Basel, Februar 1943

Mikrophotographie des Epithels der menschlichen Nasenschleimhaut im Grenzgebict zwischen Pars olfactoria (links) und Pars i
respiratoria (rechts). Fixation nach Zenker, Paraffinschnitt 7 u, gefirbt mir Eisenhiimatoxylin (Heidenhain) und Lichteriin G. i
Vergroficrung 87ofach.
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Der Arzt Antonius Mizaldus veréffentlicht in Paris seine Beobachtungen iiber die
Rotfirbung von Tierknochen nach Fiitterung mit Krapp.

Leeuwenhoek firbt diinne Schnitte von Muskeln mit alkoholischer Safranlésung.
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Firbung von Tierknochen mit Krapp der Kalk der Knochen den Farbstoff bindet.
J.N. Lieberkiithn verbessert die Technik der BlutgefiBinjektion mit gefirbten Massen
soweit, daB sie auch bei mikroskopischen Untersuchungen verwendbar wird.

George Adams beschreibt das erste brauchbare Mikrotom.

Chr. G. Ehrenberg benutzt Karmin u.a. Farbstoffe bei Untersuchungen an Infusorien.
K. Krause verwendet Silbernitrat zur Sichtbarmachung von Epithelzellgrenzen.
Julius Vogel weist histochemisch Eisen in der Form des Sulfides nach.

H. R. Goppert und F. Cohn studieren mit Hilfe von Krapp und Karmin die Proto-
plasmastromung in pflanzlichen Zellen.

Der Zoologe und Anatom A. Corti benutzt bei Untersuchungen iiber das Gehérorgan
als erster Karmin zur Firbung von Schnitten tierischer Gewebe.

Th. Hartig erkennt bei botanischen Untersuchungen die Firbbarkeit der Kerne ab-
gestorbener Zellen mit Karmin.

W. H. Perkin stellt den ersten Anilinfarbstoff her.

Claude Bernard entdeckt die Jodreaktion des Glykogens.

J. Gerlach beschreibt die Karminfirbung der Kerne in den Zellen verschiedener
tierischer Gewebe und fordert die Anwendung dieser Firbemethode.

O. Maschke versucht, die chemischen Vorginge bei der Karminfirbung zu kliren.
Fr. D. v. Recklinghausen fiihrt die Silberimprignation als histologische Unter-
suchungsmethode ein.

Fr. W. Beneke verwendet erstmals eine Anilinfarbe zur Firbung mikroskopischer
Priparate.

W. Waldeyer versucht mit Blauholzextrakt (Hdmatoxylin) Nervenfasern zu firben.
N. Chrzonszczewsky fithrt zum ersten Mal bewuBt eine Vitalfirbung aus.

Fr. G. J. Henle erkennt die Chromaffinitit des Nebennierenmarkes als spezifische
Reaktion.

M. Petls fiihrt die Berliner-Blau-Reaktion zum Eisennachweis in die histochemische
Technik ein.

A. Bottcher entdeckt das Prinzip der «regressiven» Firbung.
Camillo Golgi veroffentlicht seine «reazione neray, durch die z. B. die Darstellung
der Ganglienzellformen moglich wird.
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1879—94 Paul Ehrlich férdert durch seine Studien iiber die Verwendung von Teetfarben zu
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histologischen Zwecken auch die Theorie der Firbung.

C. Weigert gibt sein ausgebautes Verfahren der Markscheidenfirbung bekannt.

M. Heidenhain veroffentlicht die Ergebnisse seiner systematischen Versuche zur
Klirung des Firbevorganges.

A. Bethe erkennt die Abhingigkeit elektiver Firbungen von der Wasserstoffionen-
Konzentration.

Camillo Golgi und Santiago Ramén y Cajal erhalten den Nobelpreis fiir ihre histo-
logischen Arbeiten iiber das Zentralnervensystem.

S. Becher veroffentlicht ein umfangreiches Werk iiber Echtfirbung der Kerne mit
kiinstlichen Beizenfarbstoffen.

1923—25 W. v. Mollendorffs Untersuchungen zur Theorie der histologischen Firbung.
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R. Feulgen und H. Rossenbeck geben ihre Nuclealreaktion bekanat.
A. Giroud und C. P. Leblond beschreiben eine Methode zum histochemischen Nach-
weis des Vitamin C.



Die Entwicklung der histologischen Firbetechnik aus

makroskopischen Untersuchungsmethoden

Von Prof. Dr. E. Hintzsche

Die Mikroskopie als Methode histologi-
scher und embryologischer Forschung ist fiir
die heutige Arztegeneration fast untrennbar
verkniipft mit der Erinnerung an verschie-
denartig gefirbte Priparate, die zumeist als
diinne, auf Objekttriger aufgeklebte Schnitte
untersucht werden. Viel weniger denkt man
aber daran, daB in der Frihzeit der Mikro-
skopie manche heute noch giiltige Feststel-
lung an ungefirbten, nativen Geweben und
Organen gewonnen wurde, und daB die Hilfs-
mittel, deren sich gerade die Pioniere der
Zellen- und Gewebelehre bei ihren Unter-
suchungen bedienen muBten, dulerst einfach
waren.

Vielen wird es kaum glaublich erscheinen,
daBl noch zu Anfang des 19. Jahrhunderts
sogar der Gebrauch des Mikroskops keines-
wegs allgemein iiblich war. Francois Xavier
Bichat (1771-1802), der Begriinder der Ge-

webelehre, erklirte z. B., dal} er bei seinen
. Untersuchungen auf die Verwendung des

Mikroskops wenig Wert lege. Dies ist umso
auffallender, als ja gerade durch den weiteren
Ausbau von Bichats Gewebelehre das Mikro-
skop zu einem unentbehrlichen wissenschaft-
lichen Hilfsmittel wurde. Bichat lehnte die
Arbeit mit dem Mikroskop deswegen ab,
weil Tiuschungen und subjektive Auffassun-
gen nur zu oft das Ergebnis solcher Unter-

suchungen unsicher machten, ein Zeichen da-
fiir, daB bei der damaligen technischen Un-
vollkommenheit der Mikroskope nur wenige,
besonders befihigte und geduldige Forscher
in der Lage waren, mikroskopische Studien
einwandfrei durchzufithren. Die entschei-
denden Fortschritte auf diesem Gebiet wur-
den erst spiter erreicht, als bessere Mikro-
skope zur Verfiigung standen. Die in der
Histologie iibliche mikroskopische Unter-
suchungstechnik hat sich also aus urspriing-
lich makroskopisch betriebenen Gewebestu-
dien entwickelt; in ganz gleicher Weise bil-
dete sich auch die mikroskopische Firbetech-
nik aus der Anwendung von Farben bei ma-
kroskopischen Arbeiten heraus.

Das ilteste Beispiel der Verwendung von
Farbstoffen zur Klirung biologischer Vor-
ginge ist die Rotfirbung von neugebildetem
Knochen nach der Beigabe von Wurzeln der
Krapp-Pflanze (Rubia tinctorum) zum Tier-
futter. Im 16. Jahrhundert, als der Krapp (siche
Abb. S. 3076) noch in groBem MafBstab an-
gepflanzt wurde, beobachteten franzdsische
Bauern, daBB Kiihe, deren Futter Krappwurzeln
enthielt, rotlich gefirbte Milch gaben, und dal3
die Knochen der Jungtiere z. T. rot gefirbt
watren. Diese Zusammenhinge waren auch
dem Arzt Antonius Mizaldus (gestorben
1578) bekannt. Im Jahre 1736 wurde die Rot-

Mikroskopierender Naturforscher. Mitte des 18. Jabrbunderts. Weitere Mikroskope links am Fenster und rechts auf
dem Boden. Aus: Louis Joblot, Observations d’histoire naturelle faites avec le microscope. Paris 1754/55. .
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Schidel eines Hundes,
dessen Futter Krapp
beigemischt wurde.
Dunkle Partien in
Gesichts- und Schédel-
Enochen: Ablagerungen
des Farbstoffes als
Kalk-Alizarinlack.
Aus: A. Koelliker,
Die normale Resorp-
tion des Knochen-
gewebes, Leipzig 187 3.

firbung des wachsenden Knochens nach
Krappverfiitterung von dem englischen Chir-
urgen John Belchier (1706-1785) wieder fest-
gestellt. Seine Beobachtung fand in der Folge-
zeit besonders in Frankreich Interesse, weil
man hoffte, durch das Studium dieser auffal-
lenden Erscheinung die chemischen Vorginge

Krapp-Pflanze oder Fairberrite ( Rubia tinctorum). Aus:
Th. Zwinger, New-Vollkommen Krauterbuch, Basel 1744,

bei der Krappfirbung aufkliren zu kénnen,
die damals fiir die Textilindustrie von grofSter
Bedeutung war. Louis Duhamel du Monceau
(1700-1782), bekannt als Physiologe und Bo-
taniker, untersuchte in den Jahren 1741 bis
1743 die Knochen von krappgefiitterten Vo6-
geln aufs genaueste und kam zu dem SchluB,
daB der Kalk der Knochen den Krappfarb-
stoff binde. Spitere Forscher haben die Vital-
firbung mit Krapp zur makroskopischen Fest-
stellung der Ablagerungsorte des neugebilde-
ten Knochens verwendet (s. obenstehende
Abbildung), sie haben aber auch mikroskopi-
sche Untersuchungen an diinnen Schnitten
solcher Knochen vorgenommen (u. a. Ruther-
ford vor 1780, Gibson 1818, J. P. Flourens
1842 und A. Koelliker 1873).

Eine andere Art der Verwendung von Far-
ben in der makroskopischen Anatomie, die
gleichfalls fiir die Entwicklung der mikro-
skopischen Firbeverfahren Bedeutung ge-
wonnen hat, ist die Fiillung der BldtgefiRe
durch Injektion zum Studium ihrer feineren
Ausbreitung im Gewebe. Anfangs liel man
lediglich gefirbte wiBrige Fliissigkeiten oder
Milch in die Blutbahn ecinflieBen, eine Me-
thode, die anscheinend zuerst Berengarius a
Carpi (1502-1550) anwendete. Der einer spi-
teren Generation angehorende Fabricius Hil-
danus (1560-1634) dagegen begniigte sich
noch 1615 damit, die Blutgefifle seiner
Sammlungspriparate aufzublasen und mit
Werg auszustopfen. Seit der Mitte des 17.
Jahrhunderts suchte man nach einer festen
Masse zur Fiillung der GefdBlumina, da man
moglichst naturgetreue Dauerpriparate her-
stellen wollte. Johann Swammerdam (1637
bis 1680) gilt als der erste, der dazu gefirbtes

Wachs benutzte (Miraculum naturae sive uteri



muliebris fabrica. Lugd. Batav. 1672). Frede-
rik Ruysch (1638-1731) in Amsterdam, dessen
Sammlungen injizierter Priparate berithmt
waren (s. Ciba Zeitschrift Nr. 43, S. 1489),
verwendete hauptsichlich Talg, der mit Zin-
nober versetzt war, daneben wurden damals
auch schon Harze zur GefiBfillung beniitzt.
J. Nathanael Lieberkiithn (1711-1756) gelang
es 1748, die Injektionsmasse soweit zu ver-
bessern, dal man an den injizierten Pripa-
raten die GefilBverteilung sogar unter dem
Mikroskop studieren konnte. Eine ebenfalls
sehr hiufig verwendete Injektionsmasse be-
stand aus Leim, dem Farbe zugesetzt war, sie
wurde im Jahre 1716 von Petrus Simon Rou-
hault (gest. 1740) eingefiihrt. Samuel Thomas
Soemmerring (1755-1837) und Ignaz Dél-
linger (1770-1841) erziclten damit gute Er-
gebnisse.

Thren Hohepunkt erreichte die Technik der
BlutgefiBinjektion mit farbigen Massen zwei-
fellos unter dem Wiener Anatomen Joseph
Hyrtl (1811-1894, s. Ciba Zeitschrift Nr. 21,
S.727). In der kleinen Sammlung seiner Pri-
parate, die jetzt im Besitz des Anatomischen
Institutes in Bern ist, sind die einzelnen Ob-
jekte heute noch so gut erhalten, daf sie so-
gar zur Demonstration verwendet werden
konnten (s. Abb. S. 3078).

Die guten Ergebnisse der Methode, durch

Rudolf Albert Koelliker (1817—1905), von 1843 bis 1847
als Dozent und a. 0. Professor fiir Physiologie und verglei-
chende Anatomie in Ziirich titig, spater Professor in Wiirg-
burg. Jugendbild nach einer Kreidegeichnung von J. Oeri.
Aus: Koelliker, Erinnerungen ans meinem Leben (1899).

Jobann Nathanael Licherksibn (1711-1756), der die Tech-
nik der Injektion mit farbigen Massen so weit verbesserte,
daff Sie auch fiir mikroskopische Untersuchungen brauchbar
wurde. Stich aus dem Jabre 1757.

Injektion farbiger Massen den GefiBverlauf
im Tierkorper deutlich hervorzuheben, hatten
die Botaniker schon frithzeitig angeregt, dhn-
liche Versuche an Pflanzen zu machen. Da es
bei den Pflanzen aber nicht méglich ist, die
Saftbahnenzu injizieren, stellt man abgeschnit-
tene Zweige in Farblosungen ein, die dann in
den Pflanzen aufsteigen, so daB in Querschnit-
ten die Lage und der Verlauf der Saftbahnen
ermittelt werden kann. Eine der iltesten der-
artigen Untersuchungen ist die von Sarrabat,
genannt de la Baisse (1698-17377); er beob-
achtete zuerst das verschiedene Verhalten der
Gewebe bei der Aufnahme von Farbstoffen
und berichtete dariiber in seiner «Dissertation
sur la circulation de la séve dans les plantes»
(Bordeaux 1733). Ahnliche Untersuchungen
stellten u. a. der Leipziger Professor Georg
Christian Reichel (1727-1771) und Sir John
Hill (1716-1775) in London an. Hill benutzte
zu seinen Studien alkoholische Cochenillels-
sung, deren wirksames Prinzip das Karmin ist.

Unter anderen Gesichtspunkten verwen-
dete der Berliner Professor der Medizin Chri-
stian Gottfried Ehrenberg (1795-1876), des-
sen Forschungsarbeit der Welt der Kleinlebe-
wesen galt (s. Ciba Zeitschrift Nr. 14, S. 466),
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Farbstoffe zur Erleichterung seiner mikro-
skopischen Studien. Auf der Suche nach be-
sonderen Organanlagen hatte Ehrenberg In-
fusorien u.a. auch mit fein gepulvertem
Karmin und Indigo «gefiittert», um aus dem
Weg, den die Farbstoffe nahmen, den Ver-
lauf des Darmkanales festzustellen. Er sah
im Leib der Infusorien an bestimmten Stellen
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Farbanhdufungen, die er als Magen deutete,
tatsichlich handelte es sich aber um Farb-
stoffspeicherungen als Folge der von Ehren-
berg unbewulit vorgenommenen Vitalfirbung
(s. Abb. S. 3079). Ehrenbergs mehr als hun-
dert Jahre alte Untersuchungsmethode wird
heute noch angewendet, wenn man die Pha-
gocytose an Protozoen demonstrieren will.



Mikroskopische Praparate des durch seine zoologischen und
botanischen Forschungen bekannten Mediziners Chr, G.
Librenberg (1795—1876). Sammlung E. Hintzsche, Bern,

Bald nach Ehrenbergs Arbeiten wurde eine
andere wichtige Lebenserscheinung der Zelle,
die Protoplasmastrémung, mit Hilfe von
Farbstoffen genauer studiert. Diese 1849 von
H. R. Géppert und F. Cohn gemeinsam an
Nitella flexilis, einer Wasserpflanze, durch-
gefithrte Untersuchung wird in der Uber-
sicht, die Gierke 1884 zur Frithgeschichte der
mikroskopischen Firbemethoden verdffent-
lichte, als erste einschligige Arbeit angefiihrt.
Das mag der Grund sein, weshalb heute noch
zuweilen Goppert und Cohn als die Begriin-

Mikrophotographie eines von Joseph Flyrtl injizierten Pra-
Dpérates des Rete lymphaticum subplenrale der menschlichen
Lunge. Photo: E. Hintzsche, Bern.

%

der der mikroskopischen Firbetechnik ange-
sehen werden. Es ist jedoch daran zu erinnern,
daB Goppert und Cohn nur mit lebenden
Pflanzenzellen arbeiteten und keine eigent-
lichen Schnittfirbungen ausgefiihrt haben.
Firbungen an totem pflanzlichem Material
nahm als erster Th. Hartig im Jahre 1854 vor;
ihm gelang der sichere Nachweis der Firbbar-
keit der Kerne, ein Nachweis, den, ohne dal3
er Beachtung gefunden hitte, schon 1851 der
Zoologe und Anatom Marchese Alfonso Corti
(1822-1876) gefiihrt hatte (s. Abb. S. 3080).
Bei seinen berithmten Untersuchungen iiber
das Gehororgan benutzte er nimlich mit Er-
folg eine verdinnte Karminlésung, um die
Zellkerne und andere ihm wichtige Einzel-
heiten besser sichtbar zu machen.

So grol3 die Verdienste der bisher erwihn-
ten Forscher auch gewesen sein mogen, so
kann doch keiner von ihnen als der eigent-
liche Begriinder der histologischen Firbe-
technik angesprochen werden, worauf schon
H. J. Conn (1925) hinwies. Wollte man den
ersten, der bewulBt einen Farbstoff zur Er-
leichterung mikroskopischer Untersuchungen

Mit Karmin und Indigo «gefiitterter Paramaecien, die die
Farbstoffe «in verschiedenen Magenzellen selbst gesonderty
baben, Erste Vermendung von Farbstoffen im Phagocytose-
versuch. Aus: Chr. G. Ebrenberg, Die Infusionsthierchen
als vollkommene Organismen. Leipzic 1838, Tafel 39,

s e



anwendete, als den Erfinder der histologi-
schen Firbetechnik bezeichnen, so wire es
A. v. Leeuwenhoek (1632-1723) (Portrit s.
Ciba Zeitschrift Nr. 14, S. 464); sein Brief vom
August 1714 (Epistolae physiologicae 1719,
S. 102) enthilt eine Stelle, aus der klar her-
vorgeht, daB Leeuwenhoek bei Studien iiber
die Muskulatur iiberraschenderweise schon
Schnittfirbungen mit alkoholischer Safran-
16sung ausgefithrt hat. Ebenso wie Leeuwen-
hoeks Angaben sind auch die spiter erfolgten
Mitteilungen anderer Forscher iiber ihre Ver-
wendung von Farbstoffen zu mikroskopi-
schen Untersuchungen ohne Nachwirkung
geblieben. Die tatsichliche Einfithrung der
histologischen Firbetechnik ist Joseph Get-
lach (1820-1896) zu verdanken, und mit Recht
heiBt es auf dem Sockel seiner Biste in der
Erlanger Anatomie:

TINGENDI ARTE INNITITUR HISTOLOGIA

J. Gerlach war ein Schiiler von Johannes
Miiller in Berlin und gehorte mit Jacob
Henle (1809-1885) und Albert Koelliker
(1817-1905) zu dem Kreis junger Anatomen,
die von den 1839 von Theodor Schwann

(1810-1882) verdffentlichten zytologischen -

Untersuchungen michtig angeregt worden
waren. Neben seiner Titigkeit als praktischer
Arzt in Mainz (1846-1850) schrieb Gerlach

Marchese Alfonse Corti (1822-1876), der bei seinen
Unfterstuchungen am Gebirorgan (1851) als erster Karmin
zur Farbung histologischer Praparate benuizte. Aus: Arch.
ital. di Anat. e di Embriol. Vol. 12, 1914.
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Joseph Gerlach (1820-1896), Professor der Anafomie
und Physiologie in Erlangen, wendete als erster systematisch
die Karminfarbung bei der Herstellung mikroskopischer
Priparate an; er ist als der Begriinder der histologischen
Frbetechnik anguseben. Nach einer Photographie.

ein «Handbuch der Gewebelchre»s. Bei den
experimentellen Vorarbeiten zu diesem Werk
gelang ihm 1847 eine wesentliche Verbesse-
rung der BlutgefiBinjektion dadurch, dal} er
den Leim mit einer konzentrierten Losung
von ammoniakalischem Karmin firbte. Die
klaren Bilder, die sich mit dieser Methode er-
reichen lieBen, beruhten darauf, dall die mit
Karmin gefirbte Injektionsmasse im Gegen-
satz zu den frither gebrauchten opaken Stof-
fen die Untersuchung im durchfallenden Licht
ermoglichte.

Einige Ergebnisse sciner Untersuchungen
verdffentlichte J. Gerlach, dessen Arbeiten
inzwischen durch seine Berufung auf den Er-
langer Lehrstuhl fiir Anatomie und Physiolo-
gic Anerkennung gefunden hatten, in seinem
Werk «Mikroskopische Studien aus dem Ge-
biete der menschlichen Morphologie» (Erlan-
gen 1858); darin wird erwihnt, dal’ er spite-
stens im Jahre 1854 zum erstenmal als Zu-
fallsbefund Kernfirbungen gesehen hat. Nach
einer GefiBinjektion mit ammoniakalischem
Karminleim war der Farbstoff z. T. aus der
Blutbahn heraus diffundiert und firbte die
Zellkerne in der Nachbarschaft der GefiBe.
Beidaraufhin angestellten Versuchen, Schnitte



Ovale Tastkirperchen aus der menschlichen Hant. Die
ersten nach gefarbten Prdparaten verdffentlichten Abbildun-
gen. Handkolorierte Lithographien aus: J. Gerlach, Mji-
kroskopische Studien . . ., Erlangen 1858.

von Gehirn und Rickenmark zu firben, be-
nutzte Gerlach zunichst eine ziemlich kon-
zentrierte Karminlésung; die infolge der star-
ken Konzentration eingetretene chrfz'irbung
lieB ihn aber keine Einzelheiten in den Pripa-
raten erkennen. Wieder half ihm eine zu-
fallige Beobachtung: Er hatte ein mit Kalium-
bichromat gehirtetes Kleinhirnstiick wihrend
einer Nacht in Wasser liegen lassen, das mit
etwas Karmin verunreinigt war, und fand am
nichsten Tage eine fein differenzierte Fir-
bung der Nervenzellen und -fasern. Kontroll-
versuche erwiesen, daB3 lebende tierische Ge-
webe aus verdiinnten Karminlésungen keine
Farbstoffe aufnehmen, tote Gewebsstiicke da-
gegen allen Farbstoff herausziehen, der sich

s

dann besonders in den Kernen und in den
Kernkorperchen, weniger im Zelleib konzen-
triert (siche nebenstehende Abbildung).

Gerlachs Untersuchungen fanden eine wich-
tige Ergianzung durch die zur selben Zeit aus-
gefihrten Studien des Apothekers O. Masch-
ke, der sich vor allem um die Klirung der
Frage bemiihte, auf welche Weise die Fir-
bungen zustande kommen. Maschke erkannte,
daB3 dic unterschiedliche Affinitit der Farb-
stoffe zu verschiedenen Zell- und Gewebs-
bestandteilen grundsitzliche Bedeutung hat.
Er schlug schon damals vor, die Proteine nach
der Art und der Intensitit ihrer Firbbarkeit
einzuteilen, und ebnete damit einer Arbeits-
richtung den Weg, die spiter Paul Ehrlich zu
seinen groBen Entdeckungen fiihrte.

Dieser kurze geschichtliche Rickblick hat
gezeigt, daB sich in der Frithzeit der histologi-
schen Firbetechnik die Fragestellungen und
Untersuchungen von Botanikern, Zoologen
und Anatomen hiufig beeinfluSten. Das gilt
in gleicher Weise auch fiir die Zeit, in der die
mikroskopische Firbetechnik sich in ver-
schiedene Spezialgebiete aufteilte. Bei den
folgenden Artikeln moége man sich deshalb
stets daran erinnern, daB die einzelnen Arbeits:
richtungen, wenn sie auch getrennt darge-
stellt werden, sich zeitlich nebeneinander aus-
gebildet und gegenseitig beeinfluit haben.

« Zusammenfassend laBt sich also sagen, daB} das Privin berufen scheint, wegen seiner
ausgezeichneten anédmisierenden Eigenschaften, die bei langer Wirksamkeit weder von
reaktiver Hyperimie, Angewéhnung noch unangenehmen Allgemeinerscheinungen
(Ubelkeit, Blutdruckverinderung usw.) begleitet sind, !das Adrenalin weitgehend in
Diagnostik, Oberflichenanisthesie und Therapie der Nasenaffektionen (eventuell in be-
schrinktem MaBe auch in der Pharyngo-Laryngologie) zu verdringen.»

M. Baer, Mschr. Ohrenhk. usw. (Wien), 1941, H. 10.
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