(Aus dem Lektorat fiir Fluoreszenzmikroskopie der Hochschule fiir Bodenkultur, Wien)

Bemerkungen zur Vitalfluorochromierung mit Akridinorange
Von FRANZ DANGL, Wien
Mit 4 Abbildungen

Die Akridinfarbstoffe, denen auch die medizinisch wichtigen Substanzen Trypaflavin,
Atebrin, Coriphosphin und Rivanol angehoren, sind auf das Akridin zurtickzufiihren.

Das als Fluorochrom dienende Akridinorange wurde von BENDER 1889 aus dem
asymmetrischen Dimethyl-m-phenylendiamin aufgebaut und findet technologische Anwen-
dung zur Firbung tannierter Baumwolle (Abb. 1).

Es hat basischen (kathodischen) Charakter, im dissoziierten Zustande ist der fluores-
zierende Anteil als Kation vertreten.

Eine einfache Erkennungsméglichkeit des kathodischen Charakters eines Fluorochroms
ist in der Tiipfelreaktion (Kapillarprobe) gegeben, die von Friedrich GOPPELSRODER
1889 begriindet, von I'. FEIGL weiter ausgebaut und von LIESEGANG 1943 speziell fiir
die Untersuchung von Fluorochromen empfohlen worden war.

Eine wiBrige Losung des zu priifenden Fluorochroms mit einem pg-Wert zwischen
3 und 7 wird auf ein Blatt Filterpapier aufgetropit und sofort die kapillare Ausbreitung
derselben unter gefiltertem ultraviolettem Licht (Analysenquarzlampe) beobachtet. Liegt das
Fluoreszenzlicht nicht im blauen Spektralbereich, so kann auch Blaulicht zur Erregung
herangezogen werden. Der fluoreszierende Anteil der Losung breitet sich kapillar wesentlich
langsamer aus als das Losungsmittel Wasser, Daher ist am Filterpapier ein stark fluores-
zierender Kern mit einem nichtfluoreszierenden Wasserrand an der Peripherie zu beob-
achten, wie in der tieferstehenden Abbildung zu erkennen ist (Abb. 2).
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Abb. 1. Akridinorange.

Abb. 2. Tiipfelreaktion
kathodischer
Fluorochrome.

Die grofite Bedeutung kommt der Kennzeichnung eines beobachteten Farbwertes zu,
da rein beschreibende Angaben vielfach zu Widerspriichen fithren.

Auch durch die Heranziehung der Ostwaldschen Farbwerte wird keine befriedigende
Losung erzielt, da fiir unser Auge nur der Kollektiveindruck der im Druck verteilten
Pigmente zur Wahrnehmung gelangt. Spektroskopische Ausmessungen stellen hier wohl
den einzig gangbaren Weg dar.

Besondere Beachtung verdient das jeweilige Verhalten des angewandten Fluorochroms.

Da derzeit bereits eine groBere Anzahl von Verdffentlichungen iiber fluoreszenz-
mikroskopische Untersuchungen unter Anwendung des Farbstoffes Akridinorange vorliegen,
diirften einige zusitzliche Bemerkungen iiber das Verhalten desselben berechtigt sein, dies
um so mehr, als parallel mit Fluoreszenzerscheinungen im allgemeinen photodynamische
Wirkungen auftreten, worauf unter anderen bereits H. v. TAPPEINER, O. RAAB,
J. GICKLHORN und P METZNER hinweisen.

Im Vergleich zu den Farbwertsangaben S. STRUGGERs wurden an reinen Akridin-
orangelosungen (Akridinorange von Dr. G. GRUBLER, Leipzig, in aqua bidestillata)
Messungen mit dem Spektralphotometer von KONIG und MARTENS durchgefiihrt. Als
Lichtquelle diente eine Wolfram-Punktlampe. Bei jeder Messung, die von 10 zu 10 AE
erfolgte, wurde sowohl mit dem ungefilterten Licht dieser Lampe als auch bei Zwischen-
schaltung einer zweiprozentigen Natriumnitritldsung als UV-Sperrfilter der jeweilige
Extinktionswert ermittelt. Dadurch konnten charakteristische Fluoreszenzbanden auf ein-
fache Art und Weise festgestellt, dariiber hinaus aber auch die Wirkung fluoreszenz-
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Akridinorange in wisseriger Léosung (nach STRUGGER)

Konzentration Eigenfarbe Fluoreszenz Bemerkungen
1:100.000 gelb zea laubgriin 23 ia
. - entspricht annihernd der Konzen-
1:50.000 gelb 2ga laubgriin 23 na tration im lebenden Plasma
1:10.000 gelb 2pa laubgriin 24 na
1: 5000 gelb 3na gelb pc griinlich
1:1000 kreB 4 pa gelb 3na
1:500 kref 5pa kreB 4 na
. entspricht der Konzentration
1:100 kreB 6 na rot 7 pc im toten Plasma

loschender Einflisse, z. B. der wasserloslichen Anteile des Glases der Aufbewahrungsgefale,
beobachtet werden. Uber die Fluoreszenzloschung liegen unter anderem auch eine Reihe
von Untersuchungen auslindischer Forscher, vor allem TF. M. PEKERMANNSs aus dem
Institute WAWILOWs, vor.

Die von STRUGGER als ,, Konzentrationseffekt” bezeichnete Farbinderung 1aBt sich
auf diesem Wege meBtechnisch genau verfolgen. Sowohl iiber die Verlagerung der Fluores-
zenzbanden als auch deren Loschung bei verschiedenen Konzentrationsstufen und bei
Alterung der Losung wird in einer gesonderten Verdffentlichung genauer berichtet.

Uber diese allgemein bekannten Eigenschaften fluoreszierender Farbstoffe hinaus ist
wohl das lichtelektrische Verhalten derartiger Substanzen auBerordentlich interessant.

Wird eine Akridinorangeldsung in einer Elektrolysenzelle mit gleichartigen Platin-
elektroden der Belichtung ausgesetzt und ein empfindliches Galvanometer angelegt, so
lassen sich Photostrome in der Grofenordnung von 10—38 bis 10—7 A feststellen. Diese Er-
scheinung 148t sich wohl als Becquerel-Effekt zweiter Ordnung deuten, Giber den bereits
J. LIFSCHITZ und S. B. HOOGHOUDT, Chr. WINTER und andere berichteten.

Es ist nun zweifellos von grofitem Interesse, daB sich der durch die vorerwihnte
Elektronenabspaltung ausbildende Strom unterschiedlich verhilt, wenn bei gleichbleibenden
Elektroden reduzierende oder oxydierende IFlissigkeiten vorliegen. Es wird, wie sich bei
Modellversuchen erwiesen hat, Anode und Kathode wechselweise vertauschbar, wenn die
oberwihnten Faktoren gegeben sind.

Es ist somit denkbar, daB die Annahme einer vorgegebenen statischen T.adung an
Membranen lediglich auf Grund eines Fluoreszenzbildes unter Beriicksichtigung dieser
Umstinde einer Revision unterzogen werden muB8.

Da photodynamische Effekte, die ja bekanntlich sogar zu Krankheitserscheinungen
fithren, durch die Energieeinstrahlung bei der Fluoreszenzerregung ausgelost werden konnen,
ist bei Vitaluntersuchungen mit moglichst energiearmer, also langwelliger Erregerstrahlung
zu arbeiten. Es sind Obrigens auch Fille bekannt, wo durch Einwirkung fluoreszierender
Substanzen heilende Einflisse auftreten, worauf z. B. M. HECHT-ELEDA hinweist.

Der Vorgang der Loschung bestimmter Fluoreszenzbanden erschlieBt ein weites Feld
derzeit noch unerkannter mefBtechnischer Moglichkeiten. Es sei in dieser Hinsicht auf die
Untersuchungen J. C. LEVADITIs iiber das fluoreszenzmiBige Verhalten von Bact. coli als
Funktion des Alters der Bakterien hingewiesen, weiters auf das Auftreten periodischer
Schwankungen des prozentualen Anteiles der griin fluoreszierenden Zellen an Hefekulturen,
die Herr Dr. F. BOHNEL in Zusammenarbeit mit dem Verfasser am Hygienischen
Institut der Universitit Wien feststellen konnte.

Die umstehenden Abbildungen zeigen die Ergebnisse der Untersuchungen LEVA-
DITIs und BOHNELs. Es ist weiters zu erwarten, daf eine mathematische Untersuchung
derartiger Kurven, z. B. nach den hypothetischen Ansitzen der Differentialgleichungen nach
VERHULST, GOMPERTZ, VOLTERRA und anderen, neue Erkenntnisse bei der Aus-
wertung derartiger Beobachtungen mit sich bringt (Abb. 3 und 4).

Uber die mathematische Seite dieses Komplexes wird in einer gesonderten Veroffent-
lichung ein Uberblick gegeben.

Auf Grund der vorgebrachten Tatsachen darf wohl die Vermutung ausgesprochen
werden, daB eine genaue meBtechnische Verfolgung verschiedener Stoffwechselprozesse mit
Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie zu neuen Erkenntnissen fiihren wird.
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Abb. 3. Abb. 4.

Abb. 3. Abhingigkeit des Fluoreszenzvermiogens vom Alter der Bakterienkultur. (Nach

LEVADITI).

Abb. 4. Abhingigkeit des Fluoreszenzvermdogens von Saccharomyces cerevisiae vom Alter
der Kultur. Ordinate: perzentueller Anteil der griin fluoreszierenden Zellen, be-
zogen auf die jeweilige Gesamizall.

Summary

In the paper entitled “Comments on the Colouration of Living Specimens with
Acridine Orange” the author gives a detailed study of the physical behaviour of acridine
dyes. This study is based on the findings of a number of scientists working in the same
field. In the course of experiments undertaken by the author, the quenching of fluorescence
was observed in detail by measuring its extinction with the aid of a Konig-Martens
spectral-photometer. The phenomena of electronic emission was created by passing a
ray of visible light through the solution which consisted of water (H_ O) and acridine
orange 1:1000. This phenomena is classified as the Becquerel effect, second degree.

It is evident from the above that new aspects must be taken into consideration when
living specimens, dyed with acridine orange, are studied under the fluorescence microscope.
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