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1. Einleitung.

Die Farbung unfixierter Gewebe hat seit den achtziger
Jahren des vorigen Jahrhunderts eine Fiille von Beobachtungen
gefordert, die fir die mannigfachsten Fragen der Morphologie
und der Physiologie verwertet worden sind. Die Durchsicht der
unzahligen Arbeiten, in denen mit wechselndem Erfolge Fiarbungen
in unfixierten Geweben von verschiedenstem Grade des Lebens-
zustandes mitgeteilt sind, liefert das auffallende Ergebnis, dass
die Geschichte dieses Gebietes unserer Farbetechnik in tech-
nischer Beziehung kanm einen Fortschritt zu verzeichnen hat.
Seitdem besonders durch Ehrlich Farbstoffe eingefiihrt worden

waren, deren Anwendung auf lebende Gewebe in ihrer Klarheit
31%*
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fast uniibertreffliche Farbungen gestattete, ist mit diesen Farb-
stoffen an allen moglichen Objekten experimentiert worden; die
dabei gewonnenen Bilder waren in den meisten Fillen ahnlich.
Nur von der Fragestellung, von der jeweils gegebenen Deutung
hing es ab, welche Bedeutung diesen Bildern zugesprochen wurde.

Durch Erweiterung der Versuche auf eine grosse Anzahl
von Farbstoffen ist mehrfach versucht worden. in den Mechanismus
der Farbung einzudringen. Uberblicken wir aber das bisher er-
reichte Ergebnis, so muss gesagt werden, dass wir erst in den
allerersten Anfangen eines Verstindnisses der Farbstoffwirkung
stehen. Es ist in erster Linie die Histophysiologie, die bisher
wirklichen Nutzen aus den Farbstoffversuchen gezogen hat, nach-
dem es den Bemiihungen R. Hoebers, W. Ruhlands,
W. Schulemanns, W. von Moellendorffs u. a. gelungen
ist, den Wirkungsmechanismus einer ganzen Gruppe von Farb-
stoffen einigermassen aufzuklaren: durch die Erkenntnis, dass
fir die Wirkung fast aller sauren Farbstoffe in erster Linie ihr
Losungszustand massgebend ist, wurden die Probleme der Zell-
permeabilitit, der Phagozytose, der Nieren- und Leberphysiologie
nicht unwesentlich geférdert. Die Zytomorphologie ist dabei bis
zu einem gewissen Grade leer ausgegangen, da theoretische
Erwagungen und experimentelle Beobachtungen den Schluss nahe
legten, dass die granularen Abscheidungen der sauren Farbstoffe
Neubildungen im Zellenbau seien, dass priformierte, dem Zell-
forscher auch sonst zugingliche granulire Bildungen mit der
Speicherung saurer Farbstoffe nicht betraut seien (W. Schule-
mann und H. M. Evans, von Moellendo rff).

Uber die Auffassung der Wirkung basischer Farbstoffe
herrscht dagegen noch eine grosse Unsicherheit; diese kommt
besonders gut zum Ausdruck in dem grossen Werke von
J. Arnold (1914). Hier wogt der Streit, ob praformierte
Granula gefarbt werden, oder ob die bei der Wirkung gewisser
basischer Farbstoffe auftretenden Granulabilder Kunstprodukte
sind, ob lebenswichtige Organellen die Farbspeicherung besorgen,
ob Abfallsprodukte des Stoffwechsels gefarbt werden. Man weiss
auch nicht, ob die Farbspeicherung als chemischer Vorgang
einer Reaktion zwischen Granulumsubstanz und Farbstoff aufge-
fasst werden soll, oder ob eine Losung der Farbstoffe in einem
als spezifisches Losungsmittel bezeichneten Substrate stattfindet.



Zur Morphologie der vitalen Granulafirbung. 465

Wenn ich angesichts dieser Sachlage mit einigen Arbeiten
die grosse Literatur iiber diesen Gegenstand vermehre, so tue
ich dies in der Hoffnung, gerade die Wirkungsweise der basischen
Farbstoffe von einem umfassenden Standpunkt aus beleuchten zu
konnen. Alle Spekulationen, ob eine wirkliche Vitalfirbung, d. h.
eine Farbspeicherung in zweifellos funktionierenden Elementen
der Zelle ohne Beeintrachtigung ihrer Leistung moglich ist, ob
ferner die Farbung als Leistung der Granula oder anderer Zell-
gebilde aufzufassen ist, konnen ja doch erst erortert werden,
wenn wir die Bedingungen kennen, unter denen eine Farbung
moglich ist.

Zu diesem Zwecke war es notwendig, zunichst an geeig-
neten Objekten den Vorgang der Granulafirbung genauer zu
verfolgen, wobei Beobachtungen gemacht wurden, die schon vielfach
auch von anderer Seite beschrieben sind, deren Deutung aber
erst moglich wurde, als es gelang, die gleichen Bilder an experi-
mentell erzeugten Granulis von bekannter Zusammensetzung zu
machen. Dadurch konnte ich zu einer befriedigenden Deutung
der Morphologie der Granulafirbung gelangen, die den Vorgang
auf Phinomene zurickfiihrt, die im Reagenzglas nachgeahmt
werden konnen. Einige Ergebnisse dieser Forschungen hat schon
meine Schiilerin E. Herzfeld (1917) verdffentlicht.

In dieser ersten Mitteilung ist es meine Aufgabe, den Vor-
gang der basischen Granulafarbung klarzulegen; eine kurze Zu-
sammenstellung unserer Auffassung der sauren Granulabildung
stelle ich voran, weil sie zum Verstindnis der weiteren Aus-
einandersetzungen notwendig ist und durch einige neue Ergebnisse
erginzt werden konnte.

In einer zweiten Mitteilung werden sodann die allgemeinen
Grundlagen aufgedeckt, die zu der vitalen Farbstoffwirkung
notwendig sind; durch die Beachtung der physikalischen und
chemischen Eigenschaften der Farbstoffe konnte auch hier ein
befriedigendes Ergebnis gewonnen werden.

II. Morphologie der granuldren Firbung mit sauren
Farbstoffen.

In einer Reihe von Untersuchungen habe ich meine Ansicht
begriindet, dass saure Farben in den Zellen, in denen sie ab-
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gelagert werden, meist neue Granula bilden. Diese Ansicht
widerspricht der der meisten alteren Untersucher, die entweder
in der Ablagerungsart saurer und basischer Farben keinen
prinzipiellen morphologischen Unterschied annahmen (so Arnold,
Goldmann u. a.) oder sogar ausdriicklich angeben, dass saure
Farbstoffe an priaformierte, zum Teil plastosomale Bestandteile
der Zellen gebunden werden (Gross, Aschoff und seine Schule
u. v. a.). Eine erfreuliche Ubereinstimmnng mit meiner An-
sicht geben die Untersuchungen von botanischer Seite (Ruhland)
und die Schulemanns und seiner Mitarbeiter.

Neunere Untersuchungen lehren mich, dass auch saure Farb-
stoffe unter gewissen Umstinden an priformierte Zellgranula
herangehen.

Ein Fall, der allerdings aus meinem jetzigen Thema heraus-
fallt, ist die sog. ,postvitale* Firbung mit sauren Farben; er ist
scbon aus einer Reihe fritherer Untersuchungen bekannt. Ihrer
Natur nach bedirfen diese Vorginge allerdings noch einer
Klirung. Zu dieser Gruppe von Farbungen rechne ich die Farbung
der eosinophilen Leukozytengranula durch saure Farbstoffe
{Trypanblau nach Schulemann, Pappenheim, Nakano).
Diese Farbung kommt wohl nur an abgetétetem, z. B. formolisiertem
Material vor, ist aber weitgehend different. Hierhin gehért auch
die von mir (1913) seinerzeit als vital beschriebene, aber wahr-
scheinlich auch nur postvital in der Figierungsfliissigkeit oder
ohne dieselbe nach dem Absterben auftretende Fiarbung der
eosinophilen Zellen der Darmwand mit Trypanblau. Natronkarmin,
Nigrosin und anderen sauren Farbstoffen. Auch die damals
beschriebene Farbung der Granula in Becherzellen und Paneth-
schen Zellen diirfte zu diesen Vorgingen zu rechnen sein.

Neuerdings habe ich an Kaulquappen und erwachsenen
Froschen mit zahlreichen sauren Farbstoffen supravitale Farbungen
an unfixiertem Material erzielt. Hier sind es stark lichtbrechende
Granula in sebr formvariablen Bindegewebszellen, die besonders
mit Eosin und verwandten Farbstoffen nach dem Tode des Tieres
rasch und intensiv reagieren.

In allen diesen Fallen werden also saure Farbstoffe, besonders
nach Ausschaltung des Lebenszustandes, an zweifellos praformierte
Granula rasch und intensiv abgelagert. Ob dieser Farbung physi-
kalische oder chemische Vorgange zugrunde liegen, ist unbekannt.
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Jedenfalls ist das Gebiet dieser postvitalen Farbungen
mit sauren Farbstoffen streng abzusondern von der Granula-
bildung saurer Farben, die nur im lebenden Gewebe vor-
kommt, also ein spezifisch vitaler Vorgang ist.

Es darf geradezu als ein Beweis fiir die Erhaltung des
Zellenlebens im Carrelschen Praparat angesehen werden,
dass Hofmann (1914) zeigen konnte, dass im Plasma wachsende
embryonale Lebersternzellen Trypanblau aus dem Plasma granulir
abzulagern vermogen.

Die Granulabildung ist charakterisiert durch die Art ilires
Werdens; die allmahliche Zunahme der Grisse, der Dichte. sowie
der Zahl der Granula in der Zelle lassen bei genauer Unter-
suchung den Vorgang relativ leicht beobachten. Dass jedoch
nicht stets neue Granula von einem in die Zelle eintretenden Farb-
stoffe gebildet zu werden brauchen, lehren folgende Beobach-
tungen.

Bei gleichzeitiger Anwendung zweier saurer Farbstoffe
erhalt man vielfach neben getrennten Granulis auch Misch-
granula; nur handelt es sich hier um eine richtige
Mischung, nicht um ein gelostes Reaktionsprodukt, wie es
bei der Kombination eines sauren mit einem basischen Farb-
stoffe entstebt.

Die oft zu beobachtende Entstehung von Mischgranula bei
der Anwendung eines Gemisches zweier saurer Farbstoffe lehrt,
dass nicht unbedingt der saure Farbstoff neue Granula bei
seinem Eintritt in die Zelle zu bilden braucht. Die Konzentration,
bis zu der ein Granulum mit einem oder mehreren Stoffen be-
laden ist, diirfte dafiir aunsschlaggebend sein, ob ein neu in
die Zelle eintretender Stoff sich in ein ,priaformiertes® Granulum
zumischen kann, oder ob fiir ihn ein neues Granulum gebildet
werden soll. Zu der gleichen Vorstellung fithren Beobachtungen
an Tieren, deren Nierenzellen mit reichlichem gelbem, wohl einem
dem Leberstoffwechsel entstammenden, auf dem Ausscheidungs-
wege befindlichen Pigmente angefiillt waren; dies Pigment ist
granular angeordnet und hindert das Zustandekommen einer
granuldren Ablagerung saurer Farbstoffe empfindlich. Ein Teil der
Pigmenttropfen nimmt jedoch sparliche Mengen sauren Farbstoffes
auf, wodurch bei blauen Farbstoffen eine verschieden intensive
Griintarbung der Pigmenttropfen hervorgerufen wird (Siehe Fig. 2
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und 3, Taf. XV). Dies ist also ein Fall, in dem mit Sicherheit
saure Farbstoffe in Granula eintreten, die vorher schon in der Zelle
vorhanden waren. Hier sind aber trotzdem ganz andere Vor-
gange beobachtet, als bei der Farbung mit bagischen Farbstoffen.
Es handelt sich hier um das Konkurrieren zweier in gleicher
Weise zur Granulabildung befihigter Substanzen um den Sitz in
einem Granulum, nicht um die Reaktion des einen Stoffes mit
dem anderen.

Fig. 1 zeigt dagegen zwei Vornierenzellen einer Kaulquappe
aus einer Trypanblaukultur; das Tier, das schon reichlich Trypan-
blau abgelagert hatte, wurde vor der Untersuchung zwei Tage
in einer Losung von Vitalneurot (1:5000) belassen. Hier sind
beide sauren Farbstoffe in getrennten Granulis abgelagert. Seo
klare Resultate erhilt man nur, wenn der eine Farbstoff (Trypan-
blau) schon lange abgelagert ist, so dass die von ibm gebildeten
Granula ,fertig® (Schulemann) sind.

Die genannten Beobachtungen lehren einmal, dass, wie auch
besonders fiir die Siaugetiere schon seit lingerer Zeit bekannt
ist, unter bestimmten Umstinden dem Korper entstammende
Substanzen in den Nierenzellen in #hnlicher Form granulir ab-
gelagert werden kinnen wie saure Farbstoffe. Aus dem Umstande,
dass in solche Pigmentgranula ein Teil des sauren Farbstoffes
einzudringen vermag, ist weiterhin zu schliessen, dass Pigment-
granula und Farbstoffgranula in weitem Umfange analoge
Bildungen sind. Es ist anzunehmen, dass auch ungefirbte Sub-
stanzen des Korpers zur Granulabildung befihigt sind, dass ein
Teil der zahlreichen Granula in Nierenzellen solche durch
Konzentration in den Zellen abgelagerte Substanzen, vielleicht
Eiweisskorper sind.

Ich bin trotzdem weit davon entfernt, etwa anzunehmen,
alle granuliren Bildungen in den Zellen seien in dieser Weise
entstanden, eine Vermutung, die in einem Satze der Arbeit von
Schulemann und Evans (1915) enthalten ist. Sie sagen
S. 208: ,Seine (Tschaschins) Arbeiten aber geben uns den
Anlass, mit allem Vorbehalt darauf hinzudeuten, ob nicht die
echten Chondriosomen gleichwertig (nicht identisch!) den
durch die Vitalfsrbung (sc. mit sauren Farbstoffen. D. Verf.) ent-
stehenden Farbstoffgranula seien. Die Veranlassung zu diesem
Satze gaben die Arbeiten Tschaschins, der auf Grund blosser
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Abnlichkeit von Mitochondrienpriparaten und Vitalfirbungsbildern
die Behauptung aufgestellt hatte, die Chondriosomen seien die
Farbstofftrager, die Begriindung des Schulemannschen Satzes
erfolgte aus 4hnlichen Gesichtspunkten, wie sie von mir oben
angedeutet wurden. In einer ganzen Reihe von Fillen konnen
aber Mitochondrien sicherlich von den einer Vitalfdirbung mit
basischen Farbstoffen im allgemeinen zuginglichen Gebilden ab-
gesondert werden, wihrend die sauren Farbstoffgranula sowohl,
wie andere der Zelle eigene Granula den basischen Farb-
stoffen zugénglich sind. Ich mochte die fast ausnahmslose
Regel, dass typische Plastosomen einer vitalen Farbung schwer
zuginglich sind (s. Duesbergs Referat), geradezu als grund-
legend fiir die Abtrennung dieser Granula von Plastosomen be-
trachten.

Der Vorgang der Granulabildung bei sauren Farbstoffen
ist durch eine langsame, allmiblich eintretende Verminderung
der Dispersitat charakterisiert. Dieselbe ist begleitet und vor-
wiegend wohl verursacht durch die zunehmende Konzentrierung
des Farbstoffes in den Granulis. Morphologisch sind diese Stufen
in der Granulaentwicklung hauptsichlich an dem Dunklerwerden
der Granula zu erkennen. Einen besonders schonen Fall, gleich-
zeitig einen guten Beweis fiir unsere Auffassung, entdeckte
Schulemann (1914) in dem Verhalten verschiedener Farbstoffe
(Bordeaux extra usw.), bei deren Konzentrierung Metachromasie
eintritt. Vorher rot gefairbte Granula enthielten eine zunehmende
Zahl blauer Kornchen — der Farbstoff flockt in den Granulis blau
aus. Durch diese Beobachtungen werden auch Bilder verstiandlich,
die man bei nicht metachromasierenden Farbstoffen erhalt. Auch
bier ist bei zunehmender Konzentrierung vielfach in vorher
homogen durchgefirbten Granulis (s. Fig. 2) das Auftreten
kleinster Substanzkornchen zu beobachten (Fig. 3, Taf. XV). Dass
es sich hier um das Ausflocken des Farbstoffes handelt, darin ist
wohl Schulemann unbedingt beizustimmen.

Durch diese und andere, in friitheren eigenen Arbeiten und
den Verdffentlichungen Schulemanns niedergelegte Beobach-
tungen halte ich die Frage der Granulabildung saurer Farbstoffe
nach der morphologischen Seite hin fiir im wesentlichen geklirt.
Anders steht es mit der Morphologie der Granula, die mit
basischen Farbstoffen farbbar sind.
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III. Morphologie der vitalen Farbung mit basischen
Farbstoffen.

Beziiglich der alteren Literatur verweise ich aunf die iiber-
sichtliche Zusammenstellung Fischels in dem Abschnitt ,Vitale
Farbung“ in der Enzyklopadie f. mikr. Techn. Eine wesentliche
Forderung iiber die dort referierten Angaben hinaus hat unsere
Kenntnis iiber die Wirkung der basischen Farbstoffe nicht erfahren.

Fischel, dem neben Arnold u. a. ein grosses Verdienst
an dem Ausbau unserer Kenntnisse auf diesem schwierigen Gebiete
zukommt, gibt zu. dass in vielen Fillen eine vitale Farbung mit
basischen Farbstoffen auch ,tote“ Zellbestandteile. wie durch
Phagozytose aufgenommene Fremdkorper, Abfallsprodukte des
Stoffwechsels usw. darstellt. Uber diese hinaus farben sich aber
nach seiner Ansicht zweifellos auch integrierende Bestandteile
der Zellen, die er deswegen als integrierend hetrachtet. weil sie
sich konstant und in ,anscheinend unverinderlicher Form im Zell-
leib“ vorfinden; ,sie weisen den Iarbstoffen gegeniiber eine viel
hochgradigere Elektivitiat auf, als die anderen (sebilde und finden
sich schliesslich in einzelnen Zellarten in typischer Form und
Anordnung vor“. Sie ,bilden zum Teil vielleicht auch einen
lebenden Anteil des Protoplasmas“. Was die Konstanz der Granuia
angeht, so ist auf die Erorterung im 2. Abschnitt dieser Arbeit
zu verweisen. Auch dauerndem Wechsel unterworfene Granula
miissen eine annghernd konstante Anordnung in der Zelle ein-
nehmen, da sie an den Bau des Protoplasmas gebunden sind.
Die schwer zu beweisende Konstanz ist also jedenfalls kein Be-
weis fiir die funktionelle Wichtigkeit eines Strukturelements.

Fischel, der im wesentlichen Vitalfirbung nur mit
basischen Farbstoffen beobachtet zu haben scheint, hebt ferner
mit aller Schirfe hervor, dass auch die letztere Art von granu-
laren Einschliissen jedenfalls priaformiert sei: wir konnen bei der
eingehenden Kenntnis des Ausfalls der vitalen Farbung mit sauren
Farbstoffen mit aller Bestimmtheit den Satz an den Anfang
unserer Betrachtungen stellen: '

Basische Farbstoffe, im Gegensatz zu sauren,
firben, d. h, die Farbstoffe lagern sich an vorher in den Zellen
sichtbare, meist granulare Bildungen an, wihrend saure Farb-
stoffe im allgemeinen abgelagert werden an Stellen, die vorher
von sichtbaren Strukturelementen nicht eingenommen wurden.
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Von diesem Satze ist eine Ausnahme in den Fallen zu sehen,
in denen es nach Fischel zu einem Auskristallisieren der Farb-
stoffsubstanz kommt; bei Anwendung von Bismarckbraun Nilblau-
sulfat und -chlorhydrat scheiden sich in wechselnder Menge in
und zwischen den Zellen Kristalinadeln aus, die nach dem Autor
die normale Funktion in keiner ersichtlichen Weise beeintrich-
tigen. Ob wund in welchem Umfange ein Teil der gefirbten
Granula erst durch die Farbeinwirkung entstehen, ist eine ebenfalls
noch nicht entschiedene Frage. Wir werden im Verlaufe der nach-
stehenden Mitteilung die Entstehung derartiger ,Kunstprodukte®
teilweise kennen lernen.

Dass eine Farbung praformierter Zeilbestandteile vorkommt,
darf heute als so gesichert angesehen werden, dass es eines niheren
Eingehens auf diese Vorginge nicht bediirfte, wenn wir nicht
an unserem Material eine Reihe von Beobachtungen gemacht
hitten, die meines Erachtens den Mechanismus der Granula-
farbung genauer beleuchten.

Die nachfolgenden, in Kiirze mitgeteilten Ergebnisse ent-
stammen Versuchen meiner Frau (Sommer 1915), die auch die
Zeichnungen samtlich frisch nach dem iiberlebenden Priparat
anfertigte. Wir arbeiteten mit Quappen von Rana fusca und
esculenta, die im wesentlichen die gleichen Resultate ergaben;
Verschiedenheiten z. T. interessantester Natur ergaben sich nur
beziiglich des Alters der Larven, worauf ofters eingegangen
werden wird.

Folgende Farbstoffe wurden verwandt:

Neuralrot, Diazingriin,
Nilblausulfat, Naphtholblau,
Bismarckbraun, Nilblauchlorhydrat,
Janusgriin, Methylenblau rectif.,
Toluidinblau, Methylenblau BX,

samtlich von Gribler in Leipzig bezogen.

Von diesen Farbstoffen ergaben Nilblauchlorhydrat, Diazin-
griin, Toluidinblau, Janusgriin beziiglich der Nieren in unseren
Versuchen ein vollig negatives Resultat bei starker Giftwirkung.
Deshalb wurde von ihrer Anwendung bald abgesehen. Die
starkere Giftwirkung der basischen Farbstoffe verlangt ganz
aligemein, wie auch Fischel hervorhebt, eine vorsichtige
Dosierung. Wird z. B. Neutralrot in so verdinnter Losung
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(ca. 1:300000) angewandt, dass das Wasser noch eben einen
rotlichen Schimmer besitzt, so wird der Farbstoff gut vertragen.
Will man dagegen rasch eine kraftige Farbung erzielen, so ver-
wendet man Loésungen 1:10000 bis 1:50000. Insolchen Losungen
aber werden die Quappen schon nach zwei Stunden sehr matt,
so dass sie nach dieser Zeit spitestens in reines Wasser iiber-
tragen werden miissen.

In shnlicher Geschwindigkeit tritt die Farbreaktion mit Nilblau-
sulfat ein. Loésungen 1:300000 geniigen bei jungen Larven schon,
um innerhalb einer halben bis zwei Stunden eine kraftige Granula-
farbung in der Niere hervorzurufen. Bei slteren Individuen scheint
die Reaktion nicht mehr so stiirmisch zu verlaufen; hier konnten
wir erst mit Losungen 1:30000 kraftigere Fiarbungen erzielen.

Auch Bismarckbraun farbt in Losungen 1:10000 bis
1:60000 rasch und kraftig. Dagegen waren unsere Resultate
mit Methylenblau nicht so befriedigend. Hier fand sich an der
Niere nur Pigmentfirbung. In anderen Organen (Darm, Leber
usw.) reagieren auch unpigmentierte, granulare Einschliisse mit
dem Methylenblau. An der Niere erzielten wir in unseren aller-
dings mit diesem Farbstoffe nicht sehr zahlreichen Versuchen
keine sehonen Farbungen (siebe dagegen Schultze 1888).

Entgegen den Angaben Fischels konnten wir uns nicht
von der langen Haltbarkeit der basischen Firbungen nach Uber-
tragung der Versuchstiere in reines Wasser iiberzeugen. Aller-
dings behalt die Haut auffallend lange eine gewisse Farbung,
aber vor allem die Niere zeigt sehr bald (schon nach 24 Stunden)
eine erhebliche Abnahme der zuerst sehr kraftigen Farbungen.
Eine gewisse Menge von Farbe bleibt dann allerdings langere
Zeit in den Zellen erbalten.

Hauptuntersuchungsobjekt war zumeist die Vorniere mit
iiren grossen granulareichen Zellen, besonders deshalb, weil an
ihr auch die sauren Farbstoffe eingelagert werden. Unsere Ver-
suche erstreckten sieh vornehmlich auch auf die jiingsten Ent-
wicklungszustinde dieses Organs, ohne dass dabei die Ergebnisse
an den iibrigen Korperzellen vernachlissigt worden wiren.

a) Die vitale Farbung der Dotterpléttchen.
Bei Larven, die soeben ihre Gallerthiille verlassen haben,
enthalten die Vornierenzellen ebenso wie alle iibrigen Korper-
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zellen reichlich Dotterplattchen. Diese nehmen basische Farb-
stoffe (Neutralrot, Nilblausulfat) mit grosser Aviditit auf. Dabei
ist anfangs das ganze Dotterplittchen durchgefirbt und erscheint
gelbrot (die Bilder wiederholen sich in allen Korperzellen, siehe
Fig. 4, Taf. XV).

Bei etwas ilteren Larven (mit sichtbaren 4usseren Kiemen)
indert sich das Bild in auffallender Weise. Trotz gleichartiger
Behandlung (diese Versuche wurden mit ganz diinnen Neutral-
rotlosungen gemacht) ist nur ein geringer Prozentsatz von
Dotterplattchen noch intensiv homogen fiarbbar. Viel haufiger
erbalt man das Bild der Fig. 5: den blass gefirbten Dotter-
plattchen sitzen flache, stark gefarbte Kappen auf, die wohl meist
kreisformig rund, aber flach gestaltet sind und deshalb bei
Flachen- und Kantenansicht recht verschieden aussehen. Solche
Bilder wurden sowohl dann erhalten, wenn die Quappen in ver-
diinnten Farbstofflosungen bis zum Auftreten dieser Zerfalls-
erscheinungen gehalten wurden, wie dann, wenn entsprechende
Stadien frisch in die Farbstofflosung gebracht wurden. Zu gleicher
Zeit treten in den Zellen neben den Dotterplattchen, die anfangs
neben Pigmentkdérnchen die einzigen auffilligen Zelleinschliisse
darstellen, mit Neutralrot farbbare kleine Granula auf (siehe
Fig. 6, Taf. XV). Auch ungefirbte kleine Granula werden jetzt
sichtbar. Zunichst konnte daran gedacht werden, dass diese eigent-
artigen Zerfallsbilder auf die Farbstoffwirkung zuriickzufiihren
seien. Die relative Grosse dieser Zelleinschliisse gestattet aber
mit Sicherheit diese Moglichkeit auszuschliessen. Auch an
ungefirbten, frisch zerzupften Quappen lassen sich alle diese
Bilder erkennen.

Danach zeigt die basische Farbung in diesem Falle einige
bemerkenswerte Punkte: 1. Mit Sicherheit handelt es sich um
eine Farbung praformierter, wohl charakterisierter Zelleinschliisse.
Die Dotterplattchen — das wird wohl allgemein angenommen —
sind schon der Eizelle in dieser Form beigegebenes Deutoplasma,
das bei dem Zellstoffwechsel als Nshrmaterial zu dienen hat,
also eine im wesentlichen passive Rolle spielt.

2. In den physikalischen oder chemischen Eigenschaften der
Dotterplattchen muss es begriindet sein, dass sie sich mit Neutral-
rot und anderen basischen Farbstoffen fiarben — auf diesen
Punkt einzugehen ist hier nicht der Ort.
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3. Aus den Dotterplittchen tritt eine die basischen Farb-
stoffe besonders kriftig an sich reissende Substanz aus, die offen-
bar als Granulum noch eine Zeitlang erkennbar bleibt (s. Fig. 6
und 7). Diese Tatsache muss besonders bedeutsam erscheinen.
Sie kann in zweierlei Weise verwertet werden. Entweder es
entstehen wirklich aus den Dotterplittchen aktive Orte des
Zellenstoffwechsels, eine Annahme, die mir wenig Wahrschein-
liches fiir sich zu haben scheint, oder vielmehr: die beobachteten
Umbildungs- und Ubergangsformen aus Dotterplattchen in
typische ,Granula® sind geeignet, der Auffassung eine kraftige
Stiitze zu geben, die die mit basischen Farbstoffen in den Zellen
darstellbaren Granula als passive Bestandteile der Zellen ganz
allgemein betrachtet. Mit einer solchen Vorstellung ist die
Anschauung Pfeffersund Rubhlands vereinbar, dass in Pflanzen-
zellen die vitale Reaktion mit basischen Farbstoffen auf dem
Gehalt an Gerbsiure beruhe. Fiir diese Ansicht sprechen auch
die Resultate meiner unten mitzuteilenden Versuche mit Kombi-
nationsfarbungen. Es darf dabei nicht iiberraschen, dass bei
ilteren Larven in fast allen Zellen Granula in relativ gleich-
féormiger Beschaffenheit angetroffen werden, die zu basischen
Farbstoffen Verwandtschaft besitzen. Denn je weiter der Zerfall
der Dotterplattchen fortschreitet, um so mehr tritt die aktive
Nahrungsaufnahme der Kaulquappe in den Vordergrund; es ist
durchaus vorstellbar, dass nunmehr aus anderen Quellen stammende
Substanzen bei der Verarbeitung in den Zellen in ihnlicher
Form und Verteilung auftreten, wie dies von den Granulis gilt,
die beim Dotterplattchenzerfall in Erscheinung treten. Diese
Auffassung liegt nach den oben beschriebenen Ergebnissen der
Ablagerungsart saurer Farben um so niher, als wir an ihnen
die Iahigkeit des Zellenprotoplasmas erkannt haben, geloste,
in die Zelle eindringende Substanzen in Granulaform abzu-
lagern.

Die Ergebnisse der Dotterplattchenfirbung betrachte ich
deshalb als wichtig, weil sie uns ein Beispiel geben, wie aus
anerkannt passiven Nahrungseinschliissen sich Granula ablésen,
die beziiglich ihrer Farbbarkeit die Verwandtschaft mit ihren
Ursprungssubstanzen dartun, beziiglich ibrer Form und Verteilung
aber auffallend ahnlich sind den Granulis, die in allen spiteren
Stadien der Entwicklung mit basischen Farbstoffen reagieren
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und von anderer Seite (besonders Fischel, Arnold) als aktive
Zellorte aufgefasst werden.

A. Fischel erwahnt ausdriicklich, dass die Dotterplattchen
in Epithelzellen des Schwanzes von Rana-Larven sich mit Methylen-
blau, Bismarckbraun und Neutralrot nicht firben: Methylenblan
firbte nur Pigmentkornchen, Bismarckbraun einen Teil der in
den Zellen sichtbaren, verschieden grossen Granula hellgelb, mit
Neutralrot liessen sich zwei Arten von Granulis firben: 1. solche,
die offenbar den Bismarckbraungranulis entsprechen, daneben
2. ganz feine Granula. Die Dotterplittchen blieben ganzlich
ungefirbt.

Die Ergebnisse Fischels stehen aber nur scheinbar im
Gegensatz zu den meinigen; denn seine Quappen waren, nach
der Grosse zu schliessen, die er aunf 8—10 mm angibt schon
wesentlich ilter als das von mir erfolgreich verwandte Material.
Auch ich konnte zeigen, dass mit dem durch das Wachstum und
die weitere Entwicklung bedingten Zerfall der Dotterplittchen
ihre Farbbarkeit aufhort und an die teilweise offenbar aus ihnen
entstandenen kleinen Zellgranula iibergeht.

Hinzuftigen mochte ich noch, dass es auch sehr gut gelingt,
noch in der Gallerthiille befindlichen Laichk mit Neutralrot,
Nilblausulfat usw. zu farben, und dass es hier ausschliesslich
die Dotterplattchen sind, die eine intensive Fiarbung annehmen.

b) Die vitale Farbung der Zellgranula.

Nach Verlust des Dotters in den Zellen ist die Farbung
wesentlich verschieden von der anfangs geschilderten. Am
wenigsten unterscheidet sich die Geschwindigkeit des Farbungs-
eintrittes. Nach zahlreichen Vorversuchen wurde fiir Neutralrot
die Konzentration 1:50000, Nilblausulfat 1:300000, Bismarck-
braun 1:15000 gewihlt; die genauesten Beobachtungen wurden
mit Neutralrot gewonnen.

Um zahlreiche praformierte, schon runde, verschieden stark
lichtbrechende Granula ordnensich ganz kleine, scharf abgegrenzte,
intensiv gefarbte Granula an. Die eigenartige kranzformige
Anordnung dieser ersten Granula findet eine Analogie in der
Anordnung, die vielfach die Pigmentgranula besitzen (vgl. Fig. 8
und 9).

Diese Analogie in der Lagerung soll hier nur erwihnt werden,
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ohne dass damit zwischen beiden Bildungen eine moglicherweise
in Betracht kommende Identitit behauptet werden soll. Die
Pigmentfrage ist zu verwickelt, um hier nebenher aufgerollt zu
werden.

Die beobachtete ringformige Anordnung feinster Granula
ist aber, wo sie beobachtet wird, stets eine voriibergebende
Erscheinung. Kurze Zeit spater tritt unter allmahlicher Dureh-
firbung der praformierten, anfanglich noch ungefirbten Granula
der Farbstoff aus den zuerst beobachteten Umstellungsgranulisaus.
Typische, in diesem Stadium angetroffene Granulabilder zeigt
Fig. 9. Im weiteren Verlaufe der Farbung mit Neutralrot
dndert sich das Bild immer mehr zugunsten der homogen durch-
gefarbten Granula, die anfinglich beobachteten Umstellungsbilder
verschwinden vollig. Die zuerst nur hell durchgefirbten pri-
formierten Granula werden mit weiterem Zutritt basischen Farb-
stoffes immer dunkler und bekommen damit das Aussehen von
schwarzroten, ungelosten Farbstoffmassen.

Diese von uns vielfach beobachtete Reihenfolge in der
Ausbildung der Granulafirbung ergénzt in manchen Punkten
die von A. Fischel (1900) und anderen Autoren gegebene
Darstellung. Eine anfangliche Anbiufung der Farbstoffe am
Rande der Granula beschreibt Fischel sehr eingehend bei den
Granulis der Leydigschen Zellen, wo er mit Bismarckbraun
und Nilblauchlorhydrat im Anfange der Farbung intensive, ring-
formig die Granula umgebende Farbstoffanhiufungen beobachtete.
die im weiteren Verlaufe der Farbung bei Bismarckbraun wieder
verschwinden, indem an ihre Stelle eine hellere Durchfarbung
der Granulasubstanz tritt. DBei Nilblauchlorhydrat haben die
Ringe einen violetten Farbenton.

Bis zu diesem Stadium geht bei der Neutralrotfarbung die
Ablagerung von statten, ohne dass die Zellen wesentliche Ver-
inderungen in Form und Lagerung ihrer Granula erkennen
liessen. Im weiteren Verlaufe, bei noch langerer Einwirkung
des Farbstoffes oder bei Anwendung zu hoher Konzentrationen
verstarkt sich die Farbung natiirlich sehr, nicht jedoch ohne
gleichzeitig intensiv eingreifende Veranderung in dem ganzen
Aussehen der Zellen hervorzubringen. Die vorher einzeln liegenden
Granula klumpen sich mit benachbarten zu traubenférmigen
Bildungen zusammen, um die herum sich Vaknolen bilden, die
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schliesslich betritchtliche Dimensionen erreichen konnen. Von
solchen Bildungen wird hier ganz abgesehen, sie gehoren sicherlich
schon in den Bereich grober pathologischer Verinderungen.

Von vielen Einzelheiten in der Farbung, besonders von den
vielfach beobachteten Schwankungen soll hier nicht die Rede
sein; nur kurz soll erwahnt werden, dass der Pigmentgehalt der
Zellen von grossem Einfluss auf den Farbungsvorgang ist, indem
die Pigmentgranula selbst einer intensiven Farbstotfspeicherung
fahig sind, wie schon Fischel sicher beobachtet hat.

Die geschilderten feineren Vorginge bei der vitalen Granula-
farbung mit basischen Farben hitten nun nur geringes Interesse,
wenn es nicht gelungen wire, die Bedentung dieser Erscheinungen
z erkennen.

IV. Die Farbung saurer Farbstoffgranula durch
basische Farbstoffe.

Schon in der Arbeit von E. Herzfeld (1916) ist eingehend
dargelegt worden, dass basische Farbstoffe dann erheblich anders
wirken, wenn dem Versuchstiere vorher ein saurer Farbstoff, der
zur Granulabildung befihigt ist, eingegeben worden war. Sie
konnte die eigenartigen Angaben von R. Hoeber und E. Konigs-
berg (1905) aufkliren und durch mannigfach abgeinderte Ver-
suchsbedingungen zeigen, dass in diesen Fallen der basische
Farbstoff an die Granula des sauren angelagert wird. Der basische
Farbstoff wird von den ihm sonst zuginglichen Granulis durch
die Anwesenheit der den sauren Farbstoff enthaltenden Granula
abgelenkt.

Dies Ergebnis wird nur erhalten, wenn der saure Farbstoff
withrend der Zufuhr des basischen schon in der Zelle abgelagert
ist; bei den Versuchen am erwachsenen Tiere ist deshalb ein
reines Versuchsergebnis schwer zu erzielen, sofern man auf die
Injektion der Farbstoffe angewiesen ist. L#sst man z. B. Wasser-
blau, einen sauren Farbstoff, eine bestimmte Zeit einwirken, bis
es sicher zu Granulabildung gekommen ist, und injiziert darauf
Neutralrot, so werden zun#chst alle Wasserblaugranula von Neutral-
rot iiberfirbt; allmahlich macht sich aber der Uberschuss des
basischen Farbstoffes geltend, es kommt zur Farbstoffablagerung

auch an ungefarbten Zellgranulis. Diese Farbung der genuinen
Archiv {. mikr. Anat. Bd.90. Abt. 1L 32
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Zellgranula tritt aber erst nach Absattigung samtlicher in der
Zelle enthaltenen Wasserblaugranula auf.

Eigenartig und bei naherer Uberlegung fir die Auffassung
der Granulafsrbung von hochstem Interesse war das Ergebnis derx
umgekehrten Versuchsanordnung; nach Ausschaltung aller, der
Natur der Versuche entspringenden Méngel, konnte gezeigt werden,
dass ein saurer Farbstoff, der einem mit Neutralrot gefirbten
Versuchstiere subkutan injiziert wurde, nicht von seiner gewohnten
Wirkungsweise abgelenkt wurde.

Der Erhebung dieses Ergebnisses standen erheblich gréssere
Schwierigkeiten im Wege ; um noch eine geniigend starke basische
Farbung bei Versuchsende beobachten zu konnen, war es erforder-
lich, die Injektion des sauren Farbstoffes schon zu einer Zeit
folgen zu lassen, wo noch betrachtliche Mengen des basischen
Farbstoffes im Blute kreisten. Es war also vorauszusehen, dass
die sich neu bildenden Granula des sauren Farbstoffes zu einem
Teile von dem stindig noch die Zellen durchsetzenden basischen
Farbstoffe iberfirbt werden wiirden. Dieser Vorstellung ent-
sprachen auch die Ergebnisse der Versuche Herzfelds, in denen
nur unter giinstigen Verhaltnissen neben rein basisch gefarbten
und Mischgranulis auch solche Granula beobachtet wurden, die
den sauren Farbstoff rein enthielten. Niaheres iiber die damaligen
Ergebnisse muss in der Originalarbeit nachgesehen werden.

a) Vitale Versuche an Kaulquappen.

Zur Erganzung dieser Versuche teile ich hier noch eine
dhnliche Fragen behandelnde Versuchsreihe besonders deshalb mit,
weil es uns gelungen ist, in die feinere Morphologie auch dieser
Vorginge einzudringen. Die erwiahnten Schwierigkeiten, die einer
Beurteilung der Kombinationsversuche mit basischen und sauren
Farbstoffen besonders in den Fillen entgegenstanden, wo der
basische Farbstoff dem sauren vorangeschickt wurde, mussten weg-
fallen, wenn es gelang, eine Versuchsanordnung zu erzielen, bei
der einerseits die basische Firbung dauerhaft genug ist, um
die betrachtliche Zeit in Anspruch nehmende Farbung mit sauren
Farbstoffen zu iiberstehen, bei der andererseits die Zufuhr des
basischen Farbstoffes dann wirklich abgeschnitten ist, wenn die
Einwirkung des sauren Farbstoffes beginnt. Solche Bedingungen
herzustellen, ermoglichten Versuche mit Kaulquappen.
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Ich habe schon a. a. 0. (1916,1) ausgefiibrt, dass entgegen
fritheren Ansichten (Fischel) eine vitale Farbung mit sauren
Farbstoffen auch an diesem fiir Versuche so bequemen Materiale
gelingt; man muss nur darauf achten, dass die Farblosung nicht
zu schwach ist und dass der durch Diffusionsversuche zu ermit-
telnde Dispersititsgrad der Losung den geeigneten Wert besitzt.
Die Technik ist im iibrigen denkbar einfach: man bringt die
Quappen in Logsungen der Farbstoffe in gut abgestandenem
Brunnenwasser (in Konzentrationen von 1:1000—10000), wo die
fiir saure Farbstoffe charakteristische Ablagerung in Sternzellen,
Hauptstiicken der Vor- und Urniere, Histiozyten nach 2—5—8
Tagen, je nach dem angewandten Farbstoffe beginnt. Die Ab-
lagerung erreicht im Verlaufe von Monaten ganz betrichtliche
Grade, ohne dass die Tiere erkennbare Schidigungen davontriigen ;
eine nennenswerte Verzogerung in der Entwicklung der Quappen
gegenitber normalen Tieren wird durch die Farbstoffeinwirkung
nicht verursacht.

Bei der frischen Untersuchung ist besonders auf die Kon-
zentration der als Zusatzmedium zu verwendenden Kochsalzlosung
zu achten; je nach dem Alter der Quappen muss dieselbe variiert
werden. In jedem Falle ist bei diesem Material die fiir die
erwachsenen Froschgewebe isotonische Konzentration von 0,65%o
hypertonisch. Nach zahlreichen Versuchen verwandte ich bei
Quappen mittleren Entwicklungsgrades eine 0,32%iige Kochsalz-
losung. Bei noch jiingeren Tieren muss noch eine schwichere
Konzentration genommen werden.

Ein Blick auf Fig. 10—12 geniigt, um schlagend die Richtig-
keit der in der Herzfeldschen Arbeit gezogenen Schliisse zu
erweisen. Fig. 10 zeigt zwei Zellen der Vorniere eines Tieres,
das lange Zeit in einer starken Trypanblaulosung gelebt hatte.
Im Protoplasma liegen meist schon runde, von kleinsten Pigment-
kornchen umstelite Trypanblaugranula. Nach einstiindiger Ein-
wirkung von Neutralrot auf ein Tier der gleichen Kultur erhilt
man das Bild der Fig. 11; simtliche Trypanblaugranula sind violett
umgefarbt, reine Neutralrotgranula sind noch nicht zu erkennen.
Sie kommen dagegen nach vierstiindiger Neutralroteinwirkung in
reichlicher Menge zum Vorschein (Fig. 12). Unter den unge-
farbten Trypanblaugranulis finden sich teilweise solche, diedie Neu-
tralfarbe in einem helleren Mischton enthalten; sie sind als

32*
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einfache Mischgranula aufzufassen im Gegensatz zu den fast
schwarzen, opaken Granulis, die den Mischfarbstoff ausgefillt ent-
halten. Die gleichen Moglichkeiten der Mischfarbung fand Herzfeld
in ihren Versuchen an erwachsenen Frioschen und Méausen.

Sehr viel klarer und beweisender als an erwachsenen Tieren,
bei denen man zur direkten Einverleibung der Farbstoffe in den
Tierkorper gezwungen ist, sind an unserem Material die Ergeb-
nisse bei umgekehrter Anwendung beider Farbstoffarten. Fig. 13
zeigt neben rein blauen Granulis, die das saure Wasserblau
unvermischt enthalten, rein rote mit Neutralrot gefarbte Granula.
Die letzteren sind der Uberrest einer urspriinglich sehr starken,
der Kaulquappe zuerst beigebrachten Neutralrotfirbung. Die spiter
in der Zelle abgelagerten Wasserblaugranula sind keine Bindung
mit dem Neutralrot, das an die Zellgranula gebunden war, einge-
gangen.

Die Versuche waren in folgender Weise angestellt worden:
nach zweistiindigem Aufenthalt in einer Neutralrotlosung 1:30000
kamen die Quappen in Wasser fiir einen Tag; in der Wasser-
blaulésung (1:5000) ist nach 4 Tagen eine deutliche Bildung
von blauen Granulis zu erkennen; zu Kkeiner Zeit wurde ein
Mischgranulum beobachtet.

Fir diese Farbstoffkombinationen ergibt sich also folgende
Auffassung, die auch von Herzfeld vertreten wurde:

1. Der in einer Zelle abgelagerte saure Farb-
stoff behilt seine Reaktionsfahigkeit mit basischen
Farbstoffen innerhalb der Granula bei

2. Der an Zellgranula gebundene basische
Farbstoff besitzt innerhalb des Granulums nicht
mehr die Fahigkeit, mit sauren Farbstoffen zu rea-
gieren, er muss demnach an die Granulasubstanz
verankert sein. :

Man darf nun nicht erwarten, mit beliebigen basischen und
sauren Farbstoffen in den Zellen eine Reaktion erzielen zu konnen.
An dem Kaulquappenmaterial gelang uns die Reaktion bei folgenden
Farbstoffkombinationen ausnahmslos: Trypanblaumit nachfolgender
Farbung durch Neutralrot und Bismarckbraun, Wasserblau-Neu-
tralrot, Vitalneurot-Nilblausulfat. Dabei ist es fiir den Ausfall
der Reaktion gleichgilltig, ob der basische Farbstoff vital oder
supravital angewandt wird. Im einzelnen ergeben sich natiirlich
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fiir die einzelnen Farbstoffe charakteristische Verschiedenheiten,
die aber fiir unsere Frage nicht von Belang sind. Spater zu
berichtende Versuche an Miusen mit einem ausgedehnten Farb-
stoffmaterial werden die Bedingungen genauer kennen lehren,
die fiir die Wirkungsweise der verschiedenen Farbstoffe in Be-
tracht kommen.

Niemals ist es mir gelungen, an mit Neutralrot oder Bismarck-
braun gefarbten Tieren durch nachtrigliche Behandlung mit
Wasserblau oder Trypanblau eine Umfarbung der einmal ge-
farbten Neutralrotgranula zu erzielen. Auach wenn Trypanblau
supravital. also in bedeutend stirkerer Konzentration als im
vitalen Versuche an die mit Neutralrot gefiirbten Zellen heran-
gebracht wird, wird niemals auch nur eine Spur des blauen,
sauren Farbstoffes in das mit basischem Farbstotf beschickte
Granulum hineingezogen. Im Gegenteil schieint die durch die
Anwesenheit des Trypanblau in dem Aussenmedium hervor-
gerufene stark saure Reaktion das Neutralrot schneller aus
seinen Granulis herauszuziehen, als dies unter normalen Um-
stinden beim Absterben der Zellen geschieht. es bildet sich in
solchen Versuchen sehr rasch eine rotliche Diffusfarbung unrer
Verschwinden der granularen Neutralrotfirbung aus.

b) Supravitale Versuche an Kaulquappen: die Granulafarbung
ist ein reaktiver Vorgang.

Um die feineren Vorgange bei der Wirkung basischen
Farbstoffes auf abgelagerten sauren Farbstoff zu beobachten,
ist es zweckmassig, den basischen Farbstoff supravital anzuo-
wenden. weil die Reaktion die ersten Stadien sehr rasch durcirenlt:
am besten nimmt man die Vorniere aus dem Tiere und setzt
den basischen Farbstoff erst zu, wenn man eine zur Untersuchung
geeignete Stelle mit Olimmersion eingestellt hat. Die Unter-
suchungen haben uns im wesentlichen zwei Arten des Reaktions-
ablaufes kennen gelehrt, die allerdings zu dem gleichen Ziel,
der Austlockung eines Reaktionsgemisches zwischen saurem und
basischem Farbstofi fithrten.

In dem einen Falle verursacht der Zutritt des basischen
Farbstoffes eine Fiallung am Rande der sauren Granula. Fig. 14,
Taf. XVI zeigt den Ablauf der Reaktion in den Zellen einer mit
Wasserblau vital beladenen Urniere, der supravital Neutralrot
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zugesetzt wurde. Bei a -ein reines Wasserblaugranulum, bei b
erste Neutralrotwirkung: Randfillung; die Stelle c¢ zeigt die
durch Hineindiffundieren des basischen Farbstoffes immer mehr
zunehmende Umfarbung des sauren Granulums, die schliesslich
bei d zur volligen Rotfarbung der Granula gefiihrt hat.

Eine Abweichung von diesem Typus, der, wie man sieht,
eine vollige Ubereinstimmung mit den Stadien einer einfachen
vitalen Granulafirbung mit Neutralrot aufweist, zeigt die Reaktion
des Oxydasefarbstoffes auf Granula von Bordeaux (Weiler ter Meer).
Fig. 15 zeigt bei a die roten Granula von feinsten Fallungs-
granula umstellt ; durch vollige Erreichung des Neutralpunktes (b)
andert sich das Bild, indem unter vollstindigem Abblassen des
Granuluminhaltes die Ausflockung des Neutralproduktes voll-
standig wird.

Ganz ahnliche Bilder bekommt man bei Verwendung stark
verdiinnter Oxydasereagenzien auch an normalen Zellen, wie auch
z. B. 8. Graeff (1912) beobachtet und beschrieben hat. Auch
er zeigte, dass der Farbstoff an der Oberfiiche praformierter
Granula in feinsten Kornchen abgelagert wird. Er glaubt trotz-
dem, dass die Oxydasewirkung eine Eigenschaft der Granula sei,
wenn er sich auch nicht unbedingt fiir diese Ansicht entscheiden
kann. Die Méglichkeit, die Oxydasewirkung auch an sauren Farb-
stoffgranulis zu erzielen, diirfte erweisen, dass der Vorgang der
Farbstofibildung unter der Einwirkung der Oxydase abzutrennen
ist von der Fixation des fertigen Farbstoffes an die Granula.
Beide Vorginge sind offenbar an verschiedene Substrate der
Zelle gekniipft.

Ahnlich sind die Vorgange in Fig. 16 und 17, Taf XVIL
Besonders lebrreich ist Fig. 16, die die Neutralrotwirkung auf
ein  mit Trypanblaugranulis versehenes Vornierenkanilchen
darstellt. Von links nach rechts sind hier fast schematisch die
verschiedenen Stadien der Wirkung des basischen Farbstoffes
zu erkennen. Bei a, wo noch kein Neutralrot hingekommen
war, sind noch unvermischte Trypanblaugranula erhalten; das
erste Stadium der Neutralrotwirkung lasst hier aber Randfallungen
vermissen; der ganze Inhalt des Granulums wird violett und
etwas opak,ohne dass eine deutliche Substanzausflockung zunichst
zu erkennen ware. Unter immer stirkerem Uberwiegen des
roten Farbstoffes wird bei ¢ der Granulainhalt immer deutlicher



Zur Morphologie der vitalen Granulafirbung. 483

inhomogen, um bei d endlich unter Entfarbung der Lésung aus
einzelnen rotbraun gefirbten Kornchen zu bestehen. Hier batte
der basische Farbstoff schon am langsten Zeit, seine Wirkung zv
entfalten

Ganz #hnlich ist Fig. 17 zu verstehen, die die Wirkung
von Nilblausulfat auf Neuvitalrotgranula zeigt. Hier ist der
Vorgang besonders gut zu verfolgen durch die Stadien a, b, c,
weil die Granula des sauren Farbstoffes in dieser Urniere eine
bedeutende Grosse erreicht hatten.

Die beiden geschilderten Typen des Reaktionsverlaufes sind,
wie mich einige Beobachtungen lehren, nicht prinzipiell ver-
schieden ; ob die Reaktion nach dem ersten oder dem zweiten
Typus verlauft, hiangt wesentlich von der Konzentration ab, in
der der basische Farbstoff an den sauren herantritt. Setzten
wir z. B. dem Priparate einer Wasserblauvorniere vorsichtig
vom Rande aus Neutralrot zu, so blieb die anfangliche Rand-
fallung aus, es kam gleich zu einer diffusen Durchfirbung des
Granuluminhaltes, worauf erst nachtriglich der Granulainhalt in
der Gesamtheit ausflockte. Beschleunigten wir dagen den Farb-
zutritt durch leichtes Anheben des Deckglases, so traten momentan
die typischen Randfillungsbilder auf. Die Erklirung fiir diesen
Einfluss der Konzentration geben Reagenzglasversuche ab. Nur
am Neutralpunkt tritt vollige Ausfailung des Neutralproduktes ein.
Geringer Uberschuss des sauren oder des basischen Farbstoffes
bringt das Neutralprodukt in Losung; besonders trifft dies zu,
wenn der eine der Farbstoffe hochkolloidal ist; in unserem Falle ist
Wasserblau ein grobdisperser Farbstoff.

Tritt nun an ein Granulum, in dem Wasserblan in relativ
hoher Konzentration enthalten ist, Neutralrot in schwacher
Konzentration heran, so wird die geringe Menge des jeweils
gebildeten Neutralproduktes stets rasch von dem Uberschuss des
sauren Farbstoffes gelost; erst wenn durch geniigenden Zutritt
des basischen Farbstoffes der Neutralpunkt erreicht ist, wird das
ganze Granulum inhomogen, das Neutralprodukt flockt aus.

Zutritt des basischen Fabstoffes in starker Konzentration
dagegen verursacht Randfillung, wobei nun eine Umfirbung des
Granuluminhaltes vor vollstindiger Ausflockung desselben anzeigt,
dass die anfangliche Menge des zugetretenen basischen Farb-
stoffes noch nicht geniigt hat, um die ganze Menge des sauren
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Farbstotfes zu kompensieren. Vollstindige Randausfallung spricht
entweder fiir starke Konzentration des basischen Farbstoffes oder
fiir schwache Konzentration des sauren Farbstottes in den Granulis.
Endlich zeigen die basischen Farbstoffe auch eine verschieden
starke Fallungskraft.

Besonders hinweisen mdochte ich noch auf das prinzipiell
gleichartige Verhalten des Oxydasefarbstoffes.

Die Reaktion wurde nach der v. Gierckeschen Vorschrift
fur die supravitale Methode angestellt. Ich muss mir versagen,
an dieser Stelle genauer anf den Ablauf der Oxydasereaktion
einzugehen, da mich dies zu weit von dem hier behandelten
Thema abfithren wiirde.

Die Tatsache. dass die Oxydasereaktion auch an Granulis
erhalten wird, die sicherlich nicht zu dem normalen Inhalt der
Zellen gehoren, sondern die Lisung eines Fremdstoffes enthalten.
lehrt. dass wobl zum Zustandekommen der Oxydasefarbung eine
aktive Granulatiitigkeit nicht notwendig ist. In der TFarbe-
wirkung gleicht die Oxydasefarbnng einer basischen Vital- oder
Supravitalfirbung fast vollig. Ich bin mir aber bewusst, dass
zur Dildung des Farbstoffes gleichwoll eine aktive Titigkeit des
(rewebes angenommen werden muss: wird ja doch durch das
Vorhandensein von (rewebsstlicken die Bildung des Farbstoffes
ans seinen Komponenten gegenitber einer einfachen Mischung
heider Komponenten, die man an der freien Luft stehen lisst,
erheblich beschleunigt! Die Oxydasewirkung, die zur Bildung
des Farbstoffes notwendie ist, scheint jedoch, das lehren meine
Ergebnisse, nicht eine IFunktion der firbbaren Granula zu sein,
sondern vielmehr des aktiven. zwischen den Granulis gelegenen
Protoplasmas der Zellen.

Die hier genauer geschilderten Einzelvorgénge lei der
Reaktion eines basischen Farbstoffes mit granuiir im lebenden
Organismus abgelagertem sauren Farbstoff stimmen so auffallend
mit den oben insbesondere fur Neutralrot genau beobachteten
Bildern iiberein, dass ich gleich anfangs geneigt war, aus diesen
Versuchen auf das Wesen der vitalen Granulafirbung mit
basischen Farbstoffen Riickschliisse zu ziehen. Die Realktion des
basischen Farbstoftes mit den in der normalen Zelle vorkommenden
Granulis einerseits, den in der gleichen Zellart erzeugten kiinst-
lichen Granulis aus saurem Farbstoff andererseits, hat morpho-
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logisch betrachtet so viel Ubereinstimmendes, dass der Schluss sehr
nahe liegt, es handle sich in beiden Fillen um identische Vorginge.

Die weitere auffallende Ubereinstimmung der Kombinations-
wirkung saurer und basischer Farbstoffe auf die Granula mit
dem Ausfall der Reagenzglasversuche, in denen saurer mit basi-
schem Farbstoff zusammengebracht wurde, eine Ubereinstimmung,
auf die E. Herzfeld zuerst eingehend hingewiesen hat, lassen
es als sehr wahrscheinlich gelten, dass wir in der Auflagerung des
basischen Farbstoffes auf den granulir abgelagerten sauren Farb-
stotf eine Reaktion beider Farbstoffe miteinander zu sehen
haben. wobei ein ,Lebendzustand® des Grannlums oder eine
besondere vitale Tatigkeit desselben nicht notwendig ist. Der
ganze Vorgang wirde also lediglich die Moglichkeit erweisen,
dass man innerhalb der lebenden Zelle das Reaktionsprodukt
zwischen einem sauren und einem basischen Farbstotfe gerade
so gut wie im Reagenzglase crzeugen kann. .

Die im vorigen Absatze erwihnte Ubereinstimmung dieses
Reaktionsvorganges mit dem Verlaufe der basischen vitalen und
supravitalen Farbung wiirde aber unseren Kombinationsversuchen
heziiglich der Auffassung der Granulasubstanz, wenigstens der-
jenicen Granula. die der supravitalen und vitalen basischen
Farbung zuedinglich sind, eine grossere Tragweite verleihen.
Man konnte zum mindesten aus der erwalinten Parallele schliessen.
dass zum Zustandekommen der Granulafarbung eine besondere
vitale Tatigkeit der Granula nicht notwendig ist: dass also
die Moglichkeit der Farbstotfspeicherung keineswegs als emn
spezifisch vitaler Vorgang aufgetfasst werden kann. wenigstens nicht
vou seiten der Granula.

Ehe ichr aber mit Sicherheit aus den oben erwihnten Ver-
suchen diese Schliisse zog, mussten noch weitere Versuche an-
gestellt werden, die, wie ich hotfe, den Weg zur Losung dieser
vielfach bearbeiteten schwierigen Probleme zeigen.

V. Supravitale Farbungen an Miuseorganen: Die

Farbbarkeit der sauren Farbstoffigranula und nor-

maler Zellgranula durch basische Farbstoffe sind
analoge Vorginge.

Wie oben schon ausgefithrt wurde, war besonders in

den Versuchen mit Kaulguappen nur mit einer Auswahl von
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basischen Farbstoffen eine Granulafarbung zu erzielen; der vitale
Versuch ist zwar zweifellos fiir viele ¥Fragen, besonders fiir die
Frage der Vitalitat des Farbungsbildes, entscheidend; andererseits
storen, wenn man moglichst rein die Reaktion der Zellgranula
auf basische Farbstoffe prifen will, die vitalen Eigenschaften
der Zelle, an der Spitze die Oxydations- und Reduktionskraft der
Zellen empfindlich die Beurteilung der Versuche. In viel ge-
ringerem MaBe ist diese Schwieriglkeit den supravitalen Ver-
suchen eigen. Andererseits lehren die zahlreichen Versuche
fritherer Autoren, inshesondere die sorgfiltigen Arbeiten Arnolds,
dass bei den vital wirkenden Farbstoffen durchweg ein ent-
sprechendes Farbeergebnis auch supravital entstehen kann,
vorausgesetzt, dass die richtigen Bedingungen hergestellt werden.
Bei allen diesen Versuchen handelt es sich in erster Linie darum, die
richtige Konzentration des Farbstoffes anzuwenden, die einerseits
geniigt, um in nicht zu langer Zeit die Granula zu firben,
andererseits nicht zu stark ist, so dass eine zerstorende Wirkung
auf das Protoplasma ausgeibt wird.

Fiir mich kam es in erster Linie darauf an, zu untersuchen,
ob bei einer grosseren Reihe von Farbstoffen tatsachlich eine
Parallele besteht zwischen der Fahigkeit, in der normaien Zelle
Granula zu firben, und der Fahigkeit, mit saurem Farbstoffe,
der wihrend des Lebens in den Zellen in granulirer Form ab-
gelagert worden war, in Reaktion zu treten. Hierzu bedurfte
es nur der supravitalen Methode, die vor allem betrichtlich viel
weniger mit Mithe verkniipft ist; so konnte ich zur Erreichung
ausreichender Ergebnisse mit einer viel kleineren Anzahl von
Versuchstieren auskommen.

Zu den Versuchen verwandte ich weisse Miuse, die ent-
weder ohne Vorbehandlung sofort nach der Totung durch Chloroform
zu supravitalen Firbeversuchen genommen wurden; in anderen
Fallen waurde der Untersuchung eine ausgiebige Behandlung mit
sauren Farbstoffen vorangeschickt. Die Beobachtungen erstreckten
sich auf Leber und Niere, beides Organe, in denen erfahrungs-
gemass saure Farbstoffe intensiv abgelagert werden.

Abgesehen von der Untersuchung normaler Mause, wurde
die Farbungstendenz basischer Farbstoffe an Mausen beobachtet,
die mit folgenden sauren Farbstoffen vorbehandelt waren: Trypan-
blau, Wasserblau, Pyrrholblau, Neuvitalrot, Brillantkongo.
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Von allen gut loslichen basischen Farbstoffen wurde eine
n/10000-Losung angewandt ; eine Reihe von Farbstoffen lost sich aber
in Wasser so schlecht, dass sich nicht einmal eine n/1000-Lésung
herstellen lasst. In diesen Fallen wurde darauf geachtet, dass
die Farblosung etwa so intensiv gefarbt erschien, wie die iibrigen
Farbstofflosungen. Als Ausgangslosung diente in der Regel eine
n/100-Losung, von welcher durch Verdiinnen mit 0,96 % iger
Kochsalzlosung die geeignete Versuchskonzentration hergestellt
wurde.
Von den verwandten basischen Farbstoffen lieferte
die Aktien-Gesellschaft fir Anilin-Fabrikation,
Berlin: Kristallviolett 6 B Pulver,

die Badische Anilin- und Soda-Fabrik, Ludwigshafen:
Irisamin G extra, Rhodamin B extra, 3B extra, S extra,
Safranin B extra, Viktoriablau B, R, 4 RS,

die Héchster Farbwerke: Auramin conz., Malachitgrin
Krist. chem. rein, Rhodamin O, Vesuvin 4 BG conz., Methylen-
griin extra gelbl. O,

die Farbwerke Durand & Huguenin A.-G., Basel: Basler
Blau BB, Chrysoidin R, Muskarin,

die Farbenfabriken vorm. Fr. Bayer, Leverkusen: Capriblau
GON, Diamantfuchsin kl. Krist., Methylenblau BB, Methyl-
violett 5B,

die Firma L. Cassella, Frankfurt a. M.: Indazin M.

die Firma R. Geigy, Basel: Neublau R,

die Firma Sandoz, Basel: Prune pure,

die Firma Kalle & Co., Biebrich a. Rhein: Rosanilin Base,

die Firma Fr. Merck, Darmstadt: Thionin (Ehrlich),

die Firma Leonhardt, Frankfurt a. M.: Acridinrot 3 B.

Den genannten Firmen sage ich auch an dieser Stelle fir
die bereitwillige Uberlassung von Proben dieser und vieler anderer
Farbstoffe zu meinen Versuchen aufrichtigen Dank. Durch
Uberlassung von Farbstoffproben haben mich ferner folgende
Firmen zu grossem Danke verpflichtet: die Basler chem.
Fabriken, Weiler-ter-Meer, Urdingen.

Ausserdem wurden von Griibler in Leipzig bezogen:
Bismarckbraun, Methylenblau rectif., BX, Neutralrot, Nilblan-
chlorhydrat, Nilblausulfat, Toluidinblau,

von Kahlbaum, Berlin: Rhodamin B, Rhodamin G extra.
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Aus der Tabelle auf S. 489, in der die Ergebnisse der
Versuche bezgl. der Granulafirbung zusammengestellt sind,
ergibt sich zunichst die bekannte Tatsache, dass nicht alle
basischen Farbstoffe in gleicher Weise zur Granulafirbung ge-
eignet sind; die Farbstoffe sind in der Tabelle annibernd nach
der Giite der Granulafirbung geordnet. Welche Eigenschaften
der basischen Farbstoffe dieselben zur Granulafirbung befihigen
nither zu umschreiben. soll Gegenstand einer besonderen Mitteilung
sein.

Hier moge nur zum Verstindnis der Tabelle auf die Be-
gritfe eingegangen werden, die zur Bezeichnung der Firbeergeb-
nisse bei den einzelnen Farbstoffen gewihlt wuarden.

Die Bezeichnung ,fehlt® wurde dann erteilt, wenn nur
eine starke Diffusfarbnng der Zellen eintrat, die. wenn es iiher-
haupt zu einer Granulafirbung kam, jedenfalls so stark war. dass
die Granulafirbung nicht zum Ausdruck kam. Waren saure
Farbstoffgranula in den Zellen eingelagert. so war oft zi be-
obachten, dass der basische Farbstoff die Granula ganz frei liess.

L3chlecht® ist die Granulafirbung dann, wenn gleichzeitig
mit einer Granulafirbung eine betrachtliche Diftusfirbung des
Protoplasmas eintrat.

SMittel®  soll bedeuten, dass wobl gleichzeitic mit der
aranulafarbung eine dittuse Farbstoffverbreitung auch im tibrigen
Protoplasma sich aushildete. dass aber die Diftusfiirthung in ihver
Starke gegen die Granulafirbung bedeutend zuriicktrat.

,Gute Granulafirber sind alle Farbstoffe, die sich in erster
Linie an Granula anlagern, wahrend eine Diffusfarbung entweder
lingere Zeit ganz ausbleibt. oder nur sehr schwach zum Aus-
druck kommt.

Die Einteilung der Farbstoffe ist hier also im wesentlichen
nach dem Grade der Elektivitat einer Granulafarbung erfolgt.

Als wichtigstes Lier in Betracht kommendes Ergebnis der Ver-
suche betrachte ich, dass in keinem Yersuche, in dem statt normaler
(rranula die Granula eines sauren Farbstoffes den Zellen ein-
gelagert waren, die granulafirbende Eigenschaft eines Farbstotfes
verschlechtert worden wire. Ganz ausnahmslos gilt die Regel,
dass in allen Fillen, wo saure Farbstoffe granular den Zellen
eingelagert sind, der basische Farbstoff, sofern er beim normalen
Tiere granular firbt, an die Granula des sauren Farbstoffes
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Granulafirbung bei

Basischer
Farbstofi |normalem| Brillant- | Neuvital- | Trypan- | Wasser- | Pyrrhol-
Tier konge rot blau blau blau
Rhodamin O fehls fraglich
Safranin B
extra| fehlt schlecht fraglich
Rosanilin
Base| fehlt schlecht | schlecht
Diamant-
fuchsin | fehlt schlecht | schlecht fehlt
Acridinret 3B| fehlt schlecht | schlecht | schlecht
Irisamin G
extra| fraglich | schlecht schlecht | schlecht
Rhodamin G
extra| fraglich
Rhodamin B ] schlecht schlecht | schlecht
Rhodamin B
extra | schlecht schlecht
Rhodamin 3B
extra | schlecht
Chrysoidin R | schlecht mittel mittel mittel
Malachitgriin | mittel gut gut gut gut
Viktoriablau
4RS| mittel mittel
Capriblau GON| mittel gut
Indazin M mittel gut gut
Auraminconz.{ mittel gut gut gut
Vesavin 4BG| mittel gutb
Methylviolett
5B| mittel gut gut gut
Kristallviolt. mittel gut gut gut
Viktoriablau
B| mittel gut
Bismarck-
braun| mittel gut gut gut
Neublau R gut gut gut gut
Muskarin gut gut gut
Viktoriablau
R gut gut
Nilblausulfat gut gut gut
Methylenblau
BX gut gut
Basler Blau
B ? gut
Neutralrot gut gut gut gut gut
Methylenblau
BB gut gut gut
Methylengriin
extra gelbl.O gut gut gut gut
Toluidinblau gut gut gut gut
Nilblauchlor-
hydrat gut gut
Methylenblau
rectif. gut gut gut
Thionin gut
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gezogen wird. Diese Beobachtung bestitigt also die Befunde
Herzfelds und erhebt diese wohl zur allgemeinen Regel.

Sofern also saure Farbstoffe in einer Gewebszelle Granula
gebildet haben, wird ein Granula farbender basischer Farbstoff
zuerst so lange an diesen sauren Farbstoffgranulis verankert,
bis diese letzteren abgesattigt sind. Erst dann, nach intensiver
Umfarbung der sauren Farbstoffgranula, kommt es zu einer
Farbung zelleigner Granula. Auch diese bei anderem Material
genauer beobachtete Erscheinung bestitigte sich in diesen Ver-
suchen ausnahmslos.

Auch bei diesen Versuchen sah ich die mannigfaltigsten
Bilder wahrend der Reaktion der basischen mit den sauren
Farbstoffen; teils werden homogen erscheinende Mischgranula
beobachtet, teils kommt es zu typischen Randfillungen, endlich
auch zu vollkommener Ausfillung, erkennbar an fast schwarzer
undurchsichtiger Firbung der Granula.

Die genaue Betrachtung der Tabelle lehrt noch weiter, dass
die basischen Farbstoffe in ihrer Tendenz, sich an Zellgranula
zu lagern, zumeist verstirkt werden, wenn die Zellgranula aus
saurer Farbstofflosung bestehen. Besonders kommt diese Tatsache
zum Ausdruck bei den schlechten Granulafirbern (Rhodamin O
bis Chrysoidin R in der Tabelle 8. 489). Auch die Farbstoffe
Malachitgriin bis Bismarckbraun, beim normalen Tiere mittelgute
Granulafarber, sind fiir saure Farbstoffgranula ausgezeichnete
Farber: die Granulafirbung eilt in diesen Fallen der Diffusfarbung
viel rascher voraus als bei den zelleigenen Granulis eines mit
sauren Farbstoffen nicht behandelten Tieres.

V1. Schluss:

Fiir die vitale Farbung mit basischen Farbstoffen

ist nur die chemische oder kolloidchemische Struktur

der Granula massgebend, Kkeine besondere vitale
Tatigkeit derselben.

Fasse ich kurz das mir wesentlich Erscheinende an diesen
Versuchen zusammen. so komme ich zu folgenden Schliissen :
1. Es besteht eine ausnahmslose Parallelitat zwischen
der Farbbarkeit normaler, in tierischen Zellen vorkommender
Granula mit solchen, die durch den Eintritt saurer Farb-
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stoffe in die Zellen gebildet werden, wenn man zur Farbung
basische Farbstoffe anwendet. 2. Die feineren Vorgange zur
Zeit der Farbung sind bei zelleigenen und sauren Farbstoff-
granulis identisch und bestehen in allmiblicher Zumischung des
basischen Farbstoffes zu der Granulumsubstanz bis zur Absatti-
gung, wobei je nach der angewandten Konzentration der Farb-
stoffe mehr oder weniger deutliche Fallungsbilder erhalten werden.
3. Yergleicht man die Farbungsergebnisse, die man mit einer
grosseren Reihe basischer Farbstoffe an zelleigenen Granulis
einerseits, an sauren Farbstoffgranulis andererseits erhalt, so
ordnen sich die Farbstoffe in gleicher Reihenfolge. ‘

Es ergibt sich also, dass die durch basische Farbstoffe vital
und supravital fiarbbaren Granula den kiinstlich durch Eingabe
saurer Farbstoffe erzeugbaren Granulis analoge Bildungen sind.

Nimmt man weiter an, dass die sauren Farbstoffe abgelagert
werden, ohne dass hierzu besondere priformierte Granula in
Betracht kommen, eine Annahme, die m. E. so gut wie sicher
ist —, so muss notgedrungen nach den Ergebnissen meiner neuen
Versuche zugegeben werden, dass die durch die basische
Vital- und Supravitalfarbung dargestellten Granula
passive eingelagerte Substanzen sind, denen beson-
dere aktive Eigenschaften fir die Funktionen der
Zellen nicht zugesprochen werden konnen.

Dieses Ergebnis deckt sich dem Sinne nach fast vollstindig
mit der von Evans und Schulemann (1915) ausgesprochenen
Vermutung, dass die sauren Farbstoffgranula gewissen Zell-
granulationen analog zu betrachten seien. Nur halte ich diese
Vermutung nunmehr fiir experimenteil erwiesen. Gleichzeitig
muss ich aber, um Verwirrungen von vornherein vorzubeugen,
mit aller Entschiedenheit darauf hinweisen, dass von Chondrio-
somen (d.i. plastosomalen Substanzen) in diesem Zusammenhang
keine Rede sein kann. Die Plastosomen halte ich mit der Mehr-
zahl der Autoren (sieche D uesb ergs Referat) fiir der Zelle wesent-
liche konstante Bildungen, die die Fahigkeit einer Farbstoff-
speicherung nur ausnahmsweise zu besitzen scheinen.

Wenigstens kann dies mit Bestimmtheit fiir die hier ge-
nauer untersuchten Zellen der Leber und der Niere gesagt
werden. In den Hauptstiicken der Niere, in denen typische
Chondriokonten (die Heidenhainschen Stibchen) schon im
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frischen Praparate leicht zu erkennen sind, geht der basische
Farbstoff nie an diese Bildungen, so lange wenigstens eine
postmortale Verinderung auszuschliessen ist; Arnold beschreibt
allerdings eine stibchenartige blasse Farbung mit Methylenblau,
die aber der Granulafarbung erst langsam nachfolgte. Dass auch
die sauren Farbstoffe trotz der bestimmten Versichernng von
Gross, Aschoff und seiner Schule nicht von den Stiabchen
gespeichert werden, glaube ich in meiner Nierenarbeit ausreichend
nachgewiesen zu haben, besonders durch die gleichzeitige Dar-
stellung der Farbstoffgranula und der Stiabehen im Altmann-
priparat. Eine Kontrolle der durch Vitalfairbung erbaltenen
Bilder durch gleichzeitige typische Darstellung der plastosomalen
Gebilde sollte in allen den Fillen unternommen werden, wo eine
Identitit der vitalfirbbaren Grannla mit Plastosomen ausge-
sprochen werden soll.

Worauf die Farbungen der Stibchen in den Nierenzellen
und anderer Plastosomen mit Janusgrin (Laguesse 1912u.a.)
beruht, vermag ich mangels eigener Erfahrungen nicht anzugeben.

Es ist eine mich ausreichend befriedigende Anschauung.
anzunehmen, dass im normalen Zellenleben, als Begleiterscheinung
des Stoffwechsels, eine wechselnde Ablagerung von Substanzen
in granularer Form statthat: wir konnen nach den Farbstoff-
versuchen darauf schliessen. dass diese Substanzen offenbar einen
Dispersitatsgrad besitzen missen, der dem der zur Ablagerung
befibigten sauren Farbstoffe anniihernd entspricht. Ferner
konnen wir nach dem Verhalten dieser granulir abge-
lagerten Substanzen zu basischen Farbstoffen annehmen. dass
es sich um saure Substanzen handelt. Die ihnen eigentim-
liche Aziditat kann nicht sehr gross sein, jedenfalls ist sie wohl
geringer als die der zu meinen Versuchen verwandten sauren
Farbstoffe, da die Granulafarbung bei allen diesen sauren Farb-
stoffen gegeniiber der normalen Granulafarbung durch basische
Farbstoffe wesentlich verstirkt wurde.

In der Tabelle S. 489 sind bzgl. der Granulafirbung nur
graduelle Unterschiede. nicht prinzipielle Besonderheiten
der Farbung vermerkt. In der Tat konnte ich bei meinem Material
prinzipielle Verschiedenheiten (Fiarbung verschiedener Granulaarten
durch verschiedene Farbstoffe usw.) nicht beobachten. Im lebenden
Organismus scheinen dagegen solche spezifische Affinititen vor-
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zukommen. Ich erinnere z. B. daran, dass Amphibienlarven aus
einem Gemische von Neutralrot und Methylenblaun den ersten
Farbstoff in Granulis fast samtlicher Hautzellen speichern,
wabrend Methylenblau von den Granulis einer bestimmten Zellart
immer wieder bevorzugt wird (A. Fischel 1901). Dies Ver-
halten scheint ohne weiteres nicht erklédrlich, ausser wenn man
chemische besondere Affinititen anzunehmen geneigt ist. Solchen
miisste aber genauer nachgegangen werden. Unmoglich wire
diese Auffassung nichf, wenn auch meine weiteren Arbeiten,
iiber die in dem folgenden Artikel berichtet werden soll, gezeigt
haben, dass anscheinend nur der Grad der Fallungskraft des
basischen Farbstoffes fir den Ausfall der Granulafirbung be-
deutungsvoll ist. Es wire jedenfalls nunmehr, nachdem ein ge-
niigender Anbalt fiir die Auffassung der Granulafirbung als
eines Reaktionsvorganges gewonnen ist, systematisch den ,spezi-
fischen Affinititen® nachzugehen. Nach den Anschauungen, die
ich mir nach den spater zu schildernden Versuchen zu bilden
gezwungen war, neige ich dazu, die ,spezifischen Affinititen“
auf den Einfluss des Milieus zuriickzufithren, das die Granula
umgibt. Es ist sehr wohl denkbar, dass Methylenblau vital nur
da firbt, wo dieser sehr leicht entfirbbare Farbstoff sich halten
kann; es ist weiter gut vorstellbar, dass verschiedene Zellproto-
plasmen in verschiedenem Grade befiahigt sind, den eindringenden
Farbstoff zu entfirben. Der Farbstoff kinnte also sebr wohl an
und fiir sich eine starkere Affinitat zu simtlichen Zellgranulis
besitzen als Neutralrot, lasst nur die Granula der meisten Zellen
ungefarbt, weil er beim FEintritt in diese Zellen sofort entfarbt
wird. Neutralrot, der viel bestindigere Farbstoff entfaltet da-
gegen ungestort seine Granulafirbung, ohne in nennenswerter
Weise reduziert zu werden. Es wire also immerhin denkbar,
dass die Erklarung fiir scheinbare Spezifititen in der an-
gedeuteten Weise ausfallen miisste. Diese Besonderheiten be-
diirfen aber noch genauer Untersuchung.

Ganz kurz hindeuten mochte ich an dieser Stelle auch auf
das vielfach erdrterte Verhalten der oft metachromatisch firbenden
Substanzen. FEin konkretes Beispiel bietet Neutralrot, das wie
schon oft hervorgehoben worden ist, die Granula in allen Ténen
von gelbrot bis violettrot firbt. Zweifellos lasst dies Verhalten,

wie auch schon Ehrlich hervorhob, einen Schluss auf den
Archiv f. mikr. Anat. Bd.90. Abt.I. 33
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wechselnden Reaktionszustand der farbbaren Zellorte zu. Das
erwahnte Verhalten des Neutralrot steht aber nicht im Wider-
spruch zu der Ansicht, dass bei der Granulafirbung ein Reaktions-
vorgang ablauft.

Ich habe schon angedeutet, dass die Vereinigung des
basischen mit dem sauren Farbstoff im Reagenzglas vollstandig
nachgeabmt werden kann. Es ist noch nicht entschieden, ob bei
dieser Verbindung eine Salzbildung statthat, oder ob eine kolloid-
chemische gegenseitige Fallung der ganzen Farbstoffe anzunehmen
ist. Von dem Ergebnis der Erforschung der Reaktionsweise von
Farbstotfen entgegengesetzter Ladung untereinander wird es
abhangen, welche Vorstellung wir uns von dem Vorgang
der Granulafirbung machen sollen. Tritt Lackbildung ein
(M. Heidenhain), so miisste die freie Farbstottbase mit der
Granulasubstanz eine neue Verbindung eingehen, die daun in
der Regel die gleiche Farbe aufweist, wie das zum Versuche
verwandte Farbstoffsalz. Die z B. bei Neutralrot so wechselnde
Ténung der gefirbten Granula wiirde in diesem Falle einem
wechselnden Grade von Ionisation der neuen Verbindung innerhalb
des Granulums entsprechen; durch Anwesenheit von Alkali
wiirde die Dissoziation unter Freiwerden der Farbstoffbase be-
giinstigt werden. wodurch der Farbton nach Gelbbraun ver-
schoben wiirde. Die Blaurotfirbung wiirde einer geringeren
Dissoziation entsprechen, die in schwach saurer Lésung der
Granulafarbverbindung anzunehmen wire. Zu dieser Erklirung
stimmen die Ergebnisse meiner Versuche sehr gut. Aber auch
bei Annahme einer Kolloidfillung wiirden sich der Erklarung
keine nennenswerten Schwierigkeiten in den Weg stellen.

Man muss sich vorstellen, daf die Reaktion, d.h. ein
starkerer oder schwiicherer Grad der Dissoziation des Farbsalzes,
bei der Farbung eine grosse Rolle spielen wird. Darauf lassen
besonders auch schon vorhandene Untersuchungen (Brodersen
1914, A.Bethe 1906 u. a.) schliessen, die den grossen Einfluss
eines minimalen Saure- oder Alkalizusatzes auf Farbungen dar-
taten. Diese Untersuchungen miissten systematisch fortgefithrt
werden und wiirden einen guten Priifstein fiir die Richtigkeit
meiner Anschauungen abgeben.

Aus der Tatsache, dass es mit allen untersuchten basischen
Farbstoffen, die fiir sich allein gewisse Granula in den Nieren-
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zellen farben, gelang, vital in den Zellen eingelagerte saure
Farbstoffgranula zu dberfirben, dass weiterhin eine ausnahms-
lose Parallelitat zwischen der Fahigkeit, normale Granula und
saure Farbstoffgranula zu farben, bei allen untersuchten basischen
Farbstoffen verschiedenartigster Konstitution gefunden wurde,
halte ich mich fiir berechtigt, diese Kategorie von Granula fiir
inaktive Elemente der Zelle zn halten.

Ob diese Auffassung fiir alle wirklich vital, d.h. ohne
wesentliche Beeintrichtigung des Zellenlebens fiarbbaren Granula
durchgefiihrt werden kann, ist noch nicht klar zu entscheiden.
Dass die von Fischel (1900) angefiibrten Griinde fiir eine
aktive Bedeutung der von ihm bei Amphibienlarven gefirbten
Granula nicht ausreichen, habe ich bereits oben (S. 470) dar-
gelegt und ist auch schon von anderer Seite hervorgehoben worden
(s. M. Heidenhain 1911). Ich kann es mir hier umso mehr ver-
sagen, auf alle so sehr verschiedenartigen Deutungen, die die ba-
sisch farbbaren Granula von den verschiedenen Untersuchern er-
fahren haben, einzugehen, als ich demnéchst in einem umfassenden
Referat iiber das gesamte Gebiet der vitalen Firbung (Merkel
und Bonnets Ergebnisse) ausfithrlich auf diese Fragen eingehe.

Von der Mehrzahl der heutigen Forscher als funktionell
wichtig angesehene Strukturelemente der Zelle, Zellkern, Zentro-
soma, Baselkorperchen der Zilien, Plastosomen farben sich nicht vital.

Beobachtungen iiber vitale Zellkernfirbungen sind zahlreich
in der Literatur zu finden, ich halte es fiir moglich, dass bei
Protozoen (Brandt, Przesmycki, Prowazek u. a.) und bei
manchen Pflanzen (Campbell u. a.) mit einer Reihe von Farb-
stoffen Kernfarbungen zu erzielen sind, ohne dass komplizierte
Verrichtungen der Zellen (Kernteilung, Kornchenstromung usw.)
sofort unmoglich gemacht werden. In diesen Fillen aber handelt
es sich. wie Fischel sehr richtig hervorhebt, stets nur um
eine ditfuse Durchtrinkung, also Losung des Farbstoffes im
Kernsaft in schwacher Konzentration. Ausserdem ist nicht aus-
zuschliesen, ob trotz scheinbar normalen Ablaufes der Lebens-
erscheinungen nicht doch Stérungen, fiir uns nur unsichtbar, in
der Zelle Platz gegriffen haben.

Die bei hoheren Organismen gefundenen Kernfirbungen im
lebenden Tiere betreffen dagegen stets, wie man heute sicher

weiss, grob geschidigte oder gar abgestorbene Zellen.
33*



496 Wilhelm von Moellendorff:

Uber eine vitale Farbung von Zentrosomen habe ich in der
Literatur bisher keine Angabe gefunden.

Vitale Farbungen der Basalkérnchen der Zilien sind an
Protozoen (Puetter u. a) und an den Wimperzellen von
Metazoen (R. Krause) beobachtet worden. Uber die Bedeutung
des ersteren Befundes steht mir kein Urteil zu, in den Versuchen
an Metazoenzellen handelt es sich aber sicherlich um eine Farbung
absterbender Zellen, bei denen allerdings der Geisselschlag noch
eine Zeitlang erhalten bleibt.

Was endlich die Plastosomen anlangt, so scheint mir aus
den vorhandenen Mitteilungen tatsdchlich hervorzugehen. dass
besonders mit Janusgriin solche Gebilde in der unfixierten Zelle
dargestellt worden sind. Seit Michaelis, der zuerst mit diesem
Farbstoff die Plastosomen in Speicheldriisenzellen darstellte. sind
bis in die neueste Zeit an den verschiedensten Zellen (Knorpel-.
Samen-, Driisenzellen usw., woriiber genauere Angaben in meinem
Referat) Strukturen mit Janusgriin gefirbt worden, die mit den
Plastosomen in Gestalt und Anordnung so grosse Ahnlichkeit
haben, dass man kaum umhin kann, die Identitat beider Bildungen
zuzugeben. So viel mir bekannt, ist diese Farbung bisher noch
nicht im lebenden Organismus erzielt worden; Michaelis zeigte
ja auch, dass Janusgriin im lebenden Organismus zum grossen
Teil zerstort wird. Auffallig ist auch die lange Dauer bis
zum Eintritt der Plastosomenfirbung im supravitalen Versuche
(30—40 Minuten). Da ich selbst bisher iiber ausgedehntere
Erfahrungen mit diesem Farbstoffe nicht verfiige, vermag ich
ein bindendes Urteil iiber diese Vorginge nicht abzugeben. Ich
glaube aber, dass die Farbung in jedem Falle die absterbende
Zelle betrifft und vermutlich auf anderen Vorgingen beruht
als die in Rede stehenden Farbungen mit dem von mir ver-
wandten basischen Farbstoffe.

Einige kurze Bemerkungen noch zu dem Arnoldschen
Begriffe Plasmosomen: Arnold glaubt, dass die mit Neutralrot
und Methylenblau von ihm vital gefirbten Granula umgewandelte
Plasmosomen seien, also kleinste Strukturelemente der Zellen zur
Grundlage haben, die besonders deutlich durch ihre Verbindung
mit Stoffwechselprodukten der Zellen, auch von aussen den Zellen
zugefithrten Substanzen wie Fett, Eisen usw. in Erscheinung
treten. Ob tatsichlich fiir diese Strukturen eine solche Grund-
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lage angenommen werden muss, ist ausserst schwer zu ent-
scheiden. Was aber die fiir die Arnoldschen Gebilde charak-
teristischen Erscheinungen anlangt, aus denen gerade auf ibre
Bedeutung als eines fiir das Zellenleben wichtigen und unent-
behrlichen Strukturelementes geschlossen wurde, so geht aus
meinen Untersuchungen wohl mit Sicherheit hervor, dass zum
Zustandekommen der vitalen Farbbarkeit eine aktive Titigkeit
der Granula nicht angenommen zu werden braucht. Denn erstens
laufen die gleichen Erscheinungen wie an diesen Granulis auch
an Tropfechen einer sauren Farbstoffiosung ab, die vital in die
Zellen eingelagert wurde; und zweitens kann man die Erschei-
nungen, die sich zwischen saurem und basischem Farbstoff
innerhalb der Zellen abspielen, im Reagenzglas vollig nachahmen
und aus physikalisch-chemischen Beziehungen zwischen diesen
beiden Substanzen erkliren. Der weitere Schluss, dass zum
Zustandekommen der basischen Vitalfairbung nur die Existenz
eines reaktionsfahigen Stoffes in den Granulis erforderlich sei,
ist demnach wohl berechtigt.

Nach diesen Darlegungen konnte es scheinen, als wenn die
Vitalitat der Zellen bei dem Zustandekommen der besagten
F¥arbungssersecheinungen iiberhaupt keine Rolle spielte. Dies
wire aber ein Schluss, der mit den allgemeinen Erfahrungen
in keiner Weise in Einklang zu bringen wire. Diese Art der
Granulafarbung ist zweifellos fiir die lebende Zelle charakte-
ristisch und ist nicht mehr zu beobachten, wenn die Zelle ab-
gestorben ist. Die Grenze, wo fiir diesen Fall das Leben der Zelle
aufhort, ibr Tod beginnt, ist naturgemiss sehr schwer zu defi-
nieren.

Ich finde ein gutes Beispiel, wie man sich den Einfluss des
Lebenszustandes der Zellen auf den Ausfall der Granulafirbung
vorstellen kann, in den Versuchen iiber die Farbbarkeit phago-
zytierter Massen, die zuerst von Hofer (1890) mit Erfolg be-
gonnen. spiter von Plato weiter ausgebaut wurden. Ersterer
beobachtete, dass abgestorbene Infusorien sich mit Bismarck-
braun nur ganz hellgelb firben, nach ihrer Aufnahme in den
Amobenkorper aber intensiv farbbar werden; aus diesen Be-
funden geht deutlich hervor, dass das lebende Protoplasma es
ist, das durch die Produktion einer den Nahrungskérper durch-
dringenden (nach unseren jetzigen Erfahrungen sauren) Substanz
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dem Infusor die Farbbarkeit verleiht. Der gleiche Schluss lasst
sich aus Platos Versuchen iiber die Farbbarkeit intra- und
extrazellularer Gonococcen mit Neutralrot ziehen. .

Ebenso wie hier die Fabigkeit des Protoplasmas erwiesen
ist, intrazellular saure Substanzen abzuscheiden, so liegt die
Annahme nahe, dass auch ohne das Vorhandensein eines phago-
zytierten Fremdkorpers eine intrazellulire Abscheidung saurer
Substanzen (Eiweisse, Fettsauren) moglich ist. Dass alle farb-
baren Granula phagozytierte Massen seien, braucht und kann
man nicht annehmen.

Noch in vielen anderen Beziehungen wirkt der Lebens-
zustand der Zelle auf das Ergebnis der Farbstofireaktion ein. Die
vielfach beobachteten Anzeichen von reduzierenden und oxydieren-
den Eigenschaften des Zellenprotoplasmas stehen unter diesen
Eigenschaften ebenan; sie storen am meisten die Beurteilung der fiir
einen Farbstoff typischen Reaktionsweise mit bestimmten Zell-
bestandteilen. In einer weiteren, fast abgeschlossenen Mitteilung
werde ich darzulegen haben, dass neben diesen zum Teil noch
kaum exakt fassbaren Eigentiimlichkeiten des lebenden Proto-
plasmas, auch bestimmte physikalische Zustinde des zwischen
den Granulis gelegenen Protoplasmas von bestimmendem Einfluss
auf das Ergebnis der Granulafarbung sind. Besonders der Gebalt
an Lipoiden in demseiben ist von grosser Bedeutung. Diese
spater genauer zu erdorternden Beziehungen und die in der vor-
liegenden Mitteilung niedergelegten Beobachtungen iiber den
Mechanismus der Granulafirbung lassen es schon heute als sicher
erscheinen, dass die Granulafirbung mit basischen Farbstoffen von
seiten der Granula ein passiver Vorgang ist. Nur die chemische
Struktur der Granula ist von ausschlaggebender Bedeutung.

Aktiv eingreifen kann in den physikalisch-chemischen Vor-
gang der Farbung nur das intergranulare Protoplasma dadurch,
dass es den Farbstoff zerstort. Daneben machen sich von seiten des
intergranuldren Protoplasmas Einfliisse geltend, die ihre Ursache
in der physikalischen Zusammensetzung des Protoplasmas.haben.

Nicht die Granula also sind es, die als Triger des Stoff-
wechsels in der Zelle zu betrachten sind, sondern das inter-
granulire Protoplasma. In diesem spielen sich alle wichtigen
Vorgiange des Zellenlebens ab. Welche Rolle hierbei den Plasto-
somen zukommt, muss unentschieden bleiben.
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Erkldrung der Abbildungen auf Tafel XV und XVL

Samtliche Abbildungen sind nach frischen, unfixierten Priparaten mit

Zeiss Apochr. Imm. 2 mm und Komp.-Ok. 4 gezeichnet; die Vergrosserung

betrug 920. Material: verschieden alte Quappen von Rana temporaria und

esculenta.

Fig. 1. Zwei Zeilen eines Vornierenkanilchens; die Quappe hat ca. 4 Wochen
in einer Trypanblaulésung (1:10000), darauf 2 Tage in einer
Vitalneurotiosung (1:5000) gelebt.  Ablagerung rein hellroter
Granula neben den alten, dunkien Trypanblaugranulis.

Fig. 2 und 8. Zellen aus der Wand eines Urnierenkanilchens; Fig. 2 mit
homogenen Granulis nach viertigigem, Fig. 3 nach sechstigigem
Aufenthalt in einer Lssung von Wasserblau (1:5000); bei Fig. 3
Kolloidausflockung

Fig. 4. Zwei Zellen einer frisch aus der Gallerthiille geschliipiten Quappe,
die sich in Neutralrotlosung entwickelt hatte; neben feinen Pigment-
kérnchen verschieden stark homogen durchgefirbte Dotterplattchen.

Fig. 5. Zelle aus dem 2. Abschnitt eines Vornierenkanilchens einer etwas
ilteren Quappe (mit eben sichtbaren Husseren Kiemen), die sich
in verdinnter Neutralrotlésung entwickelt hatte. Dotterplittchen
mit Randkappen, die viel intensiver gefirbt sind als die iibrige
Masse des Plittchens; Zerfallserscheinungen an den Dotterplittchen.

Fig. 6 und 7. Zellen aus dem Glaskorper aus demselben Tier wie Fig. 3;
Fig. 6 zeigt neben zerfallenden Dotterplittchen Granula, Fig. 7
nur noch Granula.

Fig. 8.  Vorniere einer.ca. 12 mm langen Kaulquappe, Neutralrot 1:300000,
24 Std.; kranzformige Anordnung der Neutralrotgranula um prifor-
mierte Granula der Zellen; bei b eine Granulagruppe stirker ver-
grossert.

Fig. 9.  Vorniere einer Kaulguappe gleichen Alters wie Fig. 8, Neutralrot
1:30000, Yz Std.; neben Bildungen wie in Fig. 8 heginnende
Durchfarbung der priformierten Granula.

Fig. 10. Vorniere einer #lteren Kaulquappe nach ca. vierwdchentlichem
Aufenthalt in einer Trypanblaulésung 1:10000; kranzférmige An-
ordnung von Pigmentgranula um die Trypanblaugranula.

Fig. 11. Vorniere einer Trypanblaukaulquappe wie in Fig. 10 nach ein-
stiindigem Aufenthalt des Tieres in einer Losung von Neutralrot
1:30000: simtliche Trypanblaugranula sind zu violetten Massen
ausgefallt.
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Fig. 12.

Fig. 13.

Fig. 15.

Fig. 16.

Fig. 17.
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Vorniere einer Trypanblauquappe wie in Fig. 10 nach vierstiindigem
Aufenthalt in einer Losung von Neutralrot 1:30000; nach Aus-
fallung samtlicher Trypanblangranula sind zablreiche andere Zell-
granula durch Neutralrot gefirbt.

Urniere einer dlteren Kaunlquappe ; dieselbe war nach zweistiindigem
Aufenthalt in Neutralrot (1:30000) in reines Wasser fiir 24 Stunden
iitbertragen worden, worauf sie noch 4 Tage in Wasserblau (1 : 5000}
lebend gehalten wurde. Neben den Uberresten der anfinglich
starken Neutralrotfarbung sind die Wasserblaugranula entstanden,
ohne dass beide Farbstoffe in den Granulis miteinander reagiert
hitten.

Zellen aus einer mit Wasserblan vital - beladenen Urniere; bei a
reines Wasserblau-Granulum: b bis d verschiedene Stadien der
Umfirbung nach Zusatz von Neutralrot (supravital); bei b erste
Wirkung-Randfillung, bei ¢ beginnende Umfirbung des Granulum-
inhaltes. bei d vollkommene Rotfiarbung der Wasserblaugranula.
Alle Stadien der Farbwirkung rubren von der gleichen Urniere her.
Urnierenzellen mit vitaler Ablagerung von Bordeaux (Weiler-ter-
Mer), nach Zusatz des Oxydasegemisches nach v Giercke:
a zeigt die anfinglichen Stadien der Reaktion: Fiillungsgranula
an der Oberfliche der sauren roten Granula: dnrch weitere Ein-
wirkung des Oxydasefarbstoffes wird der saure Farbstoff an der
Oberfliche seines Granulums vollstindig ausgeflockt. so dass das
Granulum selbst farblos wird (b).

Vornierenkanilchen mit Einlagerung von Trypanblaugranula ; supra-
vitale Neutralrotwirkung. Durch allmihliches Eindringen des
basischen Farbstoffes sind alle Stadien der Umfirbung nebeneinander
ausgebildet. a zeigt unverinderte Trypanblaugranula, b Umfirbung
derselben durch den ersten zudringenden basischen Farbstoff; bei
¢ beginnende, bei d vollstindige Ausflockung des Neutralproduktes.
x == Zellkerne.

Urnierenkanilchenzellen mit vitaler Ablagerung von Neuvitalrot,
supravitale Einwirkung von Nilblausulfat; die tiber Kerngrosse
angewachsenen Granula werden bei a durch den ersten hinzu-
getretenen basischen Farbstoff ausgeflockt, bei b werden die Flocken
durch reichlicher hinzustromenden basischen Farbstoff dunkler;
nach der volligen Ausflockung sammeln sich die Flocken an der
Oberfliche des im ibrigen farblos gewordenen Granulums an.
x = Zellkerne.
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