
Virchows Archly, Bd. 318, S. 119--154 (1950). 

Aus dem Pathologischen Institut der Westf~lischen Landesuniversitiit Mfinster 
(Direktor: Prof. Dr. reed. HEI~EI~ SI]~r 

Die Fluoroehromierung des lebenden, iiberlebenden und toten 
Protoplasmas mit dem basischen Farbstoff Aeridinorange 
und ihre Beziehung zur Stoffweehselaktivit~it der Zelle*. 

Von 
~ ORBERT SCH()M~IELI~EDER. 

Mit 7 Text~bbildungen. 

(Eingegangen am 27. Juni 1949.) 

Einleitung. - -  Die bisherige Verwendung des basisehen Fluorochroms Acridin- 
orange in der experimentellen Zellforschung. A. Eigene Methoden. B. Unter- 
suchungen fiber Speicherung yon Acridinorange im I-Ierzmuskel. C. EinfluB yon 
Cyan auf die Acridinorangespeicherung. D. Die Beziehungen zwischen Acridin- 
orangespeicherung und Glykolyse in Zellen. - -  Zusammenfassende ErSrterung 
der Versuchsergebnisse. - -  Zusammenfassung. - -  Literatur. 

Einleitung. 
Zellen oder Zellorte hoher , ,Oxydasewirksamkei t"  oder besser 

gesagt hoher Konzentration und Aktivit~t des Cytochromoxydase- 
Cytochromsystems (vgl. SCHti~MEL~]~D]~ 1) mfissen ein entsprechend 
hohes Oxydationspotential aufweisen. Bei Untersuchungen fiber den 
Sekretionsmechanismus des Kammerwassers konnten FRIED~W~D 
und S T I ~ n ~  ~ diese Parallelit~t am CiliarkSrper des Auges nachweisen 
Die epithelialen Zellen zeigten im Gegensatz zum Stroma sowohl eine 
starke Oxydasereaktion wie auch (bei Anwendung yon l~edoxindi- 
katoren) ein hohes l~edoxpotential. Diese normalerweise vorhandenen 
Potentialdifferenzen zwischen Epithel und Stroma fehlten, wenn das 
Fermentsystem inaktiviert wurde. 

I)erartige t)otentialdifferenzen zwischen Zellen verschieden hoher 
Oxydaseaktivit~t kSnnten sich, sofern keine weiteren Faktoren mit- 
oder entgegenwirken, auf das Ma~ der l~ermeation und Speicherung 
yon Ionen in das 1)rotoplasma der Zelle auswirken, indem Anionen 
(z. B. saute Farbstoffe) in oxydasenegative Zellen mit geringerem l~edox- 
potential starker eindringen oder gespeichert werden als in oxydase- 
positiven Zellen mit hSherem Oxydationspotential, w~hrend in um- 
gekehrter Richtung Kationen (z. B. basische Farbstoffe) in Zellen mit 
hohem I~edoxpotentia] verst~rkt permeieren bzw. gespeichert werden. 
FRIE])]~NWAZ]) und STIE]~LER betrachten den Transport yon lonen 

* Die Arbeit hat als H~bflitationsschrift (Tefl II) der Medizinischen Faku]ti~t 
tier Westf~lischen Landesuniversit~t Miinster vorgelegen. 
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(z. B. Farbionen) und auch yon Wasser im CiliarkSrper unter diesen 
Gesichtspunkten, auch machte bereits 1930 NAssoNov 3 die Hemmung 
oxydativer Prozesse im Zellprotoplasma fiir das Auftreten vitaler Kern- 
f~rbungen (d. h. des Farbstofftransportes vom Plasma zum Kern) mit 
basischen Farbstoffen im Sauerstoffmangel verantwortlich. 

Die Verh~ltnisse sind allerdings zumindest in manchen Zellen da- 
durch uniibersichtlicher, dab dort die Sauerstoffatmnng fiir die Er- 
haltung der Struktur der Plasmakolloide wesentlich zu sein scheint. 
So stellte z.B. RUNNsTRSM t an Eizellen nach der Befruchtung gleich- 
laufend mit dem Anstieg der Zellatmung eine ,,Verfeinerung der Struktur 
des Cytoplasmas" lest, welche durch Cyanvergiftung (m/5000 oder 
m/10000 KCN) sowie Sauerstoffmangel riiekg~ngig gemacht werden 
konnte. Dieser optisch feststellbaren Strukturverfeinerung des Cyto- 
plasmas nach der Befruchtung entsprach eine gr61~ere Stabilit~t der 
Plasmakolloide gegeniiber dem unbefruchteten El, die sich unter anderem 
in der Empfindlichkeit gegeniiber W~trme, Narkotica, Coffein, pH- 
.~[nderungen und hypotonischen LSsungen zeigte. G~sH und RI~s 5 
wiesen dann in ihren Vitaff~rbungsversuchen nach, dab gleiehzeitig 
mit der Verfeinerung der Struktur der Plasmakolloide und dem Anstieg 
der Zellatmung (deutlich auch an dem Auftreten einer positiven Ge- 
webs-Nadireaktion naeh der Befruchtung) basisehe Farbstoffe yon der 
befruehteten ]~izelle ira Gegensatz zur unbefruchteten in verstarktem 
MaB aufgenommen wurden. Allerdings fiihrt RIEs 6 selbst die Steigerung 
der vitalen F~rbbarkeit mit basischen Farbstoffen nicht auf die Atmungs- 
steigerung sondern auf die ~nderung der kolloidalen Struktur des 
Cytoplasmas zuriiek; ebenso werden yon ihm die Versuchsergebnisse 
yon 1NAsso~ov gedeutet als Auswirkungen yon Anderungen der sub- 
mikroskopischen Feinstruktur der KerneiweiBkSrper. Ru~s~R5~ ~ 
untersuchte unter Verwendung des basisehen Farbstoffes Britlant- 
kresylblau und des sauren Liehtgrfins die Untersehiede in der Vital- 
f~rbung unbefruchteter (gering atmender) und befruehteter (stark 
atmender) Eier yon Holothuria genauer. Er fand unter anderem bei 
F~rbungen mit Brillantkresylblau bei einem PH yon 6,6--6,7 nur eine 
Anf~rbung der befruehteten oder zur Entwicklung angeregten E i e r ,  
w~hrend die unerregten oder unbefruchteten Eizellen keine Farbstoff- 
speieherung zeigten. 

Zwar ist somit mehrfaeh beobaehtet, dal~ Zellen hSherer Oxydase- 
aktivit~t basisehe Farbstoffe in st~rkerem Ausmal~ speichern kSnnen, 
doch fehlen Untersuchungen, ob entsprechend einer Senkung des Oxy- 
dationspotentials dureh Fermentgifte auch eine Hemmung der Farb- 
stoffspeicherung erreieht werden kann. Falls dieser Befund erhoben 
werden k5nnte, w~ren wirklich Ausma$ der Farbstoffadsorption (so- 
weir diese nieht bedingt ist durch elektrostatisehe Bindung an Plasma- 
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eiweiGkSrper) und Oxydationspotential unmittelbar gekoppelt, w~hrend 
sie andererseits zwei unabh~ngig voneinander vorhandene Zelleigen- 
sehaften darstellen wfirden. 

Im Zusammenhang mit den obigen Betrachtungen seheint mir eine 
bisher kaum beaehtete Untersuehung yon M u ~ o  YABUSOE 7 wesentlieh 
zu sein. Dieser ver6ffentliehte bereits 1926 auf Veranlassung yon 
W. SCHOELLEa und O. WARBU~G aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut f/ir 
Biologie eine Arbeit ,,Uber Hemmung der Tumorglykolyse durch Anilin- 
farbstoffe". In  dieser Arbeit konnte naehgewiesen werden, dal] eine 
Reihe yon Anilinfarbstoffen die Tumorglykolyse elektiv hemmte. Am 
wirksamsten zeigten sieh Triphenylmethan- und Chinolinfarbstoffe, 
abet auch Aeridinderivate wie Trypaflavin, Aeridinorange u .a .  waren 
wirksam. 

MINA~I s konnte unter der Leitnng yon 0. WARBURG dureh I-Iem- 
mungsversuehe den Nachweis erbringen, dab die fermentative Glykolyse 
in der Zelle an der Oberfl~che yon Strukturelementen vor sieh gehen 
mull, da z. B. Heptylalkohol in der lebenden Hefe und im Carcinom- 
gewebe den anaeroben Kohlenhydratabbau um 100% hemmte, w~hrend 
in der strukturfreien FermentlSsung des HefepreBsaftes dureh I-Ieptyl- 
alkohol die Glykolyse nut  zu 12% hemmbar war. Zwar erreichten in 
den Versuchen yon YA~USOE die Werte der Hemmung dureh Anilin- 
farbstoffe nicht diejenigen des Heptylalkohols, abet immerhin zeigte 
z. B. Malaehitgr~in eine 70%ige, Trypaf]avin 26%ige und Acridinorange 
17%ige t temmung der Glykolyse im FL~XNE~-Jo~LI~Gschen ]~atten- 
careinom. Obwohl bislang hierf~r der strenge I~achweis nieht erbraeht 
ist, kann man in Analogie zum Verhalten des Heptylalkohols annehmen, 
dab es sich bei der Wirkung der Anilinfarbstoffe ebenfalls um Blockade 
wirksamer Oberf]~chen handelt. 

Seit den Arbeiten y o n  1)ASTEUR~ MEYEI~HOF, WAI~BURG 9 U . a .  i s t  

bekannt, dab nicht nur die Careinomzelle, sondern grunds~tzlieh jede 
Zelle in ihrem Kohlenhydratstoffwechsel eine anaerob ~blaufende Phase 
des Stoffumsatzes aufweist, die in den meisten F~llen nur deshalb nieht 
nach auBen hin in Erscheinung trit t ,  da deren Spaltprodukte (Milch- 
s~nre bzw. Triosephosphors~ure) dureh l~esynthese oder aeroben Ab- 
ban verschwinden. Atmung und Glykolyse bedingen demnaeh im we- 
sentlichen die Stoffwechselleistung der Zelle soweit es sich um energie- 
liefernde Prozesse h~ndelt. Beide, Atmung und Glykolyse, sind zwar 
gekoppelt, stellen aber keine voneinander abh~ngige GrS~en dar, wie 
auf der einen Seite Tumorgewebe mit fiberwiegender Glykolyse und auf 
der anderen Seite ausgewachsenes epithelia]es Gewebe mit fiberwiegen- 
dem oxydativen Stoffwechsel zeigt. 

Da in jeder Zelle ein gewisses MaB an Glykolyse abl/~uft, mtiBte 
es theoretisch ~enigstens mSg]ieh sein, bei genfigend empfindlichen 
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~Nachweismethoden an glykolytisch wirksame Oberfli~chen adsorbierte 
Farbstoffe nachzuweisen. 

In dem oben dargestellten Zusammenhang interessierte reich die 
:Frage, ob am tIerzmuskelgewebe die Speicherung bestimmter basischer 
Farbstoffe yon der Intensitiit des Zellstoffwechsels abh~ngig ist und 
durch I-Iemmung der Atemfermente oder der glykolytischen Tiitigkeit 
der Zelle eine ~nderung in der Farbstoffspeicherung erreicht werden 
kann. 

Bei der LSsung der Frage, ob die Stoffwechselaktivit~t des Proto- 
plasmas die F~rbbarkeit beeinflusse, war die Verwendnng organischer 
Farbstoffe im ttellieht (Diachrome) wenig aussichtsreich, da infolge der 
hier zur F~rbung erforderlichen hohen intracellul~ren Farbstoffkon- 
zentration (1 : 100 bis 1 : 1000) im Gewebe Mengenunterschiede geringerer 
Art nur wenig oder fiberhaupt nieht im Protoplasma nnterscheidbar 
sein konnten. Fluorescenzfarbstoffe (Fluorochrome) anzuwenden, war 
hier die einzige erfolgversprechende MSglichkeit. Im Fluorescenz- 
mikroskop kSnnen Zellstrukturen bereits als fluorochromiert erkannt 
werden, wenn sie den Farbstoff im Verhi~ltnis 1:5000 bis 1:50000 ge- 
speiehert haben (STRuGGER10). Unter den in der Literatur angegebenen 
Fluorochromen schien mir der bereits oben erw~hnte Farbstoff Acridin- 
orange (3,6-Tetramethyldiaminoacridin) sehr geeignet zu sein, da er 
in seinen physikochemisehen Eigenschaften gut durchuntersueht (vgl. 
STRUGGle1~ worden ist. Neben seiner glykolysehemmenden Wirkung 
war das wesentlichste Moment ffir die Wahl dieses Farbstoffes die 
Tatsache, da~ Aeridinorange im Ultraviolett- und Blaulieht eine kon- 
zentrationsabhiingige Farb~nderung yon grfin fiber gelb und orange zn 
kupferrot zeigt (ST~uGG~R), wodureh erst Aussagen fiber das Ausmal~ 
der Farbstoffadsorption ermSglicht werden. Dureh die Untersuchungen 
yon STRUGGER und Mitarbeitern an Pflanzenzellen, Bakterien und Hefe 
war bereits gezeigt worden, dab die Plasmakolloide bei Sch~digungen 
sehr empfindlich mit einer Steigerung der Adsorption yon Acridin- 
orange reagieren. Der genannte Effekt war es, der es ST~UGGw~ 
ermSgliehte, mit Hilfe yon Acridinorange lebende und tote Zellen 
voneinander zu unterscheiden. Diese Eigenschaft des Protoplasmas 
muBte bei den eigenen Untersuchungen eingehend berficksichtigt 
werden, da sie die yon mir erwarteten Konzentrationsunterschiede 
des Farbstoffes in Zellen verschieden hoher Stoffwechselaktivit~t 
verdecken oder fiberlagern konnte. Da sieh auger einigen wenigen 
Angaben (STRuGGE~ 1 , K~BS n) im Schrifttum keine Anhaltspunkte 
ffir die Vitalfluoroehromierung tieriseher oder menschlicher Zellen 
oder die Anfarbung toten Gewebes mit Aeridinorange linden lieBen, 
war zum Zwecke der eigenen Versuche die Methodik vorwiegend neu 
auszuarbeiten. 
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Die bisherige Verwendung des basischen Fluorochroms Acridinorange 
in "der experimentel len Zell/orschung. 

[ l 
I I I /  

Aoridinorange ( 3,6 -Tetramet hy]diaminoaoridin). 

Acridinorange (3,6-Tetramethyldiaminoacridin) wurde erst 1940 yon STRU~- 
GER z~ und yon BUKATSCI{ nnd ~IAITIi~-GEP~ 1~ unabh~ingig voneinander zur Fluoro- 
ehromierung yon Zellen angewandt. Eine Zusammenfassung der bisher erreichten 
Ergebnisse braehte der erstere kiirzlieh in den ,,Naturwissensehaften". In meinem 
~dberbliek kann ich im wesentlichen auf diese 
Darstelhmg zuriiekgreifen. STI%UGGEI% und Mit- 
arbeiter benu~zten das Acridinorange zu plan- % 
mi~Bigen zellphysiologisehen Arbeiten an leben- I /00 
den und toten Pflanzenzellen. Quantitative [ 
Untersuchungen tiber das Verhalten des Aeridin- 
orange stellte K6LB~L 13 unter tier Leitung _~50 
von STRUGGER mit  Hefezellen an. 

Aeridinorange ist ein basischer, kathodischer "~ 
Farbstoff. Seine Dissoziationskurve wurde yon 
K6LBEL colorimetrisch bestimmt (vgl. Abb. 1). 
Naehdem Jn~-s]~N za zeigen konnte, dab Aeridin- 
orange in verdiinnter LSsung im dissoziierten 
Zustand sehwach grtin und im undissoziierten 
stark grtin fluorescierte, stellte STRUGr als 
hervorstechendes Merkmal dissoziierter Aeridin- 
orangel6sungen den ,,Konzentrationseffekt", 
d .h .  eine Abh&ngigkeit der Fluorescenzfarbe 
yon der Konzentration einer wi~Brigen LSsung 
lest. Sehr konzentrierte LSsungen (1 : 100) 

"fl--•cf/g/,qaf•/Tg8 H~ 

' 6" ' 8 10 /2 /~ 

Abb. 1. Die Dissoziationskurve 
des Aeridinor~nge, bestimmt 
dul'eh colorimetrisehe 1V[essung 
der Farbtiefe. Der ausgezogene 
Teil tier ]Kurve ist ausgemessen, 
w~%hren4 der gestriehelte-Teil 

theoretisch erg~uzt ist 
(naeh I[6LBELZa). 

fluoresoieren kupferrot bis blutrot, weniger starke LSsungen (1:1000) leuehten 
krgftig gelbgrfin und schwaehe LSsungen yon Aeridinorange (1:10000)zeigen 
eine griine Fluorescenzfarbe. Molekulare L5sungen der Farbbase weisen diesen 
Konzentrationseffekt nicht auf. Weiterhin stellten ST~UGG~R 10 und KSLB~L 1~ 
eine besonders hohe Einlagerungsfghigkeit dieses Farbstoffes in ]ebendes Proto- 
plasma lest, welche die anderer basischer Fluorescenzfarbstoffe (z. B. Auramin) 
welt iibertrifft. Am Beispiel der oberen Epidermis der Zwiebelsehuppe yon Allium 
cepa konnte die pn-Abhgngigkeit der Fluorochromierung lebender und toter Zellen 
gezeigt werden. Tabelle 1 bringt die dabei gefundenen Ergebnisse. 

STRUGGE~ sehreibt hierzu: ,,Das Verhalten der Zellmembranen ffigt sieh in 
das gewohnte Bfld, wie wires  vom Neutralrot kennen, ein. Um Pn 3 ist die Zellu- 
]ose elektriseh weitgehend entladen und lg~t nur eine Imbibition durch das Aeridin- 
orange in griiner Fluoreseenzf~rbe erkennen, withrend bei hSheren pu-Werten, 
solange der Farbstoff dissoziiert ist, eine kr~ftige Kationenadsorption an der kupfer- 
roten Fluoreseenzf~rbe der Ze]lmembr~nen beobachtbar ist. Sowohl das lebende 
als auch das tote Protoplasma vermag das Acridinor~nge zu speiehern. W~hrend 
das tote Protoplasma unterhalb des maBgebliehen IEP  M der Eiweil~kSrper in gr'tiner 
Fluoreseenzfarbe leuehtet, wird oberhalb des I E P  M eine starke Elektroadsorption 
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m 

pit 

2,68 

4,74 

6,50 

8,02 

Tabelle 1. Die pH-Abhiingiglceit der Fluorochromierung lebender und toter Zellen 
(naeh STRUGGERI~ 

Lebend Tot 

m an'  Cyto- ~e br plasma Kern 

+ +  
gelb - 
griin 

+ + + +  
kupfer- 

++ct+ § 

i kupfer- 
rot 

+ 
griin 

I 
- -  + 

grfin 

+ §  
grfin 

~ - + +  + + + +  
griin gelb - 

griin 

I 

Bemer- Vacuole kungen 

- -  keine 
Vacuolen 
kontrak- 

tion 
+ Vaeuolen 

sehwach kontrak- 
rSttich tion 
grfin ', 

+ + + + Vaeuolen- 
kupfer- kontrak- 

rot [ tion 

i I 
I 

~- ~ Leuehtintensit/~t. 

i%[em- i Cyto- 
bran plasma 

+-4- + + +  
gelblieh i gelb- 

+ + +  
kupfer- 

rot 

- +  
kupfer- 

rot 

Kern 

+ + §  
kupfer- 

griin rot 

+ + +  + + + +  
kupfer- kupfer- 

rot rot 

+ + +  + + + +  
kupfer- kupfer- 

rot rot 

+ +  + + + +  
kupfer- gelb- 
rot, fahl griin 

i 

I 

Bemerkungen 

Cytoplasma 
Stich ins 
RStliehe 
haufig 

Kern zur Rot- 
f~rbung be- 
f~higt, aber 
erst an der 
Peripherie 
rot. Stark 
gequollen 

erzielt, deren Folge das Auftreten einer kupferroten Fluorescenzfarbe ist. Das 
]ebende Protoplasma speichert dagegen im extrem sauren Bereieh nieht, wohl 
aber ist zwischen Pn 4 trod 5 im Plasma und im Kern das rasche Auftreten 
einer grfinen Vitaffluorochromierung zu beobachten. Diese Vitalfluorochromierung 
bleibt griin und verst/~rkt sich mit  abnehmender Aeidit/it der Farbl6sung noch 
betr/ichNich. Eine kupferrote Fluorescenz ist am lebenden Protoplasma selbst 
nach stunden- mad tagelanger ~berfarbung in konzentrierten Farbb/~dern nicht 
zu erzielen. 

Das lebende Protoplasma vermag sonach nur  eine beschr~nkte Menge an 
Acridinorangekationen zu binden, w/~hrend das tote Protoplasma den Farbstoff 
in groBer Menge elektroadsorptiv speichert und daher in kupferroter Fluoreseenz- 
farbe erstrahlt. Auf Grund dieses Konzentrationseffektes ist mit  Hilfe der Acridin- 
orange-Fluorochromierung eine siehere ~ethode gegeben, um lebendes yon totem 
Protoplasma unter Einhaltung bestimmter Bedingungen (pR-Bereich zwischen 
5 und 7,5, F/~rbung im FarbstofffiberschuB, keine extreme Aufquellung des Proto- 
plasmas durch Laugen, konzentrierte Ss oder andere Einflfisse, welche zur 
vollst~ndigen Peptisierung des Protoplasmas fiihren) auf experimentellem Wege 
zu unterseheiden. Nicht nur  die Extreme Lebend and Tot ]assen sich mit  dieser 
Methode analysieren, sondern unsere Erfahrungen haben eindeutig gezeigt, dab 
das Auftreten gelber, orangegelber oder orangeroter Farbt6ne dazwisehenliegende 
Seh/idigungsstadien des Protoplasmas nekrotiseher Natur anzeigt. Die Empfind- 
]ichkeit der Acridinorangemethodik geht soweit, dab an Metaphytenprotoplasten 
meehanische, streng lokalisiert angesetzte Insutte (Quetschen mit  der Mikronadel 
des Mikromanipulators) dureh eine ins R6tliche ver~nderte, streng lokalisiert 
auftretende sekund~re Fluorescenz naeh Acridinorangef/~rbung sichtbar werden. 
Schon eine mechanische Deformation des EiweiBmieellargeriistes im Protoplasma 
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wird dureh diese Vitalfgrbungsmethode eindeutig beobaehtbar. Das Verhalten 
der Zellsaftr~ume schlielBt sigh eng an die Erfahrungen mit  NGutralrot an." 

Diese yon S~u(~a~]~ auf Grund der Ergebnisse seiner qualitativen Unter- 
suchungen an hSheren Pflanzenzellen ge~uBerten Ansichten konnten durch die 
bereits oben erw~hnten quantitativGn Bestimmungen yon KS~]~L an ttefezellen 
best~tigt werden. Bei sonst gleichen Bedingungen nahm eine lebende Hefezelle 
2 �9 l0 -~~ mg und eine tote ttefezelle 27 .10  -~~ mg Acridinorange auf. Die quanti- 
tative Farbaufnahme dutch Hefezellen in Beziehung zum p~ der FarblSsung und 
zum isoelektrischen Punkt  (IEP) der ZellGiweil~kOrper zeigt Abb. 2, welche ich 
der Arbeit yon KOL~L entnommen habe. l~krokataphoretische Untersuchungen 
sowie Vergleichsversuche mit  dem gleiehfalls basischen Fluorescenzfarbstoff Aura- 
rain zeigten, dab zwar die Bindung des Farbstoffes an 
das Zelleiweil~ elektrostatischer Natur sein muB, aber 
bei der Vitalf~rbung nur ein Tell der vorhandenen 
Ladungsqualit~ten der PlasmaeiwGi~k~rper neutralisiert 
w~rd. Dabei ist das Ausmal~ der Speicherung der ver- 
schiedenen Farbstoffe unter sonst gleichen Versnchs- 
bedingungen unterschiedlich; Acridinorange erreiGhte 
bei den genannten Untersuehungen das hSchste Ma] 
an Adsorption und doch mull nach den kataphore- 
tisehen Untersuchungen Gin Rest an Ladungsqualit~ten 
verffigbar geblieben sein. Die Unterschiede in dGr 
Adsorption beider Farbstoffe sowie die TatsaGhe der 
in jedem Tall nnvollst~ndigen NGutralisation wird yon 
ST~uocE~ und Mitarbeitern auf sterische oder andere 
spezifisehe Verh~ltnisse zuriickgeffihrt. 

Anf Grund der bisher besprochenen Befunde kommt 
S~'~UCaER ZU der. Ansieht, das lebende Protoplasma 
besitze nm" eine besetn-~nkte Einlagerungsf~higkeit ffir 
Aer]dinorangekationen. Es sei das lebende Protoplasma 
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JEP~, 7 t H ~  

Abb. 2. Farbstoffspeiche- 
rung yon Acridinorange 
(c = 0,5- 10 -3 l~ol/Liter) 
in lebenden (I) und toten 

(II) Hefezellen (nach 
] ~ L B E L  13) .  

ein hoehgeordnetes, aber stark geschlossenes System. Mit dem Absterben trete 
gleichzeitig eine Denaturierung der Eiweil]kSrper ein. Das wohlgeordnete EiweiB- 
micellargerfist werde irreversibel zerstSrt und das daraus resultierende Koagel 
sei im Hinbliek auf sein AdsorptionsvermSgen ffir Kationen ein offenes System. 
Somit zeige die Aeridinorange-Fluorochromierung gerad8 diejenigen strukturellen 
Veranderungen des Protoplasmas an, welehe ffir das Absterben des Systems 
,Protoplasma" charakteristisch seien. 

Die genannten Untersuchungen yon ST~CGER regten zu einer ganzen Reihe 
yon Arbeiten an, die vorwiegend an Pflanzenzellen und Bakterien durchgeffihr~ 
wurden (vgl. ST~UGCE~ und Mitarbeiter 1~ sowie JOhANnES 15, K ~ S  n, Gs 
und Mitarbeiter 16 u.a.) .  Am tierisehen M~terial fehlen bisher meines Wissens 
eingehende Untersuchungen. Wohl konnte STn~GGE~ an den Speicheldriisen- 
ehromosomen yon Drosophilalarven eine verst~rkte Fluoroehromierung der 
thymonueleins~urehaltigen Querscheiben gegeniiber den Zwischenscheiben fest- 
stellen, auch gelang es ihm, Tryloanosomen mit  Aeridinorange anzufarben, sGhliel]- 
]ieh glfiekte es ihm zusammen mit ROS]~ER~V, R 10 nachzuweisen, dab vitalgef~rbte 
Spermatozoen des Ziegenbocks roll  befruchtungM~hig blieben, somit die Vital- 
fluoroehromierung des Kernes und Cyt~plasmas mit  Acridinorange keine tief- 
greifenden St5rungen des Lebenszustandes hervorrus doch zu systematisehen 
Versuehea an tierischen Zellen zeigten sich bisher nur geringe Ans~tze. ASKER 17 
berichtete 1947 auf der Physiologentagung in Bonn fiber erfolgreiehe Vitalfluoro- 
ehromierungen ganzer hSherer Tiere (M~use und FrSsche) mittels Acridinorange. 
:Bei parenteraler Verabreichung des Farbstoffes gelangte das Acridinorange fiber 
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den Blutweg an die KSrperzellen und firbte diese in Kern und Cytoplasma so 
kriftig, da~ die gefi~rbten Zellen unter dem Fluorescenzmikroskop betrachtet 
werden konnten. 

Hinzuwe~sen ist in diesem Zusammenhang noch auf eiae kurze Mitteilung yon 
KREBSn,~wonach fiir pflanztiche und tierische Zellen art~igene Gesetzlichkeiten 
des ~rbungseffektes bestehen sollen uud insbesondere die Einhaliung bestimmter, 
fiir jede Zellart charakteristischer Beobachtungstermine erforderlich sei. 

A. Eigene Methoden. 
I.  Fluorescenzmilcroskopie. 

Bei der Fluorescenzmikroskopie hat die Lichtquelle nur den Zweck, im mikro- 
skopisch beobachteten Priparat Gewebsanteile selbst oder gespeicherte Farbstoffe, 
die ihrer chemischen Konstitution nach dazu bef~higt sind, zur Fluorescenz, d. h. 
zum Selbstleuchten anzuregen. Dazu wird iiblicherweise das langwellige Ultra- 
violet~ (UV) oder abet neuerdings Blaulicht angewandt. Die Lichtstrahlen anderer 
Wel]enlingen der Beleuchtungsquelle miissen aus dem Strahlengang herausgeffltert 
werden, da sie sonst infolge ihrer grSBeren Intensiti t  die verh~ltnism~l~ig schwache 
Fluorescenz des Pr~tparates fiberstrahlen wtirden. Dieses ffltrierte UV.- oder 
Blaulicht wird auf das mikroskopische Priparat geteitet und erregt dort die Fluo- 
rescenz in den dazu befihigten Anteilen. Die Reststrahlung des UV- oderBlau- 
lichtes, die (lurch das Priparat hindurchgeht und mit dem Fluorescenzlicht durch 
das Mikroskop das Auge erreichen wiirde, muB vor dem Auge aus dem Strahlen- 
gang ausgeschaltet werden, da die UV-Strah]ung Linse und Netzhaut des Auges 
zur Fluorescenz anregen, wihrend das sichtbare Blaulicht daneben auch die 
Finorescenz des Priparates iiberstrahten wfirde. Die Ausschaltung deravt4ger 
sch~dlicher Strahlung wird dutch Okularsperrfilter (Euphos- bzw. Gelbfflter) oder 
entsprechende Deckgli~ser erreicht. 

Aus dem oben Gesagten ergibt sich, daI~ nur bei der Fluorescenzmikroskopie 
im ultravioletten Licht alle ~luorescenzfarben des sichtbaren Spektralbereiches 
festzustellen sind, w~hrend im Blaulicht die violetten und blauen Fluorescenz- 
farben infolge Ausschaltung durch das Okularsperrfilter nicht beobachtet werden 
kSnnen. Bei Verwendung yon Blaulicht ist weiterhin zu beachten, dal~ die beniitz- 
ten gelben 0kularsperrfilter die zu beobachteten Fluorescenzfirbungen in ihrer 
FarbtSnung nach Gelb herfiber verschieben, es tritt somit eine wenn auch gering- 
gradige VerfMschung des Farbeindruckes auf. Auf der anderen SeRe wird bei 
Verwendung der iiblichen Kohlenbogenlampe infolge der wesentlich hSheren 

�9 Strahlungsintensit~t im Blauanteil bei ~luorescenzerregung durch Blaulicht eine 
sehr erheblich st~rkere Fluorescenz des Pri~parates beobachtet Ms im UV-Licht 
der gleichen Lichtquelle. 

Aus diesen ein]eitenden Worten ergibt sich die Anordnung des Fluorescenz- 
mikroskopes yon selbst. Bei den eigenen Un~ersuchungen wurden ~luorescenz- 
beobachtungen im durchfallenden und auffallenden Licht angestellt. Die hierfiir 
efforderlichen Gerate wurden aus vorhandenen Mittehl zusammengestellt und 
sollen im folgenden kurz beschrieben werden. 

a) Beobachtung im durch/allenden Licht. Die hierfiir zusammengestel]te Appa- 
ratur zeigt Abb. 3 schematisch. NIit ihr wurde im wesentlichen die Anordnung 
der yon ELLr~G~R und HIRT is fii~ UV benutzten Apparatur kopiert. 

Die beniitzte grol~e Luminescenzbogenlampe (14) yon Leitz besteht aus einer 
lichtstarken Bogenl~mpe, die mit gewShnlichen Kohlen (13) beschickt ist. Vor 
dem leuchtenden Krater sitzt in der Lampe eine asphirische Beleuchtungslinse aus 
Hartglas (12) yon 50 mm Durchmesser und 50 mm BrennweRe. Der Abstand der 
Beleuchtungslinse yore ]{rater kann dutch den Schneckentrieb (11) variiert werden. 
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])ie Hartglaslinse ist ftir die UV-Strahlung (350--400 m/t) durehl/tssig. Auf diese 
Beleuchtungslinse folgt eine Kiivet te  yon 10 em Sehiehtdieke, die zur Aufnahme 
einer  1- -2%igen Kupfersulfatl6sung bes t immt  ist. ])iese Kupfersulfatl6sung ha t  
den Zweck, die W~rmestrahlen der Laml0e und das /~ugerste rote Ende des Spek- 
t rums zu absorbieren. Auf  dieses Flfissigkeitsfilter folgt ein UG-Fil ter  (9) yon 
2 mm Schiehtdieke, es absorbiert  bis auf  einen sehwaehen Liehtanteit  im ~tuBersten 
P~ot das siehtbare Licht  und li~Bt ul t raviolet te  Strahlen zwisehen den Wellenlfingen 
350 und  400 m# dureh. ])ie go tkomponen te  des sichtbaren Liehtes mug daher 
Yon der vorher erw~hnten Kupfersulfatl6sung absorbiert  werden. 

Als Mikroskop (4) wurde ein gewShnliehes ZeiBmikroskop EOA 116 verwandt.  
])as dureh die Beleuchtungslinse (12) konvergent  gemaehte UV-Lieht  wird fiber 
den Planspiegel (5) dureh den Kondensor (7) zum Pri~parat geleitet. Zur Aus- 
schaltung der noeh dureh das 
Okular gelangenden UV-Strahlung 
wurde ein Sperrfilter aus Euphos- 
glas (8) verwandt.  

In  dieser Zusammenstellung 
gelangte das Ger~t bei UV-Lieht  
zur  Anwendung. Sollte Blaulicht 
verwandt  werden, so wurde das 
UV.-Fil ter  (9) entfernt  und in den 
Fflterhalter (6) wurden 2 ]~Iau- 
filter (durehl/issig fiir Wellenl/ingen 
bis 500 m#) eingesetzt. Gleiehzeitig 
kam an  die Stelle des UV-Sperr- 
filters aus Euphosglas (8) ein fiir 
Blau undurehlassiges Gelbfilter 
vom Typus OG 1 (Sehott  & Gem). 

~ei  Ob jektivvergr6gerungen 
bis zur 30fachen war otme weiteres 
ein klares Fluoreseenzbild sieht- 
bar. Wurden jedoeh stiirkere Vet- 

Abb. 3. Schematische Skizze der Fluoreseenz- 
einriehtung fiir durchfallendes Licht. 1 optische 
;Bank ; 2 Grundlol~tte ; 3 5'[ikroskopsoekel; 
4 !~Iikroskop; 5 Planspiegel; 6 Filterhalter; 
7 Niondensor; 80kularsperrfi l ter;  9 UV-Filter 
UG; 10 Filterkiivette rnit J~2upfersulfatl6sung; 
11 Sehneekenfiihrung o fiir Beleuchtung'slinse; 
i 2 asphfirisehe Beleuehtungslinse aus ICIurtglas ; 
13 EXohlenelektroden; 14 Leitz-Lumineszenz- 

bogenlampe. 

gr6gerungen angewandt,  so maehten  sich, insbesondere bei der  intensiveren dureh 
Blaulieht erregten Fluoreseenz, Ubers t rahlungen st6rend bemerkbar.  Einzelne 
Part ikel  leuehteten so stark, dab andere, sehw~ieher fluoreseierende Nachbar-  
tei lehen fiberstrahlt  und  somit  unseharf  abgebildet wurden. Hier mul3te das 
Lieht  ged/tmpft werden, doeh bezog sieh dies nu t  auf  das siehtbare Lieht,  das 
yon den selbstleuehtenden Teilehen des Objektes ausgestrahlt  wurde und niebt  
au f  jenes der Bogenlampe. Hierzu wurden in die Starkeren Objektive ent- 
spreehende Kreisblenden eingelegt, wodureh zwar liehtsehw~iehere, abet  seh~irfer 
begrenzte  Bilder mi t  gr6Berer Tiefenseh~irfe erreieht werden konnten.  

b) Beobachtung im au//aUenden Lict~t. Fiir Untersuehungen am ganzen Tier 
oder am fiberlebenden, isolierten Herzen wurde in Verbindung mi t  einer groBen 
Lumineseenzbogenlamloe der Leitz-Ultropak zur Aufl iehtbeobaehtung verwandt .  
Eine Ansieht  der Gesamtappara tur  zeigt Abb. 4. Eine schematische Zeiehnung 
br ingt  Abb. 5, in welchem die Anordnung des Ultropaks besonders angegeben ist. 
Die als Lichtquelle verwandte grol]e Luminescenzbogenlampe yon Leitz wurde 
bei einer Stromst~rke yon 14 Amp. mit  Weehselstrom yon 60 Volt betrieben. Bei 
Untersuehungen im UV-Lieht  wurde die yon der Bogenlaml~e entwiekelte Lieht- 
s t rahlung mittels UG-Fi l ter  (3) gefiltert, %vfihrend beim Arbeiten mit  Blaulieht 
dieses entfernt  wurde und  s ta t t  dessen in den Fil terhal ter  (6) 2 Blaufil ter ein- 
gesetzt waren. Unmi t t e lba r  ~-or der Bogenlampe war der Beleuehtungsansatz (2) 
des Leitz-Ultropak angebraeht.  ])as Ultropakmikroskop selbst war an einem 
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verstellbaren S~ulenstativ montiert. Die zu untersuchenden Objekte befanden 
sich auf  einem yore Ultropakmikroskop unabhangig verstellbaren Tisch. 

II .  FSrbemethoden. 

In  dieser Arbeit wurde systematisch die Fluorochromierung ~ierischen 'Ge- 
webes mit Acridinorange in verschiedeneri Modffikationen und unter Abwandlung 

Abb. 4. Gesamtansicht des Ger~es zur Beobachtung im Auflichto 

der  Bedingungen un~ersucht. Die Einzelheiten dieser F~rbemethoden werden 
ausfiihrlich bei den entsprechenden Versuchsreihen besprochen. 

Um isolierte Herzen und Gefrierschnitte des unfixierten Gewebes mi~ mSglich- 
ster Schonung der kol|oidalen Struktu~ der ZelleiweiBkSrper f~rben zu kSnnen, 

3 / 
Abb. 5. Schernatische Zeichnung der l~ltropakeinrichtung zur Beobach~ung im auf- 
fallenden Licht. 1 ~r 2 Beleuchtungsansatz zum Ultropak; 3 UG-Filter 
fiir UV-Licht; d Leitz-Lumineszenzbogenlampe; 5 Ultrapakob]ektiv; 6 Fi]terhalter 

ffir :Blans 

war es erforderlich, isotonische FarblSsungen zu benutzen, bei denen die Ein- 
halt ung einer definierten Wassers~offionenkonzentration m6glich war. Die ge- 
br~uchlichen Na-K-Phosphatpuffer sind fiir derartige Zwecke nicht gut zu ge- 
brauchen, da der K~liumgehalt stSrt. Nach v. MV~ALT ~~ sind jedoch zur beliebigen 
pi~-Einstellung sehr gut isotonische Phosphatpuffer yon 0,164 m NaH,PO 4 und 
0,630 m NaOH (fiir Warmblfiter) bzw. 0,119 m NaI-I2P04 und 0,429 m N a 0 I t  
(ffir Kaltbliiter) geeignet. 
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Zur J-Ierstellung dieser Gemische wurden StammlSsungen yon 0,5 m N~H~POt 
nnd m NaOIt vorratig gehalten, aus diesen wurden entspreehend den Angaben 
yon v. MV~ALT die Ausgangsl6sungen angesetzt (ffir Saugetiergewebe (A = 
0,56~ 164em S 0,5m NaH2PO4d-336cm a H20=0 ,164mNaI tePO ~ (A = 
0,560 C). Diese LSsung wurde als ,,Phosphat" bezeichnet. Die als ,,Lauge" be- 
zeiehnete AusgangslSsung bestand aus 63,0 cm a m NaOH d-37,0 em a H20 = 
0,630m NaOtt. Ffir Frosehgewebe (A = 0,400 C) wurden folgende L6sungen her- 
gestellt: ,,Phosphat" : 119 cm S 0,5 m NaH2PO 4 d- 381 em S H20 ~ 0,119 m NaH2PO 4 
(A=0,40~ und ,,Lauge": 42,9emS m NaOHd-57,1cm a t I 2 0 = 0 , 4 2 9 m  
NaOH). 

Die beniitzten isotonischen Puffergemisehe wurden dutch Mischert entspre- 
chender Mengen ,,Lauge" mit ,,Phosphat" gewonnen. Diesen PufferlSsungen 
wnrde dann der Farbstoff in Substanz zugesetzt. Zrtr Herstellung yon L6sungen 
unterhalb PH 3,5 wurde ,,Phosphat" mit 0,i m HC�94 versetzt. Zwar war unterh~lb 
PH 5,4 die Pufferkapazitat der Gemisehe nicht mehr grog, reiehte jedoeh bei der 
angewandten kleinen Gewebsmenge (meist Sehnittpraparate) und dem erheblichen 
UberschuB an L6sung aus, rtm die Wasserstoffionenkonzentration innerhalb der 
gewiinsehten Grenzen konstant zrt halten. 

Die Kon~rolle der Puffergemisehe rtnd gepufferten Farbl6sungen erfolgte 
mittels elektrometrischer pH-]~estimmung art der Chinhydronelektrode (benu~zbar 
his p~ 8; bei gut gepufferten L6sungen, einem erhebliehen ~berschul3 an Chin- 
hydron und bei schneller Ablesung mit ausreichender Genauigkei~ his PH 9; vgl. 
KOnD~TZKI ~) bzw. bei starker alkMischen L6sungen eolorimetrisch mit Hilfe 
yon Farbinclieatoren. Bei der elektrometrisehen Bestimmung diente die gesattigte 
Kaliumchlorid-Calomelelektrode als VergMehselektrode. Die MeSsungen wnrden 
nach dem Kompensationsverfahren am Pote}atiometer nach Dr. Tm~uN (StrSh- 
lein & Co.) durehgeffihrt . . . .  

B. Untersuehungen  fiber Speicherung yon Acridinorange im Herzmuskel .  

I.  Versuche am Froschherzen. 
a) Vital]Srbung. Versuchsanordnung: Vier Fr6schen (Rana esculenta bzw. 

temporaria) wurde eine Acridinorangel6sung (1:100 in 0,6%iger KochsalzlSsung) 
in den R~ickenlymphsack injizier~. Die Injektionsmenge wurde so gewah1~, dag 
der einzeine Frosch je Gramm K6rpergewicht I mg  Acridinorange erhielt. Nach 
15--17 Std wurden die Fr6sche in der fiblichen Weise dekapitiert. Das Herz wurde 
nach Ausbohrung des l~fickenmarks freigelegt. Mit dem Ul~ropak beobachtete 
ich sodann die in situ befindlichen, schlagenden Herzen in der Aufsicht bei UV- 
und Blaulich~. Anschliegend wurden die 1%rzen herausgenommen und nochmals 
im Auflicht betrachte~. Wahrend de r  Beobachtungszeit mugten die Herzen 
dureh Aufbringen yon physiologischer Kochsalzl6sung vor dem Austrocknen 
bewahrt werden. Zwei ~erzen (Reihe I) wurden sodann auf dem Gefriermikrotom 
mit unSerkfihl~em 1VIesser bei einer Schni~dicke yon 20/x geschnitten. Die Schnitte 
wurden in physiologischer Natriumchlorid16sung (0,6%) aufgefangen, auf einen 
Objek~tr/iger aufgezogen, in 0,6%iger ~aC1-L6sung eingedeck~ und bei durchfM- 
lendem ]~lart- und UV-Licht auf ihre Finorescenz gepriift. Die beiden anderen 
isolierten, schlagenden Herzen (1%eihe II) wrtrden in Acridinorangel6sung (1:100 
in lJhysiologischer KochsalzlSsung) i0 rain lang eingelegt, sodann 30 rain lang in 
entsprechender, aber farbfreier L6sdng yore iiberschfissigen Farbs~off befreit ~md 
anschliel~ertd im Auflicht betrachtet. Auch diese, nach der Behandlung immer noch 
schlagenden Froschherzen wurden dann auf dem Gefriermikrotom in Schnitte 
zerlegb rtnd im durchfMlenden Licht gepriif~. 

Virchows ArchlY. Bd. 318. 9 
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Ergebnis. Die vital  im lebenden TierkSrper gef~rbten Herzen zeigten 
in jedem Full den gleichen Befund, gleiehgiiltig, ob sie in situ, isoliert 
oder in Gewebsschnitten betrachtet  win'den. Die Herzmuskelfasern 
leuchteten in ihrem Plasmaanteil  mittelgriin, die Kerne der tIerzmuskel- 
zellen w~ren nut  wenig in ihrer F~rbung yore Zellplasma verschieden, 
w~hrend die Kerne des Capillarendo~hels und des subendothelialen 
Bindegewebes hell gelblich-griin leuchteten (vgl. Abb. 6). Das Plasma 
der Endothel- und Bindegewebszellen hat te  praktisch keinen Farbstoff  
aufgenommen und war daher im Fluorescenzbild nicht wahrzunehmen. 

Wurden die herausge- 
nommenen, iiberlebenden 
(d. h. noch in Aktion 
befindlichen) t terzen mit  
Acridinorange nachge- 
f~rbt, so t r a t  eine zus~gz- 
liche Farbsgoff~ufnahme 
in den Herzmuskelzellen 
und den Zellen des Zwi- 
schengewebes ein. Hier 
war die griine F~rbung 
des ~uskelzellplasmas in- 

Abb. 6. Schematische Farbskizze des vital mi~ t e n s i v e r  u n d  l e u e h t e n d e r  
Acridinorange gef~rbten Herzmuskels*. 1 l~uskei- geworden. Muskelzell- 
zellplasma; 2 ~r 3 ]]:erne des Endothels 

bzw. Bin4egewebes. kerne zeig~en keine Farb- 
~nderung, dagegen war 

die F~rbung der Kerne des Endothels und Bindegewebes jetzt in 
orangero~ umgesehlagen. Die Farb~tnderung infolge zus~zlicher Speiche- 
rung yon Acridinorange betraf  jedoch nicht den gesamten Herzmuskel,  
sondern machte  sich nur in einer etwa 1/2 m m  breiten AuBenschieht 
des I-Ierzens bemerkbar.  I m  Innern  des ~uskelgewebes war das 
Fluoreseenzbild unver~ndert. 

b) Supravital]drbung. Versuchsanordnung: Je zwei in fiblicher Weise isolier~e 
schlagende Froschherzen wurden bei einer Wasserstoffionenkonzen~ration yore 
p~ 3,5, 6,0, 8,0 mit Acridinorange (1 : 2000, gelSst in isotonischem 1)hosphatpuffer) 
fiir 10 min eingelegt. Anschliei~end wurde der FarbstoffiiberschuB in reinem, iso- 
r Phosphatpuffer yore jewefls gleichen p~ ffir die Dauer yon 30 rain ~us- 
gewaschem Diese I-Ierzen wurden zun~chst in ~mto mis dem Ultropak im Auflich~ 
betrachtet, anschlieitend fertigte ich yon ihnen aufdem Gefriermikro~om mit unter- 
kiihltem Messer 20# dicke Schnit~pr~parate an. Diese wurden in isotonischem 
Phosl~hatpuffer v~m entsprechenden PH aufgefangen, auf einen Objekt$r~ger auf- 
gezogen, mi~ gleicher 1)ufferlSsung eingedeck~ und danach im durchfallenden Licht 
auf ihre Fluorescenz gepriift. 

* Schematische Farbskizzen kSnnen nut  einen ann~hernd richtigen Farbeindruck 
geben, sie sind jedoch nicht in der Lage, den Glanz der Fluorescenz der 1)raloarate, 
den man bei visueller Betrach~ung wahrnimm~, auch nnr anni~hernd wiederzugeben. 
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Ergebnis. Bei m~kroskopischer Betrachtung zeigten die bei p~ 3,5 
und 6,0 gefiirbten t terzen eine erheblich sehwgchere Gelbfgrbung als 
die bei p~ 8,0 behandelten Froschherzen (der Farbstoff Acridinorange 
hat im gewShnhchen, weil~en Licht eine gelbe bis orange Farbe). Im 
Auflichtmikroskop konnte bei nltraviolet~em oder blauem Lich~ in den 
mit Farbl5sungen yore p~ 3,5 bzw. 6,0 behandelten Prgparaten praktisch 
ein iibereinstimmender Farbeffekt beobachtet werden. Die Kerne des 
Endothels und Bindegewebes fluorescierten hellgr[in, wghrend das 
Muskelzellplasma schwach griin leuchtete. Ein gleiches Bild boten die 
mikroskopischen Schnittprg- 
parate des unfixierten Ge- 
webes im durchfallendenUV- 
oder Blaulicht. Die Fluo- 
rescenz entspraeh also vSllig 
der yon Abb. 6. Im Gegen- 
satz hierzu zeigte das bei 
p~ 8,0 gefgrbte I-Ierz ira Auf- 
licht eine he]lgr[ine Fluo- 
rescenz des Muskelzellplas- 
mas und eine gelborange Abb.  7. Schemat i sche  Farbsk izze  des s u p r a v i t a l  
Fgrbung der Zellkerne. Auf m i t  Acr id ino range  bei PH 8,0 ge f~rb ten  

t t e r z m u s k e l s  (R~ndzone) .  
dem Durehschnitt  durch das 
I-Ierz war bereits makroskopisch zu erkennen, dab die stgrkere Anfgr- 
bung mit Acridinorange nur eine oberflgch]iche Sehicht des Gewebes 
von etwa 1/2 mm Dicke betraf. Im Innern des Herzmuskels dagegen 
war makroskopisch kein Unterschied gegeniiber den bei p~ 3,5 und 6,0 
gefgrbten Herzen zu sehen. Dieser Befund konnte gleichfa]ls bei mikro- 
skopischer Betrachtung der Gefrierschnitte im durchfa]lenden Lieht 
erhoben werden. Im Innern des Herzmuskels fand sieh eine F~rbung, 
welche Abb. 6 entsprach, wghrend dagegen in der guBeren l~andzone 
des 1Kusl'~els die Kerne des Endothels und Bindegewebes gelb bis gelb- 
orange gefgrbt waren und das Cytoplasma eine gelblieh-gr~ne Farb- 
tSnung zeigte. In  dieser Zone fanden sieh auch zwisehen den Muskel- 
fasern feinste, rStlich leuehtende Farbniederseh]gge, wobei bis]ang 
allerdings nicht mit eindeutiger Sicherheit entschieden werden konnte, 
ob es sich hierbei um gefgrbtes Plasma yon Bindegewebs- oder Endo- 
thelzellen, um retikulgre Bindegewebsfasern oder aber um geronnenes 
Fibrin innerhalb der Capillaren handelte. Ieh selbst m5ehte letzteres 
annehmen, da in anderen Schnittprgparaten sieh innerhalb grSBerer 
BlutgefgBe Fibrinfgden ebenfalls derart mit Farbstoff beladen hatten, 
dab sie im durchfallenden Lieht kupferrot fluoieseierten. Im ganzen 
ergab sich demnach in der stgrker gefiirbten l~andzone ein Bild, wie es 
annghernd farbrichtig in Abb. 7 dargestellt wurde. 

9* 
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Tabelle 2. Toter Herzmuslcel vom JFrosch. 

Herzmuskelzelle 

Kern 

+ +  
gelbgriin 

+ +  
gelbgrfin 

+ +  
kupferrot 

DK 
Cytoplasma 

3,5 § 
griingelb 

4,2 + 
gelbgriin 

5,4 + + +  
gelborange 

bis rotorange 

6,0 + §  
to'orange 

+ = Leuchtintens~t~t. 

+ + +  
kupferrot 

Endothelzellen und subendo- 
theliales Bindegewebe 

Cytoplasma 

(+) 
grfinlich 

(+) 
grfinlich 

+ 
griingelb 

+ 
griingelb 

Kern 

+ + +  
gelbgrtin 

+ + +  
gelbgriin 

+ + +  
kupferrot 

+ + +  
kupferro~ 

c) Die Fiirbung toten Herzgewebcs vom Frosch. Erste Versuchsdnardnung: Es 
wurde eine Reihe yon FarblSsungen (1:2000) in isotonischen Phosphatpuffern mit 
steigendem PH-Wert hergestellt. In diesen gepufferten FarblSsungen wurden 
20it dicke Gefrierschnitte (hergestellt unter Verwendung eines tiefgekfih!ten 
Mikrotommessers) yon unfixierten, abet einwandfrei toten Froschherzen 10 rain 
lang gef~tb~. Ansch'lieBend wurden die Schnittpr~parate ffir 10 bzw. 30 rain in 
der entsprechenden~Sarbfreien Pufferlgsung yon dem fiberschfissigen Farbstoff 
befrelt. Dm Gefnerschmtte wurden sodann auf einen Objekttrs aufgezogen, 
mi~ entsprechender PufferlSsung eingedecks und im durchfallenden Licht betrachte$. 

Um einwandfrei totes Herzmuskelgewebe vom Frosch ohne wesentliche Ein- 
griffe zu erlangen, wurden 2 FrSsche dekapitiert und nach Ausbohrung des gficken- 
marks 2 T~ge fang bei - -10  ~ C im Kfihlschrank aufbewahrt. ~ach dieser Zeit 
wurden die ~Ierzen in typischer Weise freipr~pariert und herausgenommen. 

Ergebnis. Die Ergebnisse  der  F~rbungsversuche  a m  toben Herz-  
muskelgewebe yore  Frosch  bei  verschiedener  Wassers tof f ionenkonzen-  
t r a t i on  zeigt  Tabel le  2. 

'Ob die P r~pa ra t e  10 oder  30 mill  m i t  der  jeweil igen Puffer lSsnng 
ausgewaschen wurden,  war  fiir den F/ irbeerfolg ohne Belang.  

Zweite Versuch8anordnung. Von den gleichen Herzen wurden 20/t dicke Gefrier- 
schnitte unfixierten Gewebes zun~chst in der vorerw/ihn~en Weise bei PH 6,0 
ffir 10 rain gefarbt und 30 min bei gleichem p~ ausgewaschen. Es ergab sich in 

Ta- 

Muskelzelle 

Bindegewebs- bzw. 
Endothelzelle 

Vit&lfarbung 

Cytoplasma 

§ 
mittelgriin 

ohne 
Fluoreseenz 

Kern 

( + ) +  
mittelgriin 

+ + +  
ge]biieh-griin 

Supra- 

pg 3,5--6,0 

Gytoplasma 

+ 
mittelgriin 

ohne  
Fluorescenz 

Kern  

+~+)  
mit~elgrfin ~ 

+ + +  
hellgrfin 
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[Jbereinstimmung mit der ersten Versuehsanordnung aueh hier eine F&rbung, die 
vollkommen derjenigen in Tabelle 2 (bei Pl~ 6,0) entspraeh. Die Sehnittpraparate 
wurden sodann im isotonisehen Phosphatpuffer vom p~ 3,5 ausgewasehen. 

Ergebnis. Es zeigte sieh naeh dieser Behandlung ein Bild, als seien 
die Sehnittpraparate yon vornherein bei einem p~-Wert yon 3,5 ge- 
f~irbt und ausgewasehen worden (vgl. Tabelle 2), der Mehrbetrag des 
bei pH 6,0 gespeieherten }Oarbstoffes wurde also bei Pu 3,5 wieder aus- 
gewasehen. 

Dritte Versuchsanordnung. Weitere Gefriersehnitte vom gleichen, unfixierten 
Frosehherzen wurden je 10 mhl bei PR 3,5 gefgrbt und ausgewasehen: F~irbe- 
ergebnis wie in Tabelle 2. AnsehlieSend wurden diese Sehnittpr~parate 10 rain 
lang bei p~ 6,0 naehgef~trbt und weitere 10 rain in isotoniseher Pufferl6sung yore 
pa 6,0 ausgewasehen. Zum Vergleieh wurde eine weitere Serie yon Gewebssehnitten 
zmn zweitenmal bei p~ 3,5 gef~rbt und ~usgewasehen. 

Ergebnis. Die bei p~ 3,5 zum zweitenmal gef~rbten Vergleiehs- 
sehnitte untersehieden sieh in ihrer Fluoreseenz nieht merkbar yon 
den einmalig gef~rbten. Im Gegensatz hierzu hatten die bei einem 
p~-Wert yon 6,0 naehgef~rbten Sehnittpr~parate weiterhin Farbstoff 
aufgenommen und untersehieden sieh nun nieht yon den urspriinglieh 
bei PR 6,0 behandelten Gewebssehnitten. 

Ergrterung der Versuchsergebnisse. 

In  der Tabelle 3 sind die Ergebnisse der Versuehsreihe I nochmals 
zusammengefal3t und gegeniibergestellt. 

Es war mSglieh, FrSsche intra vitam dureh Injektion des Farbstoffes 
in den Riiekenlymphsaek vSllig mit Aeridinorange zu f~irben. Das 
gleiche Ergebnis braehten im iibrigen aueh nicht angefiihrte Versuehe 
mit intrakardialer Applikation des Farbstoffes. In dieser Arbeit inter- 
essieren nur die Beobachtungen am Herzen, wghrend dig an anderen 
Organen erhobenen Feststellungen auBer Betraeht bleiben kSnnen. 
Die Beobaehtungen von AsHE~ 17 konnten somit am Froseh bestgtigt 
werden. Zu der Supravitalfgrbung ist zu bemerken, dab der Farbstoff 
auf 2 Wegen an die einzelnen Zellen herangebraeht wird. Da die Herzen 
noeh sehlagen, gelangt ein Tell des Farbstoffes infolge der vorhandenen 

belle 3. 
vitalffirbung 

log 8,0 

C y t o p l a s m a  K e r n  

§ 2 4 7  + + ( ~  ) 
hellgrtin hellgriin 

ohne § § § 
Fluoreseenz gelborange 

Virchows Archiv. Bd. 318. 

F~rbung toten I-Ierzmuskelgewebes 

n n t e r h a l b  des I E P  M 
der  Zelleiweil3k6rper 

Cytoplasma Kern 

+ + §  
grfingelb gelbgriin 

(+) + + +  
grfinlieh gelbgrtin 

oberha lb  des I E P  M 
der  Ze l l e iwe igkSrper  

Cytoplasma Kern 

§ § -§247 
rotorange kupferrot 

+ §247247 
griingelb kul)ferrot 

9,% 
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Pumpbewegungen in das tterzinnere und in die Blutgefi~13e des Herzens. 
Zu dieser hierdurch erfolgenden Anfgrbung des Gewebes yon innen 
heraus kommt hinzu die unmittelbare Diffusion des Farbstoffes yon 
der OrganoberfNiche in die Herzmuskulatur. Die Diffusion des Acridin- 
orange ging in den eigenen Versuchen relativ langsam vor sich. Bei 
Verwendung einer gepufferten Farbl6sung vom pg 8,0 (hier liegt der 
Farbstoff zum Teil bereits undissoziiert vor  (vgl. K6LB~L la) war dieser 
Befund besonders auffi~llig und bereits makroskopisch beim Schnitt 
durch das Herz festzustellen. An Gefrierschnitten voIn unfixierten 
Herzmuskelgewebe war eine Anfgrbung mit Aeridinorange unter den 
angewandtenBedingungen ebenfalls ohne Sehwierigkeiten zu erreichen. 

Vital und supravital bei PE 3,5--6,0 gefgrbtes Herzmuskelgewebe 
verhielt sich in seiner Farbstoffspeieherung praktiseh vSllig gleich. 
Wurde dagegen das fiberlebende Gewebe im alkalischen Milieu (PH 8,0) 
gefgrbt, so t ra t  eine sti~rkere Aufnahme und Speicherung yon Acridin- 
orange ein als im sauren Bereich, jedoch wurde abgesehen yon der hier 
intensiveren Leuchtkraft  der Fluorescenz nur die Farbnuance in Binde- 
gewebs- und Endothelzellkernen stiirker verschoben. Im Gegensatz 
zu dieser Fgrbung des lebenden oder fiberlebenden Herzmuskels yore 
Froseh zeigte totes Gewebe des Froschherzens ein v611ig abweichendes 
Verhalten. Unterhalb des IEP~ L gefgrbte Zellen glichen in ihrer Fluores- 
cenzfarbe den supravital gefiirbten Zellen, wi~hrend dagegen nach einer 
oberhalb des ] E P  M des Gewebes vorgenommenen Acridinorangebehand- 
lung Cytoplasma und Kern der Muskelzelle sowie die Kerne des Binde- 
gewebes und Endothels rotorange bzw. kupferrot aufleuehteten und 
damit anzeigten, dai~ sie den Farbstoff in wesentlieh verstgrktem Mal~e 
gespeiehert hatten. Vergleieht man die eigenen Ergebnisse am Froseh 
herzen mit denen yon STRUGG~ l~ an der Pflanzenzelle (vgl. Tabelle 1 
und 2), so ergibt sieh eine iiberrasehende Ubereinstimmung der Fluores- 
eenzphiinomene. Unter Beriieksiehtigung der untersehiedliehen iso- 
elektrischen Punkte der PlasmaeiweiBk6rper reagieren Cytopiasma und 
Kern yon Herzmuskel- und Pflanzenzelle vollkommen fibereinstimmend. 
Die Bindegewebs- und Endothelzellen zeigen am Kern entspreehendes 
Verhalten, wghrend das Cytoplasma dieser Zellen sigh in der Farbstoff- 
adsorption abweiehend verhiilt. Im vitalen und supravitalen Zustand 
nahmen die EiweiBe des Zellplasmas der Bindegewebs- und Endothel- 
zellen in den eigenen Versuchen keine dutch Fluoreseenz nachweisbaren 
Mengen an Aeridinorange auf, wghrend die entspreehenden toten Zellen 
zwar eine nachweisbare Farbstoffmenge adsorbierten, doeh war die Kon- 
zentration desselben nieht derart, dab rote Fluoreseenzfarben bei Uber- 
sehreitung des IEP  M der PlasmaeiweigkSrper erreieht worden wgren. 

Wird der Farbstoff den KSrperzellen vital fiber den Blutweg wie 
in der Versuchsreihe a angeboten, so kann unter Beriicksiehtigung 
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des normalen Blut-pH von etwa 7,2 angenommen werden, dag die 
F~rbung oberhalb des I E P  der EiweiBkSrper des Zellprotoplasmas 
vorgenommen wird. Es wird dabei entspreehend den Untersuehnngen 
Yon STRUGGER 10 und I~6LBEL 13 das H6ehstmag der i iberhaupt vital 
erreichbaren Farbstoffspeieherung festzustellen sein, sofern nur ein 
FarbstoffiiberschuB angewandt wird. Atlerdings 1/~Bt sich hierfiir 
in diesem Fall kein exloerimenteller Beweis erbringen, da eine beliebige 
Anderung des Blut-pE nieht mSglich ist. Dagegen konnte in Versuehen 
am /iberlebenflen Gewebe und am toten Herzmuskel die Abh~ngigkeit 
der Speieherung des Farbstoffs  Aeridinorange yon der Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Milieus gezeigt werden. Die siehtbaren Dif- 
ferenzen des Farbeffektes sind jedoeh im iiberlebenden Herzmuskel yore 
Froseh nieht derart, dal3 damit  eine Bestimmung des isoelektrisehen 
Punktes der ZelleiweiBkSrper m6glieh w~re. Wird aber hier eine Farb- 
15sung (p~ 8,0) angewandt, die sicher welt oberhalb des I E P  M der Ei- 
weigphase liegt, so ist auch im Auflieht am Totalpr~parat  und im durch- 
fallenden Licht im histologisehen Sehnitt eine verst~rkte Farbstoff- 
speieherung festzustellen. Die Verhaltnisse liegen am toten Gewebe 
wesentlich gtinstiger. Hier sind die Farbdifferenzen anf Grund der unter- 
sehiedlichen Speicherung yon Aeridinorange zwisehen F/~rbungen unter- 
halb bzw. oberhalb dos I E P  M derart  auff~llig, dab damit  eine unmittel- 
bare Bestimmung des I E P  M der Gewebselemente im nnfixierten Mater ia l  
mSglich wird. Dal~ die untersehiedliche Speieherf~higkeit tats/~chlieh 
abh/~ngig ist einerseits yon dem I E P  M der GewebseiweiBe und anderer- 
seits vom PI~ der FarblSsung, konnte KOLBEL13 an Gelatine als Modell- 
substanz sowie an Hefezellen eimvandfrei nachweisen. So lieB sich 
bei quanti tat iven Messungen der Aeridinorangespeieherung im Ver- 
gleieh zu kataphoretischen Messungen des IEP:~:r der ttefezellen eine 
fast v611ige Ubereinstimmung erzielen. Aueh die eigenen Versuehe, in 
denen bei Xnderung der Wasserstoffionenkonzentration nach erfotgter 
F/~rbung eine Xnderung in der GrSBe des Speicherungsverm6gens ftir 
Acridinorange am tterzmuske] beobaehtet  wurde, entsprechen quali- 
ta t iv  ganz den quanti tat iven Versuchen yon I~6LBEL an ttefezellen 
(vgl. Tabelle 4 nnd 5) und beweisen damit  auch ffir die tterzmuskel- 
zelle einmal die elektrostatisehe Bindung des Farbkations an das 
negativ geladene PlasmaeiweiB und zum anderen die Unlladbarkeit der 

Tabelle 4. 
i 
I VH 
I 

1. ]P/~rbebad . . . . . . . . . . . . . . .  6 ,8  
1. A u s w a s e h b a d  . . . . . . . . . . . .  i 2 ,4 
2. F~rbebad  . . . . . . . . . . . . . .  i 6,8 
2. Auswaschbad  . . . . . . . . . . . .  i 6 ,2 

0,05 g I~efe h a b e n  

I a u f g e n o m ] I l e n  0 , 0 0 3 9  g 
abgegeben  0 ,0034 g 
aufgenommen 0,0042 g 
abgegeben  0,0004 g 
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Tabelle 5. 

1. F/irbebad (10 min) . . . . . . . . . .  
1. Auswaschbad (30 rain) . . . . . . . .  
2. Auswaschbad (10 rain) . . . . . . . .  
1. Farbebad (10 min). . . . . . . . . .  
1. Auswasehbad (10 rain) . . . . . . . .  
2. F~rbebad (10 rain) . . . . . . . . . .  

I)tI 

6,0 
6.0 
3;5 
3,5 
3,5 
6,0 

F l u o r e s e e n z f a r b e  des  Cy to -  
p l a s m a s  t ier H e r z m u s k e l -  

zelle 

rotorange 
rotorange 
grfingelb 
grfingelb 
grfingelb 
rotorange 

Eiweil3kSrper durch entsprechend in ihrer Wasserstoffionenkonzen- 
tration definierte Auswaschl6sungen. 

Wenn aueh der grSgte Teil des Farbstoffes in den Versuehen der 
Tabellen 4 und 5 unterhalb des I E P  ausgewasehen wird, so bleibt 
doch ein l~estbestand an Aeridinorange iibrig, der weiterhin fest- 
gehMten wird. Diese l~estmenge des Farbstoffes kann nieht an 
Ampholyte gebunden sein, sondern muB festgehalten werden dutch 
Zellbestandteile, deren Ladungsverhi~ltnisse weitgehend pE-unabh/~ngig 
sind. Zu diesen Zellbestandteilen kSnnten unter anderem die in dieser 
Arbeit mit  interessierenden oxydationsbesehleunigenden Fermente mit  
ihrem OxydationspotentiM gehSren, welches dutch die eisenhaltige 
I-I~minkomponente des Fermentkomplexes bedingt wird. Zwar ist 
dieses Oxydationspotential  und damit  die Ladungsquantit~t  des H~min- 
komplexes nieht vollkommen pn-unabh~ngig, doeh kann dutch Xnderung 
der Wasserstoffionenkonzentration keine Umkehr der Ladungsqualit~t 
erreieht werden, da dem Atmungsferment in seinem das Oxydations- 
potential bedingenden Anteil der hierzu erforderliehe amphotere Cha- 
rakter fehlt. Fiir die Beantwortung der Frage, ob unter Umst~nden 
das Oxydationspotential der oxydasepositiven Herzmuskelzellen einen 
Einflug auf die Speieherf~higkeit fiir Aeridinorange ausiibt, sind daher 
in der Hauptsaehe Versuehe heranzuziehen, in denen unterhalb des 
I E P  M der PlasmaeiweigkSrper gef~rbt wird, eine elektrostatisehe 
Bindung des Farbstoffes an Eiweil3kSrper also hSehstens in geringem 
Umfang eintritt. Bereits in den oben besehriebenen Versuehen zeigten 
sieh entspreehend der untersehiedlichen Stoffweehselaktivit~t yon 
Herzmuskel- bzw. Bindegewebs- und Endothelzellen Differenzen in der 
Acridinorangespeicherung. In  jedem Fall wiesen die Iterzmuskelzellen, 
welehe sieh bekanntlieh dureh einen intensiven Stoffweehsel auszeiclmen, 
eine hShere Farbstoffadsorption auf als die Zellen des Intersti t iums 
mit ihrem nut  geringen Stoffumsat.z. Dieser Befund wurde nicht nur 
bei F~rbungen unterhalb des I E P  M der Plasmaeiwei[~kSrper festgestellt, 
sondern machte  sieh aueh noch bei Angebot yon Aeridinorange oberhalb 
des IEP~x deutlieh bemerkbar  (vgl. Tabelle 2). Die Farbnuancen der 



Die Fluorochromierung des Protoplasmas. 137 

Zellkerne k6nnen zur Benrteilung dieser Frage im iibrigen nicht heran- 
gezogen werden, da diese infolge ihres hohen Gehaltes an Nueleins~inren 
in jedem Fail eine kr~ftige Adsorption des basisehen Farbstoffes Aeridin- 
orange zeigen miissen. 

Wie gesagt, kSnnten diese Unterschiede im Ausmaf3 der Farbstoff- 
aufnahme and -speieherung bedingt sein dutch die versehieden hohen 
Oxydationspotentiale der Zellen, sie mtissen es aber nieht, wie bereits 
die kr~ftige Kernf~rbung zeigt. Falls das Oxydationspotential fiir die 
untersehiedliehe Aeridinorangespeieherung verantwortlieh gemaeht wet- 
den soll, mug es mSglieh sein, dureh Hemmung der Atemfermente 
(z. B. mittels Cyan) eine Verringerung der Farbstoffaufnahme in den 
Herzmuskelzellen zu erreiehen. 

Da in den Muskelzellen des Herzens neben den Oxydationsvorg~ngen 
auch die Glykolyse intensiver abl~iuft als in den interstitiellen Zellen, 
wiirde entspreehend den in der Einleitung ausgefiihrten Gedanken- 
giingen weiterhin die MSgliehkeit bestehen, dab Aeridinorange an den 
glykolytiseh wirksamen submikroskopischen Strukturoberfl~iehen der 
Herzmuskelzelle verst~rkt gespeiehert wiirde. Hierfiir liege sieh durch 
Versuehe mittels glykolysehemmender Agentien (z. B. Urethan and 
Heptylalkohol) ein Naehweis erbringen. 

Sehlieglieh bleibt noeh die MSgliehkeit, dal3 die vorhandene ver- 
st~rkte Adsorption yon Aeridinorange in den Muskelzellen des Herzens 
auf untersehiedliehen Gehalt der versehiedenen Zellen an sauren 
und basischen Gruppen beruht. Diese Differenz brauchte dann mit 
Zellatmnng und Glykolyse nieht unmittelbar im Zusammenhang zu 
stehen. 

Zur weiteren Klgorung der angeschnittenen Fragen werden im fol- 
genden den Frosehversuehen entspreehende Untersuehungen am Herzen 
der Maus und am mensehliehen Leiehenmaterial angesehlossen. Ver- 
suehe mit Hemmung der Atemfermente der Zelle und der Glykolyse 
sollen weiteres Material zur LSsung der Fragen bringen. 

I I .  Versuche am Miiuseherzen iiber die Speicherung yon Acridinorange. 
a) Vitalfiirbung. Versuchsanordnung: Zwei weigen M~usen im Gewicht yon 

]7 bzw. 20 g wurde je 1,0 cm a Acridinor~ngel6sung (1 : 100 in physiologiseher Koch- 
salzl5sung) intr~peritoneal injiziert. Nach etw~ 2 SM wurde die leichtere (17 g) 
Maus get6tet. Das Herz wurde naeh Herausn~hme mit physiologischer Kochsalz- 
16sung abgespiilt und unmittelbar im Auflicht beobachtet. Sodann wurde das Herz 
~uf dem Gefriermikrotom mit unterkiihltem Messer bei einer Schnittdicke von 
20/t geschnitten. Die Schnitte wurden in 0,9%iger NaC1-LSsung aufgefangen, 
auf einen Objekttr~ger aufgezogen, mit physiologischer KoehsMzlSsung eingedeekt 
und im durchfallertden Licht auf ihre Fluoreseenz geprtift. 

Die zweite Maus (20 g) wurde nach 42 Std getStet und wie die erste weiter- 
verarbeitet. 
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Ergebnis. Die Fluorescenzerscheinungen waren an beiden Herzen 
farbm~Big die gleichen, jedoch war die Lenchtkraft des zweiten Herz- 
pri~parates wesentlich schw~eher. 

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 vSllig vermissen, wahrend die 
Kerne dieser Zellen eine krtiftigere Grfinf~rbung zeigten. 

b) Supravital]birbung. Versuchsanordnung: Zwei M~usen im Gewicht yon 17 g 
wurden sofort nach dem TSten die Herzen herausgenommen. ])as eine tterz 
wurde in isotonische FarblSsung yore PH 3,5 (Acridinorange 1 : 2000 in isotonischem 
Phosphatpuffer) eingelegt, das zweite in entsprechende FarblSsung vom Pn 8,0. 
Nach einer F~rbezeit yon 10 rain wurden die Herzen in die gleichen, doch farb- 
freien Pufferl6sungen iiber~ragen und sodann im Auflicht untersucht. AnschlieBend 
wurden die Herzen auf dem Gefriermikrotom mit unterkiihltem Messer geschnitten 
(Schnittdicke 20/~). Die Schnitte wurden in den entsprechenden Phosphatpuffern 
aufgefangen, auf einen Objekttr~ger aufgezogen, in Phosphatpuffer eingeschlossen 
und im durchfallenden Licht betmchtet. 

Ergebnis. Makroskopisch war das bei pg 8,0 gefi~rbte und aus- 
gewaschene Herz wesentlieh starker ge]b gef~rb~ als das yore log 3,5. 
Auf dem Durchschnitt durch das Herz beschr~nkte sich diese starker 
gef~rbte Zone auf eine etwa 2/3 mm breite Randschicht. 

In seiner Fluorescenzf&rbung entsprach das bei pg 3,5 gef~rbte Herz 
im auffallenden Licht bzw. der davon angefertigte Gewebsschnitt im 
durchfallenden Licht v51lig dem in gleicher Weise behandelten Frosch- 
herzen. Die Muskelzellen fluorescierten in ihrem Plasmaanteil sehwaeh 
grfin, w~hrend die Muskelzellkerne heller griin auflenchteten. Das 
Plasma der Bindegewebs- und Endothelzellen war infolge mangelnder 
Fluorescenz nicht festzustellen, dagegen zeigten die Kerne dieser Zellen 
gegeniiber den 5{uskelzellkernen grSl~ere Leuchtkraft bei gleieher, 
hellgriiner Flgorescenzf&rbung. Im histologischen Schnitt des unfixierten 
Herzens machte sieh auch nach der bei pg 3,5 erfo!gten F~irbung eine 
intensiver leuehtende gandzone yon etwa ~/3 mm Breite bemerkbar. 

Das bei pn 8,0 gef~rbte M~useherz zeigte im Auflicht und im Mikro- 
tomschnitt bei durchfallendem Licht wohl eine gr51~ere Leuchtkraft 
als das bei p~ 3,5 gef&rbte Herz, jedoch war im Gegensatz zu den Ver- 
suchen am Froschherzen aul~er an den Endothe]- und Bindegewebs- 
zellkernen mit einer etwas mehr in das Gelbliche verschobene Farb- 
tSnung keine Anderung der Nnancen der Fluorescenzfarben gegenfiber 
dem ersten Herzen festzustellen. 

c) Egrbung des toten Herzgewebes der Maus. Versuchsanordnung: Es wurde 
eine Reihe yon FarblSsungen (Acridinorange 1:2000 in isotonischen Phosphat- 
puffern) mit steigenden p~-Werten hergestellt. In diesen gepufferten Farbans~tzen 
wurden 20 # dicke Gefriersehnitte yore unfixierten Mauseherzen gef&rbt. Anschlie- 
Bend wurden die Schnitte ffir ]0 rain in den gleichen farbfreien PufferlSsungen 
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Tabelle 6. Toter Herzmuskel der Maus. Acridinorange 1 : 2000, Fiirbezeit 10 min. 

Herzmuskelzelle 
PI[ 

3,5 + + 
griin 

3,8 + +  
griingelb 

4,2 + +  
griingelb 

5,4 + +  
gelblieh 

5,6 + +  
gelbor~nge 

5,8 + +  
gelborange 

6,0 + + ( + )  
rotorange 

C y t o p l a s m a  Kern 

+ + +  
grfingelb 

+ + + 
gelb 

+ + +  
rotorange 

+ + +  
rotorange 

+ + +  
rotorange 

+ + +  
ro~ 

+ + +  
r o t  

Endothel- und Bindegewebszellen 

Cy~oplasma ~:ern 

(+)  + - - +  
sehwaeh grfingelb 
grtinlich 

(+)  + + +  
sehwach gelbor~nge 
griinlich 

(+)  + + + +  
schwaeh ro~ 
grfinlich 

(~)  + + + +  
schwaeh rot 
griinlich 

(+)  + + + +  
schwaeh rot 
griingelb 

(+)  + + +  
sehwach rot 
grfingelb 

(+)  + + +  
sehwach rot 
griingelb 

+ = Leuchtintensit~t. 

yon dem iiberschiissigen Farbstoff befreit. Die gef~rbten Gefriersehnitte wurden 
sod~nn ~uf einen Objektt, r~ger ~ufgezogen, mit entsprechenden PufferlSsungen 
eingedeckt und mit dem Fluorescenzmikroskop im durehfallenden Licht b.etrachtet. 

Um totes I-Ierzmuskelgewebe yon der Maus ohne wesentliche Eingriffe zu er- 
langen, wurden die herausgenommenen Herzen 3 Std bei Zimmertemper~tur hi 
der feuehten Kammer aufbewahrt und d~nn erst geschnitten. Die Sehnitte wurden 
vor der F~rbung weitere 60rain bei gleieher Temperatur in physiologiseher Koch- 
sMzl6sung belassen. Mit n/10 HC1 vorbehandelte VergMchsschnitte, deren Zellen 
naeh dieser Behandlung mit Sieherheit ubget5tet waren, zeigten gleiche Farb- 
reaktionen wie die Versuchssehnitte selbst. 

Ergebnis. Den Ausfa]l  der  F~rbeversuche  an Schni t ten  veto  to ten  
M~useherzen zeigt  Tabel le  6. 

Diskussion der Versuchsergebnisse. 

I n  Tabel le  7 s ind die Versuchsergebnisse  der Reihe  I I  gegenfiber- 
gestell t .  )~hnlich wie bei  FrSschen,  gelang auch an M~usen die Vital-  
f~rbung des ganzen Tieres durch  pa ren te ra le  ( in t raper i toneale)  In-  
j ek t ion  des Farbs toffes .  Die e inget re tenen Fluorescenzerscheinungen 
glichen fas t  vo l lkommen denen der Froschversuche  (vgl. Tabel le  3 und  7). 
Ebenso  zeigte gleiches Verha l t en  die Suprav i t a l f luorochromie rung  und 
die F~ rbung  t o t e n  Gewebes, so dag  hier auf  die im Anschlul~ an  Ver- 
suchsreihe I durchgeff ihr ten  ErSr t e rungen  verwiesen werden kann.  
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Tabelle 7. Herz- 

Muskelzelle 

Bindegewebs- bzw. 
Endothelzelle 

Vitalf~rbung" 

Cytoplasma Kern 

+ §  + 
schwach schwach 

grfin griin 

ohne + + § 
Fluorescenz griin 

PI t  3,5 

Cytoplasrna 

+ 
schwach 

grtin 

ohne 
F]uorescenz 

Supra- 

I~eln 

+ +  
griin 

+ + §  
griin 

I I I .  Versuche am Gewebe menschlicher Leichenherzen. 
Versuchsanordnung. Sofort nach Obduktion der Leiche wurde der unfixierte 

Herzmuskel auf dem Gefriermikrotom mi~ unterkiihltem Messer geschnitten. Die 
Schnitte wurden ftir die Dauer yon 10 min in isotonischen, gepufferten Farb- 
16sungen unterschiedlicher Wasserstoffionenkonzentration gefiirbt und danach 
10 rain in entsprechenden farbfreien Phosphatpuffergemischen gew~schen. Weiter- 
behandlung der Schnitte wie in den vorhergehenden Versuchsreihen. 

Ergebnis s. Tabel le  8. 

Schlufi/olgerungen. 

Die in Tabel le  8 zusammenges te l l t en  Ergebnisse  zeigen, dab  auch 
am menschl ichen Leichenherzen die F luorescenzerscheinungen nach 
Acridinorangefi~rbung die gleichen sind, wie am ebenso behande l t en  
Herzen  vom Frosch  und  der  Maus.  Abweichend  in der F a r b t S n u n g  
verhie l t  sich nur  das  bei p~  7,0 und 8,0 gef~rbte Gewebe. I n  den  le tz teren  
Versuchsans/~tzen mach te  sich w~hrend der F~rbung  unangenehm 
bemerkbar ,  dag  die Gewebsschni t te  in den  Fa rb -  und  Puffer l6sungcn 
weich und  klebr ig  wurden.  Diese Ver~nderungen der  GewebseiweiBe 
muB auf  Pep t i s a t i on  zuri ickgefi ihr t  werden,  welche auch wohl ffir die 
abweichenden Fa rbe f fek te  ve ran twor t l i ch  zu machen  ist. KnEBS n wies 
berei ts  d a r a u f  hin, dag  nach  s t~rkerer  Pep t i sa t ion  t ier ischen Gewebes 
nur  noch griine Fluorescenzf~rbungen mi t  Acr id inorange  erreicht  
werden kSnnen.  

C. Einflu• yon Cyan auf die Acridinorangespeicherung. 
Versuchsanordnung. Verschiedenen FarblSsungen yon Acridinorange (1:2000 

in isotonischem Phosphatpuffer vom p~ 3,5) wurden steigende Mengen von Kalium- 
cyanid zugesetzt. Mit diesen cyanhaltigen Farbl6sungen wurden 20/~ dicke Ge- 
frierschnitte vom unfixierten M~useherzen 10 rain ]ang gefarbt. Die M~use waren 
tags zuvor get6tet und dann bei Zimmertemperatur aufbewahrt worden. Nach der 
F~rbung wurden die Schnitte in entsprechenden cyanhMtigen, farbfreien Puffer- 
gemischen 10 rain lang yore FarbstofftiberschuB durch Auswaschen befreit, dann 
auf einen Objekttr~ger aufgezogen und im F]uorescenzmikroskop bei durchfallen- 
dem Licht betrachtet. 

Ergebnis. Bei Anwenclung yon  Cyankonzen t ra t ionen  von 1:500 his 
1:5000 konn ten  gegenfiber den ohne Cyanzusa tz  gef~rbten Kont ro l l -  
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muskel der Maus.  

vi~alf~rbung F~rbung des toten Gewebes 

pg 8,0 unterhalb des IEP M oberhalb des IEP M 

Gyt oplasma 

§ 2 4 7  
gr/in 

ohne 
Fluorescenz 

~ern 

+ + ( + )  
grim 

+ §  
griingelb 

Oyf~oplasma 

+ §  
griin bis 
grtingelb 

(+) 
schwaeh 
griinlieh 

Kern Cytoplasma 

§  § 2 4 7  
griingelb rotorange 
bis gelb bis rot 

+ +  (+) 
griingelb sehwaeh griin 

bis griingelb 

Kern 

+ + +  
rotorange 

bis rot 
+ + § 2 4 7  

rot 

Tabelle 8. Totes Herzmuskelgewebe vom Menschen. 
Acridinorafige 1 : 2000, F~rbezeit 10 rain. 

3s Endothel- bzw. 13indegewebszelle 

Cytoplasma Kern Cytoplasma ~:ern 

3,5 

3,8 

4,2 

4,6 

5,2 

5,4 

5,6 

5,8 

6,0 

7,0 

8,0 

+ ( + )  
dunkelgriin 

+ +  
griin 
+ +  
griin 

+ + §  
gelbgriin 

§  
rotorange 

§  
rotorange 

+ + +  
rotorange 

+ + +  
rob mit griin- 

liehem 
Sehimmer 

§ 2 4 7  
rot mig 

griinlich em 
Sehimmer 

+ + +  
kupferrog 

+ + +  
gelborange 

bis rot 

+ §  
griin 

+ + +  
grtin 

§ 2 4 7  
grtin 

+ + +  
gelbgriin 

+ + + ( + )  
rotorange 

+ + + ( + )  
rotorange 

§  
kupferrot 

+ + +  
kupferrot 

§ 2 4 7  
kupferrot 

§ 2 4 7  
tiberwiegend 

ro$, zum Teil 
grfinlich 

§247 
grtingelb 

ohne 
Fluorescenz 

ohne 
Fluorescenz 

(+) 
schwach 
griinlich 

(+) 
schwach 
grtinlich 

(+) 
schwach 
granlich 

(+) 
schwach 
griinlich 

(+) 
schwach 
griinlich 

(+) 
schwach 
griin]ich 

(+) 
schwach 
griinlieh 

(+) 
schwach 
grilnlich 

(+) 
schwach 
griinlich 

§ 2 4 7 2 4 7  
griin 

+ §  
gelb 

+ + §  
gelborange 

§247247 
rotorange 

§ 2 4 7 2 4 7  
rotorange 

§ 2 4 7 2 4 7  
ro~orange 

+ + §  
kupferrot 

§ 2 4 7 2 4 7  
kupferrot 

§ 2 4 7 2 4 7  
kupferrot 

+ § 2 4 7  
fiberwiegend 

rot, zum Teil 
gr/inlich 

§ 2 4 7 2 4 7  
gr~m 
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schnitten keine Anderung der Acridinorangespeicherung in den toten 
tIerzmuskelzellen (weder in Kern noch im Cytoplasma) beobachtet 
werden, obwohl diese Cyanmengen mit  Sicherheit die Zellatmung 
hemmen. D~gegen zeigte sich unter der Einwirkung yon LSsungen, 
denen K~liumcyanid in einer Konzentration yon 1 : 100 zugesetzt worden 
war, eine Verst~rkung der Farbstoffadsorption im Cytoplasma und in 
den Kernen der Zellen. 

Bei einem 1% yon 5,4 angesetzte Versuche unter sonst gleichen 
Bedingungenaergaben genau den gleichen Befund. Auch konnte in 
einer weiteren Versuchsserie, bei der Schnitte yore Herzmuskel 15 rain 
lang mit FarblSsungen 1:10000 vom 1% 3,5 und 5,4, denen KCN in 
einer Konzentration yon 1:500 zugesetzt war, behandelt wurden, keine 
merkbare Hemmung der Farbstoffaufnahme und -speicherung der 
Zellen dutch Cyan erzielt werden. 

.Folgerungen. 
Aus den obigen Versuchen geht einwandfrei hervor, dal~ mit der 

angewandten Methode keine nachweisbare Verminderung der Ad- 
sorption yon Acridinorange unterhalb und im Bereich des I E P  M der 
Zelleiweil]e nach }temmung der Atemfermente durch Cyan erreicht 
werdcn k o n n t e .  Wie die anscheinend erhShte Speicherung yon Acridin- 
orange bei der Cyankonzentration yon 1:100 zu erkl~ren ist, mul~ vor- 
l~ufig offenbleiben. MSglicherweise ~ r d  die Struktur der Plasma- 
eiweil~kSrper durch K + oder CIq- derart ver~ndert, dab eine erhShte 
Aufnahme und Speicherung des Farbstoffes ermSglicht wird. Fiir diese 
Ansicht kSnnten die Versuche yon K6L]3EL la sprechen, in denen an 
Hefezellen eine unterschiedliche Steigerung der Farbaufnahme und 
-speicherung nach verschiedenartigen Fixierungsmitteln festgestellt 
werden konnte. Die hSchste Acridinorangespeicherung wurde in diesen 
Versuchen nach Einwirkung yon Osmiums~ure (OsOa), welche als 
s~arkes Zellgfft bekannt ist, beobachtet. Jedoch halte ich selbst es fiir 
wahrscheinlicher, dab die crhShte Speicherung vorget~tusch~ wird durch 
die Bildung der Cyanverbindnng des Acridinorange innerhalb der Zellen 
bei diesen Versuchen. Wie in hierzu angcsteliten Versuchen festgestellt 
werden konnte, bildet sich bei dem Zusammengeben yon Acridinorange- 
und CyanidlSsungen das im Hell- und UV-Licht leuchtend rot gefi~rbte 
bzw. fluorescierende Cyanid des Acridinorange als l~iederschlag. Dieses 
Farbsalz ist in Wasser erheblich schwerer ]Sslich als das fiblicherweise 
zur F~rbung angewandte Chlorzinkdoppelsalz: 

Wenn auch die Ergebnisse der ersten Versuchsreihen zeigten, dal~ 
die verschiedenen Zellen entsprcchend ihrer unterschiedlichen Stoff- 
wechselaktivit~t Dffferenzen in der Acridinorangespeicherung auf- 
weisen, so kSnnen diese Unterschiede doch wohl kaum auf das unter- 
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schiedliche Oxydationspotential  zurfickgeftihrt werden, wie die Cyan- 
versuche zeigten. Somit kann die Hypothese  yon F~IED~WAL~) und 
STIEHL]~ 2 fiber die Beeinflussung der Wanderung yon Ionen nicht 
ohne weiteres auf  alle Zellen fibertragen werden und bedarf  aul~erdem 
weiterer ~qachprfifung. ])us gleiehe gilt ffir die yon NAsso~ov 3 auf  
Grund seiner Versuche geaul~erten Ansichten. Die eigenen Versuche 
sprechen daffir, da~ die yon NAsso~ov 3 und aueh yon RV~ST~6M 4 
beobaehteten ~nderungen in der Speieherung yon Vitalfarbstoffen 
nieht durch das veri~nderte Oxydationspotential,  sondern im Sinne yon 
t~IES 6 durch die gleichzeitig ablaufende Strukturanderung der Plasma- 
kolloide bedingt sind. 

Da mit  den bisherigen eigenen Versuchen keine Kl~rung fiber die 
Ursaehen der unterschiedlichen Speicherung des Farbstoffes Acridin- 
orange in Zellen verschieden hoher Stoffwechselaktivit~t gebracht 
werden konnte, sollen im folgenden Untersuchungen fiber die Bezie- 
hungen zwischen Glykolyse und Acridinorangespeicherung angeschlossen 
werden. 

D. Die Beziehungen zwischen Aeridinorangespeiehertmg und Glykolyse 
in Zellen. 

I. Acridinorangespeicherung dutch Carcinomgewebe. 
Um die Bedeutung der Glykolyse ffir die Acridinorangespeicherung 

nnd die Einwirkung glykolysehemmender Substanzen auf diese unter- 
suehen zu kSnnen, sehien es mir  vorteilhaft,  Zellen zu diesen Versuchen 
heranzuziehen, welehe ihren Energiebedarf  vorwiegend durch die 
Glykolyse decken. Bekanntlieh nehmen Careinomzellen in dieser 
Beziehung eine gewisse Sonderstellung ein, indem sie n~mlieh im ex- 
t remen AusmaB die anaerob ablaufenden glykolytischen Stoffwechsel- 
vorgange als energieliefernde Prozesse heranziehen. Derartige Zellen 
wurden daher zuerst ffir die eigenen Untersuchungen verwandt.  

Erste Versuchsanordnung. Eine durch Operation (Chirurgische Universit~tsklinik 
Miinster) gewonnene Lymphknotenmetastase eines Magencarcinoms wurde frisch 
auf dem Gefriermikrotom mit unterkfihltem Messer gesehnitten. Die 20tt dicken 
Schnitte wurden sofort anschlieBend bei unterschiedlichem p~-Wert mit gepufferten, 
isotonischen Farbl(isungen (Aeridinorange l: 2000 in Phosphatpuffergemischen) 
10 mill lang gef~rbt und anschlieBend 10 rain in den entsprechenden farblosen 
PufferlSsungen ausgeWaschen. Aufziehea mad Eindecken der Pr~p~rate sowie 
Betrachtung unter dem Fluorescenzmikroskop erfolgte in iiblicher Weise. 

Ergebn~s s. Tabelle 9. 
Zweite Versuchsanordnung. Bei p~ 3,5 wurder~ 20/~ dicke Gefrierschnitte yon 

nnfixierten Lebermetastasen eines Careinoms der VATE~schen P~pille mit einer 
isotonisehen Aeridinorangel5sung (1:2000 in Phosph~tpuffer) 10 rain lang gef~irbt. 
])as Materi~l wurde durch Obdnktion gewormen. 

Ergebnis. Die Carcinomze]len wiesen bei diesen F~rbeversuchen im 
Cytoplasma eine gelbrote bis kupferrote [~- + + (+ )  ] Fluoreseenzfarbe 
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Tabelle 9. Acridinorangespeicheruny durch Carcinomgewebe. 
Acridinorange 1 : 2000, F/irbezeit 10 rain. 

Oareinomzelien Lymphoeyten und Reticulum- Retion- 
PH zellen l~res 

Faser -  
Cytoplasma ] Kern Gytoplasma I Kern gerfist 

7,0 

5,4 

3,5 

2,8 

2,2 

1,0 

+ + + +  
zum Tefl 
gelbrot, 

zum Tefl 
kupferro$ 

+ + + +  
gelbrot 

+ + + +  
gelbrStlich 

+ + +  
gelborange 

+ + +  
gelborange 

+ + +  
~lboran~ 

+ + + +  
zum Teil 

grtin, 
zum Teil 
kupferrot 

+ + + +  
gelb 

+ + + +  
gelb 

+ + + +  
gelb 

+ + + +  
gelb 

+ + + +  
gelb 

+ = Leuchtintensig~t. 

+ 
zum Tefl 

schwach grfin, 
zum Tell 
schwach 
kupferrot 

+ 
schwach griin 

+ 
schwach grtin 

§ 
schwach griin 

+ 
schwach grfin 

+ 
schwach grfin 

+ + +  
zum Tefl 

grfin, 
zum Tefl 
kupferrot 

+ + +  
gelb 

+ + +  
gelb 

+ + +  
grtin 

+ + +  
griin 

+ + +  
griin 

rot 

rot 

rot 

rob 

r o t  

tog 

auf. Die Fiirbung der Kerne unterschied sich nicht yon der des Zell- 
plasmas. Die:Leberze!len zeigten im Cytoplasma und Kern eine gleich- 
artige grfine bis gelbe [ +  + (+ )  ] Sekund~rfluorescenz, dagegen hat ten  
sich End0thel- und Bindegewebszellen in ihrem Plasmaanteil  nur schwach 
griin [ (+)]  angefgrbt, w/ihrend deren ZeUkerne heller grfin [ + + ]  
leuchteten. 

Schlufi/olgerungen. 

Die Carcinomzellen des operativ gewonnenen, frischen Gewebes wie 
auch die des durch Obduktion erhaltenen toten Krebsmaterials zeigten 
in einem AusmaB Acridinorangespeichernng, wie sie an anderen Zellen 
yon mir bislang nic!lt beobachtet  werden konnte. Dieses hohe Spei- 
cherungsmaB machte sich auch welt unterhalb des bei anderen Zellen 
fiblichen isoelektrischen Punktes bemerkbar.  Ob diese ungev/Shnlich 
kr/~ftige Adsorption des Farbstoffes auf  die starke glykolytische Tatig- 
keit der Zellen oder aber auf Eigentfimlichkeiten in der Struktur der 
Zellkolloide bzw, auf  das Vorhandensein einer reichlicheren Anzahl 
saurer Valenzen der Eiweigk6rper des Pro~oplasmas znrfickgeffihrt 
werden muB, kann erst durch weitere Versuche gekliirt Werden. 

Die Farbdifferenzen zwischen Krebszellen und den Zellen des in- 
filtrierten Gewebes waren in den untersuchten F~llen derart  deutlich, 
dab es sich lohnen wiirde, mit  Hiffe der  Acridinorange-Fluorochromierung 
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weitere Untersuchungen an Carcinomgewebe durchzufiihren. Hinzu- 
weisen ist auch auf die krifftigc Adsorption des Acridinorange im reti- 
cul~ren Fasergerfist des Lymphknotens. Es handelt sich hier ja um 
Gewebsbestandteile, welche sicher nicht aktiv an Stoffwechselvorg~ngen 
beteiligt sind. Es zeigt dieser Befund damit deutlich, dab bei der Beur- 
teilung experimenteller Befunde an tierischen Geweben der normale 
Reaktionsausfall ffir die einzelnen, zu untersuchenden Gewebsbestand- 
teile eingehend klargesgetlt sein mug. Das Verhalten des Fasergeriistes 
i~hnelt dem der Zellmembranen pflanzlicher Zellen (vgl. Tabelle 1, S. 124), 
ist aber ffir die eigene Fragestellung, abgesehen yon der Mahnung zur 
kritischen Beurteilung der Befunde an Parenchymzellen, weniger yon 
Belang. 

Urn die Bedeutung der Glykolyse fiir das AusmaB der Speicherung 
yon Acridinorange ermessen zu kSnnen, werden weitere Versuche mit 
]-Iemmung der Glykolyse angeschlossen. 

I I .  Einflu[3 des gly]colysehemmenden Heptylalkohols au] die Speicherung 
yon Acridinorange. 

Erste Versuchsanordnung. An weiteren Geffierschnitten der Lymphknotenmeta- 
stase des Magencarcinoms wurden bei einem PIt yon 3,5 F~rbungen mit Acridin- 
orange l:10000 angestellt. Bei einem Teil der F~rbeversuche waren s~mtliche 
Farb- und AuswaschlSsungen mit Heptylalkoho] gesi~ttigt. 

Ergebnis s. Tabelle 10. 

]:)as Fehlen der roten T6ne im Plasma der Carcinomzellen nach 
Zusatz yon Heptylalkohol zeigt an, dab die Farbstoffaufnahme aus den 
mit tIeptylalkohol ges~ttigten LSsungen geringer war als aus zusatz- 
freien Farbans~tzen. Die Kerne der Carcinomzellen sowie das iibrige 
Gewebe wiesen gegenfiber den Kontro]len keine Farbi~nderungen auf. 

Zweite Versuchsanordnung. Gleiche Gefrierschnitte wurden zuerst mit zusatz- 
freien LSsungen (Acridinorange 1 : 10000 in isotonisehem Phosphatpuffergemisch) 
bei PH 3,5 gef~rbt und ausgewaschen, sodann wurde ein Tefl der Schnitte nach- 
trfiglich 10 rain lang mit einer Pufferl6sung ausgewaschen, welche mit Heptyl- 
alkohol ges~ttigt war. Die iibrigen Gewebssehnitte wurden gleiehe Zei~ mit zu- 
satzfreier PufferlSsung noehmals ausgewaschen. 

Tabelle I0. Acridinorange 1:10000, F~rbezeit 10 min, p~( 3,5. 

O h n e  Z u s a t z  

Mit Zusatz yon 
tteptylalkohol 

Virchows Archiv. Bd. 318. 

Carcinomzel len 

Cy t o p l a sma  K e r n  

§ 2 4 7  § 2 4 7 2 4 7  
gelbrSflieh gelb 

§ 2 4 7  § 2 4 7 2 4 7  
gelb gelb 

L y m p h o c y t e n  u n d  l~etieu- 
lumzel len 

Cy top l a s ma  ~:ern 

(+) §  
sehwach gelb 

griin 
(+) + +  

sehwach gelb 
grfin 

10 



146 NORBERT SCH~IV~IELFED:ER : 

Ergebnis s .  Tabelle 11. 
Tabelle 11. Acridinorange 1:10000, Farbezeit  l0  min, PR 3,5. 

Ohne Zusatz gefarbt  
und  ausgewaschen 

Unte r  Zusatz yon 
Hcptylalkohol aus- 

gewaschen 

Careinomzellen 

Cytoplaslna Kern 

§ 2 4 7 2 4 7  § 2 4 7 2 4 7  
gelbrfitlich gelb 

§ 2 4 7  § 2 4 7 2 4 7  
gelb gelb 

Lymphocyten nnd Reticu- 
lumzeilen 

Cytoplasma Kern 

(+) §  
schwach gelb 

grfin 
(§ § 2 4 7  

schwach gelb 
griin 

Es ergab sich demnach nach dem Auswaschen mit  heptylalkohol- 
haltiger LSsung das gleiche Bild, als seien die Sehnitte yon ~ornherein 
unter Zusatz yon Heptylalkohol gef~rbt worden. Ein Tell des adsor- 
bierten Farbstoffes wurde also dureh diese Behandlung aus den Tumor- 
zellen herausgelSst. 

Dritte Versuchsanordnung. 20 # dicke Gefriersehnitte yore unfixierten mensch- 
lichen Leichenherzen wurden bei Pn 3,5 mit Acridinorange (1 : 10000 in isot0nischem 
Phosphatpuffergemisch) 10 rain lang mit und ohne Zusatz yon Heptylalkohol 
gefarbt. 

Ergebnis. Die Fluorescenzfarbe war in beiden Versuchsreihen gleich 
und entspraeh den friiheren Befunden am gleichen Material, jedoch war 
anseheinend die Intensit~t  der Sekundiirfluoreseenz des Muskelzell- 
plasmas bei der unter Zusatz yon Heptylalkohol erfolgten F~trbung 
geringfiigig schw~cher als in den Kontrollschnitten. 

Schlufl/olgerung. 
Als erstes ist festzustellen, da$ yon den bisher untersuchten tierischen 

und menschlichen Zellen iiberlebende oder tote Carcinomzellen bei einer 
Wasserstoffionenkonzentration der F~rbelSsung yon 10 -3,5 den Farbstoff  
Acridinorange im st~rksten AusmaB speichern. Ein Teil des yon den 
Tumorzellen adsorbierten Farbstoffes wurde unter der Behandlung mit  
Heptylalkohol yon den Zellen wieder abgegeben. Dieser Tell des Farb:  
stoffes war demnach nicht elektroadsorptiv anf  Grundlage einer Aus- 
tauschadsorption yon Ionen gebunden, denn die Farbstoffverdr~ngung 
geschah durch einen elektroneutralen Stoff. Diese Farbmenge mul~te 
vielmehr mit  Hilfe der, ,echten" oder ,,vA~ ])ER WAALsschen" Adsorption, 
also unter der topochemischen Bfldung yon Molekiil-(Iqebenvalenz-) 
Verbindungen auf der Oberfl~che des Adsorbens (HESSE und SAV~En 21) 
gebunden sein. Nach Untersuchungen yon HESSE und SAVTER an Alu- 
miniumoxyd erfolgen Austauschadsorption und v ~  DER WAALssche 
Adsorption an verschiedenen (~rtlichkeiten der Oberfl/~che des Adsorbens. 
Oiese nnabh~ngig voneinander Vor sich gehenden Adsorptionsmecha- 
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nismen nnterliegen dabei unterschiedlichen Gesetzen. Auch dann, 
wenn tteptylalkohol den adsorbierenden Ze]leiweil~en der Carcinomzelle 
gleichzeitig mit dem Farbstoff Acridinorange geboten wird, erfolgt 
eine geringere Speicherung yon Acridinorange, es wird dumit angezeigt, 
dai~ der elektroneutrale tteptylalkohol bei der Adsorption bevorzugt 
wird. Durch die Untersuchungen yon W~a~BV~G 9 und MI~AMI S ist 
bekannt, dal~ Heptylalkohol die Glykolyse hemmt und zwar beruht diese 
Hemmung nuch deren Ansicht darauf, dad Heptylalkohol an den zur 
Glykolyse erforderlichen submikroskopischen Strukturoberfl~tchen der 
Zelle adsorbiert wird. Wenn in den eigenen Versuehen ein Tefl des 
Farbstoffes Acridinorange an den gleichen 0rtlichkeiten der Struktur- 
oberfl~che gebunden wird wie tteptylalkohol, so sind dies aller Wahr- 
scheinlichkeit nach diese glykolytisch wirksamen Oberfl~chen. Diese 
Ansicht steht aueh in Ubereinstimmung mit dem Befund yon YABUSOE~, 
dgl~ Acridinorange die Tumorglykolyse teilweise hemmt. Ob die ttaft- 
punkte an der Strnkturoberflgche ffir Heptylalkohol bzw. Acridinorange 
gleichzeitig die Lokalisationsstellen der zur Glykolyse erforderlichen 
Fermentsysteme darstellen, ist mSglich, doch kaIin diese Frage durch 
die eigenen Untersuchungen nicht gekl~rt werden. 

Ans den obigen Versuchen, insbesondere denen an Herzmuskel- 
zellen, geht abet hervor, dal~ auch unterhalb des IEP~  der Gewebs- 
eiweii~e der grSl~te Teil des adsorbierten Farbstoffes nicht an der- 
artigen, glykotytiseh wirksamen Oberflgchen durch VA~ DER ~TA~LLssche 
Adsorption gebunden ist, denn nnr eine relativ geringe Menge des Farb- 
stoffes wnrde dutch Heptylulkohol verdr~ngt. Ob es sich bei der nicht 
verdrgngten Farbstoffmenge um Austauschadsorption an extrem sauren 
Zellbestandteilen, um vA~ DE~ W~Lssche Adsorption an nicht dutch 
Heptylalkohol besetzbare Oberfl~chen, um Diffusion des Farbstoffes 
in submikroskopische Zellsaftraume oder um LSsung des Farbstoffes 
in Lipoiden handelt, soll in dieser Arbeit nicht welter untersucht werden. 

Zur quantitativen Messung der dureh Hemmung der Glykolyse ver- 
ringerten Farbstoffspeicherung werden im folgenden Untersuchnngen 
an Hefezellen dnrchgeffihrt. 

I I I .  Der Ein]lufl glykolysehemmender Substanzen au] die Speicherung 
yon Acridinorange dutch He/ezellen. 

Nach Untersuchungen yon KSLBEL 13 sind zu quantitativen Unter- 
suchungen fiber die Speicherung yon Acridinorange im Protoplasma 
ttefezellen besonders gut geeignet. In gleieher Weise stellen aber auch 
die Hefezellen ein geeignetes Objekt s Studien fiber die Glykolyse dar 
(WARBU~G~). Ffir die eigenen Versuehe wurde die yon KSLBEn ans- 
gearbeitete lgethode mit geringen, dureh die zur Verftigung stehenden 
Ger~te bedingten Abweichungen angewandt. 

10" 
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TabeIle 12. Acridinorange 1:10000, F/~rbezeit 10 min, Pn 7,3, Hefe 100 rag. 

Farbstoffaufnahme in 
Milligramm in der 
Leerkontrolle . . . .  

Farbstoffaufnahme in 
Milligramm in dem 
Hemmungs'cersueh . 

Hemmung in Prozent. 

Hemmung dureh Heptyl- 
a]kohol (ges~ttigte, wgilrige 

L6sung) 

amerikanische 
Trockenhefe 

0,7725 

B~ekerhefe 

ttemmung durch )~thyl- 
urethan (3 %) 

amerikanische 
Trockenhefe B~ckerhefe 

0,5750 

25,9 

0,6900 0,7625 

0,5125 

25,4 

0,6500 

14,8 

0,5375 

Erste Versuchsanordnung. In den einzelnen Versuchsans~tzen wurden 0,1 (bzw. 
0,4) g Here i n 5  (bzw. 20) cm 3 Leitungswasser (PH ~ 7,3) im Zentrifugenglas 
suspendiert. Dieser Suspension wurden 5 (bzw. 20) cm a AcridinorangelSsung 
(1:5000 in Leitungswasser) zugesetzt, so dab eine Endkonzentration des Farbstoffs 
"con 1:10000 vorlag. Nach einer Einwirkungszeit "con 10 rain wurde 10--15 rain 
scharf zentrffugiert und sodann die fiberstehende Farbl6sung ira Stufenphotometer 
(Filter S 53, 20-mm-Cuvette) photometriert. Die Differenz der Farbstoffkonzen- 
tration zwischen der in gleicher Weise verdfinnten, urspriingliehen Farbl6sung und 
der fiberstehenden RestlSsung ergab die "con den Hefezellen aufgenommene Farb- 
stoffmenge. Diese wurde jeweils fiir 100 mg Hefe berechnet. In den t{emmtmgs- 
versuchen wurden s~mtliche angewandte L6sungen mit Heptylalkohol ges~ttigt 
oder mit _~thylurethan in einer Konzentration "con 3 % versetzt. 

Versuchsbeispiel (s. Tabelle 12). 
Zweite Versuchsanordnung. 0,1 (bzw. 0,4)g Here wurden zun~chst entsprechend 

der ersten Versuchsanordnung ohne Zusatz glykolysehemmender Stoffe gef~rbt, 
dann wurden die Hefezellen ,con dem anhaftenden, nicht adsorbierten Farbstoff 
freigewaschen. Anschliel~end erfolgte die Suspension der Hefezellen in 10 (bzw. 
40) cm a Leitungswasser, welchem 3% ~thylurethan oder Heptylalkohol bis zur 
S~ttigung zugesetzt worden war. Nach einer Einwirkungszeit yon 10 rain wurde 
wiederum 10--15 rain lang scharf zentrifugiert und sodann mit dem Stufenphoto- 
meter die Farbstoffkonzentration in der fiberstehenden Restl6sung bestimmt. 

Versuchsbeispiel (s. Tabe]lc 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 tIeptylalkohol und 14% bei ~ thylure than sind zwar erheblich, 
erreichen jedoch nicht die Zahlen wie bei der Glykolysehemmung. An 
i n t ak t en  Itefezellen betr~gt  nach WA~BU~G 9 u n d  1VII~AMI s die H e m m u n g  
der Glykolyse bei Heptyl~lkohol  100 % u n d  nach  Athyh t re than  (3 % ig) 
41%. Auffal lend ist jedoch die Tatsache,  dal~ bei beiden Hemmungs-  
vorg~ngen t tep ty la lkohol  die st~rkere Wi rkung  ausiibt .  Dal~ bei den 
Hemmungsversuchen  Acridinorange yon  der g lykolysehemmenden 
Substanz bei der Adsorpt ion verdr~ngt  wird, geht aus der zweiten Ver- 
suchsanordnung hervor. 

0,4625 

14,0 
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~arbstoffaufnahme in 
Milligramm . . . . .  

Farbstoffabgabe unter 
Einwirkung des Phar- 
makons . . . . . .  

Farbstoffabgabe in 
Prozent der anfi~ng- 
lich aufgenommenen 

Tabelle 13. Aeridhlorange 1:10000, F&rbezeit 10 min, PH 7,3, Hefe 100 rag. 

Farbstoffverdr~ngung durch I Farbstoffverdr~ngung durch 
Heptyl~IkohoI (ges~ttigte, I ~thylurethan (3 %) 

w~13rigc L6sung) I amerikanische t amerikanischc ~.. ~_ - - 
Trockenhefe B~ckerhefe ] Trockenhe~e ~acKernetc 

0,6250 0,5000 0,7475 0,3500 

0,0975 0,1125 0,0500 0,0875 

Menge . . . . . . .  15,6 . i ~ 22,5 8,0 25,0 

U m  fes t s t e l l en  zu  k S n n e n ,  ob be i  d e m  Aus fa l l  der  t t e m m u n g s v e r -  

suche  g l y k o l y t i s c h  w i r k s a m e  F e r m e n t e  e ine  R o l l e  spielen,  w u r d e n  wei :  

t e r e  V e r s u c h e  an  a b g e t 5 t e t e r  t I e f e  u n t e r n o m m e n .  

Dritte Versuchsanord- 
hung. 0,1 g amerikanischer Tabelle14. Aeridinorange 1 : 10 000, F~rbezeit 10 rain, 
Trockenhefe wurde in 5 cm a Pn 7,3, dureh Kocher abget6tete tIefe : 100 rag. 

Leitungsw~sser suspendiert, Hemmung 
welchem 6 % Xthylurethan (lurch l=ieptyl- ttemmung 

alkohol dutch 
zugesetzt worden war. Diese (ges~ttigte, -~thylurethan 
Suspension wurde im Zentri- wtil]rige L 6- (3 % ) 
fugenglas 5 mill iln Wasser- sung) 
bad zum Sieden erhitzt, amcrikanische Trockenhefe 
Naeh Abkfihlen wurden 
5 em 3 Acridinorangel5sung Farbstoffaufnahme in 
(1 : 5000 in Leitungswasser) Milligramm in der 

Leerkontroile . . . 0,7000 0,5375 
zugefiigt, 10 rain lang stehen 0,5375 
gelassen and dann 10rain Farbstoffaufnahme 
lang zentrifugiert. Die fiber- bei Einwirkung des 
stehende l~estl5sung wurde Pharmakons . . . 0,5625 0,4500 
in der fiblichen Art  photo- Hemmung in Prozent 18,2 16,3 
metriert. Als Kontrollen 
wurden entsprechende Versuchsans/~tze ohne Zugabe yon Urethan in der gleichen 
Weise behandelt. In  entsprechender Art  wurden weitere Versuehe durchgefiihrt, 
in denen an Stelle des Urethanzusatzes s/~mtliche L5sungen mit  Heptylalkohol 
ges~ttigt worden waren. 

Versuchsbeispiel (s. T a b e l l e  14). 

Ergebnis. Die  H e m m u n g s v e r s u c h e  an  d u r e h  K o c h c n  a b g e t S t e t e r  

H e f e ,  be i  we l che r  die  g l y k o l y t i s c h  w i r k e n d e n  F e r m e n t e  d u t c h  die an-  

g e w a n d t e  T e m p e r a t u r  i n a k t i v i e r t  w o r d e n  waren ,  zeigen,  dab  die  E n z y m e  

fi ir  die S p e i c h e r u n g  y o n  A e r i d i n o r a n g e  u n d  d e r e n  H e m m u n g  d u r c h  

g l y k o l y s e h e m m e n d e  A g e n t i e n  n i c h t  y o n  B e d e u t u n g  sein  kSnnen .  E s  

i s t  d ~ m i t  e rwiesen ,  d a g  die S p e i c h e r u n g  y o n  A c r i d i n o r a n g e  an  de r  Ober-  

f l~che  v o n  S t r u k t u r t e i l e n  v o r  s ich g e h t  u n d  zwar  z u m  Tel l  an  de r  
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gleichen Strukturoberfliche, welche die Stoffe Heptylalkohol und Xthyl- 
urethan ~dsorbier~. Alle 3 Substanzen, Acridinorange, Heptylalkohot 
und Urcthan hemmen infolge ihrer Adsorption die Glykolyse in den 
Zellen, wie aus Untersuchungen yon WARBUI~G 9, ML~'A1VII 8 und YABUSOE ~ 
bekannt ist. Die dutch glykolysehemmende Stoffe aus der Zelle ver- 
dr~ngbare Menge an Acridinorange wird somit aller Wahrscheinlichkeit 
nach an 0rtlichkeiten der Strukturoberfli~ehe gebunden sein, welche 
ffir die Glykolyse yon Bedeutung ist. 

Zusammenfassende Eriirterung der Versuchsergebnisse. 
Auf Grund der eigencn Versuche kann festgestellt werden, dM~ die 

yon ST~UGGEn 1~ fiir den botanischen Bereich ausgearbeitete Methode 
der Fluorochromierung yon Zellen mittels Acridinorange auch bei der 
Untersuchung tierischen Gewebes ein wertvolles Hiffsmittel darstellt. 
Voraussetzung ist Mlerdings die Anwendung yon Reaktionsbedingungen, 
welche dem tierischen Gewebe angepM~t sind. Aber auch d~nn ergibt 
sich mit dem Acridinorange kein F~rbeveffahren, welches als Routine- 
methode angewandt werden k5nnte, sondern die Fluorochromierung 
mittels Acridinorange bleibt immer ein Verfahren, welches als wissen- 
schaftliche Forschungsmethode nur wirklich geschutten K_r~ften fiber- 
lassen bleiben sollte. Bei einer dem Forschungsexperiment entsprechen- 
den Anwendung und bei gleichfalls kritischer Auswertung werden sich 
am ehesten Mil~erfolge und Fehldeutungen vermeiden lassen. 

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

Es zeigte sich, dab wie in Pflanzenzellen auch in der tierischen 
~erzmuskelzelle der Farbstoff Acridinorange im wesentlichen ~uf Grund 
elektrostatischer Bindung im Zellprotoplasma gespeichert wird. Doch 
ein Tell des Farbstoffes wird auch auf andere Art und Weise, sehr wahr- 
scheinlich mit Hilfe VAN DER WAALsscher Kr~fte an solche Struktur- 
oberfl~chen adsorbiert, welche yon elektroneutralen, bei ihrer Adsorption 
die Glykolyse hemmenden Substanzen besetzt werden kSnnen. Wenn 
es auch nicht vollkommen bewiesen werden konnte, so ist doch anzu- 
nehmen, dab dieser Anteil des ebenfalls die Glykolyse hemmenden 
F~rbstoffes Acridinorange an Strukturoberfl~chen gebunden wird, 
welche bei der Glykolyse yon Bedeutung. sind. 

Aus den eigenen Versuchen geht hervor, dal3 der F~rbeeffekt bei 
vitaler und supravitaler Fluorochromierung des Herzmuskels mi~ 
Acridinorange vollkommen der gleiche ist. Bei supravitaler F~rbung 
war eine Vcrst~rkung der Fluorescenzerscheinungen nach Verschiebung 
des pR-Wertes der Farbl5sung in den alkalischen Bereich m5glich. Alle 
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gef~rbten Anteile der Zelle zeigten bei vitaler und supravitaler Farbung 
eine ausgesprochene Griinfluoreseenz. Niemals konnte an lebenden oder 
fiberlebenden Herzmuskelzellen eine rotorange oder kupferrote Fluores- 
eenzfarbe erreieht werden. Im Gegensatz hierzu traten jedoeh an toten 
Muskelzellen des Herzens rote Farbeffekte im Cytoplasma und Kern 
auf, sofern nut  oberhalb des IEP  M der, Zelleiweige und mit einem Farb- 
stoffiibersehug gef~rbt wurde.  Der Kern selbst zeigte im vitalen und 
supravitalen Zustand griine his grfingelbe Fluoreseenzfarben, regel- 
m~13ig war er veto Cytoplasma dutch seine st~rkere Leuchtintensitat 
deutlieh zu unterscheiden. Diese F~rbungsergebnisse an tierisehen Herz- 
muskelzellen ergaben eine iiberrasehend gute Ubereinstimmung mit 
dem F~rbungsausfall an Pf!anzenzellen, wie ihn ST:RUGGER 10 besehreibt. 

Hervorzuheben ist die Tatsaehe, dab Aeridinorange das Cytoplasma 
vital diffus anf~rbt. Die bisher bekannten basisehen Vitalfarbstoffe, 
wie unter anderem Neutralrot und Methylenblau f~rben dagegen in 
fast alien tierisehen Zelltypen prgformierte Gebflde (Granula, Vaeuolen 
usw.) (RIES6). Mit den anderen basisehen Vitalfarbstoffen hat  abet  
Aeridinorange gemeinsehaftlieh die F~higkeit, nnter gleiehen F~irbe- 
erseheinungen ebensoleieht supravital die Zellen zu f~rben wie naeh 
Injektion des Farbstoffes in den lebenden Organismus. 

Differente F~rbeeffekte gegeniiber den HerzmuskelzeUen ergaben 
aber die Zellen des Interstitiums, also Bindegewebs- und Endothelzellen. 
Hier war im vitalen nnd aueh supravitMen Zustand eine Plasmafi~rbung 
iiberhaupt nieht festzustellen, wahrend die Zellkerne regelm~gig eine 
kri~ftige Fluoreseenz aufwiesen, die meist st~trker und gelblicher war, 
als in den Muskelzellkernen. Eine Speieherung des Farbstoffes hat te  
im lebenden und fiberlebenden Cytoplasma der Endothel- und Binde- 
gewebszellen demnaeh in geniigender. Konzentration nieht s ta t tge-  
funden, doeh t ra t  eine solehe naeh Absterben der Zellen auf, so dal3 aueh 
an diesen Zellen mit dem Absterbevorgang eine erhShte Speieherungs- 
f~higkeit des Cytoplasma verbunden war. Wenn aueh damit grunds~tz- 
lieh der gleiehe, zur erhShten Speieherung fiihrende, kolloidchemisehe 
Vorgang am Cytoplasma eintrat, so besitzen doeh im tierisehen Organis- 
mus nieht alle Zellen im toten Zustand eine soleh ausgesprochene 
Speieherf~higkeit fiir Aeridinorange, daG in jedem Fall rote Fluoreseenz- 
farben erreieht w~irden. Damit entf~llt die M6gliehkeit, ohne weiteres 
auf Grund des F~rbeerfolges fiber die Vitalit~t jeder einzelnen Zelle 
Sehltisse ziehen zu k6nnen. Ein genau gegens~tztiehes Verhalten zeigten 
Carcinomzellen. Hier t raten sowohl an iiberlebenden wie an toten Zellen 
im Cytoplasma und Kern orange bis rote Farbnuaneen auf und zwar 
aueh dann, wenn weir unterhalb des sonst fibliehen I E P  M gef~rbt wurde. 
Nit  diesem Befund sind drei versehiedene Zelltypen des tierisehen Orga- 
nismus gekennzeiehnet, die in ihrem Verhalten die iiberhaupt m6gliehen 
Fi~rbeeffekte aufweisen. Diese Beobaehtung ist yon grunds~tzlieher 
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Bedeutung fiir weitere Untersuchungen an tierischem Gewebe mit 
der Methode der Acridinorange-Fluorochromierung. Nicht in jedem 
Fall sind im Cytoplasma grfin gefi~rbte Zellen lebend und umgekehrt 
unter Umstiinden auch, supravital wenigstens, rStliche Fluores- 
eenzfarben an nichttoten Zellen auftreten. Die Untersuchungen von 
Sr~TZGG~ 1~ und Mitarbeiter 18,15 erfolgten immer an einem relativ 
einheitlichen Material, welches in gleieher Weise wie die I-Ierzmuskel- 
zellen in den eigenen Versuchen reagierte. Unabh/ingig jedoch yon der 
eben genannten Einschr~nkung konnte die Feststellung yon STRCGG~ 
auch an tierischem Gewebe best~tigt werden, dag tote Zellen in jedem 
Fall eine kriiftigere Speicherung yon Acridinorange aufweisen als 
lebende. Durch die eigene Fragestellung wurde die unterschiedliche 
Speicherung yon Acridinorange zwischen den verschiedenen Zelltypen 
in Beziehung gesetzt zur Stoffwechelaktivit~it dieser Zellen. Das Oxy- 
dationspotential hat  anscheinend ffir das Ausmal] der Far bspeicherung 
keine Bedeutung, w~hrend Beziehungen zur Glykolyse sehr wahrschein- 
lich bestehen. Allerdings weist die Adsorption yon Acridinorange keine 
unmittelbaren Zusammenhiinge mit dem fermentativ katalysierten 
Vorgang der Glykolyse selbst auf, sondern lediglich mit den submikro- 
skopischen Strukturoberfl~chen, an denen die Glykolyse in der Zelle 
abli~uft. MSglicherweise sind es Strukturoberfli~chen, an welchen die 
Kohlenhydrate zur glykolytischen Spaltung adsorbier t  werden. Bei 
den eigenen Versuchen fiber die Hemmung der Farbstoffadsorption durch 
glykolysehemmende Stoffe handelte es sich in beiden F~Lllen um Nar- 
kotica. Die Hemmung war somit unspezffisch und stellte Oberfl~chen- 
reaktionen dar. Allerdings wird nur ein k]einerer Teil des Farbstoffes 
Acridinorange mit Hilfe vA~ DEI~ WAALsscher Kri~fte an die submikro- 
skopische Protoplasmastruktur gebunden. Der tIauptanteil  des Farb- 
stoffes wird dagegen mittels Elektroadsorption an amphotere Zell- 
eiweil3kSrper festgehalten, wi~hrend ein weiterer Teil des Farbstoffes 
wohl entsprechend der Ansicht yon STI~VGGER durch Ionenaustausch- 
reaktion (Elektroadsorption) an Cytoplasmabestandteile ohne ampho- 
teren Charakter adsorbiert wird. Die unterschiedlichen F~trbeeffekte 
zwischen den verschiedenen Zelltypen kSnnen nun aber nicht allein 
auf sti~rkere oder geringere glykolytische Aktiviti~t oder besser gesagt 
mehr oder weniger umfangreiches Vorhandensein glykolytisch wirk- 
samer Oberfl~ichen bezogen werden, denn in Hemmungsversuchen mit 
t teptylalkohol an Krebszellen, bei denen also die in Frage kommenden 
Strukturgrenzfli~chen entsprechend den Untersuchungen yon WAR- 
BURG 9 und MINA~II s zu 100% blockiert waren, zeigte sich doch noch 
eine hShere Speicherungsfi~higkeit als in Bindegewebszellen mit vet- 
hiiltnism~13ig geringer Stoffwechselaktiviti~t. Der gleiche Befund t raf  
fibrigens auch fiir die Herzmuskelzellen zu. Diese Unterschiede in der 
Speicherungsfi~higkeit ffir das Acridinorange mfissen somit auf Eigen- 
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schaften des Protoplasmas beruhen, wclche cine untcrschiedliche Elektro- 
adsorption bedingen kSnnen. Obcr die Art dieser Struktureigenheitcn 
des Cytoplasmas kSnnen nur Vermutungen ausgesprochen werden. Vcr- 
lockend ist es, entsprcchend dcr durch Nucleoprotcide bedingten krgf- 
tigen Speicherung des Farbstoffes in den Zcllkerncn, anzunehmen, der 
nntersehiedlichc Gehalt des Cytoplasmas an phosphorsgurchaltigen 
Komplexen (unter anderem l~ibonucleinsgurc, Laetacidogen, Kreatin- 
phosphors~ure, Muskeladenylsgure, Adenosintriphosphorsgure, Co-Zy- 
mase; vgl. L~NA~TZ ~) wiirde die differenten Fgrbeergebnisse auf Grund 
der zur Verffigung stehenden freien Sguregruppen hervorgerufen. Diese 
Annahme wiirde unter Umstgnden auch die extrem hohe 8peicherung 
in dan Krebszellen verstiindlich machen, wenn man ngmlich entspre- 
chend der Ansicht yon FLASCH~T~24G~a und BULLET 23 in den Krebs- 
zellen ein tumorproduzierendes Agens annimmt, welches Enzymnatur 
besitzen und wie die Vixen aus Nucleoproteiden aufgebaut sein sell. 
Aber, wie gesagt, es kSnnen nur Vermutungen geguBert werden, denn 
es kann sich ebenso wahrseheinlich um Unterschiede im koUoidalen 
Zustand des Cytoplasmas handeln, welche in naher Beziehung zum Fer- 
mentapparat der Zelle stehen kSnnen (Literatnr vgl. LEH~AR~rZ=~). 

Zusammenlassung. 
1.  Die Methodik der Fluorescenzmikroskopie mit Ultraviolett- und 

Blaulichterregung der Fluorescenz zur Beobaehtung im durchfallenden 
und auffallenden Licht wird eingehend beschrieben. 

2. Die yon SI'RCGG~R ZU zellphysiologischen Untersuchungen an 
Pflanzen ausgearbeitete Fluorochromierung der Zellen mit dam ba- 
sischen Fluorescenzfarbstoff Acridinorange wird fiir Untersuchungen 
an lebenden, iiberlebenden und toten tierischen und menschlichen 
Geweben neu ausgebaut. 

3. Es zeigte sich, dab Iterzmuskelzellen bei Anwendung isotonischer, 
gepufferter Farbl6sungen sich praktisch so verhalten wie Pflanzen- 
zellen. Im Gegensatz hierzu zeigen Bindegewebs- bzw. Endothelzellen 
und Carcinomzellen bei der Fluorochromierung mit Acridinorange ein 
vSllig abweichendes Bild. 

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

5. Es wird gepriift, ob sich die Differenzen im Verhalten der ein- 
zelnen Zelltypen auf die unterschiedliche Stoffwechselaktivit~t der 
Zellen zurtickftihren lassen. 

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

7. Die ihren Energiebedarf vorwiegend durch Glykolysc deckenden 
Carcinomzellen zeigen die bisher beobachtete st~irkste Speicherung yon 
Acridinorange. 

Virchows Archiv. Bd. 318. ]0~  
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8. D e r  g l y k o l y s e h e m m e n d e  H e p t y l a l k o h o l  h e m m t  bei  Zusa t z  zu r  

F a r b l S s u n g  te i lweise  die A c r i d i n o r a n g e s p e i c h e r u n g  u n d  k a n n  n a c h  

bere i t s  vo l l zogene r  F ~ r b u n g  e inen  Tel l  des  F a r b s t o f f e s  aus  den  Zel lcn  
ve rd r~ngen .  

9. Be i  q u a n t i t a t i v e n  V e r s u c h e n  an  Hefeze l l en  weis t  n e b e n  H e p t y L  

a lkoho l  a u c h  ~ t h y l u r e t h a n  e ine  H e m m w i r k u n g  a u f  die Fa rb s to f f -  

spe i che rung  auf.  Diesc  H e m m u n g  wi rd  in  B e z i e h u n g  g e b r a c h t  zur  

, , n a r k o t i s c h e n "  H e m m u n g  der  G lyko lyse  als O b e r f l s  du rch  

die be iden  g le ichen  Subs t anzen .  

10. Es  ]~i~t sich d a m i t  die S p e i c h e r u n g  y o n  A c r i d i n o r a n g e  in  den  

u n t e r s u c h t e n  Zel len  a u f  3 E i n z e f f a k t o r e n  zur f ickf f ih ren :  a) E l e k t r o -  

a d s o r p t i o n  a n  a m p h o t e r e  E iwe i~kSrpe r ,  b) VAN DE~ W ~ L s s c h e  Ad-  

so rp t i on  an  Oberfl i~chen,  die in g le icher  We i sc  y o n  den  g l y k o l y s e h e m -  

m e n d e n  S to f fen  ] - Ieptyl~lkohol  u n d  A t h y l u r e t h a n  be se t z t  w e r d e n  k S n n e n  

u n d  c) e l e k t r o s t a t i s c h e  B i n d u n g  an  Ze l lbe s t and te i l e  ohne  a m p h o t e r e n  

Cha rak t e r .  
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