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Anwendung des Methylgriin zur Erkennung der
chemischen Reaction und des Todes der Zellen ).

Von Prof. A. Mosso in Turin.

Heidenhain war der erste, der auf den Gedanken kam,
zum Studium der Zellfunctionen®) Farbstoffe anzuwenden; seine
Experimente mit indigschwefelsaurem Natron nach dem Ver-
fahren von Chrzonszczewski sind bekannt. Certes®) fand,
dass die durch 24 Stunden in der feuchten Kammer belassenen
weissen Dlutkorperchen des Frosches durch Cyanin leicht ge-
farbt werden, wenngleich sie noch Améboidbewegungen zeigen.
Brandt*) bediente sich des Himatoxylin zum Studium der In-
fusorien, und folgerte, nachdem er bemerkt hatte, dass in den
Vacuolen der Amdben die violette Farbe - des Himatoxylin sich
in Braun verwandelte, — dass die Vacuolen ein Secretionsorgan
seien und eine sauer reagirende Substanz absondern. Schon
Rollet bemerkte, dass eine mit ammoniakalischer Carminlésung
gefirbte 1procentige Kochsalzldsung die Blutkérperchen erst dann
firbt, wenn sie geronnen sind oder einem elektrischen Strome
ausgesetzt werden.

1) Aus den Rendiconti dell’ Accademia dei Lincei. 1888. Vol IV. p. 419,
%) R. Heidenhain, Pfliger’s Archiv. 1874, Bd.9. 8.1.

) A. Certes, Comptes rendus. 1881, Vol.92. p. 424,

1) K. Brandt, Biolog. Centralblatt. 1881, 8.202.
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Pfeffer®) verdffentlichte jiingst eine sehr schitzbare Arbeit
fiber ,Aufnahme der Anilinfarben durch lebende Zel-
len“. Es sind diese Experimente und Forschungen an Pflanzen
von grossem Interesse fiir die Zellbiologie. Pfeffer sah, dass
das Protoplasma, so lange es lebend ist, durch Methylenblau
nicht gefirbt wird, was hingegen eintritt, sobald das Protoplasma
sich verindert und stirbt. Dic Férbung der lebenden Zellen er-
folgt viel leichter durch Methylviolett, doch bemerkte Pfeffer,
dass dies ein sehr giftiger Stoff sei und man daher mit Bedacht
- folgern miisse. Die Farbung des Nucleus, welche eine Lésung
von 00,0003 pCt. und sogar eine solche von nur 0,0001 pCt. nach
wenigen Minuten hervorruft, ist nach Pfeffer bereits einer Alte-
ration zuzuschreiben. Niemals fand er mittelst Methylviolett cine
Férbung des Protoplasmas oder des Nucleus in lebendigem Zu-
stande; in denjenigen Theilen der Pflanzen, welche die Farbung
schwerer annahmen, iiberwogen junge Zellen.

Ehrlich machte in dieser Beziehung einige sehr interessante
Versuche ). In seiner Abhandiung fiber die Reaction der leben-
den Nervensubstanz auf Methylenblau bemerkt er, dass alkalische
Reaction und Sittigung mit Sauerstoff unerldssliche Vorbedin-
gungen seien, damit die blaue Féirbung der Nerven eiutrete,

Die chemische Reaction der Zellen lasst sich durch ver-
schiedene Anilinfarben erzielen: ich selbst erhielt die besten Re-
sultate mittelst des Methylgriin®).

Das Methylgriin (C,;H,,Cl,N,Zn) wurde in die mikroskopische
Technik durch E. Calberla®) eingefiihrt. Er fand, dass die
Nuclei der Zellen des subeutanen Bindegewebes, die Gefiisse,
das Neurilemma dadurch rosa, die Zellen des Corium und ins-
besondere deren Nucleus roth-viclett, die Elemente der Epider-
mis blangriin gefirbt werden. Er forschte nicht nach den
Ursachen dieser Farbendifferenz. — Erlicki filhrte den Ge-

) W. Pfeffer, Untersuchungen aus dem botan. Institute zu Tibingen.
Bd.II. 8. 179.

%} Ehrlich, Deutsche med. Wochenschr. 1386. No. 4.

3) Das Methylgriin, dessen ich mich bei diesen Untersuchungen bediente,
wurde mir von Trommsdorft in Erlangen und ven Dr. Gribler in
Leipzig geliefert.

%) E. Calberla, Morphologisches Jahrbuch. III. 1877. S.625.
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brauch des Methylgriin bei den histologischen Forschungen der
Nervencentren ein.

Ehrlich') bediente sich des Methylgriin beim Stadium der
Leukocyten, jedoch in Verbindung mit Siurefuchsin (Fuchsin-,
Rubinsdure), wodurch er aber verhindert war, die specifische
Reaction jenes Farbstoffes zu erkennen. In Folge von Studien
mittelst zahlreicher Anilinfarben, bestitigte er, dass die Leuko-
cyten fiinf verschiedene "Arten von specifischen Granulationen
aufweisen, welche sich verschiedenartig farben. Ehrlich brachte
zu diesem Behufe ein Tropfchen Blut zwischen zwei Deckglis-
chen, trennte dieselben wieder, nachdem er den Blutstropfen
durch leichies Aneinanderdriicken der Deckgldschen in eine diinne
Schicht zertheilt hatte, und liess sie nun bei einer Temperatur
von 120°-—-130° durch 2—3, Stunden trocknen, worauf er sie mit
verschiedenen Substanzen firbte. Er behauptet, dass die ver-
schiedenen specifischen Granulationen Folgen einer Secretions-
thitigkeit der Zellen seien, giebt aber fiir diese Lehre keine
weitere Erklarung ab, vielmehr beschrinkte er sich darauf zu
sagen, dass tiber die Natur dieser Granulationen noch positive
Daten fehlen.

Heschel?®) verwendete das Methylgriin als Reagens zur Er
kennung der Amyloidsubstanz. Nach ihm bestitigte Cursch-
mann®), dass die in amyloider Entartung befindlichen Gewebe
violett werden, wihrend die normalen Theile sich. blau oder
griin firben.

Strassburger*) bediente sich des Methylgriin, um die ka-
ryokinetischen Figuren zu firben; nach ihm beniitzten es mehrere
Andere zum npimlichen Zwecke, aber Niemand suchte — so
weit ich davon Kenntniss hitte — die Ursachen der verschie-
denartigen Firbungen zu ergriinden, welche sich darbieten, wenn
die Zellen in eine und dieselbe Losung dieses Farbstoffes ge-
taucht werden.

Gewdhnlich bediene ich mich des Methylgriin in einer

) P. Ehrlich, Zeitschrift fir klinische Medicin. I. 1880. S.553.

%) Heschel, Wiener med. Wochenschrift. 1879. No. 2.

9. Curschmann, dieses Archiv Bd. LXXIX. S. 556.

%) 8trassburger, Arch. f. mikrosk. Anatomie. Bd. XXI. 8. 476. — Zell-
bildung und Zelltheilung. 3. Aufl. 8. 141.

27%
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wisserigen Losung von 0,2 pCt -auf eine 1procentige Kochsalz-
losung. Was die Dosis des NaCl botrifft, so muss der Titre
der Losung der Resistenz jener Zellen entsprechen, welche man
zu untersuchen hat, da eine zu verdiinnte Ldsung sie alterirt.
Um die Wirkung des Methylgriin auf die weissen und rothen
Blutkérperchen des Menschenblutes zu beobachten, geniigt‘es,
wenn wir einen Finger anstechen und den herausquellenden
Blutstropfen mit einem, auf einem glisernen Objecttriger befind-
lichen Tropfen der erwihnten Losung leicht in Beriihrung bringen.

Im ersten Augenblicke scheinen die Leukocyten zu wider-
stehen, dann nehmen sie eine gleichmissig blass-violette Farbe
an, die sich allmidhlich verstirkt®).

Die rothen Blutkérperchen verdndern sich: einige vertiefen
sich und nehmen Becherform an; bei anderen erscheinen im In-
nern unregelmissige Héhlungen und diese Verdiinnung der gelben
Substanz im Centrum des Blatkérperchens ruft Figuren hervor,
welche denen #hneln, die Marchiafava und Celli als Kenn-
zeichen der Malariainfection beschrieben bhaben?).

Um die Transformation zu verfolgen, welche die Blutkdrper-
chen im Methylgriin erleiden, geniigt es, das Priiparat in die
feuchte Kammer zu bringen oder es mit einem Vaselinring zu
umgeben. Alsdann kann man das Priparat unter dem Mikro-
skop lassen und Stundenlang die Verinderungen des Blates ver-
folgen.

Nach 6 Stunden nehmen einige Leukocyten eine bliuliche
Farbe an, andere werden griin, aber die grissere Anzahl hat
eine intensiv violette Farbe. Die plasmodischen Figuren im
Innern der rothen Blutkérperchen sind fast verschwunden, viele

1) Die in dieser Abhandlung und in der folgenden enthaltenen Beobach-
tungen wurden mit einem apochromatischen 2,0 mm Objectiv Zeiss
mit homogener Immersion und 1,30 Apertur gemacht. Ich bediente
mich fast immer des Ocular No. 4; bei stirkerer Vergrisserung des
Oculars No. 12.

Iech werde in einer der nichsten Abhandlungen auf dieses Argument
zurfickkommen, um durch neue Beobachtungen den bereits ausge-
driickten Zweifel zu bekriftigen, dass nehmlich jene plasmodischen
Figuren wahrscheinlich centrale Vertiefungen seien, welche durch die
nekrobiotischen Veranderungen der rothen Blutkérperchen hervorge-
rufen werden.

2

&
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Blutkérperchen haben ihre gelbe Farbe verloren und sind trans-
parent geworden.

Nach 24 Stunden haben zahlreiche Leukocyten die soge-
nannten Nuclei intensiv griin gefdrbt; der tbrige Theil des Blut-
korperchens besteht aus einer granuldsen, leicht bliulichen Sub-
stanz; einige Leukocyten haben sich aufgeldst und einen granu-
losen, violettfarbigen Detritus hinterlassen.

Die violett gebliebenen Leukocyten behalten, im Gegensatze
zu den griin gefirbten, undeutliche Nuclei. Man bemerkt auch
violette Leukocyten mit griinen Nuclei, an denen Auswichse
und hyaline Tropfchen zum Vorschein kommen.

Unter dem Einflusse des Methylgriin verlieren einige rothe
Blutkérperchen ihr Himoglobin, entfirben sich und bilden die
sogenannten Schatten. Spéter zeigt sich ein weiterer Unterschied
zwischen den resistirenden rothen Blutkérperchen. Einige sind
stark granulés geworden und firben sich blau-violett, ohne dass
ihre Form sich verindert hitte. Andere firben sich in violett-
farbiges Blau, ohne granulos zu werden; bei anderen wieder bleibt
der centrale Theil homogen, firbt sich griinlich-blau, und rings-
herum bildet sich eine feine granuldse Schicht.

Das Methylgriin ruft noch andere Verdnderungen der rothen
Blutkorperchen hervor, welche zur Erkennung der Structur dieser
Zellen interessante Behelfe liefern. Dariiber in einer anderen Note.

Frischer, mit Methylgriin behandelter Eiter giebt von der
verschiedenartigen Firbung der Leukocyten ein besseres Bild, als
Blut. Ich berichte hier ausfiihrlich iiber eine diesbeziigliche
Beobachtung, um das Verfahren mit dieser Substanz concreter
zur Anschauung zu bringen.

15. Januar 1888. TIch Gffne mittelst einer Lanzette eine kleine Pustel,
die mir an einer Hand zum Vorschein gekommen war, und berihre sodann
mit ersterer einen Tropfen der erwihnten Lésung (0,2 pCt. Methylgriin, 1 pCt.
Na(1), welcher sich auf einem glisernen Objectirfiger befindet, wodurch Eiter
sich dem Tropfen beimiseht. Grésstentheils erscheinen die Eiterkérperchen
als weisse Sphiiren in einer grimen Flussigkeit: viele sind violett gefarbt,
wenige bereits grin.

Die griinen Korperchen zeigen keine Spur von Bewegung mehr. Diejeni-
gen, welche sich bewegen, sind ungefirbt; einige zeigen blauviolette Firbung.

Der rothen Blutkérperchen sind nur wenige; einige von ihnen sind rund
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und normal; andere sind becherformig gehohlt, andere wieder haben centrale
unregelméssige Hihlungen.

Die rothen Blutkérperchen widerstehen der Einwirkung der Farbfliissig-
keit ziemlich gut; doch sieht man an einigen an einer Seite einen granu-
lirten Halbmond sich bilden, der violett gefirbt ist, wihrend die Masse des
Blutkérperchens zu zwei Drittel aus einer gelben homogenen Substanz besteht.

Die hyaline Substanz der Eiterkdrperchen bildet Tropfchen und Beulen,
welche an der Oberfliche haften und sich nicht firben, wihrend im Innern
der Eiterkdrperchen grine oder violette Fragmente sichtbar sind, wie ich es
schon in meiner Mittheilung tber die Nekrobiose der rothen Blutkérperchen
beschrieb ).

Nach 10 Minuten sind fast alle weissen Blutkérperchen verschwunden,
dagegen erscheinen nunmehr zahlreicher die violetten und grimnen.

Ich bringe das Préparat in die feuchte Kammer und belasse es dort
durch 2 Stunden. Die hierauf vorgenommene Untersuchung zeigt, dass die
gelben Blutkérperchen gut widerstanden haben; die gréssere Anzahl hat die
normale Farbe behalten, nur einige wenige sind grin gefirbt und besitzen
einen dicken, intensiver gefirbten Kern von 5 4 Durchmesser und sind
ausserdem mit einer lichtgrin gefirbten granulirten Substanz umgeben, wo-
durch der Durchmesser des Blutkdrperchens auf 7 s steigt. Andere &hnliche
Formen zeigen den Uebergang der rothen Blutkdrperchen durch weniger
intensive Farbung, in welcher noch die gelbe Farbe vorwiegt.

Die Eiterkdérperchen enthalten eine fein granulirte Substanz, welche sich
nur schwer, und eine andere, welche sich leichter firbt. Diese letztere Sub-
stanz bildet mehr oder weniger regelmissige Kigelchen, die ich Cytofragmente
nannte?), weil sie keine wahren Nuclei sind. Diese Kiigelchen oder Fragmente
erscheinen erst weiss, dann violett, hierauf blaulich und schliesslich smaragd-
grin. Sie sind das Product eines nekrobiotischen Prozesses und entstehen
durch eine Art von Coagulation, durch eine Zersetzung oder Anschwellung
der Substanzen, welche die Blutkdrperchen bilden. Eine dritte Substanz,
welche wir in den Eiterkorperchen wahrnehmen, ist die sogenannte hyaline
Substanz, die sich nie firbt. Nach 24 Stunden sind, anstatt der violetten,
die grin gefirbten Korperchen vorwiegend. Noch bemerkt man einzelne
weisse.

Ich bringe das Priparat wieder in die feuchte Kammer und unter-
suche es nach 3 Tagen. Siammtliche Eiterkérperchen sind grin und gut er-
halten. Die violettfarbigen sind nur selten und auch in ibnen zeigt sich
eine stirkere Tendenz zum Griinen, als zum Blauen. In einigen finden sich
2—3 kuglige, grin gefirbte Fragmente neben 1—2 &hnlichen violetten
Kigelchen. In diesen simmtlichen Zellen ist der granulirte Theil, welcher
den Zellkérper bildet, in welchem die sogenannten Nuclei oder Cytofrag-
mente eingeschlossen sind, weniger gefirbt.

1) Dieses Archiv. 1887. Bd. 109. 8. 252, 260.
2) Ibidem 8. 254.
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Die Granulationen sind lichtbrechend und die farblose hyaline Masse ist
stirker entwickelt als am ersten Tage, weshalb viele Zellen mehr rund oder
ellipsoid sind, mit hyalinen, transparenten Auswiichsen an der einen Seite.
Nach 4 Tagen existirt kein einziges violett gefirbtes Eiterkérperchen mehr,
alle sind smaragdgrin. Nur sehr wenige sind farblos und diese zeigen das
Augsehen einer transparenten, wenig granulirfen, hyalinen Masse ohne Cyto-
fragmente. Einige Eiterkdrperchen sind stark granulirt und bilden gleich-
sam eine Sphire, welche 2—3 smaragdgriine Kiigelchen enthalt.

Die Eiterkérperchen bestehen aus einer fein granulirten, schwammartigen
Substanz, die sich nicht firbt; innerhalb dieser Sphére befinden sich Ki-
gelchen, die sich intensiv griin firben. In der ersten Periode, solange nehm-
lich die ganze Zelle violett gefirbt ist, war dieser Unterschied zwischen den
zwei Substanzen weniger evident.

Wir haben bereits frither') ersehen, dass junger Eiter von
altem sich durch eine tiefgehende Differenz in der Structur der
Eiterkdrperchen unterscheidet, welche letzteren sich in verschie-
denen Graden einer mehr oder weniger vorgeschrittenen Degene-
ration befinden. Dieser Unterschied wird nun durch die Reaction
des Methylgriin bestitigt, indem sich dadurch die jungen Eiter-
korperchen violett, dagegen diejenigen griin firben, welche sich
in der letzten Phase des nekrobiotischen Prozesses befinden. Bei
jungem frischem Eiter bemerken wir, dass die grissere Aunzahl
der Eiterkorperchen violett wird und nur wenige sich griin férben.
Wenn wir denselben Eiter auf einem Uhrglase 4—5 Tage in der
feuchten Kammer belassen und sodann untersuchen, finden wir,
dass fast alle Zellen sich sofort smaragdgriin firben. Sobald
wir die Zersetzung des Eiters beschleunigen, indem wir ihn in
eine Temperatur von 38°—42° bringen, so verlieren die Zellen
die Fahigkeit, sich violett zu firben, und erscheinen sogleich
griin. Der LEiter ist sauer geworden?).

Die Beobachtung, dass eine und dieselbe Zelle sich erst
violett, dann blau und schliesslich griin firbt, lisst daraaf
schliessen, dass die Farbung von chemischen Vorgingen abhinge,
welche sich mit dem nekrobiotischen Prozesse verindern.

Zellen, welche sich in normalen Lebensbedingungen befinden,

1) Dieses Archiv. 1887. Bd. 109. 8. 254,

%) In einer nichsten Mittheilung werde ich meine Versuche iiber die saure
Reaction des Eiters veriffentlichen. Daraus wird man sich leicht ber-
zeugen, wie durch die Nekrobiose eine saure Beschaffenheit der Zellen
entsteht.
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lassen sich nicht intensiv firben; auch wenn sie schon in die
erste Phase des nekrobiotischen Prozesses eingetreten sind, wider-
stehen sie noch der Imbibition der Farbstoffe. Ich habe mich
von dieser Thatsache nicht nur bei Verwendung des Methylgriin,
sondern auch bei Experimenten mit Magdalaroth, Eosin, Methyl-
violett, Jodgriin, Methylenblau u.s. w. iberzeugt. Von diesen
Beobachtungen will ich nur eine erwihnen, wo der Eiter einem
kleinen Abscesse unter der Zunge entnommen wurde.
Magdalaroth (= Naphthalinroth, salzsaures Rosanaphthyl-
amin, Naphthalinrosa, C, H, N,.H,0.HCI) 0,4 pCt. NaCl 0,75 pCt.

Beildufig die Balfte der Eiterkdrperchen farbt sich sofort roth, die andere
nimmt keine Farbe an. Naher untersucht findet man, dass jene Eiter-
kérperchen, welche sich nicht firben lassen, lebhafte Bewegungen der Gra-
nula zeigen, wihrend dieselben bei den roth gefirbten Eiterkérperchen ganz
unbeweglich sind. Wenn man eine Zelle mit in Bewegung befindlichen
Kernen lange fixirt, so sieht man, wie sich dieselbe langsam firbt, ferner,
dass die Bewegung der Kerne aufhdrt.

Fassen wir das Gesagte zusammen, so resultirt aus den
angefiihrten Versuchen, dass die Zellen sich nicht firben lassen,
s0 lange sie in voller Lebensthétigkeit sind; dass sie sich violett
firben, sowie es gelingt, die Lebensthiitigkeit zu vermindern, und
dass diese Farbe sich bei derselben Zelle nach einander verdindert
und zwar zuerst dem Blaugriin zuneigt, um schliesslich licht-
smaragdgriin zu werden.

Bei der Untersuchung von frischem und altem Eiter mit
Methylgriin habe ich meine Lehre der Nekrobiose der rothen
Blutkdrperchen bestitigt gefunden. Durch diese Methode kann
man sich leicht iiberzeugen, dass die Leukocyten und die
Eiterkorperchen sterbende und gestorbene Zellen sind.

Bei Anwendung einer Losung von 0,2 pCt. Methylgriin, 1 pCt.
NaCl bemerkt man eine rapide und tiefgehende Verinderung der
Leukocyten. Im Fischblute bemerkt man, wenn man die homo-
genen, weissen DBlutkérperchen, welche in lebhafter Bewegung
sind, mit voller Aufmerksamkeit verfolgt, — nach Zusatz eines
Tropfens der genannten Losang an den Rand des Deckglischens
— wie die Leukoecyten sofort ihre Fortsitze einziehen, kuglig
werden und im Innern zahlreiche Kiigelchen oder Hohlrdume auf-
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weisen. Die weissen Blutkdrperchen nehmen eine blassviolette
Farbung an. Die Vacuolen bleiben farblos, der sogenannte Nu-
cleus hingegen wird intensiv violett gefirbt, ist rund oder nieren-
formig, oder es zeigen sich zwei Nuclei neben einander.

Einige Blutkorperchen verwandeln sich in wenigen Minuten
in eine hyaline Kugel mit dicken Granulationen und kernartigen
Fragmenten auf der einen Seite, wéhrend man auf der anderen
Seite die hyaline Substanz und in deren Innern in lebhafter Be-
wegung befindliche Korner bemerkt, wie ich es schon bei den
Eiterkérperchen beschrieben habe. Manchmal verindern sich die
in Bewegung befindlichen weissen Blutkbrperchen, — tiberrascht
von der deletiren Wirkung der genannten Fliissigkeit, — bevor
sie noch Zeit hatten zu conglobiren, und es erscheinen scdann
im Innern der Blutkorperchen kleine Kiigelchen in der Zahl von
10, 15 oder auch mehr um den Nucleus herum gelagert; bald
nachdem die Blutkérperchen violett werden, ziehen sie die Fort-
sitze ein und werden sphérisch.

Methylgriin, 0,2 pCt. in einer 1procentigen Kochsalzldsung,
bewirkt in diesem Falle einen so rapiden Tod der Leukocyten,
dass wir in demselben Blutkdrperchen die Transformationen auf
einander folgen sehen, welche im Eiter — innerhalb des Or-
ganismus der Sdugethiere — eine bedentend ldngere Zeit bean-
spruchen. Wir sehen Leukocyten, die friher homogen waren,
in der Beweguug einhalten, ihre Fortsitze einzichen und kugel-
formig werden; in ihrem Innern (vielleicht durch einen Gerin-
nungsprozess) erscheint eine gewisse Anzahl von Kiigelchen, 15,
20 bis 30, welche die ganze Zelle erfiillen; einige grossere Frag-
mente firben sich intensiver; in der letaten Periode der Nekro-
biosis sondert sich eine hyaline Substanz ab, in welcher man
Kérachen bemerkt, welche sich bewegen, wie diejenigen des
Eiters, wihrend der Rest der Zelle intensiv gefiirbt ist.

Epithelialzellen mit flimmernden Wimperhaaren und Sper-
matozoen sind die am meisten geeigneten Elemente, um die Be-
ziehungen zu studiren, welche zwischen Farbung der Zellen und
ihver Vitalitdt bestehen. Wenn man ein Stick der Pharynx-
schleimhaut des Frosches nimmt und es in der Losung (0,2 pCt.
auf 0,75 pCt. NaCl) zerreisst, so nehmen die Zellen, deren Cilien
sich bewegen, eine violette Farbe an, diejenigen, deren Cilien
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unbeweglich sind, hingegen eine griine. Wenn man nun die Auf-
merksamkeit jenen Zellen zuwendet, deren Cilien sich bewegen,
so bemerkt man, dass sie keine Spur eines Nucleus zeigen; nach
beiliufig einer halben Stunde werden die Cilien unbeweglich
und es kommen 1—2 blaue Nuclei zum Vorschein, doch sind
deren Umrisse noch verschwommen. Erst nach 2 oder 3 Stunden
wird der Nucleus deutlicher und nimmt eine griine Farbe an;
die Cilien bleiben farblos. Nach 4 bis b Stunden sind alle
Nuclei smaragdgriin gefarbt und nur sehr wenige Zellen erschei-
nen -violettfarbig.

Ich habe dieselben Beobachtungen auch an den Flimmer-
zellen von Unio und Anodonta gemacht, welche die Kiemen
dieser Thiere bedecken oder auf deren Mantel stehen. Die
letzteren sind zum Studium mehr geeignet, da sie sich spontan
loslosen und sehr lange Cilien besitzen, so dass man jede kleinste
Bewegung sieht, da ferner ihre betrichtliche Grosse das Studium
der nekrobiotischen Verinderungen erleichtert.

So lange die Zellen von Anodonta und Unio sich lebhaft be-
wegen, lassen sie sich weder durch Methylgriin, noch durch Magdala-
roth oder eine andere Substanz firben. Dies ist die Periode der
vollen Vitalitdt, wihrend der die Zellen so lebhafte Bewegungen
ausfiihren, dass man hauofig sieht, wie sie das mikroskopische Ge-
‘sichtsfeld durcheilen, indem sie mit ihren langen Cilien die ihnen
nahestehenden Blutkérperchen und Zellen peitschen.

Hierauf folgt die Periode der Agonie, in welcher sie sich
nicht mehr oder doch nur sehr langsam bewegen; in dieser
Periode sind sie entweder farblos oder nur sehr leicht violett
gefirbt, doch kann man den Nucleus noch nicht wahrnehmen.

Sobald der Nucleus sich firbt und deutlich begrenzt im
Zellkorper erscheint, sind die Cilien bereits bewegungslos, oder
ihre Bewegungen sind sehr verlangsamt und von Pausen unter-
brochen, oder endlich sie sind unregelmiissig, so dass der Cilien-
schopf sich in zwel Theile theilt, welche sich in entgegengesetzten
Richtungen bewegen.

In den Flimmerzellen, welche sich violett firbten, wird der
Kern immer deutlicher; er kann auch in verschiedene Kerne
oder Fragmente getheilt erscheinen, deren Farbe aber mehr in’s
Blaue neigt und schliesslich griin wird.
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Manchmal hat der nekrobiotische Prozess bereits begonnen,
wenn die Cilien sich noch bewegen. Von dem Tode und der
Degeneration der Flimmerzellen werde ich in einer besonderen
Note sprechen und nachweisen, dass der an den Blutkdrperchen
beobachtete nekrobiotische Prozess sich in allen seinen Einzelheiten
an Epithelialzellen und Flimmerzellen getreulich wiederholt.

Das Methylgriin wirkt auch aul die Spermatozoen giftig
ein. Tch machte Versuche mit denen von Meerschweinchen und
Zitterrochen und sah, wie ihre Bewegungen sofort aufhdrten.
Aus Furcht, dass die Losung von 0,2 pCt. auf 1,0 pCt. NaCl
nicht geniigend Natriumchlorid enthielte, nahm ich fir Zitter-
rochen Seewasser, jedoch mit 0,2 pCt. Methylgriin, und sah, wie
die Spermatozoen sich rapid firbten und starben. Nur selten
beobachtet man, dass schon gefirbte Spermatozoen sich noch’ be-
wegen, aber man erkennt in diesem Falle doch, dass sie sterbend
sind; ihre Oscillationen sind langsam, sie schnellen nicht mehr
hin und her, vollziehen ihre Bewegungen nur in Intervallen und
stehen schliesslich still. Mit Riicksicht auf den kleinen Kopf
der Spermatozoen konnte ich nicht mit Sicherheit feststellen, ob
alle die violette Farbe annehmen, bevor sie griin werden.

Die Wirkung des Methylgriin und andercr Farbstoffe auf das
contractile Protoplasma der vegetabilischen Zellen studirte ich an
den Blumenhaaren der Tradescantia virginica und an den
Sporen einer Seealge, der Ulva lactuca. Die Wirkung des
Methylgriin ist morderisch.  Die Zoosporen der Ulva lactuca sind
ovale Korperchen, 3—b u gross, und tragen an dem einen Ende
fadenférmige Fortsitze, die in sehr lebhafter Bewegung sind.
Wenn man zu dem Seewasser, in welchem sich diese Sporen
befinden, ein wenig einer 0,2procentigen Methylgriinlosung zu-
setzt, so firben sich die Sporen und halten sofort still. Der
Inhalt der Zoosporen wird granulés und es erscheinen auf ihrer
Oberfliche hyaline Tropfen. Der Todesprozess ihnelt jenem der
Leukocyten, indem man in der hyalinen Substanz der Sporen
Kgrnchen bemerkt, welche sich gerade so bewegen, wie ich es
bereits von den Eiterkorperchen beschrieben habe. Ich werde in
einer nichsten Note darauf zuriickkommen, wo ich die Erschei-
nungen der Nekrobiosis an Pflanzenzellen untersuchen will,
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Tch suchte nach den chemischen Ursachen dieser Veriinde-
rungen der Firbung und fand, dass, wenn die Alkalinitdt der
Zellen sehr gross ist, das Methylgriin, das in den Zellkdrper ein-
zudringen sucht, zerstért wird. Die Firbung der Zellen in Vio-
lett wiire also das Anzeichen einer verminderten Alkalinitit; die
Farbung in Griin das Anzeichen einer sauren Eigenschaft der
Zellen.

Wenn man 0,002 g Kali cansticum in 2 cem Wagser list und 0,002 g
Methylgriin, gelést in 1 cem Wasser, hinzufiigt, so veriindert sich die griine
Farbe und wird in 5 Minuten roth-violett, wie die Farbe der Zellen. Wenn
man diese roth-violette Lésung mit einigen Tropfen einer 1lprocentigen
Essigsiurelosung versetzt, so kehrt die urspriingliche griine Farbe langsam
zuriick.

Wenn wir, anstatt die erwéihnten Substanzen zu gleichen Theilen zu neh-
men, Methylgréin in Ueberschuss zusetzen, so erfolgt nicht mehr die Farbung
in Violett; d. h. wenn man 2 ccm einer Lésung von 0,003 g Methylgriin in
3 ccm Wasser mit 0,002 ¢ Kali causticum versetzt, so bleibt die Flissigkeit
griin. Mit anderen Worten: die oben genannte Reaction bleibt aus, wenn man
eine zu grosse Menge Methylgriin nimmt. In verdiinnteren Lisungen, wenn die
Alkalimenge nicht der des Methylgriin gleich ist, entfirbt sich die Flissig-
keit vollstindig in wenigen Minuten. So z. B. entfirbten 0,0004 g, in 4 ccm
Wasser gelosten Kali causticum 0,00016 g, in 0,08 ccm Wasser gelostes Me-
thylgriin. Doch wird hierdurch das Methylgriin nicht zersetzt, denn, wenn
wir zu der transparent gewordenen Ldsung 2 Tropfen einer I10procentigen
Yissigsiureldsung hinzufiigen, so kehrt die urspriingliche griine Farbe wieder
. langsam zurtick,

Allein man kann nicht sagen, dass bei Anwendung eines Ueberschusses
von Kali causticum das in der Losung befindliche Methylgrin sich voil-'
standig entfirbe. Die Farbe fehlt nur, weil die Losungen zu stark verdinnt
sind; denn, nehmen wir 0,008 g Kali causticum, geldst in 0,8 ccm Wasser,
und fiigen wir 0,002 g Methylgriin, geldst in 1 ccm Wasser, hinzu, so wird,
wenngleich das Verhaltniss zwischen Kali causticum und Methylgrin noch
immer wie 4:1 ist, keine véllige Entfirbung erzielt, vielmehr nimmt die in
diesem Falle weniger mit Wasser verdinnte Flissigkeit eine gelbbraune
Farbe an.

Iech fand, dass das Methylgrin die Gerinnung des Blutes
hemmt.

Eine Lésung von 0,5 pCt. Methylgriin in einer O,75procen-
tigen Kochsalzlgsung verzogert die Gerinnung des Blates betrdcht-
lich, auch wenn davon nur 2 cem auf 40 cem Blut in Anwen-
dung kamen, Nimmt man 3 oder 4 com der genannten Lisung
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auf 40 ccm Blut, so coagulirt dieses nicht mehr. Davon werde
ich in einer niichsten Note ausfiihrlicher sprechen.

Die Leukocyten des mittelst Methylgriin ungerinnbar ge-
machten Blutes sind in ihrer Substanz ungefirbt und zcigen im
Innern die sogenannten Nuclei smaragdgriin gefirbt. In einigen
ist die griine Substanz iberall verbreitet und erfilllt das ganze
Blutkérperchen; andere Leukocyten hingegen sind vollstindig ent-
farbt, aber der grosste Theil der Blutkdrperchen ist violett, ohne
eine Spur der sogenannten Nuclei.

Wenn man D oder 6 ccm einer 0,5 procentigen Methylgriin-
Iosung mit 40 com Blut mischt, welches direct den Arterien
entnommen wurde, so kann man sich leicht iiberzeugen, dass
das Methylgriin zersetzt wird. Schon die mikroskopische Unter-
suchung weist nach, dass die Intensitit der Farbung der Blut-
korperchen und des Serum nicht der dem Blute beigemengten
Quantitit Methylgriin entspricht und dass viele Leukocyten weiss
bleiben.

Fiigt man nun diesem Blute Essigsiure, in welchem Ver-
hiltniss immer, zu und verdiinnt hierauf mit Wasser, so erhilt
man nicht mehr die charakteristische griine Farbe; dies beweist,
dass das Verschwinden der ‘griinen Farbe nicht der Alkalinitit
des Blutes zugeschrieben werden kann.

Ich nahm an, dass Methylgriin im Contacte mit Blut sich
auf Grund eines Oxydationsprozesses entfirbe, und versuchte, ob
sich dasselbe Phinomen nicht etwa mittelst Wasserstoffsuperoxyd
erzielen liesse. Die erhaltenen Resultate bestitigten vollkommen
diese Voraussetzung; ich unterlasse es hier der Kiirze halber,
tiber diese Versuche zu berichten, da ich auf dieselben in einer
néchsten Note, wo ich von der physiologischen Wirkung des
Methylviolett sprechen werde, noch zurtickkommen muss.



