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Unter den Fermenten der biologisehen Oxydation kommt den De- 
hydrasen eine grebe Bedeutung zu. Es handelt sieh dabei um Fermente, 
die die ]Jbertragung yon Wasserstoff auf unmitte]bare Acceptoren, aber 
nicht auf Sauerstoff katalysieren. Aus der Gruppe der Dehydrasen 
bewirkt die Succinodehydrase die Ubertragung von Wasserstoff von der 
Bernsteins/iure auf Cytochrom coder  einen anderen geeigneten Accepter 
(Methylenblau, Tetrazoliumverbindungen), wobei die BernsteinsEure zu 
Fumars/~ure oxydiert  wird. Dis Sueeinodehydrase ist ein Bsstandteil 
eines der wichtigsten Oxydo-Reduktionssysteme der Zelle, des Succin- 
oxydase-Systems. Die Hauptkomponenten dieses Systems sind Bern- 
steins~ture, Suceinodehydrase, Cytochrom e und Cytochromoxydase. Es 
wircI angenommen, dab diese Reaktionskette noeh mehr Glieder ent- 
h~lt, doch konnte noeh nicht endgfiltig gekl~rt werden, inwieweit Flavo- 
proteine und andere Coenzyme hierbei eine Rolle spielen. 

Die morpho]ogisehe Darste]lbarkeit dieses Ferments ist yon groBer 
Wichtigkeit, da sie gestatten wfirde, genauere histo]ogisehe Angaben 
fiber die Lokalisation zu machen und eventuell bestimmte morphologi- 
sche Zellver~nderungen mit StSrungen seiner Funktion in Zusammen- 
hang zu bringen. StSrungen des Stofiwechsels kSnnten eventuell sehon 
vor Manifestation in der morphologisehen Struktur der Zelle siehtbar 
werden. Bei diesem Bemfihen sind in der Vergangenheit mehrfach Ver- 
suehe mit unterschiedlichen Verfahren unternommen worden, die'Suc- 
einodehydrase histochemisch darzustellen, im deutschen Sehrifttum ins- 
besondere durch DOERR (1950), BECKER (1949), BE(3KER und QUADBECK 
(1950), DO~R und BECKER (1951), DO]~Ra und v. LiYTWICHAV (1949), 
:NEuMA~Zq und KOCH (1953), SCH~-MMELFEDER (1949). In neuerer Zeit 
sind diese Methoden vervollkommnet worden, insbesondere durch Steige- 
rung der Empfindlichkeit der Reaktion und die M5glichkeit, an dfinnen 
Sehnitten zu arbeiten. 

1909 stellte THU~BERG die atmungss~eigernde Wirkung yon Bernsteins•ure auf 
den isolierten Froschmuskel fest. 1910 /~uBerten BATELLI und STER~ die Ver- 
mutung, dab dieses Ph~nomen als Oxydation der B~rnsteins~ure durch ein beson- 
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ders stark an der Gewebsstruktur h~ftendes, nicht mit Wasser extrahierb~res 
Agens zu deuten sei. 1914 wies EINBECK die prim~re Entstehung yon Fumars~ure 
bei diesem Prozeg naeh. 1916 verwendete THUNBERG erstmals Methylenblau als 
Wasserstoffucceptor. Dieses Verfahren land in der Biochemie Verwendung zur 
Messung der Aktivitiit der Suceinodehydrase. 

1935 versuehte SEME~OFF die Succinodehydrase im histologischen Schnitt mit 
Methylenblau naehzuweisen. 1941 fanden K v ~  und JE~CHEL, dab farblose Tetra- 
zoliumverbindungen dutch pflanzliches Gewebe in rote Verbindungen umgewandelt 
werden. LAxON (1942) bentitzte Tritetrazolinmchlorid zur Prfifung der Keimf~hig- 
keit yen Saatgut. Wurden die Gewebe far kurze Zeit auf 800 C erhitzt, so verloren 
sie die Ffihigkeit, Tetrazoliumverbindungen zu reduzieren. Diese Thermolabflit~t 
war ein ttinweis darauf, da0 die beobachteten Effekte dutch Fermente ausgel6st 
werden. Eine Reihe yon Autoren untersuehte die Reduktion yon Tetrazolium- 
verbindungen in tierischem Gewebe. Es wurden entweder diinne Scheiben yon 
Geweben in TetrazoliumlSsungen eingebraeht, eder bei intra vitam-Versuchen Tri- 
phenyltetrazoliumchlorid intravenSs cder intraperitoneM injiziert. 1951 ent- 
wickelten SELm~XA~ und RVTEN~V~G eine Methode zum Nachweis der Suceino- 
dehydrase im unfixierten Gefriersehnitt. 1953 gelang es RVTE~V~G, WOL~aN und 
SELIGMA~ dureh Zusatz yon Aktivatoren unter Einhaltung anaerober Bedingungen 
die Empfindlichkeit der Reaktion zu erhShen. PEARSON und DEFENDI (1954) 
verSffentlichten weitere Verfahren, die auf dem gleiehen Prinzip aufgebaut sind. 

Bei  e inem Vergleich der  in de r  L i t e r a t u r  be r i ch te ten  Ergebnisse  von 
Un te r suchungen  der  Succ inodehydrase  am Gewebsblock und  an  un- 
I ix ier ten  Gefr ie rschni t ten  t inden sich be t r~cht l iehe  Untersch iede .  Sie 
be t ref fen  die Lokal i s~t ion  der  F e r m e n t a k t i v i t i i t ,  die besonders  bei  Ver- 
wendung  yon  Gewebsbl6eken erhebl ieh vone inander  abweiehende Bilcler 
ergibt .  H ie rbe i  zeigen sieh, unabh~ngig  yon  der  Gewebss t ruk tur ,  deu t -  
l iehe In tens i t~ t sun te r seh iede  der  R e a k t i o n  in der  l~andzone und  im 
Zen t rum des Blocks, die A r t e f a k t e  dureh  ungleiehm~giges  E indr ingen  
der  Bebr i i tungs lSsung ve rmuten  lassen. Die mi t  versehiedenen Methoden  
an unf ix ie r ten  Gefr ie rsehni t ten  gewonnenen l~esul ta te  l~ssen Unter -  
sehiede in der  Menge des h is toehemiseh naehweisbaren  l~erments er- 
kennen,  vor  a l lem in Geweben,  die a rm an  Suee inodehydrase  sind. Es 
ersehien daher  zweekm~Big, diese Methoden  in vergle iehenden Unter -  
suehungen an Ser iensehni t ten  zu i iberprfifen.  A u g e r d e m  war  es fiir 
andere  F rages te l lungen  wiinsehenswert ,  eine Teehnik  zu l inden,  die be i  
e infaeher  teehniseher  t I a n d h a b u n g  hohe Empf ind l i ehke i t  aufweist  und  
somit  die Un te r suehung  groBer Ser ien ges t a t t e t .  

Prinzipien des his tochemischen Nachweises der Succinodehydrase.  
Der  h is tochemische N~chweis der  Succ inodehydrase  bes t eh t  dar in ,  

d~B durch  die Suce inodehydrase  des Gewebes aus dem in der  Be- 
br t i t tmgsl6sung vo rhandenen  Succina t  W~sserstoff  abgespMten und  ,~uf 
einen gleichfalls zugegebenen A c c e p t e r  i iber t ragen  wird.  Durch  die  
l~edukt ion  k o m m t  es en tweder  zu e inem F a r b u m s c h t a g  des  Accep te r s  
(z. B. Methylenblau) ,  oder  er wird  in eine wasserunlSsliehe,  farbige  Ver- 
b indung  umgewande l t  (Te t razo l iumverb indungen ,  Telluri t) .  
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Bei der Technik nach SE~ENOr~ (1935) wird Methylenblau zu Leuko- 
methylenblau reduziert;  Orte der Fermentaktiviti~t zeigen also ein Ver- 
schwinden der Blauf~rbung. Dieses negative Bild durch Bleichung des 
Farbstoffs gest~ttet keine genaue Lokalisation, da die M5glichkeit der 
Diffusion des nicht reduzierten Methylenblaus besteht (GLICK 1949, 
GOMORI 1952, PEARS~ 1953). Au~erdem ist das Verfahren ffir die Unter- 
suchung grSfierer Sehnittserien ungeeignet, d~ unter streng anaeroben 
Bedingungen gearbeitet werden muir, um eine Reoxydation des Leuko- 
methylenb]aus dutch atmosphiirisehen Sauerstoff zu vermeiden. 

Xaliumtel]urit wird dutch die Succinodehydrase zu braun-schwarzem 
bis schwarzem Tellurium reduziert (GoMonI 1952). Diese Technik ergibt 
sehr sehSne und scharfe Bilder. Da aber Telluriumverbindungen hem- 
mend auf die Suceinodehydrase wirken, ist diese Methode wenig empfind- 
]ich (CoLLETT, ~HEI~BERGER und: LITTLE 1933). Sie ist daher nut  bei 
Geweben mi t  hoher Fermentakt iv i tg t  anwendbar. 

Bei Verwendung yon Tetrazoliumsalzen als Wasserstoffacceptor wer- 
den wasserlSsliche, iarblose bis sehwaeh gelb]iche Tetrazolinmverbin- 
dungen zu wasserunl6s]ichen, roten oder blauen Formazanen reduziert. 
Die Tetrazoliummethode gestat tet  eine gute Loka]isierung der Ferment-  
akt ivi t i i t  im Gewebe. 

Da sieh zur Darstellung demnach insbesondere die Tetrazoliumverbin- 
dungen eignen, werden in dieser Untersuchungsreihe nut  die mit  diesen 
Reagentien angestellten Versuehe verg]ichen. 

(]:)as yon uns benutzte Tetr~zol-Purpur ist laut Angabe der Iterstellerfirma 
Bayer mit dem Neotetrazolium amerikanischer Autoren identisch.) 

Bei den yon uns benutzten Methoden wurde zun~chst die , ,spontane" 
Reduktion yon Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) und Tetrazol-Purpur 
(TP) untersucht und im Anschlul~ daran Versuehe an Rattenorganen,  
und zwar an ganzen GewebsblScken und an nnfixierten Gefriersehnitten 
vorgenommen. Ferner wurde der Einflul3 der Wasserstoffionenkonzen- 
tration, yon Aktivatoren und die Diffusion u n d  die diffuse Rotf~rbung 
untersucht. 

I .  Untersuchung der ,,spontanen" Reduktion yon T T C  und TP .  
Phosphatpuffer 0,2 ~ pn 7,6 5 cm 3 
Natriumsuccinat 0,2 M 5 cm 3 
Aqua desk. 5 cm 3 
TTC bzw. TP 4 mg/cm ~ 5 cm 3 

Die Lbsung wurde 24 Std bei 370 C stehen gelassen. 

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

a) Untersuchungen am Gewebsbloclc. Die Organe wurden unmittelbar nach dem 
Tode entnommen, in 1--2 mm dicke Scheiben geschnitten und sofort in eine der 
folgenden BebrfitungslSsungen eingebracht: 
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1. 1% TTC in 0,1 M Phosphatpuffer PH 7,6. 
2. Phosphatpuffer 0,1 M Pn 7,6 5 cm a 

Natriumsuccinat 0,2 IV[ 5 cm 3 
TP 4 mg/cm a 5 cm ~ 
Aqua dest. 5 cm 3 

Bebrfitung 2 Std bei 370 C, Absptilen in Phosphatpuffer PH 7,6, Fixation in 
neutralem Formalin, Gefrierschnitte, Aufziehen aus Aqua dest., Eindecken in 
Glycerin- Gelatine. 

b) Untersuchungen an unfixierten Ge#ierschnitten. Die Organproben wurden 
unmittelbar nach der TOtung entnommen und sofort in einem Dewargefal3 mit  CO2- 
Schnee durchgefroren. Anfertigung yon Serienschnitten mit  dem Messertiefkiihl- 
verfahren nach SCttULZ-]3RAIYNS (10--15 /~), die yore Messer direkt in die Be- 
briitungslSsung gebracht wurden. 

Zusammensetzung der Bebri~tungsl6sung. 
1. Methode nach SESIOMA~ und RUTENBURG (1951): 

Phosphatpuffer 0,1 M p~ 7,6 10 cm 3 
l~a~riumsuccinat 0,2 M 10 cm 3 
TP 1 mg/cm 3 10 cm 3 
Aqua dest. 10 em 3 

2 Std Bebrtiten bei 370 C, Abspiilen in Aqua dest. Fixation in neutralem For- 
malin, Eindecken in Glycerin-Gelatine. 

2. Methode nach I%UTE~BVl~G, WOL~A~ und SELIG~AX (1953): 

Phosphatpuffer 0,2 M IO~ 7,6 10,0 cm 3 
Natrinmsuccinat 0,2 M 10,0 cm 3 
TP 2 mg/cm a 10,0 cm 3 
Calciumchlorid 0,33 1Vi 0,2 cm a 
Magnesiumsulfat 0,005 IV[ 0,2 cm 3 
Na-Bicarbonat 0,6 M 2,0 cm 3 
Aluminiumchlorid 0,01 hi 0,8 cm a 
Aqua dest. 6,8 cm a 

Bebrfitung bei 370 C aerob in offenen Gefa$en und anaerob. Ffir die anaerobe 
Bebriitung wird die L6sung einige Minuten !ang gekocht, in einem gut verschlossenen 
Gefiil~ auf 370 C abgekfihlt und 1 Std lang Stickstoff durchgeleitet. Einbringen der 
Schnitte und weitere Stickstoffzufuhr wghrend der ganzen Dauer der Bebrfitung. 
(Bombenstickstoff mit weniger als 0,1% 02, durch 3 Waschflaschen mit  alkatischer 
Pyrogalloll6sung geleitet.) Nach 2 Std Bebriitung Absptilen der Schnitte im Aqua 
dest. und Fixieren in 4--10%igem neutralen Formalin ffir 1--24 Std. Eindecken 
in Glycerin-Gelatine. 

3. Methode nach Rosa  und VELAI~DO (1954): 

0,1% KCN in Phosphatpuffer PH 8,2 0,1 IV[ 30 cm 3 
Natrinmsuccinat 0,5 l~ 4 cm 3 
TP 0,4 % 4 cm 3 

4. Modifikation der lViethode yon RI~TEXBVI~G, WOL~AX und S~LIG~A~: 

BebrtitungslSsung wie unter 2. Verwvndung yon 0,2 
Phosphatpuffer mit Zusatz yon 0,2 % KCN, lO~ 7,6. 

Bei Mebhode 3 und 4 Bebrfitung in gut verschtossenen GefiiBen bei 37 o C ffir 
2 Std. Abspiilen der Schnitte in Aqua dest., Fixieren in neutralem Formalin, 
eindecken in Glycerin-Gelatine. 
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I l l .  Untersuchung des Ein/lusses der Wassersto]/ionenkonzentration. 
Zur Untersuchung des Einf]usses der Wasserstoffionenkonzentration auf die 

Aktivitat der Succincdehydrase im histologischen Bild wurden die Bebriitungs- 
15sungen der Methoden 3 und 4 mit Phosphatpuffer yon p~ 7,6 und 8,2 verwandt. 

IV. Unter~uchvng des Ein/lusses yon Alctivatoren. 
Zur Untersuchung des Einflusses yon Aktivatoren wurden der Bebrfitungs- 

15sung nach Rosa und VELn~DO (1954) bei p~ 7,6 und 8,2 Calcium, Magnesium, 
Alumininm und Bicarbonat zugesetzt: 

Phosphatpuffer 0,1 M, 0,1% KCN, PH 7,6 bzw. 8,2 30,0 em a 
TP 0,4 % 4,0 cm 3 
I~atrinmsuccinat 0,5 ~ 4,0 cm 3 
Calciumchlorid 0,33 M 0,2 cm 3 
iNa-Bicarbonat 06 M 2,0 em 3 
Magnesiumsulfat 0,005 M 0,2 cm 3 
AluminiumcMorid 0,01 1~ 0,8 cm a 

V. Unter~uchung der Di//usion. 
Die Diffusion wurde an Schnitten yon gerzmuskel und yon Fettgewebe unter- 

sucht Herzmuskelschnitte wurden dutch Einlegen in 90 o C hei]es Wasser in- 
aktiviert, Schnitte yon Fettgewebe dutch 12--24 Std Trocknen bei Zimmer- 
temperatur. Anschliel]end wurden unbehandelte Schnitte yon Herzmuskelgewebe 
unter teilweiser tJberdeckung der inaktivierten Schnitte aufgezogen (DANIELLI 1953, 
G O ~ L  und PUCI4TLEI~ 1954). Bebriitung und~TeiterbehandlungnaehMethode b4. 
Um sicher zu sein, daI3 in den behandelten Sehnitten die Aktivit&t der Succino- 
dehydrase vSllig aufgehoben war, wurden zur Kontrolle inaktivierte Schnitte im 
gleichen Arbeitsgang mitgeffihrt. 

VI. Untersuchung der Rot/iirbung. 
Zur Untersuchung der Bedeutung der Rotfi~rbung verschiedener Strukturen 

wurdcn Serienschnitte nach Methode b 4 behandelt. Die Bebrfitungszeit betrug 2, 
5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 und 60 min. Die eingedeckten Schnitte warden tiber einige 
Wochen wiederholt kontrolliert. 

In allen Versuchen unter I I - - I V  dienten als Kon~rollen Seriensehni~te, die 
untcr Weglassung des Substrats bebriitet wurden, sowie Serien mit Zusatz yon 
Malonat zur BebriitungslSsung. 

Eine yon PEA~SO~ und DE~E~I)I (1954) angegebene Methode konnte leider 
nicht .in die vergleichenden Untersuchungen mit einbezogen werden, da die yon 
ihnen verwandte Tetr~zoliumverbindung, ein 2-(p-iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)- 
5-phenyl4etrazoliumcMorid, nicht zur Veriiignng stand. 

Ergebn~sse. 
I. ,,Spontane" Redulction yon TTC und TP. 

Bebrfi tungslSsungen mi t  Tr iphenyl te t razo l iumchlor id  (TTC) bzw. 

Tetrazol-]?urpur (TP) als Wassers tof iacceptor  wurden ohne Zugabe yon 

Schni t ten  in den W~rmschrank  bei 37 ~ C gebracht .  !~ach 2 - -24  Std 

war keine l%eduktion dcr Te t razo l iumverb indungen  zu farbigen Stufen 
(Monoform~zan, I ) i formazan)  nachweisbar .  



Methodik der Darstellung der Succinodehydrase im his~ologischen Schnitt. 317 

II .  Untersuchungen an Organen. 
a) Untemuchungen am Gewebsblock. Die 0berfl~che der GewebsblScke 

war naeh einer Bebrfitungszeit yon 2 Std tier purpurrot,  bei Verwendung 
yon TP  als Wasserstoffacceptor dunkelblau gefi~rbt. In  Schnittserien 
zeigten die oberfl~chennahen Schnitte eine gleichm~l~ige Reaktion im 
Bereich des ganzen Schnittes. In  etwa 0,3--0,4 m m  Tiefe land sich eine 
mehr fleckfSrmige Verteilung des Formazans. In  0,5 mm Tiefe war nut  
eine schmMe Randzone mit positiver Reaktion vorhanden, weiter zen~ral 
im Schnitt fanden sich herdfSrmige Formazanablagerungen um einzelne 
grSl~ere Gefii~e. Die Verteilung des Formazans im Gewebsblock war bei 
den beiden untersuchten Bebrfitungsl5sungen gleich. L~ngere Bebrfitung 
bis zu 6 Std ffihrte zu keiner Anderung des histochemischen Bildes. 

b) An un/ixierten Ge/rierschnitten. Serienschnitte wurden nach den 
Methoden yon SELIGM~ und I~UTnNBgnC~ (1951) (b 1), RUTE~BVRG, WOL- 
MA~ und SELIGMA~ (1953) (b2), ROSA und V~LARDO (1954) (b3) und mit 
einer Modifikation (b4) der yon RVTE~VnG, WOLMAN und SELIGMA~" 
(1953) angegebenen Technik behandelt. Bei einem Vergleich der Schnitte 
crgaben diese Methoden fibereinstimmende Bilder hinsichtlich der Lokali- 
sation der Fermentakt ivi t~t  im Gewebe, die den in der Literatur  
beschriebenen Befunden entsprechen. 

Formazanablagerungen sind in der Leber vorwiegend in der Peripherie der 
Leberl/ippchen, besonders periportM, in der ~iere in den Epithelien der Tubuli und 
der H~LEschen Schleifen vorhanden, die Glomeruli und die Sammelr5hren bleiben 
frei. Im Herzmuskel finden sicb sehr dichte Ablagerungen entl~ng den I-Ierzmuskel- 
fasern, im Skeletmuskel unterschiedlich intensive Reaktionen der einzelnen Muskel- 
fasern. 

Dagegen fanden sich sehr deutliche Unterschiede in der Intensiti~t der 
Reaktion, d. h. in der Menge des abgelagerten Formazans. Die mit  der 
Methode naeh S~LIG~n~ trod RVTE~VnG (1951) behandelten Schni~te 
zeigten nur geringe Formazanablagerung und diffuse Rosaf~rbung des 
Gewebes. Die st~rkste Reaktion land sich in den entsprechend den 
Methoden b 2 und b 4 behandelten Schnitten. Die mit  diesen beiden Ver- 
fahren erhMtenen Bilder waren vSllig identisch. Mit der Technik nach 
l~osA und VnL~nDO zeigten sich nur geringe Unterschicde gegenfiber 
den Ergebnissen mit  den Methoden b2  und b4, die Formazanablage- 
rungen waren bei der erstgenannten Methode etwas geringer. Auffallend 
war das Aufvreten yon vereinzelten Formazangranula in den Glomeruli 
der Niere; bei den anderen Methoden blieben die Glomeruli frei. 

I I I .  Untersuchung des Ein/lusses der Wassersto//ionenkonzentration. 
Serienschnitte wurden mit  der Methode nach I~osA und VELA~DO 

(1954) und mit  der Modifikation der Technik nach RUTE~VnO, WOLMAN 
und SELIGMA~ (1953) behandelt. Der p~  der BebrfitungslSsung wurde 
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A b b .  l a - - c .  N i e r e .  V e r g r .  120s a u~ld b R e ~ k t i o l l  a m  G e w e b s b l o c k .  a Arts  o b e r f l ~ c h t i c h e r  
S c h i c h t .  b A u s  0 , 4 - - 0 , 5  m m  u n t e r  t ier  O b e r f l h c h e .  c R e ~ k t i o n  a m  n n f i x i e r t e n  G e f r i e r s c h n ~ t t .  

bei beiden Methoden auf 7,6 und 8,2 eingestellt. Ein Vergleich der 
Schnitte ]ie~ bei der Methode b4 keinen sicheren Einflul~ der Wasser- 
stoffionenkonzentrgtion gnf die Intensit~t  der Re~ktion erkennen. Da- 
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Abb.  2 a - - c .  Leber .  Vergr .  120fach. a l~iethode nach  SELIGI~[AN und  I~UTF, NBUI~G (b l  des 
Tcxtes) .  b Methode  n a e h  [ROSA nncl VELARDO (b3 des Textes) .  c l~Iodifikation tier 
Methode  ]laeh ~UTEINrBU'I~G, ~/VoLMAN u n 4  SELIG)IAN ( b t  des Textes) .  I n  b n n 4  e pos i t ivc  

Re~k t ion  an  Fe t t t r op fen .  

gegen war bei der Technik nach Rosa und VELAnDO (1954) bei PH 7,6 
der Bebrfit~ungsl6sung die Formazanublagerung deutlich vermindert 
gegeniiber den Ergebnissen bei P~r 8,2. 
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Abb.  3 a u . b .  Ske le tmuske l .  EinfluB der  W~ssers to f f ionenkonzenLra t ion  au f  die Reak t ion  
Vergr .  120fach. a Methode  n a c h  ROSA u n 4  VELARDO, pH 7,6. b Methode  n a c h  R o s a  lm~ 

VELAI%DO, OH 8,2. 

~(bb. 4 a u . b .  Ske le tmuske l .  E in f lu8  yon  A k t i v ~ t o r e n  ~uf die l%e~ktion. Vergr .  120f~ch 
~r der  lVlethode n~ch I~UTENB~G, WOLMAN ~ d  SELIGMA~ ~ ohne Zusa t z  vo] 

A k t i v a t o r e n .  b lVLodifikation der  Methode nach  RUTENBU~O, WOLMA~ I m d  SELIGMA~ 
mit Aktivatoren. 

IV .  Untersuchung de~ Einflusses yon Aktivatoren. 
Ein Vergleich yon Serienschnitten, die n~ch der Methode yon Ros~ 

und VELARDO (1954) mit  BebriitungslSsungen yon p~  7,6 und p~ 8,2 
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mit und ohne Zusatz yon Aktivatoren behandelt wurden, zeigte bei 
p~ 8,2 der ~3ebriitungslSsung nur einen geringen EinfluI~ der Aktiva- 
toren auf die Intensitiit der geaktion. Bei p~ 7,6 der BebriitungslSsung 
land sich nach Zusatz yon Aktivatoren eine erheblich st~rkere Ablage- 
rung yon Formazan. Bei Zusatz yon Aktivatoren zur BebrfitungslSsung 
waren die bei pg 7,6 und 8,2 erhaltenen Bilder identisch. Serienschnitte, 
die mit diesen BebrfitungslSsungen und nach der Methode yon RUTEN- 
BIJRG, WOLMA~ und SELIGMA~ (1953) s0wie nach der oben beschriebenen 
Modifikation dieser Technik (b4) behandelt wurden, liei~en keine Unter- 
schiede erkennen. 

V. Untersuchung der Di//usion. 
Bei teilweiser Uberdeckung eines inaktivierten Herzmnskelschnittes 

mit einem unbehandelten war nach 2 Std Bebriitung noch keine Dif- 
fusion nachweisbar. Bei teilweiser ~berdeckung eines inaktivierten 
Schnittes yon Fettgewebe mit einem unbehandelten Herzmuskelschnitt 
land sich eine 1--2 Zelldurchmesser breite Zone mit r6tlich gefi~rbten 
Fetttropfen. Bei Verl~ngerung der Bebrfitungszeit auf 12 Std blieb die 
Reaktion auf diesen schmalen Saum beschr~nkt (Methode b4). 

VI. Untersuchung der Rot/i~rbung. 
Serienschnitte wurden 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 und 60 rain bebriitet 

(Methode b4). Nach 2 rain fand sich eine diffuse rosa F~rbung des ganzen 
Schnittes, mit wenigen blauen Granule. Mit zunehmender Dauer der 
Bebrfitungszeit wurde mehr und mehr Formazan abgelagert. Die diffuse 
Rosafi~rbung des Gewebes t ra t  zuriick, nut  Lipoidtropfen waren deutlich 
rot gefiirbt. Wiederholte Kontrollen der kurz (2--10 rain) bebriiteten, 
in Glycerin-Gelatine eingedeckten Schnitte fiber mehrere Tage und 
Wochen zeigten ein Mlm~hliches Verschwinden der diffusen rStlichen 
Fi~rbung, w~hrend Lipoidtropfen keine Verminderung der Farbintensiti~t 
erkennen liel~en. 

Bespreehung. 
Diese Ergebnisse lassen deutliche Unterschiede in der Lokalisation 

der Fermentaktivit~t  bei Bebriitung yon GewebsblScken (1--2 mm dick) 
und yon unfixierten Gefrierschnitten (10--15/~) erkennen. Bei Vergleich 
der mit verschiedenen Methoden an Gefriersehnitten gewonnenen l~e- 
sultate zeigen sich Unterschiede in der Intensit~t der Reaktion. 

Uber die unterschiedlichen Bilder bei Untersuchung der Succino- 
dehydrase an GewebsblScken ist in der Literatur wiederholt berichtet 
worden (I~UTE~TBURG, GOFSTEIN und SELIGMA~ 1950, SHELTO~ und 
SChnEIDeR 1952, NEUMA~ und Koch  1953). Eine Ablagerung yon 
Formazan erfo]gt nur in den oberfl~chennahen Anteilen. SHELTO~ und 
SC~I~EIDEt~ (1952) fanden, dad dieser l~andsaum breiter war, wenn die 
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Gewebe w/~hrend der Daaer der Bebrfitung im Warburg-Apparat ge- 
schfittelt wurden. Es kann mit grol]er Wahrseheinliehkeit angenommen 
werden, dab die Begrenzung der positiven Reaktion auf die gandgebiete 
auf einem mangelhaften Eindringen der BebrfitungslSsung, besonders 
des Tetrazols, in das Gewebe beruht. Dafiir sprieht aueh das herd- 
fSrmige Auftreten yon Formazanablagerungen um Gefiige in den tieferen 
Sehiehten der B15eke. Auf die Frage der Spezifitiit des Sueeinodehydrase- 
naehweises an GewebsblSeken soll siogter eingegangen werden. 

Versuche zum Sueeinodehydrasenaehweis an unfixierten Gefrier- 
schnitten ergaben mit versehiedenen Methoden identisehe Lokalisation 
der Fermentaktivit~t im Gewebe. Die Intensit/~t der l~eaktion, d. h. die 
lV[enge des gebildeten Formazans war dagegen sehr untersehiedlieh. Es 
sehien daher zweekm/igig, an Hand der Literatur und experimenteller 
Untersuchungen nachzuprfifen, welehe Bedingungen, besonders hinsieht- 
lieh der Aufarbeitung des Gewebes, Zusammensetzung der Bebrfitungs- 
16sung, Wasserstoffionenkonzentration und Aktivatoren ffir einen opti- 
mMen Naehweis der Sueeinodehydrase im histologisehen Sehnitt er- 
forderlich sind. 

Vorbereitung des Gewebes. 
Das Gewebe mug mSglichst 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 C0~-Schnee dnrchgefroren, so k6nnen sie in 
gefrorenem Zustand his zu 4 Std ohne erheblichen Aktivit~tsverlust auf- 
bewahrt werden (GoMo~I 1952). Eine Fixation des Gewebes ist nicht 
m6glich, da die Suecinodehydrase durch Fixationsmittel inaktiviert wird. 
Nach SELIGMAN und RVTENBUEG betr/~gt die Hemmung der Sueeino- 
dehydrase naeh 4 Std Fixation in Formalin 100%, in kaltem Aeeton 
40%, in Alkohol 80% nnd in Methanol 70%. NEVMA~ und Koeg 
berichten, dag aueh Gefriertroeknnng das Ferment inaktiviert. Die 
Untersuehungen miissen also an nnfixierten Gefriersehnitten dureh- 
geffihrt werden, und die Sehnitte miissen vom Messer direkt in die Be- 
brfitungslSsung gebraeht werden, da nach Trocknen an der Luit eine 
Inaktiviernng des Fermentes m6glieh ist. 

Einflu[3 des Sauerstof/s. 
Wie schon erw~hnt, spaltet die Sueeinodehydrase aus Sueeinat 

Wasserstoff ab, fibertr~gt ihn auf einen geeigneten Aeeeptor. Der 
physiologisehe Aeeeptor ist das Cytoehromsystem, bzw. der im Gewebe 
vorkommende Sauerstoff. Dureh die Sueeinodehydrase wird Wasser- 
stoff vom Suceinat auf Cytoehrom c fibertragen. Die t~eoxydation des 
reduzierten Cytochrom e erfolgt durch Sauerstoff mittels der Cytoehrom- 
oxydase (Ho~EcI(~, ST.XTZ und Hoo.N~ss 1939). Bei den hier unter- 



Methodik der Darstellung der Sueeinodehydrase im histologisehen Schnitt. 323 

suchten Methoden werden der BebriitungslSsung Tetrazoliumverbin- 
dungen zugegeben, die als Wasserstoffacceptoren wirken und zu farbigen, 
wasserun]5slichen Formazanen reduziert werden. Sind in der Be- 
briitungsl5sung, bzw. im histologischen Sehnitt Sauerstoff und ein 
funktionsfiihiges Cytoehromsystem vorhanden, so wird ein Teil des ab- 
gespaltenen Wasserstoffs nieht auf das Tetrazolium, sondern auf das 
Cytochromsystem and Sauerstoff iibertragen. Es wird also weniger 
Tetrazolium zu Formazan reduziert ; im histologischen Bild ist daher nur 
eine geringe Reaktion nachweisbar. Bei Geweben, die arm an Succino- 
dehydrase sind, kann dadureh die l~eaktion sogar negativ ausfallen. 

RUT]~NBURG, WOLMA~ und SELmMAN (1953) versuehten daher - -  
ebenso wie in der Bioehemie - -  den histoehemisehen Naehweis der 
Sueeinodehydrase unter anaeroben Bedingungen durehzufiihren. Sie 
koehten die BebriitungslSsung und leiteten eine Stunde lang Stiekstoff 
dureh, um den Sauerstoff im System zu ersehSpfen. Naeh Einbringen 
der Sehnitte wurde fiir die Dauer der Bebriitung weiter Stiekstofi dureh- 
geleitet. Diese Methode ergibt sehr sehSne und gut reproduzierbare 
Bilder. Die dauernde Stiekstoffzufuhr w~hrend der Bebrfitung ist jedoeh 
unhandlieh und ersehwert die Untersuehung grol3er Sehnittserien. Auger- 
dem fiihren die durehperlenden Gasblasen h~ufig zu einer Besehiidigung 
dfinner Sehnitte. Ein yon LAves (1949) angegebenes Verfahren ist eben- 
falls fiir die Untersuehung groBer Sehnittserien wenig geeignet. 

Es sehien daher zweekm~Big, naeh anderen Mitteln zu suehen, um 
die l~Ibertragung des Wasserstoffs auf Sauerstoff zu verhindern. Da 
naeh den derzeitigen Kenntnissen eine Blockade des Cytoehromsystems 
der Zelle dutch KCN stattfindet, miigte Zusatz yon KCN zur Be- 
brfitungsl6sung ebenfalls die Ubertragung yon Wasserstoff auf Sauerstoff 
hemmen (PowT~R 1941, KmLI~ und HA~TR~ 1949). ROSA and V~- 
LA~DO ver6ffentliehten 1954 eine Teehnik, die auf d~esem Prinzip auf- 
gebaut ist. Die Ergebnisse unterseheiden sieh sehr wenig yon den mit 
der Methode naeh I~CT~U~G,  WOLMA~ und SELIG~A~" (1953) erhal- 
tenen gesultaten.  Die Untersehiede sollen sp~iter nigher besproehen 
werden. Unter den genannten Bedingungen nimmt das Tetrazol den 
aus Sueeinat abgespaltenen Wasserstoff auf. Es wird also erheblieh 
mehr Tetrazol zu Formazan reduziert und damit im histologisehen 
Sehnitt abgelagert als bei Bebrfitung unter aeroben Bedingungen. Ku~ 
and A~OOD (1949) gelang es, die l%duktion yon Tetrazol dureh die 
Sueeinodehydrase zu einer quantitativen bioehemisehen Methode aus- 
zubauen. 

Einllu/3 der Wassersto//ionenlconzentration. 
Von den meisten Untersuchern wird ffir die histoehemisehe Reaktion 

ein pj~-Optimum um 7,6 angegeben. Rosa  and VEnA~DO (1954) ver- 
wenden eine BebrfitungslSsung yon pg 8,2 und berichten fiber eine 
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deutliehe Steigerung der Fermentaktivit~t  bei diesem hSheren pg-Wert.  
In der bioehemisehen Literatur sehwanken die Angaben ffir den optimalen 
pg zwisehen 7,5 und 9, fiir die anaerobe Reaktion liegen sie meist ober- 
halb pg 8 (O~LssoN 1921, QUASTEL und WItETHAM 1924, QUASTEL und 
WOOLD~mE 1927, LEHMaN~ 1929, 1933, COOK und ALCOCX 1931, 
F~a~KE 1934, McGAv~A~ und R~E~B~RG~R 1933, COOP~RS~mN und 
LazaRow 1951, BRODI~ und GOTS 1951). Damit stimmen die oben er- 
wiihnten Untersuehungen bei p~ 7,6 und 8,2 der BebriitungslSsung naeh 
Rosa  und VELARDO (1954) iiberein. Trotzdem erseheint es zweekm~gig, 
bei histoehemisehen Untersuehungen bei einem p~ um 7,6 zu a rbe i t en ,  
und zwar aus folgenden Griinden: In der Bioehemie werden Enzym- 
pr~parate verwandt, die yon anderen Gewebsbestandteilen weitgehend 
gereinigt sind, w~hrend in der Histoehemie Gewebssehnitte untersueht 
werden, die neben der Sueeinodehydrase zahlreiehe andere ehemisehe 
Verbindungen enthalten. Bebrfitet man Gefriersehnitte unter Weg- 
lassnng yon Suecinat bei PE 7,6, so bleiben die Schnitte vSllig farblos, 
bei pg  8,5 kommt es zu einer diffusen, blaBrosa Fgrbung des Gewebes.  
Bei pH-Werten um 9 und hSher t reten deutlieh positive Reaktionen auf, 
die dureh im Gewebe vorhandene reduzierende Gruppen wit Sulfhydryl-, 
End- ,  Aldol- und Ketogruppen bedingt sind (BArNeTT und SEnmMA~ 
1952, S~Lm~AS und I{VT~SU~e 1951). Da unter den zum Nachweis 
der Sueeinodehydrase fibliehen Versuehsbedingungen diese Gruppen 
Tetrazoliumverbindungen bei einem p~ um 9 reduzieren, seheint es 
zweekmgNg, den PH der BebriitungslSsung so zu w~hlen, dal3 diese nicht- 
fermentativen Reaktionen mit groBer Wahrsebeinlichkeit ausgesehlossen 
werden kSnnen. Es ist daher ratsam, die BebriitungslSsung auf p~ 7,6 
eh~zustellen, vor allem, wenn keine elektrometrisehe Methode zur Be- 
stimmung des pg zur Verfiigung steht, um auf jeden Fall zu verhindern, 
dab oberhalb p~ 8 gearbeitet wird. 

Einflufi  yon Aktivatoren. 

Aus biochemischen Versuchen ist bekannt, daB verschiedene Ionen, 
z. B. Calcium, Aluminium, Magnesium, einige seltene Erden, Chrom und 
Mangan die Succinodehydrase aktivieren (AxELICOD, SWINGLE und 
ELVEHJEM 1941, AHLGREEN 1925, HORECKEn, STATZ und HOGNESS 1939, 
K~ILI~ und HART~EE 1949, POTTE~ 1941, SWI~GL~, AX~LnOD und 
ELVEl~JEM 1942). Auffallend ist hierbei, dab die aktivierende Wirkung 
nur bei Verwendung yon Phosphatpuffer zu beobachten ist. Es wird 
angenommen, dab diese Aktivierung auf der Ausf~llung yon unlSsliehen 
Phosphaten beruht, die Oberfl~chen fiir die Adsorption und Reorientie- 
rung yon Komponenten des Fermentsystems darstellen k6nnten 
(HORECKER, STATZ und HoG~]~SS 1939, POTTER 1941, KErL~ und 
HARTREE 1949). 
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RUTENBURG, WOLMAN und SELIGMA~ (1953) setzten der Bebrfitungs- 
15sung Natriumbicarbonat, Calciumchlorid, Aluminiumchlorid und Ma- 
gnesiumsulfat zu. Merkwfirdigerweise aktivieren Biearbonat-Ionen die 
Succinodehydrase in Gewebsschnitten sehr stark, w~hrend sie bei Homo- 
genaten unwirksam sind (I~U~EN~URG, WOLMAN und SELIOI~IAN 1953). 
GRE~NSTEIN und CHALKLEY (1945) berichten, dal~ die Aktivit~t der 
Dehydrogenasen in dialysierten Leberextrakten durch Biearbonat er- 
h6ht wird. Au~erdem wurde eine Fixierung yon COe w~hrend der Um- 
wandlung yon Fumarat  zu Laetat  beobachtet  (EvANs, SLOTI~ und 
VENNESLAND 1942, EVANS, VENNESLAND und SLOTIN 1943, WOOD, 
VE~ESLAND und EVANS 1945). RUTENEURG, WOLMAN und SELm~A~ 
(1953) diskutieren die MSgliehkeit, dal~ Bie~rbonat-Ionen Ferment- 
systeme aktivieren kSnnten, die beim Abbau yon Fumarat  eine l~olle 
spielen. Dies kSnne darauf hindeuten, da~ bei dem histochemischen 
Nachweis der Succinohydrase ein Teil eines Fermentcyelus dargestellt 
wird, dessen erste Stufe die Dehydrierung yon Suecinat ist (POTTER 1946, 
QUASTEL und WHEATLEY 1931). 

Wie oben besehrieben wurde, ergab Zusatz der yon I~CTENBCRG, WOL- 
~A~ und SELIGMAN (1953) angegebenen Aktivatoren zu der Bebrfitungs- 
]Ssung naeh ROSA und V~LA~DO (1954) bei pg  8,2 eine geringe, bei pH 7,6 
e~ne deutliehe Steigerung der histochemisch nachweisbaren Ferment- 
~ktivit~t. Bei Seriensehnitten fanden sieh im histologisehen Bild keine 
Unterschiede gegenfiber den Resultaten mit tier Methode nach RU~EN- 
~URO, WOL~AN und SELI~AN (1953) oder mit tier Modifikation dieser 
Methode. Diese Beobaehtung ist ein weiterer Grund, bei histochemischem 
Untersuchungen BebriitungslSsungen mit einem p~ um 7,6 zu verwenden. 

Spezi[itiit der Reaktion. 

In der Literatur wnrde hgufig die Frage diskutiert, ob die Reduktion 
des Tetrazols zu Formazan allein durch die Suecinodehydrase bewirkt 
wird, oder ob hierbei etwa noch andere Dehydrogenasen eine Rolle spielen 
kSnnten, die aus endogenen Substraten Wasserstoff abspalten und auf 
das Tetrazol tibertragen. F/ir die Spezifit~tt der Reaktion spricht 

1. Das Ausbleiben der Formazanbildung, wenn das Suceinat aus der 
Bebriitungsl6sung weggelassen wird. 

2. Die Hemmung dureh Malonat. Malonat ist seit langem als spe- 
zifiseher Hemmstoff fiir die Sueeinodehydrase bekannt (QuAsTEL und 
WlZ~ATL~Y 1931, MA~N und QUASTEL 1941, D o ] ~  und BECKER 1951). 
Es wird angenommen, dal~ es infolge seiner ahnlichen chemischen Struk- 
tur  in der Lage ist, das Succinat vom Ferment zu verdr~ngen (DAs 1937, 
ELLIOTT und GREIC~ 1937, GREV~.LE 1936, PADYKULA 1952, QgASTEL 
und WHET~A~ 1925, T~V~BERC 1920). Die gleiche Wirkung hat Oxal- 
acetat (DAs 1937, KErLr~ und HARTREE 1949, ]?ARD:EE und POTTER 1948, 
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SWINGLE, AXELROD und ELVEHJEM 1942). Geringe Mengen von Oxal- 
acetat kSnnen auch w/~hrend der Bebrfitung entstehen, indem Fumarat 
fiber Malat in OxMacetat umgewandelt wird (Rosa und VELA~DO 1954). 
Nach DAs (i937) ist die Oxalessigs~ure ein 80mal st/irkerer Inhibitor Ms 
Malons~ure. Bet Zusatz yon KCN zur Bebrfitungsl5sung wird die Oxal- 
essigs~ure durch Bildung yon Cyanhydrin abgefangen. 

3. Ffir die Spezifiti~t der histochemisehen l%eaktion spricht auBerdem 
die Aktivierbarkeit dureh Ionen, die in der Bioehemie als Aktivatoren 
der Sueeinodehydrase bekannt sind. 

Bet Untersuchungen an GewebsblSeken ist die Mitwirkung anderer 
Dehydrogenasen, z. B. Citrieodehydrase, Malieodehydrase, Fumars~ure- 
dehydrase, denkbar. Gefrierschnitte bieten demgegenfiber den Vorteil, 
dab endogene Substrate leiehter ausgewasehen werden kSnnen. AuGer- 
dem dfirfte bier aueh die untersehiedliehe Kryolabilit/it der Fermente 
eine Rolle spielen (SHELTON und SCHNEDER 1952). In biochemischen 
Untersuehungen konnte gezeigt werden, dag die meisten Dehydrogenasen 
dureh Gefrieren zerstSrt werden, wi~hrend die Sueeinodehydrase sehr 
k~tlteresistent ist (TH~:NBE~G 1920, FR.AN~E 1934, 1940). Demnaeh 
wfirden schon bet der Herstellung der Gefrierschnitte andere Oehydro- 
genasen inaktiviert werden. Zudem benStigen die meisten dieser De- 
hydrasen Cofermente, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
nicht in ausreichender Menge vorhanden sind. 

VSllig nnentschieden ist dagegen die Frage, ob es sich bet der Suecino- 
dehydrase um ein einzelnes Ferment oder um ein Fermentsystem, even- 
tuell mit Mitwirkung tints Flavoproteins handelt, ob als Wassersto/f- 
iibertr~iger ein Flavoprotein zwisehengesehaltet ist, oder ob die Sue- 
cinodehydrase selbst ein Flavoprotein ist (AxELnOD, SWI~GLE und 
ELVE~JnM 1942, BIELm, RAVSC~E und IIAAgDICK 1949, BLACK, ZWmFAC~ 
und StEeR 1953, BRODIE and GOTS 1951, 1952, FRANKE 1940, JENSE~, 
SACKS und BALDANSKI 1951, KUN 1951, MUDD, BttODIE, WINTERSCHEtD, 
HART~ANZ~, BECTZ~E~ und McLEAN 1951, PADYKULA 1952, SHELTON und 
SCHNEIDER 1952, SLATE~ 1949, ]u und SPmNZ 1952). 
Die hier besprochenen histoehemisehen Methoden er]auben keinerlei 
Anssagen zur Einzahl oder Mehrzahl des die i)bertragung von Wasser- 
stoff des Suceinats auf einen geeigneten Acceptor kata]ysierenden Fer- 
ments. Es w~re nattirlieh denkbar, dab durch eine diffusible Komponente 
im Suecinodehydrasesystem die Intensitat der histoehemisehen Reaktion 
beeinflul3t werden kTnnte. 

Di//usion. 
Diformazane des Triphenyltetrazoliumchlorids und des Tetrazol- 

Purpus sind bet p~ 7,6 bzw. 8,2 in Wasser unlSslich. Sie werden durch 
den Lu'ftsauerstoff nicht oxydiert. Eine Diffusion des Diformazans ist 
demnach wenig wahrscheinlieh. Aus biochemischen Untersuehungen ist 
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bekannt,  dag das Ferment  selbst sehr fest an der Gewebsstruktur haftet.  
Bereits 1910 beriehteten BATELLI und STE~N, dag die Oxydation der 
Bernsteins~ure dureh ein besonders fest an der Gewebsstruktur haften- 
des, nieht mit  Wasser extrahierbares Agens erfolge. In  den letzten 
Jahren konnte gezeigt werden, dab etwa 70--75 % der Sueeinodehydrase 
in den Mitoehondrien lokalisiert sind (I-IOGEBOOM, CLAUDE und HOTCg- 
KISS 1946, HOG,BOOM, SCHNEIDER und PALADE 1948, SCHNEIDER 1946a, 
1946 b, 1953, SCHneIDeR gnd HOCEBOO~I 1950, SCH_~mDER, CLAUDE und 
HooE~ooM 1948, LANG 1952, H A ~ a N ~  1950, HOGEBOOM und SCHNE~- 
DE~ 1952). Der Zellkern enthiilt keine naehweisbaren Mengen des 
Ferments (Dov~cE 1952). Er  bleibt aueh in histoehemisehen Unter- 
suehungen stets frei yon Formazan. Auf Grund der festen Bindung der 
Sueeinodehydrase an die Gewebsstruktur darf angenommen werden, 
dab aueh unter den Bedingungen der histoehemisehen Methodik keine 
wesentliehe Diffusion yon Ferment  auftritt.  

Eine MSglichkeit yon Diffusionsartefakten liegt in der leichten LSs- 
lichkeit des Diformazans in Lipoiden. In  lipoidreichen Organen kaim 
Diformazan in den Lipoiden in L6sung gehen und semit diffundieren. 
Fet t t ropfen in der Naehbarsehaft  hoehaktiver Strukturen sind deutlieh 
rot gef/irbt. In  Versuehen konnte gezeigt werden, dab bei Aufziehen 
eines friseben Herzmuskelsehnittes unter teilweiser Uberdeekung yon 
inaktiviertem Fettgewebe im inaktivierten Sehnitt ein 1--2 Zeltdureh- 
messer breiter Saum deutlieh rot gefiirbter Fett tropfen zu beobachten 
ist. Diese Anigrbung mug wohl mit  einer L6sung yon Diformazan 
erkNirt werden. Ob Fettgewebe selbst Sueeinodehydrase enthalt,  konnte 
noeh nieht eindeutig entschieden werden. PADYXULA (1952) verneint das 
Vorkommen yon Sueeinodehydrase in Fettgewebe, andere lassen diese 
Frage often (SEnm~AN und RUTENIIURG 19511 SIIELTO_N und SCIINEIDEIr 
1952, RUTEN]~URG, WOLS~A~ und SELmMA~ 1953, ROSA und V~LARDO 
1954). 

Bedeutuncy der Rot/i~rbung. 
Die beim histochemischen Nachweis der Succinodehydrase mit  Tetra- 

zol-Purpur zu beobaehtende l:~otf~rbung mancher Strukturen kann auf 
zweierlei Ursaehen beruhen: 

1. Anf eh~er L6sung yon dunkelblauen Diformazangranula in Lipoiden 
der Zellen. In  Lipoid gelSstes Diformazan erscheint in durchfallendem 
Licht rot  (SELIGMAN und RUTE~BV~C, 1951, PADYXULA 1952, I~UT~- 
~U~G, WOL~AN und SELI~M~ 1953, N E U ~ A ~  und KOCH 1953). 

2. Auf einer unvollst~indigen Reduktion des Tetrazol-Purpur zu 
rotem Monoformazan. Dieses Monoformazan ist leichter wasserlSslich 
und weniger bestandig gegen Luftsauerstoff als das Diformazan. Es 
wird angenommen, dab - -  bei ausreichender Bebrfitungszeit - -  die 
Bildung yon Monoformazan einen Hinweis auf Stellen mit  pJedriger 
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Fermentakt lvi t~t  gibt (S]~LmMAN und RU~EN~VR~ 1951, PAD~KULA 
1952, RUTENBURG, WOLMA~ und SELmM~N 1953, ROSA und VELARDO 
1954). 

Bei Bebriitung stark aktiver Gewebe flit kurze Zeiten (2--10 min) 
kommt  es zun~chst zu einer diffusen Rotf~rbung des Schnittes, mit  
zunehmender Ablagerung yon dunkelblauen Diformazangranula und 
deutlicher Rotf~rbung von LipoidtrSpfehen (Fettf~rbung yon Serien- 
schnitten). Werden die eingedeekten Schnitte fiber einige Wochen immer 
wieder kontrolliert, So finder sieh eine allm~hliche Verminderung der 
diffusen Rosa~rbung,  w~hrend die Farbintensit~t  der FetttrSp~chen 
gleich bleibt. Diese Beobachtung l~l~t es mSglich erseheinen, dal~ es sich 
bei der diffusen F~rbung zum Teil um Monoformazan handelt, das all- 
m~hlich wieder  zu ~arblosem Tetrazol-Purpur oxydiert wird, w~hrend 
das in Lipoiden gelSs~e Diformazau nich~ angegriffen wird. 

Einflufl  der Formalinfixation.  

Nach der Bebriitung kSnnen die Schnitte in Formalin fixiert werden, 
da Diformazan nicht wasserl5slich ist. Es ist jedoch darauf zu achten, 
dab neutra]es bzw. gepuffertes Formalin verw~ndt wird, da Formazane 
bei PH 4,5 in LSsung gehen (SHELTON und SCHNEIDER 1952). Da Forma- 
zane auch in Alkohol und Aceton 15slich sind, mul~ in Glycerin-Gelatine 
eingedeekt werden. 

I m  l~ahmen dieser Arbeit, in der nur die Methodik des histoehemi- 
schen Nachweises der Suecinodehydrase untersueht wurde, soll auf die 
Verteilung der Succinodehydrase in den Geweben und auf Ver~nde- 
rungen der Fermentakt ivi t~t  unter experimentellen Bedingungen nicht 
n~her eingegangen werden. Da Untersuehungen zu diesen Fragen im 
Schrif~tum weir verstreut  sind, sollen hier nur einige Arbeiten bus ver- 
schiedenen Gebieten angeffihrt werden. Die Versuche wurden mit  unter- 
schiedlichen Methoden durehgefiihrt. 

Botanik: KUHN und JERCHEL (1941), LAKON (1942), MATwSoN, JE~SEN trod 
DUTCHEg (1947), SONNE~BLIeK, ANTOPOL und GOLDMANN (1949), JENSEN, SACKS 
und BALDANSKI (1951), TEUBNER und MURNECK (1952). 

Bakteriologie: BIELm, KAVSCHB und HAARDICK (1949), N~a~ARA, QUITTNER, 
GOLDMAN und ANTOPOL (1949), MUDD, BRODIE, ]u BEUTNER und 
MCLEAN (1951), MUDD, WINTERSCHEID, DELAMATER und HENDERSON (1951). 

Meerestiere: BIELIa und QUERNER (1949). 
Verteilung der Succinodehydrase in tierischem Gewebe: A~-r0POL, GLAUBACH und 

GOLDMAN (1949), BECKER und QUADBECK (1950), BLACK, SPEER und OPLER (1950), 
I)oEm~ (1950), DOERR und Li)TTIeHAu (1949), HAYEK (1950), HAY~K und THUNS 
(1952), MEYER-ARENDT (1950), NEUMANN (1952), NE~ANN und KOCH (1953), 
PADYKULA (1952), PEARSON und ])EFENDI (1954), ROSA und VELARDO (1954), 
RUTESBtmG, GOFSTEIN und S~LmMAN (1950i, RU~ENBURG, WOLMAN und SELm- 
~AN (1953), SEELTON und SCHNEIDER (1952), SELmMAN und RUTENBURO (1951). 
Thyr eoidea: GODDARD und SELm~AN (1953). Ovar: FORAKER und DENIM (1952). 
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Nebenniere: ZWEIFAC~r, BLACK und SHORR (1951). Paukreas und Speichelclriisen: 
STIER (1952). Blut-Hirnsehranke: LEDUC und WISLOCKI (1952). Untersuchung 
yon Giftwirkungen: BECKER (1949), DOERR (1950), DOERR und BECKER (1951), 
MUSTAKALLIO und TELKKX (1953). Untersuchungen nach Bestrahlung: FORAKEI~, 
D E N ~  und JOHNSTON (1953). Ein/lufl yon Hormonen: DAvis, MEYER und 
1VIcSHAN (1949). Verdinderungen der Niere bei Hochdruclc: ZWEIFACH, BLACK und 
SHORR (1950). 

Untersuchungen am Menschen. Hier sei vor allem auf die Arbeit yon MEYER ZUYI 
(~OTTESBERGE (1954) fiber die Lokalisation versehiedener Fermente in der Tonsille 
und auf eine Verhffentlichung yon WACHSTEIN (1950) fiber das Vorkommen der 
Suceinodehydrase in Ze]len yon normalem und leuk/~mischem Blur und Knoehen- 
mark verwiesen. 

Untersuchungen an Tumoren. Es wurde wiederholt versucht, die Untersuchung 
der Suecinodehydrase f fir die Tumordiagnostik heranzuziehen. Die Ergebnisse ver- 
schiedener Untersucher weichen erheblich voneinander ab (BLACK, KLEINER und 
SPEER 1950, BLACK, OPLER und SPEER 1950, DOERR 1950, MACKENZIE und FULLER 
1950, SCHUERMANN 1950, SELI~AN, GOFSTEIN und RUTENBURG 1949, SHELTON 
und SCtt'NEIDER 1952, S~T~ 1951, STRAWS, C~ERONIS und STRAWS 1948). DOERR 
(1950), SELIGMAN, GOFSTEIN und RUTENBURG (1949), SHELTON und SCHNEIDER 
(1952) und SMITH (1951) konnten zeigen, dab T umorzellen unterschiedlieh reagieren ; 
die Intensitat der Reaktion ist oft nieht starker als in anderen Geweben. Sic be- 
trachten daher den Succinodehydrasenachweis als ungeeignet ffir die Tumor- 
diagnostik. 

Zusammenfassung. 
I n  vergleichenden Unte r suchungen  mi t  verschiedenen Methoden zur 

histochemischen Darstel lung der Succinodehydrase wird festgestellt, dal3 
Unte r suchungen  ~n Gewebsblhcken wenig geeignet s ind u n d  der Nach- 
weis am unf ix ier ten  Gefrierschnit t  eine gute Dars te l lbarkei t  der Succino- 
dehydrase ergibt.  

Als geeignete und  verh/~ltnism/s einfach zu handhabende  Mcthode 
wird eine vereinfachende Modifikation des Vcrfahrens vo~ RUTENBVRG, 
WOLMAN u n d  SELmMAN 1953 angegcben, die bei einem p~ yon 7,6 
(Phosphatpuffer  mi t  Zusatz yon 0,2% KCN) reproduzierbare Bilder 
ergibt,  die mi t  der gu ten  Originalmethode f ibereinst immen.  

Wir danken tterrn Prof. Dr. Go~oRI ffir wertvglte kritische R~tschlage und 
Herrn Prof. Dr. GRAFFLIN ffir die Einladuug und Gastfreundschaft an seinem 
Institut, die dem einen yon uns einen langeren Aufenthalt in den Vereinigten 
Staaten ermhglichte. 
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