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1902 veroffentlichten Drietrich und Liebermeister (B. C. 1. 19) die
ersten Mitteilungen iiber Vorkommen sauerstoffiibertragender Korn-
chen in Bakterien. Sie fanden, daB in Milzbrandbacillen, wenn dem
hingenden Tropfen etwas Dimethylparaphenylendiamin und «-Naphthol-
losung zugesetzt wurde, eine Blaufirbung einzelner Granula auftrat.
Die gleichen Kornchen waren vorhanden in Diphtheriebacillen, in Bac-
terium typhi, coli, pyocyaneum, megatherium, in Cholerabacillen und
in jungen Tuberkelbacillen. Dagegen war die Reaktion negativ bei den
anaeroben Bakterien des malignen Odems und Rauschbrandes, bei
Bacterium vulgare (Proteus) und prodigiosum.

Die Kérnchen gaben die Oxydationsreaktion nach Erhitzen auf
100°, nach Behandlung mit S#uren, Laugen, Verdauungsfermenten
und fettlésenden Reagentien; mit Losungen von Jodkali farbten sie
sich gelb, in wisserigen Hématoxylinlésungen violett, mit Sudan rosa,
mit Osmium gaben sie keine Reaktion. Die Kérnchen stimmten iiberein
z. T. mit den Babes-Ernsischen, z. T. mit den Bungeschen séurefesten
Kérnchen. Das Auftreten der Kdrnchen war abhéingig von der Beschai-
fenheit des Niahrbodens, vom Alter der Kultur und von duBeren Be-
dingungen (Zufuhr von Luftsauerstoff).

Die Verfasser vermuten Verwandtschaft der Kornchen zu den Nu-
cleinen. Spater hat Dietrich (Zentralbl. f. Pathol. 1908) die oxydie-
rende Eigenschaft der Kornchen abgelehnt. Im Jahre 1909 nahm Eisen-
berg (B. C. 1. 48) die gleichen Untersuchungen vor. Im Gegensatz zu Dies-
rich und Liebermeister fand er, dafl zwar in Milzbrandbacillen die sauer-
stoffiibertragenden Koérnchen vorhanden waren, nicht aber in den an-
deren Bakterien, sie fanden sich dagegen in Spirillum undula, wo sie
indesseri durch Fettlosungsmittel zerstort wurden, in Spirillum volutans
und in Bacterium tumescens (Zopf).
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FHisenberg nimmt zwar auch eine katalytische Beschleunigung der
Oxydation an, legt aber gréfieren Wert auf die Farbstoffbindung, die
auf eine Besonderheit des farbbaren Substrates hindeute. Eisenberg
betrachtet, wie Dietrich und Liebermeister, den Farbstoff als wasserun-
l6sliches. Naphtholblau (im Gegensatz zu der jetzigen Ansicht, wonach
der blaue Farbstoff Indophenolblau ist), das zum Protoplasma der Bak-
terien keine Verwandtschaft® besitzt, wohl aber wahrscheinlich eine
Losungsafflmtat zu den Granula. Nach Eisenstein stimmen die Korn-
chen iiberein mit den durch Meyer (B. C. I. 34) und Preisz (B. C. 1. 35)
in Bakterien festgestellten Reservekdrnchen von Fett. Hierfiir sollen
sprechen die Farbbarkeit mit Fettfarbstoffen, die Fiahigkeit Jod und
Naphthol und Pikrinséiure zu speichern, die dann wie Beizen wirken.
(Nach Eisenstein stellen die in dlteren Milzbrandkulturen sich vorfinden-
den Kugelformen, die zahlreiche derartige Kornchen enthalten, Fett-
mastbacillen vor.) Es ist indessen nicht ausgeschlossen, daf mit dem
Fett Eiweilbestandteile verbunden sind. Eisenberg fand im Gegensatz
zu Dietrich und Liebermeister keine Violettfarbung der Kornchen in
Hamatoxylinlosung.

‘Die néchsten Arbeiten aus den Jahren 1910 und 1912 stammen von
W. H. Schulize (B.C.1.56) und unter seiner Leitung von Kramer
(B.C. 1. 62). W. H. Schultze fiihrte eine neue Methode ein, indem er.die
Bakterien auf einer Agarplatte ausstrich, der das Nadigemisch, wie von
Griff der Kiirze halber die Mischung der Indophenolblauoxydasereagen-
tien bezeichnet wird, zugesetzt wird. Kramer hat mit dieser Methode
zahlreiche Mikroorganismen untersucht und folgendes festgestellt:

Negativ waren simtliche Kokken (nicht untersucht sind die gram-negativen
Kokken). Die Bakterien verhalten sich verschieden. Kramer bestatigt die Angaben
von Dietrich und Liebermeister gegeniiber Fisenberg, wonach Diphtherie-, Typhus-,
Coli-, Pyocyaneus-, Cholera-, Megatherium- und Tuberkelbacillen positive Nadi-
Reaktion geben, wihrend Bacterium proteus und anaerobe Bacillen negativ sind.
Negativ sind ferner die Influenzabacillen, die Friedlinder-Bacillen, die Dysenterie-
bacillen, die Paratyphusbacillen, das Bacterium vitulinum, violaceum und vulgare.
Die aeroben sporenhaltigen Bacillen sind positiv, die Vibrionen positiv mit Aus-
nahme von Vibrio proteus.

Spirilum rubrum war negativ, undula positiv, Hefen waren positiv, weiter
fand Kramer, daf3 die Granula bereits durch Erhitzen auf 60° dann zerstort werden,

wenn die Erhitzung 24 Stunden anhielt. Auch durch konzentrierte -Salzsiure
wurden nach 24 Stunden die Stoffe véllig zerstort.

Nach Kramer handelt es sich bei den XKoérnchen meht um Fett,
sondern um phenolasebaltige Stoffe noch unbekannter Natur. Er
stiitzt sich bei dieser Anschauung auf die bekannten Arbeiten von F,
Winkler und W. H. Schultze iiber Indophenolblauoxydasen in tierischen
Zellen.

Weitere wichtige Feststellungen verdanken wir Brandt (B. C. L. 72).
Um irrefithrende Niederschlige ginzlich zu vermeiden, die beim Zu-
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sammenbringen des Nadigemisches leicht entstehen, lie8 Brandt auf den
Vorschlag v. Gierkes die Dimpfe der Nadireagentien auf Kulturen 'in
Petrischalen oder den hingenden Tropfen einwirken und konnte die Er-
fahrungen von Kramer iiber Vorkommen oxydierender Bakterienfer-
mente bestétigen.

Aus der Tatsache, daB die Kérnchen durch langeres Erhltzen ihre
Oxydasen einbiiflen, aber sich noch mit einer alkoholischen Indophenol-
blaulésung farben lassen, schlief3t Brandt, daB es sich um oxydasehaltige.
Lipoide handle. Auch den Nachweis, daf die Kérnchen selbst der ‘Ort
der Oxydationsreaktion sind, konnte Brandt erbringen. Er zeigte, dafl
in der Umgebung der Kérnchen reduziertes Methylenblau zum Farb-
stoffe oxydierte (Unnas Rongalitweifireaktion).

Eine Erginzung zu diesen Arbeiten bilden Beobachtungen an Hefen
mit der Indophenolblausynthese und verwandten Reaktionen. .

Bereits 1886 fand Wurster (Chem. Berichte 29, 318) eine Blaufarbung von
Hefe durch Tetramethyl-Paraphenylendiamin, Die 4lteren Arbeiten iiber Oxydase-
reaktionen der Hefe hat Kokl in seinem Buche ,,Die Hefepilze (Leipzig: Quelle u.
Meyer 1908) zusammengestellt. Von spiteren Arbeiten sind aufler den bereits
erwahnten Untersuchungen von Schulize und Kramer wichtig die Arbeiten von
Harden und Zilva (Biochem. journ. 1914, S.217). Diese nehmen bei Hefen das
Vorhandensein von Peroxydasen an, weil sie bei Behandlung mit Paraphenylen-
diamin und H,0, eine Violettfarbung der Keime erhielten. 4. Bach (Ferment-
forschung 1916, 8. 197) bestreitet das Vorkommen von Peroxydasen und erklirt
das Zustandekommen der Reaktion mit der Anwesenheit kolloider Massen,

die das Oxydationsprodukt des Paraphenylendiamin leicht adsorbieren und da-
durch den Oxydatlonsakt beschleunigen.

Eigene Untersucﬁun’gen.

Die Oxydationsreaktion wurde zunéchst angestellt mit Paraphenylen-
diamin allein (Base), in Wasser geldst und stark verdiinnt oder in:Sub- -
stanz (Methode von v. Gierke- Brandt). Die Losung hat den Vorteil, dafl
sie an der Luft nur langsam oxydiert, so daf} sie noch fast ungefirbt ef-
scheint, wenn die damit ibergossenen Bakterien bereits gefirbt sind.
H,0,-Zusatz ist nicht notwendig, beschleunigt aber den Oxydations-
vorgang. Man kann durch GieBen von Paraphenylendiaminlésung auf
mit Rachenabstrichen belmpfte bebriitete Serumplatten sehr schnell fest-
stellen, ob Diplococcus catarrhalis vorhanden ist (5%,), da auBer diesem
Keim fast nur Hefen sich dunkelbraun farben. Streptokokken®, Staphy-
lokokken und Diphtheriebacillen waren immer negativ. Wie Diplo-
coccus catarrhalis verhalten sich Meningokokken (Stamm aus dem
R(_amhsgesundheltsamt)_ und Gonokokken. Hefen geben wie die Kokken

-* Auf Blutplatten zeigen die Streptokokken (haemolytlcus) einen stark
braunen Hof bei Binwirkung der Gase, waren auch zum Teil selbst diffus Verfarbt
auf “Serumplatten braunt sich der Nihrboden im Gegensa’cz Zu Staphylokokken,
die dié Oxydation verhindern.
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meist nur eine diffuse Braunfdrbung. Langsamer erfolgt die Braun-
farbung nach der Methode von Brandt im Brutschrank.

Es ist indessen nicht gleich, ob Paraphenylendiamin allein oder mit
H,0, genommen wird, Paraphenylendiamin ist z. B. ein bekanntes
Reagens, (Storch) um in der Mileh die kochempfindlichen Peroxydasen
nachzuweisen. Man erhilt ohne H,0,-Zusatz keine guten Reaktionen,
auch nach lingerem Stehen mnicht, wihrend bei Anwesenheit von H,0,
sofort eine blauliche Verfirbung der Milch eintritt. Auch pflanzliche
Ausziige geben oft nur bei Anwesenheit von H,0, starke Indophenolblau-
reaktion. Konig (Ziegl. Beitr. 75, 198) fand eine #hnliche Reaktion
(positive Peroxydase bei negativer Indophenocloxydasereaktion) an dem
Abniitzungspigment menschlicher Herzen.

Die Anwendung von Paraphenylendiamin allein ist zur Schnellorien-
tierung geeignet, da meist diffuse Farbungen eintreten. Brauchbare
Koérnchenbildung erhielt man erst bei Zusatz von x-Naphthol. Es ist
nicht ganz gleichgiiltig, ob man das Paraphenylendiamin nimmt oder
seine Dimethylverbindung. Dies war besonders charakteristisch, wenn
Platten (Traubenzuckeragar) von Oidium lactis, die einige Tage alt
waren, mit den drei Reagenzien iibergossen wurden und-die Platten
einige Zeit standen. Die Hefen der Paraphenylendiaminplatte zeigten
eine sehr deutliche braune bis violette spirliche Granulierung und teil-
weise diffuse Farbung.

Auf der Nadiplatte waren die Hefen meist vollgepfropft mit groBien
und kleinen blauen Kugeln, bei Verwendung des Paraphenylendiamin
statt der Dimethylverbindung (der Kiirze wegen als Na-PA-Reaktion
zu bezeichnen) fanden sich die wiederholt von mir beschriebenen Schlin-
gen und Spiralen. Um bloBe Farbstoffausfille handelt es sich hierbei
-nicht, denn auch beianderen Hefen fanden sich die Stéibe und Schlingen
nur bei dieser Methode. lhre Entstehung ist wohl so zu erkliaren, da8
in den lebenden Zellen gewisse Zellstrallen, in denen sich das Plasma
anders verhilt wie in der Umgebung, durch die Oxydasereaktion durch
Féllung fixiert werden. Auf eine solche Stabilisierung von EiweiB3-
strukturen st68t man ja Ofter bei der Untersuchung von Oxydasen.
Bs sind Fallungen die nur in der lebenden, nicht in der toten Zelle
méglich sind, und sie werfen ein Licht auf die Strukturbildung in Zellen
ttberhaupt.

Da manche Oxydasen sowohl durch «-Naphthol wie durch Alkali
gelost werden (v. Gierke) und dem Nachweis entgehen kénnten, wendet
man am besten beide Methoden an, sowohl die von Winkler-Schultze
wie die von v. Gierke-Griff. Das UbergieBen von Kulturen mit dem Nadi-
gemisch ist besonders zur Orientierung geeignet, der hingende Tropfen,
die Schultzesche Plattenmethode und die Methode von Brandt sind zum
Vergleich heranzuziehen. Bei Anwendung dieser Methoden konnte
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ebenfalls in den nach der Gramschen Methode nicht farbbaren Kokken
eine ,,Oxydase nachgewiesen werden. Bacterium Friedlinder war
immer negativ, dagegen fanden sich nur diffuse Oxydationsreaktionen
gelegentlich, wenn auch nicht gleichméBig in allen Gliedern der Typhus-
Coli- Ruhrgruppe, Diphtheriebacillen gaben in héngenden Tropfen
vereinzelt die Oxydasereaktion (Kornchen). Die Zusammensetzung
des Nahrbodens ist demnach, wie schon Dietrich und ILiebermeister
fanden, nicht gleichgiiltig. Im Bacterium Metschnikoff, das auf Glyko-
kollagar geziichtet nur Kugelformen (A-Formen von Kuhn) zeigte,
waren’ nach dem UbergieBen der Kultur mit den Indophenolblau-
reagentien manche Kugeln mit blauen groBen Kérnern vollgestopft
und glichen den Fettmastbazillen Fisenbergs. Der schleimige Charakter
der Kultur deutet darauf hin, daB es sich eher um verschleimende Gra-
nula handelt als um Wett.

Zahlreiche Untersuchungen habe ich mit sehr wechselnden Ergeb-
nissen in den letzten 6 Jahren mit Hefen angestellt, die besonders des-
halb Beachtung verdienen, weil hier Oxydationsreaktionen mit Benzi-
din gelangen. Die Benzidinreaktion mit H,0,, also eine Peroxydase-
reaktion, ist an menschlichen Leukozyten von Fischel zuerst mit alko-
holischen, von mir mit wifirigen Benzidinlésungen vorgenommen wor-
den. Ich habe dann ein groferes tierisches Material (Virch. Arch. 261)
untersucht und gefunden, dafl die Benzidinperoxydasen nicht mit den
a-Naphtolperoxydasen iibereinstimmen, aber meist mit thnen verbunden
sind, und daB beide sich in vielen Fillen aus einem gemeinschaftlichen
Oxydasekomplex abspalten. Bakterien enthalten, soweit bisher festge-
stellt, keine Stoffe, die sich mit den Benzidinfarben darstellen lassen,
wenigstens nicht in Kulturen, dagegen geben sie manchmal Reaktionen
in eitrigen Sekreten. Hier liegt die Méglichkeit vor, dafB sie die Peroxy-
dasen aus den Eiterzellen aufgenommen haben.

Zur Darstellung der Benzidinperoxydase 16st man das Benzidin (Base) durch
kriftiges Schiitteln mit Wasser, worin es nur wenig loslich ist, filtriert die Losung
und setzt auf 9 Teile Filtrat 1 Teil einer 1proz. H,0,-Losung zu. Mit dieser Fliissig-
keit; iibergiefit man die Kultur oder Objekttrigerausstriche.

Wenn iiberhaupt Farbreaktionen auftreten, so kann man 3 ver-
schiedene Bilder nach Behandlung der Hefe mit dem Peroxydasereagens
unterscheiden :

1. Das Braunbild, 2. das Buntbild, 3. das Rotbild.

Der Ausfall der Reaktion hingt zum Teil vom Alter der Kultur ab,
wie der folgende Versuch zeigt.

Es wurden gleichzeitig verschieden alte Hefekulturen (aus Kise
geziichtete Torulaart) mit der Benzidinlosung iibergossen (Agar,- Trau-
benzucker, Schrégréhrehen). Durch Schiitteln wurden die Hefen gleich-
miBig verteilt. Nach 10 Minuten wurde die Farbung festgestellt.
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Alter der Kultur Féarbung
2 Tage . . . . . . . . . . .. keine Féirbung
6 ., ... ... L. blaB8 griinblau
13 5, . ... himmelblau
6 ,, ... briunlich
17 ., . griintich
200 ., ..o o braunlich violett
T griinbraun
28 L, ..o braunviolett.

Nach 24 Stunden haben sich alle Hefen zu Boden gesetzt und, soweit
sie gefarbt sind, haben sie eine ockergelbe Farbe angenommen. In Aus-
strichen findet man dann nur diffuse Farbungen. Auch an jungen
Kulturen erhalt man Farbreaktionen, wenn man die Benzidinlosung auf
angetrockneten Hefeausstrichen auf dem Objekttrager langsam verdun-
sten 1aBt, wobei allerdings die durch Luftoxydation gebildeten Farb-
stoffe adsorbiert werden und nicht die Oxydation in der Hefezelle selbst
stattfinden dirfte. Betrachtet man die Hefe unmittelbar nach Eintritt
der Farbung, so bietet sich dem Auge oft ein auBerordentlich buntes
Bild. In oder an der Wand der Vakuole, die meist nur in Einzahl vor-
handen ist, liegt ein gelbes, rotes oder grimmes Korn, das zackige oder
spangenartige Formen annimmt, manchmal wie bei einer Kernteilung
in zwei sich gegeniiber stehende Teile zerfillt. Das der Vakuole ent-
sprechende Mittelfeld der Hefe erscheint oft blau. In der Umgebung
der Vakuole treten zahlreiche meist kleine Kérner auf von gelber, roter
und griiner und blauer Farbe. Die blaue Farbe herrscht besonders bei
den grofen Hefeformen vor, die gelbe bei den kleinen.

Diese Bilder traten dann leicht auf, wenn die Hefe besonders viel
Katalase enthielt. Bei der Behandlung von Hefeabstrichen auf Objekt-
tragern gelang es einige Male reine Rotbilder zu erhalten, die eine &uflerst
regelméfBige Zeichnung darboten, wahrend bei den Buntbildern alle
moglichen Formen gefdrbter Koérnchen vorhanden waren. Es waren
dann 3 Formen besonders auffallend.

1. In oder an der Vakuole tritt ein Kérnchen auf, das diphtherie-
bacillenartig auswichst oder sich in 2—3 Kérnchen teilt.

2. Das Korn vergroBert sich, und es treten kleine Granula auler-
halb der Vakuole auf.

3. Das Korn tritt aus der Vakuole, es bilden sich eine Anzahi kleiner
Vakuolen, die gré8ere Korner enthalten. Alle Korner zeigen die gleiche
rote Farbe, die etwa einer Farbung mit Neutralrot gleicht. Die Ursache
der Rotféirbung Liegt vermutlich darin, daf die Peroxydasen mit phenol-
artigen Chromogenen verbunden sind, die den Benzidinfarbstoff beein-
flussen. ‘ \

Die Wand der Vakuole ist manchmal mit Sudan rot oder gelbrot
firbbar, mit Indophenolblau violett, mit Benzidin gelb, es verhilt sich
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die Vakuolenwand demnach wie Fett, doch 148t sich das Fett nicht durch
Alkohol, Xylol und Ather ausziehen. Mit Carbolfuchsin-Schwefelsaure
behandelt, ist die Wand bisweilen sidurefest.

Den Benzidinbildern sind durchaus nicht gleich die Bilder, die man
mit der Indophenolblaureaktion erhilt. Wurde statt der Dimethylver-
bindung Paraphenylendiamin -mit «-Naphthol verwendet, so konnte
hiufig eigenartige dorn- und spiralférmige Bildungen beobachtet werden,
besonders schon, wenn man das Gemisch von Naphthol und Paraphenyl-
endiamin lingere Zeit éinwirken lie. (Vgl. Virchows Archiv, 265, 839,
Abb. 4. ‘ '

Es waren an Hefen folgende Formen oxydierender Stoffe festzustellen:

1. Diffuse Farbung der Hefezellen,

2. Oxydationsort ist iibereinstimmend mit einer Hefestruktur

.a) mit der Vakuolenwand,

" b) mit dem Kern von Moller, Kohl, Henneberg, Zettnow u. a.,
¢) mit ‘dem Nucleolus von Schulmacher,

~d) mit Volutinkdrnern (Nucleinsdurekorner von Schuhmacher).

3. Der Oxydationsort erscheint als Granulum ohne Beziehung zu
einer der genannten Strukturen,

a) als einzelne Kornohen in der Vakuole am Vakuolenrand oder
im ,,Kern®,
b) als gleichmifBige Granulierung,
c) als Diplokokkus, ferner Hantel, Nagel und Spiralfaden (z. T,
gleich mit 1b—d).

Durch Vergleichsfarbungen 1iBt sich meist feststellen, an welche
Struktur die Oxydationsreaktion gebunden ist. Struktur und Oxyda-
tionsbild entsprechen sich manchmal auBerordentlich, z. B. das Bild der
Volutinkérnchen oder das Kernkérperchenbild nach Schuhmacher, aber
vielfach fehlt das Oxydationsbild, trotzdem die erwihnten Strukturen
leicht nachweisbar sind. Diese Beobachtungen stimmen ganz zu den
Erfahrungen, die man auch mit Bakterien gemacht hat. Die Erklarung
liegt darin, daB die Substanzen die Oxydationsreaktionen geben, keine
reine Stoffe sind, sondern Gemische von Lipoiden mit Pheriolasen und
anderen Stoffen, darunter gelegentlich auch Nucleinen, wie Dietrich
und Lsebermeister vermutet haben. Das Auftreten der oxydierenden
Stoffe hingt von verschiedenen Einfliissen ab, von der Art der Keime,
von der Beschaffenheit des Nahrbodens, vom Alter der Kultur, von der
Lebenstitigkeit der Keime und von #uBeren Einfliissen.

Es sind also &hnliche Verhaltnisse wie bei den tierischen und pflanz-
lichen Zellen und es ist schon deshalb notwendig, diese mit den bak-
teriellen zu vergleichen, weil in den Zellen des tierischen und des pflanz-
lichen Zellstaates infolge einer stirkeren Differenzierung die Verhaltmsse
etwas klarer liegen, als in den einzelligen Bakterien.
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Die wichtigsten Feststellungen bei Bakterien sind noch einmal kurz
zusammengefafit die folgenden:

1. Die oxydierenden Stoffe sind an verschiedenartige, haufig lipoide
Strukturen gebunden.

2. Manche Bakterien bilden auch bei Anwesenheit von Sauerstoff
niemals oxydierende Substanzen, manche immer, manche sind bald
positiv, bald negativ.

3. Ohne Sauerstoff bilden sich keme oxydierenden Stoffe.

Hieraus ergibt sich, daf die Oxydasen unter besonderen Bedingungen
an Stoffe verschiedener Natur gebunden werden und daf} eine dieser
Bedingungen die Anwesenheit von Sauerstoff ist.

Welche Rolle spielt nun der Sauerstoff und welche Bedeutung haben
die Oxydasen ?

Durch die Untersuchungen von Grdff und Kotsunuma ist es sehr
wahlrscheinlich, dafl der positive Ausfall der Indophenolblaureaktion
in tierischen Zellen parallel dem Eisengehalt geht, so dafl vielleicht die
Reaktion als eine katalytische Oxydationsbeschleunigung aufzufassen
wire, die auf der Anwesenheit von (gebundenen) Eisen beruht.

Angaben tiber Beziehung zwischen Eisengehalt der Bakterien und
Oxydasegehalt konnte ich nicht finden.

Durch eigene Untersuchungen konnte ich feststellen, dafi wenigstens
bei Hefen dann die Oxydasegranula besonders gro3 waren und eine
starke Blaufirbung bei Anwendung der Indophenolblaureaktion zeigen,
wenn dem .Nihrboden Eisensalze zugesetzt waren in Mengen, die das
Bakterienwachstum nicht schidigten. Das Wachstum des oxydase-
haltigen Micrococcus catarrhalis wurde durch Eisenzusatz begiinstigt,
das des oxydasefreien Staphylococcus gehemmt. Vielleicht besteht hier
ein Zusammenhang zwischen Oxydasegebalt und Eisenbindung.

Es ist zunichst nicht wahrscheinlich, daf der Sauerstoff selbst zum
Aufbau der Oxydase notwendig ist, etwa durch Umformung in ein
organisches Peroxyd. Niher liegt der Gedanke, daf der Sauerstoff
mittelbar notwendig ist, indem er zur Oxydation der Stoffe dient, die
die Bindung des Eisens bewirken. In dieser Weise wirkt der Sauerstoff
bei der Bindung von Eisen an eosinophile Granula menschlicher Leuko-
cyten. Diese Granula lassen sich dann mit Eisenhdmatoxylin férben,
wenn man sie vorher mit Phenolen behandelt hat und durch die Ein-
wirkung der Oxydase oder Peroxydase das Phenol in einen Farbstoff
oxydiert ist, der, von den Granula angenommen, nunmehr als Beize
das Eisenhdmotoxylin bindet. Diese Bindung des Eisens ist ohne An-
wesenheit von Sauerstoff nicht méglich. Vorausgesetzt, dafl die Oxydase-
reaktion der Bakterien eine Eisenreaktion ist, kénnte man sich vor-
stellen, daf die Eisenbindung auf dhnliche Weise stattfindet.

Weiter ist es moglich, dafi bei der Oxydasebindung, auch ohne das
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Eisen beteiligt zu sein braucht, Sauerstoff Vorhanden sein muf, auch
hierbei konnten Chromogene sich beteiligen.

Auf die Rolle der Oxydasen fallt ein Licht, wenn man die Erfahrungen
beriicksichtigt, die man an tierischen und pflanzlichen oxydierenden
Stoffen macht.

Im Gegensatz zu den Bakterien gibt es hier eine gréflere Zahl von
Phenoloxydasen und Peroxydasen, von denen die nachstehende Reihe
bis zu einem gewissen Grade GesetzméiBigkeiten zeigt.

Naphtoloxydase, Naphtolperoxydase, Benzidinperoxydase, Indo-
phenolblauoxydase, (Indophenolblauperoxydase).

In dieser Reihenfolge enthélt meist die vorhergehende Oxydase
auch das folgende Ferment und bei Zersetzung der Oxydase geht diese
in der gleichen Folge vor sich, d. h. es verschwindet zunichst die vorher-
gehende oxydierende Substanz. Treten in sonst negativen Zellen Oxyda-
gen auf, dann ist die Reihenfolge umgekehrt.

DafB dieser Reihenfolge eine GesetzmiBigkeit zugrunde liegt, dafiir
spricht vor allem das Verhalten entsprechender Zellen z. B. das Verhalten
gleichartiger Blutzellen. So gibt es Leukocyten, deren Granula immer
negativ sind, solche die nur die Indophenolblaureaktion geben, Leuko-
eyten mit positiver Benzidinreaktion, aber negativer Naphtolreaktion.
Zellen mit positiver Naphtol-, Peroxydase-, aber negativer Oxydasereak-
tion. und endlich granulierte Leukocyten, die alle Reaktionen geben.

Die Aufgabe der Blutzellen diirfte aber iiberall anndhernd die gleiche
sein. Man vergleiche die Peroxydaseblutbilder zweier so weit aus-
einanderstehender Geschépfe wie Mensch und Salamander (Abb. 1 u. 2)
und man erkennt das gleiche morphologische und chemische Grundge-
setz in der Bildung der verschiedenen Formen. Auch das rote Blut-
kérperchen des Salamanders zeigt Auflosungserscheinungen des Kernes
(tropfiger Zerfall des Chromatin). Der Lymphocyt enthilt in beiden
Blutarten keine Oxydase, die Leukocyten zeigen eine stark und eine
schwicher granulierte Form.

Das legt den Gedanken nahe, dall in immer negativen Leukocyten
und Lymphocyten nur deshalb die Oxydasen nicht nmachweisbar sind,
weil Substanzen fehlen, die ihre Zersetzung verhindern. Auch bei
gleichartigen Epithelien, besonders von Mollusken findet man Zellen,
die entweder immer positiv sind oder nur voriithergehend oder niemals
positiv sind. Weiter 1aBt sich feststellen, daf manche Zellen dann ihre
oxydierenden Stoffe verlieren, wenn sie andere Stoffe, z. B. Pigment,
enthalten und dall Zellen, die gewohnlich keine Oxydasen ent-
halten, unter pathologischen Bedingungen diese Substanzen bilden.
Die Phenoloxydase ist aber im Versuch dann nicht mehr als solche
nachweisbar, wenn sie ein zum Farbstoff oxydiertes Phenol oder durch
Vermittlung der Phenolchromogene eine basische Verbindung gebunden
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hat. Alles das spricht mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit dafiir,
daf die Bildung oxydierender Stoffe in allen Zellen méglich ist, daf
sie aber nur unter gewissen Bedingungen nachweisbar werden.

Nun findet man weiter, daf Oxydasen, die ein Gemisch verschiedener
oxydierender Fermente darstellen, meist noch andere Stoffe enthalten,
namlich Fermente, die zu Losungs- und Fallungsvorgingen Beziehungen
haben, und weiter farbstoffbildende Stoffe, und daf diese vielseitig zu-
sammengesetzten Korper wahrscheinlich sebr innige Beziehung zu den
Nucleolen besitzen und zwar besonders zu dem Anteil der Nucleolen, der

Abb. 1. Menschenblut. Kerne und rote Blutkdrperchen im Original rot. Hirtung des luft-
trockenen Ausstriches mit 80 proz. Alkohol. Firbung: Naphtolgentianaviolett, « Naphtollisung
it H,0,-Alkohol. Nachfirbung mit verdiinntem Carbolfuchsin (Vichows Arch. f. pathol. Anat.
u. Physiol. 261, S.886.1926). 1 Monocyt, 1 eosinophiler, 2 neutrophile Leukocyten und 1 Lymphoeyt.
sich mit der sekundiren Naphtolreaktion darstellen laBt. Gibt es bei
Bakterien Nucleolarsubstanzen, die sich mit der sekundéren Naphtol-
methode darstellen lassen, so spricht das fiir die Méglichkeit, daf auch
in Bakterien 8hnlich Sammelkomplexe vorkommen wie in Zellen und da-
firr, dafl Oxydasen von Bakterien, Tieren und Pflanzen von gemein-
schaftlichen Gesichtspunkten zu betrachten sind. Die sekundére Naph-
tolreaktion an Bakterien anzustellen, ist wegen der Empfindlichkeit
primérer und sekundarer Naphtoloxydasen nicht leicht. Die Nucleolen
in Zellen geben meist eine sekundére Naphtolreaktion erst dann, wenn
man Organteile einige Zeit in Formol fixiert hat, andererseits wirkt
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Formol auch zerstorend auf die Stoffe ein, so dall es bereits bei
diinnen Gewebsschnitten oft sehr schwierig ist die richtige Mitte in der
Lange der Fixierung und Beizung zu finden. Die sekundére Naphtol-
reaktion von Hefen gelang einige Male, wenn die Hefe in Gelatine ein-
gebettet und langere Zeit in Formol fixiert wurde. Bei den Versuchen
wurde 15proz. Gelatine genommen, wie man sie fiir Bakterienkulturen
gebraucht. Gefrierschnitte davon wurden nach 8—14 Tagen angefertigt
und diese bis 24 Stunden der Einwirkung eines Limaxextraktes ausge-

Abb. 2. Die gleiche Firbung, Blut von Salamander, gleiche VergrBerung.

1 Monocyt, 2 polymorphkernige Leukocyten, 1 Lymphocyt.
setzt, der in Vergleichsschnitten Zellnucleolen wirksam anbeizte. Die
Schwarzfirbung einzelner Strukturen in Hefen trat in alkalischer
a-Naphtollésung nach 6—24 Stunden ein und entsprach den Bildern,
wie sie fiir die priméren Hefeoxydasen beschrieben sind. Dieser Be-
fund spricht mit groBer Wahrscheinlichkeit dafiir, da die sekundéren
Oxydasen bei Hefen sich nicht viel anders verhalten wie die primaren
Oxydasen bei Tier und Pflanze, die auch eine gewisse Verwandtschaft
zu den sekundiren Oxydasen haben, insofern, als bei ihrer Zusetzung se-
kundire Oxydasen entstehen, als auch dafiir, daBl bei Hefen ebenfalls
Nucleolarsubstanzen vorhanden sind, die den Nucleolarsubstanzen von
Tier und Pflanze entsprechen.
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Nun ist allerdings bei Bakterien nur die Indophenoloxydase nach-
weisbar und Naphtoloxydasen, die noch mit anderen Stoffen ver-
bunden sind, fehlen. Das spricht aber nicht gegen die Méglichkeit, da
nicht auch bei Bakterien der gleiche Sammelkomplex vorhanden ist,
der sich aus oxydierenden, lytischen und pigmentbildenden Stoffen
aufbaut. Bei tierischen und pflanzlichen Zellen sind die Kerne gewthn-
lich frei von Oxydasen und doch ist es sehr wahrscheinlich, daB diese
auch in der Nucleolarsubstanz des Kernes eingebaut sind. Da Bakterien
hauptsichlich aus Kernsubstanzen bestehen, so iberwiegt bei ihnen die
Kerntéitigkeit und die Folge davon muf} sein, dafl gewisse Stoffe nicht
auftreten kénnen, weil die Bedingungen zu ihrer Erhaltung fehlen.

Die Wahrscheinlichkeit, daB die bakteriellen Oxydasen eine dhnliche
Zusammensetzung und Bedeutung haben wie die zelligen wird jeden-
falls durch die Ergebnisse der sekiinddren Naphtolreaktion bei Hefen
unterstiitzt. Es gibt noch einen Befund, der hier herangezogen werden
kann. Dietrich und Liebermeister hatten gefunden, dafl die sauerstoff-
ibertragenden Xornchen der Milzbrandbacillus u. a. Bakterien in einer
wassrigen Hamatoxylinlosung sich violett farbten. Diese Reaktion
ist zwar von Fisenberg nicht bestétigt worden, indessen ist das kein
Grund an der Richtigkeit der Beobachtung zu zweifeln. Nun kann man
an tierischen wie pflanzlichen Oxydasen die Beobachtung machen, daB
sowohl die Granula, die die Oxydase tragen, wie Strukturen, an denen
zersetzte Oxydase sich mit Vorliebe niederschlagen, wie die Kernkérper-
chen (besonders bei Pflanzen) manchmal das Hamatoxylin als violetten
Farbstoff binden, ols ob sie Eisen oder eine andere Base enthielten. Viel-
leicht beruht diese Farbung tatsichlich auf dem Eisengehalt der Granula
der Schwankungen unterworfen ist, so dafl einmal die Reaktion positiv,
einmal negativ ausfallt.

Jedenfalls vermag diese Erscheinung den Verdacht der Ahnlichkeit
bakterieller und zelliger Oxydasen zu stirken. ‘

Es ist dann wahrscheinlich, daB auch bei Bakterien Strukturbildung,
Verschleimung, Pigmentbildung und firberisches Verhalten den gleichen
Gesetzen unterworfen sind, wie in tierischen und pflanzlichen Zellen.
Dann ist auch bei Bakterien nicht das Wesentliche die Zerlegung in
morphologische Strukturen, sondern der Aufbau aus quantenmifBig
bestimmten ultramikroskopischen Mengen von Chromatin (Erbmasse),
Nucleolarsubstanz (Erbferment), Centrosom (Fermentregulator) und
Plasma (Nahrboden). Die Bildung der mikroskopischen Strukturen
wird durch die Gesetze der Kolloidchemie bestimmt, so dafl ohne Nach-
teile fiir das ,,Leben® die mikroskopisch erkennbaren Einzelheiten von-
einander wesentlich verschieden sein kénnen; ebenso mufy die Moglich-
keit vorhanden sein, daf Bakterien im Bau den Gewebszellen aufler-
ordentlich éhnlich sind.
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Wie es Zellen gibt, die physiologischerweise Schleim bilden, so ver-
schleimen auch manche Bakterien fast auf jedem Niahrboden. Manche
Zellen wieder, die normalerweise keinen Schleim bilden, verschleimen
unter anderen Bedingungen z. B. Epithelien, Bindegewebszelle (Gallert-
carcinome). So zeigen auch manche Bakterienkolonien wie Bacterium coli
nur gelegentlich Schleimwille oder bilden einen fadenziehenden Uberzug
wie auf glykokollhaltigem Agar. Besonders neigen die Geilleln der Bak-
terien zurVerschleimung und gleichen hierin den Flimmerepithelien, deren
GeiBeln leicht verschleimen. Manchmal werden die Geifleln der Bakterien
auffallend starr (¥. Newmann), wie es auch bei Zellen starre Wimperhaare
gibt. Wenn sich am hinteren Ende von Vortizellen Geifleln bilden sind
manchmal Verschleimungserscheinungen sehr deutlich. Die Geifieln des
vorderen Kérperendes l6sen sich vorher durch einenVerschleimungsprozefl
auf und der Korper schlieft sich. Werden die Vortizellen wieder seBhaft,
dann l6sen sich die GeiBeln des hinteren Endes, das in der Zwischenzeit
zum vorderen verschlossenen Ende wurde, und die Wimpern bilden sich
wieder am Vorderende. Diese bei Schédigung der Vortizellen leicht zu
beobachtendenVorgénge gehen in wenigen Minuten vor sich und zeigen wie
schnell sich Geifleln bilden kénnen, wenn eine Anlage vorhanden ist.

GeiBleltragende Bakterien sind meist nicht nach der Gramschen
Methode firbbar, halten sie aber den Farbstoff nach der Jodbehandlung
fest, dann haben sie ein ausgesprochenes Ektoplasma.

Wie die Schleimbildung, so ist auch die Pigmentbildung bei Bak-
terien keine bestindige Eigenschaft, sondern die Farbstoffbildung ist
auBerordentlich schwankend, ohne daBl man einen Grund fiir das ver-
schiedene Verhalten finden kann, bei bacterium prodigiosum geht die
Farbstoffbildung oft der Schleimbildung parallel, ganz unabhéngig von-
einander sind diese Vorgénge wahrscheinlich nicht.

Was die Farbung von Bakterien anlangt, war schon darauf hinge-
wiesen, dall nach der Gramschen Methode nicht firbbare Kokken
Oxydasereaktion geben. Der Zusammenhang kénnte darin bestehen,
daB die Oxydasen bei den nach der Gramschen Methode firbbaren
Kokken in die farbbare Substanz eingebaut sind. Bei Bakterien ist der
Nachweis, dall Zusammenhdnge bestehen zwischen oxydierenden Sub-
stanzen, Morphologie, Schleim- und Pigmentbildung viel schwieriger
als bei Zellen, wo infolge besserer Differenzierung es in einigen Zellen
moglich ist den Zusammenhang nachzuweisen. Da aber Bakterien wie
pilanzliche und tierische Zellen Nucleolarsubstanzen abspalten, die dhn-
liche Eigenschaften besitzen, so ist es nicht unwahrscheinlich, daf auch
bei ihnen der Nucleolarkomplex in drei Teile zerfillt, in einen farbstofi-
bildenden, einen oxydaseperoxydasehaltigen Anteil und in einen Teil,
der losende und aufbauende Katalysatoren enthiilt. '

Virchows Archiv. Bd. 267. 48



