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Die histologische Anfirbung toter Gewebssysteme mit wohldefinierten
Farbstoffen erlaubt keine bindende Aussage iiber den physiologischen oder
pathologischen Zustand der Zellen und Gewebe im Leben, denn die Farbungs-
erscheinungen sind grundsitzlich unterschiedlich, und diese Anderung tritt
mit dem Zelltod ein. Die Fixierung des Gewebes vermag zwar die histologi-
sche Farbbarkeit weitgehend zu beeinflussen, das Wesen der postvitalen
Farbung dndert sie jedoch meistens nicht. Histologische und vitale Farbung
unterscheiden sich nicht nur dadurch, daB abgestorbene Zellen nicht mehr
die besonderen Permeabilititsverhaltnisse und Speicherfihigkeiten der
lebenden Zellen besitzen, sondern es treten auBerdem noch weitgehende
Veranderungen physikalisch-chemischer Natur ein, deren Ausmafl durch
die Art der Fixierung sehr stark beeinfluBt werden kann (RIES, [1]). Nach
Untersuchungen von PISCHINGER (2), ZEIGER (3) u. a. solldie histologi-
sche Farbung, d.h. also die Anfirbung toten Gewebsmaterials, in erster
Linie von physikalisch-chemischen Faktoren, und zwar besonders den
elektrostatischen Ladungsverhiltnissen zwischen Substrat und Farbstoff,
abhingig sein. Die Anfarbung histologischer Strukturen erscheint nach den
genannten Untersuchern im wesentlichen als eine Elektroadsorption ungleich
geladener Teilchen. Fiir das basische Fluorochrom Akridinorange konnte
SCHUMMELFEDER (4) an tierischem Gewebe in weitgehender Uber-
einstimmung mit STRUGGER (5) und Mitarbeiter, welche an pflanzlichen
Objekten arbeiteten, feststellen, dafl es sich bei der histologischen Anfirbung
toten, unfixierten Gewebsmaterials mit diesem Farbstoff zwar zum iber-
wiegenden Teil um Elektroadsorption an ZelleiweiBkérper handelte, ein
geringerer Teil des Fluorochroms (in seiner Menge von der Zellart ab-
hiangig wurde jedoch auch mittels VAN-DER-WAALSscher Adsorption ge-
speichert.

Zu den bisher durchgefiihrten histologischen Farbeversuchen an tierischen
Geweben (PISCHINGER, ZEIGER, RIES u. a.) wurden fast ausschlieBlich
Hellfeldfarbstoffe (Diachrome) benutzt, wihrend Fluoreszenzfarbstoffe
(Fluorochrome) zwar empirisch zur histologischen Firbung angewandt
wurden (HAITINGER [6] u.a.), doch fehlten, von wenigen Ausnahmen
abgesehen, Firbungsversuche mit physikalisch-chemisch gut untersuchten
Fluorochromen, welche nicht nur differenzierte Farbbilder geben, sondern
auch auf das Wesen der histologischen Farbungserscheinungen Riickschliisse
erlauben. Fluorochrome besitzen fiir derartige Untersuchungen den erheb-
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lichen Vorteil der hohen Nachweisempfindlichkeit, welcher es erlaubt, den
FFarbstoff in relativ geringer Konzentration zur Farbung anzuwenden und
ihn auch in kleinsten Mengen innerhalb der Zellen und Cewebe nachweisen
zu konnen.

Die eigenen Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um festzustellen, in-
wieweit die Farbung histologischer Schnittpraparate von tierischen Geweben
mit sauren Farbstoffen abhingig ist von dem Dissoziationsgrad des ver-
wendeten Farbstoffes, und um den Versuch zu machen, den Mechanismus
dieser Farbung aufzukliren. Wir benutzten fiir die vorliegenden Versuchs-
reihen den Fluoreszenzfarbstoff Dioxypyrendisulfosaures Natrium?!) (chemi-
sche Formel in Abb. 1).

HO SO3NCl

HO SO;Na

Abb. 1. 3-10-0xy-5-8-pyrendisulfosaures Natrium.

Dieser Farbstoff wurde von STRUGGER (5) erstmalig fiir pflanzen-
physiologische Untersuchungen benutzt, und es wurden hierbei in seinem
Institut durch PERNER (7) die physikalisch-chemischen Konstanten des-
selben festgestellt. Es handelt sich bei dem Dioxypyrendisulfosauren
Natrium um einen sauren Farbstoff, dessen Eigenfarbe in gepufferten Farb-
losungen py-abhangig ist. Frisch angesetzte Losungen haben bis zu einer
Wasserstoffionenkonzentration vom Py 4,8 eine schwach gelbliche Eigenfarbe,
die mit zunehmendem pg-Wert starker wird, bis ab py 7,0 die Farbldsungen
im alkalischen Bereich griin erscheinen. Auf Grund dieser Indikatoreigen-
schaft wurde durch PERNER kolorimetrisch die Dissoziationskurve be-
stimmt (Abb. 2). Die Fluoreszenzfarbe des Dioxypyrendisulfosauren
Natriums dndert sich ebenfalls mit steigendem pg-Wert. Bis zu py 5,0 zeigen
saure Losungen ein intensives Eisblau. Bei Niherung an den Neutralpunkt
veriindert sich die Fluoreszenzfarbe durch Beimischung seegriiner Farb-
nuancen, im neutralen und alkalischen Bereich ist ein intensives Laubgriin
charakteristisch. Die angesetzten Farblosungen veridndern sich im Hellen
und Dunklen in gleicher Weise verhiltnismaflig rasch durch Alterung.
Bereits nach 2 bis 3 Tagen tritt eine Vertiefung und spiter Anderung der
Eigenfarbe zu Braun ein, bis nach 5—6 Tagen die Losungen vollkommen un-

1 lierrn Prof. Dr. S. STRUGGER (Botanisches Institut der Universitit
Miinster) danken wir fiir die freundliche Uberlassung des Farbstoffes.
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Abb. 2. Dissoziationskurve des 3-10-0xy-5-8-pyrendisulfosauren Natriums (nach
PERNER).

durchsichtig sind. Die Fluoreszenzfarbe bleibt zundchst erhalten, wie wir
ebenso wie PERNER feststellen konnten, doch beginnt nach mehreren Wochen
die Fluoreszenzintensitit der Losungen nachzulassen. Nach etwa einem
halben Jahr ist eine Fluoreszenz an den gealterten Ldsungen nicht mehr
festzustellen. Bei der Alterung der Farblésungen tritt eine geringfiigige
Dispersititsverminderung ein, wie aus dem Diffusionsverhalten (Abb. 3) er-
kannt werden kann.
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Abb.3. Diffusionskurve des Dioxypyrendisulfosauren Natriums (nach FERNER).
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Aus dem Kurvenverlauf-der Abb. 3 geht hervor, daBl es sich bei dem an-
gewandten Fluorochrom um einen gut diffusablen Farbstoff handelt, der
allerdings die Werte des Kaliumfluoreszeins nicht erreicht. Die mit dem
Altern der Losungen einhergehende Verringerung der Dispersitat des Farb-
stoffes scheint nach den Versuchen von PERNER geringfiigig zu sein.
Wesentlich flir die theoretische Deutung des Farbungsausfalles ist die Tat-
sache, daB der untersuchte Farbstoff weder als Ion noch im molekularen
Zustand lipoidlSslich ist, dagegen sich in Wasser leicht 16st (PERNER).

Eigene Untersuchungen
Methodik

Die Untersuchungen wurden durchgefihrt mit einer Fluoreszenzeinrichtung,
die in den wesentlichen Punkten mit der von ELLINGER und HIRT (8) be-
nutzten Gbere.nstimmte. Sie bestand aus einer groflen Lumineszenzbogenlampe
(Fabrikat ,Leitz"), welche mit gewdhnlichen Kohleelektroden beschickt war.
Die Wirmestrahlung der Lampe und das duBerste rote Ende des Lichtspektrums
wurden durch eine vorgeschaltete Kivette von 10cm Schichtdicke, gefiillt mit
10%iger, angesiuerter Kupfersulfatldsung, absorbiert. Auf dieses Flissigkeits-
filter folgte ein UG-Filter (Schott & Gen.) von 2mm Dicke, wodurch das rest-
liche sichtbare Licht aus dem Strahlengang entfernt wurde. Das Filter 148t ultra-
violette Strahlen zwischen den Wellenlingen 3500 A und 4000 A passieren. Als
Mikroskop diente ein iibliches Zeifmodell. Zur Ausschaltung der noch durch das
Okular gelangenden UV-Strahlung wurde ein Okularsperrfilter (Euphosglas)
benutzt.

Bei ObjektivvergroBerungen bis zur 3ofachen war ohne weiteres ein klares
IFluoreszenzbild sichtbar. Wurden jedoch stirkere VergroBerungen angewandt, so
machten sich Uberstrahlungen storend bemerkbar. Einzelne Gewebsanteile
leuchteten so stark, daf andere, schwicher fluoreszierende Nachbarteilchen
uberstrahlt und somit unscharf abgebildet wurden. Hier mufBite das sichtbare
Licht gedampft 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 Dampfung des sichtbaren Fluoreszenzlichtes
wurden bei stirkeren Objektiven eingebaute Irisblenden benutzt, wodurch zwar
lichtschwéchere, aber schirfer begrenzte Bilder mit gréB8erer Tiefenschirfe er-
reicht wurden.

Zur Durchfithrung der Firbungsversuche mit Dioxypyrendisulfosaurem
Natrium wurde Nierengewebe gewihlt. Es kam unfixiertes und in verschiedener
Weise gehirtetes Gewebe zur Anfirbung. Das Gewebsmaterial wurde bei
Leichenobduktionen gewonnen. Eingefirbt wurden Mikrotomschnitte, die vom
unfixierten und formalinfixierten Gewebe mittels Gefriertechnik gewonnen
wurden. In Alkohol oder Carnoyscher Flissigkeit gehirtetes Gewebe wurde in
Paraffin eingebettet, geschnitten und nach Entparaffinierung gefirbt. Von jeder
Versuchsserie wurden Kontrollschnitte ohne Anfirbung im UV-Licht auf ihre
Eigenfluoreszenz (Primérfluoreszenz) gepriift, damit eine einwandfreie Bewer-
tung der Sekundirfluoreszenz nach Firbung gewihrleistet war.

Es ergaben sich somit vier verschiedene Versuchsserien:

a) unfixiertes Gewebe,

b) in 4% igem Formalin fixierte Gewebsstiicke,

¢) in 96% igem Alkohol fixiertes Gewebe,

d) in Carnoyscher Flitssigkeit gehirtetes Gewebe.
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Da der Farbstoff in seiner Dissoziation eine starke py-Abhidngigkeit auf-
weist, wurden die Anfirbungen bei unterschiedlichen pg-Werten der Farb-
l6sungen vorgenommen :

A. pg 4,6 (Farbstoff nicht dissoziiert),

B. pug 5,6 (Beginn der Dissoziation),

C. pyg 6,4 (etwa /s des Farbstoffes dissoziiert),
D. py 9,9 (Farbstoff vollkommen dissoziiert).

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

S Der Firbevorgang gestaltete sich fiir jedes Schnittpriparat nach folgendem
chema:

1. Vorbehandlung in farbfreier Pufferlésung 10 Minuten
2. Farbung in gepufferter Farblésung ..... 10 Minuten
3. Auswaschen in reichlicher Menge farbfreler Pufferlosung 10 Minuten
4. Eindecken des Priparates in entsprechender Pufferlosung bei unfixierten

Schnittpriparaten oder in fluoreszenzfreiem Paraffindl bei fixiertem
Material.

Von jeder Serie wurden jeweils einige gefirbte Schnittpriparate nach der
Fiarbung fiir lingere Zeiten (24—36 Stunden) mit Puffergemischen ausgewaschen.

Versuchsergebnisse
a) Unfixiertes Gewebe

Die ungefirbten Schnitte weisen im UV-Licht eine kaum wahrnehmbare,
blaugriinliche Eigenfluoreszenz auf. Die Glomeruli, insbesondere die
Bowmannsche Kapsel, und die ableitenden Gangsysteme der Zona basalis
fluoreszieren heller als die eben erkennbaren Tubulusabschnitte. Infolge der
unterschiedlichen Fluoreszenzintensitit sind die einzelnen Abschnitte des
Nephrons relativ gut voneinander abgrenzbar. Die elastischen Fasern zeigen
eine helle, weiBlich-violette Eigenfluoreszenz, wodurch die Blutgefifle im
Priparat besonders deutlich erkannt werden konnen. Suspendierung der
Schnittpraparate in den farbfreien Pufferldsungen verstirkte in allen unter-
suchten pg-Bereichen geringfiigig die Intensitit der Eigenfluoreszenz, wobei
weder der Farbton noch das unterschiedliche Verhalten der einzelnen
Gewebsabschnitte verandert wurde,

Die nach der oben angegebenen Methodik gefarbten Schnittpriparate
lassen die im folgenden beschriebene Sekundirfluoreszenz erkennen:

A. Puffer- und Farblosung vom pgy 4,0

Elastisches Gewebe hellviolett, dabei stirker leuchtend als in den unge-
farbten Schnittpriparaten. Das Nierenparenchym weist im ganzen gesehen
eine stark leuchtende, helle, seegriine Fluoreszenz auf. Die einzelnen Ab-
schnitte des Nephrons sind infolge unterschiedlicher Leuchtintensitat gut
voneinander abzugrenzen. Die verhdltnismaig flachen Epithelien der
Tubuli contorti II fluoreszieren erheblich schwicher als die hoheren Tubulus-
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epithelien. Die einzelnen Epithelzellen konnen nicht voneinander abgegrenzt
werden, ebensowenig sind innerhalb der Zellen Kerne oder sonstige Struk-
turen sichtbar. Die Malpighischen Korperchen zeigen, abgesehen von der
etwas heller leuchtenden Bowmannschen Kapsel, nur eine wenig stirkere
Fluoreszenz als die Epithelien der Tubuli contorti II. Das interstitielle
Gewebe gleicht in seiner Fluoreszenzstirke den Kapillarschlingen der
Glomeruli. Die Erythrozyten innerhalb der GefiBle zeigen eine sehr
schwache, gelbliche Fluoreszenz und sind von einem starker leuchtenden
griinlichen Hof umgeben.

Lingeres Auswaschen der Schnittpriparate mit entsprechender Puffer-
16sung (pm 4,6) fithrte zu keiner Abnahme der Fluoreszenzintensitit oder
Anderung der Fluoreszenzfarbe.

B. Farb- und Puffergemisch vom py 5,6

Im ganzen gleicht das Bild der gefarbten Préiparate weitgehend dem der
vorhergehenden Serie bei py 4,6. Die Farbe ist dabei mehr nach laubgriin
verschoben, und es ist eine geringfiigige Abschwichung der Leuchtintensitit
eingetreten.

Wurden die Schnittpriparate lingere Zeit bei pg 5,6 mit Pufferlosungen
ausgewaschen, so ergab sich kein Unterschied zu den nur 10 Minuten lang
behandelten Praparaten.

C. Puffer- und Farblosung vom py 6,4

Die Helligkeitsabnahme gegeniiber der ersten Versuchsreihe hat stirkere
Grade erreicht, dabei ist jetzt der Farbton der Fluoreszenz eindeutig laub-
griin. In einzelnen Epithelien sind die Kernterritorien von einem dunkleren
Hof umgeben und daher abgrenzbar.

Auch hier verianderte lingeres Auswaschen das Bild nicht.

D. Farb- und Puffergemische vom py 9,9

Die sichtbaren Fluoreszenzerscheinungen gleichen vollkommen denen des
ungefiarbten Gewebes. Nur die Primérfluoreszenz ist zu erkennen, und zwar
in gleicher Leuchtstirke und Farbténung wie bei den mit farblosen Puffer-
losungen der gleichen Wasserstoffionenkonzentration behandelten Schnitt-
praparaten.

b) Formalinfixiertes Nierengewebe

Die Primarfluoreszenz der formalinfixierten Nierenschnitte ist gering,
wenn auch etwas heller als die des unfixierten Schnittmaterials. Der all-
gemeine Fluoreszenzfarbton ist matt graublau, doch lassen sich morpho-
logisch die einzelnen Abschnitte des Nephrons einigermallen gut voneinander
abgrenzen, da sie sich in ihrer Leuchtintensitit und Farbténung unter-
scheiden. In der genannten Farbnuance und Helligkeit leuchten die
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Glomeruli und die flacheren Epithelien®der Tubuli contorti II. Die iibrigen
Epithelien fluoreszieren heller in einem mehr blaugriinen Farbton. Das
elastische Gewebe, insbesondere innerhalb der Gefallwande, fluoresziert hell-
blau bis blauviolett. Eine Abgrenzung der Zellterritorien oder die Erkennung
von Einzelheiten innerhalb der Zellen ist nicht moglich.

Die mit ungefirbten Pufferlgsungen vorbehandelten Schnittpriparate
lassen unabhingig vom pg-Wert bei Erhaltung der gleichen Farbténung eine
geringfiigige Steigerung der Primirfluoreszenz erkennen.

A. Einfarbung mit Farblosungen vom py 4,6

Helle eisblaue bis weiilich-seegriine Fluoreszenz des gesamten Schnitt-
praparates, Die Leuchtintensitit zeigt in den einzelnen Nierenabschnitten
erhebliche Differenzen, so daB eine morphologische Abgrenzung der ver-
schiedenen Teile des Nephrons ermdglicht wird. Die flachen Epithelien des
zweiten Hauptstiickes, des Uberleitungsstiickes und der Sammelréhren
leuchten ebenso wie die Glomeruli schwicher als die hohen Epithelien des
ersten Hauptstiickes. Das interstitielle Gewebe der Zona basalis fluoresziert
heller als das Epithel der Ausfithrungsginge in teils seegriinem, teils gelb-
grunem Farbton. Das elastische Gewebe tritt in seiner Leuchtintensitat nicht
besonders hervor. Die Grenzen der Epithelzellen konnen kaum erkannt
werden, nur in Einzelfallen lassen aus dem Verband gelockerte Zellen einc
Anreicherung des Farbstoffes an den Zellgrenzflichen erkennen. Das Ver-
halten der Kerne der Zellen ist unterschiedlich. Die Epithelzellkerne sind
teilweise heller leuchtend als das Plasma, das gleiche gilt auch fiir einen
Teil der Kerne des Endothels der Glomerulusschlingen. Andere Epithelzell-
kerne sind jedoch als dunkle Gebilde ausgespart, ihre Grenze zum Zellplasma
ist als heller, seegriiner Hof deutlich sichtbar. Die Kerne der Bindegewebs-
zellen sind durchweg priagnanter gefirbt.

B. Farb- und Pufferlosungen vom py 5,6

Bei gleicher Farbtonung und -verteilung ist die Leuchtintensitit in allen
Abschnitten etwas geringer. Zellgrenzen sind dabei deutlicher auszunehmen
als in den Schnittpriparaten der vorhergehenden Serie.

C. Puffer- und Farbgemische vom py 6,4

Erhebliche Abnahme der Leuchtstirke des Praparates. Der Fluoreszenz-
farbton ist bei dieser Wasserstoffionenkonzentration hell laubgriin. Die ein-
zelnen Nierenabschnitte zeigen sonst gleiches Verhalten wie bei den beiden
vorhergehenden Versuchsansitzen, nur das elastische Gewebe 1aBt stirker
den blauvioletten Farbton der Primarfluoreszenz erkennen.

D. Einfirbung der Praparate bei py 9,9

Das Bild gleicht vollkommen dem des ungefirbten Préaparates. Eine Farb-
stoffaufnahme durch das Gewebe konnte nicht nachgewiesen werden.
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Ein Teil der nach der angegebenen Methodik eingefiarbten Priparate wurde

entsprechenden Pufferlésungen 36 Stunden lang ausgewaschen. Die bei
pu-Werten von 4,6 und 5,6 behandelten Schnittpriparate zeigten keine
Abnahme der Leuchtintensitit, es waren jedoch die beschriebenen Einzel-
heiten infolge besserer Differenzierung deutlicher sichtbar. Die in Losungen
vom Py 6,4 eingefirbten und danach 36 Stunden ausgewaschenen Gewebs-
schnitte zeigten zwar noch den griinen Farbton des Dioxypyrendisulfosauren
Natriums, doch war die Leuchtintensitit gegeniiber den nur 10 Minuten lang
ausgewaschenen Schnitten derart herabgesetzt, da} sie sich von der Primir-
fluoreszenz nicht wesentlich unterschied.

c) Alkoholfixiertes Nierengewebe

Gegeniiber dem formalinfixierten Material ist eine Zunahme der Eigen-
fluoreszenz festzustellen, diese erreicht fast die Helligkeit der Sekundar-
fluoreszenz des unfixierten Gewebes nach Einfarbung mit Dioxypyrendisulfo-
saurem Natrium aus sauren Farblosungen. Der Farbton der Fluoreszenz
ist grauweifl unter Beimengung einer blaugriinen Farbkomponente. Die
einzelnen Nierenabschnitte sind gut voneinander zu unterscheiden, wobei
sich die Epithelien des Tubulusapparates im Gegensatz zum unfixierten
Material durch helleres Leuchten hervorheben.

A. Einfirbung bei py 4,6

Strahlend helle, seegriine Fluoreszenz, deren Leuchtintensitit weit diejenige
der gefirbten unfixierten und formalinfixierten Schnittpriparate iibertrifft.
Die Tubulusepithelien des gesamten Nephrons iibertreffen in untereinander
gleicher Helligkeit in ihrer Leuchtstirke die iibrigen Gewebselemente. Die
Kerne der Epithelien sind teils kraftig gefarbt, teils sind sie mit der Ol-
immersion als dunkle Aussparungen erkennbar. Die einzelnen Epithel-
zellen sind haufig infolge Farbstoffanreicherung an den Zellgrenzflichen
deutlich voneinander abgrenzbar. Die Glomeruli leuchten weniger stark,
ebenso das interstitielle Gewebe, wobei in diesem jedoch einzelne Binde-
gewebsfasern heller aufleuchten. Die elastischen Elemente der GefaBwinde
zeigen eine gegeniiber den ungefiarbten Schnittpriparaten verstirkte blau-
violette Fluoreszenz, Die Erythrozyten in den Gefdflen fluoreszieren schwach
gelblich, wahrend die weilen Blutzellen sowie das PlasmaeiweiB hellgriin
leuchten.

Alkoholfixiertes Gewebe einer unmittelbar nach dem Tod entnommenen
Meerschweinchenniere zeigte die gleichen Fluoroszenzerscheinungen (Abb. 4
und 3).

B. Firbung mit Losungen vom py 5,6

Kein Unterschied zu der Farbung bei einem pg-Wert von 4,6.
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Abb. 4 und 5.

Meerschweinchenniere. Fixation in 96% igem Athylalkohol. Paraffineinbettung.

Dioxypyrendisulfosaures Natrium 1 10.000 in Phosphatpuffer vom pH 4,6.

Firbedauer 10 Minuten. Fernrohrmiflex mit Kontax (Zeif). Agfa ISS 23/1® Din.
Objektiv 30: 1. Okular 6X.

C. Farb- und Pufferlosungen vom by 0,4

Abgesehen von einer Farbinderung zu Laubgriin und einer erheblichen
Abschwachung der Lichtstirke ist das morphologische Bild des Praparates
ohne Unterschied zu den vorhergehenden.
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D. Farb--und: Pufferlosungen vom pg 9,9

Kein Unterschied in Fluoreszenzintensitit und -farbe zur Primarfluores-
zenz der ungefirbten Praparate.

Lingeres Auswaschen der Schnittpriparate mit den jeweiligen Puffer-
16sungen fithrte zu keiner Anderung des Fluoreszenzbildes.

d) Fixierung des Gewebes inCarnoyscher Fliissigkeit

Weder die Primiarfluoreszenz der ungefdarbten Priparate noch die
Lumineszenzerscheinungen nach Einfirbung mit Dioxypyrendisulfosaurem
Natrium unterscheiden sich von den in 96%iigem Alkohol fixierten Gewebs-
praparaten. Wir verweisen daher auf die obige Beschreibung.

Erorterung der Ergebnisse

Da an dieser Stelle in erster Linie das Wesen der Firbung mit dem
sauren Fluorochrom Dioxypyrendisulfosaures Natrium interessiert, bringen
wir in Tabelle 1 eine kurze Zusammenstellung der fiir diesen Punkt
wichtigen Ergebnisse.

Tabelle 1

Farbe und Intensitit der Sekundiarfluoreszenz nach
Einfarbung mit Dioxypyrendisulfosaurem Natrium
im Plasma der Tubulusepithelien

Firbeergebnis
EH fixiert formalin- alkohol- nach Carnoy
der Losungen mé xteg es fixiertes fixiertes fixiertes
ewebe Gewete Gewebe Gewebe
++
++(H ei_:blau ++++ ++++
4,6 seegriin _ seegriin seegriin seegriin
hell & hell hell
hell
++ +4-(+) ++++ ++++
5.6 grin seegrin seegriin seegriin
hell hell hell hell
6 + +(+) +(+) +(+)
4 laubgriin laubgriin laubgriin laubgriin
0 o o o}
99 nur Eigen- nur Eigen- nur Eigen- nur Eigen-
fluoreszenz fluoreszenz fluoreszenz fluoreszenz
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Aus den Versuchsergebnissen geht ‘hervor; daB Dioxypyrendisuliosaures
Natrium nur in molekularer Form vom toten (!) Zytoplasma aufgenommen
und gespeichert wird. Dieses Ergebnis stimmt auffallend gut {iberein mit
den Befunden von PERNER (%) an lebenden (!) Zellen der Oberepidermis
der Zwiebelschuppe von Allium cepa, bei denen sich eine kraftige Farbung
des \akuoleninhaltes der Zellen aus Farblosungen vom pmg 3,I15—35,42 und
eine schwachere Anfirbung bis py 6,28 zeigte. Allerdings wurde bei diesen
Untersuchungen an lebenden pflanzlichen Zellen eine entsprechende An-
farbung des Vakuoleninhaltes erst nach erheblich lingeren Farbezeiten (bis
zu 24 Stunden) gefunden. Im Gegensatz zu den eigenen Befunden an toten
tierischen Zellen fand PERNER jedoch keine Anfirbung des Zellplasmas
oder der Kerne. Hier machen sich die bereits eingangs erwihnten unter-
schiedlichen Permeabilitits- und Speicherungsverhiltnisse bei lebenden und
toten Zellen deutlich bemerkbar. Die Speicherung des Farbstoffes im Vaku-
oleninhalt der pflanzlichen Zelle beweist jedoch, daB auch das lebende Proto-
plasma fiir das undissoziierte Farbmolekel in einem gewissen Ausmaf
permeabel ist.

Es fragt sich nun, an welche Zellbausteine in den eigenen Versuchen der
saure Farbstoff gebunden wird. Eine Losung des Farbstoffes in der lipoiden
Phase des Zytoplasmas ist ausgeschlossen, da das Fluorochrom Dioxypyren-
disulfosaures Natrium extrem lipoidunloslich ist (STRUGGER (5]
PERNER [7]). Auch kann der Farbstoff nicht allein nach Diffusion in der
wasserigen Phase der Intermizellarraume des abgestorbenen Zytoplasmas
festgehalten werden, da in den sauren Farblosungen nicht nur ein Konzen-
trationsausgleich stattfindet, sondern der Farbstoff iiber die Hohe der AuBen-
konzentration hinaus gespeichert wird. Wenn es sich um einen einfachen
Diffusionsvorgang handeln wiirde, so miiite gefordert werden, dal der Farb-
stoff relativ leicht auswaschbar sein wiirde. Dies konnte jedoch in den eigenen
Versuchen mit bis zu 36 Stunden langem Auswaschen nicht festgestellt
werden., Als Erklarungsmoglichkeit bleibt somit einmal die Annahme einer
elektroadsorptiven Bindung der sekundar im Gewebe dissoziierten Farb-
anionen an positiv geladene Zellkolloide und (bzw. oder) eine echte (elektro-
neutrale) Adsorption der Farbmolekel mit Hilfe VAN-DER-WAALSscher
Krafte an kolloidale Strukturen der Zellen. Die chemische Bindung (Chemo-
sorption), welche STRUGGER (1937) mnoch gesondert als theoretische
Moglichkeit fiir die Speicherung von Farbstoffen angibt, ist an sich nicht
grundsitzlich unterschiedlich von der eletroadsorptiven Bindung. Durch
die bisherigen eigenen Untersuchungen kann keine Entscheidung fiir die
eine oder andere Moglichkeit gegeben werden, doch deutet ein bei den vor-
liegenden Versuchen nicht niher untersuchter Befund, namlich die Aus-
waschbarkeit wenigstens eines Teils des gespeicherten Farbstoffes durch
Athylalkohol, darauf hin, daB keine reine Elektroadsorption vorliegt,
sondern auch die VAN-DER-WAALSsche Adsorption bei der Speicherung
beteiligt ist.

Die angewandte Fixierung war ohne EinfluB auf die physiko-chemischen
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Bedingungen des Firbevorganges selbst, doch war das sich ergebende
IFluoreszenzbild etwas unterschiedlich. Die stirkste Fluoreszenzintensitat
zeigte das in Alkohol oder Carnoyscher Fliissigkeit fixierte Gewebe, dic
schwichste das unfixierte Gewebsmaterial. In der gleichen Weise war aber
auch, wie aus Tabelle 2 ersichtlich, die Primarfluoreszenz unterschiedlich.

Tabelle 2

Intensitat der Primarfluoreszenz 1m Plasma der
Tubulusepithelien

Vorbehandlung der Schnittpriaparate mit

Fixierung Wasser bzw.

physiologischer 6 ,6 6,
Kochsalzlésung Pu 4, Pu 5 Pu 04 Pu 0.9

unfixiert +) + -+ + +

Formalin + +() +() +() +(4+)
Alkohol +4 +4+E) | | ) | D
Carnoy ++ +HE) | B | D | D

Es war iiberhaupt auffillig, daB in den untersuchten Schnittpriparaten vom
Nierengewebe die Floureszenzintensitit der einzelnen Gewebselemente durch
die Fiarbung mit Dioxypyrendisulfosaurem Natrium aus sauren L&sungen
lediglich verstdrkt wurde (entsprechend Tabelle 1). Dabei trat dann auch
die typische, pp-abhingige Fluoreszenzfarbe des Farbstoffes auf. Eine
elektive Hervorhebung einzelner Gewebselemente durch die Farbung konnte
iiber das bei der Primarfluoreszenz vorhandene MalB praktisch nicht erreicht
werden, wenn auch die wesentlich kriaftigere Sekundarfluoreszenz die Beob-
achtung von Einzelheiten erheblich erleichterte.

Zusammenfassung

I. An Schnittpriparaten vom Nierengewebe wurden Firbungsversuche
mit gepufferten Farblosungen verschiedener Wasserstoffionenkonzentration
des Fluorochroms Dioxypyrendisulfosaures Natrium durchgefiihrt.

2. Eine Anfarbung der Schnittpraparate konnte nur aus sauren IFarb-
l6sungen, und zwar im Bereich von pg 4,6—0,4, erreicht werden. Vom un-
fixierten oder in Formalin, Alkohol oder nach Carnoy fixierten Gewebe
werden demnach nur die undissoziierten Farbmolekel aufgenommen und
gespeichert.

3. Bei der Speicherung des Farbstoffes handelt es sich um einen adsorp-
tiven Vorgang, jedoch konnte mit den bisherigen Versuchen nicht geklart
werden, ob Elektroadsorption oder (und) VAN-DER-WAALSsche Adsorp-
tion vorliegt.
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4. Bei der Farbstoffspeicherung ‘werdenkeine bestimmten morphologi-
schen Strukturen bevorzugt, infolgedessen unterscheidet sich das Fluoreszenz-
bild nach Anfirbung von der Primirfluoreszenz nur durch den Farbton und
die wesentlich stirkere Fluoreszenzintensitit.
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