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Ueber die ,,vitale" F~rbbarkeit  der Phagocyten 
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Neutralroth. 
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von 

Dr. J .  P l a t o ,  Assisteut der Klinik. 

Hierzu Tafel  XXXV. 

Der erste, der auf den Werth des 1879 u W i t  t ent- 
deckten Neutralroths - -  eines Anilinfarbstoffcs aus der Gruppc 
der Azine - -  fiir biologischc Untersuchungcn und ,vitale" Far- 
bungen hinwies, war E h r l i c h  (10). E. stellte zunitchst lest, 
dass Kaulquappen in diinnen w~tsseriffcn NeutralrothlSsungcn 
(1.0:10000 bis 1.0:100000) lange Zeit ohnc nachweisbare 
Schitdigung zu leben vermi/gen und im Laufe des ersten und 
zweiten Tages so viel yore Farbstoff aufnehmen, dass alle Ge- 
webe dunkelroth erscheinen. Dcr Farbstoff soll in solchen Thieren 
unter anderem an intracelluliire Kiirnchen gebunden sein, die 
zum grossen Theile wenigstens praformirt seien. Besonders ge- 
eignet fitr vitale F'~rbungen erscheint E. das Neutralroth auch 
deshalb, well der Diffusionswiderstand der lebenden KSrperober- 
flache gegen den Farbstoff ein gelinger sei und im K(irper und 
in den Zellen des Organismus Substanzen enthalten seien, die 
das Neutralroth mit der gr(issten Energie binden. 

In N o t h n a g  e l's ,,Specieller. Pathologie und Therapie" 
kommen die Verfasser der ,Aaemie u, E h r 1 i c h und L a z a r u s, 
auf das Neutralroth und seine Bedeutung fiir vitale Granula- 
flirbung zurtick. Es wird dolt angeftthrt, dass sich der Farbstoff 
in reinem Wasser mit fuchsinrother Farbe liist, die aber auch in 
ganz schwach alkalischen L(isunffen gelborange wird. Es wird 
ferner betont, dass das Neutralroth ,eine geradezu maximale 
Verwandtschaft zu der Mehrzahl der Granula besitzt" (S. 85), 
und welter unten heisst es: ,Zu erstreben sind Bilder, in denen 
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yon der Zelle aussehliesslich die Granula gefitrbt sich darbieten, 
withrend Protoplasma und Kern ganz ungefitrbt 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 yon gerbstoffsaurem 
Farbsalz zu erklitren. Jedoeh ist es fiir den Getibten im Einzel- 
falle nicht sehwer, die Kunstprodukte als solche zu erkennen. 
Die Art der K(frnelung, ihre typische Vertheilung, die Vergleichung 
mit benachbarten Zellen, die Combination verschiedener Methodcn, 
die Vergleichung desselben Objektes bei rein vitaler und bei 
,tiberlebender" Fitrbung erleichtern das Urtheil hiertiber und 
sichern vor Missverstitndnissen". 

,Die Mehrzahl der Grannla der Wirbelthiere wird durch 
das Neutralroth orangeroth gefitrbt, wig es dem schwach alka- 
lischen Zustande dieser Gebilde entspricht. Viel seltener finden 
sich K(irner, dig sich im reinen Fuchsinton fitrben, und dig mithin 
wohl eine schwach saure Reaktion besitzen mtissen". 

Bald nach der e r s t e n Publikation E h r 1 i c h s erschien 
eine viele bemerkenswerthe Einzelheiten enthaltende Arbeit 
G a 1 e o t t i's (12) tiber dig Fitrbbarkeit lebender Zellen. G a l e o t t i  
injicirte eine sehr grosse Anzahl yon FarbstoffGn - -  unter anderem 
auch Neutralrothl(isungen - -  in die Bauchh~hle oder unter die Haut 
von Salamandern und Tritonen und untersuchte in der Regel 
nach 1--2 Tagen den Inhalt der Bauchh~ihle und die Elemente 
der verschiedensten 0rgane. Leider behandelt er die Neutrah'oth- 
VGrsuGhG nur sehr kurz, da sie ungefithr dieselben Resultate er- 
gaben, wie die Versuche mit den tibrigen basischen Anilin- 
farben. 

G a 1 e o t t i zieht aus seinen Untersuchungen den Schluss, 
dass sich lebende Zellen niemals g a n z fitrben, dass dagegen ge- 
wisse Elemente in den Zellen einen Farbstoff aufnehmen und 
festhalten k0nnen, und zwar solche Elemente, die keinen a k t i v e n 
A n t h e i 1 an der cellulitren Funktion h~ben, sondern als N it h r- 
s t o f f e  o d e r  P r o d u k t e  d e r  S e c r e t i o n  im Z e l l e n -  
l e i b e  v o r h a n d e n  s i n d .  

Zu ganz entgegengesetzten Erg'ebnissen gelangt P rz e s my e k i 
(35), tier zu seinen hauptsitchlich an Protozoen vorgenommenen 
Untersuehungen tiber vitale Kern- und Protoplasmafitrbungen auch 
Neutralroth verwandte. Er hitlt es fur eine vollstitndig bewiesene 
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Thatsache, dass der Kern sich nicht nur ,wiihrend des Lebens 
der Zelle ~, sondera auch ,wahrend seines eigenen Lebens" mit 
Neutralroth farben kann. 

Den farbbaren , G r a n u l a t i o n e n  ~ der Protozoen ist 
nur ein kleiner Abschnitt gewidmet~ das Actinosph~trium Eichh. 
betreffend. P. findet Unterschiede in der GrSsse, Form and 
Farbbarkeit der str0menden Granula and vermuthet, dass eine 
bestimmte rundliehe Art derselben, die bei Behandlung mit einem 
,,modificirten ~ Neutralroth sich dunkelviolett farben, n i ch  t s 
a n d e r e s  a l s  B a c t e r i e n  s e i e n ,  diesichtibrigensmassen- 
haft in dem Glase, das die Actinosph:,trien enthielt, entwickelt 
hatten. P. halt aber noch weitere Untersuchungen tiber diesen 
Punkt ftir nothwendig. 

P r o w a c z e k (34) verwandte nur Neutralroth und unter- 
suchte hauptsachlich Paramacien. Er land, dass sich nach kurzer 
Zeit am iiusseren Randc der sich cben bildenden Nahrungsvacuole 
eine schwach gefitrbte Zone bildet, die ,aus sehr feinen K(irn- 
then zu bestehen scheint ~. Er glaubt, (lass dicse KSrnchen zur 
Verdauung and Assimi]ation in Beziehung stehen oder Triiger 
yon Fermenten seien. In krankhaft aussehenden Paramacicn land 
er die Fiirbung nicht, oder nur schwach and diffus. ,Beim Ab- 
sterben der Protozoen machte sich vielfach eine Enti~,irbung be- 
merkbm', die man sich in der Weise erkliiren k0nnte, dass ent- 
weder die sich {~,irbenden Substanzen hcraustreten, odcr weit- 
gehenden chemischen Vcriinderungen unterlagen". P. untersuchte 
auch Vorticellen, erwahnt aber nichts yon gefttrbten Nahrungs- 
vacuolen. 

A r n o 1 d (1) brachte m(iglichst dtinne Hollunderplattchen 
in den Ri|ckenlymphsack yon Fr(ischen, entfernte dieselben nach 
6, 12m18 Stunden wieder, beschickte sie mit Farbstoff in L(isung 
oder in Substanz, heftete sie an ein Deekglaschen an and unter- 
suchte in der feuchten Kammer. Aueh er verwandte u. A. das 
Neutralroth. A r n o 1 d sah in den Leucocyten sehr bald zahI- 
reiche rothe Granula und ,tropfenartige Gebilde ~ auftreten, an 
denen er manche interessante Beobachtungen machen konnte, auf 
die ich sparer noch zurtickkommen werde. Hier sei nur noch 
erwahnt, dass A r n o 1 d durchaus nicht auf dem Standpunkte 
G a l e o t t i ' s  zu stehen scheint, v i e l m e h r  d e r  A n s i c h t  
i s t ,  d a s s  e s  s i c h  in  v i e l e n  F a l l e n  w e n i g s t e n s  
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um g e f i i r b t e  S t r u k t u r b e s t a n d t h e i l e  d e r  Z e l l e  
h a n d e l t .  

Diese Arbeit A r n o 1 d's gab den Anstoss zu den vorliegen 
den Untersuchungen. Ich folgtc der Anregung mcines hochver- 
ehrten Chefs, des H e r r n  G e h e i m r a t h  N e i s s c r ~  die dort 
niedergclegten Beobachtungcn an den Lymphk(irpcrchen des 
Frosches mit den Befunden an den Elemcnten des gonorrhoischcn 
Urcthralsccrets zu vcrgleichcn, um so bereitwilliger, als ich mich 
bcreits vor mehrercn Jahrcn mit vitalcn Zellf~irbungen beschiiftigt 
hatte. Ich konnte mich damals fibcrzeugen, dass das Neutralroth 
wegen seiner geringen Gi[twirkung, seines leichten Eindringens 
in den Zellleib, sowie wegen der Intensit~t der crzieltcn F~rbung 
allen anderen gebri~uchlichcn Farbstoffen, auch dem Mcthylcnblau, 
bci wcitem vorzuzichen ist 1). 

Es scien hicr nur kurz meine damaligen Bcfnnde tiber 

die  vitale Fi i rbbarkei t  der  Vorticellen ~) mi t  Neut ra l ro th  

mitgethcilt. (Siehe Fig. 1.) 
Diese hiiufig zu vielen Hundcrten an den Blitttern und 

Stcngeln unserer Aquariumpfianzen (z. B. der Vallisneria spiralis) 
sitzcnden iiusserst zierlichen einzelligen Organismen sind ftir das 
Studium der vitalen F~trbungen ganz besonders geeignet, da sie 
wegcn ihrer Fixation am Pfianzentheile ihren Oft im mikrosko- 
pischen Gesichtsfelde nicht wesentlieh veriindern k~nnen. Ihr 
grosser hufeisenfSrmig gekrtimmter Kern geht bei einer Schadi- 
gung desselben ganz charakteristische Veranderungen ein, die 
im wesentlichen in einer unregelm~tssigen Quellung bestehen. 
Einen Indicator ftir die Intensitiit der Lebensfunktionen des Zell- 
protoplasmas geben die continuirliehen Schwingangen des Wimper- 
kranzcs, die beim Absterben der Zelle immer tangsamer werden, 
sowie die periodischen spiraligen Contractionen des Muske!stiels, 
die immer seltener werden. BHngt man solehe Vorticellen mit 
einem schmalen Saume des Pflanzenblattes auf einen Objekttr~tger 
in eine ganz dtinne Neutralrothl(isung, legt ein Deckgllisehen auf und 
untersucht mit einem starkeren Trockensystem, s o sie h t m a n fa s t 

1) Beim Methylenblau tritt die F~rbung der Einschliisse sp~ter, 
eine diffuse F~rbung des Zellleibes aber frfiher auf, als beim Neutral- 
roth. (Vgl. auch Arnold, 1. c.  pg. 430.) 

2) Carchesium polypinum. 
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i n j e d e r  Ze l l e  m e h r e r e  d e u t l i c h  ro th  gef~irbte  K u g e l n ,  
die sich bei n~herer Betrachtung als aus zahlreichen kleinsten 
gefarbten Elementen yon gleichm~tssiger GrSsse zusammengesetzt 
erweisen (Fig. 1, N. V). Die Natur dieser ~efarbten Kugeln war 
mir lange unklar, bis ich eines Tages zuf~llig beobachtete, wie 
eine solche an den Rand der Zelle rtlckte und ihren Inhalt 
zahlreiche kleine Algenzellen - -  nach Aussen entleerte. Im Mo- 
mente der Entleerung entfiirbten sich die kleinen Algenr An 
Stelle der leuchtend roth gef~irbten Kugel war im Protoplasma 
der Vorticelle nut eine kleine vSllig ungef~trbte Vacuole zu sehen 
(Fig. i, N. V. 1). Es unterlag ftir reich keinem Zweifel mehr, 
dass die rothen Kugeln niehts anderes darstellten als den mit 
Neutralroth gef~rbten Inhalt der Nahrungsvacuolen. Andere ge- 
farbte Elemente waren in den ungcschadigten Vorticellen nicht 
nachzuweisen. Wenn diese aber nach ktirzcrer ~oder langerer Zeit 
abstarben, so trat zun~chst eine F~rbung des nunmehr im oben 
genannten Sinne ver~nderten Kernes, zuweilen auch des Neben- 
kerns, auf~ bald h~rten die Wimperbewegungen und die Contrac- 
tionen des Muskelstieles auf, d e r I n h a 1 t d e r N a h r u n g s- 
v a c u o l e n  e n t f a r b t e  s i e h  und das Protoplasma nahm 
cine diffus rothe Farbung an. (Vgl. die analogeu Beobachtungen 
P r o w a c z e k ' s  an Paramaecien 1. e.) 

Gewinnung des Materials und Teehnik  der Leueoeyten- 
FRrbung. 

Ich hatte reich bereits bei den ersten Untersuchungen davon 
ttberzeugt, dass sich auch in den Leueoeyten m i t Vo 1" I i e b e 
solche Elemente i~Arben, die durch Phagocytose in dieselben auf- 
genommen sindl). Zur Feststellung der principiell wichtigen 
Frage, ob sich auch integrirende Bestandtheile der Zellen f~Arben, 
war es nothwendig, ein Ausgangsmaterial stets zur Vefftigung zu 
haben, bei dem man mit einiger Wahrscheinlichkeit wenigstens 
abgelaufene phagocyts Vorg~nge ausschliessen konnte, mit 
anderen Worten, es mussten stets fliseh aus der Blutbahn aus- 
gewanderte Zellen verwandt werden. Bei dem Eiter der acuten 
Gonorrhoe ist dieses Postulat bis zu einem gewissen Grade er.- 
ftlllt. Abgesehen yon den Gonocoecen finden wir dort nur selten 

1) S. Berl. Klin. Woch. 1899. No. 49. 
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dureh Phagocytose aufgenommene Gebilde. Dagegen ist stag- 
nirender Eiter durchaus unbrauehbar, theils deshalb, well ein 
Theil der Eiterzellen, und h/~ufig weitaus der gr•sste, bereits 
abgestorben ist, theils, weil der andere lebende Theil reichlichst 
Gelegenheit hatte, sich durch Phagocytose mit ihm fremden Ge- 
bilden zu beladen. Hierbei f/~llt noch erschwerend ins Gewicht, 
dass die Endprodukte der intracellularen Verdauung vielfach 
KSrnchenfolzn haben. Milzbrandbacillen, Schwanze yon Sperma- 
tozoen, rothe Blutk~rperchen und viele andere Gebilde zerfallen 
in den Phagocyten schliesslich zu feinsten KSrnchen, die sich im 
frischen ungef/irbten Pr/~parat vielfach nicht yon den pr/~formirten 
Granulis unterscheiden lassen. 

Am einfachsten war die G e w i n n u n g  d e s  g o n o r -  
r h o i s c h e n  U r e t h r a l s e c r e t e s .  Es kamen m/~glichst 
acute F/~lle mit m~glichst reiehliehem Ausfluss zur Verwendung'. 
Das Secret wurde mittelst nicht besonders fein ausgezogener 
Glascapillaren direkt yore Orificium urethrae entnommen und ent- 
weder gleich untersucht, oder in dem Ausschliff eines Objekt- 
tragers mit einer ungef/~hr gleich grossen Menge einer dUnnen 
Kochsa!z-Neutralrothl6sung vennengt und far sp/~tere Untersuchung 
in eiIier Petrischale, deren Boden mit einer mehrfachen Lage 
feuchten Fliesspapiers bedeckt wurde, aufbewahrt. Die N e u- 
t r a I r o t h 1 6 s u n g stellte ich mir yon Zeit zu Zeit friseh her, 
indem ich 1 ecm einer kalt ges/~ttigten w/~sserigen L6sung mit 
ca. 100ccm physiologischer Kochsalzl6sung mischte. (Wiehtig 
ist, dass nur d e s t i 11 i r t e s Wasser verwandt wird.) 

Da man frischen Gonorrhoeeiter sich nieht immer beschaffen 
kann und ausserdem die intracellul/iren Gonococcen vielfach st6ren, 
half ich mir auch zuweilen auf folgende Weise. Ieh gab auf 
einen Objekttr~ger einen Tropfen der Neutralrothl6sung und brachte 
in denselben einige f e i n s t e F/iserchen yon dem gew6hnliehen 
Fliesspapier. Dann entnahm ich mir einen Tropfen Blut aus der 
Fingerkuppe, setzte ihn dem Neuralrothtr6pfchen zu und blies 
nun durch ein rein ausgezogenes Glasr6hrchen einige Sekunden 
gegen das TrSpfehen, so dass eine lebhafte Wirbelbewegung des- 
selben eutstand. Legt man nun ein Deckgl~sehen auf und unter- 
sueht bei st/irkerer Vergr6sserung, so kann man fast stets be- 
merken, dass eine gewisse Concentration der Leucocyten an den 
F/~serchen stattgefunden hat. Legt man nun an die eine Seite 
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des Deckglases ein Sttickchen Fliesspapier und lasst yon der 
anderen Seite des Deckglases I a n g s a m NeutralrothlSsung aus 
einer Capillare zufliessen, so gelingt es leicht durch die ent- 
stehende Str~mung das Gesichtsfeld yon rothen BlutkSrperchen 
fast frei zu machen, w~hrend die weissen mit Vorliebe an den 
feinen Fasern h~ngen bleiben. Dieses Verfahren hat mir sehr 
gute Dienste geleistet, es erfordert abet einen gewissen Grad 
yon Uebung, und misslingt im Anfange leicht. Das Gelingen ist 
im wesentlichen abhangig yon der Starke der StrSmung und yon 
der Dicke der zwischen Deckglas und Objekttrager beSndlichen 
Fltissigkeitsschicht. Ist die Str~mung zu stark so wird einfach 
alles fortgeschwemmt. Dasselbe tritt ein, wenn das Deckglaschen 
durch die Fltlssigkeit gehoben wird. Die Faserchen liegen dann 
nicht flach auf und lassen auch die Leucocyten durch. Es em- 
pfiehlt sich daher, zuweilen w/~hrend der DurchstrSmung einen 
leisen Druck auf das Deckglas auszuilben. 

Ist das Verfahren gelungen, so findet man namentlich an 
der Fliesspapierseite des Deckglases leicht Faserchen, denen 
Reihen und Gruppen yon Leucocyten anliegen. Etwas Fibrin 
mit Blutpl~ttchen vermengt, stSrt die Beobachtung wcnig. Dieses 
Verfahren ist ftir das Studium der vitalen Leucocytenf~rbung m 
soweit m e n s c h 1 i c h e L e u c o c y t e n in Betracht kommen - -  
ffanz besonders geeiffnet, da die Zellen durch die Papierfasern 
arretirt sind. Wenn man nun eine dtinne Aufschwemmung irgend- 
welcher Microorffanismen in NeutralrothlSsung unter dem Deck- 
glase durehfliessen l~sst, so bleibt ein Theil der Microorganismen 
an den Leueocyten h~ngen und man hat nun die beste Gelegen- 
heit, diejenigen Erscheinungen der vitalen F~rbunff zu beobachten, 
welche die Phagocytose begleiten. Man kann auch den Blut- 
tropfen unmittelbar naeh der Entnahme mit der Aufschwemmung 
yon Microorganismen in bleutralrothl~sung vermengen lind spater 
erst in der angegebenen Weise rothe und weisse Blutk~rperchen 
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 ,Iso!irverfahren". 

Dieses Isolirverfahren ist natlirlich auch far T h i e r b 1 u t 
verwendbar, jedoeh zog ich es stets vor~ reiehlicheres Leuco- 
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cyten-Material durch I n j e k t i o n  s t e r i l e r  B o u i l l o n  in  
d i e  B a u c h h r  zu g e w i n n e n .  

Man entfernt zu diesem Zweeke am besten in einem kleinen 
Bezirke zwisehen Nabel und Symphyse mit einer Seheere die 
Haare, hebt mit einer Pincette eine Hantfalte auf und injicirt 
mit einer kleinen Spritze an der Basis der Falte bis zu 5 ccm 
Bouillon. Man darf die Nadel nicht zu tier einsteelien, um eine 
Verletzung des Darmes zu vermeiden. Nach einer bestimmten 
Zeit (z. B. 1/4 h.) entnimmt man mit der Capillare auf folgende 
Weise: Man hebt in der Nahe der Einstichstelle wiederum eine 
kleine Hautfalte auf und macht mit einer seharfen Scheere in 
dieselbe einen kleinen Schnitt, bis die Fascie frei liegt. Alsdann 
ftihrt man vorsichti~ ein Glascapillare durch die Muskulatur in 
die Bauchh(ihle ein. Man muss jegliche Blutung vermeiden. 
Vielfach steigt erst beim Herausziehen de!: Capitlare das Exsudat 
in derselben auf. 

Hat man das Leucocytenmaterial in das auf  dem Objekt- 
trager befindliche Tr(ipfchen der Neutralrothl0sung gebracht, so 
empfiehlt es sich, dm'ch ein ausgezogenes Glasr(ihrchen ein paar 
Sekunden lang gegen den Tropfen zu blasen, um eine gleich- 
massige Vertheilung der Farbl0sung und nach ~I0gliehkeit eine 
Trennung der haufig zusammengeballten Leucocyten zu erzielen. 
(Man ]egt dann ein Deckgliischen auf, drtickt dieses leicht an 
und saugt etwa seitlich austretende Fltissigkeit mit Fliesspapier 
ab. Es entstehen dann bei der Untersuchung mit der Oelimmer- 
sion und bei Vel.~ehiebungen :des Objekttragers keine so starken 
Str(imungen.) 

Dieses Blasen gegen den Tropfen hat aueh noch einen 
anderen Vorzug. Man kann namlich haufig genug beobachten, 
dass die fuchsinrothe Neutralrothl(isung in den Glascapillaren gelb- 
orange wird, und zwar tritt dieser Umschlag haufig sehr schnell 
tin. Er ist darauf zurtlckzuftihren, dass die Capillarwand Alkali 
an die Farbl~sung abgiebt. Blast man nun gegen den Tropfen, 
so neutralisirt die Kohlensi~ure der Exspirationsluft zuweilen den- 
selben wieder und dis fuxinrothe Farbe tritt wieder auf. 

Befunde am Gonorrhoeei ter .  

An einem Praparat vom gonorrhoischen Urethralseerete, 
das nach obiger Vorschrift angefertigt ist, sieht man bei Anwen- 

Archly f. mikrosk. Anat. Bd. 56 57 
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dung der Oelimmersion folgendes 1): Das Gesichtsfeld erseheint 
im allgemeinen ungeF~trbt, da die an sich schwache, durch das 
Serum des Eiters noeh mehr verdtlnnte Neutralrothlfsung in so 
dtlnner Schicht yon unserem Auge nicht mehr als Farbe wahr- 
genommen wird. Die Eiterk~irperchen selbst sind ebenfalls im 
allgemeinen farblos, dagegen sind in einem Theile derselben 
t i e r  f u c h s i u r o t h e  G o n o c o c c e n  zu  s e h e n ,  d e r e n  
c h a r a k t e r i s t i s e h e  F o r m  a u s s e r o r d e n t l i c h  s c h a r f  
h e r v o r t r i t t (cf. Fig. 5). Die Gonococcen heben sich theil- 
weise so seharf vom ungefitrbten Untergrunde ab, dass man sie 
aueh bei sehwacher Vergrfisserung (Zeiss Oc. 2 Obj. BB.) als 
feinste tiefrothe Pttnktchen erkennen kann. (Neben den Gono- 
coceen kommen noeh andere intracellul~tr gef~trbte Gebilde vor, 
worttber sp~tter). 

Andere Gonoeoccen, sogar in derselben Zelle, sind aber 
ungef~.trbt und aueh der Farbenton zeigt alle Ueberg~tnge yore 
Fuehsinroth zum Orange-, Braun- und Gelbroth und auch fast rein 
gelbe Farbent~Jne kommen vor. Dabei ist noch besonders zu 
bemerken, dass Gonococcen, die bei scharfer Einstellung tier 
fuchsinroth erseheinen, bei leiehten Bewegungen der Mikrometer- 
sehraube gelbe Reflexe erkennen lassen. (Ira folgenden ist dess- 
halb immer nur yon der Farbe die Rede, die bei sch~trfster Ein- 
stellung des gef~trbten Objectes zu Tage tritt.) 

Ieh konnte ferner beobachten, wie gef~trbt im Granulo- 
plasma liegende Gonoeoecen sich enffarbten, wenn sic bei am~iboi- 
den Bewegungen der Zelle ins Hyaloplasma gelangten. 

E x t r a c e 11 u 1 ii r e Gonococcen f~trbten sich aueh nach 
langem Verweilen in ganz dtlnnen Neutralrothl~sungen nicht. 
T~tet man aber Gonococeen z. B. dutch Erhitzen ab, so nehmen 
sie in etwas st~rkeren Neutralrothltisungen einen ganz schwach 
rothen Farbenton an, der sich abet durehaus nicht mit der fief- 
rothen F~trbung intracellul~trer Gonococcen vergleiehen l~tsst. 

Um die Bedingungen dieser intracellul~tren F~trbung kennen 
zu lernen, stellte ieh eine Reihe yon Untersuchungen an. 

1) Vgl. U h m a m Arehiv f. Derm. u. Syph. Bd. L, Heft II. 
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I. Ueber  die Abh.~ngigkeit der F~irbung der Leucoeyten- 
einsehliisse yon dem Leben der Zelle. 

Ieh habe in der Einleitung hervorgehoben, dass beim Ab- 
sterben der Vorticelfen der F a r b u n g" des Protoplasmas eine E n t- 
f~trbung des Inhaltes der Nahrungsvacuolen voraugeht. Bci den 
Leucocyten liegen die Verh/tltnisse genan so. Man kann sich 
hiervon leicht ttbel~eugen, wenn man ein Praparat, welches ge- 
f~trbtc Zelleinschltisse cnth~tlt, auf eincm heizbaren Objekttische 
nntersucht und die Temperatur langsam ansteigen l~tsst. Nach 
anf~tnglicher Zunahme der amSboiden Bewegungen treten, wenn 
das Thermometer einige 400 zeigt, ganz eigenartige Ver~tnde- 
rungen im Aussehen der Zellen ein. Sic quellen auf und es er- 
scheint ein mehr oder weniger breitcr hyaliner peripherer Pro- 
toplasmasaum, der zahlreiehc Auslaufer aussendet und wieder ein- 
zieht. Gleichzeitig beginnen eigenthtimliche Strtimungen auch im 
centralen kSrnigcn Protoplasma, welches die gefarbten EinsehlUssc 
- -  z. B. Gonococcen - -  enth~tlt, die natiirlich an diesen Str~i- 
mungen passiv theilnehmcn. Zun~tchst scheint bei diesen Vor- 
gangen die Farbung der Gonococcen deutlicher zu werden. Es 
beruht dies aber sicher nur darauf, dass der Zellleib durch die 
Quelhng fttr das durchfallende Lieht durchlassiger geworden ist 
und die get~.trbten Gebilde deutlicher hervortreten l~tsst. 

Nach einiger Zeit verschwindet nun dcr periphere hyaline 
Protoplasma-Sauln, es werden keine Auslaufer mehr ausgesandt 
und die Zelle nimmt Kugelform an. Die eigenthUmlichen tan- 
zenden und str~menden Bewegungen der K0rnehen des Granulo- 
plasmas dauern jedoch fort. 

Obwohl nun doch durch die Verdunstung der Flt|ssigkeit 
w~thrend der Beobaehtung eine gewissc Concentration der Farb- 
stoffl0sung stattgefunden hat, tritt spRtestens zu diesem Zcitpunkte 
eine d e u t l i e h e  E n t f a r b u n g  der vo rhe r  gef~ t rb ten  Zellein- 
sehlttsse ein 1). Diese Entf~trbung- z.B. bei den Gonococcen m 

1) An iiberlebenden Gewebszetlen hat Teichmann (pag. 35) 
~thnliche Beobachtungen mit Methylenblau gemaeht. Er hatte einem 
Frosche 1 ccm einer 21/2O/oigen MethylenblaulSsung in den Magen in- 
jicirt; nach 3 Smnden  fand er in einem bestimmten Darmabschnitt 
die Epithelien vollkommen erfiillt mit stark blau gef~irbten K~rnern. 
sLiess man die Pr~iparate einfach~ vor Vertrocknung gesehiitztp an der 
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geht manchmal schnell innerhalb weniger Secunden vor sich, manch- 
real jedoch l~tsst sie sich l~tngere Zeit verfolgen,- wobei es auffallend 
ist, dass Hand in Hand mit ihr eine Veranderung des Farben- 
tons eintritt. Ein vorher fuchsinrother Gonococcus wird 'orange- 
bis braunroth und kurz vor der v011igen Entfarbung zeigt er 
haufig einen leichten rein gelben Farbenton. Diese Entf/trbung 
beruht wohl nicht auf einer Zcrst0rung des Farbstoffes, denn, 
l~tsst man nach der Entf'arbung neuen Farbstoff zufliessen, so tritt 
eventuell eine F~trbung des Kerns und des Protoplasmas, aber 
niemals mehr eine distincte Gonococcenfarbung auf. Es unter- 
liegt keinem Zweifel, dass die beschriebenen, die Entfarbung be- 
g!eitenden Erscheinungen an den Zellen als Absterbeerseheinungen 
zu deuten sind, wie sic z. B. M a u r e 1 in seinem umfangreichen 
Buche: Les Leucocytes du Sang ausftihrlich beschrieben hat, 
und wir gehen ~vohl nicht fehl, wenn wit die Entf~trbung der 
Einschltlsse in ihrer Ursache eben auf diese Zellsch~tdigung zu- 
rliekftihren 1). Ich sage ausdrticklich Zcllsch~tdigung, denn es 
ist mir im hfichsten Grade unwahrscheinlich, dass gleiehzeitig 
mit der Entf~trbung auch der Zelltod eintritt. Vielleicht ist die 
Sehadigung dann stets eine so schwere, dass der Tod unvel~neid- 

r 

lieh eintreten muss. Setzen wir t o t e n oder ktinstlich a b g e- 
t ~ t e t e n Leucocyten Iffeutralrothl~sung zu, so tdtt stets eine 
deutliehe F~trbung des Kerns und eine leichte F~trbung des Pro- 
toplasmas ein. Etwa vorhandene Einschltisse f~trben sich dann 
aber niemals starker als das ttbrige Protoplasma und aueh abso- 
lut genommen i s t  die Intensit~tt der F~trbung d i e s e r Ein- 
sehlttsse eine auffallend geringe. 

Die Thatsache, dass der Entf~trbung der Einsehliisse sich 
in weitaus den meisten Fallen eine Farbuug des Kerns oder des 

Luft  liegen, so g i n g  der blaue Farbstoff  allmRhlich in sein farbloses 
Leucoprodukt  iiber% 

Mit der yon mir beschriebenen EntfRrbung im Hyaloplasma ist 
dieser  Vorgang nieht ohne weiteres zu vergleiche~i. (S. R i e h t e r 1. e. 
pag.  180.) 

1) A r n o l d  hat dieselbe Beobachmng mit Methylenblau a n  den 
Kaninchen-Leucocyten gemaeht. Er sagt  (1. e. pag. 431): ~SpRter tr i t t  
e ine  Fi i rbung  der Kerne und eine diffus blaue Tinction des Zellleibes 
auf, wtihrend die Granula bei eintretendem Absterben (der Zelle. Verf.) 
s ieh z u  entfRrben scheinen, u 
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Protoplasmas n i c h t u n m i t t e I b a r anschliesst, ftihrt mieh 
eben zu der Annahme, dass eine S c h i i d i f f u n g  d e r  Z e l l e  
a u s r e i c h t ,  e i n e  b e s t e h e n d e F ~ r b u n g  d e r  E i n -  
s c h l t l s s e  a u f z u h e b e n .  

Aber eine Schadigung, ja  eine AbtStung der Zelle ftihrt 
nicht unbedingt und unter allen Umstiinden zur Entfiirbung 
der ,vital ~ gefarbten Einschltisse. Bereits Ar n o 1 d hat hervor- 
gehoben, dass die beste Methode, vital gefarbte Zellen zu con- 
serviren, darin besteht, dieselben einfaeh auf dem 0bjecttr~tger 
eintrocknen zu lassen, und dana in Canadabalsam einzuschliessen. 
Ich kann diese Thatsache nur-bestatigen. Man kann solche ein- 
getrocknete Zellen ruhig tiber der Flamme fixiren, ohne dass eine 
wesentliche Aenderung des Bildes eintritt. Trotzdem aber zeigen 
derartige ,Dauerpraparate" nicht entfernt das, was an den leben- 
den Zellen zu sehen ist. Ich hatte z. B. versucht, die in der 
Fig. 3 abgebildeten, abget6tete Milzbrandbacillen enthaltenden Meer- 
schweinehenleueoeyten zu conserviren. Im Dauerpr~iparate waren 
in den sonst ungefarbten Zellen die grossen and intensiv ge- 
f~trbten Milzbrandst~tbchen der Zellen a und d reeht gut zu sehen, 
die kleineren und relativ schwaeh gef~trbten K(h'nchen waren 
aber nieht wiederzufinden. Dies ist eine Thatsache~ yon der ich 
reich immer wieder tiberzeugen konnte, dass bei dem Eintroek- 
nungsverfahren stets zahlreiche Einzelheiten der vitalen Farbung 
verloren gehen. Immerhin bleibt es bis jetzt das beste Ver- 
fahren. Ieh habe reich lange bemtiht, es dureh ein besseres zu 
ersetzen, aber mit durchaus negativem Erfolge. Alle Mittel, 
welche einen s c h n e 1 1 e n ZeUtot bewirken, fixiren bis zu 
einem gewissen Grade und ftir relativ kurze Zeit den Zustand 
im Momente des eintretenden Todes. Erhitzt man z. B. ein 
frisches Priiparat, wie Fig. 3 es zeigt, in der dtinnen Neutralroth- 
liJsung s t a r k ,  ohne dass jedoch eine viillige Verdunstung der 
Fltissigkeit stattfindet, und untersucht schnell, so finder man die 
Zellen viel kleiner, gleiehsam geschrumpft, rund and eventuell 
im ganzen leicht gefiirbt. Aber es besteht zuntiehst doch noch 
eine elective Farbung der Zelleinschltisse. Dies iindert sich aber 
sehnell. Die gefarbten i~Iilzbrandbaeillen blassen ab, der Zellleib 
fiirbt sich starker and bald tritt auch eine Farbang des Zcll- 
kernes ein. 

Aehnliehe Erseheinungen beobaehtet man, wenn man 
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frische Praparate Osmiumdampfen aussetzt, wahrend Formalin- 
dampfe mehr diejenigen Erscheinungen erzeugen, welehe wir bei 
de r  Einwirkung langsam ansteigender Hitze beobaehten konnten, 
namlich e r s t  E n t f a r b u n g  d e r  Z e l l e i n s e h l t i s s e  und 
sparer erst Farbung des Protoplasmas und des Kerns. Dureh 
diese und ahnliehe Versuche mit Gasen und Zellgiften gewann 
ich die Ueberzeugung, dass die distincte Farbung der Zellein- 
schltisse, wie wir sie z.B. bei Gonocoeeen und MilzbrandbaciUen 
kennen gelernt haben, in bervorragendem )Iaasse abhangig ist yon 
den Lebensfunctionen der einsehliessenden Zelle, dass aber auch 
die En t f a r  b u n  g uicht immer ein re in  passiver, auf Diffusion 
des Farbstoffcs beruhcnder Vorgang sei, dass dieser vielmehr be- 
gtinstigt wtlrde durch die Functionen des g e s c h a d i g t e n 
Protoplasmas. Ein Einwurf ist aber bei diesen Versuchen m(ig- 
lich, namlich der, dass es sich in vielen Fallen gar nicht um einen 
mittelbaren Einfluss der zellschadigenden Uvsache durch die ge- 
schadigte Zelte auf die Farbung dcs Einschlusses gehandelt 
babe, sondern um eine unmittelbarc Einwirkung derselben auf 
den Farbstoff. Dieser Einwurf ist a priori nicht yon der Hand 
zu weiscn. Er hat zunachst um so mehr Bereehti~'ung, als die 
vitale F~trbung der Zelleinschltlsse mit Neutralroth ein durcheus 
labiles, keineswegs auf starken chemischen Affinitaten beruhendes 
Phanomen ist. Der Beweis ftlr diese Thatsache ist nicht sehwer. 
Lasst man unter dem Deckglase eines Praparates, wie Fig. 3 es 
zeigt, einige Secunden physiologisehe Kochsalzl~sung durchfliessen 
und cntfernt dadurch den perieellularen Farbstoff, sicherlich ohne 
die Zelle irgendwic zu schadigen, so tritt p r o m p t eine Ent- 
farbung der Milzbrandbacillen etc. ein. Dies ware unm(iglich, 
wenn eine irgendwie nennenswerthe Bindung zwischen Milzbrand- 
bacillus und Farbstoff stattgefunden hatte. Ausserdem hat be- 
reits A r n o 1 d darauf hingewiesen, dass eine nachtragliche Far- 
bung der vital gefarbten Gebilde im fixirten Pritparat auch mit 
d e m s e 1 b e n Farbstoff nicht mtiglieh ist. Ich kann dies im 
allgemeinen nur bestatigen. (Obwohl Ausnahmen vorkommen.) 

Lasst man z.B. das oben el~vahnte Milzbrandpraparat nach 
vorhergegangener EntFarbung mit physiologischer Kochsalzltisung, 
eintrocknen und f'arbt es mit starkerer Neutralrothliisung nach, 
so ergiebt sich gleichsam das photographische Negativ der 
,vitalen ~ Farbung. In den so gewonnenen Praparaten sind die 
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Zellkerne und das Protoplasma gefarbt, die Milzbrandbacillen 
aber mit Ausnahme weniger KCirnchen ungefarbt. Sie durch- 
ziehen die Zellen als weisse Streifen. Ja es ist nicht einmal 
n(fthig, die Zelleinschlllsse vorher mit physioloffischer Kochsalz- 
l(isung zu entfarben, tim das ffleiche Bild im fixirten Praparat 
zu erhalten. Ich erwahnte oben, dass ich zur ,,vitalcu" Farbung 
eine phys. Kochsalz-L(Isung verwandte, die in 100 ccm 1 ccm 
kalt gesattigter Neutralrothl(isung enthalt, und dass ich immer 
ungefahr gleich grosse Tr(ipfchen leucoeythenhaltiges Exsudat 
nad Farbliisung verwandte, so dass die schliesslich farbende 
Concentration gleich 0,5 l~R-L(isnag zu 100 phys. Kochsalzliisnag 
betrug. Ich erwahnte ferner, dass man das Bild der vitalen 
Farbung am besten fixiren kann, wena man, wie A r n o 1 d dies 
gethan hat, Exsudat und Farbl(isunff einfach eintrocknen lasst. 
Farbt man nun eiu derartigcs T r o c k e n praparat mit einer 
40 r e a l  s t a r k e r e n  N e u t r a l r o t h l S s u n f f ,  so tritt 
trotzdem eine E n t f a r b u n g der Milzbrandbacillen und nur 
eine Farbung des Kerns und des Protoplasmas ein. 

Eine bestehende chemische 
bacillus und Farbstoff ware durch 
Eintrocknungsprocess wohl nicht 
auf diese Verhaltnisse spater noch 
einige Versuehe erwahnen, die, 

Affinitat zwischen Milzbrand- 
den doch wenig eingreifenden 
zcrst(irt worden. Ich komme 

zurllck und will hier nur noch 
wie mir scheint, einwandsfrei 

beweisen, dass in der That eine Schi~digung de r  Ze l l e  d i e  
F a r b u n g  ihrer Einsehltisse beeintrachtigt rcsp. aufhebt, selbst 
wenn jede directe Einwirkung der zellschadigenden Ursache auf 
den Farbstoff oder das gefarbte Gebilde auszusehliessen ist. 

Ich ging bei der Anordnung dieser Versuche yon der That- 
sache aus, dass das Blutserum eines Thieres you der Species A 
far die Leucocyten eines Thieres yon der Species B giftig ist. 
Man kana sich hiervon tiberzeugen, wena man z. B. Meer- 
sehweinehenleucocyten Kaninchenblutserum zusetzt oder umgekehrt. 
bTach ktirzerer oder langerer Zeit treten dana an den Leueoeyten 
Veranderungen auf, die im wesentlicheu die gleichen sind, wie 
bei der langsameu Uebererwarmung. Waren in den Leucocyten 
vital gefarbte Gebilde, so eutfarben sie sich. 

Ieh tlberzengte reich aber bald, dass es sieh nieht empfiehlt, 
bei diesen Versuchen Blutserum zu verwenden, welches in der 
tlblichen Weise dureh Aderlass oder Entbluten und nachheriges 
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Gerinnenlassen des Blutkuehens im Eissehrank gewonnen ist. Die 
seeund~ren Ver~nderungen soleher Sera sind selbst bei vorsieh- 
tigstem Vorgehen zuweilen so bedeutend, dass eine geringe Menge 
Serum haufig gentigt, die Leueocyten d e s s e 1 b e n Individuums 
sehwer zu seh~digen. Ieh iiberzeug'te reich hiervon z. B. bei 
einem Gonorrhoiker, dem aus bestimmten Grtinden ein Aderlass 
ffemaeht worden war. Am anderen Tage fertigte ieh yon seinem 
Urethralseerete, welches reiehlieh intraeellulare Gonoeoeeen ent- 
hielt, ein vital gef~rbtes Pr~parat an und setzte demselben eine 
Spur dieses seines eigenen Serums zu, welches ieh einige Stunden 
vorher mittelst, einer Pipette m0gliehst klar vom Bhtkuehen ab- 
gehoben und in ein Reagensglas geftttlt hatte. Naeh 10 Minuten 
war yon einer Farbung der Gonocoeeen tiberhaupt niehts mehr 
zu sehen und die Zellen zeigten die ft~r eine schwere Schadigung 
eharakteristisehe Quellung und KSrnchenstr6mung. (Ieh ver- 
muthe, dass die hohe zellsehadigende Wirkung dieses Serums auf 
eine abnorm starke Alkaleseenz desselben zurtiekzuftihren war.) 
leh verfuhr deshalb spitter folgendennassen: Ieh injicirte einem 
Kaninchen und einem Meersehweinchen je einen ecru sterile 
Bouillon intraperitoneal. Naeh einer Stunde injieirte ich den- 
selben Tieren auch intraperitoneal je 1/2 cem einer Aufsehwellung 
yon abgetfiteten (dureh Erhitzen) Milzbrandbaeillen in Bouillon. 
Nach einer weiteren halben Stunde entnahm ich beiden Thieren 
mittelst einer graduirten Glaseapillare je 1/loo ecru Exsudat, mischte 
dasselbe auf hohl gesehliffenen Objekttragern mit der gleiehen 
~[enge NeutralrothlSsung und schtttzte die Praparate vor Ver- 
dunstung dutch Einlegen in Petrisehalen, deren Boden mit 
feuehtem Fliesspapier bedeekt wurde. 

Alsdann entnahm ieh sowohl dem Kaninchen als dem Meer- 
schweinehen aus irgend einer gesetzten Wunde je 1/lOO ecru Blur 
(ebenfalls mittelst graduirter Glascapillaren) und vermisehte das- 
selbe mit  je 9/loo ecru bTeutralrothl~sung, die ieh vorher in kleine 
an einer Seite ausgezogene und zugesehmolzene Glasrfihrehen ge- 
ftillt hatte. Die Bht-l~'eutralrothmischungen schtlttelte ich ordent- 
lieh dureh und centrifugirte sic dann sofort. Die zelligen Ele- 
mente sammeln sieh dann in dem ausgezogenen Theile des 
R6hrehens, w~hrend ohen eine klare Flassigkeit zurtlekbleibt, 
bestehend aus 5i'eutralroth-Kochsalzlfistmg "4- Blutplasma. Die 
Concentration dieser Flllssigkeit wird bei ffleiehem u 
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wohl aueh immer annithernd gleich gesetzt werden dtirfen. Die 
PlasmalSsung hob ich dann mittelst kleiner Pipetten ab und 
brachte sie in andere sterile kleine RShrchen. Ich tiberzeugte 
reich nun, dass in den Exsudat-Leucoeyten des Kaninchens und 
Meerschweinchens eine vitale Farbung, wie in der Fig. 3, einge- 
treten war und stellte nun folgende Mischungen --  a 11 e s z u 
g 1 e i c h e n T h e i 1 e n - -  auf planen 0bjecttr~igern her. 

I. Meerschweinchen-Leueocyten + Kaninchgnplasma; 

II. Meersehweinchen-Leucocyten + Meerschweinchenplasma; 

III. Kaninchen-Leucoeyten + Meerschweinchen-Plasma: 

IV. Kaninehen-Leucocyten + Kaninchen-Plasma. 

V. Ein Controllpr~parat: 
Meerschweinchen-Leucocyten + NeutralrothlSsung. 

VI. Ein Controllpr~parat: 
Kaninchen-Leucocythen + NeutralrothlSsung. 

Mitte!st kleiner Glasr~hrchen blies ich dann gegen die 
Tropfen, um eine innige Vermisehung zu erzielen, legte Deck- 
gl~ischen auf, und brachte die Pr~iparate in vorher bezeichnete 
Petrischalen, deren BSden mit feuchtem Fliesspapier bedeckt war. 

Ueber die nun beobaehteten Einzelheiten und tiber die Brauch- 
barkeit der Methode zum Naehweis zellsehadigender Substanzen 
im Blute und anderen Fltissigkeiten hoffe ich demn~chst ein- 
gehender berichten zu kSnnen. Hier will ich nur erw~ihnen, 
dass in meinen 5 in der eben beschriebenen Weise angestellten 
Versuchen stets z u e r s t ein Nachlassen resp. ein Verschwinden 
der F~irbung in den mit dem f r e m d a r t i g e n  Plasma zu. 
sammengebrachten Leucocyten eintrat. Und zwar blassten stets 
erst die k 1 e i n e r e n gefarbten Partikel ab. Die Beobachtung 
erstr~ckte sich stets auf mehrere Stunden. In zwei yon den 
5 Versuchen war am Ende der Beobachtung in den Pr~paraten 
I und III die Farbung vSllig verschwunden, wahrend sie in den 
Pr~paraten II und IV noeh deutlieh erhalten war. In den 
tibrigen 3 Versuchen waren so deutliche graduelle Unterschiede 
zu con~tatiren, dass ich aus dem Ausfall dieser Versuche die 
einwandsfreie Ueberzeugung gewann, d a s s d i e F a r b u n g 
d e r  Z e l l e i n s c h l t l s s e  in  h e r v o r r a g e n d e m  M a a s s e  
a b h ~ n g i g  i s t  y o n  d e r  F u n c t i o n  u n d  d e m  L e b e n s -  
z u s t a n d o  d e r  Z e l l e .  
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Zum Nachweis g r a  due l l e r  Unterschiede in der F~trbung zweier 
Praparate empfiehlt es sich, nicht die Immersion, sondern ein schw~tcheres 
Trockensystem zu benutzen (z. B. Ze iss  B. B) und die beiden zu 
vergleichenden Objecte auf ein en Objecttr~tger zu bringen, damit eine 
durchaus gleiehm~issige Einwirkung zufitlliger Umst~tnde (Verdunstung, 
Temperatur) gew~thrleistet ist. Bei Immersionsbetrachtung ist die Be- 
urtheilung schwierig, da immer nur wenige Zellen in Betracht gezogen 
werden kiinnen und sich schliesslieh in j edem Praparat Zellen finden 
lassen, deren Einschliisse nur schwach gef~trbt sind. Bei Anwendung 
sehwacherer Linsen kann man die beiden Praparate leichter und 
schneller abweehselnd betrachten, und etwaige Unterschiede treten 
auca deutlicher hervor. Lichtquelle und Blendenstellung miissen natiir- 
lich durehaus die gleichen sein. 

Es muss ferner stets beriicksichtigt werden, dass die Entf~rbung 
immer in den mittlereu Partien des Pritparates z u e r s t  auftritt, wi~h- 
rend die F~trbung an den Randpartien l:,tnger bestehen bleibt. Es 
empfiehlt sich deshalb in a l len Pr~tparaten stets nur die m i t t l e r e n  
Partien in Betraeht zu ziehen. Es ergab sich ferner bei diesen Unter- 
sucI-.ungen die wichtige Thatsache, dass die K e r n f~irbung innerer, 
dareh Phagocytose aufgenommener Leucocyten nicht anders zu deuten 
ist, als die Kernfitrbung toter Leucocyten iiberhaupt, dass sie mit dem 
Lebenszustande des einschliessenden Leucocyten nichts zu thun hat. 
Dasselbe ergab sich vielfach fiir den gefarbten Bestandtheil der intra- 
celluli~ren rothen Blutkiirperchen, der wahrscheinlich identisch ist mit 
dem Haemoglobin. (Vgl. Fig. 4, Zellen a undc). Wenn man defibri- 
nirtes Blut l~ngere Zeit steheu l~sst und dann mit Neutralroth untersucht, 
so findet man die Leucocyten h~ufig vollst~,tndig angefiillt mit ganz 
unregelmitssig gestalteten rothen Elementen, zwischen welchen dann oft 
4 bis 5 runde ungeFarbte ,Blutschatten a liegen. Die rothen Elemente 
- -  das Haemoglobin --  sind ~usserst polymorph. Bei amiiboiden Be- 
wegungen der Zellen nehmen sie alle mSglichen Formen an. Bei lang- 
samer Ueberw~lrmung der Zellen behalten sic haufig ihre Farbe ebenso 
wie die Kerne innerer Leucocyten. Fiir das Studium der ,Haemolysine" 
diirften diese Verhaltnisse yon Bedeutung sein. 

I I .  Uebe r  die Na tu r  der  s ich  f 'arbenden Gebilde.  

Aus den Literaturangaben geht bereits hervor, dass beztlg - 

lich der Auffassung yon der Natm" der sich vital in den Zellen 

f~rbenden Gebilde die gr{}ssten Differenzen herrschen. Ganz 

isolirt mit seiner Ansicht steht P r z e s m y e k i ,  der fest tlbel~eugt 
ist, dass ein lebender Kern sich f~rben kann, wiihrend die Mehr- 

zahl der Autoren sich doch dem am schiirfsten yon G a l e o t t i  
pr~icisirten Standpunkt n~hert, dass sich nur solche Gebilde 

fiirben~ die mit den eigentlichen Lebensfunctionen der Zelle nichts 
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zu thun h~ben, m6gen sie nun dutch Phagoeytose aufgenommen 
oder seeretartiger Natur sein. 

Eine ganz besondere Berticksiehtigung verdient an dieser 
Stelle tier Standpunkt Ehr l i eh ' s ,  der einerseits die speeifisehen 
Granulationen als Stoffweehselprodukte der Zellen bezeiehnet und 
andererseits dem Neutralroth ,eine geradezu maximale Verwandt- 
sehaft zu der Mehrzahl der Granula" vindieirt. Es ist mir bei 
meinen Untersuehungen aufgefallen, wie selten ieh vital gefarbte 
specifiscbe Granulationen zu Gesieht bekam. Betraehten wit z. B. 
den Gonorrhoeeiter, so finden wir, abgesehen yon den Gonoeoeeen, 
in den meisten Zellen keinerlei gefarbte Gebilde. Die Granu- 
lationen der sparliehen eosinophilen Zellen zeigen einen leieht 
orangerothen Farbenton, tier tibrigens sehr weehselt, und ausser- 
dem finden sieh vereinzelt in den Zellen leuehtend orangeroth 
gefarbte Kugeln, die, wie ieh spater zeigen werde, vielfaeh nichts 
anderes sind, als dureh Phagocytose aufg-enommene und intra- 
cellular leicht aufgequollene Spermatozoenkopfe. In den tibrigen 
Zellen sieht man bei enger Blende deutlieh Granulationen; ich 
will aueh nieht leugnen, dass sie alsdann zuweilen einen g-anz 
leiehten gelbliehen Farbenton besitzen, der abet bei oftener Blende 
nieht erkennbar ist, wahrend doeh die Gonoeoeeen alsdann als 
tiefi'othe Gebilde hervortreten. 0bwohl also doeh tier Farbstoff 
gentigend lange eingewirkt haben muss, ist es nicht zu einer 
vitalen Farbung der in allen Zellen vorhandenen und dureh 
Triaeidfarbung des fixirten Praparates leieht naehweisbaren neu- 
trophilen K~rnelung gekommen. Aueh in den nach dem ,Isolir- 
verfahren" hergestellten Praparaten vom Menschen babe ieh nut 
ausserst selten mit Neutralroth gefarbte speeifisehe Granulationen 
gefunden, obwohl aueh dort der Farbstoff in die Zelle einge- 
drungen war 1). 

Es bleiben in diesen Pr~tparaten an den Fasern nicht nut die 
Leucocyten, sondern auch etwas Fibrin und zahlreiche Blutpl'~ttchen 
haften, welche vielfach 3 bis 4 mit Neutralroth fuchsinroth gefitrbte, 
ausserst feine KSrnchen enthalten. Diese Blutplattchen werden yon 

1) Beim Methylenblau liegen die Yerhaltnisse wohl ahnlich. 
Tei ehman n (1. r pag. 33) hat die Einwirkung yon Pilocarpininjectionen 
auf die rothen BlutkSrperchen des Frosches studirt. Er fand bei vitaler 
Methylenblaufarbung" in diesen zahlreiche hellblaue his schwarzblaue 
KSrnchen und fiihrt ausdriicklich an: .Bemerkenswerth ist, class die 
Granula der Leucocyten nicht blau get~rbt sind." 
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benachbarten Phag'ocyten aufgenommen und f~rben sich, sobald sie 
ins Innere der Zelle gelangt sind. 

Auffi~llig war mir auch das h/iufig'e Ausbleiben jeglicher 
Granulafi~rbung bei meinen Versuchen an Meerschweinehen. 

Die Granulationen der Meerschweichen-Leucocyten sind in 
neuester Zeit yon K u r l o f f  im Ehr l i ch ' schen  Laboratorium ein- 
gehend studirt worden, wobei sich bemerkenswerthe Resultate er- 
gaben, die vorlliufig in der ,An~tmie" (1. c.) niedergelegt sind. 

Trotz des besonderen Reichthums der Meerschweinchen- 
Leucoeyten an verschiedenen Granulationen fand ich die letzteren 
doch fast hie vital gefiirbt, obwohl die Einschltisse intensiv 
tingirt waren und die Triacid-Trockenpriiparate die Granulationen 
mit Sieherheit nachwiesen. 

Nur die eosinophilen (resp. nigrosinophilen) Granulationen 
zeigten in der Regel eine ausserdem wenig intensive und wcnig 
bestandige F~trbungl). In den iibrigen Zellen kamen zwar auch 
zuweilen gefi&rbte K(irnchen vor, die aber sichcr nicht identisch 
waren mit den specifischen Granulis, da sie nach Zahl und An- 
ordnung stets sehr differirten. Wie  d e r a r t i g e  vi ta l  f~trbbare,  
den  s p e c i f i s c h e n  n i c h t  un~thn l iche  , ,Granula"  in den 
Ze l l en  e n t s t e h e n  k(fnnen,  ze ig t  am bes t en  f o l g e n d e r  
Ve r such .  Wenn man bei e i nem Meerschweinehen durch intra- 
peritoneale Injection yon steriler Bouillon und bei einem anderen 
durch intraperitoneale Injection yon Zelldetritus (aus Abseessen 
oder Bubonen) eine Leucocytose in der Bauchh~hle erzeugt und 
die Exsudat-Leucocyten.bei vitaler und ,,iiberlebender" Fi~rbung 
mit einander vergleicht, so kann man Folgendes feststellen: Bei 
v i t a l e r  Fiirbung zeigen die Leucocyten des Bouillon-Thieres 
spitrliche gefiirbte K6rnchen, die Leucocyten des Detritus-Thieres 
sind vollgepfropft mit rothen ,Granulis", den durch Phagocytose 
aufgenommenen Partikeln des injicirten Zelldetritus. Bei l iber -  
1 e b end e r Fiirbung sind alle krassen Unterschiede verschwunden, 
in allen Leucoeyten sind die specifischen Granulationen geFarbt, 
aber bei genauer Betrachtung erkennt man, dass die gefarbten 

1) Arnold  machte dieselbe Wahrnehmung; er sagt (1. c. pg. 425): 
,Die eosinophilen Granula F~rben sich bei der vitalen Fiitterung mit 
Neutralroth sehr friihzeitig, aber versehieden intensiv, manchmal ver- 
schwindet die rothe Fi~rbung wieder; eine solche Entf~trbung kommt 
iibrigens auch bei anderen Granula vor." 
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Granula in den Leucoeyten des Detritus-Thieres auseinander ge- 
dr~tngt sind und dass zwischen ihnen zahlreiehe ungefih'bte K(irn- 
chen liegen, die zweifellos identisch sind mit den bei vitaler 
Fi~rbung so deutlich hervortretenden Gebildenl). 

Eine vitale ,Granula~-Farbung ", die sich in ihrer Intensitiit 
mit der Fi~rbung der Zelleinschltisse, z. B. der Milzbrandbacillen, 
messen kann, fand ich bei den Exsudat-Leucocyten der weissen 
Maus. Fast in jedem dureh Bouillon-Injektion erzeugten Exsudat 
waren sie relativ zahlreich vertreten und fielen schon bei schwacher 
VergrSsserung dureh ihre intensive fuchsinrothe Fiirbung auf. Bei 
Immersion-Betrachtung ergab sich, dass diese Zellen vollgepfropft 
waren yon relativ grossen runden KSrnern, die an einer Stelle 
zuweilen einen kleinen knopff0rmigen Ansatz hatten. Auffallend 
war mir, dass dieselben Gebilde, allerdings ungeI~,trbt, auch extra- 
cellular vorkamen. Ich behandelte deshalb solche Priiparate 
nach dem ,Isolirverfahren", wodurch ich erreichte, dass an den 
Fasern eine innige Bertlhrung der Leucocyten mit den freien 
,Granulis" zu stande kam. Ich konnte dann stets beobachten, 
dass dis freien Granula yon benachbarten Leucoeyten aufge- 
nommen wurden, worauf sie sich intracelluli~r genau so fiirbten 
wie die KOrnchen der beschriebenen Zellen. 

Ieh kann zwar nicht beweisen, dass diese Zellen ihre Granu- 
lationen stets dureh Phagocytose erwerben, aber die Mfigliehkeit 
dieser Thatsache muss ohne weiteres zugegeben werden. Auch 
beztiglich der sich h~tufig vital f~trbenden eosinophilen Granula 
neigen neuere Bearbeiter unter Angabe triftiger Grtinde der An- 
sieht zu, dass dieselben durch Phagocytose entstehen und auf 
die Aufnahme yon Bestandtheilen der rothen Blutk~irperchen 
zurilckzuflihren sind; naeh B a r k e r (3) enthalten die eosino~ 
philen K(h~aelungen sogar Eisen. Ieh konnte also bei meinen 
Untersuchungen im allgemeinen die Angabe E h r 1 i e h's: yon der 
maximalen Verwandtschaft des Neutralroths zu der Mehrzahl der 
Granula nieht bestiitigen, namentiieh was diejenigen Granulationen 

1) A r n o l d  (1. c. pg. 437) hat ~hnliche Bedenken. Er sagt: Die 
Existenz zahlreicher nicht geF~rbter K~rner zwischen den gef~rbten 
beweist, dass die gef~rbten Granula nur einen Theil der k~rnigen 
structurelemente der Zellen m der Plasmosomen- darstellen und 
zwar wahrscheinlieh solche~ welche bereits eine Umwandlung erfahren 
haben2 
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anbetrifft, deren intracelluli~re Entstehung und ,Secretnatur ~ am 
wenigsten angezweifelt werden kann, z. B. die neutrophile Kiirne- 
lung der menschlichen und die pseudoeosinophile der Leucocyten 
des Meerschweinchens. Trotzdem mag diese maximale Verwandt- 
schaft vielleicht zu Recht bestehen and in meinen Versuehen 
vielleicht nur deshalb nicht zum deutlichen Ausdruck gckommen 
sein, weil die Concentration der angewandten Farbl(isung eine 
geringe and die Zeit ihrer Einwirkung eine kurze war. Aller- 
dings gentlgten Concentration und Zeit stets zur Fi~rbung der 
durch Phagocytose aufgenommenen Gcbilde sowie derjenigen 
,Granula ~, deren ectogene Entstehung eine gewisse Wahrsehein- 
lichkeit hat. Man k(inntc yon einer maximalen Verwandtschaft 
des Neutralroths zu den durch Phagocytose entstandenen Zell- 
einschltissen sprechen~ wenn dem Zustandekommen dieser FRrbung 
in der Regel nicht ganz andere Momente zu Grunde liigen, als 
eine ,Verwandtschaft" des Farbstoffes zum gefitrbten Gebilde. 

Ieh konnte mieh im tlbrigen mit Sieherheit tiberzeugen, 
dass fi'ische Leueocyten in der tiberwicgenden Mehrzahl auf dem 
Hiihepunkte ihrer Funktion, bei der Phagocytose, keinerlei vital 
gefarbte Strueturelemente besitzen, wenigstens nicht bei dem yon 
mir angewandten Verfahren, welches zur Darstellung der Zell- 
einschltisse so vorztiglich geeignet ist. Ich injieirte nun Thieren, 
bei denen ieh vorher dutch Bouillon ein intraperitoneales Exsudat 
erzeugt hatt% Aufschwemmungen zahlreicher mir zur Verfiigung 
stehender Baetedenkulturen in die Bauchhithle und untel~uchte 
dann das Verhalten der mit den iujicirten Baeterien beladenen 
Phagocyten bei vitaler Farbung. Zur Verwendung gelangten 
Typhus- und Colibacillen, Vibrio Finkler, Vibrio Metschnikoff, 
Staphylococcen, Streptoeoccen und Gonoeoccen, Diplococcus tiaras 
und subflavus, Diphtherie-, Tuberkel- and Milzbrandbacillen. Es 
ist mir nieht m~glich hier auch nur auf einen gelingen Theil 
der beobachteten Einzelheiten einzugehen, die auch bei ein und 
demselben Mikroorganismus und demselben Versuehsthier ver- 
schieden waren naeh Intensiti~t, Ntiance und Dauer der Fiirbung, 
je naehdem frische oder alte, lebende oder abgetiidtetr Kulturen 
zur Verwendung kamen. Dagegen mSehte ieh etwas liinger ver- 
weilen bei den Versuchen mit MilzbrandbaeiUen an Meersehwein- 
then, da sie den derartigen Untersuehungen ferner stehenden am 
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hesten in den Gegenstand einftihren und aueh aus technischen 
Grtlnden ftir den Anfang am meisten zu empfehlen sind. 

Ich verwandte hochvirulente Agarkulturen, die Meerschwein- 
chen bei subcutaner Impfung innerhalb 48 h. t~idteten. Die Kulturen 
waren in der Regel nieht alter als 18 Stunden. Die Bacillen 
einer solchen Kultur wurden in 1 ccm steriler Bouillon aufge- 
schwemmt und 1[4 ccm dieser Aufschwemmung einem Meerschwein- 
chert, bei dem vorher ein intraperitoneales Exsudat erzeugt worden 
war, mittelst einer Pravazspitze in die Bauchh(ihle injicirt. (Bei 
den Versuchen mit abget(idteten Milzbrandbacillen wurde die 
Bouillonaufschwemmung ca. 5 Minuten lang im Wasserbade auf 
80 0 erhitzt.) Von Zeit zu Zeit wurde dann mit einer Glas- 
capillare Exsudat a u s d e r  Bauchh~hle enmommen. In der Regel 
waren nach ca. 15 Minuten die meisten Bacillen yon den Leuco- 
r aufgenommen. Ein Theil der Milzbrandbaeillen befindet 
sich in der Regel noch extracelluliir. Auch das Studium dieser 
in ihrem Verhalten zum Neutralroth ist sehr interessant. Da bier- 
tiber aber im B u c h n e r'sehen Laboratorium eingehendere Unter- 
suehungen yon N a k a n i s h i 1) angestellt worden sind, so kann 
ieh reich hier mit einem Hinweis auf dieselben und eine Be- 
statigung ihrer Angaben begntigen. 

Die Zellen der Fig. 3 entstammen dem Exsudate eines 
Meerschweinehens, welches, 1/4 h. vor der Entnahme, abget~idtete 
Milzbrandbacillen injieirt erhalten hatte. Die Zeiehnung wurde 
unmittelbar naeh der Fertigstellung und Einstellung des Prapa- 
rates mit der Zeiss 'schen Oelimmersion begonnen. Wir sehen in 
den Zellen a, b, c, d und e mehr oder minder lange und ve r  
anderte, mit Neutralroth intensiv gefarbte Milzbrandstabchen. 
(Die extracellularen Stabehen hatten kaum eine Spur der Farbe 
angenommen.) Die wesentlichste Veranderung der Bacillen be- 
steht in einer unregelmassigen, namentlieh an den Enden deut- 
lichen Aufquellung, sowie in einem Zerfall zu reihenweise ange- 
ordneten KSrnchen. Der Vorgang der Aufquellung und des Zer- 
falls konnte unter dem Mikroskope beobaehtet werden 2). Die 

1) Miinch. reed. Woch. 1900, 1~o. 6. 
2) Arnold  spricht zuweilen yon einer Confluenz mehrerer Gra- 

nula zu tropfenF6rmigen Gebilden. Ich habe etwas derartiges nur 
beim Haemoglobin gesehen, sonst analoge Bilder umgekehrt so deuten 
miissen, dass ein beginnender Zerfall aufgequollener ,tropfenfilrmiger" 
Gebilde in einzelne Kiirnchen vorlag. 
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Zelle a wurde zuletzt gezeichnet. Bei Beginn der Beobachtung 
war in der Zelle ein grosses Sti~behen ungef~thr wie in der Zelle 
d zu sehen, und rechts davon ein kleines in Gr0sse und Form 
am ~thnlichsten dem in der Zelle c am meisten links liegenden. 
Wi~hrend der ca. 15 Minuten dauernden Beobachtung streckte 
sieh das grosse Stiibchen der Zelle a und zerfiel theilweise in 
KSrnchen, welche den B a c i l l e n l e i b -  soweit man yon einem 
solchen noch reden d a f t -  verliessen und rechts und links davon 
ins Protoplasma der Zelle traten. Das kleine rechts gelegene 
St~tbchen zerfiel in K0rnchen, die aber ihre urspriingliche An- 
ordnung beibehielten. Schliesslich trat ein StiUstand in den Ver- 
i~nderungen ein, so dass die Zelle gezeichnet werden konnte. 
Die Quellung der St~tbchen ist hRufig eine hochgradige bis zu 
Kugelform, ohne dass es zu einem Zerfall kommt (Zelle c, links 
unten) 1). 

Ieh konnte derartige Beobachtungen noch hiiufig wieder- 
holen. Die ZerstSrung der intracelluli~ren Bacillen spielte sich 
stets unter dem Bilde der Aufquellung und des Zcrfalls in immer 
kleinere K(irnchen ab, die aber noch lange ihre Fiirbbarkeit mit 
Neutralroth beibehielten. Eine nicht farbbare Htille blieb hiiufig 
im Zellleib zurUck. 

Fig. 2 zeigt die Exsudat-Leucocyten eines Meemchweinchens, 

1) Ein sehr gutes Object zum Studium der kugeligen Aufquellung 
slnd die Typhusbacillen in Meerschweinchen-Leucocyten. Wenn man 
vom Peritoneal-Exsudat ungefithr 1/~ h. nach Injection der Bouillon- 
aufschwemmung entnimmt, so finder man fast in allen Leucocyten der 
Form nach gut erhaltene Bacillen, einzeln oder in kleinen FRden yon 
3--4 Exemplaren. Nach 11/~ bis 2stiindigem Aufenthalt in den Leuco- 
cyten sind aber fast alle Bacillen kugelig aufgequollen und ausserst 
intensiv gefarbt. Die urspriinglichen F~tden sehen dann aus wie kleine 
Ketten. Ein ttusserst zierliches Bild. Man kann den ganzen Vorgang 
unter dem Mikroskope verfolgen, wenn man nur yon Zeit zu Zeit eine 
Spur Neutralrothliisung zufliessen 1Rsst, damit das Pr~tparat nicht aus- 
troeknet. 

H. Rosse l  (18) glaubt, dass bei der intracellulltren Abtiidtung 
der Bacterien an eine Einwirkung der Nucleinsi~ure auf dieselben ge- 
dacht werden kiinne. Im Stadium der Aufquellung reag!ren die 
Bacterien --  wie die FRrbung mit Neutralroth zeigt --  meistens alka- 
lisch, so dass an eine Siiurewirkung nur fiir die ersten schadigenden 
oder abt6dtenden Einwirkungen gedacht werden kann, und auch hier 
nur in vereinzelten FRUen. 
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welches bei einigen frtiheren Versuchen abget6dtete Milzbrand- 
bacillen injicirt erhalten hatte. Ieh verwandte es zu dem vor- 
liegenden Versuch mit 1 e b e n d e n Milzbrandbacillen, da diese 
yon den Leucoeyten im Sinne einer Immunisirung vorbe- 
handelter Thiere leiehter aufgenommen werden. Vor der Injection 
der lebenden Bacillen ttberzeugte ich mich durch eine Probe- 
Entnahme da~'on, dass die Exsudatzellen keinerlei bacillenithnliche 
Einschlfisse enthielten. Im tibrigen verfuhr ich wie bei dem 
vorigen Versuch. 

Der Unterschied zwischen diesen Bacillen und den abg'e- 
tsdteten des voriffen Versuches ist auffallend. I-Iier ist kaum 
etwas yon Auf(]uellung und Zerfall za sehen, die Intensit/it der 
Farbung ist eine viel geringerc, und die letztere blicb vor allem 
nur wenige Minuten bestehen. Die meisten Zellen konuten in 
Folge dessert nur skizzirt werden, die Farbe musste z. T. nacho 
triiglich eingezeichnet werden. 

Fig. 4 zeigt die Exsudat-Leucocyten eines Meerschwein- 
chens, welches M e e r s c h w e i n c h e n - L e u c o c y t e n, die einige 
Minuten einer Temperatur yon ca. 50~ ausffesetzt gewesen waren, 
injicirt erhalten hatte. I n  der Zelle a sehen wir einen Leuco- 
cyten, der einen anderen durch Phagocytose aufgenommen hat. 
Der Kern des inneren Leucocyten ist gefitrbt, wiihrend das Proto- 
plasma ungefi~rbt geblieben ist. Dies ist die Regel ftir durch 
Phagocytose aufgenommene Leucocyten, so lange sic in ihrem 
Wirthe noch ein morphologisches Ganzes bilden. Auch fiirbbare 
Einschltisse des inneren Leucocyten fand ich stets ungef~trbt. 

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

Die Abgrenzung des inneren Leucocyten gegen den itusseren 
ist im Anfang stets eine scharfe. Infolge eines ganz eigenthtim- 
lichen, am besten vielleicht mit dem Ausdrucke ,Auslaugung" zu be- 
legenden Vorganges, str0mten in der Zelle b sowohl Kern als Proto- 
plasmabestandtheile des inneren Leucocyten in das Protoplasma des 
ausseren, wobei man den Eindruck gewann, dass an der Grenze beider 
Leucocyten ein ffewisser Wiederstand tiberwnnden wurde. Die 
ausgelangten Bestandtheile nahmen im ~tusseren, lebenden Leuco- 

Arehiv f. mikrosk. Anat. Bd. 56 58 
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cyten eine ganz unregelmiissige Lage ein und behielten noch 
lange ihre Fitrbung bei. Der innere Leucocyt schrumpfte be- 
deutend zusammen. (S. unterer Pol der Zelle b.) 

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

In der Zelle c liegt tin durch Phagoeytose aufgenommenes 
rothes BlutkSrperchen. Bei Beginn der Beobachtung stellte es 
eine leuchtend roth gefiirbte Kugel dar, wi~hrend sonst in der 
Zelle keinerlei gef~trbte Gebilde vorhanden waren. Nach und 
nach traten aber immer mehr gefi~rbte K(irnchen in das Zell- 
protoplasma, und schliesslich blieb ein fast ungefi~rbter ,Blut- 
schatten" in der Zelle zurtlck. 

An den mit Neutralroth vital gei~,trbten Gebilden erkennt 
man sehr hitufig einen hellen Hof, der auch in den Zeichnungen 
mehr oder minder deutlich zum Ausdruck kommt. Dieser Hof 
scheint in vielen Fallen wenigstens zu dem aufgcnommenen Ge- 
bilde selbst zu gehiiren (Schleimhiillen?). Bei vitaler F~trbung 
mit Methylenblau nimmt er haufig den Farbstoff an, z. B. bei 
der Gonococcenf/trbung. 

Ich erwiihnte bereits in meiner vorlaufigen Mittheilung, 
dass in den Eitel-hellen des gonorrhoischen Urethralsecrets haufig 
l e u c h t e n d  r o t h  g e f i ~ r b t e  K u g e l n  v o r k o m m e n .  Ich 
habe diescn Gebilden sp:,iter grosse Aufmerksamkeit geschenkt 
und bin zu der Ueberzeugung gekommen, dass sie einen dop- 
pelten Ursprung haben kSnnen. Die Kugeln treten hiiufig dann 
auf, wenn es durch instrumentelle Eingriffe zu leichten Blutungen 
in die Urethra gekommen ist und sind z. T. nichts an(leres als 
dutch Phagoeytose aufgenommene rothe Blutk(irperehen. Ein 
anderer Theil dieser Kugeln hat einen ganz anderen Ursprung. 
ich wurde auf denselben aufmerksam, als ich den Inhalt einer 
gonorrhoiseh erkrankten Samenblase kurz nach der Expression 
derselben untersuchte. Das Secret enthielt zahlreiche lebende 
Spel~natozoen, auf deren Verhalten zum hTeutralroth ich vielleicht 
an anderer Stelle naher eingehe. Hier mfchte ich nur erw~thnen, 
dass f a s t i n a 11 e n Eiterk(irperchen neben fuxinrothen Gono- 
Coccen orange- bis braunroth gefarbte SpermatozoenkSpfe lagen, 
die theils ihre charakteristische Form behalten hatten, theils abet 
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zu Kugeln aufg'equolten waren, die sieh in allen Punkten genau 
wie die Kugeln der frtlher untersuehten Urethral-Seeretzellen 
verhielten. Sehwanz und Mittelstttek der Spermatozoen waren 
theils erhalten und leieht roth gefarbt, theils in zahlreiehe kleine 
rothe Kugeln zerfallen, die dutch ihre Anordnung noeh deutlieh 
den Verlauf des Fadens erkennen liessen. Innerhalb des roth 
gefitrbten Kopfes war haufig ein ungefarbter kleiner Streifen zu 
sehen, der vermuthlieh identiseh ist mit den z. B. im Kopfe der 
Hundespermatozoen zu findenden, mit Osmium sich f~trbenden 
Gebilde, die ich (32) im Arch. f. mikr. Anat. Bd. 48, Tafel XII, 
Fig-. 8 abg'ebildet habe. 

Dieser Befund veranlasste reich, das V e r h a 1 t e n i n t r a- 
e e l l u l a r e r  F e t t t r ( i p f e h e n  z u m  N e u t r a l r o t h  zu  
u n t e r s u c h e n. Ich injieirte deshalb in die BauchhShle yon 
lV[eerschweinchen eine Suspension yon OlivenS1 in Bouillon. Die 
Fetttr()pfchen wurden prompt yon den Leueocyten aufgenommen, 
blieben abet v(illig" ungefi~rbt. Ich injieirte ferner getrocknetes 
und nachher fein pulverisirtes Htihnereiweiss. 

In den Leueoeyten traten darauf grosse matt orangeroth 
g'efarbte unregelmassig eontourirte Schollen auf. 

Ieh stellte nun noch weitere Untersuehungen dartiber an, 
o b  n i e h t  d o e h  a u c h  a u f  e i n e m  a n d e r e n  W e g e  
a l s  d e m  d e r  P h a g o c y t o s e  v i t a l  f i ~ r b b a r e  G e -  
b i l d e  in  d e n  L e u e o e y t e n  a u f t r e t e n  k ( i n n e n .  

Ich daehte hierbei zunaehst an die V a e u o l e n ,  yon 
denen es in der einschli~gigen Literatur oft genuff behauptet 
worden ist, dass sit sieh vital f~trben k~)nnen '). Ich glaube, 
dass ein grosset Theil dieser Angaben auf einem allerdings sehr 
nahe liegenden Irrthum beruht, tier darauf zurttekzuftihren ist, 
dass viele sich vital farbende Zelleinschltisse Kugelform hubert 
und im fixirten Praparat - -  da sic sigh dort vielfach nicht f a r b e n -  
den Eindruck yon Vacuolen erwecken. Ganz besonders instructiv 
beztlglich dieser Frage war mir der Eiter eines Prostataabscesses. 
Fast jede Zelle dieses Eiters enthielt mehrerc unzweifelha[te 

1) T e i c h m a n n  (l. c. pg. 33) behandelt  die Fa rbung  der  ,Vacu-  
olen" ausfiihrlich, fiigt aber  hinzu: ,wir  wollen der Kiirze halber  diesen 
Ausdruck beibehalten, obwohl auch wir die betreffenden Bildungen 
nicht fiir Flfissigkeitsraume halten2 
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Vacuolen, und in jeder Vacuole befanden sich mehrere ungefarbte 
Diplococcenpaare (keine Gonococcen), die eine lebhafte Molecular- 
bewegung zeigten. 

Im k(irnigen Protoplasma lagen ausserdem ziemlich intensiv 
gef~trbte kurze Sff, tbchen meistens in Diploform. Die Vaeuolen 
selbst aber waren v6llig ungefarbt. Es stimmt dies ja  auch mit 
den Befunden bei den Vorticellen tiberein. Ich ging nun auch 
so vor, dass ich eine Zeit lang jede Zelle, die vital gefi~rbte 
Kugeln enthielt, mittelst physiologischer Kochsalzl(isung" enti~,trbte. 
Niemals fand ich dann bei der Untersuchung mit enger Blende 
innerhalb der entfitrbten Kugeln Partikel, die die B r o w n'sche 
Molecularbewegung zeigten, tiberhaupt traten dann meistens 
Structuren auf, die Vacuolen mit Sicherheit ausschliessen mussten. 

M i r  i s t  d i e  v i t a l e  F i i r b b a r k e i t  d e r  V a e u o l e n  
in  d e n  L e u c o c y t e n  im h ( i c h s t e n  G r a d e  u n w a h r -  
s c h e i n l i e h .  

Ich suchte ferner auf experimentellem Wege zu entscheiden, 
ob nicht m e c h a n i s c h e  E i n f l t i s s e ,  d i e  e i n e  p a r -  
t i e l l e  S e h i ~ d i g u n g  d e s  P r o t o p l a s m a s  h e r v o r -  
r u f e n k/i  n n e n,  zu einem Auftreten vital fi~rbbarer Gebilde 
ftihren. Ich injicirte zum Beispiel in die BauchhShle yon Meei'- 
schweinchen chinesische Tusche sowie feinste Eisensti~ubchen. 
Man k(innte sich ja denken, dass derartige Substanzen, wenn sic 
in der Zelle liegen, auf diese einen Reiz austiben, und dass die 
Zelle auf diesen Reiz hin um den FremdkSrper einen Stoff aus- 
scheidet, der sich vital mit Neutralroth fiirbt. Ich babe niemals 
etwas derartiges beobachten k(innen, obwohl ieh nie versitumte, 
das Pri~parat, welches doch stets vital gefiirbte Kugeln enthielt, 
unter steter Beobaehtung zu entfi~rben. Ich hi~tte dann doch 
wenigstens einige male im Inneren einer solehen Kugel nach der 
Entf/~rbung ein Tuschekiirnchen etc. finden mtissen. Eine der- 
artige Ausscheidung um den Fremdkiirper trat auch dann nicht 
auf, wenn ieh durch leichtes rotirendes Reiben des Deckglas- 
chens auf dem Objecttrager eine partielle Schadigung des Proto- 
plasmas derjenigen ZeUen herbeizuftihren versucht hatte, die die 
Kiirnchen enthielten. 

I e h  k a m  i n n e r h a l b  d e s  R a h m e u s  m e i n e r  
U n t e r s u c h u n g e n  a l s o  z u  d e m  S e h l u s s e ,  d a s s  
d i e  s i c h  in  d e n  L e u c o e y t e n  v i t a l  f a r b e n d e n  
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S u b s t a n z e n  e i w e i s s a r t i g e r  N a t u r  u n d  d u r c h  
P h a g o c s t o s e  a u f g e n o m m e n  s i n d ,  d a s s  f e r n e r  
e i n e  a n d e r e  A r t  d e r  E n t s t e h u n g  d i e s e r  G e b i l d e  
a l s  d u r c h  P h a g o c y t o s e  u n b e w i e s e n  u n d  u n -  
w a h r s c h e i n l i c h  i s t .  D i e  , s p e c i f i s c h e n "  G r a n u -  
l a t i o n e n  m ( i c h t e  i c h  h i e r  n i c h t  n i i h e r  in  B e -  
t r a c h t  z i e h e n ,  d a  w i r  t i b e r  i h r e  E n t s t e h u n g  
n i c h t s  B e s t i m m t e s  w i s s e n .  

I I I .  Ueber  die Abh~ngigkei t  der F[irbung yon der  Lage 

des f i trbbaren Gebildes innerhalb  der Zelle. 

Wir batten im vorigen Absehnitte gesehen, dass abgeffidtete 
Milzbrandbacillen, wenn sie yon Leucocyten aufgenommen sind, 
sich mit Neutralroth sehr intensiv lib'ben, dass abet auch extra- 
cellulfire Milzbrandbacillen in der gleich starker Farbl6sung eine 
wenn aueh sehr geringe F~trbung annehmen. Es galt nun zu 
entscheiden, ob die so intensive F~trbung innerhalb der Zelle ge- 
bunden sei an die Lage, oder ob sie nur hervorgerufen sei dureh 
irgendwelehe in der Zelle anfgetretenen Veriinderungen des Bacillus 
selbst, in dem Sinne, dass der Bacillus, nachdem die Veriinde- 
rungen einma] eingetreten waren, seine intensive Fiirbbarkeit 
aaeh extracellul~tr beibehalten wtirde. Das letztere ist aber dureh- 
aus nicht der Fall. Man kann sieh auf folgende Weise davon tiber- 
zeugen: Wenn man sieh ein Exsndat versehafft hat, wie es den 
in Fig. 3 abgebildeten Zellen entspricht, und ein Praparat ange- 
fertigt hat mit einem reeht dtinnen und elastisehen Deckgliisehen, 
so wird kS nieht sehwer sein, mittelst eines Streifen Fliesspapiers 
so viel Fltissigkeit seitlieh abzusaugen, dass die Leueoeyten deut- 
lich platt gedrtickt erseheinen. Wenn man sich nun mit einer 
starken Trockenlinse einen Complex yon Zellen einstellt, die 
reeht zahlreiche und intensiv gef'arbte Milzbrandbacillen enthalten, 
so gelingt es leieht, durch sanften, mittelst einer Pr~tparirnadel 
ausgetibten Druek auf das Deekgliischen die eine oder andere 
dieser Zellen zum P]atzen zu bringen. Mir ist dies fast regel- 
mi~ssig gegltickt, und ich konnte dann stets beobachten, dass die 
Milzbrandbacillen an der ladirten Stelle die Zelle verliessen und 
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im Momentc des Austritts sich fast vSllig entf~trbten. Der ganze 
Vorgang nahm hie mehr als 4 bis 5 Sekunden in Anspruch. 

Auch bei allen anderen Mikroorganismen, die ich daa'aufhin 
geprtift habe, sowic bei Spermatozoen~ trat diese Entfi~rbung beim 
Austritt aus der Zelle ein. Die  K e r n e  de r  d u t c h  P h a g o c y -  
tose  a u f g e n o m m e n e n  L c u c o c y t e n  b l i eben  a b c r  u n v e r -  
i t n d e r t  ge f~ t rb t .  D i e  Z e r f a l l s p r o d u k t e  d e r  r o t h e n  
B l u t k ( i r p e r c h e n  b l a s s t e n  d c u t l i e h  ab, ohne  dass  vS l l i ge  
E n t f i t r b u n g  e i n t r a t .  

Ich komme nun zu tier zellphysiologisch so interessanten 
Thatsache, dass nicht alle Zellorte dem Eintritte der vitalen 
F~trbung glcich giinstig sind. Ich wurde zu einer Untersuchung 
dieser Verh~tltnisse veranlasst durch die bereits mitgetheiltc Be- 
obachtung, dass intensiv gefitrbte Gonococcen sich entf~trben, wenn 
sie bei Ortsver~tnderungen des Leucocyten in das periphcre Hyalo- 
plasma gelangen. Diese Beobachtung ist inzwischen yon R i c h t e r  
(42) auch fur das Methylenblau bestiitigt women. Grosse Ge- 
bilde, wic hIilzbrandbacillen, eignen sich flir diese Untersuchungen 
nicht, da die durch Phagocytose aufgenommenen Elemente im 
allgemeinen eine um so grSssere Neigung haben, auch bei Orts- 
ver~nderungen dgr Zelle im centralen k(trnigen Protoplasma - -  
dem Granuloplasma - -  liegen zu bleiben, je gr(isser sie selbst 
sind. Je kleiner die aufgenommenen Gebilde sind, um so leichter 
folgen sie den Str~mungen des Granuloplasmas in die Ausl~tufer 
des Hyaloplasmas hinein, dabei nehmen sie hiiufig eine endsti~ndige 
Stcllung ein, das heisst, sie liegen an tier Grenze des Hyalo- 
und Granuloplasmas. 

Die Ausliiufer des Granuloplasmas sind manchmal so schmal, 
dass die endstandigen Gonococcen wie eine kolbige Anschwellung 
desselben erscheinen und nur mittelst eines iiusserst feinen 
Fadens yon Granuloplasma mit der centralen gr(/sseren An- 
hi~ufung desselben zusammenhi~ngen. I n d i e s e r e n d s t a n- 
d i g e n  L a g e  i s t  d e r  G o n o c o c c u s  s t e t s  n u r  s c h w a c h  
g e f i ~ r b t ,  s e l b s t  w e n n  im  C e n t r u m  d e r  Z e l l e  t i e r  
f u c h s i n r o t h e  C o c e e n  l i e g e n .  Er ist fast vollstiindig 
yore Hyaloplasma umschlossen, und man erwartet, dass er sich 
im nachsten Momente gi~nzlieh yore Granuloplasma losl(ist. Dies 
tritt aber nur selten ein. In den meisten Fallen fliesst eine 
gr(issere Menge Granuloplasma naeh, der Gonococcus verliert 
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seine vorgeschobene endstandige Stellung, aueh der Auslaufer 
des Hyaloplasmas wird ktlrzer, und bald ist tier Gonococcus 
wieder ~on einem deutliehen Mantel yon Granuloplasma um- 
sehlossen. Seine Farbung nimmt alsdann bald wieder zu. In 
anderen selteneren Fallen kommt es abet thatsaehlieh zu einer 
Losl0sung des Gonococcus vom Granuloplasma. Der Auslaufer 
der letzteren wird wieder eingezogen, und der Gonococcus liegt 
eine Zeit lang v(~llig u n g e f a r b t  und nut durch einen eharakte- 

.ristisehen Reflex bei enger Blende kenntlieh im Hyaloplasma. 
Wenn dann aus irgend welehen Grtinden die am~)boiden Bewe- 
gungen aufhSren und der Leucoeyt wieder Kug'elform annimmt, 
so wird das Hyaloplasma vom Granuloplasma gleiehsam einge- 
zogen, es versehwindet. Hierbei gelangt aueh der Gonoeoeeus 
wieder ins Granuloplasma, und allmiihlieh tritt seine Farbung 
wieder auf. Einen Austritt der Gonoeoeeen aus dem Verbande 
der Zelle babe ieh ..ale beobaehtet. 

Es empfiehlt sich nieht, bei diesen Untersuehungen, die 
ttbrigens an die Geduld und Ausdauer des Beobaehters die gr(~ssten 
Anforderungen stellen, einen heizbaren Objeettiseh zu verwenden, 
der zu seiner Regulirung doeh stets ein grosses Theil Aufmerk- 
samkeit verlang't. Es genttgt vielmehr vollkommen, in die naehste 
Nahe des Mikroseopes eine Warmequelle, z. B. eine Gasglilhlampe, 
zu stellen. 

Aueh bei dem Vorgange tier Phagoeytose kann man sieh 
yon der Riehtigkeit tier oben mitgetheilten Beobaehtungen tiber- 
zeuge,. Das aufzunehmende Gebilde wird namlieh immer erst 
~om Hyaloplasma umflossen, gelangt dann ins Granuloplasma, 
nimmt aber stets erst in diesem eine Farbung an. Sehr inter- 
essant ist in dieser Beziehung die Aufnahme mensehlieher Sper- 
matozoen yon Meersehweinehen-Leueocyten. Diese Aufnahme 
findet sow0hl yore Kopfe als yore Sehwanze des Spermatozoons 
aus statt. Die Aufnahme yore Sehwanze aus seheint merk- 
wtirdiger Weise die haufigere zu sein. Man findet dann vielfaeh 
folgendes Bild: Der Leucoeyt zeigt an einer Stelle einen ledig- 
lieh aus Hyaloplasma bestehenden Fortsatz, im Inneren desselben 
sieht man bei enger Blende deutlieh einen ungefarbten Sperma- 
tozoenkopf, der zugeh(irige Sehwanz liegt aber gesehlangelt und 
mehrfaeh gekniekt, sowie d e u t 1 i e h g e f a r b t i m  Granulo- 
plasma Aueh bei der Aufnahme des Spermatozoons yore Kopfe 
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aus tritt eine Farbung desselben im Hyaloplasma niemals ein, 
obwohl sich die KSpfe lebender, d. h. sich schlangelnder mensch- 
licher Spermatozoen~ auch extracellular, zuweilen orangeroth 
farben. 

Bei der Aufnahme yon abget(idteten Milzbrandbacillen liegen 
die Verhaltnisse ahnlich. Ich studirte diese Aufnahme besonders 
an den Exsudat-Leucocyten der weissen Maus, da diesen relativ 
kleinen Zellen die Aufnahme so grosset Gebilde betrachtliche 
Schwierig'keitcn bercitet, und man deshalb haufig Milzbrand- 
stiibchen findet, die nur an einem Ende yon einem Leucocyten 
umfiossen sind, withrend der gr(isste Theil des Bacillus noch 
extracelluliir liegt. Der Leucocyt sieht dann vielfach aus wie 
eine ganz eigenthtimlich gestaltete knopffSrmige Endanschwellung 
des Bacillus. An einer Stelle des Leucocyten befindet sich in 
der Regel eine Einschntirung, die das Bacillenende lest zu um- 
greifen scheint. Obwohl nun abget(idtete Milzbrandbacillen extra- 
cellular, wenn auch schwach, gefarbt sind, bemerkte ich an dem 
yon dem Lcucocyten aufgenommenen Theil unter den beschrie- 
benen Bedingungen niemals die Spur einer F~trbung. Die letztere 
tl"at vielmehr erst ein, wenn das St~ibchen v (i 11 i g v o n d e r 
Z e 11 e u m f 1 o s s e n w a r, wobei diese tibrigens selbst haufig 
eine langgestreekte Form annahm. Haufig blieb abet auch nach 
v~illiger Aufnahme die Farbung aus; ich vermoehte abet nieht zu 
entscheiden, ob dies auf eine Schadigung der Zelle oder auf eine 
partielle Lage des aufgenommenen Bacillus im Hyaloplasma zurfick- 
zufiihren war. Die Beurtheilung der Lage gr5sserer intraeellularer 
Gebilde bietet tiberhaupt einige Sehwierigkeiten. So hat es haufig 
den Ansehein, dass Milzbrandbacillen theils im Granuloplasma, 
theils im Hyaloplasma liegen, bei genauem Zusehen abet erkennt 
man bisweilen, dass der anseheinend im Hyaloplasma liegende 
Theft noch yon einem schmalen Saume Granuloplasma umgeben 
ist. Mit Rticksieht auf die mitgetheilte Beobachtung yon der 
entf~rbenden Wirkung des Hyaloplasmas auf Gonococcen kiSnnte 
man nun erwarten, dass Milzbrandbacillen in ihrem im tIyalo- 
plasma oder in tier Nahe desselben liegenden Theft ungefi, trbt, 
in dem im Granuloplasma gelegenen Theft abet gefarbt waren. 
Ich habe eine derartige Beobaehtung abet nie gemaeht, sondern 
in solchen schwer zu beurtheilenden Fallen den Bacillus stets im 
Ganzen gefarbt oder ungefarbt gefunden. Dagegen trat die ent- 
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fiirbende Eigenschaft des Hyaloplasmas der Meerschweinehen- 
leucocyten deutlich hervor bei der Aufnahme abgetSdteter, extra- 
cellular leicht gefitrbter Typhusbacillen und Gonococcen. 

A u e h  i n n e r h a l b  d e r  V a c u o l e n  t r i t t ,  w i e  i c h  
m e h r f a c h  c o n s t a t i r e n  k o n n t e ,  e i n e  v i t a l e  F i t r -  
b u n g  m i t  N e u t r a l r o t h  n i c h t  ein.  

Aeusserst interessant ist das Verhalten des aus den intra- 
cellul~iren rothen Blutk6rperchen in das Protoplasma des ein- 

"schliessenden Leucocyten ausgetretenen H~tmoglobins. Besonders 
instruktiv war das Blut ether leuk~tmischen Patientin. Ich hatte 
einen Tropfen yore 0hrlappchen entnommen und denselben unge- 
flihr mit der zehnfachen Menge NeutralrothlSsung gemischt tiber 
:Nacht, vor Austrockung geschiitzt, stehen lassen. Am anderen 
Morgen waren die Leucocyten erftillt yon farblosen Blutschatten 
und yon Hiimaglobin, welches mit N e u t r a I r o t h ~t u s s e r s t 
i n t e n s i v g e f a r b t w a r. Die Leucocyten sandten zahlreichc 
Auslliufer aus und zogen sie wieder ein. Das Hiimaglobin folgte 
allen diesen Striimungen ~des Granulo-und Hyaloplasmas, bildete 
bald langgestreckte Fiiden, b a l d  Ringe, bald grSssere, bald 
kleinere Kugeln. Die Fiirbung war v (i 11 i g unabhiingig yon 
der Lage, und die gegenseitige Durchtrlinkung des gyaloplasmas 
und des ttlimaglobins eine so innige, dass die hyaloplasmatischen 
Ausliiufer v i e l f a e h  in  t o t o  g e f i t r b t  e r s c h i e n e n ,  und 
man niemals auf den Gedanken gekommen ware, dass hier eine 
Mischung zweier sieh dem Farbstoff gegenttber verschieden ver- 
haltender EiweisskSrper vorliege, wenn man nicht kurz vorhcr 
beobaehtet hiitte, wie das gefitrbte Hi~moglobin in den unge- 
fiirbten hyaloplasmatisehen Ausliiufer str0mte. Da die Fiirbung 
des intracelluliiren Hamoglobins, wie wir gesehen haben, anch 
unabhangig ist yon dem Leben der Zelle, ebenso wie die Kern- 
fiirbung des inneren Leucoeyten, so kSnnen wir sie auch nicht 
als eine ,,vitale" in unserem Sinne ansehen. I m U e b r i g e n 
h a b e  i e h  i n n e r h a l b  d e s  R a h m e n s  m e i n e r  U n t e r -  
s u e h u n g e n  d i e  U e b e r z e u g u n g  g e w o n n e n ,  d a s s  im 
H y a l o p l a s m a  e i n e  v i t a l e  F i i r b u n g  d e r  Z e l l e i n -  
s e h l t i s s e  n i c h t  e i n t r i t t  r e s p .  n i c h t  l a n g e  b e s t e h e n  
b l e i b e n  k a n n .  

Ich hatte nun schon in meiner vor]iiufigen Mittheilung er- 
wiihnt, dass auch innerhalb des Granuloplasmas neben gefarbten 
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auch ungefiirbte Gonococcen liegen kSnnen. Bei einer niiheren 
Untersuchung dieser Verh/iltnisse kamen zwei Miiglichkeiten in 
Betracht. Das verschiedene Verhalten zum Farbstoff konnte seinen 
Grund habcn einmal in irgend ciner besonderen Eigenschaft des 
sonst fiirbbaren Gebildes selbst, das andere Mal in irgend einer 
Besonderheit seiner Lage. Die lctztere M0glichkeit ist a priori 
durehaus nicht yon der Hand zu weisen, wenn wir nur bedenken, 
dass Hyaloplasma und Granuloplasma nur in Ausnahmefallen 
(bei am~boiden Bewegungen und bei der Phagocytose) 0rtlich 
leicht getrennt erkennbar sind. In der ruhenden Zelle durch- 
flechten sic sich innig, undes  ist v(illig unm0glich zu erklaren, 
dieser Gonococcus liegt im Hyaloplasma, jener im Granuloplasma. 
Ich sah keinen Weg, tier Entscheidung dieser Frage n~ther za 
treten. Dagegen war die andere M(iglichkeit der experimentellen 
Bearbeitung zugi~nglich durch Untersuchungen 

IV. Ueber die Abhiingigkeit der vitalen F~rbung 
intracellul~rer Mikroorganismen yon ihrem 

Lebenszustande. 

Ieh muss hier eine Angabe M e t s c h n i k o f f s  (23) er- 
w~thnen, die bisher sehr wenig Beaehtung gefunden hat und in 
die Litteratur fiber die vitalen Farbungen nicht aufgenommen 
worden ist. Die Angabe lautct: ,Wenn man zu einem Tropfen 
Exsudat, welches Phagocyten und Bacterien enthiilt, etwas yon 
ciner ungiftigen schwachen L(isung einer basischen Anilinfarbe 
zusetzt, so werden die intracelluli~r abgeffiteten Bacterien intensiv 
gefi~rbt, wabrend die lebendigen farblos bleiben. Wenn dagegen 
die Verdauung der Bacterien bereits Fortschritte gemacht hat, 
so f~trben sich diese Mikroben nur ungentigend und theilweise 
und bleiben schliesslich gi~nzlich ungefitrbt. Die hfembran 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 wordcn zu sein. 
Ich land die Angabe M's. erst, als ich meine Untersuchungen 
fast beendet hatte. 

Es ist klar, dass eine Besti~tigung dieser Thatsache auch 
praktisch yon dcr allergr(issten Bedeutung sein wfirde, z. B. far 
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unsere Auffassung yon der Infectiositat der Gonorrhoe. Wenn man 
bedenkt, dass in bestimmten Stadien dieser Erkrankung die iibcr- 
wiegende Mehrzahl aller im Secret befindlichen Gonococcen intra- 
cellular liegt, and dass sieh yon diesen intracellularen haufig t~st 
alle vital farben lassen, so wtirde, die Richtigkcit der M e t s c h n i -  
k off'schen Angabe vorausgesetzt, ein Mensch in diesem Stadium 
nicht infectiSser sein, als ein chronisch kranker, der in spar- 
lichem Secret nur wenig extraeellulare Gonococcen hat. Es 
miisste sich dies auch beim Culturverfahren auspragen. 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 gr0sser, je mehr Gonococeen im Ausgangsmaterial 
vorhanden waren, gleichviel ob diese extra- oder intracellular 
lagen. 

Einer einschrankenden Erganzung bedarf die Angabe 
M e t s c h n i k o f f s ,  wenigstens was alas Neutralroth anbetrifft, 
jedenfalls in dem Sinne, class das Ausbteiben der Farbung unter 
sonst derselben gtinstigen Bedingungen, noch nicht daftir spricht, 
dass der ungefarbte Mikroorganismus lebt. Denn wir haben im 
vorigen Capitel gcsehen, dass sich gefarbte Gonococcen entfarben, 
wenn sie ins Hyaloplasma gelangen. 

Die M e t s e h n i k o f f 'sche Angabe ist in ihrer allgemeinen 
Fassung jedenfalls nieht giiltig, abet es liegen ihr richtige Be- 
obachtungen zu Grunde. 

Wenn man e i n e m Meerschweinehen abget(itete und einem 
anderen lebende Milzbrandbacillen in die Bauchh~ihle injicirt, 
beide Thiere nach einer bestimmten Zeit t(itet, die get(iteterL 
Thiere etwa eine Stunde lang ruhig liegen lasst, and dann die 
Exsudat-Leucocyten mit Neutralroth untersucht, so wird man in 
den Zellen des ersten Thieres massenhaft g e [ a r b t e Milzbrand- 
bacillen finden, wahrend die intracellularen Bacillen beim zweiten 
Thiere keinerlei Farbung aufweisen. Es ware dieser Versuch 
ohne weiteres im Sinne M e t s c h n i k o f fs zu deuten. 

Wenn man aber s c h n e 11 e r vorgeht, namentlich bei der 
Untel~uchung des zweiten Thieres, und ca. 10 Minuten nach der 
Injectibn aus der Bauchh(ihle entnimmt, so wird man im wesent- 
lichen die Verhaltnisse finden, die in den. Figg. 2 u. 3 zum Aus- 
druck kommen, d. h. Farbung sowohl der tot als auch der 
lebend injicirten Baeillen. Ein wesentlicher Unterschied besteht 
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nur darin, dass die lebend injicirten Bacillen sich ii u s s e r s t 
s c h n e l l  w i e d e r  e n t f ~ t r b e n .  Darinliegtallerdings noch 
kein Beweis, dass die gefitrbten intracelluliiren Milzbrandbacillen 
auch thatsitchlich leben und die Entfiirbung k(innte auf irgend 
eine i~ussere die Zelle treffende Schiidigung zurfickzuffihren sein. 
Wit werden spiiter sehen, dass die Verhi~ltnisse bier ziemlich 
verwickelt sind, und dass ein Beweis ffir das Leben a l l e r  
lebend injicirten und nun intracellular liegenden Milzbrandba- 
cillen nicht erbracht werden kann. Dagegen ist es nicht schwer, 
s i c h  in e i n e m  E i n z e l f a l l e  zu f i b e r z e u g e n ,  d a s s  
e i n  g e f ~ t r b t  in e i n e r  Z e l l e  l i e g e n d e r  M i l z b r a n d -  
b a c i l l u s  l e b e n ,  d a s  h e i s s t  s i c h  v e r m e h r e n  k a n n .  
Zu diesem Zweeke genfigt es, sich eine Zelle einzustellen, die 
nur wenige gefiirl)te Milzbrandglieder enthiilt~ z. B. Zelle a in 
Fig. 2. 

Man muss sich davon iiberzeugen, dass keine ungefiirbten 
Glicder in dcrselben vorhanden sind, und dass wiihrend der nun 
fo|genden langeren Beobaehtung keine Stiibchen neu aufgenom- 
men werden. (Ich babe das letztere fibrigens unter derartigen 
Bedingungen niemals gesehen.) 

Man wird nun leieht eonstatiren kiinnen, dass nach der 
bald eintretenden Entf~trbung innerhalb weniger Stunden eine 
deutliche Vermehrung der intracellularen Milzbrandbacillen einge- 
treten ist. Haufi~" wird die Zelle dabei gesprengt. Wenn man 
ein derartiges Pr~tparat fiber N a c h t -  vor Austrocknung ge- 
schtitzt - -  liegen ]iisst, so finder man am anderen Morgen fiber- 
haupt keine Zellen mehr, sondern das ganze Gesiehtsfeld ist er- 
ffillt yon dicht gedriingten Bacillen. Bemerkenswerth ist, dass 
bei der Entfiirbung der lebend injieirten Milzbrandbacillen auch 
diejenigen gef•l'bten K~irnchen etc. betroffen werden, die in an- 
deren Zellen ihre Fitrbung lange beizubehalten pfiegen. 

Man kann sich dies besonders auschaulich machen, wcnn man 
einem Meerschweinchen neben lebenden Milzbrandbacillen irgend- 
welche abget~iteten Bacterien in die Bauchh0hle injieirt, z.B. die 
Aufschwemmung einer Cultur yon Vibrio M e t s e h n i k o f f ,  der 
seine F~trbbal'keit in den Meerschweinchenleucocyten lange bei- 
zubehalten pfiegt. Man findet dann leicht Zellen, die beide Arten 
yon Mikroorganismen enthalten, und kann sich davon fiberzeugen, 
dass die EntFarbung haufig fast gleichzeitig an beiden Arten 
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auftritt. Da sowohl tote Milzbrandbacillen als tote Vibrionen 
ihre Fiirbung in den Zellen lange beizubehalten pfieg'en, so unter- 
liegt es wohl keinem Zweifel, dass das die Entf~trbung herbei- 
ftihrende Moment in d e n  L e b e n s f u n e t i o n e n  der intraeellu- 
li~ren Milzbrandbacillen zu suchen ist. Ob in unserm Falle das 
yore Milzbrandbacillus ausgehende entf;,trbende Moment den Vi- 
brio direct oder indirect dutch Vermittlung der vielleicht ge- 
sch~tdigten Zelle trifft, ist nicht ohne Weiteres zu entscheiden. 
M0glicher Weise kommen beide Factoren in Betracht und unter- 
sttitzcn sich gegenseitig zu verstarkter Wirkung. Beztiglich der 
sich so intensiv und lange fiirbenden Gonococcen des Urethral- 
secrets habe ich bereits ein Moment angefiihrt, welches ftir ihren 
ungeschw~tchten Lebenszustand spricht, niimlieh das relativ iippige 
Wachstum derselben beim Culturverfahren. Man kann diese An- 
sehauung noch stiitzen dutch Beobachtungen mittelst des Isolir- 
verfahrens. Wenn man n~tmlich die dutch 5 Minuten langes Er- 
hitzen auf 600 sicher abget0teten Gonococcen einer frischen ca. 17 
Stuuden alten Cultur yon den isolirten mensehlichen Leucocyten 
aufnehmen liisst, so kann man alsbald einen Umschlag der fuchsin- 
rothen Farbe in eine mehr orangerothe und ei n d e u t l i  c h e s 
2, u f q u e 11 e n der Coccen eonstatiren. Es sind dies dieselben 
Erscheinungen, die an diesen Coceen in den Leucocyten des Meer- 
sehweinehens beobachtet werden kiinnen. Die Gonoeoccen des 
Urethralsecrets halten Form und Farbe lange, was doch mit 
Sicherheit dahir spricht, dass sie nieht schwer geschiidigt sein 
kiinnen. Die angefiihrten Beispiele miigen gentigen zum Be- 
weise, dass die oben mitgetheilte Angabe M e t s c h n i k o f f s, 
wenigstens was das Neutralroth anbetrifft, in jeglicher Hinsieht 
einer Einschrankung bedarf. Sie kann zwar in einzelnen Fallen 
zutreffen, andererseits k(innen sich aber auch 1 e b e n d e Mi k r o- 
o r g a n i s m e n  i n t r a c e l l u l ~ t r  f ~ t r b e n  u n d  t o t e  u n g e -  
f a r b t  b l e i b e n ,  o d e r  s i e h  so  s e h n e l l  e n t f ~ t r b e n ,  
d a s s  i h r e  F i i r b u n g  d e r  B e o b a c h t u n g  l e i c h t  e n t -  
g e h t .  

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

Wit haben in den vorigen Kapiteln gesehen, dass sieh in 
lebenden Leucocyten nur solche Gebilde eiweissartiger Natur mit 
Neutralroth fitrben, die durch Phagoeytose in dieselben aufge- 
nommen sind. Wir sahen abel" ferner, dass die Bedingungen 
dieser Fiirbung nieht ftir alle Gebilde dieselben sind. Die Far- 
bung der Mikroorgauismen, Spermatozoen etc. war abhangig 
yon der Lage des gefarbten Gebildes innerhalb der Zelle und 
yon dem Lebenszustande der letzteren, dagegen erwies sieh die 
Kernfttrbung der inneren, morpholog'isch intacten Leucocyten, so- 
wie dig F~trbung des Hiimog'lobins unabhi~ngig yon diesen Mo- 
menten. Es  i s t  u n b e d i n g t  n o t h w e n d i g ,  d i e s e  b e i -  
d e n  p r i n z i e l l  v e r s e h i e d e n e n  F i i r b u n g e n  s t r e n g  
a u s e i n a n d e r  zu h a l t e n  u n d  y o n  , v i t a l e r "  F ~ t r b u n g  
n u r  d a n n  zu s p r e c h e n ,  w e n n  s i e  s i c h  in  d e r  T h a t  
a b h a n ~ ' , i g  e r w e i s t  y o n  d e r  V i t a l i t a t  d e r  Z e i l e .  
Diese AbhRngig'keit kann nicht anders constatirt werden, als da- 
durch, dass wir kiinstlich die Zelle in einer ganz bestimmten 
Weise schiidigen, die d e n  Farbstoff selbst nicht beeinflusst, z.B. 
dureh langsame Uebererw,,trmung, unter steter Beobaehtung. 
D a s  A u s b l e i b e n  d e r  K e r n -  u n d  P r o t o p l a s m a f i i r -  
b u n g  d a g e g e n  b e w e i s t  n i c h t ,  d a s s  d i e  L e b e n s -  
f u n k t i o n e n  d e r  Z e l l e  n o c h  r o l l  e r h a l t e n  s i n d .  

Die ,vitale" FiJ, rbung der Leueoeyteneinsehliisse in diesem 
engeren Sinne erscheint eben wegen ihrer Abhitngigkeit yon den 
Lebensfunktionen der einschliessenden Zelle tiberaus wichfig und 
bedeutungsvoll. Ihr eingehendes Studium flihrt zu ganz be- 
stimmten Vorstellungen yon dem We s e n d i e s e r F a r  b u n g. 
Indem ich das ]etztere hier nither bespreche, soweit meine Kennt- 
niss desselben reicht, bin ich  mir wohl bewusst, tin iiusserst 
sehwieriges Gebiet zu betreten, dessen genaue Erforsehung noch 
in weite Fernen gertickt erscheint. Sollte meine Dentung der 
mitgetheilten Beobachtungen im weiteren Fortsehritt unserer zell- 
physiologischen Kenntnisse nicht in allen Punkten eine Bestitti- 
gung erfahren, so giebt sie doch auf alle Fitlle, wie mir scheint, 
die Richtung der weiteren Forschung an. 

Es ist nun n0thig, die ehemisehen Eigenschaften des ver- 
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wandten Farbstoffs niiher zu betrachten. (Das yon mir ge- 
brauehte Pri~parat stammt aus der Fabrik yon Leopold Cassella 
& Co. in Frankfurt a. Main). Das Neutrah'oth ist ein dunkel- 
schwarz- grtines Pulver, welches in Wasser und Alkohol leicht 
l(islieh ist. Der Farbstoff ist ein Chlorhydrat des Dimethyldia- 
midotolu'phenazins und entsteht bei der Einwirkung yon salz- 
saurem Nitrosomethylanilin auf m- Toluylendiamin. Es ist fiusserst 
empfindlieh gegen Alkali. Seine carmoisinrothe wiisserige L~i- 
sung schlitgt bei Zusatz yon S p u r e n  yon Alkali ins Gelb- 
orange urn. Der Alkaligehalt des Brunnenwassers gentigt hierzu 
(Ehrl ieh) .  Ja, der Umschlag tritt sogar ein, wenn wir die 
Farbl(isung einige Zeit in dtinnen Glascapillaren halten. Salzsi~ure 
ruff einen blauen, Sehwefelsiiure einen grtinen Farbenton hervo~'. 

Das Neutralroth ist leicht reduetionsfahig, und geht bei 
der Reduction in einen farblosen K6rper, in ein ,Leucoproduct' ,  
fiber. Dieses Leueoproduct wird selbst vom indifferenten Sauer- 
stoff der Luft wieder reoxydirt, wobei die ursprtingliche Farbe 
wieder erseheint. Man kann sich hiervon leicht iiberzeugen, 
wenn man eine w~tsserige LSsung mit Zinkstaub schtittelt, leicht 
erwiil-mt und den Zinkstaub absitzen li~sst. Die Fltissigkeit wird 
dann im allgemeinen farblos. Ftihrt man dann leise Schlage 
gegen das Reagensglas~ so senken sich yon der Oberfiiiehe der 
LSsung leiehte Wolken des an der Luft reoxydirten Farbstoffes 
naeh unten. Am besten kann man sieh yon dieser Reoxydation 
fiberzeugen, wena man das Leueoproduct auf ein Stfiek Fliess. 
papier giesst. Es tritt sofort wieder eine fuchsinrothe Farbe auf. 
Derartige, durch indifferenten Sauerstoff reoxydable Farbstoffe 
bezeichnet man als ,ktipenbildende", oder autoxydable. 

Vcrgleiehen wir nun mit diesen stets leicht in vitro anzu- 
stellenden Versuchen die beschriebenen Erscheinungen in den 
Leucocyten, so ~,tllt in vielen Punkten eine deutliche Analogie 
auf. Der Farbenwechsel der in den Meerschweinchen-Leucocyten 
aufquellenden Gonococcen yore Fuchsinroth ins Gelborange dentet 
ohne weiteres auf eiue Zunahme der Alkalescenz der aufqtiellen- 
den Gebilde him Die Entfiirbung der GonocoCcen im Hyalo- 
plasma, die Wiedert~trbung im Granuloplasma, sowie die Entfiir- 
bung der Zelleinschliisse in der geschi~digten oder absterbenden 
Zelle erinnert an die Reagensglasversuche der Reduction und 
Oxydation. 
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Gehen wir yon dem beschriebenen Versuch mit abget0teten 
Milzbrandbacillen aus. Wir haben ein Prliparat angefertigt , wel- 
ches zahh'eiche lebende Leucocyten enthitlt~ die abget0tete Milz- 
brandbacillen aufgenommen haben; ausserdem befinden sich noch 
zahlreiche abget0tete Milzbrandbacillen extracellulitr. Wit lassen 
nun einen Tropfen dtinner Neutralrothl0sung unter das Deckglas 
fliessen, und beobachten, dass zunitchst die extracellalitren Milz- 
brandbacillen einen leieht rothen Farbentoa annehmen. Bald 
aber beginnen auch die intracellulitreu sieh zu fitrben. Withrend 
aber die Intensititt der Fitrbung der extracellulitren Baeillen an- 
nithernd constant bleibt, nimmt die Fiirbung der intracellulitren 
zu, um innerhalb einer bestimmten Zeit (ca. 1/4 h.) ihr Maximum 
zu erreichen. Der Unterschied in der Intensititt der Fitrbung 
zwischen den intra- und extracelluliircn Milzbrandbacillen ist 
dann hiiufig ein so grosser, dass eine vielfach (etwa 30 real) 
stiirkere Neutralrothl0sung niithig witre, um die extracellulitren 
gleich stark zu fitrben. 

Withrend der ganzen Dauer dcr Beobachtung hat der Leib 
des Leucocyten auch nicht die Spur einer Fitrbung angenommen. 

W i e  k o m m t  d e r  F a r b s t o f f  in d ie  i n t r a c e l l u -  
l i t r e n  M i l z b r a n d b a c i l l e n ?  Dass er bei der Phago- 
cytose des Milzbrandbacillus mit aufgenommen wurde, ist ausge- 
schlossen, denn wir haben ihn crst spitter zuffesetzt: Die ge- 
ringe Concentration der Farbl0sung kann auch nicht die Ursache 
des Ausbleibens der Zellf~trbung sein, denn die Concentration 
geniigt vollkommen zur Kern- und Protoplasmafitrbung a b g e- 
t it t e t e r Leueocyten. Witre dies nieht der Fall, So kiinnte 
man annehmen, dass der Farbstoff als soleher Zell- und Baeillen- 
leib durchdringt und nur iufolge der hochgradigen Veritnderungen, 
welche die Milzbrandbaeillen intracellular erleiden, infolge der 
Aufquellung, im Sinne einer rein mechanischen Auffassung ein 
ganz besonders glinstiges Depot dort findet. Dann miisste die 
Fitrbung in ihrer Intensititt bestehen blciben, wenn der Bacillus 
den Zellleib verlitsst. Wir haben aber gesehen, dass die Fitr- 
bung in diesem Falle auf den Grad der ursprtinglich extracellu- 
litren hinabsinkt, ebenso wie die Algenzellen sich enffitrben, wenn 
sic die Vacuolen der Vorticelle verlassen. Lebend injieil~e und 
aus der geplatzten Zelle austretende Milzbrandbacillen entf&rben 
sich v o 11 s t it n d i g. Es bleibt in der That keine andere M0g- 
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lichkeit bestehen, als dass der Farbstoff in irgend einer ftir das 
Auge night wahrnehmbaren Modification den Zellenleib durchdringt. 
Da das Reductionsproduet des Neutralroths farblos ist, und wir 
auf dcr anderen Seite wissen, dass das lebende Protoplasma auch 
noch viel sff, trkerer Reduetionsleistungen fi~hig ist, als nSthig 
sind, um das Neutralroth in seine farblose Modification iiberzu- 
ftihren, (lie Reoxydation des Leucoproductes abel" keine eigent- 
lichen Zellleistungen beansprueht~ so dtirfte die Annahme, dass  
wir es in der That in den beschriehenen Erscheinungen mit 
Oxydations und Reductionsvorg~,tngen zu thun haben; keincn 
ernstlichen Zweifeln begegnen. Diese Annahme kann noch 
wesentlich gesttitzt werden durch eine genaue Beobachtung der 
durch versehiedene Einfitisse hervorgerufenen Entfitrbungen der 
Zelleinschltisse. Ieh hatte in dem I. Abschnitte gezeigt, dass bci 
einer schnellen Abttitung der Zellen, z.B. durch starkcs Erhitzen 
des frischen Priiparates, zuniiehst noch eine distincte Fih'bung" 
der ZelleinschlUsse erhaltcn bleibt, die aber bald verschwindct. 
Diese Entfi~rbung geht offenbar auf dem Wege der langsamen 
Diffusion vor sieh. Es tritt niimlich zuerst eine gei~trbte Zone 
in der Umgebung des ursprtinglich distinct gefiirbten Zellein- 
schlusses auf, diese Zone wird immer breiter, gleichzeitig wird 
die Intensitat der Farbung geringer und schliesslich zeigt die 
ganze Zelle mitsamt ihren Einschltisscn einen gleichmasaigen 
leieht rothen Farbenton. 

Ganz anders verlauft die Enti~rbung bei der Schadigung 
der Zelle dureh l a n g s a m e s  Erwarmen. Hierbei verschwindet der 
Farbstoff, ohne dass man sagen k(innte, wohin, obwohl der Yor- 
gang hitufig so langsam verlauft, dass eine Diffusion, wie im 
ersten Falle, dem Auge nicht entgehen wttrde. Wit wissen nun, 
dass gerade absterbende Gewebe besonders stark reduciren 
(E h r l i  c h) und es unterliegt wohl keinem Zweifel, dass tier 
Farbstoff in diesem Falle die Zelle als Leueoproduct verlasst. 
Die geschadigte Zelle reisst allen erreiehbaren Sauerstoff an sieh 
und reducirt infolgedessen den Farbstoff. 

Der positive :Naehweis, dass in der That das Leucoproduet 
in dem Zellleibe cireulirt, erscheint zwar nicht unmCtglich, muss 
aber wegen nieht geringer teehniseher Sehwierigkeiten spateren 
Untersuehungen vorbehalten bleiben ~). 

1) Wenn man ein Praparat, welches zahlreiche vital gefarbte 
Arch. f. mtk rosk .  Anat .  Bd. 56 59  
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Sehr interessant ist auch die dritte Art der Entfiirbung, die 

wit kennen gelernt haben, niimlich die prompte Entfi~rbung der 

Zelleinschltisse dutch Entfernung des pericclluliiren Farbstoffes 
mittelst Kochsalzl(isung, wobei cine Schiidigung der Zelle ausge- 
schlossen erscheint. 

Wir sind in Anbetracht diescr Thatsache zu der Annahme 

gezwungen, dass die Fi~rbung der Zelleinschltisse gleichsam in 
jcdem Momente wenigstens thcilweise ncu entsteht, dass eine fort- 

w~thrende Circulation yon Leucoprodukt dutch die Zelle statt- 
findet, und (lass in jedem Momente ueues Leucoprodukt in den 

Einschltissen in die Oxyform tibergeht. Wb" mtisscn hicr z w e i 

D i n g e  s t r e n g  u n t e r s c h c i d e n .  Einmal die Thatsache 
der F~trbung dieser intracelluliiren Milzbrandbacillen tiberhaupt 

(bei ungef~trbter Zelle), die einfach so gedeutet werdcn kann, 

Einschliisse enth~tlt, eintrocknen l~tsst, so finder man dann tdiufig den 
Zellleib g a u z  leich~ gelb-roth gef~trbt. Wiirde die Menge den in der 
Zelle circulirenden Leucoproductes aueh nur ann~ihernd der Menge den 
in den Einschliissea aufgespeieher~en Farbstoffes eatsprechen, so 
mtisste bei der Oxydation an der Luft eine viel stiirkere Fttrbung des 
Zellleibes eintreten. Die leichtgelb-rothe Fiirbung ist nichl; als sicherer 
Beweis fiir die Ciroulation des Leucoproductes unter normalen Ver- 
h~ltnisseu anzusehen, da beim Eintrocknungsproeess sich naturgemiiss 
(lie Concentration der FarblSsung fortw~.thrend steigert undes  ausser- 
dem wahrscheinlich ist, dass die Zetle, bevor sie vollsttindig austrockne~, 
ein, wenn auch kurzes Stadium der schweren Sch~digung durchlituft. 
Hierftir spricht die Tha~saahe~ dass man in einem nach A r n o l d  an- 
ge/'ertig'ten DauerprRparat stets weniger ge/~trbte Gebilde antriffc, als 
im frischen Praparat. Es kann also der'die gelbrothe F~trbung hervor- 
rufende Farbstoff ebeslsowohl aus den dutch die terminale Zellsehg.di- 
gung entt'~trbteu Einschliissen herrtihren. Auch Versuehe, die ich mit 
dem von Merck  (Darmstadt) netlerdings hergesteUten siiurefreien 
30~ Wasserstoffsuperoxyd anstellte, sind nieht beweisend zu ver- 
werthen. Wenn man einen Tropfen dieses Pr'~parates unter das Deck- 
glas fliessen l~isst, so treten solort zahlreiehe Gasblasen auf. Man ha~ 
dann Miihe, in den zwischen mehreren einander beriihrenden Gasblasen 
frei bleibenden Fliissigkeitsriiumen die Zelleu wiederzuflnden. Die- 
selben sind dann ganz eigenthiimlieh verttndert. Sie erscheinen griisser 
und infolge gegenseiCiger Abplattung polygonal. Die Fiirbung der 
Einschliisse ist gut erhalten und bleibt es auffallend lunge. Auch hier 
ist der ZeUleib leicht gelbroth gefttrbt. Aber auch diese F~trbung kann 
nieht re.it Sicherheit auf eine Oxydation des circulirenden Leueopro- 
ductes dutch das Wasserstoffsuperoxyd ~.uriickgefiihrt werden, da der 
extracellulare Farbstoff vorher nicht entfernt werden kann. 
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dass das in der ganzen Zelle circulirende Leucoprodukt in den 
intracellularen Milzbrandbacillen indifferenten Saucrstoff finder, 
durch den es reoxydirt wird; das andere Mal die so auffallendc 
Thatsache~ dass der Farbstoff in dem intracellularen Milzbrand- 
bacillus in so hohem Grade aufgespeichert wird. Was den 
c r s t e n" P u n k t anbetrifft, so muss es zweifelhaft erseheinen, 
ob der zur Reoxydation verwandtc Sauerstoff stets als ,i n d i f f e -  
r e n t" anzusehen ist. Wir mtlssen in  Betracht ziehen, dass der 
Bacillus in hohem Grade unter dem Einfiusse der Zelle steht. 
Er wird yon der letzteren zur Aufquellung und zum Zerfall ge- 
bracht und es ist sehr wohl mSglich, dass diese doch sicher yon 
den Phagocytcn ausgehende Zerstiirung auf einem 0xydations- 
prozess beruht odor doch mit einem 0xydatiousprozess verbunden 
ist, Es erscheint das auch aus vielen anderen Grtinden sehr 
plausibel, namentlich abel" deshalb, weil auch I e b e n d e intra- 
cellulare Milzbrandbaeillen. die doch unter gewShnlichen Um- 
standen nachgewiesenermaassen reduziren, in der I e b e n d e n  
u n g e s c h a d i g t e n Zelle, wenn auch nur kurze Zeit, gefarbt 
sein kSnnen. 

Was den zwei ten  P u n k t ,  die A u f s p e i e b e r u n g  anbe- 
trifft, so kommt flit unseren Farbstoff miiglicherweise die yon 
E h r l i e h  mitgetheilte Thatsache in Betracht, ,dass die Re- 
duktionsstufen der ktipenbildenden Farben insgesammt leichter 
diffundiren als die Farben selbst". Es wiirde dann aDzunehmen 
sein, dass in der Zeiteinheit mehr Farbstoff in der Leueoform in 
die Einschltlsse eindringt, als in der Oxyform dieselben wiedcr 
verlassen kann. 

Es fande auf diese Weise eine Anhaufung yon Farbstoff 
in den Einschltissen statt, welche die so auffallende und sonst 
gar nicht zu erklarende Intensitat der Farbung bewirkt, und so 
lange andauern mtlsste , als l|berhaupt noeh Farbstoff in irgend 
einer Form dutch die Zelle eirculirt 1). 

Es ist, wie erwabnt, im h(iehsten Grade wahrscheinlich, 
dass die vitale Farbung mit Neutralroth in vielen Fallen der 
Ausdruck eines yon der Zelle ausgehenden und auf den Ein- 

1) In ahnlioher Weise erklltrt P rof fe r  (31) die Speicherung des 
Farbstoffes (Methylenblau) ill Pflanzenzellen; er nimmt an, dass tier 
Farbstoff in der Zelle in irgend einer Weise in eine nicht odor schwer 
diosmirbaro Verbindung iibergef'fihrt wird. 
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schluss geriehteten Oxydationsprozesses, also gleichsam eine Reiz- 
erseheinung des lebenden Granuloplasmas ist, denn ohne diese 
Annahme kann die F~trbung an sich J ' e d u c i r e n d e r  lebender 
intracellul~trer Milzbrandbacillen nieht erkliirt werden. 

Pfe  f f e r  leugnet, dass sich in lebenden Pflanzenzellen Oxydations- 
vorg'~in~e abspielen. Der Autor stellte lest, dass in lebenden Zellen 
bei Zusatz yon Wasserstoffsuperoxyd Fi~rbun,o'en (oder Entf~irbungen) 
auf'treten, die auf Oxydation beruhen und folg'ert aus dem Ausbleiben 
dieser F~rbungen etc. unter normalen Bedingungen, dass vom Proto- 
plasma allein keine Oxydation vermittelt wird. Die Versuche und ihre 
Ergebnisse sind auf die Leucoeyten nicht ohne weiteres iibertragbar. 
P f e f f e r  selbst giebt an, dass das Wasserstoffsuperoxyd selbst in 
0,010/oi~en LSsungen die Pflanzenzelle leicht sch~dige. Leucocyten 
werden bereits durch viel schw~tchere Concentratiouen gesch~tdig't, und 
die gesch~tdig'ten Zellen bieten, wie wir gesehen haben, ganz andere 
Verh~tltnisse dar. Auch ist es mir zweifclhaft ob t~Oo als solches in 
lebende Leucocyten eindringt. Im Uebrig'en konnten auch wir in 
Leucocyten, die keine fremden eiweissarti~en Einschliisse enthielten, 
keine Oxydationsvorgiinge nachweisen. 

Dabei muss eben diesem Granuloplasma oder einem be- 
sonders gearteten Bestandtheil desselben die F~thigkeit der R e-  
d u k t i o n  zuerkannt werden, denn sonst miisste der Farbstoff 
siehtbar, i n d e r 0 x y f o r m ,  an den Bacillus heranteten. 

Das H y a 1 o p I a s m a dagegen hat, wenigstens dem Neu- 
tralroth gegentiber, vorwiegend redueirende Eig'ensehaEten 1). 

Wenn es erlaubt ist, sieh einmal auf einen teleologischen 
Standpunkt zu stellen, so verstehen wit jetzt, weshalb die dureh 
Phagoeytose aufgenommenen Mikroorgauismen fast stets im Gra- 
nuloplasma gehalten werden. Gerade dieser Zellbestandtheil hat, 
wie es seheint, die Fi~higkeit zu oxydiren und zu zerstiiren, an 
ihn seheint die Erreiehung des Endzweekes der Phagocytose, 
die viillige Beseitigung der eingedrungenen Mikroorganismen als 
s01cher gckntipft zu sein. Gelingt der Zelle die Zerst(irung des 
eingelagerten Gebildes leieht, so wird dasselbe - - w i e  wir dies 
z. B. an den abget6teten Milzbrandbaeillen gesehen h a b e n -  

2) K o w a l e w s k y  (16) fttrbte die amiiboiden Froschleucoc~ten 
vital mit Methylenblau und land bei ungef'~rbtem Zellleib central ge- 
legene gef'arbte Kiirnerhaufen. Beziiglich der peripheren Protoplasma- 
schieht, die lebend den Farbstoff nicht annimmt, schliesst er, dass sie 
entweder reducirende Eigenschaften habe oder nieht alkalisch reagire. 
,Miiglicherweise wirken beide Momente mit." 
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erst in toto gefiirbt, allmi~hlieh aber nehmen die fi~rbbaren (oxy- 
dablen?) Substanzen ab, der Baeillenleib fitrbt sieh nut theil- 
weise, und zerflillt sehliesslieh in immer kleinere Partikel, deren 
Farbung naeh ktirzerer oder langerer Zeit versehwindet. 

Ganz anders liegen die Verhiiltnisse bei der Phagoeytose 
I e b e n'd e r Milzbrandbaeillen. Hier wirken zwei Momente 
einer intensiven Farbung entgegen, namlich die redueirende Kraft 
des Milzbrandbaeillus selbst 1) und die bald auftretende Sehitdi- 
gung der Zelle. So kommt es, dass, wie wir g'esehen haben, 
zwar eine kurze Zeit lang eine Fitrbung eines lebenden intraeellu- 
laren Milzbrandstitbehens bestehen bleiben kann dureh das 
Ueberwiegen der Oxydationskraft des Granuloplasmas. Bald 
aber unterliegt die Zelle in dem Kampfe gegen den starkeren 
Feind, sic wird geseh~tdigt und Zelle und Bacillus untersttitzen 
sieh gegenseitig in der Reduction des Farbstoffes. So kommt 
es, dass in einer solehen Zelle nieht nut eine sehnelle Entfarbung 
der Milzbrandbaeillen, sondern aueh vielfach der anderen zufltllig 
vorhandenen Einsehltisse auftritt. (Vgl. den Versueh mit leben- 
den Milzbrandbaeillen und abget(iteten u M e t s e h n i k o f f). 

Ein ganz besonderes Verhalten zeigen die Gonoeoeeen in 
den mensehliehen Leucoeyten. Hier besteht ein relativ friedliehes 
Zusammenleben. Es tritt weder eine deutliche Sehadigung der 
Zelle dureh die Gonoeoeeen, noeh eine Aufl(isung der Gonocoecen 
dureh die Zelle ein. Die Folge ist, dass die Farbung der Gono- 
eoeeen ausserordentlieh lange bestehen bleibt, und dass die 
letzteren ihre eharakteristisehe Form ausserordentlieh lange bei- 
behalten. 

Bekanntlieh hat E h r I i e h in seiner klassischen Monogra- 
phie tiber das Sauerstoffbedtlrfniss des Organismus zum ersten 
Male eingehend und systematiseh versueht, die Oxydations- und 
Reduetionskraft 1 e b e n d e r G e w e b e durch ihr Verhalten zu 
besonders g'eeigneten Farbstoffen zu bestimmen. E h r 1 i e h be- 
rtlcksiehtigte nur die m a k r o s k o p i s e h erkennbaren Ersehei- 
nungen an d e n G e w e b e n und zieht die Zellen, als die eig'ent- 
lichen Trager dieser Erseheim:ngen, nur in seinen Sehltissen in 
Betraeht. 

1) M i i l l e r  (27) hat auch die MilzbrandbaciUen in den Bereich 
seiner Untersuchungen gezogen und auch an ihnen reducirende Eig'en- 
schaften nachgewiesen. 
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E h r l i c h  8"eht yon der festgestellten Thatsache aus:  ,dass  
erstens das tebende Protoplasma Sauerstoff durch cbemische 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: ,Die erste yon 
ihnen umfasst die Orte der hSchsten Sauerstoffaffinitat. Sie verhar r t  
wahrend der normalen Th~tig'keit der Organe stets in ges~itti~'tem Zu- 
stande und stellt somit, da sie erst  im NothfaU, wenn die Zelle unter  
Sauerstoffmansel existiren soll, vcrwandt wird, die Sauerstoffreserve 
des Protoplasmas dar. Die zweite Grupp6 enthalt diejenigen Sauer- 
stofforte, die wi~hrend der normalen Thiitigkeit der Zelle functioniren, 
indem sie hierbei bald oxydirt,  bald reducirt  werden, die drit te die- 
jenigen,  die auch wiihrend der normalen Thiitigkeit der Zelle stets 
unbesetzt bleiben und die daher eine continuirliehe Zugkraft  auf  den 
Blutsauerstoff ausiiben. Es fo|~'t aus dieser Definition, dass das 
functionirende Protoplasma gteichsam ein Janusgesicht besitzen muss, 
indem es einerseits durch Vermittlung seiner sauerstoffgesattigten Orte 
bestimmte Verbindung'en oxydiren und andere Verbindungen mit Hilfe 
der unges~ttigten Gruppen reduciren kann." (S. 115, 1. c.) 

Die hier mitgetheilten Beobachtungen fiber Reductions- und 
0xydationsvorgiinge in lebenden Z e l l e n  haben naturgemitss 
viele Bcrfihrnngspunkte mit den E h r 1 i c h 'schen Untersuchungen 
a n d e n G e w e b e n. Es ist mir nicht mOglich, auf einen Ver- 
gleich der Einzelheiten hier nigher einzugehen, muss vielmehr auf 
das Original verweisen. Es besteht in vielen Punkten eine er- 
freuliche Uebereinstimmung der auf so verschiedenen Wegen ge- 
wonnenen Anschanungen. Trotzdem scheint es mir gewagt, die 
aus den Fi~rbungserscheinungen dcr Leucocyten auf dem H(ihc- 
punkt ihrer Funktion gezogcnen Schlfisse ohne weiteres auf die Ge- 
webszellen zu fibertragen. Die vielfach ganz spezifischen Funktionen 
der letzteren (Drtisenzellen), ihre Abhiingigkeit yon der Blut- 
circulation, die Sehwierigkeit, sie in ganz lebensfrischem Zu- 
stande zu untersuchen und zu beobaehten, die vielfach giinzlich 
fehlenden Kriterien ihres Lebenszustandes, m(igen die Verhiilt- 
nisse hier viillig anders gestalten und die Bildung eines einwands- 
freien Urtheils his zur Unm~iglichkeit erschwercn. 

Ehr l i  cb  selbst giebt an (1. e. S. 167), dass man die ,Phago- 
cyten M e t s c h n i k o f f s "  nicht mit den yon ihm untersuehten 
Gcwebszellen bezfiglieh der Oxydations- and Reductionserschei- 
nungen indentifiziren dtlrfe. 

D i e  V e r s u e h e ,  m i t t e l s t  d e r  v i t a l e n  L c u c o -  
c y t e n f i i r b u n g  d i e  S t r u e t u r  d e s  P r o t o p l a s m a s  
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a u f z u k l l i ,  r e n ,  v e r d i e n e n  e i n e  i i u s s e r s t  k r i t i s c h e  
B e u r t h e i l u n g .  Wenn man bedenkt, in wie kurzer Zeit 
sich haufig die Phagocytose abspielt, und Gelegenheit batte, sich 
zu tiberzeugen, dass selbst in den pbysiologischer Weise in den 
ser0sen H~ihlen stets zu findenden Leucocyten biiufig genug Ge- 
bilde afigetroffen werden, die nar durch Phggocytose in die- 
selben hineingelangt sein kSnnen (rothe Blutk(irperchen, Blut- 
plitttchen, abgestorbene Leucoeyten etc.), so wird man bei jedem 
K0rnchen eines Phagoeyten sehr vorsiehtig sein mit der An- 
nahme, dass es einen integrirenden Bestandtheil des letzteren 
bildet. Ich halte es deshalb auch nicht ftir gerathen, an Leuco- 
eyten, die stundenlang in den Maschen des Hollundermarkes sich 
aufgehalten haben, Untersuchungen tiber die Anordnung der 
pritformirten Granula anzustellen, wie A r n o l d  dies gethan hat. 
Schon die Thatsache allein, dass frisch aus der Blutbahn ausgc- 
wanderte Leucocyten auf dem Hifhepunkte ihrer Punktion in den 
allermeisten F-hllen keinerlei vital fi~rbbare Gebilde zeigcn, be- 
weisst, dass die i n t e g r i r e n d e n Bestandtheile diesel" Zellen 
keine Neigang haben, sich ,vital" zu fiirben. Au[ die Anord- 
hung gef~trbter Granula in Reihen m(ichte ich kein so grosses 
Gewicht legen, wie A r n o l d .  Aueh ,Granula", die s i e h e r  
durch Phagoeytose entstanden sind, zeigen haufig eine reihen- 
weise Anordnung. Ich brauche nut auf die Befunde P r z e s- 
m y c k i s  am Actinosphi~rium hinzuweisen. Aueh an Leucocyten, 
die Zelldetritus aufgenommen haben, kann man sich hi~ufig yon 
der reihenweisen Anordaung der ectogenen ,Granula" tlberzeuge~, 
namentlieh bei am0boiden Bewegungen der Zellen. 

Dagegen ist die vitale Leucocyten-Fitrbung mit Neutralroth 
ganz besonders geeignet, die durch Phagoeytose aufgenommenen 
Gebilde ale solche zu erkennen und ihr Sehieksal weiter zu ver- 
folgen. Die Empfindlichkeit des Neutralroths gegen Spuren yon 
Alkali, sowie die Eigensehaft der Kiipenbildung wird dabei den 
Zellphysiologen ganz besonders interessiren. Ieh theile die Hoff- 
hung E h r li c h s, ,dass ein eingehendes Stadium diesel" Nero 
tralrothmethoden . . . . .  in die feinsten Probleme des ZelUebens 
einftlhren wird." (An~tmie S. 86). 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, meinem sehr verehrten 
Chef, Herrn Geheimrat Ne i s se r ,  fur die Anregung za der vor- 
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liegenden Studie und die stets fSrdernden Ratschliige aueh an 
dieser Stelle aufrichtigen Dank abzustatten. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  

I. In lebenden Leueoeyten farben sich mit Neutralroth 
m i t V o r I i e b e solche Substanzen eiweissartiger Natur, die 
dutch Phagoeytose in dieselben aui~enommen sind. (Mikroor- 
ganismen, rothe Blutktirperehen, Spermatozoen, Zerfallsprodukte 
anderer Zellen, Blutpli~ttchen, Htihnereiweiss etc.). 

II. Die Fiirbung des griissten ~l~heiles dieser Einschliisse 
ist abhi~ngig yon dem L e b e n  d e r  e i n s e h l i e s s e n d e n  Zel le .  
In stark geschi~digten~und absterbenden Zellen tritt die Fiirbung 
nieht auf, resp. sie verschwindet bald. Es dtirfte sich empfehlen, 
n u r  d iese  Ar t  d e r  Fi~rbung a ls  , v i t a l e "  zu b e z e i c h n e n .  

III. Nicht alle Zellgebiete sind der ,vitalen ~ Fttrbung 
gleieh ~'tinstig. Eine intensive und andauernde Farbung tritt nur 
im Granuloplasma auf. Das Hyaloplasma und die Vacuolen sind 
der Ftirbung ungtinstig. 

IV. Die ,vitale" Fiirbung ist gebunden an die Lage des 
gefttrbten Gebildes in der Zelle. Beim Austritt aus der Zelle 
tritt Entfi~rbung ein. (Vergl. den gesehilderten Vorgang bei den 
Vorticellen). 

V. Die ,vitale" F~trbbarkeit yon Vaeuolen, sowie yon 
,Stoffweehsel- und  Seeretionsproducten ~' in den Leucoeyten, 
ferner yon inte~'rirenden, an den Lebensfunktionen der Zelle 
activ theilnehmenden Structurelementen ist unbewiesen. 

VI. Die ,vitale u Fttrbung intraeellularer Mikroorganismen 
ist abhi~ngig yon dem Lebenszustande derselben, sowie yon der 
Schadigung, die sie der einsehliessenden Zelle zuftigen. 

VII. Am Granuloplasma lassen sich unter bestimmten Um- 
st~tnden dem Neutralroth gegentlber oxydirende, am Hyaloplasma 
redueirende Eigenschaften naehweisen. 
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E r k l ~ t r u n g  d e r  k b b i l d u n g e n  a u f  T a f .  X X X Y .  

Fig. 1. Carchesium polypinum (nach R. H e r t w i g )  vital mit Neutral- 
roth gef~rbt. NV---~Nahrungsvacuolen, deren Inhalt  (kleine 
Algen) sich f~trbte. _hrW--~farblose collabirte Vacuole nach 
Anstr i t t  der Algen. C V  ~ contractile Vacuole. K ~ Kern 
-hTK--~ Nebenkern. W K  ~ Wimperkranz.  

Fig. 2. Meerschweinchen-Leucocyten,  die z. Th. lcbende Milzbrand- 
bacillen enthalten. 

Fig'. 3. 'Meerschweinchen-Leucocyten mit totcn, aufquellenden und zer- 
fallenden Milzbrandbacillen. 

Fig. 4. Zellen a, b und d enthalten abgetStete Lcucocyten. ZeUe d ent- 
h~lt ein rothes BlutkSrperchen. 

Fig.  5. Aus einem vital gef~trbte n Gonorrhoe-Pr~parat.  Die Zellen a 
und b enthalten neben fuchsinrothen Gonococcen orangerothe 
SpermatozoenkSpfe, Zclle c ein rothes BlutkSrperchen, die 
i ibrigen Zellen nur Gonococcen. 

Die Figuren 2--4 sind vom Zeichner der Klinik H. K r 5 n e r ,  
die Fig. 1 und 5 vom Verf. angeferti~t.  (Ze i s s  1[1~.) 
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