Uber histochemische Farbreaktionen

Ven Prof. Dr. E. Hintgsche

Als in der ersten Hilfte des 19. Jahrhun-
derts die Trennung des anatomischen und des
physiologischen Unterrichtes erfolgte, stand
die Histologie zwischen diesen beiden Fi-
chern, sie wurde teils von Anatomen, teils
von Physiologen vertreten. Hieraus wird es
verstindlich, daB in der histologischen For-
schung neben der rein morphologischen auch
die funktionelle Betrachtungsweise stets ihre
Bedeutung behielt. Dieser Arbeitsrichtung
gehort u. a. auch die Histochemie an, deren
Ziel es ist, die chemische Zusammensetzung
der einzelnen Gewebs- und Organbestandteile
aufzukliren. Die histochemischen Untersu-
chungen werden an mikroskopischen Pripa-
raten ausgefithrt und bilden eine wichtige Er-
ginzung zu den physiologisch-chemischen
Forschungen, die ja immer nur ein Gewebe
oder Organ im ganzen, nicht aber seine Bau-
elemente betreffen koénnen. Dem Charakter
der Abhandlungen dieser Nummer entspre-
chend, werden aus dem umfangreichen Ge-
biet der Histochemie hier nur die wichtigsten
der mit Farberscheinungen verbundenen Re-
aktionen genannt und mit den Jahreszahlen
ihrer Einfithrung belegt.

In dhnlicher Weise wie die Fixationstech-
nik (s. S.3082) entstanden auch die histo-
chemischen Untersuchungsverfahren, sie ent-
wickelten sich aus der Verwendung von «in-
differenten» Fliissigkeiten und chemischen
Reagenzien, durch die die Lichtbrechung der
Gewebe geindert und damit Einzelheiten
ihrer Struktur besser sichtbar gemacht wer-
den sollten. Als «indifferente Zusatzfliissigkei-
ten» benutzte man anfinglich Speichel, Blut-
serum oder Glaskorperflissigkeit; ein Ersatz
fir diese ist das von Max Schultze im Jahre
1864 empfohlene Jodserum, das ist Amnion-
wasser von Wiederkduerembryonen, dem et-
was Jodtinktur zugefugt wird, um es vor
schneller Zersetzung zu schiitzen. Heinrich
Frey (1822-1890) fithrte schon im Jahre 1863
Jod als gebriuchliches Reagens zum Nachweis
von Stirke an; er kannte auch dessen Verwen-
dung zum Nachweis von Amyloid und von
Zellulose. Auffilligerweise erwihnt Frey den
schon 1857 von Claude Bernard (1813-1878)
erbrachten Nachweis von Glykogen durch
Jod nicht, wie denn tiberhaupt auch im spite-
ren deutschsprachigen Schrifttum Claude Ber-
nard unverdienterweise kaum je als Entdecker
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der Jodreaktion zum histochemischen Glyko-
gennachweis genannt wird. Leider ist die
Jodreaktion des Glykogens sehr verginglich;
siec wurde daher durch andere Farbreaktionen
ersetzt, die jedoch immer durch die Bernard-
sche Methode nachgepriift werden miissen.

Ob die Bestsche Karminfirbung zum Gly-
kogennachweis (1906) als eine echte histo-
chemische Reaktion anzusehen ist, ist noch
ungeklirt. In der Hand eines geiibten Mikro-
technikers gentigt sie zweifellos den Anfor-
derungen der normal- und pathologisch-
histologischen Untersuchung. Allerdings hat
sie den Nachteil, daBl bei ihr die Firbung
durch Differenzierung, also durch Auszichen
iberschiissigen Farbstoffes, zustande kommit.
Da es aber dem Ermessen des einzelnen tber-
lassen ist, wann die Differenzierung unter-
brochen werden muf3, besteht immer die
Moglichkeit von Tduschungen. Demgegen-
iber ist die Bauersche Reaktion zum Poly-
saccharidnachweis (1933) wegen ihrer Sicher-
heit und Einfachheit zu empfehlen: Durcheine

Teichte Oxydation mittels Chromsdure wird
-das Glykogen in eine noch nicht niher be-

kannte wasserunldsliche Verbindung umge-
wandelt, die bei Behandlung mit fuchsin-
schwefliger Sdure eine rotlich-violette Fir-
bung annimmt. Auch hier empfiehlt es sich,
die Bernardsche Jodreaktion stets zur Kon-
trolle daneben auszufithren.

Die Bauersche Reaktion ist eine Abinde-
rung der im Jahre 1924 publizierten Nucleal-
reaktion von Robert Feulgen und H.Rossen-
beck. Diese dient zum Nachweis der*Thymo-
nucleinsiure, die besonders im Chromatin der
Kerne tierischer Gewebe vorkommt. Im Prin-
zip beruht die Nuclealreaktion darauf, daf3 die
in der Nucleinsdure vorhandenen Purinbasen
durch eine schwach saure Hydrolyse abgespal-
ten werden, die frei gewordenen Aldehyd-
gruppen werden dann durch fuchsinschwef-
lige Sdure als stark rotlich-violette Firbung
nachgewiesen. Es ist ein charakteristischer
Zug in der Entwicklung der modernen histo-
logischen Technik, daBl heute an Stelle der
Kernfirbung schon von vielen Forschern die
Nuclealreaktion benutzt wird, d. h. eine histo-
chemische Methode wird den Firbeverfahren
vorgezogen.

Wie im geschichtlichen Riickblick iiber
die Anwendung natiirlicher Farbstoffe auf
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Seite 3076 berichtet wurde, kann Krapp oder
dessen wirksames Prinzip, das Alizarin, als
Reagens zum Calciumnachweis dienen. Es
bildet mit dem im Gewcebe vorhandenen Kalk
cinen Farblack, der z B. von Grandis und
Mainini schon 1900 benutzt wurde, um tber
die Verteilung von Calciumsalzen in den Ge-
weben Aufschlul zu gewinnen. Diese Me-
thode ist jedoch im ganzen wenig emphndlich
und auch nicht absolut spezifisch, denn be-
sonders das Eisen kann gleichfalls mit Ali-
zarin einen Lack bilden, dessen Farbton von
dem des Kalk-Alizarin-Lackes nur wenig ab-
weicht; im mikroskopischen Priparat ist je-
denfalls die Differenz der Farben nur schwer
unterscheidbar und damit die Spezifitit der
Methode fraglich.

Wenig geklirt ist der Mechanismus des
Calcium-Nachweises mit Pyrogallol, der im
Jahre 1883 von I'r. Merkel (1‘54\—1919) an-
gew endet wurde, um die Bildungsstitten der
im Speichel vorhandenen Kalksalze nachzu-
weisen. Eigene Untersuchungen haben ge-
zeigt, dald \lelLle Befunde zwar im Prinzip
zu best ﬂ[lL’;Eﬂ sind, daf} jedoch sein Vertahren
nur wenig empfindlich ist. In dieser Beziehung
ist die 1922 von A. Crétin eingefiihrte Reak-
tion zuverlissiger; bei threntstehew ahrschein-
lich ein Lack vom Typus des Gallocyanins.

Mit dieser Methode erhilt man auch noch in
den Zellkernen positive Calciumbefunde; sic
hat aber den Nachteil, daf3 sie diffizil ist. Wei-
tere Reaktionen zum Calciumnachweis, ». 13.
die von A.B.Macallum aus dem Jahre 1912
sind keine eigentlichen Farbreaktionen, denn
bei thnen wird der als Gips ausgetillte Kalk
nur indirekt, in Form des schwarzen Blesul-
fides,

Entsprechend seiner groBen  Bedeutung
im tierischen Organismus ist auch das Lisen
schon frith Gegenstand histochemischer Un-
Soweit ¢s in lonisier-
ter Form vorkommt, war der Nachweis leicht
zu tihren; er gelang 1845 Julius Vogel (1814
bis 1880) und 1866 Max Perls (1843-1881).
Von Perls stammt der Eisennachweis durch
die Berlinerblau-Reaktion, mit der das im
Tierkorper vorhandence dreiwertige
Eisenion erkannt werden kann; Me-
thode wird heute noch beniitzt und ist bel
sachgemiBer Anwendung von hoher Spezi-
fitit. |. Vogel wies das Eisen im mensch-
lichen Korper in der Form des Sulhdes nach.
LiBt man nach der Bildung von Eisensulfid
als weiteres Reagens noch eine saure Losung
von Ferricyankalium einwirken, wie das
Tirmann 1898 tat, so entsteht Turnbulls Blau;
auch diese Reaktion ist sehr spezifisch und
praktisch frei von Fehlerquellen, die P1,1p'1—
rate blassen jedoch allmihlich ab. Auf einem
anderen, s‘chrm oben erwiithnten Prinzip (siche
S. 3087) beruht der Nachweis ionisierten Ei-
sens in der Form eines schwarzen Hamatein-
Eisenlackes (A. B. Macallum 1892).

Eisen in organisch gebundener Form 15t
mit farberischen \[Ct‘nnden nicht zuverlissig
su erkennen; dazu mul} die 1833 von E. V.
Raspail eingefiihrte und 1923 von Albert Poli-
card (geb. 1881) wieder entdeckte Mikrover-
aschung herangezogen werden, denn im
Aschenbild sind alle Fisensalze bei der Unter-
suchung im Dunkelfeld durch ihre orange-
gelbe Farbe leicht erkennbar. Der Unter-
schied in der Menge des so nachweisbaren
(JL‘vle]LLl“\ﬂn"Lhd}qu und des im ionisierten
Zustand z. B. als Berliner Blau oder als Turn-
bulls Blau feststellbaren Eisens ergibt dann
den Gehalt an organisch gchundeﬁ gewese-
nem Eisen.

Die beschrichenen Eisenreaktionen haben
eine gewisse Bedeutung, z. B. bei der Unter-
scheldung der Pigmentablagerungen im tieri-
schen Kérper: Sicermdglichen s, himoglobi-
nogene Pigmente an ilnem Eisengehalt sicher
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Arbeitsplats, fiir bistochemische Untersuchungen im Anatomischen Institus der Universitit Bern. Rechts ander Wand eine
Mikroveraschungsapparatur mit Einstellungs- und Mefgerdten; an die Koblensanreflasche sind mit doppelter Leitung das
Gefriermikrotom und die Tiefkiblvorrichtung des Messers angeschlossen; links auf dem niedrigen Tischchen die Einrichinng
zur Mikrophotograpbie. Photo: F:. Hintzsche, Bera,

zu erkennen und z. B. vom Melanin zu tren-
nen. Auch fiir die Melaninbildung wurde
Ubrigens e¢in interessanter histochemischer
Nachweis von Bruno Bloch (1878-1933), Zii-
rich, im Jahre 1917 beschrieben, der hier als
Beispiel einer Fermentreaktion angefiihrt sei.
Durch Einlegen von Hautstiickchen in eine
Loésung von Dioxyphenylalanin (abgekiirzt
Dopa Reagens) konnte Bloch das Vorhanden-
sein einer Dopaoxydase in den Zellen wahr-
scheinlich machen, die aus dem Reagens
durch Oxydation das schwarzbraune Melanin
entstehen ldBt. Die Reaktion ist nur positiv in
gewissen Epithelzellen der Haut und fiihrte
zu der Auffassung der ausschlieBlich epithe-
lialen Genese des Pigments.

Zum SchluB sei noch auf die Verwendung
histochemischer Methoden in der Hormon-
und Vitaminforschung hingewiesen. F. G.
Jacob Henle (1809-1885) kennzeichnete die
schon frither bekannt gewesene Chromaffini-
tit des Nebennierenmarkes im Jahre 1865 als
cine spezifische Reaktion. Thre Deutung
wurde erst moglich, nachdem der Wirkstoff
des Ncbennierenmarkes, das Adrenalin, rein
dargestellt worden war. Mulon fithrte 1905
den Nachweis, daBl die Chromaffinitit tat-
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sichlich eine spezifische Adrenalinreaktion
ist. Aus der jlingsten Zeit endlich stammt die
Vitamin-C-Reaktion von Giroud und Leblond
(1934), dic auf einer im Dunkeln ausgefiithrten
Reduktion von Silbernitrat beruht. Die Spe-
zifitit dieser Methode wurde schon von
Szent-Gyorgy nachgewiesen, dem die erste
Reindarstellung des Vitamin C gelungen ist.

Mit Untersuchungen dieser Art baut die
histochemische Forschung jetzt noch alte Ar-
beitsmethoden weiter aus, die vor der Ent-
wicklung der hlctologlschcn Firbetechnik
allein zu mikroskopischen Studien benutzt
wurden. Neue, verfeinerte Arbeitsweisen sind
eingefithrt worden, so etwa auf dem Gebiete
der Lebendbeobachtung, der Polarisations-,
Ultraviolett- und Fluoreszenz-Mikroskopie,
aber die Histochemie kann diesen als gleich—
wertig zur Seite gestellt werden; seit ciniger
Zeit erfreut sie sich wieder vermehrter Beach-
tung. Schon die wenigen angefithrten Bei-
spicle werden auch dem mit dieser Arbeits-
weise wenig Vertrauten zeigen, dafl der Aus-
bau der Methoden zur qualitativen chemi-
schen Analyse auch Fortschritte der histo-
chemischen Kenntnisse ermoglicht hat und
noch weiterhin erwarten laf3t.



