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I. Einleitung 
I n  einer  unl~ngst  ver6f fent l ieh ten  Mi t te i lung  (WITTEKIND 1958b) war  i iber  

groge,  nach Acr id inorange-Fi~rbung rot f luorescierende Einsehlt isse ber ich te t  
worden,  die in  tumorverd~ch t igen ,  sup rav i t a l en  Zellen sowie, a l lerdings weniger  
ausgeprggt ,  auch in Makrophagen  aus Pleura-  und  Per i tonealerg i i ssen  zu beob- 
ach ten  waren.  Eine sichere E r k l a r u n g  des Phi~nomens h a t t e  sich n ieh t  geben 
lassen. 

Die vor l iegende Arbei~ befal?t sich nun mi t  der  Frage ,  wie sich die grol3en, 
ro t f luoresc ierenden Areale  bi lden,  in  welchem Verh/t l tnis  sic zur i n t r ap l a sma t i -  
schen K o n z e n t r a t i o n  des Fa rbs to f fes  in granul/~rer F o r m  s tehen und  in welcher  
Beziehung zu anderen,  umsehr iebenen  F l f i s s igke i t sansammlungen  des Cyto- 
p lasmas ,  naml ieh  den opt i sch  leeren Vacuolen  und  jenen Gebilden,  die nach  
, ,Po tocy tose"  (ZoLLII~GER 1948) ents tehen.  

Wenn die in jener Arbeit beschriebenen und im folgenden nigher zu analysierenden 
Vacuolenbildungen immer wieder an Tumorzellen beobachtet werden, so vor allem deshalb, 
weft sic in diesen besonders oft auftreten. Die ro~fluorescierenden, intraplasmatischen ,,Seen" 
sind von den optisch leeren, den eigentlichen ,,Vacuolen" des Cytoplasmas im Sinne NASSO- 
i~ovs (1930) und SCI~UI~]~MAN~s (1917) abzugrenzen. Fett-, glykogen- oder schleimhaltige 
vacuolare Einschliisse liegen sich in den Exsudat-Tumorzellen nicht nachweisen. 

Die Entwicklung der Auffassungen fiber ~4"tiologie und Entstehung der optisch leeren 
Plasmavacuolen ist durch die Arbeiten yon Bticm~El~ und seinen Mitarbeitern bedeutend 
gefSrdert worden. 

Die im wesentlichen fibereinstimmenden Auffassungen verschiedener Autoren zur eigent- 
lichen Entstehungsweise der Vacuolen im Cytoplasma wurden neuerdings yon V. B]~cK~I~ 
(195r zusammengefagt. I)a im folgenden auf die Pathogenese der Vacuolen wiederholt 
Bezug genommen werden mug, sei der Abschnitt hier im Wortlaut wiedergegeben: 

,,Bei der Verhinderung der aeroben Phase der Zellatmung kSnnen grogmolekulare ZelL 
atmungssubstrate - -  Glykogen, Glucose-Phosphorsaureester u.a.  - -  in kleinere, saure (!) 
Molekfile anaerob abgebaut werden. Diese kleineren, aber vermehrt auftretenden Molekiile 
kSnnen dutch den Nangel an Sauerstotf nicht weiter veratmet werden. Durch die Vermehrung 
der Molekiile in der Zelle vergrSltert sich ihre osmotisehe Wirkung, es wird mehr Flfissigkeit 
in die Zelle hineingezogen. Die eindringende, eiweil3arme Fliissigkeit stSrt das dynamische 
Gleichgewicht der intracellul~ren geaktionen des intermediiiren Stoffwechsels. Im Falle 
der Vacuolenentstehung ist es der Zelle aber mSglich, diese eingedrungene Fliissigkeit zu 
isol ieren. . .  Die t~lfissigkeit wird dureh eine Eiweig-Lilooidfolie kugelig eingescheidet, gleich- 
sam auf ein ,,totes Gleis" des Stoffwechsels geschoben. Die Vacuole bildet so zwar mechanisch 
physikaliseh, nicht aber chemisch eine StSrung fiir die Zellstoffwechselvorg~nge." 
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Es diirfte demnach kein Zweifel bestehen, dab die Vacuolenbildung eine 
Leistung der lebenden Zelle, allerdings unter ungiinstigen Lebensbedingungen, 
darstellt, ein ,,gewisses Mindestangebot" an Sauerstoff ist notwendig (KETTLER 
1948), um im Zustand der ,,ehronisehen, nieht totalen Versorgungsinsuffizienz" 
(LINzBAcg 1952) weiterleben zu k6nnen. - -  Artefakte naeh Anwendung be- 
stimmter Fixationsmittel sind als solehe meist sicher abgrenzbar (KI~AUF und 
SCHRAM~ 1952, _A_TERMANN 1958b). 

Von diesen optisch leeren Hohlraumbildungen im Cytoplasma sind morphologisch jene 
Eiweigablagerungen abzugrenzen, die zun~chst ebenfalls als Vacuolen oder als ,,hyaline 
Tropfen", mit diinnflfissigem, homogenen Inhalt versehen, in Erscheinung treten. Ihre 
Entstehungsweise ist yon ALTMANN im ttandbuch der allgemeinen Pathologie (1955) ge- 
schildert worden, auf eine ausffihrliche Darstellung kann hier verzichtet werden. Ehe extra- 
cellul~res Material an bestimmtem Ort in der Zelle abgelagert wird, ist ein unsichtbarer 
Transport yon der Zellmembran his zum Abscheidungsort notwendig. Geringere Mengen 
kSnnen im Golgi-Apparat abgelagert und kondensiert werden; gr6gere werden in beliebigen 
Cytoplasma-Bereichen ausgegliedert. Die Art, wie sieh die Zelle mit Eiwei]3k6rpern aus- 
einandersetzt, hat J~hnlichkeit mit ihrem Verhalten gegenfiber basischen Vitalfarbstoffen, 
die ja auch sofort nach ihrem Eintritt  in die Zelle an Struktm'en, also an Eiweig, gebunden 
werden. I-Iierauf ist noch zurfickzukommen. 

Die Entstehung intraplasmatischer Vacuolen und ihre kausale Beziehung zur 
tIypoxydose ist in Anbetracht der funktionellen und morphologischen Bedeutung 
des Ph/inomens mit relativer Ausfiihrlichkeit behandelt worden. Es wird hierbei 
nich t  fibersehen, dag  auger  der  t t ypox / imie  noch andere  chemische Ver~nderungen 
des Mediums einc i n t r acy top la sma t i s che  Vacuolenbi ldung bewirken k6nnen,  z.B. 
die Zugabe  yon  A m m o n i a k  (WARBUH~ 1910) und  yon zahlreichen anderen  Sub- 
s tanzen,  vor  a l lem a l ipha t i schen  Aminen,  die yon  LETTHI~ und  ALBRECHT (1954) 
geprfif t  wurden.  Diese Vacuolen dfirf ten ebenfal ls  auf Grund  eines K ompe n-  
sa t ionsversuches  der  Zellen gegenfiber den e indr ingenden Subs tanzen  ents tehen.  
Sie k6nnen  auch Neu t r a l ro t  konzentr ieren .  

Doe L i te ra tu r f ibe r s ich t  zeigt, dag  die H y p o x y d o s e  vor  al lem an den Zellen 
der  Leber  s tud ie r t  wordcn ist  und  sie zeigt  welter,  dab  im E a h m e n  der  H y p o x y -  
doseforschung und  auch der  Un te r suchungen  fiber intracellul/~re Ablage rungen  
eine A r t  yon  Ze l lmate r i a l  fas t  u n b e a c h t e t  gebl ieben ist ,  welches aber  doch in 
A n b e t r a c h t  seiner  Herkunf t ,  seiner Morphologie  und  seiner Lebensbed ingungen  
ffir solche Un te r suchungen  besonders  geeignet  erscheinen m u g :  Es hande l t  sich 
um die normalen Zellen und Tumorzellen serSser Ergiisse. 

Entsprechend seinem Charakter als einem klinischen Untersuchungsgut, sind die Ergfisse 
serSser ttShlen auch vorwiegend yon Klinikern in morphologischer Hinsicht bearbeitet 
worden. Die bekannten Monographien und Arbeiten (G~v:SZE 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 ffir die Tumordiagnose beigemessen wurde, wie etwa die t~elationen 
zwischen Kern und Plasma, Kern und Nucleolus. 

/)as Vorkommen yon Vacuolerb in Exsudatmesothelien und Tumorzellen wird h/~ufig 
erw~hnt. Sie werden wohl als Anzeichen fiir eine Zellsch~digung aufgefaBt. STREIC~E~ (1950) 
und PAGES (1958) berichtet erstmals fiber verstgrktes Auftreten unter dem Einflufl cytostatischer 
Behandlung. Histoehemische Untersuchungen liegen bisher noch in relativ geringer Anzahl 
vor. LvsE und REAGAN (1954) beobachteten nicht selten mucicarminpositive Vacuolen in 
Tumorzellen aus Adenocarcinomrgiissen. - -  v. ALB]~RTI~I (1946) erklhrte das Vorkommen 
yon Vaeuolen in Serosazellen als entweder degenerativ bedingt oder Ms Folge eines yon 
ibm erstmals beobachteten Vorganges, den er als Zellgeburt bezeiehnet, wobei eine Zelle 
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aus dem Cytol01asma einer anderen ausgestoBen werden und in dieser eine Vacuole zurfick- 
lassen sol]. Seine phasenkontrastmikroskopischen Bilder lassen auch in Tumorze]len vacuo- 
l~re Cytoplasmaeinschliisse verschiedener Form und GrSl~e erkennen. 

Beurteilt man zusammenfassend die Art der an den Ergul~zel]en ausgetibten Unter- 
suchungsmethoden, so findet man ein deutliches Uberwiegen der Fi~rbeverfahren nach 
Fixation im l%ahmen der klinischen Cytodiagnostik und nur selten die Absicht, die erhaltene 
Zellvitalitit ffir diagnostische und therapeutische Fragestellungen auszuntitzen, etwa durch 
planmii3ige Anwendung der Vitalfi~rbung, yon der LVDFOm) und SMILES (1950) bemerkten, 
sie sei vie] eher eine physiologische als eine morlohologische Methode. 

W e n n  m a n  aber die Tatsache berficksichtigt,  dab die Ergu~zellen i. a. noch 
v i ta l  sind, so mfissen sie zum S tud ium der in  ihnen  en t s t andenen  oder neu ent- 
s tehenden Cytop lasmas t ruk turen  allgemein, speziell aber auch der Hohlr~ume 
aus verschiedenen Grfinden besonders gute Voraussetzungen bie ten:  

a) Die lebenden Zellen kSnnen  im gleichen Milieu mikroskopisch un te r such t  
werden, welches ihnen  bereits innerha lb  des Organismus als Lebensraum diente.  

b) Es folgte daraus,  da6 die Zellen yon  den Reakt ionen  des Kreislaufes, ins- 
besondere den Ver~nderungen an  der t e rmina len  S t rombahn,  bereits in  vivo 
unabh~Lngig sind. 

e) W e n n  zum Vergleich histologisches Unte r suchungsgu t  nach Probeexcision 
von  Tumoren  oder nach Autopsie vorliegt, so k a n n  innerha lb  gewisser Grenzen 
auf das Ausma8 jener  Zel lvers  geschlossen werden, die dureh den 
[Tbergang aus dem Gewebsverband in  die Ergui~flfissigkeit en t s t anden  sind. 

d) Es wird noch zu ber ichten  sein, dal3 sich cytoplasmatische Vacuolen nu r  
in  groBen, plasmareichen Zellen s tudieren lassen. I n  ihnen  sind aber naturgem~13 
besonders gfinstige Bedingungen  fiir die gegenseitige Abgrenzung gegeben. 

Die hier geschilderten Un te r suchungen  sollen n u n  zur K e n n t n i s  der Reaktions-  
mSglichkeit  dieser lebenden Ergul~zellen, insbesondere der Tumorzellen,  bei- 
t ragen.  - -  Nachtei l ig ftir die an  sich notwendigen  biochemischen Un te r suchungen  
ist die Tatsache,  dal3 es sich u m  ein yon  Fal l  zu Fa][ wechselnd heterogenes Zell- 
material handelt. 

II. Material und l e thoden  
Die Untersuchungen wurden an Pleura- und Peritonealergiissen yon 9 Patienten mit 

malignen Tumoren verschiedener Lokalisation durchgeffihrt. Drei Ergul~10roben stammen 
aus dem Untersuchungsgut der Czerny-Klinik der Universitit Heidelberg. 

Insgesamt sind es bis jetzt 18 F~lle, an denen die im Vorjahr beschriebene Fluorescenz- 
eigenart beobachtet women ist. Die Ergiisse yon 5 dieser Patienten sind wihrend der cyto- 
statischen Behandlung mehrfach - -  his zu 22real - -  untersucht worden. Infolge fortschreiten- 
der iKetastasierung kamen hierzu in 3 F~l]en die Ergiisse yon 2 KSrperhShlen (Ascites und 
Pleuraexsudat), eimnal Fliissigkeit aus 3 KSrperhShlen (Pleuraergtisse beidseits und Ascites) 
zur Beobachtung. Die histologische Untersuchung der Tumoren yon 6 der autolotisch kon- 
trollierten Patienten ergab in 2 F~llen nicht verhornendes Platteneloithel-Carcinom , in 
3 FMlen teils solides, tells adenomatSses Carcinom, in 1 Fall solides, z. T. kleinzelliges Car- 
cinom. 

Die Untersuchungen erfolgten: a) unmittelbar nach Entnahme, b) nach Aufenthalt yon 
mehreren Stunden bis zu 2 Tagen im Brutschrank bei 37 ~ c) nach Abkiihlung auf etwa 
4--60 bis zu 2 Tagen. Unmittelbar nach der Ergul3punktion wurde das Sediment fixier~ 
(Fixierungsart je naeh Art der ansehlieBenden Fi~rbung). 

Vital/~rbung 
1. Grundversueh. Zusatz yon einem Trol0fen Acridinorange-LSsung (Bayer 561092) 

i:100 (entspricht einer molaren Konzentration yon etwa 3 • 10 a) zu 10 cm 3 Ergu13; zentri- 
fugieren, 1 Tropfen Sediment auf den Objekttr~ger, Auflegen des Deckglases, Abdichten an 
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den L~ngsseiten mit Bienenwaehs-Paraffin. Vergleieh der gef~rbten Pr~parate mit~ un- 
gef~rbtem Sediment im Phasenkontrastmikroskop. 

Die naeh diesem Verfahren erzielten F~rbeergebnis dienten Ms Standardresultate. Die 
weiteren quantitativen und qualitativen Modifikationen sowie F~rbungen mit ~nderen Farb- 
stoffen wurden hierauf bezogen unter Berfieksiehtigung der Tatsaehe, d ~  die auf die Einzel- 
zelle entfallende Farbstoffmenge nie vSllig gleieh sein kann. 

2. Vergleiehende, abgestufte Fiirbungen. Man beginnt mit 1 Tropfen AO 1 : 1000/10 em 3 
Ergul] ansteigend auf 10 Tropfen 1:1000 ~ls oberste Grenze der Farbstoffbelastung. 

3. Kontrollierte Vitalfi~rbung. Ungef~rbtes Sediment unter das zweiseitig ~bgediehtete 
Deekglas. Einstellung einer Zellgruppe im Phasenkontr~stmikroskop. Auftropfen yon Farb- 
15sungen verschiedener Konzentration und anderen, in ihrer Wirkung zu priifenden LSsungen 
(s. Abschnitt I II)  auf den Objekttr~ger nahe einer der beiden Sehmalseiten des Deckglases 
(24 • 32 mm - -  < 0,17). Durch ~3bung l~St sieh erreiehen, dal3 der Sedimenttropfen den Raum 
unLer dem Deckglas eben ~usffillt, schadliches Aufdrfieken des Deokgl~ses also vermieden 
werden kann. Heranffihren des Tropfens der TestlSsung an die Deekglaskante dureh einen 
flachen Gegenstand (Rasierklinge). Es ist zu be~chten, dab der Tropfen nicht fiber das 
Deekglas an das Objekt flieBt; die zu untersuehende Zellgruppe sell daher einen gewissen 
Abstand (geeignet etwa 0,5 cm) veto Deekglas h~ben. - -  Die L6sung fliel3t d~nn durch 
C~pfllurattraktion unter das Deckglas ein, um so langs&mer, je dfinner die Fliissigkeitssehicht 
zwisehen Deekglas und Objekttr~ger vor Versuehsbeginn gewesen ist. Die Pr~parate sollen 
bald nach ihrer Herstellung uni0ersueht werden. 

4. Einfrieren vitalge~iirbter Zellen auf dem Gefriermikrotom. - -  Meehanisehe Faktoren 
(Druck). 

5. Beeinflussung vitalgefiirbter Zellen dutch hypo- und hypertonische Liisungen, andere 
Farbstoffe sowie Pharmaka. Aqua dest., physiologische KoehsalzlSsung, 10%ige NaC1, 
Formol 10%ig in Aqua dest. und physiol. NaC1, 1%iges Osmiumtetroxyd in physiol. NaC1, 
20%iger und 10%iger Alkohol in physiol. NaC1. - -  Farbstoffe: Janusgrfin 1:10000 und 
1 : 50000, NeutrMrot 1 : 10 000 und 1 : 15 000, Trypafl&vin 1 : 100 000. - -  Fermeni0gifte: Dinitro- 
phenol 10 -a tool, 10 -2 tool, Natriumacid 5 • 10 -3 tool in physiol. NaCI, Aqua dest. und in 
isotonischer PufferlSsung (,,Inkubationsmedium" nach CHANCE und HESS 1959). 

6. Beein~lussung vitalgef~irbter Zellen (lurch UV-Lieht. Kontrollbestrahlung ungef~rbter 
Zellen. 

S~mtliche Versuche wurden bei Zimmertemperatur durchgeffihrt. Jeder Versuch wurde 
bis zu der Erkennung eines typischen Ablaufes wiederhol~. 

Apparate. Kombinationsmikroskop (Zeiss) ffir Ph&senkon~rast- und Fluorescenzmikro- 
skopie (HASELMANN und WITTEKI1ND 1957). Erreger- und Sperffilter wie in frfiheren Arbeiten 
angegeben. Contax-Aufsatzkamer&. 

Fflme: Agfa CN-17, Agf~ Isopan FF  13/10 Din. Belichtungszeiten bei Okul~r 10• 
Objektiv 100• Fluoreseenzmikroskop 75 sec, Phasenkontrast 50 sec, Okularmikrometer 
von Zeiss. 

I I I .  Ergebnisse 

1. Grundversuch.  F ~ r b u n g  m i t  1 Tropfen  AO l :100 .  I n  Ergfisssen,  die 
massenhaf t  Tumorze l len  einzeln und  in Verb~nden en tha l ten ,  is t  die Zahl  rot-  
f luorescierender  Vacuolen yon  Fa l l  zu Fa l l  ungleich groin. Bei  einigen P a t i e n t e n  
(B., H. ,  J . ,  K.)  waren  sie in den  ers ten  E r g u ~ p r o b e n  sehr zahlre ieh (Abb. 7), 
eine P a t i e n t i n  zeigte nur  in  einigen Zellen die Ver~nderung.  Sie is t  a m  bes ten  
ausgepri~gt in  einzeln ] iegenden Zellen und  in den  Ra nde l e me n te n  grol~er Ver- 
bi~nde. Ro te  Granu la  (r. G.) und  ro t f luorese ierende  grSl~ere Areale ,  bei  denen 
es sich oft  u m  ro te  Vacuolen (r. V.) hande l t ,  k6nnen  in einer Zelle gemeinsam 
v o r k o m m e n ;  in  der  unmi t t e lb~ren  Nachba r seha f t  r . V .  fehlen die r. G. aber  
meis t  oder  s ind nur  sp~rl ieh v o r h a n d e n  (Abb. 6d).  Opt isch leere Vacuolen 
k6nnen  zugleieh m i t  r. V. in  einer  Zelle vo rkommen ,  sieh i iber lagern  und  in der  
F o r m  gegensei t ig  beeinflussen,  wobei  der  E i n d r u c k  bes teht ,  dal~ sich h~ufiger 
die r. V. an  die leeren Vaeuolen (1. V.) anpassen  als umgekehr t .  N u r  wenn volle 
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und leere Vaeuolen grog sind, ist der Kern in die Zellperipherie verdrs und 
dann oft pyknotisch, d.h.  fluoreseenzmikroskopisch dicht grtin. Manehmal 
zeigen r.V. betonte Rotflnorescenz, manehmal, vielleieh~ unter dem Einflug 
cytosta~iseher Behandlung, enthalten r. V. noeh diehte rotfluoreseierende Ein- 
schlfisse. 

Im Phasenkontrastmikroskop (Phako) gelingt eine weitere Differenzierung 
groger, rotfluoreseierender Areale: a) R.V. werden a]s graugelbe, im Hel]feld 
als gelbe, homogene Fl~ehen dargestellt, b) Andere rotfluoreseierende, als 

Abb.  1 Abb. 2 

Abb. 1. Asci tes tumorzel len,  teils solides, tells  adenomat6s  w~chsen4es Carcinom. I m  Cytop lasma 
der un t e r en  Zelle mehre re  grobe, sph~rische, rotf luorescieren4e Einschltisse 

Abb. 2. P leuradeckzel len  im Verband.  Vacuolenar t ig  erwei ter te  In terce l lu l~r r~ume ohne Fluorescenz 

Schollen bezeichnete Einschl/isse sind kompakter, von dunklem Gelb, sie scheinen 
sieh fiber das Abbildungsniveau vorzuw61ben (Abb. 1), die Begrenzung bei ihnen 
ist meist oft kantig, bei den Vaeuolen mehr abgerundet, aber ebenfalls unregel- 
ms und nieht immer kreisrnnd, e) Homogen rotfluorescierende Bereiehe 
k6nnen sieh phasenoptiseh aueh als mehr oder weniger gut erhaltene phago- 
cytierte Zellen oder Zellr~ume erkennen lassen, die unmittelbar im Cytoplasma 
liegen oder yon einer leeren (Abb. 4), gelegentlieh aueh fluoreseierenden Vacuole 
umgeben sind. - -  Zellen mit leeren und roten Vaeuolen kSnnen Kerne in Mitose 
zeigen. - -  Hervorzuheben ist noeh, dab die Darstellung der Vaeuolen im Phak6 
weitgehend von ihrem Tiefendurehmesser beeinflugt wird: Wenn sie in senk- 
rechter Richtnng einen Grol3tefl des Zelldurehmessers einnehmen, so heben sie 
sieh als helle Areale seharf gegen das dunklere Cytoplasma der Umgebnng ab. 
Sehr flaehe Vaenolen erseheinen dagegen in einem schleierhaften Gran, da das 
gild dutch breitere, ober- oder unterhalb liegende Cytoplasmaschiehten mit 
beeinflugt wird. Einer besonderen Erw/~hnung bedfirfen jene Vaeuolen, die sieh 
entweder im Intereellularraum (Abb; 2) oder in seiner unmittelbaren Umgebung 
bilden. Bei letzteren handelt es sieh oft nm kleine, seharf abgegrenzte, in Gruppen 
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Abb.  3. Tumorze l lgruppe- ,  Pleura-  u n 4  Per i toneal-  
m e t a s t a s e n  eines u n b e k a n n t e n  P r im~r tumors .  I m  
geme insamen  Mi t t e lpunk t  des Zel lverbandes  zahl- 
reiehe kleine,  niehtf luorescieren4e Vacuolen.  Eine  
groge,  optiseh Ieere Vacuole li., eine wei tere ,  4unkel-  
gef~rbte  - -  r o t f l u o r e s e i e r e n d e -  un t en  a m  Bi ldran4 

nahe dem gemeinsamen Grenz- 
bereieh yon zwei oder mehr Zellen 
liegende I-Iohlr/tume (Abb. 3). 

Von Fall zu Fall in versehie. 
denem AusmM3 k6nnen Vaeuolen 
eine oder mehrere phagoeytierte 
Zellen (Abb. 4) enthalten, meist 
Lymphocyten,  segmentkernige 
Leukoeyten, seltener aueh histio- 
eyt/~re Elemente oder Tumor- 
zellen. Stets zeigen diese phago- 
eytierten Zellen eine intensive 
Affinitgt zu A0. 

Weiterhin finden sich in den 
Ergtissen andere Zellen unter- 
sehiedlieher Zahl: Pleuradeek- 
zellen mit kleinen, meist gleieh- 
kalibrigen r. G., monoeyt~re Phago- 
eyten (die , ,Exsudatpolyblasten" 
Maxinows), deutlieh erkennbar an 
ihren groben r. G., die im Phako 
zwisehen starkliehtbrechenden, 
gl/~nzenden, nieht fluoreseierenden 
KSrnehen liegen. Gelegentlich, 

ohne Abh~ngigkeit vom EiweiBgehalt des Mediums, werden diese Einsehltisse 
so groB, dab sie ebenfalls als rotfluoreseierende Vaeuolen erscheinen. Die Gr6ge 

dieser Zellen zeigt yon Fall 
zu Fall starke Untersehiede, 
segmentkernige Leukocyten stets 
mit feinen r. G. (s. aueh WITTE- 
KInD and V6LCKEI~ 1 9 5 7 ) . -  
Das oben beschriebene Bild ist 
nicht ein ,,Zutand", sondern 
ein Aussehnitt aus einem fort- 
sehreitenden ProzeB, ngmlieh 
der je nach Zelltyp verschieden 
ablaufenden Auseinandersetzung 
zwischen Zellen und Farbstoff. 
Ein station/~rer Zustand ist erst 
dann eingetreten, wenn auto- 

Abb. 4. Tumorze l le  m i t  grol]er, optiseh leerer Vacuole, lytisehe Vorg/~nge die Zellen 
in dieser mehre re  Hi s t ioey ten  a n d  L y m p h o e y t e n .  ZU gequollenen, untersehiedslos 
Besonders in tens ive  Flnoreseenz der phagoey t i e r t en  Zellen griinflnorescierenden Gebilden 

umgeformt haben. 
Unter dem Deekglas wird sehr oft die Farbstoffaufnahme fortgesetzt, kenntlieh 

am l~lbergang aus einer anfangs manehmM noeh sehleierartigen roten Fluoreseenz 
der Vaeuolen in ein sattes Laekrot, welchem im Phasenkontrast ein intensives 
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Gelb entsprieht. Naeh sehr versehieden langer Zei~, variierend zwisehen etwa 
1--24 Std, versehwinden die r .G.  Endzustand ist eine gleiehmgBige Grfin- 
fluorescenz aller Zellstrukturen, die in Einzelheiten noeh weitere Stunden unter- 
seheidbar sein k6nnen. ErguBtumorzellen zeigen nach Konservierung im Kiihl- 
sehrank meist deutlieh mehr Vacuolen als unmittelbar naeh der Entnahme. 
Konservierung vitalgefgrbter Zellen im Kfihlsehrank ist fiber mehrere Stunden 
m6glieh, bei 370 tritt  der Zelltod sehon frfiher tin. In  den Ergfissen der Patienten 
K. K. und S. S. kam es ohne Wechsel des Mediums zu Zellteilungen im Brut- 
sehrank wie bei Zimmertemperatur. In vitro neugebildete Zellgruppen zeigen 
keine Vaeuolen. - -  Bei einer weiteren Patientin wurden autoptiseh Peritoneal- 
metastasen eines kleinzelligen Tumors gefunden. Der zellreiehe Aseites hatte 
keine vaeuolenhaltigen Elemente erkennen lassen. 

Das oben besehriebene ,,Standardbild" kann nun in vielfaltiger Weise be- 
einfluBt werden : 

2. Vergleiehend abgestuRe F~rbungen. 1/10 der unter 1. verwendeten Farb- 
stoffmenge zeigt die Zellplaques als sehwach grfinleuchtende Bereiehe, in denen 
sich sehon einige heller grtine Granula abgrenzen lassen, die im Phako als schwaeh 
graue Seheiben kaum zu differenzieren siud. 2/10 AO : Tumorzellen: krs 
Grtinfluoreseenz des Plasmas, dieht griine und griin-rftliehe Granula, gro_%, 
homogene, mattgriinfluorescierende Vaeuolen, neben r. V., keine Unterscheidungs- 
mfgliehkeiten im Phako. Makrophagen mit deutlichen roten Granula. Naeh 
gleicbm/~6iger weiterer Steigerung der Farbstoffmenge nimmt zun/~chst die Aus- 
breitung der r. G. in den Makrophagen zu, dann kommt es bei etwa 5 Tropfen 
AO 1 : ]000 erstmals zur Ausbildung von r. V. in Tumorzellen, die bei weiterer 
AO-Zugabe nicht nur an Fluoreseeuzintensit~t, sondern aueh an Zahl zunehmen. 
Etwa zur gleichen Zeit bilden sich aueh die roten Granula in den Tumorzellen 
roll aus. - -  Dieser Bericht fiber die abgestuften F~rbeversuehe schildert den 
Stand wenige Minuten naeh F/trbebeginn. Aueh aus stark verdfinnten Lfsungen 
(AO 1:50000 bis 1:100000) kfnnen die Zellen im Brutsehrank im Verlauf 
mehrerer Stunden den Farbstoff bis zur I~otfluoreseenz yon Granula und Vacu- 
olen konzentrieren. 

3. Kontrollierte Vitaliiirbung. Es besteht die Mfglichkeit, den F~rbevorgang vorwiegend 
im Fluorescenz- oder vorwiegend im Fhako zu beobachten. Von letzterer Mfgtiehkeit wurde 
h~ufiger Gebraueh gemacht, da sich gezeigt hatte, dal~ zwar ausgebildete r. V. meist reeht 
resistent gegen UV-Licht sind, ihre Entstehung dagegen schon durch eine sehr kurze Ex- 
positionszeit entweder vfllig gehemmt oder lediglich der unmittelbare Ubergang in gleich- 
m~i~ige Griinfluoreseenz herbeigefiihrt werden kann. Die Durchfiihrung der kontrollierten 
Anf~rbung wird erleiehtert durch das relativ grolte Eigengewicht der Tumorzellverb~nde, 
die meist am Ort bleiben, wenn die Fliissigkeitsbewegung, ]eieht wahrnehmbar am Vorbei- 
fliel~en der stets vorhandenen Erythrocyten, einsetzt. Im Fluorescenzmikroskop sieht man 
iiberdies das Herannahen einer je naeh Konzentration roten oder griinen ,,Welle". 

AO 1:1000. Im Fluorescenzmikroskop zeigt sich, dal3 die Zellmembran kein 
Hindernis ifir das Fluochrom bedeutet. Die Fs sehreitet langsam yon 
aul3en naeh innen vor, die Zeiten sehwanken in Abhs yon der Sehnellig- 
keit, mit der der Farbstoff fiber das Pr/iparat vordringt, sowie yon der Grfl3e 
der Einzelzelle, bzw. der Zellverb/~nde. Die Auf3enbezirke kfnnen bereits rot- 
fluorescieren, wenn die Zentralpartien noch schwaehe Grtinfluorescenz zeigen. 
Dringt der Farbstoff langsam genug vor, so bilden sieh im Plasma sehr schnell 
- -  etwa in 0,5--1 see - -  die r. G., stets zuletzt geht der Kern in Rotfluorescenz 
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fiber. Es ist also m6glich, dab nach AbschluI~ des Prozesses diffus rotfluores- 
cierende - -  dureh Farbstofffiberdosierung abgetStete - -  Zellen noeh deutlich 
erkennbare rotfluorescierende Granula enthalten, die in wenigen Sekunden 
zwischen Beginn der F~rbung und Eintr i t t  des Zelltodes entstanden sind. Im 
Phako nimmt die Zelle eine messinggelbe Farbe an, sic sehrumpft und ersehwert 
damit die weitere Beurteilung. 

AO 1:10000. Die einzelnen Stadien der F~rbung folgen langsamer auf- 
einander und sind daher besser zu erkennen, insbesondere auch die Fluoehro- 
mierung der r. V. : Naehdem die ganze Zelle Grfinfluorescenz angenommen hat, 
ffillen sich plStzlich bisher leere Vacuolen, mit rotfluorescierendem Inhalt. Ein 
grfinfluorese~erendes l~bergangsstadium ist n~eht zu erkennen. Anscheinend 
kann die Bildung r. V. vor der der AO-Granula erfolgen. Wenn innerhalb leerer 
Vacuo]en im Phako Brownsche Molekularbewegung nachzuweisen war, so bleibt 
sic naeh Ubergang in Gelbf~rbung ( =  Rotfluorescenz) sehr oft erhalten, die 
ausffibrenden Teilchen sind infolge ihrer intens~veren Leuchtkraft  aueh weiter 
gut abgrenzbar. 

Anders vollzieht sich die Bildung der oben als Schollen bezeichneten Cyto- 
plasmaeinschlfisse : Sic entstehen ebenialls pl6tzlich, zeigen aber dann im Verlauf 
von einigen Minuten ein ]angsames Wachstum, bis sic bei einem Durchmesser 
yon etwa 4--5 # stehenbleiben. Dabei kann der Vacuolenbestand vom Beginn 
der F~rbung an vSllig unveri~ndert bleiben. 

In geeigneten Fiillen ls sich aber uuch die Entstehung der optiseh leeren 
Vacuolen selbst beobachten. Die GesamtzellgrSBe ~ndert sich dabei nicht. Es 
wurde aber berficksiehtigt, dab naeh Einstr6men yon Fliissigkeit unter das 
Deckglas abgeplattete Zellen in die runde Form zurfiekkehren, also seheinbar 
kleiner werden. Naeh Auflegen des Deckglases war hi~ufig zu beobaehten, wie im 
Cytoplasma, ohne erkennbare Beziehung zu einer priiexistierenden Struktur, 
plStzlich Hohlrs auftauehten. Zun~ehst immer rund, k6nnen sic ira Laufe 
yon Sekunden bis etwa 6 rain unter ~nderung ihrer Form anwachsen, bis sic 
auf einem sehr verschiedenen GrSBenniveau zu einem vorls St~llstand 
kommen. Selten kann man das rapide, fiber fast den gesamten Cytoplasmabereich 
sich erstreekende Anschwellen eines solehen Gebildes beobachten, und nur dann 
besteht der Eindruek gleichzeitiger Verdrs In Zellen mit solehen 
Riesenvaeuolen kann der in die Peripherie verdr~ngte Kern deutlieh pyknotiseh 
sein. Kleinere Vaeuolen mSgen sieh in unmittelbarer gegenseitiger Nachbar- 
sehaft bilden, bleiben aber stets selbst~ndig und versehmelzen nieht miteinander. 
Naeh Einsetzen der StrSmung nimmt der Druehmesser der Zellen und der 
Vacuolen ab. Bei kontrollierter Vitalf~rbung kann dieser an sieh ohne Mflieu- 
~nderung ablaufende Vorgang der Vaeuolenbildung unmittelbar yore F~rbe- 
prozel~ gefolgt sein. Die Aufeinanderiolge beider Ereignisse ist in der Abbildungs- 
serie (6a--d)  wiedergegeben. Sic zeigt in Abb. 6b neugebildete Vacuolen neben 
vorbestehenden (links am Bfldrand). Nach Eintreffen des AO-Gemisehes nehmen 
beide IIohlraumgruppen konzentrierten Farbstoff auf. Eine Vacuole am linken 

Bildrand bleibt leer. Der st/indige Weehsel yon flnoreseenz- nnd phasenkontrast- 
mikroskopisehen Betraehtungen ermSglieht die Analyse des Vorganges. 

Vacuolen dieser Art kSnnen eine gewisse Stabilitgt zeigen und bis zum Auftreten deutlicher 
Autolysezeichen mehr oder weniger ver~ndert erhalten bleiben. Andererseits werden sich 
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weitere Untersuchungen zur Morphologie des Zelltodes mit der iiberraschenden Tatsache 
zu befassen haben, dab selbst t~iesenvacuolen bei gleichzeitiger Zellschrumpfung wieder vSllig 
verschwinden k6nnen (nach mehreren Stunden bis Tagen). 

4. Kurzfristiges Einfrieren 
vitalgef~irbter Pr~iparate auf 
dem Gefiermikrotom. Setzt 
man AO-fluoehromierte Zellen 
ffir 1 min der Temperatur 
aus, bei der Gefriersehnitte 
angefertigt werden, so resul- 
tiert eine untersehiedslose 
Gr/influorescenz, die r. V. sind 
leer, die r. G. versehwinden, 
die Kerne von Tumorzellen 
sind nicht mehr homogen, 
sondern zeigcn deut]ieh die 
scholligen Chromatinstruk- 
turen wie nach Fixation ge- 
fs Pr~tparate. 

Ein/lu[3 mechanischer Fak- 
torch. Ubt man im Bereieh 
einer im Mikroskop einge- 
stellten Tumorzelle einen 
Druck auf das Deckglas aus, 
so l~il3t sieh der rotfluores- 
cierende Inhalt  der Vacuole 
auspressen. Die Vacuolen- 
wand erscheint naehher ge- 
falter und ihrer Spannung 
beraubt, der restliche Hohl- 
raum ist kleincr als vorher 
(Abb. 5a, b). 

Quantitative undqualitative Abb. 5. a Grol~e, rotfluoreseierencle Vacuole  in  e iner  

Veriinderungen der Erguflzellen Tmnorzel le .  K e r n  der oberen Zelle in  die Pe r ipher i e  ge- 
dr~ngt ,  b Die  gle iche Zel lgruppe,  Z u s t a n d  nach  D r u e k  auf  

im nau/e der lclinischen Be- das Deckg'las: Rotfluoreseenz geschwunden, tier Hohlraum 
handIung. Hier sei erw/thnt, k le ine r  geworden,  die Ze l lwan4 gefa l t e t  

dab bei 5 der eytostatisch 
behandelten und fiber mehrere Monate eytologiseh kontrollierten Patienten die 
Zahl tier Tumorzellen langsam abnahm. In  Pleuraergiissen, viel ausgeprs als 
im Ascites, kam es naeh der lokalen Injektion zu ihrem fast vollst/indigen Ver- 
schwinden. Lymphocyten in grSBerer oder gcringerer Zahl waren dann die einzigen 
noeh naehweisbaren Zellen. Die Kontrollen zuvor batten eine stetige Zunahme der 
leeren Vacuolen, spezie]l tier 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, dab die in~raplasmatisehe Konzentration des Farb- 
stoffes nieht nur zu roten Granula, sondern aueh zu feinen roten, strich/drmigen 



A b b .  6 a - - d .  D i e  E n t s t e h u n g  r o t f l u o r e s c i e r e n d e r  V a c u o l e n .  a T u m o r z e l l e  u n m i t t e l b a r  n a c h  A n -  
f e r t i g u n g  des  2 r g p a r a t e s .  b D i e  g l e i c h e  Ze l l e  w e n i g e  M i n u t e n  s p ~ t e r :  U b e r  d e m  K e r n  h a b e n  s i c h  
m e h r e r e  V a c u o l e n  g e b i l 4 e t .  B e w e g u n g s u n s c h / ~ r f e  a m  re .  R a n d  d e r  u n t e r e n  V a c u o l e .  ZunLtchs t  n o c h  
k e i n e  F l u o r e s c e n z .  c W e i t e r e  G e s t a l t ~ n d e r u n g  4 e r  V a c u o l e n .  N e u  g e b i l d e t e  k l e i n e ,  n i c h t f l u o r e s -  

c i e r e n d e  V ~ c u o l e n  i m  p e r i p h e r e n  C y t o p l a s m ~  
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G e b i l d e n  e r fo lg t .  B e i  K e r n s c h / i d i g u n g  (z. B.  K a r y o r r h e x i s )  i s t  d ie  F / i h i g k e i t  z u r  

F a r b s t o f f k o n z e n t r a t i o n  p r i n z i p i e l l  n o c h  e r h a l t c n ,  a b e t  i m m e r  s t a r k  v e r m i n d e r t ,  

o f t  j e d o c h  v611ig a u f g e h o b e n .  

Nach lokaler Behandlung ist die Reakt ion einzelner KSrperhShlen weitgehend unabhi~ngig 
voneinander;  wenn der beschriebene, dutch  alleinige Anwesenheit  yon Lymphocyten  ch~rak- 

Abb. 6 d 

Abb. 7 

Abb. 6d. Die gleiche Zelle im Fluoreseenzmikroskop. Die neug'ebildeten und auch einige tier pr~- 
existierenden Vacuolen zeigen l=totfluoreseenz. Nur ganz vereinzelt rote Granula in ihrer unmittel- 

baren Umgebung. Die Zelle oben re. enth/ilt wesentlieh mehr rote Granula 
Abb. 7. Metastasierendes OvariMeareinom. Pleuraergul~. Tumorzellverband mit zahlreichen rot- 

fluoreseierenden Vaeuolen. Nur wenig'e rotfluorescierende Granula 

terisierte Endzus tand  z. B. in einem Pleuraraum erreicht ist, k6nnen nach fortgeschrit tener 
Ne~asgasierung, etwa im Peri tonealraum, sich bildende Ergiisse das Bild einer vollkommen 
unbeeinflul3ten Vitalfi~rbung bieten. 

5. B e e i n f l u s s u n g  v i t a lge f i i rb t e r  E r g u l l z e l l e n  d u r c h  v e r s c h i e d e n e  L S s u n g e n :  

Aqua dest. D e r  Prozel~ l ~ u f t  s e h r  s c h n e l l  ~b.  Z u n ~ c h s t  b u c h t e t  s i ch  die  Zel l-  

m e m b r a n  a n  e i n e r  o d e r  m e h r e r e n  S t e l l e n  b l ~ s e n ~ r t i g  vor ,  o h n e  d a s  s t r u k t u r i e r t e  
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Cytoplasmaanteile in den frei werdenden Raum nachfolgen - -  der yon ZOLL~NGEg 
(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 durehsiehtiger 
gelb, bis sie pl6tzlieh ,,pla~zcn": Der Inhalt  f~rbt vorfibergehend teils die Um- 
gebung rot, tells kann or sich zu einigen rotfluoreseierenden Tropfen kondensieren, 
bis aueh diese nach etwa 30 sec verschwinden. Die Rotfluoresccnz wird nach 
wenigen Minnten yon einer diffusen Gr/influoreseenz abgelSst. Die Restvacuole 
ist kleiner, hSchstens gleich groB wie die r .V.  Anders verhalten sich die 1. V., 
sic schwellen an, /~ndern sich im fibrigen abet nicht mehr und sind auch nach 
oiner Viertelstunde noch scharf abgegrenzt erkennbar. Neue Vacuolen entstehen 
im Cytoplasma nicht. - -  Die Kerne, anfangs mit intensiver Gr/influorescenz 
nur im Bereich der Membran und des Nucleolus, zeigen im geschwollenen Zustand 
eine intensive, gleichm~Bige, homogen-milchigo Grtinfluorescenz. Dem entspricht 
im Phako der ,,tr/ibe Kerntyp"  naeh ZOLLI~GER. - -  Innerhalb leerer Vacuolen 
phagocytierte, rotfluorescierende Zellen nehmen an der Wasseraufnahme nicht 
toil, sic halten die Rotfluorescenz ls als alle anderen Strukturen. )lhnlich, 
nur langsamer, ist der Ablauf unter 0,5%igor NaC1. A]lerdings kSnnen flfissig- 
keitsreichere r .V.  noch naeh 1/2 Std nachweisbar sein. Die Potocytose-Blasen 
fluorescieren stets sehw~cher grfin als das Cytoplasma, sehr selten kSnnen sie in 
sich noch eine ro~fluoreseierende, viol h~ufiger eine optisch leere Vacuole ent- 
halten (Abb. 8a, b). 

10% NaCl. Schnelle und intensive Sehrumpfung, an der sieh alle Zellbestand- 
teile beteiligen. Im Phako kaum Einzelheiten unterscheidbar. 1%. V. sind in 
stark reduziertem Umfang im Phako mit intensiv gelber Farbe noch naeh 20 rain 
vorhanden, wenn andere rotfluoresciercnde Strukturen den FarbstoffiiberschuB 
schon abgogeben haben. 

Physiologische NaCl. Die Zellen sehrumpfen, allerdings ist das AusmaB, 
wegen der mit dem Flfissigkeitsstrom verbundenen Form~nderung (s. S. 318), 
schwer zu beurteilen; r. V. sind noch vorhanden, Tumorze]len halten sich ls 
als Makrophagen nnd besonders ais segmentkernige Leukocyten, die alsbald 
einen Umschlag der Kernfluorescenz aus Grfin in Rotorange zeigen. 

Anji~rben von Zellen mit AO 1:15000 in physiol. NaCl. Auch in eiweiBfreier 
Farbl6sung kommt es zur Ausbildung yon r. G. und r. V. Wieder ist zu erkennen, 
daB Makrophagen und segmentkernige Leukocyten, die in geringerem Umfang 
ebenfalls Granula gebildet hatten, sehon nach wenigen Minuten absterben, bzw. 
daB die Kerne yon Grfin- in Orangefluorescenz fibergehen. Alkohol 10% in 
physiol. NaC1 : Sehr langsam verlieren r. G. und r. V. ihre Rotf~rbung, es besteht 
der Eindruck, als werde der Farbstoff aus den Vacuolen ausgewaschen. In der 
grtinfluoresoierenden Zelle bleiben leere Hohlrs zurfick. 

Formo110 % in NaCl 0,85 % (p~ 6,4). Der Ablauf der Formolfixation erseheint 
besonders aufschluBreich. Nach Beginn der Schrumpfung dauert es etwa 30 sec, 
bis das Maximum der Schrumpiung erreicht ist. Nach den Erscheinnngen im 
Phako liegt eine ochre Schrumpfung, nicht nur eine Form/inderung, vor: Die 
Zellw~nde (Tumorzellen) werden eingefaltet, besonders deft, we nut  eine schmale 
Cytoplasmabriiclce die Zellmembran von einer schrump/enden Vacuole trennt. Die 
Strukturen werden starker lichtbrechend. Dann dehnt sich die Zelle langsam 
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wieder aus, die Randfalten gl/~tten sich, nach 1--ll/a Inin kann der alte Umfang 
wieder erreicht sein. Bis hier kein deutlicher Unterschied zwischen roter und 
leerer Vacuole. Etwa yon der 4. rain ab verschwinden die r. V. : Sic k6nnen 

Abb.  8a. Bronchialcarcinoln.  Asci tes tumorzel len.  Die Zel].gruppe enthiil t  alle in dieser Arbe i t  
besproehenen  Cy top la smas t ruk tu ren :  oben optisch leere Vaeuolen,  3 grol~e r . V .  Li.  Potocytot ische 
Blase, yon  einer  t ieferen Zellebene ~usgehend, Init  Welliger in tens iver  GrOnfluorescenz als die iYiasse 
des Cytoplasmas.  Scharf  abgegrenztes ,  rotf luorescierendes Area l  irn un t e r en  re. Quadr~nten .  

b Dieselbe Zelle i ln Phako  

pl6tzlich ihren Inhalt an die Umgebung abgeben, die dann kurze Zeit l~ot- 
fluorescenz zeigt. Andere, fiber 1/ingere Zeit resistente Vacuolen zeigen aber 
ein neues Ph~nomen: An der Vacuolenwand, meis~ in einem nahe der Zell- 
periphecie gelegenen Abschnibt, bilde$ sich plStzlich, etwa nach 5--10 rain, eine 
neue, optisch leere Vacuole, die den fluorescierenden Anteil langsam zurfick- 
dr~ngt. Eine scharfe Grenzlinie kann dann fiir einige Zeit unbeweglieh bleiben 
und ein Gleichgewicht zwischen beiden Teilen vermuten lassen; nach etwa 
10--15 rain verschwindet plStzlich die Grenzlinie. Unmittelbar anschliel3end 
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kann man in ihrer N~the, und zwar auf der zuvor optiseh leeren Seite, grobkSrnige, 
gelbliehe Niedersehl/~ge erkennen. Die vom Vaeuolenrand begrenzte Rotfluores- 
eenz geht vom Vaeuoleninhalt abgesehw/~eht anf ihre Umgebung fiber, die ffir 
kurze Zeit eine sehmutzige, rote Fluoreseenz, im Phako eine graugelbe Farbe 
zeigt. Ansehliegend an den plStzlichen Farbweehsel kann die jetzt  leere Vacuole 
wieder ansehwellen. Die 1. V. zeigen kein solehes Ph~nomen einer neuen Vaeuolen- 
entstehung. Sie nehmen nur an der Wiederausdehnung der Zelle teil. Naeh 
etwa 30 min ist ein - -  vielleieht nut  vorl/~ufig - -  stabiler Zustand erreicht, ins- 
gesamt ist der Zelldurehmesser jetzt geringer als vor Versuehsbeginn , die Vaeuolen 
sind absolut ebenfalls kleiner, ihre Relation zum Gesamtdurchmesser hat  abet 
zugenommen. 

Besonders resistent gegen Formol sind die als Schollen bezeiehneten, naeh 
AO-Fluoehromierung gebildeten Cytoplasmaeinsehlfisse: Unmittelbar naeh Be- 
ginn der Formoleinwirkung zeigen sie eine geringe, aber doeh deutliehe An- 
sehwellung. Sie erweisen sieh dann resistenter gegen Formol als alle anderen 
rotfluoreszierenden Strukturen. Naeh etwa 20 rain nur langsames Abblassen der 
Fluoreseenz, im Phako l~bergang in ein fahles Graugelb, naeh i Std ist im Cyto- 
plasma immer noeh ein blaBgelblieher, nieht vaeuol/~rer Verdiehtungsherd zu 
erkennen. 

1% Osmiumtetroxyd in physiol. 3/aCl. Die Vacuolen werden ganz pl6tzlieh, 
nach etwa 1 rain, entf/~rbt, ohne Ausbildung einer intracellul/iren Zwischen- 
membran. Danach lebhafte, lang anhaltende Brownsche Bewegung. Nach 
11]~--2 rain ist die Plasmafluorescenz gelSscht, im Hellfeld und Phako sieht man 
jetzt die br/~unliche Verfi~rbung durch Osmium. Die Kerne behalten die Fluores- 
cenz 1/~nger. 

Beein/lussung vitalge/iirbter Zellen durch andere Farbsto//e und Pharmaka. 
a) Janusgriin (,,Behringwerke", I. G. Farben Nr. 335016). Anf/~rben yon Ergu6 
mit einer Farbstoffmenge entsprechend einer Konzentration 1:10000. 3 min 
stehenlassen, ansch]iegend 1 Tropfen AO 1 : 100, Blaufi~rbung der Mitochondrien 
und Bildung r. V. ist innerhalb einer Zelle m6glich, allerdings in wesentlich ab- 
geschw~chtem Umfang. Sehr bald kann diffuse Grfinfluorescenz der manchmal 
auffallend ausgebreiteten, wie aufgeflossenen Zellen eintreten, oder es kann 
in gleich grog gebliebenen Zellen zu diffuser t~o~fluoreseenz des Plasmas koinmen. 

Eine sehr bemerkenswerte Beziehung besteht zwischen Janusgrfin und AO: 
Im Bereich der blaugef/~rbten Mitochondrien, die vorwiegend dem Kern eng 
anliegen, fehlt die Fluorescenz. Nach Exposition im BV-Licht sieht man im 
Phako das Verschwinden der Blauf/irbung, zugleich im Fluorescenzmikroskop 
den Beginn der Grfinfluorescenz. Auch wenn die Kerne das schwache Rosarot 
des Janusgrfins angenommen haben, ist ihre Griinfluorescenz nur gering. Nach 
Exposition im Tageslicht oder im BV ist der gleiche Farbaustausch nachweisbar. 
Vorf/~rbung mit Janusgriin 1:50 000: r. G. und r. V. vorhanden, Farbt6ne aber 
ebenfalls nicht so leuchtend wie nach typischer F~rbung. 

b) Trypa/lavin (Bayer) 1 : 100000. Starke, gleichm/igige Griinfluorescenz, viele 
Vacuolen bleiben leer, einige sind schwach milchig grfin. Im Plasma wenige 
lebhaft grfine K6rnchen, denen im Phako kleine graue Gebilde entsprechen. 
Der Vergleich ist erschwert, da nach Trypaflavinf/~rbung die Strukturen im 
Phako silbrig flimmern, starker lichtbrechend ver/~ndert und die Zellen auch 
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leieht gesehrumpft sind. Besonders sehnell treten Ver/~nderungen der Zellen 
i. S. der Potocytose ein. Die Blasen zeigen keine oder geringere Fluorescenz 
als ihre Umgebung. 

c) Neutralrot (Bayer). I. 1:10000, in NaCl sehwach grfingelbliehe Fluores- 
eenz, die unter BV-Exposition in ein grelles Grtin iibergeht. Einige Vaeuolen 
leer, einige mit intensiv sehwarzem Inhalt,  der beim Umsehalten in ttellfeld 
und Phako kirsehrote Farbe zeigt. Ebenso verhalten sieh feine K6rnehen im 
Cytoplasma. 

II .  1:15000, im Ergug/iberstand gel6st. Im Fluoreseenzlieht ein anderes 
Verhalten: ~Tieder der Umsehlag aus einer hier sehr sehwaehen Griingelb- 

Abb.  9. Gleicher Fal] wie Abb. 6. Neu t ra l ro t  1:15 000 in zellfreier Ergu•fliissigkeit gel.:  Grellgriine 
Fluorescenz yon Vacuolen u n d  groben  Granu la  naeh  BV-Exposi t ion  

fluorescenz in ein intensiveres Grfin. Zugleich treten iln ErgaB einer Patientin 
(M. M.) aber aueh feinere und gr6bere grellgrfine Tropfen im Cytoplasma auf, 
w~hrend sieh mehrere, zuvor leere Vaeuolen pl6tzlich mit einem grellgrfin- 
fluoreseierenden Inhalt fiillen (Abb. 9). In anderen Ergfissen war dieses Ph~nomen 
ebenfMls, aber weniger ausgepr~gt, nachzuweisen. Es ist dureh weitere BV- 
Beliehtung nieht mehr beeinfluBbar. Im Phako erseheinen die gr/inen Tr6pfehen 
grau, fl~issigkeitsreieh, die fluorescierenden Vacuolen sind yon den nieht fluores- 
cierenden nieht sieher zu differenzieren, insbesondere zeigen sie nicht die mit 
Fluorescenzl6sehung verbundene kirsehrote F~rbung. Neutralrot l~Bt stets den 
Kernbereich ungef~rbt und fluoreseenzfrei. 

Neutralrot, bzw. Trypaflavin, einem bereits AO-gef~rbten ErguB in ver- 
sehiedener Konzentration zugesetzt, beeintrs in Abh~ngigkeJt yon ihr die 
Intensit~t der Rotfluorescenz, Neutralrot starker als Trypaflavin, bis unter 
NeutrMroteinwirkung die Fluoreseenz rotleuchtender Strukturen auih6rt. In 
einem Gemisch yon AO und Evans Blue (1:10000) zeigen die vormMs roten 
Vaeuolen eine intensive, milehige Grfinfluorescenz. 

Dinitrophenol und Natriumacid beeintr~ehtigen die Granulabildung qu~n- 
ti tativ erst in relativ hohen Konzentrationen: 10 -3 tool (DNP), 5 • 10 ~ tool 
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(Na-Acid). Gleichzeitig kommt  es phasenoptisch zur Mitochondrienquellung und 
allgemein zur verstgrkten Wasseraufnahme in die Zelle. Die l0 -4 molare L5sung 
yon DNP ist auf die Granulabildung ohne Einflug. Der biologisehe p~-Bereich 
wurde durch Zugabe der eiweighaltigen Ergfisse, bzw. einer isotonischen Puffer- 
15sung nach C~ANC~ und I tnss  (1959) gewahrt. - -  Nach Suspension des Sediments 
vitalgef~rbter ErguBzellen in DNP 10 -3 tool in physiol. NaCi (p~ 4) wird die Rot- 
fluorescenz der Vacuolen mit  dem pl6tzlichen Ausfall einer feinkSrnigen, im 
Phako dunkelroten, kristallartigen, nichtfluorescierenden Granulation beendet, 
die nach mehreren Minuten verschwindet. I m  fibrigen entwickeln sich Ver~nde- 
rungen, die als Folge einer Si~ureeinwirkung zu erwarten sind. 

Dartiber hinaus fanden sich keine sicheren Unterschiede in den morphologischen Ver- 
~nderungen nach DNP und Natriumacid. Vielleicht ist DNP ein die Farbstoffkonzentration 
im Cytoplasma stgrker hemmendes Mittel als Natriumacid. 

Die Untersuchung der nach Fixation gefgrbten Priiparate iie~ der Erwartung gemg~ keine 
umschriebenen Ver~nderungen erkennen, die mit der zuvor abgelaufenen Vitalfgrbung in 
Beziehung zu bringen wgren. Friihere Untersuchungen (Z~IGER und SCHMIDT 1957, WITTn- 
KInD 1958a) natten gezeigt, dal3 es einer gewissen, hier nie erreichten Zeitspanne bedarf, 
bis die Nuc]eoproteid-AO-Verbindung vor allem durch Wasserentzug so gefestigt ist, dab 
sie den Fixations- und Fgrbeproze/~ iiberdauert. - -  Im Sudanschwarz-Prgparat erkennt man 
in Histiocyten grobe, in  vielen Tumorzellen feinere schwarze KSrnchen, die den phasen- 
mikroskopisch sichtbaren, nicht fluorescierenden, stark lichtbrechenden Granula entsprechen 
diirften. 

Die fibrigen F~rbungen brachten keine neuen oder in diesem Zusammenh~ng bedeutungs- 
vollen Ergebnisse. 

6. Beeinflussung vitalgef~irbter Zellen dureh Blauviolett-Lieht. Es wurde 
bereits crwi~hnt, dal~ die Entstehung yon roten Vacuolen schon durch kurze 
Expositionszeiten beeintr~chtigt wird. Nach 1~/2--2 rain Belichtung kann die 
Vacuolenffillung noch eintreten, es bleibt abet  dann bei einer milchigen Grfin- 
fluerescenz. Nach Beliehtung ausgebildeter r. V. geht das je nach Konzentrat ion 
der Farbstoffmenge leuchtende bis mat te  Rotorange in t in stumpfes Schwarzrot, 
schliel~lich in ein schwaches Griin fiber, welches allerdings nicht n~her zu be- 
zeichnen ist, da alle Zellen nach BV-Exposition eine milchige, kompakte  Grfin- 
fluorescenz zeigen, die sich aus dem reinen, durchsichtigen ,,Grasgrfin" ent- 
wickelt, welches frisch gef~rbte, in unveri~ndertem Medium verbliebene Zellen 
aufweisen. Die r. G. verlieren ihre Rotfluorescenz manchmal  frfiher, manchmal  
sparer als die r. V., am meisten resistent erweisen sich die roten Schollen. Die 
leeren Vacuolen bleiben unvergndert.  Sie nehmcn auch noch lange nach Ex- 
position keinen Farbstoff  auf. I m  Phako kann Gelbfi~rbung yon r. V. und r. G. 
noch erhalten sein, wenn im Fluoreseenzmikroskop der Rfickgang der l~ot- 
fluorescenz bereits fortgeschritten ist. 

If .  Besprechung der Ergebnisse 
Ffir die Beantwortung der Frage, welches Aussageverm6gen den hier mit- 

geteiltcn Ergebnissen hinsichtlich der Entstehung und gegenseitigen Beziehung 
intraplasmatischer t tohlrs  zukommt,  sind vor allem 2 Faktoren zu berfick- 
sichtigen: ni~mlich 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 rot]luorescierender Vacuolen 
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maggebenden Einflug haben mfissen. Das als Potoeytose bezeiehnete Phgnomen, 
nur in Gemeinsehaft mit  sehwerer Zellsehgdigung beobaehtet,  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 dcr optiseh leeren Vaeuolen. Einleitend war bereits die 
Auffassung mehrerer Autoren wiedergegeben worden, wonaeh akuter Q-Mangel  
fiber eine vermehrte F1/issigkeitsaufnahme zur Bildung seharf begrenzter, optisch 
leerer Vacuolen z .B.  in Leberzellen ftihrt. Es kann durehaus sein, dab die 
Vacuolenentstehung aueh dureh eine intraeellul/ire Wasserversehiebung gefSrdert 
wird, da mit  zunehmender Ann~herung an den isoelektrisehen Punkt,  infolge 
der Ans~uerung, das intracellnl/~re Eiweil~ Quellwasser freigibt (N~TT~I~ 1950). 

Es erseheint denkbar, dal~ die Sauerstoffmangelsituation in dem Moment gegeben ist, 
da sieh die Zelle ans dem Gewebsverband 15st, um in den ErguB iiberzutreten. Der Vergleich 
von Erguftzellen mit dem histologisehen Schnitt aus einer der betreffenden K6rperh6hle 
anliegenden Metastase zeigte, dag deren Tumorzellen praktiseh vacuolenfrei sind. Als wahr- 
seheinlich ist anzunehmen, dab die Sauerstoffversorgung im Ergul~ weniger gut ist als bei 
erhaltenem Ansehlug an das Gef~gsystem. Die Versorgung mit 02 und N~hrstoffen erfolgt 
jetzt nieht mehr dureh die Capillaren, sondern durch die den Ergug begrenzenden serSsen 
H~ute. Hinzu kommt ein ver/inderter Eiweiggehalt des Mediums; im Durehsehnitt etwa 
3% im Ergug gegeniiber demum das Doppelte h6heren im Blut. 

Die besonderen Lebensbedingungen in Tumorgeweben d/irften bei mangelnder 
Blutzufuhr den sehnellen Eintr i t t  der Nekrose und damit  das Ausbleiben eines 
Zwisehenstadiums bedingen, in welchem die unter  02-Mangel stehenden Tumor- 
zellen noch Vaeuolen zu bilden verm6ehten. AuI einer infolge des intensiven 
Stoffweehsels hSheren Empfindlichkeit gegeniiber ungeniigender Sauerstoff- 
zufuhr mag z. T. aueh beruhen, dug Tumorzellen im ErguB so viel mehr und so 
v M  gr6Bere Vaeuolen enthalten als normale Zellen, etwa die Pleuradeekzellen. 
Das ungleiche Ausmag der Vaeuolenbildung an den erw/~hnten Zellen steht viel- 
leieh~ in Beziehung zum Ausmag der in ihnen gegebenen versehieden intensiven 
Hemmung der 0xydat ion,  die ihrerseits zu dem Zei~raum Beziehung haben 
dfirfte, der zwisehen Ubertreten der Zelle aus dem Gewebsverband in die ErguB- 
Iliissigkeit und Entnahme der ErguBflfissigkeit liegt. Es ist in diesem Zusammen- 
hang zu beaehgen, dag die Zahl der Vaeuolen abnimmt,  wenn es, wie in 2 F/~llen 
deutlieh beobaehtet,  ohne Ausweehseln der Suspensionsfliissigkeit zur Zell- 
vermehrung in vitro kommt.  Das Absterben der Zellen naeh etwa 24 Std ge- 
sehieht dann ohne noehmalige Vaeuolenbildung. 

Sehwer zu beurteilen ist die sicher vermehrte VacuolenbiIdung wi~hrend der 
cytostatischen Behandlung. Es is~ dureh die Untersuehungen von t t o L z ~  (1956) 
u . a .  ja gesiehert, dal~ die Cytostatiea ebenfalls in die fermentat iven Prozesse 
eingreifen. Wenn die vermehrte Vaeuolenbildung unmittelbare Folge der Ein- 
wirkung eytostatiseher Substanzen w~re, ~ so lieBe sieh dieser Vorgang durehaus 
zu der ,,histotoxisehen I Iypoxydose"  (STRvGHOLD 1944, B t ~ C H ~  1957) in Be- 
ziehung setzen. Es ist aber aueh zu beriieksiehtigen, dag fast stets die lokale, 
besonders die intrapleurale Applikation ey~osta~iseher Substanzen zur Sehwarten- 
bildung ftihrt (K. H. B A v ~  1952), welehe vielleieht den Stoffaustauseh ersehwert. 
Wom6glieh erkl~ren sieh die mehrfaeh berichteten Erfolge yon lokaler eyto- 
statiseher Behandlnng z .T .  mit  einer solchen, nur mittelbaren Wirkung. Die 
Tatsaehe, dab in friseh hergestellten Pr/~paraten relativ hgufig Vaeuolenbildung 
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zu beobachten ist, kann mit einem pl6tzlich verst/~rktem Sauerstoffmangel, der 
vielMcht durch den Deckglasdruek vcrschgrft wird, erkl/irt warden. 

Bemerkenswert ist, auf welch verschiedenen Stufen die Vacuolenbildung stehen- 
bleiben kann: GroBe Gebilde und Blasen, die die ganze Zelle ausffillen und den 
Kern in die Peripherie verdr/ingen, wurden in ihrer stets raschen Bildung (s. auch 
TROWELL 1946) beobachtet. Zu beaehten ist auch die bei starker ,,blasiger 
Entar tung" des Cytoplasmas nieht seltene Kernpyknose. Fliegende l~berg/~nge 
zwischen ,,vaeuol~rer Degeneration" und ,,blasiger Entar tung" (B. FISCHER 1922), 
yon KETTLE~ zun/~ehst (1948) bezweifelt, sp/s (1952) yon ihm und anderen 
Autoren. (ATv.I~MA~N 1958a, b) als m6glieh angesehen, kommen also in Ergug- 
tumorzellen sieher vor. 

SchlieBlich ist noeh das Zunehmen der leeren Vacuolen in den Tumorzellen 
nach l~ngerem Aufbewahren zu erwghnen. Sieher ist hier eine weitere Beein- 
tr/ichtigung der Stoffweehselt/~tigkeit ursgehlich beteiligt. Diese mug aber wenig- 
stens teilweise erhalten sein, um eine l'Jberw~sserung der Zelle zu verhindern 
(LE F~Vl~E 1955). Die Aufbewahrung in vitro, aueh unter Beibehaltung des 
Suspensionsmiheus, mug ja sehon deshalb zu einer StSrung der Osmoregulation 
ffihren, weil das mangelnde Q-Angebot,  der fehlende Austausch yon N/~hr- 
stoffen gegen Schlackenstoffe, der Temperaturabfall neben der in diesen Ver- 
suchen nieht durchgefiihrten Anpassung des Ionenmiheus an in vitro-Bedingungen 
eine solche St6rung begiinstigen mfissen (AEBI 1951). 

Die Entstehung dieses Vaeuolentyps ist so ausffihrlich besproehen worden, 
um seine Eigenart gcgen/iber dem ,,Vacuom" im Sinne yon PA~AT (1928) hervor- 
zuheben. Das Vacuom, als klassisches Objekt der Vitalf/~rbung durch Neutralrot, 
hat enge Beziehungen zum Golgi-Apparat. Die Hohlr/s in Exsudatzellen 
haben diese Beziehung eben nicht. 

2. Zur Entstehung der rotfluoreseierenden Vacuolen, Einflull tier VitMNrbung. Es ist nun 
dus Problem zu behandeln, in welcher Weise sieh die Zellen anzupassen huben, wenn im Zuge 
der Vitalf~rbung die Farbstoff-Kationen die Zellmembran erreichen. Zahlreiehe Fuktoren, 
yon denen sieh viele in komplizierter Weise gegenseitig beeinflussen, sind hier zu berfick- 
siehtigen. Eine aueh nut ann~hernd vollst~ndige Besprechung ist abet unmSglieh, denn die 
Fortschritte der Zellphysiologie und Biochemie der letzten Juhrzehnte lussen erkennen, dug 
die VitMf~rbung zu sehr vielen und in wesentlichen Punkten oft noeh ungekl~rten Problemen 
dieser Forsehungsgebiete Beziehungen hat. Zu nennen sind insbesondere Zellpermeabilit~tt, 
Ionenaustuuseh, Nueleins~urestoffweehsel, der durch den Farbstoff verursaehte Eingriff in 
den Fermentapparut nieht nur des Zellinneren, sondern aueh der Zelloberfl/~che (I~oTgST~IN 
1954). Noch schwieriger ist die Aufgabe, die gegenseitige Beeinflussung der Vitalf/~rbung 
und der intraeellul/~ren Vaeuolenentstehung riehtig einzuseh~tzen. Die Diskussion mug sieh 
darauf beschr/~nken, nur die Schliisse zu ziehen, die ganz unmittelbar dutch die oben mit- 
geteilten Beobaehtungen als naheliegend erseheinen. Die Deutung wird duriiber hinaus 
ersehwert dutch die fast v611ige AussehMtung yon 3lab und Zuhl uus diesen Untersuchungen, 
die den sehnellen Abluuf von Reaktionen an lebenden Objekten zum Gegenstand huben. 

Trotzdem wird an der Auffassung festgehalten, die Vitalf/~rbung sei aueh 
heute noch eine der Methoden der Wahl zum Studium der Vacuolen (I-IovAss~ 
1956), um so mehr, als unsere Untersuehungen geeignet erscheinen, zu einem 
kritischen Einwand Stellung zu nehmen, mit dem der obengenannte Autor die 
anerkannte Brauchbarkeit der Vitalfgrbung sogleieh wieder einschr/~nkt; die 
Spezifit/~t bei Vacuolenanf~rbung sei deshalb nur begrenzt, well der Farbstoff, 
in diesem Zusammenhang das Neutralrot als Beispiel f/ir andere basisehe Farben, 
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n ich t  nur  das  Vacuom als vorgeb i lde te  Ze l l s t ruk tu r  f/~rbt, sondern  auch selbst  
neue , ,Vaeuolen"  bi ldet ,  deren  Gesamthe i t  Ct~nOrlS (1927, 1928) und  KEDROWSKI 
(1937, 1941) als K r i n o m  bezeiehnet  ha t t en .  - -  Das Acridinorange crseheint  f/Jr 
solche Un~ersuchungen ein besonders  geeigneter  Farbs tof f .  Vor  al lem erffillt  
er die F o r d e r u n g  yon  GICKLI~O~N (1931), m a n  solle in der  Vi ta l fg rbung  nur  auf 
phys ika l i seh-ehemisch  wohl  def inier te  Subs tanzen  zurfiekgreifen. 

Wesentlieh ist die Affinitgt des Farbstoffes zu den Nucleinsguren (GTss~ER 1949, 
SCI-IiJI~CII~fELFELDER 1948--1956, SC~i)~MELrELDER U. Mit~rb. 1957, 1958, v. BERTALANFFY 
und BICKIs 1956, ZEIGER U. Mitarb. 1951--1957). Seine relativ gute Vertr~glichkeit, die 
Beziehung zu den Nucleinsauren des Kerns, vor allem der Ribosenueleinsaure des Plasmas, 
weiter die MTglichkeit, den ,,Konzentrationseffekt" (ST~cGGER 1940) auszunutzen, also den 
Umschlag yon Griin- zu Rotfiuorescenz im Konzentrationsbereieh yon l:100, sind Eigen- 
sehaften, die ihm als Vitalfarbstoff zunehmende Beaehtung sichern (ZEmER U. Mitarb. 1951 
bis 1957, WEISI~IANN 1953, W~ISS~A~ und GILGEN 1956, WITTEKIND und VTL~ER 1957, 
WITT~J~I~D 1958~, b). 

Auf eine Eigensehaft sei noeh hingewiesen, die das AO mSglieherweise mit einem anderen 
basisehen Farbstoff, dem Thionin, teilt: Koc~ und EvANs (1956) fanden an Kaltbliiter- 
organen, dab Thionin in niedriger Konzentration das Eindringen yon Natrium in die Zelle 
behindert und dieses im Bereieh yon 10 a mol vSllig aufhebt. Die Abgabe von Na aus der 
Zelle bleibt unbeeintr/~chtigt. Die interessante Erscheinung wird mit einer StSrung der 
Affinitiit zwischen Na und seiner Tr~gersubstanz erkl~irt. - -  Sollte AO einen/~hnliehen Effekt 
haben, so kSnnte er vielleicht zur Erkl~irung der fehlenden Zellsehwellung naeh Fluochro- 
mierung beitragen. 

I m  R a h m e n  unserer  Frages te ] lung  erseheint  nun vor  al lem in teressant ,  in- 
wiefern dcr  AO-Vi ta l f~rbung  yon  Ergugze l len  E igena r t en  zukommen.  Man wird 
sie vor  a l lem in 2 Ums~/~nden sehen miissen:  1. Es h a t  sich beweisen lassen, 
dab  Vaeuolen,  die als morphologisehes  S u b s t r a t  einer  Zellsch/~digung - -  z. B. 
des Sauers tof fmangels  - -  anzusehen sind, bei  H in~ukommen  einer wei teren 
Sch/~digung - -  der  Vi ta l fa rbung  - -  dieser  gegenfiber eine Anpassung  vornehmen  
i n  dem Sinne, dab  sic ihre Funk t ion ,  Ausgl iederung yon  Fl i i ss igkei t  aus den 
Ze]lstruk~uren,  j e t z t  an dieser neugebi lde ten  Fl i i ss igkei t  aus~ben.  W a r  es zuers t  
Wasser ,  so is t  es j e t z t  die AO-LTsung.  Die N a t u r  dieser AO-LTsung f i ihr t  uns 
abe t  zu dem wei teren  AnlaB, in d iesem Zusa mme nha ng  yon e inem Sonderfa l l  
der  Vitalf/~rbung zu spreehen : AuI  Grund  der  e rwghnten  phys ika l i sch-chemisehen  
E igena r t  des Fa rbs to f fes  is t  sieher, dal3 die Rotf luorescenz der  Vacuolen auf  
seine K o n z e n t r a t i o n  in d iesem Bereich hinweist .  Die K o n z e n t r a t i o n s M s t u n g  
wurde  v o n d e r  Gesamthe i t  der  lebcnden Zelle durchgeff ihr t ,  da  hier  der  Einfiul3 
eincr besonderen,  an  die Vacuole gebundenen  Struk~ur,  des Golg i -Appara tes ,  
n ieht  zur  Diskuss ion s teht .  

Es bes t eh t  also ein K o n z e n t r a t i o n s g r a d i e n t  v o n d e r  Vacuole zum umgebendcn  
Cytop lasma,  und  es I rag t  sieh, wodureh  er gebi ldet  und  auf rech te rha l t en  wird.  
E in  S u b s t r a t  m u g  vo rhanden  sein, an welches der  Fa rbs to f f  gebunden  ist ,  denn  
schon aus Grf indcn des Ionengle ichgewichtes  is t  undenkba r ,  dal~ die Vacuole  
eine reine, hochkonzen t r i e r t e  LTsung yon  AO in Wasse r  speiehert .  

Fraglieh ist die MTgliehkeit eines Vergleiehes mit der Rotfluoreseenz pflanzlieher Vaeuolen 
(HO~'L?z~ 1947), da ja im animalisehen Bereieh der stets Ms Kation vorliegende Farbstoff 
jede Membran ohne Sehwierigkeit permeiert. Keinesfalls wirken die hier diskutierten Vaeuolen 
als ,,Ionenfalle" im Sinne I-I6sLE~S. 

Unsere  Un te r suehungen  lassen den Sehlug zu, dab  der  I n h a l t  der  r. V. eiweifi- 
haltig is t ,  und  sic lassen insbesondere  ve rmuten ,  dag  eine Nueleopro te id-AO-  

23* 
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Verbindung vorliegt. Anlsl3 ftir diese histochemisch unbewiesene Annshme is~ zu- 
n~chs~ die Beobschtung, ds~ i .a .  eine Beziehung besteht zwischen der An- 
wesenhei~ r. V. und der Bildung r. G. im Cytoplasms. An diesen Grsnula is~ sber 
der histochemische Nucleins~urenschweis gelungen (ZEIG~I~ und SCI~MIDT 1957, 
WITTEKIND 1958s). - -  Entweder fehlen i. s. die r. G. in Zellen mit r. V., oder sie 
sind in ihrer unmittelbsren Nachbsrschaft vermindert. Die Annshme lieg~ nshe, 
dsI3 die Zelle mit geringerem Energieaufwsnd die bereits vorhsndenen Vscuolen 
f/ilR, sls den Fsrbs~off an verschiedenen Orten in der Nucleoproteid-AO-Ver- 
bindung auszusondern. Der letztere Vorgsng, die Krinombildung nsch CHnoPI~, 
steht also nicht, wie yon HOVASSE sngenommen, im Gegensstz zu jeder Funktion 
des ,,Vscuoms", sondern beide, Vacuolenfiillung und Krinombildung, sind, 
wenigstens in dem hier beobschteten speziellen Fall, die morphotogischen An- 
zeichen f/Jr die F/thigkeit lebender Zellen, dss gleiche Ergebnis, n~tmlich die 
Befreinng der 8trukturen yon schadlichen oder im Uberflul3 vorhsndenen Sub- 
stsnzen, suf verschiedenem Wege zu erreichen. 

Auch ohne diese Argumentation mit der ~opographisehen Beziehung zwisehen Krinom- 
bildung nnd Lage der roten Vaeuolen ist wahrscheinlich, dab stets der gleiche, yon ALTMA~r162 
(1955) beschriebene Vorgang bei der A0-Fluoehromierung lebender Zellen ablguft, ngmlich 
,,einmal die Fixierung des Farbstoffes an den Nncleoproteiden und deren rein passive, einer 
Praeipitation vergleichbaren Alteration, zum anderen die Segregation und Konzentration 
dieser Verbindung infolge einer aktiven Leistung der lebenden Zelle, die als eine Art Schutz- 
maftnahme ein Fortwirken und ein weiteres Ausbreiten des sehgdigenden Stoffes einzud~mmen 
und zu verhindern vermag". 

Bemerkenswer~ verschieden mul~ der Wsssergehslt in Krinomgrsnula einer- 
seits, den r. V. sndererseits sein. Nimm~ man n~mlieh an, dab die Zelle stets 
nur eine bestimmte Menge Substrat zur AO-Bindung und -Konzentrs~ion frei- 
stellen kann, so verteilt sie sich im Fslle der Vacuolenftillung ja suf einen ungleich 
gr6~eren Rsum. 

Diese begriindete Annshme nun, dsl3 die optisch leeren ,,Abscheidungs- 
vscuolen" eine Nucleoproteid-AO-Verbindung aufnehmen, l~B~ die Eigenart der 
Vitslf~trbung vacuo'_enhsl~iger Ergul~zellen such dsrin sehen, dsl~ eben eine eiweifl- 
haltige L6sung in die Vacuolen sezerniert wird. Erst unl~ngst hatte I~OTHSTEI1X 
(1954) die Annahme sls ,,unrealistisch" bezeichnet, Proteinmolekiile k6nnten 
einfach dnrch die Zellmembran diffundieren. Eine Membran grenzt aber sicher 
die leeren Vscuolen vom umgebenden Cytoplasms sb, daffir spricht sllein die 
Tatsache, dsi~ TROWELL (1946) die Vacuolen such nsch dem Zellzerfsll erhalten 
fand. Die begriindete Wahrscheinlichkeit, dal~ r .V. such Eiweil~ enthalten, 
m6chte andererseits gegen den tt intergrund neuerer Arbeiten sls nicht besonders 
suffallend erscheinen. 

Bereits PlCgOTKA (1942) hatte manche Leberzellvacuolen Ms schwach eosinf~rbbar ge- 
funden, TROW]~LL (1946) weist auf das mSgliche Vorhandensein eines eiwei{~haltigen Vacuolen- 
inhaltes hin, sehliel31ieh grenzten DO~IAO~ und WnI~BRE~ (1952) die nuch partieller Ektomie 
der Rattenleber entstandenen eiweil~haltigen Cytoplasmaeinsehlfisse deutlich yon den aus 
hypoxgmischer Ursache entstandenen optisch leeren Vacuolen ab. An eiwei~haltigen Tropfen 
kommt es zu einer deutlichen Konzentration yon Evans Blue. In spgteren Arbeiten yon 
FlSCHS~ und FlSe~]~ 1954, ATEI~MANN 1958~, b wird ein grunds~tzlicher Unterschied 
zwischen eiwei~freien und eiwei~haltigen Vaeuolen nicht mehr aufreehterhalten. 

Eine solche Abgrenzung kSnnte in der Tat unn6tig erscheinen, ds ja auch die 
bier diskutierten cytoplssmatischen Hohlrs suf untersehiedliehe Eiweil3- 
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gehalte, damit auf flieBende Uberg/inge zu v611ig eiweil]freien Vacuolen sehlieBen 
lassen. Es bleibt aber doeh weiterhin problematisch, wie groBmolekulare Sub- 
stanzen, eben etwa EiweiB oder das yon A T ~ g ~ A ~  (1958b) verwendete Dextran, 
die Membran einer vorgebildeten Vacuole passieren. SchlieBlieh spreehen die Er- 
gebnisse versehiedener Arbeiten und auch die der AO-Vitaff/~rbung - -  Krinom- 
bildung und Vaeuolenf/illung - -  ffir die Annahme, dab der Ablagerungsmodus yon 
derjenigen Substanz entspreehend beeinfluBt wird, die zun/~chst im l~bersehuB 
vorhanden ist; handelt es sieh um EiweiG, so werden ,,hyaline Tropfen" gebildet, 
als die man wohl die yon DO~IACI{ und W~I~BaEN (1952) nach partieller Hepat- 
ektomie beobachteten Gebilde ansehen kann; aueh die Entstehung der zuvor be- 
schriebenen AO-,,Sehollen" und der Krinom-Granula beruht auf der Konden- 
sation einer Flfissigkeit, die sehon ~grimi~r eiweiBhaltig war, im Gegensatz zu dem 
zuniichst sieher stets w/~Brigen Inhalt  der auf Grund yon Hypoxydose cntstan- 
denen Vacuolen. Wahrscheinlich ist eben, dal] man sich die Zellmembranen nieht 
als stets kontinuierliche, starr permeable Membranen vorstellen muB. Dagegen 
sprechen unter anderen auch die Beobaehtungcn, dab 01tropfen (CHAMB~gS 1935) 
die ZeUmembran yon innen nach auBen, EiweiBtropfen sie bei ,,Pinocytosis" 
(H. LEwIs) in umgekehrtcr l%iehtung passieren k6nnen, und schlieBlich, dab 
sieh innerhalb der Vaeuolen so oft phagoeytierte Zellen linden (Abb. 4). 

Unsere Untersuehungen haben eine sichere morphologische Beziehung zu den yon LEWIS 
(1931) an Makrophagen in Gewebekulturen entdeekten und u. a. vom Holtersehen Arbeitskreis 
(HoLT]~ und MARSHALL 1954, CltAPI~fAN-AI~DRESEN und HOLTER 1955, CHAPMAN-ANDRESEN 
1957, HOLTEI% 1959) an Am6ben eingehend studierten Phanomen der Pinocytose nicht er- 
kennen lassen. Die unverandert abgertmdete Tumorzelloberflache wahrend der Vacuolen- 
entstehung spricht auch nicht ftir einen gruadsatzlich ahnlichen Wfl'kungsmeehanismus. 

Die Versuche zeigten, wie sehnell die Rotfluorescenz der leeren Vacuolen ein- 
tritt, und auBerdem, dab sie erst dann eintritt, wenn die Gesamtheit der zu- 
gehSrigen Zelle grfinfluoresciert, die Voraussetzungen fiir einen intraplasmatischen 
Farbstofftransport zur Vacuole also gegeben sind. Wiirden die praformierten 
Vacuolen auch schon eine pr~formierte, f~rbbare Substanz enthalten, oder ware 
der yon manehen Vacuolen bckannte niedrige pH-Wert (PAgAT 1928) f/ir die 
Anreicherung yon allein maBgeblicher Bedeutung, so k6nnten besonders exponiert 
liegende Vacuolen auch vor der fibrigen Zellen Rotfluoreseenz annehmen. 

W/~hrend nun der Modus der bemerkenswert sehnellen F/illung der Vacuolen 
durch die Nucleoproteid-AO-Verbindung als ungekl/trt bezeichnet werden mull, 
so erweist sich dann die Vacuolenwand als f/ihig, den neu aufgenommenen Inhalt  
zu bewahren, wie es bei einer eiweiBhaltigen F1/issigke[t zu erwarten ist. Ebenso 
ungel6st ist das im Prinzip &hnliche l~roblem, in welcher Weise yon den Protozoen 
die Fermente, also EiweiBe, in die Nahrungsvacuolen abgegeben werden (KIT- 
CHINO 1956). 

Es wird einger~umt, dab die Definition des Inhaltes rotfluoreseierender Vacuolen als 
einer ,,Acridinorange-Nueleoproteidverbindung" ungenau ist und zu theoretischen Bedenken 
AnlaB geben kann. So darf angenommen werden, dab am Zustandekommen der l%otfluoreseenz 
auBer der sa]zartigen Bindung auch Adsorptionsvorg~nge betefligt sind. Eine exakte physi- 
kalisch-chemische Definition des Vacuoleninhaltes wird aber noeh 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 sieh kein Anhaltspunkt ftir die Anwesenheit 
anderer Tr/igersubstanzen in den Vakuolen gefunden, welche ebenso wie Nucleoproteidver- 
bindungen die gegenseitige Weehselwirkung yon Farbstoffionen nach Adsorption und Ladungs- 
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neutralisation zur Metaehromasieentstehung erlauben wfirden (s. hierzu SOHEIBE und ZA~CK~R 
1957). In den Rahmen der Diskussion um den Vakuoleninhalt gehSrt noeh der Hinweis auf 
die wiehtigen Arbeiten yon DUSTIN jr. (1957), der auf Grund yon Untersuchungen mit Neutral- 
rot die Anwesenheit basophfler - -  NS-haltiger - -  Substanzen im CytopIasma sogar als Vor- 
aussetzung zur Vitalf&rbung yon Cytoplasmavakuolen ansieht. Allerdings berfieksiehtigt er 
nicht die Probleme, die sich mit der Annahme verbinden, jene unabh~ngig veto Golgi-Apparat, 
etwa naeh Einwirkung yon Ammoniumsa]zen, entstandenen Vakuolen kSnnten eiweiShaltig 
sein. Die Gleiehsetzung yon Vakuolen versehiedener Herkunfg mi~ dem Krinom i. S. C~o- 
PI~s (1927) auf Grund der Untersuchungen DcsTI~s an kernhaltigen Erythroeyten und 
Retieulocyten kann im fibrigen in dieser Absolutheit fiir die hier besprochenen Zellen nieht 
anerkannt werden. 

Die wechselweise Beobachtung im Phasenkontrast- und Fluorescenzmikroskop 
lehrt, dab im einzelnen die Zusammensetzung des fluorescierenden Vacuolen- 
inhaltes erheblichen Schwankungen unterliegen mul~: Zun&chsg weist darauf der 
Umschlag yon einer phasenoptisch nicht erkennbaren Griinfluorescenz bei sehr 
niedriger," in Rotfluorescenz bei hSherer Farbstoffdosierung bin. Aber auch 
innerhalb der l~otfluorescenz bestehen quantitative, mit objektiven Mef3methoden 
kaum faBbare Unterschiede, die Lhre Entsprechung im Phasenmikroskop haben: 
yon eJner schwachen, schleierartigen Rotfluorescenz in vielen frisch aufgeffillten 
Vacuolen, mit kaum angedeuteter Gelbf&rbung im Phako, bis zu intensivem, 
lackartigen Rotleuchten, das mit einer starken Gelbf/~rbung im Phako bzw. 
Hellfeld einhergeht. Diesem Farbwechsel entsprechen mit Sicherheit Unter- 
schiede in der AO-Konzentration, wahrscheinlich aber auch Unterschiede ira 
EiweiSgehalt. In  manchen r. V. muB der Wassergehalt noch sehr hoch sein, wie 
man aus der oft zu beobachtenden lebhaften Brownschen Bewegung yon ebenfalls 
rotfluorescierenden Teilchen schlieBen kann. Prinzipiell diirfte mSglich sein, den 
EiweiBgehalt solcher Vacuolen ungefghr zu bestimmen. 

Vorversuche sind unternommen worden: Vitalgefarbte Ergu~zelten wurden in einer 
20%igen isotonisehen LSsung yon Rinderalbumin suspendiert. Darin zeigten aus der Zelle 
austretende, an das umgebende Medium unmittelbar angrenzende r. V. negativen Phasen- 
kontrast als Zeiehen dafiir (BAR~I~, Ross und TxxczY~ 1953, BxaEI~ und Jos~P~ 1954, 1955), 
dab der EiweiBgehalt des umgebenden Mediums erwartungsgem~l~ hSher war. Mit einer 
entsprechenden Anpassung des Albumingehaltes wird man ungefghre Gleichheit der 
Brechungsindices der zu testenden Innen- mit der AuBenlSsung erreiehen kSnnen. 

Dem ~Formolversuch kommt ffir die Beurteilung der Vacuolenmembran und 
dem yon ihr eingeschlossenen Inhalt  besondere Bedeutung zu. Auf die Art, 
wie das Formol lebende Zellen fixiert, haben eine Ffille chemischer und physi- 
kalischer Faktoren Einflug, die erst unl/~ngst yon CP, AWFORD und BAi~ER (1951) 
anl/~glich ihrer kontrollierten Fixationsversuche an lebenden Kaltblfiterzellen 
analysiert worden sind: Reaktionen zwischen Formaldehyd sowie Amino-, 
Imino-, Sulphydi'il- und anderen Gruppen der Aminos/~uren, Reduktionsverm6gen, 
osmotisehe Eifekte, Einflug des Salzgehaltes der LSsungen, Ver/~nderungen der 
Membranpermeabilit/~t u. a. 

Es erscheint gerechtfertigt, wenn sich eine kurze Besprechung des Versuches 
der kontrollierten Fixation vitalgef/s Zellen auf Hinweiso zur Beeinflussung 
des osmotischen Gleichgewichtes und der Permeabflit/~t beschr/~nkt, denn die 
schnell bis zu einem Endstadium der diffusen Grfinfluorescenz ablaufenden Vor- 
g/inge dfirften in der Itauptsache yon diesen beiden Faktoren beeinflul~t sein. Die 
starke J_nitiale Schrumpfung der Zellen innerhalb 20--30 sec nach Kontakt  mit 
Formol in physiol. NaC1 stimmt gut mit den fast gleichen, yon CnAwro~9 und 



Intraplasmatisehe Vaeuolenbildung in ]ebenden Tumorzellen 333 

BARER an Schneekenam5boeyten ermittelten Zeiten /iberein. Die Auffassung 
dieser Autoren diirfte zu Recht bestehen, dab die Zellen zun/~chst impermeabel 
ftir Formol sind und dab w~hrend dieser kurzen Zeitspanne Wasser die Zelle 
verl~gt. An diescm 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 weleher Weise er schlieBlich gebrochen wird: 
Die Entstehung einer optiseh leeren Vacuole nach 4--15 rain innerhalb der 
prgexistierenden r. V. muB ein postmortales Ereignis sein. Zur Erklgrung wird 
man komplizierte Ionenaustauschvorgs heranziehen m/issen, die weiterer 
Erforschung bed/irfen. Wie man das pl6tzliche Auftreten yon KSrnchen nahe 
der intravacuol/tren Grenzlinie (S. 323) zu erklgren hat, wird weitgehend vom 
Inhalt  der neugebfldeten Vacuole abh/~ngen. Wahrscheinlich ist, dab sie Formol 
enth~lt. Ber/icksichtigt man, dal3 die rote Vacuole unter Spannung steht - -  auch 
der Deckglasdruckversuch weist darauf hin - -  so erscheint m6glich, dab nach 
EinreiBen der intravacuols Grenzmembran zwischen fluoreseierendem und 
neugebildetem, optisch leerem Anteil, fluorescierender - -  eiweiBhaltigcr - -  Inhalt  
in die neugebfldete, formolhaltige Vacuole geprel~t und dort augenblieklich 
prgcipitiert wird. 

MSglich ist aber aueh, dab nur scheinbar eine Vaeuolenneubildung vorliegt, denkbar 
w~re, dab lediglich eine Ansammlung yon Formol zwisehen Cytoplasma und Vacuolen- 
membran vorliegt. DaB dieser Austauseh mit vom umgebenden Plasma abh~ngig ist, zeigen 
die Versuche mit Formol in Aqua dest. Fraglieh b]eibt aber dann, weshalb es einer solchen 
umschriebenen Ansamm]ung des Formols bedart. Die r. V. kSnnte ja bereits in dem Moment 
anschwellen, da sie allseitig von Formol umgeben ist. Nieht unmSglieh erscheint, dab dieser 
Vorgang zu dem als Potocytose bezeichneten Beziehung hat, nur miiBte man annehmen, 
dab hier die Blasenbfldung an einer inneren Zelloberfl~che erfolgt ist. Immerhin hatten 
C~AWFORD und B~E~ (1951) in Salamanderspermatogonien noch viele Stunden naeh 
Immersion in 1%igem Formaldehyd das Auftreten yon Blasen beobachtet. - -  lJberrasehend 
ist, dab nach dem plStzliehen AusflieBen des rotfluorescierenden Inhaltes die jetzt optiseh 
leeren Vacuolen nochmals anschwellen kSnnen. 

Die Formolversuche haben im fibrigen in diesem Aufkl/~rungsmodus der r. V. 
einen weiteren Unterschied zwischen ihnen und den leeren Vacuolen erkennen 
]assen, der allerdings erst dann deutlich wurde, als das Formaldehyd in isotoni- 
scher LSsung angeboten wurde. (Die Problematik des Begriffes Isotonie, einer 
absterbenden Zelle gegenfiber, sei hier nur angedeutet.) - -  Die StSrung des 
osmotischen Gleichgewichtes dureh Aqua dest. und hypotonische L6sungen ist 
so stark, dab sie die Eigenart der Testsubstanzen /iberlagert, was sieh auch bei 
Anwendung etwa yon Dinitrophenol zeigt, so dab 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 naeh Anwendung yon ]0%igem Formol in Aqua dest. 
nachweisbare Membran um die optisch leeren Vaeuolen, die sieh vom umgebenden 
Cytoplasma abhebt und wahrscheinlich nach Permeation der Membran durch 
Formol wieder an dieses anlagern k6nnen. 

Die Fixationsversuche wurden nicht prims mit der Absicht unternommen, 
den grunds/itzlichen Wirkungsmodus verschiedener Fixantien zu untersuchen. 
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Immerhin  1/~gt das sehr verschiedene Verhalten der Vaeuolen gegenfiber Formol, 
Osmium und Alkohol in dieser tIinsieht interessante Vermutungen zu; es zeigt 
demnaeh, dab es nnmSglich ist, diesen und wohl aueh anderen fl/issigen 
Vacuoleninhalt ffir histoehemisehe Untersnehnngen naeh Fixation und F~rbung 
zu bewahren. 

Vollkommen ungeklgrt bleibt noeh, ob fiberhaupt nnd gegebenenfMls welche 
Gesetzmagigkeiten den f$bergang in t%otfluoreseenz einiger und das Freibleiben 
anderer Vaeuolen leiten. Sieher n immt im Laufe eytostatiseher Behandlung 
allgemein die Zahl der roten Vaeuolen ab, diejenige der leerert zu, wahr- 
seheinlieh infolge tiefgreifender StSrungen im submikroskopisehen Struktur- 
bereieh. 

Es ist selbstverst/indlieh, dag die Membran leerer Vaeuolen an sieh ebenso 
durehg/~ngig ist wie die der rotfluoreseierenden, denn anders ware die intensive 
Fluoreseenz der in ,,leeren" Vaeuolen liegenden phagoeytierten Zellen nieht 
erklgrbar. Allein diese Tatsaehe zeigt, daft die Permeation allein des AO dureh 
die Vaeuolenwand ffir das Zustandekommen der Rotfluoreseenz nieht genfigt, 
da dann eben ein Substrat  fehlt, an das der Farbstoff  gebunden wird. Die 
Gesamtheit  der hier diskutierten Befunde bestgtigt die naeh Untersuchung 
yon Lenkoeytenvaeuolen gebildete Anffassung RICgTE~s (1955), der Vacuolen- 
membran  m/il3ten andere Permeabili ts znkommen als der 
~uBeren Zellmembran. 

Zur Anwendung anderer Farbsto//e und verschiedener Zellgi/te. lgeutralrot und 
AO zeigen nieht nur in der Krinombildung, sondern auch gegenfiber optisch 
leeren Vacuolen ein ghnliches, a]lerdings durchaus nicht gleiches Verhalten. Nur 
zwei Beobaehtungen zur Erg/~nzung der Kenntnis des Neutralroteffektes werden 
erw~hnt, die umfangreiehen Erfahrungen aus der Botanik fiber Neutralrot  als 
Vitalfarbstoff (ST~uCCER 1940, TOTH 1951 u. a.) mfissen hier unerw~hnt bleiben. 
I m  animalisehen Bereich zeigt Neutralrot  offenbar andere Fluoreseenzeigen- 
sehaften. 

1. J~hnlieh wie mit  AO hat ten sieh einige Vacuolen mit  Neutralrot  geffillt, 
manche waren leer geblieben. Anch das Neutralrot  wird offenbar konzentriert,  
es zeigt dann im Itellfeld eine mattkirschrote Farbe. In  diesem Bereieh ist dann 
aber lceine Fluorescenz naehweisbar (Phgnomen der Fluoreseenzeigenl6schung 
- - F O ~ s T E ~  1951, ])~, L~RMA 1958). Die neutralrot  geffillten Vaeuolen zeigen 
bei Lichteinwirkung verschiedener Wellenl~nge die gleiche gesistenz wie die 
Neutralrotgranula,  die Bestandteile des Krinoms sind. Hinsieht]ieh der Be- 
ziehung zwischen Krinom und Vacuole dfirfte eine Parallele zu der zwisehen 
AO und Neutralrot  bestehen. 

2. Bemerkenswert sind die Fluoreseenzeigenschaften des Neutralrotes in geringer Do- 
sierung. Bei allen Konzen~rationen war der von STRUGGER an Ptlanzenzellen bereits be- 
schriebene Fluorescenziibergang yon Gelborange in Griin zu beobachten. STRUGG~.R hatte 
die Auffassung vertreten, der Farbstoff gehe unter dem Einflug des UV-Lichtes aus dem 
ionalen Zustand in den molekularen fiber. - -  l'~berrasehend war aber das Auftreten grellgriiner 
Kdrnchen im Cytoplasma sowie die Tatsache, daft in manchen Vacuolen erst nach UV-Licht 
plStzlieh ein intensiv griinfluoreseierender Inhalt siehtbar wird, und weiter, dal~ hier die 
Ergtisse verschiedener Patienten ein quantitativ besonders stark differentes Verhalten zeigen. 
Es is~ noeh ungewiB, wiewei~5 dieses Ph~nomen mit den oben besproehenen Grundztigen der 
VitMfgrbung verwandt ist. Zweifellos verdient es aber besonderes Interesse. 
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Janusgriin. Die Reakt ion  der Zelle gegenfiber AO naeh der Einwirkung 
yon  Janusgr i in  best~tigt, dalB dieses die Mitoehondrien nicht  nur  farbt,  sondern 
auch in ihrer Funk t ion  beeintr~ehtigt,  und  aulBerdem, dal~ die erhaltene ~ i to -  
chondrienfunktion,  sowohl ftir Kr inombi ldung als auch fiir Vacuolenfiillung Vor- 
aussetzung ist. Die abgestufte Abnahme  der Fluoreseenzintensit/~t yon  Granula 
und Vacuolen l~t~t die Vermutung  zu, dalB aueh quant i ta t ive  Beziehungen 
zwischen Ausma• der Mitoehondrienbloekade und Umfang  des intracellul/~ren 
Farbs toff t ranspor tes  bestehen. Von Interesse, auch in histoehemiseher Beziehung, 
ist die Aufhebung des fluorescenzlSschenden Effektes yon  Janusgr~in bei seinem 
~bergang  in die f~rblose Leukoform unter  EinflulB des Lichtes. 

Bereits I)BAWEBT (1953, zit. nach HAB~IS 1957) hatte auf das Fehlen yon Fluorescenz- 
erscheinungen an mit Janusgrtin blaugef~rbten Pflanzenmitoehondrien hingewiesen. Vielleieht 
gibt der Farbstoff naeh ]3berfiihrung in das reduzierte, lipoidl6sliche Leukodi~thylsafranin 
solche ttaftpunkte frei, die aueh yore AO ben6tigt werden: Janusgriin B bildet mit Amino- 
s~uren und denaturierten Proteinen unlSsliche Komplexe. - -  Auch hier erscheinen weitere 
histochemische Untersuchungen ~ngezeigt. 

Die Versuche mit  Dinitrophenol und Natriumacid sind mit  besonders grolBer 
Vorsicht zu beurteilen; sie haben lediglieh orientierenden Charakter  und  wurden 
zun~chst nur  mit  der allgemeinen Absieht un te rnommen,  nach Beziehungen 
zwischen einer StSrung der energieliefernden Prozesse in den Zellen und  dem 
Ablauf  der Vitalf~rbung zu suchen. 

An  den zun~ehst nur  orientierenden Versuchen mit  Dini trophenol  (Ent- 
kopplung der A t m u n g  yon  der Bildung energiereicher Phosphate ,  LooMIs und  
LIP~A~ 1948) ist die hohe Konzent ra t ion  bemerkenswert ,  die notwendig ist, um 
den ProzeB der Granulabildung deutich zu hemmen.  Eine Beeintr~chtigung der 
VitMf/~rbung dureh Mitochondrienblockade spricht lediglich f f r  die Notwendig- 
keit energieliefernder Prozesse im t%ahmen der Vitalfarbung, ohne dalB man bier 
eine besondere , ,Assoziation" der Mitochondrien im Sinne DA~I~LLIs (1954) zu 
diesen Vaeuolen anzunehmen hatte.  - -  Die eigenartige Bildung passagerer to ter  
Kristalle im Bereieh yon  r. V. (DNP in physiol. NaC1) ist interessant.  

Abschlie~end mulB noeh das Ph~nomen der Potocytose gewfirdigt und  zu den 
besprochenen intraplasmatisehen St rukturen  in Beziehung gesetzt  werden:  

Potoeytosis, yon ZOLLI~GEB (1948) definiert Ms der ProzeB, weleher in Gewebszellen 
nach ihrer Suspension in fliissigen Medien sichtbare Blasen entstehen l~lBt, ist ein noeh urn- 
strittenes Ph~inomen, insbesondere hinsiehtlieh seiner Beziehungen zum Zelltod. Zwei extreme 
Beobachtungen k6nnen bier einander gegeniibergestellt werden" Einerseits ihr Auftreten in 
sicher abgetSteten Zellen mehrere Stunden naeh Immersion in 1% FormMin (CBAwrOBD 
und BAB~ 1951), andererseits die Blasenbildung 1 Std nach physikaliseher Seh~digung 
(Bestrahlung) bei erhaltener Atmung und Milchsaurebildung ( K ~ ,  PnULSO~ u. Mitarb. 
1959). Eigene, noch unver5ffentlichte Untersuehungen weisen auf eine Abh~ngigkeit der 
Blasenbildung vom Zelltyp bin. Weitere Untersuehungen zur Deutung des wichtigen Vor- 
ganges sind notwendig. Die enge Kombination der Fluoreseenz- mir der Phasenkontrast- 
mikroskopie wird hier einen Beitr~g leisten kSnnen. In diesem Rahmen seien folgende Beob- 
achtungen erwahnt: 

Von den zuvor besprochenen intraplasmatischen I-Iohlr~umen unterseheiden sich die 
,,Blasen" dadureh, da~ ihr Inhalt stets in geringerem und nie in h6herem Ausma~ fluoresciert 
Ms das Cytoplasma, yon dem sie ausgehen. Bei F~rbstoffiiberdosierung kSnnen die Blasen 
aueh mattrot fluoreseieren, wenn die iibrige Zdle diffus und m~ssiv kupferrot lenehtet. Im 
iibrigen sind verschiedene Grade der Griinfluoreseenz in den Blasen zu sehen, stets in Ab- 
h~ngigkeit yon der Leuehtkraft der Mutterzclle. Bei niedrigem Farbstoffangebot ist in ihnen 
keine distinkte Fluoreseenz mehr naehweisbar; allerdings mu~ beriicksiehtigt werden, dab 
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die Suspensionsfliissigkeit ja stets AO enth/~lt, eine Eigenfluorescenz der Blasen also nur dann 
auffallen kann, wenn deren Eiweiftgehalt fiber dem des Mediums liegt; denn es kann ja grund- 
satzlieh kein Zweifel bestehen, dal~ es der unterschiedliche Eiweil~antefl in dem w/~ftrigen 
Blaseninhatt isis, der die unberschiedliche Dichte der Grfinfluorescenz im wesentliehen bedingt. 
Der Konzentrationsgradient naeh auften wird durch die Zellmembran aufreehterhalten, 
der Gradient in umgekehrter Riehtung zum Cytoplasma hat kein morphologisches Substrat: 
Die ,,Zwischenmembran" ZOLLI~GEXs ist auch fluorescenzmikroskopiseh nicht zu erkennen. 
Der Abfall der Leuchtkraft beginnt dort, wo die granulare Masse des Cytoplasmas in ziemlieh 
scharfer Linie gegen den strukturlosen Blaseninhalt absehneidet (Abb. 10). 

Die Ergebnisse  zeigen also, da$  
po tocy to t i sche  Blasen im Gegensatz  zu 
den oben d i sku t i e r t en  Vacuolen n ich t  
die Orte  einer ges te iger ten  Farbs tof f -  
konzen t r a t i on  sind und  auch n ich t  sein 
k6nnen.  W e n n  jene yon  ZOLLI~GER 
beschr iebene Blasenbi ldung  an  leben- 
den Zellen auf t r i t t ,  so doch sieher an  
solchen Elementen ,  deren Sch/~digung 
sicher  noch schwerer  is t  als die  
vaeuo lenb i ldender  Ze]len, da  ers tere  
Wasse r  oder  andere  Stoffe, e twa  
Vi ta l farben,  n ieh t  mehr  an  umschrie-  
benem Zel lor t  zu konzent r ie ren  ver- 
mSgen. Entstehung von Vacuolen des 
oben beschriebenen Typs und Potocytose- 
bildung wurden hie gleichzeitig beobachtet. 
Vielleieht  sol l ten innerha lb  des Poto-  
cytoseph/~nomens verschiedene S tad ien  

Abb. 10. Abgestorbene Zelle. Zustanc[ aach abgegrenz t  werden :  die Abs~ogung 
Potocytose. Seharfe, unregelm/~13ige Trennlinie von Blasen yon  der  Zelloberfl/~ehe in 

zwisehen Cytoplasma und strukturIosem die Suspensionsfl i issigkeit  als leiehf~e, 
Blaseninhalt 

die zirkul~re Auswei tung  der  Zel lmem- 
b ran  als schwere Fo rm.  Durch  Ser i enpho tograph ien  konn te  die En twick lung  
der  zwei ten aus der  ers teren gezeigt  werden.  Die Ausbuch tung  zun/~chst nur  
eines Membransek to r s  wird  sp/s yon  der  zirkul/~ren Auswei tung  der  Zell- 
m e m b r a n  , ,e ingehol t" .  

Anschlieftend sei noch auf den bedeutenden Einflug eines einfachen methodisehen Faktors 
hingewiesen: Die _~nderung der Zellform naeh Einsauge~ zus~tzlicher Flfissigkeit zwisehen 
Deekglas und Medium zeigt, daft der Deckglasdruek allein bereits eine formver/~ndernde und 
damit such prinzipiell eine sch~digende Wirkung hat, die allerdings den Gesetzen der Phasen- 
kontrastmikroskopie entgegenkommt. Umgekehrt ist demnaeh die phasenoptisch ideal 
dargestellte Zelle sehr haufig nicht in idealen Lebensbedingungen. CRAWFORD und :DARER 
(1951), ALCMA~r162 und GRUNDMANN (1955) haben hierzu bereits einen wenig beachteten 
Hinweis gegeben. 

Die Untersuchung nach Fixation gefdirbter Vergleichspriiparate ergab keine wesentlich 
neuen Gesichtspunkte. Mit Polysaecharid- und Glykogenfi~rbung lies sich ein Vaeuoleninhalt 
nicht darsteIlen. 

Schlul lbetrachtung.  Die A r b e i t  wurde  in der  a l lgemeinen Abs ich t  un te r -  
nommen,  die l~eakt ionsweisen lebender  Zellen auf  die E inwi rkung  ehemischer,  
phys ika l i seher  und  mechanischer  F a k t o r e n  zu s tudieren.  Un te r  d iesem fiber- 
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geordneten Gesichtspunkt warden die speziellen Untersuchungen, die teilweise 
auf sehr verschiedenen Voraussetzungen beruhen, vereinigt und zueinander in 
Beziehung gesetzt. Als Untersuehungsobjekt mul~ten aus eingehend besproehenen 
Grfinden lebende Exsudatzellen sehr geeignet erscheinen. 

Der Beweis fiir die Behauptung, es sei an lebenden Zellen experimentiert 
worden, ist nicht grundsi~tzlieh und nicht ffir jeden einzelnen Fall angetreten 
worden. Die Untersuchungen gehen yon der anerkannten Tatsache aus, dal3 die 
Sammlung und Konzentration yon Vitalfarbstoffen in umschriebenen Zell- 
regionen zu den Funktionen der lebenden Zelle gehSrt (C~AwFo~]) und BA~]~R 
1951). Aul~erdem liel] sich auf die bekannte und in diesem Zusammenhang 
best~tigte MSgliehkeit verweisen, Exsudatzellen in vitro weiterzuzfiehten. 

Der Versuch, die Einwirkung verschiedener Faktoren auf intraplasmatisehe 
Strukturen zu prfifen und ihre gegenseitigen Relationen abzusch~tzen, mag zu- 
ni~ehst ein mehr theoretisches Interesse haben. Beziehungen zu Problemen yon 
praktisehem ]~elang ergeben sieh vielleicht aber aus der Tatsache, dai] zu den 
Stoffen, die einen ~ndernden Einflui] auf den Prozel3 der Vitalf~rbung nehmen 
k6nnen, auch eytostatisehe Substanzen geh6ren. Im fibrigen scheint sieh gerade 
in neuerer Zeit ein allgemeineres Interesse jenen Versuehen zuzuwenden, welehe 
sieh mit dem Problem der Beziehungen zwisehen bestimmten schi~digenden 
Faktoren und einem morphologisehen ,,J~quivalentbild" befassen. 

Die vitalgefiirbte Zelle ist eine kranke Zelle, eine Tatsaehe, welche GICKLHO~ 
(1931) in seiner beispielhaften Arbeit hervorgehoben hat. Als eine lebende Zelle 
ist sie abet noch f~hig, auf Umweltein/liisse zu reagieren; viele ihrer durch Funk- 
tionen noch ver~nderliehen Strukturen sind gekennzeiehnet nieht nur dureh 
wechselnde Umrisse und Untersehiede im LichtbrechungsvermSgen, sondern 
auch dureh wechselnde Farbverteilung. 

Die vitalgef~rbte Zelle lebt in einem Zustand der Belastung und damit der 
gesteigerten Empfindliehkeit gegeniiber zus~tzlichen Belastungen. Vielleicht 
bietet sie aber gerade deshalb die MSglichkeit, die Wirkung weiterer, sehr geringer 
und sehr differenter Schiidigungen zu verfolgen sowie mit mehr Pr~zision als 
bisher erreiehbar don Zeitpunkt festzulegen, zu dem der Zelltod eintritt, denn 
auch dieser gewinnt an Gegensts wenn mit dem AufhSren der Funk- 
tionen ~nderungen der Farbstoffverteilung verbunden sind. Die Vitalf/~rbung 
erscheint geeignet, zur ,,relativen Monotonie der morphologisehen Symptomatik" 
(L~TT~R~ 1948) Variationen hinzuzuffigen. 

Zusammenfassung 
Am Beispiel der Tumorzellen serSser Ergfisse, geeigneten Objekten der 

Lebendbeobachtung, wurden Ursaehen, Bedingungen und gegenseitige Bezie- 
hungen intraplasmatischer Vacuolenbildung er6rtert, ihre Entstehung selbst so- 
wie die morphologisch erkennbare Wirkung verschiedener, auf sie Einflu6 
nehmender Faktoren in kombiniert phasenkontrast-fluorescenzmikroskopischen 
Untersuchungen beobachtet. 

In groBen, cytoplasmareichen Tumorzellen entstehen innerhalb yon Sekunden 
optisch leere Vacuolen, die als morphologisehes Substrat eines Sauerstoffmangels 
vermutet werden. Der Prozel3 kann in wenigen Minuten zu einem vorl~ufigen 
Abschlul] kommen. FlieBende Ubergs zwisehen 1--2 # messenden Gebilden 
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und groBen, die den Cytoplasmaraum weitgehend ausffillen, kommen vor. Nach 
Vitalf~rbung k6nnen die Vacuolen sehr schnell Acridinorange in verschiedenen 
Konzentrationen yon Grfin- bis zur dichten Rotfluorescenz aufnehmen, wobei 
die verschiedenen Fluorescenzschattierungen ihre Entsprechung im Phako haben. 
Die Voraussetzungen zur Konzentration solcher AO-Nucleoproteid-Verbindungen 
und ihre Passage durch die Vacuolenmembran werden besprochen. Die Aufrecht- 
erhaltung des Konzentrationsgradienten, kenntlich z. B. am unmittelbaren Neben- 
einander roller and leerer Vacuolen, ist kurze Zeit fiber den Zelltod hinaus 
mSglich. In Zellen mit ausgepri~gter Vacuolenfluorescenz sind rotfluorescierende 
Granula selten oder fehlen vSllig. Es wird offengelassen, ob nicht fiir die Farb- 
stoffkonzentration in Vacuolen eine geringere Energieleistung erforderlich ist 
als zur Ablagerung in Granula. 

Verschiedene, letztlich zum Zelltod ffihrende Versuche werden unternommen, 
um die Fluorescenzeigenschaften lebender Zellen, insbesondere ihres Vacuolen- 
inhaltes, zu beeinflussen: Unter Aqua dest. z .B.  ergiel~en volle Vacuolen nach 
Anschwellung ihren Inhalt  plStzlich auf die Umgebung. 10% Formol in 0,85% 
NaC1 ffihrt vor der ZerstSrung in vollen Vacuolen zur Membranbildung zwischen 
fluorescierendem und nichtfluorescierendem Vacuoleninhalt; leere Vacuolen 
schwellen nach initialer Schrumpfung. Bei Alkohol- und Osmiumfixation verteilt 
sich der Inhalt  diffus auf die Umgebung; mit Fixationsmitteln li~I~t sich der 
Vaeuoleninhalt nicht festhalten. 

Durch Vitalf~rbung der Mitochondrien mit Janusgrfin kann die Vital- 
fluochromierung behindert werden. 

Abschliel~end wird das Ph~nomen der Potocytose als Objekt der Vitalf~rbung 
besprochen. Potoeytotische Blasen unterscheiden sich yon den zuvor behandelten 
Vacuolen grundsi~tzlich dadurch, daI~ sic nie den Farbstoff in h5herer Konzen- 
tration enthalten als das umgebende Cytoplasma. Gleichzeitige Entstehung yon 
Vacuolen im oben beschriebenen Sinn und yon 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 morphologie equivalent of oxygen deficiency. After a few 
minutes the process ceases temporarily. Gradual transitions from small struc- 
tures of about 1--2 # 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 tha t  fluoresce 
red are rare or to ta l ly  absent.  

The question wheter  the amount  of energy required for the concentrat ion of 
dye in the vacuoles is less than  tha t  needed for concentrat ing it in the granules 
is left open to discussion. 

A number  of experinaents which leads ul t imately 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 format ion of a membrane  between 
fluorescent and nonfluoreseent 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. Fixat ion of the contents of the vacuoles 
in situ is impossible. Vital staining of mitoehondria  with Janus  Green m a y  
disturb the vital  staining with acridine orange. 

The phenomenon of potoeytosis is discussed as an object of vital staining. 
Potoeytot ie  vesicles m a y  be differentiated basically from the vacuoles just  discussed 
in tha t  they  never contain the staining material  in higher concentrat ions than  in 
the surrounding cytoplasm. The simultaneous development  of vacuoles in the 
sense described above and of potocytot ic  vesicles was not  observed. 

Literatur 
AEBI, H., u. A. MEYER: Das osmotische Verhalten yon Leberschnitten. Ein Versuch zur 

Bestimmung des kolloidosmotisehen Druckes am isolierten, iiberlebenden Gewebe. Helv. 
physiol, pharmacol. Aeta 9, C 51 (1951). 

ALBEI~TI~I, A. v. : Cytologische Exsudatbefunde mit dem Phasenkontrastverfahren. Schweiz. 
Z. Path. Bakt. l l ,  701 (1946). 

ALTMA~N, I{. W.: Allgemeine morphologische Pathologic des Protoplasmas. Die Patho- 
biosen. In I-Iandbuch der allgemeinen Pathologic, Bd. II/1. Berlin-GSttingen-tIeidel- 
berg: Springer 1955. 

ALTMASr~, It. W., u. E. GRU~D~IA~X: Phasenmikroskopisehe Untersuchungen zur Vital- 
struktur tieriseher Zellkerne. Beitr. path. Anat. 11~, 313 (1955). 

ATnR~A~, K.: Observations on the nature of ,,watery vaeuolation". Lab. Invest. 7, 577 
(1958). 

ATERMAI% K.: ,,Watery vacuolation" and ,,hydropie degeneration" of the liver cells. Syrup. 
liver function. Publ. Nr ~ Amer. Inst. Biol. Sei. 153 (1958b). 

BAR,X, R., and S. JosEe~: Refractometry of living cells. I. Basic principles. Quart. J. 
micr. Sci. 9~, 399 (1954). - -  II. The immersion medium. Quart. J. micr. Sci. 96, 1 (1955). 
III .  Technical and optical methods. Quart. J. micr. Sei. 96, 423 (1955). 

BAR~, R., K. F. A. Ross and J. TKACZYK: Refractometry of living Bells. Nature (Lond.) 
171, 720 (1953). 

BARTELS, P.: Quantitative mikrospektroskopische Untersuchung der Speieherungs- und 
Permeabilit/~tsverh/iltnisse Acridinorange gef~rbter Zellen. Planta (Berl.) 44, 341 (1954). 

BACE~, K. tI.: Das Krebsproblem. Berlin-GSttingen-Heidelberg: Springer 1949. 
BAUEr, K. H. : Zur Chemotherapie krebsbedingter Pleuraexsudate. Langenbecks Arch. u. 

Dtsch. Z. Chir. 271, 253 (1952). 
BECKJ~, V. : Geweblich gebundener Sauerstoffmangel (histotoxisch bedingte Hylooxydose ). 

Klin. Wsehr. 32, 577 (1954). 
BERTALANFFu L. v., and J. Bm[~IS : Identification of cytoplasmic and basophilia (Ribonucleie 

acid) by fluorescence microscopy. J. Histoehem. Cytochem. 4, 481 (1956). 
B0e~ER, F. : Das morphologisehe Substrat bei Angina peetoris im Tierexperiment. Beitr. 

path. Anat. 92, 311 (1933). 



840 D. WITTEKIND : 

BitCHiEr, Y. : Die pathogenetisehe Wirkung des allgemeinen Sauerstoffmangels, insbesondere 
bei der H6henkrankheit und dem I-IShentode. Klin. Wschr. 1942, 721. 

B $ c ~ n ,  F.: Die pathogenetisehe Bedeutung des allgemeinen Sauerstoffmangels. Verh. 
dtsch. Ges. Path. 82, 20 (1944--1949). 

B~CHN~n, F. : Die Pathologic der zellul~ren und gewebliehen Oxydationen. Die Hypoxydosen. 
In Handbueh der allgemeinen Pathologic, Bd. IV/2, II. Berlin-GSttingen-I-Ieidelbcrg: 
Springer 1957. 

C~A~nEi~S, 1~. : Studies on the physical properties of the plasmamembrane. Biol. Bull. 69 
331 (1935). 

C~A~CE, B., and B. HEss: Electron pathways in mammalian cells. J. biol. Chem. 1959 (ira 
Druck). 

C~Ar~A~-ANDnESE~, C.: Some observations on pinocytosis in leucocytes. Exp. Cell l~es. 
12, 397 (1957). 

C~rAPMA~-A~D~ESE~, C., and H. HOt,TEn: Studies on the ingestion of C 1~ glucose by pino- 
eytosis in the Amoeba chaos chaos. Exp. Cell Res. Suppl. 8, 52 (1955). 

C~LoPI:~, ~q. : Experimentelle Untersuchungen fiber die sekretorischen Prozesse im Cyto- 
plasma. Arch. exp. Zellforseh. 4, 462 (1927). 

C~LoPI~, N. : Experimentelle Untersuchungen fiber die Vitalftirbung tierischer Zellen. Arch. 
exp. ZeUforsch. 6, 324 (1928). 

CRAW~ORD, G. N. C., and 1~. BA~n:  The action of formaldehyde on living cells as studied 
by phase-contrast microscopy. Quart. J. micr. Sci. 92, 403 (1951). 

DA~IELLI, J. F. : Morphological and molecular aspects of active transport. Syrup. Soc. exp. 
Biol. 8, 502 (1954). 

DONIAC~, J., and K. WErNnRENN: The development of inclusion bodies in the cells of the 
rat's liver after partial hepateetomy. Brit. J. exp. Path. 82, 499 (1952). 

DnAW]~RT, I-I.: Ber. dtsch, bot. Ges. 66, 135 (1953). Zit. nach H~31s 1957. 
DusTIN jr., P. : l~ibonucleic acid and the vital staining of cytoplasmic vacuoles in animal cells. 

Syrup. Soc. exp. Biol. 1, 114 (1947). 
FISHEn, E., and B. FIS~EB: Cytoplasmic liver cell inclusions following arterialization of the 

dog. Amer. J. Path. 80, 987 (1954). 
F~S~En-WAsELS, B. : Experimentelle Untersuehungen fiber die blasige Entartung der Leber- 

zelle und die Wasservergiftung der Zelle im allgemeinen. Frankfurt. Z. Path. 28, 201 
(1922). 

FOnSTEn, T.H.:  Fluorescenzorganische Verbindungen. G5ttingen: Vandenhoeck & Rup- 
recht ]951. 

GICKLHORN, I. : Theoretische Gesiehtspunkte zur Erklarung der M5gliehkeit vitaler F/ir- 
bungen. Ergebn. Biol. 7, 657 (1931). 

GOSSN~R, W.: Zur Histochemie des Strugger-Effektes. Verh. dtsch. Ges. Path. 88, 101 
(1949). 

G~v~z~, tL: Klinische Cytologie der Thoraxkrankheiten. Stuttgart: Ferdinand Enke 
1955. 

GnU~ZE, H.: Cytologie des Sputums und Pleuraexsudates. Handbuch der inneren Medizin, 
Bd. IV/1. Berlin-G6ttingen-Heidelberg: Springer 1956. 

Hnn~s, It.: Handbuch Farbstoffe ffir Mikroskopie, Bd. II/1. Kamp-Lintford Staufen Ver- 
lag 1957. 

H A s ~ L ~ q ,  It., u. D. W~TT~:~D: Phasenkontrast-Fluoreszenzmikroskopie. Z. wiss. Mikr. 
68, 216 (1957). 

]-I6FLEtr K. : Was lehrt die Fluoreszenzmikroskopie yon der Plasmapermeabflit/~t und der 
Stoffspeicherung ? Mikroskopie 2, 13 (1947). 

HOLTER, H., and J. M. M~ns~nLL jr.: Studies on pinoeytosis in the amoeba chaos chaos. 
C. 1~. Lab. Carlsberg 29, 7 (1954). 

HOLTEtr ~[.: Pinoeytosis. Int. Rev. Cytol. 8, 481 (1959). 
HOLZER, H. : Enzymchemiseher Angriffspunkt einiger tumorwirksamer Chemotherapeutika. 

Medizinische l~, 576 (1956). 
HOVASSE, R.: Le vacuome animal. In: Protoplasmatologia. Handbuch der Protoplasma- 

forsehung, Bd. III/D 2. Wien: Springer 1956. 
KA~LnV, G.: Zur eytologisehen Diagnostik des Bronchialcarcinoms aus dem Sputum. 

Verh. dtsch. Ges. Path. 8~, 162 (1951). 



Intraplasmatische Vacuolenbildung in lebenden Tumorzellen 341 

KEDROWSKI, B. : Uber die sauren (elektronegativen) Kolloide des Protoplasmas. Studien an 
Larven yon Rana tcmporaria. IV. Mitteilung. Z. Zellforsch. 26, 21, (1937). 

KEDROWSKI, B. : ITber die saurcn Kolloide des Protoplasmas. Studien an Larven yon Rana 
temporaria. III. Mitteflung. Z. Zellforsch. 31, 435, (1941). 

KEDI~OWSKI, B.: ~ber die Eigentiimlichkeiten im kolloida]en Bau dcr Embryonalzellen. 
Z. Zellforsch. 31, 435 (1941). 

KETTI~ER, L. H.: fdbcr die vakuolige Degeneration der Leberzellen. Virchows Arch. path. 
Anat. 315, 587 (1948). 

KETTLES, L. It. : Zur Pathogenese hydropischer Zellvergnderungen in Leber und Niere. 
Virchows Arch. path. Anat. 321, 326 (1952). 

KIN(?, D. W., S. R. PAULSON, N. L. PLUCKETT and A. T. KRnBs: Cell death. IV. The effect 
of insury on the entrance of vital dye in Ehrlich ascites tumor cells. Amer. J. Path. 
35, 1067 (1959). 

KITCm~r I. A.: Food vacuoles. In Protoplasmatologia. Handbuch der Protoplasma- 
forschung, Bd. 1II/3 b. Wien: Springer 1956. 

K~AUF~, tI. G., u. W. Scm~a~ig: Zur Frage morphologischer Aquivalentbilder der histo- 
toxischen Hypoxydose. Frankfurt. Z. Path. 67, 308 (1952). 

Koch, H. J., and J. EvAns: Influence of a basic dye, thionine on the absorption of sodium 
by the Crab Eriocheir Sinensis. Meded. Kon. vlaam. Acad. wet. KI. Wet. 18, Nr 8 (1956). 

L~ FnVRE, P. G. : Active transport through animal cell membranes. Protoplasmatologia, 
Handbuch der Protoplasmaforschung, Bd. VIII/7a. Wien: Springer 1955. 

LnaMa, B. DE: Die Anwendung yon Fluorescenzlicht in der Histochemie. In Handbuch der 
Histochemie, Bd. I/l ,  S. 78. Stuttgart: Gustav Fischer 1958. 

L~TT~ER, E. : Naturforschung und Medizin in Deutschland 1939--1945, Bd. 70. 1948. 
LETT~, H., u. M. ALBrECht: Zur Wirkung von Aminen auf in vitro geziichtete Zellcn. 

Hoppe-Seylcrs Z. physiol. Chem. 279, 206--208 (1943). 
LEwis, W. H.: Pinocytosis. Bull. Johns Hopk. Hosp. 49, 17 (1931). 
LEwxs, W. H. : Pinocytosis by malignant cells. Amer. J. Cancer 29, 666--679 (i937). 
LI~ZBaC~, A. J.: ~ber die vakuol~re Verfettung der Herzmuskelfasern. Virchows Arch. 

path. Anat. 321, 611 (1952). 
LooMts, W. F., and F. LIPMAN: J. biol. Chem. 173, 807 (1948). Zit. nach LooMIs u. LIPMA~ 

1949. 
LVDFO~D, R. J., and J. S~ILES: Cytological characteristics of fibroblasts and sarcoma cells 

demonstrable by phase-contrastmicroscopy. J. roy. micr. Soc. 70, 186 (1950). 
Lus]~, S., and J. RIP,GAS: A histocytologicM study of effusions. I. Effusions not associated 

with malignant tumors. II. Effusions associated ~dth malignant tumors. Cancer (Philad.) 
7, 1155 (1954). 

MELTZER, S. J.: Edema. Amer. J. Med. 8, 191 (1904). Nach ZOLLI~Gn~ 1948. 
NAsso~ow, D.: lYber den Einflul~ der Oxydationsprozesse anf die Verteilung yon Vital- 

farbstoffen in der Zelle. Z. Ze]lforsch. 11, 179 (1930). 
NETTEtr H.: Die Feinstruktur der Zelle als dynamisches Ph~nomen. Verh. dtsch. Ges. 

Path. 33, 8 (1950). 
P~c*~s, A. : Le cyto-diagnostic dans les 6panchements des s6reuses. Sere. H6p. Paris 34, 253. 

Pathologic-Biologic. 1958. 
Pn~T,  M.: Contribution a l'6tude morphologique et physiologique du cytoplasmc. Arch. 

d'Anat, microsc. 24, 74 (1928). 
PIC~OTKA, J. : Tiercxperimentelle Untersuchungen zur pathologischen Histologie des akuten 

ItShentodes. Beitr. path. Anat. 107, 117 (1942). 
ROT~STEIN, A. : The encymology of the cell surface. In Handbueh der Protoplasmaforschung 

Bd. II/E 5. Wien: Springer 1954. 
I~IC~T~, K. M. : Studies on leucocytic secretory activity. Ann. N.Y. Acad. Sei. 59, 863 (1955). 
SCHEIBE, G., u. V. Z~KER: Physikochemische Grundlagen der Mctachromasie. V. Symp. 

Arb.-Gem. Histochemie 1957. Acta histochem. (Jena), Suppl. 1, 6 (1958). 
Se~/i~r~FE~DER, N.: Die Fluochromierung tierischer Zellen mit Aeridinorange. Natur- 

wissenschaften 35, 346 (1948). 
SC~i?~EL~nLD~a, N.: Strukturvers des Protoplasmas bei dem Absterben der 

Zelle. Verh. dtsch. Ges. Path. 33, 65 (1949a). 
SCl~ff~f~ELFI~r.D~, N. : l)ber die Beziehungen zwischen Stoffwechselaktivit~t und Acridin- 

orangespcicherung yon Zellen. Naturwissenschaften 36, 58 (1949b). 



342 D. WITTEKIND: Intraplasmatische Vacuolenbildung in lebenden Tumorzellen 

S{3HUMMELF]~LDER, ~. : Die Fluochromierung des lebenden, fiberlebenden und toten Proto- 
plasmas mit dem basischen Farbstoff Acridinorange und ihre Beziehungen zur StofL 
weehselaktivitAt der Zelle. Virchows Arch. path. Anat. 318, 119 (1950). 

SCII]~MMELFELDER, N.: Einflul~ der PufferlSsung auf die fArberische Bestimmung des Um- 
ladungsbereiches yon Gewebselementen. Z. Zellforsch. 44, 488 (1956). 

SCHUMMELFELDER, ~., K. J. EBSCttNER U. E. KROGtt: Die Grundlage der differenten Fluo- 
chromierung von Ribo- und Desoxyribonucleinsgure mit Acridinorange. Naturwissen- 
schaften 44, 467 (1957). 

8CHUL~HAN, W.: Die vitale FArbung mit sauren Farbstoffen. Bioehem. Z. 80, 1 (1917). 
STI~EIC~IER, H. J. : Cytologische Beobachtungen nach intrapleuraler Losttherapie bei 5 FAllen 

von carcinomat6ser Pleuritis. Langenbeeks Arch. klin. Chir. 266, 55 (1950). 
STI~I;GGEI~, S. : Neues fiber die VitalfArbung pflanzlieher Zellen mit Neutralrot. Protoplasma 

34, 601 (1940). 
STXI~GI~OLD, H.: Hypoxydose. Klin. Wschr. 23, 221 (1944). 
TOTH, A.: Neutralrotfgrbung im Fluoreszenzlicht. Protoplasma 41, 104 (1951). 
TROWELL, 0. A. : The experimental production of watery vaculation of the liver. J. Physiol. 

(Lend.) 105, 268 (1946). 
WAI~BmZG, O. (1910): Zit. nach LETTI~ U. ALm~]~CHT 1954. 
WEISSMA~I% CIr. : Die VitalfArbung mit Acridinorange an Amphibienlarven. Z. Zellforseh. 

38, 374 (1953). 
WEISS~A~N, CIr., u. A. GILGE~: Die Fluochromierung lebender Ehrlich-Ascitesearcinom- 

zellen mit Aeridinorange und der EinfluI~ der Glykolyse auf das Verhalten der Zelle. 
Z. Zellforsch. 44, 292 (1956). 

WITTE~II~D, D.: Die VitalfArbung des MAuseascitescarcinoms mit Acridinorange. Z. Zell- 
forseh. 49, 58 (1958). 

WITT]~KIND, D.: Beobachtungen fiber eine besondere Art der Acridinorangespeicherung in 
vitalen Ergul~zellen. Dtsch. Arch. klin. Med. 205, 411 (1958). 

WITTEI~IND, D., u. A. VbLOI~EI~: Zur Frage der intraplasmatischen Granulabildung naeh 
VitalfArbung mit Acridinorange. Untersuchungen am MAuseascitescarcinom. Proto- 
plasma 48, 535 (1957). 

Za~IGI~R, K., u. H. ]-IARDEI~S: ~ber vitale FluochromfArbung des Nervengewebes. Z. Zell- 
iorseh. 36, 62 (1951). 

ZEIGER, K., H. ttAI~DERS u. W. Mi~LLER: Der Struggereffekt an der Nervenze]le. Proto- 
plasma 40, 76 (1951). 

ZEIG:EI~, K., u. W. SCItMLDT: Uber die Natur der bei Intoxikation mit Acridinorange in 
tierisehen Zellen entstehenden Stoffablagerungen. Z. Zellforsch. 45, 578 (1957). 

ZEIGm~, K., u. M. WIEDE: Die Speieherung yon Acridinorange in der Froschleber und ihr 
EinfluB auf das AusscheidungsvermSgen der Leberzelle. Z. ZeUforsch. 40, 401 (1954). 

ZOLLINGam, H. U.: Cytologic studies with the phase microscope. Amer. J. Path. ~4, 545, 
569, 797, 1039 0948). 

Privatdozcnt Dr. D. WIq)TEKII~D 
Medizinische UniversitAtsklinik Heidelberg 


