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Aus physikalisth-chemischen Untersuchungtn ist b tkannt ,  dab cltr 
isoelektristhe Punkt  manther  EiweiBsubstanzen im sauren Bereich 
ge!egen ist. So gibt O. Kestner z. B. ftir Strumalbumin PH 4,8, ffir dena- 
turiertes Serumalbumin 5,09, ffir Serumglobulin 5,44, ffir HKmoglobin 
6,8 an. Na th  Handovsky wurdt  in neueren Best immungen ffir Strum- 
albumin t in isoelektrischer Punkt  von 4,98, fiir tf~moglobin 7,0 gefunden. 
Durch histologische Untersuchungen mit  gepufferten F a r b l S s u n g t n -  
also mit  ganz anderer Methode - -  haben nun Pischinger, Zeiger, Momm- 
sen, Schwarz-Kasten, Sandels, Laves Bestimmungen des isoelektisthen 
Punkt t s  an Kernchromatinen und Zel]plasma ausgefiihrt. Ffir beide 
fandtn diese Autoren die Lage des isoelektristhen Punktes ebenfalls 
im saurtn Bereich. I t h  erw~hne nur na th  Laves ffir die Leberzellen: 
Kerne PH 3,5--3,7, Plasma 4,2--4,4; Pischinger: Kern t  3,3, Plasma 4,0; 
Zeiger: Kerne 3,8, Plasma 4,8 (bei Formolfixitrung Kerne 3,2, Plasma 4,1). 
Diese Werte erstheinen gegenfiber den ffir EiweiBk6rper auf chemiseh- 
physikalisthem Wege gefundenen im allgemeinen nach der sauren Seite 
zu verschoben; das gleithe gilt auch ffir die mit  ;Pischingers Methode 
gewonnenen Werte ffir H~tmoglobin (Schwarz-Kasten PH 5,9, Mommsen 
6,5). 

Bei Untersuchungen fiber die Einwirkung yon Fermenten auf Gewtbs- 
schnitte fanden nun anderseits G. MtrIcle und Groll, dab Papain bei 
pH 5 eine tigenartige als , ,Gerinnungsverdauung" bezt ichntte  Veri~nde- 
rung nativer Leber-Gewebsschnitte hervorruft.  Da weder bei pH 4 noth 
bei pH 6 diese Vers zu erzieltn war, so durfte angtnommen wtrden, 
dab der isoelektrische Punkt  des Lebtrgewebes ungtfi~hr bei t inem p~ 
yon 5,0 gelegtn sti; denn ha th  Willstgdter liegt das Opt imum der ver- 
dauenden W i r k u n g  des Papains fiir die einztlnen EiweiBsubstanzen 
verschieden, je ha th  dt r  Lag t  ihres isoelektrischen Punkt ts .  

Nun ist zwar bekannt,  dab der isoelektrische Punkt  der Eiwei~- 
kSrptr  als Ampholyten je nach den bt i  d t r  Bestimmung bes tehtndtn  
Bedingungtn in verschiedentm p~-Berei th gefunden wird. Auch Laves 
fiihrt ja mit  Recht an, dab bei der Anwendung gepufferter FarblSsungen 

1 Dissertation, der Medizinischen Fakultat Mtinchen vorgelegt. 
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zur Best immung elektrostatischer Eigenschaften fixierter Gewebe nur 
bei Einh~ltung gleicher technischer Bedingungen vergleichbare Werte 
zu erzielen sind. Insbesondere hat  vor allem Zeiger nachgewiesen, yon 
welcher ~edeutung die Vorbehandlung, vor allem die Hi~rtung des Ge- 
webes fiir die sp~tere Best immung des isoelektrischen Punktes mit  Farb- 
15sungen ist. Gerade in dieser Beziehung bestanden nun wesentliche 
Unterschiede der Methodik zwischen den Versuchen von Merkle und 
Groll und denen aller mit  der ~e thode  Pischingers arbeitenden Unter- 
sucher; denn bei der Einwirkung yon Fermenten auf Gewebschnitte 
erfolgte die Beobachtung und Bestimmung yon nativen - -  ungehi~rteten 
- -  Gewebes und so muf~te es interessant sein, zu untersuchen, zu welchen 
Ergebnissen die Methodik der B~stimmnng des isoeleT~/rischen Punktes 
mit  gepufferten FarblSsungen fiihren wiirde, wenn sie - -  ebenso wie die 
Einwirkung yon FermentlSsungen - -  an nicht gehitrteten, nativen Ge- 
frierschnitten a~sgefiihrt wurde. 

Zur Untersuchung gelangten nut  tierische Organe, in den ersten 
Versuchen die Leber yon Meerschweinchen, in spi~teren die Nieren. 
Die Fixierung der kleinen Organstiickchen erfolgte in absolutem Alkohol 
und dann Einbet tung in Paraffin oder es wurden die zum Vergleich 
mit  den eingebetteten Organstfickchen zur Untersuchung gelangenden 
Gewebsstiickchen ohne irgendwelche Fixierung mit  dem Messertiefkiihler- 
Gefriermikrotom nach Schultz-Brauns geschnitten, sofort auf Glimmer- 
pl~ttchen angetrocknet und ohne j~gliche Fixierung, also als native 
Schnitte der Fi~rbung unterzogen. 

Die Herstellung der Farbl6sungen erfolgte nach den Ang~ben yon 
Laves, ebenso die F~rbung und Eindeckung der Priiparate. In  den ersten 
Versuchen begnfigten wir uns mit  der MethyIenblaufi~rbung, in sp~teren 
wurde auch Krystal lponceau zur Fi~rbung herangezogen, beide in m 250- 
LSsung mit  gieichen Teilen n 50-Acetatpuffer. Da wit auch das F/~rbungs- 
verhalten in LSsungen priifen wol]ten, die noch starker sauer reagierten 
als die yon Laves verwandten Acetatpuffer, beniitzten wir fiir solche 
st~rkere Ss eine Zitratpufferung im Bereich von 2,08--4,0; der 
Wasserstoffionengehalt der Pufferungen wurde elektrometrisch mit  der 
Gasket te  best immt;  fiir die Acetatpuffer ergab sich hierbei ein PIz yon 
3,38--5,66. Auch nach Zusatz der Farbl6sungen kontrollierten wir mit  
der Gaskette den Wasserstoffionengehalt nach; wenn auch solche Mes- 
sungen in Farbl6sungen nicht ganz zuverl~ssig sind, so ergab sich doch 
bei unseren Mess'ungen, dab hSchstens Differenzen yon 0,05 auftraten, 
also auch  die FarblSsungen selbst offenbar den erwarteten PH zeigten. 

Die Auswertung der mit  den gepufferten Farbl6sungen behandelten 
Pr~parate machte allerdings, wie ja auch Laves angibt, gewisse Schwie- 
rigkeiten. Wit  folgten zun~chst den Angaben yon Laves: Er sttitzt sich 
in (~bereinstimmung mit  Zeiger vorwiegend auf Methylenblaupr~parate 
und gibt a]s ,,Lage des isoeIektrischen Punktes  eines Zellelementes jener/ 

51" 
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p~ -Be re i ch"  an, , ,in welchem seine S t r u k t u r  mi t  al len Einze lhe i ten  noch 
deut l ieh  h e r v o r t r a t " .  Aueh  in der  sp~teren Arbe i t  wird  keine ob jek t ive re  
~ e t h o d e  zur  B e s t i m m u n g  des isoelektr ischen Punk t e s  angegeben:  , ,Man 
b e s t i m m t  in ers ter  Linie  an  den  m i t  Me thy lenb lau  gefi~rbten P r ~ p a r a t e n  
jene  Acid i t s  in  welchen die F a r b b i n d u n g  z. B. durch  die K e r n e  
eben angedeu te t  is t  u n d  d a n n  jene H - I o n e n - K o n z e n t r a t i o n ,  bei  weleher  
alle S t ruk tu re inze lhe i t en  des be t ref fenden Zel lbes tandte i les  deu t l i ch  
e rkennba r  sind. Diese W e r t e  s tel len d a n n  die Grenze dar ,  zwischen denen  
die  Lage  des isoelektr ischen P u n k t e s  des S t ruk tu rbes t and te i l e s  anzu-  
nehmen  ist.  Die  E r m i t t l u n g  dieser  Bereiehe  e r forder t  U b u n g  - -  le tz te re  
E r f ah rung  maeh t en  wir  leider  auch;  u m  eine e twas  grSl~ere Ob jek t iv i t~ t  
zu erzielen, wurden  die  Pri~parate unabh~ngig  noch yon  e inem Zwei ten  
(Groll) begu tach te t .  Anfangs  en t s t anden  hierbei  ziemliche Differenzen, 
nach  einiger U b u n g  e rgaben  sieh abe t  doch ann~hernd  f ibere ins t immende 
Wer te .  Schwier iger  noch als be im K e r n  ersehien uns die Fes t s t e l lung  
des i soelekt r i schen P u n k t e s  be im P ro top l a sma .  A m  einfachs ten  und  
exak te s t en  s ind offenbar  die , ,pH-Bereiche des Beginnes  der  F a r b a d s o r p -  
t i o n "  festzustel len,  w~thrend die , ,obere Grenze der  F s  wieder  
sehr  schwer zu  beur te i l en  ist.  Laves gib t  an :  , A l s  obere Grenze der  Fi~rb- 
ba rke i t  n a h m  ieh durehweg jene Bereiche an, in welchen alle S t r u k t u r -  
bes tand te i l e  eine in tens ive  F ~ r b u n g  aufwiesen,  die sich bei  s te igender  
(Krys ta l lponeeau)  bzw. fa l lender  H - I o n e n k o n z e n t r a t i o n  (Methylenblau)  
n ieh t  mehr  wesent l ich ~nder te . "  . 

T a b e l l e  1. 

Stunden 
naeh 
dem 
Tode 

7 
24 

37 
48 
50 

72 
100 

Art des Schnittes 

Paraffin . . . . . . . . . . . .  
Nativer Gefrierschnitt . . . . . .  
Paraffin . . . . . . . . . . . . .  
Nativer Gefriersehnitt . . . . . .  
l~ativer Gefrierschnitt, getrocknet 
Paraffin . . . . . . . . . . . .  
Nativer Gefrierschnitt . . . . . .  
lqativer Gefriersehnitt, getrocknet 

Paraffin . . . . . . . . . . . .  
~at iver  Gefriersehnitt . . . . . .  
Paraffin . . . . . . . . . . . .  
Nativer Gefrierschnitt . . . . . .  

Paraffin . . . . . . . . . . . .  
Nativer Gefrierschnitt . . . . . .  

Ungefahre 
Lage des 
isoelektri- 

schen 
Ptmktes 

Kern 

2,9 
2,9 
3,9 
3,9 
4,1 
3,7 
3,7 
4,0 

3,7 
3,7 
3,7 
3,9 

4,3 
4,1 

Laves 
Kern 

3,5 

3,9 

3,8 

3,9 

Ungef/~hre I 
Lage des h 
isoelektri- I 

schen I 
Punktes 
Plasma 

3,7 
3,7 
4,0 
4,0 
4,3 
4,1 
4,0 
4,3 

4,1 
4,0 
4.1 
411 

4,5 
4,1 

Laves 
Plasma 

4,2 

4,75 

4,5 

5,1 

Unsere  ers ten  Versuehe be t ra fen  das  Verha l t en  der  Leberzel len  des 
Meerschweinchens.  W i r  un te r sueh ten  mi t  Methylenblauf~irbung un te r  
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verschiedenen Bedingungen. Zun/~ehst entnahmen wir aus der Leber 
sofort, nach 24, 50 u-nd 100 Stunden Aufbewahrung bei Zimmertempe- 
ra tur  kleine Stiiekehen, f ix ie r ten  sie in Alkohol und bet teten sie in 
Paraffin ein, gleichzeitig abet fertigten wit auch sofort Gefriersehnitte 
mit  Messerunterkiihlung an, untersuchten also native Schnitte. Zweimal 
troekneten wit auch die nativen Schnitte 7 bzw. 48 Stunden bei 37 ~ 
Die Ergebnisse zeigt die vorstehende Tabelle. 

Zun/~chst geht aus den Werten fiir den isoelektrischen Punkt  des 
Kerns und Protoplasmas hervor, da$ zwischen Paraffinsehnitten und 
nativen Gefrierschl~tten keine wesentlichen Unterschiede bestehen. 
I m  iibrigen sind die Befunde zwar nieht so iiberzeugend wie die von 
Laves, immerhin aber seheint doeh aus unseren wenigen Versuchen 
sehon hervorzugehen, dal3 die t~esultate mit  denen yon Lave.~ ann~hernd 
iibereinstimmen. Besonders bei der 1/~ngsten Versuehsdauer - -  100 Stun- 
den - -  und bei dem Troeknen nativer Sehnitte liel~ sich eine Versehiebung 
der isoelektrisehen Punkte  yon tier sauren Seite naeh dem Neutralpunkt  
hin erkennen. Uberraschend mag erseheinen, dal~ diese Versehiebung 
bei den ungetroekneten nativen Gewebssehnitten nieht so in Erseheinung 
tr i t t .  Vielleieht erkl~rt sich dieses Verhalten in /~hnlieher Weise, wie 
Lave8 den Widersprueh zwischen dem yon ihm beobachteten postmortalen 
Verhalten der ZelleiweiSk6rper (Zunahme der Alkalit~t) und den be- 
kannten Reaktions/s der Autolysate naeh der sauren Seite hin 
deutet.  Er  n immt  an, dab die postmortal  entstehenden S/~uren sieh bei 
der ~ixierung und Einbet tung 15sen und nut  die alkohoIf~llbaren ,,s/~ure- 
verarmten"  Gewebskolloide und alkoholunl6sliehen Stoffe zuriick- 
bleiben. Da bei der Untersuchung nativer Schnitte eine solche L6sung 
erst im Moment der F/~rbung m6glich w~re, k6nnte hierdureh alas Fehlen 
einer Versehiebung naeh der neutralen Seite bei nativen Sehnitten 
erkl/~rt werden. Der Umstand  aber, dal~ bei den vorher getroekneten 
nativen Sehnitten der Ausschlag zu erkennen war, sprieht gegen eine 
solche Deutung; aueh fs sieh in den sp/~teren Versuchen mit  
nativen Gewebssehnitten manchmal  v611ige ~bereinst immung mit  den 
Werten bei Paraffinschnitten, manchmal  bestanden Differenzen, so dal~ 
wit geneigt sind, aus solehen Differenzen keine weiteren Sehliisse zu 
ziehen. Wit  ffihren sie auf M/~ngel der Methodik zuriick. 

In  einer weiteren Versuchsreihe setzten wit durch Unterbindung der 
Niere des Meerschweinchens am 1-Iilus einen Totalinfarkt der Niere und 
verglichen die Befunde zwischen infarzierter und nichtinfarzierter Niere 
nach einer Unterbindungsdauer von 8 Stunden. Bei tier Bestimmung 
des isoelektisehen Punktes  ergab sich hierbei in zwei F/~llen - -  die Unter- 
suehung betraf  nut  native Gefriersehnitte - -  keinerlei Untersehied 
zwisehen der abgebundenen und nicht abgebundenen Niere, w~hrend in 
zwei anderen Versuehen in der infarzierten Niere eine deutliehe Verschie- 
bung des isoelektrisehen Punktes  naeh der neutralen Seite zu festgestellt 
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werden konnte. In  den ersten beiden F/~llen fand sich links wie rechts 
als isoe]ektrischer Punkt  der Kerne 3.,7 und 3,9, des Protoplasmas 4,0 
und 4,1; bei den zwei anderen dagegen: Kerne links 3,7, rechts in der 
infarzierten Niere 4,0 bzw. 4,1, Protoplasma: links 5,0 und 4,0 in der 
infarzierten Niere in beiden F/~llen 5,4. Wir hat ten also bei diesen wenigen 
Versuchen immerhin zweimal eine deutliche l)bereinstimmung mit  den 
Versuchen yon Laves gefunden, der ja in nekrotisbhen und gesch/idigten 
Leberzellen eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes nach der alkali- 
schen bzw. neutra]en Seite hin feststellte. 

Andererseits erschien uns trotzdem die Methode doch zu subjektiv 
vom Beobachter abhgngig und wir wollten nicht versgumen, durch Aus- 
dehnung der Untersuchung auf die Fgrbung mit  Krystallponceau viel- 
leicht eindeutigere schgrfere Resultate zu erhalten. Allerdings bestand 
hierffir yon vornherein wenig Aussicht; denn Laves schreibt schon, dab 
die ,,Mehrzahl der gewebsbildenden Kolloide in den starker sauren Be- 
reichen bei Behandlung mit  Krystallponceau mitgefgrbt ist, so dab die 
Absch/s der Farbbindung durch einzelne Gewebsbestandteile er- 
schwer~ wird". ,,Aut]erdem sind, wie Pischinger gezeigt hat, die mi~ sub- 
stantiven sauren Farbstoffen erzielbaren F/~rbungsbilder, besonders der 
Kernchromatine nicht direkt mit  jenen vergleichbar, die man nach An- 
wendung eines basischen Farbstoffes erh/s Deshalb verwendet ja 
auch Laves vorzugsweise zur Best immung der Werte bei Kernen die 
Methylenblauf/~rbung allein. Es gelang uns auch wirklich nicht, aus der 
Beurteilung yon Krys~allponceaupr/iparaten Werte zu erhalten, die mit  
denen der iVfethylenblaupr/~parate einigermaBen iibereinstimmten. So- 
wohl bei Paraffin- wie bei nativen Gefrierschnitten der Meerschweinchen- 
leber differierten die fiir den isoelektrischen Punkt  der Leberzellkerne 
sch/itzungsweise gefundenen Werte nut  etwa 0,5--1,0; der Krystall-  
poceauwert war gegeniiber dem Methylenblauwert regelm/~Big nach der 
neutralen Seite zu verschoben. Bei der ]3estimmung des isoelektrischen 
Punktes fiir das Zellprotoplasma st immten die Werte etwas besser 
fiberein, aber auch hier bestand h/s eine Verschiebung der Werte bei 
Krystallponceaupr/tparaten nach der neutralen Seite hin, die Differenz 
betrug aber meist weniger als 0,5. Dieser MiBerfolg brachte uns aber 
auf den Gedanken, eine andere Art  tier Ermit t lung des Wertes fiir den 
isoelektrischen P u n k t  vorzuschlagen. Alle, die sich mit  der bisherigerr 
Art  befaBt haben, sind dar/iber einig, dab gerade die Grenze des F/~rbungs- 
maximums, die Bestimmung des Wertes, bei dem sich bei steigender 
(Krystallponceau) oder fallender (Methylenblau) H-Ionenkonzentrat ion 
die F/irbungsintensit/~t nicht mehr wesentlich /inderte, sehr schwer zu 
erfassen ist. Daher werden die Bestimmungen auch nicht objektiver 
werden, wenn man mit  Zeiger als Lage der Umladepunkte die Mittelwerte 
zwischen den pg-Bereichen maximaler und minimaler Farbadsorption 
annimmt. Dagegen ist das Minimum der Farbadsorption fiir Kerne und 
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P r o t o p l a s m a  e x a k t e r  fes ts te l lbar ,  wenn m a n  den  pH-Bereich als Min imum 
angib t ,  bei  dem die ers te  Spur  yon  F ~ r b u n g  der  Kerne  oder  des Pro to-  
p lasmas  zu e rkennen  ist. Bei  Anwendung  der  beiden F~rbungen  (Methylen- 
b]au u n d  Krys t a l l poceau )  erhs m a n  also je zwei seharf  e rkennbare  
Grenzwer te ;  der  eine (Methylenblau)  l iegt  nach  der  sauren Seite zu, der  
andere  (Krys ta l lpoceau)  ngher  der  neu t r a l en  Seite noch im Sauren Be- 
reich. Der  Mi t t e lwer t  aus  diesen be iden  leicht  fes t s te l lbaren  W e r t e n  
ergs d a n n  cinch rcchner isch fes tgelegten W e r t  ffir den isoelektr ischen 
P u n k t ,  der  also d a n n  n ich t  d i rek t  sub jek t iv  und  sch~tzungsweise , a u s  
dem deut l ichen  H e r v o r t r e t e n  der  S t ruk tu re inze lhe i t en"  e rmi t t e l t  werden 
miil~te. 

T a b e l l e  2. 

Stunden 
nach dem 

To4e 

0 

50 

Art des Schnittes 

Leber 

Ungef~hre Lag'e des isoelektrischen 
P~nktes 

Kern Plasma 

Paraffin . . . . . . . . . .  
Paraffin . . . . . . . . .  
Nativer G e f r i e r s c h n i t t . . .  
Paraffin . . . . . . . . .  
1N~ativer G e f r i e r s c h n i t t . . .  
Nativer Gefrierschnitt. . . 

Paraffin . . . . . . . . .  
Paraffin . . . . . . . . .  
Nativer G e f r i e r s c h n i t t . . .  
Nativer G e f f i e r s c h n i t t . . .  

4,5 
4,7 
3,9 

�9 4,7 
4,4 
4,4 

4,9 
5,0 
4,4 
5,0 
4,7 
4,7 

Rechte Linke Rechte Liirke Infarkt- 
Niere Infarkt- ~iere niere niere 

4,0 
4,6 
4,1 
4,0 

4,5 
4,0 
4,4 
4,5 

4,1 
5,1 
4,4 
4,7 

5,9 
4,7 
4,4 
4,9 

Abe r  auch die Anwendung  dieser Bes t immungsme thode  ffir den  
isoetektr ischen P u n k t  lieft  schon bei  den  ers ten  Versuchen erkennen,  
dal~ die Resu l t a t e  durch  sic aueh n ieh t  e indeut iger  wurden.  Wie  aus  der  
be i s tehenden  Tabel le  2 e r sehbar  ist,  war  in U be re in s t immung  m i t  den  
Befunden  yon  Laves der  isoelektr ische P u n k t  des P r o t o p l a s m a s  gegen- 
fiber dem der  K e r n e  nach  der  neu t ra l en  Seite zu ver lager t  und  wenn m a n  
will  k a n n  m a n  in den  Zahlen  auch t ro tz  der  ger ingen Zahl  von Versuchen 
eine Bes t~ t igung  f inden,  daft ir ,  dal~ der  isoelektr isehe P u n k t  der  Zell- 
e iwei~subs tanzen  sowohl bei  der  pos tmor t a l en  Au to lyse  (Leber) wie bei  
der  Gewebssch~digung (Nierenunterb indung)  nach  der  neu t ra l en  Seite 
ve r l ager t  wird.  Bei  den  le tz te ren  Versuchen  fiel a l lerdings auf, da~ ein- 
real  bei  der  Un te r suchung  von Pa ra f f inschn i t t en  die infarzier te  Niere  
gegentiber  d e r  n ich t in fa rz ie r ten  Niere  sogar Versehiebung des isoelektri-  
sehen P u n k t e s  naeh  der  sauren  Seite h in  zeigte,  also ein gegenss 
Verha l ten .  Man kSnnte  n a t f i r l i c h  d a r a n  denken,  dal3 bei  einsei t iger  
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Nierenunterbindung die andere ,,gesunde" ja auch durch erhShte In- 
anspruchnahme im Sbme einer Triibung des Parenchyms ver~ndert 
wird. Aber warum konnte dies dann nur einmal beobachtet  werden ? 
Wir glaubten deshalb wieder die Versuchsmethodik selbst ftir solche 
Schwankungen in den Versuchsergebnissen verantwortlieh machen zu 
mfissen. Wir haben ja schon verschiedentlich darauf hingewiesen, daI~ 
eben die Lage des isoelektrischen Punktes nur schgtzungsweise, sub- 
jekt iv  beeinflul3t, bes t immt werden kann. Offenbar ftihrt auch die 
rechnerisehe Ermit t lung des isoelektrisehen Punktes aus den pH-Bereichen 
der Minima yon Farbadsorption bei Methylenblau und Krystallponceau- 
f~rbung nicht zu besseren Resultaten. Aueh Laves hat  ja  solche Sehwierig- 
keiten gefunden, denn er gibt an, ,,dab die Bereiche des Maximums und 
des Beginnes der Farbadsorption dureh die Zellen in den geseh~digten 
Leberabsehnitten weitgehende Untersehiede aufwiesen. Aus jedem 
Prgparat  wurde daher eine ganze Reihe yon Werten sorgfgltig aufge- 
zeichnet." Er  hat  deshalb nur die Grenzwerte, die jeweils geringgradig- 
sten und weitgehendsten Verschiebungen in den Tabellen eingetragen. 
Unter  diesen Umst~nden erschien uns eine weitere Fortsetzung der 
Versuche zwecklos, zumal uns der Ausgangspunkt unserer Fragestellung 
hinreichend gekl~rt ersehien. 

Denn es sollte vor allem festgestellt werden, ob dureh die Methode 
der Bestimmung des isoelektrischen Punktes mit  gepufferten Farb- 
15sungen bei der Anwendung auf native, unfixierte Gewebsschnitte 
wesentlieh andere Resultate gewonnen wtirden ~ls bei fixierten Geweben; 
dal~ dies nieht der Fall ist, ging ja schon aus den Mlerersten Versuehen 
hervor. 

Es konnte also nicht durch die Verwendung yon nativen Gefrier- 
schnitten bedhlgt sein, dab Merlde und Groll bei der verdauenden Ein- 
wirkung des Papains ein Opt imum bei pH 5 und damit  aueh die Lage 
des isoelektrischen Punktes welter nach der neutralen Seite hin versehoben 
fanden als die mit  gepufferten Farbstoffen arbeitenden Autoren (pH 3,5 
bis 4). Da dieses Optimum der Papainverdauung yon Merlcle und Groll 
nur ann~hernd best immt war, insofern sic die Verdauungsversuclie nur 
mit  Puffern yon 4,0, 5,0 und 6,0 vornahmen, so wurde auch noeh zwischen 
PH 4 und 6 geihenversuche angestellt, bei denen die Differenzen des 
p~-Bereiches nur um 0,1 in den den einzelnen Verdauungsproben ge- 
staffelt waren. Bei diesen Untersuchungen wurde die ,,Verdauungs- 
gerinnung" im Bereieh yon Pg 4,8--5,6 beobaehtet. Es ergab sieh aber 
bei diesen Untersuehungen - -  ~hnlich wie bei den Versuehen mit  gepuf- 
ferten L6sungen - - ,  dal~ eben die l~estlegung eines Optimums der Ver- 
dauungswirkung (und d a m i t  des isoelektrisehen Punktes) dureh rein 
morphologisehe Absch~tzung der Verdauungswirkung am Oewebs- 
schnitt nieht exakt  und objektiv ist, dal~ sich vor allem meist nicht 
sagen l~Bt, ob die Wirkung nun z. B. bei PH 4,9, 5,0 oder 5,1 intensiver 
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sei. Man kSnnte also hSchstens feststellen, dab das Optimum ungef~hr bei 
PH 5 gelegen ist und dementsprechend auch die Lage des isoelektrischen 
Punktes ann~iherungsweise annehmen. 

Da wir wissen, dab auch bei exakten physikalischen Bestimmungen 
des isoelektrischen Punktes der Eiweil3kSrper, die ja Ampholyten sind, 
je nach den bestehenden Bedingungen infolge yon Umladungen wechseln 
kann, so diirfen wir offenbar auch bei morphologischen Bestimmungs- 
versuchen nicht annehmen, der auf die eine oder andere Art gefundene 
Wert sei der ,,richtigere", wir dtirfen Differenzen der gefundenen Werte 
nicht als Widerspriiche ansehen. Zweifellos aber geben solche morpho- 
logische Untersuchungen eine Bestgtigung der bekannten Tatsache, dab 
der isoelektrische Punkt  vieler Eiweil3substanzen im sauren Bereich ge- 
legen ist. 
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