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Uber Nadi-Reaktion.

Von
Prof. Dr. Igor Remesow.

( Eingegangen am 23. Februar 1932.)

Der Gedanke, daB im Chemismus der bekannten intracellularen
Oxydasereaktion, der sog. Nadi-Reaktion der Zellen und der Gewebe,
die Lipoide eine besondere Rolle spielen, wurde schon von einer Reihe
von Forschern (Loelel, Dietrich?, Vernon3, Staemmler?*, Haeberli ®,
Neumann 8, Marinesco” u. a.) ausgesprochen. Jedoch haben die ge-
nannten Verfasser diese Frage nur in allgemeinen Ziigen erértert. Dietrich
und Vernon geben nicht greifbar an, auf welche Art und Weise die Lipoide
bei der Indophenolreaktion ihre Rolle erfilllen. Grdff® beurteilt kritisch
die verschiedenen Ansichten dariiber und behauptet mit Recht, daf
die Nadi- Reaktion sicher keime einfache Fettreaktion, sondern zweifellos
schon eine Oxydasereaktion sei; die Lipoide spielen eben als Sauerstoff-
wbertrdger mit, doch sind sie nicht allein maBgebend.

Es sei noch erwéhnt, daB nach Staemmler Lecithin die einzige Sub-
stanz ist, die in vitro zugesetzt, die Nadi-Reaktion verstirkt. Loele
hat die Theorie aufgestellt, daf die ,,phenolbindende Substanz die
Natur einer Aldehydamidobase habe, eines ,,Aldamins®. Andererseits
hat Neumann eine ,Lipoidtheorie entwickelt, die eine Kombination
eines N-haltigen Stoffes mit einem Lipoid vermutet.

Wenn man méglichst objektiv das grofle Material der Schrifttums-
angaben iiber G. Nadi-Reaktion zusammenzufassen versucht (vgl. Katsu-
numa %), so scheint es mir, daB bis heute die Rolle der Lipoide dabei
noch sehr unklar, wenn auch schon als sicher festgestellt, auftritt.

Bei Durchsicht von histochemischen Priparaten meiner Versuche
iiber Lipoidstoffwechsel (vgl. Remesow und Mitarbeiter 1), welche auf
meine Veranlassung von Herrn Dr. G. Merkulow 1 bearbeitet wurden,
lenkte dieser meine Aufmerksamkeit darauf, daB die Nadi-Reaktion
an diesen Priparaten ziemlich eigenartig erschien; in den untersuchten
Fallen bekamen die Tiere parenterale Einfithrungen kolloidalen Chole-
sterins (Cholesterinsol), wobei die Gefaflichtungen aufler Cholesterin-
anhéufungen auch sténdige Leukocytenansammlungen aufwiesen. An
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solchen Stellen, wo ein Gemisch von Cholesterinmassen und vielkernigen
weilen Blutzellen vorlag, erschien die Nadi-Reaktion recht diffus. Freilich
gelang es darum in vielen Féllen nicht, die Blutkérperchen von den
Sterinmassen, welche ebenfalls gefirbt worden waren, sicher zu unter-
scheiden. .

Diese Beobachtung fiihrte mich natirlich zu einer vergleichenden
Zusammenstellung mit der von mir neuerdings entdeckten ,,Oxydase-
reaktion®, welche durch Cholesterin mit Paraphenylendiamin und
Toluylendiamin bewirkt wird (vgl. Remesow 12). Dieser Vergleich ver-
anlafite die vorliegende Untersuchung. Sie bezweckte die Klirung der
Rolle des Cholesterins in der Nadi-Reaktion und bestand darin, daB
ich die Nadi-Reaktion mit reinem molekular-dispersem und kolloidalem
Cholesterin in vitro anstellte.

Tabelle 1.
Reaktionsergebnis
Reaktionsbedingungen
sofort nach 24 Std.
,»Nadi“-Reagens + 0,1—1,0 Mol. HCI rot purpurrot
' + Chloroform (saure Reaktion) rot purpurrot
2 + Chloroform -+ 0,1 Mol. HCl| griin, Chloro- braun
formschicht,
obere rot
’s + Chloroform + NH, konz. hellrosa rot
(oben blau)
» - Chioroformlésung des Chole- purpurrot, braunrot
sterins (von 0,001 bis 10%- [obere Fliissigkeit
ige Ldsung nimmt blaue
Farbe an
v -+ Alkohollosung des Choleste- | griinlichblau tiefblau
ring
. -+ festes Cholesterin hellblau tiefblau
v + Chloroformldsung des Chole- | griinlichblau | griinbraun
sterins -+ HCI
" + Chloroformlésung des Chole- purpurrot braunrot
sterins 4 NH,
)y -+ kolloidales Cholesterinsol blau blau
(Flockung) :
p-Phenylendiamin, -+ Chloroformlésung des Chole- | griinlichviolett blau
frisch hergestellt sterings (oben rot)
ebenso a-Naphthol _
. -+ Alkchollgsung des Chole- hellgriin farblos
sterins
s + festes Cholesterin hellblau blau
' ~+ kolloidales Cholesterinsol hellblau | blau
" + Chloroformlésung des Chole- farblos farblos
sterins + HCI
' + Chloroformlésung des Chole- rotviolett, schwarz
sterins -+ NH,
vy + resnes Lecithin im Aceton graugrin hellblan
(Verseifung)
+ reines Lecithinsol grau grau
(Flockung)
., -+ Lecithin ex Ovo im Alkohol griinblau blau
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Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 angegeben und zeigen mit voller
Sicherheit, daB das Cholesterin mit Nadi-Reagens (p-Phenylendiamin
und «-Naphthol) eine positive Indophenolreaktion gibt. Allerdings bot
dieses Ergebnis keine Uberraschung, nachdem die katalytischen Eigen-
schaften des Cholesterins von mir nachgewiesen waren (Remesow, a.a.0.).
Wenn man die erhaltenen Ergebnisse (Tabelle 1) ndher untersucht, so-

" geht aus ihnen hervor, dafl die Nadi-Reaktion in ihrer typischen Form
nur mit festem molekular-dispersem Cholesterin oder mit alkoholischer
Losung des Cholesterins {am schirfsten aber mit kolloidalem Chole-
sterin) eintritt. )

Die Chloroformlésungen, mit und ohne- Cholesterin, zeigten keine
Indophenolreaktion, sondern einen sofortigen purpurroten Farbenton,
was auf thermodynamische Redoxverhéiltnisse des Systems und vor
allem auf den EinfluB der Aciditét der Losungen in bezug auf Oxydation
des p-Phenylendiamins zuriickzufiihren ist.

Es scheint lohnend, bevor man zur Erérterung des Mechanismus
der Nadi-Reaktion ibergeht, auf gewisse, diese Reaktion kennzeichnende
Einfliisse einzugehen.

Die Wirkung des Alkohols, der EinfluB des Chloroforms, optimale

- pyg des Mediums usw. (Reed 13, Marinesco 1#) stimmen in Einzelheiten
mit den Reaktionsbedingungen der ,,Oxydonen‘ von DBatelli-Stern und
mit denselben der ,,Cholesterinreaktion® von Remesow (a. a. 0.) iiberein.
Andererseits kann die Granulabildung, welche gleichzeitig den Eintritt
der Indophenolreaktion charakterisiert, auch wohl als ein typisches
Merkmal fiir diese Reaktion dienen. Ob die dabei sichtbar entstandenen
Granula fertige protoplasmatische Gebilde sind (Katsunuma, a.a.O.),
oder ob es sich hier um reine Ausflockungserscheinungen im Zelleib,
also um rein physikalisch-chemische Verinderungen des Systems (v. Mol-
lendorff, a.a.0.) handelt, diese fiir die Erérterung des Mechanismus der
Nadi-Reaktion so wesentliche Frage kann bis jetzt noch nicht als endgiiltig
geklart gelten.

Auf Grund meiner Untersuchungen iiber den chemischen und besonders
physikalisch-chemischen Zustand des Cholesterins und seiner Ester,
auch auf Grund der in vorliegender Arbeit ausgefithrten Versuche,
erscheint mir der Mechanismus der Oxydasereaktion bzw. Nadi-Reaktion
innerhalb der Zellen und der Gewebe, nebst den dabei vorkommenden
Erscheinungen (Granula-Bildung), in Ubereinstimmung mit dem tat-
sdchlichen Material, folgendermaBen erklirbar:

Nadi-Reaktion ist eigentlich eine oxydative Reaktion des Gewebschole-
sterins. Einen unmittelbaren Beweis dafiir stellen die hier ausgefiihrten
Reaktionen dar. Auf diese Weise erhilt also die griindsitzliche Frage
iber die Beziehungen der Zellipoide zur Oxydasereaktion ihre greifbare
Losung. Wenn man nun den Mechanismus dieser Reaktion an Hand
des ganzen vorhandenen Materials von Tatsachen ermittelt, so 148t sich
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Tabelle 2.
Bestrahlte Cholesterinlosung Reaktionsergebnis
Reagens . s
(Dauer der Bestrahlung in Minuten) sofort nach 24 Sta.
Nadi-Reagens mit Chloroformlidsung des 15 Min. braun braunlich-
nach Griff u. v. Cholesterins blau
’ mit Chloroformlésung des 15 Min. | tiefblau tiefblau
u. v. Cholesterins + HCl
’s mit Chloroformlésung des 15 Min. rot braun
. v. Cholesterins + NH,
' mit Alkohollosung des 15 Min. blau blau
u. v. Cholesterins
» mit Alkohollgsung des 15 Min.| hellrosa braunlich-
u. v. Cholesterin 4+ HCl violett
. mit Alkohollésung des 30 Min. blau violettgriin
u. v. Cholesterins
. mit Chloroformlésung des 30 Min.| tiefblau | schwarzblau
u. v. Cholesterins
. mit Chloroformlésung des 120 Min. violetit schwarzblau
1. v. Cholesterins
> mit Alkohollésung des 120 Min. | grauviolett blau
u. v. Cholesterins :
» mit Alkohollésung beteertes grau griinlichblau
Cholesterin
> mit Alkohollosung beteertes griin tiefblau-
Oxycholesterin violett
> mit Alkohollésung des Filtratsschwarzblau| schwarz
nach Digitoninfallung des 15 Min.
u. v. Cholesterins
» mit Alkohollssung des TFiltrats| braunrot -|braunviolett
nach Digitoninfallung des 15 Min.
u. v. Cholesterins + HCl
. mit Alkohollssung des Filtrats] violettrot violett
nach Digitoninféllung des 15 Min.
. v. Cholesterins + NH,
» mit Alkohollosung des Filtrats| tiefblau |griinlichblau
nach Digitoninfallung mit 120 Min.
u. v. Cholesterins
» mit Alkohollésung des 15 Min.| hellgriin blau
u. v. Cholesterindigitonid am
Filter
p-Phenylendiamin | mit Chloroformlésung des 15 Min. griin blau
und a-Naphthol u. v. Cholesterins
frisch hergestellt .
» mit Chloroformlésung des 30 Min. | blauviolett tiefblau
u. v. Cholesterins
. mit Chloroformldsung des 60 Min. violett schwarzblau
u. v. Cholesterins
» mit Chloroformlésung des 120 Min. | graublau blau
u. v. Cholesterins
s mit Chloroformlésung des Oxy- grau blau
cholesterins (oben rot)
. mit Chloroformicsung des be- grau grau
teerten Cholesterins
. mit Alkohollgsung des Oxychole- | griingrau graun
sterins :

Bemerkung: Die Bestrahlung des Cholestering wurde mit Hanau- Quarzlampe
(Analysenmodell) ohne Filter (15 em vom Brenner entfernt) ausgefiihrt.
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vor allem die Granulabildung leicht erkliren. Unter der Einwirkung
des Nadi-Reagens (g-Naphthol und p-Phenylendiamin) tritt eine rein
kolloid-chemische Cholesterinausflockung ein, welches sich im Zelleib
in seinem kolloidalen Zustande befand. Als Ergebnis dieses Gerinnungs-
vorgangs erscheint das ,,priexistierende’ Cholesterin der Zellen, welches
morphologisch als ,,unsichtbar® bezeichnet werden kann — als ,,sichtbar*
durch Bildung der Gerinnsel oder der wohlbekannten Zelleibkérnelungen.
Insofern diese Gerinnsel nichts anderes als ausgeflocktes kolloides Chole-
sterin darstellen, erscheint es verstdndlich, daB diese Granula gleichzeitig
als Trager der oxydativen Eigenschaften betrachtet werden kénnen.

Damit werden also die beiden Ansichten iiber die Natur und die
Rolle der Zelleibkorner von Katsunuma (l.c.) und von v. Mollendorff
(1. c.) wohl ihre endgiiltige Vollendung gefunden haben. Man kann aus
eben Dargelegtem wohl ersehen, daf3 beide Ansichten nur in bestimmten
Grenzen zutreffen, aber nicht imstande waren, die Erscheinung erschop-
fend zu erklaren. Die aufgestellte Erklirung scheint aber diese Voll-
endung zu bringen und gleichzeitig beide Ansichten, ohne sie abzulehnen
zu vereinigen.

Der Mechanismus der Nadi-Reaktion, vom rein chemischen Stand-
punkt betrachtet, scheint mir demjenigen vollkommen zu entsprechen,
welchen ich schion bei der ,,Cholesterinoxydasereaktion® allseitig erértert
hatte (Remesow, 1. ¢.). Allerdings méchte ich hier in aller Kiirze denselben
nochmals erwihnen, und zwar insofern die gefundenen Angaben der
Analysen (Tabelle 2) mit Cholesterinmodifikationen noch einen Beweis
fiir die Richtigkeit der aufgestellten Erklirung bieten. Im Prinzip der
Nadi-Reaktion handelt es sich also um einen rein katalytischen Vorgang
der p-Phenylendiamindehydrierung mittels des Cholesterins der Zellen
oder des Gewebes. Indophenolblaubildung tritt als Ergebnis dieser
Wasserentziehung ein und wird offenbar durch Chinondiimin bedingt.
Die Rolle des a-Naphthols ist dabei vollkommen der Rolle des p-Toluylen-
diamins, bei der von mir beschriebenen Cholesterinreaktion gleich und
wird durch rein thermodynamische Verhaltnisse des Dehydrierungs-
vorgangs bedingt.

Die katalytische Wirkung des Cholesterins wird auch hier durch seine
Tautomerie, und zwar durch seine ,,Ketoform®, welche ich als ,,Chole-
sterinperoxyd‘“ bezeichnet hatte, bestimmt.

Diese Annahme wird noch mehr durch die Versuche mit bestrahltem
Cholesterin begriindet (vgl. auch Remesow, 1. ¢.). Die ausgefithrten Reak-
tionen mit Nadi-Reagens und durch ultraviolette Strahlen behandelten
Cholesterins sind in der Tabelle 2 angegeben. Wie daraus zu ersehen
ist, verstirkt die Bestrahlung ungemein die Indophenolblau- bzw.
Nadi-Reaktion des Cholesterins. Infolge der ultravioletten Radiationen
erhoht sich die Stirke der Oxydasereaktion, entsprechend der Zunahme
eines Tautomers, Cholesterinperoxyds. Allerdings laBt sich dies nur

Virchows Archiv. Bd. 285. 39
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bis zu einem bestimmten Grade beobachten. Nach 2stiindiger Bestrah-
lung (positive Reaktion von Lipschiitz auf Oxycholesterin) dndert sich
die Oxydasereaktion, um zuerst schwicher, dann atypisch zu erscheinen
und zum Schluf} vollkommen zu verschwinden. Das infolge sehr langer
Bestrahlung beteerte Cholesterin, zeigte vollkommen negative Reaktion.
Die Tatsache, daB ich die stirkste Nadi-Reaktion in den alkoholischen
Filtraten des 15—30 Min. bestrahlten, mit Digitonin gefillten Chole-
sterin erzielen konnte, ist bemerkenswert. Auffallend erschien diese
Tatsache noch darum, weil die Digitoninfillung vollstdndig war. Offen-
bar ist das Cholesterinperoxyd bzw. , Ketotautomer durch Digitonin
nicht fillbar und stellt die aktive Fraktion des katalytisch wirkenden
Cholesterins dar.

Diese tautomeren Verhéltnisse lassen sich wohl aus der Zusammen-
stellung der Konstitutionsformeln des Cholestering ersehen. Wenn man
die Strukturformel fiir Cholesterin durch Indenbildung nach Wieland
annimmt, so kann man sie dann fir ,,Enolforms des Cholesterins gelten
lassen:
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Dagegen 140t sich aber die ,,Keto- ' oder ,Peroxyd‘form durch
folgende Formel charakterisieren:
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Auf diese Weise hat sich das Cholesterin nicht erst im Augenblick
der Reaktion fiir die eine oder andere Konstitutionsformel zu ent-
schlieBen, sondern kann in jedem Augenblick zwischen beiden Formeln,
die miteinander im Gleichgewichte sind, wihlen (vgl. z. B. das tautomere
Gleichgewicht des Acetessigesters usw.).

Bei der Reaktion eines sich im Gleichgewicht befindenden tautomeren
Cholesterinpaares mit dem p-Phenylendiamin héingt demnach der Verlauf
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des chemischen Vorganges sowohl von der Lage des Gleichgewichtes
und seiner Einstellungsgeschwindigkeit, als auch von der Geschwindigkeit
dieser Reaktion ab. Die angefithrten Angaben der Analysen von bestrahl-
tem Cholesterin bestatigen wohl diese Reaktionsverhiltnisse.

Alles oben Gesagte scheint mir geniigend, um den Mechanismus der
Nadi-Reaktion grundsétzlich, sowie auch im einzelnen in einem neuen
Lichte erscheinen zu lassen. Es ist offenbar, daB in allen Zellen und
Geweben, in denen das Cholesterin vorhanden ist, es sich bei der Nadi-
Reaktion um seine ,,aktive Form*, welche hier als ,Keto**- oder ,,Per-
oxyd‘‘form bezeichnet wurde, handelt. — HEs ist auch méglich, daf
im lebenden Korper eine Desmotropie des Cholesterins stattfindet, so
daB in einigen Fallen das-,,Gewebscholesterin® nur in seiner ,,inaktiven‘‘
Enolform erscheint (keine Oxydasereaktion aufweisend) in anderen aber
ausschlieflich in seiner ,aktiven Form, als Cholesterinperoxyd (Keto-
form). In diesem Falle bestimmt sie also die beobachtete Indophenol-
blaureaktion. :

Zum. Schluf finde ich es tubertlissig auf gewisse Theorien iiber ,,Sauer-
stofforte’ des Zellkerns (Unna ' u. a.) weiter einzugehen. Im Grunde
genommen sind alle theoretisierenden Definitionen, welche zur gliicklichen
Stunde seit Paul Ehrlich'®, Unne in seinen Erklirungen anfiihrte,
so verwaschen, daB eine auf solcher Grundlage aufgebaute Theorie
keine geniigend klaren Gesichtspunkte aufweisen kann. Auch die Arbeiten
von Drury V7, Oelze 18, Schneider ¥® u. a. haben, schon vom rein morpho-
logischen Standpunkt aus, diese Theorien geniigend erschiittert.

Die vorliegende Untersuchung erlaubt mir anzunehmen, daB die
sog. ,,Nadi-Reaktion‘‘ nicht nur als eine reine Oxydasereaktion betrachtet
werden muB, sondern auch als eine Abart von der von mir beschriebenen
Diaminenreaktion zum Nachweis des Cholesterins, in dieser ihrer Aus-
fithrung also zum Nachweis von Cholesterin der Zellen und der Gewebe.

Mit Riicksicht darauf scheint es dann erlaubt zu behaupten, daB
diese Reaktion sowohl in der Histochemie als auch in der Chemie der
oxydativen Vorginge ihren Platz finden mulb.

Zusammenfassung.

1. Die intracellulare Oxydasereaktion, sog. ,,G. Nadi- Reaktion*, stellt
eine katalytische Reaktion des Cholesterins der Zellen und Gewebe dar.

2. Insofern die katalytischen Eigenschaften des Cholesterins in bezug
zur Dehydrierung der Diamine nachgewiesen werden (Remesow),
erscheint der scheinbare Dualismus der Definition Nadi-Reaktion wohl
erklarbar.

3. Der Mechanismus der Nadi-Reaktion gehért zu den rein physika-
lisch-chemischen katalytischen Dehydrierungsvorgingen, sowohl durch
rein thermodynamische Verhiltnisse des Systems, als auch durch tau-
tomere Eigenschaften des Cholesterins bedingt.

39%
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4. Nadi-Reaktion mit bestrahltem (ultraviolettes Licht) Cholesterin
ausgefiihrt, liefert einen neuen Beweis zur Tautomerie des Cholesterins.
Durch kurzdauernde ultraviolette Radiationen é&ndert sich offen-
sichtlich das tautomere Gleichgewicht des Cholesterins zugunsten seiner
»aktiven Ketoform, welche die katalytischen Eigenschaften bedingt.

5. Die Granulabildung im Zelleib, welche fiir Nadi-Reaktion eine
charakteristische Erscheinung ist, stellt einen Ausflockungsvorgang des
kolloidalen Cholesterins der Gewebe dar; in dieser Hinsicht also rein
kolloid-chemischer Natur.

6. Die Nadi- Reaktion kann man auch als eine Abart der von Remesow
beschriebenen Diaminenreaktion des Cholesterins betrachten, welche
zum qualitativen Nachweis desselben in Zellen und Geweben dienen mag.

7. Die Angaben von Staemmler iiber die férdernde Wirkung des Leci-
thins fiir den Eintritt der Nadi-Reaktion konnten nicht bestéitigt werden.
Reines Lecithin allein zeigte negative Nadi-Reaktion im Reagensglas.
Die Spuren von Cholesterin verursachten aber den Eintritt derselben.
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