Die Firbung fixierter Priparate

Vion Prof. Dr. E. Hintgsche

Als man anfing, mikroskopische Priparate
zu firben, um dadurch Einzelheiten besser
hervorzuheben, war die Auswahl an Farb-
stoffen nicht groB. Die ersten Versuche
wurden hauptsichlich mit den in der Natur
vorkommenden und schon seit langem in der
Textilfirberei benutzten Farbstoffen, wie Kar-
min bzw. Cochenille, Blauholz und Indigo
gemacht.

Karmin ist ein tierisches Produkt; es wird
durch Auslaugen und Fillungen aus Coche-
nille gewonnen und hatte vor der syntheti-
schen Herstellung von Farbstoffen groBe
wirtschaftliche Bedeutung. Die im Handel
*erhiltliche Cochenille besteht aus 2,5-3 mm
groflen schildf6rmigen Kornern von schwar-
zer,- roter oder silbergrauer Farbe (s. Ab-
bildung). Diese Kérnchen sind nichts anderes
als die getrockneten Korper von weiblichen
Schildldusen der Art Coccus cacti L., die ur-
spriinglich in Mexiko heimisch ist und dort
auf einer bestimmten Nihrpflanze, dem Fei-
genkaktus Opuntia coccinellifera (Mill.) in
Kulturen geziichtet wird. Auf die interessante
Geschichte der Cochenille, ihre Arten, ihre
Bedeutung als Handelsware usw. kann hier
nicht eingegangen werden. Die Frage, ob die
Cochenille tierischer oder pflanzlicher Her-
kunft sei, war lange Zeit lebhaft umstritten
worden, bis der hollindische Kaufmann Mel-
chior de Ruuscher 1729 durch sein Biichlein
«Natuerlyke Historie van de Couchenille» den
Beweis fiir den tierischen Ursprung der Co-
chenille erbringen konnte. In seinem 1753 er-
schienenen Buch «Employment for the Mi-
croscope» erwihnt der englische Arzt Henry
Baker, dafl es ihm gelungen sei, durch mi-
kroskopische Untersuchungen von gequolle-
nen Cochenillekdrnern die tierische Herkunft
der Cochenille zu bestitigen. Die Bildungs-
stitten des Farbstoffes in der Schildlaus wur-
den zuerst von Paul Mayer im Jahre 1892
nachgewiesen: Das Insekt enthilt den von
ihm produzierten Farbstoff in Form von kar-
minsaurem Alkali nur im Fettkorper und im
Dotter der Eier.

Im édlteren Schrifttum finden sich mancher-
lei Unstimmigkeiten hinsichtlich der Namen
der Farbstoffe. Wohl mehr aus Unkenntnis
der chemischen Zusammensetzung als aus be-
wuBter Irrefilhrung wurden z. B. die Be-
zeichnungen Karmin und Karminsiure hiufig

synonym gebraucht. Tatsichlichist die genaue
Zusammensetzung des Karmins auch heute
noch nicht bekannt, fest steht nur, daB der
Farbstoff eine eiweiBhaltige Tonerde-Kalk-
Verbindung der Karminsdure ist (C. Lieber-
mann 1886), die je nach dem Rohmaterial und
der Gewinnungsweise in ihrer Zusammenset-
zung variieren und infolgedessen auch sehr
unterschiedliche firberische Eigenschaften be-
sitzen kann.

Urspriinglich bot die Verwendung des Kar-
mins in der histologischen Firbetechnik man-
che Schwierigkeiten, da es sich nur wenig inde-
stilliertem Wasser 16st. Erst die auf Th.'Hartig

Weibchen der den Cochenillefarbstoff liefernden Cochenille-
schildlaus (Coceus cacti L. ). Kupferstich nach J. Wandelaar.
aus dem im Jabre 1729 erschienenen Werke « Natuerlyke
Historie van de Conchenillen des Melchior de Runscher.
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Der Zoologe Paul Mayer (1848-1923), der wibrend sei-
ner lang jabrigen Tatigkeit an der Zoologischen Station in
Neapel zablreiche Farbemethoden ausarbeitete, besonders
solche mit Karmin und Héamatoxylin, Er schuf die bente
gebrauchliche Art der Paraffin-Einbettung. Aus: Zeit-
schrift fiir wissenschaftliche Mikroskopie Bd. 41, 1924,

und Gerlach zuriickgehende Kenntnis, dal3
man wiBrige Karminlésungen von gentigen-
der Konzentration erhilt, wenn Alkalien zu-
gesetzt werden, ermoglichte tiberhaupt die
frithere weite Verbreitung des Karmins als
Firbemittel fiir mikroskopische Priparate. In
den siebziger und achtziger Jahren des vori-
gen Jahrhunderts wurde eine groBe Zahl von
Karminrezepten rein empirisch ausprobiert.
Paul Mayer stellte fest, dall bis zum Jahre
1899 deren mindestens 35 bekannt waren. Von
thnen werden heute nur noch wenige benutzt,
so vor allem Lithionkarmin nach Orth (1883),
(iiber seine Verwendung bei der Vitalfirbung
s. S. 3096) oder die alkoholische Borax-Kar-
minlésung des Zoologen Herm. Grenacher
(1879), die sich gut zur Stiickfirbung eignet
und bei embryologischen Untersuchungen
oft verwendet wurde. Von Spezialfirbungen
werden heute noch sehr geschitzt das Muzi-
karmin von P. Mayer (1896) zur Schleimfir-
bung und Karmin zur Glykogen-Darstel-
lung nach F. Best, Dresden (1906). Um den
Schwierigkeiten der je nach der Herkunft und
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der Gewinnungsweise hiufig schwankenden
Zusammensetzung des Karmins zu entgehen,
empfahl P. Mayer, die reine Karminsdure in
der Form des Karmalauns (1891) und des
Parakarmins (1892) zu benutzen; man ver-
wendet diese Losungen auch heute noch zu
Stiick- oder Schnittfirbungen, z. B. nach der
Oxydasereaktion, nach der Eisenreaktion mit
Blutlaugensalz, nach Vitalfirbungen usw.

Als sehr wertvoll erwies sich ein von
Eduard Schwarz 1867 eingefiihrtes Firbe-
prinzip, das der Doppelfirbung. Schwarz
kombinierte die Karminfirbung mit einer
nachfolgenden Firbung mit Pikrinsiure; in
seinen Priparaten zeigten sich die Kerne und
das Cytoplasma verschieden gefirbt. Die
Methode von Schwarz ist vielfach abgewan-
delt worden, z. B. 1868 von Louis Antoine
Ranvier (1835-1922). Im Grunde aber ist jede
unserer heutigen Doppelfirbungen, ganz
gleich ob sie ein- oder zweizeitig ausgefithrt
wird, nur eine Fortsetzung der Arbeitsweise
von Schwarz.

Ein zweiter in der Natur vorkommender
Farbstoff, dessen Bedeutung in der histolo-

. gischen Firbetechnik eher noch grofer ist als

die des Karmins, ist das Hamatoxylin. Es wird
aus dem Kernholz von Himatoxylon campe-
chianum gewonnen, einer in Mittelamerika
heimischen Leguminose, die unter dem Na-
men Blauholz bekannt ist. Aus dem Holz
werden durch Extraktionen mit wasserhalti-
gem Ather Himatoxylinlésungen hergestellt.
Sie besitzen aber noch keine firberischen Ei-
genschaften. Aus diesen Losungen kristalli-
siert das Himatoxylin leicht aus; es ist in
Wasser, Glycerin und Alkohol léslich und
nimmt begierig Sauerstoff aus der Luft auf.
Erst durch diese Oxydation, die sogenannte
«Reifung», wird das Hiamatoxylin zu einem
Salze bildenden Farbstoff, dem Himatein.
Himatein ist somit der firbende Bestandteil
aller als «Himatoxylin»-Losungen bezeich-
neten Firbemittel. Spricht man in der mikro-
skopischen Technik von Himatoxylinfir-
bungen, so sind immer Himateinfirbungen
gemeint. Himatoxylin verhilt sich wie eine
Sdure, deshalb muB bei der Firbung mit
Himatoxylin stets eine Base zugegen sein;
man kann diese entweder als «Beize» allein
auf die Schnitte einwirken lassen oder zu-
sammen mit dem Farbstoff zufithren.Gelegent-
lich geniigen auch die in den Objekten schon
vorhandenen Salze, um die firbende Wirkung
durch Himatein allein zu erreichen. Als Basen



werden bei der Himatoxylinfirbung Alumi-
nium-, Chrom-, Eisen- oder Kupfersalze ver-
wendet; die entstehenden Verbindungen sind
Farblacke, sie enthalten stets Himatein oder
eine noch hohere Oxydationsstufe des Hima-
toxylins. Erst die Kenntnis der eben ange-
fihrten Zusammenhinge, die in der 2. Hilfte
des 19. Jahrhunderts von der Textilfirberei
tibernommen wurde, erméglichte die mannig-
fache Verwendung des Himatoxylins in der
mikroskopischen Technik. ;
Wilhelm Waldeyer (1836—1921), der 1863
als erster mit Blauholzextrakten an tierischen
Geweben, besonders an Nervenfasern, arbei-
tete, kam nur deshalb zu unbefriedigenden
Ergebnissen, weil ihm die chemischen Vor-
ginge bei der Himatoxylinfirbung nicht ge-
nau genug bekannt waren. Dabei mull man
sich allerdings erinnern, daB Waldeyer ein
ganz neues Arbeitsgebiet zunichst in tasten-
den Versuchen zu erschlieBen begann. Schon
zwei Jahre spiter gelang es dem Arzt Fried-
rich Bohmer, durch Zufiigen von Alaun-
Iésung zum alkoholisch gelésten gereiften
Himatoxylin Kernfirbungen zu erzielen, die
an Intensitit und Prignanz den Karminfir-

bungen derart iiberlegen waren, daB sich jetzt
die Himatoxylinfirbung sehr schnell einbiir-
gerte. Prichtige Beispiele ihrer Verwendbar-
keit bei cytologischen Studien lieferte Flem-
mings klassisch gewordenes Buch: «Zellsub-
stanz, Kern und Zelltheilung», das 1882 er-
schien (siche Abbildungen S. 3089).

Es ist nicht méglich, hier die zahlreichen,
auf der Basis von Himatoxylin entwickelten
Firbemethoden anzufiithren, an deren Aus-
arbeitung neben deutschen Wissenschaftlern
besonders franzosische und englische For-
scher beteiligt sind; nur einige wenige seien
als Typen genannt.

Himalaun, das 1891 von Paul Mayer ein-
gefithrt wurde, ergibt kriftige, reine Kern-
firbungen; in der Handhabung ist es sehr
einfach und daher heute wohl derjenige Farb-
stoff, mit dem der Anfinger am besten seine
ersten Fiarbeversuche an tierischen Geweben
und Organen ausfithrt. Mit Himalaun wird
gewohnlich «progressivy gefirbt, d.h. die
Firbung wird unter mikroskopischer Kon-
trolle so lange fortgesetzt, bis der gewtiinschte
Erfolg cingetreten ist. Kommt es zur Uber-
firbung, so kann man die Priparate durch ent-

Typische Blaubolzwaldung ( Haematoxylon campechianum) auf Jamaika. Zum Féillen der den Farbstoff Himatoxylin

- liefernden Béiume ist das Unterbols entfernt worden. Nach Brockmann-Jerosch,
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Der Kieler Anatom Walther Flemming (1843~1905) be-
kannt durch seine zellmorphologischen Arbeiten und seine
Verdienste um die Vervollkommmnung der bistologischen
Untersuchungsmethoden. Nach einer Photographie.

sprechende Weiterbehandlung «differenzie-
reny. Ferner seien noch erwihnt das 1886
von Paul Ehrlich (1854-1915) erfundene saure
Himatoxylin, das nicht leicht Gberfirbt, und
das 1885 von Prudden bekannt gemachte De-
lafieldsche Himatoxylin.

Besonders wichtig geworden ist die Eisen-
himatoxylinfirbung von Martin Heidenhain
(geb. 1864), deren Anwendungsweise im Jahre
1892 verdffentlicht wurde (s. Abb. S. 3090).
Nach dieser Methode behandelte mikroskopi-
sche Priparate erweisen sich als jahrzehnte-
lang haltbar. Der Erfahrene wird mit der
Eisenhimatoxylin-Firbung nach Heidenhain
duBerst klar hervortretende Bilder der Struk-
turen gewinnen, und zwar nicht nur in den
Kernen, sondern auch in den Zelleibern;
allerdings ‘ erfordern die Ergebnisse dieser
Firbemethode, gerade weil sie auBBerordentlich
feine und vielstufige Differenzierungen ermog-
licht, eine sehr kritische Beurteilung. (Bei-
spiele von Eisenhimatoxylin-Firbungen zei-
gen die Abbildungen auf der Umschlagseite
und auf S. 3090.) Die Entwicklung unserer
Kenntnisse vom Feinbau der Chromosomen
ist ohne die Eisenhimatoxylinmethode kaum
denkbar. Flemmings Voraussage (1882), dal3
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das Himatoxylin bei den eingehenderen
Studien der Zellstrukturen und der Zelltei-
lung noch viele gute Dienste werde leisten
miissen, erweist sich heute, nach Go Jahren,
als zutreffend.

Eine andere Verwendungsart des Himato-
xylins, die der Forschung ebenfalls erhebliche
Fortschritte ermoglichte, ist die der Mark-
scheidenfirbung des Nervengewebes; die
Methode stammt von dem Frankfurter Pa-
thologen Carl Weigert (1845-1904), der sie
als erster 1882 anwendete und mannigfache
Variationen ausgearbeitet hat. Seitdem ist eine
groBe Spezialliteratur iiber die Markscheiden-
firbung entstanden, die sich vor allem in den
Werken iiber die Untersuchungstechnik des
Zentralnervensystems findet.

Ein weiterer bei histologischen Studien be-
nutzter Pflanzenfarbstoff ist das Orcein, als
Rohprodukt Orseille genannt; es wird aus
verschiedenen Flechtenarten, insbesondere
aus Rocella tinctoria, gewonnen und wurde
zuerst von C, Wedl im Jahre 1878 benutzt.
Nachdem Tinzer 1891 die besondere Affini-
tit des Orceins zum elastischen Gewebe er-
kannt hatte, wird es heute hauptsichlich zu
dessen Nachweis verwendet. “

Aus den verschiedenen Versuchen, tierische
Gewebe mit Ausziigen aus Fernambuk-Holz
oder aus Alkannawurzel, mit Lackmus oder
mit Indigo zu firben, haben sich keine heute
noch benutzten Methoden entwickelt. Indigo
ist hier nur deshalb erwihnenswert, weil auf
ihn die Bezeichnung der fiir die moderne
Firbetechnik unentbehrlich gewordenen Ani-
linfarbstoffe zuriickgeht. Der durch den Apo-
theker Otto Unverdorben im Jahre 1826
mittels trockener Destillation des Indigos
erstmals dargestellte Stoff, ein Ausgangspro-
dukt zahlreicher synthetischer Farbstoffe,
wurde nimlich im Jahre 1840 durch Carl Ju-
lius Fritzsche nach der portugiesischen Be-
zeichnung der Indigopflanze, «anily, Anilin
genannt.

Mit den Anilinfarben, die nach ihrem Aus-
gangsmaterial umfassender und zutreffender
Teerfarben genannt werden sollten, ist dem
Mikroskopiker heute eine geradezu uner-
schopfliche Auswahl der verschiedensten Farb-
téne in die Hand gegeben. Anfangs suchte
man die Teerfarbstoffe vor allem deswegen zu
histologischen Firbungen zu verwenden, weil
man hoffte, in ihnen neue Unterscheidungs-
mittel fir solche Gewebsbestandteile zu fin-
den, die im nativen Zustand ganz gleich aus-
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Mit Himatoxylin gefirbte Kernteilungsfiguren von Epithelzellen einer Salamanderlarve; Lingsteilung der Chromosomen.
Aus W. Flemmings klassischem Werk « Zellsubstanz, Kern und Zelltheilungn. Leipzig 1882.

sehen und mit den damaligen Methoden op-
tisch nicht differenziert werden konnten. Die
erste Anilinfarbe stellte William Henry Perkin
(1838-1907) her, der als 18jihriger Student
des Royal College of Chemistry in London
synthetische Versuche machte, die allerdings
auf andere Ziele gerichtet waren. Den ge-
fundenen Farbstoff, es war ein Anilinviolett,
nannte er Mauve und meldete ihn 1856 zum
Patent an. Als die schnelle Entwicklung der
Teerfarbenindustrie einsetzte, wurden die
Farbstoffe zunichst ganz willkiirlich benannt,

so daB es schon am Ende-des vorigen Jahr-
hunderts oft schwierig war, festzustellen, ob
die urspriinglichen Farbstoffe dieselben waren
wie spiter hergestellte gleichen Namens.
H. Gierke hat diese Schwierigkeiten in einer
interessanten Studie «Uber Firberei zu mi-
kroskopischen Zwecken» (1884-1885) er-
drtert und, um eine klirende Ubersicht zu
gewinnen, in ihr Tabellen vertffentlicht, die
die Daten der ersten Fabrikation der Farb-
stoffe und ihrer frithesten Anwendung in der
mikroskopischen Technik enthalten.

Mitose-Stadien in Epithelzellen von Salamandra, Himatoxylinfirbung; Bildung der Kernschleifen, der Spindeln und der
Polstrahlung. Aus: W. Flemming, « Zellsubstanzg, Kern und Zelltheilungy. Leipzig 1882.
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Martin Heidenhain (geb. 1864), Professor der Anatomie
in Tiibingen, leistere wesentliche Beitrige wur Theorie der
bistologischen Férbung nnd schuf eine Reibe wertvoller newer
Farbemethoden, Nach einer Photographie.

Aus den Jahren 1862-1874 kennt Gierke
nur neun Veroffentlichungen, in denen auf die
Bedeutung der Anilinfarben fiir die mikro-
skopische Technik hingewiesen wurde; das
ist umso erstaunlicher, als in der gleichen
Zeit zahlreiche neue Teerfarbstoffe herge-
stellt wurden, von denen viele spiter in
die histologische Firbetechnik Eingang
fanden, wie z. B. Vesuvin, Safranin und Au-
rantia (s. Tabelle S. 3098). Obwohl in Frank-
reich und in England die Erforschung und die
Herstellung neuer Anilinfarben auBerordent-

Leunkocyten des Salaman-
ders mit doppeliem
Zentralkirperchen.

Ers handelt sich um die
ersten Abbildungen von
Prdaparaten, die nach der
FEisenhdmatoscylin-
Methode von M. Heiden- e
hain gefirbt wurden. R
Auns: Festschrift <u

Koellikers yojabrigem

Doktarjubildum 1892,
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lich rege betrieben wurden, bemiihten sich
damals nur vereinzelte franzosische und eng-
lische Mikroskopiker, diese Farbstoffe auszu-
probieren. Erst mit dem Jahr 1875 setzte die
Flut der Veroffentlichungen von Forschern
aller Kulturnationen ein. Auffallend ist dabei
die groBe Zahl der in deutscher Sprache ge-
schriebenen Arbeiten. Sie bezeugt den mich-
tigen Aufschwung, den die histologische
Farbetechnik damals besonders in Deutsch-
land und der Schweiz genommen hatte. Allein
fir die Zeitspanne von 1875-1877 fiihrt
Gierke vierundzwanzig derartige Arbeiten an,
von denen allerdings einige den gleichen
Farbstoff behandeln, so z. B. das 1873/74 von
Heinrich Caro gefundene Eosin, das durch
Fr. Ernst Fischer (geb. 1848) 1875 in die mi-
kroskopische Firbetechnik eingefiihrt wurde
und dessen vielseitige Eignung zu histolo-
gischen Studien einige Jahre spiter durch
Joseph-Louis Renaut (1844-1917) erwiesen
wurde.

Eine neue, auch heute noch geiibte Ver-
wendungsart von Anilinfarben gab Louis
Antoine Ranvier (1835-1922) im Jahre 1875
an, nimlich die feinen Hohlrdaume in Schliffen
mazerierter Knochen durch Eindampfenlassen
alkoholischer Farblésungen mit Farbstoff zu
fullen.

Grundsitzlich wichtig geworden ist die im
Jahre 1875 von E. Hermann empfohlene
Methode der «regressiven» Firbung mikro-
skopischer Priparate. Aus Schnitten, die mit
alkoholischen Losungen von Fuchsin iiber-
firbt wurden, zieht man durch Einlegen in
reinen Alkohol den iiberschiissigen Farbstoff
wieder heraus; die so gewonnenen Bilder der
Kerne sind sehr distinkt. Solche regressiven
Farbungen hatte zwar Arthur Bottcher (1831
bis 1889) schon im Jahre 1869 ausgefiihrt;
aber erst nachdem Flemming die Methode bei
seinen Kernstudien mit Safranin und anderen




Farbstoffen ausgiebig und mit iiberzeugendem
Erfolg angewendet hatte (1881), wurde sie all-
gemein bekannt. Noch heute ist die regressive
Firbung einer der wichtigsten Kunstgriﬁ'e in
der histologischen Technik.

Je mehr Farbstoffe in jenen Jahren zu mi-
kroskopischen Untersuchungenherangezogen
wurden, umso groBer wurde das Bediirfnis,
eine den zahlreichen Farbstoffen und ihrer
Wirkungsweise entsprechende Einteilung zu
finden. Es ist das Verdienst von Paul Ehrlich
(1854-1915), eine zweckmiBige Klassifizierung
der Farbstoffe geschaffen zu haben, die auch
heute noch gilt.

Da die Farbstoffe je nach ihrer chemischen
Zusammensetzung sauer, basisch oder neutral
sind, ermoglichen diese Unterschiede auch
eine Einteilung der Gewebsbestandteile je
nach ihrem Verhalten zu den betreffenden
Firbemitteln. Paul Ehrlich erkannte, daf3
sich bestimmte Strukturen in den Zellen aus-
schlieBlich oder vorwiegend mit sauren, an-
dere dagegen mit basischen und wieder andere
vor allem mit neutralen Farbstoffen differen-
ziert darstellen lassen; diese Erkenntnis lief3
ihndieBegriffe der Acidophilie, Basophilie und
Neutrophilie schaffen, wobei er annahm, dal3
die verschiedene Firbbarkeit der einzelnen
Gewebe oder Gewebsbestandteile eine Folge
der besonderen chemischen Affinitit zwischen
Substrat undfirbender Substanzsei(s. S. 3093).
Basophil nennt Ehrlich einen Zell- oder Ge-
websbestandteil, der basische Farbstoffe be-
sonders intensiv annimmt; diese basischen
Farbstoffe sind gewéhnlich in Alkohol besser
loslich als in Wasser und werden besonders
zur Firbung des Chromatins der Kerne ver-
wendet, sie kénnen aber auch zum Hervor-
heben besondeter Zellgranula und von
Schleim benutzt werden. Acidophile oder,
wie oft, einen Spezialfall verallgemeinernd,
gesagt wird, eosinophile Substanzen firben
sich mit sauren Farbstoffen, die sich im all-
gemeinen in Wasser besser 16sen als in Alko-
hol; mit ihnen kénnen besonders der Zelleib
und seine Differenzierungsprodukte darge-
stellt werden. Um auch einen neutralen Farb-
stoff anzufiihren, sei das eosinsaure Methylen-
blau genannt. Ehrlichs aus der Farbstoft-
chemie abgeleitete und der mikroskopischen
Forschung dienstbar gemachte Begriffe wur-
den auch von der Klinik iibernommen. Sie
sind jedem Arzt von der Differenzierung und
Untersuchung der Blutbilder her geliufig. Dal3
nicht nur die Blutkérperchen, sondern auch

Carl Weigert (1845—1904), Professor der pathologischen
Anatomie in Frankfurt a. M., der u. a. die Markscheiden-
férbung in die histologische Untersuchungstechnik einfiibrte.
Aus: Berichte der Senckenbergischen Naturforschenden Ge-
sellschaft, Frankfurt a. M. 1904.

die Blutplittchen mit Hilfe einer Anilin-
farbe, des Methylvioletts, von Giulio Bizzo-
zero (1846-1901) 1882/83 eingehenderen
Studien zuginglich gemacht wurden, sei hier
wenigstens erwihnt.

Mit Hilfe der Teerfarben konnten auch die
auf S. 3086 schon erwihnten «Doppelfir-
bungen» weiter entwickelt werden. Die
gtoBc Zahl der verschiedenartigen Farb-
stoffe verlockte dazu, Kern und Cytoplasma
durch kontrastierende Farben moglichst dif-
ferent darzustellen; hierzu wurden entweder
Farbgemische verwendet, mit denen die Fir-
bung einzeitig ausgefithrt wurde, oder die
beiden kontrastierenden Farben wurden ein-
zeln und nacheinander benutzt. Derartige
Doppelfirbungen wurden in allen nur denk-
baren Kombinationen versucht,und besonders
englische Forscher, wie Hencage Gibbes,
William Stirling (geb. 1851), Joseph Gibbons
Richardson (1836-1886), um nur einige
Namen zu nennen, bemiihten sichin der Frith-
zeit der Verwendung von Teerfarben um
die Schaffung neuer Farbkombinationen. In
Deutschland trugen Paul Schiefferdecker und
vor allem Paul Ehrlich, dieser in besonders
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systematischer Weise, zum Ausbau der
Doppelfirbungen bei. Es sei bemerkt, daf3
die heute noch hiufig verwendete Kombina-
tion Himatoxylin-Eosin schon 1877 von Carl
David Wilhelm Busch (1826-1881) benutzt
wurde. Renaut arbeitete 1879 mit Mischun-
gen der beiden Farblésungen, und Stirling
empfahl 1881 die Kombination von Hima-
toxylin und Eosin ebenfalls, er ging sogar
schon zu Dreifachfirbungen tber.

In dem hier gegebenen Riickblick auf die
ersten Dezennien der histologischen Firbe-
technik konnten nur einige derjenigen For-
scher genannt werden, deren Arbeiten blei-
bende Bedeutung gewonnen haben; auBer
thnen trugen noch zahlreiche andere, hier
nicht genannte Anatomen, Physiologen, Zoo-
logen und Botaniker zum Ausbau der Firbe-
methodik bei. Mit groftem Eifer wurde da-
mals in Universitits- und Privatlaboratorien
jeder neue Farbstoff, den die chemische Indu-
strieauf den Markt brachte, auf seine Verwend-
barkeit bei histologischen Untersuchungen
nach den verschiedensten Richtungen hin er-
probt. Viele der geduldig ausgefithrten Ver-

Panl Ebrlich (1854-r1915), ztletzt Direktor des Insti-
tutes fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. Als
Jjunger Assistent von Fr. Th. Frerichs (1819—1885) schuf
Ebrlich wichtige theoretische Grundlagen der bistologischen
Fiérbetechnik. Nach einer Photographie.
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suche blieben ohne jedes Ergebnis, aber auch
manchederdamals begeistert geriihmten Farb-
stoffe sind seither lingst ibertroffen und daher
wiedervergessenworden, nur verhiltnismiBig
wenige Farbstoffe aus dieser Zeit sind die Jahr-
zehnte hindurch bis heute im Gebrauch geblie-
ben. Schon in denachtziger Jahren des vorigen
Jahrhunderts stellte Gierke fest, daB} ein Be-
diirfnis nach neuen Firbemitteln fiir histo-
logische Zwecke nicht mehr vorhanden sei,
sofern sich diese nur durch einen neuen Farb-
ton, nicht aber grundsitzlich von den schon
bekannten Farbstoffen unterscheiden. Die
seitdemabgelaufene Entwicklung ist vorallem
dadurch charakterisiert, dal immer wieder
versucht wurde, die firberischen Méglich-
keiten durch neue Kombinationen noch zu
verbessern. Als Beispiele seien erwihnt: die
Dreifachfirbung Himatoxylin-Siurefuchsin-
Pikrinsdure nach van Gieson (1889), die auch
mit Orcein zur Darstellung der elastischen Fa-
sern kombiniert werden kann,und das Triazid-
gemisch von Ehrlich-Biondi aus Methylgriin-
Saurefuchsin-Orange, das sich seit seiner 1898
erfolgten Einfithrung bis heute bewihrt hat;
eine Kombination aus neuerer Zeit ist z. B.
K. W. Zimmermanns Himatoxylin-Muzikar-
min-Aurantia (1925) zur Unterscheidung mu-
koser und seroser Zelltypen, z. B. in den
Speicheldriisen und im Magenfundus. Nicht
unerwihnt bleiben darf M. Heidenhains Azan-
firbung (1915) zur Darstellung des Binde-
gewebes; sie basiert auf einer ilteren, ur-
spriinglich 1900 von Frank Burr Mallory
(geb. 1862) angegebenen Methode, bedeutet
aber eine wesentliche Verbesserung durch die
Verwendung eines lichtechten Kern- und
Plasmafarbstoffes, des Azokarmins G.*

Die histologische Technik wurde nicht nur
durch die Zusammenstellung neuer Farb-
kombinationen geférdert, sondern ebenso
auch durch die zielbewuBte und systematische
Erprobung neuer Farbstoffe und Farbstoff-
gruppen. Ein schones Beispiel dafiir sind die
Fettfirbungen, zu denen man Sudan III,
Scharlach R oder Nilblausulfat benutzt. Sudan
ITI, ein Farbgemisch, dessen Qualititen je
nach der Handelsmarke leicht variieren,
wurde von L. Daddi 1896 zur Fettfirbung
empfohlen. Zum gleichen Zweck benutzte
L. Michaelis 1901 Scharlach R. Das von
Lorrain Smith 1908 zur Fettfirbung verwen-
dete Nilblausulfat erméglicht, die Neutralfette
durch einen roten Farbton von anderen blau
bis violett gefirbten Fettstoffen zu untet-
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Karl Wilbelm Zimmermann (1861-1935), der bis um
Jabre 1933 als Professor der Anatomie in Bern wirkte,
bereicherte die bistologische Technik durch Einfiibrung neuer
Farbkombinationen. Nach einer Photographie.

scheiden; es hat zudem den Vorteil, die ge-
wissen Fetten zukommende Doppelbrechung
nicht zu verindern und gleichzeitig Kerne
und Cytoplasma zu firben. Besonders er-
folgreiche systematische Arbeiten dieser Art
wurden ausgefithrt und veroffentlicht von
M. Heidenhain (1902) und von S. Becher
(1921). Derartige planmiBige Arbeiten bieten
nur dann Aussicht auf Erfolg, wenn sie mit
reinen und ihrer Konstitution nach genau
bekannten Farbstoffen vorgenommen wer-
den. Heute gibt es schon einige Firmen, die
sich auf die Herstellung solcher Farbstoffe
spezialisiert haben. Um die gleichmiBige
Giite der Farbstoffe zu sichern, wurde in den
Vereinigten Staaten von Nordamerika sogar
cine Kommission zur Standardisierung der in
der Biologie benotigten Farbstoffe gebildet
(Commission on Standardization of Biolo-
gical Stains), die bis zum Jahre 1925 zunichst
fir einige nur selten in gleichmiBiger Quali-
tit vorhanden gewesene Farbstoffe Normen
aufstellte und auch jetzt noch ihre Arbeiten
fortsetzt. '

Bestrebungen solcher Art wiren viel aus-

sichtsreicher, wenn die Vorginge beim Fir-
ben mit natiirlichen oder kiinstlichen Farb-
stoffen schon geklirt wiren. Die hier in Be-
tracht kommenden Fragestellungensind so alt
wie die mikroskopische Firbetechnik selbst.
Maschke hat sich, wie S. 3081 erwihnt, schon
1859 mit solchen Fragen befa3t, und heute
werden verschiedene physikalische, chemische
und physikalisch-chemische Erklirungsver-
suche erdrtert; es ist allerdings unwahrschein-
lich, daB3 es iiberhaupt je gelingen wird, alle
Farbstoffwirkungen mit einer einzigen Deu-
tung zu erfassen. Unzweifelhaft physikali-
scher Natur ist z. B. die Fettfirbung mit Su-
dan III; hier handelt es sich um die spezi-
fische Loslichkeit eines Farbstoffes in einem
bestimmten Substrat, also um einen rein phy-
sikalischen Vorgang. Die chemische Theorie
vom Zustandekommen der Firbungen, d. h.
die Annahme, dafl Salzbildungen zwischen
Farbstoffen und gefirbten: Objekten ent-
stehen, fand in der Frithzeit der mikroskopi-
schen Firbetechnik fast allgemeine Anerken-
nung. Als ihre Hauptvertreter sind Paul Ehr-
lich und der Dermatologe P. G. Unna (1850
bis 1929) zu nennen. Nach Wilhelm v. Méllen-
dorff (geb. 1887) aber ist die Ursache der Farb-
stoffverteilung im mikroskopischen Priparat
nicht in chemischen Bindungen zu suchen,
sie wird vielmehr bestimmt durch die Kon-
zentration der Farblosung und durch die
Diffusionsgeschwindigkeit des Farbstoffes.Da
die Diffusionsgeschwindigkeit einerseits ab-
hingig ist von der Dichte des Gewebes, an-
derseits von dem Dispersititsgrad des Farb-
stoffes, so wiirde damit auch erklirt, daB die
Reihenfolge, in der sich die verschiedenen
Strukturen firben, von ihrer Dichte, die Ge-
schwindigkeit des Firbevorganges aber vom
Dispersititsgrad des Farbstoffes abhingt. Auf
Grund solcher experimentell begriindeter Vor-
stellungen unterschied v. Méllendorf (1924)
zwischen der «Niederschlagsfirbungs» als
einem Oberflichenphinomen und der «Durch-
trinkungsfirbung». Diesen physikalisch-che-
mischen Deutungsversuchen steht die Auf-
fassung gegeniiber, daB die Firbung durch
clektrostatische Vorginge zustande kiime, eine
Auffassung, die ebenfalls nicht wenige An-
hinger gefunden hat. Albrecht Bethe (geb.
1872) beobachtete 1905 als erster, daB3 gewisse
elektive Firbungen nur bei einer bestimmten
Wasserstoffionen-Konzentration der Farblo-
sung gelingen. Gleichgerichtete Untersuchun-
gen fihrte 1926 A. Pischinger (geb. 1899)
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fort und machte dhnlich wie Rudolf Keller
(geb. 1855) in Prag und seine Mitarbeiter fiir
die Vorginge beim Firben die Unterschiede
der elektrischen Ladungsverhiltnisse in den
Gewebsbestandteilen verantwortlich.

Die Verschiedenheit der iiber das Wesen
des Firbungsvorganges herrschenden, sich
teilweise stark widersprechenden Auffas-
sungen konnte Bedenken aufkommen lassen,
ob die Firbung von mikroskopischen Pri-
paraten als wissenschaftliche Hilfsmethode
iberhaupt Berechtigung habe. Dazu ist vor
allem zu betonen, daB selbstverstindlich Zell-
oder Gewebsbestandteile niemals ausschlief3-
lich auf Grund ihrer firberischen Eigenschaf-
ten beurteilt werden diirfen. Die Firbung ist
stets nur ein Hilfsmittel, um die Strukturen
leichter erkennbar zu machen. Gewil3 diirfen
auf Grund ihrer verschiedenen FirbbarkeitUn-
terschiede der Substrate angenommen werden,
zumal wenn ganz gleichartige Fixations- und

Firbebedingungen eingehalten worden sind.
Dagegen wiirde es z. B. einen groben Fehler
bedeuten, allein aus der Gleichheit von Farb-
wirkungen auch auf die gleiche Beschaffen-
heit der gefirbten Teile zu schlieBen; ein
solcher SchluB ist nur gerechtfertigt, wenn
auller der gleichen Firbbarkeit noch Uberein-
stimmungen anderer Art eindeutig festzu-
stellen sind, z. B. hinsichtlich der Léslichkeit
der Gewebebestandteile, ihrer Lichtbrechung
usw. Wenn man ein gefirbtes Priparat im
Sinne des eben Gesagten beurteilen will, muf3
man sich immer daran erinnern, daB es bis zu
seiner Fertigstellung mehr oder minder ein-
greifende Behandlungen erfahren hat und daf3
die Moglichkeit der Bildung von Strukturen,
die im Leben nicht vorhanden gewesen sind,
groB ist. Aus all diesen Griinden sollte ein ge-
firbtes mikroskopisches Priparat stets mit
dem nativen Objekt verglichen werden, wenn
man sich vor Trugschliissen schiitzen will.

Rasche und nachhaltige

Abschwellung der Schleimhiute

in Nase und Rachenraum

durch

Privin

bei Rhinitis, Sinusitis, Laryngitis usw.




