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XXTV.

Das Verhalten der Leukocyten bei der

vitalen Blutfirbung.

(Aus der Kgl. Universititspoliklinik und III. Medizinischen Klinik
der Charité zu Berlin.)

Von
Prof. Dr. Rosin, ehemaligem Assistenten
und
Dr. Eugen Bibergeil, Volontirassistenten der Klinik.
(Hierzu Tafel XVL.)

In einer vorliufigen Mitteilung hatten wir vor einiger Zeit
(Deutsche Medizin.- Wochenschrift Nr. 3 und 4, 1902) auf eine
Methode hingewiesen,  die es erméglicht, die Farbung des
Blutes im frischen Zustande von Anbeginn an und auf
Tage hinaus zu beobachten. Wir hatten diese Methode kurz
beschrieben; eine ausfithrlichere Mitteilung dariiber findet sich
in der Zeitschrift f. klin. Medizin Bd. 54 Heft 3 u. 4. Die
Methode beruht im Prinzip auf der Anwendung trocken ge-
farbter Deckglischen und der Benutzung hohlgeschliffener Ob-~
jekttrager. ,

Wir haben mit ihr die einzelnen Elemente des Blutes nach
den verschiedensten Seiten hin gepriift, haben saure und
basische Farben sowie Farbgemische angewandt und sind zu
teils bestitigenden, teils neuen Ergebnissen gelangt.

Im nichstfolgenden wollen wir ausfithrlicher auf die Er-
scheinungen an den Leukocyten eingehen, soweit wir sie in
normalen und pathologischen Fillen gepriift haben, da wir in
unserer oben angefithrten Arbeit nur einige Momente beriick-
sichtigen und auch nur kurz beschreiben konnten. Wir hoffen
zugleich, Anderen die Anregung zu geben, mit diesem leicht.
auszufithrenden Verfahren dem Studium des Blutes und anderer
(rewebe niher zu treten, da histologische Einzelheiten anf-
gedeckt werden, die am abgestorbenen und vor allem am ge-
harteten Priparate nicht mehr nachweisbar sind.

Im Verlaufe dieser Untersuchungen zeigten sich auch am
ungefirbten, in der fenchten Kammer nach unserer Methode
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beobachteten und lingere Zeit konservierten Blute eine Reihe
beachtenswerter Einzelheiten, die wir nicht itbergehen zu diirfen
glaubten und daher ebenfalls im nachstehenden beschreiben
wollen. ' ‘
I. Ungefiarbtes Préaparat.

1. Ambboide Bewegung.

Die amoboide Bewegung der Leukocyten, die bald auf die
bekannte anfiingliche Starre und Rundung folgt, 148t sich auch
ohne erwirmten Objekttisch stundenlang, selbst noch bisweilen
nach zweimal 24 Stunden beobachten. Besonders hervorzu-
heben ist nun aber, daB nicht nur die multinucledren, sondern
auch die einkernigen Zellen, die Lymphocyten, améo-
boide Bewegung zeigen, die allerdings sehr viel triiger
ist und auch nur kirzere Zeit andauert. Wir stimmen in
dieser Beobachtung mit Deetjen®, H. Hirschfeld2, A. Wolff3
‘u. A. tberein. Tm allgemeinen ist im normalen ungefirbten
Praparate die amoboide Bewegung auch der multinucleiren
Zellen eine langsame und ruhige, die schlieflich nach langer
Zeit erlischt. Tagelang kann man dann die Gebilde noch wohl
erhalten, nur vollig still liegend beobachten; ihre Granulationen
sind zuniichst noch deutlich sichtbar, die eosinophilen an GroBe
und Rundung kenntlich. Allmihlich treten die Konturen der
Kerne schirfer hervor. Die Kornchen fangen an, an Zahl ab-
zunehmen und vor allem weniger stark lichtbrechend zu
werden; schlieflich schwinden sie. In der zweiten Woche
sind viele Exemplare ganz verschwunden, bei einigen nur die
Kerne erhalten, bei anderen wohl auch noch der Leib, meist
ganz blaBl und nur von einzelnen Kérnchen durchsetzt.

2. .Die Kérnchenbewegung.

Ein anderes, sehr interessantes Phinomen tritt nun am
ungefirbten Priparat anf, wenn man ein kleines Wassertropi-
chen an den Boden der feuchten Kammer bringt, bevor man
. das Deckglischen mit dem Blut dariiber deckt, und dafiir
sorgt, daB das Wassertropfchen sich nicht etwa mit dem
Blute mischt.

Eine so mit Wasserdampf gesiittigte feuchte Kammer bt
offenbar einen schidigenden Einfluf auf 'die ILeukocyten aus;

Virchows Archiv £, pathol. Anat. Bd. 178, Hft. 3. 33
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denn eine groBe Zahl derselben beginnt nach einiger Zeit sich
folgendermaflen zu verhalten: Der Leib quillt erheblich auf
und wird zuweilen einhalbmal so groB als zuvor, und bald
beginnen die Granula, und zwar stets nur in dem multi-
nucleéiren (neutrophilen, nicht eosinophilen) Zellen, niemals in.
den Lymphocyten, in Bewegung zu geraten, die zuweilen
jenem wilden Tanze gleicht, den man sich am besten dar-
stellen kann, wenn man eine Spur von chinesischer Tusche auf
einem Deckglischen mittels Wasser verreibt und ebenfalls
iiber einem hohlgeschliffenen Objekttriger besichtigt. Denn
auch diese Bewegung kann stundenlang beobachtet werden.
Wenn sie aufgehort hat — und dieses Aufhoren geschieht, wie
wir oft beobachtet haben, iiberraschend plotzlich —, ist der
Zellleib gewohnlich noch mehr gequollen, als am Anfange, so
daBl die Granula in ihm weit zerstreut liegen; ein Teil der-
selben ist der Auflosung anheimgefallen.

Es scheint uns von Wichtigkeit, daf dieser Erscheinung,
die so leicht erzeugt werden kann, geniigende Aufmerksamkeit
zuteil wird, schon wm Irrttimer zu vermeiden. Denn an den
Leukocyten im Harne bei Cystitis und Gonorrhoe ist sie
schon mehrfach beschrieben, daselbst aber schon falsch gedeutet
worden: man hielt die sich bewegenden Kornchen fiir Bakterien,
fir Gonokokken, die sich tummelten. Allerdings ist hier das
Phinomen auch von anderer Seite richtiz gedeutet worden
(Moore*, Kiefer®). Man kann iibrigens, wie wir wieder-
holentlich demonstrieren konnten, im -eystitischen Harn, be-
sonders wenn er einige Zeit gestanden hat und die Leuko-
cyten angefangen haben aufzuquellen, bei Anwendung guter
Immersionen gewdhnlich in jeder Eiterzelledie Kornchen-
bewegung sehen. Heinz® hat im Leibe der Pleuraepi-
thelien des pleuritischen Exsudates dieselbe tanzende Bewegung
beobachtet. Wir halten es nach unserer Erfahrung aueh fiir
moglich, daf die wildtanzende Bewegung der Pigmentkérnchen
im Malariaplasmodium, die in vielen Gebilden nicht sofort
nach Entnahme des Blutes, sondern erst nach einiger Zeit auf-
tritt, und anfinglich in bedeutender Zunahme begriffen ist,
nicht etwa eine Lebenserscheinung der Gebilde,
sondern ein Zeichen des Absterbens ist.
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II. Gefarbte Priparate.
1. Verhiltnisse an den Kernen.
A. Die Basophilie.

Wir konnen uns iiber die Kernfirbungen der Leukocyten
im allgemeinen kurz fassen. Das Gesetz der Basophilie der-
selben zeigt sich auch bei unserer Farbung auf das deutlichste.
Wihrend die sauren Farben (Eosin, Rubin, Lichtgriin, Methyl-
orange, Nigrosin, Indulin u. a.) der Kern blaf und strukturlos
anfirben und nicht differenzieren, lassen ihn die basischen
Farben kriftiz gefirbt aus der Umgebung hervortreten und
geben zugleich ein schénes Strukturbild seiner Chromatinsub-
stanz. Methylgrin, das Kernfarbemittel xat’ 2oy7y (Pappen-
heim?,) ist unter den basischen Farben das am schwiichsten
tingierende; auch das Neutralrot farbt nicht sehr intensiv,
und, was farbenanalytisch wichtig und vorliufig nicht ganz
erklirlich ist, in gelbbraunem, nicht rotem Farbentone,
im Gegensatz zum gehirteten Priparate, in welchem es die
Kerne hochrot fiarbt. AuBerordentlich distinkt aber firben
Toluidinblau, Dahlia, Safranin, Magentarot, Cresylblau, etwas
zarter Methylenblau, Methylenazur, Thionin.

B. Das amphibole Stadium.

Wenn nun aber auch Methylgriin bei der vitalen Methode
die chromophile Substanz der Kerne nicht sehr intensiv farbt,
s0 hat es doch die Oberhand, wenn man es in Gemischen den
Kernen zufithrt, deren andere Komponente an sich dieselben
viel intensiver farben wiirde. Dies gilt z. B. fiir die Mischung
von Magentarot- oder Pyronin-Methylgriin (selbstverstindlich
verhilt sich so auch das schwicher firbende Neutralrot mit
Methylgriin).

Farbt man mit solchen Gemischen, in denen allerdings
das Methylgriin stirker vertreten sein muf}, besonders in seiner
Verbindung mit Magentarot, so tingiert sich der Kern schlieB-
lich stets griln; aber, und dies ist ebenfalls eine interessante
Erscheinung bei unserer Fiarbung, dieses Endstadium wird erst
nach einem Zwischenstadium erreicht, in welchem
die rote Farbe den Kern mit Beschlag belegt, allerdings
in nicht sehr intensiver Nuanee und ohne Kernstruktur. So-

33*



482

lange die Leukocyten leben, firben sich die Kerne gar nicht;
dann nehmen sie die rote Base an, schlieBlich stoBen sie die-
selbe wieder aus und farben sich endgiltigz griin. Zwischen
beiden Fiarbungen ist ein allmihlicher Ubergang iiber Violett
hin deutlich zu konstatieren. Ein z. B. mit Pyronin-Methylgriin
vital gefiarbtes Blutpriparat sieht in einem gewissen Stadium
der Farbung, das man natiirlich mit Osmiumsiure jederzeit
festlegen kann, sehr buntfarbig und fiir einen Unein-
geweihten nahezu unerklirbar aus: Rote, violette, griine
Kerne in Leukocyten, Lymphoocyten, Myelocyten, auch Mastzellen
und kernhaltigen Erythrocyten finden sich durcheinander und
womdglich noch untermischt mit ungefirbten Kernen, ein Bild,
das namentlich im Knochenmark, auch in den Lymphdriisen
und vor allem bei Leukimie zuniichst verwirrend wirkt, wenn
man es nicht kennt oder nicht die endgiiltige Farbung ab-
wartet. Wir haben das Stadium der Rotfirbung bei den oben-
genannten Methylgriingemischen als amphiboles Stadium
bezeichnet.
C. Kernstrukturen und Nucleoli.

Die Feinheit der vitalen Firbung lift sich bereits am
Kerne auf das deutlichste demonstrieren. Wendet man nimlich
an Stelle einer basischen Farbe jene Methylgriingemische an,
so erhilt man ein Strukturbild, das man niemals an ge-
hiarteten Priparaten beobachten kann. Schon beim
Pyronin-Methylgrin- und beim Neutralrot-Methylgriingemisch,
besonders aber bei der Verwendung von Magentarot-Methylgriin
zeigen simtliche Kerne aller lenkocytiren Gebilde regelmiBig
eine Doppelfirbung: In eine griine Grundsubstanz ist ein iiber-
aus zartes, in den Lymphocyten oft radartig angeordnetes
Netzwerk roter Bilken eingelagert (Fig. 6 Taf. XVI), das bei
den groBen Myelocyten und im Knochenmark (Fig. 7) zuweilen
durch den Kern sich derart ausbreitet, daB eine wabenartige
Struktur entsteht!) (Arnold®, Pappenheim). Wir mochten
itbrigens hervorheben, daB auch die Kerne der Erythrocyten

1y Die Zelikerne aller Gewebe zeigen das nimliche Verhalten, wenn
man sie aus Abstrichpriparaten gewonnen hat und ebenso nach unserer
Methode, wie das Blut firbt. Man wird niemals die Doppelfirbung der
Kerne vermissen.
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ein Auberst zartes und spirliches Netzwerk bei Magentarot-
Methylgriinfarbung aufweisen. Bei den anderen Farbkombina-
tionen vermiBiten wir es meist hier.

Wir haben also im Leukocytenkerne eine zweifache
Substanznach unserer Methode firberisch differenzieren kénnen,
eine griin gefiirbte, die nach Uberwindung des amphibolen
Stadiums, nach vélligem Absterben eine Affinitit zum Methylgriin
besitzt, eine andere, spirlichere und in ihr fidchenformig ein-
gelagerte, die sich mit den minder basischen roten Farben
verbindet. Die letztere verhilt sich also firberisch, wie die an
anderem Orte beschriebenen basophilen Granula der Erythro-
cyten oder wie der Leib der Lymphocyten (s. u.) oder wie das
Granoplasma der Plasmazellen (Pappenheim). Auch die
Bakterien firben sich, wie wir beildufig erwihnen wollen, ohne
Ausnahme in solchen Farbgemischen stets rot, ebenso auch die
Nisslschen Granula der Nervenzellen (Luzzatto®). Wir haben
es also hier durchgingig mit einer zwar basophilen Substanz
zu tun, die aber innerhalb der basischen Farben eine andere
Auswabhl trifft als die eigentliche Kerngrundsubstanz: sie ist ery-
trophil (basophil geringeren Grades nach Mossel%), wihrend
die eigentliche Kerngrundsubstanz cyanophil (basophil héheren
Grades) — cyanophil auf das blaugriine Methylgriin bezogen
— ist und sich ebenso verhilt wie reines Nuclein. Bei den
Hartungsmethoden geht diese Differenzierbarkeit vollstindig
verloren.

~ Auch die Kernkorperchen, welche von verschiedenen
Autoren (Bizzozero, Ehrlich-Lazarus', Lowit-Tiirek'?,
StrauB, Nakanishi®® u. a.) auch. an gehiirteten Priparaten
schon gesehen worden sind, besitzen Erythrophilie (Fig. b
und 8, Taf. XVI), d. h. sie treten als leuchtend rote Gebilde
aus der blaugriinen Grundsubstanz der Kerne nicht selten ex-
centrisch gelagert heraus und sind besonders bei Magentarot-
Methylgriinfirbung umgeben von den ebenfalls rotgefirbten
erythrophilen Fidchen des Kerns. Am Blute ist eine solche
firberische Differenzierung des Kernkorperchens von der Grund-
substanz noch nicht beschrieben worden.l) Was nun das Vor-

1) Pappenheim?, der zuerst die basischen Doppelfarben in die
Technik eingefithrt hat, hat allerdings bereits sowohl in den Plasma-
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kommen dieser rotgefirbten Kernkorperchen anbelangt, so ist
es als ein allgemein giiltiges Gesetz festzustellen, daB dieselben
stets den Kernen der Erythroblasten und der multi-
nucleiiren Leukoeyten fehlen; in deren Kernen findet sich
also nur das rote Geriist, das in den Erythroblasten, wie er-
wihnt, auBerordentlich zart ausgebildet ist. Hingegen fehlen
die Nucleoli nie in allen iibrigen Leukocyten, also vor allem
in den Lymphoeyten, in denen man nicht selten zwei Kern-
korperchen wahrnimmt. In den Myelocyten des Knochen-
marks und der Leukimie ist die Vielheit an Kernkorper-
chen sogar die Regel (Levaditi'®); man begegnet hier
nicht selten vier bis finf Nuecleolis (Fig. 4, Taf. XVI), die dann
oftmals nicht rund, sondefn stibchenformig und zugleich ge-
wunden sind, durch ihre intensive Farbe aber und ihre scharfe
Abgrenzung von dem umgebenden erythrophilen Kernfasergeriist
difterenziert werden konnen. Auch im gehirteten Priiparat
sind sie im Gegensatz zu diesem Geriist stets sichtbar und
sind bereits beschrieben worden (Bizzozero!, Arnold®).

Wir konnen es nach unserer Methode ebenfalls als ein
feststehendes Gresetz bezeichnen, dall die Kernkorperchen bei
basischen Doppelfirbungen stets erythrophil sind. Nicht nur
im Blut, nicht nur im Knochenmark, sondern auch in Milz
und Lymphdriisen konnten wir dies feststellen, und vor allem
in Abstrichpraparaten simtlicher Organe, ja selbst in den
Zellen der malignen Tumoren. Also Erythroblasten und multi-
nucleiire Zellen ausgenommen, besitzen alle weifen Blutelemente
bei unserer Methode leuchtend rote Nucleoli; einkernige Gebilde
ohne Kernkorperchen sind stets Erythroblasten.

2. Farbungserscheinungen am Protoplasma.

Unsere Beobachtungen erstrecken sich auf die Resultate
mit einfachen sauren und basischen Farben und mit basischen
und neutralen Farbgemischen (saure Farbgemische haben be-
sondere Differenzierungen nicht ergeben). Unter den vielen
Farben und Farbkombinationen, die wir versucht haben, wollen
wir nur gewisse, besondere geeignete beriicksichtigen und daran

zellen? als fixen Bindegewebszellen!® rote Kernkorperchen in griiner
Grundsubstanz beschrieben. '
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einige allgemeine Gegichtspunkte erortern; Eigentiimlichkeiten
der einzelnen Farben sollen im speziellen Teile aufgefithrt werden.

A Allgemeines.

Alle Farbungen haben wie auf die Erythrocyten, so auch
auf die Leukocyten einen schidigenden EinfluB, der aus den
bereits oben angefithrten Griinden teils auf Anderungen des
osmotischen Druckes, teils auf toxische Wirkung zuriickzu-
fithren ist.

Innerhalb der verschiedenen Farben aber ist ein Unter-
schied zu machen hinsichtlich des Grades der schidigenden
Wirkung zwischen den Farbsiuren und Farbbasen; zun den
Letzteren sind dann noch die durch Vereinigung von Siuren
und Basen von dem Einen® von uns dargestellten Neutral-
farben zu rechnen,

a) Saure Farben.

Diesauren Farben wirken schidlicher auf die Leuko-
~eyten ein als die basischen, dhnlich wie wir es bei den
Erythrocyten (a. a. 0.) nachgewiesen haben.

Beschickt man ein Deckglischen z. B. mit Eosin, dann mit
Blut, so zeigt sich folgendes: Der saure Farbstoff lost sich
leichter und intensiver im Blutserum auf, als der basische.
Deshalb sieht man bald nach der Anfertigung des Priparates
die Leukoeyten in einer rosa gefirbten Flissigkeit schwimmen.
Nach kurzer Zeit zeigen die weillen Blutkorperchen Phiino-
mene, die als eine schwere Schidigung derselben gedeutet
werden milssen. Es sind dann zweierlei Arten von abnormen
Bewegungserscheinungen zu beobachten: Entweder es
tritt, gewdhnlich schon nach wenigen Stunden, Kérnchen-
bewegung ein, bei dem einen Leukocyten frither, bei dem
anderen spiiter, welche die stiirksten Grade annehmen kann,
die wir itberhaupt haben feststellen kionnen; die Kornchen-
bewegung tritt meist nach vorheriger Aufquellung und Rundung’
des LeuKocyten, also unter Verlust der vorhergegangenen
amoboiden Bewegung auf. In vielen Zellen zeigt sich aber
vor- der Kornchenbewegung als vorausgehendes Stadinm oder
aber auch gleichzeitig mit ihr, ein Zustand der Bewegung, die
wir als krampfhaft amdboid bezeichnen méchten. In diesem
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Zustande werden abnorm heftige Reizerscheinungen sichtbar,
und zwar so, daB erst ein vollig homogener, strukturloser Fort-
satz ausgestreckt wird und daB dann nach einiger Zeit, oft
plotzlich, die Granula in den Fortsatz hineinflieBen und ihn
mehr oder weniger ausfiillen. Zuweilen kommt es sogar zur
Abschniirung ganzer Fortsitze, die dann als kleine, rundliche,
etwas granulierte Kugeln in der Nachbarschaft liegen. Zu
diesem Stadium der krampfhaften amoboiden Bewegung tritt,
wie schon erwihnt, die Kornchenbewegung hinzu; letztere
davert auch dann noch an, wenn der Leukocyt wieder eine
rundliche Ruheform, freilich unter starker Aufquellung, an-
genommen hat und dann denjenigen Gebilden gleicht, die von
vornherein nur Kornchenbewegung zeigten. Auch hier sei be-
tont, daB die Lymphocyten niemals Bewegung ihrer
Granula zeigen; dies ist wahrscheinlich auf den Umstand
zuriickzufithren, daB ihr Protoplasma, wie Ehrlich annimmt,
nicht zu den echt granulierten zu rechnen ist, sondern ebenso
wie das Granoplasma der Plasmazellen, nur eine verschieden
dichte und aufgefranste protoplasmatische Substanz darstelit.

Amiboider Reizzustand und Kornchenbewegung sind zwar
in vielen, aber nicht in allen Leukocyten zu beobachten. Bei
den letzteren tritt die Firbung direkt auf, wihrend die anderen
sich erst spiter, nachdem sie durch Quellung und teilweise
Auflésung der Kornchen starke Veriinderungen erlitten haben,
nicht selten auffillig rasch, fast plotzlich, tingieren. Die
Farbung erstreckt sich im allgemeinen gleichzeitig anf Zellleib
und Kern. Der Leib farbt sich mit der sauren Farbe blaB an.
Die Mehrzahl der Granula in ihm nimmt die Farbe nicht
stirker aunf, als die Grundsubstanz, in der sie liegen, und
welche in den gequollenen Zellen ziemlich leicht von ihnen
unterschieden werden kann; auch die Kerne nehmen, wie bereits
oben erwihnt, den sauren Farbstoff in blassem Farbenton ohne
jegliche Struktur auf. Nur die eosinophilen Granula fiarben
sich selbstverstindlich intensiv, und dies gilt fir alle sauren
Farben. Das Ehrlichsche Gesetz der Oxyphilie dieser Granula
wird auch durch unsere Methode vollauf bestitigt. Krwéhnen
mochten wir schlieBlich noch, daBl die Myelocyten und Lympho-
cyten in unseren Knochenmarks- und Lymphdrisenpriparaten
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ebensowenig- Kornchenbewegung zeigten, wie die oben be-
sprochenen Lymphocyten des Blutes.

B) Basische und neutrale Ifarben.

Viel weniger deletir auf den Leukocytenleib wirken die
basischen und neutralen Farben, letztere, wie erwihnt, durch
eine Kombination einer Farbbase und Farbsiure in bekannter
Weise dargestellt. Fiir die einfachen basischen Farben gilt
folgendes: Eine Zeitlang tritt in den Blutpriparaten gar keine
Farbung ein; dieser Zeitraum ist jedoch verhiltnismifBig kurz,
nie linger als eine halbe Stunde. Nur #uBerst selten begegnet
man den Erscheinungen der Quellung und Kornchenbewegung.
Krampfhafte amoboide Bewegungen fehlen; normale ist
meist so lange vorhanden, als keine Farbung aufgetreten ist.
Diejenigen wenigen Zellen, welche die Kérnchenbewegung
zeigen, nehmen die Farbe viel spiter als die anderen an. Die
Tinktion selbst geht dann in folgender Weise vor sich: Es
kann als gesetzmifiig festgestellt werden, daB in jeder Zelle
sich anfangs nur der Leib fiarbt, der Kern aber farblos
bleibt. Spiter nimmt der Kern ebenfalls Farbe an, tin-
giert sich immer intensiver, und schlieBlich entfirbt sich
das Protoplasma bei den einfach basischen Farben, soweit
nicht Mastzellen, Lymphocyten oder gewisse Formen von Myelo-
cyten (s. u.) vorliegen. Die neutrophilen und eosinophilen
Granula sind also bei der vitalen Farbungsmethode fiir basische
Farben nicht auf die Dauer farbbar; ihre anfingliche Tinktion
kann vielleicht als Diffusionsvorgang bezeichnet werden.

Die Neutralfarben werden in ihre Komponenten
zerlegt, sobald der Kern sich zu firben beginnt. Vorher
wird der Leib in der Mischfarbe angefirbt, nachher nimmt
aber der Kern nur die Base an, wihrend die Granulationen
des Leibes sich verschieden verhalten, getreu den Gesetzen,
die Ehrlich festgestellt hat: Die oxyphilen a-Granulationen
firben sich in der Farbe der Siure, die basischen y-Mast-
zellengranulationen in der der Base und meist metachromatisch,
die neutralen e-Granulationen in der Mischfarbe; letztere
halten aber bei unserer Methode die Farbe nicht fest,
sondern entfernen sie spiter wieder, so daB die neutrophilen
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Zellen dann niecht anders aussehen, als wenn die entsprechend
basische Farbe allein angewandt wire.

Zu diesem Grundgesetz sind aber noch verschiedene Ein-
zelheiten hinzuzufiigen. Daf bei Methylenblau und verwandten
Farben anfangs chromophore Zonen der Erythrocyten auftreten,
haben wir anderwirts erwihnt (Berliner klin. Wochenschr. 1904
Nr. 49). Auch mdochten wir bemerken, daBl im Anfang der Farbung
die Zellen auch dann noch amoboide Bewegung zeigen konnen,
wenn schon der Leib, aber nicht der Kern sich zu firben be-
ginnt. FEine andere Gruppe basischer Farben zeigt ein eigen-
artiges Verhalten, welches bei Neutrairot im gonorrhoischen
Eiter vonPlato?!, Uhma?, Bibergeil?®, im Blute von Arnold
beobachtet worden ist. Wir fanden die Erscheinung bei Neu-
tralrot, Toluidinblan, Cresylblau, Methylenazur. s dringt niim-
lich anféinglich der Farbstoff in Form grober runder Kugeln
in den Zelleib ein.!) Diese sitzen zwischen den Granulis und
bleiben sichtbar, auch wenn diese selbst sich schon zu firben
beginnen (Figuren 1¢ und 2a, Taf. XVI), zuweilen auch noch,
wenn der Kern bereits die Farbe anzunehmen anfiingt (I'ig. 2b,
Taf. XVI). Der Eintritt des Farbstoffes in Form solcher Kugeln
unterbleibt aber in Kombinationen mit Methylgriin, speziell bei
Nentralrot-Methylgriin (s. u.). Diese Kugelbildung kann am
besten wohl dadurch erklirt werden, daBl im Zellleib kleine
granulafreie Hohlrdume sich finden, in die der Farbstoff mit
Leichtigkeit eindringt. Allerdings bleibt es dabei unerklirt,
weshalb nur gerade die erwihnten basischen Farben diese Er-
scheinungen hervorrufen, aber nicht die anderen, wozu alle
iibrigen bekannteren basischen Farbstoffe gehoren diirften,

Der Frage nach dem Vorhandensein von farbenanalytisch
verschiedenen Granulis in ein und demselben Zell-
leib konnten wir ebenfalls mit unserer Methode niher treten.

1) Wir méchten bemerken, daf wir auch an den Erythroblasten und
Erythrocyten mit basophilen Granulationen bei diesen Farben ihn
liches beobachten konnten. Uberall, wo die gendnnten Farbstoffe
in diese Zellen einzutreten pflegen, ‘tun sie es nur in dieser eigen-
timlichen Weise, freilich nur bei vitaler Firbung. Ferner ist noch
zu bemerken, daf diese Kugeln bei Methylenazur metachromatisch
(rot) gefirbt sind (Fig. 8, Taf. XVI). ‘
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Im allgemeinen gelten die von Ehrlich aufgesteliten Regeln.
Man hat also die Zellen in oxyphile, neuntrophile und baso-
phile (zu letzteren sind auBer den basophilen uninucleiiren
Zellen die Lymphocyten und Mastzellen zu z#hlen) unter-
schieden. Allein wenn auch die Mehrzahl der Granula in den
einzelnen Zellgattungen jener Grundeinteilung entsprach und
so der einzelnen Zelle das charakteristische Geprige gab, so
fanden wir doch nicht selten vereinzelt unter ihnen Korne-
lungen von anderem Charakter. So konnten wir in den neu-
trophilen Zellen und sogar in eosinophilen Zellen in einem
Falle von lymphatischer Leukimie (Fig. 8¢, Taf. XVI) bei
Farbung mit einfachen Basen nach der Uberwindung des
ersten Stadiums der diffusen Farbung, wenn im allgemeinen
nur Kernfirbung zu beobachten war, nicht selten einzelne
basophile Granula, zuweilen in einem kleinen Hiufchen
vereinigt, auffinden (vgl. Schwarz?, Weiss®, H. ¥. Miiller®,
F. Miller?”, Schaffer®®, Fischl® Hirschfeld®, Bett-
mann®, Arnold®, Ehrlich®, Engel® u. a.). FEin #hn-
liches Verhalten haben Ehrlich und Levaditi selbst schon
am gehirteten Priparat beobachtet (vgl. Levaditis Arbeit,
Fig. 3); hier fanden sich in den eosinophilen Myelocyten einige
basische Granulationen und umgekehrt in den Mastzellen einige
oxyphile. Ferner hat H. Hirschfeld®, wie wir, in neutro-
philen Zellen basophile Granulationen!) gefunden, und zwar
am gehirteten Priaparat. Auf oxyphile Granula sind wir frei-
lich bei der Farbung mit Eosin-Methylenblau niemals gestoBen,
wie- Levaditi und Mosse® am gehérteten Priparate. Was
den Befund von Mosse anbelangt, so weicht dieser von dem-
jenigen Levaditis noch insofern ab, als er die polymorph-
kernigen Leukocyten fiir schwach acidophil oder neutroacido-
phil halt.

Trotzdem sehen wir nicht die geringste Veranlassung ein,
aus solchen Griinden die Grundbezeichnungen der Zellen zu
dndern, deren Nomenklatur ja von der Beschaffenheit der
in den einzelnen Zellen iiberwiegenden Zahl der Granula

1) In einem Fall von lymphoider Leukdmie konnten wir zahlreiche
multinuecledre Leukocyten mit basophilen Granulationen
(basische Doppelfirbung) feststellen (Fig. 8b, Taf. XVI.)
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hergeleitet ist. Auch Ehrlich selbst weist daraunf hin, da§
man ein gleichzeitiges Vorhandensein von verschiedenartig ge-
arteten Granulis in einem Zellleibe annehmen mufl. Wir er-
innern nur an die von ihm beobachteten indulinophilen Gra-
nula. Inwieweit es sich bei solchen heterochromatischen
Granulis wm Jugendformen handelt oder aber um Absterbungs-
vorginge, endlich um Einflisse von Hirtungen, wollen wir
nicht weiter untersuchen. Jedenfalls konnen wir Hesse?? nicht
zustimmen, ‘wenn er bei seinen Beobachtungen am Kaninchen-
knochenmark die Unterscheidungen wieder zu verwischen sucht.
Wir konnen um so weniger seine Ergebnisse anerkennen, als
er mit Anilinél entfirbt hat, einer bekanntlich fir Farben
differenten Fliissigkeit von basischem Charakter, die bei der
Anwendung von Farbgemischen, wie Eosin-Methylenblau, die
Farben ganz ungleichmifig extrahiert und Schlufifolgerungen
iiberhaupt nicht zulassen darf. Unsere so schonende Methode
hat denn auch bei der Anwendung von Eosin-Methylenblau
nie derartige Bilder ergeben, wie sie Hesse demonstriert (s. dort
Literatur dariiber).

1) Basische Farbgemische.

Das Unnasche polychromatische Methylenblau, welches
tiir die mikroskopische IFarbenanalyse bekanntlich sich als sehr
wertvoll erwiesen hat, ist, wie wir jetzt wissen, ein Gemisch
mehrerer basischer Farbstoffe, niamlich des Methylenblau und
seiner stark basischen Zersetzungsprodukte, unter denen das
Methylenazur (August Bernthsen?®) eine besondere Be-
achtung verdient. Die KErgebnisse mit diesem Farbgemisch
haben bereits seit lingerer Zeit zur Differenzierung basophiler
Gewebe untereinander gefiihrt und beanspruchen ein erheb-
liches theoretisches Interesse, da es so ermoglicht wird, baso-
phile Gewebsteile voneinander firberisch zu trennen. Es ist
nun Pappenheim gelungen, ein Gemisch von basischen Farben
herzustellen, welches die Differenzierung noch deutlicher ge-
stattet. Diese Farbmischung enthilt die rote Komponente
Pyronin, die griitne Methylgriin. Die letztere ist, wie wir
wiederholentlich schon zu erwihnen hatten, zwar die stirkere
Base, jedoch ein nahezu reines Kernfirbemittel. Das Pyronin,
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minderstark basiseh, firbt auch andere basophile Elemente. Dieses
Gemisch war uns das Paradigma fiir eine Anzahl weiterer
Gemische, die wir versuchten, unter denen die Verbindung des
Methylgriin mit dem Neutralrot (ibrigens schon von
Pappenheim empfohlen) oder Magentarot uns besonders
gute Dienste leistete, erstere in bezug auf die Zartheit und
Nuancierung der Farben, letztere zur Veranschaulichung der
oben beschriebenen Kernstrukturen.!) Bei diesen Farbgemischen
gelingt es, auch am Blute und in den Blut bereitenden Organen
schéne und interessante Differenzierungen zu erhalten. Auf
unsere Ergebnisse -an den Erythrocyten und an den Kernen der
Leukocyten haben wir anderwirts (a. a. O.) hingewiesen. Fiir
das Protoplasma der Leukoecyten gilt folgendes: Die oxyphilen
Granula bleiben ungefirbt. Die neutrophilen farben sich mit
der roten Base voriibergehend, offenbar lediglich durch Diffusion
nach den bereits angegebenen Prinzipien, und geben die Farbe -
wieder ab. Die Lymphocyten aber tingieren sich intensiv
rot in ihrem schmalen Protoplasmasaum (Fig. 8a, Taf. XVI),
die kleinen sowohl wie die im leukdmischen Blut befindlichen
groflen. Sowohl bei Pyronin-Methylgriin als besonders beim
Neutralrot- Methylgriin erhalt man so nach unserer Methode
nicht nur sehr schon gefirbte Bilder, sondern es zeigt sich
auch, daB der Protoplasmasaum nicht ganz homogen, mit aus-
gefranstem Rande (Ehrlich) sich fiarbt, sondern eine netz-
artig granulierte Struktur aufweist. Ehrlich hat sich
dahin entschieden, die Struktur der Lymphocyten nicht auf
eine Stufe mit den anderen Granulationen zu stellen, weil es.
sich mehr um eine netzartige Struktur des Protoplasmas mit
knotigen Verdickungen, als um distinkte in das Protoplasma
eingelagerte Kornchen handelt. Michaelis und Wolff* ge-
lang es, mit Hilfe der Roman owskischen Methylenblau-Eosin-
farbung im Protoplasmaleib der Lymphocyten violette Kdrnchen
aufzufinden, die man mit anderen Methoden nicht zur Dar-
stellung hatte bringen koénnen. Man kann nicht sagen, daB

1) Weniger gute Dienste leisteten uns Methylgriin-Safranin oder Methyl-
griin-Magdalarot. Der Ersatz des Methylgriin durch Jodgriin bot
keinen Vorteil, ebensowenig die Kombination des Methylenblau mit
roten Basen, ferner Safranin-Dahlia und andere Gemische.
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die Granula distinkt voneinander trennbar sind wie etwa bei
den Mastzellen und in den sonstigen granulierten Zellen des
Blutes, sie scheinen vielmehr auf einer geringeren oder grofieren
Dichte des Protoplasmas zu bernhen, in Verbindung mit Rauhig-
keit seiner Oberfliche, die etwa derjenigen gewisser Wollstofie
ahnelt, ein Verhalten, wie es Pappenheim?®) fiir die Plasma-
zellen gut charakterisiert hat. Sind daher die Lymphocyten, wie
Ehrlich schon betont hat, auch nicht eigentlich granulierte
Zellen, so ergibt doch die vitale Farbung besonders mit Neu-
tralrot-Methylgriin eine Pseudogranulation.

Die einkernigen basophilen Leukocyten fiarben sich
entsprechend mit der roten basischen Komponente.

Die Mastzellen zeigen stets Metachromasie, wenigstens
bei Pyronin und Neutralrot; die Farbung ist daher orange
(Fig. b, Taf. XVI), nicht fuchsinrot wie bei den Lymphoecyten
und basophilen Leukocyten. Die metachromatische Farben-
nilance erkennt man am schonsten bei Anwendung von Lampen-
licht; am geeignetsten ist Petroleumlicht und elektrisches
Glithlicht, doch wird auch bei Gasglithlicht die Farbung noch
deutlich.l) In unseren Abbildungen haben wir daher die Art der
Beleuchtung stets angegeben. Auch aus den IFiguren anderer
Autoren ist ersichtlich, daf§ die Zeichnungen bei Lampenlicht
aufgenommen sind. Dies gilt z. B. auch fiir die Figuren von
Levaditi (vitale Farbung mit Cresylblau).

Ein besonderes Interesse beansprucht die Wirkungsweise
der basophilen Farbgemische auf Knochenmark, Lymph-
dritsen und Blut von Leukidmie. Die Untersuchungen nor-
maler und pathologischer Milzen, die wir vorgenommen haben,
haben uns eindeutige Resultate bisher nicht ergeben. Was die
Lymphdriisen anbelangt, so haben wir in ihnen neben den

1) Dies gilt natiirlich auch fiir den Gebrauch von einfach basischen
Farben, die Metachromasie zeigen, namentlich den blanen. Denn
das Tageslicht, das reichlich blaue Strahlen enthilt, 148t die Meta-
chromasie nur als Violettfirbung erkennen, das Lampenlicht als fast
rote Farbe. Aber auch bei den roten Farben tritt der Unterschied
zwischen Rot und Orange schirfer hervor. Gewisse blaue Farben
sind bei Lampenlicht von vornherein ganz anders nuanciert. Bei
Toluidinblau sind die Kerne bei Tageslicht rein blan, bei Lampen-
licht rotviolett (vgl. Fig. 1, Taf XVI).
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im gewdhnlichen normalen Blute vorkommenden kleinen Lympho-
cyten mit einem oder mehreren Kernkdrperchen und den groBen
Lymphoeyten noch eine dritte Zellgattung (Fig. 9, Taf. XVI)
gefunden, der wir im Knochenmark sehr oft begegnet sind, und
die wir aunch im lenkémischen Blute reichlich angetroffen haben.
Wahrscheinlich ist diese Zellgattung im lenkiamischen Blute
bisher zu den Myelocyten gerechnet worden. Diese Zellen
zeichnen sich zunichst durch ihre GroBe aus: breiter Kern,
breites Protoplasma. Hier stellt sich eine Ubereinstimmung
heraus zwischen unsern Befunden, denen von Pappenheim®’
und “denen von Michaelis und Wolff%, welche: angeben,
neben “zahlreichen, scheinbar ganz protoplasmafreien, grofien,
runden Kernen Zellen gefunden zu haben, die aunBer derselben
Kernform ‘einen -blaugefiarbten Protoplasmaleib und zwar vom
schmalsten Sauin bis- zum denkbar breitesten Leib besallen.
Der Kern zeigt nach unserer Methode namentlich bei Magenta-
rot-Methylgrim  ein schénes Chromatingeriist und hat
mehrere grofe, oft fidchenfarmige Nucleoli. Der Zell-
leib ist sehr grob granuliert, die einzelnen Granula haben
nahezu die GroBe der eosinophilen, sind aber minder scharf
voneinander abzugrenzen und stehen in bezug auf dieses Ver-
halten zwischen diesen und dem Granoplasma der Plasmazellen.
Wir begegneten dieser Zellgattung, wie erwahnt, noch haufiger
im Knochenmark und im leukiimischen Blute.” Wir mochten
sie vorliufig als Makro-Lymphocyten bezeichnen. Ubrigens
sei nochmals bemerkt, dal die anderen beiden Zellformen, die
kleinen und groBen Lymphocyten aus den Lymphdriisen nach
unserer Methode dieselbe netzartige Protoplasmastruktur zeigten,
wie die im Blute kreisenden. Wenn Michaelis und Wolff sie
in ihren Lymphdriisenpriparaten nicht darstellen konnten, so lag
dies wohl an den die Struktur schidigendenMafnahmen vor
der Fiarbung des Gewebes, Schidigungen, von denen unsere
Methode frei ist.

Im Knochenmark (vgl. die Arbeiten von Bizzozero!,
Rindfleisch*! - Arnold® u. *2, Neumann?’, Hoyer und
Stravinsky*, Hotfmann*, St.Klein%®, Limbeck*", Lowit8,
F. H. Miller*®, Neusser®, Rieder®, Werner3 Pappen-
heim?®, Hirschlatf®, Heidenhain®, Griinberg®, Hirsch-
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feld®, Ehrlich-Lazarus'?, Levaditi'®, Michaelis und
Wolff3?u.a.) entsteht bei der Anwendung basischer Doppelfarben
ein sehr mannigfaltiges Bild. An Stellen, wo die einzelnen
Elemente noch nicht deutlich voneinander geschieden sind,
wo die einzelnen Zellen, die spiter selbstindige Individuen
bilden, in ihrem Protoplasma noch zusammenhingen, wird der
Untergrund meist gleichmiBig rot und noch nicht scharf gra-
nuliert. Inmitten der roten Grundsubstanz liegen die Kerne
der zukiinftigen multinucleiiren Zellen, durch das Fehlen der
Nueleoli charakterisiert, und die ebendorthin gehorigen huf-
eisenformigen und gelappten Kerne. Man sieht ferner die
meist groBen Kerne der Myelocyten mit der bereits oben be-
schriebenen Struktur; man nimmt kleinere Kerne mit einem
runden Kernkorperchen wahr, die wahrscheinlich spiteren
Lymphoeyten angehoren.l) Da, wo wir im Knochenmark be-
reits ausgebildete, voneinander getrennte Zellindividuen antrafen,
konnten wir mit unseren basischen Farbgemischen folgende
Zellgattungen unterscheiden?):

1. Zellen mit einem groBen Kern und breitem, basophilen
Protoplasma (meist mehreren Nucleolis), gekornt, von derselben
Gestalt, wie wir sie kurz zuvor fir die Lymphdriisen be-
schrieben haben.

II. Riesenzellen (selten) mit aulerordentlich groBen Kernen,
die durch netzférmige (rotgefirbte) Chromatingeriiste waben-
formig geteilt sind, vielen Kernkorperchen und breitem baso-
philen Protoplasma.?)

III. Zellen von dem Typus der kleinen (Mikro-Lymphocyten,
Riedersche Zellen) und groBen Lymphocyten. Diese waren
im normalen Knochenmark in nur miBiger Menge aufzufinden
(Arnold®, Pappenheim?®, Michaelis und Wolff>" u. a.).

1 Im Knochenmark der Kaninchen finden sich im Gegensatz zum
Menschen niemals Kernkdrperchen, eine Tatsache, die vor uns bereits.
Levaditi festgestellt hat (Fig. 7, Taf. XVI).

2) Wir untersuchten stets nur rotes Knochenmark aus den Rippen.

3) Beim Kaninchen sind die Riesenzellen sehr hiufig; sie haben dort
mehrere Kerne in einer Zelle, die durch ganz feine Fiden verbunden
oder vollstindig voneinander getrennt sind (siehe Arnold, dieses
Archiv, Bd. 140).
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In einem Fall von lymphatischer Leukdmie waren sie so enorm
_vermehrt, daB sie das ganze Bild nahezn beherrschten.

IV. Ziemlich groBe Zellen mit grofen, etwas eingebuchteten
Kernen, meist mehreren Kernkorperchen, und basophilem, gra-
nuliertem, ziemlich breitem Protoplasma (basophile Myelocyten).

- AuBer diesen basophilen Zellen fanden sich noch folgende
nicht basophile Zellgattungen, die durch den Vergleich mit
den Ergebnissen bei neutralen und sauren Farbgemischen, die
bereits andere Forscher erhalten haben, zur Aufstellung weiterer
folgender Zellformen Veranlassung gaben:

V. Dieselbe Zellformation wie bei Gruppe IV, aber mit
neutrophilen - Granulationen -(gewdhnliche neutrophile Myelo-
cyten).

VI. Dieselbe Gattung mit eosinophilen Granulationen, sehr
spiirlich (eosinophile Myelocyten).!)

VII. Polymorphkernige und einkernige Zellen, stets ohne
‘Kernkorperchen, mit neutrophilem Protoplasma (multinucleiire
und uninucleéire Leukocyten).

 VII Multinucleire und uninucleire Zellen ohne Kern-
kirperchen, mit eosinophilen Granulationen, sehr spirlich
(eosinophile: Leukocyten).

Im normalen Knochenmark fanden wir h#ufig baso-
philes Protoplasma. Vor der vollkommenen Differenzierung
der Zellen erweist sich die Grundsubstanz bei Anwendung
basischer Gemische der einen, roten Komponente als zugiinglich
(erythrophil). Aber auch bei der Differenzierung der Zellen
ist die Basophilie reichlich. Man kann sie wohl, wie aueh
Ehrlich annimmt, als Jugendzustand bezeichnen. Vielfach
verdient diese Basophilie eher den Namen Amphophilie,
weil ein Vergleich mit den Farbungsergebnissen uneutraler
Mischungen zeigt, dafl ein Teil der mit basischen Farbgemischen
sich tingierenden Granulationen auch Neutralfarben annimmt.
Sie sind also ein Vorstadium der neutrophilen. Verschiedene
Forscher haben ja auch im Leibe der Myelocyten basophile
und neutrophile Granula gemischt gesehen, was wir selbst
mit unserer vitalen Methode aber nicht wahrnehmen konnten.

1) Dieselben sind im Kaninchenknochenmark sehr reichlich.
Virchows Archiv f. pathol. Anat. Bd.178. Hft. 3. 34
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Vorausgesetzt, daB keine Artefakte bei solchen Beobachtungen
vorliegen, wiirde man also den Ubergang von basophilen
in neutrophile Granulationen direkt beobachten kénnen.
Bemerkenswert ist ferner die lymphoide Umwandlung des
Knochenmarks bei lymphatischer Leukamie.

Im leukimisehen Blute (Figuren 4 und 5, Tafel XVI) —
leukémisches Knochenmark stand uns nicht zur Verfiigung —
fanden wir nun selbstverstindlich in bekannter Weise die
Knochenmarkselemente zu einem grofen Teil wieder vor. Mit
den basischen Farbgemischen konnten wir gleichzeitig nicht
nur das Vorhandensein basophiler Myelocyten (Gruppe 1V)
sowie kleiner ungl groBBer Lymphocyten (Gruppe III) konsta-
tieren, sondern auch jene ebenfalls schon erwihnte Zellgattung
auffinden, die wir schon in den Lymphdriisen sahen und im
Knochenmark wunter Gruppe I beschrieben haben. Ferner
moehten wir das Vorhandensein einer reichlichen Zahl von
Mastzellen im leuk#imischen Blute bestitigen (siehe Ehrlich,
Canon®®, Zollikofer®, Milchner®, Schmauch®, Bauer®?
Hirschlaff®, A. Wolff® u. a.). Wir glauben, dall unsere
Methode, ‘die ein Auswaschen der Mastzellengranula,
wie sie durch die Anwendung wissriger Losungen -erfolgt,
vermeidet, ihren Nachweis auferordentlich erleichtern wird
(sieche Tiireck®, Hirschfeld und Tobias®, Litten und
Michaelis®, Michaelis®, Wolff%). Die Zahl der Zellen,
die sich mit basischen Doppelfirbungen als basophil erweisen,
ist sehr bedeutend. Auch hier mochten wir unter Vergleich
mit den Ergebnissen bei Neutralgemischen annehmen, daB ein
Teil der Zellgranula amphophil ist. Schlieflich machten wir
nochmals darauf hinweisen, da wir — in einem unserer Fille
von lymphatischer Leukimie — bei Anwendung von Pyronin-
Methylgriin in eosinophilen Leukocyten zwischen den farblosen
eosinophilen Granulis H#ufchen hochrot gefirbter basophiler
Granulationen wahrnehmen konnten (Figur 8 ¢, Tafel XVI).

B. Einzelne wichtigere basische Farbstoffe und
Farbgemische.
1. Methylenblau: Reines Methylenblan, welches frei ist
von den Zersetzungsprodukten, die gewisse Priparate schon in -
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Pulverform, Losungen nach lingerem Stehen aber stets enthalten,
ist das Paradigma des oben beschriebenen Firbungsvorganges,
wie ihn bei unserer Methode einfache basische Farben geben.
Zuvorderst " farbt sich der Leib "der Leukocyten, gleichviel, ob
er basophile, neutrophile. oder oxyphile Granulationen besitzt,
auf kurze Zeit blaBiblau. Dann tritt die Bildung der chromo-
phoren Zonen der Erythrocyten auf, und zwar um jeden Leuko-
cyten (auch um. Mastzellen und Lymphocyten). Im Verlaut
dieses Stadiums beginnen sich die Leukocytenkerne zu tingieren
und ihr Leib zu entfirben, vorausgesetzt, dal es sich um
eosinophile und neutrophile Zellen handelt. Bei den Lympho-
cyten fiarbt sich der Leib intensiv blau, anfangs bedeutend
dunkler als der Kern, etwa in der Nuance des Nucleolus;
spater tritt ein erheblicher Ausgleich durch Dunklerfirbung
des Kerns ein. Die Mastzellengranula sind dunkelviolett, mit
Metachromasie; ihre Kerne sind blaBblau. Die Granula der
uninucleéren ILeukocyten und basophilen Myelocyten sind
blau, zarter als die der Mastzellen. Die gesamte Firbung der
Priparate tritt bei dem Methylenblan verhiltnism#Big langsam
ein; dafiir bleiben die Leukocyten sehr lange erhalten, nahezu
eine Woche, nachdem die Erythrocyten lingst verschwunden
sind. Wir haben zuweilen vor der Firbung Kérnchenbewegung
beobachten konnen, wenn auch sehr selten. Dabei waren
stets die chromophoren Zonen schon ausgebildet. Hin und
wieder waren die sich bewegenden Kérnchen oder das Proto-
plasma warend der Bewegung schon blaBblau (etwas meta-
chromatisch) gefarbt. Ja wir konnten bisweilen auch normale
amohoide Bewegung wahrnehmen bei gleichzeitic beginnender
Farbung. Es handelte sich hier natiirlich nur um jene blasse
Blaufiarbung durch Diffusion, die, wie erwihnt, nicht von
Dauer ist.

2. Toluidinblau: Dieser Farbstoff entwickelt eine stirkere
‘Wirkung, firbt rascher, aber die gefirbten Zellen konservieren
sich schlechter als bei Methylenblau. Die Fiarbung sieht bei
Tageslicht rein blau aus, nur die Mastzellen sind violett; bei
Lampenlicht ist die ¥arbung durchweg rotviolett, bei den Mast-
zellen noch um eine Nuance heller. Der Farbstoff tritt fast
iiberall in Form von Kugeln (s. 0.) in die Zellen ein (Figur 1,

34*
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Tafel XVI), auch im Knochenmark, in den Lymphdriisen und
bei Leukimie.  Er eignet sich besonders zur Farbung baso-
philer Kérnelungen in den Erythrocyten.:

3. Methylenazur: Bei Tageslicht sind die- Kerne blau,
ebenso die basophilen Substanzen, die Mastzellengranula dunkel-
violett, bei Lampenlicht die ersteren violett, die letzteren rot.
Chromophore Zonen deutlich, Kugelbildung bei Aufnahme des
Farbstoffes in. betrichtlich geringerem Grade als beim Toluidin-
blan. Die Kugelbildung wurde bei diesem Farbstoff auch in
den Erythrocyten beobachtet, falls basophile Granulationen
vorhanden waren (Fig. 3, Taf. XVI). Bei Lampenlicht sehen
die Kugeln rot, bei Tageslicht dunkelviolett aus.

4.-Brillant-Cresylblau: (Fig. 4, Taf. XVI): Dieses neue
Priparat, dessen sich bereits Levaditi bedient hat, verdanken
wir der freundlichen Zusendung des Herrn Geheimrat. Prof.
Dr. Ehrlich aus dem Frankfurter Institut. Der Korper firbt
am schnellsten und intensivsten von allen Farbstoffen. Schon
in der ersten Stunde ist die Farbung der Kerne und der sonsti-
gen- basophilen Substanzen beendigt. - Bei Tageslicht sind - die
Kerne rein blau, ebenso die basophilen Gewebe, bis- auf die
Mastzellengranula, diese violett; bei Lampenlicht sind die
ersteren blauviolett, die letzteren rotviolett. Chromophore Zonen
sind selten, und dann nur angedeutet, Kugelbildung ist auf-
fallenderweise nur in denjenigen Erythrocyten, die basophile
Granula haben (und dort nur spirlich), angedeutet, niemals in
den Leukocyten (bei Tageslicht violett, bei Lampenlicht rot;
Figur 9 h). Der raschen Farbung entspricht eine rasche
Schidigung der Zellen. - Bereits nach einigen Stunden tritt hier
ein Phanomen auf, das wir bei anderen basischen Farben
nicht beobachten konnten, und das den Vorgingen bei den
sauren Farbstoffen etwas #hnlich, aber in anderer Beziehung
davon verschieden ist. Zuniichst bemerken wir hier die Tat-
sache, da die Leiber der Zellen eine Neigung zum Auf-
quellen besitzen, wie wir dies bei den sauren Farbstoffen
beobachten konnten. Dies gilt aber nur fiir die Grundsubstanz;
die Granula, ob gefirbt oder ungefirbt, ziehen sich um die
Kernsubstanz -znsammen. Nach einiger Zeit lost sich die
Grundsubstanz volistindig auf und die Zellen erscheinen dann
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erheblich verkleinert. In diesem Zustande konnten wir sie
noch nach zweimal 24 Stunden beobachten. An den Lympho-
cyten fehite diese Erscheinung, wohl aber war sie an den
Myelocyten und Mastzellen vorhanden. Bei Lampenlicht ist
die Metachromasie der Mastzellen auBerordentlich deutlich, ihre
Granula sind dunkel scharlachrot. Aber auch bei den baso-
philen Myelocyten ist zum Teil Metachromasie zu beobachten;
die - Farbung schwankt zwischen violettrot und fuchsinrot.
Einige basophile Myelocyten zeigen gemisehtfarbige Granu-
lationen, violettrote und fuchsinrote untermischt. Die Liympho-
cyten haben bei Lampenlicht ein blauviolettes Protoplasma.
So ergibt sich bhei kiinstlicher Beleuchtung mit diesen Farb-
stoffen ein sehr buntes Bild im Blute bei myelogener Leukimie
und im Knochenmark. Auch scheint es, dafi die Granula der
neutrophilen Myelocyten sich stets mit dem basischen Farbstoff
farben, also ihm gegeniiber amphichromatisch sind.

H. Nemtralrot: Die Fiarbung tritt. sehr allmihlich ein;
“der Farbstoff firbt ebenso wie Methylenblau zuerst alle Granu-
lationen diffus, bleibt aber spiter nur in den basophilen und
Mastzellengranulis haften. Keine chromophorenZonen, aber starke
Kugelbildung (Figur 2, Tafel XVI). Vital firbt Neutralrot
niemals fuchsinrot, sondern rotbraun, sowohl Kerne wie baso-
phile Substanzen, die Granula der Mastzellen metachromatisch,
d. h. bei Lampenlicht orange, bei Tageslicht gelb. Die Leuko-
cyten halten sich viele Tage hindurch, auch nachdem die
Erythrocyten anfgeldst sind.

6: Pyronin-Methylgriin und Neutralrot-Methylgriin:
Das Gemisch farbt ziemlich rasech die Lymphocyten, etwas
spater die tibrigen Leukoecyten, zunichst in dem obenbeschrie-
benen amphibolen Stadium, so daf die Kerne und Nucleoli
rot sind. Das Protoplasma der Lymphocyten firbt sich lenchtend
rot, ebenso das der anderen basophilen Zellgattungen, die Mast-
zellen metachromatisch orange (namentlich bei Lampenlicht
gut sichtbar). Der Zellleib der tibrigen leukocytiren Elemente
bleibt farblos. Nach einiger Zeit werden simtliche Kerne,
auch die der Erythroeyten, blaugrim, nur die Nucleoli bleihen
rot. Es sondert sich die erythrophile Kernstruktur von der Kern-
grundsubstanz ab.. Chromophore Zonen und Kugelbildung fehlen.
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7. Magentarot-Methylgriin: Die Firbung ist genau so
wie die vorige. Nur ist die erythrophile Kernstruktur, wie
oben erwahnt, viel schoner; sie tritt so stark hervor, da8 sie
zuweilen die Nucleoli verdeckt. Keine Metachromasie.

8. Eosin-Mythelenblau: Dieser neutrale, kristallisierte
Farbstoff wird von den Geweben in seine Komponenten zerlegt.
Es farben sich alle Kerne und Kernkorperchen blau, -ebenso,
und zwar besonders intensiv der Leib der Mastzellen und
Lymphocyten, ersterer schwach metachromatisch. Die eosino-
philen Granula sind rot, die neutrophilen Granula firben sich
rotviolett, aber blaB, und haiten den Farbstoff nicht lange. Das
Stadium der chromophoren Zonen ist stets vorhanden, Kugel-
bildung fehlt. Bei der Anfertigung der Priparate ist folgendes
zn beachten: Um die Kristallisation des Farbstoffes heim Ver-
dunsten der alkoholischen Losung méglichst zu verhiiten, darf
erstens keine zu konzentrierte Losung genommen und muB
zweitens die Fliissigkeit rasch, am besten tiber der Flamme,
abgedunstei werden.

Fassen wir die Ergebnisse wunserer Untersuchung zu-
sammen, so zeigt sich bei der vitalen Fiarbung der Leukocyten
folgendes:

I. Lebende Leukocyten nehmen keinen Farbstoff an, es
sei denn in Gestalt eines farblosen Reduktionsproduktes.

{I. Die Farbstoffe beschleunigen da$ Absterben der Leuko-
eyten.

III. Basische Farben sind weniger rasch wirkend als saure.

IV. Beim Absterben, also noch im Zustande amdoboider
Beweglichkeit, beginnt die Firbung. Zuniichst durchstromt
der Farbstoff diffus die Zelle mit Ausnahme des Kerns.

V. In diesem Stadium und kurz vorher zeigt sich im
Protoplasma eine intensive Kornchenbewegung, welche bald
nur wenige Minuten, bald viele Stunden andauvert und im
allgemeinen bei sauren Farbstoffen intensiv ist, aber rascher
ablauft als bei basischen.

VI. Nach der diffusen Protoplasmadurchtrinkung nimmt
erst der Kern die Farbe an, wihrend sich das Protoplasma
entfarbt, wenn es sich um basische Farben handelt: bei sauren
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Farbstoffen bleibt die Farbe auch im Protoplasma und der
Kern nimmt relativ wenig davon auf. Die eosinophilen Gra-
nula nehmen die saure Farbe selbstverstindlich intensiv auf.

VII. Diese Vorginge sind nur bei multinucleiiren und eo-
sinophilen Zellen zu beobachten.

VII. Bei Doppelfirbungen mit zwei Dbasischen Farben
findet sich der merkwiirdige Vorgang der amphibolen Farbung
vor der endgiiltigen Tinktion.

IX. Die Lymphocyten zeigen stets bei der vitalen Farbung
auf das deutlichste ihre Kernkorperchen, wihrend die Kerne
der mehrkernigen Zellen niemals Kernkérperchen besitzen.

X. Die Zellen des Knochenmarks, der Milz und  der
Lymphdriisen erweisen sich der vitalen Farbungsmethode)
gegeniiber duberst empfinglich und zeigen viele (oben dargelegte
Eigentiimlichkeiten.

XI. Bei Leukéimie treten die Markzellen als solche schon
durch ihre Kernkorperchen hervor; basophile, neutrophile und
eosinophile Myelocyten lassen sich deutlich unterscheiden. Auch
finden sich Mischungen von basophilen und neutrophilen, sowie
von eosinophilen und basophilen Granulationen in leukdmischen
Leukocyten (im Gegensatze zu normalen).

XII. Besondere Zellen haben wir in den Lymphdriisen,
dem Knochenmark und dem leukimischen Blute angetroffen;
wahrscheinlich sind sie im leukimischen Blute bisher zu den
Myelocyten gerechnet worden. Da sie sich durech ihre Grole
auszeichnen und mit den Lymphocyten viel Gemeinsames
haben, pafit fiir sie die Bezeichnung Makro-Lymphocyten.

Erkidrung der Abbildungen auf Tafel XVIL

Fig. 1. Neutrophiler Leukocyt, bei welchem der Farbstoff in Kugelform
den Zeleib erfiflls, Farbung: Toluidinblau; bei Tageslicht ge-
zeichnet,

Fig. 2. a) Neutrophiler Leukocyt, bei welchem der Farbstoff in Kugelform
den Zellleib erfiillt, ohne daB schon die Kerne dentlich erkennbar
wiren; b) Fortgeschrittene Fiarbung. Die Kerne sind bereits
deutlich - gefiirht. Die Farbstoffkugeln sind bis auf  eine ver-

. schwunden. Firbung: Neutralrot.

Fig. 3. Basophile Granulationen bei Anaemia  gravis. Man-sieht neben

mannigfach angeordneten Granulis rotlich gefirbte kleine Kugeln
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in den. Erythrocyten. Firbung: Methylenazur, bei Lampenlichs
gezeichnet.

Fig. 4. Myelogene Leukiimie: a) Mastzellen, b) Lymphocyt mit mehreren

Nucleolis, ¢) Myelocyt mit basophilen Granulis, d) Myelocyt mit
metachromatisch gefirbten Granulis, e) Myelocyt mit Granulis
von verschiedener Stirke, f) Neutrophiler multinucledrer Leukocyt.
Farbung: Brillant- Cresylblan, bei kiinstlicher Beleuchtung ge-
zeichnet.

Fig. 5. Myelogene Leukdmie: a) Mastzelle, b) Lymphoeyt, ¢) Basophiler

Myelocyt, d) Basophiler Myelocyt mit grsberen Granulis, e) Multi-
nucleérer neutrophiler Leukocyt mit vereinzelten basophilen Gra-
nulis. f) Eosinophile Zelle. Farbung: Pyronin-Methylgriin.

Fig. 6. Darstellung der Kernstrukturen: a) Lymphocyt, b). Neutrophile

Zelle, ¢) Eosinophile Zelle. Firbung: Magentarot-Methylgriin.

Fig. 7. Normales Kaninchenknochenmark ohne Kernkdrperchen.
Fig. 8. Lymphatische Leukiimie: a) Lymphocyt, b) Multinucleiirer Leukocyt

mit basophilen Granulis, ¢) Eosinophiler Leukocyt mit basophilen
Granulis. Fiarbung: Pyronin-Methylgriin.

Fig. 9. - Makro-Lymphocyt aus einer normalen menschlichen Lymphdriise.

Firbung: Pyronin-Methylgriin.
Die Priiparate sind mit der Zeissschen 1 Apochromat-Immersions-

linse gezeichnet.
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XXY.
Kleinere Mitteilungen.

1.

Ein Fall von kongenitalem Riesenwuchs des
rechten Daumens.
Von
Professor Dr. med. A. Nolda in Montreux und St. Moritz.
(Mit einer Abbildung im Text.)

Falle von wahrem kongenitalen Riesenwuchs. sind verhiltnismifig
selten. Deshalb méchte ich kurz iiber einen Fall von einer solchen MiB-
bildung des rechten Daumens, den ich vor mehreren Jahren in meiner
westfilischen Heimat sah und photographieren liel}, berichten.

Wir verstehen unter kongenitalem wahren Riesenwuchs das abnorme
Wachstum ganzer Extremititen mit allen ihren Bestandteilen oder einzelner
Teile derselben: Fiifle, Zehen, Hinde oder Finger auf Grund einer foetalen
Anlage. Die abnorme Grofie der betreffenden Teile ist jedoch zuweilen
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