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Die histologische A nfärbung toter Gevvebssysteme mit wohldefinierten 
Farbstoffen erlaubt keine bindende A ussage über den physiologischen oder 
pathologischen Zustand der Zellen und Gewebe im Leben, denn die Färbungs­
erscheinungen sind grundsätzlich unterschiedlich, und diese Änderung tritt 
mit dem Zelltod ein. D ie F ix ieru n g  des Gewebes verm ag zwar die histologi­
sche Färbbarkeit weitgehend zu beeinflussen, das W esen der postvitalen 
Färbung ändert sie jedoch meistens nicht. H istologische und vitale Färbung 
unterscheiden sich nicht nur dadurch, daß abgestorbene Zellen nicht mehr 
die besonderen Perm eabilitätsverhältnisse und Speicherfähigkeiten der 
lebenden Zellen besitzen, sondern es treten außerdem noch weitgehende 
Veränderungen physikalisch-chem ischer N atur ein, deren Ausmaß durch 
die A rt der F ix ieru n g  sehr stark beeinflußt werden kann ( R IE S , [i] ). Nach 
Untersuchungen von P IS C H IN G E R  (2), Z E I G E R  (3) u .a . soll die histologi­
sche Färbung, d. h. also die A nfärbung toten Gewebsm aterials, in erster 
Linie von physikalisch-chem ischen Faktoren, und zwar besonders den 
elektrostatischen Ladungsverhältnissen zwischen Substrat und Farbstoff, 
abhängig sein. D ie A nfärbung histologischer Strukturen erscheint nach den 
genannten Untersuchern im wesentlichen als eine Elektroadsorption ungleich 
geladener Teilchen. Fü r das basische Fluorochrom Akridinorange konnte 
S C H Ü M M E L F E D E R  (4) an tierischem  Gewebe in weitgehender Über­
einstimmung mit S T R U G G E R  (5) und M itarbeiter, welche an pflanzlichen 
Objekten arbeiteten, feststellen, daß es sich bei der histologischen Anfärbung 
toten, unfixierten Gewebsm aterials mit diesem Farbstoff zwar zum über­
wiegenden Teil um Elektroadsorption an Zelleiweißkörper handelte, ein 
geringerer T eil des Fluorochrom s (in seiner Menge von der Zellart ab­
hängig wurde jedoch auch mittels V A N -D E R -W A A L S sc h e r  Adsorption ge­
speichert.

Zu den bisher durchgeführten histologischen Färbeversuchen an tierischen 
Geweben (P IS C H IN G E R , Z E IG E R , R I E S  u. a.) wurden fast ausschließlich 
H ellfeldfarbstoffe (Diachrome) benutzt, während Fluoreszenzfarbstoffe 
(Fluorochrom e) zwar empirisch zur histologischen Färbung angewandt 
wurden ( H A IT IN G E R  [6] u. a .), doch fehlten, von wenigen Ausnahmen 
abgesehen, Färbungsversuche mit physikalisch-chem isch gut untersuchten 
Fluorochromen, welche nicht nur differenzierte Farbbilder geben, sondern 
auch auf das W esen der histologischen Färbungserscheinungen Rückschlüsse 
erlauben. Fluorochrome besitzen für derartige Untersuchungen den erheb­

2 0 2 Schümmeifeder-Pfennings

download unter www.biologiezentrum.at



liehen Vorteil der hohen Nachweisempfindlichkeit, welcher es erlaubt, den 
Farbstoff in relativ geringer Konzentration zur Färbung anzuwenden und 
ihn auch in kleinsten Mengen innerhalb der Zellen und Gewebe nachweisen 
zu können.

Die eigenen Untersuchungen wurden durchgeführt, um festzustellen, in­
wieweit die Färbung histologischer Schnittpräparate von tierischen Geweben 
mit sauren Farbstoffen abhängig ist von dem Dissoziationsgrad des ver­
wendeten Farbstoffes, und um den Versuch zu machen, dien Mechanismus 
dieser Färbung aufzuklären. W ir benutzten für die vorliegenden V ersuchs­
reihen den Fluoreszenzfarbstoff D ioxypyrendisulfosaures N atrium 1) (chemi­
sche Formel in Abb. i) .

S O j N a

S 0 3 N a

Abb. 1. 3-10-oxy-5-8-pyrendisulfosaures Natrium.

Dieser Farbstoff wurde von S T R U G G E R  (5) erstm alig für pflanzen­
physiologische Untersuchungen benutzt, und es wurden hierbei in seinem 
Institut durch P E R N E R  (7) die physikalisch-chem ischen Konstanten des­
selben festgestellt. E s  handelt sich bei dem Dioxypyrendisulfosauren 
Natrium um einen sauren Farbstoff, dessen E igenfarbe in gepufferten F a rb ­
lösungen pn-abhängig ist. Frisch  angesetzte Lösungen haben bis zu einer 
W asserstoffionenkonzentration vom pH4,8eine schwach gelbliche Eigenfarbe, 
die mit zunehmendem pn-W ert stärker wird, bis ab pH 7,0 die Farblösungen 
im alkalischen Bereich grün erscheinen. A uf Grund dieser Indikatoreigen­
schaft wurde durch P E R N E R  kolorimetrisch die Dissoziationskurve be­
stimmt (Abb. 2). D ie Fluoreszenzfarbe des Dioxypyrendisulfosauren 
Natrium s ändert sich ebenfalls mit steigendem pn-W ert. B is zu pH 5,0 zeigen 
saure Lösungen ein intensives Eisblau. Bei N äherung an den Neutralpunkt 
verändert sich die Fluoreszenzfarbe durch Beim ischung seegrüner Farb- 
nuancen, im neutralen und alkalischen Bereich ist ein intensives Laubgrün 
charakteristisch. D ie angesetzten Farblösungen verändern sich im Hellen 
und Dunklen in gleicher W eise verhältnism äßig rasch durch Alterung. 
Bereits nach 2 bis 3 Tagen tritt eine V ertiefung und später Änderung der 
E igenfarbe zu Braun ein, bis nach 5— 6 Tagen die Lösungen vollkommen un-

iaerrn Prof. Dr. S. S T R U G G E R  (Botanisches Institut der Universität 
Münster) danken wir für die freundliche Überlassung des Farbstoffes.
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Abb. 2. Dissoziationskurve des 3-10-oxy-5-8-pyrendisulfosauren Natriums (nach
P E R N E R ).

durchsichtig sind. D ie Fluoreszenzfarbe bleibt zunächst erhalten, wie wir 
ebenso wie P E R N E R  feststellen konnten, doch beginnt nach mehreren Wochen 
die Fluoreszenzintensität der Lösungen nachzulassen. N ach etwa einem 
halben Ja h r  ist eine Fluoreszenz an den gealterten Lösungen nicht mehr 
festzustellen. Bei der A lterung der Farblösungen tritt eine geringfügige 
D ispersitätsverm inderung ein, wie aus dem Diffusionsverhalten (Abb. 3) er­
kannt werden kann.

A b b .3. Diffusionskurve des Dioxypyrendisulfosauren Natriums (nach F E R N E R ) .
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Aus dem K u rven verlau f der Abb. 3 geht hervor, daß es sich bei dem an­
gewandten Fluorochrom  um einen gut diffusablen Farbstoff handelt, der 
allerdings die W erte des Kalium fluoreszeins nicht erreicht. D ie mit dem 
Altern der Lösungen einhergehende Verringerung der D ispersität des F arb ­
stoffes scheint nach den Versuchen von P E R N E R  gerin gfü gig  zu sein. 
Wesentlich für die theoretische Deutung des Färbungsausfalles ist die T a t­
sache, daß der untersuchte Farbstoff weder als Ion noch im molekularen 
Zustand lipoidlöslich ist, dagegen sich in W asser leicht löst (P E R N E R ) .

Eigene Untersuchungen

M e t h o d i k

Die Untersuchungen wurden durchgeführt mit einer Fluoreszenzeinrichtung, 
die in den wesentlichen Punkten mit der von E L L IN G E R  und H IR T  (8) be­
nutzten übere.nstimmte. Sie bestand aus einer großen Lumineszenzbogenlampe 
(Fabrikat „Leitz“ ), welche mit gewöhnlichen Kohleelektroden beschickt war. 
Die Wärmestrahlung der Lampe und das äußerste rote Ende des Lichtspektrums 
wurden durch eine vorgeschaltete Küvette von 10 cm Schichtdicke, gefüllt mit 
io%iger, angesäuerter Kupfersulfatlösung, absorbiert. Auf dieses Flüssigkeits­
filter folgte ein UG-Filter (Schott & Gen.) von 2 mm Dicke, wodurch das rest­
liche sichtbare Licht aus dem Strahlengang entfernt wurde. Das Filter läßt ultra­
violette Strahlen zwischen den Wellenlängen 3500 Ä und 4000 Ä passieren. Als 
Mikroskop diente ein übliches Zeißmodell. Zur Ausschaltung der noch durch das 
Okular gelangenden UV-Strahlung wurde ein Okularsperrfilter (Euphosglas) 
benutzt.

Bei Objektivvergrößerungen bis zur 3ofachen war ohne weiteres ein klares 
Fluoreszenzbild sichtbar. Wurden jedoch stärkere Vergrößerungen angewandt, so 
machten sich Überstrahlungen störend bemerkbar. Einzelne Gewebsanteile 
leuchteten so stark, daß andere, schwächer fluoreszierende Nachbarteilchen 
überstrahlt und somit unscharf abgebildet wurden. Hier mußte das sichtbare 
Licht gedämpft werden, doch bezog sich dies nur auf das sichtbare Licht, das 
von den selbstleuchtenden Teilchen des Objektes ausgestrahlt wurde, und nicht 
auf jenes der Bogenlampe. Zur Dämpfung des sichtbaren Fluoreszenzlichtes 
wurden bei stärkeren Objektiven eingebaute Irisblenden benutzt, wodurch zwar 
lichtschwächere, aber schärfer begrenzte Bilder mit größerer Tiefenschärfe er­
reicht wurden.

Zur Durchführung der Färbungsversuche mit Dioxypyrendisulfosauren! 
Natrium wurde Nierengewebe gewählt. Es kam unfixiertes und in verschiedener 
Weise gehärtetes Gewebe zur Anfärbung. Das Gewebsmaterial wurde bei 
Leichenobduktionen gewonnen. Eingefärbt wurden Mikrotomschnitte, die vom 
unfixierten und formalinfixierten Gewebe mittels Gefriertechnik gewonnen 
wurd.en. In Alkohol oder Carnoyscher Flüssigkeit gehärtetes Gewebe wurde in 
Paraffin eingebettet, geschnitten und nach Entparaffinierung gefärbt. Von jeder 
Versuchsserie wurden Kontrollschnitte ohne Anfärbung im UV-Licht auf ihre 
Eigenfluoreszenz (Primärfluoreszenz) geprüft, damit eine einwandfreie Bewer­
tung der Sekundärfluoreszenz nach Färbung gewährleistet war.

Es ergaben sich somit vier verschiedene Versuchsserien:
a) unfixiertes Gewebe,
b) in 4% igem Formal in fixierte Gewebsstiicke,
c) in 96% igem Alkohol fixiertes Gewebe,
d) in Carnoj'scher Flüssigkeit gehärtetes Gewebe.
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Da der Farbstoff in seiner Dissoziation eine starke Ph-A bhängigkeit auf­
weist, wurden die Anfärbungen bei unterschiedlichen pg-Werten der Farb­
lösungen vorgenommen:

A. pH 4,6 (Farbstoff nicht dissoziiert),
B- PH 5>6 (Beginn der Dissoziation),
C. Pu 6,4 (etwa Vs des Farbstoffes dissoziiert),
D. Ph 9>9 (Farbstoff vollkommen dissoziiert).

Als Puffergemische wurden isotonische Natriumphosphatpuffer verwendet, 
in denen jeweils auch der Farbstoff gelöst war. Die Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Puffer- und Farblösungen wurde elektrometrisch bestimmt.

Der Färbevorgang gestaltete sich für jedes Schnittpräparat nach folgendem 
Schema:

1. Vorbehandlung in farbfreier Pufferlösung io Minuten
2. Färbung in gepufferter Farblösung ..............................  io Minuten
3. Auswaschen in reichlicher Menge farbfreier Pufferlösung 10 Minuten
4. Eindecken des Präparates in entsprechender Pufferlösung bei unfixierten

Schnittpräparaten oder in fluoreszenzfreiem Paraffinöl bei fixiertem 
Material.

Von jeder Serie wurden jeweils einige gefärbte Schnittpräparate nach der 
Färbung für längere Zeiten (24—36 Stunden) mit Puffergemischen ausgewaschen.

Versuchsergebnisse

a) U n f i x i e r t e s  G e w e b e

Die ungefärbten Schnitte weisen im U V -L ich t eine kaum wahrnehmbare, 
blaugrünliche Eigenfluoreszenz auf. D ie Glomeruli, insbesondere die 
Bowmannsche Kapsel, und die ableitenden Gangsystem e der Zona basalis 
fluoreszieren heller als die eben erkennbaren Tubulusabschnitte. Infolge der 
unterschiedlichen Fluoreszenzintensität sind die einzelnen Abschnitte des 
Nephrons relativ gut voneinander abgrenzbar. Die elastischen Fasern  zeigen 
eine helle, weißlich-violette Eigenfluoreszenz, wodurch die Blutgefäße im 
Präparat besonders deutlich erkannt werden können. Suspendierung der 
Schnittpräparate in den farbfreien Pufferlösungen verstärkte in allen unter­
suchten pn-Bereichen gerin gfü gig  die Intensität der Eigenfluoreszenz, wobei 
weder der Farbton noch das unterschiedliche Verhalten der einzelnen 
Gewebsabschnitte verändert wurde.

Die nach der oben angegebenen Methodik gefärbten Schnittpräparate 
lassen die im folgenden beschriebene Sekundärfluoreszenz erkennen:

A . P u ffer- und Farblösung vom pH 4,6

Elastisches Gewebe hellviolett, dabei stärker leuchtend als in den unge­
färbten Schnittpräparaten. D as Nierenparenchym  weist im ganzen gesehen 
eine stark leuchtende, helle, seegrüne Fluoreszenz auf. D ie einzelnen A b­
schnitte des Nephrons sind infolge unterschiedlicher Leuchtintensität gut 
voneinander abzugrenzen. D ie verhältnism äßig flachen Epithelien der 
Tubuli contorti I I  fluoreszieren erheblich schwächer als die höheren Tubulus-

206 Schümmelfeder-Pfennings

download unter www.biologiezentrum.at



epithelien. D ie einzelnen Epithelzellen können nicht voneinander abgegrenzt 
werden, ebensowenig sind innerhalb der Zellen Kerne oder sonstige Struk­
turen sichtbar. D ie M alpighischen Körperchen zeigen, abgesehen von der 
etwas heller leuchtenden Bowmannschen Kapsel, nur eine wenig stärkere 
Fluoreszenz als die Epithelien der Tubuli contorti I I .  Das interstitielle 
Gewebe gleicht in seiner Fluoreszenzstärke den Kapillarschlingen der 
Glomeruli. D ie Erythrozyten innerhalb der Gefäße zeigen eine sehr 
schwache, gelbliche Fluoreszenz und sind von einem stärker leuchtenden 
grünlichen H of umgeben.

Längeres Auswaschen der Schnittpräparate m it entsprechender P u ffer­
lösung (ph 4,6) führte zu keiner Abnahme der Fluoreszenzintensität oder 
Änderung der Fluoreszenzfarbe.

B . F a rb - und Puffergem isch  vom pH 5,6

Im ganzen gleicht das B ild  der gefärbten Präparate weitgehend dem der 
vorhergehenden Serie  bei Ph 4,6. D ie Farbe ist dabei mehr nach laubgrün 
verschoben, und es ist eine geringfügige Abschwächung der Leuchtintensität 
eingetreten.

Wurden die Schnittpräparate längere Zeit bei P h 5 , 6  mit Pufferlösungen 
ausgewaschen, so ergab sich kein Unterschied zu den nur 10  Minuten lang 
behandelten Präparaten.

C. P u ffer- und Farblösung vom  p x  6,4

D ie H elligkeitsabnahm e gegenüber der ersten Versuchsreihe hat stärkere 
Grade erreicht, dabei ist jetzt der Farbton der Fluoreszenz eindeutig laub­
grün. In einzelnen Epithelien sind die Kernterritorien von einem dunkleren 
H of umgeben und' daher abgrenzbar.

Auch hier veränderte längeres Auswaschen das B ild  nicht.

D. F a rb - und Puffergem ische vom pH 9,9

Die sichtbaren Fluoreszenzerscheinungen gleichen vollkommen denen des 
ungefärbten Gewebes. N ur die Prim ärfluoreszenz ist zu erkennen, und zwar 
in gleicher Leuchtstärke und Farbtönung wie bei den mit farblosen P uffer­
lösungen der gleichen W asserstoffionenkonzentration behandelten Schnitt­
präparaten.

b) F o r m a l i n  f i x i e r t e s  N i e r e n g e w e b e

D ie Prim ärfluoreszenz der form alinfixierten Nierenschnitte ist gering, 
wenn auch etwas heller als die des unfixierten Schnittm aterials. Der all­
gemeine Fluoreszenzfarbton ist matt graublau, doch lassen sich morpho­
logisch die einzelnen Abschnitte des Nephrons einigermaßen gut voneinander 
abgrenzen, da sie sich in ihrer Leuchtintensität und Farbtönung unter­
scheiden. In der genannten Farbnuance und H elligkeit leuchten die
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Glomeruli und die flacheren Epithelien der Tubuli contorti I I .  Die übrigen 
Epithelien fluoreszieren heller in einem mehr blaugrünen Farbton. Das 
elastische Gewebe, insbesondere innerhalb der Gefäßwände, fluoresziert hell­
blau bis blauviolett. E ine Abgrenzung der Zellterritorien oder die Erkennung 
von Einzelheiten innerhalb der Zellen ist nicht möglich.

D ie mit ungefärbten Pufferlösungen vorbehandelten Schnittpräparatt: 
lassen unabhängig vom pn-W ert bei Erhaltung der gleichen Farbtönung eine 
geringfügige Steigerung der Prim ärfluoreszenz erkennen.

A . E in färbu n g  m it Farblösungen vom pH 4,6

H elle eisblaue bis weißlich-seegrüne Fluoreszenz des gesamten Schnitt­
präparates. D ie Leuchtintensität zeigt in den einzelnen Nierenabschnitteil 
erhebliche Differenzen, so daß eine morphologische Abgrenzung der ver­
schiedenen Teile des Nephrons ermöglicht wird. D ie flachen Epithelien des 
zweiten H auptstückes, des Überleitungsstückes und der Sammelröhren 
leuchten ebenso wie die Glomeruli schwächer als die hohen Epithelien des 
ersten Hauptstückes. Das interstitielle Gewebe der Zona basalis fluoresziert 
heller als das Epithel der A usführungsgänge in teils seegrünem, teils gelb­
grünem Farbton. Das elastische Gewebe tritt in seiner Leuchtintensität nicht 
besonders hervor. D ie Grenzen der Epithelzellen können kaum erkannt 
werden, nur in E inzelfällen lassen aus dem Verband gelockerte Zellen eine 
Anreicherung des Farbstoffes an den Zellgrenzflächen erkennefn. D as V e r­
halten der K ern e der Zellen ist unterschiedlich. D ie Epithelzellkerne sind 
teilweise heller leuchtend als das Plasm a, das gleiche gilt auch für einen 
T eil der K erne des Endothels der Glomerulusschlingen. Andere Epithelzell­
kerne sind jedoch als dunkle Gebilde ausgespart, ihre Grenze zum Zellplasm a 
ist als heller, seegriiner H of deutlich sichtbar. D ie K erne der Bindegewebs­
zellen sind durchweg prägnanter gefärbt.

B . F a rb - und Pufferlösungen vom pH 5,6

Bei gleicher Farbtönung und -Verteilung ist die Leuchtintensität in allen 
Abschnitten etwas geringer. Zellgrenzen sind dabei deutlicher auszunehmen 
als in den Schnittpräparaten der vorhergehenden Serie.

C. P u ffer- und Farbgem isch e vom p u  6,4

Erhebliche Abnahme der Leuchtstärke des Präparates. D er Fluoreszenz­
farbton ist bei dieser W asserstoffionenkonzentration hell laubgriin. D ie ein­
zelnen Nierenabschnitte zeigen sonst gleiches Verhalten wie bei den beiden 
vorhergehenden Versuchsansätzen, nur das elastische Gewebe läßt stärker 
den blauvioletten Farbton der Prim ärfluoreszenz erkennen.

D. E in färbu n g der P räparate  bei pH 9,9

D as B ild  gleicht vollkommen dem des ungefärbten Präparates. E ine F a rb ­
stoffaufnahme durch das Gewebe konnte nicht nachgewiesen werden.
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Ein  Teil der nach der angegebenen Methodik eingefärbten Präparate wurde 
entsprechenden Pufferlösungen 36 Stunden lang ausgewaschen. Die bei 

PH-Werten von 4,6 und 5,6 behandelten Schnittpräparate zeigten keine 
Abnahme der Leuchtintensität, es waren jedoch die beschriebenen E inzel­
heiten infolge besserer D ifferenzierung deutlicher sichtbar. D ie in Lösungen 
vom Ph 6,4 eingefärbten und danach 36 Stunden ausgewaschenen Gewebs- 
schnitte zeigten zwar noch den grünen Farbton des Dioxypyrendisulfosauren 
Natriums, doch war die Leuchtintensität gegenüber den nur 10  Minuten lang 
ausgewaschenen Schnitten derart herabgesetzt, daß sie sich von der P rim är­
fluoreszenz nicht wesentlich unterschied.

c) A l k o h o l f i x i e r t e s  N i e r e n g e w e b e

Gegenüber dem form alinfixierten M aterial ist eine Zunahme der E igen ­
fluoreszenz festzustellen, diese erreicht fast die H elligkeit der Sekundär­
fluoreszenz des unfixierten Gewebes nach E infärbung mit D ioxypyrendisulfo- 
saurem Natrium  aus sauren Farblösungen. D er Farbton der Fluoreszenz 
ist grauweiß unter Beim engung einer blaugrünen Farbkomponente. Die 
einzelnen Nierenabschnitte sind gut voneinander zu unterscheiden, wobei 
sich die Epithelien d'es Tubulusapparates im Gegensatz zum unfixierten 
M aterial durch helleres Leuchten hervorheben.

A . E in färbu n g  bei pH 4,<5

Strahlend helle, seegrüne Fluoreszenz, deren Leuchtintensität weit diejenige 
der gefärbten unfixierten und form alinfixierten Schnittpräparate übertrifft. 
Die Tubulusepithelien des gesamten Nephrons übertreffen in untereinander 
gleicher H elligkeit in ihrer Leuchtstärke die übrigen Gewebselemente. Die 
Kerne der Epithelien sind teils k räftig  gefärbt, teils sind sie mit der Öl­
immersion als dunkle Aussparungen erkennbar. D ie einzelnen Epithel­
zellen sind häufig infolge Farbstoffanreicherung an den Zellgrenzflächen 
deutlich voneinander abgrenzbar. D ie Glomeruli leuchten weniger stark, 
ebenso das interstitielle Gewebe, wobei in diesem jedoch einzelne Binde­
gewebsfasern heller aufleuchten. Die elastischen Elem ente der Gefäßwände 
zeigen eine gegenüber den ungefärbten Schnittpräparaten verstärkte blau­
violette Fluoreszenz. D ie Erythrozyten in den Gefäßen fluoreszieren schwach 
gelblich, während die weißen Blutzellen sowie das Plasm aeiweiß hellgrün 
leuchten.

Alkoholfixiertes Gewebe einer unmittelbar nach dem Tod entnommenen 
M eerschweinchenniere zeigte die gleichen Fluoroszenzerscheinungen (Abb. 4 
und 5).

B . Färbung mit Lösungen vom pH 5,6

K ein  Unterschied zu der Färbung bei einem PH-Wert von 4,6.
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Abb. 4 und 5.
Meerschweinchenniere. Fixation in 96% igem  Äthylalkohol. Paraffineinbettung. 
Dioxypyrendisulfosaures Natrium 1 10.000 in Phosphatpuffer vom p H  4,6. 
Färbedauer 10 Minuten. Fernrohrmißex mit Kontax (Zeiß). Agfa I S S  23/io° Din. 

O bjektiv 30 : 1. Okular 6X .

C. F arb- und Pufferlösungen vom Ph  6,4

Abgesehen von einer Farbänderung zu Laubgrün und einer erheblichen 
Abschwächung der Lichtstärke ist das morphologische B ild  des Präparates 
ohne Unterschied zu den vorhergehenden.
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D , F a rb - und P ufferlösungen vom pH p̂ p

Kein Unterschied in Fluoreszenzintensität und -färbe zur Prim ärfluores­
zenz der ungefärbten Präparate.

Längeres Auswaschen der Schnittpräparate mit den jew eiligen P u ffer­
lösungen führte zu keiner Änderung des Fluoreszenzbildes.

d) F i x i e r u n g  d e s  G e w e b e s  i n  C a r  n o y s c h e r  F l ü s s i g k e i t

W eder die Prim ärfluoreszenz der ungefärbten Präparate noch die 
Lumineszenzerscheinungen nach E infärbung mit D ioxypyrendisulfosaurem  
Natrium  unterscheiden sich von den in 96%|igem Alkohol fixierten Gewebs- 
präparaten. W ir verweisen daher auf die obige Beschreibung.

Erörterung der Ergebnisse
D a an dieser Stelle in erster Linie das W esen der Färbung mit dem 

sauren Fluorochrom D ioxypyrendisulfosaures N atrium  interessiert, bringen 
wir in Tabelle i eine kurze Zusammenstellung der für diesen Punkt 
wichtigen Ergebnisse.

T a b e l l e  i

F a r b e  u n d  I n t e n s i t ä t  d e r  S e k u n d ä r f l u o r e s z e n z  n a c h  
E i n f ä r b u n g  m i t  D i o x y p y r e n d i s u l f o s a u r e m  N a t r i u m  

i m P l a s m a  d e r  T u b u l u s e p i t h e l i e n

Färbeergebnis

Ph
der Lösungen unfixiertes

Gewebe

formalin-
fixiertes
Gewete

alkohol­
fixiertes
Gewebe

nach Carnoy 
fixiertes 
Gewebe

4,6
+ + (+ )
seegriin

hell

+ + +  
eisblau 

— seegrün 
hell

+ + + +
seegrün

hell

+ + + +
seegrün

hell

+ + + + (+ ) + + + + + + + +
5.6 grun seegrun seegrun seegrun

hell hell hell hell

6,4 +
laubgrün

+  (+) 
laubgrün

+  (+) 
laubgrün

+ (+ )
laubgrün

0 0 0 0
99 nur Eigen­ nur Eigen­ nur E 'gen- nur E igen­

fluoreszenz fluoreszenz fluoreszenz fluoreszenz

14* Schümm elfeder-Pfennings 211

download unter www.biologiezentrum.at



Aus den Versuchsergebnissen geht hervor, daß Dioxypyrendisulfosaures 
N atrium  nur in molekularer Form  vom toten ( ! )  Zytoplasm a aufgenommen 
und gespeichert wird. Dieses Ergebnis stimmt auffallend gut überein mit 
den Befunden von P E R N E R  (7) an lebenden ( ! )  Zellen der Oberepidermis 
der Zwiebelschuppe von Allium  cepa, bei denen sich eine kräftige Färbung 
des \  akuoleninhaltes der Zellen aus Farblösungen vom Ph 3 ,15 — 5.42 unc' 
eine schwächere A nfärbung bis Ph 6,28 zeigte. A llerdings wurde bei diesen 
Untersuchungen an lebenden pflanzlichen Zellen eine entsprechende A n ­
färbung des Vakuoleninhaltes erst nach erheblich längeren Färbezeiten (bis 
zu 24 Stunden) gefunden. Im Gegensatz zu den eigenen Befunden an toten 
tierischen Zellen fand P E R N E R  jedoch keine A nfärbung des Zellplasm as 
oder der Kerne. H ier machen sich die bereits eingangs erwähnten unter­
schiedlichen Perm eabilitäts- und Speicherungsverhältnisse bei lebenden und 
toten Zellen deutlich bemerkbar. D ie Speicherung des Farbstoffes im V ak u ­
oleninhalt der pflanzlichen Zelle beweist jedoch, daß auch das lebende Proto­
plasma für das undissoziierte Farbm olekel in einem gewissen Ausmaß 
permeabel ist.

E s frag t sich nun, an welche Zellbausteine in den eigenen Versuchen der 
saure Farbstoff gebunden wird. E ine Lösung des Farbstoffes in der lipoiden 
Phase des Zytoplasm as ist ausgeschlossen, da das Fluorochrom D ioxypyren­
disulfosaures Natrium  extrem  lipoidunlöslich ist (S T R U G G E R  [5] 
P E R N E R  [7])- Auch kann der Farbstoff nicht allein nach Diffusion in der 
wässerigen Phase der Interm izellarräum e des abgestorbenen Zytoplasm as 
festgehalten werden, da in den sauren Farblösungen nicht nur ein Konzen­
trationsausgleich stattfindet, sondern der' Farb stoff über die Höhe der Außen­
konzentration hinaus gespeichert wird. W enn es sich um einen einfachen 
D iffusionsvorgang handeln würde, so müßte gefordert werden, daß der F arb ­
stoff relativ leicht auswaschbar sein würde. Dies konnte jedoch in den eigenen 
Versuchen mit bis zu 36 Stunden langem Auswaschen nicht festgestellt 
werden. A ls Erklärungsm öglichkeit bleibt somit einmal die Annahme einer 
elektroadsorptiven Bindung der sekundär im Gewebe dissoziierten Farb- 
anionen an positiv geladene Zellkolloide und (bzw. oder) eine echte (elektro- 
neutrale) Adsorption der Farbm olekel m it H ilfe  V A N -D E R -W A A L S sc h e r 
K rä fte  an kolloidale Strukturen der Zellen. D ie chemische Bindung (Chemo- 
sorption), welche S T R U G G E R  (19 3 7 ) noch gesondert als theoretische 
M öglichkeit für die Speicherung von Farbstoffen angibt, ist an sich nicht 
grundsätzlich unterschiedlich von der eletroadsorptiven Bindung. Durch 
die bisherigen eigenen Untersuchungen kann keine Entscheidung für die 
eine oder andere M öglichkeit gegeben werden, doch deutet ein bei den vor­
liegenden Versuchen nicht näher untersuchter Befund, nämlich die A u s­
waschbarkeit wenigstens eines T eils des gespeicherten Farbstoffes durch 
Äthylalkohol, darauf hin, daß keine reine Elektroadsorption vorliegt, 
sondern auch die V A N -D E R -W A A L S sc h e  Adsorption bei der Speicherung 
beteiligt ist.

D ie angewandte F ix ieru n g  war ohne Einfluß auf die physiko-chemischen
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Bedingungen des Färbevorganges selbst, doch w ar das sich ergebende 
Fluoreszenzbild etwas unterschiedlich. D ie stärkste Fluoreszenzintensität 
zeigte das in Alkohol oder Carnoyscher F lüssigkeit fixierte Gewebe, die 
schwächste das unfixierte Gewebsm aterial. In  der gleichen W eise war aber 
a u c h ,  wie aus Tabelle 2  ersichtlich, die Prim ärfluoreszenz unterschiedlich.

T a b e l l e  2

I n t e n s i t ä t  d e r  P r i m ä r f l u o r e s z e n z  i m  P l a s m a  d e r  
T u b u l u s e p i t h e l i e n

Fixierung
Vorbehandlung der Schnittpräparate mit

W a s se r  bzw. 
p h y s io lo g isc h er  
K o c h sa lz lö su n g

Ph 4,6 Ph 5.6 Ph 6,4 Ph 9,9

unfixiert (+) + + + +
Formalin + +  (+) + (+ ) +  (+) +  ( +  )
Alkohol + + + + (+ ) + + (+ ) + + (+ ) + + (+ )
Carnoy + + + + (  +  ) + + (+ ) + + (+ ) + + (  +  )

E s war überhaupt au ffä llig , daß in den untersuchten Schnittpräparaten vom 
Nierengewebe die Floureszenzintensität der einzelnen Gewebselemente durch 
die Färbung mit D ioxypyrendisulfosaurem  N atrium  aus sauren Lösungen 
lediglich verstärkt wurde (entsprechend Tabelle 1) . Dabei trat dann auch 
die typische, pn-abhängige Fluoreszenzfarbe des Farbstoffes auf. Eine 
elektive H ervorhebung einzelner Gewebselemente durch die Färbung konnte 
über das bei der Prim ärfluoreszenz vorhandene Maß praktisch nicht erreicht 
werden, wenn auch die wesentlich kräftigere Sekundärfluoreszenz die Beob­
achtung von Einzelheiten erheblich erleichterte.

Zusammenfassung
1. An Schnittpräparaten vom Nierengewebe wurden Färbungsversuche 

mit gepufferten Farblösungen verschiedener W asserstoffionenkonzentration 
des Fluorochroms D ioxypyrendisulfosaures Natrium  durchgeführt.

2. E ine  A nfärbung der Schnittpräparate konnte nur aus sauren F arb ­
lösungen, und zwar im Bereich von Ph 4,6— 6,4, erreicht werden. Vom un- 
fixierten oder in Form alin, Alkohol oder nach Carnoy fixierten Gewebe 
werden demnach nur die undissoziierten Farbm olekel aufgenommen und 
gespeichert.

3. Bei der Speicherung des Farbstoffes handelt es sich um einen adsorp- 
tiven V organg, jedoch konnte mit den bisherigen Versuchen nicht geklärt 
werden, ob Elektroadsorption oder (und) V A N -D E R -W A A L S sc h e  A dsorp­
tion vorliegt.
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4- B ei der Farbstoffspeicherung werden keine bestimmten morphologi­
schen Strukturen bevorzugt, infolgedessen unterscheidet sich das Fluoreszenz­
bild nach A nfärbung von der Prim ärfluoreszenz nur durch den Farbton und 
die wesentlich stärkere Fluoreszenzintensität.
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B E R IC H T IG U N G
In der Arbeit

HERSTELLUNG DÜNNER STAHLPROBEN DURCH  
SCHNEIDEN MIT DEM MIKROTOM

von Prof. Dr. Carl B E N E D IC K S  und Dr. Olaf TEN O W , Mikroskopie 4 (1949), 
5/6: 129 —157, ist folgendes zu berichtigen:

Seite 139, letzte Zeile von unten, anstatt „Druck“ richtig „Drehmoment“ und 
anstatt „kg/qcm“ richtig „kg . cm“ .

1
Weiters sind die Abbildungsmaßstäbe der Mikrophotographie wie folgt nach­

zutragen.

7: 220 1 Abb. 20: 0,8 500 - 400 1
12 : 2,5 1 2 1 :  0,8 45 = 36 1
13 : 2,8 1 22: 0,8 48 = 36 1
14 : 0,8 . 500 =  400 1 23: 0,8 600 = 480 1
15 : 0,8 . 500 =  400 1 24: 0,8 90 = 72 1
16: 0,8 . 50 =  40 1 25: o,8 230 = 180 1
17 : 0,8 . 50 =  40 1 26: o,8 1250 = 1000 1
18 : 0,8 . 110  =  88 1 27: 0,8 1250 = 1000 1
19 : 0,8 . 500 =  400 1 28: 0,8 1250 = 1000 1
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