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Yergleichende Untersuchungen
iiber die elementare Zusammensetzung des rothen
Knochenmarkes einiger Siiugethiere.
(Nebst Bemerkungen zur Frage des gegenseitigen Verhéltnisses
der verschiedenen Leukocyten-Formen zu einander)
von
Dr. A. Pappenheim
z. Z. K8nigsberg 1. Pr.

Bei der actuellen Bedeutung, die in der wissenschaftlichen
Pathologie die lymphoiden Organe, Gewebe und Zellen erworben
haben, kann wohl jede, auch noch so geringe Forderung unserer
Kenntnisse auf diesem Gebiete willkommen erscheinen. Da ich
nun im Entwickelungsgange meiner Untersuchungen, betreffend
gewisse Fragen der morphologischen Haematologie, an einen
Punkt gelangt bin, wo mir eine eingehende Untersuchung der Brut-
statten rother Blutkdrperchen nothwendig erschien, so wihlte
ich das rothe Knochenmark, als den wesentlichsten in Be-
tracht kommenden erythropoetischen Heerd, zum Vertreter der
lymphoiden Organgruppe und machte ihn zum Object der vor-
liegenden Arbeit. Ich war nehmlich der Ansicht, dass man, um den
genetischen Connex gewisser morphologischer Zustiinde za verstehen,
verpflichtet sei, die verschiedenen Etappen des betreffenden
Entwickelungs-Processes an Ort und Stelle ihres Vollzuges zu
studiren, also auch die Erythro- und Leukogenese am Orte der
Erythro- und Leukoplastik innerhalb des lymphoiden Organs,
nicht aber, wie dies bisher zumeist geschah, imi Blut, in welches
normalerweise ja gar nicht alle Formen iibergehen und wo bei
pathologischen Vorgingen das normale Geschehen vielleicht
alterirt sein kdnnte. Aus jener Zeit stammt noch die Ableitung

multinucledrer - neutrophiler Leukocyten aus basophilen uninu-
2*
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cledren Lymphocyten oder Leukocyten und der Uebergang
multinacledrer neuntrophiler Leukocyten in multinucledre eosino-
phile.

Ueberhaupt sind die verschiedenen IFunciionszustinde des
Knochenmarks noch viel zu wenig erforscht und seine Be-
ziehungen, besonders zu constitutionellen Krankheiten, leider
noch zu wenig festgestellt. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen,
dass die Zeit kommen wird, in der man schon klinisch
das Knochenmark wird untersuchen kénnen und miissen, und
wo eine Section nicht fir vollstindig gilt, bei der nicht auch
der mikroskopische Befund des Knochenmarks erhoben ist. Zum
Theil ist der Anfang hierzu gemacht, insofern, als ja einige
werthvolle Untersuchungen iiber physiologische Functionszustinde
des Marks im Hunger, in der Graviditit, im Groisenalier
u. 8. w. vorliegen. Fiir das Verstdndnis der immer noch riithsel-
haften Blutkrankheiten der Leukaemie und pernicitsen Anaemie
kann aber, wie ich glaube, nur das eingehendste Studium
des normalen Knochenmarks im Stande sein, uns vorwirts zu
bringen.

Zur Untersuchung gelangte das rothe Knochenmark:

1. in seiner gewohnlichen erythroplastischen Thétigkeit, aber
bei cinem Thier, welches auf so niedriger phylogenetischer Stufe
steht (Marsupialier), dass man erwarten durfte, méglichst pri-
mitive embryoide Zustinde vorzofinden.

2. im Zustande physiologisch vermehrter Function
{Embryo, nengeborenes Thier, 12 Tage altes Thier).

3. im Zustande hochster kiinstlicher Reizung (nach Aderlass).

Wir betrachten demuvach das Rippenmark einer aus-
gewachsenen Beutelratte (Didelphys virginiana), das Femur-
Diaphysenmark bei 12 Tage alten, neu geborenen und embryonaleu
{Ende der dritben und Anfang der vierten Schwangerschaftswoche)
Kaninehen, schliesslich das Rippenmark vor und nach Aderlass.

Zu letzterem Zweck wurde ein eben 4 Wochen alter,
junger weiblicher Hund einer sehr grossen Doggenrasse gewiihls,
bel der man einen sehr starken Wachsthumsirieb und kriftige
Regeneration vorasussetzen konnte. Derselbs war 3400 gr. schwer
und wurde dreimal in kurzer Zeit bintereinander je einem, pro
Gewichtseinheit recht betriehtlichen Aderlass unterzogen. Vor
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jedem Aderlass wurde ein Stiickchen Rippe resecirt, nach jedem
Aderlass das Blut untersucht. Im Folgenden gedenke ich nur den
Knochenmarkbefund vor dem ersten und nach dem letzten Aderlass
zu beschreiben,

Es wurden am 13. October 1897. 40 cem Blut entnommen
(rechte Vena iugularis), am 14. October 1897. 80 cem (linke
Jugularis) am 16.October 1887 60 cem (rechte Femoralis). Zwischen
den einzelnen Venaesectionen warde reichliche Nahrung gewdhrt.
Herrn Dr. Aldehoff, dem ehemaligen ersten Assistenten der Kgl.
medicinischen Poliklinik zn Halle a. S., der die Liebenswiirdigkeit
hatte, mich bei den Operationen zu unterstiitzen, mdchte ich
auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank aussprechen.

Technik und Untersuchungsmethoden,

I. Schnittpriparate.

Solche wurden nur aus der Femur-Diapbyse des 12 Tage alten Ka-
ninchens hergestellt, derart, dass die Knochen mit einer scharfen Scheere
oberflichlich gesprengt wurden und der isolirte Markeylinder in toto in Essigs.
Sublimat, Chrom-Essigs. Sublimai, in Sublimat-Alkehol, Lenhossek, Formol,
Zenker, Formol -+~ Zenker, Flemming fixirt, und dann in Alkohol, bezw.
in Jod-Alkohol in diblicher Weise gehiirtet wurde.

An 2—4 p. dicken Paraffin-Schnitten konnte man vortrefflich die histo-
logische Architectur des rothen Marks studiren; cytologisch schienen sie
mir hochstens zum Studium der verschiedenen Arten von Riesenzellen geeignet,
da gerade diejenigen morphologischen Details, auf die es mir zumeist
ankam, wie Kernstructuren und Granulationen, in den Schnittpriparaten
entschieden zum Theil verloren gehen, somit die isolirende Deckglas-
Methode fiir diesen Zweck vorzuziehen war. Auch durch Férbungen gelang
es nur, eine ziemlich grobe Differencirung ganz allgemein zwischen rothen
und farblosen Zellen zu erzielen, nicht aber zwischen den einzelnen Arten
der letzteren; schliesslich war je nach der fixirenden Vorbehandlung das
Firbungsergebniss ein verschiedenes, da die verschiedenen Chemicalien
einmal verschiedene albumindse Structuren durch Coagulation zur Darstel-
lung bringen, dann aber auch die natirliche Affinitit der verschiedenen
Eiweissstoffe zu den Farbstoffen erheblich beeinflussen. Granulationen
wurden am besten bei Formol-Fixationen conservirt, jedoch weniger die Special-
granula, als die basophilen und eosinophilen. Fir Conservirung feinerer
Kernstrueturen schien noch am meisten das Sublimat zu leisten. Eine
tinctorielle Differencirung wurde versucht:

1. auf Grund der verschiedenen Kernverhiiltnisse. Hier kamen in Be-
tracht die Rugsel-Firbung und das Flemmingsche Dreifachverfahren, beides
physicalische Farbungen, die auf verschiedener Dichtigkeit und dem ver-
schiedenen Nucleingehalt der Kerne basiren und durch successive Proce-



22

duren, wie ¥arbstoff-Summation und Farbstoff-Entziebung wirken. n beiden
Fallen erschienen im Grossen und Ganzen die Erythrocyten-Kerne roth, die
der Leukocyten blau.

2. Nach dem Verhalten der Protoplasmen, zu welchem Zweck nur
chemisch elective Fiarbungen, auf der verschiedenen Affinitat der Gewebs-
theile basirend, verwendet wurden, indem stefs ein Gemisch von 2 sauren
Farben zur Anwendung kam. Die Kerne wurden dabei vorgefarbt mit
Alauncarmin {auch wohl Alaunorcéin), oder am besten mit Hamatoxylin.
Letzsterss ist mur in Form der bestens zu empfehlenden Himatoxylin-
Tinctur, wie sie von dem chemisch-technischen Laboratorium von Louis
Miller, Leipzig, Turnerstrasse, in den Handel gebracht wird, verwendet
worden. Scbliesslich versuchte ieh auch als Kernfarbe den natirlichen
Farbstoff der gemeinen Heidelbeere (Myrtillus vitis idaea), welchen ich als
Myrtillin in die Technik einfihren mochte. Denselben stellte ich mir so her,
dass die Schalen der Beeren in lOprocentiger Eisen-Alaunldsung gekoeht
wurden, der Colatur etwas Eisessig und Alkohol zugeseizt wnd in der Sonne
reifen gelassen wuvde. Dieses Decoct ist ebenfalls, wie das des Blau-
holzes, gerbsiurehaltig, und hat, wie das von Fol') empfohlene Ribesin
welches ich mir auns Mangel an Material leider nicht herstellen konnte, die
Higenschaft, mit Alkalien metachromatisch griin zu werden, Es firbt sehr
distinct und zart, aber langsamer und weniger intensiv, als das Himatoxylin,
Auf Deckglas-Priiparaten sind die Kerne der Lymphoeyben stets grau-grinlich,
die der Leukocyten prachtvoll blau-violett.

Zu einer der Kernfirbung nachgeschickten Plasmafirbung wurden fol-
gende Combinationen verwendet:

1. Aurantia - Bosin in alkoholisch-glyceriniger Lisung (Modification
nach Ehrlich’s Glyceringemisch).

2. Orange G-+8 Fuchsin in wissriger Lisung mit einem kleinen Zusatz
von Bssigefiure und Sulfanilsivre (Modification nach Biondi-
Heidenhain’s Gemisch).?)

3. Naphtolgelb 8~-8 Rubin in alkoholiseh-whssriger Lisung mit Zusatz
von 5pCt. Carbolsiure (Modification nach vaun Gieson).

4. Methylorange (Metanilgelh, Heliantbin, Trop#elin D, Orange III)
4 Griiblers franzosisches Eosin -+ etwas Lithion?) carbonicum in
wﬁb‘,tig glyeeriniger Losung (Modification nach Spuler).

5. Bosinseharlach (Rosin B N) - 8. Fuchsin (Modification nach Oppel).
?)le thahlo‘eﬂ Gebilde nahmen hierbei stets die erstere hellere, mehr
gelbe Farbe an, und zwar waren die kernlosen Scheiben meistens ganz
rein gelb in verschiedener Helligkeit, die kenhaltigen orangefarben in
verschiedener Abstufung; das Protoplasma der Leukocyten war gelblich

1) Lehrbuch der vergl. mikroskop. Anatomie 1896 p. 183.

%) M. Heidenhain: Beitrag zur Kenntniss der Topographie und Histologie
der Kloake etc. Inaugural-Dissert. Freiburg i. B.

% Of Jacob: Lehmanns Handatlanten XV Text zu Taf. II Fig. 3.
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oder blaulich rosa, die Granulationen leuchtend roth. Eine ganz gute
Differencirung erhélt man auch, wenn man einen metachromatischen, aber
sauren Farbstoff, wie Benzopurpurin oder Bordeaux, anwendet, wobei eben-
falls das Hb mehr oder weniger gelblich orange, die Granulationen etwas
roth, die Protoplasmen durch Hamatoxylin lilafarben erscheinen.

II. Deckglas-Priparate.

Die Abstriche von dem sehr zerfliesslichen, embryonalen oder neu-
geborenen Mark werden so hergestellt, dass das von Weichtheilen befreite
Femur, nachdem der Gelenk-Knorpel flach abgeschnitten war, mitten in der
Diaphyse mittels einer kleinen Kneifzange ergriffen wird, und gleichzeitig
mijt der anderen Hand ein auf dem Tisch liegendes Deckglischen an einer
HEcke mittels eines Stdbchens auf einer Unterlage fest angedriickt wird,
Wihrend nun durch Zangendruck auf die Diaphyse das Epiphysenmark
aus dem Knochen hervorquillt, fihrt man mit diesem, am Knochen haftenden,
weichen, kleinen Tropfen schnell und méglichst leieht, ohne Druck, in
mehreren parallelen Ziigen tiber das betreffende Deckglischen; in gleicher
Weise verfibrt man mit dem Rippenmark, Bei den 12 Tage alten Ka-
ninchen wurde oberflichlich (siehe oben Schnittpriparate) die Compacta
des Femur durch Scheerenschnitt gesprengt, dann ein Stickchen des
Markeylinders mit einer Pincette gefasst, mit dem man nun in gleicher
Weise, wie dies soeben beschrieben, in mehreren parallelen Ziigen iber
das Deckglaschen hinfihrt. Bei diesem Vorgehen haftet eine geniligende
Menge des Marks auf dem Glase, und zwar bewabren die Zellen ziemlich
ihr natiirliches Nebeneinander, werden nicht zerquetscht, wie dieses bei der
Methode des Abziehens der Deckglischen oft der Fall ist, und liegen an
den breiten Rindern der ,Ziige® in ganz dinner Schicht, zum Studium
hinreichend isolirt angeordnet. Nach Herstellung des Abstrichs wird sofort
moglichst schnell die Antrocknung in der heissen Luft tdber niedriger
Bunsenflamme vorgenommen.

Zur Fixation der Deckglaspriparate verfubr ich anfangs nach der
combinirten Methode des & Minuten langen Erhitzens bei 1200 C. und des dar-
auf folgenden kurzen Eintauchens in concentrirte, wisserige Chlornatrium-
Sublimatldsung.

Statt der Sublimatlosung versuchte ich ferner mit wechselndem Erfolg
verschiedene andere Fixative. Sehr gut bewdhrie sich statt einfach wisse-
riger Sublimatlésung ein Zusatz von wenigen Tropfen essigsaurer Thon-
erdelésung; ferner vorziiglich ein Phenolsublimat, welches man erhilt,
indem man concentrirte, wisserige Sublimatldsung mit acid, carbol. liquefact.
nach Art der Anilinwasserbereitung schittelt und filtrirt. Es scheint, dass
diese beiden Fixative eine Art von Beize fiir gewisse Kernstructuren vor-
stellen. Der Ersatz des Quecksilberchlorid - Chlornatriums durch Queck-
silberjodid-Jodkalium, in Form von Nesslers Reagens, missgliickte stets.
Besser war Quecksilbernitrat bei Zufiigung von wenigen Tropfen Kiesel-
fluor-wasserstoffsdure, oder als Millons Reagens. Gewisse Protoplasma-
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structuren erschienen dabei sehr deutlich. Von Salzen anderer Schwer-
wetalle bewahrte sich gut das Platinchlorid, besonders in Verbindung mit
acid. chromicum. (Merkel). Die dabel entstehenden Bilder der Erythroeyten
ahneln hinsichtlich der Granulirung etwas den von Altmann abgebildeten.
Keine Erfolge erzielte ich mit Goldehlorid und Silbernitrat.

Je nach den Mischungs-Verhiltnissen, der Concentration u.s. w,, der
Hixative sind die Resultate natirlich iberaus verschieden. Oft entsteht Ueber-
fixation: oft bewirken die angewendeten Metallbeizen Farbeninversionen, und
erschweren die farbenanalytische Beurtheilung der Bilder, Auch gelang es
fast nie, die Vorziige eines Mittels fiir alle in dem Priiparat vorhandenen
Zellen gleichméssig nutzbar zu machen, so zwar, dass, wenn bel einer
Zellart gewisse Verhdltnisse vorziiglich zur Darstellung gelangten, andere
Zellen gequollen oder unfirbbar geworden waren, Trotzdem waren im
Binzelnen die Priiparate recht instructiv, und ddrften f{iir besondere Zwecke
gewiss mit grossem Vortheil verwendet werden.

Da es uns diesmal nicht darauf ankam, mittels subtiler Methoden
irgend welche feinsten Structur-Einzelheiten oinzelner Zellen aufrudecken,
sondern vistmehr dem genetischen Zusammenhang zwischen den verschiedenen
Zellarten nachzugehen, so war es nithig, sich einer Fixations-Methode zu be-
dienen, die in ein und demselben Priparat alle Zellen gleichmissig gut
zur Darstellung bringt, und dabei zugleich auf alle Zellen in identischer
Weise  einwirkt, mithin vergleichbare Resultate liefert, wihrend die
obigen Methoden vielmehr geeignet sind, zu beweisen, dass zwischen den
verschisdenen, differencirten Zellarten bereits auch verschiedene, morpholo-
gische und chemische Unterschiede Platz gegriffen haben. Es scheint,
dass dieses Postulat durch chemische Fixationen nicht gut zu erfiillen ist,
da ja, je nach der chemischen Affinitit und dem spesifischen osmotischen
Aequivalent, die verschiedenen Protoplasma-Arten verschieden beeinflusst
werden. Nach meinen Erfahrungen muss man fir diesen Zweck vor
Nikiforoff, abs. Alkohol und [Formol] Benario entschieden der alleinigen
Fixation durch Hitze nach Bhrlich den Vorzug geben, ein Verfahren, das
auch zugleich das weitaus beste Mittel zur Erhaltung und Darstellung der
verschiedenen Granulationsformen ist. Die neueste Ehrlich’sche Vorschrift
empfiehlt?) fir wisserige Farblosungen, z. B, Triacid, eine '/; bis 2 Minuten
lange Erbitzung bei 107 bis 110° (., fir differenters Farbengemische eine
2 Stunden lange Einwirkung héherer Temperatnren (120°C.). Nach
meinen persénlichen Erfabrungen habe ich auf diese Weise, was Erhaltung
des Hb oder der Kernstructur betrifft, nie allen Anfordernngen entsprechende
Resultate bekommen. Ganz anders gestaltete sich dis Sachlage indess, als
ich die Bekanntschaft mit einer Modification der Hhrlich'schen Methode
machte, welche Dr. H. Rubinstein jingst angegeben hat?, und welche
thafsfichlich in verschiedener Hinsicht eine enfschiedene Verbesserung be-

1. Animie p. 22, 29,
%) Zeitsehrift fiir wissenschaftliche Mikroskopie Band XIV, p. 456.
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deutet. R. kam ebenfalls, wie auch Rieder, zu der Ueberzeugung, dass
die von Ehrlich angegebene Fixation nach Dauer und Hitzegrad nicht
ausreichend ist, und fand schliesslich, dass man weit dber 120° hinans-
gehen muss, nm ,die prachtvollsten Resultate der Blutfirbung® zn erzielen.
Rubinstein fixirt nur 30—45 Sekunden lang auf der Kupferplatte bei einer
Temperatur, bei der fir Wasser das Leidenfrost’sche Ph&nomen des sphii-
roidalen Zustandes eben einzutreten beginnt (140%. Ich hatte nie die
Kiihnheit gehabt, bis zu solcher Temperatur vorzugehen, kann aber nun-
mehr Rubinsteins Resultate meinerseits durchauns bestitigen. Die Fixation
ist eine so vorziigliche, dass man selbst die Xernstructur der Mast- und
eosinophilen Zellen studiren kann, die sonst stets verwaschen erscheinen; auch
die Kerngeriiste der Lymphocyten erschienen in einer bisher nicht erreichten
Deutlichkeit. Das Verfahren ist #usserst schnell, bequem und stets zu-
verlassig ).

Im Folgenden werde ich nur von Priparaten handeln, welche nach
dieser Ehrlich-Rubinstein’schen Methode hergestellt sind.

Bei der jetzt zu beschreibenden Farbung unserer Knochenmark-
Préparate trachteten wir vor Allem nach der Exfillung folgender Indicationen:

L. prignante Kernfirbung im Sinne von Chromatinfirbung.

2. Differencirung der Granulationen,

3. der Cytoplasmen nach ihren verschiedenen, chemischen Affinititen,
und zwar moglichst in panoptischer Weise, d. h., wir versuchten miglichst
alle, bei dem betreffenden Thiere vorkommenden, verschiedenen Granula:
tionen in ein und demselben Priparat, durch ein und dieselbe Farbungs-
Procedur different zur Darstellung zu bringen;

4. moglichst demonstrative Hervorhebung der Hb-fiihrenden Elemente.

Es zeigte sich leider, dass die verschiedenen Postulate in praxi nicht
gut mit einander auf einmal erfiillt werden konnten.

1. Was zuerst die Kernfirbung anbetriffi, so finden sich in einem
Knochenmarks-Priparate Kerne der verschiedensten Dichtigheit und des ver-
schiedensten Nucléin-Gehaltes. Hat man z. B. eine recht distincte Kern-
gerustfarbung, etwa in Normoblasten, erhalten, so erscheinen die ehromatin-
armen Kerne der Markzellen, Lymphocyten und Megaloblasten kaum schwach
angefarbt, matt und verschwommen, zeigen nichts von Kernstruetur; ist es
andererseits gelungen, hier Kerngeriiste deutlich zu machen, so erscheinen
wieder die Kerne der jungen Normoblasten, Lymphoeyten etc. iiberfarbt,
arteficiell pyknotisch. Dazu kommt, dass man mit den meisten Anilin-
farben eine wirklich gute Kernféirbung iiberhaupt nicht erzielen kann. Die
basischen ,linksspectralen® Parben, nimlich die gelben (Auramin, Vesuvin,
Phosphin und Chrysoidin), die griimen (Methylgriin?®, Jodgrin, Malachit-

') Ich lege indess die Deckglischen mnicht mit der chargirten Seite, son-
dern mit dem Riicken auf das heisse Kupfer.

?) Mit Methylgrin kann man eine ziemlich gute, mehr ,deckende
Férbung der Kerne erhalten, wenn man von der Thatsache Gebrauch
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grin, Smaragdgriin, Chromngrin), ja auch die rothen (Fuchsin, Saffranin,
Magdalaroth, Neutralroth, Acridinroth, Pyronin), wirken viel zu transparent,
gewissermaassen lasirend. Bei ihnen glaubt man ein Kernnegativ zu sehen,
weil namlich das zumeist in den Complementarfarben gefirbte Oxychromatin
dunkler wie das Basichromatin erscheint, und so seinerseits scheinbar als
das eigentliche Kerngerdist imponirt, wihrend das Basichromatin matt, wie
gequollen und kernsaftartig sich darstellt, Ist nun gar, wie in dlieren
Erythrocyten, Oxychromatin sehr spirlich vorhanden, so erscheint dasselbe
in Gestalt von dunkelrothen Granulis oder gar Nucleolen, welche in einer
diffusen, matt griinlichen (pyknotischen oder gequollenen) Kernmasse ein-
gebeitet sindl). Die ,rechisspectralen®, violetten Farben (Methylviolett,
Thionin, Oxonin, Amethyst) dberfirben oft selbst in geringerer Concentration,
firben also auch das Oxychromatin und die meisten Cytoplasmen mit, ja
impriigniren  sogar mechaniseh das Hb, so dass kinstliche Polychro-
matophilie zu Stande kommt. Die blauen basischen Farben (Viktoria-
blay, Acetinblaw, Clilorhydrinblau, Indoinblau, Neumethylaablay, Chinablau)
geben zwar eine kriftigere Kernfirbung, wie die grinen Farben, iber-
farben auch nicht so stark, wie die violetten, trotzdew ist die Firbung
selten ausreichend priicise, meist etwas verschwommen, da diese Farben
naeh ihrer Constitution (sie besitzen saure Gruppen) auch Verwandtschaft
zumm Osychromatin haben. Einzig und allein Toluidinblaw und Methylen-
blau ermoglichen eine ziemlich allen Anforderungen geniigende Kern-
firbung.

Trotzdem steht die Kernfirbung mittels Methylenblau, was prignante
Darstellung der Kernnetze und Schonheit der Priparate betriffi, bedeuntend
der Himatoxylin-Firbung nach. Leider hat dieser matirliche Farbstoff den
Naehtheil, dass er farbenanalytisch nicht zu verwerthen ist, da er zwar
das Kernchromatin, aber sonst keine basophilen Elemente farbt, z. B. nicht
die basophilen Masizellen-Granulationen, auch nicht das basophile Lympho-
cytenplasma; andererseits farbt er auch gewisse, nicht basophile Elemente,
wie z. B. Markzellen-Cytoplasmen; Himatoxylin ist demnach kein basischer
Farbstoff, sondern nur mit Hilfe der Alaunbeize ein Kern-Firbemittel.
Gerade diess Zuffigung der Alaunbeize ist wohl auch Schuld daran, dass
bel der Hamatoxylin-Firbung die chemischen Affinititen gewisser morpho-
tischer Rlements alterirt zu sein scheinen, indem ey z. B. in keiner Weise
gelingt, eine Himatoxylin-Kernfirbung mit der Darstellung neutrophiler
Granulationen zu vereinigen. Hématoxylin selbst bildet natirlich weder
mit sauren, noch mit basischen Farben neunirale Farbstofle im farben-

macht, -dass Methylgrin in der Botanik als Reagens auf Chlorophyll
verwendet wird. Man firbt also mit concentrirter whssriger, Chloro-
phylésung vor, und dann'mit Methylgrin nach. Dabel firhen sich
allerdings auch die bagophilen Granula und das Hb mit.

") (Vergl, Taf. Gruppe A.) Firbung Metbylgriin-Pyronin.
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analytischen Sinne; aber auch, wenn man einer Himatoxylin-Farbung eine
Farbung mit einem neutralen Farbengemisch folgen lisst, gelingt es
niemals, die neutrophilen Granulationen zur Darstellung zu bringen;
moglich, dass dieselben in der Alaunbeize aufgeldst sind, da es auch nicht
gelingt, sie negativ, als ungefirbte Kérnelungen sichtbar zu machen wie
die Mastzellenkdrner. Die neutrophilen Zellen erscheinen vielmehr bei An-
wendung von Himatoxylin vollig homogen?). (Cf. Dominiei, Soc. de Biol. 1897.)

Ebenso gelingt es nicht, das granulationslose Plasma der basophilen
Lymphocyten bei Anwendung des Himatoxylin auf irgend eine Weise hin-
reichend deutlich als solehes kenntlich zu machen. So kommt es, dass man,
bei dem Wegfall der neutrophilen Granulationen, bei einer Hiimatoxylin-
TFirbung von gewissen grossen, einkernigen Zellen nie sicher sagen kann, ob
es ,grosse granulationslose Lymphocyten, neutrophil granulirte Markzellen,
neutrophile Ushergangszellen, oder sogenannte grosse uninuclefire Leuko-
cyten sind; ja- sogar junge, grosskernige, Hb-arme Erythrocyten, besonders
Megaloblasten, kdnnen leicht mit solchen granulationslosen, farblosen Zellen
verwechselt werden, da wir erstens kein Reagens auf Hb besitzen, anderer-
seits auch das oft polychromatophile Plasma der Erythrocyten eine #huliche
Verwandischaft zu Himatoxylin hat, wie das Plasma grosser Lymphocyten
und Markzellen. Einer Mitose aber mit Sicherheit anzusehen, ob sie einer
farblosen, ungekdrnten Zelle, oder einem Hb-armen Erythrocyten angehért,
ist, ohne Willkiir anzuwenden, schlechterdings unméglich, so dass auch von
hier aus die Lehre Lovits von der prineipiellen Scheidung der Leukoblasten
und Erythroblasten ebenso angreifbar erscheint, wie die Lehre Bizzozeros
von der fundamentalen Trennung zwischen rothen H#matoblasten und
weissen Leukocyten. Man ist also aunch hier einzig auf die Kernstructur
ruhender Zellen angewiesen. Die Unterschiede zwischen Lymphocyten und
Erythrocyten hatte ich bereits frither?) klargestellt. Diesmal wird es sich
auch ausserdem um etwaige Unterschiede der Kerne zwischen den verschie-
denen, farblosen Zellen handeln.

Wihrend Himatoxylin als Kern-Firbemittel vorzfiglich ist, aber neutrophile
Granula und Lymphocyten-Plasmen weniger begiinstigt, ermdglicht es stets
Gegenfirbungen, welche eine prignante Veranschaulichung der oxyphilen
Grapulationen, des oxyphilen Plasmas, sowie des Hb gestatten, soweit
letzteres iiberhaupt durch Farben-Combinationen manifestirt werden kann; ja
auch basophile (Mastzellen?)-Kérnungen sind darstellbar.

Bei einer gut gelungenen Kernfirbung, wie sie die Mllersche Hama-
toxylin-Tinctar ermdglicht, gelingt es auch dem nur etwas Geiibten sehr
.bald, die Unterschiede zwischen ,Proto- und Metakernen®, also z. B. Mega-

*) Dabei ist die Hitze das vorziiglichste Fixationsmittel fir die neutro-
philen Granula. Fixirt man nach Nikiforoff, so sind sie selbst mit
dem eigens fir sie angegebemen Triacid nur Ausserst ungentigend
zur Darstellung zu bringen.

%) Dieses Archiv. 151, 1898,
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loblasten und Normoblasten herauszufinden, was bei anderen, sinfachen
Kernfarbungen mit Anilinfarben, selbst blauen und dunkel-vicletien, also
auch beim Glyceringemisch, fast unmdglich erscheint. Bei dieser letzteren
Tarbung firbt sich das basophile Chromatin mit einem sauren Farbstoff, dem
in Wasser ldslichen Indulin (indulin-sulfosaures Natrinm), indem es, seiner
Holecular-Structur entsprechend, von den drei gebotenen sauren Farben die,
welche die geringste Acidititund zugleich das grosste Moleeular-Volumen besitzt,
an sich zieht, ein Beweis dafiir, dass das Nucléin kein Stoff hichster Basophilie
ist, wie die Mastzellengranula, die sich nur mit basischen Farben tingiren.
Als Kernfarbung ist demnach das Himatoxylin i mancher Hinsicht dem
Methylenblau vorzuziehen. Es gestattet eine differente Kenntlichmachung
fast aller {brigen, in Betracht kommenden Elemente, mit Ausnahme der
Lymphoeyten. TFarbenanalytisch ist es allerdings nicht zu verwerthen.

2. Was die Brfillung der zweiten Indication, die Differencirung der
Granulationen, und zwar in méglichst panoptischer Weise, anbetrifft, so
kommen von den ublichen Férbungen in Befrachi: das Glycerin-Gemisch,
das Triaecid, die Methylenblau-Eosinfirbung, und das Hématoxylin in Combi-
nation mit anderen Farben.

Mit dem Glyceringemisch ‘erkennt man nur oxyphile Granula,
diese allerdings differencirt je nach dem Grade der Oxyphilie, also als
aurgntiophile, indnlinophile w. s, w. Die aurantiophilen Granula, die sich
physiologisch nur bel wenigen Thierspecies finden, kionnen off artificiell
zu Stande kommen durch Ueberfixation der Eosinophilen: sie kommen fiir uns
nicht in Betracht. Die echten eosinophilen Granula sind charakterisirt
durch die Eigenschaft héchster Oxyphilie, und unterscheiden sich dadurch
von gewissen amphophilen und psendo-eosinophilen Granulis. Es ist eben
nicht alles eosinophil, was sich wit Eosin roth firbt, sondern es gehdrt
dazu eine gewisse, specifische Affinitit zu gewissen, bestimmt charakierisirten
und zwar rein sauren Farben, verbunden mit grosser Aviditit gegeniiber
Entfirbungsmiiteln (Glycerin im Glyceringemisch). Daraus folgt, dass man
zum Stadium einer Grapulations-Art und zur sicheren Rscognoscirung der-
selben sich mit esinem Farbeverfahren nicht begniigen darf?). Zum Beispiel
farben sich im Glyceringemisch bei Kaninchen, welches keine anrantiophile
Granula besitzt, alle sonstigen oxyphilen Grannla, soweit sie mnicht
eosinophile sind, gleichmissig mit dem einen Indulin, ohwehl sieo xyphile
Grannla der verschiedensten Valenz umfassen, nehmlch die wirklich echten
Indulinophilen, ferner amphophile Granula, die doch auch facultativ basophil
sind, ferner unreife eosinophile, sowie auch zur Gruppe der Pseudo-eosine-
vhilen gehdrige Granula. Die neutrophilen Granula sind, wie bel Hima-
roxylin-Farbung, nicht dargestellt, die echten basophilen erscheinen ungefirbt,

1y Z. B. nennt Niegolewski (Imaug.-Dissert. Miinchen 1894) bei den
verschiedensten Thieren alle sich in wneutraler Farbe tingirenden
Granula neutrophil, ohne festgestellt zu haben, ob sie auch nur neu-
trophil und micht etwa amphophil sind.
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negativ zur Darstellung gebracht. Ist das Préparat zu stark fixirt, so
firben sich die eosinophilen Granula, ebenso wie das Hb, mit Aurantia, die
indulinophilen mit Eosin. Auch mit diesem Factor ist bei der Deutung
der Befunde zu rechnen. Da fiir unsers Zwecke eine specialisirte Differencirung
zwischen den Granulationen geringerer Oxyphilie ohne Bedeutung war, so
leistete uns das Glyeeringemisch eigentlich nur Dienste als Reagens auf
das Vorbandensein echter eosinopbiler Zellen. Da aber auch dieser Indication,
obsehon vielleicht in weniger demonstrativer Weise, durch andere Farbungen
Gentige geleistet werden kann, ferner zum Studium der Kern-Morphologie
dieser Zellen das Glyceringemisch weniger geeignet ist, wie eine gute
Hamatoxylinfirbung, so erschien diese Farbung im grossen und ganzen
entbehrlich.

Wie das Glyceringemisch eigentlich nur die isolirte Hervorhebung der
eosinophilen Zellen bezweckt, so kann man als Reagens auf basophile
Mastzellen die Ehrlich-Westphal’sche Farbung mit der Modification von
Morgenroth anwenden, indem man mit Alauncarmin (und Orange G) vor-
firbt, und das Priparat dann mit einer Lésung von Kresylviolett R, und in
der bekannten Weise mit Issigsiure wund Glycerin behandelt. Eine
Differencirung zwischen Plasmazellen und Mastzellen gelingt am besten mit
Unnas polychromem Methylenblau, welches durch Kal. carbon, alkalisch
gemacht ist.  Ferner gelingt recht gut die Darstellung der basophilen
Granulationen mittels der Gram’schen Farbung oder mit der Ehrlich’schen
Tuberkelbacillen-Farbung. '

Das Triacid differencirt eosinophile und neutrophile Granula. Auch
hier gilt das gleiche, wie beim Glyceringemiseh, Es ist nicht alles
neutrophil, was violett ist.  Unreife cosinophile Granula verhalten sich
ibnlich dunkel wie neutrophile, ja sogar reife eosinophile erscheinen bei
zu schwacher Erhitzung violett, wenn schon grobkérniger als neuirophile;
bel Rubinstein’scher Erhitzung sind wieder pseudo-eosinophile und echt
eosinophile ohne zu Hilfe genommene Controllpriparate, chemische Reagentien
u. s. w. nicht auseinander zu halten; schliesslich firben sich auch die
anderen Granulationen geringerer Basophilie und Oxyphilie, sowie die ampho-
philen je nach dem Grade ihrer Affinitit mit dem neutralen, oder mit dem
ibn in Ldsung haltenden, im Usberschuss vorhandenen sauren Farbstoff.
Mit dem basischen Farbstoff, dem Mythylgriin, farbten sich keine Granu-
lationen, auch nicht die Granula hochster Basophilie (Mastzellen), es sei
denn, dass das Methylgriin mit Methylviolett verunreinigt gewesen wire.
Dieses liegt nicht daran, dass etwa Methylgriin, um eine neutrale, geldste
Farbe zu bilden, in zu geringer Menge im Verhaltniss zu dem Ueberschuss
der die gebildete neutrale Farbe in Losung haltenden sauren Farben vor-
handen ist, dass also nicht genng Methylgriin gantitativ disponibel ist,
sondern es liegt qualitativ an der Natur des nur Nueléin firbenden Methyl-
griins. Triacide Farbldsungen, mit anderen basischen Farben bereitet, farben
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auch Mastzellengranula®). Zur bequemen und sicheren Unterscheidung echf
neutrophiler Zellen empfiehlt sich beim Triacid-Praparat die Rubinstein’sche
Fixation ganz besonders; bei derselben werden die eosinophilen Granula
sifirker verdichtef, als bei geringer Erhitzung, so dass dieselben nur die
Farben mit kleinem Molecular-Volumen, also die sauren rothen, vielleicht
aueh eine Spur von sauren gelben (was dabel ein Vorzug ist), keinesfalls
aber auch die dunklen grinen mit grossem Volumen, also die basischen
aufnehmen, nnd somit hier nie violett, wie die neutrophilen Zellen, erscheinen.
Die Differenz zwischen diesen gelbrothen Granulis und den dunkelvioletien
Neutrophilen ist eine stirker in die Augen fallende, als zwischen den dunkel-
rothen und rbthlich violetien der geringen Erhitzung. Dieser Unterschied
wird noch prignanter, wenn man statt des gewdhnlichen Lhrlich’schen
Triacid, Philipp-Aronson’sches verwendet.

Die Methylenblau-Eosinfirbung verhilt sich im Ganzen ebenso, wie
das Triacid. Sie hat vor diesem den grossen Vorzug der besseren Kern-
firbung, sowie das Moment voraus, dass sie auch basophiles Lymphocyten-
Plasma und polychromatophiles Erythrocyten-Plasma und die basophilen
Mastzellen-Kornungen zur Darstellung bringt. Sie theilt mit ihr den Uebel-
stand, dass in dem entstehenden Priparat die weniger basophilen, die nicht
absolat oxypbylen, und die amphophilen Granula nicht mit Sicherheit zu
tdentificiren sind, da, wie im Glyceringemisch, sich Granula verschiedener
chemischer Valenz faute de mieux mit ein und demselben Farbstoff tingiren,
zn dem sie gerade die relativ grissie Affinitat besitzen, z.B. unreife eosino-
phile und indulinophile Korner ebenso, wie die Mastzellen-Edrner das basische
Methylenblau aufnehmen, welcherFarbstoff nicht wie das Methylgriin reiner
Nucldinfarbstoff ist, sondern in Folge seiner Constitution auch schwach
plasmophile Figenschaften besitzt. Daher kommt es, dass bhei Anwendung
dieser Flirbung Autoren basophile und oxyphile Granula in ein und der-
selben Zelle aufgefunden zu haben glaubten. Auch hier gili dasselbe, was
oben fiir die Eosinophilen auseinandergesetzt ist, es ist moch nicht alles
basophil, was sich mit basischen Farben firben lisst. Man muss eben nicht
nur mit neafralen Farbgemischen, dem allein seligmachenden Triacid, die
Chromatophilie der Granula studiren, sondern aueh wit den Gemischen
mehrerer saurer ((Hyceringemiseh), oder mehrerar basisehor Farben, die
natiirlich beide verschiedene Basicitit, bezw. Aciditit aufzuweisen haben,
natiirlich aber, gemi#ss den von Ehrlich?) fir eine differentielle Combi-
nations-Farbung entwickelten Gesstzen, in entsprechenden Mischungs-Verhalt-
nissen angewendet werden miissen. Gegeniber dem Triacid besteht bel

Y Vgl, Behrens, Tabellen z Gebr. b, Mikr. Avh. 11 1892, 8. 37, aus
welcher Stells hervorgeht, dass Methylgrin, im Gegensatz zu den
anderen basischen Reoanilin-Farbstoffen, im Seifenbade, und da nur
Seide, nicht Wolle, farbt, und fiir Tannin-Brechweinstein gebeizte
Baumwolle fiberhaupt nicht anwendbar ist.

7 Bhrlieh Farbenanalyt. Unters. 5. 84,
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Methylenblau-Eosin der geringe Nachtheil, dass das oxyphile Plasma und
das Hb nur durch einen sauren Farbstoff dargestellt werden.

Durch Combination des Haematoxylins mit sauren und passenden
basischen Farbstoffen (Rhodamin) gelingt es, basophile (Mastzellen)-Granula
und echt eosinophile Kérnungen getrennt zur Darstellung gelangen zu lassen.
Da bei den verschiedenen, von uns untersuchten Thieren verschiedene Special-
Granulationen zu erwarten waren, wir uns aber nicht das Einzelstudinm
derselben zur Aufgabe gemacht hatten, sondern nur das Verhaltniss der
Zellen, welche Special-Granulationen fiibren, zu anderen Zellen, so gewihrt
uns die Haematoxylin-Farbung einen grossen Vortheil insofern, als bei ihr,
wie wir gesehen haben, wahrscheinlich in Folge der Alaunbeize, alle Special-
Granulationen insgesammt aufgeldst werden, somit die in den Anilin-Priiparaten
bestehende, verwirrende Mannigfaltigkeit als Gelegenheit zu Missdeutungen
fortfallt; die Gesammtheit der Special-Granulationen nehmlich, d. b. alle jene
Granula geringerer Oxyphilie oder Basophilie werden als solche in gemein-
schaftlicher Weise durch Elimination ihrer Kornelung morphologisch kenntlich
gemacht. Wir werden also auch zur Recognoscirung der verschieden ge-
kérnten Zellen der Haematoxylin-Farbung den Vorzug geben.

3. Wir kommen jetzt zur Firbung der Cytoplasmen. Wir ver-
langen von unserer Farbung eine deutliche Kenntlichmachung der poly-
chromatophilen Erythrocyten, eine von den anderen abstechende Firbung der
basophilen Lymphocyten-Leiber, und eine Darstellung der die Markzellen-Leiber
von den Leukocyten-Leibern charakterisirenden Structur-Verhiltnisse.

Im Triacidpriparat sind alle drei Forderungen nicht erfiillt. Hier,
wo unzweckmissige Kernfrbung noch hinzukommt, ist es unmdglich, ge-
kirnte Markzellen, z.B. neutrophile, von entsprechenden einkernigen, grossen
Leukocyten zu unterscheiden. Solches wird aber im Methylenblau- und
Haematoxylin-Priparat, sowohl durch Hervorhebung der verschiedenen Kern-
charaktere, wie der fir Markzellon charakteristischen Zellleib-Struciur mit
Sicherheit ermdglicht, und zwar sowohl bei Erhaltung, wie bei Fortfall der
neutrophilen u.s.w. Granula. Ferner sind bei Anwendung des reinen Methyl-
griins polychromatophile Erythrocyten als solche nicht kenntlich zu machen,
was ebenfalls im Methylenblau- und Héimbatoxylin-Préparat leicht gelingt (nur
bei unreinem Methylgrin erscheint das polychromatophile Bb ,weinrot®).
Schliesslich erscheinen die Lymphocyten fast nur wie freie Kerne, da ihr
basophiles Plasma in Folge der fehlenden Plasmophilie des basischen Methyl-
grins nur von den sauren Farbstoffen, und da auch nur grade eben sichtbar,
yangehaucht® erscheint?).

Die Haematoxylin-Farbung ermdglicht nun zwar eine Differencirung
zwischen grossen und kleinen Lymphocyten, in Folge der Hervorhebung der
Kerncharaktere und einer gewissen ,haematoxylinophilen® Plasmasubstanz

1) Es gelingt, mit Methylgrin auch das Lymphocytenplasma zu firben,
wenn man das Préparat vorher mit concentrirter, wiissriger Chlorophyll-
16sung farbt. Dieser Farbstoff kann somitals Beize fiiy Methylgriin gelten.
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in grossen Lymphoeyien, jedoch ist es leider in %einer Weise mdglich,
weder darch Combination mit sauren, noch mit basischen Farbstoffen, die
Lymphoeyten in ihrver Gesammtheit als solche an ihrem Hauptcharakte-
visticum, dem stark basophilen Plaswa, von deu micht gekdrnt erscheinenden
Special-Granuolationszellen distinet kenntlich zu machen.

Tm Hamatoxylin-Priparat nehmen die bei brigen Farbungen als basophil
erkannten Leiber der Lymphoeyten Haematoxylin plus eventuelle saure, nie
aber basische Farben auf, und erscheinen somit ganz gleich den oxyphilen
Leibern einkerniger neutrophiler Markzellen und den schwachbasophilen uad
sogenannten grossen uninuclefiren Leukocyten und Uebergangszellen, zumal
da bei Lymphocyten eingebuchtete Kerne, und bei Markzellen, deren Granula
im Haematoxylin-Priparat fortfallen, grosse runde Kerne vorkommen,

Sammtlichen sonstigen morphologisehen Anforderungen genfigt die
Haematoxylin-Farbung vollstindig. Dieses ist ihr einziger Nachtheil. Wir
bediirfen deshalb ausser einer Hématoxylin-Firbung noch einer weiteren
Farbung, welche speciell die Recognoscirung wnd Tdentificirung der Lym-
phocyten bezwecken soll.

Line Farbung mit Methylenblau hebt den Leib der Lymphocyten
kviftig dunkelblaw von anderen Zellleibern und dem wasehblauen Lym-
phoeyten-Kern hervor, derselbe erweist sich demnach als noeh stirler basophil,
als der Kern. Auch das Plasma der polychromen Erythrocylen nimmt
Mothylenblaa auf; dieselben heben sich, gemiss ihrem Gebalte an gelblichem,
oxyphilem Hb von den rein basophilen, dunkelblauen Lymphoeyten durch
¢ine mehr blaugriinliche, bei Methylenblau-Eosin heliviolette Férbung ab.
Wihrend aber schon die Kernfirbung weniger scharf, wig beim Himatexylin
erscheint, hat die Plasmafirbung in Hinsicht anf Markzellen-Structur und
Polychromatophilie den Nachtheil der leicht stattfindenden Ueberfirbung
(kiinstliche Polychromatophilie),  Dazu kemmen die verwirrenden Verbilt-
nisse der mannigfaltigen Granulationen. Eann zwar darnsch, was die
Menge des Darstelibaren betrifft, die Methylenblau-Farbung mit dem Haema-
toxylin concurriren, so zeichnet sie sieh vor diesem efgentlich bloss aus
dureh die Hervorbebung der Lymphocyten, ihrer Nachtheile sind aber gegeniiber
jenem so viele, dass wir zur Ergéinzung der Haematoxylin-Firbung lieber eine
andere Firbung bevorzugen, die weiter keiner Indication geniigy, als bloss
dem Nachwels und der Hervorhebung der Lymphocyten, dieser aber dafir
in siner noch bei weitem demonstrativerer Weise, als es beim Methylenblau
der Tall ist, gerecht wird. Zur Erginzung unserer Haematoxylin-Firbung
benntzea wir eine Combination zweier basischer Farbstoffe, eines griimen
and eines rothen, und zwar des Methylgriins, welches awr Kerne firbt, uwnd
des Fuchsins, welches auch zu Plasma und Granulationen eine gewisse
Affinitat zeigt™). Statt des Methylgrins kasm man auch Jodgrin, wicht

1y Vergl. Spilling in Ebrliek’s farben-analytische Untersuchungen.
S. 66 u. 68, ferner die Fuchsin-Jodgrinmethode Zimmerman’s.
Ferper Ehrlich-Lazarus Anaemie 8. 29.
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aber Malachitgriin oder Chromgriin anwenden, statt des Fuchsins anch Para-
(Rosanilin)-rubin, Saffranin, Acridinroth, Neutralroth oder am empfehlens-
werthesten Pyronin (Ehrlich, Anaemie, S.26 u. 27). Es wird aus Methylgrin
eine concentrirte, wisserige Ldsung hergestellt, und dazu soviel Pyronin hinzu-
gefiigt, dass die Losung eben anfangt blau zu werden, also etwa 1 Theil
Pyronin auf 3—4 Thejle Methylgrin. Bei dieser Farbung erscheint das
basophile Lymphocytenplasma prachtvoll dunkel carminrot, wabrend die
Plasmen der anderen Zellen mehr oder weniger wmatt-braunlich, rdthlich-gelb
oder ungefarbt erscheinen. Wihrend das Plasma der Lymphocyten bei
dieser Firbung von allen anderen farblosen, granulationslosen Zellen stark
absticht, ist es uns Ofters sehr schwer, es von dem gewisser junger, noch
Hb-armer, grosskerniger und schmalrandiger Erythrocyten zu unterscheiden.
Hier miissen die Kerne die Unterscheidung ermdglichen, was jedoch nur
durch die FarbennGaunce, nieht durch die Structur angingig ist, welche letztere,
wie bei allen Anilinfirbungen, mangelhaft hervortritt. Einen Fingerzeig
gewilbrt wobl auch der Umstand, dass das Lympbocyten-Plasma reticulir
zackig zerfranst, das Erythrocyten-Plasma glattrandig homogen erscheint.
Ferner scheint sich aus dieser Farbung zu ergeben, dass das Plasma der
Lymphocyten, in Uebersinstimmung mit den Resultaten der Jod-Eosin-Methode,
(Andmie S. 31 u. 48) basisch reagirt, wie ein geringer Zusatz von Alkali
zur wissrigen Losung des Farbstoffes im Reagensglase beweist. Schliesslich
verzeichnen wir noch als interessantes Ergebniss, dass auch das Plasma der
Riesenzellen sich stets ebenso, wic das der Lymphocyten verhilt, und speciell
bei der Methylgriin-Pyronin-Farbung prachtvoll carminroth gefarbt wird. Dass
das Plasma der Lymphocyten aber nicht schlechtweg erythrophil im Gegen-
satz zu eynophilen Kernen ist, sondern den rothen Farbstoff bloss aufnimut,
weil Methylgrin zufillig eben nur Kerne, nicht Plasmen firbt, ergiebt sich
aus einer Firbung mit Methylenblan 4 Pyronin (resp. Saffranin u. s. w.), bei
der es ausgesprochen cyanophil sich erweist. Nicht die blosse Rothfarbung,
sondern die chemische Beeinflussung des rothen Farbstoffes durch ihr alka-
lisches Lymphocyten-Plasma ist charakteristisch fiir die Lymphocyten.

4. Wir wenden uns nunmehr schliesslich zur Besprechung der vierten
Indication, der tinctoriellen Differencirung des Hb von oxyphilem
Zellplasma und oxyphilen Granulationen.

Von den bekannten Férbungen wird dieselbe erfillt mittels Combi-
nation eines helleren gelben und eines dunkleren rothen Farbstoffes, wie im
Glyceringemisch und im Triacid. Am besten verbindet wman die gelben
Nitrofarbstoffe (Naphthylamingelb, Naphtholgelb S, Azosiuregeld u. s. w.)
mit Fluorescein-Derivaten, mit blaulichem Bosin, Rose bengale oder dergl.; die
gelben Azosulfosiuren (Methylorange, Orange G., Narcéin) mit rotben Sul-
fosauren, S-Fuchsin, Azokarmin, u.s.w. Das Hb bevorzugt dann den helleren gel-
ben Farbstoff von geringerem Molecularvolumen, da die schwerer diffundirenden
dunkleren Farben nur in die weiteren Micellverbinde der mehr protoplas-
matischen Zellleiber eindringen kénnen. Man kann jedoch fir die verlangte

Archiv f, pathol. Anat. Bd. 157. Hft, 1. 3
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Differencirung mit nicht viel geringerem Erfoige auch nur eine, dann aber
metachromatische saure Farbe anwenden, und ewmpfiehlt es sich, hierfir
Kongoroth (Benzopurpurin), franzésiches Eosin oder die Tetrazofarben (Bieb-
richer Scharlach, Ponceau, Bordeanx) zu benutzen. Auch hier erscheint
dann sbenfalls das Hb wehr gelb, die oxyphilen Granulationem und Proto-
plasmen mehr roth. Wie man schliesslich im Glycerin-Gemisch, bestehend
aus drei sauren Farben, basophile Kerne und auch basophile Plasmen mit
einer derselben gefirbt zur Darstellung bringen kann, so gelingt es auch,
das oxyphile Hb in einem Gemisch aus drei basischen Farben mit einer
derselben, und zwar stets mit der, welche das kleinste Molecularvolumen
und die stirkste Diffusion zeigt, zur Darstellung zu bringen. Farbt man
nimlich mit einer Combination von Chromgrin, Fuchsin und Vesuvin?), so
zieht das Hb hauptsichlich das gelbe und am wenigsten basische (?) Vesuvin
an. Es zeigt sich aber nun sowobl bei sauren wie basischen Farben, dass
die Micellen der Erythrocyien, im Gegensatz zu den rein gelb erscheinenden
kernlosen Krythrocytoden, doeh noch einen leicht rdthlich orangefarbenen
Ton (Fuechsin) angenommen haben, der bel den jdngsten Formen fast
sbenso, wie bei den Lymphocyten rein roth erseheint. Hrhitzt man das Pri-
parat stirker, so werden stets auch die Micellen der ,fuchsinophilen® Ery-
throcyten soweit verdichtet, dass sie orangeophil werden. Es wird also
kiinstlich der Process nachgeahmt, der bei natdrlicher Reifung der Erythro-
eyten. vor sich gehit. Dort wird ein protoplasmatischer Bestandtheil ver-
dichtet, fir schwer diffundirende Farben mif grossem Molecularvolumen un-
farbbar, hier geht er iberhaupt verloren®). Da diese dreifach basische
Férbung vor solchen mit sauren Farbengemisehen weiter keine besonders
Vortheile bietet, werden wir dieselbe in folgendem zumeist vernachidssigen;
erwihnl muss aber werden, dass es auch mit eiper metachromatischen
basischen Farbe ganz gut gelingt, eine Differencirung zu erhalten, wofiir
man ebenfalls am besten Fuehsin, Pyronin, Saffranin u. s. w. verwendet.
Wie bel dem sauren Ponceau des Hb crange gelb, das oxyphile Plasma und
die oxyphilen Granula rot erscheinen, so firbf sickh mit basischem Saffranin
das Hb ebenfalls gelblichroth, das basophile Liymphocyten-Plasma dunkelroth.
Jedenfalls aber ergiebt sich aus allen Farbencombinationen, dass eine absolut

Yy Ehrlich, Apaemie 3. 25,

% Bei Quellungen kinstlicher, pathologischer oder cadaverdser Natur
l4sst sich sehr schén beobachten, dass sich in rothen Rlutzellen ein
mehr roth gefirbter Hb-haltiger Bestaridtheil (Zooid) krausenfirmig
um den Kern herum zusammengezogen hat, wabrend das Oikoid
(Stroma, Discoplasma) rein gelb erscheint, wie die Blutscheiben. Bei
schwacher erhitzten Priiparaten nehmen auch die Blutscheiben etwas
rothe Farbe auf, tnd bel Quellungen zieht sich der rothgefirhte Theil
ebenfalls als. hmeglobinimischer Bianenkfrper in dis Gegend der
centralen Delle wuriick.

Vigl. anch C. Reich, Inaung.-Diss. Halle 1898, 8. 7.



35

sichere Kenntlichmachung des Hb durch Farbstoffe nicht gelingt, da keiner
derselben als Reagens fein genug ist, um auch geringste Mengen von Hb
sicher hervorznheben, welches ja stets mit anderem, ,fuchsinophilen® Plasma
(Globular-Plasma, Discoplasma) vermischt in die Erscheinung tritt, und welch
letzteres seinerseits ebenfalls mit dem gebotenen Farbstoffe tingibel ist, so dass
die Elemente also nie rein roth oder rein gelb, sondern stets in Mischfarbe er-
seheinen. Bei ganz jungen, sehr Hb-armen Erythrocyten ist das Hb so in
Minderheit gegeniiber dem fuchsinophilen Protoplasma, dass dieselben oft als
basophile (fuchsinophile) Lympbocyten,.also frei von oxyphilem Hb, imponiren
konnen. Diese jiingsten rothen Blutkdrperchen zeigen ihr wenig hyalines mehr
protoplasmatisches Verhalten, d. h. ihre Fuchsinophilie, aber in reiner Form
nur, falls zugleich die Kerne mit Methylgriin gefarbt werden, also etwa beim
Triacid. Bei. allen anderen Kernfirbungen firben sich die fuchsino-
philen rothen Blutzellen auch etwas mit der Kernfarbe, erscheinen also
mehr oder weniger zugleich basophil, wie die Lymphocyten, und zwar eben-
falls um so ausgesprochener, je weniger entwickelt in Art oder Alter (Me-
galoblasten, jugendliche Kerne, wenig Hb) sie sind. Sie sind dann alse
polychromatophil. Je unentwickelter eine Zelle ist, um so basophiler ist sie.
In diesem Sinne sind die rein basophilen Lymphocyten die primitivsten
Leukocyten. - Die fuchsinophilen, bezw. polychromatischen Erythrocyten
bilden sozusagen den Uebergang zu den orangeophilen orthochromatischen
Erythrocyten mit alten pyknotischen Kernen. Wie man unreife indulinophile
Granula. durch Erhitzen und Verdichtung ibrer Micellen in eosinophile und
aurantiophile verwandeln kann, so auch polychromatische Erythrocyten in
orthochromatisehe. -Aus dem Gesagten ist verstindlich, dass die Abstufung
der Erythrocyten, die in ihrer Gesammtheit cyanophil im Gegensatz zu
erythrophilen Erythrocytoden, oder genauer, erythrophil im Gegensatz zu
xantophilen Blutscheiben sind, derart vor sich geht, dass die Megaloblasten
im Ganzen matter, Hb-&rmer, die Normoblasten kriftiger gefirbt erscheinen,
bei beiden aber die grosskernigen jiingeren Formen rdther; als die klein-
kernigen alten hervortreten. Fuchsinopbilie und Polychromatophilie sind dabei
aber doch nicht schlechtweg identisch, geben auch nicht unbedingt Hand
in Hand, sondern Polychromatophilie ist der weitere Begriff. Alle fuchsino-
philen Zellen sind polychromatophil, es giebt aber auch polychromatophile
orangeophile Zellen. Polychromatophilie ist nicht schlechtweg ein Ausdruck
der Jugendlichkeit und auch Fuchsinophilie ist dieses nur bedingt, da
Megaloblasten zwar im Ganzen rdther, wie Normoblasten sich firben, im
Einzelnen aber alte Megaloblasten zwar matt, aber deutlicher gelb, wie junge
Normoblasten erscheinen. Von Fuchsinophilie darf man eigentlich nur bei
einseitiger Farbung mit Triacid reden; dieselbe ist dann vielleicht Ausdruck
des Mangels oder der geringen Gegenwart von Himatin im Himoglobin-
molecul, Polychromophilie ist dagegen Ausdruck relativer Hb-Armut, bezw.
richtiger des Vorhandenseins eines basophil-cyanophilen, wenig dichten
Protoplasmas, welches Farben mit grésserem Molecularvolumen aufzunehmen im

3*
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Stande ist; dabei ist auch Polychromatophilie und Cyanophilie nicht identisch
mit Basophilie, wie Firbungen mit einem gelben basischen und einem sauren
Farbstoff (Vesuvin -~ S. Violett) beweisen, doch decken sich die Begriffe in
praxi, wo ja meist dunkle Kernfarben angewandt werden. Das die poly-
chromophile Farbung erméglichende cyanophile (basophile) Protoplasma findet
sich natiirlich sowohl bei jugendlichen, als bei degenerirten Blutkdrperchen;
es ist das Substrat, in welches das Hb eingelagert ist. Bei ersteren ist die
relative Hb-Armut primir, praeformirt, bei letzteren durch Auslaugnng des
Hb oder sonstwie acquirirt, so dass das zuvor verdeckte eyanophile Plasma
wieder zum Vorschein kommt. Im ersteren Fall enthils das jugendliche Hb
viel fuchsinophiles Globulin, im letzteren Falle besteht es zumeist aus dichter,
orangeophiler Substanz.

Wenn schon demnach die Combinationen aus zwei sauren Farbstoffen, wis
sie fm Triacid und im Glycerin-Gemiseh zur Verwendung kommen, der Indi-
cation der Hb-Firbung nicht in einer allen Anforderungen genidgeuden
Waise gerecht werden kdnuen, so sind sie doch da nicht ganz zu entbehren,
wo es sich um farbenanalytische Abstufungen und panoptische Uebhersichts-
bilder handelt, und es auf die tinctorielle Differencirung der oxyphilen
Granula vom Hb ankommt. An Mannigfaltighkeit des farberisch Dargestellten,
an differenter Parbung morphologisch und chemisch differenter ILlemente,
wird das Mdgliche von einer Orange G - 8 Fuchsin-Combination geleistet,
wenn sie mit Methylenblau®) zu einer triaciden Lisung gemischi ist. Hier
ist das Hb gelb, die oxyphilen Granula leuchtend roth, das exyphile Plasma
rithlich orange oder gelblich rosa, die neutrophilen Granula brinnlich violett,
die bagophilen Granula und das basophile Leukocyienplasma dunkelblau
gefirbt, und auch die Kerne ziemlich gut zur Darstellung gebrachf. In
glejcher Weise hebt die Aurantia-Eosin-Combination oxyphiles Plasma und
oxyphile Granula vom Hb ab, ohne aber auch ihrerseits als absolut zuver-
lassiges Reagens auf das Vorbandensein von Hb dienen zu kénnen. Firbt
man mit dieser Losung ein Priparat, dessen Kerne bereits vorher wit Haema-
toxylin gefarbt sind?), so verhilt sich das entstehende Bild fm Glanzen, wie
ein mit dem Glyceringemisch hergestelltes. Allerdings sind die Special-
granulationen geringerer Oxyphilie in Folge des Alanns uieht zur Darstellung
gebracht, dafir ist aber die Kernfirbung eine weitaus bessere. Ist das
Priparnt stark erhitzt, dann ist das Hb mehr oder weniger gelb, desgleichen
die oxyphilen Granula, das schwach oxyphile Plasma der Specialzellen matt

Y Ehrlich-Lazarus, Anfmie S. 26 u. 27, In panoptischer Hinsicht
gleichwerthige Bilder, sogar mit besserer Kernfirbung, allerdings
farben-analytisch nicht immer chne weiteres zu verwerten, erhilt man,
wenn man einer Firbung mit gewdhnlichem Triacid eine solche mit
concentrirter, whssriger Methylenblaulésnng vorhergehen lisst.

%y Sehr bequem und zu empfehlen ist es, mit Haematoxylin vor- und mit
dem Glycerin-Gemisch nachzufirben.
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briunlich violett (Markzellen), bzhw. gelblich rosa (Leucocyten), die Mast-
zellenkorner ungefarbt, eingebettet in dem matt rothen Intergranularplasma.

In panoptischer Hinsicht dem Methylenblautriacid fast gleichwerthig,
in morphologischer Hinsicht ihm noch iiberlegen, allerdings farbenanalytisch
auch nicht zu verwerthen, ist eine Himatoxylin-Farbung, bei der die Diffe-
rencirung zwischen Hb und oxyphilen Granulationen zwar nur durch einen
sauren metachromatischen Farbstoff besorgt wird, bei der man dann aber
zur besonderen Firbung der basophilen Dinge Rhodamin!) verwendet,
einen seiner Constitution nach sauren Farbstoff, der aber vorliufig noch
unaufgeklirter Weise basische Eigenschaften hat. Hierbel wird das Hb
gelb, die eosinophilen Granula mehr weniger gelblich roth gefarbt, die
basophilen Granula dunkelblaw-roth. Vom Methylenblau-Triacid unterscheidet
sich dann eine solche Firbung nur dadurch, dass die verschiedenen
awphophilen Specialgranulationen, sowie das basophile Lymphocyten-Plasma
nieht zur Darstellung gelangt ist. Eine solche Hamatoxylinfirbung, in
Combination mit Biebericher Scharlach und Rhodamin, erfillt uns in ein-
fachster Weise fast alle fiir uns wesentlichen Postulate. Wahrend wir nun
bei dieser der folgenden Untersuchung zu Grunde gelegten, universellsten
Hamatoxylinfirbung zur Differencirung des Hb von Hb freiem Plasma uns
nur eines sauren Farbstoffes bedienen, haben wir bei unserer, die Hama-
toxylinfirbung erginzenden Lymphocytenfirbung versucht, dieser Forderung
nicht nur durch den einen basischen, und zwar rothen Farbstoff (s. 0.) zu
genfigen, sondern ihr von einem anderen Gesichtspunkte aus gerecht zu
werden. Da es namlich bis jetzt weder durch saure, noch durech basische
Farbstoffe gelungen ist, geringste Mengen von Hb von anderem, amphophilen,
d. b. mit basischen und sauren Farben farbbaren Zellplasma isolirt, ohne
dieses, darzustellen, so erschien es berechtigt, umgekehrt zu versuchen, nur
das Zellplasma ohne das Hb zu firben. Letzteres kann erreicht werden,
wenn man das Hb stark fixirt, seine Micellen also verdichtet, und dann mit
Farbstoffen von grosserem Molecularvolumen firbt, fiir welche alsdann das Hb
iiberfixirt und impermeabel erscheint, und sich daher nur in seiner eigenen,
gelblichen Naturfarbe repriisentirt. Der Rubinstein’sche Grad der Erhitzung
erméglicht bei etwas lingerer Einwirkung eine solche relative Ueberfixation,
ohne Schidigung irgendwelcher Structurbilder. Von dieser Art der negativen
Hb Farbung machten wir versuchsweise bei dem Methylgrin-Pyronin-Verfahren
Gebrauch. Da aber in gleicher Weise dabei auch die oxyphilen Granula un-

1) Statt des Rhodamin kann man auch Chromgrin oder Wasserblau be-
nutzen. TFir praktisch hiimatologische Zwecke sind jedoch diese drei
Farbungen nicht zu empfehlen, da das Wichtigste, die Hervorhebung
der basophilen Lymphocytenleiber bei gleichzeitiger Hamatoxylin-An-
wendung doch nicht ausreichend genug gelingt, die positive Mastzell-
kornerfirbung praktisch, aber weniger von Belang ist. Vorzuzichen
ist die Hamatoxvlin-Eosin-Aurantia-Firburg, welche dafir feine Ab-
stufungen der Oxyphilie garantirt.
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gefarbt, d. h. negativ dargestellt erscheinen, wird der geringe Vortheil durc
einen grisseren Nachtbeil wett gemacht. Ein Versuch mit dem wvon
Ehrlich?) angegebenen, aus zwei basischer und einem sauren Farbstoff be-
stehenden Triacid (Methylgrin, Pyronin, Narcein) bringt basophiles Lympho-
syten-Plasma, basophile Mastzellengranula, neutrophile Granula, in differenter
Farbung zur Anschavung und ist daher panoptisch dem oben geschilderten
Methylenblau-8-Fuchsin-Orange-Triacid vergleichbar, abgesehen davon, dass
hier bei Anwendung nur eines sauren Farbstoffes sich die Farbe des Hb
von der der oxyphilen Granula nicht abhebt. Jedoch ist diese Férbung,
gegeniiber der einfachen Methylgrin-Pyroninfirbung, entschieden minder-
werthig, insofern, als der eigentliche Zweck, das Charakteristicum der
lstzteren, die Kenntllechmachung und eclatante Rothfirbung des basephilen
Lymphoocyten-Plasmas, nicht so prignant in die Erscheinung tritt; miissen
doch, um geldste neutrale Farben zu bilden, die basischen Farbstoffe an
Menge viel geringer, als die angewendeten sauren Farbstoffe sein, wobel
dann natiirlich nicht geniigend frefer basischer Farbstoff fir den gewiinschten
Erfolg disponibe! bleibt, vielleicht auch der dberschiissige saure Farbstoff
seinerseits wieder entfirbend wirkt und woh! auch die alkalische Reaction
des Lymphocytenleibes alterirt, oder seinerseits das Pyronin wie eine
schwache Siure beeinflusst. Da wir auf die Darstellung der neutrophilen
Granula gern verzichteten, und uns allein an einer guten Kenntlichmachung
der Lymphocyten lag, so verwerteten wir licber staft dieses neutralen Ge-
misches die einfache Methylgrin-Pyroninfirbung, der man zur Darstellung
des Hb und der oxyphilen Granunlationer am besten eine getrennte Farbung
wit verdidnntem Narcein oder Biebericher Scharlach vorausschickt®),

Aus all den verschiedenen, zur Erfiillung der erwihnten
Postulate angestellten Férbungsversuchen hat sich ergeben, dass
in panoptischer Hinsicht die meisten Indicationen erfiillt werden
von den triaciden Gemischen, die nicht mit Methylgriin, sondern
it Methylenhlau hergestellt sind. ~ Auf gleicher Stufe steht das
Triacid, welches Amethyst als Kernfarbe enthilt. Auvch das
gewshnliche Methylgriin-Triacid gehrt hierher, wenn es mit
Spuren von Methylviolett vernnreinigt ist. Wo es nicht nur anf
den Nachweis von gewissen Granulationen, sondern auf ein ein-
gehendes, farbenanalytisches Studium, besonders der amphophilen
Elemente, ankommt, miissen die neutralen Gemische controllirt
und erginzt werden durch Gemische basischer, und solche
saurer Farben verschiedener Basicidit und Aeiditit.

Y Ebrlich, Anaemie p. 26, 27.
* Fir den klinischen Gebrauch, zum blossen Nachweis von Lymphocyten,
geniigt vollig die einfache Methylgrin-Pyroninfirbung.
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Wir versuchten ausser dem Glyceringemisch und dem
Chromgtiin Fuchsin-Vesuvingemisch folgende Combinationen:

1. Malachitgriin (Smaragdgriin) + Fuchsin (Pyronin, Neu-
tralroth, Acridinroth, Saffranin);

2. Chromgriin 4 Rhodamin;

2a. Malachitgriin - Rhodamin;

2b. Chromgriin - Fuchsin u. s. w.;

3. Malachitgriin 4 S. Fuchsin;

3a. Chromgriin + 8. Fuchsin;

4. Fuchsin u.s. w. + Lichtgriin;

4a. Rhodamin + Lichtgriin;

5"). Methylenblan (Victoriablau) 4 Fuchsin u. s. w.;

Ha. Fuchsin uv.s. w. 4+ Wasserblau;

6. Chrysoidin (Vesuvin) -+ Benzoazurin (S. Violett);

1. Methylviolett, (Thionin, Amethyst) Tropiolin;

Ta. Chrysoidin + Methylviolett;

8. Methylenblaw 4+ Rhodamin (Rhodamin S.);

8a. Rhodamin + Wasserblau;

9. Methylenblau + Cyclamin (8. Fuchsin, Bordeaux).

Die fiinfte der erwihnten Firbungen giebt die Handhabe
dafiir, das basophile Lymphocyten-Plasma fiir cyanophil zu er-
kliren. Aus der ersten Firbung ergiebt sich, dass die Kerne
der Mastzellen erythrophil sind.  Besonders geben die Chromgriin-
Firbungen interessante Aufschliisse, und ermdglichen vielleicht die
Aufstellung einer eigenen Art Zellen, woriiber noch an anderer
Stelle berichtet werden soll. Uns kam es jedoch in erster Hin-
sicht auf die mdglichst beste Darstellung der natiirlichen morpho-
logischen Verhiltnisse an, in zweiter Hinsicht erst auf moglichst
panoptisch-tinctorielle Differenzirung derselben. Die farbenana-
lytische Betrachtung geschah diesmal nur mehr nebenhin; es
kam uns weniger darauf an, mit welchen Farben verschiedene
Dinge verschieden dargestellt waren, als vielmehr, -dass dieses
iberhaupt geschah.

Wir hatten im Verlauf unserer Erbrterungen gesehen,

') Besonders interessant: Methylenblan < Pyronin S, Neumethylenblan
~+ Pyronin, Neumethylenblau + Pyronin 8, Methylenbla -4~ Pyronin,
wegen. der Wirkung der Thiofarbstoffe.
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dass es fiir unsere ersirebten Zwecke aul folgende Punkie
ankam:

1. distinete Kerngeriistfarbung, die zugleich die Unterschiede
zwischen Proto- und Metakernen hervortreten ldsst.

2. distinete Darstellung der basophilen und dcht oxyphilen
Granulationen.

3. Darstellung der feinen Cytoplasmen-Unterschiede zwischen
Markzellen und Leukocyten.

4. Darstellung der Polychromatophilie.

0. Differenzirung des Hb von den ebenfalls mit sauren
Farben firbbaren Cytoplasmen und Granulationen.

8. Darstellung der basophilen Lymphocyten-Plasmen.

Den allermeisten dieser Punkte kann gleichzeitig, unter
Voranstellung des morphologischen Gesichtspunktes, am besten
durch eine geeignete Haematoxylinfirbung entsprochen werden.
Das Haematoxylin gentigt schon fiir sich allein, bloss als Kern-
farbe angewendet, den Indicationen 1, 3 und 4. Combinirt man
dasselbe nun noch mit einer Aurantia-Eosin-Gegenfirbung (was
man sehr bequem erreicht, wenn maun der Haematoxylinfirbnug
eine Firbung mit dem Glycerin-Gemisch folgen ldsst), so wird
alsdann noch der Indication b genfigt. Die auf diese Weise er-
zielten Bilder sind schén, vielfach differencirt und instructiv.
Wenn man sich damit begniigt, der Indication 5 durch nar
einen, aber metachromatischen, sanren Farbstoff, etwa den
Biebericher Scharlach zu entsprechen, und diesem dann noch
etwas Rhodamin hinzusetzt, so wird damn aunch der Indication
2 geniigt. Einzig und allein der Indication 6, deren Ausfall
schon bei einfacher Haematoxylin-Firbung storend anffillt, gelang
es im Deckglaspriiparat, auch bei Combination mit den ver-
schiedensten sauren oder basischen Farbstoffen, nie véllig
gerecht zu werden. Das Plasma der Lymphocyten giebt sich
nicht gentigend scharf als solches zu erkennen, In erster Linie
ihnelt es in Configuration und Fédrbung sehr dem der Ery-
throcyten; besonders bei grossen Lymphocyter und polychroma-
tophilen Megaloblasten ist dieses der Fall. Whrend aber diese
Aehnlichkeit zwischen Erythrocyten und Lymphocyten, da sie auch
bei anderen Firbungen (Methylenblau, Methylgriin 4 Pyronin) in
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die Erscheinung tritt, keine specifische schlechte Eigenthiimlich-
keit der Haematoxylin-Farbung ist, sondern im Gegentheil nur
gewisse erythrogenetische Schlisse gerechtfertigt erscheinen lisst,
ist es ein Fehler dieser Firbung, dass das Lymphocyten-Plasma
zweitens ausserdem auch von dem der granulationslos scheinenden
Specialzellen nicht deutlich absticht. Die Entkérnung selbst der
Specialzellen durch Himatoxylin war fir uns, wie wir sahen,
eher ein Vortheil als ein Nachtheil, da die verschiedenartig ge-
kornten, aber doch als Specialzellen zusammengehdrigen Zellen
nur auf diese Weise in gleichmissiger Weise kenntlich gemacht
werden kounen; das ihnen allen Gemeinsame ist nehmlich ihre
Loslichkeit in gewissen Reagentien, bezw. im Alaunhimatoxylin,
und puar so konnte es gelingen, sie in ihrer Gesammtheit sicher
von den Achien oxyphilen und basophilen Elementarzellen zu
unterscheiden. Nunmehr aber stellt sich bei Haematoxylin-Férbung
der missliche Umstand ein, dass diese Specialzellen nach einer
anderen Richtung hin, nehmlich von den granulationslosen Lympho-
cyten nicht ohne weiteres abgrenzbar scheinen, dass sich also diese
beiden Plasmenarten bei Haematoxylin-Férbung tinctoriell gleich
verhalten. Hieraus resultirt einmal als leicht zu begehender und
oft begangener Fehler, die Annahme eines Ueberganges von
Lymphocyten zu multinucledren neutrophilen Zellen; andererseits
aber scheint die Haematoxylin-Férbung auch zur Aufstellung der
ymononucledren granulationslosen Leukocyten®, als einer be-
sonderen Art, Veranlassung gegeben zu haben, von denen dann
ihrerseits die Leukocyten mit Specialkérnungen sich ableiten sollen.
Von Natur aus ist das Lymphocyten-Plasma, wie Controlfirbungen
zeigen, stark basophil, das der Specialzellen schwach oxyphil
oder schwach basophil. Durch die Alaunbeize werden aber diese
natiirlichen Affinititen derart alterirt, dass sowohl bei blosser Haema-
toxylin-Farbung, wie bei Hinzofiigung saurer oder basischer Farben,
beide Zellarten stets in gleicher Niiance gefiirbt erscheinen. Nur die
Kerne kéonnen allenfalls Unterscheidungen erméglichen, und wir
werden im Folgenden diesen Punkt noch zu besprechen haben. Dass
aber iberhaupt im Knochenmark wirklich lymphoide Zellen vor-
kommen, und es sich nicht bei unseren Schlussfoigerongen um
granulationslos scheinende Special-Myelocyten gehandelt hat,
dafiir musste die Indication 6 durch Controlfirbungen erfiillt
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werden, zu deren Herstellung wir der Scharlach- 4 Methylgriin-
Pyroninfarbung vor allen den Vorzng geben, Wie aber das
Triacid, das Glyceringemisch, die Ehrlich-Westphal- Morgenrot-
sche Fiérbung uw. s. w. infolge der durch sie ermbglichten
prignanten und fast isolirenden Hervorhebung gewisser Elemente,
immer nur blosse Reagentien fiir den Nachweis gewisser
Granulationen sind, fir ein eingehenderes, morphologisches
Studium jedoch micht ausreichend erscheinen, so betrachten wir
auch die Methylgriin- Pyroninfdrbung ebenfalls nur als Reagens
auf das Vorhandensein von Lymphocyten; allenfalls noch zum
Studium der feineren Cytoplasma-Verhiltnisse dieser Zellen
scheint dieselbe geeignet, jedoch fiiv Structuren der feineren
mrorphologischen Kernverhéiltnisse in keiner Weise ausreichend,
was sie mit allen anderen Anilinfirbungen theilt. Hier muss
dann wieder die Haematoxylin-Firbung herhalten, wo jedoch in
manchen Einzelfillen eine gewisse Willkiir, ob Lymphocyt oder
Specialzelle vorliegt, nicht ganz auszuschliessen ist.

In unseren folgenden Untersuchungen wenden wir nur diese
beiden Farbuongen an:

1. Firbung mit Haematoxylin, Seharlach und Rhodamin.

2. Firbung mit Scharlach, Methylgriin und Pyronin.

Wir wenden uns nun zur eingehenderen Besprechung der
einzelnen, bei diesen zwei Fiarbungen in Betracht kommenden
Verbiltnisse, um zavorderst za sehen, wie sich die verschiedenen,
morphologischen Elemente des Knochenmarks dabei verhalten.

I Farbung mit a) Himatoxylin, b) Rhodamin
' + Scharlach,

Da wir farbenanalytisch das Himatoxylin nicht verwerthen
kénnen, verzichien wir auf eine simultane, chemisch - elective
Firbung. Wir firben successiv in zwei Tempi. Zuerst wird
etwa b Minuten mit unserer Hiimatoxylin-Tinctur vorgefirbt, und
alsdaun kurze Zeit mit einer missig concentrirten, wisserig-glyce-
rinigen’) Losung npachgefirbt, die 3—4 Theile Rbhodamin auf
1—2 Theile Biebericher Scharlach enthidlt. Wir finden dann:

a) Kerne blaugrau bis schwarz-violett. Die Kerne der
rothen Blutzellen im Ganzen dunkler, als die der farblosen, die

1) Damit nur echt eosinophile, nicht pseudo-eosinophile Granula den
Scharlach aufnebmen. ‘
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der Normoblasten, Leukocyten und kleinen Lymphoeyten, also die
»Metakerne®, dunkler, als die der Megaloblasten, Markzellen und
grosseren Lymphocyten (Protokerne), die der alten Zellen (pykno-
tische Kerne und polymorphe Kernformen) dunkler, als die
jungen, runden und deutlich structurirten Kerne.

Demnach darf man, um eine genetische Reihe zn constra-
iren, sich keineswegs bloss an das eine Symptom der Helligkeit,
in der die Kerne erscheinen, halten, sondern wird auch die an-
deren Eigenschaften der Zellen, wie Kernstructur, relative Kern-
grosse, Plasmaverhiltnisse beriicksichtigen miissen, ebenso wie
wir friiher es als fehlerhaft erkannt haben, nur allein auf die
absolute Grosse bei Kern oder Zelle Gewicht zu legen.

Bei Beriicksichtigung des Gesammtcharakters der Zelle ist
es leicht zu vermeiden, relativ dltere, pyknotische Megaloblasten
fiir identisch, oder fir directe Vorstufen (,,Uebergangsbilder®) von
relativ jungen Normoblasten zu halten. Ebenso liegen die Dinge
bei farblosen Zellen, bei denen z. B. die polymorphen Kerne
allerdings meist dunkel (Metakerne) erscheinen, sehr hiufig aber
auch ebenso matt, wie die runden der Markzellen (Protokerne).
Die chromatinarmen, polymorphen Kerne sind aber keine ,,Ueber-
gangs-Formen“ zu den chromatinreicheren, polynucleiiren, weil
umgekehrt stets auch runde Kerne in Zellen gefunden werden,
von gleichem Charakter, wie die der polymorphen dunkelge-
gefirbten.

Dazu kommt, dass das Zellplasma von den Zellen mit
matten polymorphen Kernen sich ebenso verhilt, wie dasjenige
mit matten, randen Kernen, dass aber das bei dunkleren, poly-
morphen Kernen erheblich davon abweicht.

Wir halten uns auf Grund dieses Befundes fiir berechtigt,
zwel Entwickelungsreihen anzunehmen, in denen parallele Ver-
hiltnisse obwalten. Die eine Reihe fithrt chromatinarme (Proto-),
die andere chromatinreiche (Meta-) Kerne.

In beiden Reihen sind die #usseren Conturen der Kerne
entweder rund, oder von polymorpher Figur. Dazwischen liegen
die verschiedenen Abstufungen der Polymorphosen (Abflachung,
Binbuchtung ete.), die wir als ,Uebergangskerne® bezeichnen
wollen. = Somit ist der Begriff der ,Uebergangszellen®,. die von
den uninuclediren Markzellen zu den gewéhnlichen multinucle-
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aren leokocyten dberleiten soliten, fallen zu lassen. Die uni-
nuclefiren Markzellen werden zu mnltinuclediren Markzellen, die
multinucledren Leukocyten entstehen aus entsprechenden multi-
nuclediren Leukocyten.

Bei beiden Arten aber, sowohl den Markzellen wie den
Leukocyten, giebt es Zellen mit ,,Uebergangskernen®. Diese Ver-
hiltnisse finden sich sowohl bei granulirten Zellen, wie bei nicht
grapulirten.

Zugegeben muss jedoch werden, dass die Ein- und Ab-
schnfirang bei Leukocyten sich etwas anders verhilt, wie bei
Markzellen. Bei Leukocyten iiberwiegt die Verbiegung, bei Mark-
zellen die Streckung des Kernes. Eine so hochgradige und tief
greifende Polymorphose des Kernes, wie bei Leukocyten, komnm?
bei Markzellen gewéhnlich nicht vor, sie scheint auf einem fritheren
Stadium stehen zu bleiben (cf. Megaloblasten). Trotzdem sind
die polymorphenKerne der Markzellen denen der Leukocyten durch-
aus dquivalent zu erachten. Wihrend aber eine wirkliche
Fragmentirung des Kernes in mehrere Bestandtheile bei den
Leukoeyten meist pathologischer Natur ist (Eiter), und es sich
gewdhnlich nur um eine dusserst starke Ausziehung, mit diinnen,
fidigen Verbindungsbriicken handelt, ist eine directe Theilung
des Kerns in zwei Fragmente bel Markzellen, wenn sie vor-
kommt, wohl zumeist physiologiseh. Bei den neutrophilen Leuko-
cyten ist das Ergebniss der Polymorphose meist eine Dreitheilung
des Kerns, bei eosinophilen Leukoeyten (Asthma-Sputum) sehr oft
pine Zweitheilung. Auch die grossen Lymphocyten zeigen oft zwei-
getheilte Kerne, die kleinen sogar bisweilen viertheilige. Bei
Lymphocyten besteht der Vorgang der Polymorphose mehr in einer
Einkerbung, als in Ein- und Abschniirungen.

Ferper waren in unseren Priparaten in Folge der Rubin-
stein’schen Methode auch die Structuren der chromatinarmen
Markzellen und Lymphocyten, besonders auch die Kerne der
cosinophilen Zellen, dem Studium besser zugiinglich, als dieses
friiher der Fall sein konnte.

Die Kerne der basophilen Zellen, noch mehr aber die der
eosinophilen, haben vieles Gemeinschaftliche mit depen der Lym-
phocyten. Bei diesen drei Arten finden sich im Kernnetz weitere
Maschenrdume mit sehr deutlich hervortretenden Kernfiden, Da-
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gegen finden sich bei anderen, granulationslosen Zellen, die man
wohl ihrem ganzen sonstigen Habitus nach fiir Specialzellen halten
muss, dusserst enge, feine, im Einzelnen nicht so distincte Fiden.

Auffallend ist, dass sich die Kerne der Eosinophilen und
Basophilen bei Anwendung der Himatoxylin-Tinctur nicht nur
durch gréssere Helligkeit, sondern auch durch differenten, mehr
grau-griinlichen Farbenton von den réthlich-violetten Kernen der
Special-Granulationen abheben. Die structurirten Kerne der jungen
Erythrocyten zeigen stets ein mehr weniger centrirtes Radien-
gystem ') mit sectorenférmigen, oxychromatischen ,Kernliicken®,
die der rundkernigen Lymphocyten, besonders schén die der
»grossen® Lymphocyten, um ein weitmaschiges Netzwerk, das im
Gegensatz zu den geraden, plumpen Balken der Erythrocyten-
aus zarten, geschwungenen Fadchen zu bestehen scheint (cf. Tafel).
Trotzdem kommen Zellen vor, bei denen es im Kinzelfall ausser-
ordentlich schwer ist, an den Kernen die sichere Diagnose aunf
Lymphocyten oder Erythrocyten zu stellen. Zwar werden zwischen
kleinen Normoblasten mit grossem pyknotischen Kern und
schmalem Zellleib einerseits, und kleinen Lymphocyten anderer-
seits Schwierigkeiten wohl bloss bei schlechter Kernfirbung
(Ueberfirbung) vorkommen?), dagegen sind die Schwierigkeiten
erheblich griisser bei den Zellen mit structurirten Kernen, zumal
der Proto-Arten, i.e. grossen Lymphocyten und jungen Megalo-
blasten. In ausgesprochenen Fillen zeigen zwar letztere radiire
Kern-Structur, erstere das lockere Fiadchenwerk, aber es finden sich
Zellen, bei denen das Netzwerk im Einzelnen zwar noch aus
geschwungenen Fiddchen besteht, im Ganzen aber doch schon
deutlich centripetale Tendenz zeigt, d. h. die im Inneren des Kerns
gewellten Fidchen setzen an der Kernwand mit breiten Fiisschen
an (s.Taf.). Ich méchte nicht anstehen hier ,,Uebergiinge® zwischen
Lymphocyten und Erythrocyten anzunehmen, zumalin Riicksicht auf
die oben erwdhnten entsprechenden Ergebnisse der Zellleibsver-

1) Nur deutlich bei Fixation durch Hitze (oder allenfalls Sublimat.) Bei
Nikiforoff erscheinen die Kerne aus einem feinsten Kérnerwerk zu
bestehen.

2) Ueber die sogenannten Reizungsformen Tiirk’s habe ich keine Erfah-
rung. Der Beschreibung nach (Animie S. 53) mochte ich sie fir
pyknotische Hb-reiche oder polychromatophile Erythrocyten halten,
bezw. fiir Ueberginge von Lymphocyten zu Erythrocyten.
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hiltnisse (so .S.40). Ferner kommt hinzu, dass es auch oft bei
karyolytisch-karyorrhektischen Megaloblasten-Kernen schwierig ist,
sie von grossen, matten Lymphocytenkernen sicher zu unterscheiden.

Usbrigens erscheint, anffallender Weise, das Oxychromatin
der Erythrocyten stets ebenso gefirbt, wie der Zellleib. Ist der
Zellleib kraftig gelb, also doch Hb-reich, so erscheint das Oxy-
chromatin ebenso; ist der Zellleib matt oder mehr rothlich, oder
polychromatophil, so zeigt das Oxychromatin dieselbe Nuance. Das
gleiche Verhalten zeigte sich auch bei Anilin-Doppelfirbungen
(Methylgriin + S. Fuchsin, Methylenblan -+ Eosin u.s. w.), be-
sonders auch bei sclehen mit 2 basischen Farben, (Methyl-
griin -+ Pyronin, Chromgriin 4 Fuchsin, Methylenblau +- Saffra-
nin), wo sich das Oxychromatin mit demselben basischen Farb-
stoff gefirbt zeigt, wie das Hb. Der Ansicht, dass hier nur
»ernliicken®, also ein leerer Raum zwischen dem basophilen
Karyolinin vorliegt, durch welchen hindurch man das Cyto-
plasma der Gegenseite erblickt, wird entgegengetreten durch die
Maglichkeit der Ueberfirbung, bei der auch dieser ,leere® Raum
sicher ein Substrat fiir Farbstoff-Aufspeicherung abgiebt (cf. den
Kernsaft der Ganglienzelle). Dazu kommt, dass man auch in ,ab-
gerissenen®  Kernen die gefirbten Liicken sieht; - welche aber
nur bis zur abgerissenen Kerngrenze reichen und sich nicht iber
den Spalt zwischen Kernmembran und Nuelein einerseits, und
Cytoplasma andererseits fortsetzen, ein Bewels, dass sie inuer-
halb der ersteren selbst gelegen sein miissen. Es scheint dem-
nach nicht ganz von der Hand zu weisen, dass zwischen Oxy-
chromatin und Cytoplasma der Erythrocyten irgend welche Be-
ziehungen obwalten, so zwar, dass bei der Entkernung nur ein
Basichromatin-Schwund stattfindet, das Oxychromatin aber als
Arnold’s Nucleoid und Substrat fiir Blutplittchenbildung restirt,
und unter Umstéinden sogar noch spiter .in der Blutscheibe
different gefirtbt zur Anschauung gebracht werden kann, obwohl
doch im physiclogischen Zustand die Dellengegend der Blut-
scheibe ebenso Hb-haltig erscheint, wie die Randpartie. Das
Oxychromatin rother Blatzellen besteht zum Theil wohl aos
Nuelechiston, bezw. Protaminbasen; der Eiweisskdrper des Himo-
globins, das Globin, ist aber nach Schulz’) ebenfalls ein Histon.

Yy Fr. N. Schulz, Zeitschrift fir physiolog, Chemie, ZXIV, 8, 473, 1898,
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b) Von Granulationen erscheinen die eosinophilen réth-
lich orange oder bel stirkerer Fixation dunkelgelb gefirbt,
wihrend die basophilen (Mast)-Zellkornungen sich prachtvoll
scharlachroth (Rhodamin) représentiren. Die Special-Granulationen
sind {iberhaupt nicht, auch nicht ,durch Aussparung® darge-
stellt. Bel den meisten multinucledren eosinophilen schienen
die Granulationen grober, bei den uninucleiren feiner zu seip,
jedoch kommen auch kleine uninucleire mit groben Granulatio-
nen, und grossere multinucleire mit feineren Granulationen vor.

Die Anordnnung der Granula ist ebenfalls eine ganz ver-
schiedene. Das Gewdhnliche ist eine diffuse Vertheilung durch
den ganzen Zellleib rings um den Kern herum. Sehr oft aber
nehmen sie bloss einen Theil des Zellleibes ein, etwa eine
Calotte, die bei Zellen mit eingebuchteten Kernen meist an der
concaven Kernseite gelegen ist, oft einen Zapfen in diese hinein-
sendet (s. u.).

¢) Das Himoglobin erscheint hellgelb bis dunkel gelblich-
roth (Scharlach, oder Scharlach -+ Rhodamin), bei kernlosen Ery-
throcyten rein gelblich, theils heller, theils kriftiger, bei kern-
haltigen Erythrocyten meist mit réthlichen Beimengungen, und
zwar: bei Megaloblasten gelblich rosa und meist polychromatisch,
d.i. schmutzig mit einen Stich ins Gelbbriunliche, bei Normoblasten
rothlich-dunkelgelb. Beiganz jungen, sehr grosskernigen Erythrocy-
ten, sowohl bei Megaloblasten wie bei Normoblasten, erscheint der
Hb fihrende schmale Protaplasma-Saum bei Hb-Armut fast rein
rothlich, d. h. ohne gelbliche Beimischung dabei aber polychro-
matophil, weinroth, mattbriunlich mit einem leichten Stich in
die violette Kernfarbe, von Lymphocyten oft nicht zu unter-
scheiden, besonders wenn auch der Kernbau im Stich lisst.

d) Das intergranulare Plasma der eosinophilen Zellen er-
scheint bei den grober gekérnten Zellen mit den dunkleren
Metakernen wohl stets villig ungefirbt, bei den feiner gekérnten
mit Protokernen in dem gleichen matt violetten, oder leicht
rothlichen Schimmer, wie die Lymphocyten-Leiber. Das Plasma
der basophil gekornten Zellen erschien grésstentheils ungefiirbt.
Die ungranulirten Zellen haben ein homogenes zartes Plasma
von einer lilafarbenen Nuance, die alle Abstufungen von
bliulich-rosa bis matt rothlich-violett darbietet. Es ergab sich,
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dass diejenigen Zellen, die wir wegen ihrer Kerne (s. 0. S, 4b) fiir
Lymphocyten halten mussten, mehr bliuliche Nuancen des Zell-
leibes aufwiesen (Haematoxylin und Rhodamin), wihrend die
anderen, granulationslos erscheinenden Zellen mit abweichenden
Kernen, welche als Specialzeilen zu deuten sein diirften, mehr gelb-
réthlichen Farbenton darboten (Rhodamin und Scharlach). Doch
sind auch hier die Unterschiede nicht stets absolut sicher zu er-
kennen. Bei- den Zellen, die Protokerne haiten (Markzellen),
und zwar sowohl bel rundférmigen wie bei polymorph gestalteten,
erscheint der Zellleib von einer zarten, graublauen, haematoxylino-
philen Substanz durchsetzt, welche an der Kernmembran in das
basichromatische Karyomitom tberzugehen schien. Bei den
Zellen, deren Kerne Metacharakter anfwies, war der Zellleib da-
gegen ganz homogen, weniger zart, und hatte ziemlich kréftigen
Farbenton angenommen, Diese Haematoxylinophilie der Plasmen
bei Protozellen (granulationslos erscheinende Markzellen, grosse
,Lymphooyten® mit breitem Leibessaum) kann ebenfalls, wie
schon erwiihnt, eine Verwechselung mit Hb-armen polychromato-
philen Megaloblasten zu Stande kommen lassen, sowohl bei
breitem Zellleib, als auch besonders, wenn die Kerne relativ
gross, der Zellleib aber schmal ist.

Es bedeuten demnach bei unserer Haematoxylin-Firbung:

1. hellgelbe und dunkelgelbe hyaline Scheiben: Erythro-
cytoden.

Zellen mit réthlichgelbem, orangefarbenem, homogenem
Plasmasaum und typischen, radidiren oder pyknotischen Kernen:
Erythrocyten.

Im einzelnen bedenten Formen mit chromatinarmen (ambly-
chromatischen), matt graublau geférbten Kernen: Megaloblasten.

Formen mit chromatinreichen (trachychromatischen) fast
schwarz gefirbten Kernen: Normoblasten.

Bei jeder der beiden Arten bedeuten solehe mit grossen,
deutlich structurirten, ein centrirtes Balkenwerk aufweisenden
Kernen: junge Formen.

Soleche mit kleinen, véllig homogen oder diffus gefiirbten
(pyknotischen) Kernen: alte Zellen.

2. Ferner bedeuten Zellen mit Granulationen und z T,
matten, griinlich-grauen Kernen: Elementar-Leunkocyten.
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Solche mit carminrothen Granula: basophile [Mast-]
Zellen,

Solche mit briaunlich-rothen bezw. orange farbenen Granula:
indulinophile, bezw. eosinophile Zellen.

Im Einzelnen hedenten meist grissere Formen mit feinen
Granula, schwach lila angedeutetem, intergranulirem Plasma
und Kerrien mit Protocharakter (chromatinarmen Kernen) eosino-
phile Markzellen, andere, meist kleinere Formen mit gréberen
Granula, ungefirbtem Protoplasma und chromatinreichem Kern:
eosinophile Leukocyten.

Esfinden sich rundkernige = junge, polymorphkernige = reifere,
und fragmentirtkernige = katabiotische, alte Formen, wobei gewGhn-
lich die rundkernigen, spérlicher, aber dichter stehende Granula
in dem schmalen Zelleib, die polymorphkernigen reichlicher, aber
doch lockerer angeordnete Granula in dem breiteren Zellleib auf-
weisen.

3. Zellen ohne Granula und mit rothlich-violettem Kern-
basephile Lymphocyten oder Specialzellen. Zumeist
grossere Zellen mit matterem Kern und feinem mattgraublau
gefarbtem Spongioplasma, welches eine etwas hellere, schmutzig
grauréthliche, bezw. mattbridunlich-violette Grundsubstanz durch-
setzt: Markzellen oder grosse Lymphocyten.

Meist kleinere Zellen mit dunkleren Kernen und etwas-
kriftiger réthlichem Plasma: Specialgranulirte Leukocyten
oder kleine Lymphocyten.

Allenfalls als Unterschied zwischen Lymphocyten und
Specialzellen im Haematoxylinpriparat kénnte man anfiihren,
dass die Kerne der ersteren mehr graublau, die der letzteren
mehr rothlich-violett erscheinen, ferner erstere ein deutliches,
aus Fidchen bestehendes lockeres Maschenwerk zeigen, wihrend

die braune Structur der letzteren dichter und enger ist
(s. 0. S.4D5).

Sowohl bei diesen letzteren, als auch bei den ersteren mit
den lockeren Kerngeriisten kann man, wie bei den Elementar-
granulationen, junge rundkernige, veifere polymorphkernige, und
katabiotische, fragmentirtkernige Formen unterscheiden.

Archiv f. pathol. Anat. Bd.157. Hft. 1. 4
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II. ¥arbung mit Scharlach, Methylgrin + Pyronin

Zuerst Vorfarbung mit diinner wissrig-glyceriniger Scharlach-
losung, dann Nachfirbung mit dem Methylgriin-Pyronin-Gemisch
(3~-4 Theile Methylgriin, 1--2 Theile Pyronin).

a) Kerne der Erythrocyten blaugriin.

Kerne der Leukocyten réthlich-violett; im iibrigen die Ab-
stufungen der Helligheit wie oben bei Haematoxylin, Kern-
structuren schlecht zu erkennen. Das Ergebniss dieser Kern-
farbung darf picht als im Gegensatz stehend angesehen werden
zu den Ergebnissen der Schnittfirbung nach Flemming und
Russel, wo die Leukocytenkerne eyanophil, die der Erythrocyten
erythrophil sich ausweisen. Dort handelt es sich um eine
physicalisch summative Férbung, welche nur beweist, dass
nucl8inreichere Formen noch nicht mit Farbstoff gesiittigt sind,
wenn die nnclélnarmen dieses bereits sind, und dass sie noch
im Stande sind, ausser dem ersten noch einen zweiten Farbstoff
anfzunehmen, Firbt man erst mit dem rothen, dann mit dem
blanen Farbstoff, so liegen die Dinge gerade umgekehrt.

b) Bb der rein oxyphilen Erythrocytoden rein gelb (Scharlach),

Hb der Erythrocyten mit deutlichem Stich ins Rothe,
also basophil (Mischfarbe von Scharlach mit Pyronin). Die Ab-
stufungen der Farbe zwischen Megaloblasten und Hormoblasten
wie oben bei Haematoxylin Scharlach-Rhedaminfirbung. Auch
hier kénuen Megaloblasten mit schmalem, rothem Zellleib sehr
ihnlich gewissen grossen Lymphoeyten sein.

¢) Granula: basophile ==leuchtend roth, eosinophile ==
schén orange pefirbt (Scharlach). Die jungen indulinophilen
mehr briunlichroth (Pyronin-Quote); Special-Granulationen
nicht geféirbt, theils unsichtbar, theils ausgespart.

d) Cytoplasma simmtlicher erscheinenden Zellen, mit Aus-
nahme der Lymphocyten, mait briunlich-gelb gefiirbt, das inter-
granulare Plasma der eosinophilen Zellen leuchtend roth,

Aus der Masse dieser gelblichen Zellleiber hebt sich eine
Grappe ungekérnter Zellen durch leuchtend rothen, prichtig
carminfarbenen Zellleib hervor. Wie Ehrlich und Spilling
(I. ¢) angegeben, hat man in diesen, alkalisch reagirenden
Zellen Lymphocyten zu erblicken.
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Unsere Firbung ergiebt nun, dass Zellen, die diese Reaction
der Lymphocyten geben, nicht nur mit runden, sondern auch
mit polymorphen Kernen vorkommen.

Doch ist diese polymorphe Kernfigur eine etwas andere, als
die der gekornten Zellen; es handelt sich mejst weniger um Ab-
flachung, Einbuchtung und Einstiilpung, als um tiefgehende Ein-
schnitte und Einkerbungen (s. o.).

Ferner ergiebt unsere Firbung, dass auch Zellen, die diese
Reaction aufweisen, mit runden, nicht polymorphen Kernen vor-
kommen, deren morphologischer Habitus aber von dem klassischen
der Lymphocyten abweicht, insofern als der Kern relativ kleiner,
das Plasma relativ méchtiger ist. Wegen der specifischen
Reaction des Cytoplasma rechnen wir jedoch auch diese Zellen
zu den ,Lymphocyten®, indem wir den Begriff der grossen mono-
nuclearen, granulationslosen, basophilen Leukocyten als unnéthig
fallen lassen. Die Breite des Cytoplasma ist hier weiter nichts,
wie ein Ausdruck des Zellenwachsthums, welches in genau der
gleichen Weise bei den anderen granulirten Zellen und auch
bei den Erythrocyten auftritt. Ein Megaloblast bleibt Megaloblast,
auch wenn der Kern relativ klein (pyknotisch) wird, und
dass wohl eosinophile Zellen im Mark grosse runde, den Zellkorper
fast ausfiillende Kerne, wie relativ kleine runde, mehr im Centrum
liegende besitzen konnen, ist bekannt. Gewdhnlich ist die
Breitenzunahme des Zellleibes schon mit geringer Einbuchtung
oder Abflachung des Kernes verbunden, jedoch kann auch erst
der Kern sich einbuchten oder auch erst das Plasma wachsen,
Da typische rothgefirbte Lymphocyten nicht nur in Lymphdriisen
und Milz, sondern besonders die grossen, ,theilungsreifen“ auch in
jedem Mark vorkommen, ist es auch nicht unbedingt néthig,
solche Zellen, falls sie etwas breiteren Zellleib zeigen, als
basophile, lymphoide, granulationslose Markzellen (Troje) zu be-
zeichnen,

Ebenso, wie in mit Haematoxylin und Methylenblau her-
gestellten DPriiparaten, sind die granulationslosen, basophilen
Lymphocyten hiufig nicht von kernhaltigen rothen Blutkérperchen
mit sehr grossem, rundem Kern und schmalem Protoplasmaleib
zu unterscheiden, da bei jungen Erythrocyten das Hb stark baso-
phil, d. h. polychromatophil ist, sich also fast ebenso roth, wie

4*
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das Lymphooytenplasma farbs. Im Haematoxylinpriparat sichert
vor Verwechselungen noch am besten die Kernstructur; in
Methylenblaupriparaten neben der Kernstructur oft ein leicht
gelblich-griiner Schimmer des Erythrocyten-Leibes, im Gegensatz
zum rein dunkelblauen Zellleib der Lymphocyten; bei der
Methylgriin-Pyroninfarbung hélt man sich am besten an die ver-
schiedene Farbe der Kerne: matt rothlich-violett bei Lymphocyten,
blinlich-griin bei Erythrocyten; ihre Structur ist, wie bei allen
linksspectralen Anilinfarben, nur mangelhaft zu erkennen’).

Wir haben demnach bei dieser Férbung:

1. hyaline, matt briunliche Scheiben=Erythrocytoden.

2. hyaline Zellen mit scharlachrothem Protoplasmaleib und
blangriinem Kern=Erythrocyten. Auech hier grissere mattere,
und kleinere, etwas dunklere Kerne. Da genane Structur-
eingelheiten der Kerne im einzelnen nicht zu erkennen sind, ist
auch eine Unterscheidung zwischen amblychromatischen Megalo-
blasten und trachychromatischen Normoblasten hier nicht mit
Yicherheit durchfiihrbar. Gewisse Zellformen mit grossen runden
Kernen und schmalem Protoplasmsleib sind den Lymphocyten
sehr &holich.

3. Granulationslose Zellen mit leuchtend carminroth ge-
farbtem Plasmaleib und matt rithlich - lilafarbenem Kern ==
Lymphocyten, Dieselben haben theils schmales, theils breiteres
Plasma, theils grossere, theils kleinere, theils runde, theils ein-
gebuchtete Kerne. Manche, besonders mittelgrosse Formen, mit
schmalem Plasma und grossem rundem Kern sind hiufig von ent-
sprechenden Erythrocyten nicht zu unterscheiden.  Unter-
scheidungen zwischen grossen und ‘kleinen Lymphocyien, oder
eingehendere Studien iiber die Kernstructur der Lymphocyten
wegen unzureichender Kernfirbung nicht méglich.

4. Zellen mit matt gelblich-briunlichem, oft ungefirbtem
Uytoplasma, frei von Granulationen und violettblauem Kern ==
Markzellen, oder Leukocyten mit Bpecial-Granulationen.

) Da in zu langsam eingetrockneten Priiparaten nur die Kerne der Ery-
throoyten wegen ihrer grosseren Dichte eine Tendenz zum ,Abreissen®
haben, nie aber die der Lymphocyten, so kann wnter Umstinden auch
sinmal dieser Umstand von Vertheil fiiv die Zelldiagnose sein. Auch
pilegt der Brythrocyten-Rand glatter und hyaliner, der der Lymphoeyten
stwas hokriger zu sein.
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Eine Unterscheidung zwischen Markzellen und Leukocyten ist
wegen nicht geniigenden Hervortretens der Kernstruetur nicht
sicher durchfiibrbar. Auch hier Zellen mit runden, sowie mit
eingebuchteten Kernen. \

b, Zellen mit leuchtend gelben oder réthlich-braunen
Granulationen, oft eingebettet in basophilem, rothem Plasma,
mit matt himmelblaven (oft odematds scheinenden) Kernen =
eosinophile, resp. indulinophile Zellen.

Unterschiede zwischen Markzellen und Leukocyten nicht
iberall mit Sicherheit durchfiihrbar, besonders wenn bei ersteren
das Intergranular-Plasma nicht erhalten ist. Auch hier runde
und polymorphe Kernformen.

Schliesslich 6. Zellen mit matt gelblich-briunlichem
(schwach sauer reagirendem, aber wahrscheinlich oxyphilem)
Cytoplasma, in dem leuchtend rothe Granulationen hervor-
treten = basophile Mastzellen. Auch hier rundkernige und
polymorphkernige Formen.

Aus unseren verschiedenen Firbungen ergaben sich folgende, fiir die
Morphologie der einzelnen Zellformen des Markes wesentliche Punkte.

Wir haben von morphotischen Elementen kennen gelernt.

1. Riesenzellen. Ihr Cytoplasma zeigt stets dasselbe tinctorielle
Verhalten, wie das der Lymphocyten.

2. Erythrocytoden. Bei Firbungen mit zwei sauren (Aurantia,
Eosin), zwei basischen (Fuchsin -+ Vesuvin), einer sauren und einer basischen
(Orange, Pyronin; Scharlach -~ Rhodamin) Farbe, nehmen dieselben nur, oder
iiberwiegend den gelben, nicht den rothen Farbstoff auf, sind xanthophil.

3. Erythroecyten. Im Ganzen etwas rdthlicher als die Vorigen.
Der Hb-haltige Cytoplasmaleib ist mit allen Farben, mit Ausnahme
von Methylgriin, firbbar, erweist sich aber, genligend erhitat, gegeniiber
einem passenden Gemisch basischer und saurer Farben als oxyphil, und
manche jingere Formen nehmen, selbst gentigend fixirt, ebenso wie
altere Formen bei zu geringer Fixation, auch von dem basischen Farbstoff
auf (ausser Methylgriin), sind also polychromatophil. In einem gelbrothen
Gemisch zweier basischer oder zweier saurer Farben (Fuchsin-Chrysoidin,
Auramin oder Phosphin); 8. Fuchsin-Orange, Primulin, Curcumin, Tartrazin),
erweisen sich die jingeren Formen als fuchsinophil, erythrophil; dieselben
verhalten sich aber zu einem Gemisch blauer und rother, oder blauer und
gelber Farben als cyanophil, was bei neutralen Gemischen, falls die basische
Componente die dunklere ist, mit polychromatophil zusammenfillt (s. o.).
Junge Erythrocyten verbalten sich also sehr &hnlich den Lymphocyten, die
granulationslos, basophil und ebenfalls cyanophil sind. Dem Kern-
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charakter entsprechend unlerscheidet man: 3) Megaloblasien und b) Normo-
biasten; bei beiden Arten kann wan junge structurirtkernige mit schmalem,
polychromatophilem Zellleib, und alte pylkunotische Formen wmit breitem,
orangeophilem Zellleib unterscheiden.

Im Hématoxylin-Priparat sind die Kerne der Erythrocyten stets dunkler,
als die der farblosen Zellen.

Kernstructur ist im Grossen und Ganzen radidr. Im Methylgrin-
Pyroninpriparat Kernfirbung chemisch different won der der farblosen
Lymphocyten, nimlich rein blaugrin, wihrend jene rithlichen Farbenton haben.

4, Lympbocyten. Das Plasma bevorzugt in Gemischen von zwei
sauren Farben (Aurantia - S Fuchsin) den dunkleren rothen, nimm$ ibn
aber pur in allerdiinnster Nuance auf. DBei einem geeigneten Gemisch
zweler basischer Farben (Methylenblan -~ Fuchsin), erweist es sich als aus-
gesprochen cyanophil. Neutralen Farbgemischen gegentiber, die entsprechend
den Principien der differentiellen Combinations-Farbung zusammengestellt sind,
verh#lt es sich stark basophil; nur Methyleriin wird nicht aufgenommen.

Auf Grund der basischen Grin-Rothfirbungen erweist sich ibr Plasma,
fibereinstimmend mit den Resultaten der Jod-Eosin-Methode, als alkalisch
reagirend. Auf Grund dieser Firbung ergiebt sich ferner, dass auch Zellen
mit eingebuchietem Kern zu den Lymphoeyten zu rechnen sind, ebenso
wis Zellen mit breitem Plasmasaum, Auf Grund der Himatoxylin- und
Methylenblaufirbungen zeigen die Kerne der Lymphocyten unregelmissig-
klginmaschige, koiuvelfdrmige Netzstruetur. Auf Grund der Himatoxylin-
Farbung ergiebt sich ferner, dass auch bel ihnen chrowatinarme (ambly-
chromatische) Proto-, und chromatinreiche (trachychromatische) Metakerne
unterschieden werden miissen. a) Die Protolyimphocyten entsprechen den
sogenannten ,grossen® Lymphoeyten (Iymphoiden Troje’schen Markzellen),
doch gehoren aunch kleinere Formen, falls sie Protokerne haben, hierher.
b} Die Metalymphoeyten entsprechen den gewdhnlichen kleinen Lympho-
cyten, doch kommen auch hier mittelgrosse Formen vor,

Uebeér das gleiche tinctorielle Verhalten des Lymphocyten-Plasma mit
dem der Riesenzellen, sowie dber die Punkte der Aehnlichkelt zwischen
Lymphocyten und Erythrocyten s. o.

Auf Grund der Myrtillin-Farbung reagirt der Kern der Lywmphoeyten
alkalisch, der der gekdrnten Leukoeyten mehr sauer ).

3. Die granulirten Zellen. Gegen Myriillin reagiren ihre Kerne
gehwach saver. Aus unserer Haematoxylinfirbung erglebt sich weiter, dass
die Kerne der a) Markzellen chromatinarm, amblychromatisch sind, d.h. dem

% In frisehen unfixirten (iberlebenden) Zellen gelingt es, durch Thionin
oder Neutralroth ein Nucleolus-ahnliches Gebilde im Kern sichtbar
zu,machen, Man bewerkstelligt den Zusatz von Farbstoff in Substanz
am besten, indsm man von ejner concentrivi alkoholischen ibsung ein
minimales Trépfchen auf dem Objecttriger antrocknen lisst, und den

Marksaft dann dort hinaufbringt.
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entsprechen, was wir Protokerne nennen, withrend die der b) Leukocyten
trachychromatischen Metacharacter aufweisen. Hs finden sich aber auch
polymorphe, chromatinarme Kerne in grosseren Zellen (alten Markzellen)
und runde chromatinreichere in kleineren Zellen (jungen Leukocyten).
Es. kommen rundkernige Zellen vor, deren Kern relativ so gross im Ver-
hiltniss zum schmalen Zelleib ist, dass die Zelle als gekdrnter, grosser oder
kleiner Lymphocyt imponirt (Pseudoiymphocyt). ’

Eine besondere Art der ,Pseudolymphocyten® zu unterscheiden, ist
demnach eigentlich idiberfliissig, ebenso wie die Aufstellung einer eigenen Art
schwach basophiler, granulationsloser, grosser wuninuclesrer Leukocyten.

Das Plasma der chromatinarmen ,Markzellen® 2eigt ein hamatoxylino-
philes, spongitses Netzwerk, in dem der Kern gewissermaassen sus-
pendirt ist.

Im Einzelnen bestehen noch folgende Differenzen:

Bei Zellen mit Metakernen erscheinen die Granula, falls sie gefirbt
sind, gréber, bei Protokernen feiner.

Ist der Kern rund und relativ gross, so enthilt die (junge) Zelle
weniger, aber dicht (oft nur an circumscripter Stelle) stehende Granula, ist
er relativ klein, dann mehr und weiter zerstreute Granula; ist er einge-
buchtet, so befinden sich die Granula am zahlreichsten in der Caloite, die
der Invagination des Kerns gegentiberliegt, und zwar halbmondfirmig um
dag Centrosoma angeordnet. '

Tm Gemisch zweier basischer Kernfarben (Chromgrin -~ Fuchsin)
nehmen die Kerne der Eosinophilen und Mastzellen nur rothen Farbstoff,
die der Specialzellen eine Mischung beider auf.

Im Himatoxylin-Priparat sind die Kerne der Eosinophilen und Masi-
zellen mehr blaugrin, die der Specialgranulirten mehr violett.

Wenn bei Eosinophilen (bes. Markzellen) intergranulires Plasma vor-
kommt, so farbt es sich in neutralen Anilinfarbgemischen mit der basischen
Componente, falls diese nicht Methylgrin ist, und heeinflusst dieselbe,
ebenso wie das Lymphocyten-Plasma, als schwaches Alkali. Bei Mastzellen
habe ich diber diesen Punkt nichf geniigende Untersuchungen anstellen
kénnen; es farbt sich jedenfalls anch mit basischen Farben (Pyronin), und
reagirt dann schwach sauer, scheint aber, nach einer Methylenblau-Eosin-
farbung zu urtheilen, mehr oxyphil zu sein.

Das intergranuliire Plasma der Special-Granulationen nimmt in neutro-
philen Mischungen (Methylenblau-Eosin) den sauren Farbstoff auf, aus dem
Scharlach-Rhodamin-Gemiseh hauptsaehlich den sauren; gegeniiber Tropiolin,
Scharlach, Bordeaux u.s. w. reagirt es schwach sauer. Aus-einem Gemisch
sweier saurer Farben (Orange - 8. Fuchsiny bevorzugt es die dunklere,
rothe; aus einem Chromgrin-Fuchsin-Gemisch, das zwei basische, immerhin
aber plasmafirbende Componenten enthalt, firbt es sich in gelblich-griiner
Nuance (reagirt schwach sauer); im Methylgriin-Pyronin-Gemisch nur eben
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schwach gelblich angefirbt, beeinflusst es das Pyronin, wie oine schwache
Siure.

Die Speecial-Granuiationen sind bel der Hématoxylinfirbung un-
sichtbar.

Sie erweisen sich theils als neutrophil ), theils als awphophil. Leistere
kénnen sich firben:

a) in basischen und neutralen,

o) in basischen und sauren,

2'  in neutralen und sauren,

d) in basischen und neufralen und sauren Farben.

Finden sich Granula verschiedenen Farbentons in einer Zcile, so sind
disjenigen, die grésser und dunkler (eyanophiler) orscheinen, und die
basisshe Componente rein, oder in neutraler Verbindung enthalten, als
unreife anzusehen, im Verbiiltniss zu den anderen, welche die hellere Farbe
kleineren Molecularvolumens bevorzugen,

Was speciell den Fall b angeht, so nehmen solche amphophilen Kér-
nungen aus neuiralen oder tiriaciden wissrigen Farbgemischen, selbst
solchen, die kein Methylgriin enthalten, nur die sauren Farbstoffe auf, weil
diese ja bekanntlich im Ueberschuss vorhanden sein miissen, falls die
gebildete neutrale Farbe geldst blsiben soll. Sie kinnen daher leicht mi
oxyphilen Gramulis verwechselt werden (Pseudcecsinophile), falls Control-
{arhungen ausstehen. Dagegen aus einem Gemiseh saurer Farben nehmen
sie stets die dunkleren, schwerer diffundirenden, am wenigsten sauren
Oomponenten auf (Indulin), umgekehrt aus einem (remiseh basischer Farben
(Methylenblau - Saffranin, Malachitgrin ~~ Rhodamin, Chromgrin -
Wuehein) die leichter diffundirenden helleren, mehr plasmophilen (Fuehsin,
Rhodamin, Saffranin),

Methylgriin farbs auch diese Granula niemals.

Tm @brigen farben sich in neutralen Mischungen (Methylenblau-Triacid)
Kornungen a mit neutraler Farbe, Kérnungen ¢ mit saurer.

Tn Gemischen saurer Farben bleibdn Kornungen a ungefirbt, Kér-
nungen ¢ nehmen Indulin auf

Im Gemisch basischer Farben nehmen Kérnungen a die dunkleren auf,
Kornungen ¢ bleiben ungefirbt,

Die sosinophilen Granula, Die dchton, reifen lassen sich mit
keinem basischen Farbstoff farben, selbst nicht mit solchem, welcher Zell-
plasma anfirben kaon. (Malachitgriin, Fuchsin, Chromgrin, Rhodamin u.s. w.).

Ans einem Qemisch zweier sanrer Farben (Orange -4- 8. Fuchsinm,
Aurantia - Dosin) nebmen sie, im Gegensatz zum Hb, die dunkleren mit

Yy Ausser dem Menschen scheinen nur Affe, Hund und Schwein noch
g-Zellen. zu fihren. Diese Thiere neigen lefchter, als andere Ver-
suchsthiere, zu Eiterungen. Gewisse Immunisirungs-Resuliate mit Bac-
terien-Proteinen sind also nicht ohne Weiteres vom Meerschweinchen
wit amphophilen Zellen auf den Menschen dbertragbar.
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grosserem Molecularvolumen auf; werden sie durch stirkeres Erhitzen noch
mehr verdichtet, so nehmen auch sie die helleren auf.

Aus einem Gemisch dreier saurer Farben nehmen die unreifen Indulin
auf, oder sonst die dunkelsten Farben (Wasserblau, Azoblau); d. b. finden
sich in oxyphil granulirten Zellen bei Firbung mit zwei sauren Farbstoffen
Granula verschiedener Farbnuance in ein und derselben Zelle, so sind die
dunkler gefiirbten als die unreiferen anzusehen. So kommen indulingefarbte
und eosingefiirbte, oder eosingefirbte und aurantiagefirbte Granula bei Be-
handlung mit Glycerin-Gemisch zusammen in einer Zelle vor, ferner fuchsin-
und orangegefirbte bei Behandlung mit Triacid. Bei letzterer Behandlung
kénnen sogar, falls zu wenig erhitzt war, die unreifen, eosinophilen
Granula in der violetten, also mneutralen Mischfarbe, tingirt erscheinen, also
eine basische Quote enthalten, und bei derselben Bedingung aus einem
Methylenblau-Eosingemisch sogar die reine blaue, basische Componente
aufnehmen. Gegeniiber Tropiolin und Ponceau u. s. w. scheinen sie sauer
zu reagiren. Sehr schén firben sie sich, wenn der sauren Farbe stwas
Alkali zugesetzt, bezw. das gefirbte Priparat mit 10 pCt. Kalilauge be-
handelt wird?).

Die Mastzellgranula. Sie lassen sich mit keiner sauren Farbe
farben, auch nicht mit solcher, die Kernchromatin zu firben im Stande ist
(z. B. Indulin). Von basischen Farben wird nur Methylgrin nicht auf-
genommen; aus Methylgriin ~- Fuchsin-Mischungen nehwen sie also die
rothe Farbe auf, sind aber trotzdem nicht erythrophil, denn aus Mischungen
anderer basischer Farben (Methylenblau 4~ Saffranin, Amethyst 4+ Pyronin,
Chromgrin -+ Fuchsin, Fuchsin -~ Vesuvin) nehmen sie stets die
duuklere vorangestellte auf.

Gegentiber Methylviolett, Kresylviolett, Oxonin, Thionin, Methylenblau,
Toluidinblau, sowie Chromgriin reagiren sie anscheinend alkalisch, desgleichen
gegeniiber Neutralroth und Pyronin. Am besten firben sie sich nach
Westphal, wenn der basischen Farbe Essigsiure zugeseizt wird.

Etwaiges Intergranularplasma scheint oxyphil und sauer zu sein.

Wir haben in allen von uns untersuchten Knochenmarken
folgende Zellformen gefunden. 1. Blutscheiben, 2. Erythrocyten, a)
Megaloblasten, b) Normoblasten, 3. basophile, granulationslose
Lymphocyten, a) grosse, b) kleine, 4. Specialzellen, a) Mark-
zellen, b) Leukocyten, 5. oxyphile Elementarzellen, a) Markzellen,
b) Leukocyten, 6. basophile Elementarzellen, a) Markzellen,
b) Leukocyten, 7. Riesenzellen.

Ausser den genannten und beschriebenen kommen
keine anderen morphotischen Elemente physiologischer

) Vgl Jacob: Tehmann’s Hand-Atlanten XV, Text zu Taf II,
Figur 3.
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Weise in Kpochenmark-Priaparaten vor. Alle Zelien,
die sich finden, lassen siech ohne Zwany unter eine
dieser Hauptgruppen unterordnen. Zu bemerken ist
hijchstens, dass von grossen Lymphocyten, specialgranulirten und
sosinophilen Markzellen im Knpochenmark, neben denen von der
gewohnlichen Grésse, wie sie bei Leukéimie sich im Blute finden,
auch wahre Riesenexemplare vorkommen, wie man sie im Blute
bislang noch nicht anzutreffen Gelegenheit gehabt hat. Nur einen
Puankt wollen wir dann noch hervorheben, bevor wir zur nfiheren
Beschreibung der bei den einzelnen unserer Untersuchungsfille
sich findenden quantitativen Differenzen sehreiten, niimlich die
Yrage des Kernaustritts aus rothen Blutzellen. Ohne mich aunf
das weitere sonstige Beweismaterial, welches in dieser Frage im
bejahenden oder negirenden Sinn herbeigeschafft worden ist,
einzatassen, will ich nur die Thatsache betounen, dass bel den
auf unsere Weise hergestellten Deckglas-Abstrichpriparaten vom
Mark ') sich nirgends ein sicherer Anhalt fiir den physiologischen
Wernaustritt finden ldsst. Umgekehrt, wenn man Priiparate von sehr
labilem, z. B. embryonalem Knochenmark nach der Ehrlich’schen
Abzugmethode herstellt, findet man stets in grosser Anzabl
freie Keme, und zwar fast nur pylkuotische Normoblasten-
kerne, und als Vorstufen zu solchen, freie, stark exeentrisehe
oder im Austritt begriffene, pykunotische Kerne, denen man aber
in Bezug auf Configuration des Zellleibes und die Art der Lage
des Kerns in demselben leicht das Artefact ansehen kanu.
Tnsofern decken sich meine Befunde durchass mit denen von
Bogdanoff?), dessen sonstige Ansicht iber das Wesen des eosino-
philen Granula u. s. w. ich im dbrigen keineswegs theile. Auch
dieser Autor hat jingst hervorgehoben, dass in den von ihm
natersuchten Fillen sich niemals ein Bild fiir die Deutong
des Kernaustritts verwerthen liess; ja selbst nicht einmal
D Um aus Blutpriiparaten Aufschlusz iiher eveniuellen Kernaustritt zu
erhalten, kaun man, abgeselen ven der von mir angegebenen Ab-
saugungs-Methode, um die Abzugsmetbode zu umgehen, von der Centei-
fugalkraft Gebrauch machen. Man fasst entweder mit Neumann das
soehen mit missig grossen Tropfen beschickte Deckglischen mittels
Pincette und schleudert den Tropfen ab, oder mwan befestigt die Deck-

glischen auf der Centrifuge.
% Bogdanoff, Biolog. Centralblatt Bd. 18. 1898,
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excentrisch gelagerte Kerne rother Blutzellen konnte er in seinen
Praparaten beobachten. Wihrend wir demnach daran festhalten
miissen, dass alle Bilder von Luxatio nuclei, wenn schon nicht Kunst-
producte, so doch, falls praeformirt, sicher nicht physiologischer
Nator sind (Plasmolyse durch eingedicktes, hyperisotonisches
Serum bei Leukimie), so ist im Gegensatz hierzu hervorzubeben,
dass sich fast an allen Erythrocyten-Kernen Zeichen der Karyor-
rhexis und der Karyolyse nachweisen liessen, derart, dass
aus dem reguliren Radienwerk eines normalen Radkernes einzelne
Speichen schwicher fiarbbar waren, oder auch ganz unfirbbar
erschienen. Die Enucleation der Erythrocyten zu Erythrocytoden
geschieht daher durch physiologischen Kernschwund. Der Er-
withnung werth erscheint mir aber der Umstand, dass sich in
dem verschiedenen, von mir untersuchten Knochenmarke in seiner
normalen oder héchstens doch quantitativ vermehrten, jedenfalls
aber physiologischen erythroplastischen Thitigkeit niemals jene
bizarren Bilder von iiberstiirzter Karyorrhexis, wie Kernwand-
sprossungen, directe Kerntheilung und dgl. gefunden wurden,
wie dieselben sich in der Bluteirculation von Embryonen vor
Anlage des Knochenmarks®) finden, oder in jenen abnormen, d.
h. pathologischen Zustéinden bei perniciéser Andmie, lymphatischer
Leukdmie oder Arsenikvergiftung, wie sie Bettmann?) jiingst
in eingehender Weise beschrieben hat. Wihrend also in ge-
eignet hergestellten Knochenmark-Priparaten freie Kerne rother
Blutkérperchen nicht zur Beobachtung kamen, fanden sich jedoch
in  solchen, die besonders reich an Lymphocyten waren
(embryonales Mark), gewisse grosse, mit Héimatoxylin grau ge-
firbte, unregelmissig conturirte Schollen, die man, wie Uebergangs-
bilder deuntlich zeigen, als freie und gequollene‘ Lymphocyten-
kerne deuten muss, deren Plasma durch Cytolysis verloren ge-
gangen ist. Ob es sich in unseren Fillen um einen vital pri-
formirten Vorgang handelt, oder ob hier bei dem zerfliesslichen
embryonalen Mark ein Kunstproduct vorliegt, dem die labilsten
Elemente am leichtesten zum Opfer gefallen sind, vermag ich
nicht zu entscheiden. Jedenfalls aber erweisen sich diese Formen
identisch mit den von Klein-Gumprecht bei lymphatischer

1) Pappenheim, Inaugural-Dissertation. Berlin 1895.
?) Bettmann, Habilitationsschrift. Bonn 1898, Ziegler’s Beitr. X XIII



60

Teukdmie beschriebenen ,Schatten®, bel welchor Krankheit
dureh die verinderte Isotonie des Serums die vielleicht schon
normaler Weise grosse Neigung der Lymphocvten zur Leukolyse
und Zerquetschung erhéht zu sein scheint.

Aus den bisherigen Erérterungen mdéchte ich hier noch fol-
geden Sitze besonders hervorheben:

1. Eine der besten Fixationen fiir Blutzellen-Deckglaspriparate
ist die Rubinstein’sche.

2, Neben Himatoxylin hat auveh das Myrtillin seine be-
sonderen Vorziige.

3. Ausser den bekannten gewdhnlichen Firbungen von Blut-
nriparaten (Hamatoxylin- Eosin, Methylenblau- Eosin, Triacid) ist
besonders die Methylgriin- Pyroninfarbung als Reagens auf base-
phile, granulationslose Zellen anzuwenden.

L. Rippenmark von halbjahrigen Kaninchen.

Qualitativ fanden sich: Megaloblasten, Normoblasten,
grosse Lymphoeyten, kleine Lymphocyten, granulirte Markzellen,
granulirte Leukocyten. Die Megaloblasten waren allermeistens
polyehromatophil, die Normoblasten seltener. Die polychromato-
philen Megaloblasten zeigten im Uebrigen normalen Zelihabitus,
wihrend die polychromatophilen Normoblasten sich z. Th. im
Zustande der Plasmorrhexis befanden. Ervihrocvien mit voll-
stindig pyknotischen Kernen waren in der Minderzahl gegen-
iiber solchen mit karyorrhektisch-karyolvtischen Kernen, denen
man ansah, dass der beginnende Kernschwund bereits vor der
vollendeten Pyknose eingesetzt hatte. Ebenso waren Kerne mit
ganz symmetrischem Radidrwerk in der Minderzahl gegeniiber
den karyorrhektischen.

Quantitativ erschienen die Megaloblasten gegeniiber den
Normoblasten in der Minderheit. Der mikroskopische Gesammt-
eindruck eines Gesichtsfeldes zeigte ausserdem die rothen Blut-
zellen in der Minderzahl gegeniiber den iibrigen Hb-freien Zellen.

Die Mengenverhéltnisse der lefzteren stellten sich nach
ungefdhrer Schiitzung etwa so, dass am meisten polymorph-
iernige Markzellen und Leukocyten vorhanden waren, dann erst
die anderen Arten folgten.

Sichere Mitosen von Hb-reichen Erythrocyten kommen gar
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nicht, von farblosen Zellen nur dusserst spirlich zur Beobachtung.
Dieser Punkt erscheint von principieller Bedeutung, weil er zum
mindesten sehr stark gegen Bizzozero’s Lehre von der alleinigen
homogenetischen Vermehrung der Erythroeyten von sich aus ins
Gewicht fallen diirfte. Fiir erwachsene Thiere wenigstens diirfte
sie keine Geltung haben.

II. Knochenmark eines jungen, wachsenden Thieres.

a) Femur-Diaphyse von 12tigigen Kaninchen.

b) Rippe unseres 4 Wochen alten Versuchshundes vor der
Operation.

Qualitativ fanden sich Megaloblasten, Normoblasten, grosse
Lymphocyten, kleine Lymphocyten, granulirte Markzellen und
Leukocyten.

Quantitativ erschienen die Megaloblasten gegeniiber I
entschieden vermehrt, etwa in gleicher Zahl wie Normoblasten.
Es finden sich ziemlich héufig Erythrocyten mit vollstindig
pyknotischen Kernen.  Auch Erythrocyten mit vollstéindig radisrer
Kernfigur fanden sich nicht so selten. Die Megaloblasten waren
zumeist polychromatophil, auch etwaige Hb-arme Normoblasten
sehr hiufig polychromatophil. Farblose und Hb-fiihrende Zellen
waren ungefihr in gleicher Zahl vorhanden. Am meisten finden
sich von farblosen Zellen rundkernige Markzellen, einkernige,
besonders eosinophile Leukocyten, sowie grosse, rundkernige
Lymphocyten. Sehr selten waren Mitosen rother Blutzellen und
farblose Zellen.

III. Embryonale Kaninchen gegen Ende der dritten
Tréchtigkeitswoche
sowie
Neugeborene Kaninchen direct nach dem Wurl,
(Femur-Diaphyse)

Es fanden sich: Megaloblasten, Normoblasten, Markzellen
und grosse Lymphocyten, Leukocyten und kleine Lymphoeyten.
Megaloblasten iiberwiegen entschieden an Zahl gegeniiber den
Normoblasten. Bei beiden finden sich Zellen mit vollstindig
pyknotischen Kernen, sowie Zellen mit radifiver, symmetrischer
Kernfigur und zwar anscheinend hiufiger, als Zellen mit karyo-
rhektischen Kernen. Die Erythrocyten mit schmalem Zellleib und
grossem Kern erschienen fast stets polychromatophil. Selten



polychromatophil erschienen die Zellen mit breitem Zellleib und
relativ kleinen Kernen, am seltensten, wenn sie kleine, voll-
stindig pyknotische Kerpe fihrten. Im Grossen und Ganzen
schienen mehr Erythrocyten, als farblose Zellen im Gesiehtsfelde
sich zu befinden. Reichliche Mitosen rother Hb-armer (bezw.
basophil-lymphoider) und farbloser (eosinophiler) Zellen fanden
sich ausserdem. Auch Mitosen Hb-reicher Erythrocyten wurden
gefuniden, doch seltener.

Die farblosen Zellen waren iberwiegend, und von diesen
eigentlich fast nur basophile, granulationslose Lymphoeyten, sowie
cosinophile Markzellen und eosinophile Leukocyten vorhanden.
Sie waren fiberwiegend rundkernig, und es war daher besonders im
einzelnen héiofig die Unterscheidung, ob Lymphocyt oder Ery-
throeyt vorlag, sehr erschwert. Ferner iiberwiegen entschieden
die grossen Kormen iiber die kleinen. Man sieht im Gesichtsfeld
ausser Erythrooyten fast pur grosse, rundkernige Lymphocyten.
Zellen mit polymorphen Kernen sind relativ selten; sie finden
sich eigentlich nur bei eosinophilen Markzellen und Leukocyten,
bel den lymphoiden Zellen aber so gut wie gar nicht. Anf Grund
der Ergebnisse des embryonalen Markes scheint es demnach nicht
unberechtigt, da dasselbe fast ausschliesslich-aus basophilen, granu-
lationslosen Rundzellen besteht, welche ihrerseits, wie wir gleich
sehen werden, theils zu Erythrocyten, theils zu Riesenzellen,
theils zu Eosinophilen sich umwandeln, die rundkernigen Lympho-
oyten als die primitivste Urform der Lenkocyten anzusehen.
Jedoch sind die Lymphocyten eine Art fir sich, und man darf
nicht ohne Weiteres mit Uskoff schliessen, dass der rundkernige,
granulationslose Lymphocyt die Vorstufe des gewd&hulich multi-
noelefiren Leukocyten ist.

IV. Junger, vierwéchentlicher Hund.

Rippenmark 4 Stunden nach dem letzten Aderlass.
“Im Blut reichliche Normoblasten, neben Leukocytose; keine Megalo-
blasten.) Es fanden sich Megaloblasten, Normoblasten, Markzellen,
Leukocyten, grosse Lymphocyten, kleine Lymphoeyten. Ziemlich viel
Megaloblasten sind polychromatophil, von Normoblasten zumeist
solehe mit pyknotischen Kernen und plasmorrhektischem Zellleib.
Die Kerne der Erythrocyten waren meist karyorrektisch, off
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vollstindig pyknotisch, am seltensten fanden sich solche mit
symmetrischen Kernfiguren. Normoblasten fanden sich reichlicher,
als Megaloblasten; rothe Blutkdrperchen reichlicher, als farblose
Zellen. Von letsteren waren hauoptsichlich zo sehen: poly-
morphkernige Leukocyten und kleine, rundkernige und polymorph-
kernige Lymphocyten; polymorphkernige und rundkernige Mark-
zellen, rundkernige grosse Lymphocyten und rundkernige, granu-
lirte Leukocyten, besonders eosinophile u.s. w. schienen etwas
geringer an Zahl. Mitosen fanden sich auffallenderweise keine.

Wir haben demnach approximativ

bei I und II mehr weisse, als rothe Zelleu;

bei I und IV mehr Normoblasten, als Megaloblasten;
bei III und IV mehr rothe Zellen, als weisse Zellen;
bei II und III mehr Megaloblasten, als Normoblasten.

Bei III ging das Vorhandensein von Mitosen rother Blut-
korperchen mit geringer Zahl von karyorrhektischen Kernen,
dagegen mit reicher Zahl von symmetrischen und pyknotischen
Kernen einher. Auch iiberwogen die Megaloblasten. Ferner
gingen die Mitosen weisser DBlutkorperchen mit dem Ueber-
wiegen rundkerniger Formen iiber polymorphkernige, mit dem
Ueberwiegen grosser Formen iiber die kleinen, und vor Allem
mit dem Ueberwiegen von Lymphocyten und eosinophilen
Zellen fiiber die Special-Granulationen einher. Da nun das
intergranulidre Plasma eosinophiler Markzellen ebenfalls basophil,
wie das der Lymphocyten, ist, so iberwogen bei III basophile
Zellen und Elementar-Granulationen {iber Specialzellen. Das Mark
bei III ist sowohl ein megaloblastisches, wie ein lymphocytisches.

BeilV fehlten Mitosen rother Blutkrperchen;auch Erythrocyten
mit symmetrischen und pyknotischen Kernen waren relativ selten,
hauptséchlich fanden sich solche mit karyorrhektischen Kernen.
Ausserdem war das Mark bei IV ein vorwiegend kleinzellig
lymphatisch-normoblastisches. Es scheint demnach, dass die
Erythropoese sich derart gestaltet, dass bei III im grossen und
ganzen der Modus der Homoplastik durch Theilung, bei IV der
der Heteroplastik durch vermehrte Umbildung aus farblosen
Zellen iiberwiegt, so zwar, dass die bei beiden vorkommenden
Normoblasten bei III vorwiegend irgendwie aus Megaloblasten,
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hel IV yiellelcht aus kleinen Lymphoeyten gebildot werden, dass
aber doch, wihrend bei IV die wenigen vorhandenen grossen
Lymphocyten vorwiegend zu kleinen Lymphooyten werden, die
grosse Menge der bei Il vorhandenen zumeist direct in Megalo-
blasten @bergeht. Das Ueberwiegen der Karyorrhexis bei IV
zeigh ebenfalls, dass der Organismus bereits die Eigenschaft er-
worben hat, auf kiirzestem Wege die zweckmissigsten Formen
herzustellen, wilrend bel III sich derselbe noch mit eimer thm
von {riiheren Zeiten her fiberkommensn vorwiegenden Production
von Megaloblasten, sowie einer vollstindigen Reifung junger
Ziellen zu solchen mit pyknotischen Kernen, aufhilt. Wihrend
das relativ spirliche, aber doch schon vorhandene Vorkommen
von Normoblasten bei III bereits auf eine functionelle An-
nassung an neue Lebensverhéltnisse, also auf eine nen erworbene
Eigenschaft schliessen lasst, ist in dem spirlichen Vorhandensein
von Megaloblasten bei IV noch ein Rest jener friiheren, primitiven
Blutbildungsweise zu erblicken.

Tm Gegensatz zu den Befunden III und IV {iberwiegen bei
Tund T Hb-frele (weisse) Zellen, und wihrend bei Il und 1V
wolymorphkernige Formen dieser sehr selten sind, frefen sie bei
! und I in imponirender Weise hervor. Auch diese Thatsache
spricht daffir, dass die Rundkernigkeit ein Ausdruck der Jugend-
lichkeit, im Gogensatz zur Kernpolymorphose, ist, weshalb die
Anpahme einer Umbildung polymorphkerniger Wanderzellen zu
rundkernigen {einkernigen) fixen Gewebs-Zellen nicht recht wahr-
scheinlich sein diirfte. Es erklart sich aber der Gegensatz in
don Befanden zwischen I und II einerseits, und Il und IV anderer-
seits leicht so, wean man anvimmt, dass bel IIl und IV, d. h.
der starken progressiven, plastischen Thitigkeit des
Marks die primitiven, kérnchenfreien, lymphoiden, baso-
philen Markzellen mit runden Kernen sich ausschliess-
lich heterotypisch weiter {ortentwickeln, sich zu rothen
Blytzellen differenciren, wihrend spédter, wenn das Bediirfniss
gedeckt und ein hinreichender Stamm von Hb-fithrenden Zellen
erst einmal vorhanden ist, die homotypische Weiter-Ent-
wickelung der rundkernigen Markzellen vorwiegend Platz
greift, d. h. ihre cytogenetische Alterung zu polymorphkernigen
Formen,
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Wir haben schon oben, wo wir die Grenzen der Leistungs-
fahigkeit unserer Firbungsmethode kritisch besprochen haben,
festgestellt, dass, ganz allgemein gesagt, zwischen Lymphocyten
und gewissen grosskernigen und schmalleibigen Erythrocyten
stellenweise dusserst zahlreiche Aehnlichkeiten zu finden sind,
welche unter Umstinden im Einzelfalle einer Unterscheidung
Schwierigkeiten bereiten kénnen. Ganz besonders nun  bei
embryonalem Knochenmark (ITI) zeigte sich, auf Grund unserer
nach Rubinstein fixirten und mit Miiller’schem Himatoxylin
gefirbten Priparate, dass thatsfichlich Bilder vorkommen,
welche einen Uebergang zwischen beiden Zellarten wahrscheinlich
zu machen geeignet sein diirften. Dass weder auf die Basophilie
der Lymphocyten, noch auf die Orangeophilie des Hb ein sicherer
Verlass ist, haben wir ebenfalls bereits erdrtert, indem gerade
die jungen, gewissermaassen eben entstehenden Erythrocyten noch
nicht nachweisbare Mengen von Hb haben, ihr Protoplasma
also ebenfalls, wie das der Lymphocyten, gewissermaassen noch
basophil ist. Auch die Structuren der Kerne liessen im Stich,
denn da zeigte es sich, dass Bilder vorkommen, deren Kerne im
Centrum denen der Lymphocyten dusserst dhnlich waren, aber
durch den reguliren, breitfiissigen Ansatz der Netzfiden an der
Kernmembran schon theilweise einige Charakteristica von Erythro-
cyten besassen.

Wihrend auf diese Weise, wie embryonale Verhiltnisse
lehren, durch diffuse Einlagerung einer oxyphilen (xanthophilen)
Substanz in basophiles Cytoplasma eine Metamorphose von
Lymphocyten zu Erythrocyten zu Stande zu kommen scheint,
liefert uns die embryonale Epoche der Blutbildung im Knochen-
mark den sicheren Beweis dafiir, dass durch circumscripte Ein-
lagerung oxyphiler (erythrophiler) Substanz in basophiles Proto-
plasma die Entstehung eosinophiler Zellen aus basophilen
lymphoiden Zellen gedacht werden muss. Einzig und allein im
embryonalen Knochenmark, bis jetzt aber physiologischer Weise
niemals spiter beim Erwachsenen, fand ich Zellen, die noch
alle Reactionen der basophilen Lymphocyten geben (Methylgriin-
Pyronin etc.), deren etwas aufgelockertes Cytoplasma aber schon
an einer ganz circumscripten Stelle, wie es Hirschfeld?) jiingst

5 Dieses Archiv 153,
Archiv f, pathol, Anat, Bd. 157, Hft. 1. 5
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beschrieben hat, und zwar meist dort, wo der Rern sich ein-
buchtet, oxyphile Granulationen eingelagert, und oft halbkreis-
f6rmig um das Centrosoma herum, angeordnet enthilt. Aehnliche
Bilder, wie hier im embryonalen Mark, sieht man bisweilen
pathologischer Weise im Blut bei schweren Apimien. Wenn
dort dann infolge Einwirkung des dyskrasischen Serum die
eosinophilen Granula stark gequollen sind, so glaubt man bei
Methylenblau - Eosinfarbung bisweilen im Leibe von grossen
Lymphocyten an einer bestimmten Stelle Hb-Tropfchen zu sehen
(vgl. Grawitz), da ja bei Eosin-Tinction Hb und eosinophile
Granula in gleicher Farbe gefirbt erscheinen. Im weiteren Ver-
lauf der Cytogenese erblickt man dann Bilder, wo bereits eine
Calotte der Zellkugel mit Granulis avgefiillt ist, oder die Kérner
scheinen in oiner Kapsel oder kugelfsrmigen Vacuole des Zell-
leibes, wie von einer eignen, conturirten Wandung eingeschlossen.
Spiter breiten sich die Granulationen durch die ganze Zelle hin-
durch fiber alle Seiten des Kerns hinweg aus, und schliess-
lich schwindet das basophile Plasma zwischen den Granulationen.
Wihrend anf diese Weise cosinophile Zellen aus Lymphocyten
neu zu entstehen scheinen®) — vielleicht hat man sich den
postembryonalen pathologischen Process der sosinophilen Degene-
ration beim malignen Lymphom (Goldmann, Kanter) ebenso zu
denken — kommen umgekehrt keine Bilder vor, welche sich als
eine Wiederriickbildung von Lymphooyten aus solchen eben ent-
standenenen Hosinophilen deuten lassen, derart, dass etwa eine
Fosinophile mit circumskripter Kérnchepansammlung sich in einen
granulirten und einen ungranulirten Schéssling karyokinetisch

" Ob die eosinophilen Zellen des Bindegewebes, vgl. Ehrlich Farben-
analyt, Unters. 8. 17, ebenfalls aus den uninuclefren lymphoiden granu-
lationsiosen basophilen Rundzellen des Gewebes (histiogenen Wander-
zellen) hervorgehen, bleibt abzuwarten. Eine Umbildung multinucledrer
Blut-Zellen zu sessilen uninuclefiren Gewebszellen scheint unwahr-
scheinlieh. Es scheint also, dass ins Asthmasputum entsprechend der
gewdhnlichen Biterbildung sowob! multinucleiire Rosinopbile des Blutes
wie uninuecleire Eosinophile des Gewebes tibergehen, denn im Blute
bei Asthma und Pemphigus fehlen uninuelgire Formen. Vgl die
analeg. Verhilinisse des Gonorrhoe-Biters, Lohnstein und Hirsch-
feld, 1897, Monatsberichte dber die Gesammileistungen anf dem
Gebiet der Harn- und Sexualkrankheiten 11
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theilt; stets theilte die Teilungsebene auch die Kérnchenansamm-
lung inzwei Hilften (s. Taf.). Es scheint also, dass der Ort derersten
Kérnchenproduction im Lageverhéltniss zum Kern kein beliebiger
ist. Wie ich Hirschfeld bestitigen kann, spricht eine geringe
Ausbreitung der Granulationen im Zellleib nicht fiir die Jugend
der ganzen Zelle als solcher, sondern nur fir die Frische der
eosinophilen Secretion. Es kann nidmlich ein alter Lymphocyt
wit eingebuchtetem Kern eben erst angefangen haben, eosinophil
zu werden: solchen Bildern stehen andere gegeniiber von aus-
gesprochenen, fertigen eosinophilen Zellen mit jugendlich runden
Kernen; denn einzig und allein der Kern bestimimt das Alter des
Zellindividuums. Ehrlich') hat angegeben, dass ein mehr
cyanophiles Verhalten der eosinophilen Granulationen fiir einen
unreifen Zustand spricht, indem die specifisch eosinophile Substanz
mit einer paratinctoriellen Masse durchsetzt ist, wodurch das
eosinophile Granulum, natiirlich aber auch die Micellen der
eosinophilen Substanz grosser, ihre Poren weiter geworden
sein miissen, sodass dieselben nunmehr fiir dunklere Farben mit
grésserem Molecularvolumen imbibitionsfihig sind, wihrend die
reifen, nar aus rein eosinophiler Substanz bestehenden Granula,
in Folge ihres dichteren Gefiiges, nur fiir hellere, links-spectrale
Farben mit grossem Diffusionsvermdgen permeabel sind. Ab-
gesehen davon, dass dieses Verhalten, ebenso wie das ent-
sprechende der Polychromatophilie rother Blutzellen, eben so wohl
fir einen jugendlich progressiven, wie fiir einen degenerativ
regressiven Zustand (Quellung) sprechen kann, muss betont
werden, dass hier unter ,Jugendlichkeit® jedenfalls nur die
Jugendlichkeit des einzelnen Granulum, nicht der gesammten
Zelle zn denken ist, indem die eben secernirten, bezw. ge-
bildeten Granula einer alten Zelle mit eingebuchtetem Kerne
cyanophil, die fertigen Granula einer jungen Zelle aber rein ery-
throphil sein kdnoen. Da sich nun die indulinophilen Granula za
den eosinophilen etwa so erhalten, wie das polychromatophile
(basophile, fuchsinophile, erythrophile) Hb zu dem ortho-
chromatischen, orangeophilen, xanthophilen, scheint es vielleicht
nicht so ganz absurd, jede Beziehung zwischen der eosinophilen
Substanz und dem Hb ganz von der Hand zu erweisen, zumal
5 Ehrlich, Farbennalyt. Unters. S. 15, S. 89—91.

o



die von Ehrlich?) angefiihrten Differenzen keineswegs purinci-
pieller, sondern nur gradueller Natur zu sein scheinen. s scheint
sich die cosinophile Substanz im Ganzen zum Hb zu verhalten,
wie das erythrophile Hb zum xanthophilen, oder die induline-
philen Grannla zu den eosinophilen, d. h. eine Art unvollkommenen
weniger hoch organisirten Blutfarbstoffs zu sein. Letzteres ist
aber natiirlich nicht identisch mit dem unreifen, fuchsinophilen
b, welches immerhin schon Hb ist, wihrend die veifste (xanto-
phile} eosinophile Substanz héchstens als eine Art ,Hémoglo-
binoid® zu denken ist. [n denlymphoiden, basophilen, granu-
lationslosen Rundzellen haben wir demnach das varia-
belste, tiefstehendste Element cytogenen Gewebes zu
sehen, welches zu grossen monocuclediren Leukocyten,
zu Riesenzellen, zu eosinophilen Zellen und zu Ery-
throcyten sich umzuwandeln vermag. Betreffs der
Bildung und Entstehung der eosinophilen Zellen wiirde
also zu unterscheiden sein:

‘1. Heteroplastische Bildung: a) Die Neubildung durch
Avfoahme irgend welcher himoglobinartigen Substanz von aussen
seitens granulationsloser Zellen; b) Die Umbildung granulations-
loser Zellen dureh Production eosinophiler Substapz von innen
her, aus sich heraus.

2. Homoplastische Bildung: Die Vermehrung eosino-
philer Zellen ans eosinophilen Zellen durch Theilung.

Zu wiederholen 1ist jodoch, dass alle diese, fast handgreif-
lichen Usberginge von Lymphocyten zu Eesinophilen, von Iiympho-
cyten zu Brythrocyten, ja auch von Protokernen zu Metakernen
nur beim Embryo zu finden sind, in spiteren postembryonalen
Stadien aber, bei physiologischer Blutbildung wenigstens, nur
scharf geschiedene Arten in die Erscheinung treten.

Fiir eine Bildung von neutrophilen, feinkérnigen, special-granu-
lirten Megalocyten aus basophilen, lymphoiden Zellen (mono-
naclefiren Leukoeyten), wie Hirschfeld®) mit Ehriich dieses
annimmé, die niché nur in einer Production von neulrophilen
Granula innerhalb des basophilen Plasma bestehen miisste,
sonderp auch in einer Reifung dieses bascphilen Plasmas zu

) Ebrlich, Farbenanalyt. Untersuch. 8. 9 w. 10,
% Hirsebfeld, d. Arch. CLIII, 8. 343, 344.
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oxyphilem, wie es doch den neuatrophilen Zellen, im Gegensatz
zu den, basophiles Intergranularplasma fithrenden, eosinophilen
Zellen, eigenthiimlich ist, habe ich bei meinen Farbungen (Alaun-
hamatoxylin, welches Special-Granula zerstort, Glycerin-Scharlach,
welches nur echte «-Granula firbt) und bei meinem embryonalen
Versuchsthier (Kaninchen, welches keine e-Granula, sondern
pseudocosinophile Specialzellen fiihrt) keine Belege auftreiben
konnen. Meine Befunde sprechen dagegen fiir die Entstehung
der grobkernigen, bei allen Thieren vorhandenen echten a-Mark-
zellen aus den ebenfalls bei allen Thieren vorhandenen lymphoiden
Zellen, ein Nachweis, der Hirschfeld nicht gelungen zu sein
scheint. Ob sein Schluss berechtigt ist, dass auch die e-Special-
Zellen in der oben angedeuteten complicirten Weise aus
lymphoiden Zellen entstehen, weil dieses die pseudoeosinophilen
feinkérnigen Special-Zellen thun, bleibt abzuwarten.

V. Wir wenden uns jetzt zur Besprechung des Knochen-
markes einer erwachsenen Beutelratte (Didelphys Virgi-
niana):Rippe und os marsupiale.

In demselben finden sich Megaloblasten, Normoblasten,
basophile Lymphocyten, basophil granulirte Mastzellen, eosino-
phil granulirte Zellen, und Special-Granulationen. Im Grossen
und Ganzen sieht man auch hier, wie es beim alten Thier natiirlich
ist und in der Regel zu sein scheint, mehr weisse als rothe Zellen.
Im einzelnen aber herrschen insofern embryonale Verhaltnisse,
als dentlich mehr Megaloblasten als Normoblasten, mehr Erythro-
cyten mit structurirten, als solche mit pyknotischen Kernen
vorhanden zu sein scheinen; ferner findet man weit fiber das
gewonliche Maass Lymphocyten, und nicht ganz so selten Mitosen,
so dass dieses phylogenetisch auf niedriger Stufe stehende Siuge-
thier anch in seiner Blutbildung dieser niedrigen Stufe ent-
sprechende Verhiltnisse darbietet.

Dazu kommt, dass auch die Milz, wie eine grosse Zahl kern-
haltiger rother Blutkérperchen beweist, bei dem ausgewachsenen
Beutelthier erythropoetische Functionen zu erfiillen scheint, da
das Blut wenigstens stets frei von kernhaltigen rothen Blut-
korperchen war. Insofern verhalten sich gewissermaassen die
Beutelthiere zu den hdher stehenden Siugethieren, wie die
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urodelen Amphibien zu den Anuren, nur mit dem Unterschiede,
dass bei den Urodelen allein die Milz, bei den Beutelthieren
jedoch Milz und Knochenmark erythropoetische Functionen aus-
tiben. Irgend welche morphologischen Unterschiede zwischen
den rothen Blotkérperchen der Milz und denen des Knochen-
marks bestehen nicht. In der Milz findet man ferner eine recht
betrdchtliche Zahl eosinophiler Zellen, sowohl rundkerniger, wie
polymorphkerniger, sowohl solcher, die den Markzellen, wie
solcher, die den Lenkacyten entsprechen. Immerhin finden sich
hier weniger als im Knochenmark.

Teh fasse nunmehr die Hauptergebnisse unserer Arbeit in
folgenden Sitzen zusammen.

1. In jedem Knochenmark finden sich Zellen, die
sich morphologisch und tinctoriell vollig wie Lymphocyten
verhalten, d. h., sin relativ schmales, besophiles alkalisches,
granulationsioses Cytoplasma, und einen relativ  grossen,
runden  Kern mit unregelmissigem Maschenwerk aufweisen.
Diese Zellen kommen im Knochenmark als grosse und als kleine
Lymphocyten vor; als kleine Lymphocyten in grosserer Menge,
als dass sie als elogschwemmt aus dem Blut gedacht werden
kdnnen; als grosse Lymphocyten, welche im normalen Blut fehlen,
kinnen sie nur antochthon im Knochenmark entstanden sein.

Dass echte Lymphocyten, wie in jedem snderen reticulfren (iewebe,
auch im Knochenmark gebildet werden, kann nicht Wunder nehmen, falls
ed sich besthtigt, dass die aus Milz (und Lymphdrisen) gebildeten ¥rythro-
cyten sich morphologiseh den aus dem Knochenmark gebildefen véllig
homolog verlialten, Dass aber in Milz wnd Lymphdrisen, woe nach-
gewiesenermaassen eine embryonale Erythropoese stattfindet, in dber-
wiegender Zahl basophile, grannlationslose Lymphocyten gebildet werden,
im Gegensatz zu den granulirten, die das Knochenmark producirt; muss
anerkannt werden, Ob die allerersten rothen Bluthdrperchen der Embryonen
aus Endothelien (Bonnet) oder priméren Wanderzellen (Saxer) gebildet
werden, ist noch nicht mit Sicherheit entschieden. Jedoch giebt Saxer an,
dass seine primiren Wanderzellen grosse Aehnlichkeit mif grossen Mark-
zellen aufweisen, und auch Ribbert und Baumgarten heben die grosse
Aehnlichkeit der grossen, theilungsreifen Lymphdrisenzellen der Keimcentren
mit Endothelien hervor. Ob und welche Unterschiede zwischen gross-
kernigen, chromatinarmen, histiogenen und hamatogenen Wanderzellen
bestehen, und wie diese fixen Wlemente des Gewebes in das Lumen der
Gefasse und in die Circulation gelangen, dardbor sind die Acten noch nicht
geschlossen,
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1. In jedem Knochenmark finden sich Zellen, die
sich ihrem Plasma nach tinctoriell wie Lympho cyten verhalten,
deren Kern aber deutlich flachere oder tiefere Einkerbungen
aufweist, oder deren Plasma im Verhaltniss zur Kerngrosse
relativ.  breit entwickelt erscheint (mononucledre Leucocyten,
Troje’s Markzellen); diese Zellen sind als Entwickluogsstufen der -
Lymphocyten aufzufassen.

II. Injedem Knochenmark finden sich Zellen, die sich
nach der Granulation, nach dem sonstigen tinctoriellen Verhalten,
ihres Plasma, und nach der Chromatinarmut ihres Kerns als
Markzellen ausweisen, deren Kern aber polymorph und
eingebuchtet ist; ebenso lassen sich umgekehrt Zellen finden,
die nach der Granulirung u. s. w. ihres Plasma und nach dem
Chromatin-Reichtum ihres Kerns als Leukocyten gedeutet werden
miissen, deren Kern aber rund und nicht eingebuchtet ist.

IV. In jedem normalen Knochenmark finden sich
praformirt Megaloblasten.

V. Im embryonalen Mark kann man auf directe
Uebergéinge von basophilen Lymphocyten zu Erythro-
cyten, und zwar von grossen Lymphocyten zu Megaloblasten,
von kleinen Lymphocyten zu Normoloblasten schliessen.

Hb-arme, junge Erythrocyten und Lymphocyten lassen sich
oft weder an der Kernstructar noch tinctoriell sicher unterscheiden.

VI. Im embryonalen Mark ist ein Entstehen von
eosinophilen Zellen aus Lymphocyten durch Uebergangs-
bilder, d. h. Entstehang von eosinophilen Granula in. Lympho-
cyten, mit Sicherheit zun verfolgen. ;

VII. Die basophilen, granulationslosen Lymphocyten sind
die primitivste Art farbloser Zellen. Dafiir kann angefiihrt
werden ihre Granulationslosigkeit, ihr hauptsichliches Vor-
kommen als rundkernige, schmalleibige Gebilde, ihre Basophilie,
ihre Verwandtschaft mit den wandernden, histiogenen Amoebocyten,
(Endothelien, Klasmatocyten Ranvier’s), ihre Differencirungs-
fihigkeit zu Hb-fihrenden Erythrocyten, ihre Production von
eosinophilen Granulis, schliesslich ihr vor anderen Zellarten iiber-
wiegendes Vorkommen gerade im embryonalen Mark und dem
Mark niedrig im System stehender Thiere.

VIII. Die Cyanophilie der Granulationen ist ebenso, wie die
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Polychromatophilie (Fuchsinophilie) der Erythrocyten, ein Ausdruck
vom Vorhandensein relativ grosser Plastin-Micellen und weiterer
intermicellirer Raume, d. h. polychromatophile (fuchsinophile)
Erythrocyten sind in ihrem Verhalten zu orangeophilen ebenso
zu wiirdigen, wie z. B. indulinophile Granula zu eosinophilen,
bezw. eosinophile Granula zu Hb. Polychromatophilie ist zwar zu-
meist Begleiterin der Jugendlichkeit der Zelle, aber kein Ausdruck
derselben, da sie auch Begleiterin der Degeneration sein kann.
Sie findet sich bei priformirter Hb-Armut jugendlicher Zellen und
secundérer Hb-Armut auvsgelaugter (gequollener) Zellen, und ist
ans der firberische Ausdrock dafiir, dass eine basophil-cvanc-
phile Grundsubstanz, in die das Hb eingebettet ist, in grésserer
Menge als das Hb innerhalb der Erythrocyten vorhanden ist, so
dass letateres wenig, hauptsichlich ersteres sich firbt,

Im Anschluss hieran kann ich nicht unterlassen, meinen
Standpunkt zur Frage der Fuchsinophilie rother Blutkirperchen,
wennschon vorldufig ohne detaillirte Begriindung, an dieser
Stelle bereits kurz zv pricisiren, wozu ich einiges aus meinen
fritheren Arbeiten nochmals hier wiederholen muss, Die Cha-
rakteristica junger Blutzellen sind: relativ grosser, structurirter
Kern in relativ schmalem, hdmoglobinarmem Plasma. Die Cha-
racteristica einer &dlteren Blutzelle sind relativ kleiner, struectur-
loser, pyknotischer Kern in relativ breitem, h&moglobinreichem
Plasma.

Die Charakteristica der Megaloblasten im Gegensatz zu
Normoblasten beruhen auf den Unterschieden chromatinarmer
Proftokerne und chromatinreicher Metakerne.

Die Megaloblasten sind eine weniger entwickelte, primitivere
Erythrocytenart, als die Normoblasten. Wenn iberhaupt ein
Uebergang zwischen beiden stattfindet, so ist nur anzunehmen,
dass die Megaloblasten-Art irgendwis allmihblich sich zu Normo-
blasten umwandelt und differencirt, nicht aber, dass sin einzelner
Megaloblast zu einem Normoblasten altert.

Gangz von der Hand zu weisen ist Rindfleisch’s d&ltere
Auschauung, wonach die Normoblasten zu Megaloblasten aus-
wachsen. Die aus einem jungen Normoblasten entstehenden
grosseren Zellen mit breitem, himoglobinreichem Plasmasanm
und kleinem pyknotischem Kern sind eben alte Normoblasten,
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aber trotz ihrer Grisse keine Megaloblasten. Um nun die No-
menclatur des Autors der Lehre von der Fuchsinophilie auf unsere
Verhéltnisse anzuwenden, so sind seine orangeophilen Metrocyten
unsere alten Megaloblasten, die orangeophilen Entwickelungsformen
Neumann’s unsere alten Normoblasten, seine fuchsinophilen
Megaloblasten unsere jungen Megaloblasten, seine fuchsinophilen
Normoblasten unsere jungen Normoblasten. Wir erkennen nicht
an, dass die polychromatischen Zellen als besondere Art den
orthochromatischen gegeniiberstehen. Die , pathologischen® rothen
Blutkérperchen sind keine anderen, als die embryonalen. Wir
behaupten, dass es bei Megaloblasten, wie auch bei Normoblasten
polychromatische (fuchsinophile) und orthochromatische (orange-
ophile) Zellen giebt, und sehen in der Polychromatophilie einen
Auvsdruck der Hb-Armut, des Mangels an oxyphiler Substanz,
welche meist mit der Jugendlichkeit der Zelle, ofters allerdings
auch mit secundérer Degeneration zusammenfillt, wie Erhitzungs-
und Auslangungsversuche (Latschenberger) beweisen, mittels
der man fuchsinophile Zellen in orangeophile, und umgekehrt
wieder orthochromatische in polychromatophile umwandeln kann.
Nach unseren friiheren, auf der allgemeinen Zellanatomie, d. h.
den Kerncharakteren beruhenden Deductionen kénnen wir dem-
nach nicht zugeben, in der Fuchsinophilie des Plasma im
Gegensatz zur Qrangeophilie ein Art-Merkmal zu erblicken. Wir
kdnnen nicht zugeben, dass die fuchsinophilen Normoblasten mit
grossem Kern und schmalem Zelleib zu fuchsinophilen Megalo-
blasten ebenfalls mit grossem Kern und schmalem Zellleib aus-
wachsen, auch nicht, dass die orangeophilen Entwickelungsformen
Neumann’s mit kleinem Kern und breitem Zellleib zu orange-
ophilen Metrocyten mit kleinem Kern und noch breiterem Zell-
leib auswachsen, sondern wir behaupten, dass sich die fuchsino-
philen Normoblasten zu Neumann’s orangeophilen Entwicke-
lungsformen, d. h. alten Normoblasten, die fuchsinophilen Megalo-
blasten zu orangeophilen Metrocyten = alten Megaloblasten ent-
wickeln®). Ueber die sich hieraus ergebenden Consequenzen soll
spiter noch berichtet werden.

) Anmerkung: Dieser aus dem Nebeneinander innerhalb eines Knochen-
mark-Préparates construirte genetische Connex kénnte als Missdeutung
erscheinen, wenn man die von anderen Untersuchen betonten That-
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Zum Schlusse mdchte leh noch kurz an dieser Steile dber cinige k-
gebnisse berichten, die zwar mit dem Gefiige der gesammten Arbeit in
keinem eoungeren Zusammenhange stehen, die aber einiges Interesse
orheischen dirften. Es handelt sich um einige Befunde, die ich im Knochen-
mark des Eichhérnchens, des Maulwurfs uud der Fledermaus ge
wonnen habe,

1. Eichhérnchen (Sciurus). Es wurde nur deshalb untersucht, um
festzustellen, ob sein Hamoglobin, welches im Gegensatz zu dem anderer
Thiere hexagonal und nicht rhombisch krystallisirt, sich tinctoriell irgend-

sachen im Nacheinander der verschiedenen Blutbildungsepochen in
Betracht zieht. Alle jene Forscher, soweit sie darin einig sind, dass
suerst. beim Embryo vorwiegend Megaloblasten, spiter aber Normo-
blasten gebildet werden, beschreiben bei ihrer Untersuchung ihre
Normoblasten und Megaloblasten nur als Zellen mit breitem, Hb-
reichem Cytoplasma und relativ kleinem, bei Megaloblasten noch
einigermaassen deutlich structurirtem, bei Normoblasten aber structur-
losem pyknotischera Kern. Daraus wurde einmal filschlich gefolgert,
dass die Megaloblasten die directe Vorstufe der Normoblasten seien,
zweitens, dass die erstem, jingsten, embryonalen Blutzellen so aus-
sihen, wie wir grade unsere #lteren Zellen schildern. Die erste Folge-
rung ist entschuldbar, wenn wir auf unsere friheren Blutzellstudien
inrfickweisen, in welchen ausgefihrt und gezeigt wurde, wie den
rothen  Blutzellen cine immanente, gewissermaassen pridestinirte
Tendenz zur Reifung innewohnt, deren Culminationspunkt in der
Blutscheibe erreicht ist, und in Verkleinerung, Verdichtung und
Nucleinzunahme des Kernes, in Verkleinerung, Protoplasma-Abnahme
und Hb-Zunahme des Zellleibs besteht; wie farner die phylogenetisch
hibers Art der Normoblasten als soleche gemiéiss dem biogenstischen
Grandgesets die friheren Alterungsphasen der Megaloblasten wieder-
holt und fiberholt, umgekehrt aber die héchst migliche Reifung in
den alten Megaloblasten ibrver Anlage nach wohl erstrebt, aber nicht
arreicht wird, sondern der Entwickelungsprozess noch eher als bei
den Normoblasten Halt macht. Demnach haben awar selbst die alten
Megaloblasten stets etwas Unreifes, Jugendliches, sind aber doch schon
alte Zellen, und junge Normoblasten haben trotz der Jugendmerkmale
einen im Ganzen reiferen Charakier als Megaloblasten. Wie sieh der
alte Megaloblast zum jungen Megaloblast verhiilt, so verhilt sich die
Art der Normoblasten zur Art der Megaloblasten. Aehnlich verhalten
sich Markzellen und Leukocyten. In Bezug auf die zweite Folgerung
muss bemerkt werden, dass sich allerdingd in den verschiedenen
Gpochen iiberwiegend nur die oben von den Untersuchern ange-
gebenen Zellen in der Blutbahn finden, die wir als alte pyknotische
bezeichnen; aber dies ist eine Thatsache, dis eigentlich gar nichis
Merkwiirdiges hat und sich iiberall auch sonst spiter wiederholt. Wir
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wie besonders verhilt. Ein Unterschied konnte nicht gefunden werden ).
Die Elemente des Knochenmarks dieses Thieres sind besonders gross. Es
fanden sich sehr viele, schon entwickelte Riesenzellen.

2. Maulwurf (Falpa). Sehr dunkelrothes, fast milzfarbenes Knochen-
mark; dem entsprechend war die rothe Musculatur dusserst dunkelroth. Die
specifischen Knochenmarkzellen erscheinen auch bei Triacid und Glycerin-
Gemisch ungranulirt, bei anderen Farbungen schwach basophil. Im grossen
und ganzen ahnlich wie Milzpulpa-Zellen. Jedoch ist nicht ausgeschlossen,
dass sich auch bei ihnen, wie bei den Special-Granulationen der Maus durch
besondere Methoden Granula nachweisen lassen (vgl. Dr. Franz Miller
bei Ehrlich, Animie S.84). Am charakieristischsten beim Maulwurfs-
Knochenmark erscheint es, dass dasselbe einen ganz hervorragenden Reich-
thum an eosinophilen Zellen besitzt, welche im Triacid stets S. Fuchsin 4+
Orange aufnehmen. Sie weichen von den bisher bei Thieren bekannten
eosinophilen Zellen des Knochenmarkes insofern ab, als sie zwar einkernig
sind, aber einen sehr kleinen, central gelegenen, kreisrunden fast pykno-
tischen, sich sehr dunkel farbenden Kern besitzen. Sie sehen aus wie
granulirte pyknotische Normoblasten.

3. Fledermaus (Vespertilio). Hier reicht?) an den langen Robren-
knochen das rothe Knochenmark nur so weit, wie der Ansatz der Musculatur.
Auch hier habe ich iiber die specifischen Knochenmarkzellen noch keine
abschliessenden Ergebnisse erhalten. Es finden sich sebr viele kleine und
grosse Lymphocyten, und besonders finden sich bei diesem Thier #usserst
demonstrative Uebergiinge von gigantisch grossen Lymphocyten zu #chten
Riesenzellen.

Herrn Geh.-Rath Eberth zu Halle a. S., in dessen Institut
diese Arbeit im Herbst 1897 begonnen wurde, sowie Herrn Geh.-

Rath E. Neumann hier, der die Giite hatte, meine Priparate

finden z.B. stets die alten Leukocyten im normalen Blut, wihrend
die Jugendformen im Knochenmark bleiben und bei einfachen
Animieen treten fast siets nur pyknotische rothe Zellen {iber.
Wie die jungen Normoblasten spaterer embryonaler Epochen in
Milz und Knochenmark zu suchen sind, so sind entsprechend die
allerersten, grosskernigen und schmalrandigen Megaloblasten, welche
meist auch polychromatophil und fuchsinophil sind, als fixe, sessile
Zellen in den Brutorganen der Lymphdriisen, in den priméaren Wander-
zellen der Gewebe, in den Gefiss-Endothelien der Blutinseln zu
suchen. Ausserdem sind doch auch nur die Mehrzahl der circulirenden
Blutzellen pyknotisch; es finden sich bei sorgfiltigem Zusehen stets
auch jugendliche Zellen im Blut. Wir miissen also diesen unsern
Standpunkt in allen Einzelheiten aufrecht erhalten.

1) Auch bei CO-Hb ist solches nicht der Fall.

%) Ebenso wie bei der Wiistenspringmaus (Dipus).
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zu  besichtigen, mdéchte ich auch an dieser Stelle meiuen
ergebensten Dank aussprechen.

Brklarung der Tafel-Bezeichuungen:
Die Figuren sind mit Zeiss's Zeichenapparat unter Achromat {5 2o-
mogen, Ocular 1T (Zeiss) entworfen.
Gruppe B sind Zellen der Beutelratte. Alle anderen entstammen dew
embryonalen Kaninchen der IV. Trichtigkeitswoche,
Farbung:
a-—e Hématoxylin, Rhodamin —- Scharlach,
A, B Scharlach, Methylgrin -~ Pyronin,
¥ Methylenblau, Triacid.
Es bedeuten:
a == Qrissere |
o = Kleinere f
b = (rbssere }
== Kleinere f
¢ == Grosse Lymphoeyten.
Kieine Lymphocyten.
Eosinophile Myelocyten.
3 == Hosinophile Leukocyten.
U == Junge Zellform.
2—4 == Asltere Entwickelungsstufen.
a, ¢ == Mifosen von a oder c.
== Mitosen von d.

Megaloblasten.

Normoblasten.
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