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Uber die Differenzierung lebenden und toten Protoplasmas
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Von
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(Eingegangen am 30. Oktober 1922.)

In der neueren Literatur finden sich mehrfach Angaben tber die
merkwiirdige Metachromasie lebenden Protoplasmas durch Methyl- -
griin [vgl. Georgievics'), O. Loew?)3)]. Sie gehen auf die eingehenden
Untersuchungen Mossos*) zuriick, der fand, dafl lebende Leukocyten,
Flimmerepithel der Froschrachenschleimhaut und andere lebende
Zellen von Methylgriin violett gefirbt werden, allmihlich jedoch —
indem sie absterben — eine griine Farbe annehmen. Mosso fiihrte die
Violettfarbung auf die alkalische Reaktion des lebenden, die folgende
Grimnfarbung auf die saure Reaktion des toten Protoplasmas zuriick,
wobei er sich wesentlich darauf stiitzte, da Methylgriin mit Kalilauge
versetzt eine violette Farbe annehme. O. Loew vermutet, daB der vio-
lette Farbton. durch eine Abspaltung der Methylchloridgruppe des
Methylgriin bewirkt werde, d.h. durch einen Ubergang in Methyl-
violett. :

Die im folgenden mitgeteilten Versuche sollten im wesentlichen
zwei Fragen beantworten:

1. Welcher ProzeB liegt der Violettfirbung lebender Zellen durch
Methylgriin zugrunde ?

2. Weshalb tritt die Griinfarbung erst spiter — beim Absterben — auf ?

1.

Die Wiederholung der Versuche Mossos an frischen Blutleuko-
cyten, Eiterleukocyten und Flimmerzellen des Froschrachens ergab
vollsténdige Ubereinstimmung mit seinen Resultaten. BloB scheint
in seinen Versuchen die Violettfirbung intensiver gewesen zu sein
als in den meinigen. Auch Mossos Beobachtung, daB Methylgriin
mit Alkali Violettfirbung gibt, konnte ich vorerst bestitigen. Da die
Carbinolbase des Methylgriin farblos ist, muBte aber in erster Linie
an eine Verunreinigung des Farbstoffes gedacht werden. Es wurde
hier wie bei allen folgenden Versuchen das kaufliche Methylgriin des
Handels (Priparate der Agfa Berlin und solche von Dr. Hollborn,
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Leipzig) verwendet, und zwar wie von Mosso angegeben in 0,2 proz.
Lésung mit 19, NaCl. Bekanntlich wird Methylgriin
C H, N(CHy),
C~Cg Hy N(CHy), + CH,C1
I\Cg H; N(CH,),
. N

Cl

aus Methylviolett (Hexamethylpararosanilin) durch Behandlung mit
Methylchlorid gewonnen. Das in den Handel gebrachte Zinksalz ist
meist mit Methylviolett verunreinigt. Ich entfernte letzteres durch
3 maliges Ausschiitteln mit Chloroform [nach Mayers)], das Chloro-
form durch Eindampfen am Wasserbad bis auf das halbe Volum der
0,2proz. Losung, fillte wieder das urspriingliche Volumen auf und
fand nun weder beim Alkalisieren noch bei der Vitalfarbung von Flim-
merzellen oder Leukocyten des Blutes oder Eiters Violettfarbung.
Eine solche trat auBlerordentlich deutlich an den Leukocyten eines
mir entnommenen frischen Blutstropfens auf, wenn demselben eine in
gleicher Weise zubereitete Losung von Methylviolett zugesetzt wurde.
Damit glaube ich gezeigt zu haben, dal} als Ursache der Violettfdrbung
das Methylviolett anzusehen ist, das gelegentlich in gréBeren Mengen
dem Methylgriin des Handels beigemengt sein mag.

2.

In den mit reinem (von Methylviolett befreitem) Methylgriin ge-
farbten Préparaten blieben die Flimmerepithelien, ebenso die Leuko-
cyten vorerst farblos, fiarbten sich dann allmahlich grin. Im frisch
entnommenen Hiter einer ménnlichen gonorrhoischen Urethra zihlte
ich unter 100 Leukocyten:

15 Min. nach Entnahme: 88 farblos, 12 griin
3 Std- » ” 32 29 68 2

Im frisch punktierten Eiter eines Douglasabscesses einer Frau:
10 Min. nach Entnahme: 62 farblos, 38 griin

12 Std. ,, ” 30 " 70 .,
24! » » 23 24 3 76 2
36 bhd b 3> 4 29 96 2

Die Leukocyten wurden in der feuchten Kammer beobachtet, ein Tropfen
Eiter wurde (nach Mosso) mit einem Tropfen Methylgriinlosung versetzt. Die
Zahlen bringen auch vielleicht zum Ausdruck, daB in dem chronischen Douglas-
Abscefl — wie ja zu erwarten ist — weniger lebende Leukocyten vorhanden sind
als in dem frisch sezernierten gonorrhoischen Urethraleiter.

Es liegt nahe, von einer ,,Widerstandsfihigkeit des lebenden Proto-
plasmas® zu sprechen, die man ja bei zahlreichen anderen Farbstoffen
beobachten kann. Kine solche Erklarung des refraktdren Verhaltens
der lebenden Zellen kann gerade beim Methylgriin vorerst nicht be-
friedigen, da seine chemische Konstitution jener des leicht eindringenden
Methylvioletts so shnlich ist.
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Pappenheim?), der sich mit dem Studium des Methylgriin am eingehendsten
befaBt hat, nimmt als Ursache der Widerstandsfahigkeit der meisten Gewebe
gegen Methylgriin seine schwere Dissoziabilitdt an, d. h. die Schwierigkeit, das
Farbsalz zu spalten, um so die Entstehung einer Verbindung zwischen Farbbase
und ,,Gewebssdure® zu ermoghchen Derselbe Autor fiihrt die elektive Farbung
des basophilen Kerngeriistes mit seinen methylgriinhaltigen Farbstoffmischungen
darauf zuriick, daB bloB das stark nucleinsaure Kerngeriist imstande sei, das
schwer zersetzliche Salz des Methylgriin zu spalten und damit zu fixieren (a. a. O.
S. 212). Tatsichlich hat bereits Mosso beschrieben, dafl Methylgriin von frischem
' Blut entfirbt wird, wenn man letzteres in groBem UberschuB zusetzt. In analoger
Weise hat kiirzlich Rebello®) in Bromthymolblau einen Farbstoff gefunden, der
durch die postmortale Siuerung einen Farbumschlag von Blau nach Gelb erleidet.
Analog wire die elektive Farbung des sauren Kerngeriistes zu erkliren. Wihrend
alle anderen basischen Farbstoffe das Plasma iiberfirben (Pappenheim, a. a. O.
S. 182), erreicht beim Methylgriin blof das Chromatin die Aciditat, um dle Ent-

stehung der farblosen Carbinolbase zu verhindern.

Um den Einflul der Reaktion zu priifen, habe ich Puffergemische
verschiedener Wasserstoffionenkonzentration nach Sdrensen’) herge-
stellt und zu je 10 ccm derselben 6 Tropfen der 0,2 proz. Methylgriin-
I6sung im 1,0 proz. NaCl zugefiigt.

pH ‘ Puffergemisch: Resultat :

10,0 6,0 com Borat -+ 4 cem Natron farblos

9,0 8.6 ,, ,» - 1,4 cem Salzsiure farblos

80 9,4 ,, sec. Phosph. + 0,6 com prim. Ph.  farblos

70 64 ., 5 + 3,6 ,, s ,, hnahezu ganz entfirbt:
6,0 1,2 , . + 88 ., " ,» wenig entfirbt

50 01 ,, vs + 99 2 ,» unverindert griin’

3.8 96 ,, Glykokoll -+ 0,4 ,, Salzsiure unverindert griin

3.0 82 ,, ' + 1,8 »s etwas gelblichgriin
2,0 52 " + 4.8 . mehr gelblichgriin, entfarbt
1,0 0,0 ,, 4 -+ 10,0 ,, ’s stark entfirbt, geblich

Die Entfarbung bei alkalischer Reaktion ist durch die Bildung der
farblosen Carbinolbase bedingt, die Entfirbung bei saurer Reaktion -
durch Umwandlung in das gelbe 2siurige Salz. Sie erfolgte bei den
mittleren Werten der Wasserstoffionenkonzentration sehr langsam
und erreichte erst nach etwa 12 Stunden Konstanz. Der Farbstoff
selbst bleibt nur bei py 4 und 5 unverdndert. Nun reagiert der frische
Eiter [Hammarsten®)] stets alkalisch, wird aber allmihlich durch Bil-
dung von Milchsiure, Fettsiauren, Glycerophosphorsiure und anderen
Sauren stark sauer (Hammarsten). Demnach erschien mir anfangs
die Annahme gerechtfertigt, daB das Farbsalz des Methylgriins zwar
in die Zellen schnell eindringt, jedoch bei der Reaktion des lebenden
Protoplasmas nicht bestéindig ist, indem es unter Abgabe einer HCI-
Gruppe an die Puffer des Gewebes entfirbt wird. Gegen einen solchen
Erklarungsversuch sprach aber die Tatsache, daB die Entfdrbung in
vitro sehr langsam vor sich geht, am Objekttriger nach obigem aber
augenblicklich erfolgen miiite, da iiberhaupt keine Griinfirbung ein-
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tritt. Im weiteren Verlauf meiner Untersuchung gelangte ich zu einer
Auffassung, die diesem Einwand Rechnung trigt. Im Gegensatz zu
_ Methylviolett ist Methylgriin in Ather 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 Methylgriin versetzt; keine Farbung;
auf Alkoholzusatz sofort Farbung aller Leukocyten wie auch der Ery-
throcyten.

2. Die gleiche intensive Farbung tritt bei Erhitzen des Objekt-
tragers auf. '

Anderung der Reaktion ist wohl weder durch den Alkohol, noch
durch das Kochen zu erwarten, wohl aber Zerstorung der Membran-
lipoide der Zellen.

Zusammenfossung.

1. Die Violettfdrbung lebender Zellen durch Methylgriin beruhi auf
Verunreinigung durch beigemengtes Methylviolelt. Eine Entmethylierung
des Methylgriins findet nicht statt.

2. Das refraktire Verhalten der lebenden Zellen gegen Methylgriin
beruht auf der Lipoidunloslichkeit des Farbstoffs, seinem Unvermdgen,
die lipoidhaltige unversehrte Zellmembran zu durchdringen (im Gegen-
satz zu Methylviolett).

3. Daneben begiinstigt vielleicht die postmortal eintretende Siue-
rung die Umwandlung der farblosen Base des Methylgriins in das
firbende einsiurige Salz.

Den Herren Dr. Benda (Deutsche gynikologische Klinik) und Dr. Pick
(Deutsche dermatologische Klinik) sei fiir die Ubermittlung des Unter-
suchungsmaterials auch an dieser Stelle bestens gedankt.

Nachschrift.
Einer Anregung des Herrn Prof. ». Georgievics folgend habe ich

untersucht, ob die gleichen Verhaltnisse fiir die Wollfarbung Geltung
haben. Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigt die folgende Zu-

sammenstellung :
Vers. 1. Wolle in 1%y, wafriger Methylgriinlosung . . keine Farbung
w 2. . 4 1% alkohol. Methylgriinlésung . . . keine Firbung
. 3. 5w L% waBriger Methylgrimlésung . . keine Farbung
% »w 1% wiiBriger Methylviolettlosung . . intensive Violettfarbg.

Die Wolle wurde stets 1 Stunde lang bei 80° in der Farbstoff-
I6sung gelassen. In Versuch 3 wurde vorher durch Extraktion mit
Ather, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Petrolither und Alkohol
{und zwar stets bei der Siedetemperatur des angewandten Ldosungs-
mittels) die Faser vollkommen entfettet. Das Resultat zeigte keine
Differenz gegen Versuch 1.
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Aus Versuch 2 geht hervor, daBl die Wollfaser ein anderes Verhalten
als die untersuchten Zellen zeigt, denn die letzteren waren mit alko-
holischer Methylgriinlgsung farbbar. Allerdings darf nicht iibersehen
werden, da die Wolle bloB dann als ,,gefarbt” bezeichnet wird, wenn
die Farbung nicht durch Wasser ausgewaschen werden kann, daf
hingegen die Eigenschaft der toten Zellen, Methylgriin eindringen zu
lassen, nicht mit Wasserechtheit der Farbung verbunden -ist. Die
Lipoide hatten demnach keine Bedeutung fiir die Echtheit der Farbung
(die wohl auf adsorptive Eigenschaften zuriickzufiihren ist); hingegen
vermogen sie das Bindringen des Farbstoffes in die Zelle zu verhindern.

Nach Abfassung der Korrektur werde ich freundlichst aufmerksam
gemacht, daB die storende Beimengung des Methylvioletts bereits von
Unna gelegentlich seiner Untersuchungen an fizierten Priparaten fest-
gestellt warde (Unna, Biochemie der Haut, 1913, S. 5). In der Lite-
ratur der Vitalfairbemethoden findet sich kein Hinweis auf diese Stelle,
so daf} sie mir dadurch entgangen ist.
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