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Die gewohnlichen physiologisch-chemischen Methoden der Ferment-
forschung zeigen nur die Endprodukte des fermentativen Vorganges
oder geben Anhaltspunkte fiir die chemische Natur des Enzyms selbst.
Die in der mikroskopischen Technik iibliche Oxydasereaktion, im be-
sonderen die am frischen, unfixierten Material, hat vor diesen Methoden
den Vorzug, daf} sie sich direkt unter dem Mikroskope beobachten 148t
(W. H. Schultze, v. Gierke). Sie zeigt uns, dali nicht alle Koérper-
zellen gleiche Mengen Indophenolblau bilden, daf die Oxydasewirkung
vielmehr in den verschiedenen Kérperzellen recht verschieden stark ist.
So sind, wie aus den Untersuchungen von Grdff und neuerdings besonders
Katsunuma hervorgeht, in der Leber die Zellen der Peripherie der Acini
vor denen im Zentrum bevorzugt, die Kuptferschen Sternzellen lassen
regelmifig Indophenolbaubildung erkennen. In der Niere ist die Rinde
und das obere Drittel des Markes stark oxydasehaltig; in einer sichel-
férmigen, scharfen Linie setzt sich diese Zone gewdhnlich von den fast
ungeférbten unteren Dritteln ab. Die Herzmuskulatur gibt in ihrer
Gesamtheit eine positive Reaktion. Das Reizleitungssystem zeichnet
sich dabei durch einen besonders hohen Fermentgehalt aus (Katsu-
numa). Durch die Stirke der Reaktion lassen sich rote und weifle
Korpermuskulatur differenzieren, und zwar sind die roten Fasern stiarker
positiv als die weillen.

Ein groBer Nachteil dieser Methode aber ist, dafl sie die gebildete
Indophenolblaumenge nicht zahlenm#Big angibt. Zudem ist der Farb-
stoff nicht zuverlissig fixierbar, es lassen sich also von den Schnitten
schlecht Dauerpriparate herstellen. Will man daher ein Urteil iiber die
jeweils in einem frischen Schnitt enthaltene Indophenolblaumenge ab-
geben, so ist man auf einen Vergleich mit Erinnerungsbildern angewiesen,
s oweit nicht Stellen desselben Schnittes verglichen werden. Die Angaben
sind also in diesen Fallen rein subjektiv. Wohl werden grobe Unterschiede



596 M. Staemmler und W. Sanders:

in der Reaktion kaum Anlafl zu Tiuschungen geben, desto mehr aber
die mittleren und feineren. Weiterhin macht sich fiir die Schatzung der
gebildeten Indophenolblaumenge die verschiedene Schnittdicke sehr
storend bemerkbar.

Um diese Fehlerquellen nun auszuschalten, um zu einem objektiven
Urteil zu gelangen, suchte Vernon das aus Nadigemisch 4 Gewebe
gebildete Indophenolblau quantitativ zu bestimmen. Seine Methode ist
kurz folgende: '

Man nimmt ein Gemisch von «-Naphthol, Dimethylparaphenylen-
diamin und Soda, und zwar in einem Mengenverhaltnis, daf in 5 cem der
Versuchsfliissigkeit 1/150 m «-Naphthol und Paraphenylendiamin +
0,17% (1/62 m) Natriumecarbonat enthalten sind. 5cem von diesem
Reagens werden in einer Petrischale von 8,8 cm Durchmesser mit 0,5 g
zerkleinertem Gewebe zusammengebracht, grimndlich durchmischt und
bei ca. 17° eine Stunde lang der Oxydation iiberlassen. Durch Hinzu-
fiigen von 10 ccm 969, Alkohols wird diese unterbrochen. Dabei wird
gleichzeitig das in unloslicher Form auf dem Organbrei angesammelte
Indophenol ausgezogen. Nachdem der Alkohol eine halbe Stunde ein-
gewirkt hat, wird das Gemisch filtriert und der Indophenolgehalt der
Auszuges colorimetrisch durch Vergleich mit einer Testlosung bestimmt.
Zur Herstellung dieser Standardflissigkeit nimmt man 1,5 Teile des
oben angegebenen Reagens und verdiinnt sie mit 200 Teilen Alkohol
{50%). Die Losung bleibt, bis das Hochstmall an Farbe durch voll-
stindige Umwandlung in Indophenolblau erreicht ist, offen stehen.
Erst nach einigen Tagen wird die Testrohre fest verschlossen. All-
wochentlich mufl die Normallssung erneuert werden, da das Indophenol-
blau nicht sehr haltbar ist und nach ungefahr 14 Tagen verblaft. Im
iibrigen wird sie nur solange benutzt, wie sie unbedingt einwandfrei
erscheint. Zum colorimetrischen Vergleich gibt man eine gemessene
Menge des Filtrats in eine andere Testrohre von genau demselben Durch-
messer und verdiinnt, bis die gleiche Farbstirke wie die der Standard-
losung erveicht ist. Als Verdiinnungsfliissigkeit dienen Alkohol, Wasser
oder ein Gemisch von beiden. Die Farbe schwankt zwischen rétlichblau
und violett. Eine geeignete Verinderung der Verdinnungsfliissigkeit
gleicht diese Farbschattierungen aus. Und zwar erhdlt man durch
Zugabe von Alkohol ein ,,diinnes Violett*, durch Wasser ein ,,rétliches
Rosa®, Mischungen von beiden ergeben die Zwischenfarben. Der Farb-
vergleich zwischen Testlosung und verdiinntem Filtrat findet iiber
einem Blatt Papier bei wiederholter Vertausching der Stellung statt.

Unsere Versuche, mit dieser Vernonschen Technik zu arbeiten,
scheiterten daran, daf eine zuverlissige colorimetrische Vergleichung
nicht méglich war. Zwischen Versuchsfliissigkeit und Testlosung lie sich
keine Farbgleichheit herstellen. Alle Versuche, durch Veranderung der an-
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gegebenen Verdiinnungsfliissigkeiten Farbengleichheit zu erzielen, waren
erfolglos. Eine weitere Schwierigkeit war die Inkonstanz der Standard-
losung. Allwochentlich mufBte sie durch eine neue ersetzt werden. Dabei
zeigte regelmallig ein Vergleich von alter und neuhergestellter Losung
einen ziemlich groBen Farbenunterschied.

Um diese Fehlerquellen auszuschalten, machten wir zuerst den Ver-
such, die Testlosung durch ein ihr im Farbton entsprechendes Glas zu
ersetzen, um daran die Versuchsflissigkeit zu korrigieren. Aber auch
hier stellten sich uniiberwindbare Schwierigkeiten ein.

Daraufhin nahmen wir von der Herstellung eines dauwernden Stan-
dards Abstand und stellten uns zu jedem Versuche als Vergleich eine
jeweilige Kontrolle ohne Gewebe her, bei der das Nadigemisch also nur
der Selbstoxydation an der Luft ausgesetzt ist. Im iibrigen wurde zu-
nichst die Vernonsche Versuchsanordnung beibehalten. Aber auch
dabei lief sich durch Verdiinnen keine Farbgleichheit erzielen. Die
Ursache ist wohl der Wirkung des Alkohols zuzuschreiben. Und von
dem Gedanken ausgehend, dafl Indophenolblau sich in Fetten lést,
ersetzten wir den Alkohol bei der Extraktion durch Olivensl. Miihelos
lieB sich damit eine vollstdindige Farbgleichheit erreichen. Aus rein
praktischen Riicksichten ersetzten wir das Ol durch Xylol, das zugleich,
ebenso wie der Alkohol bei der Vernonschen Versuchsanordnung, die
Oxydation unterbricht, und hatten damit noch bessere Erfolge.

Fiir unsere Versuche fnderten wir noch die Konzentration der
Vernonschen Losung und wechselten mit der Einwirkungszeit: Uns
dient als Reagens ein Gemisch einer 1 proz. «-Naphthol-, einer 1%;igen
Paraphenylendiamin- und einer 1,7 proz. Sodalésung. Und zwar nimmt
man &-Naphthol und Diamin zu gleichen Teilen und fugt !/,, einer
1,7 proz. Sodalosung hinzu.

An einem Beispiel sei die neue Versuchsanordnung kurz erliutert.
Zu untersuchen sind 0,2 g Gewebe. Ist das Organ sehr blutreich, so
wird es zuvor mit FlieBpapier abgetrocknet und von Blutgerinnseln
befreit, dann wird es gewogen und mittels Schere oder Gefriermikrotom
zerkleinert. Dabei hat es sich herausgestellt, daf ein nicht allzulanges
Gefrierenlassen der Gewebe ohne schiidigenden Einflufl auf die Oxydasen
ist. Nun filtriert man 2 cem «-Naphthol in 19%,-Losung, 2 cem Diamin,
mischt beides und setzt 0,4 ccm der 1,7 proz. Sodalésung hinzu. 2 cem
dieses Gemisches werden in einem Glasschilchen von 6,5 cm Durch-
messer mit den zu untersuchenden 0,2 g Gewebe vermischt. In eine
zweite gleich grofe Schale kommen zum Vergleich gleichfalls 2 com des
Nadigemisches mit Soda, aber ohne Gewebe. Beide bleiben 10 Min.
der Oxydation iiberlassen. Die Flissigkeit der Schale II ohne Gewebe
wird dann blaBblau, die mit Gewebe stark dunkelblau. Um nun noch
das im Gewebe enthaltene Indophenolblau herauszubekommen, zerreibt
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man Gewebe und Reagens 3 Min. in einem Morser, giel3t es in ein Rea-
genzglas und bringt die doppelte Menge Xylol, in diesem Falle also
4 com, hinzu. Desgleichen wird die Flissigkeit ohne Gewebe in ein
Reagenzrohrchen gebracht und auch mit 4 com Xylol vermischt. Jetzt
werden beide Rohrchen 3 Min. mit der Hand geschiittelt. Nach dieser
Zeit erscheint der Bodensatz der Kontrolle tritb und farblos. Samtliches
Indophenolblau ist in das Xylol iibergegangen. Jetzt vergleicht man
beide Fliissigkeiten in einem Hamometer nach Sahli. Dabei wird die
dunklere Gewebslosung solange mit Xylol verdiinnt, bis sie dieselbe
Farbe zeigt,-wie die jeweilige hellere gewebsireie Vergleichslosung.
Der so gefundene Verdiinnungsquotient gibt nun an, wievielmal soviel
Indophenolblau durch das Gewebe als spontan an der Luft gebildet ist.
Man bekommt also die Fermentwirkung in einem Dezimalbruch aus-
gedriickt. MuB man z. B. in dem ersten. Rohrehen die Indophenolldsung
von Teilstrich 20 auf 95 verdiinnen, damit die Farbe gleich der der
Kontrolle wird, so ist der Verdinnungsquotient 95 :25 = 3,8. Der
Farbvergleich findet von einer mattierten elektrischen Birne statt.
Im allgemeinen erhilt man ohne weiteres den gleichen Farbton. Manch-
mal treten aber doch gewisse Farbunterschiede auf. Meist lassen sie
sich aber vermeiden durch sauberes Arbeiten und gute Losungen.
Wichtig scheint zu sein, daf die Losungen von «-Naphthol und Diamin
gleichaltrig sind und nicht linger als drei Tage aufgehoben werden.
Treten aber trotzdem kleine Unterschiede in den Farben auf, so 148t
sich die mehr rote Farbe der blauen dadurch angleichen, dai man eine
Spur Carbolxylol zufiigt.

Zu achten ist weiterhin auf das Verhaltnis zwischen Glasschalen-
groBe und Menge des gebrauchten Reagens. Es mull immer so sein, daB
die Gewebsteilchen der Luft ausgesetzt und nur mit einer diinnen
Fliissigkeitsschicht umgeben sind.- Wichtig ist vor allem, daf bei Reihen-
untersuchungen, bei denen Ergebnisse miteinander verglichen werden
sollen, immer gleichgroBe Schalen und dieselben Fliissigkeitsmengen
benutzt werden. :

Uber die Arbeitsweise der neuen Methode sollen die nun folgenden
Versuchsreihen Auskunft geben. Untersucht wurden Leber, Nieren,
Herz und Muskeln von weilen M&usen.

Der Priifung auf genaues und quantitatives Arbeiten galten die ersten
beiden Versuchsanordnungen.

Ta.

Von einer Miuseleber werden 2mal 0,2 g zur gleichen Zeit und unter gleichen

Bedingungen behandelt.

} Schale I und ITIL.
In jede der Schalen kommt 0,2 g fein zerkleinerte Mauseleber und 2 cem
Nadigemisch (0,9 ccm ®-Naphthol, 0,9 Diamin und 0,2 cemn der 1,7 proz. Soda-
losung).
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Schale II und IV

enthalten jeweils 2 cem desselben Nadigemisches ohne Gewebe.

Alle 4 Schalen bleiben 10 Minuten der Luftoxydation ausgesetzt.

Hiernach wird der Inhalt von Schale I und III je 3 Minuten in einem Morser
zerrieben. Dann wird-der Inhalt aller 4 Schalen in Reagensgliser gegossen und
mit 4 ccm Xylol ausgeschiittelt. Nach 3 Minuten wird im Sahli der Farbvergleich
angestellt, d. h. es wird die Fliissigkeit der Schalen I mit IT und IIT mit IV ver-
glichen und die Verdiinnungsquotienten berechnet.

EBrgebnisse.
Versuch I Versuch IL
Organ  gepplen Tund - Schalen I und IV
0,2 Leber 3.5 3.6
5,8 5,9
6,0 6,2
6,0 6,6
6,5 7,0
4,8 4,9
5,8 5,7
8,6 8,5
8,5 8,9
8,4 8,03
4,3 4,7
2,6 2,7
Ib.

Doppelversuche mit den Nieren. Die Versuchsanordnung ist die gleiche wie
bei Ia, nur wird fiir 0,2 g Leber eine Niere gesetzt.

Diege wird zuvor gewogen und mib einer ihrem Gewichte entsprechenden
Nadimenge versetzt. Also zu 0,1 g Gewebe kommt 1 ccm Nadi, zu 0,2 g 2 cem,
zu 0,3 g 3 cem.

I. 1 Niere 4- 2 ccm Nadi und eine 2 cem Nadikontrolle.

II. Andere Niere desselben Tieres - 2 com Nadi und eine 2 cem Nadikontrolle.

Ergebnisse.

Organ Versuch I Versuch TI

Niere 4,0 4,3
50 . 5,0
5,0 5,2
5,9 6,0
6,5 6,5
8,6 8,4
8,1 8,6

Die Ergebnisse beider Versuchsreihen waren somit im allgemeinen
insofern zufriedenstellend, als groflere Abweichungen zwischen dem
gleichzeitig angesetzten Versuch I und IT nicht vorkamen. Der héchste
Unterschied war 0,6. Meist bewegte er sich um 0,2—0,3. Dieser muf} als
die gewshnliche Fehlerbreite angesehen werden. Bei einem unbedingten
Durchschnittswert von 6,0 wiirde das eine Ungenauigkeit von 59, be-
deuten, die in 2 Fallen bis zu 10%, hinaufging. Ob in den beiden letzteren
Fallen kleine Versuchsfehler vorlagen, oder ob die beiden nebeneinander
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untersuchten Gewebsstiicken doch nicht die vollig gleiche fermen-
tative Zusammensetzung hatten, liefl sich nicht entscheiden. Im all-
gemeinen wird man jedenfalls nur mit einer Fehlergrenze von 5%, zu
rechnen brauchén.

I1.

Es wird bei gleicher Gewebsmenge mit der Menge des Nadigemisches
gewechselt.

Man vergleicht also .

I. 0,2 g Muskelgewebe + 2 cem Nadi -+ eine 2 cem Nadikontrolle mit
IL 0,2 g desselben Muskels 4 4 com Nadi und einer 4 com Nadikontrolle.

Ergebnisse.
Versuch I Versuch IT
Organ 02+2 02+ 4
Muskel 0,2 g 2,3 1,2
2,8 14
2,8 1.6
2,8 ' L5
3,0 1,7
3,7 1,7
4.4 ) 2,2
4,4 2,0
5,0 2,3
5,0 2,8
7,0 3,9

Der Verdiinnungsquotient der Versuche I ist in diesen Fillen etwa
doppelt so grofl wie der der Versuche II. Mit andern Worten, das jeweils
in 0,2 g enthaltene Oxydationsferment bildet unter den angegebenen
Bedingungen in derselben Zeiteinheit nur eine bestimmte Menge Indo-
phenolblan. Da nun im Versuch II dieses in der doppelten Menge
Xylol gelost wird, muf der Verdiinnungsquotient Il auf die Halfte sinken.
Die Fehlergrenze ist auch bei diesen Verdiinnungsreihen ungefahr dieselbe
wie in der ersten. Sie betrigt bis 109,.

1.

Die mikroskopische Untersuchung von Oxydasepriaparaten ergibt
stets, dal} die Leukocyten besonders lebhafte Indophenolblaubildung in
den Granula ihres Protaplasmas zeigen. Um nun zu sehen, wie stark
das Gesamtergebnis in unsern Versuchen von etwa in dem Gewebe
enthaltenen Leukocyten beeinfluit ist, wurde durch eine vorherige
12stiindige Formolfixation die sogenannte labile Oxydase vernichtet.
Dann setzt man den Versuch mit dem in Formol fixierten Gewebe an,
in dem also nur Oxydasen in Leukocyten enthalten sind, und vergleicht
das Ergebnis mit dem des entsprechenden sofort nach Tétung des Tieres
frisch untersuchten Gewebsteiles.
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1. 0,2 g frisches Gewele + 2 com Nadi und eine 2 cem Nadikontrolle.
IT. 0,2 g formolfixiertes Gewebe -+ 2 com Nadi und eine 2 cem Nadikontrolle,

Ergebnisse.
Organ I. Frisches IL Formolfixier- M?kroskopischer Befund von II.
Gewebe tes Gewebe labile Oxydase Leukocytenoxydase
0,2 g Leber 6,0 1.5 + -+ {einz.Leukoc.)
6,6 1,8 =+ -+ :
4,8 2,3 + +
4,9 2,3 + +
5,9 1,7 0 +
5,7 1,1 0 +
6,5 1,15 0 0
Niere 5,0 1,1 + 0

Es zeigt sich, dafl, wenn der mikroskopische Befund auch so gut wie
negativ ist, doch noch eine nachweisbare Farbstoffbildung vorhanden ist,
die durch die oft sehr geringe Menge von Leukocyten nicht recht erkliart
zu sein scheint. Nach den Untersuchungen von Loele bildet sich nun
zwischen a-Naphthol und einer Formollosung durch Aufnahme von Luft-
sauerstoff ein Farbstoff, der zuniichst griin, dann blau und schlieflich
grau-schwarz aussieht. In unseren Versuchen kénnte sich dieser Farb-
stoff zu dem gebildeten Indophenolblau hinzufiigen und dadurch die
unverhaltnismiBig hohen Werte bedingen. Auflerdem haben neue
Untersuchungen von Menten und Grdff ergeben, daBl Formolbehand-
lung die Wirkung der Gewebsoxydasen nicht véllig ‘aufhebt.

Vergleichsversuche ohne Gewebe zwischen Nadi mit Formol einer-
seits und Nadi ohne Formol andererseits zeigten regelmaig die gleichen
Erscheinungen, namlich eine stirkere Farbstoffbildung bei dem formol-
haltigen Nadigemisch. Dieger Formol-Koeffizient ist aber noch genauer
zu bestimmen.

1v.

Um zu zeigen, daB die oxydative Wirkung an das Uberleben des
Gewebes gebunden ist, wird ein Teil des Gewebes sofort untersucht, der
andere vor dem Versuch erst lingere Zeit gekocht.

1. 0,2 g frisches Gewebe - 2 cem Nadigemisch und 2 com Nadikontrolle.
IL. 0,2 g gekochtes Gewebe -+ 2 cem Nadigemisch und 2 com Nadikontrolle.

Ergebnisse.
I IL
Organ Frisches Gewebe Gekocht. Gewebe
Leber 0,2 g 3.3 1,2
7,0 1,0
5,2 1,2
Niere 6,1 1,1
3.3 1,1
5,5 1,1

Mikroskopisch war im gekochten Gewebe keinerlei Oxyddse mebr
nachzuweisen. Die quantitative Untersuchung ergab desgleichen keine

Virchows Archiv. Bd. 256. 39
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nennenswerte Farbstoffbildung. Die Helligkeitswerte waren die
gleichen, der Farbton wurde allerdings in dem mit gekochtem Gewebe
angesetzten Versuch stets triiber und dichter. Dadurch wurde der
Vergleich der Helligkeitswerte nicht unwesentlich erschwert. Wenn die
Indophenolblaumenge in dem Versuch mit gekochtem Gewebe regel-
mafig um eine Kleinigkeit grofler zu sein scheint, als in der reinen
Nadikontrolle, so scheint das auf die schlechte Vergleichbarkeit der Farbe
infolge dieser Tritbung zurtickgefithrt werden zu miissen.

V.

Anschlieflend sei noch eine Versuchsreihe mitgeteilt, deren Ergebnisse
sich vorlaufig noch nicht recht verstehen lassen.

L 0,2g Leber + 2com Nadigemisch mit einer 2 com Nadikontrolle.
IT. 0,4 g Leber + 4 com Nadigemisch mit einer 4 com Nadikontrolle.

EBrgebnisse.
I I
Organ 02+2 04 +4
Leber 3,1 3.1
4,3 3.7
4,6 4,8
5,2 3,0
5,2 4,5
5,6 3,0
6,0 4,6
9,1 5,0
10,5 8,4
11,7 7.9

Warum die Versuchsergebnisse in I fast regelmiBig hohere Werte
aufweisen als die von II, obwohl doch das Verhaltnis von Gewebsmenge
zur Menge des Nadigemisches dasselbe bleibt, ist unklar. Wir dachten
zunichst, dafl die Grofe der benutzten Schalen insofern eine Rolle
spiele, als bei gleicher Schalengrofie die groferen Flissigkeitsmengen 1T
das darin enthaltende Gewebe hoher bedecken und mehr vom O, der
Luft abschliefen miiten. Doch auch, wenn wir die zweite Losung in
eine grofere Schale gaben als die erste, blieb das Ergebnis das gleiche.

Fir die praktische Anwendung der Methode ist jedenfalls aus dieser
Tatsache der Schluf zu ziehen, dal} nur solche Versuchsergebnisse mit-
einander verglichen werden diirfen, die nicht nur mit denselben rela-
tiven, sondern auch mit denselben absoluten Mengen Gewebe und Ge-
misch angesetzt sind.

Ersieht man aus den vorausgehenden Ergebnissen, inwiefern die
Methode genau mengenmiaBig arbeitet, so sollen die nun folgenden Ver-
suche Fehlerquellen aufdecken und ihre Bedeutung fiir das End-
ergebnis zeigen.
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VL.

Es wird mit der Einwirkungszeit des Gewebes auf das Nadigemisch
gewechselt und das Ergebnis verglichen mit demjenigen eines Parallel-
versuches desselben Organes, welches, wie iiblich, bei 10 Min. dauernder
Einwirkung erzielt wurde.

I. 1 Niere - 2 cem Nadigemisch 4- 2 cem Nadikontrolle; x Minuten oxy-
dieren lassen.

II. 1 Niere + 2 cem Nadigemisch und eine 2 cem Nadikontrolle; 10 Minuten
oxydieren lassen.

Frgebnisse.
Organ Einwirkungszeit 1. ) 11
(10 Minuten-Kontrolle)

Niere 5 Minuten 10,6 7.9
20 s 6,0 9,1

30 . 7,0 11,3

40 »» 4.8 9,1

60 . 5,4 11,5

70 9 5,9 8,8

80 s 5,4 154

90 s 4.4 16,1

2 Stunden 3,9 10,2

3 s 2,6 6,7

5 > 3.5 7,0

Demnach ergibt Verkiirzung der Einwirkungszeit ein Steigen des
Verdiinnungsquotienten gegeniiber der 10 Min.-Kontrolle, eine bis
90 Min. verlingerte Einwirkungszeit eine allmébliche Abnahme. Bleibt
der Versuch 2, 3 und 5 Stunden stehen, so wird das Verhiltnis etwas un-
regelméBiger, was wahrscheinlich auf Bakterienwirkung zurtickzufithren
ist. Das Sinken in den ersten Stunden deutet anscheinend auf irgend-
eine Hemmung des Fermentes hin. Es liegt am néchsten, anzunehmen,
daB diese rein mechanisch dadurch zustande kommt, dafl das Ferment
durch die es allseitig einhiillenden Indophenolblaukérnchen vom Sauer-
stoff der Luft abgeschlossen wird und somit seine 0 = iibertragende
Féhigkeit nicht so frei entfalten kann.

VII.

Wie sehr auflere Umstéinde bei den Versuchen eine Rolle spielen,
zeigt der EinfluBl der Temperatur, bei der die Reaktion angesetzt wird.
Zu diesemm Zwecke untersuchten wir von derselben Miuseleber 3mal
0.1 g. Und zwar wird der eine Versuch auf Eis angesetzt mit eisge-
kiihltem &#-Naphthol und Diamin ; der zweite bei einer Zimmertemperatur
von 18—20° und der dritte in einem Thermostaten von 56—59°, in
welchem die Losungen zuvor 10—15 Min. vorgewdrmt waren.

I. 0,1g Leber 4+ 1cem Nadi mit einer 1 com Nadikontrolle. 10 Minuten
bei 0—3° oxydieren lassen.

39%
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IL 0,1g derselben Leber + 1cem Nadi mit einer 1cem Nadikontrolle.
10 Minuten bei 18—20° oxydieren lassen.

IIT. 0,1 g derselben Leber 4 1cem Nadi mit einer 1 cem Nadikontrolle.
10 Minuten bei 56—59° oxydieren lassen.

Ergebnisse.
L 1L IIL
Organ 0—8° 18—20° B6—59°

Leber 0,1 ¢ 4,0 2,7 1,4
5,3 3,8 3.5

4,5 4,3 2,3

53 7.9 2,0

4,2 5,4 31

4,4 8,8 2,8

6,8 8,4 1,3

7,9 7.9 3,9

5,2 7,0 4,5

4,3 5,3 3,2

Einheitliche Ergebnisse wurden nicht erzielt. Standig jedenfalls ist
eine Abnahme der Indophenolblaubildung bei 56—59°, von einer voll-
standigen Unterbindung der Oxydationsvorginge kann aber noch keine
Rede sein. Die Eisversuche zeigen wechselnde Ergebnisse. Verglichen
mit den Warmeversuchen sind die Verdiinnungsquotienten immer gréer,
gegeniiber den bei 18—20° ausgefithrten Versuchen sind sie im allge-
meinen niedriger. Die Zimmerversuche zeigen die gréBten Schwankungen
und in der Regel die hochsten Werte.

VIIIL

Andere Fehlerquellen konnen durch postmortale Verinderungen
des Gewebes bedingt sein. Dabei ist von Bedeutung

a) die Zeit, die nach eingetretenem Tod bis zur Versuchsausfilbrung
verstreicht;

b) die Aufbewahrungsart des Organes. Wir wollen im besonderen
untersuchen, ob es gleichgiiltig ist, ob das Organ im Koérper bleibt,
oder ob es auflerhalb desselben z. B. in einer feuchten Kammer auf-
gehoben wird.

a)

Man entnimmt einer Maus sofort nach dem Tode 0,2 g Leber oder
1 Njere und fithrt damit sofort die iibliche Reaktion aus. Die andere
Organhilfte bleibt noch eine bestimmte Stundenzahl im Korper, der
wieder geschlossen und bei 8—10° auftbewahrt wird. Nach Ablauf
der bestimmten Zeit wird dann der Rest des Organes herausgenommen
und ebenfalls auf seinen Oxydasegehalt untersucht.

L 0,2g Leber oder 1 Niere + 2com Nadigemisch mit einer 2 cem Nadi-

kontrolle.
Die Organe werden erst z Stunden nach der Tétung des Tieres untersucht.
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II. 0,2 g Leber oder 1 Niere - 2 com Nadigemisch mit einer 2 ccm Nadi-
kontrolle. :

Die Organe werden sofort untersucht.

Ergebnisse.
Organ Zeit post mortem 1. .
1 Niere 5 Stunden 14,0 11,2
Leber 0,2 g 6 . 6,3 8,9
9 » 5,2 3,3
22 » 5,1 8,9
1 Niere 24 » 6,1 5,5
72 » 7,9 8,4
0,2 g Leber 96 5 7,1 6,8
100 »» 9,4 8,7

Die quantitative Indophenolblaubestimmung zeigt merkwiirdiger-
weise selbst bei einem eérst 100 Stunden post mortem ausgefithrten
Versuch keine Abnahme der Indophenolbildung; sie ergibt im Gegenteil
bis auf 3 Ausnahmen eine geringe Zunahme. Die in mehreren Fillen
ausgefithrten mikroskopischen Vergleiche entsprachen diesem Befunde
nicht. Dort zeigte sich stets eine Abnahme der Indophenolgranula, aber
auch kein vollstindiger Schwund, wie es verschiedentlich am unter-
suchten alteren Sektionsmaterial der Fall war.

b)

Zur Feststellung der Rolle, die die Art der Aufbewahrung eines
Organes spielt, wird einem frisch getoteten Tier ein Teil der Leber oder
eine Niere sofort entnommen und in einer feuchten Kammer aufbewahrt.
Der Rest der Leber oder die andere Niere bleibt im Korper. Nach Ver-
lauf bestimmter Zeit wird nun der Gehalt an Oxydase in beiden Organ-
teilen getrennt bestimmt. ’

Organ Zeit p. m. I IL IIL. Mikroskopischer Befund
Verdii - .
duotienter  wnd difuse.  Teukooten:
Blaufirbung oxydase
Niere 20 Stunden al) 5,02 +++ -+
b2 5,02 F+ ++
22 ., a) 60 +++ ++
b) 59 +++ ++
0, 3 33 + ++++
b) 52 ++ ++
b) 68 + At
Leber 0,2g 100 . a) 1,3 -+ +4
b) 1,8 + +-+

Weitgehende Schliisse lagsen sich aus diesen wenigen Versuchen nicht
zichen. Mit gewisser Wahrscheinlichkeit kann man nur sagen, daff in

1) Im Korper aufbewahrt.
2) Auflerhalb des Korpers aufbewahrt.
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den ersten 20 Stunden nach dem Tode die Aufbewahrungsart der Organe,
ob in oder auflerhalb des Korpers, keinen Einflufi auf die Oxydase-
wirkung hat. Vergleicht man 40—100 Stunden post mortem, so sinkt
der Verdiinnungsquotient der im Korper aufbewahrten Organe um das
1,3 bis 1,5fache gegeniiber dem der in einer feuchten Kammer aufbe-
wahrten Organe. Der mikroskopische Befund entspricht im allge-
meinen diesen Angaben. Im iibrigen zeigt der 100 Stunden nach dem
Tode ausgefiihrte Versuch, genau wie in Tab. 8a, noch eine deutliche
Indophenolblaubildung. Wir sind uns bewuft, daB diese Ergebnisse
im Widerspruch stehen mit den bisherigen im Schrifttum angegebenen,
die im allgemeinen einenraschen Oxydaseschwund nach demTode ergeben.
Auch in unseren mikroskopischen Vergleichen nahm der Gewebsoxydase-
gehalt standig ab, die Leukocytenoxydase hingegen blieb erhalten.
Um so auffallender sind daher die hohen Mengenwerte. Wie lifit sich
nun beides miteinander vereinbaren ? Wie bekannt, zerstoren die auto-
lytischen Vorginge die vorgebildeten Zellgranula. Dadurch werden die
Oxydasen zwar von ihrer granuliren Grundsubstanz losgelost, behalten
aber wohl, wie die diffuse Blaufarbung im mikroskopischen Bilde zeigt,
ihre indophenolbildende Kraft bei. Ob diese diffuse Farbung nun un-
bedingt eine Oxydaseabnabme in sich schlieBen mufB, oder ob nicht die-
selbe Menge mit derselben Kraft nur in einer anderen Form wirkt, ist
mikroskopisch schwer zu sagen, da sich erstens die diffuse Férbung
durch das Auge schwer mengenméBig erfassen und bestimmen 140t, und
weil zweitens diese Oxydaseform sich durch eine noch viel geringere
Widerstandsfahigkeit auszeichnet als die labile Art. Sie verschwindet
z. B. durch Berlihrung mit Wasser oder anderen Flissigkeiten schon
viel frijther als die labile. Es ist nun nicht ausgeschlossen, dal diese aus
den Zellgranula ausgetretene Oxydase durch die Mengenbestimmung
leichter und besser erfallt wird, als es durch die mikroskopische Unter-
suchung der Fall ist. Andererseits konnte die Tatsache, dafl wir 100
Stunden nach eingetretenem Tod noch keinen Oxydaseschwund haben,
gegen die echte Fermentnatur des Stoffes sprechen.

IX.

Ob und inwiefern die Wasserstoffionenkonzentration die Versuchs-
ergebnisse beeinfluBit, ist von uns nicht ermittelt. Da aber gerade fermen-
tative Vorginge, wie die Untersuchung der letzten Jahre gezeigt haben,
weitgehend von der py abhingig sind, wiirde es jedenfalls von Be-
deutung sein, jedesmal unter gleichen, optimalen Bedingungen zuarbeiten.
Bei dem bislang gebrauchten Nadigemisch diirfte das wohl mit Schwierig-
keiten verbunden sein, da auch von uns die stark hygroskopische Di-
methylbase verwandt ist, die sich nach den Untersuchungen von Graeff
und Katsunuwma fiir eine genaue pg-Bestimmung nicht eignet. Fir
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diesen Fall mul} die Base durch das Diaminhydrochlorid ersetzt werden
(Graeff). In unseren Versuchen hat sich aber das Hydrochlorid als
weniger gut geeignet erwiesen, als die Base, deshalb haben wir von
seiner Benutzung Abstand genommen. In unserm Gemisch wird durch
den stindigen Zusatz der 1,7%,igen Sodaltsung eine gewisse Pufferung er-
zielt. Inwieweit diese aber befahigt ist, dem an sich stark sauren Na-
digemisch die fiir einen Versuchsablauf optimale, alkalische Reaktion
zu erteilen, haben wir nicht gepriift, sondern uns mehr bemiiht, unter
maéglichst gleichbleibenden Bedingungen zu arbeiten, um die Ergebnisse
miteinander vergleichen zu kénnen. Fir die mikroskopische Nadi-
reaktion mit &-Naphthol und Diaminhydrochlorid gibt Graeff eine Reihe
tauglicher Pufferlésungen an.

W. H. Schultze hélt — zumal eine Gewebspufférung noch nicht
méglich ist — eine genaue Pufferung des Nadigemisches fiir unnétig,
,,weil die einzelnen Zellen wieder eine verschiedene chemische bezw.
physikalische Zusammensetzung haben, und deshalb eigentlich fiir
jedes Gewebe wieder eine besondere Puffermischung gefordert werden
miilte, und weil in der Zelle, in der sich eine Reaktion abspielt, infolge der
elektiven Eigenschaften der iiberlebenden Zelle ganz andere Konzen-
trationsverhiltnisse zustande kommen, als sie in der auf die Zellverbande
zur Einwirkung kommenden Lésung hergestellt ist*.

Neuerdings hat nun Graeff zur Ermittlung der Gewebs-H-ionen-
konzentration Versuche angestellt, die allerdings noch nicht zu einer
einfachen, schnellen und sicheren Methode gefithrt haben.

X.

Wie steht es nun um die absoluten Werte der errechneten Verdiin-
nungsquotienten? Aus den bisherigen Tabellen geht zwar hervor, dal
die von uns benutzte Methode bei Ausschaltung der Fehlerquellen
quantitativ arbeitet. Besonders zeigten Parallelversuche des gleichen
Organes jeweils weitgehende Ubereinstimmung.

Auffallend muB es aber sein, daf die absoluten Zahlen bei Versuchen
mit dem gleichen Organ verschiedener Tiere weitgehend voneinander
abweichen, daBl also, um ein Beispiel zu nennen, der Oxydasegehalt
der verschiedenen Lebern bei gleicher Versuchsanordnung die stirkste
Verschiedenheit erkennen liBt. Diese Zahlen sind allerdings insofern
nicht ganz einwandfrei, da bei den ersten Versuchen nicht auf Bedeutung
gewisser angefiihrter Fehlerquellen geachtet wurde (im besonderen
Temperatur). AuBlerdem werden in diesen weitgehenden Unterschieden
noch andere Einfliisse zur Geltung kommen : Alter des Tieres, Fiitterungs-
zustand, Funktion eines Organes kénnen gegebenenfalls die Menge der
Oxydase beeinflussen. So konnte Graeff eine Erhthung des Oxydase-
gehaltes der Muskulatur des graviden Uterus gegeniiber dem nicht gra-



608 M. Staémmler und W. Sanders:

viden feststellen. Daf Organe junger Tiere oftmals reicher an Oxydasen
sind als die dlterer, ist schon von den verschiedensten Seiten behauptet
worden. Um nun vergleichbare absolute Werte zu erzielen, mufl man
auf all diese Finzelheiten achten und sie im Ergebnis vermerken. Aber
von Bedeutung scheinen gerade diese Unterschiede der reinen Zahlen
insofern zu sein, als sie vielleicht gestatten, feinere funktionelle Ver-
anderungen der Zellen festzustellen, die weder im gewoéhnlichen Schnitt-
praparat noch im mikroskopischen Oxydasepriparat erkennbar sind.
Denn ein Vergleich der Ergebnisse der quantitativen Methode mit den
mikroskopischen Praparaten zeigte sehr hiufig, dafl die mit der ersteren
gefundenen Unterschiede im mikroskopischen Bilde nicht deutlich zum
Ausdruck kamen.

Zusammenfassung.

1. Es wird eine Methode angegeben zur Mengenmessung des durch
Gewebsoxydase aus o-Naphthol und Dimethylparaphenylendiaminbase
gebildeten Indophenols. Sie beruht auf einem Farbvergleich mit einer
zur gleichen Zeit angesetzten Nadikontrolle ohne Gewebe, wobei der
gebildete Farbstoff mit Xylol ausgeschiittelt wird.

2. Die Methode arbeitet bis auf einen Unterschied von 5—109, genau
mengenmiBig, wie aus den Parallelversuchen I a + b, IT und IV zu
ersehen ist. :

3. Verlangert man die Einwirkungszeit des Gewebes auf das Nadi-
gemisch, so nimmt der Verdiinnungsquotient — wahrscheinlich infolge
einer Fermenthemmung — regelmiBig ab.

4. Das Temperaturoptimum scheint bei den ausgefiithrten Versuchen
zwischen 18 und 20° zu liegen. Eine Erhshung auf 56—59° ergibt eine
regelméfBige Abnahme der Indophenolblaubildung; die Eisversuche
haben keine einheitlichen Ergebnisse, sie sind aber im allgemeinen héher
als die der Wirmeversuche, aber kleiner als die der Zimmerversuche.

5. Die postmortalen Einfliisse machen sich haufig durch eine geringe
Zunahme der Indophenolblaubildung geltend, die aber in keinem Ver-
haltnis zu dem mikroskopischen Befunde steht. Vielleicht 1Bt sich
dieser Unterschied durch die Annahme erklsiren, daB bei den autoly-
tischen Vorgangen die Zellgranula zwar zerstért werden, die Oxydasen
aber erhalten bleiben, jedoch in einer so wenig widerstandsfihigen Form,
daf sie mit der iiblichen mikroskopischen Methode schlecht zu erfassen
sind.

6. Untersuchungen von formolfixiertem Gewebe zeigten, selbst
wenn der mikroskopische Befund so gut wie negativ war, eine deutliche
Farbstoftbildung, die durch die oft sehr geringe Leukocytenmenge
nicht recht erklart zu sein scheint. Ursache ist vielleicht die Addition
eines zweiten Farbstoffes aus a-Naphthol und Formol durch Aufnahme
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von Luftsauverstoff (Loele) zu dem aus a-Naphthol und Diamin ge-
bildetem Indophenolblau.

7. Die Versuche mit gekochtem Gewebe ergaben regelmiBig keine
Indophenolbildung.

8. Absolute Werte bringen die Versuche nicht. Um diese zu finden,
muf} geachtet werden auf das Alter der Tiere, ihren Erndhrungszustand,
auf die voraufgegangene Fiitterung und den Funktionszustand des
betreffenden Organes. Wahrscheinlich spielt noch die Wasserstoff-

ionenkonzentration des Nadigemisches und der Gewebe eine gewisse
Rolle.
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