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Die gew5hnlichen physiologlsch-chemischen Methoden der Ferment- 
forsehung zeigen nur die Endprodukte des fermentativen Vorganges 
.oder geben Anhaltspunkte fiir die chemisehe Iqatur des Enzyms selbst. 
Die in der mikroskopischen Teehnik fibliche Oxydasereak~ion, im be- 
sonderen die am frischen, unfixierten Material, hat vor diesen Methoden 
den Vorzug, dab sie sich direkt unter dem Mikroskope beobaehten lgBt 
(W. H. Schu~tze, v. Gierke). Sie zeigt nns, dab nicht alle K0rper- 
zellen gleiche Mengen Indophenolblau bilden, dab die Oxydasewirkung 
vielmehr in den verschiedenen KSrperzellen reeht verschieden stark ist. 
So sind, wie aus den Untersuchungen yon Grd~[/und neuerdings besonders 
Katsunuma hervorgeht, in der Leber die Zellen der Peripherie der Acini 
vor denen im Zentrum bevorzugt, die Kupfferschen Sternzellen lassen 
regelm~l~ig Indophenolbaubildung erkennen. In der Niere ist die Rinde 
und das obere Drittel des Markes stark oxydasehaltig; in einer sichel- 
fSrmigen, seharfen Linie setzt sieh diese Zone gew0hnlieh yon den fast 
ungefgrbten unteren Dritteln ab. Die Herzmusknlatur gibt in ihrer 
Gesamtheit eine positive t~eaktion. Das l~eizleitungssystem zeichnet 
sich dabei dutch einen besonders hohen Fermentgehalt aus (Katsu- 
numa). Durch die St~rke der Reaktion lassen sieh rote und weil~e 
KSrpermuskulatur differenzieren, und zwar sind die roten Fasern starker 
positiv als die weiBen. 

Ein groBer Nachteil dieser Methode aber ist, dal~ sie die gebildete 
Indophenolblaumenge nieht zahlenm~l~ig angibt. Zudem ist der Farb- 
stoff nicht zuverlgssig fixierbar, es iassen sieh also yon den Sehnitten 
s ehlesht Dauerprgparate herstellen. Will man daher ein Urteil fiber die 
j eweils in einem frischen Schnitt enthaltene Ind0phenolblaumenge ab- 
g eben, so ist man auf einen Vergleieh mit Erinnerungsbildern angewiesen, 
s oweit nieht Stellen desselben Schnittes vergliehen werden. Die Angaben 
sind also in diesen FMlen rein snbjektiv. Wohl werden grobe Unterschiede 
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in der Reaktion kaum AnlaB zu T~usehungen geben, desto mehr aber 
die mittleren und feineren. Weiterhin maeht sieh fiir die Sehgtzung der 
gebildeten Indophenolblaumenge die versehiedene Schnittdieke sehr 
st6rend bemerkbar. 

Um diese Fehlerquellen nun auszusehalten, um zu einem objektiven 
Urteil zu gelangen; suehte Vernon das ans Nadigemiseh d-Gewebe 
gebildete Indophenolblau quantitativ zu bestimmen. Seine Methode ist 
kurz folgende: 

Man nimmt ein Gemiseh yon r Dimethylparaphenylen- 
diamin und Soda, und zwar in einem Mengenverhgltnis, daft in 5 ecru der 
Versuehsfliissigkeit 1/150m a-Naphthol und Paraphenylendiamin d- 
0,17~ (1/62 m) Natriumearbonat enthalten sind. 5 ecru yon diesem 
Reagens werden in einer Petrisehale yon 8,8 em Durchmesser mit 0,5 g 
zerkleinertem Gewebe znsammengebraeht, grt~ndlieh durehmiseht und 
bei ca. 17 o eine Stunde lang der Oxydation iiberlassen. Dutch tIinzu- 
ftigen yon 10 Gem 96% Alkohols wird diese unterbrochen. Dabei wird 
gleichzeitig das in unlSslieher Form auf dem Organbrei angesammelte 
Indophenol ansgezogen. Nachdem der Alkohol eine halbe Stunde ein- 
gewirkt hat, wird das Gemiseh filtriert und der Indophenolgehalt der 
Auszuges eolorimetriseh dutch Vergle!eh mit einer TestlSsung bestimmt. 
Zur Herstellung dieser Standardfliissigkeit nimmt man 1,5 Teile des 
oben angegebenen geagens und verdiinnt sie mit 200 Teilen Alkohol 
(50%). Die LSsnng bleibt, his das HSehstmaft an Farbe dutch voll- 
sti~ndige Umwandlung in Indophenolblau erreieht ist, often stehen. 
Erst naeh einigen Tagen wird die TestrShre lest versehlossen. All- 
wSehentlieh muft die NormallSsung erneuert werden, da das Indophenol- 
blau nicht sehr haltbar ist und naeh ungefiihr 14 Tagen verblaftt. Im 
tibrigen wird sie nur solange benutzt, wie sie unbedingt einwandfrei 
erseheint. Zum eolorimetrisehen Vergleieh gibt man eine gemessene 
Menge des Filtrats in eine andere TestrOhre yon genau demselben Dureh- 
messer und verdiinnt, bis die gleiehe Farbsti~rke wie die der Standard- 
15sung erreieht ist. Als Verdiinnungsfliissigkeit dienen Alkohol, Wasser 
oder ein Gemiseh von beiden. Die Farbe sehwankt zwisehen rStliehblau 
und violett. Eine geeignete Ver~nderung der Verdfinnungsflfissigkeit 
gleieht diese Farbsehattierungen aus. Und zw~r erh~lt man dureh 
Zugabe yon Alkohol ein ,,dtinnes Violett", dureh Wasser ein ,,r6tliches 
l~osa", Misehungen yon beiden ergeben die Zwisehenfarben. Der Farb- 
vergleich zwisehen TestlOsung und verdiinntem Filtrat finder fiber 
einem Blatt Papier bei wiederholter Vertauseh-cng der Stellung statt. 

Unsere Versuehe, mit dieser Vernonsehen Teehnik zu arbeiten, 
scheiterten daran, dab eine zuverl~ssige colorimetrisehe Vergleichung 
nieht mSglieh war. Zwisehen Versuehsfliissigkeit und TestlSsung lieft sieh 
keine Farbgleiehheit herstellen. Alle Versuehe, dutch Ver~nderung der an- 
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gegebenen Verdiinnungsfltissigkeiten Farbengleichheit zu erzielen, waren 
erfolglos. Eine weitere Schwierigkeit war die Inkonstanz der Standard- 
15sung. AllwSchentlich multte sie durch eine neue ersetzt werden. Dabei 
zeigte regelm~l)ig ein Vergleich yon alter und neuhergestellter LSsung 
einen ziemlich grotlen Farbenunterschied. 

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

Daraafhin nahmen wir yon der Herstellung eines dauernden Stan- 
dards Abstand und s tdl ten uns zu jedem Versuehe als Vergleieh eine 
jeweilige Kontrolle ohne Gewebe her, bei der das Nadigemisch also nut  
tier Se]bstoxydation an der Luft  ausgesetzt ist. Im iibrigen wurde zu- 
n~ichst die Vernonsche Versuchsanordnung beibehalten. Aber auch 
dabei ]iel~ sich dureh Verdiinnen keine Farbgleichheit erzielen. Die 
Ursache ist wohl der Wirkung des Alkohols zuzuschreiben. Und yon 
dem Gedanken ausgehend, daG Indophenolblau sich in Fet ten lSst, 
ersetzten wir den Alkohol bei der Extrakt ion durch OlivcnS1. Miihelos 
lie~ sich damit eine vollst~ndige Farbgleichheit erreiehen. Aus rein 
praktischen Riicksichten ersetzten wir das 01 durch Xylol, das zugleich, 
ebenso wie der Alkohol bei der Vernonschen Versuchsanordnung, die 
Oxydation unterbricht, und hat ten d~mit noeh bessere Erfolge. 

Fiir unsere Versuche i~nderten wir noch die Konzentration der 
Vernon schen LSsung und  wechselten mit der Einwirkungszeit: Uns 
dient als Reagens ein Gemisch einer 1 pro z. a-Naphtho]-, einer l%igen  
Paraphenylendiamin- und einer 1,7 proz. SodalSsung. Und zwar nimmt 
man  a-Naphthol und Diamin zu gleichen Teilen und fiigt 1/10 e i n e r  
1,7 proz. SodalSsung hinzu. 

An einem Beispiel sei die neue Versuchsanordnung kurz erl~utert. 
Zu untersuehen sind 0,2 g Gewcbe. Ist  das Organ sehr blutreich, so 
wird es zuvor mit Fliel~papier abgetrocknet und yon Blutgerinnseln 
befreit, dann wird es gewogen und mittels Schere oder Gefriermikrotom 
zerkleinert. Dabei hat  es sieh herausgestellt, daI~ ein nicht allzulanges 
Gefrierenlassen der Gewebe ohne seh~digenden Einflul~ auf die Oxydasen 
ist. Nun filtriert man 2 ccm a-Naphthol in 1%-LSsung, 2 ccm Diamin, 
mischt beides und setzt 0,4 cem der 1,7 proz. SodalSsung hinzu. 2 ecm 
dieses Gemisehes werden in einem Glassch~ilehen yon 6,5 em Dureh- 
messer mit den zu untersuchenden 0,2 g Gewebe vermiseht. In  eine 
zweite gleieh grol~e Schale kommen zum Vergleich gleichfalls 2 ccm des 
Nadigemiscl~es mit Soda, aber ohne Gewebe. Beide bleiben 10 Min. 
tier Oxydation iiberlassen. Die Fliissigkeit der Schale I I  ohne Gewebe 
wird dann blal~blau, die mit Gewebe stark dunkelblau. Um nun noeh 
,das im Gewebe enthaltene Indophenolblau her~uszubekommen, zerreib~ 
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man Gewebe und l~eagens 3 M_in. in einem M6rser, gieBt es in ein Rea- 
genzglas und bringt die doppelte Menge Xylol, in diesem FMle also 
4 cem, hinzu. Desgleichen wird die Fliissigkeit ohne Gewebe in ein 
ReagenzrShrehen gebraeht und aueh mit 4 ccm Xylol vermiseht. Je t z t  
werden beide l~Shrehen 3 Min. mit der Hand geseh/itte]t. Nach dieser 
Zeit erscheint der Bodensatz der Kontrolle trtib und farblos. S~mtliehes 
Indophenolblau ist in das Xylol fibergegangen. Je tz t  vergleicht man 
beide Flfissigkeiten in einem tt~mometer naeh Sahli. Dabei wird die 
dunklere Gewebsl6sung solange mit Xylol verdiinnt, bis sit dieselbe 
Farbe zeigt, .'wie die jeweilige hellere gewebsfreie VergleiehslSsung. 
Der so gefundene Verdiinnungsquotient gibt nun an, wievielmal soviel 
Indophenolb]au dutch das Gewebe als spontan an der Luft  gebi]det ist. 
Man bekommt also die Fermentwirkung in einem Dezimalbrueh aus- 
gedriiekt. Mug man z. B. in dem ersten RShrehen die Indophenol]Ssung 
yon Teilstrich 20 auf 95 verdiinnen, damit die Farbe gleieh der der 
Kontrolle wird, so ist der Verdtinnungsquotient 9 5 : 2 5  = 3,8. Der 
Farbvergleieh findet von einer matt ierten elektrischen Birne start .  
Im allgemeinen erh~lt man ohne weiteres den gleiehen Farbton. Maneh- 
real treten abet doch gewisse Farbunterschiede auf. Meist lassen sie 
sich aber vermeiden durch sauberes Arbeiten und gute LSsungem 
Wiehtig seheint zu sein, dab die L5sungen yon ~-Naphthol und Diamin 
gleichaltrig sind und nicht l~nger Ms drei Tage aufgehoben werden. 
Treten aber trotzdem kleine Untersehiede in den Farben auf, so l~Bt 
sieh die mehr rote Farbe der blauen dadurch angleichen, dab man eine 
Spur Carbolxylol zufiigt. 

Zu achten ist weiterhin auf das Verh~ltnis zwisehen Glassehalen- 
grSge und Menge des gebrauehten Reagens. Es mug immer so skin, dab 
die Gewebsteilehen der Luft  ausgesetzt und nut  mit einer dtinnen 
Fliissigkeitssehicht umgeben sin& Wichtig ist vor allem, dal~ bei Reihen- 
untersuehungen, bei denen Ergebnisse miteinander vergliehen werden 
sollen, immer gleiehgroBe Sehalen und dieselben Flfissigkeitsmengen 
benutzt  werden. 

Uber die Arbeitsweise der neuen Methode sollen die nun folgenden 
Versuehsreihen Auskunft geben. Untersueht wurden Leber, Nieren, 
Herz und Muskeln yon weigen M~usen. 

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

Ia. 
Von einer Mguseleber werden 2 real 0,2 g zur gleichen Zeit und unter gleichen 

Bedingungen behandelt. 
Schale I und IIL 

In jede der Sehalen komm~ 0,2 g fein zerldeinerte ~useleber und 2 cem 
Nadigemisch (0,9 ecru a-Naphthol, 0,9 Diamin und 0,2 ccm der 1,Tproz. Soda- 
]6sung). 
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Sehale I I  und IV 
enthalten jeweils 2 cem desselben Nadigemlsehes olme Gewebe. 

Alle 4 Sehalen bleiben 10 Minu$en der Luftoxydation ausgesetzt. 
Hiernech wird der Inhalt yon 8ehale I und I I I  je 3 Minuten in einem M6rser 

zerrieben. Dann wird der Inhalt aller 4 SehMen in Reagensgl/~ser gegossen und 
mit 4 ecru Xylol ausgesehiittelt. Naeh 3 Minuten wird im Sahli der Farbvergleich 
angestellt, d. h. es wird die Fltissigkeit der Sehalen I mi~ I I  trod I I I  mig IV ver- 
glichen und die Verdtirmungsquotienten bereehnet. 

Ergebnisse. 
Versuch I Versueh IX 

Schalen I und II Schalen IlI und IV Organ 

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 

I b .  
Doppelversuche mit den Nieren. Die Versuchsanordimng isg die gMche wie 

bei Ia,  nur wird fiir 0,2 g Leber eine Niere gesetzg. 
Diese wird zuvor gewogen und mit einer ihrem Gewichte entsprechenden 

Nadimenge versetzt. Also zu 0,1 g Gewebe kommt 1 ccm Nadi, zu 0,2 g 2 ccm, 
zu 0,3 g 3 ccm. 

I. 1 Niere ~- 2 ccm Nadi und eine 2 ccm Nadikontrolle. 
II.  Andere Niere desselben Tieres -t- 2 ecru Nadi und eine 2 cem Nadikongrolle. 

Organ 
Niere 

Ergebn~se. 
Versuch I Versuch H 

4,0 4,3 
5,0 5,0 
5,0 5,2 
5,9 6,0 
6,5 6,5 
8,6 8,4 
8,1 8,6 

Die  Ergebnisse  be ider  Versuchsre ihen waren  somi t  im a l lgemeinen  
insofern zuff iedenste l lend,  als grSl3ere Abweichungen  zwischen dem 
gleichzei t ig  angese tz tcn  Vcrsuch I und  I I  nich~ vorkamen .  Der  hSchste  
Unte r sch ied  war  0,6. Meist  bewegte  er sich um 0 ,2- -0 ,3 .  Dieser  muB Ms 
die gew6tmliche Feh le rb re i t e  angesehen werden.  Bei  e inem u n b e d i n g t e n  
Durehschn i t t swer t  yon  6,0 wiirde das  eine Ungenauigkei~ yon  5 %  be- 
deuten ,  die in  2 F/s bis zu 10% hinaufging.  Ob in den  be iden  le tz te ren  
F~l len  kteine Versuchsfehler  vor lagen,  oder  ob die be iden  nebene inander  



600 M. Staemmler und W. Sanders: 

untersuehten Gewebsstiieken doeh nieht die vOllig gleiche fermen- 
ta t ive Zusammensetzung hatten, lieB sieh nicht entscheiden. I m  all- 
gemeinen wird man jedenfalls nur mit  einer Fehlergrenze yon 5% zu 
reehnen braueh6n. 

I I .  

Es wird bei gleieher Gewebsmenge mit  der Menge des Nadigemisches 
geweehselt. 

Man vergleieht also 
I. 0,2 g Muskelgewebe + 2 ccm Iqadi + eine 2 ccm I~dikontrolle mit 
II. 0,2 g desselben Muskels + 4 ccm Nadi und einer 4 ccm 1XTadikontrolle. 

Organ 

Muskel 0,2 g 

Ergebnisse. 
Versuch I Versuch I I  

0,2 + 2 0,2 + 4 

2,3 ],2 
2,8 1,4 
2,8 1,6 
2,8 1,5 
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 i s t  in diesen F~llen etwa 
doppelt  so groB wie der der Versuche I I .  Mit andern Worten, das jeweils 
in 0,2 g enthaltene Oxydationsferment bildet unter den angegebenen 
Bedingungen in derselben Zeiteinheit nur eine best immte Menge Indo- 
phenolblau. Da nun im Versueh I I  dieses in der doppelten Menge 
Xy]ol gel6st wird, muB der Verdiinnungsquotient I I  auf die HMfte sinken. 
Die Fehlergrenze ist aueh bei diesen Verdfinnungsreihen ungef~hr dieselbe 
wie in der ersten. Sit betr~gt b i s  10%. 

I I I .  

Die mikroskopische Untersuchung yon Oxydasepr~p~raten ergibt 
stets, dab die Leukocyten besonders lebhafte Indophenolblaubildung in 
den Granul~ ihres Protalol~smas zeigen. Um nun zu sehen, wie s tark 
das Gesamtergebnis in unsern Versuehen yon etwa in dem Gewebe 
enthaltenen Leukocyten beeinfluBt 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 Leukoeyten enthalten sind, und vergleieht 
das Ergebnis mit  dem des entsprechenden sofort nach T6tung des Tieres 
friseh untersuehten Gewebsteiles. 
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I. 0,2 g frisches Gewelce + 2 ccm ~adi und eine 2 cera Nadikontrolle. 
II. 0,2 g formolfixiertes Gewehe + 2 ccm ~qadi und eine 2 ccm Nadikontrolle. 

Ergebnlsse. 
I. Frisches 

Organ Gewebe 

0,2 g Lebe r  6,0 1,5 
6,6 1,8 + 
4,s 2,3 • 
4,9 2,3 
5,9 1 , 7  0 
5,7 1,1 0 
6,5 1,15 0 

~iere 5,0 1,1 --~ 

II. Formolfixier- Mikroskopiseher Befund yon 11. 
tes Gewebe labile Oxydase Leukocytenoxydase 

+ einz.Leukoc.) 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
o 
o 

Es zeigt sieh, daB, wenn der mikroskopische Befund aueh so gut  wie 
negativ is L doeh noeh eine naehweisbare Farbstoffbitdung vorhanden ist, 
die dureh die oft sehr geringe Menge yon Leukocyten nieht recht erklgrt 
zu sein seheint, Nach den Untersuchungen von Loele bildet sich nun 
zwischen cr und einer Formoll6sung durch Aufnahme yon Luft- 
sauerstoff ein Farbstoff, der zuniiehst griin, dann blau und schlieBlieh 
grau-sehwarz aussieht. In  unseren Versuchen k6nnte sich dieser Farb- 
stoff zu dem gebildeten Indophenolblau hinzufiigen und dadurch die 
unverhi~ltnismgl~ig hohen Werte bedingen. AuBerdem ha,ben neue 
Untersuchungen yon Menten und Grdi]] ergeben, dab Formo]behand- 
]ung die Wirkung d e r  Gewebsoxydasen nicht v611ig aufhebt.  

Vergleichsversuche ohne Gewebe zwischen Nadi mit Formol einer- 
seits und Nadi ohne Formol andererseits zeigten regelm/~Big die gleichen 
Erscheinungen, ni~mlich eine st/~rkere Farbstoffbildung bei dem formol- 
haltigen Nadigemisch. Dieser Formol-Koeffizient ist aber noeh genauer 
zu bestimmen. 

IV. 

Um zu zeigen, dab die oxydative Wirkung an das Uberleben des 
Gewebes gebunden ist, wird ein Tell des Gewebes sofort untersueht, der 
andere vor dem Versuch erst 1/ingere Zeit gekoeht. 

I. 0,2 g frisches Gewebe + 2 ccm Nadigemisch und 2 ccm Nadikontrolle. 
II. 0,2 g gekochtes Gewebe -4- 2 ccm Nadigemisch und 2 ccm iNadikontrolle. 

Organ 

L ebe r  0,2 g 

~ i e r e  

Ergebnisse. 
I. ti. 

Frisches Gewebe Oekocht. Gewebe 
3,3 1,2 
7,0 1,0 
5,2 1,2 
6,1 1,1 
3,3 1,1 
5,5 1,1 

Mikroskopisch war im gekochten Gewebe keinerlei Oxydase mehr 
nachzuweisen. Die quanti tat ive Untersuehung ergab desgleiehen keine 

u Archiv. Bd. 256. 39 
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nennenswerte Farbstoffbildung. Die Helligkeitswerte waren die 
gleiehen, der Farbton wurde allerdings in dem mit gekochtem Gewebe 
angesetzten Versuch stets triiber und dichter. Dadurch wurde der 
Vergleieh der Helligkeitswerte nieht unwesentlich erschwert. Wenn die 
Indophenolblaumenge in dem Versueh mit gekoehtem Gewebe regel- 
mi~Big um eine Kleinigkeit grSBer zu sein seheint, als in der reinen 
Nadikontrolle, so seheint das auf die sehleehte Vergleiehbarkeit der Farbe 
infolge dieser Triibung zuriiekgeliihrt werden zu miissen. 

V. 

Anschliel~end sei noch eine Versuchsreihe mitgeteilt, deren Ergebnisse 
sich vorli~ulig noeh nicht recht verstehen lassen. 

I. 0,2 g Leber -t- 2 ccm Nadigemisch mit einer 2 cem Nadikontrolle. 
II. 0,4 g Leber ~ 4 cem Nadigemisch mit einer 4 ccm Nadikontrolle. 

Organ 

Leber 

Ergebnisse. 
I .  II. 

0,2 + 2 0,4 + 4 

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 regelm~ftig h6here Werte 
aufweisen Ms die yon II, obwohl doeh das Verh~ltnis yon Gewebsmenge 
zur Menge des Nadigemisches dasselbe bleibt, ist unklar. Wir dachten 
zun~chst, dab die Gr6fte der benutzten Schalen insofern eine Rolle 
spiele, als bei gleicher Schalengr61~e die gr6Beren Fliissigkeitsmengen I I  
das darin enthaltende Gewebe h6her bedecken und mehr yore 0~ der 
Luft  abschliel3en miil~ten. Doch auch, wenn wir die zweite L6sung in 
eine gr61~ere SchMe gaben als die erste, blieb das Ergebnis das gleiehe. 

Fiir die praktisehe Anwendung 4er Methode ist jedenfalls aus dieser 
Tatsache der Schlul~ zu ziehen, dab nut  solehe Versuehsergebnisse mit- 
einander verglichen werden dtirfen, die nicht nut  mit denselben re]a- 
riven, sondern auch mit denselben absoluten Mengen Gewebe und Ge- 
misch angesetzt sind. 

Ersieht man aus den vorausgehenden Ergebnissen, inwiefern die 
Methode genau mengenm~Big arbeitet, so sollen die nun ~olgenden Ver- 
suche Fehlerquellen aufdecken und ihre Bedeutung ftir das End- 
ergebnis zeigen. 
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VI. 

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

I. 1 ~Tiere -]- 2 ccm Nadigemisch + 2 ccm ~adikonfrolle; x Mhmten oxy- 
dieren lassen. 

II. 1 Niere + 2 ecm Nadigemisch und eine 2 ccm YkTadikontrolle; 10 Minuten 

Organ 

Niere 

oxydieren lassen. 

Ergebnisse. 
Einwirkungszeit I. II. 

(10 Minut en-Kontrolle) 
5 Minuten 10,6 7,7 

20 ,, 6,0 9,1 
30 ,, 7,0 11,3 
40 ,, 4,8 9,1 
60 ,, 5,4 11,5 
70 ,, 5,9 8,8 
80 ,, 5,4 15,4 
90 4,4 16,1 
2 Stunden 3,9 10,2 
3 ,, 2,6 6,7 
5 ,, 3,5 7,0 

Demnach ergibt Verktirzung der Einwirkungszeit ein Steigen des 
Verdiinnungsquotienten gegenfiber der 10 Min.-Kontrolle, eine bis 
90 Min. verli~ngerte Einwirkungszeit eine a!lm~hliche Abnahme. Bleibt 
der Versuch 2, 3 und 5 Stunden stehen, so wird das Verhi~ltnis etwas un- 
regelm/~/~iger, was wahrscheinlieh auf Bakterienwirkung zuriickzuffihren 
ist. Das Sinken in den ersten Stunden deutet anscheinend auf irgend- 
eine Hemmung des Fermentes bin. Es liegt am ngchsten, anzunehmen, 
dal3 diese rein mechanisch dadurch zustande kommt, dab das Ferment 
dureh die es allseitig einhfillenden IndophenolblaukSrnchen yore Sauer- 
stoff der Luft  abgesehlossen wird und somit seine 0 ~ fibertragende 
F/~higkeit nicht so frei entfalten kann. 

VII.  

Wie sehr i~uBere Umstgnde bei den Versuchen eine lZolle spielen, 
zeigt der EinfluB der Temperatur, bei der die Reaktion angesetzt wird. 
Zu diesem Zwecke untersuchten wir yon derselben M~useleber 3real 
0,1 g. Und zwar wird der eine Versuch auf Eis angesetzt mit eisge- 
kfihltem ~-Naphthol und Diamin; der zweite bei einer Zimmertemperatur 
yon 18--20 ~ und der dritte in einem Thermostaten yon 56--59 ~ in 
welehem die LOsungen zuvor 10--15 Min. vorgew~rmt waren. 

I. 0,1 g Leber + 1 ccm INadi mi$ einer 1 ccm Nadikontrolle. 10 Minuten 
be[ 0---3 ~ oxydieren lassen. 

39* 
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II. 0,1 g derselben Leber + 1 cem I~adi mit einer 1 cem Nadikontrolle. 
l0 Minuten bei 18--20 ~ oxydieren lassen. 

III.  0,1 g derselben Leber + 1 Gem I%di mit einer 1 cem Nadikontrolle. 
10 Minuten bei 56--59 ~ oxydieren lassen. 

Ergebnisse. 

O r g a n  

Leber 0,1 g 

I .  I I .  I l I .  
0 - - 3  ~ 1 8 - - 2 0  ~ 5 6 - - 5 9  ~ 

4,0 2,7 1,4 
5,3 3,8 3,5 
4,5 4,3 2,3 
5,3 7,9 2,0 
4,2 5,4 3,1 
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 warden nicht erzielt. St~ndig jedenfalls ist 
eine Abnahme der Indophenolblaubildung bei 56--59 ~ yon einer voll- 
st~ndigen Unterbindung der Oxydationsvorg~nge kann abet noch keine 
Rede sein. Die Eisversuche zcigen wechselnde Ergebnisse. Verglichen 
mi t  den W~rmeversuchen sind die Vcrdfinnungscluotienten immer grSi~er, 
gegenfiber den bei 18--20 ~ ausgeffihrten Versuchen sind sie im allge- 
meinen niedriger. Die Zimmerversuche zeigen die grOi~ten Schwankungen 
und in der Reget die hOchsten Werte. 

VIII. 
Andere Fehlerquellen k6nnen dutch postmortale Ver~nderungen 

des Gewebes bedingt sein. Dabei ist yon Bedeutung 
a) die Zeit, die nach eingetretenem Tod bis zur Versuchsausffihrung 

verstreicht;  
b) die Aufbewahrungsart  des Organes. Wit  wollen im besonderen 

un~ersuchen, ob es gleichgiiltig ist, ob das Organ im K6rper bleibt, 
oder ob es auBerhalb desselben z. B. in einer feuchten Kammer  a.ui- 
gehoben wird. 

a) 
Man entn immt  einer Maus sofort nach dem To4e 0,2 g Leber oder 

1 l~iere und ffihrt damit  sofort die iibliche I~eaktion aus. Die andere 
Organh~Ifte bleibb noch eine best immte Stundenzahl im K6rper,  der 
wieder geschlossen und bei 8--10 ~ aufbewahrt  wird. I~ach Ablauf 
der bestimm~en Zeit wird dann der Rest  des Organes herausgenommen 
und ebenfalls auf seinen Oxydasegehalt untersucht. 

I, 0,2 g Leber oder 1 l~iere ~- 2 ecru l~adigemisch mit einer 2 cem Bladi- 
konbrolle. 

Die Organe werden ersr x Stunden nach der T6tung des Tieres untersucht. 
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II. 0,2 g Leber odcr 1 ~iere q- 2 ccm ~adigemisch mit einer 2 ocm Nadi- 
kontrolle. 

Die Organe werden sofort untersucht. 

Ergebnisse .  
Organ Zeit post mortem I. H. 

1 lqiere 5 S~unden 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 ,, 7,1 6,8 
100 ,, 9,4 8,7 

Die quantitative Indophenolblaubestimmung zeigt merkwiirdiger- 
weise selbst bei einem erst 100 Stunden post mortem ausgefiihrten 
Versueh keine Abnahme der Indophenolbildung; sie ergibt im Gegentefl 
bis auf 3 Ausnahmen eine geringe Zunahme. Die in mehreren F~llen 
ausgeffihrten mikroskopisehen Vergleiehe entspraehen diesem Befunde 
nicht. Dort  zeigte sieh stets eine Abnahme der Indophenolgranula, aber 
auch kein vollst~ndiger Schwund, wie es verschiedentlich am unter- 
suehten ~lteren Sektionsmaterial der Fall war. 

b) 

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

Organ Zeit p.m. I. IL IlL Mikroskopischer Befund 
Verdiinnungs- Gew. Oxydase 
quotienten und diffuse Y~eukocyten- 

Blauf~irbung oxydase 
Niere 20 Stunden a x) 5,02 q- + ~ +-f- 

b 2) 5,02 + + +  + +  
22 ,, a) 6,0 + + +  +-I- 

b) 5,9 + + +  + +  
40 ,, a) 3,3 + + + + +  

b) 5,2 + +  + +  
50 ,, a) 4,7 + +  + + + - - + + + +  

b) 6,8 + + + + + +  
Leber 0,2 g 100 ,, a) 1,3 + + +  

b) 1,8 + + +  

Weitgehende Schlfisse lassen sieh aus diesen wenigen Versuchen nicht 
ziehen. Mit gewisser Wahrscheinlichkeit kann man nut sagen, da$ in 

1) Im K~rper aufbewahrt. 
2) AuBerhalb des KSrpers aufbewahrt. 
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den ersten 20 Stunden naeh dem Tode die Aufbewahrungsart der Organe, 
ob in oder auI~erhalb des KSrpers, keinen Einflul3 auf die Oxydase- 
wirkung hat. Vergleieht man 40--100 Stunden post mortem, so sinkt 
der Verdiinnungsquotient der im KSrper aufbewahrten Organe um das 
1,3 bis 1,5faehe gegentiber dem der in einer feuehten Kammer aufbe- 
w~hrten Organe. Der mikroskopisehe Befund entsprieht im allge- 
meinen diesen Angaben. Im iibrigen zeigt der 100 Stunden naeh dem 
Tode ausgefiihrte Versuch, genau wie in Tab. 8 a, noch eine deutliehe 
lndophenolblaubildung. Wir sind uns bewul~t, d~13 diese Ergebnisse 
ira Widersprueh stehen init den bisherigen im Schrifttum angegebenen, 
die im allgemeinen einenrasehen Oxydasesehwund naeh demTode ergeben. 
Auch in unseren mikroskopischen Vergleiehen nahm der Gewebsoxydase- 
gehalt st~ndig ab, die Leukoeytenoxydase hingegen blieb erhalten. 
Um so auffallender sind daher die hohen Mengenwerte. Wie l~l~t sich 
nun beides miteinander vereinbaren ? Wie bekannt, zerstSren die auto- 
lytisehen Vorg~nge die vorgebildeten Zellgranula. Dadurch werden die 
Oxydasen zwar yon ihrer granul~ren Grundsubstanz IosgelSst, behalten 
aber wohl, wie die diffuse Blauf~rbung im mikrosk0pisehen Bride zeigt, 
ihre indophenolbildende Kraft bei. Ob diese diffuse F~irbung nun un- 
bedingt eine Oxydaseabnahme in sioh schliel3en mul~, oder ob nicht die- 
selbe Menge mit derselben Kraft nur in einer anderen Form wirkt, ist 
mikroskopisch sehwer zu sagen, da sieh erstens die diffuse F~rbung 
durch das Auge schwer mengenmal3ig erfassen und bestimmen l~ftt, und  
weil zweitens diese Oxydaseform sich durch eine noeh viel geringere 
Widerstandsf~higkeit auszeichnet als die labile Art. Sie verschwindet 
z. B. dutch Beriihrung mit Wasser oder anderen Fliissigkeiten sehon 
viel friiher als die labile. Es ist nun nicht ausgesehlossen, dal~ diese aus 
den Zellgranula ausgetretene Oxydase dutch die Mengenbestimmung 
leichter und besser erfaSt wird, als es durch die mikroskopische Unter- 
suchung der Fall ist. Andererseits kSnnte die Tatsaehe, da[~ wir 100 
Stunden naeh eingetretenem Ted noeh keinen Oxydaseschwund haben, 
gegen die echte Fermentnatur des Stoffes sprechen. 

IX. 

Ob und inwiefern die Wasserstoffionenkonzentration die Versuchs- 
ergebnisse beeinflul3t, ist yon uns nicht ermittelt. Da aber gerade fermen- 
tative Vorgange, wie die Untersuchung der letzten Jahre gezeigt haben, 
weitgehend yon der [o H abh~ngig sind, wfirde es jedenfalls yon Be- 
deutung sein, j edesmal unter gleiehen, optimalen Bedingungen zu arbeiten. 
Bei dem bislang gebrauehten Nadigemisch dtirfte das wohl mit Sehwierig- 
keiten verbunden sein, da aueh yon uns die stark hygroskopisehe Di- 
methylbase verwandt ist, die sich nach den Untersuehungen yon Grae]] 
und Katsunuma ffir eine genaue PH-Bestimmung nieht eignet. Fiir 
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diesen Fall mul~ die Base durch das Diaminhydrochlorid ersetzt werden 
(Grae[]). In unseren Versuchen hat  sich aber das Hydrochlorid als 
weniger gut geeignet erwiesen, als die Base, deshalb haben wir yon 
seiner Benutzung Abstand genommen. In unserm Gemiseh wird durch 
den st~ndigen Zusatz der 1,7 % igen Sodal6sung eine gewisse Pufferung er- 
zielt. Inwieweit diese abet bef~higt ist, dem an sieh stark sauren Na- 
digemiseh die ffir einen Versuchsablauf optimale, alkalische Reaktion 
zu erteilen, haben wit nieht geprfift, sondern uns mehr bemiiht, unter 
mOgliehst gleichbleibenden Bedingungen zu arbeiten, um die Ergebnisse 
miteinander vergleichen zu k6nnen. Ffir die mikroskopische Nadi- 
reaktion mit  a-Naphthol und Diaminhydrochlorid gibt Grae][ eine Reihe 
tauglicher PufferlOsungen an. 

W. H. Schultze h~lt -- zumal eine Gewebspufferung noch nicht 
m6glieh ist -- eine genaue Pufferung des Nadigemisches fiir unn6tig, 
,,weil die einzelnen Zellen wieder eine verschiedene chemische bezw. 
physikalische Zusammensetzung haben, und deshalb eigentlich fiir 
jedes Gewebe wieder eine besondere Puffermischung gefordert werden 
mfil~te, und weil in der Zelle, in der sich eine Reaktion abspielt, infolge der 
elektiven Eigensehaften der fiberlebenden Zelle ganz andere Konzen- 
trationsverh~ltnisse zustande kommen, als sie in der auf die Zeltverb~nde 
zur Einwirkung kommenden LOsung hergestellt ist". 

Neuerdings h a t  nun Grae M zur Ermittlung der Gewebs-H-ionen- 
konzentration Versuehe angestellt, die allerdings noch nicht zu einer 
einfachen, schnellen und sieheren Methode gefiihrt haben. 

X. 

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

Auffallend mul~ es aber sein, d~13 die absoluten Zahlen bei Versuchen 
mit  dem gleichen Organ verschiedener Tiere weitgehend voneinander 
abweiehen, dab also, um ein Beispiel zu nennen, der Oxydasegehalt 
der versehiedenen Lebern bei gleieher Versuehsanordnung die sti~rkste 
Verschiedenheit erkennen li~Bt. Diese Zahlen sind allerdings insofern 
nicht ganz einwandfrei, da bei den ersten Versuehen nicht auf Bedeutung 
gewisser angeffihrter Fehlerquellen geachtet wurde (ira besonderen 
Temperatur). Aul~erdem werden in diesen weitgehenden Unterschieden 
noeh andere Einflfisse zur Geltung kommen : Alter des Tieres, Fiitterungs- 
zustand, Funktion eines Organes k6nnen gegebenenfalls die Menge tier 
Oxydase beeinflussen. So konnte Grae// eine Erh6hung des Oxydase- 
gehaltes der Muskulatur des graviden Uterus gegeniiber dem nicht  gra- 
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viden feststellen. DaB Organe junger Tiere oftmMs reicher an Oxydasen 
sind als die i~lterer, ist schon von den versehiedensten Seiten behauptet  
worden. Um nun vergleichbare absolute Werte zu erzielen, muB man 
auf all diese Einzelheiten aehten und sie im Ergebnis vermerken. Aber 
yon Bedeutung seheinen gerade diese Untersehiede der reinen Zahlen 
insofern zu sein, als sie vielleieht gestatten, feinere funktionelle Ver- 
~nderungen der Zellen festzustellen, die weder im gew6hnlichen Sehnitt- 
prkparat noch im mikroskopisehen Oxydasepri~parat erkennbar sind. 
Denn ein Vergleich der Ergebnisse der quantitat iven Methode mit  den 
mikroskopischen Pr~paraten zeigte sehr hi~ufig, dag die mit der ersteren 
gefundenen Untersehiede im mikroskopisehen Bride nieht deutlieh zum 
Ausdruek kamen. 

Zusammen/assungo 
1. Es wird eine Methode angegeben zur Mengenmessung des durch 

Gewebsoxydase aus 0r und Dimethylparaphenylendiaminbase 
gebildeten Indophenols. Sie beruht auf einem Farbvergleich mit einer 
zur gleiehen Zeit angesetzten Nadikontrolle ohne Gewebe, wobei der 
gebildete Farbstoff mit Xylol ausgesehiittelt wird. 

2. Die )5ethode arbeitet bis auf einen Unterschied yon 5--10% genau 
mengenmi~gig, wie aus den ParalMversuchen I a + b, I I  und IV zu 
ersehen ist. 

3. Verli~ngert man die Einwirkungszeit des Gewebes auf das Nadi- 
gemisch, so nimmt der Verdiinnungsquotient --  wahrscheinlieh infolge 
einer Fermenthemmung -- regelm~Big ab. 

4. Das Temperaturoptimum scheint bei den ausgefiihrten Versuchen 
zwischen 18 und 20 ~ zu liegen. Eine ErhOhung auf 56--59 ~ ergibt eine 
regelmi~gige Abnahme der Indophenolblaubildung; die Eisversuche 
haben keine einheitlichen Ergebnisse, sic sind aber im allgemeinen hSher 
als die der Wi~rmeversuehe, aber kleiner als die der Zimmerversuche. 

5. Die postmortalen Einfltisse machen sich h~ufig durch eine geringe 
Zunahme der Indophenolblaubildung geltend, die aber in keinem Ver- 
hi~ltnis zu dem mikroskopisehen Befunde steht. Vielleicht l~l~t sieh 
dieser Unterschied dureh die Annahme erkl~ren, dal3 bei den autoly- 
tischen Vorgi~ngen die Zellgranula zwar zerstSrt werden, die Oxydasen 
aber erhalten bleiben, jedoeh in einer so wenig widerstandsf~higen Form, 
dag sie mit  der tiblichen mikroskopisehen Methode sehlecht zu erfassen 
sind. 

6. Untersuehungen yon formolfixiertem Gewebe zeigten, selbst 
wenn der mikroskopische Befund so gut wie negativ war, eine deutliche 
Farbstoffbildung, die dureh die oft sehr geringe Leukoeytenmenge 
nicht reeht erkli~rt zu sein scheint. Ursache ist vielleieht die Addition 
eines zweiten Farbstoffes aus c~,Naphthol und Formol dureh Aufnahme 
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von Luftsauerstoff  (Loele) zu dem aus o~-Naphthol und  Diamin  ge- 
b i ldetem I n d o p h e n o l b l a u .  

7. Die Versuche mi t  gekochtem Gewebe ergaben regelmi~Big keine 
Indophenotb i ldung .  

8. Absolute  Werte  b r ingen  die Versuche nicht .  Um diese zu l inden ,  

muB geaehtet  werden auf das Alter  der Tiere, ihren Ern/~hrungszustand,  

auf die voraufgegangene F i i t t e rung  u n d  den F u n k t i o n s z u s t a n d  des 
betreffenden Organes. Wahrseheinl ieh  spielt noch die Wasserstoff- 

ionenkonzen t ra t ion  des Nadigemisches u n d  der Gewebe eine gewisse 
Rolle. 
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