
(Aus dem Med.-Chem. Institut der Prager deutschen Universit~t.) 

Uber die Differenzierung lebenden und toten Protoplasmas 
durch Methylgriin. 

Von 
Assistent Dr. Felix ttaurowitz.  

(Eingegangen am 30. OIctober 1922.) 

In der neueren Literatur finden sich mehffach Angaben fiber die 
merkwtirdige Metachromasie lebenden Protoplasmas dureh Methyl- 
grfin [vgl. Georgievicsl), O. Loew2),a)]. Sie gehen auf die eingehenden 
Untersuchungen Mossos 4) zuriick, der land, dab lebende Leukoeyten, 
Flimmerepithel der Froschraehenschleimhau~ und andere lebende 
Zellen yon Methylgrfin violett gefi~rb~ werden, allm/~hlich jedoch -- 
indem sie absterben -- eine grtine Farbe annehmen. Mosso fiihrte die 
Violettfi~rbung auf die alkalisehe Reaktion des lebenden, die folgende 
Griinfi~rbung auf die saure Reaktion des toten Protoplasmas zurfick, 
wobei er sich wesentlich darauf stiitzte, dab Methylgrfin mit Kalilauge 
versetzt eine violette Farbe annehme. O. Loew vermutet, dag der vio- 
lette Farbton dureh eine Abspaltung der Methylehloridgruppe des 
Methylgriin bewirkt werde, d.h. dutch einen l~bergang in Methvl- 
violett. 

Die im fo]genden mitgeteilten Versuche sollten im wesentlichen 
zwei Fragen beantworten: 

1. Weleher ProzeB iiegt der Violettf~rbung lebender Zellen dutch 
Methylgriin zugrunde ? 

2. Weshalb tritt die Griinfitrbung erst spi~ter -- beim Absterben -- auf ? 

1. 
Die Wiederholung der Versuehe Mossos an frischen Blutleuko- 

eyten, Eiterleukoeyten und FlimmeIzeller~ des: Froschraehens ergab 
vollst~ndige ~bereinstimmung mit seinen l~esultaten. BloB scheint 
in seinen Versuehen die Violettfarbung intensiver gewesen zu Sein 
als in den meinigen. Aueh Mossos Beobaehtung, dab Methylgriin 
mit Alkali Violettfarbung gibt, konnte ieh vorerst bestatigen. Da die 
Carhinolbase des Methylgriin farblos ist, mul3te aber in erster Linie 
an eine Verunreinigung des Farbstoffes gedaeht werden. Es wurde 
hier wit bei allen folgenden Versuchen das ki~ufliche Methylgrfin des 
ttandels (Pr/~parate der Agfa Berlin und solche yon Dr. tIollborn, 
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Leipzig) verwendet, und zwar wie yon Mosso angegeben in 0,2proz. 
LSsung mit 1 ~o NaCI. Bekanntlich wird Methylgrfin 

/C6 H4 N(CHa~2 
C--06 ]34 N(CH2)2 + CI-I~C1 
I\C~ H4 N(CH~h 
....... i\ 

CI 
aus Methylviolett (Hexamethy]pararosanilin) durch Behandlung mit 
Methylch]orid gewonnen. ])as in den Handel gebrachte Zinksalz ist 
meist mit Methylviolett verunreinigt. Ich entfernte letzteres dutch 
3 maliges Aussehfitteln mit Chloroform [naeh Maye#)], das Chloro- 
form durch Eindampfen am Wasserbad bis au~ das halbe Volum der 
0,2proz. L6sung, fiillte wieder das urspriingliche Volumen auf und 
land nun weder beim Alkalisieren noch bei der Vitalf~rbung yon Flim- 
merzellen oder Leukocyten des Blutes oder Eiters Violettfarbung. 
Eine solche trat  aul~erordentlich deutlieh an den Leukocyten eines 
mir entnommenen frischen Blutstropfens auf, wenn demselben eine in 
gleicher Weise zubereitete LSsung yon Methylviolett zugesetzt wurde. 
Damit glaube ieh gezeigt zu haben, daI~ alsUrsache der Violett/iirbung 
das Methylviolett anzusehen ist, das gelegentlich in grSl3eren Mengen 
dem Methylgri~n des Handels beigemengt sein mag. 

2. 
In  den mit reinem (yon Methylviolett befreitem) Methylgrfin ge- 

fi~rbten Pri~paraten blieben die Flimmerepithelien, ebenso die Leuko- 
cyten vorerst farblos, fi~rbten sieh dann allmhhlich grfin. I m  frisch 
entnommenen Eiter einer mi~nnlichen gonorrhoischen Urethra zi~hlte 
ich unter ]00 Leukoeyten: 

15 Min. nach Entnahme: 88 farblos, 12 griin 
3 Std . . . . .  32 ,, 68 ,, 

Im  frisch punktierten Eiter eines Douglasabseesses einer Frau:  

10 Min. nach Entnahme: 62 farblos; 38 griin 
12 Std . . . . .  30 ,, 70 ,, 
24 . . . .  ,, 24 ,, 76 ,, 
36 . . . . . .  4 ,, 96 ,, 

Die Leukocyten wurden in der feuchten Kammer beobachtet, ein Trolofen 
Eiter wurde (nach Mosso) mit einem Tropfen Methylgriinl6sung versetzt. Die 
Zahlen bringen auch vielleicht zum Ausdruck, da]~ in dem chronischen Douglas- 
AbseeB - -  wie j~ zu erwarten is$ - -  weniger lebende Leukocyten vorhanden sind 
als in dem frisch sezernierten gonorrhoischen Urethraleiter. 

Es liegt nahe, von einer ,,Widerstandsfithigkeit des lebenden Proto- 
plasmas" zu sprechen, die man ja bei zahlreichen anderen Farbstoffen 
beobachten kann. Eine solche Erkl~rung des refraktiiren Verhaltens 
der lebenden Zellen kann gerade beim Methylgriin vorerst nicht be- 
friedigen, da seine ehemische Konstitution j ener des leicht eindringenden 
Methylvioletts so i~hnlieh ist. 
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Pappenheim~), der sich mit dem Studium des Methylgriin am eingehendsten 
befaSt hat, nimmt als Ursache der Widerstandsf~higkeit der meisten Gewebe 
gegen Methylg~iin seine schwere Dissozi~bilit/~t an, d. h. die Schwierigkeit, das 
Farbsalz zu spalten, um so die Entstehung einer Verblndung zwischen Farbbase 
und ,,Gewebss/~ure" zu ermSglichen. Derselbe Autor fiihrt die elektive F/irbung 
des basophilen Kerngerfistes mit seinen raethylgriinhaltigen Farbstoffmischungen 
darauf zuriiek, dab blo~ das stark nueleinsaure Kerngeriist imstande sei, das 
sehwer zersetzliche Salz des Methylgriin zu spalten und damit zu fixieren (a. a. O. 
S. 212). Tats~chlich hat  bereits .Mosso beschrieben, dal~ Methylgriin yon frisehem 
Blur entf/~rbt wird, wenn man letzteres in groSem ~berschuB zusetzt. In analoger 
Weise hat kiirzlich Rebello ~) in Bromthymolblau einen Farbstoff gefunden, der 
durch die postmortale S~uerung einen l%rbumschlag yon Blau naeh Gelb erleidet. 
Analog w/~re die elektive F~rbung des sauren Kerngeriistes zu erkl/~ren. Wahrend 
alle anderen basischen ~arbstoffe das Plasma fiberf~irben (Pappenheim, a. a. O. 
S. 182), erreicht beim M ethylgriin blol3 das Chromatin die Aeidit~t. um die Ent- 
stehung der farblosen Carbinolbase zu verhinderm 

U m  den EinfluI3 der  R e a k t i o n  zu prfifen, habe  ich Puf fe rgemische  
versch iedener  Wassers to f~ ionenkonzen t ra t ion  nach  S6renseu ~) herge-  
s te l l t  und  zu je 10 cem derse lben  6 Tropfen  der  0 ,2proz .  Methy lg r i in -  
15sung im 1,0 proz.  NaC1 zugeffigt.  

p~ ~ Puffergemisch: R esultat : 
!0,0 6,0 ecru Borat -~ 4 ccm Natron farblos 
9,0 8,6 . . . .  -~ 1,4 ccm Salzs~ure farblos 
8,0 9,4 , sec. Phosph. -~ 0,6 ccm prim, P h .  farblos 
7,0 6,4 . . . . .  , ~ 3,6 . . . . . .  nahezu ganz entf~rbt ' 
6,0 1,2 . . . . .  , ~- 8,8 . . . . . .  wenig entf~rbt 
5,0 0,1 . . . . .  , ~- 9,9 . . . . . .  unver~ndert grfin 
3,8 9,6 ,, Glykokoll -~ 0,4 ,, Salzs~ure unveriindert griin 
3,0 8,2 . . . .  ~- 1,8 ,, etwas gelblichgriin 
2,0 5 ,2  . . . .  -~ 4,8 . . . .  mehr gelblichgriin, en t~ rb t  
],0 0,0 . . . .  ~ 10,0 ,, ,, stark entfi~rbt, gebHch 

Die Entf i~rbung bei  a lka l i seher  R e a k t i o n  is t  du tch  die B i ldung  d e r  
fa rb losen  Carb ino lbase  bedingt ,  die En t f~ rbung  bei saurer  l ~ e ~ k t i o ~  
durch  Umw~nd lung  in das  gelbe 2s~urige Salz. Sie erfolgte  bei  den  
mi t t l e r en  W e r t e n  der  Wasse r s to f f ionenkonzen t r a t ion  sehr  ]angsam 
und  er re ichte  e rs t  naeh  e twa  12 S tunden  Kons t anz .  Der  F a r b s t o f f  
selbst  b le ib t  nu r  bei  PH 4 und  5 unver~nder t .  H u n  reag ie r t  der  f r i sche  
E i t e r  [HammarstenS)] s te ts  alka]iseh,  wird  aber  allmi~hlieh dureh  Bi!- 
dung  yon  Milchsi~ure, Fettsi~uren,  Glycerophosphors~ure  u n d  ~nderen, 
Siiuren s t a rk  sauer  (Hammarsten). Demn~ch erschien mi r  a n f a ngs  
die  A n n a h m e  gerech t fe r t ig t ,  da~ das  Fa rbsa l z  d e s  Methy]gr i ins  zwar  
in die Zel len  schnell  e indr ingt ,  j edoch  bei  der  R e a k t i o n  des lcbenderr  
P r o t o p l a s m a s  n ieh t  bes t~ndig  ist ,  i ndem es un te r  Abgabe  einer I=lC1- 
Gruppe  an  die Puf fe r  des Gewebes e n t f a r b t  wird.  Gegen einen solchen 
Erkl i~rungsversuch sprach  abe r  die Tatsache ,  d a b  die  E, nt/~rbung in  
vitro sehr langsam vor  sich geht ,  a m  Objek t t r~ger  nach  obigem ~ber  
augenbl iek l ich  erfolgen miiBte, da  f ibe rhaup t  keine Griinfi~rbung e in -  
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t r i t t .  Im weiteren Verlauf meiner Untersuchung gelangte ich zu einer 
Auffassung, die diesem Einwand Rechnung t r i~gt .  Im Gegensatz zu 
Methylviolett  ist Methylgriin in ~ ther  oder Chloroform nahezu un- 
16slich, vermag also die lipoide Grenzmembran der Zellen erst nach 
ihrem postmortalen Zerfall zu durchdringen. Fiir diese Annahme sprechen 
die beiden folgenden Versuche. 

1. Frischer Blutstropfen mit Methylgrtin versetzt; keine Fi~rbung; 
auf Alkoholzusatz sofort Farbung aller Leukoeyten wie auch der Ery- 
throcyten. 

2. Die gleiehe intensive Fi~rbung t r i t t  bei Erhitzen des Objekt- 
triggers auf. 

~ndcrung der Reaktion ist wohl weder dureh den Alkohol, noeh 
(lurch das Kochen zu erwarten, wohl aber Zerst6rung der Mcmbran- 
lipoide der Zellen. 

Zusammen/assung. 
1. Die Violett/~irbung lebender Zellen durch Methylgriin beruht au/ 

Verunreinigung dutch beigemengtes Methylviolett. Eine Entmethy]ierung 
des Methylgriins finder nicht start. 

2. Das re/rakt~ire Verhalten der lebenden Zellen gegen Methylgri~n 
beruht au/ der Lipoidunl6slichkeit des Farbsto//s, seinem Unverm6gen, 
die lipoidha]tige unversehrte Zellmembran zu durehdringen (ira Gegen- 
satz zu Methylviolett). 

3. Daneben begiinstigt vieileicht die postmortal eintretende Saue- 
rung die Umwandlung der farblosen Base des Methylgrtins in das 
fi~rbende einsi~urige Salz. 

Den Herren Dr. Benda (Deutsche gyn~kologisehe Klinik) und Dr. Pick 
(Deutsche dermatologische Klinik) sei ffir die Ubermittlung des Unter- 
suchungsmatcrials such an dieser Stelle bestens gedankt. 

~V achschri /t. 
Einer Anregung des Herrn Prof. v. Georgievics folgend babe ich 

untersucht,  ob die glcichen Verh~ltnisse ffir die Wollf~rbung Geltung 
haben. Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt die folgende Zu- 
summenstellung : 
Vers. 1. Wolle in l~ wal~riger Methylgrfinlhsung . . keine F~rbung 

,, 2 . . . . .  1~ alkohol. Methylgriinlhsung.. . keine F~rbung 
,, 3 . . . . .  1~ w~Briger Methylgriinl6sung . . keine F~rbung 
,, 4 . . . . .  1~ w~Briger Me~hylviolettlhsung. . intensive Violettf~rbg. 

Die Wolle wurde stets 1 Stunde lang bei 80 ~ in der Farbstoff- 
t6sung gelassen. In  Versuch 3 wurde vorher durch Extraktion mit  
~ther ,  Chloroform, Tetrachlorkoh]enstoff, Petrol~ther und Alkohol 
(und zwar stets bei der Siedetemperatur des angewandten L6sungs- 
mittcls) die Faser vollkommen entfettet.  Das Result~t zeigte keine 
Differenz gegen Versueh 1. 
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Aus Versuch 2 geht hervor, dal3 die Wollfaser ein anderes Verhalten 
als die untersuchten Zellen zeigt, denn die letzteren waren mit  alko- 
holischer MethylgriinlSsung f~rbbar. Allerdings darf nicht iibersehen 
werden, dab die Wolle bloB dann als , ,gef~rbt,  bezeichnet wird, wenn 
die F~rbung nicht durch Wasser ausgewaschen werden kann, dal3 
hingegen die Eigenschaf$ der toten Zellen, Methylgriin eindringen zu 
lassen, nicht mit  Wasserechtheit der F~rbung verbunden ist. Die 
Lipoide hi~tten demnach keine Bedeutung ftir die Echtheit  der Fi~rbung 
(die wohl auf adsorptive Eigenscha~ten zuriickzufiihren ist); hingegen 
vermSgen sie das Eindringen des Farbstoffes in die Zelle zu verhindern. 

Nach Abf~ssung der Korrek tur  werde ich ffeund]ichst aufmerksam 
gemacht,  da{3 die stSrende Beimengung des Methylvioietts bereits yon 
Unna gelegentlich seiner Untersuchungen an fixierten Pr~paraten test- 
gestellt wurde (Unna,  Biochemie der Haut ,  1913, S. 5). In  der Lite- 
ra tur  der Vitalf~rb~methoden finder sich kein Hinweis auf diese Stelle, 
so dal3 sie mir dadurch entgangen ist. 
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