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Einleitung.

Die morphologische Untersuchung normaler und erkrankter Organe
hat mit den in der Histologie allgemein gebrauchlichen Farbemethoden
einen gewissen Abschlufl erreicht. Diese an sich vielfdltigen Methoden
erlauben einen weitgehenden Einblick in die Morphologie der Gewebe,
jedoch tiber die Zellfunktion selbst und den funktionellen Zustand der
Zelle koénnen sie nur sehr wenig aussagen. Allerdings zeigt eine Anzahl
histochemischer Methoden 'einen erfolgversprechenden Anfang zu einer
Histologie des Funktionszustandes der Zellen und Gewebe. Ks sei an
die Nachweismethoden von Glykogen, Eisen, Glutathion, Vitaminen
und der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration, des isoelektri-
schen Punktes der Zelleiweille sowie des Redoxpotentials der Zelle er-
innert. Allerdings muf} man sich dariiber klar sein, dafl mit derartigen
Methoden nicht Funktionsabliufe, sondern nur der Funktionszustand
im Augenblick der Untersuchung festgestellt werden kann.

Eine sehr bedeutende Rolle im funktionellen Zellgeschehen nehmen
die Fermente ein. Eine Reihe von Methoden wurde im Schrifttum an-
gegeben, um Enzyme in den Zellen der Gewebe nachweisen zu konnen.
Es sind dies vorwiegend die sog. Oxydase-Reaktionen, und zwar der Nach-
weis von Phenolasen, Peroxydasen, Tyrosinase, die Dopa-Reaktion
und die eigentlichen Oxydase-Reaktionen mit Hilfe von Dimethyl-
p-Phenylendiamin. Bei all diesen Reaktionen handelt es sich in.jedem
Fall um Oxydationsvorginge, deren Nachweis dadurch méoglich®awvird,
daB farblose oder farbschwache Losungen durch katalytisch wirkende
Substanzen (Fermente) zu dunklen Farbstoffen oxydiert werden, welche
dabei in den Gewebszellen zur Ablagerung kommen. Ob es sich aber
tatséchlich in jedem Fall um Fermentreaktionen handelt, wurde nicht
immer mit der unbedingt erforderlichen Exaktheit nachgewiesen. Wenn

* Die Arbeit bat als Habilitationsschrift (Teil I} der Medizinischen Fakultat
der Westfalischen Landesuniversitit zu Miinster vorgelegen.
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es auch sicher ist, daB derartige Oxydationsfermente in den Zellen vor-
kommen, 80 bestehen doch noch Liicken in unserer Erkenntnis, inwieweit
die genannten Reaktionen mit Hilfe solcher Enzyme allein oder aber
zusammen mit anderen katalytisch wirkenden Substanzen (nicht fer-
mentativer Art) wirken. Moglicherweise konnten ja auch letztere allein
als oxydationsbeschleunigende Agentien in Frage kommen.

Die eigenen Untersuchungen befassen sich in dieser Arbeit mit der
Indophenolblau-Synthese im histologischen Schnittpriparat. Am Bei-
spiel des Herzmuskels und der Leukocyten sollen die Grundlagen
dieser Reaktionen und ihre Beziehungen zur Zellatmung weitmoglichst
klargestellt werden. ‘

Die Anwendung der Indophenolblau-Synthese in der Gewebelehre als Nach-
weis oxydativer Fihigkeiten des Gewebes geht zuriick auf Untersuchungen von
P. ExrricH! (1885). Dieser injizierte Kaninchen intravends eine wéBrige Losung
von «-Naphthol (}/,%) und Dimethyl-p-Phenylendiamin (1/,%) und fand eine
Blauung bestimmter Organe. Er nahm an, der infolge fehlender Reduktions-
wirkung am ,,sauerstoffgesittigten Parenchym® iiber das Leukoprodukt hinaus
gebildete Farbstoff (Indophenolblau) lagere sich als kérnige Substanz im Proto-
plasma ab. Mikroskopische Untersuchungen wurden jedoch von Emrricm nicht
unternommen, Eine bereits im Blut erfolgende Farbstoffbildung konnte im
iibrigen mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Diese Untersuchungen von
EnrricH wurden in der Folgezeit nicht wieder aufgenommen, dagegen berichtete
WURSTER? (1886), daB Papier, welches mit Di- oder Tetramethyl-p-Phenylendiamin
getriinkt war, sich beim Bestreichen mit Gewebsbrei blau firbte. ROEMANN und
Serrzerd (1895) beobachteten in Lésungen von a-Naphthol + Dimethyl-
p-Phenylendiamin unter der Einwirkung bestimmter Organbreie in kiirzester Zeit
die Bildung eines blauen Farbstoffes. Sie fiihrten diesen Befund auf Oxydase-
wirkung, also fermentativen EinfluB, zuriick und lokalisierten die Synthese des
Indophenolblaues ebénso wie ERRLICH in die Zellen selbst, da die Korperfliissig-
keiten sich als kaum wirksam erwiesen.

Den nichsten bedeutenden Schritt in der Entwicklung der Reaktion brachten
1907 die Versuche von WINRLER? an mit Formol oder Alkohol fixierten, aber
auch frischen Objekttragerausstrichen von Blut, Eiter usw. Durch alkalische
a-Naphthol- und Dimethyl-p-Phenylendiamin-Losungen konnten hier im Proto-
plasma von polymorphkernigen Leukceyten blaue Granula zur Darstellung ge-
bracht werden. Er nahm eine unter der Wirkung von Oxydasen vollzogene
Farbung sauerstoffaffiner Granula an. Zur Annahme einer fermentativen Lei-
stung wurde er durch die Tatsache veranlaft, daB gekochte Ausstriche keine
entsprechende Reaktion gaben.

Bereits 1902 sahen DimrTricE und LIEBERMEISTERS bei Anwendung einer
frisch bereiteten, schwach alkalischen Lésung von o-Naphthol- und Dimethyl-
p-Phenylendiaminchlorhydrat in den verschiedensten Bakterien, am deutlichsten
bei B. anthracis, die ,,Koérnchen* des Zelleibes sich blau firben und stellten die
groBe Widerstandsfahigkeit dieser gefarbten Kornchen gegen eine Reihe sonst
,,Josender und zerstérender*‘ Agentien fest. Sie nahmen ein oxydierendes Ferment
als synthetisierenden Faktor an, welches vielleicht in den Kdrnchen selbst lokali-
siert sei. Jedoch wies MEYER® (1903) darauf hin, daB der blaue Farbstoff ein aus-
gezeichnetes Reagens auf Fett sei, die Blaufiarbung der Kérnchen daher nur
deren Fettnatur beweise. DiETRICH? geht nun 1908 auf die Arbeiten von WINKLER
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und MEYER ein. Auf Grund seiner neuerlichen Untersuchungen an frischen und
tixierten Eiterausstrichen sowie Doppelmesserschnitten von frischem, unfixiertem
Gewebe kommt er zum SchluB, es handele sich bei der Indophenolblau-Reaktion
zwar zum wesentlichen Teil um eine fermentative, synthetisierende Leistung des
Gewebes oder der Zellen, jedoch lasse sich aus der Lokalisation der Fiarbung
auf die Lagerung derartiger Fermente kein SchluB ziehen. Der gebildete Farb-
stoff wiirde vielmehr von fettartigen Elementen aufgenommen und wohl auch
gespeichert. DrIBrricH war bereits aufgefallen, daB groBere Fetttropfen eine
‘rotviolette Farbung im Gegensatz zu den feineren Granula aufweisen. Er fithrte
diese ,,Metachromasie* auf die Gréfle der Tropfen und der dadurch verinderten
Transparenz zuriick.

1909 versffentlichte W. H. ScavLTzE ® eingehende Untersuchungen zur Indo-
phenolblau-Reaktion mit stark alkalischen Lésungen und fithrte dabei die Reak-
tion am formolfixierten Gewebsschnitt in die hlstolog1sche Methodik ein. Im
Gegensatz zu DIETRICH nimmt er fur die Reaktion selbst einen alleinigen fermen-
tativen Mechanismus an.

Neune Ergebnisse und Ansichten brachten 1911 Untersuchungen durch
v. Gierxe®. Er konnte nachweisen, daf bei Verwendung alkalifreier Losungen
von o-Naphthol und Dimethyl-p-Phenylendiamin am unfixierten, frischen
Material nicht nur die Leukocyten, sondern auch eine Reihe anderer Zellen, ins-
besondere Muskelgewebe und driisige Organe einen deutlich positiven Reaktions-
ausfall zeigen. V. GIERKE fiihrte die Bildung des blauen Farbstoffes ebenfalls auf
oxydative Fermentwirkung zuriick und sah die gefirbten Granula als priexistent
an. An diese Beobachtung anschlieBend, untersuchte Grirrl0 (1912)sehr eingehend
die Indophenolblau-Synthese im unfixierten Gewebsmaterial mit alkalifreien
Losungen. GRAFF verwandte bei seinen ersten Untersuchungen sehr verdiinnte,
farblose Losungen (in physiologischer Kochsalzlssung) der durch v. GIERKE an-
gegebenen Gemische, Seine Befunde ergaben folgendes Bild:

,»Plattes und cylindrisches, ebenso flimmerndes Epithel in einfacher und mehr-
facher Schicht wie auch Ubergangsepithel enthilt im Protoplasma oxydierende
Granula, die bald gleichmiBig verteilt liegen, bald hauptsichlich den Raum
gegen die freie Oberfliche der Zelle einnehmen oder nur der Kernwand anliegen.
Hingegen lassen die Endothelzellen der GefiBwinde kaum Granula erkennen,
verbreiteter sind sie in den Mesoihelzellen des Peritoneums und des Perikards.
Driisenzellen scheinen im allgemeinen begonders reich an oxydierenden Granula
zu sein. Bindegewebszellen geben meist nur geringe Reaktion, einzelne oft sehr
wenige Granula am Rande des Kerns, indes scheint der Reichtum derselben an
Granula vom Alter der Zellen abhiingig zu sein. Im hyalinen Knorpelgewebe fand
ich (d. h. GrarF) ebenfalls zum Teil Granula, aber oft auch gréBere, unregel-
miBig geformte, mattviolette Kérnchen. Besonders schéne Bilder gibt die quer-
gestreifte Skeletmuskulatur. Die oxydierenden Granula finden sich in groBer
Anzahl im interfibrillaren Sarkoplasma in Héhe der anisotropen Schicht. Bald
findet man die Léngs-, bald die Queranordnung stirker hervorgehoben; doch
sieht - man auch Fasern, in denen die Granula regellos zerstreut zu liegen scheinen.
Die Muskelkerne sind oft noch besonders von Granula umgeben, Die Fasern des
Herzmuskels geben ein ahnliches Bild. Glatte Muskeln zeigen nur sehr feine
Granulierung ohne besondere Anordnung. Die Ganglienzellen weisen meist einen
auBerordentlichen Reichtum an oxydierenden Granula auf, wihrend die Glia-
zellen diese so gut wie ganz vermissen lassen. Leukocyten und Spermien enthalten
zahlreiche oxydierende Granula, bald gleichm&Big verteils, bald hauptsichlich
der Kernwand anliegend. Doch scheint der Gehalt in den Leukocyten stirkeren
Schwankungen zu unterliegen. — Leberzellen enthalten sehr reichlich oxydierende
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Granula, oft mit hesonderer Betonung der Anordnung um den Kern. Ebenso
die Zellen des Nierenapparates, chne daB hier allgemein ein einzelner Kanalchen-
abschnitt besonders bevorzugt wire ; allerdings aber scheinen in den verschiedenen
Einzelpriaparaten immer bestimmte Kanalchenabschnitte von der Farbung
bevorzugt zu werden. Das Milzparenchym mub als oxydasefrei gelten. Die granu-
lierten Leukocyten, die manchmal in grofler Anzahl anzutreffen sind, enthalten
auch hier selbstredend oxydierende Granula. Die Schleimhout des Magen- und
Darmkanals gibt starke Reaktion; die glatte Lings- und Quermuskulotur ist
sehr fein und spérlich granuliert, wodurch das Geflecht des Plexus myentericus -
in seiner fortlaufenden regelmafBigen blauen Granulierung meist um so deutlicher
hervortritt. .

Die Driisenzellen des Pankreas wie die Zellen der abfithrendén Génge scheinen
in gleicher Weise stark granuliert; in anderen Fallen war die Granulierung nur
mangelhaft, Die Zymogenkornchen lassen keinen Zusammenhang mit den oxy-
dierenden Granula erkennen. Die Zellen der Nebenniere von Rinde und Mark
besitzen ebenfalls reichlich oxydierende Granula, wenn auch anscheinend nicht
ausschlieBlich und in verschiedener Menge. (Das Fett der Nebennierenrinde farbt
sich violett.) Die Schilddriisenepithelien geben deutliche Reaktion mit haufiger
Anordnung der Granula um den Kern, auch das zwischenliegende Bindegewebe
zeigt Kornelung. Eine Ausscheidung der oxydierenden Granula in das Kolloid
konnte ich (d. h. GRAFF) nicht beobachten. Die Prostaia weist selten vereinzelt
_ oxydierende Granula in den Muskelfagsern auf. Die Zellen der Hodenkandlchen
zeigen verschiedenen Gehalt an oxydierenden Granula; oft sind sie reichlich,
manchmal erscheinen sie nur in geringer Menge. — Die Epithelien und Zellen
der Tunica propria des Uterus enthalten reichlich oxydierende Granula, dagegen
findet man solche in den Muskelfasern nur sehr vereinzelt. — Im Zottenepithel der
Placenta wie im zwischenliegenden Bindegewebe finden sich reichlich oxydierende
Granula‘** (GRAFF).

Dieser Befund unterscheidet sich nun sehr erheblich von dem Ausfall der
Indophenolblau-Reaktion wie sie WiNkLER und W. H. ScrvrrzE durchfithrien.
Bei der letzteren zeigen nur die polymorphkernigen Leukoeyten, die basophilen
Mastleukocyten des Blutes und Knochenmarks, Driisenzellen der Speichel- und
Tranendriisen und die syncytiale Auskleidung der Placenta einen positiven
Befund in Form blauer Granula. Nach v. GIerkE sollen die Granula der letzteren
Firbung ,,stabile Oxydasen® darstellen, wahrend nach der v. GIERKE-GRAFF-
schen Methode auBerdem ,,labile Oxydasen‘‘ gefarbt wiirden. Spiter stelle GRAFF
fest, daB der Ausfall der Gewebs-Nadi-Reakiion (Na-Di = Na-phthol-Di-
methyl-p-Phenylendiamin), wie er seine Methode bezeichnete, sehr von der
Wasserstoffionenkonzentration des Gewebes und der Reaktionslésung abhéngig
ist. GrAFF untersuchte in spiteren Arbeiten! diese Faktoren genauer und stellte
fest, dafl zur Einhaltung optimaler Bedingungen der Gebrauch eines gepufferten
Reaktionsgemisches erforderlich ist, wobei der giinstigste Pufferbereich fiir
tierisches Gewebe bei pgy = 8 liegt. Im Gegensatz zu DiETRICH ist GRAFF der
Ansicht, daB die auftretenden Farbkérnchen am Ort der Oxydation entstehen
und abgelagert werden, allerdings wohl weniger in oxydierenden Granula selbst
als vielmehr an deren Oberfliche.

1924 fafite Karsonuma!? die bisherigen Ergebnisse der Histochemie der
,,Oxydase-Reaktionen‘‘ in einer Monpgraphie zusammen und brachte dabei eine
Reihe eigener Untersuchungen. Schon GrAxr war auf Grund von Versuchen zu
der Auffassung gelangt, es miisse sich bei dem oxydierenden Agens der Gewebs-
Nadi-Reaktion um einen Eisenkatalysator handeln. KarsuNuma glaubte, diese
Auffassung stiitzen zu kénnen durch die Anwendung der supravitalen Eisen-
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Reaktion an Gewebsschnitten (Schwefelammoniummethode QUINCKES!, an
frischem Leber- und Nierengewebe). Hierbei wurden intracellulir Eisen-Granula
beobachtet, die in ihrer Lokalisation mit den Indophenolblau-Granula iiberein-
stimmten.

Auf Grund der Versuche von KarTsunuma sowie der Arbeiten von WAR-
BURGM gelangte 1929 SEHRT'® im Anschlul an seine Versuche zur Darstellung
sudanophiler Granula in Leukocyten und im Herzmuskel zu der Ansicht, ,,daB
die Zellatmung und deren histologischer Ausdruck, die Oxydase-Reaktion, der
tierischen Zelle unbedingt abhéngig von dem Vorhandensein von Lipoiden ist‘".
Nach seiner Meinung sei das unbedingte Nebeneinander von Eisenkatalyse und
Lipoid histologisch erwiesen. SEBRT diskutiert dabei die Frage, ob das Lipoid
das Funktionseisen der Zelle mittel- oder unmittelbar katalytisch wirksam mache.
Eine echte fermentative Wirkung wire hiernach ausgeschlossen.

In der Folgezeit wurden von seiten der Histochemie keine neuen Er-
gebnisse erzielt, die den Reaktionsmechanismus der Indophenolblau-
Reaktion oder der Gewebs-Nadi-Reaktion weiter zu kliren vermocht
hitten, jedoch brachte die biochemische Fermentforschung neues Licht
in diesen Fragenkomplex.

Ausgehend von den Untersuchungen durch KemLix und HARTREE 16
konnten 1938 Srorz und Mitarbeiter ! in biochemischen Versuchen
feststellen, dall die Indophenolblau-Synthese im Nadi-Gemisch durch
Gewebe mit Hilfe des Systems Cytochrom-Cytochromoxydase erfolgt.
Dabei kann sowohl Cytochrom B wie auch in erhéhtem MaBe Cyto-
chrom C zusammen mit der Cytochromoxydase wirken. Damit stellt
die ,,Jndophenol-Oxydase™ fritherer Untersucher also einen Teil des
WARBURG-KEILIN-Systems der Atemfermente der Zelle dar. Es sei
bemerkt, dal3 die Oxydation des Hydrochinons durch Gewebe zu Chin-
hydron nur durch Cytochrom C - Cytochromoxydase vor sich geht,
hier ist das Cytochrom B ohne EinfluBl. Durch diese Feststellung von
Strorz sind zwar weitgehend die Faktoren fiir die fermentative Oxy-
dation des Nadi-Gemisches durch Gewebsbrei geklirt, wenn auch noch
die genaue Konstitutionsaufklirung der Cytochrome und der Cytochrom-
oxydase offenbleibt. Awuch ist meines Wissens eine Reindarstellung
des letzten Fermentes bisher nicht gelungen. Und doch bleiben fir die
Histochemie noch weitere Fragen offen. So ist als erstes zu kldren, ob
auch im Gewebsschnitt die mikroskopisch beobachtbaren Oxydase-
Reaktionen mit «-Naphthol und Dimethyl-p-Phenylendiamin auf die
Wirkung des Systems der Atemfermente der Zelle zuriickzufithren sind.
Weiterhin ist der Anteil von Lipoidkomplexen (SEHRT) und auch der
ungeséttigter, organischer Verbindungen, die infolge Oxydation zu
»Peroxyden® den aktivierten Sauerstoff an das Nadi-Gemisch weiter-
geben kénnten, an den Reaktionen festzustellen. LisoN '8 machte 1936
an Hand von Untersuchungen darauf aufmerksam, dal neben den
enzymbedingten, durch Cyan und Hitze hemmbaren positiven Reak-
tionsausfillen noch unter Umstanden weitere Moglichkeiten der Fiarbung



712 : NORBERT SOHUMMELFEDER:

iibrig bleiben. Durch Reagensglasversuche und an Gewebsschnitten
formalinfixierten Materials konnte es Lisoxn wahrscheinlich machen,
dal ungesittigte Fettsiiuren sich ebenfalls mit Nadi-Gemischen firben.
Da die mijt Nadi-Reagens firbbaren Fettstoffe Jodkalium spalten
und verschiedene Leukofarbstoffe oxydieren, méchte er den Anteil
der Indophenolblau-Synthese durch Zellfett auf die Peroxydnatur
von an der Luft oxydierten ungesittigten Fettkirpern zurtickgefiihrt
wissen. Diese Ansicht von LisoN ist nicht unbedingt neu. Schon
1932 wollte REMESOW 1 sehr einseitig die Nadi-Reaktion ausschlief3-
lich auf eine katalytische Reaktion des Cholesterins der Zellen und
Gewebe zuriickfithren, wobei die Granulabildung in den Zellen einen
Ausflockungsvorgang kolloidalen Cholestering des Gewebes darstellen
sollte.

Sodann ist der Mechanismus der Bildung von 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 granulaartigen
Ansammlungen von Oxydationsfermenten.

Wenn man das vorhandene Schrifttum kritisch auswertet, so ist zu-
néchst festzustellen, daB die beiden Hauptmethoden der Indophenolblau-
Synthese: Indophenolblau-Reaktion nach WINKLER-W. H. ScHULTZE
mit Verwendung alkalischer Losungen und die Gewebs-Nadi-Reaktion
nach GRAFF unter Beniitzung gepufferter Reaktionsgemische- sehr ver-
schiedene Ergebnisse zeigen und dal weiterhin auch scheinbar un-
bedeutende Modifikationen in der Reaktionsausfiihrung. bei beiden
Férbemethoden die Ergebnisse wesentlich verindern. Diese Tatsache,
auf die auch RoMEIS® eindringlich hinweist, ist Ursache einer Reihe
von Widerspriichen zwischen verschiedenen Arbeiten und fithrte unter
anderem zu der Annahme, es handele sich entweder um unterschiedliche
Oxydasen bei den einzelnen Reaktionen (HALLHEIMERZ2!) oder aber
um durch sekundéire Bedingungen in verschiedenem AusmaB angreifbare
Fermente (v. GIERKE), wihrend eine dritte Gruppe von Untersuchern
die fermentative Natur der oxydationsbeschleunigenden Agentien bei
den einzelnen Reaktionen iiberhaupt leugnete (HoLLANDE??).

Um bei den eigenen Untersuchungen nicht durch unklare Bezeich-
nungen der einzelnen Reaktionen neue Verwirrung zu stiften, wurde die
Indophenoclblau-Synthese im histologischen Schnittpraparat nach GRAFF
unter Verwendung gepufferter Losungen grundsdtzlich als ,,Gewebs-
Nadi-Reaktion und die Methode von WiNkLER und W. H. ScHULTZE
mit Benitzung starker alkalischer Farbgemische als ,,Indophenolblau-
Reaktion bezeichnet. Die beiden Ausdriicke ,,Indophenolblau-Synthese
und ,,0xydase-Reaktion wurden als tibergeordnete Begriffe fiir beide
Reaktionen verwandst.
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Eigene Untersuchungen.
A.' Firbemethoden.
1. Die (ewebs-Nadi-Reaktion.

Auf Grund von Vorversuchen wurde fiir die Untersuchung des unfixierten,
frischen Herzmuskels laufend das gleiche Reaktionsgemisch angewandt.
Lisungen. a) 10 em? 1/;; mol. sekundéres Natriumphosphat.
b) +12,5cm? 0,12%ige walrige Losung von Dimethyl-p-Phenylendiamin-
chlorhydrat, -base oder -sulfat.
c) 12,5 cm?® 0,1 %ige wabrige «-Naphthollosung.
pr der Gesamtlésung == 8,0.

Die einzelnen Fliissigkeitsmengen wurden mit der Pipette abgemessen und kurz
vor Durchfithrung der Farbung gemischt. Das Reaktionsgemisch wurde jeweils
nur fur wenige Schnitte benutzt,

Herstellung der Lésungen. a) 23,9 g sekundéres Natriumphosphat (Na,HPO,
+ 12H O, Mol.-Gew. 358,21) wurden in einem MeBkolben in dest. Wasser
gelost und die Gesamtfliissigkeit mit dest. Wasser auf 1000 cm?® aufgefiillt.

b) 0,3 g Dimethyl-p-Phenylendiaminchlorhydrat (-sulfat oder -base) ,,Merck
[H,N - C;H, N(CH,), -+ 2HCI (1,4)] wurden in Wasser geldst und im MeBkolben
auf 250 cm® mit dest. Wasser aufgefiillt. Die Losung wurde nur innerhalb der
ersten 3 Tage nach dem Ansetzen benutzt und im Dunklen aufbewahrt. Fir
Vergleichsuntersuchungen an verschiedenen Herzen wurde die Losung téglich
frisch angesetzt.

¢) 1,0 g «-Naphthol puriss, pro analysi ,,Merck (C;,H;- OH) wurden mit
96 %igem Athylalkohol gelést und mit dem gleichen Losungsmittel im MeBkolben
auf 10 cm?® aufgefiillt. Diese Stammlosung wurde in einer braunen Flasche im
Dunklen aufbewahrt. Zur Vermeidung oxydativer Einwirkungen des Luftsauer-
stoffes wurde der Stopfen der Flasche mit Paraffin iiberzogen. Von dieser Stamm.-
lésung wurde 1,0 cm3 mit der Pipette in einen MeBkolben abgefillt, die Pipette
mit 96 %igem Alkohol nachgewaschen und die Losung mit dest. Wasser auf 100 em3
aufgefiillt. Auch diese Losung wurde nur innerhalb der ersten 3 Tage nach dem
Ansetzen benutzt und wébrend dieser Zeit im Dunklen aufbewahrt. Fiir Ver-
gleichsuntersuchungen an verschiedenen Herzen wurde die Losung téglich frisch
angesetzt,

Die einzelnen Losungen des Reaktionsgemisches wurden vor Gebrauch jeweils
filtriert.

Die Kontrolle der Pufferlsungen und des Nadi-Gemisches auf ihre Wasser-
stoffionenkonzentration erfolgte mittels elektrometrischer p,-Bestimmung an
der Chinhydronelektrode. Als Vergleichselektrode diente die gesittigte Kalium-
chlorid-Calomelelektrode. Die p,-Bestimmung -erfolgte nach dem Kompen-
sationsverfahren am Potentiometer nach Dr, Turux (Herstellerfirma: Strih-
lein & Co.). Die Chinhydronelektrode ist im Bereich von pg = 0-—8 ohne Schwierig-~
keiten zu gebrauchen, bei gut gepuiferten Losungen, wie sie in den eigenen Unter.
suchungen vorlagen, 148t sich der MeBbereich bei schneller Ablesung bis auf pg.9
ausdehnen (KoRDATZEI?3),

Fiir die histochemischen Untersuchungen wurde moglichst frisches Gewebs-
material bis zur Untersuchung im Kiihlschrank bei —10° C aufbewahrt. Ein
Unterschied im Ausfall der Reaktion gegen korperwarm verarbeitetem Gewebe
ergab sich bei der angewandten Aufbewahrungsart und -zeit nicht. Das Gewebe
wurde sodann auf dem Gefriermikrotom bei einer Schnittdicke von 20 x mit
tiefgekiithltem Messer geschnitten. Die einzelnen Schnitte kamen sofort vom
Mikrotom in die Farblosung und wurden durchschnittlich 20-—40 min darin
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belassen. Fir vergleichende Untersuchungen wurden immer gleiche Farbezeiten
eingehalten, die jeweils in den einzelnen Versuchsreihen angegeben werden.
Nach der Farbung kamen die Schpitte kurz in physiologische Kochsalzlésung
(0,9%ig), wurden auf ein Deckglas aufgezogen, dieses vorsichtigc am Rande ab-
getrocknet und die Schnitte sodann in gesittigte, wibirige Losung von Kalium-
acetat oder Lavulose eingeschlossen und sofort untersucht. Fiir bestimmte Unter-
suchungen und besonders zur (Gewinnung von Ubersichtsbildern wurden die
Gefrierschnitte nach ScHULTZ-BrAUN$2 vom Messer unmittelbar auf den Objekt-
trager iibertragen und auf diesem gefirbt. Bei Anstellung der Nadi-Reaktion
am formolfixierten Material wurden die Gefrierschnitte in der gleichen Weise
behandelt, wie Schnitte unfixierten Gewebes.

Entsprechend dem Vorgeben von GrAFF wurde der makroskopisch sichtbare
Ausfall der Reaktion als Ma-Effekt und der mikroskopisch feststellbare als Mi-
Effekt bezeichnet.

Die Methode der Farbung mittels Dimethyl-p-Phenylendiaminchlorhydrat
galt fiir alle folgenden Untersuchungen als Standardfirbung, mit welcher die
iibrigen Indophenolblau-Synthesen am histologischen Gewebsschnitt verglichen
wurden. Bei der Durchfithrung der Versuche zur Aufklirang des Reaktions-
mechanismus der Farbungen wurde aus zeitbedingten Griinden (Beschaffungs-
gchwierigkeiten) meist Dimethyl-p-Phenylendiaminsulfat engewandt, sofern es in
den Versuchsprotokollen nicht anders angegeben wurde.

1I. Die Indophenolblau-Reaktion nach WINKLER-SCHULTZE.

Das zur Untersuchung kommende Gewebe wurde in 10%igem, neutralem
Formol fixiert. Vor dem Schneiden auf dem Gefriermikrotom wurde das durch.
fixierte Gewebe in flieflendem Wasser ausgewaschen.

Lisungen. a) 1,0%ige alkalische o-Naphthollosung,

b) 1,0%ige wibBrige Losung von Dimethyl-p-Phenylendiaminbase wurden
zu gleichen Teilen im Fiarbeschilchen gemischt. Die Losung wurde jeweils frisch
angesetzt und nur fiir wenige Schnitte benutzt (Modifikation a).

Herstellung der Lisungen. a) 1,0 ¢ «-Naphthol wurden in einem Erlenmeyer-
kélbchen in 100 cm?® dest. Wasser erhitzt, bis das Wasser zu kochen begann und
die am Boden des GefiBes liegende Substanz geschmolzen war. Sodann wurde
unter leichtem Umschwenken des Kélbchens tropfenweise so viel einer 25 %igen
Kalilange (Kaliumhydroxyd p.a.,,Merck®) zugesetzt, bis das geschmolzene
a-Naphthol vollstindig gelost war. Beim Erkalten fiel unter Umstinden wieder
etwas Substanz in Kristallen aus. Die iiberstehende, leicht gelblich gefarbte
Fliissigkeit wurde fiir die Farbung verwendet; sie wurde in brauner, fest ver-
schlossener Flasche im Dunkeln aufbewahrt und nur fiir die Dauer von 4 Wochen
nach Ansetzen beniitzt.

b) 0,5 ¢ Dimethyl-p-Phenylendiaminbase ,,Merck® (in Glasréhrehen einge-
schmolzen) wurden bei Zimmertemperatur in 50 cm® dest, Wasser geldst. Da die
Losung erst nach 1—2 Tagen ihre volle Farbekraft zeigte, wurde sie nach Alte-
rung von 2 Tagen in Benutzung genommen. Auch diese Farblosung wurde in
fest verschlossener, brauner Flasche im Dunkeln aufbewahrt und konnte fiir die
Dauer von 2 Wochen verwendet werden.

Fiir verschiedene Zwecke wurden zur Farbung die beiden Losungen getrennt
nacheinander angewandt (Modifikation b). Der Farbeerfolg ist bei beiden Arten
der Ausfiihrung an sich der gleiche, doch war es auf diese Weise méglich, alkali-
empfindliche Substanzen auch wahrend der Farbung durch Zusatz zur Losung b
anzuwenden,
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Tiir einzelne weitere Versuche wurde mit Vorteil an Stelle der konzentrierten
Farbl 6sung eine 0,2%ige Losung von Dimethyl-p-Phenylendiamin in Verbindung
mit einer 1,0%igen «-Naphthollésung verwandt (Modifikation ¢). Diese Ldsung
wurde nach KaTsuxuMa!2 hergestellt unter Verwendung von durch Auskochen
sauerstofffrei gemachtem Wasser. Diese Lisung ist unmittelbar nach dem An-
setzen verwendbar, sie hilt sich dann allerdings auch nur fiir 24 Std vnd muB
nach dieser Zeit durch frische Lésungen ersetzt werden. Die Anwendung der
Losung nach KarsunuMa ergibt gegeniiber der Originalmethode klarere Bilder
und vermeidet Farbstoffniederschlage und diffuse Farbungen, die mit der Zell-
reaktion an sich nichts zu tun haben (RoMErs??).

Um die Farbungen linger haltbar zu machen, wurde die Fixierung derselben
nach ScHMORL? versucht. Hierzu wurden die gefdrbten Schnitte in dest. Wasser
kurz abgespiilt und fiir 5—10 min in gesiittigte, wiBrige Losung von Ammonium-
molybdat eingelegt. Aus dieser Losung wurden sie kurz in Wasser iibertragen,
auf dem Deckglas aufgezogen und in gesittigter Lavuloselsung eingedeckt. Die
spitere Kontrolle dieser Priparate zeigte jedoch ein wenig befriedigendes Er-
gebnis. Zwar wurde die Haltbarkeit der Farbung fiir kurze Zeit (bis zu 14 Tagen)
verlingert, doch lieB sich weder eine lingere Haltbarkeit erreichen noch ver-
meiden, daB einzelne Schnittpraparate bereits Auskristallisation des Farbstoffes
zeigten,

II1. Weitere Firbemethoden.

Zu Vergleichsuntersuchungen wurden eine Reihe von weiteren Farbemethoden
herangezogen. Bei den ‘gebriuchlichen Routinemethoden (Himatoxylin-Eosin,
Sudan 111, Nilblausulfat usw.) kann auf die Beschreibung der Ausfiihrungsart
verzichtet werden, da diese nach den Angaben von RomEis? durchgefithrt
wurden. Spezielle Firbemethoden, soweit sie zur Beurteilung von Einzelfragen
angewandt werden muBten, werden in den jeweiligen Versuchsbeschreibungen
in ihren Einzelheiten angefiihrt.

B. Vergleich der Nadi-Reaktionen
bei Verwendung von Dimethyl-p-Phenylendiaminehlorhydrat, -sulfat
oder der freien Base.

Versuchsanordnung. 20 u dicke Gefrierschnitte vom unfixierten, menschlichen
Herzmuskel wurden mit Nadi-Reagens entsprechend der S.713 angegebenen
Methodik gefarbt. Es wurden die Effekte der Farbungen von drei verschiedenen
Reagentien miteinander verglichen.

Nadi-Reagens A: enthielt 0,12%ige, waBrige Losung von Dimethyl-
p-Phenylendiaminchlorhydrat. .

Nadi-Reagens B: enthielt statt dessen eine entsprechende Lésung von Di-
methyl-p-Phenylendiaminbage.

Nadi-Reagens C: hier war die letsters durch das entsprechende Sulfat ersetzt
worden. _

Ergebnis. Der Ausfall der Reaktion sowohl hinsichtlich des Ma-
Effektes wie des Mi-Effektes war bei gleich langer Farbedauer in allen
drei Versuchen {ibereinstimmend. Die Autoxydation der Farblosungen
- war ebenso wahrend der gesamten Versuchsdauer in allen Versuchen von
gleicher Stirke und Geschwindigkeit, soweit dies nach dem sichtbaren
Farbeffekt beurteilt werden konnte. Das Reaktionsgemisch mit Di-
methyl-p-Phenylendiaminsulfat besall zundchst eine mehr blauviolette

Virchows Archiv. Bd, 317. 46
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Tonung gegeniiber der sehr blassen, mehr blauen des Chlorhydrats und
der freien Base, hatte sich aber bald in seiner Firbung der Ténung
der beiden anderen Reagentien angeglichen.

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

{  Binde-
—gewebe

Abb. 1. Gewebs-Nadi-Reaktion am unfixierten Herimuskel. Leitz-Panphot,
Leitz-Objektiv 8 X, Ocular 4 X.

den Vorzug der besseren Haltbarkeit in Losung und Substanz, auBer-
dem ist es weniger hygroskopisch als die Base. Die gleichen Vorteile
treffen fir das Sulfat zu.

In gleicher-Versuchsanordnung- wurde auch p-Phenylendiaminbase
chem. rein ,Riedel-E. de Haen* gepriift. Es zeigte sich jedoch, dal
mit dieser Substanz ein wesentlich schwicherer Firbeeffekt und dieser
auch erst nach erheblich verlingerter Féarbezeit auftritt. Es wurde davon
Abstand genommen, mit p-Phenylendiamin weitere Versuche durch-
zufiihren.

C. Das histologische Bild des gesunden mensehlichen Herzmuskels
nach Anwendung der Gewebs-Nadi-Reaktion
und der Indophenolblan-Reaktion.

1. Gewebs-Nadi-Reaktion. ‘
Schon bei schwacher VergroBerung fallen im mikroskopischen Pri-

parat vom Herzmuskel als erstes die massiv dunkelblau gefirbten
Leukocyten auf (vgl. Abb. 1). Einzelne Granula sind. in den meisten
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Fillen innerhalb der Leukocyten nicht mehr zu unterscheiden, auch ist
der Zellkern sehr héufig von den zusammengeballten Kornchen vollig

Kern einer Muskelzelle

Leukoeyt

R

Abb. 2. Unfixierter Herzmuskel, Gewebs-Nadi-Reaktion. Leitz-Panphot,
Olimmersion 2,2 mm, Ocular 4 X.

Abb. 3. Herzmuskel, fixiert in 10%igem, neutralen Formol, Gewebs-Nadi-Reaktion
(Farbedauer 40 min). Leitz-Panpbot, Leitz-Objektiv 40 x, Periplan-Ocular 10 x.

iberdeckt. In der unmittelbaren Umgebung der granulierten weillen.
Blutzellen zeigt das Gewebe oft eine stirkere Gewebs-Nadi-Reaktion als
an anderen Stellen des gleichen Priparates. Die Herzmuskelzellen

46%
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weisen im diffus mittelblau gefirbten Plasma sehr feine, dunkelblaue
Granula auf, welche hiufig entsprechend dem Fibrillenverlauf ange-
ordnet sind. Seltener ist eine véllig ungeordnete Lagerung anzutreffen,
ebenso selten wurde eine Anordnung entlang der Querstreifung beob-
achtet, wahrend letztere nach eigenen Beobachtungen im Skeletmuskel
vorherrscht. Bei starker VergrofBerung la8t sich trotz der Feinheit der
Granula feststellen, dall die einzelnen Koérnchen nicht von gleicher
GroBe sind (vgl. Abb. 2),

Eine bevorzugte An-
héufung der Indophenol-
blau-Koérnchen um den
Kern der Muskelzelle
konnte nicht beobachtet
werden, jedoch war bei
dem Vorkommen von
Lipofuscin in der- Zelle
dieses meist mitgeféirbt,
so daBl der Anschein einer
Anhiufung von Farbkérn-
chen in der Umgebung
oo RN RN des Zellkernes vorge-
Abb. 4. Herzmuskel, fixiert in 10%igem, neutralen tduscht wurde. Auf diese

Formatin. L?ﬁi{ﬁiﬁ‘_’é‘ﬁﬁ’mﬁ"iﬁz;‘?bjek“" 0 Reaktion des Lipofuscins
wird in einer spéteren
Mitteilung eingegangen, so daB sich hier eine eingehende Beschreibung
erfibrigt. Nach Querschnitten zu urteilen, liegen die Farbkornchen
vorwiegend an der Zelloberfliche inmerhalb des Sarkoplasmas. Die
Kerne der Muskelzellen sind frei von Granula und koénnen daher als
helle, farblose Aussparungen auch bei fehlender Gegenfirbung ohne
allzu groBe Schwierigkeiten unterschieden werden.

Endokard und Epikard zeigen nur wenige und unregelm#fBig ge-
Iagerte Granula, ebenso das interstitielle Bindegewebe. Die Muscularis
und das Endothel von Blutgefiflen des Herzens reagierten wenig stirker
als das adventitielle Bindegewebe (vgl. Abb: 1).

Bei Anwendung der Gewebs-Nadi-Reaktion am formolfixierten
Material kommen mit der iiblichen Firbedauer bis zu 40 min nur die
Leukocyten innerhalb der Blutgefifle und Capillaren oder auch aufer-
halb dieser zur Darstellung (Abb. 3). Die Muskelzelle selbst und das
iibrige Gewebe sind praktisch farblos.

Leukoeyten

II. Indophenolblau-Reaktion nach WINKLER-SCHULTZE.

Der Ausfall dieser Reaktion innerhalb der iiblichen Firbedauer
bis zu 40 min am gesunden, in 10%igem neutralen Formol fixierten
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menschlichen Herzmuskel entspricht vollig dem der Gewebs-Nadi-
Reaktion am gleichen, formolfixierten Material. Auch hier geben aus-
schlieBlich die sog. Myelo-Oxydasen in den Leukocyten positive Indo-
phenolblau-Reaktion (Abb. 4). Die Muskelzellen sind véllig frei von
Indophenolblau-Kornchen, ebenso Bindegewebe, Endokard, Epikard,
sowie Muscularis und Endothel der Blutgefifile. Bei Verlingerung der
Fiarbezeit auf 2 Std werden die Leukocyten-Granula erheblich massiver
gefarbt, die Herzmuskelzellen zeigen nun eine diffuse, mittelblaue
Firbung, jedoch in diesen untersuchten Schnittpriparaten ohne Auf-
treten von Indophenolblau-Kérnchen. Das iibrige Gewebe ist weiterhin
ohne jede typische Anfirbung. Tropfchen von Fett sind wie bei allen
Indophenolblau-Synthesen im histologischen Schnitt durch Aufnahme
des Farbstoffes violett gefirbt.

D. Der fermentative Anteil an der Gewebs-Nadi-Reaktion
des unfixierten Herzmuskels.

Zur Kidrung der Natur des oxydationsbeschleunigenden Agens bei
der Gewebs-Nadi-Reaktion am Gefrierschnitt vom unfixierten Herz-
muskel wurden Versuche unter Anwendung von Fermentgiften und mit
gekochtem Gewebe angeschlossen.

I. Gekochtes Gewebe.

Versuchsanordnung. Muskelgewebe vom Herzen (Mensch) wurde kurz in
physiologischer Kochsalzlosung gekocht, sodann auf dem Gefriermikrotom
geschnitten (Schnittdicke ebenso wie bei den Kontrollschnitten vom gleichen,
aber ungekochten Gewebe 20 i) und die Schnitte sofort vom Mikrotom in frisch
angesetztes Nadi-Reagens gebracht.

Ergebnis. Keine Indophenolblau-Kérnchen in den Muskelzellen oder
den Leukocyten. Frisches, ungekochtes Muskelgewebe gab in den Kon-
trollschnitten kriaftige, positive Reaktion der Muskelzellen und der
granulierten weiflen Blutzellen. Durch Erhitzen erfolgt demnach Zer-
storung des Oxydationskatalysators dieser Zellen.

11. Versuche mit Kaliumcyanid.

Versuchsanordnung. 1. Unfixierter Herzmuske! (Mensch) wurde in iiblicher
Weise mit unterkithltem Messer auf dem Gefriermikrotorr geschnitten, die 20 s
dicken Schnitte sofort in ein Nadi-Reagens iibertragen, welchem einige Kristalle
Cyankali zugesetzt worden waren. Die Versuche wurden mit Dimethyl-
p-Phenylendiaminbase. -sulfat und -chlorhydrat durchgefithrt. Kontrollschnitte
vom gleichen Gewebe wurden entsprechend in KCN-freiem Nadi-Reagens be-
handelt.

2. Entsprechende Gefrierschnitte wurden vor der Farbung fiir die Dauer von
15 min in 1,0 %ige Losing von Cyankali in physiologischer Kochsalzlosung ein-
gelegt und dann in frisch angesetztes Nadi-Reagens iibertragen. Die Kontroll-
schnitte wurden zunachst 15 min in einer reinen physiclogischen Kochsalzlésung
belassen und nach dieser Zeit in ein Nadi-Reagens iibertragen.
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3. In einem weiteren Versuchsansatz wurde fiir 15 min eine 0,5 %ige Kalium.-
cyanidlésung angewandt.

4. Gleiche Gewebsschnitte wurden in ein Nadi-Reagens gebracht, dem Cyan-
kali zugesetzt worden war, so daB eine Endkonzentration desselben im Reaktions-
gemisch von /1999 molar erreicht wurde.

'5. Weitere Schnittpraparate wurden vor Anstellen der Nadi-Reaktion fiir
die Dauer von 15 min bzw. 1 Std in */,49o mol. KCN-Lésung in physiologischer
Kochsalzlosung eingelegt. Kontrollschnitte blieben die gleichen Zeiten in reiner
physiologischer Kochsalzlésung.

Ergebnis. Dieses ist bei allen Versuchsanséitzen das gleiche. Cyankali
hemmt vollig die Gewebs-Nadi-Reaktion. Aber auch die Reaktion der
sog. Myelo-Oxydasen geht unter der Behandlung mit dem Cyanradikal
vollkommen verloren. Die Kontrollschnitte gaben hinsichtlich der

Gewebs- und Myelo-Oxydasen mittlere bis kriftige Reaktion.

111, Versuche mit Ammoniumsulfocyanid (NH,- OCNS§).

Versuchsanordnung. 1. 20 p dicke Gefrierschnitte vom unfixierten mensch-
lichen Leichenherzen wurden in ein Nadi-Reagens gebracht, dem Ammonjum-
sulfocyanid derart zugesetzt war, daf eine Endkonzentration von 1,0% erreicht
wurde.

2. Vom gleichen Gewebe wurden ebenso sofort nach dem Schneiden Gefrier-
schnitte in Nadi-Reagens mit 0,5% Ammoniumsulfocyanid eingelegt.

3. Gewebsschnitte vom selben Material kamen vor Anstellen der Farbung
fiir die Dauver von 15 bzw. 60 min in eine 1,0 %ige wiBrige Losung von Ammonjum-
sulfocyanid.  Kontrollschnitte blieben dieselben Zeiten in physiologischer Koch-
salzlosung und wurden dann in das gleiche Nadi-Reagens iibertragen.

4. In einer entsprechenden Versuchsreihe wurden die Schnittpriparate mit
einer 0,5%igen Ammoniumsulfocyanidlésung vorbehandelt.

Ergebnis. Die Vorbehandlung mit einer 0,5%igen Ammonium-
sulfocynidlosung beeinflufite die Reaktion nicht. Die Schnitte unter-
schieden sich von den Kontrollen weder in der Farbtiefé, noch in der
Reaktionsart. Bei Vorbehandlung mit einer 1,0%igen Loésung schien
bei einer Firbezeit von 20 min makroskopisch eine geringgradig
schwichere.-Farbtiefe in den Versuchsschnitten gegeniiber den Kontroll-
praparaten vorhanden zu sein, bei mikroskopischer Beobachtung konnte
jedoch kein Unterschied fesigestellt werden. Nach einer Firbedauer
von 40 min. war eine Differenz der Farbtiefe weder makroskopisch noch
mikroskopisch zu sehen. Wurde das Ammoniumsulfocyanid dem Nadi-
Reagens selbst zugesetzt, so ergab sich bei den beiden angewandten
Konzentrationen eine sehr deutliche Abschwichung der Reaktion,
jedoch wurde diese nicht vollkommen gehemmt. Die Hemmung in diesen
Versuchen betraf in gleicher Weise die Indophenolblau-Synthese der
Herzmuskelzellen und der Leukocyten.

IV. Versuche mit Kohlenmonoxyd (CO).

Versuchsanordnung. 1. Unfixiertes Gewebe vom menschlichen Herzmuskel
wurde in iiblicher Weise auf dem Gefriermikrotom geschnitten und die Schnitt-
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praparate sofort in Nadi-Reagens iibertragen, in welches unmittelbar vorher fiir
die Dauer von etwa 1 min kohlenoxydhaltiges Leuchtgas eingeleitet worden war,
Die Reaktion wurde im Dunklen durchgefiihrt, um einen photochemischen
Zerfall der zu erwartenden Verbindung des CO mit dem Oxydationskatalysator
zu verhindern. Kontrollen wurden im Hellen mit ebensolchem Nadi-Reagens
durchgefiihrt, auBerdem wurden selbstverstindlich fiir beide Reihen entsprechende
Leerversuche ohne CO-Zusatz angesetzt.

2. Vom gleichen Gewebe wurden 20 p dicke Schnitte in physiologischer Koch-
‘salzlésung 15 min lang mit Leuchtgas behandelt und danach in Nadi-Reagens

‘w;‘;ﬂ’fuﬂr..

-w.r -*'j"\:_‘”_ ,'“ﬁ'..

Kontrollsehnit

Kollenmonoxyd

Abb. 5. Mauseherz, Gewebs-Nadi-Reaktion mit und ohne Zusatz von Kohlepmonoxyd.
Leitz-Panphot, Olimmersion 1,8 mm, Ocular 4 X.

ubertragen. Ebenfalls von dieser Reihe wurden ,,Hell*‘- und ,,Dunkel*‘-Versuche
angesetzt. Die Kontrollpriparate blichen die gleiche Zeit von 15 min vor der
Farbung in physiologischer Natriumchloridlésung. .

Ergebnis. 1. Ausfall der Reaktion sehr verlangsamt. Mikroskopisch
erst nach iibermifBig langer Farbezeit vereinzelt Indophenolblau-Kérn-
chen sichtbar, obwohl nach dieser Zeit die Reaktionslosung durch Aut-
oxydation bereits stark blau gefsrbt war und in Kontrollschnitten
reichlich Farbgranula gefunden wurden. Die diffuse Blaufirbung des
Zellplasmas der Herzmuskulatur war fast ebenso kriftig, wie in den
Kontrollpraparaten ohne Kohlenmonoxyd. Kin deutlicher Unterschied
zwischen  belichteten und unbelichteten Proben konnte nicht fest-
gestellt werden. Bei Versuchen mit MAuseherzen ergab sich ein gleiches
Bild (vgl. Abb. 5).

2. In den Versuchen mit CO-Varbehandlung war die Abschwichung
der Reaktion gegeniiber den Kontrollpriparaten nicht so deutlich wie
in der vorhergehenden Versuchsreihe, jedoch sicher feststellbar. Auch
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hier war ein Unterschied zwischen dem Ausfall der im Tageslicht und im
Dunklen durchgefithrten Reaktionen nicht sicher zu beobachten.

V. Einwirkung von Schwefelwasserstoff (H,S).

Versuchsanordnung. 20 u dicke Gefrierschnitte vom unfixierten, frischen
Msuseherzen wurden sofort nach dem Schneiden fiir 10 min in mit Schwefel-
wasserstoff gesittigte physiologische Kochsalzlosung eingebracht und .sodann in
frisch angesetztes Nadi-Reagens iibertragen. Die Kontrollschnitte blieben vor
der Farbung 10 min in physiologischer Kochsalzlésung.

Ergebnis. In den mit Schwefelwasserstoff vorbehandelten Schnitt-
praparaten blieb die Indophenolblau-Synthese ginzlich aus, obwohi
in den Kontrollen innerhalb der Muskelzellen reichlich Indophenolblau-
Kérnchen zu sehen und vereinzelt gut gefirbte Leukocyten zu finden
waren.

VI. Der Einfluf} von 8-Oxychinolin (NCyH,OH) auf die-Gewebs-Nadi-
Reaktion.

Versuchsanordnung. 1. Gewebsschnitte vom unfixierten menschlichen Leichen -
herzen wurden in ein Nadi-Reagens gebracht, dem bis zur Sattigung 8-Oxy-
chinolin (Oxin) zugesetzt worden war.

2. Entsprechende Gefrierschnitte wurden fiir 15 bzw. 60 min in eine gesattigte
wialrige Losung von Oxin gebracht und nach diesen Zeiten in jeweils frisch an-
gesetztes Nadi-Reagens iibertragen. Die Vergleichsschnitte blieben die gleichen
Zeiten vor der Farbung in physiologischer Kochsalzlésung.

3. Gleiche Schnittpriparate wurden fiir 15 bzw. 60 min in 1/, mol, Lésung
von 8-Oxychinolin (3,6270 g Oxychinolin p. a. ,,Merck® mit 250 em3 !/, n HCl
gelost und mit dest. Wasser zu 1 Liter aufgefiillt. py der Losung 3,4. Dieser
Oxin-Losung wurden zur Herstellung der Isotonie 9,0 g Natriumchlorid zugesetzt.}
eingelegt. Ein Teil der Vergleichsschnitte wurde gleiche Zeiten in eine ent-
sprechende Losung ohne Oxin (250 cm? 1/,g n HCl mit dest. Wasser zu 1000 cm?
“aufgefiillt, Zusatz von 9,0 g NaCl) eingebracht, ein anderer Teil wurde in reiner
physiologischer Kochsalzlgsung belassen. Nach dieser Vorbehandlung kamen
die einzelnen Schnittpriparate in jeweils frisch angesetztes Nadi-Reagens.

4. Entsprechende Gewebsschnitte wurden in ein Nad1-Reagens gebracht,
welches 1/1000 Mol 8-Oxychinolin enthielt. -

5. In einer weiteren Reihe wurden die Gefrierschnitte 15 bzw. 60 min -mit
einer isotonischen !/59 mol. Oxinlésung vorbehandelt. Die Xontrollschnitte
blieben gleiche Zeiten in physiologischer Kochsalzlosung.

Ergebnis. 1. Die-mit 8-Oxychinolin behandelten Schnittpriparate
zeigten deutlicie Hemmung der Myelo- und Gewebs-Oxydase, welche
sich in gleicher Stirke in den 20 oder 40 min lang gefirbten Schnitten
bemerkbar machte. ’

2. Eine Vorbebhandlung der Gefrierschnitte mit geséittigter, waBriger
Oxinldsung.zeigte nach 15 min Dauer keine Beeinflussung der Reaktion,
doch wurde nach Istiindiger Vorbehandlung in den 20 minlang gefirbten
Schnittpriparaten eine geringfiigige Abschwichung gefunden, welche
aber nach einer Firbedauer von 40 min nicht mehr festgestellt werden.
konnte.
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3. Wurden die Gewebsschnitte mit 1/,, Mol 8-Oxychinolin in salz-
saurer Losung vorbehandelt, so war gegeniiber den mit entsprechend
saurer Vergleichsldsung behandelten Schnitten keine Abschwichung der
Reaktion zu sehen. Allerdings setzten beide sauer reagierenden Fliissig-
keiten die Stirke der Indophenolblan-Synthese so erheblich herab,
daB erst nach einer Firbezeit von 85 min eine Farbtiefe erreicht wurde,
wie sie bereits nach 20 min in den Kontrollen mit Vorbehandlung
durch physiologische Kochsalzlsung erreicht wurde. ’

4. Nach 20 min Firbedauer war der makroskopische Fiarbeeffekt
(,,Ma-Effekt‘) an den mit Oxychinolin behandelten Schnittpriparaten
geringfiigig schwiicher als an den Kontrollen. Bei der mikroskopischen
Betrachtung konnte diese Differenz kaum mehr festgestellt werden. In
den Versuchsschnitten waren gegeniiber den Kontrollen in den Muskel-
zellen etwas weniger Granula vorhanden, dagegen war die diffuse Blau-
fairbung der Muskelfasern geringfigig kriftiger. Nach 40 min Firbe-
dauer war die gleiche Differenz in der Farbintensitét zwischen Versuchs-
schnitten und Kontrollpriparaten festzustellen. In gleicher Weise
war auch die Leukocytenfirbung unter Einwirkung von Oxin schwicher,
jedoch war der Unterschied sehr gering.

5. Vorbehandlung der Schnitte mit 1/,50o Mol Oxychinolin war
ohne EinfluBl auf den Ausfall der Gewebs-Nadi-Reaktion.

VII. Versuche mil arseniger Saure (4s,0; + 3 Hy0 = 2 Hy450,).

Versuchsanordnung. 1. 20 u dicke Gefrierschnitte vom unfixierten, mensch-
lichen Leichenherzen wurden mit einem Nadi-Reagens gefarbt, dem bis zur
Sattigung Arsenigsdureanhydrid (As_O;) zugesetzt worden war,

2. Gewebsschnitte vom gleichen Material kamen vor der Farbung fir 15
bzw. 60 min in eine physiologische Kochsalzlosung, welcher As O, bis zur Satti-
gung zugesetzt worden war. Infolge der geringen Léslichkeit der arsenigen Siure
war deren Konzentration in den Reaktionsansitzen geringer als /599 mol. Kon-
trollschnitte blieben entsprechende Versuchszeiten in reiner physiologischer
Kochsalzldsung und wurden dann in iiblicher Weise- gefirbt.

Ergebnisse. 1. Zusatz von As,O; zur Farbldsung war nach einer
Fiarbezeit von 20 min in einem Teil der Gewebsschnitte ohne sichtbaren
Effekt auf den Ausfall der Reaktion, bei den restlichen Schnitten war
eine zwar geringe, aber deutliche Verstdrkung des Farbetfektes gegen-
iber den Kontrollen festzustellen. Nach einer Férbezeit von 40 min
konnte in den mit arseniger Séure behandelten Schnittpréparaten eine
geringgradige Abschwéchung der Farbung beobachtet werden.

2. 15 min lange Vorbehandlung der Gefrierschnitte mit arseniger
Saure dnderte den Ausfall der Reaktion gegeniiber den Kontrollen
nicht, wihrend jedoch einstindige Vorbehandlung die Gewebs-Nadi-
Reaktion in den Muskelzellen und den Leukocyten véllig verhinderte.
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Schlupfolgerungen.

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 Kohlenoxydversuchen einen Hinweis
dafiir, dafl die sauerstoffiibertragende Substanz als wirksamen Faktor .
ein Schwermetall und zwar Eisen enthilt. Im Gewebe konnten auBer
_ derartigen eisenhaltigen Fermenten noch oxydierende Redoxsysteme
wie unter anderem Cystein-Cystin in Frage kommen. Diese Systeme
sind jedoch in reiner Form nicht autoxydabel und nicht durch Cyan
hemmbar, sondern beides erst in Verbindung mit geringen Schwer-
metallspuren (0. WARBURG!). Aus mehreren Griinden jedoch ist fiir
die Gewebs-Nadi-Reaktion ein derartiges Oxydationssystem nicht an-
zunehmen. Krhitzen des Gewebes konnte in diesem Fall keinen Ein-
fluB auf den Reaktionsausfall haben, auflerdem miiBten dann die zur
Oxydation des Cysteins erforderlichen Schwermetallspuren durch
geringe Konzentrationen an Oxin vdllig unwirksam werden, da dieses
mit den meisten Metallionen (Mg, Cu, Fe, Mn, Zn) recht bestiindige
Komplexsalze bildet. Die angestellten Versuche zeigten demgegen-
iiber nur teilweise eine geringe Hemmung durch 8-Oxychinolin. Diese
geringfiigige Hemmung wurde auch nur dann gefunden, wenn das Oxin
der Farblosung selbst zugesetzt wurde, oder die Gewebsschnitte lingere
Zeit (60 min) mit einer konzentrierteren Losung vorbehandelt worden
waren, wihrend vorherige Behandlung der Schnittpriparate mit /19, Mol
Oxychinolin ohne EinfluB auf den Reaktionsausfall blieb. Der erzeugte
Hemmungseffekt muf aller Wahrscheinlichkeit nach auf Adsorption
des Oxins an den Zelloberflichen zuriickgefilhrt werden. Das 8-Oxy-
chinolin kann in wifBriger Losung gewissermaBen als amphoteres Ad-
sorbendum wirken, da es einerseits infolge des im Molekiil vorhandenen
Stickstoffs basischen Charakter besitzt und andererseits auf Grund
seiner phenolischen Hydroxylgruppe sauer reagieren kann (Voet 26).
Im H#minkomplex gebundenes Hisen wird vom 8-Oxychinolin nicht
angegriffen. Dies kann aus Versuchen geschlossen werden, welche von
LerTRE% an Gewebekulturen durchgefithrt wurden. Die nach Zusatz
von 1,000 Mol Oxin zu beobachtende Wachstumshemmung von Hithner-
herzfibroblasten-Kulturen wurde durch Manganspuren wieder auf-
gehoben. Die Hemmung beruhte demnach auf Ausfillung freier, nicht
organisch gebundener Tonen, withrend Oxin in diesem Versuch den
Fermenteisenkomplex des Him bzw. Himin in den Atemfermenten nicht
beeinfluBt hatte. Die Sulfocyanidversuche besagen ebenfalls, dafl es sich
bei dem katalytisch wirkenden Eisen um organisch gebundenes Metall
handeln muB. Falls freie Hisenionen vorhanden wéren und wirksam sein
wiirden, miiiten diese bei den angewandten Sulfocyanidkonzentrationen
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katalytisch unwirksame Komplexsalze mit dem Sulfocyanid bilden.
Die partielle Hemmung der Reaktion bei Zusatz von Sulfocyanid
zur Farblosung berubt auch hier wohl auf Oberflichenadsorption.
Die Hemmung der Nadi-Reaktion durch Kohlenoxyd beweist, dafl der
Oxydationskatalysator in der Reihe der Zellhimine zu suchen ist. CO
bindet sich dabei nur an zweiwertiges Him-Eisen (Fe*7), wihrend
Cyan mit dem dreiwertigen Himin-Hisen (Fe***) reagiert. Mit den
beobachteten Versuchsergebnissen (Hemmung der Reaktion durch
Vorbehandlung der Schnittpriparate mit Cyan, Kohlenoxyd und
Schwefelwasserstoff; keine Hemmung durch entsprechende vorherige
Anwendung von Sulfocyanid und 8-Oxychinolin, wobei storende Ad-
sorptionseffekte ausgeschlossen werden miissen) ergibt sich. ein derartige
Parallelitit der Eigenschaften des oxydationsbeschleunigenden Agens
mit denjenigen des ,sauerstoffitbertragenden Fermentes (0. WaRr-
BURGM), dal kein Zweifel iiber die Identitit beider bestehen kann. Auch
die Versuche mit arseniger Sdure unterstiitzen diese SchluBfolgerung,
denn obwohl H;AsO, nur schwach adsorbiert wird, hemmt sie dhnlich
wie Blausiure, Schwefelwasserstoff und Kohlenoxyd in kleinen Konzen-
trationen die Zellatmung (DRESEL?). Abweichend vom Cyan, H,S
und CO dringt die arsenige Sdure nur sehr langsam in lebende und iiber-
lebende Zellen ein, infolgedessen tritt die Atmungshemmung allméhlich
auf und ist in ihrer Stirke von dem Zustand der Zellgrenzflichen und
dem #uleren Milieu abhingig (DrEsEL). Der verzigerte Eintritt der
Hemmung geht aus den eigenen Versuchen einwandfrei hervor. Die in
einzelnen Ansitzen beobachtete anfingliche Reaktionsbeschleunigung
entspricht der in der Biochemie bekannten Atmungssteigerung von
Zellen durch sehr kleine Gaben von arseniger Sidure.

Das als oxydationsbeschleunigendes Agens bei der Gewebs-Nadi-
Reaktion wirkende .,sauerstoffiibertragende Ferment* gehort zum
WARBURG-KEILIN-System der =zelleigenen Atemfermente. Von den
Enzymen dieses Systems geht den Cytochromen die Fiahigkeit ob,
unmittelbar mit dem molekularen Sauerstoff (O,) in Verbindung zu
treten, auch reagieren diese nicht mit Kohlenmonoxyd. Diese Funktion
kommt allein dem sauerstoffiibertragenden Ferment WARBURGs (von
Krmini® spiter ,,Cytochromoxydase” genannt) zu. Somit ergibt
gich- fiir die Gewebs-Nadi-Reaktion am gesunden Herzmuskel das
bekannte Bild des KEermin-Warsurc-Systems der Atemfermente des
Gewebes:

0, + Fett - Fet++ —» Fett — Fettt o Fett > Fett+ - Substrat

Cytochromoxydase Cytochrom C Cytochiom B (Nadi-Reagens)

]
. v
Indophenolblau
ADbb. 6. Reaktionsschema der Gewebs-Nadi-Reaktion.
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Die Reihenfolge in diesem Schema wurde entsprechend den, biochemi-
schen Untersuchungen von Storz und Mitarbeiternl?’ und von BALL2®
gewihlt, nach denen nur Cytochrom B und C bei der fermentativen
Indophenolblau-Synthese mitwirken und die Réihenfolge der Oxydation
{(Elektronenaustausch) wahrscheinlich iiber C zu B’'geht und dann erst
von letzterem das Substrat oxydiert wird.

E. Der fermentative Wirkungsmechanismus der Gewebs-Nadi-Reaktion
) am fixierten Gewebe. :

Wird die Gewebs-Nadi-Reaktion nicht am frischen, sondern am
formolfixierten Material zur Anwendung gebracht, so ergibt sich ein
Bild etwa wie der Ausfall der Reaktion nach WINKLER-SCHULTZE. Am
Herzmuskelgewebe werden bei der iiblichen Firbedauer ausschlieBlich
die in den Capillaren und BlutgefiBen oder auch auBerhalb dieser
befindlichen granulierten Leukocyten zur Darstellung gebracht, wihrend
die Farbung der Muskelzellen ginzlich ausbleibt (vgl. Abb. 3, 8. 717).
Seit den Untersuchungen von HALLEEmMER? wird allgemein ange-
nommen, es handele sich bei der Oxydase der Leukocyten (,,Myelo-
Oxydase’ nach GrAFF) um einen Oxydationskatalysator anderer Art
als bei der Oxydase der Gewebe (,,Gewebs-Oxydase). Nicht nur
ihre Widerstandsfihigkeit gegeniiber der Formolfixierung, sondern
auch die angebliche UnbeeinfluBbarkeit durch Fermentgifte, wie
z. B. Cyan, soll die Myelo-Oxydase von der Gewebs-Oxydase unter-
scheiden. ‘

Bei den im vorigen Abschnitt durchgefithrten Untersuchungen -am
frischen Gewebe war aufgefallen, dafl sich die Myelo-Oxydase in den
einzelnen Versuchsreihen nicht anders verhielt als die Oxydase der
Muskelzellen. Da dieser Befund im Widerspruch steht zu den Unter-
‘suchungen von HALLHEIMER, wurden weitere Versuche an fixiertem
Gewebe durchgefiihrt, um die Frage zu kliren, ob es sich tatséchlich bei
den nach Formolfixierung erhaltenen Oxydaéen um grundsdtzlich andere,
katalytisch wirkende Substanzen handele, wie bei der Gewebs-Nadi-
Reaktion an frischem Gewebe.

'Versubhsanordnung. Die einzelnen Versuchsreihen wurden hier vollig ent-
sprechend: denen des Abschnittes D (S.719ff.) durchgefiihrt. An Stelle des
frischen Gewebes wurde jedoch Herzmuskelgewebe vom menschlichen Leichen-
herzen angewandt, welches in 10%igem, wiBrigem, neutralem Formol fixiert
worden war. Die Fixierungszeit betrug bei den angewandten, etwa 1 cm? groflen
Gewebsstiicken '24—48 Std. Das Gewebe wurde auf dem Gefriermikrotom bei
einer Schnittdicke von 20 u geschnitten und diese Schnittpriparate zum Anstellen
der verschiedenen Reaktionen verwandt. Infolge der Gleichheit der Versuchs-

anordnungen dieser Versuche und der des vorigen Abschnittes kann auf eine ein-
gehende Darstellung derselben an dieser Stelle verzichtet werden.
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Ergebnisse.
I. Gekochies Gewebe.

Vollkommenes Fehlen von Indophenolblau-Granula im gekochten
Gewebsschnitt, wihrend im gleichen, formolfixierten, jedoch unge-
kochten Gewebe reichlich gut gefirbte Leukocyten festzustellen waren.

II. Versuche mit Kaliumcyanid (KON ).

Vorbehandlung der Schnitte mit 0,5 und 1,0%iger Cyankalilosung
sowie Zusatz von Cyankali zum Nadi-Reagens 16schte sofort die oxy-
dative Fihigkeit der Leukocyten gegeniiber dem Nadi-Reagens aus. In
den eigenen Versuchen konnte gelegentlich nach sehr langen Firbe-
zeiten trotz vorberiger Cyanbehandlung doch noch eine schwache Dar-
stellung der Leukocytengranula erreicht werden. Wie im Schrifttum
mehrfach beschrieben, beruht dieser Effekt auf der Verfluchtigung der
hemmenden Blausdure aus den Schnittpriparaten. In weiteren Ver-
suchen konnte auch an alkoholfixiertem Gewebe die Gewebs-Nadi-
Reaktion der Leukocyten durch Cyan vollkommen gehemmt werden.

III. Versuche mit Ammonitumsulfocyanid (NH,- ONS).

Vorbehandlung der Gewebsschnitte mit 0,5 und 1,0%iger wiBriger
Lésung von Ammoniumsulfoeyanid fir die Dauer von 15 bzw. 60 min
war ohne Einflull auf den Ausfall der Reaktion. Wurde dem Nadi-
Reagens das Sulfocyanid unmittelbar zugesetzt, so ergab sich bei 1,0%
NH, - ONS eine erhebliche Hemmung der Reaktion, die auch noch
bei Zusatz von 0,L % Ammoniumsulfocyanid deutlich feststellbar war.

IV. Versuche mit Kohlenmonoxyd (CO).

Wurde die Farblosung selbst fir 1 min mit CO-haltigem Leuchtgas
behandelt, so zeigte sich bei anschlieBender Firbung von Gefrier-
schnitten des formolfixierten Gewebes nach 20 min Férbedauer eine
deutliche Abschwidchung der Farbreaktion, obwohl die Farblésung
selbst bereits nach dieser Zeit durch Luftoxydation mittelblau gefirbt
war. Nach einer Firbezeit von 40 min war ein abschwichender Effekt
nicht mehr feststellbar. Wurden die Schnitte vor Anstellen der Farbung
fiir 15 bzw. 60 min mit CO-haltigem Leuchtgas behandelt, so war nach
einer Farbezeit von 20 min in den behandelten Schnittpriparaten die
Farbung eben noch merklich abgeschwicht. Nach 40 min Férbezeit
war ein Unterschied zu den Kontrollen nicht mehr festzustellen. Da
bereits in der Versuchsreihe D zwischen belichteten und unbelichteten
Reaktionsansitzen kein deutlicher Unterschied festgestellt wurde, ver-
zichtete ich darauf, in dieser Versuchsserie Untersuchungen mit belich-
teten Proben anzustellen. '
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V. Einwirkung von Schwefelwasserstoff (H,S).

Vorbehandlung der Schnitte fiir die Dauer von 10 min mit Schwefel-
wasserstoffwasser fithrte zum vélligen Ausbleiben einer Oxydase-Dar-
stellung in den Leukocyten. '

VI. Der Einfluf3 von 8-Ozychinolin (NC,HOH ).

Gefrierschnitte vom formolfixierten Gewebe zeigten nach Firbung
mit Nadi-Reagens, welches mit 8-Oxychinolin gesatligt war, nach 20 min,
Fiarbezeit keinen Unterschied zu den Kontrollschnitten. Nach 40 min
Férbezeit war vielleicht eine sehr geringe Abschwichung in den mit
Oxin behandelten Schnittpraparaten festzustellen. Vorbehandlung der
Schnitte fiir 15 bzw. 60 min mit gesittigter, wiBriger Oxinlosung oder
einer 1/,, molaren Ldsung war ohne Einflul} auf den Reaktionsausfall.

VII. Versuche mit arseniger Siure (H;As0g).

Zusatz von Arsenigsdureanhydrid zur Farblosung war nach einer
Firbezeit von 20 min ohne sichtbaren Einflu8, nach 40 min war dagegen
ein sehr geringer, abschwichender Effekt festzustellen. Vorbehand-
lung der Gefrierschnitte vom fixierten Gewebe fiir die Dauer von 15 bzw.
60 min mit H;AsO, dnderte den Ausfall der Reaktion gegeniiber den
Kontrollschnitten nicht. Verlingerung der Einwirkungsdauer des
H,As0, filhrte zu einer deutlichen Verstéirkung der Reaktion in den
behandelten Schnitten. -

Schluffolgerungen.

Ebenso wie am unfixierten Gewebe wird die Darstellung der Leuko-
cyten-Oxydase durch die Gewebs-Nadi-Reaktion am formolfixierten
Gewebe des Herzens durch Kochen der Probestiicke, Cyan- oder
Schwefelwasserstoff-Vorbehandlung der Schnitte oder Cyanzusatz zur
Farblosung vollkommen gehemmt. Auch in den Versuchen mit Kohlen-
monoxyd ergab sich in gleicher Weise eine deutliche Hemmung der
Myelo-Oxydase am fixjerten und unfixierten Préparat. Sulfocyanid
und 8-Oxychinolin waren ohne Einfluf, sofern durch die Versuchs-
anordnung eine Hemmung infolge Adsorption weitgehend ausgeschlossen
werden konnte. Unterschiede zu den Untersuchungen am. unfixierten
Gewebe ergaben sich jedoch in den Versuchen mit arseniger S#ure.
Zwar konnte bei Zusatz derselben zur Farblosung eine schwache Hemm-
wirkung festgestellt werden, doch war Vorbehandlung der Schnitt-
priparate. ohne hemmeénden EinfluB, sondern es wurde im . Gegenteil
sogar noch nach 4stiindiger Vorbehandlung eine deutliche Aktivierung
der Myelo-Oxydase im fixierten Gewebe beobachtet. Da bereits am
frischen Gewebe die arsenige Sdure nur sehr langsam in die Zellen
diffundiert, kann mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen werden,
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daf durch die Fixierung des Gewebes und der damit verbundenen Ei-
weiBausfillung die Diffusion fiir die arsenige Sdure derart erschwert
wird, daB eine hemmende Konzentration der H;AsO, am Ort der Reak-
tion nur schwer erreicht werden kann.

In Ubereinstimmung mit den Erérterungen im AnschluB an die Ver-
suche mit unfixiertem Herzmuskel mufl auf Grund obiger Versuche
auch hier der Oxydationskatalysator der Gewebs-Nadi-Reaktion am
fixierten Gewebe mit dem WARBURG-KEILIN-System der Atemfermente
der Zelle identifiziert werden. Damit wird die bisher im Schrifttum
vertretene Ansicht (HavrceemmMer) hinfillig, es handele sich bei der
Gewebs-Oxydase des Herzmuskels und der Myelo-Oxydase der Leuko-
cyten um zwei grundsitzlich verschiedene Fermente oder Oxydations-
systeme. Diese Ansicht wurde aus der angeblich verschiedenen Reak-
tion beider gegeniiber Formalin und Cyan abgeleitet. DalB dies fiir .
Cyan nicht zutrifft, wurde bereits gezeigt. Worauf HALLHEIMERs ver-
gebliche Hemmungsversuche mit Cyan zuriickgefithrt werden miissen,
ist unklar. Allerdings liegt die Vorstellung nahe, da HALLHEIMER ein
derart unwirksames Cyankalipriparat (Umwandlung desselben durch
C,0 der Luft in Kaliumcarbonat unter Blausdureabspaltung!) in seinen
Versuchen anwandte, da nur die im Vergleich zur Leukocyten-Oxydase
geringer wirksame Herzmuskel-Oxydase gehemmt wurde. Auch die
grundsiitzlich verschiedene Reaktion beider Oxydasen gegeniiber der
Formalinfixierung trifft nicht unbedingt zu. Zwar verhindert bei An-
wendung der iiblichen Firbezeit die Formolfixierung die Reaktion der
Gewebs-Oxydase des Herzmuskels praktisch vollkommen, jedoch wird
bei gleicher Firbezeit auch die Reaktion der Myelo-Oxydase gegeniiber
der Fé'rb‘ung am unfixierten Gewebe erheblich abgeschwicht (vgl.
Abb. 1—3, S.716). Die Abschwiichung bzw. Verhinderung der Gewebs-
Nadi-Reaktion durch die Fixierung beruht sicher zum Teil wenigstens
auf der Erschwerung der Diffusion der Farbstoffe in das Gewebe infolge -
der durch die Fixierung bedingten Eiweifausfillung. Ob zusitzlich
noch unmittelbare Hemmung der Oxydase durch Formalin sine Rolle
spielt; kann durch die bisherigen Versuche nicht entschieden werden.
Falls jedoch der hauptsichliche Teil der angeblichen Formalinhemmung
auf eiweillkoagulierende Wirkung der Fixierung beruht, so miiBte sich
durch entsprechende Verlingerung tler Firbezeiten voraussichtlich auch
eine Darstellung der Gewebs-Oxydase am fixierten Herzmuskel erreichen
lassen.

. Versuche zur Darstellung der Gewebs-0Oxydase
am fixierten Herzmuskel.

1. Versuchsanordnung. 20 u dicke Gefrierschnitte vom Herzmuskelgewebe
einer menschlichen Leiche, welches 48 Std mit 10%igem, neutralen Formalin
fixiert worden war, wurden verschieden lange Zeiten (bis zu 4 Std) mit Nadi-
Reagens gefirbt, Als Vergleichsschnitte wurden entsprechende Gefrierschnitte
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gleiche Zeiten in ein Nadi-Reagens gebracht, dem einige Kristalle Cyankali
zugesetzt worden waren. Weitere Kontrollschnitte warden vor der Férbung 30 min
mit Schwefelwasserstoffwasser behandelt.

Ergebnis. Nach einer Férbezeit von 40 min zeigten die Schnitte in
typischer Weise innerhalb der Leukocyten blaue Indophenol-Granula,
die Muskelzellen waren noch frei davon. In den Schnitten der Cyan-
und Schwefelwasserstoffserie fehlte die blaue Granulierung der Leuko-
cyten, Nach 1 Std war die Anfirbung der oxydasepositiven weiflen
Blutzellen stirker, auch zeigten die Muskelzellen vereinzelt blauschwarze
Farbkérnchen in typischer Lagerung. Die Cyanschnitte waren auch
weiterhin frei von jeder Indophenolblau-Ko6rnelung, wihrend die mit
Schwefelwasserstoff vorbehandelten Gefrierschnitte jetzt schwache
Granulabildung in den Leukocyten aufwiesen. Nach einer Firbedauer
von 3 Std war die Anfirbung der Leukocyten derart, daf einzelne
Granula nicht mehr unterschieden werden konnten. Die Muskelzellen
zeigten auf teils ungefiirbtem, teils schwach graublauem Untergrund
feinste dunkelblaue Farbkornchen, die sich in ihrer Lagerung innerhalb
der Muskelzelle nicht von den Indophenolblau-Kérnchen der Fiarbung
des unfixierten Gewebes unterschieden. Auch nach dieser Firbezeit
blieben die Cyanschnitte frei von Farbkoérnchen, wahrend die mit
Schwefelwasserstoff behandelten Schnittpriparate eine sehr deutliche
Abschwichung der Reaktion der Leukocyten und Muskelzellen zeigten.
Nach 4stiindiger Farbung war, abgesehen von einer Verstirkung der
~ Farbung in den Versuchspriparaten, der Ausfall der Reaktion in den
drei verschiedenen Serien nicht weiter verdndert.

2. Versuchsanordnung. Entsprechendes Herzmuskelgewebe von der Leiche
wurde etwa 48 Std in' 21/, %iger Trichloressigsiure bzw. 96 %igem Athylalkohol
fixiert, scdann fiir 48 Std in flieflendem Wasser ausgewaschen -und anschlieBSend
daran auf dem Gefriermikrotom geschnitten. Die 20 u dicken Schnitte kamen
zum Teil in eine frisch angesetzte Nadi-Losung ohne Zusatz, zum anderen Teil
in ein Nadi-Reagens, dem einige Kristalle Kaliumeyanid zugesetzt worden waren,
Samtliche Gewebsschnitte wurden vor Arnistellen der Farbung fiir 24 Std in dest.
Wasser eingelegt, um Reste des Fixierungsmittels zu entfernen und um gleich-
zeitig durch Quellung des Gewebes eine -schnellere Diffusion des- Reaktions-
gemisches zu. erreichen. - Vergleichsschnitte formalinfixierten Materials wurden
in gleicher Weise bebandelt.

Ergebnis. Qualitativ war der Ausfall der Reaktion der Gewebs-
Oxydase ebenso wie bei der Formalinfixierung, jedoch war der mit
gleichen Firbezeiten erreichte Effckt in formolfixiertem Gewebe am
kriftigsten; -in 96%igem Alkohol fixiertes Herzmuskelgewebe zeigte
die schwiichste Reaktion. Die Myelo-Oxydase der Granulocyten wurde
in diesen Versuchsschnitten bei Alkoholfixiertng iiberhaupt nicht und
nach 21/,%iger Trichloressigsiure nur sehr schwach angefirbt, obwohl
im gleichen, formolfixierten Gewebe reichlich Leukocyten zur Dar-
stellung gebracht werden konnten. In Schnittpridparaten von anderen,
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in 2%/, %iger Trichloressigséure fixierten Herzen war dagegen die Leuko-
cytengranula nach der Gewebs-Nadi-Reaktion sehr kriftig gefirbt.

Wurden die Gefrierschnitte nach dem Schneiden nicht mit dest.
Wasser behandelt, so ergab sich gegeniiber den gewisserten Schnitten

= Leukoeyten

Leukoeyt

Lipofusein

Abb. 7. Gewebs-Nadi-Reaktion am formolfixierten Herzmuskel. Firbedauer 1 Std.
Leitz-Panphot, Leitz-Objektiv 40 x, Periplan-Ocular 4 x.

Abb. 8. Gewebs-Nadi-Reaktion am formolfixierten Herzmuskel. Férbezeit 3 Std.
Leitz-Panphot, Olimmersion 1,8 mm, Periplan-Ocular 4 X,

eine Verzogerung der Nadi-Reaktion. Ebenso wie im formolfixierten
Material konnte die Bildung von Indophenolblau-Kérnchen im mit
Trichloressigsdure oder Alkohol fixierten Gewebe mittels Cyankali ge-
hemmt werden. Auch der Eintritt der diffusen Blaufirbung des Proto-
plasmas der Herzmuskelzellen wurde durch Cyan so erheblich verzogert,
dal} erst frithestens nach 2 Std eine Anfarbung festzustellen war.

Virchows Archiv. Bd. 317. 47
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Schlupfolgerungen.

Wie die Versuchsreihe F zeigt, 186t sich auch am formolfixierten
Material ohne groBe Schwierigkeiten eine Darstellung der Gewebs-
Oxydase durch einfache Verlingerung der Firbezeiten erreichen. Die
Tatsache der Hemmbarkeit dieser Reaktion durch Cyan und Schwefel-
wasserstoff beweist, daBl die dargestellten Indophenolblau-Kornchen
tatsiichlich durch fermentative Wirkung des Cytochromoxydase-Cyto-
chrom-Systems gebildet wurden. Da Trichloressigsiure und in stirkerem

Lipofusecin

Abb. 9. Gewebs-Nadi-Reaktion am menschlichen Herzmuskel, 24 Std in 2!/, %iger
Trichloressigsiure fixiert. Farbedauer etwa 4 Std. Leitz-Panphot, Glimmersion 2,2 mm,
Ocular 4 x.

Ausmal als Formalin auch Alkohol den Eintritt der Farbkornchen-
bildung verzogert, beruht demnach diese Hemmung nicht auf einer
spezifischen Formolwirkung, sondern stellt eine generelle Eigenschaft
der untersuchten Fixierungsflissigkeiten dar. Trichloressigsiure gilt
als sehr schonendes EiweiBfillungsmittel und greift vom WaRrBURG-
KErLin-System zumindest Cytochrom C nicht an (sie wird im Gegenteil
in der hier angewandten Konzentration von 2'/,% sogar bei der Extrak-
tion von Cytochrom C aus Gewebsbrei benutzt (Kernix und HArRTREES).
Die hemmende Wirkung der Fixierungsfliissigkeiten muf} somit in der
Hauptsache wenigstens auf die hervorgerufene Eiweilkoagulation
zuriickgefithrt werden. Infolge der Eiweilfallung ergibt sich eine erheb-
liche Hemmung der Geschwindigkeit, mit welcher das Reaktionsgemisch
in das Gewebe diffundiert. Dafiir, da} diese Erschwerung der Diffusion
als wesentlicher Faktor bei der Fixierung betrachtet werden mu8,
spricht die Tatsache der geringeren Hemmung der Nadi-Reaktion nach
Quellung der Gefrierschnitte vom fixierten Gewebe in dest. Wasser.
Auch der Befund einer stidrkeren Hemmung nach Alkoholfixierung
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kann diese Ansicht stiitzen, da 96 %iger Alkohol gegeniiber den beiden
anderen Fixierungsfliissigkeiten die stirkste Gewebsschrumpfung und
damit Gewebsdichtigkeit hervorruft. Ubrigens macht sich die Diffusions-
bhemmung durch Fixierung auch bei anderen Férbemethoden bemerkbar,
so z.B. bei der Hématoxylin-Eosinfarbung, welche am unfixierten,
toten Gewebe erheblich rascher eintritt als nach Fixierung (vgl. ScauLTZ-
Bravuns ). .

Die Beweiskraft der eigenen Versuche reicht allerdings nicht aus,
um eine nicht auf Diffusionserschwerung beruhende Hemmung der Nadi-
Reaktion durch die Fixierungsmittel ginzlich auszuschlieBen. KEine
eindeutige Kldrung dieser Frage diirfte auch wohl durch histologische
und histochemische Untersuchungen allein nicht méglich sein.

Daf} am formolfixierten Material die Gewebs-Nadi-Reaktion bei Ein-
haltung bestimmter Bedingungen positiv ausfallt, hatte bereits GRAFRE!!
nachgewiesen. Er fixierte das Gewebe in einer gepufferten Formol-
I6sung und fithrte die Nadi-Reaktion bei 37—50° C und einer Dauer von
Y,—1 Std durch. Higene Vergleichsuntersuchungen zeigten keinen
Unterschied zwischen Herzmuskelgewebe, welches nach GRAFF mit
gepufferter Formalinlésung oder aber mit neutralem Formalin (iiber
CaCO; aufbewahrt) fixiert worden war. Um die Reaktionsbedingungen
gegeniiber der Gewebs-Nadi-Reaktion am frischen Gewebe mdglichst
wenig zu dndern, wurde in den eigenen Versuchen auf Erwdrmung der
Ansitze verzichtet. Fir die Durchfiihrung der Reaktion bei Reihen-
untersuchungen wird man sich schon aus Griinden der Zeitersparnis mit
Vorteil die Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit der chemischen
Umsetzung durch Wérmezufuhr zunutze machen kénnen.

Ohne auf die Frage der Moglichkeit einer quantitativen Auswertung
histochemischer Reaktionen am Gewebsschnitt niher eingehen zu
wollen, soll doch darauf hingewiesen werden, daff am fixierten Gewebe
ein auch nur grober Vergleich zwischen verschiedenen Gewebsschnitten
unmoglich erscheint, da in den eigenen Versuchen der Ausfall der Reak-
tion am fixierten Material sehr unterschiedlich war, obwohl am ent-
sprechenden Frischgewebe eine augenfillige Differenz nicht festgestellt
werden konnte.

G. Die Indophenolblau-Reaktion als Fermentwirkung.

Auf Grund eines angeblich gleich unterschiedlichen Verhaltens der
oxydasehaltigen Leukocyten bei der Indophenolblau-Reaktion nach
WINKLER-SCHULTZE und der Gewebs-Nadi-Reaktion nach GRAFF gegen-
iiber Hemmsubstanzen wird im Schrifttum angegeben, es handele sich
bei der durch die Indophenolblau-Reaktion darstellbaren Oxydase um
ein grundsidtzlich von der Gewebs-Oxydase des frischen, unfixierten
Gewebes verschiedenes oxydierendes Agens. Diese Oxydase soll mit

47%
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der Myelo-Oxydase identisch sein, welche auch im formolfixierten
Material mit dem Nadi-Reagens reagiert. Wie im vorigen Abschnitt
gezeigt werden konnte, handelt es sich jedoch nach den eigenen
“Untersuchungen bei letzterer nicht um eine von der Gewebs-Oxydase
zu unterscheidende katalytisch wirkende Substanz. Die differenten
Férbeergebnisse bei der Gewebs - Nadi- Reaktion im frischen bzw.
fixierten Gewebe muliten vielmehr im wesentlichen auf die durch die
Fixierung veréinderten Reaktionsbedingungen, insbesondere auf die
verinderte Diffusionsmdglichkeit zuriickgefiithrt werden. Um zu kliren,
inwieweit dieser Befund auch fiir die Indophenolblau-Reaktion zutrifft,
wurden entsprechende Versuche mit dieser Férbemethode am formol-
fixierten, menschlichen Herzmuskelgewebe angeschlossen.

Versuchsanordnung. Die verschiedenen Versuchsreihen wurden auch hier
vollkommen entsprechend denen des Abschnittes D (S. 719{f.) ausgefithrt. An
Stelle des frischen, unfixierten Herzmuskelgewebes wurde jedoch Material von
menschlichen Leichenherzen verwandt, welches etwa 48 Std in 10 %igem, neu-
tralen, wiBrigen Formalin fixiert worden war. Von diesem Gewebe wurden auf
dem Gefriermikrotom 20 4 dicke Schnitte angefertigh und diese zum Anstellen
der verschiedenen Reaktionen benutzt. Auf eine eingehende Darstellung der
einzelnen Versuchsanordnungen kann an dieser Stelle verzichtet werden, da
dieselben in Abschnitt D ausfiihrlich gebracht wurden, Als Firbemethode
wurde in Versuchsserie 1 die Reaktion nach WINKLER-SCHULTZE mit konzen-
trierten (1,0%igen) Farblosungen, in den iibrigen Versuchsreihen deren Modi-
fikation nach Katsunuma (vgl. 8. 715) mit einer verdiinnten Lésung von Di-
methyl-p-Phenylendiamin (0,2%) angewandt. Letztere erwies sich fiir die beab-
sichtigten Untersuchungen als vorteilhaft, da infolge der durch die Anwendung
verdiinnter Farblosungen langsamer ablaufenden Reaktion Hemmungseffekte
deutlicher sichtbar gemacht werden konnten.

Ergebnisse.
I. Gekochites Gewebe.

Im gesamten Gewebsschnitt des gekochten Herzmuskels fehlte jede
Indophenolblau- Granulabildung, Leukocyten kamen somit nicht zur
Darstellung. In Vergleichsschnitten vom gleichen, jedoch ungekochten
Muskelgewebe waren in jedem Gesichtsfeld mehrere Leukocyten durch
ihre reichlichen Indophenolblau-K&rnchen leicht aufzufinden.

11, Versuche mit Kaliumcyanid (KON ).

Zusatz von Cyankali zur Reaktionslosung verhinderte vollkommen
die Granulocytendarstellung durch Indophenolblau, gleichgiiltig, ob
die Reaktion nach WINKLER-ScHULTZE mit konzentrierten Farblosungen
oder deren Modifikation nach Karsunuma angewandt wurde.

Wurden die Schnittpripardte mit 1,0%iger KCN-Lésung fiir 15 bzw.
60 min vorbehandelt, so zeigte die Indophenolblau-Reaktion nach
5 min Firbedauer ein vollig negatives Resultat. Nach einer Farbezeit
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von, 40 min waren bei den 15 min vorbehandelten Gewebsschnitten in
den Leukocyten Farbkérnchen etwa in dem Ausmal} aufgetreten, wie
sie die Vergleichsschnitte bereits nach einer Reaktionszeit von 5 min
aufwiesen. Die diffus hellblaue Anfirbung der Muskelzellen war etwas
geringer als in den Kontrollen mit 40 min Féarbedauer. Die 60 min mit
1,0%iger Cyanlésung vorbehandelten Schnitte gaben nach einer Firbe-
zeit von 40 min ganz schwache Reaktion vereinzelter Leukocyten.
Vorbehandlung der Gefrierschnitte mit 0,5 %iger Cyankalilosung
ergab fast den gleichen Befund. Nach einer Férbedauer von 5 min
fehlte in jedem Fall eine Darstellung der Leukocyten (Abb. 10 und 11).
Wurde die Reaktionslésung 40 min einwirken lassen, so fand sich eine
wenig stirkere Farbung als nach Vorbehandlung mit 1,0%iger Cyan-
16sung. ,
Bei Einwirkung von Y,,,, Mol KCN vor der Farbung zeigte sich nach
5 min Farbedauer eine nur schwache Kornelung vereinzelter Leuko-
cyten. Nach 40 min Reaktionsdauer war die Intensitdt der Farbung in
den cyanbehandelten Schnittpréparaten dagegen nur geringfiigig gegen-
iber den Kontrollschnitten abgeschwicht. Fiir den Ausfall dieser Ver-
suche war es gleichgiiltig, ob die Vorbehandlung 15 oder 60 min dauerte.

II1. Versuche mit Sulfocyanid.

Versuchsanordnung. Da Zusatz von Ammoniumsulfocyanid zur Farblosung
nach Karsunuma das darin vorhandene «-Naphthol zur Ausféllung brachte,
wurde an dessen Stelle bei Zusatzversuchen Kaliumsulfoeyanid angewandt. Die
Versuchsreihen mit Vorbehandlung der Schnittpriparate durch Sulfocyanid
wurden wie in den frither beschriebenen Versuchen mit Ammoniumsulfocyanid
durchgefiihrt.

Ergebnis. Vorbehandlung der Schnitte mit einer 0,5- oder 1,0%igen
Ammoniumsulfocyanidlosung fiir die Dauver von 15 oder 60 min beein-
fluite den Reaktionsablauf der Indophenolblau-Reaktion nicht. Die
Schnitte entsprachen hinsichtlich Farbtiefe und Reaktionsart wvoll-
kommen den Kontrollschnitten. Zusatz von 0,5 oder 1,0 %igem Kalium-
sulfocyanid zur Farblosung selbst schwiichte die Reaktion der Leuko-
cyben bei 5 min Farbedauer geringfiigig ab, nach 40 min Firbedauer war
diese abschwichende Wirkung nicht mehr eindeutig nachweisbar.

IV. Versuche mit Kohlenmonoxyd (CQ).

Wurde die Farblosung vor Anstellen der Fiarbung fir 1 min mit
CO-haltigem Leuchtgas behandelt, so blieb ein hemmender Effekt auf
die Indophenolblau-Reaktion aus. Behandlung der Schnitte selbst
fiir 15 min mit Leuchtgas lief die Oxydase-Reaktion der Leukocyten
fast vollig verschwinden. Nur ganz vereinzelt konnten Farbkornchen
beobachtet werden. Wurde die Férbezeit auf 40 min verlidngert, so
waren zwar die Muskelfasern wie in den Kontrollen hellblau diffus
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gefirbt, jedoch erreichte die Anfirbung der Leukocyten nicht einmal
das Ausmall der 5 min lang gefirbten Kontrollschnitte.

V. Einwirkung von Schwefelwasserstoff (H,S).

Vorbehandlung der Schnitte fiir 10 min mit H,S-Wasser schwichte
bei einer Farbezeit von 5 min die Reaktion der Leukocyten erheblich
ab. Auch nach 40 min Firbedauver war diese Abschwiichung noch

Abb. 10. Formolfixierterr Herzmuskel., Indophenolblau-Reaktion nach KATSUNUMA.

Farbezeit 5 min, Behandlung des Schnities vor der Farbung fiir 15 min mit wiBriger,

0,5 %iger Losung von Kaliumcyanid. Leitz-Panphot, Leitz-Objektiv 40 x, Periplan-
QOcular 10 x. (Mikroskop-Kondensor gesenkt.)

deutlich zu bemerken. Verlangerung der Einwirkungszeit von Schwefel-
wasserstoff fithrte zu einer weiteren Hemmung der Reaktion, bis nach
4/, Std Einwirkung eine Firbung der Leukocyten nach 5 min Firbe-
zeit vollkommen ausblieb.

VI. Der Einflup von 8-Oxychinolin (NC,HOH ) auf die Indophenolblou-
Reaktion (IR).

Die in der verschiedenen Art mit 8-Oxychinolin behandelten Schnitit-
priparate zeigten ibereinstimmend den gleichen Farbausfall wie die
Vergleichschnitte ohne Oxin. Bemerkenswert ist, daB auch die mit
/4 Mol 8-Oxychinolin (3,6270 g 8-Oxychinolin mit 250 em® n/10 HC1
gelost und mit dest. Wasser zu 1 Liter aufgefiillt) behandelten Schnitte
keine Hemmung der Reaktion aufwiesen, obwohl durch die Lésung von
250 cm? n/10 HCI in 1000 cm® Wasser die Indophenolblau-Reaktion fast
ganz aufgehoben wurde: '
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Leuko- _
cyten

Abb. 11. Vergleichsschnitt vom gleichen Gewebe zu Abb. 10 und 12. An Stelle der Vor-

behandlung mit Cyan bzw. HyAsO, wurde der Schnitt 15 min lang vor der Firbung in

destilliertem Wasser aufbewahrt, sonst gleiche Behandlung. Leitz-Panphot, Leitz-
Objektiv 40 x, Periplan-Ocular 10 x.

Leukoeyt

Abb. 12. Formolfixierter Herzmuskel. Indophenolblau-Reaktion nach KATSUNUMA,

Farbezeit 5 min, Behandlung des Schnittes vor der Farbung filr 60 min mit gesittigter

wiBriger Lisung von arseniger Sédure. Leitz-Panphot, Leitz-Objektiv 40 x, Periplan-
Ocular 10 x.
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VII. Versuche mit arseniger Stiure (H,A450,).

Zusatz von As,O, zur Farblosung loschte bei einer Firbedauer von
5 min die Reaktion der Leukocyten vollkommen aus. Nach einer Firbe-
zeit von 40 min zeigte sich eine derartige Verlangsamung der Indophenol-
blau-Reaktion, dafll in diesen Gewebsschnitten noch nicht die Farbtiefe
der Leerkontrollen mit 5 min Farbedauer erreicht wurde. Wurden die
Schnittpraparate 15 min lang mit arseniger Séure vorbehandelt, so fand
sich eine kaum faBbare Abschwichung der Reaktion nach 5 min
Reaktionszeit, wihrend nach 40 min eine geringe Verstirkung zu be-
stehen schien. Verlingerung der H AsO,-Einwirkung auf 60 min fithrte
zu einer deutlichen Abschwichung der TR (vgl. Abb. 12).

Beugrteilung der Versuche.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe entsprechen vollkommen denen
der Reihe E mit Anwendung der Gewebs-Nadi-Reaktion am fixierten
Gewebe. Damit besteht nach den eigenen Untersuchungen grundsitz-
lich weder ein Unterschied zwischen der durch Nadi-Reagens firbbaren
oder mit der Indophenolblau-Reaktion darstellbaren Myelo-Oxydase
der Leukocyten, noch eine Differenz dieser zur Gewebs-Oxydase des
unfixierten Herzmuskels.

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

Auf Grund des iibereinstimmenden Wirkungsmechanismus der Ge-
webs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau-Reaktion konnte erwartet
werden, dal die Indophenolblau-Reaktion auch zur Darstellung der

Tabelle 1.
‘WARBURG- | Gewebs-Nadi- | Gewebs-Nadi-| Indophenol-
K®ILiN- Reaktion Reaktion = |blau-Reaktion

System der jam unfixierten|. am,fixierten | am fixierten

Atemfermente Gewebe Gewebe Gewebe

Erhitzen auf 100°C. . | Zerstérung vollige vollige . | - vbllige
Hemmung | Hemmung | Hemmung
KCN . . ... ... Hemmung | Hemmung . Hemmung | Hemmung
CcoO ... ... .. " Hemmung | Hemmung Hemmung | Hemmung
H,S. ... ... .. } Hemmung | Hemmung | Hemmung | Hemmung

|
HAO; . . . .. .. | langsam langsam ]}
eintretende | eintretende | eintretende | eintretende
' Hemmung | Hemmung | Hemmung | Hemmung
NH,CNS bzw. KONS . ©  keine | keine |  keine keine
i Hemmung | Hemmung | Hemmung | Hemmung

langsam langsam

8-Oxychinolin. . . . . ! keine keine keine keine
. Hemmung | Hemmung | Hemmung | Hemmung
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Gewebsoxydase am unfixierten Herzmuskel geeignet sei. Allerdings
wiirde man dann nicht im optimalen py-Bereich der Oxydase arbeiten,
wie die Untersuchungen von GRAFF! zeigten. Bei daraufhin angestellten
Versuchen ergab sich jedoch eine Schwierigkeit ganz anderer Art. Der
relativ hohe Gehalt der Farblosung an Alkali macerierte das unfixierte
Gewebe auBerordentlich schnell. Aber trotzdem zeigten Schnittpripa-
rate, welche nur sehr kurze Zeit mit der Reaktionslosung nach WINELER-
ScrULTZE zusammengebracht wurden, vor ihrer vélligen Auflésung an
der Oberfliche derart kompakte Indophenolblau-Massen, dafl nur an
nicht gut ausgebreiteten Schnitten, und zwar an den mit der Farblésung
nicht unmittetbar in Beriihrung 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, dunkelblauen Farbkérnchen in der typischen, perlschnur-
artigen Lagerung. Wurden verdiinnte Farbldsungen (nach Karst-
NUMAl%) angewandt, so konnte eine Granuladarstellung bis zum Ein-
tritt der volligen Maceration der Schnittpriparate nicht beobachtet
werden.

Die bisherigen eigenen Versuche iiber den Reaktionsmechanismus
der Oxydase-Reaktionen unter Verwendung von Dimethyl-p-Phenylen-
diamin in Verbindung mit «-Naphthol zeigen, daf in jedem Fall, gleich-
giltig, ob alkalische oder nach GrAF¥F gepufferte Losungen verwandt
werden, oder ob die Ausfithrung der Reaktion am unfixierten oder
fixierten Gewebe erfolgt, die Firbung am gesunden Herzmuskel und
den im Gewebe vorhandenen Leukocyten (gleichgiiltig, ob frei im Ge-
webe oder in den Blutgefifien und Capillaren des Gewebes) eine Reak-
tion des WARBURG-KEILIN-Systems der Atemfermente der Zelle, des
Cytochromoxydase-Cytochrom-Komplexes darstellt. Wenn Lisox!® der
Ansicht ist, es bestiinden bel der Gewebs-Nadi-Reaktion durch Cyan
und Hitzeeinwirkung nicht hemmbare Anteile, so trifft dies fiir den
gesunden Herzmuskel und auch fiir die Leukocyten nicht zu. Allerdings
schlieBen die bisherigen eigenen Untersuchungen nicht aus, daBl mog-
Licherweise in anderen Organen oder im pathologisch verdnderten Ge-
webe ein nicht auf Cytochromoxydase-Cytochrom zuriickfithrbarer
Reaktionsanteil beobachtet werden kénnte. Hierfir spricht sogar eine
bisher als Nebenbefund gewertete eigene Beobachtung. Wurde namlich
die Gewebs-Nadi-Reaktion an Herzen durchgefithrt, in denen intra-
celluldr Lipofuscin als Abniitzungspigment gefunden werden konnte,
so trat regelmiBig eine Mitfarbung der Lipofuscingranula ein (vgl.
Abb. 2, 8.717). Auch dann, wenn nach Alkoholfixierung des Herz-
muskels keine Indophenolblaugranula dargestellt werden konnten,
blieb die Férbung des Lipofuscins erhalten und war hier besonders
scharf und deutlich ausgebildet. Die Farbtonung der mitgefdrbten
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Lipofuscingranula war dhnlich wie die der Oxydase-Kdrnchen dunkel-
blau, im Gegensatz zur violetten Farbung des Fettgewebes. Nach der
iblichen Auffassung, welche auf Untersuchungen von DieTricH?
zuriickgeht, miifite es sich bei dieser Mitfarbung der Lipofuscingranula
um einen sekundiren Effekt handeln, indem das bei der Zellreaktion
fermentativ gebildete, lipoidlosliche Indophenolblau sich in einem
zweiten Schritt in den Lipoidstoffen der Lipofuscinkdrnchen lésen
wiirde. Allerdings soll meinerseits an dieser Stelle nicht behauptet
werden, daB die in den Zellen auftretenden Indophenolblau-Kornchen -
in jedem Fall feinste Fett- oder Lipoidtropfchen darstellen, welche sich
mit dem fermentativ gebildeten Farbstoff impragnieren wiirden. Dieser
von DIETRICH eingenommene Standpunkt war AnlaB zu einer bis heute
noch nicht abgeschlossenen Diskussion iiber die Natur der Granula.
Von anderer Seite wurde némlich angenommen (ScEULTZES, KATSU-
NUMA'?, GRAFF! u. a.), es handele sich um vorgebildete Ferment-
granula. Die von beiden Seiten insg Feld gefithrten Argumente sind je-
doch nicht geeignet, diese Frage endgiiltig zu entscheiden. Auch die
Untersuchungen von Magri®® kiénnen dieses Problem wenig fordern,
denn sie zeigten lediglich, dafBl verschiedene Bedingungen (Wérme,
Formalin), die die Oxydase-Reaktion hemmen oder verhindern, in
keiner Weise die Farbung von Fetten und Lipoiden abidndern. Auch
der Befund, dall unter experimentellen Versuchsbedingungen wie Er-
stickung und Blutleere eine deutliche Vermehrung der Tndophenolblau-
Granula in den Granulocyten auftritt (Macrr), ohne dal gleichzeitig
die sudanfarbbaren Kornchen der Leukocyten zunehmen, spricht nicht
fir das Vorhandensein von vorgebildeter Fermentgranula, sondern ist
lediglich als Anhalt fiir die Annahme einer verschiedenen Genese der
beiden Kornchenarten zu werten. Sicher ist nach diesen Versuchen nur,
daB die Indophenolblau-Kérnchen auch dort auftreten kénnen, wo bei
Sudanfirbung keine Lipoidtrépfchen mehr nachweisbar sind. Aber
dies zeigten schon die Untersuchungen von DimTricH. Daraus den
SchlufBl ziehen zu wollen, es handele sich in jedem Fall bei den Indo-
phenolblau-Granula nicht um Fett- oder Lipoidtropfen, geht zu weit,
da seit langem bekannt ist, dafl sich ein Teil des Zellfettes dem Nach-
weis durch . die iiblichen Fettfirbemethoden entzieht (DIETRICH).
Wesentlicher scheint mir ein Befund von Karsuxuma, der anscheinend
den Nachweis bringen konnte, dall sich bei der supravitalen Eisen-
reaktion in den Zellen Eisengranula beobachten lassen, die in ihrer
Lokalisation mit den Indophenolblau-Kérnchen bei der Gewebs-Nadi-
Reaktion iibereinstimmen. Weitere Untersuchungen zur Xldrung
dieser Frage sind erforderlich., Wenn auch DietricH die Farbgranula
als sekundir gefirbte, feinste Fetttropfchen anspricht, so hilt er die
Bildung des Farbstoffs selbst in der Zelle doch fur einen fermentativen
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Vorgang. Trotz der gegenteiligen Ansichten von HorrLaxpr22, RE-
MESOW!? w. a. muB auf Grund der eigenen Versuche die eigentliche
farbbildende Reaktion auf Fermentwirkung, und zwar auf die Tiatigkeit
der zelleigenen Atemfermente (Cytochromoxydase-Cytochrom) zuriick-
gefiihrt werden. Die bisherigen eigenen Untersuchungen kénnen jedoch
keinen Beitrag zur Lésung der Frage bringen, ob es sich bei den Farb-
kérnchen um vorgebildete, mit Farbstoff beladene Fermentgranula
oder aber feinste Lipoidtropfchen handelt, welche dann die Grundlage
der Farbkoérnchenbildung bieten wiirden. ‘

H. Die Bedeutung von Fetten und Lipoiden bei der Gewebs-Nadi-Reaktion
des gesunden und des krankhaften verfetteten Herzmuskels.

Indophenolblau stellt infolge seiner Lipoidloslichkeit einen sehr
guten Fettfarbstoff dar. In einer Kritik an der schon frither (8. 708)
genannten Arbeit von DIETRICH und LIEBERMEISTER® wies bereits
1903 MEYER® auf diese Tatsache hin. DIETRICH und LIEBERMEISTER
hatten bei Verwendung von frisch angesetzter, schwach alkalischer
Losung von o-Naphthol und Dimethyl-p-Phenylendiaminchlorhydrat
bei einer Reihe von Bakterien im Zelleib blaue Kérnchen darstellen
kénnen. Sie nahmen als oxydationsbeschleunigenden Faktor ein oxy-
dierendes Ferment an, welches vielleicht in den Ko&rnchen selbst
lokalisiert sei. Auf Grund der Kritik von MEvER und der inzwischen
verdffentlichten Arbeit von WINKLER? stellte DIeTRICH? erneut Unter-
suchungen iiber die Indophenolblau-Granula an. Im Gegensatz zur
stark alkalischen Losung WINKLERs wurde jedoch von DIETRICH eine
nur schwach alkalische Farblosung (in 0,5% Soda) angewandt. Bei
Untersuchung von frischem Nierengewebe mit stirkerer parenchyma-
toser Tritbung und auch schon erkennbaren Fetteinlagerungen sah er
bereits makroskopisch an den Priparaten eine verschieden intensive
Farbung. Mikroskopisch war das Protoplasma der ,,degenerierten’ Harn-
kanilchen erfiillt mit feineren oder gréberen blauen Kornchen, wihrend
die noch nicht verinderten Kanilchen eine leichte, staubférmige Korne-
lung darboten. Bei Anwendung der Sudanfirbung nach Fixierung des
Praparates entsprach in den meisten Fallen diese Fettfirbung in ihrer
Ausdehnung derjenigen der intensiven Blaureaktion nach «-Naphthol -
Dimethyl-p-Phenylendiaminchlorhydrat. In einigen Fillen ging die
Anhéufung feiner, aber scharf blauer Farbkérnchen {iber die Sudan-
farbung hinaus. GroBere Fetttropfen firbten sich im Gegensatz zu den
feineren violett.

Da die Farbstoffbildung im Gewebe viel rascher als in reiner Lisung
auftrat und die Gewebsreaktion durch lingeres Liegen der Organe
oder durch Fixierung abgeschwiicht wurde, kam DreTricH zu der An-
sicht, die Farbstoffbildung selbst gehe auf Grund fermentativer Wirkung
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vor sich, jedoch wiirde der gebildete Farbstoff vom Zellfett aufgenommen
und die mikroskopisch sichtbaren Granula seien dementsprechend
nicht als Fermentgranula, sondern als feinste Fetttropfchen aufzufassen.
L1sox!8 ist, wie bereits frither erwihnt, der Meinung, es handele sich bei
der Nadi-Reaktion nur zum Teil um eine Fermentreaktion, ein weiterer
Teil der Oxydation zu Indophenolblau wiirde von an der Luft oxydierten,
ungesittigten Fettsiuren des Gewebes bewirkt.

SchlieBlich soll an dieser Stelle noch erwdhnt werden, dafl REmE-
sow ¥ auf Grund von in vitro-Versuchen zu einer zumindest sehr ein-
seitigen Amnsicht iiber den Mechanismus der Nadi-Reaktion gelangte.
Bei Tierversuchen tber den Lipoidstoffwechsel hatte er nach par-
enteraler Einftihrung kolloidalen Cholesterins beobachtet, dall neben
Cholesterinanhéufungen in den Gefafilichtungen stindig Leukocyten-
ansammlungen zu finden waren. Bei Anwendung der Gewebs-Nadi-
Reaktion gelang es nicht, die Leukocyten sicher von den ebenfalls ge-
farbten Cholesterinmassen zu differenzieren. Diese Beobachtung ver-
anlaBte RemMEsow zur Durchfilhrung von Reagensglasversuchen.
Hierbei ergab sich, dafl Cholesterin und Cholesterinsol mit Nadi-Reagens
eine Blaufarbung zeigte. Bestrahlung des Cholesterins im ultravioletten
Licht verstirkte nach seinen Angaben die Blaufirbung. In den von ihm
in seiner Arbeit gebrachten Tabellen werden wohl Versuche an ver-
schiedenen Cholesterinlésungen (alkalische und saure Chloroformlssung,
alkoholische Ldsung) mit der des festen Cholesterins oder des Chole-
sterinsols verglichen, es fehlen jedoch Kontrollversuche mit Nadi-
Reagens ohne Zusatz. Auf Grund seiner Versuche glaubte REMESOW
berechtigt zu sein, den Ausfall der Gewebs-Nadi-Reaktion ausschlief3-
lich auf eine katalytische Wirkung des Cholesterins der Zellen und
Gewebe zuriickfithren zu kénnen, wobei die Granulabildung in den
Zellen einen Ausflockungsvorgang kolloidalen Cholesterins des Gewebes
darstellen sollte.

Eigene Versuche.
1. Versuche mit Fett, Olsgure, Lecithin und Cholesterin in wvitro.

1. Versuchsanordnung. Gleichartige Seidenpapierstiickchen wurden mit
a) alkoholischer, gesattigter Cholesterinlésung (Cholesterin reinst, krist., ,,Merck ),
b) alkoholischer, geséttigter Lecithinlosung (Lecithin ex ovo ,,Merck’), ¢) mit
in der Warme verfliissigtem Lecithin ex ovo, d) mit Olsiure und e) mit aus-
gelassenem, menschlichem Fett aus subcutanem Fettgewebe imprigniert und an
der Luft getrocknet. Als Kontrolle dienten gleiche Seidenpapierstiickchen ohne
Vorbehandlung. Diese Papiere kamen sodann in das gleiche Nadi-Reagens.

Ergebnis. Nach einer Firbedauer von 25 min hatte sich das un-
behandelte Seidenpapier (Kontrolle) schwach diffus blau gefirbt. Die
gleiche schwache Firbung zeigten die mit Olsiure und Cholesterin ge-
trinkten Papiere. Auch das mit verfliissigtem Lecithin imprignierte
Seidenpapier wies keinen Unterschied in der Farbung zu den Kontrollen
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auf. Eine eben merkbare dunklere, mehr blauviolette Anfirbung konnte
an dem mit alkoholischer Lecithinlésung vorbehandelten Papier beob-
achtet werden, wihrend das menschliche Fett in dem Papier ) deutlich
starker blauviolett gefirbt war. Verlingerung der Firbezeit war ohne
Einflufl auf den Ausfall der Firbung in den verschiedenen Versuchs-
ansitzen.

2. Versuchsanordnung. Drei Reagensgliser wurden mit je 5,0 cm? einer frisch
angesetzten Nadi-Losung beschickt. Reagensglas a enthielt eine Messerspitze
kolloidalen ‘Cholesterins (,,Heyden*‘), Glas b eine Messerspitze Cholesterin reinst,
krist. (,,Merck®), wabrend Reagensglas ¢ als Vergleich ohne Zusatz blieb. Die
Gliser standen dann 2 Std bei Zimmertemperatur. Ein Vergleich der Farbungen
nach 2 Std unmittelbar in den angesetzten Losungen war nicht moglich, da
durch den Zusatz von kolloidalem Cholesterin die Lichtdurchlissigkeit dieses
Réhrchens von derjenigen der anderen unterschiedlich war. Daher wurden nach
2 8td je 5,0 cm® Toluol zugegeben und die Réhrchen so lange geschiittelt, bis das
gesamte Indophenolblau in das Toluol iibergegangen war. Diese iiberstehenden
Losungen wurden sodann verglichen.

Ergebnis. Die stirkste Farbstoffbildung zeigte die Leerkontrolle.
Etwas schwichere Firbung war nach Cholesterinzusatz erfolgt und
am schwichsten war die Indophenolblau-Bildung im Réhrchen mit
Zusatz von kolloidalem Cholesterin.

3. Versuchsansatz. 20 g Gelatine (in Schuppen, ,,Merck*) wurden mit 60 g
dest. Wasser versetzt und im Wirmeschrank bei 60° C verfliissigt. Die Gelatine-
l6sung wurde in 3 Portionen geteilt. Teil a blieb ohne Zusatz, Teil b erhielt
einen Zusatz von Cholesterin reinst, krist. (,,Merck®*) und Teil ¢ einen solchen von
kolloidalem Cholesterin ,,Heyden. Die Proben wurden durch Schiitteln gut ge-
mischt und dann jede in Blscke gegossen. Nach dem Erkalten wurden von den
erstarrten Blocken anf dem Gefriermikrotom 40 dicke Schnitte hergestellt
und diese dann fiir die Dauer von 25 min in frisch hergestelltern Nadi-Reagens
geférbt.

Ergebnis. Trotz makroskopisch sichtbarer Kristalle von Cholesterin
bzw. Schlieren des leicht gelblichen kolloidalen Cholesterins in den
Schnitten war der Farbeversuch in allen Priparaten vollig ergebnislos.
Simtliche Gelatineschnitte (auch in gleicher Stirke die Kontrollen!)
zeigten sehr schwache, gleichmiBige, diffuse, hellblaue Firbung.

4. Versuchsanordnung. Entsprach, abgesehen von einem FEisenchloridzusatz
{FeCl;) zur Gelatine, der vorhergehenden.

Ergebnis. Auch hier wiesen Kontrollen und Versuchsschnitte in
gleicher Weise und Stéirke eine schwache, diffus hellblaue Verfirbung
der Gelatine auf. Zusatz von kristallisiertem oder kolloidalem Chole-

sterin verdnderte diesen Befund nicht.

Schluffolgerungen.
Die eigenen Versuche ergaben keinen Anhalt dafiir, daB Cholesterin,
kolloidales Cholesterin, Olssiure, Lecithin oder menschliches Fett im
Modellversuch in der Lage sind, Indophenolblau aus «-Naphthol und
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Dimethyl-p-Phenylendiamin zu synthetisieren. Zusatz von Ferri-
Tonen zum kristallisierten oder kolloidalen Cholesterin war ohne Einflu$3.
Die dargestellten Ergebnisse stehen im Widerspruch zu denen von
Remesowl®, der -aus seinen Untersuchungen schliefen zu konnen
glaubte, es handele sich bei der Gewebs-Nadi-Reaktion um einen durch
kristallisiertes oder kolloidales Cholesterin katalysierten oxydativen
Vorgang. Wie bereits frither betont, fehlen in der Untfersuchung von
RemEsow Vergleichsuntersuchungen mit Leerkontrollen. Aus diesem
Grund ist es unmdglich, Aussagen iiber die Ursachen der anscheinend
unterschiedlichen Versuchsergebnisse zu machen. ‘

Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen an Olsiure wider-
sprechen auch der Ansicht von Lisox?8, es seien ungesittigte Fett-
sguren an der Nadi-Reaktion beteiligh. Sodann konnten die Unter-
suchungen an Lecithin und menschlichem Fett zeigen, daB diese Stoffe
als unmittelbare Reaktionsteilnehmer der Indophenolblau-Synthese
auller Betracht bleiben kénnen.

Die eben genannten eigenen Befunde stehen in gutem Einklang mit
dem Ausfall der fritheren Versuchsreihen iiber die Fermentnatur des
Oxydationskatalysators der Indophenolblau-Synthese bei der Gewebs-
Nadi-Reaktion und Indophenolblau-Reaktion. An dem untersuchten
Herzgewebe fand sich niemals eine Reaktion, welche nicht durch Er-
hitzen, Cyankali und andere Fermentgifte gehemmt worden wire. So
fiel auch insbesondere die sekunddre Anfirbung von vorhandenem Fett-
gewebe in Hemmungsversuchen jedesmal wesentlich schwicher aus
oder unterblieb ganz.

I1I. Histochemische Indophenolblau-Synthese und -Speicherung
bei Herzmuskelverfettung.

Fir die Untersuchung verfetteten Herzmuskelgewebes wurde ein
entsprechender Fall aus dem Sektionsgut des Pathologischen Instituts
der Universitdt Minster ausgew#hlt. Die Untersuchung des Herzens
mittels der Gewebs-Nadi-Reaktion erfolgte am Tage der Obduktion,
withrend die Firbungen am fixierten Material spiter vorgenommen
wurden.

Sekt.-Nr. 73/48. Maria W., 27 Jahre; gest. 30. 3. 48; sez. 1. 4. 48, (Obduzent:
Dr. WENZEL.) :

Pathologisch-anatomische Diagnose (gekiirzt). Recurrierende, polypés-uleerdse
Endokarditis der Aortenklappen, mit Verwachsungen abgelaufene Endokarditis
der Mitralis. Verruksse Endocarditis parietalis des linken Vorhofes. Erhebliche
Hypertrophie des Herzmuskels. Dilatation sémtlicher Herzhohlen unter beson-
derer Bevorzugung der linken Herzhilfte. Triibe Schwellung und feintropfige
Verfettung des Herzmuskels, abgelaufene und frische Myokarditis.

Sektionsbefund des Herzens (gekiirzt). Die Ventrikel und Vorhéfe, besonders
auch die Herzohren, sind stark erweitert und mit Cruorgerinnsel gefiills. Die
Herzmuskulatur ist in allen Abschnitten verdickt (Muskeldicke: rechter Vorhof
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bis 0,6 em, rechte Kammer bis 0,7 em, linke Kammer bis 1,2 em). Auf dem frischen
Schnitt zeigt der Herzmuskel gelblich-rotbraunes, fleckiges Aussehen. Die Pa-
pillarmuskel weisen deutliche Tiegerung auf. Das Endokard ist im Bereich der
Aortenklappen aufgelockert und verdickt, zum Teil mit polypssen Auflagerungen
versehen, zum Teil ulcerds zerfallen. Daneben finden sich Klappenverwach-
sangen und Verdickungen der Sehnenfiden an der Mitralklappe sowie weiBliche
Verdichtungen und nicht abstreifbare, warzenartige Auflagerungen.

Histologische und histochemaische Untersuchung des Herzmuskels.

Die Hdamatoxylin-Eosinfirbung des Papillarmuskels der linken- Herzkammer
zeigt das mikroskopische Bild eines Herzmuskels mit zahlreichen, disseminierten,
vernarbten, kleinen Schwielen. Die Capillaren des Herzmuskels sind erweitert,
das Endothel derseiben gequollen; die Endothelzellen zeigen. Aktivierung, ebenso
das subendotheliale, mesenchymale Gewebe. Das Protoplasma der Herzmuskel-
fasern weist an Stellen einer Verfettung die hierfiir typische, wabige Struktur auf.
Im ganzen sind die verfetteten Bezirke bei der Haimatoxylin-Eosinfarbung blau-
violett gefarbt, gegeniiber der mehr rotvioletten Ténung der nicht wverfetteten
Zellbezirke. Diese relativ geringe Basophilie der verinderten Herzmuskelfasern
ist nicht an allen Stellen gleich deutlich ausgepragt und geht kaum iiber den
Bereich, der durch die Fetttropfchen bedingten wabigen Struktur hinaus.

Bei Anwendung der Sudanfdrbung mit der iiblichen Firbezeit von 60 min
heben sich bereits bei schwacher Vergréflerung die verfetteten Bezirke durch ihre
orangegelbe, massive Firbung von den iibrigen, nur schwach gelb® gefdrbten
Gewebspartien ab. Bei stérkerer Vergroflerung wird deutlich, daf alle Muskel-
fasern mehr oder weniger intensiv den Farbstoff angenommen haben. Die bereits
mit der Hamatoxylin-Eosinfarbung durch ihre wabige Protoplasmastruktur als
verfettet ansprechbaren Partien zeigen eine grobtropfige Verfettung, welche zum
Teil allméhlich im Verlauf der Muskelfaser in eine immer feintropfiger und schlieB-
lich staubformig werdende Fettdarstellung iibergeht, zum Teil aber an Glanz-
leisten haltmacht. Jenseits der Glanzleiste sind in diesen Féllen dann nur staub-
férmige, sudanfirbbare Trépfchen festzustellen.

Farbung mit Nilblausulfat (Differenzierung in 1%iger Essigsdure) zeigte bei
einer Farbedauer von 30 min eine rote Farbung der gréberen Fetttropfen, wihrend
die noch mit Sudan darstellbaren feineren und staubférmigen Granula tiefblau
gefirbt waren. Wurde jedoch die Férbezeit verlingert (bis zu 41/, Std), so wurden
auch die feineren Tropfchen in immer stirkerem Ausmall rotviolett (in einzelnen
Schnitten sogar rot) gefarbt.

Als Nebenbefund ist zu erwihnen, dafl in cinzelnen grobtropfig verfetteten
Bezirken mit im allgemeinen roter Farbung der Tropfchen jeweils eine scharf
abgegrenzte Muskelfaser gefunden wurde, in welcher die groben Fetttropfen voll-
kommen hellblau gefarbt waren (Abb. 13). In den beobachteten Fillen war die
Grenze dieser hellblau- gefarbten, verfetteten Zellbezirke wie in der Abbildung
an der einen Seite schart vom nicht betroffenen Protoplasmagebiet abgegrenzt,
withrend an der anderen Seite ein allmahlicher Ubergang festzustellen war.

Die Farbung der Schnittpraparate des fixierten Gewebes mit alko-
holischer Indophenolblau-Losung brachte bei Firbezeiten bis zu 3 Std
nur eine relativ schwache blaue (nicht rotviolette!) Farbung der gro-
beren Fetttropfen.

Die Gewebs-Nadi-Reaktion am frischen, unfixierten Gewebe zeigte
nach 25 min Fiarbezeit reichlich vorhandene, stark blau gefirbte Leuko-
cyten. Am Muskelgewebe selbst setzten sich die sicher verfetteten
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Bezirke scharf gegeniiber den bei Sudan- und Nilblausulfatfirbung
nur staubformig granulierten Zellen durch den unterschiedlichen Farb-
ton der Farbung ab. Die groberen und auch feineren Tropfen firbten
sich violett, wihrend die staubférmigen Granula dunkelblau gefirbt
waren. Im Bereich der gréberen Tropfen fehlte im iibrigen auch die
sonst feststellbare diffuse Blaufirbung des Zellplasmas. Wurde dem
Nadi-Reagens Cyankali zugesetzt, so zeigte sich nach einer Firbezeit

Abb. 13. Herzmuskelverfettung (Papillarmuskel des linken Ventrikels). Nilblausulfat-

Farbung (Fiarbedauer 30 min). Innerhalb eines leuchtend rot gefirbten, verfetteten

Gewebsbezirkes eine Muskelzelle mit hellblau gefirbten, verhiltnismiéBig groben Fett-

tropfen (durch Linien eingerahmt). Leitz-Panphot, Leitz-Objektiv 40 x, Periplan-
Ocular 10 x, Griinfilter,

von 25 min eine zwar erheblich schwéchere, aber immerhin noch deutlich
feststellbare Firbung der groberen, ohne Cyanzusatz violett gefarbten
Fetttropfen in schwach blauvioletter Tonung, jedoch blieben die feinsten
Granula wie auch einzelne grobere vollkommen ungefirbt (Abb. 14
und 15). Bei Verlingerung der Férbedauer bis zu 3 Std ergab sich
schlieBlich, zwar wesentlich abgeschwicht, auch eine Darstellung der
feinsten, staubférmigen Tropfchen, allerdings nun nicht mehr in rein
blauer Farbtonung, sondern im Gegensatz zur Nadi-Reaktion ohne
Zusatz von KCN mehr in violetter Farbung.

Die mit Sudan, Nilblausulfat und Nadi-Reagens (mit und ohne
Cyan) darstellbaren feinsten und auch groberen Granula wiesen ebenso
wie die Indophenolblau-Kérnchen am gesunden Herzmuskel eine Lage-
rung parallel zu den Muskelfibrillen auf. Seltener, fast nur in den grob-
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Abb. 14, Herzmuskelverfettung. Gewebs-Nadi-Reaktion (Farbedauer 25 min).
Leitz-Panphot, Leitz-Objektiv 40 x, Ocular 4 X.

Abb. 15. Herzmuskelverfettung., Gewebs-Nadi-Keakiion unter Zusatz von Cyankali
(Farbedauner 25 min). Der Mikroskopkondensor wurde zur besseren Darstellung der
Zellstruktur herabgeschraubt. Leitz-Panphot, Leitz-Objektiv 40 x, Ocular 4 x.

tropfig verfetteten Bezirken, wurde an Stelle dieser perlschnurartigen
Anordnung in Reihen eine vollig unregelmifige Lagerung gesehen.

Virchows Archiv. Bd. 317, 48
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Wurde die Indophenolblau-Reaktion nach WINKLER-ScHULTZE auf
dem Objekttrager an Schnittpriparaten angestellt, welche vom frischen,
unfixierten Gewebe nach ScEULTZ-BRAUNS?* (vgl. auch S.714) ge-
schnitten worden waren und unmittelbar vom tiefgekithlten Mikro-
tommesser auf den Objekttriger ibertragen und dort mit 10%igem
Formalin kurz fixiert wurden, so ergab sich neben der tiblichen Leuko-
cytendarstellung in diesen Schnitten eine mehr rotviolette Farbung
der groberen Fetttropfen, wihrend die staubformigen und feineren

PLeR AR B
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Abb. 16. Herzmuskelverfettung. Indophenolblau-Reaktion nach WINKLER-SCHULTZE.
Firbezeit 2 8td. Leitz-Panphot, Olimmersion 1,8 mm, Periplan-Ocular 4 x.

Granula mehr graublau gefirbt waren. An Schnittpriparaten wvon
nach iiblicher Art in 10%igem, neutralem Formol fixiertem Gewebe
zeigte sich nach der Indophenolblau-Reaktion (Abb. 16) bei einer
Firbedauer von 5 min eine rotviolette Darstellung samtlicher Trépf-
chen, die feineren und feinsten Granula waren dabei etwas blaustichiger
als die groberen Tropfen. Verlingerung der Fiirbezeit bis zu 3 Std be-
wirkte eine intensivere Anfirbung aller Trépfchen, wobei gleichzeitig
eine Verschiebung des Farbtones von Violett zu Blau bemerkbar war.
So zeigte sich nach 40 min noch eine rotviolette Farbung der groberen
Tropfen, wihrend die feineren bereits rein blau gefirbt waren. Nach -
3 Std fand sich dann auch eine Blaufirbung der gréBeren Fetttropfen.

Die Gewebs-Nadi-Reaktion am fixierten Gewebe unterschied sich
nicht wesentlich von der Indophenolblau-Reaktion. Allerdings traten
infolge der erheblich schwicheren diffusen Anfirbung des Protoplasmas
die Farbkornchen sehr viel deutlicher hervor (Abb. 17).
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Um einen Uberblick zu gewinnen, inwieweit das Bild der Indo-
phenolblau-Synthese am verfetteten Herzmuskel durch die Fettein-
lagerung beeinflufit wird, wurden entsprechende Schnittpriparate vor
Anstellen der Reaktionen entfettet. Fiir die Durchfiihrung der Ent-
fettung war eine vorherige Fixierung des Gewebes unbedingt erforder-
lich, da sonst die Gewebseiweille wihrend des Aufenthaltes der Schnitte
in den Losungsmitteln koaguliert und in einem unkontrollierbaren

Abb. 17. Herzmuskelverfettung., Gewebs-Nadi-Reaktion am formolfixierten Gewebe.
Férbedauer 2 8td. Leitz-Panphot, Olimmersion 1,8 mm, Periplan-Ocular 4 x.

Ausmal geschrumpft wiren. Eine Entfettung frischer Schnittpripa-
rate ohne Beeinflussung der Gewebselemente war unter den gegebenen
Verhiltnissen nicht moglich. A

Versuchsanordnung, 20 u dicke Gefrierschnitte von in 10%igem, neutralem
Formalin fixiertem Herzmuskelgewebe (Sekt.-Nr.73/48) wurden tiber die auf-
steigende Alkoholreihe (50, 70 und 96%) in Ather gebracht. Nach einer Ein-
wirkungszeit des Athers von 30 min kamen die Schnitte iiber die gleiche, jetzt ab-
steigende Alkoholreihe in Wasser und wurden anschlieBend mit Nilblausulfat,
der Indophenolblau- und der Gewebs-Nadi-Reaktion gefarbt.

Ergebnis. Bei Anwendung der Nilblausulfatfirbung am entfetteten
Schnittpréparat fehlten die Fetttropfchen, an deren Stelle waren heller
blau gefirbte Vacuolen im Zellplasma getreten, wodurch das sonst
diffus blau gefirbte Protoplasma eine wabige Struktur erhielt. Am
entfetteten Schnitt wurde nun auch das dunkelblau gefirbte Lipofuscin
sichtbar, welches vorher durch die Fetttropfen iiberdeckt worden war.

48%
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Wurde an den entfetteten Schnitten die Indophenolblau-Reaktion
nach WINKLER-SCHULTZE angestellt, so zeigte sich nach 2stiindiger
Farbedauer eine diffus hell- bis mittelblaue Anfirbung der Muskelfasern,
die ebenso wie nach Nilblausulfat eine wabige Struktur aufwiesen.
Oxydase-Granula konnten auch bei lingerer Fiarbedauer in den Muskel-
zellen nicht dargestellt werden. Die in den Capillaren vorhandenen
Leukocyten zeigten dagegen wie am nicht entfetteten Schnittpriparat
schwarzblaue Oxydase-Kérnchen. Die Granula des Abniitzungspig-
mentes in den Herzmuskelzellen waren wenig heller gefirbt als die
Indophenolblau-Koérnchen in den Leukocyten.

Die Gewebs-Nadi-Reaktion an den formolfixierten und mit Alkohol
und Ather behandelten Schnitten zeigte nach einer Reaktionsdauer
von 2 Std ein der Indophenolblau-Reaktion &hnliches Bild, jedoch
waren die Muskelfasern weniger stark diffus blau geférbt, so daf Lipo-
fuscin-Granula in den Muskelzellen und Indophenolblau-Kérnchen in
den Leukocyten deutlicher sichtbar wurden. Auch nach Verlingerung
der Firbezeiten waren Indophenolblau-Kérnchen in den Muskelzellen
nicht mit Sicherheit festzustellen.

Erorterung der Versuchsergebnisse.

Wie frither bereits betont, bestehen seit langer Zeit iiber die Ent-
stehung der Indophenolblau-Granula zwei gegensétzliche Anschau-
ungen. Auf der einen Seite sieht DreTRICH? die Farbkiérnchenbildung
‘als eine Losung des im Zellprotoplasma fermentativ gebildeten Farb-
stoffes in vorgebildeten Fetttropfchen an, wihrend andererseits
ScavLrzE 8, v. GIERKE %, GRAFR1%:1! y, a. annehmen, daB die Farb-
koérnchen in ihrer Lokalisation Fermentgranula entsprechen. Fir die
Anschauung von DIETRICH sprachen seiner Meinung nach Unter-
suchungen an verfetteten Organen, wobei Fettfirbungen in ihrer Aus-
dehnung derjenigen der intensiven Blaureaktion der Indophenolblau-
Synthese entsprachen, allerdings ging in einigen Fillen die Anh&ufung
feiner, scharf blauer-Granula iiber die Sudanfarbung hinaus. Der gleiche
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 Schnittpriparaten in den Herzmuskelzellen zwar keine
Granula festgestellt werden, doch wiesen die Leukocyten eine gleiche
Reaktion wie an nicht entfetteten Gefrierschnitten auf. Dieser Befund
spricht gegen die Anschauung von DIETRICH, wenn man nicht der Ansicht
ist, es konne sich bei den Lipoidtrépfchen in den Leukocyten um nicht
durch Alkohol-Ather aus der Zelle herauslsbare Lipoid-EiweiBkomplexe
handeln. Zur weiteren Klirung dieser Fragen wurden entsprechende
Vergleichsuntersuchungen an nicht verfettetem Gewebe durchgefiihrt.
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111. Feltfirbung wnd Indophenolblau- Synihese am gesunden Herzmuskel.

Wenn man von den Vorstellungen DIETRICHS? ausgeht, es handele
sich bei der Indophenolblau-Synthese im Gewebe zwar um einen fermen-
tativ katalysierten Vorgang, jedoch wiirden die dabei auftretenden
Granula nicht der Lokalisation des Fermentes entsprechen, sondern
feinste Fett- oder Lipoidtropfchen wiirden vielmehr auf Grund ihrer
Losungsaffinitidt den fettloslichen Farbstoff Indophenolblau sekundir
speichern, so miilten sich diese Tropfchen auch durch andere Firbe-
methoden nachweisen lassen. Es ist fiir die mikroskopische Sichtbar-
keit gleichgiltig, welcher Farbstoff das Substrat anfarbt, wenn nur die
Farbstoffkonzentration im angefirbten Substrat zum Nachweis aus-
reicht und die Ausdehnung des einzelnen Tropfens innerhalb der mikro-
skopisch sichtbaren Dimensionen liegt. Sind jedoch die vermuteten
Granula durch andere Fettfirbungen nicht darzustellen, so kann es
sich bei den Indophenolblau-Kérnchen der Oxydase-Reaktionen nicht
um einfache Lésung des Farbstoffes in Fett- oder Lipoidtropfchen
handeln.

Eigene Versuche.

1. Versuchsanordnung. Von einem gesunden, in 10 %igemn, neutralem Formol
fixierten Herzmuskel (Obduktionsmaterial) wurden auf dem Gefriermikrotom
20 ¢+ dicke Schnitte angefertigt und diese nach Romzrs?? mit Sudan IIT und Nil-
blausulfat gefarbt. .

Ergebnis. Wurden die Schnitte mit Sudan 111 gefirbt, so ergab sich
makroskopisch nach einer Firbezeit von 20 min eine schwache, diffuse
Gelbfirbung des ganzen Schnittpréparates; mikroskopisch war weder
eine Granuladarstellung noch eine besonders starke diffuse Anférbung
der Muskelzellen zu finden. Auch Verlingerung der Firbezeiten auf
70 min und 24 Std brachte, abgesehen von einer Verstidrkung der dif-
fusen Farbung des Schnittes, keine Anderung dieser Ergebnisse.

Anwendung der Nilblausulfatfirbung am gleichen Material zeigte
nach 20 min Firbedauer eine hellblaue, diffuse Féarbung des Plasmas
der Muskelzellen ohne Granuladarstellung, welche den Indophenolblau-
Kornchen hitte entsprechen konnen. Die Lipofuscin-Granula waren
wie bei den Oxydase-Reaktionen deutlich dunkelblau gefirbt. Zell-
kerne konnten vom Cytoplasma bei dieser Farbung nicht differenziert
werden. Verldngerung der Firbezeiten brachte, abgesehen von einer
im ganzen kriftigeren Farbténung keinen abweichenden Befund.

2. Versuchsanordnung. Von einem unfixierten, frischen Mauseherzen wurden
20 i dicke Gefrierschnitte bei einem py von 8,0 (dem py-Wert des sonst ver-
wandten Nadi-Gemisches) mit einer Lisung des neutralen Fettfarbstoffes Rhod-
amin B (1:100 in isotonischem Phosphatpuffer) 40 min lang gefarbt, mit ent-
sprechender, farbloser Pufferlosung gewaschen, eingedeckt und im gewdhnlichen

Licht sowie unter dem Fluorescenzmikroskop im durchfallenden Blau- und Ultra-
violettlicht betrachtes.

Virchows Archiv. Bd, 817. ‘ 48a
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Frgebnis. Bei Hellfelduntersuchung zeigte sich eine diffuse Rosa-
fairbung des Zellplasmas der Muskelzellen, wihrend Bindegewebs- und
Endothelzellen erheblich weniger Farbstoff aufgenommen hatten. Im
Fluorescenzmikroskop konnte eine kriftige, gleichmifBige, goldgelbe
Fluorescenz des Cytoplasmas der Herzmuskelzellen beobachtet werden.
Punkt- oder tropfenférmige Anhéufungen des Farbstoffes, welche auf eine
Lésung von Rhodamin B in vorgebildeten Fett- oder Lipoidtrépfchen
mikroskopisch sichtbarer Grofe hindeuten kénnten, fehlten vollkommen.

3. Versuchsanordnung. An 20u dicken Gefrierschnitten vom wunfixierten,
frischen Mauseherzen wurde in der tiblichen Art die Gewebs-Nadi-Reaktion an-
gestellt. Nach einer Firbezeit von 40 min wurden die Gewebsschnitte, die reich-
lich Indophenolblau-Granula aufwiesen, in eine Liésung von Rhodamin B (1:100
in isotonischem Phosphatpuffer vom pg 8,0) iibertragen. Nach einer Firbezeit
von 40 min befreite ich die Schnittpriparate in entsprechender, farbloser Puffer-
16sung von dem Farbstoffitberschull und betrachtete sie sodann im Fluorescenz-
mikroskop im durchfallenden Licht.

Ergebnis. Die Indophenolblau-Kérnchen hoben sich von dem kriftig
gelb gefiarbten Cytoplasma durch ihre erheblich schwiichere bzw.
fehlende Fluorescenz deutlich als dunkle Aussparungen ab. Die Indo-
phenolblau-Granula batten demnach entweder kein Rhodamin B auf-
genommen oder die gelbe Fluorescenzfarbe wurde durch das Indophenol-
blau optisch geléscht. Reagensglasversuche brachten hieriiber eine
Klarung, denn in einer Rhodamin-B-Lisung zeigte sich nach Zusatz
wifriger Indophenolblau-Losung Loschung der gelben Fluorescenzfarbe.

4. Versuchsanordnung. 20 u dicke Schnittpréaparate von frischen, unfixierten
Méauseherzen wurden in einer alkalischen Lésung (pm 10,4) des Farbstoffes
Pyronin (stand. ,,Bayer*, 1:10000 in isotonischem Phosphatpuffer) 10 min lang
gefarbt und anschlieBend die gleiche Zeit in der entsprechenden farblosen Puffer-

losung vom Farbstoffitberschul3 befreit. Die Schnitte wurden sodann mit dem
Fluorescenzmikroskop bei durchfallendem Ultraviclettlicht betrachtet.

Ergebnis. Die Herzmuskelfasern zeigten eine schéne, etwas wolkige,
ultramarinblaue Fluorescenz. Bindegewebe und Fndothel leuchteten
weniger stark als die Muskelzellen. Punkt- oder tropfenférmige An-
haufungen des Farbstoffes konnten nicht beobachtet werden.

8. Versuchsanordnung. Mit der gleichen Methode wurden Schnitte gefarbt,
an denen vorher die Gewebs-Nadi-Reaktion angestellt worden war.

Ergebnis. Obwohl im Hellfeld in jeder Herzmuskelzelle reichlich gut
ausgebildete Indophenolblau-Kérnchen zu sehen waren, zeigte das
Fluorescenzbild in den Gewebsschnitten keine punkt- oder tropfen-
formige Anreicherungen des Farbstoffes, dagegen war das Muskelzell-
plasma infolge der teilweisen Bedeckung durch die Indophenolblau-
Kornchen erheblich schwécher in seiner Leuchtkraft als bei den un-
behandelten Schnitten. Reagensglasversuche lieSen erkennen, daf
im alkalischen Milieu durch Indophenoclblan in Lésung keine Loschung
der Pyronin-Fluorescenz eintritt. -
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6. Versuchsanordiung. Von einem gesunden, durch Obduktion gewonnenen,
in 10%igem, neutralem Formalin fixierten menschlichen Herzmuskel wurden
20 p dicke Gefrierschnitte iiber die Alkoholreihe in Ather gebracht, darin fiir
etwa 30 min belassen und nach Durchfithrung durch die absteigende Alkohol-
reihe iiber Wasser in die Reaktionslésungen der Indophenolblau-Reaktion und
Gewebs-Nadi-Reaktion iibertragen. (leichzeitig wurden Vergleichsschnitte ohne
vorherige Alkohol-Ather-Entfettung gefirbt.

Ergebnis. Wurde die Gewebs-Nadi-Reaktion mit einer Farbezeit
von 2 Std am formolfixierten und mit Alkohol-Ather vorbehandelten
Gewebsschnitt angewandt, so ergab sich ein gleiches Bild wie im Ver-
gleichsschnitt ohne Vorbehandlung mit Fettlosungsmitteln. In gleicher
Weise waren Leukocyten massiv blauschwarz gefirbt. In der Umgebung
der Granulocyten fanden sich auch in der Muskelfaser Indophenolblau-
Kornchen in typischer Lagerung. Wurde die Férbezeit auf 3 Std ver-
lingert, so waren zusiitzlich auch auBlerhalb der unmittelbaren Um-
gebung der Leukocyten in den Herzmuskelzellen Indophenolblan-
Kérnchen zu sehen.

Ebenso wie die Gewebs-Nadi-Reaktion wurde auch der Ausfall der
Indophenolblau-Reaktion nach WinkLeRr-ScrurrzE durch die Alkohol-
Ather-Behandlung nicht verdndert.

Schlupfolgerungen.

Nach dem ergebnislosen Ausfall der obigen Fettfarbungen ist die
Angicht von DIETRICH, es handele sich bei den durch die Oxydase-
Reaktionen darstellbaren Granula um feinste, vorgebildete Fett- oder
Lipoidtrépfchen, in welchen sich das gebildete Indophenolblau sekundér
lésen wiirde, micht mehr aufrechtzuhalten. Ks kann sich hierbei
— wenigstens am gesunden Gewebe — keinesfalls um eine einfache
Losung des Farbstoffes auf Grund seiner Affinitét zu Fetten und
Lipoiden in vorgebildeten Fetttropfen von der GréBe der Indophenol-
blau-Kornchen handeln, da diese Trépfchen dann auch mittels anderer
Fettfarbstoffe sichtbar gemacht werden koénnten. Allerdings ist bei
einer Farbung mit Sudan III der Einwand mdglich, daB einmal der
gelborange Farbton der Substanz zur Differenzierung feinster Granula
nicht ausreiche und daB zum anderen auch durch den Alkoholgehalt
der Sudanlésung kleinste Fetttropfen aus dem Zellplasma herausgeldst
werden konnten. Beide Einwiinde treffen aber fiir das Nilblausulfat
sicher nicht zu. Im Gegenteil stellt gerade Nilblausulfat einen aus-
gezeichneten Fettfarbstoff auf Grund seiner gleichzeitigen Lipoid- und
Wasserloslichkeit dar, auBerdem ist die Farbintensitdt im Vergleich zu
einer Fettfirbung mit alkoholischer Losung von Indophenolblau erheb-
lich kriiftiger. Im nicht differenzierten Schnittpriparat stért zwar die
Mitfirbung des Protoplasmas, doch kann diese durch Differenzierung
der Schnitte in 1%iger Essigsdure auf ein Minimum reduziert werden,
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so daB eine sehr klare Férbung vorhandener Fett- und Lipoidtrépfchen
erreicht werden kann. Beweisend fiir das Fehlen vorgebildeter Fett-
oder Lipoidgranula mikroskopischer GroBenordnung im Gewebsschnitt
vom gesunden Herzen sind die Fluorescenzuntersuchungen mit Rhod-
amin B und Pyronin. Nach den Untersuchungen von DRawERT %
handelt es sich bei dem Rhodamin B um einen elektroneutralen, un-
dissoziierten Farbstoff, welcher, wie STRUGGER®? an Pflanzenzellen
nachweisen konnte, elektiv von Fetten und Lipoiden gespeichert wird.
STrRUGGER hatte bereits festgestellt, daf sich das Cytoplasma von
Pflanzenzellen diffus rosarot mit Rhodamin B anfirbte, unter dem
Fluorescenzmikroskop zeigte sich dann eine goldgelbe Fluorescenz des
im Baufett der Zelle aufgenommenen Farbstoffes. Die gleichméBige
Farbstoffspeicherung durch das Plasma der Herzmuskelzellen entspricht
also vollkommen den Ergebnissen der eben genannten Untersuchungen
und ist zu erkldiren durch das Vorkommen submikroskopischer Lipoid-
komplexe (vgl. FREY-WYsSSLINGS®®) im Zellprotoplasma, welche infolge
ihrer Grofenordnung nicht unmittelbar als Triger der Granulabildung
bei der Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau-Reaktion in Frage
kommen konnen. Bei dem Pyronin handelt- es sich nach den Unter-
suchungen von STRUGGER um einen Farbstoff, der aus alkalischen Farb-
lésungen als Farbbase ebenfalls elektiv von Fetten und Lipoiden ge-
speichert wird und dabei ultramarinblau fluoresciert, wihrend das
Farbkation in gelber Fluorescenzfarbe von den Plasmaeiweillkorpern
aus entsprechenden Farblosungen gespeichert wird. Die mit diesem
Farbstoff gefundene, etwas wolkige, ultramarinblaue Fluorescenz ent-
spricht im wesentlichen dem mit Rhodamin B gefundenen Ergebnis.

I. Versuche zum Nachweis des Fisenanteils der Atemfermente
in der Berzmuskelzelle.

Unter Anwendung der Schwefelammonium-Methode nach QuINoku!?
hatte Katsunumal? an frischem Leber- und Nierengewebe intracelluldr
Eisen-Granula feststellen kénnen. Da die gefundenen Eisenkornchen
anscheinend die gleiche Lagerung wie Indophenolblau-Granula be-
saflen, glaubte er zur Annahme berechtigt zu sein, es handele sich um
im Oxydase-Fermentkomplex katalytisch wirksames Eisen und gebe
damit bei dem Eisennachweis die Ortlichkeit des Fermentes an. Falls
dieser Befund den tatséchlichen Verhiltnissen entsprechen wiirde, wire
er von ausschlaggebender Bedeutung fiir den Reaktionsmechanismus
der Granulabildung bei der Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau-
Reaktion. Jedoch miissen auf Grund der angewandten Methode schwer-
wiegende Bedenken erhoben werden. Bei eingehenden Untersuchungen
diber histochemische Methoden hatte 1930 KockEL jr.3* festgestellt,
daB nur ein Teil des im Gewebe vorhandenen Eisens mit der Schwefel-
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ammonium-Methode nachweisbar ist. So entgeht in den meisten Fillen
das organisch gebundene Eisen dem Nachweis. Zwar fand Macarnum?,
daB die verschiedensten Reagentien bei den iiblichen histochemischen
Eisen-Reaktionen auch das ,,okkulte”, organisch gebundene Eisen fiir
den Nachweis freisetzen konnen, doch ist diegse Freisetzung sehr un-
sicher und launisch. Bei dem Fermenteisen des Cytochromoxydase-
Cytochrom-Systems handelt es sich um derart organisch gebundenes
Eisen. Ein weit schwerer wiegender Einwand gegen die von KaTsvu-
yuMa verwandte Methode mufl jedoch darin gesehen werden, daBl es
bei der Verwendung von Schwefelammon fir die Eisen-Reaktion immer
zu intracelluliren kornigen Niederschidgen kommt, auch dann, wenn
das Zelleisen nicht in korniger, sondern diffus verteilter Form vor-
gebildet ist (KockzEL jr.). Diese artifiziellen kérnigen Niederschlige von
Schwefeleisen konnen dann filschlich priexistente Eisen-Granula vor-
téuschen.

Auf Grund der obigen Bedenken schien eine Nachpriifung der Be-
funde von Karsunuma dringend erforderlich. Als einzige Methode,
welche die genannten Nachteile des Schwefelammons ausschlief3t, stand
fiir die eigenen Untersuchungen die Rhodanprobe nach Kooksw jr. zur
Verfiigung. Bei dieser Methode wird das organisch gebundene Eisen
nach Zerstorung der organischen Bindung durch gasformiges, in Tetra-
chlorkohlenstoff gelostes Chlor in Eisenchlorid iiberfithrt, das dann
mittels Rhodanwasserstoffgas als rotgefirbtes Eisenrhodanid nach-
gewiesen wird. Die groBlen Vorteile der Rhodanprobe fiir den histo-
chemischen Eisennachweis liegen auf der Hand. Der Schnitt kommt
nach Uberfithrung des organisch gebundenen Eisens in Ferrichlorid
mit keinem eisenlosenden Reagens in Verbindung, es unterbleibt somit
wihrend der Behandlung jegliche Lokalisationsinderung dieses Metalls.
AuBerdem ist die Rhodanprobe etwa 30mal empfindlicher als die Ber-
linerblau-Reaktion, die der Schwefelammon-Reaktion in ihrer Emp-
findlichkeit gleichwertig ist (KocgEL jr.).

Eigene Versuche.

Methodik. Da infolge der Unléslichkeit von Cytochromoxydase und Cyto-
chrom B ein Auswaschen des Fermenteisens aus dem Gewebe bei der Fixierung
nicht zu befiirchten war, wurde in 10 %igem, neutralen Formalin fixierter mensch-
licher Herzmuskel zu den Untersuchungen verwandt, Das Gewebe wurde auf
dem Gefriermikrotom geschnitten. Die 20 g dicken Schnitte wurden iiber die
aufsteigende Alkoholreihe (50, 70, 96 und 99%) entwissert. Die wasserfreien
Schnittpraparate wurden dann. derart in mit gasférmigem Chlor gesittigten
Tetrachlorkohlenstoff iibertragen, daf sie auf der Oberfliche der Fliissigkeit
schwammen. Nachdem das Chlor 20 min eingewirkt hatte, wurden die Schnitte
auf Objekttriger aufgezogen. Sodann wurde solange gewartet, bis der Tetra-
chlorkohlenstoff und das Chlor an der Luft vollkommen verdampft waren. An-
schlieBend wurden die Objekttriger sofort mit der Schichtseite nach unten iiber
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ein Schilchen gelegt, in dem aus Salzsiure und Kaliumrhodanid gasférmiger
Rhodanwasserstoff entwickelt wurde. In kurzer Zeit bildete sich jetzt die rote
Rhodaneisenfirbung, die allerdings nur wenige Minuten anhielt. Fiir die mikro-
skopische Untersuchung wurden die Praparate rasch in Glycerin eingedeckt.

Ergebunis der Versuche. Bereits makroskopisch war nach Behandlung
mit Rhodanwasserstoff eine diffuse Rosafiirbung des gesamten Schnitt-
praparates festzustellen. Bei mikroskopischer Betrachtung zeigte sich,
daBl diese Anfirbung sich ausschlieflich auf die Muskelzellen (und
Erythrocyten) beschrinkte, wihrend das Bindegewebe frei von einer
sichtbaren Anfirbung war. Den Indophenolblau-Kérnchen der Gewebs-
Nadi-Reaktion entsprechende, rosa oder rot gefirbte Granula konnten
in keinem Fall beobachtet werden.

Schlufifolgerungen.

Die eigenen Versuche iiber den Eisennachweis am Herzmuskel mit
der Rhodanprobe schlieBen die Moglichkeit des Bestehens vorgebildeter
Ferment-Granula des Systems der zelleigenen Atemfermente in den
Herzmuskelzellen aus. Bereits KocKEL jr. hatte bei einem Vergleich
der Reaktionen mit Schwefelammonium bzw. Ferrocyankali am mit
Chlor vorbehandelten Schnitt von Lebergewebe festgestellt, daB es nur
nach Schwefelammonium zur Bildung eines intracellulir gelegenen,
kornigen Niederschlages kommt, wahrend das als Berlinerblau mit
Ferrocyankali nachgewiesene Bisen diffus in der Zelle verteilt war.
Eine Erklidrung fiir den Unterschied im Ausfall beider Reaktionen kann
durch einen Modellversuch leicht gegeben werden: Versetzt man néam-
lich eine verdiinnte Eisensalzlgsung (1: 10000000 oder 1:100000000)
mit Schwefelammon, so wird auch in dieser grofien Verdiinnung Schwefel-
eisen als Niederschlag ausgefillt, wibrend die Bildung von Berlinerblau
sich im entsprechenden Versuch durch eine diffuse Blaufirbung der
Reaktionslosung bemerkbar macht. Schon mit den genannten Unter-
suchungen von Kocket jr. war der Befund von KaTsunuma an Leber
gewebe widerlegt worden. Die eigenen Versuche bestétigen nun auch
am Herzmuskel, dafl sich das Fermenteisen und damit wohl auch das
System der zelleigenen Atemfermente diffus im Zellprotoplasma ver-
teilt vorfindet und nicht in Form vorgebildeter Giranula. Damit diirfte
es zumindest sehr unwahrscheinlich sein, daB die Granulabildung bei
der Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau-Reaktion sich an oder
in morphologisch nachweisbaren Fermentkomplexen oder im Zu-
sammenhang mit Fermentansammlungen als Ausdruck iiberstiirzter
Farbstoffsynthese abspielt.

Nachdem somit ausgeschlossen werden konnte, dall einerseits pré-
existente Fett- oder Lipoidtrépfchen und andererseits vorgebildete
Ferment-Granula als Bildner der Indophenolblau-Kdrnchen in Frage
kommen, mufl nach einer weiteren FErklirung gesucht werden. Die
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Farbkornchen als Kristalle anzusprechen, geht nicht an, wie das mikro-
skopische Bild zeigt. Es bleibt jedoch die Frage zu erdrtern, ob es sich
dabei um kolloidchemische Flockungserscheinungen oder aber um
Entmischungsphénomene handelt. Im ersteren Fall wiirden die Farb-
koérnchen durch einfache Koagulation der lyophoben, nur schwach
solvatisierten Ultramikronen des Indophenolblaus zu gréBeren, sekun-
déren Teilchenaggregaten entstehen, wihrend sie im anderen Fall
Coacervate im Sinne von BUuNGENBERG DE JoNG3¢ darstellen wiirden.

J. Der physikochemische Mechanismus der Farbkornchenbildong.

Um zu einer Erklirung des Bildungsmechanismus der Farb-Granula
bei der Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau-Reaktion zu
kommen, ist es erforderlich, die fiir die Diskussion dieser Frage be-
nétigten Begriffe klar zu definieren.

Der Bereich zwischen den mikroskopisch sichtbaren Strukturen (den
makroskopischen ,,Diskontinuitdten” von Wo. OstTwaLp®) und den
Molekiilen, Atomen, Elektronen und Protonen umfalit das Gebiet der
,.kolloidalen Diskontinuitdten, deren ausgezeichneten Dimensionen,
als ,.kolloidale Dimensionen” und deren Zustand als der ,kolloidale
Zustand® der Materie bezeichnet wird. Aus dieser sog. ,,Dimensions-
definition” der Kolloidwissenschaft folgt unter anderem, dali der
kolloidale Zustand grundsitzlich von jedem beliebigen Kérper ein-
genommen werden kann, daf} er also ein allgemein moglicher Zustand
der Materie ist. Um das kolloidale System zu charakterisieren, iiber-
nehme ich mit Tabelle 2 eine Zusammenstellung von Wo. OSTwWALD.

a) Die Bildung von Farbkirnchen bei Autoxydation der Reaktionsldsung.

Die fir die Bildung der Indophenolblau-Granula néichstliegende
Erklirungsmaglichkeit ergibt sich aus Tabelle 2. Der bei den Oxydase-
Reaktionen gebildete Farbstoff Indophenolblau stellt ndmlich eine in
Wasser nur wenig, dagegen in Lipoiden und Lipoidlosungsmitteln sehr

Tabelle 2. Kurze Charakieristik disperser Systeme.
(Nach Wo. OsTwaLDp¥, gekiirzt.)

Grobe Dispersionen Kolloide Molekulardispersoide
Teilchen > 0,5 Teilchen 0,5 u—1 my Teilchen < 1mpu
Mikroskopisch erkenn- Kénnen nicht mehr mi- Kénnen weder mikre-
har kroskopisch abgebildet, mnoch ultramikroskopisch
wohl aber zuweilen ultra- erkannt werden

mikroskopisch erkannt,
itbermikroskopisch ge-
sehen werden

Dispersion — - Entstehung <——- Kondensation

Koagulation - Vernichtung > Dissolution
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gut losbare Substanz dar. Da sich die Oxydase-Reaktionen in ejnem
wifBrigen Milieu abspielen, ist damit zu rechnen, dall auf Grund der
Léslichkeitsverhiltnisse bei der Farbstoffsynthese Ausfillangen (Koagu-
lationen) sich bemerkbar machen. Im Reaktionsgemisch der Gewebs-
Nadi-Reaktion bildet sich der Farbstoff Indophenolblau bei lingerem
Stehen der Losung an der Luft auch durch Autoxydation, es schien
daber angebracht, diese ohne Gewebszusatz zwar langsamer ablaufende,
aber schon makroskopisch erkennbare Farbstoffbildung genauer zu
untersuchen. :

1. Versuchsanordnung. Aus frisch angesetzten Stammlésungen von a-Naph-
thol und Dimethyl-p-Phenylendiaminsulfat wurde in typischer Weise ein Reak-
tionsgemisch der Gewebs - Nadi-Reaktion
bWW Z  hergestellt. Diese Losung wurde offen in

n s einem Erlenmeyerkolben mehrere Tage an
w WJ' /. M %A einem miglichst staubfreien Ort aufbewahrt.
a Wihrend dieser Zeit wurde das Verhalten
Abb.18au.b. Quarzkiivette fiir die  der Losung beobachtet.
Kardioidbeobachtung. a Objekttri- Ergebm's. Unmittelbar nach dem

ger; s Mittelteil, Beobachtungsfliche;
n kreistormige Rinne zur Aufnahme  Angetzen ist das Gemisch vollig farblos,
der von der Beobachtungsfliche . . .
{iberschiissig abflieBenden Fliissig- ein TyNpAvLL-Effekt ist nicht erkenn-
keit. b Deckglas. Die Quarzkiivette gy Tm Verlaufe einer Stunde firbte
wird in einen besonderen Halter fest . R .
eingeschraubt. sich die Losung zuerst schwach rot-
) violett, dann hellblau. Bereits bei
violetter Anfarbung war ein leichter TywparrL-Effekt festzustellen.
Bei lingerem Stehen firbte sich die Losung immer dunkler blau.
So war sie nach einem Tag tiefdunkelblau gefirbt, aber im gewdhn-
lichen Licht noch verhiltnismiBig klar, wies jedoch ein sehr-deut-
liches TyxpALL-Phinomen auf. Im Verlauf der nichsten Tage trat
schlieBlich eine im gewdhnlichen Licht erkennbare Tritbung der Losung
ein, die nach 3 Tagen zu makroskopisch feststellbaren Niederschligen

von blauschwarzer Firbung fihrte.

2. Versuchsanordnung. Mit dem Kardioid-Ultramikroskop (ZeiB, Jena)
wurde ultramikroskopisch die Entstehung der in der 1. Versuchsanordnung fest-
gestellten Niederschlige heobachtet. In die Quarzkiivette fiir Kardioidbeob-
achtung (vgl. Abb. 18) wurde ein Tropfen einer frisch angesetzten Nadi-Lisung
gebracht, wobei darauf geachtet wurde, daf die kreisférmige Rinne n fast véllig
frei von Fliissigkeit blieb, damit geniigend Luft als Sauerstofflieferant fir die
Selbstoxydation der Lésung vorhanden war. Uber einen Zeitraum von 3 Tagen
wurde das Verhalten des Nadi-Reagens in dieser Kiivette gepriift.

Ergebnis. Die Ausgangslosungen waren, abgesehen von gering-
fiigigen, unvermeidbaren Staubbeimengungen, optisch leer. Wurde
jedoch das Reaktionsgemisch der Gewebs-Nadi-Reaktion sofort nach
dem Ansetzen ultramikroskiopsch untersucht, so war das ganze Gesichts-
feld erfiillt mit leuchtenden Piinktchen, die sich in lebhafter Browx-
scher Molekularbewegung befanden. Bei gewdhnlicher, mikroskopischer
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Betrachtung blieb auch jetzt das Blickfeld optisch leer. Im Kardioid-
Ultramikroskop war wihrend der folgenden 3 Tage das Bild unver-
dndert, dagegen zeigte die mikroskopische Betrachtung nach 3 Tagen
deutlich sichtbare, feinste, granulaartige, blauschwarz gefirbte Kérn-
chen, die zum Teil noch geringe BrRownsche Bewegung zeigten.

Schluffolgerungen.

UberlaBt man das Reaktionsgemisch der Gewebs-Nadi-Reaktion an
. der Luft der Selbstoxydation, so kommt es, wie die Versuche zeigen
konnten, fast unmittelbar nach dem Ansetzen der Ldsungen zum Zu-
sammentritt von Farbmolekeln (Kondensation) unter Bildung von
kolloiddispersen, submikroskopisch erkennbaren Aggregaten. Diese
Kondensation zu kolloidalen Teilchen bedingt auch das Auftreten des
TyNpaLL-Effektes. Zusitzliche Farbstoffbildung fithrt dann unter
Vergroflerung dieser Teilchen zur Niederschlagsbildung groberer,
mikroskopisch und teilweise makroskopisch sichtbarer, amorpher Farb-
kiornchen. Der Vorgang derartiger Koagulation beruht nach Parr-
MANN® darauf, daB in Solen die stark unterteilte, disperse Phase immer
das Bestreben hat, ihre spezifische Oberfliche zu verkleinern; sie er-
reicht dies auf dem Wege der Sammelkristallisation (scheidet, wie
frither bereits betont, fiir die Granulabildung bei der Gewebs-Nadi-
Reaktion und Indophenolblau-Reaktion aus) oder aber durch Koagu-
lation (Flockung). Unter Koagulation versteht man dabei die Vereini-
gung der im Dispersionsmittel zunichst frei beweglichen Ultramikronen
zu grofleren Teilchenaggregaten. Die bei der Flockung entstehenden
Sekundérteilchen unterscheiden sich von den Primérteilchen durch
groBeren Durchmesser, verminderter BrRownNscher Bewegung und
héufig auch durch verinderte Form. Bei den Hydrosolen, d. h. den
wilrigen Losungen kolloidaler Stoffe, kann unterschieden werden
zwischen den sog. lyokratischen (stark solvatisierten, lyophilen) und
den elektrokratischen (schwach solvatisierten, lyophoben) Solen.
Elektrokratische Hydrosole, wie es eine Indophenolblau-Losung bei
der Gewebs-Nadi-Reaktion darstellt, flocken unter vergleichbaren
Bedingungen leichter als lyokratische Systeme.

b) Der kolloidchemische Vorgang der Farbkornchenbildung tm Gewebe.

Grundsitzlich der gleiche Vorgang wie in der Losung selbst, spielt
sich anscheinend auch in der Zelle bei der Granulabildung des fermen-
tativ synthetisierten Farbstoffes Indophenolblau ab, wie der folgende
Versuch zeigt.

Versuchsanordnung. Zur unmittelbaren Beobachtung des Farbeverlaufes am
unfixierten Herzmuskelgewebe wurde das dibliche ZeiB-Mikroskop mit dem
Objektiv 20mal und Okular 10mal benutzt. Von einem unfixierten, durch
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Obduktion gewonnenen menschlichen Leichenherzen wurden auf dem Gefrier-
mikrotom mit unterkiihltem Messer 20 u dicke Schnitte angefertigt, die in 0,9 %iger
Kochsalzlosung aufgefangen wurden. Das Reaktionsgemisch’ der Gewebs-Nadi-
Reaktion befand sich in diinner Schicht innerhalb einer flachen Glasschale, die
auf dem Objekttisch des Mikroskopes stand. Die Schnittpraparate wurden in
dieses Reaktionsgemisch. iibertragen und bei durchfallendem Licht wihrend des
Verlaufes der Reaktion betrachtet. ) .

Ergebnis. Wenige Sekunden nach dem Einb;@ingen des Gewebs-
schnittes in die Reaktionslosung hatten sich bereits die Leukocyten
intensiv blau gefirbt. Der Farbstoff schien hierbei die Phase einer
diffusen, feindispersen Lésung kaum zu durchlaufen, denn im Mikro-
skop sah man unmittelbar das Auftreten feinster Farbkornchen, die
sich dann langsam vergréBerten. Die Farbbildung ging in den Muskel-
zellen viel langsamer vor sich. Zunichst trat etwa nach 2 min in ein-
zelnen Muskelzellen, die sich in der nichsten Nachbarschaft von kriftig
gefarbten Leukocyten befanden, eine schwache, diffuse Blaufirbung
auf. Nach 5min waren alle Muskelzellen mehr oder weniger stark
diffus blau gefirbt, gleichzeitig trat eine etwas dunklere Anfirbung der
Lipofuscin-Granula auf. Nach weiteren 1—2 min entwickelten sich in
den stirker diffus gefiirbten Muskelzellen, insbesondere in der Um-
gebung von Leukocyten, feinste Farbkornchen, die sich langsam ver-
groBerten. Nach ungefdhr 10—12 min war in allen Muskelzellen die
diffuse Anfirbung durch das Auftreten feinster, staubférmiger Farb-
kornchen ersetzt. An diesen lief} sich iiberall bei lingerer Beobachtungs-
zeit eine Vergréberung des Kornes feststellen.

Handelt es sich in dem vorliegenden Fall um einfache Koagulation,
d.h. um eine Vereinigung der im Dispersionsmittel Wasser zunichst
frei beweglichen Ultramikronen des Farbstoffes bei Konzentrations-
erhohung zu groferen, mikroskopisch sichtbaren Teilchenaggregaten,
80 kénnen diese durch Flockung entstandenen Sekundirteilchen bei
entsprechender Erhéhung der Konzentration des Dispersionsmittels
unter Umstinden zur spontanen kolloidalen Auflésung (v. Buzicm?®)
oder gar Dissolution (Wo. OsTwaLD®) gebracht werden. Der im fol-
genden angefiihrte Versuch zeigt die Moglichkeit einer derartigen
Losung. der grobdispersen Teilchen.

Versuchsanordnung. 20 p dicke Gefrierschnitte vom frischen, unfixierten
Mauseherzen wurden in der itblichen Art mit Nadi-Reagens 40 min lang behandelt.
Die Schnittpraparate wiesen hiernach in den Muskelzellen reichlich Indophenol-
blau-Kérnchen auf. Ein Teil der Schnitte wurde in dest. Wasser iiberfiihrt,
withrend die restlichen in gesittigte Kochsalzlosung eingelegt wurden. Nach
einer Einwirkungszeit von 30 min bzw. 36 Std wurden die Schnitte auf Objekt-
trager aufgezogen und mikroskopisch untersucht.

Ergebnis. In den mit Kochsalzlosung behandelten Schnittprépa-
raten war gegeniiber den unbehandelten Schnitten eine unschérfere
Zeichnung der Konturen der Farb-Granula festzustellen. Ein Unter-
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schied zwischen den 30 min und 36 Std behandelten Gefrierschnitten
bestand nicht. In den Pridparaten, auf welche dest. Wasser eingewirkt
hatte, war nach 30 min keine Verdnderung festzustellen, wéhrend nach
36 Std die Farbkornchen vollkommen verschwunden waren; gleich-
zeitig hatten sich in den Schnitten zahlreiche, violett gefirbte Indo-
phenolblau-Kristalle von nadelartigem Aussehen gebildet.

Schlupfolgerungen.

Wenn auch kein strikter Beweis mit den zur Verfiigung stehenden
Mitteln erbracht werden konnte, so fithren doch die angestellten Ver-
suche zum SchluB, daB es sich bei der Bildung der Farb-Granula im
wesentlichen um die Ausflockung eines elektrokratischen, lyophoben
Hydrosols handeln muB. Bei der Beurteilung dieser Versuche ist aber
auch zu beachten, daf3 sich die Bildung der Farbkérnchen innerhalb
der Zelle in dem kolloidalen Milieu des Protoplasmas abspielt, so daf
daran zu denken ist, ob nicht auch Komponenten dieses kolloidalen
Systems der Zelle an der Granulabildung beteiligh sind. Seit lingerer
Zeit ist bekannt, dafl unter gewissen Umstdnden in hydrophilen Solen,
wie es das Zellprotoplasma darstellt, Entmischungserscheinungen auf-
treten konnen, bei denen sich kolloidreiche, fliissige Strukturen bilden.
Fiir diese strukturierten Gebilde fithrte BUNGENBERG DE JONG3¢ den
Ausdruck ,,Coacervat™ ein, den Vorgang der Coacervatbildung be-
zeichnete er als ,,Coacervation. An sich sind Koagulation in hydro-
philen, kolloidalen Systemen und Coacervation in ihrem Wesen nicht
grundsétzlich verschieden. Die Bildung flissiger, kolloidreicher Tropfen
bei der Coacervation ist als Teilerscheinung der Ausflockung lyophiler
Kolloide in Form amorpher Flocken aufzufassen. Die durch Koagu-
lation entstandene Flocke darf man sich nach BUNGENBERG DE JoNé
nicht aus unregelm#Big geordneten, locker zusammenhéngenden Mi-
cellen geformt vorstellen, sondern sie enthilt unzéhlige, unter der
Sichtbarkeitsgrenze des Mikroskops liegende Coacervattropfchen als
charakteristisches, architektonisches Moment. BUNGENBERG DE JONG
unterscheidet nun je nach dem Bildungsmechanismus zwischen ,ein-
facher Coacervation®, die auf Grund einer Desolvatation (gegebenen-
falls bei gleichzeitiger Beseitigung einer capillarelektrischen Ladung)
vor sich geht, und einer ,,Komplexcoacervation®, bei der die Desolva-
tation durch einen capillarelektrischen Gegensatz erst erzwungen wird.
Wihrend bei der eigentlichen Komplexcoacervation die Dehydratation
durch Ladungsgegensatz zweier gleichzeitig anwesender hydrophiler
Kolloide bedingt ist, erfolgt im Sonderfall der ,,Autokomplexcoacerva-
tion“ die Dehydratation durch Ladungsgegensatz an einerlei Art von
Kolloidteilchen, hervorgerufen durch adsorbierte, entgegengesetzt ge-
ladene Ionen.
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Fir die Bildung der Indophenolblau-Granula scheidet die Coa-
cervation des Indopbenolblaus selbst von 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 lipoidléslichen Farbstoff darstellt, wire
daran zu denken, daBl es unter den Bedingungen der Gewebs-Nadi-
Reaktion und Indophenolblau-Reaktion zur Coacervation der Bau-
lipoide der Zelle kommt, wobei sich der Farbstoff Indophenolblau
sekundér in diesen Lipoiden lésen wiirde. Fiir diese Erklarungsmoglich-
keit spricht jedoch wenig, im Gegenteil weisen alle experimentellen
Tatsachen darauf hin, daf es sich bei der Granulabildung um den zu-
erst diskutierten Fall einer einfachen Koagulation eines hydrophoben
Kolloids handelt. Falls eine Coacervation der Zellipoide vorliegen wiirde,
miite es sich um einen Zustand handeln, der sich den Vorstellungen
von DIETRICH? weitgehend nihern wiirde, allerdings mit dem Unter-
schied, daB nicht priexistente, sondern wihrend der Reaktion ent-
standene Fett- oder Lipoidtrépfchen angenommen wiirden. Durch die
fluorescenzmikroskopischen Versuche mit Rhodamin B und Pyronin
(vgl. S.752) wurde bereits nachgewiesen, dal Fette und Lipoide am
Aufbau der Granula nicht wesentlich beteiligt sind. Sodann gelang es
nicht, mit der Czarmkschen Probe?’, d.h. der Anwendung eines Ge-
misches von Amylenhydrat und Pyridin, trotz einer Einwirkungszeit
. bis zu 3 Tagen, ein Zusammenfliefen der Zellipoide in der Herzmuskel-
zelle zu erreichen, obwohl dies nach Untersuchungen von CzaPER4? und
StrRUGGER?? an der Pflanzenzelle fast immer zum Erfolg fiihrt, Wenn
mit dieser Probe eine Coacervation nicht erreicht werden konnte, so
ist es wenig wahrscheinlich, dal} es unter den weniger eingreifenden und
kiirzere Zeit dauernden Bedingungen der Gewebs-Nadi-Reaktion zur
Coacervation der Baulipoide des Zellplasmas kommen wird. Durch
Zusatz von Natriumchlorid wird nach Versuchen von BUNGENBERG
DE JoNg die Coacervation in den meisten Fiallen aufgehoben; daraufhin
angestellte Versuche (s. oben) blieben ebenfalls erfolglos.

Die angestellten Erwigungen fithren zum SchluBl, daB die Coacer-
vation bei der Bildung der Farb-Granula keine bedeutende Rolle spielen
kann, sondern es sich vm wesentlichen um einen kolloidchemischen Aus-
flockungsvorgang des Indophenolblaus selbst handeln mull. Bei diesem
Vorgang bleibt aber weiterhin offen, welche Faktoren fiir die Lokali-
sation der Farb-Granula verantwortlich gemacht werden miissen.

Zusammenfassende Erorterung der Ergebnisse von Unitersuchungen iiber

die Rolle der Fette und Lipoide bei der Farbstoffsynthese und der Bildung
. von Indophenolblau-Kornchen.

In den eigenen Modellversuchen konnte kein Anhalt dafiir gewonnen

werden, daB ungesittigte Fettsiuren (im Modellversuch Olsdure) als
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Indophenolblau-Bildner in Frage kommen koénnen. Dieser Befund
wurde weiterhin durch Untersuchungen an verfetteten Herzen bestéitigt.
Nach KavrMANN und LeEaMANN® ist als einzige spezifische Fettfirbe-
methode die Fiarbung mit Nilblausulfat anzusehen. Hier gestattet eine
Rotfirbung in jedem Fall den Schlufl, daB an diesen Stellen ungesittigte
Fettsduren vorhanden sind, wibrend Blaufirbung eine vollkommen
unspezifische, gleichméfice alle moglichen, von ungeséttigten Fettsiuren
freie Fettkombinationen tingierende Farbung darstellt. Die eigenen
Firbeversuche an verfetteten menschlichen Herzen zeigten eine sofort
eintretende, leuchtend rote Firbung der gréberen Fetttropfen (in ein-
zelnen Zellen des Herzmuskels fand sich ausnahmsweise eine leuchtend
blaue Anfiarbung dieser gréBeren Tropfen, die demnach hier anscheinend
frei von ungeséttigten Fettsduren waren), wihrend kleinere und feinste
Tropfehen keine oder nur geringe Rotkomponente der Farbung besaBen.
Entsprechend den Ansichten von LisoN' miifte man erwarten, daB
gerade diese bei Nilblausulfatanwendung rotgefirbten Gewebsbezirke
besonders reichlich Indophenolblau-Bildung zeigen wiirden. Dies war
jedoch nicht der Fall (vgl. S.745), eben die groberen Tropfen wiesen
bei der Gewebs-Nadi-Reaktion nur eine miflige violette Tonung auf,
welche auf einfache, sekundire Lisung des Farbstoffes zurtickgefithrt
werden mufl. Auch konnten die bei der Nilblausulfatfairbung im Gegen-
satz zur Norm blau gefirbten groberen Tropfen nach der Gewebs-
Nadi-Reaktion nicht von den iibrigen Fetttropfen unterschieden
werden. Dagegen wiesen die infolge geringen Gehaltes an ungeséttigten
Fettsduren nur rotviolett oder vollig blau gefirbten feineren und feinsten
Tropfechen nach der Gewebs-Nadi-Reaktion kriftige Blaufarbung auf.
Wenn iiberhaupt eine durch ungeséttigte Fettsiuren katalytisch be-
dingte, oxydative Farbbildung an diesen Schnitten des verfetteten
Herzens aufgetreten ist, so kann sie gegeniiber der fermentativen Indo-
phenolblau-Synthese innerhalb der angewandten Reaktionszeit nicht
von einer ins Gewicht fallenden Bedeutung sein. Fiir den Herzmuskel
trifft demmnach die Ansicht von Lisox iiber die katalytische Wirkung
ungesittigter Fettsduren bei der Gewebs-Nadi-Reaktion und Indo-
phenolblau-Reaktion nicht zu.

Ebenso konnte durch Modellversuche die Ansicht von RzmEsow!?
iber die katalytische Wirkung von kolloidalem oder kristallisiertem
Cholesterin bei der Gewebs-Nadi-Reaktion widerlegt werden.

Bei der zusammenfassenden Besprechung der Versuchsergebnisse
iiber den Bildungsmechanismus der Indophenolblau-Granula mdochte
ich die eigenen Versuche im Zusammenbang mit den bisherigen
Ansichten iber die Entstehung der ,,Oxydase-Granula® bei der
Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau-Reaktion besprechen. Hier
standen sich bislang zwei Hypothesen gegeniiber. DIETRICH sieht die
Granulabildung an als eine sekundire Losung des im Zellprotoplasma

Virchows Archiv. Bd. 317, 49
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fermentativ gebildeten Farbstoffes in Tropfchen von Fett oder Lipoiden,
wihrend ScuuLrzred, v. GIERKE®?, GRAFFIG1 KATSuNUMA2 u. a. an-
nehmen, die Farbkornchen wirden in ihrer Lokalisation Ferment-
Granula entsprechen. Die Anschauung von DIrTRICE wurde seiner
Meinung nach gestiitzt durch Untersuchungen an verfetteten Organen,
wobei Fettfarbungen sich in ihrer Ausdehnung mit derjenigen der inten-
siven Blaureaktion der Indophenolblau-Synthese deckten, allerdings
ging in einigen Fallen die Anbiufung feiner, scharf blauer Farbkornchen
iber die Sudanfarbung hinaus. Der gleiche Befund wurde in den eigenen
Versuchen an verfetteten Herzen festgestellt, doch konnte bei niherer
Untersuchung kein Anhalt dafiir gefunden werden, dafl die Indophenol-
blau-Granula am nicht verfetteten Organ feinsten Fett- oder Lipoid-
tropfchen entsprechen, im Gegenteil lieB sich weder mit Fettfirbungen
im Hellfeld oder im Fluorescenzlicht eine Granuladarstellung erreichen,
noch verhinderte Entfettung der Schnitte vom gesunden Herzen die
Bildung von Farbkornchen bei der Indophenol-Reaktion oder Gewebs-
Nadi-Reaktion. Bereits 1915 hatte Karsunomal? bei Untersuchungen
iber die Indophenolblau-Synthese der Nerven in vielen Fillen an oxy-
dasepositiven Ganglienzellen negativen Ausfall der Lipoidfirbungen
gesehen. Auch wenn man der Ansicht ist, es konne sich bei den von
DiretricH angenommenen Lipoidtrépfchen um nieht durch Alkohol-
Ather aus der Zelle herauslésbare Lipoideiwei-Komplexe handeln, so
miifite doch in jedem Fall gefordert werden, daB diese hypothetischen
Granula gegeniiber Fettfirbungsmitteln, zu denen in diesem Fall auch
das’ Indophenolblau rechnen wiirde, in gleicher Weise reagieren. Es
diirften dann nicht wie in den eigenen Versuchen differente Firbe-
ergebnisse zwischen Sudan ITI, Nilblausulfat sowie den Fluorochromen
Rhodamin B und Pyroninbase einerseits und andererseits der Indo-
phenolblau-Synthese bei der Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenol-
blau-Reaktion zu beobachten sein. Dieser Gegensatz wird besonders
deutlich, wenn man die Lipofuscin-Granula zuom Vergleich heranzieht.
Das Abnutzungspigment zeigt namlich vor und nach Entfettung (vgl.
8. 750) der Schnittpriparate in gleicher Weise positive Reaktion sowohl
gegeniitber Nilblausulfat wie auch der Tndophenolblau-Reaktion und
Gewebs-Nadi-Reaktion. Hier konnte man mit Recht der Meinung sein,
es handele sich um einen nicht durch Alkohol-Ather herauslésbaren
Lipoideiweifkomplex. Aus den eigenen Untersuchungen geht aber doch
hervor, daB danh, wenn Zellfett in mikroskopisch sichtbarer GroBen-
ordnung innerhalb des Protoplasmas vorhanden ist, in verfetteten Be-
zirken die Fetttropfen das gebildete Indophenolblau aufnehmen und
speichern, gleichzeitig fehlt an diesen Ortlichkeiten die Bildung feinster
Indophenolblau-Granula.

Wenn auch nach den eigenen Versuchen sich fiir nicht verfettetes
Gewebe die Hypothese von DIETRICH nicht mehr halten 1486, so darf in
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dieser Tatsache aber andererseits kein Beweis dafiir gesehen werden,
dafl die Lagerung der Indophenolblau-Kérnchen unbedingt préexi-
stenten Ferment-Granula oder Fermentansammlungen anderer Art
entsprechen wiirde. Zwar glaubte KATSUNUMA mit einer allerdings un-
geeigneten Methode nachgewiesen zu haben, dafl entsprechend der
Lokalisation der Indophenolblau-Granula sich in den Zellen eine An-
sammlung von in organischer Bindung befindlichem Eisen (wie er meint
Fermenteisen) finden wiirde und damit wenigstens sehr wahrscheinlich
die Farbkornchen selbst die Lokalisationsstellen der Oxydase darboten,
doch beweisen die eigenen Untersuchungen, dafl es sich bei den Kisen-
kornchen von Katsuxvma um Kunstprodukte handelt. Unverstindlich
bliebe es auch, daB in den Fillen, wo es bei der Gewebs-Nadi-Reaktion
am fixierten oder unfixierten Gewebe zu einer sehr kriftigen Fiarbung
der Leukocyten kam, regelméflig in der Umgebung dieser eine stéirkere
und vermehrte Bildung von Indophenolblau-Granula awch in den
benachbarten Muskelzellen zu sehen war. Diese vermehrte Bildung von
Farbkornchen in der Umgebung der Blutleukocyten kann doch wohl
kaum darauf zuriickgefiihrt werden, dal} gerade hier auch in den Muskel-
zellen eine Ansammlung der Gewebs-Oxydase vorhanden sei. Vielmehr
fihrt allem Anschein nach die oxydative Bildung des Farbstoffes durch
die Leukocyten-Oxydase zu einer Konzentrationserhhung des gebil-
deten Indophenolblaus auch in der Umgebung der Granulocyten und
dadurch zur Ausfillung des Farbstoffes.

Die eben genannten Beobachtungen veranlafiten mich zu einer
niheren Untersuchung der physikochemischen Bedingungen des Vor-
ganges der Farbkornchenbildung. Der in der Zelle gebildete Farbstoff
Indophenolblau stellt eine in Wasser nur wenig, dagegen in Lipoiden
und Lipoidlssungsmitteln sehr gut l6sbare Substanz dar. UberlaBt man
das Reaktionsgemisch der Gewebs-Nadi-Reaktion oder Indophenolblau-
Reaktion an der Luft der Selbstoxydation, so kommt es bei der Farb-
bildung zum Zusammentritt von Farbmolekeln unter Bildung kolloid-
disperser Aggregate, wie der nun leicht nachweisbare TyNDALL-Effekt
und die ultramikroskopischen Untersuchungen der Farblosung zeigen
konnten. Zusitzliche Farbstoffproduktion fithrt dann unter VergréBe-
rung dieser zunichst nur ultramikroskopischen Teilchen zur Nieder-
schlagsbildung gréberer, amorpher Farbkérnchen. Der gleiche Vorgang
spielt sich anscheinend auch in der Zelle bei der fermentativen Indo-
phenolblau-Synthese ab. Wenn es auch wenigstens sehr wahrscheinlich
ist, daBl in der Zelle die Granulabildung auf Grund eines physiko-
chemischen, kolloidalen Geschehens vor sich geht, so ist damit aber
noch nichts iiber die Lokalisation der Farbkornchen gesagt. Unter
Beriicksichtigung der vorwiegend regelmidBigen Lagerung der Indo-
phenolblau-Granula in den Herzmuskelzellen ist anzunehmen, daB
bestimmte Faktoren fiir diese Lokalisation verantwortlich gemacht

49%*
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werden miissen. Die einfachste Erklarungsmdoglichkeit ergibt sich aus
der Struktur der Herzmuskelzelle selbst. Wie bereits frither betont,
finden sich in der Herzmuskelzelle die Farbkérnchen vorwiegend perl-
schnurartig angeordnet in den interfibrilliren Ridumen. In diesen Zell-
bezirken ist aber die Dichte des Protoplasmas geringer als in den Fi-
brillen, so dafl sich der Farbstoff infolge von besseren Lisungs- und
Diffusionsbedingungen an erster Stelle in diesen Riumen anreichern
und zu kolloidalen Ausféllungen Anlafl geben wird. Andererseits kann
die Ausbildung von granulaartigen Niederschligen in der Zelle am
frithesten dort erfolgen, wo ,,Flockungskeime“ vorhanden sind. Als
derartige Kondensationskerne der intracelluldren Niederschlagsbildung
kénnten an sich alle in der Zelle vorgebildeten Strukturen je nach den
Reaktionsbedingungen wirksam sein, jedoch scheiden als Bildner der
Indophenolblau-Granula bei den Bedingungen der Gewebs-Nadi- Reak-
tion und Indophendblau-Reaktion in der Herzmuskelzelle die bisher
bekannten Strukturelemente der Zelle von mikroskopiseh sichtbarer
GroBenordnung aus, wie empirisch die eigenen Untersuchungen zeigen
konnten. Nicht als typische Indophenolblau-Kérnchen anzusprechende
Gebilde von mikroskopisch sichtbarer Dimension, welche den Farbstoff
Indophenolblau aufnehmen konnen, wurden in den Lipofuscin-Granula
und den Fetttropfchen gefunden.

Vergegenwartigt man sich die heute bekannten Tatsachen iiber den
Aufbau des Protoplasmas, so kénnen hier meines Erachtens nach An-
haltspunkte gefunden werden, welche Zellbestandteile gegebenenfalls
als derartige Kondensationskeime in Frage kommen konnen. Bekannt-
lich stellt das Zellprotoplasma kolloidchemisch keine homogene Eiwei3-
phase dar, sondern ist ein mosaikartig aus Lipoiden und EiweiBen auf-
gebautes Gebilde. Diese mosaikartige Struktur ist zwar lichtoptisch
nicht nachzuweisen, doch konnte Jung#? sie elektronenoptisch an Ery-
throcyten sehr schon zur Darstellung bringen. Diese Lipoide sind zum
Teil an Eiweille gebunden, wie auch aus Untersuchungen von DreTRICH?
hervorgeht, nach denen der in jeder Zelle normalerweise vorhandene
Bestand an Zellfett in den meisten Féllen nicht farberisch zu erfassen
ist und andererseits nach Eiweillverdauung tber das MaB der sonst
extrahierbaren Fettmenge ein weiterer Teil freigesetzt wird. Kommt es
nun in der Zelle bei der Gewebs-Nadi-Reaktion oder Indophenolblau-
Reaktion zur Synthese von Indophenolblau, so konnen sich diese Lipoid-
komplexe submikroskopischer GroBenordnung mit Farbstoff beladen und
dann nach Farbséttigung als Kondensationskerne fiir die Ausbildung
mikroskopisch sichtbarer Granula wirken, indem sie als Attraktions-
zentren weitere Farbmolekel anlagern. Als drittes ist daran zu denken,
daf der Farbstoff elektroadsorptiv oder auf Grund vax DER WaaLsscher
Krifte an - Plasmaeiweillkorper gebunden werden konnte und daB
diese adsorbierten Farbmolekel als Kondensationskerne wirken wiirden.
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Eine Entscheidung zugunsten der einen oder anderen Erklirungs-
moglichkeit 146t sich zur Zeit mit den mir zur Verfiigung stehenden
Mitteln picht fillen. Moglicherweise sind alle drei genannten Faktoren
fir die Granulabildung von Bedeutung. DaB jedoch im Protoplasma
der Zelle Bedingungen vorhanden sind, welche sich auf die Lokalisation
der Farbkornchen auswirken konnen, geht nicht nur aus der meist regel-
méBig angeordneten Lagerung der Koérnchen hervor, sondern 188t
auch ein Untersuchungsbefund von HoLLANDE? vermuten. Dieser
fand bei einer Fiarbung von Gewebsschnitten mit einer Losung des
fertigen Oxydationsprodulktes (eine alkoholische Losung des Farbstoffes
Indophenolblau wurde zu diesem Zweck mit Wasser verdiinnt, worauf
der gleiche Ausflockungsvorgang eintrat wie im Reaktionsgemisch der
Oxydase-Reaktionen), also kolloidalem Indophenolblau, genau dieselben
sStrukturen® angefirbt, wie bei den Oxydase-Reaktionen selbst.

HorvanpEe ging allerdings bei der Beurteilung seines Versuches
weiter und bestritt die Moglichkeit einer Fermentnatur der Oxydase-
Reaktionen mit «-Naphthol + Dimethyl-p-Phenylendiamin iberhaupt.
Wie aus den mitgeteilten eigenen Versuchen sofort geschlossen werden
kann und wie unter anderen auch bereits R1Es? betont, schie3t Hor-
LANDE jedoch mit dieser Schlulifolgerung iiber das Ziel hinaus. Es
mull schirfstens unterschieden werden zwischen der eigentlichen,
fermentativ katalysierten Farbstoffsynthese und der nach physikalisch-
chemischen Bedingungen ablaufenden Bildung von Farbkornchen.
Der Mangel einer derart scharfen Trennung dieser beiden Abschnifte der
Oxydase-Reaktionen {Gewebs-Nadi-Reaktion und Indophenolblau-Re-
aktion) nicht nur bei HoLrLANDE, sondern auch bei den meisten fritheren
Untersuchungen war Ursache eines Teiles der Kontroversen in der bis
zu den eigenen Versuchen nicht abgeschlossenen Diskussion iiber die
Indophenolblau-Synthese im histologischen Schnittpraparat und die
dabei auftretende Farb-Granulabildung.

Zusammenfassung.

1. In der Reaktionsmischung nach GRrRAFF zur Gewebs-Nadi-Reak-
tion konnen, ohne Anderungen des Reaktionsablaufes und -ausfalles
befiirchten zu miissen, Dimethyl-p-Phenylendiamin-chlorhydrat, -sulfat
und -base gegenseitig ausgetauscht werden.

2. Die Gewebs-Nadi-Reaktion des unfixierten, gesunden Herz-
muskels und der Leukocyten ist eine Reaktion des WARBURG-KEILIN-
Systems der intracelluliren Atemfermente. Ein nicht fermentativ
katalysierter Reaktionsanteil wird an den Granulocyten und der ge-
sunden Herzmuskelzelle nicht beobachtet.

3. Auch die Gewebs-Nadi-Reaktion am fixierten Herzmuskel wird
durch das gleiche System der Atemfermente der Zellen hervorgerufen.

4. Fixierung des Gewebes verzidgert allein schon durch Diffusions-
hemmung den Eintritt und die Geschwindigkeit der Indophenolblau-
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Synthese. Eine unmittelbare Hemmwirkung von Formol auf die
Fermentaktivitit anzunehmen, ist daher nicht unbedingt erforderlich.

5. Ebenso wie die Gewebs-Nadi-Reaktion muf} die Indophenolblau-
Reaktion nach WINkrLER-ScHULTZE auf Wirkung der sauerstoffiiber-
tragenden Zellfermente (Cytochromoxydase-Cytochrom-Komplex) zu-
rirckgefithrt werden.

6. In Modellversuchen konnte kein Anhalt dafiir gefunden werden,
daB kristallisiertes oder kolloidales Cholesterin im Sinne von REmEsow
als Indophenolblau-Bildner wirken konnten.

7. Ebenso schied Olséure (als Beispiel der ungesittigten Fettsiuren)
als katalytisch wirkende Substanz aus. Gleiche negative Ergebnisse
ergaben Versuche mit Lecithin und menschlichem Fett.

8. Die Indophenolblau-Granula stellen in keinem Fall in der ge-
sunden Zelle feinste Fett- oder Lipoidtropfchen dar. Andererseits
kénnen aber in verfetteten Organen derartige Tropfchen den Farbstoff
Indophenolblau aufnehmen und speichern, so dafl in diesen Fillen
Taduschungsmoglichkeiten gegeben sind.

9. Nach fluorescenzmikroskopischen Férbeversuchen mit Rhod-
amin B und der Pyroninbase liegt das Baufett der Zelle mikroskopisch
in diffus verteilter Form vor.

10. Das organisch gebundene Zelleisen ist gleichmiBig, diffus in der
Zelle verteilt. Die gegenteilige Beobachtung von KarsuNuma beruht
auf der Verwendung einer ungiinstigen Methode, bei der es in jedem
Fall zu Niederschligen kommen muf, die jedoch als Kunstprodukte
anzusprechen sind. Auf Grund der eigenen Versuche ist eine granula-
artige Verteilung der eisenhaltigen Atemfermente der Zelle nicht
anzunehmen, damit entfillt auch die Moglichkeit zur Ansicht, die
Indophenolblau-Koérnchen bei der Gewebs-Nadi-Reaktion und Indo-
phenolblau-Reaktion konnten in oder an elsenhaltlgen Ferment-Granula
gebildet werden.

11. UberlaBt man das Reaktionsgemisch der Gewebs-Nadi-Reaktion
an der Luft der Selbstoxydation, so kommt es zum Zusammentritt von
Farbmolekeln unter Bildung zunichst kolloiddisperser und spiiter auch
mikroskopisch sichtbarer Teilchenaggregate.

12. Mit grofer Wahrscheinlichkeit liuft auch im Gewebsschnitt die
Granulabildung als physikochemische Niederschlagsbildung ab.

13. Die Lokalisation der Farbkérnchen kann moglicherweise bedingt
sein durch Konzentrationserhbhung in einem bestimmten Areal auf
Grund besserer Losungs- und Diffusionsbedingungen, Wirkung sub-
mikroskopischer Lipoidkomplexe als Attraktionszentren oder aber Ad-
sorption des Farbstoffes an EiweiBkomponenten des Zellprotoplasmas.

14. Koazervation im strengen Sinne von BUNGENBERG DE JONG
kann nach den angestellten Erwigungen und Versuchen keine bedeu-
tende Rolle bei der Granulabildung spielen.
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