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L Einleitung. 
Als ich vor  2 J a h r e n  das  S t u d i u m  des Wesens  de r  Romanowsky- 

Fi~rbung begann,  konn te  ich ei i ien bun te i i  StrauI3 ve r sch iedenar t ige r  
und  en tgegengese tz te r  Ai i schauungen  u n d  Theorie i i  aus der  L i t e r a t u r  
sammel i i :  yon  Pappenheims Theorie  der  phys ika l i sehen  B indung  - -  
s ta r re  L5sung - -  der  , ,Carb inolbase"  de r  (angebliehen) Sulfonver-  
bindungS0) bis zu den  re in  chemisehei1 Theorien.  

*) lXTach einem Vortrage in der Moskauer Abteilung der Russischen Pathologen- 
Gesellschaft am 8. XIL 1922. Zum ersten Male sind die vorgetragenen Anschauun- 
gen am 24. I. 1922 in einem Vortrage im Tropeninstitut zu Moskau entwickelt 
worden. Siehe auch ag, 40). 
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Sehon der Uberflu6 an Theorien lie~ Idar erkennen, dab es keine 
die entsprechenden Erscheinungen vollstgndig erklgrende gab. Die 
AuBerungen der Autoren, die sich mit dem Problem der Romanowsky- 
Fgrbung eingehend befal3t haben, klingen folgendermaf~en: 

,,The complete theory of the Romanowsky effect does not yet  
exist" [Scott6o) ]. 

,,Ira iibrigen halte ich heute noeh das Wesen des Romanows/cy. 
Effekts ffir vSllig rgtselhaft" [MichaelisS6)J. 

,,Wie fiber das Wesen der Fgrbung fiberhaupt, sind v<ir fiber den 
letzten Grund der Eosinazurfgrbung bis jetzt im unklaren" [Prowaze/c54]). 

Die Arbeit yon Baudisch und Unna ,,Thiazinrot"68), dann Unnas 
Vortrag in der biologischen Abteilung des grztliehen Vereins Ham- 
burgS4, ss), haben ffir das Problem der Azureosinfgrbung yon neuem 
das Interesse erweekt. 

Romanowsky 5~) gelang es, mittels eines Gemisches yon Methylenblau- 
und EosinlSsungen, in den Malariaplasmodien eine spezifisch fgrbbare 
Substanz zum Vorschein zu bringen, die spgter als die Kernsubstanz 
der Plasmodien erkannt wurde. Dieselbe leuchtend rote (bzw. rot- 
violette) Nuance nahmen bei dieser Fgrbung auch andere Struktur- 
elemente der Prgparate, wie Metazoenkerne, Netzsubstanz der Blut- 
plgttchen u .a .  an. Dutch die Ad:beiten yon Nocht45), MichaelislS), 
Giemsa 1~ u .a .  wurde bewiesen, dal~ diese spezifisehe Fgrbung nut  
dann zustande kommt, wenn im Gemisch ein besonderer Farbstoff 
vorhanden ist, der bei der sog. Reifung der ~[ethylenblaulSsungen 
entsteht, Methylenazur oder Azur benannt. Es wurden deshalb die 
Substanzen, die nut  durch RomanowsI~y-Mischungeu darstellbar sind, 
als spezifisch ,,azurophil" bezeichnet. Die Literatur fiber das Methylen- 
azurproblem s. Baudisch und Unna6S). 

Um etwaige ~il~verstgndnisse zu vermeiden, muB betont werden, 
daf~ manche Strukturelemente der Prgparate auger der azurophilen 
Substanz noch andere ehemische, auch andersartig fgrbbare KSrper 
enthalten, was selbstverstgndlich die endgfiltige ~uance dieser Elemente 
wesentlich beeinflu~t. Spezi/isch azurophil sind die Protozoeukerne, die 
Netzsubstanz der Blutplgttchen, die sog. azurophile LymphocytenkSrne- 
lung und manche andere Substanzen [vgl. PappenheimS~ Prowaze/~54)]. 

A_ls Romanowsky-]~Hekt bezeichnen wir ausschlief~lich die leuchtend- 
rote (bzw. rotviolette) Fdirbung der azurophilen Substanzen, nieht aber, 
wie es Scott 59) 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 kSnnen nur diejenigen Farb- 
15sungen gelten, die sgmtlivhe azurophilen Substanzen, und zwar in 
einer leuchtenden Nuance darstellen, nicht aber solche LSsungen, die 
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nur den Metazoenkernen eine rStliche oder violette Nuance verleihen, 
wie z. B. die LSsung Nr. 1 yon Scott. Unnas Theorie der Giemsa-F~rbung, 
auf die wir noch sp~ter zuriickkommen werden, ist schon deshalb nicht 
zutreffend, weil er in seinen Versuchen blol~ schwachviolette und rSt- 
liche, nicht aber leuehtende I~uancen erzielte. 

Seitdem die Unentbehrlichkeit des Methylenazurs fiir die Dar- 
stellung der azurophiten Substanzen festgestellt worden war, win'de 
die technische Seite der Herstellung der ents!orechenden LSsungen 
vervollkommnet [Michaelis31), Leishman26), GiemsalO, 11), ]~euter56), 
Marino2S), Maybe), Pappenheim47, 4s). Vgl. Martinotti 29) (Literatur!)]. 
Die Theorie der F~rbung blieb aber trotz vielen Bemiihungen, wie 
schon oben erw~hnt wurde, unaufgekl~rt. Es konnte nicht beiriedigend 
erkl~rt werden, in welcher Weise die vorwiegend basophflen Substanzen 
tier Metazoen- und Protozoenkerne im Gemisehe eines (oder mehrerer) 
blauen basischen und eines roten sauren Farbstoffes die spezifische 
leuchtend rote Farbe annehmen. Ich babe mir als Aufgabe gestellt, 
den lViechanismus dieser F~rbung zu erforschen. 

II. Die Rolle des Eosins. 
Zun~chst sollte die Wirkungsweise des Eosins aufgekl~r~-werdon. 

Wirkt das Eosin bei der Erzeugung des Romanowsky-Effekts als Farb- 
stoff, Beize oder ,,metachromasierende" Substanz? 

Sollte das Eosin, wie es Pelet-Jolivet53), Unna G~, 6~, 65) u . a .  an- 
nehmen, als Beize wirken, dann miil~te es die azurophilen Substanzen 
direkt f~rben. Eosin allein farbt sie aber entschieden nicht. Die 
Beizenrotle des Eosins wollte Unna dutch die F~rbung nach Harris 15) 
(EosinlSsung 1 : 1000 1/2--2 Min., dann abgiel~en, abspiilen, 20 Min. 
f~rben mit einer alkalischen Methylenblaul6sung) bekr~ftigen. Man 
kann abet aus der Reihenfolge der Anwendung der FarbstofflSsungen 
nicht auf die Beizenrolle des Eosins sehliel~en, da bei umgekehrter 
Reihenfolge die F~rbung noeh besser ge]ingt. Verfolgen wir den 
F~rbungsprozel~ nach Harris, so bemerken wir, dab das Pr~parat 
durch die Eosinl6sung stark iiberfarbt wird. Bringen wir das nach 
der Eosiniarbung abgesptilte Pr~loarat in destflliertes Wasser, oder 
gief~en wir eine schwache Methylenblaul6sung darauf, so sehen wir 
deutlich, wie das Pr~parat ,,blutet": das destillierte Wasser wird r6t- 
lich, aueh in die MethylenblaulSsung wird Eosin abgegeben, u n d e s  
kann sogar zur Bildung eines Niederschlages kommen. Bei der Naeh- 
f~rbung mit der alkalischen Methylenblaul6sung geht also ein Teil 
des Eosins veto Pr~parate in die Farbl6sung fiber, und nur dann aus 
dem entstandenen Gemische des sauren mit den basisehen Farbstoffen 
kommt die spezifisehe F~rbung der Kerne, die nach der Eosinf~rbung 
farblos geblieben sind, zustande. 

1" 
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Nach Neumann44), Lee-Mayer 25) u. a. wirkt das Eosin nicht als 
Farbstoff, sondern als chemischer KSrper, der auf das 1Kethylenblau 
(oder das Mcthylenazur) eine metachromasierende Wirkung ausiibt. 
Die erw~hnten Autoren glaubten, man kSnnte das Eosin durch andere 
zum Teil farblose chemische KSrper ersetzen. Auch Pappenheim 51) 
ffihrte den Ausdruck , ,S~uremetachromasie" (es wurde die Meta- 
chromasie des basischen Farbstoffes unter dem Einflusse der Eosin- 
saute gemeint) an. Aus den yon mir angestellten Versuehen gJng hervor, 
daI3 das Eosin durch Kaliumbichromat,  Resorein, Tannin und manche 
anderen Substanzen, die eine ~hnliche Wirkung der Meinung der er- 
w~hnten Autoren nach ausfiben kSnnten, doch nicht ersetzt werden 
kann. Der Neumannsche Effekt  (l~5tung der Kerne des m i t  Methylen- 
blau gef~rbten Pr~parats bei Tanuineinwirkung) fMlt mit  dcm Roma- 
nowsky-Effekt nicht zusammen, da nut  ein Teil der azurophilen Sub- 
stanzen, und zwar in einer mar ten  Nuance auf diese Weise darstellbar 
ist [ Moschkowski41) ]. 

Es konnte daher yon einer metachromasierenden oder Beizenrolle 
des Eosins keine .Rede sein. 

Es sollten welter noch die l%olle des Methylenazurs und die Be- 
ziehungen der beiden Farbstoffe in der LSsung untereinander und 
zum Substrate aufgekl~irt werden. 

III. Die Rolle des Azurs. 
I m  Beginne der Versuche babe ich F~rbungen mit  Azur I aus- 

gefiihrt. Bei singul~rer F~rbung mit  Azur kam es hie zu einer leuchten- 
den Nuance der azurophilen Substanzen. Sie bekamen aber, wie in 
den Versuchen yon Giemsa45), Michaelis 31) u.a . ,  eine schwach rStliche 
(violette) Nuance. Da das Azur I ein Gemisch mehrerer Farbstoffe 
darstellt, habe ich dieselben Versnche mit  seinen einzelnen Kompo- 
nenten - -  asymmetrischem Dimethylthionin und Trimethylthionin wie 
auch mit  Thionin und manchen anderen Farbstoifen der Thiazinreihe 
angestellt,. 

1. Chemisches iiber Thiazin/arbstoffe. 
Die Farbstoffe, zu denen das Methylenblau, wie auch die Kompo- 

nenten des Azurs gehSren, sind als AbkSmmlinge des Thionins an- 
zusehen. Sic gehSren zu den Thiazin~arbstoffen, und ihre Molekiile 
enthalten einen Benzol- und einen Chinonkern. Die Chinone kSnnen~ 
wie bekannt,  eine ortho- oder eine para-Formel haben:  

0%/% 
0 = / %  

I I 
%/%0 

p-Chinon o-Chinon 

Aueh die Strukturformeln der Thiazinfarbstoffe kSnnen ortho- oder 
parachinoid dargestellt werden. 
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N Benzolkern\//\ z$~%/%/Chinonkern 

S 

parach ino ide  l%rme] --v-, 

:N 
� 9  

S 
I 

O1 
orthochinoide 1%rmel 

Thioninchlorhydrat .  

Die Wasserstoffatome an den seitlichen Stickstoffatomen des 
Thionins kSnnen dm'ch Alkylradikale ersetzt werden. Es entstehen 
auf diese Weise Monomethyl- (resp. Mono~thyl- usw.), Dimethyl-, 
Trimethylthionin und Methylenblau----Tetramethylthionin. Die Farb- 
stoffe, in deren Molekiilen alle 4 Wasserstoifatome der seitlichen Stick- 
stoffatome dutch Alkylradikale ersetzt sind, werden als peralkyliert 
bezeichnet. Auger dem Methylenblau sind es Me$hylengriin, Thionin- 
blau GO u.a .  

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

1~ 2. 

. ~ / / \ / % / %  ~ \ / % / %  ~. 

2," % / y X / /  X ~  

i I 
C1 CI 

Monomethyl thionine 

3. 4. 5. 

"-- " " / / ' \ / ' ~ / ~  g \ / % / %  H ~ / / \ / % / %  ~ 
(u 3)2 %l\//\/lqI-I2 H~N%I\//\//I~(OH3)~ " HI~-~%I\'~X//-~\HS 

S S 
I I I 

Cl Cl C1 
asymmetrische symmetrisches 

Dimethylthionine 

" c ~ ' N  I 11 I / . j  u 3 u_~u\ I II l I 

1 I 
C l  C l  

Trimethylthionine 

8, 9. 

/ / \ /%/%/CH~ CH~\//\/%/% 
II r I (c H21~%/\//\~N(CH3)~ 

S S 
l I 
C1 C1 

Toluidinblau (entspricht  den  asymmetr ischen Dimethylthioninen). 
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10. 

N 
//\/%/% 

\/%/\g\//\/ 
~ I s I N 
I o}13 [ OH31 

H C1 H 
Neumethylenblau N entspricht dem symmetrischen Dimethylthionin. 

Die ]~ormeln k6nnten aueh parachinoid geschrieben werden. 
Die Isomerie der Thiazinfarbstoffe muB immer im Auge behMten 

werden, wenn wir die widerspreehenden Angaben de r  Autoren fiber 
ihre f~rberisehen Eigenschaften vergleichen. So wird meistens yon 
Dimethylthionin oder Trimelthy]thionin gesloroehen, ohne den Um- 
stand zu berfieksichtigen, dab es mindestens 3 versehiedene Dimethyl- 
thionine und 2 Trimethylthionine geben kann und in praxi wir immer 
mit Gemisehen zu tun  haben, in denen das eine oder das andere Isomer 
fiberwiegt. 

2. Die Metachromasie und der Romanowsky-E//ekt. 
Meine Versuche ergaben in l~lbereinstimmung mit Michaelisal), 

Neisseraa), (Ehrlich), Scott 59) u. a., dab das Thionin und manche seiner 
nicht peralkylierten Derivate und ttomologen bei singul~rer Anwendung 
die azurophilen Substanzen in einer rStliehen Nuance f~rben. Es erwiesen 
sich die erw~hnten Farbstoffe den azurohpilen Substanzen gegenfiber 
als metachromatisch, letztere gegenfiber den genannten Farbstoffen als 
chromotrop. Ich bezeichnete der Kfirze wegen diejenigen l~icht per- 
alkylierten Derivate und Homologen des Thionins, die diese meta- 
ehromatischen Eigensehaften besitzen, als FarbstoMe der Azurgruppe 
oder als Azur[arbstoHe. Von diesen l%rbstoffen standen mir zur Ver- 
ffigung Thionin, Toluidinblau (Formel 8), Dimethylthionin asymm. 
(Formel 3) und Trimethylthionin (Formel 6) (Griibler)*). 

Mit allen diesen Farbstoffen ge]ang es bei gleichzeitiger oder nach- 
tr~glicher Eosineinwirkung, eine spezifisehe F~rbung der azurolohilen 
Substanzen der Blutlol~ttchen, Protozoenkerne usw. zu erzielen. Ieh 
verwandte zu diesem Zweeke MMariablutpr~parate und konnte reich 
yon der guten F~rbung der Kerne aueh in den Gametoeyten fiber- 
zeugen. Aueh schSne Trypanosomen- und Leishmanienf~rbungen 
konnten anf diese Weise erzielt werden. 

Die l~ahigkeit der Azurfarbstoffe, den l~omanowsky-Effekt (in Kom- 
bination mit Eosin) hervorzurufen, steht also mit ihren metachroma- 
tischen Eigensehaften im Zusammenhange, da chemisch reines Methylen- 

*) G. Gri~bler (Leipzig) spreehe ich hiermi~ meinen verbindliehsten Dank 
fiir die mir durch die Vermittlung des Deutschen Roten Kreuzes berei~willigst ge- 
lieferten FarbstoHe aus, ebel~alls tIerrn Dr. H. Zeiss, Deutsches t~otes Kreuz 
(Moskau). 
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blau, wie ouch andere v611ig alkylierte Farbstoffe derselben l%eihe, keine 
met~chromatischen Eigenschaften besitzen und den l~omanowsky-Effekt 
(bei gleichzeitiger oder nachtraglicher Eosineinwirkung) hervorzurufen 
nicht imstande sind. 

Es konnte daher als empirische Regel aufges~ellt werden, dab 
diejenigen Farbsto//e der Thiazinreihe zur Erzeugung des Romanowsky. 
E]/ekts brauchbar sind, welche schon bei singulgrer Anwendung den 
azurophilen Substanzen eine r6tliche Nuance beibringen, und umgekehrt, 
dab diejenigen Substanzen sich spezifisch rot aus eincm Romanowsky- 
Gemische f~rben k6nnen, welche bei singul~rer F~rbung mit einem 
Azurf~rbstoffe eine yon der Farbe der anderen Elemente des Prgparats 
abweichende rStliche Nuance annehmen. 

3. Das Wesen der Metachromasie. 
Die Azurfarbstoffe unterscheiden sich yon den peralkylierten ouch 

in der Farbe ihrer L6sungen. Wahrend die Farbe der L6sungen der 
peralkyllerten Thiazinfarbstoffe-beim Verdiinnen nur eine Abschw~- 
chung erf~hrt, ver~ndern sich die Nuancen der AzurfarbstofflSsungen 
ouch qualitativ: die Farbe ihrer konzentrierten L6sungen neigt zu 
violett; durch Verdiinnen mit Wasser sowie durch Erhitzen odor 
Ans~uern schlhgt sie nach blau urn. Vgl. Kehrmann17), Scott~9). Das- 
selbe ist beider spektroskopischen Untersuchung ersichtlich. So zeigt 
dos Thionin, z.B. in konzentrierten L6sungen -- yon der schwachen 
Absorption im Bereiche des Griin abgesehen - -  eine sattelf6rmige 
Absorptionskurve; in verdiinnter L6sung dagegen eine (flachere) bogen- 
fSrmige, die nach der linken Seite (nach den l~ngeren Wellen) der 
vorherigen sattelf6z~migen verschoben ist [Formanekg)]. Es scheint, 
als ob in der konzentrierten L6sung ein Gemisch eines bl~ulichen 
mit einem mehr violetten Stoff bestehe und letzterer sich beim Ver- 
diinnen in den ersteren umwandele. 

Die metachromatischen Eigenschaften und die F~higkeit des Farben- 
umsch]ages beim Verdiinnen haben die Azurfarbstoffe gemeinsam mit 
denjenigen Farbstoffen anderer Gruppen, bei denen die Wasserstoff- 
atome an den seitlichen Stickstoffatomen nicht bis zum letzten din'oh 
Alkylradikale ersetzt sind. Es besteht auch in den and'eren 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~2)] und die Nuancen ihrer L6sungen 
durch Verdiinnen, Ansauern usw. quMitativ ver~ndert worden. 

In der Oxazinreiho z. B. sind die nicht komplett alkylierten Farb- 
stoffe Nflblau und 3,6 Diaminophenazoxoniumchlorid zur Meta- 
ohromasie geneigt, w~hrend die ihnen entsprechenden peralkylierten 
Farbstoffe, wie Neumethylenbla, u GG und Capriblau keinen Farben- 
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umschlag beim Verdiinnen der L6sungen zeigen und keine metachroma- 
tischen Eigenschaften besitzen. 

/ \  

1 I 
CI C1 

Nilblau I~eumethylenblau GG [C] 

N N 

H2N~/ \ / /~ , /NHe 
O ((3-[-I:3) 2N / \ / \ O / / \ / \ N  ( (]-FI3)"*. 

I t 
C1 Cl 

3,6 Diaminophenazoxoniumzhlorid Capriblau. 

Beispiele aus  der Triphenylme~han- und Safraninreihe s. u. 

Dieser Unterschied zwischen den perMkylierten und den nicht voll- 
st~ndig alkylierten Farbstoffen hat hSchstwahrscheinlich darin seinen 
Grund, dal~ die letzteren noch mindestens eJn Wasserstoffatom am 
seitlichen Stickstoffatom (ein bewegliches Amido- resp. Iminowasser- 
stoffatom [Hantzsch14)]) besitzen und deshalb zur Tautomerie bef~higt 
sind: es linden sich in ihren L6sungen 2 Chromoisomere in labflem 
Gleichgewichtszustande. Der Farbenumschlag der L6sungen durch 
Verdiinnen oder Ans~uern usw. kann dadurch erkl~rt werden, dal~ in 
konzentrierten neutralen L6sungen das eine Chromoisomer die Ober- 
hand hat,  in verdiinnten oder anges~uerten LSsungen sich ein gewisser 
Teil des Farbstoffes in das zweite Chromoisomer umwandelt.  

Der Farbenumschlag der Indicatorenl6sungen beruht nach Hantzsch 14) 
auf dem Ubergange des einen Chromoisomeren in das zweite. Die 
Umlagerung der Ortho- in die Paraform ist yon Pummerer und Gaflne# 5) 
als Ursache des Farbenumschlages ffir das Thiazonchlorhydrat an- 
genommen (Thiazonchlorhydrat ~ O~yphenazthioniumchlorid). 

Die Tautomerie der metachromatischen Farbstoffe ist schon vielmals 
als Ursache ihrer metachromatischen Eigenscha/ten angenommen worden 
[MichaelisS2, 85), Giemsa 12) u. a.]: Finden sich in der L6sung eines 
chemisch reinen Farbstoffes zwei Chromoisomere, so binden die 
meisten Strukturelemente des Pr~parats das eine Chromoisomer, die 
, ,chromotropen" - -  das zweite. 

d. +Die 8inguliire _F~irbung mittels ZSsungen der Azur]arbslo//e. 
Auch die besondere Stellung der Azurfarbstoffe in der Thiazinreihe 

kSnnte darin ihren Grund haben, dalt sie zur Tautomerie bef~higt sind. 
Diejenigen Thiazinfarbstoffe, die kein bewegliches Wasserstoffatom 
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am seitlichen Stickstoffatom besitzen, kSnnen nur eine Strukturformel 
haben, und zwar muB ffir das peralkylierte Methylenb]au die Para-  
formel angenommen werden 21, 55). In  einer LSsung des Methylenblau 
haben w~r nur eine Art  der Molekiile oder der Ionen des Farbstoffes. 
W a s  aber die Azur/arbsto//e betrifft,  so sin'd ihre y o n  den anderen Ver- 
bindungen der Thiazinreihe abweichenden Eigenschaften dadurch zu 
erkl~ren, dal~ sie in w~l~riger LSsung 2 Chromoisomere bilden. Das 
eine Chromoisomer soll rein blau, das zweite mehr rStlich (violett) 
sein. Die beiden Tautomere befinden sich in der LSsung in labilem 
Gleichgewichtszustande. In  konzentrierten w~Brigen LSsungen eines 
Azurfarbstoffes besteht  ein betrachtlicher Prozentsatz der Farbstoff- 
molekiile (resp. Ionen) als rStliehes Tautomer,  wodurch die violette 
Nuance der LSsung bedingt wird. Beim Verdiinnen der LSsung, beim 
Erw~rmen oder Ansi~uern wird das Gleichgewicht zugunsten des blauen 
Tautomers verschoben; die rein blauen verdtinnten LSsungen enthalten 
einen sehr kleinen Prozentsa tz  des rStlichen Tautomers.  

Bringen wir eine verdfinnte w~Brige L6sung irgendeines Azurfarb- 
stoffes auf das Pr~parat ,  so erweist sich, dab einige Substanzen nut  
yore r6tlichen Tautomer  angegriffen werden, dureh das blaue werden 
sie nicht gefi~rbt. Diese Substanzen binden die in der LSsung sp~rlich 
befindlichen Ionen (vgl. unten) des r6tlichen Tautomers,  ]etztere werden 
aber in der LSsung yon neuem gebildet, da ein Tell des blauen Tau- 
tomers sieh nach dem Gleichgewichtsgesetze in das rote umwandel t  
[vgl. Kehrmann2O)]. Auf diese Weise kSnnen einige Substanzen aus 
der anscheinend rein blauen L6sung rdtlich gefarbt werden. Es sind 
die azurophilen Substanzen. 

Obgleich im besehriebenen Falle eine LSsung eines chemisch reinert 
Farbstoffes angewandt wird, ist doch diese F~rbung denjenigen analog, 
bei welehen wir eine Mischung yon 2 basischen Farbsto/]en, z.B.  Methyl- 
griin-Pyronin, anwenden; sie unterscheidet sich nut  dadureh, dab das 
r6tliche Tautomer immer aus dem blauen, wenn aueh in kleinsten 
Mengen gebildet wird. Die Analogie mit  der Methylgrfin-Pyronin- 
Mischung kann noch cytologisch weiter verfolgt werden [vg]. Pappen- 
heim52)]*). 

5. Die Strulctur/ormeln der Chromoisomere der Azur/arbsto/]e. 

Auf Grund der in der ehemisehen Li teratur  herrschenden A_n- 

*) Man soll abet doch nicht alles, was nach Romanowsky rot, wie alles, was 
mit ~Iethylgriin-Pyronin griin gef~rbt wird, als Chromatin bezeichnen. Obwohl 
v. Wasielewslci 66) 1900 und Miehaelis 3a) 1902 davor warnten, kann man noch in der 
neuesten Literatur yon den Chromatinf~den (gemeint sind GeiBeln) der Trypa- 
nosomen lesen [Abramow~), Atlas, Tafel IV, XVIII, Abb. 29, 227, 229 u. a.]. 
S. auch Neumann u. Mayer. Die wichtigsten tierischen Parasiten. Artikel Trypa- 
nosomen. S. 28. 
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schauungen kSnnen 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 schlief3t Kehrmann2O), dab ,,das einsaurige 1 - - 3  Diamin (des 
Phenazthiol/ium; d .h .  das Thioninchlorhydrat) ein im Gleichgewicht 
befindliches Gemisch yon ortho- und parachinoidem Salz sei". 

Es. erweist sich weiter am passendsten, dem blauen Tautomer die 
para-, dem r6tlichen die orthochinoide Formel zuzuschreiben, denn die 
Amido- resp. Iminogruppe, die in der Paraverbindung als S t e l l e  der 
Salzbfldung wirkt, bleibt in der Orthoverbindung frei [vgl. Michaelis32), 
Scott59)]. Es sprechen fOx diese Annahme viele Analogien. Die Amido- 
gruppen an den 3,6 Stellen wirken in der Thiazinreihe, wie auch in den 
Safranin-, Oxazin- und anderen Chinonimi4farbstoffgruppen, die Farb- 
fi~higkeit erh6hend, d. h. in der Richtung yon blau zu rot  verschiebend. 
Die Salzbildung an: diesen Amidogruppen wie auch das Ersetzen ihrer 
~Tasserstoffatome dutch Alkylradikale heben die rStende Wirkung auf 
[ Kehrmann19 ) ]. 

Die Aposafraninbase (I) ist gelblichrot. Die Salzbfldung an der 
Amidogruppe vertieft  die l~arbe bis zu blaurot (II) ; die zweite Amido- 
gruppe, an die Stelle 6. eingeftihrt, erh6ht die Fi~rbekraft wieder (III). 

N N N 

I I [ I I 

I I I  I I I  
gelblichrot blaurot scharlachrot 

[nach Eehrmann~~ 

Fiihren wir fox die Azuriarbstoffe den wichtigsten Bestandteil des 
sog. Methylenazurs, das asymmetrische Dimethylthionin, als Beispiel an, 
so woxde die parachinoide Formel (I) dem blauen, die orthochinoide (II) 
dem r6tlichen Tautomer entsprechen 

*) Aueh andere Formeln k6nnen itir die Thiazinverbindungen mit Recht 
vorgesehlagen werden, wie z. ]3. 

N 
/ / \ / I \ / %  

m~l~ % / \ 1 / \ / / ~  xl2 
S 

I 
C1 - 

f ~  das Thionim - -  Die 8 tmk tu r  der sog. Chinonimi~arbstoffe kann noeh nicht 
als vSllig aAgekl~r~ betrachtet werden. Es stehen noeh ~oBe Fortsel~i t te auf 
diesem Gebiete bevor, welehe auch die Anschauungen fiber einige Seiten des 
Prozesses der Azureosinf~rbung vielleich$ Kndern werden. 
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Die Dissoziation der FarbstoffsMze finder an den punktierten Linien 
start. 

6. Das Wesen des 2'(~rbungsprozesses. 
Als Grundlage ftir die weiteren Ausfiihrungen diente die Anschauung, 

dal~ wir es bei der _Romanowslcy-F~rbung vorwiegend mit Prozessen der 
chemischen Bindung der Farbstoffionen zu tun  haben, da Mle an- 
gewandten Farbstoffe echte L5sungen bilden und in w~13riger L6sung 
vSllig zu Ionen dissoziieren [MichaelisaT), Kra//t24), Teague und 
Buxton 61) u.a.] ,  die F~rbung abet des histologischen Pri~parats (mit 
Ausnahme yon fettartigen und anderen wenigen Substanzen) zum 
grSgten Teil als eine Ionenadsorption im Sinne yon Michaelis aT' as) 
angesehen werden kann [vgl. Herxheimer16), Beehera), Koltho]J2a)], zumM 
die Adsorption yon Ionen im Mlgemeinen in der neuesten Literatur  Ms 
vorwiegend dutch chemische Kr~fte veranlM3t betraehtet  wird [Mul~- 
her]ee42), Paneth und Horovitz 4~) u.a.] .  

Michaelis as) ist der Meinung, dab ,,das Methylenblaukation in der- 
selben Weise an das Eiweil3 gebunden wird, wie das Wasserstoffion". 
, , . . .  die Substrate der histologisehen F ~ r b u n g . . .  ziehen die sauren 
und basisehen Farbstoffe dureh eine ehemisehe sMzartige Bindung 
an." Aueh Kestne# ~) finder, dab Methylenblau und Eosin mit dem 
EiweiB wirkliehe Salze bilden. 

Die Beschleunigung der F~rbeprozesse bei Temperaturerh6hung 
spricht ebenfalls f/it ihre chemische Natur. 

7. Die Beizenrolle des r5tlichen Tautomers. 
Im FMle einer Azurfarbstoffl6sung wird die F~rbung durch die 

Bindung der positiven Farbstoffionen hervorgerufen. Es wird eine 
sMzartige Verbindung Farbstoff-Substrat gebildet, wobei das Farb- 
stoffkation, wie es im ~lolekfil des Farbstoffes an das Cl':Anion gebunden 
war, jetzt  sieh an das negativ geladene Substrat  binder. Blau werden 
dabei diejenigen Elemente des Pr~parats gef~rbt, die das blaue Farb- 
stoffion, und zwar an derselben Seitenkette, wo vorher das Cl'-Anion 
gebunden war, d .h .  am seitlichen Stiekstoffatom binden. Das r6tliche 
Farbstoffion wlrd abet yon den chromotropen (azurophilen)Struktur-  
elementen des Pr~parats, wie es aus der Strukturformel (II) ersichtlieh 
ist, gebunden. 
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Da das I~ation des rStlichen Tautomers, n~chdem es an d~s Substrat  
gebunden wird, noch eine freie Amidogruppe (resp. Imidogruppe im 
Falle yon symmetrisehen Dimethylthionin und Trimethylthionin, s. 0. 
Formeln 5, 6) besitzt, so ist es noeh imstande, bei gleichzeitiger oder 
nachtr~glicher Eosineinwirkung an dieser Gruppe das Eosin zu binden 
und auf diese Weise gewissermaBen als ein Amboceptor zu wirlcen. Das 
blaue Kation, wie es aus der Strukturformel ( I )~nschaul ich  wird, 
besitzt diese amboeeptore Eigenschaft nicht. 

Dadl~reh wird die oben angebrachte empirische l%egel aufgekl~rt:  
diejenigen basophilen Strukturelemente der Pr~parate, die nach singu- 
l(irer _Fdrbung mit einem Azur]arbsto][e eine rStliche Nuance belcommen, 
sind dutch das rstliche Tautomer des Farbsto/]es gebeizt, und bei nach- 
triiglicher oder gleichzeitiger Eosinzu]i~gung wird das Eosin an diese 
Beize gebunden. 

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

Die Darstellung der azurophflen Substanzen nach t~omanowsky 
kommt  also dutch einen ad]ektiven F~rbungsprozeB zustande, wobei 
die Rolle der Beize das r6tliche Ion des Azurfarbstoffes spielt, an 
dessen Amido- resp. Imidogruppe das Eosin gebunden wird, und zwar 
h6chstwahrscheinlich nicht als Ion, sondern in toto. Und wenn die 
Verbindung Substrat - -  positives 1on ein echtes Salz darstellt, ist die 
Tripelverbindung, die bei der spezifischen Romanowslcy-F~rbung ent- 

steht:  

positives Ion des 
azurophfle Substanz +---  r5tiichen Tautomers - - -*  Eosin 

eines Azurfarbstoffes 

oder vielleieht so 

\ / 

- c ~ /  \ o  ~ [ ~  ~ // I 
N COOK .-- 

~ \ / % / %  

'OH ' N / % / ' \ ~ \ / / \ N H  t ~ S 2 
I 

Substrat 
(azurophile Substanz) 

in ihrem 2. Teile: positives Ion-Eosin, ein komplexes Salz. Die Eosin- 
bindung geh~rt folglich zu denjenigen Vorg~ngen, die ebenfalls auf 
rein chemischem W@ge erk]~rt werden kSnnen und ,,auf dem Zustande- 
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kommen ehemischer Additionsverbindungen beruhen" [Becher4), Full- 
note S. 157]. 

2. Kolloidale Hi~lle. 
Da die komplexe Verbindung Eosin-Azurfarbsto~fion 69 Atome 

enth~lt, so besitzt sie einen kolloidalen Charakter, wie es aus den Aus- 
fiihrungen von W. Bilz 6) fo]gt: Farbstoffe bis zu ca. 45 Atome im 
Molekiil diffundieren rasch, solehe mit 50--70 nur wenig, Farbstoffe 
mit mehr als 70 Atomen im ~olekiil  dialysieren meist nieht. 

Die erw~hnte Verbindung bildet auf der Oberili~che der betreffenden 
Strukturelemente des Pr~parats einen kolloidalen Niederschlag, wo- 
dureh sic etwas grSl~er als bet ether rein substantiven Fhrbung dargestellt 
werden [vgl. Prowazek54)]. 

Die kolloidalen Eigensehaften der gebildeten Hfille sprechen aber 
nieht im geringsten gegen die chemische :Natur des F~rbungsprozesses. 
Es is~ derselbe Vorgang, wie im bekannten P/e//erschen Versuch, bet 
dem aus d e n  krystaUoiden Verbindungen CuSOa und K4Fe(CN)6 das 
kolloidale Cu2Fe(CN)6 gebildet wird. 

Dieser Umstand soll yon sehr intensiven Romanowslcy-F~rbungen 
warnen, da sie die feine Struktur der azurophilen Elemente verwischen, 
wie es z. B. bet der ArgutinsIcy3)-Methode der Fall is$, wo der Kern  des 
Malariaplasmodiums sich mit dem kolloidalen Niedersehlage, wie mit 
einer harten Kappe, fiberzieht. 

3. Der RomanowJcy-Semie//ekt. 
Manche Einze]heiten der Struktur der azurophilen Elemente werden 

sogar genauer bet singuli~rer F~rbung mit ether LSsung eines Azur- 
farbstoffes dargestellt. So erweist sich z .B. ,  dal~ der Kern des halb- 
erwachsenen Malariaschizonten, mit einer ganz sehwachen Toluidinblau- 
oder ThioninlSsung gef~rbt, nicht pyknotiseh aussieht, sondern ein 
Bli~schen mit einer Karyosome und sehr zartem Netzchen yon Fi~den, 
die die periphere Schicht mit der Karyosome verbindet, darstellt. 

Da die rStliche Nuance, die den azurophilen Substanzen mittels 
LSsungen der Azur]arbsto//e (ohne Eosinzu/iigung) verliehen wird, eine 
gewisse ~4"hnlichkeit mit dem endgfi]tigen Romanows]~y-E/]Jct hat, in 
Wirklichkeit abet nut  eine Vorbereitungsstu]e zum vollst~ndigen Ro- 
manowslcy-Effekt darstellt, babe ieh diese sehwaeh r5tliehe (vio]ette) 
F~rbung ats Romanowsky-Semie//ekt bezeichne~4O). 

~r. Theoretisehes fiber die Pr~iparation yon Methylenblauliisungen Iiir die 
Romanowsky-F~irbung. 

Um fiir die Romanowsky-F~rbung brauchbar zu seth, rout3 die 
MethylenblaulSsung Farbstoffe der Azurgruppe enthalten. Die be- 
kannte IY[ethode der Prfifung der Methy]enblaul5sung, die auf einer 
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Chloroform- [Nocht45)] resp. Xtherausschiittelung des ,,Rot aus 1Ke- 
thylenblmu" beruht, besteht eigentlich in der Entdeckung der Fmrb. 
stoffe der Azurreihe, nieh~ abet der angeblichen Sulfonverbindung, 
wie man sich das Methylenazur vorgestellt hat. Es soll eigentlieh die 
Bezeichnung ,,1Kethylenazur" vSllig verschwinden, dm sie keinem 
ehemischen Individuum entspricht und nur zu MiSverstandnissen 
ffihrt. 

Obgleich schon 1902 Michaelis 3s) die Sulfonformel des }5ethylen- 
azurs bezweifelte und spgter wirklich Kehrmann 1~) das Methylenazur 
als Gemisch yon Di- und Trimethylthioninen anerkmnnte [s. a. Bernth. 
senS)], wird die Sulfonformel yon Pappenheim noch 1911 ag) wit much 
in der nmch seinem Tode erschienenen ,,Morphologisehen Hgmmtologie" 
(1919) 5~) und ebenfalls in der neuesten Zeit yon russisehen Autoren 
[Savate]ev4S)] mngefiihrt. Auch Tribondeau 62) bemttht sieh, das Methylen- 
mzur aus 5iethylenblau zu gewinnen, obgleich es viel ratsamer wgre, 
einen Azurfarbstoff oder ein genaues Gemiseh mehrerer Azurfarbstoffe 
zweeks Anfertigung der Romanowsky-LSsungen anzuwenden. Cf. Scott59). 

Schfit~elt man eine alkalisierte MethylenblmulSsung (chemisch rein) 
mit Ather aus, so bleibt der Ather fmrblos, dm Methylenblmu ein Ammo- 
niumsalz darstellt und die in alkmlischer LSsung gebildete Ammonium- 
base in Jkther unlSslich ist [Kehrmann u.m.~s)]. Bleibt tuber die LSsung 
stehen, so wird dms Methylenblau teilweise zersetzt, und unter mnderen 
Stoffen entstehen bei Abspaltung yon 1 oder 2 Methylrmdikmlen (zum 
Tell als Methylalkohol) Tri- und Dime~hylthionine, die zur Tmutomerie 
bef~higt sind, und deren Basen in J~ther mit roter Fmrbe lSslich sind. 

N N 
/ / \ / % / %  ~ / % / %  
| KI I t 4 iF ~ r 

'CH ' N/%/\/%/%N CH 1 (CH3' N/%/\/%/%N'CH" 
Methylenblau Base des Methylenblaus. 

N N N 

( ~ - u  a)2• . . . . .  S • z : ta (rdlla) ~• . S •  

OH 
Basen des asymmetrischen Dimethylthionins. 

Auf der Bildung yon Azurfarbstoffen aus Methylenblau in a!k~- 
liseher L6sung beruhen alle mlten, wie auch die neuen [Cretin 7) Adam 2) 
u. a. m.] Meth0den alex Pri~parmtion von Methylenblmul6sungen ftir die 
RomanowsIcy-F~rbung. 

Ji~hnliehen Prozessen begegnen wir much in anderen Fmrbstoffreihen. 
In der Triphenylmethanreihe geht die beim Alkalisieren der LSsung 
gebildete Ammoniumbase der nicht peralkylierten Verbindungen unter 
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Wasserabspa!tung in eine Iminbase fiber, die in Jkther mit gelbroter 
Fa rbe  16slieh ist. Bei den peralkylierten Farbstoffen wird Methyl- 
alkohol abgespalten: die gebildete atherl6sliche Base entsprieht dann 
schon nicht dem ursprfinglichen Farbstoff, sondern einer Verbindung, 
die an ein Methylradikal ~rmer als der Ausgangsfarbstoff ist. 

Die Ammoniumbase des Hexamethylrosanilins (II) (vorwiegender 
Bestandteil des Methylviolett oder Kresylviolett) ist in J~ther unlSslieh. 
In alkaliseher L6sung wird dutch Methylalkoholabspaltung eine ~ther- 
16sliche .Base gebfldet, die dem Pentamethylrosanilin entspricht. 

/ \ ~ / -  ~ ~s~ / , ~ - N ( C l ~ h  

\ ~ /  , ~)~ = 

C1 OH 
I I I  

t Iexamethy]rosani l in .  " Ammoniumbase  des Hexa- Base des Pentamethyl rosani l ins .  
methyl rosani l ins .  

Eine Methylviolettl6sung, die, wie bekannt, metaehromatische Eigen- 
schaften besitzt, ist ganz analog einer ffir die Romanowsky-F~rbung 

�9 brauehbaren Methylenblaul6sung, sic enth~lt aul~er dem peralkylierten 
Farbstoffe aueh eine gewisse ~enge nieht komplett  alkylierter Ver- 
bindungen, die zur Tautomerie befahigt sind. 

In der Safraninreihe finden ebenfalls ~hnliehe Prozesse start. Aus 
dem (peralkylierten) Tetra~thylsafranin entsteht in alkaliseher L6sung 
Tri~thylsafranin -- ein metachromatischer Farbstoff [KehrmannlS)]. 

YI. Einige Bedingungen der Azureosinilirbung. 
In einem Romanowsky-Gemischkommen die negativen roten Eosin- 

ionen und die positiven blauen zum Tefl auch r6tlichen Farbstoffionen 
(des Azurfarbstoffes) vor. Es besteht eine Neigung dieser entgegen- 
gesetztgeladenen Ionen, sich zu verbinden, wobei ein sehwer 16sliehes 
Sa]z gebfldet wird. Es kommt also ein Wettstreit  zwisehen den 
Eosinionen und den basophilen Substanzen vor, da beide eine Affinit~t 
zu den Farbstoffkationen besitzen. 

Die Verh~ltnisse k6nnen schematisch so dargestellt werden: 

Substrat 
Kation 

des 
Azurfarb 

stoffes 

Anion 
(Eosin) - -  LSsungs- 

mittel 

In  Wirklichkeit sind die Verh~ltnisse viel verwickelter, da in der 
L6sung 2 tautomere Arten der Kationen des Azm'farbstoffes vorhanden 
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sind, unter  denen ein labiles Gleiehgewicht besteht.  Aul3erdem sind 
in der L6sung noeh Kationen des ~ethylenblaus  vorhanden. Das 
Eosin kann an alle 3 verschiedenen Kationen verankert  werden, 
und zwar in anderer Weise als bei seiner Bindung mit  dem an den 
azurophflen Substanzen verankerten rStliehen Nation, d a i m  letzten 
Falle ein ]complexes Salz, in den ersteren ein echtes Salz gebildet 
wird. 

Aus dem Schema ist zu ersehen, dab die spezifische F~rbung nur 
dann zustande kommt,  wenn die Reaktion yon rechts nach links 
in der Richtung der geraden Pfeile verl~uft. Es wirken aber aueh 
Nr~fte, die das Nat ion mit  dem Eosinanion sich verbinden lassen, 
wie auch eine Anziehung der beiden Ionen zum L6sungsmittel. Die 
welligen Pfeile bezeichnen diese Kr~fte, die der t~eaktion entgegen- 
wirken. 

Welche Kr~fte die Oberhand gewinnen werden, h~ngt erstens auf 
Grund des Massenwirkungsgesetzes yon dem Verh~ltnis der Kon- 
zentrationen des Eosins und d e s  basisehen Farbstoffes ab. I s t  die 
Konzentrat ion des Eosins zu groB, so geht die Reakt ion in der Richtung 
der ]3ildung yon Azureosinat in L6sung, die azurophilen Substanzen 
bleiben aber ungef~rbt. Es muB darum zur Erzeugung des Roma- 
nows]cy-Effekts in der L6sung ein Uberschu[3 der basischen Farbs~o]/e 
vorhanden sein. 

Zweitens h~ngt vieles yon der geak t ion  der LSsung ab. Die spezi- 
Iisehe Fhrbung der azurophilen Substanzen kann nut  dann stattf inden, 
wenn ihre Affinit~t zum rStlichen Farbstoffkation gentigend stark 
ausgesprochen ist. Eine sehwach al]calische Reaktion begtinstigt die 
F~rbung, weft, wie bekannt,  die Basophilie der amphoteren Kolloide 
des histologischen Pr~4oarats in alkMischer L6sung verst~rkt  wird, da 
bei VergrSBerung des p~ die sauren Eigenschaften dieser Kolloide 
sch~rfer hervortreten.  

Bei der Farbung wird immer eine gewisse Menge der in Wasser 
schwerl6slichen Farbstoff-FarbstoffsMze gebfldet, die als Niedersehlag 
ausfallen k6nnen. Fill" die Erzielung des F~rbungseffekts ist aber die 
Bildung eines Niederschlages nieht notwendig, zumal die Salze in 
einem I3berschusse eines der Farbstoffe 16slieh sind. Man kann aueh 
ohne Niedersehlagsbildung seh6ne F~rbungen erzielen. Die Theorie 
der Farbung im Stadium der Sehwebef~llung (Unna) ist hier nieht 
anwendbar [vgl. Herxheimer16)]. Die F~llung in einer verdtinnten 
Giemsa-L6sung ist nut  ein Ausdruck der Alkoholverdunstung, in dem 
die Farbstoffe gelSst waren, und hat  mit  der F~rbung nur insoweit zu 
tun, als der Alkohol die Dissoziation der Farbstoffe und infolgedessen 
die F~rbung verhindert  und dieselbe erst naeh seiner Verdunstung 
in vollem Mal~e stat tf inden kann. 
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VII. Die Darstellung der azurophilen Substanzen mitteIs anderer 
Farbstoffl~sungen. 

Die basische Farbstoffbeize - -  das Azur I, dessen Anfertigungsweise 
nicht verSffentlicht ist, und das keinen einheitlichen ehemischen KSrper 
darstellt  - -  kann dureh chemische Individuen, durch d~e yon mir a!s 
Azur]arbstoHe bezeiehneten Verbindungen der Thiazinreihe ersetzt 
werden. Michaelis ~3) gelang es, das 1Vfethylenazur dureh Thionin und 
Toluidinblau zu ersetzen. Ferner hat  Neisser a3) gu~e F/~rbungen bei 
Anwendung yon ehemiseh reinem Dimethylthionin (mit Eosin)erziel t ;  
mit  Trimethylthionin geiang es ihm hingegen niche. Auch Scott 5s) 
verwandte mit  Erfolg Thionin, Toluidinblau und Dime~hylthionin. 
Mir gelang es, das Azur I durch alle diese Farbstoffe, wie aueh dureh 
Trimethlythionin (Formel 6) zu ersetzen. Augenblicklich sind Versuche 
~m Gange, basisehe Farbstoffe aus anderen Gruppen zu Iinden, die die- 
selbe Rolle einer Beize fiir die azurophilen Substanzen spielen kSnnten. 

Nicht nut  die basische~Igeize, sondern der saure Farbstoff  - -  das 
Eosin - -  ist ebenfalls ersetzbar, und zwar nicht nut  durch ~rerwandte 
Farbstoffe, wie z .B .  das Jodeosin, sondern auch dutch Pikrins~ure 
und andere. Zwar werden die azurophilen Substanzen bei Anwendung 
yon Pikrins~ure in einer etwas abweichenden Nuance und niehg so 
scharf, wie bei der Romanowsky-Gienvsa-~ethode, zum Vorschein ge- 
brachL doeh s~ellen die Azurfarbstoff-Pikrins~uref/irbungen ein gewisses 
theoretisehes Interesse dar. Die sukzessive Methode yon Epstein s) hat  
sieh auch inloraxigutbew~hrt*  ). Ich konnte ebens0wohl bei simultaner 
F~rbung bei Anwendung yon Gemischen yon Trimethylthionin- (oder 
Toluidinblau-) mit  Pikrins~urelSsungen als auch yon mit  Wasser 
verdtinnten methylakoholisehen ToluidinblaupikratlSsungen sch6ne 
F~rbungen erzielen. 

Noch andere saute Farbstoffe werden je~zt yon mir in dieser l~ich~ung 
gepriift. Und zwar gelang es mir, schon in den Vorversuchen mit  ver- 
schiedenen Azurorangegemischen dieseiben Stufen der Kernf~rbung, wie 
wir es bei verschiedenen Azureosinmisehungen begegnen, zu erzielen: 
yon den farblosen Kernen nut  m i t  der Darstellung ihrer oxyehromatinen 
Struktur  (helm 13berschusse yon Orange), his zu den scharf hervor- 
gehobenen dL~rch eine kolloidale Azurorangehiille beldeideten Kernen,  
deren Farbe einen Misehton yon Blau (Blauviolett) mit  Orange dar- 
stellte. Auch die spezifisch azurophilen Substanzen werden in einem 
solchen 3s dargestellL besonders seharf tri~t die Netzsubstanz 
der Blutpl~tgehen hervor;  die loekeren Kerne der erwachsenen Schi- 
zongen des Plasmodium vivax sind infolge der schwachen F~rbungskraf t  
des Orange sehwacher hervorgehoben. 

*) Eine pers6nliche Bitte Dr. Epstelns erftillend, bemerke ich, dab ftir seine 
Methode nut Toluidinblau nach Hoyer brauchbar ist. 

Virchows Archiv. ]3d. 248. 2 
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VIII. Die Stellung der vorgeschlagenen Theorie Zu den bisherigen. 
Die vorgetragene Theorie entspr icht  i den Ansehauungen yon 

Michaeli~33), Marino2S), Giemsa12)*), Prowazek ~) und mancher a nderen 
Autoren, sie geht aber welter, indem unsere Theorie die I~o]]e der 
Azurfarbstoffe als Beize in Zusammenhang mit  ihren metachromatischen 
Eigensehaften auf Grund ihrer ehemischen Struktur  zu bringen ver- 
sueht. 

Die Theorien yon  Neumann44), Lee-Mayer25), Pelet-Jolivet 5~) k6hnen 
yon nun an, meines Erachtens, nieht mehr berficksichtigt werden. 

Ebenso  kann die neueste Unnasehe 63' ~a, 6~) Theorie trotz der aus- 
ffihrfiehen ehemisehen Analyse der Azurfarbstoffe und des Eosins aueh 
nicht mehr anerkannt  werden. Sie ist auf folgenden Voraussetzungen 
geb~ut : 

. . . . .  wenn wir aber yon Michaelis wissen, dal3 auch eosinfreies Azur 
und Toluidinblau die Kerne rot fi~rben k6nnen, und wenn Nocht:zeigen 
konn-te, daft Eosin zur ~otfi~rbung nicht unbedingt notwendig ist, 
son dern dutch Resorcin, Hydrochinon und verwandte KSrper ersetzbar 
ist, so liegt es doch naher, die definitive Roffiirbung.auf das metachroma- 
tische Azur  allein zur i ickzuf f ih [en . . . "  

Diese Voraussetzung ist aber falsch, da die ohne Eosin erzielte 
r6tliche F~rbung nur dem SemieHekt, nicht aber dem echten ttoma- 
nowslcy-Effekt entspricht. Schon die Fi~rbbarkeit der azurophi]en 
Substanzen mittels Toluidinblau und Thionin (wenn aueh metachroma- 
tische) widerspricht der Unnaschen Theorie. Der Romanowslcy-Semi- 
effekt spricht vielmehr fiir die Basophilie der azurophilen Substanzen, 
nieht aber fiir ihre Acidophilie, wie es Unna annimmt.  

Es ]assen sich zudem innerliehe Widerspriiche in der Unnaschen 
Theorie entdeeken. Is t  das Eosin (ein Salz einer zweibasisehen Si~ure) 
imstande, als Amboeeptor (Beize) zu wirken, k6nnen wir aber dem 
Phenol oder dem Kalinm und Brom kaum eine amboceptore Rolle 
zuschreiben. Diese Stoffe sind aueh als ,,Vorbeize" nicht anwendb~r 
und Ms ,,Zu-" oder ,,Nachbeize" verleihen sie den azurophi]en Sub- 
stanzen nur eine bli~uliche~ violette his sehwach rStliche Nuance. 

Gegen die Aimahme, dai~ die intensiv ~ote Fi~rbung der azurophilen 
Substanzen im Romanowsl~y-Giemsa-Praparat dutch die kirschrote 
Farbe des Unnasc, hen ,,Thiazins" bedingt ist, sprechen auch meine 
Versuche mit  Orange. Sollte ~m Prozesse der Kernf~rbung das Orange 
die Rolle einer Beize ffir das kirsehrote ,,Thiazin" spielen, dann multte 
die endgfiltige Farbe der Kerne einen Misehton yon Kir~schrot mit  
Orange darstellen; das ist aber nicht der Fall: in Wirkliehkeit kommt  

*) Auch die yon Giemsa in seiner nach AbschluI~ dieses Aufsatzes erschienenen 
Arbeit ~3) vorgebrachten Tatsachen und Ausiiihrungen treffeh mit den meinigen 
z u s ~ m m e I 1 .  
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die Kernf~rbung auf diese Weise zustande, dab die azurophilen Sub- 
stanzen dutch den schwach rTtliehen (rStlichvioletten) Azurfarbstoff 
(in seiner roten Modifikation*) gebeizt werden und nachtr~glich der 
saure Farbstoff das Orange an diese Farbstoffbeize gcbunden wird; 
es tri t t  daher in der Nuance der Kerne bei der Azurorangef~rbung 
keine Spur einer kirschr0ten Komponente horror. 

IX. Zusammenfassung. 
1. Bei der Farbung der azurophilen Substanzen nach Romanowsky. 

Giemsa spielt das Eosin die Rolle einer f~rbenden Substanz und in 
keinem Falle die einer Beize. 

2. ])as Thionin und manche seiner nicht vTllig alkylierten Derivate 
und Homologen (als Azurfarbstoffe bezeichnet) sind zur Tautomerie 
bef~higt: in dcr Farbflotte besteht ein Tell ihrer Molekfile (resp. Ionen) 
in einer rTtlichen Form. 

3. Die schwach rTtliche F~rbung, welche die azurophilen Substanzen 
aus LSsungen der Azurfarbstoffe, ohne Eosin, crwerben (der Romanowsky- 
Semieffekt), ist durch die Bindung der Ionen des rStlichen Tautomers 
bedingt. Die Ionen der rStlichen Tautomere der Azurfarbstoffe sind 
aber imstande, nachdem sie mit dem Substrate in eine salzartige Ver- 
bindung treten, noch das Eosin ehemisch zu binden, wobei ein kom- 
plexes Salz gebildet ~_rd. 

Die  azurophilen Substanzen sind also basophil. Ihre Darstellung 
nach .Romanows]cy stellt einen ad]ektiven F~rbungsprozeg vor, wobei 
der basische Azuffarbstoff die Rolle einer Beize spielt. 

4. Bei der Reifung der MethylenblaulSsungen werden aus dem 
Methylenblau Farbstoffe der Azurgruppe (Azuffarbstoffe) gebildet. 

5. Ein gewisser UberschuB des basischen Farbstoffes, wie auch eine 
schwaeh alkalische Reaktion der FarblTsung begfinstigen die Roma. 
nowsky-F~rbung. 

6. Die Darstellung der azurophilen Substanzen is~ auch mittels 
anderer als den gebrauchlichen FarbstofflTsungen mSglich. 

Literaturverzeichnis. 
1) Abramow, Atlas der pathogenen 2r Moskau 1917 (russ.). - -  

2) Adam, I)tsch. reed. Wochenschr. 1918, Nr. 36. - -  a) Argutinsky, Arch. L mikro- 
skop. Anat. 59, 62. 1901. - -  a) Becher, Untersuchungen fiber Echtf~rbung usw. 
Berlin 1921. - -  5) Bernthsen, Bet. d. dtsch, chem. Ges. 39, 1804. 1906. - -  6) Biltz, 
Van Bemmelen Gedenkboek 1910, S. 108ft. (nach Zsigmondy, Kolloidchemie 1920, 
S. 319). Zeitschr. f. physikal. Chem. 68, 357. 1909; 73, 481. 1910; 77, 91. 1911. - -  
7) Cretin, Bull. et m6m. de la soc. m~d. des hTp. de Paris 36, 1320. 1920. - -  s) Ep- 
stein, ZentrMbl. f. Bakteriol., Parasitenk. u. Infektionskrankh., Abt. I, Orig. 88. 
1922. - -  9) Formanek, Untersuchung und Nachweis organischer Farbstoffe auf 

*) Sie soll dem Azurrot yon Giemsa 13) entsprechen. 

2* 



20 Sch. M o s c h k o w s k i :  Zur  Theorie  der Azureosinfarbung.  

spek t roskop i sehem Wege.  I. Tell. 1908. - -  lo) Giemsa, Zentralbl .  f. BakterioI . ,  
Paras i tenk .  u. In fek t ionskrankh . ,  Abt .  I ,  Orig. 32, 307. 1902. - -  11) Gie~nsa, ibid. 
37, 308. 1904. - -  12) Giemsa in Prowazeks H a n d b u c h  der  p a t h o g e n e n  Pro tozoen .  
1912. Art ikel  , ,F ix ierung und  F/~rbung". - -  is) Giemsa, Zentra]bl .  f. Bakter iol . ,  
Paras i tenk .  u. In fek t ionskrankh . ,  Abt .  I,  Orig. 1922, 18. XI .  - -  la) Hantzsch, Bet.  
d. d tsch,  ehem.~Ges. 48, 158. 1915. - -  15) Harris, Zentralbl .  f. Bakter iol . ,  Pa ras i t enk .  
u. In fek t ionskrankh . ,  Abt .  I,  Orig. 34, 188. 1903. - -  16) Herxheimer, Histologisehc 
Techlxik. 1921. Abderhaldens H a n d b u c h  der  biologischen Arbe i t sme thoden ,  
S. 41. - -  17) Kehr~nann, Bet.  d. d tseh,  chem. Ges. 39, 1403. 1906. - -  is) Kehr- 
m a n n  u. a., ibid. 46, 2136. 1913. - -  19) Kehrmann u. s:., ibid. 46, 2803. 1913. --- 
~o) Kehrmann u. a., ibid. 47, 1890. 1914. - -  ~1) Kehrmann u. a., ibid. 47, 1892. 
1914. - -  ~2) Kestner, Arch.  L Dermatol .  u. Syphil is  1921, S. 472. - -  2s) Koltho//, 
Kolloid-Zeitschr .  30, 35. 1922. - -  ',a) Kra]]t, Berlin.  Ber. 3~, 1620. 1899. - -  ~5) Lee 
und~Mayer, Grundztige der  mikroskopischen  Teehnik.  1910. - -  ~)  Leishman, 
Brit.  reed. journ.  Sept.  21, 1901. - -  ~)Mallory u n d  Wright, Pathologica l  
t echn ique  1911. - -  es) Marino, Ann. de l ' inst .  Paseeur  18, 167. 1904. - -  29) Mar- 
tinotti, Zeitschr.  f. wiss. Mikroskopie  26, H e f t  4. 1909. - -  so) May, Mtineh. reed.  
Wochensehr .  1906, S. 358. - -  ~1) .Michaelis, Zentralbl .  f. Bakter iol . ,  Pa ras i t enk .  
u. In fek t ionskrankh .  Abt .  I,  Orig. 29, 763. 1901. - -  32) Michaelis, Einf i ihrung 
in die Farbs tof fehemie .  1902, S. 118ff. - -  3s) Michaelis, ibid.,  S. 142. - -  sa) Michae- 
lis, Virchows Arch. f. pa thol .  Anat .  u. Physiol .  179, 195. 1905. - -  35) Michaelis, 
Enzykdop~die der  mikroskopischen  Technik  1910. Ar~ike] , ,Metaehromasie" .  - -  
86) Miehaelis (Pappenheim), Foli~ haema~ol. 13, 187. 1912. - -  aT) Michaelis, 
Biochem. Zeitschr.  97, 57. 1919. - -  as) Michaelis, Arch. I. mikroskop.  Anat .  94. 
1920. - -  a,) Mosehkowslci, Autor re fe ra te  des VI.  Allruss. Bakter io l . -Kongr .  1922, 
Hef t  4, S. 17 (russ.). a 0 )  Moschlcowslci, Arch. d. Russ .  Pr0t is tologen-Ges.  2, 302. 
1923 (russ.), - -  al) Moschkowslci, Eine  einfache Methode  zur Schnel lf~rbung usw. 
erseheint  im Zentralbl .  f. Bakteriol . ,  Paras i tenk .  u. In fek t ionskrankh . ,  Abt .  I~ 
Orig. 1923. - - %  Mulsher]ee, Phi losoph.  anag. 44, Set. 6, S. 321. 1922 (L i t e ra tu r  !). - -  
aa) Neisser, Zentralbl .  f. Bakteriol . ,  Paras i tenk .  u. In fek t ionskrankh . ,  Abt .  I,  Orig. 
38, Beiheft .  1906 (Ber. rib. d. Tagung  d. fr. Vereinigung f. Mikrobiol.),  S. 99. ---  
4a) Neumann, Zentralbl .  f. Bakteriol . ,  Paras i tenk .  u. Infekt ionskranlch. ,  Abt .  I ,  
Orig. 1907, H e f t  7. - -  a~) Nocht, ibid. 25, 764. 1899. - -  a6) Paneth u n d  Horovitz, 
Physikal .  Zeitschr.  15, 924. 1914. - - aT)  Pappenheim, Fol.  haematol .  3, 344. 1906. 
_ _  as) Pappenheim, Med. Kl in ik  1908. - -  a~) Pappenheim, Foh haenaatol. I I ,  211. 
1911. - -  50) Pappenheim, ibid. 12, 326f. 1911. - -  ~1) Pappenheim, ibid. 13, 187. 
1912. - -  sz) Pappe~heim, l~orphol. H/~matologie 1919, S. 29. - -  as) Pelet.J61ivet, 
Zeitschr.  f. physikal .  Chem. 1908, zi t ier t  nach  54. - -  5a) Prowazels, Zeitsehr.  f. wiss. 
Mikroskopie 31, 1. 1914. - -  ss) Pummerer und  Gaflner, Ber. d. dtsch,  chem. Ges. 46, 
2310, 1913. - -  ~6) Reuter, Zentralbl .  f. Bakteriol . ,  Paras i t enk .  u. In fek t ionskrankh . ,  
Abt .  I ,  Orig. 30, 248. 1901. - -  ~7) Romanowslcy, Zur Yrage der  Paras i tologie  u n d  The- 
rapie  der  Malaria. Diss. Pe t e r sbu rg  1891 (russ.). - -  ~s) Savate#v, Samml.  Arbei t .  zum 
An d enke n  Schatilows. Charkow 1922 (russ.). - -  ~9) Scott, Thompson and  Hydriclc, 
1~ol. haematol .  1~, 302. 1911. - -  ~0) Scott, ibid.,  S. 366. - -  6~) Teague and  Buxton, 
Zeitsehr.  f. physikal .  Chem. 60, 479. 1907. - -  6~) Tribondeau, Ann.  de r insU Pas t eu r  
31, 8. 1917. - -  ~s) Baudisbh u. Unna, Dermatol .  Woehenschr .  68, 4 - -7 .  1919. - -  
6~) Unna, Klin.  Wochensehr .  1922. - -  ~)  Unna, Zentralbl .  f. Bakteriol . ,  Parus i tenk.  
u. In fek t ionskrankh . ,  Abt .  I,  Orig. 88, 159. 1922. - -  ~) v. Wasielewslei und  Sen~z, 
Zeitschr.  f. Hyg.  u. In fek t ionskrankh .  33. 1900. 


