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Die Chemie des Zellkernes.

Von

Di\ Andre Pratje.

Der Cytologe wird häufig vor die Frage gestellt, zu entscheiden,

was für Gebilde er in den einzelnen Kernbestandteilen vor sich hat.

Da finden wir die eigenartigsten Bildungen, die entweder mit dem
indifferenten Namen eines Binnenkörpers bezeichnet werden, oder sie

werden als „Nukleolen" aufgefaßt, während andere Autoren ihnen den

Namen „Karyosomen" geben, worunter meistens Binnenkörper chro-

matischer Substanz verstanden werden, die häufig zu der Bildung der

Chromosomen während der Mitose in irgendeiner Beziehung stehen

sollen. Gibt es nicht Mittel, die geeignet sind, die Beschaffenheit der

einzelnen Kernbestandteile nachzuweisen, insbesondere die Anwesenheit
von Chromatin festzustellen ? Können wir uns über die Natur der

einzelnen Kerngebilde Klarheit verschaffen, wenn es uns möglich wäre,

ihre chemische Zusammensetzung zu ergründen?

Im allgemeinen hat es der Cytologe und der Histologe mit mor-

phologischen Begriffen zu tun. Bei den Begriffen des Zellkernes, des

Plasmas, der Kernmembran, der Nukleolen, der Chromosomen u. s. w.

denkt man ursprünglich an ihre äußere Gestalt und Form. Man muß
sich klar bleiben, daß man eine neue, andere Betrachtungsweise ein-

führt, wenn man nach der chemischen Beschaffenheit dieser Gebilde

fragt. Aber diese andere, chemische Betrachtungsweise ist sehr wohl

imstande, die morphologische zu ergänzen und uns manche morpho-

logische Erscheinung verständlicher zu machen.

Nun sind aber, wie wir noch näher sehen werden, die bisherigen

Ergebnisse der Chemie der Zelle und der des Zellkernes noch außer-

ordentlich gering. Wenn wir nach sler Ursache dieser geringen Kennt-

nisse auf diesem Gebiete fragen, so müssen wir uns daran erinnern,

daß die „physiologische Chemie", die „Biochemie" selbst noch eine ganz

junge Wissenschaft ist, die sich noch in den ersten Anfängen befindet.

Wie wenig wissen wir über die so kompliziert gebauten Eiweißkörper

und ihre Verbindungen ! Da darf es auch nicht Wunder nehmen, daß

die spezielle Mikrochemie dieser Stoffe innerhalb der Zelle bisher

noch sehr wenig erforscht ist.

Bevor wir die einzelnen mikrochemischen Methoden näher kennen lernen, müssen

wir wissen, mit welchen Substanzen wir es überhaupt zu tun haben ; wir müssen uns

befassen mit der Makrochemie der Stoffe, die wir in den Zellkernen finden Was wissen

wir über ihre Zusammensetzung und über ihren Aufbau?
Bei dieser makrochemischen Betrachtung werde ich nur diejenigen Kapitel der

Eiweißchemie behandeln, welche zur Chemie des Zellkernes, unserem eigentlichen

Problem nähere Beziehung haben, und mich dabei auf das beschränken, was für den

Cytologen von besonderem Interesse ist.

Bei der außerordentlichen Kleinheit der Zellkerne ist es von vorneherein klar,

daß die makrochemische Untersuchung, d. h. die Untersuchung der Substanzen im

Reagenzglase sehr erschwert ist. Diesem Übelstand hat man dadurch abzuhelfen ver-

sucht, daß man zur Uiiterötichung Stoff i and Organe verwendete, die sich durch ei nen
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großen Zellkernreichtum auszeichnen. Mies eh er liat iin Jahre 1871 die ernten Ver-

suche hierüber angestellt und benutzte zu diesem Zwecke die Spcrmatozoen köpfe des

Lachses, die ja fast ausschließlieh aus Kernsubstanz bestehen. Auch bei allen späteren

Untersuchungen über die chemische Beschaffenheit der Zellkernsubstanzen Indien die

Spermaköpfe von Fischen, insbesondere des Lachses und des Herings eine große; Rolle

gespielt. Als weitere, geeignete Objekte erwiesen sieh kernhaltige rote und weiße Blut«

fcörperchen und verschiedene zellreiche, drüsige Organe, bei denen die Zellkerne einen

bedeutenden Prozentsatz der gesamten Trockensubstanz ausmachen. Von solchen

drüsigen Organen ist das Pankreas, die Thymus, die Milz, Lymphdrüsen, Nebennieren,

Leber u. a. näher untersucht worden. Auch aus Hefezellen, Bakterien und Pflanzen

hat man die charakteristischen Substanzen isolieren können.

Dabei hat sich ergeben, daß wir in den Zellkernen stets Verbindungen von Ei weiß-
körpern mit verschiedenen Nukleinsäuren vor uns haben. Unseren nun folgenden

Betrachtungen sind im wesentlichen die Darstellungen von 0. Cohnheim (1911 und

1913) zugrunde gelegt. Die Verbindungen der Nukleinsäure mit Eiweißsubstanzen

bezeichnet man als N ukleopro teide. Bevor wir die Nukleoproteide selbst be-

trachten, wollen wir uns kurz mit ihren Spaltungsprodukten beschäftigen, der Nuklein-

säure und den Eiweißkomponenten, die zusammen die Nukleoproteide aufbauen.

Die echten Nukleinsäuren aus der Thymusdrüse besitzen folgenden Aufbau (nach

H. Steudel, 1912):
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Sie bestehen also aus einer kondensierten Phosphorsäure und 4 Molekülen Gluko-
siden, welche ihrerseits aus je einer Hexose (Kohlehydrat) und einem Molekül der

Basen Guanin, Cytosin, Thymin und Adenin zusammengesetzt sind. Die empirische

Formel ist: C 43H6
,N

15P4 34 . Ihr Molekulargewicht ist 1455. Sie ist eine vierbasische

Säure.

Es gibt noch andere Nukleinsäuren, so die Guanylsäure aus dem Pankreas und
die Inosinsäure aus den Muskeln, welche wesentlich einfacher zusammengesetzt sind und
aus je einem Molekül Phosphorsäure, einer Purinbase und einer Pentose bestehen.

Durch starke Säuren können die Basen der Nukleinsäure abgespalten werden.

Von ihnen können das Thymin und das Cytosin teilweise in das Uracil übergeführt

werden. Alle diese drei Stoffe sind durch den Besitz des Pyrimidinkerns ausgezeichnet,

der sich auch in den Purinen wiederfindet. Das Pyrimidin ist ein Benzol, in dem zwei

CH durch N ersetzt sind

:
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Die beiden anderen Basen der Nukleinsäure, das Guanin, und das Adenin gehören
zu den sogenannten Purinbasen, es sind Aminopurine, die noch weiter in Xanthin und
und Hypoxanthin umgewandelt werden können. Diese vier Basen leiten sich von dem
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Purin - Ring ab, welcher aus dem eben erwähnten Pyrimidin-Kern und einem zweiten

hetcrozyklischen Ring besteht:
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Das Purin ist von Emil Fischer synthetisch aufgebaut worden. Zu den Purinderivaten

gehört auch diie Harnsäure, die ein Trioxypurin darstellt.

Die Nukleinsäuren stellen ein im trockenen Zustande weißes, im kalten Wassser schwer

lösliches Pulver dar, das sich jedoch in Alkalien leicht löst. Durch Mineralsäuren tritt

eine Fällung ein, ebenso durch salzsäurehaltigen 50 % Alkohol und durch Scrrwer-

metalle. Diese ergeben unlösliche nukleinsaure Balze. Eiweißfarbreaktionen, wie die

Millon'sche Probe und die Biuretreaktion, auch die Tryptophanreaktionen geben die

reinen Nukleinsäuren im Gegensatz zu denNukleinen und Nukleoproteiden nicht. Die

Salze der Nukleinsäure, besonders das nukleinsaure Natron 'bilden sehr leicht Gallerten

und kolloidale Lösungen.

Nach Altmann gibt die Nukleinsäure mit den Eiweißkörpern in saurer Lösung

Niederschläge; es entstehen Salze der Nukleinsäuren mit dem Eiweiß.

Im lebenden Organismus werden die Nukleinsäuren durch Fermente zerlegt, durch

die sogenannten Nukleasen, die sich im Pankreas, Thymus und Darmsaft finden. Im
Säugetierkörper entsteht durch Fermentwirkung aus den Purinbasen die Harnsäure.

Die Harnsäureausscheidung steigt mit der Zufuhr nukleinreicher Nahrung.

Als Eiweißpaarlin ge der Nukleinsäure sind bisher Protamine und Historie

nachgewiesen worden, welche zu den einfachen Eiweißkörpern gehören. Hier möge ein

kurzes Schema der Eiweißeinteilung folgen (nach O. Cohn heim 1913):

I. Einfache Eiweißkörper:

1. Albumine.
{ t> \ .

2. Globuline. I

Proteme -

3. Histone.

4. Protamine.

5. Gerüsteiweiße (früher Albuminoide.)

II Umwandlungsprodukte:
1. Acidalbumin und Alkalialbuminat.

2. Albumosen, Peptone, Peptide.

B. Halogen eiweiße u. s. w.

III. Proteide oder zusammengesetzte Eiweiße:

1. Phosphorproteide (früher Nukleoalbumine oder Paranukleine).

2. Nukleoproteide.

3. Chromoproteide (Hämoglobin u. a.).

4. Glykoproteide.

Die Albumine und die Globuline bezeichnet man auch als Eiweißstoffe im engeren

Sinne, als genuine oder native Eiweißstoffe. Durch Koagulation oder durch Säuren

oder Alkalien werden diese „Proteine" denaturiert, d.h. durch Abspaltungen umge-

wandelt, wobei meist Albuminate entstehen. Die Albumine sind in Wasser löslich,

die Globuline meist nur in verdünnten Salzlösungen. Die Albumine sind meist schwerer

fällbar als die Globuline und die Proteide.

Die Gerüsteiweiße sind im Gegensatz zu den anderen Eiweißstoffen meist unver-

daulich und für die Ernährung wertlos; sie kommen nur als Interzellularsubstanzen

vor, wenn sie auch von den Zellen selbst produziert werden.

Die Histone und die Protamine sind, wie bereits erwähnt, als Eiweißpaarlinge

der Nukleinsäuren nachgewiesen worden.
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Die Histone sind Eiweißkörper, die einen stark basischen Charakter beatzen,

Die wichtigste der in ihnen enthaltenen Hasen ist das Arginin. Sic haben einen hohen

N-Gehalt und einen geringen B-Gehalt. Infolge ihres basischen Charakters werden sie

durch Alkalien gefüllt und sind in Säuren leicht leslich. Durch diese Reaktion unter-

scheiden sie sich von den Eiweißkörpern mit saurem Charakter, insbesondere den Glo-

bulinen und dem Casein. Die Histone sind hauptsächlich in ihren Verbindungen mit

der Nukleinsäure in den Zellkernen bekannt, Sie wurden von Lilien feld in den

Kernen der weißen Blutkörperchen der Thymus, von Kossei in dem unreifen Hamen

eines Seeigels und von Miescher in dem unreifen Samen einiger Fische nachgewiesen,

während die Hoden des Lachses und der Makrele im reifen Zustande Protamine

enthalten.

Die Protamine werden je nach den Fischen, in denen sie vorkommen, als Salmin,

Scombrin, Clupein, Sturin u. s. w. bezeichnet Im Jahre 1874 wurde das erste Prota-

min durch Miescher in den Spermarozoen köpfen des Lachses, gefunden. Die Protamine

sind sehr starke Basen, noch stärker als die Histone und enthalten einen noch höheren

Prozentsatz von Arginin. Vor allen anderen Eiweißen zeichnen sie sich durch das

Fehlen des Schwefels aus. Die Protamine sind vor allem durch Kossei näher unter-

sucht worden. Durch Erhitzen werden die Protamine nicht koaguliert; aber durch

Behandlung mit Alkaloidreagentien entsteht schon bei alkalischer Reaktion eine Fällung.

In dem Fischhoden finden wir direkte salzartige Verbindungen der Nukleinsäure

mit Protaminen und Histonen, die wir als N ukleoproteide bezeichnen. Bei anderen

Xukleoproteiden werden bei der Spaltung durch Pepsin Salzsäure nicht direkt Nuklein-

säuren frei, sondern sogenannte „Nukleine", welche ihrerseits wieder in Eiweiß und

Nukleinsäure gespalten werden können. Das läßt sich in folgendem Schema darstellen:

!Hexose

Pvrimidin- und!' Nukleinsäure .

(

)
kondensierte

Histon oder \ Pnosphorsäure
Protamin

Purinbasen

In diesem Falle ist also die Nukleinsäure mit zwei Molekülen Eiweiß verbunden, von

denen das zweite, bisher noch nicht näher bekannte sehr viel fester an die Nuklein-

säure gebunden ist als das erste und sich schwerer abspalten läßt.

Die Nukleoproteide sind in reinem Zustande weiße Pulver, welche in Wasser, Salz-

lösungen und Alkalien löslich sind. Wir haben deutlich saure Eiweißkörper vor uns,

die durch Hitze und Fällungsmittel koaguliert werden können. Hierdurch wird der

Eiweißbestandteil verändert, während die Nukleinsäure auch aus den gefällten Körpern

dargestellt werden kann.

Der saure Charakter der Nukleoproteide stimmt sehr gut mit dem basophilen

Verhalten der chromatischen Substanz gegenüber Anilinfarben in den Zellkernen über-

ein, d. h. diese Substanz stellt eine Säure dar; ob sie aber wirklich aus Nukleoproteiden

besteht, können wir noch nicht mit Sicherheit entscheiden. Es wäre auch denkbar,

daß das Chromatin aus Nukleinsäure selbst bestünde, uud daß das Eiweiß in anderen

Substanzen, im Linin oder in anderen ungefärbten Zwischen Substanzen enthalten sei.

Auf die Schlüsse, welche uus das Verhalten der Zellkerne gegenüber Anilinfarben auf

ihre chemische Struktur gestatten, werde ich weiter unten näher eingehen.

Die erwähnten Nukleine stellen nur Spaltungsprodukte dar und stehen in ihrem

chemischen Verhalten in der Mitte zwischen den Nukleinsäuren und den Nukleopro-

teiden, aus denen sie nach Miescher durch Pepsinsalzsäure gewonnen werden können.

Es tritt dadurch eine Eiweißspaltung ein. Durch Alkalien können die Nukleine weiter

zerlegt werden: es bilden sich Eiweißstoffe und nukleinsaure Alkalien. Da die Nukleine

noch zum Teil aus Eiweißkörpern bestehen, geben sie die Reaktionen der Eiweißkörper,

während die eigentlichen Nukleinreaktionen, welche Zacharias, Carnoy und
Miescher angegeben haben, auf der Wirkung der Nukleinsäure beruhen.
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In der obigen Tabelle der Eiweißstoffe finden wir unter den zusammengesetzten
Eiweißkörpern an erster Stelle die sogenannten Phosphorproteide bezeichnet, die früher

Nukleoalbumine genannt wurden. Der Name „Nukleoalbumine" zeigt, daß man früher

an eine enge Verwandtschaft dieser Stoffe mit den Nukleoproteiden glaubte. Doch es ist

durch neuere Untersuchungen klar geworden, daß die Nukleinsäure, die charakteristischste

Komponente der Nukleoproteide den Nukleoalbuminen fehlt; daß sie sich also recht

fernstehen. Sie entsprechen sich nur in ihrem Verhalten gegenüber Pepsinsalzsäure,

durch welche die Phosphorproteide in eine Eiweißkomponente und in einen phosphor-

haltigen Eiweißkomplex gespalten werden, den Kos sei als Paranuklein bezeichnete,

während andere ihn Pseudonuklein nannten, in äußerem Vergleich zu dem Nuklein der

Nukleoproteide.

Die bekanntesten Phosphorproteide sind das Casein der Milch und das Vitellin

des Eidotters. Schon lange ist bekannt, daß sich der Dotter gegen gewisse Farbstoffe

und Keagentien genau so wie das Chromatin verhält. Daher nahm man ursprünglich

an, daß die Dottersubstanzen aus Nukleinen bestünden. Das ist aber nicht der Fall.

Hieraus ersehen wir, daß man nicht berechtigt ist, aus einem analogen färberischen

Verhalten Schlüsse auf die chemische Beschaffenheit der Substanzen zu ziehen.

Diese verschiedenen Stoffe sind mit den Methoden der Makro-

chemie in den Zell- und Kernsubstanzen nachgewiesen worden. Wir
haben daher das Recht anzunehmen, daß die Bestandteile der Kerne
und Zellen aus ihnen bestehen. Hierdurch wissen wir aber noch nichts

darüber, welche Teile der Zelle und der Kerne aus den einzelnen

Substanzen aufgebaut sind. Wir wissen nicht, ob sie in Mischung

oder getrennt und auf die einzelnen Strukturen verteilt in den Zellen

vorkommen. Diese Verhältnisse aufzuklären ist die Aufgabe der eigent-

lichen Mikrochemie der Zelle und der Färbemethoden.

Ist es möglich, irgendwelche Färbemethoden zu finden, die

uns über die chemische Beschaffenheit der einzelnen Kernbestandteile

Auskunft geben? Die Färbetechnik hat bekanntlich in der modernen
Histologie und Cytologie einen großen Umfang angenommen; sie wird

dazu benutzt, die einzelnen Strukturelemente der Zelle zur klareren An-

schauung zu bringen. Können wir aus einer bestimmten Färbbarkeit

der Kernbestandteile mit bestimmten Farben irgendwelche Schlüsse

auf den chemischen Aufbau des Kernes machen?
Schon in der ersten Zeit, als man begann, die Anilinfarben in

die mikroskopische Technik einzuführen, bemerkten die Untersucher,

daß sich die verschiedenen Zellbestandteile den Farben gegenüber

verschieden verhalten; daß manche Teile der Zelle eine gewisse Vor-

liebe für bestimmte Farbstoffe zeigten, mit denen sie sich vorwiegend

färbten. Man verwandte Gemische aus roten, blauen und grünen

Farbstoffen. Diejenigen Zellelemente, welche aus diesen Gemischen
in erster Linie die roten Farben aufnahmen, bezeichnete man als

erythrophil, während die Bestandteile, welche sich blau oder grün

färbten, cyanophil genannt wurden. Als roter Farbstoff wurde

meistens das Säurefuchsin verwandt, als blauer Methylenblau, Methyl-

grün oder Jodgrün. Doch bald zeigte es sich, daß man auch direkt

umgekehrte Verhältnisse erzielen kann, wenn man andere Farbgemische

anwandte, so bei Saffranin-Lichtgrün oder bei der modernen Ro-
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manowsky-Giemsafärbung. Man mußte daher jenen Gegensatz zwischen

erythrophil und cyanophil fallen lassen.

Ehrlich stellte fest, daß nicht die Farbe, sondern ein anderes

Moment ausschlaggebend ist. nämlich die chemische Konstitution der

Farbstoffe. Man unterscheidet zwischen basischen und sauren Farben.

Die Zellkerne nehmen aus Farbgemischen in erster Linie die basischen

Farbstoffe auf, denen man daher auch den Namen „Kernfarbstoffe '

gegeben hat. Die Kerne selbst bezeichnet man als basophil, während

die Zellbestandteile, die eine Vorliebe für die sauren Farbstoffe zeigen,

acidophil genannt werden. Diese Einteilung in acidophile und baso-

phile Zellbestandteile hat sich bis auf den heutigen Tag erhalten.

Auch Flemming kannte bereits das Verhalten der Kernbestand-

teile gegenüber den Anilinfarben und gründete darauf seine Definition

des Chromatins. Er stellte diesen Begriff im Jahre 1880 auf: „Mit

Chromatih soll nur bezeichnet werden diejenige Substanz im Zellkern,

welche bei den als Kerntinktionen bekannten Behandlungen mit Farb-

stoffen die Farben aufnimmt.-' Er fügt sehr vorsichtig hinzu, daß

diese Färbungen nur am toten Objekt auftreten, das Chromatin sei

dort im körnigen Zustande vorhanden; wie es sich damit aber im

lebenden verhielte, wüßten wir nicht sicher. Der Unterschied zwischen

basischen und sauren Farbstoffen war damals noch nicht bekannt.

So rechnete Flemming neben dem Netzwerk der Kerne auch ihre

Membran und die Nukleolen zum Chromatin. Auch hier drückt er

sich sehr vorsichtig aus : wir wüßten nicht, inwiefern die färbbare

Substanz der Nukleolen spezifisch verschieden von dem Chromatin in

den Gerüsten sei.

Als der Unterschied zwischen basischen und sauren Farbstoffen

bekannt wurde, fand man, daß die meisten Nukleolen eine Vorliebe

nicht für die basischen, sondern für die sauren Farben haben, welche

sie aus heterogenen Farbgemischen auswählen. Nun änderte man jene

Definition des Chromatins von Flemming dahin, daßman mit dem Begriff

des Chromatins alle diejenigen Substanzen im Kern bezeichnet, die sich

mit basischen Farbstoffen färben, die sich also basophil verhalten.

Dieses Verhalten der Kerne und der anderen Zellbestandteile

gegenüber den verschiedenen Anilinfarben scheint auf den ersten

Blick geeignet, über ihre chemische Natur etwas auszusagen. Die

Kernelemente, welche vorwiegend die basischen Farbstoffe aufnehmen,

werden höchstwahrscheinlich einen sauren Charakter besitzen.

Die makrochemischen Untersuchungen haben uns gezeigt, daß die

Nukleinsäure und in ihr die Phosphorsäure in den Kernen vorkommt,
und daß auch ihre Eiweißverbindungen, die Nukleoproteide noch einen

deutlich sauren Charakter haben. Deshalb machte man diese Stoffe

für die Färbung mit den basischen Kernfarbstoffen verantwortlich und
glaubte in ihnen ein Mittel gefunden zu haben, um die Nukleinsäure,

bezw. ihre Verbindungen, die Nukleine und Nukleoproteide im Kern
nachzuweisen.



94 Andre Pratje, Die Chemie des Zellkernes.

Lilienfeld vergleicht die Färbung chemisch reiner Nukleinsäure

mit derjenigen der Chromosomen in einem Farbgemisch und kommt
zu dem Schluß, daß die Chromosomen in der Mitose höchstwahr-

scheinlich aus freier oder sehr eiweißarmer Nukleinsäure bestehen.

Er wollte bei der Färbung mit Methylgrün-Säurefuchsin sogar an den

feineren Nuancierungen des auftretenden Farbtons die einzelnen

Nukleinsäureverbindungen unterscheiden: Nukleohiston soll sich deut-

lich grünblau (vorherrschend blau) färben, Nuklein blau-grün und
Nukleinsäure intensiv grün.

Auch Roh de, welcher ein Jodgrün-Fuchsingemisch verwandte,

schließt aus der Tatsache, daß sich die Kerne entweder intensiv grün

oder mehr oder weniger violett-rosa färben, daß in den Kernen Nukleo-

proteide von sehr verschiedenem Phosphorgehalt vorkommen. *

Malfatti und Zacharias stellten ebenfalls durch ausgedehnte

Untersuchungen fest, daß sich die Nukleinsäure bezw. das Nuklein

aus Hefezellen und Lachsspermatozoenköpfen nach entsprechender Vor-

behandlung mit basischen Farbstoffen färbt. Ebenso wie diese freie

Nukleinsäure und wie die Nukleine färbte sich die Hülle der Sperma-

tozoenköpfe und die chromatischen Substanzen pflanzlicher Zellkerne,

was darauf hinzuweisen scheint, daß in der Hülle der Spermatozoen-

köpfe bezw. in den Zellkernen Nukleinsäuren und Nukleine vor-

handen sind.

Alle Eiweißkörper können sowohl als Säure wie auch als Base

Verbindungen eingehen; sie haben eine doppelte, „amphotere" Natur,

wenn sie auch in erster Linie immer nach einer bestimmten Seite hin

reagieren. Also müßten auch die Eiweißstoffe, die im Chromatin ent-

halten sind, teils als Säuren, teils als Basen wirken können und dem-

entsprechend die sauren oder basischen Farbstoffe bevorzugen. Des-

halb unterscheidet Heidenhain zwischen Basich romatin und

Oxychromatin. Substanzen, die sich mit sauren Farben färben und

die basischen vollständig verschmähen, noch als „Chromatin" zu be-

zeichnen, widerspricht eigentlich der bisherigen Definition des Chro-

matins. Aber man sah sich zu diesem Ausweg genötigt, weil manche

Kerne in ihrer Entwicklung aus einem chromatinreichen in einen

chromatinarmen Zustand übergehen. Bei einer neuen Teilung des

Kernes wird der Chromatingehalt wieder erhöht. Wir haben eine

periodische Zu- und Abnahme der Substanz vor uns, die sich mit

den eigentlichen Kernfarbstoffen färbt; während ein Teil der Gebilde,

die sich morphologisch aus den Chromosomen ableiten lassen, nicht

die basischen, sondern die sauren Farbstoffe an sich zieht. Es sind

dies kleine Körnchen, die die gleiche Form wie die basichromatische

Granula besitzen und mit ihnen im Liningerüst eingelagert sind.

Heiden hain bezeichnet sie als „Oxychromiolen". Er vermutet, daß

wir in dem Basichromatin phosphorreiche, in dem Oxychromatin

phosphorarme Nukleine vor uns haben.
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Die Erscheinung, daß das Chromatin im engeren Sinne die Kern-

Harnstoffe an sich zieht, versuchte man dadurch zu erklären, daß man
annahm, daß die sauren Nukleoproteide mil den basischen Farbstoffen

salzartige chemische Verbindungen eingehen. Ebenso suchte man zu

beweisen, daß auch die anderen Färbungen auf einer chemischen

Bindung- der Farbstoffe durch die Eiweißkörper beruhe. Man stellte

die chemische Theorie der Färbung auf, die hauptsächlich von

Heidenhain und Paul Mayer vertreten wird.

Diese chemische Theorie der Färbung hat einen lebhaften Wider-

spruch gefunden und eine sehr eingehende Kritik durch Alfred

Fischer, welcher 1899 in seinem Buch über „Fixierung, Färbung

und Bau des Protoplasmas" umfangreiche Untersuchungen mitteilte

über die Wirkung der verschiedenen Fixierungs- und Färbungsmittel.

Er bestreitet, daß die Färbung histologischer Präparate auf einer

chemischen Verbindung zwischen Farbstoff und Zellbestandteilen be-

ruhe und stellt statt dessen eine physikalische Theorie der Fär-

bung auf. Er hat gezeigt, daß der gleiche Eiweißstoff, den er aus

verschieden konzentrierten Lösungen ausgefällt hat, Granula von ver-

schiedener Größe ergibt, von denen sich die großen mit basischen,

die kleinen mit sauren Farbstoffen färbten. Der gleiche chemische

Körper färbt sich also je nach den verschiedenen physikalischen

Eigenschaften verschieden, bedingt durch die verschiedene Größe der

Granula. Die Färbung könne also kein chemischer Vorgang sein.

Um die Einwirkung der einzelnen Anilinfarben auf die Eiweiß-

stoffe zu untersuchen, benutzte Fischer zu seinen Untersuchungen

nicht die natürliche Zelle, da wir es in ihr nicht mit genau charak-

terisierten Substanzen .zu tun haben. Die Fixierungsmittel rufen an

dem Zellinhalt chemische und physikalische Veränderungen hervor,

die uns im einzelnen gänzlich unbekannt sind, die aber sicher die

Aufnahmefähigkeit der einzelnen Zellbestandteile wesentlich verändern.

Deshalb verwandte Fischer chemisch genau definierte und wohl be-

kannte Stoffe. Das Verhalten dieser Substanzen in verschiedenen

Farbgemischen wurde verfolgt, und es wurde festgestellt, ob bestimmte

chemisch genau charakterisierte Stoffe eine gewisse Vorliebe für be-

stimmte Farbstoffe zeigen, d. h. ob sie immer bestimmte Farbstoffe

aus den Farbgemischen auswählen, während sie andere Gruppen von

Farbstoffen meiden.

Solche Untersuchungen haben zuerst Lilienfeld und Zacharias
unternommen, indem sie die Färbungsgemische an chemischen Präpa-

raten von Eiweißkörpern und Nukleinsäuren ausprobierten.

Alfred Fischer und Walter Berg haben diese Versuche in

großem Umfange wieder aufgenommen und durchgeführt. Ihnen er-

schienen auch die Eiweißkörper in Substanz und in Lösung ungeeignet,

und deshalb verwandten sie künstlich erzeugte Granula und Gerinnsel,

die den fixierten Objekten sehr viel ähnlicher sind; die sich aber vor

jenen dadurch auszeichnen, daß die Ausgangsstoffe bekannt sind, näm-
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lieh die Eiweißlösungen und die verwandten Fällungsmittel. Auf

diese Weise wurden Granula und Körnehen der verschiedensten Größe
hergestellt.

Berg arbeitete außer mit dem von Fischer verwandten Grübler -

sehen Hefenuklein noch mit anderen Nukleinpräparaten, bei denen

er teilweise abweichende Resultate erhielt. Berg zeigte weiter, daß

man aus der Wirkung eines Fixierungsmittels auf die Lösung eines

Proteids nicht auf die Wirkung schließen dürfe, welche diese Mittel

auf das als Strukturträger in der Zelle vorhandene Proteid habe, da

der Zustand der Proteide daselbst nicht identisch sei mit dem in den

Lösungen. Vertreter derselben Körpergruppe, z. B. der Nuklein-

säuren verhalten sich sehr verschieden, je nach ihrer Herkunft; sie

geben teilweise Fällung mit Eisessig, teilweise keine.

Diese Ergebnisse Berg's zeigen uns, daß wir sehr vorsichtig sein

müssen, aus solchen Analogien sowohl der Fällungen als auch der*

Färbungen Schlüsse auf die chemische Beschaffenheit der einzelnen

Strukturelemente im Zellkern zu machen.

Als wichtigste Ursache der Färbung nimmt Fischer die Ober-

flächen-Attraktion und Adsorption an. Das Adsorptionsvermögen be-

dingt in erster Linie die Auswahl bestimmter Farben aus heterogenen

Farbgemischen. Dieses Adsorptionsvermögen hängt nur; keineswegs

von dem chemischen Aufbau der betreffenden Substanzen ab; denn

Peptone und Nukleinsäuren, zwei chemisch ganz verschiedene Stoffe,

zeigen die gleichen Färbungen, haben also ein sehr ähnliches Ad-

sorptionsvermögen.

Haben wir nicht verschiedene Stoffe, sondern ein homogenes
Substrat vor uns, das aus Granulis verschiedener Größe zusammen-

gesetzt ist, die aber aus der gleichen Substanz bestehen, so färben

sich diese Granula und Körnchen entsprechend der relativen Diffusions-

geschwindigkeit und der verschiedenen Konzentration der einzelnen Farb-

lösungen.

Sehr wichtige Aufklärungen in der Frage der Theorie der Fär-

bungen dürfte das neuerdings so lebhaft in Angriff genommene Gebiet

der Dispersoid- oder Kolloidchemie geben.

Der kolloidale Zustand der Substanzen ist wichtig für ihre Fär-

bung. Denn je nachdem die Dispersion des Stoffes größer oder kleiner

ist, werden sie ein verschiedenes Adsorptionsvermögen den Farbstoffen

gegenüber zeigen. Die adsorbierende Oberfläche der dispersen Teilchen

ist sehr verschieden, je nach dem Grad der Dispersion. Der Dis-

persionsgrad wechselt außerordentlich. In manchen Fällen haben wir

grobdisperse Formen vor uns in Gestalt von mikroskopisch sichtbaren

Körnchen. In den meisten lebenden Zellen kommen die Eiweißstoffe

und andere Verbindungen im kolloidalen Zustand vor. Der Dis-

persionsgrad ist schon größer als bei dem grobdispersen, während die

einzelnen dispersen Teilchen in ihrer Größe unter die Grenze der

mikroskopischen Sichtbarkeit herabgesunken sind. Viele Stoffe kommen
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schließlich im molekulardispersen oder kristalloiden Zustand vor, d. h.

wir haben echte Lösungen vor uns, in denen sich die betreffenden

Stoffe als Moleküle verteil! linden. Die Größe der einzelnen Mole-

küle ist je nach dem Stoffe sein- verschieden. Die komplizierten

Eiweißverbindungen bestehen aus sehr großen Molekülen, während die

Molekulargröße der Spaltungsprodukte sehr viel kleiner ist. Die ver-

schiedenen Stoffe haben eine ganz verschiedene Neigung, Moleküle

aneinander zu lagern und größere Molekularverbände zu bilden. Ein-

fachere Stoffe wie Nukleinsäure und Peptone werden im allgemeinen

einen größeren Dispersionsgrad aufweisen, als z. B. Albumine und

Nukleoproteide. Diese kommen meistens im kolloidalen Zustand vor.

Noch größere Differenzen werden nach verschiedener Fixierung

auftreten. Denn je nach dem Fixierungsmittel werden wir ver-

schieden große Fällungsgebilde erhalten, teils große oder feinere

Granula, teils bleiben die Stoffe in kolloidalem Zustand oder in Lösung.

Kurz wir finden die allergrößten Verschiedenheiten des Dispersions-

grades vor uns und entsprechend werden sich auch die gleichen

chemischen Substanzen, je nach der Größe ihrer adsorbierenden Ober-

fläche den Farbstoffen gegenüber verschieden verhalten.

Etwas wird allerdings das Adsorptionsvermögen wie jede andere

physikalische Eigenschaft, auch von der chemischen Natur des be-

treffenden Stoffes abhängen, auch wenn die Bindung nicht nach che-

mischen, sondern nach mechanischen Gesetzen erfolgt ist.

Nicht nur die physikalischen Eigenschaften der zu färbenden

Objekte sind für den Ausfall der Färbung ausschlaggebend, sondern

auch die physikalischen Eigenschaften der Farblösungen sind von Be-

deutung. Daß die Diffusionsgeschwindigkeit dabei eine Rolle spielt,

hörten wir bereits. Je größer die relative Diffusionsgeschwindigkeit

der Farbstoffe ist, desto leichter werden diese färben ; deshalb färben

die basischen Farben leichter als die sauren.

Nicht weniger wichtig ist die relative Löslichkeit der Farbstoffe.

Es ist jedem bekannt, daß sich fast alle sauren Farbstoffe sehr viel

leichter in Wasser lösen, als die basischen. Aber umgekehrt werden
gerade die schwerlöslichen Stoffe sehr viel leichter ausfällen ; und
da es sich bei der Färbung wahrscheinlich um einen Niederschlag aus

der Farblösung handelt, so werden die schwerer löslichen Farben
auch sehr viel stärker färben.

Sehr wichtig zur Erklärung des Vorgangs der mikroskopischen

Färbung sind die Methoden und die Erklärungsversuche, die in der

technischen Färberei angewandt werden. Bei der großen Be-

deutung der technischen Färberei sind selbstverständlich hier die

Methoden sehr viel eingehender untersucht worden. Zur Erklärung
der sogenannten „Substantiven" Färbungsprozesse hat man drei Theo-
rien aufgestellt: die chemische, die mechanische und die Lösungs-

theorie.

40. Ban(J 7
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Die chemische Theorie nimmt an, daß zwischen den Farb-
stoffen und der Substanz der Faser eine chemische in Wasser un-
lösliche Verbindung entsteht. Nun lassen sich aber keinerlei Be-
ziehungen zwischen der Menge des angewandten Farbstoffes und der
Menge der vorhandenen Faser feststellen; höchstens 5% Farbstoff
werden aufgenommen.

Die mechanische Theorie versucht die Färbung durch Ad-
sorption zu erklären.

Die Lösungstheorie stammt von Otto N. Witt. Die Fasern
bestehen aus kolloidalen Substanzen. Zwischen ihnen und den Farb-
lösungen tritt Osmose ein. Je nach der Lösungsdifferenz zwischen
der Faser und dem Farblösungsmittel wird eine stärkere oder
schwächere Färbung eintreten. Je größer die Löslichkeit des Farb-

stoffes in der Substanz der Faser ist, desto intensiver ist die Färbung
und entsprechend ist sie auch desto waschechter.

Die chemische Theorie der Färbung ist also keineswegs allgemein

anerkannt; die physikalische Theorie besitzt sogar eine größere Wahr-
scheinlichkeit, wenn es auch nicht ausgeschlossen ist, daß beide Fak-

toren bei der Färbung eine Rolle spielen. Auf alle Fälle sind wir

nicht berechtigt, die Färbung mit basischen Farbstoffen als eine mikro-

chemische Reaktion anzusehen.

Zacharias behauptete 1898: „Die Entscheidung der Frage, ob
die im Kern auftretenden Färbungen auf der Bildung „chemischer Ver-

bindungen" beruhe oder nicht, ist für die Entscheidung über die

Brauchbarkeit der Färbungen als Erkennungsmittel für bestimmte

Stoffe nicht von ausschlaggebender Bedeutung."

Das wäre richtig, wenn wir tatsächlich in den basischen Farb-

stoffen ein Mittel besäßen, durch welches das Chromatin und nur das

Chromatin jederzeit gefärbt würde; denn dann könnten diese Kern-

farbstoffe als einwandfreies Diagnostikum für das Chromatin gelten,

wobei es ganz gleichgültig bliebe, ob der Farbstoff chemisch gebunden

oder auf physikalischem Wege durch Adsorption festgehalten würde.

Keine Farbreaktion auf das Chromatin ist ganz einwandfrei.

Durch die Fixierungen werden noch ganz andere Adsorptionsverhält-

nisse geschaffen, infolge deren sich das Chromatin, bezw. die Chromo-

somen den Farbstoffen gegenüber abweichend verhalten. So können

die gleichen Zellbestandteile ein verschiedenes färberisches Verhalten

zeigen. Wir sind nicht berechtigt, aus dem Auftreten einer Färbung

mit den sogenannten Kernfarbstoffen auf die Anwesenheit des Chro-

matins zu schließen.

Wenn nur ganz geringe Unterschiede in der vorherigen Behand-

lung vorkommen, können wir oft ganz abweichende Resultate erzielen.

Bisweilen hängen diese von unbedeutenden Nebenumständen ab, die

wir kaum vorher beachten können. Auf alle Fälle muß man die

Färbungsmethoden stets mit peinlichster Gewissenhaftigkeit anwenden.

Fischer hat gezeigt, wie außerordentlich wichtig eine gründliche
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Auswaschung nach der Fixierung ist; denn sonst können noch geringe

Niederschläge vorhanden sein, die die Färbbarkeit der Objekte sehr

stark beeinträchtigen.

Auch jene Tatsache fand bereits Erwähnung, daß sich die Dotter-

substanzen genau ebenso mit den Kernfarbstoffen färben,J[wie 'das

Chromatin, und daß sie sich einigen Heagentien gegenüber in gleicher

Weise verhalten, obwohl wir chemisch ganz verschiedene Stoffe vor

uns haben.

Alle diese Tatsachen zeigen uns zur Genüge, daß wir keinen ein-

zigen Farbstoff besitzen, der uns ganz einwandfrei über die Anwesenheit

von Chromatin Auskunft geben kann, geschweige denn, daß wir bisher

imstande wären, mit Hilfe der Färbungsmethoden in den feineren,

chemischen Aufbau der Zellkerne einzudringen.

Nach diesem Ergebnisse ist die Definition des Chromatins von

Flemming, auch in der abgeänderten Form nicht mehr haltbar.

Eine chemische Definition läßt sich bei dem heutigen Stande unserer

Kenntnisse nicht geben. Wir müssen eine andere, rein morphologische

Definition aufstellen. Doflein sieht als Chromatin nur dasjenige an,

welches sich in irgendeiner Weise aus Chromosomen ableiten läßt.

Hierbei wäre es allerdings noch möglich, daß in den Chromosomen
irgend welche Gerüstsubstanzen enthalten sind, die für das eigent-

liche Chromatin keine Bedeutung besitzen. Gerade die modernen
Untersuchungen der Kernteilungen bei Protozoen bestärken uns immer
mehr in der Annahme, daß die mitotische Kernteilung die ursprüng-

liche ist, da schon die einfachsten Protisten eine deutliche mitotische

Kernteilung aufweisen, bei denen also in irgendeinem Stadium mehr
oder weniger ausgeprägte Chromosomenindividuen vorkommen. Die

wenigen noch bekannten Fälle amitotischer Kernteilung werden sich

vielleicht zum Teil bei eingehenderer Untersuchung mit den modernen
Hilfsmitteln auch noch als mitotische erweisen, oder aber es handelt

sich um degenerative Formen der Zellteilung. In den meisten Fällen

wird es möglich sein, das Chromatin auch des ruhenden Kerns von
den Chromosmen abzuleiten. Doch führen uns diese Fragen von
unserem eigentlichen Thema ab.

Die Bedeutung der Färbungsmethoden für die Chemie des Zell-

kerns ist, wie wir sahen, außerordentlich gering. Trotz dieses nega-

tiven Ergebnisses verlieren die Färbemethoden in der mikroskopischen

Technik nicht an Bedeutung. Denn um die morphologischen Einzel-

heiten und Feinheiten in den Zellen aufzudecken, können wir die

Färbetechnik nicht entbehren; und allein mit ihrer Hilfe ist es

der Cytologie gelungen, den feineren morphologischen Aufbau des

Protoplasmas und der Zellkerne zu analysieren.

Da man mit den Färbungsmethoden zu keinem Resultate ge-

kommen ist, näheren Aufschluß über die chemische Beschaffenheit

des Zellkerns zu erlangen, hat man versucht, durch andere Methoden
das Problem der Lösung näher zu bringen.

7*
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Wir kommen zu den eigentlichen mikrochemischen Unter-
suchungsmethoden. Diese wollen durch bestimmte chemische

Reaktionen, durch Fällungen oder Lösungen die An- oder Abwesen-
heit bestimmter Elemente oder Verbindungen innerhalb der Zelle

nachweisen. Diese Methoden müssen selbstverständlich außerordent-

lich fein und genau sein, da ja innerhalb der Zelle und Gewebe nur

sehr geringe Mengen der betreffenden Stoffe zur Verfügung stehen.

Weiter müssen wir von den mikrochemischen Methoden fordern, daß

die Reaktionen unter dem Mikroskop verfolgt werden können.

Zunächst hat man versucht, bestimmte Elemente in den Kernen
nachzuweisen. Die wichtigsten Methoden und Resultate wollen wir

kurz besprechen.

Macallum machte Untersuchungen über die Verbreitung des

Eisens in den Zellkernen. Das Eisen soll meist im maskierten Zu-

stand in den Zellen vorhanden sein, d. h. in organisch gebundener

Form, in der es ohne weiteres nicht nachgewiesen wTerden kann.

Häufig muß es vorher durch Einwirkung von saurem Alkohol auf-

geschlossen werden und das organische Eisen extrahiert werden.

Nach Einwirkung einer Mischung von gleichen Teilen von

Ammoniumthiohydrat (NH4SH) und 50% Glyzerin kann das Eisen

mikroskopisch nachgewiesen werden. Nach dieser Methode fand

Macallum in dem Chromatingerüst der Tier- und Pflanzenkerne

Niederschläge von Schwefeleisen (Ferrosulfid), die den Strukturen

eine grünliche bis grünschwarze Färbung verleihen. Daneben trat

die Eisenreaktion teilweise auch in anderen Zellbestandteilen auf.

Es ist sehr leicht möglich, daß das Eisen im Chromatin nur ge-

speichert wird. Es kann aus irgendwelchen zusammengesetzten

Reagentien stammen, da die Nukleinsäure imstande ist, auch solche

anorganische Eisensalze zu maskieren. Schließlich könnte das Eisen

in der Wand der benutzten Glasgefäße seinen Ursprung haben.

Macallum suchte nach Möglichkeit diese Fehlerquellen auszuschalten.

Masing untersuchte Seeigelsperma und fand nur Spuren von

Eisen, die er als Verunreinigungen auffaßt. Sauerland machte

quantitative Untersuchungen an nukleinsaurem Natron aus Kalbsthymus

und an freier Nukleinsäure aus dem Heringssperma. Auch er fand

nur so geringe Mengen Eisen, daß sie nicht einmal einem Atom Fe

im Molekül der Nukleinsäure entsprechen. Ste udeTs Ansichten über

den Autbau der Nukleinsäure lassen das Fehlen des Eisens schon er-

warten. Sauerland erhielt aber auch in einem Präparat von Pankreas-

Nukleoproteid nur einen so geringen Ausfall der Ferrocyankalium- und

Rhodankalium-Probe, daß eine quantitative Bestimmung gar nicht vor-

genommen werden konnte. So kommen Masing und Sauer land
zu der Auffassung, daß die Nukleoproteide, vielleicht sogar die ganzen

Zellen eisenfrei sind. Sie benutzten beide die Methode der Ver-

aschung. #

Kupfer findet sich in den Zellkernen und zwar wahrscheinlich
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in Verbindung mit den Nukleoproteiden. Es winde im Protoplasma

von Mollusken und Crustaceen und in der Fieber von Cephalopoden und

Wirbeltieren nachgewiesen. Wahrscheinlich kommt es in maskierter

Form vor. Über die nähere Verteilung des Kupfers in den Tier- und

Pflanzenzellen ist bisher noch nichts Sicheres bekannt.

Der Phosphor kommt in den lebenden Zellen entweder in an-

organisch gebundener Form vor, in der er leicht nachgewiesen werden
kann, oder aber in maskierter Form, aus der er erst durch Ein-

wirkung kräftiger chemischer Reagentien frei gemacht werden kann.

Die Verteilung des Phosphors in der Zelle kann vermittels Ammonium-
molybdat in salpetersaurer Lösung nachgewiesen werden. Pyrogallol

und salzsaures Phenylhydrazin werden als Reduktionsmittel verwandt,

durch die bei Gegenwart von Phosphor ein blau-grünes Reduktions-

produkt entsteht.

Das Chromatin gibt stets eine deutliche Phosphorreaktion; die

Nukleolen reagieren sehr viel geringer als das Chromatin. Diese

Resultate stimmen mit den makrochemischen Untersuchungen überein,

welche uns gezeigt haben, daß in der Nukleinsäure eine Phosphor-

säure enthalten ist. Es ist allerdings bezweifelt worden, daß diese

Reaktion für das Vorhandensein von maskiertem Phosphor beweisend

ist. Dagegen scheint festzustehen, daß in den Tier- und Pflanzen-

kernen keine anorganische Phosphate vorhanden sind.

Das Calcium kann durch die Purpurinreaktion von Grand is

Mainani nachgewiesen werden, die allerdings nicht sehr empfindlich

ist. Die empfindlichste Mikroreaktion ist die Behandlung mit Ammonium:
sulfat. Weite Verbreitung gefunden hat die Hämatoxylinmethode.

Die Präparate werden 20 Minuten mit einer 2 % alkoholischen

Schwefelsäurelösung behandelt und dann in eine 1 % Hämatoxylin-

lösung gebracht, wodurch an den Stellen, wo das Calciumsulfat vorhanden

ist, eine tiefrote Färbung eintritt. Diese Färbung ist jedoch nicht

haltbar, sondern verbreitet sich nach wenigen Minuten durch das

ganze Präparat. Außer diesen gibt es noch eine Reihe anderer Me-
thoden, um Calciumverbindungen in den Gewreben nachzuweisen.

Durch Anwendung dieser Methoden hat man gefunden, daß das

Cytoplasma mit Ausnahme der Nervenzellen stets Calciumverbin-

dungen enthält, wTelche den Kernen fehlen sollen. Nach Loe w sollen

allerdings auch in den Kernen Calciumsalze vorkommen und zwar in

Verbindung mit den Eiweißkörpern. Mies eher fand in den Köpfen
der Spermatozoon bis 0,23 % Calcium. Es ist wahrscheinlich, daß es

in anorganischer Bindung in der Membran vorhanden ist.

Um Kalium mikrochemisch sichtbar zu machen, benutzt man
die Kobaltkaliumnitrit-Reaktion. Man löst Kobaltnitrit und Natrium-

nitrit in verdünnter Essigsäure. Dieses Reagenz gibt mit einer

Kaliumsalzlösung einen orangegelben Niederschlag, dessen Kristalle

eine charakteristische Form und Farbe besitzen. Macallum fand,

daß keinerlei Kaliumsalze in den Kernen vorhanden sind, während
sie im Cytoplasma reichlich auftreten.
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Die Chloride lassen sich außerordentlich leicht in den Geweben
nachweisen, indem man sie mit Silbernitrat und Salpetersäure be-

handelt. Wenn man dieses Präparat dem Licht aussetzt, erhält man
eine deutliche Schwarzfärbung.

Mit dieser Methode stellte Macallum fest, daß die Kerne der

tierischen und pflanzlichen Zellen im normalen Zustand frei von

Chloriden sind.

Für den Nachweis von Natrium, Magnesium, Sulfat- und
Karbonationen fehlen bis jetzt geeignete mikrochemische Methoden,
so daß über ihre Verbreitung in den Zellkernen nichts Näheres angegeben
werden kann.

Macallum vertritt nach seinen bisherigen Ergebnissen die An-

sicht, daß die Kerne vollkommen salzfrei sind und baut hierauf eine

besondere Vererbungstheorie auf.

Außer die Verbreitung der einzelnen Elemente aufzuklären, hat

man sich vor allem- bemüht, das Vorhandensein bestimmter Eiweiß-

körper und ihrer Spaltungsprodukte in den Kernen nachzuweisen und
festzustellen, aus welchen Eiweißverbindungen die einzelnen morpho-
logischen Bestandteile des Kerns bestehen. Hierzu gibt es zwei Me-
thoden : die fällungsanalytischen und die lösungsanalytischen.

Die Fällungsmethoden spielen in der Makrochemie eine

große Rolle und gerade in der Eiweißchemie sind sie von be-

sonderer Bedeutung. Im Gegensatz hierzu besitzen wir aber fast

keine einzige brauchbare mikrochemische fällungsanalytische Methode.

Alfred Fischer machte 1 899 Angaben über eine mikrochemische

Fixierungsanalyse. Er behauptet, daß man durch Anwendung ver-

schiedener Fixierungsmittel mit nachfolgender Färbung wenigstens

das Vorhandensein von Albumosen und von reiner Nukleinsäure

nachweisen könne. Wir haben Fällungsreaktionen vor uns. Das
Prinzip der fixierungsanalytischen Albumosereaktion ist nach Fischer:
„Anwendung einerseits von Fixierungsmitteln, die die Albumose ent-

weder gar nicht oder wasserlöslich fällen, so daß in ausgewaschenen

und gefärbten Schnitten nichts mehr zu sehen ist, andererseits mit

solchen Fixierungsmitteln, die unlösliche Granula geben."

Zum Nachweis der Albumose brauchte man nur mit einem

Fixierungsmittel zu fixieren, das die Albumose als Granula fällt, wie

z. B. ein Osmium-Essigsäuregemisch, und mit einem Fixierungsmittel,

bei dem die Albumose in Lösung bleibt, am besten mit Alkohol.

Hinterher kann man noch mit Säurefuchsin färben und wird dann

beim Osmiummaterial rote Granula finden, beim Alkoholmaterial da-

gegen nichts. Als Kontrollmittel lassen sich hinterher noch lösungs-

analytische Methoden anwenden: Die Albumosegranula muß sich in

Kaliumpermanganat und Salzsäure, Oxalsäure, heißem Wasser lösen.

Ähnlich gestaltet sich der Nachweis freier Nukleinsäure: Durch

ein Osmiumsäuregemisch entstehen „Granula oder knorrige, chromo-

somenähnliche Bildungen", welche ausgesprochen acidophob sind, d. h.
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daß alle sauren Anilinfarben verschmäht werden. Zum Nachweis
der Nukleinsäure verwendet man am besten einfache Lösungen saurer

Farben, kein Gemisch aus sauren und basischen, welche hierzu un-

geeignet sind. Nach Imprägnation der Schnitte mit 5% Albumose
erhält man mit saurem Farbstoff eine lebhafte Färbung der acido-

phoben Granula. Durch Alkohol tritt keine Fällung ein.

Nach Fischer gelingt der Nachweis aber nur für reine Nuklein-

säure. Ist eine Mischung mit Albumosen oder einem anderen Eiweiß-

stoff vorhanden, so erhalten wir eine Färbung mit den sauren Farb-

stoffen. Da nun aber, wie wir im ersten Teil unserer Auseinandersetzungen

gesehen haben, im Zellkern neben der Nukleinsäure stets auch Eiweiß-

stoffe vorhanden sind, ist diese fällungsanalytische Methode nicht ge-

eignet, in den mikrochemischen Aufbau der Kerne näher einzudringen.

So bleiben uns als letztes Mittel mikrochemischer Untersuchung

des Zellkerns die lösungsanaly tisch en Methoden. Auch sie be-

ziehen sich lediglich auf verschiedene Eiweißstoffe und die Nuklein-

säure. Genau genommen hat man mit ihrer Hilfe bisher nur versucht,

festzustellen, ob in den einzelnen Strukturelementen Nukleoproteide

vorhanden sind oder nicht.

Man müßte unterscheiden zwischen rein mikrochemischen Reak-

tionen und mehr morphologischen. Die mikrochemischen suchen

festzustellen, ob und wo bestimmte makrochemisch gut charakteri-

sierte Stoffe in den Kernen vorkommen ; während die morphologischen

sich darauf beschränken, klarzulegen, wo morphologisch definierte

Stoffe, wie z. B. das Chromatin, Linin u. s. w. in den einzelnen Kern-

elementen lokalisiert sind.

Eine scharfe Trennung zwischen beiden Methoden läßt sich aber nicht

durchführen. Manche Autoren identifizieren direkt die Begriffe Chromatin

und Nukleoproteide, was sicher nicht berechtigt ist, da auf alle Fälle

neben den Nukleoproteiden noch andere Stoffe in den Chromatingebilden

vorkommen. Die morphologischen Methoden verwenden auch che-

mische Reaktionen und Lösungsmittel zur Analyse; andererseits hat

es die Mikrochemie mit bestimmt gestalteten Gebilden und Verbin-

dungen zu tun.

Die meisten Stoffe kommen in den lebenden Zellen im flüssigen

oder kolloidalen Zustand vor. In diesem Zustand können Lösungs-

mittel, insbesondere Wasser nicht ohne weiteres wirken, bezw. ihre

Wirksamkeit sichtbar gemacht werden. Aus diesem Grunde haben

die meisten Autoren vor Anwendung der Lösungsmittel die Eiweiß-

stoffe des Kerns gefällt. Sie benutzten hierzu möglichst indifferente,

gelinde Fixierungsmittel, meist reinen Alkohol oder sehr verdünnte

Fssigsäure. Die Einwirkung darf nicht zu lange dauern, im allge-

meinen nicht über 24 Stunden, da sonst die Löslichkeitsverhältnisse

durch die lange Fixierung stark verändert werden. Trotzdem ist es

nützlich zum Vergleich auch frisches Material zu verwenden. Zacharias
hat, in seinen zahlreichen Untersuchungen häufig neben dem frisch
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konservierten Material auch lebende Zellkerne verwendet. In neuester

Zeit hat R. Groß ebenfalls die Löslichkeitsverhältnisse der Struktur-

elemente an verschiedenen lebenden Kernen näher untersucht.

Zu den mikrochemischen Untersuchungen benutzt man meisten-

teils Methoden, die auch in der Mikrochemie verwendet werden.

Selbstverständlich müssen diese den besonderen Verhältnissen der

mikroskopischen Kleinheit angepaßtund entsprechend verändert wTerden.

Es gibt nicht sehr viele Forscher, die sich auf diesem Gebiet der

mikroskopischen Analyse betätigt haben; es waren vor allem der

Zoologe Carnoy und die Botaniker Frank Schwarz und E.

Zacharias, der sehr zahlreiche und eingehende Untersuchungen über

diesen Gegenstand veröffentlicht hat.

In unserem ersten Hauptabschnitt haben wir bereits gesehen, daß man
Pepsin- Salzsäure dazu benutzt, umdie NukleoproteideinNukleine und
Nukleinsäuren zu spalten. Die Nukleine und Nukleinsäuren dagegen

zeichnen sich dadurch aus, daß sie durch Pepsin-Salzsäure nicht angegriffen

und verdaut werden. Anstelle der Pespin-Salzsäure kann man auch so-

genannten „künstlichen Magensaft" verwenden, den man aus Glyzerin-

extrakt aus einem Schweinemagen herstellt, dem man noch etwa die

dreifache Menge von 0,28 % Salzsäure zusetzt. Zacharias wandte
diese makrochemisch bekannten Mittel auf die mikrochemische Unter-

suchung der Zellkerne an. Dieser künstliche Magensaft muß längere

Zeit (etwa 24 Stunden) bei 32°—50° C auf das zu untersuchende Ob-
jekt einwirken. Nach der Verdauung erscheinen die nukleinhaltigen

Teile, insbesondere die Chromatinkörner scharf konturiert und stark

lichtbrechend. Sie werden stark glänzend und treten scharf hervor.

Ihre Unlöslichkeit scheint für eine Nukleinnatur des Chromatins zu

sprechen. Während das Kernnuklein durch Pepsinsalzsäure oder

künstlichen Magensaft nicht gelöst wird und auch nicht quillt, zeigen

andere Stoffe, besonders die Nukleolen, die Grundmasse des Zell-

kerns und das Protoplasma eine deutliche Quellung.

Schwarz untersuchte die Wirkungsweise des Trypsins auf die

Zellkerne. Er fand, daß das Chromatin durch Trypsin außerordentlich

leicht verdaut wird und in Lösung geht, meist bereits nach 5— 10

Minuten. Im Gegensatz hierzu bleiben die Nukleolen sehr lange er-

halten; schließlich wird aber der ganze Kern vom Trypsin aufgelöst.

Außer diesen Verdauungsversuchen wurde von Zacharias noch

eine Anzahl von Lösungsversuchen mit anderen Lösungsmitteln unter-

nommen, mit Säuren, Alkalien und Salzlösungen. Teils untersuchte

er frische und frisch konservierte Kerne, zum Teil setzte er diese erst

einer Verdauung im künstlichen Magensaft aus und ließ dann erst die

anderen Lösungsmittel auf die Verdauungsreste einwirken.

Zacharias benutzte zu diesen Versuchen sowohl das klassische

Objekt von Mi es eher, die Lachsspermatozoenköpfe, als auch einige

botanische Objekte, besonders Zellen aus der Epidermis der Phajus-
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Knollen und Wurzeln. In einzelnen Fällen wurde nur Alkoholmäterial,

in anderen nur Irisches, häufig aber beides geprüft.

Ich habe eine Tabelle zusammengestellt, die die wichtigsten

der von Zacharias erhaltenen Reaktionen enthält. Dabei muß ich

bemerken, daß er in einzelnen Fällen, je nach dem verwandten Ob-

jekt oder je nach der Vorbehandlung etwas abweichende Resultate

erhielt.

Zacharias hat es absichtlich unterlassen, eine solche Tabelle

zusammenzustellen, „da nur aus einer eingehenden Beschreibung des

1. künstl. Magen-
saft

Pepsiasalzsäure

Chromatin

quillt nicht

stark licht-

brechend

Nukleolen

quillt

teilweise

gelöst

Grundmasse
des Kerns

quillt

Protoplasma

quillt

aber ungelöst

2. HCl 0,1 bis

0,3%

quillt nicht

stark licht-

brechend

quillt quillt

3. HCl 4:3 gelöst nicht gelöst nicht gelöst

4. NaCl 10 % quillt quillt nicht quillt nicht

quillt

quillt nicht

quillt nicht

5. Na2S04 10 % quillt quillt nicht quillt nicht quillt nicht

6. Na2C03

je nach Kon-
zentration

quillt

oder gelöst

später als

Chromatin
gelöst

gelöst quillt

oder gelöst

7. KOH */, %

8. destilliertes

Wasser

9. HjO 100,0

Na2S0 4 10,0

CH3COOH 1,0

Fuchsin-S. 0,1

0. Methylenblau

-f- Fuchsin-S.
(nach 0,3 %
HCl)

Methylgrün-
Essigsäure

gelöst später als

Chromatin ge-

quoll, u. gelöst

quillt

quillt

ohne Lösung
quillt nicht

quillt

ohne Färbung
quillt nicht

Rotfärbung

blau rot rot

grun
ohne Quellung

färbt nicht färbt nicht

gelöst

rot

Essigkarmin
(Schneider)

rot

ohne Quellung
quillt

ohne Färbung
keine Färbung verschwommene

Färbung

3. ammoniakal.
Karminlösung

quillt quillt nicht

rot
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Verlaufs der mikrochemischen Reaktionen die zur Kennzeichnung
und Unterscheidung der hier in Betracht kommenden Stoffe maß-
gebenden Eigentümlichkeiten entnommen werden können". Mir
kommt es hier aber lediglich auf eine übersichtliche Zusammen-
stellung der bisherigen Ergebnisse an. Daß derjenige, welcher selbst

auf diesem Gebiete arbeiten oder ein selbständiges Urteil über diese

Dinge fällen will, sich in die ausführliche Darstellung der einzelnen

Versuche hineinvertiefen muß, dürfte wohl selbstverständlich sein.

Zur Ergänzung füge ich noch eine Tabelle nach Schwarz an:

Chrom ati n
Linin

(Gerüstsubstanz)

Pyrenin
(Nukleolus)

NaCl 10 % löslich löslich löslich

NaCl 20 % löslich quellend unlöslich

MgS04 konz. löslich unlöslich unlöslich

KH
2P04

1-5 % löslich unlöslich unlöslich

KOH 0,1 % löslich löslich schwer löslich

CH3COOH 1 % gefällt gefällt gefällt

CH3COOH 3 % gefällt gefällt quellend

HCl 0,1 % unlöslich unlöslich unlöslich

HCl 1 % unlöslich unlöslich quellend quellend löslich

HCl konz. unlöslich unlöslich unlöslich

K4Fe(CN)6
+CH 3COOH löslich unlöslich^ gefällt

CuS0 4 konz. längs, löslich unlöslich gefällt unlöslich gefällt

Pepsinwirkung nicht verdaubar nicht verdaubar nicht verdaubar

partiell gelöst

TrypsinWirkung- sehr 1, verdaubar verdaubar teilw. sch w. verdaub.

Ich möchte hinzufügen, daß diese Resultate großen Widerspruch

gefunden haben und von dem Botaniker Zimmermann eingehend

kritisiert worden sind.

Nur dort, wo wir makrochemisch ausgearbeitete Methoden auf

die Mikrochemie anwenden können, oder wo uns doch wenigstens die

Makrochemie gewisse Richtlinien und Vergleichspunkte gibt, konnten

einigermaßen brauchbare Resultate erzielt werden. Wenn man aber

versucht, makrochemisch noch unbekannte Stoffe und Bestandteile

mikrochemisch zu analysieren, ist man doch allzu sehr auf reine Ver-

mutungen angewiesen. So versuchten Zacharias und Carnoy die
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ach Pepsinverdäuung und alkalischer Extraktion zurückbleibenden

schwer löslichen Zellbestandteile, das sogenannte Plastin, aus dem

das Kerngerüst besteht, mit einem von Mi es eher dargestellten Nu-

klein zu identifizieren.

Auch die Nukleolen konnten bisher noch nicht makrochemisch

untersucht werden, da ihre Masse zu gering ist. Schon der Begriff

der Nukleolen ist außerordentlich schwankend. Die verschieden-

artigsten Gebilde werden unter diesem Namen zusammengefaßt. Die

einen Autoren verstehen darunter chromatische Binnenkörperchen des

Kernes (Karyosomen), während andere Autoren den Namen der Nu-

kleolen allein auf achromatische Gebilde beschränkt wissen wollen.

Nun ist sicher die Frage, ob in bestimmten Nukleolen chromatische

Substanz vorhanden ist oder nicht, eine der wichtigsten.

In dem Abschnitt über das Verhalten der Kerne gegenüber den

Anilinfarbstoffen haben wir schon gesehen, wie schwer einwandfreie

Farbreaktionen zu erzielen sind, und daß sie uns keineswegs berech-

tigen, daraus irgendwelche Schlüsse auf die chemische Natur der

Körper zu ziehen. So können uns auch die Farbreaktionen nichts

Sicheres darüber aussagen, ob in den Nukleolen Chromatin vor-

handen ist oder nicht. Noch etwas eher würden die oben dar-

gestellten Lösungsversuche, insbesondere die künstliche Verdauung

durch Pepsin-Salzsäure uns einige Aufschlüsse über diese Frage zu

geben imstande sein.

Die Nukleolen zeigen den Anilinfarben gegenüber ein acidophiles

Verhalten. Künstliche Verdauung durch Pepsin-Salzsäure bringt sie

teilweise zur Lösung, während sie in Kochsalzlösung, starker Salz-

säure und alkalischen Salzlösungen sehr wenig oder gar nicht löslich

sind. Alles dieses spricht sehr dafür, daß wir keine größeren Mengen
von Nukleoproteiden vor uns haben. Aber auch hier sind wir bei

unseren geringen mikrochemischen Kenntnissen auf sehr weitgehende

Analogieschlüsse angewiesen.

Um Aufschluß über die Natur der Nukleolen in den einzelnen

Fällen zu erhalten, müßte man ihr morphologisches Verhalten in den

verschiedenen Stadien der Kernteilung näher untersuchen und fest-

stellen, ob sich ev. die Nukleolen aus den Chromosomen oder chro-

matischen Bestandteilen des Zellkernes bilden, bezw. umgekehrt

oder sonst in irgendeiner Beziehung zu ihnen stehen. Diese morpho-

logischen Betrachtungen gehören aber nicht zu unserem Thema.
Richard Groß, ein Schüler BrüePs hat in neuester Zeit Unter-

suchungen veröffentlicht, bei denen er die Lösungsversuche von

Zacharias und Carnoy auf lebende Zellkerne anwandte. Er benutzte

destilliertes Wasser, konzentrierte Salzsäure, 5% Ammoniak, 10%
Sodalösung und 10 % Kochsalzlösung. Er erhielt ganz andere Re-

sultate als Zacharias. Die Chromatinkörner zeigten in ihrem Ver-

halten gegenüber den Lösungsmitteln in demselben Kerne häufig

starke Verschiedenheiten. Die chromatischen Netzknoten wurden leicht
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gequollen und gelöst, während die Oxychromiolen nicht beeinflußt

wurden; nur konzentrierte Salzsäure griff sie an.

Ein ganz abweichendes Verhalten zeigten die Nukleolen der frischen

Zellkerne. Während Zacharias und Carnoy nachgewiesen hatten,

daß die mit gelinden Fixierungsmitteln konservierten Nukleolen sich

dadurch auszeichnen, daß sie eine große Widerstandsfähigkeit gegen

verdünnte Alkalien, Kochsalzlösungen und Salzsäure besitzen, und daß

sie durch diese Lösungsmittel nicht zur Quellung gebracht werden,

fand Groß, daß der frische Nukleolus überall gelöst wurde, wenn
nur die Reagentien genügend lange einwirkten. Nach älteren Autoren
müßte man aus diesem Verhalten der Nukleolen auf ihre chromatische

Natur schließen. Nun konnte Groß aber zeigen, daß sich gerade der

chromatische Nukleolus des Anodonta-lZies in den Chromatin-Lösungs-

mitteln viel weniger leicht löst, als andere Nukleolen, und daß in

demselben Kern häufig die Nukleolarsubstanz rascher gelöst wird als

das Chromatin* oder Chromogranula. Dieses abweichende Verhalten

der Nukleolen ist vielleicht durch eine größere Diffusionsgeschwindig-

keit ihrer gelösten Substanz im Kernsaft zu erklären.

Zu bedauern ist, daß Groß nicht zur Kontrolle Verdauungsver-

suche mit Pepsin-Salzsäure und Lösungsversuche an konservierten

Zellkernen gemacht hat, bei denen die Eiweißstoffe gefällt sind, also

unter den gleichen Versuchsbedingungen, wie sie die älteren Autoren
angewandt haben.

Diese verschiedenen Ergebnisse von R. Groß haben die Resultate

von Zacharias und Carnoy wieder höchst problematisch gemacht.

Es scheint wieder unmöglich geworden zu sein, verdünnte Alkalien,

Salzlösungen und Salzsäure als lösungsanalytische mikrochemische

Reagentien anzuwenden. Unbedingt bedürfen jetzt die Lösungsver-

suche, vor allem an konservierten Zellkernen einer neuen eingehenden

Nachprüfung.

Als einziges Lösungsmittel, das jetzt noch für den mikroskopischen

Nachweis der Nukleoproteide in Betracht käme, bleibt uns vorläufig

die Verdauung mit Pepsin-Salzsäure. Aber auch hierbei muß man
in Erinnerung behalten, daß die Phosphorproteide, also die Dotter-

substanzen sich der Pepsin-Salzsäure gegenüber ganz ähnlich ver-

, halten.

Betrachten wir einmal das Gesamtergebnis unserer voran-

gehenden Auseinandersetzungen: Der Makrochemie ist es gelungen,

gewisse Eiweißkörper zu isolieren und ihre chemische Konstitution

nachzuweisen; es handelt sich um Verbindungen von Eiweißstoffen

mit der Nukleinsäure. Daß diese Nukleoproteide, Nukleine und
Nukleinsäuren in den Zellkernen vorkommen, dürfte wohl einwandfrei

nachgeTviesen sein; aber höchst wahrscheinlich kommen außer ihnen

noch andere Verbindungen in den Zellkernen vor, über deren chemische

Beschaffenheit und Aufbau wir noch keinerlei Kenntnis haben. Vor

allem ist es bisher noch nicht gelungen, klarzulegen, wie die einzelnen



Andre l'rnljr, Die Chemie des Zellkernes,

Strukturelemente des Zellkernes, die Chromosomen, die Nukleolen, das

Kerngerüst u. s. w. im besonderen chemisch aufgebaut sind.

Die Färbungsmethoden haben sich als ungeeignet erwiesen, uns

über die chemische Konsistenz der Objekte etwas Näheres auszusagen.

Höchstens kann man nachweisen, ob die betreffenden Kernbestandteile

basischen oder sauren Charakter besitzen; wodurch aber nichts darüber

gesagt ist, ob die saure Beschaffenheit auf die Anwesenheit der Nu-

kleinsäure zurückzuführen ist oder ob nicht andere Stoffe die Ursache

bilden. Selbst diese Reaktion auf Säuren und Basen wird wieder

zweifelhaft, wenn wir erfahren, daß wenigstens zum großen Teil, nicht

chemische Verbindungen sondern physikalische Gesetze die Ursache der

Färbung darstellen. Wir können die Färbungsmethoden nicht als mikro-

chemische Reaktion verwenden.

Die Mikroanalyse hat ergeben, daß höchstwahrscheinlich sämt-

liche Salze den Kernen fehlen. Die fällungsanalytischen Methoden
haben uns unserem Ziele kaum näher gebracht. Eine größere Be-

deutung haben die lösungsanalytischen Methoden. Vom künstlichem

Magensaft wird das Chromatin nicht angegriffen. Versuche mit Al-

kalien, verdünnten Salzlösungen und Säuren haben zum Teil wider-

sprechende Ergebnisse gebracht, die erst noch einer neuen Nach-
prüfung bedürfen.

Wir besitzen keine wirklich einwandfreie mikrochemische Reaktion,

die uns über den Aufbau und die nähere Lokalisation der Eiweißkörper
in den Zellkernen etwas Näheres aussagte. Die positiven Resultate

sind also außerordentlich gering.

Vielleicht wird dieses negative Ergebnis manchen Cytologen
bestimmen, sich noch mehr als bisher der Chemie, insbesondere der'

Mikrochemie der Zelle gegenüber ablehnend zu verhalten. Das ist

aber vollkommen unberechtigt. Auf diese Weise kommen wir nicht

weiter. Die Probleme sind einmal da; und so müssen sie gelöst

werden.

Sicherlich müssen in der Makrochemie erst noch sehr bedeutende

Fortschritte gemacht werden, bevor die Mikrochemie der Zelle Aus-

sicht hat, mit größerem Erfolge zu arbeiten.

Trotzdem dürfen wir auch jetzt nicht die Probleme einfach igno-

rieren oder beiseite liegen lassen. Denn es handelt sich um Fragen,

die für den Cytologen von ausschlaggebender Bedeutung sind. Des-

halb sind wir verpflichtet, weiter zu forschen, und da, wo wir mit den
bisherigen Methoden nicht weiter kommen können, nach neuen, bisher

unbekannten Forschungsmethoden zu suchen, um das Problem der

Lösung näher zu bringen.
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