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1. Einleitung

In einer unlédngst veroffentlichten Mitteilung (WrrrEgIND 1958b) war iiber
grofe, nach Acridinorange-Farbung rotfluorescierende Einschlisse berichtet
worden, die in tumorverdichtigen, supravitalen Zellen sowie, allerdings weniger
ausgeprigt, auch in Makrophagen aus Pleura- und Peritonealergiissen zu beob-
achten waren. Eine sichere Erklirung des Phinomens hatte sich nicht geben
lassen.

Die vorliegende Arbeit befaflt sich nun mit der Frage, wie sich die grofien,
rotfluorescierenden Areale bilden, in welchem Verhéltnis sie zur intraplasmati-
schen Konzentration des Farbstoffes in granuldrer Form stehen und in welcher
Beziehung zu anderen, umschriebenen Flissigkeitsansammlungen des Cyto-
plasmas, ndmlich den optisch leeren Vacuolen und jenen Gebilden, die nach
,,Potocytose (ZOLLINGER 1948) entstehen.

Wenn die in jener Arbeit beschriebenen und im folgenden néaher zu analysierenden
Vacuolenbildungen immer wieder an Tumorzellen beobachtet werden, so vor allem deshalb,
weil sie in diesen besonders oft auftreten. Die rotfluorescierenden, intraplasmatischen ,,Seen‘
sind von den optisch leeren, den eigentlichen ,,Vacuolen des Cytoplasmas im Sinne Nasso-
Novs (1930) und ScHULEMANNs (1917) abzugrenzen. Fett-, glykogen- oder schleimhaltige
vacuolire Einschliisse lieBen sich in den Exsudat-Tumorzellen nicht nachweisen.

Die Entwicklung der Auffassungen iiber Atiologie und Entstehung der optisch leeren
Plasmavacuolen ist durch die Arbeiten von BiicuNer und seinen Mitarbeitern bedeutend
geférdert worden.

Die im wesentlichen iibereinstimmenden Auffassungen verschiedener Autoren zur eigent-
lichen Entstehungsweise der Vacuolen im Cytoplasma wurden neuerdings von V. BEckzr
(1954) zusammengefaBt. Da im folgenden auf die Pathogenese der Vacuolen wiederholt
Bezug genommen werden muB, sei der Abschnitt hier im Wortlaut wiedergegeben:

»»Bei der Verhinderung der aeroben Phase der Zellatmung konnen grofmolekulare Zell-
atmungssubstrate — Glykogen, Glucose-Phosphorsiureester u. a. — in kleinere, saure (!)
Molekiile anaerob abgebaut werden. Diese kleineren, aber vermehrt auftretenden Molekiile
konnen durch den Mangel an Sauerstoff nicht weiter veratmet werden. Durch die Vermehrung
der Molekiile in der Zelle vergroBert sich ihre osmotische Wirkung, es wird mehr Fliissigkeit
in die Zelle hineingezogen. Die eindringende, eiweifarme Fliissigkeit stort das dynamische
Gleichgewicht der intracelluliren Reaktionen des intermediiren Stoffwechsels. Im Falle
der Vacuolenentstehung ist es der Zelle aber moglich, diese eingedrungene Fliissigkeit zu
isolieren . . . Die Fliissigkeit wird durch eine EiweiB-Lipoidfolie kugelig eingescheidet, gleich-
sam auf ein ,,totes Gleis** des Stoffwechsels geschoben. Die Vacuole bildet so zwar mechanisch
physikalisch, nicht aber chemisch eine Stérung fiir die Zellstoffwechselvorginge.®
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Es durfte demnach kein Zweifel bestehen, dafl die Vacuolenbildung eine
Leistung der lebenden Zelle, allerdings unter ungiinstigen Lebensbedingungen,
darstellt, ein ,,gewisses Mindestangebot™ an Sauerstoff ist notwendig (KerTLER
1948), um im Zustand der ,,chronischen, nicht totalen Versorgungsinsuffizienz‘
(LinzBacH 1952) weiterleben zu konnen. — Artefakte nach Anwendung be-
stimmter Fixationsmittel sind als solche meist sicher abgrenzbar (KNaur und
ScarAMM 1952, ATERMANN 1958D).

Von diesen optisch leeren Hohlraumbildungen im Cytoplasma sind morphologisch jene
EiweiBablagerungen abzugrenzen, die zunichst ebenfalls als Vacuolen oder als ,,hyaline
Tropfen‘, mit diinnflissigem, homogenen Inhalt versehen, in Erscheinung treten. Thre
Entstehungsweise ist von ALTMANN im Handbuch der allgemeinen Pathologie (1955) ge-
schildert worden, auf eine ausfiihrliche Darstellung kann hier verzichtet werden. Ehe extra-
cellulires Material an bestimmtem Ort in der Zelle abgelagert wird, ist ein unsichtbarer
Transport von der Zellmembran bis zum Abscheidungsort notwendig. Geringere Mengen
konnen im Golgi-Apparat abgelagert und kondensiert werden; gréBere werden in beliebigen
Cytoplasma-Bereichen ausgegliedert. Die Art, wie sich die Zelle mit Eiweilkorpern aus-
einandersetzt, hat Ahnlichkeit mit ihrem Verhalten gegeniiber basischen Vitalfarbstoffen,
die ja auch sofort nach ihrem Eintritt in die Zelle an Strukturen, also an Eiweill, gebunden
werden. Hierauf ist noch zuriickzukommen.

Die Entstehung intraplasmatischer Vacuolen und ihre kausale Beziehung zur
Hypoxydose ist in Anbetracht der funktionellen und morphologischen Bedeutung
des Phinomens mit relativer Ausfithrlichkeit behandelt worden. Es wird hierbei
nicht iibersehen, dafl auBer der Hypoxdmie noch andere chemische Verdnderungen
des Mediums eine intracytoplasmatische Vacuolenbildung bewirken kénnen, z.B.
die Zugabe von Ammoniak (WARBURG 1910) und von zahlreichen anderen Sub-
stanzen, vor allem aliphatischen Aminen, die von LETTRE und ALBRECHT (1954)
geprift wurden. Diese Vacuolen diirften ebenfalls auf Grund eines Kompen-
sationsversuches der Zellen gegeniiber den eindringenden Substanzen entstehen.
Sie konnen auch Neutralrot konzentrieren.

Doe Literaturiibersicht zeigt, daf die Hypoxydose vor allem an den Zellen
der Leber studiert worden ist und sie zeigt weiter, dafl im Rahmen der Hypoxy-
doseforschung und auch der Untersuchungen iiber intracellulire Ablagerungen
eine Art von Zellmaterial fast unbeachtet geblieben ist, welches aber doch in
Anbetracht seiner Herkunft, seiner Morphologie und seiner Lebensbedingungen
fiir solche Untersuchungen besonders geeignet erscheinen muBl: Es handelt sich
um die normalen Zellen und Twmorzellen serdser Hrgiisse.

Entsprechend seinem Charakter als einem klinischen Untersuchungsgut, sind die Ergiisse
serdser Hohlen auch vorwiegend von Klinikern in morphologischer Hinsicht bearbeitet
worden. Die bekannten Monographien und Arbeiten (GruNze 1955, 1956, hier weitere
Literatur) befassen sich vor allem mit der Zuordnung bestimmter Zelltypen und Typen-
kombinationen zu bestimmten Krankheiten sowie mit morphologischen Merkmalen, denen

vor allem Bedeutung fiir die Tumordiagnose beigemessen wurde, wie etwa die Relationen
zwischen Kern und Plasma, Kern und Nucleolus.

Das Vorkommen von Vacuolen in Exsudatmesothelien und Tumorzellen wird héufig
erwihnt. Sie werden wohl als Anzeichen fiir eine Zellschidigung aufgefalt. STREICHER (1950)
und Pacus (1958) berichtet erstmals tiber verstdriktes Auftreten unter dem Einfluf’ cytostatischer
Behandlung. Histochemische Untersuchungen liegen bisher noch in relativ geringer Anzahl
vor. Lust und REaGan (1954) beobachteten nicht selten mucicarminpositive Vacuolen in
Tumorzellen aus Adenocarcinomrgiissen. — v. ALBERTINI (1946) erklarte das Vorkommen
von Vacuolen in Serosazellen als entweder degenerativ bedingt oder als Folge eines von
ihm erstmals beobachteten Vorganges, den er als Zellgeburt bezeichnet, wobei eine Zelle
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aus dem Cytoplasma einer anderen ausgestofilen werden und in dieser eine Vacuole zuriick-
lassen soll. Seine phasenkontrastmikroskopischen Bilder lassen auch in Tumorzellen vacuo-
lare Cytoplasmaeinschliisse verschiedener Form und GroBe erkennen.

Beurteilt man zusammentfassend die Art der an den ErguBzellen ausgeiibten Unter-
suchungsmethoden, so findet man ein deutliches Uberwiegen der Farbeverfahren nach
Fixation im Rahmen der klinischen Cytodiagnostik und nur selten die Absicht, die erhaltene
Zellvitalitat fiir diagnostische und therapeutische Fragestellungen auszuniitzen, etwa durch
planméfBige Anwendung der Vitalfirbung, von der Luprorp und Smires (1950) bemerkten,
sie sei viel eher eine physiologische als eine morphologische Methode.

Wenn man aber die Tatsache berticksichtigt, dall die ErguBzellen i. a. noch
vital sind, so miissen sie zum Studium der in ihnen entstandenen oder neu ent-
stehenden Cytoplasmastrukturen allgemein, speziell aber auch der Hohlriume
aus verschiedenen Griinden besonders gute Voraussetzungen bieten:

a) Die lebenden Zellen koénnen im gleichen Milieu mikroskopisch untersucht
werden, welches ihnen bereits innerhalb des Organismus als Lebensraum diente.

b) Es folgte daraus, dafl die Zellen von den Reaktionen des Kreislaufes, ins-
besondere den Verdnderungen an der terminalen Strombahn, bereits in vivo
unabhingig sind.

¢) Wenn zum Vergleich histologisches Untersuchungsgut nach Probeexcision
von Tumoren oder nach Autopsie vorliegt, so kann innerhalb gewisser Grenzen
auf das Ausmafl jener Zellverdnderungen geschlossen werden, die durch den
Ubergang aus dem Gewebsverband in die ErguBflissigkeit entstanden sind.

d) Es wird noch zu berichten sein, dafl sich cytoplasmatische Vacuolen nur
in groflen, plasmareichen Zellen studieren lassen. In ihnen sind aber naturgemaf
besonders giinstige Bedingungen fir die gegenseitige Abgrenzung gegeben.

Die hier geschilderten Untersuchungen sollen nun zur Kenntnis der Reaktions-
méglichkeit dieser lebenden ErguBzellen, insbesondere der Tumorzellen, bei-
tragen. — Nachteilig fiir die an sich notwendigen biochemischen Untersuchungen
ist die Tatsache, daf} es sich um ein von Fall zu Fall wechselnd heterogenes Zell-
material handelt.

II. Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden an Pleura- und Peritonealergiissen von 9 Patienten mit
malignen Tumoren verschiedener Lokalisation durchgefiihrt. Drei ErguBiproben stammen
aus dem Untersuchungsgut der Czerny-Klinik der Universitat Heidelberg.

Insgesamt sind es bis jetzt 18 Fille, an denen die im Vorjahr beschriebene Fluorescenz-
eigenart beobachtet worden ist. Die Ergiisse von 5 dieser Patienten sind wihrend der cyto-
statischen Behandlung mehrfach — bis zu 22mal — untersucht worden. Infolge fortschreiten-
der Metastasierung kamen hierzu in 3 Fillen die Ergiisse von 2 Korperhohlen (Ascites und
Pleuraexsudat), einmal Fliissigkeit aus 3 Korperhohlen (Pleuraergiisse beidseits und Ascites)
zur Beobachtung. Die histologische Untersuchung der Tumoren von 6 der autoptisch kon-
trollierten Patienten ergab in 2 Fallen nicht verhornendes Plattenepithel-Carcinom, in
3 Fallen teils solides, teils adenomatdses Carcinom, in 1 Fall solides, z. T. kleinzelliges Car-
cinom.

Die Untersuchungen erfolgten: a) unmittelbar nach Entnahme, b) nach Aufenthalt von
mehreren Stunden bis zu 2 Tagen im Brutschrank bei 37° c¢) nach Abkiihlung auf etwa
4—69 bis zu 2 Tagen. Unmittelbar nach der ErguBpunktion wurde das Sediment fixiert
(Fixierungsart je nach Art der anschlieBenden Firbung).

Vitalfdrbung

1. Grundversueh. Zusatz von einem Tropfen Acridinorange-Losung (Bayer 561092)
1:100 (entspricht einer molaren Konzentration von etwa 3 x10°3) zu 10 cm?® ErguB; zentri-
fugieren, 1 Tropfen Sediment auf den Objekttriger, Auflegen des Deckglases, Abdichten an

22%
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den Lingsseiten mit Bienenwachs-Paraffin. Vergleich der gefarbten Priparate mit un-
gefarbtem Sediment im Phasenkontrastmikroskop.

Die nach diesem Verfahren erzielten Firbeergebnis dienten als Standardresultate. Die
weiteren quantitativen und qualitativen Modifikationen sowie Farbungen mit anderen Farb-
stoffen wurden hierauf bezogen unter Beriicksichtigung der Tatsache, daf} die auf die Einzel-
zelle entfallende Farbstoffmenge nie vollig gleich sein kann.

2, Vergleichende, abgestufte Firbungen. Man beginnt mit 1 Tropfen AO 1:1000/10 em?
ErguBl ansteigend auf 10 Tropfen 1:1000 als oberste Grenze der Farbstoffbelastung.

3. Kontrollierte Vitalfiirbung. Ungefdrbtes Sediment unter das zweiseitig abgedichtete
Deckglas. Einstellung einer Zellgruppe im Phasenkontrastmikroskop. Auftropfen von Farb-
losungen verschiedener Konzentration und anderen, in ihrer Wirkung zu priifenden Losungen
(s. Abschnitt ITT) auf den Objekttriger nahe einer der beiden Schmalseiten des Deckglases
(24 x 32 mm — < 0,17). Durch Ubung 148t sich erreichen, daB der Sedimenttropfen den Raum
unter dem Deckglas eben ausfilllt, schadliches Aufdriicken des Deckglases also vermieden
werden kann. Heranfiihren des Tropfens der Testlosung an die Deckglaskante durch einen
flachen Gegenstand (Rasierklinge). Es ist zu beachten, dafi der Tropfen nicht iiber das
Deckglas an das Objekt flieBt; die zu untersuchende Zellgruppe soll daher einen gewissen
Abstand (geeignet etwa 0,5 cm) vom Deckglas haben. — Die Losung flieBt dann durch
Capillarattraktion unter das Deckglas ein, um so langsamer, je diinner die Flissigkeitsschicht
zwischen Deckglas und Objekttrager vor Versuchsbeginn gewesen ist. Die Préparate sollen
bald nach ihrer Herstellung untersucht werden.

4. Einfrieren vitalgefiirbter Zellen auf dem Gefriermikrotom. — Mechanische Faktoren
(Druck).

5. Beeinflussung vitalgefirbter Zellen durch hypo- und hypertonische Liosungen, andere
Farbstoffe sowie Pharmaka. Aqua dest., physiologische Kochsalzlosung, 10%ige NaCl,
Formol 10%ig in Aqua dest. und physiol. NaCl, 1%iges Osmiumtetroxyd in physiol. NaCl,
20%iger und 10%iger Alkohol in physiol. NaCl. — Farbstoffe: Janusgriin 1:10000 und
1:50000, Neutralrot 1:10000 und 1:15000, Trypaflavin 1:100000. — Fermentgifte: Dinitro-
phenol 107 mol, 10-2 mol, Natriumacid 5x 10=% mol in physiol. NaCl, Aqua dest. und in
isotonischer Pufferlésung (,,Inkubationsmedium® nach Crance und Hrss 1959).

6. Beeinflussung vitalgefirbter Zellen durch UV-Licht. Kontrollbestrahlung ungefirbter
Zellen.

Samtliche Versuche wurden bei Zimmertemperatur durchgefithrt. Jeder Versuch wurde
bis zu der Erkennung eines typischen Ablaufes wiederholt.

Apparate. Kombinationsmikroskop (Zeiss) fir Phasenkontrast- und Fluorescenzmikro-
skopie (HASELMANN und WITTEKIND 1957). Erreger- und Sperrfilter wie in fritheren Arbeiten
angegeben. Contax-Aufsatzkamera.

Filme: Agfa ON-17, Agfa Isopan FF 13/10 Din. Belichtungszeiten bei Okular 10X,
Objektiv 100 : Fluorescenzmikroskop 75 sec, Phasenkontrast 50 sec, Okularmikrometer
von Zeiss.

IT1. Ergebnisse

1. Grundversuch. Firbung mit 1 Tropfen AO 1:100. In Ergiisssen, die
massenhaft Tumorzellen einzeln und in Verbdnden enthalten, ist die Zahl rot-
fluorescierender Vacuolen von Fall zu Fall ungleich groB. Bei einigen Patienten
(B., H., J., K.) waren sie in den ersten ErguBproben sehr zahlreich (Abb. 7),
eine Patientin zeigte nur in einigen Zellen die Veranderung. Sie ist am besten
ausgeprigt in einzeln liegenden Zellen und in den Randelementen grofer Ver-
binde. Rote Granula (r. G.) und rotfluorescierende grofiere Areale, bei denen
es sich oft um rote Vacuolen (r. V.) handelt, kénnen in einer Zelle gemeinsam
vorkommen; in der unmittelbaren Nachbarschaft r. V. fehlen die r. G. aber
meist oder sind nur spdrlich vorhanden (Abb.6d). Optisch leere Vacuolen
kénnen zugleich mit r. V. in einer Zelle vorkommen, sich iiberlagern und in der
Form gegenseitig beeinflussen, wobei der Eindruck besteht, dall sich haufiger
die r. V. an die leeren Vacuolen (1. V.) anpassen als umgekehrt. Nur wenn volle
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und leere Vacuolen groB sind, ist der Kern in die Zellperipherie verdringt und
dann oft pyknotisch, d.h. fluorescenzmikroskopisch dicht griin. Manchmal
zeigen r. V. betonte Rotfluorescenz, manchmal, vielleicht unter dem EinflufBl
cytostatischer Behandlung, enthalten r. V. noch dichte rotfluorescierende KEin-
schliisse.

Im Phasenkontrastmikroskop (Phako) gelingt eine weitere Differenzierung
grofler, rotfluorescierender Areale: a) R.V. werden als graugelbe, im Hellfeld
als gelbe, homogene Flichen dargestellt. b) Andere rotfluorescierende, als

Abb. 1 Abb. 2

Abb. 1. Ascitestumorzellen, teils solides, teils adenomatds wachsendes Carcinom. Im Cytoplasma
der unteren Zelle mehrere grobe, sphirische, rotfluorescierende ¥Einschliisse

Abb. 2. Pleuradeckzellen im Verband. Vacuolenartig erweiterte Intercelluldrrdume ohne Fluorescenz

Schollen bezeichnete Einschliisse sind kompakter, von dunklem Gelb, sie scheinen
sich tiber das Abbildungsniveau vorzuwolben (Abb. 1), die Begrenzung bei ihnen
ist meist oft kantig, bei den Vacuolen mehr abgerundet, aber ebenfalls unregel-
méfig und nicht immer kreisrund. ¢) Homogen rotfluorescierende Bereiche
konnen sich phasenoptisch auch als mehr oder weniger gut erhaltene phago-
cytierte Zellen oder Zellrdume erkennen lassen, die unmittelbar im Cytoplasma
liegen oder von einer leeren (Abb. 4), gelegentlich auch fluorescierenden Vacuole
umgeben sind. — Zellen mit leeren und roten Vacuolen kénnen Kerne in Mitose
zeigen. — Hervorzuheben ist noch, daf die Darstellung der Vacuolen im Phaké
weitgehend von ihrem Tiefendurchmesser beeinfluft wird: Wenn sie in senk-
rechter Richtung einen GroBteil des Zelldurchmessers einnehmen, so heben sie
sich als helle Areale scharf gegen das dunklere Cytoplasma der Umgebung ab.
Sebr flache Vacuolen erscheinen dagegen in einem schleierhaften Grau, da das
Bild durch breitere, ober- oder unterhalb liegende Cytoplasmaschichten mit
beeinflullt wird. Einer besonderen Erwdhnung bediirfen jene Vacuolen, die sich
entweder im Intercellularraum (Abb. 2) oder in seiner unmittelbaren Umgebung
bilden. Bei letzteren handelt es sich oft um kleine, scharf abgegrenzte, in Gruppen
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ADbb. 3. Tumorzellgruppe-, Pleura- und Peritoneal-
metastasen eines unbekannten Primértumors. Im
gemeinsamen Mittelpunkt des Zellverbandes zahl-
reiche kleine, nichtfluorescierende Vacuolen. Eine
groBe, optisch leere Vacuole li., eine weitere, dunkel-
gefirbte — rotfluorescierende — unten am Bildrand

nahe dem gemeinsamen Grenz-
bereich von zwei oder mehr Zellen
liegende Hohlrdume (Abb. 3).

Von Fall zu Fall in verschie-
denem Ausmaf3 koénnen Vacuolen
eine oder mehrere phagocytierte
Zellen (Abb. 4) enthalten, meist
Lymphocyten, segmentkernige
Leukocyten, seltener auch histio-
cytare Elemente oder Tumor-
zellen. Stets zeigen diese phago-
cytierten Zellen eine intensive
Affinitdt zu AO.

Weiterhin finden sich in den
Ergiissen andere Zellen unter-
schiedlicher Zahl: Pleuradeck-
zellen mit kleinen, meist gleich-
kalibrigen r.G., monocytire Phago-
cyten (die ,,Exsudatpolyblasten
Maxinows), deutlich erkennbar an
ihren groben r. G., die im Phako
zwischen starklichtbrechenden,
glanzenden, nicht fluorescierenden
Kornchen liegen. Gelegentlich,

ohne Abhingigkeit vom Eiweiligehalt des Mediums, werden diese Einschliisse
so groB, daB sie ebenfalls als rotfluorescierende Vacuolen erscheinen. Die Grofe

Abb. 4. Tumorzelle mit groBer, optisch leerer Vacuole,

in dieser mehrere Histiocyten und Lymphocyten.

Besonders intensive Fluorescenz der phagocytierten
Zellen

dieser Zellen zeigt von Fall
zu Fall starke Unterschiede,
segmentkernige Leukocyten stets
mit feinen r. G. (s. auch WIrTE-
rinp und VOrLorer 1957). —
Das oben beschriebene Bild ist
nicht ein ,,Zutand®, sondern
ein Ausschnitt aus einem fort-
schreitenden Prozefl, namlich
der je nach Zelltyp verschieden
ablaufenden Auseinandersetzung
zwischen Zellen und Farbstoff.
Ein stationdrer Zustand ist erst
dann eingetreten, wenn auto-
lytische Vorgénge die Zellen
zu gequollenen, unterschiedslos
griinfluorescierenden  Gebilden
umgeformt haben.

Unter dem Deckglas wird sehr oft die Farbstoffaufnahme fortgesetzt, kenntlich
am Ubergang aus einer anfangs manchmal noch schleierartigen roten Fluorescenz
der Vacuolen in ein sattes Lackrot, welchem im Phasenkontrast ein intensives
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Gelb entspricht. Nach sehr verschieden langer Zeit, variierend zwischen etwa
1-—24 Std, verschwinden die r. G. Endzustand ist eine gleichmafBige Griin-
fluorescenz aller Zellstrukturen, die in Kinzelheiten noch weitere Stunden unter-
scheidbar sein konnen. ErguBtumorzellen zeigen nach Konservierung im Kiihl-
schrank meist deutlich mehr Vacuolen als unmittelbar nach der Entnahme.
Konservierung vitalgefirbter Zellen im Kiihlschrank ist tiber mehrere Stunden
moglich, bei 37° tritt der Zelltod schon frither ein. In den Ergtissen der Patienten
K. K. und 8. 8. kam es ohne Wechsel des Mediums zu Zellteilungen im Brut-
schrank wie bei Zimmertemperatur. In vitro neugebildete Zellgruppen zeigen
keine Vacuolen. — Bei einer weiteren Patientin wurden autoptisch Peritoneal-
metastasen eines kleinzelligen Tumors gefunden. Der zellreiche Ascites hatte
keine vacuolenhaltigen Elemente erkennen lassen.

Das oben beschriebene ,,Standardbild kann nun in vielfdltiger Weise be-
einflult werden:

2. Vergleichend abgestufte Firbungen. 1/10 der unter 1. verwendeten Farb-
stoffmenge zeigt die Zellplaques als schwach griinleuchtende Bereiche, in denen
sich schon einige heller griine Granula abgrenzen lassen, die im Phako als schwach
graue Scheiben kaum zu differenzieren sind. 2/10 AO: Tumorzellen: kraftige
Grinfluorescenz des Plasmas, dicht griine und griin-rétliche Granula, groSe,
homogene, mattgriinfluorescierende Vacuolen, nebenr. V., keine Unterscheidungs-
moglichkeiten im Phako. Makrophagen mit deutlichen roten Granula. Nach
gleichméBiger weiterer Steigerung der Farbstoffmenge nimmt zunéchst die Aus-
breitung der r. G. in den Makrophagen zu, dann kommt es bei etwa 5 Tropfen
AO 1:1000 erstmals zur Ausbildung von r. V. in Tumorzellen, die bei weiterer
AQ.Zugabe nicht nur an Fluorescenzintensitit, sondern auch an Zahl zunehmen.
Etwa zur gleichen Zeit bilden sich auch die roten Granula in den Tumorzellen
voll aus. — Dieser Bericht iiber die abgestuften Firbeversuche schildert den
Stand wenige Minuten nach Farbebeginn. Auch aus stark verdiinnten Losungen
(AO 1:50000 bis 1:100000) konnen die Zellen im Brutschrank im Verlauf
mehrerer Stunden den Farbstoff bis zur Rotfluorescenz von Granula und Vacu-
olen konzentrieren.

3. Kontrollierte Vitalfirbung. Es besteht die Moglichkeit, den Farbevorgang vorwiegend
im Fluorescenz- oder vorwiegend im Phako zu beobachten. Von letzterer Moglichkeit wurde
haufiger Gebrauch gemacht, da sich gezeigt hatte, dal zwar ausgebildete r. V. meist recht
resistent gegen UV-Licht sind, ihre Entstehung dagegen schon durch eine sehr kurze Ex-
positionszeit entweder vollig gehemmt oder lediglich der unmittetbare Ubergang in gleich-
méaBige Griinfluorescenz herbeigefithrt werden kann. Die Durchfiihrung der kontrollierten
Anfiarbung wird erleichtert durch das relativ grofie Eigengewicht der Tumorzellverbinde,
die meist am Ort bleiben, wenn die Flussigkeitsbewegung, leicht wahrnehmbar am Vorbei-
flieBen der stets vorhandenen Erythrocyten, einsetzt. Im Fluorescenzmikroskop sieht man
iiberdies das Herannahen einer je nach Konzentration roten oder griinen ,,Welle®.

A0 1:1000. Im Fluorescenzmikroskop zeigt sich, daB die Zellmembran kein
Hindernis fiir das Fluochrom bedeutet. Die Firbung schreitet langsam von
auBlen nach innen vor, die Zeiten schwanken in Abhingigkeit von der Schnellig-
keit, mit der der Farbstoff iiber das Préparat vordringt, sowie von der Grofe
der Einzelzelle, bzw. der Zellverbinde. Die AuBenbezirke konnen bereits rot-
fluorescieren, wenn die Zentralpartien noch schwache Griinfluorescenz zeigen.
Dringt der Farbstoff langsam genug vor, so bilden sich im Plasma sehr schnell
— etwa in 0,56—1 sec — die r. G., stets zuletzt geht der Kern in Rotfluorescenz
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tiber. Es ist also moglich, dafl nach Abschlufl des Prozesses diffus rotfluores-
cierende — durch Farbstoffiiberdosierung abgetdotete — Zellen noch deutlich
erkennbare rotfluorescierende Granula enthalten, die in wenigen Sekunden
zwischen Beginn der Farbung und Eintritt des Zelltodes entstanden sind. Im
Phako nimmt die Zelle eine messinggelbe Farbe an, sie schrumpft und erschwert
damit die weitere Beurteilung.

AO 1:10000. Die einzelnen Stadien der Farbung folgen langsamer auf-
einander und sind daher besser zu erkennen, insbesondere auch die Fluochro-
mierung der r. V.: Nachdem die ganze Zelle Griinfluorescenz angenommen hat,
fillen sich plotzlich bisher leere Vacuolen, mit rotfluorescierendem Inhalt. Ein
griinfluorescierendes Ubergangsstadium ist nicht zu erkennen. Anscheinend
kann die Bildung r. V. vor der der AO-Granula erfolgen. Wenn innerhalb leerer
Vacuolen im Phako Brownsche Molekularbewegung nachzuweisen war, so bleibt
sic nach Ubergang in Gelbfirbung (= Rotfluorescenz) sehr oft erhalten, die
ausfithrenden Teilchen sind infolge ihrer intensiveren Leuchtkraft auch weiter
gut abgrenzbar.

Anders vollzieht sich die Bildung der oben als Schollen bezeichneten Cyto-
plasmaeinschliisse: Sie entstehen ebenfalls plotzlich, zeigen aber dann im Verlauf
von einigen Minuten ein langsames Wachstum, bis sie bei einem Durchmesser
von etwa 4—5 p stehenbleiben. Dabei kann der Vacuolenbestand vom Beginn
der Farbung an vollig unverdndert bleiben.

In geeigneten Fillen 146t sich aber auch die Entstehung der optisch leeren
Vacuolen selbst beobachten. Die GesamtzellgroBe dndert sich dabei nicht. Es
wurde aber beriicksichtigt, daB nach Einstromen von Flissigkeit unter das
Deckglas abgeplattete Zellen in die runde Form zuriickkehren, also scheinbar
kleiner werden. Nach Auflegen des Deckglases war hdufig zu beobachten, wie im
Cytoplasma, ohne erkennbare Bezichung zu einer préexistierenden Struktur,
plotzlich Hohlrdume auftauchten. Zunachst immer rund, kénnen sie im Laufe
von Sekunden bis etwa 6 min unter Anderung ihrer Form anwachsen, bis sie
auf einem sehr verschiedenen GréBenniveau zu einem vorldufigen Stillstand
kommen. Selten kann man das rapide, tiber fast den gesamten Cytoplasmabereich
sich erstreckende Anschwellen eines solchen Gebildes beobachten, und nur dann
besteht der Eindruck gleichzeitiger Verdrangungseffekte. In Zellen mit solchen
Riesenvacuolen kann der in die Peripherie verdringte Kern deutlich pyknotisch
sein. Kleinere Vacuolen mogen sich in unmittelbarer gegenseitiger Nachbar-
schaft bilden, bleiben aber stets selbstdndig und verschmelzen nicht miteinander.
Nach Einsetzen der Stromung nimmt der Druchmesser der Zellen wnd der
Vacuolen ab. Bei kontrollierter Vitalfirbung kann dieser an sich ohne Milieu-
anderung ablaufende Vorgang der Vacuolenbildung unmittelbar vom Féarbe-
prozel gefolgt sein. Die Aufeinanderfolge beider Ereignisse ist in der Abbildungs-
serie (6a—d) wiedergegeben. Sie zeigt in Abb. 6b neugebildete Vacuolen neben
vorbestehenden (links am Bildrand). Nach Eintreffen des AO-Gemisches nehmen
beide Hohlraumgruppen konzentrierten Farbstoff auf. Eine Vacuole am linken
Bildrand bleibt leer. Der stindige Wechsel von fluorescenz- und phasenkontrast-
mikroskopischen Betrachtungen ermdglicht die Analyse des Vorganges.

Vacuolen dieser Art kénnen eine gewisse Stabilitét zeigen und bis zum Auftreten deutlicher
Autolysezeichen mehr oder weniger verindert erhalten bleiben. Andererseits werden sich
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weitere Untersuchungen zur Morphologie des Zelltodes mit der iiberraschenden Tatsache
zu befassen haben, dal} selbst Riesenvacuolen bei gleichzeitiger Zellschrumpfung wieder vollig
verschwinden konnen (nach mehreren Stunden bis Tagen).

4. Kurzfristiges Einfrieren
vitalgefiirbter Priparate auf
dem Gefiermikrotom. Setzt
man AO-fluochromierte Zellen
fir 1 min der Temperatur
aus, bei der Gefrierschnitte
angefertigt werden, so resul-
tiert eine unterschiedslose
Griinfluorescenz, dier. V. sind
leer, die r. G. verschwinden,
die Kerne von Tumorzellen
sind nicht mehr homogen,
sondern zeigen deutlich die
scholligen ~ Chromatinstruk-
turen wie nach Fixation ge-
farbte Praparate.

Einflu mechanischer Fak-
toren. Ubt man im Bereich
einer im Mikroskop einge-
stellten Tumorzelle einen
Druck auf das Deckglas aus,
so laBt sich der rotfluores-
cierende Inhalt der Vacuole
auspressen. Die Vacuolen-
wand erscheint nachher ge-
faltet und ihrer Spannung
beraubt, der restliche Hohl-
raum ist kleiner als vorher
(Abb. 5a, b).

Quantitative und qualitative
Verdnderungen der Ergufzellen
vm Laufe der klinischen Be-
handlung. Hier sei erwéhnt,
daB bei 5 der cytostatisch

Abb. 5. a GroBe, rotfluorescierende Vacuole in einer

Tumorzelle. Xern der oberen Zelle in die Peripherie ge-

dringt. b Die gleiche Zellgruppe, Zustand nach Druck auf

das Deckglas: Rotfluorescenz geschwunden, der Hohlraum
kleiner geworden, die Zellwand gefaltet

behandelten und tber mehrere Monate cytologisch kontrollierten Patienten die
Zahl der Tumorzellen langsam abnahm. In Pleuraergiissen, viel ausgeprigter als
im Ascites, kam es nach der lokalen Injektion zu ihrem fast vollstindigen Ver-
schwinden. Lymphocyten in groBerer oder geringerer Zahl waren dann die einzigen
noch nachweisbaren Zellen. Die Kontrollen zuvor hatten eine stetige Zunahme der
leeren Vacuolen, speziell der besonders groBen und polymorphen Formen, und
eine wohl nicht nur relative, sondern auch absolute Abnahme der r.V. erkennen
lassen, die aber nach der erfolgten Bildung sehr resistent gegen UV-Licht sind.
Dreimal wurde beobachtet, dafl die intraplasmatische Konzentration des Farb-
stoffes nicht nur zu roten Granula, sondern auch zu feinen roten, strichférmigen




Abb. 6a—d. Die Entstehung rotfluorescierender Vacuolen. a Tumorzelle unmittelbar nach An-

fertigung des Préiparates. b Die gleiche Zelle wenige Minuten spéter: Uber dem Kern haben sich

mehrere Vacuolen gebildet. Bewegungsunschirfe am re. Rand der unteren Vacuole. Zunichst noch

keine Fluorescenz. ¢ Weitere Gestaltdnderung der Vacuolen. Neu gebildete kleine, nichtfluores-
cierende Vacuolen im peripheren Cytoplasma
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Gebilden erfolgt. Bei Kernschidigung (z. B. Karyorrhexis) ist die Fahigkeit zur
Farbstoffkonzentration prinzipiell noch erhalten, aber immer stark vermindert,
oft jedoch vollig aufgehoben.

Nach lokaler Behandlung ist die Reaktion einzelner Kérperhohlen weitgehend unabhingig
voneinander; wenn der beschriebene, durch alleinige Anwesenheit von Lymphocyten charak-

Abb. 64

Abb. 7

Abhb. 84, Die gleiche Zelle im Fluorescenzmikroskop. Die neugebildeten und auch einige der pré-
existierenden Vacuolen zeigen Rotfluorescenz. Nur ganz vereinzelt rote Granula in ihrer unmittel-
baren. Umgebung. Die Zelle oben re. enthdlt wesentlich mehr rote Granula

Abb. 7. Metastasierendes Ovarialcarcinom. Pleuraergufi. Tumorzellverband mit zahlreichen rot-
fluorescierenden Vacuolen. Nur wenige rotfluorescierende Granula

terisierte Endzustand z. B. in einem Pleuraraum erreicht ist, kénnen nach fortgeschrittener
Metastasierung, etwa im Peritonealraum, sich bildende Ergiisse das Bild einer vollkommen
unbeeinfluflten Vitalfarbung bieten.

5. Beeinflussung vitalgefdirbter ErguBzellen durch verschiedene Lisungen:
Agua dest. Der Prozell liuft sehr schnell ab. Zunichst buchtet sich die Zell-
membran an einer oder mehreren Stellen blasenartig vor, ohne das strukturierte
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Cytoplasmaanteile in den frei werdenden Raum nachfolgen — der von ZoLLINGER
(1948) nach MELTZER (1904) als Potocytose, submikroskopische Wasseraufnahme
durch lebende Zellen, bezeichnete Vorgang. Etwa zugleich schwellen die r. V.
an, werden, bei gleichbleibender Rotfluorescenz, im Phako immer durchsichtiger
gelb, bis sie plétzlich ,,platzen: Der Inhalt firbt voriibergehend teils die Um-
gebung rot, teils kann er sich zu einigen rotfluorescierenden Tropfen kondensieren,
bis auch diese nach etwa 30 sec verschwinden. Die Rotfluorescenz wird nach
wenigen Minuten von einer diffusen Griinfluorescenz abgelost. Die Restvacuole
ist kleiner, hochstens gleich groB wie die r. V. Anders verhalten sich die 1. V.,
sie schwellen an, éndern sich im tibrigen aber nicht mehr und sind auch nach
einer Viertelstunde noch scharf abgegrenzt erkennbar. Neue Vacuolen entstehen
im Cytoplasma nicht. — Die Kerne, anfangs mit intensiver Griinfluorescenz
nur im Bereich der Membran und des Nucleolus, zeigen im geschwollenen Zustand
eine intensive, gleichméfBige, homogen-milchige Griinfluorescenz. Dem entspricht
im Phako der ,triilbe Kerntyp“ nach ZorringEr. — Innerhalb leerer Vacuolen
phagocytierte, rotfluorescierende Zellen nehmen an der Wasseraufnahme nicht
teil, sie halten die Rotfluorescenz linger als alle anderen Strukturen. Ahnlich,
nur Jangsamer, ist der Ablauf unter 0,5%iger NaCl.. Allerdings kénnen fliissig-
keitsreichere r. V. noch nach 1/, Std nachweisbar sein. Die Potocytose-Blasen
fluorescieren stets schwicher griin als das Cytoplasma, sehr selten konnen sie in
sich noch eine rotfluorescierende, viel héufiger eine optisch leere Vacuole ent-
halten (Abb. 8a, b).

10% NaCl. Schnelle und intensive Schrumpfung, an der sich alle Zellbestand-
teile beteiligen. Im Phako kaum Einzelheiten unterscheidbar. R.V. sind in
stark reduziertem Umfang im Phako mit intensiv gelber Farbe noch nach 20 min
vorhanden, wenn andere rotfluorescierende Strukturen den Farbstoffiiberschull
schon abgegeben haben.

Physiologische NaCl. Die Zellen schrumpfen, allerdings ist das AusmaB,
wegen der mit dem Flissigkeitsstrom verbundenen Forménderung (s. 8. 318),
schwer zu beurteilen; r. V. sind noch vorhanden, Tumorzellen halten sich linger
als Makrophagen und besonders als segmentkernige Leukocyten, die alsbald
einen Umschlag der Kernfluorescenz aus Griin in Rotorange zeigen.

Anfirben von Zellen mit A0 1:15000 in physiol. NaCl. Auch in eiweilifreier
Farblosung kommt es zur Ausbildung vonr. G. und r. V. Wieder ist zu erkennen,
dafl Makrophagen und segmentkernige Leukocyten, die in geringerem Umfang
ebenfalls Granula gebildet hatten, schon nach wenigen Minuten absterben, bzw.
dafi die Kerne von Griin- in Orangefluorescenz iibergehen. Alkohol 10% in
physiol. NaCl: Sehr langsam verlieren r. G. und r. V. ihre Rotfarbung, es besteht
der Eindruck, als werde der Farbstoff aus den Vacuolen ausgewaschen. In der
grinfluorescierenden Zelle bleiben leere Hohlrdume zuriick.

Formol 10% in NaCl 0,85% (py 6,4). Der Ablauf der Formolfixation erscheint
besonders aufschluBBreich. Nach Beginn der Schrumpfung dauert es etwa 30 sec,
bis das Maximum der Schrumpfung erreicht ist. Nach den Erscheinungen im
Phako liegt eine echte Schrumpfung, nicht nur eine Forménderung, vor: Die
Zellwinde (Tumorzellen) werden eingefaltet, besonders dort, wo nur eine schmale
Cytoplasmabriicke die Zellmembran von einer schrumpfenden Vacuole tremnt. Die
Strukturen werden stirker lichtbrechend. Dann dehnt sich die Zelle langsam
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wieder aus, die Randfalten glitten sich, nach 1-—1'/, min kann der alte Umfang
wieder erreicht sein. Bis hier kein deutlicher Unterschied zwischen roter und
leerer Vacuole. Etwa von der 4. min ab verschwinden die r. V.: Sie kénnen

Abb. 8a. Bronchialcarcinom. Ascitestumorzellen. Die Zellgruppe enthdlt alle in dieser Arbeit
besprochenen Cytoplasmastrukturen: oben optisch leere Vacuolen, 3 groBSe r. V. Li. potocytotische
Blase, von einer tieferen Zellebene ausgehend, mit weniger intensiver Griinfluorescenz als die Masse
des Cytoplasmas. Scharf abgegrenztes, rotfluorescierendes Areal im unteren re. Quadranten.

b Dieselbe Zelle im Phako

plotzlich ihren Inhalt an die Umgebung abgeben, die dann kurze Zeit Rot-
fluorescenz zeigt. Andere, iiber lingere Zeit resistente Vacuolen zeigen aber
ein neues Phinomen: An der Vacuolenwand, meist in einem nahe der Zell-
peripherie gelegenen Abschnitt, bildet sich plotzlich, etwa nach 5—10 min, eine
neue, optisch leere Vacuole, die den fluorescierenden Anteil langsam zuriick-
dréngt. Eine scharfe Grenzlinie kann dann fir einige Zeit unbeweglich bleiben
und ein Gleichgewicht zwischen beiden Teilen vermuten lassen; nach etwa
10—15 min verschwindet plotzlich die Grenzlinie. Unmittelbar anschlieBend
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kann man in ihrer Nahe, und zwar auf der zuvor optisch leeren Seite, grobkornige,
gelbliche Niederschlige erkennen. Die vom Vacuolenrand begrenzte Rotfluores-
cenz geht vom Vacuoleninbalt abgeschwicht auf ihre Umgebung iber, die fir
kurze Zeit eine schmutzige, rote Fluorescenz, im Phako eine graugelbe Farbe
zeigt. AnschlieBend an den plotzlichen Farbwechsel kann die jetzt leere Vacuole
wieder anschwellen. Die 1. V. zeigen kein solches Phinomen einer neuen Vacuolen-
entstehung. Sie nehmen nur an der Wiederausdehnung der Zelle teil. Nach
etwa 30 min ist ein — vielleicht nur vorldufig — stabiler Zustand erreicht, ins-
gesamt ist der Zelldurchmesser jetzt geringer als vor Versuchsbeginn, die Vacuolen
sind absolut ebenfalls kleiner, ihre Relation zum Gesamtdurchmesser hat aber
zZugenommen.

Besonders resistent gegen Formol sind die als Schollen bezeichneten, nach
AO-Fluochromierung gebildeten Cytoplasmaeinschliisse: Unmittelbar nach Be-
ginn der Formoleinwirkung zeigen sie eine geringe, aber doch deutliche An-
schwellung. Sie erweisen sich dann resistenter gegen Formol als alle anderen
rotfluoreszierenden Strukturen. Nach etwa 20 min nur langsames Abblassen der
Fluorescenz, im Phako Ubergang in ein fahles Graugelb, nach 1 Std ist im Cyto-
plasma immer noch ein blaBgelblicher, nicht vacuolirer Verdichtungsherd zu
erkennen.

1% Osmiumtetroxyd in physiol. NaCl. Die Vacuolen werden ganz plotzlich,
nach etwa 1 min, entfirbt, ohne Ausbildung einer intracelluliren Zwischen-
membran. Danach lebhafte, lang anhaltende Brownsche Bewegung. Nach
1'/;—2 min ist die Plasmafluorescenz geldscht, im Hellfeld und Phako sieht man
jetzt die braunliche Verfarbung durch Osmium. Die Kerne behalten die Fluores-
cenz langer.

Beeinflussung vitalgefarbter Zellen durch andere Farbstoffe und Pharmaka.
a) Janusgriin (,,Behringwerke®, I. G. Farben Nr. 335016). Anfirben von ErguB
mit einer Farbstoffmenge entsprechend einer Konzentration 1:10000. 3 min
stehenlassen, anschlieend 1 Tropfen AO 1:100. Blaufarbung der Mitochondrien
und Bildung r. V. ist innerhalb einer Zelle méglich, allerdings in wesentlich ab-
geschwichtem Umfang. Sehr bald kann diffuse Grinfluorescenz der manchmal
auffallend ausgebreiteten, wie aufgeflossenen Zellen eintreten, oder es kann
in gleich groB3 gebliebenen Zellen zu diffuser Rotfluorescenz des Plasmas kommen.

Eine sehr bemerkenswerte Beziehung besteht zwischen Janusgriin und AO:
Im Bereich der blaugefdrbten Mitochondrien, die vorwiegend dem Kern eng
anliegen, fehlt die Fluorescenz. Nach Exposition im BV-Licht sieht man im
Phako das Verschwinden der Blaufirbung, zugleich im Fluorescenzmikroskop
den Beginn der Griinfluorescenz. Auch wenn die Kerne das schwache Rosarot
des Janusgrins angenommen haben, ist ihre Griinfluorescenz nur gering. Nach
Exposition im Tageslicht oder im BV ist der gleiche Farbaustausch nachweisbar.
Vortarbung mit Janusgrin 1:50000: r. G. und r. V. vorhanden, Farbtone aber
ebenfalls nicht so leuchtend wie nach typischer Farbung.

b) Trypaflavin (Bayer) 1:100000. Starke, gleichméfige Griinfluorescenz, viele
Vacuolen bleiben leer, einige sind schwach milchig grin. Im Plasma wenige
lebhaft grime Koérnchen, denen im Phako kleine graue Gebilde entsprechen.
Der Vergleich ist erschwert, da nach Trypaflavinfirbung die Strukturen im
Phako silbrig flimmern, stdrker lichtbrechend verdndert und die Zellen auch
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leicht geschrumpft sind. Besonders schnell treten Verdnderungen der Zellen
i. S. der Potocytose ein. Die Blasen zeigen keine oder geringere Fluorescenz
als ihre Umgebung.

¢) Neutralrot (Bayer). I. 1:10000, in NaCl schwach griingelbliche Fluores-
cenz, die unter BV-Exposition in ein grelles Griin iibergeht. Einige Vacuolen
leer, einige mit intensiv schwarzem Inhalt, der beim Umschalten in Hellfeld
und Phako kirschrote Farbe zeigt. Ebenso verhalten sich feine Koérnchen im
Cytoplasma.

II. 1:15000, im ErguBiberstand gelost. Im Fluorescenzlicht ein anderes
Verhalten: Wieder der Umschlag aus einer hier sehr schwachen Griingelb-

Abb. 9. Gleicher Fall wie Abb. 6. Neutralrot 1:15000 in zellfreier ErgufBflissigkeit gel.: Grellgriine
Fluorescenz von Vacuolen und groben Granula nach BV-Exposition

fluorescenz in ein intensiveres Griin. Zugleich treten im Ergull einer Patientin
(M. M.) aber auch feinere und grébere grellgritne Tropfen im Cytoplasma auf,
wihrend sich mehrere, zuvor leere Vacuolen plotzlich mit einem grellgrin-
fluorescierenden Inhalt fiilllen (Abb.9). In anderen Ergiissen war dieses Phdnomen
ebenfalls, aber weniger ausgeprigt, nachzuweisen. Es ist durch weitere BV-
Belichtung nicht mehr beeinflulbar. Im Phako erscheinen die griinen Trépfehen
grau, flussigkeitsreich, die fluorescierenden Vacuolen sind von den nicht fluores-
cierenden nicht sicher zu differenzieren, insbesondere zeigen sie nicht die mit
Fluorescenzléschung verbundene kirschrote Farbung. Neutralrot 146t stets den
Kernbereich ungefirbt und fluorescenzfrei.

Neutralrot, bzw. Trypaflavin, einem bereits AO-gefarbten Ergul in ver-
schiedener Konzentration zugesetzt, beeintrachtigen in Abhéngigkeit von ihr die
Intensitit der Rotfluorescenz, Neutralrot stidrker als Trypaflavin, bis unter
Neutralroteinwirkung die Fluorescenz rotleuchtender Strukturen aufhort. In
einem Gemisch von AO und Evans Blue (1:10000) zeigen die vormals roten
Vacuolen eine intensive, milchige Griunfluorescenz.

Dinitrophenol und Natriumacid beeintrichtigen die Granulabildung quan-
titativ erst in relativ hohen Konzentrationen: 103 mol (DNP), 5 x 102 mol
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(Na-Acid). Gleichzeitig kommt es phasenoptisch zur Mitochondrienquellung und
allgemein zur verstirkten Wasseraufnahme in die Zelle. Die 107* molare Losung
von DNP ist anf die Granulabildung ohne Einflul}. Der biologische pg-Bereich
wurde durch Zugabe der eiweifhaltigen Ergiisse, bzw. einer isotonischen Puffer-
Iosung nach Craxce und Hess (1959) gewahrt. — Nach Suspension des Sediments
vitalgefirbter ErguBzellen in DNP 1078 mol in physiol. NaCl (py 4) wird die Rot-
fluorescenz der Vacuolen mit dem plotzlichen Ausfall einer feinkérnigen, im
Phako dunkelroten, kristallartigen, nichtfluorescierenden Granulation beendet,
die nach mehreren Minuten verschwindet. Im tbrigen entwickeln sich Verdnde-
rungen, die als Folge einer Séureeinwirkung zu erwarten sind.

Dariiber hinaus fanden sich keine sicheren Unterschiede in den morphologischen Ver-

inderungen nach DNP und Natriumacid. Vielleicht ist DNP ein die Farbstoffkonzentration
im Cytoplasma stdrker hemmendes Mittel als Natriumacid.

Die Untersuchung der nach Fization gefdrbten Prdparate lieB der Erwartung gemif keine
umschriebenen Verénderungen erkennen, die mit der zuvor abgelaufenen Vitalfirbung in
Beziehung zu bringen wiren. Frithere Untersuchungen (Zr1GER und ScEmipT 1957, WITTE-
KIND 1958a) hatten gezeigt, dafll es einer gewissen, hier nie erreichten Zeitspanne bedarf,
bis die Nucleoproteid-AO-Verbindung vor allem durch Wasserentzug so gefestigt ist, daB
sie den Fixations- und Farbeprozel iiberdauert. — Im Sudanschwarz-Praparat erkennt man
in Histiocyten grobe, in.vielen Tumorzellen feinere schwarze Kornchen, die den phasen-
mikroskopisch sichtbaren, nicht flunorescierenden, stark lichtbrechenden Granula entsprechen
diirften.

Die tbrigen Farbungen brachten keine neuen oder in diesem Zusammenhang bedeutungs-
vollen Ergebnisse.

6. Beeinflussung vitalgefiirbter Zellen durch Blauviolett-Liehi. Es wurde
bereits erwihnt, dafl die Entstehung von roten Vacuolen schon durch kurze
Expositionszeiten beeintrichtigt wird. Nach 1'/,—2 min Belichtung kann die
Vacuolenfilllung noch eintreten, es bleibt aber dann bei einer milchigen Griin-
fluorescenz. Nach Belichtung ausgebildeter r. V. geht das je nach Konzentration
der Farbstoffmenge leuchtende bis matte Rotorange in ein stumpfes Schwarzrot,
schlieBlich in ein schwaches Griin iiber, welches allerdings nicht ndher zu be-
zeichnen ist, da alle Zellen nach BV-Exposition eine milchige, kompakte Grin-
fluorescenz zeigen, die sich aus dem reinen, durchsichtigen ,,Grasgriin® ent-
wickelt, welches frisch geférbte, in unverdndertem Medium verbliebene Zellen
aufweisen. Die r. G. verlieren ihre Rotfluorescenz manchmal frither, manchmal
spater als die r. V., am meisten resistent erweisen sich die roten Schollen. Die
leeren Vacuolen bleiben unverdndert. Sie nehmen auch noch lange nach Ex-
position keinen Farbstoff auf. Im Phako kann Gelbfarbung von r. V. und r. G.
noch erhalten sein, wenn im Fluorescenzmikroskop der Riickgang der Rot-
fluorescenz bereits fortgeschritten ist.

IV. Besprechung der Ergebnisse

Fiir die Beantwortung der Frage, welches Aussagevermégen den hier mit-
geteilten Ergebnissen hinsichtlich der Entstehung und gegenseitigen Beziehung
intraplasmatischer Hohlrdume zukommt, sind vor allem 2 Faktoren zu bertick-
sichtigen: namlich erstens die besonderen Lebensbedingungen der ErguBtumor-
zellen, die auf die Entstehung der optisch leeren Vacuolen- und die Eigenart der
Acridinorange-Fluochromierung, die auf die Bildung rotfluorescierender Vacuolen
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maBgebenden Einflufl haben miissen. Das als Potocytose bezeichnete Phinomen,
nur in Gemeinschaft mit schwerer Zellschidigung beobachtet, hat hier weniger
ein Interesse per se als vielmehr in seiner Beziehung zu den anderen Erschei-
nungen, die als Leistungen der lebenden Zelle zu werten sind.

1. Zur Entstehung der optisch leeren Vacuolen. Einleitend war bereits die
Auffassung mehrerer Autoren wiedergegeben worden, wonach akuter O,-Mangel
iber eine vermehrte Fliissigkeitsaufnahme zur Bildung scharf begrenzter, optisch
leerer Vacuolen z. B. in Leberzellen fithrt. Es kann durchaus sein, daB die
Vacuolenentstehung auch durch eine intracellulire Wasserverschiebung geférdert
wird, da mit zunehmender Anndherung an den isoelektrischen Punkt, infolge
der Ansiuerung, das intracellulire Eiweifl Quellwasser freigibt (NETTER 1950).

Es erscheint denkbar, daB die Sauerstoffmangelsituation in dem Moment gegeben ist,
da sich die Zelle aus dem Gewebsverband 16st, um in den ErguB iiberzutreten. Der Vergleich
von ErgufBizellen mit dem histologischen Schnitt aus einer der betreffenden Kérperhohle
anliegenden Metastase zeigte, daB deren Tumorzellen praktisch vacuolenfrei sind. Als wahr-
scheinlich ist anzunehmen, dafl die Sauerstoffversorgung im Ergul} weniger gut ist als bei
erhaltenem Anschluff an das GefiBsystem. Die Versorgung mit O, und Néhrstoffen erfolgt
jetzt nicht mehr durch die Capillaren, sondern durch die den Erguf begrenzenden serdsen
Héiute. Hinzu kommt ein veridnderter EiweiBgehalt des Mediums; im Durchschnitt etwa
3% im ErguB gegeniiber dem um das Doppelte hoheren im Blut.

Die besonderen Lebensbedingungen in Tumorgeweben diirften bei mangelnder
Blutzufuhr den schnellen Eintritt der Nekrose und damit das Ausbleiben eines
Zwischenstadiums bedingen, in welchem die unter O,-Mangel stehenden Tumor-
zellen noch Vacuolen zu bilden verméchten. Auf einer infolge des intensiven
Stoffwechsels hoheren Empfindlichkeit gegeniiber ungeniigender Sauerstofi-
zufuhr mag z. T. auch beruhen, daBl Tumorzellen im Erguf so viel mehr und so
viel groflere Vacuolen enthalten als normale Zellen, etwa die Pleuradeckzellen.
Das ungleiche Ausmaf$ der Vacuolenbildung an den erwihnten Zellen steht viel-
leicht in Beziehung zum Ausmal} der in ihnen gegebenen verschieden intensiven
Hemmung der Oxydation, die ihrerseits zu dem Zeitraum Beziehung haben
diirfte, der zwischen Ubertreten der Zelle aus dem Gewebsverband in die ErguB8-
fliissigkeit und Entnahme der ErguBflissigkeit liegt. Es ist in diesem Zusammen-
hang zu beachten, daB die Zahl der Vacuolen abnimmt, wenn es, wie in 2 Fillen
deutlich beobachtet, ohne Auswechseln der Suspensionsfliissigkeit zur Zell-
vermehrung in vitro kommt. Das Absterben der Zellen nach etwa 24 Std ge-
schieht dann ohne nochmalige Vacuolenbildung.

Schwer zu beurteilen ist die sicher vermehrte Vacuolenbildung wihrend der
cytostatischen Behandlung. Es ist durch die Untersuchungen von Horzer (1956)
u. a. ja gesichert, dal} die Cytostatica ebenfalls in die fermentativen Prozesse
eingreifen. Wenn die vermehrte Vacuolenbildung unmittelbare Folge der Ein-
wirkung cytostatischer Substanzen wire, so lieBe sich dieser Vorgang durchaus
zu der , histotoxischen Hypoxydose* (StrucnOLD 1944, BUcHNER 1957) in Be-
ziehung setzen. Es ist aber auch zu beriicksichtigen, daB fast stets die lokale,
besonders die intrapleurale Applikation cytostatischer Substanzen zur Schwarten-
bildung fiihrt (K. H. BAUER 1952), welche vielleicht den Stoffaustausch erschwert.
Woméglich erkldren sich die mehrfach berichteten Erfolge von lokaler cyto-
statischer Behandlung z. T. mit einer solchen, nur mittelbaren Wirkung. Die
Tatsache, daf3 in frisch hergestellten Préaparaten relativ hiufig Vacuolenbildung
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zu beobachten ist, kann mit einem plotzlich verstirktem Sauerstoffmangel, der
vielleicht durch den Deckglasdruck verscharft wird, erklirt werden.

Bemerkenswert ist, auf welch verschiedenen Stufen die Vacuolenbildung stehen- .
bleiben kann: GroBe Gebilde und Blasen, die die ganze Zelle ausfiillen und den
Kern in die Peripherie verdringen, wurden in ihrer stets raschen Bildung (s. auch
TrOWELL 1946) beobachtet. Zu beachten ist auch die bei starker ,blasiger
Entartung* des Cytoplasmas nicht seltene Kernpyknose. FlieBende Uberginge
zwischen ,,vacuolirer Degeneration® und ,,blasiger Entartung’ (B. Fiscarr 1922),
von KETTLER zunichst (1948) bezweifelt, spiter (1952) von ihm und anderen
Autoren' (ATERMANN 1958a, b) als moglich angesehen, kommen also in ErguB-
tumorzellen sicher vor.

SchlieBlich ist noch das Zunehmen der leeren Vacuolen in den Tumorzellen
nach lingerem Aufbewahren zu erwihnen. Sicher ist hier eine weitere Beein-
triachtigung der Stoffwechseltatigkeit ursichlich beteiligt. Diese muBl aber wenig-
stens teilweise erhalten sein, um eine Uberwésserung der Zelle zu verhindern
(L Fevee 1955). Die Aufbewahrung in vitro, auch unter Beibehaltung des
Suspensionsmilieus, muB ja schon deshalb zu einer Stérung der Osmoregulation
fithren, weil das mangelnde O,-Angebot, der fehlende Austausch von Néhr-
stoffen gegen Schlackenstoffe, der Temperaturabfall neben der in diesen Ver-
suchen nicht durchgefiihrten Anpassung des Tonenmilieus an in vitro- Bedingungen
eine solche Storung begiinstigen miissen (Arsr 1951).

Die Entstehung dieses Vacuolentyps ist so ausfiihrlich besprochen worden,
um seine Kigenart gegeniiber dem ,,Vacuom‘‘ im Sinne von ParaT (1928) hervor-
zuheben. Das Vacuom, als klassisches Objekt der Vitaltdrbung durch Neutralrot,
hat enge Beziehungen zum Golgi-Apparat. Die Hohlrdume in Exsudatzellen
haben diese Beziehung eben nicht.

2. Zur Entstehung der rotiluorescierenden Vacuolen, Einflu8 der Vitalifirbung. Es ist nun
das Problem zu behandeln, in welcher Weise sich die Zellen anzupassen haben, wenn im Zuge
der Vitalfairbung die Farbstoff-Kationen die Zellmembran erreichen. Zahlreiche Faktoren,
von denen sich viele in komplizierter Weise gegenseitig beeinflussen, sind hier zu beriick-
sichtigen. Eine auch nur annihernd vollstandige Besprechung ist aber unmdglich, denn die
Fortschritte der Zellphysiologie und Biochemie der letzten Jahrzehnte lassen erkennen, dafl
die Vitalfarbung zu sehr vielen und in wesentlichen Punkten oft noch ungekléarten Problemen
dieser Forschungsgebiete Beziehungen hat. Zu nennen sind insbesondere Zellpermeabilitét,
Tonenaustausch, Nucleinsaurestoffwechsel, der durch den Farbstoff verursachte Eingriff in
den Fermentapparat nicht nur des Zellinneren, sondern auch der Zelloberfliche (RoTusTrIN
1954). Noch schwieriger ist die Aufgabe, die gegenseitige Beeinflussung der Vitalfarbung
und der intracelluliren Vacuolenentstehung richtig einzuschétzen. Die Diskussion muB sich
darauf beschranken, nur die Schliisse zu ziehen, die ganz unmittelbar durch die oben mit-
geteilten Beobachtungen als naheliegend erscheinen. Die Deutung wird dariiber hinaus
erschwert durch die fast véllige Ausschaltung von MafB und Zahl aus diesen Untersuchungen,
die den schnellen Ablauf von Reaktionen an lebenden Objekten zum Gegenstand haben.

Trotzdem wird an der Auffassung festgehalten, die Vitalfdrbung sei auch
heute noch eine der Methoden der Wahl zum Studium der Vacuolen (HovassE
1956), um so mehr, als unsere Untersuchungen geeignet erscheinen, zu einem
kritischen Einwand Stellung zu nehmen, mit dem der obengenannte Autor die
anerkannte Brauchbarkeit der Vitalfarbung sogleich wieder einschrankt; die
Spezifitit bei Vacuolenanfirbung sei deshalb nur begrenzt, weil der Farbstoff,
in diesem Zusammenhang das Neutralrot als Beispiel fiir andere basische Farben,
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nicht nur das Vacuom als vorgebildete Zellstruktur firbt, sondern auch selbst
neue ,,Vacuolen® bildet, deren Gesamtheit Caropin (1927, 1928) und KEDROWSKI
(1937, 1941) als Krinom bezeichnet hatten. — Das Acridinorange erscheint fiir
soleche Untersuchungen ein besonders geeigneter Farbstoff. Vor allem erfillt
er die Forderung von GICKLHORN (1931), man solle in der Vitalfirbung nur auf
physikalisch-chemisch wohl definierte Substanzen zuriickgreifen.

Wesentlich ist die Affinitdt des Farbstoffes zu den Nucleinsiuren (GOssxrr 1949,
ScHUMMELFELDER 1948—1956, SCHUMMELFELDER u. Mitarb. 1957, 1958, v. BERTALANFFY
und Brckrs 1956, Zricer u. Mitarb. 1951—1957). Seine relativ gute Vertriglichkeit, die
Beziehung zu den Nucleinsiuren des Kerns, vor allem der Ribosenucleinsiure des Plasmas,
weiter die Moglichkeit, den ,,Konzentrationseffekt* (STrRucGER 1940) auszunutzen, also den
Umschlag von Griin- zu Rotfluorescenz im Konzentrationsbereich von 1:100, sind Eigen-
schaften, die thm als Vitalfarbstoff zunehmende Beachtung sichern (ZEIGER u. Mitarb. 1951
bis 1957, WersMaNy 1953, Wrrssmany und Grneen 1956, WitreriND und VOLKER 1957,
WITTEKIND 1958a, b).

Auf eine Eigenschaft sei noch hingewiesen, die das AQ moglicherweise mit einem anderen
basischen Farbstoff, dem Thionin, teilt: Koca und Evans (1956) fanden an Kaltbliiter-
organen, dafl Thionin in niedriger Konzentration das Eindringen von Natrium in die Zelle
behindert und dieses im Bereich von 10 ® mol vllig aufhebt. Die Abgabe von Na aus der
Zelle bleibt unbeeintrachtigt. Die interessante Erscheinung wird mit einer Storung der
Affinitat zwischen Na und seiner Trigersubstanz erklart. — Sollte AO einen dhnlichen Effekt
haben, so konnte er vielleicht zur Erklirung der fehlenden Zellschwellung nach Fluochro-
mierung beitragen.

Im Rahmen unserer Fragestellung erscheint nun vor allem interessant, in-
wiefern der AO-Vitalfirbung von ErguBzellen Eigenarten zukommen. Man wird
sie vor allem in 2 Umstdnden sehen miissen: 1. Es hat sich beweisen lassen,
dafi Vacuolen, die als morphologisches Substrat einer Zellschidigung — z. B.
des Sauerstoffmangels — anzusehen sind, bei Hinzukommen einer weiteren
Schidigung — der Vitalfdrbung — dieser gegeniiber eine Anpassung vornehmen
in. dem Sinne, dafl sie thre Funktion, Ausgliederung von Fhissigkeit aus den
Zellstrukturen, jetzt an dieser neugebildeten Fliissigkeit ausiiben. War es zuerst
Wasser, so ist es jetzt die AO-Losung. Die Natur dieser AO-Losung fithrt uns
aber zu dem weiteren AnlaB, in diesem Zusammenhang von einem Sonderfall
der Vitalfirbung zu sprechen: Auf Grund der erwihnten physikalisch-chemischen
Eigenart des Farbstoffes ist sicher, dafi die Rotfluorescenz der Vacuolen auf
seine Konzentration in diesem Bereich hinweist. Die Konzentrationsleistung
wurde von der Gesamtheit der lebenden Zelle durchgefiihrt, da hier der EinfluB
einer besonderen, an die Vacuole gebundenen Struktur, des Golgi-Apparates,
nicht zur Diskussion steht.

Es besteht also ein Konzentrationsgradient von der Vacuole zum umgebenden
Cytoplasma, und es fragt sich, wodurch er gebildet und aufrechterhalten wird.
Ein Substrat mufl vorhanden sein, an welches der Farbstoff gebunden ist, denn
schon aus Grinden des Ionengleichgewichtes ist undenkbar, dafl die Vacuole
eine reine, hochkonzentrierte Losung von AO in Wasser speichert.

Fraglich ist die Moglichkeit eines Vergleiches mit der Rotfluorescenz pflanzlicher Vacuolen
(HorLer 1947), da ja im animalischen Bereich der stets als Kation vorliegende Farbstoff
jede Membran ohne Schwierigkeit permeiert. Keinesfalls wirken die hier diskutierten Vacuolen
als ,,Jonenfalle* im Sinne HOFLERSs.

Unsere Untersuchungen lassen den Schluf zu, daB der Inhalt der r. V. esweifs-
haltig ist, und sie lassen insbesondere vermuten, daB eine Nucleoproteid-AO-
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Verbindung vorliegt. AnlaB fiir diese histochemisch unbewiesene Annahme ist zu-
nichst die Beobachtung, daB i.a. eine Beziehung besteht zwischen der An-
wesenheit r. V. und der Bildung r. G. im Cytoplasma. An diesen Granula ist aber
der histochemische Nucleinsdurenachweis gelungen (ZErcEr und ScEMIpT 1957,
WrTTERIND 1958a). — Entweder fehlen i. a. die r. G. in Zellen mit r. V., oder sie
sind in ihrer unmittelbaren Nachbarschaft vermindert. Die Annahme liegt nahe,
dal} die Zelle mit geringerem Energieaufwand die bereits vorhandenen Vacuolen
fullt, als den Farbstoff an verschiedenen Orten in der Nucleoproteid-AO-Ver-
bindung auszusondern. Der letztere Vorgang, die Krinombildung nach CrroPIN,
steht also nicht, wie von HovassE angenommen, im Gegensatz zu jeder Funktion
des ,,Vacuoms®, sondern beide, Vacuolenfillung und Krinombildung, sind,
wenigstens in dem hier beobachteten speziellen Fall, die morphologischen An-
zeichen fiir die Fahigkeit lebender Zellen, das gleiche Ergebnis, ndmlich die
Befreiung der Strukturen von schéidlichen oder im Uberflu vorhandenen Sub-
stanzen, auf verschiedenem Wege zu erreichen.

Auch ohne diese Argumentation mit der topographischen Beziehung zwischen Krinom-
bildung und Lage der roten Vacuolen ist wahrscheinlich, daB stets der gleiche, von ArTMANN
(1955) beschriebene Vorgang bei der AO-Fluochromierung lebender Zellen ablauft, namlich
».einmal die Fixierung des Farbstoffes an den Nucleoproteiden und deren rein passive, einer
Pricipitation vergleichbaren Alteration, zum anderen die Segregation und Konzentration
dieser Verbindung infolge einer aktiven Leistung der lebenden Zelle, die als eine Art Schutz-
mafnahme ein Fortwirken und ein weiteres Ausbreiten des schidigenden Stoffes einzuddmmen
und zu verhindern vermag‘.

Bemerkenswert verschieden mu8 der Wassergehalt in Krinomgranula einer-
seits, den r. V. andererseits sein. Nimmt man ndmlich an, daB die Zelle stets
nur eine bestimmte Menge Substrat zur AO-Bindung und -Konzentration frei-
stellen kann, so verteilt sie sich im Falle der Vacuolenfillung ja auf einen ungleich
groferen Raum. .

Diese begriindete Annahme nun, daB die optisch leeren ,,Abscheidungs-
vacuolen® eine Nucleoproteid-AO-Verbindung aufnehmen, 1468t die Eigenart der
Vitalfarbung vacuolenhaltiger Ergulizellen auch darin sehen, daB eben eine eiwesf3-
haltige Losung in die Vacuolen sezerniert wird. Erst unléngst hatte RorrsTEIN
(1954) die Annahme als ,,unrealistisch’‘ bezeichnet, Proteinmolekiile kénnten
einfach durch die Zellmembran diffundieren. Eine Membran grenzt aber sicher
die leeren Vacuolen vom umgebenden Cytoplasma ab, dafiir spricht allein die
Tatsache, dafl TROWELL (1946) die Vacuolen auch nach dem Zellzerfall erhalten
fand. Die begriindete Wahrscheinlichkeit, daB r. V. auch Eiweil} enthalten,
mochte andererseits gegen den Hintergrund neuerer Arbeiten als nicht besonders
auffallend erscheinen.

Bereits Prcmorra (1942) hatte manche Leberzellvacuolen als schwach eosinfarbbar ge-
funden, TROWELL (1946) weist auf das mogliche Vorhandensein eines eiweiBhaltigen Vacuolen-
inhaltes hin, schlieflich grenzten Donrace und WEINBREN (1952) die nach partieller Ektomie
der Rattenleber entstandenen eiweiBhaltigen Cytoplasmaeinschlisse deutlich von den aus
hypoxémischer Ursache entstandenen optisch leeren Vacuolen ab. An eiweilhaltigen Tropfen
kommt es zu einer deutlichen Konzentration von Evans Blue. In spiteren Arbeiten von
Fiscuer und Fisorer 1954, ATERMANN 1958a, b wird ein grundsédtzlicher Unterschied -
zwischen eiweilifreien und eiweillhaltigen Vacuolen nicht mehr aufrechterhalten.

Eine solche Abgrenzung konnte in der Tat unnétig erscheinen, da ja auch die
hier diskutierten cytoplasmatischen Hohlrdume auf unterschiedliche Eiweif3-
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gehalte, damit auf flieBende Ubergiinge zu véllig eiweiBfreien Vacuolen schlieBen
lassen. Es bleibt aber doch weiterhin problematisch, wie groBmolekulare Sub-
stanzen, eben etwa Eiweill oder das von ATERMANN (1958b) verwendete Dextran,
die Membran einer vorgebildeten Vacuole passieren. SchlieBlich sprechen die Er-
gebnisse verschiedener Arbeiten und auch die der AO-Vitalfirbung — Krinom-
bildung und Vacuolenfiilllung — fir die Annahme, dafl der Ablagerungsmodus von
derjenigen Substanz entsprechend beeinfluBt wird, die zunichst im UberschuB
vorhanden ist; handelt es sich um Eiwei}, so werden ,hyaline Tropfen‘ gebildet,
als die man wohl die von DontacH und WEINBREN (1952) nach partieller Hepat-
ektomie beobachteten Gebilde ansehen kann; auch die Entstehung der zuvor be-
schriebenen AQ-,,Schollen* und der Krinom-Granula beruht auf der Konden-
sation einer Flissigkeit, die schon primdr eiweiBlhaltig war, im Gegensatz zu dem
zundchst sicher stets wabrigen Inhalt der auf Grund von Hypoxydose entstan-
denen Vacuolen. Wahrscheinlich ist eben, daf man sich die Zellmmembranen nieht
als stets kontinuierliche, starr permeable Membranen vorstellen mufl. Dagegen
sprechen unter anderen auch die Beobachtungen, daB Oltropfen (CaamsaRrs 1935)
die Zellmembran von innen nach auBlen, Eiweiitropfen sie bei ,,Pinocytosis®
(H. Lewrs) in umgekebrter Richtung passieren koénnen, und schlieBlich, daB
sich innerbalb der Vacuolen so oft phagocytierte Zellen finden (Abb. 4).

Unsere Untersuchungen haben eine sichere morphologische Beziehung zu den von Lewis
(1931) an Makrophagen in Gewebekulturen entdeckten und u. a. vom Holterschen Arbeitskreis
(Horrer und MarsHALL 1954, CHAPMAN-ANDRESEN und HorTer 1955, CHAPMAN-ANDRESEN
1957, HorteEr 1959) an Amdben eingehend studierten Phinomen der Pinocytose nicht er-
kennen lassen. Die unverdndert abgerundete Tumorzelloberfliche wihrend der Vacuolen-
entstehung spricht auch nicht fiir einen grundsitzlich dhnlichen Wirkungsmechanismus,

Die Versuche zeigten, wie schnell die Rotfluorescenz der leeren Vacuolen ein-
tritt, und auflerdem, daB sie erst dann eintritt, wenn die Gesamtheit der zu-
gehorigen Zelle griinfluoresciert, die Voraussetzungen fir einen intraplasmatischen
Farbstofftransport zur Vacuole also gegeben sind. Wiirden die praformierten
Vacuolen auch schon eine praformierte, farbbare Substanz enthalten, oder wire
der von manchen Vacuolen bekannte niedrige pg-Wert (Parat 1928) fir die
Anreicherung von allein mafgeblicher Bedeutung, so konnten besonders exponiert
liegende Vacuolen auch vor der tbrigen Zellen Rotfluorescenz annehmen.

Wihrend nun der Modus der bemerkenswert schnellen Fillung der Vacuolen
durch die Nucleoproteid-AO-Verbindung als ungeklirt bezeichnet werden muf,
80 erweist sich dann die Vacuolenwand als féhig, den neu anfgenommenen Inhalt
zu bewahren, wie es bei einer eiweilhaltigen Flissigkeit zu erwarten ist. Ebenso
ungelost ist das im Prinzip dhnliche Problem, in welcher Weise von den Protozoen
die Fermente, also Eiweille, in die Nahrungsvacuolen abgegeben werden (Kir-
cHING 1956).

Es wird eingerdumt, daB die Definition des Inhaltes rotfluorescierender Vacuolen als
einer ,,Acridinorange-Nucleoproteidverbindung* ungenau ist und zu theoretischen Bedenken
Anlaf} geben kann. So darf angenommen werden, daB am Zustandekommen der Rotfluorescenz
auller der salzartigen Bindung auch Adsorptionsvorginge beteiligt sind. Eine exakte physi-
kaliseh-chemische Definition des Vacuoleninhaltes wird aber noch so lange schwierig sein,
als z. B. noch nicht geklart ist, ob die Rotfluorescenz des AO* dem Dimeren zugeordnet
werden kann (BARTELS 1954). Im iibrigen hat sich kein Anhaltspunkt fiir die Anwesenheit
anderer Trigersubstanzen in den Vakuolen gefunden, welche ebenso wie Nucleoproteidver-
bindungen die gegenseitige Wechselwirkung von Farbstoffionen nach Adsorption und Ladungs-

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 333 234,



332 D. WITTEKIND :

neutralisation zur Metachromasieentstehung erlauben wiirden (s. hierzu ScHEIBE und ZANKER
1957). In den Rahmen der Diskussion um den Vakuoleninhalt gehort noch der Hinweis auf
die wichtigen Arbeiten von DusTIN jr. (1957), der auf Grund von Untersuchungen mit Neutral-
rot die Anwesenheit basophiler — NS-haltiger — Substanzen im Cytoplasma sogar als Vor-
aussetzung zur Vitalfirbung von Cytoplasmavakuolen ansieht. Allerdings beriicksichtigt er
nicht die Probleme, die sich mit der Annahme verbinden, jene unabhéngig vom Golgi-Apparat,
etwa nach Einwirkung von Ammoniumsalzen, entstandenen Vaknolen kénnten eiweifhaltig
sein. Die Gleichsetzung von Vakuolen verschiedener Herkunft mit dem Krinom i. 8. CaLO-
PiNs (1927) auf Grund der Untersuchungen Dustins an kernhaltigen Erythrocyten und
Reticulocyten kann im iibrigen in dieser Absolutheit fiir die hier besprochenen Zellen nicht
anerkannt werden.

Die wechselweise Beobachtung im Phasenkontrast- und Fluorescenzmikroskop
lehrt, daBl im einzelnen die Zusammensetzung des fluorescierenden Vacuolen-
inhaltes erheblichen Schwankungen unterliegen mul3: Zunéchst weist darauf der
Umschlag von einer phasenoptisch nicht erkennbaren Griinfluorescenz bei sehr
niedriger,  in Rotfluorescenz bei hoherer Farbstoffdosierung hin. Aber auch
innerhalb der Rotfluorescenz bestehen quantitative, mit objektiven MeBmethoden
kaum faBbare Unterschiede, die ihre Entsprechung im Phasenmikroskop haben:
von einer schwachen, schleierartigen Rotfluorescenz in vielen frisch aufgefiillten
Vacuolen, mit kaum angedeuteter Gelbfirbung im Phako, bis zu intensivem,
lackartigen Rotleuchten, das mit einer starken Qelbfirbung im Phako bzw.
Hellfeld einhergeht. Diesem Farbwechsel entsprechen mit Sicherheit Unter-
schiede in der AO-Konzentration, wahrscheinlich aber auch Unterschiede im
EiweiBigehalt. In manchen r. V. mull der Wassergehalt noch sehr hoch sein, wie
man aus der oft zn beobachtenden lebhaften Brownschen Bewegung von ebenfalls
rotfluorescierenden Teilchen schlieBen kann, Prinzipiell diicfte moglich sein, den
Eiweilgehalt solcher Vacuolen ungefdhr zu bestimmen.

Vorversuche sind unternommen worden: Vitalgefarbte ErguBzellen wurden in einer
20%igen isotonischen Losung von Rinderalbumin suspendiert. Darin zeigten aus der Zelle
austretende, an das umgebende Medium unmittelbar angrenzende r. V. negativen Phasen-
kontrast als Zeichen dafiir (BARER, Ross und Traczyx 1953, BARER und Josera 1954, 1955),
dafl der Eiweillgehalt des umgebenden Mediums erwartungsgemafi héher war. Mit einer
entsprechenden Anpassung des Albumingehaltes wird man ungefdhre Gleichheit der
Brechungsindices der zu testenden Innen- mit der AuBenlosung erreichen konnen.

Dem Formolversuch kommt fiir die Beurteilung der Vacuolenmembran und
dem von ihr eingeschlossenen Inhalt besondere Bedeutung zu. Auf die Art,
wie das Formol lebende Zellen fixiert, haben eine Fille chemischer und physi-
kalischer Faktoren EinfluB, die erst unlingst von. Crawrorp und Barer (1951)
anlaBlich ihrer kontrollierten Fixationsversuche an lebenden Kaltbliiterzellen
analysiert worden sind: Reaktionen zwischen Formaldehyd sowie Amino-,
Imino-, Sulphydril- und anderen Gruppen der Aminoséuren, Reduktionsvermdgen,
osmotische Effekte, EinfluB des Salzgehaltes der Losungen, Verdnderungen der
Membranpermeabilitdt u. a.

Es erscheint gerechtfertigt, wenn sich eine kurze Besprechung des Versuches
der kontrollierten Fixation vitalgefarbter Zellen auf Hinweise zur Beeinflussung
des osmotischen Gleichgewichtes und der Permeabilitit beschrinkt, denn die
schnell bis zu einem Endstadium der diffusen Griinfluorescenz ablaufenden Vor-
génge diirften in der Hauptsache von diesen beiden Faktoren beeinfluf8t sein. Die
starke initiale Schrumpfung der Zellen innerhalb 20—30 sec nach Kontakt mit
Formol in physiol. NaCl stimmt gut mit den fast gleichen, von CRAWFORD und
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Barer an Schneckenamdobocyten ermittelten Zeiten iiberein. Die Auffassung
dieser Autoren diirfte zu Recht bestehen, dal die Zellen zunéchst impermeabel
fir Formol sind und daBl wihrend dieser kurzen Zeitspanne Wasser die Zelle
verliBlt. An diesem passageren Wasserverlust werden auch die Vacuolen, an-
scheinend sogar in besonders starkem MaBe, beteiligt. Das Wiederanschwellen
der Zelle diirfte dann das Eindringen des Formols und damit den eintretenden
Zelltod anzeigen. Bemerkenswert ist dann um so mehr, wie lange die Vacuolen-
membran Widerstand leistet und in welcher Weise er schlieflich gebrochen wird:
Die Entstehung einer optisch leeren Vacuole nach 4—15 min innerhalb der
praexistierenden r. V. mull ein postmortales Ereignis sein. Zur Erkldrung wird
man komplizierte Tonenaustauschvorgdnge heranziehen miissen, die weiterer
Erforschung bedirfen. Wie man das plotzliche Auftreten von Kornchen nahe
der intravacuoliren Grenzlinie (S. 323) zu erkliren hat, wird weitgehend vom
Inhalt der neugebildeten Vacuole abhdngen. Wahrscheinlich ist, dafl sie Formol
enthilt. Beriicksichtigt man, dall die rote Vacuole unter Spannung steht — auch
der Deckglasdruckversuch weist darauf hin — so erscheint méglich, dafl nach
Einreiflen der intravacuoldren Grenzmembran zwischen fluorescierendem und
neugebildetem, optisch leerem Anteil, fluorescierender — eiweihaltiger — Inhalt
in die neugebildete, formolhaltige Vacuole gepreft und dort augenblicklich
préacipitiert wird.

Mbglich ist aber auch, daBl nur scheinbar eine Vacuolenneubildung vorliegt, denkbar
wére, dal lediglich eine Ansammlung von Formol zwischen Cytoplasma und Vacuolen-
membran vorliegt. Daf dieser Austausch mit vom umgebenden Plasma abhéngig ist, zeigen
die Versuche mit Formol in Aqua dest. Fraglich bleibt aber dann, weshalb es einer solchen
umschriebenen Ansammlung des Formols bedarf. Die r. V. konnte ja bereits in dem Moment
anschwellen, da sie allseitig von Formol umgeben ist. Nicht unmdglich erscheint, dafl dieser
Vorgang zu dem als Potocytose bezeichneten Beziehung hat, nur miilte man annehmen,
daB hier die Blasenbildung an einer inneren Zelloberfliche erfolgt ist. Immerhin hatten
CrawrorD und Barer (1951) in Salamanderspermatogonien noch viele Stunden nach
Immersion in 1%igem Formaldehyd das Auftreten von Blasen beobachtet. — Uberraschend
ist, daB nach dem plotzlichen AusflieBen des rotfluorescierenden Inhaltes die jetzt optisch
leeren Vacuolen nochmals anschwellen konnen.

Die Formolversuche haben im iibrigen in diesem Aufklirungsmodus der r. V.
einen weiteren Unterschied zwischen ihnen und den leeren Vacuolen erkennen
lassen, der allerdings erst dann deutlich wurde, als das Formaldehyd in isotoni-
scher Losung angeboten wurde. (Die Problematik des Begriffes Isotonie, einer
absterbenden Zelle gegeniiber, sei hier nur angedeutet.) — Die Stérung des
osmotischen Gleichgewichtes durch Aqua dest. und hypotonische Lésungen ist
so stark, daB sie die Eigenart der Testsubstanzen iberlagert, was sich auch bei
Anwendung etwa von Dinitrophenol zeigt, so dafl ein nivellierender Effekt zu-
stande kommt. — Auch gegeniiber Aqua dest. verhalten sich volle und leere
Vacuolen different, da innerhalb 20 min die ersteren stets, die letzteren nie auf-
geplatzt waren.

Von Interesse ist die nach Anwendung von 10%igem Formol in Aqua dest.
nachweisbare Membran um die optisch leeren Vacuolen, die sich vom umgebenden
Cytoplasma abhebt und wahrscheinlich nach Permeation der Membran durch
Formol wieder an dieses anlagern kénnen.

Die Fixationsversuche wurden nicht priméir mit der Absicht unternommen,
den grundsétzlichen Wirkungsmodus verschiedener Fixantien zu untersuchen.

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 333 23b
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Immerhin 148t das sehr verschiedene Verhalten der Vacuolen gegeniiber Formol,
Osmium und Alkohol in dieser Hinsicht interessante Vermutungen zu; es zeigt
demnach, daB es unméglich ist, diesen und wohl anch anderen fliissigen
Vacuoleninhalt fiir histochemische Untersuchungen nach Fixation und Férbung
zu bewahren.

Vollkommen ungeklirt bleibt noch, ob iberhaupt und gegebenenfalls welche
GesetzmiBigkeiten den Ubergang in Rotfluorescenz einiger und das Freibleiben
anderer Vacuolen leiten. Sicher nimmt im Laufe cytostatischer Behandlung
allgemein die Zahl der roten Vacuolen ab, diejenige der leeren zu, wahr-
scheinlich infolge tiefgreifender Stérungen im submikroskopischen Struktur-
bereich.

Es ist selbstverstdndlich, daB die Membran leerer Vacuolen an sich ebenso
durchgingig ist wie die der rotfluorescierenden, denn anders wire die intensive
Fluorescenz der in ,leeren” Vacuolen liegenden phagocytierten Zellen nicht
erklirbar. Allein diese Tatsache zeigt, dal die Permeation allein des AO durch
die Vacuolenwand fiir das Zustandekommen der Rotfluorescenz nicht geniigt,
da dann eben ein Substrat fehlt, an das der Farbstoff gebunden wird. Die
Gesamtheit der hier diskutierten Befunde bestéitigt die nach Untersuchung
von Leukocytenvacuolen gebildete Auffassung Ricwters (1955), der Vacuolen-
membran miilten andere Permeabilititscharakteristika zukommen als der
gubBeren Zellmembran.

Zur Anwendung anderer Farbstoffe und verschiedener Zellgifte. Neutralrot und
AO zeigen nicht nur in der Krinombildung, sondern auch gegeniiber optisch
leeren Vacuolen ein dhnliches, allerdings durchaus nicht gleiches Verhalten. Nur
zwei Beobachtungen zur Erginzung der Kenntnis des Neutralroteffektes werden
erwihnt, die umfangreichen Erfahrungen aus der Botanik {ber Neutralrot als
Vitalfarbstotff (STRUGGER 1940, ToTH 1951 u. a.) miissen hier unerwihnt bleiben.
Im animalischen Bereich zeigt Neutralrot offenbar andere Fluorescenzeigen-
schaften.

1. Ahnlich wie mit AO hatten sich einige Vacuolen mit Neutralrot gefiillt,

manche waren leer geblicshen. Auch das Neutralrot wird offenbar konzentriert,
es zeigt dann im Hellfeld eine mattkirschrote Farbe. In diesem Bereich ist dann
aber keine Fluorescenz nachweisbar (Phinomen der Fluorescenzeigenloschung
— ForsTER 1951, DE LERMA 1958). Die neutralrot gefilllten Vacuolen zeigen
bei Lichteinwirkung verschiedener Wellenlinge die gleiche Resistenz wie die
Neutralrotgranula, die Bestandteile des Krinoms sind. Hinsichtlich der Be-
ziehung zwischen Krinom und Vacuole dirfte eine Parallele zu der zwischen
AO und Neutralrot bestehen.
2. Bemerkenswert sind die Fluorescenzeigenschaften des Neutralrotes in geringer Do-
sierung. Bei allen Konzentrationen war der von STRUGGER an Pflanzenzellen bereits be-
schriebene Fluorescenziibergang von Gelborange in Griin zu beobachten. STRUGGER hatte
die Auffassung vertreten, der Farbstoff gehe unter dem EinfluB des UV-Lichtes aus dem
ionalen Zustand in den molekularen iiber. — Uberraschend war aber das Auftreten grellgriner
Kornchen im Cytoplasma sowie die Tatsache, dafi in manchen Vacuolen erst nach UV-Licht
plotzlich ein intensiv grinfluorescierender Inhalt sichtbar wird, und weiter, da8 hier die
Ergiisse verschiedener Patienten ein quantitativ besonders stark differentes Verhalten zeigen.
Es ist noch ungewiB}, wieweit dieses Phinomen mit den oben besprochenen Grundziigen der
Vitalfarbung verwandt ist. Zweifellos verdient es aber besonderes Interesse.
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Janusgrisn. Die Reaktion der Zelle gegeniiber AO nach der Einwirkung
von Janusgrin bestétigt, dall dieses die Mitochondrien nicht nur farbt, sondern
auch in ihrer Funktion beeintrichtigt, und auBlerdem, daf die erhaltene Mito-
chondrienfunktion, sowohl fir Krinombildung als auch fiir Vacuolenfiillung Vor-
aussetzung ist. Die abgestufte Abnahme der Fluorescenzintensitdét von Granula
und Vacuolen 146t die Vermutung zu, daBl auch quantitative Beziehungen
zwischen Ausmal der Mitochondrienblockade und Umfang des intracelluldren
Farbstofftransportes bestehen. Von Interesse, auch in histochemischer Beziehung,
ist die Aufhebung des fluorescenzloschenden Effektes von Janusgriin bei seinem
Ubergang in die farblose Leukoform unter EinfluB des Lichtes.

Bereits Drawrrr (1953, zit. nach Harms 1957) hatte auf das Fehlen von Fluorescenz-
erscheinungen an mit Janusgriin blaugetarbten Pflanzenmitochondrien hingewiesen. Vielleicht
gibt der Farbstoff nach Uberfihrung in das reduzierte, lipoidlosliche Leukodiathylsafranin
solche Haftpunkte frei, die auch vom AQO benottigt werden: Janusgriin B bildet mit Amino-
siuren und denaturierten Proteinen unlésliche Komplexe. — Auch hier erscheinen weitere
histochemische Untersuchungen angezeigt.

Die Versuche mit Dinitrophenol und Natriumacid sind mit besonders groBer
Vorsicht zu beurteilen; sie haben lediglich orientierenden Charakter und wurden
zundchst nur mit der allgemeinen Absicht unternommen, nach Beziehungen
zwischen einer Stérung der energieliefernden Prozesse in den Zellen und dem
Ablauf der Vitalfirbung zu suchen.

An den zunidchst nur orientierenden Versuchen mit Dinitrophenol (Ent-
kopplung der Atmung von der Bildung energiereicher Phosphate, Loomis und
LrpmaN 1948) ist die hohe Konzentration bemerkenswert, die notwendig ist, um
den ProzeB der Granulabildung deutich zu hemmen. Eine Beeintrichtigung der
Vitalfarbung durch Mitochondrienblockade spricht lediglich fiir die Notwendig-
keit energieliefernder Prozesse im Rahmen der Vitalfarbung, ohne dafl man hier
eine besondere ,,Assoziation’ der Mitochondrien im Sinne DaNreLris (1954) zu
diesen Vacuolen anzunehmen hitte. — Die eigenartige Bildung passagerer roter
Kristalle im Bereich von r. V. (DNP in physiol. Na(l) ist interessant.

AbschlieBend muBl noch das Phanomen der Pofocytose gewiirdigt und zu den
besprochenen intraplasmatischen Strukturen in Beziehung gesetzt werden:

Potocytosis, von ZoLtINGER (1948) definiert als der Prozef, welcher in Gewebszellen
nach ihrer Suspension in fliissigen Medien sichtbare Blasen entstehen 1a6t, ist ein noch um-
strittenes Phinomen, insbesondere hinsichtlich seiner Beziehungen zum Zelltod. Zwei extreme
Beobachtungen konnen hier einander gegeniibergestellt werden: Einerseits jhr Auftreten in
sicher abgetoteten Zellen mehrere Stunden nach Immersion in 1% Formalin (CrRAWFORD
und Barer 1951), andererseits die Blasenbildung 1 Std nach physikalischer Schéidigung
(Bestrahlung) bei erhaltener Atmung und Milchsgurebildung (Kive, Pavisox u. Mitarb.
1959). Eigene, noch unverdffentlichte Untersuchungen weisen auf eine Abhéngigkeit der
Blasenbildung vom Zelltyp hin. Weitere Untersuchungen zur Deutung des wichtigen Vor-
ganges sind notwendig. Die enge Kombination der Fluorescenz- mié der Phasenkontrast-
mikroskopie wird hier sinen Beitrag leisten kénnen. In diesem Rahmen seien folgende Beob-
achtungen erwihnt:

Von den zuvor besprochenen intraplasmatischen Hohlriumen unterscheiden sich die
,,Blasen‘* dadurch, dal ihr Inhalt stets in geringerem und nie in hoherem Ausmal fluoresciert
als das Cytoplasma, von dem sie ausgehen. Bei Farbstoffiiberdosierung kénnen die Blasen
auch mattrot fluorescieren, wenn die tibrige Zelle diffus und massiv kupferrot leuchtet. Im
iibrigen sind verschiedene Grade der Griinfluorescenz in den Blasen zu sehen, stets in Ab-
hangigkeit von der Leuchtkraft der Mutterzclle. Bei niedrigem Farbstoffangebot ist in jhnen
keine distinkte Fluorescenz mehr nachweisbar; allerdings muf} beriicksichtigt werden, dafl
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die Suspensionsfliissigkeit ja stets AO enthilt, eine Eigenfluorescenz der Blasen also nur dann
auffallen kann, wenn deren Eiweifigehalt iiber dem des Mediums liegt; denn es kann ja grund-
sitzlich kein Zweifel bestehen, daB es der unterschiedliche Eiweiflanteil in dem wéaBrigen
Blaseninhalt ist;der die unterschiedliche Dichte der Griinfluorescenz im wesentlichen bedingt.
Der Konzentrationsgradient nach auBen wird durch die Zellmembran aufrechterhalten,
der Gradient in umgekehrter Richtung zum Cytoplasma hat kein morphologisches Substrat:
Die ,,Zwischenmembran‘ ZoLLINGERs ist auch fluorescenzmikroskopisch nicht zu erkennen.
Der Abfall der Leuchtkraft beginnt dort, wo die granulire Masse des Cytoplasmas in ziemlich
scharfer Linie gegen den strukturlosen Blaseninhalt abschuneidet (Abb. 10).

Die Ergebnisse zeigen also, dall
potocytotische Blasen im Gegensatz zu
den oben diskutierten Vacuolen nicht
die Orte einer gesteigerten Farbstoff-
konzentration sind und auch nicht sein
kénnen. Wenn jene von ZOLLINGER
beschriebene Blasenbildung an leben-
den Zellen auftritt, so doch sicher an
solchen Elementen, deren Schiadigung
sicher noch schwerer ist als die
vacuolenbildender Zellen, da erstere
Wasser oder andere Stoffe, etwa
Vitalfarben, nicht mehr an umschrie-
benem Zellort zu konzentrieren ver-
mogen. Entstehung von Vacuolen des
oben beschriebenen Typs und Potocytose-
bildung wurden nie gleichzeitig beobachiet.
Vielleicht sollten innerhalb des Poto-

_h - bt 8 ‘ cytosephénomens verschiedene Stadien
Abb. 10. Abgestorbene Zelle. Zustand mach APgegrenzt werden: die AbstoBung
Potocytose. Scharfe, unregelméBige Trennlinie von Blasen von der Zelloberfliche in

#wischen Cytoplasma und strakturlosem die Suspensionsfliissigkeit als leichte,

die zirkuldre Ausweitung der Zellmem-
bran als schwere Form. Durch Serienphotographien konnte die Entwicklung
der zweiten aus der ersteren gezeigt werden. Die Ausbuchtung zunichst nur
eines Membransektors wird spéter von der zirkuliren Ausweitung der Zell-
membran ,,eingeholt®.

Lt R i

Anschliefiend sei noch auf den bedeutenden EinfluB eines einfachen methodischen Faktors
hingewiesen: Die Anderung der Zellform nach Einsaugen zusitzlicher Fliissigkeit zwischen
Deckglas und Medium zeigt, daBl der Deckglasdruck allein bereits eine formverandernde und
damit auch prinzipiell eine schadigende Wirkung hat, die allerdings den Gesetzen der Phasen-
kontrastmikroskopie entgegenkommt. Umgekehrt ist demnach die phasenoptisch ideal
dargestellte Zelle sehr haufig nicht in idealen Lebensbedingungen. CrRaAWFORD und Barer
(1951), ArrMany und GRUNDMANN (1955} haben hierzu bereits einen wenig beachteten
Hinweis gegeben.

Die Untersuchung nach Fization gefdrbter Vergleichspriparate ergab keine wesentlich
neuen Gesichtspunkte. Mit Polysaccharid- und Glykogenfarbung lieB sich ein Vacuoleninhalt
nicht darstellen.

SchluBbetrachtung. Die Arbeit wurde in der allgemeinen Absicht unter-
nommen, die Reaktionsweisen lebender Zellen auf die Einwirkung chemischer,
physikalischer und mechanischer Faktoren zu studieren. Unter diesem iiber-



Intraplasmatische Vacuolenbildung in lebenden Tumorzellen 337

geordneten Gesichtspunkt wurden die speziellen Untersuchungen, die teilweise
auf sehr verschiedenen Voraussetzungen beruhen, vereinigt und zueinander in
Beziehung gesetzt. Als Untersuchungsobjekt mufiten aus eingehend besprochenen
Griinden lebende Exsudatzellen sehr geeignet erscheinen.

Der Beweis fiir die Behauptung, es sei an lebenden Zellen experimentiert
worden, ist nicht grundsitzlich und nicht fiir jeden einzelnen Fall angetreten
worden. Die Untersuchungen gehen von der anerkannten Tatsache aus, daB die
Sammlung und Konzentration von Vitalfarbstoffen in umschriebenen Zell-
regionen zu den Funktionen der lebenden Zelle gehért (CrawFoRD und BarEr
1951). AuBerdem lief sich auf die bekannte und in diesem Zusammenhang
bestitigte Moglichkeit verweisen, Exsudatzellen in vitro weiterzuziichten.

Der Versuch, die Einwirkung verschiedener Faktoren auf intraplasmatische
Strukturen zu priifen und ihre gegenseitigen Relationen abzuschdtzen, mag zu-
néchst ein mehr theoretisches Interesse haben. Beziehungen zu Problemen von
praktischem Belang ergeben sich vielleicht aber aus der Tatsache, dafl zu den
Stoffen, die einen éndernden Einflu auf den Prozel der Vitalfdrbung nehmen
konnen, auch cytostatische Substanzen gehéren. Im tbrigen scheint sich gerade
in neuerer Zeit ein allgemeineres Interesse jenen Versuchen zuzuwenden, welche
sich mit dem Problem der Beziehungen zwischen bestimmten schidigenden
Faktoren und einem morphologischen ,,Aquivalentbild* befassen.

Die vitalgefarbte Zelle ist eine kranke Zelle, eine Tatsache, welche GroxLHORN
(1931) in seiner beispielhaften Arbeit hervorgehoben hat. Als eine lebende Zelle
ist sie aber noch fihig, auf Umwelteinfliisse zu reagieren; viele ihrer durch Funk-
tionen noch verinderlichen Strukturen sind gekennzeichnet nicht nur durch
wechselnde Umrisse und Unterschiede im Lichtbrechungsvermogen, sondern
auch durch wechselnde Farbverteilung.

Die vitalgefirbte Zelle lebt in einem Zustand der Belastung und damit der
gesteigerten Empfindlichkeit gegentiber zusétzlichen Belastungen. Vielleicht
bietet sie aber gerade deshalb die Maoglichkeit, die Wirkung weiterer, sehr geringer
und sehr differenter Schidigungen zu verfolgen sowie mit mehr Prizision als
bisher erreichbar den Zeitpunkt festzulegen, zu dem der Zellbod eintritt, denn
auch dieser gewinnt an Gegenstdndlichkeit, wenn mit dem Aufhoren der Funk-
tionen Anderungen der Farbstoffverteilung verbunden sind. Die Vitalfirbung
erscheint geeignet, zur ,,relativen Monotonie der morphologischen Symptomatik
(LerTERER 1948) Variationen hinzuzufigen.

Zusammenfassung

Am Beispiel der Tumorzellen serdser KErgiisse, geeigneten Objekten der
Lebendbeobachtung, wurden Ursachen, Bedingungen und gegenseitige Bezie-
hungen intraplasmatischer Vacuolenbildung erortert, thre Entstehung selbst so-
wie die morphologisch erkennbare Wirkung verschiedener, auf sie Einflufl
nehmender Faktoren in kombiniert phasenkontrast-fluorescenzmikroskopischen
Untersuchungen beobachtet.

In groBen, cytoplasmareichen Tumorzellen entstehen innerhalb von Sekunden
optisch leere Vacuolen, die als morphologisches Substrat eines Sauerstoffmangels
vermutet werden. Der ProzeB kann in wenigen Minuten zu einem vorldufigen
AbschluB kommen. FlieBende Uberginge zwischen 1—2 u messenden Gebilden
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und groBen, die den Cytoplasmaraum weitgehend ausfiillen, kommen vor. Nach
Vitalfdrbung konnen die Vacuolen sehr schnell Acridinorange in verschiedenen
Konzentrationen von Griin- bis zur dichten Rotfluorescenz aufnehmen, wobei
die verschiedenen Fluorescenzschattierungen ihre Entsprechung im Phako haben.
Die Voraussetzungen zur Konzentration solcher AO-Nucleoproteid-Verbindungen
und ikre Passage durch die Vacuolenmembran werden besprochen. Die Aufrecht-
erhaltung des Konzentrationsgradienten, kenntlich z. B. am unmittelbaren Neben-
einander voller und leerer Vacuolen, ist kurze Zeit iiber den Zelltod hinaus
moglich. In Zellen mit ausgeprigter Vacuolenfluorescenz sind rotfluorescierende
Granula selten oder fehlen vollig. Es wird offengelassen, ob nicht fiir die Farb-
stoffkonzentration in Vacuolen eine geringere KEnergieleistung erforderlich ist
als zur Ablagerung in Granula.

Verschiedene, letztlich zum Zelltod fithrende Versuche werden unternommen,
um die Fluorescenzeigenschaften lebender Zellen, insbesondere ihres Vacuolen-
inhaltes, zu beeinflussen: Unter Aqua dest. z. B. ergieBen volle Vacuolen nach
Anschwellung ihren Inhalt plotzlich auf die Umgebung., 10% Formol in 0,85%
NaCl fithrt vor der Zerstérung in vollen Vacuolen zur Membranbildung zwischen
fluorescierendem wund mnichtfluorescierendem Vacuoleninhalt; leere Vacuolen
schwellen nach initialer Schrumpfung. Bei Alkohol- und Osmiumfixation verteilt
sich der Inhalt diffus auf die Umgebung; mit Fixationsmitteln 148t sich der
Vacuoleninhalt nicht festhalten.

Durch Vitalfirbung der Mitochondrien mit Janusgriin kann die Vital-
fluochromierung behindert werden.

AbschlieBend wird das Phéanomen der Potocytose als Objekt der Vitalfarbung
besprochen. Potocytotische Blasen unterscheiden sich von den zuvor behandelten
Vacuolen grundsétzlich dadurch, daB sie nie den Farbstoff in hoherer Konzen-
tration enthalten als das umgebende Cytoplasma. Gleichzeitige Entstehung von
Vacuolen im oben beschriebenen Sinn und von potocytotischen Blasen wurde
nicht beobachtet.

Summary

Tumor cells of serous effusions, considered suitable objects for observation
in vivo, are discussed in regard to causes, conditions, and mutual relationships
in the intracytoplasmic formation of vacuoles. Their development, as well as the
morphologically visible changes induced in them by various substances, are
studied in a combined phase contrast-fluoresence microscope.

In large malignant cells with broad cytoplasmic borders vacuoles, which
are empty in the optical sense, arise within a few seconds. These vacuoles
presumably are a morphologic equivalent of oxygen deficiency. After a few
minutes the process ceases temporarily. Gradual transitions from small struc-
tures of about 1—2 p to larger ones filling most of the cytoplasm may be seen.

With vital staining the vacuoles take up acridine orange very quickly in concen-
trations ranging from green to a very dense red fluorescence. The different
shades of fluoresence may be correlated with the phasecontrast studies. The
conditions for the concentration of such acridine orange — nucleoprotein
compounds and their passage through the membrane of the vacuole are discussed.
The preservation of concentration gradients, as indicated by the close proximity
of full and empty vacuoles, may be possible for a short time after cell death.
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In cells with intense fluorescence of the vacuoles the granules that fluoresce
red are rare or totally absent.

The question wheter the amount of energy required for the concentration of
dye in the vacuoles is less than that needed for concentrating it in the granules
is left open to discussion. :

A number of experiments which leads ultimately to cell death are carried out,
in order to affect the fluorescent properties of the living cells, especially the content
of their vacuoles. On immersing the cells in distilled water the vacuoles swell and
pour out their contents into the immediate vicinity. Before destroying the full
vacuoles, 10% formalin in 0.85% saline causes formation of a membrane between
fluorescent and nonfluorescent vacuolar contents. The empty vacuoles swell
after initial shrinkage. The fixation in alcohol or osmium results in diffusion of the
vacuolar contents into the surroundings. Fixation of the contents of the vacuoles
in situ is impossible. Vital staining of mitochondria with Janus Green may
disturb the vital staining with acridine orange.

The phenomenon of potocytosis is discussed as an object of vital staining.
Potocytotic vesicles may be differentiated basically from the vacuoles just discussed
in that they never contain the staining material in higher concentrations than in
the surrounding cytoplasm. The simultaneous development of vacuoles in the
sense described above and of potocytotic vesicles was not observed.
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