeln oder biindelweise, zwischen den jiingeren

Epithelien, also lose in den Lymphwegen derselben (Bild 14). Sie zeigen daher
vielerwiirts das Phinomen der spiraligen Drehung, wie alle stabférmigen

Eild 16.

Dasselbe. Leukozyten (leu), fiberbriickt von Epithelfasern

Elemente in Hohlriiumen, deren feste Ansatzpunkte kiinstlich geniihert wurden.
Die hier massenhaft vorkommenden Spiralen (Bild 14 sp) sind mithin die Folge
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der allgemeinen, mit der Fixierung verbundenen Gewebsschrumpfung einer-
seits, des partiellen (Odems mit Erweiterung der Lymphwege in der unteren
Stachelschicht und Keimschicht andererseits.

Diese letztere hat nebenbei zur Folge, dafl zahlreiche Leukozyten von
der Kutis her in die Stachelschicht eindringen. Dann erweitern sich die Lymph-
wege zwischen den Stachelzellen noch mehr, wobei die sie verbindenden Fasern
sich verschieden verhalten. Teilweise bleiben sie erhalten und iiberbriicken die
zwischen ihnen (Bild 16) hindurchschliipfenden Leukozyten; teilweise sc hrumpfen
sie unter dem Kinflusse der anliegenden weiien Blutkorperchen und schwinden
spurlos wie die Hornchen einer Schnecke bei Berithrung, wo dann die Leuko-
zyten von weiten, leeren Lymphspalten umgeben sind.

Die Kenntnis der Spiralen verdanken wir Karl Herxheimer (1889),
welcher unter Weigerts Leitung dessen Fibrinfirbung auf die Oberhaut an-
wandte. Diese benutzt eine basische Farbe (Gentianaviolett) und eine saure
Beize (Jod), entspricht also dem zweiten Teile meiner Epithelfaserfirbung
(Safranin und Kalibichromat). Es fehlt ihr der erste Teil, das saure Farbgemisch
(Wasserblau + Orzein -+ Eosin), welche die basische Grundlage des gesamten
Fasersystems darstellt und dadurch auch den Zusammenhang der Spiralen mit
den iibrigen Fasern liefert, der Herxheimer noch entging, aber schon bald
von Kromayer mittels einer Modifikation der Weigertschen Fibrinfirbung
gefunden wurde.

Schon das saure Farbgemisch allein lifit die Epithelfasern deutlich er-
kennen und zeigt auch sonst eine weitgehende Differenzierung der basischen
srundlagen des Gewebes, wenngleich keine sehr starke Firbung. Besonders fiillt
auf, dafl alle Kernkorperchen und sauren Kerne eosinrot, die Kernkirperchen-
hiillen dagegen wasserblau gefirbt sind.

Statt nun den zweiten Teil der gewdhnlichen Epithelfaserfirbung folgen
zu lassen, kann man diesen auch durch andere basische Farben nebst Beize er-
setzen. Hierzu eignet sich besonders Karbolfuchsin!) oder Karbolgentiana-
violett?), wodurch das Fasersystem dem Plasma gegeniiber stark in roter oder
violetter Farbe hervorgehoben wird. Durch diese Kombinationen gewinnen wir
also zwei neue, vorziigliche und einfache, auch die Spiralen zeigende Epithel-
faserfiirbungen : I

1. Wasserblau + Orzein - Eosin-Mischung 10 Minuten, Wasser.
2. Karbolfuchsin 5 Minuten, Wasser,
3. Alkohol, 01, Balsam, und

1T.

1. Wasserblau - Orzein - Eosin-Mischung 10 Minuten, Wasser.
2. Karbolgentianaviolett 10 Minuten, Wasser.
3. Alkohol, 01, Balsam.

1) i e e R L
Alkohal abaola. 5 e e e A0 S
2% ige Karbolsiure ad . .7, . . . .100 cm?®

) GentianAVIOIBE ' - oty s e Lo
Alkcohol: abaol. .o ovhe e e L0 Y
2'/,"yige Karbolsiure ad . . . . . . .100 em®

Unmna, Histochemie der Haut, 3
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Es ist zu beachten, daBl bei diesen Kombinationen der Wasserblau - Or-
zein -+ Kosin-Mischung mit basischen Farben als Beize nur Karbolsaure ver-
wendbar ist, nicht das sonst fiir Gentianaviolett gebriuchliche Anilinél, da diese
Beize als Zusatz zum Fuchsin oder Gentianaviolett die Faserfiirhung vollstindig
aufhebt.

C. Die Stockwerktheorie.

Die Chromolyse hat uns die sichere Erkenntnis vermittelt, dall die morpho-
logisch unterscheidbaren Formelemente der Zelle aus der Kombination
von sauren und basischen Eiweillen bestehen, welche sich durch ihre
Verwandtschaft zu basischen und sauren Farbstoffen unterscheiden und sich
deshalb durch geeignete Farbemethoden mikroskopisch scharf erkennen und unter
giinstigen Umstiinden auch makrochemisch isolieren lassen.

Schon dieser erste Fundamentalsatz der Zellchemie stellt unser Vorstellungs-
vermogen vor eine schwierige Aufgabe. Wir miissen uns danach jeden gefirbten
Punkt einer tierischen Zelle, so klein er sein mag, z. B. einen Punkt vom Rande
oder der Mitte eines Kernkorperchens als eine komplizierte, riumliche Kon-
struktion, sagen wir ein kleines Gebiude, vorstellen, in welchem wenigstens drei
Stockwerke!) fiir die Aufnahme der verschiedenen Eiweillgruppen vorgesehen
sind. Wir haben gesehen, dali das, was in jedem Stockwerk vor sich geht, ein
in vielen Beziehungen unabhiingiges Leben fiihrt, dali z. B. ein Schnitt, den man
mit Kochsalz- und Sodalosung seiner sauren Eiweille beraubt hat, da diese nur
den ,,oberen* Stock einnehmen, uns, mit Bordo — Himatein - Alaun gefiirbt,
noch eine anscheinend normale Struktur darbietet, weil diese Farbung nur den
,;mittleren und unteren™ Stock allein fiir sich in Anspruch nimmt.

Wir miissen uns also mit dem Gedanken vertrant machen, dafi die grund-
verschiedenen Eiweille, die wir mit den verschiedenen Firbemethoden nachweisen
konnen, in der Zelle fest aufeinander geprefiten Lagen entsprechen, die erst zu-
sammen die bisherigen bekannten Formelemente darstellen.

Hier bestand lingere Zeit fiir unser Vorstellungsvermégen eine Schwierig-
keit, die erst vor einigen Jahren — es war mitten im Kriege — behoben wurde.
Die damals alltigliche Zerstorung mehrgeschossiger Gebiude legte den Vergleich
der sukzessiven Abtragung der Eiweillschichten einer Zelle mit der stufenweisen
Zerstorung der Stockwerke eines Hauses sehr nahe, besonders da sich hier die
leichtere Abtragung des Dachgeschosses von selbst zum Vergleiche mit der
leichten Entfernung der sauren Eiweille aus dem Zellzehiduse anbot, ebenso wie
die schwierigere Zerstorung des Erd- und des Kellergeschosses mit den basischen
Grundeiweillen der Zelle. Dieser Vergleich der drei Eiweillschichten (saure
Eiweille, Mesoplastin, Plastin) mit den drei Stockwerken eines Hauses hat sich

Yy Die Ausdriicke ,,oberer'’, ,,mittlerer® und ,,unterer* Stock, die den Aufenthalt
von drei tinktoriell ganz verschiedenen Eiweilen in der Zelle bezeichnen sollen, konnte
ich leider bisher noch nicht durch bessere ersetzen, obwohl der Begriff des Stockes eine
merkliche Héhenausdehnung einschlieBt. Was ihn aber geeignet macht, ist die strenge
Scheidung, die beim Gebiude riumlich, in der Zelle durch Firbung und Léisung
gegeben ist.
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in den folgenden Jahren in der Tat bewihrt, und wir fragen uns heute unwill-
kinlich bei jeder gelungenen Firbung: In welchem Stockwerk des be-
treffenden Zellelementes befindet sie sich?

Zuniichst gilt das fur alle dreischichtiz gebauten Kerne, die im oberen
Lotocke” die sauren Eiweille nebst allem Sauerstoff und die basischen Firbungen
beherbergen, im ,,Mittelstock™ allein das Mesoplastin und die Himateinfirbung
und im ,.unteren’ das Plastin und die Firbungen mit einfach sauren Farben.
Im Zelleib fehlt die Mittellage und damit das Mesoplastin. Wir haben da nur
einen ,,Oberstock™ mit Granoplasma, Sauerstoff und den basischen Firbungen
und die basische Grundlage, einen ,,Unterstock™ von Spongioplasma mit einfach
sauren Firbungen.

Die Sauerstofforte der Zelle befinden sich also nur in den Obergeschossen
von Zelle, Kern und Kernkiirperchen, in den so leicht auswaschbaren sauren
Eiweilien derselben.

Es kommt allerdings bei Leichenmaterial oder nach Aufbewahrung in
schlechtem oder verdiinntem Alkohol oder in Formalin oft, ja man kann sagen
regelmiifig vor, daB die sauren EiweiBie des oberen Stockes ausgewaschen oder
unfirbbar geworden sind, so dal} die Fiirbung mit basischen Farben und natiirlich
erst recht die mit Rongalitweill vollkommen versagt. In allen solehen Fiillen
ist dann wegen der schwereren Angreifbarkeit der basischen EiweiBle im mitt-
leren und unteren Stock rl as Substrat fiir die Farbung mit der gebriiuchlichen
Mischung: ,,Himatoxylin 4 Hosin® noch gut erhalten 1151(1 ergibt einen positiven
Frfolg. Dieses ist der (-tund fiir die weite V erbreitung der Hmnatmvlm—,— Fosin-
l‘dlhlllt;ﬁ_, besonders bei den Pathologen, die auf Leichenmaterial angewiesen sind;
es st gleichzeitig aber auch der L:lund fiir die weitgehende Unbekann tse ha,ft
der wichtigen Zytose- und Globulinbilder bei den IIIStOlDUQn und infolge davon
der Vernachlissigung des Granoplasmas bei den Zellstudien und Zelltheorien.

Wiihrend die Speicherung der sauren Eiweiliein dem sonst allgemein
reduzierenden tierischen Gewebe erst die Bedingung schafft, daB sich Sauerstoff
in demselben anhéufen kann, geniigt diese Hmhnrrung allein noch nicht dem
Saunerstoffbediirfnis des Gewebes selbst, welches einen stets flieBenden
Sauerstoffstrom verlangt. Dieser entsteht erst durch die Abgabe von
aktiviertem Sauerstoff von einigen bevorzugten Ciewebsteilen aus, welche
auBer dem Sauerstoff noch das Sauerstoff abspaltende Ferment: Peroxydase
enthalten, wie die Mastzellenkdrner und alle Kerne.

Dieser durch die Peroxydase eingeleitete Sauerstoffstrom wiirde aber
stocken und schlieBlich lahmgelegt werden, wenn nicht durch ein zweites Ferment,
das in den basischen, reduzierenden Grundeiweifien seinen Sitz hat, die Kata-
lase, der hier anlangende Sauerstoff inaktiviert, wieder abgestofen und den
Caauerht:)ffaktn atoren im oberen Stockwerk zur Resktivierung zugefiihrt wiirde.
Vor Aufstellung der Stockwerktheorie war eine besondere ]_*unkt]on der Katalase
unbekannt. Hrst die notwendige Unterscheidung von chemisch verschiedenen
Stockwerken in der Zelle betraute die ]xah]nw mit der hochst notwendigen
Funktion der Ortsveriinderung des Sauerstoffs in der Zelle, wodurch
der Sauerstoffstrom erst gt?sc*hlmxun und dadurch konstant und dauerhaft wird?).

1) Niiheres siche Kapitel Katalase 8. 91.

a*




Wir konnen mithin die Peroxydase und Katalase als die notwendigen,
sauerstofftreibenden Gegenfermen te bezeichnen, die ebenso grundsiitzlich
verschieden sind wie der obere Stock mit seinen sauren, leicht lislichen EiweiBen
von den beiden unteren mit ihren basischen, schwer loslichen Proteiden iiber-
haupt. Nur im oberen Stock und nur solange wir demselben seine sauren Eiweille
gelassen haben, meldet die Rongalitweimethode einen Uberschull von Sauer-
stoff. Solche Sauerstofforte enthalten die Kerne und Kernkorperchen mit
ihren Nukleoproteiden, sodann die ganz der Sauerstoffaktivierung gewidmete
Mastzellenktrnung, weiter die sauerstoffspeichernden Eiweiie: Zytose und
Globulin, und die ganz der Arbeit mit diesen EiweiBen geweihten Plasmazellen,
sodann die Hauptzellen des Magens und die Nisslkorper des Kleinhirns und endlich
die Knorpelsubstanz, welcher ihr Gehalt an Chondroitinschwefelsiure die Spei-
cherung eines Sauerstoffiiberschusses erlaubt.

In den Eiweilen des mittleren und unteren Stockes finden wir von allem
das Giegenteil: Basische Reaktion der EiweiBe, schwierige Lislich-
keit und mehr oder minder starkes Reduktionsvermogen derselben, das
wir am besten und einfachsten an der Briunung einer Kaliumpermanganat-
losung messen. Die loslichere Mittellage basischen Eiweilles, das Mesoplastin,
zusammen mit der basischen letzten EiweiBgrundlage, dem Plastin, welches
selbst konzentrierter Salzsiure in der Kilte widersteht, bilden dasjenige Zell-
geriist, welchem die reduzierenden Eigenschaften jeder Zelle zukommen.
Da sie keiner Zelle vollstéindig fehlen, so reduzieren, in geringem Grade wenigstens,
auch alle Zellelemente in ihren unteren Stdcken und reduzieren natiirlich
im selben geringen Malle auch Kaliumpermanganatlosung. Die biologisch so
wertvolle und notwendige Gegensiitzlichkeit von Sauerstofforten und Re-
duktionsorten im lebenden Tierkiérper, welche sich auf derjenigen von sauren

Die drei Stockwerke der Zelleiweile.

|
Reaktion | Fiweille | Lislichkeit 0-Verhiiltnis

Laslich in:
I Zytose Ag. dest.
FRT T Sauner | Globalin NaCl-Losung |Sauerstofforte
SHEEeT Ehk Nulleoproteide | Kali-Lisung

Laslich in:
HC1 159/,
Unléslich in:

o L, 3 Basisch Mesoplastin Aq. dest. Reduktions-
Mittlerer Stock orte
NaCl _
Kali 1°/,,
HCl 5%/,
IIT. Unléslich in: | Reduktions-

Basisch Plastin

Unterer Stock HC1 152/, orte
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und basischen Zellelementen aufbaut, wird ebenso wie diese verstindlich im
Lichte der Stockwerktheorie der ZelleiweiBe, da hiernach ein Nebeneinander
von sauren und basischen, Sauerstoff speichernden und Sauerstoff verzehrenden
Eiweillen wohl bestehen kann, ohne dafl diese fiir das Leben notwendigen Bigen-
schaften sich gegenseitig aufhehen.

Indem wir sodann von den fiir die sauren und hasischen Eiweille als
Farbenindizes zugrunde gelegten zwei Doppelfirbungen, der Methylgriin -
Pyronin-Fiirbung und der Bordo— Hiimatein - Alaun-Firbung, in schematischer
Weise Gebrauch machen, gelangen wir auch zu einem iibersichtlichen Farben-
schema der ganzen Zelle.

Da wir in jedem korperlichen Punkt der Zelle eine Zusammensetzung aus
zwei oder drei Stockwerken anzunehmen haben, so gilt dieses (esetz auch fiir
die eiweillartigen Hiillen, mit denen sich Kern und Kernkérperchen gegen die
Zellsubstanz abgrenzen und schiitzen. Durch geeignete Firbungen wird sich
diese Annahme priifen lassen. '

Stockwerkbau der Kernmembranen.

Es ergibt sich nun, daB wir in den gewil sehr diinnen Membranen der
Kerne und der Kernkérperchen einen Aufbau aus sogar drei Stocken an-
zunehmen haben. Wie die einfache Firbung mit Bordo zeigt, grenzen sich die
Kernkirperchen nach auBen gegen die Kernsubstanz und die Kerne wiedernm
gegen das umgebende Zellplasma scharf ab; diese Membranen besitzen also eine
feine Grundlage aus dem bordoliebenden Plastin. Als selbstindiger Korper, als
wirkliche, doppeltkonturierte Membran kommt diese viel besser zur Anschauung
bei Farbung mit dem homogenen Gemisch zweier saurer Farben: Bordo -
Wasserblau, und zwar besitzt von diesen beiden Farben Wasserblau die
stiirkere Affinitit fiir die Kernmembran, so daf sie sich rein blau von der hordo-
roten Kerngrundlage abhebt. Ebenso ist es bei dieser Firbung mit dem Kern-
korperchen, wenn auch dessen Membran feiner und daher weniger stark gebliut
ist. Es kommt dem Kernkirperchen dabei zu statten, dal das Plastin der Kern-
kirperchenmitte das Rot der Gegenfarbe: Bordo annimmt.

Die gleiche Erfahrung macht man bei der Firbung mit dem homogenen
sauren (remisch: Wep?). Auch dabei nimmt die Membran des Kerns stark und
die des Kernkorperchens schwiicher nur das Wasserblau an, und die letztere
kommt hauptsichlich dadurch zur Wahrmehmung, dall sie gegen die hier eosin-
rote Kernkirperchenmitte einen guten Kontrast bildet. Wasserblau ist also ein
bevorzugtes Membranfirbemittel.

Hiermit ist bewiesen, dall beide Membranen eine rein basische Plastin-
grundlage mit besonderer Affinitit zur Sulfofarbe:; Wasserblau besitzen.

Um zu erfahren, ob die Membran auch eine mittlere Schicht von Meso-
plastin enthiilt, haben wir sie mittels der heterogenen Mischung von Eosin mit
der Beizfarbe: Himatein - Alaun zu fiirhen. Auch hierbei tritt die Kernmembran
blau gefiirbt hervor, in starkem Kontrast zum eosinroten Plastin des Kerns.
Ebenso nimmt die Membran des Kernkérperchens Hiamatoxylin auf; da dies

') Wasserblaulosung 1°f; 6 Tropfen - wiisserige Eosinlosung 14"/, 15 Tropfen +
Phloxinlésung 1% 15 Tropfen.



aber ebenfalls das Mesoplastin der Kernkérperchenmitte tut, wird hier die Membran
an dem durchweg blau gefirbten Kernkorperchen nicht kontrastierend sichtbar,

Um endlich zu entscheiden, ob die Membranen auch ein oberes, saures
Stockwerk haben, firben wir die Schnitte zundchst mit dem blauen Polychrom.
Die starke Blaufirbung der Kernmembran im Gegensatz zu deren nur blaulicher
Mitte beweist, daB die Kernmembran in erheblichem Grade auch saures Eiweifs
gespeichert hat. Am Kernkorperchen miBlingt diese Probe wiederum, da nicht
bloB die Oberschicht der Membran, sondern auch das ganze globulinhaltige,
obere Stockwerk des Kernkérperchens sich tief dunkelblau firbt. Man muli
hier zu dem Dibasichrom: Methylgriin + Pyronin greifen und erhiilt nun in
der Tat einen durch Nukleoproteid blaugriinen Rand des Kernkérperchens, gut
abgesetzt gegen ein pyroninrotes Zentrum desselben.

Es unterliest also keinem Zweifel, dall alle drei Stockwerke in beiden
Membranen durch entsprechende Eiweilie besetzt sind, welche auch vermige
ihrer differenten Firbung einer chromolytischen Analyse zugiingig sein werden.
Von diesen Stocken ist der unterste offenbar am stirksten ausgebildet, da das
Wasserblaubild die Membran am dicksten zeigt; das Himatoxylinbild ist schon
schwicher und das Methylgriinbild am schmiichtigsten entwickelt. Also auch
hier sind die Bilder in den drei Stockwerken nur anniihernd, aber durchaus nicht
vollstiindie identisch. Zudem beobachtet man bei einem Vergleich der Membranen
in den verschiedenen Hishen der Stachelschicht, dafi mit dem Altern der Kerne
die Dicke der wasserblau gefiirbten Grundschicht zunimmt auf Kosten der
methylgrimen Oberschicht. Diese Wahrnehmung entspricht dem allzemeinen
Satze, daB gegen die Verhornungsgrenze zu die basischen Eiweifle der Kerne
im allgemeinen auf Kosten der sauren an Volumen zunehmen.

D. Darstellung der Sauerstofforte
und Reduktionsorte.

I. Redulktionsorte.

1. Farbenindex: Kalipermanganat.

Der Gedanke, der Paul Ehvlich in seinem Werke iiber ,,das Sauerstoff-
bediirfnis des Organismus* vorschwebte (1885), dall nimlich die verschiedenen
Organe verschieden hohe Anspriiche an die Versorgung mit Sauerstoff machen,
18t von 1thm nicht bis in die einzelnen Zellen verfolgt worden. Dieser Gedanlke
wurde zum ersten Male auch histologisch realisiert durch einen hichst einfachen
Versuch mit Kalipermanganat.

Bs waren durch Alkohol und Zelloidin gebrachte Fulisohlenschnitte, die
in einer Liosung von Kalipermanganat lagen und sich darin briunten, welche
zu der Beobachtung Veranlassung gaben, dafl diese Fiirbung mit dem Reduk-
tionsprodukte Mangansuperoxyd (MnO,) in den verschiedenen Teilen der
Schnitte verschieden stark yvar, so dall ein regelmilliges Bild von schwarz-
brauner Hornschicht, brauner Stachelschicht und hellgelber Kutis entstand.
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Solche Farbenunterschiede zwischen Epithel und Kutis waren ja wvon
Firbungen mit basischen Farben her bekannt, aber durchaus ungewdhnlich
mulite es erscheinen, daf} alle Epithelkerne sich nahezn ungefiirbt, nimlich
blaBgelb, aus den braunen Leibern der Stachelzellen abhoben. withrend doch
gerade die Epithelkerne bei den basischen Firbungen am stiirksten gefirbt sind.
Es muBte also bei der Firbung mit dem basischen Kalipermanganat ein ganz
anderes Prinzip der Firbung, eine andere Art Affinitit fiir das Gewebe im
Spiele sein. Withrend diese fiir die basischen Farbsalze durch die von Ehrlich
entdeckte Siiure-Basen-Affinitiit, niimlich durch die Siureorte des Gewebes
(Kerne, Granoplasma), gegeben ist, herrscht bei der Manganfirbung eine andere
Affinitit, nimlich die zwischen sauerstoffreichen und sauerstoffarmen
Substanzen, welche ich 1909 entdeckt und mit dem Namen der ,,oxypolaren
Affinitit* bezeichnet habe. In diesem Falle handelt es sich um den HOX Y-
polaren” Gegensatz zwischen sauerstoffarmem Gewebe und hoch-
oxydiertem Firbemittel (KMnO,).

Diese Gegensiitze suchen sich auszugleichen, zu neutralisieren, und die Folge
von diesem Ausgleichungsbestreben ist die chemische Verbindung von Hornsub-
stanz und MnO,, die Manganfirbung der Schnitte. Sie liBt uns in sehr feiner
Weise schon durch die Dunkelheit der braunen Farbung die Stiirke des Sauerstoff-
bediirfnisses an den verschieden stark gefiirbten Teilen des Gewebes erkennen.
Wir kbnnen mithin durch das Permanganat und die Tiefe der Firbung, die es er-
zeugt, das Reduktionsvermagen der Gewebe erkennen, ja geradezu messen.

Reduktionsfirhung
(fiir Gefrier-, Zelloidin- und Paraffinschnitte).

1. Farbenindex: Kalipermanganat.

L. 1%ige wiisserige Losung von KMnO, fiir Gefrierschnitte: 1 Minute;
fiir Zelloidin- und Paraffinschnitte: 2—5 Minuten.

2. Abspiilung in Leitungswasser.

3. Alkohol, 01, Balsam.

Am stiirksten reduzieren an Hautschnitten die Hornschicht (Bild 17) und
die Wurzelscheide des Haares (Bild 18), mittelstark die gebriiunte Stachelschicht
der Oberhaut und des Haarbalges, am schwiichsten die Kerne und die von sauer-
stoffhaltiger Lymphe durchspiilte Kutis. In dieser reduziert Kalipermanganat
das Elastin stiitker als das Kollagen, so daB sich die elastischen Fasern gebriiunt
vom gelblichen Kollagen abheben.

Wenn die Alkohol—Zelloidin-Schnitte oder auch Gefrierschnitte mit der
leicht zersetzlichen Permanganatlisung zusammenkommen, so zerfillt diese in
Mangansuperoxyd, Kalilauge und Sauerstoff. Die Sauerstofforte (Kerne) nehmen
den freien Sauerstoff auf, was sich an einer verstiirkten, nachfolgenden Methyl-
grinfirbung derselben erkennen liBt: das Mangansuperoxyd, welches freilich
selbst ein Reduktionsprodukt des Permanganats ist, aber doch noch iiberreichlich
O enthilt (MnO,), verbindet sich oxypolar mit den Reduktionsorten und firbt
diese gelblich bis braunschwarz.

2 KMnO, + H,0 = 2 MnO, + 2 KHO -+ 0,

Kalipermanganat - Wasser — Mangansuperoxvd + Kalilauge + Sauerstoff.
I g g ! h e
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Freilich ist es bekannt, daB die Permanganatlésung unter besonderen Um-
stinden auch reduzieren kann, wenn sie nimlich mit anderen hochoxydierten
Substanzen, z. B. H,0,, und einer starken Siure zusammenkommt. Dann werfen

Bild 17.

Deckepithel der Fulsohle. Paraffinschnitt. Manganfirbung. Helle Kerne der Stachel-
schicht (ke). Helle Keimschicht (k). Dunkle basale Hornschicht (h). Dunkle Cuticula
des Schweillporus (c).

beide (H,0, und Kalipermanganat) gleichzeitig ihren O ab. Das Kalipermanganat
reduziert also hier das H,0,. Doch kommen diese besonderen Umstinde im
tierischen Gewebe nicht vor,

Bild 18.

Kopfhaar, frisch. Manganfirbung. Wurzelscheide (wu) braun. ,,Dunkle Zone** (dz)
des Haarschaftes oberhalb der Papille und von dieser durch den helleren Haare
anfang (ha) getrennt.




Die Veriinderung des Gewebes bei der Reduktion des Kali-
permanganats und seine Briunung durch MnO, ist daher einer Sauerstoff-
anreiche srung gleichzusetzen.
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Bild 19.

Tasthaar. Rattenschnauze, frisch. Mangan — Methylgriin-Firbung. Dunkelbraune
Muskeln (m). Goldgelbe Nerven (n). Methylgriine Wurzelscheide (wu).

In mehr oder minder hohem Grade zeigen diese kiinstliche Oxydation
durch Kalipermanganat alle zelligen Teile des (iewebes, viel weniger die Inter-
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Bild 20.
Tasthaar der Rattenschnauze. Bezeichnung wie im Bild 19.

zellularsubstanzen, und die Kerne nur in ihrer basischen Grundlage. Je weniger
aber die Teile MnO, speichern, um so besser nehmen sie danach noch basische
Farben auf. Daher eignet sich die braune Manganierung des Gewebes vorziiglich
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zu Dappelfirbungen mit blauen und griinen, basischen Farben, welche die Sauer-
stofforte des Gewebes anfirben. Besonders gut palit hierzu die Nachfirbung
mit Methylgriin, da diese Farbe iiberhaupt nur sauerstoffreiche Gewebe intensiv
anfiirbt. Man erhilt dann griine Sauerstofforte (Kerne, Mastzellen) neben gelben
his dunkelbraunen Reduktionsorten (Hornschicht, Wurzelscheide), und die so
erzielten fiirberischen Kontraste haben eine durchsichtige biologische Bedeutung.
Es ist daher ratsam, die Schnitte nicht blofl der Haut, sondern aller Gewebe,
die mit Kalipermanganat vorbehandelt sind, mit Methylgriin nachzufirben,
weil sie dadurch viel lehrreicher werden. Einen erheblichen Nebengewinn haben
dieselben fiir die normale und pathologische Haut iiberdies dadurch, dafi alle
markhaltigen Nerven sich in homogener Weise gelb firben (Bild 19
und 20), mithin in der schwach oder gar nicht gebriunten Lederhaut als gelbe

Bild 21.

FuBsohle, frisch. Hornschicht dunkelbraun. Ubergang (ue) der Kniiueldriisen in den
Ausfithrungsgang. Tastkorperchen (ta).

Biinder gut sichtbar werden. Auch fiir die Auffindung und Darstellung der
MeiBnerschen Tastkorperchen (Bild 21) in den Papillen der Hohlhand gibt
es keine einfachere Methode als die Mangan—Methylgriin-Firbung, die auf
Alkoholmaterial ebenso gut anwendbar ist wie auf Gefrierschnitte. Man sieht
dapn auf jedem Schnitte schon bei schwacher VergroBlerung die braunen Tast-
kérperchen in den an griinen Kernen reichen Papillen hervortreten.

Mangan—Methylgriin-Methode
(kurz: MM.-Methode)!).
l. 19ige Losung von Kalipermanganat, 1 Minute.

2. Ausspiilen in Wasser, solange noch violette Farbwolken abgehen.

) ) P. G. Unna und Luise Fezer, Zur Firbung der Nervenfasern am frischen
Gewebe. Virchows Archiv Bd. 246, S. 183—193.
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3. Mehrere Schnitte werden auf einen Objekttriger aufgezogen, je mit
emem Tropfen Glyzerin versehen und mit einem zweiten Objekttriiger Zlge-
deckt. Sie verbleiben so eine Nacht.

4. Abspiilen in Wasser.

5. 1% 4y1ge wiisserige Methylgriinlosung, 10 Sekunden.

6. Wasser, Alkohol, reines Bergamottil.

Einbettung in Zedernsl.

Die Glyzerinpassage (Nr. 3 der Formel) bewirkt hierbei einerseits einen
schimen ;jm]r];{{’ ben Ton der Nerven, andererseits unterstiitzt sie das Erhalten-
bleiben der Methylgriinfirbung im eingebetteten Priparat. Die Methylgriin-
losung darf nur 19/,,ig sein, da durch eine 19yige nach der Oxydation des
Schnittes mit KMnO, eine griine Uberfirbung des ganzen Sc hnittes eintreten
wiirde. Demselben Zwecke der Methylgriinerhaltung dienen weiter: die Ver-
meidung des Xylols bei der Aufhellung in Bergamottdl sowie der Ersatz des
Kanadabalsams durch Zederndl.

Wenn man zur Verbesserung der Konsistenz die Gewebe zuniichst mit
Formalin behandelt, so muB die }Tanganem\\ irkung entsprechend linger, bis
3 Minuten, dauern. Eine zu stark gewordene Hangmmmnrr kann man iiberdies
leicht durch Eintauchen in eine 19/ ige Oxalsiurelosung wieder aufheben.

Nichst den Nerven der Ha-ut. bilden die Talgdriisen ein lohnendes
Objekt der MM.-Methode, da in solchen Priiparaten ein schoner (tegensatz von
braunem Spongioplasma und goldgelbem Fettinhalt entsteht (Bild 22).

In den Kniueldriisen kommt der Gegensatz des Kniiuelepithels zum Gang-
epithel (Bild 21 ue) zur vollen Geltung. Letzteres firbt sich erheblich dunkler
und schliet nach dem Lumen zu mit der kontinuierlichen Linie der Kutikula
so scharf ab, daB die Lichtung iiberall hell hervortritt (Bild 23), wodurch geradezu
das Gangepithel gegeniiber dem Kniuelepithel charakterisiert wird. In dem
letzteren gewahren wir, an Gefrierschnitten oder an formalinisiertern Alkohol-
material, neben griinen Kernen, graubriiunlichem Spongioplasma und dunkel-
braunen, mit Blut gefiillten Kapillaren (Bild 23), in allen Zellen jene feintropfigen,
bliischenformigen Kiigelchen, die ich 1894 auf dem Kongre$ in Bristol an vielen
osmierten Priparaten demonstriert und als ein den Kniueldriisen eigentiim-
liches Fett bezeichnet habe!). Ein solches Bild zeigt Bild 23, in dem die Fett-
kiigelchen auf dem griinlichbriunlichen Grund der Kniiuelepithelien als dunkle
Tropfchen sehr deutlich hervortreten.

Noch deutlicher zeigt sich dieses tripfechenformige Kniuelfett, wenn man
der MM.-Firbung eine Osmierung oder lingere Formalinbehandlung voran-
schickt (Bild 24, Fett).

Auch im Haarschaft selbst deckt die MM.-Methode einige Besonder-
heiten auf, die bei den bisher gebriuchlichen Firbungen nicht ins ;Lucro fallen.
Ich habe bereits in meiner Dissertation?) vor 50 Jahren einen sich s-,mrk mit

') Unna, Deutsche Med.-Ztg. 1895, Nr.1, Vortrag in Bristol, gehalten in der
Sektion fiir Dermatologic der Jahresversammlung der British Med. Association
1. Angust 1894.

*) Unna, Beitrige zur Histologie und Entwicklungsgeschichte der menschlichen
Oberhaut und ihrer Anhangsgebilde. Arch, mikr. Anat., Bd. XII (1876), Taf. 31, Fig. 14,
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Bild 22.

Kopfhaut, frisch, Talgdriise (t). Kniiueldriisen (kn). Fettkiigelchen der Kniuneldriisen (f).
Blutkapillaren (bl}.

Karmin firbenden Anfangsteil des Haarschaftes in Bild 14 abbilden lassen, ohne
im Text niiher auf denselben einzugehen. Soviel ich sehe, hat sich von allen
Histologen nur Rabl mit dieser Ubergangsstelle zwischen den Mutterzellen des
Haares und den fertigen Haarzellen beschiiftigt. Er sagt!):

»Das Auftreten einer kérnigen Substanz liBt sich bei diesem ProzeB hier
nicht beobachten; trotzdem halten einige Autoren (Reinke, v. Brunn) die
Anwesenheit von Eleidin nicht fiir ausgeschlossen. Denn wiihrend sich einer-
seits die Matrix der Rindensubstanz tinktoriell wie das Stratum germinativum

') Rabl, Hans, Histologie der normalen Haut des Menschen. Handbuch der Haut-
krankheiten (Mracek), Bd. I, S. 64.
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der Haut verhiilt, dem es ja auch physiclogisch g]cicllzusulzuu ist, und anderer-
seits das Haar in seinem total verhornten Anteile bei den gewihnlichen Me-

cut

cop —9

Bild 23.

Fettkiigelchen der Kniueldriisen. Kopfhaut, frisch.
Mangan — Methylgriin-Firbung.

cut = Cuticula der Kniineldriisen. cap = Blutkapillare. f = Fettkiigelchen. ke — Kerne.

thoden keinerlei Farbe annimmt, trifft man an der Grenze dieser beiden Ab-
schnitte eine Zone, welche sich sowohl mit basischen als sauren Anilinfarben
intensiv firbt. Sie besitzt eine betriichtliche Breite, schlieBt sich ohne scharfe

Bild 24.

Fetttropfchen der Kniiueldriisen. Kopfhaut, frisch. Vorbehandlung mit Osmium-
siure. Firbung: Mangan — Methylgriin. Braune Fettkiigelehen (f) neben griinen
Kernen (k).




Bild 25.
Die ,dunkle Zone” des Haarschaftes (dz). Kopfhaut, frisch.
Mangan — Methylgriin-Firbung (MM.-Firbung). Von der Papille (pa) abgehobene Hohl-
wurzel (ho). Von der Balgwand abgehobene Leisten (1) der Stachelschicht (sta) des
Haarbalges und in diese hineinpassende Querfalten (q) der inneren Schicht der Balgwand.
Schriigschnitt eines griferen Hautnervenbiindels (n).

Grenze an die weichen Zellen des Haares an, geht aber nach aufwiirts rasch in
die verhornten Zellen uber. Der Umstand, dall sich®in dieser Zone die Haar-
zellen farben, mag vielleicht auf einer diffusen Durchtrinkung der Substanz der
Rindenzellen mit fliissigem Eleidin beruhen. Doch lilit sie sich auch durch die
Annahme erkliiren, daB sich die im Laufe der Verhornung eintretende Anderung
der chemischen Konstitution des Zellprotoplasmas in einem Stadium durch eine
besondere Firbbarkeit desselben kundgibt.*

Rabls Beschreibung hebt ganz richtig die zwei Hauptverinderungen
hervor, durch welche sich diese Anfangszone des Haarschaftes auszeichnet, ihre




b g 57 TR Ry

v it

Bild 26,

Neutralviolettfirbung des Papillenhaares. Kopfhaut, frisch. Lingssehnitt.
Kerne neutralrot (k). Suprapapillire Verschmiilerung (su) neublau. Verbreiterte , dunkle
Zone®: (dz) dunkel blauviolett. Henles Scheide: (hs) tief neutralrot.

besondere Breite und Firbbarkeit. Thre Lingenausdehnung ist etwa dieselbe
wie die der Papille; sie beginnt aber erst in einer Hohe, wo die Papille bereits
aufhort. Da wir jetzt in® der MM.-Fiirbung und auch im Neutralviolett (siche
unten) gute Firbungen dieser Zone besitzen, wodurch sie einer chromolytischen
Untersuchung zugiinglich wird, so will ich ihr einen eigenen Namen geben und
bezeichne sie als die ,, dunkle Zone* des Haarschaftes (Bild 25).

Diese dunkle Anfangszone des Haarschaftes tritt bei der MM.-Firbung in
sehr auffallender Weise hervor, aber auch schon an ungefirbten Gefrierschnitten
erkennt man ihre Lage ungefiihr, wenn sie auch weder oben noch unten so scharf
abgegrenzt ist wie bei der MM.-Firbung. Daraus geht hervor, daB bei der Dunkel-
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heit dieser Zone aulier der Farbenaffinitiit auch noch ein physikalischer Umstand
wesentlich mitspricht. Stirkere Vergrollerungen an ungefiirbten Schnitten zeigen
denn auch, daB wo iiber dem Halse des Papillenhaares die Dunkelheit beginnt,
der Haarschaft von stark lichthrechenden Lingsfasern durchsetzt wird, die die
schwarze Firbung total reflektierender Luftblischen zeigen. Streifen echter
Pigmentkérnchen dagegen konnen nicht die Ursache dieser voriibergehenden
Dunkelheit sein, da auch an blonden Papillenhaaren die Erscheinung auftritt,
wo die geringe Menge des zelluliren braunen Pigments der Wurzel bereits am
Halse des Papillenhaares vollkommen verschwindet. Das stirkere Hervortreten
der dunklen Zone durch die MM.-Firbung beruht mithin darauf, daB die in
dieser neu auftretenden Fasern vom Manganoxyd und Methylgriin olivengriin

Bild 27.

Wurzel eines Papillenhaares. Kopfhaut, frisch. Lingsschnitt. Firbung: Gentiana-
violett. ,,Dunkle Zone® (dz) tiefblan. Wurzelscheide (wu) blau. Deutliche Faserung
der ,,dunklen Zone'.

gefiirbt werden, so daB sich hier dunkle Fiirbung und Lichtreflexion vereinigen
Die Einschiebung der Fasern, welche wohl mit den Waldeyerschen Haarfasern
identisch sind, r.-1ld.uf auch gleichzeitig die Verbreiterung der dunklen Zone.
Wir haben mithin im Haarschaft, von der Wurzel "Ll'lm‘fdng{‘ll erst eine geringe,
halsartige Verschmilerung, dann die Verbreiterung innerhalb der dunklen Zone
und darauf erst die starke und definitive Verschmilerung an Stelle des ganz
verhornten Haarschaftes zu unterscheiden.

Rabl hat schon ganz richtig bemerkt, daf die dunkle Haarzone sowohl
saure wie basische Farben aufnimmt. Auller dem Methylgriin der MM.-Methode
eignet sich von den basischen Farben besonders das Neutralviolett zu ihrer Dar-
stellung. Sie nimmt aus dieser Farbmischung nur das Neublau (Bild 26) auf,
wihrend das Neutralrot von den Kernen und von der Wurzelscheide in ihren
ilteren Abschnitten gebunden wird. Auch die einfachen basischen Farben:
Fuchsin, Gentianaviolett (Bild 27), Safranin, wenn man ihnen Karbolsiure als

Unna, Histochemie der Haut, 4
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Beize zusetzt, heben die dunkle Zone gut hervor und zeigen bei starker Ver-
grioferung und Olimmersion auch die Faserung der Zone. Die sauren Farben

Bild 28.

dagegen, wie Siurefuchsin (Bild 28), Bordo (Bild 29), Diamingriin, Pikrokarmin
und Pikronigrosin, fiarben wohl die dunkle Zone auch in hervorragender Weise,
aber diffus, ohne Hervorhebung des Faserapparates. Sie verdecken denselben
vielmehr, indem sie das umgebende Protoplasma der Haarzellen intensiv an-

Bild 29.

Bild 28 und Bild 20 geben die ,,dunkle Zone” (dz) mit sauren Farben (Siurefuchsin
und Bordo), ebenfalls tief gefirbt, aber ohne Andeutung der Fasern.

firhen. Zwischen den Haarzellen selbst und den in ihnen entstehenden Fasern
besteht also ein chemischer Kontrast: das Plasma reagiert basisch, die Fasern sauer.




Natiirlich tritt die ,,dunkle Zone™ auch sehr gut hervor bei einfacher
Firbune mit Kalipermanganat, und zwar als ein schwarzbrauner Abschnitt

[ = I
unterhalb des eigentlichen Haarschaftes, von der Papille noch durch den etwas
helleren Haaranfang (ha) getrennt (Bild 18).

3 £
*
Zur Bestimmung der Reduktionsorte sind wir nicht allein auf das Kali-
g

permanganat angewiesen. Schon seit langem kennen wir noch zwei andere
Farbenindizes, welche die Reduktionsorte anzeigen. Es ist das in erster Linie
die Eisen-Zyan-Firbung, in zweiter die Nitrochrysophanfirbung,

2. Farbenindex: Eisen-Zyan-Mischung.

1. Mischung von 1°/,igen Losungen von Eisenchlorid und Ferrizyankalium
in Wasser zu gleichen Teilen, 5 Minuten.

2. In Leitungswasser abspiilen.

3. Alkohol, O1, Balsam.

Hier reduzieren die Reduktionsorte von der von ihnen aufgenommenen
Mischung das Ferrizyankalium zu Ferrozyankalium, das sich mit dem ebenfalls
aufgenommenen Eisenchlorid zu Berlinerblau verbindet. Die blaue Firbung durch
das letztere kann also nur dort im Gewebe eintreten, wo Reduktionsorte sind.

K, FeCy, + KHO +- H — K,FeCy, + H,0
Ferrizyankalium - Alkalisch reduzierendes Gewebe= Ferrozyankalium -}~ Wasser
3 K FeCy, + 4 FeCl, — Fe,(FeCy,); + 12 KCI

Ferrozyankalium - Eisenchlorid = Berlinerblan - Kalinumehlorid.

In diesem Falle bedeutet aber die Reduktionsfirbung keine Anreicherung
von Sauerstoff, sondern eine Abgabe von Wasserstoff und Alkali ans dem alkalisch
reduzierenden Gewebe der Reduktionsorte (z. B. des Spongioplasmas, der Horn-
schicht usw.).

Diese ,,Eisen-Zyan-Firbung™ ist jedoch nicht so universell brauchbar wie
die Manganfirbung, da es Orte gibt, wo sie versagt, so an der Stelle der basalen
Hornschicht. Die hier bestehende basische Reaktion, durch Abscheidung der
basischen Albumose: Eleidin bedingt, bewirkt an dieser Stelle eine Abscheidung
von gelbem Eisenoxydhydrat, wodurch die blane Reduktionsfirbung unmiglich
gemacht wird.

3. Farbenindex: Tetranitrochrysophansiure.

Wieder andere Prozesse begleiten die Herstellung von Reduktionsbildern
mittels der Tetranitrochrysophansiiure (C;;H0,(NO,),), welche entsteht,
wenn man zu einer Losung von Chrysarobin in Hisessig rauchende Salpeter-
siure hinzufliefen liBt. Die Schnitte kommen fiir diese Fiirbung in Xylol oder
Chloroform, da die Tetranitrochrysophansiiure in Wasser nicht laslich ist, und
von da 5 Minuten in die gelbe Losung von Tetranitrochrysophansiure in Chloro-
form oder Xylol, in welcher sich die Reduktionsorte rot firben. Auf diesem

.1_8
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Farbenumschlag beruht die dritte, noch seltener gebrauchte Reduktionsfirbung,
die Nitrochrysophanmethode.

Charalcteristisch fiir dieselbe — im Gegensatz zur Manganfirbung ist
das Hellbleiben nicht bloB der basalen Hornschicht, sondern auch der ober-
flichlichen Hornschicht. Da die Reaktion der Rotfirbung dadurch zustande
kommt, daB in der Nitrochrysophansiure NO,-Gruppen durch NH,-Gruppen
ersetzt werden. so ist das Ausbleiben der Reaktion der basalen und oberflich-
lichen Hornschicht wohl dadurch zu erkliren, dafl diese Orte keine NH,-Gruppen
freimachen kinnen.

Am wenigsten von Nebenumstinden heeinflullbar ist von den drer Re-
duktionsfirbungen die Manganfirbung. Wenn daher alle drei Firbungen in
ihren Resultaten iibereingtimmen, kann man selbstverstindlich diese Bilder mit
Sicherheit als reine Reduktionsbilder auffassen. Weichen dagegen die beiden
letzten Firbungen stellenweise durch abnorme Firbung vom Manganbilde ab,
so hat man Nebenumstinde anzunehmen, wie z. B. alkalische Reaktion, welche
das einfache Reduktionsbild beeinflussen. In solchen Fillen hat man sich natiir-
lich allein an das Manganbild zu halten.

Es war nicht zufillig, daB} die Existenz und Bedeutung der Reduktions-
orte zuerst an der Haut gefunden wurde, und zwar dort, wo die Oberhaut in
michtigster Form verhornt ist, in der FuBsohle. Denn der Prozeff der Ver-
hornung geht mit einer bedeutenden Abnahme des Sauerstoffgehaltes und Er-
hohung des Reduktionsvermogens einher.

Unserer Beobachtung kommt dabei der regelmiilige Schichtenbau der
Oberhaut sehr zustatten, da hier jede AuBere Zellenlage gegeniiber der inneren
trockener und sauerstoffirmer ist und wir von der saftreichen und sauer-
stoffreichen Keimschicht durch die Stachelschicht hindureh Schritt fiir Schrtt
g1 immer trockeneren und stirker reduzierenden Zellen gelangen, bis wir in
den Hornzellen ein Maximum der Trockenheit und Reduktion erreichen.

Wenn wir von diesen extremen Verhiltnissen an der Hornschicht der
FuBsohle absehen, so haben wir aber in dem Plastin und Mesoplastin der Kerne
und dem Spongioplasma einer jeden Zelle bereits sauerstoffarme, reduzierende
EiweiBe vor uns, welche positiv auf unsere Reagentien fiir Redulktion reagieren,
wenn auch nicht so stark wie das verhornte Eiweil, das Keratin.

Der ungemein rasche Abbau des Kernes und seiner Sauerstoff aktivierenden
Nukleoproteide beim Beginn des Verhornungsprozesses hat aber noch eine ein-
greifende weitere Folge fiir den ganzen Inhalt der Epithelzelle. Mit dem Ver-
schwinden der Yu]\hn]:wtuidhullen. welche normalerweise sowohl Kern wie
Kernkérperchen einschliefen und beide voneinander frennen, tritt ein plota-
licher Zerfall beider, ein Freiwerden ihrer Bausteine und eine Vermischung
dieser mit dem Granoplasma des Zelleibes ein. Aus diesen Triimmern bilden
sich noch vor vollendeter Verhornung charakteristische Eiweilkomplexe, die wir,
da sie picht mit in die Hornsubstanz ngelu‘n. als Begleit- oder Neben-
pr odukte der Verhornung bezeichnen. Die wic hfl;_‘-;tl?]l dieser T‘Il‘hi‘llpltidllkte
sind das Keratohyalin, das Eleidin und das Trichohyalin. Aus dem
weiteren Zerfall dieser entstehen wiedernm einfachere Produkte, wie Glykogen
und Olsiure.
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Nehenprodukte der Verhornung.
Keratohyalin.

Die komchenhaltigen Zellen, welche Auffhammer unterhalb der Horn-
schicht entdeckte, und Langerhans als eine konstante Sechicht der Oberhaut
nm-imin-\ ohne ihren Ubergang in Hornzellen zu erkennen, wurden erst von
P. Tnna als normale IJI‘J!"I"H!]g\sbt'I.le im Verhornungsprozell nachgewiesen
uml :1}5 Kérnerzellen, daher die ganze Schicht als Kornerschicht (Stratum
granulosum) der Oberhaut in die Wissenschaft eingefiihrt. Er wies nach, dali
die betreffenden Kirner bereits in den tieferen Lagen der Stachelschicht zuerst
um den Kern herum auftreten, dal dann die Kérnerschicht entsteht, indem
rasch innerhalb ein bis zwei Zellagen die Korner sich bis zur Anfiilllung des
sanzen Zelleibes vermehren und daB sofort in der niichsthoheren Zellenlage die
Kérner wieder in der Weise verschwinden, dafl um jedes einzelne Kirnchen sich
ein heller Hof bildet. Die Kornerschicht ist also eine voriibergehende, nicht
absolut notwendige, aber sehr charakteristische Begleiterscheinung der Ver-
hornung der Deckepithelien.

Waldeyer wies dann nach, daB die Substanz der Kérner mit dem Hyalin
von v. Recklinghausen iibereinstimmt, und nannte sie deshalb Kerato-
hyalin, da sie mit dem Prozell der Verhornung eng verbunden ist. Das Kerato-
hyalin schiebt sich als eine das Licht stark reflektierende Substanz zwischen
die durchsichtige Stachelschicht und die durchscheinende Hornschicht wie eine
mattgeschliffene Glasplatte ein und blendet in sehr wirksamer Weise die rote
Farbe der Blutkapillaren an der weillen Haut des Europiiers ab, wie es besonders
deutlich an der Grenze des Lippenrots, am Lippensaum, hervortritt. Denn das
Lippenrot ist mit einer besonders dicken Hornschicht bekleidet, die aber, beim
Fehlen einer Kirnerschicht, die rote Farbe der Blutkapillaren allein nicht zu
verdecken vermag. Bei der Uberhornung gut granulierender roter Wunden er-
kennt man deuthich, wie sich zuerst ein durchsichtizer Hornschichtsaum iris-
blendenartig iiber die Wunde vorschiebt und dann erst etwas spiiter die Korner-
schicht als ein tiefer liegender, bliulichweiler, undurchsichtiger Saum nachfolgt.
Die sich hier gleich anfangs dokumentierende Unabhiingigkeit der Ver-
hornung von der Keratohyalinbildung treffen wir auch beim Fétus, wo
die Bildung der Hornschicht der der Kornerschicht lange vorangeht, wie denn
iiberhaupt an vielen Stellen, z. B. am Nagel, am Beethaar, an den Oberhiiutchen
des Papillenhaares und pathnlowisch bei allen Parakeratosen Hornsubstanzen
auftreten, ohne dafl iiberhaupt eine Kornerschicht gebildet wird.

In der Stachelschicht zeigt sich die Dlml}hdnrflghmt beider Bildungen
schon einfach darin, daff die Verhornung der einzelnen Oberhautzelle an ihrer
Peripherie vor sich geht, withrend das Keratohyalin gleichzeitig in ihrer Mitte
aus dem Zerfall innerer Zellteile hervorgeht. Fiir die sonstigen Eigentiimlich-
keiten des Keratohyalins hat die Erforschung seiner chemischen Zusammen-
setzung durch die Chromolyse zureichende Erklirungen geliefert, so fiir die
Form und Tingibilitit der Korner, fiir ihr plotzliches Auftreten und Ver-
schwinden.

Es hat sich namlich gezeigt, daB die Keratohyalinkérmer aus drei ganz
verschiedenen Eiweillen bestehen, dem basischen Mesoplastin, dem sauren
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Globulin und der sauren Zytose; erstere stammen heide aus dem Kern, die
letztere aus dem Zelleib.

Betrachten wir zuerst die Form der Korner, Diese zeigt sich verschieden,
je nachdem wir das Keratohyalin mit Himatein -}~ Alaun, dem Hauptfirbemittel
seines basischen EiweiBles einfach firben, oder auf seine Uberfirbung eine Ent-
firbung folgen lassen. Bei progressiver, einfacher Fiarbung erscheint unterhalb
der Hornschicht ein dunkles, zusammenhiingendes Netz mit massig eingesprengten
Kérnern von grober, eckiger, unregelmiifiger Form und sehr wverschiedener
Gréfle. Dann ist auller dem Keratohyalin noch das Plastin der Kerne und
Spongioplasma der Epithelien, wenn auch schwicher, mitgefirbt, Entfirben
wir diese Teile durch sauren Alkohol oder Eintauchen in Hisessig, so tritt das
Keratohyalin regressiv viel deutlicher hervor als ein Schwarm feinerer, verschieden

Bild 30.

Keratohyalin (kr). IFuBlsohle, frisch. Hamatein (Béhmer) 10 Minuten.
3% iger HCl-Alkohol. Alkohol, O, Balsam.

grober, rundlicher, glatter, vollkommen voneinander isolierter Korner (Bild 30).
Sie sind am dichtesten um den Kern gelagert, werden gegen den dulleren Saum
der Epithelzellen immer spirlicher und feiner, um schon vor diesem ganz auf-
zuhoren. Noch stiirker, nimlich blauschwarz gefiirbt, erhiilt man die isolierten
Keratohyalinkorner, wenn man sie nach der Himatein 4 Alaun-Firbung 10 Se-
kunden in Kalipermanganat '/,%,ig tancht, ehe sie in saurem Alkohol entfirbt
werden (Bild 31).

In diesen Bildern haben wir nur das aus dem Kerne ausgetretene Meso-
plastin vor uns. In der Mitte eines solchen Schwarmes finden wir den atrophischen,
aber zum Teil noch gut gefirbten, also noch Mesoplastin enthaltenden Kernrest,
withrend in anderen Kornerzellen die Kernhiihle bereits, wie in den Hornzellen,
leer ist.

Man kann auch durch einfache saure Farben ohne Beize das Mesoplastin
gefiirbt erhalten, und zwar durch den Kontrast zweier saurer Farben, von denen
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die eine stirkere Affinitit zum Kernplastin, die andere zum Mesoplastin besitzt.
Eine solche Darstellung gibt Bild 32. Man firbt mit Nigrosin vor und mit
Bestschem Karmin nach. Letzteres verdringt das Nigrosin aus der gesamten

Bild 31.
Keratohyalin (kr). FuBsohle, frisch. Himatein 10 Minuten, Aqua.
1/, giges Kali hyp. 10 Sekunden, Aqua. Alkohol, 01, Balsam.

Hornschicht, wobei die infrabasale Schicht, dunkelrot, besonders hervortritt,
und fiirbt auerdem alle Kerne der Stachelschicht. Das Nigrosin bleibt auf dem
basischen Kollagen der Kutis fixiert und: gibt eine hiibsche Darstellung der

Bild 32.

Keratohyalin (kr). Infrabasale Hornschicht (if). FuBsohle. Alkohol-Paraffin.
1% iges Nigrosin 30 Minuten, Aqua. Karmin Best 5 Minuten. Differenzierungsflilssigkeit:
Methylalkohol 10, Aqua destill. 10, NH, 1 Tropfen. Alkohol, 01, Balsam.
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Papillen. Auflerdem gewahrt man schon in der mittleren Stachelschicht schwiirz-
hche Hofe um simtliche Kerne, die sich, gegen die Hornschicht zu dunkler
werdend, bis zur Kornerschicht, als Keratohyalin, verdichten. Unmittelbar iiber
dieser ist die infrabasale Hornschicht als dunkelkarminrotes Band sichtbar.

Das basische Mesoplastin, wenn es auch die Hauptmasse des Kerato-
hyalins ausmacht, verbindet sich in diesem doch noch mit zwei sauren EiweiBen,
wie die Chromolyse desselben bei basischen Firbungen lehrt.

Hin Vorversuch mit der Methylgriin -+ Pyronin -+ Karbol-Methode be-
weist zunichst durch das Ausbleiben der Methylgriinfirbung, daB Nukleoproteide
im Keratohyalin nicht mehr vorhanden sind. Dagegen wird es von der basischen
Farbe: Pyronin und auch von allen anderen basischen Farben auBer Methylgriin,
g0 von Methylenblau, Toluidinblau, Fuchsin, Gentianaviolett und Safranin

Bild 33.

Keratohyalin (Lichen acum.) (kr). .-\]lm]ml,_I_":;r;iffin, 1% Toluidinblau 4 Stunde
Wasger, Alkohol, O, Balsam,

gefirbt, unter denen sich Toluidinblau als besonders farbkriiftiz empfiehlt. Ts
zeigt sich nun, dal} die mit Toluidinblau firbbare Komponente des Keratohyalins
durch eine Vorbehandlung mit Wasser von 15°, 37° und 80° und ebenso durch eine
369/yige Kochsalzlosung nicht ausgezogen wird, mithin nicht aus Albumin besteht.

Dagegen spricht ihre Unloslichkeit in kaltem und heilem Wasser, in kon-
zentrierter Kochsalz- und Ammonsulfatlésung, in Trichloressigsinre, 19/,iger
Salzsiiure und 1°%,iger Schwefelsiure dafiir, dall wir es hier mit einem Globulin
zu tun haben. Bild 33 ist das Globulinbild des Keratohyalins, dargestellt in einem
Alkohol-Paraffin-Schnitt (von einem Lichen acuminatus) mittels Firbung durch
das basische Toluidinblau. Bild 34 zeigt auch das Vorhandensein saurer Eiweifie im
Keratohyalin an, und zwar durch Fiirbung nach Pappenheim-Unna. Wihrend
dann das Keratohyalin die basische Farbe Pyronin annimmt, firben sich die
Kernreste gleichzeitig mit dem basischen Methylgriin in Kontrastfarbe. Die
Kerne der Stachelschicht und Kutis sind blaugriin gefiirbt, das Plasma und der
grofite Teil der Hornschicht rot.
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Diesen Globulingehalt des Keratohyalins fand Unnat) 1914 auf chromo-
lytischem Wege, und bereits im nichsten Jahre publizierten Kreibich?) und
im folgenden Herxheimer und Nathan®) die interessante Tatsache, dall in
den Zellen der Kornerschicht regelmiilig die Kernkorperchen aus dem Kern
in den Zellenleib auswandern. Da diese die einzigen Formelemente der Zelle
sind, welche innerhalb einer Nukleoproteidhiille Globulin enthalten, so erklirte
sich dadurch mit einem Male die Anwesenheit des Globulins auch in dem Komplex
des sich frei in der Zelle bildenden Keratohyalins.

Nun war nur noch die Anwesenheit der Zytose in diesem Komplexe fest-
zustellen oder, mit anderen Worten, nachzuweisen, dali auch das in der ganzen
Zelle zerstreute Granoplasma bei der Bildung des Keratohyalins beteiligh sei.
Dieser Bestandteil des Keratohyalins war schon seit langer Zeit aus zwei Um-

Bild 34. ;

Keratohyalin (kr). FuBsohle, frisch. Pappenheim-Unna-Firbung 20 Minuten, Wasser,
Alkohol, 01, Balsam.

stiinden, allerdings nur mit groller Wahrscheinlichkeit erschlossen worden. Einer-
seits, weil das Gesamtvolumen des Keratohyalins in einer Kémerzelle stets bei
weitem grofler war als das des Kerns. HEs mullte somit auch ein Bestandteil
des Zellenleibes einen Beitrag zu seiner Bildung geliefert haben. Andererseits
entsprach die Verteilung des Keratohyalins in der Kornerzelle der des Grano-
plasmas in den Stachelzellen, aus denen die Kérnerzellen hervorgehen. Die
Substanz, aus der das Granoplasma besteht, die Zytose, mulite also, wenn diese
Schlufifolgerungen richtig waren, neben dem Globulin im Keratohyalin
nachgewiesen werden.

Das war nun nicht so ganz leicht, da beide Eiweile nicht nur die tinkto-

) P. G. Unna, Zur Chemie der Zelle. Keratohyalin. Berliner klinische Wochen-
schrift 1914, Nr. 13.

*) Kreibich, Keratohyalin. Archiv fiir Dermatologie 1915, Bd. 121, Heft 2.

" Herxheimer und Nathan, Uber Herkunft und Entstehung des Keratohyalins.
Archiv fiir Dermatologie 1916, Bd. 123, 8. 399.
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riellen, sondern auch manche chemische Higenschaften gemeinsam haben, so die
Laslichkeit in schwachen und Unlislichkeit in konzentrierten Neutralsalzlésungen.
Doch gelang der chromolytische Nachweis beider nebeneinander unter Benutzung
einiger Lésungsverhiltnisse, welche bei beiden Substanzen verschieden sind.

Man lést aus denselben Schnitten einer keratohyalinreichen Oberhaut, z. B.
der Fullsohle, einerseits nur die Zytose durch heifles Wasser, andererseits nur
das Globulin durch konzentrierte Essigsiiure herans. In beiden Fillen erhilt
man dann bei der Firbung mit Toluidinblau Bilder der sauren Bestandteile des
Keratohyalins. Diese Partialbilder des Keratohyalins sind aber nicht gleich.
Das mit heiBem Wasser behandelte, zytosefreie, globulinhaltige Priaparat zeigt
es grobkornig, das mif Essigsiure hergestellte, globulinfreie, zytosehaltige dagegen
sehr feinkdrnig, staubformig.

AuBerdem gibt dann noch die ,,Kernkorperchenprobe® auf Globulin
einen weiteren Beweis, daB in den mit heiBem Wasser behandelten Schniften
das Globulin noch erhalten, in den mit Essigsiure behandelten verschwunden
ist. Diese Probe liefern die stets mit Globulin erfiillten Kernkérperchen
der Keimschicht und Stachelschicht an denselben Schnitten, die zum
Nachweis des Globulins im Keratohyalin mit globulinlosenden Mitteln behandelt
werden. Was dort Globulin list (konzentrierte Essigsiure), be-
seitigt auch die Hauptmasse aller Kernkorperchen in der Keim-
und Stachelschicht derselben Schnitte. Diese ,,Kernkorperchenprobe®
auf Globulin -ist einer allgemeinen Anwendung in der Histochemie fihig.

Mit diesemn Nachweis der beiden in jeder normalen Epithelzelle vorkommen-
den sauren EiweiBe neben dem basischen Mesoplastin in dem Komplex des
Keratohyalins war nicht nur eine volle Harmonie zwischen den chemischen
und histologischen Tatsachen erreicht, sondern auch ein befriedigendes bio-
logisches Verstindnis der Keratohy alinbildung. Diege lafit sich ndmlic i biologisch
am einfachsten erkliren, wenn man sie als einen Folgezustand des allgemeinen
Sauerstoffverlustes auffalit, der den Beginn jeder Verhornung (.'.I!I]L‘ItLt‘ Wie
das Sauerstoffreagens, Rnnm]lf_wmli zeigh, gehért ein maximaler Sauerstoff-
gehalt zu den normalen BLbf‘lllLit(’l]l'n }l'{lt}‘u Kernnukleoproteids, und es ist
daher sehr begreiflich, daB ein Sauerstoffverlust an dieser Stelle einen Abbau
der Nukleoproteide iiberhaupt zur Folge hat. Ebenso begreiflich ist es, dall
ein solcher Nukleoproteidabbau zuerst an dem abgelegensten, am weltesten vom
Blutsanerstoff entfernten Nukleoproteidorte eintreten mufl. Dieses ist die
Nukleoproteidhiille des ganz zentral gelegenen Kernkorperchens. Thr Schwund
an dieser Stelle macht aber den Globulininhalt des Kernkérperchens frei, und
dieser wandert nun — gleichsam aus Nukleoproteidnot — zuniichst an den
noch nukleoproteidreichen Rand des Kermnes, iiberall die Schmelzfiden des
fadenziehenden Nukleoproteids nach sich ziehend, dhnlich wie bei dem kiinst-
lichen Transport der Kernbestandteile in Schnitten, die man mit konzentrierten
Salzlésungen behandelt!), und tritt dann weiter in den Zellenleib selbst ein,

i+ P. G. Unna, Uber spontanen und kiinstlichen Transport von Zellsubstanzen
und iiber Kochsalz als mikrochemisches Reagens. Monatshefte fiir praktische Dermatologie
1901, Bd. 33, S. 342,

Derselbe, Histologischer Atlas, 6(7, Taf. XXXVIIT und XXXIX,
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Dem Abbau des Kernkorperchens folgt der des grofiten Sauerstoffortes, des
Kernes, selbst, und an diesem fiithrt der \Tuhlou]zmtuuh&-J]L:-t' zur BloBlegung
des Mesoplastins. Anstatt mit dem sauren Nukleoproteid, verbindet sich nun
das freigewordene basische Mesoplastin mit den anderen beiden sauren Eiweilien
der Zelle, dem freigewordenen sauren Globulin des Kernkorperchens und weiterhin
mit der sauren Zytose des Zellenleibes.

Die Keratohyalinbildung bedeutet also die Entstehung eines verginglichen
Gebildes in der hpltim]zclk, das sich beim Untergang ihrer Sauerstofi-
orte: des Kernkorperchens und des Kernes, und zwar in dem Augenblicke
bildet, wenn das sie alle iiberziehende und auseinanderhaltende Nukleoproteid
an Sauerstoff verarmt und dem Schwunde anheimfillt. Dieses transitorische
Restgebilde, das vollkommen sauerstofflose Keratohyalin, kann natiirlich Ron-
galitweif nicht mehr bliuen und sich mit Methylgriin nicht mehr firben. Es
geht aber seiner Zusammensetzung nach mit deu oben genannten basischen
Farben, die alle Globulin- und Zytosefirber sind, Verbindungen ein ebenso
wie mit dem spezifischen, sauren Mesoplastinfarber: Himatein -+ Alaun.

Es fragt sich, ob bei dieser griindlichen Auflésung der Kernsubstanz auch
noch deren freiwerdende letzte Grundlage, das Plastin, mit in den Keratohyalin-
komplex eingeht. In diesem Falle miifte man, da das Plastin sich mit allen
sauren Farben firbt, auch mit einer einfach sauren Farbe ein Bild des Kerato-
hyalins gewinnen. Das ist aber, wenn tiberhaupt, nur in sehr beschrinktem
MaBe der Fall. Von den gebriiuchlichen sauren Farben erzielt man nur mit
den stiirksten, Wasserblau und Bordo, ein Bild der grébsten Korner, und diese
treten nur undeutlich hervor, da das umliegende Plastin und c3p(::1t'1£}pkﬁnm stark
mitgefiitht werden. Eine gute, isolierte Fiirbung des Keratohyalins erhilt man
mit einfachen sauren Farben also nicht. Die in dasselbe eventuell eingehende
Plastinmasse ist jedenfalls zu gering und spielt neben der bedeutenden Masse
des Mesoplastins keine Rolle.

Gar keinen Teil an der Entstehung des Keratohyalins haben sodann die
widerstandsfihigeren Teile der Stachelzelle: das Spongioplasma, die Zellmembran
und die basische Grundlage der Tplt]wliaﬂm n, die simtlich unverindert aus der
Stachelschicht durch die Korerschicht in die Hornschicht iibergehen.

Es sind also drei Eiweille: Mesoplastin, Globulin.und Zytose, aus
denen sich beim Schwund der Nukleoproteide diese glinzende Begleiterscheinung
der Verhornung aufbaut. Das Wunderbarste dabei ist die Schnelligkeit, mit der
sich diese Geburt vor unseren Augen vollzieht. An den meisten Stellen der Haut
liuft der ganze Prozel in einer einzigen Zellenlage ab. Nur an hochgeschichtetem
Epithel, wie an der Fuflsohle, beim spitzen Kondylom, fiillen sich mehrere
Zellenlagen (4—6) mit Keratohyalin, e¢he die Verhomung eintritt.

Ebenso plotzlich und geschwind vollzieht sich dann wieder der Abbaun
des Keratohyalins, wobei auller einem Kohlenhydrat eine Reihe gut charakteri-
sierter und tinktoriell nachweisbarer EiweiBe und Lipoide und gewisse Amino-
siuren frei werden und die niichsten 2—4 Zellenreihen erfiillen. Es sind dies:
Glykogen, die basische Albumosenverbindung: Eleidin, Olsiure und die
H{‘mlgl uppe Kithnes: Tyrosin, Tryptophan und Zystin, die ihrerseits wieder
zum Aufbau der Hornzellenmembran dienen.

Wie der plotzliche Schwund des Nukleoproteids bei dem eintretenden
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sauerstoffmangel die Entstehung des Keratohyalins einleitet, so signalisiert der
rasche Zerfall des Keratohyaling die beginnende Verhornung der Oberhautzelle.

Die Aufklirung der chemischen Strulktur des Keratohyalins gibt uns ferner
auch Fingerzeige fir die miglichen tinktoriellen Darstellungen desselben. Den
drei Eiweillen, aus denen es hesteht, miiliten 1’i;;nnf|ifh drei verschiedene Fir-
bungen entsprechen. Da aber die Farbungen fiir das Globulin und fiir die Zytose
zusammenfallen, gibt es nur zwel grundverschiedene Arten der Firbung, eine
saure fiir das basische Mesoplastin und eine basische fiir die gleichzeitige Fiirbung
des Globuling und der Zytose. Will man auch diese getrennt erhalten, so mul}
man die Schnitte vor der Firbung, wie schon erwihnt, entweder mit heiflem
Wasser oder konzentrierter Essigsiure behandeln.

a) Die Mesoplastinfairbung des Keratohyalins (Bild 30).

Sie geschieht mit dem spezifischen Fiirber des Mesoplastins, einer Losung
von Himatein 4 Alaun. Nach Uberfirbung mit dieser entfirbt man gewohnlich
mit salzsaurem Alkohol oder Essigsiiure. Das hat seine Berechtigung, da das
Mesoplastin in beiden Siuren unloslich ist. Aber noch farbkriftigere Bilder
erhilt man, wenn man das Hamatein in den Schnitten vor der Entwisserung
in Alkohol durch Eintauchen in stark oxydierende Mittel noch weiter oxydiert,
% B. durch Wasserstoffsuperoxyd, Chromsiure oder Kalipermanganat, am besten
durch letzteres.

Die Formel fiir diese Firbung (Bild 31) lautet also:

1. Losung von Hamatein 4+ Alaun, 5 Minuten.

2. In Leitungswasser grindlich abspiilen.

3. 1% pige Losung von Kalipermanganat, nur kurz eintauchen.
4. In Leitungswasser griindlich abspiilen.

5, Alkohol absolutus, 001, Balsam.

b) Die Globulin- und Zytose-Firbung des Keratohyalins (Bild 34).

Diese Farbung geschieht am zweckmiligsten mit dem Dibasichrom von
Pappenheim-Unna, da man dann gleichzeitig die Kerne durch das Methyl
oriin in Kontrastfarbe und dadurch besonders klare Bilder iiber den Zerfall des
Kernes und die Bildung des Keratohyaling erhilt; allerdings nur eines kleineren
Teiles vom Keratohyalin, ndmlich nur seiner sauren Eiweille, Daher sind diese
Bilder sehr fein und viel zarfer als die griberen Mesoplastinbilder. Man hat
aber nicht nur den Vorteil, neben den pyroninroten Keratohyalinkérnern noch
die sauren Nukleoproteidreste als blaugriine Tropfen zu erkennen, sondern durch
die pyroninrote Firbung der Granoplasmakirnchen im Zellenleibe den Ubergang
auch dieger in das Keratohyalin der Kérnerschicht. Dadurch entsteht hier ein
wolkiges, weniger scharf abgesetztes Bild der Kérnerschicht als bei ihrer Meso-
plastinfiirbung.

Die Formel der Pappenheim-Unna-Firbung hierfiic lautet:

1. Methylgriin -+ Pyronin + Karbol-Mischung, 20 Minuten.

2. Kurz abspiilen in Wasser.

3. Kurz Alkohol absolutus.

4. 001, Balsam.




Eleidin.

Das Eleidin wurde von Ranvier entdeckt, welcher vorzugsweise mit dem
Dioxychrom: Pikrokarmin arbeitete. Diesem scharfsinnigen Histologen konnte
es nicht entgehen, dall in den von ihm aus freier Hand gemachten Sehnitten
durch die Hornschicht der FuBsohle neben der pikringelb gefirbten, harten
Hornsubstanz eine dickfliissige Masse vorhanden war, welche sich gleichzeitig
mit dem Karmin seines Pikrokarminats rot fiirbte und, besonders klar in der
Hshe der basalen Hornschicht, aus den angeschnittenen Hornzellen hervor-
quellend, sich auf deren Oberfliche in Form von Strandlinien ablagerte. Da
diese tropfbar fliissige Masse fettihnlich glinzend aussah, nannte er sie: Eleidin.

Oberfliche. Unterfliiche.
Bild 35.

Fleidin (FuBsohle, Alkohol-Paraffin) zeigt in einem Doppelbild das auf die Oberfliche

und Unterfliche eines und desselben Schnittes heranstretende Eleidin (el) in der Héhe

der basalen Hornschicht (ho). Karminfirbung nach Best 5 Minuten. Zweimal Differen-

?:jf-|'u|;gg<[Ii’neg.:iglu\it.; Aqua destill., 10 TT{L[I'F("“, _‘Ilt‘t-h.\']zl"{till.ul 10 Tropfen, Liqu. ammon.
gaust. 1 Tropfen, 5 Minuten und 3 Minuten. Alkohol, 01, Balsam.

In Bild 35 sind die Tropfchen des Eleidins mittels des Bestschen Karming
dargestellt, und zwar die Bilder der Ober- und Unterfliche eines und desselben
Sehnittes nebeneinander, wie sie beim Gebrauche der Mikrometerschraube
sukzessive hervortreten. Das Bild 36 zeigt uns die Eleidintropfen im Kontrast mit
einer vorhergehenden Pikrinfirbung. Auch stellen wir heute noch das Eleidin
nach dem Prinzip von Ranvier dar mittels eines pikrinhaltigen Dioxychroms;
nur haben wir den Karmin durch Nigrosin ersetzt (Wile!, 1909). Das Pikro-
nigrosin gibt noch schirfere Kontraste zwischen gelber Hornschicht und blau-
schwarzem Eleidin. Das Bild 37 zeigt einen solchen Schnitt durch die in Alkohol
und Paraffin gebrachte Fulisohlenhaut. Die Kutis ist durch Nigrosin dunkelblau

1) Udo J. Wile, Das Eleidin der basalen und superbasalen Hornschicht. Monats-
hefte fiir praktische Dermatologie 1909, Bd. 48, 5. 245,
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gefiirbt, ebenso die Kerne der Stachelschicht, wihrend das reduzierende Plasma
etwas Pikrinsiure aufgenommen hat, so daBl die Stachelschicht im ganzen

=]}

Bild 36.
Eleidin (el). FuBsohle, .Alkohol-Paraffin. Eleidintropfen der Oberfliche des Schnittes
in der Hohe der basalen Hornschicht (ho). Firbung: Pikrokarmin (nach Best).
Die Pikrinsiure firbt die Cutis durch Siure-Basen-Affinitit, die Hornschicht durch
oxypolare Affinitit. Pikrinsiurevorfirbung 2 Minuten, Karmin Best wie Bild 35.

griinlichgrau erscheint. Die basale Hornschicht ist als stark reduzierende Schicht
rein pikringelb gefirbt; ebenso die obere und mittlere Hornschicht. Nur die
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Bild 37.
Eleidin (el). FuBsohle, frisch. Pikrinsiiure. Nigrosin. Hornschicht (ho),

suprabasale Hornschicht zeigt, besonders um die Schweiiporen, durch ihre blau-
schwiirzliche Farbung mit dem sauren Nigrosin einen erheblichen Gehalt der
Hornzelle an dem basischen Eleidin an.
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Dieser Eleidingehalt der Hornschicht tritt schon sehr friih, in den letzten
Embryonalmonaten, auf, viel frither als die Keratohyalinbildung beginnt. Das
Eleidin findet sich daher bereits wohlausgepriigt in der Vernix caseosa des
Neugeborenen. Bild 38 gibt einen Schnitt durch die Haut eines Neugeborenen
wieder mit darauf sitzender Vernix. Die Fixation geschah in Flemmings
Lésung; durch die Osmiumsiure wurde der [nhalt einer Talgdriise (ta) geschwiirat
und oberfliichliche Lagen der Vernix gelblichgrau gefirbt. Eine Nigrosinfirbung
des Schnittes ergab dann eine blauschwarze Linie, dem Eleidingehalt dieser
jugendlichen Oberhaut entsprechend (Bild 38).

Bild 38,

Eleidin der Haut eines Neugeborenen, die noch mit Vernix easeosa (v) bedeckt ist.

Fixierung in Flemmings Lisung. Nigrosinfarbung. (Vel. auch Kapitel: Vernix caseosa.)

V. a — haftende Vernixschicht. V.b = sich ablésende Vernixschicht. ta = Talgdriise.

sta — Stachelschicht. el = durch Nigrosin blangefirbte Lage des Eleidins. ho = durch
Osmium geschwiirzte Lage der Hornschicht des Neugeborenen.

Sowoh! beim Pikrokarmin wie beim Pikronigrosin benutzen wir den Um-
stand, daB — im Gegensatz zum Eleidin die Hornsubstanz stark reduziert
ist und daher eine besonders starke Affinitit zu der hoch oxydierten Pikrinsiure
besitzt, wihrend sie das saure Nigrosin dem basischen Eleidin iiberlilit. Bei
dieser Methode walten mithin beide Arten der Affinitit ob, beim Eleidin die
Basge-Siiure-Affinitit, beim Keratin die oxypolare.

Pikro-Nigrosin-Firbung.
1. Konzentrierte wisserige Pikrinsaurelosung 5 Minuten, Wasser.

2. 19/,ige wisserige Nigrosinlosung 1 Minute, Wasser.

3. Alkohol, (1, Balsam.

Gegen Ranviers Ansicht, dal im Eleidin ein fettiihnlicher Kérper vor-
liege, erhob sich zuniichst Ciliano!) (1908), der auf Lisungsversuchen fuliend,
die glinzende in der basalen Hornschicht eingeschlossene Fliissigkeit fiir ein

1) Ciliano, Eleidin. Monatshefte fiir praktische Dermatologie, 1908, Bd. 46, 8. 435.
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-Uimmin, also ein genuines Eiweill erklirte. Thm gegeniiber vermutete dagegen
Liebreich in dem Eleidin ein Gemisch von Eiweil und Fett und kam 1L],1|1ft
der Wahrheit ziemlich nahe. Wile endlich konstatierte das Vorkommen von
Eleidin in Form perinukledirer Ringe in der superbasalen Hornschicht, und
Lorberbaum?!) (1925) fand es bei chromolytisch vorbehandelten Schnitten
in allen Lagen der Hornschicht, so dall sich die Lagerung um die Kernhghlen
der Hornzellen allgemein als ein Zeichen beginnender Losung des Eleiding erwies.
Derselbe Autor konnte auch, gestiitzt auf die ¢ hromolytische Untersuchung von
Grefrierschnitten der Hornschic :ht, nachweisen, daf} bei der gebriiuchlichen, kurzen
Alkoholfixation der Hornschicht immer schon ein Teil deg Eleiding der Liésung
anheimfillt und nicht im Schnitt erscheint.

Erst die Darstellung des Eleidins in Gefrierschnitten ergibt denn auch
das vollstiindige, das wirkliche Bild des Eleidins. Dasselbe zeigt topnﬂlapfnbt he
Verse JLIl‘(EE‘]l}ll‘ltE'Tl je nach dem Sitze und der Dicke der Timnf-:ech:( ht. Es verhiilt
sich anders in der Fullsohlenmitte, wo die Hornschicht diinner ist, als in der
dicken Hornschicht der Hacke und der Zehenballen. Dort unterscheidet man
durchweg drei Schichten, eine untere, eleidinfreie, bei Pikronigrosinfirbung gelbe,
infrabasale, sodann eine mittlere, blauschwarze, die basale und mittlere
Hornschicht umfassende, die reich an Eleidin ist, und eine obere, mit der End-
schicht zusammenfallende, die wiederum gelb ist und des Eleidins entbehrt.
An der dicken Hornschicht der Hacke und FuBballen tritt zu dieser horizontalen
Sehichtung des Eleidins eine vertikale infolge der hier steilwelligen Anordnung
des epithelialen Leistensystems und des Papillarkérpers und der daher miglichen
Unterscheidung von ,,Bergen* und ,,Tilern* in der Hornschicht.

In den Wellenbergen oberhalb der Papillenképfe, wo in der dicken Horn-
schicht sich ein Fliissigkeitsmaximum befindet, zeigt die Pikronigrosinfirbung
auch einen reichen Gehalt an blauschwarzem Eleidin; man kann hier also auch
von einem Eleidinmaximum reden. Im Gegensatze dazu sind die Wellentiiler
der Hornschicht sehr arm an Eleidin, ebenso wie die Endschicht; diese trockensten
Regionen der Hornschicht scheinen nur aus Hornsubstanz zu bestehen.

Es ist das Verdienst von Lorberbaum, gezeigt zu haben, daBl dieser
Schein triigt. Bei Vorbehandlung der Schnitte mit Siuren und Alkalien, welche
eine Quellung der Schnitte bewirken, zeigt die nachfolgende Pikronigrosin-
firbung auch diese Hornschichtregionen beladen mit Eleidin, welches in trockenem
Zustande, von Keratin umbhiillt, nicht firbbar war. Lorberbaum nannte dieses
erst bei der Chromolyse sichtbar werdende Eleidin: latentes Eleidin.

Das Bild 39 gibt einen Schnitt derselben FufBisohlenhaut wie das Bild 37,
aber nach dreistiindiger Vorbehandlung mit 39/, Salzsiure. Aus den Hornzellen
ist dadurch das Eleidin freigeworden und fiirbt sich durch Pikronigrosin blau-
schwarz. Man sieht, dall nur die Wellentéiler frei davon sind, withrend die Wellen-
berge ein Maximum davon tragen sowie die normalerweise davon ganz freie
Endschicht.

Das latente Eleidin hat ganz dieselben Losungs- und Fillungseigenschaften
wie das normale Eleidin. Es ist wie dieses vollig loslich in kochendem Wasser,

Y) Leon Lorberbaum und P. G. Unna, Das Eleidin. Eine chromolytische Studie.
Dermatologische Wochenschrift 1925, 8. 1519,



65

bei Korpertemperatur in starken und mittelstarken Siuren und Alkalien, dagegen
unlislich in Essigsaure, Salzlosungen und Alkaloidreagenzien.

Die Loslichkeit in kochendem Wasser und warmer Salpetersiure spricht
genauer dafiir, dall der uiweil};n‘l‘-ige Anteil des Eleidins eine Albumose, und
seine Firbbarkeit nur mit sauren Farben, dafl er eine basische Albumose
ist. Lorberbaum konnte diese als ein Histon dadurch niher kennzeichnen,
daf} sie auch schon von verdiinnten Salzlosungen und von Alkaloidreagenzien
in neutraler Losung gefiillt wird. Von den basischen Protaminen unterscheidet
sich der Eiweilanteil des Eleidins durch seine Loslichkeit in Pepsin 4 HCIL

=lal

Bild 39.

Latentes Eleidin (lel). FuBsohle, frisch. Vorbehandlung mit 39 iger Salzsiure.
Pikrinsiure, Nigrosin. Stachelschicht (sta), Cutis (cu).

Somit stellt das Eleidin chemisch eine Verbindung dar von Histon mit den
(‘holesterinestern, die bereits Unna und Golodetz?) als universelle Bestand-
teile der Hornschicht nachgewiesen haben. Diese beiden Anteile des Eleidins, der
eiweilartige und fettartige, sind so fest verbunden, daf, um die Hornschicht von
beiden gleichzeitig zu befreien, die Losung nur eines Anteils bei geniigend langer
Einwirkung ausreicht; so kann es z. B. allein durch Kochen mit Wasser ebenso
gut geschehen wie allein durch lingere Behandlung mit Benzin bei 60°.

Lorberbaum kommt zu dem Schlusse, dal die von Unna und Golodetz?)
makrochemisch dargestellten Hornalbumosen identisch sind mit dem Eleidin
der Histologen und also auch eine chemische Verbindung von Histon mit
Cholesterinestern davstellen,

1) P, G Unna und Golodetz, Zur Chemie der Haut, I. Der mikrochemische
Nachweis des Cholestering in der menschlichen Haut. Monatshefte fiir praktische Derma-
tologie 1908, Bd. 47, 8. 179 und 242,

Dieselben, Die Cholesterinester der Hornschicht. Biochemische Zeitschrift 1910,
Bd. 25, Heft 4/5, S. 425.

) P. (. Unnaund Golodetz, Neue Studien iiber die Hornsubstanz, I. Monatshefte
fiir praktische Dermatologie 1907, Bd. 44, 8. 307. und I1. Ebd. 1908, Bd. 47, S. 62.

Dieselben, Die Hornalbumosen und ihre Bedeutung fiir die Dermatologie. Derma-
tologische Wochensehrift 1917, 5. 369,

Unna, Histochemie der Haut, o
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Das Trichohyalin der Wurzelscheide.

Die feinere Histologie der Wurzelscheide ist nicht so bekannt, dall es sich
nicht verlohnte, ehe wir auf die Histochemie derselben eingehen, vorher einen
kurzen Uberblick iiber die hier in Betracht kommenden histologischen Elemente
zu geben.

Wenn sich aus dem in die Tiefe der Haut vorgedrungenen Epithelfortsatz
ein Haar bildef, erhebt sich nicht mur in der Mitte desselben iiber der Papille
durch rasches Epithelwachstum ein nach oben zugespitztes kegelférmiges Gebilde,
der , primitive Haarkegel”, sondern gleichzeitig mit ihm vom Halse der Papille
aus in der Form eines Kegelmantels ein Epithelgebilde eigener Art, welches den
Haarkegel allseitig umgibt, ein aus drei Zellenlagen bestehender Hohlkegel. Dieser
ist die Anlage der Wurzelscheide.

In diesem eigenartigen Hiillgebilde klingen die nicht unbedeutenden Druck-
kriafte ab, welche vom stark wachsenden Haarkeime ausgehen und allen Zellen-
lagen dieser Region besondere Formen aufprigen. Nach aufien davon bleibt die
ithrige Stachelschicht des Epithelfortsatzes ruhig liegen, vom Haarwachstum
unberiihrt), Nur die Wurzelscheide wichst mit dem Haar aus der Tiefe hervor
und wird, wenn das schneller wachsende Haar'die Oberfliche der Haut erreicht,
von diesem durchbrochen. Im eoberen Drittel des Haarbalges, in der Gegend, wo
die Talgdriisen ihr Sekvet dem Haare zufithren, brockelt auch die Wurzelscheide
Zelle fiir Zelle ab, es sei denn, dali sie, unter pathologischen Verhiltnissen stéirker
zusammenhaltend, das Haar noch streckenweise begleitet und dann wie eine
Manschette nmgibt.

Da die Wurzelscheide gerade dort abbrickelt, wo das Haar sich frei iiber
die Oberfliche der Haut erhebt, kann man sie nicht als eine Schutzhiille fiir das
Haar betrachten. Ebensowenig hat sie eine mechanische Funktion gegeniiber dem
Epithel des Haarbalges zu verrichten. Sie ist nur die Folge und der Ausdruck
der iibermiichtigen Zellvermehrung des Keimepithels an der Papille mit ihrem
halbkugelférmig nach auflen und oben gerichteten Wachstumsdruck, welches durch
den Widerstand des zylindrischen, nach unten abgeschlossenen Haarbalges in eine
einseitig nach oben gerichtete, vertikale Bewegung gedringt wird. Indem sie diese
Umfum_mng der Druckrichtungen aus einer urspriinglich die Papille gleichmibig
umgebenden Hohlkugel in einen der Papille aufsitzenden Hohlzylinder in sich
aufnimmt, stellt sie als (Ganzes, trotz ihrer Zusammensetzung aus drei Zellenlagen,
einen einheitlichen, fest zusammengeprefiten Hohlzylinder dar, die Gleitschiene
des Papillenhaares fiir seinen Durchgang durch den Haarbalg.

1) Es ist eine zu MiBverstindnissen fithrende, aber hartnickig wiederkehrende Be-
zeichnung, welehe diesen Rest der Oberhaut des Haarbalges ,iiulere Wurzelscheide®*
nennt; sie ist so widersinnig, als wenn man den Kasten, in dem ein in seiner Scheide
steckender Sibel aufbewahrt wird, als ,.duBere Sibelscheide® bezeichnen wiirde, Sie
stittzte sich bei Henle, welcher die Ausdriicke: ,,duBere und innere Wurzelscheide®™ ein-
fithrte, auf die falsche Ansicht, dall die Wurzelscheide die Hornschicht der Oberhaut
des Haarbalges sei, also von aullen nach innen wiichse. Schon Reichert wies ihm nach,
dafl sie vom Grunde dés Balges nach oben wiichst. 1875 gab ich dann die genaue
Beschreibung der Mutterzellen der Wurzelscheide am Grunde des Haarbalges,
am Papillenhalse, die 1876 von v. Ebner bestitigt wurde. 1889 nahm Kélliker in
seinem klassischen Lehrbuche meine Bezeichnungen: Wurzelscheide und Oberhaut
(Stachelschicht) des Haarbalges an statt: ,,zweier Wurzelscheiden, deren Annahme
von jeher eine unnditige und verwirrende Komplikation in die Lehre vom Haar gebracht
hat. Es gibt also nur eine Wurzelscheide. Das ist nun seit 50 Jahren bekannt; aber
die Lehrbiicher wiederholen immer noch den alten Irrtum von den ,,zwei Wurzelscheiden''.
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Diese einheitliche Funktion der Wurzelscheide vertrigt sich sehr wohl mit
einer groBen Verschiedenartighkeit der Zellformen der einzelnen Lagen innerhalb
derselben, welehe sich daraus erklirt, dafi die Mutterzellen nicht auf einer ebenen
Fliche, sondern in verschiedenen Hohen des Papillenhalses angeordnet sind. Da-
durch wird es bewirkt, daBB die dullere der drei Lagen, die Henlesche Bchicht,
welche tiefer unten am Papillenhalse entsteht, die etwas hiher oben entspringende
Huxleysche Schicht von aullen umgreifen mufl, wodurch sie natiirlich einem
u“;[}pmn Gegendrucke von aullen ausgesetzt ist. Ein sicherer Beweis hierfiir ist
e_lm Tatsache, dall sie bedeutend frither, d. h. tiefer unten im Balge, bereits ver-
hornt als die Huxleysche Schicht.

Besonders in die Augen springend ist der die Verhornung begiinstigende

Einfluli des dulleren Drue ke« am Kreise {]9-\ grifiten Druckes, am Papillen-
fiquator, indem hier nicht die dem Haare niher liegende Huxleyschicht, wohl
aber die weiter nach aufBlen liegende Henleschicht plétzlich verhornt.

Abgesehen von etwas verschiedenen Zellformen (Henlezellen breiter, poly-
gonal, quer abgestutzt; Huxleyzellen schmiler, spitzer ausgezogen, spindelfirmig)
und dem verschiedenen Termin der Verhornung sind die hvuivu dulleren Lagen
der Wurzelscheide sonst ziemlich gleichartig gc.‘haut, wie sie denn auch weiter
oben im Balge wieder zu einer einheitlichen Membran verschmelzen. Abweichend
gebaut ist dagegen die innerste, dritte Lage, das ,.Oberhiutchen der Wurzel-
scheide”. Beine Mutterzellen am Papillenhalse erhalten den geringsten Nach-
schub, bilden daher keine Folge von Zylinderzellen, sondern bleiben kubisch und
werden durch den radidren Druck zu flachen Biindern geprelit, welche senkrecht
zu den- Zellen der beiden anderen Schichten, also im Balge horizontal mit spiraliger
Aufwartsdrehung orientiert sind. Die diirftige Ausbildung und der minimale Zell-
inhalt harmonieren mit der besonderen Funktion des Oberhiutchens der Wurzel-
scheide, die Grenzschicht gegen das rascher innen aufsteigende Haar zu bilden.
Als solche hat sie ihr Gegenstiick in dem Oberhidutehen des Haares selbst, welches
von ihnlich plasmaarmen Zellen gebildet wird, die aber vertikal wie die Haar-
zellen selbst orientiert sind. Beide Oberhdutchen entspringen von benachbarten
und vollig gleichen — nimlich pigment- und trichohyalinlosen — Mutterzellen
am Papillenhalse und sind eine Zeitlang nach ihrer Verhornung noch sperrzihnig
verbunden, lisen sich aber weiter oben im Balge voneinander, wodurch sich jene
kapillire Spalte zwischen Wurzelscheide und Haarschaft vorbereitet, welche fiir
das Eindringen von Spalt- und Fadenpilzen in das Haar spiter so wichtig ist.

Wiirde nun die Verhornung der Henleschicht und Huxleyschicht so ein-
fach vor sich gehen wie bei den beiden Oberhdutchen, als bloBle Abplattung, Ein-
trocknung, Homogenisierung, so wiirde es nicht zu jenen auffallenden tinktotiellen
Gegensatzen kommen, welche von jeher das Studium der Wurzelscheide ebenso
interessant wie ratselvoll gemacht haben. Diese tinktorielle Auszeichnung ver-
dankt die Wurzelscheide in erster Linie dem Auftreten eines Begleit- oder
Nebenproduktes der Verhornung, dem Trichohyalin.

Das Trichohyalin stellt bei der Verhornung der Haarwurzelscheide und des
Haarmarks eine ebenso regelmiflige Begleiterscheinung dar wie das Kerato-
hyalin bei der ‘nrhmmmr_r des DLE‘I\LPIHIE‘}\ Es erhielt sogleich nach seiner
Entdeckung durch Unna') und Ebner?) eine gewisse Bedeutung in der Frage,

') Unna, Beitrige zur Histologie und Entwicklungsgeschichte der menschlichen
Oberhaut und ihrer Anhangsgebilde. Dissertation StraBburg und Archiv fiir mikroskopische
Anatomie 1876, Bd. XII, S. 32.

*) v. Ebner, Mikroskopische Studien iiber Wachstum und Weechsel der Haare.
Wiener Sitzungsberichte, Bd. 74.
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ob die Wurzelscheide, damals sogenannte ,innere Wurzelscheide* genannt, ein
einheitliches Gebilde darstelle, oder aus zwei genetisch verschiedenen Schichten
bestiinde. Henle und nach ihm Bisiadecki hatten letateres angenommen und
glaubten, dall die dullere (Henlesche) Zellenlage von der Stachelschicht des
Haarbalges als deren Hornschicht abzuleiten sei, wiihrend die mnere (Huxley-
sche) zum Haarschaft gehdre. Da trat nun die tiefrote schéne Firbung, welche
die Mutterzellen der gesamten Wurzelscheide bei der Pikrokarminfiirbung an-
nehmen, entscheidend ein. Mit Hilfe derselben konnte gezeigt werden, dall beide
Schichten einen einheitlichen Mutterboden am Papillenhalse besitzen und
daBl die Mutterzellen simtlich durch einen reichen Gehalt an dunkelkarminrot
sich farbenden Komehen ausgezeichnet sind, und zwar so scharf, dafl die auBien
angrenzenden Stachelzellen des Haarbalges ebenso leicht und sicher von ihnen
unterschieden werden koénnen wie die innen angrenzenden der beiden Ober-
hdutchen.

Denn diesen fehlen eben bei der Pikrokarminfiirbung — innen wie auflen —
die roten, jetzt Trichohyalin genannten Kémer ginzlich. Dadurch entsteht
bei dieser Farbung ein hiéichst auffallendes Bild im untersten Teil der Haar-
wurzel, nimlich eine konzentrische Umbhiillung der letzteren durch eine sich rot
firbende kornchenhaltige Schicht?).

Es blieb Vérner®) vorbehalten, die von Anfang an beobachteten Ver-
schiedenheiten zwischen diesen karminophilen Kirnern und den dhnlichen Kerato-
hyalinkornern des Deckepithels genauer zu schildern und daraufhin ihnen einen
eigenen Namen: Trichohyalin zu geben, wie er priiziser nicht gewiihlt werden
konnte. Denn eine Substanz von gleichen morphologischen und chemischen
Eigenschaften wurde bisher noch nirgends als eben nur im Haar gefunden.
Andererseits konnte man erst nach Aufstellung eines solchen Parallelbegriffes
zum Keratohyalin ernstlich daran gehen, die bei aller iiuBerlichen Ahnlich-
keit doch grundverschiedene Beschaffenheit dieser beiden ,Nebenprodukte der
Verhornung™ festzustellen.

Gemeinsam mit den Keratohyalinkimmern hat das Trichohyalin nur sein
plitzliches Auftreten in eimer verhornenden Epithelzelle, seinen GGlanz und seine
starke Tingibilitit mit Karmin. Dagegen ist es von weicherer Konsistenz, zih-
flissig und daher in seiner Form ganz von seiner Umgebung abhiingig, teils
rundlich, teils stibchenformig; durch duBleren Druck wird es eingedellt und
sogar perforiert.

Wesentlicher noch ist seine villige Unabhiingigkeit vom Kern, der
neben dem Trichohyalin erhalten bleibt und weder atrophiert noch zerfillt, wie
beim Keratohyalin. Das Trichohyalin nimmt daher auch keinen Kernbestandteil
in sich auf, vor allem kein Mesoplastin und firbt sich daher auch nicht, wie
das Keratohyalin, mit Himatein - Alaun.

') Unna nannte dieselbe vorliufig den ,,roten Mantel”™ der Haarwurzel und lieB
sie in den Figuren 7, 8, 10 und 12 seiner Dissertation (Strallburg 1876) abbilden. Derselbe
»rote Mantel™ gleichzeitig mit dem Trichohyalin des Haarmarks ist. dann 1883 noch
einmal bei starker Vergriflerung in Fig. 11 seiner Entwicklungsgeschichte und Anatomie
der Haut (Ziemssens Handbuch der speziellen Pathologie und Therapie, Bd, X1V, 8. 63)
abgebildet worden.

) Vérner, Uber Trichohyalin. Dermatologische Zeitschrift 1903, Bd. X, Heft 4.
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Wihrend das Keratohyalin sich nur wenige Zellenlagen hindurch erhiilt,
ehe es in der Hornschicht verschwindet, findet man das Trichohyalin unveriindert
in einer langen Folge von Zellen, ehe diese in die verhornte, glasige Wurzelscheide
iibergehen. Dabei behilt die innere, Huxleysche Schicht ihr Trichohyalin viel
linger bei als die iufiere, Henlesche, an den Kopfhaaren beispielsweise durch
42— 50 Zellen, wihrend die Henlesche bereits nach 1520 Zellen verhomnt
(v. Brunn). So kommt es, dal die trichohyalinhaltigen und daher nach aulien
bucklig gestalteten Zellen der noch nicht verhornten Huxleyschen Schicht die
ihnen auBen dicht anliegenden, aber bereifs verhornten Plittchen der Henle-
scheide auseinander treiben und sie als Ganzes durchlochern. Eine ,.gefensterte
Membran® wird somit die Henlesche Schicht der Wurzelscheide erst durch
den Druck von innen her, den die mit ihr zusammengepreﬁte.n und das fliissige
Trichohyalin beherbergenden Vorspriinge der Huxleyschen Zellen auf sie aus-
iitben. (Gerade wegen der fliissizen Konsistenz ihres Inhaltes sind diese Vorspriinge
geeignet, den Gesamtdrck der Haarwurzel punktweise nach aulien zu iibertragen,
nimlich an den Stellen, wo ihnen diein Riickbildung begriffenen Hen leschen Zellen
aulien dicht anliegen. So kommt es hier zu jener 'mff'l“&‘mlen mneren Deformation
der Haarhiillen durch Druck, als deren Ergebnis wir die von Henle zuerst 1841
heschriebene ,,gefensterte Membran™ der Wurzelscheide anzusehen haben.

Es wire empfehlenswert, der mithin nicht unwichtigen, zihflissicen Kon-
sistenz des Trichohyalins im Gegensatz zu der festen Beschaffenheit des Kerato-
hyalins dadurch Ausdruck zu verleihen, dal man die einzelnen Kérner des
Trichohyalins fortan als Tropfen oder Tropfchen bezeichnete. Dieselben bestehen
aus einer basischen EiweiBsubstanz, die gich intensiv mit sauren Farben firbt.

In fritherer Zeit bediente man sich dazu des Pikrokarmins nach
Ranviers Vorschrift, welche Firbung auch zur Entdeckung des Trichohyalins
gefiibrt hatte. An seine Stelle trat neuerdings das Pikrobordo.

a) Pikrobordoférbung fiir Trichohyalin (Bilder 40 a und b).
1. 1%,ige Bordelosung 1/, Minute, Wasser.
2. Konzentrierte alkoholische Pikrinsiurelssung 1 Minute, Wasser, bis
kein J’ilc]‘i]lgt.‘lb nmehr :11‘1gt1ht
. Alkohol absolutus -+ 3 Tropfen einer 3%/,igen Ammoniaklisung, welcher

dulch ".\'cltvw Entfirbung zur Isolierung des Trichohyalins fithrt.
4. Alkohol, OI, Balsam.

Der Zusatz von Pikrinsiure ist auch bei der Azofarbe: Bordo notwendig,
um die Firbung auf das basische Trichohyalin zn beschrinken und dieses xu;_,]mrh
vor Auflssung zu bewahren.

Im Gegensatz zu den sauren Farben: Karmin und Bordo, firbt das saure
Farbgemisch: Himatein 4 Alaun das Trichohyalin nicht, eignet sich aber des-
wegen gerade fiir eine Doppelfirbung der Mutterzellen tlr.'.l Wurzelscheide, in
denen sich dann die Kerne mit Hamatein blau firben und von bordoroten Tricho-
hyalintropfen umringt sind.

b) Bordo— Héidmatein-Farbung (Bild 41).
1. 1%,ige Bordolésung, 1/, Minute ,Wasser,
2. Himatein -+ Alaun-Losung 15 Sekunden, Wasser.
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3. Alkohol absolutus - 3 Tropfen 3°/,iger Ammoniaklésung, 30 Sekunden.

4. Alkohol, 01, Balsam.

Zu einer Kontrastfirbung der Kerne der Wurzelscheide gegen deren Tricho-
hyalin kann man auller dem Gegensatz: Mesoplastin gegen Trichohyalin
natiirlich auch den Gegensatz: Nukleoproteid gegen Trichohyalin benutzen.
Hierzu dient die

¢) Methylgriin—Bordo-Fiarbung (Bild 42).

1. 1/,%/piges Methylgriin 10 Sekunden, Wasser.
2. Ammoniakalische Bordolosung '/, Minute,

|4 Teile 1°/,iges Bordo | ] Wasser
|2, . 38%iges NH, 15 ey
3. Zweite Firbung mit ¥,°,igem Methylgriin 30 Sekunden, Wasser.
4. Ammoniakalkohol
[ auf 1 Schilchen Alkohol absolutus |
| 3 Tropfen 39/,iges NH, |
bis der Schnitt nur noch schwach rot ist.
5. Zweimal Alkohol absolutus zur vollstindigen Entwiisserung, wobei der
Schnitt noch rot bleibt.
6. Bergamottol, worin der Schnitt wieder ergriint, Balsam.
Der neu eingefiihrte Zusatz von NH, zur Bordolésung verfolgt den doppelten
Zweck, erstens die Bordofirbung auf das basische Trichohyalin zu beschriinken
und weiter die sauren Hiweille (Nukleoproteid und verhornte Wurzelscheide) in

]
A
Bild 40 a. Bild 40 b.

Bild 40 a. Trichohyalin (tr). Kopfhaut in Alkohol fixiert, Paraffin. Papillenhaar.
Lingsschnitt etwas schrig nach vorn iibergeneigt, so daB der Schnitt oben in einen
Flachschnitt der Wurzelscheide (wu) iibergeht. Pikro-Bordo-Firbung,

Bild 40 b, Dasselbe vergriflert, um die verschiedene Form der Trichohyalintrépfchen (tr)
ZU Zeigen.
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ihrem Siuregrad abzuschwiichen. Dadurch wird erreicht, daB die Kemnfirbung
hinter der Trichohyalinfitbung zuriicktritt. Allerdings wird die griine Wurzel-
scheidenfiirbung durch die ammoniakalische Bordofiirbung so sehr alurtn.r hwiicht,
daB sie durch eine zweite Firbung (Formel 3), verstirkt werden muf.

Mit dem Ubergange der trichohyalinhaltigen in die verhornten Zellen der
Wurzelscheide indert sich plitzlich der chemische Charakter der Zellen und damit
ihr Firbevermogen vollstindig. Die verhornten Plittchen der Henleschen und
Huxleyschen Scheide nehmen in hervorragender Weise alle basischen Farben
auf, dagegen keine sauren wie das Trichohyalin. Noch einfacher als die Kon-
trastfirbung von Kern und Trichohyalin (Bild 41 und 42) ist diejenige von
Trichohyalin und verhornter Wurzelscheide wegen dieser enfgegengesetzten
Harbaffinititen zu erzielen.

Eild 41.

Trichohyalin, Kopfhaut, Alkohol, Paraffin. Schriger Lingsschnitt durch die Wurzel

eines Papillenhaares. Bordo — Hématein-Firbung. Das fliissige bordorote Trichohyalin (tr)

umgibt hiillenartig die hiimateinblanen Kerne der Wurzelscheide. Der Farbenkontrast
zwischen Mesoplastin der Kerne (blau) und Trichohyalin (rot).

Firbt man die Wurzelscheide mit einer basischen Farbe, z, B. Methyl-
violeft, vor und mit einer sauren, z. B. Bordo, nach (Bild 43),

Methylviolett—Bordo-Firbung.

1. 1%/;ige Methylviolettlosung 2 Minuten, Wasser,

2. 1%;ige Bordolosung 1 Minute, Wasser,

3. Alkalischer Alkohol, O, Balsam,
so setzen sich die Imrdorot-en I‘-[uttu.r.c]len unmittelbar in die schwarzblauen
verhornten Zellen derselben fort. Nur eine Ubergangszelle (ue) zwischen
beiden bleibt ungefiirbt, da sie ihr basisches Trichohyalin plétzlich verliert und
noch nieht vollig verhornt ist. Sie reagiert daher den Farben gegeniiber neutral
und findet sich an den nach einer fath geknickten Wurzeln der Kopfhaare
immer genau an der Knickungsstelle,




Bild 42.

Trichohyalin und Wurzelscheide. Kopfhaut. Alkohol, Paraffin. Lingsschnitt eines
Kopfhaares. Bordo — Methylgriin-Firbung. Kerne blaugriin, Trichohyalintrépfchen (tr)
bordorot, Henles Schicht der Wurzelseheide dunkelgriin (hs),

Lauft die Schnittebene zufillig auf der Grenze zwischen Henle- und
Huxley-Scheide hin, so erhiilt man ein finflerst zierliches und charakteristisches
Bild, in welchem durch die Fenster der ersteren die Hyalintropfen der letzteren
hindurchschauen. So ist das folgende Bild mit Nilblau und Bordo gewonnen
(Bild 44).

Nilblau— Bordo-Firbung,

1. 19%ige wiisserige Nilblaulésung 5 Minuten, Wasser,
2. 1%,ige Bordolésung 1 Minute, Wasser,
3. Alkalischer Alkohol, 01, Balsam.
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Bild 43.

Trichohyalin. Kopfhaut, Alkohol-Paraffin. Lingsschnitte eines Papillenhaares, Un-

verhornte Wurzelscheiden mit bordorotem Trichohyalin. Verhornte, durch Methylviolett

schwarz gefirbte Henleschicht der Wurzelscheide. Ungefiirbte Ubergangszellen zwischen
unverhornter und verhornter Wurzelscheide (ue).

Bild 44.

Trichohyalin. Kepfhaut, Alkohol-Paraffin. Lingsschnitt eines Papillenhaares, der die
Grenze zwischen Henles und Huxleys Schicht der Wurzelscheide getroffen hat.
Nilblau — Bordo-Fiirbung. Die bordoroten Trichohyalintropfen (tr) blicken durch die
Fenster der nilblanen Henleschicht (hs) hindurch,

Bild 45 zeigt bei derselben Bordo—Nilblau-Firbung an einem Liingsschnitt
und zwei Querschnitten das Verhiiltnis des (roten) Trichohyalins zur (blauen)
verhornten Wurzelscheide und an dem Lingsschnitt auch beiderseits die farb-
losen Ubergangszellen (ue) in der Hohe der Knickungsstelle.
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Von den verhornten Zellen des Deckepithels unterscheiden sich die ver-
hornten Wurzelscheidenzellen betriichtlich. Bei jenen geht der grofite Teil des
Kernes und Binnenplasmas vor der Verhornung zugrunde. Aus ihren Resten
bildet sich vorlaufig das Nebenprodukt: Keratohyalin, das wiederum zerfills
und dessen Bausteine, vor allem Tyrosin, in die Zellhiille wandern und diese
mit, bilden helfen. Infolgedessen ist die verhomte Oberhautzelle substanz-
arm, nahezu leer und wird zur Deckung der sich immer mehr vergroBernden, aber
keinen Zellenzuschull mehr erhaltenden Kérperoberfliche — also durch iuBeren
Zug — in den hoheren Hornschichtlagen zu flachen, diinnen Bindern ausgedehnt.

Rild 45.

Trichohyalin und Wurzelscheide. Nilblau — Bordo-Firbung. Bin Lingsschnitt,

Zwischen hordorotem Trichohyalin und nilblauen Wurzelscheidenzellen jederseits an der

Knickungsstelle eine ungefirbte C]JE‘Fg’illlgﬁ?_L'“u (ue). Zwei Querschnitte. Farbenkontrast

zwischen den bordoroten Trichohyalintropfchen der Huxleyscheide innen und den nilblauen
Zellen der Henlescheide auBen.

In krassem Gegensatze dazu behiilt die Wurzelscheidenzelle inmitten einer
dichten Zellenmasse und unter dem seitlichen, AuBeren Druck des wachsenden
Haares ihre urspriingliche, kubische Form unverindert bei. Wohl tritt auch in
thr ein Zerfall ein, indem im Innern ein basisches Eiweifl zihfliissig ausgeschieden
wird (Trichohyalin)., Aber dieses zerfillt nicht weiter in elementare Bausteine,
sondern vereinigt sich als (tanzes wieder mit dem sauren Reste der Wurzel-
scheidenzelle zu einem substanzreichen, auch im Innern soliden, back-
steinformigen, glasig aussehenden Zellkirper, der im Zentrum sogar noch einen
zusammengepreliten Kernrest einschlief3t.

Die so verhornten, sauren Wurzelscheidenzellen firhen sich, im Gegen-
satz zu den noch unverhornten, mit allen basischen Farben, und zwar so intensiv,
dal} sie an den Haarquerschnitten als dunkle, breite Ringe auffallend hervor-
leuchten, wiihrend die anderen sauren Formelemente derselben Schnitte, wie die
Epithelkerne der Stachelschicht des Haarbalges, wohl auch gefiirbt sind, aber
gegen die Wurzelscheidenringe doch ganz zuriicktreten, so z. B. in bliulicher
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Farbe gegen die schwarzviolette Firbung der Wurzelscheide bei Neutralviolett-
firbung (Bild 46):
Neutralviolettfarbung.

1. 19/yiges Nentralviolett 2 Minuten, Wasser.

2. 1%,ige HCl 4 Alkohol absolutus, 30 Sekunden.

3. Alkohol, 01, Balsam.

Bs gelingt sogar durch Kombination des Eurhodins: Neuntralrot mit dem
wpnigcr atark basischen Sulfat des Oxazins: Nilblau innerhalb der Wurzel-
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Bild 46. Bild 47.
Bild 46. Wurzelscheide. Kopfhaut, frisch, Haarquerschnitte. Firbung: Neutral-
violett. Stachelschicht des Haarbalges blau, Henles gefensterte Membran dunkelviolett (hs).
Bild 47. Haarquerschnitte. Neutralrot — Nilblau-Firbung. Neufralrote Zellen der
Huxleyscheide (hu). Nilblane Zellen der Henlescheide (he). Nilblane Kerne und Zellen
der Stachelschicht des Haarbalges.

scheidenringe die Henlesche von der Huxleyschen Scheide durch Kontrast-
firbung zu trennen (Bilder 47 und 48).

S0,H
/\ N— |/\ CH, (,H;) N—¢ \| 0 /\| NH,
(CH,), N \/ N—\_/—NILHC N~ \/\l
/'/
Neutralrot Nilblau

Neutralrot—Nilblau-Firbung.
1%/yiges Neutralrot 5 Minuten, Wasser.
1%/g1ge HCI + Alkohol absolutus 30 Sekunden, Wasser.
1%/giges Nilblau 1/, Minute, Wasser.
Alkohol, 001, Balsam.
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Dasselbe Wurzelscheidenbild (Bild 48) bei stéirkerer VergroBerung:

Die nilblauen Zellen dieses Wurzelscheidenbildes entsprechen den an
Trichohyalin firmeren Zellen (der Henlescheide), die neutralroten den tricho-
hyalinreichen (der Huxleyscheide), so dal auf diese Weise in der scheinbar
einheitlichen Wurzelscheide histochemische Differenzen aufgedeckt werden, die
auf der verschiedenen Menge beider Scheiden an Trichohyalin beruhen.

Diese tinktorielle Analyse lillt sich auch chromolytisch noch etwas weiter
verfolgen, mndem man die Neutralrot—Nilblau-Fiithung auf solche Quer- oder
Schrigschnitte der Wurzelscheide anwendet, die vorher mit starken Séuren oder
Verdauungssiiften behandelt worden sind. Dabei zeigt sich, daBl dasjenige Eiweil,
welches sich spezifisch mit Neutralrot firbt und der inneren, Huxleyschen,
Lage angehiort, bei der Siurebehandlung viel rascher verschwindet als das Eiweif
der iuBleren, Henleschen, Lage, welche Vorliebe fiir das Nilblau besitzt.

Bild 48.

Wurzelscheide. Kopfhaut, frisch. Haarquerschnitt stirker vergroBert.
Firbung: Neutralrot — Nilblaw. Neutralrot sind die trichohyalinhaltigen Zellen der
Huxleyscheide (hu). Nilblau sind die trichohyalinlosen Zellen der Henlescheide (he)

und die Kerne und Zellen der Stachelschicht des ]"Iu:u'l:uig:\}:,

Nach 1'/,stiindiger Einwirkung einer 5°/,igen Salzsiiure zum Beispiel gibt
die kombinierte Neutralrot—Nilblau-Fiirbung keine Doppeltinktion mehr, sondern
nur eine einfach blane Firbung der Wurzelscheide; in denselben Schnitten sind
dann auch noch alle Kerne ebenfalls erhalten und blan gefirbt. Nach 21/, stiin-
diger Einwirkung aber hat die 5%/,ige HCl auch das sich blau firbende Eiweill
der Henleschen Scheide vollkommen aufgelost, von den Nukleoproteiden der
Kerne jedoch noch immer fiirbbare Anteile zuriickgelassen.

Eine 5%,ige Salpetersiure andererseits liBt in derselben Zeit von dem
sich blau fiirbenden Eiweiffi nur sehr wenig iibrig, withrend die Nukleoproteide
der Kerne nach dieser Siurebehandlung noch sehr gut erhalten sind. Mithin
hat die HNO, nicht die einfache Losungseigenschaft der HCI, sondern dieselbe
wird gehemmt durch die eiweiBfillende Kraft, welche der HNO, eigen ist. Kin



analoges Resultat ergibt die konzentrierte HNO,, welche schon nach 30 Minuten
einen Eiweillirumpf der Wurzelscheide hinterlilit, der bei der Neutralrot—Nilblau-
Firbung neben einer ganz farblosen Wurzelscheide schwach blau gefirbte
Kerne zeigt.

Die Pepsin -+ HCl-Mischung list dieselben Wurzelscheideneiweille in der-
selben Folge auf wie die HCI allein, nur natiirlich viel rascher und hat den Nach-
teil, das Bindegewebe so vollkommen aufzulésen, dall die einzelnen Teile der
Haarbiilge auseinanderfallen, wodurch es sehr erschwert wird, etwaige durch die
Verdauung hervorgerufene Veriinderungen der Wurzelscheide wahrzunehmen.
Man sieht aber wenigstens soviel deutlich, daB es sich zuniichst nicht um eine
Auflosung der einzelnen Wurzelscheidenzellen handelt, sondern nur um eine

Bild 49.
Verdanung der Wurzelseheide, Kopfhaut, frisch. Liingsschnitt von Papillenhaaren.
Safraninfirbung nach Vorverdauung mit Pepsin + HCL
Safraninrote Reste der Henlescheide.

Quellung derselben, dann um eine Zerkliiftung und Aufspaltung und schliefilich
einen Zerfall in einzelne rechtwinklige Blicke. Mithin bleibt nach Verlust der
sauren Komponenten noch eine sehr solide Grundlage der Wurzelscheidenzellen
itbrig, die zu sauren Farben gar keine Affinitiit mehr besitzt und daher an bordo-
gefiirbten Schnitten als eine farblose Membran sich deutlich abhebt, wiihrend
basische Farben sie, wenn auch nur noch schwach, anzufiirben imstande sind.
Diesen Umstand kann man benutzen, um den Zerfall der Wurzelscheide weiter
zu verfolgen.

Man verdaut im Pepsin - HCl-Gemisch 1/, Stunde und fiirbt die iibrig
gebliebenen Haarreste mit Safranin. Dann erhiilt man noch halkenartige Reste
der zerkliifteten Wurzelscheide (Bild 49) und bei weiterem Fortgang des Pro-
zesses einen violligen Zerfall der Wurzelscheide, der zum Ausfallen der noch un-
verinderten Haarabschnitte aus den Follikeln fiihrt. Wenn die Pepsinverdauung
soweit gediehen ist, enthalten die leeren Haarbilge nur noch an ihren Wandungen
einen breiartigen Rest der zerfallenen Wurzelscheide (Bild 50).
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Ganz im Gegensatz hierzu greift die Trypsin - Soda-Mischung die Wurzel-
scheide gar nicht an. Dieselbe tritt ebenso maximal gefirbt bei der Neutral-
violettfirbung hervor wie in den unverdauten Schnitten. Erst nach 48stiindiger

hg v

Bild 50.
Zerfall der Wurzelscheide. Kopfhaut, frisch. Weitere Verdauung der haarhaltigen
Schnitte mit Pepsin 4+ HCL Safraninfirbung. Zerfall der Wurzelscheide und Ablésung
der Haarquerschnitte (hq). NB. Zu vergleichen mit der wohlerhaltenen Wurzelscheide
nach Trypsinverdauung (Bild 51).

Verdauung mit Trypsin -+ Soda kommt es zur Auflosung aller firbbaren EiweiBe
der Haarschnitte bis auf die der Wurzelscheide und damit zu einer scharfen
tinktoriellen Isolierung der Wurzelscheide, die sich durch basische Fir-
bungen, nun optimal gefirbt, als gefensterte Membran darstellt (Bild 51).

Bild 51.
Liingsschnitte von Papillenhaaren. Safraninfirbung nach Verdauung der haarhaltigen
Schnitte mittels Trypsin 4+ Soda. Isolierte Fiirbung der gefensterten Henleschen Membran
mit Safranin.
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Es ist mithin geradezu fiir die verhornte Wurzelscheide die beste Methode
tinktorieller Isolierung, wenn man die Haare enthaltenden Schnitte vorher mit
Trypsin + Soda einen Tag verdaut und sie dann mit einer basischen Farbe (z. B.
mit Safranin) farbt.

1I. Sauerstoiforte.

Farbenindex: Rongalitweill (RW.).

Das Reagens, mit welchem wir die Gewebsschnitte abtasten, um ihren
Sauerstoffiberschull kennen zu lernen, stammt nicht, wie das Kalipermanganat,
gus alter Zeit, sondern gehért der neuesten Forschungsperiode an und mufite
erst speziell filr diesen Zweclk konstruiert werden. Es konnte natiirlich nur in
einem Farbstoff gesucht werden, der auf die Beriihrung mit freiem Sauerstoff
leicht anspricht und darauf mit einem Farbenumschlag antwortet. Dieser
Farbstoff muBte, zweitens, die Eigenschaft haben, sich mit den Gewebsschnitten
fest zu verbinden und diejenigen Orte, an denen das Gewebe den Farbenumsehlag
bewirkte, auch in der Farbe des oxydierten Farbstoffes dauerhaft
anzufarben.

Die Wahl fiel auf das Methylenblau, und zwar auf dessen reduzierte Vor-
stufe, das farblose Leukomethylenblau oder Methylenweili, welche sich
besonders leicht oxydieren lillt mit Umschlag in das Methylenblau selbst, das
bekanntlich die meisten Gewebe stark anfirbt. Nun aber bestand die Schwierig-
keit, das Methylenweill gerade wegen seiner leichten Reoxydierbarkeit an das
Gewebe heranzubringen, ohne dall es vorher schon durch den Luftsauerstoff
bereits wieder reoxydiert wurde. Das Reagens mufite mit anderen Worten:
luftfest gemacht werden. Das gelang durch Mischen mit einem starken Re-
tluktmnhnnt‘rd, welches das Methylenweill auf der Passage bis zum Gewebe
umhiillt und vor Reoxydation bewahrt. Hin solches Reduktionsmittel ist das
Rongalit, und das so kombinierte Sauerstoffreagens hat daher von mir den
\dmvu Rongalitweill erhalten. Dieses ist also das Instrument, mit welchem
wir die E-:E\\ebs-avhnnie auf ihren Gehalt an iiberschiissigem Sauerstoff abzutasten
haben. Wir wissen nun schon), daf das Farbsalz des Methylenblaus aus der
farblosen Base des Methylenweill oder Leukomethylenblaus dadurch entsteht,
dafl HCl hinzugefiigt, aber gleichzeitic H, entzogen wird, von dem ein H von
dem NH, das zweite von der HCl geliefert wird. Damit se ‘hl; gt die weilie Farbe
in Blau um und das Farbsalz kettet sich an die Eiweillorte, welche, durch ihren
lose gebundenen UberschuB an O dem Methylenweil H, entzogen haben. Zugleich
verengt sich das groBe Farbmolekiil, es tritt eine neue innere Bindung zwischen
beiden N-Atomen ein, und das N der Seitenkette, das frither dreiwertig war,
wird fiinfwertig.

Die Oxydation des Methylenweil zu Methylenblau entsteht also nicht
durch Ianufugung von O, sondern durch Ent_xmhunw von H,, durch
Dehydrierung. Es ist ganz unméglich, durch Hnwufurrunn von O das Me-
thylenweill zn OK}'dle:Lm wie man sich durch einige Versuche leicht iiber-
zengen kann,

1) Vgl. oben S. 6.
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Wir blasen einen Luftstrom durch das in einem Schilchen befindliche
RW. (Rongalitweill); es bliut sich nicht. Wir erzeugen einen Sauerstoff-
strom durch Erhitzen von Kalichlorat oder durch ein Giemisch von H,0, und
Kali-hypermanganicum-Losung und blasen ihn durch RW. hindurch. Auch
hierbei bliut sich das RW. nicht. Fiigen wir aber dem Schiilchen RW. einen
Tropfen Wasserstoffsuperoxyd (H,0,) oder Eisenchloridlésung (FeCl,) oder von
einer Losung von rotem Blutlaugensalz (K,FeCy,) oder Ferrizyanwasserstoff-
siure hinzu, so tritt sofort ein starker methylenblauer Farbenumschlag ein.

Nun wissen wir ja aber auch, da, um MethylenweiB zu Methylen-
blau zu oxydieren, es gar keiner Zufuhr von O zu ersterem hedarf.
Die Bliuung des ersteren ist mithin kein Zeichen, daB O in den Komplex von
Methylenweill eingetreten, sondern dal H, aus demselben entfernt ist.
H,0, z. B. bedingt die Bliuung hier nicht nach der Formel: H,0, = H,0 + 0,
sondern nach der Dehydrierungsformel: H,0, + H, — 2 H,0, d. h. H,0, nimmt
dem Methylenweill H, fort und bildet Wasser.

Eisenchlorid wird reduziert nach der Formel:

2 FeCl, + H, = 2 Fe(l, + 2 HCI:
es nimmt dem Methylenweil also H, fort und bildet HCl und Eisenchloriir.

Ferrizyanwasserstoffsiure (H,FeCy,) entzieht dem MethylenweiB H, und

bildet Ferrozyanwasserstoffsiiure nach der folgenden Formel:
2 (HyFeCy,) -+ H, = 2 (H,FeCy,).

Alle diese Versuche mit positivem Resultat erkliren sich mithin gar nicht
durch O-Zufuhr, sondern durch H,-Abgabe. Sauerstofforte (0-Orte) sind
also solche Formelemente im Gewebe, die imstande sind, dem mit
ihnen in Beriihrung gebrachten Methylenweifl H, zu entziehen, es
zu ,dehydrieren®.

Nachdem wir so den einen Bestandteil des Rongalitweil genauer kennen
gelernt, wenden wir uns zu dem zweiten, dem Rongalit. Dieses ist ein in der
Praxis der Textilfirber vielgebrauchtes Mittel, um die stirksten Reduktionen
auszufiihren. Ks entsteht durch die Verkettung von zwei starken Reduktions-
mitteln, des sulfoxylsauren Natrons: NaHSO, und des Formaldehyds:
HCOH und hat die Formel:

NaHSO — O — HCOH.

Man sieht, daB beide Seiten des Molekiils das Bestreben haben, O an-
zuziehen, die linke Seite, um wieder schwefligsaures und schwefelsaures Natron,
die rechte, um wieder Ameisensiiure zu bilden. An der Luft bildet das pulverige
Rongalit auch bestiindig kleine Mengen von Ameisensiure und Schwefelsiure.
Die wiisserige Losung von Rongalit reagiert aber alkalisch. Sie reduziert
Methylenblan, bei Gegenwart von Siuren bereits ohne Erhitzung, besser aber
unter Erwiirmung bis auf 70—80°,

Eigenschaften und Darstellung des Rongalitweis (RW.).

Wenn man Methylenblau durch Rongalit reduziert, bildet sich beim Er-
hitzen auf 40° bereits etwas H,80, und HCOOH. Dadurch reagiert das RW.
sauer und ist einigermallen luftfest. Um aber eine Zersetzung des RW. beim
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Erhitzen zu vermeiden und die Luftfestigkeit noch zu erhdhen, wird stets etwas
Salzsiure hinzugesetzt.

Metholenblan' o Ve Sl ei s re s (e
Rotigalit:. . o Vs o e o s O
Salzséure (25%) - . . . . . . . . . 4 Tropfen
BT T e e el o e [ L4

Die Mischung wird bis zur Entfirbung erwirmt. Triibt sie sich heim
Erkalten, so wird sie filtriert.

Die Firbung mit RW. verlangt als Substrat ein in bezug auf seinen freien,
d. h. lose gebundenen Sauerstoff vollig intaktes Gewebe, wie es auBer Aus-
strichpriiparaten nur die Gefrierschnitte liefern. Diese dehydrieren das RW.

Bild 52.

Rongalitweill. FuBsohle, frisch. Blau gefiirbt: Kerne der Stachelschicht (sta) und Keim
schicht (kei), Hornschicht (h), Kniuelginge (kg), Cutis (en), Blutgefili (bl),
Blanviolett: Mastzellen (ma).

nur an der Stelle ihrer Sauerstoff im UberschuB enthaltenden
0-Orte zu Methylenblau, welches sich mit diesen O-Orten sofort in statu
nascendi unter Blaufirbung verbindet.

Die O-Orte der Haut befinden sich im Deckepithel an Stelle der Keim-
schicht. Hier sind alle Kerne tiefblau gefirbt und stehen sich so nahe, daB
das sie umgebende, aber an Masse sehr zuriicktretende Protoplasma ausnahms-
weise von Sauerstoff iiberschwemmt und daher ebenfalls gebliut wird (Bild 52),
In der darauffolgenden Stachelschicht stehen die gebliuten Kerne weniger
dicht und sind nur noch allein, und zwar nach der Oberfliiche zu in abnehmendem
Grade gebliut, bis zu ihrem vélligen Schwund in der Hornschicht.

Analog ist es am Haare, wo der hohe Kernreichtum des Bulbus und der
eingeschlossenen Haarpapille eine intensive Bliuung hervorruft, Bei stiirkerer
VergroBerung gewahrt man, daB dieselbe auch hier sich nicht allein auf die
Kerne beschriinkt, sondern, genau wie der Sauerstoff selbst, Zellplasma und
Kollagen iiberflutet. Ebenso erstreckt sich die Blaufiirbung des Wurzelepithels

Unna, Histochemie der Haut. 6




iiber die Keimschicht hinaus in die hoheren Lagen der Stachelschicht. Daher
die tiefblaue, diffuse Firbung der ganzen Haarwurzel (Bild 53 A), welche erst
mit der Verhornung der Haarzellen nachliBt, um dort, wo das Haar an die
Oberfliche der Haut gelangt, ganz aufzuhiren.

Die Briunung der Haarepithelien mit Kalipermanganat andererseits
(Bild 53 B) nimmt mit der Ausbildung der Haarzellen gegen den Haarbalg-
trichter zu. Aber es verhalten sich dabel die verschiedenen Schichten des Haares
gegen das Mangansalz duBerst verschieden. Die Stachelschicht des Haarbalgs

B A G

Reduktionsorte. Sauerstofforte. Siureorte.

It

-

Bild 53.

Vergleich der RW.-Firbung der Wurzelscheide des Kopfhaares (A), einerseits
mit der Manganfirbung (B) (Sanerstofforte gegen Reduktionsorte), andererseits mit
der Methylenblaufirbung (C) (Saunerstofforte gegen Siureorte) derselben.

Die Haarwurzel (hw) ist von Sauverstoff iiberflutet und wird daher vom Permanganat (B)
nicht gebriunt, aber von RW. dunkelblan gefirbt (A). Die Wurzelscheide (wu) wird als
reduzierender Kérper vom Permanganat stark gebriunt, von RW. fast gar nicht gebliut.
Die aus sauren Eiweillen bestehende Haarwurzel (hw) wird von alkalischem (ewebssaft
durchstromt und daher von Methylenblau als Siureort nur schwach gebliut, die saure
Wurzelscheide (wu) dagegen, die der alkalische Gewebssaft nicht erreicht, wird wvon
Methylenblan maximal gefirbt,

briunt sich in mifiigem Grade wie die des Oberfliichenepithels. Sehr viel stirker
briunt sich im mittleren und oberen Drittel die Wurzelscheide (Bild 53 B) und
ber lingerer Behandlung mit Kalipermanganat briunen sich auch die beiden
Oberhiiutchen. Ganzungefiirbt bleiben dagegen die Rindenzellen des Haarschaftes
und erscheinen in ihrer Naturfarbe: gelb, blond, braun pigmentiert, withrend
die Zellen des Haarmarks wiederum die dunkelbraune Manganfarbe annehmen.

Das Auffallendste dabei ist die vollige Abweisung des Mangansalzes von
Seite der Haarrinde; es beweist, dal von der Papille an, auf der die Keimschicht
der Haarzellen ruht, ein ununterbrochener Uberschull von Saunerstoff sie in ihrem
Wachstum nach oben begleitet.
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Unsere Sauerstoffreagenzien scheiden daher alle Papillenhaare in zwei grund-
sitzlich verschiedene Gebiete, in die Haarwurzel, die bei der Manganfirbung sich

Bild 54.
Lanugohaare der weillen Ratte zwischen den Tasthaaren. Gefrierschnitt,
RongalitweiBfirbung,
Alle Haarbulbi (bu) sind diffus und stark gebliut. Auflerdem die Kerne der Muskeln der
Tasthaare, wihrend die reduzierenden Muskeln (mu) selbst nur schwach griinlichblan sind.
Die vielen Mastzellen (ma) sind als Sauerstofforte ersten Ranges tief blauviolett gefirbt,

gar nicht briunt und bei der RongalitweiBfirbung prachtvoll schwarzblau hervor-
lenchtet, mithin einen Hauptsauerstoffort darstellt (Bilder 53, 54 und 55),
und die oberen Zweidrittel des Haarbalges, welche Redultionsorte sind.

Bild 55.

Der Papillarteil eines Kopfhaares. Gefrierschnitt. RongalitweiBfirbung.
Isolierte Blaufirbung der Kerne des Haarbalges (ke) und der Papille. Diffuse Blaufirbung
der Stachelschicht (sta) des Haarbalges. Schwache Blinung der Wurzelscheide (wu).

Starke diffuse Bliuung der Haarwurzel (hw).

6*
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Auchanden Beethaaren (Bild 56), denen, wie dem grofiten Teil des Nagels,
die Papillen fehlen und die daher keine Gelegenheit zu einer Rongalitw eiliblinung
geben, zeichnet die Manganfirbung das Haarbeet durch eine exquisite Bri funung
aus. Bei hr:LI]\E'l er 'kf’] 1"l'f.Jl.\;&‘lillll" bi merkt man., 1’]1“ l’I'I.E' schwarsz- l].]'aun.pn E.‘l"'l nt-
lichen Beethaarzellen von einem kontinuierlichen Kranze schwiicher ‘T{‘I‘!hul[itt,
Haarbeetzellen umgeben werden, die mittels zackiger Fortsiitze fest miteinander
vernietet sind. Das ul:rri;_,u Haarbeet und das T&vr-thaa] selbst reduzieren das Kali-
permanganat viel w c-mg,m. so dali die Umwandlungszone der Beethaarzellen in
das Haar sich ungemein dunkel und scharf nach hmdpn Seiten abhebt.

Die Plcxuun;_r durch Rongalitweil} ist also auch beim Haar, wie sonst iiberall,
das reine Gegenstiick zu der Briunung durch KMnO,. Die 0-Orte und die Re-
duktionsorte ergiinzen sich, wie immer,

hb =

Bild 56.
Beethaar, Kopfhaut. Alkohol-Paraffin-Schnitt. Kalipermanganat.
H = Beethaar, ungefirbt. bh = stark gebriiunte Beethaarzellen, hervorgehend aus den
Zellen des Haarbeetes durch direkte, einfache Verhornung und iibergehend in die un-
gefirbten Zellen des Beethaares. hb = Zellen des Haarbeetes, schwach gebriiunt.

Sehr interessant ist es ferner, dall in der Talgdriise die pyknotischen Reste
der Kerne in den Talgzellen noch stark von Rongalitweill gebliiut werden, obwohl
sie lingst ihre Kraft, Mitosen zu bilden, verloren haben. Man sieht daraus, daB
die O-Funktion des Kernes ganz unabhingig von seiner Zell-
Il(-llbl]:IIIII]IHP]ﬂ'PnSf‘]'.l'lft ist und diese noch fiberdauert, solange noch
eine Spur von Nukleinsiiure zugegen ist. Sie ist ganz allein an die Gegenwart
dieser Siiure gebunden. Im Bindegewebe der Kutis fallen bei Behandlung mit,
RW. auBer den Kernen vor allem die Mastzellenkérner durch ihre tiefe,
metachromatische, blauviolette Fiirbung auf (Bild 54).

Wo der Schnitt einen knorpligen Bestandteil trifft, hat man {.1&‘18"-“&11]1611:
die den Mastzellen ganz analoge blauviolette Ténung des Knorpels zu beobachten.
Man bemerkt, daB in der mit Methmr lenblau tiefgefiirbten Knor pelspange des Nasen-
daches einer Ratte (Bild 57 a) die Kerne der Knorpelzellen als hellere Kreise hetvor-



leuchten, ein Zeichen, dall das sehr saure Chondromukoid des Knorpels den Knor-
pelkernen ihren Sauerstoff grofitenteils entzogen und in sich aufgespeichert hat.

Dieselbe Wanderung des Sauerstoffs von den Kernen in die Umgebung,
hier die Mastzellenkorner, zeigt Bild 57 b, das demselben Schnitt wie die Knorpel-
spange (Bild 57 a) entstammt. Man sieht im Verlaufe der Hautmuskeln (mu) zahl-
reiche metachromatisch blaugefirbte Mastzellen, in welchen die tief blau-violett
gefarbten Kérner die ungefirbten Kerne wie ausgesparte Liicken umkreisen.

Bild 57 a. Bild 57 b.

Bild 57 a. Knorpel aus dem Nasendach einer Ratte. Rattenschnauze, frisch.
RW.-Firbung. Kerne der Knorpelzellen (kke) viel sehwiicher gefirbt und daher hell
hervortretend aus den Knorpelzellen und der umgebenden Knorpelmasse (kn).
Bild 57 b. Mastzellen aus demselben Priparat.
mu = Muskelfasern. ma = dazwischen eingestreute Mastzellen, deren ungefirbte Kerne
sich von dem blauviolett gefirbten Mastzellenleibe scharf abheben.

Die Resultate aller dieser RW.-Untersuchungen wurden gewonnen an
solchen Gefrierschnitten, die noch mit keinem Fixierungsmittel in Beriihrung
gekommen waren. Denn die O-Orte werden vollstiindig vernichtet durch die
Einbettungsmethoden in Zelloidin oder Paraffin, groBtenteils anch schon durch
eine vorliufige Behandlung mit dem reduzierenden Formalin.

Bei der Einwirkung von RW. auf Gefrierschnitte sehen wir nun, da8 die
Bliuung durch den Sauerstoff des Gewebes durchaus nicht alle Elemente be-
trifft, sondern nur ganz bestimmte, und zwar nur eine Auswahl aus den
sauren Elementen des Gewebes. Natiirlich nur aus diesen, da Methylenweil
wie Methylenblau eine basische Farbe ist und nur saure EiweiBe firben kann.

Diese engere Auswahl unter den sauren EiweiBlen hiingt zusammen mit
der Menge des iiberschiissigen Sauerstoffs bei dem betreffenden G-
webseiweil und hierdurch unterscheidet sich die RongalitweiBfirbung
grundsiitzlich von der damit oft filschlich identifizierten Methylenblau-
firbung, bei welcher es nur anf die Siure und nicht anf den Uberschuf an
Sauerstoff ankommt, Methylenblau fiirbt wahllos alle Siureorte des Gewebes,
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Rongalitwei nur solche Siureorte blau, welche ihm den zu ihrer Blaufarbung
notigen Wasserstofiverlust beibringen kénnen. Das tun die saaunerstofforte
genannten Gewebselemente, deren iiberschiis ssiger Sauerstoff sich mit dem
disponibeln Wasserstoff des Methylenweill zu Wasser verbinden kann. Es sind
die stark sauren Teile der Kerne, die Nukleoproteide, sodann das Globulin
im Kernkorperchen und das Granoplasma des Zelleibes, ferner die Mast-
zellenkornung, der Inhalt der Hauptzellen des Magens, die Nissl-
kérper der Ganglien und die J\mnpvlaubqtfum
Noch charakteristischer vielleicht, weil in noch beschrinkterer Auswahl vor-
handen, sind die ,Reduktionsorte”, welche ganz aullerstande sind, dem
Me fhvlemmﬁ ‘u\nsselsfﬂf!’ zu entziehen, da sie keinen iiberschiissigen Sauerstoff
besitzen und offenbar selbst reich an Wasserstoff sind: niimlich gewisse Teile

Rongalitweifl — Safranin-TFirbung. Kopfhaut, frisch.
Papillenhaar: Methylenblau: Kerne der Stachelschicht des Papillenhaares und ganze
Haarwurzel. Safraninrot: Wurzelscheide des Papillenhaares (wu).
Beethaar: Kerne (ke) safraninrot. Fortsatz des Haarbeetes (hb) methylenblan.

der Homsubstanz, einerseits die basale Hornschicht des Deckepithels,
andererseits die ‘u‘\ urzelscheide der Haare. Am hesten eignet sich die
Wurzelscheide der Kopfhaare dazu, um die radikale Verschiedenheit der
RW.- von der Methylenblaufirbung am normalen Gewebe zu demonstrieren.
Die natiirliche O-Armut der Wurzelscheide bedingt ihre Farbschwiche
bei der RW.-Fiirbung (Bild 53 A), wihrend Methylenblau ~ruacluu eine schwarz-
blaue Firbung der Wurzelscheide als Siureort vcmnhl‘nt (Bild 53 ©).

Man kann den prinzipiellen Unterschied zwischen der Fiirbung der Wuzzel-
scheide und sonstiger Siiureorte auch dureh einen hiibschen licub:-nllontaaht
zeigen, indem man Kopfhaarschnitte zuerst in gewdhnlicher Weise mit RW.
firbt und dann mit unreduziertem Safranin nachfirbt (Bild 58). Dann firben
sich alle Kerne des Bindegewebes und der Stachelschicht des Haarbalges als
Sauerstofforte stark blau, rE:L verhornte Wurzelscheide als Reduktionsort w enig
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Bild &9.
Rongalitweili-Safranin-Fiirbung. Rattenschnauze, frisch.

Zwel Abschnitte eines Sinushaares,

Oberer Abschnitt: Blau: Haar, Stachelschicht (sta) des Haarbalges. Rot: Henle-
scheide (hs), Kerne der Stachelschicht, bindegewebiger (bi) Haarbalg.
Unterer Abschnitt: Blau: Haarwurzel (hw). Rot: Haarpapille (hp), bindegewebiger (bi)
Haarbalg, Kerne des Bindegewebes, Rotorange: Mastzellen (ma). Hellviolett:
Muskeln (mu).

oder gar nicht. Diese nimmt dagegen bei der nun folgenden Safraninfirbung
als Siureort eine tiefrote Farbe an. Unter den Kernen, deren Sauerstoffgehalt
wechzelt, zeigt die blane Firbung ein Sauerstoffmaximum an, die rote
Siurefirbung ein Sauerstoffminimum.

Diese RW.—Safranin-Methode ist auch nicht ohne Wert fiir die Erkennung
einzelner Wurzelscheidenzellen im Haarbalg im Gegensatz zu den ungefirbt
bleibenden Kutikula- und Rindenzellen.
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RW.—Safranin-Firbung.

1. Gefrierschnitte 2 Minuten in RW.-Lésung.

2. In 3 Schalen ausgekochten Wassers abspiilen.

3. Die Schnitte werden auf Objekttriiger aufgezogen und 4 Stunden bis
eine Nacht der Luft exponiert, dann

4. 11/, Minuten in Safranin O Griibler gefiirbt.

5. Griindliche Abspiilung in Wasser; Alkohol, in Zedernél eingebettet.

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Verschiedenheiten der
Firbung eines und desselben Gewebes (Schnauze der Ratte) einerseits
durch Methylenblau, andererseits durch das reduzierte Methylenblau: Rongalit-
weill. Die linke Hilfte der Tabelle zeigt die Firbung der Siureorte durch
Methylenblau, die rechte die Farbung der Sauerstofforte durch RW.

Die erste Horizontale gibt das Resultat der Fiirbung von ganz unfixierten
Gefrierschnitten; hier finden wir die groBte Differenz in der Firbung der Wurzel-
scheide, die als saures Formelement von Methylenblau maximal gefiirht
wird, in RW. als sauerstoffloses Gebilde, trotz seines starken Siuregehaltes,
farblos bleibt.

Die folgenden Horizontalreihen zeigen den enormen EinfluB einiger Hixa-
tionen (Alkohol, Formalin) und des stark reduzierenden Neosalvarsans auf das
RW.-Bild, von dem am Methylenblaubilde so gut wie nichts zu erkennen ist.
Zu diesen das RW.-Bild ausléschenden Substanzen gehdrt, wie man sieht, auch
das vielgebrauchte, obwohl stark reduzierende Formalin; nur die allerstirksten
Sauerstofforte: Haarwurzel und Mastzellen, z. B. der Rattenschnauze, nehmen
nach Formalin noch eine sehr abgeschwiichte RW.-Firbung an. Betrachtet man
die beiden Vertikalreihen der Wurzelscheide links und rechts fiir sich, so springt
auf den ersten Blick die absolute Verschiedenheit zwischen Siureorten und
Sauerstofforten ins Auge und ihrer Firbung durch Methylenblau und RW.

In zweiter Linie kommt eine 6rtliche Beschrinkung der RW.-Fiirbung
der Kerne in Betracht im Vergleich mit ihrer Methylenblaufirbung. Uberall,
wo die Kerne dicht von stark sauerstoffhaltigem Granoplasma umgeben sind,
zeigt RW. keinen Sauerstoff mehr in ihnen an, so in den grofien Ganglien-
zellen, wo der Kern von den aus Granoplasma bestehenden Nisslkiorpern
dicht umgeben ist, ebenso in den Plasmazellen, den Knorpelzellen und
vielen Driisenzellen. Es gibt keine andere Erklirung fiir diese eigentiimliche
Tatsache, als daB den Kernen der von ithnen aktivierte Sauerstoff fortdaunernd
von der sauerstoffgierigen Umgebung ( Granoplasma, Knorpelgrundsubstanz ust.)
entzogen wird, und diese Theorie wird dadurch iiber allen Zweifel sichergestellt,
dal nach kiinstlicher Entfernung dieser O anlockenden Substanzen, z. B. des

i’

Granoplasmas der Plasmazellen und Ganglien aus den Schnitten durch 19/5ige
Borsiiurelosung, die Kerne sich mit RW. wieder blau firben wie andere Kerne.

Hiermit ist bei RW. eine Abhiingigkeit der Kernfi rbung von dem
umgebenden Eiweill des Plasmas erwiesen, fiir die es bei der Methylenblau-
firbung kein Analogon gibt.

Mit diesen Erscheinungen beriihren wir einen hochwichtigen Vorgang
im Sauerstoffwechsel aller Gewebe, die Sauerstoffwanderung vom Kern zum
Granoplasma, vachivbunge.-n des Sauerstoffs, die sich ungemein rasch und
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offenbar sehr energisch vollziehen und eine groBe biologische Bedeutung besitzen.
Die RW.-Firbung, welche uns bisher allein diesen Vorgang kennen lehrte, hat
uns auch den Schliissel zn seinem Verstiindnis geliefert. Wir haben unter den
bei ithrer Anwendung blau gefirbten Gewebselementen grundsitzlich zwei ver-
schiedene Arten zu unterscheiden. KErstens die primiren, welche allen
ankommenden molekularen (0=0) Sauerstoff in aktivierten (—0—0—) ver-
wandeln und ihn alg solchen an die Umgebung fortdauernd abgeben, die Sauer-
stoffspender. Dieses sind in erster Linie die Kerne, und die chemische Sub-
stanz, welche diese Umwandlung herbeifihrt, ist die Nukleinsiuve, welche einen
mineralischen Katalysator, maskiertes Eisen, einschlieBt. In zweiter Linie
kommen die Mastzellenkorner in Betracht, denen die Aktivierung des Sauer-
stoffs im Bindegewebe obliegt (siehe Kapitel: Mastzellen.)

Auljer diesen primfiren Saunerstofforten und oft in ihrer nichsten
Umgebung angehiiuft, befinden sich chemische Substanzen, welche eine groBe
Anziehungskraft fiir Sauerstoff besitzen und den von den Spendern
(Kernen) gelieferten Sauerstoff bestiindig an sich reiflen und aufspeichern.
Diese nennen wir sekundiive Sauerstofforte. Dahin gehort vor allem das
Granoplasma der Zelleiber und das Globulin der Kernkérperchen, dann
auch die Knorpelgrundsubstanz, welcher der Sauerstoff von den Kernen
der Knorpelzellen geliefert wird. An diesen Orten kann sich der Sauerstoff
deswegen speichern, weil sie simtlich sehr sauer sind; es sind die ungemein
wichtigen Sauerstoffspeicher des tierischen Gewebes.

In dhnlicher Weise wie durch diese trtlichen Verhiltnisse ist die RW.-
Firbung auch durch zeitliche Umstinde vielfach, im Gegensatz zur Methylen-
blaufirbung, beschrinkt. Die maximale Fiarbung mit RW. erzielt man in
2 Minuten, dariiber hinaus erreicht man keine bessere Firbung mehr, sondem
von da ab blassen die Schnitte im Rongalitweill sogar wieder ab, indem das
Rongalit die Vorherrschaft behilt und eine kiinstliche Sauerstoffverarmung
herbeifithrt.

dine allzemeine natiirliche Sauerstoffverarmung, die sich auch durch
die RW.-Firbung an iiberlebenden Gefrierschnitten nachweisen liBt, findet
sodann im Augenblick des Todes des Tieres ebenso wie beim Ausschneiden aus
dem Tierkorper statt: die agonale Schwankung. Dieselbe gleicht sich an
der Luft im Laufe einiger Stunden oder eines Tages aus, indem die iiberlebenden
Kerne den Luftsauerstoff wieder aktivieren, der vom Granoplasma, Kernkirper-
chen usf. dann wiederum gespeichert wird, Allmiihlich aber versagt auch diese
letzte Sauerstoffquelle und nach einigen Tagen, bei der Ratte am 4.—8.,
ist bei dem in der feuchten Kammer auf Eis aufbewahrten Gewebe jede RW.-
Firbung unmiglich geworden, d. h. kein Sauerstoff mehr in den Geweben durch
die Arbeit von Nukleinsiiure und Eisen der Kerne frei und fiir RW. disponibel
zi machen, Gerade zu dieser Zeit fiirben sich die ebenso behandelten, d. h, auf
Eis gelegten Schnitte mit Methylenblau maximal, wegen der post-
mortalen Siuerung des Gewebes. Hier an den absterbenden Schnitten
trifft also geradezu das Maximum der Methylenblaufirbung zusammen mit
einem Minimum oder totalem Verlust der RW.-Fiirbung.

In mannigfaltigster Weise kommt der Unterschied in der Fiirbung mit
Methylenblau und RW. natiirlich auch zur Geltung, wenn wir selbst die Schnitte
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kiinstlich durch reduzierende Mittel ihres Sauerstoffs berauben. Dann gibt
es iiberhaupt keine O-Orte mehr, aber selbstverstindlich sind die Siureorte
in keiner Weise angegriffen, oder mit anderen Worten: RW. gibt dann unter
solchen Umstiinden nur negative Resultate, Methylenblau dagegen positive wie
bei den normalen Schnitten.

Eine solche Sauerstoffberaubung (Erstickung) der Gefrierschnitte ohne
sonstige Beeinflussung kann man schon durch linger dauernden, z. B. ein-
stiindigen, Kontakt mit Alkohol oder Formalin erreichen.

Die sich in diesen Versuchen dokumentierende Empfindlichkeit der Sauer-
stofforte gegen alle Sauerstoff entziehenden Mittel tritt jedoch am krassesten
zutage beim Vergleich der iiberlebenden Gefrierschnitte mit den sicher
vollig abgetoteten Schnitten nach der Alkohol—Zelloidin- oder Pa-
raffinembettung. Die Betrachtung des Unterschiedes zwischen jener Lebend-
firbung mittels RW. und dieser Totfiirbung mittels blauen Polychroms oder
der Pappenheim-Unna-Farbung fihrt uns mehr als irgend eine andere
Untersuchung in das lebendige Geschehen innerhalb des Gewebes ein. Wir
erkennen dadurch, wie sich die einzelnen Zellbestandteile zur Sauerstoffversorgung
der Zelle verhalten, welche Bedingungen (Hiweille) vorhanden sein miissen, dalBl
jene dieses lebenswichtige Gas entweder nur aufspeichern oder auch aktivieren
und wieder abgeben konnen, und welche es durch starke Reduktion vernichten.
Kurz, wir erhalten einen lehrreichen Uberblick der Beziehungen aller Zellen
zum Sauerstoff.

#* *
*

Dieser Uberblick wére aber unvollstindig und daher in vielen Bezie-
hungen noch unklar, wenn wir auller den Eiweillbausteinen nicht auch noch
der Sauerstoff fermente gediichten, welche an jeder Zelle haften, der Katalase
und Peroxydase. .

E. Darstellung der Sauerstoffermente.

I. Katalase. — FFarbenindex fehlt.

Je mehr wir in die Tiefe der biologischen Probleme eindringen und auf
Schritt und Tritt die immer geschickte und meistens iiberraschend einfache
Handhabung der natiirlichen Vorgiinge im Zellenleben zu verfolgen imstande
sind, um so ofter treffen wir auf jenes Hilfsmittel, welches die Natur verwendet,
um mit geringen Energiemengen, die iiberall zu Gebote stehen, schwierige und
komplizierte Veriinderungen zu bewirken. Der zwischen den Sauerstofforten
und Reduktionsorten hin- und herflutende Sauerstoffstrom bedarf zu seiner
glatten Abwicklung zweier Fermente ganz verschiedener Art, welche diesen
chemisch verschiedenen Polen der Zelle genau angepalit sind, etwa wie der
Schliissel dem Schloff nach dem Worte von Emil Fischer. Die Schwierigkeit
der hier vorliegenden Aufgabe begreift man, wenn man bedenkt, daf der tierische
Korper mit seinem Riesenaufbau von schwefel- und stickstoffreichen, also der
Hauptsache nach reduzierenden EiweiBmassen einem kolossalen Labyrinth
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mit tausend und aber tausend Kimmerchen gleicht, in die die Lebensluft des
Sauerstoffs nur schwierig eindringen kann, zumal da die Kidmmerchen, nimlich

die einzelnen Zellen, meist voneinander getrennt und abgeschlossen sind und
das reiche luftfithrende Kanalsystem fehlt, das die Pflanzen mit ihren Zellulose-
winden durchzieht. Wie ist es moglich, dafi da der Sauerstoff in alle abgeschlos-
senen Kédmmerchen eindringt? Und er muB es doch — bei allen hheren Tieren
wenigstens —, da sonst in wenigen Minuten der stolze Bau dem Tode verfallen
1st. Zahllose Schliisselchen, so scheint es, muf} die Natur in Bewegung setzen,
um dieses wichtigste Problem aller biologischen Probleme, die Durchflutung
des tierischen Koérpers mit dem lebensnotwendigen Sauerstoff ins
Werk zu setzen. So scheint es zu sein. Wir werden aber sehen, dafl die Natur
in diesem Falle mit nur zwei Schliisseln, mit zwei Oxydationsfermenten,
auskommt,

Die Suche nach dem Mechanismus dieser lebenspendenden Oxydations-
fermente ist seit Schinbein, dem ersten Entdecker auf diesem Felde, bereits
eine recht grofle, reich an Ideen, aber auch an Widerspriichen und Ritseln.
Erst der Schweizer Gelehrte Bach und der deutsche Chemiker Engler brachten
eine grofiere Klarheit in dieses Problem, indem sie, unabhiingig voneinander,
dieselbe Theorie der Peroxyde aufstellten, die fiir alle Altz‘n langsamer

Verbrennung Geltung haben sollte und sich auch in der Tat fiir das Verstindnis
der Sauerstoffversorgung tierischer Zellen sehr niitzlich erwiesen hat. Diese
Peroxydtheorie beruht, wie die meisten Oxydationstheorien, auf der Zwei-
wertigkeit des Sauerstoffs, welche uns die ‘-[UWIthkL‘lT gibt, zwischen starken
und schwachen Bindungen des Sauerstoffs zu unterscheiden. Eine starke
Bindung stellt die Form des molekularen Sauerstoffs dar. Hier sind die zwei
Wertigkeiten jedes Sauerstoffatoms vollstindig gesittigh 0= =0 —> 0=0.
Das entstehende Produkt heifit molekularer oder inaktiver Sauerstoff, da
er fiir weitere Oxydationen nicht brauchbar ist. In dieser Form atmen wir ihn
ohne jede Schidigung ein. Hiingen dagegen beide O-Atome nur mit einer
Bindung zusammen (—0—0—), so bleibt ]vdum noch eine freie Bindung iibrig,
die imstande ist, weitere Oxydationen auszufiihren,

Die Peroxydtheorie von Bach und Engler besagt nun, daff bei jeder
»langsamen™ Verbrennung — und zu diesen gehéren alle im Kérper vor sich
gehenden Oxydationen — die Oxydation damit beginnt, dall sich das ganze,
ungespaltene O-Molekiil an die sauerstoffbegierige Substanz anlagert. Be-
zeichnen wir diese reduzierende Substanz mit R, so entsteht also nicht gleich
durch den vom Blute aus eindringenden Sauerstoff die feste, einfache Verbindung

(0]

RO, sondern zuniichst die hochoxydierte, aber lockere Verbindung R< , ein
0

Peroxyd, das den Ausgangspunkt zu allen weiteren Sauerstoffverinderungen
und -wanderungen bildet.

Es unterliegt keinem Zweifel, daB sich das Peroxyd unter Umstinden
allmihlich in die einfache, niedere, aber feste Oxydationsstufe von R (RO)
umwandeln kann, und es geschieht das offenbar dann am leichtesten. wenn die
Sauerstoffgier von R grofi ist. Wir haben dann den Vorgang, den wir Ver-
brennung der organischen Substanz nennen und dessen Produkte:
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C0O,, H,0, H,SO, usf. durch Lymphe und Harn aus dem Korper als unbrauchbare
Schlacken entfernt werden.

Ist die Reduktionskraft von R aber geringer und das Gewebe daher nicht
imstande, allen 1hr gebotenen Sauerstoff zur \L’lblummnlr mit ﬂ]qtuﬂunu der
Verbrennungsprodukte zu verwerten, so bleibt die lockere Bindung des Peroxyds
so lange bestehen, bis mit Hilfe der nun in Wirksamkeit tretenden ,.Sauer-
stoffermente” eine Lisung des Peroxyds erfolgt. Diese geht dann von-
statten, ohne dall zugleich eine Lockerung und AbstoBung weiterer Atome oder
Atomgruppen (C, H, 80,) aus den Gewebselementen dadurch bewirkt wird. Es
handelt sich mithin nur um eine Abstollung von Sauerstoff allein. Aber dieses
kann doch noch in verschiedener Art, gleichsam ,,mit verschiedenen Schliisseln®’.
vor gich gehen. Wir kennen bisher mit Sicherheit zwei verschiedene solcher
Sauerstoffschliissel, die in allen Zellen vorhanden sind: die Katalase und die
Hyper- oder Peroxydase. Beiden gemeinsam sind die Eigenschaften aller
Fermente, dall sie in geringer Menge imstande sind, unverhiltnismilhig
grofe Mengen chemischer Verbindungen zu lésen oder zu kniipfen,
ohne dall hierbei ihre eigene Menge merklich abnimmt, und dafl sie ferner die
betreffenden Umsetzungen in Imlu-m Grade zu beschleunigen vermdgen.
Diese zwei Eige nwhaffm_ lassen sich in sehr einfacher Weise bei der K >1tahn~,
nachweisen. Diese arbeitet nach der Formel

A0
B [==R - 0=0
~0

d. h. sie spaltet aus dem Peroxyd wieder molekularen Sauerstoff ab, und zwar
so rasch, dall — wie man berechnet hat — 1 Gramm rein gewonnener Katalase
in 10 Minuten 4 Kilogramm H,0, zersetzen kann. Die Katalase macht also nur
die Entstehung des Peroxyds wieder riickgiingig, und wir finden als Resultat
das reduzierende Substrat ml{l gewohnlichen, molekularen Luftsauerstoff.

Dieses Resultat war fiir manche Autoren unbefriedigend, und aus diesem
Gefithl heraus entstand die Theorie, die Katalase habe nur den Zweck, e fiir
das Gewebe giftiges ,,UbermaB von Peroxyd™ zu vernichten. Diese Theorie
erscheint aber unbefriedigender als die Tatsache, daBl die Katalase Peroxyde
riickverwandelt. Zwei Tatsachen hat man dabei iibersehen, welche beide zei gen,
dall die Katalase noch viel mehr und Wichtigeres vermag: 1. dal} dieselbe eine
Ortsverinderung des naszierenden Sauerstoffs bewirkt und 2. daBl nur ein
Teil des Gewebes, nimlich die ,,Reduktionsorte”, Katalase besitzen, das
Produkt ihrer Titigkeit aber andere Orte, niimlich die ,,0-Orte”, erreicht und
hier reaktiviert wird. Dadurch bewirkt die Katalase erst die Nutz-
barmachung der gréoBeren Hilfte des Gewebes fiir den Zweck der
O-Aktivie erung. Wiirde die Katalase nicht existieren und wire der Luft-
sauerstoff allein auf die O-Orte angewiesen, so wiirde der grofite Teil des Gewebes
gar nicht von aktivem Sauerstoff erreicht und die Durchliiftung des ganzen
Gewebes vereitelt. Man kann das auch kurz so ausdriicken: Der Sauerstoff-
strom des Gewebes erfordert die Katalase.

Will man die Katalase in einem Gewebe nachweisen, so braucht man nur
ein Stiickchen desselben, z B. irgend ein Stiickchen Lunge, Haut usw., mit
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“Hydroperoxyd (H,0,) zusammenzubringen, dasselbe damit zu iiberciefen oder

es in die Fliissigkeit zu versenken, um sofort eine mehr oder minder stiirmische
Entwicklung von Sauerstoffblischen zu erzengen, Dieselben bilden auf dem
Gewebe einen Schaum, indem sie sich sehr rasch vergréBern und zusammen-
flieflen, wobei es unmdglich ist, weder mit freiem Auge noch mit dem Mikroskop
die Herkunft der einzelnen Blischen aus einzelnen Zellen oder sonstigen Teilen
zu verfolgen. Die Katalasereaktion ist daher eine rein makroskopische.
Man kann aber durch Messung und Vergleichung der Volumina des
fretwerdenden und aufsteigenden Sauerstoffs einen Schluf} ziehen auf die Menge
der in einem Gewebe befindlichen Katalase und darnach die verschiedenen
Gewebe in eine Reihenfolge ordnen.

Da hat sich nun eine nahe Beziehung der Katalase zu den Reduktions-
orten der Gewebe ergeben, indem die groBte Menge von Katalase von den
protoplasmareichen und stark reduzierenden Geweben: der Leber, Niere, dem
Herzmuskel und dem Blut geliefert wird, wihrend ein protoplasmaarmes, aber
sauerstoffreiches Gewebe, wie der Knorpel, die Sehne des Muskels, nur wenig
Katalase liefern. Die Katalaseistalso an die Reduktionsorte gebunden.

Die dritte Eigenschaft der Fermente, auf ganz bestimmte, einzelne
Substanzen eingestellt zu sein, 1Bt sich mithin bei der Katalase nur indirelct
durch vergleichende Messungen erschlieBen; die Reaktion hat nur eine makro-
skopische, keine mikroskopische Verwendung.

Il. Peroxydase. Farbenindex: Benzidin + H,0,.

Ganz anders steht es mit der Peroxydase. Dieses Sauerstofferment
arbeitet nur in Verbindung mit dem Wasser des Gewebes, nach der Formel:

0

R—
No—\oH

R +(—0—) 4 (H,0,)

und scheidet den Sauerstoff des Peroxyds, nicht wie die Katalase in molekularer,
sondern in aktiver Form (—0—) ab und daneben Hydroperoxyd (H,0,).

Hier kann man die stark oxydierende Wirkung des entstehenden —Q—
benutzen, um gleichzeitig an einem mit hinzugegebenen Indikator einen Farben-
umschlag zu erzielen. Gehort der bei dieser Oxydation erzeugte Farbkérper zu
den gewebsfirbenden Substanzen, so gelingt es gleichzeitig, den peroxydase-
haltigen und sich nun firbenden Bestandteil als Herkunftsort der Peroxydage
zu erkennen. Die Peroxydasereaktion ist daher eine mikroskopische Re-
aktion. Wir konnen nach stattgehabter Reaktion mit MuBe die Gewebe nach
gefiirbten Teilen durchmustern und genau bestimmen, wo die Peroxydase im
Gewebe gesessen hat, welche die einzelnen Farbenumschlige bewirkte. Wir
gewinnen bei der Peroxydase nicht bloB eine ungefihre Schiitzung des Ferment-
reichtums, wie bei der Katalase, durch die Messung der freiwerdenden O-Volu-

( OH

)_y
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mina, sondern wir kionnen mit Bestimmtheit jeden einzelnen Gewebs-
bestandteil auf seinen Peroxydasegehalt priifen.

Da hat sich nun die bemerkenswerte Tatsache ergeben, dall nicht nur die
peroxydasereichen Gewebe im allgemeinen mit den an Sauerstofforten reichen
zusammenfallen, sondern dall im mikroskopischen Bilde genau diejenigen Form-
elemente sich als Sitz der Peroxydase erweisen, welche wir bereits als Haupt-
gitz der Sauerstofforte, als primire Sauerstofforte, kennen: die Kerne und
Mastzellen. Die Peroxydase ist mithin an die Sauerstofforte ge-
bunden und hat die besondere Funktion, aus diesen den Sauerstoff in aktiver
Form (—0—) abzuspalten und so fiir das ganze Gewebe nutzbar zu machen.

Ein solcher Indikator fiir Peroxydase ist das Benzidin (NH, — CH, —

- € H, — NH,), von dem eine 19/,ige Losung, dem H,0, hinzugemischt, die
Peroxydaseorte blau firbt. Als Schnitte kommen auch (nicht zu alte) Alkohol —
Zelloidin-Sehnitte in Betracht, da die Peroxydase in Alkohol ziemlich unloslich
ist. Am besten arbeiten wir aber mit Gefriersehnitten, die in Alkohol auf-
gefangen werden miissen, da sie in Wasser ihre Peroxydase verlieren wiirden,

Die Blaufirbung der Peroxydaseorte geschieht — im schirfsten Gegensatz
zu den gewdhnlichen Gewebsfiirbungen, bei denen keine Fermente mitwirken —
mit auffallender Geschwindigkeit. Im Augenblick, wo die Luftbhlasen sich ent-
wickeln, ist die Firbung auch schon vollendet. Die Schnitte werden dann, ohne
den Schaum in Wasser abzuspiilen, direkt in Alkohol iibertragen, der mit Eisessig
(1 Tropfen auf 1 Schiilchen) angesiuert ist, und durch Xylol in Balsam gebracht.
Doch hilt sich die Firbung auch so nur einige Stunden, da das Blau durch
weitere Oxydation in Gelb itbergeht und dann verblalit.

An gut gelungenen Priiparaten zeigen sich die Kerne im allgemeinen blau,
nur in den Mastzellen, deren Kérner blauviolett gefirbt sind, bleiben die Kerne
ungefirbt.

Im Gegensatz zu der oft diffusen Bliuung der O-Orte in den RW.-Prii-
paraten, sind die Peroxydaseorte immer genau auf die genannten Stellen be-
schriinkt. Die Peroxydase strahlt nicht wie der gasférmige O auf die benach-
barten Gewebsteile aus (Bild 60). -

Es hegt nun nahe, anzunehmen, dal} die Komzidenz von Peroxydaseorten
mit den primiiren O-Orten eine vollkommene ist und dall die Gebiete der Pero-
xydase und Katalase sich ebenso scharf gegeneinander abgrenzen wie die
0-Orte und Redulktionsorte, T -

Golodetz und Paul Unna jun.!) griffen diesen Gedanken auf und be-
nutzten die Erfahrung, daBl das kernhaltige Vogelblut sich mit Pepsin 4 HCI
in 24 Stunden soweit verdauen liBt, dafl nur die Kerne der roten Blutkérperchen
erhalten bleiben. Im MafBe als die Verdauung des Protoplasmas der Blutkorper-
chen fortschreitet, nimmt die durch H,0, allein nachweisbare Katalase ab,
wihrend die durch Benzidin + H,0, nachweisbare Peroxydase sich, ebenso
wie die Kerne, linger erhéilt. Wenn die Kerne ganz plasmafrei und nackt ge-
worden sind, ergeben die auf Objekttriiger ausgestrichenen Blutmassen noch
etwa bis zum 6. Tage mit Benzidin -+ H,0, die Peroxydasereaktion. Hiermit

') Golodetz und Paul Unna jun., Uber Peroxydase und Katalase innerhalb der
Zelle. Berliner klinische Wochensehrift 1812, Nr. 24, 8. 1134.
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ist bewiesen, daB von den zwei mit Wasserstoffsuperoxyd in den Geweben
reagierenden Fermenten nur die Katalase im Protoplasma, die Per-
oxydase dagegen in den Kernen ihren Sitz hat.

Die Verteilung der Sauerstofferment-Orte im tierischen Kérper ist mithin
ebenso mosaikartig beschaffen wie diejenige der Reduktions- und Sauerstofforte.

Diese feste Verteilung im Gewebe ist hier wie dort die Grundhedingung
fiir den regelrechten Ablauf der Lebensvorgiinge, soweit sie vom Sauerstoff-
strom abhéingen.

Als weitere Bedingungen zu ihrer reguliiren Tatigkeit haben wir noch das
Vorhandensein dreier Faktoren erkannt, des molekularen, inaktiven Sauer-
stoffs, des Wassers und einer reduzierenden Eiweif verbindung (R.).

Bild 60.

Peroxydase. Ratten-Schnauze. Alkohol-Paraffinschnitt. Benzidin - H,0,-Firbung
Epithelkerne (ek) der Haarbiilge blan. Kerne der Mastzellen (mk) farblos.
Granula der Mastzellen (ma) bliunlichviolett,

Der Sauerstoff (0=0) wird vom Blute in allen (eweben gleichmiiBig
verteilt, das Wasser ist zu 709/, in allen Geweben gleichfalls vorhanden. So
bleibt also nur noch das Wesen der reduzierenden Substanz zu besprechen.
Bach und Chodat haben diesem wesentlichen Faktor ihrer Peroxydtheorie den
Namen: Oxygenase gegeben. Auch diese Substanz ist iiberall im tierischen
Gewebe reichlich vorhanden, da sie die allgemeine Zellengrundlage bildet.
Soweit die Gewebe Permanganat reduzieren, haben wir mithin
Oxygenase anzunehmen.

Der auf den ersten Blick paradoxe Gedanke, daB eine in der Tiefe der
Zelle liegende, gleichsam im Verborgenen schlummernde Reduktionskraft
allein, bloB in Verbindung mit Wasser und inaktivem Sauerstoff die zu-
reichende Ursache der tierischen Oxydation darstellt, erweist gich, je
weiter unsere Erfahrung fortschreitet, um so mehr als der leitende Faden in
dem bisherigen Wirrsal der Lehre von der tierischen Atmung, Denn er fiihrt
uns in die Zellen selbst aller einzelnen Organe hinein und erschlieBt uns daher
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zum ersten Male eine Vorstellung von der Mitwirkung der einzelnen Zell-
teile bel der Atmung.

Die Oxygenase konnen wir lediglich in die beiden unteren Stockwerkel)
aller Zellen und Gewebe verlegen, weil nur hier reduzierende EiweiBle vorkommen.
und da die Natur der Oxygenase im iibrigen noch recht unbestimmt ist, so kénnen
wir ihren Ort vorliufig mit den das Permanganat reduzierenden Schichten der
Gewebe im allgemeinen identifizieren, bis weitere Untersuchungen iiber den
genaueren Entstehungsort und die chemische Natur der Katalase in diesen
Schichten AufschluB geben. Wir verlegen also den Sitz der Katalase dorthin,
wo die Manganmethode in den Schnitten durch Briiunung den Sitz der Reduktion
nachweist, in das Plastin und Mesoplastin der Kerne und das Spongioplasma
der Zelleiber.

Derselbe Ort ist aber dann natiirlich auch der Entstehungsort der
Peroxyde. Ich sage absichtlich: Entstehungsort, nicht Ort der Peroxyde.
Denn da die Peroxyde, welche wir theoretisch annehmen miissen, sich praktisch —
z. B. durch ein Gemisch von Benzidin und Meerrettichextrakt (Peroxydase)
tinktoriell — im Gewebe nicht nachweisen lassen, so ist es miiig, von einem
01t der Peroxyde™ zu reden. Wo dieselben entstehen, ist auch Katalase vor-
handen, um sie abzufangen und den Saunerstoff aus ihnen in inaktiver Form
frei zu machen und als solchen in die Lymphe abzustoBen. Das geschieht aber
nur dort, wo die reduzierenden Schichten nackt an die Lymphspalten anstoBen
und wo Permanganat eine stirkere Briunung hervorruft, kurz an den eben
genannten Reduktionsorten der Zellen.

TUhberall dagegen, wo diese noch von einer sauren, oxydierenden Ober-
schicht bekleidet sind, vor allem bei den Kernen und Mastzellen, wo mithin
an Stelle der Katalase die Peroxydase vorherrscht, hat das im unteren Stock
sich bildende Peroxyd ein anderes Schicksal. Die Peroxydase der Sauerstofi-
orte setzt auch hier den Sauerstoff in Bewegung und stéBt ihn ab, aber in der
Form des aktiven Sauerstoffs: —O-—, und in dieser Form stromt er in die Lymphe
und mit ihr in alle Organe.

Auf diesem Wege trifft der aktive Sauerstoff in allen parenchymatosen
Organen die nukleoproteidreichen Keimschichten, vor allem der Oberhaut und
der Haarpapille, die Keimzentren der Lymphdriisen, der Milz usf. und regt
in ihnen die Mitosenbildung an. Eine zweite Hauptaufgabe fiir den
zirkulierenden aktiven Sauerstoff besteht sodann sicherlich in der Neutralisation
und Entgiftung aller reduzierenden Abbauprodukte des Gewebes, die sich der
Lymphe beimischen.

Aber damit sind seine wichtigen Aufgaben noch nicht erschopft. Wo im
Gewebe sehr saure Eiweifle vorkommen, also in erster Linie das Globulin
simtlicher Kernkorperchen, dann das Abbauprodukt: Zytose in allen griberen
Epithelien, in den Plasmazellen des Bindegewebes, in den Hauptzellen
des Magens und in den Nisslkérpern der Ganglien, endlich das Chon-

') Eine nur scheinbare Ausnahme von dieser Regel machen die am stirksten
reduzierenden und am dunkelsten durch Manganperoxyd gefirbten Endprodukte der
Verhornung: Hornschicht, Haar und Nagel. Thnen fehlt das zur Bildung von Oxygenase
und Peroxyd notwendige Wasser. Es sind die trockensten Gewebselemente.

-
i

Unna, Histochemie der Haut,
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dromukoid des Knorpels, dort legt der aktive Sauerstoff der Lymphe Depots
von inaktivem Sauerstoff an, welche sich aus dem Grunde hier aufstapeln
konnen, weil einerseits die hier vorhandene Siure des Gewebes sie schiitzt,
andererseits, wie das Benzidinreagens nachweist, keine Peroxydase in ihnen ent-
halten ist, welche den Sauerstoff frei machen konnte. Diese ~sekundiren®
Sauerstoffreservoire sind mithin charakterisiert durch ihre Siure und die
Abwesenheit von Peroxydase. Dadurch unterscheiden sie sich grund-
sitzlich von den primiren, ebenfalls sauren, aber peroxydasehaltigen
Sauerstofforten, wie den Kernen und den Mastzellen. Ein jeder Kern zeigt
uns schon diesen fundamentalen Unterschied der sauren EiweiBe in seinem
peroxydasehaltigen Kerngeriist und seinem peroxydasefreien (lobulinzentrum
des Kernkorperchens; jenes stoft seinen aktivierten Sauerstoff ab. dieses bildet
aus inaktivem Sauerstoff einen Sauerstoffspeicher. So stellt sich schlieBlich die
Durchliiftung aller tierischen Zellen mit Hilfe der beiden sich in die Hinde
arbeitenden Sauerstoffermente als ein iiberraschend einfacher Vorgang heraus,
der die komplizierten Aufgaben der Sauerstoffversorgung aller Zellen spielend
bewiltigt.

F. Eine zweite Darstellung der Sauerstofi-
und Reduktionsorte.

Farbenindex: Neutralviolett (NV.).

Die Lebendfirbung von Gefrierschnitten, diese notwendige Bedingung zum
Zustandekommen der RW.-Fiirbung, stand, als diese wichtige Firbung entdeckt
wurde, ganz isoliert, ohne Vorgiinger in der Wissenschaft da. Im Gegenteil
war die Meinung allgemein verbreitet, zu jeder regelrechten Iiirbung eines
(Gewebes gehire eine vorherige und meist sehr eingreifende Hixation, die natiirlich
ohne Abtotung des Gewebes nicht denkbar war. Mit der Beseitigung dieses
alten Vorurteils gewann die Wissenschaft aber plotzlich auch eine ganz neue
Fragestellung von sehr weittragender Bedeutung. Wenn es moglich war, ein
bestimmtes Gewebe in iiberlebendem Zustande, z. B. als Gefrierschnitt, zu firben,
so konnte man natiirlich auch das Resultat dieser Firbung vergleichen mit der
Fiirbung eines gleichen Schnittes, zu dessen Herstellung das gleiche Material
fixiert, eingebettet und dadurch sicher abgetitet war. Brauchte man nun zur
Farbung eines solchen abgetiteten Schnittes dasselbe Fiarbemittel wie fiir
den Gefrierschnitt und entdeckte in diesen beiden Schnitten konstante Unter-
schiede der Firbung, so waren natiirlich diese Unterschiede nur auf die
einzige Verinderung zu beziehen, die zwischen den Schnitten bestand, auf die
Abtétung. Man hatte also ein Mittel an der Hand, die Wirkung der Abtétung
histologisch zu studieren, und da in diesem besonderen Falle durch die Firbung
nur die Existenz und Verteilu ng des Sauerstoffs aufgedeckt wurde, so
war ein Mittel gegeben, die Abtiotung eines Gewebes dureh O-Entzieh ung, durch
Erstickung, zu untersuchen; die Gefrierschnitte ergaben das Verhalten des iiber-
lebenden Gewebes, die Zelloidin- bzw. Paraffinschnitte das des toten Gewebes.
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Ich nannte, um jede Verwechslung mit der Ehrlichschen Vitalfirbung zu ver-
meiden, die neue Methode: die Tot-Lebend-Fiarbungsmethode?).

Von diesem neu gewonnenen Standpunkte aus haben wir nun zunichst
alle fiir die Sauerstoffrage in Betracht kommenden Firbemethoden zu betrachten
und miteinander zu vergleichen.

Da sehen wir sofort, dall die Mangan methode nicht zu einer Tot-Lebend-
Firbung gebraucht werden kann, da nur ganz vereinzelte Gewebsteile, wie die
Kniueldriisenkorner, sich bei der Manganfirbung an Gefrierschnitten anders
verhalten wie an eingebettetem Material, die hauptsichlichen Firbungsdifferenzen
aber (Hornschicht, Stachelschicht, Keme, Keimschicht, Kutis usw.) genau gleich
an Gefrierschnitten und Zelloidinschnitten ausfallen.

Ebenso kinnen wir die Peroxy dasefirbung durch Benzidin H,0, nicht
zu einer Tot-Lebend-Firbung benutzen, da sie nicht bloB an Gefrierschnitten,
sondern auch an Zelloidinschnitten, wenn auch nicht so gut, gelingt. Wenn sie
aber gelingt, erblickt man die Peroxydaseorte an genau denselben Stellen wie
an Gefrierschnitten, nimlich an Kernen und Mastzellen.

Werfen wir schlieBlich noch einen Blick auf unsere bewiihrteste Proto-
plasmafirbung an Alkoholmaterial, die Methylgriin - Pyronin-Fiirbung, und
stellen die Frage nach ihrem Verhalten zu Gefrierschnitten und damit zur Sauer-
stofffrage, so ist zuniichst zu sagen, dall diese Methode an Gefrierschnitten die-
selben gewohnten Bilder ergibt wie an Zelloidin- und Paraffinschnitten. Sie ist
also fiir eine Tot-Lebend-Firbung nicht anwendbar, und trotzdem gibt uns jeder
Schnitt auch am eingebetteten Material heute bereits eine mikrochemische
Analyse, aber doch nur deshalb, weil wir ganz unabhiingig davon durch das
Studium der RW.-Firbung und der Peroxydasefiirbung gelernt haben, daB ein
biologischer Unterschied besteht zwischen dem hier auftretenden Griin der Kerne
und Mastzellen als den primiren O-Orten und dem Rot der Kernkérperchen
und der Zytoseanhiiufungen (Granoplasma, Plasmazellen) als selundiiren O-Orten.

Obgleich wir es hier also mit abgetstetem, in bezug auf seinen Sauerstoff
verarmtemn, ersticktem Gewebe zu tun haben, erkennen wir an den nach Pappen-
heim-Unna gefiirbten, toten Schnitten auf den ersten Blick, allein durch die
griine und rote Firbung, biologische Unterschiede von groBer Wichtigkeit.
Der blofle Anblick eines so gefirbten Zelloidin- oder Paraffinschnittes ;}:'lhi:- uns
Aufschluf} iiber die Orte der O-Aktivierung (griin) und dadurch auch iiber die
Richtung des von hier ausgehenden Sauerstoffstromes und die Orte der O-An-
sammlungen (rot), unserer O-Speicher,

Allerdings sind diese biologischen Schlulifolgerungen nur indirekte, aus
anderen biologischen Beobachtungen erst abgeleitete. Nun haben aber die letzten
Jahre uns mit einer neuen polychromen Fiirbung beschenkt, welche darin noch
iber jene Pappenheim-Unna-Firbung hinausgeht, daB sie — genan wie das
Rongalitweil — nur auf iiberlebende Gefrierschnitte anwendbar ist, nicht
dagegen auf Alkohol—Zelloidin- oder Paraffinschnitte. Sie verlangt also auch zur
Ausfithrung iiberlebendes Material. Sie ist wie die RW.-Methode als eine
Tot-Lebend-Firbungsmethode zu gebrauchen und wie die letztere
dadurch ebenfalls ein Reagens auf das Leben der Gewebe iiberhaupt.

') P. G. Unna, Vergleichende Tot-Lebend-Firbung. Dermatologische Wochen-
schrift 1918, S.'703.
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Diese zwei Fiirbungen treten daher zusammen in einen bewuften Gegen-
satz zu simtlichen fritheren Fiirbungen und imaugurieren ein neues Kapitel in
der biochemischen Analyse der Gewebe. Wir haben oben gesehen, da von
den bisher bekannten Sauerstoffirbungen nur die RongalitweiBfarbung zu den
Lebendfirbungen gehirt. Weder die Manganfirbung der Reduktionsorte noch
die Benzidin + H,0,-Firbung der Peroxydaseorte ist unbedingt an Gefrier-
schnitte tiberlebenden Gewebes gekniipft, wenn auch dieses Material fiir sie das
ideale bleibt. Fiir die neue Lebendfiirbung aber sind Gefrierschnitte
iiberlebenden Gewebes die Conditio sine qua non, gerade so wie
fiir die RongalitweiBfirbung.

Der neue Farbstoff heifit Neutralviolett!) (Cassella) und besteht aus
zwel basischen Farben, dem Azin: Neutralrot (2 Teile) und dem Oxazin:
Neublau (1 Teil).

Azinfarhstoife.
Thiazin Azin Oxazin
N N N
|/ “\l/'\|/ "'\.l l/ S \| l/ \l/ \l/\l
| | |
N NN B
8 N 0
Methylenblau Neutralrot Neublau
CH,

AH—N(CH,), C,,.H2< NH,

C,oH
i e
C.HyZ— N(CH,),. Cl C.H,Z—N(CH,),.Cl C.Hy £_N(CH,),. 0l
N 7N

Neutralviolett (NV.) ist eine Mischung von Neutralrot und Neublau.

N N
| RO G PN
Sowohl die Azine: | | | wie die Oxazine: | | | |

\/EK\/ \/Ef\/

N
AN NN
L

[
DA
8
das Methylenblau gehort, da sie alle nach dem Typus der Anthrazene gebaut sind,
An Stelle des Schwefels der Thiazine tragen die Azine aber ein N-Atom an
der Briicke, die Oxazine ein O-Atom. Das Neutralrot schlieBt sich auch in den
Seitenketten dem Methylenblau sehr nahe an, withrend im Oxazin eine Seitenkette
ganz fortfillt und im Kerne des Farbstoffes eine Benzolgruppe durch eine

Naphtholgruppe vertreten ist.

haben eine dhnliche Konstitution wie die Thiazine: |, zu denen

1) Siehe Unna und Golodetz, Neutralviolett extra. Archiv fiir mikroskopische
Anatomie, Bd. 90 (1917), S. 69.
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Vergleichende Versuche mit den beiden Farben zeigen nun folgendes:
Firbt man mit Neutralrot allein, so erhiilt man ein durchweg rotes, fiirbt man
mit Neublau, ein rein blaues Bild aller Siureorte des Gewebes. Firbt man
mit diesem Gemisch beider totes Gewebe, so nehmen alle Siureorte ein gleich-
miilliges Violett an; firht man mit dem Gemisch aber Gefrierschnitte,
die 1hren Sauerstoff noch besitzen, nach folgender Vorsehrift, so erhiilt
man eine schone und sehr genaue Doppelfirbung.

Neutralviolett- (NV.-) Methode.
(Nur fir Gefrierschnitte.)

1. Stiicke in Wasser von 80° C 2 Minuten eintauchen zur Gerinnung der
fliissigen Eiweilie.

2. Stiicke gefriergeschnitten.

3. Schnitte in 1/,%/pigem NV, 10 Minuten.

4. Kurz abspiilen in Wasser.

5. Entfirben und entwiissern in absolutem Alkohol.

6. 01, Balsam.

Die Mischfarbe teilt sich also, und jeder Komponent fiirbt nur diejenigen
Bestandteile, zu denen er eine besonders grofle, chemische Affinitit besitzt. Und
da zeigtsich, daf das Neublau nurzu denreduzierenden sauren EiweiBen:
zu der Muskelsubstanz und dem Protoplasma an den Reduktionsorten, das Neu-
tralrot zu den oxydierenden sauren Eiweilen anden O-Orten: Kernen,
Mastzellen und Knorpel eine hervorragende Verwandtschaft besitzt.

So erhalten wir an iiberlebenden Gefrierschnitten auf die einfachste Weise
durch NV. eine Ubersicht iiber beides auf einmal, iiber die Reduktions- und
0-Orte des Schnittes, welche wir frither allein durch Vergleich der Mangan-
und Rongalitweilischnitte erhalten konnten.

Neutralviolett- (NV.-) Farbung (Bilder 61 und 62).

Bild der

redu- OXYy-

Reduktions. | Zerenden d 121'1-.111.1{-:1 Oxydations-
bild HiweiBa Broroibe bild
durch Kali- ULFEEHE sawelle | dureh Ron-
permanganat durch das galitweill
Blan Rot

des Neutralvioletts

MiRkaln sttt e R du e 0 0
Epithelprotoplasma . . . .| 4 + -+ -+ 0 0
Rote Blutkorperchen . . . - - 0 0
MeEvenis o s e o - - 0 0
Karne Sdardaiy S A 0 0 -+ 4 1= ==
Mastzellen . . . . . . . . (0] (8] + 4+ 4| + 4 4
Kngrpela il ca e o o (6] (8] + 4+ 4+ | + + 4+
Wurzelscheide . . . . . .| - -+ (0] -+ -+ (0]
Oberflichliche Hornschicht. -+ (0] - 0
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Bild 62.

Bild 61 und Bild 62. Tasthaar der Ratte, zwei Querschnitte, frizch, Farbung: Neuntral-

violett. Neublaufirbung: Hautmuskeln (mu), Stachelschicht des Haarbalges (sta).

Griin: Blutsinns (si). Neutralrot: Kerne, Wurzelscheide (wu). Hellviolett: Nervenbiindel
(Bild 62, ne). Orangerot: Mastzellen (ma). Ungefiirbt: Haar (hr) (Bild 62 ).

Die Teilung des NV. bei der Firbung von Gefrierschnitten ist in
der Tabelle dadurch ausgedriickt, dafl der mittlere Teil derselben in zwei Rubriken
zerfillt, die Blaufirbung der reduzierenden sauren Eiweile links und die Rot-
firbung der oxydierenden sauren Eiweille rechts.

An die Blauseite ist nun, um den Vergleich zu erleichtern, das durch
Mangan erzeugte Reduktionsbild angeschlossen, an die Rotseite das Oxy-
dationsbild, wie es RW. ergibt. Man sieht, da der obere Teil der Tabelle {ober-
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halb des Striches) in der Tat eine absolute Ubereinstimmung der blauen Re-
duktionsorte mit den braunen Manganorten einerseits und der roten O-Orte
mit den blauen Orten des RongalitweiBbildes andererseits zeigt.

Der Teil der Tabelle unterhalb des Striches zeigt aber, daB dieser Parallelis-
mus seine Grenze hat und dal der Verwandtschaftskreis des Neutralrots iiber
den der O-Orte hinausgeht und in den der Reduktionsorte hiniibergreift, denn
zwei Formen verhornter Zellen, die Wurzelscheide des Haares und eine
oberflichliche Hornschichtlage der Fuflsohle, die im Manganbilde be-
sonders braun sind, firben sich in Gefrierschnitten mit NV. nicht, wie man
erwarten sollte, blau, sondern rot, als wiren es auch 0-Orte. Diese Tatsache
beweist, dal die roten Orte des NV. einem grofBeren Kreise angehiiren als dem
der Sauerstofforte, wie sie uns das RW. aufdeckt, nimlich dem Kreise der
Sidureorte.

Schon gleich bei der Entdeckung des Rongalitweil war es ja klar, daB
die O-Orte stets mit Siureorten zusammenfallen, aber daB nicht alle
Siureorte = 0-Orfe sind, und allmihlich ergab es sich, daB nur diejenigen
Siureorte O-Orte sind, welche RW. dehydrieren kénnen. Oder mit anderen
Worten, daB der Kreis der O-Orte von beiden der kleinere ist und innerhalb
des grofieren Kreises der Siureorte zu liegen kommt.

Verwandtschaftskreis des Neutralvioletts zu den sauren Eiweiflen.

Neutralviole it Neutrolviolert
ror bia e
Saverstoffkress S Saurekbrers

Die scheinbare Unstimmigkeit der Wurzelscheide und obersten Hornschicht,
welche ein starkes Manganbild zeigen und von NV, doch nicht blau gefiirbt werden,
wie die Muskeln, sondern rot, 138t sich iibrigens auf Grund unserer Erfahrungen
tiber denStockwerkbau der Zelle erkliren. Denn es ist wohl maglich, dafi dieGrund-
lage der Wurzelscheide Kalipermanganat reduziert, wihrend der saure Oberstock
Neutralrot speichert. Wir haben eben die Tatsache zu registrieren, dall oberhalb
einer basischen, reduzierenden EiweiBgrundlage ebensowohl saure reduzierende
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Eiweille mit Neublau, wie saure oxydierende Eiweifle mit Neutralrot oder Methyl-
griin nachgewiesen werden kinnen. Das saure, reduzierende Eiweill, das sich
mit Neublau firbt, ist im Epithel wohl sicher: ein Albumin des Gewebs-
saftes, im Muskel: Myosin neben Albumin, Eiweie, die natiirlich in dem
Oberstock der verhornten Wurzelscheide fehlen.

Schematische Bilder der sauren und basischen EiweiBe.

Newblow » Newtralrot - Bild,

Protoplasma Musk.  Kporpe! .ze.’?zﬂ Weurzelseh

ol

Mongon-ﬁx?a’

.’-‘E-:Jn‘go J‘}E‘Wf’fﬁ — Bile

Mar -
rr a'mrog.r-’a.ama Musk. HNnorpel  zellen |Wurzelsch.
borpereben | Fern [ ;

J"fcm_q arn - Bia

Die obere Hiilfte dieses Farbenschemas ist, zum Vergleiche der NV.-Firbung
mit der Manganfirbung entworfen; es ist noch nicht gelungen, beide I Lrbunrren
an ein und demselben Schnitte zu vereinigen. Jedes Rechteck in demselben
entspricht einem materiellen Punkt eines bestimmten Formelementes, und zwar
die untere Hilfte (der Sockel) den basischen Grundeiweifien, die obere Hilfte
(der Aufsatz) den oberflichlichen sauren Eiweiflen, Betrachtet man die oberen
und unteren Hiilften der Rechtecke nur innerhalb des Rahmens, so entspm ]:Lt
einer stirkeren Manganfirbung des Sockels eine Blaufirbung durch NV,
Aufsatz, einer schwachen Manganfirbung eine Rotfirbung. Aber auBerhalb clees
Rahmens sehen wir die Wurzelscheide, die auf braunem Mangansockel einen
roten Aufsatz frigt, und aunch das Globulin des T\emkorperc-hom trigt einen
roten, nicht einen blauen Aufsatz, trotzdem die Manganfirbung im E}u{-kel recht
bedeutend ist.

Diese beiden Ausnahmen von der Regel treten erst in das rechte Licht,
wenn wir dieselben Formelemente der Firbung mit RW. unterwerfen und die
dann entstehenden Blaufirbungen der Oberschicht auf dieselben Mangansockel
setzen. Dann tritt die Gegensiitzlichkeit zwischen starker und schwacher Blau-
farbung im Aufsatz mit der schwachen und starken Manganfirbung im Sockel
sehr deutlich hervor. Nun schlieBt sich aber hier auch die auBerhalb dos Rahmens
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stehende Wurzelscheide den im Rahmen stehenden Gebilden an, welche die
Regel repriisentieren. Ja, hier bildet sogar die Wurzelscheide das
reinste Muster fiir die Regel, da der starken Manganreduktion des Sockels
hier im Aufsatz eine noch schwichere Blinung durch RW. entspricht als wie
sie Protoplasma und Muskeln zeigen.

Wir miissen nach diesem Vergleiche mithin sagen, dall den beiden Sauer-
stoffirbungen gegeniiber die Wurzelscheide sich in beiden Stockwerken als ein
hochgradig reduzierendes Formelement darstellt. Nicht die Farbschwiiche in der
Oberschicht bei der RW.-Fiirbung ist paradox, sondern nur die Rotfirbung der-
selben bei der NV.-Firbung.

Mittels dieser Erwiigungen haben wir jedoch nur die Miglichkeit einer
Erklirung des paradoxen Wurzelscheidenbildes erhalten, nicht die Notwendig-
keit. Diese kinnen wir erst einsehen, wenn es uns gelingt, die chemische
Natur des rot liehenden Oberstockes der Wurzelscheide zu erkennen, und das
ist, wie in allen solchen Fillen, wiederum nur durch eine erfolgreiche Chromo-
lyse maglich.

Unter den theoretischen Moglichkeiten, die paradoxe rote Firbung der
Wurzelscheide bei der \01111alwo]utlfeu}:-1lnﬂ zu erkliren, nahm bis vor kurzem
die Idee einer ungesiittigten sauren Lipoidbeimengung den ersten Platz ein.
Aber der Fortgang der Chromolyse machte diesem Gedanken ein Ende. Trotz
aller Miihe gelang es nicht, durch fettlosende organische Losungsmittel, wie
Ather, Benzin, Benzol, Xylol, Chloroform und \[mchuncmn derselben mit Alkohol,
das Eintreten der roten Fiirbung zu verhindern. Ebensow enig durch B{\hzmdlung
der Wurzelscheide mit Bromwasser, dem sichersten Mittel, um eine ungesittigte,
Sauerstoff aktivierende Fettbeimischung zu neutralisieren. Olséiure und ihnliche
Fette konnten also nicht die Ursache der roten F firhung sein.

Dagegen zeigte sich ein prmtwer irfolg bei der Vorbehandlung der Wurzel-
scheide mit Soda und Trypsin, den besten Mitteln, um saure Eiweilie aui-
zuldsen. In diesen Mitteln verschwindet in der Tat allmithlich die rote Firbung
der Wurzelscheide, um einer blauen Platz zu machen bis auf die 1ot hlellmule-n
Kernreste der Wurzelscheide. Und nun gewahrt man erst beim Ausziehen der
sich rot firbenden Substanz die enorme Anzahl der Kernreste in der
Wurzelscheide, die schon lange bekannt ist, aber etwas in Vergessenheit
geraten war. '

Wenn die Matrixzellen der Wurzelscheide ver Imnml, 80 bildet sich iihnlich
wie bei der Verhornung des Oberflichenepithels eine hyalinartige Substanz in
Form von Kornern, die wir im Gegensatz zum i\emfnh\ alin des Deckepithels:
Trichohyalin (Vérner) nennen. fﬂw: bei diesem ‘v.r.n:r;mcre verschwinden
die Kerne nicht durch Abbau, wie beim Deckepithel, sondern bleiben grofien-
teils erhalten, withrend das Plasma der Matri ,\n-llen einfach vertrocknet. Die
verhornten Wurzelscheidenzellen stellen also sehr schmiichtige Zellen mit reichem
Gehalt an Kernsubstanz, d. h. an Nukleinsiiure, dar; es sind die nukleinsiure-
reichsten normalen Hornzellen. Dieser Umstand allein ist hinreichend,
die rote Fiirbung durch Neutralviolett, die sonst hauptsichlich eine E\m'n[mlmn"
ist, zu erkliren. In dem Schema der Verwandtschaftskreise (8. 103) fillt Lll[‘
Wurzelscheide also in den inneren, roten Kreis, da die rote I‘ulhung auf
Nukleoproteide zuriickzufithren ist. Aber diese sind ihres Sauerstoffs durch
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die Verhornung vollstindig beraubt, was wir sicher wissen, da die Wurzel-
scheide nicht imstande ist, RW. zu dehydrieren. Sie bleibt bei der
RW.-Firbung nahezu ungefirbt, und dieser Umstand bildet bekanntlich einen
der bezeichnendsten Unterschiede zwischen der RW.- und Methylenblaufirbung
iiberhaupt. Die Rotfirbung des Aufsatzes der Wurzelscheide ist daher auch
nicht auf irgend einen Sauerstoffgehalt zuriickzufiithren, sondern auf ein seines
Sauerstoffiiberschusses beraubtes, bloB saures Nukleoproteid.

(. Saure Kerne.

Aus der Stockwerktheorie der Eiweillfirbungen kann man weiter auch die
Schlulifolgerung ableiten, dali es miglich sein mufi;, bestimmte Formelemente
in 1thren verschiedenen Stirken mit verschiedenen, z. B. einer sauren und einer
basischen Farbe nacheinander zu firben, ohne daf} diese sich gegenseitig beein-
trichtigen. Das hat die Praxis schon seit langem erwiesen, so besonders in der
Himatein — Safranin — Tannin-Firbung der ,sauren Kerne* im Epithel,
z. B. beim spitzen Kondylom, In dieser Methode verbindet sich die saure Féirbung
des basischen Mesoplasting mit der basischen des Globulins unter Vermittlung
einer sauren Tanninbeize.

Die Alkohol-Zelloidin-Schnitte erhalten zuerst mittels irgendeiner guten
Hématein - Alaun-Mischung eine kriftige Kernfirbung, werden darauf besonders
gut in Wasser abgespiilt, kommen auf 10 Minuten in eine 1°/;ige Safranin-
losung und, wiederum gut in Wasser abgespiilt, in eine 259/,ige Tanninlésung,
bis die rote Farbe der Schnitte in eine rotviolette wmschligt. Darauf mufl die
itherschiissige Gerbsidure sehr griindlich ausgewaschen werden. Sie kommen
dann aunf lingere Zeit zur Differenzierung in absoluten Alkohol und weiter
durch Bergamottol -~ Xylol in Balsam (Bild 63).

Das hierzu verwendete Safranin O ist ein Gemisch von Tolusafranin und
Phenosafranin (bei Hollborn vorritig); es list sich besser in Alkohol ++ Aqua
destillata als in Wasser allein. Man erwiirmt 1 ¢ Safranin O + 30 em® 959/ igen
Alkohol in einem Kolben im Wasserbade, setzt 70 cin® Aqua dest. hinzu und
filtriert.

Bei dieser Doppelfirbung sind allein die Kernkérperchen und die
sauren Kerne in den Epithelzellen safraninrot gefirbt. Die Verinderung der
Kerne, die zur Bildung der sauren Kerne fithrt, beginnt bereits unmittelbar
an der Kutisgrenze in einigen der jiingsten Epithelien. Hier firbt sich die
normalerweise bliuliche Grundsubstanz (Plastin) rotlich, wodurch der ganze
Kern mit blauem Kermgeriist und roten Kemnkérperchen blauviolett bis rot-
violett erscheint. In den folgenden Zellenreihen sind die sauren Kerne schon
rein safraninrot. Genauere Untersuchung lehrt, daf in diesen gesiittigt safranin-
roten Kernen auch noch das blangefirbte Kerngeriist und die dunkelroten Kern-
korperchen enthalten sind, obwohl sie firberisch nicht mehr zur Geltung kommen.
Wenn diese Stufe erreicht ist, verindern sich die sauren Kerne nicht mehr;
sie steigen mit den anderen, normalen, immer farbschwiicher werdenden Kernen
in die Hohe bis an die Verhornungsgrenze und werden in diesen héheren Lagen
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durch ihre stark rot bleibende Firbung immer auffallender. Ja. sie gehen in
die Hornschicht ein, ohne ithre Rite und Gestalt zu verlieren. Sie erleiden also
nicht die normale Altersverinderung (Schrumpfung) der Epithelkerne; aus ihnen
sind dauerhafte Gebilde geworden.

Die Erscheinung der sauren Kerne beruht also in erster Linie auf einer
primdren Verinderung der Grundsubstanz, indem diese basische Substanz sich
mit demselben sauren Globulin fiillt, welches normalerweise nur in den Kern-
korperchen vorhanden ist. Man kinnte diesen Prozell daher auch die Globulin-
metamorphose der Kerne nennen. DalB dieselbe eine reine Kernangelegen-
heit darstellt und ginzlich unabhiingig vom Protoplasma ist, geht mit Sicher-
heit aus der Tatsache hervor, dall hiiufig im Epithel in einer Kernhohle zwei
Kerme vorkommen, von denen einer ein normaler, der andere ein saurer ist.

Eild 63.

Saure Kerne. Stachelschicht des spitzen Kondyloms. Firbung: Himatein — Safranin —
Tannin., Normale Kerne (nk) blau. Kernkérperchen (kk) und saure Kerne (sk) safraninrot.

Hand in Hand mit dieser Veriinderung verliert der Kern sicher seine
Fihigkeit, Mitosen zu bilden; noch niemals ist eine solche in einem sauren Kemne
getroffen worden. Der auf diese Weise zugleich stabil und steril gewordene
Kem repriisentiert gleichsam als (Ganzes ein stark vergroBertes Kernkirperchen.

Die folgende Tabelle A gibt einen iibersichtlichen Vergleich der Farbung
der normalen Kernbestandteile bei der Hiimatein — Safranin — Tannin-
Methode mit denen der sauren Kerne in Tabelle B.

Die Tabelle A zeigt, da nach der vorangehenden Hiamateinfirbung
der basischen Eiweile im mittleren und unteren Stock die darauffolgende Firbung
mit dem basischen Safranin und nachfolgender Tanninbeize von allen sauren
Eiweillen des oberen Stockes nur das (lobulin der Kernkérperchenmitte anzu-
firben vermag. Die am Rand des Kernkorperchens und allen Teilen des Kern-
geriistes verteilten, sauren Nukleoproteide werden vom Tannin nicht gebeizt,
sondern entfirbt, obwohl sie wegen ihrer sauren Reaktion zunichst Safranin
aufzunehmen vermégen. Das Hamatein firbt, wie immer, das Plastin nur diffus




108

A. Normale Kerne (Farbenindex: Himatein—Safranin—Tannin, siche oben).

A Kernkérperchen Kerngeriist Kerngound.
Stock ERTaTe
: : 2 substanz
Rand Mitte Rand Gieriist
oberer . - Safranin Lo - — Globulin
mittlerer| Himatein | Himatein | Himatein | Himatein —_ Mesoplastin
ey [l L
i | + Tt I
unterer . | Himatein |Him atein | Himatein | Himatein | Himatein Plastin
1 [ 1 '

B. Saure Kerne (Farbenindex: Hamatein— Safranin—Tannin).

s Kernkérperchen Kerngeriist Kerngrand-
Stock e A
: i substanz
Rand Mitte Rand Geriist
oberer . - Safranin - — Safranin Globulin
mittlerer| Himatein | Himatein | Himatein | Himatein — Mesoplastin
1
= Pty [ + + _1._ +
unterer . | Himatein | Himatein | Himatein | Himatein | Himatein Plastin
pul B =l =l | v B e
t }

und miflig, ebenso die Mitte des Kernkorperchens und das Kerngeriist, withrend
es die anderen Formelemente des mittleren Stockes, das Mesoplastin des
Kernrandes und Kernkérperchenrandes stark anfirbt, was in der Tabelle
durch 4~ hervorgehoben ist.

Der Unterschied der sauren Kerne von den normalen besteht nun darin,
dall hier die Kerngrundsubstanz, ebenso wie stets die Kernkérperchenmitte,
Globulin gespeichert und damit einen sauren Oberstock geschaffen hat, der
befihigt ist, unter Mithilfe der Tanninbeize Safranin aufzunehmen und fest-
zuhalten.

Aber nicht nur im oberen Stock der Grundsubstanz!) findet sich zwischen
normalen und sauren Kernen ein wesentlicher Unterschied: auch mit dem ba-
sischen Eiweil des unteren Stockes ist eine grundsitaliche Veriinderung vor
sich gegangen. Die normale Grundlage von Plastin ist niimlich bei den sauren
Kernen ersetzt durch ein besonderes basisches, eosinophiles Eiweil,

Diese Tatsache tritt mit aller wiinschenswerten Schirfe hc]_'vor, WEND WIT
zur Fiirbung derselben Schnitte die bekannte homogene Mischung saurer Farben :
Wasserblau 4 Eosin + Phloxin = Weyp beniitzen. Dann nehmen die ge-
wohnlichen Kerne im unteren Stock Wasserblau auf, so daB auch die Kern-

1) Ich habe dieselbe in den ,,Lebensvorgingen in der Haut der Menschen und der
Tiere™ (Deuticke, Wien) noch mit dem alten Flemmingschen Namen ,,Kernsaft® be-
zeichnet.
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grumdsubstanz blaulich bis blau erscheint: das Geriist des Kernes firbt sich
ebenfalls wasserblau, besonders dunkelblau aber der Rand der Kerne und
der Kernkorperchen (4-4), wie es die Tabelle C wiedergibt.

C. Normale Kerne (Iarbenindex: Wep).

o Kernkirperchen Kerngeriist Kerngrind:
i : N substanz
Rand Mitte Rand Gertist
oberer . — — - - — Globulin
mittlerer = — = = = Mesoplastin
unterer . [Wasserblan Eosin  |Wasserblau \Wasserblau |Wasserblau Plastin
T [ =T o =T ol

Im Gegensatz dazu nimmt die Mitte des Kernkorperchens reichlich und
allein Eosin (4 Phloxin) aus der Mischung: Wep auf, ohne jede Beimischung
von Wasserblau. Die Eosinaufnahme im unteren Stock entspricht also genau
der drtlich beschrinkten Safraninaufnahme im oberen Stock bei der Himatein—
Safranin—Tannin-Fiirbung der Tabelle A.

Die entsprechende Wep-Firbung der sauren Kerne gibt die Tabelle D
wieder.

D. Saure Kerne (Farbenindex: Wep).

S Kernkorperchen Kerngeriist Kerngrund-
i S ; =0T ; substanz
Rand | DMitte Rand Geriist
oberer . - — — | — —— Gilobulin
mittlerer = == = = d Mesoplagtin
unterer . |[Wasserblan Eosin Wasserblau Eosin Eosin Plastin
0O his -} -+ -+ 0 his -+ -

Auch hier wie bei den normalen Kernen werden die einfach sauren Farben
der Mischung: Wep nafiirlich nur im unteren Stock gespeichert, aber im Gegen-
satz zu ihnen nimms nun nicht blof die Kernkirperchenmitte, sondern auch
das Kerngeriist und die Kerngrundsubstanz Eosin auf, Die normaler-
weise auf die Kernkérperchenmitte beschriinkte »» Eosinophilie” (siehe Tabelle ()
hat sich bei den sauren Kernen iiber den ganzen Bereich des Kernes ausgedehnt,
In der Kerngrundsubstanz entspricht wieder die Hosinaufnahme im unteren
Stock der Emfmmnau[na,hrun.-. im oberen bei der Himatein—Safranin—Tannin-
Methode (siche Tabelle B). Sie ist so stark, daff das Wasserblau in dem unteren
Stock der Kerngrundsubstanz ganz von Eosin verdriingt wird, wiihrend in den
Rindern von Kern und Ee:nl\urpcwlwu es sich dllvrdmgs neben dem Eosin
mehr oder minder erhiilt, was in der Tabelle durch die Bezeichnung: Wasser-
blau O bis - angedeutet ist. Genauer gesagt, hingt die Firbung dieser Teile
vom Grad der Eosinfirbung ab. Bei starker Eosinfirbung sind nur noch die




110

Riinder der Kerne blau umsiumt, withrend die der Kernkorperchen reine Fosin-
farbe zeigen; bei schwiicherer Eosinfirbung sind die Rinder der Kern lkbrperchen
noch bruchstiickweise blau gefiirbt oder weisen noch Andeutungen von blauen
Sdumen auf. Durch diese fast reine Eosinfirbung erscheinen die sauren Kermne
sehr hell, ritlichgelb uned stechen sehr von den normalen, fast ganz blau gefiirbten
ab. Dal es sich bei diesen hellen Kernen wirklich um dieselben sauren Kerne
handelt, welche bei der Himatein—Safranin-—Tannin-Methode tiefsafraninrot
hervorlenchten, dafiir sprechen alle ihre sonstigen Eigenschaften: 1. ihre rundlich
ovale Form und besondere Grifle bis in die obersten Lagen der Stachelschicht
und die Kornerschicht hinein, wo die gewihnlichen Kerne bereits zackig werden
und einschrumpfen, sodann 2. ihre gleichmiBice Verteilung in der Stachelschicht
von der Keimschicht bis zur Hornschicht, 3. der Umstand. daB sehr oft in
einer Kernhohle zwei Kerne liegen und dafBl diese dann entweder beide eosinrot
oder beide wasserblau sind, oder in scharfem Gegensatz zueinander einer eosinrot
und der andere wasserblau ist, also dieselbe Art der Verteilung und Vergesell-
schaftung wie sie die sauren Kerne hei den Doppelkernen der Oberhaut auch
sonst zeigen, und 4. endlich der vollkommene Parallelismus, welcher hier wie
sonst zwischen sauren Kernen und der Kernkorperchenmitte der normalen Kerne
besteht. Fiir diese Hervorhebung der sauren Kerne 1iBt sich das Fosin -+ Phloxin
bisher durch keine andere saure Farbe ersetzen.

Sind wir durch die bisherigen beiden Firbungen, deren Resultate in den
Tabellen A bis D verzeichnet sind, iiber den EiweiBgehalt der unteren beiden
Sticke orientiert, so haben wir schlieBlich noch einen kurzen Blick auf den
obersten Stock und damit auf den Gehalt der sauren Kerne an sauren Eiweien
zu werfen, was in den folgenden Tabellen E und F geschehen soll. Dazu dient
uns die Kosin —Methylgriin 4 Pyronin + Karbol-Methode. Dieselbe
ist bereits 1906 als eine gute Firbung fiir saure Kerne mitgeteilt?).

Die Methylgriin - Pyronin-Mischung allein firbt keine sauren Kerne,
wohl aber dann, wenn man ihr eine Firbung mit Eosin vorausschickt. Diese
zweibasische, saure Farbe wird im unteren Stock gespeichert und dient dann
als Beize fiir zwei basische Stoffe: das basische Plastin und das basische Pyromin,
indem das Eosin mit beiden zusammen eine feste Tripelverbindung eingeht,
dbnlich wie es in der Romanowsky-Firbung das basische Protozoenkern-
eiweill an das basische Thiazinrot kettet,

E. Normale Kerne (Farbenindex: Eosin —Methylgriin -~ Pyronin).

) gt Kernkiirperchen Kerngeriist ICithgnd:
Stock =
: i 3 substanz
Rand Mitte Rand Geriist
! Nukleo-
oberer . [Methylgriin| Pyrenin |Methylgriin Methylgriin — proteide
l Globulin
mittlerer - - — - — Mesoplastin
unterer . — Eosin — - Plastin

') P. G. Unna, Histologischer Atlas zur Pathologie der Haut, Heft 8, TFig.-254.



111

Die Tabelle E zeigt nun bei der Eosin—Methylgriin 4+ Pyronin -+
Karbol-Methode eine starke Pyroninfirbung der Kernkérperchenmitte neben
einer Methylgrinfirbung von Kernrand, Kerngeriist und Rand des Kemn
kirperchens. Da wir aus der Wep-Fiirbung (Tabelle C und D) gelernt haben,
dal} die Kernkorperchenmitte eine starke Affinitit zum Eosin im unteren Stock
besitzt, miissen wir auch bei dieser Doppelfirbung eine solche annehmen, die
nur, durch das Pyroninrot im oberen Stock gedeckt, hier nicht zur Geltung
kommt. Diesen normalen Kernen gegeniiber erscheint in den sauren Kernen
der gesamte untere Stock eosinophil und dadurch das ganze Farbbild veriindert.

F. Saure Kerne (Farhenindex: Eosin—Methylgriin - Pyronin).

oy Kernkirperchen Kerngeriist Korgnd-
S0 ; 1 = substanz
Rand Mitte Rand Goriist
l Nukleo-
oberer . |Methylgriin® Pyronin |Methylgriin|Methylgriin| Pyronin proteide
l Globulin
mittlerer o= — = = : Mesoplastin
unterer . Eosin Eosin Eosin Eosin Eosin Plastin

Hatten die normalen Kerne das Pyronin nur in der Kernkorperchenmitte
gespeichert, so ist nun infolge der Eosinbeize auch die sonst farblose Ke rngrund-
substanz befihigt, das basische Pyronin aufzunehmen. Dort, wo im oberen
Stock Methylgriin gespeichert wird, im Kernrand, Kerngeriist und Kern-
korperchenrand, macht sich die Aufnahme von Eosin in dem unteren Stock
dadurch geltend, dali die normale griine Farbe einer violetten Mischfarbe Platz
gemacht hat. Die so im ganzen dunkleren sauren Kerne sind hier also durch
ein violettes Kerngeriist, rote Kerngrundsubstanz und im Zentrum tiefrote
Kernkirperchenmitte ausgezeichnet.

Fassen wir alles zusammen, so sind die sauren Kerne vor den gewihn-
lichen Kernen ausgezeichnet durch den Gehalt an zwei besonderen Eiweillen,
an saurem Globulin im oberen Stock und an eosinophilem, basischem
Plastin im unteren Stock, withrend der mittlere Stock das normale Meso-
plastin beherbergt. Dieser letztere Umstand ist auch der Grund, weshalb man
frither bei den gebriuchlichen Himatoxylinfirbungen der Kerne von dem Vor-
kommen und der Besonderheit der sauren Kerne nichts gemerkt hat und nichts
bemerken konnte; man fiirbte eben nur den normalen mittleren Stock.
Wenn in der Keimschicht hier und da die Entwicklung der sauren Kerne beginnt,
halten die betreffenden Kerne ihre mittlere Mesoplastinlage fest und erfahren
nur in ihrer basischen Grundlage eine »eosinophile Umwandlung®, mit der
zugleich eine ,,Globulinmetamor phnw des oberen Stockes einhergeht. Mit
dem Ballast des Globulins in der Kerngrundsubstanz erlischt auch die Mitogen-
bildung dieser Kerne, sie bilden kein neues Epithelgewebe mehr und sinken
ATl hauelsfx:fhpmchem herab. Sie machen dieselbe Metamorphose im g grofien durch
wie die mittleren Teile aller Kernkorperchen im kleinen, die als Sauerstoff-
speicher fiir die aktivierende Randpartie der Kernkorperc hcn zu dienen haben.
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Als die sauren Kerne zuerst bei seniler Degeneration und Verwitterung
der ]Lult, sodann bei den Lepromen gefunden v.unh*n. schien es so, als ob sie
nur ein Zeichen herabgesetzter Ernihrung und Mangel an Regenerationskraft
seien. Dem schien aber ihr hiufiges Vorkommen beim E mbryo, an den Blut-
kapillaren und an den normalen Kniiueldriisen zu widersprechen, Licht in dieses
Dunkel brachte erst die Entdeckung, dafl die sauren Kerne in vergrollertem
Kaliber die Rolle von Kernkirperchen spielen,

Die sauren Kerne sind also durch ihren normalen Nukleingehalt Aktiva-
toren und Sauerstoffabspalter, durch ihren besonders groflen Globulingehalt
aber zugleich sehr gute Sauerstoffspeicher, withrend die gewdhnlichen Kerne
zwar gute Aktivatoren, aber nur millige Sauerstoffspeicher sind, da in ihnen
nur das Kernkorperchen Sauerstoff speichern kann. Unter dlcsem Gesichts-
winkel erscheint die Produktion des GGewebes an sauren Kernen von dhnlicher
Bedeutung wie die von Granoplasma im Epithel. Es werden in beiden
Fillen neben den Sauerstoffaktivatoren (Kernen) saure Eiweil-
massen abgelagert, welche imstande sind, Sauerstoffvorrite zu
binden und den aktivierten Sauerstoff vor sofortigem Verbrauche
zu bewahren.

Von diesem Standpunkt aus begreifen wir natiirlich ebenso sehr die Niitz-
lichkeit der sauren Kerne beim Embryo und im Endothel der Blutkapillaren
wie in der atrophischen Greisenhaut und im Leprom. Und wenn auch sicher
durch die Ausbildung der sauren Kerne ebenso viele Einzelkerne dem Zell-
teilungsgeschiift entzogen werden, so tragen die gebildeten und Sauverstoff
speichernden sauren Kerne doch insgesamt dazu bei, den Sauerstoffgehalt eines
Gewebes zu erhohen, und befordern damit indirekt auch seine mitotische, rege-
nerative Kraft.

H. Die Hautfette.

I. Das Hornschiehtiett. — Cholesterinfette.

Der Alkohol Cholesterin (CQ-H”O} ist ein charakteristischer Bestandteil
aller jungen Zellen und so auch aller jungen Epithelien der Haut, besonders
der Keimschicht des Deckepithels und des sezernierenden Teiles der Kniiuel-
driisen. KEr geht hier Verbindungen ein mit den Fettsiuren der Oberhaut und
bildet mit diesen die fiir die Hornschicht charakteristischen Hautfette. Die
ilteren Zellen der Stachelschicht verlieren schon allmihlich ihren Cholesterin-
gehalt, und alle verhornten Teile der Oberhaut, der Wurzelscheide und des
Haares besitzen daher kein freies Cholesterin mehr.

Der Nachweis des Cholesterins geschieht mit der von Golodetz fiir Haut-
schnitte modifizierten Moleschottschen Reaktion des Cholestering auf kon-
zentrierte Schwefelsiiure. Diese besteht in einer Ver diinnung der konzentrierten
Schwefelsiure (5 Teile) mit 309/,igem Formalin (2 Teile). Dmch diese Mischung
werden die Gefrierschnitte, die fiir den Nachweis des alkoholléslichen (‘hoksteuna
notig sind, nicht so stark angegriffen wie durch die konzentrierte H,80, allein,
wiihrend die Farbung des Cholesterins dieselbe bleibt, ja sogar dunLlu‘ braun-
schwarz wird.
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Mit Hilfe der Moleschott-Golodetz- Firbung gelingt es, das Chole-
sterin auch neben den Fetten, zumal neben der Olsiiure nachzuweisen, an der
die Haut reich ist. Diese erzeugt bekanntlich mit der Osmiumsiure. sowohl frei
wie auch in ihren Verbindungen als Oleat, eine tiefschwarze Firbung, den so-
genannten  schwarzen Rahmen' der osmierten Hautstiicke. An der Verhornungs-
grenze scheiden die Hautepithelien Olsiure ab, die mit dem Rest ihres erhalten
gebliebenen Cholesterins die schon genannten Verbindungen zu élsauren
Cholesterinestern eingeht, welche dann bis zur Oberfliche der Hornschicht
erhalten bleiben,

Diese Cholesterinfette firben sich mit den Fettfirbemitteln (Sudan,
Scharlach) wie die Glyzerinfette, geben aber nicht mehr, wie das freie Cholesterin,
die Liebermannsche Reaktion, eine Farbenskala von Rot. durch Blau bis zu
Griin, bei gleichzeitiger Einwirkung von konzentrierter Schwefelsiure und Essig-
siiureanhydrid.

Auller den Kpithelien reagieren mit der Moleschott-Golodetzschen
Reaktion, wenn auch in geringerem Grade, die Bindegewebszellen der Haut,
wie denn diese Methode iiberhaupt eine spezifische Protoplasmafirbung darstellt.
Die Zellkerne firben sich gar nicht und die kollagenen und elastischen Fasern
80 wenig wie die Hornschicht. Daher ist bei dieser Behandlung der Haut auch
die Grenze zwischen Epithel und Kutis immer eine scharfe.

II. Das Eigenfett der Hornsehicht.
Glykogen und Olsiiure.

Unter den Fetten der Hornschicht haben wir von den AuBenfe tten,
die ihr von den Talgdriisen und Kniiueldriisen zugefithrt werden, das Eigenfett
zu unterscheiden, welches sie selbst produziert. Als solches haben wir die Olsiiure
erkannt, welche unmittelbar nach Vollendung des Verhornungsprozesses in der
basalen Hornzelle erscheint und hier eine besonders scharfe mikroskopische
irenze verursacht, Legen wir Hautstiicke von der FuBsohle in Osmiumsiinre,
unser Hauptreagens auf Hornschichtfette, so setzt hier mit der basalen Hornschicht
jener ,;schwarze Rahmen* ein, der seit seiner Entdeckung durch Langerhans
(1873) in der Geschichte des Hautfettes eine hervorragende Rolle gespielt hat.

Die Verhornung ist bereits eine Zellenlage vorher, in der infrabasalen
Hornschicht vollendet, aber diese wird nicht von der Osmiumsiure geschwiirzt,
sie gehort nicht zum ,schwarzen Rahmen®. da ihr noch das Eigenfett, die
Olsiiure fehlt. Dafiir ist sie erfilllt von der Muttersubstanz der Olsiiure, dem
Kohlehydrat: Glykogen (Bild 64).

Die Entdeckung des Glykogens an dieser Stelle verdanken wir lediglich
dem negativen Ausfall der Osmiumschwiirzung daselbst. Ranvier lieB in der
ersten Auflage seines Lehrbuches die durch Osminmsiure geschwirzte Horn-
schicht unmittelbar oberhalb der durch Pikrokarmin dargestellten Kérnerschicht
beginnen. Durch mich darauf aufmerksam gemacht, dall sich zwischen beide
Oberhautschichten noch eine diinne Zellenlage einschiebe, die weder das Kerato-
hyalin der Kornerschicht wahrnehmen lasse, noch die osmierbare Olsiure der
basalen Hornschicht, verbesserte er jene Angabe in der zweiten Auflage seines
Lehrbuches.

Unna, Histochemie der Haut, 8
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Wir nennen diese zwischen Kornerschicht und basaler Hornschicht sich
einschiebende und bei der Osmierung hell bleibende Lage jetzt die infrabasale
Hornschicht (Bild 64) und ich konnte nachweisen, dall dieselbe sich mit Jod
braun, mit Bests Karmin rot, mit Paul Mayers Reagens auf Glykogen schwarz
firbt, also Glykogen enthilt. Das Kohlenhydrat Glykogen geht hervor aus
dem Keratohyalin der darunter liegenden Kérnerschicht, vermutlich aus dem
Zerfall der in dieser Schicht verschwindenden Nukleingiiure, und bildet selbst
wieder die Muttersubstanz fiir die (lsiiure, die wir in der dariiber liegenden
basalen Hornschicht antreffen. Morphologisch unterscheidet sich dieser Glykogen-
bhefund darin von den meisten anderen, dall er nicht in Gestalt einzelner freier
Kérner, sondern in diffuser Verbreitung, wahrscheinlich verbunden mit Eiweils,
als em Glykoproteid auftritt.

Bild 64.

wichwarzer Rahmen® der Hornschicht. Alkohol-Paraffin-Schnitt der in Osminm-
siure fixierten FuoBsohle.

Der ,,schwarze Rahmen® der Hornschicht (R). Basale Hornschicht (ba) enthilt Olsiure.

Infrabasale, helle Hornschicht (if) enthilt Glykogen, keine Olsiinre.  Griinbriunliche

Stachelschicht (sta) mit hellen Kernen. Hellgelbliche Cutis (cu). Schweilporus mit
geschwiirzter Cuticula (p).

Diese an den Oberhautschichten so deutliche Folge eiweiBireicher Korner-
zellen, glykogenreicher Infrabasalzellen und olsiurereicher basaler Hornzellen
stellt geradezu das Muster einer stufenweise eintretenden Zellverfettung dar und
legt es nahe, auch bei den Zellverfettungen anderer Organe nach dem inter-
mediiren Vorkommen von Glykogenzellen vor der Verfettung zu fahnden,

Man firbt die Glykogenzellen am besten nach rascher Entwiisserung der
Haut (um Glykogenverluste zu vermeiden) in absolutem Alkohol und Paraffin-
oder Zelloidineinbettung nach folgender Formel:

1. Entfernung des Zelloidins (Paraffins) durch Alkohol - Ather, absoluter
Alkohol, Wasser.

2.Methylenblau (Viktoriablau), 19/,ige Losung in Spiritus dilutus oder
Nigrosin(Diamingriin), 1°/,ige wiisserige Losung, 1 Minute, in Wasser absptilen.
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3. Bestsche ammoniakalische Karminlésung 1 Minute, in Wasser abspiilen.

4. Alkohol, (01, Balsam,

Die Vorfirbungen mit blauen oder griilnen Farben dienen dazu, die niichste
Umgebung der Glykogenzellen derart zu priiokkupieren, daB die darauffolgende
Karminlosung dort weniger gut haftet und dadurch die infrabasale, glykogen-
haltige Schicht isoliert wird und relativ stark hervortritt (Bild 65). Die basischen
Farben priokkupieren das saure Keratin, und zwar Methylenblau besonders die
basale Homschicht, Viktoriablau die Hornzellen in der Umgebung der Schwei-
poren, welche die Glykogenzellen der letzteren umrahmen. Die sauren Farben
(Nigrosin und Diamingriin) priiokkupieren das basische Eleidin der Hornschicht,
das auch, wie die Glykogenzellen, vom Bestschen Karmin angefiirbt wird.

Bild 65.

Glykogenhaltige infrabasale Hornschicht. Oberhaut der FuBsohle. Alkohol-

Paraffin-Schnitt. Farbung: Viktoriablau — Karmin (Best). Infrabasale Hornschicht (if)

und Endschicht (es) viktoriablau, sowie einzelne Hornzellen der Mittelschicht, Karminrot:

Kerne der Cutiz und Stachelschicht (sta), Wandungszellen des Schweibporus und die
meisten Zellen der mittleren Hornschicht.

Will man an osmierten Schnitten in der ungefiirbten Infrabasalschicht das
Glykogen nachweisen, so ist es am einfachsten, den Schnitt in Ehrlichs Jod-
gummi einzubetten, wo dieselbe sich allmihlich leuchtend gelbrot fiirbt.

Alle drei Stufen der Verhornung: Koérnerschicht, infrabasale und
basale Hornschicht gewinnt man an Schnitten von FuBsohlenhaut, die
12 Stunden in Flemmings Losung verweilt hat, auf folgende Weise: Sie kommen
zuerst 1 Stunde in Bests Karminlosung. Darin firbt sich die nicht osmierte
mittlere Hornschicht karminrot, withrend die unterhalb des schwarzen Rahmens
befindliche infrabasale Schicht eine gelblichrote Fiirhung annimmt. Die Stachel-
schicht erscheint lachsfarben, die Kutis rosa (Bild 66a). Die Kornerschicht
tritt nicht hervor und 1iBt sich auf dem osmierten Gewebe auch nicht durch
Hématein 4 Alaun darstellen, wohl aber durch eine Nachfiarbung von 10 Minuten
in einer 1°/igen Nigrosinlésung, Dann erscheint die Komerschicht als ein
dunkelviolettes Band unterhalb der roten infrabasalen Hornschicht, und in der

Ii_.';?
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Bild 66 a. Bild 66 b.

Doppelbild 66a und b. Die drei Ubergangsschichten der Verhornung.
Fulisohle, frisch. Flemmings Losung 12 Stunden. 3 Stunden Auswaschen in flicBendem
Wasser. Alkohol, Paraffineinbettung.

Bild 66 a. ,,Schwarzer Rahmen” und infrabasale Hornschicht. Bests Karmin-
l6sung 1 Stunde. Spiritus dilutus. Alkohol absolut., (1, Balsam. Basale Hornschicht (ba)
(,schwarzer Rahmen™) und Endschicht (e) osminmschwarz., Mittelschicht (m) karminrot.
Infrabasale Hornschicht (if) gelblichrot. Stachelschicht (sta) lachsfarben. Cutis (cu) rosa.
Bild 66 b. ,,Schwarzer Rahmen', infrabasale Hornschicht und Kiérnerschicht.
Bests Karminlésung 1 Stunde, Spiritus dilutus, 19%ige Nigrosinltsung 10 Minuten. Spir.
dil. Alkohol, 0, Balsam. Basale Hornschicht (ba) und Endschicht (e) sehwarz, Mittel-
gchicht (m) dunkel blaurot. Infrabasale Hornschicht (if) dunkelrot. Kérnerschicht (ko)
dunkelviolett. Stachelschicht (sta) blaulichgran, Kerne (ke) hell. Cutis (cu) blauschwarz.

dunkelroten mittleren Hornschicht erscheinen die Kernreste blauschwarz,
withrend sie in der bliulichgrauen Stachelschicht hell bleiben; die Kutis wird
blauschwarz gefirbt (Bild 66 b).

Eine Verwechslung des Glykogens mit Eleidin ist bei Benutzung der Best-
schen Karminfirbung schon deshalb ausgeschlossen, da sich in dieser das Eleidin
allmihlich auflost, wiihrend das Glykogen immer stirker gefirbt hervortritt.

Brunner hat in bezug anf das Vorkommen von Glykogen einen inter-
essanten Unterschied zwischen der Stachelschicht der Papillenhaare und der der
Beethaare gefunden. Die erstere, die untiitig ist und nicht fiir das Wachstum
der Haare verbraucht wird, enthilt viel Glyvkogen, die letztere, die im Haarbeet
verhornt und zum Wachstum des Beethaares verbraucht wird, ist glykogenirei
wie die gewihnliche Stachelschicht der Oberfliche.

An den Schweillporen ziehen sich die Glykogenzellen in spiraligen Win-
dungen bis an die Oberfliche der Hornschicht hinauf und bilden an senkrechten
Schnitten Ringe um dieselben, wiithrend nach dem Lumen zu die dlsdurehaltigen,
durch Osmiumséiure geschwirzten Hornzellen die innere Auskleidung der Schweil-
poren an Osmiumschnitten darstellen. Auch nach dieser freien Oberfliche des
Schweiliporus geht also die fettige Hornzelle durch ein glykogenhaltiges Vor-
stadium hindurch,
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INII. Talgdriisenfett und Kniueldriisenfett.

Das Fett der Talgdriisen, den Hauttalg, gewinnt man am reinsten
durch Ausdriicken einzelner Taledriisen der Nase und Stirn bei Seborrhoea
oleosa oder Akne und Beseiticung des r_ﬂ_wr:-;tcn_ mit der Luft in Berithrung ge-
wesenen Teiles des Fettzylinders. Dasselbe ist von heller, gelblichweifier Farbe,
talgiger Konsistenz und hat einen verhiltnismiflig hohen Schme lzpunkt (53°).
Unna und Golodetz!) fanden darin 2-89/ (Im]vbtmm sehr viel Oxycholesterin,
dagegen, zum Unterschied vom Wollfett <l-:r Schafe, gar kemn Isocholesterin,

Das Kniueldriisenfett der Fullsohle erhiilt man durch mehrtiigiges
Tragen wollener oder baumwollener Sandalen, die vorher entfettet sind und durch
Uberstriimpfe in ihrer Lage festgehalten werden. Unna und Golodet z fanden
in dem weichen, braunen Fette des Atherextraktes 2:55%/, Cholesterin vor der
Verseifung der Cholesterinester, nach derselben 4:179/,

Das Kniueldriisenfett der Hohlhand kann man auf zwei verschiedene
Weisen erhalten. Wenn im Sommer oder stark geheizten Zimmer viel Schweil}
abgesondert wird, geniigt die lingere Umfassung eines entfetteten Wattebausches
und periodische Abreibung der Hohlhand mittels desselben. Sonst nmfalit man
vor dem Zubettgehen mit beiden Hiinden je einen entfetteten Wattebausch,
schliefit die Hinde zur Faust und zeht iiber letztere und den ganzen Arm einen
eng anschlielenden Strumpf, der die Nacht sitzen bleibt und die Hand in ge-
schlossenem Zustande erhilt. Das so gewonnene Fett der Kniiueldriisen
der Hohlhand ist heller als das der Fulisohle, gelbbriunlich, von wachsartiger
Konsistenz und dem Schmelzpunkt 46:5°. Unna und Golodetz fanden vor
der Verseifung der Cholesterinester 0:649/, Cholesterin in demselben, nach der
Verseifung 1°43°/,, nur sehr wenig Oxycholesterin und gar kein Isocholesterin.

I'm Gegensatz zum Fett der 'I‘n]“dlii-sr‘n das eine hellere Farbe und hheren
St]unu]f,punld besitzt, ist das Fett der Knidueldriisen von dunklerer Farbe,
niedrigerem Schmelzpunkte und von einem eigenartigen Geruch.

Das Fett der gesamten Oberhaut (Hornschicht - "\'fﬁ:'ll&ht‘hit‘h*}
erhilt man nach Ablosung derselben mittels 24 lf:‘s\hmthws' Mazerierung i
1% giger Essigsiure. Der Atherextralkt ist dunlel, br.nmluh. Vo “a,r-h-n]m_m-
Konsistenz und einem Schmelzpunkt: 48 —49°,

Unna und Golodetz fanden darin vor der Verseifung 14:04°/  nach
derselben 1619/, Cholesterin und weder Oxycholesterin noch Isocholesterin.

Das Hornschichtfett wird gewonnen durch flache Abtragung schwieliger
Stellen der FuBsohlenhaut mit dem Rasiermesser. Der Atherextrakt ist wachs-
artig, wesentlich heller und von hisherem Schmelzpunkt (51°) als das Gesamtfett
der Oberhaut,

Unna und Golodetz fanden darin 10-719/, Cholesterin vor und 19-629/, (!)
nach der Verseifung, kein Oxycholesterin und kein Isocholesterin. Das Horn-
schichtfett ist also das cholesterinreichste Fett aller Fettquellen der
Haut, und der Gehalt an Cholesterin steigt bei der Verseifung der Cholesterin-
ester fast auf das Doppelte (10-71 : 19:62). Mit anderen Worten: bei der Ver-
hornung wird zirka die Hilfte des (! ]mh‘-\’rr‘lm-, der Stachelschicht dureh Bindung
an Olsiure in Cholesterinester verwandelt.

) P.G. Unna und Golodetz, Die Hautfette. Biochemische Zeitschrift Bd. 20, 8, 469,
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Ahnlich dem Hornschichtfett des Erwachsenen verhiilt sich das der
Vernix caseosa des Neugeborenen, welche die abgestofiene Hornschicht aus dem
6.—8. Fotalmonat ist und eine weille, weiche Masse vom Schmelzpunkt 38—39°
darstellt. Auch hier steigt der hohe Cholesteringehalt von 7:829/; nach der Ver-
seifung auf das Doppelte und mehr (16:29/,). Dall hier das Oxycholesterin fehlt,
ist micht auffallend bei dem Aufenthalt der Vernix im Uterus; wichtig ist, dall
auch hier das Isocholesterin, welches das Wollfett charalkterisiert, fehlt.

Auch das Ohrenschmalz enthilt weder Oxy- noch Isocholesterin und
nur wenig Cholesterin: 2:99/, vor und 3-5%, nach der Verseifung, ist also der
Hauptsache nach ein Sekret- und nur zu geringstem Teil Zellenfett.

Noch weniger Cholesterin, nimlich 0149/, vor und 0-18°/, nach der Ver-
seifung, enthiilt das Fett der Subkutis; es ist ein nur mit wenig Cholesterin
versetztes Glyzerinfett.

Das Vorhandensein von Cholesterinestern im Hautfett, das man frither
irrtiimlich auf Grund des positiven Ausfalles der Cholestolreaktion angenommen
hatte (Liebreich), wurde zum ersten Male sicher qualitativ, quantitativ und
mit genauer Lokalisation, ndmlich lediglich in der Hornsehicht, von Unna
und Golodetz nachgewiesen. Im Gegensatz dazu enthilt die Stachelschicht keine
(holesterinester, ist aber reich an Cholesterin.

In dem Sekretfett der Kniineldriisen zerfallen umgekehrt wieder Chole-
sterinester unter Freiwerden von Cholesterin. So ist besonders das FuBkniuelfett
reich an Cholesterin, an Siuren und an Oxycholesterin und wird in letzterem
Punkte nur noch vom Sekret der Talgdriisen iibertroffen, welches zunichst fiir
die Einfettung der Haare bestimmt ist. Hierin offenbart sich eine ortlich be-
schrinkte Neigung zur Oxydation des Cholesterins, wie sie allgemein und in
viel hoherem Grade beim Wollfett des Schafes vorkommt,

Im Gegensatz zu den Sekretfetten bilden die in reduzierendes Zelleneiweil§
eingeschlossenen, nicht mit der Luft in Kontakt kommenden Zellfette kein
Oxycholesterin. Eine Ausnahme in dieser Beziehung macht nur die Nagel-
substanz, welche ziemlich viel Oxycholesterin enthilt.

IV. Fett der Vernix easeosa.
(Vgl. anch das Bild 38.)

Die fettreiche Vernix caseosa der Neugeborenen ist ein Rest der Horn-
schicht einer fritheren Fatalperiode vom 6.—8. Monat. Zu dieser Zeit wird noch
kein Keratohyalin gebildet, wohl aber mit Nigrosin firbbares Eleidin und
mittels ammoniakalischem Karmin (nach Best) darstellbares Glykogen. Das
Fett der Vernix caseosa ahnelt in chemischer Beziehung nicht den Sekretfetten,
sondern den Zellfetten der Haut der Erwachsenen und steht am niichsten dem
Hornschichtfett. Die Sekretfette sind hauptsichlich durch den hohen Gehalt
der Vernix caseosa an Cholesterin und Cholesterinestern ausgeschlossen.

Man unterscheidet ein in den Hornzellen der Vernix enthaltenes Innenfett
von einem den Hornzellen anhaftenden und sie verklebenden AuBenfett. Um
ersteres zu isolieren, wird die frische V. e. (Vernix caseosa) eine halbe Stunde lang
mit kalter Natronseifenlosung geschiittelt. Die so gewaschenen Vernixzellen
trocknen leicht vollstindig und lassen sich dann gut durch Osmiumdampf
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osmieren. Durch Versuche im grofien mit gewaschenen Vernixzellen st erwiesen,
daff deren Hornmembranen leicht von fliissigen Fetten durchdrungen werden,
Es unterliegt daher keinem Zweifel, dall wir im AuBenfett ein durch die Horn-
hiillen hindurchgeschwitztes Innenfett vor uns haben. Denn mikroskopische
Schnitte der V. e. zusammen mit der darunterliegenden fistalen Haut haben
ergeben, dafl sich das zu dieser Zeit schon bestehende Fett der Talgdriisen ohne
jede Verbindung mit der Vernix befindet, wihrend die Knéueldriisen noch gar
kein Fett, sondern erst dessen Vorstufe: Glykogen produzieren. Bei der Osmierung
schwiirzt sich die V. c. nicht wie die Hornschicht des Neugeborenen homogen,
sondern in scheckiger Weise, indem die osmierten Hornzellen mit ungeschwiirzten
untermischt sind.

I. Plasmazellen.

Farbenindex: Methylgriin + Pyronin + Karbol-Fiirbung.
(Pappenheim-Unna-Fiarbung. )

Die Plasmazelle ist, wie auch das Kollagen, ein Endprodukt der Binde
gewebszelle (Spindelzelle, Fibroblast, Gefiliendothelzelle). Sie stammtaber nicht,
wie jenes, vom Spongioplasma, der basischen Eiweillgrundlage der Bindegewebs-
zelle ab, sondern ist aufzufassen als eine partielle Hypertrophie zweier saurer Be-
standteile derselben, der Nukleoproteide im Kern und der Zytose im Plasma.

In der Haut wie im Gehirn sind die Plasmazellen pathologische Bildungen,
withrend sie im lymphatischen Gewebe, in vielen Driisen und im Darm auch
normalerweise vorkommen,

Die Nukleoproteidvermehrung fithrt zu ganz eigentiimlichen Kernbildern,
mdem sich die Nukleoproteide mehr an der Peripherie des kugelicen Kernes n
einzelnen groben Brocken anhiinfen, als, wie gewthnlich, entlang des Kerngeriistes.
Die dadurch dunkelmethylgriine Peripherie zusammen mit dem zentral liegenden
pyroninroten Kernkorperchen hat Pappenheimund nachihm andere Beobachter
dazu verfithrt, dieses Bild als ,,Radkern™ zu bezeichnen, ein ganz unzutreffender
Vergleich, da den Plasmazellen nicht blofi die Scheibenform eines Rades, sondern
auch die Speichen eines solchen fehlen. Die Bezeichnung: Hypertrophie der
Nukleoproteide geniigt vollstindig zur Charakterisierung der Plasmazellen.

Die Hypertrophie des Granoplasmas mufl man dort studieren, wo
die Plasmazellen in Menge erzeugt werden, an jungen Plasmazellen. Die
Zytose, aus der das Granoplasma besteht, ist viel hinfilliger als die Nukleo-
proteide, leicht laslich in Serum und Lymphe, und daher zeigen alle iilteren
Plasmazellen bereits Auflosungserscheinungen des Granoplasmas, die den jungen
Plasmazellen nicht zukommen. Dahin gehéren die hellen, perinukleiren Hofe,
die oft, aber filschlich fiir ein Charakteristikum der Plasmazellen iiberhaupt
erklirt wurden, aber nur ein Zeichen der schon beginnenden Granoplasmalésung
(Granolyse) sind. Ferner die atrophischen Formen der Plasmazellen mit unregel-
miliig ausgezackten, dulleren Konturen, in deren Umgebung fast immer noch
abgebrickelte Granoplasmareste zu finden gind. Dahin gehoren ferner die Ver-
.‘:.('hlr:‘bullr!erl der Hauptmasse der Zytose innerhalb der groBen Epithelien an
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eine Wand, ein Phiinomen, das sehr hiufig auf die Anwendung von verdiinntem
Alkohol wiihrend der Priiparation zuriickzufiihren ist, aber auch bei iilteren
Plasmazellen sonst vorkommt.

Alle diese Alterserscheinungen fehlen den ganz normalen jungen Plasma-
zellen, die man zuerst nur dort studieren sollte, wo sie rasch und massenhaft
entstehen, z. B. bei der Aktinomykose.

Empfehlenswert hierfiir ist die Aktinomylkose der Rinderzunge, welche jeder
Sehlachthof liefern kann. Man hat, um die Zytose in statu quo zu erhalten, nur
dafiir zu sorgen, dali die nicht zu grolien, ausgeschnittenen Kuben in einem kleinen
Glaschen auf einen Wattebausch gelagert werden und dann nur absoluter Al-
lkohol bis an den oberen Rand der Watte aufgefiillt wird. Die dann eintretende
Schnellhdrtung erhilt alle Zytose in situ. Verdiinnter Alkohol l6st schon etwas
Zytose auf und wverschiebt sie in der Zelle.

Bei der Entstehung der Plasmazellen kann man drei Stadien unterseheiden :
I. die Hypertrophie der Nukleoproteide, 2. die Hypertrophie des Grano-
plasmas und 3. die Loslésung der jungen Plamazelle aus dem Zellverbande.

In den normalen Bindegewebszellen tritt an denjenigen Stellen, wo Plasma-
zellen sich bilden wollen, zuerst eine auffallende Verinderung der bis dahin
nukleinarmen, gewohnlichen Kerne auf. Sie bilden mit grofier Schnelligkeit
neue Nukleoproteide und nehmen bei der Pappenheim-Unna-Firbung
das charakteristische Aussehen dunkelblaugriimer, nukleinsiurereicher
Kerne an mit wandstindigen grofen Nukleoproteidbrocken.

In diesem Stadium besteht noch keine Neigung der veriinderten Binde-
gewebszellen, sich aus dem Zellverbande zu losen. Diese beginnt erst, wenn sich
um die nukleinsiurereichen Kerne abnorm viel amorphkorniges Granoplasma
abscheidet, so dall die Umgebung der Kerne eine stark saure Reaktion erhilt
und sich bei der Pappenheim-Unna-Firbung mit Pyronin intensiv rot firbt.

Geschieht diese Granoplasmavermehrung innerhalb grofierer Fibroblasten,
welche schon eine Reihe nukleinsiurereicher Kerne gebildet haben, so tritt bald
durch Dehnung und Anspannung ihres Spongioplasmas der Moment ein, wo
durch Zerkliiftung die einzelnen Plasmazellen frei werden und der groBe Fibro-
blast in so viele Plasmazellen zerfillt, als er Nukleoproteidzentren und Grano-
plasmahife um dieselben gebildet hatte.l)

Neben dieser sehr hiiufigen endogenen Entstehung der Plasmazellen in
Form von Gruppen und Reihen findet natiirlich auch eine Umwandlung einzelner
gewihnlicher Bindegewebszellen in Plasmazellen durch rasche Nukleinsiure- und
Zytosevermehrung statt, die aber nicht so auffallend ist, da hier der Zerkliiftungs-
prozell fortfiillt. Aber der Bildungsvorgang ist immer derselbe: erst maximale
Nukleoproteidvermehrung, dann maximale Zytoseanhiiufung. Stets sind die
jungen Plasmazellen so erfiillt, man michte sagen: vollgestopft von sich rot-
firbendem Granoplasma, dall von einem perinukleiren, plasmafreien Hofe in
ihnen nicht die Rede sein kann. Dieser ist immer erst das Zeichen von Granolyse
bei ilteren Plasmazellen,

Das erste Symptom dieser Granolyse ist die kugelige Abrundung der frei-
gewordenen, anfangs noch kubischen und nun allerseits von Lymphe bespiilten

1) P. G. Unna, Die Herkunft der Plasmazellen. Virchows Archiv Bd, 214, 8. 320
(1913).
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Plasmazelle. Sobald diese vollig freigeworden, triigt sie auch keine Kennzeichen
mehr an sich, an denen man ihren endogenen Ursprung erkennen konnte. Hs
ist daher von grofiter Wichtigkeit fiir die Lehre von ihrer Entstehung, daB die
Abtrennung vom Mutterboden hiufig unvollstindig ist und daB dann die Plasma-
zellen noch Reste von Spongioplasma an sich tragen, Lliieuihnm eine charakteristi-
sche Form verleihen. Natiirlich finden sich solche Ubergangsformen am
meisten dort, wo von Anfang an die Mutterzellen reich an Spongioplasma waren,
s0 dal} der Abbau desselben zu Granoplasma nicht alles Spongioplasma vllig
verbrauchen konnte.

Da die Spongioplasmareste meist die Formen von Platten, Schalen oder
Stielen haben und die sich loslésenden Plasmazellen kugelige, mit Friichten
vergleichbare Gestalten besitzen, so haben sich fiir diesen vielgestaltigen Komplex
aus der Botanik entlehnte Vergleiche emgebiirgert, wie ,.Frucht am Stiele®,
»Frucht auf der Platte”, , Frucht in der Schale®, , Frucht in der Schote®,
s Frucht im Korbe® usw.l). Diese die endogene Entstehung der Plasmazellen
beweisenden Bilder finden sich in jedem Plasmom, aber natiirlich am hiiufigsten
in den mit fibrosen Wucherungen durchsetzten Plasmomen, wie bei der Initial-
sklerose, der Elephantiasis und ganz besonders reichlich bei der Aktinomykose.

Aber auch bei den weicheren Plasmomen wie beim Lupus und Uleus molle,
wo die gleichzeitige Fibrombildung zuriicktritt und Plamazellenverbiinde ohne
diese spongioplastischen Ubergangsformen vorwiegen, finden sich iiberall Be-
weise fiir die endogene Entstehung der Plasmazellen. In erster Linie beweisend
sind die Plasmazellenreihen, die eine in kubische Stiicke zerfallene orofie
Spindelzelle darstellen, deren Endstiicke nicht kubisch geformt sind, sondern
wie die urspriingliche Spindelzelle kegelfirmig spitz auslaufen. Sodann
Reihen von Plasmazellen, die gemeinsame FuBstiicke aufweisen, wie z. B.
diejenigen, die aus Blut- oder Lymphkapillarendothelien entstanden sind. Sehr
beweisend sind endlich die synzytienartigen Verbiinde von Plasmazellen, welche
entweder nach aufien geradlinig begrenzt oder nach innen geradlinig zer-
kliiftet sind und geradlinig abgesprengte Zellbalken aufweisen. Denn alle diese
Formen weisen auf einen Zytose-Ursprung, also auf einen endogenen Urs prung,
hin; nur diejenigen Bmdvus »webszellen, deren Waben von Zytose prall qulllH
sind., zeigen diese auffallenden geradlinigen und I[‘Ll]t\\!]l!\]l.ﬁ"i.‘ll Zerkliiftungen.

Alle diese Zusammenhangs- und Zerkliiftungsfiguren sind ebenso beweisend
fiir die endogene Plﬂ-]t]{l.*ll‘“t‘[ll’llfhl’l’]lunﬂ wie sie die noch immer von einigen
Forschern vertretene Lymphozytentheorie der Plasmazellen unmiglich machen.
Echte, d, h. aus den Lymphdriisen, Milz oder Knochenmark ausgewanderte
L\'mp]mzx ten beteiligen sich bei den Plasmomen der Haut ubmhunpt nicht.
Eine oberfliichliche Analogisierung mit der Leukozytenauswanderung im Gewebe
hat einige Forscher allerdings an eine ,.Lymphozytenauswanderung denken
lassen, von der der heste Zellkenner, Paul Ehrlich, schon nichts wissen wollte,
Auch fiir eine solche miilite natiirlich eine ,,Zusammenhangsfigur verlangt
werden, wie wir sie fiir die polymorphkernigen Leukozyten stets besessen haben,
niimlich in dem Bilde emes kontinuierlichen Leukozytenstroms von den venosen

') Siehe P. G. Unna, Die Herkunft der Plasmazellen. Virchows Archiv Bd. 214,
S. 320 (1913).
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Blutkapillaren bis zu dem Leukozytenherd. Ein analoger Lymphozytenstrom
ist aber niemals nachgewiesen worden. Hs ist also nicht mehr zeitgemill, von
in das Gewebe eingewanderten Lymphozyten zu sprechen. Die Lymphozyten
gehdren in die Lymph- und Blutdriisen. Was man von kleinen ,,Rundzellen®,
am diesen alten. ehrlichen Namen wieder zn gebrauchen, in der Haut frifft,
sind atrophische Abkémmlinge von Bindegewebszellen der Haut,
hiiufig solche von Plasmazellen und weiter nichts. Nach dieser Richtung bedarf
unsere Nomenklatur einer griindlichen Reinigung.

Seit der Entdeckung der spongioplastischen Zusammenhénge hat
die Genese und Morphologie der Plasmazellen, seit der Entdeckung der Zytose
ihre Chemie, seit ihrer Erkennung als wichtiger sekundirer Sauerstofforte
ihre Biologie so grole Fortschritte gemacht, dafl heutzutage die Plasmazellen
zu den am genauesten bekannten Zellen iiberhaupt gehiren. Sie bergen nur
noch ein einziges Riitsel, einen Umstand, den sie iibrigens mit allen Zellen teilen,
die Herkunft des hochkomplizierten Nukleinsiuremolekiils, mit dem
ihre Entstehung beginnt.

Trotz dieser noch klaffenden groffen Liicke in unserem chemischen Wissen
ist die Funktion der Plasmazellen und das Zusammentreffen eines Maxi-
mums von Nukleinsiure und Zytose in ihnen auf das befriedigendste erklirt
durch die Erfahrungen, die wir an ihnen mit unserem Sauerstoffreagens: Ron-
galitweill gemacht haben.

Das l.‘\'.tmul.lll‘.\le}lltl ergibt an Gefrierschnitten eine starke Bliuung der
beiden sekundiren Sauerstofforte in den Plasmazellen, eine sehr starke des
Granoplasmas im Plasma und eine etwas schwiichere des Globulins im Kern-
kiirperchen, welches andererseits mit dem Permanganatreagens eine erheblich
stiirker reduzierende Grundlage als der iibrige Kern besitzt. Granoplasma und
Kernkérperchen sind also bei den Plasmazellen permanent sauerstoffreich. —
Dagegen zeigt der primiire Sauerstoffort, der Kern der Plasmazelle, e paradoxes
Aussehen, da er nicht, wie sonst alle Kerne, sich mit RW. dunkelblau farbt,
sondern im Gegenteil ganz ungefiirbt bleibt. Diese Paradoxie teilt der Plasma-
zellenkern mit dem Ganglienzellenkern. Hier wie dort hat diese Anomalie
dieselbe Ursache, niimlich die dichte Umlagerung des Kernes mit der sehr sauren
und sauerstoffanziehenden Zytose, die in den Ganglien in Form der Nissl-
kirper erscheint. Die stetig Sauerstoff durch ihren Eisenaktivator aktivierenden
Kerne der Plasmazellen und Ganglien besitzen zugleich die nitige Peroxydase,
um den Kern von dem aktivierten Sauerstoff wieder zu befreien. Dagegen
enthiilt die sie umgebende Zytose keine Peroxydase und speichert daher un-
gehindert den Sauerstoff, den sie den nic hqt"t'!urrtuuu Kermnen entzieht. Daher
kommt es, daB die von allen Seiten von Zytose umgebenen Kerne der Plasma-
und Ganglienzellen bei der Rongalitw l’LB[cilblUl" vollsti indig farblos erscheinen.

Wir haben hier den langgesuchten, -Jchtbawn Beweis fiir die Wanderung
des Sauerstoffs im lﬂ:\\chL und innerhalb der Zelle. Dal} diese Wanderung
abhiingig ist von dem Sitz der Peroxydase in den Kernen einerseits, von der
Anziehungskraft des Granoplasmas fiir Sauerstoff andererseits, kann man durch
folgenden Versuch leicht beweisen. Man bringt Gefrierschnitte, welche Plasma-
zellen oder Ganglien enthalten, 24 Stunden in kérperwarme physiologische
Kochsalzlosung. Dann ist die Zytose aufgelost, die Nukleinsiiure aber noch



123

erhalten. Farbt man jetzt die betreffenden Schnitte mit Rongalitweil, so firben
sich die primiiren Sauerstofforte, die Kerne, wieder wie gewéhnliche Kerne,
dunkelblau. Es ist also nur der Gehalt an l:runuphmlnz], der die Kerne der
Plasmazellen und ebenso die der Ganglien —, indem er diese zu ganz hervor-
ragenden sekundiiren Sauverstofforten, zu Saunerstoffspeichern, macht, zeit-
weise von ihrem Sauerstoff enthlofit.

Mit der Erkenntnis, dall die Plasmazellen die ungeheuer wichtige Aufeabe
haben, einem bedrohten oder geschidigten Gewebe neue Sauerstoffquellen zu-
zufithren, entfillt die Nitigung, ihnen noch andere Funktionen zu iibertragen,
z. B. die phagozytire Aufnahme von Bestandteilen der Mikroorganismen und
von verbrauchten Zellteilen. Bisher sind gerade in den Plasmazellen trotz
eifrigsten Suchens keine Triimmer von Organismen, Blut- und Gewebszellen
gefunden worden. Thr grofier Sauerstoffgehalt scheint sie gegen solche Fremd-
kérperinvasionen im Gegensatz zu den Spindelzellen und dem Spongioplasma
der Leukozyten immun zu machen.

Die Funktion der Plasmazellen in der pathologischen Haut mul} iiberhaupt
eine sehr allgemein niitzliche sein und sich nicht auf Vernichtung besonderer
Toxine {Tmuum\ i¢s) beschriinken, da sie sich in enormer Anzahl sowohl bei
ganz benignen Affektionen (Akne, Trichophytie) wie bei ganz malignen (Kar-
zinom) aushbilden. Gemeinsam ist diesen Fillen nur die Versenkung grofer
reduzierender Epithelmassen in das Bindegewebe, dort entziindeter Haarbilge
mit Organismen, hier des wuchernden Epithels. Ein Gefrierschnitt durch ein
Hautkarzinom zeigt bei RongalitweiBfirbung das Krebsgewebe ginzlich farblos,
also sauerstofflos, withrend der nmgebende Wall von Plasmazellen, dunkelblau,
von Sauerstoff strotzt. Die oft g_rmna:-}m- Beobachtung, dall bei Hautkarzinomen
der Plasmomwall um so breiter ist, je gutartiger der Krebs, wiirde sich, da der
Wall keinen mechanischen Widerstand, wie fibroses (tewebe, leisten kann, wohl
am besten folgendermalien erkliren. Wenn das umgebende Blti{lug_(’\\elw viele
Plasmazellen produzieren kann, so bildet sich auf lange Zeit ein Gleichgewicht
aus zwischen dem sauerstoffgierigen Karzinom und dem sauerstoffliefernden
Plasmomwall. Wo dieser sich nicht ausbildet, strebt das Fpithel sauerstoff-
suchend in die Tiefe. Wo solche reduzierende Epithelmassen fehlen, wie beim
Lupus, beim Syphilom, treten die sauerstoffbediirftigen Organismen (Tuberkel-
bazillen, Spirochaete pallida) selbst als Reiz zur Plasmazellenbildung auf.
Die von diesen Organismen abgesonderten Toxine haben dagegen eher Be-
zichungen zu der Degeneration der Zellen (homogene Rl?h“’i_’]]llll" Riesenzellen-
bildung) als zur Plasmazellenbildung.

Man kann auch im allgemeinen sagen, dall dort viele Plasmazellen, also
neue Sauerstofforte sich im ernihrenden Bindegewebe bilden, wo wviel redu-
zierendes Eiweilmaterial sich anhiiuft. So vermehren sich die Plasmazellen im
Darmtraktus von Hunden bei der Verdauung und Uberschwemmung desselben
mit Verdauungsprodukten (Pirone, Joannovics), treten in der Thymus des
Maulwurfs auf beim Zerfall der Driisenelemente im Winter (Schaffer), hiufen
sich in der Retrolingualdriise des Hundes an bei Unterbindung der Ausfiithrungs-
ginge, schwinden dagegen nach Durchschneidung der sekretorischen Nerven
(Maximow) und werden kiinstlich erzeugt durch Einfithrung von reduzierendem
Organbrei und Muskeln (Joannowics) in die Gewebe.




K. Mastzellen.

Farbenindex: Blaues Polychrom + Alaun.

Paul Ehrlieh entdeckte 1876 Bindegewebszellen, welche sich in einer
mit Essig angesiuerten Dahlialésung von den gewdhnlichen violetten Zellen
in abweichender rotvioletter Farbe darstellten. Er nannte die Zellen, da er sie
hauptsiichlich in fiberernihrtem Gewebe fand: Mastzellen und diese Art von
abweichender Nebenfirbung iiberhaupt: Metachromasie. In der Folge wurden
zur Erzielung einer Metachromasie noch verschiedene andere basische Farben
vorgeschlagen, so z B. von Jadassohn: Safranin, das die Mastzellen mit
gelber Nebenfarbe auszeichnet. Alle diese :'iIan:lzvlienfiiJ'bng_nn wurden aber
in Schatten gestellt durch die Firbung mit blauem Polychrom, da diese
bei der iiblichen Glyzerinitherentfirbung in schonem Kontrast die rotviolett
gefirbten Mastzellen als normalen Nebenbefund neben den blau sefirbten
Plasmazellen ergab und die einfache und sichere Unterscheidung dieser beiden
Arten von Bindegewebszellen in den neunziger Jahren des vorigen Jahrhunderts
bei der Untersuchung pathologischer Gewebe ein wichtiges Erfordernis war.

Man hat im alleemeinen zwel Arten von Metachromasie zu unterscheiden,
eine physikalische und eine chemische. Physikalische Ursachen hat beispiels-
weise die Metachromasie des Jods, welches in Eiweill mit gelber, in Chloroform
mit violetter und in Stiirke mit blauer Farbe gelost wird. Die Metachromasie
der Mastzellenkorner beruht aber auf einer chemischen Higenschaft, auf ihrer
Affinitit zu einem Basenanhydrid der Farbsalze, welches im blauen
Polychrom rot, im Safranin und Pyronin gelb gefirbt ist.

Die Kenntnis dieses roten Basenanhydrids in dem blauen Polychrom ver-
danken wir Kehrmann in Lausanne.

Es leitet sich folgendermafien vom Methylenblau, dem vierfach methy-
lierten Thionin, ab.

Salz des Tetramethylthionins (Methylenblau):

C¢Hy—N(CH,),
}:- >
N\C.H, i N(CH,),
i
Cl
Salz des Dimethylthionins:
H N N(CH,),

0B
G, H,Z/—NH,

Cl
Das blane Hydrat der Base des Dimethylthionins:
\/f‘l.IIJ\ 7 N(CH,),
Ng,H,Z \*u( u)
/N on

1st. wasserloslich, dtherunlislich und fiirbt Kerne blau.
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Wird dieser Farbbase Wasser entzogen, so entsteht das rote Anhydrid
der Base des Dimethylthionins, das basische Thiazinrot:
CeHy<— N(CHy),
N 2
\¢,H,Z—_NH
e

Dasselbe ist ditherlislich, wasserunloslich und firbt Mastzellen, Schleim
und Knorpel spezifisch rot.

Die Mastzellen entstehen aus gewidhnlichen Bindegewebszellen durch Ein-
lagerung sehr saurer und daher stark basophiler Kornchen, der Mastzellen-
korner, welche bei spezifischer Firbung als scharfkonturierte, runde, etwas
verschieden grofie Kornchen oder Tripfchen, als echte Ehrlichsche
Granula hervortreten und, metachromatisch und intensiv gefirbt, sich auch
von ihrem eigenen, ungefiirhbten Kern gut abheben. Dieselben kimnen natiirlich
nur im oberen Stock der Mastzelle sich bilden, dort, wo bei anderen Binde-
gewebszellen sich Granoplasma anhéuft, und zwar aus folgenden Griinden:

1. weil nur im oberen Stock sich saure Eiweille befinden;

2. weil nur den oberen Stock basische Farben — hier das Thiazinrot —
anfirben:

3. weil nur im oberen Stock die Sauerstoffspeicherung vor sich gehen
kann, welche die Mastzellenkérmer auszeichnet;

4. weil schon gehr milde Lisungsmittel, wie alkalische salzhaltige Lymphe,
die Korner aus den Mastzellen herauslisen, ohne die schwerer loslichen
Eiweille des unteren Stockes der Mastzellen anzugreifen.

Die Mastzellen besitzen einen besonders hohen Grad von Beweglichkeit,
der sich in ihrer stets wechselnden Form (kugelig, keulen-, spindel-, spinnen-
formig) und ihrer Wanderungsfihigkeit ausdriickt; letatere befihigt sie,
analog den Leukozyten weit in die epithelialen Gebilde hinein vorzudringen, so
in die Stachelschicht des Deckepithels und der Haarbilge, in Kniueldriisen und
deren Giinge; unter pathologischen Verhiilltnissen besonders bei Karzinom,
Urticaria pigmentosa und Miliaria,

Zur Darstellung der Beziehungen der Mastzellen zum Sauerstoff sind die
Schnauzen von weiBlen Ratten und Miusen sehr geeignet, welche besonders in
der Subkutis viele und dichteedringte, grofie Mastzellen enthalten, so dall man
iiher die Natur dieser Zellen anch dann nicht in Zweifel sein kann, wenn irgend-
welche Firbung derselben nur minimal ausfillt. Dieses ist bei der Untersuchung
des Spongioplasmas der Mastzellen auf dessen Reduktionskraft durch die Per-
manganatmethode der Fall. Dabei erscheinen sie als ovale, hellbriiunliche Flecke
mit unscharfemn AuBenkontur, aber mit scharf ausgeschnittenem, hellgelbem
Kern und heben sich von dem umgebenden Kollagen nur wenig ab. Das Plasma
der Mastzellen besitzt in seinem unteren Stock mithin nur ene hichst un-
bedeutende, auffallend gL‘I‘EIlgL’ Reduktionskraft.

In sehr charakteristischem Gegensatz dazu lehrt die Firbung mit Ron-
galitweil, daB die im Plasma eingeschlossenen Granula dullerst reich an Sauer-
stoff sind, denn sie werden tiefblau gefiirbt, mit metachromatischer violetter
Ténung. Die von der Mastzellenkérnung eingeschlossenen 1-—3 Kerne erscheinen

~a T
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hell, zum Beweise, dafl sie ihren Sauerstoff an die sie umgebenden Mastkiormer
abgegeben haben. Sie treten hiermit in Gegensatz zu den auf denselben
Schnitten mitgefirbten Kernen der Epithelien, Muskeln und gewihnlichen Binde-
gewebszellen.

Finen analogen Kontrast erblicken wir bei der Peroxydasefirbung der
Mastzellen mit Benzidin und H,0,. Auch hier erscheinen die Kerne als helle
Liicken in dem dunkelblau gefirbten Plasma der Mastzellen (Bild 60). Die
Granula derselben enthalten mithin neben freiem Sauerstoff das Ferment Pero-
xvdase.

Es unterliegt hiernach keinem Zweifel, dali einerseits die Aktivierung
des molekularen Sauerstoffs und andrerseits seine AbstoBung in
das Bindegewebe als die hauptsiichliche Funktion der Mastzellen betrachtet
werden miissen. Der letztgenannte Teil ihrer Tatigkeit wird ihnen dadurch
offenbar sehr erleichtert, dali der diirftige Plasmaleib der Mastzellen fiir sich
nur eine minimale Menge Sauerstoff verzehrt und die Menge des hier aktivierten
Sauerstoffs also fast unmittelbar und ungeschmilert in die umgebende Lymphe
gelangt,

Diese Hauptfunktion der Mastzellen erfordert natiirlich in erster Linie eine
stark saure Beschaffenheit der Mastkorner selbst; es ist auch diejenige Eigenschaft,
die zu ihrer Entdeckung fiithrte. Als Ehrlich zum ersten Male Schnitte in mit
Essigsiiure stark angesiiverter Dahlialosung firbte, fand er nicht bloB} die Meta-
chromasie der Mastkérner, sondern auch ihre hervorragende Siurefestigkeit.
Die Folgezeit hat dann gelehrt, dafi die Mastzellen neben den Nukleoproteiden
der Kermme und dem Knorpel zu den sauersten Formelementen der Gewebe
gehiren. Sie fiirben sich mit allen basischen Farben, und nur mit solchen, und
zwar ist ihre Basophilie absolut. Die Magstkirner lassen sich mit keiner sauren
Farbe spezifisch firben. Dagegen sind die Siuren die gegebenen Entfirbungs-
und Isolierungsmittel der bereits mit basischen Farben lrvffubteu Mastzellen.
So resistent die Mastkorner gegen Siauren, so leicht loslich sind sie schon in
schwachen alkalischen Fliissigkeiten und so auch in der normalen alkalischen
Gewebslymphe. Durch diese werden sie in dhnlicher Weise wie das saure Grano-
plasma der Plasmazellen auch teilweise aus den Mastzellen ausgewaschen und

dann ebenso leicht wieder von dem umgebenden basischen Kollagen gebunden.

Wie um die Plasmazellen durch Imbibition mit dem sauren Granoplasma
das saure basophile Kollagen entsteht, so um die Mastzellen das saure
metabasophile Kollagen, das sich wie die Mastzellen selbst metachromatisch,
d. h. mit blavem Polychrom rot, mit Pyronin orangegelb fiirbt. Imprigniert
sich auf diese Weise nur die nichste Umgebung der Mastzellen, so entstehen
die sogenannten Mastzellenhdfe, z. B. bei den Mastzellen der Neurofibrome.
Viel hiiufiger aber imbibieren sich durch Auflosung der Mastzellenkorner grofie
Strecken des Bindegewebes und werden dadurch weithin metachromatisch
gefiirbt. Das findet hauptsichlich statt bei dem die Kniueldriisen einhiillenden
Bindegewebe und unter pathologischen Verhiiltnissen fast konstant bei dem
bindegewebigen Stroma der Karzinome. Untersucht man solche mit blauem
Polychrom rot gefiirbten Bindegewebsziige genauer, so findet man fast stets
noch iibrig rvblu‘l)enﬁ, Reste der abgebauten Mastzellen in Form versprengter
Kérnergruppen.
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Die Einlagerung der Mastkorner hat, wie man sieht, eine fundamentale
Verinderung der Bindegewebszellen im Gefolge, durch die sie zu den inter-
essantesten, wichtigsten und vielseitigsten Zellen der Bindegewebsgruppe werden.
Im Mittelpunkte dieser Verinderungen steht die stark saure Beschaffenhert der
Mastkorner. Dadurch erhalten sie die Moglichkeit, Sauerstoff und Peroxydase
zu speichern. Eine weitere Folge dieser Sauerstoffanreicherung ist ihre chemo-
taktische Anlockung durch das reduzierende Plasma der Epithelien und ihre Los-
lssung vom Mutterboden, womit auch ihre bunte Vielgestaltigkeit zusammen-
hf“lht Im Gegensatz zu den Leukozyten, den stets mobilen Sauerstofforten

des Jilmingmu.hm, stellen sie dessen eingesessene und urspriinglich stabile Sauer-
stofforte dar, die sich aber bei starker Titigkeit auch loslosen und wie die Leuko-
zyten auf die Wanderschaft begeben konnen. Sie iiben dadurch einen ungemein
groffen Einfluf auf den Sauerstoffwechsel und die Ernidhrung aller Bindegewebe
enthaltenden Organe aus, sowohl im normalen, wie noch mehr im pathologischen
Zustande, so dal fiir viele Prozesse, z. B. die Karzinome, ihre lokale Anhiufung

ein geradezu charakteristisches Symptom darstellt. IThre stark saure Be schaffen-
heit erleichtert dabei nicht bloff ihre Auffindung und Darstellung durch basische
Farben im allgemeinen, sondern ihre spezielle Verwandtschaft zu den Anhydriden
einiger Farbbasen ihre tinktorielle Isolierung im Gewebe durch die infolge der-
gelben ihnen anhaftende Metachromasie.

Versuchen wir nun, in diesen verwirrenden Reichtum histologischer Be-
sonderheiten der Mastzellen durch die chromolytische Untersuchung einiges Licht
zu werfen, so stoflen wir zuniichst auf eine grofie Schwierigkeit, wie sie kaum
bei einem anderen Formelement sich in soleher Stiirke geltend macht. So giinstig
niimlich die firberischen Eigenschaften der Mastzellen fiir die Chromolyse sind,
so verwickelt gestalten sich ihre Loslichkeitsverhiiltnisse. Nicht bloli variieren
dieselben von Tier zu Tier und von Organ zu Organ, ja selbst innerhalb eines
Kormerschwarms, sondern es gilt auch der allgemeine Satz, dall beim selben
Tier und selben Organ das Lebensalter einen bedeutenden Unterschied in der
Loslichkeit der Mastlkomer hervorruft, welcher die Aufstellung fester Loslichkeits-
tabellen ungemein erschwert. Im allgemeinen verhalten sich die embryonalen
Mastzellen leichter loslich als die von jugendlichen und diese leichter als die der
erwachsenen Individuen, ferner sind die in lockeres Bindegewebe eingebetteten
leichter loslich als die Mastzellen fester Gewebe. Um daher Widerspriiche in
den Loslichkeitsangaben zu vermeiden, ist es geraten, die ganze tabellarische
Aufnahme der Losungsverhiiltnisse an einem ganz bestimmten, woméglich festen
Bindegewebe durchzufithren oder, noch besser, zwei verschiedene Fundorte von
sehr verschiedener Konsistenz miteinander fortlaufend zu vergleichen und nur
die iihereinstimmenden Ergebnisse zu verwerten.

Hierzu eignen sich von den leicht erhiltlichen Geweben auf der einen
Seite die Riickenhaut von erwachsenen Menschen (Leichen) und andrer-
seits die Sehnauzen von weiflen Ratten, die reich an leichter lislichen
Mastzellen sind. Bei der Aufstellung der folgenden Tabelle wurde dieses Material
verwertet.

In dieser Tabelle bedeutet: O die Auflosung der Mastkorner, - Ver-
ringerung ihrer Zahl, eventuell Hofbildung, - vollige Erhaltung der
Kirner. :




JuagnaN
JIMESI T

e e e = R

i A M ..__.J...—mu._n.ﬁ.Tun_
© * pAxorsdusForpAy
3 _w_.n_.:._n_.ﬁ.mwu_—__..._ﬁm._:.__.—_—..mvu
© ¢ gmpnsiadmniiyey
. #._.Jﬂ_.:wrr.:__.t_: 10Ty

S ojEupg

FEy A Taq IO
i 0@ | 0 T Tt geymsmapduyy
0 oLt Y - B e o Y e\ Th 1
(8] Tl It *RFNSHUIE
) oLE 19¢] 1= . Tt T BJMSUOTWNLNY
0 Tt AR nSuouIny
0 © Ot rqupmsmnIseudepy
(8] P R :..«.E.:Tr-:m__ﬁ
0 ok W TGO RY
0 BR[|
JOWIONISRN Jap |
Sunsgrp afyoa gsug | U uapuniy |F - stopuo enby
DUNPJIQIOH oulas
,ﬂ:::._mﬂm..u w..“fﬁ._,;_.:_.u.,,._m_ _ uapunigy Fg ° sope wnby
0 mapunjgy g * " ° C Bpog
() :_u_::__l i ooz Ty A2 _____:J_
0 * ot 0 Ened uowmy tbir
(8] L S .u::_:_wm

RIGEES
JBYI2 A IR I 480

ORI ZTIOS]
TDIBUD0L Taq I §80r]

.m::.r::.:r.uc.r..H B LI
“RMTOE UL anu ey

=2

2o}

ot

ey
&

[OH

2ImY

=+ U1 msdag
pangsaajadies
aanpsaajadjes
aangsaajadies
DANVPS[AJIMIYIS
AINES[DJIMIIS
AJIMIIE

SN TSRO )
* BINVSWNIE()
© O INBESULILg
S|

seetRa]
amusaydy
BRSO 17
QANBEO]T]Y

samnestoydsoydwyaqyg

SAMESI0L

= qunpd wnby
L A * Sssatarg
¢ apleuoy, Besy
S W v InTETe Y

samesdiasyosipddog

ot uUne[y

1096

tEY ULRZATD
°f + [oYqox[Y
* O ULIOJOJOQ))

© 2y

R (4 G2 1A

P daq 001 194
LLE Tog

wusap enby
wepsap vuhy

U A UMY IaUag]

SQUDEOI]

[P TmEFuUnso |

UaBunyIautag

AUZOL]

233 nEEun=o-|

IOUIOHISE I8P esA[OwWOI))




129

Schon die erste Tatsache, die wir der Tabelle entnehmen, die Unlislich-
keit in Wasser, schlieBt eine grofie Reihe von Eiweillen aus, die Albumine,
alle Albumosen und Peptone. Ebenso aber auch alle sauren Salze und
freien Siuren.

s kann sich bei den Mastkiimern auch nicht wm Muzin handeln, was
deshalb wichtig ist, weil Muzin die Metachromasie mit den Mastzellen teilt.
Diese Ahnlichkeit mit Muzin ist bald nach ihrer Entdeckung der Grund gewesen.,
dali Raudnitz’ Annahme, sie bestinden aus Muzin, ber mehreren Forschern
Anklang fand. Aber es fehlt den Mastkornern schon das Quellungsvermigen
in Wasser und in Alaunlisung, das Muzin eigen ist. Sie werden weiter nicht, wie
Muzin, von Alkohol, Gerbsiure nnd Pepsin +— HCl gelost. Gerade umgekehrt
verhalten sich beide Substanzen sodann gegen Neutralsalzlosungen, die bei
schwacher Prozentuierung Mastkirnung, nicht aber Muzin losen, wiihrend ge-
gittigte Losungen derselben Muzin fillen, die Mastkimmer aber gerade auflosen.
s kann also keine Rede davon sein, dall Mastkémer ans Schleim bestehen,

Weiter kommen fiir die Mastkorner auch simthche Lipoide nicht in
Frage, da sie von Lipoidlosern nicht angegriffen werden. Weder Alkohol noch
Ather, weder Benzin noch Chloroform lisen sie: auch nicht die besonders stark
fettlosenden Mischungen derselben. Auch Glyzerin verhielt sich gegen die Mast-
zellen unseres Materials ganz indifferent,

Die wichtigste Gruppe von Reagenzien der Tabelle ist die der Séuren,
da die Siurefestigkeit allen Darstelluingsmethoden der Mastzellen zugrunde
liegt. Die Tabelle lehrt, dall sowohl schwache wie starke Siduren sich in diesem
Punkte gleich verhalten. In Borsiure, beiden Phosphorsiiuren, den organischen
Siuren: Milchsiiure, Zitronensiure, Apfelsiure, Trichloressigsiiure und vor allen
in Hssigsiure, welche Ehrlich zu seiner ersten Darstellung benutzte, dann
atch in den reduzierenden Siuren: schweflige Saure, Oxalsiure und Gerbsinre
sind die Mastzellenkirner unléslich, ein grofier Teil derselben auch in den Mineral-
siuren: Salzsiiure und Schwefelsiure bei schwacher Prozentuierung (1—29/,).
Diese hervorragende Siurefestigkeit findet aber an zwei Punkten ihre Grenze.
Erstlich lésen die lefztgenannten Mineralsiuren n konzentriertem Zustande
(15%/y) die Mastkorner vollstindig auf, und so auch die konzentrierte Essigsiiure
(bei 969/}, Sodann hirt die Siiurefestigkeit auch bei solchen Siuren auf, welche
sehr reich an Sauerstoff sind und diesen leicht abgeben kinnen, wie die Pikrin-
siiure (1) und die Salpetersimre. Besonders verdient das starke Lisungs-
vermigen der Salpetersinre hervorgehoben zu werden, welche bei jeder Pro-
zentuierung die Mastkirner angreift. Wiihrend diese als solehe verschwinden,
nimmt der Leib der Zellen nach der Behandlung mit Salpetersiiure zuniichst
die geloste Kornung auf und firbt sich in diffuser Weise metachromatisch.
19ige Salzsdure und Schwefelsiiure erhalten zwar den grofiten Teil der Kornung,
laugen aber einige Kirner aus, so dal} die Zellen sich mit einem metachromatischen
Hof von Bindegewebe nmgeben.

Am eigentiimlichsten ist das Verhalten der Schwefelsiiure, welche bei
19/, wie die Salzsiure Hofbildung und Verringerung der Zahl der Kémer hervor-
ruft, bei 5%, aber, im Gegensatz zur Salzsiure und zur Salpeter-
siure, die Mastzellenkérnung erhilt. Dieses Erhaltenbleiben unter der
Einwirkung von starker (5%,iger) Schwefelsiure lilit daran denken, dall die

Unna, Histochemie der Haut. 9
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Schwefelsiure vielleicht, wie beim Knorpel, eine Rolle beim Aufbau der Mastzellen
spielt. Andrerseits spricht die Indifferenz der reduzierenden Siuren und der
schiidliche Einfluf der oxydierenden Siuren auf die Mastkornung dafiir, daly
die eigene Siure der letzteren nicht zu den oxydierenden gehort.

Da schon eine schwache saure Reaktion des Losungsmittels die Wirkung
hat, die Mastkorner zu erhalten, so st es kein Wunder, daf} auch alle sauren
Qalze. wie der Alaun, das doppeltschwefligsaure Kalzium und die Siure ab-
gebenden Salze: essigsaure Tonerde, Liquor plumbi subacetici, selbst Aqua
plumbi (59,), die Mastzellen nicht auflosen.

Den reinsten (egensatz zu den Siuren und sauren Salzen bilden die
Alkalien und alkalischen Salze, welche bei geniigender Dauer und Kon-
zentration alle Mastzellenkorner auflosen. Die Versuche diirfen nicht in der Wiirme
ausgefiihrt werden, da sonst die Schnitte zu stark quellen und sich schwer mon-
tieren lassen: sie finden also bei Zimmertemperatur statt. Die makroskopisch
wahrnehmbare Quellung der Schnitte gibt ein gutes Zeichen fiir die geniigende
Finwirkung des Alkalis, denn mit dem Beginn der Quellung fangen auch als
erste Tormelemente die Mastzellenkérmer an, sich zu losen. In 1%/yiger Kallauge
quellen die Schnitte schon nach 1 Stunde, in mit Wasser stark verdiinntem
offizinellen Liquor Ammonii caustici (1%y) etwa nach 6 Stunden, in der offi-
zinellen Aqua caleis erst nach 48 Stunden. In 19/jiger Sodalisung sind die Mast-
zellenkérner nach 6 Stunden noch erhalten, in 59 iger gelost.

Die Auflosung geht in allen Fiillen langsam, aber sicher vor sich und hiingt
nur von der Konzentration und Dauer der Einwirkung ab. Es handelt sich
dabei offenbar stets um die Herauslosung der fiir die Mastzellenkorner charakteri-
stischen Siaure durch ein Alkali, welches stiirker ist als die Basis, an welche diese
Qiure in den Mastzellenkiornern gebunden ist. Die dufierst geringe und langsame
Einwirkung der Aqua caleis spricht vielleicht fiir eine Bindung derselben an
Kalk in den Mastzellenkirnem.

Auf einen anderen Baustein der Mastzellenkorner fiihrt uns das eigentiimliche
Verhalten der Neutralgalze, nimlich auf einen EiweiBgehalt. Die Tabelle lehrt,
dal} diesen gegeniiber die Mastzellenkémergich wieGlobuline und Heteroalbumosen
verhalten, insofern schwache (129 ige) Losungen sie auflosen, gesi ttigte sie
erhalten. so das Ammonsulfat und Zinksulfat. Kochsalz und Magnesiumsulfat
dagegen losen die Mastzellenkirner ebensowohlin verdiinntem wie gesttigtem Zu-
stande, ein Verhalten, wie es die Albumine und Deuteroalbumosen zeigen. Unn-
gekehrt wirken die Metallsalze: Kupfersulfat, Chlorsilber und Sublimat, welche
sowohl in verdiinntem wie wesittigtem Zustande die Mastzellenkorner erhalten.

Alle diese Losungseigenschaften lassen keinen Zoweifel daritber aufkommen,
daB sichin dem Komplexe der Mastzellenkorner auch gewisse Eiweillkomponenten
befinden,durch deren kiinstliche Herauslosung der ganze K omplexderselben zerfillt.

Schwenter!) hat, nachdem Unna die Kochsalzlisung als histologisches
Reagens eingefithrt hatte?), in einer sehr ausfiihrlichen und sorgfiltigen Arbeit

1) Schwenter, Ergebnisse von Untersuchungen an Mastzellen der Haut. Monats-
hefte fiir praktische Dermatologie 1906, Bd. 43, 5. 47 und 114.

3 P, @& Unna, Uber spontanen und kiinstlichen Transport von Zellsubstanzen
und iiber Kochsalz als mikrochemisches Reagens. Ebd, Bd. 338, S. 342,

Derselbe, Histologischer Atlas S. 181, Taf. XXXVIII und XXXTXL
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ither die Mastzellen die Losung derselben in Salzen verfolgt und kam zu dem
Resultat, dal} auller der sauren und basischen Reaktion des Losungsmittels
auch die gleichzeitige Mitwirkung des Sauerstoffs von ausschlaggebender
Bedeutung sei. Er wies zunichst nach, dall die Metachromasie der Mast-
zellen sowohl durch oxydierende wie durch reduzierende Mittel beeintriichtigt
wird, so dall ein mittlerer Sauerstoffgehalt fiir ihren Bestand notwendig ist.
Es lenchtet ein, dali dieser Umstand fiir die Chromolyse der Mastzellen von
wesentlicher Bedeutung ist, da der Nachweis ihrer Existenz von dem der Meta-
chromasie abhiéingt. Als reduzierende Mittel benutzte er Pyrogallol und schweflige
Siure, als oxydierende Perhydrol und Persalze (Ammonium- und Natrium-
persulfat, Kaliperkarbonat). Es zeigte sich, dali sowohl die schiidigende Wirkung
der Reduzentien aunf die Metachromasie durch nachfolgende Behandlung mit
oxydierenden Mitteln wieder aufgehoben werden konnte, wie umgekehrt, ohne
daB die Mastzellenkorner dabei aufgelost wurden. Andrerseits ergab sich aber
aus dem Vergleich der Neutralsalze mit den entsprechenden Persalzen, dal} die
Sauerstoffabgabe der letzteren den Losungseffekt der einfachen Salze in jedem
Falle verstirkte.

Hiernach ist die Substanz, welche die Metachromasie erzeugt, an einen
besonderen Teil des Mastzellenkorns gebunden und nicht mit dem ganzen Kom-
plex desselben identisch. Schliefilich fand Schwenter noch, daf} die kirner-
losende Eigenschaft der Salze ebensogut durch Siurezusatz (Eisessig) aufgehoben
wird, wie die der Alkalien. Diese Erhaltung durch Siiuren ist wohl sicher als die
Aufhebung der Quellung zu betrachten, die durch Salze und Alkalien in gleicher
Weise herbeigefithrt wird.

Meine eigenen Versuche iiber die Wirkung des Sauerstoffs auf die Mast-
kirner haben ergeben, daB die offizinelle siiurehaltige Wasserstoffsuperoxydlisung
die Komer erhiilt, withrend eine 301ge siurefreie Perhydrollosung sie langsam
auflost, derart, dall nach 4 Stunden noch ein grofier Teil der Korner erhalten
ist, withrend l‘La{‘h 8 Stunden die Schnitte vollkommen frei von Mastzellenkormern
sind. Dieses Ergebnis stimmt mit den Angaben Schwenters fiberein, daBl ein
Uberschufl von freiem Sauerstoff fiir den Bestand der Mastzellen schiidlich ist
und die Auflésung der Kémer zur Folge hat.

Das gesamte Resultat der Tabelle fiithrt uns zu der Annahme, daB in dem
Komplex des Mastkorns — aufler locker gebundenem Saunerstoff —Schwefel-
siure als Grundlage der Siurefestigkeit vorhanden und an Kalk gebunden,
aber nicht ganz von demselben neutralisiert ist und dieser schwefelsaure Kalk
weiter eine Verbindung mit noch niher zu bestimmenden EiweiBkorpern eingeht.
Diese Arbeitshypothese kann weiteren chromolytischen Untersuchungen der
Mastzellen zur Grundlage dienen.

Es verlohnt sich, nach dieser groflen Lésungstabelle noch eine kleine
Spezialtabelle iiber den Gegensatz der total verschiedenen Kérnungen der Mast-
zellen und Plasmazellen zu geben, da diese beiden Zellenarten lingere Zeit zu-
sammengeworfen wurden. Gemeinsam haben beide nur ihren sauren Charakter
und ihre Basophilie in tinktorieller Beziehung, Aber in den neunziger Jahren
des letzten Jahrhunderts fand man schon, daB nur die Mastkorner den Typus
der Ehrlichschen Granula aufweisen, das Granoplasma dagegen einen neuen

Typus der Zelleinlagerung, eine amorphkérnige Abscheidung in den Waben
thg
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des Spongioplasmas darstelle, die wohl auch basophil, aber durchaus nicht meta-
basophil ist wie die Mastzellenkérner. Diesen bedeutenden Unterschieden
schliefien sich nach MaBgabe der in unserer Lisungstabelle zusammengestellten
Befunde noch folgende Lislichkeitsdifferenzen an, die den ganz verschiedenen
chemischen Charakter beider Einlagerungen beleuchten.

Tabelle der Loslichkeit von:

Proiente Mastzellen- Granoplasma
Aqua destillata . . . . . . . . — - 0
Pepain - HOL o 00 ol ot i o=t Ll —— 0
Al el s e 12/, -4 0
Knplersuliat . -, st A - 0
Hssigsdure . = & w50 sl 96%; 0 +
Salpetersdure , . . . . . . . . 2%, 0 -+
Pilerimmanne s i g 16 0 -+

Wie der chemische Charakter, so ist auch die Sauerstofffunktion der
Mastzellen eine ganz andere als die der Plasmazellen. Diese letzteren dienen
nur der Ansammlung von molekularem Sauerstoff, von dem sie einen grolien
Uberschuf} in ihrem Granoplasma bewahren, ohne ihn an die Umgebung welter-
zugeben. In den Mastzellen dagegen wird der molekulare Sauerstoff nicht nur
gesammelt, sondern durch die hier vorhandene Peroxydase in aktiven Sauer-
stoff verwandelt und als solcher in die Lymphe und das umliegende Kollagen
abgestoBen. Jenes sind die Sauerstoffspeicher, dieses die Sauerstoff-
spender des Bindegewebes. Genauer hat man sich hiernach die Sauer-
stoff-Funktion der Mastzellen folgendermalien vorzustellen.

In dem oberen Stock ihrer Kerne findet sich, wie in allen Kernen, durch
Methylgriin nachweisbare Nukleinsiure, die die Aktivierung und AbstoBung des
von der Lymphe herbeigebrachten molekularen Sauerstoffs besorgt. Derselbe
wird aber nicht, wie in vielen grofien Epithelien, sofort verbraucht und auch
nicht, wie in den Plasmazellen, in saurem Granoplasma gespeichert, sondern
gelangt in die sehr saure Mastkirnung des Plasmas, welche gleich den Kernen
die Fihigkeit hat, vermoge ihres Peroxydasegehaltes den Sauerstoff in aktivem
Zustande in die umgebende Lymphe abzustoBen. Diese Abgabe ohne merklichen
Sauerstoffverlust ist dadurch ge‘sin-im't daBl die Mastzellen, wie ihre schwache
Permanganatfiicbung beweist, nur wenig reduzierendes Spongioplasma besitzen.
Unverweilt und nahezu unverkiirzt, kann daher der Sauerstoff von den Mastzellen
gleichwie von protoplasmalosen, nackten Kernen nach auflen abgegeben werden.

Alle spezifischen Fiirbungen der Mastzellen griinden sich auf ihre besondere
Siurefestigkeit. Jede basische Farbe lift bereits bei Uberfirbung und Ent-
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firbung mit Essigsiure oder Mineralsiiuren die Mastzellen vor den iibrigen
Bindegewebszellen hervortreten. Schiner und mehr spezifisch wird ihre Firbung,
wenn man gleichzeitig ihre Metachromasie mithenutzt und die Firbung mit
blauem Polychrom ausfiithrt. Am einfachsten regtaltet sich die dann entstehende
Doppelfirbung, wenn man die abschwiichende Siure in Form des sauren Salzes
Alaun dem blauen Polychrom gleich hinzusetat.

Auf dem blaBiblauen Hintergrund der Kerne heben sich dann die durch
Alaun nicht abgeschwiichten Mastkirner, tief und metachromatisch rot gefirbt,
sehr gut ah.

Mittels dieser Mischung von Alaun und blauem Polychrom (Unnas Mast-
zellenfirbung) firben sich neben den Mastzellen noch zwei andere Dinge meta-
chromatisch rotviolett: der Knorpel und der Schleim,

L. Kollagen.

Die Grenze zwischen mittlerem und duBerem Keimblatt, d. h. zwischen
dem kollagenen Gewebe und dem Epithel, sei es Deckepithel oder Haar-
balg oder Kniiueldriise, ist iiberall dort scharf gezogen, wo die Epithelzellen
sich mit dem sauren Granoplasma erfiillt haben. So schwer sich das reine
Spongioplasma vom Kollagen tinktoriell trennen Lifit, so leicht die grano-
plasmaerfiillten Zellen der Keimschicht. Denn die Nachbarschaft des Kollagens
mit seinem Nihrmaterial erzeugt in den untersten Epithelreihen nicht bloB
mitotische Zellteilungen, d. i. einen Reichtum an sauren Nukleoproteiden in
den Kernen, sondern auch eine Abspaltung des sauren G ranoplasmas aus dem
basischen Spongioplasma der Zelleiber. Dadurch entsteht in allen Keimschichten
der Epithelformationen bei basischen Fiarbungen ein starker und wertvoller
tinktorieller Gegensatz gegen das Bindegewebe, der bei sauren Firbungen voll-
stiindig fehlt, da diese ganz gleichmiiig das Kollagen und in den Epithelien
nur das Spongioplasma firben, so daB der Gegensatz der Keimblitter bei ein-
fach sauren Firbungen unkemntlich wird.

Im Gegensatz zur Zellsubstanz der Epithelien ist also das normale Kollagen
ein viel weniger saurer Korper. Das riihrt daher, daB in ihm die basischen
Aminosiuren, besonders Arginin und Lysin, vorwiegen. Diese bedingen eine
starke Affinitit zu den sauren Farben, beispielsweise den Sulfofarben: Siure-
fuchsin und Wasserblau.

Hiermit hat sich das kollagene Gewebe dem es durchstromenden alkali-
schen Gewebssaft angepalit, welcher von den Blutgefilien aus zuniichst das
Kollagen als Triiger der Blutgefifie durchspiilt, ehe er dem Epithel als Nahrungs-
bringer zustrémt. Ein saures Zellprodukt wiire hier unmoglich und wiirde, wenn
es sich bildete, bald seiner sauren Bestandteile verlustig gehen.

Nur unter pathologischen Bedingungen kommt es vor, daff das Kollagen
geloste saure EiweiBe aufnimmt und sich mit ihnen ebenso wie kiinstlich mit
sauren Harben sittigt. Das geschieht hiufig mit demjenigen Kollagen, welches
die an dem leicht laslichen Granoplasma iiberreichen Plasmome umgibt; es
wandelt sich dann durch Aufnahme von Zytose in ,,basophiles Kollagen*
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um. In ihnlicher Weise nimmt das Kollagen sehr oft in der Nachbarschaft von
Karzinomen die dort reichlich gebildete und ebenfalls leicht losliche, saure
Mastzellenkdrnung auf und teilt dann deren metachromatisches, bei blauem
Polychrom: rotes, bei Pyronin: orangefarbenes Kolorit. Wir nennen es dann:
metabasophiles Kollagen.

Das Kollagen als Endprodukt des Wachstums der Bindegewebszelle
fordert zu einem Vergleich mit dem Keratin als Endprodukt der Stachelzelle
des Deckepithels heraus. Beide sind Schutzbildungen des Korpers geworden,
haben sich zu diesem Zweck aber in ganz extrem verschiedener Richtung aus-
gebildet. Die Stachelzelle, wenn sie ihre Sauerstoffperiode in der Keimschicht
“herwunden hat. ist bereits ein wesentlich reduzierender Eiweifkorper. Indem
sie sich aber weiter zur Hornzelle umbildet, erliegt sie, wie das Kalipermanganat-
bild beweist, einer extremen Sauerstoffverarmung; die vollig reduzierte und selbst
stark reduzierende Horschicht erscheint hier braunschwarz (Bild 17). Geradezu
umgekehrt ist es mit der Bindegewebszelle, wenn sie ihr Endprodukt: Kollagen
produziert; withrend ihr Plasma noch Permanganat etwas reduzieren kann, hat
das Kollagen die Reduktionskraft fast ganz verloren und erscheint im Mangan-
bilde schwach gelblich, nahezu farblos.

Das normale Kollagen bildet also dem Deckepithel gegeniiber nicht nur
einen Gegensatz in betreff der Base-Siure-Reaktion, sondern noch radikaler in
ihrem Sauerstoffgehalt. Mit diesem tinktoriellen (regensatz harmonieren auch
die Tatsachen, welche uns die Hydrolyse des Kollagens gelehrt hat. Im Gegensatz
qum Keratin fehlen dem Kollagen die stark reduzierenden Aminosiuren:
Tyrosin, Zystin und Tryptophan; es hat einen relativ hohen Sauerstoff-
gehalt (zirka 259/,) bei relativ niederem Kohlenstoffgehalt (zirka 509/,).

Auch dieser Mangel an Reduktionskraft ist eine notwendige Anpassung an
den Beruf des Kollagens, die sauerstoffbringende Lymphe auf sauerstoffgieriges
Epithel zu ibertragen. Ein groierer (ehalt an jenen stark reduzierenden Eiweilien
wiirde der Lymphe ihren Sauerstoff rauben, schon ehe sie ihr Ziel, das epitheliale
Parenchym, erreicht hat.

Bei diesen klaren chemischen Giegensiitzen zwischen Kollagen und Epithel
ist es kein Wunder, daB wir schon seit langer Zeit iiber einen reichen Schatz
spezifischer Kollagenfarbungen verfiigen, der sich auch in Zukunft nach ein-
fachen chemischen Grundsiitzen beliebig vermehren lassen wird. Es handelt sich
dabei immer um die zweckmiiBige Verbindung zweier Farben, von denen ent-
weder eine sauer ist, um das Kollagen zu fiirben, und eine basisch zur Firbung
der Nukleoproteide, des Granoplasmas und der Mastzellenkérnung — dann
benutzen wir den Gegensatz der Siure-Basen-Affimtat —, oder um die Ver-
bindung einer einfach sauren Kollagenfarbe mit einer hochoxydierten Spongio-
plasmafarbe — dann besteht der oxypolare Kontrast. Im letzteren Falle spielt
schon seit den siebziger Jahren des vorigen Jahrhunderts eine Hauptrolle die
hochoxydierte Pikrinsiure mit ihrem oxypolaren Gegensatz zu einfach
sauren Farben, so in Ranviers Pikrokarmin und in van Giesons Pikro-
Siurefuchsin, Dieser Kontrast ist allerdings ziemlich eng begrenzt und auf
die Verbindung von meist roten, sauren Farben mit einer gelben Nitrofarbe
beschrinkt, die die Aufgabe hat, das reduzierende (gelbe) Spongioplasma vom.
nicht reduzierenden (roten) Kollagen abzugrenzen. Von einer solchen rein sauren
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Mischung kimnen natiirlich die Kerne nur in ithrem diirftigen unteren Stockwerk
angefiirbt werden, weshalb man empirisch schon immer derartige Doppel-
fiirbungen durch Vorfirbung mit Himatoxylin in eine Tripelfirbung zur Dar-
stellung auch des Mesoplastins der Kerne verwandelt hat.

Auch alle spiiter empfohlenen Kollagenfarben gehoren zu den einfach
gsauren Farben, die man in folgende Gruppen einteilen kann:

Farbenindizes:
I. Sulfosaure Salze der Rosanilinfarbstoffe.
II. Sulfosaure Azofarbstoffe.
I1I. Sulfosaure Salze der Induline und Nigrosine.
IV. Sulfosaures Salz des Indigoblaus (Indigokarmin).
V. Orzein,

I. Suliosaure Salze der Rosanilinfarbstoffe.

In dieser Gruppe finden sich die gebriuchlichsten Kollagenfiirber: Siure-
fuchsin und Wasserblau. Auch das wasserlisliche Anilinblan in der Kollagen-
methode Mallorys gehort hiether. Mallory hat den fruchtbaren Gedanken
in diese Firbungen mit Di- und Trioxychromen hineingebracht, das gegen alle
alkalischen Substanzen und basische Fiarbungen ungemein empfindliche Saure-
fuchsin von den anderen sauren Farben abzutrennen und zuerst fiiv sich mittels
saurer Phosphormolybdinsiure (H,PO, 4+ 11 MoO,) zu fixieren, ehe die
Schnitte in die durch Oxalsinre angesituerte Mischung der zwei anderen sauren
Farben (Goldorange und wasserlosliches Anilinblan) gebracht werden. Blau
firben sich dann aufler dem Kollagen noch Schleim, Amyloid, Hyalin, wiihrend
das Siurefuchsin auf dem Plasma, dem Plastin der Kerne, dem Fibrin und Elastin
in roter Farbe fixiert bleibt.

Hueter ersetzte die Phosphormolybdéansiure durch Phosphorwolfram-
siure(H,PO,-11 WoO,)und fiigte mittels Karmin eine Mesoplastinfirbung hinzu.

Pasini erreichte eine Polychromie von sogar vier sauren Farben (Orzein,
Wasserblau, Siaurefuchsin und Eosin) durch anféngliche und nachherige Beize
der Schnitte mit 29/, iger Phosphorwolframsiure.

Romeis gibt das Verhiiltnis in diesem Tetraoxyehrom genauer an:

Wasserblau -~ Orzein-Mischung (Unna) 03 em?

Gesiittigte wiisserige Siurefuchsinlosung 04 em®

29/yige Eosinlosung in 50°/;, Alkohol 0-3 em®
Glyzerin (25 em?.

Hierin firben sich neben blauem Kollagen und hellblavem Spongio-
plasma das Kernplastin, Keratohyalin, Keratin und die Epithelfasern rof.

Die Malloryfirbung des Kollagens hat viel Anklang gefunden und ist
von Wolley, Mall und Me Gill in unwesentlichen Punkten modifiziert worden.

Traina hat ein Tetraoxychrom angegeben, in welchem das Sulfosalz
Wasserblan mit Pikrinsiure gemischt ist, withrend eine Vorbeize mit Resorzin
vorhergeht und auch eine Kernfiirbung mit Akridinrot, welches aulier der sauren
Akridinfarbe das basische Pyronin enthilt. So entsteht neben roten Kernen
blaunes Kollagen und griines Spongioplasma sowie griine Muskeln.
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Gebriuchlicher als die Malloryfirbung ist aber immer noch die erste
Art der Siurefuchsinanwendung geblieben, die Verbindung des Siurefuchsins
mit der Pikrinsiure in der van (Gieson-Firbung, die urspriinglich nur fiir das
Zentralnervensystem empfohlen wurde. Sie besitzt eine Geschichte und hat
zahlreiche Modifikationen erfahren, da der Kern derselben e chemisch richtiger
ist. In allen Abarten dieser Farbung funktioniert allein das Siurefuchsin als
Kollagenfiirber, withrend die Beigabe der Pikrinsiure bezweckt, alle reduzierenden
Substanzen, Muskeln und Epithel in gelber Kontrastfarbe hervorzuheben und
dadurch das Kollagen nach aullen scharf zu begrenzen. Zudem besitzt sie durch
ihren Giehalt an Siure und ihren Reichtum an Sanerstoff eine avivierende Wirkung
auch auf die Siurefuchsinfirbung des Kollagens, Fiir ihre Anwendung an der
Haut will ich nur zwei Modifikationen nennen, die einfach in der Anwendung
sind und priizise Bilder des Kollagens ergeben, eine iltere Formel von mir (1894)
und eine spitere von Hansen (1898). Sie unterscheiden sich dadurch, dal in
der ersteren der fiir das Siurefuchsin notwendige Siurezusatz aus Salpetersiure,
bei der Hangenschen Vorschrift aus Essigsiiure besteht.

Meine Vorschrift fiir dieses Dioxychrom lautet:

Sinrefuchsin 025
Pikrinsiure 11555
Ha.l}_}utvrﬂiiu re 15
Wasser ad 100,

Die Pikrinsiiure wird in heilem Wasser gelost, hierin erst das Siurefuchsin
aufgelost und dann die Salpetersiiure tropfenweise zugegeben. In der Mischung
bleiben die Schnitte 5—10 Minuten, werden dann kurz in Wasser abgespiilt und
durch Alkohol in Ol und Balsam gebracht.

Weniger einfach ist die Vorschrift von Hansen. Hr bereitet eine Stamm-
losung von 100 cm® kalt gesittigter Pikrinsiurelosung in Wasser mit 5 em?
einer 29/ igen wisserigen Siurefuchsinlosung. Diese Losung ist, im Dunkeln
aufbewahrt, unbegrenzt haltbar.

l. Zu 3 em® dieser Losung fiigt man eine minimale Menge 2%,iger
Essigsiure, nimlich 1/, Tropfen. Der Schnitt verweilt in dieser Farb-
flotte 1—20 Minuten.

2. In 3 em® destillierten Wassers, dem 2 Tropfen der (angesduerten)
Farbfliissigkeit zugefiigt worden sind, schnell abspiilen.

3. Hinundherbewegen in 5em® 96%,igem Alkohol und noch einmal
2 Minuten in 96%,igen Alkohol.

4. Zweimal in absolutem Alkohol bis zur Entwiisserung.

5. Xylol (nicht O1!); dieses wechselt man einmal und schlieBt zuletzt den

Schnitt

6. die eben nétige Menge dicken Xylol-Kanadabalsams ein.

., s ist unbedingt nitig, die angegebene Methode genau zu befolgen, falls
man konstante und zuverlissige Resultate wiinscht.” Soweit Hansen,

Das Resultat ist in beiden Fillen dasselbe: leuchtend rotes Kollagen;
alles iibrige Gewebe, auch Kerne und Elastin gleichmiiflig gelb.

Alle bisher genannten Polyoxychrome haben einen schwachen Punkt, die
Kernfirbung. Natiirlich wird bei ihnen allen das Plastin im unteren Stock des
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Kernes mitgefirbt, aber nur schwach, und sie treten daher gar nicht hervor.
Wir sind aber gewohnt, uns gerade durch eine starke Kernfirbung in den Ge-
weben, besonders in uns noch unbekannten, pathologischen, zu orientieren.
Daher verfihrt man gewdhnlich so, dall man dem Dioxychrom eine Vorfarbung
des Mesoplasting mittels einer Himatoxylinfirbung voranschickt. Auch diese
Art der Ergiinzung gibt von dem Reichtum der Gewebe an verschiedenen Eiweilien
nur einen schwachen Begriff, da die Firbune aller sauren Eiweilie, der Nukleo-
proteide, des Granoplasmas und der Mastzellenkérnung noch fehlt. Hier treten
nun einige ganz andere Kollagenmethoden helfend ein, deren Wesen darin besteht,
dal} zuniichst alle sauren Eiweifiorte intensiv durch blaues Polychrom vorgefirbt
werden und dann erst das Kollagen eine saure Gegenfirbung erhiilt. Dieses kann
unter Erhaltung der Kernfarbung dadurch erreicht werden, dafl man die Sulfofarbe
mit einer Tanninbeize verbindet. Auf diesem Wege erhilt man zwei leicht aus-
zufithrende Methoden, die gute Ubersichtshilder liefern. In ihnen treten alle rdings
auller dem Kollagen nur noch die Nukleoproteide tinktoriell hervor. Die anderen
beiden sauren Eiweifle, Granoplasma und Mastzellenkirnung, werden durch die
Gerbsiiure aufgelist und erscheinen daher bei diesen beiden Methoden nicht.

a) Blaues Polyc Séurefuchsin + Tannin-Methode.

1. Blaues Polychrom 2—5 Minuten, um so linger, je diinner der Schnitt ist.

2. In Wasser gut abspiilen.

3. Y% 1ge Siurefuchsin - 33%/ige Tannin-Mischung.

4. Lange Abspiilung in destilliertem Wasser (oder kurze in dem immer
basischen Leitungswasser).

5. Absoluter Alkohol, OI, Balsam.

Anstatt der vorriitig gehaltenen Mischung der Tanninlosung mit Siure-
fuchsin kann man sich — und sogar mit Vorteil — eine solche extemporieren,
indem man zu 3 em?® der 33°/,igen Tanninlésung zirka 5 Tropfen der vorritigen
1/,%/yigen Saurefuchsinlésung zusetzt. Mit dieser Methode werden alle oxyphilen
Substanzen, auBer Kolla gen also auch: Spongioplasma und Muskeln
siurefuchsinrot gefarbt, wihrend auf den ]msuplulu] Eiweilien, den Nukleo-
proteiden, dem Granoplasma und dem Hyalin der Plasmazellen, das
blaue Polychrom, dank der dem Siurefuchsin zugefiigten Tanninbeize fixiert,
erhalten bleibt. Zu dieser Methode sind auBler dem Alkoholmaterial auch solche
Gewebe geeignet, die in Chromsiure und Chromsalzen, in Sublimat und Pikrin-
siure fixiert wurden. Dieser Umstand und ihre einfache Handhabung macht
sie zu rascher Gewinnung guter Ubersichtsbilder von rotem Kollagen und blauen
Kernen sehr geeignet.

b) Safranin—Wasserblau + Tannin-Methode.

1. 1°/;ige wisserige Safraninlésung, 10 Minuten.

2, In Wasser gut abspiilen.

3. Frisch bereitete 1%/, Wasserblau + 33°/, Tannin-Mischung (3 Tropfen einer
1%/yigen Wasserblaulosung auf 3 em? einer 339 igen Tanninlisung), 10—15
Minuten.

4, Lange Abspillung in destilliertem Wasser.

5. Alkohol absolutus, 01, Balsam.




Diese Methode hat dasselbe Anwendungsgebiet wie die vorhergehende,
(ut eignet sie sich auch fiir Gewebe, die in Pikrinsiiure und Salpetersiiure fixiert
sind, wie z. B. bei Entkalkungen. Da das alkalische blaue Polychrom hier durch
die neutrale Safraninlisung ersetzt ist, so fallen die Firbungen bedeutend heller,
durchsichtiger aus, was fiir Ubersichtsbilder erwiinscht ist. Hier kontrastiert
das blaue Kollagen sehr gut mit den roten Kernen.

II. Sulfosaure Azofarbstoife.

Jiingeren Datums als die Verwendung der sulfosauren Rosaniline ist die
saurer Azofarbstoffe zur Darstellung des Kollagens; sie wiichst aber bei dem
unabsehbaren Reichtum dieser Farbengruppe fortwiithrend. Hauptsichlich ver-
danken wir Heidenhain ihre Einfithrung mit der Empfehlung des Azokarmins,
des Blauschwarz und der Kongofarben. Es gehoren hierhin aber auch das Orange
und die Chromotrope, das Poncean und Diaminblau (Curtis) sowie das I\(L]lllfhfjl-
schwarz (Curtis, Merkel). Diesen sauren Azofarben gehort die Zukunft der
Kollagenfiirbung, nicht bloB wegen ihrer grofien Zahl, sondern auch weil sie viel
weniger gegen Alkalien empfindlich sind als die sulfosauren Rosaniline. Ebenso wie
diese zweckmiiBlig mit der Spongioplasma firbenden Pikrinsiure kombiniert
werden, hat Heidenhain aus dem Blauschwarz ein Pikro-Blauschwarz her-
westellt, welches Kollagen schwarz, rote Blutkirperchen gelb, Muskeln gelblich
firbt, und Merlkel ein Pikro-Naphtholschwarz. In allen diesen Kombinationen
hat die Beigabe der Pikrinsiiure als hochoxydierter Farbe einerseits die Funktion,
das Kollagen nach auflen gegen das reduzierende, sich deshalb pikringelb fiir-
bende Spongioplasma tinktoriell abzugrenzen, andrerseits es durch ihren Siure-
und Sauerstoffgehalt farbkriiftiger, leuchtender zu machen.

[II. Suliosaure Induline und Nigrosine.

Diese Gruppe ist im Gegensatz zn den sauren Azofarben sehr beschrinkt.
Fs kommen wesentlich nur die Empfehlungen eines Pikro-Nigrosins durch
Freeborn und Schaffer in Betracht, Ubrigens ist das dieselbe Mischung, welche
ich zur tinktoriellen Isolierung der basischen Albumose Eleidin (schwarz) in der
reduzierenden Hornschichtumgebung (gelb) angegeben habe (1909) und welche
heute bei der chemischen Erforschung der Keratosen eine wichtige Rolle spielt.

IV. Sulfosaures Indigoblau (Indigokarmin).

Die Einfithrung dieser farbkriiftigen Substanz zur Kollagenfirbung ver-
danken wir Eugen Fraenkel!). Hier wird die blaue Kollagenfarbe durch
Pikrinsiurezusatz in eine griine iibergefiihrt, wiihrend eine Karminvorfirbung
die Kerne rot, eine Vorfirbung mit angesiiuerter Orzeinlosung das Elastin braun-
schwarz firbt und nur die stark reduzierenden Muskeln das Pikringelb allein
bewahren?). So entsteht ein praktisch wertvolles Tetraoxychrom.

1y Sehmorl, Histologische Technik, Firbung der elastischen Fasern.
) Im Gegensatz zu der Methode von Traina, bei der die Muskeln sich durch
Wasserblau und Pikrinsiiure griin firben.
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1. Lithionkarmin, Salzsiurealkohol, Wasser.

2, Orzeinlésung (-~ HNO,) 24 Stunden, 809; Alkohol.

3. Konzentrierte wisserige Pikrinsidure 2000 | o]
: : : e 10—15 Minuten.

[ndigokarmin 05 |

Eisessig 3:5 cm?/100 Aq.

969/ iger Alkohol.

Alkohol absolutus.

7. Ol oder Xylol. — Balsam.

*

P Sl L=
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Da bei allen Firbungen des Kollagens mit Sulfosalzen, auch wenn man die
Nukleoproteide durch Vorfirbung mit blauem Polychrom und durch eine Tannin-
heize zu erhalten versteht, immer noch das Granoplasma und die Mastzellen-
ktrnung im Bilde fehlen, so hatsich schlieBlich eine andere, ganz fiir sich stehende
Kollagenfiirbung doch noch als unersetzlich fiir das Studium erwiesen; das ist
die Firbung mit der nicht angesiiuerten Orzeinlésung. Taenzer fand
bekanntlich in meinem Laboratorium, dall die angesiuerte Orzeinfiirbung eine
spezifische Fiirbung fiir Elastin ist. Dabei tritt auch stets eine orzeinrote Firbung
des Kollagens auf, deren Stirke dem Siuregehalt der Losung umgekehrt pro-
portional ist. Diese Erkenntnis fithrte mich zu einer neuen Kollagenfiirbung,
deren Vorziige ich 1894') mitteilte und die sich seitdem bewiihrt hat.

V. Oreein.

Das Orzein wird aus vielen Flechten des Mittelmeers, des Atlantischen
und Stillen Ozeans gewonnen, indem man diese zerkleinert und der Kin-
wirkung von Luft und Ammoniak aussetzt. Dabei bildet sich zunichst Orzin
(C,H.OH,(CH),) und aus diesem beim Fortgang derselben Behandlung: Orzein,
welches ein (Gemenge von gelbem Orzein (C, H,NO;) und rotem Orzein
(CpsH,eN,0.) darstellt. Es bildet ein karminrotes, kristallinisches Pulver, das
nicht in Wasser, wohl aber in Alkohol loslich ist. Mittels einer 19/ igen alkoho-
lischen Losung desselben erhilt man in den mit blauem Polychrom vorgefirbten
Hautschnitten neben orzeinrotem Kollagen und Spongioplasma blaue
Nukleoproteide, blaues Granoplasma und thiazinrote Mastzellen-
kornung, die einen blauen Mastzellenkern umgibt. Da ein Siurezusatz fehlt,
wird durch diese Methode das Elastin nicht vor dem Kollagen hervorgehoben,
wie durch die angesiiuerte Orzeinlésung. Die glatten und quergestreiften Muskeln
heben sich dagegen vom roten Kollagen durch ihre bliulichviolette Farbe ab.
Dieselbe riihrt nicht vom blauen Polychrom her, sondern vom Orzein selbst,
welches sich mit Alkalien bliulichviolett verfirbt. Diese Férbung ist also ein Indi-
kator fiir die frische Muskelsubstanz, ehe dieselbe bei der Totenstarre sauer wird,

Die Ausfiihrung dieser Methode kann auf zweierlei Weise geschehen: ent-
weder schickt man die Orgeinfiirbung voran und entfiirbt das darauf folgende
blaue Polychrom durch die Glyzerinithermischung, oder man lilit anf das blaue
Polychrom die Orzeinfirbung folgen, welche dann gleichzeitiz das Kollagen
anfirbt und die Blaufirbung der sauren Eiweille differenziert.

—_—

%) Unna, Die spezifische Fiirbung des Kollagens, Monatshefte fiir praktische Derma-
tologie, Bd, 18, 5. 509.
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a) Orzein — blaues Polychrom — Glyzerindther-Methode.

1. 1%;1ge spiritudse Orzeinlosung ohne Saurezusatz, 15 Minuten.
2, In Alkohol, 969/ ,ig, und in

3. Wasser kurz abspiilen.

4, Blaues Polychrom, 2—5 Minuten.

5. In Wasser kurz abspiilen.

6. Glyzermithermischung 1 + 4 Wasser, 1 —2 Minuten.

7. In Wasser gut abspiilen.

8. Alkohol absolutus, 01, Balsam.

Um den Gegensatz zwischen Kollagen und Zellplasma der Binde-
gewebszellen, fiir den diese Methode besonders geeignet ist, mioglichst scharf
herauszuarbeiten, hat man hauptsichlich darauf zn sehen, jede Spur von Grano-
plasma der Zellen in tingiblem Zustande dem Schnitte zu erhalten. Nur so
bekommt man den wiinschenswerten Kontrast: Orzeinrotes Kollagen gegen
bliuliches Spongioplasma. Um das Granoplasma zu erhalten, mull das Material
auf einem Wattebausch rasch in absolutem Alkohol gehiirtet werden, mit keinem
Fixationsmittel, besonders nicht mit Formalin und Tannin in Berithrung kommen,
und auch die Schnitte diirfen nur kurz bei den Spillungen gewiissert werden.

b) Blaues Polychrom — Orzein-Methode.

1. Blaues Polychrom, 5—10 Minuten.

2. In Wasser gut abspiilen.

3. Schnitte auf dem Spatel mit Fliellpapier etwas entwissern.

4. 1%ige spiritutse Orzeinlosung ohne Siurezusatz, 15—25 Minuten,

5. Alkohol absolutus | eventuell beides wiederholen, falls der Schnitt noch

6. Bergamottil J zu blau ist.

7. Balsam.

Diese Methode verfolgt denselben Zweck wie die vorhergehende und ist
insofern einfacher, als sie die Entfiirbung mit Glyzeriniither umgeht. Indem sie
aber Entfirbung und Entwisserung gleichzeitig der spiritudsen Orzeinlésung
itberlifit, stellt sie an das personliche Geschick etwas hihere Anspriiche. So
empfiehlt es sich, den Schnitt schon zuvor mechanisch durch Beriithrung mit
FlieBpapier zu trocknen, ehe er in die spiritudse Orzeinlésung kommt, um dieser
die Entwiisserung zu erleichtern. Die Entfirbung verbessert man am einfachsten
mittels einer doppelten Passage durch Alkohol und Bergamottil.

M.
- .
I. Elastin.
Das Elastin stammt ebenso wie das Kollagen aus dem Plasmaleibe der
Bindegewebszellen, aber, getrennt von jenem, nur aus deren festeren Kanten,

wie die Untersuchungen von Taddei gelehrt haben. Von den Zellen sich ab-
losend, bilden sie gerade, scharfkonturierte, stielrunde Fiserchen. Diese wachsen
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allmihlich zu dickeren, geschweiften, teils stielrunden und teils bandartiz ab-
geplatteten Fasern heran. Auch die dicksten derselben lisen sich nicht, wie
die kollagenen Biindel, in feinere Fasern auf, verschmelzen aber im Gegensatz
zu diesen zu starren Netzen, welche die kollagenen Biindel der Kutis, dieselbe
senkrecht und schriig kreuzend, allseitig umspinnen und ihnen dadurch Wider-
stand gegen Druck und Zug verleihen. Da sie andrerseits sich an den Museculi
arrectores inserieren und die Verbindung der Muskeln mit dem Kollagen der
Kutis vermitteln, so hat die Kontraktion der Muskeln zuniichst eine Anspannung
des elastischen Geriistes der Haut und erst mittelbar dadurch eine Verkiirzung
und Verdichtung der gesamten Kutis zur Folge, schon lange bevor sie bei hiichster
Anspannung auch thren festeren Ansatzpunkt an den Lanugohaaren in Be-
wegung setzen und diese letzteren aus ihrer schrigen Lage in eine senkrechte
tiberfithren unter Bildung einer Cutis anserina (Ginsehaut).

An der Haut besteht also eine dihnliche funktionelle Zusammengehorigleit
zwischen glatten Muskeln und elastischen Fasern wie bei den gréfleren Blut-
gefillen und Bronechien, im Darmkanal, in der Blase und Scheide. An diesen
Organen ersetzt das Elastin zum Teil die Muskelsubstanz, indem es deren starke,
aber oOrtlich beschrinkte Konfraktion in eine schwiichere, aber allzemeine
Spannung des Gewebes verwandelt.

An der Haut bewirkt diese Spannung die elastische Riickordnung
der Haut withrend der Korperbewegungen, bei denen sie stets mithewegt wird.

Ohne eine nennenswerte Zugelastizitit zu besitzen (Langer, Tomsa,
Triepel), itbt das Elastin doch eine erhebliche elastische Wirkung aus vermittels
der ihm eigentiimlichen Biegungs- und Torsionselastizitat!). Ahnlich wie ein an
und fiir sich unelastischer Stahldraht durch spiralige Umwicklung um einen
Stab, z. B. als Feder in einer Matratze, einen hohen Grad von Biegungselastizitit
erhiilt, so die starren elastischen Fadennetze der Haut durch ihre natiirliche
Kritmmung, die am besten bei ihrer Isolierung vom Kollagen durch Verdauung
hervortritt. Die Hautmuskulatur verbraucht bei ihrer Anspannung des elastischen
Netzes diese Biegungselastizitit der elastischen Fasern. Die derart im Elastin
aufgespeicherte Torsionsenergie setzt sich beim NachlaBl der Muskelspannung
wieder in die Bewegungsenergie um, wie sie die Riickordnung des ;_:‘l";':tl_)alllili_l_"lll
Elastinnetzes erfordert. Mit dem Elastin kehrt dann auch das sich passiv ver-
haltende Kollagen in seine normale Lage zuriick.

Entsprechend den ganz verschiedenen physikalischen Leistungen sind auch
die Unterschiede in der chemischen Konstitution von Elastin und Kollagen
bedeutend. Hlastin enthilt nursehr geringe Mengen der basischen Diaminosiinren.
Es ist daher in Siuren weniger quellbar und iiberhaupt fiir Siiuren weniger
angreifbar als Kollagen.

Die frithere allein iibliche Weise der Elastindarstellung ohne Firbung, wie
sie beispielsweise Virchow iibte, bestand lediglich in der Behandlung des Ge-
webes mit Essigsiure. Dabei quillt Kollagen und wird weniger sichtbar, wiihrend
die nichtquellenden elastischen Fasern dunkel konturiert hervortreten.

Die sauren Hauptbestandteile des Kollagens: Glykokoll, Glutaminsiure,
Prolin und Oxypyrrolidinkarbonsiure werden im Elastin vertreten durch Glyko-

'} Unna, Monatshefte fiir praktische Dermatologie 1883, 8. 220 ff.
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koll, Leuzin, Alanin und Phenylalanin; sie besitzen kein Gegengewicht in einer
entsprechenden Menge der basischen Aminosiuren, besonders des Lysins und
Arginins, wie beim Kollagen. Daher resultiert — dem Kollagen gegen-
iiber — ein mehr saurer Charakter des Elastins.

Zusammensetzung von Kollagen und Elastin!).

Prozente von Kollagen Elastin
(lylrakollai T SoR i e 1925 2575
Algnine s i S 30 6:58
Nl N S il Sl s 10
BT, Sl et o ey O e g o ra 675 21-38
ASparaginsiure . . . . . . . . oo s 056 =
FlatANIMEANTET L o o o e . e 14:0 076
LRI O e i e e e e A S G 7 1-74
Oxypyrrolidinkarbonsiure . . . . . . . . 64 —
Phenylalaning s m gl =it s 04 3:89
LTRSS o R B e o R — 034
L T e e, O L et 0-4 053
G ! e Lo e B e 56 2:48
AT o e R s 93 1-86
ATmoniale AT e s i 0-43 0-05

Dieser saure Charakter des Elasting wird allein beriicksichtigt bei den
iilteren Fiirbungen mit basischen Farben von Taenzer und Manchot (Fuchsin)
und Mibelli (Safranin). Um jede Mitfirbung des Kollagens dabei zu ver-
meiden, benutzte man auch hier die Quellung des letzteren in Siuren, wodurch
seine Mitfiirbung ausgeschlossen wird. Aus diesem Umstande erklirt sich die
regelmifige Zugabe von Siuren (Salpetersiure: Taenzer, Schwefelsiiure:
Manchot usw.) bei den Elastinfirbungen jener Zeit.

Kin noch wesentlicherer Unterschied zwischen Elastin und Kollagen ist
durch den hohen Gehalt des ersteren an reduzierenden Aminosiuren gegeben,
wobei neben dem sehr hohen Gehalt an Leuzin und dem miifligen an Phenyl-
alanin auch der geringe Gehalt an dem besonders stark reduzierenden Tyrosin
ins Gewicht fillt. Denn Kollagen enthiilt wenig Leuzin, sehr wenig Phenylalanin
und gar kein Tyrosin,

Die Reduktionskraft des Elastins im Gegensatz zum Kollagen wird
durch die Mitfirbung desselben (neben Protoplasma, Hornschicht, Muskel und
Nerv) bei den Reduktionsfirbungen bewiesen.

1) Nach Cohnheim, Chemie der Eiweillkorper, 3. Aufl,, S.246—259 (1911).
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Legt man Hautschnitte (Gefrier-, Zelloidin- oder Paraffinschnitte) in eine
Losung von Kalipermanganat, so treten die elastischen Fasern durch Aufnahme
von Mangansuperoxyd dunkelbraun aus dem Kollagen hervor. Ebenso speichert
und reduziert das Elastin die hochoxydierten Metallsiuren: Osmiumsiure und
Chromsiiure durch oxypolare Affinitit, ganz im Gegensatz zum Kollagen.
Dadurch wird das Elastin stark angesiuert und nimmt nun mit besonderer
Intensitit basische Farben auf. Auf dieser Eigenschaft des Flastins beruhen
viele dltere Firbemethoden desselben (Lustgarten, Unna, Martinotti,
Schiitz, Ferria, Krzysztalowicz u. a.), die sich der Flemmingschen
Osmium -+ Chrom-Mischung zur Fixierung bedienen. In allen diesen Fillen tritt
zunichst die Reduktionskraft des Elastins oxypolar in Wirksamleit und bindet
die hochoxydierten Metallsiuren. An die Stelle des normalen Elastins tritt
damit eine saure Metallverbindung des letzteren; dann erst folgt die nun sehr ver-
stiirkte Sdure-Basen-Affinitit des angesiuerten Elastins zur basischen Farbe
(Fuchsin, Gentianaviolett, Safranin).

Aus den Untersuchungen von Michaelis, Fischer und Pappenheim
geht hervor, daf die beiden besten Elastinfirbungen, die einzigen, die heut-
zutage noch in grofem Umfange gebraucht werden, sich ebenfalls wesentlich
auf der reduzierenden Eigenschaft des Elastins aufbauen, das ist die Orzein-
fiirbung (Taenzer-Unna) und die Weigertsche Firbung des Elastins. Be-
trachten wir zunichst die letztere.

Elastinfarbung nach Weigert.

Gefrier- oder Paraffinschnitte werden vorgefirbt mit Lithionkarmin, dann
differenziert in Salzsiurealkohol, Wasser, oder direkt in Alkohol.

Firben mit Weigertscher Farbfliissigkeit, 25—30 Minuten.

Abspiilen in Alkohol.

Differenzieren in absolutem Alkohol, 2—18 Stunden.

Aufhellen in Xylol, Balsam.

Die Weigertsche Farblosung wird folgendermaBen hergestellt:

200 ¢ einer 2%;igen Resorzinlosung + 1 ¢ Fuchsin werden in einer Por-
zellanschale zum Kochen erhitzt; dann setzt man 25 em® Liq. ferri sesquichlor.
hinzu und lLifit unter Umriithren noch weitere 2—5 Minuten kochen. Hierbei
bildet sich ein Niederschlag. Man laBt nun abkiihlen und filtriert. Das getrock-
nete Filter mit Niederschlag kommt zuriick in die getrocknete Kochschale und
wird hier unter stetem Umrithren und unter allmihlichem Herausfischen des
vom Farbstoff befreiten Fliefipapiers mit 200 em® Alkohol von 949, gekocht;
dann 1ilt man erkalten, filtriert und fiillt das Filtrat mit Alkohol wieder auf
200 em® auf. Nach Zusatz von 29 iger Salzsiure (zu 200 em® Losung: 4 em®) ist
die Farblosung fertig, welche nur etwa 6 Wochen lang brauchbar ist; dann verdirbt
die Losung und farbt nicht mehr bloll Elastin, sondern anch Kollagen und Schleim.

Bei dieser Elastinfirbung nach Weigert sind zu einer einzeitigen Firbung
vereinigt die Siure-Basen-Affinitit des sauren Elastins zum basischen Fuchsin
mit der oxypolaren Affinitit des reduzierenden Elastins zum hochoxydierten
Hisenchlorid. Diese letztere Affinitit wird noch verstiirkt durch die Zugabe
des reduzierenden, zweiwertigen Phenols: Resorzin.
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Fischer fand, daf auch die einfachere Verbindung: Fuchsin -+ Eisen-
chlorid, sein , Ferrifuchsin®, ohne Resorzinzugabe das Elastin spezifisch firbt,
aber nicht go eut wie mit Resorzinzusatz in seinem: , Ferrifuchselin™.

Die chemische Formel fiir die Wirkung der Weigertschen Elastinfirbung
heilit demnach:

Fuchsin — Elastin -~ Resorzin—Hisenchlorid
sch  sauer - reduzierend oxydierend

basi

Base-Siure-Affimtat Oxypolare Affinitit

Das Eisenchlorid kann hierin durch andere stark oxydierende Mittel ersetzt
werden, so durch Ammonpersulfat (Michaelis, Pappenheim), dureh Chrom-
siure und Kalibichromat (Minervini). Aber einen Umstand hat das Hisen-
chlorid vor diesen voraus: es macht nimlich bei dem Firbeprozel Salzsiiure
frei!). welche in hoherem Grade als Schwefelsiure und Chromsiure die Neben-
wirkung entfaltet, das Kollagen zu quellen und dadurch fiirberisch aus-
zuschalten. Daher gelang es auch Pappenheim, gerade mittels isenchlorid
und verschiedenen Phenolen aus Fuchsin eine grofie Reihe von Elastinfiirbern
ZU erzeugen.

Wiihrend die Weigertfirbung des Elastins theoretisch sehr interessant
ist, besitzt die Taenzer-Unna-Firbung praktisch eine grofiere Wichtigkeit.
Hieriiber sind sich die Elastinforscher einig. So sagt Krzysztalowiez: ,Emn
groferer Vorzug der Taenzer-Unnaschen Methode und zugleich der wich-
tigste Unterschied zwischen dieser und der Weigertschen 1st der, dal}, withrend
die letztere eine komplizierte Fiirbung der Priiparate behufs Differenzierung ver-
schiedener Gewebe nicht zuliiBt, die Taenzer-Unnasche Methode es ermoglicht,
die Priiparate mittels anderer spezifischer Methoden zu behandeln und auf diese
Weise auf einem und demselben Priparate alle Gewebe nebst ihren Veriin-
derungen durch differente Farben schin und klar darzustellen. Man kann endlich
noeh als einen Vorzug des Orzeins hervorheben, daB es in Priiparaten aus Flem-
mingscher Losung und Miillerscher Fliissigkeit die elastischen Fasern auch
vortrefflich fiirbt, was bei der Weigertschen Methode nicht so gut gelingt.*
{Mon.-H. 30, 284.)

Schneider findet die Orzeinfirbung besser, weil sie eine Nachfirbung
mit Himatein - Eosin zulift und bei Uberfirbungen mit salzsaurem Alkohol
leicht entfirbbar ist (Zeitschr, f. wiss. Mikr. 81, 171).

Minervini hilt die Weigertfirbung fiir weniger sicher als die Orzein-
firbung, wo es auf die feinsten Fasern ankommt (Taddei, Le fibre elastiche nsw.
Pathologisches Institut der Universitiit Padua).

Den Kernpunkt in dieser Angelegenheit traf aber Krzysztalowicz, indem
er nachwies, dafl die Weigertfirbung zwischen Elagtin und Elazin keinen
Unterschied macht, also fiir die wichtige Frage des Elazins gar nicht brauchbar ist.

1) Pappenheims Ansicht, dafl Eisenchlorid (FeCl,) eine .hasische* Beize sei und
seine darauf gebaute Theorie der Weigertschen Fiarbung (Monatshefte fiir praktische
Dermatologie Bd. 38, 5, 372) ist nicht haltbar. Die Nichtberiicksichtignng der Kollagen-
quellung machte es Pappenheim auch schwer verstindlich, dafi eine Elastinfirbung
nach Weigert und Unna nur eintritt in saurer Lisung®. (Monatshefte fiir praktische
Dermatologie Bd. 39, 8. 143.)
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Pappenheim vermutete im Orzein neben sauren auch basische Higen-
schaften, hauptsichlich weil es auller Elastin auch Kerne firbt. Hierbei unter-
schied er nicht zwischen Kernnukleoproteid und Kernplastin. Nur das Nukleo-
proteid wird von basischen Farben gefirbt, das saure Orzein firbt andrerseits
nur das basische Kernplastin, was man leicht nachweisen kann, wenn man erst
das Nukleoproteid durch verdimnte Kalilauge entfernt.

Orzein ist eine rein saure Farbe, die sich mit dem sauren Elastin natiir-
lich nur oxypolar verbinden kann., Das saure reduzierende Elastin hat
oxypolare Verwandtschaft zu dem ebenfalls sauren, aber hochoxydierten
Orzein; deshalb ist Orzein die einfachste und natiirlichste Elastinfirbung, die
weiter keine oxydierende Beize notig macht, wie die Weigertfirbung. Um
Elastin elektiv zu firben, bedarf es nur noch einer Quellung und Ausschaltung
des Kollagens durch Saurezusatz (HNO,, HCI). Dieser Siurezusatz hat nicht
den Sinn, den Pappenheim angab, , Basizititen im Orzein®, die er aus der
Herstellung des Orzeins mit Ammoniak und Kalk herleitete, zu binden, Diese
Basen sind nur notwendig, damit die Muttersubstanz des Orzeins, das Orzin,
eine geniigende Sauerstoffmenge aus der Luft aufnimmt, um das Orzein zu
bilden. Der Siurezusatz hat vielmehr die Funktion, das Orzein im Schnitte
vom quellenden Kollagen auf das nichtquellende Elastin abzulenken und seine
Farbkraft anf diesem zu kongzentrieren.

Elastinfarbung nach Taenzer-Unna.

Orzein 0:2
Salpetersiure 20
709/, Alkohol ad 100-0

Die Sehnitte verweilen in dieser Lisung 8—24 Stunden.

Abspiilen in Wasser, Alkohol, 0], Balsam.

Man kann nachtriiglich eine beliebige Kern- und Plasmafirbung anbringen.
Am besten eignet sich dazu das blaue l’olwhmm mit G l\'zmmathmenff(uhmw

Taddei!) hat gezeigt, daB die elastischen Fasern sich als Klastinstreifen
an den Lingskanten der Bindegewebszellen anlegen und sich dann in das um-
gebende Zwischengewebe abstollen, um sich wieder neu in den Zellen zu bilden.
Ist diese endozellulire Entstehungsart allgemein giiltig, wofiir vieles spricht,
und die friihere Vorstellung unrichtig, nach welcher sich die Elastinfasern durch
Umpriigung aus den kollagenen Fasern entwickeln sollten, so wiirde die Re-
duktionskraft des Elastins Hltil leichter verstehen lassen. Hs stinde dann dem
reduzierenden Spongioplasma der Bindegewebszellen noch niher als das Kollagen.
Dann wiirde sich auch das Verhiiltnis dieser beiden bindegewebigen Endprodukte
zueinander auf befriedigende Weise folgendermalien erkliren.

Die dauernd von ‘;}l'llli‘\t{}fﬂl"i,lf'lfqt’l Lymphe umspiilten Bindegewebszellen
verlieren bei der Bildung des Kollagens ihre Reduktionskraft bis auf einen
reduzierenden Rest. Dieser spaltet sich in Form stielrunder Elastinfasern
ab, die das aus denselben Mutterzellen entstehende Kollagen netzfirmig durch-
ziehen und umklammern. Bei iibermiliger Ausbildung des Kollagens, so in

1y A, a. 0.

Unna, Histochemie der Haut. 10
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Narben, Keloiden, Fibromen, verbleiben keine Spongioplasmareste, die sich in
Elastin umwandeln konnten; so erklirt sich deren Elastinlosigkeit.
Ebenso begreiflich ist der Schwund des Elastins bei entziindlichem (dem,
z B. beim Erysipel, denn die Uberschwemmung mit sauerstoffreichem, alka-
llbLlll"[ll (Gewebssaft ist dem sauren, reduzierenden Elastin sicher noch verderb-
licher als dem Kollagen selbst. Sogar der bisher ziemlich unerklirliche trockene
Schwund des Elastins bei der Entwicklung eimmes Plasmoms sowie bei der Gra-
nulationsbildung wird vollkommen verstiindlich unter dem Gesichtswinkel des
hier herrschenden Sauerstoffiiberschusses, der es gar nicht zur Bildung
eines reduzierenden Zellrestes kommen lifGt,

Das Sauerstoff speichernde Granoplasma und die reduzierende elastische
Faser, beides sind Produkte der Bindegewebszelle, aber unter extrem verschie-
denen Sauerstoffverhiltnissen: wo sich Plasmazellen bilden kénnen, gedeiht kein
Elastin und umgekehrt. Dagegen vertriigt sich das Elastin sehr gut mit den
an Spongioplasma reichen Deckepithelien. Wenn die Krebsepithelien in das
Bindegewehe der Kutis einwuchern, bleibt oft von dieser nur das Elastingeriist
wohlerhalten stehen und wird von den Epithelien durchwachsen, \\.lhu‘lld das
sauerstofffiihrende Kollagen vollkommen verschwindet.

Mit dem Schwund des reduzierenden Elastins in den sauerstoffreichen
Granulomen kontrastiert auf das schirfste sein Erhaltenbleiben in den
Riesenzellen der Granulome, wo es vom absterbenden, stark reduzierenden
Protoplasma umgeben und gleichsam eingemauert ist. Nur unter Mitberiick-
sichtigung des histochemischen Faktors der Reduktionskraft lilit sich Auftreten
und Schwund des Elasting im Bindegewebe der Haut vollstindig verstehen.

II. Elazin.

In den unbedeckt getragenen Teilen 'der Haut, besonders in der Wangen-
und Schlifengegend, erleiden die elastischen Fasern, und mit zunehmendem
Alter in immer httherem Grade, eine Degeneration. Sie fiarben sich dann mit
sauren Orzeinlésungen schwicher als sonst und erscheinen verbreitert, mithin
wie gequollen; ihre Biegungen sind weniger scharf, die Veristelungen fehlen.
Sie behalten aber ihre stielrunde Form bei und beschreiben grolie rundf: B:);.,L’n,
die hiufig, parallel zusammen gelagert, die kollagenen Fasern gruppenweise
kreuzen. Thr Hauptmerkmal ist aber ihre Basophilie; sie sind noch saurer ge-
worden als die gewdhnlichen elastischen Fasern und haben daher von Unna
den Namen Elazinfasern erhalten (Bild 67).

Mit basischen Farben, wie blanem Polychrom und Safranin, firben sie
sich vorziiglich (Bild 67), und es ist daher leicht, sie durch Gegenfirbung mit
einer sauren Farbe, z. B. Orange, von Kollagenfasern (Bild 68) zu unterscheiden,
Will man im selben Bilde auch die normal gebliebenen Elastinfasern in Gegen-
firbung darstellen, so mufl man sich der sauren Orzeinlosung bedienen. Die
Weigertsche Elastinfirbung ist hierzu nicht geeignet, wie Krzysztalowicz
und nach ithm Schenck und Austerlitz gezeizt haben.

Die einfachste und zugleich sicherste Darstellung des Elazins neben
Elastin erhilt man durch langdauernde Vorfirbung mit saurem Orzein und
darauffolgende Farbung mit blauem Polychrom nach folgender Formel: Vor-
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fairbung mit saurer Orzeinlosung eine Nacht, Entfarbung in 29/ iger wiisseriger
Salzséure, Alkohol absol., Wasser, dann blaues Polychrom 5 Minuten, Abspiilen

Bild 67.
Elazin (el)- Firbung: Blanes Polychrom 5 Minuten, Wasser, konzentrierte Tanninlésung
5 Minuten, Wasser, Alkohol, 01, Balsam.
mit Wasser und halbstiindige Beizung und Entfirbung mit konzentrierter
Tanninlosung (Bild 69). Durch diese Farbfolge wird der Faserfilz der Kutis
!
]
Bild @8.
. Elazin(el)-Kollagen (k}-Firbung: Blaues Polychrom 5 Minuten, Wasser, konzen-
trierte Tanninlésung -+ 5 Tropfen einer 1%}igen Orangeldsung, Wasser, Alkohol, 01, Balsam.
Elazin dunkelblau, Kollagen gelb.
aufgelost in orzeinrote feine Elastinfasern (el’), breite, briunliche Kollagenfasern
(k) und dicke bogenformig geschwungene, blaue Elazinfasern (el).
10*
¥
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Diese Kontrastfirbungen zeigen einen noch viel reicheren Gehalt an
Elazinfasern, hauptsiichlich im mittleren Teil der Kutis, wiihrend im Papillar-
korper und in der Subkutis wohlerhaltenes Elastin vorwaltet.

Das Elazin kann in der Umgebung eines Karzinoms ebenso, unter Ver-
dringung des Kollagens, vom Epithel umwachsen werden wie das Elastin, Man
erhiilt dann Karzinombalken, die von Elastin- und Elazinfiden wie gespickt
erscheinen. Bei der Gilehristschen ,,.Blastomykose®, dieser chronischen, dem
Lupus verrucosus ihnlichen Oberhauterkrankung, zeigt sich hiufig ein dhnlicher

Bild 69.

Elastin (el’})-Elazin {t]) Kollagen (k)-Farbung: Saure Orzeinlosung eine Nacht,
griindliche Entfirbung in 2% iger wisseriger Salzsiiurelésung, hierauf direkt in Alkohol
absol. zur weiteren B :ufar‘hun;, Wasser, blaues Polychrom, in Wasser griindlich, bis keine
blauen Farbwolken mehr abgehen, abspiilen, konzentrierte Tanninlésung 14 Stunde,
griindliche Spilung in Wasser; Alkohol, (1, Balsam. BElastin orzeinrot, Elazin dunkelblau,
Kollagen briiunlich.
Die Bilder 67, 68 u. 69 sind der Gesichtshaut eines alten Mannes entnommen.
Alkohol-Paraffinschnitte.

Einschlul von priifformiertem Hlastin und Elazin in die karzinomidhnlichen
Epithelwucherungen. Wo diese aber im Zentrum erweichen, kommt es auch
noch zu einer sekundiiren Umbildung der inkorporierten Elastinfasern in baso-
philes Elazin unter starker Anschwellung und Bildung merkwiirdiger, tannen-
zapfen- und pilzsporenihnlicher Kérperchen').

iegeniiber solchen gelorfentllclrwn Vorkommmissen bei Geschwiilsten und
in Narben hildet das Elazin einen regelmiilligen Bestandteil bei den Striae
gravidarum, dem Myxidem, der senilen und kolloiden Degeneration der Ge-
sichtshaut.

) P. G. Unna, Uber den EinschluB von Elastin und Elazin in das Epithel und einen
Elazinbefund bei der Gilchristschen Krankheit. Monatshefte fiir praktische Dermatologie
Bd. 41, S.77—82 (1903).
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Formeln.
t Seite
‘ Plasmafirbung mit Kollagenentfarbung . . . . . . . ... ... .... 8
1. Blaues Polychrom, 1—2 Minuten,
In Wasser abspiilen.
Glyzerinithermischung, mit Wasser auf das Finf- bis Zehnfache
verdiinnt, 1/,—2 Minuten.
Besonders gute Abspiilung in Wasser, 2—5 Minuten.
5. Alkohol absol., (], Balsam.

LI
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Methylgriin -+ Pyronin + Karbol-Methode (Pappenheim-Unna-Firbung)
fiir Plasma=KernfAthing . . . . ocovovre e som s v o o ow o w e e 1

Methylgriin 015
Pyronin 0:25
- Alkohol 2:5
11,0/, 1ges Karbolwasser ad 10000
M.
1. Die Schnitte kommen in diese Mischung 20 Minuten kalt,
| 2. .werden dann in (alkalischem) Leitungswasser kurz abgespiilt,

3. in Alkohol absol. entwissert 1 Minute (!) und
4. durch Xylol in Ol und Balsam gebracht.

Bordo — Himatein - Alaun-Methode fiir Spongioplasma-Mesoplastin-Firbung 20
1. Bordo /,%,ig, 3 Minuten. Abspiilen in Leitungswasser.
2. Himatein + Alaun, 3 Minuten. Abspiilen in Leitungswasser.
3. Alkohol absol., 01, Balsam.

Epithelaserfrbung. . o3 v s Jhein fn s i e S ety 28
1. ,,Wasserblau -+ Orcein-Mischung*:
‘Wasserblau 1
Orcein 1
Eisessig 5
i Glyzerin 20
Allkohol b0

Aqua dest. ad 100
Von dieser vorriatigen Mischung (1) kommen
6 Tropfen
auf 54 Tropfen
einer spiritudsen Hosinlésung (1 g Eosin ad 100 Alkohol absol.).
In dieser:
2. ,,Wasserblau - Oreein -+ Eosin-Mischung®* (= Mischung 2)
bleiben sie 10 Minuten.
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Dann werden die Schnitte in Seite
Wasser abgespiilt
und sind nun bereit zur
Nachfiithung der sauren Deckschicht der Epithelfasern mit
3. einer 1% igen Lisung des
basizschen Safranins O, 10 Minuten.
Nach einer griindlichen Abspiilung in
destilliertem Wasser
kommen sie kurz, nimlich 10—15 (!} Sekunden,
4. in eine 1% ige Lisung von
Kali bichromicum;
von hier iiber Wasser in Alkohol und schlieBlich in 01 und Balsam.
Zweite Epithelfaserfarbung . . . . . s . m e e e
1. Wasserblau -+ Orcein 4 Eosin-Mischung {‘-I:bthung "’) 10 Minuten,
Wasser.
2. Karbolfuchsin 5 Minuten, Wasser.
3. Alkohol, ()1, Balsam.
Dritte Epithelfaserfarbung . . . . . . . . . . . . e i e
1. Wasserblau 4 Orcein 4 Hosin- \[1-chuug (\Itsehung, 2) 10 Minuten,
Wasser.
2. Karbolgentianaviolett 10 Minuten, Wasser.
3. Alkohol, 001, Balsam.
Bordo -~ Wasserblau-Methode zur Firbung von basischen Eiweifien . . . . . 38
Wasserblau + Eosin -~ Phloxin (Wep)-Methode zur Firbung basischer Eiweile 32
Wasserblaulosung 1%,ig i Tropfen
-+ Wisserige Eosinlosung 1/,%,ig 15 Tropfen
-+ Phloxinlosung 19%ig 15 Tropfen.
Fiirbung der Reduktionsorte (der reduzierenden Eiweille) = Reduktions-
RREDNING & o s e o, oG lot s oo T2 39
(fiir Gefrier-, Zelloidin- und Pamffm-:rhmttl.}
1. Farbenindex: Kalipermanganat.
1) 1%,ige wisserige Losung von KMnO, fiir Gefrierschnitte: 1 Minute,
fiir Zelloidin- und Paraffinschnitte: 2—5 Minuten.
2) Abspiillung in Leitungswasser.
3) Alkohol, 01, Balsam.
Mangan — Methylgriin-Methode (MM.) zur Fiarbung von Sauerstoff- und
Reduktionsorten : A 43

1) 1%,ige Losung von Kalipermanganat, 1 Minute.

2) Ausspiilen in Wasser, solange noch violette Farbwolken abgehen.

3) Mehrere Schnitte werden auf einen Objekttrager aufgezogen, je
mit einem Tropfen Glyzerin versehen und mit einem zweiten
Objekttri dger zurluhtkt Sie verbleiben so eine Nacht.

4) Abspiilen in Wsw-t-
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B) 19/,pige wiisserige Methylgriinlosung, 10 Sekunden. L
6) Wasser, Alkohol, reines Bergamottol.
T) Einbettung in Zederndl.
9. Farbenindex: Elsen-Zyan-Misehung . . . . . . « « « & = &+ « =« « 0l
1) Mischung von 19%igen Lésungen von Eisenchlorid und Ferri-
zyankalium in Wasser zu gleichen Teilen, 5 Minuten,
2) In Leitungswasser abspiilen.
3) Alkohol, Ol, Balsam.
3. Farbenindex: Tetranitrochrysophansiure . . . e ol
{Lisung von Chrysarobin in Hisessig, dazu rauchende \*tlpetl:h'mre)
Die Schnitte kommen in Xylol oder Chloroform, von da 5 Minuten
in die gelbe Losung von Tetranitrochrysophansiure in Chloroform oder
Xylol.
Keratohyalin.
a) Mesoplastinfarbung des Keratohyalins . . . . . . .. .. ... .. 60
1. Losung von Héamatein 4+ Alaun, 5 \Imuivn
9

In Leitungswasser griindlich abspiilen.

3. 1,9 ,ige Losung von Kalipermanganat, nur kurz eintauchen.
4. In Leitungswasser griindlich abspiilen.
5. Alkehol absel., 01, Balsam.

b) Globulin- und Zytosefirbung des Keratohyalins. . . . . o 0
1. Methylgriin + Pyronin -+ Karbol-Mischung, 20 \Iimltﬂ‘l
2. Kurz abspiilen in Wasser.
3. Kurz Alkohol absol.
4. 01, Balsam.

Eleidin.
a) Karminfirbung nach Best, 5 Minuten . . . . . . . ... ... . 6l
Zweimal Differenzierungsfliissigkeit:
Aqua dest. 10 Tropfen,
Methylalkohol 10 Tropfen,

Lig. ammon. caust. 1 Tropfen,
erst 5 Minuten, dann 3 Minuten.
Alkohol, 01, Balsam.

b) Pikro-Karmin-Férbung (Karmin Best) . . . . . . . . . . ... . 62
Pikringiiure-Vorfirbung, 2 Minuten,
Best-Karmin wie oben unter a).

¢) Nigrosinfirbung nach Flemmings Lésung . . . . . . . . . . . . 63

) PIKro=NIgvosli=FAMDUNE" . .« o v« o o ol e om o v o wln e s w8

Konzentrierte wisserige Pikrinsiurelésung 5 Minuten, Wasser.
19/ ige wisserige Nigrosinlosung 1 Minute, Wasser.

Alkohol, 01, B-'tlr-*un

e) Pikro-Nigrosin nach 39/ iger Salzsiurebehandlung. . . . . . . . . . 65
(3 Btunden.)




Trichohyalin. Seite

a) Pikro-Bordo-Férbung. :
1. 1%,ige Bordolisung 1/, Minute, Wasser.
2. Konzentrierte alkoholische Pikrinsiurelisung 1 Minute, Wasser,
bis .kein Pikringelb mehr abgeht, i
3. Alkohol absol. -} 3 Tropfen einer 3% igen Ammoniaklisung, welcher
durch weitere Entfirbung zur Isolierung des Trichohyalins fiihrt.
4. Alkohol, ()1, Balsam.
b) Bordo — Hédmatein-Firbung des Mesoplastins neben Trichohyalin . . . 69 i
1. 19%,ige Bordolisung !/, Minute, Wasser.

69

R T

2. Himatein + Alaun-Losung 156 Sekunden, Wasser.
3. Alkohol absal. 4 3 Tropfen 3%/ iger Ammoniaklésung, 30 Sekunden.,
4. Alkohol, Ol, Balzam.

¢) Bordo — Methylgriin-Firbung der Wurzelscheide neben Trichohyalin . 70
1. Y/,%, Methylgriin 10 Sekunden, Wasser.
2, Ammoniakalische Bordolosung, 1/, Minute
| 4 Teile 19 Bordo 4 | __
| 21, Teile 39/ NH, [ Wasser.
3. Zweite Farbung mit 1/,9, Methylgriin 30 Sekunden, Wasser,
4. Ammoniak-Alkohol
| auf 1 Bchilchen absol. Alkohol |
| 3 Tropfen 3%, NH, |
bis der Schnitt nur noch schwach rot ist.
5. Zweimal Alkohol absol. zur vollstindigen Entwisserung, wobei der
Sehnitt noch rot bleibt.
6. Bergamotteil, worin der Schnitt wieder ergriint, Balsam.
d) Bordo — Methylviolett-Firbung der Wurzelscheide neben Trichohyalin. 71
1. 19/ ige Methylviolettlisung 2 Minuten, Wasser.
2. 1% ige Bordolosung 1 Minute, Wasser.
3 Alkalischer Alkohol, Ol, Balsam.
e) Bordo — Nilblau-Férbung der Wurzelscheide neben Trichohyalin . . .
1. 1%, ige wisserige Nilblaulésung 5 Minuten, Wasser.
2. 19 ige Bordolésung 1 Minute, Wasser.

3. Alkalischer Alkohol, 01, Balsam.

T

Wurzelscheide,
a) Neutralviolettfirbung der Wurzelscheide . . . . . . . . . . .. .. 75

1. 1%, Neutralviolett 2 Minuten, Wasser. {
2. 19, HCL -+ Alkohol absol., 30 Sekunden. i
3. Alkohol, 01, Balsam.

b) Neutralrot — Nilblau-Férbung der Wurzelscheide . . . . . . . . . . 75

1. 19/, Neutralrot 5 Minuten, Wasser.
2. 19, HCl-Alkohol absol. 30 Sekunden, Wasser.
3. 1%, Nilblau 1/, Minute, Wasser.

4. Alkohol, 01, Balsam.
c) Safraninfirbung nach Verdauung mit Pepsin - HCl. . . . . . . . . 77
d) Safraninfirbung nach Verdauung mit Trypsin - Seda . . . . . . . . 78
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Sauerstoii-Reagens 1: Selto
Rongalitwell (BW )2 s iits S s e e e e ool e e e B
Methvlenblan 02
Rongalit 04
Salzsiure (25%ig) 4 Tropfen
Wasser 10°0

Die Mischung wird bis zur Entfairbung erwirmt. Triibt sie sich
beim Erkalten, so wird sie filtriert.
(Nur fiir Gefrierschnitte.)
Firbung fiir Sauerstofforte und Sdureorte: RW. — Safranin-Farbung . 88
1. Gefrierschnitte, 2 Minuten in RW.-Lisung,
In 3 Schalen ausgekochten Wassers abspiilen.
Die Schnitte werden auf Objekttriger aufgezogen und 4 Stunden
bis eine Nacht der Luft exponiert, dann
4. 1'/, Minuten in Safranin O Griibler gefirbt.
5. Griindliche Abspiilung in Wasser; Alkohol, in Zedernsl eingebettet.

w o

Sauerstofi-Ferment :
Poroxydaseliihine < s e o Rt 5 e e e e e e e e e 9D
Benzidin + H,0,.
Schnitte aus dem Alkohol auf den Objekttriger, 1 Minute lang.
Mit Benzidin betropfen,
dann H,0, hinzu bis zur Blaufirbung, sodann in Alkohol absol.,
01, Balsam.
Sauerstofi-Reagens I1:

Neutralviolett (NV.)-Methode fiir Sauerstofforte. . . . . . . . . . . . 101

(Nur fiir Gefrierschnitte.)
1. Stiicke in Wasser von 80° ¢ 2 Minuten eintauchen zur Gerinnung

der flissigen Hiweile.

Stiicke gefriergeschnitten.

Schnitte in '/,%;igem NV., 10 Minuten.

Kurz abspiilen in Wasser.

Entfarben und Entwissern in absolutem Alkohol.

01, Balsam.

o O e 28 bD
e m R A

Saure Kerne.

Himatein — Safranin — Tannin-Férbung . . . . . . . . . . . . . . 107
Hamatein -+ Alaun 1/,—1 Minute, Wasser.
Safranin 1%,ig 20 Minuten, Wasser.
Tannin, konzentriert, 5 Minuten.
Tannin, konzentriert -~ 1 Tropfen alkoholischer konzentrierter
Pikrinséiure 1/, Minute, Wasser.
Alkohol, 01, Balsam.
Fiarbung Wep fiir das basische EiweiB der sauren Kerne . . . . . . . . 108
Eosin — Methylgriin - Pyronin-Methode fiir saure Kerne . . . . . . 110
19,ige alkoholische Bosinlosung 2 Minuten, Wasser.

Pappenheim-Unna 20 Minuten, Wasser.
Alkohol, Ol, Balsam
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Saite
Givkogen-Earhung. - - o 0 S siss e s e e s e e e okl TIB
(Alkohol-Paraffin- oder -Zelloidineinbettung.)
1. Entfernung des Zelloidins (Paraffins) durch Alkohol + Ather, absoluter
Alkohol, Wasser.
2. Methylenblau (oder Viktoriablau), 1%,ige Losung in Spiritus dilutus,
oder Nigrosin (oder Diamingriin), 19/,ige wisserige Losung, 1 Minute,
in Wasser abspiilen.
3. Bestsche ammoniakalische Karminlosung 1 Minute, in Wasser ab-
apiilen.

4. Alkohol, Ol, Balsam.

Fiirbung der Ubergangsschichten der Verhornung.
Basale H oL O e Tl e e e e s DR e kLG
Durch Fixierung in Flemmings Losung, 12 Stunden.
Auswaschen in flieBendem Wasser, 3 Stunden.
Alkohol-Paraffin-Einbettung.

Infrabhaiale: HormSeRIBRE 0 o o i o o e arse oives e oo wh w w0 e by 11D

Durch Firbung mit Bests Karminlosung, 1 Stunde.
Spiritus dilutus.
Alkohol absol., (31, Balsam.

Infrabasale Hornschicht und Kérnerschieht . . . . . . . . . . . . . 116

Durch Firbung mit Bests Karminlésung, 1 Stunde.

Spiritus dilutus und weitere Farbung mit 19/;iger Nigrosinlésung,
10 Minuten.

Spiritus dilutus.

Alkohol, 01, Balsam.

Kollagen,
1) Unnas Vorschrift fiir die van Gieson-Firbung des Kollagens . . . . 136
Baurefuchsin 0-25
Pikrinsiure 1'5
Salpetersiure 15
Wasser ad 100

Die Pikrinsiure wird in heilem Wasser gelost, hierin erst das
Siurefuchsin aufgelist und dann die Salpetersiure tropfenweise zu-
gegeben. In der Mischung bleiben die Schnitte 5—10 Minuten, werden
dann kurz in Wasser abgespiilt und durch Alkohol in Ol und Balsam
gebracht.

2) Blaues Polychrom — Sdurefuchsin -+ Tannin-Methode . . . . . . . . 137

1. Blanes Polychrom, 2—5 Minuten, um so linger, je diinner der
Schnitt ist.

2. In Wasser gut abspiilen.

3. 1,9 ige Siurefuchsin + 339 ;ige Tannin-Mischung.

4. Lange Abspillung in destilliertem Wasser (oder kurze in dem
immer basischen Leitungswasser).

5. Absoluter Alkohol, 01, Balsam.
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Seite
3) Safranin — Wasserblau - Tannin-Methode . . . . . . . . . . . . . 137
1. 1%,ige wisserige Safraninlésung, 10 Minuten.
2. In Wasser gut abspiilen.
3. Frisch bereitete 19/, Wasserblau 4 339, Tannin-Mischung (3 Trop-
fen einer 19/ igen Wasserblauldsung auf 3 em® einer 33°f igen
Tanninlosung), 10—15 Minuten.
4. Lange Abspiilung in destilliertern Wasser.
5. Alkohol absol,, 0l, Balsam.
4) Oreein — blaues Polychrom — Glyzerindther-Methode . . . . . . . . 140

1. 1%,ige spiritudse Orceinldsung ohne Siurezusatz, 15 Minuten.
In Alkohol, 969 ,ig, und in

Wasser kurz abspiilen.

. Blaues Polychrom, 2—5 Minuten.

. In Wasser kurz abspiilen.

. Glyzernathermischung 1 4 Wasser, 1—2 Minuten,

. In Wasser gut abspiilen.

8. Alkohol absol., 01, Balsam.

5) Blaues Polychrom — Oreein=Methode , . . . . . . . . . . . . . . 140
1. Blaues Polychrom, 5—10 Minuten.

e e b

o e
=1

2. In Wasser gut abspiilen.

3. Schnitte auf dem Spatel mit Flielpapier etwas entwissern.

4. 1%, ige spiritudse Orceinldsung ohne Siurezusatz, 15—25 Minuten.

5, Alkohol absocl. | Eventuell beides wiederholen, falls der Schnitt

6. Bergamottdl. | zu blau ist.

Elastin=ERrbIng ooeala o o i ilios i e et bl e e e e e e LD

Orcein 02
Salpetersiiure 20

709/, Alkohol ad 100-0

Die Schnitte verweilen in dieser Losung 8—24 Stunden.
Abspiilen in Wasser.
Alkohol, 01, Balsam.
Man kann nachfriglich eine beliebige Kern- und Plasmafirbung
anbringen. Am besten das blane Polychrom mit Glyzerindtherentfirbung.

Elacm=Fiarbung: » = Giieie o n alaiios e e win due s e ol
(Alkohol-Paraffin- oder -Zelloidin-Schnitte.)
a) Blaunes Polychrom 5 Minuten, Wasser.
Konzentrierte Tanninlosung 5 Minuten, Wasser.
Alkohol, 01, Balsam.
Man kann der Tanninlosung zweckmiBigerweise auch Orange oder
Siurefuchsin zusetzen.

Elacin gegen Kollagen:
b) Blaues Polychrom 5 Minuten, Wasser.
Konzentrierte Tanninlosung <+ 5 Tropfen einer 1°/;igen Orange-
lésung 5 Minuten, Wasser.

Alkohol, 01, Balsam.

i 4 = T
| ] 3 ¥




156
Seite
Elastin — Elacin — Kollagen: . . . . . . . . . 148
¢) SBaure Orceinlésung, eine Nacht.
Griindliche Entfarbung in 29/ iger wiisseriger Salzsiurelisung,
hierauf direkt in Alkohol absol. zur weiteren Entfirbung, Wasser. i

Blaunes Polychrom, 5 Minuten,

In Wasser griindlich abspiilen, bis keine blauen Farbwolken mehr ab-
.'_’\l!ill?!],

Konzentrierte Tanninlosung, 1/, Stunde.

Griindliche Spiilung in Wasser.

Alkohol, ()1, Balsam.
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Sachverzeichnis.

(Die Hauptstellen gind fett gedruckt.)

Affinitat 1, 3, 12, 20, 34, 38, 40, 55, 77, 90,
101, 111, 124, 127, 133

—, oxypolare 40, 62, 63, 127, 134, 143, 144

—, waure-Base- 40, 62, 63, 134, 143, 144,

Agonale Schwankung 90.

Akanthome 26.

Akne 117, 123.

Akridinrot 4+ Pyronin 135.

Akroalbumose 10, 129,

Aktinomykose 27, 120, 121,

Alanin 142,

Albumin 10, 56, 104, 129,

Albumose 10, 59, 65, 104, 129, 138.

Amibben 25.

Amyloid 135.

Anilinblau 135,

Arginin 133, 142,

Azin 104

Azofarbstoffe 135, 138,

Azokarmin 138.

Basale Hornschicht 62, 063, 64, 86, 114, l

115.

Beethaar 53, 84, 86, 116.

Beethaare und Papillenhaarve 116.

Benzidin 94.

Benzidin 4+ H,0, 94, 99,

wBerge™ und , Téler in der Hornschicht 64.

Biegungselastizitit 141.

Blastomykose 148,

Blaues Polychrom 5, 11, 91, 139, 140, 147,

Blaues Polychrom + Alaun 124, 133,

Blanes Polychrom — Glyzeriniither 8, 140,
145.

Blaunes Polychrom — Orzein 27, 140, 148.

Blanes Polychrom — Siiurefuchsin 4 Tan-
nin 137,

Blaues Polychrom — Tannin 147, 148,

Elaues Polychrom — Tannin + Orange 147,

Blanschwarz 138.

Bordo 19, 38, 50, 77.

Bordo — Himatein -~ Alaun 1, 18, 20, 25,
34, 38, 69,

Bordo — Methylgriin 70,
Bordo — Methylviolett 71.
Bordo — Nilblau 72.
Bordo Wasserblau 38,

Crabolfuchsin 33,

Carbolgentianaviolett 33, 49.

Carcinom 123, 125, 126, 127,
148,

CH,-Gruppe 7.

Cholesterin 65, 112, 117.

Cholesterinester 65, 113, 117,

Cholesterinfett 112,

Chondromukoid 85, 97/98.

Chromatin 23.

Chromolyse 2, 9, 11,
127, 128.

Granoplasmas 9.

— von Zytose und Globulin 16.

— der Mastkérner 127.

Chromotrope 138.

Chrysarobin 7.

Cignolin 7.

Collagen s. Kollagen.

Condylome 18, 26, 29—32.

Cystin 50, 134.

Cytose 1, 10, 11, 15, 16, 17, 20, 28, 35, 36,
54, 57, 68, 59, 60, 97, 119.

— und Globulin 1, 15, 16.

—, Globulin und Nukleoproteide 11.

Cytose 8. auch Granoplasma.

134, 146,

15, 24, 39, 53, 105,

— des

Dahlialosung 124, 126,
Dehydrierung s. Wasserstoffentziehung,
Deuteroalbumose 10,

Diaminblaw 138.

Diamingriin 50, 114.

Dibasichrom 12, 14, 60.
Dimethylthionin 124
Diphenylamin 6.

Dritsen 88, 119.

8. auch Talgdriisen, Kniuveldriisen.
.Punkle Zone'* 44—51.
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Eisenzyan 51.

Eiweille, basische 18, 36, 65, 104
—, saure 5, 24, 34, 86, 104, 125.
Eiweill s, auch Albumose,
Ektoplasma 28,

Elacin 146.

— und Elastin 144, 148,

— — und Kollagen 148.

— und Kollagen 147.
Elacinfirbung 147.

Elastin 135, 136, 139, 140.

— und Elacin 144, 148,

— — und Kollagen 148,

— und Kollagen 142,
Elastinfirbung 143, 145.
Elastizitit 141.

Eleidin 52, 59, 61, 116, 118, 138,
—, latentes 64.

Elephantiasis 121.

Endoplasma 28,

Eosin 109, 135,

Eosin — Himatein + Alaun 38,
Eosin — Himatoxylin 23, 35.
Eosin — Methylgriin <4 Pyronin 110, 111,
Eogin, Pikrokarmin 5.
Epithelfazern 28, 29, 59, 135.
Epithelfaserfiirbung 29,
Eurhodin 75.

Farben, basische 5, 125.

—, saure 1, 18.

—, kernfiirbende und plasmafirbende 1.
Firbeformeln 149,

Fermente 36,

S. auch Sauerstoffermente.
Ferrifuchsin 144.

Ferrifuchselin 144,

Fibrinfirbung 33, 135.

Fixation 2.

Flemmings Lisung — Nigrosin 63.
Formalinvorbehandlung 44.
Fraenkelfirbung 138, 139,
Fuchsin 33, 49, 56, 142, 143.

G:l.nglinum*lit*n 88, 122,

5. auch Nerven.

Gansehaut 141.

Gentianaviolett 33, 49, 56, 143.

Globulin 10, 15, 16, 20, 22, 25, 35, 86, 54,
57, 60, 86, 90, 106, 122,

— und Zytose 1, 11, 16.

Globulin- und Zytosefirbung des Kerato-
hyalins 640.

Globulinmetamorphose der Kerne 107, 111.

Glutaminsiure 142,

Glyzerinither 8.

Glyzerinfett 113.

Glyzerinpassage bei der )I?nl,-i-”;'ir'hnn.g 44.

Glykogen 52, 59, 1138, 118.

Glykogenfarbung 114, 115.

Glykokoll 142,

Granolyse 119, 120.

Granoplasma 1, 5, 15, 21, 26, 28, 37, 57,
86, 88, 120, 133, 134, 137.

— &, auch Cytose.

— und Mastzellenkorner 132

Haar 44, 53, 66, 81, 97, 101, 116, 118, 125,
141.

S. auch Tasthaare.

Haarbeet 84, 116,

=, auch Beethaar.

Haarfasern 49,

Haarschaft 44.

Haarzellen 50.

Himatein + Alaun 59, 60.

Himatein Bihmer 54.

Himatein — Safranin — Tannin 107, 108,

Himatoxylin 4 Eosin 23, 35.

Haftfasern 31.

Hansenfirbung 136.

Hauptzellen des Magens 36, 86, 97,

Hautfette 112,

Hemigruppe 59.

Herpes 28.

Histon 65.

Homogene Schwellung 123.

Hornalbumosen 65,

Hornschicht, basale, 5. Basale Hornschicht.

— infrabasale, s, Infrabasale Hornschicht.

—, Eigenfett 113.

—. Haar und Nagel 97.

Hornschichtfett 112, 118.

Hyalin 53, 135, 137.

Hyperoxydase s, Peroxydase.

lndigublu—u 135, 138,

Indigokarmin 135, 138,

Indulin 135, 138.

Infrabasale Hornschicht 55, 64, 113, 114,
115, 116.

Initialsklerose 121,

[nsekten 25.

Izocholesterin 117, 118.

!lml 124.
Jodgummi 115.

Kalipermanganat 39, 82, 84, 99, 102, 104,
134, 143,

— gegen Rongalitweill 82, 104

Karmin 55, 61, 62, 115, 118.

Katalase 35, 36, 91, 95,

Katalysator 90,

-
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Keratin 52, 63, 134, 135.

— und Kollagen 134

Keratohyalin 52, 53, 68, 114, 118, 135,

Keratohyalin und Trichohyalin 65, 105.

Keratosen 138,

Kerne 1, 10, 18, 28, 25, 26, 35, 37, 38, 40,
43, 49, 54—60, 68, 81, 58, 95—97, 99,
101, 104, 106, 119, 135.

— der Driisenzellen 88.

— der Ganglienzellen 836, 88,

— der Knorpelzellen 85, 88.

— der Mastzellen 132.

— der Plasmazellen 88, 119, 122,

—, saure 33, 106.

— — und normale 108—111.

— — und Kernkdrperchen 107.

Kerngrundlage s. Plastin.

Kerngrundsubstanz 21, 37, 108—111.

Kernkdrperchen 1, 11, 15, 23, 26, 28, 33,
356, b7, 59, 86, 97, 106, 1149

— und saure Kerne 106,

Kernkérperchenprobe 58,

Kernkérperchenmembran 38,

Kernmembranen 38,

Kernsaft 21, 108,

Knauveldriisen 43, 44, 81, 116, 119, 125.

Kniuledrisenfett 44, 117, 119,

EKnitchen Ranvier 30, 31.

Knorpel 36, 85, 90, 98, 101, 125, 126, 133,

Kiornerschicht 53, 115,

Kollagen 8,40, 55, 119, 125,183, 139, 144,147.

- und Elazin 147,

— — und Elastin 148,

— und Elastin 142,

— und Keratin 134.

—, basophiles 126, 133.

—, metabasophiles 126, 134.

Kollagenentfirbung 8.

Kongofarben 138,

Lebendfirbung 2, 91.
Lecithin 11.

Leprome 112.

Leuzin 142,
Leukomethylenblau 6, 79.
Lichen acuminatus 56.
Lipoide 11, 59, 129,
Lupus 5, 121.

— verrucosus 148,
Lymphozyten 121.
Lysin 133, 142,

Magen, Hauptzellen 86, 97.
Malachitgriin 12.

Mangan — Methylgriin (MM.) 42, 43.
— — nach Formalin 46.

— — nach Osmiumsiure 46.

Mastzellen 43, 81, 84, 85, 89, 95, 99, 101,
124,

Mastzellenhife 126,

Mastzellenkdrner 35, 84, 90, 96, 125, 128,
139,

— und Granoplasma 132.

Mesoplastin 1, 20, 22, 28, 25 26, 34, 36,
52, 53, 54, HY, 60, 97, 106.

Mesoplastinfirbung des Keratohyalins 60,

— gegen Trichohyalin 71.

Metabasophiles Kollagen 126, 134,

Metachromasie 124,

Methylenblau 5, 56, 79, 82, 89, 100, 114,
124,

— gegen Rongalitweill 82, 89.

Methylenviolett 5, 7.

Methylenweill 6, 79.

Methylgriin 11.

Methylgriin + Pyronin 4 Karbol 1, 13, 23,
38, 39, 56, 60, 91, 99, 119.

Methylgruppe 7.

Methylviolett 12, 71.

Methylviolett — Bordo 71.

Miliaria 125,

Mitosen 84, 97, 112, 133.

Mucin 125, 129, 133.

Miillersche Fliissighkeit 144.

Muskeln 85, 101, 135, 141, 142

Myosin 104,

Myxodem 148,

MNagel 53, 84, 07,

Naphthalin 19.

Naphthol 19.

Naphtholdisulfosiure 19.

Naphtholschwarz 138,

Naphtylamin 19,

Narben 148,

Nebenprodukte der Verhornung 53, 67.

Neosalvarsan 88, 89,

Nervenfiirbung 48, 88, 101.

Neublan 100.

Neutralrot 100.

Neutralrot — Nilblau 75.

Neutralviolett (NV.) 2, 48, 49, 75, 98.

Nigrosin 50, 55. 61, 114, 116, 118.

Nigrosine 135, 138.

Nilblan — Bordo 72.

Nisslkirper 88, 122,

8. auch Granoplasma und Cytose.

Nitrochrysophan s Tetranitrochrysophan-
siure.

Nukleinsiure 90, 122,

Nukleoproteide 1, 10, 11, 13, 18, 24, 25, 28,
86, 87, 39, 52, 56, 58, G0, 86, 106, 119,
133, 134, 137.

— gegen Trichohyalin 70.
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Olsiiure 52, 50, 118.
Ohrenschmalz 118,

Orange 138, 1406.

Orzein 139, 144, 145, 146, 148,

Orzein — blaues Polychrom — Glyzerin-

ither 140,

Orzein 4 Salpetersiure 145.

Orzein — Salzsiiure — blaunes Polychrom
Tannin 148,

Orzin 145,

Osmiuvmdampf 118,

Osminmsiiure 44, 46, 63, 113, 143.

Oxazin 75, 100.

Oxycholesterin 117, 118,

Oxygenase 96, 97.

Oxypolare Affinitit s. Affinitit, oxypolare,

Oxypyrrolidinkarbonsiiure 142,

Papillenhaar 53, 73, 77, 83, 87, 116.
Papillenhsare und Beethaare 116.

Pappenheim-Unna-Firbung s. Methyl-

griin 4 Pyronin -+ Karbol.
Pararosanilin 7.
Peptone 10, 129,
Peroxyde 92, 94.

Peroxydase 35, 36, 91, 93, 94, 99, 126, 127,

Phagozytose 123.

Phenylalanin 142,

Physikalisches bei Firbungen 3.
Pikrinsiiure 134.

Pikro — Blauschwarz 138.
Pikrobordo 69.

Pikrokarmin 50, G1, 62, 68, 69, 134,
Pikro — Naphtholschwarz 138,
Pikronigrosin 50, 61, 63, 64, 138.
— mnach Salzsiiurebehandlung 65.
Pikrosiurefuchsin 134

Plasmazellen 5, 26, 88, 97, 119, 124, 131,

137, 146.

Plastin 1,20,28, 34, 86,87, 52, 50, 97, 108, 135,

Polychrom, blauesg, 5. Blaues Polychrom.
Ponceau 138,

Prolin 142,

Protoplasma 1, 5, 7, 25, 50, 96, 101,
Protozoen 25.

SRadkern® 119,
teduktionsfirbung 40, 142,
Reduktionsorte 2, 36, 39, 82, 91.
Resorcin 13, 144.

Retikuliive Degeneration 28,
Rhinophym 26, 27.

Riesenzellen 123, 146,

tongalit 13, 79, 80, 90.

Rongalitweill (RW.) 2, 7, 36, 58 79, 80, 98,

122, 12b.
— gegen Kalipermanganat 82,
— gegen Methylenblau 82, 89.

Rongalitweill — Safranin 88.
Rosaniline 7, 185, 138.
. Roter Mantel** 68,

Siure-Basen-Affinitat s Affinitit, Saure-
Base-.

Siurefuchsin 50, 134, 135,

— -+ Pikrinsiure 136.

Siurekreis 108.

Siureorte 82, 89, 101, 103,

— gegen Sauerstofforte 82, 89, 97, 101, 103,
104.

Safranin 56, 124, 137, 142, 143.

Safranin nnd Rongalitweill 88.

Safranin nach Pepsin 4+ HCI 77, 78.

Safranin nach Trypsin + Soda 78,

Sauerstoff 2, 25, 28, 51, 58, 125, 134, 136,

138, 145,

, aktiver 35, 79, 90, 92, 94, 112, 122, 126,

132,

—, molekularer 90, 92, 96, 126.

Sauerstoffermente 35, 36, 91.

Sauerstoffkreis 103,

Sauerstofforte 2, 7, 25, 28, 35, 36, 39, 79,
103, 98,

— gegen Saureorte 82, 89, 101.
, primére 90, 95, 98,

—, sekundire 90, 98, 122, 123,

Sauerstoffspeicher 90, 98, 112, 123, 132.

Sauerstoffspender 90, 112, 126, 132.

Sauerstoffstrom 35, 80, 88, 93, 96, 132.

Saure Kerne s, Kerne, saure.

Scharlach (Farbe) 113.

Schaumzellen 27.

Schleim s, Muein.

SSehwarzer Rahmen® 118, 114, 116.

Sehorrhoea oleosa 117.

Sekretfette 118.

Senile Degeneration der Gesichtshaut 146,
145,

Spiralen Herxheimer 31, 32,

Spirochaeta pallida 123,

Spongioplasma 5, 21, 24, 25, 35, 44, 52, 54,
59, 119, 121, 133, 134, 137, 146.

Stockwerktheorie 34,

Btriae gravidarum 148,

Subcutisfett 118.

Sudan 113,

Superbasale Hornschicht 61,

Syphilom 123,

Talgdriisen 26, 44, 45, 63, 84, 117.
Talgdriisenfett 117.

Tasthaare 42, 88, 87, 102,
Tastkorperchen 43.
Tetramethylthionin 7, 124
Tetranitrochrysophansiure &1.
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Thiazine 7, 100.
Thiazinrot 5, 125.
Thiodiphenylamin 6.
Thionin 6.

Toluidinblau 5, 7, 56, 58.
Torsionselastizitit 141.
Trichohyalin 52, 66, 101,
Trichophytie 123,
Trimethylthionin 7.
Trypsin + Soda 78, 105
Tryptophan 134.
Tuberkelbazillen 123.
Tyrosin 134, 142.

Ulcus molle 121.
Urticaria pigmentosa 125,

Variola 28.

Vernix caseosa 63,

— —, Fett 118.
Verwandtschaft s Affinitit.
Viktoriablaa 114, 115,
Viktoriablau — Karmin 115.
Violett Lauth 6.

Unna, Histochemie der Haut.
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Wasserblan 135,
Wasserblan 4 Eosin + Phloxin (Wep) 38,
109.

Wasserblan + Orzein -+ Eosin — Karbol-
fuchsin 33.
Wasserblan <4 Orzein -+ Eosin — Karbol-

gentianaviolett 33.

Wasserblau 4 Orzein 4- Eosin — Safranin
29.

Wasserstoffentziehung 51, 79, 86.

Wasserstoffsuperoxyd zur Sichtbarmachung
der Katalase 93, 94,

Weigertfarbung 143.

Wep s. Wasserblau + Eosin + Phloxin.

Wollfett der Schafe 117, 118.

Wiirmer 25.

Whurzelscheide 40, 43, 66, 82, 89, 101,
104.

Zellenfette 118.

whone, dunkle* 44—51
Zystin s Cystin.
Zytose s, Cytose.
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