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Unter den Fermenten der biologischen Oxydation kommt den De-
hydrasen eine groBle Bedeutung zu. Es handelt sich dabei um Fermente,
die die Ubertragung von Wasserstoff auf unmittelbare Acceptoren, aber
nicht auf Sauerstoff katalysieren. Aus der Gruppe der Dehydrasen
bewirkt die Succinodehydrase die Ubertragung von Wasserstoff von der
Bernsteinsdure auf Cytochrom c oder einen anderen geeigneten Acceptor
(Methylenblau, Tetrazoliumverbindungen), wobei die Bernsteinséiure zu
Fumarsiure oxydiert wird. Die Succinodehydrase ist ein Bestandteil
eines der wichtigsten Oxvdo-Reduktionssysteme der Zelle, des Succin-
oxydase-Systems. Die Hauptkomponenten dieses Systems sind Bern-
steinséiure, Succinodehydrase, Cytochrom ¢ und Cytochromoxydase. Es
wird angenommen, daB diese Reaktionskette noch mehr Glieder ent-
hilt, doch konnte noch nicht endgiiltig geklirt werden, inwieweit Flavo-
proteine und andere Coenzyme hierbei eine Rolle spielen.

Die morphologische Darstellbarkeit dieses Ferments ist von groBer
Wichtigkeit, da sie gestatten wiirde, genaunere histologische Angaben
iiber die Lokalisation zu machen und eventuell bestimmte morphologi-
sche Zellverinderungen mit Storungen seiner Funktion in Zusammen-
hang zu bringen. Storungen des Stoffwechsels konnten eventuell schon
vor Manifestation in der morphologischen Struktur der Zelle sichtbar
werden. Bei diesem Bemiihen sind in der Vergangenheit mehrfach Ver-
suche mit unterschiedlichen Verfahren unternommen worden, die Suc-
cinodehydrase histochemisch darzustellen, im deutschen Schrifttum ins-
besondere durch DoErr (1950), BECKER (1949), BECKER und QUADBECK
(1950), Dorrr und Brcker (1951), DoErr und v. LiTTicHAU (1949),
Nevmardy und KocH (1953), ScHUMMELFEDER (1949). In neuerer Zeit
sind diese Methoden vervollkommnet worden, insbesondere durch Steige-
rung der Empfindlichkeit der Reaktion und die Moglichkeit, an diinnen
Schnitten zu arbeiten.

1909 stellte THUNBERG die atmungssteigernde Wirkung von Bernsteinséure auf
den isolierten Froschmuskel fest. 1910 duBerten BaTerir und SterN die Ver-
mutung, dafl dieses Phidnomen als Oxydation der Bernsteinsiure durch ein beson-
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ders stark an der Gewebsstruktur haftendes, nicht mit Wasser extrahierbares
Agens zu deuten sei. 1914 wies Einseck die primére Entstehung von Fumarsiure
bei diesem Prozef mnach. 1916 verwendete THUNBERG erstmals Methylenblau als
Wasserstoffacceptor. Dieses Verfahren fand in der Biochemie Verwendung zur
Messung der Akiivitdt der Succinodehydrase.

1935 versuchte SeMENOFF die Succinodehydrase im histologischen Schnitt mit
Methylenblau nachzuweisen. 1941 fanden Kvax und JERCHEL, daB farblose Tetra-
zoliumverbindungen dutch pflanzliches Gewebe in rote Verbindungen umgewandelt
werden. LagON (1942) beniitzte Tritetrazoliumehlorid zur Priifung der Keimfahig-
keit von Saatgut. Wurden die Gewebe fiir kurze Zeit auf 80° C erhitzt, so verloren
sie die Fahigkeit, Tetrazoliumverbindunygen zu reduzieren. Diese Thermolabilitit
war ein Hinweis darauf, dall die beobachteten Effekte durch Fermente ausgeldst
werden. Eine Reihe von Autoren untersuchte die Reduktion von Tetrazolium-
verbindungen in tierischem Gewebe. Es wurden entweder diinne Scheiben von
Geweben in Tetrazoliumlésungen eingebracht, oder bei intra vitam-Versuchen Tri-
phenyltetrazoliumchlorid intravends oder intraperitoneal injiziert. 1951 ent-
wickelten SELremaN und RUTENBURG eine Methode zum Nachweis der Sucecino-
dehydrase im unfixierten Gefrierschnitt. 1953 gelang es RuTeENBURG, WoLMAN und
SeL1GMAN durch Zusatz von Aktivatoren unter Einhaltung anaerober Bedingungen
die Empfindlichkeit der Reaktion zu erhshen. Prarson und Derexpi (1954)
verdffentlichten weitere Verfahren, die auf dem gleichen Prinzip aufgebaut sind.

Bei einem Vergleich der in der Literatur berichteten Ergebnisse von
Untersuchungen der Succinodehydrase am Gewebsblock und an un-
fixierten Gefrierschnitten tinden sich betrichtliche Unterschiede. Sie
betreffen die Lokalisation der Fermentaktivitit, die besonders bei Ver-
wendung von Gewebsblocken erheblich voneinander abweichende Bilder
ergibt. Hierbei zeigen sich, unabhéngig von der Gewebsstruktur, deut-
liche Intensitdtsunterschiede der Reaktion in der Randzone und im
Zentrum des Blocks, die Artefakte durch ungleichméfBiges Eindringen
der Bebriitungslésung vermuten lassen. Die mit verschiedenen Methoden
an unfixierten Gefrierschnitten gewonnenen Resultate lassen Unter-
schiede in der Menge des histochemisch nachweisbaren Ferments er-
kennen, vor allem in Geweben, die arm an Succinodehydrase sind. Es
erschien daher zweckmilig, diese Methoden in vergleichenden Unter-
suchungen an Serienschnitten zu tberprifen. Auflerdem war es fiir
andere Fragestellungen wiinschenswert, eine Technik zu finden, die bei
einfacher technischer Handhabung hohe Empfindlichkeit aufweist und
somit die Untersuchung groBler Serien gestattet.

Prinzipien des histochemischen Nachweises der Succinodehydrase.

Der histochemische Nachweis der Succinodehydrase besteht darin,
daff durch die Succinodehydrase des Gewebes aus dem in der Be-
briitungslosung vorhandenen Succinat Wasserstoff abgespalten und auf
einen gleichfalls zugegebenen Acceptor iibertragen wird. Durch die
Reduktion kommt es entweder zu einem Farbumschlag des Acceptors
(z. B. Methylenblau), oder er wird in eine wasserunlisliche, farbige Ver-
bindung umgewandelt (Tetrazoliumverbindungen, Tellurit).
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Bei der Technik nach SEMENOFF (1935) wird Methylenblau zu Leuko-
methylenblan reduziert; Orte der Fermentaktivitit zeigen also ein Ver-
schwinden der Blaufdrbung. Dieses negative Bild durch Bleichung des
Farbstoffs gestattet keine genaue Lokalisation, da die Mdglichkeit der
Diffusion des nicht reduzierten Methylenblaus besteht (Gricx 1949,
Gomori 1952, PEARSE 1953). AuBlerdem ist das Verfahren fiir die Unter-
suchung gréBerer Schnittserien ungeeignet, da unter streng anaeroben
Bedingungen gearbeitet werden muf}, um eine Reoxydation des Leuko-
methylenblaus durch atmosphérischen Sauerstoff zu vermeiden.

Kaliumtellurit wird durch die Succinodehydrase zu braun-schwarzem
bis schwarzem Tellurium reduziert (Gomorr 1952). Diese Technik ergibt
sehr schone und scharfe Bilder. Da aber Telluriumverbindungen hem-
mend auf die Succinodehydrase wirken, ist diese Methode wenig empfind-
lich (CorreTT, REEINBERGER und LiTTLE 1933). Sie ist daher nur bei
Geweben mit hoher Fermentaktivitit anwendbar.

Bei Verwendung von Tetrazoliumsalzen als Wasserstoffacceptor wer-
den wasserlosliche, farblose bis schwach gelbliche Tetrazoliumverbin-
dungen zu wasserunloslichen, roten oder blauen Formazanen reduziert.
Die Tetrazoliummethode gestattet cine gute Lokalisierung der Ferment-
aktivitit im Gewebe.

Da sich zur Darstellung demnach insbesondere die Tetrazoliumverbin-
dungen eignen, werden in dieser Untersuchungsreihe nur die mit diesen
Reagentien angestellten Versuche verglichen.

(Das von uns benutzte Tetrazol-Purpur ist laut Angabe der Herstellerfirma
Bayer mit dem Neotetrazolium amerikanischer Autoren identisch.)

Bei den von uns benutzten Methoden wurde zunéchst die ,,spontane‘
Reduktion von Triphenyltetrazoliwmechlorid (TTC) und Tetrazol-Purpur
(TP) untersucht und im AnschluBl daran Versuche an Rattenorganen,
und zwar an ganzen Gewebsblocken und an unfixierten Gefrierschnitten
vorgenommen. Ferner wurde der EinfluB der Wasserstoffionenkonzen-
tration, von Aktivatoren und die Diffusion und die diffuse Rotfirbung
untersucht.

I. Untersuchung der ,,spontanen'‘ Reduktion von TTC und T P.
Phosphatpuffer 0,2M pg 7,6  5cm?

Natriumsuccinat 0,2 M 5 em3
Aqua dest. 5 cm?
TTC bzw. TP 4 mg/em?® 5 em?

Die Losung wurde 24 Std bei 37° C stehen gelassen.

II. Untersuchungen an Herz, Leber, Niere, Skeletmuskel und Fettgewebe
' von Ratten,

a) Untersuchungen am Gewebsblock. Die Organe wurden unmittelbar nach dem
Tode entnommen, in 1—2 mm dicke Scheiben geschnitten und sofort in eine der
folgenden Bebriitungslésungen eingebracht:
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1. 1% TTC in 0,1 M Phosphatpuffer pg 7,6.
2. Phosphatpuffer 0,1 M pg7,6 5 cm?

Natriumsuccinat 0,2 M 5 cm3
TP 4 mg/cm? 5 cm?
Aqua dest. 5 cm3

Bebriitung 2 Std bei 37° C, Abspiilen in Phosphatpuffer pgy 7,6, Fixation in
neutralemm Formalin, Gefrierschnitte, Aufziehen aus Aqua dest., Eindecken in
Glycerin-Gelatine.

b) Untersuchungen an unfizierten Gefrierschnitten. Die Organproben wurden
unmittelbar nach der Tétung entnommen und sofort in einem Dewargefa mit CO,-
Schnee durchgefroren. Anfertigung von Serienschnitten mit dem Messertiefkiihl-
verfahren nach ScEULz-BraUNs (10--15 u), die vom Messer direkt in die Be-
briitungslosung gebracht wurden.

Zusammensetzung der Bebritungslosung.

1. Methode nach Szrieman und RuTexNBUrG (1951):
Phosphatpuffer 0,1 M pg7,6 10cm?

Natriumsuccinat 0,2 M 10 cm3
TP 1 mg/em? 10 cm3
Aqua dest. 10 em?

2 Std Bebriiten bei 37° C, Abspiilen in Aqua dest. Fixation in neutralem For-
malin, Eindecken in Glycerin-Gelatine.

2. Methode nach RuTENBURG, WormMaxN und SmrieMax (1953):
Phosphatpuffer 0,2M pg 7,6 10,0 cm?

Natriumsuccinat 0,2 M 10,0 cm3
TP 2 mg/em? 10,0 cm?
Calciumechlorid 0,33 M 0,2 cm3
Magnesiumsulfat 0,005 M 0,2 cm?
Na-Bicarbonat 0,6 M 2,0 cm3
Aluminiumechlorid 0,01 M 0,8 cm?
Aqua dest. 6,8 cm?

Bebriitung bei 37° C aerob in offenen Gefaflen und anaerob. Fiir die anaerobe
Bebriitung wird die Losung einige Minuten lang gekocht, in einem gut verschlossenen
Gefifl auf 37° C abgekiihlt und 1 Std lang Stickstoff durchgeleitet. Einbringen der
Schnitte und weitere Stickstoffzufuhr wihrend der ganzen Dauer der Bebriitung.
{Bombenstickstoff mit weniger als 0,1% O,, durch 3 Waschflaschen mit alkalischer
Pyrogallollésung geleitet.) Nach 2 Std Bebriitung Abspiilen der Schnitte im Agua
dest. und Fixieren in 4—10%igem neutralen Formalin fiir 1-—24 Std. Eindecken -
in Glycerin-Gelatine.

3. Methode nach Rosa und Vernarpo (1954):

0,1% KCN in Phosphatpuifer p; 8,2 0,1 M 30 cm3
Natriumsuceinat 0,5 M 4 cm?
TP 0,4% 4 cm3

4. Modifikation der Methode von RUTENBURG, WOLMAN und SELIGMAN:
Bebriitungslésung wie unter 2. Verwendung von 0,2 M
Phosphatpuffer mit Zusatz von 0,2% KCN, pg 7,6.

Bei Methode 3 und 4 Bebriitung in gut verschlossenen Gefafien bei 37° C fiir

2 Std. Abspiilen der Schnitte in Aqua dest., Fixieren in neutralem Formalin,
eindecken in Glycerin-Gelatine.
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111, Uniersuchung des Hinflusses der Wasserstoffionenkonzentration.

Zur Untersuchung des Einflusses der Wasserstoffionenkonzentration auf die
Aktivitat der Succincdehydrase im histologischen Bild wurden die Bebriitungs-
lésungen der Methoden 3 und 4 mit Phosphatpuffer von pg 7,6 und 8,2 verwandt.

IV. Untersuchung des Einflusses von Aktivatoren.

Zur Untersuchung des Einflusses von Aktivatoren wurden der Bebriitungs-
losung nach Rosa und VELARDO (1954) bei pg 7,6 und 8,2 Calcium, Magnesium,
Aluminium und Bicarbonat zugesetzt:

Phosphatpuffer 0,1 M, 0,1% KON, pg 7,6 bzw. 8,2 30,0 cm?
TP

0,4% 4,0 cm3
Natriumsuccinat 0,60 M 4,0 ecm?®
Calciumchlorid 0,33 M 0,2 cm?
Na-Bicarbonat 06M 2,0 cm?3
Magnesiumsulfat 0,005 M 0,2 cm?
Alumininmechlorid 0,01 M 0,8 cm?®

V. Untersuchung der Diffusion.

Die Diffusion wurde an Schnitten von Herzmuskel und von Fettgewebe unter-
sucht. Herzmuskelschnitte wurden durch Einlegen in 90° C heiBes Wasser in-
aktiviert, Schnitte von Fettgewebe durch 12—24 Std Trocknen bei Zimmer-
temperatur. AnschlieBend wurden unbehandelte Schritte von Herzmuskelgewebe
unter teilweiser Uberdeckung der inaktivierten Schnitte anfgezogen (DaNIELLT 1953,
GoesEL und PucaTLER 1954). Bebriitung und Weiterbehandlung nach Methode b 4.
Um sicher zn sein, da3 in den behandelten Schnitten die Aktivitit der Succino-
dehydrase vollig aufgehoben war, wurden zur Kontrolle inaktivierte Schnitte im
gleichen Arbeitsgang mitgefithrt. '

VI. Untersuchunyg der Rotfirbung.

Zur Untersuchung der Bedeutung der Rotfirbung verschiedener Strukturen
wurden Serienschnitte nach Methode b4 behandelt. Die Bebriitungszeit betrug 2,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 und 60 min. Die eingedeckten Schnitte wurden iiber einige
Wochen wiederholt kontrolliert.

In allen Versuchen unter II—IV dienten als Kontrollen Serienschnitte, die
unter Weglassung des Substrats bebriitet wurden, sowie Serien mit Zusatz von
Malonat zur Bebriitungslosung.

Eine von Prarson und Drrexpr (1954) angegebene Methode konnte leider
nicht in die vergleichenden Untersuchungen mit einbezogen werden, da die von
ihnen verwandte Tetrazoliumverbindung, ein 2-(p-iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-
5-phenyl-tetrazoliumehlorid, nicht zur Verfiigung stand. ’

Ergebnisse.
1. ,,8pontane’ Reduktion von TTC und TP.

Bebritungslosungen mit Triphenyltetrazoliumehlorid (TTC) bzw.
Tetrazol-Purpur (TP) als Wasserstoffacceptor wurden ohne Zugabe von
Schnitten in den Wirmschrank bei 379 C gebracht. Nach 2—24 Std
war keine Reduktion der Tetrazoliumverbindungen zu farbigen Stufen
(Monoformazan, Diformazan) nachweisbar.
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II. Untersuchungen an Organen.

a) Untersuchungen am Gewebsblock. Die Oberfliche der Gewebsblocke
war nach einer Bebriitungszeit von 2 Std tief purpurrot, bei Verwendung
von TP als Wasserstoffacceptor dunkelblau gefdrbt. In Schnittserien
zeigten die oberflichennahen Schnitte eine gleichm#fige Reaktion im
Bereich des ganzen Schnittes. In etwa 0,3—0,4 mm Tiefe fand sich eine
mehr fleckformige Verteilung des Formazans. In 0,5 mm Tiefe war nur
eine schmale Randzone mit positiver Reaktion vorhanden, weiter zentral
im Schnitt fanden sich herdférmige Formazanablagerungen um einzelne
groBere Gefdfle. Die Verteilung des Formazans im Gewebsblock war bei
den beiden untersuchten Bebrittungslésungen gleich. Lédngere Bebriitung
bis zu 6 Std fithrte zu keiner Anderung des histochemischen Bildes.

b) An unfizierten Gefrierschnitten. Serienschnitte wurden nach den
Methoden von SELIGMAN und RUTENBURG (1951) (b 1), RuTEnBURG, WOL-
MAN und SELIGMAN (1953) (b2), Rosa und VELARDO (1954) (b3) und mit
einer Modifikation (b4) der von RureEnBURG, WorMAN und SELIGMAN
(1953) angegebenen Technik behandelt. Bei einem Vergleich der Schnitte
ergaben diese Methoden iibereinstimmende Bilder hinsichtlich der Lokali-
sation der Fermentaktivitdt im Gewebe, die den in der Literatur
beschriebenen Befunden entsprechen.

Formazanablagerungen sind in der Leber vorwiegend in der Peripherie der
Leberlippchen, besonders periportal, in der Niere in den Epithelien der Tubuli und
der HenLEschen Schleifen vorhanden, die Glomeruli und die Sammelréhren bleiben
frei. Im Herzmuskel finden sich sehr dichte Ablagerungen entlang den Herzmuskel-
fasern, im Skeletmuskel unterschiedlich intensive Reaktionen der einzelnen Muskel-
fasern.

Dagegen fanden sich sehr deutliche Unterschiede in der Intensitdt der
Reaktion, d. h. in der Menge des abgelagerten Formazans. Die mit der
Methode nach SerLicMaN und RuTENBURG (1951) behandelten Schnitte
zeigten nur geringe Formazanablagerung und diffuse Rosafirbung des
Gewebes. Die stirkste Reaktion fand sich in den entsprechend den
Methoden b2 und b4 behandelten Schnitten. Die mit diesen beiden Ver-
fahren erhaltenen Bilder waren véllig identisch. Mit der Technik nach
Rosa und VELARDO zeigten sich nur geringe Unterschiede gegeniiber
den Ergebnissen mit den Methoden b2 und b4, die Formazanablage-
rungen waren bei der erstgenannten Methode etwas geringer. Auffallend
war das Auftreten von vereinzelten Formazangranula in den Glomeruli
der Niere; bei den anderen Methoden blieben die Glomeruli frei.

1II. Untersuchung des Einflusses der Wasserstoffionenkonzentration.

Serienschnitte wurden mit der Methode nach Rosa und VELARDO
(1954) und mit der Modifikation der Technik nach RUTENBURG, WOLMAN
und SELicMAN (1953) behandelt. Der pg der Bebrilitungslosung wurde
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Abb. 1a—¢. Niere. Vergr. 120fach, a und b Reaktion am Gewebsblock. a Aus oberflichlicher
Schicht. b Aus 0,4—0,5 mm unter der Oberfliche. ¢ Reaktion am unfixierten Gefrierschnitt.

bei beiden Methoden auf 7.6 und 8,2 eingesteilt. Ein Vergleich der
Schnitte lieB bei der Methode b4 keinen sicheren EinfluB der Wasser-
stotfionenkonzentration auf die Intensitdt der Reaktion erkennen. Da-
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Abb. 2a——c. Leber. Vergr. 120fach. a Methode nach SELIGMAN und RUTENBURG (b1l des

Textes). b Methode nach Rosa und VELARDO (b3 des Textes). c¢ Modifikation der

Methode nach RUTENBURG, WOLMAN und SELIGMAN (b4 des Textes). In b und c positive
Reaktion an Fetttropfen.

gegen war bei der Technik nach Rosa und VELARDO (1954) bei py 7,6

der Bebritungslosung die Formazanablagerung deutlich vermindert

gegeniiber den Ergebnissen bei py 8,2.
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Y b
Abb. 3a u.b. Skeletmuskel. Einflu} der Wasserstoffionenkonzentration auf die Reaktion
Vergr. 120fach. a Methode nach Rosa und VELARDO, pu 7.6. b Methode nach Rosa uns
VELARDO, pu 8,2.

Abb. 42 u. b. Skeletmuskel. Einflu von Aktivatoren auf die Reaktion. Vergr. 120fach

a Modifikation der Methode nach RUTENBURG, WOLMAN und SELIGMAN ohne Zusatz vor

Aktivatoren. b Modifikation der Methode nach RUTENBURG, WOLMAN und SELIGMAD
mit Aktivatoren.

IV. Untersuchung des Einflusses von Aktivatoren.

Ein Vergleich von Serienschnitten, die nach der Methode von Ros:
und VeELARDO (1954) mit Bebriittungslésungen von pgy 7,6 und py 8,2
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mit und ohne Zusatz von Aktivatoren behandelt wurden, zeigte bei
Py 8,2 der Bebriitungslosung nur einen geringen Einflul der Aktiva-
toren auf die Intensitit der Reaktion. Bei pg 7,6 der Bebritungslosung
fand sich nach Zusatz von Aktivatoren eine erheblich stérkere Ablage-
rung von Formazan. Bei Zusatz von Aktivatoren zur Bebriitungslosung
waren die bei py 7,6 und 8,2 erhaltenen Bilder identisch. Serienschnitte,
die mit diesen Bebritungslosungen und nach der Methode von RUTEN-
BURG, WoLMAN und SELIGMAN (1953) sowie nach der oben beschriebenen
Modifikation dieser Technik (b4) behandelt wurden, lieBen keine Unter-
schiede erkennen.

V. Untersuchung der Diffusion.

Bei teilweiser Uberdeckung eines inaktivierten Herzmuskelschnittes
mit einem unbehandelten war nach 2 Std Bebriitung noch keine Dif-
fusion nachweisbar. Bei teilweiser Uberdeckung eines inaktivierten
Schnittes von Fettgewebe mit einem unbehandelten Herzmuskelschnitt
fand sich eine 1—2 Zelldurchmesser breite Zone mit r&tlich geférbten
Fetttropfen. Bei Verlingerung der Bebriitungszeit auf 12 Std blieb die
Reaktion auf diesen schmalen Saum beschrinkt (Methode b4).

VI. Untersuchung der Rotfiirbunyg.

Serienschnitte wurden 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 und 60 min bebriitet
(Methode b4). Nach 2 min fand sich eine diffuse rosa Fiarbung des ganzen
Schnittes, mit wenigen blauen Granula. Mit zunehmender Dauer der
Bebriitungszeit wurde mehr und mehr Formazan abgelagert. Die diffuse
Rosafirbung des Gewebes trat zuriick, nur Lipoidtropfen waren deutlich
rot gefidrbt. Wiederholte Kontrollen der kurz (2-—10 min) bebriiteten,
in Glycerin-Gelatine eingedeckten Schnitte iiber mehrere Tage und
Wochen zeigten ein allm#hliches Verschwinden der diffusen rétlichen
Firbung, wihrend Lipoidtropfen keine Verminderung der Farbintensitit
erkennen lieBen.

Besprechung.

Diese Ergebnisse lassen deutliche Unterschiede in der Lokalisation
der Fermentaktivitidt bei Bebriitung von Gewebsblécken (1—2 mm dick)
und von unfixierten Gefrierschnitten (10—15 u) erkennen. Bei Vergleich
der mit verschiedenen Methoden an Gefrierschnitten gewonnenen Re-
sultate zeigen sich Unterschiede in der Intensitit der Reaktion.

Uber die unterschiedlichen Bilder bei Untersuchung der Succino-
dehydrase an Gewebsblocken ist in der Literatur wiederholt berichtet
worden (RUTENBURG, GoOFSTEIN und SELIGMAN 1950, SHELTON und
ScanEmEr 1952, NEUMANN und Koca 1953). Eine Ablagerung von
Formazan erfolgt nur in den oberflichennahen Anteilen. SHELTON und
ScENEIDER (1952) fanden, daf dieser Randsaum breiter war, wenn die
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Gewebe wihrend der Dauer der Bebriitung im Warburg-Apparat ge-
schiittelt wurden. Es kann mit grofler Wahrscheinlichkeit angenommen
werden, daf} die Begrenzung der positiven Reaktion auf die Randgebiete
auf einem mangelhaften Eindringen der Bebriittungslosung, besonders
des Tetrazols, in das Gewebe berubt. Dafiir spricht auch das herd-
formige Auftreten von Formazanablagerungen um Gefifle in den tieferen
Schichten der Blécke. Auf die Frage der Spezifitit des Succinodehydrase-
nachweises an Gewebsblécken soll spiter eingegangen werden.

Versuche zum Succinodehydrasenachweis an unfixierten Gefrier-
schnitten ergaben mit verschiedenen Methoden identische Lokalisation
der Fermentaktivitit im Gewebe. Die Intensitit der Reaktion, d. h. die
Menge des gebildeten Formazans war dagegen sehr unterschiedlich. Es
schien daher zweckmiBig, an Hand der Literatur und experimenteller
Untersuchungen nachzupriifen, welche Bedingungen, besonders hinsicht-
lich der Aufarbeitung des Gewebes, Zusammensetzung der Bebrittungs-
l6sung, Wasserstoffionenkonzentration und Aktivatoren fiir einen opti-
malen Nachweis der Succinodehydrase im histologischen Schnitt er-
forderlich sind.

Vorbereitung des Gewebes.

Das Gewebe mull méglichst rasch nach der Entnahme weiterverar-
beitet werden, die Zeitspanne zwischen Entnahme und histologischer
Aufarbeitung soll 15 min nicht iiberschreiten. Werden Organproben
sofort in Trockeneis oder CO,-Schnee durchgefroren, so kénnen sie in
gefrorenem Zustand bis zu 4 Std ohne erheblichen Aktivititsverlust auf-
bewahrt werden (Gomorr 1952). Eine Fixation des Gewebes ist nicht
méglich, da die Succinodehydrase durch Fixationsmittel inaktiviert wird.
Nach SerieMaN und RUTENBURG betrigt die Hemmung der Succino-
dehydrase nach 4 Std Fixation in Formalin 100%, in kaltem Aceton
40%, in Alkohol 80% und in Methanol 70%. Nrevman~y und Kocu
berichten, daB auch Gefriertrocknung das Ferment inaktiviert. Die
Untersuchungen missen also an unfixierten Gefrierschnitten durch-
gefithrt werden, und die Schnitte miissen vom Messer direkt in die Be-
briitungslosung gebracht werden, da nach Trocknen an der Luft eine
Inaktivierung des Fermentes moglich ist.

Einfluf des Sauerstoffs.

Wie schon erwihnt, spaltet die Succinodehydrase aus Succinat
Wasserstoff ab, tbertrigt ihn auf einen geeigneten Acceptor. Der
physiologische Acceptor ist das Cytochromsystem, bzw. der im Gewebe
vorkommende Sauerstoff. Durch die Succinodehydrase wird Wasser-
stoff vom Succinat auf Cytochrom ¢ iibertragen. Die Reoxydation des
reduzierten Cytochrom ¢ erfolgt durch Sauerstoff mittels der Cytochrom-
oxydase (HorECRER, StaTz und Hoankss 1939). Bei den hier unter-
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suchten Methoden werden der Bebriitungslésung Tetrazoliumverbin-
dungen zugegeben, die als Wasserstoffacceptoren wirken und zu farbigen,
wasserunldslichen Formazanen reduziert werden. Sind in der Be-
briitungslosung, bzw. im histologischen Schnitt Sauverstoff und ein
funktionsfihiges Cytochromsystem vorhanden, so wird ein Teil des ab-
gespaltenen Wasserstoffs nicht auf das Tetrazolium, sondern auf das
Cytochromsystem und Sauerstoff tibertragen. Es wird also weniger
Tetrazolium zu Formazan reduziert ; im histologischen Bild ist daher nur
eine geringe Reaktion nachweishar. Bei Geweben, die arm an Succino-
dehydrase sind, kann dadurch die Reaktion sogar negativ ausfallen.

RuUTENBURG, WoLMAN und SELIGMAN (1953) versuchten daher —
ebenso wie in der Biochemie — den histochemischen Nachweis der
Succinodehydrase unter anaeroben Bedingungen durchzufihren. Sie
kochten die Bebriitungslosung und leiteten eine Stunde lang Stickstoff
durch, um den Sauerstoff im System zu erschopfen. Nach Einbringen
der Schnitte wurde fiir die Dauer der Bebriitung weiter Stickstoff durch-
geleitet. Diese Methode ergibt sehr schéne und gut reproduzierbare
Bilder. Die dauernde Stickstoffzufubr wihrend der Bebriitung ist jedoch
unhandlich und erschwert die Untersuchung groBer Schnittserien. AuBler-
dem fiihren die durchperlenden Gasblasen héufig zu einer Beschiddigung
diinner Schnitte. Ein von LavEs (1949) angegebenes Verfahren ist eben-
falls fiir die Untersuchung groBer Schnittserien wenig geeignet.

Es schien daher zweckmifig, nach anderen Mitteln zu suchen, um
die Ubertragung des Wasserstoffs auf Sauerstoff zu verhindern. Da
nach den derzeitigen Kenntnissen eine Blockade des Cytochromsystems
der Zelle durch KCN stattfindet, miiite Zusatz von KCN zur Be-
briitungslésung ebenfalls die Ubertragung von Wasserstoff auf Sauerstoft
hemmen (PorrEr 1941, KEiLiy und HarTREE 1949). Rosa und VE-
LARDO verdifentlichten 1954 eine Technik, die auf diesem Prinzip auf-
gebaut ist. Die Ergebnisse unterscheiden sich sehr wenig von den mit
der Methode nach RurTeEnBURG, WoLMaN und SELigMAxN (1953) erhal-
tenen Resultaten. Die Unterschiede sollen spéter nédher besprochen
werden. Unter den genannten Bedingungen nimmt das Tetrazol den
aus Succinat abgespaltenen Wasserstoff auf. Es wird also erheblich
mehr Tetrazol zu Formazan reduziert und damit im histologischen
Schnitt abgelagert als bei Bebriittung unter aeroben Bedingungen. Kuw
und ABoob (1949) gelang es, die Reduktion von Tetrazol durch die
Succinodehydrase zu einer quantitativen biochemischen Methode aus-
zubauen.

Einfluf3 der Wasserstoffionenkonzentration.

Von den meisten Untersuchern wird fiir die histochemische Reaktion
ein py-Optimum um 7,6 angegeben. Rosa und VELARDO (1954) ver-
wenden eine Bebritungslésung von py 8,2 und berichten iiber eine

22%
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deutliche Steigerung der Fermentaktivitit bei diesem hoheren pg-Wert.
In der biochemischen Literatur schwanken die Angaben fiir den optimalen
pg zwischen 7,5 und 9, fir die anaerobe Reaktion liegen sie meist ober-
halb pg 8 (OuLssoN 1921, QuasTEL und WHETHAM 1924, QUASTEL und
WooLDricE 1927, LEamany 1929, 1933, Coor und Arncocx 1931,
FrangE 1934, McGavray und REEINBERGER 1933, COOPERSTEIN und
Lazarow 1951, Bropre und Gors 1951). Damit stimmen die oben er-
wihnten Untersuchungen bei pg 7,6 und 8,2 der Bebriitungslésung nach
Rosa und VELARDO (1954) {iberein. Trotzdem erscheint es zweckmiBig,
bei histochemischen Untersuchungen bei einem py um 7,6 zu arbeiten, -
und zwar aus folgenden Grinden: In der Biochemie werden Enzym-
priparate verwandt, die von anderen Gewebsbestandteilen weitgehend
gereinigt sind, wihrend in der Histochemie Gewebsschnitte untersucht
werden, die neben der Succinodehydrase zahlreiche andere chemische
Verbindungen enthalten. Bebriitet man Gefrierschnitte unter Weg-
lassung von Succinat bei pgy 7,6, so bleiben die Schnitte vollig farblos,
bel py 8,5 kommt es zu einer diffusen, blafirosa Firbung des Gewebes. '
Bei pg-Werten um 9 und héher treten deutlich positive Reaktionen auf,
die durch im Gewebe vorhandene reduzierende Gruppen wie Sulthydryl-,
Enol-, Aldol- und Ketogruppen bedingt sind (BARNETT und SELIGMAN
1952, SeLigMaN und RUTENBURG 1951). Da unter den zum Nachweis
der Succinodehydrase iiblichen Versuchsbedingungen diese Gruppen
Tetrazoliumverbindungen bei einem py um 9 reduzieren, scheint es
zweckmiBig, den py der Bebriittungslésung so zu wihlen, dafl diese nicht-
fermentativen Reaktionen mit groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden kénnen. Es ist daher ratsam, die Bebritungslésung auf py 7,6
einzustellen, vor allem, wenn keine elektrometrische Methode zur Be-
stimmung des pg zur Verfiigung steht, um auf jeden Fall zu verhindern,
daB oberhalb py 8 gearbeitet wird.

Einfluf von Aktivatoren.

Aus biochemischen Versuchen ist bekannt, daB verschiedene Ionen,
z. B. Calcium, Aluminium, Magnesium, einige seltene Erden, Chrom und
Mangan die Succinodehydrase aktivieren (AXELROD, SWINGLE und
ELvEHTEM 1941, AHLGREEN 1925, HORECKER, STATZ und HoeNESS 1939,
Kriiy und HArTREE 1949, PorTER 1941, SWINGLE, AXELROD und
ELvERIEM 1942). Auffallend ist hierbei, daf die aktivierende Wirkung
nur bei Verwendung von Phosphatpuffer zu beobachten ist. Es wird
angenommen, daf diese Aktivierung auf der Ausfillung von unidslichen
Phosphaten beruht, die Oberflichen fiir die Adsorption und Reorientie-
rung von Komponenten des Fermentsystems darstellen koénnten
(HorECkER, STATZ und Hoonmss 1939, Porrer 1941, Kemin und
HARTREE 1949).
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RUTENBURG, WoLMAN und SELIGMAN (1953) setzten der Bebriitungs-
l6sung Natriumbicarbonat, Calciumchlorid, Aluminiumehlorid und Ma-
gnesiumsulfat zu. Merkwiirdigerweise aktivieren Bicarbonat-Ionen die
Succinodehydrase in Gewebsschnitten sehr stark, wihrend sie bei Homo-
genaten unwirksam sind (RUTENBURG, WoLMAN und SELIGMAN 1953).
GREENSTEIN und CHALKLEY (1945) berichten, daB3 die Aktivitit der
Dehydrogenasen in dialysierten Leberextrakten durch Bicarbonat er-
hoht wird. AuBlerdem wurde eine Fixierung von CO, wihrend der Um-
wandlung von Fumarat zu Lactat beobachtet (Evaxs, Sporin und
VENNESLAND 1942, Evans, VENNEsLAND und Scoriy 1943, Woob,
VENNESLAND und Evaxs 1945). RUTENBURG, WOLMAN und SELIGMAN
(1953) diskutieren die Mobglichkeit, dal Bicarbonat-Ionen Ferment-
systeme aktivieren konnten, die beim Abbau von Fumarat eine Rolle
spielen. Dies kénne darauf hindeuten, daf bei dem histochemischen
Nachweis der Succinohydrase ein Teil eines Fermentcyeclus dargestellt
wird, dessen erste Stufe die Dehydrierung von Succinat ist (PoTTER 1946,
QuasTEL und WaEATLEY 1931).

Wie oben beschrieben wurde, ergab Zusatz der von RUTENBURG, WOL-
MAN und SELIGMAN (1953) angegebenen Aktivatoren zu der Bebriitungs-
16sung nach Rosa und VELARDO (1954) bei py 8,2 eine geringe, bei py; 7,6
eine deutliche Steigerung der histochemisch nachweisbaren Ferment-
aktivitéit. Bei Serienschnitten fanden sich im histologischen Bild keine
Unterschiede gegentiber den Resultaten mit der Methode nach Ruren-
BURG, WoLMAN und SELIGMAN (1953) oder mit der Modifikation dieser
Methode. Diese Beobachtung ist ein weiterer Grund, bei histochemischen
Untersuchungen Bebrittungsldsungen mit einem py um 7,6 zu verwenden.

Spezifitit der Reaktion.

In der Literatur wurde héufig die Frage diskutiert, ob die Reduktion
des Tetrazols zu Formazan allein durch die Succinodehydrase bewirkt
wird, oder ob hierbei etwa noch andere Dehydrogenasen eine Rolle spielen
konnten, die aus endogenen Substraten Wasserstoff abspalten und auf
das Tetrazol iibertragen. Fir die Spezifitdt der Reaktion spricht

1. Das Ausbleiben der Formazanbildung, wenn das Succinat aus der
Bebriitungslosung weggelassen wird.

2. Die Hemmung durch Malonat. Malonat ist seit langem als spe-
zifischer Hemmstoff fir die Succinodehydrase bekannt (QuUasTEL und
WHEATLEY 1931, MANN und QUasTEL 1941, DoErr und BrokEer 1951).
Es wird angenommen, daf} es infolge seiner dhnlichen chemischen Struk-
tur in der Lage ist, das Succinat vom Ferment zu verdringen (Das 1937,
Ervrort und GrEic 1937, GREVILLE 1936, PADYRULA 1952, QUASTEL
und WaETHAM 1925, THUNBERG 1920). Die gleiche Wirkung hat Oxal-
acetat (Das 1937, KerLin und HARTREE 1949, PARDEE und PoTTER 1948,

Virchows Arch. Bd. 326, 222
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SWINGLE, AXELROD und ErveEnsem 1942). Geringe Mengen von Oxal-
acetat konnen auch wihrend der Bebriitung entstehen, indem Fumarat
iiber Malat in Oxalacetat umgewandelt wird (Rosa und VELARDO 1954).
Nach Das (1937) ist die Oxalessigsdure ein 80mal stérkerer Inhibitor als
Malonsdure. Bei Zusatz von KCN zur Bebriittungslésung wird die Oxal-
essigsdure durch Bildung von Cyanhydrin abgefangen.

3. Fur die Spezifitit der histochemischen Reaktion spricht aullerdem
die Aktivierbarkeit durch Ionen, die in der Biochemie als Aktivatoren
der Succinodehydrase bekannt sind.

Bei Untersuchungen an Gewebsblécken ist die Mitwirkung anderer
Dehydrogenasen, z. B. Citricodehydrase, Malicodehydrase, Fumarsiure-
dehydrase, denkbar. Gefrierschnitte bietenn demgegeniiber den Vorteil,
dafl endogene Substrate leichter ausgewaschen werden kénnen. Aufler-
dem diirfte hier auch die unterschiedliche Kryolabilitit der Fermente
eine Rolle spielen (SHELTON und ScHNEIDER 1952). In biochemischen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dall die meisten Dehydrogenasen
durch Gefrieren zerstort werden, wahrend die Succinodehydrase sehr
kiilteresistent ist (THUNBERG 1920, Franke 1934, 1940). Demnach
wiirden schon bei der Herstellung der Gefrierschnitte andere Dehydro-
genasen inaktiviert werden. Zudem bendtigen die meisten dieser De-
hydrasen Cofermente, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen
nicht in ausreichender Menge vorhanden sind.

Vollig unentschieden ist dagegen die Frage, ob es sich bei der Suecino-
dehydrase um ein einzelnes Ferment oder um ein Fermentsystem, even-
tuell mit Mitwirkung eines Flavoproteins handelt, ob als Wasserstoff-
iibertriger ein Flavoprotein zwischengeschaltet ist, oder ob die Suc-
cinodehydrase selbst ein Flavoprotein ist (AXELROD, SWINGLE und
ELvEHIEM 1942, BiEL1G, RAUscHE und HAARDICK 1949, BrAck, ZWEIFACH
und SPEER 1953, Bropik und Gots 1951, 1952, FRANKE 1940, JENSEN,
Sacks und Barpawnskr 1951, Kox 1951, Mupp, Brobik, WINTERSCHEID,
HartMANN, BEUTNER und McoLEAN 1951, PADYRULA 1952, SHELTON und
SCHNEIDER 1952, SLATER 1949, WaLDscuMITZ-LEITZ und SPRINZ 1952).
Die hier besprochenen histochemischen Methoden erlauben keinerlei
Aussagen zur Einzahl oder Mehrzahl des die Ubertragung von Wasser-
stoff des Succinats auf einen geeigneten Acceptor katalysierenden Fer-
ments. Es wére natiirlich denkbar, daf durch eine diffusible Komponente
im Succinodehydrasesystem die Intensitét der histochemischen Reaktion
beeinflulit werden kénnte.

Diffusion.

Diformazane des Triphenyltetrazoliumchlorids und des Tetrazol-
Purpus sind bei py 7,6 bzw. 8,2 in Wasser unldslich. Sie werden durch
den Luftsauerstoff nicht oxydiert. EKine Diffusion des Diformazans ist
demnach wenig wahrscheinlich. Aus biochemischen Untersuchungen ist
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bekannt, dafBl das Ferment selbst sehr fest an der Gewebsstruktur haitet.
Bereits 1910 berichteten BATELLI und STERN, dafl die Oxydation der
Bernsteinsdure durch ein besonders fest an der Gewebsstruktur haften-
des, nicht mit Wasser extrahierbares Agens erfolge. In den letzten
Jahren konnte gezeigt werden, dafi etwa 70—75% der Succinodehydrase
in den Mitochondrien lokalisiert sind (HocrEBoOM, CLATUDE und HotcH-
x1ss 1946, HogEBooM, SCHNEIDER und PALADE 1948, SCHNEIDER 19463,
1946 b, 1953, ScuneipER ynd HogErooM 1950, SCHENEIDER, CLAUDE und
HocEBooM 1948, Laxa 1952, HARMANN 1950, HogEBOoOM und SCHNEI-
pER 1952). Der Zellkern enthillt keine nachweisbaren Mengen des
Ferments (Dounce 1952). Er bleibt auch in histochemischen Unter-
suchungen stets frei von Formazan. Auf Grund der festen Bindung der
Suceinodehydrase an die Gewebsstruktur darf angenommen werden,
daBl auch unter den Bedingungen der histochemischen Methodik keine
wesentliche Diffusion von Ferment auftritt.

Eine Moglichkeit von Diffusionsartefakten liegt in der leichten Lis-
lichkeit des Diformazans in Lipoiden. In lipoidreichen Organen kann
Diformazan in den Lipoiden in Losung gehen und semit diffundieren.
Fetttropfen in der Nachbarschaft hochaktiver Strukturen sind deutlich
rot gefirbt. In Versuchen konnte gezeigt werden, daBl bei Aufziehen
eines frischen Herzmuskelschnittes unter teilweiser Uberdeckung von
inaktiviertem Fettgewebe im inaktivierten Schnitt ein 1-—2 Zelldurch-
messer breiter Saum deutlich rot gefirbter Fetttropfen zu beobachten
ist. Diese Anfirbung mufl wohl mit einer Losung von Diformazan
erklart werden. Ob Fettgewebe selbst Succinodehydrase enthélt, konnte
noch nicht eindeutig entschieden werden. Papyrura (1952) verneint das
Vorkommen von Succinodehydrase in Fettgewebe, andere lassen diese
Frage offen (SELiGMAN und RUTENBURG 1951, SHELTON und SCHNEIDER
1952, RureENsUure, WoLMaN und SerieMAn 1953, Rosa und VELARDO
1954).

Bedeutung der Rotfirbung.

Die beim histochemischen Nachweis der Succinodehydrase mit Tetra-
zol-Purpur zu beobachtende Rotfirbung mancher Strukturen kann auf
zweierlei Ursachen beruhen:

1. Auf einer Losung von dunkelblauen Diformazangranula in Lipoiden
der Zellen. In Lipoid gelostes Diformazan erscheint in durchfallendem
Licht rot (SEL1IcMAN und RuTENBURG 1951, PADYRULA 1952, RUTEN-
BURG, WorLmaN und Serremaw 1953, NEumany und Kocr 1953).

2. Auf einer unvollstindigen Reduktion des Tetrazol-Purpur zu
rotem Monoformazan. Dieses Monoformazan ist leichter wasserldslich
und weniger bestindig gegen Luftsauerstoff als das Diformazan. Es
wird angenommen, dafl ~— bei ausreichender Bebriitungszeit — die
Bildung von Monoformazan einen Hinweis auf Stellen mit niedriger
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Fermentaktivitit gibt (SELIcMAN und RUTENBURG 1951, PADYRULA
1952, RUTENBURG, WoLMAN und SELIGMAN 1953, Rosa und VELARDO
1954).

Bei Bebriitung stark aktiver Gewebe fiir kurze Zeiten (2—10 min)
kommt es zunidchst zu einer diffusen Rotfirbung des Schnittes, mit
zunehmender Ablagerung von dunkelblauen Diformazangranula und
deutlicher Rotfirbung von Lipoidtrépfchen (Fettfirbung von Serien-
schnitten). Werden die eingedeckten Schnitte iber einige Wochen immer
wieder kontrolliert, so findet sich eine allméhliche Verminderung der
diffusen Rosafdrbung, wahrend die Farbintensitdt der Fetttropfchen
gleich bleibt. Diese Beobachtung l1a6t es moglich erscheinen, dafl es sich
bei der diffusen Firbung zum Teil um Monoformazan handelt, das all-
méhlich wieder zu farblosem Tetrazol-Purpur oxydiert wird, wahrend
das in Lipoiden geldste Diformazan nicht angegriffen wird.

: Einfluf} der Formalinfization.

Nach der Bebriitung kénnen die Schnitte in Formalin fixiert werden,
da Diformazan nicht wasserloslich ist. Es ist jedoch darauf zu achten,
daB neutrales bzw. gepuffertes Formalin verwandt wird, da Formazane
bei pg 4,5 in Losung gehen (SHELTON und SCENEIDER 1952). Da Forma.-
zane auch in Alkohol und Aceton léslich sind, muf in Glycerin-Gelatine
eingedeckt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit, in der nur die Methodik des histochemi-
schen Nachweises der Succinodehydrase untersucht wurde, soll auf die
Verteilung der Succinodehydrase in den Geweben und auf Verdnde-
rungen der Fermentaktivitit unter experimentellen Bedingungen nicht
niher eingegangen werden. Da Untersuchungen zu diesen Fragen im
Schrifttum weit verstreut sind, sollen hier nur einige Arbeiten aus ver-
schiedenen Gebieten angefiihrt werden. Die Versuche wurden mit unter-
schiedlichen Methoden durchgefiihrt.

Botanik: Kvax und JERCHEL (1941), Lagow (1942}, MATTéON, JENSEN und
Durceer (1947), SONNENBLICK, ANToPOL und Gorpmany (1949), JENSEN, SACKS
und Baupaxskr (1951), Teusner und MuRNECK (1952).

Balkteriologie: Breric, KausceEt und HAARDICK (1949), NARAHARA, QUITTNER,
GorLpMaN und Anrtoron (1949), Mupp, Bropie, WINTERSCHEID, BEUTNER und
McLEeaN (1951), Mupp, WiNTERScHEID, DELAMATER und HEeNDERsoN (1951).

Meerestiere: BIELIG und QUERNER (1949).

Verteilung der Succinodehydrase in tierischem Gewebe: ANTOPOL, GLAUBACH und
GoLpMaN (1949), BECRER und QUADBECK (1950), Brack, SPEER und OpPLER (1950),
Dogrr (1950), Doerr und Lirricaau (1949), Havek (1950), Hayek und THUNS
(1952), MeYER-ARENDT (1950), NEUMANN (1952), NEUMANN und Kocm (1953),
Papyrura (1952), PEaRsoN und DerFExpr (1954), Rosa und VELARDO (1954),
RuUTENBURG, GOFsTEIN und SeLioMAN (1950), RureExBURG, WoLMAN und SELIG-

MAN (1953), SpELTON und ScHNEIDER (1952), SELIGMAN und RUTENBURG (1951).
Thyr eoidea: GoPDARD und SELIGMAN (1953). Ovar: ForAKER und DENmAM (1952).
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Nebenniere: ZWEIFACH, BLAack und SHORR (1951). Pankreas und Speicheldriisen:
Stier (1952). Blut-Hirnschranke: LEpuc und Wisvoor: (1952). Unitersuchung
von Giftwirkungen: BECKER (1949), Dorrr (1950), Doerr und Brcrer (1951),
Mustararnio und TELRRA (1953). Uniersuchungen nach Bestrahlung: FORARER,
Dexmam und Jomnsrow (1953). Einfluf von Hormonen: Davis, MEYER und
McSuan (1949). Verdnderungen der Niere bet Hochdruck: ZwErracH, Brack und
SuorR (1950).

Untersuchungen am Menschen. Hier sei vor allem auf die Arbeit von MEYER ZUM
GoTTESBERGE (1954) iiber die Lokalisation verschiedener Fermente in der Tonsille
und auf eine Veroffentlichung von WacastrIN (1950) iiber das Vorkommen der -
Succinodehydrase in Zellen von normalem und leukdmischem Blut und Knochen-
mark verwiesen.

Untersuchungen an Tumoren. Es wurde wiederholt versucht, die Untersuchung
der Succinodehydrase fiir die Tumordiagnostik heranzuziehen. Die Ergebnisse ver-
schiedener Untersucher weichen erheblich voneinander ab (Brack, KLrINER und
SpEER 1950, Brack, OpLER und SPEER 1950, DoErr 1950, MackENZIE und FULLER
1950, ScavERMANN 1950, SELIcMAN, GorsTEIN und RuTENBURG 1949, SHELTON
und SoHNEIDER 1952, Smrte 1951, STrAUS, CHERONIS und STRAUS 1948). DoERR
(1950), SerigMAN, GoFSTEIN und RuTeExNBURG (1949), SHELTON und SCHNEIDER
(1952) und SmrrH (1951) konnten zeigen, dafl Tumorzellen unterschiedlich reagieren ;
die Intensitit der Reaktion ist oft nicht stirker als in anderen Geweben. Sie be-
trachten daher den Succinodehydrasenachweis als ungeeignet fiir die Tumor-
diagnostik.

Zusammentassung.

In vergleichenden Untersuchungen mit verschiedenen Methoden zur
histochemischen Darstellung der Succinodehydrase wird festgestellt, dall
Untersuchungen an Gewebsblocken wenig geeignet sind und der Nach-
weis am unfixierten Gefrierschnitt eine gute Darstellbarkeit der Succino-
dehydrase ergibt.

Als geeignete und verhaltnismaBig einfach zu handhabende Methode
wird eine vereinfachende Modifikation des Verfahrens von RUTENBURG,
WormaN und Ssrreman 1953 angegeben, die bet einem py von 7,6
(Phosphatpuffer mit Zusatz von 0,2% KCN) reproduzierbare Bilder
ergibt, die mit der guten Originalmethode iibereinstimmen.

Wir danken Herrn Prof. Dr. GoMort fiir wertvolle kritische Ratschlige und
Herrn Prof. Dr. GrarruiN fir die Einladung und Gastireundschaft an seinem
Institut, die dem einen von uns einen lingeren Aufenthalt in den Vereinigten
Staaten ermoglichte.
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