Uber eine neue Reaktion der Fette (Chromchrysoidinreaktion).
Uber die Fettkdrper des Hautgewebes im allgemeinen.!)

Von «

Dr. Leonardo Martinotti, Assistent und Privatdozent.

Mit einer Tafel.

(Aus der dermatologischen Klinik der Kgl. Universitat. Modena.
Vorstand: Prof. 1* (’olomhi'ni.)

(Der Deduktion zugegangen atu ». Mai Isut.)

Bei der Untersuchung des normalen menschlichen Haut-
gewebes in morphologischer und biochemischer Hinsicht ge-
lang es mir, eine spezielle Reaktion festzustellen, » welche in
einem mehr oder weniger zeitweiligen Unldslichwerden der in
der Haut befindlichen Fette besteht.-)

Diese Reaktion grindet sich auf folgendes von mir auf-
gestellte Prinzip:

«Fs gibt eine Reihe von Farbstoffen, die aul3er
einer naturlichen Affinitdt fur die Fette des Unter-
hautgewebes auch noch die Fahigkeit besitzen, dieselben
zeitweilig unléslich zu machen, wenn mit ihrer Ein-
wirkung noch diejenige eines oxydierenden Agens,
wie der Chromséaure oder eines Richromates verkntpft
ist. Die dadurch bewirkte Unloslichkeit der Fette geht
soweit, dall man die Schnitte (hergestellt am Gefrier-
mikrotom aus in Formol fixierten und hernach der Reaktion
unterworfenen Gewebsstiicken) in Losungsmittel fur Fette

I) Eine vorlaufige Mitteilung dieser Abhandlung erfolgte am 16. Ja-
nuar 1914 in der Medizinischen Gesellschaft zu Modena.

*) Wie ich schon in einer anderen Arbeit bemerkt habe, erfolgt
auch bei Anwendung des Chromhamatoxylinlackes (wenn man das Kalium-
bichromat durch das entsprechende Lithiumsalz, weniger gut durch das

Mg- oder NH4-Salz ersetzt) ein Unléslichwerden der Fette des Unterhaut-
zellgewebes.
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(wie Benzol, Xylol usw.) einbringen und in Kanadabal-
sam einschliefen kann, ohne dall die Fette selbst in
Losung gehen wirden. Die Reaktion bleibt durch
verschieden lange Zeit bestehen, je nach der Natur
der fixierten Fette; so bleiben einige Fette nach
dieser Behandlung standig unléslich (wie Eleidin und
seine Derivate), andere aber nur fur eine verschieden
lange, von 1—15 Tagen wechselnde Zeit (z. B. die Fette
des Gewebes der Unterhaut).

Die Technik ist auRerordentlich einfach:

Die am Gefriermikrotom, aus in Formol fixierten Stiicken,
hergestellten Hautschnitte werden in destilliertem Wasser ge-
waschen und dann fur 5—10 Minuten bis zu mehreren Stunden
in die wasserige FarbstolTIosung eingebracht; hierauf wéscht
man sie kurz mit destilliertem Wasser, bringt sie fir eine
Minute (nicht langer!) in eine 10°/oige Kaliumbichromatlésung,
unterwirft sie einer neuerlichen kurzen Waschung und gibt
sie der Reihe nach in absolutem Alkohol, Benzol, Xylol und
schieBlich neutralem Balsam. Die Fette der Unterhaut werden
dadurch zeitweilig unldslich gemacht.

Diese erwahnte Eigenschaft ist den Aminoazoverbindungen
eigentimlich; wahrscheinlich ist sie auf das Aminobenzol und
Azobenzol zuriickzufuhren; sie ist von Verbindung zu Ver-
bindung grof’en Schwankungen unterworfen.

In der nebenstehenden Tabelle ist das Intensitatsausmaf,
mit der die Reaktion bei den verschiedenen Substanzen er-
folgt, angegeben: diese Tabelle, welche vollstandiger ist, als
eine analoge, welche ich bezuglich des Salvarsansl) angegeben
habe, konnte den Anschein erwecken, da sie mit letzterer
nicht in allen Punkten dbereinstimmt; in Wirklichkeit ist der
Widerspruch nur scheinbar und tbrigens mu ich hinzufiigen,
daB man mit Proben verschiedener Fabrikate nicht immer
gleichartige Ergebnisse erzielte. Folgende Tabelle enthalt blof3
die Hauptdaten.

¥ Roma, XV. Riun. della Societa Dermalologica Italiana, 19 di-
rembre 191K,
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Substanz Reaktion Substanz Reaktion
Amidobenzal............... — Amidoazotoluol - . - . +
Amidotoluol - - - _ - Diamidoazobenzol . . . 4 yu-H
Azobenzol.................. - Triamidoazobcnzol r
Azotoluol...................... —_ Diazoamidobenzol9). +
Diamidobenzol . . - - ! Dimethylamidazobenzol4) +
Diazobenzol.................. — Phenylaminoazobenzol . +
Oxyazobenzol ............... — Acetylamidoazobenzol. . +
PioxyazobenzolM . . . Safranin-azo- B-naphthol -
Amidoazobenzol . . . . ehlorid6) (Indoinblau) . +

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dalR die fir die er-
wahnte Reaktion wichtigsten Korper da« Diaminobenzol und
das Amidoazobenzol sind: die Intensitdat der Reaktion erféahrt
beim Diazoaminobenzol keine Steigerung, wahrend sie beim
Diaminoazobenzol zunimmt; das Triaminoazobenzol gibt die
Reaktion nur voribergehend und in sehr geringem Male. Ks
sei hinzugefugt, daR bloR das Orthodiamidobenzol die Reaktion
gibt; bei der Meta- oder Paraverbindung ist nichts oder fast
nichts von ihr zu bemerken; das Chlorid der entsprechenden
Verbindung gibt immer eine starkere Reaktion als die bloRe
Rase (wahrscheinlich zufolge seiner grofieren Loslichkeit). Die
Mono- und Disulfoderivate sind fur diese Zwecke fast voéllig
unbrauchbar; desgleichen auch die héheren Abkdémmlinge des
Aminoazobenzols, wie Sudan Ill, Brillantcrocein, Croceinschar-
lach 3 B, Ponceau 5 R, Biebricher Scharlach, usw.

Die entsprechenden im Handel erhaltlichen Aminoazoto-
luolderivate verhalten sich analog wie die homologen Benzol-
verbindungen; aber die Intensitat, mit der sie die Reaktion
geben, ist immer ungleich geringer und oft inkonstant.

) Mit einem von Grubler stammenden Préparate erhielt ich
positive, aber inkonstante Krgebnisse.

*) Einige Male war die Reaktion vollstandig negativ.-

3) Das Zeichen + bedeutet: Reaktion ist zweifelhaft.

4) Friediger (Minch. M. W., 1912, S. 2865) hat derartige Sub-
stanzen zur Farbung der Fette in Faeces und Darminhalt verwendet.

#) Es ist notwendig, zuerst das Dichromat einwirken zu lassen.

30~
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Wenn man zuerst ein Amidoazobenzol (namentlich das
Chlorid des Diaminoazobenzols) und ein Aminoazotoluol (z. B.
Spritgelb) einwirken 1&4t, werden die rotgefarbten Schnitte
farblos; taucht man sie nun in Chromsaure ein, so werden
sie braun, aber die Fette l6sen sich fast alle; geht man aber
in umgekehrter Reihenfolge vor, behandelt man also die
Schnitte zuerst mit Spritgelb und dann mit Chrysoidin, so er-
halt man die gewohnliche Fixierung ohne besondere Vorteile.

Daraus lafit sich theoretisch ableiten, daf die fir diese
Zwecke am besten verwendbare Verbindung das Chlorid des
Phenylazo-o-phenylendiamins ist; diese Verbindung stand
mir aber nicht zur Verfugung und ich weil3 nicht, ob sie Uber-
haupt schon dargestellt wurde ; das homologe Metaderivat (Chlorid
des Phenylazo-m-Phenylendiamins oder m-Diamidoazobenzols)
gibt vorzigliche Resultate und stellt ohne Zweifel eine fir die
erwahnten Zwecke ausgezeichnet verwendbare Substanz vor.
Wegen der beiden Hauptreagentien kann man die Reaktion
als «Chromchrysoidin-Reaktion» bezeichnen.

Ein anderer Farbstoff, der gleichfalls diese Reaktion
liefert, ist das Indoinblau (Chlorid des Safraninazo-f3-naphthol):
hier mufl3 jedoch die Einwirkung des Bichromats vorangehen:
die dem Indoin analogen Azosafranine, wie das Diazingrin
(.lanusgrun), das Janusblau und Janusrot fiihren nicht oder
nur in unvollstandiger Weise zum Unloslichwerden der Fette.l)
Das Salvarsan gibt ebenfalls diese Reaktion.?2)

Untersuchen wir einen Schnitt, an dem die Chrom-
chrysoidinreaktion ausgefihrt wurde in destilliertem Wasser,
so sehen wir, dal} die Fette, das Eleidin und das Myelin der
Nerven goldgelb geféarbt sind. Die Fette des Unterhautgewebes
zeigen mitunter sehr zahlreiche, eingeschlossene Luftblaschen.
Die Kerne, namentlich jene der drisigen Organe, zeigen eine
strohgelbe F&arbung, wahrend sie bei jenen der Epidermis kaum
angedeutet ist oder fehlt.

*) Tatsachlich gehdren alle diese Korper zu den Aminoazoverbin-
dungen, da sie als Azoderivate der Disazoammoniumbase betrachtet
werden. (Nietzky, Chemie der organischen Farbstoff, 1906, V. Aufl., S. 49.)

*) Martinotti, XV. Riunione della societd dermatologica Italiana.
Roma. 19 dicembre 1913.
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In Nachbarschaft der Kerne und zwar namentlich jener
der Driisenepithelien und des Corpus mucosum in geringerem
Male jener der Hornschicht oder gar des Bindegewebes finden
sich zahllose bald mehr bald weniger aneinander gelagerte,
bald mehr isolierte kleinste Tropfchen von ziegelroter Farbe.
Einige von ihnen wandeln sich spater in Kérnchen yon Kerato-
hyalin um.

Oftmals kann man beobachten, dal} diese Tropfchen sich
in den zwischen den Zellen des Stratum Malpighii gelegenen
Zwischenrdaumen lokalisieren. Sie reihen sich kettenférmig an-
einander, so dalR sie im Mikroskope ahnlich aussehen wie
Membranen. Diese Membran tritt um so deutlicher hervor, je
mehr die Farbung zunimmt, bis sie endlich intensiv braun-
schwarz gefarbt in der Hornschicht erscheint.

Die Nagelplatte, sowie die jingeren Teile der Haare geben
die Reaktion in sehr intensiver und stabiler Weise; dies be-
statigt meine schon in friheren Arbeiten ausgesprochene An-
sicht, daB sich diese beiden Bildungen unmittelbar vom Eleidin
ableiten und reichlich Fett enthalten.

Untersucht man (nach Waschen in Alkohol und Benzol)
die Schnitte in Kanadabalsartf, so geht die Reaktion in den
Kernen, welche mit irgend einem basischen Farbstoff gefarbt
sind, verloren; sie bleibt aber in fast allen anderen Teilen
bestehen und scheint oftmals noch ausgepréagter zu sein; die
Erscheinung der Unlo6slichkeit der Fette ist sehr klar zu
beobachten.

In Anbetracht der Wichtigkeit dieser Reaktion erachte
ich es als zweckmaRig, sie im einzelnen naher zu behandeln.

Was das Chrysoidin anlangt, so benétigt man eine ge-
wohnliche 1°/oige, nicht zu alte wasserige Losung, die man
mindestens 5—10 Minuten auf die Schnitte einwirken [&lt;
man kann aber auch ohne Nachteil 12—24 Stunden farben.

Mit der Chrysoidinfarbung kann auch die Farbung mit
Safranin®) verknupft werden; als Oxydationsmittel, kann man

iy Eine I°/oige wasserige Losung von Tolusafraninchlorid und eine
1°loige wasserige Losung von Diamidoazobenzol werden irn Momente des
Gebrauchs gemischt. (Es .bildet sich ein Scharlach.)
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10°/oige waésserige Chromséure verwenden: das Fett der Fett-
zellen erscheint dann gelb gefarbt mit roten Tropfen, die in
der Fettmasse eingebettet liegen.

Bei Finwirkung des Bichromates ist besonders zu be-
achten:

aj Verwendet mau Kaliumbichromat in zu groRer Ver-
dinnung (1—2'Voj, so werden die Fette und zwar namentlich
die Fette der Unterhaut fast gar nicht fixiert; betragt die Kon-
zentration ca. 5°/o, so ist die Fixierung eine teilweise.

b) Ist die Losung 10°/oig, so erfolgt vollstandige Fixie-
rung: die Dauer der Einwirkung darf aber nur kurz sein; laRt
man die 10°/»ige Bichromatlosung langer einwirken, so geht
die Unloslichkeit der neutralen Fette wieder vollstdndig ver-
loren; hingegen scheint die Fixierung der epithelialen Tropfchen
besser zu sein.

c) Daraus ergibt sich, dalR bei Einwirkung einer I°/oigen
Chrysoidinlésung in der Dauer von einigen Minuten bis zu
mehreren Stunden, die optimale Dauer der Einwirkung einer
konzentrierten Kaliumbichromatlésung 1—2 Minuten (auf keinen
Fall mehr als 2 Minuten) betrdgt. Verwendet man wasserige
Chromsaure zu 10°/o bei einer Einwirkungsdauer von 1 Minute,
so ist die Reaktion noch intensiver.

Anstelle der wasserigen 10°/oigen Chromsaurelésung kann
man auch eine alkoholische L&sung verwenden. Diese wird
Im Momente des Gebrauches hergestellt (10it/oige wasserige
Chromsaurelosung und 95°/oiger Alkohol); die Fixation der Fette
des Unterhautgewebes ist sehr vollkommen, vollstandig und
gleichformig.

LaRt man Chrysoidin und Chromséaure bzw. Kaliumbichromat
gleichzeitig einwirken, so erfolgt nur eine teilweise oder gar
keine Fixierung.

Verwendet man Perchromsdure, die man sich immer im
Augenblicke des Gebrauchs herstellt, indem man wasserige
10°/oige Chromséure und das im Handel erhéaltliche Wasserstoff-
superoxyd zu gleichen Teilen mischt,l) so erfolgt eine sehr
schone Fixation der epidermalen Membranen. Verwendet man

Hollemann, C.himica inorganica, Milano 1914, S. 405.
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die verschiedenen Salze der Chromséure, so beobachtet man
verschiedene sehr interessante, die einzelnen Zell- und (»e-
websbestandteile (Kerne, Membranen, Eleidin, Fette usw.) be-
treffende Fixierungen.

Die Chromate geben nur teilweise und voriibergehende
Fixierungen ; beziglich der Bichromate ist zu bemerken:

Fur die Kerne eignet sich am besten das Dichromat des
Kupfers; in zweiter Linie kommen dafur das Calcium- und
Baryumsalz in Betracht.l)

Zur Fixierung der Tropfchen im epithelialen Gewebe
der Epidermis und der zugehdrigen Teile eignet sich besonders
das Ammoniumbichromat, sowie in zweiter Stelle die Lithium-
und Zinkverbindung.

Far die cellularen Fette verwendet man am besten Chrom-
saure in wasseriger oder alkoholischer Ldsung, dann kommt
in zweiter Linie Kaliumbichromat und schlieSlich Natrium- und
Zinkbichromat.

Fur das Myelin der Nerven eignet sich sehr gut Am-
moniumbichromat.

Zur Fixierung des Eleidins leisten zahlreiche Salze aus-
gezeichnete Dienste; aufler der Chromséure, die am besten ist,
konnen die Bichromate des Ammoniums, Calciums, Magnesiums,
Kalium, Kupfer, sowie Chromalaun mit gutem Erfolg verwendet
werden.

Fur die Membranen der Epidermiszellen kommt in
erster Linie Perchromsaure in Betracht; sehr empfehlenswert
sind Lithium- und Magnesiumbichromat; am besten lassen sich
die Membranen der Hornschicht nachweisen, die schon mit
Chromsaure deutlich zu sehen sind, dann kommen jene des
Stratum lucidum, des Stratum granulosim und des Stratum
mucosum. Bei der Demonstration der Membranen des Stratum
mucosum kommt noch ein zweiter Faktor hinzu; die Déshydra-
tation und Wirkung der Fettlésungsmittel (namentlich des

Die Analogie zwischen der Wirkung dieser Bichromate und jener
von Burchardt bei der Fixation von Geweben beobachteten wild nie-
mandem entgehen. (S. Enzykl. d. mikr. Techp. Artikel: chr.omsaure Salze.)



m Leonardo Martinotti.

Kin besonderes Interesse hat der Chromalaun, der gleich-
falls in 10°/oiger L6sung zur Anwendung kommt. L&t man
denselben 1-2 Minuten einwirken, so fixiert er die Fette mit
der Besonderheit. dall er dieselben in Form von Tropfen ver-
schiedener GrofRe unléslich macht: immerhin ist die GroRe der
Tropfen so weit gleichférmig, dal? die Fettzelle ein maulbeer-
artiges Aussehen gewinnt; das Chromacetat (Merck, 20 By,
verdinnt mit dem gleichen VVolumen Wasser) gibt eine wasserige
Fixierung des Eleidins.

Ausgehend von dem Gedanken, dal diese Wirkung der
Chromséaure und ihrer Salze bloR auf ihren oxydiernnden Eigen-
schaften beruhen konnte, untersuchte ich andere Koérper, welche
oxydierend wirkten.

Um nicht die gewohnlichsten derselben aufzuzéhlen, mdchte
ich darauf hinweisen, daf} die Vanadiumsalze, und zwar nament-
lich das Chlorat, eine sehr schone Fixierung des Eleidins be-
wirken, wahrend alles Ubrige nur wenig oder gar nicht fixiert
wird. Eisenchlorid fixiert nur das Eleidin.

Das Kaliumpermanganat (in sehr schwacher, frisch her-
gestellter Losung) gibt eine partielle Fixierung, die zunimmt
und durch leichtes Ansauern der Fermanganatlosung mit Schwefel-
saure vollstdndig gemacht werden kann.

Bei dem kauflichen Wasserstoffsuperoxyd (verdinnt mit
destilliertem Wasser [1:4—38]) erscheint die Fixierung der neu-
tralen Fette kaum angedeutet oder fehlt Gberhaupt. Hingegen
lalst sich eine Fixierung der epithelialen Granuli erzielen, die
aber nur schwach ausgepragt ist.

Flgt man den oxydierenden Korpern nur Chrysoidinlésung
hinzu, so kann man eine Fixierung der Fette bewirken, die aber
immer nur teilweise und sehr unvollstandig ist.

Reduzierende Substanzen bewirken keinerlei Fixierung.

Legt man die Schnitte, ehe die Reaktion ausgefuhrt wird,
flr einige Minuten in Alkohol von 80°/o, so erfolgt nur mehr
eine teilweise Fixierung der Fette, deren Ausdehnung von der
Dauer des Aufenthaltes im Alkohol abhangt; die Fixierung er-
folgt dann in der Peripherie der endocelluldren Fettmasse; das
Eleidin nimmt hingegen eine sehr lebhafte braune Farbe an,
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und die Membrane in der HGhe des Stratum granulosuin, welche
aus einer Reihe kleiner, rotlich-braun gefarbter und rosenkranz-
artig angeordneter Tropfen besteht, tritt deutlich hervor. Eine
derartige Membrane erscheint auch schon im Corpus mucosum
und in der Basalschicht; ihr Auftreten is.t aber nicht konstant,
was vielleicht entweder auf technischen Unzulénglichkeiten oder
auf einem friheren oder spéateren Erscheinen der Membrane
selbst beruhen dirfte. Die in der Umgebung des Stratum cor-
neum liegenden Zellen sind braungelb gefarbt.

Gibt man die Schnitte nach dem Verweilen in Alkohol
in ein Losungsmittel fir Fette, wie z. B. Benzol, so treten die
Membranen des Stratum granulosum, Str. lucidum und Str.
corneum deutlich hervor. Auch in den, Zellen.des Str. eor-
neum erscheint die Membran in intensiver, ro6tlich-brauner
Farbe. Natirlich l6sen sich alle Fette des Uriterhautgewebes,
sowie auch einige Tropfchen, die man in den Epithelien be-
obachten kann.l) Verwendet man nach dem Durchgang durch
Alkohol und Benzol Lithiumbichromat, so treten die kerato-
hyalinogenen Tropfen deutliehst hervor.

Glycerin 10st rasch einen grofRen Teil der Fette des
Unterhautgewebes, a3t aber das Eleidin und Myelin unberthrt.
Aceton wirkt in der gleichen Weise, nur viel intensiver; die
Fette des Unterhautgewebes losen sich fast génzlich, haufig
aber bleibt eine Substanz von schwammigem Aussehen, eine
Art von Stroma oder Gerlst, von hellgelber Farbe zuriick.

Die in Paraffin eingeschlossenen, dann mittels Benzol
entparaffinierten und behandelten Sticke (die nicht ans Glas
angeklebt werden) geben die Reaktion fur die Membranen des
Str. corneum (die mitunter sehr schon zu sehen sind), des Str.
lucidum und des Eleidins. f

Behandlung mit Alkoholdther macht die protoplasma-
tischen Tropfen deutlicher.

Wenn die Fixierung der Fette des Unterhautgewebes

¥ Ich méchte daran erinnern, dal? die Elemente des Str. lucidum
(auch in den von mir bezcichneten Farhungsverfahren) auf einfachen
Gefrierschnitten, besser nach EinchlieRen oder Auswaschen in Alkohol
eventuell auch Benzol zu sehen sind. (Martinotti, 1 c.) '
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nur teilweise ist, so erfolgt sie an der Peripherie der Zelle
in Form eines Hinges oder Halbmondes von geringerer oder
grolRerer Ausdehnung. Die Periode des Loésens beginnt gleich-
zeitig in der ganzen Fettinasse oder aber setzt im Centrum
ein und setzt sich gegen die Peripherie hin fort; zuletzt wird
die Membran aufgelOst, welche sich auch am starksten farbt.

Wahrend des LosungsVorganges kann die Fettmasse ein
krimeliges oder korniges Aussehen annehmen, oder es kann
zur Ausbildung spiralig gewundener Stabchen kommen, die an
gewisse in der Cylologie wohlbekannte Bilder von Kernteilungs-
liguren erinnern. Ubrigens erfolgt die Fixierung bei allen Bi-
chromaten nicht in der nédmlichen Weise; bei einigen ist sie
homogen, bei andern bekommt die Fettmasse ein feinkdrniges
Aussehen, bei diesen ist sie vollstdndig, bei jenen teilweise.

Wie dem nun auch sei, so ist die Fixation nicht dauernd,
sondern verschwindet mit der Zeit, ob nun das Pr&parat in
Wasser, LavuFose oder Kanadabalsam bezw. Damarlack ein-
geschlossen ist.

Am fruhesten verschwinden die Reaktionen in den Kernen,
dann 16sen sich die Felle des Unterhautgewebes, das Myelin
und die Membranen. Die Kleinen, innerhalb der Epithelien be-
findlichen Tropfchen widerstehen etwas langer.

Das Kleidin, Tricoeleidin und Onicoeleidin kdnnen flr
lange Zeit als bestdndig betrachtet werden, da sie einer Lo-
sung monatelang Widerstand entgegensetzen.

Nicht alle Losungsmittel bewirken mit gleicher Schnellig-
keit eine Auflosung derart fixierter Fettkorper; Alkohol, Petrol-
ather und Ligroin l6sen am langsamsten; dann folgen Aceton,
Schwefelather, atherische Ole wie Bergamotte-, Rosmarin-,
Zimmt-, Dost-, Majoran-, Nelken- und Zedernholzél, Methylsali-
cvlsadure, Anilindl; am SchluR stehen Tetrachlorkohlenstoff,
Schwefelkohlenstoff, Benzol, Toluol, Xylol, Chloroform, Ter-
pentindl. Benzin, Glycerin.

Die Chromchrysoidinreaktion, deren Bedeutung ich
wohl kaum zu betonen brauche, fuhrt uns auf eine Reihe wei-
terer Probleme, so namentlich auf die Frage nach der Natur
des Eleidins und der Membranen des Stratum corneum, Str.
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lucidum und Malpighii, nach der Konstitution der Né&gel und
Haare (die gleichfalls, wie schon erwéhnt, die Reaktion liefern),
nach der Verteilung der Fette in der Haut und der Hornschicht
im besonderen, sowie auf die Frage nach dem biochemischen
Mechanismus des VerhornungsVorganges; alles Fragen, die> ich
teilweise in anderen Arbeiten eingehender behandeln werde.
Hier sei mir nur gestattet, darauf hinzuweisen, da auch an-
dere schon bekannte Reaktionen, wie jene des Cuprohédma-
toxylin- und Chromhamatoxylinlackes, was das Kleidin und
seine Derivate (Onicoeleidin, Tricoeleidin) anlangt, positiv sind
und dal3, nach Ersatz des Kahumbichromats im Chromhama-
toxylinlack durch Lithiumbichromat, auch die Fette des Unter-
hautgewebes unloslich werden, wodurch also die Analogien
zwischen den verschiedenen Fetten der Haut zunehmen. Der
Schluf, daR die Chromchrysoidinreaktion ein neues, aufer-
ordentlich empfindliches Mittel ist, Substanzen fettartiger Na-
tur, deren Nachweis mittels anderer Mittel bisher nicht, méglich
war, zu erkennen, erscheint mir daher umsomehr gerechtfertigt.
Es wdrde nun die Frage zu erdrtern sein, welche die fixierten
Fette sind und ob alle diese reine Fette sind oder lipoidartige
Verbindungen mit anderen Korpern, z. R. mit. Proteinen vor-
stellen. Diese Frage ist sehr schwierig und ihre. Klarstellung
erfordert weitere Untersuchungen. Vergleicht man die bisher
bekannten mikrochemischen Fettreaktionen, so ist es sehr
wahrscheinlich, daB es sich um Fettsduren oder neutrale Fette
handelt (und die Natur der Fette des Unterhautgewebes steht
wohl auller allem Zweifel); immerhin ist die Mdoglichkeit, dal
man es in gewissen Fallen mit Verbindungen von Fetten und
albuminartigen Korpern zu tun hat, gar nicht ausgeschlossen.

Ehe ich schliefe, mochte ich darauf hinweisen, daR unter
den Korpern, welche die in Rede stehende Reaktion ergeben,
sich auch das Salvarsanl) befindet und (laR fast alle diese
Verbindungen auf Hautwunden eine die Epithelbildung an-
reizende Wirkung haben, die gleichen Schritt halt mit der
Intensitat, mit der sie die Chromchrysoidinreaktion ergeben.

*) Zeitschrift fir Chemotherapie. Bd. Il, S. 183.
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SchluZfolgerungen.

1. Es gibt eine den Aminoazoverbindungen angehorige
(iruppe von Farbstoffen, welche die Eigenschaft hat, Fette zu
fixieren und bei Gegenwart eines Oxydationsmittels unldslich
zu machen.

2. Das Prototyp dieser Korper ist das Chrysoidin (m-
Diamidoazobenzolchlorhydrat). Die besten hierfiir verwendbare
Oxydationsmittel sind Chromséaure und die Bichromate; man
kann daher diese Reaktion mit gutem Rechte als Chrom-
chrysoidin reaktion bezeichnen.

R. Alle diese Substanzen haben auch eine bemerkens-
werte epithelbildende Wirkung auf Hautwunden.

Mittels dieser Reaktion lalit sich die Anwesenheit
von Fettkorpern in der menschlichen Epidermis, namentlich
in den Membranen, im Keratohyalin, Eleidin und den Eleidin-
abkommlingen der N&gel und Haare (Onicoeleidin und Trico-
eleidin) nachweisen. Dadurch wird zugleich im Gegensatz zur
bisherigen Auflassung die groRe Bedeutung, welche den Fetten
im  Verhornungsprozesse, namentlich der Hautanhdnge zu-
kommt, demonstriert.

5. Bis jetzt ist es nicht mdglich gewesen, genau festzu-
stellen, welches die Korper sind, die die Chromchrysoidin-
reaktion geben; es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dal} es
sich vorwiegend um Fettsauren, Neutralfette und Fetteiweil-
verbindungen (Lipoproteide) handeln dirfte.

Zusammenfassung der Technik.

Die Chrom-Chrvsoidinreaktion wird am besten in fol-
gender Weise vorgenommen:

1. Sehr frische Hautstiickchen (oder Teile anderer Or-
gane) werden in 10°/o wasseriger Formollosung fixiert.

2. Die am Gefriermikrotom verfertigten Schnitte wascht
man in destilliertem Wasser. A

3. Die Farbung wird in einer einprozentigen, wasserigen
Chrysoidinlosung (Diamidoazobenzolchlorid) 5—10 Minuten
lang und auch langer vorgenommen.
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4. Die Schnitte werden kurz gewaschen und hernach
eine Minute lang in das oxydierende Agens, gewohnlich Chrom-
saure oder Kaliumbichromat in 10 °/o wasseriger Losung ein-
gebracht; die Verwendung von Dichromat ist aber auf Grund der
einzelnen Untersuchung (s. unten) vorzuziehen.

5. Nun wascht man die Schnitte in Wasser und bringt sie

6. rasch der Reihe nach in absoluten Alkohol, Benzol,l)
Xylol und schlieBt sie in neutralen Kanadabalsam von
Grubler ein.

7. Die mikroskopische Untersuchung nehme man in An-
betracht der Instabilitdit der Fixierung einiger 'dieser Fette
moglichst bald vor.

Hinsichtlich der Wahl des Oxydationsmittels sei an
folgendes erinnert2):

1. FOr die Fette des Unterhautgewebes eignet sich be-
sonders gut eine Mischung von gleichen Teilen Chromséure
in 10°/0 wasseriger LoOsung und 95°/o Alkohols, die im
Momente des Gebrauches hergestellt wird: sehr gut ver-
wendbar sind die einfachen wasserigen Ldsungen von Chrom-
saure und Kaliumbichromat, weniger gut die Bichromate von
Zink und Natrium. Die so unldslich gewordenen Fette sind
von gelbbrauner Farbe und verbleiben hochstens ein oder
zwei Wochen in diesem Zustande. ¢

Verwendet man an Stelle der einfachen Chrysoidin-
I6sung eine Mischung von Chrysoidin und Safranin T (zu
gleichen Teilen in 1°oiger LoOsung) und oxydiert man mit
wasseriger Chromséure, so beobachtet man, dal das Fett
der Fettzellen dunkelgelb gefarbt ist und Tropfen von leb-
haft roter Farbe in der Fettmasse eingelagert erscheinen.

Verwendet man als Oxydationsmittel Chromalaun zu
10°/o, so wird das Fett der einzelnen Zellen nicht mehr in

*) Das Benzol puriss. crystallis. von Merck ist auch in JO bis
95°/oFgcni Alkohol 16slich, weshalb man die Entwasserung der Schnitte
begiinstigt, wenn man es \yr Xyl*>| anwendet.

*) Alle Chromverbindungen wurden nattrlich, wie Kaliumbichromat
und Chromséure, in der unter Funkt 4 angegebenen Weise verwendet,
also in 100/oi™er wasseriger Losung, denn es ist zu beachten, dal die
Oxydation intensiv, aber auch kurz sein mufl (ca. 1 Minute).
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homogener Weise fixiert, sondern in Form vieler Kugelchen,
die dann der Fettmasse ein charakteristisches maulbeer-
artiges Aussehen verleihen.

2. Fur die Fixierung des Myelins der Nerven der
Haut eignet sich besonders Ammonium- und Lithiumbichromat,
sowie auch alkoholische Chromsaure. Das Myelin wird dunkel-
gelb gefarbt; diese Fixierung bleibt einige Tage bestehen.

8. Fir die im Innern epithelialer Gewebe zu be-
obachtenden Fetttropfchen (im Malpighischen Korper,
Haarfollikel, Drusengewebe), inklusive die kera tohyalinogenen
Tropfen und das Keratohyalin eignen sich besonders Ammo-
nium- und Lithiumbichromat; weniger gut ist Zinkbichromat.
Die Reaktion erscheint noch deutlicher, wenn man die Schnitte
fur einige Augenblicke (15—80 Sekunden) in 95°/oigen Alkohol,
dann in Alkohol&ther und dann von neuem in 95°/oigen Alkohol
bringt, hierauf mit destilliertem Wasser wascht und nun die
Reaktion ausfihrt.

Die in Frage stehenden Tropfen sind braun gefarbt und
bleiben mehrere Tage bestehen.

L Bei den Kernen erfolgt eine sehr intensive Reaktion
bei Verwendung von Kupferbichromat; weniger bei Calcium-
und Baryumbichromat. In einigen Fallen (nicht immer) scheint
die Reaktion nach Behandlung der Schnitte mit Alkoholather
deutlicher zu werden. (Vgl. den vorhergehenden Punkt.) Sehr
h&ufig unterbleibt bei Kernen diese Reaktion; es findet kein
Unloslichwerden  statt.

5. Fur die Membran der Epidermiszellen eignet
sich vor allem Perchromsaure (die man im Gebrauchsmomente
herstellt, indem man gleiche Teile von wasseriger 10°/oiger
Chromsaurel6sung und k&uflichem Wasserstoffsuperoxyd mischt),
Ammoniumperchromat und auch Lithium- und Ammonium-
bichromat.

Oftmals lalt sich eine Intensitatssteigerung der Reaktion
erzielen, wenn man die Schnitte fir einige Momente (10—20
Sek.) in 95°/oigen Alkohol, dann in Benzol, dann wieder in 95 °/o-
igen Alkohol, hierauf in destilliertes Wasser bringt und schlieflich
in der gewohnlichen Weise erst mit Chrysoidin, dann mit
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Lithiumbichromat behandelt. Mit Hilfe des letzteren lassen
sich besonders die epithelialen Fetttropfen gut zur Anschauung
bringen.

Bei den Membranen der Hornschicht (falls sie die Re-
aktion geben) dauert die Fixierung am langsten an (bis zu
einigen Wochen); jene des Stratum lucidum und granulosum
bewahren die Reaktion nur einige Tage.

6. Das Eleidin und seine Derivate (Tricoelcidin,
Onicoeleidin) sind in dieser Hinsicht am bestandigsten
(namentlich das Onicoeleidin), indem bei ihnen die Reaktion
monatelang bewahrt bleibt. Fast alle Bichromate (von K, NH,,
Ga, Mg), wasserige und alkoholische Chromséure, sowie
Chromalaun, Chromnitrat geben die Reaktion, welche sehr in-
tensiv und deutlich erfolgt, wobei das Eleidin und seine Deri-
vate dunkel goldgelb gefarbt, werden.

Tafelerklarung.

Mikrophotographie auf einer Lumiére-Autochromplatte eines in
Kanadabalsam eingeschossenen Hautpraparates, an welchem die Chrom-
chrysoidinreaktion durchgefihrt wurde.



