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I. Einleitung.

Als ich vor 2 Jahren das Studium des Wesens der Romanowsky-
Farbung begann, konnte ich einen bunten StrauB verschiedenartiger
und entgegengesetzter Anschauungen und Theorien aus der Literatur
sammeln: von Pappenheims Theorie der physikalischen Bindung —
starre Losung — der ,,Carbinolbase der (angeblichen) Sulfonver-
bindung?®) bis zu den rein chemischen Theorien.

*) Nach einem Vortrage in der Moskauer Abteilung der Russischen Pathologen-
‘Gesellschaft am 8. XTI 1922. Zum ersten Male sind die vorgetragenen Anschauun-
gen am 24.T. 1922 in einem Vortrage im Tropeninstitut zu Moskau entwickel.
worden, Siehe auch 3% 40),
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Schon der UberfluB an Theorien lieB klar erkennen, daB es keine
die entsprechenden Erscheinungen vollstdndig erklarende gab. Die
Auflerungen der Autoren, die sich mit dem Problem der Romanowsky-
Farbung eingehend befaBt haben, klingen folgendermafen:

»The complete theory of the Romanowsky effect does not yet
exist™ [Scotts0)].

»Im dbrigen halte ich heute noch das Wesen des Romanowsky-
Effekts fiir vollig ratselhaft” [Mickhaelis36)].

,»Wie iiber das Wesen der Farbung iiberhaupt, sind wir iiber den
letzten Grund der Eosinazurfirbung bis jetzt im unklaren® [ Prowazek54]).

Die Arbeit von Baudisch und Unna ,,Thiazinrot**3), dann Unnas
Vortrag in der biologischen Abteilung des #rztlichen Vereins Ham-
burgé® €5), haben fiir das Problem der Azureosinfarbung von neuem
das Interesse erweckt.

Romanowsky>?) gelang es, mittels eines Gemisches von Methylenblau-
und Eosinlésungen, in den Malariaplasmodien eine spezifisch farbbare
Substanz zum Vorschein zu bringen, die spéter als die Kernsubstanz
der Plasmodien erkannt wurde. Dieselbe leuchtend rote (bzw. rot-
violette) Nuance nahmen bei dieser Farbung auch andere Struktur-
elemente der Priparate, wie Metazoenkerne, Netzsubstanz der Blut-
plittchen u.a. an. Durch die Arbeiten von Nocht®®), Michaelis'?),
Giemsal®) u.a. wurde bewiesen, dafl diese spezifische Farbung nur
dann zustande kommt, wenn im Gemisch ein besonderer Farbstoff
vorhanden ist, der bei der sog.Reifung der Methylenblaulosungen
entsteht, Methylenazur oder Azur benannt. Es wurden deshalb die
Substanzen, die nur durch Romanowsky-Mischungen darstellbar sind,
als spezifisch ,,azurophil® bezeichnet. Die Literatur tiber das Methylen-
azurproblem s. Baudisch und UnnaS?).

Um etwaige MiBverstindnisse zu vermeiden, muf3 betont werden,
daB manche Strukturelemente der Priparate aufler der azurophilen
Substanz noch andere chemische, auch andersartig farbbare Korper
enthalten, was selbstverstindlich die endgiiltige Nuance dieser Elemente
wesentlich beeinfluBt. Spezifisch azurophil sind die Protozoenkerne, die:
Netzsubstanz der Blutplittchen, die sog. azurophile Lymphocytenkdrne-
lung und manche andere Substanzen [vgl. Pappenheim?), Prowazeks4)].

Als Romanowsky-Effekt bezeichnen wir ausschlieBlich die leuchfend-
rote (bzw. rotviolette) Farbung der azurophilen Substanzen, nicht aber,
wie es Scott®) behauptet, ,production of a blue colour in basophil
cytoplasm and violet to magenta in nuclei or some other structures*’
(p. 302).

Als den Romanowsky-Effekt erzeugend kénnen nur diejenigen Farb-
Iosungen gelten, die sdmilicke azuropbilen Substanzen, und zwar in
einer leuchienden Nuance darstellen, nicht aber solche Lésungen, die
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nur den Metazoenkernen eine rétliche oder violette Nuance verleihen,
wie z. B. die Losung Nr. 1 von Scott. Unnas Theorie der Giemsa-Firbung,
auf die wir noch spiter zuriickkommen werden, ist schon deshalb nicht
zutreffend, weil er in seinen Versuchen bloB schwachviolette und rét-
liche, nicht aber leuchtende Nuancen erzielte.

Seitdem die Unentbehrlichkeit des Methylenazurs fiix die Dar-
stellung der azurophilen Substanzen festgestellt worden war, wurde
- die technische Seite der Herstellung der entsprechenden Losungen
vervollkommnet [Michaelis®'), Leishman?8), Giemso®™ 1), Reuberss),
Marino?®), May®), Pappenheims™ 18), Vgl. Martinotti?®) (Literatur!)].
Die Theorie der Farbung blieb aber trotz vielen Bemiihungen, wie
schon oben erwihnt wurde, unaufgeklirt, Es konnte nicht befriedigend
erklart werden, in welcher Weise die vorwiegend basophilen Substanzen
der Metazoen- und Protozoenkerne im Gemische eines (oder mehrerer)
blauen basischen und eines roten sauren Farbstoffes die spezifische
leuchtend rote Farbe annebhmen. Ich habe mir als Aufgabe gestellt,
den Mechanismus dieser Farbung zu erforschen.

: II. Die Rolle des Eosins. ,

Zundchst sollte die Wirkungsweise des Eosins aufgeklart werden.
Wirkt das Eosin bei der Erzeugung des Romanowsky-Effekts als Farb-
stoff, Beize oder ,,metachromasierende* Substanz ?

Sollte das Eosin, wie es Pelet-Jolivet’3), Unna® %) u. a. an-
nehmen, als Beize wirken, dann miiite es die azurophilen Substanzen
direkt farben. Kosin allein firbt sie aber entschieden nicht. Die
Beizenrolle des Eosing wollte Unna durch die Farbung nach Harrisi5)
(Eosinlosung 1 :1000 /;—2 Min., dann abgieBen, abspiilen, 20 Min.
farben mit einer alkalischen Methylenblaulésung) bekraftigen. Man
kann aber aus der Reihenfolge der Anwendung der Farbstofflssungen
nicht auf die Beizenrolle des Eosins schlieBen, da bei umgekehrter
Reihenfolge die Farbung noch besser gelingt. Verfolgen wir den
FarbungsprozeB nach Harris, so bemerken wir, da das Priparat
durch die Eosinlésung stark iiberfarbt wird. Bringen wir das nach
der Eosinfarbung abgespiilte Priaparat in destilliertes Wasser, oder
gieBen wir eine schwache Methylenblaulosung darauf, so sehen wir
deutlich, wie das Priparat ,,blutet*: das destillierte Wasser wird rét-
lich, auch in die Methylenblaulésung wird Eosin abgegeben, und es
kann sogar zur Bildung eines Niederschlages kommen. Bei der Nach-
farbung mit der alkalischen Methylenblaulésung geht also ein Teil
des Kosins vom Priparate in die Farblosung iiber, und nur dann aus
dem entstandenen Gemische des sauren mit den basischen Farbstoffen
kommt die spezifische Farbung der Kerne, die nach der Eosinfarbung
farblos geblieben sind, zustande.

1*
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Nach Newmann®?), Lee-Mayer®s) u. a. wirkt das Eosin nicht als
Farbstoff, sondern als chemischer Korper, der auf das Methylenblau
(oder das Methylenazur) eine metachromasierende Wirkung ausiibt.
Die erwahnten Autoren glaubten, man koénnte das Eosin durch andere
zum Teil farblose chemische Koérper ersetzen. Auch Pappenheim5t)
filhrte den Ausdruck ,,Sauremetachromasie” (es wurde die Meta~
chromasie des basischen Farbstoffes unter dem Einflusse der Eosin-
séure gemeint) an. Aus den von mir angestellten Versuchen ging hervor,
dall das Fosin durch Kaliumbichromat, Resorcin, Tannin und manche
anderen Substanzen, die eine dhnliche Wirkung der Meinung der er-
wiahnten Autoren nach ausiiben kénnten, doch nicht ersetzt werden
kann. Der Newmannsche Effekt (Rotung der Kerne des mit. Methylen-
blau gefiarbten Praparats bei Tannineinwirkung) fallt mit dem Roma-
nowsky-Effekt nicht zusammen, da nur ein Teil der azurophilen Sub-
stanzen, und zwar in einer matten Nuance auf diese Weise darstellbar
ist [ Moschkowski41)].

Es konnte daber von einer metachromasierenden oder Beizenrolle
des Hosins keine Rede sein.

Es sollten weiter noch die Rolle des Methylenazurs und die Be-
ziehungen der beiden Farbstoffe in der Losung untereinander und
zum Substrate aufgeklart werden.

II1. Die Rolle des Azurs.

Im Beginne der Versuche habe ich Farbungen mit Azur I aus-
gefiihrt. Bei singulérer Farbung mit Azur kam es nie zu einer leuchten-
den Nuance der azurophilen Substanzen. Sie bekamen aber, wie in
den Versuchen von Giemsa®s), Michaelis®l) u. a., eine schwach roétliche
(violette) Nuance. Da das Azur I ein Gemisch mehrerer Farbstoffe
darstellt, habe ich dieselben Versuche mit seinen einzelnen Kompo-
nenten — asymmetrischem Dimethylthionin und Trimethylthionin wie
auch mit Thionin und manchen anderen Farbstoffen der Thiazinreihe
angestellt.

1. Chemisches diber Thiazinfarbsioffe.

Die Farbstoffe, zu denen das Methylenblau, wie auch die Kompo-
nenten des Azurs gehoren, sind als Abkommlinge des Thionins an-
zusehen. Sie gehéren zu den Thiazinfarbstoffen, und ihre Molekiile
enthalten einen Benzol- und einen Chinonkern. Die Chinone koénnen,
wie bekannt, eine ortho- oder eine para-Formel haben:

Os 0=\
NN N7/
p-Chinon o-Chinon -

Auch die Strukturformeln der Thiazinfarbstoffe kénnen ortho- oder
parachinoid dargestellt werden.
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Benzolkern\ I\ /}i‘ A Chinonkern N /I\\T\ 2N
HACA A ‘/’ N A AN,
S NH201 S
o
parachinoide Formel orthochinoide Formel
Thicainchlorhydrat.

Die Wasserstoffatome an den seitlichen Stickstoffatomen des
Thionins kénnen durch Alkylradikale ersetzt werden. Es entstehen
auf diese Weise Monomethyl- (resp. Monodthyl- usw.), Dimethyl-,
Trimethylthionin und Methylenblau= Tetramethylthionin. Die Farb-
stoffe, in deren Molekiilen alle 4 Wasserstoffatome der seitlichen Stick-
stoffatome durch Alkylradikale ersetzt sind, werden als peralkyliert
bezeichnet. Aufler dem Methylenblau sind es Methylengriin, Thionin-
blau GO u. a.

Die nicht peralkylierten Thioninderivate und Homologen kénnen
theoretisch die folgenden Isomerien aufweisen:

1. 2.

N N

PAVAN NN\
O] \D NN | NN CH,

/N /\/\/NHZ Hz\T /\S/\/N\H
1 [
Cl Cl
Monomethylthionine

8, 4. 5.

N N N
NN\ NN NN\
) ] } H:G [ 1 | ] /OHs
(LH3)2N\/\{\/NH2 HzN\/\S//\/N(CHs)z H/N\/\S/\/N\H

| ' | |
Cl Cl C1
asymmetrische symmetrisches
Dimethylthionine
6. 7.
N N
PN\ NSNS\

M CH3 HsO\ avd /\]
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S H H S
| |
Cl Cl
Trimethylthionine
8. Q.

N N
YN N OHe CHa AN
<0H3)2NK/\S/\/NH2 HZN\/‘\S//\)N(CHQ»

I
1 &

Toluidinblau (entspricht den asymmetrischen Dimethylthioninen).
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10.

N
VAVA VAN

OzH“\/\/’\/’\/\/C‘A’Hs
NV 8§ TN

| CH; | OH, |
I Cl o
Neumethylenblau N entspricht dem symmetrischen Dimethylthionin,
Die Formeln kénnten auch parachinoid geschrieben werden.
Die Isomerie der Thiazinfarbstoffe mull immer im Auge behalten
werden, wenn wir die widersprechenden Angaben der' Autoren iiber
ihre farberischen Eigenschaften vergleichen. So wird meistens von
Dimethylthionin oder Trimelthylthionin gesprochen, ohne den Um-
stand zu beriicksichtigen, dafl es mindestens 3 verschiedene Dimethyl-
thionine und 2 Trimethylthionine geben kann und in praxi wir immer
mit Gemischen zu tun haben, in denen das eine oder das andere Isomer
tiberwiegt. '

2. Die Metachromasie und der Romanowsky-Effekt.

Meine Versuche ergaben in Ubereinstimmung mit Michaelist),
Neisserss), (Ehrlich), Scott?®) u. a., daBl das Thionin und manche seiner
nicht peralkylierten Derivate und Homologen bei singulirer Anwendung
die azurophilen Substanzen in einer rotlichen Nuance firben. Es erwiesen
sich die erwiahnten Farbstoffe den azurohpilen Substanzen gegeniiber
als metachromatisch, letztere gegeniiber den genannten Farbstoffen als
chromotrop. Ich bezeichnete der Kiirze wegen diejenigen nicht per-
alkylierten Derivate und Homologen des Thionins, die diese meta-
chromatischen Eigenschaften besitzen, als Farbstoffe der Azurgruppe
oder als Azurforbstoffe. Von diesen Farbstoffen standen mir zur Ver-
fiigung Thionin, Toluidinblau (Formel 8), Dimethylthionin asymm.
(Formel 3) und Trimethylthionin (Formel 6) (Gribler)*).

Mit allen diesen Farbstoffen gelang es bei gleichzeitiger oder nach-
traglicher Eosineinwirkung, eine spezifische Féarbung der azurophilen
Substanzen der Blutplattchen, Protozoenkerne usw. zu erzielen. Ich
verwandte zu diesem Zwecke Malariablutpriparate und konnte mich
von der guten Farbung der Kerne auch in den Gametocyten iiber-
zeugen. Auch schéne Trypanosomen- und Leishmanienfarbungen
konnten auf diese Weise erzielt werden.

Die Fahigkeit der Azurfarbstoffe, den Romanowsky-Effekt (in Kom-
bination mit Eosin) hervorzurufen, steht also mit ihren metachroma-
tischen Eigenschaften im Zusammenhange, da chemisch reines Methylen-

*) @. Griibler (Leipzig) spreche ich hiermit meinen verbindlichsten Dank
fiir die mir durch die Vermittlung des Deutschen Roten Kreuzes bereitwilligst ge-
lieferten Farbstoffe aus, ebenfalls Herrn Dr. H. Zeiss, Deutsches Rotes Kreuz
(Moskau).
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blau, wie auch andere véllig alkylierte Farbstoffe derselben Reihe, keine
metachromatischen Eigenschaften besitzen und den Romanowsky-Effekt
(bei gleichzeitiger oder nachtriglicher Eosineinwirkung) hervorzurufen
nicht imstande sind.

Bs konnte daher als empirische Regel aufgestellt werden, daB
diejenigen Farbstoffe der Thiazinreihe zur Erzeugung des Romanowsky-
Effekts brauchbar sind, welche schon bei singuldrer Anwendung den
azurophilen Substanzen eine ritliche Nuonce beibringen, und umgekehrt,
daB diejenigen Substanzen sich spezifisch rot aus einem Romanowsky-
Gemische farben konnen, welche bei singulirer Farbung mit einem
Azurfarbstoffe eine von der Farbe der anderen Elemente des Praparats
abweichende rotliche Nuance annehmen.

3. Das Wesen der Metachromaste.

Die Azurfarbstoffe unterscheiden sich von den peralkylierten auch
in der Farbe ihrer Losungen. Wihrend die Farbe der Losungen der
peralkylierten Thiazinfarbstoffe beim Verdiinnen nur eine Abschwi-
chung erfahrt, verindern sich die Nuancen der Azurfarbstofflésungen
auch qualitativ: die Farbe ihrer konzentrierten Lésungen neigt zu
violett; durch Verdiinnen mit Wasser sowie durch Xrhitzen oder
Anssuern schligt sie nach blau um. Vgl. Kehrmann'?), Scoti??). Das-
selbe ist bei der spektroskopischen Untersuchung ersichtlich. So zeigt
das Thionin, z. B. in konzentrierten Losungen — von der schwachen
Absorption im Bereiche des Griin abgesehen — eine sattelférmige
Absorptionskurve; in verdiinnter Lésung dagegen eine (flachere) bogen-
formige, die nach der linken Seite (nach den lingeren Wellen) der
vorherigen sattelformigen verschoben ist [Formanek®)]. HEs scheint,
als ob in der konzentrierten Lésung ein Gemisch eines blaulichen
mit einem mehr violetten Stoff bestehe und letzterer sich beim Ver-
diinnen in den ersteren umwandele.

Die metachromatischen Eigenschaften und die Fahigkeit des Farben-
umschlages beim Verdiinnen haben die Azurfarbstoffe gemeinsam mit
denjenigen Farbstoffen anderer Gruppen, bei denen die Wasserstoff-
atome an den seitlichen Stickstoffatomen nicht bis zum letzten durch
Alkylradikale ersetzt sind. Es besteht auch in den anderen Farbstoff-
gruppen, wie in der Azin-, Oxazin-, Triphenylmethanreihe u. a., ein’
Unterschied zwischen den peralkylierten und den nicht komplett
alkylierten Verbindungen, und zwar sind nur letztere Farbstoffe zur
Metachromasie geneigt [Michaelis®?)] und die Nuancen ihrer Losungen
durch Verdiinnen, Ansiuern usw. qualitativ verindert worden.

In der Oxazinreihe z. B. sind die nicht komplett alkylierten Farb-
stoffe Nilblau und 3,6 Diaminophenazoxoniumchlorid zur Meta-
chromasie geneigt, wihrend die ihnen entsprechenden peralkylierten
Farbstoffe, wie Neumethylenblau GG und Capriblau keinen Farben-
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umschlag beim Verdiinnen der Lisungen zeigen und keine metachroma-
tischen Eigenschaften besitzen.

N
N
CH,),N
( 3)2 \O/ \NHZ CH3 2]\ \/ CHs

[
Cl Ol

Nilblau Neumethylenblan GG [C]
N
O/\ CHay
H,N \/ON H O / O
NY 2 (©t, § Y O NCH,),

|

Cl Cl

3,6 Diaminophenazoxoniumchlorid Capriblau.

Beispicle aus der Triphenylmethan- und Safraninreihe s. u.

Dieser Unterschied zwischen den peralkylierten und den nicht voll-
stindig alkylierten Farbstoffen hat hochstwahrscheinlich darin seinen
Grund, daB3 die letzteren noch mindestens ein Wasserstoffatom am
seitlichen Stickstoffatom (ein bewegliches Amido- resp. Iminowasser-
stoffatom [Hanitzsch't)]) besitzen und deshalb zur Tautomerie befahigt
sind: es finden sich in ihren Lésungen 2 Chromoisomere in labilem
Gleichgewichtszustande. Der Farbenumschlag der Lésungen durch
Verdiinnen oder Ansiuern usw. kann dadurch erklidrt werden, daB in
konzentrierten neutralen Losungen das eine Chromoisomer die Ober-
hand hat, in verdiinnten oder angeséuerten Losungen sich ein gewisser
Teil des Farbstoffes in das zweite Chromoisomer umwandelt.

Der Farbenumschlag der Indicatorenlésungen beruht nach Hantzsch'4)
auf dem Ubergange des einen Chromoisomeren in das zweite. Die
Umlagerung der Ortho- in die Paraform ist von Pummerer und Gofnerss)
als Ursache des Farbenumschlages fir das Thiazonchlorhydrat an-
genommen (Thiazonchlorhydrat 2> Oxyphenazthioniumehlorid).

Die Tautomerie der metachromatischen Farbstoffe ist schon vielmals
als Ursache ihrer metachromatischen Eigenschaften angenommen worden
[ Michaelis®® 85), Giemsa'®) u. a.]: Finden sich in der Losung eines
chemisch reinen Farbstoffes zwei Chromoisomere, so binden die
meijsten Strukturelemente des Praparats das eine Chromoisomer, die
»chromotropen® — das zweite.

4. Die singulire Féirbung mittels Losungen der Azurfarbstoffe.
Auch die besondere Stellung der Azurfarbstoffe in der Thiazinreihe

konnte darin ihren Grund haben, daB sie zur Tautomerie befahigt sind.
Diejenigen Thiazinfarbstoffe, die kein bewegliches Wasserstoffatom
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am seitlichen Stickstoffatom besitzen, kénnen nur eine Strukturformel
haben, und zwar mul fir das peralkylierte Methylenblau die Para-
formel angenommen werden 2 5). In einer Losung des Methylenblau
haben wir nur eine Art der Molekiile oder der Ionen des Farbstoffes.
"Was aber die Azurfarbsioffe betrifft, so sind ihre.von den anderen Ver-
bindungen der Thiazinrveihe abweichenden Eigenschaften dadurch zu
erklaren, daf sie in walbriger Lésung 2 Chromoisomere bilden. Das
eine Chromoisomer soll rein blau, das zweite mehr rétlich (violett)
sein. Die beiden Tautomere befinden sich in der Lésung in labilem
Gleichgewichtszustande. In konzentrierten wifBrigen Loésungen eines
Azurfarbstoffes besteht ein betrichtlicher Prozentsatz der Farbstoff-
molekiile (resp. Ionen) als rotliches Tautomer, wodurch die violette
Nuance der Lésung bedingt wird. Beim Verdiinnen der Losung, beim
Erwérmen oder Anséuern wird das Gleichgewicht zugunsten des blauen
Tautomers verschoben; die rein blauen verdiinnten Losungen enthalten
einen sehr kleinen Prozentsatz- des rétlichen Tautomers.

Bringen wir eine verdiinnte wiafBirige Losung irgendeines Azurfarb-
stoffes auf das Praparat, so erweist sich, daB einige Substanzen nur
vom rétlichen Tautomer angegriffen werden, durch das blaue werden
sie nicht gefarbt. Diese Substanzen binden die in der Lésung sparlich
befindlichen Ionen (vgl. unten) des rétlichen Tautomers, letztere werden
aber in der Losung von neuem gebildet, da ein Teil des blauen Tau-
tomers sich nach dem Gleichgewichtsgesetze in das rote umwandelt
[vgl. Kehrmann®)]. Auf diese Weise kénnen einige Substanzen aus
der anscheinend rein blauen Ldsung rétlich gefarbt werden. Es sind
die azurophilen Substanzen.

Obgleich im beschriebenen Falle eine Lésung eines chemisch reinen
Farbstotfes angewandt wird, ist doch diese Farbung denjenigen analog,
bei welchen wir eine Mischung von 2 basischen Farbstoffen, z. B. Methyl-
grin-Pyronin, anwenden; sie unterscheidet sich nur dadurch, daB das
rétliche Tautomer immer aus dem blauen, wenn auch in kleinsten
Mengen gebildet wird. Die Analogie mit der Methylgriin-Pyronin-
Mischung kann noch cytologisch weiter verfolgt werden [vgl. Pappen-
hetms2)]¥).

. Die Strukturformeln der Chromoisomere der Azurfarbstoffe.
Auf Grund der in der chemischen Literatur herrschenden An-

*) Man soll aber doch nicht alles, was nach Romanowsky rot, wie alles, was
mit Methylgriin-Pyronin gritn gefirbt wird, als Chromatin bezeichnen. Obwohl
v. Wasielewski®®) 1900 und Michaelis®*) 1902 davor warnten, kann man noch in der
neuesten Literatur von den Chromatinfiden (gemeint sind GeiBeln) der Trypa-
nosomen lesen [Abramow!), Atlas, Tafel IV, XVIII, Abb. 29, 227, 229 u. a.].
S. auch Newmann u. Mayer. Die wichtigsten tierischen Parasiten. Artikel Trypa-
nosomen. S. 28,
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schauungen koénnen wir uns das eine Tautomer der Azurfarbstoffe als
eine orthochinoide, das zweite als eine parachinoide Verbindung vor-
stellen*). Aus dem Studium der Spektren wie auch aus dem Dichrois-
mus schliefit Kehrmann?®), dal ,das einsdurige 1—3 Diamin (des
Phenazthionium; d.h. das Thioninchlorhydrat) ein im Gleichgewicht
befindliches Gemisch von ortho- und parachinoidem Salz sei.

Es. erweist sich weiter am passendsten, dem blauen Tautomer die
para-, dem rotlichen die orthochinoide Formel zuzuschreiben, denn die
Amido- resp. Iminogruppe, die in der Paraverbindung als -Stelle der
Salzbildung wirkt, bleibt in der Orthoverbindung frei [vgl. Michaelis??),
Scott?®)]. Es sprechen fiir diese Annahme viele Analogien. Die Amido-
gruppen an den 3,6 Stellen wirken in der Thiazinreihe, wie auch in den
Safranin-, Oxazin- und anderen Chinonimidfarbstoffgruppen, die Farb-
fahigkeit erhohend, d.h.in der Richtung von blau zu rot verschiebend.
Die Salzbildung an diesen Amidogruppen wie auch das Ersetzen ihrer
Wasserstoffatome durch Alkylradikale heben die rétende Wirkung auf
[Kehrmannt®)].

Die Aposafraninbase (I) ist gelblichrot. Die Salzbildung an der
Amidogruppe vertieft die Farbe bis zu blaurot (II); die zweite Amido-
gruppe, an die Stelle 6. eingefiihrt, erhoht die Farbekraft wieder (I11).

N N N
0O, O0n .00
PN ‘ E
\N/\/ \NH \N/ N \NH H2N/ \N/ N \1I\IH
[
0 ol o
I jus 111
gelblichrot blaurot scharlachrot

[nach Eehrmann%)],

Fiihren wir fiir die Azurfarbstoffe den wichtigsten Bestandteil des
sog. Methylenazurs, das asymmetrische Dimethylthionin, als Beispiel an,
so wiirde die parachinoide Formel (I) dem blauen, die orthochinoide (II)
dem rotlichen Tautomer entsprechen '

*) Auch andere Formeln kénnen fir die Thiazinverbindungen mit Recht
vorgeschlagen werden, wie z. B.
N
000
HNN A AN,

&
fiir das Thionin. — Die Struktur der sog. Chinonimidfarbstoffe kann noch nicht
als vollig aufgeklirt betrachtet werden. Es stehen noch groBe Fortschritte auf
diesem Gebiete bevor, welche auch die Anschauungen iiber einige Seiten des
Prozesses der Azureosinfirbung vielleicht dndern werden.
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Die Dissoziation der Farbstoffsalze findet an den punktierten Linien
statt.

6. Das Wesen des Firbungsprozesses.

Als Grundlage fiir die weiteren Ausfiihrungen diente die Anschauung,
daB wir es bei der Romanowsky-Farbung vorwiegend mit Prozessen der
chemischen Bindung der Farbstoffionen zu tun haben, da alle an-
gewandten Farbstoffe echte Lésungen bilden und in waBriger Losung
vollig zu JIonen dissoziieren [Michaelis®?), Krafft?t), Teague und
Buzton®) u.a.], die Farbung aber des histologischen Priparats (mit
Ausnahme von fettartigen und anderen wenigen Substanzen) zum
groBten Teil als eine Ionenadsorption im Sinne von Michaelis®” 38)
angesehen werden kann [vgl. Herzheimer'8), Bechert), Kolthoff?3)], zumal
die Adsorption von Ionen im allgemeinen in der neuesten Literatur als
vorwiegend durch chemische Krafte veranlaBt betrachtet wird [Muk-
herjeet?), Paneth und Horovitz®) u. a.].

Michaelis®®) ist der Meinung, dafl ,,das Methylenblaukation in der-
selben Weise an das Eiwei gebunden wird, wie das Wasserstoffion®.
»- - . die Substrate der histologischen Fiarbung ... ziehen die sauren
und basischen Farbstoffe durch eine chemische salzartige Bindung
an.”“ Auch Kestner??) findet, daB Methylenblau und Eosin mit dem
Eiweil wirkliche Salze bilden.

Die Beschleunigung der Fiarbeprozesse bei Temperaturerhohung
spricht ebenfalls fiir ihre chemische Natur.

7. Die Beizenrolle des rotlichen Tautomers.

Im Falle einer Azurfarbstofflésung wird die Firbung durch die
Bindung der positiven Farbstoffionen hervorgerufen. Es wird eine
salzartige Verbindung Farbstoff-Substrat gebildet, wobei das Farb-
stofikation, wie es im Molekiil des Farbstoffes an das Cl'-Anion gebunden
war, jetzt sich an das negativ geladene Substrat bindet. Blau werden
dabei diejenigen Elemente des Priaparats gefiarbt, die das blaue Farb-
stoffion, und zwar an derselben Seitenkette, wo vorher das Cl’-Anion
gebunden war, d. h. am seitlichen Stickstoffatom binden. Das r&tliche
Farbstoffion wird aber von den chromotropen (azurophilen). Struktur-
elementen des Praparats, wie es aus der Strukturformel (II) ersichtlich
ist, gebunden. o
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Da das Kation des ritlichen Tautomers, nachdem es an das Substrat
gebunden wird, noch eine freie Amidogruppe (resp. Imidogruppe im
Falle von symmetrischen Dimethylthionin und Trimethylthionin, s. o.
Formeln 5, 6) besitzt, so ist es noch imstande, bei gleichzeitiger oder
nachtriglicher Eosineinwirkung an dieser Gruppe das Eosin zu binden
und auf diese Weise gewissermaBlen als ein Amboceptor zu wirken. Das
blaue Kation, wie es aus der Strukturformel (I) anschaulich wird,
besitzt diese amboceptore Eigenschaft nicht.

Dadurch wird die oben angebrachte empirische Regel aufgeklart:
diejenigen basophilen Strukturelemente der Priparate, die nach singu-
lirer Farbung mit einem Azurfarbstoffe eine rotliche Nuance bekommen,
sind durch das rotliche Tautomer des Farbstoffes gebeizt, und bei nach-
triglicher oder gleichzeitiger Eosinzufiigung wird das Eosin an diese
Beize gebunden.

IV. Der Mechanismus der Azureosinfirbung.
1. Bildung eines komplexen Salzes.

Die Darstellung der azurophilen Substanzen nach Romanowsky
kommt also durch einen adjektiven Fiarbungsprozell zustande, wobei
die Rolle der Beize das rotliche Ton des Azurfarbstoffes spielt, an
dessen Amido- resp. Imidogruppe das Eosin gebunden wird, und zwar
héchstwahrscheinlich nicht als Ion, sondern in foto. Und wenn die
Verbindung Substrat — positives Ion ein echtes Salz darstellt, ist die
Tripelverbindung, die bei der spezifischen Romanowsky-Farbung ent-
steht: '

positives Ion des
azurophile Substanz <— rotlichen Tautomers —— Fosin
eines Azurfarbstoffes

oder vielleicht so

g B
N
—
e
/\/N\/\ COOK >'< i
NN )
OO0 W gl
(CHy)N” Y NH,
1
Substrat

(azurophile Substanz)

in ihrem 2. Teile: positives Jon-Eosin, ein komplexes Salz. Die Kosin-
bindung gehért folglich zu denjenigen Vorgingen, die ebenfalls auf
rein chemischem Wege erklart werden konnen und ,auf dem Zustande-
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kommen chemischer Additionsverbindungen beruhen® [Bechert), Fufl-
note 8. 157].
2. Kolloidale Hiille.

Da die komplexe Verbindung Fosin-Azurfarbstoffion 69 Atome
enthilt, so besitzt sie einen kolloidalen Charakter, wie es aus den Aus-
fithrungen von W. Bilzt) folgt: Farbstoffe bis zu ca. 45 Atome im
Molekiil diffundieren rasch, solche mit 50—70 nur wenig, Farbstoffe
mit mehr als 70 Atomen im Molekiil dialysieren meist nicht.

Die erwahnte Verbindung bildet auf der Oberfliche der betreffenden
Strukturelemente des Priparats einen kolloidalen Niederschlag, wo-
durch sie etwas griéBer als bei einer rein substantiven Farbung dargestellt
werden [vgl. Prowazek51)].

Die kolloidalen Eigenschaften der gebildeten Hiille sprechen aber
nicht im geringsten gegen die chemische Natur des Farbungsprozesses.
Es ist derselbe Vorgang, wie im bekannten Pfefferschen Versuch, bei
dem aus den krystalloiden Verbindungen CuSO,; und K Fe(CN); das
kolloidale Cu,Fe(CN); gebildet wird.

Dieser Umstand soll von sehr intensiven Romanowsky-Firbungen
warnen, da sie die feine Struktur der azurophilen Elemente verwischen,
wie es z. B. bei der Argutinsky?)-Methode der Fall ist, wo der Kern des
Malariaplasmodiums sich mit dem kolloidalen Niederschlage, wie mit
einer harten Kappe, tiberzieht.

3. Der Romanowsky-Semieffekt.

Manche Einzelheiten der Struktur der azurophilen Elemente werden
sogar genauer bei singuldrer Farbung mit einer Losung eines Azur-
farbstoffes dargestellt. So erweist sich z. B., daB der Kern des halb-
erwachsenen Malariaschizonten, mit einer ganz schwachen Toluidinblau-
oder Thioninlésung gefarbt, nicht pyknotisch aussieht, sondern ein
Blidschen mit einer Karyosome und sehr zartem Netzchen von Faden,
die die periphere Schicht mit der Karyosome verbindet, darstellt.

Da die rétliche Nuance, die den azurophilen Substanzen mittels
Losungen der dzurfarbstoffe (ohne Eosinzufiigung) verlichen wird, eine
gewisse Ahnlichkeit mit dem endgiiltigen Romanowsky-Effekt hat, in
Wirklichkeit aber nur eine Vorbereitungsstufe zom vollstandigen Ro-
manowsky-Effekt darstellt, habe ich diese schwach rotliche (violette)
Farbung als Romanowsky-Semieffekt bezeichnet®0).

V. Theoretisches iiber die Priiparation von Methylenblauldsungen fiir die
Romanowsky-Férbung.

Um fiir die Romanowsky-Farbung brauchbar zu sein, muf die

Methylenblaulésung Farbstoffe der Azurgruppe enthalten. Die be-

kannte Methode der Priifung der Methylenblaulésung, die auf einer
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Chloroform- [Nochi®)] resp. Atherausschiittelung des ,,Rot aus Me-
thylenblau beruht, besteht eigentlich in der Entdeckung der Farb-
stoffe der Azurreihe, nicht aber der angeblichen Sulfonverbindung,
wie man sich das Methylenazur vorgestellt hat. Es soll eigentlich die
Bezeichnung ,,Methylenazur® véllig verschwinden, da sie keinem
chemischen Individuum entspricht und nur zu MiBversténdnissen
fithrt.

Obgleich schon 1902 Michaelis®®) die Sulfonformel des Methylen-
azurs bezweifelte und spiter wirklich Kehrmannl?) das Methylenazur
als Gemisch von Di- und Trimethylthioninen anerkannte [s. a. Bernth-
send)], wird die Sulfonformel von Pappenheim noch 19114%) wie auch
in der nach seinem Tode erschienenen ,,Morphologischen Himatologie‘
(1919)52) und ebenfalls in der neuesten Zeit von russischen Autoren
[Savatejer'®)] angefiihrt. Auch T'ribondeau?) bemiiht sich, das Methylen-
azur aus Methylenblau zu gewinnen, obgleich es viel ratsamer wire,
einen Azurfarbstoff oder ein genaues Gemisch mehrerer Azurfarbstoffe
zwecks Anfertigung der Romanowsky-Losungen anzuwenden. Cf. Scoti5),

Schiittelt man eine alkalisierte Methylenblaulésung (chemisch rein)
mit Ather aus, so bleibt der Ather farblos, da Methylenblau ein Ammo-
niumsalz darstellt und die in alkalischer Losung gebildete Ammonium-
base in Ather unléslich ist [Kehrmann u. a.18)]. Bleibt aber die Losung
stehen, so wird das Methylenblau teilweise zersetzt, und unter anderen
Stoffen entstehen bei Abspaltung von 1 oder 2 Methylradikalen (zum

* Teil als Methylalkohol) Tri- und Dimethylthionine, die zur Tautomerie
befahigt sind, und deren Basen in Ather mit roter Farbe 16slich sind.

N N
NN , Y
| [
N A VAN
(CHN Y SN0l (CHy)N N N N(CH), - O
Methylenblau Base des Methylenblaus.
N N N
0 0 0
% g NVAVAN
©HN Y M wH, o Y Y \NIH (CHp N “yHE
] |
O

Basen des asymmetrischen Dimethylthionins.

Auf der Bildung von Azurfarbstoffen aus Methylenblau in alka-
lischer Losung beruhen alle alten, wie auch die neuen [Cretin’) Adam?)
©. a. m.] Methoden der Priaparation von Methylenblaulésungen fir die
Romanowsky-Farbung.

Ahnlichen Prozessen begegnen wir auch in anderen Farbstoffreiben.
In der Triphenylmethanreihe geht die beim Alkalisieren der Losung
gebildete Ammoniumbase der nicht peralkylierten Verbindungen unter
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Wasserabspaltung in eine Iminbase iiber, die in Ather mit gelbroter
Farbe 16slich ist. Bei den peralkylierten Farbstoffen wird Methyl-
alkohol abgespalten: die gebildete #therlésliche Base entspricht dann
schon nicht dem wurspriinglichen Farbstoff, sondern einer Verbindung,
die an ein Methylradikal armer als der Ausgangsfarbstoff ist.

Die Ammoniumbase des Hexamethylrosanilins (II) (vorwiegender
Bestandteil des Methylviolett oder Kresylviolett) ist in Ather unléslich.
In alkalischer Losung wird durch Methylalkoholabspaltung eine &ther-
losliche .Base gebildet, die dem Pentamethylrosanilin entspricht.

ANy, K O-NCHy, A >—N(CHa)
0<\é< D—N(CHy)e \<—C>—N(OH3)2 = O<—C>—N(0H3)2 + CH,0H
NO=Nem, . NO=Nem N O=xon,

c1
I b1

Hexamethylrosanilin, ~ Ammoniumbase des Hexa- Bage des Pentamethylrosanilins,
. methylrosanilins,

Bine Methylviolettlosung, die, wie bekannt, metachromatische Eigen-
schaften besitzt, ist ganz analog einer fir die Romanowsky-Farbung
-brauchbaren Methylenblaulésung, sie enthélt aufler dem peralkylierten
Farbstoffe auch eine gewisse Menge nicht komplett alkyherter Ver-
bindungen, die zur Tautomerie befahigt sind.

In der Safraninreihe finden ebenfalls dhnliche Prozesse statt. Aus
dem (peralkylierten) Tetraathylsafranin entsteht in alkalischer Lisung
Trisgthylsafranin — ein metachromatischer Farbstoff [Kehrmannis)].

VI. Einige Bedingungen der Azureosinfirbung.

In einem Romanowsky-Gemisch kommen die negativen roten Eosin-
ionen und die positiven blauen zum Teil auch rétlichen Farbstoffionen
(des Azurfarbstoffes) vor. Es besteht eine Neigung dieser entgegen-
gesetztgeladenen Ionen, sich zu verbinden, wobei ein schwer lésliches
Salz gebildet wird. Es kommt . also ein Wettstreit zwischen den
Eosinionen und den basophilen Substanzen vor, da beide eine Affinitit
zu den Farbstoffkationen besitzen.

Die Verhaltnisse konnen schematisch so dargestellt werden:

1

e | Kation. | « Anion J PN "
Substrat des :\M} (Eosin) Los_ung 5~
. mittel
Azurfarb-

stoffes A A i Y

|
|
!

In Wirklichkeit sind die Verhiltnisse viel verwickelter, da in der
Losung 2 tautomere Arten der Kationen des Azurfarbstoffes vorhanden
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sind, unter denen ein labiles Gleichgewicht besteht. AuBerdem sind
in der Losung noch Kationen des Methylenblaus vorhanden. Das
Eosin kann an alle 3 verschiedenen Kationen verankert werden,
und zwar in anderer Weise als bei seiner Bindung mit dem an den
azurophilen Substanzen verankerten rotlichen Kation, da im letzten
Falle ein komplexes Salz, in den ersteren ein echles Salz gebildet
wird.

Aus dem Schema ist zu ersehen, dafll die spezifische Farbung nur
dann zustande kommt, wenn die Reaktion von rechts nach links
in der Richtung der geraden Pfeile verlauft. Es wirken aber auch
Krafte, die das Kation mit dem Eosinanion sich verbinden lassen,
wie auch eine Anziehung der beiden Ionen zum Ldsungsmittel. Die
welligen Pfeile bezeichnen diese Krafte, die der Reaktion entgegen-
wirken.

Welche Krifte die Oberhand gewinnen werden, hingt erstens auf
Grund des Massenwirkungsgesetzes von dem Verhaltnis der Kon-
zentrationen des Hosing und des basischen Farbstoffes ab. Ist die
Konzentration des Kosins zu grofi, so geht die Reaktion in der Richtung
der Bildung von Azureosinat in Losung, die azurophilen Substanzen
bleiben aber ungefirbt. Es mul darum zur Erzeugung des Roma-
nowsky-Effekts in der Losung ein Uberschuf der basischen Farbstoffe
vorhanden sein.

Zweitens hangt vieles von der Reaktion der Losung ab. Die spezi-
fische Farbung der azurophilen Substanzen kann nur dann stattfinden,
wenn ihre Affinitéat zum rotlichen Farbstoffkation gentigend stark
ausgesprochen ist. Eine schwach alkalische Reaktion begiinstigt die
Farbung, weil, wie bekannt, die Basophilie der amphoteren Kolloide
des histologischen Praparats in alkalischer Losung verstarkt wird, da
bei VergroBerung des py die sauren REigenschaften dieser Kolloide
scharfer hervortreten.

Bei der Farbung wird immer eine gewisse Menge der in Wasser
schwerloslichen Farbstoff-Farbstoffsalze gebildet, die als Niederschlag
ausfallen konnen. Tiir die Erzielung des Farbungseffekts ist aber die
Bildung eines Niederschlages nicht notwendig, zumal die Salze in
einem Uberschusse eines der Farbstoffe loslich sind. Man kann auch
ohne Niederschlagsbildung schéne Farbungen erzielen. Die Theorie
der Farbung im Stadium der Schwebefillung (Unna) ist hier micht
anwendbar [vgl. Herzheimer'®)]. Die Fallung in einer verdiinnten
Giemsa-Losung ist nur ein Ausdruck der Alkoholverdunstung, in dem
die Farbstoffe gelost waren, und hat mit der Farbung nur insoweit zu
tun, als der Alkohol die Dissoziation der Farbstoffe und infolgedessen
die Farbung verhindert und dieselbe erst nach seiner Verdunstung
in vollem MaBe stattfinden kann.
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VII. Die Darstellung der azurophilen Substanzen mittels anderer
Farbstofflésungen.

Die basische Farbstoffbeize — das Azur I, dessen Anfertigungsweise
nicht versffentlicht ist, und das keinen einheitlichen chemischen Korper
darstellt — kann durch chemische Individuen, durch die von mir als
Azurfarbstoffe bezeichneten Verbindungen der Thiazinreihe ersetzt
werden. Michaelis$3) gelang es, das Methylenazur durch Thionin und
Toluidinblau zu ersetzen. Ferner hat Neisser®) gute Farbungen bei
Anwendung von chemisch reinem Dimethylthionin (mit Eosin) erzielt;
mit Trimethylthionin gelang es ihm hingegen nicht. Auch Scott)
verwandte mit Hrfolg Thionin, Toluidinblau und Dimethylthionin.
Mir gelang es, das Azur I durch alle diese Farbstoffe, wie auch durch
Trimethlythionin (Formel 6) zu ersetzen. Augenblicklich sind Versuche
im Gange, basische Farbstoffe aus anderen Gruppen zu finden, die die-
selbe Rolle einer Beize fiir die azurophilen Substanzen spielen kénnten.

Nicht nur die basische,-Reize, sondern der saure Farbstoff — das
Eosin — ist ebenfalls ersetzbar, und zwar nicht nur durch verwandte
Farbstoffe, wie z. B. das Jodeosin, sondern auch durch Pikrinsiure
und andere. Zwar werden die azurophilen Substanzen bei Anwendung
von Pikrinsdure in einer etwas abweichenden Nuance und nicht so
scharf, wie bei der Romanowsky-Giemsa-Methode, zum Vorschein ge-
bracht, doch stellen die Azurfarbstoff-Pikrinsfurefarbungen ein gewisses
theoretisches Interesse dar. Die sukzessive Methode von Epstein8) hat
sich auch in praxi gut bewahrt*). Ich konnte ebensowohl bei simultaner
Farbung bei Anwendung von Gemischen von Trimethylthionin- (oder
Toluidinblau-) mit Pikrinsdurelosungen als auch von mit Wasser
verdiinnten methylakoholischen Toluidinblaupikratlésungen schéne
Farbungen erzielen.

Noch andere saure Farbstoffe werden jetzt von mir in dieser Richtung
gepriift, Und zwar gelang es mir, schon in den Vorversuchen mit ver-
schiedenen Azurorangegemischen dieselben Stufen der Kernfarbung, wie
wir es bei verschiedenen Azureosinmischungen begegnen, zu erzielen:
von den farblosen Kernen nur mit der Darstellung ihrer oxychromatinen
Struktur (beim Uberschusse von Orange), bis zu den scharf hervor-
gehobenen durch eine kolloidale Azurorangehiille bekleideten Kernen,
deren Farbe einen Mischton von Blau (Blauviolett) mit Orange dar-
stellte. Auch die spezifisch azurophilen Substanzen werden in einem
solchen Mischton dargestellt, besonders scharf tritt die Netzsubstanz
der Blutplittchen hervor; die lockeren Kerne der erwachsenen Schi-
zonten des Plasmodium vivax sind infolge der schwachen Farbungskraft
des Orange schwicher hervorgehoben.

*) Eine personliche Bitte Dr. Epsteins erfiillend, bemerke ich, daB fiir seine
Methode nur Toluidinblau nach Hoyer brauchbar ist.

Virchows Archiv. Bd. 248. 2
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VIII. Die Stellung der vorgeschlagenen Theorie zu den bisherigen.

Die vorgetragene Theorie entspricht -den Anschauungen von
Michaelis33), Marino®), Giemsa’®)*¥), Prowazek’t) und mancher anderen
Autoren, sie geht aber weiter, indem unsere Theorie die Rolle der
Azurfarbstoffe als Beize in Zusammenhang mit ihren metachromatischen
Eigenschaften auf Grund ihrer chemischen Struktur zu bringen ver-
sucht.

Die Theorien von Neumann®t), Lee- Mayer?®), Pelet-Jolivet’®) kdnnen
von nun an, meines Erachtens, nicht mehr beriicksichtigt werden.

‘Ebenso kann die neueste Unnasche % 6% 65) Theorie trotz der aus-
filhrlichen chemischen Analyse der Azurfarbstoffe und des Eosins auch
nicht mehr anerkannt werden. Sie ist auf folgenden Voraussetzungen
gebaut:

. wenn wir aber von M@chaehs wissen, dafl auch eosinfreies Azur
und Tohudmblau die Kerne rot farben konnen, und wenn Nocht zeigen
konnte, dafl Eosin zur Rotfarbung nicht unbedingt notwendig ist,
sondern durch Resorcin, Hydrochinon und verwandte Korper ersetzbar
ist, so liegt es doch néher, die definitive Rotfarbung auf das metachroma-
tische Azur allein zurickzufihren .. .*

Diese Voraussetzung ist aber falseh da die ohne Eosm erzielte
rétliche Farbung nur dem Semieffekt, nicht aber dem ecliten Roma-
nowsky-Effekt entspricht. Schon die Farbbarkeit der azurophilen
Substanzen mittels Toluidinblau und Thionin (wenn auch metachroma-
tische) widerspricht der Unnaschen Theorie. Der Romanowsky-Semi-
effekt spricht vielmehr fiir die Basophilie der azurophilen Substanzen,
nicht aber fiir ihre Acidophilie, wie es Unna annimmt.

Es lassen sich zudem innerliche Widerspriiche in der Unnaschen
Theorie entdecken. Ist das Eosin (ein Salz einer zweibasischen Saure)
imstande, als Amboceptor (Beize) zu wirken, kénnen wir aber dem
Phenol oder dem Kalium und Brom kaum eine amboceptore Rolle
zuschreiben. Diese Stoffe sind auch als ,,Vorbeize® nicht anwendbar
und als ,,Zu-““ oder ,,Nachbeize** verleihen sie den azurophilen Sub-
stanzen nur eine bliuliche, violette bis schwach rétliche Nuance.

Gegen die Annahme, daB die intensiv rote Farbung der azurophilen
Substanzen im Romanowsky-Giemsa-Praparat durch die kirschrote
Farbe des Ummnaschen , Thiazins“ bedingt ist, sprechen auch meine
Versuche mit Orange. Sollte im Prozesse der Kernfiarbung das Orange
die Rolle einer Beize fiir das kirschrote ,,Thiazin‘ spielen, dann mufite
die endgiiltige Farbe der Kerne einen Mischton von Kirschrot mit
Orange darstellen; das ist aber nicht der Fall: in Wirklichkeit kommt

*) Auch die von Giemsa in seiner nach Abschluf dieses AufSatzes erschienenen
Arbeit!®) vorgebrachten Tatsachen und Ausfiihrungen treffen mit den meinigen
zZusamimen.
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die Kernfarbung auf diese Weise zustande, dal die azurophilen Sub-
stanzen durch den schwach rotlichen (rétlichvioletten) Azurfarbstoff
(in seiner roten Modifikation*) gebeizt werden und nachtriglich der
saure Farbstoff das Orange an diese Farbstoffbeize gebunden wird;
es tritt daher in der Nuance der Kerne bei der Azurorangefirbung
keine Spur einer kirschroten Komponente hervor.

IX. Zusammenfassung.

1. Bei der Farbung der azurophilen Substanzen nach Romanowsky-
Gliemsa spielt das Eosin die Rolle einer fiarbenden Substanz und in
keinem Falle die einer Beize.

2. Das Thionin und manche seiner nicht véllig alkylierten Derivate
und Homologen (als Azurfarbstoffe bezeichnet) sind zur Tautomerie
befihigt: in der Farbflotte besteht ein Teil ihrer Molekiile (resp. Ionen)
in einer rétlichen Form.

3. Die schwach rétliche Farbung, welche die azurophilen Substanzen
aus Losungen der Azurfarbstoffe, ohne Eosin, erwerben (der Romanowsky-
Semieffekt), ist durch die Bindung der Jonen des rétlichen Tautomers
bedingt. Die Ionen der rotlichen Tautomere der Azurfarbstoffe sind
aber imstande, nachdem sie mit dem Substrate in eine salzartige Ver-
bindung treten, noch das Kosin chemisch zu binden, wobei ein kom-
plexes Salz gebildet wird. ‘

Die’ azurophilen Substanzen sind also basophil. Ihre Darstellung
nach Romanowsky stellt einen adjektiven FarbungsprozeB vor, wobei
der basische Azurfarbstoff die Rolle einer Beize spielt.

4. Bei der Reifung der Methylenblaulésungen werden aus dem
Methylenblau Farbstoffe der Azurgruppe (Azurfarbstoffe) gebildet.

5. Ein gewisser UberschuB des basischen Farbstoffes, wie auch eine
schwach alkalische Reaktion der Farblésung begiinstigen die Roma-
nowsky-Farbung.

6. Die Darstellung der azurophilen Substanzen ist auch mittels
anderer als den gebriauchlichen Farbstofflésungen moglich.
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