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Die granuldren, durch verschiedene Phenolasereaktionen nach-
weisbaren Oxydasen und Peroxydasen sind keine einheitlichen Kérper,
sondern vielfach ein Gemisch der verschiedensten Stoffe. In manchen
Zellen sind sie in 3 Gruppen zerlegbar, in einen ringférmigen, pigment-
bildenden Anteil, der bei Einwirkung von Alkalien braune oder griine
Farbstoffe bildet, in einen zweiten Anteil, der aus verschiedenen Oxy-
dasen und Peroxydasen zusammengesetzt ist, und in einen dritten An-
teil, der Stoffe enthilt, die Losungs- oder Fallungserscheinungen in
der Zelle hervorrufen, somit fir den Abbau und Aufbau der Zelle
von Wichtigkeit sind. Bei der Zersetzung der oxydasebaltigen Granula
werden die einzelnen Teile in verschiedener Weise angegriffen, so daB
sie mehr oder weniger unabhangig voneinander erscheinen. Die Nach-
weisbarkeit eines Teiles deutet daher nicht notwendigerweise auf das
Vorhandensein der anderen Amnteile hin.

Der lytische Anteil wird bei Verschleimungsvorgingen wirksam
sein, der fillende Anteil bei Strukturbildungen. Beide Anteile beein-
flussen daher sowohl die Féarbbarkeit wie die Morphologie der Zelle.
Schleime sind Ausscheidungen der Zelle, die leicht firbbar und hiaufig
auch durch spezifische Farbemethoden darstellbar sind. Auf Grund des
farberischen Verhaltens kann man die bei Mollusken ungemein ver-
schiedenen Schleime einteilen in:

1. Schleime nach ihrem Verhalten zu Oxydasereaktionen,

2. nach ihrem Verhalten zu allgemeinen Firbemethoden,

3. nach ihrem Verhalten zu spezifischen Farbungen.

1. Naphtholoxydasereaktion +,

Naphtholperoxydasereaktion 4, N. Oxydasereaktion 4, Benzidin-
Naphtholperoxydasereaktion +, Naphtholoxydasereaktion —,} et

negativ
Napﬁthlol-
Naphtholperoxydasereaktion 4, Benzidinperoxydasereakt. —}—,} oxydase

negativ
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Benzidinperoxydasereaktion +, Naphtholperoxydasereaktion —,

Indophenolblaureaktion -, vorhergehende Reaktionen —,

Naphtholperoxydasereaktion —, aber nachfolgende Beizenfarbung
mit basischem Farbstoff (in Naphthol gelost) moglich (hierher gehéren
auch zum Teil die durch Farbung mit ®-Naphthol-Pyronin nach Graham
dargestellten Schleime).

Primére Oxydase- und Peroxydasereaktion negativ, aber sekundére

- Reaktion 4, (violett oder schwarz) nach Behandlung mit Granula-
extrakten:

Sekundédre Reaktion 4, nach Behandlung mit Kernkdrperchen-
extrakt (Arion, Limax).

2. Verhalten in Farbstoffgemischen und bei einfachen und zu-
sammengesetzten Farbungen. Schleim: basophil, oxyphil, neutrophil,
metachromatisch; rote ¥Farbung mit Safranin-Pikrinsdure-Alkohol
{(meist feste, hornartige Schleime); Féarbung nach der Gramschen
Methode.

Plasmazellfarbung mit Pyronin (Unna-Pappenheimsche Farbung),
starke Tarbung mit Alaunhdmatoxylin.

3. Spezifische Farbungen: Sudanfiarbung 4, Elastinfarbung -+,
Glykogenfarbung -+, Markscheidenfarbung +, Turacinfarbung --; Fér-
bung mit dem roten Farbstoff des Bacterium prodigiosum. Schleime
kénnen demnach, wenn sie die Oberiliche einer Struktur iiberziehen
oder die Zelle durchsetzen, die Farbbarkeit der Zelle wesentlich dndern,
somit wird man gelegentlich Beziehungen zwischen Abbau der Zelle,
Schleimbildung, Fiarbbarkeit und Oxydasegehalt feststellen kénnen.
Wenn gesetzmiBig Beziehungen zwischen Oxydase und Vitalfarbung
vorhanden sind, miissen drei Erscheinungen zu erwarten sein:

Vitalfarbung tritt da ein:

1. wo die Oxydationsreaktionen positiv sind,

2. an den Strukturen der Zelle, wo sich mit Vorliebe normalerweise
die ausgeschiedenen Oxydasen niederschlagen,

3. wo infolge entziindlicher oder degenerativer Vorgénge eine ver-
mehrte Ausscheidung von Oxydasen in die Umgebung der Oxydase-
zellen und in die benachbarten Zellen hinein stattfindet.

Die Vitalfarbung wird nach Héber! bestimmb:

1. durch GréBe der Farbstoffteilchen und Porenvolumen der Zelle
(Bublands Ultraporentheorie).

2. durch die lipoide Eigenschaft der Zellmembran und die Lipoid-
loslichkeit der Farbstoffe (Overtons Lipoidtheorie).

3. durch die Ladung der aufnehmenden Kolloide (Bethe, Michaelis,
Davidsohn).

4. durch die aktive Tatigkeit der Zelle (Hober).

Nach Eindringen des Farbstoffes in die Zelle findet statt:
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a) Entladung und Ausfallung der Farbstoffmizellen nach Zersto-
rung der Schutzkolloide der Zelle (von Gaza?).

b) Ausfallung und Adsorption der Farbstoffteilchen durch ent-
gegengesetzt geladene Kolloide.

¢) Chemische Umsetzung in der Zelle.

Mit Bezug auf den Farbstoff bestehen folgende Méglichkeiten:

1. Der Farbstoff ist ohne EinfluB.

2. Die Ladung des Farbstoffes bestimmt die Aufnahme.

3. Bs findet eine Auswahl einzelner saurer oder basischer Farb-
stoffe statt.

4. Aus farblosen Lisungen wird durch einen chemischen Prozef
ein Farbstoff gebildet und gespeichert.

Wurzelhaare keimender Pflanzen firben sich meist sofort mit allen
basischen und sauren Farbstoffen. Die Granula und Nahrungsvalkuo-
len von Paramécien farben sich vital zunichst schneller mit basischen
als mit sauren Farbstoffen, in Farbstoffgemischen aber auch umge-
kehrt (Loele3). Die Pyrrolzellen firben sich mit sauren Farbstoffen
(Goldmann?®). Nur mit Sulforhodamin konnte Goldmann eine Kern-
fairbung in lebenden Leberzellen erzielen. In farblosen Naphthol-
oder Benzidinlosungen nehmen pflanzliche Teile intravital die durch
Oxydation sich bildenden Farben stark an.

I. Vitalfirbung und Oxydasegehalt der Zelle.

Es ist auBerordentlich auffallig, daB Teile von Pflanzen, die eine
vitale x-Naphtholreaktion geben, auch vital sich leicht firben lassen;
aber nicht umgekehrt geben die vital firbbaren Teile immer Oxydations-
reaktionen. Die Vitalfirbbarkeit liegt demnach in der Verlingerung
der Oxydaseabspaltung. Die Oxydasen selbst haben nichts mit der Vital-
farbung zu tun. Sie sind nur eine Begleiterscheinung der vital firb-
baren Stoffe.

Auch in neueren Arbeiten stoft man auf die Auffassung, daB
Vitalfdrbung von Strukturen erst nach Absterben der Zellbestandteile
eintritt (Lumiére Augustes) oder eine schwere Zellschadigung darstelle,
wie RostS fiir die vitale Kernfarbung annahm. Das trifft aber nicht
immer zu. Guilliéremont™ konnte ungeschidigte Chondriosomen vital
farben, Bethe® beschreibt eine echte vitale Kernfirbung, Schneider
erwahnt in der mikroskopischen Technik von Krause die Vitalfarbung
von Kernkorperchen. Es ist auch sehr zweifelhaft, ob man auf ein-
zelne Zellteile den Begriff des Lebens anwenden darf. Vitalfarbung
zeight an sich nur an, daBl Farbstoffe in die Zelle eindringen und dort
infolge von Abbau- und Fallungsvorgingen liegen bleiben. Eine Sto-
rung der Zelltitigkeit braucht nicht notwendigerweise damit verbunden
zZu sein, wenn sie auch zweifellos haufig vorhanden ist. Dieser Abbau
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in der Zelle fiilhrt auch zur Abspaltung von oxydierenden und lytischen
Stoffen.

Legt man Kressekeimlinge einmal auf eine Endoagarplatte und zum
Vergleich auf eine a-Naphtholplatte mit etwas H,0,-Zusatz und eine
Drigalski-Lackmusplatte, so entsprechen die sich violett farbenden
Naphtholteile der Wurzeln etwa den mit dem Leukofuchsin sich
rot farbenden Teilen. Das Ausbleiben der Rétung auf der Lackmus-
platte spricht dafiir, daff die Rotfarbung nicht durch die pflanzliche
Saure, sondern vielleicht durch Aldehyde bedingt ist. Die auffallende
Ubereinstimmung zwischen roter Endofirbung und dem Peroxydase-
bild findet man auch an den abgezogenen Oberhdutchen mancher
Pflanzenblitter (z. B. Iris), die man auf den Agar legt, indem Schlie3-
zellen und Gefialbiindel sich anndhernd gleichméBig farben.

Auch an unfixierten Gefrierschnitten von Pflanzenkeimen (Kiirbis,
Mais) ist die Ubereinstimmung zwischen peroxydasehaltigen Zellen
und farbbaren Zellen eine recht betrachtliche. Es sind die Zellen des
Randes und die der GefidBbiindel, die sich firben.

Wenn auch die Aldehydreaktion nach Schiff, auf der die Rotfarbung
der Endoplatte beruht, nicht beweisend ist, so spricht doch der positive
Ausfall der Reaktion dafiir, daB Stoffe vorhanden sind, die wie Aldehyde
wirken, um so mehr, als auch die Silbernitratreaktion an den gleichen
Teilen positiv ist. Benetzt man dieschwarzvioletten Stellen der Naphthol-
platte mit 1proz. Lauge, so bleiben die Stellen violett und schlagen
nicht in Braun um, wie es der Fall sein miiite, wenn die Rotfarbung
der Endoplatte nur eine Sdurewirkung wire, denn die Wurzeln geben
die Sdurereaktion, die auf der alkalischen Drigalski-Platte nur nicht
zur Wirkung kommt. Stellt man die Naphtholperoxydasereaktion
auf der Naphtholplatte mit Hammelblutkérperchen an, tritt keine
Violett-, sondern eine graubrdunliche Firbung ein, die darauf beruht,
daB die Blutperoxydasen in alkalischen Lésungen eine braune Naph-
tholperoxydasereaktion geben, wenn nicht Formol zugesetzt wird (in
bestimmten Mengenverhéltnissen).

Im tierischen Gewebe sind es die myeloischen Zellen und die Zellen
der Speichel- und Trinendriise, die Oxydasereaktionen (stabile Oxydasen)
geben. Die Leukocyten sind, wie besonders Pappenheim gezeigt hat, leicht
supravital auf dem Objekttriager firbbar mit basischen Farben, die vitale
Firbung in den Gefilen ist deshalb nicht zu erwarten, weil im strémen-
den Blute die Verhiltnisse fiir eine Vitalfdrbung sehr ungiinstig liegen.
An den Granula von Trénendriisen hat Grumert® bei Vergiftung von
Hunden mit Paraphenylendiamin eine braune Verfarbung nachgewiesen.
Die Granula der Trinendriise geben nach den Untersuchungen von.
W. H. Schultze und Spanjer Herford!® eine positive stabile Indophenol-
reaktion, es wire denkbar, dafi die gefarbten Substrate gleichartig sind.
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Bei Infusorien. sind Nahrungsvakuolen und Granula, die sich mib
Benzidin + H,0, darstellen lassen und die Indophenolblaureaktion
geben, auch durch Vitalfirbungen leicht zu féirben.

II. Vitalfirbung und sekundiire Oxydasereaktion.

Wenn oxydasehaltige Strukturen besonders leicht die Vitalfarbung
annehmen, so ist zu erwarten, daf auch die sich l6senden Oxydasen,
an andere Strukturen niedergeschlagen, nunmehr die Ursache dafiir
werden, daB diese Strukturen vital firbbar sind. Welche Strukturen
hier in Frage kommen, dafir liegen teils Beobachtungen im Reagensglas,
teils im lebenden Kérper vor, die sich gegenseitig erginzen. Die diffun-
dierenden Oxydasen von Limax cinereus und Arion rufus werden
zunéchst nur von solchen Strukturen adsorbiert, die eine gewisse Ver-
wandtschaft zu den Oxydasegranula besitzen. Das ist verstandlich.
Die Granula, die an ihrer Oberfliche Oxydasen tragen, haben die Féhig-
keit, die Zersetzung der Oxydasen, die sehr leicht eintritt, zu verhindern.
Wenn nun die oberflachlichen Oxydasen nicht  mehr vorhanden sind,
weil sie aus irgendeinem Grunde zersetzt sind, dann bleibt die Grund-
substanz zuriick, die sekundiir an ihr niedergeschlagene Oxydasen erhilt.

In zweiter Linie sind es gewisse Kerngranula und die Kernkérper-
chen, die imstande aind, ausgeschiedene Oxydasen an sich niederzu-
schlagen, und endlich Degenerationsprodukte des Plasmas, wie hornige
und schleimige Substanzen, bei Pflanzen cellulosehaltige Strukturen
(Zellwinde, Spiralfasern, Pyrenoide usw.). Im tierischen Gewebe
ist der Ubertritt von Oxydasen auf andere Strukturen selten unter
physiologischen Bedingungen. Vielleicht kommt er héufiger bei manchen
Fischen vor, z. B. bei der RoBmakrele, wo in der Magenschleimhaut
massenhaft Leukocyten vorkommen, die ihre Oxydasen in die Umgebung
ausscheiden (Abb. 1), die dann im Protoplasma der Epithelien als Granula
auftreten oder im Kern diffus verteilt sind.

Haufiger findet man Ubertritt von Oxydase auf die Kerne in leben-
den Pflanzen. :

Man wird daher, wenn man Vitalfirbung des Kernes feststellen
will, pflanzliches Material nehmen, wo schon normalerweise viel Peroxy-
dasen vorhanden sind, das sind besonders Wurzeln keimender Pflanzen.
Bei den folgenden Versuchen wurden Maiskorner in Farbstofflésungen
zum Ankeimen gebracht und in der Farblésung weiter geziichtet. Als
saurer Farbstoff wurde Isaminblau, als bagische Farbstoffe wurden
Neutralrot und Cresylechtviolett genommen:

Die Ergebnisse der Versuche waren verschieden, je nachdem das
Wachstum der Pflanzen gehemmt war oder nicht.

War das Wachstum der Pflanze nicht gehemmt, dann fand sich regel-
miBige Kernfirbung nur bei Verwendung des sauren Farbstoffes. Es
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sind immer die gleichen Zellen, die eine Kernfarbung in Gestalt einer
gleichmaBigen groflen Granulierung zeigen, némlich die Kerne der
oberflachlichen Zellen im unteren Teile der Wurzel. Die Kernfarbung ist
ausgesprochener als die Firbung des Protoplasmas, die diffus, etwas
wolkig ausfallt. Bei einer nachfolgenden Férbung der unfixierten
Hautchen mit Safranin-Pikrinsiure-Alkohol tritt in allen Kernen,
die nicht vital gefarbt sind, eine Rotfarbung der gleichen Granula ein.

Ist das Wachstum der Pflanze gehemmt, dann kann man auch
Firbungen der Kerne und der Kerngranula sowie des Kernkérperchens
mit basischen Farben beobachten. Die Protoplasmafirbung ist mit
Neutralrot diffus rot, mit Cresylviolett dagegen oft granuldr, indem

Abb. 1. «-Naphthol-Peroxydase-Gentianaviolettfirbung. Im Lumen Nahrungsreste (Radula?).

einzelne blaue Kérner von zahlreicheren metachromatisch gefidrbten
roten umgeben sind, manchmal tritt auch eine verwaschene Gelbbraun-
firbung ein. Zweifellos ist aber die Férbung der Kerne mit basischen
Farbstoffen von einer Schidigung der Zellen begleitet.

III. Vitalfiirbung und Oxydaseausscheidung bei krankhaften Verinderungen.

Bei Wasserflohen (Daphnien) finden sich nicht selten kleine Schalen-
defekte in Form von Abbrechen des Schalenstachels oder in Form
kleiner grubiger Vertiefungen des Schalenrandes. Setzt man dem Wasser
Neutralrot zu, so tritt eine vitale Farbung in der Gegend der Defekte ein.
Die gleichen Stellen geben mit a-Naphthollosungen eine violette Peroxy-
dasereaktion. Bei hoheren Tieren liegt eine Beobachtung vor, die ich
frither mitgeteilt habe. Eine Maus, die mit Einspritzungen von Isamin-
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blau nach Goldmann behandelt war, erkrankte an einer Peritonitis.
Bei der Eroffnung fanden sich zahlreiche Eiterzellen, die blaue Granula
besaflen, wie die Granula der Leukocyten im stromenden Blute nie
zeigen, und einzelne Kerne zusammenhingender Peritonealepithelien
waren diffus blau gefirbt. Nach den jetzigen Erfahrungen mdchte
ich diese Erscheinung in Zusammenhang bringen mit der Eiterzell-
infiltration, die eine stirkere Ausscheidung von Oxydasen mit Nieder-
schlag an einzelnen Kernen zur Folge hatte. Da geschidigte Peritoneal-
epithelien leicht abgestoBen werden, muBl man wohl annehmen, daf die
Blaufarbung der Kerne in diesem Falle eine wirkliche Vitalfirbung
ist. Das vermittelnde Glied zwischen Oxydasereaktion und Vital-
farbung ist der Zellabbau. Das Auftreten von Naphtholoxydasen ist
eine Folge des Zellabbaues. Wo Naphtholoxydasen vorhanden sind,
besteht die Moglichkeit, dall auch vital firbbare Substanzen vorhan-
den sind.

Oxydase und Firbung.

Oxydasegranula, die mit Hilfe der x-Naphtholreaktionen (und ent-
sprechender Phenolreaktionen) dargestellt sind, zeigen Verinderung ihrer
Farbbarkeit in zweierlei Weise, einmal sind sie basophil (indem das
Phenol als saure Beize wirkt) und siurefest geworden, was die urspriing-
liche Substanz nicht war, dann wird die Substanz jodfest, wenn sie
den basischen Farbstoff gebunden hat, so daB sie sich wie bei der
Gramschen Firbemethode verhilt. Vielleicht ist dieses Verhalten der
Grund, warum die nach der Gramschen Methode nicht farbbaren
Kokken (Diplococcus catarrhalis, Gonokokken, Meningokokken) mit der
Indophenolmethode darstellbar sind (Loele). Man koénnte daran denken,
daB dadurch, daBl die Oxydasen der grampositiven Kokken sich mit
phenolartigen Stoffen verbunden haben, sie die Eigenschaft der Oxy-
dase verloren haben, dafiir aber nach der Gramschen Methode firbbar
geworden sind. Die Méglichkeit besteht zweifellos, daBB auch in leben-
den Zellen intermediir auftretende Oxydasen durch Phenolchromogene
abgebunden, an Lipoiden niedergeschlagen, nunmehr der Gramschen
Methode zugénglich werden.

Meines Wissens hat Lubarsch daranf aufmerksam gemacht, daB
bei eitriger Meningitis die Tangentialfasern der Glia nach der Weigert-
schen Methode sich gut darstellen lassen. Bei eitriger Meningitis findet
aber eine Durchtrankung der Hirnrinde mit ausgeschiedenen Oxydasen
der Leukocyten statt, die auch die Gliafasern durchsetzen und farberisch
verandern.

In einigen Fallen von Austritten von FEiterzellen aus den Hirn-
capillaren fand ich, daf die unmittelbare Umgebung der Eiterzellen
sich mit Eosin bei einer Romanowski-Firbung darstellen lieB, wenn

Virchows Archiv. Bd. 265. 54
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man vorher die Benzidinperoxydasereaktion angestellt hatte, es hat
demnach eine Verinderung in der Firbbarkeit der umgebenden Fasern
stattgefunden.

Hierzu gibt es vielleicht ein physiologisches Analogon.

In Gefrierschnitten der formolfixierten Nordseeauster (Ostrea
edulis) (Abb. 2) findet man besonders unter der Epithelschicht der
Darmschleimhaut reichlich Leukocyten, die auch durch die Schleim-
haut durchtreten. Fdrbt man einen derartigen Schnitt nach Giemsa
Romanowski, dann hebt sich die unmittelbar unter den Epithelien
liegende Faserschicht stark rot ab, zugleich gibt sie, wie man nach-
weisen kann, eine sekundére Naphtholreaktion. Nun findet man hiufig,
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Abb. 2. @-Naphthol-Peroxydase-Gentianaviolettfarbung.

daB eine sekunddre Naphtholreaktion besonders da leicht eintritt,
wo zersetzte primare Oxydasen vorhanden sind. Ist also die sub-
epitheliale Schicht besonders stark von Leukocytensekreten durchsetzt,
dann ist die sekundire Naphtholreaktion und die Eosinophilie leicht
erklirlich; jedenfalls sind diese Beobachtungen geeignet, zur Beobach-
tung dhnlicher Vorginge aufzufordern.

Oxydase und Morphologie.

Die Neigung vieler oxydasehaltiger Strukturen zur Quellung und
zur Umformung in regelméBige zylindrische und scheibenartige Formen
deutet darauf hin, daB die oxydierenden Stoffe bei manchen Bil-
dungen der Zellen von groBer Bedeutung sein kénnen. Meist handelt
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es sich bei diesen stark quellenden Gebilden um Granula, die cholesterin-
haltig sind oder lipoiden Charakter haben. Die Aufquellung kleiner
Granula zu groBen Kugeln gibt einen Anhalt dafiir, wie es méglich
ist, dafl in anscheinend granulafreien Zellen mit einem Schlage groBe
Granula auftreten. Die urspriinglich Granula sind ultramikroskopisch
klein und werden erst nach der Quellung, infolge gleichzeitig sich ab-
spielender lytischer Vorginge meist verindert, mikroskopisch nach-
weisbar. v

Die  Beobachtungen an priméren Oxydasen geben weiter Anhalte-
punkte dafiir, wie man sich die Entstehung des Kernes und des Kern-
korperchens vorstellen kann. In dem Zustand der Teilung hat die
Zelle weder Kernmembran noch Kernkérperchen, nach erfolgter Teilung
tritt aulerordentlich schnell die scharfe Trennung ein, des Kernes
vom Protoplasma und des Kernkoérperchens vom Kern, indem sich
Membranen bilden.

Von der Bedeutung des Kernkdrperchens fiir den Lebensprozel
des Kernes wissen wir, wie Hertwig!® sagt, weniger als von der des
Chromatins. Heidenhain und Haecker sehen in ihm Kernexcrete, un-
organisierte, zur génzlichen Abscheidung bestimmte Massen (Heiden-
hain), die aber in einem gewissen Abhéngigkeitsverhdltnis zum Grade
der vegetativen Leistung des Kernes und der Zelle stehen (Haecker).
Dagegen nimmt Zimmermann an, dal nur der Nucleolus Kernkorper-
chensubstanz bilden kann. Seinen Eigenschaften nach stebt das Kern-
kérperchen in einem gewissen Gegensatz zum Chromatin, es ist wider-
standsfahig gegen Substanzen, in denen das Chromatin quillt, vor allem
widerstandsféihig gegen Trypsinverdauung (Hertwig).

Reddingius'? nennt die Kernkérperchen Kernbestandteile, von
welchen mit Vorbehalt gesagt werden darf, daB sie konstant vor-
handen sind, er sieht in ihnen bewegliche Gebilde, die imstande sind,
durch Zerschniirung ihrer Korper sich in Stiicke zu teilen, Unna'?
hat festgestellt, daB die Kernkdrperchen aus 4 EiweiBbestandteilen
zusammengesetzt sind, aus 2 sauren Anteilen, einem oberflichlichen
Nuclein und einem zentralen Globulin und 2 basischen Anteilen, einer
salzsiurefesten Grundsubstanz und einer in 25 proz. Salzsiure los-
lichen Mittelschicht.

Eine Firbemethode, mit der man einwandfrei in jedem Falle fest-
stellen kann, was Kernkérperchen ist, und was nicht, gibt es nicht.
Mit der gleichen Methode kann man nicht einmal in allen Zellen die
Kernkérperchen darstellen. Die vielversprechende Methode von
Reddingius versagt, da anscheinend eine bestimmte Sorte von Origanum-
ol hierzu nétig ist.

Mit der sekunddren Naphtholmethode kann man einwandfrei
gewisse Oberflichensubstanzen nachweisen, die am Kernkérperchen

54*
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vorhanden sind, und man kann das Schicksal dieser Stoffe verfolgen.
Es gelingt mit dieser Methode (Loeleld), die Kernkorperchen auch in
Zellen darzustellen, in denen sie sonst bei den gewohnlichen Kernfirbe-
methoden zu fehlen scheinen.

Zur Darstellung der sekundéren Naphtholreaktion verwendet man am besten
Ausziige aus Limax cinereus, da bei Arion rufus nach Einlegen der Schnecken
in Formol die Kernkdrperchenreaktion sehr spat eintritt. Bei Limax tritt sie schon
nach 14 Tagen auf und hélt sich sehr viel langer. Nach Behandlung der formol-
fixierten Gefrierschnitte mit dem Schneckenauszug 1aBt man die Schnitte bis
48 Stunden in der alkalischen ®-Naphthollgsung liegen, die man wechselt, sobald
sie sich zersetzt hat, um zu vermeiden, daB der braune Farbstoff die Schnitte
diffus firbt. Man legt dann die Schnitte nach Aufhellung in Canadabalsam ein,
sie halten sich, wenn man sie vor Licht schiitzt, auch léngere Zeit. Beizenfarbungen
mit einem basischen Farbstoff, wie bei der primaren Naphtholreaktion, sind mog-
lich, aber sehr schwierig.

Mit der sekundiren Naphtholmethode kann man folgende Kern-

typen in bezug auf die Nucleolen unterscheiden. Die Kerne ent-
halten:

1. ein rundes Kernkérperchen;

2. 1—3 runde Kernkérperchen;

3. 3 und mehr, oft unregelméfBige Nucleolen;

4. keine Kernkorperchen;

5. unregelmifige, verschieden grofle Kernkorperchen. Ein rundes
groBes Kernkorperchen haben die Ganglienzellen, die Eizelle und die
kleinen Lymphocyten. 1—2—3 Kernkérperchen mit regelméfliger Ver-
teilung besitzen die Speicheldriisen-, die Schilddriisen-, Nieren- und
Leberepithelien. Uber 3 Kernkorperchen finden sich in den Zellkernen
der Bauchspeicheldriise und der Hypophyse. Keine Kernkérperchen
haben der polymorphkernige neutrophile und der eosinophile Leuko-
cyt. Sehr unregelmiBige Kernkdrperchen haben die Zellen bdsartiger
Geschwiilste nund solche Zellen, die bei der Bildung von Zwischensub-
stanzen zugrunde gehen. Pflanzen, auch wenn sie schnell wachsen,
wie z. B. Spargel, haben in ihren Kernen meist nur ein grofles Kern-
kérperchen; ist aber der Kern sehr groB, so ist die Kernkérperchen-
substanz zerteilt in eine Menge gleich groBer, sehr regelmafig verteil-
ter Korner. Ein Beispiel hierfiir bieten die jungen Sprossen von Nadel-
hélzern mit ihren Riesenkernen.

Bei Schnecken zeigen die Ganglienzellen das gleiche Verhalten.
Die groBen, oft auBerordentlich grofien Zellen des Kopfganglions ent-
halten mehrere Kernkorperchen, die kleineren Ganglienzellen nur ein
einziges Kernkorperchen.

Ganz wie Nucleolarsubstanz verhalten sich der Kopf der Samen-
fiden und bei der Teilung der Zelle die Chromosomen. Die einzigen
Zellen ohne Nucleolen haben die Tihigkeit der Zellteilung verloren,
sie werden stets aus einkernigen Stammzellen neu gebildet. Betrachtet
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man diese Ubersicht, so ist deutlich, daB die Leistung der Zelle auf die
Form der Nucleolen einen EinfluB hat. Alle Zellen mit einer inneren
Leistung, die die FErhaltung einer bestimmten Struktur erfordert,
haben wenig und regelméBige Kernkorperchen. Zellen mit sekreto-
rischen Leistungen besitzen zahlreichere und ungleichméfBige Nucleolen.
Die GroBe der Kerne ist weiter von Einflul auf die Zahl der Nucleolen.
Die Zellen der glatten Muskulatur haben meist nur ein oder zwei Kern-
kérperchen, die Kerne der zur Degeneration neigenden Bindegewebs-
zellen besitzen unregelméBige Kernkorperchen. Sehr deutlich sind die
Unterschiede der Kernkérperchenbildung in den syncitialen Zellen der
Méuseplacenta.

Man kann hier 2 Arten von Kernen unterscheiden. Die Kerne
der gleichméBigen Béinder, die die Blutcapillaren umfassen, sind ausge-
zeichnet durch grofle runde Kernkérperchen. Die Kerne der Zellen,
die sich vom Verband loslésen, zu groflen Wanderzellen werden,
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Abb. 8.

die in den Uterus eindringen und die miitterlichen GefiBe ertffnen,
haben unregelmiBige zahlreiche Kernkorperchen und enthalten oft
auch im Protoplasma Stoffe, die sich wie Nucleolen verhalten.

Um Aufbaufermente zu erzeugen, muB} die Zelle sich selbst abbauen,
und ihr Abbau ist morphologisch an dem Verhalten der Kernkorper-
chen zu erkennen.

Noch weiter in die Bedeutung der Nucleolen dringt man ein, wenn
man die Verinderungen der Kernkorperchen einer einzigen Zellart
beobachtet unter krankhaften Verhaltnissen. Die folgenden 8 Zellen
zeigen die Veriinderungen von kleinen Lymphocyten in einer Lymph-
driise bei Typhus abdeminalis, die 9. und 10. Zelle sind Erginzungen
einer anderen Zellart, die zum allgemeinen Verstéindnis der Kernkérper-
chenveranderungen nétig sind (Abb. 3).

Das Kernkdorperchen verdndert sich in verschiedener Weise, einmal
nimmt es an GréBe zu, zweitens teilt es sich in gleich groBe Teile, die
als gleichwertig anzusehen sind, drittens scheidet es Sekrete aus, die
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Kern und auch Protoplasma durchsetzen. Bei der Teilung der Kern-
korperchen bleibt oft eine Verbindung der Teilstiicke in Form eines
erkennbaren Weges vorhanden. Endlich ist noch eine Form méglich
in Gestalt einer feinen gleichmaBigen Granulierung in Kern oder
Protoplasma, die wohl die Folge einer granuldren Fallung ist, die ein-
treten mufl, wenn die Nucleolarsekrete sich anb&ufen. Im Protoplas-
ma kénnen weiterhin die kleinen Granula sich dhnlich teilen, wie die
Nucleolen im Kern. Berticksichtigt man nun, dall die sekundéren
Oxydasen imstande sind, primire Oxydasen an sich niederzuschlagen
und zu erhalten, so ist die Briicke zwischen Nucleolarsubstanz (Se-
kretion) und Oxydasegranula (Adsorption) geschlagen.

Es bleibt noch die Frage zu erdrtern, warum in dem einen Falle
die Kernkdrperchensubstanz sich zu einem groBen Korn vereinigt,
im anderen Falle in viele kleine Stiickchen zerfallt. Man sollte doch meinen,
daB die gleichmaBige Verteilung der Nucleolarsubstanz fiir die Leistung
der Zelle giinstiger sei. Die Begriindung liegt in Beobachtungen an ver-
schiedenartigen Zellen, in den Gesetzen der physikalischen Chemie und
in den Eigenschaften der Oxydase selbst. Ganz entsprechende Beobach-
tungen kann man an Bakterien machen, am besten an Spirillum undula,
das man sich leicht ziichtet, wenn man das Wasser von Blumen-
strauBen sich zersetzen 1aBt. Giefit man auf das spirillenhaltige Wasser
zu gleichen Teilen eine Mischung von wiaflriger &-Naphtholldsung
(0,85% NaCl) und Paraphenylendiamin (1 :200), dann erh&lt man
schon nach wenigen Minuten eine dunkelviolette Darstellung von
Granula in den Spirillen und kann feststellen, dal entweder sehr viele
kleine oder nur wenige grofle Granula vorhanden sind.

Die Bildung von Granula bedeutet die Bildung von Oberflichen.
Nun geben zwar viele kleine Granula eine groBere Oberfliche, aber
die einzelnen Granula sind der Gefahr einer Aufldsung leichter aus-
gesetzt als groBe Granula. Man kann auch daran denken, dall das Auf-
treten von grofen Granula das Zeichen dafiir ist, daB kleine Granula,
gelost, zu groBen zusammenflossen, die nun widerstandsféhiger gegen
weitere Auflosungsvorginge sind. Die Zusammenballung ist dann
etwa dem ZusammenflieBen von Quecksilbertropfchen vergleichbar.
Es liegt aber auch wahrscheinlich in den Eigenschaften der Oxydasen:
begriindet, daB ihr Auftreten dann, wenn Losungserscheinungen sich
einstellen, notwendigerweise zur Bildung gréBerer Granula Anlaf
geben muB. Es war in einer fritheren Arbeit darauf hingewiesen worden,
daB sich zersetzende Oxydasen oft Stoffe bilden, die den Oxydase-
trager selbst zersetzen. Wird also in der Umgebung eines Oxydase-
triigers Oxydase zersetzt, so kann es hier nicht zum Niederschlag von
neuen Oxydasen kommen, d.h. die unmittelbare Umgebung granu-
lirer Oxydasen ist meist selbst oxydasefrei. Je gréfer das Oxydase-
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korn, um so gréfer ist der Umkreis, den es beherrscht. Damit schlieflit
sich aber das Vorkommen vieler kleinen Granula da aus, wo bereits
grole Granula vorhanden sind. Diese miifiten sich erst auflésen oder
in ihrer Wirkung irgendwie neutralisiert werden. Die Oxydasen sind,
wie in manchen Fillen feststeht, mit eiweiBlésenden oder fillenden,
d. h. umformenden Stoffen verbunden. Die Ausscheidung geloster
Oxydase kann demnach zu Umbildungen der Struktur fiihren. Die
Kernkoérperchen sind wie die Granula der eosinophilen Leukocyten
trypsinfest. Das legt den Gedanken nahe, daB sie ihre Entstehung
der Anwesenheit von tryptischen Stoffen verdanken, die als Er-
gebnis eine trypsinfeste Struktur zuricklieBen.

Stark an sekundére Naphtholkernkorperchenbildung erinnernde Gra-
nula findet man bei Hefen, die mit einer Losung von &-Naphthol-Para-
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Abb. 4.

phenylendiamin behandelt sind. Sehr gut eignet sich fiir diese Ver-
suche Soor, den man auf Diphtherieplatten nicht selten findet (Abb. 4).

Um die eigenartigen bandartigen Granulabilder zu bekommen,
ist es ndtig, moglichst trockene Agarrshrchen zu nehmen, da der Wasser-
gehalt der Hefe bei ihrer Entstehung eine gewisse Rolle spielt. Mehrere
Tage alte Kulturen (Agarschrigréhrchen) iibergielt man mit dem
a-Naphthol-Paraphenylendiamingemisch und 148t die Losung lingere
Zeit einwirken. Die Bilder sind den Kernkdrperchen iiberraschend
dhnlich, nur entspricht dem Kern die groBe Vakuole der Hefe. Das,
was dem Kernkdrperchen entspricht, ist keineswegs dasselbe wie die
Kernkorperchen -der Gewebszellen, obwohl manche Untersucher das
Vakuolenkorn als Kernkérperchen auffassen. Schon aus dem Grunde
kann es nicht dem Nucleolus entsprechen, weil der Nucleolus der Gewebs-
zelle niemals eine primére Oxydasereaktion gibt. Sicher enthalt das
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Korn aber Substanzen, die mit Nuecleolarsubstanzen verglichen werden
kénnen. Vor allem die 6. Abbildung deutet darauf hin, dafl Beziehungen
bestehen zwischen Bildung des Kornes und Bildung einer Vakuole,
die haufig eine selbstdndige lipoidartige, auch durch Sudan darstell-
bare Wand besitzt, so dal man sie in Parallele bringen kann mit der
Bildung der Kernmembran. Beides, Korn und Kernmembran, sind
die Folge ahnlicher Stoffwechselvorginge. Das Korn sitzt meist
der Vakuolenwand an, kann aber auch an ihr liegen, so daB die Ahn-
lichkeit mit Kern und Kernkérperchen noch grofer wird. Besonders
eigenartig sind die regelméBigen Faden, die zuweilen in einzelne Granula
sich auflésen, so daB Bilder entstehen, wie man sie auch in den Liympho-
cyten bei Typhus fand.

Wenn Kern und Kernkérperchen keine priméren Strukturen,
sondern nur das Ergebnis von Loésungs- und Fallungserscheinungen
innerhalb der Zelle sind, so liegt die Frage nahe, ob es iiberhaupt in
der Zelle feststehende, unverinderliche Gebilde mikroskopischer
Natur gibt.

Es scheint zun#chst, dafl die Chromosomen derartige Strukturen
darstellen kénnten, denn die Unveranderlichkeit der Arten spricht
tiir eine Unverdnderlichkeit der Chromosomenindividualitdit. Man
darf sich aber keinem Irrtum aus morphologischen Griénden hingeben.
Auch das Korperskelett der Wirbeltiere erscheint als eine unverander-
liche Einbeit, so bestandig, daB der Zoologe aus einem Knochen nicht
nur Art, sondern auch Aussehen und Eigenschaften eines Tieres bestimmt.
Und doch weil jeder Chirurg, dall der Knochen fast eine plastische
Magse ist. Einem rein morphologisch denkenden Anatomen scheinen
durch die Knochenvorspringe die Muskelansidtze bestimmt, dem
Physiologen sind die Knochenfortsatze das Ergebnis der Muskelwirkung.
Nur vom morphologischen Standpunkte aus ist der Gedanke durch-
fithrbar, daB die Schidelknochen modifizierte Wirbel sind, denn nur
vom Standpunkt des Morphologen ist diese Hypothese verstindlich
und berechtigt.

Die anscheinend unverdnderliche Struktur der Chromosomen
kann also sehr woh!l nur dadurch bedingt sein, dafl gewisse Prozesse
sich wie bei der Knochenbildung konstant abspielen, und dal die
Variationsbreite, innerhalb deren Veranderungen moglich sind, nur
gering ist.

Da bei der Teilung der Zelle die Oberflaichensubstanz der Chromo-
somen sich abspaltet und auf die Nucleolen ibergeht, kann man die
Chromosomen auffassen als eine mengenmifig bestimmte Verbindung
von Chromatin und Nucleolarsubstanz.

Ebensowenig wie das Kernkorperchen und die Chromosomen sind
die Centrosomen unveranderliche Gebilde. Sie konnen sich beliebig
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vermehren, wenn auch immer nur Centroscmen (Centriolen) neue
Centrosomen erzeugen (Meves). Das tut aber auch die Nucleolar-
substanz, die allein Nucleolen bilden kann (Zimmermann). Die Rolle
der Centrosomen liegt wohl darin, daf die bei der Losung der Kern-
korperchen frei werdenden Fermente durch Vermittlung der Centriolen
in thren Wirkungen mengenmaBig geregelt werden. An Stelle der in Weg-
fall kommenden Oberfliche der Kernkorperchen tritt eine zweite
Oberfliche mit spezifischen Leistungen.

Noch weniger konstant als die Kernbestandteile sind die Struk-
turen des Protoplasmas.

Das Wesentliche eines Lebewesens sind demnach nicht mikrosko-
pische Strukturen, sondern eine bestimmte Menge Chromatin, Nucleo-
larsubstanz, Chromosom und Plasma. Das heit aber, die Bildung
jeder mikro- oder makroskopischen Struktur ist beeinflufibar. Hierin
liegt die Moglichkeit der Verdnderung und Mutation. Auf Grund
der Untersuchungen iiber Oxydasen ist es mdéglich, sich eine Anschau-
ung {iber die Entstehung dauernder und voriibergehender Veradnde-
rungen zu bilden. Angenommen, das Leben einer Zelle hinge von der
Bildung einer Membran ab, und diese Bildung sei nur méglich, wenn
eine bestimmte Menge Lipoideiweill, Peroxydase, H,0, und Chromogen
vorhanden ist. In der Umgebung der Zelle seien Chromogene vorhanden,
die aufgenommen werden, und daneben NH,-Verbindungen, die nicht
in die Zelle eintreten. Die LipoideiweiBmembran, die gebildet werden
muf, soll sich so verhalten, wie die Substanz der roten Blutkérperchen
nach Eintritt der Naphtholperoxydasereaktion. Kommt die Zelle
in eine andere Umgebung, die so einwirkt, daB die der Zelle zur Ver-
fiigung stehende Menge H,0, herabgesetzt wird, so kann die Membran
sich nicht bilden und die Zelle geht zugrunde. Nun ist aus Blutver-
suchen bekannt, daf die Menge H,0, herabgesetzt werden kann, wenn
NH,-Verbindungen anwesend sind. Wirde die Zelle die NH,-Ver-
bindungen nunmehr aus der Umgebung aufnehmen, dann bleibt sie
erhalten. Es ist denkbar, dafi der Einbau von NH,-Gruppen die
Struktur der Zelle verindert, man braucht nur an den EinfluB von
Amidoessigsiure auf die Form von Bacterium Metschnikoff, Typhi
und Coli zu denken. Kommt die Zelle wieder in ihre alte Umgebung,
so kann sie entweder die Aufnahme der Amidoverbindungen fort-
setzen und damit ihre neue Form beibehalten, sie ist mutiert, oder
sie nimmt wie frither die Stickstoffverbindungen nicht mehr auf und
erhélt ihre alte Form wieder. Dann lag nur eine Variation vor.

Die spezifische Leistung einer Zelle beruht darauf, daB durch Ver-
mittlung des Kernkérperchens in der Zelle bestimmte Ersatzvorrite
aufgespeichert werden. Nur solange diese nicht aufgebraucht sind,
reagiert die Zelle ununterbrochen in der gleichen Weise. Sind die Re-
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servevorrite zu Ende, so bedarf die Zelle der Ruhe, um die Aufspeiche-
rung zu erneuern, die Zeit zwischen Abbau und Aufbau ist am geeignet-
sten, um einen Einblick in die Arbeit der Zelle zu gewinnen und die Bedeu-
tung der Strukturen festzulegen. Dieser Satz hat auch fir geistige
Vorginge seine Bedeutung. Das farbige Sehen ist abhingig vom Zu-
stand der Zapfen und von der Wellenlinge des Lichtes. Solange die
Ersatzvorrdte der Zapfen nicht erschopft sind, entspricht einer be-
stimmten Wellenlinge eine bestimmte Farbempfindung, und das
Nachbild ist immer die entsprechende Gegenfarbe. Blickt man linger
in eine Lichtquelle, etwa in Gasglithlicht, so tritt Verbrauch der Ersatz-
stoffe bis zur Erschopfung ein. Schlieft man nun die Augen und laBt
sich die Zellen wiederherstellen, so erscheinen die Farben in der Reihen-
folge: gelb, rot, griin, blau, d. h. der Farbe gelb entspricht der tiefste
Abbau, dann folgt rot, und bei der Empfindung blau ist der Aufbau
vollkommen. Von diesem Augenblick an erscheinen die Kontrast-
farben in der gewshnlichen Folge. Der GesetzméaBigkeit dieser Erschei-
nungen mufl eine gesetzmafBige Aufeinanderfolge der physikalisch-
chemischen Vorginge in der Zelle entsprechen, die, wenn wir geeignete
Firbemethoden besiBen, auch nachweisbar sein miillten.

Derjenige Teil der Nucleolarsubstanzen der durch die sekundire
Naphtholmethode darstellbar ist, zeigt, wie bereits gesagt, folgendes
Verhalten.

Bei der Teilung der Zelle geht er auf die Chromosomen iiber, wo er
zugleich einen Schutziiberzug bildet, der nach erfolgter Teilung sich
wieder loslést und die Nucleolen- sowie gleichzeitig die Kernmembran-
bildung veranlaBt. . Von den Nucleolen wird stindig diese Substanz
gelost und kann wieder granulir im Kern und Protoplasma verdndert
und ausgefillt werden. Wie weit bei der Zersetzung der Nucleolar-
substanzen (vielleicht durch Reduktion) primére Oxydasen gebildet
werden, ist nicht sicher, aber sehr wahrscheinlich fiir einige Zellen, so
fiir die Eiterzellen, wo die gesamte Nucleolarsubstanz aus dem Kern
verschwindet, oder bei den EiweiBzellen von Arion, wo einzelne Kern-
kérperchen, auch ohne dafi Formol angewendet wird, die Oxydase-
reaktion geben. Sicher ist, daB diese ausgeschiedenen verinderten
Kernkorperchensubstanzen die Fahigkeit besitzen, primire Oxydasen
an sich niederzuschlagen und vor Zersetzung zu schiitzen. Es ist
somit auch der Gedanke naheliegend, daB Oxydasen, die von auflen
in die Zelle eingefiithrt werden und etwa aus der Nahrung stammen,
von diesen Stoffen, die wie Receptoren wirken, gebunden und zum
Aufbau der Zellen verwendet werden. Im weiteren Aufbau werden
dann ringférmige Verbindungen (Chromogene) und der Komplex
der Verdauungsfermente eingebaut, so daB die Substanz der Kern-
kérperchen eine Mischung der fiir die Zelle wichtigsten Stoffe enthalt.
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Da die Strukturen der Zellen verschieden sind, wird auch die Zusammen-
setzung der einzelnen Kernkérperchen nicht gleichméBig sein, immer
wird aber das Kernkérperchen die fiir den Stoffwechsel seiner Zelle
wichtigsten Bausteine (wenn auch in Form von Partialen) enthalten.
Bei den Stoffwechselvorgingen innerhalb von Zellen spielen fermen-
tative Systeme meist eine gréBere Rolle als die Fermente. Der Unter-
schied zwischen beiden besteht nur darin, daB die Fermente stabile
fermentative Systeme darstellen, wihrend sonst der fermentative
Vorgang durch Zusammentreten verschiedener Stoffe, die auch von
verschiedenen Strukturen geliefert werden kdnnen, zustandekommt.
Ein fermentatives System ist fiir die Zelle leichter zu regeln wie
ein fertiges Ferment. Besonders in Hinsicht auf die verdauenden
Fermente, die Verdauungsvorgiinge und die autolytischen Prozesse
sind diese Betrachtungen von Belang. Der Unterschied zwischen
Wirbellosen und Wirbeltieren besteht darin, daB die Wirbellosen einen
einheitlichen Verdauungssaft, die Wirbeltiere Enzymketten besitzen
(Jordan, Hirsch). Nach Hirsch muBl diese Tatsache von groBer Bedeu-
tung sein fiir den Schutz des Tieres vor einer Uberschwemmung mit
Produkten der Verdauung. Die Zerlegung in Enzymketten schiitzt
zugleich den Koérper vor der Einwirkung der Fermente selbst, indem
er die Fermenttitigkeit in getrennte Gebiete verweist. Die einzelne
Zelle verhalt sich, was das Auftreten eigener lytischer Enzyme betrifft,
die sie zu ihrem Auf- und Abbau braucht, wie die Wirbellosen, sie ist,
wenn einmal lytische Fermente im UbermaB sich in ihr bilden, wenig
gegen die Wirkung derselben geschiitzt.

Wie bei dem Abbau der Zelle oxydierende Stoffe frei werden,
so werden sie bei dem Aufbau der Zelle eingebaut. Der Ab- und Aufbau
kann so verlaufen, daf} die oxydierenden Substanzen nicht selbst nach-
weishar sind, weil sie im Intermediirstoffwechsel verindert werden,
Bei dem Extrem des Zellaufbaues, der Geschwulst sind sie im Kern
als sekunddre Oxydasen vermehrt nachweisbar, bei dem Extrem des
Zellabbaues, dem d’Hérelleschen Phinomen, liegen noch keine Be-
obachtungen vor.

HEs 146t sich aber aus Verinderungen, die man bei absterbenden,
autolytisch zerflieBenden Infusorien macht, der SchiuB ziehen, daB
auch hier oxydierende Substanzen auftreten, die in geeigneten Tallen
der Untersuchung zuginglich sind.
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