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Einleitung.

Zellen oder Zellorte hoher ,,Oxydasewirksamkeit” oder besser
gesagt hoher Konzentration und Aktivitdt des Cytochromoxydase-
Cytochromsystems (vgl. SCHUMMELFEDER!) miissen ein entsprechend
hohes Oxydationspotential aufweisen. Bei Untersuchungen tber den
Sekretionsmechanismus des Kammerwassers konnten FRIEDENWALD
und STIEHLER? diese Parallelitdt am Ciliarkorper des Auges nachweisen
Die epithelialen Zellen zeigten im Gegensatz zum Stroma sowohl eine
starke Oxydasereaktion wie auch (bei Anwendung von Redoxindi-
katoren) ein hohes Redoxpotential. Diese normalerweise vorhandenen
Potentialdifferenzen zwischen Epithel und Stroma fehlten, wenn das
Fermentsystem inaktiviert wurde.

Derartige Potentialdifferenzen zwischen Zellen verschieden hoher
Oxydaseaktivitdt konnten sich, sofern keine weiteren Faktoren mit-
oder entgegenwirken, auf das Mal der Permeation und Speicherung
von Jonen in das Protoplasma der Zelle auswirken, indem Anionen
(z. B. saure Farbstoffe) in oxydasenegative Zellen mit geringerem Redox-
potential stirker eindringen oder gespeichert werden als in oxydase-
positiven Zellen mit héherem Oxydationspotential, wihrend in um.
gekehrter Richtung Kationen (z. B. basische Farbstoffe) in Zellen mit
hohem Redoxpotential verstidrkt permeieren bzw. gespeichert werden.
FrigpENWALD und STIEHLER betrachten den Transport von Ionen

* Die Arbeit hat als Habilitationsschrift (Teil IT) der Medizinischen Fakultit
der Westfilischen Landesuniversitit Miinster vorgelegen.
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(z. B. Farbionen) und auch von Wasser im Ciliarkérper unter diesen
Gesichtspunkten, auch machte bereits 1930 Nassonov? die Hemmung
oxydativer Prozesse im Zellprotoplasma fiir das Auftreten vitaler Kern-
farbungen (d. h. des Farbstofftransportes vom Plasma zum Kern) mit
basischen Farbstoffen im Sauerstoffmangel verantwortlich.

Die Verhiltnisse sind allerdings zumindest in manchen Zellen da-
durch uniibersichtlicher, dafi dort die Sauerstoffatmung fiir die Er-
haltung der Struktur der Plasmakolloide wesentlich zu sein scheint.
So stellte z. B. RunnsTrOM* an Eizellen nach der Befruchtung gleich-
laufend mit dem Anstieg der Zellatmung eine ,, Verfeinerung der Struktur
des Cytoplasmas® fest, welche durch Cyanvergiftung (m/5000 oder
m/10000 KCN) sowie Sauerstoffmangel riickgingig gemacht werden
konnte. Dieser optisch feststellbaren Strukturverfeinerung des Cyto-
plasmas nach der Befruchtung entsprach eine groBere Stabilitdt der
Plasmakolloide gegeniiber dem unbefruchteten Ei, die sich unter anderem
in der Empfindlichkeit gegeniiber Wirme, Narkotica, Coffein, py-
Anderungen und hypotonischen Losungen zeigte. GErsH und Rims®
wiesen dann in ihren Vitalfirbungsversuchen nach, dafi gleichzeitig
mit der Verfeinerung der Struktur der Plasmakolloide und dem Anstieg
der Zellatmung (deutlich auch an dem Auftreten einer positiven Ge-
webs-Nadireaktion nach der Befruchtung) basische Farbstoffe von der
befruchteten Eizelle im Gegensatz zur unbefruchteten in verstirktem
Ma8 aufgenommen wurden. Allerdings fiithrt R1Es® selbst die Steigerung
der vitalen Farbbarkeit mit basischen Farbstoffen nicht auf die Atmungs-
steigerung sondern auf die Anderung der kolloidalen Struktur des
Cytoplasmas zuriick; ebenso werden von ihm die Versuchsergebnisse
von Nassonov gedeutet als Auswirkungen von Anderungen der sub-
mikroskopischen Feinstruktur der KerneiweiBkorper. RuNNsTROM*
untersuchte unter Verwendung des basischen Farbstoffes Brillant-
kresylblau und des sauren Lichtgriins die Unterschiede in der Vital-
farbung unbefruchteter (gering atmender) und befruchteter (stark
atmender) Eier von Holothuria genauer. Er fand unter anderem bei
Farbungen mit Brillantkresylblau bei einem pg von 6,6—6,7 nur eine
Anfirbung der befruchteten oder zur Entwicklung angeregten Kier,
withrend die unerregten oder unbefruchteten Eizellen keine Farbstoff-
speicherung zeigten.

Zwar ist somit mehrfach beobachtet, daB Zellen hiherer Oxydase-
aktivitit basische Farbstoffe in stirkerem Ausmal speichern konnen,
doch fehlen Untersuchungen, ob entsprechend einer Senkung des Oxy-
dationspotentials durch Fermentgifte auch eine Hemmung der Farb-
stoffspeicherung -erreicht werden kann. Falls dieser Befund erhoben
werden koénnte, wiren wirklich AusmaB der Farbstoffadsorption (so-
weit diese nicht bedingt ist durch elektrostatische Bindung an Plasma-
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eiweifkorper) und Oxydationspotential unmittelbar gekoppelt, wihrend
sie andererseits zwei unabhiingig voneinander vorhandene Zelleigen-
schaften darstellen wiirden.

Im Zusammenhang mit den obigen Betrachtungen scheint mir eine
bisher kaum beachtete Untersuchung von MuxnE0 YABUSOE? wesentlich
" zu sein. Dieser verdffentlichte bereits 1926 auf Veranlassung von
W. SceoELLER und O. WARBURG aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir
Biologie eine Arbeit ,,Uber Hemmung der Tumorglykolyse durch Anilin-
farbstoffe’. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, daf eine
Reihe von Anilinfarbstoffen die Tumorglykolyse elektiv hemmte. Am
wirksamsten zeigten sich Triphenylmethan- und Chinolinfarbstoffe,
aber auch Acridinderivate wie Trypaflavin, Acridinorange u. a. waren
wirksam.

Minami® konnte unter der Leitung von O.WarBURG durch Hem.-
mungsversuche den Nachweis erbringen, daf} die fermentative Glykolyse
in der Zelle an der Oberfliche von Strukturelementen vor sich gehen
muB}, da z. B. Heptylalkohol in der lebenden Hefe und im Carcinom-
gewebe den anaeroben Kohlenhydratabbau um 100% hemmte, wihrend
in der strukturfreien Fermentlosung des HefepreBsaftes durch Heptyl-
alkohol die Glykolyse nur zu 12% hemmbar war. Zwar erreichten in
den Versuchen von YABUsoE die Werte der Hemmung durch Anilin-
farbstoffe nicht diejenigen des Heptylalkohols, aber immerhin zeigte
z. B. Malachitgriin eine 70 %ige, Trypaflavin 26 %ige und Acridinorange
17%ige Hemmung der Glykolyse im FreExwER-JoBLINGSchen Ratten-
carcinom. Obwobl bislang hierfiir der strenge Nachweis nicht erbracht
ist, kann man in Analogie zum Verhalten des Heptylalkohols annehmen,
daB es sich bei der Wirkung der Anilinfarbstoffe ebenfalls um Blockade
wirksamer Oberflichen handelt.

Seit den Arbeiten von PaAsTEUR, MuvErRmor, WARBURG® u. a. ist
bekannt, dall nicht nur die Carcinomzelle, sondern grundsitzlich jede
Zelle in. ihrem Kohlenhydratstoffwechsel eine anaerob ablaufende Phase
des Stoffumsatzes aufweist, die in den meisten Fillen nur deshalb nicht
nach auBen hin in Erscheinung tritt, da deren Spaltprodukte (Milch-
séiure bzw. Triogsephosphorsiure) durch Resynthese oder aeroben Ab-
bau verschwinden. Atmung und Glykolyse bedingen demnach im we-
sentlichen die Stoffwechselleistung der Zelle soweit es sich um energie-
liefernde Prozesse handelt. Beide, Atmung und Glykolyse, sind zwar
gekoppelt, stellen aber keine voneinander abhingige GriSen dar, wie
auf der einen Seite Tumorgewebe mit itberwiegender Glykolyse und auf
der anderen Seite ausgewachsenes epitheliales Gewebe mit tiberwiegen-
dem oxydativen Stoffwechsel zeigt.

Da in jeder Zelle ein gewisses Mafi an Glykolyse ablauft, miiBte
es theoretisch wenigstens moglich sein, bei geniigend empfindlichen
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Nachweismethoden an glykolytisch wirksame Oberflichen adsorbierte
Farbstoffe nachzuweisen.

In dem oben dargestellten Zusammenhang interessierte mich die
Frage, ob am Herzmuskelgewebe die Speicherung bestimmter basischer
Farbstoffe von der Intensitéit des Zellstoffwechsels abhingig ist und
durch Hemmung der Atemfermente oder der glykolytischen Titigkeit
der Zelle eine Anderung in der Farbstoffspeicherung erreicht werden
kann.

Bei der Losung der Frage, ob die Stoffwechselaktivitit des Proto-
plasmas die Farbbarkeit beeinflusse, war die Verwendung organischer
Farbstoffe im Hellicht (Diachrome) wenig aussichtsreich, da infolge der
hier zur Farbung erforderlichen hohen intracelluliren Farbstoffkon-
zentration (1:100 bis 1:1000) im Gewebe Mengenunterschiede geringerer
Art nur wenig oder iiberhaupt nicht im Protoplasma unterscheidbar
sein konnten. Fluorescenzfarbstoffe (Fluorochrome) anzuwenden, war
hier die einzige erfolgversprechende Moglichkeit. Im Fluorescenz-
mikroskop kénnen Zellstrukturen bereits als fluorochromiert erkannt
werden, wenn sie den Farbstoff im Verhiltnis 1:5000 bis 1:50000 ge-
speichert haben (STRUGGERY). Unter den in der Literatur angegebenen
Fluorochromen schien mir der bereits oben erwihnte Farbstoff Acridin-
orange (3,6-Tetramethyldiaminoacridin) sehr geeignet zu sein, da er
in seinen physikochemischen Eigenschaften gut durchuntersucht (vgl.
STrRUGGER1®) worden ist. Neben seiner glykolysehemmenden Wirkung
war das wesentlichste Moment fir die Wahl dieses Farbstoffes die
Tatsache, daf Acridinorange im Ultraviolett- und Blaulicht eine kon-
zentrationsabhiingige Farbinderung von griin iiber gelb und orange zu
kupferrot zeigt (STRUGGER), wodurch erst Aussagen iiber das AusmafB
der Farbstoffadsorption ermoglicht werden. Durch die Untersuchungen
von STRUGGER und Mitarbeitern an Pflanzenzellen, Bakterien und Hefe
war bereits gezeigt worden, dafl die Plasmakolloide bei Schiddigungen
sehr empfindlich mit einer Steigerung der Adsorption von Acridin-
orange reagieren. Der genannte Effekt war es, der es STRUGGER
ermoglichte, mit Hilfe von Acridinorange lebende und tote Zellen
voneinander zu unterscheiden. Diese Kigenschaft des Protoplasmas
muBite bei den eigenen Untersuchungen eingehend beriicksichtigt
werden, da sie die von mir erwarteten Konzentrationsunterschiede
des Farbstoffes in Zellen verschieden hoher Stoffwechselaktivitit
verdecken oder iiberlagern konnte. Da sich aufler einigen wenigen
Angaben (STRUGGER!, KREBS®) im Schrifttum keine Anhaltspunkte
fir die Vitalfluorochromierung tierischer oder menschlicher Zellen
oder die Anfirbung toten Gewebes mit Acridinorange finden lielen,
war zum Zwecke der eigenen Versuche die Methodik vorwiegend neu
auszuarbeiten.
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Die bisherige Verwendung des basischen Fluorochroms Acridinorange
in der expervmentellen Zellforschung.
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Acridinorange (3,6-Tetramethyldiaminoacridin).

Acridinorange (3,6-Tetramethyldiaminoacridin) wurde erst 1940 von StrUG-
6¢ERY und von BurarscH und HAImINGER'? unabhéngig voneinander zur Fluoro-
chromierung von Zellen angewandt. Eine Zusammenfassung der bisher erreichten
Ergebnisse brachte der erstere kiirzlich in den ,,Naturwissenschaften®. In meinem
Uberblick kann ich im wesentlichen auf diese
Darstellung zuriickgreifen. STRUGGER und Mit- .
arbeiter benutzten das Acridinorange zu plan- /;;
maBigen zellphysiologischen Arbeiten an leben- L
den und toten Pflanzenzellen. Quantitative
Untersuchungen 1iiber das Verhalten des Acridin-
orange stellte KOLBEL'® unter der Leitung
von STRUGGER mit Hefezellen an.

Acridinorange ist ein basischer, kathodischer
Farbstoff. Seine Dissoziationskurve wurde von
KoLBeL colorimetrisch bestimmt (vgl. Abb. 1).
Nachdem JexseN* zeigen konnte, daB Acridin-
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%rangedln x}rlerdulrlmte.lj LOSI&I}g' im (;%ssozgerten Abb. 1. Die Dissoziationskurve
ustand schwach grin und im undissozlierten  ges Acridinorange, bestimmt

stark griin fluorescierte, stellte STRUGGER als
hervorstechendes Merkmal dissoziierter Acridin-
orangelosungen den ,,Konzentrationseffekt®,
d.h. eine Abhingigkeit der Fluorescenzfarbe

durch ecolorimetrische Messung
der Farbtiefe. Der ausgezogene
Teil der Kurve ist ausgemessen.
withrend der gestrichelte Teil
theoretisch ergianzt ist

von der Konzentration einer wifrigen Losung (nach KOLBEL').

fest. Sehr Lkonzentrierte Losungen (1:100)

flnorescieren kupferrot bis blutrot, weniger starke Ldsungen (1:1000) leuchten
kriiftig gelbgrtin und schwache Losungen von Aecridinorange (1:10000) zeigen
eine griine Fluorescenzfarbe. Molekulare Losungen der Farbbase weisen diesen
Konzentrationseffekt nicht auf. Weiterhin stellten STrvuaerr® und KorLprLl?
eine besonders hohe Einlagerungsfahigkeit dieses Farbstoffes in lebendes Proto-
plasma fest, welche die anderer basischer Fluorescenzfarbstoffe (z. B. Auramin)
weit tibertrifft. Am Beispiel der oberen Epidermis der Zwiebelschuppe von Allium
cepa konnte die pg-Abhingigkeit der Fluorochromierung lebender und toter Zellen
gezeigt werden. Tabelle 1 bringt die dabei gefundenen Hrgebnisse.

STRUGGER schreibt hierzu: ,,Das Verhalten der Zellmembranen fiigt sich in
das gewohnte Bild, wie wir es vom Neutralrot kennen, ein. Um pg 3 ist die Zellu-
Iose elektrisch weitgehend entladen und 148t nur eine Imbibition durch das Acridin-
orange in grimer Fluorescenzfarbe erkennen, wihrend bei hoheren pp-Werten,
solange der Farbstoff dissoziiert ist, eine kriiftige Kationenadsorption an der kupfer-
roten Fluorescenzfarbe der Zellmembranen beobachtbar ist. Sowohl das lebende
als auch das tote Protoplasma vermag das Acridinorange zu speichern. Wahrend
das tote Protoplasma unterhalb des maBgeblichen IEP ;7 der EiweiBkorper in griiner
Fluorescenzfarbe leuchtet, wird oberhalb des TEP;; eine starke Elektroadsorption
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Tabelle 1. Die pg-Abhingigkeit der Fluorochromierung lebender und toter Zellen
(nach STRUGGER?).

Lebend Tot
PH .
Membran p‘ljgs%é Kern | Vacuole ]?Sg;;; l\gfalg' p(ljagttg-a Kern Bemerkungen
2,681 +-+ — — — — ++ | +++ | +-++ | Cytoplasma
gelb- gelblich | gelb- | kupfer- Stich ins
griin griin rot Ritliche
haufig
474 H++-+ — + — keine | +++ | +++ |++++ —
kupfer- griin Vacuolen-| kupfer- | kupfer- | kupfer-
rot kontrak-| rot rot rot
tion
6,50 | ++++ + ++ Vacuolen-| -+ | +++ ++++ —
kupfer- | griin | griin |schwach| kontrak- | kupfer- | kupfer- | kupfer-
rot . rétlich tion rot rot rot
griin .
8,02 +  |+++{++++|++-++ Vacuolen-| — +-+ |+ ++-| Kern zur Rot-
griin | griin | gelb- | kupfer- | kontrak- kupter- | gelb- farbung be-
griin rot tion rot,fahl | grin fahigt, aber
| erst an der
Peripherie
rot. Stark
‘gequollen

~+ == Leuchtintensitét.

erzielt, deren Folge das Auftreten einer kupferroten Fluorescenzfarbe ist. Das
lebende Protoplasma speichert dagegen im .extrem sauren Bereich nicht, wohl
aber ist zwischen py 4 und 5 im Plasma und im Kern das rasche Auftreten
einer griinen Vitalfluorochromierung zu heobachten. Diese Vitalfluorochromierung
bleibt griin und verstdrkt sich mit abnehmender Aciditit der Farblésung noch
betrichtlich. Eine kupferrote Fluorescenz ist am lebenden Protoplasma selbst
nach stunden- und tagelanger Uberfarbung in konzentrierten Farbbadern nicht
zu erzielen.

Das lebende Protoplasma vermag sonach nur eine beschrankte- Menge an
Acridinorangekationen zu binden, wihrend das tote Protoplasma den Farbstoff
in groBer Menge elektroadsorptiv speichert und daher in kupferroter Fluorescenz-
farbe erstrahlt. Auf Grund dieses Konzentrationseffektes ist mit Hilfe der Acridin-
orange-Fluorochromierung eine sichere Methode gegeben, um lebendes von totem
Protoplasma unter Einhaltung bestimmter Bedingungen (py-Bereich zwischen
5 und 7,5, Farbung im Farbstoffiiberschuf}, keine extreme Aufquellung des Proto-
plasmas durch Laugen, konzentrierte Sauren oder andere Einfliisse, welche zur
vollstandigen Peptisierung des Protoplasmas fiithren) auf experimentellem Wege
zu unterscheiden. Nicht nur die Extreme Lebend und Tot lassen sich mit dieser
Methode analysieren, sondern unsere Erfahrungen haben eindeutig gezeigt, da8
das Auftreten gelber, orangegelber oder orangeroter Farbtone dazwischenliegende
Schidigungsstadien des Protoplasmas nekrotischer Natur anzeigt. Die Empfind-
lichkeit der Acridinorangemethodik geht soweit, daf an Metaphytenprotoplasten
mechanische, streng lokalisiert angesetzte Insulte (Quetschen mit der Mikronadel
des Mikromanipulators) durch eine ins Rotliche verdnderte, streng lokalisiert
auftretende. sekundire Fluorescenz nach Acridinorangefirbung sichtbar werden.
Schon eine mechanische Deformation. des Eiweimicellargeriistes im Protoplasma
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wird durch diese Vitalfirbungsmethode eindeutig beobachtbar. Das Verhalten
der Zellsaftriume schlieit sich eng an die Erfabrungen mit Neutralrot an.*
Diese von StRUGGER auf Grund der Ergebnisse seiner qualitativen Unter-
suchungen an hoheren Pflanzenzellen gesuBlerten Ansichten konnten durch die
bereits oben erwihnten quantitativen Bestimmungen von KO6LBEL an Hefezellen
bestéitigt werden. Bei sonst gleichen Bedingungen nahm eine lebende Hefezelle
2 - 10 mg und eine tote Hefezelle 27 - 10-1° mg Acridinorange auf. Die quanti-
tative Farbaufnahme durch Hefezellen in Beziehung zum pg der Farblosung und
zum isoelektrischen Punkt (IEP) der ZelleiweiBlkorper zeigt Abb. 2, welche ich
der Arbeit von KGLBEL entnommen habe. Mikrokataphoretische Untersuchungen
sowie Vergleichsversuche mit dem gleichfalls basischen Fluorescenzfarbstoff Aura-
min zeigten, daff zwar die Bindung des Farbstoffes an
das Zelleiweill elektrostatischer Natur sein muB, aber

bei der Vitalfirbung nur ein Teil der vorhandenen
Ladungsqualitaten der Plasmaeiweilkorper neutralisiert
wird. Dabei ist das Ausmafl der Speicherung der ver-
schiedenen Farbstoffe unter sonst gleichen Versuchs-
bedingungen unterschiedlich; Acridinorange erreichte
bei den genannten Untersuchungen das hichste Mafl
an Adsorption und doch mull nach den kataphore-
tischen Untersuchungen ein Rest an Ladungsqualititen
verfiigbar geblieben sein. Die Unterschiede in der I
Adsorption beider Farbstoffe sowie die Tatsache der 3 48 627 7
in jedem Fall unvollstindigen Neutralisation wird von JEB, Py
STRUGGER und Mitarbeitern auf sterische oder andere  Abb. 2. Farbstoffspeiche-

spezifische Verhiltnisse zuriickgefiihrt. rung von Acridinorange
(¢ = 0,5 107® Mol/Liter)
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Auf Grund der bishe'r besprochenen Befunde kommt in lebenden (7) und toten
SrruceER zu der. Ansicht, das lebende Protoplasma (II) Hefezellen (nach
besitze nur eine beschrinkte Einlagerungsfihigkeit fiir EOLBEL'),

Acridinorangekationen. Es sei das lebende Protoplasma

ein hochgeordnetes, aber stark geschlossenes System. Mit dem Absterben trete
gleichzeitig eine Denaturierung der EiweiBkérper ein. Das wohlgeordnete EiweiB-
micellargeriist werde irreversibel zerstdrt und das daraus resultierende Koagel
sel im Hinblick auf sein Adsorptionsvermdgen fiir Kationen ein offenes System.
Somit zeige die Acridinorange-Fluorochromierung- gerade diejenigen strukturellen
Veranderungen des Protoplasmas an, welche fiir das Absterben des Systems
»Protoplasma‘ charakteristisch seien.

Die genannten Untersuchungen von StRUcGER regten zu einer ganzen Reihe '
von Arbeiten an, die vorwiegend an Pflanzenzellen und Bakterien durchgefiihrt
wurden (vgl. STRUcGER und Mitarbeiterl®, sowie JOHANNESY, KrEBs!, GARTNER
und Mitarbeiter ® u.a.). Am tierischen Material fehlen bisher meines Wissens
eingehende Untersuchungen. Wohl konnte StrRuecEr an den Speicheldriisen-
chromosomen von Drosophilalarven eine verstirkte Fluorochromierung der
thymonucleinsaurehaltigen Querscheiben gegeniiber den Zwischenscheiben fest-
stellen, auch gelang es thm, Trypanosomen mit Acridinorange anzufirben, schlie-
lich gliickte es ihm zusammen mit RoSENBERGER!? nachzuweisen, daB vitalgefirbte
Spermatozoen des Ziegenbocks voll befruchtungsfahig blieben, somit die Vital-
fluorochromierung des Kernes und Cytoplasmas mit Acridinorange keine tief-
greifenden Storungen des Lebenszustandes hervorruft, doch zu systematischen
Versuchen an tierischen Zellen zeigten sich bisher nur geringe Ansitze. ASHERY?
berichtete 1947 auf der Physiologentagung in Bonn iiber erfolgreiche Vitalfluoro-
chromierungen ganzer hsherer Tiere (Maiuse und Frésche) mittels Acridinorange.
Bei parenteraler Verabreichung des Farbstoffes gelangte das Acridinorange iiber
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den Blutweg an die Korperzellen und firbte diese in Kern und Cytoplasma so
kraftig, daf die gefirbten Zellen unter dem Fluorescenzmikroskop betrachtet
werden konnten.

Hinzuweisen ist in diesem Zusammenhang noch auf eine kurze Mitteilung von
K=zrens', wonach fiir pflanzliche und tierische Zellen arteigene Gesetzlichkeiten
des Farbungseffelites bestehen sollen und inshesendere die Einhaltung bestimmter,
fiir jede Zellart charakteristischer Beobachtungstermine erforderlich sei.

A. Figene Methoden.
I. Fluorescenzmikroskopie.

Bei der Fluorescenzmikroskopie hat die Lichtquelle nur den Zweck, im mikro-
skopisch beobachteten Priaparat Gewebsanteile selbst oder gespeicherte Farbstoffe,
die ihrer chemischen Konstitution nach dazu befahigt sind, zur Fluorescenz, d. h.
zum Selbstleuchten anzuregen. Dazu wird iiblicherweise das langwellige Ultra-
violett (UV) oder aber neuerdings Blaulicht angewandt. Die Lichtstrahlen anderer
Wellenldngen der Beleuchtungsquelle miissen aus dem Strahlengang herausgefiltert
werden, da sie sonst infolge ihrer groferen Intensitit die verhltnismaBig schwache
Fluorescenz des Priparates tiberstrahlen wiirden. Dieses filtrierte UV.- oder
Blaulicht wird auf das mikroskopische Préparat geleitet und erregt dort die Fluo-
rescenz in den dazu befihigten Anteilen. Die Reststrahlung des UV- oder Blau-
lichtes, die durch das Préparat hindurchgeht und mit dem Fluorescenzlicht durch
das Mikroskop das Auge erreichen wiirde, mu8 vor dem Auge aus dem Strahlen-
gang ausgeschaltet werden, da die UV-Strahlung Linse und Netzhaut des Auges
zur Fluorescenz . anregen, wihrend das sichtbare Blaulicht daneben auch die
Fluorescenz des Priparates iiberstrahlen wiirde. Die Ausschaltung derartiger
schadlicher Strablung wird durch Okularsperrfilter (Euphos- bzw. Gelbfilter) oder
entsprechende Deckgliser erreicht.

Aus dem oben Gesagten ergibt sich, daBl nur bei der Fluorescenzmikroskopie
im wultravioletten Licht alle Fluorescenzfarben des sichtbaren Spektralbereiches
festzustellen sind, wahrend im Blaulicht die violetten und blauven Fluorescenz-
farben infolge Ausschaltung durch das Okularsperrfilter nicht beobachtet werden
kénnen. Bei Verwendung von Blaulicht ist weiterhin zu beachten, daB die beniitz-
ten gelben Okularsperrfilter die zu beobachteten Fluorescenzfarbungen in ihver
Farbtonung nach Gelb heriiber verschieben, es tritt somit eine wenn auch gering-
gradige Verfilschung des Farbeindruckes auf. Auf der anderen Seite wird bei
Verwendung der iiblichen Kohlenbogenlampe infolge der wesentlich héheren
- Strahlungsintensitét im Blauanteil bei Fluorescenzerregung durch Blaulicht eine
sehr erheblich stirkere FWluorescenz des Priparates beobachtet als im UV-Licht
der gleichen Lichtquelle.

Aus diesen einleitenden Worten ergibt sich die Anordnung des Fluorescenz-
mikroskopes von selbst. Bei den eigenen Untersuchungen wurden Fluorescenz-
beobachtungen im durchfallenden und auffallenden Licht angestellt. Die hierfiir
erforderlichen (erite wurden aus vorhandenen Mitteln zusammengestellt und
sollen im folgenden kurz beschrieben werden.

o) Beobachtung im durchjallenden Licht. Die hierfiir zusammengestellte Appa-
ratur zeigt- Abb. 3 schematisch. Mit ihr wurde im wesentlichen die Anordnung
der von Errinezr und Hirr!® fiir UV benutzten Apparatur kopiert.

Die beniitzte grofie Luminescenzbogenlampe (14) von Leitz besteht aus einer
lichtstarken Bogenlampe, die mit gewthnlichen Kohlen (13) beschickt ist. Vor
dem leuchtenden Krater sitzt in der Lampe eine asphirische Beleuchtungslinse aus
Hartglas (12) von 50 mm Durchmesser und 50 mm Brennweite. Der Abstand der
Beleuchtungslinse vom Krater kann durch den Schneckentrieb (11) variiert werden.
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Die Hartglaslinse ist fir die UV-Strahlung (350400 my) durchlissig. Auf diese
Beleuchtungslinge folgt eine Kiivette von 10 em Schichtdicke, die zur Aufnahme
einer 1—2%igen Kupfersulfatlosung bestimmt ist. Diese Kupfersulfatlosung hat
den Zweck, die Warmestrahlen der Lampe und das suBerste rote Ende des Spek-
trums zu absorbieren. Auf dieses Flissigkeitsfilter folgt ein UG-Filter (9) von
2 mm Schichtdicke, es absorbiert bis auf einen schwachen Lichtanteil im duBersten
Rot das sichtbare Licht und laft ultraviolette Strahlen zwischen den Wellenlingen
350 und 400 my durch.  Die Rotkomponente des sichtbaren Lichtes muB daher
von der vorher erwihnten Kupfersulfatlosung absorbiert werden.

Als Mikroskop (4) wurde ein gewthnliches Zeifimikroskop EOA 116 verwandt.
Das durch die Beleuchtungslinse (12) konvergent gemachte UV-Licht wird tiber
den Planspiegel (5) durch den Kondensor (7) zum Préparat geleitet. Zur Aus-
schaltung der noch durch das
Okular gelangenden UV-Strahlung
wurde ein Sperrfilter aus Euphos-
glas (8) verwandt.

In dieser Zusammenstellung
gelangte das Ceriit bei UV-Licht
zur Anwendung. Sollte Blaulicht
verwandt werden, so wurde das
UV.-Filter (9) entfernt und in den
Filterhalter (6) wurden 2 Blau-
filter (durchlassig fir Wellenlangen
bis 500mpy) eingesetzt. Gleichzeitig A.bb.. 3. Sche"matische Skizze rl?r Fluores?enz-
kum an die Stelle des UV-Sperr.  SRrhiuna i dasooliondos e 1 onicne
filters aus Kuphosglas (8) ein fiir 4 Mikroskop; 5 Planspiegel; 6 Filberhalter;
Blau undurchlissiges Gelbfilter 7 Kondensor: 8 Okularsperrfilter; 9 UV-Filter
vom Tpus 0G 1 (ot & Gen). U512 Pierktte i Koyttt

Bei  Objektivvergrofierungen 12 asphiirische Beleuchtungslinse aus Hartglas;
bis zur 30fachen war ohne weiteres 13 Kohlenelektroden; 14 Leitz-Lumineszenz-
ein klares Fluorescenzbild sicht- bogenlampe.
bar. Wurden jedoch starkere Ver-
groflerungen angewandt, so machten sich, insbesondere bei der intensiveren durch
Blaulicht erregten Fluorescenz, Uberstrahlungen stérend bemerkbar. Einzelne
Partikel leuchteten so stark, daB andere, schwicher fluorescierende Nachbar-
teilchen dberstrahlt und somit unscharf abgebildet wurden. Hier muBte das
Licht geddmpft werden, doch bezog sich dies nur auf das sichtbare Licht, das
von den selbstleuchtenden Teilchen des Objektes ausgestrahlt wurde und nicht
auf jenes der Bogenlampe. Hierzu wurden in die stirkeren Objektive ent-
sprechende Kreisblenden eingelegt, wodurch zwar lichtschwichere, aber schirfer
begrenzte Bilder mit groBerer Tiefenschirfe erreicht werden konnten. i

b) Beobachtung im auffallenden Lickt. Fir Untersuchungen am ganzen Tier
oder am iiberlebenden, isolierten Herzen wurde in Verbindung mit einer groBen
Luminescenzbogenlampe der Leitz-Ultropak zur Auflichtbeobachtung verwandt.
Eine Ansicht der Gesamtapparatur zeigt Abb.4. Eine schematische Zeichnung
bringt Abb. 5, in welchem die Anordnung des Ultropaks besonders angegeben ist.
Die als Lichtquelle verwandte grofie Luminescenzbogenlampe von Leitz wurde
bei einer Stromstérke von 14 Amp. mit Wechselstrom von 60 Volt betrieben. Bei
Untersuchungen im UV-Licht wurde die von der Bogenlampe entwickelte Licht-
strahlung mittels UG-Filter (3) gefiltert, wilirend beim Arbeiten mit Blaulicht
dieses entfernt wurde und statt dessen in den Filterhalter (6) 2 Blaufilter ein-
gesetzt waren. Unmittelbar vor der Bogenlampe war der Beleuchtungsansatz (2)
des Leitz-Ultropak angebracht. Das Ultropakmikroskop selbst war an einem
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verstellbaren Siulenstativ montiert. Die zu untersuchenden Objekte befanden
sich auf einem vom Ultropakmikroskop unabhingig verstellbaren Tisch.

I11. Firbemethoden.

In dieser Arbeit wurde systematisch die Fluorochromierung tierischen 'Ge-
webes mit Acridinorange in verschiedenen Modifikationen und unter Abwandlung

Abb. 4. Gesamtansicht des Gerites zur Beobachtung im Auflicht.

der Bedingungen untersucht. Die Einzelheiten dieser Firbemethoden werden
ausfiihrlich bei den entsprechenden Versuchsreihen besprochen.

Umn isolierte Herzen und Gefrierschnitte des unfixierten Gewebes mit méglich-
ster Schonung der kolloidalen Struktur der ZelleiweiBkorper firben zu konnen,

k

Abb. 5. Schematische Zeichnung der Ultropakeinrichtung zur Beobachtung im. auf-

fallenden Licht. I Mikroskoptubus; 2 Beleuchtungsansatz zum Ultropak; 3 UG-Filter

fiir UV-Licht; 4 Leitz-Lumineszenzbogenlampe; 5 Ultrapakobjektiv; 6 Filterhalter
tiir Blaufilter.

war es erforderlich, isotonische Farblosungen zu benutzen, bei denen die Ein-
haltung einer definierten Wasserstoffionenkonzentration moglich war. Die  ge-
brauchlichen Na-K-Phosphatpuffer sind fiir derartige Zwecke nicht gut zu ge-
brauchen, da der Kaliumgehalt stért. Nach v. MuraLr?20 sind jedoch zur beliebigen
pg-Einstellung sehr gut isotonische Phosphatpuffer von 0,164 m NaH,PO, und
0,630 m NaOH (fir Warmbliiter) bzw. 0,119 m NaH,PO, und 0,429 m NaOH
(fiir Kaltbliiter) geeignet. :
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Zur Herstellung dieser Gemische wurden Stammlésungen von 0,5 m NaH,PG,
und m NaOH vorritig gehalten, aus diesen wurden entsprechend den Angaben
von v.Murart die Ausgangslosungen angesetzt (fiir Saugetiergewebe (4 =
0,560 C): 164 cm3 0,6 m NaH,PO, + 336 cm® H,O = 0,164 m NaH,PO, (4 =
0,56° C). Diese Losung wurde als ,,Phosphat* bezeichnet. Die als ,,Lauge* be-
zeichnete Ausgangslésung bestand aus 63,0 cm® m NaOH 4+ 37,0 cm® H,0 =
0,630m NaOH. Fiir Froschgewebe (4 = 0,40° C) wurden folgende Losungen her-
gestellt: ,,Phosphat*‘: 119 cm? 0,5 m NaH,PO, + 381 cm® H,0 = 0,119 m NaH,PO,
(4 =0,40°C) und ,Lauge”: 42,9cm® m NaOH + 57,1 em® H,0 = 0,429 m
NaOH).

Die beniitzten isotonischen Puffergemische wurden durch Mischen entspre-
chender Mengen ,,Lauge” mit ,,Phosphat‘ gewonnen. Diesen Pufferlosungen
wurde dann der Farbstoff in Substanz zugesetzt. Zur Herstellung von Lésungen
unterhalb py 3,5 wurde ,,Phosphat® mit 0,1 m HCI versetzt. Zwar war unterhalb
Py 5,4 die Pufferkapazitat der Gemische nicht mehr grof, reichte jedoch bei der
angewandten kleinen Gewebsmenge (meist Schnittpréparate) und dem erheblichen
UberschuB an Losung aus, um die Wasserstoffionenkonzentration innerhalb der
gewiinschten Grenzen konstant zu halten.

Die Kontrolle der Puffergemische und gepufferten Farblosungen erfolgte
mittels elektrometrischer py-Bestimmung an der Chinhydronelektrode (benutzbar
bis pg 8; bei gut gepufferten Losungen, einem erheblichen Uberschuf an Chin-
hydron und bei schneller Ablesung mit ausreichender Genauigkeit bis pgy 9; vgl.
Korpatzri?') bzw. bei stirker alkalischen Losungen -colorimetrisch mit Hilfe
von Farbindicatoren. Bei der elektrometrischen Bestimmung diente die geséttigte
Kaliumchlorid-Calomelelektrode als Vergleichselektrode. Die Messungen wurden
nach dem Kompensationsverfahren am Potentiometer nach Dr. TI:ERUN (Stroh-
lein & Co.) durchgefiihrt.

B. Untersuchungen iiber Speicherung von Aecridinorange im Herzmuskel.

I. Versuche am Froschherzen.

a) Vitalfirbung. Versuchsanordnung: Vier Froschen (Rana esculenta bzw.
temporaria) wurde eine Aecridinorangeldsung (1:100 in 0,6 %iger Kochsalzlosung)
in den Riickenlymphsack injiziert. Die Injektionsmenge wurde so gewiahlt, daB
der einzelne Frosch je Gramm Korpergewicht 1 mg Acridinorange erhielt. Nach
15—17 Std wurden die Frosche in der tiblichen Weise dekapitiert. Das Herz wurde
nach Ausbohrung des Riickenmarks freigelegt. Mit dem Ultropak beobachtete
ich sodann die in situ befindlichen, schlagenden Herzen in der Aufsicht bei UV-
und Blaulicht. Anschliefend wurden die Herzen herausgenommen und nochmals
im Auflicht betrachtet. Wihrend der. Beobachtungszeit muBten die Herzen
durch Aufbringen von physiologischer Kochsalzlésung vor dem Austrocknen
bewahrt werden. Zwei Herzen (Reihe I) wurden sodann auf dem Gefriermikrotom
mit unterkiihltem Messer bei einer Schnittdicke von 20 y geschnitten. Die Schnitte
wurden in physiologischer Natriumchloridlgsung (0,6 %) aufgefangen, auf einen
Objekttrager aufgezogen, in 0,6 %iger NaCl-Losung eingedeckt und bei durchfal-
lendem Blau- und UV-Licht auf ibre Fluorescenz gepriift. Die beiden anderen
isolierten, schlagenden Herzen (Reihe IT) wurden in Acridinorangelosung (1:100
in physiologischer Kochsalzlsung) 10 min lang eingelegt, sodann 30 min lang in
entsprechender, aber farbfreier Losung vom iiberschiissigen Farbstoff befreit und
anschliefend im Auflicht betrachtet. Auch diese, nach der Behandlung immer noch
schlagenden Froschherzen wurden dann auf dem Gefriermikrotom in Schnitte
zerlegt und im durchfallenden Licht gepriift.

Virchows Archiv. Bd.318. 9
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Ergebnis. Die vital im lebenden Tierkérper gefirbten Herzen zeigten
in jedem Fall den gleichen Befund, gleichgiiltig, ob sie in situ, isoliert
oder in Gewebsschnitten betrachtet wurden. Die Herzmuskelfasern
leuchteten in ihrem Plasmaanteil mittelgriin, die Kerne der Herzmuskel-
zellen waren nur wenig in ihrer Férbung vom Zellplasma verschieden,
wihrend die Kerne des Capillarendothels und des subendothelialen
Bindegewebes hell gelblich-griin leuchteten (vgl. Abb. 6). Das Plasma,
der Endothel- und Bindegewebszellen hatte praktisch keinen Farbstoff
aufgenommen und war daher im Fluorescenzbild nicht wahrzunehmen.

Wurden die herausge-
nommenen, iiberlebenden
(d. h. noch in Aktion
befindlichen) Herzen mit
Acridinorange  nachge-
firbt, so trat eine zusitz-
» liche Farbstoffaufnahme

in den Herzmuskelzellen
und den Zellen des Zwi-
» schengewebes ein. Hier
war die griine Féirbung
des Muskelzellplasmas in-
ADbb. 8. Schematische Farbskizze des vital mit tensiver und leuchtender

Acridinorange gefirbten Herzmuskels*. 1 Muskei-
zellplasma; 2 Muskelzellkerne; 3 Kerne des Endothels geworder.l. MFSkelzen'
bzw. Bindegewebes. kerne zeigten keine Farb-

gnderung, dagegen war
die Farbung der Kerne des Endothels und Bindegewebes jetzt in
orangerot umgeschlagen. Die Farbiéinderung infolge zusitzlicher Speiche-
rung von Acridinorange betraf jedoch nicht den gesamten Herzmuskel,
sondern machte sich nur in einer etwa !/, mm breiten AuBenschicht
des Herzens bemerkbar. ITm Innern des Muskelgewebes war das
Fluorescenzbild unveréndert.

b) Supravitalfirbung. Versuchsanordnung: Je zwei in iiblicher Weise isolierte
schlagende Froschherzen wurden bei einer Wasserstoffionenkonzentration vom
Pu 3.5, 6,0, 8,0 mit Acridinorange (1 : 2000, gelost in isotonischem Phosphatpuffer)
fiir 10 min eingelegt. Anschliefend wurde der FarbstoffiiberschuB in reinem, iso-
tonischem Phosphatpuffer vom jeweils gleichen p,; fiir die Dauer von 30 min aus-
gewaschen. Diese Herzen wurden zunichst in toto mit dem Ultropak im Auflicht
betrachtet, anschliefiend fertigte ich von ihnen auf dem Gefriermikrotom mit unter-
kithltem Messer 20 y dicke Schnittpraparate an. Diese wurden in isotonischem
Phosphatpuffer vom entsprechenden p;; aufgefangen, auf einen Objekttriger auf-
gezogen, mit glelcher Pufferlosung eingedeckt und danach im durchfallenden Licht
auf ihre Fluorescenz gepriift.

* Schematische Farbskizzen knnen nur einen annihernd richtigen Farbeindruck
geben, sie sind jedoch nicht in der Lage, den Glanz der Fluorescenz der Praparate,
den man bei visueller Betrachtung wahmimmt, auch nur anndhernd wiederzugeben.
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Ergebnis. Bel makroskopischer Betrachtung zeigten die bei py 3,5
und 6,0 gefirbten Herzen eine erheblich schwichere Gelbfirbung als
die bei pg 8,0 behandelten Froschherzen (der Farbstoff Acridinorange
hat im gewoOhnlichen, weillen Licht eine gelbe bis orange Farbe). Im
Auflichtmikroskop konnte bei ultraviclettem oder blauem ILicht in den
mit Farblosungen vom py 3,5 bzw. 6,0 behandelten Praparaten praktisch
ein iibereinstimmender Farbeffekt beobachtet werden. Die Kerne des
Endothels und Bindegewebes fluorescierten hellgriin, wéihrend das
Muskelzellplasma schwach griin leuchtete. Ein gleiches Bild boten die
mikroskopischen Schnittpra-
parate des unfixierten Ge-
webes im durchfallenden UV-
oder Blaulicht. Die Fluo-
rescenz entsprach also vollig
der von Abb.6. Im Gegen-
satz hierzu zeigte das bei
P 8,0 gefirbte Herz im Auf-
licht eine hellgrine Fluo-
rescenz des Muskelzellplas-
mas und eine gelborange  app. 7. Schematische Farbskizze des supravital
Féirbung der Zellkerne. Auf mit Acridinorange bei pu 8,0 gefirbten

Herzmuskels (Randzone).

dem Durchschnitt durch das

Herz war bereits makroskopisch zu erkennen, dafl die stiirkere Anfir-
bung mit Acridinorange nur eine oberflachliche Schicht des Gewebes
von etwa '/, mm Dicke betraf. Im Innern des Herzmuskels dagegen
war makroskopisch kein Unterschied gegeniiber den bei py 3,5 und 6,0
gefirbten Herzen zu sehen. Dieser Befund konnte gleichfalls bei mikro-
skopischer Betrachtung der Gefrierschnitte im durchfallenden Licht
erhoben werden. Im Innern des Herzmuskels fand sich eine Farbung,
welche Abb. 6 entsprach, wibrend dagegen in der duBeren Randzone
des Muskels die Kerne des Endothels und Bindegewebes gelb bis gelb-
orange gefirbt waren und das Cytoplasma eine gelblich-grine Farb-
tonung zeigte. In dieser Zone fanden sich auch zwischen den Muskel-
fasern feinste, rétlich leuchtende Farbniederschlige, wobei bislang
allerdings nicht mit eindeutiger Sicherheit entschieden werden konnte,
ob es sich hierbei um gefirbtes Plasma von Bindegewebs- oder Endo-
thelzellen, um retikuldre Bindegewebsfasern oder aber um geronnenes
Fibrin innerhalb der Capillaren handelte. Ich selbst méchte letzteres
annehmen, da in anderen Schnittpridparaten sich innerhalb groferer
Blutgefife Fibrinfiden ebenfalls derart mit Farbstoff beladen hatten,
daf sie im durchfallenden Licht kupferrot fluorescierten. Im ganzen
ergab sich demnach in der stérker gefdrbten Randzone ein Bild, wie es
anndhernd farbrichtig in Abb. 7 dargestellt wurde.

9*
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Tabelle 2. Toter Herzmuskel vom Frosch.

o Herzmuskelzelle O eliales Bindogowehe
Cytoplasma | Kern Cytoplasma Kern
3,5 + ++ (+) +++
griingelb gelbgriin griinlich gelbgriin
4,2 + ++ (+) ++-+
gelbgriin gelbgriin griinlich gelbgriin
5,4 +4-+ ++ -+ +4++
gelborange kupferrot griingelb kupferrot
bis rotorange
6.0 +++ +++ + +++
rotorange kupferrot griingelb kupferrot

-+ = Leuchtintensitét.

¢) Die Fiarbung toten Herzgewebes vom Frosch. Erste Versuchsanordnung: Es
wurde eine Reihe von Farblgsungen (1:2000) in isotonischen Phosphatpuffern mit
steigendem pg-Wert hergestellt. In diesen gepufferten Farblosungen wurden
20 u dicke Gefrierschnitte (hergestellt unter Verwendung eines tiefgekiihlten
Mikrotommessers) von unfixierten, aber einwandfrei toten Froschherzen 10 min
lang gefarbt. AnschlieBend wurden die Schnittpréparate fiir 10 bzw. 30 min in
der entsprechenden, farbfreien Pufferldsung von dem iiberschiissigen Farbstoff
befreit. Die Gefrierschnitte wurden sodann auf einen Objekttrager aufgezogen,
mit entsprechender Pufferldsung eingedeckt und im durchfallenden Licht betrachtet.

Um einwandfrei totes Herzmuskelgewebe vom Frosch ohne wesentliche Ein-
griffe zu erlangen, wurden 2 Frosche dekapitiert und nach Ausbohrung des Riicken-
marks 2 Tage lang bei —10°C im Kiihlschrank aufbewahrt. Nach dieser Zeit
wurden die Herzen in typischer Weise freiprapariert und herausgenommen.

Ergebnis. Die Ergebnisse der Farbungsversuche am toten Herz-
muskelgewebe vom Frosch bei verschiedener Wasserstoffionenkonzen-
tration zeigt Tabelle 2.

‘Ob die Priiparate 10 oder 30 min mit der jeweiligen Pufferlosung
ausgewaschen wurden, war fiir den Féarbeerfolg ohne Belang.

Zweite Versuchsanordnung. Von den gleichen Herzen wurden 20y dicke Gefrier-
schnitte unfixierten Gewebes zunichst in der vorerwihnten Weise bei p, 6,0
fiir 10 min gefarbt und 30 min bei gleichem py ausgewaschen. Es ergab sich in

Ta-
Supra-
Vitaltdrbung
pE 3,5—6,0
Cytoplasma ‘ Kern Cytoplasma ‘ Kern -
Muskelzelle - (+)+ i +(+)
mittelgrin | mittelgrin mlttelgrun I mittelgriin
Bindegewebs- bzw. ohne + -+ ohne \ “+++ ]
Endothelzelle Fluorescenz gelbhch -griin | Fluorescenz ‘ hellgriin
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Ubereinstimmung mit der ersten Versuchsanordnung auch hier eine Farbung, die
vollkommen derjenigen in Tabelle 2 (bei p,; 6,0) entsprach. Die Schnittpraparate
wurden sodann im isotonischen Phosphatpuffer vom pg 3,5 ausgewaschen.

Hrgebnis. Es zeigte sich nach dieser Behandlung ein Bild, als seien
die Schnittpraparate von vornherein bei einem py-Wert von 3,5 ge-
farbt und ausgewaschen worden (vgl. Tabelle 2), der Mehrbetrag des
bei py 6,0 gespeicherten Farbstoffes wurde also bei py 3,5 wieder aus-
gewaschen.

Dritte Versuchsanordnung. Weitere Gefrierschnitte vom gleichen, unfixierten
Froschherzen wurden je 10 min bei py 3,6 gefarbt und ausgewaschen: Firbe-
ergebnis wie in Tabelle 2. AnschlieBend wurden diese Schnittpraparate 10 min
lang bei py 6,0 nachgefirbt und weitere 10 min in isotonischer Pufferlésung vom
Py 6,0 ausgewaschen. Zum Vergleich wurde eine weitere Serie von Gewebsschnitten
zum zweitenmal bei py 3,6 gefirbt und ausgewaschen.

Ergebnis. Die bel py 3,50 zum zweitenmal gefirbten Vergleichs-
schnitte unterschieden sich in ihrer Fluorescenz nicht merkbar von
den einmalig gefirbten. Im Gegensatz hierzu hatten die bei einem
pa-Wert von 6,0 nachgefirbten Schnittpriparate weiterhin Farbstoff
aufgenommen und unterschieden sich nun nicht von den urspriinglich
bei py 6,0 behandelten Gewebsschnitten.

Erorterung der Versuchsergebnisse.

In der Tabelle 3 sind die Ergebnisse der Versuchsreihe T nochmals
zusammengefaBt und gegeniibergestellt.

Es war moglich, Frosche intra vitam durch Injektion des Farbstoffes
in den Riickenlymphsack vollig mit Acridinorange zu firben. Das
gleiche Krgebnis brachten im tibrigen auch nicht angefithrte Versuche
mit intrakardialer Applikation des Farbstoffes. In dieser Arbeit inter-
essieren nur die Beobachtungen am Herzen, wihrend die an anderen
Organen erhobenen Feststellungen auBer Betracht bleiben konnen.
Die Beobachtungen von AsHER! konnten somit am Frosch bestitigt
werden. Zu der Supravitalfarbung ist zu bemerken, dafi der Farbstoff
auf 2 Wegen an die einzelnen Zellen herangebracht wird. Da die Herzen
noch schlagen, gelangt ein Teil des Farbstoffes infolge der vorhandenen

belle 3.
vitalfdrbung Firbung toten Herzmuskelgewebes
‘ pH 8.0 unterhalb des IEP, oberhalb des IEP,,
der Zelleiweiikdrper der ZelleiweiBkorper
Cytoplasma Kern Cytoplasma, | Kern Cytopl;sma ‘ Kern
I i
b | () + e S
hellgrim  *  hellgriin griingelb gelbgriin | rotorange  kupferrot
. [
ohne +-++ (+) +-+4- + A
Fluorescenz gelborange griinlich gelbgriin griingelb | kupferrot
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Pumpbewegungen in das Herzinnere und in die BlutgefiBe des Herzens.
Zu dieser hierdurch erfolgenden Anfirbung des Gewebes von innen
heraus kommt hinzu die unmittelbare Diffusion des Farbstoffes von
der Organoberfliche in die Herzmuskulatur. Die Diffusion des Acridin-
orange ging in den eigenen Versuchen relativ langsam vor sich. Bei
Verwendung einer gepufferten Farblésung vom py 8,0 (hier liegt der
Farbstoff zum Teil bereits undissoziiert vor (vgl. KOLBEL!®) war dieser
Befund besonders auffillig und bereits makroskopisch beim Schnitt
durch das Herz festzustellen. An Gefrierschnitten vom unfixierten
Herzmuskelgewebe war eine Anfirbung mit Acridinorange unter den
angewandten Bedingungen ebenfalls ohne Schwierigkeiten zu erreichen.

Vital und supravital bei py 3,5-—6,0 gefiirbtes Herzmuskelgewebe
verhielt sich in seiner Farbstoffspeicherung praktisch véllig gleich.
Wurde dagegen das iiberlebende Gewebe im alkalischen Milieu (pg 8,0)
gefdrbt, so trat eine stirkere Aufnahme und Speicherung von Acridin-
orange ein als im sauren Bereich, jedoch wurde abgesehen von der hier
intensiveren Leuchtkraft der Fluorescenz nur die Farbnuance in Binde-
gewebs- und Endothelzellkernen stirker verschoben. Im Gegensatz
zu dieser Féarbung des lebenden oder iiberlebenden Herzmuskels vom
Frosch zeigte totes Gewebe des Froschherzens ein véllig abweichendes
Verhalten. Unterhalb des 1EP,, gefirbte Zellen glichen in ihrer Fluores-
cenzfarbe den supravital gefirbten Zellen, wihrend dagegen nach einer
oberhalb des IEP,, des Gewebes vorgenommenen Acridinorangebehand-
lung Cytoplasma und Kern der Muskelzelle sowie die Kerne des Binde-
gewebes und Endothels rotorange bzw. kupferrot aufleuchteten und
damit anzeigten, dal} sie den Farbstoff in wesentlich verstirktem MaBe
gespeichert hatten. Vergleicht man die eigenen Ergebnisse am Frosch
herzen mit denen von STRUGGER' an der Pflanzenzelle (vgl. Tabelle 1
und 2), so ergibt sich eine iiberraschende Ubereinstimmung der Fluores-
cenzphinomene. Unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen iso-
elektrischen Punkte der PlasmaeiweiBkérper reagieren Cytoplasma und
Kern von Herzmuskel- und Pflanzenzelle vollkommen iibereinstimmend.
Die Bindegewebs- und Endothelzellen zeigen am Kern entsprechendes
Verhalten, wihrend das Cytoplasma dieser Zellen sich in der Farbstoff-
adsorption abweichend verhédlt. Im vitalen und supravitalen Zustand
nahmen die Eiweile des Zellplasmas der Bindegewebs- und Endothel-
zellen in den eigenen Versuchen keine durch Fluorescenz nachweisbaren
Mengen an Acridinorange auf, wihrend die entsprechenden toten Zellen
zwar eine nachweisbare Farbstoffmenge adsorbierten, doch war die Kon-
zentration desselben nicht derart, daB rote Fluorescenzfarben bei Uber-
schreitung des IEP,, der PlasmaeiweiBBkorper erreicht worden wéren.

Wird der Farbstoff den Korperzellen vital iiber den Blutweg wie
in der Versuchsreihe a angeboten, so kann unter Beriicksichtigung
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des normalen Blut-pgy von etwa 7,2 angenommen werden, dafl die
Farbung oberhalb des 1EP der EiweilkGrper des Zellprotoplasmas
vorgenommen wird. Es wird dabei entsprechend den Untersuchungen
von STRUGGER'® und KOLBEL'?® das Hochstmal der tberhaupt vital
erreichbaren Farbstoffspeicherung festzustellen sein, sofern nur ein
Farbstoffitberschull angewandt wird. Allerdings 148t sich hierfiir
in diesem Fall kein experimenteller Beweis erbringen, da eine beliebige
Anderung des Blut-pg nicht méglich ist. Dagegen konnte in Versuchen
am tiberlebenden Gewebe und am toten Herzmuskel die Abhingigkeit
der Speicherung des Farbstoffs' Acridinorange von der Wasserstoff-
ionenkonzentration des Milieus gezeigt werden. Die sichtbaren Dif-
ferenzen des Farbeffektes sind jedoch im iiberlebenden Herzmuskel vom
Frosch nicht derart, dafl damit eine Bestimmung des isoelektrischen
Punktes der ZelleiweiBkdrper moglich wére. Wird aber hier eine Farb-
1osung (py 8,0) angewandt, die sicher weit oberhalb des TEP;, der Ei-
weillphase liegt, so ist auch im Auflicht am Totalpraparat und im durch-
fallenden Licht im histologischen Schnitt eine verstirkte Farbstoff-
speicherung festzustellen. Die Verhiltnisse liegen am toten Gewebe
wesentlich giinstiger. Hier sind die Farbdifferenzen auf Grund der unter-
schiedlichen Speicherung von Acridinorange zwischen Farbungen unter-
halb bzw. oberhalb des IEP,, derart auffillig, daf damit eine unmittel-
bare Bestimmung des TEP,; der Gewebselemente im unfixierten Material .
moglich wird. Daf} die unterschiedliche Speicherfihigkeit tatsichlich
abhingig ist einerseits von dem IEP,, der GewebseiweiBle und anderer-
seits vom py der Farblosung, konnte K6r.BEL® an Gelatine als Modell-
substanz sowie an Hefezellen einwandfrei nachweisen. So lieB sich
bei quantitativen Messungen der Acridinorangespeicherung im Ver-
gleich zu kataphoretischen Messungen des IEP,, der Hefezellen eine
fast vollige Ubereinstimmung erzielen. Auch die eigenen Versuche, in
denen bei Anderung der Wasserstoffionenkonzentration nach erfolgter
Farbung eine Anderung in der GroBe des Speicherungsvermogens fiir
Acridinorange am Herzmuskel beobachtet wurde, entsprechen quali-
tativ ganz den gquantitativen Versuchen von Kérerr an Hefezellen
(vgl. Tabelle 4 und 5) und beweisen damit auch fir die Herzmuskel-
zelle einmal die elektrostatische Bindung des Farbkations an das
negativ geladene Plasmaeiweifl und zum anderen die Umladbarkeit der

Tabelle 4.
i PH 0,05 ¢ Hefe haben
[ i
1. Farbebad . . . . . . . . . .. ... 6,8 | aufgenommen 0,0039 g
1. Auswaschbad . . . . . . . . . . .. 2,4 abgegeben 0,0034 g
2, Farbebad . . . . . . . . . . .. .. 6,8 aufgenommen 0,0042 g
2. Auswaschbad . . . . . . . . . . .. | 62 abgegeben 0,0004 g
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Tabelle 5.
Fluorescenzfarbe des Cyto-
bH plasmas der Herzmuskel-
: zelle
1. Farbebad (10min). . . . . . . . . . 6,0 ! rotorange
1. Auswaschbad (30min) . . . . . . . . 6,0 | rotorange
2. Auswaschbad (10 min) . . . . . . . . 3,5 1 griingelb
1. Farbebad (10 min). . . . . . . . . . 3,5 i griingelb
1. Auswaschbad (10 min) . . . . . . . . 35 griingelb
2, Farbebad (10 min). . . . . . . . . . 6,0 | rotorange

RiweiBkorper durch entsprechend in ihrer Wasserstoffionenkonzen-
tration definierte Auswaschlosungen.

Wenn auch der grofite Teil des Farbstoffes in den Versuchen der
Tabellen 4 und 5 unterhalb des 1EP ausgewaschen wird, so bleibt
doch ein Restbestand an Acridinorange iibrig, der weiterhin fest-
gehalten wird. Diese Restmenge des Farbstoffes kann nicht an
Ampholyte gebunden sein, sondern muB festgehalten werden durch
Zellbestandteile, deren Ladungsverhiltnisse weitgehend pg-unabhéngig
sind. Zu diesen Zellbestandteilen kénnten unter anderem die in dieser
Arbeit mit interessierenden oxydationsbeschleunigenden Fermente mit
ihrem Oxydationspotential gehtren, welches durch die eisenhaltige
Himinkomponente des Fermentkomplexes bedingt wird. Zwar ist
dieses Oxydationspotential und damit die Ladungsquantitit des Hamin-
komplexes nicht vollkommen py-unabhingig, doch kann durch Anderung
der Wasserstoffionenkonzentration keine Umkehr der Ladungsqualitit
erreicht werden, da dem Atmungsferment in seinem das Oxydations-
potential bedingenden Anteil der hierzu erforderliche amphotere Cha-
rakter fehlt. Fiir die Beantwortung der Frage, ob unter Umstdnden
das Oxydationspotential der oxydasepositiven Herzmuskelzellen einen
EinfluB auf die Speicherfihigkeit fiir Acridinorange ausfibt, sind daher
in der Hauptsache Versuche heranzuziehen, in denen unterhalb des
IEP,; der PlasmaeiweiBkorper gefirbt wird, eine elektrostatische
Bindung des Farbstoffes an EiweiBlkérper also héchstens in geringem
Umfang eintritt. Bereits in den oben beschriebenen Versuchen zeigten
sich entsprechend der unterschiedlichen Stoffwechselaktivitit von
Herzmuskel- bzw. Bindegewebs- und Endothelzellen Differenzen in der
Acridinorangespeicherung. In jedem Fall wiesen die Herzmuskelzellen,
welche sich bekanntlich durch einen intensiven Stoffwechsel auszeichnen,
eine hohere Farbstoffadsorption auf als die Zellen des Interstitiums
mit ihrem nur geringen Stoffumsatz. Dieser Befund wurde nicht nur
bei Farbungen unterhalb des IEP,, der Plasmaeiweilkorper festgestellt,
sondern machte sich auch noch bei Angebot von Acridinorange oberhalb
des TEP,, deutlich bemerkbar (vgl. Tabelle 2). Die Farbnuancen der
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Zellkerne konnen zur Beurteilung dieser Frage im {ibrigen nicht heran-
gezogen werden, da diese infolge ibres hohen Gehaltes an Nucleinséuren
in jedem Fall eine kriftige Adsorption des basischen Farbstoffes Acridin-
orange zeigen miissen.

Wie gesagt, konnten diese Unterschiede im Ausmal der Farbstoff-
aufnahme und -speicherung bedingt sein durch die verschieden hohen
Oxydationspotentiale der Zellen, sie miissen es aber nicht, wie bereits
die kriftige Kernfirbung zeigt. Falls das Oxydationspotential fiir die
unterschiedliche Acridinorangespeicherung verantwortlich gemacht wer-
den soll, mufBl es moglich sein, durch Hemmung der Atemfermente
(z. B. mittels Cyan) eine Verringerung der Farbstoffaufnahme in den
Herzmuskelzellen zu erreichen.

Da in den Muskelzellen des Herzens neben den Oxydationsvorgiangen
auch die Glykolyse intensiver abliauft als in den interstitiellen Zellen,
wiirde entsprechend den in der Einleitung ausgefiilhrten Gedanken-
géingen weiterbin die Moglichkeit bestehen, dafl Acridinorange an den
glykolytisch wirksamen submikroskopischen Strukturoberflichen der
Herzmuskelzelle verstirkt gespeichert wiirde. Hierfiir liee sich durch
Versuche mittels glykolysehemmender Agentien (z. B. Urethan und
Heptylalkohol) ein Nachweis erbringen.

Schliefilich bleibt noch die Moglichkeit, dall die vorhandene ver-
stirkte Adsorption von Acridinorange in den Muskelzellen des Herzens
auf unterschiedlichen Gehalt der verschiedenen Zellen an sauren
und basischen Gruppen beruht. Diese Differenz brauchte dann mit
Zellatmung und Glykolyse nicht unmittelbar im. Zusammenhang zu
stehen. -

Zur weiteren Kldrung der angeschnittenen Fragen werden im fol-
genden den Froschversuchen entsprechende Untersuchungen am Herzen
der Maus und am menschlichen Leichenmaterial angeschlossen. Ver-
suche mit Hemmung der Atemfermente der Zelle und der Glykolyse
sollen weiteres Material zur Losung der Fragen bringen.

1I. Versuche am Miuseherzen diber die Speicherung von Acridinorange.

a) Vitalfirbung. Versuchsanordwung: Zwei weiflen Mausen im Gewicht von
17 bzw. 20 g wurde je 1,0 em?® Acridinorangelésung (1:100 in physiologischer Koch-
salzlosung) intraperitonesl injiziert. Nach etwa 2 Std wurde die leichtere (17 g)
Maus getotet. Das Herz wurde nach Herausnahme mit physiologischer Kochsalz-
16sung abgespiilt und unmittelbar im Auflicht beobachtet. Sodann wurde das Herz
auf dem Gefriermikrotom mit unterkiihltemn Messer bei einer Schaittdicke von
20 u geschnitten. Die Schnitte wurden in 0,9 %iger NaCl-Losung aufgefangen,
auf einen Objekttrager aufgezogen, mit physiologischer Kochsalzlosung eingedecks
und im durchfallenden Licht auf ihre Fluorescenz gepriift. )

Die-zweite Maus (20 g) wurde nach 42 Std getotet und wie die erste weiter-
verarbeitet.



138 NORBERT SCHUMMELFEDER:

Ergebnis. Die Fluorescenzerscheinungen waren an beiden Herzen
farbmiBig die gleichen, jedoch war die Leuchtkraft des zweiten Herz-
praparates wesentlich schwicher.

Die Muskelfasern beider Herzen fluorescierten im auffallenden und
durchfallenden Licht schwach griin, dabei waren Muskelkerne nicht
mit Sicherheit zu differenzieren. Das Plasma der Bindegewebs- und
Endothelzellen liel eine Fluorescenz vollig vermissen, wihrend die
Kerne dieser Zellen eine kriftigere Griinfirbung zeigten.

b) Supravitalfirbung. Versuchsanordnung: Zwei Mausen im Gewicht von 17 g
wurden sofort nach dem Toten die Herzen herausgenommen. Das eine Herz
wurde in isotonische Farblésung vom pg 3,5 (Acridinorange 1 : 2000 in isotonischem
Phosphatpuffer) eingelegt, das zweite in entsprechende Farblosung vom pg 8,0.
Nach einer Farbezeit von 10 min wurden die Herzen in die gleichen, doch farb-
freien Pufferlésungen iibertragen und sodann im Auflicht untersucht. AnschlieBend
wurden die Herzen auf dem Gefriermikrotom mit unterkithltem Messer geschnitten
(Schnittdicke 20 u). Die Schnitte wurden in den entsprechenden Phosphatpuffern
aufgefangen, auf einen Objekttrager aufgezogen, in Phosphatpuffer eingeschlossen
und im durchfallenden Licht betrachtet.

Ergebnis. Makroskopisch war das bei pg 8,0 gefirbte und aus-
gewaschene Herz wesentlich stérker gelb gefirbt als das vom pg 3,5.
Auf dem Durchschnitt durch das Herz beschrinkte sich diese stirker
gefirbte Zone auf eine etwa 2/; mm breite Randschicht.

In seiner Fluorescenzfirbung entsprach das bei py 3,5 gefiarbte Herz
im auffallenden Licht bzw. der davon angefertigte Gewebsschnitt im
durchfallenden Licht vollig dem in gleicher Weise behandelten Frosch-
herzen. Die Muskelzellen fluorescierten in ihrem Plasmaanteil schwach
griiln, wihrend die Muskelzellkerne heller griin aufleuchteten. Das
* Plasma der Bindegewebs- und Endothelzellen war infolge mangelnder
Fluorescenz nicht festzustellen, dagegen zeigten die Kerne dieser Zellen
gegenitber den Muskelzellkernen gréBlere Leuchtkraft bei gleicher,
hellgriiner Fluorescenzfirbung. Im histologischen Schnitt des unfixierten
Herzens machte sich auch nach der bei pg 3,5 erfolgten Farbung eine
intensiver leuchtende Randzone von etwa 2%/, mm Breite bemerkbar.

Das bei py 8,0 gefirbte Mauseherz zeigte im Auflicht und im Mikro-
tomschnitt bei durchfallendem Licht wohl eine gréfere Leuchtkraft
als das bei py 3,5 gefiirbte Herz, jedoch war im Gegensatz zu den Ver-
suchen am Froschherzen aufler an den Endothel- und Bindegewebs-
zellkernen mit einer etwas mehr in das Gelbliche verschobene Farb-
tonung keine Anderung der Nuancen der Fluorescenzfarben gegeniiber
dem ersten Herzen festzustellen.

¢) Farbung des toten - Herzgewebes der Maus. Versuchsanordnung: Es wurde
eine Reihe von Farblosungen (Acridinorange 1:2000 in isotonischen Phosphat-
puffern) mit steigenden pg-Werten hergestellt. In diesen gepufferten Farbansitzen
wurden 20 u dicke Gefrierschnitte vom unfixierten Mauseherzen gefarbt. Ansehlie-
Bend wurden die Schnitte fiir 10 min in den gleichen farbfreien Pufferlésungen
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Tabelle 6. Toter Herzmuskel der Maus. Acridinorange 1: 2000, Farbezeit 10 min.

Herzmuskelzelle Endothel- und Bindegewebszellen
v o Cytoplasma o Kern ) 7 Cytoplasma Kern
3.5 +-+ +++ (+) + -+t
griin griingelb schwach griingelb
griinlich
3,8 + ++-+ (+) +
griingelb gelb schwach gelborange
griinlich
4,2 + +++ (+) +—+++
griingelb rotorange schwach rot
griinlich
5.4 + okt (+) ++++
gelblich rotorange schwach rot
griinlich
5,6 ++ +-F 4 {(+) + -+t
gelborange rotorange schwach rot
griingelb
5,8 + -+ + (-+) +-
gelborange rot schwach rot
griingelb
6,0 +4(+) 4+ (+) +++
rotorange rot schwach rot
griingelb
-+ = Leuchtintensitit.

von dem iiberschiissigen Farbstoff befreit. Die gefiarbten Gefrierschnitte wurden
sodann auf einen Objekttriger aufgezogen, mit entsprechenden Pufferlésungen
eingedeckt und mit dem Fluorescenzmikroskop im durchfallenden Licht hetrachtet.

Um totes Herzmuskelgewebe von der Maus ohne wesentliche Eingriffe zu er-
langen, wurden die herausgenommenen Herzen 3 Std bei Zimmertemperatur in
der feuchten Kammer aufbewahrt und dann erst geschnitten. Die Schnitte wurden
vor der Farbung weitere 60 min bei gleicher Temperatur in physiologischer Koch-
salzlosung belassen. Mit n/10 HCl vorbehandelte Vergleichsschnitte, deren Zellen
nach dieser Behandlung mit Sicherheit abgetttet waren, zeigten gleiche Farb-
reaktionen wie die Versuchsschnitte selbst.

Ergebnis. Den Ausfall der Farbeversuche an Schnitten vom toten

Méuseherzen zeigt Tabelle 6.

Diskussion der Versuchsergebnisse.

In Tabelle 7 sind die Versuchsergebnisse der Reihe IT gegeniiber-
gestellt. Ahnlich wie bei Froschen, gelang auch an Miusen die Vital-
firbung des ganzen Tieres durch parenterale ' (intraperitoneale) In-
jektion des Farbstoffes. Die eingetretenen Fluorescenzerscheinungen
glichen fast vollkommen denen der Froschversuche (vgl. Tabelle 3 und 7).
Ebenso zeigte gleiches Verhalten die Supravitalfluorochromierung und
die Farbung toten Gewebes, so daB hier auf die im AnschluBl an Ver-
suchsreihe I durchgefithrten Erérterungen verwiesen werden kann.



140 NORBERT SCHUMMELFEDER:

Tabelle 7. Herz-

Supra-
Vitalfarbung - -
rH 3.5
Cytoplasma } Kern Cytoplasma } Kexnr o
Muskelzelle -+ -+ -+ -+ 4
schwach | schwach schwach grin

griin ‘ griin griin :

Bindegewebs- bzw. ohne oA+ ohne + 4 {
Endothelzelle Fluorescenz | grin Fluorescenz griin ‘

II1. Versuche am Gewebe menschlicher Leichenherzen.

Versuchsanordnung. Sofort nach Obduktion der Leiche wurde der unfixierte
Herzmuskel auf dem ‘Gefriermikrotom mit unterkiihltemn Messer geschnitten. Die
Schnitte wurden fiir die Dauer von 10 min in isotonischen, gepufferten Farb-
16sungen unterschiedlicher Wasserstoffionenkonzentration gefirbt und danach
10 min in entsprechenden farbfreien Phosphatpuffergemischen gewaschen. Weiter-
behandlung der Schnitte wie in den vorhergehenden Versuchsreihen.

Ergebnis s. Tabelle 8.

Schluffolgerungen.

Die in Tabelle 8 zusammengestellten Ergebnisse zeigen, daB auch
am menschlichen Leichenherzen die Fluorescenzerscheinungen nach
Acridinorangefarbung die gleichen sind, wie am ebenso behandelten
Herzen vom Frosch und der Maus. Abweichend in der Farbténung
verhielt sich nur das bei py 7,0 und 8,0 gefarbte Gewebe. In den letzteren
Versuchsansitzen machte sich wihrend der Firbung unangenehm
bemerkbar, dal die Gewebsschnitte in den Farb- und Pufferlésungen
weich und klebrig wurden. Diese Verdnderungen der Gewebseiweille
mubl auf Peptisation zurtickgefithrt werden, welche auch wohl fir die
abweichenden Farbeffekte verantwortlich zu machen ist. KreBsH wies
bereits darauf hin, dafl nach stérkerer Peptisation tierischen Gewebes
nur noch griine Fluorescenzfirbungen mit Acridinorange erreicht
werden konnen.

C. EinfluB von Cyan auf die Acridinorangespeicherung.

Versuchsanordnung. Verschiedenen Farblésungen von Acridinorange (1:2000
in isotonischem Phosphatpuffer vom pg 3,5) wurden steigende Mengen von Kalium-
cyanid zugesetzt. Mit diesen cyanhaltigen Farblosungen wurden 20u dicke Ge-
frierschnitte vom unfixierten Mauseherzen 10 min lang gefirbt. Die Miuse waren
tags zuvor getdtet und dann bei Zimmertemperatur asufbewahrt worden. Nach der
Farbung wurden die Schnitte in entsprechenden cyanhaltigen, farbfreien Puffer-
gemischen 10 min lang vom Farbstoffiiberschull durch Auswaschen befreit, dann
auf einen Objekttriger anfgezogen und im Fluorescenzmikroskop bei durchfallen-
dem Licht betrachtet.

Ergebm'é. Bei Anwendung von Cyankonzentrationen von 1:500 bis
1:5000 konnten gegeniiber den ohne Cyanzusatz- gefirbten Kontroll-
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muskel der Maus.
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vitalfarbung Farbung des toten Gewebes
! pu 8.0 unterhalb des IEP,, oberhalb des IEPy,
. Cytoplasma Kern Cytoplasma ‘ Kern Cytoplasma ‘ Kern
1 :
++ + 4 (+) ++ +++ ++ +++
griin griin griin bis griingelb rotorange | rotorange
griingelb bis gelb bis rot bis rot
ohne +++ (+) ++ (+) ++++
Fluorescenz | griingelb schwach griingelb |schwachgriin rot
griinlich | bis griingelb
Tabelle 8. Totes Herzmuskelgewebe vom Menschen.
Acridinorange 1:2000, Farbezeit 10 min.
» Muskelzelle Endothel- bzw. Bindegewebszelle
H
Cytoplasma Kern Cytoplasma ‘ Kern
3,5 () ++ ohne +-++
dunkelgriin griin Fluorescenz griin
3,8 ++ +++ ohne + -+
grin griin Fluorescenz gelb
4,2 ++ +-++ (+) +-++
griin griin schwach gelborange
griinlich
4,6 4+ +-++ (+) +-++
gelbgriin gelbgriin schwach rotorange
griinlich
5,2 NENEE - () (+) SR
rotorange rotorange schwach rotorange
griinlich
5.4 +-++ 4+ (+) (+) +++
rotorange rotorange schwach rotorange
griinlich
5,6 +++ +++ (+) +++
rotorange kupferrot schwach kupferrot
griinlich
5,8 +++ +++ (+) -+
rot mit griin- kupferrot schwach kupferrot
lichem griinlich
Schimmer
6,0 +++ +++ (+) +++
rot mit kupferrot schwach kupferrot
griinlichem griinlich
Schimmer
7,0 +++ + (+) +++
kupferrot tiberwiegend schwach iiberwiegend
rot, zum Teil griinlich rot, zum Teil
griinlich griinlich
8,0 +-++ ++ (+) + -+
gelborange griingelb schwach griin
bis rot griinlich
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schnitten keine Anderung der Acridinorangespeicherung in den toten
Herzmuskelzellen (weder in Kern noch im Cytoplasma) beobachtet
werden, obwohl diese Cyanmengen mit Sicherheit die Zellatmung
hemmen. Dagegen zeigte sich unter der Einwirkung von Lésungen,
denen Kaliumeyanid in einer Konzentration von 1:100 zugesetzt worden
war, eine Verstdrkung der Farbstoffadsorption im Cytoplasma und in
den Kernen der Zellen.

Bei einem py von 5,4 angesetzte Versuche unter sonst gleichen
Bedingungen yergaben genau den gleichen Befund. Auch konnte in
einer weiteren Versuchsserie, bei der Schnitte vom Herzmuskel 15 min
lang mit Farblosungen 1:10000 vom pg 3,5 und 5,4, denen KCN in
einer Konzentration von 1:500 zugesetzt war, behandelt wurden, keine
merkbare Hemmung der Farbstoffaufnahme und -speicherung der
Zellen durch Cyan erzielt werden.

Folgerungen.

Aus den obigen Versuchen geht einwandfrei hervor, daf mit der
angewandten Methode keine nachweisbare Verminderung der Ad-
sorption von Acridinorange unterhalb und im Bereich des IEP;, der
Zelleiweile nach Hemmung der Ateimfermente durch Cyan erreicht
werden konnte. Wie die anscheinend erhohte Speicherung von Acridin-
orange bei der Cyankonzentration von 1:100 zu erkliren ist, muB vor-
laufig offenbleiben. Moglicherweise wird die Struktur der Plasma-
eiweiffkorper durch K* oder CN~ derart veréindert, daB eine erhohte
Aufnahme und Speicherung des Farbstoffes erméglicht wird. Fiir diese
Ansicht kiénnten die Versuche von KOrBeL!® sprechen, in denen an
Hefezellen eine unterschiedliche Steigerung der Farbaufnahme und
-speicherung nach verschiedenartigen Fixierungsmitteln festgestellt
werden konnte. Die hochste Acridinorangespeicherung wurde in diesen

“Versuchen nach Einwirkung von Osmiumsiure (0s0,), welche als
starkes Zellgift bekannt ist, beobachtet. - Jedoch halte ich selbst es fiir
wahrscheinlicher, dafl die erh6hte Speicherung vorgetduscht wird durch
die Bildung der Cyanverbindung des Acridinorange innerhalb der Zellen
bei diesen Versuchen. Wie in hierzu angestellten Versuchen festgestellt
werden konnte, bildet sich bei dem Zusammengeben von Acridinorange-
und Cyanidlésungen das im Hell- und UV-Licht leuchtend rot gefarbte
bzw. fluorescierende Cyanid des Acridinorange als Niederschlag. Dieses
Farbsalz ist in Wasser erheblich schwerer 16slich als das tiblicherweise
zur Firbung angewandte Chlorzinkdoppelsalz;

Wenn auch die Ergebnisse der ersten Versuchsreihen zeigten, daB
die verschiedenen Zellen- entsprechend ihrer unterschiedlichen Stoff-
wechselaktivitit Differenzen in der Acridinorangespeicherung auf-
weisen, so konnen diese Unterschiede doch wohl kaum auf das unter-
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schiedliche Oxydationspotential zuriickgefiihrt werden, wie die Cyan-
versuche zeigten. Somit kann die Hypothese von FriEpENWALD und
StieHLER? iiber die Beeinflussung der Wanderung von Ionen nichg
ohne weiteres auf alle Zellen {ibertragen werden und bedarf aulerdem
weiterer Nachpriifung. Das gleiche gilt fiir die von Nassoxov® auf
Grund seiner Versuche ge#iuflerten Ansichten. Die eigenen Versuche
sprechen dafiir, daf die von Nassoxov3 und auch von RUNNSTROM?
beobachteten Anderungen in der Speicherung von Vitalfarbstoffen
nicht durch das verinderte Oxydationspotential, sondern im Sinne von
Ri1es® durch die gleichzeitig ablaufende Strukturinderung der Plasma-
kolloide bedingt sind.

Da mit den bisherigen eigenen Versuchen keine Klirung iiber die
Ursachen der unterschiedlichen Speicherung des Farbstoffes Acridin-
orange in Zellen verschieden hoher Stoffwechselaktivitit gebracht
werden konnte, sollen im folgenden Untersuchungen iiber die Bezie-
hungen zwischen Glykolyse und Acridinorangespeicherung angeschlossen
werden.

D. Die Beziehungen zwischen Aecridinorangespeicherung und Glykolyse
in Zellen.
1. Acridinorangespeicherung durch Carcinomgewebe.

Um die Bedeutung der Glykolyse fiir die Acridinorangespeicherung
und die Einwirkung glykolysehemmender Substanzen auf diese unter-
suchen zu konnen, schien es mir vorteilhaft, Zellen zu diesen Versuchen
heranzuziehen, welche ihren Energiebedarf vorwiegend durch die
Glykolyse decken. Bekanntlich nebmen Carcinomzellen in dieser
Beziehung eine gewisse Sonderstellung ein, indem sie nimlich im ex-
tremen Ausmall die anaerob ablaufenden glykolytischen Stoffwechsel-
vorgéinge als energieliefernde Prozesse heranziehen. Derartige Zellen
wurden daher zuerst fiir die eigenen Untersuchungen verwandt.

Brste Versuchsanordnung. Eine durch Operation (Chirurgische Universitatsklinik
Miinster) gewonnene Lymphknotenmetastase eines Magencarcinoms wurde frisch
auf dem Gefriermikrotom mit unterkithltem Messer geschnitten. Die 20 o dicken
Schnitte wurden sofort anschlieSend bei unterschiedlichem pg-Wert mit gepufferten,
isotonischen Farblosungen (Acridinorange 1:2000 in Phosphatpuffergemischen)
10 min lang gefirbt und anschlieBend 10 min in den entsprechenden farblosen

Pufferlésungen ausgewaschen. Aufziehen und Eindecken der Priparate sowie
Betrachtung unter dem Fluorescenzmikroskop erfolgte in iiblicher Weise.

Ergebnis s. Tabelle 9.

Znweite Versuchsanordnung. Bei py 3,5 wurden 20 u dicke Gefrierschnitte von
unfixierten Lebermetastasen eines Carcinoms der Varerschen Papille mit einer
isotonischen Acridinorangeldsung (1:2000 in Phosphatpuffer) 10 min lang gefirbt.
Das Material wurde durch Obduktion gewonnen.

Ergebnis. Die Carcinomzellen wiesen bei diesen Farbeversuchen im
Cytoplasma eine gelbrote bis kupferrote [-----(4-)] Fluorescenzfarbe
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Tabelle 9. Acridinorangespeicherung durch Carcinomgewebe,
Acridinorange 1:2000, Firbezeit 10 min.

Carcinomzellen Lymphocyten und Reticulum- | Reticu-
pH zellen lares
Faser-
Cytoplasma Kern Cytoplasma Kern geriist
7,0 ++++ ++++ + +++ rot
: zum Teil zum Teil zum Teil zum Teil
gelbrot, griin, schwach griin, griin,
zum Teil zum Teil zum Teil zum Teil
kupferrot kupferrot schwach kupferrot
kupferrot
5,4 ++++ ++++ +- +++ rob
gelbrot gelb schwach griin gelb
35 | A4+ ++++ -+ B s rot
gelbrétlich gelb schwach griin gelb
2,8 A= ++++ +- +++ rot
gelborange gelb schwach griin griin
2,2 +++ ++++ =+ +++ rot
gelborange gelb schwach griin griin
L,0 + -+ ++++ + +++ rot,
gelborange gelb schwach grin griin

+ == Leuchtintensitit.

auf. Die Farbung der Kerne unterschied sich nicht von der des Zell-
plasmas. DieLeberzellen zeigten im Cytoplasma und Kern eine gleich-
artige griine bis gelbe [--4-(+4)] Sekundérfluorescenz, dagegen hatten
sich Endothel- und Bindegewebszellen in ihrem Plasmaanteil nur schwach
grim [(-4)] angefiirbt, wihrend deren Zellkerne heller grin [+-+]
leuchteten.

Schlupfolgerungen.

Die Carcinomzellén des operativ gewonnenen, frischen Gewebes wie
auch die des durch Obduktion erhaltenen toten Krebsmaterials zeigten
in einem Ausmaf Acridinorangespeicherung, wie sie an anderen Zellen
von mir bislang nicht beobachtet werden konnte. Dieses hohe Spei-
cherungsmaB machte sich auch weit unterhalb des bei anderen Zellen
tiblichen isoelektrischen Punktes bemerkbar. Ob diese ungewd¢hnlich
kriftige Adsorption des Farbstoffes auf die starke glykolytische Titig-
keit der Zellen oder aber auf Eigentiimlichkeiten in der Struktur der
Zellkolloide bzw, auf das Vorhandensein einer reichlicheren Anzahl
saurer Valenzen der Eiweillkorper des Protoplasmas zuriickgefiihrt
werden muf}, kann erst durch weitere Versuche geklirt werden.

Die Farbdifferenzen zwischen Krebszellen und den Zellen des in-
filtrierten Gewebes waren in den untersuchten Fillen derart deutlich,
daf es sich lohnen wiirde, mit Hilfe der Acridinorange-Fluorochromierung
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weitere Untersuchungen an Carcinomgewebe durchzufithren. Hinzu-
weisen ist auch auf die kraftige Adsorption des Acridinorange im reti-
culiiren Fasergerist des Lymphknotens. Es handelt sich hier ja um
Gewebsbestandteile, welche sicher nicht aktiv an Stoffwechselvorgingen
beteiligt sind. Es zeigt dieser Befund damit deutlich, daf bei der Beur-
teilung experimenteller Befunde an tierischen Geweben der normale
Reaktionsausfall fiir die einzelnen, zu untersuchenden Gewebsbestand-
teile eingehend klargestellt sein muB. Das Verhalten des Fasergeriistes
dhnelt dem der Zellmembranen pflanzlicher Zellen (vgl. Tabelle 1, S. 124),
ist aber fiir die eigene Fragestellung, abgesehen von der Mahnung zur
kritischen Beurteilung der Befunde an Parenchymzellen, weniger von
Belang.

Um die Bedeutung der Glykolyse fiir das Ausmall der Speicherung
von Acridinorange ermessen zu konnen, werden weitere Versuche mit
Hemmung der Glykolyse angeschlossen.

II. Ewmfluf} des glykolysehemmenden Heptylalkohols auj die Speicherung
von Acridinorange.

Erste Versuchsanordnung. An weiteren Gefrierschnitten der Lymphknotenmeta-
stagse des Magencarcinoms wurden bel einem pg von 3,5 Firbungen mit Acridin-
orange 1:10000 angestellt. Bei einem Teil der Farbeversuche waren samtliche
Farb- und Auswaschlosungen mit Heptylalkoho! geséttigt.

Ergebnis s. Tabelle 10.

Das Fehlen der roten Téne im Plasma der Carcinomzellen nach
Zusatz von Heptylalkohol zeigt an, daf die Farbstoffaufnahme aus den
mit Heptylalkohol gesittigten Losungen geringer war als aus zusatz-
freien Farbansidtzen. Die Kerne der Carcinomzellen sowie das iibrige
Gewebe wiesen gegeniiber den Kontrollen keine Farbinderungen auf.

Zweite Versuchsanordnung. Gleiche Gefrierschnitte wurden zuerst mit zusatz-
freien Losungen (Acridinorange 1:10000 in isotonischem Phosphatpuffergemisch)
bei pg 3,5 gefarbt und ausgewaschen, sodann wurde ein Teil der Schnitte nach-
traglich 10 min lang mit einer Pufferlosung ausgewaschen, welche mit Heptyl-
alkohol gesittigt war. Die iibrigen Gewebsschnitte wurden gleiche Zeit mit zu-
satzfreier Pufferlosung nochmals ausgewaschen.

Tabelle 10. Aeridinorange 1:10000, Firbezeit 10 min, py 3,5.

Carcinomzellen Lymphocyten und Reticu-
lumzellen
Cytoplasma Kern Cytoplasma 1 Kern
Ohne Zusatz ++4+ +++ (-+) ‘ + 4
gelbritlich gelb schwach gelb
griin
Mit Zusatz von 4 +44 (+) 4+
Heptylalkohol gelb gelb schwach gelb
f griin i

Virchows Archiv. Bd. 318. 10
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Ergebnis s. Tabelle 11.
Tabelle 11. Acridinorange 1:10000, Farbezeit 10 min, py 3,5.

Carcinomzellen Lymphocyten und Reticu-
i jumzelilen
Cytoplasma 1 Kern Cytoplasma Kern T

Ohne Zusatz gefirbt e [ 4 (+) 4+

und ausgewaschen gelbrotlich | gelb schwach gelb
griin

Unter Zusatz von b f - (-+) 44

Heptylalkohol aus- gelb gelb schwach gelb
gewaschen griin

Es ergab sich demnach nach dem Auswaschen mit heptylalkohol-
haltiger Losung das gleiche Bild, als seien die Schnitte von vornherein
unter Zusatz von Heptylalkohol gefirbt worden. Ein Teil des adsor-
bierten Farbstoffes wurde also durch diese Behandlung aus den Tumor-
zellen herausgeldst.

Dritte Versuchsanordnung. 20 u dicke Gefrierschnitte vom unfixierten mensch-
lichen Leichenherzen wurden bei py 3,5 mit Acridinorange (1:10000 in isotonischem
Phosphatpuffergemisch) 10 min lang mit und ohne Zusatz von Heptylalkohol
gefirbt. '

Ergebnis. Die Fluorescenzfarbe war in beiden Versuchsreihen gleich
und entsprach den fritheren Befunden am gleichen Material, jedoch war
anscheinend die Intensitit der Sekundirfluorescenz des Muskelzell-
plasmas bei der unter Zusatz von Heptylalkohol erfolgten Farbung
geringfiigig schwicher als in den Kontrollschnitten.

Schluffolgerung.

Als erstes ist festzustellen, dafl von den bisher untersuchten tierischen
und menschlichen Zellen iiberlebende oder tote Carcinomzellen bei einer
Wasserstoffionenkonzentration der Firbelosung von 10735 den Farbstoff
Acridinorange im stirksten Ausmafl speichern. Ein Teil des von den
Tumorzellen adsorbierten Farbstoffes wurde unter der Behandlung mit
Heptylalkohol von den Zellen wieder abgegeben. Dieser Teil des Farb-
stoffes war demnach nicht elektroadsorptiv auf Grundlage einer Aus-
tauschadsorption von Ionen gebunden, denn die Farbstoffverdringung
geschah durch einen elektroneutralen Stoff. Diese Farbmenge mubBte
vielmehr mit Hilfe der ,,echten‘‘ oder ,,vax DER WAALsschen® Adsorption,
also unter der topochemischen Bildung von Molekiil-(Nebenvalenz.-)
Verbindungen auf der Oberfliche des Adsorbens (Husse und SAUTER ™)
gebunden sein. Nach Untersuchungen von HrssE und SAUTER an Alu-
miniumoxyd erfolgen Austauschadsorption und vAN DER Waarssche
Adsorption an verschiedenen Ortlichkeiten der Oberfliche des Adsorbens.
Diese unabhingig voneinander vor sich gehenden Adsorptionsmecha-
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nismen unterliegen dabei unterschiedlichen Gesetzen. Auch dann,
wenn Heptylalkohol den adsorbierenden Zelleiweifien der Carcinomzelle
gleichzeitig mit dem Farbstoff Acridinorange geboten wird, erfolgt
eine geringere Speicherung von Acridinorange, es wird damit angezeigt,
daB der elektroneutrale Heptylalkohol bei der Adsorption bevorzugt
wird. Durch die Untersuchungen von WARBURG? und Mixami® ist
bekannt, dafl Heptylalkohol die Glykolyse hemmt und zwar beruht diese
Hemmung nach deren Ansicht darauf, dafl Heptylalkohol an den zur
Glykolyse erforderlichen submikroskopischen Strukturoberflichen der
Zelle adsorbiert wird. Wenn in den eigenen Versuchen ein Teil des
Farbstoffes Acridinorange an den gleichen Ortlichkeiten der Struktur-
oberfliche gebunden wird wie Heptylalkohol, so sind dies aller Wahr-
scheinlichkeit nach diese glykolytisch wirksamen Oberflichen. Diese
Ansicht steht auch in Ubereinstimmung mit dem Befund von YaBusor?,
daf3 Acridinorange die Tumorglykolyse teilweise hemmt. Ob die Haft-
punkte an der Strukturoberfliche fiir Heptylalkohol bzw. Acridinorange
gleichzeitig die Lokalisationsstellen der zur Glykolyse erforderlichen
Fermentsysteme darstellen, ist moglich, doch kann diese Frage durch
die eigenen Untersuchungen nicht geklirt werden.

Aus den obigen Versuchen, insbesondere denen an Herzmuskel-
zellen, geht aber hervor, daB auch unterhalb des IEP,, der Gewebs-
eiweiBle der groBte Teil des adsorbierten Farbstoffes nieht an der-
artigen, glykolytisch wirksamen Oberflichen durch vAN nER WaaLssche
Adsorption gebunden ist, denn nur eine relativ geringe Menge des Farb-
stoffes wurde durch Heptylalkohol verdringt. Ob es sich bei der nicht
verdringten Farbstoffmenge um Austauschadsorption an extrem sauren
Zellbestandteilen, um vax DErR WaaLssche Adsorption an nicht durch
Heptylalkohol besetzbare Oberflichen, um Diffusion des Farbstoffes
in submikroskopische Zellsaftriume oder um Losung des Farbstoffes
in Lipoiden handelt, soll in dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden.

Zur quantitativen Messung der durch Hemmung der Glykolyse ver-
ringerten. Farbstoffspeicherung werden im folgenden Untersuchungen
an Hefezellen durchgefiihrt.

II1. Der Einfluf glykolysechemmender Substanzen auf die Speicherung
von Acridinorange durch Hefezellen.

Nach Untersuchungen von K6LBEL® sind zu quantitativen Unter-
suchungen iiber die Speicherung von Acridinorange im Protoplasma
Hefezellen besonders gut geeignet. In gleicher Weise stellen aber auch
die Hefezellen ein geeignetes Objeks fiir Studien iiber die Glykolyse dar
(WarBura?). Fiir die eigenen Versuche wurde die von KOLBEL aus-
gearbeitete Methode mit geringen, durch die zur Verfiigung stehenden
Gerite bedingten Abweichungen angewandt.

10%*
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Tabelle 12. Acridinorange 1:10000, Farbezeit 10 min, py 7,3, Hefe 100 mg.

Hemmung durch Heptyl- by .
alkohol (gesattigte, wibrige | 1 oinuns dureh Athyl
Losung)
pertkomsehe] pukernore | O] Baokerneto
T
Farbstotfaufnahme in
Milligramm in der :
Leerkontrolle . . . . 0,7725 | 0,6900 0,7625 0,5375
Farbstoffaufnahme in |
Milligramm in dem |
Hemmungsversuch . 0,5750 0,5125 0,6500 |  0,4625
|
Hemmung in Prozent . 25,9 25,4 14,8 14,0

Erste Versuchsanordnung. In den einzelnen Versuchsansitzen wurden 0,1 (bzw.
0,4)g Hefe in' 5 (bzw.20) cm?® Leitungswasser (pg; = 7,3) im Zentrifugenglas
suspendiert. Dieser Suspension wurden 5 (bzw.20) cm? Acridinorangelésung
(1:5000 in Leitungswasser) zugesetzt, so dafi eine Endkonzentration des Farbstoffs
von 1:10000 vorlag. Nach einer Einwirkungszeit von 10 min wurde 1015 min
scharf zentrifugiert und sodann die iberstehende Farblosung im Stufenphotometer
(Filter S 53, 20-mm-Cuvette) photometriert. Die Differenz der Farbstoffkonzen-
tration zwischen der in gleicher Weise verdiinnten, urspriinglichen Farblosung und
der iiberstehenden Restlosung ergab die von den Hefezellen aufgenommene Farb-
stoffmenge. Diese wurde jeweils fiir 100 mg Hefe berechnet. In den Hemmungs-
versuchen wurden sdmtliche angewandte Losungen mit Heptylalkohol geséttigt
oder mit Athylurethan in einer Konzentration von 3% versetat.

Versuchsbeispiel (s. Tabelle 12).

Zweite Versuchsanordnung. 0,1 (bzw. 0,4) g Hefe wurden zunéchst entsprechend
der ersten Versuchsanordnung ohne Zusatz glykolysehemmender Stoffe gefirbt,
dann wurden die Hefezellen von dem anhaftenden, nicht adsorbierten Farbstoff
freigewaschen. AnschlieBend erfolgte die Suspension der Hefezellen in 10 (bzw.
40) cm® Leitungswasser, welchem 3% Athylurethan oder Heptylalkohol bis zur
Sattigung zugesetzt worden war. Nach einer Einwirkungszeit von 10 min wurde
wiederum 10—15 min lang scharf zentrifugiert und sodann mit dem Stufenphoto-
meter die Farbstoffkonzentration in der iiberstehenden Restlésung bestimmt.

Versuchsbeisprel (s. Tabelle 13).

Ergebnis der Versuche. Durch die beiden angewandten glykolyse-
hemmenden Substanzen wird die Speicherung des Farbstoffes Acridin-
orange gehemmt. Die Hemmungseffekte mit durchschnittlich 25%
bei Heptylalkohol und 14% bei Athylurethan sind zwar erheblich,
erreichen jedoch nicht die Zahlen wie bei der Glykolysehemmung. An
intakten Hefezellen betrigt nach WarBUrG® und Minami8 die Hemmung
der Glykolyse bei Heptylalkohol 100% und nach Athylurethan (3%ig)
41%. Auffallend ist jedoch die Tatsache, daB bei beiden Hemmungs-
vorgéingen Heptylalkohol die stirkere Wirkung ausitbt. Dall bei den
Hemmungsversuchen Acridinorange von der glykolysehemmenden
Substanz bei der Adsorption verdringt wird, geht aus der zweiten Ver-
suchsanordnung hervor.
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Tabelle 13. Acridinorange 1:10000, Farbezeit 10 min, py 7,3, Hefe 100 mg.

Farbstoffverdrangung durch | parhstotfverdringung durch
Heptylalkohol (gesittigte, Athvlurethagn (3%)
wiBrige Losung) )

Trockenhefe Trockenhefe
Tt

Farbstoffaufnahme in | ‘

Milligramam. . . . . 0,6250 . 0,5000 0,7475

Farbstoffabgabe unter ‘
Einwirkung des Phar-
makons . . . . . . 0,0975 ' 0,1125 0,0500 ' 0,0875

Farbstoffabgabe in
Prozent der anfang-

lich aufgenommenen w
Menge. . . . . . . 15,6 226 8,0 25,0

amerik&nische‘ ‘Bickerhefe amerikanische| gy anese
!

0,3500

Um feststellen zu kénnen, ob bei dem Ausfall der Hemmungsver-
suche glykolytisch wirksame Fermente eine Rolle spielen, wurden wei-
tere Versuche an abgetdteter Hefe unternommen.

Dritte  Versuchsanord-

nung. 0,1g amerikanischer
Trockenhefe wurde in 5cm3

Tabellel4. Acridinorange 1:10000, Farbezeit 10 min,
px 7.3, durch Kochen abgetstete Hefe: 100 mg.

Leitungswasser suspendiert, Hemmung

welchem 6% Athylurethan durclthI;apltyl- Hemmung
. alkoho. durch

zugesetz.t worden war. Dles.e (zosattigte, | Athylurethan

Suspension wurde im Zentri- wiBrige Lo- (3%)

fogenglas 5 min im Wasser- sung)

bad zum Sieden -erhitzt. amerikanische Trockenhefe

Nach Abkiihlen wurden
5 cm?®  Acridinorangeldsung
(1:5000 in Leitungswasser)

Farbstoffaufnahme in i
Milligramm in der

zugefiigt, 10 min lang stehen Leerkontrolle . . . 8’;322 0,575
gelassen und dann 10min  pu petoffautnahme ’

lang zentrifugiert. Die iiber- bei Einwirkung des

stehende Restlosung wurde Pharmakons . . . 0,56625 0,4500
in der iiblichen Art photo- Hemmung in Prozent 18,2 | 16,3

metriert. Als Kontrollen

wurden entsprechende Versuchsansitze ohne Zugabe von Urethan in der gleichen
Weise behandelt. In entsprechender Art wurden weitere Versuche durchgefiihrt,
in denen an Stelle des Urethanzusatzes samtliche Losungen mit Heptylalkohol
gesittigt worden waren.

Versuchsbeispiel (s. Tabelle 14).

Ergebnis. Die Hemmungsversuche an durch Kochen abgetiGteter
Hefe, bei welcher die glykolytisch wirkenden Fermente durch die an-
gewandte Temperatur inaktiviert worden waren, zeigen, dafl die Enzyme
fiir die Speicherung von Acridinorange und deren Hemmung durch
glykolysehemmende Agentien nicht von Bedeutung sein kénnen. Es
ist damit erwiesen, dafl die Speicherung von Acridinorange an der Ober-
fliche von Strukturteilen vor sich geht und zwar zum Teil an der
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gleichen Strukturoberfliche, welche die Stoffe Heptylalkohol und Athyl-
urethan adsorbiert. Alle 3 Substanzen, Acridinorange, Heptylalkohol
und Urethan hemmen infolge ihrer Adsorption die Glykolyse in den
Zellen, wie aus Untersuchungen von WaARBURG?, MinamI® und YABUSOE?
bekannt ist. Die durch glykolysehemmende Stoffe aus der Zelle ver-
dréingbare Menge an Acridinorange wird somit aller Wabrscheinlichkeit
nach an Ortlichkeiten der Strukturoberfliche gebunden sein, welche
fir die Glykolyse von Bedeutung ist.

Zusammenfassende Erdrterung der Versuchsergebnisse.

Auf Grund der eigenen Versuche kann festgestellt werden, daf die
von STRUGGERY fiir den botanischen Bereich ausgearbeitete Methode
der Fluorochromierung von Zellen mittels Acridinorange auch bei der
Untersuchung tierischen Gewebes ein wertvolles Hilfsmittel darsteilt.
Voraussetzung ist allerdings die Anwendung von Reaktionsbedingungen,
welche dem tierischen Gewebe angepalBit sind. Aber auch dann ergibt
sich mit dem Acridinorange kein Firbeverfahren, welches als Routine-
methode angewandt werden konnte, sondern die Fluorochromierung
mittels Acridinorange bleibt immer ein Verfahren, welches als wissen-
schaftliche Forschungsmethode nur wirklich geschulten Kriften iiber-
lassen bleiben sollte. Bei einer dem Forschungsexperiment entsprechen-
den Anwendung und bei gleichfalls kritischer Auswertung werden sich
am ehesten MiBerfolge und Febldeutungen vermeiden lassen.

In den angefilhrten Versuchen sollte zunichst die Methode der
Fluorochromierung tierischer Gewebe ausgearbeitet und diese dann zur
Untersuchung zweier Fragen, ndmlich der Bedeutung des Oxydations-
potentials der Herzmuskelzelle und der Glykolyse fiir die Aufnahme und
Speicherung basischer Farbstoffe in Zellen, angewandt werden.

Es zeigte sich, dafi wie in Pflanzenzellen auch in der tierischen
Herzmuskelzelle der Farbstoff Acridinorange im wesentlichen auf Grund
elektrostatischer Bindung im Zellprotoplasma gespeichert wird. Doch
ein Teil des Farbstoffes wird auch auf andere Art und Weise, sehr wahr-
scheinlich mit Hilfe vax pEr Waarsscher Krifte an solche Struktur-
oberflichen adsorbiert, welche von elektroneutralen, bei ihrer Adsorption
die Glykolyse hemmenden Substanzen besetzt werden konnen. Wenn
es auch nicht vollkommen bewiesen werden konnte, so ist doch anzu-
nehmen, daf dieser Anteil des ebenfalls die Glykolyse hemmenden
Farbstoffes Acridinorange an Strukturoberflichen gebunden wird,
welche bei der Glykolyse von Bedeutung sind.

Aus den eigenen Versuchen geht hervor, dall der Firbeeffekt bei
vitaler und sapravitaler Fluorochromierung des Herzmuskels mit
Acridinorange vollkommen der gleiche ist. Bei supravitaler Farbung
war eine Verstirkung der Fluorescenzerscheinungen nach Verschiebung
des pg-Wertes der Farblosung in den alkalischen Bereich méglich. Alle
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gefarbten Anteile der Zelle zeigten bei vitaler und supravitaler Farbung
eine ausgesprochene Griinfluorescenz. Niemals konnte an lebenden oder
iiberlebenden Herzmuskelzellen eine rotorange oder kupferrote Fluores-
cenzfarbe erreicht werden. Im. Gegensatz hierzu traten jedoch an toten
Muskelzellen des Herzens rote Farbeffekte im Cytoplasma und Kern
auf, sofern nur oberbalb des IEP,; der ZelleiweiBle und mit einem Farb-
stoffiiberschufl gefarbt wurde.  Der Kern selbst zeigte im .vitalen und
supravitalen Zustand griine bis griingelbe Fluorescenzfarben, regel-
miBig war er vom Cytoplasma durch seine stirkere Leuchtintensitdt
deutlich zu unterscheiden. Diese Férbungsergebnisse an tierischen Herz-
muskelzellen ergaben eine iiberraschend gute Ubereinstimmung mit
dem Fiarbungsausfall an Pflanzenzellen, wie ihn STRUGGER'® beschreibt.

Hervorzuheben ist die Tatsache, daB Acridinorange das Cytoplasma
vital diffus anfirbt. Die bisher bekannten basischen Vitalfarbstoffe,
wie unter anderem Neutralrot und Methylenblau firben dagegen in
fast allen tierischen Zelltypen priformierte Gebilde (Granula, Vacuolen
usw.) (Rims®). Mit den anderen basischen Vitalfarbstoffen hat aber
Acridinorange gemeinschaftlich die Fihigkeit, unter gleichen Férbe-
erscheinungen ebensoleicht supravital die Zellen zu firben wie nach
Injektion des Farbstoffes in den lebenden Organismus.

Differente Firbeeffekte gegeniiber den Herzmuskelzellen ergaben
aber die Zellen des Interstitiums, also Bindegewebs- und Endothelzellen.
Hier war im vitalen und auch supravitalen Zustand eine Plasmafirbung
iiberhaupt nicht festzustellen, wihrend die Zellkerne regelmiBig eine
kriftige Fluorescenz aufwiesen, die meist stirker und gelblicher war,
als in den Muskelzellkernen. Eine Speicherung des Farbstoffes hatte
im lebenden und tberlebenden Cytoplasma der Endothel- und Binde-
gewebszellen demnach in geniigender Konzentration nicht stattge-
funden, doch trat eine solche nach Absterben der Zellen auf, so dafl auch
an diesen Zellen mit dem Absterbevorgang eine erhéhte Speicherungs-
fahigkeit des Cytoplasma verbunden war. Wenn auch damit grundsitz-
lich der gleiche, zur erhShten Speicherung fihrende, kolloidchemische
Vorgang am Cytoplasma eintrat, so besitzen doch im tierischen Organis-
mus nicht alle Zellen im toten Zustand eine solch ausgesprochene
Speicherfihigkeit fiir Acridinorange, daB in jedem Fall rote Fluorescenz-
farben erreicht wiirden. Damit entfillt die Moglichkeit, ohne weiteres
auf Grund des Firbeerfolges iiber die Vitalitit jeder einzelnen Zelle
Schliisse ziehen zu konnen. Ein genau gegensitzliches Verhalten zeigten
Carcinomzellen. Hier traten sowohl an iiberlebenden wie an toten Zellen
im Cytoplasma und Kern orange bis rote Farbnuancen auf und zwar
auch dann, wenn weit unterhalb des sonst iiblichen TEP,, gefirbt wurde.
Mit diesem Befund sind drei verschiedene Zelltypen des tierischen Orga-
nismus gekennzeichnet, die in ihrem Verhalten die iiberhaupt mdglichen
Farbeeffekte aufweisen. Diese Beobachtung ist von grundsétzlicher
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Bedeutung fiir weitere Untersuchungen an tierischem Gewebe mit
der Methode der Acridinorange-Fluorochromierung. Nicht in jedem
Fall sind im Cytoplasma griin gefdrbte Zellen lebend und umgekehrt
unter Umsténden auch, supravital wenigstens, roétliche Fluores-
cenzfarben an nichttoten Zellen auftreten. Die Untersuchungen von
StrRUGGER® und Mitarbeiter'?:15 erfolgten immer an einem relativ
einheitlichen Material, welches in gleicher Weise wie die Herzmuskel-
zellen in den eigenen Versuchen reagierte. Unabhingig jedoch von der
eben genannten Kinschrinkung konnte die Feststellung von STRUGGER
auch an tierischem Gewebe bestétigt werden, dal tote Zellen in jedem
Fall eine kriftigere Speicherung wvon Acridinorange aufweisen als
lebende. Durch die eigene Fragestellung wurde die unterschiedliche
Speicherung von Acridinorange zwischen den verschiedenen Zelltypen
in Beziehung gesetzt zur Stoffwechelaktivitit dieser Zellen. Das Oxy-
dationspotential hat anscheinend fiir das Ausmafl der Farbspeicherung
keine Bedeutung, wihrend Beziehungen zur Glykolyse sehr wahrschein-
lich bestehen. Allerdings weist die Adsorption von Acridinorange keine
unmittelbaren Zusammenhinge mit dem fermentativ katalysierten
Vorgang der Glykolyse selbst auf, sondern lediglich mit den submikro-
skopischen Strukturoberflichen, an denen die Glykolyse in der Zelle
ablduft. Moglicherweise sind es Strukturoberflichen, an welchen die
Kohlenhydrate zur glykolytischen Spaltung adsorbiert werden. Bei
den eigenen Versuchen iiber die Hemmung der Farbstoffadsorption durch
glykolysehemmende Stoffe handelte es sich in beiden Féllen um Nar-
kotica. Die Hemmung war somit unspezifisch und stellte Oberflédchen-
reaktionen dar. Allerdings wird nur ein kleinerer Teil des Farbstoffes
Acridinorange mit Hilfe vax pER Waarsscher Krifte an die submikro-
skopische Protoplasinastruktur gebunden. Der Hauptanteil des Farb-
stoffes wird dagegen mittels Elektroadsorption an amphotere Zell-
eiweiBkorper festgehalten, wihrend ein weiterer Teil des Farbstoffes
wohl entsprechend der Ansicht von STRUGGER durch Ionenaustausch-
reaktion (Elektroadsorption) an Cytoplasmabestandteile ohne ampho-
teren Charakter adsorbiert wird. Die unterschiedlichen Firbeeffekte
zwischen den verschiedenen Zelltypen kénnen nun aber nicht allein
auf stirkere oder geringere glykolytische Aktivitdt oder besser gesagt
mehr oder weniger umfangreiches Vorbandensein glykolytisch wirk-
samer Oberflichen bezogen werden, denn in Hemmungsversuchen mit
Heptylalkohol an Krebszellen, bei denen also die in Frage kommenden
Strukturgrenzflichen entsprechend den Untersuchungen von WaR-
BURG? und Minami® zu 100% blockiert waren, zeigte sich doch noch
eine hohere Speicherungsfahigkeit als in Bindegewebszellen mit ver-
hiltnismaBig geringer Stoffwechselaktivitit. Der gleiche Befund traf
tbrigens auch fiir die Herzmuskelzellen zu. Diese Unterschiede in der
Speicherungsfihigkeit fiir das Acridinorange miissen somit auf Eigen-
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schaften des Protoplasmas beruhen, welche eine unterschiedliche Elektro-
adsorption bedingen kénnen. Uber die Art dieser Struktureigenheiten
des Cytoplasmas kénnen nur Vermutungen ausgesprochen werden. Ver-
lockend ist es, entsprechend der durch Nucleoproteide bedingten krif-
tigen Speicherung des Farbstoffes in den Zellkernen, anzunehmen, der
unterschiedliche Gehalt des Cytoplasmas an phosphorsidurehaltigen
Komplexen (unter anderem Ribonucleinséure, Lactacidogen, Kreatin-
phosphorsiure, Muskeladenylsiure, Adenosintriphosphorsidure, Co-Zy-
mase; vgl. LEENARTZ 22) wiirde die differenten Férbeergebnisse auf Grund
der zur Verfiigung stehenden freien Séuregruppen hervorgerufen. Diese
Annahme wiirde unter Umsténden auch die extrem hohe Speicherung
in den Krebszellen verstindlich machen, wenn man nédmlich entspre-
chend der Ansicht von FLASCHENTRAGER und Burrrr® in den Krebs-
zellen ein tumorproduzierendes Agens annimmt, welches Enzymnatur
besitzen und wie die Viren aus Nucleoproteiden aufgebaut sein soll.
Aber, wie gesagt, es konnen nur Vermutungen gedullert werden, denn
es kann sich ebenso wahrscheinlich um Unterschiede im kolloidalen
Zustand des Cytoplasmas handeln, welche in naher Beziehung zum Fer-
mentapparat der Zelle stehen konmen (Literatur vgl. LEENARTZ ),

Zusammenfassung.

1. Die Methodik der Fluorescenzmikroskopie mit Ultraviolett- und
Blaulichterregung der Fluorescenz zur Beobachtung im durchfallenden
und auffallenden Licht wird eingehend beschrieben.

2. Die von StrueccER zu zellphysiologischen Untersuchungen an
Pflanzen ausgearbeitete Fluorochromierung der Zellen mit dem ba-
sischen Fluorescenzfarbstoff Acridinorange wird fiir Untersuchungen
an lebenden, iiberlebenden und toten tierischen wund menschlichen
Geweben neu ausgebaut.

3. Bs zeigte sich, dafi Herzmuskelzellen bei Anwendung isotonischer,
gepufferter Farblosungen sich praktisch so verhalten wie Pflanzen-
zellen. Im Gegensatz hierzu zeigen Bindegewebs- bzw. Endothelzellen
und Carcinomzellen bei der Fluorochromierung mit Acridinorange ein
vollig abweichendes Bild. ‘

4. An toten Zellen ist mit dieser Methode eine einfache Bestimmung
des isoelektrischen Punktes der Zellbestandteile mdglich.

5. Es wird geprift, ob sich die Differenzen im Verhalten der ein-
zelnen Zelltypen auf die unterschiedliche Stoffwechselaktivitit der
Zellen zurlckfiihren lassen.

6. Das mehr oder weniger hohe Oxydationspotential der verschie-
denen Zellen ist nach Versuchen mit Cyanvergiftung der zelleigenen
Atemfermente ohne Einfluf auf die Speicherung von Acridinorange.

7. Die ihren Energiebedarf vorwiegend durch Glykolyse deckenden
Carcinomzellen zeigen die bisher beobachtete stirkste Speicherung von
Acridinorange.

Virchows Archiv. Bd. 818. 108,
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8. Der glykolysehemmende Heptylalkohol hemmt bei Zusatz zur
Farblosung teilweise die Acridinorangespeicherung und kann nach
bereits vollzogener Farbung einen Teil des Farbstoffes aus den Zellen
verdringen. '

9. Bei quantitativen Versuchen an Hefezellen weist neben Heptyl-
alkohol auch Athylurethan eine Hemmwirkung auf die Farbstoff-
speicherung auf. Diese Hemmung wird in Beziehung gebracht zur
,-narkotischen® Hemmung der Glykolyse als Oberflichenwirkung durch
die beiden gleichen Substanzen.

10. Es 1aBt sich damit die Speicherung von Acridinorange in den
untersuchten Zellen auf 3 Einzelfaktoren zuriickfiihren: a) Elektro-
adsorption an amphotere HiweiBkorper, b) vAN DER WaaLssche Ad-
sorption an Oberflichen, die in gleicher Weise von den glykolysehem-
menden Stoffen Heptylalkohol und Athylurethan besetzt werden kéntien
und c) elektrostatische Bindung an Zellbestandteile ohne amphoteren

Charakter.
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