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Im letzten Jahrzehnt hat sich die Fluoreszenzmikroskopie als teils w ill
kommene, teils geradezu notwendige Ergänzung der üblichen Lichtm ikro
skopie ihren Platz im Laboratorium  erobert. V iel hat dazu auch die ständige 
Verbesserung des Fluoreszenzmikroskopes beigetragen, die ich selbst während 
meiner 15 jäh rigen  Beschäftigung mit diesem V erfahren  mitmachen konnte. 
Die heute zur V erfügung stehenden Modelle, wie insbesonders die letzte 
R E IC H E R T sc h e  Fluoreszenzeinrichtung, erfüllen alle Ansprüche, die man 
billigerweise an einfache Handhabung und Lichtstärke stellen kann. Bei 
diesem Stande der Dinge scheint es m ir angezeigt, einen kurzen Überblick 
über die erprobten V erfahren  zu geben, um Fehlschläge und Enttäuschungen 
so weit als möglich zu verhindern.

Jeder, der von der gewöhnlichen Lichtm ikroskopie herkommt, muß, wenn 
er sich mit der Fluoreszenzmikroskopie beschäftigt, mit einer Eigentüm lich
keit des V erfahrens rechnen, nämlich mit seiner besonderen E m p f i n d 
l i c h k e i t .  S ie  ist ein V orteil insoferne, als es dadurch möglich wird, Dinge 
zu beobachten, die uns sonst entgehen; sie ist aber auch —  wenn man so 
will —  ein N achteil, denn schon kleinste Abweichungen im Untersuchungs
gang, feinste Verschmutzungen oder nicht ganz reine Reagentien können 
das Fluoreszenzbild trüben und verändern. A lle  Schwierigkeiten der Fluo
reszenzmikroskopie bestehen im Grunde eigentlich nur darin, diese Unzu
kömmlichkeiten zu vermeiden. In den folgenden Ausführungen zu diesem 
Gegenstand möchte ich mich bewußt auf die Untersuchungen toten Gewebes 
beschränken, die am ehesten mit denen der üblichen Lichtm ikroskopie zu ver
gleichen sind und lasse die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungsver
fahren am lebenden Gewebe, wie sie vor allem H IR T  und E L L I N G E R  ge
pflegt haben, außer Betracht.

Grundlage aller Feststellungen über veränderte Fluoreszenz eines Ge
webes muß natürlich die Kenntnis seiner normalen Fluoreszenz sein. Um 
zu einem U rteil über diese zu gelangen, ist es notwendig, Schnitte von einem 
M aterial zu untersuchen, das durch keine oder m öglichst wenige E ingriffe  
verändert wurde. D iese Bedingungen sind eigentlich nur bei G e f r i e r 
s c h n i t t e n  v o n  u n f  i x i e r t e m  G e w e b e  gegeben, die man ja  heute 
mit dem M essertiefkühlverfahren von so gut wie allen Organen gewinnen 
kann. A ls neutrales Einschlußm ittel kommt dabei vor allem physiologische 
Kochsalzlösung in F rag e  (F A H R ) .

Selbstverständlich ist es auch in der Fluoreszenzmikroskopie vorteilhaft, 
ja  für gewisse Gewebsbestandteile, deren H infälligkeit uns bekannt ist, auch 
notwendig, die G e w e b e  f r i s c h  zu untersuchen. Im allgemeinen kann
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man aber sagen, daß durch kadaveröse Veränderungen, wenn sie nicht sehr 
weit fortgeschritten sind, keine neuen Fluoreszenzen geweckt, wohl aber ge
wisse Fluoreszenzen verm indert oder gar ausgelöscht werden, wie z. B . die 
ein bis drei Stunden nach dem Tode verschwindende Fluoreszenz mancher 
Nierenkanälchen (F A H R ) . E rst bei beginnender Fäulnis tritt eine weißliche 
oder rötliche Fluoreszenz auf. D ie rötliche Fluoreszenz geht offenbar auf 
die Anwesenheit von Porphyrin in irgendeiner Form  zurück, da uns sonst 
keine natürliche rotfluoreszierende Substanz im Organismus bekannt ist. E s 
entsteht beim Z erfa ll von roten Blutkörperchen unter Einfluß von fäulnis
erregenden M ikroorganismen. V . B A L O G H  hat zeigen können, daß vor allem 
der F R Ä N K E L -W E L C H -B a z illu s  und Bacterium  coli diese Fäh igkeit haben. 
Daher ist es begreiflich, wenn jene rötliche Fluoreszenz unter Umständen 
auch schon makroskopisch in fau lig  zerfallendem Gewebe sichtbar wird. D ie 
weißliche Fluoreszenz führt F A H R  auf eine Gerinnung des Eiweißes zurück 
und kann darauf hinweisen, daß auch nach E inw irkung von F ix ieru n gs
mitteln, die ja  Eiweißfällungsm ittel darstellen, solche weißliche Fluoreszenz 
in den Geweben auftritt ( H A M P E R L  [ i ,  2 ] ) .  Übrigens ist sie in ähnlicher 
W eise auch am eingetrockneten Gewebe sichtbar.

A u f Grund dieser Kenntnisse w ird man das Fluoreszenzbild des fixierten 
Gewebes vorsichtiger und richtiger beurteilen. A ls  F i x i e r u n g s m i t t e l ,  
das die Fluoreszenz am wenigsten ändert, hat sich allen Untersuchern das 
gewöhnliche reine F  o r m o 1 am besten bewährt, ermöglicht es doch, sowohl 
G efrier- wie Paraffinschnitte nach Belieben herzustellen. Man w ird nur 
immer bedenken müssen, daß die Gewebe durch die mit der F ix ieru n g  ver
bundene Eiw eißfällung eine leichte, eher diffuse blasse Fluoreszenz erhalten, 
wobei auch die natürliche Fluoreszenz, z. B . der kollagenen und elastischen 
Fasern, verstärkt wird. Im ganzen gesehen wird das Fluoreszenzbild aber 
nicht grundsätzlich beeinträchtigt oder abgeändert. D ies trifft freilich  nur 
für einen nicht zu langen Aufenthalt des Gewebes in Form alin zu. Monate
oder jahrelange Aufbewahrung von Geweben in Form alin führt zu Verände
rungen der Fluoreszenz, die in ihren Einzelheiten kaum mehr überblickbar 
sind. Ich habe z. B. darauf hingewiesen, daß an solchem M aterial die sonst 
nicht fluoreszierenden roten Blutkörperchen zu leuchten beginnen und 
N eutralfett eine eigentümliche gelbopake Fluoreszenz annehmen kann; 
schließlich kennen fast alle Gewebe eine grünlich-bläuliche Fluoreszenz zeigen.

D ie übliche P a r a f f i n e i n b e t t u n g  ändert, wenn sie mit reinen Re- 
agentien vorgenommen wird, nichts mehr an der durch die Form olfixierung 
festgelegten Fluoreszenz der Gewebe, abgesehen davon, daß natürlich mit 
der Extraktion der Fettstoffe auch die an diese gebundenen Fluoreszenzen 
verschwinden. Einbettung in Gelatine oder Celloidin kommt wegen der starken 
Eigenfluoreszenz dieser Stoffe nicht in Betracht.

A ls E i n s c h l u ß  m i t t e l  für entparaffinierte Schnitte und G efrier
schnitte dienen W asser, physiologische Kochsalzlösung und fluoreszenzfreies 
Paraffinöl, alles Flüssigkeiten, die vor dem Austrocknen durch Umranden 
der Deckgläschen geschützt werden müssen. Dazu verwendet man am besten
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Paraffin  oder sog. venetianischen Lack, nicht aber K itt, aus dem leicht fluo
reszierende Stoffe in Lösung gehen. D as sonst sehr brauchbare und auf
hellende Glyzerin kann allerdings mitunter die ursprüngliche Fluoreszenz 
verstärken, was gelegentlich störend, gelegentlich aber als eher erwünscht 
empfunden wird.

D a die O b j  e k t t r ä g e r  nicht immer aus reinem G las bestehen, tut man 
gut, sie vor Gebrauch im U V -L ich t darauf zu prüfen, ob sie nicht selbst 
fluoreszieren, was natürlich die Reinheit des Gewebsbildes beeinträchtigen 
würde. M eist genügen die gewöhnlichen käuflichen O bjektträger, falls sie 
nur aus besserem Glas bestehen.

Bei Benützung der s t ä r k e r e n  O b j e k t i v e  ist man manchmal da
durch behindert, daß kleinere helleuchtende Gebilde von einer A rt Lichthof 
umgeben sind und so nicht scharf genug konturiert erscheinen. Die optische 
Industrie hat diesem M angel durch den Einbau von Irisblenden in solche 
O bjektive abgeholfen. E s  ist klar, daß bei Anwendung von Im m ersionsobjek
tiven nur fluoreszenzfreies Immersionsöl oder Paraffinöl benutzt werden kann.

D ie Fluoreszenzm ikroskopie hat sich uns zum N achweis besonderer Stoffe 
und ihrer Lage in den Geweben gut bewährt. Der kanzerogene Stoff B e n z -  
p y  r e n wird z. B . durch Form olfixierung in seiner L age  und Fluoreszenz 
nicht verändert (G Ü N T H E R ), so daß seine Auffindung in gewöhnlichen 
Gefrierschnitten von formolfixiertem M aterial leicht möglich ist (H A M - 
P E R L  [3 ]) . Benzpyren zeigt außerdem, je  nachdem, ob es gelöst oder in 
kristallinischer Form  vorhanden ist, eine blauviolette oder grünliche 
Fluoreszenz.

Übrigens habe ich jüngst feststellen können, daß Benzpyren auch als „Farbstoff“ 
an Gefrierschnitten von formolfixiertem Material mit Erfolg verwendet werden 
kann. Eine 70—90%ige alkoholische Benzpyrenlösung, in der nur Bruchteile von 
Milligrammen dieses Stoffes vorhanden sind, verleiht trotzdem nach wenigen 
Sekunden dem Neutralfett eine hell-weißblaue Fluoreszenz, während die Mark
scheiden der Nervenfasern hellblau auf leuchten.

Zum Unterschied von Benzpyren, zu dessen fiuoreszenzmikroskopischem 
N achweis keine besonderen V erfahren  nötig sind, erfordert die Untersuchung 
auf das Vorhandensein des V  i t a m i n A bzw. des ihm nahestehenden Leucht
stoffes (v. Q U E R N E R ) besondere Vorsichtsm aßregeln. D ie  Fluoreszenz 
dieses Stoffes nimmt nämlich unter dem Einfluß nicht bloß der U V -Strah len  
im M ikroskop, sondern auch schon im Tageslicht sehr rasch ab, so daß die 
H erstellung der Gefrierschnitte von unfixiertem M aterial bei Ausschluß des 
Tageslichtes vor sich gehen muß (S A C H S  [ 1 ] ) .

D ie fluoreszenzmikroskopische Untersuchung braucht sich aber nicht auf 
die Feststellung der in den Geweben natürlich vorhandenen Fluoreszenzen 
zu beschränken; man kann vielm ehr auch neue Fluoreszenzen hervorrufen 
oder bestehende in kennzeichnender W eise abändern. Grundsätzlich stehen 
uns hierfür zwei W ege zur V erfügung:

1 .  D ie B e h a n d l u n g  d e r  G e  w e b s s c h n i t t e  m i t  n i c h t -  
f l u o r e s z i e r e n d e n  S t o f f e n ,  eine Forschungsrichtung, die meines
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Erachtens noch lange nicht ausgeschöpft ist. A ls Beispiel möchte ich nur 
erwähnen, daß es S A C H S  (2) gelang, durch Behandlung von Gewebs- 
schnitten mit W asserstoffsuperoxyd, d. h. durch Oxydation, an gewissen 
Pigmenten des Zentralnervensystem s die für L ipofuszin kennzeichnende 
gelbe Fluoreszenz hervorzurufen und sie damit vom M elanin zu unter
scheiden, dem sie sonst in jeder Beziehung gleichen und bisher auch zuge
rechnet wurden. B O M M E R  hat nach Anwendung von K alilauge das A u f 
treten von gelblich fluoreszierenden Körnchen im Herzm uskel beobachtet, 
deren Bedeutung und Entstehung noch nicht geklärt ist.

A ls  zweite M öglichkeit kommt die B e h a n d l u n g  d e r  S c h n i t t e  
m i t  S t o f f e n  in Frage, d i e  s e l b s t  f l u o r e s z i e r e n  und ihre F lu o
reszenz gewissen Gewebsbestandteilen mitteilen, ähnlich wie dies bei der 
Färbung m it den üblichen Farbstoffen in der H istologie geschieht. Ich ( 1 )  
habe seinerzeit eine ganze Reihe solcher Stoffe auf ihre E ign ung für den 
fluoreszenzmikroskopischen Färbevorgang geprüft. H A I T IN G E R  hat sie 
dann als Fluorochrome bezeichnet. D ie Besprechung ihrer Anwendung ginge 
allerdings über den Rahmen dieser M itteilung hinaus.
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