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Einleitung.

Die histologische Technik hat sich in den letzten Dezennien zu einem
umfangreichen Gebiude entwickelt und man kann ruhig behaupten, daB die
Fortschritte auf rein morphologischem Gebiete dadurch sehr erfreuliche Re-
sultate aufzuweisen haben. Andererseits mufl freilich auch zugegeben werden,
dafl gerade deshalb in der Erforschung mikrobiologischer Fragen, d. h. in der
mikroskopischen Untersuchung biologischer und chemischer Vorginge an der
tiberlebenden Zelle lange Zeit ein bedauerlicher Stillstand eingetreten war.
Es mag dies vielleicht verwunderlich erscheinen, wenn man bedenkt, daf}
schon vor mehr als 25 Jahren Ehrlich in seiner genialen Arbeit iiber das
»Sauerstoffbedtrfnis des Organismus® an dem Beispiel der Zellatmung gezeigt
hat, welche Menge von interessanten Problemen hier noch der Erklirung
harren. Leider ist der von Ehrlich angezeigte Weg in der folgenden Zeit
nicht allzu hiufig weiter verfolgt worden; der Hauptgrund fiir diese be-
fremdende Tatsache mag wohl in der Schwierigkeit der Technik, welche hier
stets die Untersuchung lebend frischer Organe voraussetzt, liegen. In der
neueren Zeit hat sich nun in dieser Hinsicht ein bemerkenswerter Umschwung
vollzogen, und die Literatur von heute, welche sich mit der Untersuchung von
Lebensdullerungen der Zelle befafit, ist umfangreich und auf den ersten Blick
erdriickend geworden.

Vor allem lassen sich bis jetzt drei Methoden unterscheiden, welche sich
mit der mikroskopischen Priifung vitaler Eigenschaften der Gewebe befassen:
Die erste besteht in dem Nachweis der topographischen Verteilung der oxy-
dierenden Fermente in den einzelnen Gewebsbestandteilen, die zweite priift
das Verhalten des lebenden Organismus gegenitber gewissen Farbstoffen (Vital-
firbung), die dritte endlich bringt das iiberlebende Gewebe mit Farbstoffen
zusammen und sucht auf diesem Wege neue Gesichtspunkte zu gewinnen

(Supravitalfirbung). In der Tat ist auch bereits durch diese drei Methoden
l*
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eine betrachtliche Menge ncuer Tatsachen zu Tage befordert worden, wenn
auch zugegeben werden mul, daf wir dabei noch vielfach mit unerklirten
und bis jetzt unverstindlichen Erscheinungen zu rechnen haben.

Als Hauptzweck der vorliegenden Arbeit habe ich es erachtet, zunichst
fiar die bei der ersten Methode verwendeten Reagentien gewisse allgemeine
Gesichtspunkte und Kriterien aufzustellen, die es ermdglichen, die Brauchbar-
keit eines meuen Reagens von vorneherein abzuwagen. Es erschien mir dies
am so wiinschenswerter, da in letzter Zeit dem alteren Schulze-Winklerschen
Reagens ein neues von Unna hinzugefiigt wurde, welches in vielen, und wie
es scheint grundsitzlich wichtigen Punkten, ginzlich abweichende Resultate
gibt. Es soll daher an Hand der im allgemeinen Teil gefundenen Kriterien
an zweiter Stelle untersucht werden, ob und wie weit das Unnasche Reagens
den aufgestellten Forderungen entspricht. Als Anhang sollen sodann einige
neue Beobachtungen aus dem Gebiete der Vitalfarbung (und zwar mit den
neuen sauren Vitalfarbstoffen) folgen.

Allgemeiner Teil.

Kriterien tiber die Verwendungsfihigkeit eines Reagens zum Nachweis
von Oxydase.

Bei dem mikroskopischen Nachweis von Oxydationsvorgingen in den
Zollen und Geweben hat man zwei Moglichkeiten des Geeschehens in Betracht
su ziehen: Entweder kann eine Oxydation zustande kommen durch den noch
,intra vitam® in den Zellen gespeicherten Sauerstoff, oder aber es wird der
das Praparat umgebende Luftsauerstoff durch fermentative Wirkung der Zellen
zur Oxydation des verwendeten Reagens herangezogen. KEs fragt sich nun,
ob es moglich ist, mittels unserer Sauerstoffreagentien diese beiden Arten der
Oxydation nachzuweisen und, was noch viel wichtiger ist, auch vor allem von
cinander abzutrennen, zu unterscheiden, ob in dem einen Falle diese oder jene
Art von Oxydation vorliegt.

Die MOgliéhkeib, daB sich in einem lebend warm entnommenen und sofort
untersuchten Organstiickchen noch Reste des intra vitam gespeicherten Sauer-
stoffes finden, ist jedenfalls nicht ohne weiteres von der Hand zu weisen; auch
Unna gibt dies zu (15): ,Ich mochte durchaus nicht in Abrede stellen, halte
es vielmehr fiir so gut wie sicher, dald das tiberlebende Gewebe an den Sauer-

stofforten noch Reste des intra vitam dort aufgespeicherten Sauerstoffes enthalt.
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Ob es freilich gelingt, denselben mikrochemisch nachzuweisen, erscheint mir
sehr unwahrscheinlich, es sei denn, dal man die ganze Untersuchung etwa in
einem von Sauerstoff freien Gase vornehmen kénnte, was aber rein technisch
auf groBe Schwierigkeiten stolen wiirde; nur so kénnte man die zweite in
Betracht kommende Moglichkeit ausschalten, da@ nimlich der umgebende
Luftsauerstoff, durch fermentative Wirkung der Zellen aktiviert, die Oxydation
des Reagens bewirkt.

Gunstiger liegen die Verhiltnisse da, wo es sich handelt um den Nach-
welis eben dieser letztgenannten Oxydationsmoglichkeit, namlich um Oxydase-
wirkung. Wenn es namlich gelingt, ein Reagens zu finden, welches sich dem
Luftsauerstoff gegentiber indifferent verhalt oder nur &ulBerst langsam von
demselben oxydiert wird, so sind wir unter Heranziehung aller iibrigen Kri-
terien (Zerstéorung der Oxydasewirkung durch Hitze, Protoplasma-Gifte) bei
positivem Ausfall der Reaktion wohl berechtigt, im gegebenen Fall eine Oxydase-
wirkung anzunehmen.

Es soll nun im folgenden versucht werden, die Frage zu erortern: Welche
Eigenschaften mufl ein Reagens besitzen, um wirklich zum mikroskopischen
Nachweis von Oxydase brauchbar zu sein?

Als selbstverstindlich und nicht zu umgehen soll hier die eine Forderung
vorangestellt werden, dal3 sich der Eintritt einer Reaktion im mikroskopischen
Bild nur dann nachweisen, d. h. fiir das Auge sichtbar machen lassen wird,
wenn damit die Bildung eines Farbstoffes verbunden ist (oder event. auch
wenn wenigstens ein deutlicher Umschlag in der Farbung zustande kommt;
diese letztere Moglichkeit wére theoretisch wohl auch denkbar, kommt jedoch
bei allen bisherigen Reagentien nicht in Betracht, da die verwendeten Leuko-
verbindungen alle nahezu farblos sind). Es handelt sich somit stets zunachst
um farblose Verbindungen, welche sich in reduziertem Zustande befinden und
dann durch Aufnahme von Sauerstoff in die dunklere, farbige Oxydationsstufe
tibergefithrt werden.

Hieran schlieBt sich ohne weiteres die Frage, inwieweit der aus dem
Reagens gebildete Farbstoff event. selbst die eigentliche Oxydasereaktion beein-
fluBt, mit anderen Worten: ob der Farbstoff wirklich am Orte seiner Oxydation
liegen bleibt oder etwa nachtriglich an andere Stellen durch Diffusion hin-
gelangt; bildet doch die Grundlage unserer ganzen histologischen Technik
gewissermaflen die eine Erfahrungstatsache, da@ verschiedene Farbstoffe auch
nur zu verschiedenen, spezifischen Gewebsbestandteilen eine Affinitit besitzen
und niemals alle Teile des Gewebes gleichméflig fiarben. Es liegt auf der
Hand, daf diese im iibrigen so wertvolle Eigenschaft in dem speziellen Falle,
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wo es sich um den Nachweis von Oxydationsvorgingen handelt, die topo-
graphisch genau lokalisiert werden sollen, sehr unerwiinscht ist. Denn ange-
nommen, das verwendete Reagens gelangt nun in Form des reduzierten Leuko-
farbstoffes an irgend einen Gewebsbestandteil, der imstande ist, oxydierend zu
wirken, so wird momentan wirklich an dem Orte des Geschehens eine Reaktion
auftreten; wenn nun aber der durch Oxydation eben gebildete Farbstoff
nicht Affinititen zu dem Ort seiner Entstehung besitzt, so wird er alsbald
durch Diffusion in das iibrige Gewebe austreten und Stellen aufsuchen, zu
welchen er groBere Affinitit besitzt; wir konnen also nicht ohne weiteres den
Ort, an welchem wir im mikroskopischen Bild eine Farbung wahrnehmen, mit
dem Orte der stattgehabten Oxydation identisch erklédren.

Ist es nun denkbar, daB auch die Leukoverbindung eines Farbstoffes,
ahnlich wie eine farbige Oxydationsstufe Affinititen zu bestimmten Gewebs-
bestandteilen besitzt? Diese Fragestellung konnte wohl unter Umsténden
ebenso von Bedeutung sein fiir die Brauchbarkeit eines Reagens auf Oxydationen.
Diese Moglichkeit scheint bisher noch wenig in Betracht gezogen worden zu
sein, ich finde in der Literatur nur eine diesbeziigliche Angabe bei Michaelis
,Einfithrung in die Farbstoffchemie“. Dieser spricht sich allerdings fur das
Gegenteil aus. Gelegentlich seiner Bemerkungen iiber die vitale Farbung des
Nerven mit Methylenblau heit es daselbst: ,... Das Leukomethylenblau hat
aber keine spezifische Verwandtschaft zu den Nervenfasern und diffundiert
deshalb in das Gewebe hinein“. Ich méchte hier Veranlassung nehmen, eine
Beobachtung mitzuteilen, welche doch mehr fiir das Gegenteil spricht; wenn
es richtig ist, da@ das Leukomethylenblau ganz allgemein ausgedrickt zu
irgend welchen Gewebsbestandteilen keine Verwandtschaft besitzt, so mull es
auch gelingen, dasselbe aus dem Gewebe ebenso leicht wieder auszuwaschen,
als es in dasselbe eingedrungen ist, soferne man nur seine vorzeitige Oxy-
dation zu dem blauen Farbstoffe verhindert. Dies laBt sich durch folgende
Versuchsanordnung erreichen: Kin Gefrierschnitt eines frischen Organs wird
fiir kurze Zeit (1 Minute) in eine Losung von Leukomethylenblau gebracht,
so daB er sich mit demselben imbibieren kann. Der Auswaschung der unver-
inderten Leukobase stehen mun zwar insofern Schwierigkeiten entgegen, als
selbst destilliertes Wasser immer noch geniigend Luftsauerstoff enthalt, um
wahrend Vornahme dieses Prozesses eine teilweise Oxydation zu bewirken;
man kann aber diese Schwierigkeit leicht dadurch umgehen, dal man dem
Waschwasser eine Spur einer reduzierenden Substanz (z. B. Hydrosulfit) zusetzt.
Hat man nun den Gewebsschnitt in diesem Wasser griindlich ausgewaschen und
setzt ihn jetzt der Einwirkung der Luft auf dem Objekttrager aus, so zeigt
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sich bald eine zunehmende Blaufirbung des Schnittes, die sich unter dem
Mikroskop als eine distincte Fiarbung einzelner Gewebsbestandteile erweist. Ich
kann mir dieses Resultat nur so deuten, daR eben das Leukomethylenblau von
bestimmten Teilen des Gewebes in irgend einer Weise, sei es nun physikalisch
oder chemisch, fester gebunden war, so fest, dal es an diesen Stellen der Aus-
waschung standhielt; denn wire es durch die Wasserbehandlung iberall gleich-
méflig extrahiert worden, so kénnte nachtraglich keine Bliuung mehr auftreten.

Doch abgesehen von diesem praktischen Versuche, der nur dazu beitrug,
meine anfingliche Vermutung zu bestirken, scheint es mir auch theoretisch
ganz plausibel, dafl ein Leukofarbstoff Affinitaten zu Gewebsbestandteilen besitzt.
Zur ndheren Erlauterung moégen an dieser Stelle einige wichtige Punkte der
Farbstoffchemie vorausgeschickt werden. Die Eigenfarbe eines organischen
Kérpers der aromatischen Reihe (denn nur diese Farbkérper kommen fiir
unsere Zwecke in Betracht) ist gekniipft an die Anwesenheit eines bestimmten
Atomkomplexes, man bezeichnet diesen als ,chromophore Gruppe“, weil er
gewissermaflen die Farbe in sich trigt. s gibt mehrere solche chromophorer
Gruppen, doch liegt es nicht im Rahmen dieser Betrachtung, sie einzeln aus-
zufithren; als Beispiel moge hier nur die ,Azogruppe“ angefithrt werden:
— N =N —. Also zwei dreiwertige Stickstoffatome, deren beide freie Valencen
an je einen Benzolring gebunden sind. Die chromophore Gruppe macht den
aromatischen Kérper zum ,Chromogen®, d. i. zum gefarbten Korper, nicht
aber zum Farbstoff; wihrend namlich letzterer die Eigenschaft besitzt, andere
Korper mit seiner Losung zu firben, ist dies beim Chromogen nicht moglich.
Das Chromogen wird zum Farbstoff erst durch den Hinzutritt der ,salzbil-
denden Gruppe“; wie es verschiedene chromophore Gruppen gibt, so lassen
sich auch verschiedene salsbildende Gruppen unterscheiden, und zwar saure
und basische. Die Konstitution der verschiedenen salzbildenden Gruppen soll
hier tbergangen werden, das Wesentliche fir die vorliegende Untersuchung
1st lediglich die eine Tatsache, da@ erst die Anwesenheit einer salzbildenden
Gruppe im Molekil des gefirbten Kérpers diesem die Fahigkeit verleiht, andere
Korper mit seiner Losung zu farben. Die Fragestellung wird daher in unserem
Falle lauten miissen: ,Wird bei der Reduktion eines Farbstoffes zum Leuko-
koérper die salzbildende Gruppe zerstért oder bleibt sie bestehen?¢ Ist das
letztere der Fall, so ist die Annahme berechtigt, dal auch der Leukofarbstoff
Affinititen zum Gewebe besitzt. Um diese Frage zu beantworten, moge der
Vorgang der Reduktion eines Farbstoffes an dem hier besonders naheliegenden
Beispiel des Methylenblaues gezeigt werden; dieses leitet sich ab vom Thionin
und besitzt die Formel:
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— Methylenblau = Tetramethylthioninchlorid. Die Reduktionsstufe aller Farb-
stoffe besteht nun nicht, wie man annehmen konnte, in der Abgabe von Sauer-
stoff, sondern in der Aufnahme von H-Atomen. Demnach ergibt sich fur das
Leukomethylenblau (methylenweil3) die chemische Formel:

(OHLN < P~ N(CHy),
| ; +HC
e A U
H

Um nun die hierbei vor sich gehenss Verinderung fiir unsere Frage-
stellung richtig verwerten zu konnen, ist es notig, auf die Konstitution des
Methylenblaues noch mit einigen Worten zuriickzukommen. Wie bereits oben
erwahnt, leitet sich dasselbe ab vom Thionin. Das salzsaure Thionin besitzt
die Formel:

HyNs S s e /N H T

o L

Es besitzt also zwei salzbildende Gruppen, wovon die eine Amidogruppe (N H,)
frei bleibt, wahrend die zweite sich zum Salz neutralisiert hat. Bs ist dies
ein fiir viele Farbstoffe typisches Verhalten, das sich in folgendem Satze aus-
driicken 1aBt: Tritt zu dem Molekiil eines Farbstoffes eine zweite salzbildende
Gruppe, so zeigt dieselbe wenig Neigung, sich zum Salz zu neutralisieren.
Aber in einer anderen Richtung macht sich die Anwesenheit einer zweiten
salzbildenden Gruppe hiufig geltend, indem sie die Farbnuance des betreffenden
Farbstoffes vertieft und ihm eine groBere Farbekraft verleiht, da er eben durch
sie stirker basisch bzw. sauer wird. Man bezeichnet daher weitere hinzu-
tretende, salzbildende Gruppen auch als ,auxochrome Gruppen®. Substituiert

man nun in der Formel des salzsauren Thionins die 4 an N gebundenen
H-Atome durch Methylgruppen (CHy), so gelangt man ohne weiteres zur Formel
des Methylenblaues (siehe oben). Als salzbildende Gruppen figurieren daher
beim Methylenblau die beiden Dimethylamidogruppen N (€H:) = Wie bei. der
Amidogruppe, so erhilt auch bei der Dimethylamidogruppe der N die Fahig-
keit, zwecks Salzbildung von seiner dreiwertigen Form in die funfwertige
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tiberzugehen. Dementsprechend ist auch beim Methylenblau der auf der rechten
Seite der Formel stehende N fiinfwertig.

Wenn wir nun nach diesen Erliuterungen die beiden Formeln des Methylen-
blau und des Methylenweil miteinander vergleichen, so zeigt sich, daB auch
das letztere zwel salzbildende Gruppen enthilt, welche nach den Gesetzen der
Farbchemie die Fahigkeit, andere Korper zu firben, bedingen. Ich glaube
daher annehmen zu diirfen, daB auch das Leukomethylenblau wohl Affinititen
zum Gewebe besitzt. Hingegen scheint es mir nicht ausgeschlossen, daf das-
selbe gegeniiber dem oxydierten Methylenblau etwas veranderte Affinitiaten
aufweist, wenn man némlich in Betracht zieht, daB in der salzbildenden Gruppe
auf der rechten Seite der Formel der N beim Methylenblau fiinfwertig, beim
Methylenwei3 dagegen dreiwertig auftritt.

Ich mo6chte diese Frage nicht abschlieBen, ohne noch ein anderes Bei-
spiel gebracht zu haben, welches rzit Sicherheit zeigt, daB ein Leukofarbstoff
sehr wohl Affinitaten zum Gewebe aufweisen kann, wihrend seine Oxydations-
stufe sogar diese nicht besitzt.

Der Indigo

L / N
a0 br
|
\\/’/J B C C‘\\\/"/‘ e
N N
H H

enthilt zwar eine chromophore Gruppe C=C, doch haben die beiden NH-Grup-
pen (welche bei anderen Farbstoffen sehr wohl als salzbildende Gruppen wirken
kénnen) in der Formel des Indigo keine Neigung, mit Sduren Salze zu bilden.
Wenn man nun den Indigo reduziert, so geschieht dies wie bei allen Farb-
stoffen durch Aufnahme von H-Atomen:

skl /O H HO i
- l i — <C C — I
' | ( |
5 i |
. Cl -
N N
H H

Hierdurch werden dem Indigowei3 zwei salzbildende Gruppen (OH) verliehen,
und tatsichlich wird nunmehr der Leukokérper von der Faser so fest ge-
halten, da8 auch der nachtriaglich oxydierte Farbstoff haften bleibt, wahrend
man bekanntlich mit Indigoblau keine Farbung erzielen kann, da dasselbe
eben nur ein Chromogen darstellt.

Abh. d. math.-phys. K1, XXVII, 1. Abh. 2
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Aus dieser Uberlegung ergeben sich ohne weiteres zwei wichtige Konse-
quenzen: einmal mufl bei der Wahl des zu verwendenden Reagens stets genau
gepriift werden, inwieweit hier etwa spezifische Gewebsaffinititen mitwirken,
welche mit der eigentlichen Oxydase-Reaktion nichts gemein haben; anderer-
seits muBl aber auch hervorgehoben werden, dafl gerade dasjenige Reagens
als Ideal zu bezeichnen wire, welches nur zu den oxydativen Fermenten der
Gewebe Affinititen besitat.

Leider wird nun gerade durch diese letztere Tatsache eine weitere
Schwierigkeit zu der Beurteilung der ganzen Fragestellung hinzugefiigt, denn
was wissen wir heute iiber die chemische Konstitution der Zellfermente iiber-
haupt Positives? Obwohl gerade in der letzten Zeit auf diesemn Gebiet von
zahlreichen Forschern sehr viel gearbeitet wurde, ist unser positives Wissen
in dieser Hinsicht doch noch recht gering, davon zeugen am besten die ver-
schiedenen zum Teil sich widersprechenden Theorien. Wird es unter solchen
Umstinden iiberhaupt mdoglich sein, zu entscheiden, ob ein Reagens spezifische
Affinititen zu den Oxydationsfermenten besitzt? Fast scheint es undenkbar,
hier Kriterien aufzustellen; dennoch mochte ich auf einen Punkt hinweisen,
der mir von groBer Bedeutung zu sein scheint. Dald nach dem Bekannt-
werden der Indophenolblau-Reaktion von Winkler wurde von verschiedenen
Seiten darauf hingewiesen, daf es sich moglicherweise um eine einfache Fett-
als
das Indophenolblau schon frither von Herxheimer fiir die histologische Technik
als guter Fettfarbstoff empfohlen worden war. In der Tat kann man auch
bei der Ausfihrung der Indophenolblau-Oxydase-Reaktion die Beobachtung
machen, daB sich dabei auch das Fett farbt. Ich habe jedoch stets gefunden,
daB der Farbton des eigentlichen Fettes ein ganz anderer und wohl zu unter-

farbung handeln konnte. Diese Ansicht erschien um so mehr plausibel

2

scheiden ist von dem rein blauen Ton der wirklichen Oxydase-Granula, auch
tritt die Firbung des Fettes immer erst etwas spater auf, nachdem schon
vorher die Granula ihren Farbton angenommen haben. Es ist dieser Vorgang
ohne weiteres verstindlich, wenn man bedenkt, daB sich nach kurzer Zeit in
der Reaktionsflissigkeit Spuren von Indophenolblau durch die energische
Oxydase-Wirkung bilden, die dann natiirlich von den Fettsubstanzen ge-
speichert werden; doch glaube ich, daf es wohl immer gelingen wird, diese
beiden Vorgidnge von einander zu unterscheiden und das um so leichter, als
uns im Sudan jeder Zeit eine treffliche Kontrollfarbung zur Verfiigung steht.
' Schwieriger liegen die Verhiltnisse dann, wenn es sich darum handelt, auch
eine Farbung lipoider Substanzen auszuschlieBen. Die Moglichkeit, dafl es
\ sich bei Winklers Reaktion um eine Lipoidfirbung handelt, ist eingehend von
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Dietrich (2) diskutiert worden, welcher zu folgender Anschauung gelangt: ,Ist
somit die Bildung des Naphtholblaues (Verfasser meint das Indophenolblan
bei der Reaktion von Winkler, Naphtholblau ist dem Indophenolblau nicht
gleich zu setzen und hat mit der Winklerschen Reaktion nichts zu tun !) zum
wesentlichen Teil bedingt und gefoérdert durch eine iiberlebende Fahigkeit,
bzw. fermentativ wirkende Substanzen in der Zelle, so 1aBt sich aus der
Lokalisation der Farbung auf die Lagerung solcher wirksamen Bestandteile
nicht schlie@en. Der gebildete Farbstoff wird vielmehr von den fettartigen
Elementen aufgenommen, und wohl auch aufgespeichert“. Mit anderen Worten :
Dietrich glaubt auf Grund seiner Untersuchungen annehmen zu miissen, dafl
es sich nur um eine Farbung lipoider Substanzen handle, dal die Orte der
Farbstoffspeicherung nicht identisch seien mit dem Sitz der Oxydasewirkung.
Er hat jedoch eine zweite Moglichkeit, welche wohl ebenso berechtigt ist,
nicht in Betracht gezogen: Man kénnte doch auch annehmen, daB die Zell-
oxydase gerade an das Vorhandensein lipoider Substanzen gebunden ist. Dal3
eine derartige lipoide Hille sehr wohl denkbar ist, lehrt uns ohne weiteres
das Beispiel der roten Blutkérperchen, welche ja zwar mit der Zelloxydase
nichts gemein haben, aber bei den Oxydationsvorgéngen im Organismus doch
eine wichtige Rolle spielen. Nun ist in letzterer Zeit eine sehr exakte, ex-
perimentelle Arbeit von H. M. Vernon (20) erschienen, welche sich mit der
,Abhéangigkeit der Oxydasewirkung von Lipoiden®“ eingehend befafit. Ich halte
dieselbe fiir wichtig genug, um einiges daraus wiederzugeben:

,Narcotica lassen bis zu einer gewissen Konzentration die oxydierende
Kraft der Gewebe unbeeintrichtigt oder erhchen dieselbe. Bei groBerer Kon-
zentration des Narcoticums erleidet die Oxydase Schadigungen. Die doppelte
oder dreifache Konzentration der Anfangswirkung zerstort sie vollstandig.
Gifte, abgesehen von lipoidloslichen Stoffen, haben einen viel ausgedehnteren
Wirkungsbereich auf die Oxydase. So ist die Formaldehyd-Konzentration,
welche die Oxydase g#nzlich inaktiviert, 1330 mal so groB3 wie die zuerst
einwirkende.

Die Konzentrationen der Narcotica, welche die Anfangswirkung verur-
sachen, sind nur wenig hoher als diejenigen, welche rote Blutkoérperchen lack-
farben machen. Daraus liBt sich die Folgerung ableiten, dal die Wirkung
der Indophenoloxydase von Lipoiden abhiéingig ist, vielleicht von Lipoid-
membranen, welche die Gewebsoxygenase und Peroxydase zusammen halten

und ihre gemeinsame enzymatische Tatigkeit ermoglichen.“
Es ist klar, daBl diese Resultate fiir unsere Fragestellung nach den Kri-

terien des zu verwendenden Reagens von groBter Bedeutung sind. Wenn es
2#




e e £ £ T o

12

erwiesen ist, daB die Oxydasewirkung tatsichlich aufs engste mit lipoiden
Substanzen verkniipft ist, so kommen als Reagens die lipoidloslichen Farbstoffe
bzw. deren Leukokérper in Betracht. Nun besitzen zwar zahlreiche Farbstoffe
einen geringen Grad von Lipoidléslichkeit, als eigentliche Fettfarber sind
jedoch vor allem die indifferenten Farbstoffe zu bezeichnen. Als indifferente
Farbstoffe faBt Michaelis alle diejenigen Farbstoffe zusammen, welche keine
salzbildende Gruppe besitzen; es wiaren also hierhin auch die reinen Chromo-
gene zu rechnen. Beziiglich des genaueren muBl auf Michaelis verwiesen
werden. Ferner zeigen fettfarbende Eigenschaften die sogenannten amphoteren
Farbstoffe: Finden sich an einem Chromogen mehrere salzbildende Gruppen
in der Weise, daBl sich die sauren und die basischen Gruppen das Gleich-
gewicht halten, so resultiert hieraus ein Farbstoff, welcher zugleich die Eigen-
schaften der sauren und basischen Farbstoffe besitzt, der ,amphotere Farb-
stoff. Von dem Satz, dal das zu verwendende Reagens keine speszifischen
Gewebsaffinititen besitzen darf, ware also die eine Ausnahme zu machen, dal3
Fettfarber unter Umstinden sogar vorteilhaft sein konnen, namlich unter der
Voraussetzung, dafl die Oxydasewirkung tatsichlich aufs engste verkniipft ist
mit gewissen Substanzen von fettartiger Beschaffenheit. Fiir die Indophenol-
oxydase scheint dieser Zusammenhang mit Lipoiden durch die oben zitierte
Arbeit von Vernon so gut wie bewiesen.

Endlich ist noch einer weiteren Forderung zu gedenken, welche meines
Erachtens bei Ausfilhrung der Oxydasereaktion nicht iibersehen werden darf.
Nakano (8) macht gelegentlich der Besprechung der Pappenheimschen Modifi-
kation der Oxydasereaktion die Angabe, dafl ,alte Losungen die Reaktion
schneller und starker“ herbeifithren. Ich mochte vor der praktischen Ver-
wertung dieser Angabe warnen und sogar empfehlen, stets moglichst frisch
bereitete Reagentien anzuwenden, und zwar aus folgendem Grunde: Schénbein
hat meines Wissens zuerst darauf hingewiesen, daBl Guajaktinktur und iiber-
haupt die Phenolasereagentien bei Berithrung mit dem Sauerstoff der Luft
Peroxyde bilden. Bach (1) hat in neuester Zeit sich dahin ausgesprochen:

,Die Phenolasereagentien — Guajaktinktur, Hydrochinon, Pyrogallol, Guajakol,
Paraphenylendiamin usw. — gehoren ausnahmslos zu den oxydierbaren Stoffen,

die den molekularen Sauerstoff unter Peroxydbildung aufnehmen. Werden
zum Nachweis der Peroxydase nicht frisch dargestellte, sondern teilweise oxy-

dierte und daher bereits peroxydhaltige Reagentien verwendet, so wird das
vorhandene Peroxyd durch die Peroxydase zur Oxydation des Reagens be-
fahigt, wobei die Wirkung der Phenolase durch die des Systems Peroxydase
L Peroxyd vorgetiduscht wird. Auf richtig bereitete Reagentien iibt Peroxy-
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dase nicht die mindeste Einwirkung aus, so lange in diesen kein Peroxyd
nachweisbar ist.* Da nun wahrscheinlich die Peroxydase im Organismus
haufig im innigen Zusammenhang mit Oxygenase vorkommt (Vernon nimmt
eine Verbindung beider mittels einer lipoiden Hille an), so ist es ohne wei-
teres klar, da alte peroxydhaltige Reagentien zu verwerfen sind, wo es sich
um den mikroskopischen Nachweis von Oxydase handelt.

Zusammenfassung.

Aus obigen Betrachtungen lassen sich also folgende Forderungen fiir die
Beschaffenheit eines Reagens auf Oxydase ableiten:

I. Es muB} die oxydierende Wirkung des molekularen Luftsauerstoffes aus-
geschlossen werden konnen, d. h. die Oxydation des Reagens darf sich
an der Luft nur sehr viel langsamer vollziehen, als an dem zu unter-
suchenden Gewebsschnitt, da es sonst nie moglich ist, zu unterscheiden,
ob eine Oxydation auf Kosten der Gewebsoxydase oder eine einfache
Oxydation durch den molekularen Luftsauerstoff vorliegt.

I Der als Reagens verwendete Farbstoff darf keine spezifischen Gewebs-
affinititen besitzen; insbesondere ist die Tatsache in Betracht zu ziehen,
daB auch die Leukoverbindung eines Farbstoffes Affinititen zu Gewebs-
teilen besitzen kann, was aus der Beobachtung hervorgeht, dal z B.
Leukomethylenblau sich aus dem Gewebe nicht mehr auswaschen IlaGt.

III. Von der eben aufgestellten I Forderung ist eine Ausnahme zu machen,
wenn es sich um Fettfarber handelt; da es nun so ziemlich erwiesen
ist, dall die Oxydasewirkung an gewisse noch nicht nsher bekannte
Lipoidsubstanzen gebunden ist, so steht der Verwendung dieser Farb-

; stoffe nichts im Wege, soferne sie der Forderung I gerecht werden.

IV. Das verwendete Reagens muf frei sein von Peroxyden, da sonst die in
Jedem Gewebsschnitt vorhandene Peroxydase in Reaktion tritt und
moglicherweise die Wirkung der Oxydase vortauscht. Dieser Forderung
kann man jeder Zeit leicht dadurch geniigen, dall man nur frisch
bereitete Losungen verwendet.

Entspricht also ein Reagens diesen vier Bedingungen, so kann es (unter
Heranziehung anderweitiger Kriterien fiir Oxydase, Verhalten gegen Hitze,
Protoplasmagifte usw.) zur mikroskopischen Untersuchung auf Oxydase ver-
wendet werden. Ks soll nun im folgenden untersucht werden, inwieweit das
Unnasche Rongalitweifl diesen Anforderungen entspricht.
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Uber P. G. Unnas Rongalitweiss.

Rongalitweiy (aus Methylenblau durch Reduktion mit Rongalit entstanden)
nennt Unna (15) ein von ihm empfohlenes Reagens zur Darstellung der ,Sauer-
stofforte“ des tierischen Gewebes. Schon in dem von Unna selbst gewihlten
Ausdruck der ,Sauerstofforte liegt eine gewisse Reserviertheit, indem hier-
durch (zunichst wenigstens) weder behauptet wird, dafl es sich dabel um eine
Oxydase-Reaktion handelt, noch iiber die Art und Weise der Sauerstoffbindung
im Gewebe etwas bestimmtes ausgesagt ist. Im weiteren Verlauf seiner Unter-
suchungen spricht sich jedoch Unna ziemlich bestimmt dahin aus, daB es sich
bei seiner Reaktion insbesondere bei der Fiarbung der Kerne um eine Oxydase-
wirkung handelt; so heift es z. B. in Abschnitt 6 (Kritik der bisher befolgten

Methode): ,. . . Steht es nunmehr fest, daB die Sauerstofforte nicht oder
wenigstens nicht nur als Sauerstoffansammlungen wirken, sondern als echte
Katalysatoren, die den molekularen Luftsauerstoff zu aktivieren vermogen .. .¢

Desgleichen in Abschnitt 11 (das Wesen der Sauerstofforte): ,Die bisher ge-
wiirdigten Tatsachen machen allerdings das Vorhandensein einer Oxydase im
Kern in hohem Grade wahrscheinlich.“

Diese beiden Auflerungen sprechen sich immerhin so deutlich nach einer
bestimmten Anschauung hin aus, dafl es wohl berechtigt sein wird, nachzu-
priifen, ob die Unnasche Methode das leistet, was von einem derartigen Reagens
verlangt werden mufl; ich glaube mich dazu umsomehr berechtigt, da ein
einfacher Vergleich der nach Unna erhaltenen Bilder mit dem Farbungs-
resultat der Schultzeschen Oxydase-Reaktion die groBten Gegensitze erkennen
laBt. Es spricht ja diese Verschiedenheit der Resultate nicht ohne weiteres
gegen eine der beiden Reaktionen, seit wir wissen, daBl es im Korper nicht
,die Oxydase“ sondern vielleicht sehr vielerlei Oxydasen gibt; immerhin bleibt
aber diese Verschiedenheit der Reaktion erst recht ein Grund, welcher uns
zur Vorsicht und zu kritischer Nachpriiffung mahnt. Es muB auffallen, da}
gich bisher so wenige Autoren mit der Nachpriifung der Unnaschen Reaktion
befaBBt haben, wihrend die Schultzesche Oxydase-Reaktion schon so zahlreiche
Bearbeitungen erfuhr. FErst in der letzten Zeit erschien eine eingehende Ar-
beit von Oelze (10), welche gegen die Unnasche Reaktion Stellung nimmt;
dieselbe enthilt einige Versuche, welche auch ich bereits im Sommer vorigen
Jahres in ahnlicher Weise ausfithrte und welche mich auch zu &hnlichen
Schliissen veranlaflten, wie sie Oelze in seiner Arbeit zieht. Leider war ich
gezwungen, meine Untersuchungen in dieser Richtung auf lédngere Zeit zu
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unterbrechen, so dafl ich mich jetzt in einigen Punkten darauf beschrinken
kann, die tibereinstimmenden Resultate Oelzes zu bestitigen und nur noch
einzelne neue Beobachtungen hinzuzufiigen. Zunéchst soll nun versucht werden,
klarzulegen, ob und wie weit das Unnasche Reagens den im allgemeinen Teile
aufgestellten Forderungen entspricht.

Die erste Bedingung, daBl namlich das Reagens dem molekularen Luft-
sauerstoff gegeniiber unempfindlich sein mufl, scheint beim Rongalitweil er-
fallt zu sein. Es stellt sich namlich dar als eine schwach gelbliche Losung,
welche auch bei langem Stehen an der Luft wenig Neigung zeigt, sich zu
oxydieren; dennoch mufl darauf hingewiesen werden, daB diese Unempfind-
lichkeit nur eine scheinbare ist; in Wirklichkeit kann namlich das reine Leuko-
methylenblau nicht an der Luft bestehen, es oxydiert sich sofort zu dem
blauen Farbstoff. Diese leichte Oxydierbarkeit ist im Unnaschen Reagens
unterdriickt durch einen starken Uberschu@ des Reduktionsmittels Rongalit;
wie bedeutend dieser Uberschufl an reduzierender Substanz ist, geht am besten
aus folgendem Versuch hervor.

Die Originalvorschrift des Unnaschen Reagens lautet:

Methylenblau . . . . 0,2
Bonmaiits 0 U as agid
Salzsiure (25%) . . . 4 Tropfen
Wasser = o ioaamniis o G100,

Stellt man nun folgende zwei Losungen her:

I. 2%ig wasser. Losung von Methylenblau | entsprechend dem °/o Gehalt bei-
II. 4%0ig wasser. Losung von Rongalit J der im Unnaschen Reagens,

so miuBten bel entsprechendem HCI-Zusatz gleiche Teile beider Losungen zur
Reduktion nétig sein; in Wirklichkeit geniigen jedoch 7 Tropfen von Lésung II,
um 2 cem von Losung I nach entsprechender Ansduerung und Erwérmen zur
Reduktion zu bringen. Da nun 7 Tropfen der Losung II erst knapp einem
halben Kubikzentimeter entsprechen, so geht daraus hervor, dafl im Unnaschen
Reagens das Rongalit in einer reichlich viermal so groBen Menge vorhanden
ist, als sie zur Reduktion des vorgeschriebenen Quantums Methylenblau nétig
wiare! Solche Mengen reduzierender Substanz koénnen wohl kaum ohne Be-
eintrachtigung des Gewebes (es handelt sich doch um frische Organschnitte)
angewendet werden, und es laBt sich schwer annehmen, daf die Zellen hier-
durch nicht in ihrem vitalen Verhalten beeintriachtigt werden.

Eine weitere Schwierigkeit liegt in der Wirkungsweise des verwendeten
Reduktionsmittels begriindet. Rongalit, das Natriumsalz der Sulfoxylsiure in
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Verbindung mit Formaldehyd unterscheidet sich von anderen Reduktionsmitteln
dadurch, dal es seine reduzierende Wirkung erst bei Temperaturen von 70
bis 80° entfaltet. Setzt man jedoch etwas Saure zu dem zu reduzierenden
Farbstoff, so erfolgt die Reduktion bereits bei gewdhnlicher Temperatur. Die
saure Reaktion halt also gewissermaflen die reduzierende Wirkung des Rongalit
yaktive, HKEs ist dies ein zweites Moment, welches die Brauchbarkeit des
Rongalitweil beeintrichtigt; wird namlich diese saure Reaktion durch Alkalien
aufgehoben, so tritt momentan Blaufarbung auf. Man kann sich davon leicht
iiberzeugen, wenn man auf Filtrierpapier einen Tropfen der sauren Rongalit-
weilllosung bringt; man kann dieses Papier trocknen lassen, ohne daB eine
Oxydation seitens der Luft eintreten wiirde; bringt man aber dazu eine Spur
einer ganz verdinnten Natronlauge, so farbt sich die berithrte Stelle augen-
blicklich blau. DaB diese Tatsache auch Unna bekannt ist, geht aus einer
anderen Arbeit dieses Autors hervor, in welcher er das mit Rongalitweil
impriagnierte Filtrierpapier als Reagens zur Priifung des Oxydationsvermogens
der Hautsekrete empfiehlt. Es heilt daselbst: ,Alkalien bewirken ebenfalls
eine Blauung, aber (wie es scheint) nicht direkt, sondern indirekt. Wir haben
namlich in der Losung neben Methylenwei die freie Formaldehydsulfoxyl-
saure, denn die gebildete Ameisensdure oder H,S0, bindet einen Teil des
Natriums des Rongalit und macht etwas Saure frei. Diese stark reduzierende
Saure vermag schon in der Kalte der Oxydation seitens der Luft das Gegen-
gewicht zu halten. Wenn aber Alkali dazukommt und diese Saure bindet, so
kann der Luftsauerstoff ungehindert seine oxydierende Wirkung entfalten.
Also auch hier hat man darauf zu achten, ob die zu priifende Substanz sauer
oder alkalisch ist, da in letzterem Falle mdglicherweise eine Oxydation seitens
der Luft vor sich geht.* Merkwiirdigerweise erwahnt Unna diese Moglichkeit
einer Fehlerquelle in seiner Arbeit iiber die ,Sauerstofforte® (15) mit keinem
Wort. Ob die Alkalien die Blauung (wie sich Unna ausdriickt) direkt oder
indirekt bewirken, scheint mir fiir das Wesen der Reaktion ziemlich gleich-
giiltig zu sein und andert nichts an der Tatsache, da3 damit dem Reagens
gewisserma@en eine neue unbekannte GroBe hinzugefiigt ist, welche die Be-
urteilung der Oxydationsvorginge mindestens erschwert.

An zweiter Stelle war im allgemeinen Teil die Forderung aufgestellt
worden, daB der verwendete Farbstoff keine spezifischen Affinitdten zu be-
stimmten Gewebsbestandteilen besitzen darf. Es geniigt hier wohl auf das
Kernfarbungsvermogen und auf die Affinitéit zu Mastzellgranulis beim Methylen-
blau hinzuweisen, um zu erliutern, da@ dasselbe spezifische Affinititen sehr
wohl besitzt; daB solche Affinititen auch gegeniiber lebendem wund iiber-
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lebendem Gewebe vorhanden sind, beweist weiterhin die vitale Nervenfirbung,
sowie die Darstellung verschiedener Zellgranula durch Methylenblau bei vitaler 1
Farbung., Endlich habe ich bereits im allgemeinen Teil gerade an der Hand 1;
des Methylenblaues zu zeigen versucht, da wohl auch die Leukobase Gewebs- H

z

affinititen besitzt. KEs soll an dieser Stelle nur nochmals darauf hingewiesen

werden, dafl diese Annahme begriindet wurde 1. durch das feste Haften des
Leukomethylenblaues gegeniiber Auswaschung und 2. durch die chemische
Konstitution desselben. Andererseits scheint allerdings das Leukomethylenblau
andere Affinitdten zum lebenden Gewebe zu besitzen, als das Methylenblau; ;
wie endlich das Methylenblan zum fixierten Objekt (wie jeder andere Farb-
stoff) sich grundséitzlich verschieden verhalt, als zum lebenden, so ist dieses
abweichende Verhalten auch vom Leukofarbstoff zu erwarten; in der Tat gibt i
ja auch der fixierte und mit Rongalitweil behandelte Schnitt ein ganz anderes

Resultat. Durch diese Uberlegungen diirfte eine Reihe von Punkten, welche e
Unna fiir seine Annahme anfiithrt, daf es sich bei der RongalitweiBmethode il
um eine Farbung der Sauerstofforte handelt, in Frage gestellt werden. Zu-
néchst sucht Unna die Moglichkeit auszuschlieBen, daB es sich bei der Far-
bung der Kerne um eine gewohnliche Kernfarbung handeln kénnte, indem er
die Frage aufwirft: ,Ist es ansgeschlossen, dal} sich wahrend des nachherigen
Auswaschens in (lufthaltigem) Wasser aus dem Rongalitweil Methylenblau
schon auBlerhalb des Gewebes bildet, welches dann natiirlich sofort eine blaue

Kernfarbung wie gewohnlich bewirken wiirde?“ Diesen Einwand sucht Unna
zu entkraften mit dem Hinweis darauf, dafl dies bei richtiger Ausfithrung der
Methode nicht moglich sei: ,der Schnitt kommt direkt aus dem Rongalitweil3
in ein groBeres Schilchen mit destilliertem Wasser, in dem er rasch hin und

her bewegt wird. Das iiberschiissige Methylenweil, welches das Wasser dem
Schnitt entzieht, mischt sich nun mit dem ebenfalls austretenden Rongalit- |

iiberschul und wird ohne Entstehung einer Blauung abgespiilt. Der Schnitt, i
welcher sich dabei allm#hlich stellenweise blau farbt, befindet sich mithin j
keinen Augenblick in einer von Methylenblau gefarbten Umgebung®. Damit ’ &
st allerdings der eine Einwurf entkraftet, dal das in dem Waschwasser ge- F‘
bildete Methylenblan als solches sekundar eine Kernfirbung bedingt; doch :3

scheint mir diese Moglichkeit iiberhaupt ziemlich ferne zu liegen, daB erst !

. - t
das durch Oxydation auBlerhalb des Gewebes entstandene Methylenblau eine §
Kernfarbung bewirken koénne. Wenn man andererseits annimmt (und zu dieser i

Annahme berechtigen die Ausfibrungen im allgemeinen Teil immerhin), daB
das Leukomethylenblau wie das Methylenblau selbst von den Zellkernen be-
gierig festgehalten wird, wihrend es z B. in anderen Gewebsbestandteilen nur ’

Abh. d. math.-phys. K1. XXVII, 1. Abh. 3 iyl




e e e A T . e o T

18

locker sitzt, so ist es ohne weiteres klar, da@ nach erfolgter Auswaschung
(auch wenn genau nach Unnas Vorschrift vorgegangen wurde) ein Bild resul-
tiert, das einer Kernfirbung mit Methylenblau vollstandig entspricht. Wenn
man sich also auf den immerhin ebenso berechtigten Standpunkt stellt, daf
die Leukokorper von Farbstoffen ebenfalls Gewebsaffinititen besitzen konnen,
so wird die obige Beweisfithrung Unnas ihre Kraft verlieren miissen.

Einen weiteren Beweis fiir seine Behauptung, dafl die Kernfarbung keine
gewohnliche Methylenblaufarbung sei, sucht Unna in der ,besonderen Empfind-
lichkeit der Farbung, die der gewohnlichen Farbung mit Methylenblau nicht
zukommt¢, Diese besondere Empfindlichkeit @uBert sich nach Unna in der
, Vernichtung der Sauerstofforte durch Hitze, neutrale Salze, Alkohol, Phenole
und andere Protoplasmagifte“. Demgegeniiber ist zu erwiahnen, daB-es auch
bei der gewdhnlichen Methylenblaufirbung von groBem Unterschied ist, ob
man die Farbung am iberlebenden oder an einem durch chemische oder
physikalische Agentien alterierten oder gar abgetdteten Gewebe vornimmt.
Warum sollte nicht auch das Leukomethylenblau gegeniiber lebendem und
totem Gewebe sich verschieden verhalten? Ich glaube, daB gerade hierin der
wichtigste Fehler der Rongalitweimethode zu suchen ist.

Die dritte der im allgemeinen Teil aufgestellten Forderungen war die,
daB der als Oxydase-Reagens verwendete Farbstoff der Gruppe der indifferenten
Farbstoffe angehéren soll; begriindet wurde die Forderung einerseits durch
die Tatsache, daB die Oxydasewirkung nach den neuesten Untersuchungs-
ergebnissen aufs engste gekniipft ist an gewisse Lipoidsubstanzen und da@3
andererseits gerade die indifferenten Farbstoffe sich durch Lipoidloslichkeit
auszeichnen. Das Methylenblau mit seinem ausgesprochenen basischen Charakter
entspricht natiirlich dieser Forderung nicht. Hiergegen wire nun allerdings
ein Einwand zu machen: Das Methylenblau eignet sich bekanntlich (wie auch
viele andere basische Farbstoffe) sehr gut zur Supravitalfirbung; es lassen
sich damit vor allem die Leukocytengranulationen am unfixierten Abstrich-
und Schnittpraparat darstellen. Nun spielt aber nach den neueren Anschau-
ungen bei der Supravitalfirbung gerade die Farbstoffspeicherung in lipoiden
Membranen eine wichtige Rolle; nach Pappenheim (11) u. a. handelt es sich
hier ,um eine Speicherung basischer Farbstoffe in (der lipoiden Hille) der
priformierten Granulationen“. Nun zeigt aber das Methylenblau selbst keine
Loslichkeit in lipoidlésenden Stoffen; schiittelt man eine gesittigte wisserige
Loésung von Methylenblau mit etwas Chloroform durch, so nimmt dasselbe
zwar meist eine leichte Farbung an, die jedoch nur auf Verunreinigungen des

Farbstoffes zuriickzufithren ist. Es scheint also hier ein Widerspruch zu be-
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stehen zwischen der Lipoidunl@slichkeit des Methylenblaues einerseits und
seiner Fahigkeit supravital die lipoiden Hullen der Granulationen zu firben,
andererseits. KEs ist das Verdienst von Overton (9), diese Frage geklart zu
haben; er hat gezeigt, da} Lecithin, Protagon und Cerebrin in sehr verdiinnten
Losungen der basischen Anilinfarben suspendiert, diese Farbstoffe reichlich
speichern. Man kann nun eben diese basischen Farbstoffe auch in Chloroform,
Benzol, etc. zur Losung bringen, wenn sich darin eine der drei genannten
Verbindungen in Losung befindet. Daraus geht hervor, daB die gespeicherten
Farbstoffe in Form einer starren Lésung vorhanden sein miissen. ,Die Speiche-
rung 1st nichts anderes als die Verteilung des Farbstoffes zwischen einem
fliissigen und einem festen LoOsungsmittel, wobel das letatere das viel grdBere
Losungsvermogen fiir die betreffenden Farbstoffe besitzt (Overton). Ks konnte
nun nach diesen Erwigungen den Eindruck machen, dafl die oben von mir
aufgestellte Forderung, daB fur die Oxydase-Reaktion die indifferenten und
amphoteren Farbstoffe in erster Linie in Betracht kommen, tiberflissig wére;
demgegentiber ist zu bemerken, dal gerade den indifferenten Farbstoffen die
in diesem Falle so wertvolle Eigenschaft zukommt, auBer ihrer Lipoidléslich-
keit keine spezifischen farberischen Qualititen gegeniiber dem Gewebe zu be-
sitzen. Ks soll diese Frage weiter unten nochmals beleuchtet werden bei
Besprechung einer neuen Reaktion mit Indigoweil.

Der 4. Forderung fir ein Oxydase-Reagens, dafl es namlich keine Per-
oxyde enthalten soll, kann auch beim Unnaschen Reagens leicht nachgekommen
werden, indem eben nur frisch bereitete Losungen verwendet werden.

Einige Betrachtungen tiiber die mit Rongalitweiss erzielten
Farbungsresultate.

Versuch: Man bringt in das Unnasche Rongalitwei3 einen beliebigen
Schnitt eines lebend-frischen Organes und gleichzeitig damit ein ebenso grof3es
Stiickchen reines Filtrierpapier. Wenn man nun beide Objekte gleichzeitig
genau nach Unnas Vorschrift weiter behandelt, so zeigt sich, daB der Gewebs-
schnitt wie das Filtrierpapier sich in der gleichen Zeit blau farben, es ist
also keine beschleunigende Wirkung der Gewebsoxydase im Verhéltnis zur
gewoOhnlichen Luftoxydation bemerkbar, man mite denn annehmen, daf3 auch
im Filtrierpapier sich &hnliche oxydierende Fermente befianden, was freilich
ein Unding ist. Dieser Versuch zeigt vielleicht am deutlichsten, daf3 die hohe
Empfindlichkeit des Leukomethylenblanes gegen molekularen Luftsauerstoff

beim Rongalitwei nur momentan verdeckt ist durch den bedeutenden Uber-

3*
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schufl an reduzierender Substanz und saurer Reaktion, daB sie aber sofort zu-
tage tritt, wenn diese Faktoren beim Auswaschen im Brunnenwasser aus-
geschaltet werden. Auf diese Tatsache ist in letzter Zeit auch von Oelze (10)
hingewiesen worden, welcher schreibt: ,Farben wir nun ein Stiick in destil-
liertem Wasser eingeweichtes Filtrierpapier in Rongalitweil in der Unnaschen
Weise, so dokumentiert sich dieses durch die eintretende intensive Farbung
als ein Sauerstoffort ersten Ranges.“ Das wichtigste scheint mir dabei der
Befund zu sein, daB sich das Filtrierpapier ebenso rasch farbt, wie der Ge-
websschnitt, dafl wir also auch umgekehrt nicht berechtigt sind, die Farbung
des Gewebsschnittes auf Oxydasewirkung zurtickzufithren.

Weiterhin mochte ich mit einigen Worten auf die von Oelze (10) be-
schriebene ,primire Sauverstoffirbung® eingehen, da dieselbe auch von mir
beobachtet wurde. Oelze schreibt: ,Die Schnitte bleiben also nach Unna im
Rongalitwei8 ungefiarbt.“ Gerade das Gegenteil habe ich gefunden. Legt
man eine Gefrierschnitte in Rongalitweil, so sieht man klar und deutlich,
daf3 die Schnitte in der typischen Farbe des Farbstoffes gefarbt wird. Diese
Farbung ist nicht etwa schwach, sondern auffillig und kriftig, eigentlich gar
nicht zu fiibersehen. Nach einiger Zeit verschwindet sie wieder . . .“ Bei
meinen ersten Versuchen, welche ich vor einem Jahr mit Rongalitweil aus-
fithrte, habe ich bereits ein derartiges Verhalten beobachtet, aber nach dieser
Richtung hin nicht weiter verfolgt, da es mir nicht wahrscheinlich erschien,
daR sich daraus irgend welche wichtigen Konsequenzen ziehen lassen wiirden.
Nachdem nun von anderer Seite, wie es scheint, diesem Vorgang eine groBere
Bedeutung beigemessen wird, mochte ich wenigstens eine diesbeziigliche Notiz
aus meinen fritheren Versuchsprotokollen an dieser Stelle wiedergeben.

Versuch: Frische Milz vom Kaninchen; ein Gefrierschnitt kommt auf
2 Minuten in Rongalitweil B. Es tritt sofort eine leichte Blaugriinfirbung
der Pulpa auf, wihrend die Follikel weil bleiben; nach Ablauf einer Minute
ist die Farbung wieder verschwunden.

DaBl die Farbung ,auffallig und kraftig¢ sei, wie dies Oelze gefunden
hat, konnte ich nicht beobachten, dieselbe war im (Gegenteil so schwach, dafl
ein klares Bild unter dem Mikroskop nicht zu gewinnen war. Ich verzichtete
daher auch des weiteren auf eine mikroskopische Kontrolle dieses Vorganges.
Zur Deutung der Erscheinung wiren zunichst zwei Moglichkeiten in Betracht
zu ziehen, einmal konnte es sich handeln um Reste des intra vitam gespeicher-
ten Sauerstoffes, welcher momentan einen Teil des in dem Reagens vorhandenen
Leukomethylenblaues zur Oxydation bringt; wahrscheinlicher jedoch scheint

es zu sein, daB eben bei der vorhergegangenen Prozedur (Ubertragen des
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Schnittes in das Rongalitweil) Spuren von Luftsauerstoff vom Gewebe in irgend
welcher Weise gebunden (und vielleicht auch aktiviert) wurden. DaB die
Farbung dann alsbald wieder verschwindet, darf nicht Wunder nehmen, nach-
dem schon oben nachgewiesen wurde, in welch reichlichem Uberschufl das
reduzierende Rongalit in dem Reagens vorhanden ist. Oelze scheint sich bei
seinem Krkldrungsversuch der ersteren Anschauung zuzuneigen, wenn er schreibt:
,Durch den Sauerstoff, welcher sich in der Schnitte befindet, bzw. welcher
durch die in dem Gewebe enthaltenen Fermente aktiviert wird, wird eine
entsprechende Quantitait der Leukobase in den Farbstoff zuriickverwandelt.«
Ob es sich tatsichlich um den bereits in dem Gewebe vor dem Tode vor-
handenen Sauerstoff handelt, liele sich eigentlich nur dann mit Sicherheit
entscheiden, wenn es gelingen wiirde, die ganze Prozedur unter Ausschluf3
der Luft vorzunehmen, was jedoch praktisch genommen auf fast uniiberwind-
liche Schwierigkeiten stot.

Ich moéchte an dieser Stelle einen Versuch einschalten, der vielleicht ge-
eignet ist, die ganze Erscheinung noch anders zu erkliren. Die von Oelze
zuerst beschriebene ,primire Sauerstoffarbung“ laBt sich ndmlich auch ohne
Anwesenheit von lebendem Gewebe gewissermaflen ,in vitro“ nachahmen.
Als ich mich mit dem chemischen Verhalten des Rongalitwei8 ndher befafite,
suchte ich unter anderem auch die Wirkung von Wasserstoffsuperoxyd fest-
zustellen und erhielt dabei ein eigenartiges Resultat, wie der folgende Versuch
zeigen soll:

Man bringt in ein Reagensglas einige ccm des Unnaschen Rongalitweil3,
das man zweckmaflig mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers ver-
diinnt. Gibt man nun dazu aus einer Pipette ca. 1 cem Wasserstoffsuperoxyd,
so kann man alsbald beobachten, wie eine deutliche griinblaue Verfarbung
des Reagens auftritt; diese Farbung bleibt jedoch nicht bestehen, nach 30 Se-
kunden bis hochstens 1 Minute ist sie verschwunden, an ihre Stelle ist wiederum
der leichtgelbliche Farbton des Rongalitweill getreten. Damit ist jedoch die
Reaktion noch nicht beendet. Wartet man nun noch eine weitere Minute, so
kann man leicht beobachten, wie sich an der Oberflache der Flissigkeitsséule
ein intensiv blauer Ring bildet, der sich zusehends nach unten in der Fliissig-
keit ausbreitet, bis man endlich nach ganz kurzer Zeit eine tief dunkle
Fliissigkeit vor sich hat, welche nunmehr genau der Farbe einer konzentrierten
Losung von Methylenblau entspricht. Gleichzeitig mit dem Auftreten der
2. Blauung macht sich ein unangenehmer, intensiver Schwefelgeruch bemerk-
bar. Die ganze Erscheinung zerfallt also in drei wohl getrennte Abschnitte:
Zuniéchst nach dem Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd die primire Blauung,
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dann folgt ein Moment der totalen Entfarbung, woran sich nach kurzer Zeit
die zweite definitive und viel intensivere Blauung anschlieBt. Es ist sehr
naheliegend, diesen ganzen Vorgang mit der von Oelze beschriebenen ,pri-
méren und sekundiren Sauerstoffarbung® in Vergleich zu bringen. Die Aehn-
lichkeit ist noch um so gréBer, als auch bei dem Versuche ,in vitro¢ die
primére Blauung wesentlich schwicher ausfillt, und der erzielte Farbton ein
mehr griinlicher ist, als bei der zweiten definitiven Blauung; es verhilt sich
namlich die erste Blauung zu der zweiten, sowohl was ihre Intensitit als auch
was den Farbton betrifft, genau so, wie die primére Sauerstoffirbung eines
Schnittes zur sekundéren.

Wie wire nun diese auf den ersten Blick gewifl scltsame Erscheinung
des Hin- und Herschwankens eines Farbstoffes zwischen seiner Leukobase und
seiner gefiarbten Oxydationsstufe zu erklaren? DaB das an und fir sich sehr
leicht oxydierbare Leukomethylenblau durch Zufiigen von Wasserstoffsuperoxyd
momentan sich oxydiert, ist ja leicht verstdndlich; ebenso ist es auch be-
greiflich, daB sich dann das in so groBem UberschuB vorhandene Rongalit
geltend macht und das eben gebildete Methylenblau nochmals reduziert. Wie
erklirt sich aber die nunmehr folgende energische zweitmalige Oxydation?
Ich denke, daB hiefiir der alsbald auftretende Schwefelgeruch einen wichtigen
Fingerzeig geben diirfte, er deutet auf nichts anderes hin als auf eine ein-
getretene Zersetzung des in dem Reagens vorhandenen Rongalit. Wenn aber
der UberschuB8 an Rongalit vollends unwirksam geworden ist durch den Zu-
satz von Wasserstoffsuperoxyd, so ist es ohne weiteres verstandlich, daB der
umgebende Luftsauerstoff nunmehr seine Wirkung entfaltet und die Leukobase
energisch oxydiert.

Wenn wir nunmehr die aus dem Reagenzglasversuche gewonnene An-
schauung auf die Reaktion am Schnittpriparat iibertragen, so wiren hieraus
folgende Schliisse zu ziehen: Der den Schnitt vor dem Einlegen umgebende
Luftsauerstoff wird von gewissen Gewebsbestandteilen unter Peroxydbildung
aufgenommen. Nun wirkt der Peroxydsauerstoff beim Einlegen des Schnittes
auf die Leukobase und bringt dieselbe zum Teil zur Oxydation (,primére
Sauerstoffirbung“ nach Oelze). Alsbald macht sich der reduzierende Einfluf
des iiberschiissigen Rongalits geltend: Reduktion. Weiter kann nun zuniichst
beim Schnittpraparat die Reaktion nicht vor sich gehen, da die minimalen
Mengen Peroxydsauerstoffes, welche ein diinner Gewebsschnitt enthalt, ver-
braucht sind; bringt man nun aber den Schnitt in (lufthaltiges) Brunnenwasser,
so kann von neuem Peroxydbildung stattfinden, und diese ist nun ihrerseits
leicht imstande, die jetzt nur mehr in kleiner Menge im Schnitt vorhandene




Rongalitmenge zu iiberwinden (sekundéire Sauerstoffirbung). Was aber aus
diesen Beobachtungen fir die Beurteilung und Wertschitzung der ganzen
Unnaschen Reaktion hervorgeht, ist die Tatsache, daf dieselbe durchaus nicht
als ein so einfacher und leicht iiberblickbarer Vorgang anzusehen ist, und
dal sie vor allem nicht als eine Oxydase-Reaktion im strengen Sinne aufge-
faBt werden darf. Loele(7) gibt in seiner Theorie der Oxydasefarbung fol-
gende Definition:

,Wenn in einem System vorhanden sind:

1. oxydierende Substanzen,

Do

Leukoverbindungen, die durch aktiven Sauerstoff in Farbstoffe umge-
wandelt werden,
3. H 0.

so 1st die Oxydation der Farbstoffe abhingig:

1. von der Natur der oxydierenden Substanzen,

Do

von der Natur und Konzentration der Leukoverbindung in wisseriger

Losung,

3. von der Konzentration des H,0, (starke Losungen hemmen),

4. von der Temperatur,

5. von der Anwesenheit chemischer Koérper, die an sich nicht oxydieren,
aber selbst leicht oxydierbar sind (Aldehyde, Phenole),

6. von der Anwesenheit anderer chemischer Korper (Salze, Alkohole usw.).“

Nun enthalt aber das Unnasche Reagens eine Leukoverbindung, die zu
ihrer Oxydation nicht des aktivierten Sauerstoffes bedarf, sondern schon durch
den molekularen Luftsauerstoff zum Farbstoff umgewandelt wird; daneben
befindet sich in der gleichen Lésung in starkem Uberschufl eine stark redu-
zierende Substanz, das Rongalit; es ist klar, daB durch diese Kombination die
Beurteilung des ganzen Vorganges sehr erschwert wird. Dennoch mochte ich
mich nicht der radikalen Anschauung Oelzes anschlie@en, der ,die ganze
Rongalitweilfarbung fiir eine einfache Farbung durch Methylenblau“ hilt.
Jedenfalls sind die beiden Erscheinungen der priméiren und sekundéiren Blau-
ung streng auseinanderzuhalten in Hinsicht auf ihr Zustandekommen. Die
Moglichkeit, dafl die primare Blauung durch einen fermentativen Prozef zu-
stande kommt, scheint mir wohl diskutabel; dagegen durfte die sekundire
Blauung in dieser Richtung nicht gut verwertbar sein, da der Reagenzglas-
versuch gezeigt hat, dafl das Rongalit durch peroxydartige Verbindungen
jedenfalls eine tiefgreifende Umwandlung erfihrt, so dal nunmehr die Leuko-
base leicht oxydiert werden kann.
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Es sollen nun noch einige andere Farbungsresultate mit Rongalitweil3
besprochen werden: Am frischen Blut laBt sich die ,primére Blauung® am
schonsten verfolgen; man bringt auf einen Objekttriager einen Tropfen Blutes
und gibt dazu moglichst wenig Rongalitwei. Das Ganze wird nun mit Deck-
glas eingedeckt und umrandet. Man beobachtet sofort schon makroskopisch
eine intensive Blauung. Unter dem Mikroskop zeigt sich alsbald, daB die
Blauung von den gefirbten roten Blutkérperchen herriihrt; nur mufl auf-
fallen, dafl nicht alle Erythrocyten die Farbe angenommen haben, sondern
daB ein Teil derselben absolut ungefarbt ist, wihrend andere das tiefste Blau
zeigen. An den iibrigen Formelementen des Blutes (sowohl Leukocyten wie
Lymphocyten) lafit sich nicht die geringste Farbung wahrnehmen, sie sind
vielmehr tberall als helle glinzende Kugeln zwischen dem ebenfalls leicht
blauen Plasma sichtbar. Nach kurzer Zeit kann man nun beobachten, wie
das Blau der Erythrocyten immer mehr abblaBt, die reduzierende Wirkung
des Rongalits macht sich geltend. Was bei dem Versuche am auffallendsten
ist, durfte die Erscheinung sein, dafl sich die Kerne an dem frischen Blut-
praparat absolut nicht farben, wahrend doch am frischen Gewebsschnitt gerade
die Kernfarbung am augenféilligsten hervortritt. Auffallen mufl fernerhin,
daB3 an den Leukocyten keinerlei Granula zur Darstellung kommen. Ich habe
nun weiterhin versucht, die Reaktion auch am Blutausstrich zu priifen. Am
unfixierten, nur lufttrockenen Ausstrich 148t sich dieselbe leider nicht durch-
fiihren, da alle Elemente sofort von der Unterlage geldst und fortgeschwemmt
werden, wohl aber gentigt ein ganz kurzes Formoldampfen (15 Sekunden)
um den Ausstrich geniigend am Objekttriager haften zu lassen, so daB man
die Reaktion samt nachfolgendem, griindlichem Auswaschen genau wie beim
Schnittpraparat vornehmen kann. Bei dieser Methode fiel mir vor allem auf,
wie ungleich die Resultate an den einzelnen Praparaten angehen, obwohl
samtliche auf die gleiche Weise behandelt wurden. So waren z B. in der
Regel die Erythrocyten ganzlich farblos; dann trat plotzlich an einem Pri-
parate eine ziemlich deutliche, blaugriine Farbung derselben auf, ohne dal3 an
der Technik der Ausfithrung etwas geidndert worden wire. KEbenso konnte
ich manchmal eine Kernfirbung der Leukocyten beobachten, wahrend sie in
anderen Fallen ausblieb. Nur das farberische Bild der Lymphocyten blieb
sich stets gleich: Kern ausgespart, nahezu farblos und ohne irgend welche
Struktur; Protoplasma als schmaler dunkler Saum sichtbar, von feinsten staub-
formigen Granulis erfilllt, mit einzelnen dunkleren gréBeren Granulis. Bei
einigen wenigen Lymphocyten findet man der runden Form eigentiimlich auf-
sitzende halbkugelige Gebilde, die in der Mitte meist eine helle Vakuole er-
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kennen lassen (Kunstprodukte?). Es ist mir trotz vieler Bemiihungen und
zahlreicher Versuche nicht gelungen eine Erklarung fir diese eigenartigen
Farbungsdifferenzen zu finden; manchmal wollte es mir scheinen, als ob eine
Anderung in der Einwirkungsdauer der Formoldampfe von EinfluB ware,
indem bei moglichster Abkiirzung der Formolisierung die Farbung der Ery-
throcyten begiinstigt wurde, doch diirfte dieses Moment jedenfalls nicht bei
der wechselnden Kernfirbung der Leukocyten in Betracht kommen, so daR
ich es vorziehe, auf Erklarungsversuche in dieser Hinsicht zu verzichten.

Jedenfalls werden die mitgeteilten Resultate geeignet sein, auch in dieser
Hinsicht zu groBer Vorsicht in der Verwertung der Unnaschen Rongolitweif3-
Methode zu mahnen.

Den ,Sauerstofforten an Formalinpraparaten“ hat Unna in seiner Arbeit
ein eigenes. Kapitel gewidmet. Ich mochte auch hierzu einige Bemerkungen
machen, da ich bei der Nachpriifung vielfach zu widersprechenden Resultaten
gelangte. So hei3t es in dem Versuchsprotokoll S. 22: ,Organe des Kaninchens:
Sofort nach dem Tode in Formalin gelegt. Nach 5—6 Stunden mit CO,-Schnee
vereist und geschnitten, 2 Minuten in Rongalitwei. Niere: Stark geblaut
sind die Kerne der Glomeruli, der geraden Harnkanalchen und der Schleifen.
Dagegen sind die Epithelien der gewundenen Harnkanilchen und deren Kerne
nahezu farblos. Daher treten bei schwacher VergréBerung die Nierenpapille
und die Glomeruli blau hervor, wihrend die Rinde im allgemeinen farblos
und nur abwechselnd blau gestreift erscheint. Erythrocyten ungefiarbt.©

Dagegen erzielte ich an der Niere des Kaninchens nach Formalinfixierung
nahezu das Gegenteil: Schon makroskopisch fiel an dem Schnitt der Kontrast
zwischen der fast farblosen Papille (vgl. Unna) und der blauen Rinde auf.
Mikroskopisch zeigte sich, daB samtliche Sammelkanilchen fast ungefirbt
waren, wihrend die in den Kapillaren gelegenen, vereinzelten Erythrocyten
tief blaugriin tingiert waren (dagegen Unna: Erythrocyten ungefirbt!). Man
konnte nun vielleicht annehmen, da@ die Niere bei meinem Versuch nicht
lange genug in Formol fixiert war; dies trifft jedoch nicht zu. Auffallend
st ferner die Tatsache, dall in den groBeren Blutgefillen der Nierenrinde die
Erythrocyten keine Farbe angenommen hatten. Hingegen sahen an einem
formolfixierten Lebergefrierschnitt die Kapillaren wie injiziert aus von den
dunkelblau-griin gefarbten Blutk6érperchen. Was das verschiedene Verhalten
der Erythrocyten in Nierenpapille und in den GefiBlen der Rinde betrifft, so
mochte ich noch bemerken, daf sich bei lingerem Verweilen des Schnittes in
Brunnenwasser eine eigentiimliche ,Verschiebung des Farbstoffes in der Weise
geltend macht, dafl nunmehr derselbe aus den Erythrocyten heraus in das

Abh.d. math.-phys. K1. XXVII, 1. Abh. 4
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umgebende Gewebe diffundiert und hier eine deutliche Kernfirbung hervor-
ruft, wihrend in den Kapillaren der Papille jetzt kein einziges gefarbtes rotes
Blutkorperchen mehr zu sehen ist. Dagegen bemerkt man in der Nierenrinde,
dal die vorher ungefirbten Erythrocyten der groflen Gefafle nun einen schon
griinen Farbton angenommen haben. Uber die formolfixierte Milz schreibt
Unna: ,Protoplasma der Milzzellen stark blau, Kerne ungefiarbt. Starkste
Farbung in den Milzknotchen. Erythrocyten ungefarbt.«

Auch hier erhielt ich abweichende Resultate. Wenn man die Milz noch
wihrend des Auswaschens -in Wasser bei LupenvergroBerung betrachtet, so
fallen ohne weiteres die Milzfollikel als helle Punkte auf. Bei mikroskopischer
Untersuchung bestiitigt sich, daf gerade die Milzfollikel am schwichsten ge-
farbt sind. Als dunkle Punkte treten in ihnen nur die wiederum tief dunkel-
blaugriinen Erythrocyten hervor. Bei lingerem Verweilen in Wasser macht
sich die gleiche ,Verschiebung® bemerkbar: Die Erythrocyten haben ihre in-
tensive Farbe abgegeben und die Lymphocyten sind jetzt so stark tingiert,
wie dies bei einer gewdhnlichen Methylenblaufirbung der Fall ist. Ich glaube
daraus schlieBen zu diirfen, daB das Methylenblau wahrend der Wasserbehand-
lung des Schnitts die eigentlichen Orte seiner Entstehung verlafit und durch
Diffusion in diejenigen Gewebsbestandteile gelangt, zu welchen es chemische
Affinititen besitzt. Es ist dies gewiBl ein weiterer Punkt, welcher zu grofler
Vorsicht in der Bewertung der mit Rongalitweil erzielten Resultate mahnt.

Das Ergebnis dieser Versuche veranlaBte mich ferner, zu priifen, inwie-
fern etwa der Blutgehalt der Organe die Reaktion beeinflulen konnte. Ich
wurde dabei vor allem von dem Gedanken geleitet, dal wiederholtes Gefrieren-
lassen und wieder Auftauen das Blut lackfarben macht; mit anderen Worten:
daBl das Hamoglobin aus den Blutkérperchen austritt, eine Tatsache, die ja
der Physiologie lingst bekannt ist. Da nun die zu untersuchenden Organe
auf dem Gefriermikrotom einem solchen ProzeB unterworfen werden, so schien
es mir wohl berechtigt zu priifen, ob dabei Hamoglobin in die Gewebe dif-
fundiert, dieselben impriagniert, und so etwa oxydierende Eigenschaften der
Gewebe vortiuscht, welche in Wirklichkeit auf Kosten des Hamoglobins zu
setzen sind. Zur Entscheidung dieser Frage wurde einem eben getdteten
Kaninchen eine Kaniile in den linken Ventrikel gebunden und nach Eréffnung
des rechten Vorhofes unter konstantem Druck eine auf Korpertemperatur er-
wiarmte physiologische Kochsalzlosung so lange eingeleitet, bis die ausstromende
Fliissigkeit keine Blutreaktion mit Guajaktinktur und H,0, mehr gab. Die
Arteria renalis der einen Seite war zuvor unterbunden worden, um die eine

Niere als bluthaltiges Organ in Vergleich ziehen zu koénnen. Nach Beendigung
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der Durchspiilung wurden Gefrierschnitte von beiden Nieren mit Rongalitweil
gefarbt, es ergab sich jedoch keine Differenz. Die Gefriermethode ist also
auch in dieser Hinsicht als einwandfrei zu bezeichnen, nachdem schon wvon
anderer Seite nachgewiesen wurde, dafl das Gefrierenlassen die Oxydase-
wirkung nicht schadigt.

ZUS&ll”lD’]GI]fRSSUDg.

Aus den mitgeteilten Beobachtungen geht hervor, daB das Unnasche
reagens unter Umstanden wohl geeignet ist, neue Aufschliisse nach verschie-
dener Richtung hin zu bieten, daB man jedoch in der Verwertung der damit
erzielten Resultate moglichst vorsichtig und kritisch vorgehen moge. Die
Anfangs gehegte Erwartung, dafl das RongalitweiB ein neues Oxydasereagens
darstellt, hat sich nicht erfillt.

Die grofte Schwiache des Reagens liegt in der Verwendung eines Farb-
stoffes, der zum lebenden wie zum toten Gewebe ausgesprochene Affinititen
besitzt.

Die groBle Empfindlichkeit des Leukomethylenblaunes gegen Luftsauerstoff
ist nur verdeckt durch den UberschuB3 an reduzierender Substanz, die ihrer-

seits wieder in ihrer Wirkung auf den Ablauf der ganzen Reaktion nur eine
weitere Komplikation darstellt.

Insbesondere bei der sekundadren Bliduung des Schnittes im Wasser lagt
sich oftmals unter dem Mikroskop unschwer eine ,Verschiebung® des Farb-
stoffes verfolgen, indem derselbe nachtraglich durch Diffusion diejenigen Orte
aufsucht, welche Methylenblau iberhaupt bevorzugt.

Es scheint, dafl die Reaktion unter sonst gleichen Bedingungen nicht
immer das gleiche Resultat gibt; so decken sich die von Unna an Formalin-

praparaten erzielten Bilder nicht mit den auf Seite 25 von mir mitgeteilten 1‘;4‘
Befunden. ‘ L1
i
Die Schultzesche Oxydasereaktion. ik 5’
: Ji
Zum Vergleiche sel hier kurz die bekanntere Schultze-Winklersche Oxy- gl

dasereaktion herangezogen, um zu zeigen, dall dieselbe sehr wohl den im
allgemeinen Teil aufgestellten Forderungen entspricht.

An erster Stelle war daselbst verlangt worden, dafl das Reagens dem
molekularen Luftsauerstoff gegeniiber indifferent sei oder wenigstens nur
sehr langsam durch denselben oxydiert werde. Dieser Forderung wird das

Schultzesche Reagens in hohem Mafle gerecht. Es beruht namlich auf der
4% i
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oxydativen Synthese von Indophenolblau aus e-Naphthol und Dimethylpara-
phenylendiamin. In dem Reagens ist somit zundchst auch noch nicht die
Leukoverbindung des Indophenolblaues vorhanden, woraus sich seine grofle
Unempfindlichkeit gegeniiber Luftsauerstoff erkliart. Zur Synthese bedarf es
einer Spaltung des molekularen Luftsauerstoffes (0,) in seine Atome -O-O-; die
Synthese der Leukoverbindung kommt durch den Eintritt eines O-Atomes zu
stande, wahrend das zweite O-Atom dann erst zur Oxydation zu Indophenol-
blau verwendet wird. Dieser Prozel geht unter Einwirkung der Luft nur
aullerst langsam vor sich, wird aber durch die oxydierenden Fermente sehr
beschleunigt.

Die zweite Grundbedingung fiir ein Reagens auf Oxydase ist die, daB der
verwendete Farbstoff keine spezifischen Gewebsaffinititen besitzen darf. Auch
dieser Bedingung entspricht das Indophenolblau (von seiner Eigenschaft als
Fettfarber soll weiter unten die Rede sein). Das Indophenolblau besitzt die
Formel
_UsHyNH,

NG
NgyH;=0
es ist ein amphoterer Monochinonfarbstoff und besitzt als solcher keine che-
mischen Affinitidten zum FEiweill, wohl aber kommt ihm als solchem die
Fahigkeit zu, Fett physikalisch zu farben.

Gerade hierin liegt meines Erachtens ein weiterer Vorzug dieses Farb-
stoffes fiir seine Verwendung als Oxydasereagens. Es war oben im allgemeinen
Teil auf die bemerkenswerten Untersuchungen von Overton hingewiesen worden,
welcher zeigte, daB die Oxydasewirkung an Lipoidsubstanzen gebunden sei.
Aus eben diesem Grunde ist das Lipoidfarbungsvermoégen des Indophenolblaues
nicht als Nachteil zu betrachten (Dietrich), sondern zu begriflen. Der letazten
im allgemeinen Teil aufgestellten Forderung kann jederzeit dadurch ent-
sprochen werden, da8 man stets frisch bereitete Liosungen verwendet. Es soll
an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen werden, daBl es als ein sehr
fraglicher Vorteil betrachtet werden mull, wenn empfohlen wird mit alten
Losungen zu arbeiten, da diese ,besser farben“. Der Gehalt alter Losungen
an Peroxyden kann nicht ohne weiteres erkannt werden, und es kann daher
leicht der Fall eintreten, daf die Wirkung der Oxydase durch das System
Peroxydase |+ Peroxyd vorgetauscht wird.

Es zeigt sich also, daB die Indophenolblaureaktion in allen Punkten den

Forderungen entspricht, die an ein Oxydasereagens gestellt werden miissen.
Seither sind auch schon zahlreiche interessante Ergebnisse durch dieselbe
zu Tage gefordert worden. Ich mochte in dieser Hinsicht einige Befunde
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mitteilen, welche sich mir nebenbei wihrend meiner Beschaftigung mit dem
Wesen dieser Reaktion ergaben. Vorher mochte ich noch erwahnen, daB ich
mich bel meinen Versuchen stets der Modifikation nach Gierke bediente (der-
selbe verwendet bekanntlich eine Mischung der zwei Losungen von a-Naphthol
und Dimethylparaphenylendiamin in physiologischer Kochsalzlésung ohne Alkali-
zusatz). Bei der Walil dieser Modifikation lieB ich mich von dem Gedanken
leiten, dall die Oxydasereaktion eine Art Supravitalfirbung darstellt und daB
es daher wiinschenswert erscheint, Losungen zu verwenden, welche die Lebens-
funktionen der Zellen nach Moglichkeit schonen. Hierzu diirfte sicher die
physiologische Kochsalzlosung und insbesondere der Mangel des Alkalis am
giinstigsten sein. Dafl sich in der Kochsalzlosung nur minimale Spuren beider
Substanzen losen, kann sicher nicht als Nachteil betrachtet werden, wenn man
bedenkt, welch geringe Farbstoffkonzentrationen bei der Supravitalfirbung eine
ausgiebige Tinktion der zelligen Elemente bewirken.

Nach den Literaturangaben sollen die Lymphocyten keine Oxydasereaktion
geben, ich fand diese Angabe nicht bestitigt in dem folgenden Versuch:
Lymphdriise vom Meerschweinchen; ein kleines Stiick derselben wird auf dem
Objekttrager in einem Tropfen der Oxydasemischung nach Gierke zerzupft
und dann mit einem zweiten Objekttriger unter sanftem Druck zerquetscht.
Der erhaltene Brei wird mit einem Deckglas eingedeckt und mit Immersion
untersucht. Resultat: Alle Lymphocyten zeigen nach kurzer Zeit ganz ver-
einzelte dunkelblaue Granula. Die Zahl der Granula eines Lymphocyten
schwankt am haufigsten zwischen 4—8, seltener mehr als 10—12, so daf3
dieselben stets ohne Mihe gezéihlt werden koénnen. Thre Grofle ist nicht kon-
stant (feinste und etwas groBere), die Form stets kugelig. Es ist mir. nicht
gelungen, in der bisherigen Literatur einen &hnlichen Befund beschrieben
zu finden. :

Ferner mochte ich noch folgendes Resultat erwéhbnen: Blutausstrich vom
Menschen, luftgetrocknet, ohne Formoldiampfung; Zusatz eines Tropfens Oxy-
dasereagens nach Gierke, Deckglas, Betrachtung mit Immersion. Alle Leuko-
cyten zeigen momentan eine ausgiebige Granulierung, die sich im Verlauf
von 5 Minuten noch wesentlich verstdrkt. Die Granula sind von verschiedener
GroBle. Auffallend: die in der nichsten Umgebung eines Leukocyten gelegenen
Erythrocyten sind auf der demselben zugekehrten Seite wie bestaubt von
feinsten Granulis. Es macht den Eindruck, als ob die kleineren Granula den
Leukocytenleib verlassen héatten, um sich an der Oberfliche der nichst ge-
legenen Erythrocyten anzuheften. Weiter entfernt gelegene rote Blutkorperchen
zeigen nirgends diese Bestdubung mit Granulis. Nach 10 Minuten ist die
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Granulafarbung der Leukocyten so intensiv, daB einzelne Granula nur mit
Miihe isoliert erkannt werden koénnen. Der Kern, der vorher als helle Liicke
in seiner polymorphen Gestalt deutlich erkennbar war, 1aBt sich jetzt nicht
mehr auffinden.

Ich habe diese Nebenbefunde angefiihrt, da sie, wie es scheint, bisher
noch nicht beobachtet wurden; aus eben diesem Grunde mochte ich es jedoch
auch unterlassen, daraus irgend welche Schliisse nach einer bestimmten Rich-
tung hin zu ziehen.

Die Indigoreaktion.

Wenn ich in Folgendem iiber einige Versuche berichte, welche ich mit
dem Reduktionsprodukt des Indigo am tierischen Gewebe anstellte, so mochte
ich vorher feststellen, dal es nicht meine Absicht ist, damit ein neues Oxydase-
reagens in die Technik einzufiihren; es ist mir dabei lediglich darum zu tun,
meine oben aufgestellte Behauptung, daf bei Oxydase-Reagentien die indiffe-
renten und amphoteren Farbstoffe in erster Linie in Betracht kommen, an
dem Beispiel des Indigo mnochmals zu begriinden. Ich bin mir dabei wohl
bewuBt, dal der Indigo im strengen Sinne des Wortes nicht zu den indiffe-
renten Farbstoffen zu zahlen ist; wenigstens wenn man seine chemische Kon-
stitution ins Feld fihrt, kénnte darauf hingewiesen werden, da derselbe zwei
basenbildende NH-Gruppen enthélt. Es wurde jedoch bereits frither im all-
gemeinen Teil gezeigt, daB das Indigoblau keinerlei Fihigkeiten zeigt, mit
Sauren Salze zu bilden. Die beiden NH-Gruppen sind also in diesem speziellen
Falle wohl als indifferente Gruppen zu bezeichnen. Auch sonst hat der Indigo
mit den Fettfirbern mancherlel gemeinsam: Er ist in Wasser unloslich, da-
gegen in fettlésenden Medien, z. B. Chloroform mit blauer Farbe leicht 16slich;
was das Indigoblau als solches fiir die Fettfarbung aber unbrauchbar macht,
1st meines Krachtens nur der Umstand, daB derselbe sich in Alkohol nicht
lost. (Bekanntlich werden die in der Technik verwendeten Fettfarber in der
Weise angewandt, dal man sie in geringprozentigem Alkohol 16st, welcher
zwar die betreffenden Farbstoffe geniigend zu losen vermag, aber auf die
Neutralfette noch keine losende Wirkung ausiibt) Es steht uns also fiir das
Indigoblau mit anderen Worten kein lésendes Medium zur Verfiigung, welches
seinerseits wiederum das Fett unbehelligt lat.

Anders beim reduzierten Indigo, dem IndigoweiB; dieses ist in Wasser
bei alkalischer Reaktion leicht 16slich und kann in dieser Form den Zellen
der Gewebe leicht zugefithrt werden. Nun steht aber der Verwertung einer
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Reaktion mit Indigo ein anderes Bedenken entgegen, welches den Wert der-
selben sehr fraglich macht: Das Indigoweill ist namlich dem molekularen
Luftsauerstoff gegeniiber sehr empfindlich, es oxydiert sich momentan bei der
Beriihrung mit Luft, entspricht also nicht der ersten der im allgemeinen Teil
aufgestellten Forderungen. Bringt man 2z B. einen Gewebsschnitt in eine
Losung von Indigoweill und nachher zum Zwecke der Auswaschung und Oxy-
dation in Wasser, so bedeckt sich der Schnitt schon wahrend des kurzen Uber-
tragens durch Luft derartig mit Niederschligen, daB eine Verwertung zur
mikroskopischen Untersuchung ausgeschlossen ist. Ich suchte nun diese Schwierig-
keit dadurch zu umgehen, da ich einerseits eine vorzeitige Oxydation zunichst
durch Fernhalten von Sauerstoff hintanhielt, andererseits eine wertvolle Eigen-
schaft des Indigo ausniitzte, dafl er ndmlich keine chemischen Affinititen zum
Gewebe besitzt. Wenn man z B. einen mit Indigoweifl durchtrankten Schnitt
unter strengem Ausschlu@ von Sauerstoff nachtriglich auswischt, so zeigt sich,
da@ das Indigowei3 tatsichlich nicht vom Gewebe zuriickgehalten wird, mit
Ausnahme von gewissen Granulis, welche mir mit den Indophenol-Oxydase-
Granulis identisch zu sein scheinen.

Es soll zunichst nun die Technik der Ausfilhrung genau beschrieben
werden, da sie mit mancherlei Schwierigkeiten zu kdampfen hat.

Die hierzu noétige Indigokiipe bereitete ich nach einer von den Hochster
Farbwerken in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellten Vorschrift:
50 g Indigo M. L. B. Teig (20 prozentig) werden mit ca. 500 ccm heiBem
Wasser (50—60 Grad) angeteigt, 15 ccm Natronlauge von 40 Grad Bé. zu-
gegeben und dann langsam 13—15 g Hydrosulfit konzentriert unter Riihren
eingestreut; in 15 Minuten ist die Verkiipung beendet. Es erwies sich als
vorteilhaft, die ziemlich konzentrierte Kiipe mit etwa 5 Teilen Wasser, dem
eine Spur Hydrosulfit zugesetzt war, zu verdiinnen.

Da sich auf der Losung sofort der bekannte ,Spiegel® von oxydiertem
Indigo bildet, so ist es, wenn man Niederschlige vermeiden will, nicht an-
géngig, die Schnitte direkt in die Losung einzulegen; nach verschiedenen Ver-
suchen gelangte ich zu folgendem Verfahren: Der Gefrierschnitt wird direkt
vom Messer des Mikrotoms weg auf dem Objekttrager aufgefangen, so dald
er moglichst glatt liegt. Es soll dabei nicht verschwiegen werden, dall es
viel Mithe und auch dann noch zahlreiche Schnitte kostet, bis es gelingt,
einen derselben glatt auf den Objekttrager zu legen. Das Organ darf weder
zu wenig noch zu stark gefroren sein, damit der Schnitt ausgebreitet und
nicht gerollt von der Schnittkante des Messers herabhidngt und so aufgefangen
werden kann. Hat man dies erreicht, so bleibt der Schnitt kurze Zeit auf
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dem Objekttrager liegen, bis er fast beginnt zu trocknen. Doch muB dies
letztere vermieden werden. Der Schnitt haftet dann so fest am Glas, daf3 er
bei den folgenden Prozeduren meist nicht mehr abgeschwemmt wird.

Nun fithrt man eine feine Pipette in die Indigoweif3lésung unter den
bedeckenden oberflachlichen Spiegel und gibt rasch einige Tropfen der Kiipe
auf den Schnitt; sofort bildet sich hier wieder die metallisch-glanzende Haut
von oxydiertem Indigo, aber nur an der Oberfliche des Tropfens, wihrend
der tiefer am Glas haftende Schnitt nicht dadurch verunreinigt wird. Nachdem
man die Kiipe ca. 30—40 Sekunden hat einwirken lassen, gilt es nunmehr
eine doppelte Schwierigkeit zu tberwinden: Einmal mufl der Schnitt unter
Umgehung der Luft behufs Auswaschung in ebenfalls luftfreies Wasser ge-
langen. Zweitens mull der idber dem Schnitt befindliche Spiegel von oxy-
diertem Indigo so abgehoben werden, dafl er sich dabei nicht auf das Gewebe
niederschlagt und dasselbe verunreinigt. Beides laBt sich durch folgende An-
ordnung erreichen: Man fillt eine Petrischale mit destilliertem Wasser, dem
eine Spur von Hydrosulfit zugesetzt ist, nun bringt man den Objekttrager
samt dem auf ihm befindlichen Quantum der Indigokiipe in genau horizontaler
Lage vorsichtig auf das Wasser und 1afit ihn darin langsam untersinken; da-
durch wird der metallische Spiegel, welcher vorher den Schnitt verdeckte,
abgehoben und schwimmt im ganzen auf der Wasseroberfliche, wihrend der
Objekttrager mit dem anhaftenden, gelblich gefarbten Schnitt auf dem Boden
der Petrischale liegt, ohne mit der Luft in Bertihrung gekommen zu sein.
Die Spur von Hydrosulfit im destillierten Wasser halt nun ihrerseits eine vor-
zeitige Oxydation so lange zuriick, bis man den Schnitt nach gentigender
Auswaschung in lufthaltiges Wasser bringt und endlich der Luft selbst aus-
setzt, wo sich alsbald die Oxydation des in den Granulis zuriickgehaltenen
Indigowei3 vollzieht.

Hat man nun z. B. einen Schnitt der frischen Niere (Kaninchen) auf diese
Weise behandelt, so zeigt sich bei mikroskopischer Untersuchung mit Im-
mersion, dafl die Blaufarbung durch zweierlei Granula hervorgerufen wird:

a) feine hellblaue, eben noch wahrnehmbare Granula, welche das Proto-
plasma ziemlich gleichmafig erfiillen; sie liegen so dicht, dafl es nur schwer
gelingt, ihre Form festzustellen, doch scheinen sie durchweg rundliche Ge-
bilde zu sein;

b) grobe, dunkelblaue Granula von wechselnder Grofle, nicht gleichmaBig
im Protoplasma verteilt. Sie liegen in den Tubuli contorti im basalen Teil
der Epithelzellen, in den Sammelkanilchen mehr um den Kern konzentriert.
Das Mark zeigt gegeniiber der Rinde auffallend wenige Granula, Glomeruli
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fast ungefirbt, doch fallen in ihnen einzelne grobe, dunkel schwarzblaue
Granula auf, die anscheinend regellos verstreut liegen. Die Zellkerne sind
durchweg ungefarbt, sie erscheinen als helle Blaschen.

An weiteren Organen wurde die Reaktion nicht erprobt, da ich dieselbe
nur von rein theoretischem Standpunkte aus fir interessant hielt; fiir prak-
tische Untersuchungen mochte ich sie wegen der ihr anhaftenden Mingel
nicht empfehlen, umsomehr als uns in der Indophenolreaktion eine viel ele-
gantere Methode zur Verfiigung steht.

Anhang.

Uber Vitalfirbung mit sauren Vitalfarbstoffen.

Die Vitalfairbung kann wohl mit Recht als die #lteste histologische Unter-
suchungsmethode bezeichnet werden; leider mufite sie vor der viel rascher
sich entwickelnden Technik der Farbung fixierter Objekte fir lingere Zeit in
den Hintergrund treten, bis endlich durch Ehrlich von neuem auf ihren hohen
Wert hingewiesen wurde. Seither haben sich zahlreiche Forscher auf diesem
Gebiete betdtigt und eine betrachtliche Zahl von neuen Resultaten zu Tage
geférdert. In neuester Zeit wurde das Gebiet der Vitalfirbung um einen
bemerkenswerten Punkt bereichert: Wiahrend man bisher der Ansicht war,
daf3 sich zur Vitalfarbung nur gewisse basische, aber niemals saure Farbstoffe
eignen, hat neuerdings die Ehrlichsche Schule gezeigt, dal auch einige saure
Farbstoffe vorziigliche vitalfairbende Eigenschaften besitzen.

Die folgenden Versuche befassen sich mit den Farbstoffen Trypanblau,
Neuvitalrot und Pyrrolblau.

Zunachst mochte ich beziiglich des Pyrrolblaues bemerken, daf} iiber
dessen chemische Konstitution noch recht wenig bekannt zu sein scheint; dies
geht schon aus vielen widersprechenden Angaben in der Literatur hervor.
Zwar gibt Goldmann (23) in seiner ersten diesbeziiglichen Mitteilung folgende
Formel des Pyrrolblaues

Cl
Gl — N (CHs)p
C%—Cy H, N (CHy),

o

C;H; N

und bemerkt dazu, daB er nach Ehrlichs Angaben durch Kondensation von

Tetramethyldiaminobenzhydrol und Pyrrol entsteht. FEr fallt daher auch das

Pyrrolblau (wobl auf Grund obiger Formel) als basischen Farbstoff auf. Im
Abh. d.math.-phys. K1. XXVII, 1. Abh. J 5
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Gegensatz hierzu stehen die Angaben Pappenheims (24), welcher das Pyrrol-
blau als einen ,sulfosauren Triphenylmethanfarbstoff¢ definiert. Desgleichen
spricht Nakano (25) von der ,sauren Vitalfairbung mit dem oxychromen Trypan-
blau und Pyrrolblau¢. Man sieht aus diesen Angaben deutlich, dall es noch
nicht einmal feststeht, ob das Pyrrolblau zu den basischen oder sauren Farb-
stoffen zu rechnen ist. Wenn ich es trotzdem unternommen habe, dasselbe
unter den letzteren aufzufithren, so geschah dies mit Riicksicht auf sein vital-
farberisches Verhalten, welches dem der zweifellos sanren Farbstoffe, Trypan-
blau und Neuvitalrot, niher steht.

Ebenso wenig ist es mir gelungen festzustellen, ob Pyrrolblau und Isamin-
blau identisch sind, was ebenfalls nach einigen Literaturangaben angenommen
werden mufl, wihrend andere Autoren wiederum von beiden als von zZwel
verschiedenen Farbstoffen sprechen. Auch in diesem Punkte herrscht also
noch viel Unklarheit und es werden schon von diesem Gesichtspunkt aus die
mit Pyrrolblan und Isaminblau erzielten Resultate nur mit Vorsicht verwertet
werden diirfen. Es soll gleich an dieser Stelle vorweggenommen werden, daf}
ich mit Pyrrol- und Isaminblau fast immer unbefriedigende Resultate erzielte;
wie von Goldmann (23) bereits hervorgehoben, fand auch ich, da die Vital-
firbung oft ginzlich ausbleibt, indem der Farbstoff iiberhaupt nicht resorbiert
wird; dabei scheint mir aber die eine Beobachtung von Wichtigkeit, dal hie-
fiir nicht etwa eine Minderwertigkeit des Farbstoffpraparates verantwortlich
zu machen ist, sondern das verwendete Versuchstier. Es laBt sich namlich
mit der gleichen Farblésung, welche bei einem Tier keine Vitalfarbung hervor-
rief, bei einem zweiten oder dritten eine Farbung erzielen.

Ich méchte nun einige Bemerkungen machen iiber die genannten Farb-
stoffe, beziiglich ihres Verhaltens gegen Alkalien und Sauren, ihrer Reduzier-
barkeit und besonders ihrer Loslichkeitsverhiltnisse in verschiedenen Medien:

a) Pyrrolblau. Alkalien (NaOH) bewirken in stirkerer Konzentration eine

rotviolette Fillung, bei einem bestimmten Na OH-Gehalt fallt das Pyrrol-
blau quantitativ aus, so daB das Filtrat eine wasserklare Losung bildet.
Sauren bewirken keine Verinderung.

Reduktion erfolgt durch alkalisches Hydrosulfit beim Erhitzen,
ebenso durch angesiuertes Rongalit. Es bildet sich eine Kiipe, d. h. das

Reduktionsprodukt ist reoxydierbar.

Loslichkeit: in Alkohol absolutus in geringen Spuren loslich.
Absolut unléslich in Chloroform, Toluol und geschmolzenem Paraffin.
Leicht 16slich in Formol, in Spuren léslich in Carnoys Fixierung (6:3:1).

b) Isaminblau stimmt in allen Punkten mit dem Pyrrolblau tiberein.
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c) Trypanblau: Alkalien verdndern in starker Konzentration den rein blauen
Farbton ins Violette. Sauren ohne EinfluB.

Reduktion erfolgt in alkalischer Losung durch Hydrosulfit bei
Erwarmen, in saurer Losung durch Rongalit beim Erhitzen. Der blaue
Farbstoff 1aBt sich durch Oxydation nicht wieder herstellen.

Loslichkeit: in Alkohol absolutus, Chloroform, Toluol und ge-
schmolzenem Paraffin absolut unléslich, leicht 16slich in Formol (selbst
40°/ ig) absolut unléslich in Carnoys Fixierung (6:3:1).

d) Neuvitalrot: Alkalien ohne Einflu3, Saurezusatz vertieft den roten Farb-

ton; viel Saure gibt Niederschlag.

Reduktion erfolgt nicht in alkalischer Loésung durch Hydrosulfit
(auch nicht beim Kochen), in saurer Losung Reduktion durch Rongalit
beim Erhitzen.

Loslichkeitsverhiltnisse genau wie beim Trypanblau.

Aus diesen Versuchen geht zunichst hervor, daB in der Tat eine Unter-
scheidung von Pyrrolblau und Isaminblau (wenigstens mit den oben ange-
wandten Mitteln) nicht moglich ist. Des weiteren ergibt sich ein wichtiger
Unterschied dieser beiden Farbstoffe gegeniiber Trypanblau und Neuvitalrot
darin, daBl die ersteren Kiipen bilden, wiahrend letztere bei der Reduktion
zerstort werden.

An die Untersuchung der Loslichkeitsverhaltnisse ging ich zunachst von
dem Gesichtspunkt aus heran, zu priifen, wie weit die in der histologischen
Technik gebriauchlichen Agentien den Farbstoff lésen. DBekanntlich vertragen
die mit den beiden letzgenannten Farbstoffen vitalgefarbten Organe alle mit
einer Paraffineinbettung verbundenen Prozeduren, wenn sie vorher in Formol
fixiert waren. Es mufl nun bei den obigen Versuchen ohne weiteres auf-
fallen, daB die Farbstoffe gerade in Formol leicht 16slich sind, wahrend sie
in Alkohol absolutus, Chloroform und Toluol auch nicht in Spuren gelost
werden. Es erschien mir daher sehr wahrscheinlich, dal auch das Carnoysche
Fixierungsgemisch (Alkohol absolut.® Chloroform?® und Eisessig?) den Farbstoff
nicht loésen konne; in der Tat bestiatigte sich diese Erwartung: in Carnoys
Fixierungsgemisch losen sich nicht die geringsten Spuren von Trypanblau
und Neuvitalrot. Sollte daher dieses Fixierungsmittel nicht viel geeigneter
sein fiir die vital gefarbten Organe als z. B. Formol, welches den Farbstoff
zu losen vermag? Ich suchte diese Frage durch folgenden Versuch zu beant-
worten: Die Organe einer mit Trypanblau gefirbten Maus wurden zum Teil
in Formol (nach der bisherigen Vorschrift), zum anderen Teil nach Carnoy
fixiert und dann beide in gleicher Weise in Paraffin eingebettet. Die mikro-

5 *
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skopische Untersuchung ergab nun das bemerkenswerte Resultat, da§ die nach
Carnoy fixierten Schnitte fast nirgends eine Granulafirbung erkennen lieBlen,
der Farbstoff war diffus im Gewebe verteilt die Kontrollschnitte mit Formol-
fixierung ergaben die gewohnten schonen Bilder einer distinkten Granula-
farbung. Aus dem Ergebnis dieses Versuches mufl der Schlul gezogen werden,
da@ das Trypanblau in den Granulis an Substanzen gebunden ist, welche durch
Alkohol, Chloroform etc. ausgezogen werden, dadurch wird dem Farbstoft
seine Grundlage entzogen und er kann nunmehr in das Gewebe diffundieren.
Weiterhin ergibt sich, daB das Formol mit eben diesen Substanzen eine festere
Bindung eingeht, so daB sie nunmehr durch Alkohol, Chloroform etc. nicht
mehr gelost werden; vielleicht ist dieses Verhalten geeignet, einige Aufklé-
rungen iiber die Natur der mit sauren Vitalfarbstoffen dargestellten Granula
zu bringen. Schulemann (27, 28) hat sich eingehend mit dieser Frage be-
schaftigt; ich mochte aus der interessanten Arbeit folgende Satze wiedergeben:
,. . . Nach diesen Betrachtungen wiire also die Urform aller Granula eine
labile chemische Gruppe (Rezeptor) des Protoplasmas. Diese tritt nun mit
irgend welchen geldsten Stoffen in Reaktion und bildet Sekrete, Pigmente,
Granula etc. Nach der Ausstossung wird der gleichfalls dadurch verloren
gegangene Rezeptor wieder ersetat.” 5+ « + . Man kommt demnach zu dem
Schlusse, daB die von Goldmann verwendeten Farben sich mit den oben niher
gekennzeichneten chemischen Gruppen (gemeint sind die OH-Gruppen) an
Rezeptoren anlagern und sie uns sichtbar machen.“ . Zu einer &hnlichen An-
schauung gelangt auch Pappenheim (24): ,Was die Methode der Vitalfirbung
durch saure Vitalfarben zur Darstellung bringt, sind nicht Kunstprodukte,
sondern priaformierte Substrate, aber nicht Zellsekrete und vor allem nicht
echte Granulationen, sondern protoplasmatische Plasmosomen, Chemozep-
toren (Chromozeptoren) der Zellen, die erst durch Farbstoffaufnahme in granu-
larer Form sichtbar gemacht werden, aber keine praformierten echten
Granulationen sind. Erst der Rezeptor - aufgenommener Farbstoff er-
scheint als Granulum.“ Die Anschauungen stimmen also in dem Punkte
iiberein, daB es sich um keine Fiarbung echter Granula handelt; sie vermdgen
jedoch iiber die Natur der hypothetischen ,Rezeptoren“ keinen AufschluB zu
geben. Gerade hierin scheint mir jedoch der obige Versuch weiter zu fiahren.
Wenn namlich eben diese Rezeptoren durch Alkohol, Chloroform und Toluol
extrahiert werden, wihrend Formol dieselben zu erhalten vermag, so erscheint

es in hohem Grade wahrscheinlich, daf doch auch hier gewisse lipoidartige
Substanzen zugrunde liegen. Ich bin mir dabei wohl bewuBt, daf diese An-
schauung in schroffem Gegensatz steht zu dem Befunde von Goldmann, dal3
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ausgesprochen lipoide Substanzen, z B. Nervensubstanz nicht gefirbt werden.
Doch scheinen mir diese Gegensiitze nicht so absolut unvereinbar, wenn man
bedenkt, daf} einerseits bei direkter Injektion in den Duralsack dennoch eine
Farbung der Nervensubstanz zustande kommt, und daB andererseits unter dem
Begriff ,lipoid“ immerhin verschiedenartige Substanzen zusammengefa3t werden,
sodafl man von ihnen auch ein verschiedenes Verhalten gegeniiber Farbstoffen
erwarten darf.

In der Annahme, daB wirklich lipoide Substanzen bei der sauren Vital-
farbung wirksam seien, wurde ich auch durch folgenden Versuch gestirkt:

Zwei gleich grofle weile Miause desselben Wurfes erhielten beide sub-
kutan 0,5 ccm folgender Losungen: Maus A von einer 1 prozentigen Losung
von Trypanblau in Chloroformwasser (1:5000000), Maus B von einer 1 pro-
zentigen Losung von Trypanblau in destilliertem Wasser. Es zeigte sich zu-
nachst, daf3 bei Maus A die Farbung deutlich rascher und intensiver auftrat
als beim Tier B. Nach ca. 2 Stunden wurden beide Tiere getdtet, die Organe
nach Vorschrift in Formol fixiert und von beiden Tieren genau 10 « dicke
Schnitte angefertigt. Die mikroskopische Kontrolle ergab, dal das Versuchs-
tier A in allen untersuchten Organen deutlich mehr Granula zeigte. Zur
grofleren Beweiskraft sei moch hervorgehoben, daBl von jedem Organ nicht
ein, sondern mehrere Schnitte untersucht wurden, stets mit dem gleichen
Resultat; es ist also ausgeschlossen, dall etwa durch eine etwas groBere
Schnittdicke der Granulareichtum bei Tier A vorgetiduscht wurde.

Das Ergebnis dieses Versuchs lifit aber auch noch einen anderen Gedanken
aufkommen: ob nicht bei der sauren Vitalfirbung auch die Phagocytose eine
gewisse Rolle spielt. Goldmann (23) selbst hat diese Frage in seiner ersten
Arbeit aufgeworfen, ihre Moglichkeit aber entschieden zuriickgewiesen. Er
schreibt: ,Kndlich mufl ich betonen, daB es mir nie gelungen ist, bei An-
wendung der blauen Farbstoffe die Granula extrazellulir zu entdecken. Gegen
diese Einwinde liefen sich wohl die Versuchsergebnisse von Plato (26) ins
Feld fiihren, welcher bekanntlich nachgewiesen hat, daB die vitale Farbung
phagozytarer Einschliisse nur intrazellulir gelingt, dal sie aber versagt, so
bald diese Kinschliisse die Zellen verlassen. Aber fiir die Deutung der von
uns dargestellten Granula im Sinne von Plato fehlen alle Anhaltspunkte.
Ich méchte diesen Ausfithrungen Goldmanns nur zwei Tatsachen entgegen-
stellen: 1. das obige Versuchsergebnis, dal ein minimaler Chloroformzusatz
die vitalfarberische Kraft des Trypanblaues steigert, und 2. den Befund von
Hamburger und de Haan (5), welche gezeigt haben, daB lipoidlésliche Sub-
stanzen in infinitesimalen Dosen angewandt (z. B. Chloroform 1:5000000) die
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Phagocytose beschleunigen. Zieht man aus diesen beiden Tatsachen die Konse-
quenzen, so wird der Gedanke an eine Wirkung der Phagocytose zum mindesten
wieder niher geriickt.

Es sollen nun noch zwei Versuche erwihnt werden, welche in mancher
Hinsicht lehrreich sind; in der bisherigen Literatur findet man fast durch-
wegs die iibereinstimmende Anschanung, daf es mit den sauren Vitalfarbstoffen
nicht moglich sei, irgend welche Leukocytengranula im stromenden Blut
nachzuweisen. Ich bin in der Lage iiber eine Ausnahme hiervon zu berichten.

Versuch: Ein Meerschweinchen erhielt 10 Tage lang je 5 ccm einer 1 pro-
zentigen Loésung von Neuvitalrot in physiologischer Kochsalzlosung subkutan
injiziert. Zwei Stunden vor To6tung erhielt dasselbe nochmals 15 ccm auf
einmal intraperitoneal. Die relativ grofle Farbstoffmenge wurde ohne irgend
welche Nebenwirkung gut vertragen. Fixierung der Organe in Formol. Pa-
raffinschnitte. Bei der mikroskopischen Untersuchung des Hodens war auf
dem Schnitt der prall gefiillte Plexus pampiniformis getroffen und es konnten
hier die Elemente des Blutes an diinnen Schnitten (3 w) sehr gut untersucht
werden. Dabei zeigte sich, daB alle Leukocyten rote Granula enthielten. Hine
Kontrollfarbung nach Giemsa ergab, daf die Neutrophilen aufler den vital-
gefirbten Granulis (welche mir schon vorher auffallend gering an Zahl er-
schienen waren) noch zahlreiche vorher ungefirbte Granula enthielten, welche
nun durch Azur-Eosin dargestellt wurden. Die Eosinophilien waren dagegen
bereits durch das Neuvitalrot maximal in allen Granulis gefiarbt. Ks scheinen
also im vorliegenden Fall die in den neutrophilen Leukocyten dargestellten
Granula wohl nicht identisch zu sein mit den echten neutrophilen Granulis,
wahrend in den Eosinophilen sich tatsiachlich die préformierten «-Granula
vital gefarbt hatten. Vielleicht laB3t sich dieses abnorme Verhalten damit er-
kliren, daB bei einer starken Uberschwemmung des Kérpers mit Farbstoff
auch Zellen zu dessen Bindung herangezogen werden konnen, welche unter
normalen Verhiltnissen dazu nicht befihigt sind. Jedenfalls beweist aber das
vorliegende Versuchsresultat deutlich, wie sehr Schulemann (27) im Recht ist,
wenn er schreibt: ,. . . Infolgedessen kann nie von einer vitalen Wirkung
oines Farbstoffes die Rede sein, sondern fir jedes vital gefarbte Gebilde ist
bei jeder Tierart, jeder Zellkategorie und fir wechselnde physiologische Zu-
stande der Zelle seine Natur festzustellen.“ Ich glaube, da@ dieser Satz auch
bei den sauren Vitalfarbstoffen in Betracht gezogen werden mull.

Goldmann und Schulemann haben weiterhin ihren Versuchstieren ab-
wechselnd roten und blauen Farbstoff injiziert und fanden dabei, daf sich die
Granula nicht im Mischton, sondern die einen rot und die anderen blau
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farbten. Schulemann sieht hierin eine wichtige Stiitze fiir den chemischen
Vorgang bei der Vitalfairbung. Im Anschluf# hieran mochte ich folgenden
Versuch erwahnen: Ein Meerschweinchen bekommt (genau wie oben) 10 Tage
je 5 cem Neuvitalrot subkutan, am letzten Tage auBlerdem zwei Stunden vor
Totung 15 cem Trypanblaun intraperitoneal. Bei der Sektion erscheinen alle
Organe im violetten Mischton, ein Beweis, dal das zuletzt applizierte Trypan-
blau gut resorbiert wurde. Mikroskopisch: Uberall in den untersuchten Or-
ganen nur rote Granula, wihrend das Gewebe einen diffus blauen Farbton
zeigt (injiziert man dagegen einem Tier 15 cem Trypanblau allein ohne vor-
herige Behandlung mit Neuvitalrot, so findet man nach zwei Stunden bereits
itberall eine deutliche blaue Granulafarbung). Ich glaube nun aus diesem
Versuch schlieBen zu diirfen, daB in den Zellen des Organismus unter nor-
malen Verh#ltnissen nur eine beschrinkte Anzahl praformierter Substrate
(Chemozeptoren) fir saure Vitalfarbstoffe vorhanden sind, reichen dieselben
nicht aus um das zugefithrte Farbstoffquantum zu binden, so miissen erst
unter dem gesetzten Reiz neue Rezeptoren gebildet werden (daher auch die
Erscheinung der ,Hochtreibung®). In vorliegendem Versuch waren offenbar
simtliche zur Verfiigung stehenden Rezeptoren momentan bereits durch das
Neuvitalrot besetzt, so daBl das weiterhin eingetithrte Trypanblau nicht ge-
bunden werden konnte und zur diffusen Durchtrankung der Gewebe fiihrte.
Eben daraus laB3t sich aber auch weiterhin folgern, dafl nicht etwa fiir das
Trypanblau andere zpezifische Rezeptoren in den Zellen praformiert vorhanden
sind, da diese alsdann durch das vorausgegangene Neuvitalrot unbesetzt ge-
blieben wiren.

Endlich soll nun noch einer letzten KErscheinung gedacht werden, welche
schon von Goldmann beobachtet, aber wie es scheint nicht weiter verfolgt
wurde: daB némlich die sauren Vitalfarbstoffe vom Darmkanal aus nicht
wirksam sind.

Einem Kaninchen wurde acht Tage lang mittels Schlundsonde je 10 cem
Pyrrolblau verabreicht, ohne daf irgend welche Farbung auftrat; da wahrend
dieser Zeit auch in den Exkreten des Tieres keine Spur von Farbstoff nach-
weisbar war, so erschien es mir zunichst schwer verstindlich, wo das immer-
hin betrichtliche Farbstoffquantum hingewandert sei. Am wahrscheinlichsten
war von vornherein die Annahme, da3 der Farbstoff im Darmkanal in weit-
gehender Weise abgebaut und in farblose Stufen tibergefiihrt wird. Wenn
man allerdings in Betracht zieht, wie indifferent sich gerade diese Farbstoffe
gegen Sauren und Alkalien verhalten und wie schwer sich dieselben zum Teil
selbst durch starke Reduktionsmittel reduzieren lassen, so mochte man fast
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an einer derartigen Leistung der Darmschleimhaut zweifeln. Ich stellte daher
folgenden Versuch an:

Von den zu priiffenden Farbstoffen Trypanblau, Neuvitalrot und Pyrrol-
blau wurden zunichst je 10 ccm einer 1%o wisserigen Losung in Reagens-
gliser gefiillt und in dieselben ein gleich grofles abgewogenes Quantum von
fein zerhacktem Diinndarm, Dickdarm und Magen gegeben. Zur Verhiitung
von Faulnis wurde jedem Reagensglasinhalt etwas Chloroform zugesetzt. Die
einzelnen, verkorkten Glaser blieben sodann bei 37 Grad zwei Tage lang im
Brutschrank. Das Resultat ist aus folgender Tabelle ersichtlich.

|
Darmabschnitt } Farbstoff Farbe am Ende des Versuchs
Diinndarm Trypanblau Helles ockergelb*
Diinndarm ; Neuvitalrot | BlafBrot, etwas triib
Diinndarm | Pyrrolblau Unverindert, vielleicht etwas heller
Dickdarm 1 Trypanblau | Graublau, ganz hell
Dickdarm Neuvitalrot | BlaBrot, etwas triib
Dickdarm ! Pyrrolblau { Gelbgriin *
Magen ‘ Trypanblau Hellgrau *
Magen 1 Pyrrolblau Blau.
|

Die mit * bezeichneten Farbnuancen sind so hell, dal3 sie, auf Filtrier-
papier getropft, nach dem Trocknen keine Farbe erkennen lassen. Die Be-
urteilung der Farbwerte wurde in der Weise vorgenommen, daf3 der Inhalt
der einzelnen Reagensglaschen zentrifugiert, abgehebert und in Glasrohrchen
von 5 mm lichter Weite gefillt wurde. Die einzelnen Rohrchen wurden dann
mit den Kontrollréhrchen, welche den betreffenden Farbstoff in der Verdiin-
nung 1:1000 enthielten, verglichen. Man sieht aus der Tabelle ohne weiteres,
dafl die einzelnen Farbstoffe in verschiedenen Darmabschnitten weitgehende
Veranderungen erleiden. Ich suchte nun zu ermitteln, ob hierbei etwa fermen-
tative Prozesse wirksam seien. Hierzu wihlte ich die Kombination Diinndarm-
Trypanblau, weil hier, wie aus der Tabelle ersichtlich, der intensivste Abbau
des Farbstoffs stattgefunden hatte. Der vorher feingehackte Diinndarm wurde
zwecks Zerstorung der Fermente vorher mit Wasser gekocht, und dann wie-
derum das abgewogene Quantum mit 10 ccm einer Trypanblaulésung 1:1000
im Reagensglas bei 37 Grad gehalten. Nach zwei Tagen war nunmehr die
Losung noch vollig unverindert, spéater allerdings zeigte sich eine flockige
Ausfallung des immerhin noch rein blauen Farbstoffes. Dieses Versuchsergebnis
1aBt eine fermentative Wirkung der Darmsifte auf den Farbstoff sehr wahr-
scheinlich erscheinen. Es zeigte sich fernerhin, da@ frischer Leberbrei sowohl
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Trypan- wie Pyrrolblau energisch abbaut. Endlich versuchte ich noch die
Einwirkung eines Verdauungsgemisches, indem ich die genannten Farbstoffe
in eine 1 prozentige Losung von Pankreatinum purum activum (Merck) brachte.
Das Pyrrolblau wurde auf diese Weise entfarbt, wihrend auf die anderen
Farbstoffe kein Einflul bemerkt werden konnte.

Ich glaube, daB diese wenigen Versuchsergebnisse geeignet sein werden,
um gerade in dieser Hinsicht zu weiteren Forschungen anzuregen; sollte es
durch spatere Untersuchungen etwa gelingen, nachzuweisen, daf} die genannten
sauren Farbstoffe ahnlich wie Néhrstoffe vom Darmkanal abgebaut und viel-
leicht sogar in irgend welcher Weise vom Koérper verwertet werden, so wird
damit auch ihre Wirkungsweise bei parenteraler Einverleibung in ein neues
Licht geriickt.

Zusammenfassung.

1. Uber die chemische Konstitution von Pyrrolblau und Isaminblau herrscht
noch grofle Unklarheit; vor allem miilte einwandfrei festgestellt werden koénnen,
ob es sich um einen basischen oder sauren Farbstoff handelt und ferner, ob

Pyrrolblau und Isaminblau identisch sind.

2. Es sind wesentliche Unterschiede im chemischen Verhalten von Pyrrol-
und Isaminblau einerseits gegeniiber Trypanblau und Neuvitalrot andererseits
vorhanden (erstere sind kiipenbildend).

3. Als Substrate der mit diesen Farbstoffen dargestellten Granula kommen
vielleicht doch lipoidartige Substanzen in Betracht. Auch der Gedanke an
Phagocysose ist nicht ohne weiteres von der Hand zu weisen.

4. Bei intensiver Zufuhr von Farbstoff lassen sich mitunter Zellgranula
darstellen, welche bei méfiger Farbstoffzufuhr ungefirbt bleiben. (Darstellung
von Leukocytengranulis durch Neuvitalrot.)

5. Die genannten Farbstoffe werden durch die Darmschleimhaut (bzw.
durch die verdauenden Sifte) in weitgehender Weise abgebaut; eine genauere
Verfolgung dieser Vorginge nach physiologischen Gesichtspunkten erscheint
gewi} nicht wertlos.

Wenn nun auch die hier zusammengestellten Punkte nicht viel Positives
zur KErklirung der Vitalfirbung mit sauren Farbstoffen beitragen, so glaube
ich mich doch auf Grund der obigen Tatsachen berechtigt, darauf hinzuweisen,
daB uns die noch {iiberall herrschende Unklarheit zu groBer Vorsicht in der
Verwertung der Farbungsresultate mahnen muf. Vielleicht ist es zur Zeit
noch verfritht, wenn man behauptet, daBl sich nur diese oder jene Zellbestand-

Abh.d. math.-phys. K1. XX VII, 1. Abh. 6
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teile mit den sauren Vitalfarbstoffen darstellen lassen, oder wenn man schon
jetzt die Methode zur Differenzierung bestimmter Zellkategorien empfiehlt,
nachdem sich gezeigt hat, daB eben diese Farbstoffe unter wechselnden Ver-
haltnissen oft doch recht verschieden wirken. Insbesondere méchte ich davor
warnen, das Pyrrolblau (Isaminblau) mit den iibrigen sauren Farbstoffen in
seiner Wirkung ohne weiteres zu identifizieren.

Endlich moéchte ich noch hervorheben, da@l es wiinschenswert ist, in allen
Arbeiten, welche sich mit diesem gewifl &ullerst interessanten Gebiet befassen,
die verwendete Methodik in allen Punkten genau wiederzugeben; nur so wird
es moglich sein, durch Vergleichung absolut gleicher Versuchsbedingungen an
der Hand langer Reihen festzustellen, was wirklich die einzelnen Farbstoffe
leisten. Tschaschin (29) gibt z. B. in seiner Arbeit ,iiber vitale Farbung der
Chondriosomen in Bindegewebszellen mit Pyrrolblau“ an, daB er eine 1 pro-
zentige wisserige Pyrrolblaulosung einspritzte (mit der Berechnung von 1 cem
auf je 20 g Korpergewicht) Er erwidhnt dagegen mit keinem Wort, wie
lange er seine Tiere nach der Injektion leben lie, und ob er etwa die In-
jektion am gleichen Tier oOfters wiederholte. Und doch sind gerade diese
beiden Punkte ebenso wichtig! Nur durch genaueste Angabe der Technik in
jedem einzelnen Fall wird es moglich sein, die beschriebenen mannigfaltigen
Resultate unter einheitliche Gesichtspunkte zu bringen.

Am Schlusse dieser Arbeit ist es mir ein dringendes Bediirfnis, meinem
hochverehrten Lehrer und Chef, Herrn Professor Dr. S. Mollier meinen Dank
auszusprechen dafiir, dal ich in seinem Institut nunmehr fast zwei Jahre ar-
beiten durfte und da@ er mir stets mit neuen Anregungen gerne zur Seite
stand.

Ferner bin ich zu Dank verpflichtet den Firmen Meister Lucius und
Briining und der badischen Anilin- und Sodafabrik fiir bereitwillige Uber-
lassang von Farbstoffen.




Literaturverzeichnis.

(Die wichtigeren Arbeiten sind mit ihren Titeln aufgefiihrt.)

1) Bach: ,Die langsame Verbrennung und die Oxydationsfermente.“ Fortschr. der
naturw. Forschungen 1910, I. Bd.

2) Dietrich: ,Naphtholblausynthese und Lipoidfirbung.“ Zentralblatt f. allg. Path.
und path. Anat., Bd. 19, 1908.

3) Gierke: ,Die oxydierenden Zellfermente.“ Miinch. med. Woch. 1911, No. 44.

4) Golodetz und P. Unna jun.: Berl. med. Woch. 1912,

5) Hamburger und de Haan: ,Zur Biologie d. Phagozyten.“ Archiv fiir Anatomie
und Physiologie 1913.

6) Klopfer: Zeitschr. f. exper. Path. u. Therapie, 11. Bd., 1912.

7) Loele: ,Zur Theorie der Oxydasefirbung.“ Folia him., Bd. XIV, 1912,

8) Nakano: Folia him., Bd. XV, 1913.

9) Overton: ,Studien iiber die Aufnahme der Anilinfarben durch die lebende Zelle.“
Jahrb. f. wiss. Botanik, Bd. 84, 1900.

10) Oelze: ,Uber die firberische Darstellung der Reduktionsorte und Oxydationsorte
in Geweben und Zellen.“ Arch. f. mikr. Anat., Bd. 84, 1914.

11) Pappenheim und Nakano: Fol. him., Bd. XIV, 1912.

12) Schultze: ,Oxydasereaktion an Gewebsschnitten.“ Zieglers Beitr. z. path. An.,
Bd. 45, S. 127.

13) Schultze: Verhandlungen der deutschen pathologischen Gesellschaft 1909.

14) Schultze: Miinch. med. Woch. 1909, No. 4.

15) Unna, P. G.: ,Die Reduktionsorte und Sauerstofforte des tierischen Gewebes.“
Archiv fiir mikr. Anat., Bd. 78.

16) Unna, P. G.: Med. Klin. 1912, No. 22.

17) Unna und Golodetz: Derm. Woch. 1912, Bd. 57.

18) Unna und Golodetz: Monatshefte f. prakt. Dermat. 1910, Bd. 50.

19) Unnpa und Golodetz: Dermat. Studien, Bd. 22, 1912.

20) Vernon: ,Die Abhiingigkeit der Oxydasewirkung von Lipoiden.“ Biochemische
Zeitschrift 1912, Bd. 47.




|
| =

B e b L ol i ot o et A et e 1 RS N

44

21) Winkler: ,Der Nachweis von Oxydase in den Leukocyten mittels der Dimethyl-
paraphenylendiamin a-Naphthol-Reaktion. Folia him. 1907, Bd. 4, S. 323.
22) Winkler: Folia him., Bd. 14.

Literatur zum Anhang.

23) Goldmann: ,Die #uBlere und innere Sekretion des gesunden und kranken Or-
ganismus im Lichte der vitalen Firbung.“ Beitr. z. klin. Chir., Bd. 64 und 78.

24) Pappenheim und Nakano: ,Beitrige iiber Beziehungen zwischen Vitalfirbung,
Supravitalfirbung und Oxydasereaktion.“ TFolia him., Bd. XIV, 1912.

25) Nakano: ,Beitrige zur Kenntnis der histologischen Oxydasereaktion der Supra-
vital- und Vitalfirbung. Folia him., Bd. XV, 1913.

26) Plato: ,Uber die vitale Firbbarkeit der Phagocyten.“ Arch. f. mikros. Anat.,
Band 56. :

27) Schulemann: ,Beitrige zur Vitalfirbung.“ Arch. f. mikr. Anat.,, Bd. 79.

28) Schulemann: Zeitschrift fiir exp. Path., Bd. 11, 1912.

29) Tschaschin: Folia hidm. 1913, Bd. 14, Heft 3.




