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Einleitung. 
Die morphologische Untersuchung normaler und erkrankter Organe 

hut mit  den in der Histologie allgemein gebri~uehlichen F~rbemethoden 
einen gewissen Absehlul? erreicht. Diese an sieh vielf~ltigen Methoden 
erlaube~l einen weitgehenden Einblick in die Morphologie der Gewebe, 
jedoeh fiber die Zellfunktion selbst und den funktionellen Zustand der 
Zelle kSnnen sie nur sehr wenig aussagen. Allerdings zeigt eine Anzab] 
histoehemiseher Methoden 'einen erfelgversprechenden Anfang zu einer 
Histologie des Funktionszustandes der Zellen und Gewebe. Es sei an 
die Naehweismethoden yon Glykogen, Eisen, Glutathion, Vit~minen 
und der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration, des isoelektri- 
schen Punktes der ZelleiweiBe sowie des tledoxpotentials der Zelle er- 
innert. Allerdings mug man sich darfiber ]d~r sein, dal~ mit  derartigen 
Methoden nieht Funktionsab]~ufe, sondern nur der Funktionszustand 
im Augenblick der Untersuchung festgestellt werden kann. 

Eine sehr bedeutende l~olle ira funktionellen Zellgeschehen nehmen 
die Fermente ein. Eine Reihe yon Methoden wurde im Sehrifttum an- 
gegeben, um Enzyme in den Zellen der Gewebe ns zu k5nnen. 
Es sind dies vorwiegend die sog. Oxydase-Reaktionen, und zwar der Nach- 
weis von Phenolasen, Peroxydasen, Tyrosinase, die Dopa-Reaktion 
und die eigentliehen Oxydase-t~eaktionen mit  Hilfe yon Dimethyl- 
p-Phenylendiamin. Bei all diesen Reaktionen handelt  es sieh imjedem 
Fall um OxydationsvorgSmge, deren Naehweis dadureh m6glieh~,wird, 
dal~ farblose oder farbsehwaehe L6sungen dureh katalytiseh wirkende 
Substanzen (Fermente) zu dunklen Farbstoffen oxydiert werden, welehe 
dabei in den Gewebszellen zur Ablagerung kommen. Ob es sieh aber 
tats/~ehlieh in jedem Fall um Fermentreakt ionen handelt, wurde nieht 
immer mit der unbedingt erforderliehen Exakthei t  naehgewiesen. Wenn 

* Die Arbeit ha~ als Habflitationsschrift (Teil I) der Medizh:isohen t~akultgt 
tier Westf~ilischen L~ndesuniversitg, t zu Mfinster vorgelegen. 



708 NORBERT SCHUM~ELFEDER: 

es auch sicher ist, dab derartige Oxydationsfermente in den Zellen vor- 
kommen, So bestehen doch noeh Lfieken in unserer Erkenntnis, inwieweit 
die genannten Reaktionen mit IIilfe soleher Enzyme allein oder aber 
zusammen rail anderen katalytisch wirkenden Substanzen (nicht fer- 
mentativer Art) wirken. MSglicherweise kSnnten ja auch letztere allein 
als oxydafionsbeschleunigende Agentien in Frage kommen. 

Die eigenen Unte r suchungen  befassen sieh in dieser ArbeR mit  der 
Indophenolb lau-Synthese  im histologischen Schni t tp%para t .  Am Bei- 
spiel des Herzmuskels  u n d  der Leukocyten  sollen die Grundlagen  
dieser Reak t ionen  und  ihre Beziehungen zur Ze l la tmung weitmSgliehst 
klargestell t  werden. 

Die Anwendung der Indophenolblau-Synthese in der Gewebelehre als Nach- 
weis oxydativer F~higkeiten des Gewebes geht zuriick auf Untersuchungen yon 
P. Em~LIeH 1 (1885). Dieser injizierte Kaninchen intravenSs eine w~8rige LSsung 
yon ~-Naphthol (1/2%) und Dimethyl-p-Phenylendiamin (1/2%) und land eine 
Bl~iuung bestimmter 0rgane. Er nahm an, der infolge fehlender Reduktions- 
wirkung am ,,sauerstoffges~Lttigten Parenchym" fiber das Leukoprodukt hinaus 
gebildete Farbstoff (Indophenolblau) lagere sich als kSrnige Substanz im Proto- 
plasma ab. Mikroskopische Untersuehungen wurden jedoch yon EI~RLICH nieht 
unternommen. Eine bereits im Blur erfolgende Farbstoffbildung konnte im 
iibrigen mit Sicherheit ausgeschlossen werden. I)iese Untersuchungen yon 
EH!aLICtI wurden in der Folgezeit nicht wieder aufgenommen, dagegen beriehtete 
WVl~STEI~ 2 (1886), daBPapier, welchesmit Di- oder Tetramethyl-FPhenylendiamin 
getr~tnkt war, sich beim Bestreichen mit Gewebsbrei blau farbte. R6}mA~I~ und 
SPITZEI~ a (1895) beobachteten in L~sungen yon ~-Naphthol+Dimethyl-  
p-Phenylendiamin unter der Einwirknng bestimmter Organbreie in kiirzester Zeit 
die Bfldung eines blauen Farbstoffes. Sie fiihrten diesen Befund auf Oxydase- 
wirkung, also fermentafiven Einflul~, zuriick und lokalisierten die Synthese des 
Indophenolblaues ebenso wie En~LICH in die Zel!en selbst, da die KSrperfliissig- 
keiten sieh als kaum wirksam erwiesen. 

Den n~iehsten bedeutenden Schritt in der Entwicklung der Reaktion brachten 
1907 die Versuehe yon WINKLm~ l an mit Formol oder Alkohol fixierten, aber 
auch frischen Objekttr&gerausstriehen yon BlUr, Eiter usw. Durch alkalische 
~-Naphthol- und Dimet'hy]-p-Phenylendiamin-LSsungen konnten bier im Proto- 
plasma yon polymorphkernigen Leukecyten blaue Granula zur I)arstellung ge- 
braeht werden. Er nahm eine unter der Wirkung yon Oxydasen voUzogene 
F~rbung sauerstoffaffiner Granula an. Zur Annahme einer fermentativen Lei- 
stung wurde er dutch die Tatsache veranlaBt, dab gekochte Ausstriehe keine 
entspreehende Reaktion gaben. 

Bereits 1902 sahen DIETRICH und LIEBERMEISTER 5 bei Anwendung einer 
frisch bereiteten, schwach alkalischen LSsung yon m.Naphthol- und Dimethyl- 
p-Phenylendiaminchlorhydrat in den versehiedensten Bakterien, am deutliehsten 
bei B. anthraeis, die ,,KSrnchen" des Zelleibes sich blau f~rben und stellten die 
grebe Widerstandsfi~higkeR dieser gef~rbten KSrnchen gegen eine Reihe sonst 
,,15sender und zers~Srender" Agentien fest. Sie nahmen ein oxydierendes Ferment 
als synthetisierenden Faktor an, welches vielleicht in den KSrnehen selbst lokali- 
siert sei. Jedoch wies MEYEI~ 6 (1903) darauf bin, dal~ der blanc Farbstoff ein aus- 
gezeiehnetes Reagens auf Fett  sei, die Blaufarbung der KSrnehen daher nur 
deren Fettnatur beweise. DIE,reiCH ~ geht nun 1908 auf die Arbeiten yon WINKLE]a 
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und M~Y~ ein. Auf Grund seiner neuerlichen Untersuehungen an frischen und 
fixierten Eiterausstrichen sowie Doppelraesserschnitten yon frischera, unfixiertera 
Gewebe komrat er zura SchluS, es handele sich bei der Indophenolblau-Reaktion 
zwar zum wesentlichen Tell urn eine fermentative, synthetisierende Leistung des 
Gewebes oder der Zellen, jedoch lasse sich aus der Lokalisation der F~irbung 
auf die Lagerung derartiger Fermente kein Schlul3 ziehen. Der gebildete Farb- 
stoff wfirde vielraehr yon fettartigen Eleraenten aufgenoramen und wohl auch 
gespeichert. DI]~T~ICH war bereits aufgefallen, dab grSl]ere Fetttropfen eine 

rotviolette F~rbung im Gegensatz zu den feineren Granula alffweisen. Er fiihrte 
diese ,,Metachroraasie" auf die Gr6~e der Tropfen und der dadurch ver~nderten 
Transparenz zurfick. 

1909 verSffentlichte W. H. SCH~LTZE S eingehende Untersuchungen zur Indo- 
phenolblau-l~eaktion rait stark alkalischen LSsungen und ffihrte dabei die Reak- 
ti0n am forraolfixierten Gewebsschnitt in die histologische Methodik ein. Im 
Gegensatz zu DI]~TRICH nirarat er ffir die l~eaktion selbst einen alleinigen ferraen- 
tativen Mechanisraus an. 

Neue Ergebnisse und Ansichten brachten 1911 Untersuchungen dutch 
v. GIERK]~ 9, Er konnte nachweisen, dab bei Verwendung alkMifreier L6sungen 
yon ~-Naphthol und Diraethyl-p-Phenylendiarain am unfixierten, frischen 
Material nicht nut die Leukocyten, sondern auch eine Reihe anderer Zellen, ins- 
besondere Muskelgewebe und drfisige Organe einen deutlich positiven l~eaktions- 
ausfall zeigen, v. GI~R~:E ffihrte die Bildung des blauen Farbstoffes ebenfalls ~uf 
oxydative Ferraentwirkung zur[iek und sah die gef~rbten Granula als preexistent 
an. An diese Beobachtung anschlie~end, untersuchte GR~]~F 1~ (1912) sehr eingehend 
die Indophenolblau~-Synthese ira unfixierten Gewebsraaterial mit alkalifreien 
L6sungen. GRi~FF verwandte bei seinen ersten Untersuehungen sehr verdfinnte, 
farblose L6sungen (in physiologiseher Kochsalzl6sung) der dureh v. GIERK]~ an- 
gegebenen Geraische. Seine Befunde ergaben folgendes Bild: 

,,Plattes und eylindrisches, ebenso fliraraerndes Epithel in einfacher und raehr- 
faeher Schich~ wie auch Ubergangsepithel enthalt ira Protoplasma oxydierende 
Granula, die bald g]eichra~l~ig verteilt liegen, bald h~uptsachlich den Raura 
gegen die freie Oberfl~tche der Zelle einnehraen oder nur der Kernwand anliegen. 
Hingegen lassen die Endothelzellen der Gef~t~w~nde kaum Granula erkennen, 
verbreiteter sind sie in den Mesothelzellen des Peritoneums und des Perikards. 
Dri~senzellen scheinen ira allgemeinen besonders reich an oxydierenden Granula 
zu sein. Bindegewebszellen geben racist nur geringe Reaktion, einzelne oft sehr 
wenige Granula am Rande des Kerns, indes scheint der Reichtum derselben an 
Granula vora Alter der Ze]len abh~ngig zu sein. Ira hyalinen Knorpelgewebe fand 
ieh (d. h. GRs ebenfal]s zum Tell Granula, aber oft auch grSBere, unregel- 
m~iBig geforrate, raattviolette KSrnchen. Besonders schSne Bilder gibt die quer- 
gestreffte Skeletmuskulatur. Die oxydierenden Gramfla finden sich in grol~er 
Anzahl ira interfibrill~ren Sarkoplasraa in H6he der anisotropen Schicht. Bald 
findet man die L~tngs-, bald die Queranordnung starker hervorgehoben; doch 
sieht raan auch Fasern, in denen die Grannla regellos zerstreut zu liegen scbeJnen. 
Die Muskelkerne sind oft noch besonders von Granula urageben. Die Fasern des 
Herzmuskels geben .ein ~hnliehes Bild. Glatte Muskeln zeigen nur schr feine 
Granulierung ohne besondere Anordnung. Die Ganglienzellen weisen racist einen 
auJ]erordentlichen Reichtura an oxydierenden Grannla auf, w~thrend die Glia- 
zellen diese so gut wie ganz verraissen lassen. Leukoeyten und S~ermien enthalten 
zahlreiche oxydierende Granula, bald gleichraal3ig verteilt, bald haupts~tchlich 
der Kernwand anliegend. Doch scheint der Gehalt in den Leukocyten starkeren 
Schwankungen zu unterlicgen. - -  Leberzellen enthalten sehr reichlich oxydierende 
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Granula., oft mit besonderer Betonung der Anordnung um den Kern. Ebenso 
die Zellen des Nierenapparates, ohne dab bier allgemein sin einzelner Kan~Ichen- 
abschnitt besonders bevorzugt w~re ; allerdings abet scheinen in den verschiedenen 
Einzelpraparaten immer bestimmte Kanalchenabsehnitte yon der Fgrbung 
bevorzugt zu werden. Das Milzparenchym mu$ als oxydasefrei gelteri. Die granu- 
lierten Leukocyten, die manehmal in groSer Anzahl anzutreffen sind, enthalten 
auch hier selbstredend oxydierende Granula. Die ~ahleimhaut des Magen- und 
Darmkanals gibt starke Reaktion; did glatte Ldngs- und Quermuskulatur is~ 
sehr fein und sp~rlich granuliert, wodurch das Gefleeht des Plexus myentericus 
in seiner fortlaufenden regelmgBigen blauen Granulierung meist nm so deutlieher 
hervortritt. 

Die Dri~senzellen des Pankreas wie die Zellen der abfiihrenden Gange scheinen 
in gleicher Weise stark granuliert; in anderefi Fgllen war die Granulierung nur 
mangelhaft. Die ZymogenkSrnchen lassen keinen Zusammenhang mit den oxy- 
dierenden Granula erkennen. Die Zellen der Nebenniere yon Rinde nnd Mark 
besitzen ebenfalls reichlich oxydierende Granula, wenn aueh anscheinend nicht 
ausschliel]lich und in versehiedener Menge. (Das Fett  der Nebennierenrinde fgrbt 
sich violett.) Die Schilddr~senepithelien geben deutliche ]Reaktion mit hgufiger 
Anordnung der Granula um den Kern, auch das zwischenliegende Bindegewebe 
zeigt K6rnelung. Eine Ansseheidung der oxydierenden Granul~ in das Kolloid 
konnte ich (d. h. GRXrF) nicht beobachten. Die Prostata weist selten vereinzelt 

�9 oxydierende Granula in den Muskelfasern auf. Die Zellen der ttodenkaniilchen 
zeigen verschiedenen Gehalt an oxydierenden Granula; oft sind sie reichlich, 
manchmal erscheinen sie nur in geringer Menge. m Die Epithelien und Zellen 
der Tunica propria des Uterus enthalten reiehlich oxydierende Granula, dagegen 
findet man solche in den ~uskelfasern nur sehr vereinzelt. - -  Im Zvttenepithel der 
Placenta wie im zwischenliegenden Bindegewebe finden sieh reiehlich oxydierende 
Granula" (GRXFs). 

Dieser ]3efund unterscheidet sich nun sehr erheblich yon dem Ausfa.ll der 
Indophenolblau-Reaktion wie sie WISXLEI~ und W. H. SCIt~LTZ~ durchfiihrten. 
Bei der letzteren zeigen nur die polymorphkernigen Leukoeyten, die basophilen 
Mastleukocyten des Blutes und Knochenmarks, Driisenzellen der Speiehel- und 
Tr/~nendriisen und die syncytiale Ausldeidung der Placenta einen positiven 
Befund in Form blauer Granula. Nach v. G I ~ x E  sollen die Granula der letzteren 
Fgrbung ,,stabile Oxydasen" darstellen, w/~hrend nach der v. GIERS~-GRxFF- 
schen Methode aul~erdem ,,labile O:~ydasen" gef/~rbt wtirden. Spgter stelle GRX~ 
fest, dal] der Ausfall der Gewebs-Nadi-Reaktion (Na-Di =Na-phthol-Di- 
methy]-p-Phenylendiamin), wie er seine Methode bezeichnete, sehr yon der 
Wasserstoffionenkonzentratien des Gewebes und der l~eaktionslSsung abhgngig 
ist. G~XFF untersuchte in spgteren Arbeiten ~x diese Faktoren genauer und stellte 
fest, daft zur Einhaltung optimaler Bedingungen der Gebraueh eines gepufferten 
Reaktionsgemisehes erforderlich ist, wobei der gfinstigste Pufferbereich ffir 
tierisches Gewebe bei ps = 8 liegt. Im Gegensatz zu D~ET~C~ ist G~Xrs der 
Ansicht, dal~ die auftretenden FarbkSrnchen am Ort der Oxydation entstehen 
und abgelagert werden, allerdings wohl weniger in oxydierenden Granula selbst 
als vielmehr an deren Oberfl/iche. 

1924 fa$te KATSU~S~A ~2 die bisherigen Ergebnisse der Histochemie der 
,,Oxydase-Reaktionen" in einer Monographie zusammen und braehte dabei eine 
Reihe eigener Untersuehungen. Schon GRX~s war auf Grund yon Versuchen zu 
der Auffassung gelangt, es masse sich bei dem oxydierenden Agens der Gewebs- 
Nadi-Reaktion um einen Eisenkatalysator handeln. KATS~S~A glaubte, diese 
Auffassung stiitzen zu k6nnen durch die Anwendung der supravitalen Eisen- 
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Reak~ion an Gewebsschnitten (Sehwefelammoniummethode Ql]iI~cx~s 13, an 
frischem Leber- und 1Nierengewebe). Hierbei wurden intrace]lu]iir Eisen-Granu]a 
beobachtet, die in ihrer Lokalisation mit den Indophenolblau-Granula tiberein- 
stimmten. 

Anf Grund der Versuche yon KATSlYl~UMA sowie der Arbeiten yon WAR- 
~I:RG 14 gelangte 1929 SEnRT 15 im AnschluI3 an seine Versuehe zur Darstellung 
sudanophiler Granula in Leukocyten und im Herzmuskel zu der Ansicht, ,,dab 
die Zellatmung und deren histologischer Ausdruck, die Oxydase-Re~ktion, der 
tierischen Zelle unbeding~ ~bh~ngig yon dem Vorhandensein yon Lipoiden ist". 
Nach seiner Meinung sei das unbedingte l~ebeneinander yon Eisenkatalyse und 
Lipoid histologisch erwiesen. SEm~ diskutiert dabei die Frage, ob das Lipoid 
das Funktionseisen der Zelle mitre]- oder unmittelbar katalytiseh wirksam mache. 
Eine eehte fermentative Wirkung w~re hiernaeh ausgeschlossen. 

In  der Fo]gezeit wurden yon seiten der Histoehemie keine neuen Er- 
gebnisse erzielt, die den Reaktionsmechanismus der Indophenolblau- 
Reaktion oder  der Gewebs-Nadi-Reaktion welter zu kl~iren vermocht 
h~itten, jedoch brachte die biochemische Fermenfforschung neues Licht 
in diesen Fragenkomplex. 

Ausgehend yon den Untersuchungen durch K~ILI~ und HAI~TI~EE is 
konnten 1938 S~OTZ und Mitarbeiter 17 in biochemischen Versuchen 
feststellen, dal~ die Indophenolblau-Synthese im Nadi-Gemiseh durch 
Gewebe mit  Hilfe des Systems Cytochrom-Cytochrbmoxydase erfolgt. 
Dabei kann sowohl Cytochrom B ~de auch in erh5htem Mal]e Cyto- 
chrom C zusammen mit  der Cytoehromoxydase wirken. Damit  stellt 
die , Indophenol-Oxydase"  friiherer Untersueher also einen Tell des 
WAm~Ul~G-K]~xLI~-Systems der Atemfermente der Zelle dar. Es sei 
bemerkt,  daI~ die Oxydation des Hydrochinons durch Gewebe zu Chin- 
hydron nur dureh Cytochrom C-~  Cytochromoxydase vor sich geht, 
bier ist das Cytochrom B ohne Einflu~. Durch diese Feststellung yon 
STorz sind zwar weitgehend die Fakt~oren ffir die fermentative Oxy- 
dation des Nadi-Gemisches dutch Gewebsbrei gekl~rt, wenn auch noch 
die genaue Konstitutionsaufkliirung der Cytochrome und der Cytochr0m- 
oxydase offenbleibt. Auch ist meines Wissens eine Reindarste]lung 
des letzten Fermentes bisher nicht gelungen. Und doch bleiben fiir die 
Histochemie noeh weitere Fragen often. So ist als erstes zu kl~iren, ob 
auch im Gewebsschnitt die mikroskopiseh beobaehtbaren Oxydase- 
Reaktionen re'it ~-Naphthol und Dimethyl-p-Phenylendiamin auf die 
Wirkung des Systems der Atemfermente der Zelle zurfickzufiihren sin& 
Weiterhin ist der Anteil yon Lipoidkomplexen (SE~II~T) und auch der 
unges~ttigter, organischer Verbindungen, die infolge Oxydation zu 
,,Peroxyden" den aktivierten Sauerstoff an das Nadi-Gemisch weiter- 
geben k6nnten, an den Reaktionen festzusteHen. Llso~ is machte 1936 
an Hand  yon Untersuehungen darauf auJ:merksam, dab neben den 
enzymbedingten, dutch Cyan und Hitze hemmbaren positiven Reak- 
tionsausf~llen noch unter Umst~inden weitere MSgliehkeiten der F~rbung 
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iibrig bleiben. Durch Reagensglasversuche und an Gewebsschnitten 
formalinfixierten Materials konnte es LIso~ wahrscheinlich machen, 
dab unges~ttigte Fetts~uren sich ebenfalls mit Nadi-Gemischen f~rben. 
Da die mit I~adi-Reagens fiirbbaren Fettstoffe Jodkalium spalten 
Und verschiedene Leukofarbstoffe oxydieren, mSchte er den Anteil 
der Indophenolblau-Synthese durch Zellfett auf die Peroxydnatur 
yon an der Luft oxydierten unges~ttigten FettkSrpern zuriickgefiihrt 
wissen. Diese Ansicht yon LIsoN ist nicht unbedingt neu. Schon 
1932 wollte REMESOW 19 sehr einseitig die Nadi-Re~ktion ~usschlie~- 
lich auf eine katalytische Reaktion des Cholesterins der Zellen und 
Gewebe zuriickfiihren, wobei die Granulabfldung in den Zellen einen 
Ausflockungsvorgang kolloidalen Cholesterins des Gewebes darstellen 
sollte. 

Sodann ist der lVlechanismus der Bildung yon Farbgranula bei den 
Oxydase-Reaktionen nochmals eingehend zu untersuchen, damit ent- 
schieden werden kann, ob es sich hierbei um eine Neuentstehung handelt 
oder ob die Farbgranula in einer Beziehung stehen zu granul~artigen 
Ansammlungen yon Oxydationsfermenten. 

Wenn man das vorhandene Schrifttum kritisch auswertet, so ist zu- 
niichst festzustelleri, dal3 die beiden Hauptmethoden der Indophenolblau- 
Synthese: Indophenolblau-Reaktion nach WI~KLER-W. H. SCHULTZE 
mit Verwendung alkalischer LSsunger~ und die Gewebs-Nadi:Reaktion 
nach GRi4FF unter Beniitzung gepufferter Reaktionsgemische sehr ver- 
schiedene Ergebnisse zeigen und dab weiterhin auch scheinbar un- 
bedeutende Modifikationen in der Reaktionsausfiihrung bei beiden 
F~rbemethoden die Ergebnisse wesentlich ver~ndern. Diese Tatsache, 
auf die auch RO~EIS ~~ eindringlich hinweist, ist Ursache either Reihe 
yon Widerspriichen zwischen verschiedenen Arbeiten und fiihrte unter 
anderem zu der Annahme, es handele sich entweder um unterschiedliche 
Oxydasen bei den einzelnen Reaktionen (HALLHEIMER 21) oder aber 
um durch sekund~ire Bedingungen in verschiedenem Ausmal~ angreifbare 
Fermente (v. GIERKE), wahrend eine dritte Gruppe yon Untersuchern 
die fermentative Natur der oxydationsbeschleunigenden Agentien bei 
den einzelnen Reaktionen iiberhaupt leugnete (HOLLAnDEr2). 

Um bei den eigenen Untersuchungen nicht durch unklare Bezeich- 
nungen der einzelnen Reaktionen neue Verwirrung zu stiffen, wurde die 
Indophenolblau-Synthese im histologischen Schnittpraparat nach GRiFF 
unter Verwendung gepufferter LSsungen grunds~tzlich als ,,Gewebs- 
Nadi-Reaktion" und die Methode von WINKLER und W. H. SCHULTZE 
mit Benfitzung starker alkalischer Farbgemische als ,,Indophenolblau- 
Reaktion bezeichnet. Die beiden Ausdriicke ,,Indophenolblau-Synthese" 
und ,,Oxydase-Reaktion" wurden als fibergeordnete Begriffe fiir beide 
Reaktionen verwandt. 
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E i g e n e  U n t e r s u e h u n g e n .  

A. F~irbemethoden. 

I. Die Gewebs-Nadi.Rea]ction. 
Auf Grund yon Vorversuchen wurde ffir die Untersuchung des unfixierten, 

frischen Herzmuskels laufend das gleiche Reaktionsgemisch angewandt. 
L6sungen. a) 10 em 8 1/1 ~ tool. sekund'~res Natriumphosphat. 
b) -}-12,5 cm a 0,12%ige w~Brige LSsung yon Dimethyl-p-Phenylendiamin- 

ch]orhydrat, -base oder -sulfat. 
e) ~- 12,5 cm a 0,1%ige w~Brige g-NaphtholI6sung. 

p~ der Gesamtl6sung = 8,0. 

Die einzelnen Fltissigkei~smengen wurden mit der Pipette abgemessen und kurz 
vor Durchffihrung der Ffirbung gemischt. Das Reaktionsgemisch wurde jeweils 
nur fdr wcnige Schnitte benutzt. 

Herstellung der L6sungen. a) 23,9 g sekundfires Natrinmphosphat (Na2HPO ~ 
-~-12H O, Mol.-Gew. 358,21) wurden in einem Me~kolben in dest. Wasser 
gel6st und die Gesamtfliissigkeit mit desk. Wasser auf 1000 cm a aufgefiillt. 

b) 0,3 g Dimethyl-p-Phenyiendiaminchlorhydrat (-suifat oder -base) ,,Merck" 
[H2N �9 C6H a N(CH3) z -~ 2 HCI (1,4)] wurden in Wasser gelSst und im MeBkolben 
~uf 250 cm a mit desk. Wasser aufgefiillt. Die L6sung wurde nur innerhalb der 
erstcn 3 Tage nach dem Ansetzen benutzt und im Dunklen aufbewahrt. Ffir 
Vergleichsuntersuchungen an verschiedenen Herzen wurde die LSsung tiiglich 
frisch angesetzt. 

c) 1,0 g ~-Naphthol puriss, pro analysi ,,Merck" (C~0I-I7- OH ) wurden mit 
96 %igem ~thylMkohol gelSst und mit dem gleichen LSsungsmittel im MeBkolben 
auf 10 cm 3 aufgefiil]t. I)iese Stamm]Ssung wurde in einer braunen Flasche im 
Dunk]en aufbewahrt. Zur Vermeidung oxydativer Einwirkungen des Luftsauer- 
stoffes wurde der Stopfen der Flasche mit Paraffin fiberzogen. Von dieser Stamm- 
16sung wurde 1,0 cm a mit der Pipette in einen Mel3kolben abgefiillt, die Pipette 
mit 96 %igem _Alkohol nachgewaschen und die L6sung mit dest. Wasser auf 100 cm a 
aufgefiillt. Auch diese L6sung wurde nur innerhalb der ersten 3 Tage nach dem 
Ansetzen benutzt und w/~hrend dieser Zeit im Dunklen aufbewahr~. Far Ver- 
g/eichsuntersuchungen an verschiedenen Herzen wurde die L6sung t~glich ffisch 
angesetzt. 

Die einzelnen L6sungen des Reaktionsgemisches warden vor Gebrauch jeweils 
filtriert. 

Die t,2ontroile der Pufferl6sungen und des Nadi-Gemisches auf ihre Wasser- 
stoffionenkonzentration erfolgte mittels elektrometrischer p~-Bestimmung an 
der Chinhydronelektrode. Als Vergleiehse]ektrode diente die ges/~ttigte Kalium- 
chlorid-Calomelelekgrode. Die p,-Bestimmung erfolgte nach dem Kompen- 
sationsverfahren am Potentiometer nach Dr. THI~tr~ (Herstellerfirma: Str6h- 
lein & Co.). Die Chinhydronelektrode ist im Bereich vonpH = 0--8 ohne Schwierig- 
keiten zu gebrauchen, bei gut gepuffer~en L6sungen, wie sie in den eigenen Unter. 
suchungen vorlagen, l~gt sich der Megbereich bei schneller ANesung bis auf p~ :9 
ausdehnen (Kol~I)ATZg123). 

Fttr die histochemischen Untersuchungen wurde m6glichst frisches Gewebs- 
material bis zur Untersuchung im Kfihlschrank bei - - i 0  ~ C aufbewahrt. Ein 
Unterschied im Ausfall der Reaktion gegen k6rperwarm verarbeitetem Gewebe 
ergab sich bei der angewandten Aufbewahrungsart und -zeig nieht. I)as Gewebe 
wurde sodann auf dem Gefriermikrotom bei einer Schnittdicke yon 20it mit 
tiefgekiihltem Messer geschnitten. Die einzelnen Schnitte kamen sofort vom 
Mikrotom in die Farb]6sung und wurden durchschnittlich 20--40 rain darin 
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belassen. Fiir vergleichende Untersuchungen wurden immer gleiche Farbezeiten 
eingehalten, die jeweils in den einzelnen Versuehsreihen angegeben werden. 
Nach der Fi~rbung kamen die Schnitte kurz in physiologische Kochsalzl6sung 
(0,9%ig), wurden auf ein Deckglas aufgezogen, dieses vorsiehtig am Rande ab- 
getrocknet und die Sehnitte sodann in ges~ttigte, w~Brige LSsung yon Kalium- 
acetat oder L~vuIose eingeschlossen und sofort untersueht. Fiir bestimlnte Unter-  
suchungen und besonders zur Gewinnung yon ~bersichtsbildern wurden die 
Gefrierschnitt~ nach S cI~vI~Tz-BI~A~5I~ s 24 yore Messer unmittelbar auf den Objekt- 
trgger iibertragen und auf diesem gef~rbt. ]~ei Anstellung der Nadi-t~eaktion 
am formolfixierten Material wurden die Gefriersehnitte in der gleichen Weise 
behandel~, wie Schnitte unfixierten Gewebes. 

Entspreehend dem Vorgehcn yon GRASS wurde der makroskopisch sichtbare 
Ausfall der l~esktion als Ma-Effekt und der mikroskopiseh feststellbare als Mi- 
Effekt bezeichnet. 

Die Methode der Fhrbung mittels Dimethyl-p-Phenylendiaminchlorhydrat 
galt ffir alle folgenden Untersuehungen als Standardf~rbung, mit welcher die 
fibrigen Indophenolblau-Synthesen am histologisehen Gewebsschnitt vergliehen 
wurden. Bei der Durchfiihrung der Versuche zur Aufklhrung des Reaktions- 
mechanismus der Fgrbungen wurde aus zeitbedingten Grfinden (Beschaffungs- 
sehwierigkeiten) meist Dimethyl-p-PhenylendiaminsuIfat angewandt, sofern es in 
den Versuehsprotokollen nicht anders angegeben wurde. 

II .  Die Indophenolblau-Rea/ction nach WINKLER-SCHULTZE. 

Das zur Untersuehung kommende Gewebe wtlrde in 10%igem, neutralem 
Formol fixiert. Vor dem Schneiden auf dem Gefriermikrotom wurde das dutch. 
fixierte Gewebe in flie~endem Wasser ausgewaschen. 

L6sungen. a) 1,0 %ige alkalische ~-Naphtholl~sung, 
b) 1,0%ige w~13rige LSsung yon Dimethyl-p-Phenylendiaminbase wurden 

zu gleiehen Teilen im F~rhesch~lchen gemiseht. Die LSsung wurde jeweils frisch 
angesetzt und nur ffir wenige Schnitte benutzt (Modifikation a). 

Herste~lung der L6sungen. a) 1,0 g ~-Naphthol wtlrde n in einem Erlenmeyer- 
kSlbchen in 100 em a dest. Wasser erhitzt, bis das Wasser zu kochen begann und 
die am Boden des Gefs liegende Substanz geschmolzen war. Sodann wurde 
unter leichtem Umschwenken des KSlbehens tropfenweise so viel einer 25%igen 
Kalilauge (Kaliumhydroxyd p.a.  ,,Merck") zugesetzt, bis das geschmolzene 
a-Naphthol vollst~ndig gelSst war. Beim Erka]ten fiel unter Umst~nden wieder 
etwas Substanz in Krista.llen aus. Die iiberstehende, ]eicht gelblieh gef~rbte 
Fliissigkeit wurde fiir die F~rbung verwendet; sie wurde in bratmer, fest ver- 
schlossener :Flasche im Dunke]n aufbewahrt und nut fiir die Dauer yon 4 Wochen 
naeh Ansetzen benfitzt. 

b) 0,5 g Dimethylfp-Pheny]endiaminbase ,,Merck" (in GlasrShrchen einge- 
schmolzen) wurden bei Zimmertemperatur in 50 cm ~ dest. Wasser gelSst. Da die 
L6sung erst nach 1--2 Tagen ihre voile Fs zeigte, wurde sie naeh Alte- 
rung yon 2 Tagen in Benutzullg genommen. Auch diese Farbl6sung wurde in 
lest versehlossener, brauner Flasche im Dunke]n aufbewahrt und konnte fiir die 
Dauer yon 2 Wochen verwendet werden: 

Ffir versehiedene Zwecke wurden zur F~rbung die beiden LSsungen getrennt 
naeheinander angewandt (Modifikation b). Der F~rbeerfolg ist bei beiden Arten 
der Ausftihrung an sich der gleiche, doeh war es auf diese Weise mSglieh, alkali- 
empfindliche Substanzen auch w~hrend der F~rbung dutch Zusatz zur LSsung b 
anzuwenden. 
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Ffir einzelne weitere Versuehe w-urde mit Vorteil an Stelle der konzentrierten 
FarblSsung eine 0,2%ige LSsung yon Dimethyl-p-Phenylendiamin in Verbindung 
mit einer 1,0%igen e-NaphthollSsung verwandt (Modifikation c). Diese LSsung 
wurde nach KATSU~U~A ~2 hergestellt unter Verwendung yon dureh Auskochen 
sauerstofffrei gemachtem Wasser. Diese LSsung ist unmittelbar naeh dem An- 
setzen verwendbar, sie halt sieh dann allerdings auch nur ffir 24 Std und mug 
nach dieser Zeit durch frische LSsungen ersetzt werden. Die Anwendung der 
L6sung naeh KATSUSVMA ergibt gegentiber der OriginMmethode klarere Bilder 
und vermeidet Farbstoffniedersch]i~ge und diffuse F~trbnngen, die mit der Zell- 
reaktion an sich nichts zu tun haben (RoMETS2~ 

Um die Fgrbungen li~nger haltbar zu maehen, wurde die Fixierung derselben 
nach SC~SIORL ~5 versueht, ttierzu wurden die gefs Sehnitte in dest. Wasser 
kurz abgespiilt und fiir 5 - - t0  rain in ges/~ttigte, w~Brige L6sung von Ammonium- 
molybdat eingelegt. Aus dieser LSsung wurden sie kurz in Wasser fibertragen, 
auf dem Deekglas aufgezogen und in gesi~ttigter LiivuloselSsung eingedeckt. Die 
sp~tere Kontrolle dieser Pr/~parate zeigte ]edoeh ein wenig befriedigendes Er- 
gebnis. Zwar wnrde die Haltbarkeit der F/irbung ftir kurze Zeit (his zu 14 Tagen) 
verl~ngert, doch lieB sieh weder eine l~ngere Italtbarkeit  erreiehen noch ver- 
meiden, dag einzelne Sehnittprii.parate bereits Auskristallisation des Farbstoffes 
zeigten. 

I I I .  Weitere F~rbemethoden. 
Zu Vergleiehsuntersuchungen wurden eine tleihe yon weiteren F/~rbemethoden 

herangezogen. Bei den gebr~uchliehen Routinemethoden (H~matoxylin-Eosin, 
Sudan l I I ,  Nilblausulfat usw.) kann anf die Besehreibung der Ausfiihrungsart 
verziehtet werden, da diese nach den Angaben yon Ror~zs e~ durehgefiihrt 
wurden. Spezielle F~rbemethoden, soweit sie zur Beurteilung von Einzelfragen 
angewandt werden muBten, werden in den jeweiligen Versuehsbesehreibungen 
in ihren Einzelheiten angefiihrt. 

B. Vergleich der Nadi-Reaktionen 
bei Verwendung yon Dimethyl-p-Phenylendiaminchlorhydrat, - su l fa t  

oder der freien Base.  
Versuchsanordnung. 20 # dicke Gefrierschnitte yore unfixierten, menschlichen 

Iterzmuskel wurden mit N~di-Reagens entsprechend der S. 713 angegebenen 
Methodik gef/~rbt. Es wurden die Effekte der F/irbungen yon drei verschiedenen 
Reagentien miteinander verglichen. 

Nadi-Reagens A: enthie]t 0,12%ige, w/tBrige L6sung yon Dimethyl- 
p-Phenyiendiaminchlorhydrat. 

Nadi-Reagens B: enthielt start (lessen eine entsprechende L6sung yon Di- 
methyl-p-Phenylendiaminbase. 

Nadi-t/eagens C: hier war die letztere durch das entsprechende Sulfat ersetzt 
worden. 

Ergebnis. D e r  Ausfal]  der  R e a k t i o n  sowohl h ins icht l ich  des Ma- 
Ef fek tes  wie des Mi-Effektes  war  bei  gleich Ianger  Fi~rbedauer  in al len 
dre i  Versuchen f ibere ins t immend.  Die A u t o x y d a t i o n  der  Farb15sungen 
war  ebenso w~hrend der  gesamten  Versuchsdauer  in allen Versffchen yon  
gle ieher  St i i rke und  Gesehwindigkei t ,  soweit  dies naeh  dem s ich tba ren  
Fa rbe f f ek t  beur te i l t  werden  konnte .  Das  I{eakt ionsgemiseh  mi t  Di- 
m e t h y l - p - P h e n y l e n d i a m i n s u l f a t  besag  zun~ehst  eine mehr  b lauv io le t t e  

V~rchows Archiv. Bd. 317. 4 6  
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TSnung gegeniiber der sehr blassen, mehr blauen des Chlorhydrats und 
der freien Base, hatte sich aber bald in seiner Fs der-TSnung 
der beiden anderen Reagentien angeglichen. 

Bislang wurde, soweit ich das Schrifttum fibersehen kann, nur das 
Chlorhydrat oder notfalls die freie Base zu Untersuchungen mittels der 
Gewebs-Nadi-Reaktion angegeben, abet sicher wurde das Sulfat bereits 
hi~ufig gebraucht. Das Chlorhydrat hat dabei gegeniiber der freien Base 

Abb.  1. G e w e b s - N a d i - R e a k t i o n  a m  un f ix i e r t en  t t e r z m u s k e l .  Le i t z -Panphob ,  
L e i t z - O b j e k t i v  8 •  Ocular  4 •  

den Vorzug der besseren Haltbarkeit in L6sung und Substanz, auBer- 
dem ist es weniger hygroskopisch als die Base. Die gleichen Vorteil(; 
treffen ffir das Sulfat zu. 

In gleicher Yersuchsanordnung wurde auch p-Phenylendiaminbas~ 
chem. rein ,Riedel-E. de H~en" gepriift. Es zeigte sich jedoch, da6 
mit dieser Substanz ein wesentlich schw~cherer Fi~rbeeffekt und dieser 
auch erst nach erheblich verl~ngerter F~rbezeit auftritt. Es wurde dav0n 
Abstand genommen, mit p-Phenylendi~min weitere Versuche durch- 
zufiihren. 

C. Das histologische Bild des gesunden mensehliehen IIerzmuskels 
nach Anwendung der G ewebs-Nadi-Reaktion 

und der lndophenolblau.Reaktion. 

I. Gewebs-Nadi-Reaktion. 

Schon bei schwacher Vergr5Berung fallen im mikroskopischen Pr~- 
parat veto Herzmuskel als erstes die massiv dunkelblau gef~rbten 
Leukocyten auf (vg]. Abb. 1). Einzelne Granula sind in den meiste~ 
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Fallen innerhalb der Leukocyten nich~ mehr zu unterscheiden, auch is~ 
der Zellkern sehr hi~ufjg yon den zusammengeballten KSrnchen vS!lig 

A b b .  2. U n f i x i e r t e r  H e r z m u s k e l ,  G e w c b s - N a d i . R e a k t i o n .  L e i t z - P a n p h o ~ ,  
0 l i m m e r s i o n  .9,2 r a m ,  O c u l a r  ~ •  

A b b .  3. t t e r z m u s k e ] ,  f ixier~ in  10%igem,  n e u t r a l e n  F o r m o l .  G e w e b s - N a d i - R e a k t i o n  
( F ~ r b e d a u e r  40 ra in) .  L e i t z - P a n p b o t ,  L e i t z - O b j e k t i v  40 x ,  P e r i p l a n - O c u l ~ r  10 x .  

iiberdeck~. In der unmittelbaren Umgebung der granulierten wei$en 
Blutzellen zeigt d~s Gewebe oft eine sti~rkere Gewebs-Nadi-l~eaktion als 
an anderen Stellen des gleichen Pri~parates. Die Herzmuskelzellea 

46* 
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weisen im diffus mittelblau gefitrbten Plasma sehr feine, dunkelblaue 
Granula auf, welche h~ufig entsprechend dem Fibrillenverlauf ange- 
ordnet sind. Seltener ist eine vSllig ungeordnete Lagerung anzu~reffen, 
ebenso Selten wurde eine Anordnung entlang der Querstreifung beob- 
achtet, w~hrend letztere nach eigenen Beobachtungen im Skeletmuskel 
vorherrscht. 13el starker VergrSl~erung 1/tBt sich trotz der Feinheit der 
Granula feststellen, da$ die einzelnen K5rnchen nicht yon gleicher 

Gr56e sind (vgl. Abb. 2). 
Eine bevorzugte An- 

h/~ufung der Indophenol- 
blau-KSrnchen um den 
Kern der Muskelzelle 
konnte nicht beobachte$ 
werden, jedoch war bei 
dem Vorkommen yon 
Lipofuscin in der, Zelle 
dieses meist mitgeffi, rbt, 
so da]~ der Anschein einer 
Anhi~ufung yon FarbkSrn- 
chen in der Umgebung 
des Zellkernes vorge- 

Abb.  4. Herzmuske l ,  f ix ier t  in 10%igem, nen t r a l en  t~uscht wurde. Auf diese 
Formal in .  Le i t z -Panpho t ,  Le i t z -Objek t iv  40 •  Reaktion des Lipofuscins 

Per ip l an -Ocu la r  10 •  
wird in einer sp~teren 

Mitteilung eingegangen, so da6 sich hier eine eingehende Besehreibung 
er~ibrigt. Naeh Quersehnitten zu urteilen, liegen die FarbkSrnchen 
vorwiegend an der Zelloberfl~che innerhalb des Sarkoplasmas. Die 
Kerne der Muskelzellen sind frei yon Granula und k5nnen daher als 
hello, farblose Aussparungen aueh bei fehlender Gegenf~rbung ohne 
allzu grol~e Schwierigkeiten unterschieden werden. 

Endokard und Epikard zeigen nur wenige und unregelmi~l~ig ge- 
lagerte Granula, ebenso das interstitielle Bindegewebe. Die Museularis 
und das Endothel yon Blutgef~i~en des Herzens reagierten wenig sti~rker 
als das adventitielle Bindegewebe (vgl. Abb: 1), 

Bei Anwendung der Gewebs-~%di:Reaktion am formoffixierten 
Material kommen mit der fiblichen Fi~rbedauer bis zu 40 rain nur die 
Leukocyten innerhalb der Blutgef~e und Capillaren oder auch au6er- 
halb dieser zur Darstellung (Abb. 3). Die Muskelzelle selbst und das 
fibrige Gewebe sind praktisch farblos. 

II.  Indophenolblau-ReaIction nach WlNKLn~-Sc~uLTZE. 

Der Ausfall dieser Reaktion innerhalb der fibliehen F~rbedauer 
bis zu 40 min am gesunden, in ]0%igem neutralen Formol fixierten 
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menschlichen Herzmuskel entspricht vSllig dem der Gewebs-Nadi- 
Reaktion am gleichen, formolfixierten Material. Auch hier geben aus- 
schlieBhch die sog. Myelo-Oxydasen in den Leukocyten positive Indo- 
phenolbtau-l~eaktion (Abb. 4). Die Muskelzellen sind v511ig frei yon 
Indophenolblau-K6rnehen, ebenso Bindegewebe, Endokard, Epikard, 
sowie Museularis und Endothel der Blutgef/iBe. Bei Verl~ngerung der 
F/irbezeit auf 2 Std werden die Leukocyten-Granula erheblich massiver 
gef/~rbt, die Herzmuskelzellen zeigen nun eine diffuse, mittelblaue 
F/~rbung, jedoch in diesen untersuchten Schnittpr/~paraten ohne Auf- 
t re ten yon Indophenolblau-K5rnehen. Das fibrige Gewebe ist weiterhin 
ohne jede typische Anf/~rbung. Tr5pfchen yon Fet t  sind wie bei allen 
Indophenolblau-Synthesen im histologischen Schnitt durch Aufnahme 
des Farbstoffes violett gefiirbt. 

D. l)er fermentative Anteil an der Gewebs.Nadi-Reaktion 
des unfixierten Herzmuskels.  

Zur Kl~rung der Natur  des oxydationsbeschleunigenden Agens bei 
der Gewebs-Nadi-Reaktion am Gefrierschnitt yore unfixierten Herz- 
muskel wurden Versuche unter Anwendung yon Fermentgif ten und mit  
gekochtem Gewebe angeschlossen. 

I. Gekochtes Gewebe. 
Versuchsanordnung. ~[uskelgewebe vom tIerzen (Mensch) wurde kurz in 

physiologischer Kochsalzl6sung gekocht, sodann auf deem ~G~friermikrotom 
geschnitten (Schnittdicke ebenso wie bei den Kontrollschnitten yore gleichen, 
aber ungekochten Gewebe 20 t~) und die Schnitte sofort vom Mikrotom in ffisch 
angesetztes Nadi-Reagens gebracht. 

Ergebnis. Keine ~ndophenolblau-KSrnchen in den Muskelzellen oder 
den Leukocyten. Frisches, ungekochtes Muskelgewebe gab in den Kon- 
trollschnitten kriiftige, positive Reakt ion der Muskelzellen und der 
granulierten weiBen Blutzetlen. Durch Erhitzen erfolgt demnach Zer- 
stSrung des Oxydati0nskatalysators dieser Zetlen. 

I1. Versuche mit Kaliumcyanid. 
Versuchsanordnung. 1. Unfixierter Herzmuskel (Mensch) wurde in fiblicher 

Weise mit unterkfihltem Messer atLf dem Gefriermikrotom geschnitten, die 20 # 
dicken Schnitte sofort in ein Nadi-Reagens iibertragen, wejchem einige Kristalle 
Cyankali zugesetzt worden waren. Die Versuche warden mit DimethyI- 
p-Phenylendiaminbase, -sulfat und -chlorhydrat durchgeffihrt. Kontrollschnitte 
vom gleichen Gewebe wurden entsprechend in KCN-freiem ~Tadi-Reagens be- 
handelt. 

2. Entsprechende Gefriemchnitte wurden vor der F~trbung ffir die Dauer yon 
15 rain in 1,0%ige LSsimg yon Cyankali in physiologischer Kochsalzl6sung ein- 
gelegt und dann in frisch angesetztes Nadi-Reagens fibertragen. Die Kontroll- 
schnitte wurden zun~tchst 15 min in einer reinen physiologischen KochsalzlSsung 
be]assen und nach dieser Zeit in ein Nadi-Reagens iibertragen. 
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3. In einenl weiteren Versnchsansatz wurde fiir 15 rain eine 0,5%ige Kalium- 
eyanidl6sung angewandt. 

4. Gleiche Gewebsschnitte wurden in ein Nadi-l~eagens gebracht, dem Cyan- 
kali zugesetzt worden war, so dab eine Endkonzentration desselben im Reaktions- 
gemiseh yon 1Ao00 molar erreicht wulde. 

5.  Weite~e Schniictpri~pal~te wurden vor Anstellen der ~adi-l~eaktion ffir 
die Dauer yon ::15 min bzw. 1 Std in !/1000 tool. KCN-LSsung in physiologisehe r 
KochsalzlSsung eingelegt. Kontrol]sehnitte blieben die gleichen Zeiten in reiner 
physiologischer KochsalzlSsung. 

Ergebnis. Dieses ist bei allen Versuchsans~tzen das gleiche. Cyanka]i 
hemmt vSllig die Gewebs-Nadi-Reaktion. Aber auch die Reaktion der 
sog. Myelo-Oxyd~sen geht unter der Behandlung mit dem Cyanradikal 
vollkommen verloren. Die Kontrollschnitte gaben hinsichtlich der 
Gewebs- und Myelo-Oxydasen mittlere bis kr~ftige l~eaktion. 

III .  Versuche mit Ammoniumsul/ocyanid (NHa" CNS). 
Versuchsanordnung. 1. 20 # dicke Gefrierschnitte yore unfixierten menscb- 

lichen Leichenherzen wurden in ein Nadi-Reagens gebracht, dem Ammonium- 
su]focyanid derart zugesetzt war, dal~ eine Endkonzentration ,/on 1,0% erreicht 
wurde. 

2. Vom gleichen Gewebe wurden ebenso sofort naeh dem Schneiden Gefrier- 
scl~fitte in Nadi-Reagens mit 0,5% Ammoniumsulfocyanid eingetegt. 

3. Gewebsschnitte yore selben Material kamen vor Anste]len der Farbung 
fiir die Dauer yon 15 bzw. 60 rain in eine 1,0 %ige w~i)rige L6sung yon Ammonium- 
sulfoeyanid: Kontrollschnitte blieben dieselben Zeiten in physiologiseher Koch- 
salzlSsung nnd wurden dann in das gleiche Nadi-l~e~gens fibertragen. 

4. In einer entsprechenden Versuchsreihe wurden die Schnittpr/~purate mit 
einer 0,5%igen AmmoniumsulfocyanidlSsung vorbehandelt. 

Ergebnis. Die Vorbehandlung mit einer 0,5%igen Ammonium- 
sulfocynidlSsung beeinfluBte die Reaktion nicht. Die Schnitte unter- 
schieden sich yon den Kontrollen weder in der Farbtiefe, noch in der 
l~eaktionsart. Bei Vorbehandlung mit einer ],0%igen L6sung schien 
bei einer F~rbezeit yon 20rain makroskopisch eine geringgradig 
schw~chere Furbtiefe in den Versuchsschnitten gegeniiber den Kontroll- 
pr/s vorhanden zu sein, bei mikroskoloischer Beobachtung konnte 
jedoch kein Unterschied fes~gestellt werden. Nach einer F~rbedauer 
yon 40 min. war eine Differenz der Farbtiefe weder makroskol0isch noch 
mikroskopisch zu sehen. Wurde das Ammoniumsulfocyanid dem Nadi- 
Reagens selbst zugesetzt, so ergab sicb bei den beiden angewandten 
Konzentrationen eine sehr deutliche Abschw~chung der l~eak~ion, 
jedoch wurde diese nicht vollkommen gehemmt. Die Hemmung in diesen 
Versuchen betraf in gleicher Weise die Indopheno]b]au-Synthese der 
Herzmuske]ze]len und der Leukocyten. 

IV. Versuche mit Kohlenmonoxyd (CO). 
Versuchsanordnung. 1. Unfixiertes Gewebe vom menschlichen Herzmuske] 

wurde in fiblicher Weise auf dem Gefriermikrotom geschnitten und die Sehnitt- 
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pr/~parate sofort in Nadi-lReagens iibertragen, in welches unmittelbar vorher fiir 
die Dauer yon etwa 1 rain kohlenoxydhaltiges Leuehtgas eingeleitet worden war. 
Die l~eaktion wurde im Dunklen durehgefiihrt, um einen photoehemisehen 
Zerfall der zu erwartenden Verbindung des CO mit dem Oxydationskatalysator 
zu verhindern. Kontrollen wurden im Hellen mit ebensolehem Nadi-Reagens 
durehgeftihrt, augerdem wurden selbstverst/indlieh ftir beide Ileihen entsprechende 
LeerVersuehe ohne CO-Zusatz angesetzt. 

2. Vom gleichen Gewebe wurden 20 # dieke Sehnitte in physiologiseher Koeh- 
sMzlSsung 15 rain lang mit Leuehtgas behandelt und danaeh in Nadi-tleagens 

Abb. 5. 51fiuseherz, Gcwebs-Nadi-l~eakgion mit und ohne Zusatz ~'0n I?(ohleDmonoxyd. 
Lcitz-Panphot, 01immersion 1,8 ram, Ocular 4 • 

tibertragen. Ebenfalls von dieser I~eihe wurden ,,Hell"- und ,,Dunkel"-Versuehe 
angesetzt. Die Kontrollpr~p~rate blieben die gleiche Zeit yon 15 rain vor der 
F/~rbung in physiologiseher Natriumch!oridlSsung. 

Ergebnis. 1. Ausfa l l  der  R e a k t i o n  sehr  verlangsad~lt. Mikroskopisch  
e r s t  nach  i iberm~gig  langer  F~rbeze i t  vere inzel t  I ndopheno lb l au -KSrn -  
chen s iehtbar ,  obwohl  naeh  dieser Zei t  die Reak t ions l5sung  du tch  Aut -  
o x y d a t i o n  bere i ts  s t a rk  b lau  gefi~rbt war  und  in Kon t ro l l s ehu i t t en  
reiehlich F a r b g r a n u l a  gefunden wurden.  Die diffuse B]aufi i rbung des 
Zel lp lasmas  der  H e r z m u s k u l a t u r  war  fas t  ebenso kri~ftig, wie in den 
K o n t r o l l p r i i p a r a t e n  ohne K o h l e n m o n o x y d .  E i a  deut l icher  Unte r seh ied  
z w i s e h e n  be l ieh te ten  u n d  unbe l i eh te t en  P roben  konn te  n ieh t  [est- 
ges te l l t  werden.  Bei  Versuchen mi t  M~useherzen ergab sieh ein gleiehes 
B i ld  (vgl. Abb .  5). 

"2. I n  den  Versuchen ml t  CO-Vorbehandlung  war  die Abschw~ehung  
der  R e a k t i o n  gegeniiber  den  K o n t r o l l p r ~ p a r a t e n  n ich t  so deu~lich wie 
in der vorhergehenden  Versuchsreihe,  jedoeh sicher fes ts te l lbar .  Auch  
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hier war ein Unterschied zwischen dem Ausfall der im Tageslicht und  im 
Dunklen durchgefiihrten Reakt ionen nicht  sicher zu beobachten.  

V. Einwirkung von Schwe~elwassersto// (H2S). 
Versuchsanordnung. 20/x dicke Gefrierschnitte vom unfixierten~ frischen 

Miuseherzen wurdcn sofort nach dem Sehneiden fiir 10 rain in mit Schwefel- 
wasserstoff ges/~ttigte physiologische Koehsalzl6sung eingebracht und so~tann in 
frisch angesetztcs l~adi-Reagens iibertragen. Die Kontrollschnitte blieben vor 
der F/~rbung 10 min in physiologischer KochsalzlSsung. 

Ergebnis. I n  den n~it Schwefelwasserstoff vorbbhandel ten Schnit t-  
pr/~paraten blieb die Indophenolb lau-Synthese  g/irrzlich au s, obwohi  
in den Kontrol len innerhalb der Muskelzellen reichtich Indophen01blau- 
KSrnchen zu sehen und  vereinzelt  gut  gefi~rbte Leukoey ten  zu f inden 
waren. 

VI, Der Ein/lu]3 yon 8-Oxychinolin (NCgH~OH) au/ die Gewebs-Nadi- 
Reaktion. 

Ver,~uchsanordnung. l, Gewebsschnitte vom unfixierten menschlichen Leichen- 
herzen wurden in ein Nadi-Reagens gebracht, dem bis zur Sittigung 8-Oxy- 
chinolin (Oxin) zugesetzt worden war. 

2. Entsprechende Gefrierschnitte wurden fiir 15 bzw. 60 rain in eine gesittigte 
w/~Brige LSsung yon Oxin gebracht und naeh diesen Zeiten in jeweils frisch an- 
gesetztes Nadi-Reagens iibertragen. Die Vergleichsschnitte blieben die gleichen 
Zeiten vor der F/~rbung in physiologischer KochsalzlSsung. 

3. Gleiche Schnittpriparate wurden fiir 15 bzw. 60 rain in 1/ao tool. LSsung 
yon 8-Oxyehinolin (3,6270 g Oxychinolin p.a. ,,Merck" mit 250 em 3 1/i 0 n tIC1 
gelSst und mit dest. Wasser zu 1 Liter aufgefiillt. PH tier LSsung 3,4. Dieser 
Oxin-LSsung wurden zur Herstellung der Isotonic 9,0g Natriumchlorid zugesetzt.) 
eingelegt. Ein Teil der Vergleichsschnitte wurde gleiche Zeiten in eine ent- 
sprechende LSsung ohne Oxin (250 cm 3 x/] o n HC1 mit dest. Wasser zu 1000 cna ~ 
aufgefilllt, Zusatz yon 9,0 g NaC1) eingebracht, ein anderer Teil wurde in reiner 
physiologiseher Kochsalzl6sung belassen. Nach dieser Vorbehandiung kamen 
die einzelneri Schnittpraparate in jeweils frisch angesetztes Nadi-Reagens. 

4. Entsprechende Gewebsschnitte wurden in ein Nadi-Reagens gebracht, 
welches 1/lOO o Mol 8.-Oxychinolin enthielt. 

5. In einer weiteren Reihe wurden die Gefrierschnit~e 15 bzw. 60 min mit 
einer isotonischen 1/1000 tool. Oxinl6sung vorbehandelt. Die Kontrollschnitte 
blieben gleiehe Zeiten in physiologischer KochsalzlSsung. 

Ergebnis. 1. Die mit  8-Oxyehinolin behandel ten S c h n i t t p r i p a r a t e  
zeigten deutliche He  m m u n g  tier M y e l o - u n d  Gewebs-Oxydase, welche 
sich in gleicher  St~rke in den 20 oder 40 rain lang gef~rb~en Schni t ten  
bemerkbar  maehte.  

2. Eine Vorbehandlung der Gefriersehnitte mit  gesi t t igter ,  w~13riger 
OxinlSsungzeigte  nach 15 rain Dauer  keine Beeinflussung der Reakt ion,  
dochwurde  nach !sti indiger Vorbehandlung i n den 20 min lang gefi~rb~en 
Schn i t tp r ipa ra t en  eine geringfiigige Abschwichung  gefunden, welche 
aber nach einer F~rbedauer  yon  40 rain n icht  mehr  festgestellt werdert 
konnte.  
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3. Wurden die Gewebsschnit~e mi~ 1/4 0 Mol 8-Oxyehinolin in salz- 
saurer LSsung vorbehandelt,  so war gegentiber den mit  entsprechend 
saurer Vergleichsl6sung behandelten Schnitten keine Abschwiichung der 
Reaktion zu sehen. Allerdings setzten beide sauer reagierenden Fltissig- 
keiten die St~rke der Indophenolblau-Synthese so erheblieh herab, 
dal3 erst naeh einer Fi~rbezeit yon 85 rain eine Farbtiefe erreicht wurde, 
wie sie bereits nach 20 rain in den Kontrollen mit  Vorbehandlung 
durch physiologische KoehsalzlSsung erreieht wurde. 

4. Nach 20 rain F~rbedauer war der makroskopisehe F~rbeeffekt 
(,,Ma-Effekt") an den mit  Oxyehinolin behandelten Sehnittpriiparaten 
geringfiigig schw~eher als an den Kontrollen. Bei der mikroskopisehen 
Betraehtung konnte diese Differenz kaum mehr festgestellt werden. In  
den Versuchssehnitten waren gegentiber den Kontrollen in den Muskel- 
zellen etwas weniger Granula vorhanden, dagegen war die diffuse Blau- 
f~rbung der Muskelfasern geringftigig kr~ftiger. Naeh 40 min F~rbe- 
dauer war die gleiehe Differenz in der Farbintensit~t  zwischen Versuehs- 
schnitten und Kontrollpr~paraten festzustellen. In  gleieher Weise 
war aueh die Leukoeytenfi~rbung unter Einwirkung yon Oxin schwi/eher, 
jedoeh war der Untersehied sehr gering. 

5. Vorbehandlung der Sehnitte mit  ~/~0~ ~ o l  Oxychinolin war 
ohne Einfluft auf den Ausfall der Gewebs-~,~adi-Reaktion. 

VII. Versuche mit a~'seniger Siiure (As203 + 3 H20 = 2 H3AsOa). 
Versuchsanordnung. 1. 20 # dicke Gefrierschnitte vom unfixierten, mensch- 

lichen Leichenherzen wurden mit einenl ~Nadi-Reagens gefi~rbt, dem bis zur 
S~ttigung Arsenigs~urea.nhydrid (As Oa) zugesetzt worden war. 

2. Gewebsschnitte yore gleichen Material kamen vor der F~rbung fiir 15 
bzw. 60 rain in eine physiologische KochsalzlSsung, welcher As=O~ bis zur Satti- 
gung zugesetzt worden war. Infolge der geringen LSslichkeit der arsenigen S~ure 
war deren Konzentration in den Reaktionsans~tzen geringer als 1/~o00 mol. Kon- 
troUschnitte blieben entsprechende Versuchszeiten in reiner physiologischer 
K0chsalzt6sung und wurden dann in fiblicher Weise gefarbt. 

Ergebnisse. 1. Zusatz yon As~O 3 zur FarblSsung war nach einer 
Fi~rbezeit yon 20 rain in einem Tell der Gewebsschnitte ohne sichtbaren 
Effekt auf  den Ausfall der  Reaktion, bei den restlichen Schnitten war  
eine zwar geringe, aber deutliche Verst~rkung des Farbeffektes gegen- 
fiber den Kontrollen festzustellen. Naeh einer F~rbezeit yon 40 rain 
konnte in den mit arseniger S~ture behandelten Schnittpr~paraten eine 
geringgradige Abschw~ehung der F&rbung beobachtet  werden. 

2. 15 rain lunge Vorbehandlung der Gefrierschnitte mit  arseniger 
Si~ure ~nderte den Ausfall der Reaktion gegeniiber den Kontrollen 
nicht, w~hrend jedoch einstfindige Vorbehandlung die Gewebs-Nadi- 
Reaktion in den Muskelzellen und den Leukocyten vSllig verhinderte. 
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Schlufi/olgerungen. 
Da der Katalysator der. Gewebs-Nadi-Reaktion durch Erhitzen 

unwirksam wird, ist allein schon aus diesem Versuch seine fermentative 
Natur wahrscheinlich. Die Versuche mit Schwefelwasserstoff geben 
zusammen mit den Cyan- und Kohlenoxydversuehen einen I-Iinweis 
dafiir~ dalt die sauerstoffiibertragende Substanz als wirksamen Faktor 
ein Sehwermetall und zwar Eisen enth~lt. Im Gewebe kSnnten aul~er 
derartigen eisenhaltigen Fermenten noch oxydierende Redoxsysteme 
wie unter anderem Cystein-Cystin in Frage kommen. Diese Systeme 
sind jedoch in reiner Form nieht autoxydabel und nicht durch Cyan 
hemmbar, sondern beides erst in Verbindung mit geringen Schwer- 
metallspuren (0. WA~BVRGla). Aus mehreren Griinden jedoch ist fiir 
die Gewebs-Nadi-Reaktion ein derartiges Oxydationssystem nicht an- 
zunehmen. Erhitzen des Gewebes kSnnte in diesem Fall keinen Ein- 
flul~ auf den l~eaktionsausfa]l haben, au~erdem mfil~ten dann die zur 
Oxydation des Cysteins erforderlichen Sehwermetallspuren dutch 
geringe Konzentrationen an Oxin v611ig unwirksam werden, da dieses 
mit den meisten Metallionen (Mg, Cu, Fe, Mn, Zn) recht best~ndige 
Komplexsalze bildet. Die angestellten Versuche zeigten demgegen- 
fiber nur teilweise eine geringe Hemmung durch 8-Oxychinolin. Diese 
geringfiigige Hemmung wurde auch nur dann gefunden, wenn das 0xin 
der Farbl/~sung selbst zugesetzt wurde, oder die Gewebsschnitte liingere 
Zeit (60 rain) mit einer konzentrierteren LSsung vorbehandelt worden 
waren, wi~hrend vorherige Behandlung der Schnittpri~parate mit ~/~000 Mol 
Oxychinolin ohne Einflul~ auf den Reaktionsausfall blieb. Der erzeugte 
Hemmungseffekt mu6 aller Wahrscheinlichkeit nach auf Adsorption 
des Oxins an den Zelloberfls zuriickgefiihrt werden. Das 8-Oxy- 
ehinolin kann in wi~6riger Liisung gewissermal~en als amphoteres Ad- 
sorbendum wirken~ da es einerseits infolge des im Molekiil vorhandenen 
Stickstoffs basisehen Charakter besitzt und andererseits auf Grund 
seiner phenolischen Hydroxylgruppe sauer reagieren kann (VOGT 2~). 
im H~minkomplex gebundenes Eisen wird vom 8-Oxychinolin nicht 
angegriffen. Dies kann aus Versuchen geschlossen werden, welche Yon 
LETTR~ ~7 an Gewebekulturen durehgeftihrt wurden. Die nach Zusatz 
~-on 1/100 o Mol Oxin zu beobachtende Wachs~umshemmung yon Hiihner- 
herzfibroblasten-Kulturen wurde dutch Manganspuren wieder auf- 
gehoben. Die Hemmung beruhte demnach auf Ausfi~llung freier, nicht 
organisch gebundener ionen, w~hrend Oxin in diesem Versueh den 
Fermenteisenkomplex des H~m bzw. Hi~min in den Atemfermenten nicht 
beeinflul~t hatte. Die Sulfocyanidversuche besagen ebenfalls, da6 es sich 
bei dem katalytiseh wirkenden Eisen um organisch gebundenes Metall 
handeln mul3. Falls freie Eisenionen vorhanden w~ren und wirksam sein 
wiirden, miil~ten diese 5el den angewandten Sulfocyanidkonzentrationen 
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katalytisch nnwirksame Komplexsalze mit dem Sulfocyanid bilden. 
Die loartielle Hemmung der Reaktion bei Zusatz yon Sulfoeyanid 
zur Farbl5sung beruht auch hier wohl auf Oberflgchenadsorption. 
Die tIemmung der Nadi-Reaktion dutch Kohlenoxyd beweist, dab der 
Oxydationskat~]ysator in der Reihe der Zellhgmine zu suchen ist. CO 
binder sich dabei nur an zweiwertiges Hgm-Eisen (Fe++), wi~hrend 
Cyan mit dem dreiwertigen Hiimin-Eisen (Fe e++) reagiert. Mit den 
beobachteten Versuehsergebnissen (Itemmung der Reaktion dureh 
Vorbehandlung der Schnittpr~parate mit Cyan, Kohlenoxyd und 
Schwefelwasserstoff; keine Hemmung durch entspreehende vorherige 
Anwendung yon Sulfocyanid und 8-Oxyehino]in, wobei stSrende Ad- 
sorptionseffekte ausgeschlossen werden mfissen) ergibt sich ein derartige 
Parallelit~t der Eigenschaften des oxydationsbeseh]eunigenden Agens 
mit  denjenigen des ,,sauerstoffiibertragenden Fermentes" (0. WAR- 
su~Gla), dab kein Zweifel fiber die Identit~t beider bestehen kann. Aueh 
die Versuche mit arseniger S~ure u nterstiitzen diese SchluBfolgerung, 
denn obwohl HaAsO~ nur sehwaeh adsorbiert wird, hemmt sie.iihnlieh 
wie Blausi~ure, Sehwefclwasserstoff und Kohlenoxyd in kleinen Konzen- 
trationen die Ze]latmung (DREs]~L2s). Abweiehend vom Cyan, H2S 
und CO dringt die arsenige SS~ure nur sehr langsam in ]ebende und iiber- 
]ebende Zellen ein, infolgedessen t r i t t  die Atmungshemmung allmghlieh 
auf  und ist in ihrer Sti~rke yon dem Zustand der Zellgrenzfli~ehen und 
<tern 5~uBeren Milieu abhgngig (DREsEL). Der verzSgerte Eintr i t t  der 
Hemmung geht aus den eigenen Versuehen eimvandfi'ei hervor. Die in 
einzelnen Ansiitzen beobachtete anfiingliche Reaktionsbeschleunigung 
entsprieht der in der Biochemie bekannten Atmungssteigerung yon 
Ze]len dureh sehr kleine Gaben yon arseniger S~ure. 

Das als oxydationsbesehleunigendes Agens bei der Gewebs-Nadi- 
t leaktion wirkende .sauerstoffiibertragende Ferment"  gehSrt zum 
~VAR~u~G-XEILIN-System der zelleigenen Atemfermente. Von den 
Enzymen dieses Systems geht den Cytoehromen die F~higkeit ob, 
unmittelbar mit dem molekularen Sauerstoff (02) in Verbindung zu 
treten, aueh reagieren diese nicht mit 'Kohlenmonoxyd. Diese Funktion 
kommt allein dem sauerstofffibertragenden Ferment WARBUI~Gs (Yon 
KEILIN 1~ spi~ter ,,Cytochromoxydase" genannt) zu. Somit ergibt 
s ich  ffir die Gewebs-Nadi-Reaktion am gesunden Herzmuskel das 
beka.nnte Bild des KEIL~-WARBURG-Systems der Atemfermente des 
Gewebes : 

02 ~- ~e++ -+ Fe +++ -~ ]%++ -+ Fe+++ -+ Fe,~ -~ Fe+++ -~ Substra~ 

Cytoehromoxydase Cytoehrom C Cytochrom B (~adi-lReagens) 

Indophenolblau 
Abb.  6. ~ c a k t i o n s s e h e m a  der  G e w e b s - N a d i - ~ e a k t i o n .  
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Die l~eihenfolge in diesem Schema wurde en~sprechen 4 den  biochemi- 
schen Untersuchungen yon  STOTZ und Mitarbeitern 17 und von BALL 2~ 
gew~hlt, nach denen nur Cytochrom B und C bei der fermentat iven 
I ndophenolblau-Synthese mitwirken und die l~eihenfolge der Oxydation 
(Elektronenaustausch) wahrscheinlich f iberC zu B g e h t  und dann erst  
yon letzterem das Substrat  oxydiert wird. 

E. Der fermentat ive Wirkungsmechanismus der G ewebs-Nadi-Reaktion 
am fixierten Gewebe. 

Wird die Gewebs, Nadi-l~eaktion nicht am frischen, sondern am 
formolfixierten Material zur Anwendung gebracht, so ergibt sich ein 
Bild etwa wie der Ausfall der l~eaktion nach WINKLER-SCHULTZE. Am 
tterzmuskelgewebe werden bei der iiblichen F~rbedauer ausschliel~lich 
die in den Capillaren und BiutgefiiGen oder auch aul~erhalb dieser 
befindlichen granulierten Leukocyten zur Darstellung gebracht, w~hrend 
die Fiirbung der Muskelzellen gi~nzlich ausbleibt (vgl. Abb. 3, S. 717). 
Seit den Untersuchungen yon HALLHEIMER 21 wird allgemein ange- 
nommen, es handele sich bei der Oxydase der Leukocyten (,,Myelo- 
Oxydase" nach GnXFF) um einen Oxydationskatalysator anderer Art  
als bei der Oxydase der Gewebe (,Gewebs-Oxydase"). Nicht nur  
ihre Widerstandsf~higkeit gegenfiber der Formoffixierung, sondern 
auch di~ angebliche Unbeeinflul~barkeit durch Fermentgffte, wie 
z. B. Cyan, soll die Myelo-Oxydase yon der Gewebs-Oxydase unter- 
scheiden. 

Bei den im vorigen Abschnitt  durchgeffihrten Untersuchungen am 
frischen Gewebe war aufgcl'allen, dal~ sich die Myelo-Oxydase in den 
einzelnen Versuchsreihen nicht anders verhielb als die Oxydase d e r  
Muskelzellen. Da dieser Befund im Widerspruch steht zu den Unter- 
suchungen v o n  ~-IALLHEIMER, wurden weitere Versuche an fixiertem 
Gewebe durchgeffihrt, um die Frage zu kl~ren, ob es sich tats~chlich bei 
den nach Formolfixierung erhaltenen Oxydasen um grunds~ttzlich andere~ 
katalytisch wirkende Substanzen handele, wie bei der Gewebs-Nadi-  
l~eaktion an frischem Gewebe. 

Versuchsanordnung. Die einzelnen Versuchsreihen wurden bier v6Hig ent- 
sprechend denen des Abschnittes D (S. 719ff.) durchgeffihrt. An .Steiie des 
frischen Gewebes wurde jedoch Herzmuskelgewebe vom menschlichen Leichen- 
herzen angewandt, welches in 10%igem, w~l~rigem, neutralem Formol fixiert 
wor@n war. Die [Fixierungszeit betrug bei den angewandten, etwa 1 cm a grogen 
Gewebsstiieken 24--48 Std. Das Gewebe wurde auf dem Gefriermikrotom bei 
einer Schnittdicke von 20 # geschnitten und diese Schnittpri~parate zum AnstelleI~ 
der verschiedenen ]~eaktionen verwandt. Infolge der Gleichheit der Versuchs- 
anordnungen dieser Versuche und der des vorigen Abschnittes kann auf eine ein- 
gehende ])arstellung derselben an dieser Stel]e verzichtet werden. 



Untersuchungen zur histochemischen Indophenolblau-Synthese. 727 

Ergebnisse. 
I. Gekochtes Gewebe. 

Vollkommenes Fehlen von Indophenolblau-Granula im gekochten 
Gewebsschn~tt, w~hrend  im gleichen, formoffixierten, jedoch unge- 
kochten Gewebe reichlich gut gef~rbte Leukocyten festzus~ellen waren. 

II. Versuche mit Kaliumcyanid (KC2V). 
Vorbehandlung der Schnit~e mit 0,5 und 1,0%iger Cyankalil6sung 

sowie Zusatz yon Cyankali zum Nadi-Reagens 15schte sofort die oxy- 
dative Fiihigkei~ der Leukocyten gegenfiber dem Nadi-l~eagens aus. In 
den eigenen Versuchen konnte gelegentlich nach sehr langen Fiirbe- 
zeiten trotz vorheriger Cyanbehandlung doch noch eine schwache Dar- 
stellung der Leukocy~engranula erreicht werden. Wie im Schrifttum 
mehrfach beschrieben, beruht dieser Effekt auf der Verfliichtigung der 
hemmenden Blausi~ure aus den Schnittpriiparaten. In weiteren Ver- 
suchen konnte auch an alkoholfixiertem Gewebe die Gewebs-Nadi- 
Reaktion der Leukocyten durch Cyan vollkommen gehemmt werden. 

III .  Versuche mit Ammoniumsul/ocyanid (NHa" CNS). 
Vorbehandlung der Gewebsschnitte mit 0,5 und 1,0%i get w/~griger 

LSsung yon Ammoninmsulfocyanid ftir die Dauer yon 15 bzw. 60 rain 
war ohne EinfluB auf den Ausfall der geaktion.  Wurde dem Nadi- 
Reagens das Suffocyanid unmittelbar zugesetzt, so ergab sich bei 1,0% 
NHa" CNS eine erhebliche Hemmung der Reaktion, die auch noch 
bei Zusatz yon 0,L % Ammoniumsulfocyanid deutlich feststellbar war. 

IV. Versuche mit Kohlenmonoxyd (CO). 
Wurde die Farbl6sung selbst ffir 1 rain mit CO-haltigem Leuchtgas 

behandelt, so zeigte sich bei anschliel]ender F~rbung von Gefrier- 
schnitten des formolfixierten Gewebes nach 20 rain F~trbedauer eine 
deutliche Abschw~chung der Farbreaktion, obwohl d i e  FarblSsung 
selbst bereits nach dieser Zeit durch Luftoxydation mittelblau gef~rbt 
war. Nach einer F~rbezeit yon 40 rain war ein abschw~chender Effekt 
nicht mehr festste]lbar. Wurden die Schnitte vor Anstetlen der F~rbung 
fiir ]5 bzw. 60 rain Init CO-haltigem Leuchtgas behandelt, so war nach 
einer F~rbezeit yon 20 min in den behandelten Schnittpr~iparaten die 
F~rbung eben noch merklich abgeschw~cht. Nach 40 rain F~rbezeit 
war ein Unterschied zu den Kontrollen nicht mehr festzustellen. Da 
bereits in der Versuchsreihe D zwischen belichteten und unbelichteten 
Reaktionsans~tzen kein deutticher Unterschied festgestelit wurde, ver- 
zichtete ich darauf, in dieser Versuchsserie Untersuchungen mit belich- 
teten Proben anzustellen. 
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V. Einwirkung von Schwe[elwassersto// (H2S). 
Vorbehandlung der Schnitte ffir die Dauer yon t0 min mit Schwefel- 

wasserstoffwasser fiihrte zum vSlligen Ausbleiben einer Oxydase-Dar- 
stellung in den Leukocyten. 

VI. Der Einflufi yon 8-Oxychinolin (NCgH60H). 
Gefrierschnitte vom formoffixierten Gewebe zeigten nach F~rbung 

mit ~qadi-Reagens, welches mit 8-Oxychinolin ges~ttigt war, nach 20 miu 
F~rbezeit keinen Unterschied zu den Kontrollschnitten Nach 40 rain 
F~rbezeit war vielleicht eine sehr geringe Abschw~chung in den mi~ 
Oxin behandelten Schnittpr~paraten festzustellen. Vorbehandlung der 
Sehnitte fiir 15 bzw. 60 rain mit ges~ttigter, w~l~riger OxinlSsung oder 
einer 1/4 o molaren LSsung war ohne EinfluI~ auf @1! Reaktionsausfall. 

VII. Versuche mit arseniger Siiure (HaAsOs). 
Zusatz yon Arsenigs~ureanhydrid zur FarblSsung war nach einer 

F~rbezeit yon 20 rain ohne sichtbaren Einflul~, nach 40 rain war dagegen 
ein sehr geringer, abschw~chender Effekt  festzustellen. Vorbehand- 
lung der Gefrierschnitte vom fixierten Gewebe fiir die Dauer yon 15 bzw. 
60 rain mit HaAsO a ~nderte den Ausfall der Reaktion gegeniiber den 
KontroUschnitten nicht. Verliingerung der Einwirkungsdauer des 
HaAsO a fiihrte zu einer deutlichen Verst~rkung der Reaktion in den 
behandelten Schnitten. 

Schlu]3]olgerungen. 

Ebenso wit am unfixierten Gewebe wird die Darstellung der Leuko- 
cyten-Oxydase durch die Gewebs-Nadi-Reaktion am formoffixierten 
Gewebe des Herzens durch Kocheu der Probestiicke, Cyan- oder 
Schwefelwasserstoff-Vorbehandlung der Schnitte oder Cyanzusatz zur 
FarblSsung vollkomnien geheramt. Auch in den Versuchen mit Kohlen- 
mon0xyd ergab sich in gleicher Weise eine deutliche Hemmung der 
Myelo-Oxydase am fixierten und unf~xierten Pri~parat. Sulfocyanid 
und 8-Oxychinolin waren ohne Einflu~, sofern dutch die Versuchs- 
anordnung eine Hemmung infotge Adsorption weitgehend ausgeschlossen 
werden konnte. Unterschiede zu den Untersuchungen am unfixierten 
Gewebe ergaben sich jedoch in den Versuchen mit arseniger S~iure. 
Zwar konnte bei Zusatz derselben zur l~arblSsung eine schwache Hemm- 
~ r k u n g  festgestellt werden, doch war Vorbehandlung der Schnitt- 
pr~iparate ohne hemmenden Einflul~, sondern es wurde im Gegenteil 
sogar n0ch nach 4stiindiger Vorbehandlung eine deutliche Aktivierung 
der Myelo-Oxydase im fixierten Gewebe beobaehtet.  Da bereits am 
frischen Gewebe die arsenige S~iure nur sehr langsam in die Zellen 
diffundiert, kann mit grol~er Wahrscheinlichkeit angenommen werden, 
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dab durch die Fixierung des Gewebes und der damit verbundenen Ei- 
weiBausf/~llung die Diffusion ffir die arsenige S/~ure derart erschwert 
wird, dab eine hemmende Konzentration der H~AsO a am Ort der l~eak- 
tion nur schwer erreicht werden kann. 

In Ubereinstimmung mit den ErSrterungen im AnsehluB an die Ver- 
suche mit unfixiertem Herzmuskel muB auf Grund obiger Versuche 
auch bier der Oxydationskatalysator der Gewebs-Nadi-Reaktion am 
fixierten Gewebe mit dem WAaBURG-KEILI~-System der Atemfermente 
der Zetle identifiziert werden. Damit wird die bisher im Schrffttum 
vertretene Ansicht (I{ALLHEIMER) hinfiillig, es handele sieh bei der 
Gewebs-Oxydase des Herzmuskels und der Myelo-Oxydase der Leuko- 
cyten um zwei grunds~tzlich verschiedene Fermente oder Oxydations- 
systeme. Diese Ansicht wurde aus der angeblich verschiedenen Reak- 
tion beider gegenfiber Formalin und Cyan abgeleitet. DaB dies ffir 
Cyan nicht zutrifft, wurde bereits gezeigt. Worauf HALLItEIMERs ver- 
gebliche Hemmungsversuehe mit Cyan zuriickgeffihrt werden mfissen, 
ist unklar. Allerdings liegt die Vorstellung nahe, dab HALLttEIMER ein 
derart unwirksames Cyankalipr~parat (Umwandlung desselben durch 
C~O der Luft in Kaliumcarbonat unter Blausi~ureabspaltung!) in seinen 
Versuchen anwandte, dab nur die ira Vergleich zur Leukocyten-Oxydase 
geringer wirksame Herzmuskel-Oxydase gehemmt wurde. Auch die 
grundsi~tzlich verschiedene Reaktion beider Oxydasen gegen/iber der 
Formalinfixierung trifft nicht unbe'dingt zu. Zwar verhindert bei An- 
wendung der fiblichen F~rbezeit die Formolfixieru~g die i~eaktion der 
Gewebs-Oxydase des Herzmuskels praktiseh u jedoch wird 
bei gleicher Fiirbezeit auch die Reaktion der Myelo-Oxydase gegeniiber 
der F/i'rbung am unfixierten Gewebe erheblich abgeschw/~cht (vgl. 
Abb. 1--3, S. 716). Die Absehw~chung bzw. Verhinderung der Gewebs- 
Nadi-Reaktion durch die Fixierung beruht siche~ zum Teil wenigstens 
auf der Erschwerung der Diffusion der Farbstoffe in das Gewebe infolge 
der durch die Fixierung bedingten EiweiBausfEllung. Ob zus~tzlieh 
noch unmittelbare Hemmung der Oxydase durch Formalin eine Rolle 
spielt, kann durch die bisherigen Versuche nicht entschieden werden. 
Falls jedoch der haupts/~chliche Tell der angebliehen Formalinhemmung 
auf eiweiBkoagulierende Wirkung der Fixierung beruht, so mfiBte sich 
durch entspreehende Verl~ngerung tier F/~rbezeiten voraussichtlich auch 
eine Darstellung der Gewebs-Oxydase am fixierten Herzmuskel erreiehen 
lasSen. 

F. Yersuehe zu~ Darstellung der Gewebs-0xydase 
am fiXierten t terzmnske l .  

1. Versuchsanordnung. 20 tt~ dicke Gefrierschnitte vom Herzmuskelgewebe 
einer mensch|ichen Leiche, welches 48 Std mit 10%igem, neutralen Formalin 
fixiert worden war, wurden verschieden lange Zeiten (bis zu 4 Std) mit Nadi- 
Reagens gefiirbt. Als Vergleichssehnitte wurden entsprechende Gefrierschnitte 
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gleiche ZeRen in ein Nadi-Reagens gebracht, dem einige Kristalle Cyankali 
zugesetzt worden waren. Weitere Kontrollschnitte wurden vor der F~rbung 30 rain 
mit Schwefelwasserstoffwasser behandelt. 

Ergebnis. Nach einer F~rbezeit yon 40 rain zeigten die Schnitte in 
typischer Weise innerhalb der Leukocyten blaue Indophenol-Granula, 
die Muskelzellen w~ren noch frei davon. In  den Schnitten der Cyan- 
und Schwefelwasserstoffserie fehlte die blaue Granulierung der Leuko- 
cjrten. Nach 1 Std war die Anfarbung der oxydasepositiven weigen 
Blutzellen starker, auch zeigten die Muskelzellen vereinzelt bla, uschwarze 
Farbk5rnchen in typischer Lagerung. Die Cyanschnitte waren auch 
weiterhin frei yon j eder Indophenolblau-K6rnelung, w~hrend die mit  
Schwefelwasserstoff vorbehandelten Geffierschnitte jetzt schwache 
Granulabildung in den Leukocyten aufwiesen. Nach einer F~rbedauer 
yon 3 Std war die Anf~rbung der Leukocyten derart, dab einzelne 
Granula nicht mehr unterschieden werden konnten. Die Muskelzellen 
zeigten auf  tells ungef~rbtem, teils schwach graublauem Untergrund 
feinste dunkelblaue FarbkSrnchen, die sich in ihrer Lagerung innerhalb 
der Muskelzelle nicht yon den Indophenolblau-KSrnchen der F~rbung 
des unfixierten Gewebes unterschieden. Auch nach dieser F~rbezeit 
btieben die Cyanschnitte frei von FarbkSrnchen, w~hrend die mit  
Schwefelwasserstoff behandelten Schnittpr~parate eine sehr deutliche 
Abschw~chung der Reaktion der Leukocyten und Muskelzellen zeigten. 
~qach 4stiindiger F~rbung war~ abgesehen von einer Verst~rkung der 
F~rbung in den Versuchspr~paraten, der Ausfall der Reaktion in den 
drei verschiedenen Serien nicht welter ver~ndert. 

2. Versuchsanordnung. ]~ntsprechendes I-Ierzmuskelgewebe vonder  Leiche 
wurde etwa 48Std in 21/2%iger Trichloressigs~ule bzw. 96%igem ~thylalkohol 
fixiert, sodann ffir 48 Std in fliel~endem Wasser ausgewaschen und ansclflieBend 
daran auf dem Gefriermikrotom geschnitten. Die 20 # dickeno Schnitte kamen 
zum Teil in eine frisch :~nge~e~zte Nadi-LSsung ohne Zusatz, zum anderen Teil 
in ein Nadi-Reagens, dem einige Kris~alle Kaliumcyanid zugesetzt worden waren. 
S~mtliche Gewebsschnltte wulden vor A~istellen der !~rbung ffir 24 Std in desk. 
Wasser einge]egt, um l~este des l~ixierungsmittels zu entfernen und um gleich- 
zeitig durch  Quellung des Gewebes eine .schne]lere Diffusion des:Rea.ktions- 
gemisches zu erreichen. u for~,malinfixierten Materials wurden 
~n gleicher Weise behandel~. 

Ergebnis. Qualitativ war der Ausfall der l~eakti0n der Gewebs- 
Oxydase ebenso wie bei der Form~linfixierung, jedoch war der mit  
gleichen Fi~rbezei~en erreichte Effek~ in formolfixi6rtem Gewebe am 
kri~ftigsten; dn 96%igem Alkohol fixiertes Herzmuskelgewebe zeigte 
die schwi~chste Reaktion. Die Myelo-Oxydase der Granulocyten wurde 
in diesen Versuchsschnitten hei AlkoholfixierUng iiberhaupt nicht und 
nach 2~/2%iger Trichloressigs~ure nur sehr schwach angefiirbt, obwohl 
ira gleichen, formolfixierten Gewebe reichlich Leukocyten zur Dar- 
stellung gebracht werden konnten. In  SehnRtpri~paraten yon anderen, 
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in 21/2 %iger Triehloressigs~ture fixierten Herzen war dagegen die Leuko- 
cytengranula nach der Gewebs-Nadi-Reaktion sehr kr~ftig gef~rbt. 

Wurden die Gefriersehnitte nach dem Schneiden nicht mit dest. 
Wasser behandelt, so ergab sieh gegenfiber den gew~sserten Schnitten 

Abb .  7. G e w o b s - N a d i - R e a k t i o n  a m  fo rmol f ix i e r t en  H e r z m u s k e l .  F i t rbedaue r  1 Std.  
L e i t z - P a n p h o t ,  Le i t z -Ob jek t iu  ~0 x ,  Pe r ip l an -Ocu la r  4 x .  

Abb .  8, Gewebs-Nadi - lReak t ion  a m  fo rmol f ix i e r t en  I t e r z m u s k e L  F~irbezeit 3 Std.  
I~ei tz-P~nphot ,  O l i m m e r s i o n  1,S m m ,  Per ip lan-Ocl l l~r  ~ x .  

eine Verz6gerung der Nadi-Reaktion. Ebenso wie Jm formolfixierten 
Material konnte die Bildung yon Indophenolblau-K6rnchen im mit 
Triehloressigs~ure oder Alkohol fixierten Gewebe mittels Cyankali ge- 
hemmt werden. Auch der Eiatr i t t  der diffusen BlaufKrbung des Proto- 
plasmas der Herzmuskelzellen wurde durch Cyan so erheblich verzSgert, 
dab erst frfihestens nach 2 Std eine Anf~rbung festzustellen war. 

Virchows Archiv. t~d. 317. 47 
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Schlu[3/olgerungen. 
Wie die Versuchsreihe F zeigt, l~$t sich auch am formoffixierten 

Material ohne groGe Schwierigkeiten eine Darstellung der Gewebs- 
0xydase durch einfache Verl/ingerung der F~rbezeiten erreichen. Die 
Tatsache der Hemmbarkeit dieser Reaktion durch Cyan und Schwefel- 
wasserstoff beweist, daG die dargestellten Indophenolb]au-KSrnchen 
tatsi~chlich durch fermentative Wirkung des Cytochromoxydase-Cyto- 
chrom-Systems gebildet wurden. Da Trichloressigs~ure und in sti~rkerem 

Abb.  9. G e w e b s - N a d i - R o a k t i o n  a m  m e n s c h l i c h e n  t t e r z m u s k e l ,  24 Stcl in 21/~%iger 
Trichloressigs~.ure f ix icr t .  F ~ r b e d a u e r  e t w a  4 Std.  L e i t z - P a n p h o t ,  0 1 i m m e r s i o n  2,2 r am,  

Ocular  ~ •  

Ausma$ als Formalin auch Alkohol den Eintritt der FarbkSrnchen- 
bildung verzSgert, beruht demnach diese ttemmung nicht auf einer 
spezifischen Formolwirkung, sondern stellt eine generelle Eigenschaft 
der untersuchten Fixierungsflfissigkeiten dar. Trichloressigs~ure gilt 
als sehr schonendes EiweiBf~llungsmittel und greift yore WA~BVRG- 
Ks, ILia-System zumindest Cytochrom C nieht an (sie wird im Gegenteil 
in der hier angewandten Konzentration yon 21/2 % sogar bei der Extrak- 
tion von Cytochrom C aus Gewebsbrei benutzt (KE~LI~ und HARTR~E16). 
Die hemmende Wirkung der Fixierungsfliissigkeiten nqul~ somit in der 
Hauptsache wenigstens auf die hervorgerufene EiweiGkoagu]ation 
zuriickgefiihrt werden. Infolge der EiweiGf~llung ergibt sich eine erheb- 
Hche ttemmung der Geschwindigkeit, mit welcher das Reaktionsgeraisch 
in das Gewebe diffundiert. Dafiir, daG diese Erschwerung der Diffusion 
als wesentlicher Faktor bei der Fixierung betrachtet werden muB, 
spricht die Tatsache der geringeren Hemmung der Nadi-Reaktion nach 
Quellung der Gefrierschnitte yore fixierten Gewebe in dest. Wasser. 
Auch der Befund einer st~rkeren Hemmung nach Alkoholfixierung 



Untersuchungen zur histochemischen Indophenolblau-Synthese. 733 

kann diese Ansicht stfitzen, da 96%iger Mkohol gegentiber den beiden 
anderen Fixierungsfliissigkeiten die stgrkste Gewebsschrumpfung und 
damit Gewebsdichtigkeit hervorruft. (~brigens mach~ sich die Diffusions- 
hemmung dm'eh Fixierung aueh bei anderen Fgrbemethoden bemerkbar, 
so z.B. bei der ttgmgtoxylin-Eosinfgrbung, welche a.m unfixierten, 
toten Gewebe erheblich rascher eintritt Ms nach Fixierung (vgl. SCttULTZ- 
B~a~Ns 2~). 

Die Beweiskraft der eigenen Versuche reicht Mlerdings nicht aus, 
um eine nieht auf Diffusionsersehwerung beruhende Hemmung der Nadi- 
l~eaktion dureh die Fixierungsmi~tel g~nzlieh auszusehlieBen. Eine 
eindeutige Kl~rung dieser Frage diirfte aueh wohl durch histologisehe 
und histoehemisehe Un~ersuehungen Mlein nieht mSglieh sein. 

DaB am formoffixierten Material die Gewebs-Nadi-l~e~ktion bei Ein- 
hMtung bestimm~er Bedingungen positiv ausfs hatte berMts GR~rr 11 
nachgewiesen. Er fixierte das Gewebe in einer gepuffertert Formol- 
iSsung und fiihrte die Nadi-Reaktion bei 37--500 C und einer Dauer yon 
1/~--1 Std dureh. Eigene Vergleiehsunt, ersuehungen zeigten keinerz 
Untersehied zwisehen Herzmuskelgewebe, welches naeh G~Xrr mit 
gepufferter FormMinlSsung oder aber mit neutrMem Formalin (fiber 
CaCO a aufbewahrt) fixiert worden war. Um die Reaktionsbedingungen 
gegeniiber der Gewebs-Nadi-I~eaktion am frisehen Gewebe mSgliehst 
wenig zu ~ndern, wurde in den eigenen Versuchen auf Erwgrmung der 
Ans~tze verziehtet. Ffir die Durehffihrung der Reaktion bei t~eihen- 
untersuchungen wird man sich sehon aus Grfinden der Zeitersparnis mit 
Vorteil die Erh6hung der Reaktionsgesehwindigkeit der ehemisehen 
Umsetzung dureh Warmezufuhr zunutze maehen kSnnen. 

Ohne auf die Frage der MSgliehkeit einer quantitativen Auswer~ung 
histochemischer Reaktionen am Gewebsschni~ ngher eingehen zu 
wollen, soll doeh darauf hingewiesen werden, dM3 am fixierten Gewebe 
ein aueh nur grober Vergleieh zwisehen versehiedenen Gewebsschnitten 
unm5glieh erscheint, da in den eigenen Versuchen der AusfM1 der lgeak- 
tion am fixierte~l Material sehr unterschiedlich war, obwohl am ent- 
spreehenden Frischgewebe eine augenf~llige Differenz nicht festgeste]It 
werden konnte. 

G. Die Indophenolblau-Reaktion als Fermentwirkung. 
Auf Grund eines ~ngebtich gleich unterschiedlichen VerhMtens der 

oxydasehaltigen Leukocyten bei der Indophenolblau-Reaktion nach 
WIS~:LEm SeH~L~ZE und der Gewebs-Nadi-Reaktion nach Gas gegen- 
fiber Hemmsubstanzen wird im Schrifttum angegeben, es handele sich 
bei der durch die Indophenolblau-l%aktion darstellbaren Oxydase um 
ein grundsiitzlich yon der Gewebs-0xydase des frischen, unfixierten 
Gewebes verschiedenes oxydierendes Agens. Diese 0xydase soll mit 

47* 
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der Myelo-Oxydase ~dentisch sein, welche auch im formoffixierten 
Material mi t  dem Nadi-Reagens reagiert. Wie im vorigen Abschnitt  
gezeigt werden konnte, handelt es sich jedoch nach den eigenen 
Untersuchungen bei ]etzterer nicht um eine yon der Gewebs-Oxydase 
zu unterscheidende katalytisch wirkende Substanz. Die differenten 
F~rbeergebnisse bei der Gewebs -Nad i - ]~eak t ion  im  frischen bzw. 
fixierten Gewebe mul~ten vielmehr im wesentlichen auf die durch die 
Fixierung veri~nderten Reaktionsbedingungen, insbesondere auf die 
ver~nderte DiffusionsmSg]ichkei~ zurfickgeffihr~ werden. Um zu kl~ren, 
inwieweit dieser Befund auch ffir die Indophenolblau-Reaktion zutrifft, 
wurden entsprechende Versuche mit  dieser F~rbemethode am formol- 
fixierten, menschlichen tterzmuskelgewebe angeschlossen. 

Versuchsanordnung. Die verschiedenen Versuehsreihen wurden auch hier 
vol]kommen entspreehend denen des Abschnittes D (S. 719ff.) ausgefiihrt. An 
Ste]le des frischen, unfixierten I-Ierzmuskelgewebes wurde jedoch Material yon 
menschlichen Leichenherzen verwandt, welches etwa 48 Std in 10%igem, neu- 
tralen, w~Brigen Formalin fixiert ~vorden war. Von diesem Gewebe wurden auf 
dem Gefriermikrotom 20 # dieke Schnitte angefertigt und diese zum Anste]len 
der verschiedenen ]~euktionen benutzt. Auf eine eingehende Darstellung der 
einzelnen Versuchsanordnungen kann an dieser Stelle verziehtet werden, da 
dieselben in AbsehnittD ausffihrlich gebracht wurden. Als F~rbemethode 
wurde in Versuchsserie 1 die Reaktion nach WI~KLE~-Sc~vL~ZE mit konzen- 
trierten (1,0%igen) FarblSsungcn, in den iibrigen Versuchsreihen deren Modi- 
fik~tion naeh KATSV~V~ (vgl. S. 715) mit einer verdfinnten LSsung yon Di- 
methyl-p-Phenylendiamin (0,2%) angewandt. Letztere erwies sich ~iir die be~b- 
sichtigten Untersuchungen als vorteflhuft, da info]ge der durch die Anwendung 
verdiinnter :FarblSsungen langsamer abl~ufenden l~eaktion ~Iemmungseffekte 
deutlieher sichtbar gemacht werden konnten. 

Ergebnisse. 
I. Gelcochtes Gewebe. 

I m  gesamten Gewebsschnitt des gekochten Herzmuskels fehlte jede 
Indophenolblau-Granulabildung, Leukocyten kamen somit nicht zur 
Darstellung. In  Vergleichsschnitten yore gleichen, jedoch ungekochten 
Muskelgewebe waren in jedem Gesichtsfeld mehrere Leukocyten durch 
ihre reichlichen Indophenolblau-KSrnchen leicht aufzufinden. 

11. Versuche mit Kaliumcyanid (KCN).  

Zusatz yon  Cy~nkali zur ]~eaktionslSsung verhinderte vollkommen 
die Granulocytendarstellung dutch Indophenolblau, gleichgiiltig, ob 
die Reakt ion nach W I ~ - S C H U L T Z ~  mit  konzentrierten FarblSsungen 
oder deren Modifikation nach KATSV~UMA angewandt wurde. 

Wurden  die Schnittpr~il0ardte mit  1,0%iger KCN-LSsung ffir 15 bzw. 
60min  vorbeh~ndelt, so zeigte die Indophenolblau-Reaktion nach 
5 rain Fiirbedauer ein vSllig negatives Resultat.  Nach einer F~rbezeit 
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yon 40 rain waren bei den 15 min vorbehandelten Gewebssehnitten in 
den Leukoeyten Farbk6rnehen etwa in dem Ausmag aufgetreten, wie 
sie die Vergleichsschnitte bereits naeh einer Rea.ktionszeit yon 5 mia  
aufwiesen. Die diffus hellblaue Anfiirbung der lVfuskelzellerl war etwas 
geringer als in den Kontrollen mit  40 min F~rbedauer. Die 60 rain mit  
1,0%iger Cyanl6sung vorbehandelten Sehnigte gaben naeh einer F/irbe- 
zeit yon 40 min ganz schwaehe Reaktion vereinzelter Leukoeyten. 

Vorbehandlung der Gefriersehnitte mit  0,5 %iger Cyankalil6sung 
ergab fast den gleiehen Befund. Naeh einer F/irbedauer yon 5 min 
fehlte in jedem Fall eine Darstellung der Leukoeyten (Abb, 10 und 11). 
Wurde die ReaktionslSsung 40 rain eimvirken lassen, so fand sieh eine 
wenig st/irkere F/irbung als naeh Vorbehandlung mit  1,0%iger Cyan- 
16sung. 

1 Bei Einwirkung yon/100,~ Mol KCN vor der F/irbung zeigte sieh nach 
5 rain F/~rbedauer eine mw sehwaehe K6rrtelung vereinzelter Leuko- 
eyten. Naeh 40 rain Reak~ionsdauer war die ]n tens i t i t  der F/irbung in 
den eyanbehandelten Sehnittpr~paraten dagegen nur geringffigig gegen- 
fiber den Kontrollselmitten abgesehw/icht. Ffir den Ausfall dieser Ver- 
suche war es gleiehgfiltig, ob die Vorbehandlung 15 oder 60 rain dauert, e. 

I I I .  Versuche mit Sul[ocyanid. 
Versuchsanorclnung. Da Zusatz yon Ammoniumsu!focyanid zur FarblSsung 

nach KATSUNIJXVIA das darin vorhandene ~-Naphthol zur Ausf~tllung brachte, 
wurde an dessen Stelle bei Zusatzversuchen Kaliumsulfocyanid angewand~. Die 
Versuchsreihen mit Vorbehandlung der Schnit~pr~parate dutch Sulfocyanid 
wurden wie in den frtiher beschriebenen Versuchen mit Ammoniumsulfocyanid 
durchgefiihrt. 

Ergebnis. Vorbehandlung der Schnitte mit  einer 0,5- oder 1,0%igen 
Ammoniumsuffocyanidl6sung f/Jr die Dauer yon 15 oder 60 min beeim 
fluBte den l~eaktionsablauf der Indophenolblau-I~eaktion nicht. Die 
Schnitte entspraehen hinsichfli,ch Farbtiefe und Reaktionsart  voll- 
kommen den Kontrollschnitten. Zusatz yon 0,5 oder 1,0 % igem KMium- 
sulfocyanid zur FarblSsung selbs~ schwi~chte die Reaktion der Leuko- 
034en bei 5 rain ~'~rbedauer geringfiigig ab, nach 40 rain F/~rbedauer war 
diese abschw~chende Wirkung nicht mehr eindeutig nachweisbar. 

IV. Versuche mit Kohlenmonoxyd (CO). 
Wurde die l%rbl6sung vor Anstellen der F~rbung fiir 1 rain mit  

CO-haltigem Leuchtgas behandelt, so blieb ein hemmender Effekf auf  
die Indophenolblau-Reaktion aus. Behandlung.  der Schnitte selbst 
fiir 15 rain mit  Leuchtgas lieg die Oxydase-Reaktion der Leukocyten 
fast vSllig verschwinden. Nur  ganz vereinzelt konnten :FarbkSrnehen 
beobachtet werden. Wurde die F~rbezeit auf  40 rain verl~ngert, so 
waren zwar die Muskelfa.sern ~de in den Kontrollen hellblau diffus 
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gefgrbt, jedoch erreichte die Anf~rbung der Leukocyten nicht einmal 
das AusmaB der 5 rain lang gef~rbten Kontro]lschnitte. 

V. Einwirlcung son Schwe/elwassersto// (H~S). 
Vorbehandlung der Schnitte f~ir 10 rain mit ~IeS-Wasser schwichte 

bei einer Fgrbezeit yon 5 rain die Reaktion der Leukoeyten erheblich 
ab. Auch naeh 40 rain Farbedauer war diese Abschwichung noch 

A b b .  10. F o r m o l f i x i e r t e r  ~ e r z m u s k e l .  I n d o p h e n o l b l a u - l ~ e a k t i o n  n a c h  I~A~rSU~-U)IA. 
F a r b e z e i t  5 ra in ,  B e h a n d l u n g  des  S c h n i t t e s  v o r  de r  F ~ r b l l n g  ff i r  15 r a in  m i t  wt l3 r ige r ,  
0,5 %iger  L S s u n g  y o n  K a l i u m c y a n i d .  L e i t z - P a n p h o t ,  L e i t z - O b j e k t i v  40 •  P e r i p l a n -  

Oc l l l a r  10 x .  ( ~ i k r o s k o p - K o n d e n s o r  g e s e n k t . )  

deutlieh zu bemerken. Verlingerung der Einwirkungszeit yon Schwefel- 
w~sserstoff ffihrte zu einer weiteren Hemmung der Reaktion, bis naeh 
4~/~ Std Einwirkung eine F~rbung der Leukoeyten n~ch 5 rain Firbe- 
zeit vollkommen ~usblieb. 

VI. Der Einflufi von 8-Oxychinolin (NC9H60H) au/ die Indophenolblau- 
Real~tion (IR). 

Die in der verschiedenen Art mit 8-Oxychinotin behandelten Schnitt- 
pr ipara te  zeigten iibereinstimmend den gleiehen Farb~usf~ll wie die 
Vergleichschnitte ohne Oxin. Bemerkenswert ist, dal~ auch die mit 
]/40 Mol 8-0xychinolin (3,6270 g 8-Oxychinolin mit 250 cm 3 n/10 HC1 
gelSst und mit dest. Wasser zu 1 Liter ~ufgefiillt) behandelten Schnitte 
keine Hemmung der Reaktion aufwiesen, obwohl durch die LSsung yon 
250 cm 3 n/10 HC1 in 1000 cm a Wasser die Ind0phenolblau-Reaktion fast 
ganz ~ufgehoben wurde, 
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Abb.  11. Verg le ichsschn i t t  v o m  gleichen Gewebe  zu Abb .  10 und  12. A n  Stelle der  Vor- 
behanc l lung  m i t  Cyan  bzwr ttsAsO~ ~71rde de r  Schn i t t  15 rain l~ng' v o r  der  F~irbung in 
des t i l l i e r t em ~Vasser a ~ f b e w a h r t ,  sons t  gleicbe Behand lnng .  L e i t z - P a n p h o t ,  Le i tz -  

O b j e k t i v  40 •  P e r i p ] a n - 0 c u l a r  I0 •  

Abb .  12. Fo rmo l f i x i e r t e r  H e r z m u s k e l .  I ndopheno lb l an -Reak~ ion  nach  J~ATSUNUMA, 
F~,rbezeit  5 rain,  B e h a n d h m g  des Schn i t t e s  v o r  der  F a r b u n g  ffir 60 rain raf t  ges~tt t igter  
w~l~riger L 6 s u n g  yon a r scn ige r  Sfiure. L e i t z - P a n p h o t ,  L e i t z - O b j e k t i v  40 •  Per ip lan-  

Ocu]a.r 10 x .  



738 No~E~r SCHUMS~ELFEDEI~: 

VII. Versuche mit arseniger Siiure (H3AsOs). 

Zusatz von As20 s zur FarblSsung 15schte bei einer F/trbedauer yon 
5 min die Reakt ion der Leukocyten vollkommen aus. Nach einer Fi~rbe- 
zeit yon 40 rain zeigte sich eine derartige Verlangsamung der Indophenol- 
blau-Reaktion, dab in diesen Gewebsschnitten noeh nicht die Farbtiefe 
der Leerkontrollen mit  5 rain Fi~rbedauer erreicht wurde. Wurden die 
Schnittpr/iparate 15 min lang m it arseniger S~ure vorbehandel~, so fand 
sieh eine kaum faBbare Absehw~ehung der Reaktion naeh 5 min 
Reaktionszeit, wi~hrend naeh 40 min eine geringe Verst~rkung zu be- 
stehen semen. Verli~ngerung der HaAs0~-Einwirkung auf 60 rain fiihrte 
zu einer deutliehen Absehwi~ehung der I R  (vgl. Abb. 12), 

Beurteilung der Versuche. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe entsprechen vollkommen denen 
der l~eihe E m i t  Anwendung der Gewebs-Nadi-Reaktion am fixierten 
Gewebe. Damit  besteht nach den eigenen Untersuchungen grunds/~tz- 
lich weder ein Unterschied zwischen der durch Nadi-Reagens fiirbbaren 
oder mit  der Indophenolblau-Reaktion darstellbaren Myelo-0xydase 
der Leukocy~en, noch eine Differenz dieser zur Gewebs-Oxydase des 
unfixierten Herzmuske!s. 

Um die Ubereinstimmung der  verschiedenen Versuchsreihen noch 
einmal deutlich zu machen, wurden die wesentlichen Ergebnisse ver- 
einfacht in Tabelle 1 zusammengestellt. 

Auf Grund des fibereinstimmenden Wirkungsmechanismus der Ge- 
webs-Nadi-t~eaktion und Indophenolblau-Reaktion k6nnte erwartet  
werden, dab die Indophenolblau-geakt ion auch zur Darstellung der 

Tabelle 1. 

Erhitzen auf 100 ~ C . .  

KCN . . . . . . . .  

CO . . . . . . . . . .  
H~S . . . . . . . . . .  
H3AsO ~ . . . . . . .  

NttaCNS bzw. KCNS . 

8-Oxychinolin . . . . .  

W&RBURG- 
~ETLTN~ 

S y s t e m  de r  
AtemfeI 'men te  

Zerst6rung 

tIemmung 

Hemmung 
Hemmung 
langsam 

eintretende 
I-Iemmung 

keine 
Hemming 

keine 
Hemmung 

Gewebs-Nadi -  
R e a k t i o n  

am' unf ix ier~en 
Gewebe 

v611ige 
Hemmung 
Hemmung 
Hemmung 
Hemmung 
langsam 

eintret~ende 
Hemmung 

keine 
Hemmung 

keine 
Hemmung 

Gewebs-N~di-  I Indopheno l -  
R e a k t i o n  Iblau-l%eakt ion 

a m f i x i e r t e n  a m  f i x i e r t e n  
Goweb e Gewebo 

v611ige 
Hemmung 
Hemmung 
Hemmung 
Hemmung 
langsam 

eintretende 
Hemmung 

keine 
Hemmung 

keine 
Hemmung 

vSllige 
ttemmung 
Hemmung 

Hemmung 
Hemmung 
langsam 

eintretende 
Hemmung 

keine 
Hemmung 

keine 
Hemmung 
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Gewebsoxydase am unfixierten Herzmuskel geeignet sei. Allerdings 
wfirde man dann nicht im optimalen p~-Bereich der Oxydase arbeiten, 
wSe die Untersuchungen yon G~XFF 11 zeigten. Bei daraufhin angestellten 
Versuchen ergab sieh jedoch eine Schwierigkeit ganz anderer Art. Der 
relativ hohe Gehalt der FarblSsung an Alkali maeerierte das unfixierte 
Gewebe auBerordentlich schnell. Aber trotzdem zeigten Schnittpriipa- 
rate, welche nur sehr kurze Zeit mit der ReaktionslSsung nach WI~KLE~- 
SC~CLTZE zusammengebracht wurden, vor ihrer vSlligen AuflSsung an 
der Oberfl~che derart kompakte Indophenolblau-Massen, da6 nur aa 
nieht gut ausgebreiteten Schnitten, und zwar an den mit der FarblSsung 
nicht unmittelbar in Bertihrung geratenen Stellen einzelne Herzmuskel- 
fasern beobachtet werden konnten. Hier ergab sich fast das gleiche Bild 
wie bei der Gewebs-Nadi-Reaktion am frischen, unfixierten Herzmuskel 
mit feinsten, dunkelb]auen FarbkSrnchen in der typischen, perlschnur- 
artigen Lagerung. Wurden verdiinnte FarblSsungen (nach KATSU- 
~UMA ~2) angewandt, so konnte eine Granuladarstellung bis zum Ein- 
tr i t t  der vSlligen Maceration der Schnittpr~parate nieht beobachtet 
werden. 

Die bisherigen eigenen Versuche fiber den Reaktionsmechanismus 
der Oxydase-Reaktionen nnter Verwendung yon Dimethyl-p-Phenylen- 
diamin in Verbindung mit ~.-Naphthol zeigen, dal3 in jedem Fall, gleieh- 
gfiltig, ob alkalische oder nach GnXFF gepufferte LSsungen verwandt 
werden, oder ob die Ausfiihrung der Reaktion am unfixierten oder 
fixierten Gewebe erfolgt, die F~rbung am gesunden Herzmuskel und 
den im Gewebe vorhandenen Leukocyten (gleiehgfiltig, ob frei im Ge- 
webe oder in den Blutgef~13en und Capillaren des Gewebes) eine t~eak- 
tion des WARBVl~O-KEILI~--Systems der Atemfermente der Zelle, des 
Cytoehromoxydase-Cytoehrom-Komplexes darstellt. Wenn Llso~ is der 
Ansicht ist, es besttinden bei der Gewebs-Nadi-l~eaktio~ durch Cyan 
und Hitzeeinwirkung nicht hemlnbare Anteile, so trifft dies ftir den 
gesunden Herzmuskel und aueh ftir die Leukoeyten nieht zu. Allerdings 
schliel~en die bisherigen eigenen Untersuchungen nieht aus, da6 mSg- 
ticherweise in anderen Organen oder im pathologiseh ver~nderten Ge- 
webe ein nicht auf Cytochromoxydase-Cytoehrom zuriiekffihrbarer 
Reaktionsanteil beobachtet werden kSnnte. Hierfiir spricht sogar eine 
bisher als Nebenbefund gewertete eigene Beobachtung. Wurde n~mlich 
die Gewebs-Nadi-Reaktion an Herzen durchgeftihrt, in denen intra- 
cellular Lipofusein als Abniitzungspigment gefunden werden konnte, 
so t ra t  regelm~6ig eine Mitf~rbung der Lipofuscingranula ein (vgl. 
Abb. 2, S. 717). Auch dann, wenn naeh Alkoholfixierung des Herz- 
muskels keine Indophenolblaugranu]a dargestellt werden konnten, 
blieb die F~rbung des Lipofuseins erhalten und war hier besonders 
scharf und deutlieh ausgebilde~. Die FarbtSnung der mitgef~rbten 
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Lipofuseingrunula war ~Lhnlieh wie die der Oxydase-KSrnehen dunkel- 
blau, im Gegensatz zur violetten F~rbung des Fettgewebes. Naeh der 
fibliehen Auffassung, welehe auf Untersuehungen yon DIETRICH 7 
zurfiekgeht, miigte es sieh bei dieser Mitf~rbung der Lipofuseingranula 
um einen sekund~ren Effekt handeln, indem das bei der Zellreaktion 
fermentativ gebitdete, lipoidlSsliehe Indophenolblau sieh in einem 
zweiten Sehritt in den Lipoidstoffen der Lipofuscink6rnehen 16sen 
wfirde. Allerdings soll meinerseits an dieser Stelle nieht behauptet  
werden, dug die in den Zellen auftretenden Indophenolblau-KSrnehen 
in jedem Fall feinste Fett- oder LipoidtrSpfehen darstellen, welehe sieh 
mit dem fermentativ gebildeten Farbstoff imprignieren wtirden. Dieser 
yon DI~TI~ICH eingenommene Standpunkt war Anlag zu einer bis heute 
noeh nieht abgesehlossenen Diskussion fiber die Natur  der Granula. 
Von anderer Seite wurde n~mlieh angenommen (ScI~ULTZE s, KATSU- 
NlnUi i2, GI~XFF n u.a.),  es handele sieh um vorgebildete Ferment- 
granula. Die yon beiden Seiten ins Feld geftihrten Argumente sind je- 
doeh nieht geeignet, diese Frage endgiiltig zu entseheiden. Aueh die 
Untersuehungen yon MAGI~I s~ kSnnen dieses Problem wenig f6rdern, 
denn sie zeigten lediglieh, dug versehiedene Bedingungen (W~trme, 
Formalin), die die Oxydase-Reakt.ion hemmen oder verhindern, in 
keiner Weise die F~rbung yon Fetten und Lipoiden abgndern. Aueh 
der gerund, dab unter experimentellen Versuehsbedingungen wie Er- 
stiekung und Blutleere eine deutliehe Vermehrung der Indophenolbluu- 
Granula in den Granuloeyten auftri t t  (MAGRI), ohne da2 gleiehzeitig 
die sudanf~rbbaren KSrnchen der Leukoeyten zunehmen, sprieht nieht 
fiir das Vorhandensein yon vorgebildeter Fermentgranu]a, sondern ist 
lediglieh als Anhalt ffir die Annahme einer versehiedenen Genese der 
beiden K6rnehenarten zu wei'ten. Sieher ist nach diesen Versuchen nur, 
dag die Indophenolblau-KSrnehen aueh dort auftreten kSnnenl wo bei 
Sudanfiirbung keine LipoidtrSpfehen mehr naehweisbar sin& Aber 
dies zeigten sehon die Untersuehungen yon DI~TRIC~. Daraus den 
Sehlug ziehen zu wollen, es handele sieh in jedem Fall bei den Indo- 
phenolblau-Granula nieht um Fett- oder Lipoidtropfen, geht zu welt, 
da seit langem bekannt ist, dab sieh ein Teil des Zellfettes dem Naeh- 
weis dureh,  die fib]ichen Fettf~rbemethoden entzieht (DIETtCICH). 
Wesentlicher seheint mir ein Befund yon KATSUNUMA, der anseheinend 
den Naehweis bringen konnte, dab sieh bei der supruvitalen Eisen- 
reaktion in den Zellen Eisengranula beobaehten lassen, die in ihrer 
Lokalisation mit den Indophenolblau-K6rnehen bei der Gewebs-Nadi- 
Reaktion fibereinstimmen. Weitere Untersuehungen zur Kliirung 
dieser Frage sind erforderlieh. Wenn auch DIET~IC~ die Furbgranulu 
als sekundi~r gef~rbte, feinste Fett tr6pfehen unsprieht, so h~lt er die 
Bildung des Farbstoffs selbst in der Zelle doeh ffir einen fermentutiven 
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Vorgang. Trotz der gegenteiligen Ansichten y o n  HOLLANDE 22, ~E- 
NESOW 19 U.a. mul~ auf Grund der eigenen Versuche die eigentliche 
farbbildende Reaktion auf Fermentudrkung, und zwar auf die Tiitigkeit 
der zelleigenen Atemfermente (Cytochromoxydase-Cytoehrom) zuriick- 
gefiihrt werden. Die bisherigen eigenen Untersuchungen kSnnen jedoch 
keinen Beitrag zur L6sung der Frage bringen, ob es sich bei den Farb- 
kSrnchen um vorgebildete, mit Farbstoff  beladene Fermentgranula 
oder aber feinste LipoidtrSpfehen handelt, welche dann die Grundlage 
der Farbk6rnchenbildung bieten wfirden. 

H. Die Bede utung yon Fetten und Lipoiden bei der Gewebs-:~:adi-Reaktion 
des gesunden nnd des krankhaften ver%tteten Herzmuskels. 

Indophenolblau stellt infolge seiner Lipoidl6slichkeit einen sehr 
guten Fettfarbstoff dar. In einer Kritik an der schon frfiher (S. 708) 
genannten Arbeit yon DIETRICH und LIEBERMEISTER 5 wies bereits 
1903 M~srER 6 auf diese Tatsache him DIETRICg und LIEBERMEmTER 
bat ten bei Verwendnng yon frisch angesetzter, schwach alkalischer 
L6sung yon c~-Naphthol und Dimethyl-p-Phenylendiaminchlorhydrat 
bei einer l~eihe yon Bakterien im Zelleib blaue K6rnchen darstellen 
k6nnen. Sie nahmen als oxydationsbeschleunigenden Faktor  ein oxy- 
dierendes Ferment an, welches vielleicht in den KSrnchen selbst 
lokalisiert sei. Auf Grund der Krit ik yon MEYER und der inzwisehen 
ver6ffentlichten Arbeit yon WINKLER 4 stellte DIETRICII 7 erneut Unter- 
suchungen fiber die Indophenolblau-Granula an. Im Gegensatz zur 
stark alkalischen L6sung WI~KLERs wurde jedoch yon DIETnICH eine 
nur schwach alkalische Farbl6sung (in 0,5% Soda) angewandt. Bei 
Untersuchung yon frischem Nierengewebe mit st~rkerer parenchyma- 
t6ser Trfibung und auch schon erkennbaren Fetteinlagerungen sah er 
bereits makroskopisch an den Pr~paraten eine verschieden intensive 
Fiirbung. Mikroskopisch war das Protoplasma der ,,degenerierten" Harn- 
kanglchen erffillt mit feineren oder grSberen blauen KSrnchen, w~hrend 
die noeh nicht ver~nderten Kan/~lchen eine leichte, staubf6rmige KSrne- 
lung darboten. Bei Anwendung der Sudanf~rbung nach Fixierung des 
Pri~parates entsprach in den meisten F~llen diese Fettfi~rbung in ihrer 
Ausdehnnng derjenigen der intensiven Blanreaktion naeh e-Naphthol + 
Dimethyl-p-Phenylendiaminchlorhydrat.  In einigen F~llen ging die 
Anhi~ufung feiner, aber seharf blauer Farbk6rnehen fiber die Sudan- 
f~rbung hinaus. GrSgere Fet t t ropfen f~rbten sich im Gegensatz zu den 
feineren violett. 

Da die Farbstoffbildung im Gewebe viel raseher als in reiner L6sung 
auftrat  und die Gewebsreaktion durch lgngeres Liegen der Organe 
oder dureh Fixierung abgeschw~cht wurde, kam DIETRmH ZU der An- 
sieht, die Farbstoffbildung selbst gehe auf Grund fermentativer Wirkung 
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vor sich, j edoch wfirde der gebildete Farbstoff  vom Zellfett aufgenommerL 
und die mikroskopisch sichtbaren Granula seien dementsprechend 
nicht als Fermentgranula,  sondern als feinste Fett trSpfchen aufzufassem 
LIsoN is ist, wie bereits frfiher erwghnt, der Meinung, es handele sich bei 
der Nadi-Reaktion nur zum Tell um eine Fermentreaktion, ein weiterer 
Teil der Oxydation zu Indophenolblau wfirde yon an der Luft  oxydierten~ 
ungesgttigten Fettsguren des Gewebes 'bewirkt. 

Schliel31ich sell an dieser Stelle noch erwghnt werden, dab REME- 
SOW lS auf Grund yon in vitro.Versuchen zu einer zumindest sehr ein- 
seit!gen Ansicht fiber den Mechanismus der Nadi-Reaktion gelangteo 
Bei Tierversuchen fiber den Lipoidstoffweehsel hat te  er nach par- 
enteraler Einffihrung kolloidalen Cholesterins beobaehtet, da~ neben 
Cholesterinanhgufungen in den Gefgi~lichtungen stgndig Leukocyten- 
ansammlungen zu linden waren. Bei Anwendung d e r  Gewebs-Nadi= 
Reaktion gelang es nicht, die Leukocyten sicher yon den ebenfalIs ge- 
fgrbten Cholesterinmassen zu differenzieren. Diese Beobachtung ver- 
anlaBte I~EMESOW zur Durchffihrung yon t~eagensglasversuchen. 
tt ierbei ergab sich, dal3 Cholesterin und Cholesterinsol mit  Nadi-Reagens 
eine Blaufgrbung zeigte. Bestrahlung des Cholesterins im ultravioletter~ 
Licht verstgrkte nach seinen Angaben die Blanfgrbung. In  den yon i h m  
in seiner Arbeit gebrachten Tabellen werden wohl Versuche an ver- 
schiedenen CholesterinlSsungen (alkalische und saute ChloroformlSsung, 
alkoholische LSsung) mit  der des festen Cholesterins oder des Chole- 
sterinsols verglichen, es fehlen jedoch Kontrollversuche mit  Nadi- 
Reagens ohne Zusatz. Auf Grund seiner Versuche glaubte I~EMS, SOW 
berechtigt zu sein, den Ausfall der Gewebs-Nadi-Reaktion ausschlieB- 
lieh auf eine kata]ytische Wirkung des Cholesterins der Zellen und 
Gewebe zurfickffihren zu kSnnen, wobei die Granulabildung in den 
Ze]len einen Ausflockungsvorgang kolloidalen Cholesterins des Gewebes 
darstellen sollte. 

Eigene Yersuehe. 

I. Versuche mit Fett, OIsgure, Lecithin und Cholesterin in vitro. 
1. gersuchsanordnung. Gleichartige Seidenpapierstiickchen wurden mi6 

a) alkoholischer, ges~ttigter CholesterinlSsung (Cholesterinreinst, krist .... Merck"), 
b) alkoh01ischer, gesgttigter LeeithinlSsung (Lecithin ex eve ,,Merck"), c) mif~ 
in der Wgrme verfliissigtem Lecithin ex eve, d) mit Olsgure und e) mit aus- 
gelassenem, menscMichem Fett aus subcutanem Fettgewebe imprggniert und an 
der Luft getrocknet. Als Kontrolle dienten gleiche Seidenpapierstiiekchen ohne 
Vorbehandlnng. Diese Papiere kamen sodann in das gleiche ~adi-Reagens. 

Ergebnis. Nach einer Fgrbedauer yon 25 rain hat te  sich das un- 
behandelte Seidenpapier (Kontrolle) schwach diffus blau gefgrbt. Die 
gleiche schwache Fgrbung zeigten die mit  ()lsgure und Cholesterin ge- 
t rgnkten Papiere. Auch das mit  verflfissigtem Lecithin imprggnierte 
Seidenpapier wies keinen Unterschied in der Fgrbung zu den Kontrollen 
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auf .  E i n e  eben merkba re  dunklere ,  mehr  b lauv io le t t e  Anfi~rbung konn te  
a n  dem mi t  a lkohohscher  Leci th in lSsung vo rbehande l t en  Pap ie r  beob- 
achs werden,  w/~hrend das  menschl iche F e t t  in dem Pap ie r  e) deut l ich  
~st/~rker b l auv io le t t  gef/~rbt war.  Verl/~ngerung der  F/~rbezeit war  ohne 
Einf luB au f  den Ausfal l  der  F/~rbung in den verschiedenen Versuchs- 
gns~tzen.  

2. Versuchsanordnung. Drei l~eagensgl/iser wurden mit je 5,0 cm a einer frisch 
:angesetzten Nadi-LSsung beschickt. Reagensglas a enthielt eine Messerspitze 
kolloidalen Cho]esterins (,,tteyden"), Glas b eine Messerspitze Cholesterin reinst, 
krist.  (,,Merck"), w/~hrend ]~eagensglas e als Vergleich ohne Zusatz blieb. Die 
G1/~ser standen dann 2 Std bei Zimmertemperatur. Ein Vergleieh der ]~'arbungen 
nach 2 Std unmitte]bar in den angesetzten LOsungen war nieht m6glich, da 
<lurch den Zusatz yon kolloidalem Cholesterin die Lichtdurchl~issigkeit dieses 
:RShrchens yon derjenigen der anderen unterschiedlich war. Daher wurden nach 
2 Std je 5,0 cm 3 Toluo] zugegeben und die RShrehen so lange geseh/ittelt, bis das 
gesamte Indophenolblau in das Toluol fibergegangen war. Diese fiberstehenden 
L6sungen wurden sodann verglichen. 

Ergebnis. Die st/~rkste Fa rbs to f fb i l dung  zeigte die Leerkontrot le .  
E t w a s  schw/tchere F~ rbung  war  nach  Choles ter inzusatz  erfolgt  und  
a m  schw~ehsten war  die Indopheno lb lau -Bi ldung  im RShrchen  mi t  
Zusa tz  yon  kol lo idalem Cholesterin.  

3. Versuchsansatz. 20 g Gelatine (in Sehuppen, ,,Merck") wurden mit 60 g 
dest. Wasser versetzt und im W/~rmeschrank bei 600 C verfliissigt. Die Gelatine- 
16sung wurde in 3 Portionen geteilt. Teil a blieb ohne Zusatz, Tell b erhielt 
einen Zusatz yon Cholesterin reinst, krist. (,,Merck") und Tell e einen solchen yon 
kolloidalem Cholesterin ,,tIeyden". Die Proben wurden durch Schiitteln gut ge- 
miseht und dann jede in B]6cke gegossen, l~ach dem Erkalten wurden yon den 
erstarrten B15cken auf dem Gefriermikrotom 40# dieke Sehnitte hergestellt 
und diese dann ffir die Dauer yon 25 rain in frisch hergestelltem I~adi-Reagens 
gefarbt. 

~Ergebnis. Trotz  makroskopJsch s ich tbare r  Kr i s t a l l e  yon Cholesterin 
bzw. Schlieren des le icht  ge]blichen kol lo idalen  Cholesterins in den 
Schn i t t en  war  der  F/~rbeversuch in allen Pr/~paraten v611ig ergebnislos.  
S/~mtliche Gela t ineschni t t e  (auch in gleicher St/~rke die Kont ro l len! )  
ze ig ten  sehr schwache,  gleichm~l~ige, diffuse, hel lblaue F~rbung.  

4. Versuchsanordnung. Entsprach, abgesehen yon einem Eisenchloridzusatz 
(FeC13) zur Gelatine, der vorhergehenden. 

Ergebnis. Auch  hier  wiesen Kon t ro l l en  und  Versuchsschni t te  in 
gleicher  Weise  nnd  St/ irke eine schwache,  diffus he l lb laue  Verf~rbung 
t ier  Gela t ine  auf. Zusa tz  von kr i s ta l l i s ie r tem oder  kol lo idalem Chole- 
s te r in  verEnder te  diescn Befund  nicht .  

Schlu[3/olgerungen. 
Die eigenen Versuche e rgaben  ke inen  A n h a l t  dafiir,  dab  Cholesterin,  

kol loidales  Cholesterin,  01s/~ure, Lec i th in  oder  menschl iches  F e t t  im 
Model lversuch in der  Lage  sind, I n d o p h e n o l b l a u  aus ~ -Naph tho l  und  
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Dimethyl-p-Phenylendiamin zu synthetisieren. Zusatz yon Ferri- 
Ionen zum kristallisierten oder kolloidalen Cholesterin war ohne EinfluB. 
Die dargestellten Ergebnisse stehen im Widerspruch zu denen v o a  
RE~ESOW 19, tier aus  seinen Untersuchungen schlieBen zu kSnnerL 
gtaubte, es handele sich bei der Gewebs-Nadi-geaktion um einen durch 
kristallisiertes oder kolloidales Cholesterin katalysierten oxydative~ 
Vorgang. Wie bereits frfiher betont,  fchlen in der Untersuchung vort 
RE~ESOW Vergleichsuntersuehungen mit  Leerkontrollen. Aus diesem 
Grund ist es unmSglich, Aussagen fiber die Ursachen der anscheinend 
unterschiedlichen Versuchsergebnisse zu maehen. 

Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen an 0lsi~ure wider- 
sprechen auch der Ansicht von LisoN ~s, es seien ungesi~ttigte Fet t -  
s~uren an der Nadi-Reaktion beteiligt. Sodann konnten die Unter- 
suchungen an Lecithin und menschliehem Fet t  zeigen, dab diese Stoffe 
als unmittelbare Reaktionsteilnehmer der Indophenolblau-Synthese 
auBer Betraeht  bleiben k6nnen. 

Die eben genannten eigenen Befunde stehen in gutem Einklang mi t  
dem Ausfall der frfiheren Versuchsreihen fiber die Fermentnatur  des 
Oxydationskatalysators der Indol0henolblau-Synthese bei der Gewebs- 
Nadi-Reaktion und indophenolblau-l~eaktion. An dem untersuchter~ 
tterzgewebe fand sich niemals eine Reaktion, welche nicht durch Er- 
hitzen, Cyankali und andere Fermentgifte gehemmt worden wi~re. So 
fiel auch insbesondere die sekundi~re Anf~rbung yon vorhandenem Fett-  
gewebe in Hemmungsversuchen jedesmal wesentlich schw~cher aus 
oder unterblieb ganz. 

II .  Histochemische IndophenoIblau-Synthese und -Speicherung 
bei Herzmuskelver/ettung. 

Ffir die Untersuchung verfetteten tIerzmuskelgewebes wurde ein 
entsprechender Fall aus dem Sektionsgu~ des Pathologischen Inst i tu ts  
der Universit/~t Mfinster ausgewghlt. Die Untersuchung des Herzens 
mittels der Gewebs-Nadi-Reaktion erfolgte am Tage der Obduktion, 
wi~hrend die Fgrbungen am fixierten Material Slogter vorgenommen 
wurden. 

Sekt.-Nr. 73/48. Maria W., 27 Jahre; gest. 30. 3.48; sez. 1.4. 48. (Obduzent: 
Dr. WE~ZEL.) 

Pathol~ogisch-anatomische Diagnose (gekfirzt). lqecurrie~'ende, polypSs-ulcerSse 
Endokarditis der Aortenklappen, mit Verwachsungen abgelaufene Endokarditis 
der Mitralis. VerrukSse Endocarditis parietalis des linken Vorhofes. Erheblicho 
l-Iypertrophie des tIerzmuske]s. Dilatation sgmtlicher HerzhShlen unter beson- 
deter Bevorzugung der linken Herzh~ilfte. Trtibe Schwellung und feintropfige 
Verfettung des Iterzmuskels, abgelaufene und frische Myokarditis. 

Selctionsbe/und des Herzens (ge!dirzt). Die Ventrikel und VorhS~e, besonders 
auch die Herzohren, sind stark erweitert und mit Cruorgerinnsel geffiIlt. Die 
Herzmuskulatur ist in allen Abschnitten verdickt (Muskeldicke: rechter Vorhof 
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bis 0,6 era, rechte Kammer bis 0,7 cm, linke Kammer bis 1,2 cm). Auf dem frischen 
Schnit~ zeigt der Herzmuskel gelblich-rotbraunes, fleckiges Aussehen. Die Pa- 
pillarmuskel weisen deutliche Tiegerung auf. Das Endokard ist im Bereich der 
Aortenklappen aufgelockert nnd verdickt, zum Tell mit polyp6sen Auflagerungea 
versehen, zum Teil uleer6s zerfallen. Daneben finden sieh Klappenverwach- 
sungen und Verdiekungen der Sehnenf/~den an der Mitralklappe sowie weiBliehe 
Verdiehtungen und nieht abstreifbare, warzenartige Auflagerungen. 

Histologische und histochemische Untersuchung des Herzmuslcels. 
Die Hiimatoxylin-Eosinfiirbung des Papillarmuskels der linken, tterzkammer 

zeigt das mikroskopisehe [Bild eines I-Ierzmuskels mi~ zalllreiehen, disseminierten, 
vernarbten, kleinen Sehwielen. Die Capillaren des tIerzmuskels sind erweitert, 
das Endothel derseiben gequollen; die Endothelzellen zeigen Aktivierung, ebenso 
das subendotheliale, mesenehymale Gewebe. Das Protoplasma der Herzmuskel- 
fasern weist an Stellen einer Verfettung die hierfiir typisehe, wabige Struktur auf. 
Im ganzen sind die verietteten Bezirke bei der tI&matoxylin-Eosinf/irbung blau- 
violett gefiirbt, gegenfiber der mehr rotvioletten TSnung der nieh~ .verfetteten 
Zellbezirke. Diese relativ geringe Basophilie der verfinderten I-Ierzmuskelfasern 
ist nieh~ an allen Stellen gleieh deutliek ausgepr~gt und geh~ kamn fiber den 
Bereieh der dutch die Fetttr6pfehen bedingten wabigen Struktur hinaus. 

Bei Anwendung der Nudan/iirbung mit der iibtiehen F/~rbezei~ yon 60 rain 
heben sieh berei~s bei sekwaeher Vergr6Berung die verfet~eten Bezirke dureh ihre 
orangegelbe, massive F~trbung yon den fibrigen, nut sehwaeh gelF gef/~rbten 
Gewebspartien ab. Bei st~rkerer Vergr6Berung wird deutlieh, dab alle Muskel- 
fasern mehr oder weniger intensiv den Farbstoff angenommen haben. Die bereits 
mi~ der I-Iamatoxylin-Eosinfarbung dutch ihre wabige Protoplasmastruktur als 
verfetteg anspreehbaren Partien zeigen eine grobtropfige Verfett.ung, welehe zum 
Tell allm~hlieh im Verlauf der Muskelfaser in eine immer feintropfiger und sehlieB- 
lieh st~ubfSrmig werdende Fettdarstellung fibergeht, zum Tell aber an Glanz- 
leisten hal~maeht. Jenseits der Glanzleiste sind in diesen Fallen dann nur staub- 
fSrmige, sudanf~rbbare Tr6pfehen festzustellen. 

F/trbung mit NilblausulJat (Differenzierung in 1%iger Essigs~ure) zeigte bei 
einer F/~rbedauer yon 30 min eine rote F/irbung der gr6beren Fe~ttropfen, w&hrend 
die noeh mit Sudan darstellbaren feineren und staubf6rmigen Granula tiefblau 
gef~rbt waren. Wurde jedoeh die F/~rbezeit verl~tngert (his zu 41/e Std), so v~rden 
aueh die feineren TrSpfehen in immer st/trkerem AusmaB rotviolett (in einzelnen 
Sehnitten sogar rot) gef~irbt. 

Als Nebenbefund ist zu erwfihnen, dab in einzelnen grobtropfig verfetteten 
Bezirken mit im allgemeinen toter F/~rbung der Tr6pfehen jeweils eine seharf 
abgegre_nzte Muskelfaser gefunden wurde, in weleher die groben Fetttropfen voll- 
kommen hellblau gef~rbt waren (Abb. 13). In den beobaehteten F~llen war die 
Grenze dieser hellblau, gef~trbten, verfetteten Zellbezirke wie in der Abbildung 
an der einen Seite seharf yore nieht betroffenen Protoplasmagebiet abgegrenzt, 
wahrend an der anderen Seite ein alhn/ihlieher Ubergang festzustellen war. 

Die tSarbung der Sehnittpri~loarate des f ix ier ten Gewebes mi t  alko- 
holiseher Indophenolblau-L58ung braehte  bei Fgrbezei ten bis zu 3 Std 
nu r  eine re la t iv  sehwaehe blaue (nieht rotviolet te!)  F/ t rbung der gr6- 
beren Fe t t t ropfen .  

Die Gewebs-2gad~-t~ea/ction" am frisehen, unf ix ie r ten  Gewebe zeigte 
naeh 25 rain F~rbezei t  reiehlieh vorhandene,  s tark  b lau  gefg~rbte Leuko- 
eyten. Am ){uskelgewebe selbst setzten sieh die sieher verfe t te ten  
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Bezirke scharf gegeniiber den bei Sudan- und Nilblausulfatfi~rbung 
nur staubfSrmig granulierten Zellen durch den unterschiedlichen Farb- 
ton der Fiirbung ab. Die grSberen und auch feineren Tropfen f~rbten 
sich violett, wghrend die staubfSrmigen Granula dunkelblau gefgrbt 
waren. Im Bereich der grSberen Tropfen fehlte im iibrigen auch die 
sonst feststellbare diffuse Blaufiirbung des Zellplasmas. Wurde dem 
Nadi-Reagens Cyankali zugesetzt, so zeigte sich nach einer F~rbezeit 

Abb. 13. t~erzmuskelverfet tung (Papi l larmuskel  4es l inken Ventrikels). Nilblausulfat-  
Fhrbung (F~rbe4auer 30 rain). Innerhalb  eines leuchtend rot  gef~rbten, ~erfet te ten 
Gewebsbezirkes eine Muskelzelle mi t  helIblau geffirbten, verh~ltnism~ii3ig groben Fet t -  
t ropfen (dutch Linien eingerahmt).  I~eitz-Panphot, Lei tz-Objekt iv  40 • Periplan-  

Ocular 10 x ,  Griinfilter.  

yon 25 min eine zwar erheblich schwi~ehere, aber immerhin noch deutlich 
feststellbare Fi~rbung der grSberen, ohne Cyanzusatz violett gef~trbten 
Fetttropfen in schwach blauvioletter TSnung, jedoch blieben die feinsten 
Granula wie auch einzelne grSbere vollkommen ungefgrbt (Abb. 14 
und 15). Bei Verl~ngerung der F~rbedauer bis zu 3 Std ergab sich 
schlie~lich, zwar wesentlich abgeschwi~cht, auch eine Darstellung der 
feinsten, staubfSrmigen TrSpfchen, allerdings nun nicht mehr in rein 
blauer FarbtSnnng, sondern im Gegensatz zur Nadi-Reaktion ohne 
Zusatz yon KCN mehr in violetter Fi~rbung. 

Die mit Sudan, ~qilblausulfat und Nadi-Reagens (mit und ohne 
Cyan) darstellbaren feinsten und auch grSberen Granula wiesen ebenso 
wie die Indophenolblau-KSrnchen am gesunden tterzmuskel eine Lage- 
rung paralle ! zu den ~[uskelfibrillen auf. Seltener, fast nur in den grob- 
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Abb. 14. Herzmuskelverfettung, Gewebs-Nadi-l~eaktion (F&rbeclauer 25 rain). 
Leitz-Panphor Leitz-Objektiv &0 • Ocular ~ • 

Abb. 15. Herzmuskelverfet~ung. Gewebs-Nadi-]~eaktion unter Zusatz yon Cyankali 
(F~rbedauer 25 rain). Der ~iikroskopkondcnsor wurde zur besseren Darstellung tier 

Zellstruktur herabgeschraubt. Leitz-Panphot, Leitz-Objektiv 40 • Ocular 4 • 

~ropfig v e r f e t t e t e n  Bez i rken ,  w u r d e  an  Ste l le  d ieser  p e r l s c h n u r a r t i g e n  

A n o r d n u n g  in  R e i h e n  e ine  vSllig u n r e g e l m ~ ] i g e  L a g e r u n g  g e s eh en .  

Virchows Archiv. Bd. 317. 48 
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Wurde die Indophenolblau-Reaktion nach WINKLER-SCHULTZE ~uf 
dem 0bjekttr&ger an Schnittpr~paraten anges~ellt, welche vom frischen, 
unfixierten Gewebe nach SCttULTZ-BP~AUNS 24 (vgl. auch S. 714) ge- 
schnitten worden waren und unmittelbar yore tiefgekfihlten Mikro- 
tommesser auf den 0bjekttrager  ~ibertragen und dort mit 10%igem 
Formalin kurz fixiert wurden, so ergab sich neben der iiblichen Leuko- 
eytendarstellung in diesen Schnitten eine mehr rotvi01ette F~trbung 
der grSberen Fetttropfen, w~hrend die staubfSrmigen und feineren 

Abb. 16. tterzmuskelverfettung. Indophenolbla~-Reaktion nach WINKLER-ScHuLTzE. 
F~rbezei~ 2 Std. Leitz-Panphot, 0]imraersion 1,8 ram, Periplan-Ocular ~ • 

Granula mehr graublau gef/irbt waren. An Schnittpr~paraten yon 
nach iiblicher Art in 10%igem, neutralem Formol fixiertem Gewebe 
zeigte sieh nach der Indophenolblau-Reaktion (Abb. 16) bei einer 
Fgrbedauer yon 5 min eine rotviolette Darstellung s~mtlieher TrSpf- 
then, die feineren und feinsten Granula waren dabei etwas blaustichiger 
als die gr6beren Tropfen. Verlgngerung der Fi~rbezeit bis zu 3 Std be- 
wirkte eine intensivere Anfgrbung aller TrSpfchen, wobei gleichzeitig 
eine Verschiebung des Farbtones yon Violett. zu Blau bemerkbar war. 
So zeigte sich naeh 40 rain noch eine rotviolette Fs der grSberen 
Tropfen, wghrend die feineren bereits rein blau gefgrbt waren. Naeh 
3 Std land sioh dann auch eine Blauf~rbung der grSBeren Fetttropfen. 

Die Gewebs-Nadi-Realction am ]ixierten Gewebe unterschied sich 
nicht wesentlich yon der Indophenolblsm-Reaktion. Allerdings t ra ten 
infolge der erheblich schw~cheren diffusen Anfarbung des Protoplasmas 
die FarbkSrnehen sehr viel deutlieher hervor (Abb. 17). 
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Um einen lJberbliek zu gewinnen, inwieweit das Bild der Indo- 
phenolblau-Synthese am verfetteten t terzmuskel dutch die Fettein- 
lagerung beeinfluBt wird, wurden entspreehende Sehnittpr~Lloarate vor 
Anstellen der l%aktionen entfettet.  Ffir die Durehftihrung der Ent-  
fettung war eine vorherige Fixierung des Gewebes unbedingt erforder- 
]ieh, da sonst die Gewebseiweil3e w~hrend des Aufenthaltes der Sehnitte 
in den LSsungsmitteln koaguliert und in einem unkontrollierbaren 

Abb.  17. H e r z m u s k e l v e r f e t t u n g .  G e w e b s - N a d i - R e a k t i o n  a m  formolf ix ier~en Gewebe.  
F ~ r b e d a u e r  2 Std_. L e i t z - P a n p h o t ,  01 immers ion  1,8 ram,  Pe r ip l an -Ocu l a r  4 •  

Ausmag geschrumpft w~ren. Eine Entfet tung friseher Schnittpr~pa- 
rate ohne Beeinflussung der Gewebselemente war unter den gegebenen 
Verh~ltnissen nieht mSglieh. 

Versuchsanordnung. 20 # dieke Gefrierschnitte yon in 10%igem, neutralem 
Formalin fixiertem Herzmuskelgewebe (Sekt.-Nr. 73/48) wurden fiber die auf- 
steigende Alkoholreihe (50, 70 und 96%) in "4ther gebracht. Naeh einer Ein- 
wirkungszei~ des A~hers yon 30 rain kamen die Sehnitte fiber die gleiehe, jetzt ab- 
steigende A]koholreihe in W~sser und wurden anschliegend mit Nilblausulf~t, 
der Indophenolbl~u- und der Gewebs~Nadi-]~eaktion gef~rbt. 

Ergebnis. Bei Anwendung der Nilbl~usulfatf~rbung am enffetteten 
Schnittpr~parat  fehlten die Fe~ttrS10fehen , an deren Stelle waren heller 
Nan gef/~rbte Vaeuolen im Zellplasma getreten, wodurch das sonst 
diffus blau gefgrbte Protoplasma eine wabige Struktur  erhielt. Am 
entfe~teten Schnitt wurde nun aueh das dunkelblau gefi~rbte Lipofusein 
siehtbar, welches vorher dutch die Fet t t ropfen iiberdeekt worden war. 

48* 
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Wurde an den entfetteten Schnitten die Indophenolblau-Reaktion 
Bach WINKLER-ScHuLTZE angestellt, so zeigte sich nach 2stfindiger 
F~irbedauer eine diffus hell- bis mittelblaue Anfitrbung der Muskelfasern, 
die ebenso wie naeh Nilblausuffat eine wabige Struktur aufwiesen. 
Oxydase-Granula konnten auch bei li~ngerer F~rbedauer in den Muskel- 
zellen nicht dargestellt werden. Die in den Capillaren vorhandenen 
Leukocyien zeigten dagegen wie am nicht entfetteten Sehnittpr~parat 
sehwarzblaue Oxydase-KSrnchen. Die Granula des Abnfitzungspig- 
mentes in den Herzmuskelzellen waren wenig heller gef~rbt als die 
Indophenolblau-KSrnchen in den Leukocyten. 

Die Gewebs-Nadi-Reaktion an den formolfixierten und mit Alkohol 
und Jl, ther behandelten Schnitten zeigte nach einer Reaktionsdauer 
yon 2 Std e i n d e r  Indophenolblau-Reaktion ~ihnliches Bild, jedoch 
waren die Muskeffasern weniger stark diffus blau gefiirbt, so dab Lipo- 
fusein-Granula in den Muskelzellen und Indophenolblau-KSrnchen in 
den Leukocyten deutlieher sichtbar wurden. Auch naeh Verli~ngerung 
der F~rbezeiten waren Indophenolblau-KSrnchen in den lViuskelzellen 
nicht mit Sicherheit festzustellen. 

Er6rterung der Versuchsergebnisse. 
Wie frfiher bereits betont, bestehen seit langer Zeit iiber die Ent- 

stehung der  Indophenolblau-Granula zwei gegensiitzliche Anschau- 
ungen. Auf der einen SeRe sieht DIETRICH ~ die FarbkSrnchenbildung 
als eine LSsung" des im Zellprotoplasma fermentativ gebildeten Farb- 
stoffes in vorgebfldeten FetttrSpfchen an, wii]arend andererseits 
SCHVLTZE 8, V. GIER~:E 9, GB:4FFlO, n U.a. annehmen, dab die Farb- 
kSrnchen in ihrer Lokalisation Fermentgranula entspreche n. Ffir die 
Anschauung yon DIETiaICH sprachen seiner Meinung naeh Unter- 
suchungen an verfetteten Organen, wobei Fettfi~rbungen in ihrer Aus- 
dehnung derjenigen der intensiven Blaureaktion der Indophenolblau- 
Synthese entsprachen, allerdings ging in einigen Fi~llen die Anhiiufung 
feiner, scharf blauer Granula fiber die Sudanfiirbung hinaus. Der gleiehe 
Befund wurde in den eigenen Untersuchungen am verfetteten Herzen 
festgestellt. Wurden die Gewebsschnitte vor Anstellen der Indophenol- 
blau- bzw. Gewebs-Nadi-Reaktion (am fixierten Gewebe) entfettet, so 
konnten an diesen Schnittpr~paraten in don tterzmuskelzellen zwar keine 
Granula festgestellt werden, doch wiesen die Leukocyten eine gleiche 
Reaktion wie an nieht entfetteten Gefrierschnitten auf. Dieser Befund 
spricht gegen die Anschauung yon DIETBICH, wenn man nicht der Ansicht 
ist, es kSnne sieh bei den LipoidtrSpfchen in den Leukocyten um nicht 
durch Alkohol-~ther aus der Zelle herauslSsbare Lipoid-EiweiBkomplexe 
handeln. Zur weiteren Kl~irung dieser Fragen wurden entsprechende 
Vergleichsuntersuchungen an nicht verfettetem Gewebe durchgefiihrt. 
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I I I .  Fett/iirbung und Indophenolblau-Synthese am gesunden Herzmus]cel. 

Wenn man yon den Vorstellungen DIETnICHS 7 ausgeht, es handele 
sich bei der Indophenolblau-Synthese im Gewebe zwar um einen fermen- 
ta t iv  katalysierten Vorgang, jedoch wiirden die dabei auftretenden 
Granula nicht der Lokalisation des Fermentes entsprechen, sondern 
feinste Fett-  oder LipoidtrSpfchen wtirden vielmehr auf  Grund ihrer 
LSsungsaffinit~t den fettlSslichen Farbstoff  Indophenolblau sekund~r 
speichern, so mii~ten sich diese TrSpfchen aueh durch andere Fi~rbe- 
methoden nachwe~sen ]assen. Es ist ffir die mikroskopisehe Sichtbar- 
keit gleichgfi]tig, welcher Farbs~off das Substrat  anfiirbt, wenn nur die 
Farbstoffl~onzentration im angd~rbten  Substrat  zum Nachweis aus- 
reicht und die Ausdehnung des einzelnen Tropfens innerhalb der mikro- 
skopisch sichtbaren Dimensionen liegt. Sind jedoch die vermuteten 
Granula dureh andere Fettfiirbungen nicht darzustellen, so kann es 
sich bei den Indophenolblau-KSrnehen der Oxydase-Reaktionen nicht 
u m  einfaehe LSsung des Farbstoffes in Fe~t.- oder LipoidtrSpfchen 
hande]n. 

Eigene Versuche. 
1. Ver~.uchsanordnung. Von einem gesunden, in ]0%igem, neutralemFormol 

fixierten Eerzmuskel (Obduktionsmateria]) wurden auf dem Gefriermikrotom 
20/~. dicke Schnitte angefertigt und diese nach RoM~S e0 mit Sudan I I I  und Nil- 
blausu]fat gef~rbt. 

Ergebnis. Wurden die Schnitte mit  Sudan I I I  gefs so ergab sich 
makroskopiseh nach einer Fiirbezeit von 20 rain eine schwache, diffuse 
Gelbf~rbung des ganzen Sehnittprs mikroskopisch war weder 
eine Granuladarstellung noch eine besonders starke diffuse Anf~rbung 
der Muskelzellen zu finden. Auch Verl~ngerung der Farbezeiten auf  
70 rain und 24 S~d brachte, abgesehen yon einer Verst~rkung der dif- 
fusen F~rbung des Schnittes, keine _i~nderung dieser Ergebnisse. 

Anwendung der ~ilblausuffatfi~rbung am gleichen Material zeigte 
nach 20 rain F~rbedauer eine hellblaue, diffuse Fi~rbung des Plasmas 
der )~[uskelzellen ohne Granuladarstellung, welche den Indophenolblau- 
KSrnchen h~tte entsprechen kSnnen. Die Lipofusein-Granula waren 
wie bei den Oxydase-Reaktionen deut]ich dunkelblau gef~rbt. Zell- 
kerne konnten vom Cytoplasma bei dieser Fi~rbung nicht differenziert 
werden. Verl~ngerung der F~rbezeiten brachte, abgesehen yon einer 
im ganzen kr~ftigeren FarbtSnung keinen abweichenden Befund. 

2. Versuchsanordnung. Von einem unfixierten, frischen Miiuseherzen wurden 
20 # dicke Gefrierschnitte bei einem p~ yon 8,0 (dem pn-Wert des sonst ver- 
wandten Nadi-Gemisches) mit einer L~isung des neutralen Fettfarbstoffes Rhod- 
amin B (1 : 100 in isotonischem Phosphatpuffer) 40 min lang gefi~rbt, mit ent- 
sprechender, farbloser PufferlSsung gewaschen, eingedeckt und im gewShnlichen 
Licht sowie unter dem Fh~orescenzmikroskop im durchfallenden Blau- und Ultra- 
violettlicht betrachtet. 

Virchows Archly. Bd, 317. 4 8 a  
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Ergebnis. Bei Hellfelduntersuchung zeigte sieh eine diffuse Rosa- 
f~rbung des Zellplasmas der Muskelzellen, w~hrend Bindegewebs- und 
Endothelzellen erheblich weniger Farbstoff  aufgenommen hatten.  I m  
Fluorescenzmikroskop konnte eine kr~tftige, gleichm~Bige, goldgelbe 
Fluorescenz des Cytoplasmas der Herzmuskelzellen beobachtet  werden. 
Punkt-  oder tropfenfSrmige Anh~ufungen des Farbstoffes, welche auf eine 
LSsung yon Rhodamin B in vorgebildeten Fett-  oder LipoidtrSpfchen 
mikroskopisch sichtbarer GrSBe hindeuten kSnnten, fehlten vollkommen. 

3. Versuchsanordnung. An 20# dicken Gefrierschnitten veto unfixierten, 
frisehen M~useherzen wurde in der iiblichen Art die Gewebs-Nadi-Reaktion an- 
gestellt. Naeh einer F~irbezeit yon 40 rain wurden die Gewebsschnitte, die reich- 
lich Indophenolblau-Granula aufwiesen, in eine LSsung yon l~.hodamin B (I : 100 
in isotonischem Phosphatpuffer veto p~ 8,0) fibertragen. Naeh einer F~rbezeit 
yon 40 rain befreite ich die Schnittpraparate in entspreehender, farbloser Puffer- 
16sung yon dem FarbstoffiiberschuB und betraehtete sie sodann Jm Fluorescenz- 
mikroskop im durchfallenden Lieht. 

Ergebnis. Die Indophenolblau-KSrnehen hoben sich yon dem kr~ftig 
gelb gef~rbten Cytoplasma dutch ihre erheblich schwgchere bzw. 
fehlende Fluorescenz deutlieh als dunkle Aussparungen ab. Die Indo- 
phenolblau-Granula hat ten demnaeh entweder kein Rhodamin B auf- 
genommen oder die gelbe Fluoreseenzfarbe wurde dutch das Indopheno]- 
blau optiseh gelSseht. Reagensglasversuche brachten hieriiber eine 
Kl~rung, denn in einer l~hodamin-B-LSsung zeigte sich nach Zusatz 
w~griger Indophenolblau-L6sung LSschung der gelben Fluorescenzfarbe. 

d. Versuchsanordnung. 20 # dieke Sehnittpr~parate yon frisehen, unfixierten 
MKuseherzen wurden in einer alkalisehen LSsung (PH 10,4) des Farbstoffes 
Pyronin (stand. ,,Bayer", 1 : 10000 in isotonisehem Phosphatpuffer) 10 min lang 
gef~rbt und ansehlieBend die gleiche Zeit in der entspreebenden farblosen Puffer- 
16sung veto FarbstoffiibersehuB befreit. Die Sehnitte wurden sodann mit dem 
Fluoreseenzmikroskop bei durchfa]lendem Ultraviolettlicht betrachtet. 

Ergebnis. Die Herzmuskelfasern zeigten eine sch6ne, etwas wolkige, 
ultramarinblaue Fluoreseenz. Bindegewebe und Endothel leuchteten 
weniger stark als die Muskelzellen. Punkt-  oder tropfenfSrmige An- 
h~ufungen des Farbstoffes konnten nicht beobaehtet  werden. 

5. Versuchsanordnung. Mit der gleiehen Methode wurden Schnitte gef~trbt, 
an denen vorher die Gewebs-Nadi-Reaktion angestellt worden war. 

Ergebnis. Obwohl im Hellfeld in jeder Herzmuskelzelle reichlich gut 
ausgebildete Indophenolblau-KSrnchen zu sehen waren, zeigte das 
F]uorescenzbild in den Gewebsschnitten keine punkt-  oder tropfen- 
fSrmige Anreicherungen des Farbstoffes, dagegen war das Muske]zell- 
plasma infolge der teilweisen Bedeckung durch die Indophenolblau- 
KSrnchen erheblich schw~icher in seiner Leuchtkraft  Ms bei den un- 
behandelten Sehnitten. Reagensglasversuche liegen erkennen, dab 
im alka]ischen Milieu dureh Indopheno]blau in LSsung keiue L6sehung 
der Pyr.onin-Fluoreseenz eintrit~. 
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6. Versuchsanordnung. Von einem gesunden, dutch Obduktion gewonnenen, 
in 10%igem, neutralem Formalin fixierten menschliehen Herzm~skel wurden 
20# dieke Gefriersehnigte fiber die Alkoholreihe in Ather gebraeht, darin fiir 
etwa 30 rain belassen und nach Durctfffihrung dutch die absteigende Alkohol- 
reihe fiber Wasser in die ReaktionslSsungen der Indophenolblau-Reaktion und 
Gewebs-Nadi-Reaktion fibertragen. Gleiehzeitig wurden Vergleiehsschnitte ohne 
vorherige Alkohol-Ather-Entfettung gefarbt. 

Ergebnis. Wurde die Gewebs-Nadi-I~eaktion mit einer F~rbezeit 
yon 2 Std am formolfixiergen und mit Alkohol-A~her vorbehandelten 
Gewebssch~fitt angewandt, so ergab sich ein gleiches Bild wie im Ver- 
gleichsschnitt ohne Vorbehandlung mi~ FettlSsungsmitteln. In gleicher 
Weise waren Leukocyten massiv blauschwarz gefiirb~. In  der Umgebung 
der Granulocyten fanden sich auch in der Muskelfaser Indophenolblau- 
KSrnchen in typischer Lagerung. Wurde die F~rbezeit auf 3 Std ver- 
liingert, so waren zus/~tzlich auch aul3erhMb der unmittelbaren Um- 
gebung der Leukoeyten in den Herzmuskelzellen Indophenolblau- 
KSrnchen zu sehen. 

Ebenso wie die Gewebs-Nadi-Reaktion wurde auch der Ausfall der 
Indophenolblau-geaktion nach WI~KLE~-Sc~vSTZE durch die Alkohol- 
~ther-Behandtung nichg ver~ndert. 

Schlu[3 /olgerungen. 
Nach dem ergebnislosen Ausfall der obigen Fettfi~rbungen is~ die 

Ansicht yon DInTmC~, es handele sich bei den durch die Oxyd~se- 
Reaktionen darstellbaren Granula um feinste, vorgebildete Fett-  oder 
LipoidtrSpfchen, in welchen sich das gebildete Indophenolblau sekund~r 
16sen wfirde, nieht mehr aufrechtzuhMten. Es kann sich hierbei 
- -  wenigstens am gesunden Gcwebe - -  keinesfalls um eine einfache 
LSsung des Farbstoffes auf Grund seiner Affinit~t zu Fet ten und 
Lipoiden in vorgebildeten Fett t ropfen yon der GrSBe der Indophenol- 
blau-K6rnchen handeln, da diese TrSpfchen dann auch mittels anderer 
Fetffarbstoffe sichtb~r gemacht werden k6nnten. Allerdings ist bei 
einer F~rbung mit Sudan I I I  der Einwand mgglich, dal~ einmM der 
gelborange Farbton der Substanz zur Differenzierung feinster Granula 
nicht ausreiche und dab zum anderen auch durch den AlkoholgehMt 
der SudanlSsung kleinste Fet t t ropfen aus dem Zellplasma herausgelSst 
werden kSnnten. Beide Einwi~nde treffen aber fiir das Nilblausulfat 
sicher nicht zu. Ira Gegenteil stellt gerade Nilblausulfa~ einen aus- 
gezeichneten Fettfarbstoff  auf Grund seiner gleiehzeitigen Lipoid- und 
WasserlSslichkeit dar, auBerdem ist die Farbintensit/~t im Vergleich zu 
einer Fettfiirbung mit alkoholischer LSsung von Indophenolblau erheb- 
lich kr/~ftiger. Im nicht differenzierten Sehnittprgparat st6rt zwar die 
Mitf~rbung des Protoplasmas, doch kann diese dureh Differenzierung 
der Sehnitte in I%iger Essigsgure auf ein Minimum reduziert, werden, 
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so dab eine sehr klare F~rbung vorhandener Fett-  und LipoidtrSpfchen 
erreieht werden kann, Beweisend fiir das Fehlen vorgebildeter Fett-  
oder Lipoidgranula mikroskopiseher GrSBenordnung im Gewebsschnitt 
vom gesunden Herzen sind die Fluorescenzuntersuchungen mit Rhod- 
amin B und Pyronin. Naeh den Untersuehungen yon ])RAWERT 31 
handelt es sich bei dem Rhodamin B um einen elektroneutralen, un- 
dissoziierten Farbstoff, .welcher, wie ST~VGGER 32 an Pflanzenzellen 
nachweisen konnte0 elektiv yon Fet ten und Lipoiden gespeiehert wird. 
STRVCG~g hatte  bereits festgestellt, dab sich das Cytoplasma yon 
Pflanzenzellen diffus rosarot mit Rhodamin B anf~rbte, unter dem 
Fluorescenzmikroskop zeigte sich darm eine goldgelbe Fluorescenz des 
im Baufett  der Zelle aufgenommenen Farbstoffes. Die gleiehmiiBige 
Farbstoffspeicherung dutch das Plasma der I-Ierzmuskelzellen entsprieht 
also vollkommen den Ergebnissen der eben genannten Untersuchungen 
und ist zu erkli~ren durch das Vorkommen submikroskopischer Lipoid- 
komplexe (vgl. F~u  88) im Zellprotoplasma, welehe infolge 
ihrer GrSBenordnung nieht unmittelbar als Tr~ger der Granulabildung 
bei der Gewebs-Nadi-Reaktion und ]Endophenolblau-Reaktion in Frage 
kommen kSnnen. Bei dem Pyronin handelt, es sieh naeh den Unter- 
suchungen von STRUGGnR um einen Farbstoff, der aus alkalisehen Farb- 
15sungen als Farbbase ebenfalls elektiv yon Fet ten und Lipoiden ge- 
speichert wird und dabei ultramarinblau fluoreseiert, wi~hrend das 
Farbkation in gelber Fluorescenzfarbe yon den Plasmaeiwefl~kSrpern 
aus entsprechenden FarblSsungen gespeichert wird. Die mit diesem 
Farbstoff gefundene, etwas wolkige, ultramarinblaue Fluoreseenz ent- 
sprieht im wesentliehen dem mit Rhodamin B gefundenen Ergebnis. 

I. Yersuche zum Nachweis des l~isenanteils der htemfermente 
in der Herzmuskelzelle. 

Unter  Anwendung der Schwefelammonium-Methode nach Qui~cx~ 13 
hats KATSUNUMA 12 an frischem Leber- und Nierengewebe intracellul~r 
Eisen-Granula feststellen kSnnen. Da die gefundenen EisenkSrnchen 
anscheinend die gleiehe Lagerung wie Indophenolblau-Granula be- 
sal~en, glaubte er zur Annahme berechtigt zu sein, es handele sich um 
im Oxydase-Fermentkomp]ex katalytisch wirksames Eisen und gebe 
damit bei dem Eisennaehweis die 0rtl ichkeit  des Fermentes an. Falls 
dieser Befund den tats~ehlichen Verh~ltnissen entsprechen wiirde, w/ire 
er yon ausschlaggebender Bedeutung ffir den l~eaktionsmechanismus 
der Granulabildung bei der Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau- 
l~eaktion. Jedoch mfissen auf Grund der angewandten 1Vfethode schwer- 
wiegende Bedenken erhoben werden. Bei eingehenden Untersuchungen 
fiber histochemisehe Methoden hat te  1930 KocxEL jr. a4 festgestellt, 
dab nur ein Tefl des im Gewebe vorhandenen Eisens mit der Sehwe~fel- 
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ammonium-Methode nachweisbar ist. So entgeht in den meisten Fi~llen 
das organisch gebundene Eisen dem Nachweis. Zwar fand ~'M_ACALLV~ 3s, 
dab die verschiedensten Reagentien bei den fiblichen histochemischen 
Eisen-Reaktionen auch das , ,okkulte", organisch gebundene Eisen fiir 
den Nachweis freisetzen kSnnen, doch ist diese Freisetzung sehr un- 
sicher und launisch. Bei dem Fermenteisen des Cytochromoxydase- 
Cytochrom-Systems handelt es sich um derart  organisch gebundenes 
Eisen. Ein welt schwerer wiegender Einwand gegen die yon KATSU- 
~V~A verwandte Methode muB jedoch darin gesehen werden, dab es 
bei der Verwendung yon Schwefelammon fiir die Eisen-Reaktion immer 
zu intracelluliiren k6rnigen Niederschls kommt,  auch dann, wenn 
das Zelleisen nicht in kSrniger, sondern diffus verteilter Form vor- 
gebildet ist (KocKEL jr.). Diese artifiziellen kSrnigen Niederschl~ge yon 
Schwefe]eisen kSnnen dann fii]schlich pr~existente Eisen-Granula vor- 
ti~uschen. 

Auf Grund der obigen Bedenken schien eine Nachpriifung der Be- 
funde yon KATSV~CMA dringend erforderlich. Als einzige Methode, 
welche die genannten Nachteile des Schwefelammons ausschlieBt, stand 
fiir die eigenen Untersuchungen die Rhodanprobe nach I~OCKEL jr. zur 
Verffigung. :Bei dieser 3/Iethode ~i rd  das organisch gebundene Eisen 
nach ZerstSrung der organischen Bindung durch gasfSrmiges, in Tetra- 
chlorkohlenstoff gelSstes Chlor  in Eisenchlorid iiberffihrt, das dann 
mittels Rhodanwasserstoffgas als rotgef~rbtes Eisenrhodanid nach- 
gewiesen wird. Die gToBen Vorteile der Rhodanprobe fiir den histo- 
chemischen Eisennachweis liegen auf der Hand. Der Schni~t kommt  
nach (Jberfiihrung des organisch gebundenen Eisens in Ferrichlorid 
mit  keinem eisenlSsenden l~eagens in Verbindung, es unterbleibt somit 
wi~hrend der Behandlung jeg]iche Lokalisations/~nderung dieses Metalts. 
AuBerdem ist die Rhodanprobe etwa 30mal empfindlicher als die Ber- 
tinerblau-t~eaktion, die der Schwefelammon-Reaktion in ihrer Emp- 
findliehkeit gleichwertig ist (KocxEL jr.). 

Eigene Versuche. 
Msthodik. Da infolgc der Unl6slichkeit yon Cy~ochromoxydase und Cyto- 

ehrom B ein Auswaschen des Fermenteisens aus dem Gewebe bei der Fixierung 
nich~ zu beffirchten war, wurde in 10 %igem, neutralen Formalin fixierter mensch- 
]icher Herzmuskel zu den Untersuchungen verwandt.. ])as Gewebe wurde auf 
dem Gefriermikrotom geschnitten. ]Die 20# dicken Schnitte wurden fiber die 
aufsteigende Alkoholreihe (50, 70, 96 und 99%) entw~issert. Die wasserfreien 
Schnittpriiparate wurden dann derart in miiG gasfSrmigem Chlor ges~tt, igten 
Tetrachlorkohlenstoff iibertragen, dab sie auf der Oberfli~che der Flfissigkeit 
schwammen. Nacbdem das Chlor 20 mhl eingewirkt hatte, wurden die Schnitte 
auf Objekttriiger aufgezogen. Sodann wurde solange gewartet, bis der Te~ra- 
chlorkohlenstoff und das Chlor an der Luft vo]lkommen verdaml0ft waren. An- 
schlieBend wurden die Objekttr~iger sofort mit der Sehichtseite nach unten iiber 
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ein Schalchen gelegt, in dem aus Salzsaure und Xaliumrhodanid gasfSrmiger 
Rhodanwasserstoff entwickelt wurde. In kurzer Zeit bildete sich jetzt die rote 
1%hodaneisenfi~rbung, die allerdings nur wenige Minuten anhielt. Fiir die mikro- 
skopische Untersuchung wurden die 1)r~parate rasch in Glycerin eingedeckt. 

Ergebnis der Versuche. Bereits makroskopisch war naeh Behandlung 
mit Rhodanwasserstoff eine diffuse Rosafiirbung des gesamten Sehnitt- 
pr/~parates festzustellen. Bei mikroskopischer Betrachtung zeigte sieh, 
daB diese Anf/~rbung sich ausschlieBlieh auf die Muskelzellen (und 
Erythrocyten) beschr/~nkte, wi~hrend das Bindegewebe frei yon einer 
siehtbaren Anfiirbung war. Den Indophenolblau-XSrnchen der Gewebs- 
Nadi-Reaktion entsprechende, rosa oder rot  gefi~rbte Granula konnten 
in keinem Fall beobachtet werden. 

Schlu [3 / olgerungen. 
.Die eigenen Versuche fiber den Eisennachweis am Herzmuskel mit 

der lghodanprobe schlieBen die MSglichkeit des Bestehens vorgebildeter 
Ferment-Granula des Systems der zelleigenen Atemfermente in den 
]-Ierzmuskelzellen aus. Bereits KOCKEL jr. hat te  bei einem Vergleich 
der Reaktionen mit Schwefelammonium bzw. Ferrocyankali am mit 
Chlor vorbehandelten Sehnitt yon Lebergewebe festgesteHt, dab es nur 
nach Sehwefelammonium zur Bildung eines intracellul~r gelegenen. 
k5rnigeu l~iederschlages kommt, w~hrend das als Berlinerblau mit 
Ferroeyankali nachgewiesene Eisen diffus in der Zelle verteilt war. 
Eine Erkl~rung ffir den Unterschied im Ausfall beider Reaktionen kann 
durch einen Modellversuch leicht gegeben werden: Versetzt man n~m- 
lich eine verdfinnte EisensalzlSsung (1 : 10000000 oder 1 : 100000000) 
mit Schwefelammon, so wird auch in dieser groBen Verdfinnung Schwefel- 
eisen als l~iederschlag ausgef/illt, w/ihrend die Bildung yon Berlinerblau 
sieh im entsprechenden Versuch durch eine diffuse Blauf/irbung der 
l~eaktionslSsung bemerkbar macht. Sehon mit den genannten Unter- 
suchungen yon KocxEn jr. war der Befund yon KATSUNUMA an Leber 
gewebe widerlegt worden. Die eigenen Versuche best/itigen nun auch 
am Herzmuskel, daB sieh das Fermenteisen und damit wohl auch das 
System der zelleigenen Atemfermente diffus im Zellprotoplasma ver- 
teilt vorfindet und nieht in Form vorgebildeter Granu]a. Damit dfirfte 
es zumindest sehr unwahrscheinlieh sein, dab die Granulabfldung bei 
der Gewebs-I~adi-Reaktion und Indophenolblau-Reaktion sich an oder 
m morphologisch nachweisbaren Fermentkomplexen oder im Zu- 
sammenhang mit Fermentansammlungen als Ausdruck fiberstiirzter 
Farbstoffsynthese abspielt. 

Nachdem somit ausgesehlossen werden konnte, dab einerseits pr/i- 
existente Fett-  oder LipoidtrSpfchen und andererseits vorgebildete 
Ferment-Granula als Bildner der Indophenolblau-KSrnchen in Frage 
kommen, muB nach einer weiteren Erkl~rung gesucht werden. Die 
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Farbk6rnchen Ms KrlstMle anzusprechen, gehg nicht an, wie dos mikro- 
skopisehe Bild zeig~. Es bleibt jedoch die Frage zu erSrtern, ob es sieh 
dabei um kolloidehemisehe Floekungserseheinungen oder aber um 
Entmischungsphi~nomene handelt. I m  ers~eren Fall wiirden die Farb- 
k6rnehen dutch einfache Koagula~ion der lyophoben, nut  sehwacb 
solvatisierten Ultramikronen des Indophenolblaus zu gr6Beren, sekun- 
d~ren Teilehenaggregaten entstehen, wa.hrend sie im anderen Fall 
Coacerva~e im Sinne yon Bv?c~]~N~R~ Ds ,lo~c~ ss darstellen wiirden. 

J. Der physikochemische Nechanismus der FarbkSrnchenbildung. 
Um zu einer Erkl~rung des Bildungsmechanismus der Farb-Granula 

bei der Gewebs-Nadi-l~eaktion und Indophenolblau-Reaktion zu 
kommen, is~ es erforderlich, die fiir die Diskussion dieser Frage be- 
n6tigten Begriffe klar zu definieren. 

Der Bereich zwischen den mikroskopisch sich~baren Struk~uren (den 
makroskopischen , ,Diskontinui~ten" yon Wo. OSTWALD 37) und den 
){olekfilen, Atomen, Elektronen und Pro~onen umfagt  das Gebiet der 
,,kolloidalen Diskontinuit/~ten", deren ausgezeichneten Dimensionen, 
Ms ,,kolloidale Dimensionen" und deren Zustand als der ,,kolloidale 
Zustand" der Materie bezeiehnet ~drd. Aus dieser sog. ,,Dimensions- 
definition" der Kolloidwissenschaft folg~ un te r  ~nderem, dab der 
kolloidale Zus~and grundsg~zlieh yon jedem beliebigen K6rper ein- 
genommen werden kann, da[~ er also ein allgemein m6glieher Zustand 
der Materie is~. Um dos kolloidale System zu eharakterisieren, fiber- 
nehme ieh mi~ Tabelle 2 eine Zusammens{ellung yon Wo. OS~WALD. 

a) Die Bildung yon Farbk6rnchen bei Autoxydation der t~,eaktionslSsung. 

Die fiir die Bildung der Indophenolbl~u-Granula ngchstliegende 
Erkl/~rungsmSglichkeif~ crgib~ sich aus Tabelle 2. Der bei den Oxyda, se- 
Reuktionen gebildete Farbstoff  Indophenolblau stell~ n/~mlich eine in 
Wasser nur wenig, dagegen in Lipoiden und Lipoidl6sungsmitteln sehr 

Tabel!e 2. Kurze Charakteristik disperser Systeme. 
(N~ch Wo. 0STWA~D 37, gekiirzt.) 

C4robe I)ispersionen 
Teilehen > 0,5 g, 

~[ikroskopiseh erkenn- 
b~r 

Dispersion - -  
Ko~gulation + 

Kolloide 
Teilchen 0,5/z--1 m,u 

K6nnen nich~o mehr mi- 
kroskopisch abgebilde~, 

wohl abet zuweilen ultra- 
mikroskopiseh erkann~s, 
iibermlkroskopiseh ge- 

sehen werden 
--~ Entstehung <----- 

Vernieb~ung 

Molekulardispersoide 

Teilchen < 1 m# 
K6~,men weder mikre- 

noeh ultramikroskopiscb 
erkannt werden 

Kondensation 
Dissolution 
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gut 15sbare Substa.nz da.r. Da sich die Oxyda.se-Rea.ktionen in einem 
w/iBrigen Milieu a.bspielen, ist damit zu rechnen, da.B a.nf Grund der 
LSslichkeitsverhiiltnisse bei der Farbstoffsynthese Ausfi~llungen (Koagu- 
la.tionen) sich bemcrkbar ma.chen. Im Reaktionsgemisch der Gewebs- 
Nadi-Reaktion bfldet sich der Fa.rbstoff Indophenolblau bei 1/ingerem 
Stehen der LSsung an der Luft  aueh durch Autoxydation, es schien 
daher a.ngebra.eht, diese ohne Gewebszusatz zwar langsa.mer abla.ufende, 
aber schon makroskopisch erkennbare Fa.rbstoffbildung genauer zu 
untersuchen. 

1. Versuchsanordnung. Aus frisch ~ngesetzten StammlSsungen yon ~-lNaph- 
thol und Dimethyl-p-Phenylendiaminsulfat wurde in typischer Weise ein Reak- 

b~// / / / / / / / "V/ / / / / / / / / i  
n 

Xbb. 18 a u.b. Quarzkiivette fiir 4ie 
Kardioidbeobachtung. a Objekttr/t- 
get ; s Mittelteil, Beobaehtungsfl/~che; 
n kreisfSrmige Rinne z~.r Aufnahme 
der yon der Beobaehtungsfl/iche 
fiberschiissig abfliei3enden Fliissig- 
keit. b Deckglas. Die Quarzkiivette 
wird in einen besonderen,Halter lest 

eingeschraubt. 

violetter Anf~rbung war ein 

tionsgemisch der Gewebs - Nadi - l~eaktion 
hergestellt. Diese LSsung wurde often in 
einem Erlenmeyerkolben mehrere Tage an 
einem mSglichst staubfreien Ort aufbewahrt. 
W/ihrend dieser Zeit wurde das Verhulten 
der LSsung beobachtet. 

Ergebnis. Unmittelba.r nach dem 
Ansetzen ist da.s Gemisch vSllig farblos, 
ein TYNDALL-Effekt ist nicht erkenn- 
bar. Im Verlaufe einer Stunde f/irbte 
sich die LSsung zuerst schwach rot- 
violett, da.nn hellblau. Bereits bei 

leichter TYzeDALL-Effekt festzustellen. 
Bei l~ngerem Stehen f/~rbte sich die L~sung immer dunkler blau. 
So war sic naeh einem Tag tiefdunkelblau gefi~rbt, a.ber im gewShn- 
lichen Licht noch verhi~ltnism~Big klar, wies jedoch ein sehr.deut- 
tiches T~NDALL-Ph/~nomen auf. Im Verlauf der n~chsten Ta.ge trat  
schlieBlieh eine im gew5hnlichen Licht erkennbare Triibung der LSsung 
ein, die na.ch 3 Ta.gen zu makroskopisch feststellbaren Niederschli~gen 
yon blauschwarzer F/~rbung fiihrte. 

2. Versuchsanordnung. Mit dem Kardioid-Ultrumikroskop (ZeiB, Jena) 
wurde ultr~mikroskopisch die Entstehung der in der 1. Versuchsanordnung fest- 
gestellten ~iederschlage beobachtet. In die Quarzkiivette ffir Kardioidbeob- 
achtung (vgl. Abb. 18)wurde ein Tropfen einer frisch angesetzten Nadi-L~sung 
gebr~cht, Wobei darauf geachtet wurde, dab die k~eisfSrmige Rinne n fast vSllig 
frei yon Fliissigkeit blieb, damit geniigend Luft als Sauerstoftlieferant f/~r die 
Selbstoxydation der LSsung vorhanden war. Uber einen Zeitraum yon 3 Tagen 
wurde das Verhalten des :Nadi-l~eag.ens in dieser Kfivette gel)r/fit. 

Ergebn~s. Die AusgangslSsungen waren, a.bgesehen yon gering- 
ftigfgen, unvermeidbaren Sta.ubbeimengungen, optisch leer. Wurde 
jedoch das Rea.ktionsgemisch der Gewebs-Na.di-Reaktion sofort na.ch 
dem Ansetzen ultramikroskiopsch untersucht, so wa.r da.s ga.nze Gesichts- 
feld erffillt mit leuchtenden Piinktchen, die sich in lebha.ftcr B~ow~- 
scher Molekularbewegung befanden. Bei gewShnlicher, mikroskopischer 
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Betrachtung blieb auch jetzt das Blickfeld optisch leer. Im Kardioid- 
Ultramikroskop war w~hrend der folgenden 3 Tage das Bild unver- 
i~ndert, dagegen zeigte die mikroskopisehe Betraehtung naeh 3 Tagen 
deutlieh siehtbare, feinste, granulaartige, blausehwarz gef/~rbte K6rn- 
ehen] die zum Teil noch geringe BRowssche Bewegung zeigten. 

Schlufi/olgerungen. 
Uberli~l]t man das t~eaktionsgemisch der Gewebs-Nadi-Reaktion an 

der Luft der Selbstoxydation, so kommt es, wie die Versuche zeigen 
konnten, fast unmittelbar nach dem Ansetzen der L6sungen zum Zu- 
sammentritt yon Farbmolekeln (Kondensation) unter Bildung yon 
kolloiddispersen, submikroskopisch erkennbaren Aggregaten. Diese 
Kondensation zu kolloidMen Teilehen bedingt auch das Auftreten des 
TY~DALL-Effek~es. Zus~tzliche Farbstoffbildung fiihrt d~nn unter 
VergrSgerung dieser Teilchen zur Niederschlagsbildung grSberer, 
mikroskopisch und teilweise makroskopisch sichtbarer, amorpher Farb- 
k6rnchen. ])er Vorgang derartiger Koagulation beruht nach PALL- 
MA~ as darauf, dab in Solen die stark unterteilte, disperse Phase immer 
das Bestreben hat, ihre spezifische Oberfl~che zu verkleinern; sie er- 
reicht dies auf dem Wege der S~mmelkristMlisation (scheidet, wie 
friiher bereits betont, ftir die Granulabildung bei der Gewebs-Nadi- 
Reaktion und Indophenolbl~u-Re~ktion aus) oder aber durch Koagu- 
lation (Flockung). Unter Koagulation versteht man dabei die Vereini- 
gung der im Dispersionsmittel zun~chst frei beweglichen Ultramikronen 
zu gr6Beren Teilchenaggregaten. Die bei der Flockung entstehenden 
Sekund~rteilchen unterscheiden sich yon den Prim~rteilchen durch 
gr6geren Durchmesser, verminderter BRow~seher Bewegung und 
h~ufig auch durch ver~nderte Form. Bei den I-Iydrosolen, d.h. den 
w&grigen LSsungen kolloidaler Stoffe, kann unterschieden werden 
zwischen den sog. lyokratischen (stark solvatisier~en, lyophilen) und 
den elektrokratischen (schwach solvatisierten, lyophoben) Solen. 
Elektrokratische Hydrosole, wie es eine indophenolblau-L6sung bei 
der Gewebs-Nadi-Reaktion darstellt, flocken unter vergleichbaren 
Bedingungen leiehter als lyokratisehe Systeme. 

b) Der kolloidchemische Vorgang der FarbkSrncher~bildung im Gewebe. 
Grunds~tzlich der gleiche Vorgang wie in der LSsung selbst, spielt 

sich ~nscheinend aueh in der Zelle bei der Grunulal~ildung des fermen- 
tativ synthetisierten F~rbstoffes Indophenolbl~u ab, wie der folgende 
Versuch zeigt. 

Versuchsanordnung. Zur unmittelbaren ]~eobachtung des F~rbever]~ufes ~m 
unfixierten tterzmuske]gewebe wurde das iibliche Zeig-Mikroskolo mi~ deln 
Objektiv 20ram und Okular 10m~l benutz~. Von einem unfixierten, durch 
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0bduktion gewonnenen menschlichen Leichenherzen wurden auf dem Gefrier- 
mikrotom mit unterkfihltem Messer 20 # dicke Schnitte angefertigt, die in 0,9 %iger 
KochsalzlSsung aufgefangen wurden. Das l~eaktionsgemisch" der Gewebs-Nadi- 
Reaktion befand sich in diinner Schicht innerhalb einer flachen Glasscha]e, die 
auf dem Objekttisch des Mikroskopes stand. Die Schnittpr~parate wurden in 
dieses tleaktionsgemisch fibertragen und bei dllrchfallendem Licht wahrend des 
Verlaufes der Reaktion betrachtet. 

Ergebnis. Wenige Sekunden nach dem Einbringen des Gewebs- 
sehnittes in die ReaktionslSsung hat ten sieh bereits die Leukoeyten 
intensiv blau gef~rbt. Der Farbstoff  schien hierbei die Phase einer 
diffusen, feindispersen L6sung kaum zu durehlaufen, denn im Mikro- 
skop sah man unmittelbar  das Auftreten feinster FarbkSrnehen, die 
sich dann langsam vergrSgerten. Die Farbbildung ging in den Muskel- 
zellen viel langsamer vor sich. ZunS~chst t ra t  etwa nach 2 rain in ein- 
zelnen Muskelzellen, die sieh in der n~ehsten Nachbarsehaft  yon kr~ftig 
gef~rbten Leukocyten be~anden, eine schwaehe, diffuse Blaufgrbung 
auf. Nach 5 rain waren alle Muske]zellen m e h r  oder weniger stark 
diffus blau gef~rbt, gleichzeitig t ra t  eine etwas dunklere Anf/~rbung der 
Lipofuscin-Granula auf. Nach weiteren 1--2 rain entwiekelten sich in 
den sti~rker diffus gefiirbten Muskelzellen, insbesondere in der Um- 
gebung yon Leukocyten, feinste FarbkSrnehen, die sich langsam ver- 
grSBerten. Naeh ungef~hr 10--12 rain war in allen Muskelzellen die 
diffuse Anfiirbung dureh das Auftreten feinster, staubfSrmiger Farb- 
kSrnchen ersetzt. An diesen ]ieB sieh tiberall bei l~ngerer Beobachtungs- 
zeit eine Vergr6berung des Kornes feststellen. 

Handel t  es sieh in dem vorliegenden Fall mn einfache Koagulation, 
d .h .  um eine Vereinigung der im Dispersionsmittel Wasser zun~chst 
frei beweglichen Ultramikronen des Farbstoffes bei Konzentrations- 
erh6hung zu grSgeren, mikroskopisch sichtbaren Teilehenaggregaten, 
so k6nnen diese durch Floekung entstandenen Sekund~rteilchen bei 
entsprechender Erh6hung der Konzentrat ion des Dispersionsmittels 
unter  Umstgnden zur spontanen kolloidalen AuflSsung (v. BvzA-Ga 89) 
oder gar Dissolution (We. OSTWALD 87) gebracht werden. Der im fol- 
genden angefiihrte Versueh zeigt die MSglichkeit einer derartigen 
L6sung der grobdispersen Teilehen. 

Versuchsanordnung. 20# dicke Geffierschnitte veto frischen, unfixierten 
M~iuseherzen wurden in der fiblichen Art. mit Nadi-Reagens 40 rain lang beh~ndelt. 
Die Schnittpr~parate wiesen hiernach in den Muskelzellen reichlich Indophenol- 
blau-KSrnchen auf. Ein Teil der Schnitte wurde in dest. Wasser fiberfiihrt, 
w/ihrend die restlichen in ges~ttigtc KochsalzlSsung eingelegt wurden. N~ch 
einer Einwirkungszeit yon 30 rain bzw. 36 Std warden die Schnitte ~uf Objekt- 
trager aufgezogen und mikroskopisch untersucht. 

Ergebnis. In  den mit  KochsalzlSsung behandelten Sehnittpri~pa- 
raten war gegeniiber den unbehandelten Schnitten eine unseh~rfere 
Zeiehnung der Konturen der Farb-Granula festzustellen. Ein Unter-  
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sehied zwisehen den 30 rain und 36 Std behandelten Gefriersehnitten 
bestand nieht. In den Pr~paraten, auf welche dest. Wasser eingewirkt 
hagte, war nach 30 rain keine Vergnderung festzustellen, w~thrend naeh 
36 Std die FarbkSrnehen vollkoraraen versehwnnden waren; gleieh- 
zeitig hatten sieh in den Sehnitten zahlreiehe, violett gef~rbte Indo- 
phenolblau-KristMle yon nadelartigera Aussehen gebildet. 

Schlu/3/olgerungen. 
Wenn ouch kein strikter Beweis rait den zur Verfiigung stehenden 

Mitteln erbraoht werden konnte, so fiihren doeh die angestell~en Ver- 
suche zura SchluB, dab es sich bei der Bildung der Farb-Granula ira 
wesenflichen urn die Ausflockung eines elektrokra~ischen, lyophoben 
Hydrosols handeln mug. Bei der Beurteilung dieser Versuche ist aber 
ouch zu beachten, dog sich die Bildung der Farbk6rnchen innerhalb 
der Zelle in dera kolloidalen Milieu des Protoplasraas absp~elt, so dab 
daran zu denken ist, ob nicht ouch Koraponenten dieses kolloidalen 
Systems der Zelle an der Granulabildung beteiligt sind. Seit lgngerer 
Zeit ist bekannt, daf~ unter gewissen Urastgnden in hydrophilen Solen, 
wie es das Zellprotoplasraa darstellt, En~raischungserscheinungen auf- 
treten kSnnen, bei denen sic h kolloidreiohe, fliissige Strukturen bilden. 
Fiir diese strukturierten Gebilde fiihrte Brr~G~B~G D]~ JO~G a6 den 
Ausdruck ,,Coaeervat" ein, den Vorgang der Coacervatbildung be- 
zeichnete er als ,,Coacervation". An sieh sind Koagulation in hydro- 
philen, kolloidalen Systeraen und Coaeervation in ihrem Wesen nioht 
grunds~ttzlieh versehieden. Die Bildung fltissiger, kolloidreieher Tropfen 
bei der Coacervation ist als Teilerseheinung der Ausfloekung lyophiler 
Kolloide in Form araorpher Flooken aufzufassen. Die durch Koagu- 
lation entstandene Flocke darf raan sich nach BU~GEXB~G ~E Jo~c~ 
nicht aus unrege]raaBig geordneten, locker zusaramenh~ngenden Mi- 
eellen geforrat vorstellen, sondern sie enthalt unzahlige, unter der 
Sichtbarkeitsgrenze des Mikroskops liegende Coacervattr5pfehen als 
charakteristisches, architektonisches Moment. BU~GENnERG DE JOXG 
unterscheidet nun je nach dera Bildungsraechanismus zwischen ,,ein- 
facher Coacervation", die auf Grund einer Desolvatation (gegebenen- 
falls bei gleichzeitiger Beseitigung einer capillare]ektrisehen Ladung) 
vor sich gekt, und einer ,,Koraplexcoacervation", bei der die Desolva- 
ration durch einen capillarelektrischen Gegensatz erst erzwungen wird. 
Wahrend bei der eigentlichen Koraplexcoacervation die Dehydratation 
dureh Ladungsgegensatz zweier gleiehzeitig anwesender hydrophiler 
Kolloide bedingt ist, erfolgt ira Sonderfall der ,,Autokoraplexeoaeerva- 
t ion" die I)ehydratation dureh Ladungsgegensatz an einerlei Art yon 
Kolloidteilchen, hervorgerufen durch adsorbierte, entgegengesetzt ge- 
ladene Ionen. 
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Fiir die Bildung der Indophenolblau-Granula scheidet die Coa- 
cervation des Indophenolblaus selbst yon vornherein aus, denn es han- 
delt sich bei diesem Farbstoff nicht um einen hydrophilen, sondern 
um einen elektrokratischen, hydrophoben kolloidalen Stoff. Da jedoch 
Indophenolblau einen fett- und lipoidlSslichen Farbstoff darstellt, wgre 
daran zu denken, dab es unter den Bedingungen der Gewebs-Nadi- 
Reaktion und Indophenolblau-Reaktion zur C0acervation der Bau- 
lipoide der Zelle kommt, wobei sich der Farbstoff Indophenolblau 
sekund~r in diesen Lipoiden 15sen wfirde. Fiir diese Erkl~rungsmSglich- 
keit spricht jed0ch wenig, im Gegenteil weisen alle experimentellen 
Tatsachen darauf hin, dal~ es sich bei der Granulabildung um den zu- 
erst diskutierten Fall einer einfachen Koagulation eines hydrophoben 
Kolloids handelt. Falls eine Coacervation der Ze]lipoide vorliegen wfirde, 
mfil~te es sich um einen Zustand handeln, der sich den Vorstellungen 
yon DIETXlC~ 7 weitgehend n~hern wiirde, allerdings mit dem Unter- 
schied, da!~ nicht pr~existente, sondern w~thrend der Reaktion ent- 
standene ~ett-  oder LipoidtrSpfchen angenommen wiirden. Durch die 
fluorescenzmikroskopischen Versuche mit l~hodamin B und Pyronin 
(vgl. S. 752)wurde  bereits nachgewiesen, dab Fette und Lipoide am 
Aufbau der Granula nicht wesentlieh betefligt sind. Sodann gelang es 
nicht, mit der CZArEKschen Probe% d .h .  der Anwendung eines Ge- 
misches von Amylenhydrat  und Pyridin, trotz einer Einwirkungszeit 
bis zu 3 Tagen, ein Zusammenfliel~en der Zellipoide in der tterzmuskel- 
zelle zu erreichen, obwohl dies nach Untersuchungen yon CZAPEK 40 und 
STRVGG]~l~ 3~ an der Pflanzenzelle fast immer zum Erfolg fiihrt. Wenn 
mit dieser Probe eine Coacervation nieht erreicht werden konnte, s o  
ist es wenig wahrscheinlich, dab es unter den weniger eingreifenden und 
ki~rzere Zeit dauernden Bedingungen der Gewebs-Nadi-Reaktion zur 
Coacervation der Baulipoide des Zellplasmas kommen wird. Durch 
Zusatz yon IqatriumcIilorid wird nach Versuchen yon BU~G~NBEXG 
D]~ JOXG die Coacervation in den meisten F~llen aufgehoben; daraufhin 
angestelRe Versuche (s. oben) blieben ebenfalls erfolglos. 

Die angestellten Erwiigungen fiihren zum Schlu[3, dab die Coacer- 
ra t ion  bei der Bildung der Farb-Granula keine bedeutende Rolle spielen 
kann, sondem es sich im wesentlichen um einen kolloidchemischen Aus- 
floclcungsvorgang des Indophenolblaus selbst handeln mul~. Bei diesem 
Vorgang bleibt aber weiterhin often, welche Faktoren fiir die Lokali- 
sation der Farb-Granula verantwortlich gemacht werden miissen. 

Zusammen/assende ErSrterung der Ergebnisse von Untersuchungen i~ber 
die Rolle der Fette und Lipoide bei der Farbsto]/synthese und der Bildung 

yon Indophenolblau-K6rnchen. 

In den eigenen Modellversuchen konnte kein Anhalt daffir gewonnen 
werden, dab ungesiittigte Fetts~uren (im Modellversuch {)ls~ure) als 
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Indophenolblau-Bildner in Frage kommen k6nnen. Dieser Befund 
wurde weiterhin dutch Untersuehungen an verfet~eten Herzen besti~tigt. 
Naeh KAUFMANN und LESI~A~N 41 ist als einzige spezifisehe Fettfgrbe- 
methode die Fgrbung mit Nilblausulfat anzusehen. Hier gestattet eine 
Rotf/~rbung in jedem Fall don Schlul3, dab an diesen Stellen ungesgttig~e 
Fe~tsguren vorhanden sind, wghrend Blaufgrbung eine vollkommen 
unspezifisehe, gleiehmggig alle mSgliehen, yon ungesgttiggen Fettsiiuren 
freie Fettkombinationen tingierende Fgrbung darstellt. Die eigenen 
Fgrbeversuehe an verfetteten mensehliehen Herzen zeigten eine sofor~ 
eintre~ende, leuehtend rote Fgrbung der grSberen Fetlbtropfen (in ein- 
zelnen Zellen des Herzmuskels land sieh ausnahmsweise eine leuchtend 
blaue Anfgrbung dieser gr6Geren Tropfen, die demnaeh hier anseheinend 
frei yon ungesgttigten Fettsguren waren), w/ihrend kleinere und feinste 
Tr6pfehen keine oder nut" geringe Rotkomponente der Fgrbung besaBen. 
Entspreehend den Ansieh~en von LlSO~ ~s mfil3te man erwarten, dab 
gerade diese bei Nilblausulfatanwendung rotgefgrbten Gewebsbezirke 
besonders reiehlieh Indophenolblau-Bildung zeigen ~qirden. Dies war 
jedoeh nieht der Fall (vgl. 8. 745), eben die grSberen Tropfen wiesen 
bei der Gewebs-Nadi-l~eaktion nur eine mggige viole~te TSnung auf, 
welehe auf einfaehe, sekundgre LSsung des Farbstoffes zurfiekgeffihrt 
werden mug. Aueh konnten die bei der Nilblausulfatfgrbung im Gegen- 
sa.tz zur Norm blau gefgrbten grSberen Tropfen naeh der Gewebs- 
Nadi-Reaktion nieht yon den fibrigen Fetttropfen untersehieden 
werden. Dagegen wiesen die infolge geringen Gehaltes an nngesgttigten 
Fet.tsguren nut rotviolett oder vSllig blau gefgrbten feineren und feinsten 
TrSpfehen naeh der Gewebs-Nadi-geaktion krgftige Blaufgrbung auf. 
Wenn tiberhaupC eine dureh ungesgttigte Fettsguren katalygiseh be- 
dingte, oxydative Farbbildung an diesen Sehnitten des verfetteten 
Ilerzens aufgetreten ist, so kann sie gegenfiber der fermentativen Indo- 
phenolblau-Synthese innerhalb der angewand~en Rea,ktionszeit niehg 
yon einer ins Gewicht fallenden Bedeut, ung sein. Ffir den Herzmuskel 
trifft demnaeh die Ansich~ yon Llsox fiber die katalytisehe Wirknng 
nngesgttigter Fettsguren bei der Oewebs-Nadi-Reaktion und Indo- 
phenolblan-Reaktion nieht zu. 

Ebenso konnte dureh Modellversuehe die Ansieht yon ]g~ESOW 19 
fiber die katalytisehe Wirkung yon kolloidalem oder kristallisiertem 
Cholesterin bei der Gewebs-Nadi-t~eaktion widerlegt werden. 

Bei der zusammenfassenden Bespreehung der Versuehsergebnisse 
fiber den Bildungsmechanismus der Indophenolblau-Granula m6ehte 
ieh die eigenen Versuehe im Zusammenhang mit den bisherigen 
Ansiehten fiber die Entstehung der ,,Oxydase-Granula" bei der 
Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau-Ileak~ion bespreehen. Hier 
standen sieh bislang zwei Hypothesen gegentiber. DIE:rRICtl 7 sieht die 
Granulabildung an als eine sekundgre LSsung des im Zellprotoplasma 

Virchows Archly. l~d. 317. 4 9  
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fermentativ gebildeten Farbstoffes in TrSpfchen yon Fet t  oder Lipoiden~ 
w~hrend ~CtIULTZE 8, V. GIERKEg~ GRXFlf i~  KATSUNUMA TM U . a .  arl- 

nehmen, die Farbk6rnchen wfirden in ihrer Lokalisation Ferment- 
Granula entspreehen. Die  Anschauung yon DIET~IC~ wurde seiner 
Meinung nach gestfitzt dutch Untersuchungen an verfetteten Organen, 
wobei Fet t f i rbungen sieh in ihrer Ausdehnung mit derjenigen der inten- 
siven Blaureaktion der Indophenolblau-Synthese deekten, allerdings 
ging in einigen F~llen die Anhfiufung feiner, seharf blauer FarbkSrnchen 
fiber die Sudanf~rbung hinaus. Der gleiehe Befund wurde in den eigenen 
Versuehen an verfetteten Herzen festgestellt, doch konnte bei ni~herer 
Untersuehung kein Anhalt dafiir gefunden werden, dab die Indophenol- 
blau-Granula am nicht verfetteten Organ feinsten Fett-  oder Lipoid- 
trSpfchen entsprechen, im Gegentefl lieB sieh weder mit Fettfi~rbungen 
im Hellfeld oder im Fluorescenzlieht eine Granuladarstellung erreichen, 
noeh verhinderte Entfet tung der Sehnitte vom gesunden Iterzen die 
Bildung yon FarbkSrnehen bei der Indophenol-Reaktion oder Gewebs- 
Nadi-Reaktion. Bereits 1915 hatte la[ATSUNUMA n bei Untersuchungen 
fiber die Indophenolblau-Synthese der Nerven in vielen F.~llen an oxy- 
dasepositiven Gang]ienzellen negativen Ausfall der Lipoidf~rbungen 
gesehen. Aueh wenn man der Ansicht ist, es kSn-ne sieh bei den yon 
DIETRIe~ angenommenen LipoidtrSpfchen um nicht durch Alkohol- 
A%her aus der Zelle herauslSsbare LipoideiweiB-Komplexe handeln, so 
miiBte doeh in jedem Fall gefordert werden, dab diese hypothetischen 
Granula gegeniiber Fettfirbungsmitteln,  zu denen in diesem Fall aueh 
das Indol0henolblau reehnen wfirde, in gleieher Weise reagieren. Es 
dfirften dann nieht wie in den eigenen Versuehen differente Fi~rbe- 
ergebnisse zwischen Sudan i I I ,  Nilblausulfat sowie den Fluorochromen 
Rhodamin B und Pyroninbase einerseits und andererseits der Indo- 
phenolblau-Synthese bei der Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenol- 
blau-Reakt, ion zu beobachten sein. Dieser Gegensatz wird besonders 
deutlich, wenn man die Lipofusein-Granula zum Vergleieh heranzieht. 
Das Abnutzungspigment zeigt n~mlieh vor und naeh Entfet tung (vgl. 
S. 750) der Schnittpr~parate in gleieher Weise positive l~eaktion sowohl 
gegenfiber Nilblausulfat wie aueh der Indophenolblau-l~eaktion und 
Gewebs-Nadi-Reaktion. Hier kSnnte man mit I~eeht der IVIeinung sein, 
es handele sich um einen nicht dureh Alkohol-~ther herauslSsbaren 
LipoideiweiBkomplex. Aus den eigenen Untersuehungen geht aber doch 
hervor, ddlt danh, wenn Zellfett in mikroskopisch sichtbarer Gr6Ben- 
ordnung innerhatb :des Protoplasmas vorhanden ist, in verfetteten Be- 
zirken die Fet t t ropfen das gebildete Indophenolblau aufnehmen und 
speiChern , gleichzeitig fehlt an diesen 0rtlichkeiten die Bildung feinster 
Indophenolblau- Granula. 

Wenn auch nach den eigenen Versuchen sich fiir nicht verfettetes 
Gewebe die Hyloothese yon D ~ c ~  nieht mehr halten li~Bt, so darf in 
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dieser Tatsache aber andererseits kein Beweis dafiir gesehen werden, 
dab die Lagerung der Indophenolblau-KSrnchen unbedingt pri~exi- 
stenten Ferment-Granula oder Fermentansammlungen anderer Art 
entspreehen wiirde. Zwar glaubte KATSU~USiA mit einer allerdings un- 
geeigneten Methode naehgewiesen zu haben, dab entspreehend der 
Lokalisation der Indophenolblau-Granula sieh in den Zellen eine An- 
sammlung von in organiseher Bindung befindlichem Eisen (wie er meint 
Fermenteisen) finden wtirde und damit wenigstens sehr wahrseheinlieh 
die FarbkSrnehen selbst die Lokalisationsstellen der Oxydase darbSten, 
doeh beweisen die eigenen Untersuehungen, dal3 es sich bei den Eisen- 
kSrnehen yon KATSu~V~A um Kunstprodukte handelt. Unverst/~ndlieh 
bliebe es aueh, da6 in den F/~llen, woes  bei der Gewebs-Nadi-Reaktion 
am fixierten oder unfixierten Gewebe zu einer sehr kr/~ftigen t~i~rbung 
der Leukoeyten kam, regelm~tBig in der Umgebung dieser eine stgrkere 
und vermehrte Bildung yon Indophenolblau-Granula aueh in den 
benaehbarten Muskelzellen zu sehen war. Diese vermehrte Bildung yon 
Farbk6rnehen in der Umgebung der Blutleukoeyten kann doeh wohl 
kaum darauf zurtickgefiihrt werden, dab gerade hier aueh in den Muskel- 
zellen eine Ansammlung der Gewebs-Oxydase vorhanden sei. Vielmehr 
ffihrt allem Ansehein naeh die oxydative Bildung des ~'arbstoffes durch 
die Leukoeyten-Oxydase zu einer Konzentrationserh6hung des gebil- 
deten Indophenolb]aus aneh in der Ulngebung der Granuloeyten und 
dadnrch zur Ausfgllung des Farbstoffes. 

Die eben genannten Beobachtungen veranlagten reich zu einer 
n~heren Untersuehung der physikochemisehen Bedingungen des Vor- 
ganges der FarbkSrnchenbildung. Der in der Zelle gebildete Farbstoff 
Indophenolblau stellt eine in Wasser nur wenig, dagegen in Lipoiden 
und Lipoidl6sungsmitteln sehr gut 15sbare Substanz dar. [3berl/~gt man 
das Reaktionsgemisch der Gewebs-Nadi-Reaktion oder Indophenolblau- 
Reaktion an der Luft  der Selbstoxydation, so kommt es bei der Farb- 
bildung zum Zusammentrit t  yon Farbmolekeln unter Bildung kolloid- 
disperser Aggregate, wie der nun leieht naehweisbare TYNDAIm-Effekt 
und die ultramikroskopisehen Untersuchungen der Farbl6sung zeigen 
konnten. Zus~tzliche Farbstoffproduktion ftihrt dann unter Vergr56e- 
rung dieser zun~ehst nur ultramikroskopischen Teilehen zur Nieder- 
sehlagsbildung grSberer, amorpher FarbkSrnehen. Der g]eiehe Vorgang 
spielt sieh anseheinend aueh in der Zelle bei der fermentativen Indo- 
phenolblau-Synthese ab. Wenn es auch wenigstens sehr wahrscheinlieh 
ist, dag in der Zelle die Granulabildung auf Grund eines physiko- 
ehemisehen, kolloidalen Gesehehens vor sieh geht, so ist damit abet 
noeh nichts fiber die Lokalisation der Farbk6rnchen gesagt. Unter 
Beriieksiehtigung der u regelmgBigen Lagerung der Indo- 
phenolblau-Granula in den Iterzmuskelzellen ist anzunehmen, dab 
bestimmte Faktoren ftir diese Lokalisation verantwortlich gemaeht 

~9" 
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werden mfissen. Die einfachste ErklgrungsmSgliehkeit ergibt sieh aus 
der Struktur der Herzmuskelzelle selbst. Wie bereits friiher betont, 
l inden sieh in der Herzmuskelzelle die Farbk6rnehen vorwiegend perl- 
sehnurartig angeordnet in den interfibriNiren l~umen .  In diesen Zell- 
bezirken ist aber die Diehte des Protoplasmas geringer als in den Fi- 
brillen, so dab sich der Farbstoff infolge yon besseren L6sungs- und 
Diffusionsbedingungen an erster Stelle in diesen l~gumen anreiehern 
und zu kolloidalen Ausfgllungen Anlag geben wird. Andererseits kann 
die Ausbildung yon granulaartigen Niedersehl~Lgen in der Zelle am 
frfihesten dor~ erfolgen, wo ,,Floekungskeime" vorhanden sind. Als 
derartige Kondensa~ionskerne der intracellul~ren Niedersehlagsbildung 
kSnnten an sich alle in der Zelle vorgebildeten Strukturen je naeh den 
Reaktionsbedingungen wirksam sein, jedoeh seheiden als Bildner der 
indophenolblau-Granula bei den Bedingungen der Gewebs-Nadi-Reak- 
tion und Indophendblau-t~eaktion in der Herzmuskelzelle die bisher 
bekannten Strukturelemente der Zelle yon mikroskopiseh siehtbarer 
GrSgenordnung aus, wie empiriseh die eigenen Untersuehungen zeigen 
konnten. Nieht als typisehe Indophenolblau-K6rnehen anznspreehende 
Gebiide yon mikroskopiseh siehtbarer Dimension, welehe den Farbstoff 
Indophenolblau aufnehmen k6nnen, wurden in den Lipofusein-Granula 
und den Fett~rSpfehen gefunden. 

Vergegenwiirtigt man sieh die heute bekannten Tatsaehen fiber den 
Aufbau des Protoplasmas, so k6nnen hier meines Erachtens naeh An- 
haltspunk~e gefunden werden, welehe Zellbestandteile gegebenenfalls 
Ms derartige Kondensationskeime in Frage kommen kSnnen. Bekannt- 
lieh stellt das Zellprotoplasma kolloidehemiseh keine homogene EiweiB- 
phase dar, sondern ist ein mosaikartig aus Lipoiden und EiweiGen auf- 
gebautes Gebilde. I)iese mosaikartige Struktur ist zwar liehtoptiseh 
nieh~ naehzuweisen, doch konnte Ju~G 4~ sie elektronenoptiseh an Ery- 
throeyten sehr seh6n zur ])arstellung bringen. Diese Lipoide sind zum 
Tell an Eiweil3e gebunden, wie aueh aus Untersuehungen yon DIET~IC~ ~ 
herv0rgeht, naeh denen der in jeder Zelle normalerweise vorhandene 
Bestand an Zellfett in den meisten Fi~llen nieht f/~rberiseh zu erfassen 
ist und andererseits naeh EiweiBverdauung fiber das MaB der sonst 
extrahierbaren Fettmenge ein weRerer Tell freigesetzt wird. Kommt es 
nun in der Zelle bei der Gewebs-Nadi-I~eaktion oder Indophenolblau- 
l~eaktion zur Synthese yon Indophenolblau, so k6nnen sieh diese Lipoid- 
komplexe submikroskopiseher Gr6genordnung mit Farbstoff beladen und 
dann naeh Farbs~ttigung Ms Kondensationskerne ffir die Ausbildung 
mikroskopiseh siehtbarer Granula wirken, indem sie als At~rakti0ns- 
zentren weitere Farbmolekel anlagern. Als drittes ist daran zu denken, 
dab der Farbstoff elekt,roadsorptiv oder auf Grund vA~ D ~  WAALsseher 
Kri~fte a n  P~asmaeiweiGt~6rper gebunden werden k6nnte und dag 
diese adsorbierten Farbmolekel als Kondensationskerne wirken wiirden. 
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Eine Entscheidung zugunsten der einen oder anderen Erkl~rungs- 
mSgliehkeit li~Bt sieh zur Zeit mit den mir zur Verfiigung stehenden 
Mitteln nicht f~llen. MSglieherweise sind alle drei genannten Faktoren 
ffir die Grannlabildung yon Bedeutung. DaB jedoeh im Protoplasma 
der Zelle Bedingungen vorhanden sind, welehe sieh auf die Lokalisation 
der l%rbkSrnehen auswh-ken k6nnen, geht nieht nut aus der meist regel- 
ndtgig angeordneten Lagerung der K6rnehen hervor, sondern l~13t 
aueh ein Untersuehungsbefund yon HOLLANDE s2 vermuten. Dieser 
land bei einer F~Lrbung yon Gewebssehnitten mit einer LSsung des 
fertigen Oxydationsproduktes (eine alkoholisehe LSsung des Farbstoffes 
Indophenolblau wurde zu diesem Zweek mit Wasser verdfinnt, worauf 
der gleiehe Ausfloekungsvorgang eintrat wie im I{eaktionsgemiseh der 
Oxydase-Reaktionen), also kolloidalem Indophenolblau, genau dieselben 
,,Strukturen" angef~rbt, wie bei den Oxydase-Reaktionen selbst. 

HOLLANDE ging allerdings bei der Beurteilung seines Versuches 
weiter und bestritt die MSgliehkeit einer Fermentnatur der Oxydase- 
Reaktionen mit e-Naphthol @ Dimethyl-p-Phenylendiamin fiberhaupt. 
Wie bus den mitgeteil~en eigenen Versnchen sofor~ gesehlossen werden 
kann nnd wie miter anderen aueh bereits I{IES ~a betont, sehiegt HOL- 
LANDE jedoeh mi~ dieser Sehluftfolgerung fiber das Ziel hinaus. Es 
mug seh/~rfstens untersehieden werden zwisehen der eigentliehen, 
fermentativ katalysierten Farbstoffsynthese und der naeh physikaliseh- 
ehemisehen Bedingungen ablaufenden Bildung yon Farbk6rnchen. 
Der Mangel einer derart seharfen Trennung dieser beiden Absehnitte der 
Oxydase-Reaktionen (Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau-Re- 
aktion) nieht nur bei HOLLANDE, sondern aueh bei den m eisten frfiheren 
Untersuehungen war Ursaehe eines Teiles der Kontroversen in der bis 
zu den eigenen Versuehen nieht abgesehlossenen Diskussion fiber die 
Indophenolblau-Synthese im histologisehen Sehnittpr~parat and die 
dabei auftretende Farb-Granulabildung. 

Zusammen/assung. 
1. In der Reaktionsmischung naeh GR/iFF zur Gewebs-Nadi-Reak- 

tion k6nnen, ohne )[nderungen des t~e~ktionsabl~ufes und -ausfalles 
beffirehten zu mfissen, Dimethyl-p-Phenylendiamin-chlorhydrat, -sulfat 
und -base gegenseitig ausgetauseht werden. 

2. Die Gewebs-Nadi-Reaktion des unfixierten, gesunden Herz- 
muskels und der Leukoeyten ist eine geaktion des WAI~BURG-KEILIN- 
Systems der intraeellul/~ren Atemfermente. Ein nieht fermentativ 
katalysierter Reaktionsanteil ~ird an den Granuloeyten und der ge- 
sunden Herzmuskelzelle nieht beobaehtet. 

3. Aueh die Gewebs-Nadi-Reaktion am fixierten Herzmuskel wird 
dureh das gleiehe System der Atemfermente der Zellen hervorgerufen. 

4. Fixierung des Gewebes verzSgert allein sehon dureh Diffusions- 
hemmung den Eintritt und die Gesehwindigkeit der Tndophenolblau- 
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Synthese. Eine unmittelbare Hemmwirkung yon Formol auf die 
Fermentaktivitgt anzunehmen, ist daher nicht unbedingt erforderlieh. 

5. Ebenso wie die Gewebs-Nadi-lgeaktion mu$ die Indophenolblau- 
Reaktion nach WrtCXLER-SCEULTZE auf Wirkung der sauerstoffiiber- 
tragenden Zellfermente (Cytochromoxyda.se-Cytoehrom-Komplex)zu- 
riickgefiihrt werden. 

6. In Modellversuchen konnte kein Anhalt dafiir gefunden werden, 
da.$ kristallisiertes oder kolloida.les Cholesterin im Sinne yon I~EMESOW 
als Indophenolblau-Bildner wirken k5nnten. 

7. Ebenso schied 01s/~ure (als Beispiel der unges~ttigten Fetts~uren) 
als ka.talytisch wirkende Substanz aaus. Gleiche negative Ergebnisse 
ergaben Versuche mit Lecithin und mensehlichem Fett. 

S. Die Indophenolblau-Granula. stellen in keinem Fall in der ge- 
sunden Zelle feinste Fett- oder LipoidtrSpfchen daar. Andererseits 
kSnnen abet in verfet~eten Orga.nen derartige TrSpfehen den Farbstoff 
Indophenolblaau aufnehmen und speichern, so da.$ in diesen F~llen 
TguschungsmSglichkeiten gegeben sind. 

9. ~a.eh fluorescenzmikroskopischen Fgrbeversuchen mit Rhod- 
amin B und der Pyroninba.se liegt da.s Baufett der Zetle mikroskopiseh 
in diffus verteilter Form vor. 

10. Da.s orgaanisch gebundene Zelleisen ist gleiehm~l~ig, diffus in der 
Zelle verteilt. Die gegenteilige Beoba.ehtung von KATSU~UMA beruht 
auf der Verwendung einer ungiinstigen Methode, bei der es in jedem 
Fall .zu Niedersehlggen kommen muB, die jedoeh als Kunstprodukte 
anzusprechen sind. Auf Grund der eigenen Versuche ist eine gra.nula- 
a.rtige Verteilung der eisenha.ltigen Atemfermente der Zelle nieht 
anzunehmen, da.mit entfgllt a.uch die M5gliehkeit zur Ansieht, die 
Indophenolbla.n-KSrnchen bei der Gewebs-Na.di-Reaktion und Indo- 
phenolblau-Reaktion kSnnten in oder an eisenha.ltigen Ferment-Granula. 
gebildet werden. 

11. Uberl~l~t man da.s Rea.ktionsgemisch der Gewebs-Nadi-Reaaktion 
a.n der Luft der Selbstoxydaation, so kommt es zum Zusammentritt yon 
Fa.rbmolekeln Unter Bildung zungchst kolloiddisperser und spgter a.uch 
mikroskopiseh sichtbarer Teilchena.ggregate. 

12. Mit grofter Wahrseheinliehkeit l~uft auch im Gewebsschnitt die 
Graanulabildung a.ls physikochemisehe Niedersehlaagsbildung ab. 

13. Die Lokalisa.tion tier Fa.rbk5rnehen kann m5glicherweise bedingt 
sein dureh Konzentrationserh5hung in einem bestimmten Areal anf 
Grund besserer LSsungs- und Diffusionsbedingungen, Wirkung sub- 
mikroskopischer Lipoidkomplexe uls Attraktionszentren oder aber Ad- 
sorption des F~rbstoffes an Eiweil~komponenten des Zellprotopla.sma.s. 

14. Eoazervation im strengen Sinne yon BUNGE:NBERG DE JONG 
kann na.ch den angestellten Erwiigungen und Versuchen keine bedeu- 
tende ]~olle bei der Granulabildung spielen. 
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