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Aus physikalisch-chemischen Untersuchungen ist bekannt, daB der
isoelektrische Punkt mancher Eiweifisubstanzen im sauren Bereich
gelegen ist. So gibt O. Kestner z. B. fiir Serumalbumin pg 4,8, fiir dena-
turiertes Serumalbumin 5,09, fiir Serumglobulin 5,44, fiir Himoglobin
6,8 an. Nach Handovsky wurde in neueren Bestimmungen fir Serum-
albumin ein isoelektrischer Punkt von 4,98, fiir Himoglobin 7,0 gefunden.
Durch histologische Untersuchungen mit gepufferten Farblosungen —
also mit ganz anderer Methode — haben nun Pischinger, Zeiger, Momm-
sen, Schwarz-Kasten, Sandels, Laves Bestimmungen des isoelektischen
Punktes an Kernchromatinen und Zellplasma ausgefithrt. Fir beide
fanden diese Autoren die Lage des isoelektrischen Punktes ebenfalls
im sauren Bereich. Ich erwihne nur nach Laves fiir die Leberzellen:
Kerne py 3,6—3,7, Plasma 4,2—4.4; Pischinger: Kerne 3,3, Plasma 4.,0;
Zeiger: Kerne 3,8, Plasma 4,8 (bei Formolfixierung Kerne 3,2, Plasma 4,1).
Diese Werte erscheinen gegeniiber den fiir Eiweilkorper auf chemisch-
physikalisehem Wege gefundenen im allgemeinen nach der sauren Seite
zu verschoben; das gleiche gilt auch fiir die mit Pischingers Methode
gewonnenen Werte fiir Hamoglobin (Schwarz-Kasten py 5,9, Mommsen
6,5).

Bei Untersuchungen iiber die Einwirkung von Fermenten auf Gewebs-
schnitte fanden nun anderseits G. Merkle und Groll, dafl Papain bei
pu D eine eigenartige als ,,Gerinnungsverdauung’ bezeichnete Verdnde-
rung nativer Leber-Gewebsschnitte hervorruft. Da weder bei pg 4 noch
bei py 6 diese Veranderung zu erzielen war, so durfte angenommen werden,
dal der isoelektrische Punkt des Lebergewebes ungefihr bei einem pg
von 5,0 gelegen sei; denn nach Willstddter liegt das Optimum der ver-
dauenden - Wirkung des Papains fir die einzelnen Eiweillsubstanzen
verschieden, je nach der Lage ihres isoelektrischen Punktes.

Nun ist zwar bekannt, daB der isoelektrische Punkt der Eiwei3-
koérper als Ampholyten je nach den bei der Bestimmung bestehenden
Bedingungen in verschiedenem pg-Bereich gefunden wird. Auch Laves
fihrt ja mit Recht an, daB bei der Anwendung gepufferter Farblosungen

1 Dissertation, der Medizinischen Fakultdt Minchen vorgelegt.
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zur Bestimmung elektrostatischer Eigenschaften fixierter Gewebe nur
bei Einhaltung gleicher technischer Bedingungen vergleichbare Werte
zu erzielen sind. Insbesondere hat vor allem Zeiger nachgewiesen, von
welcher Bedeutung die Vorbehandlung, vor allem die Hartung des Ge-
webes fiir die spitere Bestimmung des isoelektrischen Punktes mit Farb-
Igsungen ist. Gerade in dieser Beziehung bestanden nun wesentliche
Unterschiede der Methodik zwischen den Versuchen von Merkle und
Groll und denen aller mit der Methode Pischingéers arbeitenden Unter-
sucher; denn bei der Einwirkung von Fermenten auf Gewebschnitte
erfolgte die Beobachtung und Bestimmung von nativen — ungehérteten
— Gewebes und so muBite es interessant sein, zu untersuchen, zu welchen
Ergebnissen die Methodik der Béstimmung des isoelektrischen Punktes
mit gepufferten Farblosungen fiihren wiirde, wenn sie — ebenso wie die
Einwirkung von Fermentlosungen — an nicht gehirteten, nativen Ge-
frierschnitten ausgefiithrt wurde. )

Zur Untersuchung gelangten nur tierische Organe, in den ersten
Versuchen die Leber von Meerschweinchen, in spiteren die Nieren.
Die Fixierung der kleinen Organstiickchen erfolgte in absolutem Alkohol
und dann Einbettung in Paraffin oder es wurden die zum Vergleich
mit den eingebetteten Organstiickchen zur Untersuchung gelangenden
Gewebsstiickchen ohne irgendwelche Fixierung mit dem Messertiefkiihler-
Gefriermikrotom nach Schultz- Brauns geschnitten, sofort auf Glimmer-
plattchen angetrocknet und ohne jegliche Fixierung, also als native
Schnitte der Fiarbung unterzogen.

Die Herstellung der Farblosungen erfolgte nach den Angaben von
Laves, ebenso die Farbung und Eindeckung der Priparate. In den ersten
Versuchen begniigten wir uns mit der Methylenblaufdrbung, in spiteren
wurde auch Krystallponceau zur Farbung herangezogen, beide in m 250-
Losung mit gleichen Teilen n 50-Acetatpuffer. Da wir auch das Farbungs-
verhalten in Lésungen priifen wollten, die noch stirker sauer reagierten
als die von Laves verwandten Acetatpuffer, beniitzten wir fiir solche
stirkere Siuregrade eine Zitratpufferung im Bereich von 2,08—4,0; der
Wasserstoffionengehalt der Pufferungen wurde elektrometrisch mit der
Gaskette bestimmt; fur die Acetatpuffer ergab sich hierbei ein pg von
3,38—5,66. Auch nach Zusatz der Farblosungen kontrollierten wir mit
der Gaskette den Wasserstoffionengehalt nach; wenn auch solche Mes-
sungen in Farblosungen nicht ganz zuverlissig sind, so ergab sich doch
bei unseren Messungen, daB hochstens Differenzen von 0,05 auftraten,
also auch die Farblosungen selbst offenbar den erwarteten py zeigten.

Die Auswertung der mit den gepufferten Farblésungen behandelten
Priparate machte allerdings, wie ja auch Lawes angibt, gewisse Schwie-
rigkeiten. Wir folgten zunichst den Angaben von Lawves: Er stiitzt sich
in Ubereinstimmung mit Zeiger vorwiegend auf Methylenblaupraparate
und gibt als ,,Lage des isoelektrischen Punktes eines Zellelementes jenen
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pu-Bereich* an, ,,in welchem seine Struktur mit allen Einzelheiten noch
deutlich hervortrat“. Auch in der spiteren Arbeit wird keine objektivere
Methode zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes angegeben: ,,Man
bestimmt in erster Linie an den mit Methylenblau gefirbten Priparaten
jene Acidititsbereiche, in welchen die Farbbindung z. B. durch die Kerne
eben angedeutet ist und dann jene H-Ionen-Konzentration, bei welcher
alle Struktureinzelbeiten des betreffenden Zellbestandteiles deutlich
erkennbar sind. Diese Werte stellen dann die Grenze dar, zwischen denen
die Lage des isoelektrischen Punktes des Strukturbestandteiles anzu-
nehmen ist. Die Ermittlung dieser Bereiche erfordert Ubung — letztere
Erfahrung machten wir leider auch; um eine etwas groflere Objektivitat
zu erzielen, wurden die Priparate unabhingig noch von einem Zweiten
(Groll) begutachtet. Anfangs entstanden hierbei ziemliche Differenzen,
nach einiger Ubung ergaben sich aber doch anndhernd iibereinstimmende
Werte. Schwieriger noch als beim Kern erschien uns die Feststellung
des isoelektrischen Punktes beim Protoplasma. Am einfachsten und
exaktesten sind offenbar die ,,pg-Bereiche des Beginnes der Farbadsorp-
tion® festzustellen, wiahrend die ,,obere Grenze der Farbbarkeit* wieder
sehr schwer zu beurteilen ist. Lawves gibt an: ,,Als obere Grenze der Farb-
barkeit nahm ich durchweg jene Bereiche an, in welchen alle Struktur-
bestandteile eine intensive Farbung aufwiesen, die sich bei steigender
(Krystallponceau) bzw. fallender H-Ionenkonzentration (Methylenblau)
nicht mehr wesentlich dnderte. .

Tabelle 1.
Ungeféhre Ungefdhre
Stunden Lage des Lage des
nach Art des Schnittes iso&lﬁl}{ﬁri- Laves isgtzlﬁgﬁri- Laves
'1(‘155% Punktes Kern Punktes Plasma
Kern Plasma
0 Paraffin . . . . . . . .. ... 2,9 3.5 3,7 4.2
Nativer Gefrierschnitt. . . . . . 2,9 3.7
Paraffin . . . . . . . . . ... 3,9 4,0
Nativer Gefrierschnitt. . . . . . 3,9 4,0
7 Nativer Gefrierschnitt, getrocknet 4,1 4,3
24 Paraffin . . . . . . . . . . .. 3,7 3.9 4,1 4,75
Nativer QGefrierschnitt. . . . . . 3,7 4,0
37 Nativer Gefrierschnitt, getrocknet 4,0 4.3
48 3.8 4,5
50 Paraffin . . . . . . . . . ... 3,7 4,1
Nativer Gefrierschnitt. . . . . . 3,7 4,0
Paraffin . . . . . . . . . . .. 3,7 4.1
Nativer Gefrierschnitt. . . . . . 3,9 4,1
72 3,9 5,1
100 Paraffin . . . . . . . . .. .. 4,3 4,5
Nativer Gefrierschnitt. . . . . . 4,1 4,1

Unsere ersten Versuche betrafen das Verhalten der Leberzellen des
Meerschweinchens. Wir untersuchten mit Methylenblaufirbung unter
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verschiedenen Bedingungen. Zunichst entnahmen wir aus der Leber
sofort, nach 24, 50 und 100 Stunden Aufbewahrung bei Zimmertempe-
ratur kleine Stiickchen, fixierten sie in Alkohol und betteten sie in
Paraffin ein, gleichzeitig aber fertigten wir auch sofort Gefrierschnitte
mit Messerunterkiithlung an, untersuchten also native Schnitte. Zweimal
trockneten wir auch die nativen Schnitte 7 bzw. 48 Stunden bei 37°,
Die Ergebnisse zeigt die vorstehende Tabelle.

Zunichst geht aus den Werten fiir den isoelektrischen Punkt des
Kerns und Protoplasmas hervor, dall zwischen Paraffinschnitten und
nativen Gefrierschnitten keine wesentlichen Unterschiede bestehen.
Im iibrigen sind die Befunde zwar nicht so iiberzeugend wie die von
Laves, immerhin aber scheint doch aus unseren wenigen Versuchen
schon hervorzugehen, dafl die Resultate mit denen von Laves anndhernd
iibereinstimmen. Besonders bei der langsten Versuchsdauer — 100 Stun-
den — und bei dem Trocknen nativer Schnitte liel sich eine Verschiebung
der isoelektrischen Punkte von der sauren Seite nach dem Neutralpunkt
hin erkennen. Uberraschend mag erscheinen, daB diese Verschiebung
bei den ungetrockneten nativen Gewebsschnitten nicht so in Erscheinung
tritt. Vielleicht erklart sich dieses Verhalten in dhnlicher Weise, wie
Laves den Widerspruch zwischen dem von thm beobachteten postmortalen
Verhalten der ZelleiweiBkérper (Zunahme der Alkalitit) und den be-
kannten Reaktionsinderungen der Autolysate nach der sauren Seite hin
deutet. Er nimmt an, daB die postmortal entstehenden Séuren sich bei
der Fleerung und Einbettung 16sen und nur die alkoholfillbaren ,,saure-
verarmten’* Gewebskolloide und alkoholunléslichen Stoffe zuriick-
bleiben. Da bei der Untersuchung nativer Schnitte eine solche Losung
erst im Moment der Fiarbung méglich wire, konnte hierdurch das Fehlen
einer Verschiebung nach der neutralen Seite bei nativen Schnitten
erklirt werden. Der Umstand aber, daBl bei den vorher getrockneten
nativen Schnitten der Ausschlag zu erkennen war, spricht gegen eine
solche Deutung; auch fanden sich in den spéteren Versuchen mit
pativen Gewebsschnitten manchmal véllige Ubereinstimmung mit den
Werten bei Paraffinschnitten, manchmal bestanden Differenzen, so da
wir geneigt sind, aus solchen Differenzen keine weiteren Schliisse zu
ziehen. Wir fithren sie auf Mingel der Methodik zuriick.

In einer weiteréen Versuchsreihe setzten wir durch Unterbindung der
Niere des Meerschweinchens am Hilus einen Totalinfarkt der Niere und
verglichen die Befunde zwischen infarzierter und nichtinfarzierter Niere
nach einer Unterbindungsdauer von 8 Stunden. Bei der Bestimmung
des isoelektischen Punktes ergab sich hierbei in zwei Fillen — die Unter-
suchung betraf nur native Gefrierschnitte — keinerlei Unterschied
zwischen der abgebundenen und nicht abgebundenen Niere, wihrend in
zwei anderen Versuchen in der infarzierten Niere eine deutliche Verschie-
bung des isoelektrischen Punktes nach der neutralen Seite zu festgestellt
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werden konnte. In den ersten beiden Fillen fand sich links wie rechts
als isoelektrischer 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 Féllen 5,4. Wir hatten also bei diesen wenigen
Versuchen immerhin zweimal eine deutliche Ubereinstimmung mit den
Versuchen von Laves gefunden, der ja in nekrotischen und geschidigten
Leberzellen eine Verschiebung des isoelektrischen Punktes nach der alkali-
schen bzw. neutralen Seite hin feststellte.

Andererseits erschien uns trotzdem die Methode doch zu subjektiv
vom Beobachter abhiingig und wir wollten nicht versiumen, durch Aus-
dehnung der Untersuchung auf die Firbung mit Krystallponceau viel-
leicht eindeutigere schirfere Resultate zu erhalten. Allerdings bestand
hierfiir von vornherein wenig Aussicht; denn Laves schreibt schon, daB
die ,,Mehrzahl der gewebsbildenden Kolloide in den stirker sauren Be-
reichen bei Behandlung mit Krystallponceau mitgefirbt ist, so dafBl die
Abschitzung der Farbbindung durch einzelne Gewebsbestandteile er-
schwert wird®. ,,AuBerdem sind, wie Pischinger gezeigt hat, die mit sub-
stantiven sauren Farbstoffen erzielbaren Firbungsbilder, besonders der
Kernchromatine nicht direkt mit jenen vergleichbar, die man nach An-
wendung eines basischen Farbstoffes erhdlt.”” Deshalb verwendet ja
auch Laves vorzugsweise zur Bestimmung der Werte bei Kernen die
Methylenblaufirbung allein. Es gelang uns auch wirklich nicht, aus der
Beurteilung von Krystallponceaupriparaten Werte zu erhalten, die mit
denen der Methylenblaupriparate einigermafen iibereinstimmten. So-
wohl bei Paraffin- wie bei nativen Gefrierschnitten der Meerschweinchen-
leber differierten die fiir den isoelektrischen Punkt der Leberzellkerne
schitzungsweise gefundenen Werte nur etwa 0,5—1,0; der Krystall-
poceauwert war gegeniiber dem Methylenblauwert regelméaBig nach der
neutralen Seite zu verschoben. Bei der Bestimmung des isoelektrischen
Punktes fiir das Zellprotoplasma stimmten die Werte etwas besser
iiberein, aber auch hier bestand hiufig eine Verschiebung der Werte bei
Krystallponceaupriparaten 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 der Ermittlung des Wertes fiir den
isoelektrischen Punkt vorzuschlagen. Alle, die sich mit der bisherigen.
Art befaBit haben, sind dariiber einig, daB gerade die Grenze des Farbungs-
maximums, die Bestimmung des Wertes, bei dem sich bei steigender
(Krystallponceau) oder fallender (Methylenblau) H-Ionenkonzentration
die Farbungsintensitdt nicht mehr wesentlich #@nderte, 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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Protoplasma, exakter feststellbar, wenn man den py-Bereich als Minimum
angibt, bei dem die erste Spur von Farbung der Kerne oder des Proto-
plasmas zu erkennen ist. Bei Anwendung der beiden Féirbungen (Methylen-
blau und Krystallpoceau) erhdlt man also je zwei scharf erkennbare
Grenzwerte; der eine (Methylenblau) liegt nach der sauren Seite zu, der
andere (Krystallpoceau) ndher der neutralen Seite noch im sauren Be-
reich. Der Mittelwert aus diesen beiden leicht feststellbaren Werten
ergibe dann einen rechnerisch festgelegten Wert fiir den isoelektrischen
Punkt, der also dann nicht direkt subjektiv und schitzungsweise ,,aus
dem deutlichen Hervortreten der Struktureinzelheiten ermittelt werden
miiBte.

Tabelle 2.
Leber
Stunden - X N
nach dem Art des Schnittes Ungefahre Lage des isoelektrischen
Tode Punktes
Kern Plasma
0 Paraffin .. . . . . . . .. 4,5 4,9
Paraffin . . . . . . . .. 4,7 5,0
Nativer Gefrierschnitt . . . 3,9 4.4
50 Paraffin . . . . . . . .. - 4.7 5,0
Nativer Gefrierschnitt . . . 4,4 4.7
Nativer Gefrierschnitt . . . 4,4 4,7
s Rechte : Rechte
Linke Linke
: Infarkt- e Infarkt-
Niere ];1121; " Niere nja‘ei‘ o
Paraffin . . . . . . . .. 4,0 4,5 / 4,1 5,9
Paraffin . . . . . . . .. 4,6 4,0 5,1 4.7
Nativer Gefrierschnitt . . . 4,1 4.4 4.4 4.4
Nativer Gefrierschnitt . . . 4,0 4.5 4,7 r 4,9

Aber auch die Anwendung dieser Bestimmungsmethode fiir den
isoelektrischen Punkt lieB schon bei den ersten Versuchen erkennen,
daB die Resultate durch sie auch nicht eindeutiger wurden. Wie aus der
beistehenden Tabelle 2 ersehbar ist, war in Ubereinstimmung mit den
Befunden von Laves der isoelektrische Punkt des Protoplasmas gegen-
tiber dem der Kerne nach der neutralen Seite zu verlagert und wenn man
will kann man in den Zahlen auch trotz der geringen Zahl von Versuchen
eine Bestatigung finden, dafiir, daB der isoelektrische Punkt der Zell-
eiweiBsubstanzen sowohl bei der postmortalen Autolyse (Leber) wie bei
der Gewebsschidigung (Nierenunterbindung) nach der neutralen Seite
verlagert wird. Bei den letzteren Versuchen fiel allerdings auf, daB ein-
mal bei der Untersuchung von Paraffinschnitten die infarzierte Niere
gegeniiber der nichtinfarzierten Niere sogar Verschiebung des isoelektri-
schen Punktes nach der sauren Seite hin zeigte, also ein gegensitzliches
Verhalten. Man kénnte natiirlich daran denken, daB bei einseitiger
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Nierenunterbindung die andere ,,gesunde” ja auch durch erhéhte In-
anspruchnahme im Sinne einer Tritbung des Parenchyms verdndert
wird. Aber warum konnte dies dann nur einmal beobachtet werden ?
Wir glaubten deshalb wieder die Versuchsmethodik selbst fiir solche
Schwankungen in den Versuchsergebnissen verantwortlich machen zu
miissen. Wir bhaben ja schon verschiedentlich darauf hingewiesen, daf
eben die Lage des isoelektrischen Punktes nur schitzungsweise, sub-
jektiv beeinflult, bestimmt werden kann. Offenbar fihrt auch die
vechnerische Ermittlung des isoelektrischen Punktes aus den pg-Bereichen
der Minima von Farbadsorption bei Methylenblau und Krystallponceau-
farbung nicht zu besseren Resultaten. Auch Lawves hat ja solche Schwierig-
keiten gefunden, denn er gibt an, ,,dafl die Bereiche des Maximums und
des Beginnes der Farbadsorption durch die Zellen in den geschédigten
Leberabschnitten weitgehende Unterschiede aufwiesen. Aus jedem
Priaparat wurde daher eine ganze Reihe von Werten sorgfiltig aufge-
zeichnet.” Er hat deshalb nur die Grenzwerte, die jeweils geringgradig-
sten und weitgehendsten Verschiebungen in den Tabellen eingetragen.
Unter diesen Umstdnden erschien uns eine weitere Fortsetzung der
Versuche zwecklos, zumal uns der Ausgangspunkt unserer Fragestellung
hinreichend geklart erschien.

Denn es solite vor allem festgestellt werden, ob durch die Methode
der Bestimmung des isoelektrischen Punktes mit gepufferten Farb-
l6sungen bei der Anwendung auf native, unfixierte Gewebsschnitte
wesentlich andere Resultate gewonnen wiirden als bei fixierten Geweben;
daB dies nicht der Fall ist, ging ja schon aus den allerersten Versuchen
hervor.

Es konnte also nicht durch die Verwendung von nativen Gefrier-
schnitten bedingt sein, dal Merkle und Groll bei der verdauenden Ein-
wirkung des Papains ein Optimum bei pg 5 und damit auch die Lage
des isoelektrischen Punktes weiter nach der neutralen Seite hin verschoben
fanden als die mit gepufferten Farbstoffen arbeitenden Autoren (pg 3,5
bis 4). Da dieses Optimum der Papainverdauung von Merkle und Groll
nur anndhernd bestimmt war, insofern sie die Verdauungsversuclie nur
mit Puffern von 4,0, 5,0 und 6,0 vornahmen, so wurde auch noch zwischen
pr 4 und 6 Reihenversuche angestellt, bei denen die Differenzen des
pu-Bereiches nur um 0,1 in den den einzelnen Verdauungsproben ge-
staffelt waren. Bei diesen Untersuchungen wurde die ,,Verdauungs-
gerinnung® im Bereich von py 4,8—35,6 beobachtet. Es ergab sich aber
bei diesen Untersuchungen — #hnlich wie bei den Versuchen mit gepuf-
ferten Losungen —, daB eben die Festlegung eines Optimums der Ver-
danungswirkung (und damit: des isoelektrischen Punktes) durch rein
morphologische Abschitzung der Verdauungswirkung am Gewebs-
schnitt nicht exakt und objektiv ist, dafl sich vor allem meist nicht
sagen laBt, ob die Wirkung nun z. B. bei py 4,9, 5,0 oder 5,1 intensiver
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sei. Man konnte also hdchstens feststellen, dafl das Optimum ungeféahr bei
P 5 gelegen ist und dementsprechend auch die Lage des isoelektrischen
Punktes anndherungsweise annehmen.

Da wir wissen, daB auch bei exakten physikalischen Bestimmungen
des isoelektrischen Punktes der Eiweillkorper, die ja Ampholyten sind,
je nach den bestehenden Bedingungen infolge von 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 diirfen Differenzen der gefundenen Werte
nicht als Widerspriiche ansehen. Zweifellos aber geben solche morpho-
logische Untersuchungen eine Bestétigung der bekannten Tatsache, daf3
der isoelektrische Punkt vieler EiweiBsubstanzen im sauren Bereich ge-
legen ist.
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