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Der erste, der auf den Werth des 1879 von Witt ent-
deckten Neutralroths — eines Anilinfarbstoffes aus der Gruppe
der Azine — fiir biologische Untersuchungen und ,vitale“ Fiir-
bungen hinwies, war Ehrlich (10). E. stellte zuniichst fest,
dass Kaulquappen in diinnen wisserigen Neutralrothlisungen
(1.0:10000 bis 1.0:100000) lange Zeit ohne nachweisbare
Schidigung zu leben vermdgen und im Laufe des ersten und
zweiten Tages so viel vom Farbstoff aufnechmen, dass alle Ge-
webe dunkelroth erscheinen. Der Farbstoff soll in solchen Thieren
unter anderem an intracellulire Kornchen gebunden sein, die
zum grossen Theile wenigstens priaformirt seien. Besonders ge-
eignet fiir vitale Firbungen erscheint E. das Neutralroth auch
deshalb, weil der Diffusionswiderstand der lebenden Kérperober-
fliche gegen den Farbstoff ein geringer sei und im Korper und
in den Zellen des Organismus Substanzen enthalten seien, die
das Neutralroth mit der grossten Energie binden.

In Nothnagel’s ,Specieller Pathologie und Therapie*
kommen die Verfasser der ,Aaemie“, Ehrlich und Lazarus,
auf das Neutralroth und seine Bedeutung fiir vitale Granula-
farbung zurick. Es wird dort angefiihrt, dass sich der Farbstoff
in reinem Wasser mit fuchsinrother Farbe lost, die aber auch in
ganz schwach alkalischen Losungen gelborange wird. Es wird
ferner betont, dass das Neutralroth ,eine geradezn maximale
Verwandtsehaft zu der Mehrzahl der Granula besitzt¢ (S. 85),
und weiter unten heisst es: ,Zu erstreben sind Bilder, in denen
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von der Zelle ausschliesslich die Granula gefirbt sich darbieten,
wihrend Protoplasma und Kern ganz ungefirbt geblieben sind.
Kunstprodukte sind auch bei dieser Methode nicht ganz auszu-
schliessen und sind z B. bei gerbstoffhaltigen Pflanzenzellen
durch die Bildung und den Niederschlag von gerbstoffsaurem
Farbsalz zu erkliren. Jedoch ist es fiir den Geiibten im Einzel-
falle nicht schwer, die Kunstprodukte als solche zu erkennen.
Die Art der Koérnelung, ihre typische Vertheilung, die Vergleichung
mit benachbarten Zellen, die Combination verschiedener Methoden,
die Vergleichung desselben Objektes bei rein vitaler und bei
niberlebender® Farbung erleichtern das Urtheil hieriiber und
sichern vor Missverstindnissen¥.

sDie Mehrzahl der Granula der Wirbelthiere wird durch
das Neutralroth orangeroth gefirbt, wie es dem schwach alka-
lischen Zustande dieser Gebilde entspricht. Viel seltener finden
sich Korner, die sich im reinen Fuchsinton firben, und die mithin
wohl eine schwach saure Reaktion besitzen mfissen¥.

Bald nach der ersten Publikation Ehrlichs erschien
eine viele bemerkenswerthe Einzelbeiten enthaltende Arbeit
Galeotti’s(12) iiber die Fiarbbarkeit lebender Zellen. Galeotti
injicirte eine sehr grosse Anzahl von Farbstoffen — unter anderem
auch Neutralrothlosungen — in die Bauchhohle oder unter die Haut
von Salamandern und Tritonen und untersuchte in der Regel
nach 1—2 Tagen den Inhalt der Bauchhohle und die Elemente
der verschiedensten Organe. Leider behandelt er die Neutralroth-
versuche nur sehr kurz, da sie ungefihr dieselben Resultate er-
gaben, wie die Versuche mit den ibrigen basischen Anilin-
farben.

Galeotti zieht aus seinen Untersuchungen den Schluss,
dass sich lebende Zellen niemals g an z firben, dass dagegen ge-
wisse Elemente in den Zellen einen Farbstoff aufnehmen und
festhalten konnen, und zwar solche Elemente, die keinen aktiven
Antheil an der celluliren Funktion hatien, sondern als N & hr-
stoffe oder Produkte der Secretion im Zellen-
leibe vorhanden sind.

Zu ganz entgegengesetzten Ergebnissen gelangt Przesmycki
(35), der zu seinen hauptsiichlich an Protozoen vorgenommenen
Untersuchungen iber vitale Kern- und Protoplasmafirbungen auch
Neutralroth verwandte. Er hilt es fiir eine vollstindig bewiesene
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Thatsache, dass der Kern sich nicht nur ,wihrend des Lebens
der Zelle“, sondern auch ,wihrend seines eigenen Lebens® mit
Neutralroth firben kann.

Den farbbaren ,Granulationen“ der Protozoen ist
nur ein kleiner Abschnitt gewidmet, das Actinosphirium Eichh.
betreffend. P. findet Unterschiede in der Grosse, Form und
Firbbarkeit der stromenden Granula und vermuthet, dass eine
bestimmte rundliche Art derselben, dic bei Behandlung mit einem
»modificirten Neutralroth sich dunkelviolett firben, nichts
anderes als Bacterien seien, die sich iibrigens massen-
haft in dem Glase, das die Actinosphiirien enthielt, entwickelt
hatten. P. hilt aber noch weitere Untersuchungen iiber diesen
Punkt fiir nothwendig.

Prowaczek (34) verwandte nur Neutralroth und unter-
suchte hauptsichlich Paramicien. Er fand, dass sich nach kurzer
Zeit am dusseren Rande der sich eben bildenden Nahrungsvacuole
eine schwach gefirbte Zone bildet, dic ,aus sehr feinen Korn-
chen zu bestehen scheint“. Er glaubt, dass diese Kornchen zur
Verdauung und Assimilation in Beziehung stehen oder Triiger
von Fermenten seien. In krankhaft aussehenden Paramiicicn fand
er die Firbung nicht, oder nur schwach und diffus. ,Beim Ab-
sterben der Protozoen machte sich vielfach eine Entfirbung be-
merkbar, die man sich in der Weise erkliren kinnte, dass ent-
weder die sich firbenden Substanzen heraustreten, oder weit-
gehenden chemischen Verinderungen unterlagen®. P. untersuchte
auch Vorticellen, erwiihnt aber nichts von gefirbten Nahrungs-
vacuolen. :

Arnold (1) brachte maoglichst diinne Hollunderplittchen
in den Riickenlymphsack von Froschen, entfernte dieselben nach
6, 12—18 Stunden wieder, beschickte sie mit Farbstoff in Losung
oder in Substanz, heftete sie an ein Deckglischen an und unter-
suchte in der feuchten Kammer. Auch er verwandte u. A. das
Neutralroth. Arnold sah in den Leucocyten sehr bald zahl-
reiche rothe Granula und ptropfenartige Gebilde“ auftreten, an
denen er manche interessante Beobachtungen machen konnte, auf
die ich spiter noch zuriickkommen werde. Hier sei nur noch
erwihnt, dass Arnold durchaus nicht auf dem Standpunkte
Galeotti’s zu stehen scheint, vielmehr der Ansicht
ist, dass es sich in vielen Fillen wenigstens
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um gefirbte Strukfurbestandtheile der Zelle
handelt.

Diese Arbeit Arnold’s gab den Anstoss zu den vorliegen
den Untersuchungen. Ich folgte der Anregung meines hochver-
ebrten Chefs, des Herrn Geheimrath Neisser, die dort
niedergelegten Beobachtungen an den Lymphkorperchen des
Frosches mit den Befunden an den Elementen des gonorrhoischen
Urethralsecrets zu vergleichen, wm so bereitwilliger, als ich mich
bereits vor mehreren Jahren mit vitalen Zellfirbungen beschiiftigt
hatte. Ich konnte mich damals tiberzeugen, dass das Neutralroth
wegen seiner geringen Giftwirkung, seines leichten Eindringens
in den Zellleib, sowie wegen der Intensitit der crziclten Féarbung
allen anderen gebriuchlichen Farbstoffen, auch dem Methylenblau,
bei weitem vorzuziehen ist?).

Es seien hier nur kurz meine damaligen Befunde iiber

die vitale Fiarbbarkeit der Vorticellen?) mit Neutralroth
mitgetheilt. (Siehe Fig. 1.)

Diese hiufig zu vielen Hunderten an den Blittern und
Stengeln unserer Aquarinmpflanzen (z. B. der Vallisneria spiralis)
sitzenden Husserst zierlichen ecinzelligen Organismen sind fiir das
Studium der vitalen Firbungen ganz besonders geeignet, da sie
wegen ihrer Fixation am Pflanzentheile ibren Ort im mikrosko-
pischen Gesichtsfelde nicht wesentlich verindern konnen. Ihr
grosser hufeisenformig gekriimmter Kern geht bei einer Schidi-
gung desselben ganz charakteristische Verinderungen ein, die
im wesentlichen in einer unregelmissigen Quellung bestehen.
Einen Indicator fiir die Intensitit der Lebensfunktionen des Zell-
protoplasmas geben die continuirlichen Schwingungen des Wimper-
kranzes, die beim Absterben der Zelle immer langsamer werden,
sowie die periodischen spiraligen Contractionen des Muske!lstiels,
die immer seltener werden. Bringt man solche Vorticellen mit
einem schmalen Saume des Pflanzenblattes auf einen Objekttriiger
in eine ganz diinne Neutralrothlésung, legt ein Deckglischen auf und
untersucht mit einem stiirkeren Trockensystem, so sieht man fast

1) Beim Methylenblau tritt die Firbung der Einschliisse spiiter,
eine diffuse Firbung des Zellleibes aber friiher auf, als beim Neutral-
roth. (Vgl. auch Arnold, 1. c. pg. 430.)

2) Carchesium polypinum.
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in jeder Zelle mehrere deutlich roth gefirbte Kugeln,
die sich bei niherer Betrachtung als aus zahlreichen kleinsten
gefirbten Elementen von gleichmiissiger Grisse zusammengesetzt
erweisen (Fig. 1, N. V). Die Natur dieser gefirbten Kugeln war
mir lange unklar, bis ich eines Tages zufillig beobachtete, wie
eine solche an den Rand der Zelle riickte und ihren Inhalt —
zahlreiche kleine Algenzellen — nach Aussen entleerte. Im Mo-
mente der Entleerung entfirbten sich die kleinen Algen» An
Stelle der leuchtend roth gefirbten Kugel war im Protoplasma
der Vorticelle nur eine kleine villig ungefiirbte Vacuole zu sehen
(Fig. 1, N. V. 1). Es unterlag fiir mich keinem Zweifel mehr,
dass die rothen Kugeln nichts anderes darstellten als den mit
Neutralroth gefirbten Inhalt der Nabrungsvacuolen. Andere ge-
firbte Elemente waren in den ungeschidigten Vorticellen nicht
nachzuweisen. Wenn diese aber nach kiirzeres .oder lingerer Zeit
abstarben, so trat zunichst eine Firbung des nunmehr im oben
genannten Sinne verinderten Kernes, zuweilen auch des Neben-
kerns, auf, bald horten die Wimperbewegungen und die Contrac-
tionen des Muskelstieles auf, der Inhalt der Nahrunygs-
vacuolen entfdrbte sich und das Protoplasma nahm
eine diffus rothe Firbung an. (Vgl. die analogen Beobachtungen
Prowaczek’s an Paramaecien 1. ¢.)

Gewinnung des Materials und Technik der Leucocyten-
Firbung.

Ich hatte mich bereits bei den ersten Untersuchungen davon
tiberzeugt, dass sich auch in den Leucocyten mit Vorliebe
solche Elemente firben, die durch Phagocytose in dieselben auf-
genommen sind!). Zur Feststellung der principiell wichtigen
Frage, ob sich auch integrirende Bestandtheile der Zellen firben,
war es nothwendig, ein Ausgangsmaterial stets zur Verfiigung zu
haben, bei dem man mit einiger Wahrscheinlichkeit wenigstens
abgelaufene phagocytire Vorginge ausschliessen konnte, mit
anderen Worten, es mussten steis frisch aus der Blutbahn aus-
gewanderte Zellen verwandt werden. Bei dem Eiter der acuten
Gonorrhoe ist dieses Postulat bis zu einem gewissen Grade er-
fillt. Abgesehen von den Gonococcen finden wir dort nur selten

1) S. Berl. Klin. Woch. 1899, No. 49.
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durch Phagocytose aufgenommene Gebilde. Dagegen ist stag-
nirender Eiter durchaus unbrauchbar, theils deshalb, weil ein
Theil der Eiterzellen, und hiufig weitaus der grosste, bereits
abgestorben ist, theils, weil der andere lebende Theil reichlichst
Gelegenheit hatte, sich durch Phagocytose mit ihm fremden Ge-
bilden zu beladen. Hierbei fillt noch erschwerend ins Gewicht,
dass die Endprodukte der intracelluliren Verdauung vielfach
Kornchenform haben. Milzbrandbacillen, Schwiinze von Sperma-
tozoen, rothe Blutkorperchen und viele andere Gebilde zerfallen
in den Phagocyten schliesslich zu feinsten Kornchen, die sich im
frischen ungefirbten Priparat vielfach nicht von den priformirten
Granulis unterscheiden lassen.

Am einfachsten war die Gewinnung des gonor-
rhoischen Urethralsecretes. Es kamen moglichst
acute Fille mit moglichst reichlichem Ausfluss zur Verwendung.
Das Secret wurde mittelst nicht besonders fein ausgezogener
Glascapillaren direkt vom Orificium urethrae entnommen und ent-
weder gleich untersucht, oder in dem Ausschliff eines Objekt-
trigers mit einer ungefihr gleich grossen Menge einer diinnen
Kochsalz-Neutralrothlosung vermengt und fiir spitere Untersuchung
in einier Petrischale, deren Boden mit einer mehrfachen Lage
feuchten Fliesspapiers bedeckt wurde, aufbewahrt. Die Neu-
tralrothlésung stellte ich mir von Zeit zu Zeit frisch her,
indem ich 1ecem einer kalt gesittigten wisserigen Losung mit
ca. 100 cem physiologischer Kochsalzlosung mischte. (Wichtig
ist, dass nur destillirtes Wasser verwandt wird.)

Da man frischen Gonorrhoeeiter sich nicht immer beschaffen
kann und ausserdem die intracelluliren Gonococcen vielfach storen,
half ich mir auch zuweilen auf folgende Weise. Ich gab auf
einen Objekttriger einen Tropfen der Neutralrothlosung und brachte
in denselben einige feinste Fiserchen von dem gewdhnlichen
Fliesspapier. Dann entnahm ich mir einen Tropfen Blut aus der
Fingerkuppe, setzte ihn dem Neuralrothtropfechen zu und blies
nun durch ein fein ausgezogenes Glasrhrchen einige Sekunden
gegen das Tropfchen, so dass eine lebhafte Wirbelbewegung des-
selben entstand. Legt man nun ein Deckglischen auf und unter-
sucht bei stirkerer Vergrisserung, so kann man fast stets be-
merken, dass eine gewisse Concentration der Leucocyten an den
Fiserchen stattgefunden hat. Legt man nun an die eine Seite
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des Deckglases ein Stickchen Fliesspapier und Lisst von der
anderen Seite des Deckglases langsam Neutralrothlosung aus
einer Capillare zufliessen, so gelingt es leicht durch die ent-
stehende Stromung das Gesichtsfeld von rothen Blutkorperchen
fast frei zu machen, wihrend die weissen mit Vorliebe an den
feinen Fasern hiingen bleiben. Dieses Verfahren hat mir sebr
gute Dienste geleistet, es erfordert aber einen gewissen Grad
von Uebung, und misslingt im Anfange leicht. Das Gelingen ist
im wesentlichen abhingig von der Stirke der Stromung und von
der Dicke der zwischen Deckglas und Objekttriger belindlichen
Flussigkeitsschicht. Ist die Stromung zu stark so wird ecinfach
alles fortgeschwemmt. Dasselbe tritt ein, wenn das Deckglischen
durch die Flussigkeit gehoben wird. Die Fiserchen liegen dann
nicht flach auf und lassen auch die Leucocyten durch. Es em-
pfiehlt sich daher, zuweilen wihrend der Durchstrémung einen
leisen Druck auf das Deckglas auszuitben.

Ist das Verfahren gelungen, so findet man namentlich an
der Fliesspapierseite des Deckglases leicht Fiiserchen, denen
Reihen und Gruppen von Leucocyten anliegen. Etwas Fibrin
mit Blutplittchen vermengt, stort die Beobachtung wenig. Dieses
Verfahren ist fiir das Studium der vitalen Leucoeytenfirbung —
soweit menschliche Leucocyten in Betracht kommen —
ganz besonders geeignet, da die Zellen durch die Papierfasern
arretirt sind. Wenn man nun eine diinne Aufschwemmung irgend-
welcher Microorganismen in Neutralrothlosung unter dem Deck-
glase durchfliessen lidsst, so bleibt ein Theil der Microorganismen
an den Leucocyten hingen und man hat nun die beste Gelegen-
heit, diejenigen Erscheinungen der vitalen Firbung zu beobachten,
welche die Phagocytose begleiten. Man kann auch den Blut-
tropfen unmittelbar nach der Entnahme mit der Aufschwemmung
von Microorganismen in Neutralrothlosung vermengen und spiter
erst in der angegebenen Weise rothe und weisse Blutkorperchen
trennen, doch bietet die Methode im allgemeinen keine besonderen
Vortheile dar.

Im folgenden bezeichne ich dieses Verfahren der Leucocyten-
isolirung aus einem Bluttropfen kurz als ,Isolirverfahren®.

Dieses Isolirverfahren ist natiirlich auch fir Thierblut
verwendbar, jedoch zog ich es stets vor, reichlicheres Leuco-
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cyten-Material durch Injektion steriler Bouillon in
die Bauchhohle zu gewinnen.

Man entfernt zu diesem Zwecke am besten in einem kleinen
Bezirke zwischen Nabel und Symphyse mit einer Scheere die
Haare, hebt mit einer Pincette eine Hautfalte auf und injicirt
mit einer kleinen Spritze an der Basis der Falte bis zu 5 cem
Bouillon. Man darf die Nadel nicht zu tief einstechen, um eine
Verletzung des Darmes zu vermeiden. Nach einer bestimmten
Zeit (z. B. ¥/, h.) entnimmt man mit der Capillare auf folgende
Weise: Man hebt in der Nihe der Einstichstelle wiederum eine
kleine Hautfalte auf und macht mit einer scharfen Scheere in
dieselbe einen kleinen Schnitt, bis die Fascie frei liegt. Alsdann
fiihrt man vorsichtiz ein Glascapillare durch die Muskulatur in
diec Bauchhohle ein. Man muss jegliche Blutung vermeiden.
Vielfach steigt erst beim Herausziehen dey Capillare das Exsudat
in derselben auf.

Hat man das Leucocytenmaterial in das auf dem Objekt-
triger befindliche Tropfchen der Neutralrothlosung gebracht, so
empfiehlt es sich, durch ein ausgezogenes Glasrthrchen ein paar
Sekunden lang gegen den Tropfen zu blasen, um eine gleich-
miissige Vertheilung der Farblosung und nach Mogliebkeit eine
Trennung der biaufig zusammengeballten Leucocyten zu erzielen.
(Man legt dann ein Deckglischen auf, driickt dieses leicht an
und saugt etwa seitlich  austretende Fliissigkeit mit Fliesspapier
ab. Es entstehen dann bei der Untersuchung mit der Oelimmer-
sion und bei Verschiebungen des Objekttrigers keine so starken
Stromungen.)

Dieses Blasen gegen den Tropfen hat auch noch einen
anderen Vorzug. Man kann nidmlich biufig genug beobachten,
dass die fuchsinrothe Neutralrothlosung in den Glascapillaren gelb-
orange wird, und zwar tritt dieser Umschlag hiufig sehr schnell
ein. Er ist darauf zuriickzufiihren, dass die Capillarwand Alkali
an die Farblosung abgiebt. Blist man nun gegen den Tropfen,
so neutralisirt die Kohlenséiure der Exspirationsluft zuweilen den-
selben wieder und die fuxinrothe Farbe tritt wieder auf.

Befunde am Gonorrhoeeiter.

An einem Priparat vom gonorrhoischen Urethralsecrete,

das nach obiger Vorschrift angefertigt ist, siecht man bei Anwen-
Archiv f. mikrosk. Anat. Bd. 56 57
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dung der Oelimmersion folgendes !): Das Gesichtsfeld erscheint
im allgemeinen ungefirbt, da die an sich schwache, durch das
Serum des Eiters noch mehr verdinnte Neutralrothlosung in so
dtinner Schicht von unserem Auge nicht mehr als Farbe wahr-
genommen wird. Die Eiterkorperchen selbst sind ebenfalls im
allgemeinen farblos, dagegen sind in einem Theile derselben
tief fuchsinrothe Gonococcen zusehen, deren
charakteristische Form ausserordentlich scharf
hervortritt (cf. Fig. 5). Die Gonococcen heben sich theil-
weise so scharf vom ungefirbten Untergrunde ab, dass man sie
auch bei schwacher Vergrosserung (Zeiss Oc. 2 Obj. BB.) als
feinste tiefrothe Piinktchen erkennen kann. (Neben den Gono-
coccen kommen noch andere intracellulir gefirbte Gebilde vor,
woritber spiter).

Andere Gonococcen, sogar in derselben Zelle, sind aber
ungefiirbt und auch der Farbenton zeigt alle Uebergiinge vom
Fuchsinroth zum Orange-, Braun- und Gelbroth und auch fast rein
gelbe Farbentdne kommen vor. Dabei ist noch besonders zu
bemerken, dass Gonococecen, die bei scharfer Einstellung tief
fuchsinroth erscheinen, bei leichten Bewegungen der Mikrometer-
schraube gelbe Reflexe erkennen lassen. (Im folgenden ist dess-
halb immer nur von der Farbe die Rede, die bei schirfster Ein-
stellung des gefirbten Objectes zu Tage tritt.)

Ich konnte ferner beobachten, wie gefiirbt im Granulo-
plasma liegende Gonococcen sich entfirbten, wenn sie bei amoboi-
den Bewegungen der Zelle ins Hyaloplasma gelangten.

Extracelluldre Gonococcen firbten sich auch nach
langem Verweilen in ganz dinnen Neutralrothldsungen nicht.
Totet man aber Gonococcen z. B. durch Erhitzen ab, so nmehmen
sie in etwas stirkeren Neutralrothlosungen einen ganz schwach
rothen Farbenton an, der sich aber durchaus nicht mit der tief-
rothen Firbung intracellulirer Gonococcen vergleichen lisst.

Um die Bedingungen dieser intracelluliren Firbung kennen
zu lernen, stellte ich eine Reihe von Untersuchungen an.

1) Vgl. Uhma, Archiv f. Derm. u. Syph. Bd. L, Heft II
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I. Ueber die Abhiingigkeit der Firbung der Lencoeyten-
einschliisse von dem Leben der Zelle.

Ich habe in der Einleitung hervorgehoben, dass beim Ab-
sterben der Vorticellen der Farbung des Protoplasmas eine Ent-
firbung des Inhaltes der Nabrungsvacuolen voraugeht. Bei den
Leucocyten liegen die Verhiiltnisse genaun so. Man kann sich
hiervon leicht itberzeugen, wenn man ein Priparat, welches ge-
firbte Zelleinschliisse enthiilt, auf einem heizbaren Objekttische
untersucht und die Temperatur langsam ansteigen lisst. Nach
anfinglicher Zunahme der amoboiden Bewegungen treten, wenn
das Thermometer einige 40° zeigt, ganz eigenartige Veriinde-
rungen ira Aussehen der Zellen ein. Sie quellen auf und es er-
scheint ein mehr oder weniger breiter hyaliner peripherer Pro-
toplasmasaum, der zahlreiche Ausliufer aussendet und wieder ein-
zieht. Gleichzeitig beginnen eigenthiimliche Strémungen auch im
centralen kornigen Protoplasma, welches die gefiirbten Einschliisse
— 7. B. Gonococeen — enthillt, die natiirlich an diesen Stri-
mungen passiv theilnehmen. Zunichst scheint bei diesen Vor-
gingen die Farbung der Gonococcen deutlicher zu werden. Es
beruht dies aber sicher nur darauf, dass der Zellleib durch die
Quellung fiir das durchfallende Licht durchlissiger geworden ist
und die gefirbten Gebilde. deantlicher hervortreten lisst.

Nach einiger Zeit verschwindet nun der periphere hyaline
Protoplasma-Saum, es werden keine Ausliufer mehr ausgesandt
und die Zelle nimmt Kugelform an. Die eigenthiimlichen tan-
zenden und stromenden Bewegungen der Kornchen des Granulo-
plasmas dauern jedoch fort.

Obwohl nun doch durch die Verdunstung der Flissigkeit
wihrend der Beobachtung eine gewisse Concentration der Farb-
stofflosung stattgefunden hat, tritt spétestens zu diesem Zeitpunkte
eine deutliche Entfarbung der vorher gefirbten Zellein-
schliisse ein?). Diese Entfirbung — z.B. bei den Gonococcen —

1) An iiberlebenden Gewebszellen hat Teichmann (pag. 35)
dhnliche Beobachtungen mit Methylenblau gemacht. Er hatte einem
Frosche 1 ccm einer 2!/,%,igen Methylenblauldsung in den Magen in-
jicirt; nach 3 Stunden fand er in einem bestimmien Darmabschnitt
die Epithelien vollkommen erfiillt mit stark blau gefirbten Kornern.
pLiess man die Priparate einfach, vor Vertrocknung geschiitzt, an der
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geht manchmal schoell innerhalb weniger Secunden vor sich, manch-
mal jedoch Lisst sie sich lingere Zeit verfolgen, wobei es aunffallend
ist, dass Hand in Hand mit ihr eine Verinderung des Farben-
tons eintritt. Ein vorher fuchsinrother Gonococcus wird "orange-
bis braunroth und kurz vor der volligen Entfirbung zeigt er
hiufig einen leichten rein gelben Farbenton. Diese Entfirbung
beruht wohl nicht auf einer Zerstorung des Farbstoffes, denn,
ldsst man nach der Entfirbung neuen Farbstoff zufliessen, so tritt
eventuell eine Firbung des Kerns und des Protoplasmas, aber
niemals mehr eine distincte Gonococcenfirbung auf. Es unter-
liegt keinem Zweifel, dass die beschriebenen, die Entfirbung be-
gleitenden Erscheinungen an den Zellen als Absterbeerscheinungen
zu deuten sind, wie sie z. B. Maurel in seinem umfangreichen
Buche: Les Leucocytes du Sang ausfiithrlich beschrieben hat,
und wir gehen wohl nicht fehl, wenn wir die Entfirbung der
Einschliisse in ibrer Ursache eben auf diese Zellschidigung zu-
riickfithren 1). - Ich sage ausdriicklich Zellschidigung, denn es
ist mir im héchsten Grade unwahrscheinlich, dass gleichzeitig
mit der Entfirbung auch der Zelltod eintritt. Vielleicht ist die
Schidigung dann stets eine so schwere, dass der Tod unvermeid-
lich eintreten muss. Setzen wir toten oder kiinstlich abge-
tsteten Leucocyten Neutralrothlosung zu, so tritt stets eine
deutliche Firbung des Kerns und eine leichte Firbung des Pro-
toplasmas ein. Etwa vorhandene Einschliisse firben sich dann
aber niemals stirker als das tibrige Protoplasma und auch abso-
lut genommen ist die Intensitit der Farbung dieser Ein-
schliisse eine auffallend geringe. ‘

Die Thatsache, dass der Entfirbung der Einschlisse sich
in weitaus den meisten Fillen eine Firbung des Kerns oder des

Luft liegen, so ging der blaue Farbstoff allmihlich in sein farbloses
Leucoprodukt iiber®.

Mit der von mir beschriebenen Entfirbung im Hyaloplasma ist
dieser Vorgang nicht ohne weiteres zu vergleichen, (S. Richter L c.
pag. 180.)

1) Arnold hat dieselbe Beobachtung mit Methylenblau an den
Kaninchen-Leucocyten gemacht. Er sagt (I e. pag. 431): ,Spiter tritt
eine Firbung der Kerne und eine diffus blaue Tinction des Zellleibes
auf, wihrend die Granula bei eintretendem Absterben (der Zelle. Verf.)
gich zu entfirben scheinen.“
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Protoplasmas nicht unmittelbar anschliesst, filhrt mich
eben zu der Annahme, dass eine Schiadigung der Zelle
ausreicht, eine bestehende Farbung der Ein-
schliisse aufzuheben.

Aber eine Schiadigung, ja eine Abtotung der Zelle fiihrt
nicht unbedingt und unter allen Umstinden zur Entfiarbung
der ,vital“ gefirbten Einschliisse. Bereits Arn old hat hervor-
gehoben, dass die beste Methode, vital gefirbte Zellen zu con-
serviren, darin besteht, dieselben einfach auf dem Objecttriger
eintrocknen zu lassen, und dann in Canadabalsam einzuschliessen.
Ich kann diese Thatsache nur- bestitigen. Man kann solche ein-
getrocknete Zellen ruhig itber der Flamme fixiren, ohne dass eine
wesentliche Aenderung des Bildes eintritt. Trotzdem aber zeigen
derartige ,Dauerpriparate“ nicht entfernt das, was an den leben-
den Zellen zu sehen ist. Ich hatte z. B. versucht, die in der
Fig. 3 abgebildeten, abgetstete Milzbrandbacillen enthaltenden Meer-
schweinchenleucocyten zu conserviren. Im Dauerpriparate waren
in den sonst ungefirbten Zellen die grossen und intensiv ge-
farbten Milzbrandstibchen der Zellen @ und d recht gut zu sehen,
die kleineren und relativ schwach gefirbten Kornchen waren
aber nicht wiederzufinden. Dies ist eine Thatsache, von der ich
mich immer wieder iiberzeugen konnte, dass bei dem Eintrock-
nungsverfahren stets zahlreiche Einzelheiten der vitalen Farbung
verloren gehen. Immerhin bleibt es bis jetzt das beste Ver-
fabren. Ich habe mich lange bemiiht, es durch ein besseres zu
ersetzen, aber mit durchaus negativem Erfolge. Alle Mittel,
welche einen schnellen Zelltot bewirken, fixiren bis zn
einem gewissen Grade und fiir relativ kurze Zeit den Zustand
im Momente des eintretenden Todes. Erhitzt man z. B. ein
frisches Priparat, wie Fig.3 es zeigt, in der diinnen Neutralroth-
losung stark, ohne dass jedoch eine véllige Verdunstung der
Fltissigkeit stattfindet, und untersucht schnell, so findet man. die
Zellen viel kleiner, gleichsam geschrumpft, rund und eventuell
im ganzen leicht gefirbt. Aber es besteht zundichst doch noch
eine elective Farbung der Zelleinschliisse. Dies dndert sich aber
schnell. Die gefirbten Milzbrandbacillen blassen ab, der Zellleib
farbt sich stirker und bald tritt auch eine Firbung des Zell-
kernes ein.

Aebnliche . Erscheinungen beobachtet man, wenn man
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frische Priparate Osmiumdidmpfen aussetzt, wihrend Formalin-
ddmpfe mehr diejenigen Erscheinungen erzeugen, welche wir bei
der Einwirkung langsam ansteigender Hitze beobachten konnten,
nimlich erst Entféirbung der Zelleinschliisse und
spater erst Fiarbung des Protoplasmas und des Kerns. Durch
diese und Zhnliche Versuche mit Gasen und Zellgiften gewann
ich die Ueberzeugung, dass die distincte Firbung der Zellein-
schliisse, wie wir sie z B. bei Gonococeen und Milzbrandbacillen
kennen gelernt haben, in hervorragendem Maasse abhingig ist von
den Lebensfunctionen der einschliessenden Zelle, dass aber auch
die Entfarbung nicht immer ein rein passiver, auf Diffusion
des Farbstoffes beruhender Vorgang sei, dass dieser vielmehr be-
giinstigt wiirde durch die Functionen des geschiadigten
Protoplasmas. Ein Einwurf ist aber bei diesen Versuchen mig-
lich, nimlich der, dass es sich in vielen Fiillen gar nicht um einen
mittelbaren Einfluss der zellschiddigenden Ursache durch die ge-
schidigte Zelle auf die Farbung des Einschlusses gehandelt
habe, sondern um eine unmittelbare Einwirkung derselben auf
den Farbstoff. Dieser Einwurf ist a priori nicht von der Hand
zu weisen. Er hat zunichst um so mehr Berechtigung, als die
vitale Farbung der Zelleinschliisse mit Neutralroth ein durcheus
labiles, keineswegs auf starken chemischen Affinititen beruhendes
Phénomen ist. Der Beweis fiir diese Thatsache ist nicht schwer.
Lisst man unter dem Deckglase eines Priparates, wie Fig.3 es
zeigt, einige Secunden physiologische Kochsalzlosung durchfliessen
und entfernt dadurch den pericelluliren Farbstoff, sicherlich ohne
die Zelle irgendwie zu schidigen, so tritt prompt eine Ent-
firbung der Milzbrandbacillen etc. ein, Dies wire unmoglich,
wenn eine irgendwie nennenswerthe Bindung zwischen Milzbrand-
bacillus und Farbstoff stattgefunden hitte. Ausserdem hat be-
reits Arnold darauf hingewiesen, dass eine nachtriigliche Fir-
bung der vital gefirbten Gebilde im fixirten Priparat auch mit
demselben Farbstoff nicht moglich ist. Ich kann dies im
allgemeinen nur bestitigen. (Obwohl Ausnahmen vorkommen.)

Lisst man z B. das oben erwihnte Milzbrandpréiparat nach
vorhergegangener Entfirbung mit physiologischer Kochsalzlosung,
eintrocknen und firbt es mit stirkerer Neutralrothlosung nach,
so ergiebt sich gleichsam das photographische Negativ der
pvitalen® Firbung. In den so gewonnenen Priparaten sind die
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Zellkerne und das Protoplasma gefirbt, die Milzbrandbacillen
aber mit Ausnahme weniger Kornchen ungefirbt. Sie durch-
ziehen die Zellen als weisse Streifen. Ja es ist nicht einmal
nothig, die Zelleinschlisse vorher mit physiologischer Kochsalz-
losung zu entfirben, um das gleiche Bild im fixirten Priparat
zu erhalten. Ich erwihnte oben, dass ich zur ,vitalen* Firbung
eine phys. Kochsalz-Losung verwandte, die in 100 cem 1 cem
kalt gesittigter Neutralrothlosung enthiilt, und dass ich immer
ungefahr gleich grosse Tropfchen leucocythenhaltiges Exsudat
und Farblosung verwandte, so dass die schliesslich firbende
Concentration gleich 0,5 NR-Losung zu 100 phys. Kochsalzlosung
betrug. Ich erwihnte ferner, dass man das Bild der vitalen
Parbung am hesten fixiren kann, wenn man, wie Arnold dies
gethan hat, Exsudat und Farblosung einfach eintrocknen ldsst.
Fiarbt man nun ein derartiges Trock en priparat mit einer
40 mal stirkeren Neutralrothldsung, so tritt
trotzdem eine Entfarbung der Milzbrandhacillen und nur
eine Firbung des Kerns und des Protoplasmas ein.

Eine bestehende chemische Affinitit zwischen Milzbrand-
bacillus und Farbstoff wire durch den doch wenig eingreifenden
Eintrocknungsprocess wohl nicht zerstort worden. Ich komme
auf diese Verhiltnisse spiter noch zuriick und will hier nur noch
einige Versuche erwihnen, die, wie mir scheint, einwandsfrei
beweisen, dass in der That eine Schidigung der Zelle die
Farbung ihrer Einschliisse beeintrichtigt resp. aufhebt, selbst
wenn jede directe Einwirkung der zellschidigenden Ursache auf
den Farbstoff oder das gefirbte .Gebilde auszuschliessen ist.

Ich ging bei der Anordnung dieser Versuche von der That-
sache aus, dass das Blutserum eines Thieres von der Species 4
fir die Leucocyten eines Thieres von der Species B giftig ist.
Man kann sich hiervon tberzeugen, wenn man z. B. Meer-
schweinchenleucocyten Kaninchenblutserum zusetzt oder umgekehrt.
Nach kiirzerer oder lingerer Zeit treten dann an den Leucocyten
Verdnderungen auf, die im wesentlichen die gleichen sind, wie
bei der langsamen Uebererwirmung. Waren in den Leucocyten
vital gefirbte Gebilde, so entfirben sie sich.

Ich iiberzeugte mich aber bald, dass es sich nicht empfiehlt,
bei diesen Versuchen Blutserum zu verwenden, welches in der
iiblichen Weise durch Aderlass oder Entbluten und nachheriges
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Gerinnenlassen des Blutkuchens im Eisschrank gewonnen ist. Die
secundiren Verdnderungen solcher Sera sind selbst bei vorsich-
tigstem Vorgehen zuweilen so bedeutend, dass eine geringe Menge
Serum hiufig geniigt, die Leucocyten desselben Individuums
schwer zu schidigen. Ich iiberzeugte mich hiervon z. B, bei
einem Gonorrhoiker, dem aus bestimmten Griinden ein Aderlass
gemacht worden war. Am anderen Tage fertigte ich von seinem
Urethralsecrete, welches reichlich intracellulire Gonococcen ent-
hielt, ein vital gefirbtes Priparat an und setzte demselben eine
Spur dieses seines eigenen Serums zu, welches ich einige Stunden
vorher mittelst: einer Pipette moglichst klar vom Blutkuchen ab-
gehoben und in ein Reagensglas gefiillt hatte. Nach 10 Minuaten
war von einer Fiarbung der Gonococcen iiberhaupt nichts mehr
zu sehen und die Zellen zeigten die fiir eine schwere Schidigung
charakteristische Quellung und Kornchenstromung. (Ich ver-
muthe, dass die hohe zellschidigende Wirkung dieses Serums auf
eine abnorm starke Alkalescenz desselben zuritckzufiihren war.)
Ich verfuhr deshalb spiiter folgendermassen: Ich injicirte einem
Kaninchen und einem Meerschweinchen je einen ccm sterile
Bouillon intraperitoneal. Nach einer Stunde injicirte ich den-
selben Tieren auch intraperitoneal je !/, cem einer Aufschwellung
von abgetoteten (durch Erhitzen) Milzbrandbacillen in Bouillon.
Nach einer weiteren halben Stunde entnahm ich beiden Thieren
mittelst einer graduirten Glascapillare je */,o, cem Exsudat, mischte
dasselbe auf hohl geschliffenen Objekttrdgern mit der gleichen
Menge Neutralrothlosung und schiitzte die Priparate vor Ver-
dunstung durch Einlegen in Petrischalen, deren Boden mit
feuchtem Fliesspapier bedeckt wurde.

Alsdann entnahm ich sowohl dem Kaninchen als dem Meer-
schweinchen aus irgend einer gesetzten Wunde je /5o ccm Blut
(ebenfalls mittelst graduirter Glascapillaren) und vermischte das-
selbe mit- je 9/,,, cem Neutralrothlosung, die ich vorher in kleine
an einer Seite ausgezogene und zugeschmolzene Glasrohrchen ge-
fiillt hatte. Die Blut-Neutralrothmischungen schiittelte ich ordent-
lich durch und centrifugirte sie dann sofort. Die zelligen Ele-
mente sammeln sich dann in dem ausgezogenen Theile des
Rohrchens, wihrend oben eine klare Flissigkeit zurtickbleibt,
bestehend aus Neutralroth-Kochsalzlosung + Blutplasma. Die
Concentration dieser Flissigkeit wird bei gleichem Verfahren
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wohl auch immer anniihernd gleich gesetzt werden diirfen. Die
Plasmalosung hob ich dann mittelst kleiner Pipetten ab und
brachte sie in andere sterile kleine Rohrchen. Ich iberzeugte
mich nun, dass in den Exsudat-Leucocyten des Kaninchens und
Meerschweinchens eine vitale Fiarbung, wie in der Fig. 3, einge-
treten war und stellte nun folgende Mischungen — alles zu
gleichen Theilen — auf planen Objecttrigern her.

I. Meerschweinchen-Leucocyten + Kaninchenplasma;

II. Meerschweinchen-Leucocyten 4+ Meerschweinchenplasma;
III. Kaninchen-Leucocyten 4 Meerschweinchen-Plasma:
IV. Kaninchen-Leucocyten 4 Kaninchen-Plasma.
V. Ein Controllpriparat:
Meerschweinchen-Leucocyten 4 Neutralrothlosung.
VI. Ein Controllpriparat:
Kaninchen-Leucocythen 4 Neutralrothlosung.

Mittelst kleiner Glasrohrchen blies ich dann gegen die
Tropfen, um eine innige Vermischung zu erzielen, legte Deck-
gliaschen auf, und brachte die Priiparate in vorher bezeichnete
Petrischalen, deren Boden mit feuchtem Fliesspapier bedeckt war.

Ueber die nun beobachteten Einzelheiten und iiber die Brauch-
barkeit der Methode zum Nachweis zellschidigender Substanzen
im Blute und anderen Fliissigkeiten hoffe ich demnichst ein-
gehender berichten zu kénnen. Hier will ich nur erwiihnen,
dass in meinen 5 in der eben beschriebenen Weise angestellten
Versuchen stets zuerst ein Nachlassen resp. ein Verschwinden
der Farbung in den mit dem fremdartigen Plasma zu.
sammengebrachten Leucocyten eintrat. Und zwar blassten stets
erst die kleineren gefirbten Partikel ab. Die Beobachtung
erstreckte sich stets auf mehrere Stunden. In zwei von den
5 Versuchen war am Ende der Beobachtung in den Priparaten
I und IIT die Farbung vollig verschwunden, wihrend sie in den
Praparaten II und IV noch deutlich erhalten war. In den
iibrigen 3 Versuchen waren so deutliche graduelle Unterschiede
zu constatiren, dass ich aus dem Ausfall dieser Versuche die
einwandsfreie Ueberzeugung gewann, dass die Farbung
der Zelleinschlisse in hervorragendem Maasse
abhingig ist von der Function und dem Lebens-
zustande der Zelle.
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Zum Nachweis gradueller Unterschiede in der Farbung zweier
Priaparate empfiehlt es sich, nicht die Immersion, sondern ein schwiicheres
Trockensystem zu benutzen (z. B. Zeiss B. B) und die beiden zu
vergleichenden Objecte auf einen Objecttriger zu bringen, damit eine
durchaus gleichmissige Einwirkung zufilliger Umstinde (Verdunstung,
Temperatur) gewiihrleistet ist. Bei Immersionsbetrachtung ist die Be-
urtheilung schwierig, da immer nur wenige Zellen in Betracht gezogen
werden konnen und sich schliesslich in jedem Priparat Zellen finden
lassen, deren Einschliisse nur schwach gefirbt sind. Bei Anwendung
schwicherer Linsen kann man die beiden Priparate leichter und
schneller abwechselnd betrachten, und etwaige Unterschiede treten
auch deutlicher hervor. Lichtquelle und Blendenstellung miissen natiir-
lich durchaus die gleichen sein.

Es muss ferner stets beriicksichtigt werden, dass die Entfirbung
immer in den mittleren Partien des Priparates zuerst auftritt, wih-
rend die Firbung an den Randpartien linger bestehen bleibt. Es
empfiehlt sich deshalb in allen Priparaten stets nur die mittleren
Partien in Betracht zu ziehen. Es ergab sich ferner bei diesen Unter-
suctungen die wichtige Thatsache, dass die Kernfdarbung innerer,
darch Phagocytose aufgenommener Leucocyten nicht anders zu deuten
ist, als die Kernfirbung toter Leucocyten ilberhaupt, dass sie mit dem
Lebenszustande des einschliessenden Leucocyten nichts zu thun hat.
Dasselbe ergab sich vielfach filr den gefirbten Bestandtheil der intra-
celluliren rothen Blutkdrperchen, der wahrscheinlich identisch ist mit
dem Haemoglobin. (Vgl. Fig. 4, Zellen a und ¢). Wenn man defibri-
nirtes Blut lingere Zeit stehen lisst und dann mit Neutralroth untersucht,
so findet man die Leucocyten hiiufig vollstiindig angefiillt mit ganz
unregelmissig gestalteten rothen Elementen, zwischen welchen dann oft
4 bis 5 runde ungefirbte ,Blutschatten* liegen. Die rothen Elemente
— das Haemoglobin — sind #usserst polymorph. Bei ambboiden Be-
wegungen der Zellen nehmen sie alle moglichen Formen an. Bei lang-
samer Ueberwirmung der Zellen behalten sie hiufig ihre Farbe ebenso
wie die Kerne innerer Leucocyten. Fiir das Studium der ,Haemolysine®
diirften diese Verhiiltnisse von Bedeutung sein.

II. Ueber die Natur der sich firbenden Gebilde.

Aus den Literaturangaben geht bereits hervor, dass beziig-
lich der Auffassung von der Natur der sich vital in den Zellen
firbenden Gebilde die grossten Differenzen herrschen. Ganz
isolirt mit seiner Ansicht steht Przesmyeki, der fest iiberzengt
ist, dass ein lebender Kern sich firben kann, wihrend die Mebr-
zahl der Autoren sich doch dem am schirfsten von Galeotti
pricisirten Standpunkt nshert, dass sich nur solche Gebilde
farben, die mit den eigentlichen Lebensfunctionen der Zelle nichts
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zu thun haben, mogen sie nun durch Phagocytose aufgenommen
oder secretartiger Natur sein.

Eine ganz besondere Beriicksichtigung verdient an dieser
Stelle der Standpunkt Ehrlich’s, der einerseits die specifischen
Granulationen als Stoffwechselprodukte der Zellen bezeichnet und
andererseits dem Neutralroth ,eine geradezu maximale Verwandt-
schaft zu der Mehrzahl der Granula“ vindicirt. Es ist mir bei
meinen Untersuchungen aufgefallen, wie selten ich vital gefirbte
specifische Granulationen zu Gesicht bekam. Betrachten wir z. B.
den Gonorrhoeeiter, so finden wir, abgesehen von den Gonococcen,
in den mnweisten Zellen keinerlei gefiarbte Gebilde. Die Granu-
lationen der spirlichen eosinophilen Zellen zeigen einen leicht
orangerothen Farbenton, der tibrigens sebr wechselt, und ausser-
dem finden sich vereinzelt in den Zellen leuchtend orangeroth
gefirbte Kugeln, die, wie ich spiter zeigen werde, vielfach nichts
anderes sind, als durch Phagocytose aufgenommene und intra-
celluldr leicht aufgequollene Spermatozoenkopfe. In den iibrigen
Zellen sieht man bei enger Blende deutlich Granulationen; ich
will auch nicht lengnen, dass sie alsdann zuweilen einen ganz
leichten gelblichen Farbenton besitzen, der aber bei offener Blende
nicht erkennbar ist, wihrend doch die Gonococcen alsdann als
tiefrothe Gebilde hervortreten. Obwohl also doch der Farbstoff
geniigend lange eingewirkt haben muss, ist es nicht zu einer
vitalen Farbung der in allen Zellen vorhandenen und durch
Triacidfarbung des fixirten Priparates leicht nachweisbaren neu-
trophilen Kornelung gekommen. Auch in den nach dem ,Isolir-
verfahren“ hergestellten Priparaten vom Menschen habe ich nur
dusserst selten mit Neutralroth gefirbte specifische Granulationen
gefunden, obwohl auch dort der Farbstoff in die Zelle einge-
drungen war?).

Es bleiben in diesen Priparaten an den Fasern nicht nur die
Leucocyten, sondern auch etwas Fibrin und zahlreiche Blutplittchen

haften, welche vielfach 3 bis 4 mit Neutralroth fuchsinroth gefirbte,
Husserst feine Kdrnchen enthalten. Diese Blutpliattchen werden von

1) Beim Methylenblau liegen die Verhiltnisse wohl #hnlich.
Teichmann (L c. pag. 33) hat die Einwirkung von Pilocarpininjectionen
auf die rothen Blutkorperchen des Frosches studirt. Er fand bei vitaler
Methylenblaufirbung in diesen zahlreiche hellblaue bis schwarzblaue
Kornchen und fithrt ausdriicklich an: ,Bemerkenswerth ist, dass die
Granula der Leucocyten nicht blau gefirbt sind.“
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benachbarten Phagocyten aufgenommen und firben sich, sobald sie
ins Innere der Zelle gelangt sind.

Auffallig war mir auch das hiufige Ausbleiben jeglicher
Granulafirbung bei meinen Versuchen an Meerschweinchen.

Die Granulationen der Meerschweichen-Leucocyten sind in
neuester Zeit von Kurloff im Ehrlich’schen Laboratorium ein-
gehend studirt worden, wobei sich bemerkenswerthe Resultate er-
gaben, die vorliunfig in der ,Animie“ (I. ¢.) niedergelegt sind.

Trotz des besonderen Reichthums der Meerschweinchen-
Leucocyten an verschiedenen Granulationen fand ich die letzteren
doch fast nie vital gefirbt, obwohl die Einschliisse intensiv
tingirt waren und die Triacid-Trockenpriparate die Granulationen
mit Sicherheit nachwiesen.

Nur die eosinophilen (resp. nigrosinophilen) Granulationen
zeigten in der Regel eine ausserdem wenig intensive und wenig
bestandige Firbung?!). In den iibrigen Zellen kamen zwar auch
zuweilen gefirbte Kornchen vor, die aber sicher nicht identisch
waren mit den specifischen Granulis, da sie nach Zahl und An-
ordnung stets sehr differirten. Wie derartige vital firbbare,
den specifischen nicht undhnliche ,Granula* in den
Zellen entstehen konnen, zeigt am besten folgender
Versuch. Wenn man bei einem Meerschweinchen durch intra-
peritoneale Injection von steriler Bouillon und bei einem anderen
durch intraperitoneale Injection von Zelldetritus (aus Abscessen
oder Bubonen) eine Leucocytose in der Bauchhohle erzeugt und
die Exsudat-Leucocyten -bei vitaler und ,iiberlebender* Farbung
mit einander vergleicht, so kann man Folgendes feststellen: Bei
vitaler Fiarbung zeigen die Leucocyten des Bouillon-Thieres
spérliche gefirbte Kornchen, die Leucocyten des Detritus-Thieres
sind vollgepfropft mit rothen ,Granulis®, den durch Phagocytose
aufgenommenen Partikeln des injicirten Zelldetritus. Bei tiber-
lebender Firbung sind alle krassen Unterschiede verschwunden,
in allen Leucocyten sind die specifischen Granulationen gefiirbt,
aber bei genauer Betrachtung erkennt man, dass die gefirbten

1) Arnold machte dieselbe Wahrnehmung; er sagt (l. ¢. pg. 425):
sDie eosinophilen Granula firben sich bei der vitalen PFiitterung mit
Neutralroth sehr friihzeitig, aber verschieden intensiv, manchmal ver-
schwindet die rothe Farbung wieder; eine solche Entfirbung kommt
iibrigens auch bei anderen Granula vor.“
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Granula in den Leucocyten des Detritus-Thieres auseinander ge-
dringt sind und dass zwischen ihnen zahlreiche ungefiirbte Korn-
chen liegen, die zweifellos identisch sind mit den bei vitaler
Fiarbung so deutlich hervortretenden Gebilden?).

Eine vitale ,Granula“-Fiarbung, die sich in' ihrer Intensitit
mit der Firbung der Zelleinschliisse, z. B. der Milzbrandbacillen,
messen kann, fand ich bei den Exsudat-Leucocyten der weissen
Maus. Fast in jedem durch Bouillon-Injektion erzeugten Exsudat
waren sie relativ zahlreich vertreten und fielen schon bei schwacher
Vergrosserung durch ihre intensive fuchsinrothe Firbung auf. Bei
Immersion-Betrachtung ergab sich, dass diese Zellen vollgepfropft
waren von relativ grossen runden Kornern, die an einer Stelle
zuweilen einen kleinen knopfformigen Ansatz batten. Auffallend
war mir, dass dieselben Gebilde, allerdings ungefirbt, auch extra-
cellulir vorkamen. Ich behandelte deshalb solche Priparate
nach dem ,Isolirverfahren“, wodurch ich erreichte, dass an den
Fasern eine innige Beriihrung der Leucocyten mit den freien
»CGranulis“ zu stande kam. Ich konnte dann stets beobachten,
dass die freien Granula von benachbarten Leucocyten aufge-
nommen wurden, worauf sie sich intracellulir genau so firbten
wie die Kornchen der beschriebenen Zellen.

Ich kann zwar nicht heweisen, dass diese Zellen ihre Granu-
lationen stets durch Phagocytose erwerben, aber die Moglichkeit
dieser Thatsache muss ohne weiteres zugegeben werden. Auch
beztiglich der sich hiufig vital firbenden eosinophilen Granula
neigen neuere Bearbeiter unter Angabe triftiger Griinde der An-
sicht zu, dass dieselben durch Phagocytose entstehen und auf
die. Aufnahme von Bestandtheilen der rothen Blutkdrperchen
zuriickzufithren sind; nach Barker (3) enthalten die eosino-
philen Kornelungen sogar Eisen. Ich konnte also bei meinen
Untersuchungen im allgemeinen die Angabe Ehrlich’s: von der
maximalen Verwandtschaft des Neutralroths zu der Mehrzahl der
Granula nicht bestitigen, namentlich was diejenigen Granulationen

1) Arnold (L. c. pg. 437) hat #hnliche Bedenken. Er sagt: Die
Existenz zahlreicher nicht gefirbter Korner zwischen den gefirbten
beweist, dass die gefdrbten Granula nur einen Theil der kiérnigen
Structurelemente der Zellen — der Plasmosomen — darstellen und
zwar wahrscheinlich solehe, welche bereits eine Umwandlung erfahren
haben.”
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anbetrifft, deren intracelluliire Entstehung und ,Seecretnatur® am
wenigsten angezweifelt werden kann, z. B. die neutrophile Korne-
lung der menschlichen und die pseudoeosinophile der Leucocyten
des Meerschweinchens. Trotzdem mag diese maximale Verwandt-
schaft vielleicht zu Recht bestehen und in meinen Versuchen
vielleicht nur deshalb nicht zum deutlichen Ausdruck gekommen
sein, weil die Concentration der angewandten Farblosung eine
geringe und die Zeit ibrer Einwirkung eine kurze war. Aller-
dings gentigten Concentration und Zeit stets zur Farbung der
durch Phagocytose aufgenommenen Gebilde sowie derjenigen
»Granula“, deren ectogene Entstehung eine gewisse Wahrschein-
lichkeit hat. Man konnte von einer maximalen Verwandtschaft
des Neutralroths zu den durch Phagocytose entstandenen Zell-
einschliissen sprechen, wenn dem Zustandekommen dieser Firbung
in der Regel nicht ganz andere Momente zu Grunde ligen, als
eine ,Verwandtschaft® des Farbstoffes zum gefirbten Gebilde.
Ich konnte mich im dbrigen mit Sicherheit tiberzcugen,
dass frische Leucocyten in der iiberwiegenden Mehrzahl auf dem
Hohepunkte ihrer Funktion, bei der Phagocytose, keinerlei vital
gefirbte Structurelemente besitzen, wenigstens nicht bei dem von
mir angewandten Verfahren, welches zur Darstellung der Zell-
einschliisse so vorziiglich geeignet ist. Ich injicirte nun Thieren,
bei denen ich vorher durch Bouillon ein intraperitoneales Exsudat
erzeugt hatte, Aufschwemmungen zahlreicher mir zur Verfliigung
stehender Bacterienkulturen in die Bauchhohle und untersuchte
dann das Verhalten der mit den injicirten Bacterien beladenen
Phagocyten bei vitaler Farbung. Zur Verwendung gelangten
Typhus- und Colibacillen, Vibrio Finkler, Vibrio Metschnikoff,
Staphylococcen, Streptococcen und Gonococcen, Diplococeus flavus
und subflavus, Diphtherie-, Tuberkel- und Milzbrandbacillen. Es
ist mir nicht moglich hier auch nur auf einen geringen Tkeil
der beobachteten Einzelheiten einzugehen, die auch bei ein und
demselben Mikroorganismus und demselben Versuchsthier ver-
schieden waren nach Intensitit, Niance und Dauer der Firbung,
je nachdem frische oder alte, lebende oder abgetodtete Kulturen
zur Verwendung kamen. Dagegen mochte ich etwas linger ver-
weilen bei den Versuchen mit Milzbrandbacillen an Meerschwein-
chen, da sie den derartigen Untersuchungen ferner stehenden am
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besten in den Gegenstand einfithren und auch aus technischen
Griinden fiir den Apnfang am meisten zu empfehlen sind.

Ich verwandte hochvirulente Agarkulturen, die Meerschwein-
chen bei subcutaner Impfung innerhalb 48 h. tidteten. Die Kulturen
waren in der Regel nicht dlter als 18 Stunden. Die Bacillen
einer solchen Kultur wurden in 1 cem steriler Bouillon aufge-
schwemmt und !/, ccm dieser Aufschwemmung einem Meerschwein-
chen, bei dem vorher ein intraperitoneales Exsudat erzeugt worden
war, mittelst einer Pravazspitze in die Bauchhohle injicirt. (Bei
den Versuchen mit abgetidteten Milzbrandbacillen wurde die
Bouillonanfschwemmung ca. 5 Minuten lang im Wasserbade auf
80° erhitzt.) Von Zeit zu Zeit wurde dann mit einer Glas-
capillare Exsudat aus der Bauchhohle entnommen. In der Regel
waren nach ea. 15 Minuten die meisten Bacillen von den Leuco-
cyten aufgenommen. Ein Theil der Milzbrandbacillen befindet
sich in der Regel noch extracellulir. Auch das Studium dieser
in ihrem Verhalten zum Neutralroth ist sehr interessant. Da hier-
iber aber im Buchuner'schen Laboratorium eingehendere Unter-
suchungen von Nakanishi?) angestellt worden sind, so kann
ich mich hier mit einem Hinweis auf dieselben und eine Be-
stiatigung ihrer Angaben begniigen.

Die Zellen der Fig. 3 entstammen dem Exsudate eines
Meerschweinchens, welches, !/, h. vor der Entnahme, abgetodtete
Milzbrandbacillen injicirt erhalten batte. Die Zeichnung wurde
unmittelbar nach der Fertigstellung und Einstellung des Pripa-
rates mit der Zeiss’schen Oelimmersion begonnen. Wir sehen in
den Zellen a, b, ¢, d und ¢ mehr oder minder lange und ver-
inderte, mit Neutralroth intensiv gefirbte Milzbrandstibchen.
(Die extracelluliren Stibchen hatten kaum eine Spur der Farbe
angenommen.) Die wesentlichste Verinderung der Bacillen be-
steht in einer unregelmissigen, namentlich an den Enden deut-
lichen Aufquellung, sowie in einem Zerfall zu reihenweise ange-
ordneten Kornchen. Der Vorgang der Aufquellung und des Zer-
falls konnte unter dem Mikroskope beobachtet werden?). Die

1) Miinch. med. Woch. 1900, No. 6.

2) Arnold spricht zuweilen von einer Confluenz mehrerer Gra-
nula zu tropfenfrmigen Gebilden. Ich habe etwas derartiges nur
beim Haemoglobin gesehen, sonst analoge Bilder umgekehrt so deuten

miissen, dass ein beginnender Zerfall aufgequollener ,tropfenférmiger®
Gebilde in einzelne Kirnchen vorlag.
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Zelle a wurde zuletzt gezeichnet. Bei Beginn der Beobachtung
war in der Zelle ein grosses Stibchen ungefiihr wie in der Zelle
d zu sehen, und rechts davon ein kleines in Grisse und Form
am #hnlichsten dem in der Zelle ¢ am meisten links liegenden.
Wihrend der ca. 15 Minuten dauernden Beobachtung streckte
sich das grosse Stibchen der Zelle ¢ und zerfiel theilweise in
Kornchen, welche den Bacillenleib — soweif man von einem
solchen noch reden darf — verliessen und rechts und links davon
ins Protoplasma der Zelle traten. Das kleine rechts gelegene
Stibchen zerfiel in Kornchen, die aber ihre urspriingliche An-
ordnung beibehielten. Schliesslich trat ein Stillstand in den Ver-
inderungen ein, so dass die Zelle gezeichnet werden konnte.
Die Quellung der Stibchen ist hiufig eine hochgradige bis zu
Kugelform, ohne dass es zu einem Zerfall kommt (Zelle ¢, links
unten) *).

Ich konnte derartige Beobachtungen mnoch hiufig wieder-
holen. Die Zerstorung der intracelluliren Bacillen spielte sich
stets unter dem Bilde der Aufquellung und des Zerfalls in immer
kleinere Kornchen ab, die aber noch lange ihre Firbbarkeit mit
Neutralroth beibehielten. Eine nicht fiarbbare Hiille blieb hiufig
im Zellleib zuriick.

Fig. 2 zeigt die Exsudat-Leucocyten eines Meerschweinchens,

1) Ein sehr gutes Object zum Studium der kugeligen Aufquellung
sind die Typhusbacillen in Meerschweinchen-Leucoeyten. Wenn man
vom Peritoneal-Exsudat ungefihr 1/ h. nach Injection der Bouillon-
aufschwemmung entnimmt, so findet man fast in allen Leucocyten der
Form nach gut erhaltene Bacillen, einzeln oder in kleinen Fiden von
8—4 Exemplaren. Nach 11/, bis 2stiindigem Aufenthalt in den Leuco-
cyten sind aber fast alle Bacillen kugelig aufgequollen und Husserst
intensiv gefirbt. Die urspriinglichen Fiiden sehen dann aus wie kleine
Ketten. Ein Husserst zierliches Bild. Man kann den ganzen Vorgang
unter dem Mikroskope verfolgen, wenn man nur von Zeit zu Zeit eine
Spur Neutralrothlosung zufliessen lisst, damit das Priiparat nicht aus-
trocknet.

H. Rossel (18) glaubt, dass bei der intracelluliren Abtédtung
der Bacterien an eine Einwirkung der Nucleinsiure auf dieselben ge-
dacht werden konne. Im Stadium der Aufquellung reagiren die
Bacterien — wie die Firbung mit Neutralroth zeigt — meistens alka-
lisch, so dass an eine Sidurewirkung nur fiir die ersten schidigenden
oder abtodtenden Einwirkungen gedacht werden kann, und auch hier
nur in vereinzelten Fillen.
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welches bei einigen fritheren Versuchen abgetodtete Milzbrand-
bacillen injicirt erhalten hatte. Ich verwandte es zu dem vor-
liegenden Versuch mit 1ebenden Milzbrandbacillen, da diese
von ‘den Leucocyten im Sinne einer Immunisirung vorbe-
handelter Thiere leichter aufgenommen werden. Vor der Injection
der lebenden Bacillen iiberzeugte ich mich durch eine Probe-
Entnahme davon, dass die Exsudatzellen keinerlei bacillenihnliche
Einschliisse enthielten. Im iibrigen verfubr ich wie bei dem
vorigen Versuch.

Der Unterschied zwischen diesen Bacillen und den abge-
tidteten des vorigen Versuches ist anffallend. Hier ist kaum
etwas von Aufquellung und Zerfall zu sehen, die Intensitit der
Farhung ist eine viel geringere, und die letsztere blich vor allem
nur wenige Minuten bestchen. Die meisten Zellen konnten in
Folge dessen nur skizzirt werden, die Farbe musste z. T. nach-
traglich eingezeichnet werden.

Fig. 4 zeigt die Exsudat-Leucocyten eines Meerschwein-
chens, welches Meerschweinchen-Leucocyten, die einige
Minuten einer Temperatur von ca. 500 ausgesetzt gewesen waren,
injicirt erhalten hatte. In der Zelle a sehen wir einen Leuco-
cyten, der einen anderen durch Phagocytose aufgenommen hat.
Der Kern des inneren Leucocyten ist gefarbt, wihrend das Proto-
plasma ungefirbt geblieben ist. Dies ist die Regel fir durch
Phagocytose aufgenommene -Leucocyten, so lange sie in ihrem
Wirthe noch ein morphologisches Ganzes bilden. Auch firbbare
Einschliisse des inneren Leucocyten fand ich stets ungefirbt.

Das Schicksal dieser durch Phagocytose aufgenommenen
Leucocyten wird durch die Zellen b und d illustrirt. In beiden
Zellen lagen bei Beginn der iiber 11/, b. Stunden sich erstrecken-
den Beobachtung morphologisch intacte Leucocyten, wie in der
Zelle a.

Die Abgrenzung des inneren Leucocyten gegen den dusseren
ist im Anfang stets eine scharfe. Infolge eines ganz eigenthiim-
lichen, am besten vielleicht mit dem Ausdrucke ,Auslaugung® zu be-
legenden Vorganges, stromten in der Zelle b sowohl Kern als Proto-
plasmabestandtheile des inneren Leucocyten in das Protoplasma des
susseren, wobei man den Eindruck gewann, dass an der Grenze beider
Leucocyten ein gewisser Wiederstand iiberwunden wurde. Die
ausgelangten Bestandtheile nahmen im #usseren, lebenden Leuco-

Archiv f. mikrosk, Anat. Bd. 56 3+
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cyten eine ganz unregelmiissige Lage ein und behielten noch
lange ihre Firbung bei. Der innere Leucocyt schrumpfte be-
deutend zusammen. (S. unterer Pol der Zelle d.)

Ganz anders verhielt sich der innere Leucocyt in der
Zelle d. Hier verschwand bald jede Begrenzung des inneren
gegen den Hdusseren Leucocyten und die gefirbten Kern- und
Protoplasmatheile lagen frei in der einschliessenden Zelle.

In der Zelle ¢ liegt ein durch Phagocytose aufgenommenes
rothes Blutkiorperchen. Bei Beginn der Beobachtung stellte es
eine leuchtend roth gefirbte Kugel dar, wihrend sonst in der
Zelle keinerlei gefirbte Gebilde vorhanden waren. Nach und
nach traten aber immer mehr gefirbte Kornchen in das Zell-
protoplasma, und schliesslich blieb ein fast ungefirbter ,Blut-
schatten“ in der Zelle zuriick.

An den mit Neutralroth vital gefirbten Gebilden erkennt
man sehr hiiufig einen hellen Hof, der auch in den Zeichnungen
mehr oder minder deutlich zum Ausdruck kommt. Dieser Hof
scheint in vielen Fiillen wenigstens zu dem aufgcnommenen Ge-
hilde selbst zu gehoren (Schleimhiillen?). Bei vitaler Farbung
mit Methylenblau nimmt er hiufig den Farbstoff an, z. B. bei
der Gonococcenfiirbung.

Ich erwiihnte bereits in meiner vorliufigen Mittheilung,
dass in den Eiterzellen des gonorrhoischen Urethralsecrets hiiufig
leuchtend roth gefarbte Kugeln vorkommen. Ich
habe diesen Gebilden spiter grosse Aufmerksamkeit geschenkt
und bin zu der Ueberzeugung gekommen, dass sie einen dop-
pelten Ursprung haben konnen. Die Kugeln treten hiufig dann
auf, wenn es durch instrumentelle Eingriffe zu leichten Blutungen
in die Urethra gekommen ist und sind z T. nichts anderes als
durch Phagocytose aufgenommene rothe Blutkorperehen. Ein
anderer Theil dieser Kugeln hat einen ganz anderen Ursprung.
Ich wurde auf denselben aufmerksam, als ich den Inhalt einer
gonorrhoisch erkrankten Samenblase kurz nach der Expression
derselben untersuchte. Das Secret enthielt zahlreiche lebende
Spermatozoen, auf deren Verhalten zum Neutralroth ich vielleicht
an anderer Stelle niher eingehe. Hier méochte ich nur erwihnen,
dass fast in allen Eiterkorperchen neben fuxinrothen Gono-
coccen orange- bis braunroth gefiarbte Spermatozoenkopfe lagen,
die theils ihre charakteristische Form behalten hatten, theils aber
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zu Kugeln aunfgequollen waren, die sich in allen Punkten genau
wie die Kugeln der frither untersuchten Urethral-Secretzellen
verhielten. Schwanz und Mittelstick der Spermatozoen waren
theils erhalten und leicht roth gefirbt, theils in zablreiche kleine
rothe Kugeln zerfallen, die durch ihre. Anordnung noch deutlich
den Verlauf des Fadens erkennen liessen. Innerhalb des roth
gefirbten Kopfes war hiufig ein ungefarbter kleiner Streifen zu
sehen, der vermuthlich identisch ist mit den z. B. im Kopfe der
Hundespermatozoen zu findenden, mit Osmium sich firbenden
Gebilde, die ich (32) im Arch. f. mikr. Anat. Bd. 48, Tafel XII,
Fig. 8 abgebildet habe.

Dieser Befund veranlasste mich, das Verhalten intra-
celluldarer Fetttropfehen zum Neutralroth zu
untersuchen. Ich injicirte deshalb in die Bauchhoble von
Meerschweinchen eine Suspension von Olivendl in Bouillon. Die
Fetttropfchen wurden prompt von den Leucocyten aufgenommen,
bliecben aber vollig ungefirbt. Ich injicirte ferner getrocknetes
und nachher fein pulverisirtes Hithnereiweiss.

In den Leucocyten traten daranf grosse matt orangeroth
gefirbte unregelmiissig contourirte Schollen auf.

Ieh stellte nun noch weitere Untersuchungen dariiber an,
obnieht doch anch auf einem anderen Wege
als dem der Phagocytose vital farbbare Ge-
bilde in den Leucocyten auftreten kénnen,.

Ich dachte hierbei zunichst an die Vacuolen, von
denen es in der einschligigen Literatur oft genug behauptet
worden ist, dass sie sich vital firben kinnen!). Ich glaube,
dass ein grosser Theil dieser Angaben auf einem allerdings sehr
nahe liegenden Irrthum berubt, der darauf zuriickzufithren ist,
dass viele sich vital firbende Zelleinschlisse Kugelform haben
und im fixirten Priparat -— da sie sich dort vielfach nicht firben —
den Eindruck von Vacuolen erwecken. Ganz besonders instructiv
beziiglich dieser Frage war mir der Eiter eines Prostataabscesses.
Fast jede Zelle dieses Eiters enthielt mehrere unzweifelhafte

1) Teichmann (L ¢. pg. 83) behandelt die Firbung der ,Vaca-
olen® ausfiihrlich, fiigt aber hinzu: ,wir wollen der Kiirze halber diesen
Ausdruck beibehalten, obwohl auch wir die betreffenden Bildungen
nicht fiir ¥liissigkeitsriume halten.*
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Vacuolen, und in jeder Vacuole befanden sich mehrere ungefirbte
Diplococcenpaare (keine Gonococcen), die eine lebhafte Molecular-
bewegung zeigten.

Im kornigen Protoplasma lagen ausserdem ziemlich intensiv
gefirbte kurze Stibchen meistens in Diploform. Die Vacuolen
selbst aber waren vollig ungefirbt. Es stimmt dies ja auch mit
den Befunden bei den Vorticellen iiberein. Ich ging nun auch
so vor, dass ich eine Zeit lang jede Zelle, die vital gefirbte
Kugeln enthielt, mittelst physiologischer Kochsalzlosung entfirbte.
Niemals fand ich dann bei der Untersuchung mit enger Blende
innerhalb der entfirbten Kugeln Partikel, die die Bro wn’sche
Molecularbewegung zeigten, iiberbaupt traten dann meistens
Structuren auf, die Vacuolen mit Sicherheit ausschliessen mussten.

Mir ist die vitale Farbbarkeit der Vacuolen
in den Leucocyten im hochsten Grade unwahr-
scheinlich.

Ich suchte ferner auf experimentellem Wege zu entscheiden,
ob nicht mechanische Einfliisse, die eine par-
tielle Schidigung des Protoplasmas hervor-
rufen konnen, zu einem Auftreten vital firbbarer Gebilde
fihren. Ich injicirte zum Beispiel in die Bauchhohle von Meer-
schweinchen chinesische Tusche sowie feinste Eisenstiubchen.
Man konnte sich ja denken, dass derartige Substanzen, wenn sie
in der Zelle liegen, auf diese einen Reiz ausiiben, und dass die
Zelle anf diesen Reiz hin um den Fremdkorper einen Stoff auns-
scheidet, der sich vital mit Neutralroth firbt. Ich babe niemals
etwas derartiges beobachten konnen, obwohl ich nie versiumte,
das Priparat, welches doch stets vital gefirbte Kugeln enthielt,
unter steter Beobachtung zu entfirben. Ich hiitte dann doch
wenigstens einige male im Inneren einer solchen Kugel nach der
Entfirbung ein Tuschekornchen ete. finden miissen. Eine der-
artige Ausscheidung um den Fremdkorper trat anch dann nicht
auf, wenn ich durch leichtes rotirendes Reiben des Deckgliis-
chens auf dem Objecttriger eine partielle Schidigung des Proto-
plasmas derjenigen Zellen herbeizufiihren versucht hatte, die die
Kérnchen enthielten.

Ich kam innerbalb des Rahmens meiner
Untersuchungen also zu dem Schlusse, dass
die sich in den Leucocyten vital firbenden
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Substanzen eiweissartiger Natur und durch
Phagocytose aufgenommen sind, dass fermer
eine andere Art der Entstehung dieser Gebilde
als durch Phagocytose unbewiesen und un-
wahrscheinlich ist. Die ,specifischen* Granu-
lationen méchte ich hier nicht ndher in Be-
tracht ziehen, da wir iiber ihre Entstehung
nichts Bestimmtes wissen.

I1I. Ueber die Abhingigkeit der Firbung von der Lage
des firbbaren Gebildes innerhalb der Zelle.

Wir hatten im vorigen Abschuitte gesehen, dass abgetodtete
Milzbrandbacillen, wenn sie von Leucocyten aufgenommen sind,
sich mit Neutralroth sehr intensiv firben, dass aber aunch extra-
celluldre Milzbrandbacillen in der gleich starken Farblosung eine
wenn auch sehr geringe Férbung annehmen. Es galt nun zu
entscheiden, ob die so intensive Firbung innerhalb der Zelle ge-
bunden sei an die Lage, oder ob sie nur hervorgerufen sei durch
irgendwelche in der Zelle aufgetretenen Veriinderungen des Bacillus
selbst, in dem Sinne, dass der Bacillus, nachdem die Veriinde-
rungen einmal eingetreten wiren, seine intensive Firbbarkeit
auch extracelluliir beibehalten wiirde. Das letztere ist aber durch-
aus nicht der Fall. Man kann sich auf folgende Weise davon iiber-
zeugen: Wenn man sich ein Exsudat verschafft hat, wie es den
in Fig. 3 abgebildeten Zellen entspricht, und ein Priiparat ange-
fertigt hat mit einem recht diinnen und elastischen Deckglischen,
so wird es nicht schwer sein, mittelst eines Streifen Fliesspapiers
so viel Flissigkeit seitlich abzusaugen, dass die Leucocyten deut-
lich platt gedriickt erscheinen. Wenn man sich nun mit einer
starken Trockenlinse einen Complex von Zellen einstellt, die
recht zahlreiche und intensiv gefirbte Milzbrandbacillen enthalten,
so gelingt es leicht, durch sanften, mittelst einer Priiparirnadel
ausgeiibten Druck auf das Deckglischen die eine oder andere
dieser Zellen zum Platzen zu bringen. Mir ist dies fast regel-
missig geglickt, und ich konnte dann stets beobachten, dass die
Milzbrandbacillen an der ladirten Stelle die Zelle verliessen und
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im Momente des Austritts sich fast vollig entfirbten. Der ganze
Vorgang nahm nie mehr als 4 bis 5 Sekunden in Anspruch.

Auch bei allen anderen Mikroorganismen, die ich daraufhin
gepriift habe, sowie bei Spermatozoen, trat diese Entfirbung beim
Austritt aus der Zelle ein. Die Kerne der durch Phagoecy-
tose aufgenommenen Leuncocyten blieben aber unver-
dndert gefirbt. Die Zerfallsprodukte derrothen
Blutkdrperchen blassten deutlich ab, ohne dass villige
Entféarbung eintrat.

Ich komme nun zu der zellphysiologisch so interessanten
Thatsache, dass nicht alle Zellorte dem Eintritte der vitalen
Firbung gleich giinstig sind. Ich wurde zu einer Untersuchung
dieser Verhiltnisse veranlasst durch die bereits mitgetheilte Be-
obachtung, dass intensiv gefiirbte Gonococeen sich entfirben, wenn
sie bei Ortsverinderungen des Leucocyten in das periphere Hyalo-
plasma gelangen. Diese Beobachtung ist inzwischen von Richter
(42) anch fiir das Methylenblau bestitigt worden. Grosse Ge-
bilde, wie Milzbrandbacillen, eignen sich fiir diese Untersuchungen
nicht, da die durch Phagocytose aufgenommenen Elemente im
allgemeinen eine um so grossere Neigung haben, auch bei Orts-
verdnderungen der Zelle im centralen koérnigen Protoplasma —
dem Granuloplasma — liegen zu bleiben, je grosser sie selbst
sind. Je kleiner die aufgenommenen Gebilde sind, um so leichter
folgen sie den Stromungen des Granuloplasmas in die Ausliufer
des Hyaloplasmas hinein, dabei nebmen sie hiufig eine endstindige
Stellung ‘ein, das heisst, sie liegen an der Grenze des Hyalo-
und Granuloplasmas.

Die Ausldufer des Granuloplasmas sind manchmal so schmal,
dass die endstindigen Gonococcen wie eine kolbige Anschwellung
desselben erscheinen und nur mittelst eines dusserst feinen
Fadens von Granuloplasma mit der centralen grosseren An-
héufung desselben zusammenhingen. In dieser endstin-
digen Lage ist der Gonococcus stets nur schwach
gefarbt, selbst wenn im Centrum der Zelle tief
fuchsinrothe Coccen liegen. Er ist fast vollstindig
vom Hyaloplasma umschlossen, und man erwartet, dass er sich
im nichsten Momente ginzlich vom Granuloplasma loslost. Dies
tritt aber nur selten ein. In den meisten Fillen fliesst eine
grossere Menge Granuloplasma nach, der Gonococcus verliert
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seine vorgeschobene endstindige Stellung, auch der Ausliufer
des Hyaloplasmas wird kiirzer, und bald ist der Gonococcus
wieder von einem deutlichen Mantel von Granuloplasma um-
schlossen. Seine Firbung nimmt alsdann bald wieder zu. In
anderen selteneren Fillen kommt es aber thatsichlich zu einer
Loslosung des Gonococcus vom Granuloplasma. Der Ausliufer
der letzteren wird wieder eingezogen, und der Gonococcus liegt
eine Zeit lang vollig nungefirbt und nur durch einen charakte-
-ristischen Reflex bei enger Blende kenntlich im Hyaloplasma.
Wenn dann aus irgend welchen Griinden die amdéboiden Bewe-
gungen aufhoren und der Leucocyt wieder Kugelform annimmt,
so wird das Hyaloplasma vom Granuloplasma gleichsam einge-
zogen, es verschwindet. Hierbei gelangt auch der Gonococecus
wieder ins Granuloplasma, und allmiblich tritt seine Firbung
wieder auf. FEinen Austritt der Gonococcen aus dem Verbande
der Zelle habe ich.uie beobachtet.

Es empfiehlt sich nicht, bei diesen Untersuchungen, die
iibrigens an die Geduld und Ausdauer des Beobachters die grossten
Anforderungen stellen, einen heizbaren Objecttisch zu verwenden,
der zu seiner Regulirung doch stets ein grosses Theil Aufmerk-
samkeit verlangt. Es geniigt vielmehr vollkommen, in die niichste
Niahe des Mikroscopes eine Wirmequelle, z. B. eine Gasglithlampe,
zu stellen.

Auch bei dem Vorgange der Phagoeytose kann man sich
von der Richtigkeit der oben mitgetheilten Beobachtungen iiber-
zeugen. Das aufzunehmende Gebilde wird ndmlich immer erst
vom Hyaloplasma umflossen, gelangt dann ins Granuloplasma,
nimmt aber stets erst in diesem eine Firbung an. Sehr inter-
essant ist in dieser Beziehung die Aufnahme menschlicher Sper-
matozoen von Meerschweinchen- Leucocyten. Diese Aufnalime
findet sowohl vom Kopfe als vom Schwanze des Spermatozoons
aus statt. Die Aufnahme vom Schwanze aus scheint merk-
wiirdiger Weise die hiufigere zu sein. Man findet dann vielfach
folgendes Bild: Der Leucocyt zeigt an einer Stelle einen ledig-
lich aus Hyaloplasma bestehenden Fortsatz, im Inneren desselben
sieht man bei enger Blende deutlich einen ungefirbten Sperma-
tozoenkopf, der zugehorige Schwanz liegt aber geschlingelt und
mehrfach geknickt, sowie deutlich gefarbt im Granulo-
plasma Auch bei der Aufnahme des Spermatozoons vom Kopfe
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aus tritt eine Firbung desselben im Hyaloplasma niemals ein,
obwohl sich die Kopfe lebender, d. h. sich schlingelnder mensch-
licher Spermatozoen, auch extracellulir, zuweilen orangeroth
farben.

Bei der Aufnahme von abgettdteten Milzbrandbacillen liegen
die Verhéltnisse #dbnlich. Ich studirte diese Aufnahme besonders
an den Exsudat-Leucocyten der weissen Maus, da diesen relativ
kleinen Zellen die Aufnahme so grosser Gebilde betrichtliche
Schwierigkeiten bereitet, und man deshalb hiufig Milzbrand-
stibchen findet, die nur an einem Ende von einem Leucocyten
umflossen sind, wihrend der grisste Theil des Bacillus noch
extracelluldr liegt. Der Leucocyt sieht dann vielfach aus wie
eine ganz eigenthiimlich gestaltete knopfformige Endanschwellung
des Bacillus. An einer Stelle des Leucocyten befindet sich in
der Regel eine Einschniirung, die das Bacillenende fest zu um-
greifen scheint. Obwohl nun abgetddtete Milzbrandbacillen extra-
cellulir, wenn auch schwaceh, gefirbt sind, bemerkte ich an dem
von dem Leucocyten aufgenommenen Theil unter den beschrie-
benen Bedingungen niemals die Spur einer Firbung. Die letztere
trat vielmehr erst ein, wenn das Stibchen v6llig von der
Zelle umflossen war, wobei diese tbrigens selbst hiuafig
eine langgestreckte Form annahm. Hiufig blieb aber auch nach
volliger Aufnahme die Fiarbung aus; ich vermochte aber nicht zu
entscheiden, ob dies auf eine Schidigung der Zelle oder auf eine
partielle Lage des aufgenommenen Bacillus im Hyaloplasma zuriick-
zufithren war. Die Beurtheilung der Lage grosserer intracellulirer
Gebilde bietet iiberhaupt einige Schwierigkeiten. So hat es hiufig
den Anschein, dass Milzbrandbacillen theils im Granuloplasma,
theils im Hyaloplasma liegen, bei genauem Zusehen aber erkennt
man bisweilen, dass der anscheinend im Hyaloplasma liegende
Theil noch von einem schmalen Saume Granuloplasma umgeben
ist. Mit Riicksicht auf die mitgetheilte Beobachtung von der
entfdrbenden Wirkung des Hyaloplasmas auf Gonococcen konnte
man nun erwarten, dass Milzbrandbacillen in ihrem im Hyalo-
plasma oder in der Nihe desselben liegenden Theil ungefirbt,
in dem im Granuloplasma gelegenen Theil aber gefirbt wiren.
Ich habe eine derartige Beobachtung aber nie gemacht, sondern
in solchen schwer zu beurtheilenden Fillen den Bacillus stets im
Ganzen gefirbt oder ungefirbt gefunden. Dagegen trat die ent-
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farbende KEigenschaft des Hyaloplasmas der Meerschweinchen-
leucocyten deutlich hervor bei der Aufnahme abgetddteter, extra-
celluldr leicht gefarbter Typhusbacillen und Gonococeen.

Auch innerhalb der Vacuolen tritt, wieich
mehrfach constatiren konnte, eine vitale Fiar-
bung mit Neutralroth nicht ein.

Aecusserst interessant ist das Verhalten des aus den intra-
celluldren rothen Blutkdrperchen in das Protoplasma des ein-
-schliessenden Leucocyten ausgetretenen Hidmoglobins. Besonders
instruktiv war das Blut einer leukidmischen Patientin. Ich hatte
einen Tropfen vom Ohrléppchen entnommen und denselben unge-
fahr mit der zebnfachen Menge Neutralrothlosung gemischt iiber
Nacht, vor Austrockung geschiitzt, stehen lassen. Am anderen
Morgen waren die Leucocyten erfiillt von farblosen Blutschatten
und von Himaglobin, welches mit Neutralroth dusserst
intensivgefdrbt war. Die Leucoeyten sandten zahlreiche
Ausldunfer aus und zogen sie wieder ein. Das Himaglobin folgte
allen diesen Strdmungen ‘des Granulo- und Hyaloplasmas, bildete
bald langgestreckte Fiden, bald. Ringe, bald grissere, bald
kleinere Kugeln. Die Firbung war v6llig unabhingig von
der Lage, und die gegenseitige Durchtrinkung des Hyaloplasmas
und des Himaglobins eine so innige, dass die hyaloplasmatischen
Ausliufer vielfachin toto gefiarbt erschienen, und
man niemals auf den Gedanken gekommen wire, dass hier eine
Mischung zweier sich dem Farbstoff gegeniiber verschieden ver-
haltender Eiweisskorper vorliege, wenn man nicht kurz vorher
beohachtet hitte, wie das gefdrbte Himoglobin in den unge-
firbten hyaloplasmatischen Ausliufer stromte. Da die Firbung
des intracelluliren Hamoglobins, wie wir gesehen haben, auch
unabhingig ist von dem Leben der Zelle, ebenso wie die Kern-
firbung des inneren Leucocyten, so konnen wir sie auch nicht
als eine ,vitale* in unserem Sinne ansehen. Im Uebrigen
habe ich innerhalb des Rahmens meiner Unter-
suchungen die Uebei'zeugung' gewonnen, dass im
Hyaloplasma eine vitale Farbung der Zellein-
schlisse nicht eintritt resp. nicht lange bestehen
bleiben kann.

Ich hatte nun schon in meiner vorliufigen Mittheilung er-
wihnt, dass auch innerhalb des Granuloplasmas neben gefirbten
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auch ungefirbte Gonococcen liegen kionnen. Bei einer niheren
Untersuchung dieser Verhiltnisse kamen zwei Moglichkeiten in
Betracht. Das verschiedene Verhalten zum Farbstoff konnte seinen
Grund haben einmal in irgend einer besonderen Eigenschaft des
sonst farbbaren Gebildes selbst, das andere Mal in irgend einer
Besonderheit seiner Lage. Die letztere Moglichkeit ist a priori
durchaus nicht von der Hand zu weisen, wenn wir nur bedenken,
dass Hyaloplasma und Granuloplasma nur in Ausnahmefillen
(bei amdboiden Bewegungen und bei der Phagocytose) ortlich
leicht getrennt erkennbar sind. In der ruhenden Zelle durch-
flechten sie sich innig, und es ist vollig unmoglich zu erkldren,
dieser Gonococeus liegt im Hyaloplasma, jener im Granuloplasma.
Ich sah keinen Weg, der Entscheidung dieser Frage niher zu
treten. Dagegen war die andere Moglichkeit der experimentellen
Bearbeitung znginglich durch Untersuchungen

IV. Ueber die Abhingigkeit der vitalen Firbung
intracellulirer Mikroorganismen von ihrem
Lebenszustande.

Ich muss hier eine Angabe Metschnikoffs (23) er-
withnen, die bisher sehr wenig Beachtung gefunden hat und in
die Litteratur iiber die vitalen Firbungen nicht aufgenommen
worden ist. Die Angabe lautet: ,Wenn man zu einem Tropfen
Exsudat, welches Phagocyten und Bacterien enthilt, etwas von
ciner ungiftigen schwachen Lisung einer basischen Anilinfarbe
zusetzt, so werden die intracellulir abgetiteten Bacterien intensiv
gefarbt, wibrend die lebendigen farblos bleiben. Wenn dagegen
die Verdauung der Bacterien bereits Fortschritte gemacht hat,
so firben sich diese Mikroben nur ungeniigend und theilweise
und bleiben schliesslich giinzlich ungefiirbt. Die Membran ist
viel fester als der Inhalt und bleibt oft lange im Inneren
des Phagocyten. Ueber die verwandten Farbstoffe giebt M.
nichts an. Das Neutralroth scheint nicht benutzt worden zu sein.
Ich fand die Angabe M’s. erst, als ich meine Untersuchungen
fast beendet hatte.

Es ist klar, dass eine Bestitigung dieser Thatsache auch
praktisch von der allergrossten Bedeutung sein wiirde, z. B. fiir



Ueber die ,vitale“ Farbbarkeit der Phagocyten d. Menschen ete. 901

unsere Auffassung von der Infectiositiit der Gonorrhoe. - Wenn man
bedenkt, dass in bestimmten Stadien dieser Erkrankung die iiber-
wiegende Mehrzahl aller im Secret befindlichen Gonococcen intra-
ccllulir liegt, und dass sich von diesen intracelluliiren hiufig fast
alle vital firben lassen, so wiirde, die Richtigkeit der Metschni-
koff’schen Angabe vorausgesetzt, ein Mensch in diesem Stadium
nicht infectitser sein, als ein chronisch kranker, der in spir-
lichem Secret nur wenig extracellulire Gonococcen hat. Es
miisste sich dies auch beim Calturverfaliren auspriigen. Dies ist
aber durchaus nicht der Fall, vielmehr ist nach den Erfahrungen
an unserer Klinik, ceteris paribus, die Zahl der aufgehenden Co-
lonien um so grosser, je mehr Gonococecen im Ausgangsmaterial
vorhanden waren, gleichviel ob diese extra- oder intracellulir
lagen.

Einer einschrinkenden Ergidnzung bedarf die Angabe
Metschnikoffs, wenigstens was das Neutralroth anbetrifft,
jedenfalls in dem Sinne, dass das Ausbleiben der Firbung unter
sonst derselben giinstigen Bedingungen, noch nicht dafiir spricht,
dass der ungefirbte Mikroorganismus lebt. Denn wir haben im
vorigen Capitel geselen, dass sich gefiirbte Gonococcen entfirben,
wenn sie ins Hyaloplasma gelangen.

Die Metschnikoff’sche Angabe ist in ihrer allgemeinen
Fassung jedenfalls nicht giiltig, aber es liegen ihr richtige Be-
obachtungen zu Grunde.

Wenn man einem Meerschweinchen abgetstete und einem
anderen lebende Milzbrandbacillen in die Bauchhohle injicirt,
beide Thiere nach einer bestimmten Zeit totet, die getoteten,
Thiere etwa eine Stunde lang ruhig liegen lisst, und dann die
Exsudat-Leucocyten mit Neutralroth untersucht, so wird man in
den Zellen des ersten Thieres massenhaft ge Farbte Milzbrand-
bacillen finden, wihrend die intracelluliiren Bacillen beim zweiten
Thiere keinerlei Farbung aufweisen. Es wire dieser Versuch
ohne weiteres im Sinne Metschnikoffs zu deuten.

Wenn man aber schneller vorgeht, namentlich bei der
Untersuchung des zweiten Thieres, und ca. 10 Minuten nach der
Injection aus der Bauchhohle entnimmt, so wird man im wesent-
lichen die Verhiltnisse finden, die in den. Figg. 2 u. 3 zum Aus-
druck kommen, d. h. Fiarbung sowohl der tot als auch der
lebend injicirten Bacillen. Ein wesentlicher Unterschied besteht
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nur darin, dass die lebend injicirten Bacillen sich 4usserst
sechnell wieder entfidrben. Darin liegt allerdings noch
kein Beweis, dass die gefirbten intracelluliren Milzbrandbacillen
auch thatsichlich leben und die Entfirbung konnte auf irgend
eine dussere die Zelle treffende Schidigung zuriickzufithren sein.
Wir werden spiter sehen, dass die Verhiltnisse hier ziemlich
verwickelt sind, und dass ein Beweis fiir das Leben aller
lebend injicirten und nun intracellulir liegenden Milzbrandba-
cillen nicht erbracht werden kann. Dagegen ist es nicht schwer,
sich in einem Einzelfalle zu dberzeugen, dass
ein gefirbt in einer Zelle liegender Milzbrand-
bacillus leben, das heisst sich vermehren kann.
Zu diesem Zwecke geniigt es, sich eine Zelle einzustellen, die
nur wenige gefiirbte Milzbrandglieder enthilt, z. B. Zelle a in
Fig. 2.

Man muss sich davon iiberzeugen, dass keine ungefirbten
Glieder in derselben vorhanden sind, und dass wihrend der nun
folgenden lingeren Beobachtung keine Stibchen neu aufgenom-
men werden. (Ich habe das letztere iibrigens unter derartigen
Bedingungen niemals gesehen.)

Man wird nun leicht constatiren konnen, dass nach der
bald eintretenden Entfirbung innerhalb weniger Stunden eine
deutliche Vermehrung der intracelluliren Milzbrandbacillen einge-
treten ist. Hiufig wird die Zelle dabei gesprengt. Wenn man
ein derartiges Priiparat iber Nacht — vor Austrocknung ge-
schiitzt — liegen lisst, so findet man am anderen Morgen iiber-
haupt keine Zellen mehr, sondern das ganze Gesichtsfeld ist er-
filllt von dicht gedringten Bacillen. Bemerkenswerth ist, dass
bei der Entfirbung der lebend injicirten Milzbrandbacillen auch
diejenigen gefirbten Kornchen etec. betroffen werden, die in an-
deren Zellen ihre Firbung lange beizubehalten pflegen.

Man kann sich dies besonders auschaulich machen, wenn man
einem Meerschweinchen neben lebenden Milzbrandbacillen irgend-
welche abgetioteten Bacterien in die Bauchhohle injicirt, z. B. die
Aufschwemmung einer Cultur von Vibrio Metschnikoff, der
seine Firbbarkeit in den Meerschweinchenleucocyten lange bei-
zubehalten pflegt. Man findet dann leicht Zellen, die beide Arten
von Mikroorganismen enthalten, und kann sich davon iiberzeugen,
dass die Entfirbung hiufig fast gleichzeitig an beiden Arten
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auftritt. Da sowohl tote Milzbrandbacillen als tote Vibrionen
ihre Firbung in den Zellen lange beizubehalten pflegen, so unter-
liegt es wohl keinem Zweifel, dass das die Entfirbung herbei-
filhrende Moment in den Lebensfunctionen der intracellu-
liren Milzbrandbacillen zu suchen ist. Ob in unserm Falle das
vom Milzbrandbacillus ausgehende entfirbende Moment den Vi-
brio direct oder indirect durch Vermittlung der vielleicht ge-
schidigten Zelle trifft, ist nicht ohne Weiteres zu entscheiden.
Moglicher Weise kommen beide Factoren in Betracht und unter-
stitzen sich gegenseitig zu verstirkter Wirkung. Beziiglich der
sich so intensiv und lange firbenden Gonococcen des Urethral-
secrets babe ich bereits ein Moment angefithrt, welches fiir ihren
ungeschwiichien Lebenszustand spricht, nimlich das relativ iippige
Wachstum derselben beim Culturverfahren. Man kann diese An-
schauung noch stiitzen durch Beobachtungen mittelst des Isolir-
verfahrens. Wenn man nimlich die dureh 5 Minuten langes Er-
hitzen auf 60° sicher abgetdteten Gonococcen einer frischen ca. 17
Stunden alten Cultur von den isolirten menschlichen Leucocyten
aufnehmen lisst, so kann man alsbald einen Umschiag der fuchsin-
rothen Farbe in eine mebr orangerothe und ein deutliches
Aufquellen der Coccen constatiren. Es sind dies dieselben
Erscheinungen, die an diesen Coccen in den Leucocyten des Meer-
schweinchens beobachtet werden konnen. Die Gonococecen des
Urethralsecrets halten Form und Farbe lange, was doch mit
Sicherheit dafiir spricht, dass sie nicht schwer geschidigt sein
‘konnen. Die angefihrten Beispiele mogen geniigen zum Be-
weise, dass die oben mitgetheilte Angabe Metschnikoffs,
wenigstens was das Neutralroth anbetrifft, in jeglicher Hinsicht
einer Einschrinkung bedarf. Sie kann zwar in einzelnen Fillen
zutreffen, andererseits konnen sich aber auch lebende Mikro-
organismen intracelluldr firben und tote unge-
farbt bleiben, oder sich so schnell entfirben,
dass ihre Farbung der Beobachtung leicht ent-
geht.

Wie dies zu deuten ist, wird im folgenden Abschnitt be-
sprochen werden.
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Y. Ueber das Wesen der vitalen Leucocytenfirbung.

Wir haben in den vorigen Kapiteln gesehen, dass sich in
lebenden Leucocyten nur solche Gebilde eiweissartiger Natur mit
Neutralroth farben, die durch Phagocytose in dieselben anfge-
nommen sind. Wir sahen aber ferner, dass die Bedingungen
dieser Firbung nicht fiir alle Gebilde dieselben sind. Die Fiir-
bung der Mikroorganismen, Spermatozoen etc. war abhingig
von der Lage des gefirbten Gebildes innerhalb der Zelle und
von dem Lebenszustande der letzteren, dagegen erwies sich die
Kernfirbung der inneren, morphologisch intacten Leucocyten, so-
wie die Farbung des Himoglobins unabhingig von diesen Mo-
menten. Es ist unbedingt nothwendig, diese bei-
den prinziell verschiedenen Firbungen streng
auseinander zu halten und von ,vitaler“ Firbung
nur dann zu sprechen, wenn sie sich in der That
abhingigerweist von der Vitalitit der Zelle.
Diese Abhingigkeit kann nicht anders constatirt werden, als da-
durch, dass wir kiinstlich die Zelle in einer ganz bestimmten
Weise schidigen, die den Farbstoff selbst nicht beeinflusst, z. B.
durch langsame Uebererwirmung, unter steter Beobachtung.
Das Ausbleiben der Kern- und Protoplasmafir-
bung dagegen bewecist nicht, dass die Lebens-
funktionen der Zelle noch voll erhalten sind.

Die ,vitale Fiarbung der Leucocyteneinschliisse in diesem
engeren Sinne erscheint eben wegen ihrer Abhingigkeit von den
Lebensfunktionen der einschliessenden Zelle iiberaus wichtig und
bedeutungsvoll. Ihr eingehendes Studium fitbrt zu ganz be-
stimmten Vorstellungen von dem Wesen dieser Firbung.
Indem ich das letztere hier niher bespreche, soweit meine Kennt-
niss desselben reicht, bin ich iir wohl bewusst, ein iHusserst
schwieriges Gebiet zu betreten, dessen genaue Erforschung noch
in weite Fernen geriickt erscheint. Sollte meine Deutung der
mitgetheilten Beobachtungen im weiteren Fortschritt unserer zell-
physiologischen Kenntnisse nicht in allen Punkten eine Bestiiti-
gung erfahren, so giebt sie doch auf alle Fille, wie mir scheint,
die Richtung der weiteren Forschung an.

Es ist nun nothig, die chemischen Eigenschaften des ver-
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wandten Farbstoffs niher zu betrachten. (Das von mir ge-
brauchte Priparat stammt aus der Fabrik von Leopold Cassella
& Co. in Frankfurt a. Main). Das Neutralroth ist ein dunkel-
schwarz- griines Pulver, welches in Wasser und Alkohol leicht
loslich ist. Der Farbstoff ist ein Chlorhydrat des Dimethyldia-
midotoluphenazins und entstebt bei der Einwirkung von salz-
saurem Nitrosomethylanilin auf m- Toluylendiamin. Es ist dusserst
empfindlich gegen Alkali. Seine carmoisinrothe wiisserige Lo-
sung schligt bei Zusatz von Spuren von Alkali ins Gelb-
orange um. Der Alkaligehalt des Brunnenwassers geniigt hierzu
(Ehrlich). Ja, der Umschlag tritt sogar ein, wenn wir die
Farblosung einige Zeit in diinnen Glascapillaren halten. Salzsiure
ruft einen blauen, Schwefelsiure einen griinen Farbenton hervor.

Das Neutralroth ist leicht reductionsfihig, und geht bei
der Reduction in einen farblosen Kiorper, in ein ,Leucoproduet®,
iiber. Dieses Leucoproduct wird selbst vom indifferenten Sauer-
stoff der Luft wieder reoxydirt, wobei die urspriingliche Farbe
wieder erscheint. Man kaon sich hiervon leicht iiberzeugen,
wenn man eine wisserige Losung mit Zinkstaub schilttelt, leicht
erwirmt und den Zinkstaub absitzen lisst. Die Flissigkeit wird
dann im allgemeinen farblos. Fihrt man dann leise Schlige
gegen das Reagensglas, so senken sich von der Oberfliche der
Losung leichte Wolken des an der Luft reoxydirten Farbstoffes
nach unten. Am besten kann man sich von dieser Reoxydation
iberzeugen, wenn man das Leucoproduct auf ein Stiick Fliess
papier giesst. Es tritt sofort wieder eine fuchsinrothe Farbe auf.
Derartige, durch indifferenten Sauerstoff reoxydable Farbstoffe
bezeichnet man als ,kiipenbildende®, oder autoxydable.

Vergleichen wir nun mit diesen stets leicht in vitro anzu-
stellenden Versuchen die beschriebenen Erscheinungen in den
Leucocyten, so fillt in vielen Punkten eine deutliche Analogie
auf. Der Farbenwechsel der in den Meerschweinchen-Lencocyten
aufquellenden Gonococcen vom Fuchsinroth ins Gelborange deutet
ohne weiteres auf eine Zunahme der Alkalescenz der aufquellen-
den Gebilde hin. Die Entfirbung der Gonmococcen im Hyalo-
plasma, die Wiedertirbung im Granuloplasma, sowie die Entfiir-
bung der Zelleinsehliisse in der geschidigten oder absterbenden
Zelle erinnert an die Reagensglasversuche der Reduction und
Oxydation.
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Gehen wir von dem beschriebenen Versuch mit abgetoteten
Milzbrandbacillen aus. Wir haben ein Priparat angefertigt, wel-
ches zahlreiche lebende Leucocyten enthilt, die abgetotete Milz-
brandbacillen aufgenommen haben; ausserdem befinden sich noch
zahlreiche abgetitete Milzbrandbacillen extracellulir. Wir lassen
nun einen Tropfen diinner Neutralrothlosung unter das Deckglas
fliessen, und beobachten, dass zuniichst die extracelluliren Milz-
brandbacillen einen leicht rothen Farbenton annehmen. Bald
aber beginnen auch die intracelluliven sich zu firben. Wihrend
aber die Intensitit der Farbung der extracelluliren Bacillen an-
nihernd constant bleibt, nimmt die Firbung der intracelluliiren
zw, um innerhalb einer bestimmten Zeit (ca. !/, h.) ihr Maximum
zu erreichen. Der Unterschied in der Intensitiit der Firbung
zwischen den intra- und extracelluliren Milzbrandbacillen ist
dann hiufig ein so grosser, dass eine vielfach (etwa 30 mal)
stiirkere Neutralrothlosung noéthig wire, um die extracelluliren
gleich stark zu firben.

Wihrend der ganzen Dauer der Beobachtung hat der Leib
des Leucocyten auch nicht die Spur einer Firbung angenommen.

Wie kommt der Farbstoff in dieintracellu-
liren Milzbrandbacillen? Dass er bei der Phago-
cytose des Milzbrandbacillus mit aufgenommen wurde, ist ausge-
schlossen, denn wir haben ibhn erst spiter zugesetzt. Die ge-
ringe Concentration der Farblosung kann auch nicht die Ursache
des Ausbleibens der Zellfirbung sein, denn die Concentration
geniigt vollkommen zur Kern- und Protoplasmafiitbung abge-
toteter Leucocyten. Wire dies nicht der Fall, so konnte
man annehmen, dass der Farbstoff als solcher Zell- und Bacillen-
leib durchdringt und nur iufolge der hochgradigen Verinderungen,
welche die Milzbrandbacillen intracellulir erleiden, infolge der
Aufquellung, im Sinne einer rein mechanischen Auffassung ein
ganz besonders ginstiges Depot dort findet. Dann miisste die
Firbung in ibrer Intensitit bestehen bleiben, wenn der Bacillus
den Zellleib verlisst. Wir haben aber gesehen, dass die Fir-
bung in diesem Falle auf den Grad der urspriinglich extracellu-
liren hinabsinkt, ebenso wie die Algenzellen sich entfirben, wenn
sie die Vacuolen der Vorticelle verlassen. Lebend injicirte und
aus der geplaizten Zelle austretende Milzbrandbacillen entfirben
sich vollstdndig. Es bleibt in der That keine andere Mog-
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lichkeit bestehen, als dass der Farbstoff in irgend einer fiir das
Auge nicht wabrnehmbaren Modification den Zellenleib durchdringt.
Da das Reductionsproduct des Neutralroths farblos ist, und wir
auf der anderen Seite wissen, dass das lebende Protoplasma auch
noch viel stirkerer Reductionsleistungen fihig ist, als nothig
sind, um das Neutralroth in seine farblose Modification tiberzu-
fithren, die Reoxydation des Leucoproductes aber keine eigent-
lichen Zellleistungen beansprucht, so diirfte die Annahme, dass
wir es in der That in den beschriebenen Erscheinungen mit
Oxydations und Reductionsvorgiingen zu thun haben, keinen
ernstlichen Zweifeln begegnen. Diese Annahme kann noch
wesentlich gestiitzt werden durch eine genaue Beobachtung der
durch verschiedene Einfliisse hervorgerufenen Entfirbungen der
Zelleinschliisse. Ich hatte in dem I. Abschnitte gezeigt, dass. bei
einer schnellen Abtotung der Zellen, z. B. durch starkes Erhitzen
des frischen Priparates, zuniichst noch eine distincte Firbung
der Zelleinschliisse erhalten bleibt, die aber bald verschwindet.
Diese Entfirbung geht offenbar auf dem Wege der langsamen
Diffusion vor sich. Es tritt nidmlich zuerst eine gefirbte Zone
in der Umgebung des urspriinglich distinct gefirbten Zellein-
schlusses anf, diese Zone wird immer breiter, gleichzeitig wird
die Intensitit der Firbung geringer und schliesslich zeigt die
ganze Zelle mitsamt ibren FEinschliissen einen gleichmiissigen
leicht rothen Farbenton.

Ganz anders verliuft die Entfirbung bei der Schidigung
der Zelle durch langsames Erwirmen. Hierbei verschwindet der
Farbstoff, ohne dass man sagen konnte, wohin, obwohl der Vor-
gang hdnfig so langsam verliaft, dass eine Diffusion, wie im
ersten Falle, dem Auge nicht entgehen wiirde. Wir wissen nun,
dass gerade absterbende Gewcbe besonders stark reduciren
(Ehrlich) und es unterliegt wohl keinem Zweifel, dass der
Farbstoff in diesem Falle die Zelle als Leucoproduct verlisst.
Die geschidigte Zelle reisst allen erreichbaren Sauerstoff an sich
und reducirt infolgedessen den Farbstoff.

Der positive Nachweis, dass in der That das Leucoproduct
in dem Zellleibe circulirt, erscheint zwar nicht unmoglich, muss
aber wegen nicht geringer technischer Schwierigkeiten spiteren
Untersuchungen vorbehalten bleiben ).

1) Wenn man ein Priaparat, welches zahlreiche vital gefirbte
Arch, f£. mikrosk. Anat. Bd. 56 59
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Sehr interessant ist anch die dritte Art der Entfirbung, die
wir kennen gelernt haben, nimlich die prompte Entfirbung der
Zelleinschliisse durch Entfernung des pericelluliiren Farbstoffes
mittelst Kochsalzlosung, wobei eine Schidigung der Zelle ausge-
schlossen erscheint.

Wir sind in Anbetracht dieser Thatsache zu der Annahme
gezwungen, dass die Firbung der Zelleinschliisse gleichsam in
jedem Momente wenigstens theilweise neun entsteht, dass eine fort-
wihrende Circulation von Leucoprodukt durch die Zelle statt-
findet, und dass in jedem Momente neues Leucoprodukt in den
Einschlissen in die Oxyform iibergeht. Wir miissen hier zwei
Dinge streng unterscheiden. Einmal die Thatsache
der Farbung dieser intracelluliren Milzbrandbacillen iiberhaupt
(bei ungefirbter Zelle), die einfach so gedeutet werden kann,

Einschliisse enthiilt, eintrocknen lisst, so findet man dann hiufig den
Zellleib ganz leicht gelb-roth gefirbt. Wiirde die Menge des in der
Zelle circulirenden Leucoproductes auch nur annihernd der Menge des
in den FEinschllissen aufgespeicherten Farbstoffes entsprechen, so
miisste bei der Oxydation an der Luft eine viel stirkere Firbung des
Zellleibes eintreten. Die leicht gelb-rothe Farbung ist nicht als sicherer
Beweis fiir die Circulation des Leucoproductes unter normalen Ver-
hiiltnissen anzusehen, da beim Eintrocknungsprocess sich naturgemiiss
die Concentration der Farblosung fortwihrend steigert und es ausser-
dem wahrscheinlich ist, dass die Zelle, bevor sie volistindig anstrocknes,
ein, wenn auch kurzes Stadium der schweren Schidigung durchliuft.
Hierfiir spricht die Thatsaahe, dass man in einem nach Arnold an-
gefertigteri Dauerpriiparat stets weniger gefiirbte Gebilde antrifft,” als
im frischen Priiparat, Es kann also der die gelbrothe Firbung hervor-
rufende Farbstoff ebensowohl aus den durch die terminale Zellschidi-
guug enitirbten Einschliissen herrithren. Auch Versuche, die ich mit
dem von Merck (Darmstadt) neuerdings hergestellten siurefreien
309/, Wasserstoffsuperoxyd anstellte, sind nicht beweisend zu ver-
werthen. Wenn man einen Tropfen dieses Priiparates unter das Deck-
glas fliessen ldsst, so treten sofort zahlreiche Gasblasen auf. Man hat
dann Miibe, in den zwischen mehreren einander beriihrenden Gasblasen
frei bleibenden Flissigkeitsriumen die Zellen wiederzufinden. Die-
selben sind dann ganz eigenthiimlich verindert. Sie erscheinen grosser
und infolge gegenseitiger Abplattung polygonal. Die Firbung der
Einschliisse ist gut erhalten und bleibt es auffallend lange. Auch hier
ist der Zellleib leicht gelbroth gefirbt. Aber auch diese Farbung kann
nicht mit Sicherheit auf eine Oxydation des circulirenden Leucopro-
ductes durch das Wasserstoffsuperoxyd zuriickgefiihrt werden, da der
extracellulire Farbstoff vorher nicht entfernt werden kann.
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dass das in der ganzen Zelle circulirende Leucoprodukt in den
intracelluliren Milzbrandbacillen indifferenten Sauerstoff findet,
durch den es reoxydirt wird; das andere Mal die so auffallende
Thatsache, dass der Farbstoff in dem intracelluliren Milzbrand-
bacillus in so hohem Grade aufgespeichert wird. Was den
ersten’ Punkt anbetrifft, so muss es zweifelhaft erscheinen,
ob der zur Reoxydation verwandte Sauerstoff stets als ,indiffe-
rent® anzusehen ist. Wir milssen in Betracht ziehen, dass der
Bacillus in hohem Grade unter dem Einflusse der Zelle steht.
Er wird von der letzteren zur Aufquellung und zum Zerfall ge-
bracht und es ist sehr wohl moglich, dass diese doch sicher von
den Phagocyten aunsgehende Zerstorung auf einem Oxydations-
prozess beruht oder doch mit einem Oxydationsprozess verbunden
ist. [Es erscheint das aumch aus’ vielen anderen Griinden sehr
plausibel, namentlich aber deshalb, weil auch lebend e intra-
cellulire Milzbrandbacillen, die doch unter gewdhnlichen Um-
stinden nachgewiesenermaassen reduziren, in der lebenden
ungeschidigten Zelle, wenn auch nur kurze Zeit, gefiarbt
sein konnen.

Was den zweiten Punkt, die Aufspeicherung anbe-
trifft, so kommt fiir upseren Farbstoff moglicherweise die von
Ehrlich mitgetheilte Thatsache in Betracht, ,dass die Re-
duktionsstufen der kiipenbildenden Farben insgesammt leichter
diffundiren als die Farben selbst“. Es wiirde dann apzunehmen
sein, dass in der Zeiteinheit mehr Farbstoff in der Leucoform in
die Einschlisse eindringt, als in der Oxyform dieselben wieder
verlassen kann.

Es finde auf diese Weise eine Anhdufung von Farbstoff
in den Einschliissen statt, welche die so auffallende und sonst
gar nicht zu erkldrende Intensitit der Firbung bewirkt, und so
lange andauern misste, als iiberhaupt noch Farbstoff in irgend
einer Form durch die Zelle circulirt 1),

Es ist, wie erwihnt, im hochsten Grade wahrscheinlich,
dass die vitale Farbung mit Neutralroth in vielen Fillen der
Ausdruck eines von der Zelle ausgehenden und auf den Ein-

1) In dhnlicher Weise erklart Pfeffer (31) die Speicherung des
Farbstoffes (Methylenblau) in Pflanzenzellen; er nimmt an, dass der
Farbstoff in der Zelle in irgend einer Weise in eine nicht oder schwer
diosmirbare Verbindung iibergefiihrt wird.
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schluss gerichteten Oxydationsprozesses, also gleichsam eine Reiz-
erscheinung des lebenden Granuloplasmas ist, denn ohne diese
Annahme kann die Férbung an sich reducirender lebender
intracellulirer Milzbrandbacillen nicht erklirt werden.

Pfeffer leugnet, dass sich in lebenden Pflanzenzellen Oxydations-
vorginge abspielen. Der Aufor stellte fest, dass in lebenden Zellen
bei Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd Fiarbungen (oder Entfirbungen)
auftreten, die auf Oxydation beruhen und folgert aus dem Ausbleiben
dieser Firbungen etc. unter normalen Bedingungen, dass vom Proto-
plasma allein keine Oxydation vermittelt wird. Die Versuche und ihre
Ergebnisse sind auf die Leucocyten nicht ohne weiteres iibertragbar.
Pfeffer selbst giebt an, dass das Wasserstoffsuperoxyd selbst in
0,019%,igen Losungen die Pflanzenzelle leicht schidige. Leucocyten
werden bereits durch viel schwichere Concentrationen geschidigt, und
die geschidigten Zellen bieten, wie wir gesehen haben, ganz andere
Verhiltnisse dar. Auch ist es mir zweifelhaft ob Hy0, als solches in
lebende Leucocyten eindringt. Im Uebrigen konnten auch wir in
Leucocyten, die keine fremden eiweissartigen Einschliisse enthielten,
keine Oxydationsvorginge nachweisen.

Dabei muss eben diesem Granuloplasma oder einem he-
sonders gearteten Bestandtheil desselben die Fihigkeit der Re-
duktion zuerkannt werden, denn sonst wmiisste der Farbstoff
sichtbar, in der Oxyform, an den Bacillus heranteten.

Das Hyaloplasma dagegen hat, wenigstens dem Neu-
tralroth gegeniiber, vorwiegend reducirende Eigenschaften 1).

Wenn es erlaubt ist, sich einmal auf einen teleologischen
Standpunkt zu stellen, so verstehen wir jetzt, weshalb die durch
Phagocytose aufgenommenen Mikroorganismen fast stets im Gra-
nuloplasma gehalten werden. Gerade dieser Zellbestandtheil hat,
wie es scheint, die Fihigkeit zu oxydiren und zu zerstoren, an
ihn scheint die Erreichung des Endzweckes der Phagocytose,
die vollige Beseitigung der eingedrungenmen Mikroorganismen als
solcher gekniipft zu sein. Gelingt der Zelle die Zerstorung des
eingelagerten Gebildes leicht, so wird dasselbe — wie wir dies
z. B. an den abgetiteten Milzbrandbacillen gesehen haben —

2) Kowalewsky (16) firbte die amdboiden Froschleucocyten
vital mit Methylenblau und fand bei ungefirbtem Zellleib central ge-
legene gefirbte Kérnerhaufen. Beziiglich der peripheren Protoplasma-
schicht, die lebend den Farbstoff nicht annimmt, schliesst er, dass sie
entweder reducirende Eigenschaften habe oder nicht alkalisch reagire.
sMoglicherweise wirken beide Momente mit.“
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erst in toto gefirbt, allmihlich aber nehmen die firbbaren (oxy-
dablen?) Substanzen ab, der Bacillenleib farbt sich nur theil-
weise, und zerfallt schliesslich in immer kleinere Partikel, deren
Firbung nach kiirzerer oder lingerer Zeit verschwindet.

Ganz anders liegen die Verhiiltnisse bei der Phagocytose
leben'der Milzbrandbacillen. Hier wirken zwei Momente
einer intensiven Firbung entgegen, nimlich die reducirende Kraft
des Milzbrandbacillus selbst ¥) und die bald auftretende Schidi-
gung der Zelle. So kommt es, dass, wie wir gesehen haben,
zwar eine kurze Zeit lang eine Fiarbung eines lebenden intracellu-
laren Milzbrandstibchens bestehen bleiben kann durch das
Ueberwiegen der Oxydationskraft des Grapuloplasmas. Bald
aber unterliegt die Zelle in dem Kampfe gegen den stirkeren
Feind, sie wird geschiddigt und Zelle und Bacillus unterstiitzen
sich gegenseitiz in der Reduction des Farbstoffes. So kommt
es, dass in einer solchen Zelle nicht nur eine schnelle Entfirbung
der Milzbrandbacillen, sondern auch vielfach der anderen zufillig
vorhandenen Einschliisse auftritt. (Vgl. den Versuch mit leben-
den Milzbrandbacillen und abgetoteten Vibr. Metschnikoff).

Ein ganz besonderes Verhalten zeigen die Gonococcen in
den menschlichen Leucocyten. Hier besteht ein relativ friedliches
Zusammenleben. Es tritt weder eine deutliche Schidigung der
Zelle durch die Gonococcen, noch eine Auflosung der Gonococeen
durch die Zelle ein. Die Folge ist, dass die Fiarbung der Gono-
coccen ausserordentlich lange bestehen bleibt, und dass dic
letzteren ihre charakteristische Form ausserordentlich lange bei-
behalten.

Bekanntlich hat Ehrlich in seiner klassischen Monogra-
phie iber das Sauerstoffbediirfniss des Organismus zum ersten
Male eingehend und systematisch versucht, die Oxydations- und
Reductionskraft lebender Gewebe durch ihr Verhalten zn
besonders geeigneten Farbstoffen zu bestimmen. Ehrlich be-
riicksichtigte nur die makroskopisch erkennbaren Erschei-
nungen an den Geweben und zieht die Zellen, als die eigent-
lichen Triger dieser Erscheinungen, nur in seinen Schliissen in
Betracht.

1) Miiller (27) hat auch die Milzbrandbacillen in den Bereich
seiner Untersuchungen gezogen und auch an ihnen reducirende Eigen-
gchaften nachgewiesen,
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Ehrlich geht von der festgesteliten Thatsache aus: ,dass
erstens das lebende Protoplasma Sauerstoff durch chemische Bindung
aufnimmt, und dass zweitens ein solches oxydirtes Plasma denselben
wieder abgeben und so Oxydation vermitteln kann.“ Er theilt die
Sauerstofforte des Protoplasmas in drei Zonen ein: ,Dje erste von
ihnen umfasst die Orte der hochsten Sauerstoffaffinitdt. Sie verbarrt
wihrend der normalen Thitigkeit der Organe stets in gesittigtem Zu-
stande und stellt somit, da sie erst im Nothfall, wenn die Zelle unter
Sauerstoffmangel existiren soll, verwandt wird, die Sauerstoffreserve
des Protoplasmas dar. Die zweite Gruppe enthilt diejenigen Sauer-
stofforte, die wihrend der normalen Thitigkeit der Zelle functioniren,
indem sie hierbei bald oxydirt, bald reducirt werden, die dritte die-
jenigen, die auch wiihrend der normalen Thitigkeit der Zelle stets
unbesetzt bleiben und die daher eine continuirliche Zugkraft auf den
Blutsaunerstoff ausiiben. Es folgt aus dieser Definition, dass das
functionirende Protoplasma gleichsam ein Janusgesicht besitzen muss,
indem es einerseits durch Vermittlung seiner sauerstoffgesiittigten Orte
bestimmte Verbindungen oxydiren und andere Verbindungen mit Hilfe
der ungesiittigten Gruppen reduciren kann.® (8. 115, L ¢)

Die hier mitgetheilten Beobachtungen iiber Reductions- und
Oxydationsvorgiinge in lebenden Zellen haben naturgemiiss
viele Berithrungspunkte mit den E hrlic b ’schen Untersuchungen
an den Geweben. Es ist mir nicht moglich, auf einen Ver-
gleich der Einzelheiten hier niher einzugehen, muss vielmehr auf
das Original verweisen. Es besteht in vielen Punkten eine er-
freuliche Uebereinstimmung der auf so verschiedenen Wegen ge-
wonnenen Anschauungen. Trotzdem scheint es mir gewagt, die
aus den Firbungserscheinungen der Leucocyten auf dem Hohe-
punkt ihrer Funktion gezogenen Schliisse ohne weiteres auf die Ge-
webszellen zu tibertragen. Die vielfach ganz spezifischen Funktionen
der letsteren (Driisenzellen), ihre Abhingigkeit von der Blut-
circulation, die Schwierigkeit, sie in ganz lebensfrischem Zu-
stande zu untersuchen und zu beobachten, die vielfach ginzlich
fehlenden Kriterien ihres Lebenszustandes, mogen die Verhilt-
nisse hier vollig anders gestalten und die Bildung eines einwands-
freien Urtheils bis zar Unméglichkeit erschweren.

Ehrlich selbst giebt an (1. . S. 167), dass man die ,Phago-
cyten Metschnikoffs“ nicht mit den von ihm untersuchten
Gewebszellen beziiglich der Oxydations- und Reductionserschei-
nungen indentifiziren dirfe.

Die Versuche, mittelst der vitalen Leuco-
cytenfidrbung die Structur des Protoplasmas
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aufzukliren, verdienen eine dusserst kritische
Beurtheilung. Wenn man bedenkt, in wie kurzer Zeit
sich hiiufig die Phagocytose abspielt, und Gelegenheit batte, sich
zu iiberzeugen, dass selbst in den physiologischer Weise in den
serosen Hohlen stets zu findenden Lencocyten hiufiz genng Ge-
bilde argetroffen werden, die nur durch Phagocytose in die-
selben hiveingelangt sein konnen (rothe Blutkorperchen, Blut-
plattehen, abgestorbene Leucocyten ete.), so wird man bei jedem
Kornchen eines Phagocyten sehr vorsichtig sein mit der An-
pnahme, dass es einen integrirenden Bestandtheil des letzteren
bildet. Ich halte es deshalb auch nicht fir gerathen, an Leuco-
cyten, die stundenlang in den Maschen des Hollundermarkes sich
aufgebalten haben, Untersuchungen iiber die Anordnung der
praformirten Granula anzustellen, wie Arnold dies gethan bat.
Schon die Thatsache allein, dass frisch aus der Blutbabn ausge-
wanderte Leucocyten auf dem Hohepunkte ihrer Funktion in den
allermeisten Fillen keinerlei vital farbbare Gebilde zeigen, be-
weisst, dass die integrirenden Bestandtheile dieser Zellen
keine Neigung haben, sich ,vital* zu firben. Auf die Anord-
nung gefirbter Granula in Reihen moehte ich kein so grosses
Gewicht legen, wie Arnold. Auch ,Granula®, die sicher
durch Phagocytose entstanden sind, zeigen hiiufig eine reihen-
weise Anordnung. Ich brauche nur auf die Befunde Przes-
myeckis am Actinosphirium hinzuweisen. Auch an Leucocyten,
die Zelldetritus aufgenommen haben, kann man sich hiufig von
der reihenweisen Anordnung der ectogenen ,Granula® iiberzeugen,
namentlich bei améboiden Bewegungen der Zellen.

Dagegen ist die vitale Leucocyten-Fiarbung mit Neutralroth
ganz besonders geeignet, die durch Phagocytose aufgenommenen
Gebilde als solche zu erkennen und ibr Schicksal weiter zu ver-
folgen. Die Empfindlichkeit des Neutralroths gegen Spuren von
Alkali, sowie die Eigenschaft der Kiipenbildung wird dabei den
Zellphysiologen ganz besonders interessiren. Ich theile die Hoff-
nung Ehrlichs, ,dass ein eingehendes Studium dieser Neu-
tralrothmethoden . . . . . in die feinsten Probleme des Zelllebens
einfiihren wird.“ (Animie S. 86).

Es ist mir eine angenehme Pflicht, meinem sehr verehrten
Chef, Herrn Geheimrat Neisser, fir die Anregung zu der vor-
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liegenden Studie und die stets fordernden Ratschlige auch an
dieser Stelle aufrichtigen Dank abzustatten.

Zusammenfassung.

I. In lebenden Leucocyten firben sich mit Neutralroth
mit Vorliebe solche Substanzen eiweissartiger Natur, die
durch Phagocytose in dieselben aufgenommen sind. (Mikroor-
ganismen, rothe Blutkorperchen, Spermatozoen, Zerfallsprodukie
anderer Zellen, Blutplittchen, Hithnereiweiss ete.).

II. Die Farbung des grossten Theiles dieser Einschliisse
ist abhiingig von dem Leben der einschliessenden Zelle,
In stark geschidigtenZund absterbenden Zellen tritt die Firbung
nicht auf, resp. sie verschwindet bald. Es diirfte sich empfehlen,
nur diese Art der Firbung als ,vitale® zu bezeichnen.

III. Nicht alle Zellgebiete sind der ,vitalen* Firbung
gleich giinstig. Eine intensive und andauernde Firbung tritt nur
im Granuloplasma auf. Das Hyaloplasma und die Vacuolen sind
der Firbung ungiinstig.

IV. Die ,vitale® Firbung ist gebunden an die Lage des
gefirbten Gebildes in der Zelle. Beim Austritt aus der Zelle
tritt Entfirbung ein. (Vergl. den geschilderten Vorgang bei den
Vorticellen).

V. Die ,vitale® Fiarbbarkeit von Vacuolen, sowie von
,Stoffwechsel- und. Secretionsproducten® in den Leucocyten,
ferner von integrirenden, an den Lebensfunktionen der Zelle
activ theilnehmenden Structurelementen ist unbewiesen.

VI. Die ,vitale“ Fiirbung intracellulirer Mikroorganismen
ist abhingig von dem Lebenszustande derselben, sowie von der
Schidigung, die sie der einschliessenden Zelle zufiigen.

VII. Am Granuloplasma lassen sich unter bestimmten Um-
stinden dem Neutralroth gegeniiber oxydirende, am Hyaloplasma
reducirende Eigenschaften nachweisen.
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Erklirung der Abbildungen auf Taf. XXXV,

. 1. Carchesium polypinum (nach R. Hertwig) vital mit Neutral-

roth gefirbt. NV ==Nahrungsvacuolen, deren Inhalt (kleine
Algen) sich firbte. NV’=:farblose collabirte Vacuole nach
Austritt der Algen. CV = contractile Vacuole. K = Kern
NK = Nebenkern. WK = Wimperkranz.

. 2. Meerschweinchen - Leucocyten, die z Th. lebende Milzbrand-

bacillen enthalten.

». 3. Meerschweinchen-Leuncocyten mit toten, aufquellenden und zer-

fallenden Milzbrandbacillen.

. 4. Zellen a, b und d enthalten abgetbtete Leucocyten. Zelle d ent-

hilt ein rothes Blutksrperchen.

. 5. Aus einem vital gefirbten Gonorrhoe-Priparat. Die Zellen a

und b enthalten neben fuchsinrothen Gonococcen orangerothe
Spermatozoenkdpfe, Zelle ¢ ein rothes Blutkdrperchen, die
iibrigen Zellen nur Gonococcen.

Die Figuren 2—4 sind vom Zeichner der Klinik H. Kréner,

die Fig. 1 und 5 vom Verf. angefertigt. (Zeiss 1/;5.)
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